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［摘要］ 中华绒螯蟹螺原体是一种引起中华绒螯蟹颤抖病的新型病原微生物，对中华绒螯蟹养殖业造成了很

大的损失． 虽然很多无脊椎动物免疫反应的研究已经报道，但是螺原体引起宿主免疫反应的研究目前还未见报

道． 中华绒螯蟹螺原体既可以感染中华绒螯蟹，也可以感染乳鼠． 本文在动物个体水平上研究了中华绒螯蟹螺原

体与中华绒螯蟹的免疫关系，中华绒螯蟹经螺原体刺激后，其体内抗脂多糖因子、酚氧化酶原、酚氧化酶原激活

因子、消极素轻链等基因的 mRNA 的表达水平显著上升，而抗氧化蛋白 Prx 6 的表达量显著下降． 本文还在细胞

水平研究了中华绒螯蟹螺原体与小鼠巨噬细胞之间的免疫关系，中华绒螯蟹螺原体刺激后，细胞中 CD40、IL －
1β、IL － 10 基因的 mRNA 表达量显著下降，而 TGF － β1 和 TNF － α 等基因的表达量上升． 本实验结果说明螺原

体可以引起寄主很广泛的免疫反应．
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Abstract: Spiroplasma eriocheiris is a new kind of pathogen in aquaculture and causes mass mortality of Chinese mitten
crab Eriocheir sinensis，but little is known about the immune responses in E． sinensis challenged with this agent． Al-
though immune responses in invertebrates have been widely studied，spiroplasma-induced innate immune responses have
not been reported． The mRNA expressions of anti-lipopolysaccharide factor ( ALF) ，prophenoloxidase ( proPO) ，proph-
enoloxidase-activation factor ( PPAF) ，pacifastin light chain ( PLC) and peroxiredoxin 6 ( Prx6) immune-related genes
were examined in order to estimate the effects of S． eriocheiris on the innate immunity of E． sinensis． All of the mRNA
expressions of above genes except for Prx6 were significantly up-regulated after S． eriocheiris challenge． But the mRNA
expression of Prx6 was significantly down-regulated after the same treatment． S． eriocheiris not only cause tremor disease
of E． sinensis，but also can cause suckling mouse cataract just like Spiroplasma mirum． So we chose RAW264. 7 cell
line，a murine macrophage-like cell，to study the relationship between the S． eriocheiris and the host in cell level． The
expression levels of CD40、IL-1β、IL-10 in RAW264. 7 cells were up-regulated after challenge with S． eriocheiris，while
the expression levels of TGF-β1 and TNF-α were down-regulated． The results suggested that broad-spectrum immune re-

—77—

第 35 卷第 2 期
2012 年 6 月

南京师大学报( 自然科学版)
JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY( Natural Science Edition)

Vol． 35 No． 2
June，2012





sponses could be induced by S． eriocheir in both E． sinensis and RAW264. 7cell．
Key words: Spiroplasma eriocheiris，RAW264. 7cell，eriocheir sinensis，immune response

中华绒螯蟹( 俗称河蟹) 是中国淡水养殖业中重要的养殖品种，但是病害一直危害其健康发展，其中

“颤抖病”是最严重的一种病害，对江苏、安徽、浙江等长江中下游地区的河蟹养殖业造成了极大的危

害［1，2］，前期研究表明螺原体是中华绒螯蟹“颤抖病”的致病菌［3］． 通过系统分类学、血清学等方面的研究，

命名该菌株为螺原体的新种 Spiroplasma eriocheiris sp． nov［4］，这是首个被命名的淡水甲壳动物螺原体． 螺

原体( Spiroplasma) 是一类缺乏细胞壁、呈高度多形性、能通过 220 nm 孔径滤器、能运动的、可在无生命培

养基中生长繁殖的最小原核细胞型微生物，属于柔膜体纲( Mollicutes) 、虫原体目( Entomoplasmatales) 、螺
原体科( Spiroplasmataceae) 、螺原体属( Spiroplasma) ［5］． 传统上认为螺原体只与昆虫和植物有关，而最近从

甲壳类动物分离到螺原体的事实改变了我们对螺原体宿主范围的认识［6］．
通过 16S rDNA 序列制作的系统进化树来看，中华绒鳌蟹螺原体与非凡螺原体( Spiroplasma mirum) 亲

缘关系最近［2］． 而前期研究证实，中华绒鳌蟹螺原体不仅能引起河蟹的“颤抖病”，还能像非凡螺原体一样

引起乳鼠产生白内障症状［7］，最近研究发现非凡螺原体与疯牛病、羊瘙痒病等脑部的严重疾病相关联［8］．
因此本论文中不仅选择无脊椎动物中华绒螯蟹作为感染对象，还以脊椎动物小鼠 RAW264. 7 细胞为对

象，在河蟹个体水平和小鼠 RAW264. 7 细胞水平上，研究螺原体感染后 2 个宿主免疫相关基因表达量的

变化情况． 本文的研究为初步探索螺原体的分子致病机理和建立有效的防治技术奠定基础．

1 材料和方法

1. 1 菌株

螺原体按照本实验室建立的方法［2］分离自患病中华绒螯蟹体内，用 R2 培养基在 30℃条件下培养．
1. 2 动物实验和 Realtime PCR 实验

健康的中华绒螯蟹购自南京某水产品市场( 50 ± 3 ) g，经 PCR、ELISA 和显微镜检测无螺原体等病原

菌，分成 2 组( 每组 40 只中华绒螯蟹) ，暂养 1 周后分别注射 PBS( 对照组) 或培养至对数期的螺原体( 10
μg /只，0. 1 mg /mL) ( 实验组) ． 期间每天投喂人工配合饲料、每天换水． 分别在感染后的 0 h、1 h、3 h、6 h、
12 h、24 h、48 h、72 h 用 1 mL 医用无菌一次性注射器从中华绒螯蟹附肢关节结合处抽取约 0. 2 mL 血淋巴，

加入等体积的抗凝剂( 葡萄糖，2. 05 g; 柠檬酸，0. 8 g; NaCl，0. 42 g; 双蒸水定容至 100 mL) ，5 只中华绒

螯蟹的样品混合，样品 4℃ 1 000 g 离心 10 min 以收集血细胞．
表 1 文中所用到的引物序列

Table 1 Primers used in the present study

Forward primer Reverse primer

ALF
proPo
PPAF
PLC
Prx6

β － actin
IL － 1β
TNF － α
CD40

TGF － β1
IL － 10
HPRT

5' － GACGCAGGAGGATGCTAAC － 3'
5' － CCATCCCTTCCTGCTTACCA －3'
5' － CGTGCCCTACTACCTGTGC － 3'
5' － GTGTCAATGGCCGAGGGATC － 3'

5’－ ACCCATCGGACTACACCCCAG －3’
5' － GCATCCACGAGACCACTTACA －3'

5' － CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG － 3'
5' － CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA －3'
5' － GTCATCTGTGGTTTAAAGTCCCG －3'
5' － TGACGTC ACTGGAGTTGTACGG －3'
5' － GGTTGCCAAGCCTTATCGGA －3'
5' － GCAGTACAGCCCCAAAATGG －3'

5' － TGATGGCAGATGAAGGACAC － 3'
5' － CTCCATCACAAACCCTAACGACTT － 3'

5' － CGATGCCTTGAGTGTTCCTA － 3'
5' － GACGCAGCGGCAGTTGTTG － 3'

5’－ GGACCAATGACAAAGACAGCA －3’
5' － GCATCCACGAGACCACTTACA －3'
5' － GATCCACACTCTCCAGCTGCA －3'

5' － TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC － 3'
5' － AGAGAAACACCCCGAAAATGG －3'
5' － GGTTCATGTCATGGATGGTGC － 3'
5' － ACCTGCTCCACTGCCTTGCT － 3'

5' － AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA －3'

应用 Trizol ( Invitrogen，USA) 方法参照试剂盒说明书提取中华绒螯蟹血细胞的总 RNA，利用 Prime-
Script RT reagent Kit 试剂盒( Takara，Japan) 反转录总 RNA 为 cDNA． 应用 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒

( Takara，Japan) 进行 Realtime PCR 实验对免疫相关基因进行定量． PCR 反应采用 25 μL 反应体系: 12. 5
μL 2 × SYBR Premix Ex Taq，上下游引物分别 1 μL，1 μL 反转录的 cDNA 和 9. 5 μL DEPC 处理过的双蒸

水． Realtime PCR 程序如下: 95℃预变性 2 min，接着 40 个循环的 PCR 反应( 95℃ 10 s、60℃ 30 s) ． 用于定
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量的河蟹免疫基因有 ALF、proPO、PPAF、PLC 和 Prx6，同时选择 β-actin 基因作为内参基因，引物序列见表

1． 不同基因的相对表达水平用 2 － ΔΔCT方法( ΔΔCt = ( Ct目的基因 － Ct管家基因) 实验组 － ( Ct目的基因 － Ct管家基因 ) 对照 ) 进

行计算，数据分析采用 t 测验方法，当 p ＜ 0. 05 时被判定为差异显著．

图 1 实时定量 PCR 分析中华绒螯蟹免疫相关基因的表达情况. （a）ALF 的表达分析；（b）proPo 的表达分析；（c）PPAF 的表达分析；（d）
PLC的表达分析；（e）Prx6 的表达分析

Fig.1 The expression level of ALF, PPAF，proPO and PLC in E. sinensis hemocytes. (a) the expression level of ALF; (b) the expression level of
proPO; (c) the expression level of PPAF; (d) the expression level of PLC; (e) the expression level of Prx6
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1. 3 RAW264. 7 细胞培养和 Realtime PCR 实验

小鼠巨噬细胞株 RAW264. 7 在 37℃、5%CO2 条件下，用含 10%胎牛血清和抗生素( 100 U /mL 青霉素

和 100 μg /ml 链霉素) 的 1640 完全培养液培养． 培养好的 RAW264. 7 细胞加入 S． eriocheiris 至终比例为

1∶ 100，分别在诱导刺激后 0 h、0. 5 h、1 h、2 h、4 h、6 h 从细胞中提取总 RNA，反转录成 cDNA，具体操作如上
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所述． 用于荧光定量 PCR 的反应体系和程序如上． 基因相对表达采用 2 － ΔΔCt法计算，以 0 min 处理组作为

空白对照组，次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶基因( HPRT) 作为内参基因．

2 结果

2. 1 螺原体刺激后中华绒螯蟹 5 种免疫相关基因的表达模式

为了研究 S． eriocheiris 诱导刺激对宿主免疫相关因子表达的影响，利用从中华绒螯蟹中克隆得到

ALF［9］，proPO［10］，PPAF［11］，PLC［12］和 Prx6［13］ 5 个因子的基因序列，用 S． eriocheiris 进行刺激中华绒螯蟹，

收集血淋巴细胞并提取总 RNA，Realtime RT － PCR 分析各基因的表达，同时设置 PBS 刺激组作为对照．
如图 1 所示，对照组 0 h ～ 72 h 表达量变化不大，差异不显著; S． eriocheiris 诱导刺激后，ALF mRNA 表

达量逐渐增加，在 3 h 时达到最大值( 2 倍) ，3 h 后表达量逐渐减少，24 h 后又逐渐增加至正常值( 48 h) ，

72 h时为最小值; proPo mRNA 表达量存在 2 个峰值，1 h 为最大值( 2. 7 倍) ，1 h 后表达量逐渐减少，6 h 后

表达量逐渐增加，24 h 为第 2 个峰值，而后逐渐减少; PPAF mRNA 表达量在 1 h 达到最大值( 2 倍) ，1 h 后

逐渐减少，6 h 后又增加至 12 h、24 h 为正常值，24 h 后又开始减少; PLC mRNA 表达量逐渐增加，在 3 h 达

到最大值( 1. 3 倍) ，3 h 后逐渐减少，12 h 后又增加至 24 h、为正常值，24 h 后又开始减少; Prx6 mRNA 表达

量一直下调并处于较低水平．
2. 2 小鼠巨噬细胞 Real time RT － PCR 分析

利用小鼠的 CD40、IL － 1β、TGF － β1、TNF － α 和 IL － 10 等先天性免疫相关基因，研究 S． eriocheiris 刺

激小鼠巨噬细胞后这些基因表达量的变化情况． 由图 2 可以看出，经 S． eriocheiris 刺激后，小鼠巨噬细胞

中 IL － 1β( 0 h ～ 6 h) 和 IL － 10( 0 h ～ 6 h) 的表达量显著降低到极低水平( 0. 02 倍) ; CD40 的表达量( 0 h ～
6 h) 也显著降低( 0. 7 倍) ，它们的表达量都稳定在一个较低的水平; TGF － β1 的表达量( 0 h ～ 6 h) 一直处

于上调状态，并在 2 h 和 4 h 达到峰值( 2. 6 倍) ; TNF － α 的表达量在 2 h 和 4 h 时显著上调，但幅度不大

( 1. 6 倍) ．

图 2 实时定量 PCR 分析小鼠巨噬细胞相关基因的表达情况
Fig.2 The expression levels of TNF-α、TGF-β1、 IL-1β、 IL-10 andCD40 in RAW264.7
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3 讨论

螺原体作为最小的能自我复制的微生物之一，是一种新发现的水生甲壳类病原微生物［6］． 除了是中

华绒螯蟹等淡水甲壳动物的病原微生物，还是海水甲壳动物南美白对虾 Lifopenaeus vannamei 的病原微生

物［14，15］． S． eriocheiris 不仅能感染中华绒螯蟹、克氏原螯虾和南美白对虾等甲壳动物，引起“颤抖病”等重

大流行病，还可以像 S． mirum 一样能引起乳鼠的白内障［7］，并且研究发现 S． mirum 与疯牛病、羊瘙痒病

等脑部的严重疾病相关联［8］． 为应对日益严峻的动物疾病，除了要利用传统的生物学技术研究病原微生

物自身的特征，还要针对寄主的免疫特性进行研究，研究寄主和病原微生物之间的免疫关系． 不仅要研究

微生物与动物机体之间的免疫关系，还要研究微生物与动物在细胞水平上的免疫关系．
中华绒螯蟹感染 S． eriocheiris 后，体内 ALF、proPO、PPAF、PLC 和 Prx6 基因的表达发生了变化． 这些

基因都是中华绒螯蟹的主要免疫基因，并且这些基因全序列已经被发现［16，17］． 本文首次研究螺原体和甲

壳动物之间的免疫关系． ALF 在甲壳动物先天性免疫中是一个重要的调节因子，它首先被发现作为一种潜

在的抗凝剂，可以抑制外毒素介导的激活凝集通路［18］． 随后的研究显示，ALF 既具有强大的抗革兰氏阴性

—08—

南京师大学报( 自然科学版) 第 35 卷第 2 期( 2012 年)




细菌的活性，又能抑制革兰氏阳性细菌的生长［19］． 在目前研究的甲壳动物中，白斑综合病病毒( WSSV) 可

以引起龙虾 Pacifastacus leniusculus ALF 基因的上调，RNA 干扰试验表明，ALF 基因可以保护 P． leniusculus
以对抗 WSSV 的感染［20］． 近期研究显示，双链 RNA［21］和鳗弧菌( V． anguillarum) ［9］都可以引起中华绒螯

蟹 ALF 基因的上调． 本次试验结果表明，S． eriocheiris 刺激中华绒螯蟹后，也能引起 ALF 的上调． 由此可以

看出，ALF 不仅能抑制含有细胞壁细菌的活性，对无细胞壁的螺原体也有作用． 虽然经 S． eriocheiris 刺激

后 ALF 表达量上升的具体机理还不清楚，但是 ALF 基因对增强中华绒螯蟹免疫力以对抗 S． eriocheiris 的

感染具有正向调节作用．
酚氧化酶原系统( proPO system) 是无脊椎动物体内非常重要的先天性免疫系统，一旦病原侵入机体，

酚氧化酶原系统会在丝蛋白酶的催化下使酚氧化酶前体( proPO) 转变为有活性的酚氧化酶( phenoloxi-
dase，PO) ． 在无脊椎动物体内，丝蛋白酶和丝蛋白酶抑制剂起到非常重要的生理作用，它们起到相互克制

和动态平衡的作用，例如: 食物消化、血淋巴凝结、胚胎发育和免疫反应． 一旦它们之间的平衡被打破，生物

体正常的新陈代谢出现紊乱，丝蛋白酶以及下游的反应对组织甚至机体起到破坏作用［22］． 在甲壳动物中，

罗氏沼虾( Macrobrachium rosenbergii) 经 CpG 寡核苷酸刺激后［23］，锯缘青蟹( Scylla serrata) 经 LPS 刺激

后［24］，梭子蟹( Portunus trituberculatus) 经溶藻弧菌( V． alginolyticus) 刺激后［25］，proPO 基因都明显上调． 中

华绒螯蟹经鳗弧菌刺激后，proPO 基因也会上调［10］． S． eriocheiris 刺激中华绒螯蟹后，proPO 基因明显上

调． 酚氧化酶前体激活因子( Prophenoloxidase-activation factor，PPAF) 可以激活酚氧化酶原变化为有活性的

酚氧化酶． S． eriocheiris 刺激中华绒螯蟹后，PPAF 基因上调． 同样，嗜水气单胞菌( Aeromonas hydrophila) 刺

激中华绒螯蟹后，血细胞中的 PPAF 基因也会上调． 消极素( Pacifastin) 是由一系列的丝蛋白酶抑制剂组成

的大家族，它由重链和轻链 2 部分组成． 在本实验中，S． eriocheiris 刺激中华绒螯蟹后，血细胞中的 PLC 基

因表达量会上调． 同样在鳗利斯顿氏菌( Listonella anguillarum) 刺激中华绒螯蟹后［12］，PLC 基因表达量也

会上调． 考虑到酚氧化酶原系统是一个多功能的系统，它可以在寄主与病原作用的不同阶段起作用［23］． 因

此，一般病原刺激后酚氧化酶原相关基因的变化比较复杂．
抗氧化蛋白( Peroxiredoxin) 是一类无硒的过氧化酶家族，它能有效地减少或去除过氧化氢、过氧化亚

硝基和其他一系列的过氧化物以保护机体器官对抗外界的氧化压力［26］． S． eriocheiris 刺激中华绒螯蟹后，

血细胞中的 Prx6 基因表达量显著下调，而对照组无明显变化． 同样的情况还发生在中国对虾( Fennero-
penaeus chinensis) 经鳗弧菌刺激后［27］、斑节对虾( Marsupenaeus japonicus) 经肽聚糖刺激后［27］和中华绒螯蟹

经鳗利斯顿氏菌刺激后［13］．
病原与整个动物有机体之间的关系非常复杂、难以深入研究，而在细胞水平的研究相对简单． 鉴于中

华绒螯蟹细胞的培养条件不是很成熟，我们选择小鼠巨噬细胞这一免疫相关细胞作为研究对象，研究 S．
eriocheiris 在细胞水平与寄主之间的免疫反应． 在这一部分中，我们研究了小鼠巨噬细胞被 S． eriocheiris 刺

激后，TNF － α、TGF － β1、IL － 1β、IL － 10 和 CD40 等先天免疫相关基因的表达变化情况． 结果显示，S． eri-
ocheiris 都可以引起这些基因的显著变化． 合并发酵支原体( Mycoplasma fermentans) 脂蛋白刺激 RAW264. 7
细胞后能引起促炎症因子 IL － 1β 和 TNF － α 的过表达［29］，然而 IL － 10 和 TGF － β1 在应对不同螺原体

脂蛋白刺激时有不同的变化［30，31］． 因此，我们可以看出 RAW264. 7 细胞在应对不同病原刺激时，其细胞因

子的反应大不相同．
在本文中我们研究了 S． eriocheiris 刺激后，中华绒螯蟹和小鼠巨噬细胞免疫反应的变化，包括脊椎动

物和无脊椎动物的免疫反应． 同鳗弧菌、鳗利斯顿氏菌、嗜水气单胞菌和双链 RNA 一样，S． eriocheiris 也可

以引起中华绒螯蟹体内血细胞中 ALF、proPO、PPAF、PLC 和 Prx6 等免疫相关基因表达量的剧烈变化． S．
eriocheiris 还可以引起小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 中 TNF － α、TGF － β1、IL － 1β、IL － 10 和 CD40 等细胞因子

的显著变化． 这是首次研究螺原体与寄主之间的免疫关系，因此这方面的研究必将对螺原体致病机理的

研究起到很大的推进作用．
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