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摘   要：【背景】拟态弧菌(Vibrio mimicus)是一种严重危害水产养殖业的病原菌，可引起鱼类弧

菌病，目前使用抗生素防治该病存在较多弊端。【目的】在细胞水平探讨过表达草鱼抗菌肽 Hepcidin 
(CiHep)对拟态弧菌生长和 NF-κB 通路的影响。【方法】构建重组真核表达质粒 pEGFP-N1-Cihep
和 pcDNA3.1(+)-Cihep。将 pEGFP-N1-Cihep 转染草鱼肾细胞系(Ctenopharyngodon idella kidney，
CIK)，通过免疫荧光法和 Western blotting 检测转染后不同时间融合蛋白 EGFP-CiHep 的表达情况。

进一步检测转染 pcDNA3.1(+)-Cihep 后的 CIK 细胞培养上清液对拟态弧菌生长的影响，以及转染

细胞内 NF-κB 通路激活关键基因和下游免疫相关基因的转录水平。【结果】融合蛋白 EGFP-CiHep
在 CIK 细胞内能够良好表达，且以转染后 48 h 的表达量最高；转染后的细胞培养上清液能够显著

抑制拟态弧菌生长；过表达 CiHep 可显著改变 NF-κB 通路激活关键基因和下游免疫相关基因的转

录水平。【结论】 CiHep 具有抑制拟态弧菌生长和激活 NF-κB 通路的作用。研究结果为鱼源 Hepcidin
的开发应用提供了理论依据，有望实现从激活 NF-κB 通路正向调控抗菌肽表达的新角度防治鱼类

拟态弧菌病。 
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Overexpression of grass carp (Ctenopharyngodon idella) 
antimicrobial peptide Hepcidin activates NF-κB pathway and 
its effect on the growth Vibrio mimicus 
ZHAO Wenping, YUE Xiaozhen, CHANG Jiaojiao, LI Jinnian* 
College of Animal Science and Technology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, Anhui, China 

Abstract: [Background] Vibrio mimicus is a pathogenic bacterium that severely impacts aquaculture. The 
application of antibiotics to the control of vibriosis caused by this pathogen leads to drug resistance, 
environment pollution, and food safety problems. [Objective] To explore whether overexpression of the 
antimicrobial peptide Hepcidin (CiHep) from Ctenopharyngodon idella affects V. mimicus growth and 
NF-κB pathway at the cellular level. [Methods] The recombinant plasmids pEGFP-N1-Cihep and 
pcDNA3.1(+)-Cihep were constructed for eukaryotic expression. The expression of the fusion protein 
EGFP-CiHep was detected by immunofluorescence assay and Western blotting at different time points post 
transfection of pEGFP-N1-Cihep in C. idella kidney (CIK) cells. Then, the effect of the supernatant of the 
cells transfected with pcDNA3.1(+)-Cihep on the growth of V. mimicus was examined. The transcription 
levels of the key genes for NF-κB pathway activation and the downstream immunity-related genes in the 
transfected cells were measured. [Results] EGFP-CiHep was well expressed in the CIK cells and reached the 
highest expression level 48 h post transfection. The supernatant of the transfected cells significantly inhibited 
the growth of V. mimicus. CiHep overexpression significantly altered the transcription levels of key genes for 
NF-κB pathway activation and downstream immunity-related genes. [Conclusion] CiHep can inhibit V. 
mimicus growth and activate NF-κB pathway. Our results provide a theoretical basis for developing 
fish-derived Hepcidin and a new perspective on regulation of antimicrobial peptide expression by activating 
NF-κB pathway for prevention and treatment of fish vibriosis. 

Keywords: antimicrobial peptide Hepcidin of Ctenopharyngodon idella; Vibrio mimicus; antibacterial 
effect; NF-κB pathway 

拟态弧菌(Vibrio mimicus)是一种常见且重

要的鱼类致病菌[1]。近年来，由该菌引起的鱼

类弧菌病频繁发生，已成为制约鱼类养殖业健

康发展的因素之一[2-4]。由于目前尚无商业化拟

态弧菌疫苗，养殖生产中主要依赖抗生素药物

防治该病。然而，抗生素的长期大量使用及耐

药菌株的大量繁殖导致疗效甚微，而且造成水

环境污染、药物残留及水产品安全等问题。因

此，亟须研发安全高效的抗生素替代品。 
抗菌肽(antimicrobial peptides，AMPs)是生

物体产生的具有广谱抗菌和免疫调节作用的一

类小分子活性肽[5]。与传统抗生素相比，AMPs
因其抗菌作用机制独特且不易使细菌产生耐药

性，而被认为是最有潜力的抗生素替代品[6]。

鱼源抗菌肽 Hepcidin 由 Shike 等[7]于 2002 年首

次从杂交条纹鲈中分离获得。随后，研究者们

陆续从 30 多种鱼体内检测或克隆到 Hepcidin
基因，发现该基因启动子序列中存在 NF-κB 结

合位点[8]，而且几乎所有硬骨鱼类 Hepcidin 成

熟肽 C 端都含有 8 个保守的半胱氨酸残基和 4 个

与抗菌活性密切相关的链内二硫键[9]。近年来，

诸多研究表明，鱼源 Hepcidin 对嗜水气单胞菌、
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副溶血弧菌、鲍曼不动杆菌和海豚链球菌等多

种水产生物病原菌均具有抑菌活性 [10-11]。Pan
等[12]报道将罗非鱼 Hepcidin1-5 电转到斑马鱼

体内可提高免疫相关基因(TLR、NF-κB 和细胞

因子)的转录水平和鱼体抗创伤弧菌和无乳链

球菌感染能力。 Liu 等 [11] 研究发现，注射

Hepcidin 成熟肽至乌苏里白鲑体内也能促进

TLR3、NF-κB 和 IL-10 因子的转录表达并提高

鱼体抗嗜水气单胞菌感染的能力。 
我们前期研究结果显示，人工合成的草鱼

Hepcidin (CiHep)成熟肽对拟态弧菌有体外抑

菌活性[13]。在此基础上，本研究以 CIK 细胞为

模型，进一步探讨过表达 CiHep 对拟态弧菌生

长、NF-κB 通路激活关键基因及通路下游免疫

相关基因，尤其是其他抗菌肽基因转录的影响，

以期探讨过表达 CiHep 的细胞上清液是否有抗

拟态弧菌作用，以及 CiHep 通过激活 NF-κB 通

路可促进哪些抗菌肽表达，从而为鱼源抗菌肽

Hepcidin 的开发应用提供理论依据，也为防控

鱼类拟态弧菌病提供新方法。 

1  材料与方法 
1.1  细胞、菌株和质粒 

草 鱼 肾 细 胞 系 (Ctenopharyngodon idella 
kidney，CIK)、拟态弧菌 04-14 菌株、真核表达

载体 pEGFP-N1 和 pcDNA3.1(+)均由本实验室

保存；Escherichia coli DH5α 感受态细胞，北京

天根生化科技有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒，生工生

物工程(上海)股份有限公司；2×Taq PCR Master 
Mix、无内毒素质粒小提中量试剂盒、TRNzol 
Universal 总 RNA 提取试剂、FastKing cDNA 第

一链合成试剂盒，北京天根生化科技有限公司；

胎牛血清，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；

MEM 细胞培养液和 Lipofectamie 3000 转染试

剂，Sigma 公司；Western 及 IP 细胞裂解液、

4ʹ,6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 (4ʹ,6-diamidino-2- 
phenylindole，DAPI)、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒和特超敏 ECL 化学发光试剂盒，上海碧云天

生物技术有限公司；EasySee® Western Marker 
(14−100 kDa)，北京全式金生物技术有限公司；

鼠源 Anti-GFP 和鼠源 Anti-GAPDH 抗体，上海

泊湾生物技术有限公司；HRP 标记的羊抗鼠

IgG 抗体，博士德生物工程有限公司。 
Thermal Cycler PCR 仪，Bio-Rad 公司；全

自动凝胶成像分析系统，上海培清科技有限公

司；生化培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

超低温保存箱，海尔特种电器有限公司；细菌

浊度计，上海昕瑞仪器仪表有限公司；倒置荧光

显微镜，Olympus 公司；蛋白电泳转印系统，上

海天能科技有限公司；生物安全柜，艺思高科技

有限公司；台式高速冷冻离心机，贝克曼库尔特

公司；荧光定量 PCR 仪，应用生物系统公司。 

1.3  CiHep 基因的真核表达质粒构建 
根据 CiHep 基因成熟肽序列(GenBank 登录

号 JQ246442.1)设计 2 对带有酶切位点的特异性

引物(表 1)，用于构建重组真核表达质粒 pEGFP- 
N1-Cihep 和 pcDNA3.1(+)-Cihep。以草鱼肝脏

cDNA 为模板，PCR 扩增 CiHep 基因。PCR 反

应体系(50 μL)：2×Taq PCR Master Mix 25 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板    
2 μL，ddH2O 21 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，65 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；

72 ℃ 5 min。将纯化的 PCR 产物与空载体依次

进行双酶切、酶连及转化 E. coli DH5α 感受态细

胞。取转化液分别均匀涂布于 LB (含 100 μg/mL 
Kana 和 100 μg/mL Amp)固体培养基上，37 ℃培

养 16 h。随机挑取 3 个菌落进行扩大培养后抽提

质粒进行 PCR、双酶切和测序鉴定。 
 
 
 



 
赵文平等: 草鱼抗菌肽 Hepcidin 过表达对拟态弧菌生长和 NF-κB 通路的影响 4789 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 1  本研究中所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers name Sequence (5ʹ→3ʹ) Application 
pEGFP-N1-Cihep-F CCGCTCGAGCTATGCAAAGCCATCTTTCCCTGTG Eukaryon expression 
pEGFP-N1-Cihep-R CGGAATTCGAGAATTTACAGCAATATCCACAG Eukaryon expression 
pcDNA3.1(+)-Cihep-F CCGGAATTCATGCAAAGCCATCTTTCCCTGTGCA Eukaryon expression 
pcDNA3.1(+)-Cihep-R CCGCTCGAGTCAGAATTTACAGCAATATCCACAG Eukaryon expression 
β-actin-QF  TCTGCTATGTGGCTCTTG RT-qPCR 
β-actin-QR  ACCTGAACCTCTCATTGCTT  RT-qPCR 
CiIKKβ-QF CGAACCCTCACAACCTCAACAA RT-qPCR 
CiIKKβ-QR ACGGCGTAATTCATCAAAGCAG RT-qPCR 
CiIκBa-QF GGCAGATGTAAACGCAAAG RT-qPCR 
CiIκBa-QR GCCGAAGGTCAGGTGGT RT-qPCR 
Cip65-QF AACCAAGAACCAGCCATACAAG RT-qPCR 
Cip65-QR CGCTTCAGGAATATTAAAGGGG RT-qPCR 
CiNK-lysin-QF AATCTCCAGAACAGCAACTCCG RT-qPCR 
CiNK-lysin-QR ATGGTTCTTGCGTCATCAGTAG RT-qPCR 
Ciβ-defensin1-QF CCGGAATTCATGGCATCATTTCCCTGGACCT RT-qPCR 
Ciβ-defensin1-QR CCGCTCGAGTCAACCAAAATGTGATACACAG RT-qPCR 
Ciβ-defensin2-QF TCTGTTTGTTACGTTGCTTGCAC RT-qPCR 
Ciβ-defensin2-QR ACAGCATCTGTATTTGCGTGGA RT-qPCR 
CiTNF-α-QF ACCAGGACCAGGCTTTCTCT RT-qPCR 
CiTNF-α-QR GCATAACTGCGTGGCTCATA RT-qPCR 
CiIL-6-QF AACCCTGGTCAACGACATCA RT-qPCR 
CiIL-6-QR CCACCCTTCCTCTTGCTCAT RT-qPCR 

注：下划线部分是酶识别位点 
Notes: The underlined parts are the sequence of enzyme digestion sites. 
 

1.4  重组表达质粒 pEGFP-N1-Cihep 在细

胞中的表达情况检测 
1.4.1  细胞培养与转染 

将密度为 5×105 个/mL 的 CIK 细胞接种至

24 孔细胞培养板(预置细胞爬片)，用 MEM 完

全培养液于 28 ℃、5% CO2 条件下培养。当

细胞汇合度约为 80%时弃去孔内培养液，更

换无血清、无双抗的 MEM 培养液，采用脂

质 体 转 染 法 将 pEGEP-N1-Cihep 、 空 载 体

pEGEP-N1 分别转染细胞，然后在上述条件下

继续培养。转染体系为：0.5 μg 质粒、1.5 μL 
Lipofectamine 3 000 和 50 μL 不含血清与双抗的

MEM 培养液。 

1.4.2  免疫荧光法检测融合蛋白 EGFP-CiHep
的表达 

分别于上述转染后 36、48和 72 h弃去孔内

培养液，细胞依次做如下处理：磷酸盐缓冲溶液

(PBS)漂洗 3 次、4%多聚甲醛室温固定 10 min、
PBS 漂洗 3 次、5%牛血清白蛋白(albumin from 
bovine serum，BSA)室温封闭 1 h 和 PBS 漂洗  
3 次。然后，每孔加入 200 μL 1:1 000 稀释的鼠

源 anti-GFP 抗体，4 ℃避光孵育过夜后，用 PBS
漂洗 3 次，每孔加入 100 μL 1:5 000 稀释的

HRP-羊抗鼠 IgG，室温避光孵育 1 h。最后，

PBS 漂洗细胞 3次，每孔加入150 μL DAPI室温避

光染核 5 min，滴加抗荧光淬灭剂并封片，荧光
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倒置显微镜下观察融合蛋白 EGFP-CiHep 在

CIK 细胞中的表达情况。 
1.4.3  Western blotting 检 测 融 合 蛋 白

EGFP-CiHep 的表达 
CIK 细胞培养与转染同 1.4.1。6 孔细胞培

养板中转染体系为： 2.5 μg 质粒、 7.5 μL 
Lipofectamine 3 000 和 250 μL 不含血清与双抗

的 MEM 培养液。转染后 36、48 和 72 h 分别收

集细胞培养上清液和细胞。用 200 μL 含 1%苯

甲 基 磺 酰 氟 (phenylmethylsulfonyl fluoride ，

PMSF)的细胞裂解液裂解细胞，提取细胞内总

蛋白，并使用二喹啉甲酸(bicinchoninic acid，
BCA)试剂盒测定其浓度。取等量的各组蛋白样

品进行 SDS-PAGE，并转移到 PVDF 膜上，分

别用 1:1 000 稀释的鼠源 anti-GFP 抗体为一抗，

1:5 000 稀释的 HRP-羊抗鼠 IgG 为二抗，采用

Western blotting 检测融合蛋白 EGFP- CiHep 在

CIK 细胞中的表达情况，实验中同时做内参蛋

白 GAPDH 对照，实验重复 3 次。 
1.5  过表达 CiHep 的细胞培养上清液对拟

态弧菌生长的影响 
挑取拟态弧菌 04-14 菌株单菌落接种于   

3 mL LB 液体培养基中，30 ℃、150 r/min 振荡培

养 24 h，8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用

生理盐水重悬菌体沉淀。使用细菌浊度计测定

菌液浓度，并将其浓度调整为 1×106 CFU/mL。

分别设置  2 个实验大组(直接加菌孵育组和吸

出加菌孵育组)，每一大组中又分为 3 个小组(重
组质粒转染组、空质粒转染组和细胞对照组)。
直接加菌孵育法是质粒转染后 48 h，在细胞培

养上清液中直接加入 100 μL 上述浓度的拟态弧

菌悬液，于 30 ℃分别孵育 4、8 和 12 h；而吸

出加菌孵育法是转染后 48 h 将细胞培养上清

液吸出再加入上述浓度的拟态弧菌悬液，于

30 ℃分别孵育 4、8 和 12 h。各组孵育后采用

稀释平板涂布法测定孵育液中活菌浓度，每一

稀释度做 3 个重复。 
进一步采用 Western blotting 检测直接加菌

孵育组细胞培养上清液中是否存在融合蛋白

EGFP-CiHep。主要步骤为：按 1.4.1 方法将

pEGFP-N1-Cihep 转染 CIK 细胞。转染后 48 h，
加入 100 μL 浓度为 1×106 CFU/mL 的拟态弧菌

悬液(同时做 PBS 对照)，分别孵育 4、8 和 12 h，
吸取细胞培养上清液于 6 000 r/min 离心 10 min，
收集各上清液并使用 BCA 试剂盒测定其浓度。

取等量的各组蛋白样品进行 SDS-PAGE，并转

移到 PVDF 膜上，其余步骤同 1.4.3。 

1.6  过表达 CiHep后细胞内 NF-κB通路相

关基因转录水平的检测 
根据 GenBank 中收录的草鱼 NF-κB 通路激

活关键基因序列(iκBα/No. KF581195.1、ikkβ/No. 
KT282114.1 和 p65/No. KT861470.1)，通路下游

抗菌肽基因序列(nkl/No. KT877168.1、defb1/No. 
KX906958.1和 defb2/No. KX906959.1)及细胞因

子基因序列 (tnf-α/No. JQ670915.1 和 il-6/No. 
KC535507.1)，设计 8 对特异性引物，并选择

β-actin 为内参基因(详细信息见表 1)。CIK 细胞

培养与 pcDNA3.1(+)-Cihep 转染同 1.5，同时做

转染空质粒 pcDNA3.1(+)对照组。转染后 36 h
收集细胞样品，TRNzol 试剂提取细胞总 RNA，

反转录为 cDNA，并以此为模板采用 RT-qPCR
检测上述基因的转录水平。RT-qPCR 反应体系：

2×SuperReal PreMix Plus (SYBR Green) 10 μL，

50×ROX Reference Dye 2 μL，cDNA 模板 1 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，RNase free 
ddH2O 补足 20 μL。RT-qPCR 反应条件：95 ℃   
15 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环，每

个样品做 3 个生物学重复。反应结束后使用

2−ΔΔCt 法分析各检测基因的相对转录水平。 

1.7  数据处理 
利用 SPSS 软件对各组细胞裂解液中蛋白
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表达量、细胞上清液中活菌浓度及免疫相关基

因转录水平进行单因素方差分析。利用 ImageJ 
V1.6.0 软件分析蛋白条带灰度值，使用 GraphPad 
Prism V8.0 处理图片。 

2  结果与分析 

2.1  重组真核表达质粒的鉴定 
采用分子克隆的方法构建 2 种重组真核表

达质粒 pEGFP-N1-Cihep 和 pcDNA3.1(+)-Cihep

并进行鉴定。结果显示，以重组质粒为模板扩

增到 CiHep 目的基因(图 1A 泳道 2、3)；双酶

切反应后可获得两条 DNA 条带，大小分别与

空载体(pEGFP-N1/4 715 bp，图 1B 泳道 1；

pcDNA3.1(+)/5 428 bp，图 1B 泳道 3)和目的基

因(99 bp)大小一致；测序结果显示目的基因序

列未发生突变。结果表明上述两种重组真核表

达质粒构建成功。 

2.2  融合蛋白 EGFP-CiHep 的表达情况 
重组真核表达质粒 pEGFP-N1-Cihep 转染

CIK 细胞。转染后 36、48 和 72 h，采用免疫荧

光法检测到 CIK 细胞的胞质和胞核中均有绿色

荧光，而且以转染后 48 h 的荧光最强(图 2)。同

时，采用 Western blotting 检测融合蛋白表达情

况。结果如图 3A−3D 所示，转染后 36、48 和

72 h 的细胞裂解液中均显示出一条大小约为   
30.5 kDa 的免疫反应条带，并且以 48 h 的免疫

反应条带最粗，而各检测时间点的内参蛋白表

达量基本一致，细胞培养上清液中未出现任何

反应条带。方差分析结果显示转染后 48 h 的免

疫反应条带的灰度值均极显著高于 36 h 和 72 h
对应的条带灰度值(P<0.01)。结果表明，融合蛋

白 EGFP-CiHep 在 CIK 细胞内能够良好表达，

且以转染后 48 h 的表达量最高。 
 
 

 
 
 

图 1  两种重组真核表达质粒的 PCR (A)与双酶切鉴定(B)   A：M：DL600 DNA Marker；1：去离子

水阴性对照；2：pEGFP-N1-Cihep；3：pcDNA3.1(+)-Cihep 的 PCR 产物。B：M1：DL5000 DNA Marker；
1、3：pEGFP-N1-Cihep或 pcDNA3.1(+)-Cihep的双酶切产物；2、4：pEGFP-N1-Cihep或 pcDNA3.1(+)-Cihep
质粒；M2：DL10000 DNA Marker  
Figure 1  Identification of two recombinant eukaryotic expression plasmids by PCR and double enzyme 
digestion. A: M: DL600 DNA Marker; 1: Negative control of deionized water; 2: PCR products of 
pEGFP-N1-Cihep; 3: pcDNA3.1(+)-Cihep. B: M1: DL5000 DNA Marker; 1, 3: Double enzyme digestion 
products of pEGFP-N1-Cihep or pcDNA3.1(+)-Cihep; 2, 4: pEGFP-N1-Cihep or pcDNA3.1(+)-Cihep 
plasmid; M2: DL10000 DNA Marker. 
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图 2  免疫荧光法检测转染后融合蛋白 EGFP-CiHep 在 CIK 细胞中的表达   A−C：转染后 36、48 和

72 h 的 EGFP 表达；D−F：转染后 36、48 和 72 h 的 EGFP-CiHep 表达 
Figure 2  Expression of fusion protein EGFP-CiHep in the CIK cells post transfection detected by 
immunofluorescence assay. A−C: Expression of EGFP at 36, 48 and 72 h after transfection; D−F: Expression 
of EGFP-CiHep at 36, 48 and 72 h after transfection. 

 
2.3  过表达 CiHep 的细胞培养上清液对拟

态弧菌生长的抑制作用 
重组真核表达质粒 pcDNA3.1(+)-Cihep 转

染 CIK 细胞 48 h 后，分别采用直接加菌孵育法

和吸出加菌孵育法检测细胞培养上清液对拟态 

弧菌生长是否有抑制作用。各组孵育液中活菌

浓度的检测结果见表 2。组内(同种加菌孵育法

同一孵育时间点的重组质粒转染组、空质粒转

染组及细胞对照组)单因素方差分析结果显示，

直接加菌孵育法中，pcDNA3.1(+)-Cihep 转染组
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的活菌浓度在各孵育时间点均极显著低于细胞

对照组(P<0.01)，显著(4 h 与 8 h，P<0.05)或极

显著(12 h，P<0.01)低于空载体转染组，而空载

体转染组与细胞对照组的活菌浓度无显著差异

(P>0.05)。吸出加菌孵育法中，pcDNA3.1(+)- 
Cihep 转染组的活菌浓度在各孵育时间点均极

显著低于细胞对照组(P<0.01)，显著(4 h，P<0.05)
或极显著(8 h 和 12 h，P<0.01)低于空载体转染

组，同样空载体转染组与细胞对照组的活菌浓

度也无显著差异(P>0.05)。组间单因素方差分析

结果显示，虽然吸出加菌孵育法中转染组的活

菌浓度略高于直接加菌孵育法中同一孵育时间

点相应转染组的活菌浓度，但无显著差异

(P>0.05)。 
为了进一步分析直接加菌孵育法中拟态弧

菌是否可能造成 CIK 细胞膜损伤而促使抗菌肽

释放至细胞培养上清液中，使用标签蛋白 GFP
抗体为一抗，Western blotting 检测融合蛋白

EGFP-CiHep。结果如图 4 所示，重组质粒

pEGFP-N1-Cihep 转染细胞 48 h，直接加菌再孵

育 8 h 和 12 h 后上清液中均检测到一条大小约

为 30.5 kDa 的免疫反应条带，与融合蛋白

EGFP-CiHep 的分子大小一致，而孵育 4 h 后上

清液中未检测到相应的免疫反应条带。同时，

用无菌 PBS 代替细菌与细胞孵育后各检测时间

点均无免疫反应条带。结果表明，拟态弧菌与

重组质粒转染的细胞经过 8 h 和 12 h 孵育可造

成细胞损伤，使得抗菌肽释放出来。以上两个

实验结果证明过表达 CiHep 的 CIK 细胞培养上

清液对拟态弧菌生长有抑制作用。 
 
 

 
 
 

图 3  Western blotting 检测转染后融合蛋白 EGFP-CiHep 在 CIK 细胞中的表达   A−C：转染后 36、
48 和 72 h 融合蛋白的表达，M：预染蛋白 Marker；1：转染后的细胞培养上清液；2：细胞裂解液。D：

转染后内参蛋白的表达，1−3：转染后 36、48 和 72 h 的细胞裂解液。E：融合蛋白 EGFP-CiHep 的相

对表达量，不同小写字母表示同一时间点不同组间的显著差异。**：P<0.01 
Figure 3  Expression of fusion protein EGFP-CiHep in the CIK cells post transfection detected by Western 
blotting. A−C: Expression of fusion protein at 36, 48 and 72 h after transfection, M: Blue Plus Protein 
Marker; 1: Cell culture supernatant; 2: Cell lysate. D: Expression of internal reference protein after 
transfection, 1−3: Cell lysate at 36, 48 and 72 h after transfection. E: Relative expression of EGFP-CiHep to 
GAPDH. Different lowercase letters indicate significant differences among different groups at the same time 
point. **: P<0.01. 
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表 2  不同孵育液中拟态弧菌的活菌浓度 
Table 2  Viable concentration of V. mimicus in different incubation solutions 
孵育时间 
Incubation 
time (h) 

直接加菌孵育法 
Method of direct incubation with bacteria 

吸出加菌孵育法 
Method of adding bacteria for incubation post aspiration 

A 组 
Group A 

B 组 
Group B 

C 组 
Group C 

A 组 
Group A 

B 组 
Group B 

C 组 
Group C 

4 (4.35±0.12)×107a (3.86±0.13)×107a (2.84±0.12)×107b (4.56±0.20)×107a (4.06±0.08)×107a (3.10±0.12)×107b 

8 (3.38±0.22)×109a (2.75±0.16)×109a (1.44±0.12)×109b (3.55±0.06)×109a (3.12±0.19)×109a (1.56±0.11)×109b 

12 (5.29±0.21)×1010a (4.90±0.12)×1010a (2.71±0.06)×1010b (5.75±0.11)×1010a (5.28±0.14)×1010a (2.91±0.07)×1010b 

注：A 组：细胞对照组；B 组：空质粒转染组；C 组：重组质粒转染组。括号内不同小写字母表示同一孵育时间点组

内的显著差异(P<0.05)或极显著差异(P<0.01) 
Note: Group A: Cell control group; Group B: Transfection group of empty plasmid; Group C: Transfection group of 
recombinant plasmid group. Different lowercase letters in brackets indicate significant differences (P<0.05) or extremely 
significant differences (P<0.01) within each group at the same incubation time point. 
 
 

 
 
 
图 4  直接加菌孵育后细胞培养上清液中的融合蛋白 EGFP-CiHep 的 Western blotting 检测   A−C：

直接加菌孵育 4、8 和 12 h 后细胞培养上清液的 Western blotting 检测结果；M：预染蛋白 Marker；1、
3、5：PBS 与细胞孵育 4、8 和 12 h 后的上清液；2、4、6：拟态弧菌与细胞孵育 4、8 和 12 h 后的上

清液 
Figure 4  Fusion protein EGFP-CiHep in the supernatant of cell culture after direct incubation with bacteria 
detected by Western blotting. A−C: The Western blotting results of cell culture supernatant after direct 
incubation with bacteria for 4, 8 and 12 h; M: Blue Plus Protein Marker; 1, 3, 5: Supernatant of PBS 
incubated with cells for 4, 8 and 12 h, respectively; 2, 4, 6: Supernatant of V. mimicus incubated with cells 
for 4, 8 and 12 h, respectively. 

 
2.4  过表达 CiHep调控 NF-κB通路相关基

因的转录 
pcDNA3.1(+)-Cihep 与 pcDNA3.1(+)分别转

染 CIK 细胞，转染 36 h 后 RT-qPCR 检测 NF-κB

通路激活关键基因和下游免疫相关基因(抗菌肽、

细胞因子)的转录水平。结果如图 5 所示，与空载

体对照组相比，pcDNA3.1(+)-Cihep 转染组 NF-κB

通路激活关键基因 ikkβ和 p65 的转录水平分别显 

著上调 1.941 倍和 1.846 倍(P<0.01)，iκBα显著下调

0.775 倍(P<0.05)，抗菌肽基因 nkl 与 defb1 的转录

水平分别显著上调 2.094 倍和 2.140 倍(P<0.01)，
defb2 显著下调 0.628 倍(P<0.05)。细胞因子基因

tnf-α 与 il-6 的转录水平分别显著上调 1.255 倍

(P<0.05)和 2.751 倍(P<0.01)。结果表明，过表达

CiHep 基因能够激活 NF-κB 通路，进而调控通路

下游其他抗菌肽基因和细胞因子基因的转录。 
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图 5  过表达 CiHep 基因对 NF-κB 通路激活关键

基因及下游免疫相关基因转录的影响 
Figure 5  Effects of overexpressing CiHep gene on 
the transcription of key genes for NF-κB pathway 
activation and downstream immune-related genes.  
*: P<0.05; **: P<0.01. 

3  讨论与结论 
草鱼 Hepcidin (CiHep)是一种富含半胱氨

酸的阳离子抗菌肽，成熟肽中的链内二硫键与

其生物学活性存在相关性[9]。考虑到原核表达

系统不能对表达的外源蛋白进行翻译后修饰

(如二硫键形成、蛋白质折叠等)，导致表达产物

活性降低甚至无活性[14]。同时，由于抗菌肽本

身具有抗菌作用，表达产物常常对原核表达宿

主菌产生反馈抑制作用，影响其进一步表达[15]。

因 此 ， 本 研 究 选 择 将 真 核 表 达 质 粒

pcDNA3.1(+)-Cihep 转染 CIK 细胞 48 h 后，分

别采用直接加菌孵育法和吸出加菌孵育法检测

细胞上清液对胞外拟态弧菌生长的影响。结果

显示，直接加菌孵育后的活菌浓度与吸出加菌

孵育后的活菌浓度无明显差异，但均显著低于

细胞对照组与空载体转染组，并且发现直接加

菌孵育法中拟态弧菌与细胞孵育 8 h 和 12 h 可

造成细胞损伤，致使抗菌肽释放至培养物上清

液中，从而证明过表达 CiHep 后的细胞培养上

清液对拟态弧菌生长具有显著抑制作用。Li 等[16]

在 HEK293T 细胞中瞬时过表达融合碳水化合

物结合结构域的人类 β-defensin3 后，该体系对

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌生长具有抑杀作

用；Wen 等[17]研究发现在巨噬细胞中过表达抗

菌肽 PR-39 能有效抑制巨噬细胞内鼠伤寒沙门

菌的生长；陈贝[18]报道拟穴青蟹抗菌肽 Scyl 在
EPC 细胞中过表达对藤黄微球菌、荧光假单胞

菌和嗜水气单胞菌的生长具有抑制作用。这些

研究结果表明可以采用细胞过表达方法研究抗

菌肽对胞内菌与胞外菌生长的影响，以明确特

定抗菌肽对特定细菌是否具有抗菌活性。 
抗菌肽除了具有体外直接杀菌作用外，还

可通过激活天然免疫信号通路诱导下游免疫效

应因子表达，进而以促进或抑制炎症反应、趋

化与激活免疫细胞等方式调节机体免疫功能来

发挥体内抗菌效应[19]。目前，关于抗菌肽用于

鱼类弧菌病防治的研究已有报道，如 Pan[20]等

将重组融合蛋白 epinecidin-1/DsRed 与基础饲

料混合饲喂斜带石斑鱼和斑马鱼，可保护鱼免

受创伤弧菌感染；Jheng 等[21]将 epinecidin-1 转

基因卤虫与饲料混合饲喂斑马鱼，用于防治创

伤弧菌感染。我们下一步将利用酵母表达系统

制备 rCiHep蛋白，检测其体内抗拟态弧菌效应，

评价抗菌肽 Hepcidin 在防治鱼类拟态弧菌病中

的作用。 
NF-κB 通路是最重要的天然免疫信号通路

之一，细胞在静息状态下，核转录因子 NF-κB
与其抑制蛋白 IκBs 以非活性的 p65/p50/IκBα 三

聚体复合物形式存于胞质中。当细胞受到外源

信号刺激后，通过系列级联反应使通路中关键

基因 Ikkβ 激活，进而触发 IκBα 降解、NF-κB
解离和 NF-κB p65 易位入核，最终 NF-κB 得到

活化[22]。为了探讨过表达 CiHep 是否能够激活

NF-κB 通路，研究中以 pcDNA3.1(+)-Cihep 转

染 CIK 细胞，检测 NF-κB 通路激活关键基因的

转录水平，结果显示，ikkβ 和 p65 显著上调、

而抑制蛋白编码基因 iκBα显著下调，表明过表
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达 CiHep 能够激活 NF-κB 通路。激活后的

NF-κB 识别并结合通路下游免疫相关基因启动

子区域中 NF-κB 结合位点，调控免疫相关基因

的转录与表达，从而发挥抗菌免疫作用。我们

的研究结果符合上述理论，过表达 CiHep 后，

通路下游细胞因子基因 tnf-α与 il-6 及抗菌肽基

因 nkl 与 defb1 的转录水平均显著上调，但抗菌

肽 defb2 的转录水平是显著下调的。已有文献

报道，草鱼 defb2 启动子序列上不存在 NF-κB
结合位点，激活的 NF-κB 对其无调控作用[23]，

而 Liu 等[24]研究发现激活的 p38 MAPK 通路对

家禽 defb2 具有正向调控作用。由此推测，草

鱼 defb2 转录水平显著下调的可能原因是

CiHep 过表达负反馈调节 p38 MAPK 通路或其

他信号通路，进而抑制了 defb2 转录，但其确

切机制仍需进一步深入研究。 
综上所述，本研究探明 CiHep 能够抑制拟

态弧菌生长，而且可通过激活 NF-κB 通路促进

草鱼其他两种抗菌肽基因转录。此研究结果为

鱼源 Hepcidin 的开发应用提供了理论依据，有

望实现从激活 NF-κB 通路正向调控抗菌肽表达

的新角度防治鱼类拟态弧菌病。  
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