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摘 要：综合运用 ,*03末端快速扩增（F8G=H 3-G(=I=,8A=’> ’I ,*03 <>HJ，F3K<）和基因组步行等技术克隆到一个金
针菇（!"#$$%"&’# ()"%*&+),）的漆酶结构基因和其对应的全长 ,*03，经测序和 LM3N5比对分析表明该基因属于多铜
氧化酶基因家族，与已发表的漆酶基因（37%4"#2$）的同源性最高，在氨基酸水平为 4#O。该结构基因命名为 -".
//!(，,*03命名为 "//!(，其序列提交 P+>L8>Q，登录号分别为 3R!1S1#"和 3R!S$!$"。将 "//!( 的开放阅读框克隆到
毕赤酵母表达载体 GTLU;$"，转化毕赤酵母 PN%%S且实现了分泌表达。将重组毕赤酵母 PN%%S（GTLUS"S）诱导产
酶，在培养温度 #$V、甲醇流加量为 %W$O（&6&）的情况下，其分泌表达的 MKK7X的最高酶活为 $W%$4$ Y6-M，最适反
应温度为 !SV，最适反应 GT值为 2W;，在最适反应条件下其热稳定性和 GT值稳定性均较好。
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漆酶（M8,,8J+ <K%W%$W2W#）是一种含铜的多酚
氧化酶［%］，自从 %112年被发现以来，一直是生物学、
化学和环境科学等领域十分活跃的研究热点，近年

来的研究表明，它具有广泛的底物作用范围，在很多

方面有较大的应用价值，如造纸工业中纸浆的去木

质素化和生物漂白［#］、酚类化合物和氧分子的生物

检测［2］、稠环芳烃类化合物的降解［!］、生物燃料电池

的阴极反应［S］及其他潜在的应用。我国是生漆的发

源地，漆树分布于全国 %$多个省区，又具有十分丰
富的真菌资源，但我国对漆酶的研究与日、美、意等

发达国家相比还十分落后，对于漆酶基因的克隆与

异源表达研究尤显不足。本文首次报道了综合运用

F3K<和基因组步行等分子生物学技术克隆到一个
金针菇的漆酶基因，通过测序和 LM3N5比对对其进
行了分析鉴定，并阐明了其在毕赤酵母中分泌表达

的产酶曲线和所产酶的酶学性质，为今后漆酶基因

的克隆开辟了新途径，为漆酶的实际应用奠定了一

定的基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 酶和试剂：限制性内切酶、5! *03聚合酶、
5! *03 连接酶、<90#1 *03 聚合酶、! 种 H05[ 和

\>+ NA+G F5:[KF ]=A 等均购自 58]8F8 公司，5F^D’(
试剂和 N_GG+/J,/=GA! 反转录酶购自 ^>X=A/’E+>公司，
\(=E’A+9 -F03 U=>= ]=A 购自 Z=8E+> 公司，*03纯化
试剂盒购自 &=A8E+>公司，3L5N［#，#‘:8D=>’.=J:（2:+A@:
C(.+>DA@=8’(=>+:":J_(G@’>8A+）］购自上海 N8>E’> 公司，
其他常规试剂采用进口分装或国产分析纯。

!"!"# 培养基：ML 培养基配制见文献［"］，R<[*、
U*、LUPR、LUUR等培养基配制见 ^>X=A/’E+>公司毕
赤酵母操作手册。

!"!"$ 菌株和质粒：表 %为所用菌株和质粒。

表 ! 供试菌株和质粒
58.(+ % NA/8=>J 8>H G(8J-=HJ _J+H => A@=J a’/Q

NA/8=>J6[(8J-=HJ K@8/8,A+/=JA=,J N’_/,+

2 ) /3"& bM%$:P’(H 4%+2!!，5,67%4，8)/9%， 7/’- NA/8A8E+>+

:&/5&# +#,*38&, PN%%S )’69%，5&,! 7/’- ^>X=A/’E+>

PN%%S（GTLUSS4） 5@=J a’/Q

GU*%1:5 9$+8，G_, ’/= 7/’- 58]8F8

GTLUS$% -"//!( ,(’>+H => GU*%1:5 5@=J a’/Q

GTLUS$# "//!( ,(’>+H => GU*%1:5 5@=J a’/Q

GTLU;$" 9$+8，;#’8，G_, ’/=，:9<=%，09<=% NA’/+H => A@=J (8.

GTLUSS4 "//!( ,(’>+H => GTLU;$" 5@=J a’/Q

!"# 金针菇菌丝体的培养、诱导和预处理
用接种环挑一环金针菇试管种接入盛有 #S-M

[*3液体培养基的 #S$-M 三角瓶，置恒温摇床中，



!"#，!$%&’()* 振荡培养约 $+，菌丝体足量后加入
!,%!- .%%((/0’- !，,1二甲苯胺诱导漆酶基因的表
达，!$2后收集菌体，用 3456处理的 ++7!8配制的

59:缓冲液清洗 ;次，滤干后迅速置于液氮中冻存
.%()*，备抽总 <=>。
!"# 总 $%&的抽提和 ’$%&的纯化
试验方法分别见 ?<@A/0 试剂和 80)B/CDE (<=>

F)*) G)C的操作手册。
!"( $&)*、基因组步行和 $+,-)$
漆酶一般都含有 ,%% 个左右的氨基酸残基，且

都含有用来指导其有效分泌的信号肽。同一来源的

漆酶显示出较高的相似性，而不同来源的漆酶其氨

基酸序列的相似性并不高。但很重要的一点是，这

些漆酶在铜离子结合的组氨酸周围都有严格保守的

氨基酸残基。:H&DI2等［J］对 .%%多个真菌漆酶的氨
基酸序列进行比对分析后得到 $个真菌漆酶的氨基
酸指纹序列，根据其中最为保守的氨基酸序列 75K1
7-7L7，设计了简并引物 M&)(D&!。其余操作分别参
照 :F><? <>64 N3=> >(M0)O)NPC)/* G)C QID& FP*HP0、
Q*)RD&IP0 LD*/(D SP0TD& G)C QID& FP*HP0 和 8*D :CDM
<?156< G)C QID& FP*HP0进行。
扩增引物分别为：M&)(D&!：,U16>666（L’6）??61

6>6（6’?）?L6>6LL1;U M&)(D&63:"：,U1>??6?>LL1
L66L>LL6LL66L>6>?L1+（?）;% =1. =1;U；（= V >，L，

6，?；=1. V >，L，6）；M&)(D&>5.：,U1L?>>?>6L>6?1
6>6?>?>LLL61;U；M&)(D&>5!：,U1>6?>?>LLL66>61
L6L?LL?1;U；M&)(D&.;：,U1L6L6L?6L?>>>6>LLL61
>6>>L1;U；M&)(D&.$：,U16L6L66>L>6LLLL??L61;U；
M&)(D&."：,U1L?6>?LL?6>L>??66>>?6>??61;U；M&)1
(D&!%：,U1LL66>L?6?>6?LL?66??6LL6L61;U。
!". /%&操作

3=>回收、消化、连接和转化参见相应试剂盒
手册和文献［W］进行。毕赤酵母感受态细胞制备、转
化参照 @*R)C&/BD*公司毕赤酵母操作手册进行。
!"0 重组毕赤酵母表达载体 1234..5构建和鉴定
回收 <?156<扩增约 .XWTY的产物，经 ?$ 3=>

聚合酶处理后与用 !"##和 $#%#消化好的毕赤酵
母表达载体 M79FJ%W 连接，转化大肠杆菌 Z-.%1
L/0+，得重组质粒命名为 M79F,,[，利用 56<方法鉴
定重组子。

!"5 重组毕赤酵母在底物平板上的诱导表达
将 F3平板上生长的毕赤酵母 L:..,转化子转

接适量到 9FL\平板上，;%#培养 !+，再分别转接
适量菌落到 FF 加 %X!((/0’- >9?: 和 %X.((/0’-

6H:8$ 底物平板上，每 .!2添加适量甲醇进行诱导，

!%#培养，观察其表达情况。
!"6 外源基因在毕赤酵母中的高密度诱导表达［5］

挑取待表达的重组毕赤酵母单菌落于 9FL\液
体培养基（按!.%]装瓶），!" ^ ;%#，!"% ^ ;%%&’()*
摇床培养至对数期（&’W%%为 ! ^ W）。转接 .(-培养
液至 .%%(- 9FL\ 液体培养基（按!.%]装瓶），
!" ^ ;%#，!"% ^ ;%%&’()* 摇床培养至对数中期
（&’W%%为 !% ^ ;%）。室温 $%%%&’()*离心 ,()*，收集菌
体，去上清，细胞沉淀全部转移至 .%%(- 9FF\液体
培养基中，!,# !"% ^ ;%%&’()*摇床培养。每隔 .!2
补加 .%%]甲醇至适当浓度。从细胞沉淀转至 9F1
F\液体培养基诱导开始，每隔 !$2 取样 .(- 粗酶
液分析表达水平。

!"7 蚀刻,-&8*
参照 9@81<>3 实验手册稍有改动，在浓缩胶、

分离胶、上样缓冲液和电泳缓冲液中均除去 :3:，上
样缓冲液中还不加$1巯基乙醇，蛋白样品不煮沸变
性。电泳完毕后，将蛋白质分子量标记切下单独用

考马斯亮蓝染色，蛋白胶则置于含有漆酶底物 >9?:
的磷酸缓冲液中反应显色。

!"!9 漆酶酶活力单位的定义［6］

用 %X%!(/0’-，最适反应 M7值的磷酸缓冲液制
备 %X!((/0’- >9?: 溶液，取 $J%!- 加入 .%!- 粗酶
液，在最适反应温度反应 .%()*，迅速转入冰水中终
止反应。稀释成 !(-，在 $!%*(波长下快速测定其
吸光值。以 .()*氧化 .!(/0 >9?:的酶量作为 .个
酶活力单位（Q）。&’$!%值与酶活单位的换算公式如

下：酶活单位’(- 酶液（Q’(-）V &’$!%值 _ !%%% _
.%%% ‘ ;W%%% ‘ .% ‘加入酶液体积 V &’$!%值 ‘ .X" 。

: 结果

:"! 漆酶基因 !""#$ 的克隆和序列分析
抽提经 !，,1二甲苯胺诱导培养的金针菇总

<=>，甲醛琼脂糖变性胶电泳鉴定其质量（图 .），符
合要求后纯化其 (<=>利用引物 M&)(D&! 和 63:"

图 ! 甲醛变性胶分析检测金针菇总 $%&质量
K)Ba. >*P0bI)*B C2D cHP0)Cb /O C/CP0 <=> Yb O/&(P0+D2b+D +D*PCH&P0)AP1

C)/* PB&/ID BD0
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进行 !"#$%&，结果得到约 ’()*+ 的扩增产物，与预
期结果相符，纯化后克隆到 ,-./012 上，由上海博
亚公司测序。测序结果经 3%45的 46$72比对正确
后，设计两条引物 ,89:;8/! 与 ,89:;8/< 进行基因组
步行得到其结构基因的 )"端 .3$ 序列，结合经 !"
#$%&所得 =.3$的 !"端序列设计引物 ,89:;8/0 和
,89:;8>’，以金针菇总 .3$为模板进行 ?%#得到其
完整的结构基因（命名为 !"##$%）。利用 ,89:;8/0、
,89:;8>’以金针菇总 #3$为模板进行 #21?%#，扩增
到其对应的全长 =.3$（命名为 "##$%）。将结构基因
和其对应的全长 =.3$分别克隆到载体 ,-./012上
（重组质粒分别命名为 ,@4-)’/和 ,@4-)’>），由上
海博亚公司测序验证。

经测序和 46$72比对分析表明该 =.3$编码区
序列全长为 /)A!+,，编码 >/个氨基酸残基组成的信
号肽和 )’’个氨基酸残基组成的成熟肽，属于多铜
氧化酶家族，与该序列一致性最高的为 7=BC;;等发
表的漆酶基因 D==!1/（E;C4FC*登录号为 $G/HA>!’），
在氨基酸水平的一致性为 H>I，相似性为 0’I。该
=.3$命名为 "##$%，其序列提交 E;C4FC*，登录号为
$J<)’<’A。
质粒 ,@4-)’/所携带的漆酶结构基因的编码

区序列全长为 >//’+,，包括 K 个内含子，其长度从
)A L AK+, 不等，所有内含子序列都符合 )"1E2⋯⋯
$E1!"规则。在起始密码子处有 MNOF* 样序列 )"1
E%E%%%$2EE1!"，分别在起始密码子上游 >H) +,和
A< +, 处有 %$$2 框和 2$2$ 框，终止密码子下游
>’< +,处有 ,NDP$ 加尾信号 $%2$$$。分析它所编
码的氨基酸序列，发现其中含有 H个 31糖基化位点
（$QC1RFF12B8S7;8），并且具备真菌漆酶的所有 <个氨
基酸指纹序列［K］。将该结构基因序列提交 E;C1
4FC*，登录号为 $J<0)0>A。
!"! 重组毕赤酵母表达载体 #$%&’’(的构建
回收 #21?%# 扩增出的目的片段，在 />T，有

U22?存在的情况下用 2< .3$聚合酶处理，纯化后
与经 &’(!和 )(*!消化的毕赤酵母表达载体 ,@1
4-K’A连接，转化大肠杆菌 R6/’1ENDU，提取质粒，得
到的重组质粒命名为 ,@4-))H。以 ,@4-))H 质粒
.3$ 为模板，利用引物 ,89:;8/0 和 ,89:;8>’ 进行
?%#扩增，得到与正对照 ,@4-)’> 质粒 .3$ 作为
模板结果一致的扩增产物，而以空载体 ,@4-K’A的
质粒 .3$为模板，利用相同引物则未扩增出相应的
产物，由此可判断质粒 ,@4-))H即为 "##$% 在毕赤
酵母中的表达载体。

!") 重组毕赤酵母的筛选
将质粒 ,@4-))H用 +,"!部分酶切，转化毕赤

酵母 E7//)。分别挑取 !’ L A’ 个转化子点接至
4-EJ培养基平板上，>0T培养 / L >U后，转接至含
有 $4271%V7W< 的 --培养基平板上，加适量甲醇诱
导（每 />B 补加一次）<0B 后，部分菌落周围有明显
的墨绿色晕圈出现。于毕赤酵母转化平板上，分别

挑取周围出现晕圈的单菌落，在 J?.液体培养基中
培养到适当浓度后，收集菌体，抽提总 .3$作为模
板，利用引物 ,89:;8/0、,89:;8>’进行 ?%#扩增，得到
与正对照（,@4-)’>质粒 .3$作为模板）一致的扩
增产物，说明 "##$% 基因已转入到受体菌。将重组
菌株命名为 E7//)（,@4-))H）。
!"* 重组毕赤酵母的诱导表达
将 E7//)（,@4-))H）按高密度摇瓶方式在

>’T、/(’I（- S-）甲醇流加量条件下诱导产酶，并
将不携带漆酶基因的重组毕赤酵母菌株 E7//)（,@1
4-K’A）宿主菌同步诱导作为产酶的本底对照，与对
应的重组菌株同时取样分析，经 $427 法测定所产
漆酶酶活。E7//)（,@4-))H）在诱导的第 //天产酶
达最高值 ’(/’H’XS:6。又将诱导所产酶的粗酶液
经蚀刻1?$E&分析表明有明显表达的具有漆酶活性
的蛋白带（图 >）。

图 ! 重组毕赤酵母 +,-./,%01检测
G9YZ> 2;Q[ N\ 8;=N:+9CFC[ . Z ’,/*(01/ +P ?$E&1$427

/(6%%G] Q;=8;[;U +P E7//)（ ,@4-))H）；>(3N 6%%G] Q;=8;[;U +P

E7//)（,@4-K’A）；-Z6N^ 8FCY; ,8N[;9C :ND;=VDF8 ^;9YB[ :F8*;8 Z

!"’ 重组漆酶的酶学性质分析
分别用 ,@>(>、,@!(’、,@<(’、,@)(’、,@A(’、

,@H(’的磷酸缓冲液配制漆酶的 $427 底物，在
!HT反应温度下，测定重组毕赤酵母经诱导所产酶
粗酶液的酶活力，测得最适反应 ,@ 值为 !(K。用
,@!(K的磷酸缓冲液配制漆酶的 $427反应底物，分
别在 !’T、<’T、)’T、A’T、H’T、0’T测定酶活力，
测得最适反应温度为 <)T。
取两种重组毕赤酵母经诱导产生的粗酶液，分

成若干等份，并分别调节 ,@值为 >(>、!(’、<(’、)(’、
A(’、H(’、0(’、K(’、/’(’、/’(A 在 <T保存，同时保存
自然 ,@值的粗酶液作参照，A’B后调节 ,@值到自
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然 !"值，在其最适反应条件下分别测定酶活，测得
在 !"#$% & ’’$%的范围内 ()’’*（!"+,**-）所产酶
的稳定性较好，酶活基本都在 .%/以上，其中在
!".$%的缓冲条件下所保存的酶液其酶活均超过自
然 !"值条件下所保存的酶液（图 0）。将 0 种重组
毕赤酵母经诱导产生的粗酶液，在其最适反应温度

#*1温浴，每隔 0%234取样，在其最适反应条件下测
定其酶活，测得 ()’’*（!"+,**-）所产酶在其最适
反应温度 #*1温浴 05 时，相对酶活达到最高
（’6%/），随后酶急剧慢下降到 77/后又缓慢上升，
在 00%234时出现小峰（’8#/）后又下降（图 #）。

图 ! 重组毕赤酵母所产酶的 "#值稳定性
93:;0 !" <=>?@ AB=C3>3BD EF B5@ @4GD2@ !HEI?J@I CD ()’’*（!"+,**-）

图 $ 重组毕赤酵母所产酶的热稳定性
93:;# K5@H2EAB=C3>3BD EF B5@ @4GD2@ !HEI?J@I CD ()’’*（!"+,**-）

! 讨论
相对于目前国际上所采用的漆酶基因的克隆方

法而言，本研究所采用的方法具有较大优势。传统

的漆酶基因克隆大多采用探针杂交来获得其全长的

JLMN（或结构基因）序列［’%，’’］，也可利用免疫学方法
筛选 JLMN表达文库获得全长的 JLMN 序列［’8］，以
上克隆方法都不同程度的存在操作复杂、工作强度

大、工作周期更长和假阳性克隆概率高等缺点，而且

同时对于不表达的基因则无能为力。另外，功能筛

选也是一种有效的克隆方法，即构建基因组或者

JLMN表达文库，然后利用漆酶特有的活性反应来
进行功能筛选［’0］，但该方法受到表达宿主的限制，

如果该基因在所选定的宿主里面不能表达，则通过

功能筛选根本得不到目的基因。如本研究中所克隆

的漆酶基因 !""#$ 和 !""%&，在啤酒酵母中无论是利

用自身信号肽 LMN序列还是!O因子信号肽 LMN序
列都不表达，因此该方法对于漆酶基因的筛选克隆

来说不合适。

PNQR技术的运用则巧妙克服了上述几种克隆
方法的弊端，直接将目标锁定在漆酶基因的 JLMN
序列上，省却了探针杂交、抗体免疫、文库筛选等复

杂操作，具有简单快捷的优点。如 S>H3T@等［’#］利用
PNQR技术从一种降解木质素的担子菌 ’(")*+*,-.
"/))&0&,/)-. 中克隆到了两个全新的漆酶基因；最近
U3?等［’*］又利用该技术从 #*12 !/3)*.-. 中克隆到一
个全新的漆酶基因。可见，由于漆酶在氨基酸结构

序列上具有特殊的保守性，PNQR技术正成为漆酶
基因分离克隆中一种重要而有效的技术手段。但由

于 PNQR技术是在 PMN水平的分子操作，PMN极易
受到 PM=A@的降解，而 (@4E2@OV=>T34:技术则不然，
是 PNQR 技术的有益补充，本研究中将 (@4E2@O
V=>T34:技术成功应用于漆酶基因的克隆，在国内外
尚未见报道。

就重组毕赤酵母 ()’’*（!"+,**-）所产酶的酶
学性质来看，!"值对该酶的反应活性有很大影响。
首先，该酶的反应 !"值范围非常窄，在其最适反应
!"值（!"0$.）上下移动一个单位会导致其反应活性
的急剧下降，分别下降约 6%/和 *%/，可见该酶对
!"值高度敏感。另外，该酶的 !" 值稳定性很好，
在 !"#$% & ’’的范围内 #1储存 6%5后仍保持 .%/
以上的活性。另外从温度对该酶反应活性的影响来

看，该酶的最适反应温度为 #*1，在 0% & **1的温
度范围内，该酶的反应活性没有太大波动，相对活性

都保持在 -*/以上。从热稳定性特性来看，该酶是
一个热稳定性非常高的重组酶，在 #*1下温浴
06%234后其反应活性竟然丝毫未减，这种高度热稳
定的特性非常适合于其在纸浆漂白、环境污染物的

降解及生物检测等方面的应用。

本实验的研究结果表明与传统的漆酶基因克隆

方法相比，PNQR结合基因组步行技术有效克服了
其不足，并由此建立了漆酶基因及其它真核微生物

基因克隆的技术平台。同时本研究所表达的重组漆

酶具有良好的热稳定性和 !"值稳定性，为漆酶的
实际应用奠定了一定的基础。
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