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Introduction 
L’immunité innée constitue la première ligne de défense vis-à-vis des 
agents pathogènes. Elle met en jeu des mécanismes : 

• constitutifs : la barrière cutanéomuqueuse, la phagocytose 
• inductibles : la réponse inflammatoire déclenchée par des inte-

ractions entre composants infectieux et récepteurs cellulaires 
(TLR) ou solubles (complément).  

Elle repose sur des mécanismes humoraux (complément, cytokines, 
protéines de la phase aiguë de l’inflammation, etc.) et cellulaires (cel-
lules à fonction phagocytaire ou lytique, telles que les polymorphonu-
cléaires, les cellules tueuses naturelles ou NK pour « Natural Killer », 
les macrophages).  
Le premier opposant à l’infection est la barrière cutanéomuqueuse. Elle 
est en contact permanent avec le monde des agents infectieux. Elle 
présente différents systèmes qui préviennent la colonisation – première 
étape de la plupart des infections – systèmes qui sont de nature méca-
nique, chimique ou biologique. Leur déficit entraîne des manifestations 
pathologiques locales et/ou systémiques. 
Parmi eux, de très nombreuses molécules constitutives ou induites 
participent à la défense anti-infectieuse : les acides gras de la peau, le 
lysozyme et la phospholipase A2 des larmes et de la salive, le pH acide 
de l’estomac, les enzymes digestives et sels biliaires du tractus gastro-
intestinal. Les peptides antimicrobiens, produits par de nombreux types 
cellulaires dont les cellules spécialisées de l’immunité (polymorphonu-
cléaires, macrophages) jouent également un rôle crucial dans cette dé-
fense passive. 
Cette première barrière étant franchie, de nombreuses molécules so-
lubles participent à la défense innée comme les cytokines, les protéines 
de la cascade du complément et les protéines de la phase aiguë de 
l’inflammation. 

  
http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/immunite-et-vaccination/immunite-innee-barrieres-naturelles-et-reaction-inflammatoire/ 
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Le Lysozyme 
Les facteurs humoraux de la réponse innée constituent la deuxième ligne de défense que rencontreront les micro-organismes après pénétration dans l’organisme à travers une 
peau ou une muqueuse lésée ou fragilisée. Il s’agit de substances solubles retrouvées dans le sérum et autres liquides de l’organisme. Parmi elles on retrouve le lysozyme, pro-
téine de faible poids moléculaire, thermostable. C’est une substance d’origine lysosomiale, provenant des cellules phagocytaires et présente dans le sérum à la concentration 
de 1-2 μg/ml (on la retrouve également dans la salive, le mucus nasal, les larmes, le lait ou le mucus cervical). 
 
Lysozymes, lysosomes et phagocytes 

 Phagocytose de levures par des polymorphonucléaires neutrophiles  

Afin de détruire le corps étranger présent à l’intérieur 
du phagosome, les neutrophiles ont recours à une voie 
associée à la libération du contenu de leurs granules. 

 
Les neutrophiles sont en effet des cellules porteuses 

d’un grand nombre de granules dont le contenu est riche 
de divers composants (dont le lysozyme). Ainsi, 

les granules peuvent libérer leur contenu à l’intérieur 
du phagosome ou à l’extérieur de la cellule.  

Micrographies (MET) de lésions 7h après une infection par Micrococcus lutéus chez 
des souris normales (A) ou déficientes en lysozyme (B). Sur le cliché A, les 
bactéries présentent une paroi altérée (fantomes marqués par des flèches) et 
apparaissent intactes sur le cliché B. (Ganz et al., Blood, 2003) 
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Le lysozyme permet la destruction du peptidoglycane de la paroi bactérienne en catalysant l’hydrolyse de la liaison osidique qui relie la N-acétylglucosamine et l’acide N-
acétylmuramique. Le « squelette » du peptidoglycane (appelé aussi muréine) de la paroi bactérienne est en effet un copolymère constitué de l’enchaînement covalent de ces 
deux molécules, en alternance, sur lesquelles sont fixés des peptides qui pontent les chaînes du polymère. 
 

 
 

 

C’est la première enzyme et la seconde protéine (après la myoglobine) dont la structure tridimensionnelle a été établie par radiocristallographie. Les séquences d’acides aminés 
et la structure tridimensionnelle des lysozymes de différentes espèces sont proches et ressemblent également à celles de l’alpha-lactalbumine, une protéine présente dans le 
lait. 
Le lysozyme de poule est formé d’une seule chaîne protéique de forme globulaire de 129 acides aminés comportant quatre ponts disulfures et a une masse moléculaire de 
l’ordre de 14600 Da. 
 

L’activité proposée ici permet d’approcher cet acteur moléculaire soluble de la réponse innée présent dans les liquides biologiques en mettant en évidence son activité lytique 
directe sur des bactéries. 
 

  

Bactérie Gram + Bactérie Gram -

Membrane plasmique
Périplasme
Peptidoglycane

Membrane plasmique
Peptidoglycane

Membrane externe
Espace périplasmique

Epaisseur paroi : 10-80 nm Epaisseur paroi : 2-3 nm
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On peut mettre en évidence l’action du lysozyme in vitro en utilisant des bactéries sensibles à son action telles que le coque Gram + Micrococcus lysodeikticus. 

Matière d’œuvre 
 
Matériel :  

- Tampon phosphate pH 6,24 : 
100 mL de dihydrogénophosphate de potassium 0,066 M ajusté à pH 6,24 avec KOH 1M. 

- Lysozyme de blanc d’œuf (Lysozyme from chicken egg white, Sigma #L3790-1mL, so-
lution stock en tampon phosphate à 10 mg/mL) 

- Suspension de Micrococcus lysodeikticus (Micrococcus lysodeikticus, ATCC No 4698, 
Sigma # M3770-5g) : 0,015% en tampon phosphate (p/V) 

15 mg de bactéries lyophilisées dans 100 mL de tampon phosphate 
- Une souche d’E. coli isolée sur une gélose nutritive (à titre de contrôle) 

- Un spectrophotomètre réglé sur 450 nm et cuves en plastique à usage 
unique  

- Logiciel Excel (par exemple) ou autre tableur  

Approche cinétique et quantitative (protocole issu de la fiche technique « Enzymatic Assay of Lysozyme » EC 3.2.1.17, Sigma) 

- Après préchauffage de la lampe, utiliser le spectrophotomètre en mode « Acquisition manuelle » ou en mode « Cinétique » à la longueur d’onde 450 nanomètres ; réa-
liser un « blanc » à l’aide d’une solution de tampon phosphate puis mesurer l’absorbance des suspensions bactériennes (volume final 2,9 mL) ;  

- introduire ensuite une cuve contenant 2,9 mL de suspension bactérienne (Micrococcus lysodeikticus puis Escherichia coli) ;  
- mesurer l’absorbance pendant deux minutes (temps entre chaque point de mesure 5 s) puis introduire dans la cuve 100 μL de la solution de lysozyme à tester (0,3 ; 

3,30 puis 300 μg/mL, concentrations finales) ou 100 μL de tampon potassium (contrôle négatif) ;  
- continuer la mesure d’absorbance pendant au moins cinq minutes ;  
- les données sont exportées au format Excel pour être exploitées dans ce programme ;  
- pour chaque courbe, déterminer le temps correspondant à une diminution de moitié de l’absorbance initiale (T50%) puis tracer le graphique T50% = f([Lysozyme]).  

 
REMARQUES 

- Une unité de lysozyme est responsable de la diminution de l’absorbance à 450 nanomètres de 0,001/min à 25°C. 
- La vitesse initiale de réaction (mesurée par la pente à l’origine de l’ajout de lysozyme pendant au moins une minute) est directement proportionnelle à la concentration 

en lysozyme dans une gamme allant de 0,2-2 μg/ml. 
 
BIBLIOGRAPHIE 

- D. Shugar (1952), « The measurement of lysozyme activity and the ultra-violet inactivation of lysozyme ». Biochimica et Biophysica Acta, 8(3), p. 302-209. 
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Exemples de résultats obtenus par des élèves de Terminale S lors d’un stage en laboratoire (association « Tous chercheurs ») : 
 
Dosage du lysozyme de poule : approche cinétique Traitement des résultats Dosage du lysozyme dans la salive 

de deux étudiants (Y1 et Y2) 

 

 
Représentation graphique du 
temps de demi-réaction en 
fonction de la concentration 
initiale en lysozyme 
 

 

Exploitations pédagogiques 
 
DOCUMENT 1 : fiche composition d’un antiseptique local (Lysopaïne) préconisé en cas de mal de gorge peu intense, sans fièvre ou d’aphtes, de petites plaies de la bouche : 
 

COMPOSITION (EXPRIMÉE PAR COMPRIMÉ) 

- Principes actifs : 

Cétylpyridinium 1,5 mg ; Lysozyme 20,0 mg 

- Excipients : 

Saccharine (E954) ; Magnésium stéarate (E572) ; Sorbitol (E420) (effet notoire) ; Arôme 

menthe : Menthe poivrée huiles essentielles ; Gomme arabique (E414) 

CONTRE-INDICATIONS 

- Ne pas utiliser chez l’enfant de moins de 6 ans. 

- Antécédents d’allergie à l’un des composants du médicament (dont allergie au lyso-

zyme ou allergie à l’œuf). 
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DOCUMENT 2 : création biotechnologique d’un « lait de vache maternisé » enrichi en lysozyme humain recombinant : 
 

 

 
PloS One, mars 2011 

 
Activité lytique contre Micrococcus 
lysodeikticus du lysozyme humain 
commercial (HLZ), du lysozyme 
humain recombinant purifié à partir 
du lait de vache recombinante 
(rHLZ), et du lysozyme du blanc 
d’œuf de poule (Hew-LZ). Les disques 
de papier stériles sont imprégnés de 2μg 
de protéines testées à 0,2 mg/mL ou d’eau 
stérile (contrôle) et déposées sur une 
gélose préalablement ensemencée par 
Micrococcus lysodeikticus.  
A : HLZ commercial ; B : rHLZ purifié 
avant dessalage ; C : lysozyme de blanc 
d’œuf Hew-LZ; D : rHLZ purifié ; E : 
témoin eau distillée. 

Activité catalytique contre Micrococcus lysodeikticus, déterminée par méthode turbidimétrique. 
Exprimée en U/mg (unités internationales) 
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Considérations évolutives 
Le lysozyme est produit par de nombreux organismes évolutivement éloignés. Cette observation a été le point de départ de différentes études sur l’évolution du lysozyme et de 
la caractérisation de différentes familles de lysozymes. En 1932, Fleming fait l’observation que les lysozymes issus de différents tissus et sécrétions ont des capacités antibacté-
riennes assez variables. De manière générale, le terme lysozyme est utilisé pour désigner le lysozyme de blanc d’œuf de poule, qui est en effet le représentant classique de ce 
type d’enzyme. 
Avec le développement des études sur le lysozyme, il est vite devenu évident qu’il existait des lysozymes distincts de celui du blanc d’œuf de poule, découverts chez les oi-
seaux, les phages, les bactéries, les mycètes, les invertébrés et les plantes. A la suite de cela, les lysozymes ont été divisés en différents types (voir document n° 1 chez les ani-
maux) : lysozymes de type-c (pour « chicken »), lysozymes de type-g (pour « goose »), lysozymes de type-i (pour « invertebrate »), les lysozymes de plantes, les lysozymes bac-
tériens et les lysozymes phagiques. Le lysozyme de blanc d’œuf de poule est associé aux lysozymes de type-c.  
Dans chacun des grands phylums dans lequel le lysozyme a été identifié, celui-ci peut jouer des rôles différents. Les génomes de bactériophages codent des lysozymes dont le 
rôle est de favoriser le relargage de virions par la lyse de la cellule hôte ou de faciliter l’infection. Les lysozymes bactériens jouent un rôle dans l’autolyse, l’élongation et la divi-
sion cellulaire. Chez les végétaux, les lysozymes ont également une activité chitinase et auraient un rôle protecteur aussi bien contre les infections bactériennes que fongiques. 
Chez certains organismes (ruminants, insectes), le lysozyme est exprimé à différents endroits du tractus digestif. Ces enzymes auraient un rôle digestif et permettraient entre 
autre d’utiliser les bactéries comme source d’énergie, de phosphore et d’azote. 
Les lysozymes diffèrent par leurs structures, leurs propriétés physicochimiques, et leurs critères immunologiques. Le seul critère commun à toutes ces enzymes est la capacité 
à cliver la liaison β-glycosidique entre le C-1 du NAM et le C-4 du NAG du PG. 
 
On peut dès lors s’interroger sur la parenté de ces différentes molécules et sur leur origine commune éloignée, signe de la conservation de mécanismes fondamentaux de la vie 
cellulaire. 

Outils 
 
Matériel : 
 

- Logiciel Rastop 
- Logiciel anagène 

Séquences disponibles :  
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Analyses 

• Lancer le logiciel Rastop ; ouvrir les images du dossier Lysozyme (fichiers .pdb) en fonction des besoins : ouvrir les différentes molécules chacune dans une fenêtre. 

- Ouvrir plusieurs fenêtres avec Fichier, Nouveau… 
- Réorganiser les fenêtres  
- Cliquer dans une fenêtre pour la rendre active. Le bandeau supérieur de la fenêtre devient bleu. 
- Charger un fichier de molécule dans chaque fenêtre. 
Chacune des molécules se manipule indépendamment des autres.  

• Afficher les structures secondaires (on peut visualiser aisément ce type de structure en affichant le mode « Rubans »). 
• Repérer les hélices alpha et les feuillets béta (onglet « Atomes » – « colorer » – « structures ») ainsi que l’encoche contenant le site actif.  
• Charger les séquences primaires des différentes formes de lysozyme en utilisant le logiciel anagène (fichiers .edi). 
• Procédez à une comparaison de séquences par alignements multiples avec discontinuité sur des groupes de séquences que vous aurez préalablement déterminés en 

choisissant une séquence de référence. Construire- en changeant la séquence de référence- la matrice des identités (en pourcentages) à partir des séquences fournies. 
A titre d’exemple :  

% d’identité 
Gallus gallus 

(Poule) 
Homo sapiens 

(Homme) 
Bombyx mori 

(Papillon) 

Mytilus 
galoprovincialis 

(Moule) 

Hordeum vulgare 
(Orge) 

Gallus gallus 
(Poule) 100     

Homo sapiens 
(Homme) 60 100    

Bombyx mori 
(Papillon) 44.5 42 100   

Mytilus 
galoprovincialis 

(Moule) 
25.3 24 32.5 100  

Hordeum vulgare 
(Orge) 6.6 8.6 9.5 13.5 100 

 
 
On admet que lorsque deux séquences protéiques présentent plus de 20% de similitudes, ces similitudes ne peuvent pas être dues au hasard et témoignent d’une parenté entre 
les séquences. La similitude est une quantité qui se mesure en pourcentages d’identité, cette dernière étant définie comme une ressemblance parfaite entre deux séquences. 

• Noter les différences et ressemblances à l’échelle des séquences et des structures et conclure en s’appuyant sur les données des documents joints. 
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DOCUMENT 1 : Comparaison des différents types de lysozymes retrouvés dans le monde animal 
 
Données issues de L. Callewaert & C. W. Michiels (2010) 

 

Distribution des différents types de lysozymes décrits dans le règne animal 
 

- Le Type C : c’est une forme retrouvée chez la plupart des Vertébrés dont les 
Mammifères ; l’archétype est le lysozyme du blanc d’œuf de poule. Mis à part les 
Mammifères, d’autres Vertébrés tels que les poissons, les oiseaux, les reptiles 
et les amphibiens produisent du lysozyme de type C ou présentent le gène de 
cette enzyme. Sur la base des séquences génomiques disponibles, on ne re-
trouve pas de lysozyme de type C chez les Invertébrés autres que les Arthro-
podes et les Céphalochordés. 
 

- Le Type G : décrit initialement dans le blanc d’œuf d’oie (Goose en anglais), 
ce lysozyme est retrouvé dans les œufs de nombreuses espèces d’oiseaux, 
majoritairement ou avec le lysozyme de type C. Considéré initialement 
comme une forme uniquement présente chez les Vertébrés, des gènes 
fonctionnels ont depuis été décrits chez certains Invertébrés, mollusques 
bivalves et Urochordés. 

 
- Le Type I : ou « type invertébré » ; la première séquence décrite fut celle d’un 

mollusque bivalve marin Tapes japonica (TjL ; Ito et al., 1999). Les connais-
sances actuelles indiquent que ce type de Lysozyme est présent au moins dans 
les phyla des Mollusques, Annélides, échinodermes, Nématodes et Arthro-
podes (mais pas chez les vertébrés). 

 

A : Lysozyme du blanc d’œuf de poule (type C) ; 
B : Lysozyme de type G ; 
C : Lysozyme de type I (Tapes japonica). 
 
Bien que les similitudes dans la structure primaire de ces protéines soient limitées, 
leur structure 3D présente de frappantes similarités avec deux types de domaines 
séparés par une encoche profonde contenant le site actif, l’un consistant principa-
lement en un feuillet béta plissé et l’autre principalement constitué d’hélices alpha, 
y compris dans le cas du lysozyme de type I qui présente par ailleurs une structure 
dimérique. 
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DOCUMENT 2 : Caractéristiques du lysozyme de type C de la moule méditerranéenne 
 
Données issues de Q. Wang et al. (2013) 

 

 

Structure en 3D de MgCLYZ lysozyme de type C de Mytilus galloprovincialis 
Alignements multiples de la séquence primaire du lysozyme de type C de Mytilus gallopro-
vincialis (MgCLYZ) avec d’autres lysozymes de type C orthologues dans Genbank 
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DOCUMENT 3 : Comparaison du lysozyme d’insecte Bombyx mori (BmLZ) et du lysozyme de poule (HEWLZ).  
 
Données issues de A. Matsuura et al. (2002) 

 

 
Alignement des séquences protéiques de HEWLZ et BmLZ : les * correspondent aux 
résidus catalytiques, les encadrés aux régions présentant des structures secondaires 

Structures 3D superposées de HEWLZ (orange) et BmLZ (vert) 

 

BIBLIOGRAPHIE 
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