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鱼类溶菌酶和组织蛋白酶研究进展*

AdvanceonLysozymeandCathepsinofFish

魏世娜,秦启伟**

WEIShina,QINQiwei

(华南农业大学海洋学院,广东广州暋510642)
(Collegeof MarineSciences,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou,Guangdong,

510642,China)

摘要:溶菌酶和组织蛋白酶在鱼类先天性免疫系统中发挥重要作用。溶菌酶是一种具有生物活性的、能水解粘

多糖的无毒、无公害小分子碱性酶,参与机体多种免疫反应,在抵抗外来病原细菌、真菌、病毒或肿瘤入侵中起重

要作用。组织蛋白酶是半胱氨酸蛋白酶家族的主要成员,参与机体的多种生理和病理活动,目前在细胞凋亡中

的作用日益受到重视。本综述主要介绍近年来鱼类溶菌酶和组织蛋白酶在生物学功能、基因克隆、组织分布及

重组蛋白功能活性的新研究进展。
关键词:鱼类暋溶菌酶暋组织蛋白酶暋生物学特性暋基因与蛋白
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Abstract:Lysozymeandcathepsinplayanimportantroleinfishinnateimmunesystem.Lyso灢
zymeisabiologicallyactivenon飊toxic,non飊pollutingsmallmoleculealkalineenzymethatcan
hydrolyzemucopolysaccharide.Itparticipatesinavarietyofimmuneresponsesinthebodyand
playsanimportantroleinresistingthepathogensuchasbacteria,fungi,virusesortumorinva灢
sion.Cathepsinisthemainmemberofthecysteineproteasefamilyandithasthekeyfunction
inthedifferentkindsofphysiologicalandpathologicalactivities.Atpresent,theroleofcathep灢
sininapoptosisisgainingmoreandmoreattention.Thisreviewmainlyintroducesthenewre灢
searchprogressoffishlysozymeandcathepsininbiologicalfunction,genecloning,tissuedistri灢
butionandfunctionalactivityofrecombinantproteininrecentyears.
Keywords:fish,lysozyme,cathepsin,biologyproperty,geneandprotein

0暋引言

暋暋近年来,我国鱼类养殖业取得了迅猛的发展,然
而,随着集约化养殖程度的不断提高及养殖环境的不

断恶化,病害频发严重影响了我国鱼类养殖业的可持

续发展。目前,我国养殖鱼类出现的疾病种类很多,
主要分为病毒、真菌、细菌、寄生虫等4种。这些疾病

虽然可以通过药物治疗,但由于药物的频繁使用,鱼
体产生了抗药性,而大剂量的用药又导致水体生态失

衡,也对鱼类有很大的毒副作用,甚至因为药物的刺

激使患病鱼类死亡。因此除了改善养殖环境等物理

因素外,提高鱼类自身免疫力将是防控鱼类疾病的重

要发展方向。鱼类免疫系统包括先天性或非特异性

免疫,以及获得性或特异性免疫。特异性免疫主要是

产生特异性抗体作用于抗原,但免疫机制还不完善,
主要由于鱼类抗体种类较少,形成时间较长及抗体滴

度升高比较缓慢等因素。因此,非特异性免疫作为机

体的第一道防线,在鱼类维持机体健康、抵御病原入

侵中起了重要的作用。

暋暋溶菌酶和组织蛋白酶都是蛋白水解酶,是鱼类防

御病原微生物入侵的重要非特异性免疫因子,在鱼病

防治中发挥主要作用,具有良好的开发应用前景,但
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作用机理完全不同。目前国内外专家对鱼类溶菌酶

和组织蛋白酶的研究已较为深入,本文通过对溶菌酶

和组织蛋白酶生物学功能、基因克隆、组织分布及重

组蛋白功能活性等进行阐述,以期能为鱼类病害防治

提供理论依据,并为抗病饲料的开发提供技术支持。

1暋鱼类溶菌酶和组织蛋白酶的作用机理

1.1暋鱼类溶菌酶的作用机理

暋暋鱼类溶菌酶是存在于许多鱼类的体表粘液、肠道

粘液、血清和巨噬细胞中的一种水解酶。主要通过水

解细胞壁肽聚糖中的 N飊乙酰胞壁酸和 N飊乙酰葡萄

糖胺之间的毬飊1,4糖苷键,使细胞壁不溶性粘多糖分

解成可溶性糖肽,在内部渗透压的作用下导致细胞壁

破裂,引起细菌裂解,而释放的肽聚糖碎片是合成与

分泌各种抗菌蛋白的诱导物,也能诱导溶菌酶的产

生。溶菌酶的活性中心主要由 Glu35和 Asp52组

成,在机体抗病免疫过程的主要功能为水解细菌细胞

壁而导致细菌破裂死亡[1飊2],改善和增强巨噬细胞吞

噬能力和消化功能,诱导调节其他免疫因子的合成与

分泌,从而抵御外来微生物的入侵[3飊4]。此外还能通

过非酶机制诱导微生物产生自溶酶而杀菌,但此机理

有待进一步研究。除了具有抗菌功能,溶菌酶还具有

抗病毒的功能,主要通过与带负电荷的病毒蛋白直接

作用,从而与DNA、RNA 和脱辅基蛋白形成复合物

使病毒失活。

1.2暋鱼类组织蛋白酶的作用机理

暋暋组织蛋白酶是一类溶酶体半胱氨酸蛋白酶,主要

存在于动物组织的细胞内,特别是溶酶体内,参与蛋

白质的降解,在各种生理和病理过程发挥重要作用,
但其活性受到合成酶原的活化、内源性抑制剂和pH
值等多方面的调节[5飊6]。在病理情况下主要参与线粒

体介导的细胞凋亡。如组织蛋白酶B是一种溶酶体

内巯基蛋白酶,释放到胞浆或组织间隙并被激活,介
导细胞炎症性坏死及发生凋亡[7]。还可通过直接或

间接激活caspase的机制引发细胞凋亡[8飊9]。组织蛋

白酶C除了能在溶酶体内从蛋白质底物的氨基酸末

端除去二肽,还可作为体内多种功能性蛋白酶的激活

酶,在免疫和炎症细胞中参与调控许多丝氨酸蛋白酶

的活性。

2暋鱼类溶菌酶和组织蛋白酶的分子生物学

暋暋根据不同的物种来源,溶菌酶主要分为6类,鸡
蛋清溶菌酶C型、鹅蛋清溶菌酶 G 型、无脊椎动物I
型、植物型、微生物型和噬菌体型。鱼类溶菌酶主要

分为C型溶菌酶和 G型溶菌酶两种类型。组织蛋白

酶根据不同的催化中心分为不同的类型,主要分为组

织蛋白酶 A~Z,而在鱼类中组织蛋白酶B和L研究

较多,这些酶与鱼体中许多生理和病理活动密切

相关。

2.1暋鱼类C型和G型溶菌酶及组织蛋白酶的基因

克隆

2.1.1暋鱼类C型和 G型溶菌酶的基因克隆

暋暋目前国内外关于鱼类C型和 G型溶菌酶基因克

隆的研究报道较多,但鱼类 C型溶菌酶与 G 型溶菌

酶仅有10%的同源性。

暋暋(1)C型溶菌酶

暋暋Dautigny等[10]分别从虹鳟的肝脏和肾脏cDNA
文库中获得两种类型的 C型溶菌酶基因片段,主要

第86位氨基酸不同,分别为天冬氨酸残基和丙氨酸

残基。Mitra等[11]进一步发现这两种溶菌酶基因组

相似,都具有4个外显子和3个内含子,但在抗菌功

能方面存在差异,仅有一种溶菌酶具有抗菌活性。

Hikima等[12]从日本牙鲆的肾脏cDNA 文库也获得

了C型溶菌酶基因片段,其氨基酸序列与虹鳟、鸡和

人的序列比对发现,酶活性位点及半胱氨酸残基完全

保守,且与虹鳟的同源性为72.9%,与鸡和人的同源

性分别为57.4%和65.4%。Wei等[13]从石斑鱼脾

组织中克隆获得 C型溶菌酶,其全基因组包含4个

外显子和3个内含子,具有保守的催化位点和8个保

守的半胱氨酸残基;Blast比对发现该基因序列与褐

石斑鱼具有94%的同源性。

暋暋(2)G型溶菌酶

暋暋Hikima等[14]从日本牙鲆的DNA文库中首次克

隆了 G型溶菌酶基因,该基因编码195个氨基酸,其
基因组包含5个外显子和4个内含子。Yin等[15]从

斜带石斑鱼的血细胞cDNA文库中也克隆了 G型溶

菌酶全序列,它编码194个氨基酸,该序列与日本牙

鲆、鲤鱼、鸟类和哺乳类的 G型溶菌酶序列同源性较

高,且具有保守的酶活性位点,但缺乏鸟类和哺乳类

G型溶菌酶的半胱氨酸残基,与日本牙鲆 G 型溶菌

酶的同源性为72.2%。Wei等[16]从石斑鱼脾组织中

克隆获得 G型溶菌酶,新的 G 型溶菌酶全基因组包

含4个外显子和3个内含子,氨基酸比对发现其具有

保守的催化位点和底物结合位点;Blast比对发现该

基因序列与半滑舌鳎具有62%的同源性。

2.1.2暋鱼类组织蛋白酶的基因克隆

暋暋Whang等[17]对条石鲷组织蛋白酶 B和 L进行

克隆,氨基酸同源性分析表明组织蛋白酶 B序列与

紫红笛鲷的同源性为90%,而组织蛋白酶 L序列与

尖吻鲈的同源性为95%,并且具有相同的进化关系。
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Wei等[18]从石斑鱼脾组织中获得了石斑鱼组织蛋白

酶B的cDNA序列,该序列编码330个氨基酸,氨基

酸比对发现与人类组织蛋白酶 B相似,具有典型的

结构特征,包括前肽区和半胱氨酸蛋白酶结构域,后
者包含了4个高度保守的催化位点和3个活性位点,
进化分析显示其与紫红笛鲷和条石鲷相似度最高。

2.2暋鱼类溶菌酶和组织蛋白酶基因在体内的表达

模式

暋暋鱼类溶菌酶基因在机体各组织内广泛分布表达,
经不同外源刺激(如细菌或病毒感染)一定时间后,在
免疫组织如头肾、肾和脾脏中的表达量明显提高。

Hikima等[12,14]研究结果表明,在健康的日本牙鲆

中,C型溶菌酶在头肾、后肾、脾脏、脑和卵巢等组织

中有明显转录;经爱德华氏菌感染后,在头肾、脾脏和

卵巢中的表达量显著增加。日本牙鲆的 G型溶菌酶

在体内多种组织也均有表达,经爱德华氏菌感染后,

G型溶菌酶在心脏、肠道和血液中的表达量显著增

加。经脂多糖(Lipopolysaccharide,LPS)、溶藻弧菌

和新加坡石斑鱼虹彩病毒(Singaporegrouperiri灢
dovirus,SGIV)刺激石斑鱼后,C型和 G型溶菌酶在

头肾组织中的表达量均具有不同程度的升高,说明溶

菌酶在 细 菌 和 病 毒 的 感 染 中 发 挥 了 相 对 重 要 的

作用[13,16]。

暋暋Whang等[17]分析了条石鲷组织蛋白酶 B和 L
在不同组织的表达,经脂多糖和细菌感染后,检测其

肝脏和血细胞的时间表达差异。组织蛋白酶B在石

斑鱼各个组织中均有分布,经SGIV 刺激后,其在头

肾中的表达量在24h有明显上调[18]。

2.3暋鱼类溶菌酶和组织蛋白酶的蛋白功能

2.3.1暋鱼类溶菌酶的蛋白功能

暋暋鱼类C型溶菌酶和 G型溶菌酶均能通过原核表

达系统或真核表达系统来表达重组蛋白,且表达产物

的抗菌谱相似,不仅对革兰氏阳性菌有抑菌作用,还
对革兰氏阴性菌具有溶菌功能。Minagawa等[19]利

用杆状病毒表达系统在昆虫细胞中表达日本牙鲆 C
型溶菌酶,该重组蛋白对鳗弧菌和溶壁微球菌有明显

的抑菌作用,但对爱德华氏菌和链球菌的活力较差。
石斑鱼C型和 G型溶菌酶对溶壁微球菌、溶藻弧菌、
金黄色葡萄球菌和海豚链球菌都有一定的抑制性,但
作用效果有差异。体外过表达C型溶菌酶和 G型溶

菌酶均能抑制SGIV感染的细胞病变,从而降低了病

毒主要衣壳蛋白 MCP的表达,但C型溶菌酶的抗病

毒效果较明显[13,16]。

2.3.2暋鱼类组织蛋白酶的蛋白功能

暋暋目前国内外对于鱼类组织蛋白酶研究仅限于克

隆、原核表达及在不同组织的差异表达,而对于有生

物学活性的组织蛋白酶功能方面研究比较少。Guic灢
ciardi等[20飊21]发现组织蛋白酶 B是在肝细胞凋亡通

路当中占有重要作用的蛋白酶之一,Wei等[18]发现

石斑鱼组织蛋白酶B参与了SGIV 感染诱导的细胞

凋亡。总的来说,组织蛋白酶的主要功能是参与机体

的免疫调节作用、蛋白质的降解和酶原的活化。因此

研究不同类型的组织蛋白酶对于鱼体防御功能的相

关研究成为目前研究关注的热点。

3暋鱼类溶菌酶和组织蛋白酶的应用前景

暋暋鱼类重组溶菌酶抗菌谱与已报道的鸡蛋清溶菌

酶等有所不同,对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都具

有溶菌功能,包括对枯草芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌和

藤黄八叠球菌等有强烈的抗菌作用,除了具有广谱的

抗菌功能,还能抑制病毒的感染,因此,重组鱼类溶菌

酶可作为饲料添加剂应用于水生动物的病害防治,从
而减少药物残留及解决细菌耐药性等问题,将是实现

水产健康养殖的途径之一。组织蛋白酶除了可在溶

酶体内非选择性地降解蛋白质,还具有“清道夫暠的作

用,而且与 MHCclass栻依赖性的抗原呈递、肿瘤侵

袭、食物消化等等有关。总之,研究鱼类溶菌酶和组

织蛋白酶,对于了解鱼类的先天性免疫机制及控制相

关疾病的发生具有重要的意义。
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