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　　鱼类血清转铁蛋白 ( Transferrin , Tf ,又称为铁传递蛋白、运铁蛋白) 是鱼类血清中一种非血红素结合铁的β2球蛋白 ,分

子量在 70 000～80 000 之间[1 ] ,是鱼体内铁的运输者。不同种属鱼类的 Tf 有不同的物理、化学和免疫特性 ,但均有两个

三价铁离子结合位点 [2 ,3 ] 。在多种酶或 CHBr 的作用下 , Tf 均可降解为两个 30 000～40 000 左右的片断[4 ] ,即 Tf 的 N2端
半分子 (NFeTf/ 2 ) 和 Tf 的 C2端半分子 ( TfCFe/ 2 ) 。每个半分子含有一个铁离子 ,即 Tf 的两个铁离子位点分别位于 Tf 的

N2端结构域和 C2端结构域 [5 ,6 ] 。Tf 一般含有 6 %的糖基 (实际上是一种聚糖) ,如鳙 ( Aristichthys nobilis) 含2. 63 % ,白鲢

( Hypophthalmichthys molitrix) 含 5. 01 % , 但有些鱼类不含糖基 , 如六须鲇 ( Silurus asotus ) 、丁　 ( Tinca tinca) 、草鱼

( Ctenopharyngodon idella) 等[7 ] ,并已证实不同种属 Tf 有不同的聚糖数目 ,且至少包含两个糖基位点。Tf 是由两个结构相

似的分别位于 N2端和 C2端的球形结构域组成的单一肽链 ,含有 600～700 个氨基酸残基 ,多个 Cys 形成二硫键 [8 ] 。二硫

键不仅可以稳定二级和三级的肽链内部结构 ,而且可以介导肽链间四级结构的形成 [9 ] 。Tf 的特异吸收光谱是 Tf 结合铁

离子后的反映 ,大多数 Tf 结合铁后的特异吸收峰在 400nm～500nm 之间[10 ] 。脱铁 Tf 是无色的 ,含铁 Tf 呈桔红色。在 Tf

中 ,单铁 Tf 和双铁 Tf 的供铁效率不同 [11 ] ,而且 C2末端和 N2末端的单铁 Tf 的结构与稳定性有很大差异 [12 ] ,受盐和其它

物质的影响程度也不同。

1. 1 　鱼类血清 Tf 的生理功能
鱼类血清 Tf 的主要生理功能是把铁离子从吸收和储存的地方运输到成红细胞供合成血红蛋白用 ,或输送到机体的

其它需铁部位。鱼类血清中绝大部分的铁都是血清 Tf 供给的 [13 ] , Tf 的铁结合量为 2mol Fe3 + / mol Tf ,在生理情况下 , Tf

分子仅有三分之一被铁饱和。Tf 的两个铁离子位点的结合能力是不同的 ,因此 ,两个半分子在结构、序列和功能上是有

区别的[ 14 ] 。Aisen 等[15 ,16 ]从生理的角度 ,用 Fe3 + 2NTA 复合物测定盲鳗 ( Myxine glutinosa) 血清 Tf 的铁结合能力 ,证实了含

铁 Tf 必需与细胞膜上的受体形成复合物 ,才能完成铁离子转移的生理过程。Bates 等 [17 ]从化学的角度 ,阐明了血清 Tf

的 Fe3 + 2Tf2CO2 -
3 复合物的形成过程以及铁离子交换反应中质量与能量的平衡。已经证实鱼类血清 Tf 的血清铁浓度、铁

饱和度与鱼类的耐低氧性能 (鱼类耗氧量及窒息点临界含氧量) 和栖息水层有明显的关系 [18 ] 。

Espara 等研究了 Tf 的生理功能与温度的关系 [19 ] 。实际上 , Tf 在 60 ℃加热时几乎无变性现象[20 ] 。鱼类血清加热试



验表明 :在 56 ℃左右 , Tf 变化不大 ,结合铁能力基本不发生变化 ,但有部分血清蛋白质降解 ,而 100 ℃时大部分血清蛋白

质降解 , Tf 亦降解[21 ] 。血清 Tf 的热稳定性可能与其空间结构的稳定性有密切关系。由于 Tf 结构域中还存在更小的空

间结构单位 ,因而具有空间结构的稳定性 ,故 Tf 有较强的热稳定性 ,这与 Tf 进化的保守性和氨基酸序列的保守性是一

致的[ 22 ] 。此外 ,一些冷水性鱼类 ,如鳕科 ( Gadidae) 、鲑科 (Salmonidae) 等[23 ,24 ] ,它们的 Tf 也表现出多态性 ,生理活性也不

受温度的影响。Tf 具有抗菌杀菌、自我保护的抗病性能 ,是抑制细菌繁殖的重要因子。细菌蛋白酶消化淡水鱼类血清试

验表明 :含铁 Tf 和脱铁 Tf 均不能被细菌的胞外蛋白酶消化 ,而且仍具有很强的铁结合能力 [25 ] 。由于 Tf 具有螯合铁的

能力 ,而铁是许多细菌和病毒生长的重要因子 ,因此 Tf 可抑制细菌的生长。Tf 的抗菌和抗病机理可能有三个方面 ,一是

Tf 的螯合铁特性[26 ,27 ] ;二是 Tf 的遗传多态性 [28 - 30 ] ;三是 Tf 的糖基 (碳水化合物) 。糖基的位置和长短 ,直接影响 Tf 的

结构域结合铁离子 ,去糖基的 Tf 会失去抑制细菌生长的作用 [ 1 ] 。

1. 2 　鱼类血清 Tf 多态性
Smithies [31 ]首次在人血清中发现 Tf 的多态性以来 , Tf 的多态性在多种鱼类 , 如 ( Barbus barbus) 、南　 ( Barbus

meridionalis) 、六带　 ( Caranx sexfasciatus) 、海七鳃鳗 ( Petromyzon marinus) 、巨口胭脂鱼 ( Myxocyprinus asiaticus) 等血清中也得

到证实[7 ,32 - 38 ] 。鲤科鱼类 Tf 的多态性最为复杂 ,等位基因数在 5～10 之间[18 ,39 - 42 ] 。用神经氨酸酶处理河鳟血清 Tf 的

三种多态体 , PAGE 图谱不同 ,肽的数目也不同 ;用胰蛋白酶和糜蛋白酶分别处理 Tf 的三种多态体 ,得到不同大小的肽 ,

PAGE 指纹图谱也不同[43 ] 。鱼类不同种、属以及同一种、属的群体内和群体间 Tf 活性与数量、Tf 多态体数量与氨基酸组

成等存在着明显的差异 ,当外部环境发生变化以及处于生长发育的不同时期 ,体内 Tf 水平及活性也会改变 [44 ,45 ] ,可以推

测 : Tf 多态体的存在是 Tf 生理功能自我保护的体现。

Tf 的多态体 (变异体) 一个可能是由于酶促去糖基化作用形成的 ,因而 Tf 多态体的存在与糖基 (即聚糖) 有关 [1 ] 。Tf

的多态性主要可能是由染色体上的等位基因产生的。在自然选择中 ,由于基因频率的随机变动 ,出现蛋白质的过渡性多

态现象。从基因型来看 ,由于在染色体中仅有一个 Tf 基因位点表达 ,但却有多个等位基因及相应的蛋白质异构型 ,也称

为变异体或多态体。大多数种的 Tf 基因位点是变异的 ,其等位基因数量变化大多在 2～10 的范围内。对鱼类 ,如鲤

( Cyprinus carpio) 、鳕 ( Gadus macrocephalus) 、虹鳟 ( Salmo gairdneri) 、剑尾鱼 ( Xiphophorus helleri) 、鲭鱼 ( Scomber scombrus) 、大西

洋鲑 ( Salmo salar) 、海七鳃鳗 ( Petromyzon marinus) 、溪红点鲑 ( Salvelinus fontinalus) 、银大麻哈鱼 ( Oncorhynchus kisutch ) 、巨口

胭脂鱼 ( Myxocyprinus asiaticus ) 等[32 ,32 ,46 - 51 ] Tf 多态性的等位基因及其基因频率的分析表明 : Tf 的所有多态体均显示简单

而精确的孟德尔遗传定律 ,不同种的鱼都有自己 Tf 区的特定位置 ,确定了它们不同的生存环境及生活习性 ,因而基因频

率和基因型频率分布亦各不相同 [46 ] 。由此可见 , Tf 的多态体是以一个位点的变异性为基础 ,并且这个位点在大多种类

中是作为一些等显性的等位基因出现的。

1. 3 　鱼类血清 Tf 基因及其表达
20 世纪 80 年代后期 ,人们开始对各类 Tf 基因的结构、序列以及表达等进行了较为深入的研究 [52 - 65 ] 。对银大马哈

鱼 ( Oncorhynchus kisutch)血清 Tf 的 cDNA 分析发现 ,在总数为 2 ,511 个核苷酸中 ,包含有一个 5’端的非编码区、一个编码

687 个氨基酸序列的 Tf 多肽的开放式阅读框和一个 3’端非编码区。Tf 的氨基酸序列有重复结构、保护性阴离子链、铁

链、半胱氨酸残基和两个糖基位点。银大马哈鱼血清 Tf 的 cDNA 氨基酸序列与人、滑爪蟾 ( Xenopus laevis) 、青　 ( Oryzias

latipes) 和大西洋鲑 ( Salmo salar)血清 Tf 的氨基酸序列分别有 48 %、46 %、67 %和 85 %的同源性[ 66 ] 。进一步的研究表明 :

Tf 是由一个大小超过 10kb 的基因编码的 ,而且存在大量的重复结构 [53 ] 。不同种类的鱼 Tf 一级结构的分析结果 ,更加证

实了这种重复结构的存在 [ 67 ,68 ] 。由此可见 , Tf 的遗传多态性、氨基酸序列的保守性和杂合体数量在群体中的高比例 ,说

明 Tf 存在着蛋白质变异的保持机制 ,也证实了 Tf 传递铁离子这一主要生理功能是非常稳定的。

Tf 的分子量在 70 000～80 000 之间 ,但不同种属及组织的 Tf 差别较大 ,而且原始祖先 Tf 以及脊椎动物与非脊椎动

物之间的差异更大 ,但 Tf 氨基酸序列也有很强的保守性。人血清 Tf 与鸡卵 Tf 的氨基酸顺序有 40 %的同源性[58 ,69 ] ;鱼

类血清 Tf 与人血清 Tf 的氨基酸同源性在 45 %以上 ;鱼类与脊椎动物 Tf 有 23. 8 %～69. 9 %的同源性 ;而鱼类血清 Tf 本

身的同源性则在 60 %以上 ,所不同的只是结构域的相对位置和大小、糖基的相对位置和大小等 [ 53 ,66 ,70 ] 。在结构域的研

究中 ,发现 C2端结构域与 N2端结构域有 40 %的同源性 ,鸡与人 Tf 的 C2端结构域和 N2端结构域均有 50 %的同源性。白

鲢血清 Tf 氨基酸组成与人、猪、鸭、黄鳝 ( Monopterus albus) 、水蛇以及大熊猫的血清 Tf 氨基酸组成基本相似 ;而文昌鱼

( Branchiostoma belcheri) 血清 Tf 氨基酸组成更接近两栖类和爬行类 ,可以推测文昌鱼血清 Tf 是最原始祖先的 Tf [71 - 73 ] 。Tf

氨基酸序列的保守性 ,是 Tf 具有共同祖先的最直接证据 [15 ,53 ,66 ,70 ] 。

从尾索动物亚门的海鞘 ( Pyura stolonifera) 内分离到单结构域形式 Tf ,推测基因重复可能发生在 5 亿年前的尾索动物

亚门内 ;从尾索动物海鞘的血浆中分离纯化到分子量约为 41 000 的含单一铁结合部位的 Tf ;从加利福尼亚盲鳗 ( Myxine

glutinosa) 血清中分离到一种分子量为 45 000 的单一铁结合位点的 Tf 分子[74 ] 。它们都是原始的脊椎动物。现代 Tf 含有
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两个相似的结合铁的结构域 ,可能是在进化过程中基因发生过重复。现在的 Tf 结构不同于 Tf 的原始形式 ,不能单独起

作用 ,只有两结构域协同才能行使 Tf 的转铁功能 [ 19 ,74 ] 。因此 , Greene 等[75 ]认为 :现代脊椎动物的 Tf 是由分子量约为 40

000 的含单个铁结合部位的原始祖先基因在进化过程中重复而成。

而 MacGillivray 等[6 ]则假设 ,现代 Tf 的最原始祖先基因可能仅表达分子量为 20 000 的蛋白质 ,只有比较弱的铁结合

能力。1990 年冯佑民等[73 ]从青岛文昌鱼 ( Branchiostoma belcheri) 血清中分离出一种结合铁的“转铁蛋白”,单体分子量为

25 300。它在溶液中以二聚体形式存在 ,分子量为 52 000 ,氨基酸组成分析发现其更接近两栖类和爬行类 ,因而被认为可

能是最原始祖先的 Tf 。推测现代 Tf 在进化过程中 ,由最原始祖先的 Tf (如文昌鱼 Tf ,分子量 20 000 左右) 基因经历第一

次基因重复 ,所形成的蛋白质结合铁的部位尚不完善 ,需要以二聚体 (分子量 40 000 左右) 的形式存在 ,逐渐形成含一个

完全的铁结合部位的 Tf (如海鞘 Tf) ,后者再经历一次基因重复 ,形成分子量约为 80 000 左右的、含两个铁结合部位的现

代 Tf 。因此 , Tf 分子中结合铁离子的两个结构域具有同源性 [76 ] 。

Tf 的分子量、结构和结构域的研究 ,证明了 Tf 是由含单铁结合部位的原始 Tf 分子进化而来的假说 , Tf 基因结构的

分析为这一进化过程提供了更直接的证据 [77 ,78 ] 。不同来源 Tf 结构与功能的相似性也是基于其基因的相似性。Tf 基因

进化模式认为[ 77 ] :现在的 Tf 基因是两个原始 Tf 基因 (含 10 个外显子) 间交叉连结而成 ,在交叉过程中失掉一个编码信

号肽的外显子。在后来的进化过程中又发生了一个外显子的缺失而成为今天的 Tf 基因。

1. 4 　鱼类血清 Tf 的应用前景
对 Tf 的研究 ,国内外从 20 世纪 80 年代起已较深入 ,从已报道的文献来看 ,包括 Tf 理化性质、氨基酸序列、空间结

构、转铁机理、起源与进化、Tf 基因及序列、多态性、Tf 受体 ( TR) 及其基因等方面 ,研究成果已获得广泛的应用 ,到了 20

世纪 90 年代 ,人们对 Tf 的研究已经进入对其生理功能的开发性应用基础研究阶段。

Tf 在抗菌、杀菌等方面的突出作用 ,使得 Tf 在医学界和畜牧界已越来越受到人们的重视。由于 Tf 与鱼类运输铁和

氧的功能及抗病能力密切相关 ,近年来水产界也开始加大了在鱼类血清 Tf 方面的研究力度 ,尤其是血清 Tf 的抗病性能

方面的研究 ,以鱼类肠道菌携带 Tf 基因和基因工程菌饲料添加剂的形式对鱼类产生长期的、有效的影响 ,从而达到生物

防治、降低生产投入的目的。此外 ,转 Tf 基因鱼的研究也会给水产养殖业带来突破性的变革。

近年来发现 Tf 还是细胞生长和增殖所必需的生长因子 ,而且在肿瘤和癌细胞中 Tf 受体的含量显著高于其相应的

正常细胞。Tf 直接参与细胞的调节 [48 ,79 - 82 ] ,并被认为是一种生长与调节因子和专一性肌肉营养因子发挥其促进生长的

作用[ 49 ] 。另外 ,由于 RNA 聚合酶的活性需要铁离子的参与 ,故推测 Tf 通过携带铁离子参与并影响 RNA 的合成 [83 ] 。Tf

的这些新的生理功能在鱼类抗病方面的作用以及在渔业生产上的应用必将成为今后鱼类血清 Tf 研究的重点。

鱼类血清 Tf 的多态性研究不仅可以用于分析不同生物的种群分布、遗传性疾病分布等 ,将血清 Tf 做为一种鉴定优

良品种的指标[ 84 ] ,还可用于鱼类选育种和品种筛选等方面 ,这对保护生物多样性和基因资源有重要意义。随着研究的

进一步深入和新的生理功能的发现 ,鱼类血清 Tf 的研究将会更加促进 Tf 及其基因产品的产业化开发和实际应用。
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