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酚氧化酶 ¬ ° 参与无脊椎动物的

防御反应 ∀在无脊椎动物中 ° 一般以无活性的酶原

形式 ) ) ) 酚氧化酶原 ¬ ° 存在≈ ∀

无活性的 ° 在丝氨酸型蛋白酶作用下转变成具

有活性的 ° ∀丝氨酸型蛋白酶本身也以酶原的形式

存在 可被细菌和真菌等的细胞壁成分激活 ∀酚氧化

酶及其因子构成了一个复杂的酶级联反应系统 即所

谓的酚氧化酶原激活系统 ¬ 2 √

° 2 ≥ ∀该系统由 ° !蛋白酶 !模式识别蛋

白和蛋白酶的抑制剂构成 ∀ ° 2 ≥能被微生物的细

胞壁成分如 Β2 2葡聚糖等激活 显示该系统能识别

微生物的表面分子 ∀在 ° 2 ≥活化过程中产生一

系列具有生理活性的物质 可通过多种方式参与宿主

防御反应 包括提供调理素 ≈ !促进血细胞

吞噬作用 ! 包囊作用和结节形成以及介导凝集和凝

固 !产生杀菌物质等 ∀最近 在对甲壳动物的研究中发

现 ° 2 ≥的成分直接参与细胞信息传递 ≈ 可见

该系统在甲壳动物的防卫中起极为重要的作用 ∀因

此 人们把 ° 2 ≥作为一种识别系统 并认为它与

脊椎动物的补体系统类似 ∀

生化特性

酚 氧 化 酶 又 称 为 酪 氨 酸 酶

∞≤ ∀它是一种含铜的酶 能够催化单酚羟

化成二酚 如多巴 并把二酚氧化成醌 醌在非酶促

条件下形成最终的反应产物黑色素 ≈ ∀ 年 ≥∏2

∏
≈ 建议 酪氨酸酶这个名字应专门用于哺乳类

而 ° 专门用于无脊椎动物 ∀° 和酪氨酸酶两者催化

的生化反应十分相似 但它们的 ⁄ 序列并不完全

相同 ° 缺乏酪氨酸酶的信号肽和跨膜域的氨基酸

顺序 ∀

自从 年 发现 2 2二羟苯丙氨酸

2 2 ¬ 2 2多巴 可作为体外人

体皮肤黑色素细胞中黑色素形成的底物 这种反应已

成为酚氧化酶 酪氨酸酶 存在和定位检测的基础 ∀此

后 一些作者利用这种方法对多种生物的 ° 进行了

研究 ∀ 年代 在果蝇中首先发现 ° 的存在及其

激活作用 ∀ 多年后 由于发现昆虫能合成对感染细

菌发生反应的抗菌肽 尤其是发现脊椎动物组织中也

存在相似的肽类 使得有关无脊椎动物特别是节肢动

物免疫作用的研究愈来愈受到重视 以至成为一个令

人兴奋的研究领域 ∀

° 广泛存在于无脊椎动物和脊椎动物中 人们

已从多种动物中纯化并鉴定了 ° ∀依据种类的不同

其分子量 !最适 !最适温度 !激活剂和抑制剂也不

相同 ∀ ∏ 和 ≈ 证明烟草天蛾角质中的 °

由 ∏的亚基组成 是一种糖蛋白 ∀当昆虫体内缺乏
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性的激活系统和外源性的激活剂如蛋白酶 !去污剂或

有机溶剂等激活 ≈ 见图 ∀另外 研究结果发现 对

° 有激活作用的微生物细胞壁成分包括 Β2 2葡
聚糖 Β2 2 ∏ ! °≥ !肽聚糖 和酵

母聚糖 含有 Β2 葡聚糖 对 ° 有激活

作用的蛋白酶包括胰蛋白酶 !胰凝乳酶 !组织蛋白酶

和枯草杆菌蛋白酶等 去污剂有十二烷基硫酸钠

∏ ∏ ≥⁄≥ 和十六烷基氯化吡啶

∏ ≤°≤ ∀除此之外 加热或 ≤

等也对 ° 的激活起促进作用 ∀在两栖类中 有报

道说光线也可以激活酪氨酸酶原 ∀夜蛾血浆中的

° 可被甲醇激活 ∀不同的激活剂对 ° 的激活

机理不同 ∀昆虫的 ° 通过两种不同的机理激活

一种是酶原的蛋白裂解 另一种是去污剂激活 ∀

等 ≈ 发现昆虫 Μανδυχα σεξτα血淋巴中纯化的 °

通过这两种模式都可以激活 ∀甲醇对昆虫血淋巴中的

° 不但具有激活作用 ≈ 并且其激活作用是可逆的

因此 有人推测这种激活是通过一种可诱导的结构变

化产生的 ∀在蟑螂中 内源性的凝集素能诱导 °

的激活 ∀在马蹄蟹中 磷脂诱导粗制品中酚氧化酶的

激活 ∀至于微生物多肽对 ° 的激活作用 有人推

测它可能与特异性的血浆蛋白结合 以一种尚未知晓

的方式 诱导酚氧化酶原激活酶的活化 最终导致

° 的激活 ∀这些激活反应的生化机理尚待进一步

探索 ∀

° 的激活过程也可能包含其它因子 ∀在海鞘

中 用丝氨酸蛋白酶的抑制剂如苯嘧啶

和大豆胰蛋白酶抑制剂预处理血细胞溶解物的上清

液 发现这两种抑制剂并没有消除 °≥的刺激作用

只是降低了 的 ° 活性 ∀这说明 °≥对海鞘血细

≥ ∂

图 酚氧化酶催化形成黑色素的模式

保幼激素时 表皮合成足够的 ° 使昆虫完全黑化 ∀

在昆虫 Ηελιοτηισϖιρεσχενσ中 ° 的分子量为 ∏最

适 是 最适温度是 ε ∀其 ° 活性不受 ≤

和 ∞⁄× 的影响 但可被 ∞⁄× 和 ≥⁄≥抑制 ≈ ∀ 等

对家蝇幼虫和蛹的 ° 进行了比较研究 发现它们 °

的分子量分别为 和 ∏ 均由 ∏的亚基组

成 等电点均为 最适 为 和 ∀夜蛾血

浆中的 ° 以酶原的形式存在 部分纯化的 ° 可被

甲 醇 激 活 但 不 能 被 昆 布 多 糖 ! 脂 多 糖

°≥ ! 牛胰蛋白酶和胰凝乳酶激

活 最适 一般在 ∗ 之间 和 ≤ 对 °

活性都有刺激作用 但 ∞⁄× 没有影响 ∀二硫苏糖醇

和曲酸可抑制其 ° 活性 ∀ ∏ 和 ƒ∏ 分离纯化了

蚊子血浆中的 ° 其分子量为 ∏ 含有 ∏

和 ∏三种亚基 ∀尽管无脊椎动物中 ° 和 ° 的

分子量各不相同 但在 ° 的激活过程中 所去除

的小肽的分子量一般都在 ∗ ∏之间 ≈ ∀

在脊椎动物中 和 ∏ 分离纯化了蛙

Ρανα πιπιενσ的酪氨酸酶原和酪氨酸酶 它们的等电

点分别为 和 分子量为 ∏? ∏分别

由 ∏和 ∏的四个亚基组成四聚体 ∀铜离子的

螯合剂二乙基二硫氨基甲酸钠 ⁄⁄≤ 能抑制 ° 但

这种抑制可通过增加铜浓度而恢复 ∀ ° 等从蛙

Ρανα εσχυλεντα ριδιβυνδα的表皮中分离纯化出酪氨酸

酶原和酪氨酸酶 其中 酶原的分子量为 ∏由

∏的同源亚基组成二聚体 酪氨酸酶的分子量为

∏由 ∏的同源亚基组成四聚体 ∀它们的等电点均

∀酪氨酸酶原在体外可被胰蛋白酶 !胰凝乳酶 !链

霉蛋白酶和光线激活 ∀ 年 ∂ 等研究了人皮

肤的酪氨酸酶 发现它是 ∏的单体 该酪氨酸酶催

化酪氨酸羟化成多巴和多巴氧化成多巴醌两步反

应 ∀

酚氧化酶原激活系统可以作为节肢动物的识别

和防御系统 ∀ ° 2 ≥的终末成分是酚氧化酶 ° 它

在大多数节肢动物中以 ° 的形式存在 由 °

到 ° 的转变可通过有限的蛋白水解作用产生 ∀活性

° 能够催化单酚的羟化以及二酚氧化成醌 醌在非

酶促条件下形成黑色素 见图 ∀黑色素能在入侵的

寄生虫等异物上沉积 此即黑化反应 它是宿主血淋

巴中防御反应的结果 ∀

在所有已研究过的无脊椎动物中 ° 一般都以

无活性的酚氧化酶原形式存在于血淋巴中 可被内源
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胞 ° 的激活作用中可能还包括其它因子的参与 ∀

酚氧化酶是一种含铜的酶 铜的螯合剂能够特异

性地抑制 ° 活性 如苯硫脲 ∏ °× !二

乙基二硫氨基甲酸钠 ⁄⁄≤ ≥ ∏ 2
和托酚酮 等均被用来作为 ° 的特异

性抑制剂 ≈ ∀

° 既具有单酚氧化酶的活性 也具有二酚氧化

酶的活性 ∀因此 在不同动物中 ° 可能具有不同的

底物特异性 ∀但是 多数情况下 2多巴 二酚 被用来

作为 ° 常规分析的底物 ∀有趣的是 等 ≈ 发现

丙氨基多巴胺和 2甲基邻苯二酚是昆虫 Μ. σεξτα血淋

巴中 ° 的优良底物 而用多巴作底物的效果并不好 ∀

功能

目前 已从数种无脊椎动物中分离纯化出 °

并对此作了鉴定 ∀ ° 以寡聚体的形式存在 亚基

的分子量大约是 ∗ ∏ 经蛋白水解激活后 °

的分子量一般为 ∗ ∏
≈ ∀

有几种节肢动物 ° 的一级结构业已被确

定 ∀节肢动物 ° 缺乏信号肽 但都包含两个功能

性的结合铜的位点 ≈ ∀在一些昆虫中 存在两种或多

种形式的 ° 这种多态性的意义尚不清楚 ∀有人推

测 不同的 ° 或许具有不同的功能 ∀例如 一种形

式可以在角质中沉积 而另一种形式则存在于血淋巴

中 角质和血淋巴 ° 的物理和化学性质并不完全相

同 ∀有证据显示 在蚕中 血液中的 ° 可以被转运

到角质中沉积 ° 可能参与角质的硬化并抵御寄

生虫的入侵 ∀

在昆虫 Βοµβψξ µορι中 由 ° 转变为活性 °

的激活位点已被确定 该位点即位于 ° 氨基酸序

列精氨酸 和苯丙氨酸 之间的肽键 激活作用导

致约 ∏小肽的释放 ∀ Μ. σεξτα 和 ∆ροσοπηιλα

µελανογαστερ的 ° 序列在位置 ∗ 及 ∗ 之

间也存在精氨酸和苯丙氨酸序列 推测精氨酸和苯丙

氨酸之间可能是昆虫 ° 蛋白水解激活的共同序

列 ∀ 等 ≈ 根据分子生物学的分析结果提出 昆虫

Μ. σεξτα ° 的激活作用可能通过不止一个肽键的

裂解而发生 ∀此外 去污剂也能激活 ° ∀可见

° 的激活既可通过一个或多个位点的蛋白裂解

造成多肽结构上的变化而发生 也可通过与去污剂分

子的结合而发生 ∀

酚氧化酶 酪氨酸酶 广泛分布于微生物 !植物和

动物中 主要参与色素和其它多酚化合物的形成 具

有多种功能 ∀在高等植物中 酪氨酸酶通过催化形成

黑色素愈痂 防止昆虫和微生物的进一步攻击 人们

可在苹果 !西红柿和马铃薯叶子的损伤组织中观察到

这种现象 ∀在脊椎动物中 酪氨酸酶催化产生的黑色

素扩散或聚集在低等脊椎动物的黑素体中 或者分泌

进入哺乳动物表皮和毛发的角质细胞中 使体表着

色 ∀哺乳动物合成的黑色素可以保护皮肤和眼睛 抵

御紫外线的辐射 防止内部组织过热等 ∀缺乏酪氨酸

酶的突变体即为白化病 ∀在较高等的无脊椎动物如节

肢动物中 ° 具有多种功能 它不仅参与黑色素形

成 !角质的硬化和伤口愈合 而且在宿主的防御反应

中还作为非自身识别系统发挥功能 ∀ ° 是黑色素形

成的关键酶 由黑化反应形成的色素沉着对有机体起

到保护作用 ∀此外 ° 还通过硬化反应来硬化角质

它是唯一参与角质硬化的酶 ∀硬化对所有昆虫的成活

都是至关重要的 因为它为柔软的无脊椎动物身体提

供保护 ∀在硬化过程中 ° 产生的醌与角蛋白及甲壳

质相互作用 最终交联形成角质 高度硬化的角质能

阻断微生物和异物的入侵 ∀

在节肢动物中 ° 除了参与角质的硬化和黑化

之外 还参与其它两种重要的生理过程 ) ) ) 防御反应

节肢动物免疫 和伤口愈合 ∀对于小颗粒异物如细

菌 宿主可通过吞噬作用来消灭它 ∀当入侵的异物太

大 如寄生虫 而无法被单个血细胞吞噬时 宿主便通

过黑色素包囊反应来抵抗和消灭寄生虫 而 ° 在这

个过程中起重要作用 ∀当外来物入侵时 ° 从血

细胞中释放出来 并被激活成 ° 在外来有机体上产

生黑色素沉积 通过包囊和黑化来限制入侵的外来

物 ∀因此 人们很容易在包囊物的周围 !血细胞的结节

图 节肢动物酚氧化酶激活模式
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中和感染真菌的角质部位看到黑色素的沉积 ∀与此相

似 当昆虫受伤时 损伤部位出现深色色素区 ∀这是由

于 ° 被蛋白酶水解激活 而激活的 ° 将酚氧化

成醌 最终形成黑色素所致 ∀° 在伤口处催化产生黑

色素沉淀以防止血淋巴丢失 并阻止入侵的微生物乘

机进入 由此对机体产生保护作用 ∀

活性氧如超氧阴离子 !羟基自由基和过氧化氢一

直被认为是脊椎动物和无脊椎动物防御系统的细胞

毒性成分 ≈ ∀黑色素形成过程中伴随着活性氧的产

生 同时也产生具细胞毒性的半醌和三羟酚 ∀半醌有结

合亲核物质的特性 醌具毒性的分子基础可能是它们

能结合到外来细胞的表面 通过形成黑色素包囊来隔

离入侵的外来物 并通过醌和其它的中间产物 如醌

甲基化物和半醌 产生氧的还原形式来摧毁这些入侵

的外来物如病原菌或寄生虫 ∀黑色素通过愈合伤口和

封闭病原菌 在节肢动物的防御反应中起重要作用 ∀

等也证明了 ° 2 ≥在免疫识别中的作

用 ∀他们在昆虫的单层血细胞中加入昆布多糖

含 Β2 葡聚糖 后 发现血细胞对细菌的

吞噬活性明显增强 ∀ 等进一步证明了吞噬作

用对昆布多糖的刺激极其敏感 而右旋糖酐 ¬

Α2 2葡聚糖 不具备这种刺激作用 ∀因此 这种细胞

识别过程似乎具有特异性 主要针对糖的 Β2 键而

发生 ∀ ° 的激活剂昆布多糖能明显增加昆虫血细

胞的吞噬活性 而丝氨酸蛋白酶的抑制剂 π ° 对

硝基苯 对胍乙基苯甲酸酯 则可以消除这种吞噬活

性的增加作用 这也就是说丝氨酸蛋白酶在昆布多糖

存在下参与/调理0作用 ∀

除节肢动物外 ≤ 等 ≈ 在体外实验中发

现 脊索动物海鞘的血细胞能够抵抗兔红细胞和人的

瘤细胞 且这种抵抗作用明显与 ° 有关 ∀用铜

螯合剂苯硫尿 °× 和托酚酮 所做的抑制

实验以及利用底物的类似物苯甲酸酯钠和抗坏血酸

钠所做的实验都支持海鞘血细胞的细胞毒性依赖于

酚氧化酶的作用 ∀超氧化物歧化酶和过氧化氢酶分别

去除超氧自由基和过氧化氢 通过这两种抗氧化酶对

血细胞的作用 排除了黑色素形成过程中产生的氧自

由基的细胞毒性 ∀这样的结果也证明黑色素形成过程

中产生的醌类化合物可能是细胞毒性分子 ∀

组织定位

以多巴和多巴胺为底物孵育组织来显示酚氧化

酶是研究脊椎动物黑色素形成的标准细胞化学技术

这种技术同样也用于无脊椎动物中 ∀在无脊椎动物

中 ° 研究最多的部位是血淋巴 ∀因为节肢动物的血

淋巴既包含体液免疫的成分 又包含细胞免疫的成

分 因此 许多学者对 ° 在血淋巴中的定位感兴

趣 ∀那么 ° 究竟存在于血细胞中 还是存在于整个

血淋巴中呢 早期的研究由于抗凝血剂的使用 抗凝

血剂能不可逆地抑制 ° 活性 造成实验结果的不可

信 ≈ ∀为了明确确定 ° 在血淋巴中的分布及免疫

功能 随后的许多学者在研究时都谨慎地使用抗凝血

剂 ∀ 年 ≤ 和 °
≈ 没有用抗凝血剂从贻贝

Μψτιλυσ εδυλισ 的血淋巴中分离出血细胞 并用组化

方法检测到血细胞中存在 ° ∀ 等通过离心

将贻贝的血淋巴分成血浆和血细胞 用蛋白酶或去污

剂激活后清楚地证明 ° 既存在于血细胞中 也存

在于血浆中 不仅如此 等还证明血细胞中

° 的含量至少是血浆中的 倍 这说明血细胞是

贻贝 ° 的主要储存场所 ∀在甲壳动物中 ° 几

乎全部位于血细胞中 ∀

年 等用免疫电镜细胞化学技术间接

定位了蚕血细胞中的 ° ∀结果显示 仅仅浆细胞和

类绛色细胞中存在 ° ° 既分布在胞质中 也

分布在核质中 而在颗粒细胞 !球形细胞和原始血细

胞中则没有 ° ∀

≤ 和 °
≈ 用光镜组织化学技术和电镜酶细

胞化学技术发现 ° 反应产物存在于贻贝血细胞的

细胞质颗粒中 且主要定位在嗜酸性颗粒细胞中 ∀超

微结构观察显示 ° 阳性产物位于血细胞细胞质大

颗粒中 呈均质状 电子密度高 ∀除了血淋巴外 一些

研究者还检测了 ° 在其它组织中的分布 ∀ ≥ √

和 观察到螯虾新形成的上表皮 ∏ 和

蜕皮前的内表皮 ∏ 中存在 ° ° 分泌出来

后似乎渗入上表皮和内表皮中 当硬化发生时 ° 活

性消失 ∀ 和 观察到 ° 存在于蛾角质上

皮细胞的高尔基体和多泡体中 在这种昆虫中 上皮

既能分泌 ° 也能重吸收 ° ∀ 和 ≈

用超微结构细胞化学技术显示 ° 存在于昆虫角质

的上表皮 ∏ 和原表皮 ∏ 中 原表皮

中的 ° 活性只有在人为的角质损伤激活过程发生

后才能被检测到 ∀此外 表皮细胞的多泡体中也有 °

阳性产物 ∀蚊子的中肠上皮中也存在 ° ° 与蚊子

抗寄生虫感染的生理功能有关 ≈ ∀ 等 ≈ 利用免

疫细胞化学方法显示 蚊子中肠上皮中的 ° 几乎

全部位于顶部的分泌颗粒和溶酶体中 中肠腔内的细

菌表面上也有 ° 免疫金标颗粒 ∀另外 唾液腺远

端中叶和侧叶中央的腔中也有反应产物 ∀他们认为

中肠腔中细菌表面的 ° 可能是从上皮的顶部颗

粒中释放出去的 也可能是由唾液腺产生的 ∀

在胚胎发育中的变化

° 在动物胚胎发育中的研究报道很少 ∀在无脊

研究综述
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椎动物中 ≈ 发现 在色素合成开始前 酪氨

酸酶首先出现在海鞘脑的适当区域 ∀ •
≈ 进一

步检测了酪氨酸酶在海鞘胚胎发育中的变化 ∀该酶在

预定的色素细胞开始合成黑色素前几小时就已出现

在细胞内的小泡中 ∀在随后的幼虫发育过程中 这些

小泡中开始积累底物 2酪氨酸 但它并不与酶相互作

用 ∀但是 细胞受到轻微的扰乱 通过冻融或低渗作

用 即释放出活性酶 ∀这些酪氨酸酶显然是一种功能

性的酶 其积累即预示着黑色素合成的开始 ∀ 年

•
≈ 还用显微密度计对海鞘整体胚胎的酚氧

化酶进行了定量测定 ∀

在脊椎动物中 和 ×
≈ 对蛙 Ρανα

πιπιενσ胚胎发育中酪氨酸酶的变化进行了研究 ∀结果

显示 从未受精卵到原肠中期最初的 发育期间

酪氨酸酶的活性较低 ∀到原肠中期 没有检测到酪氨

酸酶活性 ∀用胰蛋白酶激活后 在神经诱导作用完成

后的神经胚时期 重新出现了酪氨酸酶活性 ∀这种酪

氨酸酶活性持续 !急剧地增加直到尾芽期 ∀
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