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摘  要: 本文利用 PCR 和 RACE 技术首次从毛木耳 AP4 菌株中获得编码漆酶基因的 cDNA 及其

基因组全长序列, 基因组大小为 2514 bp。通过比较该漆酶基因的 cDNA 和基因组 DNA 的全长序

列, 发现该基因包含 14 个外显子和 13 个内含子。cDNA 序列的全长为 1972 bp, 其包含一个完整

的 ORF, 长度为 1860 bp, 编码 619 氨基酸, 推测的分子量大小为 68 kD, 等电点 pI 为 5.15。在氨

基酸序列的氨基末端存在一个信号肽序列 , 同时该基因还包括含铜氧化酶的三个功能结构域

KOG1263、SufI 和 pfam00394。氨基酸序列与 GenBank 中登录的真菌漆酶蛋白序列比对表明：该

氨基酸序列与其它真菌漆酶蛋白序列有较高的同源性, 氨基酸序列相同性最高达 41%, 相似性为

58%, 并且含有真菌漆酶的四个保守的 Cu-bind 结构域。将获得的漆酶基因 lac1 与毕赤酵母表达

载体 pPIC9K 连接, 构建重组质粒 pYH3660, 将其转化到毕赤酵母中, 经甲醇诱导该基因在第 10
天产酶高达 123 IU/L, 并通过 Native SDS-PAGE 电泳获得预期大小的漆酶蛋白条带。结构分析和

功能验证均表明：本研究获得的基因 lac1 为漆酶基因。 
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Abstract: Using PCR and RACE technique, We obtain the cDNA and genomic DNA sequence of the lac1 
gene from Auricularia polytrica. The length of genomic DNA is 2514 bp, which contains 14 exons and 13 
introns based on the comparison of cDNA and genomic DNA sequence. The length of the lac1 cDNA se-
quence is 1972 bp, which includes a complete Open Rading Frame (ORF)of 1860 bp, from N0.33 to 
No.1890, encoding 619 amino acides, the molecular weight is about 68 kD, and isoelectric point is about 
5.15. A signal peptide sequence exists in the N-terminal of the deduced amino acids, which also contains 
three multi-copper oxidase domains: KOG1263, SufI and pfam00394. We blasted the deduced amino acids 
with the fungal laccases protein sequences on the GenBank and observed that there is higher homologous 
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similarity: the highest identity is 41% and positive is 58% respctively, and it also includes four conserved 
Cu-bind domains. The full length cDNA sequence of A. polytricha lac1 gene was ligated to the pPIC9K to 
construct expression vector pYH3660, the recombinant plasmid pYH3660 was transformed into Pichia pas-
toris, laccase activity was detected from the engineering strain which was induced by methanol with the 
highest expression level(123 IU/L). At same time, we get the anticipative protein using the Native 
SDS-PAGE. Based on the analysis of the sequence structure and expression characterization, we can con-
clude that the lac1 gene obtained from Auricularia polytrica is laccase gene. 

Keywords: Auricularia polytrica, Laccase gene, RACE, Function domain

漆酶(ρ-diphenol oxidase EC1.10.3.2)是一类含
铜的多酚氧化酶。1883年日本学者吉田(Yoshida)首
次从漆树漆液中发现漆酶 [1], 随后人们发现某些高
等真菌也能分泌这种酶 [2], 其中最重要的产生菌是
担子菌中的白腐真菌(white-rot fungi)。100 多年来, 
漆酶一直是生物学、化学和环境科学等领域中十分

活跃的研究热点[3]。 
对于漆酶的研究已深入到其分子水平进入基因

工程阶段。现已对许多重要的漆酶基因进行cDNA
克隆和测序, 并开始采用重组技术研究漆酶基因的
同源、异源表达和调控机制[4]。 

200 多个漆酶基因组DNA和cDNA序列已从真
菌和植物中得到分离和鉴定, 其中真菌涉及 20多个
属 [5]。而且许多漆酶基因已成功地在Pichia pas-
toris[6]、 Saccharomyces cerevisiae[7]、 Trichoderma 
reesei[8]、Aspergillus oryzae[9]和Aspergillus niger[10]中

高效异源表达。在获得真菌漆酶基因序列后进行比

较发现：总体的漆酶和其它蓝色过氧化物酶的氨基

酸序列的同源性不高 , 然而在铜结合域中的一个
Cys和 10 个His残基却十分保守[6]; Kumer等对 60多
个真菌漆酶序列比较发现, 漆酶包含 4 个保守的区
域[5]。本文根据真菌漆酶基因的 4 个保守Cu-bind结
构域的氨基酸序列设计简并引物 , 利用RACE技术
首次在毛木耳上获得了一个漆酶基因的cDNA全长
序列和其基因组全长序列, 它们在GenBank 上的登
录号分别为：AY615304 和AY616035。通过将其转
入毕赤酵母真核表达系统中表达验证了该基因的漆

酶功能。关于毛木耳漆酶基因的研究在国内尚属首

次报道。 

1  材料和方法 

1.1  菌株与质粒 
 毛木耳AP4 来自上海农科院食用菌研究所菌种

保藏中心。 
毕赤酵母菌株[Pichia pastoris(His−Mut+)] 购自

美国种质保藏中心 (ATCC)。大肠杆菌菌株E. coli 
DH5α、质粒pMD18-T等为Promega 公司产品。质粒
pPIC9K为Invitrogen公司产品。 

1.2  主要生化试剂 
PCR 引物由上海博亚生物技术有限公司合成, 

限制性内切酶、T4连接酶和 L-A Taq polymerase为
TaKaRa公司产品。G418购自 Sigma公司。 

PCR 扩增的 Taq 酶、Buffer 采用 Promega公司
产品; 总RNA提取试剂盒购自上海华舜生物工程有
限公司。 

RACE 试 剂 盒 ： BD Biosciences Clontech 
SMARTtm RACE cDNA Amplification Kit。 

1.3  基因组 DNA 的提取 
参照精编分子生物学实验指南中的CTAB法[11]。 

1.4  总 RNA 的提取 
参照上海华舜生物工程有限公司总 RNA 提取

试剂盒中 RNAex System IV步骤。 

1.5  漆酶基因的克隆 
漆酶包含 4 个保守的区域, 且这 4 个保守区域

已被确定作为漆酶的特征序列, 根据其中最为保守
的结构域Ⅲ和Ⅳ设计克隆漆酶基因片段的简并引物, 
其余操作均参照SMARTTM RACE cDNA Amplifica-
tion Kit进行。 

根据 3′-RACE 和 5′-RACE 技术分别获得漆 
酶基因的 3′-和 5′-末端序列, 设计引物 F 和 R, 以 
基因组 DNA为模板进行 PCR扩增获得 lac1基因组
序列。 
 根据 lac1 cDNA 序列设计引物 lac1F 和 lac1R, 
并且引入 BamHⅠ和 NotⅠ酶切位点, 以总 RNA 的
反转录 cDNA 为模板扩增获得 lac1基因的 cDNA序
列。设计的引物序列如表 1和表 2所示。 
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表 1  扩增漆酶基因片段引物 
Table 1  Primers for amplifying the lacI gene fragment 

Conserved domain Corresponding  
amino acid sequence Nucleotide sequence 

III PFHLHGH 5′-CC(AGCT)(AT)T(AGCT)CA(CT)(CT)T(AGCT)CA(CT)GG(ACGT)CA-3′ 

IV WFLHCHID 5′-(AG)TC(AGT)AT(AG)CA(AG)TGGA(AG)(AG)AACCA-3′ 

 
表 2  扩增漆酶 cDNA 序列和基因组序列引物 

Table 2  Primers for amplifying the lacI cDNA and genomic DNA 

Primers Sequences Purpose 

3′Gsp 5′-CAATACATTTGCATGGGCACAAGTTCC-3′ 3′-末端快速扩增(3′-RACE) 

5′Gsp 5′-GGAACCAGGCGCCAGGGTTGTCCGCG-3′ 5′-末端快速扩增(5′-RACE) 

lac1F 
5′-AGGATCCAAACGATGGCTCTTCTTCCTTTG 
CTTCTTCTAGCTGCCTA C-3′ (BamHⅠ)  

lac1R 5′-AGCGGCCGCTTAATTCTTTTTCATCCGCGAAAAG-3′ (NotⅠ) 漆酶 cDNA克隆 

F: 5′-ATGGCGCTCCTGCCATTGCTCCTCC-3′  

R: 5′-TTAATTCTTTTTCATCCGCGAAAAGATGCTC-3′ 漆酶基因组 DNA的克隆 

 
1.6  漆酶基因结构分析 

将 3′ RACE 片段和 5′ RACE 片段经 V-gene核
酸纯化试剂盒回收后送交上海博亚生物技术有限公

司进行 T-A 克隆测序。应用相关生物学软件对获得
的漆酶 cDNA 序列进行相似性比较及结构特点 
分析。 

1.7  真核表达载体的构建及鉴定 
含有漆酶基因 pMD18-T-lac1 载体与酵母表达

载体 pPIC9K 经过相同限制性酶 BamHⅠ和NotⅠ的
酶切后, 将 lac1 基因与 pPIC9K 连接后构建成重组
表达载体 pYH3660, 其含有基因 lac1的自身的信号
肽序列和 AOX1(醇氧化酶)的启动子。 
 将该表达载体 pYH3660转化入 E. coli DH5α中, 
通过蓝白斑筛选阳性重组子, 利用 PCR和酶切方法
验证 pYH3660正确性。 

1.8  重组毕赤酵母在底物平板上的诱导表达 
将通过 40 孔板筛选获得的阳性克隆和对照的

阴性克隆(空载体)同时划线涂布到含有 0.2 mmol/L 
ABTS的 2 SD平板上, 于 28°C条件下, 向平板的内
盖上滴加少许 1%的甲醇进行诱导培养。 

1.9  外源基因在毕赤酵母中的诱导表达[12]

挑取待表达的重组毕赤酵母单菌落于BMGY液
体培养基(按≤10%装瓶), 28°C~30°C、260 r/min~ 
280 r/min摇床培养至对数期(OD600为 2~6), 转接 
1 mL培养液至 100 mL BMGY液体培养基, 28°C~ 
30°C、260 r/min~300 r/min摇床培养至对数中期

(OD600为 20~30)。室温 4000 r/min离心 5 min, 收集
菌体 , 去上清 , 细胞沉淀全部转移至  100 mL 
BMMY液体培养基中, 25°C、260 r/min~280 r/min摇
床培养, 每隔 12 h补加 100%甲醇至适当浓度。从细
胞沉淀转至BMMY液体培养基诱导开始, 每隔 24 h
取样 1 mL粗酶液分析表达水平。 

1.10  Native SDS-PAGE 
参照 BIO-RAD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 SDS, 
上样缓冲液中还不加β-巯基乙醇, 蛋白样品不煮沸
变性。电泳完毕后, 将胶放入用 3%(W/V)ABTS 溶
液(用 0.2 mmol/L 醋酸缓冲液溶解)中, 室温缓慢摇
动 10 min~15 min 即可看到绿色条带出现, 即漆酶
条带。 

1.11  漆酶活力测定[13]

1 mL反应混合液中, 含 5 mmol/L ABTS100 µL, 
醋酸缓冲液(pH 3.0)800 µL, 粗酶液 100 µL, 以 
1 min内催化氧化 1 µmol/L ABTS的酶量为 1个酶活
单位 (IU)。已知 420 nm处ABTS的摩尔消光系数为
3.6×104 L/(mol⋅cm)。 

2  结果和分析 

2.1  漆酶基因的克隆与序列分析 
根据真菌漆酶基因保守的 Cu-bind 结构域Ⅲ和

Ⅳ氨基酸序列设计的简并引物扩增漆酶的基因组

DNA, 获得一条约 200 bp 基因片段, 将其进行 T-A
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克隆测序, 结果得到大小为 204 bp 的基因片段, 其

序列与 GenBank 中序列 Blastn 比对后得知其为漆

酶基因片段。根据获得的漆酶基因片段的 5′端保守

区域设计特异性的正向引物：3′ Gsp, 以此引物扩增

反转录的 3′ RACE cDNA, 获得一大小约 700 bp条带, 

将其纯化后进行测序, 获得基因片段为 664 bp, 其

3′端有典型的 PolyA尾巴, 在 PolyA尾前有一加尾信

号(AATAAA)。将该序列输入到 GenBank 中 Blastx

比对后确认其与漆酶基因具有很高的同源性。根据

获得的漆酶基因片段 3′端保守区域设计特异性反向

互补引物：5′ Gsp, 以此引物扩增反转录的 5′ RACE 

cDNA, 获得一大小约 1600 bp, 将其纯化后测序 , 

获得片段为 1497 bp, 5′端有一非编码区(1 bp~32 bp), 

编码区的长度为 1465 bp, 该序列与 3′ RACE扩增的

片段有重复区域, 且将该序列输入到 GenBank 中

Blastx比对后发现其与漆酶基因具有很高的同源性。 

 根据漆酶基因 cDNA的 3′端和 5′端的重复区域, 

剪切拼接后得到一全长为 1972 bp 的漆酶基因, 命

名为 lac1。该漆酶基因 cDNA序列在 GenBank上的

登录号为 AY615304。lac1 具有真核基因的一般特

征：在其 5′端有一非编码区, 长度为 32 bp; 3′端有一

个典型的 PolyA 尾巴和一加尾信号(AATAAA)。运

用 PCgene软件分析可知它包括一个 1860 bp的完整

阅读框(ORF), 从 33至 1892核苷酸, 分子量大小约

为 68 kD, 等电点 pI 约为 5.15, 限制性酶切位点有

12个, 其编码 619个氨基酸。利用 SignalP V2.0 软

件分析编码的氨基酸序列发现其 N端包括一典型信

号肽序列(1~18 aa), 剪切位点为(GLG－AL)。通过

应用 Scanprosite程序可得出在 lac1基因编码的氨基

酸序列中含有 8个 N-糖基化位点(N-X-S/T), 天冬酰

胺残基分别位于氨基酸序列的第 46、59、84、214、

231、281、308、373 处, 它们都是潜在的糖基化位

点(如图 1)。应用 RPS-Blast进行保守结构域分析表

明, 该蛋白有 3个保守的结构域: 即 KOG1263、SufI

和 pfam00394。其中 KOG1263 和 SufI 是多铜氧化

酶中与次级代谢物生物合成、运输和分解代谢相关

的结构域; 第 3个 pfam00394是 Cu-oxidase 的保守

结构域。将 lac1 编码的氨基酸序列与 GenBank 中

登录的蛋白序列进行 Blastp 比对后发现, 它与其它

真菌漆酶基因编码的氨基酸序列具有较高的同源

性。其中与 Fusarium proliferatum的 Laccase氨基酸

一致性达到 41%, 相似性达到 58%; 与 Pleurotus 

ostreatus的 Laccase氨基酸一致性达到 35%, 相似性

达到 48%; 与Pleurotus sajor-caju laccase 3氨基酸一

致性达到 35%, 相似性达到 48%; 与 Panorbis vis-

cosus laccase 氨基酸一致性达到 39%, 相似性达到

57%; 与 Agaricus bisporus laccase 氨基酸一致性达

到 34%, 相似性达到 47%; 与 Phlebia radiata laccase

氨基酸一致性达到 32%, 相似性达到 47%; 与

Flammulina velutipes laccase氨基酸一致性达到 33%, 

相似性达到 48%等。 

2.2  漆酶基因组全长的获得与结构分析 
根据 lac1 cDNA 的全长序列, 设计一对特异性

引物, 以基因组 DNA 为模板通过 PCR 扩增获得该

漆酶基因组的全长序列, 长度大小为 2514 bp。该序

列在 GenBank中登录号为：AY616035。通过比较漆

酶基因的 cDNA和基因组DNA的全长序列, 发现该

漆酶基因包含 14 个外显子和 13 个内含子。内含子

的长度分别为 51 bp、53 bp、50 bp、59 bp、51 bp、

57 bp、50 bp、51 bp、50 bp、48 bp、50 bp、54 bp

和 59 bp,  是典型的真菌内含子的长度 (49 bp~ 

85 bp)[14]。内含子中剪切位点的特征序列(5′GT…  

AG-3′)存在于大多数的内含子中, 除了内含子 4、10

和 13外。 

2.3  表达载体 YH3660 酶切、测序验证 
含有漆酶基因 pMD18-T-lac1 载体与酵母表达

载体 pPIC9K 经过相同限制性酶BamHⅠ和NotⅠ的

酶切后, 将 lac1 基因与 pPIC9K 连接后构建成重组

表达载体：pYH3660(11.17 kb), 含有基因 lac1的自

身的信号肽序列和 AOX1(醇氧化酶)的启动子。 

将该表达载体 pYH3660转化到 E. coli DH5α中, 

接种到含有 X-Gal 的平板上通过蓝白斑筛选阳性重

组子 ,  通过限制性酶切和测序验证 pYH3660 正 

确性。 

2.4  阳性重组克隆的筛选 
将表达载体 pYH3660经 BglⅡ单酶切线性化后, 

用乙醇纯化后进行电击转化入毕赤酵母中。将转化

液直接涂布到 2SD平板上, 28°C培养 2 d, 然后将长

出的菌落划线接入含有G418抗性平板上, 28°C培养

3 d, 挑选阳性克隆以进一步筛选。 

将在含有 G418抗性平板上生长的菌落在 40孔

板上进行甲醇诱导培养 2 d后, 在 40孔板上用漆酶  
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图 1  Lac1 推断氨基酸序列与担子菌和子囊菌漆酶序列的比较 
Fig. 1  Alignment of the deduced Lac1 amino acid sequence with other basidiomycete and ascomycete laccase 

Note: Stars represent identical amino acid; colons and dots represent conservative and semi-conservative amino acid substitution.The signal 
peptide is shown with italic text. Cleavage site is (GLG-AL) shown by the arrow. Eight possible N-glycosylation sites are underlined. Four 
potential copper-binding domains are shaded. Gaps have been introduced for optimal alignment and are indicated by dashes. Accession num-
bers of sequences are as follows: P. ostreatus: CAA06292; P. sajor-caju lac3: CAD45379; A. bisporus: AAC18877; F. proliferatum: 
AAK72903; F. velutipes: AAR82931. Alignment was done with CLUSTALW software 

 
的特异性底物 ABTS 进行筛选阳性克隆。其在 1%
甲醇诱导下漆酶基因 lac1表达了漆酶的活性。再将
阳性克隆在 YPD 液体培养基中培养, 收集菌体, 抽
提总基因组DNA, 以 lac1F和 lac1R为引物进行 PCR
扩增, 得到与正对照(pYH3660质粒 DNA作为模板)
一致的扩增产物, 说明 lac1 基因已转入受体菌。将

重组菌株命名为：GS115(pYH3660)。 

2.5  重组毕赤酵母的诱导表达 
将GS115(pYH3660)按高密度摇瓶方式在 20°C、

l.0%(V/V)甲醇流加量条件下诱导产酶, 并将不携带
漆酶基因的重组毕赤酵母菌株 GS115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
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样分析 , 经 ABTS 法测定所产漆酶酶活。GS115 
(pYH3660)在诱导的第 10 天产酶达最高值 123 
IU/L。又将诱导所产酶的粗酶液经Native SDS-PAGE
分析表明有明显表达的具有漆酶活性的蛋白带 
(图 2)。  

 

 
 
图 2  重组毕赤酵母 Native SDS-PAGE 电泳 
Fig. 2  Native-SDS-PAGE of laccase from recombinant P. 
pastoris 
L: Laccase secreted by GS115(pYH3660); 2: No laccase secreted 
by GS115; M: Protein molecular weight marker 

3  讨论 

漆酶作为一个具有重要的生物学功能的酶, 其
在植物和真菌生长过程中起着不可忽视的作用。因

此根据它的氨基酸变异情况可在一定程度上了解物

种进化的规律。通过运用 ClustalW程序对毛木耳漆
酶和其它真菌漆酶、植物漆酶及植物抗坏血酸氧化

酶的氨基酸序列建立了系统进化树(如图 3)。从进化
树图中可发现：宏观上可看出植物漆酶和植物抗坏

血酸氧化酶分属一大类, 真菌漆酶分为一大类, 这
符合物种进化的一般的规律性。在微观上, 我们可
发现一个有趣的现象：属于担子菌纲的毛木耳漆酶

在亲缘关系上更接近子囊菌纲的 Fusanium pro-
liferiatum 和 Panordis viscosus, 而与其它担子菌的
真菌漆酶关系较远。这在一定程度上也反应了物种

进化过程中某个基因变异的不一致性。 
本文所获得的 lac1被认为是漆酶基因的证据如

下：(1)lac1 编码的氨基酸序列中含有 2 个 multi- 
copper oxidase 的保守结构域(KOG1263和 SufI)和 1 

 

 
 

图 3  真菌漆酶、植物漆酶和植物抗坏血酸氧化酶间的系统发育关系 
Fig. 3  Phylogenetic relationships among fungal laccases, plant laccases and plant ascorbate oxidases 
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个Cu-oxidase 的保守结构域(pfam00394), 因此该基
因编码的氨基酸是一种铜氧化酶。(2)在序列的比较
中发现, 不同真菌漆酶的整个氨基酸序列之间的同
源性并不高, 然而在铜结合域中的 1 个Cys和 10 个
His残基却十分保守, 在真菌漆酶中它们被认为是漆
酶的看家残基[11]; 本实验所获得的lac1 编码的氨基
酸完整序列与其它真菌漆酶蛋白序列一致性达到

41%, 相似性达到 58%。且漆酶基因lac1的cDNA编
码的氨基酸序列中同样也含有漆酶的活性位点中必

须的 10 个组氨酸残基和 1 个半胱氨酸残基(如图
1)。(3)Kumer等对 60 多个真菌漆酶序列比较发现, 
漆酶包含 4 个保守的区域, 且这 4 个保守区域已被
确定作为漆酶的特征序列[5]。根据与GenBank中登录
的漆酶蛋白序列比较后发现lac1 所编码的氨基酸序
列中也含有 4 个保守的Cu-bind结构域(如图 1)。(4)
基因表达验证—基因lac1 的cDNA序列在毕赤酵母
中的成功表达, 通过ABTS法测得在诱导的第 10 天
产酶达最高值 123 IU/L, 且将诱导所产酶的粗酶液
经Native SDS-PAGE分析表明：粗酶液中含有明显表
达的具有漆酶活性的蛋白带(图 2)。 

综上所述, 本文利用 PCR和 RACE技术在毛木
耳菌株中首次获得一个新的漆酶基因的 cDNA 和
Genomic DNA的全长序列, 并且在毕赤酵母中得到
表达验证。这对于今后研究漆酶基因在木耳生长发

育过程中所起的生物学功能和进行基因遗传操作无

疑都有十分重要的意义。 
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