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菲律宾蛤仔二种I型溶菌酶的重组表达和抑菌活性
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摘要：为研究病原微生物刺激后，菲律宾蛤仔I型溶菌酶的免疫应答反应，实验采用重
组表达技术，从菲律宾蛤仔中得到2种I型溶菌酶的重组蛋白rVpILYZ-1和rVpILYZ-2，发
现其均具有较为广谱的抑菌活性；其中，rVpILYZ-1对副溶血弧菌、灿烂弧菌和藤黄微
球菌等具较强的抑菌活性，而rVpILYZ-2对副溶血弧菌抑菌活性较强，且二者均通过非
酶抑菌活性和胞壁酸酶活性来发挥抑菌作用。结果显示，rVpILYZ-1最适pH和温度分别
为6.5和20 °C，而rVpILYZ-2最适pH和温度则分别为4.5和10 °C。此外，rVpILYZ-1和
rVpILYZ-2均具免疫调理活性，能够促进血细胞对病原菌的吞噬作用。研究表明，
VpILYZ-1和VpILYZ-2在菲律宾蛤仔清除病原微生物的免疫应答反应中发挥重要作用。
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溶菌酶(E.C. 3.2.1.17)是体液免疫的关键组分

之一，在宿主免疫防御中发挥着重要的保护作

用 [1]。研究发现，溶菌酶具有胞壁酸酶活性，能

够剪切细菌细胞壁中N-乙酰胞壁酸和N-乙酰氨

基葡糖之间的β-1，4-糖苷键，导致细菌裂解 [2]。

目前，动物界中主要发现了3种类型的溶菌酶，

分别为C型(鸡型或传统型)、G型(鹅型)和I型(无
脊椎动物型)溶菌酶[3]。

I型溶菌酶是无脊椎动物所特有的一类免疫

效应因子，参与机体对入侵病原微生物的清除

反应。早在1975年，Jollès等 [4]首次在红海盘车

(Asterias rubens)中发现了I型溶菌酶的存在，由此

揭开了I型溶菌酶研究的序幕。迄今为止，已在

环节动物[5]、软体动物[6]、节肢动物[7]等多种无脊

椎动物中发现了 I型溶菌酶的存在。研究发现，

无脊椎动物 I型溶菌酶具有较为广谱的抑菌活

性，对多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌表现

出显著的抑菌活性，且这种抑菌活性被认为与

其胞壁酸酶活性密切相关[8]。

目前，虽然已在软体动物中发现了多种I型

溶菌酶的存在，但关于软体动物I型溶菌酶的生

理生化特征及其抑菌活性研究仍相对匮乏。菲

律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)是我国海水养

殖的重要经济贝类之一。然而，近年来病害的

频繁暴发已严重影响了其产业的健康可持续发展，

阐明菲律宾蛤仔的先天性防御机制可为其病害

防控和良种选育提供借鉴。在已获得的2种菲律

宾蛤仔I型溶菌酶基因(VpILYZ-1，GenBank注册

号：GQ384413；VpILYZ-2，GenBank注册号：

KU221017)的基础上，本研究比较了此2种I型溶

菌酶的抑菌活性和最适酶活性条件等，研究结

果对深入了解菲律宾蛤仔的先天性免疫防御机

制具有重要意义，也可为水产免疫制剂的研发提

供参考。

1    材料与方法

1.1    菲律宾蛤仔cDNA模板制备

菲律宾蛤仔购自烟台当地水产市场，个体

平均大小为30~40 mm，置于20~22 °C海水中暂养
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1周后开始实验。采集菲律宾蛤仔的鳃组织，利

用Trizol(Invitrogen公司)提取样品总RNA，采用

M-MLV反转录酶(Promega公司)反转录获得相应

的cDNA模板。

1.2    蛋白重组表达与复性

根据菲律宾蛤仔 I型溶菌酶 (VpILYZ-1和
VpILYZ-2)的cDNA序列，设计用于原核表达的特

异性引物，分别在正、反向引物5′端加入Nde I和
Sac I酶切位点。以制备的鳃组织cDNA为模板，

通过重组引物 (rVpILYZ-1F：5′ -CATATGAG-
GGAAACACTACGGGATGA-3 ′， rVpILYZ-
1R：5′-GAGCTCTCATTACGAGTATTTCACCC-
CTTTA-3′；rVpILYZ-2F：5′-CATATGGGTGTG-
ATAGAAAATCCTGTATCATTG-3′，rVpILYZ-
2R：5′-GAGCTCCTATGAATTCCAGACGCA-
CCCG-3′)分别扩增VpILYZ-1和VpILYZ-2成熟肽

的编码序列。PCR反应条件：94 °C预变性5 min；
94 °C变性30 s，55 °C退火45 s，72 °C延伸  60 s，
35个循环；72 °C 终延伸10 min。使用琼脂糖凝

胶电泳检测扩增产物，经琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒(天根生化科技有限公司)纯化扩增产物，

与pMD18T-simple载体[宝生物工程(大连)有限公

司]连接过夜，将重组质粒转化至大肠杆菌(Esche-
richia coli)DH5α感受态细胞。经菌落PCR筛选阳

性菌株后，送生工生物工程(上海)股份有限公司

进行测序，验证序列正确性。

按照Plasmid Mini Kit说明书(Omega Bio-tek公
司)，分别提取重组质粒和pET-21a(+)空白质粒，

使用Nde I和Sac I进行双酶切反应，回收酶切目

的片段VpILYZ-1和VpILYZ-2；随后，采用T4

DNA连接酶 [宝生物工程 (大连 )有限公司 ]连接 -
目的片段与pET-21a(+)载体，构建pET-21a(+)-
VpILYZ-1和pET-21a(+)-VpILYZ-2重组质粒，并

分别转化至E. coli DH5α。经菌落PCR反应检测，

筛选阳性克隆并进行测序验证，提取构建的质

粒转化至E. coli BL21(DE3)感受态细胞，涂布于

含Amp(氨苄青霉素，50 μg/mL)的LB平板，37 °C
倒置培养过夜。从平板中挑取单菌落，分别接

种于含Amp(50 μg/mL)的LB液体培养基中，37 °C
振荡培养3 h；加入异丙基硫代 -β-D-半乳糖苷

(IPTG)至终浓度为0.5 mmol/L，继续培养诱导4 h，
对照组为不添加 IPTG的菌液样品。诱导结束

后，离心培养基收集菌体，重悬于适量Buffer I
中 (NaCl 29.3 g，咪唑34 g，19 mL 0.5 mol/L

NaH2PO4和18 mL 0.5 mol/L Na2HPO4，加蒸馏水

至1 L)；低温超声波破碎细胞，将破碎后的菌液

10 000 r/min离心10 min，收集上清液。采用金属

螯合层析方法，利用组氨酸侧链上的咪唑基与

金属离子(Ni2+)的螯合特性，纯化获得带有His-
Tag的融合重组蛋白。经15% SDS-PAGE分离胶

电泳分析，考马斯亮蓝-R250染色观察蛋白纯化

效果。参照实验室已建立的蛋白复性方法 [9]，将

含有目的蛋白的样品进行尿素梯度溶液复性。复

性后蛋白分装，并保存于–80 °C超低温冰箱中

备用。

1.3    重组蛋白的最适活性条件测定

以溶壁微球菌冻干粉 (Sigma公司 )为底物，

分别测定rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的最适pH和最

适温度 [10]。选用的pH范围为3.5~10.0(pH间隔为

0.5)，温度范围为10~60℃(温度间隔10℃)，每个

处理设置3个重复，将测定的最高活性设置为100 %
进行数据处理[11]。

1.4    重组蛋白的抑菌活性分析

以革兰氏阳性菌 [藤黄微球菌 (Micrococcus
luteus)]和革兰氏阴性菌[鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、
阴沟肠杆菌(Entherobacter cloacae)、哈氏弧菌(V.
harveyi)、灿烂弧菌(V. splendidus)、产气肠杆菌

(E. aerogenes)、副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)]
为供试菌株，测定rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的最小

抑菌浓度。将梯度稀释的rVpILYZ-1和rVpILYZ-
2加入到96孔板中，分别向每孔中加入适量菌悬

液(细菌终浓度为5×105 CFU/mL)；室温孵育24 h
后，OD600读数，每个处理设置3个平行。实验过

程中，以加入空白载体pET-21a(+)表达纯化产物

的实验组为阴性对照组。

使用平板计数法，测定rVpILYZ-1和rVpILYZ-
2蛋白的抑菌活性。分别培养产气肠杆菌和鳗弧

菌至对数生长期，离心后采用PBS缓冲液洗涤菌

体；采用PBS缓冲液重悬菌体(细菌浓度为1×107

CFU/mL)，分别加入rVpILYZ-1或rVpILYZ-2至终

浓度为4 μmol/L；取混合菌悬液 (1次 /min，共

21次)，进行10倍系列稀释，取10 μL稀释液涂布

于固体培养基上，室温孵育24 h后计数，每个处

理设置3个平行。以加入空白载体pET-21a(+)表达

纯化产物的实验组为阴性对照组。

1.5    重组蛋白的非酶抑菌活性测定

以产气肠杆菌和鳗弧菌为供试菌株，采用
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比浊法测定热处理后rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的抑

菌效果。取培养至对数生长期的细菌，2 000 r/min
离心5 min收集菌体，采用PBS缓冲液洗涤并稀释

菌体至OD600为0.5。将rVpILYZ-1和rVpILYZ-2煮
沸15 min，加入菌悬液至蛋白终浓度为4 μmol/L，

每隔2 min采用酶标仪测定OD600吸光值，每个处

理设置3个平行。以加入空白载体pET-21a(+)表达

纯化产物组作为阴性对照。

1.6    重组蛋白的胞壁酸酶活性测定

用PBS缓冲液溶解肽聚糖(PGN, Sigma)，分

别加入rVpILYZ-1或rVpILYZ-2，37 °C孵育0.5 h
后测定样品吸光值OD450，通过测定加入溶菌酶

后吸光值的变化测定胞壁酸酶活性[11]。加入空白

载体pET-21a(+)表达纯化产物的组作为阴性对照，加

入鸡卵清溶菌酶(HEWL)的组作为阳性对照。实

验过程中，每个处理设置3个平行。

1.7    重组蛋白的促吞噬活性测定

选取藤黄微球菌和灿烂弧菌为供试菌株，测

定rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对血细胞吞噬活性的影

响。具体方法：培养菌株至对数生长期，收集、

重悬供试菌株至OD600为0.4。采集新鲜的菲律宾

蛤仔血淋巴，3 000 r/min离心10 min(4 °C)收集血

细胞，经PBS缓冲液洗涤、重悬后，加入重组蛋

白至终浓度为4 μmol/L；随后，加入5 μL藤黄微

球菌或灿烂弧菌悬液，18 °C孵育30 min。吸取适

量混合液涂布于载玻片上，室温沉降45 min，甲

醇固定10 min后进行吉姆萨染色。利用显微镜观

察重组蛋白对血细胞吞噬活性的影响，每张载

玻片随机计数100个血细胞计算吞噬率。吞噬率

(%)=(吞噬细菌血细胞数/100个被计数的血细胞)×
100%。每个实验组设置3个平行，以添加空白载

体pET-21a(+)表达纯化产物的组作对照组。

1.8    数据分析与处理

所有实验数据均以3个平行数据的平均值表

示，实验数据采用单因素方差分析(One-Way AN-
OVA)，显著性水平设置为P<0.05,极显著性为P<
0.01。

2    结果

2.1    VpILYZ-1和VpILYZ-2的重组表达

采用基因特异性引物，分别扩增编码VpILYZ-1

和VpILYZ-2成熟肽的基因片段，构建重组表达

载体，并转化至表达菌E. coli BL21(DE3)。经IPTG
诱导后，采用SDS-PAGE检测，发现重组VpILYZ-1
和VpILYZ-2蛋白均被成功诱导表达。其中，重

组蛋白rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的分子量分别为22.5
和16.5 ku(图1)，均与预测蛋白的分子量相一致。

重组蛋白经亲和层析纯化和尿素梯度溶液复性

后，采用BCA法测定rVpILYZ-1和rVpILYZ-2蛋白

浓度分别为323.6和372.2 μg/mL。

2.2    pH、温度对重组蛋白溶菌活性的影响

分别设置14个pH梯度(pH 3.5~10.0)和6个温

度梯度(10~60℃)，测定了pH和温度对-rVpILYZ-

1和rVpILYZ-2溶菌活性的影响。结果发现，rVpI-

LYZ-1在pH 6.5时溶菌活性最高，而在pH 3.5时活

性最低，为最高活性的72.9%(图2-a)；rVpILYZ-1

的最适溶菌温度为20 °C(图2-b)，在其他温度下

溶菌活性均显著降低。对rVpILYZ-2而言，pH 4.5

时溶菌活性最高，而在pH 10.0时活性最低，仅

为最高活性的70.0%(图2-a)；rVpILYZ-2的最适溶

菌温度为10 °C，且在20~40℃范围内溶菌活性均

ku
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图 1    重组蛋白rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的

SDS-PAGE分析

M. 蛋白Marker；1. 未诱导的rVpILYZ-1菌株；2. IPTG诱导后的

rVpILYZ-1菌株；3. 纯化后的rVpILYZ-1；4. 未诱导的rVpILYZ-
2菌株；5. IPTG诱导后的rVpILYZ-2菌株；6. 纯化后的rVpILYZ-2

Fig. 1    SDS-PAGE analysis of the recombinant
VpILYZ-1 and VpILYZ-2

M. protein Marker; 1. negative control for rVpILYZ-1, without IPTG
induction; 2. induced rVpILYZ-1; 3. purified rVpILYZ-1; 4. negative
control for rVpILYZ-2, without IPTG induction; 5. induced rVpILYZ-1;
6. purified rVpILYZ-2
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保持在最高活性的60%以上(图2-b)。

2.3    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的抑菌活性

利用供试菌株，测定重组蛋白 rVpILYZ-1
和rVpILYZ-2的抑菌谱。rVpILYZ-1和rVpILYZ-2
均具有较为广谱的抑菌能力，其中rVpILYZ-1对
供试的副溶血弧菌、灿烂弧菌、藤黄微球菌、

产气肠杆菌和阴沟肠杆菌均表现出较强的抑制

作用 (最小抑菌浓度介于1.1~2.2 μmol/L)，但对

哈氏弧菌和鳗弧菌的抑菌活性稍弱 (表1)。与

rVpILYZ-1相比，rVpILYZ-2抑菌活性相对较弱，

仅对副溶血弧菌抑菌效果较强(表1)。
以产气肠杆菌和鳗弧菌为供试菌株，采用

平板计数法测定重组蛋白rVpILYZ-1和rVpILYZ-2
的抑菌活性(图3)。结果发现，rVpILYZ-1和rVpILYZ-
2对产气肠杆菌和鳗弧菌均具有快速的抑制作

用。经rVpILYZ-1和rVpILYZ-2处理后，产气肠杆

菌和鳗弧菌的数量均呈降低趋势，且rVpILYZ-1
的抑菌活性强于rVpILYZ-2。

表 1    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2最小抑菌浓度

Tab. 1    MIC analysis of rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2

测试菌

bacterias

MIC/(μmol/L)

rVpILYZ-1 rVpILYZ-2

革兰氏阳性菌　Gram-positive bacteria

藤黄微球菌　M. luteus 1.1~2.2 2.2~4.4

革兰氏阴性菌　Gram-negative bacteria

鳗弧菌　V. anguillarum 2.2~4.4 4.4~8.8

阴沟肠杆菌　E. cloacae 1.1~2.2 2.2~4.4

哈氏弧菌　V. harveyi 3.3~6.6 3.3~6.6

灿烂弧菌　V. splendidus 1.1~2.2 2.2~4.4

产气肠杆菌　E. aerogenes 1.1~2.2 2.2~4.4

副溶血弧菌　V. parahaemolyticus 1.1~2.2 1.1~2.2

注：MIC为抑制微生物生长的最小浓度

Notes：MIC is the minimum concentration that inhibits the growth of
microorganisms
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图 2    pH和温度对rVpILYZ-1和rVpILYZ-2

活性的影响

Fig. 2    Effects of pH and temperature on the activities of
rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2
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图 3    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对产气肠杆菌(a)和

鳗弧菌(b)的抑菌活性

Fig. 3    Turbidimetric assay of rVpILYZ-1 and
rVpILYZ-2 against E. aerogenes (a) and

V. anguillarum (b)
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2.4    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的非酶抑菌活性

重组蛋白经沸水煮沸15 min破坏胞壁酸酶等

酶活性后，冷却至室温。以产气肠杆菌和鳗弧菌

为底物，测定其非酶依赖抑菌活性。在rVpILYZ-1
和rVpILYZ-2处理组，产气肠杆菌的OD600吸光值

由初始值0.558分别降低为0.521和0.512(图4-a)，
鳗弧菌的OD600吸光值也由初始值0.458分别降低

为0.405和0.427(图4-b)，而对照组吸光值未出现

明显下降趋势，表明2种重组蛋白热处理后仍然

具有一定的抑菌活性。

2.5    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的胞壁酸酶活性

利用比浊法测定了rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的
胞壁酸酶活性。在PGN溶液中分别加入rVpILYZ-1
和rVpILYZ-2，其吸光值均显著降低，分别由0.640
和0.642降低至0.464(P<0.01)和0.436(P<0.01)(图5)，
表明重组蛋白具有极显著的胞壁酸酶活性。

2.6    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对血细胞吞噬活

性的影响

以藤黄微球菌和灿烂弧菌为应试菌株，测

定了rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对菲律宾蛤仔血细胞

吞噬活性的影响。在对照组中，血细胞对藤黄

微球菌和灿烂弧菌的吞噬率分别为10%和11%；

当加入rVpILYZ-1后，血细胞对藤黄微球菌和灿

烂弧菌的吞噬率分别增加了19%和9%；当加入

rVpILYZ-2后，血细胞对藤黄微球菌和灿烂弧

菌的吞噬率分别增加了13%和11%(图6)。可见，

rVpILYZ-1和rVpILYZ-2能够显著增强血细胞的吞

噬活性。

3    讨论

溶菌酶是生物体先天性免疫系统的重要组

成部分，通常被认为是机体抵御病原侵袭的第

一道屏障 [12]。迄今，I型溶菌酶已被发现广泛存

在于无脊椎动物中 [13]，但对软体动物I型溶菌酶

功能的研究仍然较为有限。本研究探讨了菲律

宾蛤仔2种I型溶菌酶的抑菌活性、最适条件及其

酶活性特性等，可为深入了解菲律宾蛤仔的免

疫防御机制提供科学依据。

由于营滤食性生活，软体动物易遭受水体

中各类潜在病原微生物的侵袭。在本研究中，

rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对供试的革兰氏阳性菌和

革兰氏阴性菌均表现出较强的抑菌活性，表明

VpILYZ-1和VpILYZ-2具有较为广谱的抑菌作

用。类似的结果在皱纹盘鲍(Haliotis discus han-
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图 4    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2对产气肠杆菌(a)和

鳗弧菌(b)的非酶抑菌活性

Fig. 4    Non-enzymatic antibacterial activities of
rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2 against E. aerogenes(a) and

V. anguillarum(b)
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图 5    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的胞壁酸酶活性

**. 具极显著差异(P<0.01)；下同

Fig. 5    Muramidase activity of rVpILYZ-1 and
rVpILYZ-2

**. extremely significant difference (P<0.01); the same below
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nai)和文蛤(Meretrix meretrix)中也有报道，其重组

I型溶菌酶也对多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性

菌表现出较强的抑菌活性 [14-15]。在rVpILYZ-1和
rVpILYZ-2胞壁酸酶活性的实验中，与添加鸡卵

清溶菌酶(HEWL)作阳性对照的处理组相比，该

I型溶菌酶的胞壁酸酶活性较HEWL更强。其中

rVpILYZ-1对供试的副溶血弧菌、灿烂弧菌、藤

黄微球菌、产气肠杆菌和阴沟肠杆菌均表现出

较强的抑制作用。与rVpILYZ-1相比，rVpILYZ-
2抑菌活性相对较弱，仅对副溶血弧菌抑菌效果

较强。有关文献报道了拟穴青蟹(Scylla parama-
mosain)I型溶菌酶的抑菌活性，发现该溶菌酶对

革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及真菌均具有广泛

的抑菌活性，其中对金黄色葡萄球菌(Staphyloco-
ccus aureus)、哈氏弧菌、巨大芽孢杆菌(Bacillus m-
egaterium)及枯草芽孢杆菌(B. subtilis)具有较强抑

菌能力，而对大肠杆菌JM109、白色念珠菌(Candid-
ia albicans)及毕赤酵母GS-115(Pichia pastoris GS-
115)抑菌能力较弱 [16]。二者对比而言，本研究介

绍的I型溶菌酶对副溶血弧菌等菌株的抑菌活性

高于拟穴青蟹I型溶菌酶，但对于哈氏弧菌的抑

菌活性则低于拟穴青蟹I型溶菌酶。另外，在褶

纹冠蚌(Cristaria plicata)中也报道了I型溶菌酶的

存在，该溶菌酶对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性

菌均具抑菌作用，其中对枯草芽孢杆菌抑菌作

用较强，而对大肠杆菌DH5α及表皮葡萄球菌(S.
epidermidis)抑菌能力较弱 [17]。因此，不同物种间

的I型溶菌酶抑菌作用活性虽各具优势，但均能

较为广泛地抑制病原微生物增殖，综上所述，软

体动物I型溶菌酶在抵御病原微生物入侵上发挥

着重要的作用。

在针对菲律宾蛤仔生存环境中常见菌株的

抑菌活性实验中，经rVpILYZ-1和rVpILYZ-2处
理，产气肠杆菌和鳗弧菌吸光值均呈下降趋势，

且rVpILYZ-1的抑菌活性强于rVpILYZ-2。二者虽

同为菲律宾蛤仔I型溶菌酶，但二者之间氨基酸

相似性仅为35.6%。当受环境盐度刺激时，Vp-
ILYZ-1基因在各组织中的表达量均极显著升高，

并随着胁迫时间的延长基因表达量逐渐下降，而

VpILYZ-2基因表达量则随应激时间延长主要呈

升高趋势。猜测二者可能由菲律宾蛤仔的不同

组织部位合成并分泌，在受到外界不同条件刺

激时表现出不同的表达模式，行使其抑菌作用

抵御外界病原微生物入侵[18]。

此外，pH和温度等环境因子已被发现能够

影响溶菌酶的溶菌活性[19]。通常而言，海洋双壳

贝类I型溶菌酶的最适pH低于7.0[14，  17]。例如，褶

纹冠蚌I型溶菌酶在pH 5.5时具有较高的抑菌活

性 [17]。在本研究中，rVpILYZ-1和rVpILYZ-2分别

在pH 6.5和4.5时表现出较高活性，这与紫贻贝

(Mytilus edulis)中的研究结果相类似 [20]。然而，

rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的最适pH与菲律宾蛤仔

中C型和P型溶菌酶的最适pH存在较大差异[12，  14]，

这可能与不同类型溶菌酶的活性位点差异存在

密切相关性[21]，提示不同类型的溶菌酶可协调发

挥作用，共同维持机体免受病原微生物的入侵。

此外，rVpILYZ-1、rVpILYZ-2在温度较低时具有

较高的活性，其最适温度约为10~20 °C，表明

rVpILYZ-1、rVpILYZ-2为低温活性酶，这也与变

温水生动物的生理特性相一致。

一般而言，溶菌酶对病原微生物的抑制途

径主要包括2种方式，即酶依赖性和非酶依赖性

抑菌作用[22]。在本研究中，rVpILYZ-1、rVpILYZ-
2被证实具有酶依赖性和非酶依赖性抑菌活性，

相似的结果在其他无脊椎动物中亦有报道。例

如，在褶纹冠蚌中，2种I型溶菌酶CpLYZs均具

有对溶壁微球菌(Micrococcus lysodeikticus)的酶依

赖和非酶依赖抑菌活性[23]。研究发现，酶依赖性

抗菌活性主要依靠于其胞壁酸酶、几丁质酶或

异肽酶活性来实现 [5]，而非酶依赖性抑菌机理则

相对复杂。目前，对于I型溶菌酶非酶依赖抑菌

活性的研究相对较少，但有文献报道，热处理

25

35

30

20

10

0

5

15

1 2

处理组
treatment groups

吞
噬
率

/%

p
h
ag

o
cy

ti
c 

ra
te

3

藤黄微球菌　M.luteus
灿烂弧菌　V.splendidus

**
** **

**

 
图 6    rVpILYZ-1和rVpILYZ-2的血细胞吞噬活性

1. 对照组，2. rVpILYZ-1，3. rVpILYZ-2

Fig. 6    Phagocytic rates of hemocytes enhanced by
rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2

1. control, 2. rVpILYZ-1, 3. rVpILYZ-2
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后无脊椎动物水蛭(Whitmania pigra)的I型溶菌酶

仍存在非酶依赖性抑菌活性，它与C型溶菌酶不

同，其抑菌活性并非由多个螺旋肽协同作用，主

要是由单个螺旋肽形成的HLH(螺旋+环+螺旋)起
作用 [6]。热处理后，溶菌酶N端区域的二级结构

出现明显改变，而C端的结构保持稳定。在N端

区域，第一个α螺旋(H1)和部分H2的结构松散，

形成 loop结构； loop(L3)与H3形成一个规则的、

完整的α螺旋。在脊椎动物中，溶菌酶的非酶依

赖性抗菌活性可能主要来源于双螺旋肽的协同

作用[24]；同时，溶菌酶自身也具有较高的正电荷

等特性，可直接作用于细菌细胞壁或细胞膜，

也能够破坏细胞的完整性 [25-26]。也有学者认为，

无脊椎动物I型溶菌酶通常为失稳酶，不具有脊

椎动物溶菌酶的多螺旋肽；因此，推测其非酶

抑菌活性可能主要依赖于溶菌酶的自身特性(正
电荷等)来发挥作用，但具体作用机理尚需结合

溶菌酶的结构和功能等方面开展深入研究。

本研究着重探讨了菲律宾蛤仔 I型溶菌酶

的抗菌活性和生化特性；经最适抗菌活性分析，

发现VpILYZs的最适酶活性条件与菲律宾蛤仔栖

息环境的理化性质密切相关。此外，VpILYZs具
有酶依赖性和非酶依赖性2种抑菌方式，可协同

高效地抑制病原微生物，从而维护机体免受病

原微生物的入侵。
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Recombinant expression and antibacterial activities of two I-type lysozymes
from Ruditapes philippinarum

WEI Qianyu 1,2,     MU Changkao 1,2*,     WANG Chunlin 1,2

(1. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo    315211, China;
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Abstract: Lysozyme is an important immune effector present in phylogenetically diverse organisms, and plays
important roles in bacteria elimination. In this study, two I-type lysozymes from Ruditapes philippinarum
(designated as VpILYZ-1 and VpILYZ-2, respectively) were recombinantly expressed in Escherichia coli BL21
(DE3). The recombinant proteins rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2 showed broad spectrum of antimicrobial activities.
Especially, the rVpILYZ-1 displayed high lytic activities against V. parahaemolyticus, V. splendidus and M. luteus,
while rVpILYZ-2 showed strong microbicidal activities against V. parahaemolyticus. The antibacterial activities of
rVpILYZs may be performed by both the enzymatic way and non-enzymatic ways. The optimum pH and
temperature for the lytic activities of rVpILYZ-1 were 6.5 and 20 °C, and the highest antimicrobial activities of
rVpILYZ-2 was detected at pH 4.5 and 10 °C. Moreover, both rVpILYZ-1 and rVpILYZ-2 possessed the opsonic
activities, and the phagocytic activities of hemocytes were boosted after being incubated with rVpILYZ-1 or
rVpILYZ-2. These results suggested that VpILYZ-1 and VpILYZ-2 played important roles in the immune
responses of R. philippinarum.
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