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摘 要 >*+?%/%& ?:* 9Y!PT! 漆酶同工酶的合成需要铜离子的存在，较高浓度的 G-! ‘ 有利于漆酶合成。在以葡萄糖为碳源补

加 $a%EE()b_ G-! ‘ 的培养基中生长时，发酵液漆酶活性为 ##a<-b_，同时补加 #a$EE()b_ 邻甲苯胺时，漆酶酶活提高到 &"a$-b_；

而在补加 G-! ‘ 和邻甲苯胺的纤维二糖培养基中，酶活上升至 !%P#-b_，为葡萄糖培养基的 <Ha# 倍。邻甲苯胺和铜离子诱导产

生的漆酶同工酶组分，均为漆酶 9（_819）。竞争性 /=TJG/ 分析表明，漆酶 9 基因（ ,+05）转录本的累积伴随有发酵液漆酶活性

的增加，邻甲苯胺对 ,+05 的调控发生在转录水平。 ,+05 结构基因长 !""$6:，含有 "$ 个内含子；,+05 的 1N+9 序列为 "%H$6:，编

码 %!$88 的漆酶蛋白，其氨基酸序列与其它真菌漆酶具有较高的相似性。采用改进的反向 JG/ 技术，扩增得到的 ,+05 %cT端调

控区长 "PP"6:，分析表明，该区域上分布有 " 个 =9=9 框、& 个 G99= 框和多个潜在的顺式作用元件序列位点，包括 % 个 K/L 元

件、U 个 G709 结合位点、# 个 ]/L 元件、! 个 F=/L 元件和 & 个氮因子调控位点等。这些序列位点的存在部分地对应了菌株摇

瓶发酵条件下 ,+05 的表达规律。
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真菌漆酶（J8"9%5 5%33%.)）是一类主要来源于高

等丝状真菌的多酚氧化酶，它能催化多种酚型和非

酚型底物氧化，同时伴随有分子氧还原成水［D］。由

于在纸浆废水处理、酚类化合物脱毒、工业纺织染料

转化和新型生物传感器研制等领域有重要潜在应用

价值而被广泛关注，近年来成为国际上酶工程学和

环境科学交叉领域研究的热点［F R H］。

真菌漆酶多以同工酶形式存在，其表达因菌株

的生长环境或生理状态不同而不同［I R K］。多项研究

表明，真菌漆酶的合成明显受营养元素、金属离子和

小分子芳香化合物影响，这些因素诱导漆酶上调表

达发生在基因转录水平［S R DF］。由于转录本的增加主

要是由转录模板上游的启动子及其相关顺式作用元

件发挥作用后直接引发的。因此，研究真菌漆酶基

因转录控制区的结构与功能对于提高漆酶蛋白的表

达产量至关重要。

前期 研 究 表 明，栓 菌 !PFK*F（ ()#*+,+’ .6=
!PFK*F）在简单人工培养基上能合成漆酶同工酶 !

（2%3!）和同工酶 T（2%3T）两种组分［DF，DU］，但该菌株

高效 合 成 漆 酶 的 遗 传 机 制 并 不 清 楚。 本 文 对

()#*+,+’ .6= !PFK*F 漆酶 ! 诱导合成和 "#$% 克隆的

研究结果进行了报道，并初步探讨了 "#$% HL*端转录

控制区的结构与漆酶表达规律的内在关系。

) 材料与方法

)*) 菌株和质粒

()#*+,+’ .6= !PFK*F 菌株由本室保藏，于 +G!
培养基斜面上 VW传代。大肠杆菌 - = $!"& XMDES 和

克隆载体 6MGDK*A 分别购于 O&<%&%9)") 和 A%Y%@% 公

司。

)*+ 培养基和试剂

液体发酵基本培养基（D2）：DH9 葡萄糖或纤维

二 糖， DZE9 &<;6&0")，DZH9 天 冬 酰 胺， EZH9

M9O[V·\PF[，EZD9 $%F P+[V·DFPF [，EZED9 B%B5F，

EZED9 J)O[V·\PF [，EZEF\H9 腺嘌呤和 HE!9 维生素

TD。限制酶 .’,"和 (#/ G$! 聚合酶购自 O!TB 公

司，(%0%1% 2% (#/AM聚合酶和 AV G$! 连接酶购自

A%Y%@% 公司，G$! 纯化试剂盒和质粒抽提试剂盒为

]*9)") 公司产品。其余试剂为进口或国产分析纯。

)*, 酶活分析和 -./01"23456
以愈 创 木 酚 为 底 物，进 行 漆 酶 活 力 测 定 和

"%&’()*+!,- 分 析 同 工 酶 组 分，方 法 参 照 N’%0
等［DF，DU］。

)*7 基因组 894 和总 :94 的制备

真菌的培养按照 N’%0 等［DU］的方法进行，用邻甲

苯胺或（和）B8O[V 作为酶合成的诱导剂。总基因组

G$! 制备：收集菌丝体，无菌水洗涤后用液氮冷冻，

并研磨成粉末状。按每 EZF ^ EZV49 菌体加入 F42
抽提 液［FEE 4405_2 A<’.*PB5（6PKZH），FHE 4405_2
$%B5，FH 4405_2 -GA! 和 DZE‘（3 _4）OGO］，室温

静置 DE4’"，然后按常规方法进行酚：氯仿抽提和乙

醇沉 淀。@$! 制 备：收 集 高 酶 活 时 的 菌 丝 体，按

@$)%.; +5%"& M’"’ Q’&（a’%9)"）使 用 程 序 制 备 总

@$!。

)*; !"#$ <894 的克隆

使用 05’90（#A）DK 引物和 M*M2] 逆转录酶合成

3G$! 第一链。根据 ()#*+,+’ .6= !PFK*F 漆酶 2%3!
的已知基因组 G$! 序列（9G$!）（!JUKKSDE），设计

两个 +B@ 引物 +.（HL*,BB!AA,,,BBB!BB,BA,!）和

+%（HL*BA,,AB,AA,!B!AB,!,B,），用 于 扩 增 "#$%
3G$! 序列。HE!2 的 @A*+B@ 体系含有 D!2 逆转录

产物，D b +B@ 缓冲液，DZH4405_2 M9B5F，EZK4405_2
#$A+.，EZV!405_2 +. 和 +%，DZH8 (#/ G$! 聚合酶。

循环 反 应 参 数 为：SVW F4’"；SVW UH.，HHW UH.，
\FW DEE.，共 UE 循环。目标 +B@ 产物从琼脂糖凝

KVH 56&7+’+ 8!9)7#" !: ;&!,+$67!"!<= 生物工程学报 FEEH，]05ZFD，$0ZV



胶中纯化回收，亚克隆到 !"#$%&’ 载体上，再转化

! ( "#$% )"$*+ 感受态细胞。筛选转化子细胞，抽提

重组质粒，进行克隆序列测定。

!"# 定量 $%&’($
在真菌漆酶合成达到峰值前的不同诱导时间，

取不同酶活力梯度的菌丝样品，抽提总 ,-.，作为

定量 ,’&/0, 分析的模板。将 $&"’ 1#-. 片段连接

到 !"#$%&’ 载体上，该重组质粒（ 2 34++ 5 $*% 分子6
71）作为定量 ,’&/0, 的竞争性模板。基于 89:. 的

1#-. 和 :#-. 序列，设计竞争性引物对 0/;：（<=&
>00’0>’0’000’>’0>’>’ ） 和 0/? （ <=&
>>.>..>.’00’>>>0>’’’’）。结构基因中内含子

序列的存在使得同一引物对扩增出的 1#-. 与相应

:#-. 片段容易区分。<*!8 定量 ,’&/0, 反应体系

中包括一系列梯度稀释的外源竞争模板。/0, 循环

反应 参 数 为：+@A BCD7；+@A 3<E，<<A 3<E，FBA
3*E，共 B@ 循环。扩增产物在凝胶中进行电泳分离，

其相对含量用 G97HE:97 @4* 软件分析计算。

!") 基因组 *+, 的酶切与连接

选用在已知 89:. 1#-. 内部没有切割位点的内

切酶 ()*"充分酶解基因组 #-.，酚：氯仿抽提和乙

醇沉淀后，用 ’@ #-. 连接酶自身环化连接。再次

进行酚：氯仿抽提和乙醇沉淀，连接物用作长距离反

向 /0,（8#&I/0,）的模板。

!"- .*&/’($
根 据 89:. 1#-. 序 列 设 计 引 物 I!E（ <=&

0’’000’0’.’’0.0.’0>0.’.00.>0）和 I!9（ <=&
.0.>>..0>..’>000.>.0>.>.’.>），建 立 如 下

8#&I/0, 扩增体系：2 @**71 的基因组酶切自连产

物，<!8 $* 5 8. /0,’" JK;;L?#（"1B M !NKE），*4%CCON6
8 H-’/E，*4B!CON68 I/E 和 I/9，BK ’9P9,9 8. ’9Q’"

酶，用无菌水补体积至 <*!8。/0, 循环反应参数如

下：+@A BCD7；+@A @*E，F*A $3CD7，共 3B 循环。目

标 /0, 产物亚克隆到 !"#$%&’ 载体上，转化大肠杆

菌感受态细胞，选择两个目标转化子进行克隆序列

的分析。

0 结果

0"! 漆酶的诱导合成

营养源和诱导剂对 +,&-.*.) E!( .RB%&B 漆酶合

成有重要影响。在以葡萄糖为唯一碳源的基本培养

基中培养真菌，0KB M 诱导漆酶合成在添加后的第 3
天达到高峰（图 $），BCCON68 0KB M 诱导产生的酶活是

*4<CCON68 0KB M 的 @43 倍。在不添加 0KB M 的培养物

图 $ 0KB M 对 +,&-.*.) E!(
.RB%&B 漆酶合成的影响

SD1($ T;;L:U O; :O!!L? DO7 O7 UVL ;O?C9UDO7 O; EL:?LULH
N9::9EL 9:UDWDUX JX +,&-.*.) E!( .RB%&B4

#D;;L?L7U :O7:L7U?9UDO7E O; :O!!L? DO7E YL?L 9HHLH UO 1NK:OEL CLHD9( !，

* CCON68；"，*4< CCON68；#，$4* CCON68；$，B4* CCON68(

图 B 0KB M 、邻甲苯胺和碳源对真菌漆酶合成的影响

SD1(B T;;L:UE O; :O!!L? DO7，#&UONKDHD7L 97H :9?JO7 EOK?:LE
O7 UVL EX7UVLEDE O; N9::9EL JX +,&-.*.) E!( .RB%&B

’VL :O7:L7U?9UDO7E O; 0KB M 97H #&UONKDHD7L YL?L *4< CCON68 97H @

CCON68，?LE!L:UDWLNX( !，:LNNOJDOEL 97H #&UONKDHD7L；#，1NK:OEL，

0KB M 97H #&UONKDHD7L；%，:LNNOJDOEL，0KB M 97H #&UONKDHD7L(

图 3 漆酶样品的活性电泳图谱

SD1(3 -9UDWL&/.>T O; N9::9EL E9C!NLE
897LE $ 97H B 9?L UVL E9C!NLE D7HK:LH JX $ 97H B CCON68 0KB M ，

?LE!L:UDWLNX( 897LE 3，@ 97H < 9?L UVL !9?9NNLN E9C!NLE YDUV HD;;L?L7U

N9::9EL 9:UDWDUDLE D7HK:LH JX @ CCON68 #&UONKDHD7L 97H *4< CCON68 0KB M

97H YL?L E9C!NLH 9U HD;;L?L7U UDCL O; D7HK:LCL7U JL;O?L !L9Z 9:UDWDUDLE，

YDUV D7HDWDHK9N 9:UDWDUX JLD71 EVOY7 D7 ’9JNL $4

中未检测到漆酶活性。图 B 是不同浓度的 0KB M 和

邻甲苯胺以及不同的碳源对漆酶合成的综合影响结

果。当以 @4*CCON68 邻甲苯胺为诱导剂时，在不添

加铜的纤维二糖培养基中没有检测到漆酶活性；在

其上清液中补加微量 0K[\@ 也未能检测到酶活，说

+@<洪宇植等：+,&-.*.) E!( .RB%&B 漆酶 . 的诱导合成及其基因 <=&端调控区的克隆与分析



明分泌性漆酶蛋白没有被合成。在 !"#$$%&’( )*+ ,

存在条件下，葡萄糖培养基中的最高酶活为 --".*’(
（图 /），同时添加 -"!$$%&’( 邻甲苯胺后，漆酶酶活

增加了 0!".1，达到 2/"!*’(；若改为以纤维二糖为

碳源，则发酵液的最高酶活高达 +#3-*’(，是相同条

件下葡萄糖培养基的 .0"- 倍（图 +）。456789:;<=>
电泳分析表明，邻甲苯胺诱导 !"#$%&%’ ?@A <B+3:+
产生的同工酶组分为 (5C<［/+］，铜离子诱导生成的漆

酶组分与其相同（图 .）。

!"! 定量 #$%&’# 分析

在漆酶合成达到峰值前的不同诱导时间选取活

力不同的 . 个菌丝体样品，活性电泳酶谱表明（图

.：&549? .，- 54D #）由 其 合 成 的 同 功 酶 组 分 均 为

(5C<。用这 . 个样品分别制备总 EF<，以 /! 倍梯度

稀释的带有 (5C< 完整结构基因的质粒为竞争性模

板，进行竞争性 EG:;)E。引物对 );H 和 );I 扩增出

的 JKF< 和 CKF< 片段分别长 022L@ 与 #!-L@（图 -）。

定量分析计算结果列于表 /。研究表明，随着 (#)*
$EF< 转录本的累积，发酵液的漆酶活力相应增加，

两者呈非线性正比关系，真菌 (5C< 的合成调控主要

发生在基因转录水平。

图 - 定量 EG:;)E
M7JA- N*5467656789 EG:;)E

GO9 @I%D*C6? %H 022L@ 54D #!-L@ P9I9 6O9 C%II9?@%4D74J HI5J$946? %H

(#)* JKF< 54D CKF< 5$@&7H79D LQ ;)E *?74J @I7$9I? );H 54D );I A GO9

&549? HI%$ 6O9 &9H6 6% 6O9 I7JO6 P9I9 6O9 ;)E @I%D*C6? %H 6O9 ?5$@&9 .
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表 ( 不同酶活力样品 !"#$ 转录本的定量分析

$)*+, ( -.)/01213)014/ 42 05)/635170 +,8,+6 42
!"#$ ./9,5 8)514.6 ,/:;<, )3018101,6

R5$@&9? . - #
>4SQ$9 5C67876Q（*’(） +"23 T /!+ 0"U# T /!+ /"!- T /!.

F%A %H $%&9C*&9? @9I 4J 6%65& EF< U"3# T /!. 0"2. T /!- -"3- T /!#

!"= !"#$ 3>?@ 分析

以 ;? 和 ;5 为引物对通过 EG:;)E 方法扩增出

的 (#)* CKF< 序列长/ -U2L@，与相应的 JKF< 序列

（+!-2L@）进行比对，表明 (#)* 结构基因内部拥有 /!
个内含子，且剪接位点全部遵循 =G:<= 规则［/-］。结

合 (K:V;)E 获 得 的 基 因 序 列，可 知 (#)* 的 完 整

CKF<长 /#0!L@，编码 #+!55 的单一肽链，其中包括

+/55 的信号肽序列。推导的漆酶蛋白氨基酸序列

中含有 # 个 )Q? 残基和 /! 个保守的 B7? 残基。与已

报道的其它漆酶蛋白相比较，推测 )Q?:/!0 和 )Q?:
#!U 之间形成了一个二硫键，)Q?:/.3 和 )Q?:++0 形成

另一个二硫键，而保守的 )Q?:-2- 则参与了!型铜

原子的连接，距离该保守 )Q? 下游第 /! 个氨基酸残

基为 ;O9。另外，在推导的蛋白序列中存在 U 个 F:
糖基化位点（<?4:W:R9I’GOI）［/#］。与 =94X54Y 库中的

数据进行搜索比对的结果表明，!"#$%&%’ ?@A <B+3:+
(5C< 的氨基酸序列与 !"#$%&%’ +,"’-&# 漆酶具有高达

U3"21的相似性，其次与 !"#$%&%’ .%"’,)/(/" &5C"和

!"#$%&%’ 0-1%’)%2’ &5@+ 的 相 似 性 分 别 为 U!"31 和

U!"-1。

!"A B>%C&’# 和 DE%端调控序列分析

!"#$%&%’ ?@A <B+3:+ 基因组 KF< 经 3’&!充分

酶解 并 自 身 环 状 连 接 后，(K:V;)E 扩 增，获 得 长

.#!2L@ 的专一产物。序列分析表明，该片段与已知

的 (#)* 片段（<M.33U/!）在 #Z:端与 .Z:端各有 .U!L@
和 //#3L@ 的一致序列，证明该片段即为 (#)* 的部分

结构基因及其相邻的侧翼序列。将该序列与 (#)*
的已知片段进行拼接，获得 -!!UL@ 的完整序列，包

括 (#)* 的 #Z:端调控区 /33/L@、结构基因区 +//!L@
和 .Z:端非编码区 /3L@ 的序列。该基因序列已经递

交 =94X54Y（<[3.UU.0）。

图 # 显示了 (#)* #Z:端调控区几个潜在的顺式

作用元件分布位点。G<G< 框（G<G<<<）位于起始密

码子 上 游 第 \ UU 位，2 个 )<<G 框 分 别 位 于 第

\ /UU、\ ##-、\ U+U、\ //-#、\ /-.2、\ /#U. 和 \
/2!. 位，另外，在 G<G< 框上游存在几个较长的 =)
富含 区。分 析 表 明，G<G< 框 与 起 始 密 码 子 之 间

U.L@ 片段的 =) 含量与整个启动子区（/33/L@）的平

均 =) 含量相同，均为 #U"/1。U 个潜在的 )I9< 结

合位点（R[==E=）［/0］分布在启动子的 \ #0 ] \ .+0
和 \ U#2 ] \ ///- 两个区域，- 个异生物响应元件

（WE>）一 致 序 列（)<)=)^）［/2］的 位 点 分 别 在 第

\ +02、\ -#U、 \ 0.0 和 \ /-+0 位，# 个 遵 循

G=)E)F)［/3］序列的金属响应元件（_E>）也存在于

该区内，分别位于 \ .33、\ 02!、\ //3.、\ /#30 和

\ /3.0位。 两 个 潜 在 的 压 力 响 应 元 件（ RGE>）

（))))G 或 ====<）［+/］的反向序列分别位于 \ 20 与

\ /!/3 位。此外，在 (#)* #Z:端的 \ #-+ ] \ /20. 区

域还分布有 2 个潜在的氮因子结合位点（=<G<）［+!］

或其互补序列（G<G)）。

!## 4+,2%’% 5/-"2#( /6 7,/&%)+2/(/89 生物工程学报 +!!#，‘%&"+/，F%"-



图 ! 潜在的顺式作用元件在 !"#$ 上游调控区的分布
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0)2 ’#$-2= <#(7 .)062’ 0-= (72 =#)24(#,-’ ,. (72’2 25262-(’ 0)2 ’7,<- <#(7 0)),<’%

! 讨论

铜离子能显著增强绒毛栓菌（ ’ % ()*+&#+,&）漆

酶合成的效率［?@］，提高 ’ % -+.&%#/!/. 和 糙皮侧耳

（0 % /&1.+"1)&）漆酶基因的转录水平［??］。"0)04, 等人

证实，只有在去除 9+A B 的条件下，反式作用因子才

能结合到 0 % /&1.+"1)& 漆酶基因启动子的 CDE 序列

上［A?］。’."2+1+& ’/% :FAG3A 生长在不含 9+A B 的培养

基中，无论添加芳香化合物诱导剂与否，发酵液都不

能检测到漆酶活性，即使添加 9+A B 到发酵上清液中

也是如此。定量 H9D 分析显示，漆酶合成在转录水

平上 受 到 了 调 控。 因 而，铜 离 子 的 存 在 对 于

’."2+1+& ’/% :FAG3A 漆酶同工酶的转录表达是必须

的，高浓度的 9+A B（? I A66,5JK）有利于漆酶的合

成，其诱导产生的同工酶组分为 K04:。据报道，高

等生物金属硫蛋白基因启动子序列中存在多个金属

离子效应位点（8L9D9M9）［AA］，通过与金属结合的反

式作用因子对许多重金属离子产生应答。 ’."2+1+&
’/% :FAG3A 只有在有 9+A B 存在时才合成漆酶 K04:，

其可能原因是 !"#$ !N3端调控区存在有 ! 个潜在的

CDE 序列位点，使得该基因表达受到金属铜离子

调控。

碳源的种类对于 ’."2+1+& ’/% :FAG3A 漆酶的合

成有重要影响。在以葡萄糖为唯一碳源的培养基

中，邻甲苯胺仅诱导产生很低的漆酶活性（图 A），且

酶活出现在碳源基本消耗殆尽的菌体生长后期；而

当真菌在非抑制性碳源纤维二糖培养基中生长时，

发酵液的漆酶合成效率显著提高，为葡萄糖培养基

的 OPQR 倍。在真菌和酵母细胞中，葡萄糖对基因的

表达 抑 制 现 象 普 遍 存 在［AO］，如 在 构 巢 曲 霉

（$&(+.3%!!)& ,%4)!",&）中，9>’A S F#’A 锌指 &M: 结合

蛋白 9)2: 参与了葡萄糖抑制效应［?P］，其识别位点

的序列为 TULLDL。在 ’."2+1+& ’/% :FAG3A 中，V 个

可能的 9)2: 结合位点丛集在 !"#$ !N3端的 S !P I
S OAP和 S V!W I S ???R 两个区域，其中的某些位点

可能参与 !"#$ 的转录抑制作用。

小分子芳香类化合物能够诱导真菌漆酶同工酶

组分进行差异表达。先前研究表明，邻甲苯胺是

’."2+1+& ’/% :FAG3A 漆酶合成的最适诱导剂，其诱

导表达的漆酶同工酶组分为 K04:［?O］。竞争性 D83
H9D 分析表明，6DM: 转录本的累积对应了发酵液

漆酶活力的增加（表 ?），因此，邻甲苯胺对漆酶 !"#$

?!!洪宇植等：’."2+1+& ’/% :FAG3A 漆酶 : 的诱导合成及其基因 !N3端调控区的克隆与分析



表达的调控也发生在转录水平。有报道表明，芳香

化合物受体蛋白和另一核因子（!"#$）相结合形成与

%&! 结合的转录因子，能够识别 ’() *! 启动子上

的异生物响应元件（+,-）［./］。0123145 等人研究显

示，! 6 "#$%&’%(& 漆酶基因 )*". 启动子内不存在 +,-
一致序列，因而不能被芳香化合物诱导表达［*7］。与

)*". 不同，在 !+*,%-%& 856 !9.:;. )*’. <=;端调控区

内存在 / 个 +,- 序列位点，使得 )*’. 的转录表达可

能容易受到小分子芳香化合物的调控。同时，该序

列中 还 分 布 有 两 个 反 向 的 压 力 因 子 响 应 元 件

（>?,-），也可能对漆酶 @1A! 的胁迫合成有一定促

进作用。在 /*’’0*+1,2’%& ’%+%34&4*% 中，在不同的环

境和生理压力下，正反向的 >?,-（<=;’’’’? 或 <=;
!0000）元件足以引起基因表达的转录激活［*B］。另

外，)*’. <=;端调控区还存在多个潜在的氮因子调控

序列位点 0!?! 框，暗示 )*’. 的表达可能还受到氮

源的调控。

总之，!+*,%-%& 856 !9.:;. 漆酶 @1A! 基因 <=;端
调控区中多个重要顺式作用元件的存在对应了摇瓶

发酵的漆酶表达规律，本研究为进一步揭示漆酶表

达调控的分子机制奠定了基础。
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