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摘!要!采用连续延伸345方法克隆到粗糙脉孢菌"!"#$%&’%$()$(&&(#漆酶基因!并将其克隆到
表达载体637428!重组质粒经线性化$电激转化*+),+(’(&-%$+&9:&.!部分阳性克隆的345结
果表明%漆酶基因已整合到巴斯德毕赤酵母染色体上!重组菌经甲醇诱导后/!";产漆酶量最高!
为!!/<&=>’
关键词!粗糙脉孢菌#漆酶#连续延伸345方法#巴斯德毕赤酵母
中图分类号!?&1% 文献标识码!@
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!!漆酶#)PVVPUI$又称苯二醇%是一类含铜的多酚
氧化酶#B4.*.$*/*!$%它具有广泛的底物作用范
围%可以氧化降解单酚(邻苯二酚和对苯二酚在内
的多种酚类化合物及其衍生物%也可以氧化降解一

些不含酚羟基的酚类类似物).]!*%应用涉及生物(化
学(物理(医学(环境等多个领域%特别是由于漆酶
有宽广的底物专一性%在制浆造纸废水处理及生物
漂白(有毒环境污染物转化和能源开发等诸多领域
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具有潜在的应用价值!成为近年来倍受关注的环境
友好材料"/]"#$
漆酶最初发现于一种日本漆树的树液中!后来

在真菌%细菌%昆虫中也有发现!其中真菌是自然界
中最主要的漆酶生产者$有关真菌漆酶的研究主
要集中在担子菌和子囊菌!目前从自然界中筛选新
的高性能的产酶菌株仍是漆酶制备的主要途径!但
是迄今为止尚未获得突破".#$粗糙脉孢菌&!"#/
$%&’%$()$(&&(’是一种很重要的研究微生物遗传学
的模式子囊菌!是少数能产生漆酶的子囊菌!其产
生的漆酶和大多数真菌漆酶的性质一样!即有较好
的耐热性能!最适6A 值偏酸性"%#$粗糙脉孢菌漆
酶是一种诱导型漆酶!其合成易受环境条件&特别
是诱导物’的影响!在没有诱导剂的存在下!它几乎
不产漆酶!在有诱导剂的存在下!它可以产生一定
量的漆酶"&]2#$作者尝试进行了粗糙脉孢菌漆酶合
成的诱导研究!虽然经过%!&;诱导培养后可得到

#!"<(=>的漆酶产量!但这一过程太长!培养时
易被污染!很难工业化生产$而利用基因工程技术
则有可能获得漆酶的高产菌株$作者通过连续延
伸345技术从粗糙脉孢菌中扩增出漆酶基因!并在
巴斯德毕赤氏酵母&*+),+(’(&-%$+&’中实现了初步
表达$

B!材料与方法

BCB!菌种和质粒
原始菌株)粗糙脉孢菌&!"#$%&’%$()$(&&(’)

作者所在实验室保藏的野生型菌株*表达载体)

637428&7EZDSR(JIE’*宿主菌)巴斯德毕赤氏酵母
&*+),+(’(&-%$+&9:&.’和大肠杆菌&0&),"$+),+(
)%.+’,:.$2$

BCD!培养基

>C!X3̂ !X+C&̂DTV(酵母氮基 L(_!不含

ADU%FR6%:IS’!X+CG 培养基&.‘/#aX+C培养
基!!J(;>葡萄糖’!:GX 培养基&.‘/#aX+C!

.a甘油!#b.$]" J(;> 生物素’!:: 培养基
&.‘/#aX+C!$‘"a甲醇!#b.$]"J(;>生物素!

.$$"=()(>4-K_#’$

BCE!试剂和仪器
愈创木酚&J-PDPV()’&美国KDJ=P公司产品’!

’1# +̂@聚合酶!0)%2#!!%-#!3()#&:C7公
司产品’*其它试剂均为国产分析纯或生化试剂$

345仪&C7_:BF5@ 公司制造’!电泳仪&北京六
一仪器厂制造’!LMF&!$$型可见分光光度计&尤
尼柯上海有限公司制造’!回转式恒温调速摇瓶柜

&上海欣蕊自动化设备有限公司制造’!:DED3R(SIDE
电泳仪&C7_05@̂ 公司制造’!<’3凝胶成像系统
&英国 <’3公司制造’!电转化仪&:-)SD6(RPS(R
B33B+̂ _5M公司制造’$

BCF!重组菌构建

BCF*B!粗糙脉孢菌染色体 +̂@提取!参照文献
".$#的方法$

BCF*D!引物设计!根据粗糙脉孢菌&!"#$%&’%$(
)$(&&(’中漆酶基因的 +̂@序列设计%条引物!C/
比C!多了一个 !%-#酶切位点!C.与 @.%@.与

@!%@!与@#各有部分序列相互重叠!以利于片段
延伸$具体序列分别如下)

C.)"c0F@4@@G4F44@444F4@44G@G@4
FG@F@@40/c&序列与外显子.的"c序列相同’

C!)"c0FG4F4F@44@4FF4@F4FF4@4
4F444F4G0/c&序列与外显子.的/c序列互补’

C/)"c0@F@@G@@FG4GG44G4@@FG4F4
F@44@4FF4@F4FF4@44F444F40/c&序列与
外显子.的/c序列互补!划线部分为引入的!%-#
酶切位点’

@.)

"c0G@4F@FG@@4F4GG@@4F44F@@F@4
4GG4@@G@44@G@4G@F@4@@G4F4@444F
4@444F4@44G@G@4FG0/c&序列中#!Q6与外
显子!的/c序列相同!!"Q6与外显子.的"c序列
相同’

@!)

"c0GG4@GFGFFGGF4F44@GG@FF4@@4
@F4@@4@44G@4F@FG@@4FFGGF@4F44F
@@F0/c&序列与外显子!的/c序列相同!!#Q6与

@.的相同’

@#)

"c044GG@@FF4GG4GG@GGGGGFGGFFG
4@@4F4F44F@4F@@F4GF4@GFGFFGGF
4F0/c&序列与外显子!的/c序列相同!.#Q6与@!
的相同!划线部分为引入的0)%2#酶切位点’

BCF*E!连续延伸345方法扩增粗糙脉孢菌的漆酶
基因!连续延伸345方法扩增粗糙脉孢菌的漆酶
基因见图.$首先以粗糙脉孢菌染色体 +̂@为模
板!C.%C!为引物!常规345方法扩增出外显子.*
再以扩增到的外显子.为模板!先加入引物 C/%

@.!"个循环后加入引物C/%@!!"个循环后加入引
物C/%@#&浓度是前面引物的!倍’!再经过/$个
循环后!扩增到了粗糙脉孢菌的漆酶基因$345反
应体系)同常规的345方法!只是加入引物C/%@#
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时每"$">体系中补加$‘"">的’1#̂ +@聚合
酶!345反应条件"2"d变性/=DE#$2"d%$U#%"
d%$U#&!d.!$U%#经过#$个循环后#于&!d延
伸.$=DE&

图B!连续延伸:4G方法扩增粗糙脉孢菌漆酶基因示

意图

)-2HB!4’"%-%2"(5&,,&6.2.%."(!C)$(&&(?3#6-%2
6#,,.66-I.:4G

BCFHF!构建重组表达载体!将C/’@#345产物
以0)%2#’!%-#双酶切#回收约.‘&.8Q片段#与
经相同处理的637429表达载体连接#转化到大肠
杆菌,:.$2细胞中#在含.$$"J(=>氨苄青霉素
的>C固体培养基上筛选转化子#提取质粒#用

0)%2#’!%-#酶切鉴定#筛选出阳性转化子即重组
表达载体374290.()&

BCF*J!重组菌获得!重组表达载体经3()#酶切
后#电激转化毕赤酵母 9:&.#筛选阳性转化子&

637429空表达载体经3()#酶切后#电激转化毕赤
酵母9:&.#筛选阳性转化子作为对照菌株&

BCJ!漆酶的表达
将鉴定后的阳性转化子单菌落接种到X3̂ 液

体培养基中#/$d振荡培养至稳定期!离心收集菌
体#转入 :GX培养基中#/$d’!$$R(=DE振荡培
养#1W!离心收集菌体#转入 :: 培养基中#/$d’

!$$R(=DE振荡培养#每天补加一定量的甲醇进行
诱导&

BCK!漆酶活性测定
以愈创木酚为底物#取#=>含有.==()(>

愈创木酚的"$==()(>琥珀酸0氢氧化钠缓冲液
$6A#‘"%和.=>酶样液#混合均匀后于!"d水浴
反应/$=DE#测 _̂ #%"值&对照管中加#=>不含底
物的上述缓冲液和.=>酶样液&愈创木酚的消光
系数!e.!$$$=()!.)V=!.&定义每分钟氧化.

"=()底物所需的酶量为一个酶活力单位$<%
*.+&

D!实验结果

DCB!重组表达载体=:94L@M’&,的构建
将引物C/’@#所扩增的345产物以0)%2#’

!%-#双酶切#回收约.‘&.8Q片段#插入表达载体

637429多克隆位点中的0)%2#’!%-#位点#获得

重组表达载体637429(.()$见图!%&0)%2#’!%-
#双酶切鉴定出重组表达载体637429(.()$见图

/%&

图D!重组表达载体=:94L@!.()的构建

)-2HD!4"%60$#,0-"%"($.,"8?-%&%0=’&68-*=:94L@!

.()

.*"0̂ +@(4+56$ :PR8IR!!*6374290.()(0)%2 #’!%-#

图E!重组表达载体=:94L@!.()的酶切鉴定

)-2HE!9*.%0-(-,&0-"%"(=:94L@!.()?3*-2.60-"%A-01

.%*".8N38.6

DCD!重组菌的构建与鉴定
用电转化方法分别将重组表达载体637429(

.()和空载体637429 转化到巴斯德毕赤氏酵母

*+),+(’(&-%$+&9:&.中#在不含组氨酸的 X+CG
平板上各获得了几十个转化子&分离纯化后#用

345方法对其中的一些菌株进行鉴定#见图#&

DCE!重组菌的诱导表达
分别挑取"株含有重组表达载体637429(.()

和.株含空载体637429的重组巴斯德毕赤氏酵母

*+),+(’(&-%$+&9:&.进行培养#从诱导开始#每天
测定漆酶酶活&从前者的发酵液中检测到漆酶酶
活#空载体对照没有检测到漆酶酶活&测定的"株
重组菌发酵液酶活为!!/<(=>$见表.%&重组菌
表达漆酶的蛋白质电泳图谱见图"&重组菌发酵液
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比空载体对照在%%!$$附近明显多出一条蛋白质条
带!重组酶的相对分子质量大约为%#1$$"

!!.*̂>!$$$$ :PR8IR#!*345签定结果

图F!:4G鉴定=:94LOM.()转化子

)-2HF!9*.%0-(-,&0-"%"($.,"8?-%&%0=:94LO!.()?3
:4G

表B!重组菌株产生的漆酶酶活

P&?HB!5&,,&6.&,0-I-0-.6"(01.$.,"8?-%&%060$&-%6

重组菌株编号 漆酶酶活$%<$=>&

对照%空载体& $

5>0. !‘!.

5>0! !‘"!

5>0/ !‘2#

5>0# !‘#&

5>0" !‘%1

:*相对分子质量标准#.*对照菌的发酵液#!*重组菌的发酵液

图J!重组菌表达漆酶的+Q+M:>7;分析

)-2HJ!+Q+M:>7;&%&’36-6"($.,"8?-%&%0’&,,&6.

E!讨!论

GIR=PEE等在.21%年利用5F0345技术首先
克隆了粗糙脉孢菌的漆酶基因!这也是第一个被克
隆的真菌漆酶基因’..(!但5+@操作需要严格的实
验室设备和操作技术!费用也不低!如果目的基因
外显子数量不多!利用连续延伸345技术克隆基因
就比较简便’.!0."(!粗糙脉孢菌的漆酶基因仅有一个
内含子!作者利用连续延伸345技术成功克隆出粗
糙脉孢菌的漆酶基因!并在巴斯德毕赤氏酵母中实
现了表达"
由于毕赤氏酵母没有天然质粒!故携带外源基

因的载体637429是以同源重组的方式整合到毕赤
氏酵母染色体上!可获得表达框稳定及多位点整合
的重组菌"巴斯德毕赤氏酵母染色体上的 @_H.
和组氨酸脱氢酶%WDUSD;DE();IWN;R(JIEPUI!A7K#&
基因位点都已成功用于表达外源蛋白质"由于外
源基因酶切位点的限制!作者选用的是 9:&.的

A7K#基因位点"
重组菌在甲醇诱导后/!";产漆酶量最高%!

!/<$=>&!以后产酶量逐渐下降"与野生型粗糙
脉孢菌相比!产酶量低%!<$=>&!但诱导时间缩短

/!#;"本研究中重组菌初步发酵试验是在!"$
=>三角瓶中进行!装液量为/$=>!如采取发酵罐
优化工艺并实施高密度发酵!重组菌的产酶水平势
必将进一步提高"
对全基因实施宿主偏好的密码子替换和改造

是重组酶表达水平的一个重要措施!目前这已被认
为是利用毕赤酵母进行工程菌构建的发展方向"
已有研究者将植酸酶基因的编码区全部改造为酵

母偏爱密码后!植酸酶基因的表达量大幅提高’./("
本研究小组正利用毕赤酵母氨基酸密码子偏好表

结合生物信息学技术对漆酶编码基因实施全程密

码子替换!同时不改变基因的氨基酸顺序并保持能
量平衡!以期获得高效表达的漆酶毕赤酵母基因工
程菌"
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