
 

秦仕宇，金博阳，李倩倩，等. 克氏原螯虾 prx 6基因抗鲶爱德华氏菌侵染的分子机制研究 [J]. 福建农业学报，2024，39（11）：1228−1235.

QIN S Y,  JIN B Y,  LI  Q Q,  et  al.  Antimicrobial  Function  of  Crayfish prx 6 on Edwardsiella  ictaluri [J]. Fujian Journal  of  Agricultural  Sciences，

2024，39（11）：1228−1235.

克氏原螯虾 prx 6基因抗鲶爱德华氏菌侵染的

分子机制研究

秦仕宇
1
，金博阳

1
，李倩倩

1
，张明达

1
，文    静1

，沈秀丽
2
，杜志强

1 *

（1. 内蒙古科技大学生命科学与技术学院，内蒙古　包头　014010；2. 内蒙古科技大学图书馆，

内蒙古　包头　014010）

摘     要：【目的】  以克氏原螯虾（Procambarus clarkii）为研究对象，探索过氧化物还原酶 6（Peroxiredoxin 6, Prx6）

基因（prx 6）在抗细菌先天免疫应答过程中的作用机制，为克氏原螯虾养殖过程病害问题的防治提供新思路。

【方法】  为了确定 prx 6基因是否参与到克氏原螯虾抗细菌先天免疫过程，检测鲶爱德华氏菌（Edwardsiella

ictaluri）免疫刺激后的克氏原螯虾血细胞、肝胰腺、鳃以及肠组织中 prx 6的相对表达量。采用体外转录法制备 Prx

6双链 RNA（double-strands RNA, dsRNA），使用无菌注射器注射至克氏原螯虾血窦处，通过 qRT-PCR检测其干扰效

果。随后，通过 RNAi试验分析鲶爱德华氏菌免疫刺激后克氏原螯虾的存活率，并通过 qRT-PCR检测克氏原螯虾内

源抗菌肽（antimicrobial peptides, Amps）基因的变化情况。【结果】  通过 qRT-PCR试验，发现经鲶爱德华氏菌刺激

后克氏原螯虾各组织中 prx 6基因的表达量上调，表明其可能参与了克氏原螯虾抗鲶爱德华氏菌的先天免疫调节。

为深入研究 prx 6基因的免疫调节作用机制，体外制备了 Prx 6双链 RNA，并注射 dsRNA后检测克氏原螯虾肝胰腺

中 prx 6的相对表达量，结果显示其表达水平被显著抑制。在 RNAi试验中，注射病原菌之后，与 dsGFP对照组相

比，克氏原螯虾的存活率显著下降，证明 prx 6在宿主抵抗病原菌感染过程中发挥了重要作用。进一步检测病原菌

感染后克氏原螯虾抗菌肽基因的变化情况，结果显示，与 dsGFP对照组相比较，克氏原螯虾内源的抗菌肽基因 ALF

4、ALF 1、crustin 1、crustin 2、lys 和 lectin 2表达量被明显抑制。推测 prx 6基因可能通过调节抗菌肽基因的表达水

平，影响了克氏原螯虾对病原菌的抵抗能力，进而导致存活率下降。【结论】  prx 6在克氏原螯虾对鲶爱德华氏菌

的先天免疫中起重要作用，可能通过调控抗菌肽的表达参与克氏原螯虾抵抗鲶爱德华氏菌的免疫应答过程。
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Abstract: 【Objective】  Function of peroxiredoxin 6 gene (prx 6) in the antimicrobial innate immune response mechanism of

Procambarus  clarkii  against Edwardsiella  ictaluri  was  studied. 【Methods】  To  confirm  the  involvement  of  prx  6  in  the

immunological  response,  gene  expressions  in  the  haemocytes,  hepatopancreas,  gills,  and  intestines  of  the  P.  clarkii  were

examined. Double-strand RNA (dsRNA) of the antimicrobial peptide (Amp) gene in P. clarkii, prx 6, was prepared by in vitro

transcription in crayfish blood sinusoids using sterile syringes with the effect verified by qRT-PCR analysis. In a challenge test,

survival  rate  of  the E.  ictaluri-inoculated  crayfish  was  determined  by  a  RNAi  assay  with  the  changes  in  prx  6  expression

analyzed  by  qRT-PCR. 【Results】    The  upregulated  expressions  of  prx  6  in  various  crayfish  tissues  after  the  E.ictaluri
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stimulation indicated a positive association of the gene with the pathogenic invasion. Furthermore, an injection of the in vitro
prepared dsRNA significantly suppressed the expression of prx 6 in the hepatopancreas confirming the response of the crayfish.
The RNAi assay also showed a significant lower survival rate of the crayfish in the E. ictalurid-inoculation group than that in
the dsGFP control indicating a significant effect of prx 6 in combating the bacterial infections. Additionally, in the challenge
test  some  other  endogenous  Amp  genes,  such  as ALF  4, ALF  1,  crustin  1,  crustin  2,  lys,  and  lectin  2,  were  significantly
downregulated in the E. ictaluri-inoculated crayfish in comparison with the dsGFP-inoculated counterparts. It was speculated
that prx 6 contributed to the crayfish resistance to the infection by E. ictaluri  through modulating Amp genes resulting in an
improved  survival.  It  was  hypothesized  that prx  6  participated  in  the  innate  immune  response  of  crayfish  against E.  ictaluri
through regulations on the endogenous Amp genes.

Key words: Procambarus clarkii；RNAi；innate immunity；prx 6；Amps；E. ictaluri

  

0    引言

【 研 究 意 义 】 克 氏 原 螯 虾 （Procambarus
clarkii），俗称小龙虾，是我国重要的淡水经济养殖

动物之一。在食品领域，因其独特的风味而被人们

所喜爱。然而，由于淡水养殖环境的集约化，导致

克氏原螯虾养殖过程中易发疾病，加之其半开放循

环系统的身体构造，导致甲壳类细菌性疾病频发，

严重影响了养殖业的经济效益[1]。在科研领域，克氏

原螯虾具有高度可用的基因组序列，因此成为了研

究无脊椎动物先天免疫系统的理想模式生物[2]。本研

究通过分析克氏原螯虾 prx 6基因潜在的参与抗细菌

先天免疫反应的分子功能，一方面可以为水产养殖

行业提供抗细菌新策略和疫苗开发新方向，另一方

面可以进一步完善无脊椎动物抗细菌先天免疫的

基础理论。【前人研究进展】在关于过氧化物还原

酶（peroxiredoxin, Prx）的研究中，Kim等首次从酿

酒酵母（Saccharomyces cerevisiae ）中鉴定出 prx 基

因之后，研究人员又陆续在果蝇（Drosophila）、秀

丽 隐 杆 线 虫 （Caenorhabditis  elegans）、 松 江 鲈

（Trachidermus fasciatus）等生物中发现了 Prx分子的

不同亚型 [3−6]。在脊椎动物中，关于 Prx的研究主要

集中在肿瘤的形成与发生方面，相关研究结果表明

Prx不仅可以通过清除肿瘤细胞中的 ROS来促进癌

细胞的存活，而且还可以保护肿瘤细胞免受电离辐

射和化学治疗引起的额外应激反应[7]。近十年，随着

基因测序技术的不断发展，研究人员对 Prx的基因分

类以及在无脊椎动物中作用机制的探索进程得以加

速。据目前研究结果表明，无脊椎动物 Prx家族含

有 6种不同亚型，在遭受外界病原侵染的过程，6种

不同亚型的 prx 基因在宿主肝胰腺中不同程度上调表

达，表明它们很有可能参与无脊椎动物抗细菌先天

免疫的调节反应 [8]。例如，Zhao等 [9] 以斑节对虾

（Penaeus monodon）为研究对象，发现在受到非生

物胁迫或者病原侵染的时候，斑节对虾体内 prx 基因

的表达量发生显著上调，同时体外试验证实了 Prx重

组蛋白具有抑菌活性。Weerachatyanukul 等[10] 发现墨

吉对虾（Banana prawn）传染性皮下及造血组织坏死

病毒可以通过提高 Prx的过氧化物还原酶活性来发挥

强烈的免疫刺激作用。这些发现均表明 Prx可以直接

参与到机体对抗病原菌侵染的免疫应答过程，在无

脊椎动物先天免疫系统中扮演着重要的角色；同

时，近期研究发现 prx 基因可能作为一种信号传递的

桥梁基因，调控了某些具体的免疫应答反应 [11]。例

如，Ran等[12] 发现凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）
体内存在以 prx 4为关键枢纽的信号级联反应过程，

细胞内的 Prx 4分子会分泌到细胞外，来介导病原菌

结合到细胞膜的受体上，从而激活体内 JAK/STAT
信号通路，促使抗菌肽（antimicrobial peptides, AMPs）
基因发生转录，最终抑制病原菌的进一步侵染。

Mcginnis等 [13] 在果蝇中发现，Prx的催化活性形式

不仅可以作为细胞氧化还原和 H2O2 通量变化的标

志，还可以在适应性反应中发挥作用，最终激活果

蝇体内的一些生理现象。Shao等 [14] 在犬新孢子菌

（Neospora caninum）中发现，Prx不仅可以维持菌内

氧化还原系统的稳定，还可以作为一种毒力因子，

在病原侵袭以及在宿主体内增殖的过程中扮演重要

角色。这一发现表明 Prx家族在生物体抵抗病原侵染

的过程中发挥着重要作用，同时也是某些病原所利

用的“工具”，这些研究结果为水产养殖业提供了一

种新的抗菌免疫策略。【本研究切入点】过氧化物

还原酶 Prx分子的免疫活性在高等生物中研究较多，

并且主要集中在医学研究领域，在低等生物中的研

究结果较少，尤其在水生无脊椎动物中关于 Prx分子

的免疫调控作用少有报道。Prx家族在免疫应答中已

有相关研究，但是 prx 6基因与抗菌肽基因的具体调

节机制尚不清楚。【拟解决的关键问题】本研究基

于前期转录组测序，通过 RNA干扰技术人为降低克

氏原螯虾体内 prx 6基因的表达水平，旨在深入研究

克氏原螯虾 prx 6基因在鲶爱德华氏菌感染后参与机
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体抵抗病原菌侵染的分子调控机制，重点探索其对

抗菌肽基因的调节作用，揭示 prx 6基因在克氏原螯

虾抗病原菌侵染中的分子机制。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

从活跃且肢体完整的 6月龄克氏原螯虾中选取

体重在（20 ± 2） g的雄性克氏原螯虾，购买于包头

市友谊海鲜市场水产店。试验正式开始之前，克氏

原螯虾在恒温水箱进行预养，投喂线虫饵料每日

3次，预养温度 27～30 ℃，时间为 2周。之后，筛选

健康、有活力的克氏原螯虾进行分组饲养处理。试验

所用菌株为鲶爱德华氏菌（Edwardsiella ictaluri），其

30%甘油保存的菌株保藏于本实验室低温冰箱，实

验前利用液体 LB培养液在摇床中进行室温过夜活化。 

1.2    试验方法 

1.2.1   鲶爱德华氏菌刺激处理及 prx 6的表达模式

试验设置包括鲶爱德华氏菌刺激组（试验组）

和 1×PBS刺激组（对照组）。使用无菌 1×PBS将

鲶爱德华氏菌按体积比 1∶8进行稀释，试验组克氏

原螯虾在第二腹节处注射 100 μL菌液，确保每只克

氏 原 螯 虾 的 细 菌 注 射 量 为 2×107  CFU（colony
forming units）；对照组克氏原螯虾则注射等量无菌

1×PBS。分别于 0、12、24、36、48 h进行解剖取

样，每个时间选取 3只以上存活克氏原螯虾的血淋

巴（用于分离血细胞）、肝胰腺、鳃、肠组织。取

50 mg组织进行总 RNA提取、反转录合成 cDNA，

于低温冰箱保存备用。

以上述 cDNA为模板、克氏原螯虾 18S rRNA为

内参基因，采用 qRT-PCR检测 4个组织中 prx 6基因

的表达水平，所用引物序列如表 1所示。qRT-PCR
程序为：95 ℃，30 s；95 ℃，5 s（40个循环）；60 ℃，

34 s（40个循环）；95 ℃，15 s；60 ℃，60 s；95 ℃，

15 s。每个处理每个取样点设置 3个生物学重复，采

用 2−△△CT 算法计算目的基因的相对表达量。 

1.2.2   克氏原螯虾 prx 6双链 RNA体外转录法合成

根据前期转录组获得的克氏原螯虾 prx 6基因序

列，设计干扰引物 prx 6-iF与 prx 6-iR（表 1），以克

氏原螯虾混合组织 cDNA为模板，进行 PCR扩增干

扰片段，使用程序如下：94 ℃，3 min；94 ℃，30 s；
54 ℃，45 s；72 ℃，45 s；72 ℃，5 min，共 35个循环。

之后，通过琼脂糖凝胶电泳回收目的基因 DNA片

段，所用试剂为 DNA胶回收试剂盒（Takara），所

获得的 DNA样品保存于−20 ℃ 冰箱中。

使用 in vitro Transcription T7 Kit试剂盒（Takara）

进行体外转录制备 Prx 6双链 RNA（dsPrx 6），体外

转录的反应体系包括：5 μL RNase  free  H2O、4 μL
10×Transcription buffer、4 μL A/U/C/GTP、1 μL RNase
inhibitor、 1  μL  T7  RNA Polymerase和 10  μL  DNA模

板，42 ℃ 水浴 2 h后，加入 RNase free DNase I 4 μL，
继续水浴 30 min去除残留 DNA模板。转录 dsPrx 6
保存于−80 ℃ 低温冰箱。GFP双链 RNA（dsGFP）也

采用上述方法制备。 

1.2.3   克氏原螯虾 prx 6基因的RNA干扰（RNAi）试验

将 dsPrx  6与 dsGFP用 1×PBS稀 释 至 3 000
ng·μL−1，利用无菌 1×PBS按照体积比 1∶8稀释鲶爱

德华氏菌的过夜培养液，保存备用。试验包括

1×PBS组（对照组）、dsGFP+鲶爱德华氏菌刺激组

（试验组 1）和 dsPrx 6+鲶爱德华氏菌刺激组（试验

组 2），每组 30只虾。试验中，每只克氏原螯虾血

窦处注射 30 μL dsPrx 6或 dsGFP，紧接着于第二腹节

处注射鲶爱德华氏菌稀释液 100 μL（2×107 CFU），

对照组注射 100 μL无菌 1×PBS。分别在菌液注射后

0、12、24、36、48 h进行克氏原螯虾解剖与肝胰腺

组织取样，取样时间和方法同上。

为了验证干扰效果，以 dsGFP组克氏原螯虾对

应的肝胰腺为对照样品，以克氏原螯虾 18S RNA为

内参基因，采用 qRT-PCR检测 0、12、24、36、48 h
肝胰腺组织中 prx 6基因的相对表达量。所用引物如

表 1所示，qRT-PCR程序为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s、
60 ℃ 34 s，共 40个循环；95 ℃ 15 s；60 ℃ 60 s；95 ℃
15 s。每个样品设置 3个生物学重复，采用 2−△△CT 算

法计算相对表达量。此外，在目的基因 prx 6干扰效

果检测有效之后，分别记录 0、2、6、12、24、36、
48 h时间点克氏原螯虾的存活情况，并进行统计分析。 

1.2.4   RNAi试验中克氏原螯虾肝胰腺总 RNA的提取

及 cDNA反转录合成

RNAi试验中，在每个时间点（细菌稀释液注射

后 0、12、24、36、48 h）进行克氏原螯虾肝胰腺组

织取样。分别取 50 mg肝胰腺组织，使用 TRZOL up
试剂盒（全式金生物技术有限公司 ）进行总 RNA提

取。在玻璃匀浆器中加入 1 mL TRZOL提取液以及

200 μL预冷氯仿替代物，加入肝胰腺组织充分研

磨，再通过离心、乙醇洗涤等步骤，加入 50 μL RNA
Dissoving，55 ℃ 水浴 10 min，即为总 RNA提取液。

使用 NANO Drop 2000仪器进行浓度检测，再通过 1 %
琼脂糖凝胶电泳测定 RNA产物的完整性。最后于

−80 ℃ 低温冰箱中保存。

使用 Prime  Script  TR Reagent  Kit（Takara）试剂

盒通过两步法合成 cDNA，在无 RNA酶的 200 μL离
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心管中加入 5×PrimeScript TR Master Mix 2 μL、Total
RNA 1 μL、RNase free dH2O 7 μL，离心混匀之后利

用 PCR仪进行反转录反应，程序为：37 ℃ 15 min，
85 ℃ 5 s，4 ℃ 保存。制备完成后保存于−80 ℃ 低温

冰箱。 

1.2.5   RNAi试验中克氏原螯虾肝胰腺抗菌肽基因的

表达模式研究

以上述各时间点（细菌稀释液注射后 0、12、24、
36、48 h）克氏原螯虾肝胰腺 cDNA为模板，利用

qRT-PCR检测克氏原螯虾抗菌肽基因的相对表达

量。内参基因为克氏原螯虾 18S RNA，所用抗菌肽

基因的引物序列如表 1所示，PCR程序同 1.2.3。每

个样品设置 3个生物学重复，采用 2−△△CT 算法计算

抗菌肽基的相对表达量。 

1.3    数据统计分析

通过 GraphPad Prism 8软件进行组内单因素方差

显著性分析（one-way ANOVA），通过 t 检验分析组

间差异水平，显著水平设置为 P＜0.05，极显著水平

设置为 P＜0.01。 

2    结果与分析
 

2.1    鲶爱德华氏菌免疫刺激后克氏原螯虾 prx 6基因

的表达模式

鲶爱德华氏菌侵染后，利用 qRT-PCR检测克氏

原螯虾血细胞、肝胰腺、鳃、肠组织中 prx 6基因的

相对表达量，结果（图 1）表明：在克氏原螯虾各组

织中 prx 6基因的表达量呈现先升高后降低的表达趋

势，说明该基因参与了宿主抗细菌的免疫调节过

程。此外，观察到 prx 6在克氏原螯虾肝胰腺组织中

表达显著上调，而且上调趋势持续时间较长，表明

该基因在克氏原螯虾免疫器官中具有较好的表达效果。 

2.2    Prx 6双链 RNA对克氏原螯虾内源 prx 6基因的

干扰效果

通过 RNAi试验人为敲低克氏原螯虾 prx 6基因

表达量之后，利用 qRT-PCR检测克氏原螯虾肝胰腺

组织中 prx 6基因的表达水平，结果如图 2所示：相

比较于 dsGFP组的情况，dsPrx 6组克氏原螯虾肝胰

腺组织中 prx 6基因的表达量显著降低。表明 prx
6双链 RNA（dsPrx 6）可以有效干扰克氏原螯虾内

源 prx 6基因的表达水平，可用于后续研究。 

2.3    RNAi试验中鲶爱德华氏菌刺激后克氏原螯虾的

存活率

RNAi试验中，人为降低目的基因 prx 6表达

量、并且进行鲶爱德华氏菌免疫刺激之后，统计了

克氏原螯虾的存活情况，结果如图 3所示：对比于

dsGFP组以及 1×PBS组，在人为 RNAi降低 prx 6基

因表达量之后，克氏原螯虾的存活率显著下降，表

明克氏原螯虾 prx 6基因在抵御鲶爱德华氏菌侵染过

 

表 1    引物序列表

Table 1    Sequences of applied primers

引物名称

Primer name
引物序列（5′-3′）

Primer sequence（5′-3′）
用途

Usage

prx 6-iF GCGTAATACGACTCACTATAGGATGGTTAACTTAGGCGAT

扩增干扰片段
prx 6-iR GCGTAATACGACTCACTATAGGGTCTATGGCTCTAAGAAT

GFP-iF GCGTAATACGACTCACTATAGGCGAGCTGGACGGCGACGTAAAC

GFP-iR GCGTAATACGACTCACTATAGGCTTGAAGTTCACCTTGATGCC

prx 6-RT-F CGGATCACTGGAGGGTCA AACA

扩增定量PCR片段

prx 6-RT-R GCA ATTTTCATCCTCGGCATCA

18S rRNA-RT-F TCTTCTTAGAGGGATTAGCGG

18S rRNA-RT-R AAGGGGATTGAACGGGTTA

Pc-ALF 4-RT-F CCAGATCATCTCCACCGTCG

Pc-ALF 4-RT-R GTAGCCTTGAGCTTTTCCCA

Pc-ALF 1-RT-F CGAGAGGCTGTAGAGGATGC

Pc-ALF 1-RT-R CCCAGTTTGTTGATGATGAG

Pc-crustin 1-RT-F CAACTACCCTAACCACCTCAAC

Pc-crustin 1-RT-R CCTCAGAGCTACGACAAATGAG

Pc-crustin 2-RT-F GGGAAGAAAAGCACAATGGT

Pc-crustin 2-RT-R GGTATGGAGGTCGAGACAGG

Pc-lys-RT-F GTCAACCCACCCTCAATAAC

Pc-lys-RT-R CTTGTGAATCAGGGCGTA

Pc-lectin 2-RT-F TTGAATGTGCGTCCTGTGGT

Pc-lectin 2-RT-R ATTGCCATTCAGCAGTGTAAGAG
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程中可能发挥重要作用。 

2.4    RNAi试验中鲶爱德华氏菌刺激后克氏原螯虾肝

胰腺中抗菌肽基因的表达模式

为了进一步探究克氏原螯虾存活率下降的原因

以及 prx 6发挥调控作用的可能分子机制，在 RNAi
试验中鲶爱德华氏菌刺激后，选择克氏原螯虾重要

免疫器官肝胰腺组织进行深入研究。同时，选择克

氏原螯虾 Toll信号通路中部分抗菌肽基因进行基因

表达量的检测，这些抗菌肽基因包括 ALF 4、ALF 1、

crustin 1、 crustin 2、 lys 和 lectin 2基因。 qRT-PCR
检测结果如图 4所示：与 dsGFP组相比较，ALF 4、
ALF 1、crustin 1、crustin 2、lys、lectin 2基因的上调趋

势均被明显地抑制，甚至发生了下调表达。推测 prx 6
基因可能通过影响抗菌肽基因的表达水平，进而参

与到克氏原螯虾抵抗鲶爱德华氏菌侵染的免疫应答

过程。 
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图 1    鲶爱德华氏菌刺激后克氏原螯虾 prx 6 基因的表达模式

Fig. 1    Expressions of prx 6 in crayfish stimulated by E. ictaluri
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图 2    Prx 6 双链 RNA 干扰效果的检测结果

Fig. 2    Detection of interference by dsRNA of Prx 6
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图 3    RNAi 试验中鲶爱德华氏菌刺激对克氏原螯虾存活率的

影响

Fig. 3    Survival rate of crayfish injected with E. ictauri in RNAi
assay
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3    讨论

过氧化物还原酶是一种普遍存在于各种生物体

的过氧化物家族分子。研究报道过氧化物还原酶参

与绝大多数的生物过程，如氧化还原系统、凋亡、

先天免疫、细胞命运的调控过程等，其中也包括了

无脊椎动物的先天免疫[15−18]。本研究对 prx 6基因在

抵抗鲶爱德华氏菌侵染克氏原螯虾各组织中的表达

情况进行检测，结果显示 prx 6均有不同程度的上调

表达趋势。相似的结果也在前人研究中出现。例

如，Huang等[19] 发现在 LPS、PGN和 Poly I:C分别刺

激后，克氏原螯虾各组织中 prx 1 基因在转录水平上

都出现了不同程度的上调响应，在斑节对虾[9]、墨吉

对虾 [10] 中的报道类似。表明 prx 家族基因会在病原

侵入后被迅速激活，可能参与到低等生物的某些生

物学过程。但关于过氧化物还原酶的分子调控机制

目前没有一致的明确结论。

本研究发现，在克氏原螯虾鳃组织中 prx 6基因

仅在细菌刺激的早期阶段出现了微弱的免疫响应，

推测可能是由于试验中通过注射细菌模拟了水环境
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图中不同字母代表不同处理间差异显著（P＜0.05）。

Data with different letters represent significant differences at P＜0.05.

图 4    RNAi 试验中克氏原螯虾肝胰腺抗菌肽基因的相对表达量

Fig. 4    Relative expressions of Amp genes in crayfish hepatopancreas detected by RNAi assay
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中的细菌侵入克氏原螯虾体内，而鳃组织作为直接

与外部环境接触的重要器官，可能是首先受到感染

和免疫反应的部位。免疫系统通过识别和清除入侵

的病原体来应对感染，从而导致 prx 6基因在早期阶

段表达。随着免疫反应的进行和病原体的清除，prx 6
基因的表达可能会逐渐减弱或消失。这可能是因为

免疫系统成功控制了感染，也可能是由于其他免疫

调节机制的参与。此外，研究结果显示：在克氏原

螯虾肝胰腺组织中，鲶爱德华氏菌侵染之后，prx 6
基因出现了较为明显的上调响应趋势，而且响应时

间持续较长。分析其原因，可能是因为肝胰腺作为

低等水生生物活性氧（reactive oxygen species, ROS）
的产生中心，同时也是生物体对抗病原菌的先天免

疫反应的主要免疫器官 [20−21]，prx 6基因在克氏原螯

虾肝胰腺组织中抵抗鲶爱德华氏菌侵染的免疫应

答过程发挥了重要作用。同样地，在无脊椎动物

中，肝胰腺也被认为与哺乳动物具有较高的功能类

似性，其同样负责生物体的生理代谢与免疫调

控 [22−23]。因而肝胰腺也经常被选择作为一个研究病

原刺激后机体免疫响应的主要器官[24]。

为了进一步探索克氏原螯虾 prx 6基因先天免疫

调控作用的分子机制，在体外制备了 prx  6双链

RNA，进行 RNA干扰试验人为降低 prx 6基因的表

达量。结果表明：相比于对照组，prx 6基因的表达

被显著抑制，干扰效果良好。后续 RNAi试验中，鲶

爱 德 华 氏 菌 免 疫 刺 激 之 后 ， 与 dsGFP组 相 比 ，

RNAi降低 prx 6基因表达水平之后，克氏原螯虾对于

鲶爱德华氏菌的抵抗力降低，其存活率显著下降。

类似的结果在昆虫中也有报道，例如 Gul等 [25] 以

柞蚕（Antheraea pernyi）为研究对象，将其 prx 2基因

沉默之后感染病原菌，结果显示柞蚕的存活率显著

下降。Supitcha等 [26] 以对虾（Penaeus  vannamei）为

研究对象，将 prx 4沉默之后，对虾感染病原菌的存

活率出现了下降趋势。上述研究结果进一步揭示了

prx 家 族 基 因 在 抗 细 菌 先 天 免 疫 中 发 挥 的 重 要

作用。

抗菌肽作为无脊椎动物主要的抗菌活性物质，

在先天免疫系统中扮演了重要的角色。据目前研究

报道显示，抗菌肽分子有可能是甲壳类动物中主要

的广谱抗菌物质，例如，在宿主抵抗藤黄微球菌

（Micrococcus luteus）、鲶爱德华氏菌、哈维氏弧菌

（Vibrio harveyi）等过程中均发挥了重要作用 [27−29]。

Ren等 [30] 在凡纳滨对虾（L.  vannamei）发现，降低

prx 2基因表达量之后，白斑综合征病毒（white spot
syndrome virus, WSSV）侵染的情况下，凡纳滨对虾

ALF、crustin 等抗菌肽基因的上调趋势被显著抑制。

本研究检测了 prx 6基因被 RNAi降低表达量之后，

鲶爱德华氏菌刺激的情况下，克氏原螯虾肝胰腺中

ALF  1、 ALF  4、 crustin  1、 crustin  2、 lys 以及 lectin
2抗菌肽基因表达量的变化情况，结果显示：这些基

因的表达水平均被明显抑制，推测 prx 6可能通过调

控抗菌肽相关基因的表达水平参与到克氏原螯虾抗

细菌先天免疫当中。同时，这也与克氏原螯虾的存

活率结果相互印证，即 RNAi使 prx 6表达量下降之

后，抗菌肽相关基因表达水平也受到抑制，造成无

法及时发挥杀菌作用，进而使克氏原螯虾的存活率

下降。综合以上结果可以推测，在克氏原螯虾针对

鲶爱德华氏菌侵染的免疫响应过程中，prx 6基因可

能通过影响信号通路相关的抗菌肽基因的表达水

平，发挥免疫调控作用，对克氏原螯虾的存活率起

到关键影响。 

4    结论

本研究采用 RNAi技术，降低克氏原螯虾 prx
6基因的表达量，并且进行鲶爱德华氏菌免疫刺激之

后，利用 qRT-PCR检测了克氏原螯虾肝胰腺中信号

通路相关的抗菌肽基因的相对表达量，结果显示：

抗菌肽基因的表达量受到了明显抑制，推测 prx 6可

能通过影响信号通路从而调控了宿主的抗细菌先天

免疫反应。本研究得到的初步结论可以为后续深入

探索克氏原螯虾 prx 6基因的生物学功能提供理论基

础，同时也为水产养殖过程抗细菌免疫策略的制定

提供了新靶点。
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