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日本沼虾表皮Serpin基因克隆及
免疫功能的初步研究
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摘 要:丝氨酸蛋白酶级联反应介导的黑化是甲壳动物重要的免疫反应,丝氨酸蛋白酶抑制剂(serinepro-

teinaseinhibitor,Serpin)是黑化反应的重要调节因子,而甲壳动物表皮Serpin的有关研究较少.为了探索表皮Serpin
在日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)免疫反应中的功能,基于前期转录组数据,利用PCR、RACE和生物信息学

从日本沼虾表皮克隆并鉴定了1个新的Serpin基因,命名为 MnSerpin,利用RT-qPCR和RNAi等方法,研究了该

基因时空表达模式、嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)攻毒后表皮 MnSerpin 的转录水平以及日本沼虾死亡率

的变化.结果显示,MnSerpincDNA全长2181bp,编码419个氨基酸,具有Serpin结构域.MnSerpin在腹背部表皮、

鳃、血细胞、胃、心、肝胰腺等多种组织均有表达;表皮 MnSerpin的表达与蜕皮周期有关,与蜕皮间期(C期)相比,在

蜕皮后早期(A期)最高,增加6.06倍(P<0.01).嗜水气单胞菌攻毒后,表皮 MnSerpin 的相对表达量在6h达到了

峰值,比对照组增加3.77倍(P<0.01).在腹背部第二节的关节膜内注射3μgdsRNA溶液,每12h注射1次,共注射

3次,最后一次注射后12h,干扰效率最高,表皮 MnSerpin的相对表达量同比下降58%(P<0.01).在干扰效率最高

的时间点攻毒,120h内,干扰组虾的累计死亡率比未干扰组增加16%(P<0.01).结果表明,日本沼虾表皮 MnSer-

pin是重要的免疫因子,MnSerpin的表达存在组织以及蜕皮周期不同阶段的差异,该基因表达下调能显著增加嗜水

气单胞菌感染虾的死亡率.
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无脊椎动物主要依靠天然免疫系统防御病原体入侵,其中包括体液免疫[1].黑化是重要体液免疫反应之

一,参与伤口愈合和病原体隔离等[2].黑化需要丝氨酸蛋白酶(Serineprotease,SP)级联反应启动酚氧化酶原

(prophenoloxidase,proPO)激活,产生活性酚氧化酶(phenoloxidase,PO),PO催化单酚为醌,醌聚合形成的

黑色素消灭病原体,但过量的黑色素和中间活性产物(醌类、超氧化物和PO等)将损伤细胞和组织[3-4].丝氨

酸蛋白酶抑制剂(serineproteinaseinhibitor,Serpin)是黑化反应的重要调节因子,维持生物体动态平衡[5].
通常,作为自杀抑制剂,Serpin反应中心环(reactivecenterloop,RCL)的裂解键(P1-P1')被靶蛋白识别和切

割,导致不可逆的构象变化,进而与靶蛋白形成共价复合物;P1氨基酸残基决定了Serpin的特异性[6-7].对
凡纳滨对虾(Litopenaeusvannamei)[8]、烟草天蛾(Manducasexta)[9]和家蚕(Bombyxmori)[5]等的研究显

示,Serpin负调控SP,导致下游的proPO不能激活,抑制黑化.
目前,已经在斑节对虾(Penaeusmonodon)[10]、中国明对虾(Fenneropenaeuschinensis)[11]、中华绒螯蟹
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(Eriocheirsinensis)[12]、三疣梭子蟹(Portunustrituberculatus)[13]的血细胞和日本囊对虾(Marsupenaeus
japonicus)[14]、红帝王蟹(Paralithodescamtschaticus)[15]的肝胰腺等组织克隆并鉴定了Serpin,发现病原

菌攻毒后Serpin 基因表达增加.研究发现,甲壳动物的表皮组织不仅起到物理屏障的作用,而且具有一些免

疫功能[16],但源于表皮组织的Serpin 基因还未见报道.
日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)又名青虾、河虾,是我国重要的淡水养殖品系[17].嗜水气单胞菌

(Aeromonashydrophila)是一种条件致病菌,导致日本沼虾极高的死亡率[18].为了探索表皮Serpin在日本

沼虾免疫反应中的作用,本研究首次从表皮克隆了1个Serpin 基因,命名为 MnSerpin,对其进行生物信息

学分析;利用RT-qPCR和 RNAi等方法,研究了 MnSerpin 的时空表达模式、嗜水气单胞菌攻毒以及

MnSerpin 敲降后表皮MnSerpin 的转录水平和日本沼虾死亡率的变化,旨在为阐明表皮组织在甲壳动物免

疫系统中的作用积累资料.

1 材料与方法

1.1 实验材料

日本沼虾购自河南省原阳黄饲渔场,选取健康虾体长(3.5±0.5)cm置于实验室玻璃水族箱内,水温设

置为(27±1)℃,早晚投喂1次.1周后,用于实验.选取3尾虾,解剖鳃、胃、肌肉、心、肝胰腺、血细胞等组织,
分别选取蜕皮间期(C)、蜕皮前早期(D0)、蜕皮前后期(D4)、蜕皮后早期(A)和蜕皮后晚期(B)的3尾虾,取
腹背部表皮组织,液氮速冻,-80℃保存备用.参照KIRIRAT等[19]方法,鉴定虾的蜕皮周期.除了在蜕皮周

期的表达分析外,选取C期虾作为实验材料.嗜水气单胞菌由新乡医学院实验室提供.
1.2 总RNA提取以及cDNA合成

按照MiniBESTUniversalRNAExtractionKit(TaKaRa)说明书提取各组织的总RNA,用超微量紫外

分光光度计 NanoDropONE(赛默飞)检测纯度和浓度,质量分数1%琼脂糖凝胶电泳检测.利用Prime-
ScriptTM OneStepRT-PCRKit(TaKaRa)合成cDNA第一链,-20℃保存.
1.3 MnSerpincDNA的全长克隆

基于本课题组日本沼虾C期头胸甲外骨骼转录组数据库中获得 MnSerpin 的核心序列,使用Prime
primer5.0软件设计引物MnSerpin-F和MnSerpin-R(附录表S1),扩增核心序列.根据验证的核心序列设

计MnSerpin 的3'和5'末端的嵌套引物(附录表S1),利用RACE的方法分别扩增3'和5'末端cDNA序列.
PCR产物经电泳后,按照HiPureGelPureDNAMiniKit(Magen)的方法回收纯化,连接pMD19-T载体,转
化DH5α感受态细胞,筛选阳性单克隆菌株送生工生物工程(上海)股份有限公司测序.根据测序结果,使用

DNAMAN软件拼接获得MnSerpin 的全长cDNA序列.
1.4 生物信息学分析

利用NCBIORFfinder软件(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)分析开放阅读框;BLAST软

件(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)分析氨基酸序列同源性;使用ConsveredDomainSearch软件

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)预测保守结构域;使用SignalP5.0软件(ht-
tps://services.healthtech.dtu.dk/service.php? SignalP-5.0)预测信号肽;使用ExPASy软件(https://web.
expasy.org/compute_pi/)预测蛋白质的理论等电点与相对分子量;通过ClustalW 程序进行多序列比对并

利用 MEGA5.1软件的邻接法构建系统发育树.
1.5 MnSerpin时空表达

以β-actin 作为内参基因,利用RT-PCR(ReverseTranscriptionPCR)的方法检测 MnSerpin 的组织分

布,50μL反应体系:2×EsTaqMasterMix25.0μL,各组织cDNA模板1.0μL,上下游引物各2.0μL,灭菌

ddH2O20.0μL;采用降落PCR进行扩增,反应条件:94℃预变性5min;94℃变性30s,58℃→48℃,退火

30s,72℃延伸150s,共32个循环;72℃终延伸7min,电泳检测不同组织对应的条带亮度.
利用RT-qPCR(quantitativereal-timePCR)的方法检测 MnSerpin 在蜕皮周期的表达(SYBRPremix

ExTaqTM试剂盒,TaKaRa).20μL反应体系:AceQqPCRSYBRGreenMasterMix10.0μL、蜕皮周期各阶
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段表皮cDNA模板2.0μL、上下游引物各0.8μL、灭菌ddH2O6.4μL.扩增条件:95℃变性5min;95℃变性

10s,60℃复性30s,共40个循环;95℃变性15s,60℃复性60s,97℃变性1s(融解曲线程序).每个样品

来源于3尾虾,重复3次,采用2-△△Ct的方法计算基因的相对表达量[8].在SPSS19.0中进行统计分析,结果

显示为平均值±标准差(n=3),单因素方差分析(ANOVA)和Duncan法进行显著性检验(P<0.05代表差

异显著,P<0.01代表差异极显著).
1.6 嗜水气单胞菌攻毒对表皮MnSerpin的表达影响

随机挑选虾100尾,平均分为攻毒组和对照组,分别在腹背部第二节的关节膜内注射2μL嗜水气单胞

菌菌悬液(2.5×108CFU·mL-1)或PBS,每个组设置3个重复.在注射后0、3、6、12、24、48和72h,利用

RT-qPCR分别测定表皮MnSerpin 转录水平.
1.7 dsRNA对MnSerpin的干扰效率

参照ZHUANG等[4]方法,根据Mnserpin 的cDNA序列,设计含有T7启动子及保护碱基的MnSerpin
的dsRNA特异性引物(附录表S1),通过RT-PCR扩增Mnserpin 片段,制备合成dsRNA的质粒模板后,利
用invitroTranscriptionT7Kit(TaKaRa)合成dsRNA,经纯化用于RNAiMnserpin 的表达.随机挑选虾

100尾,平均分为干扰组和对照组,分别于腹背部第二节的关节膜内注射3μgdsRNA溶液或等体积的PBS.
每个组设置3个重复.每12h注射1次,共注射3次,以加强敲除效率.在最后一次注射后0、3、6、12、24、48、

72h取表皮,利用RT-qPCR分别测定MnSerpin 转录水平.
1.8 MnSerpin干扰后嗜水气单胞菌攻毒对日本沼虾死亡率的影响

随机挑选虾150尾,平均分为对照组、攻毒+未干扰组和攻毒+干扰组.攻毒+干扰组在第3次注射

dsRNA溶液后12h,注射2μL嗜水气单胞菌菌悬液(2.5×108CFU·mL-1);对照组、攻毒+未干扰组在

第3次注射等体积PBS后12h,分别注射2μLPBS或嗜水气单胞菌菌悬液(2.5×108CFU·mL-1).每
组设置3个重复,在最后一次注射后0、6、12、24、48、72、96、120h分别计算各组日本沼虾的累计死

亡率.

2 结果

2.1 MnSerpin的克隆和生物信息学分析

MnSerpin 的cDNA全长2181bp(GenBank登录号:OP626166),包括102bp的5'UTR,819bp的

3'UTR和1260bp的 ORF,共编码419个氨基酸.理论上蛋白质的分子量和等电点分别为45.99kDa和

5.29.该蛋白含有一个21个氨基酸残基组成的信号肽和保守的Serpin结构域,其中含有P1为Y的RCL(附
录图S1和S2).

经BLASTP比对,MnSerpin的氨基酸序列和其他甲壳动物Serpin的同源性在43.22%~50.24%,如斑

节对虾(P.monodon,XP_037790831.1)为50.24%,凡纳滨对虾(P.vannamei,ROT82825.1)为49.76%(附
录图S2).基于氨基酸序列构建系统进化树,发现日本沼虾与中国对虾(Penaeuschinensis,ABC33916.1)Ser-
pin聚为一小支,属于甲壳动物的一大支(图1).
2.2 MnSerpin的时空表达分析

MnSerpin在腹背部表皮、鳃、胃、心、肝胰腺、血细胞等多种组织均有表达,但肌肉组织不表达(图2).以

C期为对照,表皮MnSerpin 在D0 期、D4 期、A期和B期的表达量极显著增加(P<0.01),其中在A期最

高,增加6.06倍,具体结果见图3.
2.3 嗜水气单胞菌攻毒对表皮MnSerpin表达的影响

嗜水气单胞菌对表皮MnSerpin 的诱导效应出现在攻毒后6~48h.如图4,与同时刻对照组相比,攻毒

后6~48h,MnSerpin 的相对表达量极显著增加,6h达到峰值,升高了3.77倍(P<0.01).
2.4 dsRNA对MnSerpin的干扰效率

注射dsRNA能显著降低MnSerpin 的表达.与相应的对照组比,6~72h,干扰组MnSerpin 的转录水平

极显著降低,12h获得最大干扰率为58%(P<0.01,图5).

521第2期          宁黔冀,等:日本沼虾表皮Serpin 基因克隆及免疫功能的初步研究



2.5 MnSerpin干扰后嗜水气单胞菌攻毒对日本沼虾死亡率的影响

dsRNA干扰后嗜水气单胞菌攻毒可导致日本沼虾死亡率明显增加.攻毒后120h,攻毒+未干扰组日本

沼虾的累计死亡率为58%,而对照组仅为2%.攻毒后24h,攻毒+干扰组日本沼虾累计死亡率开始显著增

加,至120h,比攻毒+未干扰组增加16%(P<0.01,图6).
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3 讨 论

在本研究中,日本沼虾表皮MnSerpin 有21个氨基酸残基组成的信号肽和含有RCL的保守Serpin 结

构域,符合典型Serpin 家族结构特征,与三疣梭子蟹[13]、中华绒螯蟹[20]和中国明对虾[11]等Serpin 研究一

致.从系统进化树分析可知,MnSerpin 的氨基酸序列与中国对虾Serpin聚为一小支,亲缘关系最近.MnSer-
pinmRNA的组织分布较广,除了表皮,还包括鳃、胃等多种组织,与凡纳滨对虾[8]、三疣梭子蟹[13]和中华绒

螯蟹[21]的Serpin 组织表达特征类似.在蜕皮周期中,表皮MnSerpin 在蜕皮前晚期和蜕皮后早期呈高表达,
推测可能与表皮上皮细胞活性的变化有关[22].

据报道,不同甲壳动物Serpin 对病原微生物的应答反应并不一致.哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)攻毒后

48h内,斑节对虾血细胞Serpin 基因转录水平没有增加[23];凡隆气单胞菌(Aeromonasveronii)攻毒后6~
72h内,红螯螯虾(Cheraxquadricarinatus)肝胰腺Serpin 转录水平极显著增加;鳗弧菌(Vibrioanguilla-
rum)等攻毒后48h内,凡纳滨对虾5种Serpin 在血细胞或肝胰腺等组织表达量增加[24-25],本文也获得了

与凡纳滨对虾相似的结果(图4),表明表皮MnSerpin 可能参与了机体应对嗜水气单胞菌感染的免疫应答.
细菌等病原微生物可以诱导黑化,引起丝氨酸蛋白酶的增加.据报道,dsRNA抑制凡纳滨对虾肝胰腺Serpin
表达后鳗弧菌攻毒,丝氨酸蛋白酶和虾的累积死亡率显著增加[8],本文也获得了类似的结果,敲降表皮

MnSerpin的转录水平,嗜水气单胞菌攻毒明显增加了日本沼虾的死亡率(图6),推测 MnSerpin 表达的抑

制导致丝氨酸蛋白酶过表达,产生过量黑化中间产物等增加了对宿主的损害.
综上,本文首次从日本沼虾表皮克隆了MnSerpincDNA全长序列,MnSerpin 在不同组织均有表达,在

A期表皮表达量最高;嗜水气单胞菌攻毒能显著增加C期表皮MnSerpin 转录水平,敲降MnSerpin 的转录

水平再攻毒能明显提高日本沼虾的死亡率.源自表皮的 MnSerpin是日本沼虾重要的免疫因子.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2022.10.29.0001).
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CloningandpreliminarystudyonimmunefunctionofSerpingene
fromtheepidermisofMacrobrachiumnipponense

NingQianji,PengYanxin,YueKaidi,LiYijun

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Melanizationmediatedbyserineproteasecascadereactionisanimportantimmuneresponseofcrustaceansin
whichserineproteinaseinhibitor(serpin)areimportantregulators.However,crustaceanepidermalserpinisrarelystudied.In

ordertoexplorethefunctionofepidermalserpinintheimmuneresponseofMacrobrachiumnipponense,anewserpingene,

namedMnSerpin,wasfirstlyclonedandidentifiedfromepidermisusingPCRandRACEbasedonprevioustranscriptomedata.

Bioinformatics,RT-qPCRandRNAimethodswereusedtostudythegenesequencecharacteristics,spatialandtemporalex-

pressionpattern,transcriptionlevelofepidermalMnSerpinandmortalityofshrimpsafterAeromonashydrophilachallenge.

TheresultsshowedthatthefulllengthofMnSerpincDNAwas2181bp,encoding419aminoacids,whichformedaserpin

domain.MnSerpinwasexpressedinabdominalepidermis,gill,hemocyte,stomach,heartandhepatopancreas.Theexpression

levelofMnSerpininepidermiswasrelatedtothemoltingcycle.Comparedwiththeintermoltstage(Cstage),itwasthehigh-

estintheearlypostmoltstage(Astage)andincreasedby6.06times(P<0.01).AfterA.hydrophilachallenge,therelativeex-

pressionofMnSerpininepidermisreachedthepeakafter6h,andincreasedby3.77timescomparedwiththecontrolgroup(P

<0.01).3μgofdsRNAsolutionwasinjectedintotheabdominalsecondsegmentarticularmembraneevery12h,3injectionsin

total.Comparedtocontrolgroup,RNAihadthehighestinterferenceefficiency12hafterthelastinjection,wheretherelative

expressionofepidermalMnSerpindecreasedby58%(P<0.01).Challengeatthetimepointwiththehighestinterferenceeffi-

ciencyandwithin120h,thecumulativemortalityofshrimpsincreasedby16%comparedwiththenon-RNAi-challengedgroup
(P<0.01).TheresultsshowedthatMnSerpinfromtheepidermisofM.nipponensewasanimportantimmunefactor,itsex-

pressionwasdifferentintissuesandstagesofmoltingcycle,anditsdown-regulationcouldsignificantlyincreasethemortality
ofshrimpinfectedwithA.hydrophila.

Keywords:Macrobrachiumnipponense;epidermis;MnSerpin;RNAi
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  附 录

表S1 实验中的引物序列

Tab.S1 Primersusedintheexperiment

引物名称 序列(5'-3') 功能

MnSerpin-F CTTCGGTTGCCATTCTAC RT-PCR

MnSerpin-R TAGGCTTCACCTGACATT RT-PCR

MnSerpin-3'-Out TTGAGCTCCCTTACGCTGGTGAC 3'-RACE

MnSerpin-3-'In AGTTCGAAATGTCTGTCCAGGAGGC 3'-RACE

MnSerpin-5'-Out CTCAGAGGAAGGCAGGAGAAGGAAC 5'-RACE

MnSerpin-5'-In GACGCTCTTGATTCGACCGCTG 5'-RACE

MnSerpin-qF CCTCGCCAAAGGAAACGGTG RT-qPCR

MnSerpin-qR GGAAGGCAGGAGAAGGAACATTGAG RT-qPCR

MnSerpinds-F GATCACTAATACGACTCACTATAGGGCTGCAGTGCCTTCTTGTGAACCTTC RNAi

MnSerpinds-R GATCACTAATACGACTCACTATAGGGGGTAGGGTCAGGTCAATTTAGGCTTC RNAi

β-actin-qF TATGCACTTCCTCATGCCATC referenceprimer

β-actin-qR AGGAGGCGGCAGTGGTCAT referenceprimer




