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漆酶工程菌株的构建及其培养条件的研究
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摘 要：提取产漆酶白腐菌（!"#$ %&’(")*)）的总 N0O，利用 N86P3N的方法克隆到漆酶的 +Q0O，并将其克隆到表达
载体 RPS3?T，重组质粒经线性化、电激转化 +&,-&. /.)0"1&) U2%%"、通过底物显色反应筛选到漆酶生产工程菌株。其
中 #V 工程菌株产酶活力较高。培养基、培养温度、诱导用甲醇浓度及培养基中铜离子浓度对该菌产酶活力均有一

定的影响。在最适条件下（用含 #$$!A’(9W 3H# X的 YZZ[培养基，于 #$\，#"$/9ABD；用 $]"^甲醇诱导）培养至第 >
天时，该菌株产酶活力达到最高（%"%$_9W）。
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漆酶（@3%]%$]M]#）是一种含铜离子的多酚氧化
酶，广泛分布于高等植物（如漆树）和许多真菌中［%］。

漆酶多为分泌型糖蛋白，且一般为单体酶。该酶具

有广泛的底物作用范围，可以氧化多种酚类化合物

及其衍生物；在助剂（如，OY82［#‘#6;aBD’-BE6（M6.,Lb(6
-.Da,LB;’(BD.6>6EHc’DB+ ;+Bd）］，#，#‘6偶氮6双6（M6乙基6
苯并噻唑6>6磺酸））存在的情况下，还可以氧化降解
一些不含酚羟基的酚类类似物。因此，它在许多方

面都有着重要的应用价值，如在造纸工业中用于生

物漂白及漂白废水的处理，食品工业中防治果汁产

生沉淀，制漆工业中用于改善油漆的性能，漆酶制造

的生物传感在医药检测、环境污染物监测中的应用

等［# e !］。要实现上述诸多的实际应用，就必须有廉

价的漆酶酶源，但真菌培养时极易被污染，产酶活力

不稳定同时其产酶活力相对都比较低，这就导致漆

酶的工业化生产很难实现。因此在本文中，我们从

产生漆酶的原始菌株出发克隆了漆酶的 +Q0O，构建
了漆酶工程菌株并优化了其培养条件。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒和菌种：表达载体选用 RPS3?T（SDfB,/’6
g.D），宿主菌：毕赤酵母（+&,-&. /.)0"1&) U2%%"）和大
肠杆菌（2),-$1&,-&. ,"%&）hZ%$?；原始菌株：木质层孔
菌（!"#$ %&’(")*)）由本实验室筛选保存［"，>］。
!"!"# 培养基：WY，[PQ，NQY 琼脂培养基，ZQ 和

ZZ琼脂培养基（含有 #"!g9AW U!%=，$]#AA’(9W OY82
和 $]% AA’(9W 3H2*!），YZU[ 及 YZZ（%$$AA’(9W，

Ri>]$的磷酸钾缓冲溶液，%]M!^[0Y，! j %$6"生物
素，$]"^甲醇）、YZZ[（YZZ 中加入 %^ b.;E, .<6
,/;+,，#^R.R,’D.）培养基（均含有不同浓度的3H2*!）。

培养基详细配方见文献［?］。
!"!"$ 主要试剂和仪器：OY82［#‘#6;aBD’-BE6（M6.,L6
b(-.Da,LB;’(BD.6>6EHc’DB+ ;+Bd）］（2BgA;），U!%= 抗生素
（ SDfB,/’g.D），8NSa’( TB,（ SDfB,/’g.D），’(Bg’6（ d8）%"
（2;Dg’D），Q@P3（二乙基焦碳酸盐）（2BgA;），2HR./6
E+/BR, /.f./E. ,/;DE+/BR,;E.（ SDfB,/’g.D），P(;,BDHA 3.4
Q0O P’(bA./;E. iBgL :Bd.(B,b（ SDfB,/’g.D），2,"N"，
5"0"，6.,"和 7’%#（P/’A.g;）。P3N 仪（2,/;,;6
g.D.），电泳仪（北京六一仪器厂），恒温摇床（0.K
Y/HDEKB+T 2+B.D,BcB+公司），I#%分光光度计和 I">Z3
紫外分光光度计（上海第三分析仪器厂）。

!"# 工程菌构建
!"#"! 引物设计：根据白腐菌（!"#$ %&’(")*)）中漆
酶的 +Q0O 序列（由本实验室克隆并注册到 U.D6
Y;DT，,L. ;++.EEB’D DHA-./，O[M>"##=）设计下列引
物：P0："‘6U38OUOO883OOOOUOU38O88UU3338U86

M‘；P3："‘68OU3UU33U383OU8UU83OUOOU6M‘。

!"#"# 漆酶 +Q0O的克隆：提取 ! ) %&’(")*) 菌丝体
总 N0O（8NSa’( TB,，SDfB,/’g.D），以 ’(Bg’6（d8）%"反转录
合成 +Q0O，N86P3N扩增得到漆酶的 +Q0O。P3N反



应体系和反应条件参见文献［!］。
!"#"$ 构建重组表达载体：将 "#$%克隆到表达载
体 &’()*+，重组质粒 &’()*+, !"" 构建如图 -所示。

图 ! 重组质粒 %&’()*+ !"" 构建图
./01- )234567"5/23 28 59: 6:"2;</3=35 >:"526 &’()*+, !""

!"#", 工程菌获得：重组表达载体分别经 #$" !和
%&! "酶切后，电激转化毕赤酵母 ?@--A，筛选阳性
转化子。&’()*+空质粒分别经酶切后，电激转化毕
赤酵母 ?@--A，筛选阳性转化子（只有 ?B-C抗性，不
产漆酶）作为对照菌株。

!"$ 漆酶的表达
用牙签挑取阳性转化子单菌落接种到 DE?F液

体培养基中，GHI，JAH6K;/3 培养至 ’(LHH到 J M L；

LHHH6K;/3，A;/3离心收集菌体，用 DEE或 DEEF悬
浮菌体至 ’(LHH为 -NH，分别于 JHI或 GHI培养，每
天补加一定量的甲醇进行诱导，或于 GHI，JAH6K;/3
培养至 ’(LHH到 J M L；LHHH6K;/3，A;/3 离心收集菌
体，用 -K-H体积的 DEEF培养基悬浮菌体，于 GHI
培养，每天补加一定量的甲醇进行诱导。

!", 漆酶活性测定
按参考文献［!］所述方法。一个酶活单位（O）

是指合适条件下，反应体系中每分钟催化 -#;2PKQ
%DR@氧化所需的酶量。
!"- 蛋白含量的测定
参考文献［L］测定蛋白含量。

# 结果

#"! 工程菌构建和培养
经 SR,’)S 克隆到漆酶的 "#$%（约 -NA+<），

)"*S!和 +*,!双酶切后，克隆到表达载体 &’()*+。
重组表达载体分别经 #$"!和 %&!"酶切线性化、纯
化回收后，电激转化毕赤酵母 ?@--A。阳性转化子
在筛选平板上菌落周围产生蓝绿色菌圈。从这些阳

性转化子中，挑单菌落分别点种在 EE和 E#培养
基上，其中转化子 - T 能在两种培养基上生长，而转

化子 J T在 EE培养基上生长状态良好，而在 E#培
养基上几乎不能生长。分别将两转化子转接至液体

培养基于 GHI培养，离心收集菌体转接至 DEEF，每
天用 HNAU甲醇诱导。两转化子产酶活力如图 J所
示：J T转化子产酶活力远远高于 - T 转化子。其在

第 L天产酶活力达到最高，之后产酶活力缓慢下降。
对照菌株发酵液中没有检测到漆酶活力，工程菌表

达漆酶的电泳图见图 G。

图 # 两转化子 !. 和 #. 产酶活力

./01J Q=""=4: ="5/>/5/:4（OKQ）&62V7":V <W 5X2 P=""=4:,4:"6:5/30 :30/,

3::6:V 45=/34

图 $ 工程菌表达漆酶的 /0/+&123
./01G @#@,’%?Y 28 P=""=4: &62V7":V <W :30/3::6:V 456=/3

E1 E=6+:6；-1 ’625:/3 &62V7":V <W - 1 .$/,*01/ ?@--A（&’()*+）；J1

’625:/3 &62V7":V <W P=""=4:,4:"6:5/30 :30/3::6:V 456=/31

#"# 培养基对工程菌（# . 转化子）产酶活力、生物

量及培养液 %4的影响
将工程菌接种至两种不同的液体培养基 DEE

和 DEEF，用 HNAU甲醇诱导。该工程菌在两种培养
基中产酶活力、生物量（’(LHH）及培养液 &Z变化如
图 B所示。DEEF培养基中，工程菌的生物量和产
酶活力均显著高于用 DEE培养。这可能由于 DEE
培养基营养成分相对于 DEEF 较贫乏。图 B 还显
示，DEE中培养液的 &Z随培养时间延长迅速下降，
第 C天时，已降至 GNJ；而 DEEF中培养液的 &Z在
整个培养过程中没有明显变化。由于生物量相对较

低及培养液 &Z的显著降低使得 DEE中工程菌产
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酶活力较低。

图 ! 培养基对工程菌产酶活力、生物量及培养液 "#的
影响

!"#$% &’( ())(*+ ,) -(."/ ,0 +’( 1/**/2( /*+"3"+4，5",-/22 /0. 67

8：9::;；9：9::$

$%& 甲醇浓度对工程菌产酶活力的影响
在培养过程中，用不同浓度的甲醇诱导，工程菌

产酶活力如图 <所示。在一定的甲醇浓度范围内，
随甲醇浓度的增加酶活增加。=><?的甲醇浓度是
最佳的诱导浓度，当其浓度高于 =><?时，随甲醇浓
度升高酶活反而降低，当用 @>=?甲醇诱导时，该菌
产酶活力仅为 =><?诱导时的 AB>C?。

图 ’ 甲醇浓度对工程菌产酶活力的影响
!"#$< &’( ())(*+ ,) -(+’/0,1 *,0*(0+D/+",0 ,0 +’( 1/**/2( /*+"3"+4 6D,E

.F*(. 54 1/**/2(E2(*D(+"0# (0#"0((D(. 2+D/"0

$%! 培养温度对产酶活力的影响
对工程菌的培养温度进行了研究（图 A），不同

温度培养下的工程菌产酶活力达到最高所需时间也

不同。于 @<G下培养时，工程菌产酶活力随培养时
间的延长逐渐增加，于第 B 天达到最高。而其他 H

图 ( 培养温度对酶活力的影响
!"#$A &’( ())(*+ ,) +(-6(D/+FD( ,0 +’( 1/**/2( /*+"3"+4 6D,.F*(. 54 1/*E

*/2(E2(*D(+"0# (0#"0((D(. 2+D/"0

个温度下，工程菌产酶活力均于第 A 天达到最高，
且 I=G培养的工程菌产酶活力显著高于在 I<G和
H=G培养。
$%’ )*$+浓度对产酶活力的影响
将工程菌接种至含不同浓度 JFI K的 9::;中，

于 I=G，I<=DL-"0培养，用 =><?的甲醇诱导，第 A天
取样研究培养液中铜离子的浓度对酶活力的影响，

研究结果如图 C所示。当溶液中不加 JFI K时，培养
液中酶活力非常低，随加入的 JFI K 浓度增加，酶活
力也有所增加。当培养基中加入 I==!-,1LM 时，培
养液中漆酶活力达到最高（@<@=NLM），测定含不同铜
离子浓度发酵液中蛋白含量，计算酶的比活力。图

C说明，铜离子的加入并没有改变酶蛋白的含量，而
是提高了培养基中酶的活力。漆酶是含铜的多酚氧

化酶，铜离子处于酶的活性中心，在漆酶催化底物发

生氧化时起着传递电子的作用［B］。所以，培养基中

铜离子浓度对酶活力有很大的影响。

图 , )*$+浓度对酶活力和比活力的影响
!"#$C &’( ())(*+ ,) *,66(D *,0*(0+D/+",0 ,0 +’( 1/**/2( /*+"3"+4 /0. 26(E

*")"* /*+"3"+4 6D,.F*(. 54 1/**/2(E2(*D(+"0# (0#"0((D(. 2+D/"0

& 讨论
构建列的漆酶生产工程菌株，液态发酵实验研

究结果表明：I O 工程菌产酶活力远远高于 @ O 工程

菌。I O工程菌是经 !"#" 酶切表达载体转化酵母
得到，其在 ::培养基上生长状况良好，而在 :P培
养基上几乎不能生长，其甲醇利用表型可能是 7"2K

:F+K型。@ O工程菌是经 $%&# 酶切表达载体转化
酵母得到，其在 ::和 :P两种培养基上均生长良
好可能是 7"2K :F+2。7"2K :F+K 型工程菌是线性化
的重组质粒，特异性插入到酵母染色体醇氧化酶基

因位点上，而 7"2K :F+2型工程菌是线性化的质粒与
酵母染色体发生同源交换重组。由于位点特异性交

换比在两个独立位点发生双交换更易于引起多拷贝

基因插入，同时适当提高基因剂量在一定程度上，有

助于实现外源蛋白的高表达。所以，本研究中得到
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的 !"#$ %&’ $ 型工程菌（即 ( ) 工程菌）产酶活力较

高，很可能是因为漆酶基因以多拷贝插入。

研究还探讨了工程菌产酶过程特征和一些影响

因子，包括：培养基类型，培养温度，诱导用甲醇浓度

及培养基中铜离子浓度。在最适条件下，工程菌产

酶活力最高达 *+,*-./0，其产酶活力低于原始菌株
产酶活力，但工程菌的最适产酶时间。但原始菌株

发酵过程中极易污染，而且产酶活力不稳定，工程菌

则产酶活力稳定，而且发酵条件易于控制。本文作

者还构建了另一组成型表达的漆酶产生工程菌，产

酶活力最高为 1+23-./0［4］。国外研究者［1］构建的
工程菌产酶活力高低不等（2+5 6 *72-./0），多数情
况下发酵罐培养工程菌产酶活力要远远高于摇瓶试

验。所以，为进一步提高漆酶的活力，则需摸索发酵

条件或寻找更合适的表达系统提高漆酶的表达

活力。
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