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尼羅吳郭魚抗菌胜月太β-防禦素之基因選殖與分子特性研究 

陳力豪‧胡鄴方‧朱惠真‧吳嘉哲‧張錦宜* 

行政院農業委員會水產試驗所水產養殖組 

摘 要 

本研究利用表現序列標誌 (EST) 篩選法自尼羅吳郭魚 (Oreochromis niloticus) 選殖到一個屬

於 β-防禦素的抗菌胜肽基因，並命名為 OnBD 基因。完整的 OnBD 基因可轉譯出由 66 個胺基

酸組成的 prepeptide，此 prepeptide 又可分為兩個功能單位：N-端的 24 個胺基酸組成訊息胜肽，

C-端的 42 個胺基酸則為成熟的 OnBD 抗菌胜肽。OnBD 抗菌胜肽的分子組成具有魚類 β-防禦素

的家族特徵，其中包含會影響分子構型的 6 個半胱胺酸，此外，OnBD為同時具有親水端與疏水

端的兩性分子，帶正電 (淨電荷為+3)，不超過 100 個胺基酸序列，這些分子特徵均與抗菌胜肽相

符。本研究以即時定量 RT-PCR 方法，分析尼羅吳郭魚 OnBD 之基因表現組織分布，在各組織 (包

括血液、鰓、頭腎、腸道、肝、肌肉、皮膚及脾臟) 均可檢測到 OnBD 所表現的 mRNA，其中又

以皮膚的表現程度最高。而化學合成的 OnBD 胜肽則用來針對 8 種常見水產病原菌進行最小抑

制濃度  (MIC) 的測定，結果顯示  OnBD 對吳郭魚主要的病原菌  Edwardsiella tarda 及 

Streptococcus iniae 均有較佳之抑制活性 (其 MIC 可達 4 µM)。綜合以上分子特性與生理活性，

可推斷抗菌胜肽 OnBD 在尼羅吳郭魚的先天免疫系統中扮演重要的功能，並後續研究將可應用於

水產細菌性疾病之防治。 

關鍵詞：β-防禦素、抗菌胜月太、尼羅吳郭魚、分子選殖、先天免疫 

前 言 

多細胞生物所處的環境充斥著各式各樣的病

原菌，所以必須發展出一套具廣效性且能夠立即

反應的防禦機制，才能在長期演化的戰爭中存活

至今，抗菌胜肽 (antimicrobial peptide, AMP) 即是

多細胞生物據以對抗微生物的重要防線之一 

(Malmsten, 2014)。抗菌胜肽由 5 ~ 100 個胺基酸組

成 (Parachin and Franco, 2014)，一般均為帶正電的

兩性分子 (同時具有疏水性與親水性)，在過去的

30 年內，已有超過 2300 種抗菌胜肽被發表並收錄

於 AMP database 中 (http://aps.unmc.edu/AP/main. 

php)。 

抗菌胜肽可根據其二級結構及胺基酸組成概 
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分為四大類型 (Hancock, 2001)：Class 1 為帶有特

殊重複胺基酸的線型 α-螺旋分子；Class 2 為不具

有半胱胺酸 (cysteine) 組成的線型分子；Class 3

為具有 1 對半胱胺酸，可形成 1 個分子內雙硫鍵

結 (intramolecular disulfide bond) 的胜肽 ；Class 4

為具有 2 對以上分子內雙硫鍵的胜肽。許多屬於

Class 4 的抗菌胜肽，因具有多個分子內雙硫鍵，

二級結構穩定，在演化過程中保留了共通的分子

特徵 (molecular signature)，而形成跨物種的抗菌

胜肽家族 (AMP family)；防禦素 (defensin) 即是

其中一個備受學者矚目的重要家族 (Semple and 

Dorin, 2012)。防禦素由 18 ~ 45 個胺基酸組成，帶

有 +1 ~ +11 正電荷，主要分子特徵為具有 6 個半

胱胺酸，可形成 3 對分子內雙硫鍵。防禦素的物

種分布極廣，從植物 (Vriens et al., 2014)、無脊椎

動物 (Zoysa et al., 2010) 到哺乳類動物 (Selsted 

and Ouellette, 2005)，均可分離到其家族成員。魚

類防禦素的相關研究始自 2007 年 (Zou et al., 
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2007)，至今已有斑馬魚 (Zou et al., 2007)、河豚 

(Zou et al., 2007)、虹鱒 (Falco et al., 2008)、日本

稻田魚 (Zhao et al., 2009)、比目魚 (Nam et al., 

2010)、鯉魚 (Marel et al., 2012)、點帶石斑 (Guo et 

al., 2012) 及鱖魚 (Wang et al., 2012) 等魚種的防

禦素陸續被選殖出來，並登錄於 Genbank 資料庫

中 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)；然而，

吳郭魚為全球舉足輕重之養殖經濟魚種，其免疫

相關的研究文獻眾多 (Huang et al., 2013)，但多數

學者針對吳郭魚的抗菌胜肽研究，均聚焦於其他

的抗菌胜肽家族，如 piscidin (Peng et al., 2012) 和

hepcidin (Chang et al., 2013) 等，至今尚無吳郭魚

防禦素家族成員公開發表的研究報告。 

表現序列標誌 (expressed sequence tag, EST) 

資料庫係由數以千萬計、大小約 500 ~ 800 bp 的

cDNA 片段序列所組成，近年來，許多魚類 EST

被 收 錄 在 公 開 的 基 因 資 料 庫 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) 中，研究者

因此能以更省時有效的方法選殖出目標物種的特

定基因 (Falco et al., 2008)。本研究即採用 EST 基

因選殖策略，先蒐集已發表之魚類防禦素基因序

列 ， 包 括 虹 鱒  (Genbank accession no. 

NP001117906)、斑馬魚  (Genbank accession no. 

NP001075022) 、 河 豚  (Genbank accession no. 

CAJ57646)、日本稻田魚 (Genbank accession no. 

EU676010) 、 比 目 魚  (Genbank accession no. 

GQ414989) 及點帶石斑 (Genbank accession no. 

JN698964) 等，與尼羅吳郭魚 EST 基因庫進行比

對後，篩選出一條未定義且不完整的基因片段 

(Genbank accession no. XR_269520)，經初步分析

其轉譯之胺基酸序列，確認其具 β-防禦素的分子

架構，依其基因序列，設計出適合選殖尼羅吳郭

魚防禦素完整基因的引子對，以聚合酶鏈鎖反應 

(polymerase chain reaction, PCR) 完成基因選殖。 

本研究除完整選殖出尼羅吳郭魚 β-防禦素 

(Oreochromis niloticus β-defensin；OnBD) 基因，

並進行其序列結構、分子特性、組織分布、基因

表現及系統演化之分析外，亦依其胺基酸序列進

行化學合成，最後以化學合成胜肽實際驗證其對

水產常見病原菌之抗菌活性。 

材料與方法 

一、試驗用魚及微生物 

本研究使用本所繁養殖的尼羅吳郭魚 

(Oreochromis niloticus) 為基因選殖物種，隨機選

取體重約 100 g 的魚蓄養於循環水系統中，每日

投以人工飼料，組織採樣前 1 日停止餵食。抗菌

活性分析之供試菌株則選用 8 株水產常見病原

菌，均購自  American Type Culture Collection 

(ATCC)，包括 5 株革蘭氏陰性菌：Aeromonas 

hydrophila ATCC7966 、 Edwardsiella tarda 

ATCC15947、Vibrio alginolyticus ATCC17749、

V. parahaemolyticus ATCC27969 、 V. harveyi 

ATCC14126 及  3 株 革 蘭 氏 陽 性 菌 ：

Streptococcus iniae ATCC29178、S. epidermidis 

ATCC12228、Lactococcus garvieae MT2055 (自

FRS Marine Laboratory, UK 取 得 ) 。 A. 

hydrophila、E. tarda、S. iniae、S. epidermidis 及 L. 

garvieae 以 Tryptic Soy Agar (以下簡稱 TSA；BD, 

Sparks, MD, USA) 培養，V. alginolyticus、V. 

parahaemolyticus 及 V. harveyi 以 Marine Agar 

2216 (以下簡稱 MA；BD, Sparks, MD, USA) 培

養，培養溫度均為 28 ℃。 

二、尼羅吳郭魚體基因 DNA、總 RNA 之

萃取與 cDNA 之製備  

尼羅吳郭魚之體基因DNA (採自背鰭組織) 

係以商業套組  DNeasy Blood & Tissue kit 

(Qiagen, USA) 進行萃取。不同組織 (包括血液、

鰓、頭腎、腸道、肝、肌肉、皮膚、脾等) 的總

RNA則是以Trizol (Invitrogen, USA) method 萃

取，初純化的 total RNA 經分光光度計確認其

A260 ： A280 > 1.8 後，再以 M-MLV Reverse 

Transcriptase RNase H Minus Point Mutant kit 

(Invitrogen, USA) 進 行  RT-PCR ， 製 備 成 

cDNA，定量後於 -20 ℃ 備用。 

三、尼羅吳郭魚抗菌胜肽 OnBD 之體基因

選殖  

取前述尼羅吳郭魚體基因 DNA 樣本，以去離

子水將濃度調整為 0.25 mg/ml，以專一性引子對 

OnBD_F14/OnBD_R5 進行 OnBD 體基因的 PCR
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擴增。OnBD 體基因的核心片段選殖成功後，再以

GenomeWalkerTM kit (Clontech, USA) 搭配一次

PCR 引子對 AP1/OnBD_R21，與二次 PCR 引子對 

AP2/ OnBD_R22 選殖出 OnBD 完整基因。PCR 反

應體積為 50 µl，包括：0.5 µl Taq DNA 聚合酶 (5 

U/µl, Promega, USA)、2 µl 之 10 mM dNTP 混合

液、2 µl 之前置引子 (forward primer)、2 µl 之反

置引子 (reverse primer)、2 µl 尼羅吳郭魚體基因

DNA、5 µl 之 10PCR 緩衝液、10 µl 之 10 mM 

MgCl2及 26.5 µl 之去離子水。反應條件為 94 ℃ 1

分鐘；再進行 94 ℃ 2 分鐘、55 ℃ 1 分鐘 30 秒、

72 ℃ 2 分鐘，共進行 35 個循環；最後以 72 ℃

反應 2 分鐘。PCR 產物以 QIA quick PCR 純化套

組 (Qiagen, USA) 純化後，連接到 pGEM-T easy

載體  (Promega, USA) 並轉形到 E. coli，再以

M-13F 及 M-13R (如 Table 1) 為引子進行分子選

殖，然後隨機篩選 3 個插入片段大小與 PCR 產物

相仿的質體進行 DNA 定序。 

四、尼羅吳郭魚抗菌胜肽 OnBD 之完整

cDNA 選殖  

取前述尼羅吳郭魚 cDNA 樣本，以蒸餾水將

濃度調整為 0.25 mg/ml，再以專一性引子對 

OnBD_F14/OnBD_R5 進行 OnBD cDNA 的 PCR

擴增。OnBD 的 5' 端完整 cDNA 序列選殖，係以

GeneRacer kitTM (Invitrogen, USA) 重新製備去除

5' 端多餘序列的 mRNA (truncated mRNA)，並在

轉錄起始點接上一段已知的改編序列 (adaptor)，

反轉錄成 RACE-ready cDNA，搭配一次 PCR 引子

對 GR5P/OnBD_R4 ， 與 二 次 PCR 引 子 對 

GR5NP/OnBD_R6 進行  5' RACE PCR 擴增。

OnBD 的 3' 端完整 cDNA 序列選殖，則以

GeneRacer kitTM (Invitrogen, USA) 所 附 的

GeneRacerTM Oligo dT primer 及 反 轉 錄 酶

SuperScriptTM III RT，在反轉錄時於poly-A的3' 端

接上一段已知的改編序列，反轉錄成 RACE-ready 

Table 1  Primers used for cloning and sequencing of the OnBD gene in Nile tilapia 

Name Sequence (5’ → 3’) 

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 

BA_801F TCCACCGCAAGTGCTTCTAA 

BA_885R GTTGTTTTGCACAGAGCTGAAGTT 

GR5P CGACUGGAGCACGAGGACACUGA 

GR5NP GGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA 

GR3P GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 

GR3NP CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 

GeneRacerTM Oligo dT GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24 

OnBD_18F GGTTGTTTTGGCACTTTTGGTT 

OnBD_135R TGTTGGGAGGCAAACCTTTCT 

OnBD_F5 CCGTGGTCATGCCTCAGTCTAAGTG 

OnBD_F14 GTTATCGTGTGGTTGTTTTGGCACTT 

OnBD_R4 UCCCACAGCCCAGAGGUCCA 

OnBD_R5 AGTGCTTTCTGTTTGCCTCATCCTC 

OnBD_R6 CUACAUACUCCACUUAGACUGAGGC 

OnBD_R21 TCTGTCTGTTTCAGTCAGAACG 

OnBD_R22 TCAGAACGGAGCAGAGGAC 

M13F TGTAAAACGGCCAGT 

M13R  TCACACAGGAAACAGCTATGAC 
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cDNA，搭配一次 PCR 引子對 OnBD_F14/GR3P，

與二次 PCR 引子對 OnBD_F5/GR3NP，進行 3' 

RACE PCR 擴增。比對上述三段 PCR 序列的重複

片段則可選殖出 OnBD 全長 cDNA。 

五、尼羅吳郭魚抗菌胜肽 OnBD 之基因表

現分析 

將前述取自尼羅吳郭魚各組織之 cDNA，以即

時定量 RT-PCR 方法，分析正常情形下尼羅吳郭

魚 OnBD 抗菌胜肽之基因表現組織分布。PCR 反

應體積為 20 µl，包括：10 µl  Fast SYBR® Green 

Master Mix (Applied Biosystems, USA)、0.4 µl 之前

置引子、0.4 µl 之反置引子、1 µl 尼羅吳郭魚 cDNA

及 8.2 µl 之去離子水。反應條件分別為：恆溫階段 

(holding stage)：50℃ 20 秒進行 DNA 預變性；循

環階段 (cycling stage)：進行 95 ℃ 1 秒、60 ℃ 20

秒共 40 個循環以擴增 DNA；溶解曲線階段 (melt 

curve stage)：進行 95 ℃ 15 秒、60 ℃ 15 秒、95

℃ 15 秒生成解離曲線。採三重覆試驗，各實驗組

得到之循環閾值數  (cycle threshold value, CT 

value)，先經過各組織樣本之 β-actin 表現量標準化

後，再進行 OnBD 基因表現量分析。尼羅吳郭魚

OnBD 即時定量 PCR 使用的專一性引子為

OnBD_18F 及 OnBD_135R，β-actin 即時定量 PCR

使用的專一性引子為 BA_801F 及 BA_885R。 

六、尼羅吳郭魚抗菌胜肽 OnBD 之合成與

抗菌能力評估 

根據選殖出之抗菌胜肽 OnBD 基因，推算其

胺 基 酸 序 列 ， 分 析 主 要 抗 菌 活 性 區 域 

(antimicrobial domain) 之後，以固相肽合成法 

(9-fluorenylmethoxycarbonyl solid-phase peptide 

synthesis) 合成出 OnBD 抗菌胜肽，再以逆相高效

液相層析法 (reverse phase high performance liquid 

chromatography) 將化學合成之 OnBD 抗菌胜肽純

化至純度 90% 以上，提供後續試驗使用。 

OnBD 抗菌能力的分析採用美國臨床實驗室

標準研究所  (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, CLSI) 於 2012 年公告之最小抑制濃度

(minimal inhibitory concentration, MIC) 測定方

法，並依 Chang et al. (2006) 的研究，略加修改如

下：抗菌胜肽以緩衝液 (含 0.2% bovine serum 

albumin及 0.01% acetic acid) 調配成 2倍連續稀釋

液，逐一添加 8 µl 在 96 孔培養盤的孔槽中；另將

培養至對數期的供試菌株以 Mueller Hinton Broth 

(以下簡稱 MHB； BD, Sparks, MD, USA) 調整成

濃度為 105 CFU/ml 的細菌懸浮液，亦逐一添加 20 

µl 菌液在前述 96 孔培養盤的孔槽中，於 22 ℃培

養 48 小時，最後以波長 600 nm 測定其 OD 值 

(optical density value)。若試驗組細菌懸浮液測得

之 OD 值小於對照組 (無添加抗菌胜肽組) 的

1/2，即判定為具抑菌活性，依此方法測定抗菌胜

肽 OnBD 對不同菌株的最小抑制濃度。 

七、生物資訊分析 

引 用 自 基 因 資 料 庫 GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 之 27 種脊

椎動物，包括綠頭鴨 (Anas platyrhynchos)、鴻雁 

(Anser cygnoides)、狗 (Canis lupus familiaris)、山

羊 (Capra hircus)、梅花鹿 (Cervus nippon)、野鴿 

(Columba livia)、鵪鶉 (Coturnix coturnix)、鯉魚 

(Cyprinus carpio)、斑馬魚 (Danio rerio)、點帶石

斑 (Epinephelus coioides)、驢 (Equus asinus)、雞 

(Gallus gallus) 、人類  (Homo sapiens) 、獼猴 

(Macaca mulatta)、家鼠  (Mus musculus)、虹鱒 

(Oncorhynchus mykiss) 、日本稻田魚  (Oryzias 

latipes)、綿羊 (Ovis aries)、猩猩 (Pan troglodytes 

troglodytes)、東非狒狒 (Papio anubis)、比目魚 

(Paralichthys olivaceus) 、 馴 鹿  (Rangifer 

tarandus) 、 褐 鼠  (Rattus norvegicus) 、 鱖 魚 

(Siniperca chuatsi) 、野豬  (Sus scrofa) 、河豚 

(Takifugu rubripes) 及樹鼩  (Tupaia belangeri) 

等，併同本研究選殖出的尼羅吳郭魚防禦素胺基

酸序列，先以 CLUSTAL W 軟體 (Thompson et al., 

1994) 進行多重序列比對，再以 Mega version 5 軟

體  (http://www.megasoftware.net/) 選擇鄰接法 

(Neighbor-joining Method) ， 並 執 行 1,000 次

bootstrap test，進行基因類源分析 (Saitou and Nei, 

1987)。尼羅吳郭魚 OnBD 轉譯之完整胺基酸序

列，N-端訊息胜肽 (signal peptide) 及 C-端成熟抗

菌胜肽  (mature peptide) ，係以  SignalP 4.0 
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 軟體分析

而得。OnBD 分子構型的電腦模擬分析，則以美

國 密 西 根 大 學 計 算 醫 學 與 生 物 資 訊 學 系 

(Department of Computational Medicine and 

Bioinformatics) 及生物化學系  (Department of 

Biological Chemistry) 兩系所成立之線上蛋白質三

維 結 構 模 擬 網 站 I-TASSER ONLINE  

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) 

進行分析，提供序列資訊後系統會以蛋白質資料

庫  RCSB Protein Data Bank - RCSB PDB 

(http://www.rcsb.org/) 中已登載的蛋白質結構為

基礎模組，進行 OnBD 之分子構型模擬，並提供

多個帶有評估分數 C-score 的模擬結果，其中該值

越接近 2 (即越大) 則可信度越高，因此可藉由 

RCSB PDB 模擬結果選取基礎模板之蛋白質序列

組成及摺疊樣態，預測 OnBD 之分子構型及其可

能的功能。 

結   果 

一、尼羅吳郭魚抗菌胜肽基因 OnBD 序列 

以引子對 OnBD_F14/OnBD_R5 可以自尼羅

吳郭魚的體基因 DNA 擴增出 492 bp 大小的 PCR

產物，也可以自尼羅吳郭魚皮膚的 cDNA 樣本擴

增出 274 bp 大小的 PCR 產物，此即為 OnBD 基因

的核心序列。以核心序列為基礎，再經過 Genome 

Walker PCR 與 RACE PCR 的交叉比對，選殖出完

整的 OnBD 基因 (如 Fig.1)。OnBD 基因全長 697 

bp，具有 3 個可轉錄序列 (exon)，完整 cDNA 全

長 201 bp，可轉譯出 66 個胺基酸 (NH3-M F C Y 

R V V V L A L L V V L L L N V A Q N E A A S F 

P W S C L S L S G V C R K V C L P T E L F F G P 

L G C G K G S L C C V S H F L-COOH)。其中 N-

端 24 個胺基酸組成訊號序列 (signal peptide)，C-

+1 g g g g t t c g c a t t g t g t c c t c t g c t c c g t t c t g a c t g a a a c a g a c a g a t c c a c a t c a a a c c  

    (Exon1)    

+61 c t g a t t t c t g g a g c a a a a c t g a g a g a c g c g a g a A T G T T T T GTTATCGTGT GGTTGTTTTG  

    M   F    C   Y   R   V    V   V   L 9

+121 GCACTTTTGG TTGTCTTACT GCTAAATGgt a a g t a c c t c t g c a g a t t t t t t t c t g c c c a g  

 A   L   L    V   V   L   L    L   N       18

+181 t c t a t g a c c a a g a g g a t t t g a a g t t t t t c a a g c t t a a a g c a a a a g g a t t t t a c c t a a a a c

    (Exon2)   

+241 t a c a g t a a a t t t t t t t g t t t c t t t t t t t t c t a a a t t a c a g TTGCTCAAAA TGAGGCTGCA

     V   A  Q  N   E   A  ↑A  25

     signal peptidase

+301 TCCTTCCCGT GGTCATGCCT CAGTCTAAGT GGAGTATGTA GAAAGGTTTG CCTCCCAACA

 S   F   P W   S   C   L S   L   S G   V   C R   K   V   C L   P   T  45

+361 GAGTTGTTCT TTGGACCTCT GGGCTGTGGG AAAGGCTCCC T g t a a g t g t a a t g t t c a t a t

 E L F F G P L G C G K G S L  59

+421 g c a g c a t g t g a g t a c a c c a g t g t a t a t g t a t a g t t g c t a a t a c a c a t t t t t t c a a t g t t a

    (Exon 3)   

+481 t t c t t a g G T G TTGCGTGTCT CACTTTCTAT G A g g a g a g c a t g t c t g g a c t g a a g t c a g a g

 C C V S H F L ‒   66

+541 a t a c c a g a t g a c c t a c c a a g c c t g a c a g a g g a t g a g g c a a a c a g a a a g c a c t g t t g t g g a

+601 g g g t t g a a t t t a g c a t t c t a a c a c t a t g t a a c a t g g c a g a c t t t g t a a t a t t a a a t t a a c

+661 g t c t t g t g t t a a c t t g a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a   

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Nile tilapia OnBD. Numbering is on the left for 

nucleotides and on the right for amino acids. Exons are shown in uppercase, introns are shown in lowercase. The 

predicted translation of exon-coding regions is given. The putative cleavage site for the signal peptidase is indicated, 

and the signal peptide is underlined. Features in bold represent the start/stop codons. 
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端 42 個胺基酸組成具抗菌活性的成熟序列 

(mature peptide)。 

尼羅吳郭魚 OnBD 成熟序列的胺基酸組成與

目前研究發表之魚類 defensin 抗菌胜肽 (包括鯉

魚、比目魚、點帶石斑、鱖魚、日本稻田魚、虹

鱒、河豚及斑馬魚等)，均具有相似的基因結構 (如

Fig. 2)，特別是會影響蛋白質分子構型的 6 個半胱

胺酸 (cysteine)，Cys31, Cys38, Cys42, Cys54, Cys60及

Cys61，其所形成的 3 對分子內雙硫鍵 (disulfide 

bond) 均位於同樣的相對位置上，符合魚類防禦素

家族特徵 (family signature)，C1-[X5-6]-C
2-[X3-4]-C

3- 

[X11]-C
4-[X5-7]-C

5-C6，因此可證明尼羅吳郭魚

OnBD 確為防禦素家族成員之一。 

根據鄰接法的演化類源分析，9 種魚類 (河

豚、虹鱒、斑馬魚、比目魚、日本稻田魚、點帶

石斑、鯉魚、鱖魚及尼羅吳郭魚等) 之防禦素胺基

酸序列在演化樹上關係密切，歸屬於同一類群 (如

Fig. 3)。與尼羅吳郭魚 OnBD 基因位於同一個演化

分枝 (clade) 上的魚類有河豚、虹鱒、斑馬魚及比

目魚等，其中以河豚 defensin 之基因序列與 OnBD

相似度最高達 82%，而日本稻田魚、點帶石斑、

鯉魚及鱖魚等之 defensin 基因位於另一個演化分

枝上，其中以點帶石斑 defensin 之基因序列與

OnBD 相似度最低僅 69%。 

二、OnBD 基因在尼羅吳郭魚各組織之表

現分布 

利用即時定量 RT-PCR 自正常健康之尼羅吳

郭魚各組織 (包括血液、鰓、頭腎、腸道、肝、肌

肉、皮膚、脾等) 均可檢測到 OnBD 基因持續表

現 (constitutive expression)。但是 OnBD 的 mRNA

在尼羅吳郭魚各組織之表現差異很大  (如 Fig. 

4)，相對表現量最高的組織是皮膚，其次是脾臟與

頭腎，而肌肉與血液的相對表現量較低。 

三、OnBD 抗菌胜肽的分子特性 

經電腦分析 OnBD 胜肽的 66 個胺基酸序列組

成，其中 N-端 24 個胺基酸的訊號序列 (signal 

peptide) ， C- 端 42 個胺基酸組成抗菌序列 

(antimicrobial peptide)。成熟的抗菌胜肽序列分子

量為 4.45 kDa，具有 4 個帶正電胺基酸及 1 個帶

負電胺基酸，淨電荷為 +3，pI 值為 8.12，同時具

有親水結構與疏水結構，為兩性分子  (如 Fig. 

5A)。此外，OnBD 的組成胺基酸具有符合防禦素

Carp 

Flounder 

Grouper 

Mandarinfish 

Medaka 

Rainbow trout 

Takifugu 

Tilapia 

Zebrafish 

MSYNTGTLGLIIITLLLLTA-GEADDTDAQGWTCG-YRGLCR 

MSRYR--VAVLALVVVLLVFVAENEADQPK-LDCSTIQGVCK 

MKG----LSLVLLVLLLMLTVGEGNDPEMQYWTCG-YRGLCR 

MKG----LSLVLLVLLLMLAVGEGNDPEMQYWTCG-YRGLCR 

MKG----LGLVLLVLLLMFADGEEKDPVMQYWTCG-YRGLCR

MSCQR--MVTLVLLVFLLLNVVEDEAASFP-FSCPTLSGVCR 

MASYR--AVVLALLVVLVLNAVENEAASFP-WTCPSLSGVCR 

MFCYR--VVVLALLVVLLLNVAQNEAASFP-WSCLSLSGVCR 

MKPQS--IFILLVLVVLALHFKENEAASFP-WSCASLSGVCR 

*        * 

Carp 

Flounder 

Grouper 

Mandarinfish 

Medaka 

Rainbow trout 

Takifugu 

Tilapia 

Zebrafish 

K-HCYAQEYMIGYHGCPRR--YRCCALRF- 66 

D-SCLSTEFSIGALGCSAESSTVCCITKP- 67 

R-FCHAQEYIVGHHGCPRR--YRCCAVRS- 63 

R-FCYAQEYIVGHHGCPRMKGYRCCAMRS- 63 

R-FCYAQEYIIGHHGCPRR--YRCCAMRF- 63 

K-LCLPTEMFFGPLGCGKG–-FLCCVSHF- 65 

K-VCLPTEMFFGPLGCGKG–-FQCCVSHFL 66 

K-VCLPTELFFGPLGCGKG--SLCCVSHFL 66 

QGVCLPSELYFGPLGCGKG--FLCCVSHFL 67 

*             *        ** 

 

Fig. 2  Multiple alignment of

the Nile tilapia OnBD peptide

with other known fish defensins

from carp, flounder, grouper,

mandarinfish, medaka, rainbow

trout, takifugu and zebrafish. The

six conserved cysteines involved

in disulfide bond formation are

indicated with * symbols. 
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家族特徵的 6 個半胱胺酸，經電腦立體結構模擬

分析顯示 (如 Fig. 5B)，這 6 個半胱胺酸可形成

1-5, 2-4, 3-6 鍵結的 3 對雙硫鍵，其分子構型屬於

典型的 β-defensin 抗菌胜肽家族 (如 Fig. 5C)。 

四、OnBD 抗菌胜肽的抗菌能力分析 

將化學合成之 OnBD 成熟抗菌片段 (由 C 端

42 個胺基酸組成) 分別針對 8 種水產常見病原菌

進 行 最 小 抑 菌 濃 度  (minimum inhibitory 

concentration, MIC) 試驗，結果顯示 OnBD 對革蘭

氏陰性菌與革蘭氏陽性菌均具有抗菌活性，但抗

菌能力因菌種不同而有差異 (如 Table 2)，OnBD

對革蘭氏陰性之 E. tarda 及革蘭氏陽性之 S. iniae 

抑菌效果最佳，其 MIC 可達 4 μM；對革蘭氏陰性

之 V. harveyi 及革蘭氏陽性之 L. garvieae 抑菌效

 
Fig. 3  Phylogenetic tree estimated by using the amino acid sequences of vertebrate defensins with the

neighbour-joining method based on the multiple sequence alignment of ClustalW. The resulting tree was

bootstrapped 1,000 times.  The scale bar corresponds to 0.2 estimated amino-acid substitutions per site.  
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果次之，其 MIC 為 8 μM；而 OnBD 對革蘭氏陰

性之 A. hydrophila 抑菌效果較差，MIC 達 32 μM。 

討   論 

表現序列標誌 (EST) 資料庫是將不同組織

取得的 mRNA，以反轉錄聚合酶鏈鎖反應 (reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) 

反轉錄出 cDNA，再經適當的限制酶處理後，分別

選殖到單一質體中，最後以有系統的方式，對每

一個質體的插入片段，進行單一次自動化定序 

(single-pass automatic sequencing)，所得之序列即

被收錄於 EST database (Adams et al., 1991)。由於

EST database 收錄的資料量相當龐大，每一物種均

有上百萬的 cDNA 片段序列可供比對，因此 EST

資料庫已逐漸成為學者用以發現與選殖新基因的

高效率工具之一 (Parkinson and Blaxter, 2009)。但

是，因為 EST 只進行單一次與單向定序，並未經

過雙向定序確認，也未以人工方式校正機器自動

判讀錯誤，而且所選殖的 cDNA 均先以限制酶切

割過，通常不會是一個完整且序列無誤的基因，

所以在使用 EST 資料庫的序列時，需要以反轉錄

自生物材料的 cDNA 進行一次涵蓋完整基因的錨

定 PCR (anchored PCR)，才不致發生序列上的錯漏 

(Chang et al., 2005)。 

 

Fig. 4  Tissue distribution of OnBD mRNA according to real-time quantitative RT-PCR analysis. The mRNA 

expression results are presented as log-plot relative to tilapia β-actin expression. Error bars represent standard error of 

mean (n=3).  

 

Table 2  Minimum inhibitory concentrations (MICs) of OnBD against different pathogens 

Organism Strain MIC (μM) 

Gram negative  

Aeromonas hydrophila ATCC7966 32 

Edwardsiella tarda ATCC15947 4 

Vibrio alginolyticus  ATCC17749 16 

V. parahaemolyticus  ATCC27969 16 

V. harveyi  ATCC14126 8 

Gram positive    

Streptococcus iniae ATCC29178 4 

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 16 

Lactococcus garvieae MT2055 8 
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防禦素可依據組成胜肽的 6 個半胱胺酸所形

成的 3對雙硫鍵之配對位置，區分為 α型 (1-6, 2-4, 

3-5 配對)、β型 (1-5, 2-4, 3-6 配對) 及 θ型 (1-4, 

2-5, 3-6 配對)；目前僅在新世界猴 (new world 

monkeys) 有發現 θ型防禦素，而絕大多數已發表

的防禦素均屬於 α型或 β型 (Ganz, 2003)。α型與

β 型防禦素在二維核磁共振  (two-dimensional 

NMR) 及 X 光晶體繞射 (X-ray crystallography) 

呈現的分子構型不同，主要的差別是組成胜肽的

第 1 號半胱胺酸與第 2 號半胱胺酸間之胺基酸數

量： α 型只有 1 個胺基酸  (其分子特徵為

C1-[X1]-C
2)，β 型有 5-6 個胺基酸 (其分子特徵為

C1-[X5-6]-C
2)。有趣的是，在哺乳類，α 型與 β 型

防禦素均曾被發現 (Németh et al., 2014)，但魚類

迄今只有發現 β 型防禦素  (Masso-Silva and 

Diamond, 2014)；本研究所選殖的尼羅吳郭魚防禦

素，其組成胜肽的第 1 號半胱胺酸與第 2 號半胱

胺酸之間有 6 個胺基酸，符合 C1-[X5-6]-C
2的分子

特徵，而且經電腦模擬，其二級結構與典型的人

類 β-防禦素 hBD-1 (Selsted and Ouellette, 2005) 極

為相似 (如 Fig. 5B & 5C)，因此可以確定，本研究

以分子選殖出的 OnBD 亦屬於 β-defensin。 

抗菌胜肽與生物體存亡關係密切，其演化歷

程往往成為分類研究上的重要依據，特別是跨物

種的抗菌胜肽家族更可溯源至其遠祖基因 

(ancestor gene)，分析其胺基酸組成的類源關係，

即可得到與現行物種分類大致相符的樹狀圖 

(Zhu and Gao, 2013)，如抗菌胜肽 cathelicidin 家族

即是一例 (Chang et al., 2006)。本研究分析 28 種

脊椎動物的 β-防禦素基因序列 (如 Fig. 3)，結果根 

據其類源關係，可將 9 種硬骨魚 (鯉魚、斑馬魚、

點帶石斑、虹鱒、日本稻田魚、比目魚、鱖魚、

 

Fig. 5  The computer modelling structure of Nile tilapia defensin OnBD. (A) The three-dimensional diagram of OnBD 

shows an amphipathic conformation with both an aromatic circular hydrophobic part and an α-helical hydrophilic 

segment. (B) Ribbon representation of the protein model of Nile tilapia OnBD is similar to that of (C) human 

β-defensin-1 (citation from Selsted and Ouellette, 2005). 

 

A

B C
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河豚及尼羅吳郭魚)、4 種偶蹄目 (山羊、梅花鹿、

綿羊、馴鹿)、4 種鳥類 (綠頭鴨、鴻雁、鵪鶉、雞) 

及 2 種靈長目 (人類、東非狒狒) 分別歸屬於各自

的類群中，而屬於奇蹄目的驢，其 β-防禦素亦與

偶蹄目之 β-防禦素類群有相當的距離，此分析結

果與現代分類學理論相符，證明 β-防禦素基因歷

經長期的演化，可以做為物種分類與系統發生學

研究的重要參考指標。 

α-防禦素可在靈長類及囓齒動物的潘氏細胞 

(Paneth cell)、嗜中性白血球 (neutrophil) 及巨噬細

胞 (macrophage) 被分離到；θ-防禦素則截至目前

為止，只出現在新世界猴的白血球及骨髓組織；β-

防禦素則普遍存在於脊椎動物的上皮細胞 

(epithelial cell) 與嗜中性白血球中 (Zhu and Gao, 

2013)。大部分哺乳動物 β-防禦素的主要表達組織

為皮膚、呼吸道、消化道及生殖泌尿道的黏膜組

織 (Ganz, 2003)，相較於此，魚類 β-防禦素的組織

表達分布顯得更多樣且複雜，無法歸納出一個特

定的表達模式 (Masso-Silva and Diamond, 2014)。

儘管如此，在多數魚類的組織器官中，都可以用

RT-PCR 方法檢測到 β-防禦素的持續表現，通常皮

膚是表現量最高的器官 (Marel et al., 2012; Zou et 

al., 2007; Casadei et al., 2009)，胰臟及頭腎也有相

當高的表現量 (Wang et al., 2012; Zhao, et al., 

2009; Casadei et al., 2009)，本研究在尼羅吳郭魚之

各組織均能以即時定量 RT-PCR 檢測到 OnBD 的

持續表現，其中又以皮膚表現量最高，胰臟次之，

此結果與大部分魚類 β-防禦素的研究結果相符。 

不同物種分離到的 β-防禦素抗菌能力各有差

異，例如自點帶石斑分離到的 EcBD 對 Bacillus 

cereus 的抑制能力最強，其半致死濃度 (LD50) 達

1.0 μM，對 Micrococcus luteus 的抑制能力最弱，

其 LD50 為 10.6 μM (Jin et al., 2010)；自日本稻田

魚分離到的 OlBD 對 A. hydrophila 抑制能力最強，

其 LD50達 0.4 μM，對 Staphylococcus aureus 的抑

制能力最弱，其 LD50 為 6.7 μM (Zhao et al., 

2009)；本研究自尼羅吳郭魚分離到的 β-防禦素

OnBD 則分別對 E. tarda 與 S. iniae 均有較佳的抑

制能力，其最小抑制濃度 (MIC) 可達 4 μM；其

對 A. hydrophila 抑制能力反而較差，其 MIC 為 32 

μM。此外，雖然 Zhao et al. (2009) 認為魚類 β-防

禦素僅對革蘭氏陰性菌有顯著且專一的高抑制活

性，但 Jin et al. (2010) 以點帶石斑 EcBD 對 8 種

水產病原菌測試的結果顯示，其最強抑制活性 (B. 

cereus) 及最弱抑制活性 (M. luteus) 均為革蘭氏

陰性菌；Wang et al. (2012) 自鱖魚分離到的 β-防

禦素 ScBD 則分別對革蘭氏陰性之 A. hydrophila、

Escherichia coli 及革蘭氏陽性之 S. aureus 均具抑

制活性，反而對革蘭氏陰性之 E. tarda 無抑制能

力；本研究以 OnBD 測試 8 株水產病原菌也發現

其分別對革蘭氏陰性之 E. tarda 與革蘭氏陽性之

S. iniae 有較佳的抑制活性，反而對革蘭氏陰性之

A. hydrophila 抑制能力最差。綜合以上的研究結果

顯示，魚類 β-防禦素對細菌的抑制活性可能與微

生物的革蘭氏特性無關，而與物種環境中的常見

病原菌更有關連；E. tarda 會導致魚類系統性腸炎

與敗血症 (Aoki and Kitao, 1981)，S. iniae 則會造

成水產動物急性眼球凸腫與出血性敗血症 (Perera 

and Johnson, 1994)，兩者均為吳郭魚的主要病原

菌，所以尼羅吳郭魚之 β-防禦素 OnBD 對這 2 種

病原菌的抑制活性較強，顯示 OnBD 在尼羅吳郭

魚的抗病防線中扮演舉足輕重的角色。將來擬以

此抗菌胜肽分子研究，建立免疫賦活劑效能的評

估系統，並且利用重組蛋白質技術生產抗菌胜

肽，應用於飼料添加或替代藥物等疾病防治用

途，配合族群遺傳研究，亦可以作為高抗病品系

種魚篩選的分子標記，進而開發出實用的分子選

育工具，對臺灣水產養殖的永續發展將有莫大的

助益。 
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Molecular Cloning and Characterization of a β-defensin 

Antimicrobial Peptide Gene in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) 

Li-Hao Chen, Yeh-Fang Hu, Huei-Jen Ju, Chia-Che Wu and Chin-I Chang* 

Aquaculture Division, Fisheries Research Institute 

ABSTRACT 

An antimicrobial peptide gene named OnBD, which belongs to the β-defensin family, was cloned in Nile 

tilapia (Oreochromis niloticus) using the expressed sequence tag (EST) cloning method. The putative 66-residue 

OnBD prepeptide consists of two domains: an N-terminal 24-residue signal domain (signal peptide) and a 

42-residue C-terminal antimicrobial domain (mature peptide). Annotation of the antimicrobial domain 

architecture showed that the OnBD peptide contains the signature motif and six conserved cysteines, a 

characteristic similar to that of β-defensins in other fish. The OnBD mature peptide shared other common 

features of antimicrobial peptides, such as being amphipathic and cationic (+3 charge) and having a small 

molecule (less than 100 a.a.). We also used real-time RT-PCR to investigate the expression pattern of the OnBD 

gene. The results showed that mRNA of OnBD could be detected in various tissues including the blood, gills, 

head kidney, intestine, liver, muscle, skin and spleen of Nile tilapia. Quantitative analysis revealed that skin had 

the highest expression level. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of the chemically synthesized OnBD 

were examined against eight different aquatic bacterial pathogens and shown to exhibit potent antimicrobial 

activities to all of them, especially to Edwardsiella tarda and Streptococcus iniae, the two most important 

pathogens to tilapia, with the MIC reaching as low as 4 µM. The molecular characteristics and bioactivities of 

OnBD suggested that this antimicrobial peptide may play an important role in the innate immunity of Nile tilapia 

and that it has potential applications in the treatment of bacterial infections. 

 

Key words: β-defensin, antimicrobial peptide (AMP), Nile tilapia, molecular cloning, innate immunity 
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