
顶复门原虫３－磷酸甘油醛脱氢酶功能及其

应用研究进展

廖申权，戚南山，吴彩艳，吕敏娜，袁建丰，余劲术，孙铭飞

（广东省农业科学院兽医研究所 广东省兽医公共卫生公共实验室，广东广州　５１０６４０）

摘要：糖酵解途径广泛存在于各类生物中，是顶复门原虫的主要供能方式。３－磷酸甘油醛脱氢酶是糖酵解途径的重要酶，

与顶复门原虫的生存密切相关，可以作为抗寄生虫药物研发的重要靶标。文章主要从顶复门原虫糖酵 解 途 径、３－磷 酸 甘 油 醛

脱氢酶的基因分析、作用机理及应用等方面进行综述。

关键词：顶复门原虫；３－磷酸甘油醛脱氢酶；药物靶标

中图分类号：Ｑ５５４　　　　　文献标识码：Ｂ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１２）０１－００７１－０４

　　顶复门原虫包括多种能引起严重的人和动物疾

病的寄生性原虫，其中艾美耳球虫（Ｅｉｍｅｒｉａｓｐｐ．）、

隐 孢 子 虫（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｓｐｐ．）、刚 地 弓 形 虫

（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）、犬新孢子虫（Ｎｅｏｓｐｏｒａ　ｃａｎ－
ｉｎｕｍ）、泰勒虫（Ｔｈｅｉｌｅｒｉａｓｐｐ．）及疟原虫（Ｐｌａｓｍｏ－
ｄｉｕｍｓｐｐ．）等危害较严重。对于高等生物来说，糖

酵解过程被认为是生物最古老、最原始获取能量的

一种方式。但现有研究资料证实，这一代谢方式是

顶复门 原 虫 获 取 能 量 的 最 主 要 途 径（Ｄｅｎｔｏｎ等，

１９９６；Ｓｅｎｋｏｖｉｃｈ等，２００５；Ｆｌｅｉｇｅ等，２００７；Ｐｏｌｏｎａｉｓ
等，２０１０）。３－磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｓ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）在 糖 酵 解 途

径中，催化３－磷酸甘油醛氧化脱氢并磷酸化生成含

有１个高能磷酸键的１，３－二磷酸甘油酸，在这一代

谢过程中起着极其重要的作用。顶复门原虫ＧＡＰ－
ＤＨ的结构生物学特征与高等生物具有明显差 异，

提示ＧＡＰＤＨ可 作 为 研 发 新 型 抗 顶 复 门 原 虫 药 物

的 理 想 靶 标 （Ｂａｋｋｅｒ 等，２０００；Ｐａｔｅｌ等，２００８；

Ｃáｃｅｒｅｓ等，２０１０）。目 前，已 经 发 现 一 系 列 以 该 酶

为靶标并具有明显抑制作用的先导化合物，具有开

发成为临床应用药物的前景。
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１　顶复门原虫糖酵解途径　
机体生 存 所 需 能 量 的 主 要 提 供 方 式 是 ＡＴＰ。

ＡＴＰ主要通过两条途径形成，三羧酸循环与糖酵解

途径。随着顶复门原虫（如疟原虫、弓形虫、隐孢子

虫等）全基因组测序工作的完成及对其生化代谢分

析显示，糖酵解途径是顶复门原虫能量代谢的主要

方式。三羧酸循环虽然能高效率产生ＡＴＰ，但整个

代谢过程需要大量氧参与，而顶复门原虫在其发育

过程中，大多数内生发育阶段所生存的环境是低氧

或无氧，以至于顶复门原虫在有氧条件下仍主要通

过糖酵解途径提供能量。

１９７７年，Ｏｐｐｅｒｄｏｅｓ等 在 布 氏 锥 虫（Ｔｒｙｐａｎｏ－
ｓｏｍａ　ｂｒｕｃｅｉ）中 发 现 了 一 类 特 殊 的 细 胞 器———糖 酵

解酶体（ｇｌｙｃｏｓｏｍｅ），包 含 糖 酵 解 途 径 的 大 多 数 酶。

研究发现，糖酵解途径为疟原虫的红内期提供能量，

对疟原虫的体外培养发现ＡＴＰ主要由糖酵解途径

产生。Ｄｅｎｔｏｎ等（１９９６）研 究 发 现 弓 形 虫 缓 殖 子 脱

囊会损伤线粒体的功能，揭示这一时期依赖无氧条

件的糖酵解提供能量，而速殖子可以通过三羧酸循

环（ＴＣＡ）及糖酵解的途径同时产生 ＡＴＰ。随着 隐

孢子虫全基因组测序工作的完成，对其基因组数据

和生化分析结果显示，隐孢子虫不存在线粒体基因

组，缺乏三羧酸循环途径，不能通过糖的有氧氧化产

生ＡＴＰ（Ｒｉｄｅｒ等，２０１０）。

到目前为止，锥虫的糖酵解途径研究最为深入，

对Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ的 能 量 代 谢 研 究 结 果 显 示，血 液 期

Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ唯一的供 能 方 式 是 糖 酵 解 途 径，此 代 谢 过

程中ＧＡＰＤＨ催化反应生成的ＮＡＤＨ的电子转移

由线粒 体 提 供 氧 化 酶 实 现，从 糖 酵 解 酶 体（ｇｌｙｃｏ－
ｓｏｍｅ）到线 粒 体 的 电 子 转 移 通 过 甘 油 三 磷 酸／二 氢
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丙 酮 磷 酸 穿 梭 进 行，当 线 粒 体 氧 化 酶 抑 制 物 与

Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ同时培养，可 以 抑 制Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ生 存（Ｌａｍ－
ｂｅｉｒ等，１９９１；Ｗｉｅｍｅｒ等，１９９５；Ａｒｏｎｏｖ等，１９９９）。
由于锥虫依赖糖酵解途径提供能量，糖酵解途径的

重要酶也成为很有前景的药物靶标。同时，顶复门

原虫在不同生长阶段供能方式的差异正是对环境有

氧或无氧条件的适应。

２　顶复门原虫ＧＡＰＤＨ研究

２．１　ＧＡＰＤＨ 基因分析　ＧＡＰＤＨ 被认为是一个

看家基因，广泛存在于生物体内，具有高度种属保守

序列。研究显示，高等植物、绿藻和红藻核基因组中

存在２个ＧＡＰＤＨ 基 因，一 个 是 依 赖 ＮＡＤ＋，真 核

起源并定 位 于 胞 质 的ＧＡＰＤＨ 基 因，一 个 是 依 赖

ＮＡＤ＋ 或ＮＡＤＰ＋，蓝细菌（ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）起源并定

位于顶质体的ＧＡＰＤＨ 基因。然而，顶复门原虫和

甲 藻（ｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅ）的 胞 质 定 位 及 顶 质 体 定 位

ＧＡＰＤＨ 基 因 均 为 真 核 起 源，来 源 于 基 因 重 复，其

中一份 拷 贝 在 获 得 定 位 序 列 后 靶 向 顶 质 体（Ｆａｓｔ
等，２００１；Ｓａｔｏ，２０１１）。高等动物ＧＡＰＤＨ的天然分

子质量为１４０～１５０ｋｕ，由４个３５～３７ｋｕ亚 基 组

成。具有催化活性的墨西哥利什曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａ－
ｎｉａ　ｍｅｘｉｃａｎａ）ＧＡＰＤＨ是由４个亚单位组成分子质

量为１５６ｋｕ的多聚体（Ｋｉｍ等，１９９８）。据ＮＣＢＩ序

列信息显示，恶 性 疟 原 虫（Ｐ．ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、鼠 隐 孢

子虫（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ　ｍｕｒｉｓ）及 柔 嫩 艾 美 耳 球 虫

（Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ）的ＧＡＰＤＨ 单体分子质量约３６ｋｕ，而

Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ的ＧＡＰＤＨ单体分子质量为３９ｋｕ。

Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ存在１条完整的糖酵解途径，具备从

磷酸果糖激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ）到丙酮酸激酶

（ｐｙｒｕｖａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ）整 个 代 谢 途 径 所 需 的 酶，可 以 将

葡萄 糖 降 解 为 丙 酮 酸。Ｆｌｅｉｇｅ等（２００７）报 道 了

Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ的 ＧＡＰＤＨ 亚 型（ＧＡＰＤＨⅠ、ＧＡＰＤＨ
Ⅱ）：ＧＡＰＤＨⅠ位 于 胞 质 中，编 码 序 列 全 长 为１０２３
ｂｐ；ＧＡＰＤＨⅡ由 核 基 因 组 编 码，编 码 序 列 全 长 为

２９８８ｂｐ，靶向到顶质体，顶 质 体 是 该 类 生 物 所 特 有

的一种 亚 细 胞 器（Ｗｉｅｓｎｅｒ等，２００８）。顶 质 体 相 关

蛋白 由 核 基 因 组 编 码，其 Ｎ端 存 在 信 号 肽 和 转 运

肽，在细胞质中合成之后通过某种途径靶向顶质体。
此外，Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ的 磷 酸 丙 糖 异 构 酶（ｔｒｉｏｓｅ　ｐｈｏｓ－
ｐｈａｔｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ Ⅱ，ＴＰＩⅡ）、磷 酸 甘 油 酸 激 酶

（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ　ｋｉｎａｓｅⅡ，ＰＧＫⅡ）及 丙 酮 酸 激

酶（ｐｙｒｕｖａｔｅ　ｋｉｎａｓｅⅡ，ＰＫⅡ）经试验证实均靶向顶

质体。由于顶质体中缺乏烯醇化酶（ｅｎｏｌａｓｅ，ＥＮＯ）
活性，使得顶质体不能完成糖酵解途径，ＧＡＰＤＨⅡ

的功能仍有待于进一步研究。

２．２　ＧＡＰＤＨ的 结 构 与 作 用 机 理　ＧＡＰＤＨ 在 糖

酵解过程中起重要作用，催化３－磷酸甘油醛的氧化

和磷酸化，形成１，３－二磷酸甘油酸———具有高能磷

酸基团转移势能的化合物。ＧＡＰＤＨ具有２个重要

功能区域：ＮＡＤ＋ 结合位点和３－磷酸甘油醛 结 合 位

点。活性ＧＡＰＤＨ分子能结合４个ＮＡＤ＋ 分子，分

别对应着每个亚单位的活性位点。该酶的活性部位

含有一个带游离巯基（－ＳＨ）的半胱氨酸。巯基是亲

核体，它以解离形式向作为底物的醛分子中带正电

荷的羰基碳原子进攻，从而形成一个与酶分子结合

着的半缩硫醛（ｈｅｍｉｔｈｉｏａｃｅｔａｌ），此时醛分子上与原

来羰基相连的氢原子就以氢负离子（∶Ｈ－）的形式

离开羰基碳原子，也就是离开半缩硫醛，于是形成了

还 原 的 ＮＡＤＨ 和 硫 酯，同 时 释 放 出 一 个 Ｈ＋。

ＮＡＤＨ一旦形成就立即从酶分子上解离下来，而氧

化型的ＮＡＤ＋ 又 立 即 结 合 到 酶 分 子 上。随 后 磷 酸

分子又向硫酯进行亲核攻击，形成１，３－二磷酸甘油

酸和游离的 酶。研 究 结 果 发 现，ＧＡＰＤＨ 的 酶 活 性

需要ＮＡＤ＋ 和无机磷酸（Ｐｉ）的参加。ＧＡＰＤＨ催化

的化学反应见图１。

图１　ＧＡＰＤＨ催化的化学反应

３　ＧＡＰＤＨ作为抗寄生虫药靶的研究

研究结果显示，寄生性原虫参与糖酵解代谢途

径酶基因序列与其宿主有明显差异，而与植物等一

些低等生 物 更 为 接 近。对 顶 复 门 原 虫 ＧＡＰＤＨ 及

其宿 主 ＧＡＰＤＨ 高 级 结 构 的 解 析 揭 示 了 两 者 在

ＮＡＤ＋ 结合位点存在明显差 异，为 抑 制 物 的 合 理 设

计提供了 理 论 依 据（Ｓｕｒｅｓｈ等，２００１），进 一 步 证 实

该代谢途径的重要酶可以作为开发新型抗寄生虫药

物的靶标。
对多 种 寄 生 虫 ＧＡＰＤＨ 的 结 构 与 功 能 分 析 显

示，ＧＡＰＤＨ 是 抑 制 糖 酵 解 过 程 的 潜 在 靶 标，阻 断

ＧＡＰＤＨ的功能可以干扰虫体赖以生存的碳水化合

物和能量代谢，从而抑制寄生虫的生长，目前已成为

研发抗 寄 生 虫 药 物 的 重 要 靶 标。疟 原 虫 ＧＡＰＤＨ
的酶活性由硫氧还蛋白系统调控，在ＧＡＰＤＨ反应

体 系 中 加 入 硫 氧 还 蛋 白 能 显 著 提 高 其 酶 活 性

（Ｋａｗａｚｕ等，２０１０）。迄今为止，以锥虫ＧＡＰＤＨ为
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潜在抗寄生虫药靶的研究最为深入，应用等温滴定

微量热技术（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　ｔｉｔｒａｔｉｏｎ　ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ，ＩＴＣ）
研究 了 锥 虫 ＧＡＰＤＨ 的 酶 动 力 学 及 生 物 学 特 性

（Ｗｉｇｇｅｒｓａ等，２００７；Ｃｈｅｌｅｓｋｉ等，２０１１），同 时 开 展

了大量基于ＧＡＰＤＨ结构的抑制物设计工作，并筛

选有 效 的 抑 制 物。试 验 证 实 银 锻 苷（Ｔｉｌｉｒｏｓｉｄｅ）、

Ｇｕａｊａｖｅｒｉｎ、槲 皮 素（Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、芒 果 苷（Ｍａｎｇｉ－
ｇｅｒｉｎ）、如酸（８Ｅ，１１Ｅ，１４Ｅ－ａｎａｃａｒｄｉｃ　ａｃｉｄ）等能体外

抑制Ｔ．ｃｒｕｚｉ　ＧＡＰＤＨ 的 酶 活 性，其 中 经 结 构 修 饰

的如酸能达到最好的抑制效果，同时还发现了不同

抑制剂 作 用 的 靶 位 点（Ｍａｍａｎｉ－Ｍａｔｓｕｄａ等，２００４；

Ｐｅｒｅｉｒａ等，２００８；Ｆｒｅｉｔａｓ等，２００９）。

１９９５年解析了Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ及Ｌ．ｍｅｘｉｃａｎａ　ＧＡＰ－
ＤＨ的晶体结构（Ｖｅｌｌｉｅｕｘ等，１９９５；Ｋｉｍ等，１９９５），
随后，解析了克氏锥虫（Ｔ．ｃｒｕｚｉ）ＧＡＰＤＨ的晶体结

构（Ｓｏｕｚａ等，１９９８）。Ｒｏｔｔｅｎｂｅｒｇ等（２００５）基 于

Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ及Ｌ．ｍｅｘｉｃａｎａ的ＧＡＰＤＨ晶体结构改造

的Ｎ６－（１－萘甲）－２′－（３－氯苯甲酰胺基）腺苷不仅能体

外抑制Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ的ＧＡＰＤＨ酶活性，同时还可抑制

Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ的 生 长，该 抑 制 物 处 理Ｔ．ｂｒｕｃｅｉ数 分 钟

后，则不能检测到糖酵解代谢产物丙酮的存在，虫体

的运动性也消失，同时能观察到变形及溶解的虫体，
揭示 ＧＡＰＤＨ 是 研 发 抗 锥 虫 药 物 的 重 要 靶 标。

Ｓｅｎｋｏｖｉｃｈ等（２００５）解析了小球隐孢子虫（Ｃｒｙｐｔｏ－
ｓｐｏｒｉｄｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）ＧＡＰＤＨ的晶体结构，这些试验

结果为其 他 寄 生 虫 ＧＡＰＤＨ 抑 制 剂 的 设 计 及 筛 选

提供了理论资源，同时也提示ＧＡＰＤＨ可以作为研

制抗寄生虫药物的靶标。

４　小结

目前，由于ＧＡＰＤＨ在顶复门原虫能量代谢过

程中的重要作用，ＧＡＰＤＨ已受到越来越多的关注。
有关顶复 门 原 虫 ＧＡＰＤＨ 的 研 究 主 要 集 中 在 对 锥

虫的研究，而对其他一些严重危害畜禽养殖业发展

的顶复门寄生虫（如艾美耳球虫等）的研究仍较少。
目前广东省农业科学院兽医研究所广东省兽医公共

卫生 公 共 实 验 室 在 前 期 研 究 中 已 成 功 克 隆 获 得

Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ的ＧＡＰＤＨ 基因ｃＤＮＡ全长序列，正在进

行其功能的研究工作。随着抗寄生虫药物的广泛使

用，耐药性问题也日益显现，研发新的抗寄生虫药物

已成为生 产 实 践 的 迫 切 需 求。基 于 ＧＡＰＤＨ 已 有

的研究基础，以ＧＡＰＤＨ为靶标为新型抗寄生虫药

物的研发提供新的前景。
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２株重组犬冠状病毒株的分离、组织分布与分子特征分析

Ｖ．Ｎｔａｆｉｓ等著　王聪慧摘译　刘丹校

　　摘要：犬冠状病毒（ＣＣｏＶ）是一种有包膜的ＲＮＡ病毒，

引起犬胃肠道的感染。迄今，ＣＣｏＶ已鉴 定 出 两 种 不 同 的 基

因型，ＣＣｏＶⅠ型 和ＣＣｏＶ Ⅱ型。近 年 来，已 检 测 到 与 传 播

性胃肠炎病毒有潜在重组起源的ＣＣｏＶ Ⅱ型毒株（ＣＣｏＶ－Ⅱ
ｂ），并鉴定为新亚型，以区别 于“经 典”ＣＣｏＶ Ⅱ型 株（ＣＣｏＶ－

Ⅱａ）。本研究在两只 出 现 胃 肠 道 症 状 后 死 亡 的 幼 犬 体 内 检

测出两 株 ＣＣｏＶ－Ⅱｂ型 病 毒。在 粪 便 中 检 测 到 两 种 亚 型

（ＣＣｏＶ－Ⅱａ／Ⅱｂ）的 混 合 感 染，但 在 脏 器 中 只 检 测 出 了

ＣＣｏＶ－Ⅱｂ。同时，检测到幼犬被犬细小病毒２型（ＣＰＶ２）感

染。两株ＣＣｏＶ－Ⅱｂ毒株均在细胞培养物中分离出，并进行

了序列 分 析 和 系 统 发 育 分 析，通 过 ＲＴ－ＰＣＲ和 实 时 定 量

ＰＣＲ的方法，进 行 了 组 织 分 布 和 病 毒 载 量 分 析。本 研 究 首

次描 述 了ＣＣｏＶ－Ⅱｂ毒 株 在 脏 器 中 的 组 织 分 布 并 进 行 了 定

量。ＣＣｏＶ－Ⅱａ毒株仅在 粪 便 中 检 测 到，提 示 了 在ＣＰＶ２共

感染的犬类动物中，ＣＣｏＶ－Ⅱｂ毒 株 与 常 见 的 肠 道ＣＣｏＶ－Ⅱ

ａ型毒株相比，可能在散播上更具优势。

关键词：ＣＣｏＶ；重组；ＴＧＥＶ样；犬；分布；器官

（原载：Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１５１：２３８～２４４）

·４７· 生物技术 中国畜牧兽医 　２０１２年第３９卷第１期


