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美洲鳗鲡 ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因克隆及其抗菌活性
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［摘要］ 为探究美洲鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒａｔａ） 阳离子型抗菌肽 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 的功能， 克隆了美洲鳗鲡 ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ
基因 （Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ）， 其开放阅读框为 ３９６ ｂｐ， 编码 １３１ 个氨基酸。 序列预测分析发现 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 含一个信号

肽， 一个 Ｓａｐ Ｂ 结构域和 ６ 个保守的半胱氨酸 （ Ｃｙｓ）。 抗菌活性研究结果表明： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 的 ７９—９８ 位氨

基酸肽段 （ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ ） 能显著抑制革兰氏阳性菌 （如金黄色葡萄球菌）， 以及多种革兰氏阴性菌 （如

嗜水气单胞菌、 鳗弧菌、 铜绿假单胞菌、 哈维氏弧菌、 变形杆菌和大肠杆菌） 的生长； 同时， ＡｒＮｋ⁃ｌｙ⁃
ｓｉｎ７９—９８可增强嗜水气单胞菌的细菌外膜通透性， 并破坏其细胞膜， 引起细胞质外泄， 导致细菌死亡。 说明

美洲鳗鲡 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 具有一定的抗菌、 杀菌活性。
［关键词］ 美洲鳗鲡； Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ； 抗菌活性； 膜通透性
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０　 引言
Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 是 Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ 等［１］在 １９９５ 年从猪小肠中发现的一种具有三对二硫键的多肽， 是一种由机

体自然杀伤细胞和毒性 Ｔ 细胞分泌的抗菌肽［２］ ， 为鞘脂激活蛋白样蛋白 （ ｓａｐｏｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＳＡＰ⁃
ＬＩＰ） 家族成员， 具有鞘脂激活蛋白 Ｂ （ｓａｐｏｓｉｎ Ｂ， Ｓａｐ Ｂ） 结构域和 ６ 个保守的半胱氨酸［３］ 。 Ｎｋ⁃ｌｙ⁃
ｓｉｎ 由细胞分泌［４］ ， 在机体受病原体刺激后被激活， 对细菌［５］ 、 病毒［６］ 、 寄生虫［７］ ， 甚至肿瘤细胞［８］

都具抑制或杀灭作用。 目前， 已在多种鱼类中发现 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ， 如有斑点叉尾 （ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ） ［９］ 、
半滑舌鳎 （Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ） ［１０］ 、 大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ［１１］ 、 大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉ⁃
ｍｕｓ） ［１２］ 、 欧洲鲈 （ Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ） ［１３］ 、 金鲳 （ Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ） ［１４］ 和许氏平鲉 （ Ｓｅｂａｓｔｅｓ
ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ） ［１５］等。 当细菌感染时， 尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｓ） ［１６］和巴马缨鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｃｒｏｓｓｏｃｈｅｉｌｕｓ
ｂａｍａｅｎｓｉｓ） ［２］ Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 在其免疫器官中显著上调。 牙鲆 （Ｐａｒａｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［１７］ 和大黄鱼［１１］ Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ
对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌等多种细菌具抵抗活性。 综上所述， Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 具有较强的杀菌活性， 在

鱼类先天免疫反应中发挥重要作用。
鳗鲡是我国重要的淡水养殖品种， 但其养殖遭受细菌等多种病害的威胁［１８］ 。 抗菌肽具有分子量

小、 抗菌谱广和不易产生耐药性等优点， 可作为一种新型高效的抗菌药物。 本研究对美洲鳗鲡 （Ａｎ⁃
ｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒａｔａ） ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ （Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ） 进行基因克隆和生物信息学分析， 并合成肽段 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ ，
研究其抗菌机制， 为美洲鳗鲡细菌性病害防控提供思路。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） （菌种编号： ＡＴＣＣ２５９２３）、 大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）
（菌种编号： ＡＴＣＣ２５９２２）， 购自中国科学院菌种保藏中心。 阴沟肠杆菌 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ）、 维氏

气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ）、 希瓦氏菌 （ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）、 铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、
鳗弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）、 豚鼠气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｖｉａｅ）、 哈维氏弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｈａｒｖｅｙｉ）、 变形

杆菌 （Ｐｒｏｔｅｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａ） 和嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 由集美大学病害实验室鉴定并提供。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因克隆和生物信息学分析

根据鳗鲡转录组库基因序列， 设计 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 开放阅读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 特异性扩

增引物 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃Ｆ （ ５􀆳⁃ＡＴＧＡＡＧＣＣＴＴＣＣＡＴＣＡＴＣ⁃３􀆳） 和 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃Ｒ （ ５􀆳⁃ＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＣＣＴＴＧ⁃３􀆳）。
引物均由厦门铂瑞生物技术有限公司合成。 ＰＣＲ 扩增运行程序： ９４ ℃ ４ ｍｉｎ； ９４ ℃ １ ｍｉｎ， ５０ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 扩增体系如下： ２ × Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｐｒｏｍｅｇｅ） ２５ μＬ， Ａｒｎｋ⁃
ｌｙｓｉｎ⁃Ｆ 和 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃Ｒ 各 ２􀆰 ５ μＬ， ｃＤＮＡ （肝脏） ２ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ １８ μＬ。 用 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 软件（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ⁃５． ０ ／ ）在线预测信号肽及其切割位点； 在 ＳＭＡＲＴ 网站（ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ）预测蛋白质结构域； 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）在线预测蛋白质分子量和理论等电点 （ ｐＩ）； 使用 ＧｅｎｅＤｏｃ 软件进行多序列比对， 使用

ＭＥＧＡ１１ 软件构建系统进化树。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８最小抑菌和杀菌浓度分析

通过 ＣＡＭＰＲ３ 抗菌肽数据库网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｇｄｃ． ｃｎｃｂ． ａｃ． ｃｎ ／ ｄａｔａｂａｓｅｃｏｍｍｏｎｓ ／ ｄａｔａｂａｓｅ ／ ｉｄ ／ １７６７）预
测 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌肽段， 并结合 ＡＰＤ３ 抗菌肽数据库网站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｐｓ． ｕｎｍｃ． ｅｄｕ ／ ＡＰ ／ ）， 设计合成预

测的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌肽段 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ ， 并由上海生工生物工程股份有限公司合成。 将活化的金黄色

葡萄球菌、 嗜水气单胞菌、 鳗弧菌、 铜绿假单胞菌、 哈维氏弧菌、 变形杆菌、 大肠杆菌、 希瓦氏菌、
阴沟肠杆菌、 豚鼠气单胞菌和维氏气单胞菌， 用 Ｍｕｅｌｌｅｒ⁃Ｈｉｎｔｏｎ （ ＭＨ） 培养基和磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ） 稀释， 调整菌悬液浓度至 １ × １０５ ～ １ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 参照 Ｗｉｅｇａｎｄ 等的
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研究方法［１９］ ， 在 ９６ 孔细胞培养板中， 依次加入不同浓度的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 抗菌肽 （０、 ６、 １２、 ２４、
４８ 和 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和稀释的上述菌悬液 （１ × １０５ ～ １ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ） 各 ５０ μＬ。 每个样品设置 ３ 个平

行， ２８ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ， 然后测定其 ６００ ｎｍ 下的吸光度值 Ａ（６００）。 培养 １８ ～ ２４ ｈ 后， 当肉眼观察

到微孔中细菌与培养前没有明显浊度变化， 且 Ａ（６００）值与阴性对照 （ＭＨ 培养基） 相比没有显著变

化， 则以其所对应的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 浓度作为最小抑菌浓度 （ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ）。
从上述阴性对照组和待测实验组各孔中分别取 ５ μＬ 菌液滴于含有 ＭＨ 固体培养基的培养板上， 于 ２８ ℃
正置培养 ２４ ～ ４８ ｈ， 分析其最小杀菌浓度 （ｍｉｎｉｍａｌ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＢＣ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 膜通透性分析

将过夜培养的嗜水气单胞菌， ３０００ｇ 离心 ３ ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 调整菌悬液浓度为 １ ×
１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 然后与 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 孵育 １、 ３、 ６ ｈ， 用碘化丙啶 （ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，
ＰＩ） 染色， 最后参照文献 ［２０］ 的方法通过流式细胞仪进行检测分析。 结果的分析依据： 以处理前

细菌的荧光信号为对照， 若实验组荧光信号明显增强， 即 ＰＩ 染料通过细胞膜大量进入细胞内， 说明

抗菌肽导致细胞膜通透性增强。
１􀆰 ２􀆰 ４　 扫描电子显微镜 （ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＳＥＭ） 分析

为进一步探究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对嗜水气单胞菌细胞膜的影响， 用扫描电镜按文献 ［２１］ 的方法进

行观察分析。 将 １ ｍＬ １ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的嗜水气单胞菌 ３０００ｇ 离心 ３ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 随后与

９６ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９ － ９８室温孵育 １ ｈ， 再 ３０００ｇ 离心 ３ ｍｉｎ， 去除上清液后加入戊二醛固定。 将固

定后的样品送至中科百测公司进行 ＳＥＭ 分析， 观察经 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８处理后的嗜水气单胞菌细胞膜结

构是否破损。
１􀆰 ２􀆰 ５　 基因组 ＤＮＡ 影响分析

为进一步探究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对嗜水气单胞菌基因组 ＤＮＡ 的影响， 将嗜水气单胞菌过夜培养后，
利用 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提取其基因组 ＤＮＡ， 然后取不同浓度 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ （０、 ６、 １２、 ２４、
４８ 和 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ５ μＬ， 与 ５ μＬ 嗜水气单胞菌基因组 ＤＮＡ （质量浓度为 ６０ ｎｇ ／ μＬ） 分别混匀，
２８ ℃孵育 ２ ｈ， 最后通过 １％ （体积分数） ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。 结果的分析依据： 若嗜水

气单胞菌基因组 ＤＮＡ 随 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８浓度的增加， 条带迁移明显滞后， 说明 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８已与细菌

基因组 ＤＮＡ 结合。

图 1 ArNk-lysin 序列分析
Fig.1 ArNk-lysin sequential analysis

加粗 ATG 和 TGA 分别代表起始密码子和终止密码子； 方框内为
引物序列； 下画线序列为信号肽； 阴影部分为 Sap B 结构域； 圆

圈为保守的半胱氨酸。

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因克隆及其生物信息学分析

以美洲鳗鲡肝脏 ｃＤＮＡ 作为模板， 用

ＰＣＲ 技术成功克隆到 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因 ＯＲＦ 序

列。 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因 ＯＲＦ 序列大小为 ３９６ ｂｐ，
编码 １３１ 个氨基酸。 生物信息学分析结果显

示： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 前体蛋白质分子量大小约为

１４􀆰 ８ ｋｕ， ｐＩ 值为 ９􀆰 ２６； ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 包含一个

信号肽， 一个 Ｓａｐ Ｂ 结构域， ６ 个保守的半

胱氨酸 （见图 １）。
选取具代表性的哺乳类和鱼类 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ

与 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 进行多序列比对分析， 结果

（见表 １） 表明： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 与鲤 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ４ 序

列同源性最高， 为 ８７％ ； 与鲤 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ 同

源性为 ７５％ ， 居其次； 与斑马鱼 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １、
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Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ４ 同源性均为 ６２％ ； 与红鳍东方鲀 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ 同源性为 ５８％ ； 与金鲳 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 同源性为

５７ ％ 。
多序列比对结果 （见图 ２） 显示： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 与其他鱼类和哺乳类一样都含有一个保守的 Ｓａｐ Ｂ

结构域， 且有 ６ 个半胱氨酸 （Ｃｙｓ５０、 Ｃｙｓ５３、 Ｃｙｓ８０、 Ｃｙｓ９１、 Ｃｙｓ１１６、 Ｃｙｓ１２２）， 说明 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 是鞘

脂激活蛋白样蛋白 （ｓａｐｏｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＳＡＰＬＩＰ） 家族成员。
进化树分析结果 （见图 ３） 发现： 哺乳类和鱼类 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 分为两大支； 在鱼类中， ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 与

鲤 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １、 斑马鱼 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２ 和 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ 归为一小支。

表 １　 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 多重序列比对结果及系统发育分析序列登录号

Ｔａｂ􀆰 １　 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｒｅｓｕｌｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

物种 基因 登录号 相似度 ／ ％

金鲳 Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ＱＧＲ１５３６１． １ ５７

大菱鲆 Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ＡＰＤ５１５５２． １ ３６

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ＡＩＬ２５７９１． １ ５

欧洲鲈 Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ＡＳＤ５６６９６． １ ５

红鳍东方鲀 Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ＸＰ＿００３９６２７５５． １ ５８

大弹涂鱼 Ｂｏｌｅｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｐｅｃｔｉｎｉｒｏｓｔｒｉｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ＸＰ＿０２０７７５４５６． １ ４４

大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ＮＰ＿００１ ３２

大西洋鲱 Ｃｌｕｐｅａ ｈａｒｅｎｇｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ＸＰ＿０１２６７８０９４． ２ ４１

草鱼 Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ＡＯＴ８０７９８． １ ５３

鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２ ＡＯＴ８０８００． １ ５２

鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ ＸＰ＿０１８９２６６３０． １ ７５

鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ４ ＸＰ＿０１８９４７９７５． １ ８７

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ５ ＡＫＴ７４３２４． １ ６

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １ ＸＰ＿０２１３２８７５９． １ ６２

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ４ ＡＫＴ７４３２３． １ ６２

斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ ＡＢＣ１７９９５． １ ５３

斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １ ＡＡＹ１６１２２． １ ３７

斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２ ＡＢＣ１７９９４． １ ５３

鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １ ＸＰ＿０１８９７６５１８． ２ ４５

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２ ＡＫＴ７４３２１． １ ４４

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ ＡＫＴ７４３２２． １ ５２

人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＧＮＬＹ（ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ） ＮＰ＿００６４２４． ２ ４

马 Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ ＡＡＮ１０１２２． ３ ３９

猪 Ｓｕｓ ｓｃｏｒｆａ ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ ＮＰ＿００１２６５６８４． １ １４
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图 2 ArNk-lysin 与其他物种 Nk-lysin 成熟肽多序列比对分析结果
Fig.2 Alignment result of ArNk-lysin mature peptide amino acid sequences and other species
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图 3 脊椎动物 Nk-lysin 成熟肽系统进化分析结果
Fig.3 Phylogenetic analysis result of Nk-lysin mature peptide amino acid sequences from vertebrate

２􀆰 ２　 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 最小抑菌浓度和最小杀菌浓度

根据 ＣＡＭＰＲ３ 抗菌肽数据库预测， 将 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 分段肽 （从信号肽开始的第 ７９—９８ 个氨基

酸） 委托上海生工生物工程股份有限公司进行固相合成。 合成肽的氨基酸序列是 ＶＣＫＲＭＰＦＬＶＲ⁃
ＧＩＣＫＲＶＶＳＫＹ， 合成肽的分子量为 ２􀆰 ３８ ｋｕ， 带正电荷的氨基酸数为 ６， 等电点为 １０􀆰 ４７， 合成纯度均

超过 ９８％ ， 并且易溶解于 ｄｄＨ２ Ｏ、 １ × ＰＢＳ （ｐＨ ＝ （７􀆰 １ ± ０􀆰 １）） 等常见溶剂， 可用于后续实验。
本实验选择 １１ 种细菌进行抗菌活性研究， 其中革兰氏阳性菌 １ 种和革兰氏阴性菌 １０ 种。 实验结

果 （见表 ２） 显示： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对革兰氏阴性菌， 如嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度 （ ＭＩＣ 值） 为

１２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 最小杀菌浓度 （ＭＢＣ 值） 为 ４８ μｍｏｌ ／ Ｌ； 对鳗弧菌、 铜绿假单胞菌、 哈维氏弧菌和变形

杆菌的 ＭＩＣ 值为 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ； 对大肠杆菌的 ＭＩＣ 值为 ４８ μｍｏｌ ／ Ｌ； 对表 ２ 中 ７ 种菌的 ＭＢＣ 值为 ４８ ～
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９６ μｍｏｌ ／ Ｌ， 或大于 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ （铜绿假单胞菌）； 对革兰氏阳性金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值为 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ＭＢＣ 值为 ４８ μｍｏｌ ／ Ｌ。 此外， ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对希瓦氏菌、 阴沟肠杆菌、 豚鼠气单胞菌、 维氏气单胞菌

无明显抑制作用 （结果未展示）。 实验结果表明： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对革兰氏阳性菌 （金黄色葡萄球菌）
和革兰氏阴性菌 （嗜水气单胞菌、 鳗弧菌、 哈维氏弧菌等） 均具有抗菌活性。

表 ２　 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８合成肽抗菌活性分析结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８

菌种　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＭＩＣ ／ （μｍｏｌ·Ｌ － １ ） ＭＢＣ ／ （μｍｏｌ·Ｌ － １ ）

革兰氏阳性菌 　 　 金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２４ ４８

革兰氏阴性菌

　 　 嗜水气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ １２ ４８

　 　 鳗弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ ２４ ４８

　 　 铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ２４ ＞ ９６

　 　 哈维氏弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｈａｒｖｅｙｉ ２４ ４８

　 　 变形杆菌 Ｐｒｏｔｅｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａ ２４ ９６

　 　 大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ４８ ９６

２􀆰 ３　 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对嗜水气单胞菌膜通透性的影响

为探究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对细菌细胞膜通透性的影响， 选用嗜水气单胞菌作为研究对象进行实验。
在细菌膜通透性增加后， ＰＩ 染料通过渗透细菌外膜进入细菌内， 并与细菌 ＤＮＡ 结合产生荧光， 其荧

光信号可被流式细胞仪检测到， 据以分析 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对细菌细胞膜通透性的影响。 实验结果 （见

图 ４） 显示： 对照组嗜水气单胞菌， 以 ＰＩ 荧光强度 １０５ 为分界线， 分界线左侧细菌数量占总数的

４２􀆰 ５９％ ， 分界线右侧细菌数量占总数的 ５７􀆰 ４１％ ； 将嗜水气单胞菌与 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８共同孵育 １ ｈ 后，
分界线左侧细菌数量占总数的 ２５􀆰 ６５％ ， 分界线右侧细菌数量占总数的 ７４􀆰 ３５％ ； 将嗜水气单胞菌与

ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８共同孵育 ３ ｈ 后， 分界线左侧细菌数量占总数的 １５􀆰 ０５％ ， 分界线右侧细菌数量占总数

的 ８４􀆰 ９５％ ； 将嗜水气单胞菌与 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 共同孵育 ６ ｈ 后， 分界线左侧细菌数量占总数的

１０􀆰 ０４％ ， 分界线右侧细菌数量占总数的 ８９􀆰 ９６％ 。 以上结果表明： 随着 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与嗜水气单胞

菌共同孵育时间的延长 （１、 ３、 ６ ｈ）， 流式细胞仪所检测的细菌 ＰＩ 荧光强度逐渐增大， 分界线右侧

细菌数量逐渐增加， 表明 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８使嗜水气单胞菌的细胞膜通透性逐渐增强， 促进 ＰＩ 渗入。
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图 4 ArNk-lysin79-98 对嗜水气单胞菌膜通透性的影响
Fig.4 The effect of ArNk-lysin79-98 on the permeability of the A. hydrophila cell membrane
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２􀆰 ４　 ＳＥＭ 观察 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对嗜水气单胞菌形态结构的影响

为进一步研究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８对嗜水气单胞菌形态结构的影响， 在 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与嗜水气单胞菌

共同孵育处理后， 用 ＳＥＭ 观察其对细菌外膜结构的影响。 结果 （见图 ５） 显示： 对照组嗜水气单胞

菌表面光滑， 外膜无破损， 形态结构完整； 而 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８处理后的嗜水气单胞菌细胞膜表面粗糙、
皱缩， 甚至产生穿孔。 上述结果表明： ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８具有引起嗜水气单胞菌细胞膜结构破损的活性，
并可能导致细菌细胞内容物泄露， 引起细菌死亡。

图 5 ArNk-lysin79-98 对嗜水气单胞菌细胞膜影响的 SEM 观察分析图
Fig.5 Analysis of the effect of ArNk-lysin79-98 on the cell membrane of A. hydrophila by SEM

黄色箭头指示皱缩变形的细菌细胞膜； 红色箭头指示细胞膜破损的嗜水气单胞菌。
对照组 处理组

嗜
水

气
单

胞
菌

２􀆰 ５　 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与嗜水气单胞菌基因组 ＤＮＡ 结合分析

将 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与提取的嗜水气单胞菌基因组 ＤＮＡ 共同孵育， 带正电荷的 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与带

负电的细菌基因组 ＤＮＡ 相互影响。 孵育后进行琼脂糖凝胶电泳， 若 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 与细菌基因组

ＤＮＡ 结合， 将导致 ＤＮＡ 移动阻力增加， 条带迁移速率变慢。 结果 （见图 ６） 显示： 在不同浓度的

ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ （０、 ６、 １２、 ２４、 ４８、 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 条件下， ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳条带的亮度和迁移

·６２３·
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图 6 ArNk-lysin79-98 与嗜水气单胞菌基因组 DNA
结合琼脂糖凝胶电泳分析

Fig.6 The analysis of ArNk-lysin79-98 bound to
A. hydrophila genomic DNA by
agarose gel electrophoresis

c(ArNk-lysin79-98 )/(μmol·L-1)距离保持一致； 并且， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 相比， 其他各浓

度对应的 ＤＮＡ 条带并未出现明显阻滞现象。 这说明

美洲鳗鲡 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ 合成肽不能结合嗜水气单胞

菌基因组 ＤＮＡ， 因此其抗菌、 杀菌作用可能是通过破

坏细菌细胞膜所致。

３　 讨论
在本研究中， 利用 ＰＣＲ 技术成功克隆美洲鳗鲡

Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因。 生物信息学分析发现， 在结构上，
Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因编码的氨基酸序列与其他鱼类［２２ － ２４］ 及

哺乳类［２５］的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 氨基酸序列有相似的结构特征，
包括一段信号肽序列和一个 Ｓａｐ Ｂ 结构域。 成熟肽多重序列比对发现， ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 有 ６ 个保守的半胱

氨酸可形成 ３ 个分子内二硫键， 而二硫键是 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 发挥抗菌活性的关键， 这进一步表明美洲鳗鲡

ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 是 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 家族成员。
本研究进化树分析发现， 哺乳类和鱼类的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 分为两大支。 在鱼类中， 美洲鳗鲡 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ

与鲤 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １ 及斑马鱼 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２、 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３ 聚为一支， 其他鱼类 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 聚为另一支。 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 在

斑马鱼中有 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ １、 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ２、 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ３、 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ４ 和 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ ５ 五个亚型， 鲤也有四个 Ｎｋ⁃ｌｙ⁃
ｓｉｎ 亚型， 而本研究美洲鳗鲡中仅克隆到一个 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ， 因此美洲鳗鲡是否存在其他 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 亚型还

需要进一步研究。 美洲鳗鲡 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 分支距离长， 与其他物种差异较大， 表明基因进化过程中不同物

种 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 存在不同的环境适应性。
为进一步研究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 的抗菌活性， 本研究通过 ＣＡＭＰＲ３ 网站对 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌肽段进行分

析， 发现其含有一段可能具有抗菌活性的肽段 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８ ， 然后通过抑菌活性研究发现 ＡｒＮｋ⁃ｌｙ⁃
ｓｉｎ７９—９８对革兰氏阳性菌 （金黄色葡萄球菌） 和革兰氏阴性菌 （嗜水气单胞菌、 鳗弧菌、 铜绿假单胞

菌、 哈维氏弧菌、 变形杆菌和大肠杆菌） 均具有抑菌活性。 已有研究发现， 黄颡鱼 （Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌ⁃
ｖｉｄｒａｃｏ） Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌肽对金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌等具有抑菌活性［２６］ ， 许氏平鲉 （ Ｓｅｂａｓｔｅｓ
ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ） Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌短肽对金黄色葡萄球菌、 鳗弧菌也有抑制活性［１５］ 。 本研究 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８抗菌

活性实验表明， ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 作为美洲鳗鲡的一种小分子抗菌肽， 可能在鳗鲡抵御病原菌感染中发挥重

要作用， 这与已有研究［１５，２６］的报道结果相似。
嗜水气单胞菌是水产养殖中常见的致病菌之一［２７］ ， 影响鳗鲡养殖业的可持续发展。 为进一步了

解 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８的杀菌机制， 本研究通过流式细胞技术研究发现， 随着 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８与细菌孵育时

间 （１、 ３、 ６ ｈ） 的延长， 荧光信号逐渐增强， 说明细菌细胞膜渗透性发生改变， 导致荧光染料渗透

入细菌细胞； 进一步通过 ＳＥＭ 观察发现， ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８能引起嗜水气单胞菌细胞膜结构破坏， 细菌

细胞外膜萎缩破裂， 可能导致细菌细胞内容物泄露， 进而引起细菌死亡。 这与许氏平鲉［１５］ Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 的

研究结果相符。 已有研究发现， 抗菌肽除了膜作用机制外， 也可靶向细菌细胞内成分， 通过影响细胞

内代谢活性， 如结合细菌 ＤＮＡ、 阻断酶活性等， 抑制 ＤＮＡ、 ＲＮＡ 或蛋白质的合成进而杀死细

菌［２８ － ２９］ 。 本研究发现 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８在体外并不结合嗜水气单胞菌基因组 ＤＮＡ， 因此其可能主要是通

过膜作用机制进行杀菌， 而不是通过结合细菌 ＤＮＡ 影响细胞活性来达到杀菌目的。

４　 结论
本研究成功克隆了美洲鳗鲡 Ａｒｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 基因， 其具有类似其他物种 Ｎｋ⁃ｌｙｓｉｎ 的信号肽、 Ｓａｐ Ｂ 结构

域以及 ６ 个保守半胱氨酸。 研究发现其肽段 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ７９—９８具有抗菌活性， 能显著抑制革兰氏阳性菌

（如金黄色葡萄球菌） 和革兰氏阴性菌 （如嗜水气单胞菌、 鳗弧菌、 铜绿假单胞菌、 哈维氏弧菌、 变

·７２３·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

形杆菌和大肠杆菌） 的生长。 进一步研究发现 ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 可改变嗜水气单胞菌外膜的通透性， 引起外

膜皱缩、 结构破损、 细菌细胞内容物泄露， 最终导致细菌死亡。 本研究为美洲鳗鲡先天免疫反应中

ＡｒＮｋ⁃ｌｙｓｉｎ 抗菌肽的抗菌作用机制提供依据， 其可能具有替代抗生素作为新型水产抗菌药物的潜在

价值。
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