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摘　要 ：多酚氧化酶是无脊椎动物，包括昆虫的重要免疫蛋白，经由受体识别病原物，通过丝氨酸蛋白酶

切割激活，数分钟之内在病原物周围发生黑化反应。多酚氧化酶的活性抑制或者基因丢失，导致宿主对大

多数病原物抵抗力下降。近年来，随着多酚氧化酶晶体结构的解析，对多酚氧化酶蛋白结构及其活性、抑

菌等作用有了新的认识。同时，在昆虫中发现多酚氧化酶可能具有超越免疫的功能，显示对多酚氧化酶的

研究具有一定的应用价值。
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Recent achievements on the insect important innate 
immunity protein prophenoloxidase
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Abstract: Prophenoloxidase is an important innate immunity protein in invertebrate animals including insects. 
Upon detecting by receptors, most pathogens can activate serine proteases to cleave and activate prophenoloxidase 
into phenoloxidase that can induce melanization around pathogens within several minutes. The inhibition on this 
enzyme activity or deletion of prophenoloxidase genes can cause the decreasing resistance to most pathogens. The 
prophenoloxidase protein structure has been analyzed recently. Due to it, we can now understand the influences of 
protein structure on enzyme activity and bacteria inhibition. The recent works also show that insect 
prophenoloxidase may have new functions beyond immunity, which indicates that the study on the insect 
prophenoloxidase may have values of application.
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昆虫不具有脊椎动物的获得性免疫，依赖天然

免疫抵抗细菌、真菌、病毒等病原物的侵染 [1-3]。

天然免疫主要包括体液免疫和细胞免疫。体液免疫

通过体液中的多酚氧化酶和抗菌肽等蛋白对病原物

起免疫作用；细胞免疫是由血细胞参与的吞噬和包

囊等反应 [1-3]。昆虫免疫反应主要发生在体壁、中肠

和血腔中。昆虫的多酚氧化酶是 3型含铜蛋白酶 [3-4]，

该家族蛋白在自然界中普遍存在，如哺乳动物的酪

氨酸酶 [5]、植物的儿茶酚氧化酶和细菌真菌的酪氨

酸酶 [6]。哺乳动物的酪氨酸酶与白化病等疾病有密

切关系 [7-8]，植物中儿茶酚氧化酶通过褐化会影响

食物的品质 [9]，真菌等微生物的酪氨酸酶和致病性

有关系 [10-11]，而昆虫多酚氧化酶是一种非常重要的

免疫蛋白 [3-4]。下面介绍昆虫多酚氧化酶的最新研

究进展。

∙ 评述与综述∙
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1　多酚氧化酶的产生

昆虫多酚氧化酶是 3 型含铜蛋白 (type 3 copper 
protein)，此类蛋白的活性中心有两个铜结合位

点，每个铜结合位点由 3 个保守的组氨酸螯合

铜离子形成 [4]。无脊椎动物的多酚氧化酶以酶原

(prophenoloxidase, PPO) 的形式存在，其活性位点

由一个保守的苯丙氨酸占据并阻挡底物进入，不具

有酶活性 ( 本文中多酚氧化酶是指未激活的酶原 )，
必须通过剪切形成活性酚氧化酶 (phenoloxidase, 
PO) 才能催化底物反应 [3-4]，在诸如皮肤、体腔和蚊

媒肠道中形成黑化反应。通过对烟草天蛾多酚氧化

酶的结构解析，发现烟草天蛾多酚氧化酶以异源二

聚体的形式存在 [12]。

家蚕多酚氧化酶一直被认为是由一类血细胞，

即拟绛色细胞 (oenocytoids) 产生的 [4]。但进一步的

研究表明，家蚕其他血细胞中也存在多酚氧化酶 [2]。

双翅目昆虫果蝇幼虫的含晶细胞 (crystal cell)、蚊媒

的颗粒细胞 (granulocyte) 和拟绛色细胞都有多酚氧

化酶 [2]。昆虫的多酚氧化酶一般认为是组成型表达，

但个别的多酚氧化酶是诱导型表达，如在黑腹果蝇

中含晶细胞组成型表达 DmPPO1 和 DmPPO2 ( 本
文中凡是没有标注物种名称都是指果蝇的多酚氧

化酶 )，并依赖于 RUNX 相关转录因子 Lozenge
和 GATA 转录因子 Serpent 的调控 [13]，其 RNA 水平

不受细菌或真菌感染的影响；层状细胞 (lamellocyte)
平时并不常见，只有当幼虫受到寄生蜂等侵染后

才由原血细胞分化形成，感染 48~72 h 后，DmPPO3
的 RNA 水平显著上升，主要分布在层状细胞中，

因此，DmPPO3 是诱导型表达 [14-15]。

除了血细胞外，家蚕的皮肤中也存在多酚氧化

酶，被认为是由血液转运过来 [4]。但初步的研究表

明，当昆虫受到白僵菌感染，位于黑化部位下面的

真皮层细胞中有大量的多酚氧化酶积累 ( 未发表数

据 )，由于多酚氧化酶不具有信号肽 [4]，推测这些

蛋白质可能是由真皮层细胞合成。近年发现在家蚕

的前肠和后肠组织 [16]，以及家蚕的翅原基组织中存

在多酚氧化酶 [17]，且后肠多酚氧化酶是导致食叶昆

虫粪便黑化的主要原因，对清除粪便中可能存在的

病原物，维护昆虫生存环境洁净具有重要的意义。

昆虫蜕皮液也存在多酚氧化酶 [18]，其来源不清楚。

因此，昆虫多酚氧化酶的来源比我们想象得要复杂 [3]。

2　多酚氧化酶的激活

在昆虫中，多酚氧化酶是诱发黑化反应的主要

酶，对于防止病原微生物入侵以及伤口愈合至关重

要 [3-4]。近三四十年对多酚氧化酶激活机制研究得

比较多，多酚氧化酶常以酶原形式存在，需要时经

过特异丝氨酸蛋白酶的切割形成有活性的酚氧化酶

才可以起作用 [4,19]。1986 年，Yoshida 和 Ashida[20]

提出了家蚕多酚氧化酶的激活是由丝氨酸蛋白酶

PPAE (PPO-activating enzyme) 参与的激活级联通路

所调控。随后，更多参与激活的丝氨酸蛋白酶在不

同昆虫中陆续被鉴定出来，如烟草天蛾中的 PAP 
(PPO-activating proteinases)[19]，果蝇中的 MP1、MP2
和 Hayan 等 [3]。还有一类不具活性但参与激活的丝

氨酸蛋白酶同类物也被鉴定出来，如烟草天蛾的

SPHs (serine proteinase homologs)[21]。随着研究的不

断深入，多酚氧化酶激活级联通路的一些负调控因

子，如丝氨酸蛋白酶抑制剂 (serpins) 被克隆并进行

了功能研究 [19]。而 C 型凝集素 (C-type lectin)、革兰

氏阴性菌结合蛋白 (GNBP)、肽聚糖识别蛋白 (PGRP)、
β-1,3- 葡聚糖结合蛋白 (βGRP) 等被认为是激活通路

最上游的可以结合模式识别分子的蛋白 [3-4,19]。病原

微生物入侵宿主后，血淋巴中的模式识别受体 ( 如
PGRP、C-type lectin、GNBP 和 βGRP 等 ) 会与病

原微生物表面的模式识别分子 ( 如葡聚糖、LPS 等 )
结合，由此启动整个多酚氧化酶激活通路，最终由

通路下游的丝氨酸蛋白酶 (PPAE 和 PAP) 剪切多酚

氧化酶形成活性酚氧化酶。serpin 参与通路负调控，

防止体内过度黑化反应 [3-4,19]。根据已有的报道，多

酚氧化酶的激活机制有以下 3 种形式。

机制 1 如图 1A 所示。在家蚕中，PPAE 是多

酚氧化酶激活通路中最下游的酶 [20]，家蚕 BmPPO1 
( 相对分子质量为 78.78 × 103) 和 BmPPO2 ( 相对分

子质量为 80.12 × 103) 被 PPAE 从 51RF52 位点剪切，

剪切后的大片段 BmPO1 ( 相对分子质量为 72.82  × 
103) 和 BmPO2 ( 相对分子质量为 74.25 × 103) 直接

具有酚氧化酶活性 [4,20]。但是，依据烟草天蛾的晶

体结构来看，在剪切后的大片段中 place holder 依
然存在于活性口袋中。

机制 2 如图 1B 所示。在烟草天蛾中，多酚氧

化酶的激活机制比家蚕更加复杂 [19]。目前鉴定了

3 个丝氨酸蛋白酶 PAP (PPO-activating proteinases)，
与 家 蚕 PPAE 一 样，MsPPO1 在 51RF52 位 点， 而

MsPPO2 在 49RV50 位点被 PAP 剪切 [22]，剪切后的大

片段 MsPO1 ( 相对分子质量为 72.86 × 103) 和 MsPO2 
(相对分子质量为 74.14 × 103)的酚氧化酶活性极低。

但是，如果在其中添加 SPH 后，酚氧化酶活性得
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根据已有的研究结果，将昆虫PPO体内剪切激活机制分为3种并分别以家蚕BmPPO1 (NP_001037335)、烟草天蛾MsPPO1 
(O44249)和东北大黑腮金龟HdPPO-I (BAC15603)为例进行说明。机制1：家蚕BmPPO1被 PPAE在51RF52中间剪切去掉N末端51
个氨基酸，形成具有活性的BmPO1 (A)；机制2：烟草天蛾PAPs在MsPPO1的51RF52中间剪切去掉N末端51个氨基酸后形成活性

较低的MsPO1，当加入SPHs后，MsPO1的活性显著性升高(B)；机制3：东北大黑腮金龟HdPPO-I首先被丝氨酸蛋白酶PPAF-І
在保守的50RF51剪切去除N末端50个氨基酸， 然而，剪切后的片段不具有PO活性，需要在PPAF-І、PPAF-П和 PPAF-Ш共同作

用下，在162RA163进行第二次剪切，形成大小为60 × 103的蛋白片段，这一蛋白片段具有PO活性(C)。体外激活机制：商业化的 
α-chymotrypsin 可以至少在3个不同的位点切割重组表达和纯化的DmPPO1 (Accession: AAF57775)，产生一个相对分子质量为

60 × 103的具有PO活性的蛋白片段，但是在蛋白质序列中切割位点未知(如D中的？所示)。(A)中F85、(B)中F85、(C)中F85和(D)
中F87是place holder。根据多酚氧化酶的结构来看，氨基酸残基place holder是位于活性区域(active site pocket)，可能用于阻断

底物的进入。理论上，place holder只有从活性区域中移出来后才有酚氧化酶的活性。

图1　昆虫PPO的激活机制

到显著性提高 [22]。根据多酚氧化酶的晶体结构推测，

SPH 与 MsPO 结合可能导致构象的改变，从而暴露

活性位点以便于底物进入 [12]。

机制 3 如图 1C 所示。在东北大黑腮金龟中存

在 3 种 PPAF (PPO-activing factor)，分别是 PPAF-I、
PPAF-II、PPAF-III[23-24]。PPAF-II 与烟草天蛾中的

SPH 类似，有一个不具有活性的 clip 结构域 [23-24]。

PPAF-I 和家蚕 PPAE 以及烟草天蛾 PAP 类似，具

有直接剪切多酚氧化酶的功能，PPAF-I 可以在

HdPPO-I 的 50RF51 位点剪切，剪切后的大片段 HdPO-I 
(相对分子质量为76 × 103不具有酚氧化酶活性 [23-24]。

然而，当 PPAF-I、PPAF- II、PPAF-III 和多酚氧化
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酶共同孵育一段时间，有一个相对分子质量为

60 × 103 的片段产生，而这个片段具有酚氧化酶

活性 [23-24]。进一步的 N 端测序表明，这个相对分

子质量为 60 × 103 的片段是在 HdPPO-I 的 162RA163

位点处剪切形成的 [23-24]。根据 MsPPO 的晶体结构

分析，第二次的切割是发生在 place holder 之后，

活性位点可以被暴露。

2014 年，Lu 等 [25] 利用 α-chymotrypsin 和重组

果蝇多酚氧化酶 (His-rDmPPO1 和 rDmPPO1-His，
N 端和 C 端各有一个 His-Tag，用于确认剪切位置 )
研究发现了体外多酚氧化酶激活新方式 ( 图 1D)。
理论预测 α-chymotrypsin 是不可以切割激活 rDmPPO1 
( 纯化的重组果蝇 DmPPO1)，而 trypsin 是可以完美

切割激活 rDmPPO1。当 α-chymotrypsin 与 rDmPPO1
孵育后在 Native gel 上分离，得到两个条带，其中

一个条带 ( 后来证实相对分子质量为 60 × 103 左右 )
具有直接的酚氧化酶活性，而另一个条带 ( 后来证

实相对分子质量为 76 × 103 左右 ) 必须再次激活才

具有活性。进一步检测发现，α- chymotrypsin 先在

N 末端和 C 末端剪切 rDmPPO1，形成一个不具有

活性的大片段 ( 相对分子质量为 76 × 103)，其后

α-chymotrypsin 在这个大片段 ( 相对分子质量为

76 × 103) 的 place holder 之后继续剪切，直至产生

具有直接活性的相对分子质量为 60 × 103 片段。因

此，PPO1 在 α-chymotrypsin 作用下，分别位于 N
末端、C 末端以及 place holder 之后至少被切割 3 次，

才形成具有直接活性的片段。Trypisn 是一种典型

的丝氨酸蛋白酶。根据 GPMAW 软件预测，trypsin
理论上完全可以在 52RF53 和 164RD165 位点切割DmPPO1，
这两个位点正好和东北大黑腮金龟 HdPPO-I 的切割

位点吻合 [23-24]。不可思议的是，trypsin 切割 DmPPO1
产生的是一个不具有活性的相对分子质量为 60 × 
103 片段，该片段不可以被 α-chymotrypsin 激活，

但能够通过酒精激活。将来有必要在体内验证这种

激活方式是否存在。

此外，在埃及伊蚊中已经鉴定出两个和黑化相

关的蛋白酶 IMP-1 和 IMP-2 (immune melanization 
protease)，IMP-1 和 IMP-2 在第 162 位精氨酸或者

赖氨酸的位置剪切多酚氧化酶，产生相对分子质量

约为 50 × 103 的活性酚氧化酶片段 [26]。在埃及伊蚊

中，通过纯化方法得到一个相对分子质量约为 60  × 
103 的蛋白质，可以被变性剂激活显示出酚氧化酶

活性，进一步通过 LC-MS/MS 的分析方法发现这个

片段中包含AaPPO1、AaPPO2和AaPPO3的片段 [27]。

昆虫多酚氧化酶是一个非常特别的酶，在体外能被

有机溶剂，如十二烷基硫酸钠、乙醇和甲醇等激活
[4]，具体的机制现在还不明确。

3　多酚氧化酶的功能

多酚氧化酶介导体液免疫，同时也可以介导细

胞免疫，如吞噬和包囊等 [2]。当 DmPPO1 和 DmPPO2
被单敲除或者双敲除，由于免疫力下降，缺失多酚

氧化酶的果蝇容易受微生物感染，双敲除的果蝇寿

命比野生型的要短很多 [28]。野生型大蜡螟对白僵菌

的抵抗力比多酚氧化酶突变型强很多 [29]。在蚊媒体

内，多酚氧化酶级联反应与抗疟原虫感染密切相关，

也可以影响蚊虫抵御白僵菌侵袭的能力 [30-31]。在体

外实验中，烟草天蛾酚氧化酶和底物反应的活性组

分可以对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等革兰氏

阳性菌，大肠杆菌、假单胞菌等革兰氏阴性菌有很

好的抑制作用，虾的多酚氧化酶反应产物也具有同

样的作用 [32-33]。当细菌进入昆虫体内，在数分钟之

内就可以导致黑化 [34]，依靠多酚氧化酶的免疫作用，

昆虫可以在发病前清除大部分病原物，因此，多酚

氧化酶的免疫功能对昆虫的保护极其重要。

多酚氧化酶对于昆虫伤口愈合、表皮糅化等生

理过程有重要作用 [35]。在果蝇中，多酚氧化酶参与

了结节的形成 [36]。果蝇伤口愈合最初软结节形成过

程中，多酚氧化酶并不是必需的，但参与了之后的

结节成熟过程，并且通过交联其他组分使结节变硬，

并可以有效杀死结节处的细菌 [36]。果蝇的 hayan 蛋

白酶 - 多酚氧化酶系统对于伤口应激反应起着重要

作用，有利于促进伤口愈合 [37]。2012 年，研究发

现家蚕后肠组织中存在多酚氧化酶，当该酶被分泌

到内容物中可以引起粪便黑化，进一步抑制内容物

中的细菌繁殖，对调控菌群数量起关键作用 [16]，赋

予了多酚氧化酶新的功能。

4　宿主和病原物对黑化的适应性

病原物入侵宿主引起多酚氧化酶激活，可以在

数分钟内完成黑化反应 [34]，这种黑化反应产生一些

有毒的小分子物质 [31]，可以协助杀死大部分病原物。

尽管如此，即便在自然界中仍然有一些病原物可以

成功地逃避黑化反应，如寄生蜂 ( 蝇 )、白 ( 绿 ) 僵菌、

疟原虫、微粒子和一部分细菌等都可以忍受或适应

轻微的黑化反应，因此，有些病原物对黑化反应存

在适应性。

黑化反应产生的有毒物质可以加快对病原物的
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清除，同时也可能对宿主有伤害 [3]，但是种种现象

表明宿主对黑化反应也存在适应性。最明显的例子

莫过于食叶昆虫的后肠可以分泌多酚氧化酶，持续

不断地诱导内容物在后肠中黑化，并形成黑色的粪

便 [16]，但是这种黑化反应并没有伤害后肠，包括个

体，因此，食叶昆虫具有对黑化的适应机制。处于

眠期的家蚕在体表感染白僵菌的时候会导致全身黑

化，但在旧表皮被剥离后昆虫仍然可以正常生长发

育 [18]，显示宿主对黑化免疫反应具有一定的适应性。

白僵菌在穿透昆虫皮肤后会在相应位置留下一个黑

斑，表明在此过程中白僵菌激活了皮肤多酚氧化酶，

带着这些黑斑，宿主也会存活很长时间，甚至有机

会战胜白僵菌 ( 未发表数据 )。在烟草天蛾体内注

射灭活的微球菌 (Micrococcus) 后，相当一部分个体

血液会黑化，但是其后的取食、生长和发育不受影

响 ( 未发表数据 )。在果蝇体内产生的肿瘤组织大

都会诱导黑化 [38]，Bc 突变体的大部分血细胞黑

化 [39]，但是这些果蝇突变体的绝大多数仍然可以正

常生长、发育。由此可见，昆虫宿主对黑化反应存

在未知的适应机制。

5　多酚氧化酶研究存在的问题

昆虫多酚氧化酶的激活机制的研究虽然取得了

很大的进展，但也表明昆虫多酚氧化酶激活的复杂

性 [3,25]。目前关于昆虫血清多酚氧化酶的来源和释

放还没有确切的答案。人们一直认为多酚氧化酶是

血细胞在体内裂解后释放出去的 [4]，但缺乏令人信

服的直接证据，成为一个悬而未决的科学问题。疟

原虫在穿过蚊媒中肠的时候，一部分会在肠壁里被

黑化致死 [40]，但中肠的多酚氧化酶来源仍然不清楚。

有些实验证实昆虫的前后肠组织都可以产生并释放

多酚氧化酶 [16]。多酚氧化酶的细胞免疫作用研究表

明，多酚氧化酶参与的黑化反应有助于宿主对外源

病原物的吞噬，但包囊和黑化反应过程中多酚氧化

酶作用机制还不清楚。蚊子的基因组中有 10 个左

右的多酚氧化酶基因，其他昆虫一般也有 2~3 个多

酚氧化酶基因，人们推测昆虫会有数目如此之多的

多酚氧化酶基因，有可能是因为在不同生命阶段中

需要不同多酚氧化酶行使特异功能，是进化上的一

种适应，这有待于进一步的研究。

另外一个问题仍然是多酚氧化酶的激活，如上

所归纳，昆虫多酚氧化酶的激活在不同的昆虫中激

活机制似乎有一些差异 ( 图 1)。但是，根据烟草天

蛾的多酚氧化酶晶体结构来看
[12]，占据激活区域的

苯丙氨酸 (place holder) 在激活时必须移除，东北大

黑腮金龟多酚氧化酶的切割可以保证这个 place 
holder 从活性区域移除 [23-24]，但是家蚕和烟草天蛾

的多酚氧化酶在切割后对这个 place holder 的清除

过程仍然需要进一步研究。此外，一些有机溶剂 ( 如
酒精 ) 可以有效激活昆虫多酚氧化酶 [3-4,25]，但是其

具体机制仍然不是很清楚。因此，多酚氧化酶的激

活机制比人们目前所认识的更复杂，该酶的激活和

活性调控值得深入研究。

昆虫天然免疫的信号通路主要有 Toll、Imd、
JNK、p38 以及多酚氧化酶激活通路 [1]，多酚氧化

酶是否与其他重要的信号通路有应答，目前只有有

限的实验证据证实多酚氧化酶级联反应与 Toll 信号

通路存在一定的互联 [41]，与其他信号通路的关系还

没有相关文献报道。

6　多酚氧化酶研究意义

多酚氧化酶研究已有一个多世纪，主要聚焦在

如何剪切和激活方面 [3-4,19,22]。由于天然的多酚氧化

酶纯化比较困难，限制了相关研究的普遍展开。最近，

通过改善条件在体外重组表达并纯化昆虫多酚氧化

酶 [42]，为深入研究该蛋白奠定了基础，同时还系统

地从多酚氧化酶来源 [16-17]、结构 [43]、酶活 [44]、抑菌

能力 [45]、激活 [25] 和功能 [16] 等方面进行了广泛研究，

丰富了对多酚氧化酶的认识，为多酚氧化酶的深入

研究积累了技术力量和经验。

多酚氧化酶是昆虫体内一种重要免疫蛋白，可

同时介导体液和细胞免疫 [3-4]。当细菌进入昆虫体

内后，在数分钟之内就可以导致黑化 [34]，从而加速

虫体清除病原物的进程。多酚氧化酶的活性消失或

被有效抑制后，昆虫对病原物的抵抗力显著下降 [28]，

因此，多酚氧化酶是昆虫免疫中极其重要的一个蛋

白质。微生物化学农药使用给人类生存环境带来了

严重的污染，从而影响了人类的健康。属于不同病

原物的生物农药的使用因为无污染、无残留而受到

日益关注，但是生物农药的使用无一例外受到昆虫

免疫的阻断，特别是多酚氧化酶快速介导的黑化反

应使生物农药的使用效率显著降低。研究昆虫多酚

氧化酶的功能及其免疫机制对人为控制昆虫的生存

能力，提高昆虫生物防治成效，具有重要的理论意

义和应用价值。
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