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［摘要］ 从大黄鱼的转录组数据中鉴定出两种新型 ｃ 型溶菌酶， 分别命名为 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２， 对其进

行序列分析、 同源比对， 详细研究这两种溶菌酶的蛋白质三级结构， 并进行基因克隆、 原核表达和蛋白质

溶解性分析。 结果表明， ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 的开放阅读框分别为 ４２９ 和 ４３２ 对碱基对， 编码 １４２ 和 １４３ 个氨基

酸序列， 它们的活性中心均定位于 Ｇｌｕ５０ 和 Ａｓｐ６７， 并且含有信号肽和保守的 ＨＬＨ （ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃ｈｅｌｉｘ） 结构。
通过原核表达系统， 观察到这两种蛋白均以包涵体的形式在沉淀中表达。
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０　 引言
溶菌酶 （ｌｙｓｏｚｙｍｅ， ＥＣ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 １７）， 亦称为 Ｎ⁃乙酰胞壁质聚糖水解酶 （Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ ｍｕｒａｍｉｄｅ ｇｌｙｃａｎｏ⁃

ｈｙｄｒａｌａｓｅ）， 是一种具有抑菌效果的蛋白水解酶［１］ 。 溶菌酶的分布极为广泛， 自然界中的植物、 动物

和微生物体内都有溶菌酶的存在［１］ 。 鱼类体内只有 ｃ 型和 ｇ 型溶菌酶存在［３］ 。 溶菌酶能够通过酶解途

径破坏细菌细胞壁的肽聚糖中连接 Ｎ⁃乙酰胞壁酸和 Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖之间的 β⁃１，４ 糖苷键来发挥作

用［１］ ， 同时还可以通过非酶途径对多种致病微生物起到抑制的作用［１，４］ ， 在鱼类抵抗外来细菌、 真
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菌、 病毒、 寄生虫等病原体方面发挥着重要的作用［５ － ７］ 。 作为非特异性免疫因子， 溶菌酶不仅在机体

抵御外来病原体方面发挥着重要作用， 在生物体内的数量和活性方面还被作为免疫状态的评判指标之

一［８］ 。 ｃ 型溶菌酶存在一个具有杀菌活性的螺旋⁃环⁃螺旋 （ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃ｈｅｌｉｘ， ＨＬＨ） 结构域。 ＨＬＨ 结构

域对革兰氏阴性菌、 革兰氏阳性菌、 真菌等多种微生物均有杀菌活性。 其原理是 ＨＬＨ 结构域及其 Ｃ
末端的螺旋区可以通过耗散脂质膜的电化学电势形成离子通道， 以此来破坏磷脂双分子层结构［５，９］ 。
由于溶菌酶具有宽抗菌谱且不会产生耐药性， 具有替代抗生素的潜力， 因此， 溶菌酶在饲料添加剂、
食品工业保鲜剂等领域有着广泛的生产应用前景［１］ 。

目前许多经济鱼类都有 ｃ 型溶菌酶的报道， 如斜带石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ Ｃｏｉｏｉｄｅｓ） ［１０］ 、 虹鳟 （Ｏｎ⁃
ｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） ［１１］ 、 牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［１２］ 、 大菱鲆 （ Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ） ［１３］ 和菱鲆

（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｒｈｏｍｂｕｓ） ［７］ 。 鱼类 ｃ 型溶菌酶通常有两个保守的催化残基 （ Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ）， 同时它们的

位置往往也是高度保守的。 从虹鳟的肝脏和肾脏中克隆获得了两种 ｃ 型溶菌酶， 这两种溶菌酶均含有

信号肽［１１］ ， 其中 ｃ⁃２ 型溶菌酶对藤黄微球菌 （Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｔｅｕｓ）、 金黄色葡萄球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）、 停乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ）、 无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 和大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 均具有抗菌活性［１４］ 。 牙鲆的 ｃ 型溶菌酶， 对迟缓爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ）
和 β 链球菌 （β⁃ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ） 有一定的杀灭作用［１５］ 。

大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 属鲈形目、 石首鱼科、 黄鱼属， 是我国养殖量最大的海水经济鱼

类［１６］ 。 大黄鱼的病害主要有细菌性、 病毒性和寄生虫性疾病［１７］ 。 但关于大黄鱼 ｃ 型溶菌酶的研究尚

未见报道。 本研究从大黄鱼转录组数据库内筛选获得了两种 ｃ 型溶菌酶， 进行分子生物学分析， 研究

其蛋白质三级结构特点， 并进行基因克隆、 原核表达及蛋白质可溶性分析， 以期为深入研究溶菌酶的

功能和作用机制奠定基础， 也为揭示大黄鱼抗病性状的遗传基础提供参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验所用大黄鱼于 ２０１９ 年 ２ 月采集自福建省宁德市金陵水产科技有限公司。 各组织样品放置于

ＲＮＡ 保护液中， － ８０ ℃保存备用。 表达载体 ｐＧＥＸ⁃６Ｐ⁃１ 和大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表达菌株为本实验

室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＲＮＡ 提取试剂盒 （Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ） 购自北京全式金生物技术有限公司； 逆转录试剂

盒 （ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ， Ｐｒｏｍｅｇａ） 购自上海泰京生物技术有限公司； 琼脂

糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒和无内毒素质粒小量提取试剂盒购自北京天漠科技开发有限公司； 一步克隆

试剂盒 （ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅹 ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋

白上样缓冲液 （５Ｘ）、 ＢｅｙｏＢｌｕｅ 考马斯亮蓝快速染色液购自上海碧云天生物技术有限公司 （ Ｂｅｙｏ⁃
ｔｉｍｅ）。 本研究所用引物均在厦门铂瑞生物科技有限公司合成。
１􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成

使用 Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ 进行组织样品的 ＲＮＡ 提取， 用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 的第一条

链， 并用内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 对 ｃＤＮＡ 合成质量进行检测。
１􀆰 ４　 ＬｃＬｙｚ１ 和 ＬｃＬｙｚ２ 开放阅读框序列的克隆和载体构建

从本实验室构建的大黄鱼转录组数据库中获得 ＬｃＬｙｚ１ 和 ＬｃＬｙｚ２ 基因的开放阅读框序列。 根据

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅹 ＩＩ 一步克隆试剂盒设计了具有 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 限制性位点的特异性引物 （见表 １）。 ＰＣＲ
的步骤如下： ９５ ℃ ， ３ ｍｉｎ 预变性， 进行 ３０ 个扩增循环 （９５ ℃变性 １５ ｓ， ５８ ℃退火 ４０ ｓ， ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ）， ７２ ℃彻底延伸 ５ ｍｉｎ。 将纯化后的基因产物连接到 ｐＧＥＸ⁃６Ｐ⁃１ 载体， 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）， 筛选菌落 ＰＣＲ 阳性的菌株， 送往铂瑞生物技术有限公司测序。

·６８３·
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表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
引物名 序列 （５’ － ３’）

ＬｃＬｙｚ⁃Ｆ ｃｃｃｃｔｇｇｇａｔｃｃｃｃｇ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＡＧＴＣＴＡＣＣＡＧＣＧＴＴＧＴＧＡＡ

ＬｃＬｙｚ１⁃Ｒ ｇｔｃａｃｇａｔｇｃｇｇｃｃｇ ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＧＧＣＣＡＣＡＴＣＣＴ

ＬｃＬｙｚ２⁃Ｒ ｇｔｃａｃｇａｔｇｃｇｇｃｃｇ ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣＴＧＣＣＡＣ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 注： ＥｃｏＲ Ｉ （ＧＡＡＴＴＣ） 和 Ｘｈｏ Ｉ （ＣＴＣＧＡＧ） 的酶切位点用下划线标注。

１􀆰 ５　 生物信息学分析

本实验多序列比对和进化树构建所使用到的氨基酸序列均来源于 ＮＣＢＩ 数据库。 通过 ＳｉｇｎａＩＰ ｐｒｏ⁃
ｇｒａｍ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ） 预测信号肽； 蛋白质的跨膜结构域分析在网站

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｅｍｂｎｅｔ． ｖｉｔａｌ⁃ｉｔ． ｃｈ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ． ｈｔｍｌ 进行； 蛋白质结构域预测在网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｂｗｒｐｓｂ ／ ｂｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ 和 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ｓｍａｒｔ ／ ｓｅｔ＿ｍｏｄｅ． ｃｇｉ
进行； 蛋白质的三级结构预测在网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ 和 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｂｇ．
ｂｉｏ． ｉｃ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ． ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ 进行； 用 ＶＭＤ １􀆰 ９􀆰 ２ ｂｅｔａ １ 软件进行蛋白质三级结

构建模。 重组载体经测序后的结果比对和分析使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行； 系统进化树的构建使用 ＭＥＧＡ
７􀆰 ０ 软件的 Ｍａｘｉｍｕｍ⁃Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 法进行 （ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １００） ； 氨基酸序列的多重序列比对使用 Ｂｉｏｅｄｉｔ
软件进行。
１􀆰 ６　 重组蛋白诱导表达及可溶性分析

将测序正确的重组菌株进行摇床培养 （２００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３７ ℃ ）， 当 ＯＤ６００值约为 ０􀆰 ６ 时， 加入诱导剂

异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫代半乳糖苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃１⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ） 至终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 再

１００ ｒ ／ ｍｉｎ、 １６ ℃继续培养 １６ ｈ。 菌在 １２ ０００ × ｇ、 ４ ℃条件下离心 ３ ｍｉｎ， 弃上清， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 沉

淀用 ＰＢＳ 重悬， 置于冰水中超声破碎 ３０ ｍｉｎ （功率 ７５％ ， 脉冲 ３ ｓ， 间隔 ３ ｓ）， 再 １２ ０００ × ｇ、 ４ ℃离

心 ２０ ｍｉｎ。 将收集的未诱导、 诱导、 上清和沉淀样本进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳 （分离胶 １２􀆰 ５％ ， 电压

１２０ Ｖ）， 用考马斯亮蓝快速染色液对凝胶进行染色。

２　 结果
２􀆰 １　 ＬｃＬｙｚ１ 和 ＬｃＬｙｚ２ 氨基酸序列分析

ＬｃＬｙｚ１ 基因的 ｃＤＮＡ 长 ５４８ ｂｐ， 其中开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 区域长度为 ４２９ ｂｐ
编码 １４２ 个氨基酸 （见图 １ａ） ； ＬｃＬｙｚ２ 基因的 ｃＤＮＡ 长度为 ６８０ ｂｐ， 其中 ＯＲＦ 长 ４３２ ｂｐ 编码 １４３
个氨基酸 （见图 １ｂ） 。 磷酸化位点分析发现， ＬｃＬｙｚ１ 共有 ９ 个丝氨酸 （ Ｓｅｒ） 、 ４ 个苏氨酸 （ Ｔｈｒ）
和 ２ 个酪氨酸 （ Ｔｙｒ） ， 共计 １５ 个磷酸化位点； ＬｃＬｙｚ２ 共有 １０ 个磷酸化位点， 分别为 ７ 个 Ｓｅｒ、
２ 个Ｔｈｒ 和 １ 个 Ｔｙｒ。 两种 ｃ 型溶菌酶的糖结合位点的数量均为 １２ 个； 活性位点均为 ２ 个， 且位置

相同， 均为位于 ５０ 位的 Ｇｌｕ （谷氨酸） 及 ６７ 位的 Ａｓｐ （天冬氨酸） 。 分析蛋白质的保守结构域，
发现 ＬｃＬｙｚ１ 和 ＬｃＬｙｚ２ 均含有一个保守的 ｃ 型溶菌酶结构域。 信号肽分析发现， 大黄鱼 ＬｃＬｙｚ１ 和

ＬｃＬｙｚ２ 均具有信号肽序列 （见图 １ 灰色部分） ， 它们的信号肽结构均位于前 １５ 位氨基酸处， 且均

不含跨膜结构。
２􀆰 ２　 ｃ 型溶菌酶系统进化树和序列同源性分析

选取了鱼类、 哺乳类和鸟类代表物种的 ｃ 型溶菌酶进行氨基酸序列比对， 发现各序列间相似性较

高， 其中大黄鱼与鱼类的同源性为 ７３􀆰 ６１％ ～ ９７􀆰 １８％ （见表 ２）。 ｃ 型溶菌酶的两个催化残基 Ｇｌｕ 和

Ａｓｐ 在本次多序列比对的所有氨基酸序列中均为保守残基， 此外其 ＨＬＨ 结构的氨基酸序列也有相当

高的保守性， 可见 ｃ 型溶菌酶在不同物种间具有较高的同源性 （见图 ２）。

·７８３·
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图 1 大黄鱼LcLyz1 和LcLyz2的 ORF 序列及对应的氨基酸序列
Fig.1 ORF sequences and amino acid sequences of LcLyz1 and LcLyz2 in L. crocea

a）LcLyz1 b）LcLyz2
终止密码子对应的氨基酸用“-”表示; 预测活性位点以红色字母显示; N 端信号肽序列用灰色标明;

红色框表示丝氨酸（Ser）磷酸化位点；绿色框表示酪氨酸（Tyr）磷酸化位点; 蓝色框表示苏氨酸（Thr）磷酸化位点。

表 ２　 大黄鱼 ｃ 型溶菌酶与其他脊椎动物 ｃ 型溶菌酶的氨基酸序列一致性

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃ⁃ｔｙｐｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ
物种 　 　 一致性 ／ ％ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ（ＬｃＬｙｚ１） １００ ＸＰ＿０１９１１４１５７． ２
棘头梅童鱼 Ｃｏｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｌｕｃｉｄｕｓ ９７． １８ ＴＫＳ８４０９１． １

黄姑鱼 Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ ９４． ４１ ＫＡＧ８０１０９５２． １
大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ（ＬｃＬｙｚ２） ８１． １２ ＸＰ＿０１０７３７５６５． １

牙鲆 Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ７９． ７２ ＸＰ＿０１９９５９９９７． １
大菱鲆 Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ ７６． ９２ ＸＰ＿０３５４６４８４４． １

大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ７３． ６１ ＸＰ＿０１４０００９７２． １
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ６４． ００ ＡＡＡ５９５３６． １
家鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ５８． １１ ＡＣＬ８１７５０． １
山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ ５６． ３８ ＡＧＦ６９２３０． １

黑天鹅 Ｃｙｇｎｕｓ ａｔｒａｔｕｓ ５６． ０８ ＸＰ＿０３５４００２００． １

图 2 c 型溶菌酶的氨基酸序列同源性比较
Fig.2 Multiple sequence alignment of c鄄type lysozyme amino acid sequences

红色三角形代表溶菌酶催化位点； 方框内为 c 型溶菌酶的 HLH 结构；
两个红色方框内分别对应 HLH 结构的两个螺旋（Helix）部分； 中间的绿色方框内为环状结构（Loop）。

(LcLyz1)
(LcLyz2)

(LcLyz1)
(LcLyz2)

利用以上物种的氨基酸序列构建出系统进化树 （见图 ３）， 以研究 ＬｃＬｙｚ 与其他物种的系统进化

关系。 由图 ３ 可见， 各个物种的 ｃ 型溶菌酶各自聚为一支， 与传统的动物进化关系相符合； 大黄鱼

ＬｃＬｙｚ１ 与棘头梅童鱼的 ｃ 型溶菌酶氨基酸序列具有最高的同源性； ＬｃＬｙｚ２ 与黄姑鱼的 ｃ 性溶菌酶氨基

酸序列具有最高的同源性； 大黄鱼的两种 ｃ 型溶菌酶与其余鱼类的 ｃ 型溶菌酶氨基酸序列相比较， 也

具有较高的同源性。

·８８３·
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图 3 c 型溶菌酶的系统进化树
Fig.3 Phylogenetic tree of c鄄type lysozyme

(LcLyz1)

(LcLyz2)

图 4 LcLyz1 与 LcLyz2 蛋白三级结构
Fig.4 The tertiary structure of LcLyz1 and LcLyz2

a）LcLyz1 b）LcLyz2
裂隙结构

２􀆰 ３　 ｃ 型溶菌酶的蛋白结构

分析大黄鱼 ＬｃＬｙｚ１ 和 ＬｃＬｙｚ２ 氨基酸序列的

蛋白质三维结构， 发现它们的两个活性位点均

存在于溶菌酶蛋白质表面的裂隙结构内部 （见

图 ４） 。 针对大黄鱼与其他多种物种的 ｃ 型溶菌

酶内含有的 ＨＬＨ 结构域建模， 发现多种物种体

内的 ｃ 型溶菌酶均含有三级结构相似的 ＨＬＨ 结

构 （见图 ５） 。

图 5 多个物种 c 型溶菌酶的 HLH 结构对比
Fig.5 Comparison of HLH structures of c鄄type lysozyme from multiple species

a）大黄鱼 LcLyz1 b）大黄鱼 LcLyz2 c）虹鳟 c 型溶菌酶 d）大菱鲆 c 型溶菌酶

e）大西洋鲑 c 型溶菌酶 f）人类 c 型 溶菌酶 g）家鸡 c 型溶菌酶
红色为 HLH 结构域的螺旋（Helix）区；绿色为环状结构（Loop）区域。

·９８３·
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２􀆰 ４　 两种 ｃ 型溶菌酶重组质粒的构建

ＰＣＲ 扩增大黄鱼 ＬｃＬｙｚ１ 与 Ｌｃｌｙｚ２ 基因的 ＯＲＦ， 得到 ５００ ｂｐ 左右的单一亮带 （见图 ６ａ）， 并经测

序确认。 对扩培的 ｐＧＥＸ⁃６Ｐ⁃１ 菌液进行质粒提取和电泳检测， 与 ｐＧＥＸ⁃６Ｐ⁃１ 载体质粒 ４９８４ ｂｐ 的大小

相符 （见图 ６ｂ）。 重组的带 ＧＳＴ 标签的 ｐＧＥＸ６Ｐ⁃１⁃ＬｃＬｙｚ１ 和 ｐＧＥＸ６Ｐ⁃１⁃ＬｃＬｙｚ２ （见图 ６ｃ、 ６ｄ） 菌株扩

培后用测序引物进行菌液 ＰＣＲ 验证， 将扩增出目的条带的菌株送至铂瑞生物技术有限公司测序， 经

验证重组质粒序列正确。

图 6 pGEX6P鄄1鄄LcLyz1 和 pGEX6P鄄1鄄LcLyz2 重组质粒构建
Fig.6 Recombinant plasmids pGEX6P鄄1鄄LcLyz1 and pGEX6P鄄1鄄LcLyz2 construction

M：DNA 分子标准
1, 3：阴性对照
2：LcLyz1 ORF 扩增产物
4：LcLyz2 ORF 扩增产物

M：DNA 分子标准
1: 阴性对照
2, 3, 4, 5: 重组
pGEX6P鄄1鄄LcLyz1
单克隆菌株验证

M：DNA 分子标准
1:阴性对照
2（假阳性）, 3, 4, 5: 重组
pGEX6P鄄1鄄LcLyz2 单克
隆菌株验证

a）LcLyz1 和 LcLyz2 的 ORF 扩增产物 b）pGEX6P鄄1 质粒

c）重组 pGEX6P鄄1鄄LcLyz1 菌液 PCR d）重组 pGEX6P鄄1鄄LcLyz2 菌液 PCR
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100

bp 1Mbp
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500
250
100

2 000
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321M 4bp 5

M：DNA 分子标准
1：pGEX6P鄄1 质粒提取

图 7 GST鄄LcLyz1 和 GST鄄LcLyz2 重组蛋白的
原核表达及可溶性分析

Fig.7 Prokaryotic expression and solubility analysis of
recombinant proteins GST鄄LcLyz1 and GST鄄LcLyz2

不诱导诱导 不诱导诱导 不诱导诱导 上清沉淀上清沉淀

GST鄄LcLyz

GST

ku
120
100
70
55
45
35

25

15

GST鄄LcLyz1 GST鄄LcLyz2GST２􀆰 ５　 重组蛋白的诱导表达和可溶性分析

ＧＳＴ⁃ＬｃＬｙｚ１ 和 ＧＳＴ⁃ＬｃＬｙｚ２ 重组菌株经 ＩＰＴＧ
诱导后出现的蛋白质条带大小约为 ４０ ｋｕ， 与预

测的蛋白质大小相符 （见图 ７）。 经蛋白质可溶

性分析发现， 诱导后的重组菌体经超声破碎后

离心为不可溶的包涵体表达 （见图 ７）。

３　 讨论
在大部分生物体内， 通常只发现一种 ｃ 型

溶菌酶， 但有些生物体内存在多种 ｃ 型溶菌酶。
本研究揭示大黄鱼体内存在两种 ｃ 型溶菌酶，
这一发现与大西洋鲑和虹鳟［１１，１４］ 体内存在两种

ｃ 型溶菌酶的情况一致， 而在奥利亚罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ） 中则发现了 ３ 种 ｃ 型溶菌酶［１８］ 。 本

研究序列分析发现， 大黄鱼的两种 ｃ 型溶菌酶 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 均含有一段长度为 １５ 个氨基酸的信号

肽序列。 大部分物种的 ｃ 型溶菌酶 Ｎ 端含有信号肽， 表明这些蛋白是分泌型蛋白［１９］ 。 大黄鱼的两种

溶菌酶 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 具有相同数量、 位置和种类的酶活性位点， 均为 Ｇｌｕ５０ 和 Ａｓｐ６７。 鱼类的 ｃ
型溶菌酶通常具有两个保守的催化残基 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ， 它们的位置往往也是高度保守的， 例如大菱鲆、
菱鲆、 大西洋鲑、 虹鳟的 ｃ 型溶菌酶的催化残基均为 Ｇｌｕ５０ 和 Ａｓｐ６７［７，１１，１３，２０］ ， 草鱼 ｃ 型溶菌酶的 Ｇｌｕ
和 Ａｓｐ 催化残基则分别位于第 ５３ 和第 ７０ 位［２１］ 。

在 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 蛋白质的三维建模中， 除了发现其活性位点位置的裂隙结构外， 还发现了与

鸡蛋清溶菌酶相似的 ＨＬＨ 结构。 Ｉｂｒａｈｉｍ 等［２２］使用梭菌蛋白酶对鸡蛋清 ｃ 型溶菌酶进行消化， 发现了
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鸡蛋清 ｃ 型溶菌酶的 ＨＬＨ 结构是一个活性结构， 该结构区域对多种革兰氏阳性菌具有抗菌效果， 如

有枯草芽孢杆菌、 藤黄微球菌、 金黄葡萄球菌、 兽疫链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｚｏｏｅｐｉｄｅｍｉｃｕｓ）、 表皮葡萄

球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ） 和迟缓葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｌｅｎｔｕｓ）； 此外， 其对部分的革兰氏

阴性菌也具有抑菌效果， 如有支气管败血波氏杆菌 （Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、 大肠杆菌、 肺炎克雷

伯氏菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、 铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、 粘质沙雷氏菌 （ Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ） 和鼠伤寒沙门氏菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） 等。 ＨＬＨ 结构的 Ｎ 端螺旋对革兰氏阳性菌

有抑菌活性， 而 Ｃ 端螺旋对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有抑菌活性。 以人类 ｃ 型溶菌酶模板合成

的 ＨＬＨ 结构域对大肠杆菌、 鼠伤寒沙门氏菌、 支气管败血症博德氏杆菌、 肺炎克雷伯氏菌和铜绿假

单胞菌的抑菌效果要高于人 ｃ 型溶菌酶全蛋白［２３］ 。 通过氨基酸序列比对和蛋白质三维结构构建， 本

研究还在多种鱼类的 ｃ 型溶菌酶中发现类似的 ＨＬＨ 结构， 并且不同物种溶菌酶的 ＨＬＨ 在三级结构方

面具有一致性。 目前还未见关于鱼类 ｃ 型溶菌酶 ＨＬＨ 结构域的结构和功能的深入研究报道， 后续可

以开展相关研究， 将有助于深入了解鱼类 ｃ 型溶菌酶的功能和作用机制。
本研究对 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 的重组蛋白进行表达和可溶性分析， 结果表明其融合蛋白主要以包涵

体形式存在。 奥利亚罗非鱼体内存在的三种 ｃ 型溶菌酶也均为包涵体表达， 需经过变性与复性来获得

纯化蛋白。 近年来， 鱼类 ｃ 型溶菌酶的相关研究建立了多种蛋白质纯化体系， 如有： 针对鲤鱼、 草

鱼、 鲫鱼 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ） 和斑点叉尾 （ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ） 的 ｃ 型溶菌酶构建了基于重组毕赤

酵母的真核表达系统［２４ － ２７］ 。 酵母细胞的蛋白质表达系统还应用于青蛤 ｉ 型溶菌酶以及人类 ｃ 型溶菌

酶的高效表达过程中［２８ － ２９］ 。 这为大黄鱼 ＬｃＬｙｚ１ 与 ＬｃＬｙｚ２ 及其他类似的包涵体表达的溶菌酶蛋白的

纯化提供了可供参考的技术路线。 本研究为进一步探索大黄鱼 ｃ 型溶菌酶的功能、 作用机制及其商业

化应用提供了基础。
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