
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

海洋科学/ 2004年/第 28卷/第 9期66

SCIENCE SCOPE

科学视野

鲎血淋巴中的先天性免疫系统

The innate immune system in hroseshoe crab hemolymph

欧阳高亮 ,鲍仕登

(厦门大学 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 , 厦门大学 生命科学学院细胞生物学研究室 , 福建

厦门 361005)

中图分类号 : S94 文献标识码 :A 文章编号 :1000 - 3096(2004) 09 - 0066 - 04

鲎 (horseshoe crab)是一种生活在海洋中的大型底

栖节肢动物 ,从早古生代的奥陶纪出现至今已有 4亿

多年的历史 ,是动物界具有独特进化地位的“活化石”

之一。鲎隶属于节肢动物门 (Arthropoda)、有螯肢亚门

(Chelicerata)、 肢 口 纲 (Merostomata)、 剑 尾 目

( Xiphosurida)、鲎科 (Limuroidea)。现存的鲎种类很少 ,

仅存 2 亚科 3 属 4 种 , 这 4 种鲎分别为美洲鲎

( Limulus polyphemus)、东方鲎 ( Tachypleus tridentatus ,又

称中国鲎或日本鲎)、南方鲎 ( Tachypleus gigas)和圆尾

鲎 ( Carcinoscorpius rotundicauda) ,其地理分布也较为狭

隘 ,仅限于北美与东亚及东南亚一带。除具有动物“活

化石”称号外 ,鲎又冠有“无脊椎动物献血冠军”的美

誉 , 其体内拥有大量的血淋巴。一只成年鲎可制备

100～300 mL血 ,血淋巴采集也较为便利 ,而且鲎的凝

血系统与哺乳动物的非常相似 ,因此鲎是无脊椎动物

血液学研究的绝好材料 ,也是目前鲎资源开发利用和

鲎试剂研制的主要原材料 ,一直受到日、美等国学者

的高度重视[1 ]。近年来 ,随着对鲎血淋巴的免疫功能

研究及其与其它无脊椎动物血淋巴的免疫学比较研

究 ,尤其是从鲎血淋巴中分离出许多具有抗菌、抗病

毒的活性物质 ,鲎血淋巴研究已成为当前无脊椎动物

免疫学研究的重要热点领域。作者拟就鲎血淋巴先天

性免疫系统中的免疫应答细胞和免疫应答因子及其

参与的免疫应答进行综述。

1 鲎血淋巴中的免疫应答细胞

鲎血淋巴内含免疫应答细胞和许多免疫活性物

质 ,是鲎抵御入侵病原的先天性免疫系统。鲎血淋巴

呈蓝色 ,由血浆和血细胞组成。血浆内含有以可溶形

式存在的起呼吸作用的血蓝蛋白 ,该蛋白占整个血浆

蛋白总量的 90 %～95 %。鲎血细胞一般可分为无颗粒

细胞和颗粒细胞。无颗粒细胞又称蓝细胞 ,仅占血细

胞总数的 1 %左右 , 可合成并分泌血蓝蛋白 ; 颗粒细

胞又称变形细胞或阿米巴样细胞 ,呈卵圆形板层状结

构 , 最大直径可达 15～20μm , 占血细胞总数的 99 %

以上 , 内含大、小两种分泌性颗粒 , 大颗粒直径约

1. 5μm ,小颗粒直径约 0. 6μm。鲎血细胞大小颗粒内

含有许多免疫活性物质 ,目前人们已从大、小颗粒内

分离到 40多种蛋白组分 , 其中大颗粒含有与凝血有

关的凝固因子、凝固蛋白原、蛋白酶抑制剂、凝集素以

及少量抗菌性组分如 tachplectins等 ;小颗粒则含有大

量的抗菌活性物质以及一些具有凝集细菌作用的组

分 ,这些组分是一类富含半胱氨酸的碱性蛋白 ,即抗

菌肽 ,如 tachyplesins、tachycitin、tachystatins等 ; big de2
fensin则为大、小颗粒所共有。颗粒细胞既无粘附性 ,

也不具备运动能力 , 但当鲎在外渗作用或外伤情况

下 ,颗粒细胞被激活 ,从而导致细胞获得粘附性 ,并通

过胞吐作用释放颗粒 ,同时伸出伪足从而具有运动能

力。因此当外来病原侵入鲎血液时 ,血细胞通过胞吐

作用将大、小颗粒释放出来 ,在大、小颗粒及血浆中的

各种抗菌活性物质的协同作用下 ,杀死外来病原 , 构

成一个有效的防御系统[1～3 ]。

2 鲎血淋巴中的免疫应答因子

鲎先天性免疫系统完全依赖于一套独特且非常
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有效的宿主防御系统和凝血系统。目前人们已从鲎血

淋巴的血细胞和血浆中分离纯化了多种参与鲎凝血

反应和宿主防御的免疫应答因子。

2. 1 凝固因子 (coagulation factors)

鲎血淋巴进行快速凝血对宿主防御和止血均非

常重要[4 ,5 ]。该凝血级联反应由 4种凝固因子和 1种

凝固蛋白原 (cogaulogen) 组成。其中凝固因子包括 C

因子、G因子、B因子及前凝固酶 (proclotting enzyme) ,

这些因子都属于丝氨酸蛋白酶原家族。

2. 1. 1 C因子

C因子为糖蛋白 ,是鲎凝血反应中由细菌内毒素

(LPS) 激活的凝血级联反应的起始点。分子质量为

123 ku ,由轻、重二链通过二硫键组成 ,其重链 N端可

以与 LPS特异结合 ,而轻链 C端有催化活性。在 LPS

作用下 C因子被活化 , 活化的 C因子有酰氨化酶活

性 ,可激活 B因子。B因子进一步将前凝固酶活化为

凝固酶。这一丝氨酸蛋白酶的级联活化最后使凝固蛋

白原转化为凝固蛋白凝胶。

基于该原理利用鲎血细胞崩解物制成的鲎试剂 ,

已被广泛应用于 LPS检测。这种细菌内毒素检测方法

即“鲎试验法”自 1968年提出后 ,已被陆续纳入各国

药典[6 ]。

2. 1. 2 B因子

B因子是 C因子的靶因子 ,分子质量约 64 ku ,在

活化的 C因子的激活下 , B因子可将前凝固酶活化为

凝固酶。

2. 1. 3 G因子

G因子是鲎凝血反应的另一起始点 ,是一种特殊

的丝氨酸蛋白酶原 ,为异二聚体 ,可被真菌细胞壁组

分 (1→3) -β - D - 葡聚糖特异性激活[7 ]。

2. 1. 4 前凝固酶

前凝固酶分子质量约 38 ku , 由 346个氨基酸组

成。可被活化的 B因子或 G因子激活为凝固酶 ,凝固

酶可进一步活化凝固蛋白原 ,形成不可溶的凝固蛋白

凝胶。

2. 1. 5 凝固蛋白原 (coagulogens)

目前已从美洲鲎、中国鲎及 2种东南亚鲎体内获

得 4种凝固蛋白原。凝固蛋白原是鲎凝血系统的核

心 ,是凝血级联反应的的靶蛋白 ,与脊椎动物的纤维

蛋白原功能相似 ,但不同的是凝固蛋白原是在血细胞

的大颗粒内而不存在于血浆中。凝固蛋白原是碱性多

肽链 ,由 3个片段 (A、B、C)组成。在凝胶化过程中 ,C

肽被释放出来 ,最终形成的凝固蛋白凝胶分子由 A、B

二条链以二硫键连接而成。

2. 2 蛋白酶抑制剂 (protease inhibitors)

鲎血细胞大颗粒中含抑制蛋白酶活性的物质 ,

包括丝氨酸蛋白酶抑制因子 (serpins)和半胱氨酸蛋白

酶抑制因子 (cystatin)。

2. 2. 1 丝氨酸蛋白酶抑制因子

目前已从东方鲎的血细胞中分离得到 3种丝氨

酸蛋白酶抑制因子 : LICI1、LICI2和 LICI3 , 三者的同

源性较高 ,与哺乳动物血浆的丝氨酸蛋白酶家族的结

构、功能相近。 LICI家族通过与丝氨酸蛋白酶形成

1 : 1的复合物来抑制其活性。其中 LICI1特异抑制 C

因子 , LICI2及 LICI3则抑制 C因子、G因子及凝固酶

的活性 ,但 LICI2对凝固酶的抑制作用较强 ,而 LICI3

对 G因子的抑制作用较强。由于凝血级联反应中活

化的 C、G因子以及凝固酶都是丝氨酸蛋白酶 , 因此

LICI可能是作为凝血过程的调节因子 ,防止不必要的

凝血。

2. 2. 2 半胱氨酸蛋白酶抑制因子

鲎半胱氨酸蛋白酶抑制因子是一由 114个氨基

酸组成的单链蛋白 ,相对分子量约为 12. 6 ku ,可通过

与半胱氨酸蛋白酶形成 1 : 1非共价复合物而抑制其

酶活性。cystatin可能通过影响胞内外的蛋白质及多肽

的分解代谢 ,调节酶原、激素原的水解 ,抵御微生物侵

入正常组织 ,对革兰氏阴性菌有强烈抑制作用。

2. 3 凝集素 (lectins)

除通过凝固因子 C、G等来识别外来入侵病原

外 ,鲎也可通过凝集素特异性地结合病原外露的糖链

来识别入侵病原 ,从而引发相应的凝血反应或免疫反

应。目前人们已从鲎血淋巴中分离到大量的凝集素 ,

如 tachylectins、limunectin、limulin、polyphemin、LCRP等 ,

其中对 tachylectins的结构与功能研究的较为清楚。

tachylectins是一种从鲎血细胞或血浆中分离到的凝集

素 , 具有结合 LPS及凝集细菌的特性。目前发现的

tachylectins可分 5种类型 ,分别简称为 TL - 1、TL - 2、

TL - 3、TL - 4、TL - 5 ,前四种分布于血细胞内 , TL - 5

分布于血浆中。除 TL - 1无凝血活性外 , 其它 4种

tachylectins均对人 A型红细胞具有凝血作用 , 尤其是

TL - 5(又分为 A和B两种亚型)可凝集人所有类型的

红细胞 ,同时也是 5种 tachylectins中细菌凝集活性最
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强的一种[2 ,8～10 ]。

2. 4 抗菌肽
抗菌肽是动植物体内组成性表达或诱导产生的

天然免疫物质 ,是机体先天性免疫的重要组成部分。

抗菌肽对病原微生物具有选择性毒性 ,杀菌快速 ,广

谱抗菌且微生物不易产生抗性 [11 ]。目前人们已从鲎

血淋巴中分离得到多种抗菌肽。

2. 4. 1 tachyplesins与 polyphemus

tachyplesins与 polyphemus(统称为鲎素)是存在于

鲎血淋巴颗粒细胞的小颗粒中的一族小分子多肽 ,由

17～18个氨基酸组成 , 相对分子质量约 2. 3 ku。

tachyplesin I是 Nakamura 等于 1988年从东方鲎血细

胞酸性抽提物中分离得到的 ,随后的研究中又相继发

现了 tachyplesin II、III以及存在于美洲鲎中的 tachy2

plesins类似物 polyphemus I、II。它们都是含 C末端α -

精氨酰胺的阳离子肽 ,具两亲性 ,有 3个串联的四肽

重复 ,并在相同的位置 ,以 2个分子内二硫键形成独

特的刚性稳固结构。tachyplesin I、II、III及 polyphemus

I、II之间有很高的同源性和相似的抗菌、抗病毒作

用 ,可强烈抑制革兰氏阴性菌、阳性菌和真菌的生长 ,

对囊泡口炎病毒、流感病毒 A、人艾滋病病毒 HIV - 1

等病毒也有强烈的抑制作用。其抗菌特性与其它一

些抗菌肽如蝎毒 (magainins) 相类似 , 可能与其引发

膜通透泄漏有关[11 ,12 ]。因此 , 基于鲎素独特的抗菌、

抗病毒特性 ,目前国内外正着手以鲎素为先导化合物

开发新的抗菌、抗病毒、抗肿瘤药物[11 ,13 ]。

2. 4. 2 tachycitin

tachycitin是 Kawabata 等于 1996年从鲎血细胞小

颗粒中分离到的抗菌肽 ,对革兰氏阴性及阳性细菌的

生长都有抑制作用。该抗菌肽由 73个氨基酸组成 ,具

几丁质结合活性 ,相对分子质量约为 8. 5 ku ,有 5个

分子内二硫键。tachycitin自身的抗菌作用并不强 ,但

可协同增强 big defensin的抗菌活性[2 ,14 ]。

2. 4. 3 tachystatins

tachystatins是一族分离自鲎血细胞小颗粒中的

抗菌肽 ,相对分子质量约 6. 5 ku ,可分为 A、B、C 3种

类型 ,均具有几丁质结合能力 ,对革兰氏阴性菌、阳性

菌以及真菌的生长均有抑制作用 , 其中以 tachystatin

C的抗菌活性最强[2 ,15 ,16 ]。

2. 4. 4 抗 LPS因子

抗 LPS因子存在于大颗粒中 , 是 1982年分离到

的抗菌性蛋白 , 由 128个氨基酸组成 , 分子质量约

15 ku ,可通过结合 LPS ,特异性抑制 LPS介导的 C因

子的激活 ,从而抑制凝血反应的激活 ,对革兰氏阴性

细菌生长有抑制作用。

2. 4. 5 big defensin

big defensin是 Saito 等于 1995年从鲎血细胞大、

小颗粒中分离到的抗菌肽 ,广泛存在于鲎的各种组织

中 ,具有抗革兰氏阴性菌、阳性菌以及真菌的活性。

big defensin由 79个氨基酸组成 ,其 C末端的 37个氨

基酸序列与哺乳动物嗜中性粒白细胞的防御素相似 ,

N末端则有一个由 35个氨基酸组成的疏水序列。

这 2个末端序列的抗菌活性有很大差异 , 前者具有

更强的抗革兰氏阳性菌的活性 ,而后者则抗革兰氏阴

性菌更为有效。研究表明 , big defensin很可能是在

微生物入侵的情况下 , 作为防御分子与抗 LPS因子、

tachyplesins一起被分泌到细胞外体液中起协同抗菌

作用[2 ,17 ,18 ]。

2. 5 其它防御分子
除以上免疫活性因子以外 , 还有许多其它防御

分子参与了鲎先天性免疫应答反应和凝血反应 , 如

α2 - 巨球蛋白、C反应蛋白 (CRPs)、D因子、PAP、

hemocyanin等[2 ]。

3 鲎血淋巴参与的免疫应答

与其它无脊椎动物相类似 , 鲎也缺乏获得性免

疫系统 ,但具有多种属于先天性免疫的防御系统。该

防御系统一般也分为细胞免疫和体液免疫 ,主要包括

血淋巴凝聚、酚氧化酶原激活、细胞凝集、释放抗菌物

质产生抗菌反应、活性氧形成以及吞噬反应 ,共同构

成鲎的先天性免疫系统。该系统可对潜在病原表面

的抗原作出免疫应答。因此需要有对各种病原上结

构稍有不同的多种类型的抗原表位具有足够特异性

识别能力的生物传感器 ,同时该传感器也必须能够区

别“自己”和“异己”的抗原表位。在长期的生物演化

历程中 , 鲎血细胞发展出了以丝氨酸蛋白酶原 C因

子和 G因子为生物传感器的凝血系统。它们分别在

革兰氏阴性细菌细胞壁主要成分 LPS或真菌细胞壁

主要组分 (1→3) -β - D - 葡聚糖的作用下发生自催

化活化。即当细菌或真菌侵入血淋巴时 ,血细胞探测

到其表面的 LPS或 (1→3) -β - D - 葡聚糖 ,血细胞

迅速进行胞吐作用 ,释放大、小颗粒内含物。C因子或

G因子这两个生物传感器被相应激活物激活 ,启动凝
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血级联反应 ,最终使凝固蛋白原形成凝固蛋白凝胶。

这种受病原激发的凝血反应不仅对止血非常重要 ,对

宿主防御也非常关键。同时 ,鲎血细胞也可通过释放

主要储存在大颗粒中的各种凝集素来识别病原上的

不同的糖链 , 引发血细胞凝集 , 将入侵病原固定下

来。另外鲎血细胞可从各个方向伸出伪足 ,将入侵病

原吞噬。这些被免疫化的外源入侵者最终均被由血细

胞释放的 tachyplesins、tachycitin、tachystatins和 big de2
fensin等抗菌物质以及血浆中的类似哺乳动物补体系

统的 CRPs和α2 - 巨球蛋白所杀灭 , 从而有效地防御

外来病原的入侵[1～5 ,10 ,18 ]。

4 结语

无脊椎动物血淋巴研究虽已有一百多年的历

史[1 ] , 但对其参与的免疫应答机制了解很少 , 也很不

系统[19 ,20 ]。唯一例外的是人们对鲎凝血系统及其先天

性免疫系统的基础理论研究较为深入 ,而且以鲎凝血

系统为基础建立的鲎试验法在细菌内毒素检测上应

用非常广泛。另外从鲎血淋巴中分离的大量抗菌肽也

是目前开发新型抗菌、抗病毒、抗肿瘤药物的研究热

点。因此有关鲎血淋巴中的先天性免疫系统研究对当

代免疫学研究及其应用具有重要意义。
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