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摘要：为获取拟穴青蟹Cactus基因cDNA全长、分析基本生物学信息，并初步探索其在病
原物刺激下的免疫反应，实验采用RACE技术获得了拟穴青蟹Cactus(SpCactus)基因的
cDNA全长序列，其cDNA全长为2 035 bp，开放阅读框(ORF)1 311 bp，编码436个氨基
酸，分子量为46.01 ku。对蛋白理化性质进行预测发现，SpCactus为亲水性蛋白，等电点
pI为4.91。经预测，SpCactus与其他物种的IκB蛋白具有相似的功能结构域。同源性比对
结果显示，SpCactus与凡纳滨对虾和中国明对虾的Cactus蛋白同源性均高达62%，相似度
为73%。系统进化树分析显示，SpCactus与甲壳动物聚为一支，与无脊椎动物聚为一大
支。实时荧光定量PCR(RT-PCR)检测发现，SpCactus基因在拟穴青蟹不同组织中均有表
达，肌肉中的表达量最高，其次为心脏、眼柄、血液和鳃，肝胰腺中的表达量最低。LPS
和金黄色葡萄球菌刺激均能显著诱导SpCactus基因的表达。本实验成功扩增了SpCactus
基因全长，并进行了生物信息学分析、理化性质预测，初步探讨了其生物学功能，为进
一步研究其在免疫反应中的生物学功能提供参考依据。
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拟穴青蟹(Scylla paramamosain)俗称青蟹，

隶属于甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、短

尾亚目(Brachyura)、梭子蟹科(Portunidae)、青蟹

属(Scylla)，生活在温暖海区，主要分布于印度洋

至西太平洋地区，在我国主要分布在东南沿海

地区 [1]。由于拟穴青蟹的广盐性并且具有重要的

营养价值和经济价值，因此在我国东南沿海地

区广泛养殖，是我国重要的海洋经济动物。

2016年全国的养殖总量为14.9万t[2]。但是随着养

殖规模与密度的日渐增加，病害也日益严重，

造成了巨大的经济损失。2004年，广东珠海市养

殖的拟穴青蟹暴发了流行病，造成了大量的青

蟹死亡 [3-4]。到目前为止，在蟹类上发现的病原

包括病毒[4-5]、细菌[3, 6]、类立克次体[7]、螺旋体[8]、

真菌[9]和寄生虫[10]等。

甲壳类动物被外界病原生物诱导能够产生

先天性免疫应答反应[11]。NF-κB(nuclear transcription
factor)是一种从节肢动物到哺乳动物中都普遍存

在，在进化上非常保守的核转录因子，且在免

疫应答中起关键作用 [12]。Toll通路是NF-κB信号

通路中的一条，主要对抗真菌和革兰氏阳性菌，

能够激活Dorsal和Dif，产生抗菌肽 [13]。当外界的

病原微生物突破宿主的第一道屏障(表皮、肠胃

上皮黏膜等)进入机体后，就会活化Toll等免疫信

号通路，活化后的Toll信号通路，经由Spätzle、
Toll、Tube、MyD88、Pelle、Cactus、Dorsal/DIF
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等信号通路相关基因蛋白的相互作用以及各种

信号级联反应，最终促进NF-κB转录因子激活，

进入细胞核启动抗菌肽基因，合成抗菌肽 [14-16]，

进而达到有效、快速地清除和消灭入侵病原微

生物的作用。在静息细胞中，核转录因子NF-κB
与核转录抑制因子(inhibitor of nuclear transcription
factor，IκB)结合形成复合体，以无活性状态存在

于胞浆中[17]。IκB蛋白通过阻止与NF-κB的RHD结

构域相互作用，隐匿NF-κB的核定位序列，使其

不能向核内移动，从而阻止NF-κB与DNA结合；

静息细胞接受刺激信号后，NF-κB与 IκB解离，

暴露其核定位信号，进入细胞核 [18]。入核后NF-
κB与DNA上含有κB位点 (5 ′ -GGGRNNYYCC-
3′)的启动子区域结合，激活抗菌肽等免疫相关

基因的转录[19]。由于IκB基因本身是NF-κB调控的

下游基因之一，NF-κB的激活也会引起IκB的表

达，新合成的抑制剂IκB与NF-κB重新结合，通

过从细胞核中去除NF-κB而使其丧失转录活性[20]。

IκB家族包含 IκBα、 IκBβ、 IκBγ、 IκBε、
IκBζ、Bcl-3和果蝇Cactus蛋白[21]。典型的IκB因子

具有5~7个不完全拷贝的33个氨基酸结构基序，

与RHR结合并掩盖NF-κB的核定位信号(NLS)所
必需的锚蛋白重复序列(ankyrin repeats，ANKs)[22]。

IκBα和IκBβ还含有富含脯氨酸、谷氨酸、丝氨酸

和苏氨酸(PEST)的羧基末端片段，这种高度酸性

PEST区域代表由蛋白激酶CK2(casein kinase Ⅱ)构
成的磷酸化位点 [23]。在哺乳动物中， IKK促使

IκB磷酸化，诱导IκB的降解和NF-κB的核定位[24]。

IκB蛋白降解对于NF-κB活化和核位移是必需

的 [21]。Cactus蛋白与IκB抑制蛋白同源，是一个

IκB-like蛋白，果蝇的Cactus蛋白最接近哺乳动物

IκBα蛋白 [25-26]。在果蝇中，Toll信号转导的最终

作用是 N F - κ B蛋白从哺乳动物 I κ B的同源物

Cactus中解离出来，这个过程涉及Cactus蛋白磷

酸化及随后由蛋白酶体降解[27]。在甲壳类动物中

也陆续发现了IκB抑制蛋白的同源物。Li等 [28]通

过对凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的研究，

表明LvCactus和LvDorsal之间的反馈调节途径；

通过免疫原刺激实验证明，细菌和免疫刺激物

刺激对虾能够激活LvCactus的表达。Wang等 [29]通

过对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)的研

究，发现FcCactus可以调节不同抗菌肽(AMP)和
抗病毒因子(AV)的表达，可能在调节虾的免疫

应答中发挥重要作用。孙洁洁[30]通过对日本囊对

虾(Marsupenaeus japonicus)的研究，表明Cactus的
ANK结构域能够与Dorsal的RHD结构域相互作

用，介导Dorsal转位入核，激活抗菌肽基因的表

达。另有研究表明Cactus-NF-κB复合体在消灭感

染疟原虫的过程中也起着关键作用[31]。

近来，研究发现拟穴青蟹的Toll/NF-κB信号

通路在抗菌过程中发挥一定作用[32]，拟穴青蟹Toll/
NF-κB信号通路的一些基因已经得到了克隆和研

究，如SpMyD88[33]、SpTube、SpPelle[32]以及下游

的一些抗菌肽等，但目前对NF-κB信号通路关键

的核转录因子和抑制蛋白Cactus等基因尚未报

道。本实验通过 R A C E技术获得拟穴青蟹的

Cactus基因全长序列，并进行生物信息学分析、

理化性质预测、组织分布及免疫刺激后基因表

达，为进一步研究其生物学功能提供依据。

1    材料与方法

1.1    实验对象

本实验所用拟穴青蟹购买于广东广州南沙

区。购买后暂养于实验桶中，暂养1周后，选取

健康状况良好、进食正常，体质量为80~100 g的
青蟹作为实验材料。

1.2    实验方法

　　总RNA提取及cDNA合成　　取活力较好

的拟穴青蟹，直接打开头胸甲，取其鳃组织约

0.03 g，使用灭菌后的匀浆器进行充分研磨，根

据Total RNA Kit 2(OMEGA，USA)说明书操作方

法提取组织总RNA。用分光光度计Nanodrop 2000
(Thermo Scientific，USA)测定RNA浓度和纯度，

取5 μL样品用1%琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性。根据TaKaRa公司的PrimeScriptTM RT reagent
Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)试剂盒的

具体操作说明，将提取的总RNA进行去基因组

逆转录合成cDNA，20 μL逆转录体系中模板RNA
为600 ng。
　　RACE扩增基因全长　　提取完整性好、

质量高的总RNA，根据Clontech公司的SMARTer
RACE cDNA Amplification Kit试剂盒的具体操作

说明，将提取的总RNA 合成RACE所需的cDNA
模板。根据从转录组 [ 3 4 ]获得注释为Cactus的
EST序列进行特异性引物设计，3′ RACE外侧引

物SpCactus-3′  Race-out和内侧引物SpCactus-3′
Race-in，5′  RACE外侧引物SpCactus-5′  Race-
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ou t和内侧引物SpCactus-5 ′  Race - in (表1)。以

RACE cDNA为模板，用外侧引物SpCactus-5′/3′
Race-out和通用引物UPM1进行第1轮PCR。然

后，以第一轮PCR产物稀释液为模板，用内侧引

物SpCactus- 5 ′ / 3 ′  R a c e - i n和UPM1进行第2轮
PCR。2次PCR反应程序：94 °C预变性3 min，94 °C
30 s，55 °C 30 s，72 °C 3 min，30个循环；72 °C
延伸10 min；4 °C保存。PCR产物经1%琼脂糖凝

胶电泳检测，切胶回收，克隆至pClone-007载
体，挑取阳性克隆菌送至广州擎科生物工程有

限公司测序。

　　生物信息学分析　　序列同源性比对用

BLAST软件(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
进行；用NCBI中的ORF finder (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gorf/gorf.html)进行开放阅读框确定及序列

翻译；SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)预
测蛋白结构域；EMBOSS: epestfind软件(http://
emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind)分
析其PEST序列；使用ProtParam (http://expasy.org/tools/
protparam.html)推测蛋白的理化性质；用ProtScale
(http://expasy.org/tools/protscale.html)分析蛋白质的

疏水性；用InterProScan sofware (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/pfa/iprscan5/)查找基因的保守结构域；用

TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_
form.html)分析蛋白质的跨膜区；用SignalP
(http://genome.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)分析蛋白

质的前导肽；用NetPhos 3.1 Server (http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetPhos/)分析其磷酸化位点；用

NetNGly 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/

NetNGlyc/)分析其糖基化位点；用MEGA 5.1软件

中的Neighboor-Joining (NJ)法构建系统进化树。

　　基因组织分布　　选取健康拟穴青蟹3只，

分别解剖取其心脏、肌肉、鳃、胃、肠、脑、

神经组织、肝胰腺、眼柄和血细胞共10种组织，

分别提取每个样品的总RNA，反转录为cDNA，

以cDNA作为模板，实时定量PCR检测SpCactus基
因在各组织中的转录水平。实时定量PCR反应体

系：SYBR Premix Ex TaqTM (2×) 5 μL，SpCactus-
Q-F/R引物 (表1)各0.4 μL， cDNA模板  1  μL，

ddH2O 3.2 μL；实时定量PCR程序：95 °C 10 min；
95 °C 10 s，60 °C 30 s，72 °C 1 s(信号采集 )，
40个循环；95 °C连续。每个样品做3个平行孔，

基因相对表达量以Sp18S rRNA(accession no.
KC902763.1)为内参按照2−ΔΔCt 的方法分析 [35]，数

据用平均值±标准差(mean±SD)表示。以相对表达

量最低的组织为基点作图。

　　免疫原刺激　　分别将副溶血弧菌(Vibrio
parahaemolyticus)和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
aureus)接种至新鲜的LB培养基，37 °C 180 r/min
振荡培养至对数生长期，5 000×g离心10 min，去

上清液收集菌体，PBS洗 2次，用PBS稀释至

2.0×104 CFU/μL备用。将购买的拟穴青蟹暂养

1周，随机分为4组，在青蟹的第四步足分别注射

纯化后的脂多糖 (LPS)(0.4 μg/g)、副溶血弧菌

(2.0×104 CFU/g)和金黄色葡萄球菌(2.0×104 CFU/g)，
每组处理100只蟹，对照组中每只青蟹注射50 μL
PBS。分别于注射后0、4、8、12、24、36、48、
72和96 h随机取样，每组每个时间点取3只，解

剖取其鳃组织。将每个样品分别提取总RNA，

去除基因组DNA后反转录合成cDNA，实时定量

PCR检测SpCactus转录水平的变化。

　　数据处理　　实验数据用平均值±标准差

(mean±SD)表示，利用SPSS 18.0软件采用单因数

方差分析(One-Way ANOVA)对数据进行统计学检

验，P<0.05为显著性差异，P<0.01为极显著性差异。

2    结果

2.1    拟穴青蟹Cactus基因的全长序列分析及蛋

白结构预测

RACE获得SpCactus(序列号：MK330178)的
cDNA全长为2 035 bp，包括228 bp的5′非翻译区

(5′-UTR)和496 bp的3′非翻译区(3′-UTR)；开放

阅读框(ORF)为1 311 bp (图1-a)，编码436个氨基

酸，蛋白分子质量为46.01 ku。经预测，SpCactus

表 1    拟穴青蟹Cactus基因序列扩增引物信息

Tab. 1    Information of the primers for
Cactus amplification in S. paramamosain

引物

primer
序列(5′-3′)
sequence

功能

usage
SpCactus-3′ Race-out TGCTGACCTGACCAACTAC

GACGG
3′RACE

SpCactus-3′ Race-in TGGAGGGAAGAGAGACAA
AAGGAGAA

3′RACE

SpCactus-5′ Race-out GGGTGTCTCCATCCTCGTC
TCTCTT

5′RACE

SpCactus-5′ Race-in AGGCAGAGGCTCGGAGAA
TCTCAT

5′RACE

SpCactus -Q-F CTCAAAACGACTCGGGCTT
TCTCT

定量引物

SpCactus -Q-R CGAGAGCGTCGCCTTTAGT
CTCC

定量引物

18S rRNA-F AGTCGTAACAAGGTTTCCG
TAGGTG

定量内参引物

18S rRNA-R GCGACCACCCACTATTTGT
ATTAGC

定量内参引物
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蛋白有3个典型的特征结构(图1-b)：一是含降解

结构单元DSGFLS，二是具有PEST功能域(富含

脯氨酸、谷氨酸、丝氨酸、苏氨酸的结构域 )，

三是含有5个ANK锚蛋白重复序列，BLASTP
同源比对结果表明它与其他物种的ANK(锚定蛋

白)结构域具有较高的相似性。

2.2    Cactus蛋白理化性质预测

Signa lP分析发现SpCac tus没有信号肽，

TMpred分析其无跨膜区，ProtParam分析其理论

等电点pI为4.91。NetPhos 3.1 Server预测显示其含

有26个丝氨酸磷酸化位点，18个苏氨酸磷酸化位

点和3个酪氨酸磷酸化位点。NetNGly 1.0 Server
预测其有2个糖基化位点。用ProtScale软件分析

SpCactus的疏水性/亲水性发现，多肽SpCactus在
325~350位为最高分值，为2.1左右，是疏水性最

强位点，最低分值在380~400位，为−3.0左右，

是亲水性最强位点(图2)。多肽SpCactus的GRAVY

值为−0.227，整体分析，亲水性氨基酸残基分布

多于亲水性氨基酸残基，推测多肽SpCactus为亲

水性蛋白。

2.3    Cactus的同源性比对

氨基酸序列同源性比对结果显示，拟穴青

蟹Cactus蛋白与甲壳动物亚门动物的Cactus蛋
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图 1    拟穴青蟹Cactus核苷酸序列和氨基酸序列及蛋白功能结构域

(a) SpCactus核苷酸序列和氨基酸序列：黑色数字代表核苷酸序列，蓝色数字代表氨基酸序列。黑色方框部分表示起始密码子和终止

密码子，降解结构单元DSGFLS由下划线标出，PEST功能域由波浪线标出，ANK(锚定蛋白)结构域由灰色阴影标出；(b)SpCactus蛋白

功能结构域：包含3个典型的特征结构，降解结构单元DSGFLS、PEST功能域和5个ANK锚蛋白重复序列

Fig. 1    Nucleotide sequence, amino acid sequence and protein functional domain of Cactus in S. paramamosaia
(a) nucleotide and deduced amino acid sequences of SpCactus: the black number represents the nucleotide sequence, and the blue number represents the
amino acid sequence. The black box part represents the start codon and termination codon, the degradation structure unit DSGFLS is marked by
underline, the PEST functional domain is marked by wave line, and the ANK (anchoring protein) domain is marked by grey shadow. (b)the functional
domains of the SpCactus. It contains three typical characteristic structures, DSGFLS, PEST functional domain and five ANK anchor protein repeats
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白同源性较高，与罗氏沼虾 (Macrobrachium
r o s e n b e r g i i )、凡纳滨对虾、中国明对虾的

Cactus蛋白同源性最高，一致性达到63%，相似

性为73%；与黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)
的Cactus蛋白同源性较低，相似性为36%，一致

性为24%；与人(Homo sapiens)IκB蛋白的同源性

最低，一致性只有9%，相似性仅18%(图3)。

2.4    Cactus的系统进化树分析

系统进化树结果显示，拟穴青蟹的SpCactus
与同为甲壳动物的罗氏沼虾、凡纳滨对虾、中

国明对虾、日本囊对虾的Cactus聚为一支，之后

与黑腹果蝇等其他无脊椎动物聚为一大支，而

脊椎动物IκB聚为另一支(图4)。

2.5    Cactus基因的组织分布

利用Real-time PCR方法分析了SpCactus基因

mRNA在拟穴青蟹不同组织中的表达特征。结果

表明，SpCactus基因mRNA在所检测的10种组织

中均有表达。其中肝胰腺中表达量最低，以肝

胰腺相对表达量为基点作图，SpCactus在肌肉中

的表达量最高，为肝胰腺的12.92倍；其次为心

脏 (7.63倍 )、眼柄 (6.25倍 )、血液 (5.13倍 )和鳃

(3.88倍)组织；在胃(3.03倍)、肠(2.91倍)、神经组

织(2.80倍)和脑(2.73倍)中的表达量较低(图5)。

2.6    不同免疫刺激物诱导SpCactus的转录表达

免疫刺激后实时定量PCR检测SpCactus基因

表达量变化，结果如图6所示。注射LPS、副溶

血弧菌和金黄色葡萄球菌均能诱导SpCactus基因

的表达，其中注射金黄色葡萄球菌对SpCactus的
转录水平影响较大，刺激4 h，SpCactus转录水平

显著上调，8 h达到峰值，为3.2倍，随后开始降

低，12 h仍高于正常水平，但在24 h时表达量下

降至最低值，随后又显著升高，36 h达2.0倍，随

后缓慢降低，96 h时恢复至正常水平；副溶血弧

菌刺激对SpCactus转录水平的影响较小，在刺激

4 h时SpCactus表达量显著升高，达到1.5倍，随后

表达量降低至正常水平，8~72 h变化相对平稳，

接近正常水平，96 h时显著低于正常水平。LPS
刺激4 h后表达量显著上调并达到峰值，为2.7倍，

随后急剧下降，8~24 h的表达量显著低于正常水

平且变化不大，随后36~48 h内逐渐升高，48 h高
于正常水平，随后缓慢下降，96 h显著低于正常

水平。

3    讨论

NF-κB信号通路在先天性免疫中发挥重要作

用，激活核转录因子NF-κB、Dorsal和Dif等入核

产生抗菌肽，有效地抵抗革兰氏阳性菌和真菌[13]。

核转录抑制因子IκB是NF-κB信号通路重要的蛋

白，IκB通过与NF-κB结合形成复合体而阻止后

者入核 [17]，通过从复合体中解离，暴露NF-κB核

定位信号，使NF-κB进入细胞核产生抗菌肽 [18]，

参与免疫反应。本研究利用RACE技术，首次从拟

穴青蟹中克隆到IκB的同源基因SpCactus。SpCactus
蛋白与黑腹果蝇的Cactus蛋白的同源性一致，为

24%，与LvCactus的结果相近 [28]，且与同为十足

目动物中LvCactus和FcCactus的蛋白同源性最

高，一致性高达 63%，相似性高达 73%。与

LvCactus [ 2 8 ]、FcCactus [ 3 6 ]和小菜蛾 (Plutel la
xylostella)Cactus[37]相似，SpCactus蛋白也包含

IκB基因家族典型的特征结构(图1-b)：DSGFLS单
元、PEST功能域和ANK锚蛋白重复序列。在构

建的系统进化树中， SpCac tus与 LvCac tus、
FcCactus和MrCactus聚为一支，与物种分类结果

一致，拟穴青蟹和对虾均为十足目动物。

经蛋白结构预测，SpCactus蛋白含有3个典

型结构特征：C端ANK锚定结构域(含有5个锚蛋

白)；N端含有DSGFLS，为降解结构单元，以及

与 IκB的降解、磷酸化有关的 PEST序列 [ 2 8 ]。

SpCactus氨基酸序列含有5个锚蛋白重复序列，

与DmCactus和LvCactsus等 [28]一致，而FcCactus含
有6个锚蛋白重复序列 [36]，ANK数目的不同可能

与其结合的NF-κB蛋白的种类有关 [ 3 7 ]。 IκB或

Cactus的N端具有保守的降解结构单元DSGFLS，
IκB激酶 (IKK)介导其中的Ser残基发生磷酸化，

0 100 200 300 400 500

−3

−2

−1

0

1

2

氨基酸残基位置
position

分
值

sc
o
re

 
图 2    多肽SpCactus氨基酸序列的疏水性/亲水性预测

Fig. 2    Predicted hydrophobicity/hydrophilicity of
the amino acid sequence of SpCactus
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图 3    SpCactus氨基酸序列同源性比对

黑色背景表示完全保守氨基酸位点，深灰色背景表示氨基酸相似性大于75%，灰色背景表示氨基酸相似性大于50%。物种及其IκB的
GenBank序列号：罗氏沼虾，AET34918.1；中国明对虾，AFU60550.1；凡纳滨对虾，AFO38331.1；日本囊对虾，AYF59250.1；黑腹果

蝇，NP_001260496.1；人，BAA85155.1

Fig. 3    Homology alignment of SpCactus amino acid sequences
In the sequence, the conserved and identical residues are represented by black shading, the amino acids similarity greater than 75% and 50% are
represented by dark gery and light grey respectively. The accession no. of each IκB are as follows: M. rosenbergii, AET34918.1; F. chinensis,
AFU60550.1; L. vannamei, AFO38331.1; M. japonicus, AYF59250.1; D. melanogaster, NP_001260496.1; H. sapiens, BAA85155.1
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使得IκB或Cactus从复合物中解离，释放NF-κB因

子到核内，进而调控抗菌免疫基因的表达 [ 3 7 ]。

SpCac tus的 N端也具有保守的降解结构单元

DSGFLS，可能与其他 IκB或Cactus有相似的功

能，进而调控免疫基因的表达。PEST序列富含

脯氨酸、谷氨酸、丝氨酸和苏氨酸残基，哺乳

动物IκBβ的PEST结构域中基础磷酸化位点的磷

酸化状态决定了 IκBβ是否抑制NF-κB与DNA结

合，被认为与蛋白质降解和抑制NF-κB与DNA的

结合有关 [38]。PEST序列的位置和数量在相同的

物种中存在差异，哺乳动物IκBα和IκBβ的PEST
序列位于C端；而 IκBε的PEST序列位于N端。

在多数节肢动物中如DmCactus、BmCactus和
CfCactus等的C端和N端各有一个PEST序列，

AaCactus和CrIκB在C端有一个PEST序列，而

SpCactus与IκBε、FcCactus和BmCactus相似，在

N端有一个PEST序列 [36]，所以SpCactus功能可能

不同于哺乳动物的 IκBα而与哺乳动物的 IκBε和
Cactus类似。SpCactus的PEST序列也富含脯氨

酸、谷氨酸、丝氨酸和苏氨酸残基，且经预测

显示SpCactus含有多个丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸

磷酸化位点，其磷酸化状态也可能发挥类似哺
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图 4    基于不同物种IκB蛋白质序列构建的NJ系统发育树

物种及其 IκB的GenBank序列号：埃及伊蚊，XP_001650267.3；赤拟谷盗，EFA12698.2；褐家鼠，NP_997674.1；马氏珠母贝，

ACF93446.1；夏威夷短尾乌贼，AAY27980.1；斑马鱼，AAW68010.1；欧洲熊蜂，XP_012174111.1；小蜜蜂，XP_012342319.1；黑脉金

斑蝶，OWR49225.1；玻璃海鞘，BAE06505.1；圆尾鲎，AAZ40334.1；家蚕，BAI67121.1；原鸡，NP_001012922.1

Fig. 4    Phylogenetic tree derived from multiple alignments of IκB amino acid sequences from various species
The accession no. of each IκB are as follows: Aedes aegypti, XP_001650267.3; Tribolium castaneum, EFA12698.2; Rattus norvegicus, NP_997674.1;
Pinctada fucata, ACF93446.1; Euprymna scolopes, AAY27980.1; Danio rerio, AAW68010.1; Bombus terrestris, XP_012174111.1; Apis florea,
XP_012342319.1; Danaus plexippus, OWR49225.1; Ciona intestinalis, BAE06505.1; Carcinoscorpius rotundicauda, AAZ40334.1; Bombyx mori,
BAI67121.1; Gallus gallus, NP_001012922.1
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图 5    拟穴青蟹不同组织中Cactus基因的特异性表达

1. 肝胰腺，2. 脑，3. 神经组织，4. 肠，5. 胃，6. 鳃，7. 血淋

巴，8. 心脏，9. 眼柄，10. 肌肉

Fig. 5    Expression of SpCactus mRNA in
different tissues of S. pamaramosain

1. hepatopancreas, 2. brain, 3. nerve tissue, 4. intestine, 5. stomach, 6.
gill, 7. hemocyte, 8. heart, 9. eyestalk, 10. muscle. **. P<0.01
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乳动物IκBβ蛋白抑制NF-κB与DNA结合的功能。

SpCactus基因mRNA的组织表达分布结果表

明，SpCactus基因的mRNA在检测的10个组织中

都有表达，在肌肉、眼柄、血淋巴、心脏和鳃

等组织中表达量较高，结果与FcCactus及LvCactus
基因的组织分布结果相近 [28, 36]，这些组织多为甲

壳动物的免疫相关组织[39]。血淋巴具有各类抗菌

因子、抗病毒因子、凝血因子、细胞激活因

子、识别因子、凝集素、溶血素及各种具有免

疫活性的酶类，对于病原体识别、吞噬、细胞

毒性和细胞—细胞通讯至关重要，是免疫相关

的重要组织，免疫相关的基因在血淋巴中都有

很高的转录水平 [40-41]，SpCactus在血淋巴中表达

量较高，暗示SpCactus可能参与拟穴青蟹的免疫

反应；SpCactus与FcCactus相似，在肌肉和心脏

中有很高的表达水平，可能与Cactus具有与调节

生肌分化的生肌转录因子相同作用有关 [36, 42]；鳃

是拟穴青蟹的过滤器官，也是其免疫反应的第

一道防线，对外来病原和异物具有过滤、贮存

和杀灭作用。

诸多研究表明，对虾在受到细菌感染和其

他免疫刺激物刺激后NF-κB途径被激活，Ren等[43]

通过用WSSV注射日本囊对虾，发现Spz-Toll-
Dorsal-ALF信号通路被激活表达；Wang等 [44]发现

WSSV刺激凡纳滨对虾后，LvDorsal的表达量明

显上调；Li等 [45]发现副溶血弧菌和WSSV刺激中

国明对虾后，FcDorsal的表达量明显上调；LPS、
副溶血弧菌和金黄色葡萄球菌刺激后，LvCactus
的表达明显上调 [28]。分别用LPS、副溶血弧菌和

金黄色葡萄球菌免疫刺激拟穴青蟹后，检测
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图 6    免疫原刺激后SpCactus基因mRNA的表达变化

(a) PBS刺激，(b)脂多糖刺激，(c)副溶血弧菌刺激，(d)金黄色葡萄球菌刺激

Fig. 6    Changes of SpCactus gene expression after immunogen stimulation
(a) PBS challenge, (b) LPS challenge, (c) V. parahaemolyticus challenge, (d) S. aureus challenge. **. P<0.01, *. P<0.05
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SpCactus基因mRNA的表达变化情况，发现注射

LPS、副溶血弧菌和金黄色葡萄球菌均能诱导

SpCactus基因的表达，其中金黄色葡萄球菌和

LPS刺激后96 h内SpCactus的转录水平发生显著变

化，结果与LvCactus相近 [28]。从SpCactus的整体

转录水平趋势分析，用副溶血弧菌和PBS刺激拟

穴青蟹后，SpCactus的整体转录水平变化趋势相

似，4 h时显著高于正常水平，可能是由于注射

副溶血弧菌和PBS，青蟹产生应激反应，导致

SpCactus的转录水平升高，说明副溶血弧菌对

SpCactus整体转录水平影响不大。该结果与副溶

血弧菌刺激凡纳滨对虾后LvCactus表达量变化结

果不一致[28]，可能不同物种之间存在差异，导致

差异的原因有待进一步研究。果蝇Toll通路研究

表明，果蝇的模式识别受体(pattern recognition
receptors，PRRs)主要通过识别细菌细胞壁上的

Lys型肽聚糖来识别革兰氏阳性菌，进而激活

Toll通路的免疫反应 [46]。SpCactus基因在受到金

黄色葡萄球菌刺激后表达差异较大，而对副溶

血弧菌的免疫反应较弱，可能与果蝇相似，拟

穴青蟹的模式识别受体能识别革兰氏阳性菌，

而不能很好地识别革兰氏阴性菌。

本实验通过对拟穴青蟹Cactus基因进行序列

分析、同源性分析及理化信息分析，发现其结

构功能域与其他甲壳动物Cactus基因高度相似。

SpCactus基因在肌肉、眼柄、血淋巴和鳃等免疫

器官中表达量较高，且在LPS和金黄色葡萄球菌

等免疫原刺激下表达量变化显著。但对其在免

疫反应中发挥的功能尚不明确，需要进一步研究。
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Cloning, expression and biological functional characteristics of
Cactus from Scylla paramamosain

HU Lei 1,2,     DENG Hengwei 2,     LI Jingjing 2,     LIU Shanshan 2,    
HE Jianguo 2,     LI Haiyun 1,     WENG Shaoping 2*

(1. College of Animal Science, South China Agriculture University, Guangzhou    510642, China;
2. State Key Laboratory for Biocontrol, School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou    510275, China)

Abstract: In this study, we obtained the full length of the SpCactus gene by RACE technology from Scylla
paramamosain(SpCactus). And we analyzed the biological information of the SpCactus and its immune response
under pathogen stimulation. The full length of SpCactus mRNA contains a 5′ untranslated region (UTR) of
228 bp, an open reading frame of 1 311 bp and a 3′ UTR of 496 bp. The SpCactus protein contains five
characteristic ANK homology domains and showed 62% identity (73% similarity), 24% identity (36% similarity),
and 9% identity (18% similarity) to the Litopenaeus vannamei Cactus (LvCactus) protein, the Drosophila
melanogaster Cactus (DmCactus), and the Homo sapiens IκB protein, respectively. Prediction of the protein
physicochemical properties of SpCactus revealed that it is a hydrophilic protein. By physical and chemical
properties analysis, SpCactus was a hydrophilic protein. And its isoelectric point (pI) is 4.91. The mRNA of
SpCactus showed high expression in the muscle, eyestalk and heart, but low expression in the hepatopancreas.
Moreover, the expression of SpCactus were significantly upregulated by stimulation with Staphylococcus aureus
and lipopolysaccharide. In this study, SpCactus gene was successfully cloned and characterized for the first time,
and its bioinformatics analysis, physical and chemical properties were predicted. The biological functions of
SpCactus gene were preliminarily explored, providing a basis for further study of its biological functions in
immune response.
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