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摘要    本研究利用 RACE 方法克隆获得三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)凋亡蛋白酶激活因子-1 
(Apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1)基因，该基因 cDNA 全长为 2032 bp，其中，ORF 为

1050 bp，编码 349 个氨基酸，预测分子量为 39.13 kDa，理论等电点为 7.67。同源性和系统发育分

析显示，Apaf-1 与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) Apaf-1 的同源性最高，为 51.27%，并与凡纳

滨对虾聚为一支。组织表达分析显示，Apaf-1 基因的相对表达水平在肝胰脏最高，其次是肌肉、心

脏、鳃和眼柄，血细胞和表皮最低。不同盐度胁迫后，Apaf-1 在Ⅱ期幼蟹体内表达水平在 3 h 达到

最大值，此后，呈先下降再上升趋势；Apaf-1 在 80 日龄盐度 20 胁迫后三疣梭子蟹的鳃中呈上升趋

势，在肝胰腺中为先上升后下降趋势，表明盐度改变能影响该基因在鳃和肝胰腺组织中的表达。不

同病原感染实验结果显示，在血细胞中，注射副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)后 Apaf-1 的表达

于 48 h 到达峰值，为对照组的 2.76 倍(P<0.05)，注射白斑综合征病毒(WSSV)后，仅在 12 h 表达水

平上调，为对照组的 1.25 倍(P<0.05)；在肝胰腺中，注射副溶血弧菌后在 72 h 到达峰值，为对照组

的 5.44 倍(P<0.05)，注射 WSSV 后在 12 h 到达峰值，为对照组的 5.89 倍(P<0.05)，整体呈上调表

达趋势。本研究为进一步理解三疣梭子蟹 Apaf-1 基因的生理功能提供了参考。 
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中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)04-0085-09 

凋亡蛋白酶激活因子-1 (Apaf-1 蛋白)是促进细

胞凋亡发生的一个重要基因，Zou 等(1997、1999)首
次从子宫颈癌细胞(HeLa 细胞)胞浆内纯化和克隆出

Apaf-1 蛋白，已有报道证实，它在线粒体介导的凋
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亡过程中起核心作用(Campioni et al, 2005)。Apaf-1
是发育性程序化细胞死亡的重要组成部分(Cecconi  
et al, 2001)，多种凋亡刺激干扰线粒体正常的电子转

移链过程，导致细胞色素 c 从线粒体向胞浆释放，释

放的细胞色素 c 易与 Apaf-1 结合，引发 Apaf-1 蛋白

构象改变，从而使其与 dATP 稳定结合，这一过程导

致凋亡小体的形成，进一步促使了凋亡的发生。 
三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)主要分布于

中国、朝鲜、日本等国家的沿海水域(戴爱云等, 1977)，
是重要的海产经济蟹类，在我国具有较大的养殖规

模。盐度和病原感染均能引起细胞凋亡的发生，盐度

是三疣梭子蟹生长发育的主要环境因子之一，在蜕

皮、生长、代谢和免疫等生命活动过程中发挥重要作

用(Cheng et al, 2000; Sang et al, 2004; Romano et al, 
2006; 杨其彬等, 2008; 王冲等, 2010)。当外界水环境

发生改变时，鳃是水生生物感受盐度变化 为敏感的

器官。鱼类的盐度适应是凋亡机制的触发因素，尤其

是在鳃的氯化物(或线粒体)细胞、皮肤和胃肠道的表

皮成份中(Anvarifar et al, 2016)。Bonga 等(1989)研究

认为，无论是在淡水适应还是海水适应的样品中，罗

非鱼(Oreochromis mossambicus)鳃纤维和板层上皮细

胞的变性和死亡均主要是通过细胞凋亡发生。Iger 等
(1994)通过研究鲤鱼(Cyprinus carpio)经海水浸泡处

理后表皮细胞、邻近细丝细胞和白细胞超微结构发

现，随着海水盐分含量的增加，细胞凋亡的细丝细胞

数量增加。韩晓琳等(2014)关于低盐对三疣梭子蟹鳃

和肝胰腺组织的显微结构的研究表明，低盐胁迫能分

别对鳃和肝胰腺组织中的鳃上皮细胞和肝细胞造成

损伤，从而间接影响细胞凋亡的发生。因此，无论是

在鱼类还是三疣梭子蟹中，细胞凋亡均是存在的，其

在盐度适应过程中普遍发生并发挥着不可替代的功

能。甲壳动物病原感染是水产养殖中的一个严重问

题，已在许多虾类中进行了关于病原感染在细胞凋亡

中的研究，但在三疣梭子蟹中还未见报道。通过消除

病原感染的细胞，发现细胞凋亡在包括对虾在内的许

多生物的抗病原过程中也发挥重要作用(Granja et al, 
2006; Kanokpan et al, 2003)。细胞凋亡除了在细胞发

育和转换过程中发挥重要作用外，在先天免疫中也具

有关键作用(Everett et al, 1999)。免疫反应是由病原感

染引起的，从病原的角度来看，入侵者必须避免宿主

诱导的细胞凋亡(McLean et al, 2008; Irusta et al, 2003; 
Hilleman, 2004; Helen et al, 2002; Galluzzi et al, 
2008)。甲壳类动物和其他无脊椎动物一样依赖先天

免疫，而不存在基于抗体的适应性免疫 (Bayne, 
2003)。Caspase 介导的细胞凋亡是甲壳动物抗病毒免

疫的重要机制(Lei et al, 2008; Wang et al, 2013)，甲壳

动物凋亡进程的发生是通过直接抑制启动子 caspase
上游的 Apaf-1 基因来控制的。为了探究在低盐胁迫

和病原感染后 Apaf-1 基因是否参与细胞凋亡，本研

究以 Apaf-1 基因作为研究对象，分析该基因在低盐

胁迫和病原感染环境条件下的表达规律，为后续研究

三疣梭子蟹凋亡途径的调控机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验分别于 2018 年 5 月和 8 月在山东昌邑海

丰水产养殖有限公司内进行，5 月实验所用个体为Ⅱ
期幼蟹，随机选取健康的Ⅱ期幼蟹置于大小规格相同

的整理箱中，用于盐度胁迫实验，每天更换 1/3 海水，

定时投喂大卤虫；8 月实验所用个体为 80 日龄蟹(通
过显微镜下观察三疣梭子蟹游泳足趾节末端结构，选

取处在蜕皮间期的梭子蟹)，体重为(32.0±0.8) g，于室

内水泥池中暂养 7 d 用于后续的盐度胁迫和病原感染

实验，暂养期间，水温为(24±2)℃，盐度为 33，连续

充氧，每天更换约 1/3 体积海水，定时投喂新鲜杂鱼。 

1.2  三疣梭子蟹 Apaf-1 基因 cDNA 全长的克隆 

根据本实验室构建的三疣梭子蟹转录组数据库，

筛选得到 Apaf-1 基因的序列，用引物设计软件 Primer 
Premier 5.0 设计 3′和 5′特异性 RACE 引物(表 1)、长

短链 UPM、NUP 通用引物进行 RACE 克隆，本实验

使用的引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。利用 TaKaRa LA Taq®试剂盒进行 3′和 5′末端全

长序列片段扩增。3′末端扩增以 AP-F1 和通用引物

UPM 混合进行第 1 次 PCR；然后以第 1 次反应产物

为模板，以 AP-F2 和通用引物 NUP 混合进行第 2 次

PCR。5′末端扩增以 AP-R1 和通用引物 UPM 配对进

行第 1 次扩增；然后以第 1 次反应产物为模板，以

AP-R2 和通用引物 NUP 配对进行第 2 次扩增。PCR
程序：94℃ 5 min；94℃ 30 s，57.0℃ 30 s，70℃ 1 min，
共 35 个循环；70℃ 10 min。将获得的 PCR 产物切

胶回收、载体连接、转化进入感受态细胞中，挑取并

利用通用引物进行菌落 PCR，对阳性单克隆菌落进行

鉴定，筛选目的菌液测序。 

1.3  Apaf-1 基因的生物信息学分析 

利用 Contig Express 软件对测序得到的 3′序列、5′
序列与验证的基因 EST 序列进行拼接，得到基因的

cDNA 全长；使用国家生物技术信息中心 (NCBI,  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov)提供的 ORF 查找器识别
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得到开放阅读框架(ORF)，并对编码的氨基酸进行翻

译；用 BLAST软件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
检测核苷酸序列相似性，ExPASy (http://web.expasy. 
org/computepi/)在线软件进行分子量及等电点的预

测；通过 Pfam (http://pfam.xfam.org/search)数据库进

行蛋白质功能结构域分析；以氨基酸序列为基础，采

用近邻连接法，利用分子进化遗传学分析 MEGA 6.0，
建立基于氨基酸序列的系统发育树来比较分析各物

种之间的亲缘关系。 

1.4  低盐胁迫实验 

1.4.1  Ⅱ期幼蟹盐度胁迫实验    取 1200 只健康活

泼的Ⅱ期幼蟹，平均分成 4 组，包括 1 个对照组，为

盐度 35 的自然海水，3 个低盐度胁迫实验组，盐度

分别为 30、25、20，低盐水体调配方法详见隋延明

等(2012)。盐度胁迫实验在完全一致的整理箱中进行，

实验设置 3 个平行。盐度胁迫后，分别在 0、3、6、
12、24、48 和 72 h 时进行取样。由于Ⅱ期幼蟹个体

比较小，每个时间点取 10 只进行混合，置于冻存管

中，样品置于液氮中保存。 
1.4.2  80 日龄三疣梭子蟹盐度胁迫实验    随机选

取 30 只暂养后健康的三疣梭子蟹进行 72 h 半致死盐

度(72h-LC50)预实验(韩晓琳等, 2014; 隋延鸣, 2012)，
确定 72h-LC50 为 11。根据隋延明等(2012)的方法进行

盐度胁迫预实验，得出本实验 80 日龄梭子蟹 72 h 半

致死的盐度为 11。正式实验前，连续充气暂养 7 d，
每天定时换水投喂饵料。正式实验时，设置盐度 33
的对照组、低盐 20 实验组和低盐 11 实验组。低盐水

体的调配方法见隋延明等(2012)，实验期间的饲养管

理与暂养期保持一致，每个实验组 90 只蟹子，设置

3 个平行。各盐度实验组取样时间与Ⅱ期幼蟹相同。

各时间点随机取 3 只梭子蟹，并取 3 个平行样品 

的鳃组织和肝胰腺组织样本，标记编号后置于液氮

保存。 

1.5  病原感染实验 

取暂养后健康活泼的 80 日龄三疣梭子蟹 300 只，

均分为 3 组，每组 100 只，均于游泳足第一关节基膜

处(谢建军等, 2011; Ren et al, 2017)进行注射，空白对

照组注射 100 μl 无菌的海洋甲壳动物生理盐水，副溶

血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)实验组和 WSSV 实验

组注射浓度参照张杰等(2018)的 72 h 半致死浓度，预

实验得到副溶血弧菌和白斑综合征病毒(WSSV)分别

为 2.5×107 CFU/ml、3.4×107 拷贝/ml，并在此基础上

进行感染实验，其中，WSSV 粗提液和副溶血弧菌悬

液参照窦全伟等(2019)的方法提取制备，实验设 3 个

平行，实验过程中，饲养管理与暂养期一致。在注射

病原后的 0、3、6、12、24、48 和 72 h 取梭子蟹的

血细胞和肝胰腺组织样本，每个时间点随机取 3 只梭

子蟹进行混合处理，每只都于游泳足第 1 关节基膜处

或心脏处抽取 1 ml 血液，并与 1 ml 抗凝剂均匀混合，

转移置 l.5 ml 无 RNA 酶离心管中，4℃ 4000 r/min
离心 15 min，然后将上清液即血清去掉，保留血细胞，

用于后续实验，该实验设 3 个平行，样品标记编号后

置于液氮中保存。 

1.6  三疣梭子蟹 Apaf-1 基因的表达分析 

采用 TRIzol (Roche 公司)方法提取总 RNA，选取

高质量的 RNA 进行实时荧光 PCR 定量分析检测，参

照 PrimeScriptRT reagent Kit 说明书反转录合成 20 μl 
cDNA，用于后续实验。定量的引物设计基于所获得

的 Apaf-1 基因的 cDNA 全长序列(表 1)，内参基因选

用 β-actin(表 1)，样品的荧光定量分析通过使用

Applied BiosystemsTM 7500 Real Time PCR instrument 定 
 

表 1  本实验所用引物序列 
Tab.1  Sequences of the primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 用途 Usage 
AP-F1 CGTCCAGAAGACCACCCCAGAGTTG 5 RACE 
AP-F2 GCTGTCAGTGCCCCTCAATAATCCA 5 RACE 
AP-F3 CTGGTGGTGCCCATCATTGAAAACA 5 RACE 
AP-R1 CATTCATCTTTGCCTTATTGGGTGC 3 RACE 
AP-R2 GTTGGATTATTGAGGGGCACTGACA 3 RACE 
AP-R3 GTGCCGCTAACCCATCCCAAAGAGT 3 RACE 
UPM (short) CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE 
UPM (long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 
NUP AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT RACE 
APAF-F GACAGTCGCTGGAGAGTGG qPCR 
APAF-R CCACCAGTGCCGCTAACCCA qPCR 
β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG qPCR 
β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC qPCR 
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量仪，采用 2ΔΔCt 的计算方法进行。实时 PCR 反应体

系为 10 μl，其中，SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ 5 μl、
cDNA 1 μl、10 pmol/μl 正反引物各 0.4 μl、ROX 
Reference dye Ⅱ 0.2 μl 和去离子水 3 μl。反应程序:  
95℃ 10 min; 95℃ 30 s, 95℃ 5 s, 60℃ 34 s, 40 个循

环; 95℃ 15 s; 60℃ 1 min; 95℃ 15 s。反应完成后，

采用 Excel (Somboonna et al, 2010)进行统计，并用

2ΔΔCt 来比较 Ct 值法计算数据，利用 SPSS 19.0 软件

进行差异显著性分析，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  Apaf-1 基因的 cDNA 全长及序列同源性分析 

实验获得的三疣梭子蟹 Apaf-1 基因(GenBank 登

录号 MH178242)的结构特征见图 1。由图 1 可以看出， 

该基因的 cDNA 序列全长为 2032 bp，其中，ORF 为

1050 bp，共编码 349 个氨基酸，预测理论等电点为

7.67，分子量为 39.13 kDa，且不稳定系数为 45.84，
推测为不稳定蛋白质。SMART 预测该基因存在Ⅱ类

醛缩酶和内收蛋白 N 端结构域(图 1)。利用 Blast 在

线软件来比较三疣梭子蟹和其他物种的 Apaf-1 氨基

酸序列(图 2)，结果显示，三疣梭子蟹 Apaf-1 基因与

凡纳滨对虾 Apaf-1 的同源性 高为 51.27%。使用

MEGA 6.0 软件对三疣梭子蟹 Apaf-1 基因系统进化分

析(图 3)，结果显示，与凡纳滨对虾聚为一支，在进

化上关系较近，而与脊椎动物等亲缘关系较远。 

2.2  Apaf-1 基因组织表达分析 

Apaf-1 基因组织分布情况如图 4 所示，各组织中

均有该基因表达，其中，在肝胰腺中表达量 高，然 
 

 
 

图 1  三疣梭子蟹 Apaf-1 基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  Apaf-1 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 

ATG：起始密码子；*：终止密码子；下划线区域为 Apaf-1 基因Ⅱ类醛缩酶和内收蛋白 N-末端结构域 
ATG: Start codon; *: Stop codon; Bold underlines indicate Class II Aldolase and Adducin N-terminal domain 
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图 2  三疣梭子蟹 Apaf-1 氨基酸序列比对  
Fig.2  Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of Portunus trituberculatus Apaf-1 

 

 
 

图 3  基于 Apaf-1 氨基酸序列的不同物种进化树分析 
Fig.3  Phylogenetic tree for amino acid sequences of Apaf-1 in different species 

 

 
 

图 4  三疣梭子蟹 Apaf-1 基因在各组织中的表达 
Fig.4  Expression of Apaf-1 gene in  

different tissues of Portunus trituberculatus 

He：肝胰腺；M：肌肉；H：心脏；G：鳃； 
E：眼柄；Hem：血细胞；C：表皮 

柱上不同字母代表差异显著(P<0.05)，下同 
He: Hepatopancreas; M: Muscle; H: Heart; G: Gill;  

E: Eyestalk; Hem: Hemocyte; C: Cutex 
Different letters indicate significant difference  

(P<0.05). The same as below 

后是肌肉、心脏、鳃和眼柄和血细胞，表皮中表达量

低。 

2.3  三疣梭子蟹低盐胁迫下 Apaf-1 基因的表达分析 

2.3.1  三疣梭子蟹Ⅱ期幼蟹盐度胁迫下的表达分  
析    三疣梭子蟹Ⅱ期幼蟹在低盐胁迫后 Apaf-1 基

因表达情况如图 5 所示。不同盐度胁迫后，Apaf-1 基

因的表达发生明显变化，在盐度 30、25、20 胁迫后，

该基因的表达水平均于 3 h 达到峰值，分别为对照组

的 6.7 倍、23.9 倍和 5.6 倍，均为上调表达(P<0.05)。 
2.3.2  三疣梭子蟹 80 日龄个体低盐胁迫后的表达分

析    三疣梭子蟹在盐度胁迫后的鳃和肝胰腺组织

中的 Apaf-1 基因表达情况如图 6 所示。在鳃组织中，

盐度 20 胁迫后，Apaf-1 基因表达量整体呈先上升后

下降再上升的趋势，与对照组相比，除 3 h、48 h 两

个时间点之外，其余时间点该基因均为上调表达

(P<0.05)，72 h Apaf-1 基因表达量 高，为对照组的 
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图 5  低盐胁迫下Ⅱ期幼蟹的表达水平 
Fig.5  Expression profiles of stage Ⅱ juvenile  

crab under low salinity stress 
 

 
 

图 6  三疣梭子蟹 Apaf-1 基因在低盐胁迫下 
鳃和肝胰腺中的表达 

Fig.6  Expression of Apaf-1 gene in gill and hepatopancreas 
of Portunus trituberculatus under low salinity stress 

 
6.67 倍。在盐度 11 胁迫后，Apaf-1 基因表达量呈先

下降后上升再下降的趋势，与对照组相比，从 3 h 起，

该基因的表达量均出现显著下调(P<0.05)，且在 3 h
该基因表达量下调至 低值，为对照组的 0.04 倍，

在 24 h 表达量有所回升，为正常对照组的 0.59 倍

(P<0.05)。在肝胰腺组织中，在盐度 20 胁迫下，在 3 h
该基因表达量 少，是对照组的 0.55 倍(P<0.05)，此

后，表达量上升至 72 h，整体均为上调表达，其中，

12 h 到达 大值，为对照组的 5.11 倍(P<0.05)。在盐

度 11 胁迫下，Apaf-1 基因表达量在 24 h 降至 低值，

为对照组的 0.07 倍(P<0.05)，除 12 h、72 h 外，整体

均呈下调表达(P<0.05)。 
2.3.3  三疣梭子蟹 80 日龄个体病原感染后的表达分

析    Apaf-1 基因病原感染在三疣梭子蟹血细胞和

肝胰腺组织中表达情况如图 7 所示。注射副溶血弧菌

后，在血细胞中，Apaf-1 基因表达呈先下降后上升再

下降的趋势，在 48 h 到达峰值，为生理盐水对照组

的 2.76 倍(P<0.05)，WSSV 注射后，Apaf-1 基因仅在

12 h 血细胞中出现上调，表达水平为生理盐水对照组

的 1.25 倍(P<0.05)，其余时间为下调表达。在肝胰腺

中，注射副溶血弧菌后，Apaf-1 基因表达呈先上升后

下降再上升的趋势，在 72 h 到达峰值，为生理盐水

对照组的 5.44 倍(P<0.05)，在感染 WSSV 后，Apaf-1
基因表达量呈先上升后下降的趋势，在 12 h 到达峰

值，为对照组的 5.89 倍(P<0.05)，在 72 h 恢复到对照

组的正常水平，整体表达水平均呈显著上调。 
 

 
 

图 7  三疣梭子蟹血细胞和肝胰腺感染副溶血弧菌和 
WSSV 病毒后 Apaf-1 基因的表达 

Fig.7  Expression of Apaf-1 gene in hemocytes and 
hepatopancreas of Portunus trituberculatus infected  

with Vibrio parahaemolyticus and WSSV 
 

3  讨论 

本研究首次克隆获得三疣梭子蟹凋亡蛋白酶激

活因子-1 基因全长，将其命名为 Apaf-1，cDNA 全长

为 2032 bp，其中，开放阅读框 1050 bp，编码 1 个由
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349 个氨基酸所组成的多肽。Apaf-1 基因编码的蛋白

质经 Blast 在线比对显示，与其他无脊椎动物以及脊

椎动物的同源性都较高(73%~98%)。系统进化树得

出，三疣梭子蟹 Apaf-1 与凡纳滨对虾聚为一支，与

其他无脊椎动物 Apaf-1 聚为一类。同源性分析表明，

Apaf-1 基因编码的氨基酸与其他物种的 Apaf-1 基因

编码的氨基酸一样高度保守，具有特定的内收蛋白 N
端结构域。综上所述，可以确定该序列为三疣梭子蟹

Apaf-1 基因序列。 
根据组织表达分布，得出该基因在肝胰腺中表达

量 高，推测肝胰腺是其基因发生作用的主要场所。

盐度胁迫后，Ⅱ期幼蟹中基因的表达量在 3 h 时到达

峰值，可能由于盐度骤变Ⅱ期幼蟹对盐度的响应性较

强，王冲等(2010)研究表明，盐度骤变 20 或以上时，

显著影响三疣梭子蟹Ⅱ期幼蟹的存活率，当幼蟹适应

盐度变化后，Apaf-1 基因的表达量就会随着时间的推

移而慢慢上升。80 日龄在盐度 20 胁迫后，该基因在

鳃中的表达量增加，Kammerer 等(2009)研究认为，

盐度胁迫下罗非鱼鳃组织的鳃上皮的凋亡细胞随时

间的延长而增加。在盐度 11 时，该基因的表达量低

于对照组水平，推测可能由于盐度胁迫导致机体生命

活动紊乱，鳃的组织结构发生变化，从而导致该基因

表达量降低。肝胰腺中 Apaf-1 基因的表达量在盐度

20 和 11 时均呈先上升后下降的趋势，不同之处在于

前者整体呈上调表达，后者为下调表达。根据韩晓琳

等(2014)低盐胁迫后三疣梭子蟹的肝胰腺的显微镜结

构，低盐胁迫后肝胰腺组织中的肝细胞形态发生的变

化，反映了凋亡活化因子的对应表达。表明低盐胁迫

通过影响 Apaf-1 基因的表达，从而促进细胞凋亡的

进程。 
甲壳动物的免疫系统中血细胞和肝胰腺具有清

除受损细胞的作用(Yao et al, 2006)。Apaf-1 凋亡基因

在病原体入侵过程中的可能作用是参与机体清除受

损细胞过程，在病原胁迫实验中，甲壳类血细胞主要

参与对外来物质的识别和清除，其免疫应答多发生在

感染后的前 12 h (Söderhäll et al, 1998)，感染副溶血

弧菌后，Apaf-1 基因在 12 h 表达量增加；感染 WSSV
后，该基因在 24 h 到达峰值，此过程中，该基因的

表达量上升，清除对机体免疫产生的受损细胞，保持

机体正常的生理活动。Apaf-1 基因在注射副溶血弧菌

后的肝胰腺中的表达量呈先升高后降低再升高的趋

势，病原胁迫后，机体细胞会产生免疫反应，来主动

防御外来物质的入侵，此时 Apaf-1 的表达量会上升，

帮助机体清除受损细胞，来保护机体正常生理机能

(Chang et al, 2008)。Apaf-1 基因在三疣梭子蟹感染

WSSV 后的肝胰腺中出现显著上调表达(P<0.05)，在

血细胞和肝胰腺中的表达不同，推测可能是由于在血

细胞和肝胰腺中，二者的调控机制不同，受病原感染

之后的凋亡机制也不一样。病原感染实验表明，

Apaf-1 基因参与了细胞凋亡的发生。 

4  结论 

本研究探讨了三疣梭子蟹低盐胁迫和病原感染

后凋亡通路 Apaf-1 基因的表达模式及可能的调控机

制，克隆了 Apaf-1 基因 cDNA 全长，分析了 Apaf-1
基因在主要组织中的表达情况，明确了在低盐胁迫过

程中，该基因在肝胰腺和鳃组织中的表达变化模式，

初步了解 Apaf-1 基因在免疫防御的响应机理，为深

入研究三疣梭子蟹凋亡通路在盐度适应和病原感染

中的作用机制提供了参考。 
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Cloning and Expression Analysis of the Apaf-1 Gene in Portunus  
trituberculatus after Exposure to Low Salt and Pathogenic Stresses 

WANG Lei1,3, REN Xianyun2,3, SONG Liu1,3, LÜ Jianjian2,3,  
GAO Baoquan2,3, LIU Ping2,3①

, SUN Dongfang3 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 3. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of 

Agriculture and Rural Affairs; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    In this study, the apoptotic protein activator 1 (apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1) 
gene of the swimming crab (Portunus trituberculatus) was cloned using the RACE technique. The full 
length of the gene was 2032 bp, and the ORF was 1050 bp, encoding 349 amino acids, with a predicted 
molecular weight of 39.13 kDa, and a theoretical isoelectric point of 7.67. The homology and 
phylogenetic analysis showed that the homology of Apaf-1 with Litopenaeus vannamei Apaf-1 was 
51.27%, and it was also clustered with L. vannamei. Tissue expression analysis showed that the relative 
expression level of the Apaf-1 gene was highest in the hepatopancreas, followed by the muscle, heart, gill, 
and eyestalk, and was lowest in the hemocytes and epidermis. After different salinity stresses, the 
expression level of Apaf-1 in the stage Ⅱ juvenile crab reached its maximum at 3 h, and then decreased 
and then increased. Apaf-1 showed an upward trend in the gills after salinity 20 stress after 80 d, and an 
upward and downward trend in the hepatopancreas, suggesting that the change of salinity could affect the 
expression of Apaf-1 in the gill and hepatopancreas. The results showed that the expression of Apaf-1 
reached its peak at 48 h after injection of Vibrio parahaemolyticus, which was 2.76 times higher than that 
of the control group (P<0.05), and increased 12 h after the injection of white spot syndrome virus 
(WSSV), which was 1.25 times higher than that of the control group (P<0.05). In the hepatopancreas, the 
expression of Apaf-1 reached its peak at 72 h after the injection of Vibrio parahaemolyticus, which was 
5.44 times higher than that of the control group (P<0.05), and 12 h after the injection of WSSV. The peak 
value was 5.89 times higher than that of the control group (P<0.05), and the expression was up-regulated 
as a whole. This study provides a reference for further understanding the physiological function of the 
Apaf-1 gene in Portunus trituberculatus. 
Key words    Portunus trituberculatus; Apaf-1; Low salinity stress; Vibrio parahaemolyticus; WSSV 
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