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摘要  脑啡肽原在无脊椎动物免疫神经等器官系统广泛存在 , 并参与诸多免疫调节机制。综述了无脊椎动物脑啡肽原的研究现状 , 并
从蛋白水平上将其与脊椎动物脑啡肽原的研究进行比较分析。根据现有文献 , 无脊椎动物脑啡肽原分子水平上相关的研究还比较少 ,
开展这一领域的研究有助于进一步了解脑啡肽原在无脊椎动物神经免疫调节中的作用 , 明确其在无脊椎动物到脊椎动物的演化过程。
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Abstract  Proenkephalin has been found in various invertebrates tissues ,especially i mmune and neuroendocrine systems .And it has been reported to at-
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1  脑啡肽原的发现

阿片肽类物质有 3 种蛋白前体, 即脑啡肽原( Proen-

kephalin ,PENK) , 阿黑皮素原( Proopiomelanocortin ,POMC) , 强啡

肽原( Prodynorphin ,PDYN) 。脑啡肽原在生物体内广泛存在 ,

并在组织中降解成阿片肽类参与各种生理活动的调节。阿

片作为有效的镇痛药很早就为人类所利用, 而且它的成瘾性

在应用于医疗之初就被人们所发现[ 1] 。1973 年阿片受体提

取成功 , 揭开了阿片肽研究的序幕。Hughes 在1975 年首次从

猪脑中提取并发现内源性阿片样物质[ 2] , 随后又纯化并研究

确定此类阿片样物质包含2 种五肽, 即甲硫氨酸脑啡肽( Me-

thionine-enkpehalin ,MEK) 和亮氨酸脑啡肽( Leucine-enkephalin ,

LEK) 。内源性阿片肽类通过作用于阿片受体而参与调节生

物体各种生理活动, 人们发现脑啡肽对δ受体有较强的选

择, 从而认为脑啡肽是δ受体的内源性配体。

1982 年, 人脑啡肽前体的核苷酸序列结构确定[ 3 - 4] 。

1984 年,Stefano 等推测无脊椎动物中存在脑啡肽前体结构 ,

并证实无脊椎动物含有类似于高等生物体中的脑啡肽系

统[ 5 - 6] 。之后 ,Marino 等从无脊椎动物 Squill a mantis 分离出

脑啡肽前体即脑啡肽原[ 7] 。随着研究的不断拓展, 人们证实贻

贝( Mytil us edulis) 、水蛭( T. tessulatum) 等无脊椎动物体中存在

脑啡肽原分子, 并将其与脊椎动物脑啡肽原进行分析比较。

2  无脊椎动物脑啡肽原在蛋白水平上的研究

无脊椎动物脑啡肽原在蛋白水平上的研究较为深入, 主

要是对贝类、昆虫以及甲壳类动物等进行研究分析。现已证

实, 在无脊椎动物体内存在脑啡肽[ 6] , 螯虾( Panulirus i nterrup-

t us) 和淡水螯虾( Procambarus clarkii) 小网膜细胞中发现亮啡

肽的报道证实甲壳动物体内存在阿片肽类[ 8] 。随后, 在招潮

蟹( Uca pugilator) 眼柄的神经内分泌细胞发现甲啡肽和亮啡

肽类似化合物。但是, 关于脑啡肽前体- 脑啡肽原在研究之

初只是在脊椎动物方面有所报道, 比如哺乳动物[ 9] 、两栖动

物[ 10] 、肺鱼[ 11] 等。Kosterlitz 等发现豚鼠输精管中存在δre-

ceptor 。

随着研究技术的发展和研究范围的延伸, 人们在无脊椎

动物体内也发现一系列类似于哺乳动物阿片前体的片

段[ 6 ,12] , 此外, 阿片受体也被证实存在于无脊椎动物的各种

组织中[ 13] 。从而, 人们推测阿片前体在无脊椎动物中也

存在。

经过20 余年的不懈努力和探索 , 脑啡肽原被成功提取

并测序[ 14 - 15] 。人们发现水蛭和海产贻贝免疫细胞中存在脑

啡肽原分子[ 13 ,15] 。经氨基酸序列分析比较, 水蛭脑啡肽原

(15 kDa) 与两栖动物非洲爪蟾( Xenopus l aevis ,30 kDa) 序列相

似程度为25 .4 % ; 而贻贝脑啡肽原( 26 kDa) 序列与人的相似

程度为39 .0 % , 与豚鼠脑啡肽原相比则显示更高的序列相似

性( 50 .0 %) [ 15] 。此外, 在无脊椎动物脑啡肽原的序列中还发

现 含 有 Met-enkephalin- Arg- Gly- Leu 和 Met- enkephalin- Arg- Phe

序列, 其侧翼还带有二元氨基酸残基, 说明存在裂解位点, 这

也正是哺乳动物与节肢动物、环节动物和软体动物的脑啡肽

原序列的区别所在。此外, 将无脊椎动物脑啡肽原与牛脑啡

肽原 A( 209- 237) 进行序列比较, 发现也含有抗菌肽 enkelytin

( peptide B) [ 16] , 同时 , 人们发现此抗菌肽与哺乳动物的 enke-

lytin 序列相似程度高达98 .0 % 。说明这些生物分子在生物

进化的早期就已经在低等动物出现。

人们用放射性免疫测定和 HPLC 来分析判断脊椎动物

脑啡肽原结构中的甲啡肽和亮啡肽的基因分布[ 17 - 18] 。脑啡

肽原基因是阿片基因家族所有成员的最早起源, 所以研究脑

啡肽原对于研究生物进化发展也有重要意义。哺乳动物脑

啡肽原基因[ 9] 编码了7 个阿片肽类:4 个甲啡肽 ,1 个亮啡肽

和2 个带C 末端延伸序列的甲啡肽( 甲啡肽- RGL 和甲啡肽-

RF) , 可以看出甲啡肽和亮啡肽的比例在哺乳动物中是6∶1 。

另外, 科学家在研究斑马鱼脑啡肽原时 , 发现脑啡肽原基因

只在斑马鱼脑内特异地表达, 而且斑马鱼脑啡肽原与哺乳动

物脑啡肽原相似性为40 .0 % , 其中甲啡肽和亮啡肽的比例是

5∶1[ 19] 。而在水蛭和贻贝脑啡肽原中甲啡肽与亮啡肽的含量

分别为1∶2 和3∶1[ 15] 。蝾螈脑啡肽原核心序列末端不带有亮
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啡肽序列, 取而代之的是甲啡肽, 而在哺乳动物中该位点是

亮啡肽序列[ 20] 。有趣的是, 斑马鱼的脑啡肽原核心序列末

端与哺乳动物一样都是亮啡肽[ 19] , 而澳洲肺鱼和鲨鱼在该

位置上是甲啡肽[ 11 ,21] 。可见, 不仅甲啡肽和亮啡肽的比例在

不同种生物中有所差异, 不同生物体内甲啡肽和亮啡肽分布

也是不同的。

至此, 我们可以看出: ①脊椎动物和无脊椎动物都存在

脑啡肽原分子, 并且表现出很高的序列相似性 ; ②无脊椎动

物脑啡肽原中发现甲啡肽、亮啡肽、Met- enkephalin- Arg- Gly- Leu

和 Met-enkephalin- Arg- Phe 序列, 它们同时也存在于哺乳动物

脑啡肽 原; ③无脊 椎动物脑啡 肽原也带 有抗菌肽 enke-

lytin[ 15] , 并且与哺乳动物enkelytin 序列同一性达98 .0 % , 进一

步证明这些生物分子起源于较为原始的低等生物; ④实验证

实, 水蛭神经中枢和免疫细胞中发现的δ1 和δ2 阿片受体也

存在于人和贻贝的免疫细胞[ 15] ; ⑤不同种生物中甲啡肽和

亮啡肽的比例以及分布是不同的。此外, 有研究证实在进化

过程中鱼体内所出现的 Met-enkephalin- Gly- Tyr 要早于四足动

物中出现的 Met-enkephalin- Arg- Phe [ 19] 。在水蛭的免疫细胞

中, 人们也找到δ1 和δ2 阿片肽受体[ 15] , 而这2 种受体也被

发现存在于贻贝与哺乳动物中。从而, 科学家推测脑啡肽原

首先起源于简单的低等动物, 并在生物进化中被保留下来 ,

其受体也一同被保留下来。研究发现无脊椎动物和哺乳动

物在免疫和神经内分泌机制方面有相似性。目前, 人们已经

从分子水平上对脑啡肽原进行进一步的研究探索, 以期在无

脊椎动物方面有更进一步的突破。

3  无脊椎动物脑啡肽原的分布

1985 年, Marino 等在蟑螂( Squilla mantis) 食道下神经节

中分馏出3 种蛋白质, 经过胰岛素和羧肽酶降解后, 发现分

子量较低( Mr < 1 万) 的那一类具有脑啡肽活性, 表明节肢动

物中存在脑啡肽的前体即脑啡肽原[ 7] 。而贝类体内的脑啡

肽原主要存在于神经节和免疫细胞中, 它们在组织中进一步

降解产生各种阿片肽, 从而参与神经内分泌免疫等方面的调

节。Stefano 等从贻贝的足神经节中分离出甲硫氨酸 - 脑啡

肽、亮氨酸- 脑啡肽和甲硫氨酸- 脑啡肽- 精氨酸- 苯丙氨

酸并进行 了测序[ 5 - 6] 。此外, 对于 节肢动物[ 22] 、环节 动

物[ 23] 、软体动物[ 24] 中存在的这类信号分子也已提取并作序

列分析 , 这为无脊椎动物中存在此类分子提供了证据。

脑啡 肽 原在 组 织 中 可进 一 步 降 解 为 L- ENK 和 M-

ENK[ 25] 。研究发现, 贻贝的各种神经节和免疫组织中均有

M- ENK 和L- ENK 分布, 而 M- ENK 主要集中在足神经节和脏

神经节。Mixon 等利用 HPLC 对贻贝足神经节提取物进行分

离纯化 , 找到亮氨酸- 脑啡肽和甲硫氨酸- 脑啡肽- 精氨酸

- 苯丙氨酸等肽段分子, 推测贻贝足神经节中可能存在脑啡

肽前体物质[ 26] 。贻贝的淋巴细胞中存在脑啡肽原分子( 26

kDa) , 并发现它与豚鼠的脑啡肽原分子具有50 .0 % 的氨基酸

序列一致性[ 24] 。此外, 水蛭和海产贻贝的免疫细胞中也被

证实存在与哺乳动物类似的脑啡肽原分子[ 15] 。有报道称 ,

甲壳动物的神经组织中也存在脑啡肽[ 22] , 脑啡肽通过眼柄

影响血糖水平。从脊椎动物神经组织[ 27] 、内分泌腺以及免

疫细胞中提取的各种肽类也都发现在无脊椎动物体内存在。

另外 , 阿片肽前体[ 15] 以及降解过程需要的酶类, 如中性肽链

内切酶( NEP) 和血管紧张素转换酶[ 14] 存在于不同的免疫

细胞。

至此, 脑啡肽原不仅在无脊椎动物免疫神经等器官系统

广泛存在, 发挥着不容忽视的作用, 它在脊椎动物方面的研

究更是深入到基因水平。脑啡肽像游离的信号分子一样存

在于无脊椎动物的不同组织, 当以前体形式即脑啡肽原存在

时其侧面带有氨基酸残基, 说明无脊椎动物脑啡肽与哺乳动

物的脑啡肽同样是脑啡肽原经过酶分解的产物[ 28] 。这对于

进一步研究脑啡肽原在无脊椎动物体内分布和涉及的相关

调节机制有重要意义。

4  脑啡肽原的相关功能

所有的生物体都有维持自身生活状态的调节机制。如

果这些机制无法正常执行, 就会影响到生物体的正常生理状

态。近年来的研究证实 , 无脊椎动物在机体受到损伤后会产

生抗菌肽类 B 肽, 它可以产生免疫活性肽如 Met-enkephalin-

Arg- Phe , 以维护机体的正常生理活动 , 研究发现这种抗菌肽

存在于脑啡肽原上。此外, 在脑啡肽原中发现存在强抗菌活

性的enkelytin , 也可以促进阿片肽相关的免疫活性。现已证

实水蛭和贻贝脑啡肽原上存在抗菌肽 enkelytin[ 15] 。Stefano

等推测 , 免疫防御和神经信号传导也许会引发脑啡肽原的降

解过程 , 促使其释放阿片肽和 enkelytin 或B 肽[ 13 ,15] 。这个激

发释放的enkelytin 会立即攻击细菌, 给阿片肽的免疫激活能

力的实现争取时间。在无脊椎动物( 水蛭) 和脊椎动物( 人)

的PENK 中都发现存在 enkelytin、B 肽等抗菌肽, 进一步证实

神经肽的前体参与免疫应答机制[ 29] 的构想。

前脑啡肽原( Preproenkephalin ,PPNK) 是编码脑啡肽原 A

的基因, 而脑啡肽原A 是亮氨酸 - 脑啡肽和甲硫氨酸 - 脑啡

肽或含有脑啡肽类蛋白质( ECP) 的前体。这些肽类参与调解

痛觉感知和痛觉缺失[ 30] , 在免疫系统中发挥着重要作用, 包

括体外抗体应答的抑制 , 促进细胞增殖和趋化作用, 以及细

胞因子产物的调节[ 31 - 33] 。PPNK 的缺失可以加快T 细胞的

活化 进程 , 表 明 PPNK 及其 肽 衍 生物 调 节 T 细 胞 应 答

机制[ 34] 。

此外, 甲啡肽作为神经调节素在调节无脊椎动物的血糖

水平也有报道[ 35] 。Kishori 等通过对蟹注射甲啡肽而诱发血

糖水平提高, 经研究发现 , 甲啡肽通过眼柄诱发高血糖, 从而

调控糖代谢[ 36] 。说明来源于脑啡肽原的甲啡肽在调节机体

糖代谢方面起着重要的作用。据报道, 对蟹注射甲啡肽还可

以明显地延迟卵巢成熟。

5  小结

当前, 无脊椎动物中的节肢动物[ 22 ,37] 、环节动物[ 23] 和软

体动物( 如贻贝[ 6 ,24] 、椎实螺) 等中都分离出脑啡肽, 而无脊

椎动物脑啡肽原也陆续在神经系统和免疫细胞中发现 , 并研

究获得脑啡肽原参与了免疫反应[ 29] , 但对于脑啡肽原基因

的克隆和性状描述仍仅限于脊椎动物, 如哺乳动物[ 4] 、两栖

动物[ 20] 、鱼类等。人们已经确定无脊椎动物脑啡肽与哺乳

动物的脑啡肽都是脑啡肽原经过酶分解的产物, 而无脊椎动

物脑啡肽原的某些序列又与脊椎动物脑啡肽原存在极高的

相似性( 98 .0 %) [ 16] , 从而推测脑啡肽原可能起源于低等动
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物[ 15] , 猜测脑啡肽原基因是所有阿片基因家族的起源基因 ,

阿片基因家族在进化中发展, 研究阿片肽前体基因将有助于

了解阿片肽基因家族的进化[ 20] 。因此 , 通过研究比较脑啡

肽原在脊椎动物和无脊椎动物中的空间结构、分布以及免疫

机制, 可进一步充实无脊椎动物在起源与进化中的证据。
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