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甲壳动物中的酚氧化酶原激活系统

研究评价

孟凡伦 张玉臻 孔

(山方大学微 生物技术国家重点实验室

健

济南

马桂荣
2 50 10 0 )

提要 依据 80 一90 年代国际关于 甲壳动物免疫机制的资料
,

对甲壳动物中的酚氧化酶原激

活系统的研究进展予以综合评价
,

目的在于为中国科技工作者防治虾蟹类疾病提供参考
。

现

有的研究表 明
,

甲壳动物中的酚氧化酶 原激活系统可被微生物多糖激活
,

在激活过程中产生

一系列活性物质
,

通过多种形式参与宿主防御反应
。

在甲壳动物中
,

与 p ro PO 系统有关的因子

正在被逐步纯化 出来
; p ro Po 可 由内源蛋白酶转化成活性形式

,

存在调节因子调 节 p ro PO 系统

的释放与激活
。

与 p ro PO 系统有 关的两种蛋白即 7 6 kD 蛋白和 B G BP-- L直接参与细胞间信息

传递
。

该系统在 甲壳动物的识别
、

防卫及细胞间信息传递中发挥着重要作用
。

关键词 甲壳动物免疫 酚氧化酶原激活系统 蛋白酶抑制剂 细胞间信息传递
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近年来严重的养殖虾蟹类疾病使中国水产养殖业蒙受巨大损失
。

由于使用抗生素等

药物有安全性及抗药性等方面的考虑
,

因此研究甲壳动物的免疫机制
,

有效提高虾蟹类本

身的抗病能力
,

是解决问题的根本之道
。

近年来的研究显示
,

甲壳动物的免疫机制以非专

一性 免疫反应为主
。

在 甲壳动物的开放式循环系统中
,

必须有立即反应而非缓慢诱导的

防卫机 制来 阻止 伤后 异源 物质 的人 侵和 防止血 液流失
。

其 中酚氧 化酶 原激 活 系统

(pro phe n o lo x id a se a e tiv a tin g sys tem
,

pro p o 系统)作为一识别和防御系统发挥着重 要作

用 (S 6 d e rh 欲l
,

19 9 2)
。

本文报告近几年国际上对甲壳动物 pro PO 系统的研究概况
,

以期为

中国科技工作者防治虾蟹类疾病提供参考
。

1 甲壳动物 pro PO 系统的性质及生理活性

甲壳动物中的 p ro PO 系统是一种与脊椎动物补体系统类似的酶级联系统
。

该系统中

的因 子以非活化状态存在于血细胞的颗粒 中
,

极微量的微生物多糖成分就可激活 p ro Po

系统
。

以 卜1汉〕p A 为受体
,

检测酚氧化酶 (phe n ol ox idas e ,

PO )催化的产物在 490 nln 的吸光

值
,

即可 了解 p ro PO 系统被活化的程度
。

研究结果发现
,

pro PO 系统可以被 p一 1
,

3一葡聚糖

(p一 l
,

3一g lu c a n ,

p G ) (S 6 d e rh泣11 e r a l
,

19 8 6 )
、

脂多糖 (lip o p o ly sac eh ari d e ,

Lp S ) (S6 d e rh 注11

e r a z
,

19 8 4 )
、

肤聚糖 (Pe p tid o g lye a n ,

p G ) (A shid a e r a z
,

19 9 0 )
、

胰蛋 白
、
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(so d iu m d o d e e y z s u lfa te
,

S D s)
、

加热或 e a Z‘ 浓度下降所活化 (A shid a 。z “z
,

19 8 4 )
。

活化

过程中产生一 系列活性物质
,

可通过多种方式参与宿主防御反应
,

包括提供调理素
,

促进

血细胞吞噬作用
、

包囊作用和结节形成
,

以 及介导凝集和凝固
,

产生杀菌物质等
。

最 近在

对甲壳动物 的研究中还发现 pro PO 系统的成分直接参与细胞间信息传递 (B a rr ac c o o t 0 1,

199 1 )
。

因此该系统在甲壳类动物的防卫机制中极为重要
。

2 甲壳动物中与 p ro p o 系统有关的蛋白质

甲壳动物 p ro PO 系统中的蛋白质成分在血液 中含量很低并且极微量的微生物多糖就

可激活该系统
,

这大大增加 了分离纯化的难度
。

因此尽管有大量关于 甲壳动物 中 pro PO

系统及其被激活的报道
,

但有关该系统被激活的细节问题仍不明了
。

19 91 年
,

A sp如 等从

鳌虾 (凡
e
扣

、r‘,〔
、

: , 、 le n iu s 〔.u lu s )血细胞中提纯到酚氧化酶原 (pro phe n o lo x idas e ,

p ro po )
,

该

酶原 由一条单一的多肤链构成
。

同时
,

A sp如等 (19 9 1) 从血细胞中还分离出酚氧化酶原激

活酶 (p ro phe n o lo x id ase ac tiv a tin g en z ym e ,

pp A )
,

该酶是 一种 丝氨 酸蛋 白酶
,

分 子量 为

36 kD
,

可通过蛋 白水解作用将 76 kD 的 p ro PO 裂解为 60 与 62 kD 的两个具 PO 活性的酶分

子
,

而商品胰蛋 白酶裂解 pro PO 生成 一60 kD 的酶分子
。

近几年从 甲壳动物 中分离提纯的

与 p ro PO 系统有关的蛋 白质见表 1
。

表l 甲壳动物中与p r o 代)系统有关的蛋白质

T a b
,

1 Pro te in s as soc 一a te d w ith Pr o PO syste m In e ru s ta e e a n s

蛋白质 分子量 (kD ) 功 能 主要存 在部位 来源生物

a2 一巨球蛋白 2 x l90 蛋白酶抑制剂 血浆 出la 。了、 as 翻〔
·

us

沁尹2 zu s 〔刀lu s

2 X 18 0

15 5

2 3

户7矛t之厂臼占 夕}尹了C 产了C口 j了况万

尸H()

胰蛋白酶抑制剂

枯草杆菌蛋

白酶抑制剂

p
一 1

,

3 一葡聚糖

结合 蛋白 (B G B P )

B G BP-- 受体

7 6 k』)蛋白

调节 p ro PO 系统的激活

抑制微生物蛋白酶

血浆

血细胞

尸 Ic n l“s “u l“s

迈

硕‘Ia ‘
,

u s a sta ‘
、

u ,

与 p
一 1

,

3 一葡聚糖结合后激活

p or PO
,

参与细胞 间信息传递

参与细胞间信息传递

细胞附着
,

脱颗粒
、

促包

囊
、

参与细胞 间信息传递

l
)
〔)的前体

激活 p ro PO 系统

血细胞

血浆

血细胞膜

颗粒细胞

尸 le zz zu s乙汉11记j

le ,矛12才s f z了lu s

le n iu ‘〔似12之s

酚氧化酶原 (p r o p o )

酚氧化酶原

激活酶 (p p A )

颗粒细胞

颗粒细胞

le zZ zu s c 之廿lu s

le n iu ‘(洲lu s

3 甲壳动物 Pr o p O 系统释放和被激活的调节控制

昆虫 中的 Pr o Po 系统依种的不同而分别位于血细胞或血浆 中
,

但 甲壳动物 中该系统

却位于颗粒细胞或半颗粒细胞的颗粒中
。

半颗粒细胞通过与微生物多糖 (L Ps 或 pG )结合

而导致 该系统的释放
。

在颗粒细胞中
,

该系统的释放则主要 由 7 6 k D 因子或 p一 1
,

3
一 g luc an

结合蛋白 (p
一 l

,

3 一 g lu e a n bin d in g pro te in
,

B G B p )引起
。

由于 p ro po 系统主要存在于颗粒

细胞 中
,

因此 7 6k D 因子和 B G B P就成为控制 pro PO 系统释放的重要物质
。

基于 p ro PO 系

统在血细胞 中的分区存在及只有特异性分子才能作为激活剂引起胞 吐作用
,

甲壳动物可
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图 l 甲壳动物 中 p ro PO 系统的激活模式

R g
.

1 M o d e l fo r th e ac tl丫a t一o n o f rhe Pro R 〕 sys tem I n

C l飞IS ta C Ca n S

p侧 L)为 p
一 l

,

3一 9 lu ea n
,

BG B p 为日
一 l

,

3 一g lu ea n b ln d , n g

p r o te 一n ,

L器 为 11 p o p o 一ys ae eha n de
,

PG 为详 p ti d o g lye a n
,

p ro p pA 为非活性 的 p ro p o p h e n olo x , d as e a e ti v a ti n g enz yrn e
,

p pA 为 被 激 活 的 p m p h e : lo lo x l d ase ac ti va ti n g e甩ym e
,

p r o

PO 为 p ro p he n o lo x : d a s c
,

PO 为 p he n o lo x l d as e
,

s璐 为

s
od iu m d od ec yl sul fa te 图 中虚线表示激活细节尚不清楚

。

(根 据 文 献 S 6 d e r hall
,

19 9 2 ; S 6d e rh 巨]1 e z a l
,

19 86 ;

S6 d e rh注1】e l a l
,

19 8 4 ; A sh ld a u 了 ‘z/
,

19 9 0 ; A s hi d a e t a l
,

19 8 4 综合而来 )

有效地控制 p ro Po 系统的释放
。

另一方

面
,

血浆 中存在蛋 白酶抑制剂来防止血

细胞 中 Pr o Po 系统的 自发释放 〔如通过

自溶作用)后的激 活
,

从而起到保护 自身

的 作 用
。

A sp an
等 (19 9 0 ) 在 鳌 虾 (尸

.

如
, iu 、二 lu 、)中分离纯化 出三种蛋 白酶抑

制剂
。

一种为含一个多肤链的 15 5k D 的

胰 蛋 白酶抑制剂
,

能有 效地抑制 p pA 的

活性 ; 一种为 “
。 一巨球蛋白

,

只能部分抑

制 p p A 的活性 ; 还有一种低分子量 的枯

草 菌素蛋 白酶抑制剂
,

分子量 约 23 kD
,

对 p pA 无作 用
,

但 可抑制枯草菌素和链

霉 蛋 白酶
,

还 可 抑 制 某 些 寄生 菌 (如

助 / , a n o

m1’
〔

·

e
l

、 ‘, s ta 〔
1

1)分 泌 的 蛋 白 酶
。

K o b ay ashi等 (19 9 0 )发现 7 6 k l)蛋 白可被

一种不 同于 p pA 的内源蛋 白酶降解为一

3 0 k D 的片段并丧失大部分活性
,

从而 甲

壳动物可通过控制 7 6 k D 蛋 白的活性而

控 制 p ro po 系 统 的激 活 (A span 。t 。z
,

199 0)
。

关
、

于 甲壳 动物 中的 p ro Po 系 统

的激活模式见图 1
。

4 甲壳动物 p ro p o 系统中某些活

性物质及其活性

4. 1 黑色素

甲壳动物在受伤或遭受病原体人侵

时
,

可迅速在伤 口 附近和病原体周 围产

生黑色素
,

来抑制或杀死病 原体
,

这在 一定程度上类似于高等动物发生感染时产生的红
、

肿
、

热等反应
。

此黑色素由 pro Po 系统中具有决定性作用的 pro PO 转化而来 (A sp如
。t 。l,

199 1)
,

Pr o Po 在活性形式时为一氧化还原酶
,

可氧化酚生成醒
,

酿 自发生成最终产物
—黑色素

。

黑色素及其形成过程中的中间产物均为高活性物质
,

它们可抑制病原体胞外蛋

白酶和几丁质酶的活性
,

从而在伤 口愈合
、

抑制甚至杀死病原体方面发挥着重要作用
。

4
.

2 7 6 k D 蛋白

Jo ha ns s
on 等 (19 8 8) 从鳌虾 (尸 le ni 。川lus )中发现一种血细胞附着因子

,

可促进颗粒

细胞或半颗粒细胞附着于玻片上 (此作用需 c a 二 ‘

存在)
。

该因子是分子量为 76 kD 的单一

蛋白
,

以非活化状态存在于颗粒细胞 与半颗粒细胞 中
,

伴随着 pro Po 系统的激活而活化
。

活化 的 76 kD 蛋白具有多种功能
,

除可作为血细胞附着因子外
,

还可作为调理素或促包囊

因子
,

起到增强血细胞结合
、

吞噬病原体的作 用
,

并且可通过胞吐作用引起颗粒细胞与半

颗粒细胞的脱颗粒
。

Ra
n ta m ak l

等 (19 9 1 )运用鳌虾 (P
.

le n iu s e u lu s)血细胞中 7 6 kD 蛋白的
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单一特异性抗血清 发现在嶂螂 (Bl ab e) ,u 、 ,’r an i必
; )血细胞中一种 9 0k D 蛋白能与该抗血清

发生交叉反应
,

进一步实验发现 76 kD 蛋白能介导嶂螂血细胞的脱颗粒和附着作用
,

同样
,

嶂螂血细胞 中的 9 0k D 蛋白也能介导鳌虾血细胞的上述作用
。

这表明甲壳动物 中 p ro PO

系统及其生物活性因子在结构和功能上可能和其他节肢动物中的类似
。

4
.

3 p 一 l
,

3 一 葡聚糖结合蛋白 (B G B p )

19 9 3 年
,

Du
v 1C等 在几种鳌 虾 .

.

a s ta e u s ,

乃
o e a m b a r u 、 。la r ksi)的 血浆 中检 测到

B G BP 的存在
。

在 尸
.

‘./cl 从li 中其分子量为 100 kD
,

而在 A
.

as ta 川、 中发现两种 B G BP
,

分

子量分别为 10 5 kD 和 95 kD
,

等 电点 (PI )分别为 6
.

! 和 6
.

4
。

迄今为止
,

发现的来 自鳌虾中

的 B G BP都 为酸 性蛋 白质 C ere ni us 等 (】9 9 4) 还 报道 了对来 自鳌虾 尸
.

le ni us 〔
·

ul u 、 中的

B G BP 的分子 克隆及其碳水化合物组成
,

其氨基酸顺序大约含 】33 9 个残基
,

同哺乳动物

中存在的识别因子 如甘露聚糖结合蛋白
、

LPS 结合蛋 白在结构上没有显著的相似性
;
其顺

序 中的某 些重要 特 征 为
:

缺乏信 号肤
,

近邻半 耽 氨酸残 基缺 失
,

几 个 短重 复序列
,

如

Gl u一A s n 一p he G ILI
一

T ll z
, ,

A s
犷lle 一A s n 一 Ile 一S e r ,

Gl u-- G ly一Lys 一
Le

u 一V al和 A s
犷Ly s一V a l一x

一T h o Le
u

。

这 4 种短序结构在 B G BP的开放阅读框中都两次出现
,

有待近一步的实验证实

这是否为其活性中心 B G B P本身不具任何酶活性
,

但 与pG 结合后
,

便可通过增强 p pA 与

PO 的活性而激活 p ro PO 系统
。

其结合pG 后
,

可同颗粒细胞的表面联结
,

促进颗粒细胞扩

张和部分脱颗粒 (B a rr a e e o e z a l
,

19 9 1)
。

B a rr ac e o
等 (1 9 9 1 )还发现

,

pG 对颗粒细胞无作

用
,

B G BP本身对颗粒细胞毫不显示其生物学活性
,

相反还有稳定细胞的作用
。

由此可见
,

B G BP 与 pG 结合后主要具有两个功能
,

首先是引起颗粒细胞 中 pro PO 系统的释放和介导

血细胞在病原体表面上的扩张
;其次是激活 pro PO 系统的活性

。

C e re ni us 等 (19 9 4) 的实验

显示 B G B R L还可作为一种调理素
,

刺激离体血细胞吞噬吸收酵母颗粒
。

4. 4 氏一巨球蛋白 (“
、

一M )

a Z一M为高分子量抑制剂
,

可部分抑制 p pA 的活性
。

它的单体分子量为 190 kD, 通常以

二聚体形式存在
,

而多数哺乳动物 中的为四 聚体
。

“厂M多肤链 中的硫醇酷 (thi ol este r) 区

具有高度保守性
,

在亲缘关系较远的生物如鳌虾
、

马蹄蟹 以至于人类 中都几乎相同 (H all

叮 al
,

198 9 )
,

该区可能为蛋 白的活性区
。

H all 等 (19 8 9) 研究发现鳌虾中 “厂M和补体蛋 白

C
: 、

q 具有类似的氨基酸顺序
。

在马蹄蟹 (百m o lus p 口帅he m us )中
,
a Z一M具有类补体活性

,

其同一些尚未探明的血浆因子一起参与对抗异物人侵
,

能够溶解外源细胞 (E ng hil d o t al
,

199 0 )
。

对纯化的
a 一

M的近一步研究将大大有助于阐明该抑制剂在甲壳动物免疫系统中

的作用
。

5 Pr 0 P O 系统成分参与细胞间信息传递
19 8 3 年

,

S 6 dc rhilll 等建立了体外分离处理甲壳动物完整细胞 的方法
,

这为深人研究

pro PO 系统成分在细胞间信息传递中的作用提供了可能
。

研究发现
,

与 Pr o PO 系统有关的

两种蛋白 (即 76 k l)蛋白和 B G B P-- L) 直接参与细胞间信息传递
,

通过一系列反应使原始信

号得到放大
,

从而可使宿主有效的调动免疫系统对抗异物人侵
。

对 76 kD 蛋白和 B G B P一L

细胞膜受体的研究将有助于更深人地 了解这些过程的分子机制
。

S6 d e rhall (19 9 2) 首次分

离纯化出一种 B G B卜L的细胞膜受体
,

B G BP 用pG 预处理后
,

只与此受体结合
。

在 甲壳动物中
,

虽然尚有大量疑问有待解决
,

但基于 76 kD 蛋白多功能特异性的发现
,



海 洋 与 湖 沼 30卷

B(; BP

。G (L )

一 ⋯
奋 } }

〕
5

BG B尸

杏
‘

p r o p pA

—
p

丁
p r 〔) 1

)
O 一

—
一

- -

一- 一卜

补\、
5 D 5 执

尸O + l肤 段

图 2 甲壳动物中的细胞问信息传递模型

日9
.

2 Mod
el fo r tlle ee ll e o m ln u n l ea tlo n In

C l飞1叹七IC e泣11 5

pG (L )为p
一 l

,

3 一9 lu e a n
,

BG B p 为 p
一 1

,

3一g zu e a n

bi n d , n g p r o te , n
,

B G BP-- L 为 结 合 有 p
一 l

,

3一 g luc a n 的 p
一 l

,

3一g lu e a n b l。d , n g p ro te ln
,

L器

为 l,
因因lysa ee h an d e

,

p r o p p A 为 非 活 性 的

p ro p o
Ph

e n o lo x 一d as e : , et . v at, n g e n z ym e
,

p pA 为

被 激 活 的 p ro p he n o lo x ld ase a eti 、ao n g enz ym e
.

pro PO 为 p ro p h e n o lo x ld a se
,

Po 为 p hen o lo x ld a se
.

s(K
,

为
se m lg ra n t l*a r e ezl

,

(K 为 g r an u la r e e ll

图 中虚线表示 激 活细 节尚 不清楚
.

(根据 文 献

S浏
e rh泣11

,

19 9 2 ; A sPa zl 0 2 〔了1
.

19 9 0 ; Jo ha n ss o n

e t a l
,

19 8 8 ; K o b : 、、a sh l 。z , /
,

19 9 0
,

综合而来)

关于细胞间信息传递的模 型已初步建立起来 (图

2)
。

可 以看 出
,

仅半颗粒细胞 (S〔;C )与外源物质

直接反应
。

通过胞吐作用释放 p ro PO 系统
。

颗粒

细胞 (C〔)则通 过 细胞 膜 上 特异 性 受 体 (M)与

B G B P-- L结合
,

使颗 粒释 出
,

由此 可 导致更 多 的

Pr o PO 系统释放到胞外
,

然后被微生物多糖激活
。

伴随 该系统被激 活
,

76 kD 因子获 得其 生物 学活

性
,

作为细胞附着因子促使血细胞附着在异物上
,

并且介导 CC与 SG C脱颗粒
,

从而使 p ro PO 系统中

因子的释放得到放大
,

最后作为调理素刺激血细

胞包囊并清除异物 (如寄生虫 )
。

细胞外还存在调

节因子 (15 5k D 胰蛋 白酶抑制剂和鳌虾 气一M )能

抑 制 p pA (3 6 kD 蛋 白酶 )的 活 性
。

这 样 可 避 免

Pr o PO 系统 自发释放后 的激活
,

从而起到保护宿

主的作用
。

6 结语

综上所述
,

甲壳动物的免疫反应机制特别是

Pr oP O 系统在识别
、

防卫及细胞 间信息传递 中的

地位已渐露端倪
;在 甲壳动物中

,

与 pro PO 系统有

关的因子正在被逐步纯化出来
; pro Po 可由内源

蛋 白酶转化成活性形式
,

存在调节因子调节p ro PO

系统的激活
,

这些也 日益明确 ;
分离甲壳动物血细

胞方法的建立使研究纯化的蛋白质成分对离体细胞的作用成为可能
; 关于甲壳动物 中细

胞间信息传递的分子细 节问题也逐步得到阐明
。

这必然会大大促进养殖虾蟹类疾病的防

治工作
。

但 由于 p ro PO 系统激活机制的复杂性
,

不明之处甚多
,

仍需进行大量的工作
。

致谢 本文部分资料由中国科学院海洋研究所刘恒博士提供
,

谨致谢忱
。
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