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栓菌漆酶在毕赤酵母中高效表达及重组酶的性质
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摘 要 栓菌 G!$（<*+;%/%& <9* G!$）漆酶基因 ,+0A 以两种方式在巴斯德毕赤酵母（E#0"#+ :+&/(*#&）进行异源表达，产生两种重组

漆酶：0a62KV（具有天然 +U末端）和 0a62K-（+U末端带有 N 个额外的氨基酸残基）。摇瓶发酵 &N4，0a62KV 和 0a62K- 的产量分别为

&b!& c &$H ?da、%b"N c &$G ?da［以 !，!eU连氮U"U乙苯U二噻唑U# 磺酸（8f;D）为底物］。在高密度发酵条件下，0a62KV 的产量增加到

!b"I c &$H ?da，同时其生产周期降至 %bH 4。两种重组酶对愈创木酚底物的氧化特性相似，且在 H$g和 9Q" h &$ 的范围内均稳

定。然而，0a62KV 对底物 8f;D 的比活力（&%#&?d.A）高于 0a62K-（&&!!?d.A），其表观 F. 值（G!%!.()da）低于 0a62K-（#$G!.()da）。
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漆酶（+’,,’<$，BC .D.>DED/）属于蓝铜氧化酶家

族，广泛存在于真菌（特别是担子菌）和植物［.］中。

它能够催化单酚、二酚、多酚、芳香胺和甲基酚等多

种芳香化合物发生氧化，同时伴随有分子氧还原成

水［/］。因而，漆酶在木质素降解、纸浆漂白1制浆［/］、

纺织染料脱色与脱毒［E］、生物传感器［8］等工业和环

保方面具有潜在重要应用价值。

漆酶的应用需要大量廉价酶制剂。然而，目前

绝大多数真菌漆酶的产量较低，难以满足商业化需

求，并 且 漆 酶 的 生 产 往 往 需 要 酚 类 化 合 物 的 诱

导［F，=］。毒性或昂贵诱导剂的使用不仅增加了生产

成本，而且发酵液净化处理难度大，易污染环境。因

此，探索安全、廉价的漆酶生产策略1方法吸引了许

多学者的兴趣。

多个漆酶基因已被克隆并实现重组表达，宿主

有酵 母［酿 酒 酵 母（ /&$$%&+*-0$.( $.+.1#(#&.）［9］，" ?
’&()*+#(［G，H］、甲醇毕赤酵母（ "#$%#& -.)%&2*3#$&）［.>］、

乳酸克鲁维酵母（!3401.+*-0$.( 3&$)#(）［..］、解脂耶氏

酵母（5&++*6#& 3#’*30)#$&）［./］］和丝状真菌［瑞氏木霉

（,+#$%*7.+-& +..(.#）［.E］、米曲霉（8(’.+9#334( *+0:&.）［.8］、

黑曲 霉（ 8(’.+9#334( 2#9.+）［.F］、构 巢 曲 霉（ 8(’.+9#334(
2#743&2(）［.=］、云芝（;*+#*34( 1.+(#$*3*+）［.9］、灰盖鬼伞菌

（;*’+#2*’(#( $#2.+.&）［.G］］等。然而，在这些研究中，重

组漆酶的产量普遍低于 .D> I .>801+。

,+&-.).( <4? 8/> 是一株新的漆酶生产菌，在邻

甲苯胺的诱导下能够产生唯一的漆酶组分 +’,B［.H］。

该菌株的其它 8 个同工酶基因也已被克隆，然而在

多种化学诱导物的诱导下均未见有这些基因编码的

蛋白产物。我们前期在 " ? ’&()*+#( 中对这些克隆的

漆酶同工酶基因进行了重组表达，初步检测表明重

组 3&$< 的转化子具有相对高的漆酶产率。本文报

道了 3&$< 的重组表达情况，同时考察了 J@末端的

额外氨基酸残基（来源于酵母表达质粒）对酶性质的

影响；并且通过高密度发酵策略，获得了较高的漆酶

产量。

) 材料与方法

)*) 菌株、试剂和培养基

,+&-.).( <4? 8/> 本 研 究 组 自 选，大 肠 杆 菌

（=($%.+#$%#& $*3#）K:.>H 菌株购自美国 L&%’&’#$($ 公

司，" ? ’&()*+#( ML..F 菌株和表达质粒 4NOCHP 购自

美国 O(5"&%)#$( 公司。-JQ 或 RJQ 用酶购自大连

S’P’R’ 公司。如无特殊说明，所有的化学试剂均为

分析纯或更高纯度级别。

T::、T:M、T:MU、:- 和 UN- 培养基均按照

"#$%#& 表 达 手 册（ O(5"&%)#$(）配 制。 发 酵 基 本 盐

（VTL）培养液和痕量盐（NS:.）培养液按照 "#$%#& 发

酵操作指南（O(5"&%)#$(）配制。

)*+ 表达载体的构建

,+&-.).( <4? 8/> 经邻甲苯胺诱导，按文献［/>］

的方法建立 ,-JQ 文库。依据已克隆的 3&$< -JQ
序 列 （ QUGEHH8/ ）， 设 计 正 义 引 物 N<.

（ QQQCSCMQMQQQQMQMCCQSCMMSCCMMS ）、 N</
（QQQMQQSSCMCCQSCMMSCCMMSCM）和反义引物 N’
（QQQMCMMCCMCSCQMQSMCCMSCMMMMSQ）。 以 引

物对 N<.@N’ 和 N</@N’ 分别 NCR 扩增获得完整的

3&$< ,-JQ 片段，两片段经相应酶切，分别连接到

4NOCHP 载体的 >%*"@?*)" 和 =$*R"@ ?*)"位点

之间；目标表达载体 4N-7 和 4N-$ 分别转化 = ? $*3#
K:.>H 细胞，转化子用于测序分析，确保开放读码框

（WRV）正确。

)*, 漆酶分泌性转化子的筛选

4N-7、4N-$ 和空白质粒 4NOCHP 经 @’&"酶切

后，分别电转化毕赤酵母 ML..F 感受态细胞。转化

细胞涂布 :- 平板，筛选 X"<Y 克隆。随机挑取若干

X"<Y 克 隆，点 接 到 含 有 >DE22)61+ C0LW8 和 >D/
22)61+ QTSL 的 T::（4X=）平板上，培养一定时间，

菌落周围有特征反应色的克隆即为具有漆酶分泌功

能的目标转化子。

)*- 摇瓶发酵

来源于 4N-7 和 4N-$ 的转化子（分别记录为

ML-7 和 ML-$）分 别 任 意 选 取 .> 个，接 种 到 含 有

.>2+ T:M 培 养 液 的 .>>2+ 锥 形 瓶 中，E>Z、.F>
%12"(培养 /8!。种液在室温下 E>>># 离心 F2"(，细胞

沉 淀 用 E>2+ T:: 培 养 液（4X=D>，含 >DE22)61+
C0LW8 和 >D=[丙氨酸）重悬至光密度 A<=>> 约为 .
时，悬液置于 .F>2+ 锥形瓶，/>Z、/>>%12"( 继续振

摇培养，每天补加 >DF[体积的甲醇，并在发酵 ./3

=F>. ;%#2.(. B*4+2&3 *C D#*).$%2*3*90 生物工程学报 />>9，\)6D/E，J)D=



左右补加氨水维持 !"#。每天取样测定漆酶的活力

和细胞密度。

!"# 高密度发酵

任意选取一个 $%&’ 转化子（$%&’(），接种到含

有 ())*+ ,-$. 培养液的 /))0*+ 锥形瓶中，1)2振

摇培养至光密度 !"#)) 3 / 4 ()。培养物全部转移到

含有 (56+ 7,% 培养液的 6+ 发酵罐中，添加 /56*+
89-( 痕量盐和 (*+ 消泡剂，1)2 培 养 66: 后，以

/51*+;: 的速率同时补加甲醇和 /)< 甘油（各 含

(56<体积的 89-(）营养液，时间 =:；然后停止补加

甘油营养液，并将温度降至 6)2，继续发酵培养 >?。

通过自动控制搅拌速度维持溶氧 4 1)<［@］，补加氨

水调节并维持 !"#5)。

!"$ 生物量和漆酶活力分析

样品适当稀释后，用分光光度法在 #))A* 处测

定菌体光密度（(!"#))约为 / B ()> 细胞）。漆酶酶活

以愈创木酚［6(］或 C,9%［D］为底物进行测定。( 个活

力单位（E）定义为每分钟氧化 (!*FG 底物所需的酶

量。每一样品平行 1 份进行测定，取值为标准偏差

小于 /<的数据的平均值。

!"% 酶性质分析

重组漆酶按文献［D］方法用一步阴离子交换层

析分离和纯化。蛋白的表观分子量用 %&%08C$H 电

泳［#］测定，蛋白浓度用 ,IC 试剂盒（美国 "JKGFAL）测

定。!" 对酶稳定性影响的测定在 ())**FG;+ 柠檬

酸0MN6"8O= 缓冲液（,EPPLQ C，!"15) 4 @5)）和甘氨酸

0MNO" 缓冲液（,EPPLQ ,，!"@5) 4 ()5)）中进行，底物

为 (**FG;+ 愈创木酚；酶对愈创木酚的最适 !" 在

,EPPLQ C 中 1)2测定，最适温度在 1)2、=)2、/)2
和 #)2处测定；热稳定性在 ,EPPLQ C（!">5)）中测

定。为了便于比较，以 C,9% 为底物在 1)2测定漆

酶的动力学参数，方法参考文献［6(］。

& 结果与讨论

&"! 产漆酶转化子的筛选

#$%&’(’) R!S =6) *%+" 完 整 的 K&MC 序 列 长

(=D=T!，编码 =D@ 氨基酸残基的成熟多肽。该 K&MC
序列分别克隆到 !8UIDV 载体的 ,-."0/.("位点

和 0+.W"0/.("位点，构建出的表达载体 !8&’ 和

!8&L 长 ()5@XT。每!Y 质粒 &MC 可以从 -& 板上获

得 /) 4 ()) 个 "ZR[ 转化子。三种类型的转化子各挑

取 6)) 克隆，点接到含 C,9% 的 ,-- 平板上，来源于

!8&’ 和 !8&L 的转化子（相应为 $%&’、$%&L）约有

D)<克隆的周围有漆酶氧化 C,9% 形成的特征色生

成，说明这些克隆能够分泌表达活性漆酶；而在空白

对照克隆（来源于 !8UIDV）中未检测到。

&"& 重组漆酶的生产

分别随机挑取 () 个 $%&’ 和 $%&L 转化子进行

摇瓶发酵，同一类型转化子的发酵液漆酶酶活基本

相同（数据未显示），因此从两种类型转化子中各随

机选择一个克隆（指定为 $%&’( 和 $%&L(）用于后续

研究。在含有 )51**FG;+ IE%O= 和 )5#< 丙氨酸的

,-- 培 养 液（!"#5)）中 6)2 培 养 (@?，$%&’( 和

$%&L( 发酵液的漆酶酶活分别达到 (56( B ()/E;+ 和

>51@ B ()=E;+（7ZY S (），并且具有持续增长趋势。但

是由于 1 S 2%)(.$3) 代谢产酸能力强，在发酵后期难

以依靠丙氨酸代谢中和其酸性，发酵液 !" 在 (? 内

可降至 !"1 左右［D］，从而导致漆酶活力丧失。

图 ( 重组漆酶的摇瓶发酵生产

7ZYS( 8QF?EK\ZFA FP QLKF*TZANA\ GNKKNRLR ZA
R:NXLA0PGNRX KEG\EQLR

据报道，通过高密度发酵策略 13+-3% 重组漆酶

的产 量 提 高 了 (6 倍，达 到 (5= B ()/E;+［@］。由 于

$%&’( 比 $%&L( 具有更高的酶产量，因而被用来高

密度发酵生产漆酶。与摇瓶发酵相比，$%&’( 高密

度发酵的漆酶酶活提高了 ( 倍，达到 651D B ()/E;+
（7ZY S6），同时细胞密度提高了 6) 倍，达到 !"#)) 约

为 #))。酶活力和生物量增长倍数的差异，很可能

是由于在摇瓶和高密度发酵中所用的培养基和发酵

条件的不同引起的。

由于漆酶在工业和环保方面具有重要应用潜

能，因而提高漆酶产量已成为当前研究的一个兴趣

点和难点。多个漆酶基因已在酵母和丝状真菌中重

组活性表达［(@］，然而据我们所知，重组漆酶的产量

大多低于 (5) B ()=E;+，难以满足工业化应用的需

要。本研究获得的重组漆酶 Q+NK&’ 的最高产量为

651D B ()/E;+， 与 朱 红 密 孔 菌 （ 14+5.2.$6)
+355%7%$356)）［66］同源表达的漆酶产量（65@ B ()/E;+）

>/)(周宏敏等：栓菌漆酶在毕赤酵母中高效表达及重组酶的性质



图 ! 高密度发酵生产 "#$%&’
()*+! ,"-./%0)-1 -2 "#$%&’ /1.3" 4)*45.316)07 23"8310$0)-1

相当；然而 "#$%&’ 的发酵周期仅为 9:;.，远少于后

者的生产周期（ < !=.）。

根据 "#$%&’ 的专一性活力（>9?>/@8*），可以计

算出 "#$%&’ 的表达量为 >A;8*@#，与其他在 !"#$"%
中异 源 表 达 的 蛋 白 产 量（如 载 脂 蛋 白 BC 为 >?=
8*@#）［!A］相近。并且 "#$%&’ 的生产不需要使用酚类

化合物等毒性诱导物，与漆酶天然生产菌相比，其发

酵工艺更为环境友好。

!"# 分子量、比活力和 !$ 值

依据 &%#’ %&DB 序列计算出 #$%& 蛋白的分子

量为 ;A:AE&。推测来源于 F,&’ 的重组漆酶 "#$%&’
的 D5端序列与天然酶相同，而来源于 F,&3 的重组

漆酶 "#$%&3 的 D5端序列则多了额外的 G 个氨基酸

残基（HI/5BI$5HI/5BI$5J7"5K$I5HI/5,43）。两种重组酶

经离子交换层析纯化，纯酶溶液均呈现蓝铜氧化酶

特有的蓝色。L&L5,BHM 结果显示 "#$%&’ 和 "#$%&3
的表观分子量分别为 99E& 和 9GE&（()* + A），推导出

它们的糖基化程度约为 A=N。

图 A "#$%&’ 和 "#$%&3 的 L&L5,BHM
()*+A L&L5,BHM -2 "#$%&’ $1. "#$%&3

O：60$1.$". 8-I3%/I$" P3)*40 8$"E3" +

"#$%&3 对底物 BQJL 的比活力为 >>!!/@8*，明

显低于 "#$%&’ 的比活力（>9?>/@8*）；它们的比活力

与在酵母中表达的其他重组漆酶［G，R］相近。已有研

究表明，以真菌漆酶的天然信号肽代替 ( + #)*)+","%)
!5因子的信号肽引导重组漆酶的分泌，能够提高酶

的产量［!S］。本研究结果显示，漆酶 D5端额外的氨基

酸残基将导致酶比活力降低。"#$%&’ 和 "#$%&3 的

比活力差异与它们的产量差异（()* + >）成正相关，表

明比活力很可能是 "#$%&’ 具有更高产量的直接原

因。另 一 方 面，"#$%&3 对 BQJL 的 -8 值 为 ?=S

"8-I@#，高于 "#$%&’（S!9"8-I@#）。

!"% &’ 和温度对漆酶活力的影响（()*+,% -./ 0）

图 S FT 对漆酶稳定性的影响

()*+S M223%0 -2 FT -1 I$%%$63 60$U)I)07 +
"#$%&’ $1. "#$%&3 P3"3 )1%/U$03. $0 A=V )1 U/223" B $0 $ FT "$1*3 2"-8

A 0- G $1. )1 U/223" Q $0 FT "$1*3 2"-8 G 0- >= +

图 ; FT 和温度对漆酶活力的影响

()*+; M223%06 -2 FT $1. 038F3"$0/"3 -1 I$%$63 $%0)W)07 +
$："#$%&’ $1. "#$%&3 P3"3 )1%/U$03. $0 .)223"310 038F3"$0/"36 )1 U/223"

B $0 FT ;+G；U：0437 P3"3 )1%/U$03. $0 A=V )1 U/223" B $0 .)223"310 FT

W$I/36+ H/$)$%-I P$6 /63. $6 043 0360 6/U60"$03+

G;=> .$"/),) 012*/%& 13 4"15)#$/1&167 生物工程学报 !==9，K-I:!A，D-:?



!" 和温度对 #$%&’( 和 #$%&’) 酶活力的影响基

本相同。两种酶在 !"* + ,- 范围内均能保持稳定，

在 !"./- 处稳定性最佳，*-0 时的半衰期为 12-3
（456 72）。随着温度的升高，酶稳定性下降，在 2-0、

8-0和 9-0时的半衰期约分别为 ,,3、28:5;、1:5;。

另一 方 面，两 种 酶 对 底 物 愈 创 木 酚 的 最 适 温 度

（280，456 78%）和最适 !"（!"8/<，456 78=）也相同。

总之，漆酶基因 !"#$ 在 %&"’()(* >!7 21- 中不能

通过化学诱导进行表达，该基因在 + 7 ,"*)-&.* 异源

表达的产量较高，在高密度发酵条件下培养 ./8?，

重组漆酶 #$%&’( 的产量达到 1/*@ A ,-8BC$。
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