
第34卷 第3期

2015年 5月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.34 No.3

May2015,97~103

收稿日期:2014-04-10
基金项目:国家自然科学基金项目(31302218);华中农业大学国家大学生创新性实验项目(201310504040)
张 涓,硕士研究生.研究方向:水产动物疾病与免疫学.E-mail:juanzh88@126.com
通信作者:袁改玲,博士,副教授.研究方向:水产动物疾病与免疫学.E-mail:yuangailing@mail.hzau.edu.cn

团头鲂β-防御素 1 基因 cDNA 的克隆、
序列分析及表达特征

张 涓 陈思思 何玉慧 黄金海 刘小玲 陈孝煊 袁改玲

华中农业大学水产学院/农业部淡水生物繁育重点实验室/淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心,武汉430070

摘要 从团头鲂(Megalobramaamblycephala)中克隆出β-防御素1(maBD-1)基因,检测该基因在组织中

的分布,及在病原菌感染后该基因表达量的变化情况。将 maBD-1基因重组到pGEX-KG原核表达载体上,构
建重组质粒pGEX-KG-maBD-1,重组质粒经转化至BL21感受态细胞中进行诱导表达,将融合蛋白免疫日本大

耳白兔,制备该融合蛋白的多克隆抗体,并检测血清效价。结果表明:maBD-1基因ORF全长为204bp,编码67
个氨基酸。该基因在组织中广泛分布,病原菌感染后头肾和脾脏组织 maBD-1基因表达量显著上调。经间接

酶联免疫分析(ELISA)获得的抗血清效价为1∶3200,在肝脏、鳃和心脏组织中用 Westernblot可检测到β-防
御素的表达。
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  近十几年来,水产动物重大病害频频发生以及

病急乱用药、滥用药产生水产品食品安全等隐患,探
讨鱼类等水产动物免疫机制及防治措施已成为当务

之急。鱼类作为低等脊椎动物类群,其特异性免疫

系统还不完善,在保护机体抵抗病原微生物入侵过

程中,主要还是依赖先天性免疫[1-2]。Ganz等[3]首

次将在人和兔白细胞中发现的一类结构相似的抗菌

肽命名为“防御素”,之后研究发现防御素几乎广泛

分布在所有的生物体中。目前研究发现,防御素

(defensin)是物种亿万年进化中保留的有效天然免

疫因子,在先天性免疫防御中扮演着重要角色。根

据防御素半胱氨酸的位置及形成二硫键的连接方式

不同可将防御素分为α、β、θ3种,在鱼类中只发现

β-防御素(β-defensin,BD)。与高等脊椎动物相比,
鱼类防御素研究起步较晚,2007年,Zou等[4]才从

斑马鱼中分离鉴定出BD,之后国内外学者分别从

虹 鳟 (Oncorhynchus mykiss)[5]、青 鳉 (Oryzias
latipes)[6]、鳜(Sinipercachuatsi)[7]、草鱼(Cteno-
pharyngodonidella)[7]等多种鱼类中分离鉴定出

BD。与哺乳动物的防御素研究相比,对鱼类防御素

的研究还不够深入,其抗菌能力还有待进一步研究。

对于 中 国 主 要 的 淡 水 养 殖 品 种———团 头 鲂

(Megalobramaamblycephala),国内已经做了不少

有关疾病和免疫方面的研究[8-10],本研究克隆出团

头鲂β-防御素(maBD-1)基因,检测该基因在组织

中的分布和嗜水气单胞菌感染后该基因表达量的变

化,并且构建原核表达载体,诱导重组蛋白的表达,
分离、纯化该重组蛋白制备多克隆抗体,旨在为

maBD-1的功能研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验动物

团头鲂购自黄冈市团风县百荣良种中心,日本

大耳白兔由中国科学院武汉病毒研究所动物实验中

心提供。
1.2 菌株和质粒载体

大肠杆菌菌株(DH5α)、大肠杆菌菌株(BL21)、
质粒载体pMD19-T 购自大连宝生物公司,原核表

达载体pGEX-KG由华中农业大学水产学院保存。
1.3 试 剂

T4DNA连接酶(T4DNALigase)、限制性内

切酶、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)等购自大
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连 宝 生 物 公 司;Easy TaqDNA 聚 合 酶 (Easy
TaqDNApolymerase)购自北京全式金公司;RNA
提取试剂盒、反转录酶(reversetranscriptase)购自

Invitrogeno公司;其他试剂均为国产分析纯。
1.4 团头鲂防御素的克隆与序列分析

取健康团头鲂肝脏组织,按Trizol试剂盒说明

方法 提 取 肝 脏 总 RNA,取 肝 脏 总 RNA,根 据

M-MLV反转录使用说明进行RT反应。
根据GenBank中已登录团头鲂防御素基因序

列(登录号 KC351182.1)设计1对克隆引物,上游

引物:5′-GCCATCATCCGAAGAAAC-3′;下 游 引

物:5′-TTCCAAATCAAAGGCATG-3′。进行PCR
扩增,PCR条件:95℃5min;94℃30s,48℃30s,

72℃30s,共30个循环;72℃延伸10min。PCR扩

增结束后,用琼脂糖凝胶电泳鉴定结果。
将PCR产物切胶回收,连接到pMD19-T载体

上,转化至DH5α感受态细胞中,经蓝白斑筛选后,
获得阳性重组质粒进行PCR鉴定,筛选阳性重组

子,送华大基因公司进行序列测定。
在 NCBI上 用 BLAST 进 行 同 源 性 检 索,用

DNAStar5.0、ClustalW2等软件进行团头鲂防御

素核苷酸及其相应氨基酸的序列分析。
1.5 团头鲂 maBD-1 基因 mRNA 不同组织表达水

平的检测

  取正常团头鲂肝脏、脾脏、头肾、体肾、脑、心脏、
皮肤、肌肉、血液、鳃、肠等组织,Trizol法提取组织

总RNA。测定RNA浓度,20μL体系下加入等量

的总RNA进行RT-PCR。反应结束后,进行电泳

鉴定,观察maBD-1在不同组织中的分布情况。
1.6 嗜水气单胞菌对团头鲂 maBD-1 基因表达的

影响

  随机选择300尾健康的团头鲂,大小为50~
60g。分为试验组、对照组和空白组,试验组和对照

组各设3个平行组。暂养1周后,试验组注射浓度

为107cfu/mL 的 嗜 水 气 单 胞 菌(Aeromonashy-
drophila),注射量为1μL/g,对照组注射生理盐

水,注射量为1μL/g,空白组不做任何处理。
在注射4、8、12、24、48、72h后取样。每个时间

点随机取15尾,以终质量浓度为0.5mg/L的 MS-
222麻醉,取样组织为肝脏、脾脏、头肾和肠,样品置

于液氮冻存备用。
取冻存的试验组和对照组团头鲂组织用Trizol

法提取总 RNA,按照SYBR® PrimeScriptTMRT-

PCRKit使用说明,进行逆转录反应,然后采用

SYBRGreenⅠ嵌合荧光法进行实时定量PCR扩增

反应,以团头鲂β-Actin为内参,检测团头鲂防御素-
1mRNA在肝脏中的表达水平。

试验数据用SPSS11.5统计软件包中的单因素

方差分析(One-wayANOVA)和Duncan’s多重比

较进行分析。所有结果均以平均值±标准误(췍x±
SE)表示。
1.7 团头鲂 maBD-1 的原核表达及纯化

1)原核表达载体的构建。根据团头鲂maBD-1
基因ORF设1对表达引物,上、下游引物分别为:

maBD-1F:5′-AAAGGATCCATGAAACCACAGAG-
TATACT-3′(Bam HⅠ);maBD-1R:5′-AAACTC-
GAGAAGAAAATGTGATACACAGC-3′(XhoⅠ)。以

重组pMD19-maBD-1质粒为模板,进行PCR扩增,

PCR条件同上,扩增结束后进行电泳鉴定。
将 目 的 产 物 切 胶 回 收,用 限 制 性 内 切 酶

BamHⅠ和XhoⅠ分别对原核表达载体pGEX-KG
质粒和PCR产物进行双酶切,清洁试剂盒回收酶切

产物。在T4连接酶的作用下,16℃连接过夜。将

maBD-1基因 ORF序列重组至pGEX-KG 载体

上,构建重组质粒。
将重组质粒转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞

中,筛选阳性克隆,提取质粒进行PCR鉴定和酶切

鉴定,阳性质粒命名为pGEX-maBD-1。

2)团 头 鲂 maBD-1融 合 蛋 白 的 诱 导 表 达 及

SDS-PAGE检 测。分 别 将 重 组 表 达 质 粒 pGEX-
KG-maBD-1和空载质粒pGEX-KG转入表达宿主

菌大肠杆菌BL21。在不同的诱导时间、IPTG浓度

和诱导温度进行诱导表达,以筛选和优化诱导表达

条件。收集诱导表达的菌体,向菌体加入适量缓冲

液沸水浴5min,进行SDS-PAGE电泳(浓缩胶浓度

为5%,分离胶为12%)。电泳结束后,染色、脱色观

察结果。

3)团头鲂maBD-1融合蛋白的分离、纯化。依照

优化条件大量诱导表达目的蛋白。收集细菌,超声碎

菌。离 心,弃 上 清。将 沉 淀 溶 解 于 bufferA(50
mmol/LTris-base,0.5mmol/LEDTA,50mmol/L
NaCl,0.5mmol/LDTT,5%的甘油)中,变性、复性

后,PBS(pH8.0)透析,收集透析液,-20℃保存备

用。取适量透析液进行SDS-PAGE,以空载体和重

组载体诱导产物作为对照,观察纯化结果。
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1.8 团头鲂 maBD-1 融合蛋白多克隆抗体的制备

及检测

  以纯化的融合蛋白为抗原,免疫日本大耳白兔,
免疫程序为:首免后,每隔10d免疫1次,共免疫4
次。首免的蛋白剂量为200μg,加强免疫时蛋白剂

量为100μg。最后一次以不含佐剂的纯抗原从静

脉免疫,7d后常规动脉放血,制备抗血清,-80℃
冻存备用。

1)ELISA法测定抗血清效价。将抗原用包被

缓冲液稀释成10μg/mL,经包被、封闭后,加入稀

释的抗血清孵育。并设阳性对照、空白对照和阴性

对照。加 入 稀 释 的 HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔 抗 体

(1∶5000)孵育1h,TMB底物避光显色20min。
用酶标仪测定D450值。

2)Western-blot法检测maBD-1在组织中的表

达。分别取适量团头鲂组织(肝脏、脾脏、头肾、肾、
肠、鳃、脑、肌肉和心脏),提取组织总蛋白。

将组织蛋白样品经16.5% TricineSDS-PAGE
胶分离,电泳结束后,将蛋白转移至孔径为0.22μm
的PVDF膜上;PVDF膜加入封闭液(TBST+5%
的BSA )中室温封闭3h;加入1∶1000稀释的

maBD-1抗血清,4℃孵育过夜,TBST漂洗3次,每
次10min;加入1∶5000稀释的 HRP标记的山羊

抗兔抗体,37℃孵育1h;TBST漂洗3次,每次10
min,加入DAB避光显色3~5min。

2 结果与分析

2.1 团头鲂 maBD-1 基因的克隆及序列分析

取团头鲂肝脏总RNA进行RT-PCR扩增得到

300bp左右的条带(图1),其中开放阅读框(ORF)
区域为204bp,编码67个氨基酸。在 NCBI上

BLAST检索,该cDNA序列和基因库中其它动物

的BD-1序列非常相似,由该cDNA编码的氨基酸

也与已知的BD-1蛋白序列有很高的相似性,因此

确认该片段为团头鲂β-防御素1,简写为 maBD-1。
团头鲂maBD-1具有β-防御素家族典型的6个半胱

氨酸特征(图2)。将团头鲂 maBD-1氨基酸序列

在NCBI上进行BLAST检索分析,发现与其他生

物的β-防御素具有较高的同源性。利用DNAStar
和ClustalW软件对团头鲂maBD-1氨基酸序列与

斑马鱼、鲤等动物的β-防御素氨基酸序列进行同源

性比较,结果表明:该氨基酸序列与斑马鱼和鲤的相

似性最高,分别达到90.2%和86.3%,与泥鳅、大西

洋鳕的同源性分别为78.4%和63.2%,黑色方框包

含了由6个半胱氨酸构成的保守区域。图中所有序

列均来至NCBI,黑色阴影表示氨基酸完全相同,灰
色表示阴影氨基酸相似度较高(图3)。

 M:DL2000标准 DL2000DNAmarker;1:maBD-1PCR扩增

产物 maBD-1productsbyPCR.

图1 PCR扩增maBD-1
Fig.1 maBD-1wasamplifiedbyPCR

 起始密码子(ATG)和终止密码子(TGA)用方框标出,保守的6个半胱氨酸用阴影表示。ThetranslationstartcodonATGandter-
minationcodonTGAarebothshowninbox.Theasteriskindicatestermination.Thesixcysteinesareshowninshadow.

图2 团头鲂maBD-1基因的cDNA序列和推断的氨基酸序列

Fig.2 DNAandthepredictedaminoacidsequenceofmaBD-1
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 Tetraodonnigroviridis(CAJ57645)青斑河豚、Oryziaslatipes(NM_001160438)青鳉、(Megalobramaamblycephala)团头鲂、Cypri-

nuscarpio(JF343439)鲤、Daniorerio(NM_001081553)斑马鱼、Paramisgurnusdabryanus(KC494301)泥鳅、Takifugurubripes
(CAJ57646)红 鳍 东 方 鲀、Oncorhynchusmykiss(ABR68250)牙 鲆、Gadusmorhua (JF733714)大 西 洋 鳕、Paralichthysolivaceus
(GQ414991)虹鳟、Musmusculus(AF297664)小鼠、Homosapiens(BC020612)人类.

图3 团头鲂与其他鱼类β-defensin氨基酸序列同源性比较

Fig.3 MultiplealignmentofmaBD-1aminoacidsequencewithothersimilarpeptidesequences

2.2 团头鲂 maBD-1 基因的组织表达分析

用半定量RT-PCR技术检测 maBD-1基因的

mRNA 在 团 头 鲂 组 织 中 的 分 布,结 果 显 示:

maBD-1基因在各个组织中广泛表达,但表达量有

 L:肝脏Liver;Sp:脾脏Spleen;Hk:头肾 Headkidney;K:肾

Kidney;Gu:肠Gut;Gi:鳃Gill;Br:脑Brain;He:心 Heart;Sk:

皮肤Skin;M:肌肉 Muscle;B:血液Blood.

图4 用RT-PCR检测maBD-1基因在各组织中的表达

Fig.4 DetectionofmaBD-1geneexpression
indifferenttissuesbyRT-PCR

组织差异性。maBD-1基因在肝脏、脾脏、头肾中

表达量比较高,在肾、肠、鳃、脑、心脏、皮肤、肌肉中

表达量不高,在血液中不表达。
2.3 嗜水气单胞菌对团头鲂 maBD-1 基因表达的

影响

  用嗜水气单胞菌刺激团头鲂后,maBD-1基因

在 肝 脏、肠 中 的 表 达 量 相 比 对 照 变 化 不 明 显

(P>0.05)。在头肾中,嗜水气单胞菌感染后12h
和24hmaBD-1基因的表达量出现显著地上调,

48h开始下降,72h后趋于正常。在脾脏中,嗜水

气单 胞 菌 在 感 染 后72h,出 现 极 显 著 地 上 调

(P<0.05)。

A:肝脏Liver;B:脾脏Spleen;C:肠 Gut;D:头肾 Headkidney.

图5 maBD-1表达量的变化情况

Fig.5 ChangesoftheexpressionquantityofmaBD-1
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2.4 原核表达载体的构建

PCR扩增获得的目的片段大小约为200bp,经
酶切鉴定和测序分析,该目的片段为maBD-1ORF
区域,证明原核表达载体构建成功。
2.5 团头鲂 maBD-1 融合蛋白的诱导表达及纯化

 分 别 取 含 pGEX-KG 质 粒 和 pGEX-KG-
maBD-1重组质粒的大肠杆菌诱导产物进行SDS-
PAGE电泳,结果显示:pGEX-KG空载菌株在26
ku处有明显条带,为GST蛋白。pGEX-KG-maBD-
1重组菌株在32ku处有明显条带,为融合蛋白

GST-maBD-1。在37℃,IPTG浓度为1mmol/L的

条件下,分别诱导3、4、5h,对蛋白表达无明显差

别,蛋白经纯化后获得纯度较高的融合蛋白。

 M:DL2000 标 准 DL2000marker;1:团 头 鲂 maBD-1基 因

ORF扩增 maBD-1ORFwasamplifiedbyPCR.

图6 PCR扩增maBD-1ORF
Fig.6 maBD-1ORFwasamplifiedbyPCR

 M:DL2000 标 准 DL2000 marker;1:重 组 质 粒 pGEK-KG-

maBD-1双酶切结果 DigestionofpGEK-KG-maBD-1.

图7 重组质粒酶切鉴定

Fig.7 DigestionofpGEK-KG-maBD-1ORF

2.6 ELISA 法检测抗血清效价

用ELISA法测定抗血清效价。结果显示,免疫

前 的兔血清未测出抗GST-maBD-1融合蛋白的抗

体,而免疫后抗血清效价达1∶3200以上。

 M:170kuproteinmarker;1:pGEX-KG空载体诱导产物In-
ducedexpressionproductofpGEX-KG;2,3,4:重组载体pGEX-

KG-maBD-1诱导3、4、5h产物Inducedexpressionproduct3h,

4h,5hofpGEX-KG-maBD-1,respectively.

图8 重组表达载体pGEX-KG-maBD-1诱导表达蛋白

Fig.8 InducedproteinofrecombinantpGEX-KG-maBD-1

 M:170kuproteinmarker;1:pGEX-KG空载体诱导产物In-
ducedexpressionproductofpGEX-KG;2:纯化后的重组载体诱

导蛋 白 PurifiedproductofpGEX-KG-maBD-1;3:重 组 载 体

pGEX-KG-maBD-1 诱 导 产 物 Inducedexpression productof

pGEX-KG-maBD-1.

图9 重组表达载体pGEX-KG-maBD-1
表达蛋白分离、纯化

Fig.9 Purificationof recombinantpGEX-KG-
maBD-1proteinsexpression

2.7 Western-blot 检测抗血清抗体特异性

将提取的组织总蛋白进行 Western-blot检测,
检测结果显示,团头鲂β-防御素蛋白存在于肝脏、鳃
和心脏,在其他组织中没有检测到。

 L:肝脏Liver;Sp:脾脏Spleen;Hk:头肾 Headkidney;K:肾

Kidney;Gu:肠Gut;Gi:鳃Gill;Br:脑Brain;He:心 Heart;Sk:

皮肤Skin.

图10 β-防御素蛋白在组织中的表达

Fig.10 Tissue-specificexpressiondetectionofβ-defensin
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3 讨 论

本试验成功克隆了团头鲂β防御素(β-defen-
sin)基因,该基因与其它已知脊椎动物的β-防御素

基因一样,C端成熟肽含有6个高度保守的半胱氨

酸结构。该防御素与其它鱼类β防御素1具有较高

的同源性,命名为 maBD-1。maBD-1与斑马鱼和

鲤的相似性最高,分别达到90.2%和86.3%。
半定量 RT-PCR显示,团头鲂 maBD-1在可

以在各个组织中广泛表达,这和β防御素1蛋白为

组成型表达相一致,其中maBD-1在肝脏、脾脏、头
肾中表达量比较高。BD 在不同组织中表达,通常

预示着具有不同的生物学功能。Cuesta等[11]将人

类和鱼类BD 通过生物信息学分析发现鱼类BD 与

人BD4(HBD4)的亲缘关系最近,提示鱼类BD 可

能在结构和功能上与 HBD4类似。但 HBD4主要

在睾丸、胃窦、子宫、甲状腺、肺、肾、牙龈和初级角质

细胞中表达[11],而不同鱼类BD 的不同亚型在不同

组织中表达,如斑马鱼BD3基因在皮肤、性腺、肠、
鳃、脾、肝脏中均有表达,但BD2基因仅在肠中表

达;青鳉的BD 在眼睛中表达量最高[6],而石斑鱼的

BD 只在垂体和精巢中表达[12]。
为了解机体在感染状态下 maBD-1的表达情

况,本试验采用荧光定量 PCR 方法检测了团头鲂

在嗜水气单胞菌刺激后,maBD-1mRNA 在组织

中的表达变化,结果显示,嗜水气单胞菌感染后12h
和24hmaBD-1基因在头肾中的表达量出现显著

地上调,而在脾脏中,则在感染后72h,出现极显著

地上调。说明团头鲂在受到病原入侵时,能够激发

maBD-1在 机 体 中 诱 导 表 达,进 而 参 与 抗 感 染

反应。
为了研究maBD-1的功能,本研究将成熟肽连

接入原核表达载体,虽然β-防御素对大肠杆菌有毒

性,但在大肠杆菌中以无活性的包涵体形式存在,一
方面避免了对大肠杆菌的毒害作用,不会影响宿主

菌的正常生长。另一方面保护目的蛋白不受蛋白酶

的降解。蛋白经分离、纯化后直接免疫日本大耳白

兔,制备抗GST-maBD-1融合蛋白的多克隆抗体,
经ELISA检测,抗体效价为1∶3200以上。West-
ern-blot分析显示 maBD-1蛋白在肝脏、鳃和心脏

中表达,在其他的组织中不表达,该结果与 maBD1
基因在大多数组织中表达不一致。推测原因可能是

基因的表达水平和蛋白表达水平有一定的差异性,
也可能是基因水平的检测灵敏度要高于蛋白检测的

灵敏度等。另外,团头鲂β-防御素多克隆抗体的制

备,也为下一步在蛋白水平上研究 maBD-1的功能

奠定了基础。
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Molecularcloning,sequenceanalysisandexpressionpatternof
β-defesin1inMegalobramaamblycephala

ZHANGJuan CHENSi-si HEYu-hui HUANGJin-hai
LIUXiao-ling CHENXiao-xuan YUANGai-ling

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof
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Abstract ThemaBD-1cDNApartialsequenceofMegalobramaamblycephala wasclonedusing
RT-PCR,itsdistributionindifferenttissuesandexpressionafterpathogeninvasionwasinvestigated.
ThetargetgenewasthenligatedwiththePlasmidpGEX-KGvectorandthepGEX-KG-maBD-1was
transformedintotheprokaryoticcellBL21andexpressedbychemicalinducer.Thepolyclonalantibody
ofthefusionproteinwasacquiredbytheimmunitytorabbitandthetiteroftheantibodywasmeasured.
TheresultsshowedthatthelengthofmaBD-1openreadingframewas204bp,encoding67aminoacids.
ThemaBD-1genewaswidelyexpressedinmanytissues,andtheexpressionintheheadkidneyand
spleenwasupregulatedalongwiththepathogeninvasion.Western-blotinganalysisshowedthattheanti-
serumhadtheabilitytocombinewiththeGST-maBD-1protein.

Keywords Megalobramaamblycephala;maBD-1;cloning;expression
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