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摘　要 : Toll是一种与脊椎动物白介素 - 1受体同源的一种跨膜蛋白 ,它的首次发现是在果蝇胚胎发育背腹轴分化过

程中的作用。同时 Toll作为一种病原识别受体 ,在固有免疫中通过对病原体相关的分子模式的识别发挥作用 ,通过

刺激信号的级联反应导致细胞因子的产生和协同刺激因子的表达。Spatzle作为无脊椎动物发育中的神经生长样信

号传导因子新家族中的一员 ,是 Toll的重要配体 ,在这两条通路中 ,通过不同的激活途径与 Toll结合 ,诱导信号的

产生。
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1　Toll通路相关研究进展

1980年 ,生物学家 Nüsslein - Volhard在研究黑腹果蝇

的过程中发现了一种突变基因导致果蝇的胚胎发育发生

变化 ,首次有了“Toll”这一概念。Toll是一种跨膜蛋白 ,与

脊椎动物的白细胞介素 - 1 ( IL1)的受体同源。随后在哺

乳动物中发现了相似的蛋白 ,研究表明其不仅在发生学上

有价值 ,在免疫学上也有重要的意义。此后 ,共有 11种

Toll的同源物相继被鉴定 ( TLR1～TLR11) ,对相关的分子

结构 ,各个受体的特异性配体 ,受体与配体之间的识别 ,以

及其信号转导通路均有了不同程度的了解。

111　Toll通路参与调节果蝇胚胎发育　腹部结构发育需

要 11个母体效应基因 ,它们的产物在受精到产生细胞囊

胚层期间建立了背 -腹轴。dorsal系统对腹部结构包括中

胚层和神经外胚层的发育是必需的 ,由于这个系统的突变

效应是“背部化”而非“腹部化”,所以如此命名。dorsal组

群中的很多基因的突变将会导致缺少腹部结构 ,并且在腹

侧出现背部结构。但是在突变体胚胎中注射野生型的细

胞质就会弥补缺陷从而使腹部结构能够正常发育。腹部

决定途径的信号在卵周隙中导致发生卵裂和一系列的蛋

白水解剪切。可能由 snake的产物剪切 easter的产物 ,

easter的产物剪切 spatzle的产物 ,依次被激活。Spatzle被

剪切激活后 ,能为 Toll基因编码的受体提供配体 , Toll是

在卵母细胞中起作用的该途径中的第一个组分 [ 1 ]。

挽救实验证明 , Toll是一个把信号传递到卵母细胞中

的极其重要的基因。Toll突变会导致失去背 -腹梯度 ,但

注射 Toll这后又可恢复背 -腹结构的形成。Toll是一种

与脊椎动物白介素 - 1受体同源的一种跨膜蛋白 ,与配体

结合之后可以充分激活腹侧发育途径。这一反应发生在

卵周隙的腹侧空间 , spatzle作为其配体 ,分布不能离剪切

位点扩散的太远 ,它会非常迅速的结合到 Toll上 ,但胚胎

腹侧的 Toll被激活。之后 Toll通过激活 tube和 pelle起作

用 [ 2 ]。Tube可能是一个衔接蛋白 , pelle编码一种激酶 ,可

能导致 cactus的产物磷酸化 , cactus又是 dorsal编码的转

录作用因子的调节物。

dorsal和 cactus形成一对相互作用的蛋白对 ,它们与

转录因子 NF - kB及其调控因子 I - kB相关联。NF - kB

包括两个亚基 ,它们被 I - kB限定在胞质中 ,当 I - kB发

生磷酸化时释放出 NF - kB,进入细胞核 ,在细胞核中它作

为启动子中含有 kB模序的转录因子。Cactus调节 dorsal

的方式也和 I - kB调控 NF - kB的方式相似 ,即 cactus -

dorsal复合物在细胞质中是无活性的 ,但是当 cactus磷酸

化后就会释放出 dorsal蛋白 ,进入细胞核。由于 IL1受体

的激活对于 NF - kB的激活有主要作用 , Toll的激活又会

引起 dorsal的激活 ,因此该途径可以由受体转移到效应

物 [ 3 ]。Toll激活的结果使胚胎由腹部到背部在细胞核中

形成一个 dorsal蛋白的梯度。在腹侧 , dorsal蛋白释放到

细胞核中 ,但在背侧 dorsal蛋白保留在细胞质中。在合胞

体阶段 ,形成一个陡峭的轴性梯度 ,并在细胞囊胚层阶段

变得更加陡峭。Dorsal蛋白的特点是只分布在腹背 ,形成

一个具有 dorsal的核与腹部形成的一致性。dorsal蛋白在

胚胎中的总量不变 ,轴性梯度仅仅是通过细胞核和细胞质

中蛋白质的重新分布建立的。Dorsal可以激活也可以抑

制基因表达。Dorsal激活 twist和 snail基因 ,它们在腹部

结构发育中是必需的。Dorsal抑制基因 dpp和 zen基因 ,

它们在背部结构发育中是必需的 [ 4 ]。

112　Toll受体介导果蝇天然免疫信号传递系统　果蝇不

具有获得性免疫系统 ,它们依赖于天然免疫机制来保护自

己不受感染。感染之后 ,昆虫启动一个快速的非特异性的

免疫应答。昆虫的这种抗微生物应答与哺乳动物的先天

性免疫应答相似。免疫识别系统的识别受体具有多样性 ,
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并且特异的识别病原体联合分子像脂多糖和肽聚糖。Toll

受体被认为是这一信号转导系统中的一个重要成分 , Toll

是一类跨膜受体 ,可分为胞外区、跨膜区和胞内区 3个部

分。昆虫和哺乳动物中的 Toll和 TLRS是一个保守的识

别受体家族。Toll受体家族对于免疫应答是必需的 ,但是

对于受体与微生物及母体配体的相互作用尚不清楚 [ 5 ]。

Toll是在抗真菌及抗革兰氏阳性菌的应答中诱导昆

虫抗微生物肽表达必需的。抗革兰氏阴性菌的应答反应

调节依赖于第二条通路 ,被称为 IMD途径 ,这条途径控制

另外一些抗微生物肽的表达。这两条途径所诱导表达出

的抗微生物肽对于果蝇应对微生物感染是非常关键的。

Toll受体将感染的信号跨膜传导的机制尚不清楚。果蝇

先天性免疫应答中的 Toll途径的许多组份已经被鉴定。

细胞外的组份包换一个肽聚糖识别蛋白 ( PGRP - SA ) ,一

个丝氨酸蛋白酶 ( Persephone) ,一个丝氨酸蛋白酶抑制剂

(Necrotic) ,和一个被推测的配体 ( Spatzle)。细胞内的组

份包括两个接头蛋白 (MyD88 and Tube ) ,一个激酶

( Pelle) ,和一个转录因子 (D if)
[ 6 ]。

在 Toll通路受到革兰氏阳性菌肽聚糖刺激后 ,通过细

胞外的肽聚糖识别受体 ( PRGP) - SA来调节。编码果蝇

PGRPS的共有 12个基因 ,外加一些连接亚基。这些

PGRPS被归为短家族 (像 - SA, - SB, - SC和 - SD,一

些短的转录本和 5’非编码区 )和长家族 (像 - LA, LB, LC,

LD和 LE,长的转录本和长的 5’非编码区 )。另外一种对

模式识别蛋白的解释可能是难以理解的 ,阴性菌识别蛋白

GNBP - 1的结合可能需要上游阳性菌的识别。高水平表

达的 SA和 GNBP - 1是同时发生的 ,而不是独立的启动

Toll途径。这些研究共同表明革兰氏阳性菌结合分子被

多种母体蛋白所识别 ,随后将协同刺激 Toll途径。真菌刺

激途径不依赖 SA, SD或 GNBP - 1,而是一种丝氨酸蛋白

酶 , PERSEPHONE,和一种蛋白酶抑制剂 , NECROTIC
[ 7 ]。

感染实验发现 ,受到感染后果蝇细胞中的 Rel蛋白激

酶启动了 Spatzle的合成 , Spatzle是果蝇跨膜受体 Toll的

一个配体 ,当其与 Toll结合之后能够引起胞内两个蛋白

Tube和 Pelle活化。其中 , Pelle属于丝氨酸 /苏氨酸天然

免疫激酶 ,而 Tube是一个接头分子 , Tube可使 Pelle活化 ,

导致一个新的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 -肿瘤坏死因子受

体相关因子 ( dTRAF)活化。dTRAF活化之后可介导 Cac2

tus的磷酸化 ,导致 Cactus - Dorsal复合物的解离 ,使 Dorsal

被释放出来并使转核信号产生 ,激活靶基因的转录。Cac2

tus和 Dorsal是与哺乳动物 IkB和 NF - kB相对应的分子。

另一个和 NF - kB功能相似的果蝇 Rel家族蛋白是 D if,它

在感染后被激活 ,是天然免疫系统的信号分子。研究指

出 , Dorsal与 D if转录因子和 DNA的结合 ,启动抗真菌蛋

白果蝇霉素的合成。而果蝇 Rel家族的第三个成员 Relish

是一种参与抗细菌途径的信号分子。Rel家族不同分子

在抗真菌与抗细菌上的效应差异 ,反映了 Toll/Rel信号系

统的精密性和有效性 [ 8 ]。

2　Spatzle基因相关研究进展

Spatzle基因是提供果蝇胚胎背腹轴发育固有的特殊

的位置信息所必需的并且诱导真菌的先天性免疫应答。

Spatzle蛋白的 C末端多肽是一个由二硫键连接的多聚体

模型 ,这表示这个多肽碎片的核心二硫键及二聚体排列与

脊椎动物的神经生长因子高度相似。因此 ,可以说 Spatzle

是无脊椎动物发育中的神经生长样信号传导因子新家族

中的一个成员。在背腹轴的发育模式当中 ,最广泛的被接

受的观点将 Spatzle定位于该通路腹侧的限制性蛋白酶级

联反应的最末端 ,这导致 Spatzle的前体被蛋白酶水解成

有活性的配体 ,该配体被认为会与 Toll受体结合 1在成体

的果蝇当中 , Spatzle前体的加工及 Toll途径的活化 ,诱导

产生免疫蛋白 ,如抗微生物多肽。具有相似发夹结构的丝

氨酸蛋白酶 snake和 easter, persephone和 spatzle p rocess2

ing enzyme是这一反应的酶网络的组成元件 [ 9 ]。

通过对 Bombyx mori的 Spatzle基因的研究发现 ,该基

因由 1289个碱基组成的系列包含了一个 834个碱基的开

放阅读框 ,编码 277个氨基酸残基。比较 cDNA和支架结

构发现外显子结构与基因组序列的装配组成相关。该基

因有 6个外显子和 5个内含子 ,外显子 2有两个克隆定位

在 13, 905 - 14, 140和 24, 054 - 24, 289上 ,这两个内含子

的侧翼基因序列是完全相同的。 cDNA的 5‘末端 (AGT)

可能也是 Spatzle的转录起始位点 ,因为 AGT被包含在

GCAGT之内 , GCAGT是一段与节肢动物基因中共有的具

有代表性的定位在起始位点前后 10个碱基的 5‘核苷酸

( TCAGT)极其相似的一段序列 ,而在 3’端没有 TATA

BOX。外显子 1包括一个大于 175bp的 5’非编码区和一

个 39bp的编码信号肽 1 - 13残基的序列。外显子 2

(235bp)编码了后 5个信号肽残基和前体区的前半段。外

显子 3 (166bp)和部分外显子 4 (218bp)编码了其余的前体

区并以 Ile - A la - Gln - A rg结束。具有活性的配体 ,起始

于 Ile - A la - Gln - A rg,是由 3‘端的外显子 4和全部的外

显子 5,以及 5’端的外显子 6编码的 [ 10 ]。

序列比对显示家蚕的 Spatzle与果蝇的 Spatzle的氨基

酸序列具有 54%的相似性。这两种序列和埃及伊蚊及冈

比亚按蚊的 SPZ在系统进化树上构成一支。Spatzle蛋白

通常是以不具有活性的前体形式被生物合成并分泌出来 ,

Spatzle被以一个 80KD的天然蛋白分子分泌到细胞外。

微序列测定这种分泌蛋白的氨基端发现该蛋白的初级翻

译产物起始于 Lys26而不是 Thr22 。未经加工的 Spatzle

蛋白包括 N端信号肽区域 ,前体区和 C末端由 106个氨基

酸残基组成的 C106区域。蛋白分子质量检测结果发现比

最初通过氨基酸预测的要高 ,凝集素结合实验证明分子质
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量的增加是由于糖基化作用引起的。推测糖基化在 Spat2

zle蛋白形成最终的结构及具有活性方面起到重要的作

用。在背腹轴发生及天然免疫的过程中 ,特异性的刺激能

够激发丝氨酸蛋白酶的级联反应 ,该反应末端的成员能够

使该蛋白在 C端的 106氨基酸残基处水解 ,前体形式的

Spatzle是不具有信号传导活性的 ,一个以二聚体形式存在

的 Spatzle前体经过内切蛋白酶的水解之后形成一个 C -

106的形式 ,该片断能与 Toll受体的膜外区域相结合 ,并

建立信号。在背腹轴发育模式中一个特异性的胰岛素样

的内切蛋白酶 Easter来水解 Spatzle,另外一个相似的蛋白

酶 SPE在天然免疫途径中用来水解 Spatzle
[ 11 ]。

通过运用折叠识别和比较模建方法 ,利用先前已知的

6个黑腹果蝇和 1个冈比亚按蚊的 Spatzle成熟肽 C106的

氨基酸序列排列为基础 ,建立出了 Spatzle蛋白的立体结

构模型。其中包括 6个保守的半胱氨酸残基形成的 3对

分子内的二硫键构成的一具典型的胱氨酸结的结构基序。

第 7个半胱氨酸残基形成了一对分子间的二硫键 ,用于连

接两个 Spatzle蛋白单体。Spatzle蛋白决定其功能的重要

位点由 10个氨基酸残基组成 ,其中 9个定位于二级结构

元件β -链的连接区 ,形成一个典型的蛋白质结合表面。

该表面中心包含了一个芳香族残基和 3个疏水性残基 ,周

围是 5个亲水性或电荷残基。这一结构可能有得于两个

单体 Spatzle蛋白的主功能区一起通过电荷作用参与 Toll

受体的结合 [ 12 ]。
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(上接 21页 )南疆铁路沿线地区社会经济的全面发展 ,该

地区必须通过搞好城镇基础设施建设 ,完善公共设施和城

镇环境来吸引外来投资和人才。把该地区的资源优势转

化为经济优势 ,充分发挥该地区的资源优势。

(3)解放思想 ,深化改革 ,提高政策和措施的前瞻性

和科学性 ,加强法制建设和科学管理。努力争取自治区和

国家的财政支持和开发建设资金 ,利用在国家实施西部大

开发的机遇和优惠政策已确定的情况下 ,争取国家和自治

区政府足够的资金投入 ,这是加快该地区社会经济发展和

城市化进程的保障。

(4)要积极推进教育事业的发展 ,以提高民族文化素

质为前提 ,把该地区传统的经济模式和思想意识 ,转移到

依靠教育和提高劳动者素质来发展社会经济的轨道上来。

因此发展教育是推动社会和经济发展的重要条件 ,发展教

育 ,提高人口素质 ,培养人才和高素质的劳动者 ,是该地区

摆脱贫困 ,实现社会经济、城市化和生态环境全面协调发

展的重要保障。
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