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　　【摘要】　由于无脊椎动物没有专一的特异性免疫系统 ,所以先天免疫系统是其抵御外来病原入侵的唯一方

式 ,无脊椎动物的先天免疫系统包括细胞和体液防卫机制 ,这 2种机制可被模式识别受体 ( PRR s)分子所触发 ,

PRR s可与微生物表面特异的物质识别并结合 ,通过结合 ,这些 PRR s通过包囊和噬菌作用直接杀死微生物 ,或者通

过丝氨酸蛋白酶级联反应和细胞内免疫信号途径间接引发不同的防御反应以抵御病原微生物。革兰阴性菌结合

蛋白 ( GNBPs)和肽聚糖识别蛋白 ( PGRPs)作为无脊椎动物先天免疫系统中的一类重要模式识别受体 ,在识别微生

物病原并引发一系列级联反应做出免疫应答过程中起重要作用。本文主要对 GNBPs和 PGRPs在无脊椎动物中的

研究进展及其在先天免疫应答过程中的作用机制进行综述。
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【Abstract】　Since no specific immune system exists in invertebrates, the innate immune system functions as the u2

nique mechanism for invertebrates to resist pathogenic m icroorganism. The innate immune system of invertebrates is com2

posed of cellular and humoral defence mechanism s that are triggered by pattern recognition recep tor ( PRR ) molecules

which evolve to recognize conserved p roducts ofm icrobialmetabolism p roduced by m icrobial pathogens. Upon specific bind2

ing to features on the surface of m icroorganism s, these PRR s can either directly mediate m icrobial killing through encap sula2

tion and phagocytosis or indirectly trigger a variety of defence reactions through activating serine p rotease cascades and in2

tracellular immune signallingpathwayswhich regulate the transcrip tion of effector genes such as antim icrobial pep tides. GNB2

Ps and PGRPs are important PRR s in innate immune system for invertebrates. This paperwillmainly focus on recent reserch

development in invertebrates and function mechanism s of innate immune response of GNBPs and PGRPs.
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　　无脊椎动物由于没有类似于 T细胞和 B细胞的

专一的特异性免疫系统 ,先天免疫系统就是其唯一的

防御系统。先天免疫系统的非己识别在无脊椎动物

中非常重要。因为一般认为无脊椎动物缺少适应性

免疫。以前对无脊椎动物识别微生物并产生免疫应

答机制了解很少 ,近年来 ,无脊椎动物先天免疫方面

的研究进展较快。无脊椎动物的先天免疫系统包括

细胞和体液防卫机制 ,这 2种机制可被模式识别受体

( PRR s)分子所触发 , PPR s可以与微生物表面特异的

物质识别并结合 ,称病菌结合分子模式 (pathogen as2

sociated molecular patterns) ,通过结合 ,这些 PPR s可

以通过包囊和噬菌作用直接杀死微生物 ,或者通过丝

氨酸蛋白酶级联反应和细胞内免疫信号途径间接引

发不同的防御反应 ,如控制抗菌肽效应基因的表达

等 [ 1 ]。CHR ISTOPH IDES等认为在果蝇和按蚊中发

现的 PRR s可分为 6种类型 ,包括肽聚糖种类型 :包

括肽聚糖识别蛋白 ( PGRPs)、硫脂蛋白 ( TEPs)、革兰
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阴性细菌结合蛋白 ( GNBPs)、清道夫受体 ( SCR s)、C

型凝集素 ( CTL s)和半乳糖凝集素 ( GALE ) [ 2 ]。

HULTMARK将 Toll受体也归属为 PRR s。无脊椎动

物模式识别受体识别革兰阴性菌和革兰阳性菌后可

引发两条不同的信号通路 , Toll途径和 Imd途径 :革

兰阳性菌特异引发 Toll途径而革兰阴性菌特异引发

Imd途径 [ 3, 4 ]。Toll和 Imd途径被激活后 ,通过 NF2
κB样转录因子调控抗菌肽基因的表达 ,合成各种抗

菌肽抵御和消灭外源入侵微生物。本文将主要针对

家蚕、果蝇和按蚊这 3个物种对 GNBPs和 PGRPs的

研究进展进行综述。

1　革兰阴性菌结合蛋白 ( GNBPs)和肽聚糖识别蛋

白 ( PGRPs)

目前 ,革兰阴性菌结合蛋白和肽聚糖识别蛋白作

为这两条途径中主要的模式识别受体而被较为广泛

的研究。革兰阴性菌结合蛋白 ( GNBPs)是其中一种

模式识别受体 ,其主要存在于昆虫等无特异性免疫的

低等生物中 ,在异物识别及后续的免疫信号转导引发

抗菌肽基因表达中起重要作用。GNBP的 C末端含

有 200个左右残基的β2葡聚糖酶样结构域 [ 5 ]
,但由

于一些氨基酸在活性部位发生了替换 ,所以并不具有

酶活性 ,而在 N末端则结合有β2(1, 3) 2葡聚糖的 100

个左右残基结构域 ,在果蝇和按蚊等物种中已证实该

区域为 GNBPs的保守区 ,可特异性识别脂多糖和β2
(1, 3) 2葡聚糖。基因长度平均在 2 kb左右 , GNBP蛋

白分子量大约为 50 kD。PGRPs的 C端含有一个 160

个氨基酸残基组成的保守结构域 ,即 PGRP结构域 ,

这是该蛋白家族所共同拥有的 ,从昆虫到哺乳动物显

示出高度的保守性。该结构域与抗菌素 T3和 T7溶

解酵素有高度同源性 ,与细菌的酰胺酶 (切割肽聚

糖 )有共同的保守结构特点 [ 6 ]。但在除保守序列外

的其他位点在各物种间却并不保守。大部分 PGRPs

已不具有酰胺酶活性 ,但也有部分基因仍保留着酶活

性 ,比如 PGRP2SC1。因此这个结构域在一些 PGRPs

中只起模式识别功能。PGRPs蛋白家族分短亚族和

长亚族 ,前者属于分泌型胞外蛋白 ,分子量一般为 20

kDa;后者含有跨膜结构域 ,分子量一般在 3090 kDa。

一些 PGRP基因含有若干 PGRP结构域 , mRNA在转

录拼接时能利用不同的 PGRP结构域产生多种异构

体 [ 7 ] (图 1)。

160个氨基酸的 PGRP结构域被标记出来 ( am idase) , PGRP2SA和 PGRP2LC中的酰胺酶催化作用的氨基酸残基区域却并不保守。果蝇 GNBP家族

成员包含一个保守的 N末端结构域可以识别β2(1, 3) 2葡聚糖 ,另外还有一个和细菌葡聚糖酶同源的结构域。这个结构域的功能目前还不清楚。

SP:信号肽 ; TM:跨膜结构域。

图 1　果蝇肽聚糖识别蛋白长型异构体、短型异构体和革兰阴性菌结合蛋白结构示意图

2　无脊椎动物先天免疫的 Toll和 Imd信号通路

无脊椎动物先天免疫的 Toll和 Imd信号通路较

为复杂 ,其级联过程与脊椎动物的相关通路基本相

同 ,都能激活下游的 NF2κB样转录因子 ,调控免疫相

关基因转录。果蝇的 Toll途径信号通路是在受到真

菌或革兰阳性菌感染后 ,肽聚糖识别蛋白等模式识别

受体特异识别入侵微生物 ,这一反应将引发膜外分泌

蛋白 Sp¾tzle的成熟 ,循环内源蛋白 Sp¾tzle一旦成熟

便可作为配体与跨膜蛋白 Toll受体的膜外区域结合 ,

膜内的 TIL结构域有 3个配体 , dMyD88、Pele和

Tube。通过一系列信号传递 ,使得 IκB样蛋白 Cactus

磷酸化 ,释放 NF2κB样 D IF和 Dorsal转录因子 ,调控
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其下游抗菌肽基因的表达。 Imd途径是另一个重要

的信号通路 ,主要被革兰阴性菌特异引发免疫应答 ,

革兰阴性细菌和杆状阳性细菌能通过跨膜蛋白

PGRP2LC激活 Imd信号途径 [ 8 ]。果蝇的 im d基因

( immunodeficiency gene)编码一个 25 kDa的蛋白质 ,

通过 TAK1和 IKK复合体 ( IκB kinase comp lex)的磷

酸化作用 ,使下游靶基因也是主要的转录因子 Refish

活化 ,裂解 N末端 Rel同源区和 C末端锚定蛋白重

复序列以使 Rel蛋白进入核内激活抗菌肽基因的

表达。

3　GNBPs在无脊椎动物先天免疫中的功能

第一个 GNBP基因是在家蚕 B om byx m ori发现 ,

并从被细菌免疫过的家蚕脂肪体 cDNA文库中分离

且经过测序得到全长 ,该基因编码一个 50 kDa的蛋

白 ,其与革兰阴性菌的细胞壁有强烈的结合能力。通

过氨基酸序列结构的对比发现其有一个区域与细菌

β2(1, 3) 2葡聚糖酶和β2(1, 321, 4) 2葡聚糖酶有明显

的同源性。同时发现其氨基酸序列与脊椎动物脂多

糖受体 CD14具有相似性 ,并可以被抗 CD14的抗体

特异结合。Bombyx GNBP单一识别革兰阴性菌结合

蛋白。果蝇的 GNBP基因家族有 3个成员 , DmGN2

BP1、DmGNBP2和 DmGNBP3,这些 GNBP家族蛋白

已被证实通过一个简单的离心过滤实验可以结合革

兰阴性菌。其中 DmGNBP1已在生化水平上被广泛

研究 ,它已被证实可以作为一种模式识别受体来特异

识别来自革兰阴性菌细胞壁上的脂多糖和真菌的β2
(1, 3) 2葡聚糖 ,但对肽聚糖和β2( 1, 4) 2葡聚糖和几

丁质没有亲和性 [ 9 ]。此外 ,研究表明 DmGNBP1突变

体对革兰阴性菌和真菌所导致的感染具有一定的抵

抗力 ,而对革兰阳性菌引发的感染表现出明显的易感

性。遗传和生物化学实验方法显示 DmGNBP1与

PGRP2SA形成 GNBP12PGRP2SA复合体共同起模式

识别受体的作用 ,特异识别革兰阳性菌并触发下游蛋

白酶水解途径并最终激活 Sp¾tzle形成 Toll通路 [ 10 ]。

DmGNBP1以膜结合形式和细胞内可溶解形式存在。

而 DmGNBP3则在真菌引发的 Toll途径激活过程中

起模式识别受体的作用。比起 GNBP家族其他成员 ,

DmGNBP3在核苷酸序列水平上与鳞翅类βGRPs具

有更高的相似性。因此它可以作为一个有效的模式

识别受体触发由真菌引发的 Toll途径信号通路。实

验显示 DmGNBP3突变体在真菌感染过程中具有明

显的易感性 [ 11 ]。在按蚊基因组中则包含 6个 GNBP

基因家族成员 , GNBPA1, GNBPA2, GNBPB1, GNB2

PB2, GNBPB3和 GNBPB4。所有的按蚊 GNBPs在 N

末端均包含一个信号肽序列 ,并由此推断这些蛋白是

分泌蛋白。只有 GNBPA1在 N末端有一个推测的跨

膜区域 ,显示它为一个细胞表面分子。3个按蚊 GN2

BPs成员 GNBPB1、B2和 B4含有 GP I锚定序列 ,这些

GP I锚定蛋白在功能上是不同的 ,但都能显示一种潜

在的蛋白快速释放和分泌的机制。而且 GNBPA1、B1

和 B3包含若干 N连接糖基化位点 ,这说明 GNBP可

以被糖基化 ,这也是涉及细胞粘连或识别的蛋白的一

个共同特征。其中 GNBP亚族 A可以与所有的果蝇

和家蚕的 GNBPs归为一类 ,而亚族 B则为按蚊种属

特异性的。A. gam biae的 GNBPA2与 D. m elanogaster

的 DmGNBP23是同源的。这些家族成员在按蚊先天

免疫系统中分别起到不同的作用 ,以应答不同微生物

病原的入侵。

4　PGRPs在无脊椎动物先天免疫中的作用

实验证明在家蚕 B om byx. m ori中 ,肽聚糖受体可

激活酚氧化酶级联反应 ,其后这个受体被纯化并且相

应的基因被克隆 ,这是第一个被发现的 PGRP。B.

m oriPGRP已被证明与肽聚糖结合而不结合几丁质或

游离β2(1, 3) 2葡聚糖。在果蝇基因组中 , 13个 PGRP

基因已被识别 , 6个属于长亚族 , 7个属于短亚族 ,其

中 PGRPSC1A和 PGRPSC1B编码同样的蛋白。一些

是跨膜蛋白 ,如 PGRP2LA、LC和 LD ,它们中的大多数

除 PGRP2LB和 LE外均包含一个典型的信号肽序列。

多数 PGRPs在果蝇脂肪体中表达 ,并且有 5种是可

被强烈诱导的 (4个短亚族 : SA , SB1, SC2, SD和一个

长亚族 LB )。已有实验证明果蝇先天免疫 Toll信号

通路中 ,可分泌型 PGRP2SA是激活介导对革兰阳性

菌起免疫反应的 Toll信号转导系统的必需成分 , 但

对真菌不起作用 [ 12 ] ,而在由革兰阴性菌激活的 Imd

途径中 , PGRP2LC作为 Imd的上游受体而起到重要

作用 ,诱发相应抗菌肽基因的表达现 [ 13 ]。但这一结

果起初是出乎意料的 ,因为肽聚糖并不是这些细菌的

主要成分并且肽聚糖层在细胞壁的里面而不在表面。

但 PGRP2LC突变体被证实仅对革兰阴性菌的感染敏

感。而在按蚊基因组则含有 7个 PGRP基因 , 3个短

亚族基因 ( S1, S2, S3) , 4个长亚族基因 , PGRP2LA～

LE。这些长亚族基因都有一个长的转录本 ,有几种

剪接类型.如按蚊的 PGRPLA和 PGRPLC基因均含

有多个 PGRP结构域 ,且每个结构域都包含 2个外显
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子 ,外显子所在位置也相当保守。RT2PCR分析发现

PGRPLA和 PGRPLC基因分别有 2种和 3种不同的

PGRP结构域剪切方式 ,这些结构域异构体可编码不

同的蛋白。表达芯片结果进一步证明了不同的诱导

因子能诱导表达不同的异构体。由此可见 , PGRP结

构域在识别外源微生物时起着至关重要的作用 ,不同

的 PGRP结构域可能会识别不同种类的微生物而引

发相应的免疫应答 (图 2)。从图 2可以看出 ,果蝇免

疫应答信号途径的激活并不是很严格 ,并且革兰阳性

菌和真菌可以短期的激活 Imd途径而革兰阴性菌同

样可以在一定程度上激活 Toll途径 [ 14 ]。

真菌激活 Toll途径主要在 GNBP3的介导作用下实现的 , Persephone是真菌感染引发特异免疫应答从而导致一系列蛋白水解反应的关键因子。

GNBP12PGRP2SA复合体可以检测革兰阳性菌的感染并触发另一条蛋白水解途径 ,病原识别主要发生在血淋巴细胞中并将诱导 Sp¾tzle的成熟。

Imd途径则可被革兰阴性菌和一些包含 DAP型肽聚糖的革兰阳性菌所诱导。在脂肪体细胞中 Imd途径的引发需要 PGRP2LC的参与 ,而 PGRP2LE

则在血淋巴细胞中被发现 ,其过量表达一样可激活 Imd途径。

图 1　果蝇免疫应答信号通路示意图

5　问题与展望

无脊椎动物不具有脊椎动物特异性的免疫系统 ,

所以先天免疫系统就是无脊椎动物抵御外界病原微

生物入侵的唯一手段 ,作为引发免疫应答的上游因

子 ,对无脊椎动物模式识别受体的研究就显得尤为重

要 ,而 GNBPs和 PGRPs作为激活 Toll和 Imd这 2条

重要的信号通路的主要模式受体 ,更应进行深入的研

究 ,但目前仍有很多问题需要探索 ,对 GNBPs家族来

说 , GNBPs在各物种中均有若干成员 ,各个成员分别

识别什么类型的微生物 ,怎样与这些微生物表面特异

的物质结合 ,结合之后又会发生怎样的构象变化从而

激活下游的其他基因 ,这些问题都没有得到很详细的

解释。而对 PGRPs家族而言 ,各个异构体的剪切机

制及调控机理 ,并且各个异构体之间的关系及其与其

它模式识别受体的协同作用都需要进行进一步的研

究。有研究报道 ,利用 RNA 干扰技术发现某些

PGRPs如果蝇 PGRP2LC在革兰阴性菌的吞噬作用中

也起关键作用。另外 ,对其它物种的相关研究也将有

利于加深对这两个模式识别受体的认识。在生产实

践方面 ,由于二者与先天免疫相关 ,其表达量的高低

将直接影响生物体抵御外来入侵病原微生物的能力 ,

因此对其作用机制和防治病害方面的研究将在如水

产养殖等领域发挥重要作用。
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食品 ,目前在国外市场上有单独的灭活益生菌粉剂 ,

由灭活益生菌和中药配成的混合制剂等。具有保健

功能的灭活益生菌将为功能性食品工业的发展开辟

更宽广的前景。

5. 2　临床　由于长期滥用广谱抗生素及免疫抑制剂

的大量使用 ,目前临床致病菌的耐药性普遍增加。灭

活益生菌制剂通过屏障、增强免疫、抑制有害菌等途

径 ,调节、恢复人体正常菌群平衡 ,从而达到预防和治

疗疾病的目的 ,临床广泛用于治疗腹泻、消化性溃疡、

细菌性阴道炎以及便秘等 ,且对肝、肾功能无不良影

响 ,是一类安全、有效的生物制剂。

5. 3　水产养殖业　灭活益生菌能够改善水产动物体

内的微生态平衡 ,刺激机体的免疫系统 ,拮抗病源微

生物 ,降解有机废物 ,从而减少疾病的发生 ,促进水产

动物生长发育 ,改善养殖生态环境。

灭活益生菌对人体有着越来越重要的功效 ,灭活

益生菌已被广泛的应用于食品、医药卫生和饲料等各

个领域 ,具有极大的发展前景。
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