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摘 要：采用 G4:HIG 技术克隆到一个平菇（!"#$%&’$( &(’%#)’$(）漆酶基因的全长 BJ/*，命名为 "**!&2，其序列提交
K5?L8?M，登录号为 *N!"$!$!。将其 OG7克隆到毕赤酵母表达载体 PQLR;$0，转化 1株毕赤酵母 KS22"、TR32 和
SRJ220%，该漆酶基因在 1种毕赤酵母菌株中均实现了分泌表达。1种摇瓶培养条件：!#"U，2V$W（&6&）甲醇；"
#$U，2V$W（&6&）甲醇；# #$U，$V"W（&6&）甲醇，进行比较研究后发现适当提高甲醇浓度有利于漆酶在低温条件
下表达，而降低培养温度到 #$U则可以提高漆酶的产量 # X 0倍。1株重组毕赤酵母在其最适反应条件下测得三者
粗酶液最高漆酶酶活分别为 1V2;Y6=Z［KS22"（PQLR"0"）］、#V"0Y6=Z［TR32（PQLR"0"）］和 #V!;Y6=Z［SRJ220%
（PQLR"0"）］。对重组酶进行相关的酶学性质分析表明，三者的最适反应 PQ值约为 !V#，最适反应温度约为 0$U。
重组毕赤酵母 KS22"（PQLR"0"）所产酶的热稳定性稍好，在 PQ稳定性方面三者没有太大差异。
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绿色植物占地球陆地生物量的 ;"W以上，其化学物质组
成主要是木质素、纤维素和半纤维素，它们占植物干重的比

例分别为 2"W X #$W，!"W和 #$W。木质素与半纤维素以共
价键形式结合，将纤维素分子包埋在其中，形成一种天然屏

障，使相关酶类不易与纤维素分子接触，因此，要彻底降解纤

维素，必须首先解决木质素的降解问题，而漆酶则在木质素

的降解及其他方面有重要的应用价值。

漆酶（Z8BB8-5，<I2V2$V1V#）是一种含铜的多酚氧化酶，广
泛地存在于各种植物和真菌中［2］。自从 2%%1年首次被发现
以来，漆酶一直是生物学、化学和环境科学等领域十分活跃

的研究热点，在很多方面有较大的应用价值，比如木质素的

降解和纸浆的生物漂白［# X "］、新型传感器的研制和生物检

测［0，3］、环境污染物的降解［% X 2$］、生物燃料电池的阴极反

应［22］、食品饮料中酚类物质的去除［2#］及其他潜在的应用。

我国具有十分丰富的漆酶资源，但是我国对漆酶的研究与一

些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。本文报道了运用 G4:HIG技术克隆到一个
平菇漆酶基因的全长 BJ/*，通过测序和 LZ*S4比对对其进
行了分析鉴定，并探索了其在毕赤酵母中实现高效表达的条

件及所产漆酶的酶学性质，为今后其实现工业化生产和实际

应用奠定了一定的基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 试剂：限制性内切酶、4! J/*聚合酶、4! J/* 连接

酶、+,:-). J/*聚合酶、!种 \/4H和 O?5 S.5P G4:HIG T>.等

均购自 48T8G8公司，4G]F’(试剂购自 ]?^>._’,5?公司，J/*纯

化试剂盒购自杭州维特洁公司，*L4S购自上海 S8?,’?公司，

其他常规试剂采用进口分装或国产分析纯。

!"!"# 培养基：ZL、N<HJ、RJ、LRKN、LRRN 等培养基见

]?^>._’,5?公司毕赤酵母操作手册。

!"!"$ 菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 2。

!"# 平菇菌丝体的培养、诱导及预处理

用接种环挑 2环平菇试管种接入盛有 #"=Z HJ*液体培

养基的 #"$=Z三角瓶，置恒温摇床中，#%U、#!$_6=>?振荡培

养约 !\，菌丝体足量后加入 #"$$Z 2$$==’(6Z的 #，":二甲苯

胺诱导漆酶基因的表达，#!A 内收集菌体，用 J<HI 处理的

\\Q#O配制的 HLS缓冲液清洗 1次，滤干后迅速置于液氮中

冻存 2$=>?，准备抽提总 G/*。

!"$ 总 %&’的抽提和 %()*+%扩增

总 G/*的抽提参照 4G]F’(试剂的操作手册进行。根据

已发表的平菇漆酶基因（‘1!%!%V2）设计扩增引物［21］：

P_>=5_K： "a:K4I*4K444II*KKIKI*IKK:1a； P_>=5_Q： "a:

KKII*KKII44*KK*IKK**IK*4K:1a。扩增条件参照 O?5

S.5P G4:HIG T>.操作手册，用 H<#!$$ HIG仪进行扩增。

!", -&’操作

J/*的回收、消化、连接和转化参照相应的试剂盒操作

手册和文献［2!］进行。



表 ! 供试菌株和质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, 0,%- *+ (1*, 23)4

’()"*+, "+- .$",/*-, 51")"6(%)*,(*6, ’30)6%

!"#$%&’#$’( #)*’ 78&9:;3$- +%, )，-./<==，$"0>&?，&%#@&，%10@&，2&3@ABB，,$’ C &，&%*@& D0)61",%- E)3/ ’()"("F%+%

4’#$’( /(",)&’" ;’&&G $’"= D0)61",%- E)3/ H+I*()3F%+

4’#$’( /(",)&’" JK?& $’"=，()5&：：678=，(&2= D0)61",%- E)3/ H+I*()3F%+

4’#$’( /(",)&’" ’KL&&BM $’"=，/%/= D0)61",%- E)3/ H+I*()3F%+

;’&&G（.NOKGBG） !1*, 23)4

JK?&（.NOKGBG） !1*, 23)4

’KL&&BM（.NOKGBG） !1*, 23)4

.KL&M:! 69/&，.06 3)* D0)61",%- E)3/ !"4")"

.NOKG9G *##4)& 6$3+%- *+ .KL&M:! !1*, 23)4

.NOKA9B 69/&，:(1&，.06 3)*，;<-=，46=>&，+6=>& ’(3)%- *+ (1*, $"#

.NOKGBG *##4)& 6$3+%- *+ .NOKA9B !1*, 23)4

!"# 重组毕赤酵母表达载体 $%&’#(#的构建和鉴定
回收 >!:D5>扩增约 &PB4#的产物，经 != LQ@聚合酶处

理后与用 ?/)!和 @),!消化好的毕赤酵母表达载体 .NOK
A9B连接，转化大肠杆菌 78&9:;3$-，得重组质粒 .NOKGBG，用
酶切和 D5>方法鉴定重组子。
!"( 重组毕赤酵母在底物平板上的诱导表达
毕赤酵母感受态细胞的制备、转化参照 H+I*()3F%+公司

毕赤酵母操作手册进行。将 KL平板上生长的 R株毕赤酵
母转化子分别转接适量到 OK;S平板上，TMU培养 T-，再分
别转接适量菌落到 KK 添加 9PT//3$V8 @O!’ 和 9P&//3$V8
50’W= 的底物平板上，每 &T1添加适量甲醇进行诱导，TGU培

养，观察其表达情况。

!") 外源基因在毕赤酵母中的高密度诱导表达［!#］

挑取待表达的重组毕赤酵母单菌落于 OK;S液体培养
基（按!&9X装瓶），TMU、TM9)V/*+培养至对数期（=AB99 Y T

Z B）。转接 &/8培养液至 &99/8 OK;S液体培养基（按!
&9X装瓶），TMU、TM9)V/*+摇床培养至对数中期（=AB99 Y T9

Z R9）。室温 =999)V/*+离心 G/*+，收集菌体，去上清，细胞沉
淀全部转移至 &99/8 OKKS液体培养基中，采用不同的培养
温度 TM9)V/*+摇床培养。每隔 &T1补加 &99X甲醇至适当浓
度。从细胞沉淀转至 OKKS液体培养基诱导开始，每隔 T=1
取样 &/8粗酶液分析表达水平。
!"* 蚀刻+,-./
参照 OHW:>@L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 ’L’，上样缓冲液中不加

":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，而蛋白胶置于含有

漆酶底物 @O!’的磷酸缓冲液中反应显色。
!"0 漆酶酶活力的测定［!(］

用 9P9T/3$V8，最适反应 .N 值的磷酸缓冲液制备
9PT//3$V8的 @O!’溶液，取 =A9#8加入 &9#8的粗酶液，在最
适反应温度反应 &9/*+后，迅速转入冰水中终止反应。稀释

成 T/8，在 =T9+/的波长下快速测定其吸光值。以每 &/*+氧
化 &#/3$ @O!’的酶量作为 &个酶活力单位（[）。

1 结果

1"! 漆酶基因的 !""#$!的克隆
总 >Q@抽提后，甲醛变性胶电泳检测 >Q@的质量，符合

要求后利用引物 .)*/%);和 .)*/%)N进行 >!:D5>，扩增到约

&PB4#的 LQ@产物，与预期的结果相符，纯化后克隆到载体

.KL&M:!上（重组质粒命名为 .NOKG9G），送上海博亚公司测
序。质粒 .NOKG9G所携带的漆酶基因的 6LQ@编码区序列
全长为 &GAA#.，编码 &段由 TR个氨基酸残基组成的信号肽
和 &段由 G&9个氨基酸残基组成的成熟肽，属于多铜氧化酶
家族，O8@’!比对分析表明该序列与 K")\0$$3等发表的平菇
漆酶基因（ ]R=M=MP&）在氨基酸水平的一致性为 M=X，核苷
酸水平的一致性为 ARX。该 6LQ@命名为 *##4)&，其序列提
交 ;%+O"+4，登录号为 @S=G9=9=。

1"1 重组毕赤酵母表达载体 $%&’#(#的构建
回收 >!:D5>扩增出的目的片段，在 &TU、-!!D存在的

情况下用 != LQ@聚合酶处理，纯化后与经 ?/) !和 @), !
消化的毕赤酵母表达载体 .NOKA9B 连接，转化大肠杆菌

78&9:;3$-，重组质粒命名为 .NOKGBG。利用限制性核酸内切
酶 B2* $单切重组质粒 .NOKGBG得到 &条 APR4#的 LQ@条
带，而用 ?/) !和 @), !双酶切原始载体 .NOKA9B则得到
大小分别为 ?P?4#和 &PT4#的两条带，均与预期相符。另以

.NOKGBG的质粒 LQ@为模板，利用引物 .)*/%);和 .)*/%)N
进行 D5>扩增，得到与正对照质粒 LQ@作为模板结果一致
的扩增产物，由此可以判断上述质粒即为我们所需的 *##4)&
在毕赤酵母中的表达载体。

1"2 重组毕赤酵母的筛选
将质粒 .NOKGBG用 -(* !部分酶切，分别转化毕赤酵母

;’&&G、JK?&和 ’KL&&BM R株宿主菌。各挑取 R9 Z B9个转化
子点接至 OK;S培养基平板上，TMU培养 & Z T-后，转接至
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含有 !"#$%&’$() 的 **培养基平板上，加适量甲醇诱导（每

+,-补加 +次）).-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，分别从周围出现晕圈的单菌落

上挑取适量菌体，利用引物 /012304、/012305进行菌落 6&7，
得到与正对照（/5"*898质粒 :;!作为模板）一致的扩增产
物，说明 !""#$+基因已转入到受体菌。将重组菌株分别命名
为 4$++8（ /5"*8<8）、=*>+（ /5"*8<8）和 $*:++<.
（/5"*8<8）。
!"# 重组毕赤酵母的诱导表达
将 4$++8（ /5"*8<8）、=*>+（ /5"*8<8）和 $*:++<.

（/5"*8<8）按高密度摇瓶培养方式分别在 ,9?和 ,8?条件
下利用不同补加量的甲醇诱导产酶，并将不携带漆酶基因的

重组毕赤酵母菌株 4$++8（/5"*@9<）、=*>+（/5"*@9<）和
$*:++<.（/5"*@9<）A种宿主菌同步诱导作为产酶的本底对
照，与对应的重组菌株同时取样分析，经 !"#$法测定所产
漆酶酶活。由于 A株重组酵母在不同的培养条件下产酶结
果相似，下面仅以 4$++8（/5"*8<8）为例进行报道。
!"#"$ 培养温度对诱导产酶酶活的影响：在培养温度为
,8?、甲醇补加量为 +B9C的条件下 4$++8（/5"*8<8）在诱
导的第 @天所产酶酶活达最高值 9B@+DE2F；在培养温度为
,9?、甲醇补加量为 +B9C的条件下，4$++8（/5"*8<8）在诱
导的第 +9天所产酶酶活达最高值 AB+@DE2F（图 +）。将诱导
所产酶的粗酶液经蚀刻%6!4G分析表明有明显表达的具有
漆酶活性的墨绿色蛋白带（图 ,）。

图 $ %&$$’（()*+’,’）在不同温度下的诱导产酶曲线
H1IJ+ &’0K3 LM 3NOP23 /0LQ’RS1LN LM 4$++8（/5"*8<8）’NQ30 Q1MM303NS

S32/30TS’03

图 ! 重组毕赤酵母 -.%/0.*1&检测
H1IJ, #3US LM 03RL2V1NTNS # J %&’($)*’ VP 6!4G%!"#$

+B +,,#$+ U3R03S3Q VP 4$++8（/5"*8<8）；,B +,,#$+ U3R03S3Q VP =*>+
（/5"*8<8）；AB +,,#$+ U3R03S3Q VP $*:++<.（ /5"*8<8）；)B;L

+,,#$+ U3R03S3Q VP 4$++8（/5"*@9<）；*J FLW 0TNI3 /0LS31N 2LX3R’XT0

W31I-S 2T0Y30 J

!"#"! 在 ,9?培养条件下甲醇补加量对诱导产酶酶活的影
响：在甲醇补加量为 9B8C的条件下 4$++8（/5"*8<8）在诱

导的第 +,天所产酶酶活达最高值 ,B.9DE2F；在甲醇补加量
为 +B9C的条件下第 +9天所产酶酶活达最高值，为 AB+@DE2F
（图 A）。

图 2 %&$$’（()*+’,’）不同甲醇补加量的诱导产酶曲线
H1IJA &’0K3 LM 3NOP23 /0LQ’RS1LN LM 4$++8（/5"*8<8）1NQ’R3Q VP

23S-TNLX W1S- Q1MM303NS RLNR3NS0TS1LNU

!"#"2 在 ,8?培养条件下不同甲醇补加量对诱导产酶酶活
的影响：在甲醇补加量为 9B8C的条件下 4$++8（/5"*8<8）
在诱导的第 @天所产酶酶活达最高值 9B@)DE2F；在甲醇补加
量为 +B9C的条件下，第 @天产酶达最高值 9B@+DE2F（图 )）。

图 # %&$$’（()*+’,’）不同甲醇补加量的诱导产酶曲线
H1IJ) &’0K3 LM 3NOP23 /0LQ’RS1LN LM 4$++8（/5"*8<8）1NQ’R3Q VP

23S-TNLX W1S- Q1MM303NS RLNR3NS0TS1LNU

!"’ 重组漆酶酶学性质分析
分别用 /5,B,、/5AB9、/5)B9、/58B9、/5<B9、/5>B9、

/5.B9的磷酸缓冲液配制 !"#$漆酶底物，在 <9?反应温度
下，测定 A 株重组毕赤酵母诱导所产酶粗酶液经硫酸铵
（)8C饱和度）初步纯化后的酶活，测得其最适反应 /5值均
约为 )B,；用 /5)B,的磷酸缓冲液配制漆酶反应底物，分别在
A9?、)9?、89?、<9?、>9?、.9?测定酶活力，测得其最适反
应温度均约为 <9?。
取 A株重组毕赤酵母诱导所产粗酶液，经硫酸铵（)8C

饱和度）初步纯化后分成若干等份，并分别调节 /5 值为
,B,、AB9、)B9、8B9、<B9、>B9、.B9、@B9、+9B9、+9B<，同时取自然
/5值的酶液作参照，在 )?保存 A<-后调节其 /5值与自然
/5值相同，在其最适反应条件下分别测定酶活，测得在
/5)B9 Z +9B9的范围内 4$++8（/5"*8<8）、=*>+（/5"*8<8）和
$*:++<.（/5"*8<8）所产酶的稳定性较好，酶活基本都在
.9C以上，其中在 /5@B9的缓冲条件下所保存的 A种酶液其
酶活均超过自然 /5值条件下所保存的酶液。
将 A株重组毕赤酵母诱导所产粗酶液经硫酸铵（)8C饱

和度）初步纯化后，在其最适反应温度 <9?保温，每隔 A921N
取样，在其最适反应条件下测定其酶活，测得 4$++8
（/5"*8<8）所产酶在其最适反应温度 <9?保温 >821N后丧
失了约 89C的活性，随后酶活缓慢下降。=*>+（/5"*8<8）
和 $*:++<.（/5"*8<8）所产酶在其最适反应温度 <9?保温
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!"#$%后丧失约 &"’的活性，随后酶活缓慢下降。

! 讨论

本研究所克隆的平菇漆酶基因 !""#$(在 )株毕赤酵母
*+((&、,-.(和 +-/((01中均实现了分泌表达。其最高酶活
分别为 )2(345#6［*+((&（ 789-&0&）］、:2&045#6［,-.(
（789-&0&）］、:2!345#6［+-/((01（789-&0&）］，这一结果离国
际上所报道的漆酶基因在毕赤酵母中摇瓶培养的最高酶活

((2& 45#6［(.］，还有一定的差距，但是在利用 9--;培养基的
情况下这一结果是最高的。

从漆酶基因在毕赤酵母中的表达情况看来：（(）诱导时
的培养温度对重组毕赤酵母的产酶酶活有重要影响。培养

温度对于漆酶基因在酵母中的表达是一个十分重要的参数，

<=>>?=%@等［(1］曾报道漆酶基因在啤酒酵母中异源表达时通
过将培养温度降低至 (3A使漆酶酶活提高了约 &倍，同时也
显示在毕赤酵母中表达漆酶基因培养温度为 (0 B (3A时比
:1A时产酶量要高得多。本研究中诱导摇瓶培养时在甲醇
补加量同为 (2"’的情况下，培养温度为 :"A时诱导所产酶
的最高酶活比 :&A时高 : B 0倍，而且摇瓶培养周期也相对
缩短 : B )@（图 (、)）。可能的解释有以下几种：!漆酶是一
个热稳定性不高的酶，降低培养温度有利于提高其在摇瓶培

养过程中的稳定性；"降低培养温度一方面可以减弱毕赤酵
母内源蛋白酶的分泌，减少死细胞蛋白酶的释放，另一方面

也可以降低蛋白酶的反应活性，从而减少蛋白酶对漆酶蛋白

的降解；#可能与重组漆酶肽链的正确折叠有关，由于低温
培养时细胞的生长速率减慢，蛋白质的合成速率减慢，使得

系统具有足够的时间进行翻译后加工修饰和漆酶肽链的正

确折叠［3］。本实验室在进行植酸酶和木聚糖酶的工程毕赤

酵母菌株摇瓶培养时，将培养温度从 )"A降低至 :&A同样
也提高了产酶酶活，因此适当的降低培养温度对提高外源基

因在毕赤酵母中的表达量是有益的。（:）诱导时的甲醇补加
量也对重组毕赤酵母的产酶酶活有重要影响。(2"’的甲醇
补加量诱导产酶最高酶活比 "2&’稍高，且摇瓶培养周期缩
短，同时发现甲醇补加量对诱导产酶的影响与培养温度有很

大的关系。在 :"A诱导时 (2"’的甲醇补加量诱导产酶酶
活比同期的 "2&’的甲醇补加量普遍增高，摇瓶培养周期缩
短。但在 :&A诱导时上述两种甲醇补加量条件下的产酶则
没有显著的差别，其同步性非常好。可能原因是相对于培养

温度而言甲醇补加量（!)2"’的情况下）对酵母生长速率的
影响要小得多，CD%E 等［(.］的研究结果表明在培养温度为
)"A时，甲醇补加量在 "2&’ B :2"’的范围内毕赤酵母的生
长速率基本相同，而在培养温度为 :"A时甲醇补加量为
(2"’时毕赤酵母的生长速率则是甲醇补加量为 "2&’时的

:倍，可能是毕赤酵母的生长速率制约了其生物量，进而影
响了漆酶的产量。

从工程酶的酶学性质来看，)株重组毕赤酵母所产重组
漆酶的最适反应 78值均为 78!2:，最适反应温度均为 0"A，
表现出很好的一致性。在 78值的稳定性方面，在 78!2" B

("2"范围内 )种重组毕赤酵母所产酶均保持了 1"’以上的
活性，而在热稳定性方面则重组毕赤酵母 *+((&（789-&0&）
所产酶要明显优于另外两种，前者在最适反应温度 0"A下
经过 1"#$% 还能保持 &"’以上的活性，而后两者则经过

!"#$%后即丧失了 &"’的活性。可能是由于 -FG> 型重组毕
赤酵母 ,-.(（789-&0&）和 +-/((01（789-&0&）在高密度摇
瓶培养条件下对重组漆酶的翻译后加工修饰不完全或者是

影响了其空间构象的正确折叠造成的，而对于 -FGH 型重组
毕赤酵母 *+((&（789-&0&）来说则影响要小得多。
本实验的研究结果表明与传统的毕赤酵母摇瓶培养策

略（培养温度为 )"A，甲醇补加量为 "2&’）相比，适当的降
低培养温度和提高甲醇补加量可以大幅度地提高漆酶在毕

赤酵母中的表达量，同时本实验室所进行的植酸酶和木聚糖

酶在毕赤酵母中的表达情况也与上述结论相符，但是，此结

论能否外推尚需进一步验证。
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