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I

利用 GS115 异源表达大球盖菇 GL0170 中漆酶基因及其功能验证

摘要：近年来，国内外对漆酶的研究多为木质素分解、纸浆漂白、染料废水脱色、

对环境有害物质的降解等。毕赤酵母表达系统是目前已开发的较为成熟的、用于

表达外源性蛋白质的甲醇营养型表达系统。用毕赤酵母作表达漆酶的宿主菌，可

以有效提高漆酶的产量。本研究利用毕赤酵母构建重组表达载体

pPIC9K-Lac-QM2-GS115，将大球盖菇中提取到的漆酶基因 Lac-QM2成功进行异

源表达。通过最适产酶条件优化，得出该漆酶的最适诱导时间为 96 h，最适甲醇

浓度为 1.0%。该研究成果拓展了漆酶的生产途径，在环保、食品、造纸、合成

染料的脱色、脱毒等方面有着十分广阔的应用前景。

关键词：漆酶；毕赤酵母；大球盖菇；优化
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Heterologous expression of laccase gene in GL0170 of Stropharia
rugosoannulata by GS115 and its functional verification

Abstract: At present, the research on the application of laccase is mainly focused on

the decomposition of lignin, pulp bleaching, decolorization of dye wastewater,

degradation of toxic substances in the environment and so on. Pichia pastoris

expression system is a methanol nutritional expression system developed in recent

years and widely used to express foreign proteins. Using Pichia pastoris as host

bacteria to express laccase can effectively increase the yield of laccase. In this study,

the laccase gene Lac-QM2 extracted from Stropharia rugosoannulate was

successfully heterogeneously expressed by constructing Pichia pastoris recombinant

expression vector pPIC9K-Lac-QM2-GS115. Through the optimization of the

optimum conditions for laccase production, it was concluded that the optimum

induction time of laccase was 96h and the optimum methanol concentration was 1.0%.

The results of this experimental research expands the production way of laccase, and

have a very broad application prospect in the fields of environmental protection, food,

papermaking, decolorization and detoxification of synthetic dyes.

Key words: Laccase; Pichia pastoris; Stropharia rugosoannulate; Optimize
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1 文献综述

漆酶（Laccase，EC 1.10.3.2）是一种含 Cu2+的多酚氧化酶，能催化酚类和非

酚类化合物芳族胺、羧酸、类固醇激素、生物色素等产生醌类化合物、羰基化合

物与水，于细菌、真菌、植物和昆虫中广泛存在[1]。真菌漆酶主要用于木质素降

解，而植物漆酶主要起到木质素合成的作用，实际应用于生产的漆酶主要来源于

真菌[2]。近年来，国内外对漆酶的研究多为木质素分解、纸浆漂白、染料废水脱

色、对环境有害物质的降解等。樊云燕等研究了枯草芽胞杆菌漆酶的木质素降解

性能，发现其对木质素的降解率在培养 24 h后达到了 17.1%[3]；陈荣平等进行了

漆酶催化活性染料模拟废液脱色的性能研究，发现漆酶对 100 mg/L 的 C.I.活性

蓝 19染料模拟废液的催化脱色率为 72.2%[4]；Anastasia Zerva等发现金顶侧耳漆

酶对橄榄油生产废水中的酚类物质含量降低的影响[5]；Piyangkun Lueangjaroenkit

等发现多带曲霉 KU-RNW027 中的一种漆酶在无氧化还原介质体系中降解染料

和医药产品的新特性[6]。

分泌漆酶的真菌主要有担子菌、子囊菌与半知菌等高等真菌，其中担子菌主

要有平菇、白灵菇、灰树花、黑木耳、云芝等[7]。大球盖菇（Stropharia rugosoannulate）

隶属担子菌亚门、层菌纲、伞菌目、球盖菇科，它可分泌多糖、甾体化合物等多

种药理活性物质，经济效益和生态效益都很高[8]。大球盖菇中含有的漆酶可有效

降解木质素[6]。在环境污染治理中，大球盖菇漆酶对土壤及废水中的 2,4,6-三硝

基甲苯（TNT）、苯胺化合物、苯甲酚、二甲苯、甲酚、氯苯和氯化苯酚等各种

有害芳香族化合物能有效降解，因此，大球盖菇漆酶在环境生态修复中具有十分

重要的作用[9]。

毕赤酵母表达系统是目前已开发的较为成熟的、用于表达外源性蛋白质的甲

醇营养表达系统[10]。毕赤酵母具有目前最强、调控机理最严格的启动子之一——

醇氧化酶基因启动子，表达质粒能够稳定整合在基因组中的特定位置；能够翻译

后修饰加工外源蛋白，并具有较高的表达能力，同时它本身分泌的蛋白质较少，

这对下游的分离和提纯非常有利；作为单细胞真核生物，不仅能在菌体积累阶段

短时间内快速生长到较高的菌体浓度，且分子遗传学操作相对简单，容易实现高

密度发酵，适用于外源基因的多拷贝整合和高效诱导表达[11]。可是，毕赤酵母也

有自身的一些不利因素，如糖基化缺失、生产时间长、溶氧要求高、甲醇安全隐

患等[12]。因毕赤酵母发酵时间较长，其本身产生的大量蛋白酶能对外源性蛋白质

进行特异性识别，进而使其降解[13]。
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毕赤酵母作为一种较为成熟的外源蛋白表达系统，已成功表达了 500多种外

源蛋白，其多个优良的表达特点，如表达量高、分泌效率高、遗传操作简单、培

养成本低、产业化较为容易等，也早已得到普遍证实 [12]。近年来毕赤酵母表达

系统已成功高效表达了多个蛋白。宋细忠等利用毕赤酵母成功进行灵芝中的免疫

调节因子 LZ-8的表达研究[14]；叶德晓等利用毕赤酵母成功表达α-L-鼠李糖苷酶

AnRhaE[15]；裴佐蒂等利用毕赤酵母成功表达灰盖鬼伞漆酶 CCLCC1I[16]；钱晓芬

等利用毕赤酵母成功表达牛乳铁蛋白功能片段 BlfFf[17]；魏东升等成功进行毕赤

酵母高效分泌葡萄糖氧化酶的表达[18]。

毕赤酵母 GS115是一种甲醇营养型的工程菌，利用 AOXⅠ作为启动子，通过

单一碳源甲醇可高效诱导外源蛋白的表达。BMGY和 BMMY培养基均含有能保

持一定 pH值的磷酸盐缓冲液，有利于分泌表达 pH敏感度较高的外源蛋白。重

组 GS115 的培养分两个阶段，分别以甘油和甲醇为碳源[1]。甘油是一种可以被

GS115迅速吸收到细胞中的碳源，既是细胞正常生长的物质基础，又可以为细胞

提供必要的能量[11]。甲醇不仅可作为 GS115的碳源，还可诱导 AOXⅠ基因驱动外

源基因表达，适宜的甲醇浓度对外源蛋白的表达十分关键[16]。

本实验将以 pPIC9K质粒作为融合表达载体。该载体为高效分泌表达穿梭载

体，毕赤酵母 GS115可用作宿主菌指导胞外分泌蛋白进行多拷贝整合，并利用

组氨酸缺陷型标记对高拷贝转化体进行互补筛选。增加基因拷贝数是提高重组蛋

白表达的最有效手段之一[17]。因为 pPIC9K含卡那（Kan）抗性基因，其阳性转

化菌具有抗 G418的能力，而整合的拷贝数和 G418抗性存在一定计量依赖性，

所以，获取高拷贝整合菌株可通过增加 G418浓度[19]。pPIC9K载体大小 9,276 bp，

质粒图谱如下：
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图 1.1 pPIC9K质粒图谱

本研究主要通过查阅毕赤酵母表达载体构建的相关文献，将 Lac-QM2基因

片段整合到 GS115染色体上，异源表达大球盖菇 GL0170中漆酶。优化大球盖菇

GL0170产漆酶的最适条件，构建在 GS115中可以异源表达大球盖菇中分泌蛋白

的体系。

2 材料与方法

2.1 实验材料

2.1.1 试剂

HiScript Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis Kit（+gDNA wiper）试剂盒、C115试

剂盒购于南京诺唯赞生物科技有限公司；

50×TAE Buffer、酵母提取物、蛋白胨、琼脂粉、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、

TureColor双色预染蛋白Marker、SanPrep 柱式 DNA胶回收试剂盒、SanPrep 柱

式质粒 DNA小量抽提试剂盒、SanPrep柱式 PCR产物纯化试剂盒购于生工生物

工程（上海）股份有限公司；

绿色荧光核酸染料、无氨基酵母氮源（YNB）、过硫酸铵（APS）、四甲基

乙二胺（TEMED）购于索莱宝生物科技有限公司；

葡萄糖、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、丙三醇（甘油）、山梨醇、无水乙醇、

甲醇、盐酸购于莱阳市康德化工有限公司；
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硫酸卡纳霉素（Kan）、G418 硫酸盐、生物素、2,2’-联氮双(3-乙基苯并噻

唑啉-6-磺酸)二铵盐（ABTS）购于上海麦克林生化科技有限公司；

EcoR I、Not I、Sac I购于宝生物工程(大连)有限公司；

2×P520、2×M5购于北京聚合美生物科技有限公司；

丙二酸钠、丙二酸购于上海山浦化工有限公司；

琼脂糖购于德国 BioFroxx公司；

Bio Gold 5,000 DNA Marker购于浙江博而金科技股份有限公司；

30%丙烯酰胺（Acr-Bis）购于北京兰杰柯科技有限公司；

十二烷基硫酸钠（SDS）购于天津市北联精细化学品开发有限公司。

2.1.2 实验菌株

大球盖菇 GL0170由山东省农业应用真菌实验室保藏；大肠杆菌 DH5α感受

态购于北京擎科生物科技有限公司；毕赤酵母 GS115感受态购于上海昂羽生物

技术有限公司。

2.1.3 主要仪器设备

表 2.1 实验所使用的主要仪器和设备

仪器名称 型号 厂家

紫外分析仪 JY02S 北京君意东方电泳设备有限公司

电泳仪 DYY-12 北京市六一仪器厂

脱色摇床 WD-9405A 北京市六一仪器厂

核酸蛋白测定仪 BioPhotometer plus 德国艾本德公司

立式压力蒸汽灭菌器 LT-CPS 立德泰勀（上海）科学仪器有限公司

凝胶成像系统 LMS-26 美国 UVP公司

电转仪 MicroPulser 美国伯乐公司

PCR仪 A37029 美国应用生物系统公司

微型漩涡混合仪 XW-80A 上海泸西分析仪器厂有限公司

电热恒温培养箱 DRP-9082 上海森信实验仪器有限公司

低温恒温槽 DC-1015 上海舜宇恒平科学仪器有限公司

紫外可见分光光度计 752 上海舜宇恒平科学仪器有限公司

振荡培养箱 ZQZY-98AN 上海知楚仪器有限公司

双人单面净化工作台 SW-CJ-2FD 苏州净化设备有限公司

程控五段金属浴 OSE-DB-02 天根生化科技（北京）有限公司

台式高速冷冻离心机 TGL20M 长沙湘智离心机仪器有限公司
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2.1.4 培养基及试剂配制

（1）LB培养基（1 L）：LB肉汤粉 25 g，加蒸馏水定容到 1 L，121℃高压

蒸汽灭菌 20 min。

（2）YPD培养基（1 L）：酵母粉 10 g，蛋白胨 20 g，葡萄糖 20 g，加蒸馏

水定容到 1 L，121℃高压蒸汽灭菌 20 min。

（3）MD培养基（1 L）：YNB 13.4 g，葡萄糖 10 g，加蒸馏水定容到 1 L，

121℃高压蒸汽灭菌 20 min，另外加入 500×生物素 2 mL。

（4）1 M pH6.0磷酸盐缓冲液（1 L）：1 M K2HPO4 132 mL，1 M KH2PO4 868

mL。

（5）BMGY培养基（1 L）：YNB 13.4 g，酵母粉 10 g，蛋白胨 20 g，甘油

10 g，加 pH6.0的 0.1 M磷酸盐缓冲液定容到 1 L，121℃高压蒸汽灭菌 20 min，

另外加入 500×生物素 2 mL。

（6）BMMY 培养基（1 L）：YNB 13.4 g，酵母粉 10 g，蛋白胨 20 g，加

pH6.0的 0.1 M磷酸盐缓冲液定容到 1 L，121℃高压蒸汽灭菌 20 min，另外加入

甲醇 10 mL。

（7）Lac检测液：0.5 mM ABTS，加 pH4.5的 100 mM丙二酸-丙二酸钠缓

冲液定容至所需体积。

2.2 实验方法

前期将大球盖菇 GL0170分泌蛋白利用 DEAE Sefinose FF柱子进行纯化，利

用 LC-MS/MS得到该蛋白的序列，推测其为漆酶，得到其氨基酸序列，进而得

到 DNA序列，克隆并异源表达该蛋白，主要技术路线如下：
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图 2.1 技术路线

2.2.1 目的基因扩增

根据大球盖菇 GL0170全基因组测序结果，找到了大球盖菇 GL0170漆酶序

列，结合蛋白质组数据，选择高丰度的漆酶 Lac-QM2作为本研究的目标基因。

将 pPIC9K通过同源重组技术与目的基因结合，在大肠杆菌中表达，筛选构建成

功的转化子，引物序列如下：

表 2.2 引物序列

引物名称 引物序列(5’—3’)

9K-QM2-F GCTGAAGCTTACGTAGAATTCATGCTCTCTCTCTTAGCTGTT

9K-QM2-R GAATTAATTCGCGGCCGCTCAATGGTGATGGTGATGATGGTTGTTGAA
TGTCTGAGGAG

9K-AOXⅠ-F GACTGGTTCCAATTGACAAGC

9K-AOXⅠ-R GCAAATGGCATTCTGACATCC

提取大球盖菇 GL0170 的 RNA 序列，利用 HiScript Ⅲ 1st Strand cDNA

Synthesis Kit（+gDNA wiper）试剂盒反转录得 cDNA，具体步骤见说明书。

产物可立即用于 PCR反应，进行 PCR扩增。本研究使用的引物序列见表 2.2，

PCR体系和程序见表 2.3、2.4。
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表 2.3 目的基因扩增体系

试剂 加入量

9K-QM2-F 1.6 μL

9K-QM2-R 1.6 μL

cDNA 1.6 μL

2×P520 15.0 μL

ddH2O 10.2 μL

Total 30.0 μL

表 2.4 目的基因扩增程序

温度 时间 循环数

98℃ 5 min 1

98℃ 30 ses

3552℃ 20 ses

72℃ 30 ses

72℃ 5 min 1

4℃ forever 1

将扩增后的目的基因片段参照 SanPrep柱式 DNA胶回收试剂盒进行切胶回

收，具体步骤见说明书。

2.2.2 质粒提取及酶切

参照 SanPrep柱式质粒 DNA小量抽提试剂盒提取质粒，具体步骤见说明书。

选择 pPIC9K 载体上单个限制性内切酶位点，本研究中选择 EcoR Ⅰ和 Not Ⅰ将

pPIC9K进行双酶切，酶切体系如下：

表 2.5 pPIC9K双酶切体系

试剂 加入量

EcoR Ⅰ 2.5 μL

Not Ⅰ 2.5 μL

10×Q.Cut Buffer 5.0 μL

pPIC9K 40.0 μL

Total 50.0 μL

将酶切体系在 37℃反应约 2 h，然后参照 SanPrep柱式 PCR产物纯化试剂盒

进行回收，具体步骤见说明书。
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2.2.3 pPIC9K-Lac-QM2 表达载体的构建

2.2.3.1 pPIC9K-Lac-QM2 同源重组连接

将扩增后的目的基因片段和酶切后的 pPIC9K利用 C115试剂盒进行同源重

组连接，50℃，15 min，结束后立即放冰上。连接体系如下：

表 2.6 同源重组连接体系

试剂 加入量

2×C115 6.0 μL

目的基因片段 2.0 μL

酶切 pPIC9K 4.0 μL

Total 12.0 μL

2.2.3.2 pPIC9K-Lac-QM2 热激转化

将 2.2.3.1获得的重组质粒转化至大肠杆菌 DH5α，具体步骤见说明书。

2.2.3.3 pPIC9K-Lac-QM2 转化子验证

培养 12 h后，平板上出现菌落，将单菌落挑入 600 μL含 Kan 抗性 LB，在

37℃，125 rpm 的恒温振荡培养箱进行培养[20]。继续培养 12 h 后，用菌液 PCR

筛选出正确的转化子，PCR体系和程序如下：

表 2.7 转化子验证 PCR扩增体系

试剂 加入量

9K-AOXⅠ-F 0.8 μL

9K-AOXⅠ-R 0.8 μL

菌液模板 0.8 μL

2×M5 7.5 μL

ddH2O 5.1 μL

Total 15.0 μL
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表 2.8 转化子验证 PCR扩增程序

温度 时间 循环数

95℃ 5 min 1

95℃ 30 ses

3456℃ 30 ses

72℃ 1 min

72℃ 5 min 1

4℃ forever 1

将正确大小的片段对应的菌株转接到含 Kan抗性 LB中，37℃，125 rpm振

荡培养，参照 SanPrep柱式质粒 DNA小量抽提试剂盒提取重组质粒，并以此为

模板，进行 PCR扩增，扩增条件同表 2.7、2.8，测序。

2.2.4 pPIC9K-Lac-QM2 重组质粒线性化

用 Sac Ⅰ对测序正确的重组质粒进行单酶切，以 pPIC9K作为对照。酶切体系

如下：

表 2.9 重组质粒单酶切体系

试剂 加入量

10×Q.Cut Buffer 3.0 μL

Sac Ⅰ 1.0 μL

pPIC9K-Lac-QM2/pPIC9K 26.0 μL

Total 30.0 μL

将酶切体系在 37℃反应约 1 h，然后参照 SanPrep柱式 PCR产物纯化试剂盒

进行回收。

2.2.5 毕赤酵母感受态制备

（1）将 10 μL购买的毕赤酵母 GS115感受态细胞接种于 50 mL YPD中，于

30℃、200 rpm摇床中进行过夜培养；

（2）取 50 μL 过夜培养物，将其接种于 100 mL YPD 中，使其过夜生长到

OD600=1.3-1.5；

（3）4℃，1500×g离心 5 min，收集细胞，用 100 mL预冷的无菌水悬浮；

（4）4℃，1500×g离心 5 min，收集细胞，用 50 mL预冷的无菌水悬浮；

（5）4℃，1500×g离心 5 min，收集细胞，用 20 mL预冷的 1 M 山梨醇悬

浮；
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（6）4℃，1500×g离心 5 min，收集细胞，用 1 mL预冷的 1 M山梨醇悬浮，

立即用于转化[21]。

2.2.6 转化 GS115 及验证

2.2.6.1 电击转化

（1）将 10 μL线性化质粒加入 80 μL 上述感受态细胞，然后将其转移到预

冷的 0.2 cm电转杯中；

（2）在冰上放置 5 min；

（3）打开电转仪，调节电压为 1500V，时间为 5 ms，然后进行电击；

（4）立刻加入预冷的 1 M山梨醇 1 mL于电转杯，转移混合物至 1.5 mL离

心管中，30℃、200 rpm进行复苏 1-2 h；

（5）8,000 rpm离心 1 min，弃上清 900 μL，余 100 μL重悬菌体，均匀涂布

到含 Kan抗性的MD固体平板上，平板于 30℃培养，直至克隆产生。

2.2.6.2 pPIC9K-Lac-QM2 重组转化子筛选

培养 2天后，平板上出现菌落，将单克隆转化子分别划线于不同浓度 G418

抗性的 YPD平板上，并于 30℃下培养 2-3天，筛选高拷贝转化子[22]。分别设置

G418浓度梯度为 0，0.25，0.5，1，2，4（单位：mg/mL）。平板长出菌落，对

所筛选出的菌落进行进一步的确认。从高浓度 G418平板中挑取单菌落，用 50 μL

无菌水稀释作为模板，进行菌液 PCR，测序。PCR体系和程序如下：

表 2.10 重组转化子筛选 PCR反应体系

试剂 加入量

9K-AOXⅠ-F 0.8 μL

9K-QM2-R 0.8 μL

菌液 0.8 μL

2×cTaq Mix 7.5 μL

ddH2O 5.1 μL

Total 15.0 μL
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表 2.11 重组转化子筛选 PCR反应条件

温度 时间 循环数

95℃ 10 min 1

95℃ 30 ses

4056℃ 30 ses

72℃ 80 ses

72℃ 5 min 1

4℃ forever 1

2.2.7 pPIC9K-Lac-QM2-GS115 诱导表达

（1）将上述测序正确的转化子接种至 10 mL BMGY，在 30℃，200 rpm振

荡培养，直至 OD600=2-6；

（2）无菌各取 200 μL，稀释 5倍，测 OD600，剩余全部离心，在 5,000 rpm

离心 4 min后，收集菌体，弃上清；

（3）用 0.1 M pH6.0的磷酸盐缓冲液冲洗两次，用 1 mL重悬菌体，并转接

到 50 mL BMMY中，控制初始 OD600=1，加入 1%的甲醇，在 30℃，200 rpm振

荡培养；

（4）每隔 24 h加甲醇至终浓度 1%，以持续诱导菌体产酶，取 1 mL菌液，

测 OD600，12,000 rpm离心 5 min，取上清测定漆酶活力，分析菌体生长状况及产

酶情况，连续诱导 120 h。

2.2.8 pPIC9K-Lac-QM2 蛋白纯化

2.2.8.1 镍柱亲和层析

将上述漆酶活力高的菌株继续培养，培养条件同 2.2.7，培养至 120 h，11,000

rpm离心，将上清进行 Ni柱纯化，具体步骤如下：

（1）冲洗重力柱：加入 pH8.0的 Tris-HCl缓冲液 10 mL，使缓冲液自然流

出，重复 2次。

（2）蛋白上样：将收集到的粗酶液缓慢加入到重力柱中，使包含 His标签

的蛋白与 Ni结合，不含有 His标签的蛋白从下面自然流出，用 50 mL离心管接

流出液。

（3）冲洗重力柱：加入 pH8.0的 Tris-HCl缓冲液 10 mL，使缓冲液自然流

出，重复 2次，进一步清洗干净不能结合的蛋白，使得获得的蛋白更加纯净。用
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含有 2 mM咪唑的缓冲液进行冲洗，把结合力弱的杂蛋白冲洗掉，用 50 mL离心

管接流出液。

（4）蛋白洗脱：首先加入含 20 mM咪唑的缓冲液 10 mL用于蛋白洗脱，用

50 mL离心管接流出液。然后用含 100 mM咪唑的缓冲液 10 mL进行蛋白洗脱，

用 50 mL离心管接流出液。

（5）冲洗重力柱：用 10 mL含有 500 mM咪唑的缓冲液冲洗凝胶介质，使

得没有脱落的蛋白全部脱落，用 50 mL离心管接流出液。再加入 10 mL蒸馏水，

最后加入 20%乙醇，放于 4℃保存。

（6）蛋白超滤：将洗脱流出液加入到超滤管中，于 8,000×g 高速冷冻离心

15 min，将蛋白浓缩，弃流出液。用 pH8.0的 Tris-HCl缓冲液洗涤 2-3次，去除

高浓度的咪唑[23]。

2.2.8.2 SDS-PAGE 检测

SDS-PAGE检测亲和层析柱中蛋白纯化效果，分析结果图条带。SDS-PAGE

步骤如下：

（1）制胶：按照配方分别配制分离胶、浓缩胶，混匀。将分离胶用移液枪

加入胶室至距短玻璃板上沿约 2 cm，缓缓注入 1 mL蒸馏水封住胶面，静置 30 min，

待凝。当分离胶凝固后，倾去水层，加入浓缩胶，立即插好样品梳，静置 15 min，

待凝。

表 2.12 分离胶配方（胶浓度：12.5%）

试剂 加入量

30%聚丙烯酰胺 3.33 mL

三蒸水 2.67 mL

4×分离胶 buffer（pH8.8） 2.0 mL

10%SDS 80.0 μL

10%APS 40.0 μL

Temed 8.0 μL

Total 8.0 mL
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表 2.13 浓缩胶配方（胶浓度：3.25%）

试剂 加入量

30%聚丙烯酰胺 0.43 mL

三蒸水 2.57 mL

4×分离胶 buffer（pH6.8） 1.0 mL

10%SDS 40.0 μL

10%APS 20.0 μL

Temed 4.0 μL

Total 4.0 mL

（2）点样：浓缩胶凝固后，将样品梳取出，并将电极缓冲液倒入电泳槽。

取 20 μL蛋白样品，于 100℃变性 10 min，加入 5 μL 5×Loading Buffer，用移液

枪点入胶孔。

（3）电泳：将电泳槽与电泳仪正负电极连接，然后打开电源，调节电压为

120 V，时间为 90 min，然后进行电泳。

（4）染色：电泳完毕，倒出电极缓冲液，将胶片小心地取下，浸泡于考马

斯亮蓝染液中，室温染色 30 min。

（5）脱色：用蒸馏水洗去表面染液，将胶片移入脱色液中，于脱色摇床脱

色，直到条带明显。

2.2.9 pPIC9K-Lac-QM2 蛋白功能验证

用 ABTS 作为底物测定漆酶活力是目前国际上应用最广泛的一种方法。将

10 μL待测酶液加入 190 μL含有 ABTS的 Lac 检测液中，混合后 30℃水浴，测

量 420 nm吸光值的变化[24]。

2.2.10 pPIC9K-Lac-QM2 产酶条件优化

为了验证 pPIC9K-Lac-QM2产酶的最适时间，将诱导时间设置为 24 h、48 h、

72 h、96 h、120 h、144 h，筛选产漆酶的最适时间。根据文献将本研究的甲醇浓

度设置为 0.5%、1%、1.5%，每隔 24 h补加一定量的甲醇并取样一次，测 OD600，

测酶活力，筛选添加甲醇的最适浓度。
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3 结果

3.1 Lac-QM2 目的基因扩增验证

图 3.1 目的基因扩增验证结果

* M：DL 5,000 DNAMarker；1-2：阴性对照；3-5：分别扩增的 3个相同的目的基因片段。

以 9K-QM2-F/R为引物，以反转录的 cDNA 为模板，进行 PCR扩增，后通

过琼脂糖凝胶电泳，获得了一个目的大小为 1,572 bp的 DNA片段。进行胶回收。

3.2 pPIC9K-Lac-QM2-DH5α验证

挑取在 Kan抗性的 LB平板上生长的 10个 pPIC9K-Lac-QM2-DH5α转化子，

在 LB中进行扩繁，以 9K-AOXI-F/R进行菌液 PCR鉴定，判断扩增产物的大小

是否符合期望。验证结果如图 3.2所示：

图 3.2 热激转化子验证结果

* M：DL 5,000 DNAMarker；1-10：分别挑选的 10个不同的转化子。

经验证，2号、4 号、5号和 6号转化子均在 2,200 bp 左右有明显条带，表

明在 pPIC9K质粒上插入了目的基因。将验证正确的 2号转化子接种于 LB中进

行扩繁，并提取质粒，测序。
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3.3 pPIC9K-Lac-QM2-GS115 筛选验证

将 Sac I单酶切的质粒 pPIC9K-Lac-QM2电击转化到 GS115，进行 YPD平板

上高浓度 G418 单菌落的筛选，以 9K-AOXI-F/9K-QM2-R 进行菌液 PCR，检验

pPIC9K-Lac-QM2是否成功转入毕赤酵母。PCR结果如图 3.3所示：

图 3.3 电击转化子筛选验证结果

* M：DL 5,000 DNAMarker；1-4：分别挑选的 4个不同的重组转化子。

经验证，4个重组转化子均在 2,000 bp左右有明显条带，符合实验预期。将

PCR产物送公司测序，进一步确认是否正确。

对测序结果在 NCBI 上进行 BLAST序列比对，发现与漆酶相似性最高。下

载部分已知的漆酶序列，进行系统发育树制作，验证其分类属性[25]。

图 3.4 Lac-QM2与其它漆酶蛋白同源性分析

该系统发育树显示，测序蛋白基因 Lac-QM2 与 KJA21959.1 Hypholoma

sublateritium有较高同源性，NCBI上显示二者相似度为 84.16%。
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3.4 pPIC9K-Lac-QM2 蛋白 SDS-PAGE 分析结果

图 3.5 纯化 pPIC9K-Lac-QM2蛋白电泳结果

* M：蛋白Marker；1：BSA标品；2：纯化 pPIC9K-Lac-QM2蛋白；3：收集 pPIC9K-Lac-QM2

蛋白的穿过；4：pPIC9K-Lac-QM2粗酶液；5：纯化对照组蛋白；6：收集对照组蛋白的穿

过；7：对照组粗酶液

结果显示，经重力柱纯化后的 pPIC9K-Lac-QM2蛋白样品在约 70 kDa处有

不同于其它样品的明显条带，说明成功纯化了 pPIC9K-Lac-QM2蛋白。

3.5 筛选 pPIC9K-Lac-QM2 蛋白最适产酶条件

分别挑取 4个不同的重组转化子于 BMMY中培养，选择 GS115生长状况最

好的菌株进行产酶条件优化，4个重组 GS115菌株诱导生长状况如图 3.6所示：

图 3.6 不同重组 GS115菌株生长状况
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图 3.6显示，3号菌株在 48 h、72 h、96 h时，生长状况均明显优于其它菌

株，且在 120 h仅次于 2号菌株，故取生长状况最好的 3号菌株，重新接入BMMY，

进行酶的最适诱导时间和最适甲醇浓度研究，测 OD600，测酶活力。

图 3.7 重组 GS115产漆酶最适诱导时间的优化

由图 3.7(a)可知，在 24 h 内重组 GS115 生长速率最快，从 24-144 h 逐渐趋

于平稳，在 144 h吸光值达到最高；由图 3.7(b)可知，漆酶活力从 48-96 h明显增

加，并于 96 h达到最高，从 96-144 h逐渐降低。这可能是因为随着发酵时间延

长，GS115代谢产物积累，使已分泌的漆酶稳定性有所降低[26]。由此可以推测该

漆酶的最适诱导时间为 96 h。

图 3.8重组 GS115产漆酶最适甲醇浓度的优化

由图 3.8 可知，当甲醇浓度为 0.5%时，重组 GS115菌株生长状况最差，漆

酶活力最低；当甲醇浓度为 1.0%时，菌株生长状况较好，漆酶活力最高；当甲

醇浓度为 1.5%时，菌株生长状况最好，但相对酶活低于甲醇浓度为 1.0%时。这

可能是因为高浓度的甲醇会使 GS115细胞产生毒害，从而抑制细胞生长和蛋白

分泌表达。经综合判断，该漆酶的最适甲醇浓度为 1.0%。
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4 分析与讨论

漆酶在木质素降解、废水处理、生物转化等方面潜力巨大[27]。以毕赤酵母作

为宿主菌表达漆酶，使实现漆酶产量大幅提高成为可能，在生产符合工业化应用

所需热稳定性好，耐碱性强，pH适应范围广等特殊性质的漆酶方面将有广阔的

发展前景。可是，漆酶生物催化的分子机理和调控技术还需要全面分析和进一步

的明确、验证，所以漆酶的应用研究仍停留在实验室的阶段，为了达到工业化应

用目标还需不断努力[2]。漆酶在环保、食品、造纸以及合成染料的脱色和脱毒等

领域的应用前景非常开阔[28]。

本研究利用毕赤酵母构建重组表达载体 pPIC9K-Lac-QM2-GS115，将大球盖

菇中提取到的漆酶基因 Lac-QM2成功进行异源表达。通过最适产酶条件优化，

得出该漆酶的最适诱导时间为 96 h，最适甲醇浓度为 1.0%，今后如有需要可根

据此结果做进一步优化。还可通过酶的底物谱研究、酶催化动力学研究、漆酶与

其它分泌酶的协同催化研究等，推测其催化机理，进行结构解析，做更高层次的

深入研究。

5 结论

该 实 验 成 功 地 构 建 了 一 种 用 于 重 组 毕 赤 酵 母 的 基 因 表 达 载 体

pPIC9K-Lac-QM2-GS115，得到了包含目的基因的重组质粒；重组产物在毕赤酵

母 GS115宿主细胞中成功表达，并通过测定漆酶活力进行了功能验证；成功纯

化漆酶蛋白，经 SDS-PAGE电泳处理有大小正确的清晰条带；通过最适产酶条

件优化，测定了该漆酶的最适诱导时间为 96 h，最适甲醇浓度为 1.0%。
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