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� � 脂类是海洋无脊椎动物包括对虾能量的主要来
源,脂类在其生长发育的很多重要过程中起作用, 如

蜕皮和繁殖。虾蟹及鱼类优先使用脂类作为能源,

因此,它们的血淋巴脂蛋白水平较高。脂蛋白是对

虾体内一种重要的蛋白质, 其主要作用是: 参与组织

或细胞间脂类的运输和重分配; 参与免疫防御反应

过程;能与细胞膜上的特异受体结合, 影响脂类摄

取。此外,卵黄蛋白和卵黄蛋白原可为正在发育的

胚胎提供氨基酸、脂肪、碳水化合物、维生素、磷和硫

等营养和功能性物质。研究表明极高密度脂蛋白参

与卵巢的发育, 可能为胚胎发育提供部分营养物质。

作者主要论述了几种对虾血淋巴脂蛋白结构及基因

的特点,它们之间的差异,并且对不同血淋巴脂蛋白

基因的组织表达差异进行了综述, 使读者对对虾的

血淋巴脂蛋白的研究进展有更详细的了解。

对虾血淋巴脂蛋白像其它甲壳动物的脂蛋白一

样,可以根据其含水量不同分为 3类: 低密度脂蛋白

( low density lipoprotein, LDL 1. 006~ 1. 06 g/ mL)、高

密度脂蛋白( high density lipoprotein, HDL 1. 07~

1. 21 g/ mL)和极高密度脂蛋白( very high density

lipoprotein, VHDL 1. 22 g/ mL 以上) [ 1, 2]。目前,已

经从对虾血淋巴中发现了 2种脂蛋白, 存在于雌虾

和雄虾中的非性别特异脂蛋白, 只存在于成熟雌虾

中的性别特异脂蛋白。这些脂蛋白都属于高密度或

极高密度脂蛋白。目前, 还没有低密度脂蛋白的相

关报道。

1 � 非性别特异脂蛋白

1. 1 � 高密度脂蛋白
早期对虾类血淋巴脂蛋白的研究主要侧重于蛋

白的分离纯化与结构分析, T eshima 等[ 3] 通过超速

离心法分离了日本囊对虾( M ar sup enaeus j ap oni�
cus)的血清脂蛋白, 并在雌虾和雄虾中检测到 2 种

HDL, 2种 HDL 的主要脂质成分是磷脂, 分别占整

个脂质成分的 40%~ 47%和 72% ~ 87% ,蛋白质在

2种脂蛋白中占的比例分别为 26%和 32%。凡纳滨

对虾( L i top enaeus vannamei )和加州对虾 ( Penaeus

cal if or niensis ) 的 HDL 的密度分别为 1. 364 和

1. 139 g/ mL [ 4, 5] ,并且均有一个约为 100~ 112 ku 的

载脂蛋白成分,它们的 N 端序列相似, 其中所含的主

要脂质成分是卵磷脂。凡纳滨对虾的 HDL 约含有

57%脂质 [ 6] , 其中磷脂占了 43%。在已报道的对虾

脂蛋白中所含的主要脂类成分是磷脂
[ 7]
。

Yepiz等[ 5] 确认了凡纳滨对虾和加州对虾的血

淋巴高密度脂蛋白是 ��1, 3�葡聚糖结合蛋白 ( high

density�lipopro teinv��glucan binding protein �GBP�
HDL)。运用分子生物学手段, 目前已经克隆出凡纳

滨对虾的 �GBP�HDL 的基因[ 8] 。�GBP�H DL 的全

长 cDNA 为 6. 3 kb, 1 966 个核苷酸的 3, 非翻译区

位于终止密码和 po lyA+ 之间。此蛋白开放阅读框

编码长度为 1 454 个氨基酸, 成熟蛋白的 N 端序列

位于开放阅读框的 198个氨基酸位置。推导的氨基

酸序列与淡水螯虾( A stacop si s gouldi )的有 54%的

相似性。对已知的蛋白二级结构推导的氨基酸序列

进行分析, 发现了类似葡聚糖酶的序列和 RGD 基

序,这 2种序列与它参与的防御和脂质运输作用相

关。

通过 RT�PCR和 RNA 印迹法检测 �GBP�HDL

在肝胰腺、肌肉、附肢和鳃中表达, 但在血细胞中无

表达,其中 Nor thern杂交法在肝胰腺中检测的信号

最强,说明肝胰腺是主要的脂类储存组织和血淋巴

脂蛋白的合成场所。利用原位杂交技术进一步检
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测,发现肝胰腺 F 细胞是 �GBP�HDL 的主要表达位

点,在神经中枢细胞有微量表达, 而在皮层神经胶质

和轴突纤维中无表达
[ 9]
。在淡水螯虾中 �GBP 只在

肝胰腺中表达
[ 10]

,这种差异可能是淡水和海洋甲壳

动物间的不同造成的。

为了研究对虾 �GBP�H DL 在体内脂类运输中

的作用, Adriana 等[ 11] 对凡纳滨对虾进行了饥饿处

理,分别在摄食 2 h, 24 h, 72 h, 120 h后, 对 �GBP�
HDL 的含量进行了测定。发现摄食 2 h 后,当脂类

在对虾血淋巴中增加时, 肝胰腺中 �GBP�HDL 的合

成增加。饥饿 24 h, 72 h, 120 h 后, �GBP�HDL 的

mRNA 量明显下降。可见 �GBP�HDL 的合成量与

对虾血淋巴中脂质含量成正相关, �GBP�HDL 是对

虾体内一种重要的营养相关蛋白。

1. 2 � 极高密度脂蛋白
在对虾血淋巴中已经发现了一种无性别特异的

VHDL,日本囊对虾的此种脂蛋白的密度�1. 22 g/ mL,

包括 81%的蛋白和 19%的脂质。其中主要的脂质

是磷脂, 占整个脂蛋白量的 14%, 占脂质的 69% ~

72% [ 3] 。Yeh 等[ 12] 分离了斑节对虾 ( Penaeus mo�
nodon)的 VH DL 并进行研究, 测得了此蛋白密度为

0. 003~ 0. 012 g/ mL。凡纳滨对虾的凝血蛋白分子质

量约 440 ku,由两个大小约 200 ku 的亚基通过二硫

键链接而成同源二聚体
[ 13]

,密度梯度离心所得密度为

1. 155~ 1. 212 g/ mL,其中脂质占纯化蛋白的 9% ~

15%。�螺旋和 �折叠片分别占 32%和 33%, 二级

结构与斑节对虾的相似。

Hall等
[ 14]
确认淡水螯虾的此种 VHDL 即凝血

蛋白( CP) , 是 1种有 2种功能的血淋巴脂蛋白。此

后,在凡纳滨对虾和斑节对虾中都得到确认。Cheng

等[ 15]克隆测序了凡纳滨对虾和日本囊对虾的凝血蛋

白基因。日本囊对虾的 CP 基因 cDNA全长5 660 bp,

推断 CP 的前体包括一个信号肽,信号肽后是一个由

1 671个氨基酸组成的亚基。CP 的整个氨基酸序列

包括 2个 RGD基序和 3个潜在的 N端糖基化位点,

与斑节对虾和淡水螯虾的凝血蛋白分别有 80%和

38%的相似性。凡纳滨对虾的CP基因全长5 541 bp,

推导的蛋白由 1 666 个氨基酸残基组成。这 2个蛋

白都有转谷氨酰胺酶交联位点, N 端有 7个Ser�Lys�
Thr 重复,中间位置色氨酸和谷氨酰胺含量丰富, 色

氨酸和谷氨酰胺形成共价连接, 这种特殊的结构可

能与其凝集作用有关。在对虾中 CP 的2个 RGD序

列是非常保守的,但其功能现在还不是很清楚。

此外,斑节对虾的 CP 基因也曾被克隆并进行过

结构分析
[ 16]
。斑节对虾的 CP 基因 cDNA 全长

6 124 bp, 此 cDNA 编码了一个由 1 670个氨基酸组

成的蛋白,包括 14个氨基酸的信号肽。由于有 4 个

潜在的 N 端糖基化位点, 整个蛋白含 3. 8%的甘露

聚糖。斑节对虾的 CP 与淡水螯虾的有 36%的同一

性,但与昆虫的卵黄蛋白原家族相似性却很低。整

个蛋白谷氨酰胺含量丰富, 有 5 个 Ser�Lys�Thr�Ser
的重复,说明凝血蛋白可能是转谷氨酰胺酶的作用

底物。蛋白中的 2个 RGD 序列侧面没有二硫桥相

连,也没发现它们有其它构象化的约束, 并且没有检

测到它们与血细胞间的连接。此蛋白的 RGD 序列

是否与其它类型的细胞相互作用,目前还不清楚。

运用 RT�PCR方法研究了斑节对虾 CP 基因的

组织表达[ 16] , 发现其在鳃、中枢神经、淋巴器官、心

脏、肝胰腺、血细胞和肌肉中的表达量依次递减, 但

是 Northern blo t 法没有发现其在血细胞中表达。

从整个实验可以看出, 鳃、中枢神经和淋巴器官是

CP 基因的主要表达位点, 第一次发现神经系统是

CP 的转录和翻译位点,其生理学意义有待进一步研

究。日本囊对虾的 CP 基因在表皮、鳃、中枢神经和

心脏中都有表达 [ 15] , 这与斑节对虾的 CP 表达部位

相似,最近进一步研究发现表皮是 CP 的一个重要的

表达位点。

2 � 雌性特异脂蛋白

除了雌雄共有的脂蛋白类型外, 对虾血淋巴中

还有一种雌性特有的脂蛋白, 但这种脂蛋白在无卵

黄的雌性中不存在, 大致与卵黄生成有关。卵黄蛋

白原( V g)和卵黄磷蛋白( Vt )是 2种相关蛋白
[ 2]

, 实

际上,卵黄蛋白原是卵黄磷蛋白的前体, 卵黄蛋白在

卵巢中的形成过程就是一个处理卵黄蛋白原前体的

过程。不同对虾和甲壳动物的 V g 同样是一种高密

度脂蛋白,与非性别特异高密度脂蛋白相比, 它们具

有更高的密度,说明含有较少的脂类。

刀额新对虾 (M etap enaeus ensis ) 的 Vt 是一个

脂糖蛋白, 氨基酸组成与其它虾的 Vg 和 Vt 相似。

它是由 4 个载脂蛋白成分组成的一个 350 ku 的蛋

白, 2 个主要的亚基分别为 76 ku 和 102 ku [ 17]。

Shaul等[ 18] 从凡纳滨对虾卵巢中分离出了 5个分子

质量分别为 179, 113, 78, 61和 42 ku的高密度脂蛋

白亚基,这些亚基都是卵黄蛋白原基因的产物。

用刀额新对虾的卵黄蛋白原基因片段作为探针

筛选基因组 DNA文库, 发现了 6 个不同的  克隆,

其中 2 个克隆用于进一步研究[ 19]。通过 3 , 5 ,�
RACE 方法,获得了其 cDNA 全长为 7. 97 kb, 包括

一个 7 776 bp长的开放阅读框。不像昆虫和脊椎动

物的卵黄蛋白原前体, 推导的 Vg 没有多个色氨酸重
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复区域。通过系统发生分析, M e Vg1与甲壳动物的

有很高的同源性, 但与其它无脊椎动物和脊椎动物

的亲缘关系比较远。

Shaul等 [ 18] 克隆测序了凡纳滨对虾的全长 Vg

基因,第一次测序了对虾体外纳精器的 Vg cDNA。

基因全长 7941bp, ORF 显示 5 非翻译区有 29个氨

基酸, 3 非翻译区有 151个氨基酸, 包括 polyA + 尾

巴。整个基因编码 2 587个氨基酸的多肽, 分子质量

283 462 u,与其它对虾的 V g有高达 85%的相似性。

有关卵巢是对虾卵黄蛋白合成位点报道很多。

Tseng 等[ 20] 利用 RT�PCR 在斑节对虾肝胰腺中合

成了部分卵黄蛋白原基因, 由此确定肝胰腺是斑节

对虾卵黄蛋白的另一个合成位点。最近发现肝胰腺

也是罗氏沼虾
[ 21]
和日本囊对虾

[ 22]
Vg 重要的合成位

点。自然成熟的日本囊对虾和短沟对虾 ( P enaeus

semisuleatus)的 Vg mRNA 水平在肝胰腺和卵巢中

相当[ 22, 23] 。通过 RT�PCR发现, 刀额新对虾 Vg1在

肝胰腺和卵巢中表达, 而其 Vg2 仅在肝胰腺中表

达[ 19]。中国明对虾卵巢发育的 4个阶段肝胰腺和卵

巢中 Vg 基因都表达
[ 2 4]

,只是不同阶段表达量不同。

由此,基本可以说明在中国明对虾中, 卵巢和肝胰腺

中均存在卵黄蛋白原的 mRNA。

关于甲壳动物中卵黄蛋白的来源, 在过去的研

究中一直存在争议, 早期研究以体外培养为主,大多

得出卵巢是唯一或主要的合成场所的结论
[ 25]

, 近期

研究多从卵黄蛋白原 mRNA 的表达着手, 发现在很

多甲壳类中如日本囊对虾、克氏螯虾( Pr ocambar us

olarki i )等中,肝胰腺也是卵黄蛋白原的重要合成部

位
[ 22, 26]

, 有时甚至是主要或唯一的合成部位
[ 27, 28]

。

3 � 结论

关于对虾无性别特异和雌性特异血淋巴脂蛋白

的报道已有很多, 最初的研究侧重于脂蛋白的分离

及结构鉴定,研究它们的分子质量、氨基酸组成和氮

端氨基酸序列。一旦对虾血淋巴脂蛋白能够被分离

纯化,对它的特异吸收机制如从细胞膜内吞或卸载

就能够了解的比较详细。近年来, 随着分子生物学

技术在这一领域的应用, 在脂蛋白基因的分子克隆

与表达特征方面开展了大量工作。运用 RT� PCR

和 RACE技术成功克隆了部分脂蛋白的基因, 并对

基因结构进行了分析,通过建立系统发生树,研究了

不同对虾同种脂蛋白间的亲缘关系, 发现其 cDNA

序列和蛋白有很高的保守性,并且发现了一些特定

的分裂位点和结构域, 从而为研究对虾间的亲缘关

系提供一定依据。

通过半定量 RT�PCR、rea1�t ime RT�PCR 和

Northern blot 法研究了不同脂蛋白的组织表达, 结

果存在差异,可能是种群不同造成的, 也可能是实验

动物处于不同的发育阶段。对不同刺激下的表达差

异进行了研究, 进而分析了它们的作用。不同脂蛋

白的具体作用及其在对虾体内的传递路线有待于进

一步的研究。
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