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注射磷脂酰丝氨酸对凡纳滨对虾血蓝蛋白合成%

酚氧化酶活性的影响
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摘要! 为研究磷脂酰丝氨酸#6*$对凡纳滨对虾血蓝蛋白合成%酚氧化酶活性的影响!并探讨

6*激活凡纳滨对虾血蓝蛋白发挥酚氧化酶活性的机制!实验采用 8%43 和 23

(

<58'/ 个 6*

浓度对凡纳滨对虾尾节肌肉进行注射!注射量为 83

(

'!对照组注射生理盐水!各处理组设 /

个平行组!取样时间为 3%7%42%2:%/7%:9 和 73 >!分别测定了血浆血蓝蛋白含量!肝胰脏血蓝

蛋白 308%300 亚基和 8$%&的表达以及血浆血蓝蛋白酚氧化酶活性" 结果显示'与对照组相

比!血蓝蛋白含量在 7 > 内略有下降!7 B/7 > 内呈峰值变化!2: > 时达到最大值#7>3138$&

血蓝蛋白亚基 308%300 和 8$%&表达在 3 B/7 > 内呈峰值变化!42 > 时达到最大值 #7>

3138$&血蓝蛋白酚氧化酶活性在 /7 > 内呈峰值变化!42 > 时达到最大值#7>3138$" 研究表

明!6*能够激活凡纳滨对虾血蓝蛋白的酚氧化酶活性!表现出明显的时间剂量效应!同时在短

时间内引起血蓝蛋白含量下降!随后机体启动血蓝蛋白的合成机制!证实 6*是凡纳滨对虾血

蓝蛋白发挥酚氧化酶活性的激活因子!为对虾血蓝蛋白免疫活性的研究奠定了理论基础"

关键词! 凡纳滨对虾& 磷脂酰丝氨酸& 血蓝蛋白合成& 酚氧化酶活性

中图分类号! F40914& *1401:5555555 文献标志码'&

55血蓝蛋白是广泛存在于节肢动物和软体动物

血淋巴中的呼吸蛋白
'4(

"占血淋巴总蛋白含量的

73EB1/E

'2 6/(

) 近年来的研究表明"血蓝蛋白

不仅仅是一种呼吸蛋白"而且是可以发挥多种生

理功能的多功能蛋白"尤其是免疫学功能如酚氧

化酶 活 性
': 61(

& 抗 微 生 物 活 性
'43 649(

& 凝 集 活

性
'41 62:(

和溶血活性
'28 627(

等) 酚氧化物酶是一种

广泛存在于动物&植物&真菌和一些细菌中的免疫

物质"它启动黑色素的合成"参与宿主防御反应"

同时在节肢动物外骨骼的硬化过程中起着关键的

作用) 尤其是在甲壳动物中"酚氧化酶原激活系

统是一种重要的免疫识别和免疫防御系统"在抵

抗外来病原物质入侵和环境胁迫下发挥着重要的

作用) 大量研究表明"离体纯化的血蓝蛋白可以

在外源变性剂"如十二烷基磺酸钠 #*4*$

'8(

&高

氯酸盐
'20(

&异丙醇
'29(

和尿素
'21(

等"内源活性物质

如胰蛋白酶
':(

&胰凝乳蛋白酶
'8(

&血细胞溶解产

物#+'*$

'0(

&抗菌肽
'/3(

和凝血因子
'/4(

等的诱导

刺激下发挥出酚氧化酶活性) 最近"-/9?2O等
'9(

研究证实了美洲鲎 #!,#*)*-$6)4$/%#*-$血蓝蛋

白在磷脂酰丝氨酸#6*$的作用下可表现出酚氧

化酶活性"并认为存在于细胞膜内侧的6*可能是

血蓝蛋白发挥酚氧化酶活性的自发激活因子)

6*是存在于动物细胞膜内侧小叶上的极性

磷脂分子"能够参与多种细胞反应过程"是一种重

要的免疫分子
'/2(

"包括诱导细胞凋亡过程
'//(

&影

响体液免疫中生理和药理抑制反应
'/:(

以及参与

凝血反应
'/8(

等) 甲壳动物酚氧化酶原激活系统

#3I/6"系统$是一种重要的免疫识别和免疫防御

系统"在抵抗外来病原物质入侵和环境胁迫下发

挥着重要的免疫作用"目前大多数关于甲壳动物

血蓝蛋白酚氧化酶活性的研究都是在离体条件下
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进行的"而有关对虾在注射 6*的条件下血蓝蛋

白合成&酚氧化酶活性的研究尚未见报道) 实验

研究了注射 6*对凡纳滨对虾血蓝蛋白含量&亚

基#308&300$和 8$%&表达以及酚氧化酶活性的

影响"探讨了 6*对血蓝蛋白合成&酚氧化酶活性

的影响"提供了 6*自发激活凡纳滨对虾血蓝蛋

白发挥酚氧化酶活性的依据)

45材料与方法

)*)+实验材料

本实 验 所 用 凡 纳 滨 对 虾 # !,&6$%0"%*-

+"00"#%,$于 2344 年 42 月购于青岛市崂山区沙

子口对虾养殖厂"体色正常"健康活泼"体质量

#4810 =21/$<"生物学体长#4319 =412$A8"水温

#2211 =318$U"盐度为 /:"3+913 =31/"连续充

气"日换水 2 次"日换水量为 452"同时投喂对虾

配合饲料)

)*,+实验方法

磷脂酰丝氨酸#6*$溶液的制备556*购于

*:<89公司"6*贮存溶液的制备#4 8<58'$参照

-/9?2O等
'9(

的方法"将6*固体颗粒重悬于对虾生

理盐水 # ***" O>I:83 O90?O/0@?:/;" :83 88/05'

%9-0"43 88/05' N-0" 43 88/05' +,6,*" 3+

01/$": U下超声波破碎 4 >"脱气"再用水系微孔

滤膜#3122

(

8$过滤 7 次除去大的单层囊膜后即

得到 6*最大浓度工作液#23

(

<58'$)

实验梯度设置55实验对虾暂养一周"以适

应实验室的养殖环境条件"实验期间和暂养期间

的养殖管理操作相同"实验期间对虾没有死亡情

况) 实验在 83 A8A73 A8A:3 A8的塑料水箱内

进行"每个箱内放养 :3 尾虾) 本实验分为 : 个处

理组!注射生理盐水组"注射 8&43 和 23

(

<58'

6*组) 实验采用人工注射的方式进行"分别取对

虾生理盐水和 / 种浓度的 6*溶液于凡纳滨对虾

尾节肌肉处进行注射"注射量为83

(

'"以注射对

虾生理盐水组为对照组"各处理组均设 / 个平行

组) 注射后取样时间点位 3& 7& 42& 2:& /7& :9

和 73 >)

)*.+样品制备

血淋巴的采集和血浆的制备55于心脏处采

集凡纳滨对虾血淋巴"使用消毒的 8 号针头和 4

8'注射器直接插入对虾头胸甲后缘围心腔内 /

88左右进行采血"抽血前注射器内预先吸入 31/

8'参照文献'/7 6/0(的方法并加以改进的预冷

凡纳滨对虾抗凝剂#31/: 8/05'%9-0"3134 8/05'

N-0"3134 8/05',4G&7%9

2

"3134 8/05'+,6,*"

3+01:8"渗透压为 093 8"O85L<$"最终使得抗凝

剂和血淋巴的比例为 4C4) 取合并后的抗凝血淋巴

413 8'"于 : U下 933 < 离心 43 8:; 后"取蓝色上

清"即为血浆样品"于 693 U条件下保存)

肝胰脏总 $%&的提取55肝胰脏总 $%&的

提取按照 GI:T/0

&

#);H:?I/<2;

GK

$的说明书进行操

作) 每个平行组取 8 尾虾"分别解剖其肝胰脏于研

钵中"并在液氮条件下研磨充分"然后取 93 B433

8< 组织粉末于无 $%&9O2的离心管中"加入 4 8'

GI:T/0"在涡旋振荡器上剧烈震荡"然后置于离心管

架上静置 8 8:;) 接着在 : U下42 333 A<离心 48

8:;"吸取上清) 加入 312 8'氯仿"剧烈震荡 48 O"

静置 / 8:;"接着在 : U下42 333 A<离心 48 8:;"

缓慢吸取上层水相于新的离心管中"剩余有机相可

存于: U冰箱用于总蛋白质的提取) 加入 318 8'

异丙醇于水相样品中"上下颠倒快速混匀样品"室

温静置 43 8:;"然后于 : U下 42 333 A< 离心 43

8:;) 弃去上清"加入 4 8'08E乙醇"轻轻洗涤沉

淀"然后于 : U下 0 833 A< 离心 43 8:;"重复洗涤

4 次) 室温干燥 $%&沉淀 43 8:;"然后用 /3

(

'

4,6-水回溶) 取 4

(

'总 $%&样品进行 4E琼脂

糖凝胶电泳以鉴定总 $%&的完整性"电泳结果保

证 29*I$%&与 49*I$%&亮度比为 2C4"电泳条件

为 4/8 ."43 8:;%同时使用核酸蛋白仪##0?I/O32A

2433 3I/$对总 $%&样品进行 $%&浓度测定"要

求<

273;8

C<

293;8

(

'419 B213(以及 <

273;8

C<

2/3;8

D

213)

肝胰脏总蛋白质的提取5 5将肝胰脏总

$%&提取过程中剩余的有机相中剩余的水相清

除干净"加入 31/ 8'无水乙醇"上下颠倒混合样

品"静置 / 8:;"接着于 : U下 2 333 A< 离心 8

8:;) 取上清"并转入 : 8'离心管中) 加入 418

8'异丙醇"上下颠倒混合样品"静置 43 8:;"接

着于: U下 42 333 A< 离心 43 8:;) 弃上清"用 2

8'31/ 8/05'盐酸胍#含 18E乙醇$清洗蛋白沉

淀"然后静置 23 8:;": U下 0 833 A< 离心 8 8:;"

重复此过程 2 次) 接着弃去上清"加入 2 8'无水

乙醇进行洗涤操作#步骤同上$) 弃去上清液"于真

空干燥机中干燥蛋白质 43 8:;"然后加入 :33

(

'

4E *4*"18 U条件下蒸煮 43 8:;"室温冷却 4 >"

10/4
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接着于 : U下 43 333 A< 离心 43 8:;) 取上清液"

即为肝胰脏总蛋白质样品"于 623 U下保存备用)

)*>+指标测定

血蓝蛋白含量的测定55血浆血蓝蛋白含量

的测定参考 %:AL2IO/; 等
'/9(

和 S9P2; 等
'/1(

的方

法并加以改进) 取解冻的 /3

(

'血浆样品于 17

孔酶标板中"然后加入 203

(

'双蒸水"于酶标仪

#K4-"O32A?I9K9=413"&82I:A9$中充分震荡混

匀"避免产生气泡) 接着在 //8 ;8波长下测定血

浆的吸光值 "4

//8;8

"血蓝蛋白的浓度 #8<58'$

可采取以下公式进行计算!

A

//8;8

#8<58'$ <21/ A"4

//8;8

血蓝 蛋 白 亚 基 表 达 的 测 定 5 5 参 考

SI9PM/IP

':3(

的方法测定肝胰脏总蛋白的浓度"并

适当改进"利用十二烷基硫酸钠 6聚丙烯酰胺凝

胶电泳#*4*76&J,$对血蓝蛋白亚基表达进行分

析) 取肝胰脏总蛋白 28

(

< 的样品溶液与 2 A

*4*76&J,上样缓冲液等体积混合"在 433 U下

煮沸 8 8:;"先在低电压 28 .下预电泳 /3 8:;"然

后以 /E浓缩胶"42E分离胶的浓度利用 8:;:电

泳槽进行常压电泳"电泳条件为浓缩胶中 83 .持

续约 :3 8:;"分离胶中 443 .持续约 2 >) 电泳结

束后"使用 31328E考马斯亮蓝 J7283#含 43E乙

酸$对凝胶进行染色"持续 2 >"然后用 43E乙酸

进行脱色"每 4 小时更换一次脱色液"直至背景透

明条带清晰即可) 接着在凝胶成像系统 #培清

!*77934$下进行拍照"然后使用 &03>9,9O2(-软

件对目的蛋白条带的灰度值进行分析"以表示血

蓝蛋白亚基的表达水平)

血蓝蛋白 8$%&表达的测定55 #4$ 血蓝

蛋白 A4%&的合成) 以肝胰脏总 $%&为模板"

"0:</ PG为引物合成 A4%&第一链) 采用 23

(

'

反转录体系"取肝胰脏总 $%&样品 2

(

<""0:</

PG2

(

'"然后用灭菌水补足至4/

(

'"03 U热浴

变性 8 8:;"接着立即 3 U冰浴退火 8 8:;) 然后

加入按顺序依次加入 8 A$GC@MM2I:

(

'&P%G62

(

'和反转录酶 K7K'.4

(

'"接着在 :2 U下加

热变性 4 >"然后于 18 U下加热 43 8:; 失活 K7

K'.以终止反应": U低温暂时保存"然后将反

转录得到的 A4%&分装"于 623 U保存)

#2$ 血蓝蛋白基因反转录 6-$反应体系)

以对虾
!

D"3&,0 基因为内参"血蓝蛋白和
!

D"3&,0

基因的上下游引物通过引物设计软件 6I:82I813

和 "0:</ 7 设计引物"并由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成"具体序列见表 4"6-$反应体

系见表 2) 以反转录得到的 A4%&为模板"优化

退火温度 1

8

值和循环次数"最终确定
!

D"3&,0 和

血蓝蛋白基因的 6-$反应条件为!18 U预变性 /

8:;"1: U变性 /3 O"731/ U #

!

D"3&,0$ 58/13 U

#血蓝蛋白$复性 4 8:;"02 U聚合 4 8:;"循环次

数均为 /3 次"02 U再延伸 0 8:;": U保存) 6-$

反应结束后"产物经 4E琼脂糖凝胶电泳#4/8 ."

28 8:;$"然后在凝胶成像系统#培清 !*77934$下

观察&拍照"利用 &03>9,9O2(-软件对 6-$产物

条带的灰度值进行半定量分析"以灰度值比值

#血蓝蛋白基因片段灰度值5内参
!

D"3&,0 基因片

段灰度值 $ 表示血蓝蛋白 8$%&的相对表达

水平)

表 )+血蓝蛋白基因和
!

L".'%/基因的引物序列

/01*)+/<676I86:%67HJG345637HJ

<65H%=0:4:0:9

!

L".'%/E6:6

基因

?9I<2?

<2;2

引物序列

M/IX9IP5I2H2IO2O2V@2;A2

产物

长度5C3

3I/P@A?

02;<?>

血蓝蛋白 上游引物!8D7---GG-GJJGJJ&&GJ&G7/D ::8

下游引物!8D7-&&G&GJJJ-&JGJGG&GJG7/D

!

D"3&,0 上游引物!8D7J---&J&J-&&J-J&JJG&G7/D :/1

下游引物!8D7-JJGJJG-JGJ&&JJGJG&J7/D

表 ,+血蓝蛋白和
!

L".'%/5-'(表达的 2@-体系

/01*,+/<62@-360%;4H:7=7;65 HJ<65H%=0:4:0:9

!

L".'%/5-'(6RG36774H:

"

"

灭菌水

O?2I:02X9?2I

43 A1"C

C@MM2I

218 88/05'

P%G6

28

(

8/05'上游引物

M/IX9IP O2V@2;A2

28

(

8/05'下游引物

I2H2IO2O2V@2;A2

I1"C 酶

I1"C 4%&3/0Q82I9O2

4%&模板

?28309?24%&

47128 218 2 2 4 3128 2

55#/$ 血蓝蛋白酚氧化酶活性的测定) 参照

62IP/8/7K/I902O等
':4(

的方法并加以改进"采用

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳#%9?:H276&J,$并结

合 :7甲基儿茶酚胺活性染色相结合的方法来测定

血蓝蛋白的酚氧化酶活性) 利用 SI9PM/IP

':3(

的

方法测定血浆总蛋白浓度"取 9 8< 血浆总蛋白样

39/4
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品"与 2 A%9?:H276&J,上样缓冲液 4C4 等体积混

匀"先在 28 .下无样品预电泳 /3 8:;"接着以

/E浓缩胶"8E分离胶的浓度利用 8:;:电泳槽对

血浆样品进行常压电泳"电泳条件为浓缩胶中 /8

.持续约 83 8:;"分离胶中 13 .持续约 2 > /3

8:;"电泳过程在冰浴上进行) 待电泳结束后"先

将凝胶用双蒸水轻轻漂洗干净"接着将凝胶浸泡

于 43 88/05':7甲基儿茶酚胺#含 31/E KSG+

和 28E乙醇$中进行避光过夜染色) 用双蒸水轻

轻漂洗干净凝胶"在凝胶成像系统 #培清 !*7

7934$下进行扫描&拍照"接着用双蒸水轻轻漂洗

干净凝胶"然后用 31328E考马斯亮蓝 J7283#含

43E乙酸$对凝胶再进行染色"用 43E乙酸进行

脱色) 然后在凝胶成像系统#培清 !*77934$下进

行扫描和拍照) 最后使用 &03>9,9O2(-软件对目

的蛋白条带的灰度值进行分析"以目的条带灰度

值的变化来表示血蓝蛋白的酚氧化酶活性的

变化)

)*B+数据处理与分析

实验过程所收集的数据均以 / 个平行组的平

均值 =标准差 #829; =*4$来表示"并采用单因

素方差分析 #&%".&$和最小显著差数检验法

#'*4$对实验数据进行统计分析"7>3138)

25结果

,*)+注射磷脂酰丝氨酸对凡纳滨对虾血浆血蓝

蛋白含量%肝胰脏血蓝蛋白亚基和 5-'(表达水

平的影响

注射 6*对凡纳滨对虾血浆血蓝蛋白含量&

肝胰脏血蓝蛋白亚基#308&300$和 8$%&表达水

平影响显著 #7>3138$"而对照组无明显变化)

血浆血蓝蛋白含量和肝胰脏血蓝蛋白亚基# 308&

300$在 3 B/7 > 内呈峰值变化"其中"血蓝蛋白含

量在 7 > 内略有下降"7 > 处达到最低值"但与对

照组无显著差异"而 308&300 亚基则表现为逐渐

上升的趋势"其中"血蓝蛋白含量在 2: > 处达到

最大值"308&300 亚基表达在 42 > 处达到最大值"

然而两者均未与 6*注射浓度呈现明显的相关

性"/7 > 后各指标趋于稳定"与对照组无显著差异

#图 4 和图 2 $) 在注射 6*短时间内血蓝蛋白

8$%&表达迅速上升"在 42 > 处血蓝蛋白 8$%&

相对表达丰度值最高"各浓度组均显著高于对照

组水平#7>3138$"但是并未与 6*注射浓度呈现

明显的相关性"然后于 /7 > 后恢复至对照组水平

#图 /$)

图 )+注射 2L对凡纳滨对虾肝胰脏血蓝蛋白亚基"GVB%GVV#表达的影响

上标为不同浓度的 6*处理和取样时间)

D4E*)+L&L#2(UA0:0F=747HJ7818:4;7HJ<65H%=0:4:"GVB 0:9GVV# J3H5

<6G0;HG0:%3607;477864:7<345G5)M"//",*%0J;634:_6%;4H:HJ2L

4:MM2I2;?A/;A2;?I9?:/;O/M6*9;P O9830:;< ?:82X2I289IL2P /@?/H2I?>23:A?@I21
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图 ,+注射 2L对凡纳滨对虾血浆血蓝蛋白含量%肝胰脏血蓝蛋白亚基"GVB%GVV#表达的影响

D4E*,+/456%H8376%<0:E67HJGF0750;4%<65H%=0:4:%H:%6:;30;4H:0:96RG36774H:HJ7818:4;7HJ

<65H%=0:4:"GVB 0:9GVV#J3H5 <6G0;HG0:%3607;477864:7<345G5)M"//",*%0J;634:_6%;4H:HJ2L

图 .+注射 2L对凡纳滨对虾肝胰脏血蓝蛋白 5-'(表达的影响

上标为不同浓度的 6*处理和取样时间)

D4E*.+(UA0:0F=7470:96RG36774H:%<0:E67HJ<65H%=0:4:5-'(J3H5 <6G0;HG0:%3607;477864:

7<345G5)M"//",*%0J;634:_6%;4H:HJ2L

4:MM2I2;?A/;A2;?I9?:/;O/M6*9;P O9830:;< ?:82X2I289IL2P /@?/H2I?>23:A?@I21
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,*,+注射磷脂酰丝氨酸对凡纳滨对虾血浆血蓝

蛋白酚氧化酶活性的影响

注射 6*对凡纳滨对虾血蓝蛋白酚氧化酶活

性影响显著#7>3138$"而对照组无显著变化#图

: 和图 8$) 各个实验组血蓝蛋白酚氧化酶活性在

注射 6*后 /7 > 内呈峰值变化"在 42 > 内迅速上

升"于 42 > 时达到最大值"/7 > 后保持稳定状态"

与对照组没有显著性差异)

图 >+注射 2L对凡纳滨对虾血浆血蓝蛋白酚氧化酶活性的影响电泳图

#9$ "#A$对应 :7甲基儿茶酚胺染色结果%# C$ "# P$对应考马斯亮蓝 J7283 染色结果"图片上标为不同浓度的 6*处理和取样时间)

D4E*>+'0;4Q6#2(UA0:0F=747HJG3HG<6:HFHR490760%;4Q4;= J3H5 GF0750;4%<65H%=0:4:4:

7<345G5)M"//",*%0J;634:_6%;4H:HJ2L

#9$ 9;P #A$ X9OI2O@0?OMI/8:782?>Q0A9?2A>/098:;2A/0/I9?:/; X>:02# C$ 9;P # P$ MI/8-SSJ7283"9;P P:MM2I2;?A/;A2;?I9?:/;O/M6*

9;P O9830:;< ?:82X2I289IL2P /@?/H2I?>23:A?@I21
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图 B+注射 2L对凡纳滨对虾血浆血蓝蛋白酚氧化酶电泳灰度值的影响

D4E*B+/456%H8376%<0:E67HJG3HG<6:HFHR490760%;4Q4;= J3H5 GF0750;4%<65H%=0:4:4:

7<345G5)M"//",*%0J;634:_6%;4H:HJ2L

/5讨论

.*)+注射磷脂酰丝氨酸对凡纳滨对虾血蓝蛋白

合成的影响

甲壳动物血蓝蛋白的是由不同亚基组成的多

聚体蛋白质"典型的结构单位是由 7 条亚基组成

的六聚体
':2 6:/(

) Y9??9

'::(

研究证实普通滨蟹

#."'3,0*-#"%0"-$血蓝蛋白结构中含有磷脂成

分"去除后可引起血蓝蛋白物理化学及生理学特

性的改变"进而推测脂类在血蓝蛋白结构中可能

发挥着稳定构象的作用%据 -/9?2O等
'9(

报道美洲

鲎#!,#*)*-$6)4$/%#*-$血蓝蛋白与磷脂酰丝氨

酸相互作用后引起的构象变化同 *4*诱导血蓝

蛋白产生的构象变化相似"且该复合物可催化酚

类底物氧化"进而认为带负电荷的磷脂"特别是磷

脂酰丝氨酸"可能是血蓝蛋白发挥酚氧化酶活性

的体内自发激活因子) 另外"章跃陵等
'4/"47(

已经

鉴定出凡纳滨对虾血蓝蛋白六聚体中的三条亚基

分子量大小分别是 0/&08 和 00 L@"而且许多学者

通过同位素参入法&免疫沉淀法以及原位杂交法

等研究手段表明十足目甲壳类动物血蓝蛋白的合

成位点在肝胰脏组织
':: 6:0(

"并且进一步定位到肝

胰脏中的 (细胞
':9(

) 实验研究结果显示凡纳滨

对虾在注射 6*后 7 B/7 > 内血浆血蓝蛋白含量

呈峰值变化"于 2: > 处达到最大值%而肝胰脏血

蓝蛋白 308 和 300 亚基表达和 8$%&的表达则

在 3 B/7 之间呈峰值变化"而且肝胰脏血蓝蛋白

亚基的表达和 8$%&的表达呈现出明显的一致

性"各处理组的亚基表达和 8$%&表达在短时间

内迅速升高"在 42 > 处均达到最高值) 而且 23

(

<58'6*注射组比其他处理组在取样时间内各

项指标均明显升高"同时血浆血蓝蛋白含量与肝

胰脏血蓝蛋白亚基和 8$%&的表达在 8 和 23

(

<58'注射组中具有一定的时间效应关系"并且

与 6*浓度呈正相关) 由此说明"注射 6*后凡纳

滨对虾启动了血蓝蛋白的合成"首先肝胰脏血蓝

蛋白基因表达迅速升高"随后启动血蓝蛋白亚基

和合成和组装"然后聚集并释放到血淋巴当中去)

另外"(9H:009等
':1(

研究表明盐酸胍可以诱导艾氏

滨蟹#."'3,0*-"%-&*"',,$血蓝蛋白 08 L@ 亚基的

折叠构象打开%'2:等
'40(

证明在 W**.病毒胁迫

下"日本对虾 #7%0"%*-@"$60,3*-$血蓝蛋白 308

亚基的基因可被诱导强烈表达"而 30/ 亚基基因

则没有) 这些研究结论与本实验结果中 308 亚基

的高丰度表达以及 30/ 亚基的低丰度不显著表达

相吻合) 作者认为 6*参与了凡纳滨对虾血蓝蛋

白的合成"在短时间内具有明显的变化规律)

.*,+注射磷脂酰丝氨酸对凡纳滨对虾血蓝蛋白

酚氧化酶活性的影响

研究显示甲壳动物血蓝蛋白和酚氧化酶在基

因序列和蛋白质结构方面具有一定的相似性"并

可在 *4*刺激下表现出一定的酚氧化酶活

性
':"83 684(

%同时大量研究表明甲壳动物血蓝蛋白

在 *4*

'8(

& 胰 蛋 白 酶
':(

& 胰 凝 乳 蛋 白 酶
'8(

&

+'*

'0(

&磷脂酰丝氨酸
'9(

&-@

2 ?

和 -9

2 ?'82(

等物质

刺激下可表现出酚氧化酶活性"不同物种的血蓝

蛋白发挥酚氧化酶活性的刺激物质有所不同"且

血蓝蛋白发挥酚氧化酶活性的形式也有所不同"

具体表现在同一刺激物或激活酚氧化酶活

性
'8"82(

"或没有酚氧化酶活性
':(

"甚至抑制酚氧化

酶活性的发挥
'0(

) 最近"血蓝蛋白酚氧化酶活性

研究有了新突破!B@ 等
'8/(

研究表明日本对虾的

:9/4
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一种肿瘤抑制因子FK蛋白可以和血蓝蛋白相互

作用并调节酚氧化酶的活性%来自于细胞内膜上

的磷脂酰丝氨酸#6*$可以激活美洲鲎血蓝蛋白

发挥酚氧化酶活性"并产生与 *4*7血蓝蛋白复合

物相似的三四级结构"进而认为 6*参与了血蓝

蛋白体内自发激活酚氧化酶活性的通路
'9(

) 实

验表明注射 6*后"凡纳滨对虾血蓝蛋白的酚氧

化酶活性在 /7 > 内呈峰值变化"在 42 > 内活性迅

速升高"于 42 > 处活性达到最高值"与 6*浓度呈

现明显的正相关性"然后于 /7 > 后恢复至对照组

水平"这与血浆血蓝蛋白含量在 7 > 内略有下降

是一致的) 这说明血蓝蛋白的酚氧化酶活性的发

挥依赖于血浆血蓝蛋白含量的早期补给"而血蓝

蛋白含量的补给则又依赖于血蓝蛋白 8$%&的

即时表达和血蓝蛋白各个亚基的组装并迅速释

放) 作者认为 6*是甲壳动物体内血蓝蛋白发挥

酚氧化酶活性的激活因子"血蓝蛋白展现为酚氧

化酶后含量下降"6*可以通过刺激血蓝蛋白的合

成来满足机体对血蓝蛋白发挥呼吸功能等其他生

命过程的需要)

综上所述"作者认为在对虾体内 6*是血蓝

蛋白展现酚氧化酶活性通路上的重要因子"可启

动血蓝蛋白在肝胰脏中的合成"肝胰脏中血蓝蛋

白 8$%&和血蓝蛋白亚基表达短时间内迅速上

调"紧接着亚基快速折叠组装成血蓝蛋白的聚体

形式并分泌到血淋巴当中"并展现出一定的酚氧

化酶活性"辅助参与并可调节酚氧化酶原激活系

统) 因此"血蓝蛋白在甲壳动物机体内除作用于

正常的呼吸功能外"还可以发挥酚氧化酶活性"协

同体内各种其他的先天性免疫因子共同参与免疫

防御反应"维持动物自身健康活泼的生命状态)
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'4/(5章跃陵"卓亦明"朱永飞"等1南美白对虾人工感染

细菌后肝胰脏中主要变化蛋白的研究'!(1水产科

学"2338"2:#7$!41 62/1

'4:(5刘文杰"苏静"王桂忠"等1锯缘青蟹感染副溶血弧
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