
 

厚壳贻贝组蛋白 H2的免疫响应及其衍生肽抑菌活性
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摘要：为深入了解组蛋白及其衍生肽在贻贝免疫过程中的作用，实验采用荧光定量 PCR
(qPCR)技术对厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B进行微生物胁迫后的表达量变化进行分析。在
此基础上，对厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B基于其 N端序列设计的衍生肽段  (分别为
Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ)进行固相化学合成、圆二色性光谱分析以及抑菌活性验证。
结果显示，厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B在不同组织中，对不同微生物胁迫均产生明显的
表达量上调，且在血细胞中表现出对真菌和革兰氏阴性菌的敏感性，在鳃组织中表现为对
革兰氏阳性菌的敏感性；而在消化腺组织中，H2A对革兰氏阳性菌较为敏感，但 H2B对
真菌和革兰氏阴性菌较为敏感。厚壳贻贝组蛋白衍生肽段 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ在
非极性溶液中，其螺旋含量明显上升，且二者对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均具有明显
的抑菌活性，但 Coruscusin-Ⅱ对真菌的抑制活性较 Coruscusin-Ⅰ强。进一步的螺旋结构预
测结果表明，2种衍生肽序列中碱性氨基酸的种类及分布特征可能是其抑菌活性差异的内
在原因。本研究为了解组蛋白及其衍生肽在贻贝免疫过程中的作用及其机制奠定了基础，
也为开发贻贝组蛋白衍生肽为来源的新型生物抗生素提供了科学依据。
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组蛋白是一类参与真核生物染色质组装和转

录调控，同时又具有重要免疫功能的蛋白质 [1]。

目前，已报道的真核生物组蛋白包括 H1~H5共 5
大类，其中 H2又分为 H2A和 H2B，与 H3和 H4
一起构成核小体组装的核心结构[2]。H1/H5则负责

核小体之间的连接[3-4]。组蛋白通常富含碱性氨基

酸，其中，H1和 H2往往富含赖氨酸，而 H3和

H4富含精氨酸，其所带正电荷会对原核细胞富含

负电荷的细胞膜造成损害，因此，组蛋白是一类

潜在的具有抗菌活性的蛋白质，其在真核生物免

疫中的重要作用已有报道[5-6]。组蛋白衍生抗菌肽

(HDAPs)正是在这一背景下被首次从中华大蟾蜍

(Bufo gargarizans)中发现，该蟾蜍中的 HDAP是

一种由 39个氨基酸组成的多肽，裂解自其体内

H2A组蛋白，被命名为 Buforin Ⅰ[7]。随后，又从

同物种中发现 BuforinⅡ，一种由 21个氨基酸残

基组成的多肽，同样是裂解自 H2A，具有广谱抗

菌活性[8]，且其作用机制在于可透过细菌细胞膜，

并结合原核生物 DNA而发挥抗菌效果 [9]。对于

HDAP在生物体内的发生机制，目前普遍认为，
 
 

收稿日期：2022-01-20        修回日期：2022-03-04
资助项目：国家自然科学基金 (42020104009)；舟山市科技局计划专项 (2019F12004)；浙江省大学生创新创业孵化

项目 (2021R411055)；浙江省教育厅一般项目 (Y202044838)
第一作者：王昊东 (照片)，从事贝类免疫效应分子研究，E-mail：S21070700048@zjou.edu.cn
通信作者：严小军，从事海洋生物及生态学研究，E-mail：yanxj@zjou.edu.cn；

廖智，从事贻贝生理生化属性研究，E-mail：liaozhi@zjou.edu.cn

水产学报, 2023, 47(3): 039417

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20220113298

版权所有 ©《水产学报》编辑部（CC BY-NC-ND 4.0） Copyright © Editorial Office of Journal of Fisheries of China (CC BY-NC-ND 4.0)
中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

1

https://www.china-fishery.cn


完整的组蛋白在生物体遭受细菌入侵时，通过胞

内的酶解机制被裂解，并释放至胞外发挥抑菌活

性。例如，BuforinⅠ被认为是蟾蜍胃壁细胞中，

由胃蛋白酶同工酶在组蛋白 H2A序列的 Try 39~
Ala  40位置，经过裂解并释放出相应肽段，即

BuforinⅠ[10]。 而 在 鲇 (Parasilurus  asotus)中 ， 其

HDAP(被命名为 ParasinⅠ)是由组织蛋白酶在其

组蛋白 H2A序列的 Ser 19~Arg 20位置产生裂解，

继而释放至其皮肤黏液中发挥抗菌活性[11]。

目前，多数已报道的 HDAPs均发现于脊椎

动物，特别是鱼类中，HDAPs被认为是鱼类抗菌

肽家族的重要一员 [12]。而在无脊椎动物中，关于

HDAPs的报道较少，仅在少数甲壳类以及软体动

物中被鉴定，包括凡纳滨对虾 (Litopenaeus vanna-
mei) [13]、罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergii) [14-15]、
锯缘青蟹 (Scylla paramamosain) [16] 以及软体动物中

的栉孔扇贝 (Chlamys farreri) [17] 和皱纹盘鲍 (Hali-
otis discus discus) [18] 等。此外，在美洲牡蛎 (Crasso-
strea virginica)中已报道了具有抑菌活性的完整组

蛋白 H2B[19-20]。以上研究表明，组蛋白在无脊椎

动物的免疫体系中可能也发挥了重要作用。

贻贝是一类具有重要经济价值的双壳贝类。

与其他贝类相比，贻贝在养殖过程中表现出对疾

病的较强耐受性 [20-23]。值得关注的是，在当前抗

菌肽研究中，贻贝抗菌肽表现出较强的分子多样

性和广谱的抗菌活性，已报道的贻贝抗菌肽家族

目前已超过 10种[24]，这使得贻贝成为海洋生物中

发现抗菌肽数量最为丰富的物种之一，其丰富的

抗菌肽种类也为开发贻贝抗菌肽为来源的新型生

物抗生素提供了一个资源宝库。尽管 HDAPs在少

数其他贝类中已有相关报道，但是贻贝中至今尚

未发现其体内 HDAPs的存在，也不清楚组蛋白在

其免疫防御过程中的作用。考虑到贻贝对疾病较

强的耐受性以及贻贝抗菌肽的多样性，贻贝体内

可能也存在类似的 HDAPs，并参与了贻贝的免疫

防御过程。因此，针对贻贝 HDAPs的研究，将有

助于拓展对HDAPs在无脊椎生物中的认知，了解

HDAPs在贻贝免疫体系中的作用及其机制。

厚壳贻贝 (Mytilus coruscus)是我国东部海域

最重要的养殖贝类之一，也是西太平洋沿岸的代表

性贻贝物种。此前已从厚壳贻贝中鉴定到各类抗

菌肽分子, 包括 mytilin[25]、myticin[26]、myticusin[27]

以及mytichitin[28]。但与其他贻贝属物种，如地中海

贻贝 (M. galloprovincalis)和紫贻贝 (M. edulis)相比，

厚壳贻贝中抗菌肽研究仍存在很大空间。为探究

贻贝体内组蛋白及其衍生肽是否在其免疫中发挥

重要作用，以厚壳贻贝为对象，首先对其已公布

的组织全长转录组数据库 (SRA登录号：PRJNA
635756)进行数据挖掘，筛选出其组蛋白 H2A和

H2B基因序列；在序列分析基础上，进一步采用

实时荧光定量 PCR (qPCR)手段，对不同微生物诱

导后，贻贝代表性免疫组织，包括血细胞、鳃和

消化腺的 H2A和 H2B基因表达量变化开展分析；

此外，利用固相化学合成技术，对厚壳贻贝 H2A
和 H2B可能的抗菌肽段进行了化学合成，并进一

步开展了结构与功能分析。研究表明，厚壳贻贝

组蛋白 H2A和 H2B在不同微生物诱导后，其基

因相对表达量均明显上调，且对不同微生物所表

现出的免疫模式具有差异；所合成的厚壳贻贝组

蛋白 H2A和 H2B功能肽段均具有明显抑菌活性，

且其抑菌活性可能与其构象以及碱性氨基酸分布

具有关联。本研究首次在贻贝中证实了组蛋白及

其衍生肽在贻贝免疫防御过程中的作用，也为基

于贻贝 HDAP的分子资源开发奠定了基础。

 1    材料与方法

 1.1      厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B的序列及

qPCR分析

厚壳贻贝 H2A和 H2B序列从基于厚壳贻贝

基因组数据的组织全长转录组数据库 (SRA数据

库编号：PRJNA635756)中进行筛选。筛选后的序

列通过与厚壳贻贝基因组相应序列进行比较，确

认其开放阅读框的完整性和序列正确性。开放阅

读框采用 Lasergene软件 (版本 7.1.0) Editseq模块

进行预测。采用 DNAMAN 8软件对厚壳贻贝

H2A和 H2B基因的 cDNA序列及其开放阅读框推

导的氨基酸序列进行比对。蛋白质序列搜索比对

采用 NCBI数据库的 BlastP模块进行；开放阅读

框推导的氨基酸序列于网站 SMART (http://smart.
embl-heidelberg.de/)在线开展结构域预测；采用

SWISS MODEL服务器进行蛋白质三级结构预测。

蛋白质螺旋特征预测采用 HeliQuest网站 (https://he-
liquest.ipmc.cnrs.fr/)在线进行。

根据厚壳贻贝 H2A和 H2B基因序列中开放

阅读框设计特异性引物 (表 1)，利用 qPCR技术开

展基因表达分析。厚壳贻贝的细菌诱导实验参照

文献方法进行[29]：对厚壳贻贝进行不同微生物诱

导，包括金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)、
副溶血性弧菌 (Vibrio parahemolyticus)和白色念球
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菌 (Candida albicans)。诱导后分别于 0.5、1、2、
4、8、12、24、48 和 72 h采集厚壳贻贝鳃、消化

腺以及血淋巴组织；其中，血淋巴经离心  (1
500×g, 10 min, 4 °C)后获得血细胞。对以上组织进

行总 RNA提取和逆转录，所得组织 cDNA作为模

板开展后续 qPCR分析。实验过程中操作人员严

格遵守实验动物相关伦理规范。

qPCR在实时定量 PCR系统 (MX3000P, Strata-

gene公司，美国 )中进行。  荧光染料为 SYBR
Green。PCR程序设置为 95  °C预变性 180  s，95
°C变性 20 s，59 °C退火 20 s，72 °C延伸 25 s，
循环数为 35。特异性引物及内参基因引物见表 1。
相对表达量采用 2−ΔΔCt 方法[30] 进行分析。采用 3次

重复实验，数据以平均值±标准差表示；所得数据

以 SPSS 软件 (v25.0)的 One-Way ANOVA方法进

行显著性分析，P<0.05代表具有显著差异。

 1.2    厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B衍生肽段的

设计与化学合成

因迄今尚未从贝类中分离纯化到天然的HDAP，
因此厚壳贻贝 H2A衍生肽段序列参照文献[31] 进行

设计，结合现有已知的 H2A衍生肽的序列长度和

位置 (多为 H2A的 N端位置，含 20~27个氨基酸

残基且含丰富的精氨酸残基)，最终选取厚壳贻贝

H2A的 N端 21个氨基酸残基 (位于蛋白 N端第

19~39号残基)的肽段，序列为 NH2-SRSQRAGL-
QFPVGRIHRHLKH-COOH，并命名为Coruscusin-Ⅰ。

H2B衍生肽段序列 (命名为 Coruscusin-Ⅱ)参照文

献[32] 进行设计，并参考已报道的 H2B衍生肽的序

列位置 (通常为 H2B的 N端)、序列长度 (多为 20
个氨基酸残基)及序列特征 (富含赖氨酸)，最终选

取厚壳贻贝 H2B组蛋白的 N端 19个氨基酸残基

序 列 ： NH2-PPKVGTKGAKKAVTKAK-COOH
作为目标肽，该肽段序列位于厚壳贻贝组蛋白

H2B的N端第 2~18号残基。进一步对Coruscusin-Ⅰ
和 Coruscusin-Ⅱ 序 列 开 展 在 线 螺 旋 结 构 预 测

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/)，以判断 2种衍生肽

段的螺旋结构特征。

Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ的多肽固相化

学合成参照文献[33]，在十二通道半自动多肽合成

仪 (上海强耀生物科技有限公司)上合成，合成方

向为从羧基端向氨基端。合成后的线性多肽粗品

以高效液相色谱仪 (Agilent 1260, 美国)进行分离纯

化，色谱柱为  C18 反相柱  (Kromasil  100-5,  4.6
mm×250 mm，5 μm)，洗脱液分别为含 0.1% TFA
的纯水 (A液)和含 0.1% TFA的乙腈 (B液)；其中，

Coruscusin-Ⅰ合成产物的洗脱梯度为 25 min内 B
液比例由 0%上升到 100%；Coruscusin-Ⅱ合成产

物的洗脱梯度为 25 min内 B液比例由 15%上升

到 40%；流速均为 1.0 mL/min；采用紫外检测器

进行检测，检测波长为 280 nm。收集洗脱目标峰

开展质谱分析，采用质谱仪 (Agilent-6125B, 美国

安捷伦公司)对合成后的多肽纯品进行精确分子量

鉴定，质谱检测条件：气动辅助电喷雾离子化

(ESI)，毛细管电压为  4.5 kV，检测器电压为  1.5
kV，离子源温度为 250 °C，离子检测方式为选择

性离子检测，离子极性为正离子。

采用复性液 (0.05 mol/L Tris-Hcl缓冲液，含

1.5 mmol/L还原型谷胱甘肽、0.15 mmol/L氧化型

谷胱甘肽及 0.05mol/L NaCl，pH值 8.6)对 Corus-
cusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ在多肽浓度为 0.5 mg/mL
时复性 24 h。复性后的 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-
Ⅱ经脱盐及纯化后，开展抑菌活性实验。

 1.3    抑菌活性测试

参照文献方法[34]，采用生长曲线抑制法，对

合成的 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ进行抑菌活

性测试。Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ以生理盐

表 1    荧光定量 PCR研究的特异性引物

Tab. 1    Primers for qPCR analysis

目标基因
target genes

引物序列(5′-3′)
primer sequences (5′-3′)

扩增子长度/bp
length of amplicon

用途
usage

H2A F：GAAAAGACTCAGGAAAGGCTAAAG 174 qPCR

R：CAGCGGTCAGGTATTCCAAG

H2B F：AGACCGCTGTCCGTCTTCTC 102 qPCR

R：AGACTGTTTACTTGCTGCTGGTG

α-Tubulin F：TTGCAACCATCAAGACCAAG 135 内参基因　reference gene

R：TGCAGACGGCTCTCTGT
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水配置成 100 μmol/L。测试菌种购自中国普通微

生物菌种保藏管理中心，包括 4种革兰氏阴性菌，

分别为大肠杆菌 (Escherichia coli) (ATCC25922)、铜

绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)(ATCC9027)、
副溶血性弧菌 (ATCC19659)和河流弧菌 (V. flu-
vialis) (ATCC33809)；以及 5种革兰氏阳性菌，分

别为巨大芽孢杆菌 (Bacillus  megaterium)(ATCC
19161)、金黄色葡萄球菌 (ATCC25923)、枯草芽

孢杆菌 (B. subtilis) (ATCC19659)、地衣芽孢杆菌

(B.  licheniformis)  (CGMCC18964)、蜡状芽孢杆菌

(B. cereus) (CCTCCAB2011085)以及 1种真菌 [白
色念球菌 (ATCC10231)]。

 1.4    圆二色性光谱分析

参 照 文 献 [35] 的 方 法 ， 将 Coruscusin-Ⅰ和

Coruscusin-Ⅱ分别溶解于纯水、PBS (10 mmol/L)
和 30% (体积百分比)三氟乙醇 (2,2,2-Trifluoroeth-
anol，TFE)溶液中，配置成 100 μg/mL浓度；上

样圆二色性光谱仪 (JASCO J715型，日本 )采集

CD谱；采集温度设置为 298 K，扫描波长范围设

置为 190~260 nm；波宽为 1.0 nm，步长为 0.1 nm；

扫描速率为 20 nm/min；二级结构含量参照文献[36]

方法计算。

 2    结果

 2.1    厚壳贻贝 H2A和 H2B的序列特征

厚壳贻贝 H2A和 H2B序列已上传 GenBank
数据库，序列号分别为 MZ665469和 MZ665470。
其中，H2A基因开放阅读框长度为 387 bp，编码

一条由 128个氨基酸残基组成的前体多肽，理论

分子量为 13.469 ku，理论等电点为 10.60，属于碱

性多肽，其序列中含量最丰富的氨基酸依次为丙

氨 酸 (占 比 14.1%)、 甘 氨 酸 (12.5%)和 赖 氨 酸

(10.9%) (图 1-a)。H2B基因开放阅读框长度为 375
bp，编码的前体肽长度为 124个氨基酸残基，其

理论分子量为 13.789 ku，理论等电点为 10.69，属

碱性多肽；其序列中最丰富的氨基酸依次为赖氨

酸 (12.9%)、丙氨酸 (11.3%)和丝氨酸 (11.2%)，此

外，精氨酸含量也较高 (9.7%) (图 1-b)。BLAST
搜索结果表明，厚壳贻贝 H2A与其他物种，包括

地中海贻贝 (M. galloprovincialis)，鱼类如非洲齿

鲤 (Nothobranchius  furzeri)、三刺鱼 (Gasterosteus
aculeatus)、 贝 氏 银 汉 鱼 (Melanotaenia
boesemani)等 ， 爬 行 动 物 如 金 龟 (Mauremys

reevesii)，以及哺乳动物如赤麂 (Muntiacus munt-
jak)等物种的 H2A具有极高的序列相似性，其序

列一致性超过 95%，表明厚壳贻贝 H2A与其他物

种的 H2A具有很强的保守性。厚壳贻贝 H2B则

主要与来自贻贝属物种，包括地中海贻贝、加利

福尼亚贻贝 (M. californianus)、紫贻贝，以及其他

无 脊 椎 动 物 如 燕 麦 真 滑 刃 线 虫 (Aphelenchus
avenae)和玫瑰旋轮虫 (Philodina  roseola)等物种

的 H2B具有 40%~60%的序列相似性，而与其他

脊椎动物的 H2B序列相似性较低，显示出厚壳贻

贝 H2B在进化上已与脊椎动物的 H2B产生了分

歧，且 H2B蛋白在进化过程中有其独特性。

结构域预测结果表明，H2A蛋白序列中无信

号肽，其结构域主体为 H2A结构域 (5~125位氨

基酸残基所在肽段，编号为 SM000414) (图 2-a)，
此外无其他可预测的结构域。H2B蛋白序列中同

样 无 信 号 肽 ， 其 序 列 中 主 体 结 构 域 为 H2B
(26~122位氨基酸残基所在肽段，结构域编号为

SM000427) (图 2-b)。此外，其序列中还含有一段

low complexity region (LCR，4~20肽段 )  (图 2-b)，
其特征表现为富含赖氨酸。对厚壳贻贝 H2A和

H2B分别采用原鸡 (Gallus gallus)  H2A空间结构

(RCSB数据库编号为 1eqz.1.C)和黑腹果蝇 (Dro-
sophila melanogaster) H2B空间结构 (RCSB数据库

编号为 7pj1.1.B)为模板进行三级结构预测，结果

显示，H2A蛋白三级构象包括 5段 α-螺旋以及无

规卷曲结构，无 β-折叠结构 (图 2-c)；H2B的三级

构象同样以 α-螺旋为主，包括 4段 α-螺旋，其余

为无规卷曲结构 (图 2-d)。

 2.2    厚壳贻贝 H2A和 H2B在不同微生物刺激

下的免疫反应模式

血细胞、鳃和消化腺是贻贝体内代表性的免

疫相关组织；同时，已知贻贝免疫体系对不同的

微生物具有不同的免疫响应[37]。为此，分别采用

金黄色葡萄球菌 (革兰氏阳性菌)、副溶血性弧菌

(革兰氏阴性菌)以及白色念球菌 (真菌)为诱导菌

株，分析了厚壳贻贝 H2A和 H2B基因在 3种微

生物刺激下，其在厚壳贻贝血细胞、鳃以及消化

腺组织中的相对表达量变化。厚壳贻贝 H2A在消

化腺中表现出对金黄色葡萄球菌的快速且敏感的

响应特征，其峰值出现时间 (4 h)早于副溶血性弧

菌诱导 (24 h)，且其表达量上升倍数 (相对对照组

为 8倍)也高于副溶血性弧菌诱导组 (4.5倍) (图 3-a)。
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在鳃组织中，H2A在金黄色葡萄球菌诱导后，其

表达量峰值出现在 24 h，上升倍数约 10倍，在副

溶血性弧菌和白色念球菌诱导后，其表达量峰值

均出现在 8 h，上升倍数均约为 5倍。在血细胞组

织中，H2A表现出对白色念球菌诱导的敏感性，

其表达量峰值出现在诱导后 8 h，且上升倍数相对

对照组约为 9倍。H2A在副溶血性弧菌诱导后，

其表达量峰值出现在 24 h，上升倍数约为 6倍，

但在血细胞中，H2A对金黄色葡萄球菌诱导表现

不敏感(图 3-a)。
H2B则表现出与 H2A不一样的响应特征。

在消化腺中，H2B对白色念球菌和副溶血性弧菌

诱导较为敏感，其表达量峰值分别出现在 8和 24 h，

相对对照组，其表达量上调倍数分别为 3.2和 3.5
倍；但对金黄色葡萄球菌诱导表现不敏感 (图 3-b)。
在鳃组织中，H2B则表现为对金黄色葡萄球菌诱

导的敏感性、持续性，其表达量在 2~24 h均相比

对照组极显著上调 (P<0.01)，其峰值表达量出现在

24 h，表达量上调倍数约为 6.5倍。H2B对白色念

球菌和副溶血性弧菌也表现出一定的敏感性，其

表达量峰值均出现在 8 h，表达量上调倍数约为

3.4倍。在血细胞中，H2B则对金黄色葡萄球菌诱

导表现不敏感，但是对副溶血性弧菌诱导表现较

为敏感，其表达量峰值出现在 24 h，表达量上调

倍数约为 3倍。此外，H2B在血细胞中对白色念

球菌诱导表现出一定的持续性，其表达量在 8~48 h

1     ATGCCACCAAAAGTTGGAACCAAAGGAGCCAAAAAGGCCGTAACAAAGGCAAAGACTGCC 60

1    M  P  P  K  V  G  T  K  G  A  K  K  A  V  T  K  A  K  T  A 20

61  CGACCCGGCGGTGACAAGAAAAGGAGGAGGAAGAGGAGAGAATCCTATGCCATCTACATC 120

21   R  P  G  G  D  K  K  R  R  R  K  R  R  E  S  Y  A  I  Y  I  40

121  TACAAAGTCTTGAGACAAGTTCACCCCGACACCGGAGTGTCCTCAAAGGCAATGTCCATC 180

41   Y  K  V  L  R  Q  V  H  P  D  T G  V  S  S  K  A  M  S  I  60

181   ATGAACAGCTTCGTCAACGATATCTTCGAGAGAATCGCAGCAGAGGCTTCCCGATTGGCA 240

61   M  N  S  F  V  N  D  I  F  E  R  I  A  A  E  A  S  R  L  A  80

241  CACTACAACAAAAGATCTACCATCACATCCCGGGAGATCCAGACCGCTGTCCGTCTTCTC 300

81  H Y  N  K  R  S  T  I  T  S  R  E  I  Q  T  A  V  R  L  L  100

301 TTACCCGGAGAATTGGCCAAGCACGCTGTCAGTGAAGGTACCAAAGCCGTCACCAAATAC 360

101    L  P  G  E  L  A  K  H  A  V  S  E  G  T  K  A  V  T  K  Y  120

361  ACCAGCAGCAAGTAA 375

121    T  S  S  K  *   124

1   ATGGCTGGCGGTAAAGCAGGAAAAGACTCAGGAAAGGCTAAAGCCAAAGCTGTCTCCAGA 60

1     M  A  G  G  K  A  G  K  D  S  G  K  A  K  A  K  A  V  S  R 20

61    TCTCAAAGAGCAGGATTACAGTTCCCTGTTGGTCGTATCCACAGACATCTTAAACACAGA 120

21     S  Q  R  A  G  L  Q  F  P  V  G  R  I  H  R  H  L  K  H  R  40

121   ACAACCAGTCATGGTCGTGTTGGTGCCACCGCTGCCGTATACAGTGCCGCCATCTTGGAA 180

41     T  T  S  H  G  R  V  G  A  T  A A  V  Y  S  A  A  I  L  E  60

181   TACCTGACCGCTGAAGTTTTGGAGTTGGCAGGTAACGCCAGTAAAGATTTGAAAGTAAAG 240

61     Y  L  T  A  E  V  L  E  L  A  G  N  A  S  K  D  L  K  V  K  80

241   AGAATAACACCCCGTCATTTACAGCTGGCCATCAGAGGAGATGAAGAATTGGACTCCCTT 300

81     R I  T  P  R  H  L  Q  L  A  I  R  G  D  E  E  L  D  S  L  100

301  ATCAAAGCTACCATTGCTGGAGGTGGTGTCATCCCACATATCCATAAATCTCTTATAGGG 360

101   I  K  A  T  I  A  G  G  G  V  I  P  H  I  H  K  S  L  I  G  120

361   AAGAAAGGTCCGCAAGGAAAGGCATAA 387

121   K  K G  P  Q  G  K  A  *                                   128

(a)

(b) 
图 1    厚壳贻贝 H2A (a)和 H2B (b)基因开放阅读框核苷酸-氨基酸序列图

衍生肽段 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ序列以方框标注所在区域，* 代表终止密码子。

Fig. 1    cDNA sequence and derived amino acid sequence of H2A (a) and H2B (b)
The designed peptides (Coruscusin-Ⅰand Coruscusin-Ⅱ) were denoted by frame, *represents termination codon.
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均保持了较高的上调倍数 (2.2~2.5倍) (图 3-b)。

 2.3    Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ的固相化学

合成

采用固相多肽合成技术完成对 Coruscusin-Ⅰ
和 Coruscusin-Ⅱ的化学合成。Coruscusin-Ⅰ合成

后的粗品经高效液相色谱纯化，其目标峰出峰时

间为 13.39 min (图 4-a)。根据曲线下面积计算其纯

度达到 96%以上；质谱鉴定结果表明，合成的

Coruscusin-Ⅰ分子量为 2 480.08 u，与理论分子量

(2 480.87 u)一致 (图 4-a)。合成的Coruscusin-Ⅱ经高

效液相色谱纯化，其纯度达到 96 %以上，其质谱

鉴定分子量为 1 709.02 u，与理论分子量 (1 709.11 u)
一致 (图 4-b)。上述结果表明，分别来源于厚壳贻

贝H2A和H2B的肽段Coruscusin-Ⅰ和Coruscusin-Ⅱ
合成成功，可用于后续研究。

 2.4    Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ的抑菌活性

Coruscusin-Ⅰ和Coruscusin-Ⅱ在100 μmol/L浓

度下，对所测试的微生物均表现出抑菌活性(图 5)。
其中，Coruscusin-Ⅰ对革兰氏阳性菌中的金黄色

葡萄球菌、巨大芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌，以及

革兰氏阴性菌中的河流弧菌、铜绿假单胞菌抑制

率较强，其抑制率均在 60%以上；而对革兰氏阳

性菌中的蜡状芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌，以及革

兰氏阴性菌中的副溶血性弧菌和大肠杆菌的抑制

率较弱，均在 50%以下 (图 5-a)。Coruscusin-Ⅱ对

革兰氏阳性菌中的巨大芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌

和地衣芽孢杆菌，革兰氏阴性菌中的河流弧菌和

铜绿假单胞菌，以及真菌白色念球菌具有较强抑制率

(抑制率在 60%以上)，而对其他测试菌株抑制率

较低 (多为 40%以下) (图 5-b)。

 2.5      对 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ的圆二

色性光谱分析

采用圆二色性光谱完成对 Coruscusin-Ⅰ和

Coruscusin-Ⅱ在三种不同溶液 (纯水、PBS缓冲液

以及 30% TEF)中的结构分析。Coruscusin-Ⅰ和

Coruscusin-Ⅱ在不同溶液条件下的圆二色性光谱

曲线存在明显差异，表明两种多肽的溶液构象存

在差别 (图 6)。进一步根据文献报道的计算公式[38]

计算这两种多肽在 3种溶液条件下的 4种二级结

构含量，结果见表 2。Coruscusin-Ⅰ在水及 PBS
中的构象主要以无规卷曲为主，其 α-螺旋含量为

0；但在 30%的 TFE溶液中，其 α-螺旋含量增加

到 41.2%，表明 Coruscusin-Ⅰ在非极性条件下，

具有形成 α-螺旋的倾向。Coruscusin-Ⅱ则在水及

PBS溶液中以无规卷曲为主，含量占比达到 78%
以上；而在 30%的 TFE溶液中，其 α-螺旋含量增

加到 15.2%，β-转角增加至 17%，且 β-折叠消失，

表明在非极性溶液中，Coruscusin-Ⅱ表现出极性

条件中与 Coruscusin-Ⅰ不一样的构象特征，且存

在较大差异。

为进一步探明对Coruscusin-Ⅰ和Coruscusin-Ⅱ
的螺旋结构特征，通过在线网站开展螺旋结构预

测，Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ均能预测到典

型的螺旋结构，且 Coruscusin-Ⅰ的碱性氨基酸在

螺旋外侧呈均匀分布，其疏水性氨基酸 (缬氨酸、

亮氨酸和异亮氨酸)则在螺旋上呈现集中分布特征。

Coruscusin-Ⅱ的碱性氨基酸 (7个精氨酸)则在螺旋

上集中分布于螺旋半侧，而两个脯氨酸以及小的

侧链氨基酸残基 (丙氨酸和甘氨酸)则分布于螺旋

另外半侧 (图 7)。

 3    讨论

组蛋白及其衍生肽历来是生物抗菌肽研究的

(a) (b)

(c) (d)

LCR
H2A H2B

 
图 2    厚壳贻贝 H2A和 H2B的高级结构特征

(a) 厚壳贻贝 H2A的结构域预测结果，(b) 厚壳贻贝 H2B的结构域

预测结果， (c) 厚壳贻贝 H2A三级结构预测结果， (d) 厚壳贻贝

H2B三级结构预测结果。结构域预测采用 SMART软件在线进行，

三级结构预测采用 SWISS MODEL服务器进行。白色箭头表示衍

生肽所在部位。

Fig. 2    Structural prediction of H2A and H2B
(a) domain prediction of H2A of M. coruscus,  (b) domain prediction of
H2B of M. coruscus, (c) special structure prediction of H2A of M. corus-
cus, (d) special structure prediction of H2B of M. coruscus. The domains
were predicted by SMART and the spatial  structures  were predicted by
SWISS  MODEL  server,  respectively.  White  arrows  indicate  where  the
derived peptide is located.
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图 3    三种不同微生物刺激下厚壳贻贝 H2A和 H2B在各组织中的表达量变化

(a) H2A在消化腺中的表达量变化，(b) H2B在消化腺中的表达量变化，(c) H2A在鳃中的表达量变化，(d) H2B在鳃中的表达量变化，

(e) H2A在血细胞中的表达量变化，(f) H2B在血细胞中的表达量变化。数据以平均值±标准差 (n =3)展示，相对表达量基于 Ct 值以 2−ΔΔCt 法

进行计算，显著性差异分析基于 One-Way ANOVA算法，采用 Tukey氏检验进行，分析软件为 SPSS (v25.0)，*和**分别代表 P<0.05和
P<0.01 (实验组与对照组之间的变化，n=3)。

Fig. 3    Relative expression of H2A and H2B in tissues of M. coruscus after infection with three microbes
(a) the relative expression of H2A in digestive gland after three microbes induction; (b) the relative expression of H2B in digestive gland after
three microbes induction; (c) the relative expression of H2A in gill after three microbes induction; (d) the relative expression of H2B in gill after
three microbes induction; (e) the relative expression of H2A in hemocytes after three microbes induction; (f) the relative expression of H2B in
hemocytes after three microbes induction. Statistical analysis of differences was performed by SPSS (v25.0) with One-Way ANOVA followed by
Tukey’s multiple range test. * and ** represent P<0.05 and P<0.01, respectively (Changes between experimental group and control group , n=3).
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重要领域，其在脊椎动物，特别是在鱼类免疫中

的研究已相当深入[12]。然而，无脊椎动物中的组

蛋白及其衍生肽在免疫中的相关作用研究目前尚

不多见。贻贝具有丰富的抗菌肽分子多样性，因

此赋予了该物种较强的疾病耐受性，也使得贻贝

抗菌肽成为新型生物抗生素研发的重要来源 [39-40]。考

虑到组蛋白及其 HDAPs在其他物种中的重要免疫

相关功能，推测贻贝体内的组蛋白可能也发挥了

类似的作用。从以往报道来看，HDAPs主要来自

组蛋白 H2A和 H2B[41]，因此，实验首先测试了厚

壳贻贝 H2A和 H2B基因在微生物诱导后的表达

量变化。通过 3种不同代表性微生物 (革兰氏阳性

菌、革兰氏阴性菌以及真菌)对厚壳贻贝进行胁迫，

结合 qPCR分析，发现厚壳贻贝 H2组蛋白基因在

微生物胁迫后均出现明显上调，表明贻贝组蛋白

确实参与了贻贝的免疫响应。但是在不同组织以

及不同微生物胁迫下，H2A和 H2B表达变化表现

出不同的免疫响应特征。其中，H2A在消化腺及
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图 4    固相化学合成 Coruscusin-Ⅰ(a) 和 Coruscusin-Ⅱ(b) 粗品的 RP-HPLC纯化与分子量质谱鉴定

箭头所示为目标峰的质谱检测结果。

Fig. 4    Purification of solid, chemically synthesized Coruscusin-Ⅰ(a) and Coruscusin-Ⅱ(b) by HPLC and
the mass spectrum of the fraction collected from HPLC elution

The arrow denotes the spectrum of LC-MS/MS.
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鳃组织中表现为对革兰氏阳性菌的敏感性，而在

血细胞组织中表现为对真菌的敏感性；H2B则在

消化腺和血细胞组织中表现为对革兰氏阴性菌和

真菌的敏感性，但在鳃组织中表现为对革兰氏阳

性菌的敏感性。推测该结果与贻贝不同组织对不

同微生物有着不同的识别以及免疫信号转导机制

有关。考虑到贻贝不同组织在水中的暴露程度不

同，面临的微生物威胁也不尽相同，因此，贻贝

不同组织的组蛋白 H2表现出对不同微生物的免

疫调控机制不同。

组蛋白参与宿主免疫防御的分子机制目前被

认为有多种不同的方式，包括组蛋白本身直接参

与抗菌功能[19-20, 42]，以及通过酶裂解手段，从其序

列中产生相应的肽段即HDAPs，来发挥抗菌活性[41]。

其中 HDAPs是组蛋白参与免疫的主要方式。根据

以往报道，HDAPs主要裂解自组蛋白的 N端片段，

且不同物种裂解自同一组蛋白的 HDAPs在序列上

往往具有较强的保守性[43]。尽管不同类型的组蛋

白均有可能产生 HDAPs，但组蛋白 H2A和 H2B
目前来看是产生 HDAPs的主要组蛋白来源[41]。通

过对厚壳贻贝组蛋白 H2A和 H2B的 N端肽段的

化学合成以及抑菌活性研究，发现厚壳贻贝 H2A
的衍生肽 Coruscusin-Ⅰ和 H2B的衍生肽 Corus-
cusin-Ⅱ均表现出明显的体外抑菌活性。从结果来

看，Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ对所测试的菌

株均表现出强弱不一的抑菌活性，且与其他物种

H2A和 H2B衍 生 肽 的 抑 菌 活 性 类 似 ， 如

hipposin[44]、parasin Ⅰ[45]、buforin I[8] 和buforin Ⅱ[46]。
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图 5    Coruscusin-Ⅰ(a) 和 Coruscusin-Ⅱ(b) 抑菌活性测试

1. 金黄色葡萄球菌，2. 巨大芽孢杆菌，3. 蜡状芽孢杆菌，4. 枯草芽孢杆菌，5. 地衣芽孢杆菌，6. 河流弧菌，7. 副溶血性弧菌，8. 大肠杆菌，

9. 铜绿假单胞菌，10. 白色念球菌。

Fig. 5    Antimicrobial activities of Coruscusin-Ⅰ(a) and Coruscusin-Ⅱ(b)
1. S. aureus, 2. B. megaterium, 3. B. cereus, 4. B. subtilis, 5. B. licheniformis, 6. V. fluvialis, 7. V. parahemolyticus, 8. E. coli, 9. P. aeruginosa, 10. C. albicans.
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图 6    Coruscusin-Ⅰ (a) 和 Coruscusin-Ⅱ (b) 在不同溶液中的圆二色性光谱

Fig. 6    CD spectra of Coruscusin-Ⅰ (a) and Coruscusin-Ⅱ (b) in various buffers
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在抑菌活性分析中，Coruscusin-Ⅱ相对于

Coruscusin-Ⅰ表现出对真菌较强但对革兰氏阴性

菌较弱的抑制活性 (图 5)，推测与其序列中碱性氨

基酸的种类和分布差异有关。精氨酸和赖氨酸被

认为在 HDAP的抑菌活性中发挥了关键作用[5, 47]，

其中精氨酸有利于抗菌肽穿越细菌细胞膜 [5]，而

赖氨酸则有利于抗菌肽裂解细菌细胞膜 [48]。从

Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ的序列及螺旋特征

来看，二者的主要区别在于 Coruscusin-Ⅰ的碱性

氨基酸以精氨酸为主，且在螺旋外侧呈均匀分布

特征，而 Coruscusin-Ⅱ的碱性氨基酸全部为赖氨

酸，在其螺旋外侧呈集中分布特征 (图 7)。因此，

推测上述差异可能是 Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ
抑菌活性存在差异的内在原因。

本实验结果显示，Coruscusin-Ⅰ和Coruscusin-Ⅱ
在水溶液以及非极性溶液中，其构象也存在差异。

特别是在非极性溶液中，二者的构象均表现为在

相对极性溶液 (水溶液和 PBS)条件下，其螺旋含

量明显上升 (图 6，表 2)，这可能有助于 Corus-
cusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ在靠近细菌细胞膜后，通

过构象变化来破坏或穿越细胞膜从而发挥抑菌活

性。此外，Coruscusin-Ⅰ在非极性条件下的螺旋

含量 (41.2%)明显高于 Coruscusin-Ⅱ(15.2%) (表 2)，
推测与 Coruscusin-Ⅱ序列中含有较多的脯氨酸有

关。脯氨酸对 α-螺旋具有破坏作用，但有利于 β-
转角的形成，因此，Coruscusin-Ⅱ在非极性条件

下表现出较 Coruscusin-Ⅰ更多的 β-转角 (17.0% vs.
3.4%，表 2)。上述结果也表明，Coruscusin-Ⅰ和

Coruscusin-Ⅱ在不同溶液体系中的构象变化以及

二者之间构象的差别可能也是这两种多肽抑菌活

性差异产生的原因之一。

表 2    Coruscusin-Ⅰ和 Coruscusin-Ⅱ在不同溶液中的

二级结构含量

Tab. 2    Content of secondary structure of Coruscusin-Ⅰ and
　　　　　 Coruscusin-Ⅱ in various buffers　　　　%

多肽
peptide

二级构象
secondary

conformation
H2O

10 mmol/L
PBS缓冲液
10 mmol/L
PBS buffer

30%三氟乙醇
30% TFE

Coruscusin-Ⅰ α-螺旋
α-helix

0 0 41.2

β-折叠
β -sheet

23.2 27.4 0

β-转角
β-turn

0 25.8 3.4

无规卷曲
random coil

76.8 46.9 55.4

合计
total

100.0 100.0 100.0

Coruscusin-Ⅱ α-螺旋
α-helix

2.3 12.9 15.2

β-折叠
β- sheet

13.9 8.7 0

β-转角
β -turn

5.5 0 17.0

无规卷曲
random coil

78.3 78.4 67.8

合计
total

100.0 100.0 100.0
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图 7    Coruscusin-Ⅰ(a) 和 Coruscusin-Ⅱ (b) 的螺旋结构预测

A. 丙氨酸，R. 精氨酸，F. 苯丙氨酸，S. 丝氨酸，H. 组氨酸，G. 甘氨酸，P. 脯氨酸，Q. 谷胺酰氨，I. 异亮氨酸，L. 亮氨酸，V. 缬氨酸，

K. 赖氨酸，T. 苏氨酸，M. 甲硫氨酸。

Fig. 7    Spiral structure prediction of Coruscusin-Ⅰand Coruscusin-Ⅱ
A. alanine, R. arginine, F. phenylalanine, S. serine, H. histidine, G. glycine, P. proline, Q. glutamine, I.  isoleucine, L. leucine, V. valine, K. lysine, T.
threonine, M. methionine.
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以上研究首先在厚壳贻贝组蛋白 H2的基因

表达层面确认了其在微生物胁迫后的免疫响应，

同时也分析了 H2A和 H2B的 N端肽段的抑菌活

性及其可能的机制，初步证实厚壳贻贝组蛋白可

能参与了其免疫防御过程。上述研究进一步拓展

了组蛋白在贻贝免疫防御中的可能分子角色的科

学认知，同时，也为后续深入研究贻贝组蛋白来

源抗菌肽的分子机制，以及在此基础上开发贻贝

组蛋白衍生肽为来源的新型生物抗生素奠定了基

础。但是厚壳贻贝完整的组蛋白 H2是否具有抑

菌活性，H2组蛋白衍生肽段 (Coruscusin-Ⅰ和

Coruscusin-Ⅱ)是否在贻贝体内真实存在，以及厚

壳贻贝 H2及其衍生肽在贻贝免疫防御过程中的

具体分子过程和机制有待研究。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Immune response of histone H2 and antimicrobial activity of
its derived peptide in Mytilus coruscus

WANG Haodong ,     LIU Lu ,     YANG Zongxin ,     WANG Yue ,     YANG Jinyue ,     HE Jianyu ,    
ZHANG Xiaolin ,     HE Menglan ,     YAN Xiaojun *,     LIAO Zhi *

(Laboratory of Marine Biology Resource and Molecular Engineering, Marine Science and Technical College,
Zhejiang Ocean University, Zhoushan　316022, China)

Abstract: The research of histones and histone-derived peptides is one of the most important study field of antimi-
crobial peptides. The genus Mytilus is not only of significant economic importance in aquaculture around the world
but  also  shows strong tolerance to  a  wide range of  environmental  factors,  including various  microbes.  Although
Mytilus antimicrobial peptides had been studied for more than thirty years,  there is no reports for now regarding
the immunological effects of histones and their derived peptides in this genus. For understanding the roles of his-
tones and their possible derived peptides in Mytilus immunity, the expression levels of H2A and H2B genes were
analyzed by fluorescence quantitative PCR after various microbial stress, including Grand-positive, Grand-negat-
ive bacterium, and fungi,  respectively.  In addition,  two peptides,  Coruscusin Ⅰ and Coruscusin II,  derived from
the  N-terminal  of  H2A and  H2B,  respectively,  were  synthesized  by  solid  phase  chemical  synthesis.  The  special
configurations of Coruscusin I and Coruscusin Ⅱ were analyzed by circular dichroism spectrometer, and their anti-
microbial activities were studied by growth curve suppression method. The results showed that both H2A and H2B
of M. coruscus contain classical histone characteristic domain in their sequences, and the α-helix apparently is the
predominant  conformation  for  both  H2A and  H2B.  In  addition,  both  H2A and  H2B of M. coruscus presented  a
high sequence similarity with histones of other bivalves species, indicating the conservation of histones in various
species. The results of fluorescence quantitative PCR showed that the genes of histone H2A and H2B of M. corus-
cus were significantly up-regulated in different tissues under different microbial stresses. H2A gene was signific-
antly up-regulated under Staphylococcus aureus induction in digestive gland and gill tissues, and the highest relat-
ive expression level were presented at 4 and 24 h for digestive gland and gill, respectively; in blood cell, the gene
of H2A was significantly up-regulated at 8 and 24 h under the induction of Vibrio parahaemolyticus and Candida
albicans, respectively. In addition, H2B showed sensitivity to V. parahaemolyticus and C. albicans in both digest-
ive gland and hemocytes, and the expression level of H2B gene was significantly up-regulated at 8 and 24 h after
induction.  In  gill,  the  H2B gene showed sensitivity  to S.  aureus  induction,  and the  highest  expression level  was
presented at 24 h. These results indicate a very complex immunological responses of histones in Mytilus, and this
observation strongly suggests the existence of different recognition mechanisms or signal transduction pathways in
mussels.  Moreover,  Coruscusin-Ⅰ and Coruscusin-Ⅱwere synthesized successfully with the expected molecular
masses.  Both  Coruscusin-Ⅰ and  Coruscusin-Ⅱ showed  an  increasing  helix  content  in  30%  of  trifluoroethanol
compared to that in pure water and PBS buffer, indicating a conformational change in nonpolar solution for both
peptides.  In  addition,  both  Coruscusin-Ⅰ and  Coruscusin-Ⅱ showed  significant  antimicrobial  activity  against
tested gram-positive and gram-negative bacteria, as well as fungi. However, Coruscusin-Ⅱ showed stronger anti-
fungal  activity  than that  of  Coruscusin-Ⅰ.  Further  helical  structure  prediction  results  indicate  that  the  types  and
distribution characteristics of basic amino acids in the sequences of the two peptides might be the internal cause of
the difference in antimicrobial  activity.  This study provides a foundation for elucidating the role of  histones and
their derived peptides in mussel immunity and its mechanism, and also provides a scientific basis for the develop-
ment of new biological antibiotics derived from mussel histones.
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