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家蚕 C 型凝集素 S11 的克隆、 
表达及功能研究* 
詹明月**  杨佩瑾  饶相君*** 
（安徽农业大学植物保护学院，合肥  230036） 

摘  要  【目的】 C 型凝集素（C-type lectin, CTL）广泛存在于植物和动物中，参与免疫防御反应、发

育及细胞信号传导。鳞翅目昆虫中的 C 型凝集素依据长度和特征功能域可以分成 S 型、IML 型和 X 型，

目前对 S 型凝集素的功能了解非常有限。本研究对家蚕 Bombyx mori L. C 型凝集素 S11 进行了克隆、蛋白

表达纯化和初步功能分析。【方法】 基于先前对家蚕基因组中所有 C 型凝集素序列的生物信息学分析，

通过 PCR 克隆了 CTL-S11 基因的全长 cDNA；利用相关软件对核酸和蛋白质序列进行了比对和分析；通

过大肠杆菌原核系统表达纯化重组蛋白；通过 RT-PCR 和荧光定量 PCR 研究了该基因的组织表达分布和

诱导表达；通过凝集实验检测了重组蛋白对细菌的凝集作用。【结果】 获得了长度为 519 bp 的 CTL-S11

全长 cDNA 序列，编码 173 个氨基酸，纯化得到分子量约为 18 ku，带有组氨酸标签的重组蛋白。RT-PCR

表明该基因在中肠、脂肪体、血细胞和表皮都有表达。荧光定量 PCR 结果表明，细菌喂食或注射家蚕幼

虫后，CTL-S11 的表达水平在某些时间点有显著上调。凝集实验显示，在钙离子存在的条件下重组蛋白对

大肠杆菌和金黄葡萄球菌有明显的凝集作用。【结论】 CTL-S11 的表达可以被细菌显著诱导，重组蛋白可

以引起细菌的凝集，因此其有可能作为免疫受体参与家蚕对病原微生物的识别。 

关键词  家蚕，先天免疫，C型凝集素，免疫受体，凝集 

Cloning, expression and analysis of the silkworm C-type lectin S11 

ZHAN Ming-Yue**  YANG Pei-Jin  RAO Xiang-Jun*** 

(School of Plant Protection, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China) 

Abstract [Objectives]  C-type lectins are common in plants and animals and are involved in immune defense responses, 

development and signal transductions. Lepidopteran C-type lectins can be divided into three types (S, IML and X) based on 

their lengths and conserved domains. Little is known about the functions of S-type CTLs. We cloned the Bombyx mori L. 

C-type lectin S11, quantified its expression, and conducted a preliminary analysis of its function. [Methods]  Based on 

bioinformatic analysis of all C-type lectin sequences in the silkworm genome, we cloned the full-length cDNA of CTL-S11 

with PCR. The nucleic acid and amino acid sequences were compared and analyzed in silico. The recombinant protein was 

expressed and purified from E. coli. RT-PCR and real-time PCR was used to analyze the tissue profile and inductions. 

Bacterial agglutination using a recombinant protein was also examined. [Results]  The full-length cDNA of CTL-S11 is 519 

bp and encodes 173 amino acids. The corresponding recombinant protein with the HisTag is about 18 ku. RT-PCR indicated 

that CTL-S11 is expressed in the midgut, fat body, hemocytes and epidermis. Realtime PCR showed that, after feeding, or 

injecting larvae with bacteria, CTL-S11 was significantly induced at certain time points. The agglutination experiment showed 

that the recombinant protein induced bacterial agglutination in the presence of Ca2+. [Conclusion]  The expression of 

CTL-S11 was significantly induced by bacteria and a recombinant CTL-S11 protein could induce bacterial agglutination. 

Therefore, CTL-S11 may function as an immune receptor involved in pathogen recognition in the silkworm. 

Key words  silkworm, innate immunity, C-type lectin, immune receptor, agglutination 
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昆虫作为地球上种类和数量最庞大的动物

群体，进化形成了复杂高效的先天免疫防御系

统，用于抵御病原微生物的感染和寄生（Meister 

et al.，2000；Iwanaga and Lee，2005）。类似于

高等动物的先天免疫，昆虫的免疫系统依靠模式

识别受体（Pattern-recognition receptors）识别特

异的病原分子特征（Pathogen-associated molecular 

patterns）（Janeway，1989；Janeway and Medzhitov，

2002；Bi et al.，2015；Zhu et al.，2016）。昆虫

的免疫反应分为两种类型：体液免疫和细胞免疫 

（Jiravanichpaisal et al.，2006；初源等，2013）。

体液免疫可以诱导产生抗菌肽（Antimicrobial 

peptide，AMP）以及激活酚氧化酶（Phenoloxidase）

引起黑化 （Lu et al.，2014）。抗菌肽对细菌、

病毒、癌细胞等具有独特的抑制作用，其作用机

制不同于传统的抗生素，不易产生耐药性（Yi et al.，

2014）。细胞免疫主要包括血细胞介导的包被和

吞噬作用等（Smith，2010）。 

C 型凝集素是模式识别受体的一个庞大家

族，广泛存在与植物和动物体内，具有一个或多

个糖识别域（Carbohydrate recognition domain，

CRD），可以在钙离子介导下识别并结合不同的

糖基分子（Dambuza and Brown，2015）。我们先

前的研究显示依据分子量大小和 CRD 的数目等

特征，鳞翅目昆虫家蚕和烟草天蛾中的 C 型凝

集素可以分为 3 种类型：S 型 CTL 序列较短且

只含有一个 CRD；IML型 CTL含有两个串联排

列的 CRD；X 型 CTL 序列较长，除了 CRD 外

还含有其它的保守结构域 （Rao et al.，2015a，

2015b）。研究显示昆虫 IML，即免疫凝集素广泛

参与微生物的识别，酚氧化酶的激活和异源物的

包被（Yu et al.，1999，2005，2006；Yu and Kanost，

2000）。S 型凝集素的功能似乎更加多样，有可

能与昆虫的发育和免疫都有关系。一个 CTL-S

蛋白瞬时出现在再生的蟑螂腿部表皮组织

（Kubo et al.，1993）。埃及伊蚊的一种 CTL-S

蛋白可以与西尼罗河病毒相互作用，加速病毒的

感染（Cheng et al.，2010）。家蚕 CTL-S3可以加

速血淋巴中细菌的清除（Zhan et al.，2016）。家

蚕基因组至少编码 12 种 CTL-S，其中绝大部分

功能还不明确。 

鳞翅目是仅次于鞘翅目的昆虫纲第二大目，

包括许多资源昆虫和严重危害农业生产的害虫。

我国有 5000 年养蚕缫丝的历史，目前天然蚕丝

纤维在医药、生物材料和化妆品等领域的创新性

应用研究不断深入，因此蚕的研究具有重大的经

济意义。此外蚕作为鳞翅目代表性的模式生物

（Model organism）已经被广泛应用于生命科学

的研究。蚕的生活周期短、基因突变系材料多、

繁殖容易、个体大小适中，是遗传学和分子生物

学良好的实验材料（陈克平，2009）。 

本研究在先前对家蚕基因组中所有 C 型凝

集素进行了整体分析的基础上，克隆了 S11的基

因，分析了它的序列特征和进化关系，并通过

RT-PCR和 Realtime PCR研究了该基因的组织分

布和诱导表达。原核表达的重组蛋白对细菌具有

凝集效应。为进一步研究该基因在家蚕免疫系统

中的功能奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫、材料和试剂 

大造品系家蚕从安徽农业大学生命科学院

获得并在 25℃室温用新鲜桑叶进行饲养。克隆

用菌株大肠杆菌 DH5α，表达用菌株大肠杆菌

BL21（DE3），表达载体 Pet-30a（+）由本实验

室保存。总 RNA 抽提试剂 RNAiso plus、DNA

胶回收试剂盒、Western blot 显色试剂盒、反转

录试剂盒等购自生工生物工程（上海）公司。PCR

回收纯化试剂盒及质粒抽提试剂盒购自康宁生

命科学（吴江）公司。Realtime PCR使用的“雷

鸟”定量 PCR试剂盒购自 TOYOBO CO.，LTD

（Osaka，Japan）。相关引物合成和测序由生工

生物工程公司完成。Western blot 所用的兔多抗

组氨酸标签（HisTag）抗体购自Affinity Biosciences，

二抗辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 购自

Santa Cruz Biotech。 

1.2  CTL-S11 的克隆、表达和蛋白纯化 

CTL-S11的核酸（NM_001046670.1）和蛋白

质（NP_001040135.1）序列从 GenBank 获取，
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利用 Primer Premier软件设计引物CTL-S11-NdeI

和 CTL-S11-XhoI（表 1）。以家蚕幼虫的 cDNA

作为模板进行 PCR 扩增，扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳检测分离，相应片段经凝胶回收和酶切

后，连接到同样酶切纯化的表达载体 Pet-30a（+）

片段上。连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞，挑取克隆并测序验证。用测序正确的重组质

粒转化大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞，挑

取单克隆接种到 2 mL的新鲜 LB培养基中，37℃ 

200 r/min振荡培养过夜。将过夜菌按照 1︰100

的比例加入新鲜的 LB中，37℃ 200 r/min振荡

培养至 OD600≈0.6，再加入 IPTG（至终浓度     

1 m mol·L－1）诱导 6 h，低温离心收集菌体，PBS

重悬后超声破碎，离心分别收集上清和包涵体进

行Western blot检测。将包涵体用 8 mol·L－1尿素

溶解，用 Ni-NTA纯化 C端带有组氨酸标签的重

组蛋白。纯化的蛋白经过 6、4、2、0 mol·L－1

的尿素透析液逐级透析得到复性的蛋白。 

 
表 1  本研究所用引物 

Table 1  Sequences of primers in this study 

引物用途 Use of primers 引物名称 Primer name 引物序列（5–3）Primer sequences 

克隆 CTL-S11-NdeI GGAATTCCATATGCAGCCAACTGATGGTTACGTGC 

Cloning CTL-S11-XhoI CCGCTCGAGAACTGGATTGACGGTCTTTTGGC 

荧光定量 PCR CTL-S11-RTF CAAACTTATCGCTTGGCTGG 

Realtime PCR CTL-S11-RTR AGGCTCTGCTGGGTCATCA 

 Moricin-RTF TGTGGCAATGTCTCTGGTG 

 Moricin-RTR GCTCTTAGACCTTTACCGACTG 

 Glo1-RTF CCAACAGCATTATCAAAGC 

 Glo1-RTR GGAAATTACAGAACGCAGA 

 CecA-RTF TCTAAACAGCATAAGGCATTTC 

 CecA-RTR TGCACTCGGTCACTCTGAG 

 ActinA3-RTF CAACACCGTATTGTCCGGTGGTA 

 ActinA3-RTR GGGGGAGCGATGATCTTAATCTTCAT 

限制性内切酶位点用下划线标注。 

Restriction endonuclease sites are underlined. 

 
1.3  生物信息学分析 

使用 DNAMAN6.0 分析 S11 的开放阅读框

和氨基酸序列，预测分子量和等电点；使用 S11

的蛋白质序列进行 Blast（http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/）序列比对得到同源的序列；用 MEGA 6

软件进行蛋白质序列的对比和进化树构建

（Tamura et al.，1994）。使用 SMART（http:// 

smart.embl-heidelberg.de/）进行蛋白的结构域分

析。使用 SignalP 4.1（ http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP/）预测蛋白的信号肽。 

1.4  组织收集、总 RNA 的提取及荧光定量 PCR 

5龄家蚕喂食或注射细菌后，在不同时间点

取家蚕经冷冻麻醉后解剖收集组织，使用 

RNAiso plus提取组织总 RNA（全虫、中肠、血

细胞、脂肪体和表皮）。总 RNA经琼脂凝胶电泳

检测其完整性后，利用紫外分光光度计测定浓

度，以 1 μg 总 RNA为模板，用反转录试剂盒将

其反转录合成 cDNA。最后以 cDNA为模版，在

伯乐 CFX96荧光定量 PCR仪上进行分析。基因

相对表达水平用 2(-∆∆CT)法进行计算，ΔΔCT= 

（CT 目标–CT 内参）实验组–（CT 目标–CT 内参）对照组。 

1.5  CTL-S11 的组织分布和诱导表达分析 

为了分析 S11的组织表达分布，取 5龄家蚕

分别解剖收集血细胞、中肠、脂肪体、表皮，提

取总 RNA，反转录合成 cDNA。用 cDNA 作为

模板，用定量引物 CTL-S11-RTF 和 CTL-S11- 
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RTR以及内参引物ActinA3-RTF和ActinA3-RTR

（表 1）进行 RT-PCR 扩增，扩增产物用 1%琼

脂凝胶电泳分析。 

为了分析 S11全虫水平的诱导表达，取 2龄

的家蚕，分别喂食 PBS、大肠杆菌和枯草芽孢杆

菌浸润的新鲜桑叶，3 h和 6 h后分别取全虫研

磨，提取总 RNA，反转录合成 cDNA。用定量

引物 CTL-S11-RTF和 CTL-S11-RTR以及内参引

物 ActinA3-RTF 和 ActinA3-RTR（表 1）进行

Realtime PCR检测，以抗菌肽基因作为对照。 

为了分析 S11的组织诱导表达，选取 5龄家

蚕，分别注射和喂食细菌（大肠杆菌和金黄葡萄

球菌），分析基因表达变化。在 3、6、12、24 h

后提取组织，其中注射细菌的虫体收集血细胞和

脂肪体，喂食细菌的虫体收集中肠。提取总

RNA，反转录合成 cDNA。用定量引物 CTL-S11- 

RTF 和 CTL-S11-RTR 以及内参引物 ActinA3- 

RTF 和 ActinA3-RTR 进行检测，以抗菌肽基因

作为对照。 

1.6  凝集实验 

将大肠杆菌和金黄葡萄球菌用 PBS（含有 

1 mmol·L－1 的 CaCl2）重悬。将 CTL-S11重组蛋

白与细菌共同孵育（以加入 BSA 或 EDTA 组作

为对照）。混匀后分别加 10 μL至玻片上，室温

避光保湿放置 2 h，用 Nikon Eclipse倒置显微镜

观察并拍照。 

1.7  数据分析 

采用 Graphpad Prism5.0 软件进行双因素方

差分析和 Tukey’s多重比较。各基因的表达水平

的显著差异用*表示（*: P <0.05，**: P <0.01，

***: P <0.001，****: P <0.0001）。 

2  结果与分析 

2.1  序列和进化树分析 

将获得的家蚕 CTL-S11 的编码序列用

DNAMAN软件进行分析，该ORF包括了519 bp，

编码一个含有 173个氨基酸的蛋白。该蛋白的 N

端具有一个 24 个氨基酸长度的信号肽序列，另

外有一个由 142个氨基酸组成的保守 CRD功能

结构域，没有跨膜区（图 1）。全长蛋白的预测

分子量为 19.761 ku，等电点为 7.54；切除信号肽

后的成熟蛋白的预测分子量为 16.894 ku，等电点

为 6.67。靠近 C端的 QDN位点可能是决定该蛋

白结合糖基特异性的关键位点。 

经过 Blast 搜索在 GenBank 中获得家蚕

CTL-S11同源的 16条蛋白的序列，将 17条序列

进行比对分析并构建了NJ进化树。结果显示 S11

的同源蛋白存在于其它目的昆虫以及节肢动物、

鱼类和脊椎动物中，包括膜翅目（Hymenoptera）、

蜚蠊目（Blattodea）、文昌鱼目（Amphioxiformes）、

鳞翅目（Lepidoptera）、鲤目（Cypriniformes）、

鲶形目（Siluriformes）、海胆目（Echinoida）、鲤

齿科（Cyprinodontidae）、蜘蛛目（Araneae）和

有鳞目（Squamata）。S11 与膜翅目的金小蜂

Nasonia vitripennis 和 佛 罗 里 达 弓 背 蚁

Camponotus floridanus的同源蛋白的相似度分别

为 96%和 99%，同文昌鱼 Branchiostoma floridae

同源蛋白的相似性最低，仅为 17%（图 2）。 

2.2  基因克隆，蛋白表达与纯化 

CTL-S11的 PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测为单一的 500 bp 左右的亮带，与预测

的大小相符（图 3：A，1~2泳道）；Pet-30a（+）

的酶切产物为单一大小 5 000 bp左右的亮带（图

3：A，3~4泳道）。将 PCR扩增片段酶切后与酶

切的载体片段用 T4 DNA 连接酶连接，测序正

确，转入 BL21（DE3）进一步进行蛋白的表达

纯化。 

在加入 IPTG诱导前，取 1 mL菌液标记为

未诱导留待检测，诱导结束后取 1 mL菌液标记

为诱导，与未诱导的菌液一并离心，用 SDS 上

样缓冲液煮沸，分别做考马氏亮蓝染色和

Western blot检测（图 3：B，C）。未加 IPTG诱

导的菌液在相应位置没有条带（图 3：B，泳道

5；图 3：C，泳道 7），IPTG诱导的菌液则出现

明显的条带（图 3：B，泳道 6；图 3：C，泳道

8），大小约为 18 ku，与成熟蛋白的预测分子量

相符。 
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图 1  CTL-S11 的核酸和蛋白质序列 
Fig. 1  Nucleic acid and protein sequence of CTL-S11 

信号肽序列用下划线标出，糖识别域用阴影标出。 

The signal peptide is underlined，the CRD region is shaded grey. 

 

 
 

图 2  CTL-S11 进化树 
Fig. 2  The phylogenetic tree of CTL-S11 

每个同源物蛋白的 GenBank登录号在图中标注，括号里为相应的种名，右侧标注了该生物所属的分类。 

The GenBank accession number of each homolog is marked, the genus names are  
annotated in brackets, the taxonomic categories are marked to the right. 
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图 3  基因克隆、蛋白表达和纯化 
Fig. 3  Gene cloning, protein expression and purification 

A. PCR产物和载体酶切片段的检测，M：分子量标准；

1~2：CTL-S11 PCR扩增产物；3~4：酶切后的载体； 

B. 诱导前后菌液的考马氏亮蓝染色检测，M：分子量标

准；5：诱导前；6：诱导后；C. 诱导前后菌液的Western 

blot检测，M：分子量标准；7：诱导前；8：诱导后； 

D. 复性后的蛋白检测，M：分子量标准；9：考马氏 

亮蓝染色；E. 复性后的蛋白检测 M：分子量标准； 

10：组氨酸标签抗体的Western blot。 

A. The PCR product and digested vector fragment,  
M: Marker; 1-2: PCR product of S11; 3-4: Digested vector 

fragment; B. Coomassie blue staining of bacteria 
before/after induction, M: Marker; 5: Before; 6: After;  

C. Western blot of bacteria before/after induction,  
M: Marker; 7: Before; 8: After; D. Analysis of the refolded 

protein, M: Marker; 9: Coomassie blue staining;  
E. Analysis of the refolded protein, M: Marker;  

10: Western blot using the HisTag antibody. 
 

包涵体经尿素溶解，镍离子亲和层析法分离

后得到较纯的重组蛋白，再经过逐级透析后得到

复性的可溶性重组蛋白。纯化的蛋白进行考马氏

亮蓝染色和 Western Blot检测（图 3：D，E）。

染色和Western blot的结果都显示在 18 ku位置

有明显的蛋白条带且纯度较高。 

2.3  组织分布和诱导表达分析 

为了分析 CTL-S11的组织表达分布，从 4个主

要的免疫器官提取总 RNA 以制备 cDNA，并用

相关引物进行 RT-PCR扩增（表 1），扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳检测。结果显示CTL-S11在家蚕的

血细胞、中肠、脂肪体和表皮中均有表达（图 4）。 

为了分析 CTL-S11 在全虫水平的诱导表达

变化，用沾有大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的桑叶喂 

 
 

图 4  S11 的组织表达 
Fig. 4  Tissue profile of S11 

M：DNA分子量标记；HC：血细胞；MG： 

中肠；FB：脂肪体；EP：表皮。 

M: DNA Marker; HC: Hemocytes; MG: Midgut;  
FB: Fat body; EP: epidermis. 

 
食 2龄幼虫 3~6 h，提取全虫的RNA，制备 cDNA，

进行 Realtime PCR扩增。喂食沾有 PBS的桑叶

作为对照组，计算基因的相对表达水平。结果显

示喂食大肠杆菌 3 h后，S11的表达水平达到对

照组的 1.5倍，而 6 h时有一定程度的降低；抗

菌肽 CecA在 3 h和 6 h均引起显著上调，分别

达到对照组的 2.5倍和 4倍；抗菌肽 Moricin在

3 h时为对照组的 1.5倍，到 6 h上调更显著，为

对照组的 4倍；抗菌肽 Glo1在 3 h没有明显变

化，6 h上调约 20倍（图 5：A，C，E，G）。在

喂食枯草芽孢杆菌后，CTL-S11在 3 h时表达水

平略微下调，6 h 时上调，为对照组的 1.3 倍；

抗菌肽 CecA在 3 h和 6 h均显著上调，为对照

组的 1.5倍和 2倍；抗菌肽 Glo1在喂食后的 3 h

时下调，6 h 时显著上调，达到 6 倍；抗菌肽

Moricin在 3 h时引起显著下调至 0.5倍，6 h时

没有显著变化（图 5：B，D，F，H）。 

为了进一步分析各组织的基因表达变化，收

集喂食大肠杆菌或金黄葡萄球菌的幼虫中肠进

行 Realtime PCR 分析。结果显示在中肠内，喂

食大肠杆菌 12 h后 CTL-S11的表达量达到最高

值，为对照组的 10倍左右，至 24 h回归正常（图

6：A）；CecA在 3 h和 12 h均引起显著上调，在

6 h和 24 h没有显著变化（图 6：C）。而喂食了金 
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图 5  全虫水平的基因表达变化 
Fig. 5  Changes of gene expression of whole larvae 

A，C，E，G. 喂食大肠杆菌；B，D，F，H. 喂食枯草芽孢杆菌。 
A, C, E, G. Feed E. coli; B, D, F, H. Feed B. subtilis. 

柱上标有*表示 P <0.05，**表示 P <0.01，***表示 P <0.001，****表示 P <0.0001。下图同。 

Histograms with * indicate P <0.05，** indicate P <0.01，*** indicate P <0.001，****indicate P <0.0001. The same below. 
 

 
 

图 6  中肠基因表达变化 
Fig. 6  Changes of gene expression in the midgut 

A，C. 喂食大肠杆菌；B，D. 喂食金黄葡萄球菌。 

A, C. Feed E. coli; B, D. Feed S. aureus. 
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黄葡萄球菌的幼虫中肠，CTL-S11在 3、6、12、

24 h表达水平均上调，12 h上调最为显著（图 6：

B）；CecA在 3 h和 12 h时均上调，且 12 h上调

尤为显著，为对照组的近 100倍，而 6 h和 24 h

几乎没有变化（图 6：D）。 

蚕的体腔中含有血细胞和脂肪体，是引发体

液免疫和细胞免疫的重要器官。因此我们将细菌

注射到 5龄家蚕的体腔中，检查脂肪体和血细胞

中各基因表达变化。对于脂肪体，注射大肠杆菌

后，CTL-S11在 3、6、24 h上调，其中在 6 h上

调最为显著；Glo1在 12 h显著上调，3、6、24 h

显著下调；CecA在 24 h引起上调尤为显著，为

对照组的约 17倍（图 7：A，C，E）。注射金黄

葡萄球菌后，脂肪体中 CTL-S11在 6 h显著上调；

抗菌肽 Glo1在 6 h和 12 h显著上调，其中 6 h

时上调尤为明显，为对照组的 8.5 倍；抗菌肽

CecA在 6 h和 24 h时显著上调，6 h时上调最为

显著（图 7：B，D，F）。对于血细胞，注射大

肠杆菌后 CTL-S11在 3 h和 12 h非常显著的上

调，其中 3 h 时上调超过 150 倍；抗菌肽 Glo1

在 3 h显著上调，约为对照组的 110倍，而 12 h

时几乎没有变化；CecA在 3 h和 12 h时均无上

调（图 8：A，C，E）。注射金黄葡萄球菌后，

血细胞中 CTL-S11，CecA和 Glo1在 3 h和 12 h

这两个时间点均下调。CecA和 Glo1的相对表达

也呈现下降趋势（图 8：B，D，F）。 

 

 
 

图 7  脂肪体基因表达变化 
Fig. 7  Changes of gene expression in the fat body 

A，C，E. 注射大肠杆菌；B，D，F. 注射金黄葡萄球菌。 
A, C, E. Inject E. coli; B, D, F. Inject S. aureus. 
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图 8  血细胞基因表达变化 
Fig. 8  Changes of gene expression in hemocytes 

A，C，E. 注射大肠杆菌；B，D，F. 注射金黄葡萄球菌。 
A, C, E. Inject E. coli; B, D, F. Inject S. aureus. 

 

2.4  凝集实验 

C 型凝集素可以识别细菌表面的糖分子结

构，有可能引起细菌的凝集。因此我们将 S11的

重组蛋白在添加钙离子的情况下分别和大肠杆

菌及金黄葡萄球菌共同孵育，检测有无凝集现

象。结果显示重组 S11对大肠杆菌和金黄葡萄球

菌均有明显的凝集作用。而对照 BSA 中基本没

有凝集出现。此外加了 EDTA后，S11引起的凝

集基本消失。说明 S11的凝集作用需要钙离子参

与，与 C型凝集素的作用机理一致（图 9）。 

3  讨论 

微生物表面具有很多独特的分子结构，例如 

 
 

图 9  细菌凝集实验（20×） 

Fig. 9  Bacterial aggregation experiment (20×) 

 

脂多糖（LPS）、肽聚糖（PGN）、脂磷壁酸（LTA）、

葡聚糖（Glucan）等，是免疫系统识别微生物的

重要靶标分子，模式识别受体正确识别这些病原

分子特征对于无脊椎动物的免疫系统的功能至

关重要（Pal and Wu，2009；Thompson et al.，
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2011）。这些病原特征分子一般是由糖基和脂质

或氨基酸组成的大分子，因此识别其中的糖基是

免疫识别的重要机制之一  （Boscher et al.，

2011）。凝集素作为专门识别糖基的一大类蛋白

质，参与了许多重要的生理过程，例如免疫反应、

发育、癌症发生 （Boscher et al.，2011；Arthur 

et al.，2015；Dambuza and Brown，2015）。C型

凝集素作为其中的一个亚类，其特征是具有一个

或多个保守的 CRD。C型凝集素的 CRD在结 

构上由 alpha螺旋，beta折叠和环组成，不同 CTL

的 CRD 总体三维结构类似，个别的氨基酸位点

决定了识别糖基的种类差异 （Kastrup et al.，

1998；Zelensky and Gready，2005）。CTL-S11具

有一个保守的 CRD，和其它 C型凝集素的 CRD

具有高度相似性。然而 CTL-S11的 CRD并没有

EPN 或 QPD 特征序列，它的 QDN 位点可能是

决定其识别特性的关键位点，需要进一步的实验

证实（图 1）。 

我们先前分析了家蚕和烟草天蛾中所有具

有 CTL特征 CRD的蛋白，并根据 CRD的数目

等特征将它们分为 S 型，IML 型和 X 型（Rao     

et al.，2015a，2015b）。家蚕有 6个 IML，烟草

天蛾有 19 个，多数与病原微生物的识别有关。

烟草天蛾 IML-1 可以被免疫诱导并激活酚氧化

酶 （Yu et al.，1999）；IML-2激活血细胞介导

的包被和黑化 （Yu and Kanost，2000；Yu and 

Kanost，2004）；IML-3 可以从血清转移到血细

胞内部 （Yu et al.，2005）；IML-4可以结合脂

多糖和脂磷壁酸（Yu et al.，2006）。家蚕的脂多

糖结合蛋白（Lipopolysaccharide-binding protein，

BmLBP）与血清中的细菌清除有关 （Koizumi et 

al.，1997；Koizumi et al.，1999a，1999b）。相

比之下，CTL-S的功能似乎更为广泛，除了参与

免疫识别外，还与昆虫的发育相关 （Kubo et al.，

1993）。我们报道过家蚕的 CTL-S3可以促进血清

中细菌的清除 （Zhan et al.，2016）。一种小龙

虾的 CTL-S可以增强对鳗弧菌 （V. anguillarum）

的包被和清除 （Zhang et al.，2011）。中国白虾

的 FcLec4 的 N 端序列（非 CRD 区）能够与血

细胞表面的整合素（Integrin）相互作用，促进

血细胞对微生物的吞噬（Wang    et al.，2014）。

冈比亚按蚊的两种 CTL-S（CTL4 和 CTLMA2）

共同抵御革兰氏阴性菌，同时协助伯氏疟原虫的

侵染 （Osta et al.，2004；Schnitger et al.，2009）。

埃及伊蚊的一种 CTL-S（GCTL-1）可以与西尼

罗河病毒（West Nile virus）相互作用，协助病

毒的侵染（Cheng et al.，2010）。因此 C型凝集

素既可以作为宿主的免疫受体协助抵御病原微

生物，又有可能通过协同进化被病原加以利用，

成为加速侵染的帮凶 （Van et al.，2012）。我们

发现 CTL-S11 可以引起大肠杆菌和金黄葡萄球

菌的凝集，这与先前报道的凝集素的典型功能一

致，我们计划未来进一步的研究 CTL-S11是不是

能引起酚氧化酶的激活，或者促进血细胞对微生

物的吞噬（沈东旭等，2015）。 

C 型凝集素的免疫诱导特性已经有不少  

报道。罗氏沼虾的 C 型凝集素 MrCTL 主要在  

胰肝腺中表达，在副溶血性弧菌（ Vibrio 

parahaemolyticus）或对虾白斑综合征病毒（White 

spot syndrome virus，WSSV）刺激后，该基因在

胰肝腺中的表达水平显著上调 （Huang et al.，

2015）。本实验中家蚕注射了大肠杆菌后，

CTL-S11在血细胞中的表达于 3 h达到最高点，

12 h也显著上调，说明该基因可能参与了对革兰

氏阴性菌的初期识别和清除，在抑制细菌增殖过

程中可能发挥作用；在注射金黄葡萄球菌后，

CTL-S11在3 h和12 h这两个时间点均显著下调，

说明基因可能不参与对革兰氏阳性菌的初期识

别。本实验中注射大肠杆菌后，CTL-S11在脂肪

体中在 6 h时上调最显著，12 h开始下调，说明

基因可能对抑制细菌增殖有作用；在注射金黄葡

萄球菌后，CTL-S11在脂肪体中 6 h上调显著。

虽然 CTL-S11 在某些组织的某些时间点可以被

细菌上调或下调，但是我们注意到它的总体变化

水平和抗菌肽相比较低，可能的原因是凝集素作

为一种免疫受体，其表达调控的机制和抗菌肽有

所不同 （Tanji et al.，2008；Rao and Yu，2010；

Rao et al.，2011）。 

近年来，宿主-病原互作与免疫的关系是研

究的热点，研究病原如何规避宿主免疫系统的攻
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击在植物保护和病虫害防治领域具有主要意义

（陈亚峰，2014）。零星的报道显示 CTL在其中

可能扮演着复杂的角色。因此我们获得了一种家

蚕 S 型 CTL 的序列信息，克隆并表达纯化了蛋

白，并研究了该基因的组织分布和诱导表达情

况，以及用重组蛋白初步开展了功能研究。然而

对于 CTL-S11 的详细功能未来还需要进一步的

深入研究。 
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