
Marin e Sciences/ Vol. 31, No. 2/ 2007

血蓝蛋白功能研究新进展

Advancement on the function of hemocyanin
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  血蓝蛋白是位于节肢动物和软体动物血淋巴中
的含铜呼吸蛋白,脱氧状态为无色, 结合氧状态为蓝

色。业已证明,节肢动物和软体动物的血蓝蛋白在分

布、氨基酸序列和空间结构上均存在较大差异[ 1]。节

肢动物门血蓝蛋白主要存在于螯肢类、甲壳类、多足

类和蜘蛛类中[2] , 一般由 3~ 8 个不同的单体组成。

每个单体(由一条多肽链构成)含有 600 ~ 660 个氨

基酸残基,分子质量约为 75 ku, 6 个单体 (由基因重

复产生) 在四级结构上联合组成 3-3 六聚体 (相对分

子质量约为 4. 5 @ 105 ) 或以六聚体为单位再组成复

合六聚体(即整数倍的六聚体)。软体动物血蓝蛋白

的分布不如节肢动物的那样广泛, 仅限于腹足类和

头足类,其分子质量约为 50 ku, 由 7 或 8 个功能单

位组成圆柱形结构[ 3, 4]。一般认为,血蓝蛋白的主要

生物学功能与机体内的输氧有关, 它与血红蛋白

( hemog lobins) 和蚯蚓血红蛋白 ( hemerythreins) 并

称为动物界中的 3 种呼吸蛋白[ 5]。但近年来研究表

明,血蓝蛋白是一种多功能蛋白, 它不仅具有输氧功

能,而且还与能量的贮存, 渗透压的维持以及蜕皮过

程的调节有关[6, 7]。特别引起学术界重视的是, 血蓝

蛋白还具有酚氧化物酶活性和抗菌功能[8] , 被认为

是节肢动物和软体动物中的一种重要的免疫分子。

1  血蓝蛋白的免疫学功能

1. 1  血蓝蛋白的酚氧化物酶活性
1. 1. 1  血蓝蛋白理化性质和基因序列与酚氧化物酶

具有相似性

研究证实, 血蓝蛋白与酚氧化物酶在物理化学

性质等方面非常相似[7] : 1)它们都含有 2 个铜离子结

合区域 CuA 和 CuB, 并与 6 个组氨酸连接形成活性

中心; 2)氧结合位置均在 Cu 和 L-G2 : G2 位。近年来,

人们发现酚氧化物酶与血蓝蛋白在蛋白质结构上同

样具有明显的相似性。Aspan 等[ 9] 发现淡水小龙虾

( Pacif as tacus leniusculus )酚氧化物酶前体的推导氨

基酸序列与鲎( L imulus p oly phemus )血蓝蛋白Ⅱ铜

离子结合区 CuA 和 CuB 的同源性分别为79. 5% 和

60. 3%。Fujimo to 等[10] 报道黑腹果蝇 ( Drosop hi la

melanog aster )酚氧化物酶前体的推导氨基酸序列与

狼蛛 ( Eury p elma calif ornicum )、鲎 ( L imulus p oly-

p hemus )、大螯虾( Panulir us inter r up tus)血蓝蛋白的

铜离子结合区 CuA 和 CuB 同源性分别为 45% ~

76% 和 30% ~ 60%。由此, Burmester 和 Immes-

berg er [ 11, 12]等对血蓝蛋白的进化地位进行了分析,

结果提示, 血蓝蛋白可能是在大约 55 亿年前由酚氧

化物酶进化而来。总之, 从目前所掌握的资料分析,

血蓝蛋白是一种在结构上与酚氧化物酶极其相似的

蛋白, 其两者的比较研究正引起学术界的高度关注。

1. 1. 2  血蓝蛋白具有酚氧化物酶的酶活性
最近, 人们发现血蓝蛋白在一定的条件下也可表

现出酚氧化物酶活性。Decker 等[13]报道狼蛛的血蓝

蛋白可被胰蛋白酶或胰凝乳蛋白酶水解转变成单酚

氧化物酶和 O-双酚氧化物酶而表现出酚氧化物酶活

性, 其水解部位为血蓝蛋白的 N 末端, 提示其作用机

制可能是通过切除血蓝蛋白的 N 端从而为底物的结

合提供更好的结合位点。

不仅如此 ,现已证明血蓝蛋白不经酶切也可表现

出酚氧化物酶活性。Salvato 等[ 14] 发现软体动物的

血蓝蛋白在 pH 6 时可以被诱导表现出 O-双酚氧化

物酶的活性。Decker 等[ 15]和 P less 等[16]报道鲎和狼

蛛的血蓝蛋白在十二烷基硫酸钠( sodium dodecylsu-l

fate, SDS)的诱导下可表现出 O-双酚氧化物酶活性。

Jaenicke 等[ 17]证实甲壳动物血蓝蛋白在 SDS 诱导下

还具有儿茶酚酶活性。Nagai[ 18] 等发现中国鲎

( Tachyp leus tr identatus )的凝血酶能把血蓝蛋白转

化成酚氧化物酶。有意思的是,其转化机制不是依靠
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蛋白酶的酶活性, 而是通过凝血酶与血蓝蛋白按一

定的比例相互作用形成一个复合物得以实现 (凝血

酶和血蓝蛋白在质量比为 1 B 1 时达到转化平台)。

Nagai等[ 19]研究表明, 结合角质素的鲎抗菌肽 ) ) ) 鲎
素( T achyplesin)可以激活血蓝蛋白向酚氧化物酶的

转变,当分离常数 K d= 3. 4 @ 10-6 mo l/ L 时两者能特

异性结合,其结合位点位于鲎素的疏水面, 结合骨架

可能是与鲎素相互作用的角质素。一般认为,角质素

既是真菌的细胞壁成分, 又是节肢动物外骨骼的主

要组分,而抗菌肽既可识别自身角质素的损伤部位

又可识别入侵微生物 (异己)的损伤部位。提示其作

用机制可能为:当机体受病原微生物侵扰时 ,抗菌肽

通过与角质素和血蓝蛋白的结合, 诱导血蓝蛋白向

酚氧化物酶的转变, 促进病原体的清除和外骨骼创

伤的愈合。Zlateva 等[ 20]报道 Car cinus maenas 的血

蓝蛋白可被高氯盐诱导表现出 O-双酚氧化物酶的活

性。Adachi 等[21]证实血蓝蛋白可以被经B-1, 3-葡聚

糖处理的血细胞成分所激活转变成类酚氧化物酶,

该过程可被亮抑蛋白酶肽和 E-64 所阻断, 提示血细

胞中的丝氨酸半胱氨酸蛋白酶参与了激活过程。进

一步研究表明, 在还原十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳( SDS-PAGE)中,正常血蓝蛋白和激活的血

蓝蛋白没有明显的差别, 而在非还原 SDS-PAGE 中

发现,正常血蓝蛋白亚基与激活的血蓝蛋白相比其

低聚物位点存在几个小的共价键。由此认为,还原键

的断裂如亚基间的二硫键, 在该血蓝蛋白激活过程

中具有重要作用。

有趣的是,研究者们发现 A stacus lep todacty lus、

Cancer pagurus、Carcinus maenas、Palinurus elep ha、

Panulir us interr up tus、Paralithodes camtschaticae 的血

蓝蛋白既可在胰蛋白酶又可在 SDS 诱导下表现出酚

氧化物酶活性[17] , Siddiqui 等[22]还证实螺旋状的 B-

血蓝蛋白及其亚基或功能单位在蛋白酶或 SDS 的诱

导下均可表现出不同程度的酚氧化物酶活性。

1. 1. 3  血蓝蛋白具有酚氧化物酶的免疫学功能
业已证实,酚氧化物酶是一种重要的免疫分子,

广泛存在于动物、植物和真菌中。它不仅参与伤口的

愈合、皮肤色素的合成、果实的着色和昆虫外骨骼的

骨化作用,而且具有识别和防御作用。酚氧化酶激活

后可诱导产生黑色素, 黑色素及中间代谢产物醌可

抑制病原体胞外蛋白和几丁质酶的活性。同时,在此

过程中可产生大量活性物质, 它们通过多种方式参

与宿主防御反应, 包括提供调理素, 促进血细胞吞

噬作用、包囊作用和结节的形成, 介导凝集和凝固,

产生杀菌物质等。从免疫功能上非常类似于高等动

物的补体系统[ 23~ 25]。血蓝蛋白可以向酚氧化物酶转

变, 这说明血蓝蛋白是节肢动物和软体动物中的一种

相当重要的潜在的免疫分子。

1. 2  血蓝蛋白降解片段的抗菌活性
研究证实, 血蓝蛋白除了具有酚氧化物酶活性

外, 一定条件下还可降解产生抗真菌或细菌的肽段,

直接抑制微生物入侵。

Destoumieux-Gar zon 等[ 26] 从两种对虾 ( Penaeus

vannamei 和Penaeus sty lir ostr is )的血浆中分离出 3

种具有抗真菌活性的多肽, 分别命名为 PvHCt ( 2. 7

ku, Penaeus v annamei )、PsH Ct 1 ( 7. 9 ku, Penaeus

sty lir ostr is ) 和 PsHCt 2 ( 8. 3 ku, P enaeus sty lir os-

tr is )。经 Edman 降解和质谱进一步分析, 发现 3 种

多肽与血蓝蛋白的 C 末端存在 95% ~ 100%的相似

性, 提示这些多肽可能是由虾血蓝蛋白剪切而来。同

时, 对这些血蓝蛋白来源的多肽进行酶联免疫吸附

( Enzyme- linked immunosorbent assa y, EL ISA ) 和免

疫印迹 ( Western-blott ing ) 检测。结果发现, 与对照

组相比, 微生物感染组的血浆抗真菌多肽的含量明显

升高。由此认为, 在细菌入侵的早期通过血蓝蛋白降

解产生的抗菌肽可能是对虾抑制细菌的一种重要方

式。这是血蓝蛋白具有免疫防御功能的重要证据。

至于导致血蓝蛋白部分酶切的机制是否是对虾免疫

反应的一部分和这个过程参与多少瞬时和系统抗菌

反应, 还有待进一步研究和探讨。

Lee等[ 27]在淡水小龙虾 Pacif astacus leniuscu-

lus 中分离纯化出具有广泛抗菌谱的抗菌肽, 命名为

astacidin 1, 它同样与血蓝蛋白 C 端具有高度的同源

性。研究证实, astacidin 1 能广泛抑制革兰氏阳性和

阴性菌的生长, 一级结构含 16 个氨基酸残基

( FKVQNQHGQVV KIFHH-COOH ) , 不含半胱氨

酸, 分子质量为 1. 945 2 ku, 在质谱中未发现与碳水

化合物相连的氨基酸残基。其 cDNA 序列与血蓝蛋

白 C 端完全匹配, 表明它可能源于血蓝蛋白的 C 端

部分。尤其值得一提的是,在酸性条件下血蓝蛋白可

被类半胱氨酸蛋白酶水解形成 astacidin 1, 且该过程

由 LPS 或葡聚糖所调控。进一步研究发现, 当小龙

虾被脂多糖 ( lipopo lysaccha ride, LPS)或葡聚糖感染

时, 与体外试验相似, 血淋巴中的 astacidin 1 含量也

明显增多。由此说明, astacidin 1 确实源于血蓝蛋白

并具有抗菌功能。

作者[ 28, 29]采用免疫学、亲和蛋白质组学、基因克

隆和生物信息学等现代生物学技术, 对凡纳滨对虾

( L itop enaeus v annamei)血清中的血蓝蛋白结构、功

能和生物进化地位进行了较系统的研究,发现凡纳滨
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对虾血清中的血蓝蛋白可与抗人 Ig 发生特异性的结

合,其结合区域为其 Ig- like区。进一步分析表明 ,其

结构上不仅与高等生物的免疫分子和低等生物的识

别分子同源,而且与人 Ig 在氨基酸序列中存在多个

高度同源的保守 motif, 是一类新发现的 IgSF 分子。

体内外实验表明, 血蓝蛋白具有细菌和血细胞凝集

活性,可以与细菌外膜蛋白 OmpC 和 OmpX发生特

异性结合。将病原菌感染对虾,其血液中可新增与血

蓝蛋白抗血清呈阳性,分子质量分别为 17. 5, 22. 5 和

28. 5 ku 的 3 种蛋白, 初步证明其是血蓝蛋白降解产

生的抗菌片段。

1. 3  血蓝蛋白的抗病毒活性
Zhang 等[ 30]首次证明血蓝蛋白具有非特异性抗

病毒作用。作者运用亲和层析从斑节对虾( Penaeus

monodon )血清中分离出 2 种能与白斑杆状病毒

( WSSV )和虹彩病毒 ( SG IV )结合的多肽, 分子质量

分别为 73ku和 75ku, 经质谱分析鉴定为血蓝蛋白。

进一步研究表明, 将血蓝蛋白和病毒混合后添加到

细胞培养液,培养 3 天后发现细胞只受到较轻微的破

坏,而不含血蓝蛋白的对照组细胞则完全裂解。但如

延长培养时间,试验组细胞也相继裂解。随后选用 6

种 DNA 或 RNA 病毒 ( SG IV , FV3, LDV, ThRV ,

ABV 和 IPNV) 进行分析, 结果发现其半抑制浓度

( EC50 )约为 4. 56~ 6. 64 mg / L。这些结果表明, 血蓝

蛋白在低浓度时是潜在的病毒抑制物, 但血蓝蛋白

不能完全抑制病毒的复制。

总之,血蓝蛋白的免疫防御功能是近年来无脊

椎动物免疫学领域的最新发现, 在免疫反应中, 它不

仅可表现出酚氧化酶的功能, 而且可裂解产生不同

分子质量大小的抗菌片段以抵御病原的入侵。虽然

其免疫机理目前尚不十分明确, 但随着无脊椎动物

免疫机制和血蓝蛋白抗菌分子基础研究的深入, 相

信其确实情况必将阐明。

2  血蓝蛋白的其他功能

2. 1  储存蛋白质
Paul等[ 31]发现, 血蓝蛋白在不同时期输氧能力

存在较大差别。在静止期氧气的消耗量低,血蓝蛋白

协氧量少。在运动期(如捕食和躲避 )机体由于主要

消耗储存的能量,血蓝蛋白的协氧量同样不高, 在从

运动到静止的恢复期血蓝蛋白的协氧量却明显增

加。究其原因,是由于这一时期磷酸原和糖的存储导

致需氧代谢旺盛所致。然而令人不解的是,即使在恢

复期还有相当多的血蓝蛋白不参与协氧, 且其浓度

随食物摄入量的增加而增加。为此,有的研究者提出

血蓝蛋白可能与体内蛋白的存储有关。进一步研究

表明, 节肢动物血蓝蛋白的氨基酸序列与烟草天蛾

( Manduca s ex ta ) 储存蛋白 ( LSP) 具有高度相似性

( 27% )。由此认为, 血蓝蛋白可能还是动物体内重要

的氨基酸和蛋白质的储存物。

2. 2  调节蜕皮过程
研究证实 ,狼蛛的血蓝蛋白能与蜕皮激素相结合

(其结合的质量浓度范围为 0. 5~ 5 mmo l/ L) [6] ,并介

导蜕皮激素的转运和调节蜕皮的过程。同时, Paul

等[ 32]发现狼蛛和鲎在蜕皮期(尤其是在蜕皮后期) ,

其血淋巴蛋白浓度均有所下降。研究表明,这是由于

血蓝蛋白与狼蛛表皮蛋白和蜕皮蛋白相互结合所致。

进一步研究发现,血蓝蛋白亚基结构域 1 的保守性疏

水口袋结构可能是与蜕皮激素相结合的区域。因此

可以认为, 血蓝蛋白参与了蜕皮的调节和表皮的形

成。

3  研究前景和展望

近年来, 随着血蓝蛋白多种功能的不断发现, 特

别是免疫活性的发现,血蓝蛋白的功能、作用机理、进

化地位已经引起各国学者的浓厚兴趣。进一步研究

血蓝蛋白功能对于丰富和发展无脊椎动物,特别是甲

壳类动物生理生化和免疫系统的基础研究,探索免疫

机理和有关免疫分子起源均具有十分重要的意义。
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