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栓菌 !"# 漆酶 $ 基因的克隆、高效表达及重组酶的染料脱色潜能

李剑凤，洪宇植，肖亚中"

（安徽大学生命科学学院和现代实验技术中心 合肥 $0%%02）

摘 要：根据漆酶铜结合保守区氨基酸序列设计简并引物，从新型漆酶合成菌株栓菌 !$%（!"#$%&%’ CD> !$%）基因组

EFG扩增得到一新的漆酶同工酶基因（ (#)*）片段，应用长距离反向 HIJ 技术获得其两端侧翼序列。克隆得到的

(#)* 序列长 01!%+D，包括长 $$10+D 的开放读码框及 &K和 0K5非编码区。 (#)* @EFG 序列长 #&1%+D，编码一 &#2.. 的多

肽。推导的 L.@I 蛋白序列内部存在有 #% 个潜在的 F5糖基化位点和 ! 个铜原子结合区。将不含自身信号序列的

(#)* @EFG 以 DHMI2 载体为媒介克隆到表达载体 DHMI2N 上，转化毕赤酵母（+,)-,# .#’&/",’）OP##& 细胞。重组菌在含

有 %Q088;4RL I-PS! 和 %Q(T丙氨酸的 UVV 培养基中 $%W培养 2?，重组漆酶（,L.@I）产量达到 #Q1$ X #%!YRL。用发

酵粗酶液对终浓度 &%8ZRL 的染料进行脱色实验，结果表明，1YRL 的 ,L.@I 对测试的三甲基类和偶氮类染料具有良

好的脱色作用，小分子介体 GU3P 和 [U3 能够提高 ,L.@I 对染料的脱色效率和脱色速度。
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人工合成染料在使用过程中约有 #&T被作为

废弃物排放到水环境中，传统的物理化学方法处理

这些染料废水较为低效、耗时，探讨高效经济的合成

染料转化降解途径对于解决染料废水污染问题有重

要意义。真菌漆酶（L.@@.C*，7I#Q#%Q0Q$）是一类含

铜的多酚氧化酶，能够催化氧化多种酚类和非酚类

化合物，同时伴随有分子氧还原成水［#］。多项研究

表明，作为一种新型的生物催化剂，真菌漆酶在染料

废水处理等方面具有良好的应用潜力［$，0］。

真菌漆酶主要来源于以担子菌（U.C9?9;8/@*]*C）
等为主的高等真菌，但野生型真菌的漆酶产量普遍

较低，且酶合成过程通常需要使用毒性芳香化合物

诱导［!，&］，发酵液后处理难度大，成本高，易造成环

境污染。因此，应用分子生物学技术克隆漆酶基因，

建立重组酶高效表达体系，能为漆酶安全有效生产

开辟新的技术途径。

!"#$%&%’ CD> !$% 是一株新的漆酶合成菌株，在

多种测试的诱导条件下，能够有效分泌表达漆酶同

工酶 7（结果另文发表）。我们对该菌株尚未检测到

分泌表达的漆酶同工酶基因 I（ (#)*）进行了克隆，

并实现其在 + > .#’&/",’ 中高效活性表达，同时测试

了重组酶（,L.@I）对几种人工合成染料的脱色潜能，

本文报道该研究结果。

% 材料和方法

%&% 菌株、试剂和培养基

!"#$%&%’ CD> !$% 由本课题组选育，保藏于安徽

大学微生物菌种保藏中心；毕赤酵母（+ > .#’&/",’）

OP##& 菌株、大肠杆菌（0 > )/(,）̂V#%2 菌株和表达

载体 DHMI2、DHMI2N 均购自 MA_9],;Z*A 公司；工具酶和

克隆载体 DVE#(53 购自大连 3.N.J. 公司；总 JFG
提取试剂盒 JF*.C/# H4.A] V9A9 N9] 购自 \9.Z*A 公

司；EFG 凝胶纯化和质粒抽提试剂盒购自杭州 ‘5
Z*A* 公司。若无特殊说明，其它生化试剂及染料均

为分析纯。培养基 VE、aHE、UVV、UVO 均按照 + >
.#’&/",’ 表达体系说明书配制。

%&" 基因组 ’() 和总 *() 的制备

!"#$%&%’ CD> !$% 在葡萄糖 B 胰蛋白胨培养基中

培养，并用邻甲苯胺诱导其合成漆酶，方法参考文献

［1］，基因组 EFG 和总 JFG 的抽提参考文献［"］。

%&+ *$". 序列的克隆

根据真菌漆酶铜结合保守区氨基酸序列，设计

简并引物 H@#、H@!（表 #）。以 !"#$%&%’ CD> !$% 基因

组 EFG 为模板，进行 HIJ 扩增，得到 (#)* 的部分序



列，反应体系和热循环参数参考文献［!］。根据获得

的 "#$ 序列，设计特异引物 %&’ 和 %&(（表 )），用长

距离反向 &*+（,"-%&*+）技术扩增其两端侧翼序列。

该 &*+ 产物经凝胶回收，连接到载体 ./")!-0 上，

并转化 ! 1 "#$% 2/)34 细胞。包含有目标片段的重

组 "#$ 用 $5% 6763 测序仪进行测序。

表 ! 引物序列

0(89: ) ;9<=>?@A9:>B<C: .D<E:D’ @’:C <? BF<’ ’B@CG
&D<E:D H:I@:?A:（JK-6K）
&A) *$L0MM*$LMM#00L00L*$
&AN 0M+$$+0*"$0+0M+*$+0M
%&’ 0M$M$00*0M*0**00$000**0M**$**
%&( **$M$$*M0M**0$$0M$***$0**$0
&) $$$*0*M$M$$$$M$M**$0*MM****M00$
&O $$$M$$00*0*$MM*M00*$$$M$*

" P $QMQ0，# P $QMQ*Q0，+ P $QM，L P *Q0

!"# !"#$ $%&’ 的克隆

以总 +#$ 为模板，按文献［4］的方法合成 A"#$
第一链。根据已知 $&"’ 结构基因序列，设计含有

()#!和 !"#+!位点的引物 &)、&O（表 )）。以逆转

录产物为模板，用 *+,#-./0 "#$ 聚合酶进行扩增，获

得不含 $&"’ 自身信号肽的 A"#$ 序列。

!"( 重组表达载体的构建

用 ()#!和 !"#+!分别双酶切上述 $&"’ A"#$
片段和 .&%*4 载体，凝胶纯化后用 0N "#$ 连接酶连

接。该重组质粒经 ! 1 "#$% 2/)34 倍增后，用限制性

内切酶 12)!和 !"#+!双酶切，凝胶回收 RS3T8 带，

然后 连 接 到 用 相 同 酶 处 理 的 .&%*4U 载 体 片 段

（NS!T8）上，得到表达质粒 .&9(A*。对 .&9(A* 进行测

序，确定 $&"’ A"#$ 序列具有正确的编码框。

!") 阳性重组子的筛选与发酵

表达载体 .&9(A* 和相应的空白质粒分别电转

化 * 1 2&/0#,%/ MH))J 感受态细胞，涂布 /" 平板，于

63V培 养 以 筛 选 W<’X 转 化 子。随 机 挑 取 O33 个

W<’X 转 化 子，点 种 到 含 有 3S6EE>9Q, *@O X 和

3SOEE>9Q, $50H（O，OK-连氮基-双-［6-乙基笨并噻唑

啉-R-磺酸］）的 5// 平板上，于 O!V培养，每天补加

)33", 甲醇，至菌落周围有 $50H 氧化特征色生成。

挑取阳性转化子，接种到 )3E, 5/M 液体培养

基中，63V、O33DQE<? 培养至菌液吸光值 34R33 P ! Y
)OJ333 Z = 离心 JE<?。用 5// 培养基（.WRS3，含

3S6EE>9Q, *@H;N 和 3S![丙氨酸）重悬细胞沉淀至

34R33!OS3，转 移 63E, 悬 液 到 )J3E, 三 角 瓶 中。

O3V、O33DQE<? 培养 ))C，每天补加 3SJ[ 体积比的

甲醇。

!"* 漆酶活力测定［!+］

酶活测定以 $50H 为底物，测定前 6E<? 内反应

液在 NO3?E 处吸光值的增加。6E, 反应体系包括

OS!JE, 3S)E>9Q, 酒 石 酸 钠 缓 冲 液（.WNS3）、)33",
)JEE>9Q, 的 $50H 和 J3", 酶稀释液。定义一分钟内

氧化 )"E>9 $50H 所需的酶量为 )个酶活单位（\）。

!", 染料脱色

重组菌发酵培养物在 )3333 Z = 离心 )3E<?，上

清液用于三甲基类染料（酸性品红、溴百里香酚蓝、

溴酚蓝）和偶氮类染料（酸性紫 7、依文思蓝）的脱色

实验。反应体系有 )33EE>9Q, 磷酸缓冲液（.WNS3）、

终浓度 J3E=Q, 染料和发酵上清液（含 R\Q, D,(A*）。

在体 系 中 分 别 添 加 )!"E>9Q, $50H 和 和 )EE>9Q,
W50（)-羟基苯三氮唑），考察小分子介体对染料脱

色的影响，同时设立不加酶液的空白对照。体系在

63V反应 RF，每间隔 )F 取样，在各染料最大吸收波

长处测量吸收值，检测染料的相对含量，计算脱色

率。

- 结果

-"! !"#$ 的克隆及其序列分析

用引物对 &A)-&AN 扩增 5,&6.0./ ’.1 NO3 基因组

"#$，获得一新型漆酶同工酶基因片段，该片段长

)7)J8.。以特异反向引物 %&’ 和 %&( 进行 ,"-%&*+，

克隆获得该序列的两端未知侧翼序列，扩增片段长

OO638.。分析表明，该片段与 )7)J8. 的片段在 JK-和
6K-端分别有 )!R8. 和 ))48. 的序列重叠。经拼接获

得 完 整 的 $&"’ 序 列（6RN38.）（M:?5(?T 登 录 号

$L!644N)），包括 R668. 的 JK-非编码区、OOR68. 的开

放读码框和 7NN8. 的 6K-非编码区。 $&"’ 基因内部

含有 )O 个内含子，内含子序列长 N4 Y 768.，符合

“M0-$M”剪辑规则［))］。

对克隆得到的 $&"’ JK-非编码区进行分析（图

)），结果表明在起始密码子（$0M）上游 ] )R7 处存在

有 ) 个潜在的 0$0$ 框（0$0$$$），O 个可能的 *$$0
框分别位于 ] OR) 和 ] 66J 处，) 个可能的氮因子调

控元件结合位点（M$0$）［)O］位于 ] NO3 处，) 个可能

的 *D:$ 结合位点（JK-HLMM+M）［)6］位于 ] J73 处，并

且，在起始密码子与 0$0$ 框之间的 ] R6 Y ] 4J 处，

存在 有 ) 个 可 能 的 热 击 元 件（WH^）（00*00M00*
00*M00*00*000*00*$00*00*）。另一方面，在 $&"’
基因上游非编码序列中没有发现异生物效应元件序

列（_+^，JK-0#M*M0M）［)N］和 金 属 效 应 元 件 序 列

（/+^，JK-0M*+*#*）［)J］。
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图 ! !"#$ "#$非编码区潜在顺式作用元件的分布

!"#$ % &"’()"*+(",- ,. /+(0("12 !"#304("-# 25262-(’ "- (72 893+-4,:"-#

)2#",- ,. $%!& $ ;72 "-"("0(",- ’"(2 ,. /),6,(2) +/’()206 ,. (72 ’(0)( 4,:,-

<;= "’ "-:"40(2: *> 0 12)("405 0)),?$ !，@AB；"，;<;< *,C； D，

E<<; *,C；F ，=<;< *,C；#，E)2<3*"-:"-# ’"(2$

$%!& 4&G< 序列全长 %8HI*/，编码一 8%J00 的多

肽，包括 KL00 的信号肽序列和 LJ800 的成熟肽。基

于推导的氨基酸序列，M04E 成熟蛋白的计算分子量

为 8NN%KON&0，等电点为 /PLONJ。M04E 蛋白序列中

含有 %I 个潜在的 G3糖基化位点（<’-3Q3A2)R;7)）［%H］

以及保守的 %I 个 @"’ 残基和 % 个 E>’ 残基。与其它

真菌漆酶氨基酸序列比较，推测 M04E 的 E>’3%IJ 与

E>’38%I、E>’3%L% 与 E>’3KKS 之间形成两对二硫键，而

保守的 E>’3LT8 则参与!型铜原子的连接［J］。

将推导的 M04E 氨基酸序列与其它不同来源的

漆酶进行比对分析，结果表明，’(%)*+*# ’/$ LKI $%!&
与小 孔 硬 孔 菌（ ,"-"./0/(1# )"!(/0/(1#）漆 酶 基 因

（<U%HTILK）具有最高的一致性（HJOTV）；次之，与绒

毛栓菌（’(%)*+*# 012*#!*3#）$%!K（<!L%LSIT）的一致性

为 HJO%V。而 ’(%)*+*# ’/$ LKI $%!& 与植物、昆虫来

源的 漆 酶 基 因 一 致 性 较 低，如 与 黑 麦 草（ 4/$"1)
0*(*33*）$%!83 L（<!LH8LTI）、玉米（5*% )%6#）漆酶基

因（ <WISHK%H ）和 昆 虫 黑 腹 果 蝇（ 7(/#/08"$%
)*$%3/-%#+*(）漆酶基因（X;IINLSN）的一致性分别只

有 %JOLV、KKOKV和 KKOLV。

%&% 阳性转化子的筛选

以 /YPEJ 载体为媒介，将引物 Y% 和 YK 扩增得

到的 $%!& 成熟肽编码序列（%LSS*/）连接到 质 粒

/YPEJZ 上，获 得 长 %IOS[* 的 重 组 表 达 载 体

（/Y504E）。理论上，重组酶（)M04E）的 G 端序列与天

然酶相同，不含额外的氨基酸序列。/Y504E 和空白

对照 质 粒 经 90%P 酶 解 线 形 化 后，分 别 转 化 : $
0%#+/("# =A%%8 细胞。通过 W& 平板筛选 @"’F 克隆，

每 -# 质粒得到的转化子数少于 %II。随机转接 KII
个 @"’F 转化子到 XWW（含 <X;A）平板上，在 KL7 内，

约 HIV的转化子周围有漆酶氧化 <X;A 形成的特征

色，判定这些克隆即为目标转化子。空白对照没有

特征色生成。

%&’ 重组漆酶的合成

对 KI 株目标转化子进行初步摇瓶发酵，获得的

漆酶产量基本相当（结果未显示）。从中随机选取一

个转化子（=A4%）用于重组漆酶 )M04E 的合成。在含

有 ION66,5RM E+A\L 和 IOSV丙氨酸的 XWW 培养基

中，KI] 培养 J:，发 酵 液 的 漆 酶 活 力 达 到 %OHK ^
%IL_RM（图 K）。发酵过程中，培养物 /@ 维持在 HON
左右。A&A3Y<=B 电泳结果表明，)M04E 含量占发酵

液总蛋白的 8IV以上（图 N）。

图 % 酵母转化子 ()*! 表达 +,-*.
!"#$K BC/)2’’",- ,. )M04E *> (72 ()0-’.,)60-( =A4% $

图 ’ 酵母发酵液的电泳图谱

!"#$N A&A3Y<=B ,. >20’( 4+5(+)2’$ ;72 4+5(+)2’ ?2)2 ’06/52: 0( (72

J(7 :0> ,. 4255 #),?(7$ %，(72 4,-(),5 ()0-’.,)60-( ?"(7,+( (72 $%!& #2-2$

K，(72 ()0-’.,)60-( =A4%O

%&/ 合成染料的脱色

发酵培养物经离心去除菌体，直接用于合成染

料的脱色。如图 L 所示，重组漆酶 )M04E 在低浓度

下（H_RM），对测试的三甲基类染料和偶氮类染料均

有脱色作用，空白对照转化子的发酵液则不具有脱

色作用。在测试时间内，)M04E 活力保持 JIV以上。

脱色速度因染料结 构 的 不 同 而 不 同（图 L）。

)M04E 对溴百里香酚蓝和依文思兰的脱色速度最快，

在没有介体的条件下，%7 内脱色率分别达到 H%O8V
和 TSOHV（图 L3X，B），而对于酸性品红和酸性紫 T，

H7 内脱色率分别只有 KNOHV和 K%O8V（图 L3<，&）。

脱色效率因染料结构的不同而存在差异，与染料的

种类没有明显相关性。)M04E 对溴百里香酚蓝和依

文思兰的脱色效率在 %7 内即接近平衡，与 H7 内的

H8 MP ‘"0-3.2-# *+ %$ $ R;!+% <"!(/2"/$/-"!% ="3"!%（KIIT）LT（%）



效率相当（分别为 !"#$%和 &’#(%）（图 )*+，,），而

-./01 对同为三甲基类的溴酚蓝的脱色作用不明显

（图 )*1）。

小分子介体 2+34 和 5+3 能够显著提高 -./01
对一些染料的脱色效率。在 2+34 或 5+3 存在的条

件下，酸 性 品 红 和 酸 性 紫 ! 的 脱 色 率 由 原 来 的

"6#(% 7 "$#(%上升到 86#)% 7 8$%（图 )*2，9），

均增加了约 ) 倍。小分子介体还能提高 -./01 的脱

色速度，如在介体存在的条件下，酸性品红和酸性紫

! 的脱色率在反应的前 6: 内即接近最大值。另一

方面，2+34 和 5+3 对漆酶脱色的促进作用因染料

的不同而有所差异，如 2+34 对溴酚蓝的脱色率几

乎没有影响，而 5+3 对其脱色率由原来的 ;#’%在

(: 内上升到 ")#)%（图 )*1）。

图 ! "#$%& 脱色染料

<=>? ) 9@0ABA-=C/D=AE AF GH@I JH -./01? 2： 20=G <K0:I=E， +：

+-ALAD:HLAB +BK@，1：+-ALAM:@EAB +BK@，9：20=G N=AB@D !，,：,O/EI

+BK@? 3:@ -@/0D=AE IHID@L 0AED/=E@G ’; L>P. GH@ /EG D:@ IKM@-E/D/ED

Q=D: ;#;( RPL. -./01? S@G=/DA-I AF 2+34（6& !LABP.）/EG 5+3
（6LLABP.）Q@-@ /GG@G =EDA D:@ B/00/I@*GH@ IHID@LI =E M/-/BB@B ?

’ 讨论

真菌漆酶由基因家族编码，其同工酶组分因菌

株不 同 的 生 长 环 境 或 生 理 状 态 而 差 异 表 达［!］。

!"#$%&%’ IM? )"; 是一株新的漆酶合成菌株，在前期

进行的发酵条件下，在蛋白质水平上仅检测到一种

漆酶同工酶组分（./0,）。基于漆酶蛋白质氨基酸保

守性设计简并引物，并对基因组 9T2 进行扩增，从

!"#$%&%’ IM? )"; 菌株克隆得到了新的漆酶同工酶基

因 (#)* 序列片段。结合使用 .9*UV1W 技术，进一步

得到该基因的全长序列。分析表明，(#)* 与来自其

它真菌的漆酶同工酶基因具有 );% 7 (8#!%一致

性，与植物和昆虫的漆酶基因的一致性低于 "$%。

另一方面，漆酶基因启动子区 XW, 和 SW, 位点的

存在与基因受芳香类化合物和金属离子的正调控具

有相关性［!］，而在 (#)* ’Y*非编码区序列中没有发现

XW, 和 SW, 位点，因此，(#)* 顺式作用元件的分布

特征很好地对应了!"#$%&%’ IM? )"; 漆酶的发酵合成

规律，即在 1K 和多种芳香诱导剂存在的条件下，菌

株均不能被有效诱导而合成丰量的 ./01。

近年来，有多个漆酶同工酶基因被克隆，并实现

了在酿酒酵母（+#)),#"-$.)%’ )%"%/0’0#%）［6!，6&］、毕赤酵

母 （ 1 ? 2#’&-"0’ ）［6;，68］、 黑 曲 霉 （ 3’2%"40((5’
604%"）［";，"6］、米曲霉（ 3’2%"40((5’ -".7%）［"6，""］等细胞活

性表达。但在这些研究中报道的漆酶摇瓶发酵产量

普遍低于 6#; Z 6;)RP.，特别是利用重组漆酶进行

合成染料脱色性能的研究尚不多见。我们将 (#)*
09T2 序列经载体 MVU18[ 整合到毕赤酵母基因组上

进行异源活性表达，在摇瓶条件下，重组菌 \406 发

酵培养 8 天漆酶活性达到 6#(" Z 6;)RP.。另一方

面，用含有低浓度重组漆酶（(RP.）的发酵粗液对多

个染 料 进 行 了 脱 色 性 能 的 初 步 研 究，结 果 表 明，

-./01 对除溴酚兰之外的四种合成染料具有良好的

脱色作用；在适合的小分子介体存在的条件下，重组

酶也能够部分脱色溴酚兰。较高的漆酶产量、较低

的脱色酶用量和较好的脱色效率使得重组菌 \406
及其重组酶 -./01 在三甲基和偶氮类人工合成色素

脱色中有较好应用潜力。

致谢 本校 ";;" 级生物技术专业的李大培同学参

与了部分研究工作。
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