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摘要    采用 RACE 技术克隆得到三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)TLRs 家族的一个新基因，

将其命名为 PtToll4。该基因 cDNA 全长为 4276 bp，5和 3非编码区分别为 339 bp 和 1252 bp，编

码一个含有 895 个氨基酸、分子量为 102.5 kDa、理论等电点为 6.03 的蛋白质。PtToll4 蛋白是一个

跨膜蛋白，存在胞外区 LRR、LRRCT 结构域及保守的胞内区 TIR 结构域。同源性及系统进化分析

显示，PtToll4 氨基酸序列与中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) EsToll2 的同源性最高，为 61%。实时荧

光定量 PCR 结果显示，PtToll4 基因在血细胞中的表达量最高，在肝胰腺中的表达量最低。利用副

溶血弧菌(Vibrio parahemolyticus)和对虾白斑综合征病毒(WSSV)对三疣梭子蟹进行注射感染，结果

显示，经 WSSV 感染后，PtToll4 基因在血细胞中的表达量显著提高，在 6 h 时出现峰值，为对照

组的 5.03 倍(P<0.01)。经副溶血弧菌感染后，PtToll4 基因仅在 48 h 略微出现上调，其余时间点与

对照组无显著差异。由此推测，PtToll4 基因在三疣梭子蟹应答 WSSV 的免疫过程中发挥了重要功

能。此外发现，低盐胁迫显著抑制了 PtToll4 基因在三疣梭子蟹血细胞中的表达，这可能是导致低

盐环境下三疣梭子蟹等甲壳类动物免疫力下降的原因之一。由此推测，PtToll4 基因在三疣梭子蟹

先天免疫过程中发挥了重要功能，本研究为深入开展三疣梭子蟹和其他甲壳动物的免疫调控机理研

究提供了数据支持。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是一种重要

的海洋经济动物，在中国、朝鲜、日本等海域均有分

布，在我国黄渤海及东海分布尤为广泛(薛俊增等 , 

1997)。由于养殖规模的不断扩大、水体环境污染加

重、累代养殖造成的种质退化，三疣梭子蟹的病害也

日趋严重，给养殖业带来了巨大的经济损失(高保全
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等, 2015)。研究表明，对虾白斑综合征病毒(WSSV)

和副溶血弧菌(Vibrio parahemolyticus)均会造成三疣

梭子蟹组织病变乃至死亡(王忠发等, 2008; 阎斌伦等, 

2010)。此外，盐度作为一种重要的水体环境因子，

也对三疣梭子蟹的免疫功能产生较大影响。三疣梭子

蟹等甲壳动物在水体盐度发生急剧变化时，可能会产

生应激反应和生理代谢紊乱，导致其免疫力下降，从

而促使病害暴发并造成大量死亡(王林等, 2016; 付萍

等, 2016)。然而，三疣梭子蟹等无脊椎动物没有类似

于哺乳动物的 B 淋巴细胞和 T 淋巴细胞，因此，其

不具有获得性免疫系统(Uematsus et al, 2008)，但可以

依赖独特的先天性免疫系统通过免疫信号通路级联

反应清除入侵机体的病原微生物。 

三疣梭子蟹等甲壳动物的先天免疫是由 Toll 样

受 体 (Toll-like receptors, TLRs) 等 模 式 识 别 受 体

(Pathogen recognize receptors, PRRs)所介导(Carty et al, 

2010)，通过识别保守的病原相关分子模式(Pathogen 

associated molecular patterns, PAMPs)，启动先天性免

疫应答(Aderem et al, 2000)。Toll 受体蛋白于 1980 年

首次在果蝇(Drosophila)中发现，参与果蝇背腹侧轴

形成，缺失 Toll 受体蛋白会引起果蝇成体不对称

(Nusslein-Volhard et al, 1980)。Hoffmann 等(1996)发

现并证实 Toll 受体蛋白在先天免疫中起到了重要作

用。各物种的 Toll 样受体都具有多名成员，目前，已

在果蝇中发现了 9 种类型的 Toll 受体蛋白，而在哺乳

动物中也有 13 种 Toll样受体被陆续发现(Iwasaki et al, 

2004; Bilak et al, 2003)。 

目前，TLRs 家族基因在哺乳动物和果蝇中已有

较为深入的研究，但在甲壳动物中，TLRs 家族基因

的研究还处于起步阶段。Yang 等(2007)在凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)中发现了一个 Toll 样受体，命

名为 LvToll，这是在甲壳动物中发现的首个 TLRs 家

族基因。目前，在三疣梭子蟹中仅发现了 3 种 Toll

样受体(Zhou et al, 2015)。 

为进一步完善 TLRs 基因家族在三疣梭子蟹先天

免疫中发挥的功能，本研究利用 RACE 技术克隆了一

个新的三疣梭子蟹 TLRs 家族基因，命名为 PtToll4，

并对其序列进行分析，阐明了其系统进化关系。利用

实时荧光定量 PCR 检测了经副溶血弧菌和 WSSV 感

染后，PtToll4 基因在血细胞中的表达变化。此外，初

步探究了低盐胁迫对 PtToll4 基因表达量的影响。旨

在为进一步研究 PtToll4 基因在三疣梭子蟹先天免疫

中发挥的功能提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本实验所用三疣梭子蟹取自中国水产科学研究

院黄海水产研究所实验基地山东省昌邑市海丰水产养

殖有限责任公司，体重为(35±5) g，置于整理箱(560 mm 

×360 mm×280 mm)中暂养 7 d，暂养期间保持水温为

(20±2)℃，盐度为 31，pH=8.2。期间持续充氧，定时

换水清污，换水量为原水量的 1/3，定时投喂饵料并

对暂养个体进行筛选，保留活力形态均较好的个体。 

1.2  实验方法 

1.2.1  RNA 的提取及 RACE 第一链合成     用
TRIzol 法分别提取三疣梭子蟹各组织总 RNA，利用

核酸定量仪(Thermo, NanoDrop 2000)与琼脂糖凝胶

电泳等方法，检测所提总 RNA 的质量和完整性。按

照 SMARTTM RACE Amplification Kit(Clontech)说明

书，取等量所取各组织总 RNA 混匀，用来合成 3和
5RACE 第一链，用于后续实验。 
1.2.2  PtToll4 基因 cDNA 序列全长的克隆    根据本

实验室三疣梭子蟹转录组库中所得到的 PtToll4 基因

EST 序列，利用 Primer Premier 5.0 软件分别设计 3
和 5末端特异性引物(表 1)，由擎科梓熙生物技术有

限公司合成。参照 SMART RACE 说明书，利用

Advantange 2 PCR Kit(Clontech)使 UPM 与相应的特

异性引物分别结合，进行 PtToll4 基因 cDNA 3和 5 
 

表 1  PtToll4 克隆和 mRNA 表达分析所用引物序列 
Tab.1  Primers used for PtToll4 cloning and mRNA expression analysis 

引物 Primer 序列 Sequence (5–3) 
UPM Short CTAATACGACTCACTATAGGGC 

UPM Long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

PtToll4-3´ TTGATGGGAGGATAGTCATTGATTGC 

PtToll4-5´ TGAGTAGTCAGCCTCTGTGGA 

PtToll4-F ATGGGTTGTGGGATGTGTG 

PtToll4-R AGTCAGCCTCTGTGGAGTGC 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG 

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC 
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末端扩增。PCR 程序：94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 

90 s，30 个循环。扩增产物使用 NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-Up 试剂盒(TaKaRa)切胶回收得到目的片

段。将目的片段和 pMD19-T 进行载体连接，16℃反

应 3 h，将连接产物转入到大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞中，37℃平板培养 12 h。挑取阳性菌落在 LB 液体

培养基(含 AMP)中培养 5 h，随后进行菌液 PCR 检测，

由擎科梓熙生物技术有限公司完成测序。 

1.2.3  PtToll4 基因的生物学分析     利用 Contig 

Express Project 软件去除载体序列，并保留目的片段，

将所得到的目的片段序列与 PtToll4 基因 EST 序列进

行比对，通过拼接得到 PtToll4 基因 cDNA 序列全长。

将得到的 PtToll4 基因的 cDNA 序列利用 BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行同源性比

对。利用 EditSeq 和 Gene Tool 预测开放阅读框(ORF)

并翻译得到其氨基酸序列。氨基酸序列分子量及等电

点 使 用 在 线 ExPASy 进 行 预 测 ， 利 用 SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de)进行蛋白质功能结构

域预测与分析。利用 DNAMAN 将 PtToll4 氨基酸序

列和其他物种相应氨基酸序列进行多重序列比对，使

用 MEGA 5.0 软件构建 Neighbor-Joining 系统进化树，

对 PtToll4 基因的亲缘关系分析。 

1.2.4  病原感染实验    将实验所用三疣梭子蟹暂

养 7 d 后分为 2 个实验组和 1 个对照组，即副溶血弧

菌感染组、WSSV 感染组、PBS 对照组，每组 80 只。

通过预实验，三疣梭子蟹注射感染副溶血弧菌和

WSSV 后，72 h 三疣梭子蟹的半致死浓度分别为

2.6×107 CFU/ml、3.2×107 拷贝/ml，分别以此浓度进

行感染实验。将 3 组三疣梭子蟹分别注射 100 μl 副溶

血弧菌、WSSV 和 PBS，实验期间的饲养与管理与暂

养期保持一致。分别于 0、3、6、12、24、48 和 72 h

进行取样，每个时间点各取 3 只三疣梭子蟹，取其血

淋巴，4000 r/min 离心 15 min，弃血清，保留血细胞

并立即加入 300 ml TRIzol，置于液氮中保存。 

1.2.5  低盐胁迫实验    选取暂养后的三疣梭子蟹

120 只，均分为 2 组，即盐度胁迫组和正常对照组。

通过预实验，得到三疣梭子蟹低盐胁迫 72 h 半致死

盐度为 11，以此盐度进行低盐胁迫实验。实验水体

由自然海水和自来水调配所得并充分曝气，正常对照

组所用实验水体为正常海水(盐度为 31)。实验期间的

饲养与管理与暂养期保持一致。分别于 0、3、6、12、

24、48 和 72 h 取样，每个时间点各取 3 只，取其血

淋巴，4000 r/min 离心 15 min，弃血清，保留血细胞

并立即加入 300 ml TRIzol，置于液氮中保存，以便用

于后续实验。 

1.2.6  PtToll4 基因的定量表达分析    将经过暂养

的正常状态下的三疣梭子蟹的血细胞、肝胰腺、鳃、

肌肉、心脏、眼柄、表皮、胃和肠等组织以及不同实

验组所取组织分别提取 RNA，用核酸定量仪和琼脂

糖凝胶电泳检测 RNA 的质量和完整性，确保 RNA

质量与完整性均好，随后用 PrimeScript RT reagent kit

进行反转录合成 cDNA，具体方法按照说明书进行。 

根据本实验中已经得到的 PtToll4 基因的开放阅

读框 cDNA 序列，设计合成一对正反向特异荧光定量

引物，并且以内参基因 β-actin 作为对照(β-actin-F 和

β-actin-R；PtToll4-F 和 PtToll4-R)(表 1)。参照 SYBR 

Premix Ex TaqTM Ⅱ说明书，利用 Applied Biosystems 

7500 Real Time PCR 仪分析所提三疣梭子蟹各组织中

PtToll4基因的相对表达量。反应体系 10 μl：5 μl SYBR 

Premix Ex TaqTM Ⅱ，0.4 μl 10 μmol/L 的正反向引物，

0.2 μl ROX Reference Dye Ⅱ，1.0 μl cDNA，3.0 μl

灭菌双蒸水。反应程序：95℃ 30 s；95℃ 5 s，60℃ 

34 s，40 个循环；95℃ 15 s，60℃ 1 min，95℃ 15 s。

各样本均设 3 个重复，实验结果采用相对标准曲线法

2–ΔΔCt(Livak et al, 2001)进行相对定量计算，并利用

SPSS 19.0 软件对结果进行单因素方差分析(One-way 

ANOVA)，并对其显著性进行检验。 

2  结果 

2.1  PtToll4 基因 cDNA 的克隆及其序列分析 

将提取得到的三疣梭子蟹各组织总 RNA 用核酸

定量仪和琼脂糖凝胶电泳对其质量和完整性进行检

测，结果显示，其 OD260 nm/OD280 nm 均在 1.9~2.0 之间，

28S、18S 和 5S rRNA 条带清晰，表明所提总 RNA

质量较好，可用于合成 RACE 模板。利用合成的 cDNA

第一链作为模板，进行 5和 3末端 RACE 扩增。PCR

产物经公司测序后与已知的 EST 序列分析比较测序

结果，拼接得到 PtToll4 基因 cDNA 全长序列。利用

EditSeq 软件以及 BLAST 对序列分析，发现已知序列

包含完整的开放阅读框(ORF)，表明所得到的基因序

列完整可靠。PtToll4 基因 cDNA 序列(GenBank 登录

号：KY432366)全长 4276 个核苷酸，包含 2685 bp 的

开放阅读框(ORF)、339 bp 的 5端非编码区(UTR)和

1252 bp 的 3端非编码区(UTR)，3末端具有由 28 个

腺嘌呤核苷酸组成的 poly(A)尾(图 1)。 

2.2  PtToll4 基因序列的生物信息学分析 

使用 EditSeq 软件以及 ExPASy 预测得到 PtToll4

基因 cDNA 序列开放阅读框(ORF)的长度为 2685 bp，  
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图 1  PtToll4 基因序列全长及编码的氨基酸序列 
Fig.1  PtToll4 nucleotide sequence and deduced amino acids sequence 

单下划线和双下划线分别代表信号肽和跨膜区；方框表示潜在的糖基化位点； 

阴影部分代表 TIR 结构域；起始密码子(ATG)、终止密码子(TAG)用黑体表示 
The single and double underlined letters represent the signal peptide and the TM region, respectively.  

The potential N-linked glycosylation sites are boxed. The TIR domain is shaded, the letters 
 of the start codon (ATG) and the stop codon (TGA) are bolded 
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图 2  利用 SMART 在线软件预测的 PtToll4 的蛋白结构 
Fig.2  The predicted domain architecture of PtToll4 by SMART 

信号肽用红色框表示，跨膜区用深蓝色框表示，其他的结构域，包括 LRR 结构域和 TIR 结构域则分别用相应的框架加上

符号表示(图中所用颜色和符号均参考网络版显示格式) 
Signal peptides are shown in red, TM domains in dark blue. Other domains, including LRR domains and TIR domains, are labeled 

accordingly (For the interpretation of the color and symbols in this figure refer to the web version of the article) 
 

编码一个由 895 个氨基酸组成的分子量为 102.5 kDa、

理论等电点为 6.03 的蛋白。利用 SMART 和 Interpro- 

Scan 对 PtToll4 基因编码的氨基酸序列进行在线蛋白

质功能结构域分析，结果表明，PtToll4 推导的氨基

酸序列主要包括一个由 21 个氨基酸组成的信号肽

(Signal peptide)、8 个 LRR 或 LRR-TYP 结构域、2 个

LRRCT 结构域(C-端 LRR)、1 个跨膜结构域(TM)以

及 1 个 TIR 结构域组成(图 2)。 

2.3  PtToll4 基因序列同源性分析及系统进化树分析 

通过 BLAST 同源性比对分析发现，PtToll4 氨基

酸序列与中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) EsToll2、中国

明对虾(Fenneropenaeus chinensis)FcToll、斑节对虾

(Penaeus monodon) PmToll、日本囊对虾(Marsupenaeus 

japonicus)MjToll2、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) 

LvToll、克氏原螯虾(Procambarus clarkii)PcToll2 等具

有较高的同源性，同源性为 41%~61%，其中，与中

华绒螯蟹 EsToll2 同源性最高，为 61%(图 3)。 

利用 MEGA 5.0 软件对 PtToll4 基因进行系统进

化分析，结果显示，PtToll4 首先与亲缘关系最近的

中华绒螯蟹 EsToll2 聚为一支，其次与中国明对虾

FcToll 、 凡 纳 滨 对 虾 LvToll 、 拟 穴 青 蟹 (Scylla 

paramamosain)SpToll 等亲缘关系较近的甲壳动物聚

为一支，然后与果蝇(Drosophila melanogaster) DmToll

等无脊椎动物聚为一支(图 4)。 

2.4  PtToll4 基因的组织表达分布 

对 PtToll4 基因在不同组织的表达差异情况进行

分析，结果显示，PtToll4 基因在各组织中均有一定表

达，在血细胞中的表达量最高，在表皮和胃中也有较

高表达量，而在肝胰腺中的表达量最低(图 5)。 

2.5  不同病原感染对三疣梭子蟹血细胞 PtToll4 基因

mRNA 表达的影响 

利用实时荧光定量 PCR 分别分析副溶血弧菌和

WSSV 感染后 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48 h 和 72 h

三疣梭子蟹血细胞中 PtToll4 基因 mRNA 表达量的变

化，经分析发现：与 PBS 对照组相比，经副溶血弧

菌感染后，PtToll4 基因在血细胞中仅在 48 h 出现显

著上调(P＜0.05)，为对照组的 1.41 倍，在其他时间

点无显著变化(图 6)。然而，经 WSSV 感染后，PtToll4

基因在血细胞中均出现了显著上调(P＜0.05)并且在

6 h 达到了表达量的峰值，为对照组的 5.03 倍(P＜

0.01)。经 WSSV 感染后，三疣梭子蟹血细胞中的

PtToll4 基因被诱导表达更为显著(图 7)。 

2.6  低盐胁迫对三疣梭子蟹血细胞 PtToll4 基因

mRNA 表达的影响 

经盐度为 11 的水体环境对三疣梭子蟹进行低盐

胁迫后，对三疣梭子蟹血细胞中 PtToll4 基因表达情

况进行分析表明，与正常对照组相比，在 0~72 h 均

出现了显著下调(P＜0.01)，其中，在 48 h 下调达到

最低值，为正常对照组的 0.1 倍，在 72 h 表达量有所

回升，为正常对照组的 0.5 倍(P＜0.01) (图 8)。 

3  讨论 

三疣梭子蟹等无脊椎动物由于不具有获得性免

疫，因此，先天免疫是其抵抗外界病原入侵的重要防

御机制(Liu et al, 2014)。先天免疫主要是由胚系基因

所编码的模式识别受体所介导，Toll 样受体便是一种

重要的模式识别受体(Carty et al, 2010)。本研究通过

RACE 技术获得 PtToll4 基因 cDNA 序列全长

(GenBank 登录号：KY432366)。通过与其他无脊椎动

物进行同源性比对发现，PtToll4 的蛋白序列与中华

绒螯蟹 EsToll2 的蛋白序列相似度最高，为 61% (Yu  

et al, 2013)，与其他甲壳类动物如克氏原螯虾 PcToll2、

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)MrToll、斑节对

虾 PmToll 也具有较高的同源性(Lan et al, 2016; Srisuk 

et al, 2014; Assavalapsakul et al, 2012)。 

根据 SMART 预测得到的结构域可知，PtToll4

具有 TLRs 家族的典型特征，归属 I 型跨膜蛋白，胞
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内有保守的 TIR 结构域，胞外含有多个亮氨酸重复

(LRRs)。TIR 结构域是一种进化十分保守的蛋白互作

结构域，对于诱导 Toll 信号通路下游信号级联反应具

有重要作用。TLRs 家族基因胞外区的进化速度比胞

内区要快，正是基于胞外结构的多样性，使得 TLRs

家族基因具有特异性识别病原相关分子模式的功能

(Johnson et al, 2003; Ng et al, 2011)。比如在哺乳动物

中，TLR1、TLR2 和 TLR6 能够直接与脂肽结合 
 

 
 

图 3  PtToll4 基因编码的氨基酸序列与其他无脊椎动物 Tolls 氨基酸序列比对 
Fig.3  Multiple amino acid sequence alignment of PtToll4 with other invertebrate Tolls 

各物种 GenBank 登录号：三疣梭子蟹 Toll4(KY432366)、中华绒螯蟹 Toll2(AGT21374.1)、中国明对虾 Toll (ACC68670.1)、

斑节对虾 Toll(ABO38434.1)、日本囊对虾 Toll2(BAG68890.1)、凡纳滨对虾 Toll(ABK58729.1)、克氏原螯虾 Toll2(AOP12928.1) 
GenBank accession number of different species: PtToll4, P. trituberculatus Toll4 (KY432366); EsToll2, E. sinensis Toll2 

(AGT21374.1); FcToll, F. chinensis Toll (ACC68670.1); PmToll, P. monodon Toll (ABO38434.1); MjToll2, M. japonicas Toll2 
(BAG68890.1); LvToll, L. vannamei Toll (ABK58729.1); PcToll2 P. clarkia Toll2 (AOP12928.1) 
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图 4  基于 Toll4 氨基酸序列构建的 NJ 进化树 
Fig.4  NJ tree based on Toll4 amino acids 

各物种基因 GenBank 登录号：三疣梭子蟹 Toll4 (KY432366)、中华绒螯蟹 Toll (AGK90305.1)、中华绒螯蟹 Toll2 

(AGT21374.1)、中国明对虾 Toll (ACC68670.1)、斑节对虾 Toll (ABO38434.1)、日本囊对虾 Toll2 (BAG68890.1)、凡纳滨对

虾 Toll (ABK58729.1)、凡纳滨对虾 Toll2 (AEK86516.1)、克氏原螯虾 Toll2 (AOP12928.1)、罗氏沼虾 Toll (AEI25533.1)、

罗氏沼虾 Toll2 (AHL39101.1)、拟穴青蟹 Toll (AEX20238.1)、三疣梭子蟹 Toll1 (AIZ66853.1)、三疣梭子蟹 Toll2 (AKV62616.1)、

三疣梭子蟹 Toll3 (AKV62617.1)、果蝇 Toll (AAQ64936.1)、果蝇 Toll18w (AAF57509.1)、果蝇 Toll3 (AAF86229.1)、果蝇 Toll4 

(AAF52747.3)、果蝇 Toll5 (AAF86227.1)、果蝇 Toll7 (AAF86225.1)、果蝇 Toll9 (AAF51581.1) 
GenBank accession number of different species: PtToll4, P. trituberculatus Toll4 (KY432366); EsToll2, E. sinensis Toll 

(AGK90305.1); EsToll2, E. sinensis Toll2 (AGT21374.1); FcToll, F. chinensis (ACC68670.1); PmToll, P. monodon (ABO38434.1); 
MjToll2, M. japonicas (BAG68890.1); LvToll, L. vannamei (ABK58729.1); LvToll2, L. vannamei (ABK58729.1); PcToll2, P. clarkia 
(AOP12928.1); MrToll, M. rosenbergii Toll (AEI25533.1); MrToll2, M. rosenbergii Toll2 (AHL39101.1); SpToll S. paramamosain 
(AEX20238.1); PtToll1, P. trituberculatus Toll1(AIZ66853.1); PtToll2, P. trituberculatus Toll2(AKV62616.1); PtToll3, P. 
trituberculatus Toll3(AKV62617.1); DmToll, D. melanogaster Toll (AAQ64936.1); DmToll18, D. melanogaster Toll18 
(AAF57509.1); DmToll3, D. melanogaster Toll (AAF86229.1); DmToll4, D. melanogaster Toll4 (AAF52747.3); DmToll5, D. 
melanogaster Toll5 (AAF86227.1); DmToll7, D. melanogaster Toll7 (AAF86225.1); DmToll9, D. melanogaster Toll9 (AAF51581.1) 

 

(Schneider et al, 2011)，TLR2 能够直接识别脂蛋白和

肽聚糖(Takeuchi et al, 1999)，TLR5 可直接识别细菌鞭

毛(Ramos et al, 2004)，TLR9 可直接与未甲基化的细菌

CpG DNA 结合(Hemmi et al, 2000)。PtToll4 的 LRR

结构域含有 8个 LRR基序以及 2个 LRRCT帽子结构，

这种结构有利于包埋暴露的疏水性氨基酸残基，从而

使胞外结构更为稳定 (Gay et al, 2006; Bell et al, 

2005)，在分子互作中具有重要作用 (Leulier et al, 

2008)。此外，PtToll4 的胞外区有 13 个潜在的糖基化

位点，这些位点在 TLRs 家族基因识别、结合病原相

关分子模式中也起着重要作用(Zhang et al, 2011)。 

组织表达分布结果显示，PtToll4 基因在三疣梭

子蟹各组织中均有不同程度的表达，其中，在血细胞

中的表达量最高，而血细胞在甲壳动物的免疫系统中

具有重要作用(姚翠鸾等, 2006)。在本研究中，选取

了副溶血弧菌和 WSSV 两种病原对三疣梭子蟹分别

进行感染，在感染的过程中发现，伴随着感染时间的

延长，三疣梭子蟹出现了行动迟缓、不进食等现象。

定量结果表明，经副溶血弧菌感染后，PtToll4 基因在

血细胞中表达上调并不显著，而经 WSSV 感染后，

PtToll4 在血细胞中被显著诱导表达，其中，在 6 h 的表

达量最高，约为对照组的 5 倍。而 Arts 等(2007)发现，

经 WSSV 感染后，斑节对虾 PmToll 基因在组织中的

表达量并无变化，这也说明 TLRs 家族不同成员可能

具有受体识别特异性。由此，推断 PtToll4 基因作为

模式识别受体可能参与了 WSSV 的特异识别。 

已有研究表明，盐度的变化可以影响甲壳动物的

免疫能力，如郑萍萍等(2010)发现，盐度的变化会造

成三疣梭子蟹中免疫因子的活性发生变化；Joseph 等

(2007)发现，低盐胁迫会使斑节对虾更容易被 WSSV 
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图 5  三疣梭子蟹 PtToll4 基因在不同组织中的表达分布 
Fig.5  The expression of PtToll4 in different  

tissues of P. trituberculatus 

HA: 血细胞; HE: 肝胰腺; G: 鳃; M: 肌肉;  

HR: 心脏; E: 眼柄; C: 表皮; S: 胃; I: 肠 
HA: Haemocytes; HE: Hepatopancreas;G: Gill; M: Muscle; 
HR: Heart; E: Eyestalk; C: Cuticle; S: Stomach; I: Intestines

图 6  副溶血弧菌感染后三疣梭子蟹血细胞中 

PtToll4 基因的表达 

Fig.6  The expression of PtToll4 in P. trituberculatus 
hemocytes after V. parahaemolyticus infection 

*代表 P＜0.05，**代表 P＜0.01；下同 

* at P＜0.05, and ** at P＜0.01; the same applies below 

 

 

 

 

图 7  WSSV 感染后三疣梭子蟹血细胞中 

PtToll4 基因的表达 
Fig.7  The expression of PtToll4 in P. trituberculatus 

hemocytes after WSSV infection 

图 8  低盐胁迫后三疣梭子蟹 PtToll4 基因 

在血细胞中的表达 
Fig.8  The expression of PtToll4 in P. trituberculatus 

hemocytes under low salinity stress 

 
感染。为了探究低盐环境对 PtToll4 基因表达的影响，

本研究选择盐度为 11 的水体环境对三疣梭子蟹进行

低盐胁迫。定量结果显示，整个低盐胁迫的过程中，

PtToll4 在血细胞中的表达量均为显著下降(P<0.01)，

但在 72 h 出现了较为明显的回升，但仍显著低于对照

组。在低盐状态下，推测三疣梭子蟹 TLRs 等免疫相关

基因的表达可能也会受到抑制，从而影响识别外来病

原的能力，使得自身免疫能力下降，导致死亡率增加。 

综上所述，可以确定 PtToll4 基因是三疣梭子蟹

TLRs 基因家族中的一位新成员。PtToll4 在三疣梭子

蟹的各个组织中均能被检测到且在血细胞中的表达量

最高。通过不同病原刺激后发现，PtToll4 可被 WSSV

显著诱导表达，从而在宿主抵抗 WSSV 入侵感染的

过程中发挥一定的功能。此外，低盐胁迫状态下，

PtToll4 基因的表达受到了显著抑制，可能间接影响了

三疣梭子蟹的机体免疫能力，这或许是低盐环境导致

三疣梭子蟹等甲壳动物死亡率升高的一个重要因素。

PtToll4 基因在抵御不同病原入侵时出现的表达量的

差异还需要进一步的研究，这些结果为进一步探究三

疣梭子蟹 TLRs 家族基因对其先天免疫的影响提供了

数据支持。 
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Cloning of Toll4 in Portunus trituberculatus and Its Expression in  
Responding to Pathogenic Infection and Low Salinity Stress 
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, LI Jian2,3, WANG Zhuqing1,2, ZHANG Xiaohui1,2 
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Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    Portunus trituberculatus, an economically important food species in China, lacks adaptive 

immunity and can induce effective immune responses to resist pathogen via innate immunity. Toll-like 

receptors as pattern recognition receptors (PRRs) play crucial role in innate immune responses. The 

current study found a novel Toll gene named as PtToll4 from P. trituberculatus by rapid amplification of 

cDNA ends (RACE) technique. The full-length cDNA of PtToll4 was 4276 bp, which contains an open 

reading frame (ORF) of 2685 bp, a 3 untranslated region (UTR) of 1252 bp, and a 5 UTR of 339 bp. The 

ORF encoded a polypeptide of 895 amino acids with a predicted molecular weight of 102.5 kDa. PtToll4 

is a transmembrane protein that contains several common structural domains of TLRs, such as LRR, 

LRRCT motif in the extracellular domain and a TIR domain in the intracellular region. The BLAST 

analysis showed that PtToll4 shared the highest homology with Eriocheir sinensis Toll2. PtToll4 was 

widely expressed in hemocyte, heart, gill, hepatopancreas, stomach, intestine, muscle, cuticle, and 

eyestalk, and mainly distributed in the hemocyte and cuticle. A weak expression level was detected in the 

hepatopancreas. WSSV inflection significantly induced PtToll4 expression in hemocyte at 6 h, and     

V. parahemolyticus inflection had a little effect on it only at 48 h. Low salinity reduced PtToll4 expression. 

Our results suggested that PtToll4 may play an important role in innate immune of P. trituberculatus and 

would provide useful information for the research of immunity regulation in crustaceans. 
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