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林氏扇头蜱酰胺酶型分泌蛋白表达及抗菌功能
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摘要：目的 探究林氏扇头蜱中的酰胺酶型分泌蛋白（R.lnPGRP-SC1a）的抗菌功能，为蜱虫先天免疫中肽聚糖识

别蛋白（peptidoglycan recognition proteins, PGRPs）的功能研究提供参考依据。方法 依据编码区序列设计特异性引物，

提取成蜱的 RNA并反转录为 cDNA，通过 PCR扩增 R.lnPGRP-SC1a蛋白基因片段，随后将该基因片段连接至质粒

pET32a+，从而构建重组表达载体 pET32a+-R.lnPGRP-SC1a。把该表达载体转入大肠杆菌BL21（DE3）感受态细胞，采用

浓度为 0.2 mmol/L的 IPTG进行低温诱导，促使其在上清中表达，从而获得活性更强的上清蛋白。利用抑菌圈法评估上

清蛋白对大肠埃希菌（E.coli）和金黄色葡萄球菌（S. aureus）2种常见致病细菌的抑菌效果。结果 扩增所得的基因片段

长度为 627 bp，成功构建了原核表达载体 pET32a+-R.lnPGRP-SC1a。经过低温诱导表达，结果显示该重组蛋白为可溶

性蛋白，重组蛋白R.lnPGRP-SC1a的大小约为 23.63 kD。抗菌结果表明，在同一浓度下，R.lnPGRP-SC1a蛋白对大肠埃

希菌无抑制作用，而对金黄色葡萄球菌有抑制作用。R.lnPGRP-SC1a在浓度为 5 mg/mL时开始呈现抑菌作用，且随着

浓度的升高，抑菌作用增强。与各浓度卡那霉素的抑菌效果相比，其7 mg/mL的抑菌效果相当于1 mg/mL卡那霉素的抑

菌效果。同时，R.lnPGRP-SC1a对金黄色葡萄球菌的起效时间为 2 h，抑菌作用可持续 48 h。结论 本研究成功构建了

R.lnPGRP-SC1a重组表达载体，其表达产物具有持久性抗革兰阳性菌的活性，为生物活性抑菌剂的开发提供了可能。
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Abstract: Objective To investigate the antibacterial properties of R. lnPGRP-SC1a in Rhipicephalus linnaei, and to
provide a reference for the functional analysis of peptidoglycan recognition proteins (PGRPs) within the context of tick innate
immunity. Methods Specific primers were meticulously designed based on the coding region sequence, followed by the
extraction of tick RNA of adult ticks and its reverse transcription into cDNA. The R. lnPGRP-SC1a gene fragment was
subsequently amplified via PCR and then ligated into the plasmid pET32a+, thereby constructing the recombinant expression
vector pET32a+-R. lnPGRP-SC1a. This expression vector was then transferred into E. coli BL21 (DE3) competent cells and
induced with an IPTG concentration of 0.2 mmol/L at low temperature to enhance protein expression in the supernatant, thereby
obtaining a soluble protein with stronger activity. Subsequently, the inhibitory effect of the supernatant protein against two
common pathogenic bacteria, E.coli and S.aureus, was assessed using the agar diffusion method. Results The amplified gene
fragment was 627 bp in length, and the prokaryotic expression vector pET32a+-R.lnPGRP-SC1a was successfully constructed.
Low-temperature induction showed that the recombinant protein was soluble protein, with an approximate molecular weight of
23.63 kD. Antibacterial activity results indicated that, at the same concentration, R. lnPGRP-SC1a exhibited no inhibitory
effect on E.coli but demonstrated significant inhibition against S.aureus. Specifically, antibacterial activity became evident at a
concentration threshold of 5 mg/mL and increased with the protein concentration. Compared with the inhibitory effects of
kanamycin at various concentrations, the inhibitory effect of R.lnPGRP-SC1a at 7 mg/mL was comparable to that of kanamycin
at 1 mg/mL. Furthermore, the onset of R.lnPGRP-SC1a inhibitory effect against S.aureus was 2 hours, and the effect lasted for
48 hours. Conclusions This study successfully constructed the R. lnPGRP-SC1a expression vector, its expressed product
exhibited persistent activity against Gram-positive bacteria. Thereby, this provides a potential possibility for the development
of bioactive bacteriostatic agents.
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林氏扇头蜱（Rhipicephalus linnaei）作为蜱虫的一

种，其广泛分布全球，尤其在热带地区较为常见[1-2]。
它不仅传播多种疾病，危害人类和动物健康，而且严

重威胁畜禽产业提质增效[3-5]。研究蜱虫的抗菌功能，

不仅有助于深入了解蜱虫的生存适应性，还可能为新

型抗菌药物的研发提供新的思路和方向，为临床治疗

提供新的选择。

肽聚糖识别蛋白（peptidoglycan recognition pro⁃
teins, PGRPs）是昆虫中最重要的模式识别受体（pat⁃
tern recognition receptors, PRRs），可以识别并结合细菌

细胞壁肽聚糖（peptidoglycans, PGN），并在先天免疫中

发挥重要作用。昆虫通常缺乏适应性免疫反应，主要

依靠先天免疫来抵御多种细菌的入侵[6-8]。而其先天

免疫力主要依赖PRRs与细菌细胞壁肽聚糖之间互作

而发挥作用。PGRPs能够识别多种细菌的入侵，通过

激活免疫反应和直接杀菌作用，有效抑制细菌的生长

和繁殖。在黑腹果蝇及其他昆虫中，已发现PGRPs具
有受体识别、发挥调控因子以及效应因子的作用[9]。部

分 PGRPs作为效应因子能够直接与细菌细胞壁结合

并将其杀灭。这一类型的 PGRPs大多可凭借其酰胺

酶活性直接杀死细菌，并且不易使细菌产生抗性。

在本研究中，PGRP-SC1a为 PGRPs家族中的短

型分泌蛋白。筛选具有生物活性的 PGRPs并用于人

和动物病原菌的临床治疗具有重要意义[10]。这为生

物活性抑菌剂的开发提供了新思路。

1 材料与方法

1.1 试剂与耗材 DH5α、BL21（DE3）感受态细胞

（康体生物）、Protein marker（购自 Thermo公司）、IPTG
（购自 Sigma公司）、SDS上样缓冲液（购自Amresco公
司）、胰蛋白胨和酵母提取物（购自 OXOID公司）、

0.22 μm无菌滤器和透析袋（购自Millipore公司）、Ni-
IDA亲和层析胶（购自Novagen公司），其他试剂均为

国产分析纯。

1.2 实验仪器 Allegra 21R台式高速冷冻离心机

（美国BECKMAN公司）、台式高速离心机（德国 SOR⁃
VAL公司）、Mini ProteanⅡ垂直平板电泳系统、GeL
Doc2000成像系统（美国BIO-RAD公司）、JY92-2D超

声波细胞粉碎机（中国新芝科器研究所）、超净工作台

（中国苏净集团）等。

1.3 引物设计和序列比对 从 NCBI主页 GenBank
获取 R. lnPGRP-SC1a基因（XM_037645056.2），选择

上游引物为 GGACTAGTTGTCCGGGCGTCACCATA，
下 游 引 物 为 GCTCTAGAAGCAGAAGAACCTCTTA⁃
AGCCT，分别在两引物前添加保护碱基和 EcoRⅠ/
HindⅢ。在 NCBI查找同源序列，利用 MEGA 7 和

Gene Doc进行多序列比对。

1.4 人工培育 林氏扇头蜱和新西兰大白兔来自于

海南大学生命健康学院病媒生物学实验室，林氏扇头

蜱在人工气候箱[条件：温度为（27±1）℃和相对湿度

为（90±5）%]中培育，在新西兰兔背部进行寄生传代。

1.5 RNA提取、cDNA合成 采用Trizol法提取蜱虫

中的总RNA，使用反转试剂盒合成 cDNA后进行 PCR
扩增。PCR扩增反应经过变性、梯度退火、延伸，总共

35个循环。利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测目的片段，

并对其进行胶回收纯化。

1.6 重组质粒的构建、蛋白表达纯化 载体 pET-
30a+通过EcoRⅠ/HindⅢ酶切形成线性化后与目的基

因连接。测序正确后将该质粒转化至BL21（DE3）感

受态细胞。诱导表达，收集细胞，重悬菌体，超声破

碎，得到上清重组蛋白，利用Ni-NTA Resin填料与该

蛋白在 4 °C下混合。用洗脱液梯度洗脱，蛋白样品在

透析袋中透析过夜。利用 SDS-PAGE蛋白凝胶电泳，

考马斯亮蓝染色观察该蛋白质分子量大小。

1.7 酰胺酶活性实验 在 96孔板中，将来自大肠埃

希菌（E.coli）、金黄色葡萄球菌（S. aureus）的不溶性肽

聚糖分别与等量的 R. lnPGRP-SC1a、磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline, PBS）和溶菌酶（lysozyme）混
合，溶菌酶组为阳性对照，PBS组为阴性对照。将

96孔板置于恒温箱内，利用酶标仪每隔1 h测定一次反

应体系在450 nm的吸光值，记录6 h内读数。

1.8 抑菌活性检测 将大肠埃希菌、金黄色葡萄球

菌培养到指数阶段，将其均匀涂至平板之中，随后将

等量的重组蛋白R.lnPGRP-SC1a、灭菌蒸馏水、卡那

霉素水溶液浸湿药敏纸片（直径 10 mm，厚度为

0.7 mm）。在恒温箱内倒置培养过夜。灭菌蒸馏水和

卡那霉素分别作为阴性对照和阳性对照；将浓度为

0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mg/mL卡那霉素等量均匀浸

湿药敏纸片且置于金黄色葡萄球菌平板，等量的

R.lnPGRP-SC1a涂至平板中间作为对照，培养过夜；

将R.lnPGRP-SC1a和卡那霉素等量均匀浸湿药敏纸

片且置于金黄色葡萄球菌平板，在恒温箱内倒置培

养，观察记录1、2、6、12、24和48 h抑菌圈的情况。

2 结 果

2.1 利用ClustalW程序与多个物种的PGRPs进行比

对 同源性分析表明，R.lnPGRP-SC1a的氨基酸序列

与肩突硬蜱（Ixodes scapularis）PGRPSC2之间具有最

高的同源性，见图 1。此外，NCBI发现 R. lnPGRP-
SC1a包含 1个N-乙酰胞壁酰-L-丙氨酸酰胺酶活性

的锌依赖性结构域（https://www.uniprot.org/uniprotkb/
A0A9D4T5S6/entry）。该结构域能够裂解细菌细胞壁
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中N-乙酰胞壁酰和 L-氨基酸之间的酰胺键，表明该

重组蛋白可能含有酰胺酶活性。

2.2 原核表达载体的构建与鉴定 在约 627 bp处观

察到特异性条带，且其大小与预期一致（图 2A）。重

组质粒的双酶切结果显示，在约 5 900 bp和 627 bp
（图 2B）处分别存在一条特异性条带，与预期片段大

小相符，说明重组质粒连接成功。

2.3 重组蛋白表达结果 IPTG诱导蛋白表达，结果显

示重组蛋白分子量约为23.63 kD（图2C），符合预期。

2.4 酰胺酶活性实验结果 该重组蛋白R.lnPGRP-
SC1a对来自大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌 2种类型

的肽聚糖，即 PGN-EK和 PGN-SA的降解情况表明，

R.lnPGRP-SC1a与溶菌酶在降解肽聚糖方面无相同

活性，因此该重组蛋白 R.lnPGRP-SC1a无酰胺酶活

性，见图3。

2.5 抑菌实验结果 在同一浓度条件下，R.lnPGRP-
SC1a蛋白对大肠埃希菌无抑菌作用（图 4A），而对金

黄色葡萄球菌具有抑菌作用（图 4B）。针对不同浓度

的R.lnPGRP-SC1a蛋白的抑菌效果进行研究，发现在

1~4 mg/mL浓度范围内，R.lnPGRP-SC1a 蛋白无抑菌

作用，当浓度达到 5 mg/mL时，开始出现抑菌作用，且

随着浓度的升高，抑菌效果逐渐增强（表 1）。将其与

各浓度卡那霉素的抑菌效果进行对比，7 mg/mL的

R.lnPGRP-SC1a蛋白相当于 1 mg/mL卡那霉素的抑菌

效果（表 2）。R.lnPGRP-SC1a蛋白对金黄色葡萄球菌

图图 11 林氏扇头蜱与其他物种的序列比对林氏扇头蜱与其他物种的序列比对

FigFig.. 11 Alignment ofAlignment of Rhipicephalus linnaeiRhipicephalus linnaei with other known species homologueswith other known species homologues
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注：A. M. DL2000 DNA marker，1. R. lnPGRP-SC1a基因；B. M.
DL10000 DNA marker，1. pET-30a+，2. pET-30a+-PGRP重组质粒，3.
DL2000 DNA marker；C. M. 10~180 kD蛋白marker，1. 未诱导的 pET-
30a+，2. IPTG诱导的空载，3.未诱导蛋白，4.诱导表达上清蛋白，5.诱
导表达包涵体蛋白。Note: A. M. DL2000 DNA marker, 1. R.lnPGRP-
SC1a gene; B. M. DL2000 DNA marker, 1. pET-30a+ Plasmid; 2. pET-
30a+-PGRP recombinant plasmids; 3. DL2000 DNA marker; C. M. 10-
180 kD a protein marker; 1. Non-induced pET-30a+ ，2. Blank vector
(pET-30a+) non-induced protein; 3. Non-induced protein; 4. The superna⁃
tant of induced disruption; 5. Precipitation of induced disruption.
图图 22 RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa蛋白蛋白基因扩增基因扩增、、双酶切和重组蛋白的双酶切和重组蛋白的

表达结果表达结果

FigFig.. 22 AmplificationAmplification,, double digestiondouble digestion,, and expression ofand expression of
RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa genegene

注: PBS.磷酸盐缓冲液；PGRP. R.lnPGRP-SC1a；Lyso.溶菌酶；*. P
<0.05; ns. P>0.05. Note: PBS. phosphate buffered saline; PGRP. R. lnP⁃
GRP-SC1a；Lyso. Lysozyme; *. P<0.05; ns. P>0.05.

图图 33 RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa与溶菌酶对肽聚糖的降解作用与溶菌酶对肽聚糖的降解作用

FigFig.. 33 Hydrolysis of PGNs RHydrolysis of PGNs R..lnPGRP-SClnPGRP-SC11a or lysozymea or lysozyme
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的起效时间为 2 h，并且其抑菌作用可持续 48 h，表明

该蛋白的抑菌效果具有持久性（表3）。

3 讨 论

林氏扇头蜱属于吸血节肢动物，在吸血过程中会

摄入各种致病细菌。它依靠先天免疫中的 R.lnP⁃
GRP-SC1a蛋白作为效应因子，与其他因子协同发挥

作用，从而能够抵制致病细菌的扩散。目前PGRPs在
黑腹果蝇和家蚕中研究地较为深入，蜱虫相关领域研

究的文献较少报道。为了填补蜱虫先天免疫中

PGRPs功能研究的空白，对林氏扇头蜱 R.lnPGRP-
SC1a重组蛋白的抗菌活性进行初步研究。

本研究抑菌实验结果显示 R.lnPGRP-SC1a重组

蛋白抑制革兰阳性菌金黄色葡萄球菌。研究发现，黑

腹果蝇中 PGRP-SB1、PGRP-SC112、PGRP-LBPA/PC/PD
均为具有抗菌活性的PGRPs，这是因为它们具有酰胺

酶 活 性[11-14]。 近 期 的 研 究 中 也 发 现 家 蚕 PGRP-
S5[15-16]、棉铃虫 HaPGRP-B/C和文昌鱼 PGRP-S是酰

胺酶型 PGRP[17-18]，具有杀菌活性。在本研究中序列

分析表明R.lnPGRP-SC1a含有N-乙酰胞壁酰-L-丙
氨酸酰胺酶活性的酰胺酶结构域，说明它属于酰胺酶

型PGRPs。换言之，重组蛋白R.lnPGRP-SC1a具有抗

菌活性，其关键在于R.lnPGRP-SC1a蛋白的酰胺酶结

构域。因此，该重组蛋白能够裂解细菌细胞壁中N-
乙酰胞壁酰和 L-氨基酸之间的酰胺键，从而抑制肽

聚糖的产生，进而起到杀死细菌或抑制细菌生长繁殖

的作用，并对 Imd途径和 Toll途径起到下调作用[19-20]。
而该蛋白抑制革兰阳性菌，对革兰阴性菌无抑制作

用，这可能与不同细胞壁结构的作用方式有关，这一

推测有待进一步深入探究。

本研究中重组蛋白R.lnPGRP-SC1a无酰胺酶活

性，但有抗菌活性。PGRPs的酰胺酶活性与抗菌活性

之间是否必须同时存在？部分 PGRPs可凭借其自身

的酰胺酶活性对肽聚糖进行裂解，然而，并非所有具

备酰胺酶活性的PGRPs都能直接将细菌杀灭。例如，

果蝇中的DmPGRP-SC1b虽具有酰胺酶活性，并且其

酶活性与蛋清溶菌酶相当，却不具备杀菌活性[21]。同

理，不具备酰胺酶活性并不意味着没有杀菌活性。哺

乳动物中的 PGRPs，即 PGLYRP1、PGLYRP3以及 PG⁃
LYRP4虽无酰胺酶活性，但却拥有杀菌功能[22]。这表

明R.lnPGRP-SC1a的抗菌活性不依赖于酰胺酶活性。

本研究中的R.lnPGRP-SC1a重组蛋白在原核细

胞中表达，所连接的表达载体 pET32a+带有 TrxA融合

标签。该融合标签能够更好地促进目的蛋白正确折

叠，显著提高重组蛋白在宿主细胞中的可溶性表达水

平，使其活性更强。选取活性更强的上清蛋白进行功

能研究，旨在更切实地反映R.lnPGRP-SC1a蛋白的功

能特性。此外，该重组蛋白还具有持久的抑菌效果，

这为新型抗菌药物的研发提供了崭新的思路与方向，

也为临床治疗带来了新的选择。

本研究成功构建了R.lnPGRP-SC1a重组表达载

体，其表达产物具有很强的抗革兰阳性菌的活性，揭

示了重组蛋白R.lnPGRP-SC1a在林氏扇头蜱先天免

疫中所发挥的作用。同时，重组蛋白R.lnPGRP-SC1a
的抗菌活性不依赖于其酰胺酶活性，且具有持久性，

表表11 不同浓度的不同浓度的RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa抑菌效果抑菌效果 mmmm
TableTable 11 Bacteriostatic effects ofBacteriostatic effects of RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa at differentat different

concentrations mmconcentrations mm
名称Name
金黄色葡萄球菌

S.aureus

大肠埃希菌E. coli

浓度Concentrations/(mg·mL-1)
1
0

0

2
0

0

3
0

0

4
0

0

5
12.03

0

6
12.08

0

7
12.11

0

表表22 不同时间的卡那霉素抑菌效果不同时间的卡那霉素抑菌效果 mmmm
TableTable 22 Bacteriostatic effects of kanamycin at different concenBacteriostatic effects of kanamycin at different concen⁃⁃

trations mmtrations mm
名称Name
金黄色葡萄球菌S.aureus

大肠埃希菌E. coli

1 h
12.11
0

2 h
14.11
0

3 h
16.58
0

4 h
17.09
0

5 h
18.17
0

6 h
18.28
0

表表33 不同时间的不同时间的RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa抑菌效果抑菌效果 mmmm
TableTable 33 Bacteriostatic effects of RBacteriostatic effects of R..lnPGRP-SClnPGRP-SC11a ata at

different timedifferent time mmmm

注：A：大肠埃希菌平板；B：金黄色葡萄球菌平板；a. R.lnPGRP-
SC1a重组蛋白；b.灭菌蒸馏水；c.卡那霉素。Note: A: E.coli plate; B: S.
aureus plat; a. R.lnPGRP-SC1a; b. Sterilized distilled water; c. Kanamycin.

图图 44 RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa重组蛋白抑制细菌繁殖的现象重组蛋白抑制细菌繁殖的现象

FigFig.. 44 The phenomenon in whichThe phenomenon in which RR..lnPGRP-SClnPGRP-SC11aa inhibitinhibit
bacterial reproductionbacterial reproduction

A B

a ab b

c c

20 mm20 mm

名称Name
金黄色葡萄球菌S.aureus

大肠埃希菌E. coli

1 h
0
0

2 h
12.13
0

6 h
12.11
0

12 h
12.08
0

24 h
12.09
0

48 h
12.07
0
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这为生物活性抑菌剂的开发提供了可能。
伦理审查与知情同意 本研究不涉及伦理审批和知情同意
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