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摘要：B型清道夫受体是清道夫受体超家族成员，可识别多种配体，在机体脂类转运及
免疫防御过程中发挥重要作用。为深入研究三疣梭子蟹B型清道夫受体(Pt-SRB)的功
能，本实验在前期工作基础上构建了Pt-SRB胞外结构域原核表达载体，并成功获得了重
组蛋白rPt-SRB。利用亲和层析方法获得纯化的rPt-SRB，并将纯化rPt-SRB蛋白免疫大鼠
获得抗rPt-SRB重组蛋白免疫抗血清以用于后续研究。SDS-PAGE检测发现，体外诱导表
达重组rPt-SRB以包涵体的形式出现在大肠杆菌BL21裂解液的沉淀中，分子量大小约为
49.18 ku。Western-Blot分析表明，大鼠抗rPt-SRB血清能与rPt-SRB特异性结合。本实验还
利用免疫荧光技术，对Pt-SRB在三疣梭子蟹血淋巴细胞的定位及不同组织中的分布进行
研究。结果显示，Pt-SRB在三疣梭子蟹消化道、肝胰腺、鳃、心脏、肌肉组织中均有分
布，但不同组织中Pt-SRB的分布不同。免疫荧光结果显示，绿色荧光信号在消化道及腺
体结缔组织中较强，另外在肝小管上皮、鳃丝上皮细胞中亦有较强的阳性信号，表明Pt-
SRB蛋白在上述组织结构中分布较广；在血淋巴细胞中，绿色荧光信号主要分布于细胞
质和细胞膜，在细胞核中没有明显荧光信号，提示Pt-SRB在三疣梭子蟹血淋巴细胞的细
胞质和细胞膜上表达。本结果将为三疣梭子蟹B型清道夫受体蛋白的生理及免疫学功能
的研究奠定基础。
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)俗称白

蟹、枪蟹，隶属于甲壳纲 (Crustacea)，十足目

(Decapoda)，梭子蟹科 (Portunidae)，梭子蟹属

(Portunus)，是一种重要的海产经济蟹类，广泛

分布于中国、日本、朝鲜及马来西亚群岛等海

域 [1]。因其养殖产量较高，利润丰厚，现已成为

中国沿海地区重要的养殖品种。然而，随着养

殖规模的不断扩大以及养殖集约化程度的不断

提高，其病害日趋严重，特别是由病毒、细

菌、真菌、寄生虫等引起的疾病频频暴发，严

重影响了三疣梭子蟹养殖产业的健康发展 [2 -4]。

三疣梭子蟹是低等的海洋无脊椎动物，缺乏后

天免疫系统，抵御病原微生物主要依赖其先天

性免疫系统。从三疣梭子蟹机体的免疫系统着

手，深入研究其先天性免疫防御机制，并探讨

提高三疣梭子蟹抗病力的有效途径和方法，改

良种质并培育抗病品系，是保持三疣梭子蟹养

殖业健康可持续发展的必经之路[5]。

清道夫受体(scavenger receptor)是在20世纪

70年代末由Brown等 [6]和Goldstein等 [7]发现的一种

以氧化型低密度脂蛋白为配体的受体蛋白，在

机体的脂类代谢和转运过程中发挥重要作用。
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随着研究的深入，研究者发现哺乳动物的清道

夫受体超家族蛋白同样行使模式识别受体(patt-
ern-recognition receptors, PRRs)功能，在先天性免

疫系统中发挥重要作用[8-10]。B型清道夫受体是清

道夫受体超家族的重要成员之一。该受体属于

III型跨膜蛋白，所有B型清道夫受体均有2个跨

膜区、1个含有多个糖基化位点的 loop状胞外结

构域及2个胞内多肽尾巴组成 [ 8 ]；其中细胞外

loop状结构负责结合并识别不同的配体包括脂蛋

白、死亡细胞碎片及各种不同的微生物病原模

式分子 (pathogen associated molecular patterns，
PAMPs)[8-10]，而胞内肽段则负责信号转导 [11-12]。

因此，B型清道夫受体是一种多功能的受体蛋

白，在机体生理、病理及先天性免疫过程中具

有重要作用 [10， 13]。近几年，研究者在无脊椎动

物中也发现了B型清道夫受体的存在。在果蝇 [11]

(Drosophila melanogaster)中，至少有5种不同功能

的B型清道夫受体被鉴定 [14-15]。然而在海洋无脊

椎动物中有关B型清道夫受体研究的报道非常有

限，在甲壳动物中的相关研究则更少，仅日本

囊对虾（Marsupénaeus japonicus）报道了两种类

型的B型清道夫受体 [16-17]，Yang等 [18]在三疣梭子

蟹中克隆获得B型清道夫受体。

本实验在课题组前期研究基础之上，对三

疣梭子蟹B型清道夫受体Pt-SRB进行了原核表

达、蛋白纯化及制备了相应的抗血清，在此基

础上作者还利用免疫荧光技术首次在蛋白水平

上研究Pt-SRB在消化道、肝胰腺、心脏及肌肉组

织中的分布及其在血淋巴细胞中的定位，以期

为探讨三疣梭子蟹B型清道夫受体蛋白的生理及

免疫学功能的研究奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用三疣梭子蟹购自宁波江北路林市

场，体质量约150 g左右，健康，活力好。

1.2    Pt-SRB细胞外结构域原核表达载体构建

根据三疣梭子蟹清道夫受体基因序列(Gen-
Bank)，采用在线工具分析跨膜区位置，应用

Primer 6.0软件设计基因特异性引物，用于扩增

胞外区，扩增产物全长1314 bp。引物序列见表1，
引物由生工生物工程有限公司(上海)合成。

抽取健康三疣梭子蟹血细胞，提取RNA，

Dnase I处理，以Oligo (dT)引物为反转录引物，

用PrimeScript反转录酶合成第一链cDNA，并以

此为模板，扩增三疣梭子蟹清道夫受体胞外结

构域，反应结束后，1%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR产物，并回收。

将回收的PCR产物连接到pEASY-E1载体

上，并转化到Trans1-T1感受态细胞中。蓝白斑

筛选，挑选阳性克隆并用T7 Promoter Primer鉴定

阳性克隆，送交上海华大基因测序验证。测序

正确的克隆，抽提质粒记为pEASY-E1-Pt-SRB。

1.3    原核表达载体构建及rPt-SRB的诱导表达

将 p E A S Y - E 1 - P t - S R B转化至大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞，涂布、氨苄青霉素筛

选，挑选重组菌于 L B培养基，培养后进行

PCR检测，条带正确的菌液内加甘油至浓度为

20%，–80 °C保存备用，该菌株命名为BL21-Pt-
SRB。同时送交上海华大基因测序检验，以确保

蛋白的正常诱导表达。

分别将BL21-Pt-SRB重组菌株和含空载体

pET-32a的BL21菌株接种到LB培养基(含100 μg/mL

氨苄青霉素)中，37 °C，200 r/min振荡培养至细菌

悬液OD600 nm值为0.5~0.7，加入终浓度为0.5 mmol/L
的IPTG，30 °C、200 r/min继续培养4 h。离心，

收集菌体，细菌裂解液重悬，超声破碎细胞，

12 000 r/min离心5 min，上清液与沉淀分别进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，确定目的蛋白分布情况。

按上述条件大量诱导目的蛋白，收集沉淀，

按照蛋白纯化试剂盒 (康为世纪，CW0893)要
求，通过镍螯合层析纯化蛋白，纯化蛋白进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。蛋白纯化后，经超

滤离心浓缩，考马斯亮蓝法测定蛋白样品浓

度，终浓度为4 mg/mL。

表 1    胞外区扩增用引物及测序用通用引物序列

Tab. 1    Primers for amplification and sequencing

引物

primer
序列(5′-3′)
sequence

SRB F ATGCTTGCTGGGGGCTAC

SRB R TTAACTGGGCACACTGGAGTTC

T7 F TAATACGACTCACTATAGGG

T7 R TGCTAGTTATTGCTCAGCGG
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1.4    抗rPt-SRB多克隆抗体制备

将制备的清道夫受体蛋白分别与完全弗氏

佐剂和不完全弗氏佐剂等体积混匀，使其充分

乳化。

挑选健康活力好的大鼠(3只)暂养后皮下注

射蛋白抗原。首次免疫注射弗氏完全佐剂制备

的乳化液，免疫剂量约300 μg/只，后，每隔1周
注射弗氏不完全佐剂配置的乳化液，免疫2次，

免疫剂量约150 μg/只，空白对照组每次注射

0.9%的生理盐水。第3次注射后5 d取血，并存放

于1.5 mL Eppendorf离心管中，分离血清，–80 °C
保存备用。

1.5    Western-Blot

将SDS-PAGE后的蛋白胶于双蒸水中漂洗

后，转印至硝酸纤维素膜(NC膜)上。转印后的

NC膜用5%脱脂奶粉室温封闭1 h，TBST漂洗，

加入一抗(抗血清)室温孵育1 h，TBST漂洗后加

入二抗(碱性磷酸酶标记的羊抗大鼠IgG)室温孵

育1 h，TBS漂洗，BCIP/NBT碱性磷酸酶显色液

显色，Bio-Rad凝胶成像仪拍照。

1.6    组织切片及免疫荧光前处理

分别取三疣梭子蟹的消化道、肝胰腺、

鳃、心脏和肌肉组织，4%多聚甲醛固定24 h，梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋、切片，

切片厚度约5 μm，组织防脱载玻片捞片，37 °C
烘片过夜，用于免疫荧光实验。

1.7    间接免疫荧光

组织免疫荧光         将白片放入60 °C烘片

2 h，二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，柠檬酸修复

液96 °C抗原修复10 min，PBS洗5 min，5%BSA室

温封闭30 min，甩去封闭液，滴加适量一抗(制备

的多克隆抗体 )4  °C孵育过夜，结束后PBS洗

3次，每次10 min；加入FITC标记的羊抗大鼠

IgG，37 °C孵育30 min，PBS洗3次，每次10 min，
抗荧光淬灭封存液封片，荧光显微镜下观察拍

照。阴性对照一抗为大鼠血清。

细胞免疫荧光        使用2.5 mL一次性注射器

抽取三疣梭子蟹血淋巴(注射器中提前吸入少许

ACD抗凝剂)，混匀，滴少许于载玻片上，制作

血涂片，晾干后，4%多聚甲醛固定30 min，PBS
洗3次，每次5 min，5% BSA室温封闭30 min，甩

去封闭液，滴加适量一抗(制备的多克隆抗体)37 °C
孵育1 h，PBS洗3次，每次5 min；加入FITC标记

的羊抗大鼠IgG，37 °C孵育30 min，PBS洗3次，

每次5 min，加入适量DAPI，室温放置5 min，抗

荧光淬灭封存液封片，荧光显微镜下观察拍

照。阴性对照一抗为大鼠血清。

2    结果

2.1    Pt-SRB的重组表达与纯化

将 p E A S Y - E 1 - P t - S R B转化至大肠杆菌

BL21后，重组菌经IPTG诱导后，其表达产物主

要存在于非可溶性包涵体中(图1)，经过Ni2+亲和

层析后，可得到高纯度的目的蛋白，分子量约

为49.18 ku (图2)。

2.2    抗rPt-SRB多克隆抗体的获得及特异性检测

将免疫大鼠获得的抗血清，进行Western-Blot

检测，得到单一的条带，表明免疫大鼠获得的抗

血清与目的蛋白能够特异性结合，制备的抗血

清有效，且质量较好（图3）。

2.3    Pt-SRB在梭子蟹不同组织中的分布

免疫荧光染色结果显示，在三疣梭子蟹消

化道、肝胰腺、鳃、心脏、肌肉组织中均观察

M 1 2 3

49.18 ku

 
图 1    rPt-SRB重组表达结果

M. 蛋白Marker；1. 空载体对照菌；2. 上清；3. 沉淀

Fig. 1    Results of the rPt-SRB expressed in E. coli
M. protein molecular mass standards；1. total protein extracts of BL-21
containing vector before IPTG induction；2. soluble proteins from the
supernatant of IPTG-induced cells after sonication；3. insoluble pro-
teins from the pellet of IPTG-induced cells after sonication

1 期 杨    宁，等：三疣梭子蟹B型清道夫受体蛋白的原核表达及细胞、组织分布 41

 

http://www.scxuebao.cn



到绿色荧光，即Pt-SRB在各组织中均有分布。但

不同组织中Pt-SRB的分布不同：

消化道         免疫荧光染色结果显示阳性信

号主要位于消化道外膜结缔组织中，在黏膜层

也有少量散在的点状信号(图版I-1)。
肝胰腺         三疣梭子蟹肝胰腺由肝小管组

成，肝小管由基膜及单层柱状细胞构成。荧光

染色结果显示，阳性信号主要位于肝小管上皮

表面及结缔组织中(图版I-3)。
鳃        三疣梭子蟹鳃叶由鳃丝和鳃小片构成，

免疫荧光结果显示，鳃丝上皮细胞和其间结缔

组织及鳃小片上皮均有较强的阳性信号(图版I-5)。

心脏         三疣梭子蟹心脏有外层结缔组织

和内层肌肉层组成，免疫荧光结果显示，此两

层均有阳性信号(图版I-7)。
步足肌         三疣梭子蟹步足肌为横纹肌，

免疫荧光结果显示，肌纤维具有阳性信号，且

主要位于肌膜处(图版I-9)。

2.4    Pt-SRB在梭子蟹血淋巴细胞中的定位

三疣梭子蟹血细胞主要由透明细胞和颗粒

细胞组成，细胞核被DAPI染色后激发蓝色荧

光，而Pt-SRB激发绿色荧光。结果显示，各种类

型的血细胞中均有阳性信号，而细胞核中未见

阳性反应。即Pt-SRB主要位于细胞膜及细胞质中

(图版II)。

3    讨论

所有动物的B型清道夫受体均具有CD36典
型结构，属于III型跨膜蛋白，包括2个跨膜结构

域、1个胞外Loop结构域和2个胞内多肽尾巴 [8]。

经过生物信息学分析发现，三疣梭子蟹Pt-SRB蛋

白具有典型的B型清道夫受体结构特征，然而由

于跨膜区蛋白结构疏水性强，而过多的疏水性

氨基酸将严重影响目的蛋白的原核表达 [19]，因

此，选择三疣梭子蟹Pt-SRB蛋白的胞外Loop结构

域进行体外原核重组表达。本研究成功构建了

pEASY-E1-Pt-SRB原核表达载体，并在大肠杆菌

BL21中高效诱导表达了该蛋白。蛋白质凝胶电

泳显示Pt-SRB蛋白分子量为49.18 ku，以包涵体

的形式存在于BL21菌体不可溶成分中，与预期

蛋白分子量一致。用高浓度尿素溶解Pt-SRB蛋白

包涵体并利用镍柱对蛋白进行亲和层析，获得

了高纯度的Pt-SRB蛋白。经过进一步脱盐处理后

将蛋白与弗氏佐剂充分乳化，并免疫大鼠获得

了特异性抗Pt-SRB蛋白的抗血清，为进一步开展

Pt-SRB蛋白的研究奠定了基础。

B型清道夫受体是目前研究较为深入的清道

夫受体家族成员之一，哺乳动物B型清道夫受体

有3种类型：CD36、SRB-I/II(2个可变剪接体)和
溶酶体整合膜蛋白(LIMPII)[8-10]。不同B型清道夫

受体的组织分布不同，其表达模式与其在组织

中的分布及行使的功能密切相关 [20]。SRB-I/II主
要分布在肝脏和类固醇合成组织；CD36主要分

布在巨噬细胞中，在血小板、脂肪细胞以及一

些上皮和内皮细胞中也有表达 [20-21]。甲壳动物中

55 ku

40 ku

M 1

 
图 2    rPt-SRB蛋白纯化结果

M. 蛋白Marker；1. 纯化的重组蛋白

Fig. 2    The recombinant rPt-SRB after purification by
nickel-nitrilotriaxetia acid chromatography

M. protein molecular mass standards；1. the purified recombinant rPt-SRB

95 ku

42 ku

M 1

 
图 3    免疫抗血清Western-Blot结果

M. 蛋白Marker；1. 纯化的重组蛋白

Fig. 3    Western blotting analysis of anti-rPtSRB anti-
bodies in the immune rat serum

M. protein molecular mass standards；1. the purified recombinant rPt-SRB
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图版 Ⅰ    Pt-SRB在消化道、肝胰腺、鳃、心脏及肌肉组织中的分布

图中1、3、5、7、9分别为消化道、肝胰腺、鳃、心脏及步足肌免疫荧光结果，2、4、6、8、10分别为阴性对照

Plate Ⅰ    The distribution of Pt-SRB in the digestive tract, liver, gill, heart and muscle tissue
1, 2 showed the immunofluorescence staining results of the digestive tract and the negative control; 3, 4 showed the immunofluorescence staining results
of hepatopancreas and the negative control; 5, 6 showed the immunofluorescence staining results of the gill and the negative control; 7, 8 showed the im-
munofluorescence staining results of the myocardium and the negative control; 9, 10 showed the immunofluorescence staining results of the muscle and
the negative control
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B型清道夫受体的组织分布主要是mRNA水平的

研究，日本囊对虾[13]中Mj-Croquemort在多个组织

中表达，在脑和心脏中表达量最高，而在肝胰

腺及血淋巴细胞中相对较低[16]；Mj-SRB-1主要在

血细胞、肝脏和心脏中表达，在鳃和消化道中

的表达量极少[17]；而三疣梭子蟹Pt-SRB在不同组

织中呈组成型表达，但相对表达量在血淋巴细

胞中最高，在肝胰腺、心脏、消化道及鳃中次

之，肌肉中表达量相对较低 [18]。有关甲壳动物

B型清道夫受体组织分布情况在蛋白水平上的研

究资料极其缺乏，未见相关报道。本实验对Pt-
SRB进行了体外原核表达以及抗血清的制备，在

蛋白水平上对Pt-SRB的组织分布进行研究。免疫

荧光结果显示，Pt-SRB在不同组织中均有分布，

但在不同组织中的分布情况不同，Pt-SRB在血淋

巴细胞中具有很强的荧光信号，在消化道、肝

胰腺和鳃组织中信号也较强，而在步足肌和心

肌中分布相对最少。这同前期qRT-PCR结果一致[18]。

研究还显示Pt-SRB在各组织的上皮细胞及

结缔组织如消化道外膜结缔组织，肝小管上皮

表面及结缔组织，鳃丝上皮细胞和结缔组织以

及心脏外层结缔组织中均有较强信号，而在肌

肉组织中信号较弱，主要集中肌膜上。这种分

布特征可能预示着Pt-SRB在不同组织中的功能不

同。Aung等 [22]对长角血蜱(Haemaphysalis longic-
ornis)B型清道夫受体在消化道中的分布进行了免

疫荧光定位，结果发现其在肠道中也有广泛的

分布，并且集中在消化细胞及未分化细胞中表

达。消化道、肝胰腺是三疣梭子蟹重要的消化

器官，Pt-SRB在消化道及肝胰腺上皮组织中的大

量分布表明其有可能与三疣梭子蟹脂类代谢有

关；而其在结缔组织中的高效表达可能与其免

疫功能相关。

血淋巴细胞是甲壳动物重要的免疫细胞，

Pt-SRB在血淋巴细胞的高水平表达提示了其极有

可能参与梭子蟹的先天性免疫过程。细胞定位

研究显示，Pt-SRB在血淋巴细胞的细胞膜和细胞

质中均有荧光信号，这与哺乳动物中CD36的细

胞定位一致 [21]。在哺乳动物中，不同类型的B型

清道夫受体的细胞定位也不同，如LIMPII主要存

在细胞质溶酶体膜上，SRB-I主要存在细胞膜

上，而CD36在细胞膜和细胞质中都有表达 [21]。

而在对家蚕(Bombyx mori)[15]B型清道夫受体的研

究显示，其在家蚕的血细胞和脂肪体中分布较

广并主要在细胞膜区域表达[23]。三疣梭子蟹同为

节肢动物，Pt-SRB的细胞定位的差异是否预示其
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图版 Ⅱ    Pt-SRB在血淋巴细胞中的分布

Plate Ⅱ    The distribution of Pt-SRB in haemocytes
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与家蚕中发现的B型清道夫受体具有不同的功能

还需更加深入的研究。

本研究对三疣梭子蟹B型清道夫受体Pt -
SRB进行了原核表达，蛋白纯化及相应抗血清的

制备，首次在蛋白水平上研究Pt-SRB在消化道、

肝胰腺、心脏及肌肉组织中的分布及其在血淋

巴细胞中的定位。研究发现Pt-SRB在三疣梭子蟹

消化道及肝胰腺等消化器官以及血淋巴等免疫

细胞中均有大量表达。细胞定位显示，Pt-SRB在

血淋巴细胞的细胞膜和细胞质中均有表达。该

结果为深入研究三疣梭子蟹B型清道夫受体蛋白

的生理及免疫学功能奠定了基础。
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Prokaryotic expression, cell and tissue distribution of the class B scavenger
receptor in Portunus trituberculatus

YANG Ning 1,2,     ZHOU Suming 1,     WANG Guoliang 1*,     LIU Shun 1,     LI Meng 1

(1. Key Laboratory of the Ministry of Education for Applied Marine Biotechnology,
School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo    315211, China;

2. Marine Science and Engineering College, Qingdao Agricultural University, Qingdao    266109, China)

Abstract: Class B scavenger receptors are a subclass of scavenger receptors family that can recognize a large rep-
ertoire of ligands, and they have been shown to have a wide range of functions in lipids metabolism and immune
defence. To better understand the functions of class B scavenger receptors in Portunus trituberculatus (Pt-SRB),
the extracellular loop of Pt-SRB was sequenced and subcloned into the expression vector, and the expressed re-
combinant rPt-SRB protein was obtained in present study. Then the rPt-SRB was purified by nickel-nitrilotriacetic
acid chromatography, and the polyclonal antibody against rPt-SRB was obtained from an immunized rat using a
conventional method. Results of SDS-PAGE showed that the recombinant protein had a molecular mass of 49.18
ku and was predominantly expressed in the insoluble fraction. Moreover, Western-blot analysis revealed that anti-
serum could specifically react with the rPt-SRB. Furthermore, immunofluorescent staining technique was used to
determine the tissue distribution and the cellular localization of Pt-SRB in this study. The results showed that the
Pt-SRB were expressed in the tissues including intestine, hepatopancreas, gills, heart and muscle, but the Pt-SRB
were located in different tissue structures. The results displayed that the green fluorescent signals were mainly loc-
ated in the connective tissue of digestive tract and gland, epithelial cells of the gill and hepatopancreatic tubules. In
the crab hemocytes, the green fluorescent signals were located in the membrane and cytoplasm, but not in the nuc-
leus, which suggested that Pt-SRB was localized both in membrane and cytoplasm in the crab hemocytes. Our
findings will help us to better understand potential functions of Pt-SRB.
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