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海洋生物技术                                                              

海刺参 i 型溶菌酶基因的重组表达及抑菌谱分析 

王秀霞, 丛丽娜, 王丹, 杨西建, 朱蓓薇 
大连工业大学生物与食品工程学院, 大连 116034 

摘  要: 将本实验室已分离到的海刺参 (Stichopus japonicus) i 型溶菌酶的基因(GenBank Accession No. EF036468)亚克

隆进原核表达载体 pET32a(+)中, 构建重组质粒 pET32a(+)-SjLys, 转化至大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS。阳性克隆子经诱

导表达、亲和纯化和透析复性, 得到了酶活力为 19.2 U/mg 的重组 SjLys (rSjLys), 并对 rSjLys 进行了抑菌谱测定。结果

表明, rSjLys 对革兰氏阳性菌和阴性菌均有抑制作用, 尤其对常见的海洋致病菌副溶血弧菌和铜绿假单胞菌具有很强的

抑菌活性。更为显著的结果是, rSjLys 经 100oC、40 min 加热处理后, 失活的 rSjLys 对革兰氏阳性菌和阴性菌的抑菌能

力高于 rSjLys的 9%~25%。上述结果表明, 海刺参溶菌酶是一种具有糖苷酶活性和非酶抑菌活性的特殊的 i型溶菌酶, 且
具有很广的抑菌活性, 在海刺参机体先天免疫系统中是一个重要的效应分子。 

关键词 : 海刺参 , 溶菌酶 , 重组表达 , 抗菌活性  

Recombinant expression and antibacterial activity of i-type 
lysozyme from sea cucumber Stichopus japonicus 

Xiuxia Wang, Lina Cong, Dan Wang, Xijian Yang, and Beiwei Zhu 

School of Biology and Food Engineering, Dalian Polytechnic University, Dalian 116034, China 

Abstract: The cDNA of an i type lysozyme was cloned from Stichopus japonicus (named as SjLys). The DNA fragment of the 
mature SjLys was subcloned into expression vector of pET-32a (+) to construct the recombinant plasmid of pET32a (+)-SjLys. The 
recombinant plasmid was then transformed into Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS and induced by isopropylthio-β-D-galactoside 
(IPTG). The recombinant protein expressed as inclusion bodies was denatured, partially purified and refolded to be an active form. 
The bacteriolytic activity of recombinant protein purified by the metal-chelating was 19.2 U/mg. The antibacterial activity of the 
purified recombinant SjLys (rSjLys) was analyzed. The rSjLys protein displayed inhibitive effect on the growth of the tested 
Gram-positive and Gram-negative bacteria. In particular, rSjLys had a strong inhibitive activity on Vibrio parahaemolyticus and 
Pseudomonas aeruginosa, both the most common pathogenic bacteria in the marine animals. The heat-treated rSjLys exhibited more 
potent activities against all tested bacteria. These results indicated that the S. japonicus lysozyme was the enzyme with combined 
enzymatic (glycosidase) and non-enzymatic antibacterial action, and it had a wide antibacterial spectrum. Therefore, it is suggested 
that the S. japonicus lysozyme should be one of the important molecules against pathogens in the innate immunity of sea cucumbers. 

Keywords: sea cucumbers, lysozyme, recombinant expression, lytic activities 



190    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech              February 25, 2009  Vol.25  No.2 

  

Journals.im.ac.cn 

溶菌酶  (Lysozyme, EC3.2.1.17)是一种能水解

粘多糖的碱性酶, 它能催化细菌细胞壁中粘多糖 N-

乙酰胞壁酸和 N-乙酰葡萄糖胺之间的β-1, 4 糖苷键

的水解, 导致细胞裂解, 从而使细菌死亡。它广泛存

在于自然界动植物和微生物的组织、体液及分泌物

中, 在生物机体的免疫防御系统中发挥重要作用。

对于缺少特异性免疫的无脊椎动物而言, 抗菌效应

尤为重要, 而无脊椎动物组织中分布最广泛的抗菌

蛋白即是溶菌酶[1]。不仅如此, 溶菌酶还作为无脊椎

动物的一种重要的消化酶, 通过分解生存环境中的

微生物来获得生长所需的部分 C、N 源[2]。 

目前, 溶菌酶大致被分为以下 6 类: c 型溶菌酶、

g 型溶菌酶、植物溶菌酶、细菌溶菌酶、噬菌体溶

菌酶和无脊椎动物溶菌酶 (又称 i 型溶菌酶)[3]。近

年来随着人们把开发新药和功能性食品的目光投向

海洋, 对 i 型溶菌酶的研究兴趣也日益高涨, 相继在

海洋贝类[4]、虾[5,6]、海星[7]、海胆[8]中发现。本实验

室已从海刺参(Stichopus japonicus)中克隆得到一种 i

型溶菌酶(SjLys)[9]。该溶菌酶存在于海刺参的各个

组织, 甚至在海刺参的无细胞的腔肠液体中也发现

了溶菌酶[10]。 

溶菌酶由于其特性被越来越广泛地应用于医

药、生物技术、食品等领域中。目前溶菌酶主要从

蛋清中提取 , 但由于该方法来源及产量有限 , 因此

采用基因重组技术, 使用原核或真核表达系统生产

溶菌酶是解决市场需求的有效途径。目前对水产动

物溶菌酶基因工程研究还较少。本研究对海刺参

SjLys 的成熟蛋白基因进行扩增 , 构建重组质粒

pET32a(+)-SjLys, 转化至大肠杆菌中诱导表达 , 并

对纯化后的 SjLys 进行酶活力及抗菌活性的检测 , 

其结果为进一步研究海刺参的免疫防御机制和消化

机理奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS 购自天根生物技术

公司; 大肠杆菌 DH5α、克隆载体 pMD18-T 购自

TaKaRa Biotechnology( 大 连 ) 公 司 ; 表 达 载 体

pET32a(+)购自 Novagen 公司 

1.1.2  试剂与工具酶 

限制性核酸内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA

聚合酶、DNA ladder Marker、蛋白低分子量 Marker、

TaKaRa one step RNA PCR Kit (AMV)质粒提取试剂

盒均购自 TaKaRa Biotechnology(大连)公司; 异丙基

硫 代 β-D- 半 乳 糖 苷 (IPTG) 和 Trizol 试 剂 购 自

Invitrogen 公司; HisTrap HP 购自 GE Healthcare 公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  海刺参溶菌酶(SjLys)成熟肽基因的扩增 

将新鲜海刺参肠取样, 根据 Trizol 试剂说明抽

提总 RNA。参照已发表的海刺参溶菌酶 cDNA [9]和

表达载体 pET32a(+)克隆位点两端的酶切识别序列, 

设计一对用于原核表达的特异性引物 HS1-5 和

HS1-6, 引物两端分别引入 NcoⅠ和 Hind Ⅲ限制性

酶切位点(下划线表示)。HS1-5: 5′-TGGTCCATGGC 

ATGCAAGTTC-3′, HS1-6: 5′-TTGCGAAGCTTTCA 
GTTGTTGC-3′, 使用 TaKaRa one step RNA PCR 

Kit(AMV)进行 RT-PCR。PCR 循环参数为 : 50oC   
30 min, 94oC 2 min; 94oC 30 s, 40oC 30 s, 72oC   
1.5 min, 5 个循环 ; 94oC 30 s, 55oC 30 s, 72oC    

1.5 min, 30 个循环; 72oC 延伸 10 min。反应结束后, 

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测目的基因, 并将目的条

带回收纯化, 备用。 

1.2.2  重组表达质粒的构建 

扩 增 产 物 回 收 纯 化 后 , 16oC 过 夜 连 接 至

pMD18-T 载体, 转化受体菌 E. coli DH5α, 测序筛

选得到阳性克隆。用 NcoⅠ和 Hind Ⅲ酶切提取出的

重组质粒 , 回收目的基因片段 , 并定向克隆到经同

样限制性内切酶处理的 pET32a(+)载体中 , 构建重

组表达质粒 pET32a(+)-SjLys。将 pET32a(+)-SjLys

和 pET32a(+)同时转化至 BL21(DE3)pLysS 感受态细

胞中, 并在含有 100 μg/mL 氨苄青霉素(Amp)的 LB

琼脂平板培养基上 37oC 过夜培养。分别挑取单菌落

接种于含 Amp 的 LB 液体培养基中, 37oC 振荡培养

12~16 h。提取重组质粒, PCR 及酶切检测鉴定。选

择酶切和 PCR 鉴定为阳性的重组 pET32a(+)-SjLys

进行序列测定, 验证重组质粒读码框的正确性。 

1.2.3  融合蛋白在大肠杆菌中的诱导表达 

挑取重组质粒 pET32a(+)-SjLys 和阴性对照载

体 pET32a(+)转化的阳性菌接种于含 100 μg/mL Amp

的 TB 液体培养基中, 37oC 振荡培养过夜。次日以
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1:50稀释扩培, 37oC振荡培养至 OD600达 0.4~0.6, 加

入 IPTG(终浓度为 0.5 mmol/L)30oC 诱导培养 4 h。

SDS-PAGE[11]检测重组表达蛋白是否表达。 

1.2.4  重组 SjLys 表达产物的纯化和复性 

收集诱导后表达菌体 , 重悬于 20 mL 1×PBS 
(pH 7.4) 缓冲液中, 再加入 10 μL 1% Triton 100。置

冰浴中超声裂解, 功率 300 W, 超声 1 s, 静置 3 s, 
至不再粘稠。 4oC、 10 000 r/min 离心 15 min, 
SDS-PAGE 检测。沉淀用缓冲液 I (50 mmol/L 
Tris·HCl pH 8.5 、 1 mmol/L EDTA 缓 冲 液 、       
100 mmol/L NaCl、6 mol/L 盐酸胍)和 15 μL DTT 溶

解过夜。4oC、10 000 r/min 离心 15 min, 收集上清

液。−20oC 保存备用。 
准备 1 mL HisTrap HP cloumn, 用超过 10 倍柱

体积的结合缓冲液平衡。将以上处理的样品以约   
l mL/min 的流速上样。然后结合缓冲液洗柱至 A280

值恒定不变。用洗脱液(20 mmol/L 磷酸钠溶液、

500 mmol/L NaC1、500 mmol/L 咪唑, pH 7.4)洗脱

10 倍柱体积, 并于 280 nm 波长下检测, 收集洗脱

液。所得分离纯化后的变性重组蛋白, 依次在含有

8、6、4、3、2、1 和 0 mol/L 尿素的 50 mmol/L Tris·HCl
缓冲液(pH 8.0)中透析各 4 h (4oC), 目的将裂解液

中的尿素替换出来。复性后样品经过离心, 获得重

组 SjLys。比浊法测定复性后的重组 SjLys 活力 [12]。 
1.2.5  SjLys 成熟蛋白的活性及抑菌谱测定  

将重组 SjLys于 100oC作用 0~60 min, 分别于 0、
10、20、30、40、50、60 min 取样, 比浊法[11]测定

溶菌酶活力。分别选革兰氏阳性菌, 金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus)、溶壁微球菌(Micrococcus 
lysodeikticus) 、 以 及 革 兰 氏 阴 性 菌 , 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)、志贺菌 (Shigella spp.)、副溶血弧

菌 (Vibrio parahaemolyticus) 、 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)作为试验菌, 管碟法[13] 检
测 SjLys 抗菌活性。取 100 μL 以上所选菌液 (菌浓度

2.9×109 CFU/mL, 稀释倍数 10−4) 于牛肉膏蛋白胨培

养基中涂匀后, 放入无菌牛津杯, 于牛津杯中加入重组

SjLys 酶液和热处理后失活的重组 SjLys 酶液 100 μL  
(蛋白含量约 10 μg), 37oC 过夜培养, 测量抑菌圈。 

2  结果与分析 

2.1  SjLys 基因的扩增与重组表达质粒的构建 
参照海刺参溶菌酶的 cDNA 序列, 设计表达特

异性引物 HS1-5 和 HS1-6, 其 5′端和 3′端分别含有

Nco I 和 Hind III 酶切位点, 经 RT-PCR 得到了长度

约 400 bp 的扩增产物(图 1), 与预期大小基本一致。

将 SjLys 的 PCR 扩增产物用限制性内切酶 Nco I/ 

Hind III双酶切, 连接到经过同样酶切的 pET-32a (+)

质粒上, 转化 E. coli DH5α。经 PCR 和酶切鉴定, 筛

选了 4 个单菌落, PCR 检测结果都呈现出预期片段

约 400 bp 的 PCR 条带, 说明这些菌株含有 pET- 

32a(+)-SjLys 重组表达质粒。然后将 PCR 筛选到的

阳性菌株扩增培养, 提取质粒进行测序验证。结果

表明, pET-32a(+)-SjLys 重组质粒构建正确(图 2)。 

 

图 1  PCR 扩增 SjLys 成熟肽序列 
Fig. 1  Amplification of SjLys by PCR. M: 100 bp DNA ladder 
marker; 1: amplification of SjLys; 2: negative control. 
 
2.2  SjLys 蛋白在大肠杆菌中的诱导表达、纯化及

复性 
将提取出的 pET-32a(+)-SjLys 重组表达质粒和

阴性对照 pET-32a(+), 转化至 E. coli BL21(DE3) 

pLysS 中, 小规模诱导表达。12% SDS-PAGE 检测显

示, 诱导后的样品在约 18.3 kD 左右比空白载体对

照和诱导前对照明显多出 1 条特异带, 其分子量和

理论值相吻合, 证明了重组 SjLys 在大肠杆菌中得

到表达。经软件 Bandscan 5.0 的分析, 目的蛋白表达

量大约为 20.5%。接着进行大规模诱导表达, 并将表

达后的菌液离心收集菌体。经过 12% SDS-PAGE 对

大肠杆菌表达的上清液和沉淀进行分析, 上清液中

未检测到目的蛋白 , 发现目的蛋白存在于沉淀中 , 
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说明该目的蛋白表达形成了包涵体。经过方法中描

述的包涵体变性、纯化处理后, 得到了纯化后的重

组 SjLys (图 3)。采用 Bradford 方法[14]分别测定诱导

表达后和纯化后的蛋白含量, 根据所测得的蛋白含

量, 计算得到重组 SjLys 的实际得率为 13%。并对纯

化得到的重组 SjLys 进行复性处理, 比浊法测定复

性后的重组 SjLys 和阴性对照 pET-32a(+)/E. coli 

BL21(DE3)pLysS 溶菌酶活力, 结果显示复性后的重

组 SjLys 酶活力为 19.2 U/mg, 而 pET-32a(+)/E. coli 

BL21(DE3)pLysS 无溶菌酶活力。 

 

图 2  重组质粒 pET32a(+)-SjLys 酶切及 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of recombinant pET32a (+)-SjLys 
plasmid. M: 1 kb DNA ladder marker; 1: digested product by 
Nco I and Hind III; 2: pET32a (+)-SjLys; 3: 100 bp DNA ladder 
marker; 4: PCR product. 
 

2.3  SjLys 成熟蛋白的抑菌活力测定 
经对方法 1.2.6 中选取的 7 个重组 SjLys 样品进

行溶菌酶酶活力测定发现, 加热 10 min 后酶活减少

了 10%, 加热 20 min 后酶活减少了 30%, 而加热  

40 min 时溶菌酶酶活完全丧失。因此, 取重组 SjLys

和热处理 40 min 后失活的 SjLys 重组蛋白, 通过管

碟法测定 2 个样品对 6 种革兰氏阴性菌和革兰氏阳

性菌的抑菌活性。结果发现, 该重组 SjLys 对革兰

氏阴性菌和阳性菌均有抑制作用, 尤其对海产品中

常见的革兰氏阴性致病菌副溶血弧菌和铜绿假单胞

菌有明显的抑制作用。热处理失活后的 SjLys 重组

蛋白仍然具有抑菌活性, 而且抑菌能力要比热处理

前的 SjLys 提高 9%~25%(图 4)。而用阴性对照 pET- 

32a(+)/E. coli BL21(DE3)pLysS测定其对 6种革兰氏

阴性菌和革兰氏阳性菌的抑菌活性 , 结果均无抑

菌能力。上述结果说明 , 该重组 SjLys 不仅具有很

广的抑菌谱 , 而且还同时具有酶活性和非酶抗菌

活性。  

 

图 3  重组表达 SjLys 的表达与纯化的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the expression and purification 
of SjLys from pET-32a (+)-SjLys/E. coli BL21 (DE3)pLysS. M: 
standard protein; 1: the non-induced strain; 2: same strain 
induced by IPTG; 3: purified SjLys by HisTrap HP. An arrow 
indicates target protein. 

 

图 4  重组 SjLys 和热处理失活后 SjLys 对革兰氏阳性菌

和阴性菌的抗菌谱测定 
Fig. 4  Antimicrobial activities of the recombinant SjLys and 
heat-treated recombinant SjLys against Gram-positive and 
Gram-negative bacteria. (A) The tested bacteria include:       
1, Staphylococcus aureus; 2, Micrococcus lysodeikticus;      
3, Escherichia coli; 4, Shigella spp.; 5, Vibrio parahaemolyticus; 
6, Pseudomonas aeruginosa. For the heat-treated sample, the 
recombinant SjLys was incubated for 40 min at 100oC. 100 μL 
(10 μg) of recombinant sample was applied to each treatment 
and values were shown as means ±S.E. n=3. (B) Three examples 
were taken from lysis plates. The left and right halos in each 
plate indicate the recombinant SjLys with and without heat 
treatment against the specific strain, respectively. 
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3  讨论 

溶菌酶是一种具有杀菌和免疫功能的效应分

子。它可选择性地分解微生物细胞壁的同时不破坏

其他组织 , 且本身无毒无害 , 因而它是一种天然的

安全性能很好的杀菌剂、防腐剂, 可广泛应用于食

品防腐、医药制剂、日用化工等行业。目前溶菌酶

主要从蛋清中提取, 由于来源有限, 生产工艺复杂, 

溶菌酶产量十分有限 , 价格居高不下 , 难以满足越

来越大的市场需求。因此用基因工程手段表达溶菌

酶成为很重要的手段。本研究将编码海刺参溶菌酶

成熟肽的 cDNA 片段克隆到大肠杆菌表达载体

pET32a(+)中 , 构建了含有溶菌酶基因的重组质粒

pET32a(+)-SjLys 。 将 该 重 组 质 粒 转 化 E. coli 

BL21(DE3)pLysS, 经 IPTG 诱导后宿主菌产生了以

包涵体形式存在的重组目的蛋白。通过对重组蛋白

进行序列和 SDS-PAGE 分析, 发现表达的重组蛋白

为海刺参溶菌酶。海刺参溶菌酶基因的成功表达 , 

为制备抗体进一步研究其在海刺参免疫系统中的地

位和作用做了初步探索, 同时也为该基因在海刺参

疾病防治中的应用奠定了基础。 

本试验选用的原核表达载体为 pET-32a(+), 由

于其本身含有 6 个组氨酸组成的组氨酸“标签”, 所

以表达的目的蛋白可以通过 Ni2+-NTA 亲和层析而

纯化, 大大简化了纯化过程和难度。在大肠杆菌中

对高等生物功能基因进行重组表达时, 重组蛋白往

往以无活性的包涵体形式存在。为了获得有活性的

重组蛋白 , 需要将包涵体中的重组蛋白变性溶解 , 

然后再加以复性, 使重组蛋白分子重新折叠形成正

确的空间结构[15,16]。SjLys 分子内含有 10 个半胱氨

酸残基 , 大肠杆菌在合成重组溶菌酶时 , 这些半胱

氨酸会形成一些链间和链内的非活性二硫键, 使包

涵体结构致密。分离纯化时, 先利用高浓度的变性

剂(6 mol/L 盐酸胍)将重组溶菌酶中的二硫键完全打

开, 使绝大部分重组溶菌酶蛋白溶解并充分变性。

经过金属螯合柱纯化后的重组溶菌酶蛋白中含有高

浓度的变性剂, 为了去除变性剂并使重组溶菌酶中

的二硫键正确形成, 本试验把纯化后的重组溶菌酶

置于缓冲液中, 利用梯度稀释透析法缓慢去除高浓

度的蛋白变性剂(尿素), 从而保证变性蛋白正确复

性, 形成具有生物活性的重组溶菌酶蛋白[17]。 

溶菌酶对革兰氏阳性菌(G+)与革兰氏阴性菌(G−)

的溶菌作用, 由于两者细胞壁中肽聚糖含量不同而

存在差异。G+细胞壁含 80%肽聚糖, 而 G−细胞壁只

有在内壁层含有少量肽聚糖 , 因此, 溶菌酶能有效

杀死 G+菌, 而对 G−细胞破坏很小。而本研究显示, 

SjLys 对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均具有抑菌

活性 , 这是不同于其他溶菌酶的一个显著特性 , 尤

其是该溶菌酶对副溶血弧菌有很强的抑制作用。副

溶血弧菌是海产品中最常见的致病菌 , 因此 , 该溶

菌酶的研究在水产品养殖方面具有很重要的意义。

SjLys 对革兰氏阴性菌具有明显的抑菌作用, 说明了

溶菌酶可能具有与 G-细胞壁中的脂多糖相互作用的

能力[17]。 

人们普遍认为溶菌酶的抑菌特性依赖于它们的

糖苷酶活性 , 但最近的一些研究表明 , 变性的溶菌

酶缺乏糖苷酶活力却依然能抑制细菌生长。该非酶

抑菌功能已发现存在于鸡蛋清、人、T4 和 i 型溶菌

酶[18,19]中。本研究中重组表达的 SjLys 的抑菌实验

结果表明 , 该酶不仅具有糖苷酶活性 , 而且还具有

非酶抑菌活性, 是一种双功能特性的 i 型溶菌酶。

Ibrahim 等曾经证明脊椎类动物中的 c 型溶菌酶的非

酶抗菌活性主要是由双螺旋肽协同作用[19]。Ibrahim

等研究预测, 变性溶菌酶所具有的抑菌活性可能是

因为溶菌酶的 C 端区域在起作用[20]。而 Masschalck

等则认为溶菌酶的非酶抑菌活性取决于其高浓度的

阳离子特性[21]。对非脊椎类动物中的失稳酶－溶菌

酶(Destabilase-Lysozyme, DL)的非酶抗菌活性研究

则表明, 该活性主要是由单个的螺旋肽而非多螺旋

肽协同起作用, 这是不同于 c 型溶菌酶的[20]。DL 是

一种来自欧洲医蛭的失稳酶(Destabilase), 该酶既具

有异构肽活性, 又具有糖苷酶活性[22]。本研究曾对

海刺参溶菌酶的蛋白保守结构域进行分析, 结果表

明该酶与失稳酶相似性最高, 它和失稳酶的三级结

构模型也极其相似 [9]。因此 , 本研究作者推测重组

SjLys 的非酶抗菌作用机制可能是由单个螺旋肽在

起作用; 而重组 SjLys 的非酶抗菌活性的提高, 可能

是由于 SjLys 加热后使其该螺旋肽区域或某一特定

结构域的构象发生了变化。对其机理的研究还需进

一步从海刺参溶菌酶的结构和功能上进行验证。海

刺参是海洋无脊椎动物的典型代表, 近年来对海刺

参的研究多集中在养殖、产品深加工和药用活性方
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面, 而从基因水平研究其体内所含功能蛋白的报道

则较少。本研究对海刺参体内的溶菌酶基因进行研

究, 为今后从继续高效表达海刺参内所含的低密度

功能蛋白提供了实践经验, 为进一步研究海参的生

长、新陈代谢以及自溶现象提供了理论基础。 
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