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摘要：比较了几种不同真菌ＤＮＡ提取方法对血红密孔菌基因组的提取的影响，根据ＧｅｎＢａｎｋ
中真菌漆酶氨基酸保守序列设计的简并引物，以血红密孔菌基因组总ＤＮＡ为模板，扩增到一条

长度为１０８４ｂｐ的ＤＮＡ片段。通过ＢＬＡＳＴ比对，其基因序列与密孔菌属同源性最高，为９９％，
氨基酸同源性为８８％，说明扩增的片段确为密孔菌漆酶基因。
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　　漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ，ＥＣ　１　１．０．３．２）是 一 种 多 酚 氧

化酶，最早是从漆树中发现的［１］。漆酶广泛存在于

真菌以 及 植 物 中，某 些 昆 虫、细 菌 也 能 够 分 泌 漆

酶［２］，主要包括漆树漆酶（ｒｈｕｓ　ｌａｃｔａｓｅ）和真菌漆酶

（ｆｕｎｇａｌ　ｌａｃｔａｓｅ）两大类。漆酶可以氧化降解多酚类

化合物及其衍生物，具有氧化与木质素有关的酚类

和非酚类化 合 物 以 及 高 度 难 降 解 环 境 污 染 物 的 能

力［３］，且作用范围较广。因此，它们在生物制浆，生

物漂白，芳香化合物脱毒，环境垃圾处理等［４］，以及

生漆的干燥成膜和毛发染色、纸浆生产中木质素的

降解、生物传 感 器、酶 法 免 疫 分 析、有 机 合 成、土 壤

修复等领 域 具 有 广 泛 的 应 用 前 景［５］。白 腐 菌 是 真

菌中漆酶主要的生产者［６］，但培养的过程中周期较

长，在培 养 过 程 中 容 易 被 污 染，不 利 于 工 业 化 生

产［７］。而且随着环境越来越受到人们的重视，漆酶

的研究也 越 来 越 受 到 人 们 的 关 注。目 前 国 内 对 漆
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酶分子水平的研究还处于初步阶段，许多生理机制

还不能够从 分 子 水 平 对 其 进 行 合 理 的 分 析，因 此，
对漆酶在 基 因 水 平 的 研 究 也 显 得 越 来 越 重 要。作

者采用基因扩增的方法，从血红密孔菌基因组中成

功克隆出漆酶的基因片段，对其进行了序列分析。

１．１　材料

１．１．１　菌株　血红密孔菌，Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅ－
ｕｓ　ＳＹＢＣ－Ｌ１，作者所在实验室保存。

１．１．２　试剂　Ｂｉｏｓｐｉｎ真菌基因组ＤＮＡ提取试剂

盒：购 自 南 京 博 飞 科 技 有 限 公 司；Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚 合

酶、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ、Ｂｕｆｆｅｒ、ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ产 物 纯 化

试剂盒：均购自宝生物（大连）有限公司；引物：南京

金斯瑞生物有限公司合成；琼脂糖：进口分析纯；其

余试剂均为进口或国产分析纯。

１．１．３　仪 器　超 净 工 作 台（ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ）：杭 州 齐

威仪器有限公司产品；回转式恒温摇床（ＨＺＣ－２５０）：
杰瑞尔电 子 有 限 公 司 产 品；恒 温 培 养 箱（ＬＨＳ－２５０
ＨＣ）：江苏州 江 东 精 密 仪 器 有 限 公 司 产 品，基 因 扩

增仪（ＴＣ－９６／Ｇ／Ｈ（ｂ）Ａ）：杭 州 博 日 科 技 有 限 公 司

产品，电泳仪，凝胶成像系统。

１．２　培养基及培养条件

发酵培养基（ｇ／Ｌ）：土 豆２００，葡 萄 糖２０，愈 创

木酚１ｍＬ。１２１℃灭菌，ｐＨ值自然。
菌丝收集：将菌种接种到２５０ｍＬ摇瓶，装液量

５０ｍＬ，３０℃培养４８ｈ。用质量分数０．９％的生理

盐水 洗 涤 数 次，直 至 洗 涤 液 呈 无 色，离 心 尽 量 除 去

上清液，收集菌体，－２０℃保存。

１．３　基因组提取方法

分别采用ＣＴＡＢ法、植 物 提 取 方 法、基 因 组 试

剂盒的方法提取基因组ＤＮＡ。

１．３．１　ＣＴＡＢ法　参 照Ｇｕｏ等［８］的 方 法。取０．２

ｇ收集的菌体，加入液氮研磨至粉末，迅速转入１．５
ｍＬ的 离 心 管 中，并 加 入 裂 解 液（质 量 分 数２％
ＣＴＡＢ），６５℃水 浴４５ｍｉｎ，１３　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０
ｍｉｎ；取上清于一新的离心管中，加等体积的混合溶

液Ｖ（氯仿）∶Ｖ（异戊醇）＝２４∶１，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ；取 上 清，加２倍 体 积 的 无 水 乙 醇 和２
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液，－２０℃沉淀３０ｍｉｎ，１２　０００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；收集沉淀，体积分数７５％乙 醇 溶

液冲 洗，洗 涤 时 注 意 切 勿 将 沉 淀 倒 出，在 超 净 工 作

台中真空干燥；加入１００μＬ　ＴＥ缓冲液溶解ＤＮＡ，

－２０℃保存备用。

１．３．２　 植 物 基 因 组 提 取 方 法 　 质 量 分 数 ２％
ＣＴＡＢ抽提缓冲液在６５℃水浴中预热；取少量菌体

置于研钵中，液 氮 研 磨 至 粉 末 转 移 至 离 心 管 中；加

入７００μＬ的质量分数２％ＣＴＡＢ抽提缓冲液，轻轻

摇匀；置于６５℃水浴锅中保温，每隔１０ｍｉｎ轻轻摇

动几下，使混合均匀，３０ｍｉｎ后取出；冷却２ｍｉｎ后

加入等体积的Ｖ（氯仿）∶Ｖ（异戊醇）＝２４∶１，振荡

２～３ｍｉｎ，使 两 者 混 合 均 匀；１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０
ｍｉｎ，与此同时，将６００μＬ的 异 丙 醇 加 入 另 一 个 新

的离心管中；１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后，将上清液

转入含有异丙醇的离心管中，上下摇动３０ｓ，使之充

分混合；１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后，倒掉上清，注意

勿将沉淀倒出；加 入８００μＬ体 积 分 数７５％的 乙 醇

溶液洗涤沉淀；加入５０μＬ　ＴＥ缓冲液，溶解ＤＮＡ；
置于－２０℃保存备用［９］。

１．３．３　试剂盒提取方法　参照试剂盒说明书进行

操作。取不多于５０ｇ悬浮培养的细胞，离心去除上

清，液氮研磨，放入１．５ｍＬ的离心管中（注意：样本

的磨碎程度将影响裂解效果）；加４００μＬ　ＬＥ　Ｂｕｆｆ－
ｅｒ，并混合均匀，混合充分有助于裂解（可选：加入４

μＬ的１００ｍｇ／ｍＬ　ＲＮａｓｅ　Ａ）；与６５℃环境中温浴

１５～３０ｍｉｎ（温 浴 过 程 中 可 间 或 振 荡 离 心 管２－３
次），然后移除（对于难裂解的样本可适当延长温浴

时间）；加入１３０μＬ　ＤＡ　Ｂｕｆｆｅｒ，混合均匀后于冰浴

中放置５ｍｉｎ；于１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ；将上清

液转移到一个新的１．５ｍＬ离心管；加入７５０μＬ或

滤液体积１．５倍的Ｅ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ，并混合均匀；
将混合液体转移至Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ；于６　０００ｒ／ｍｉｎ离

心１ｍｉｎ，并弃去接液管中的液体；由于混合液体体

积大于７５０μＬ，分两次离心过柱；向Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ中

加入５００μＬ的Ｇ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ；于１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｓ，弃去接液管中液体；Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ中加入

６００μＬ的 Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ；于１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，
并弃去接液 管 中 液 体；上 一 步 骤 重 复 一 次；再 次 将

Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ于１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，并将Ｓｐｉｎ
ｃｏｌｕｍｎ转移 至 一 个 新 的１．５ｍＬ离 心 管；向Ｓｐｉｎ
ｃｏｌｕｍｎ中加入１００μＬ至２００μＬ　Ｅｌｕｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ，并
于室温温浴１ｍｉｎ；于１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，并

弃去Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ；１．５ｍＬ离心管液体含有ＤＮＡ；
于－２０℃保存。
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１．４　ＰＣＲ扩增

１．４．１　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中漆酶的保守氨

基酸序列，采 用ｂｌａｓｔｐ比 对 其 同 源 性，通 过Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ　５和Ｏｌｉｇｏ　７．０软件设计一对简并引物，上

游引物：ＡＴＧＴＣＣＡＧＡＴＴＣＣ　ＡＡＴＣＴＣＴＣＣ；下游

引物：ＧＡＧＡＴＣＧＣＴＧＧＧＧＴＣＣＡＡＧＴＧ。

１．４．２　ＰＣＲ扩 增　以 血 红 密 孔 菌 基 因 组 总ＤＮＡ
为模板，进行ＰＣＲ的扩增。反应体系２０μＬ，包括：

ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ；Ｍｇ
２＋１．５μＬ；ｄＮＴＰｓ　２．５μＬ；上

下游引物各１μＬ；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚 合 酶０．２μＬ；ＤＮＡ
模板３μＬ；加入ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ＰＣＲ反 应 条 件

为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３４个循环之后７２℃充分延

伸１０ｍｉｎ。扩增反应结束后，产物经体积分数１％
琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．４．３　进 化 树 的 构 建　利 用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ２．０结 合

ＭＥＧＡ５．０，构建Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ＳＹＢＣ－Ｌ１
的系统发 育 树。首 先 将 扩 增 得 到 的 漆 酶 基 因 序 列

通 过 ＢＬＡＳＴ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ＢＬＡＳＴ）寻 找 相 似 序 列 以 进 行 同 源 分 析。采 用

Ｃｌｕｓｔａｌｘ２．０对在ＮＣＢＩ查 找 的 具 有 同 源 性 的 漆 酶

基因序列进 行 多 序 列 比 对，用 ＵｌｔｒａＥｄｉｔ进 行 序 列

调整，采用软 件 Ｍｅｇａ５．０用 邻 位 相 连 法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建（Ｋｉｍｕｒａ　２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｃａｌ－
ｃｕｌａｔｉｏｎ）进化树。

２．１　基因组ＤＮＡ提取结果

用３种方法 进 行ＤＮＡ的 提 取，每 个 样 品 使 用

移液枪吸取２μＬ进行凝胶电泳检测（电压８０Ｖ，时
间４０ｍｉｎ），配制体积分数１％的琼脂糖凝胶电泳检

测其结果，结 果 如 图１所 示。从 图 中 可 以 看 出，几

种基因组提取的方法对ＤＮＡ的提取效果并无明显

的区别，提取的ＤＮＡ模板完全可以满足基因扩 增

的要求。采 用 试 剂 盒 的 方 法 提 取，与 其 他 方 法 相

比，时间较短，能够迅速地提取出ＤＮＡ模 板，进 入

下一步实验；ＣＴＡＢ法是由于真菌细胞结构与植物

相似而借鉴的植物提取法，因此两者提取方法大同

小异。无论采用哪种方法，对于菌体的处理都是首

要的，首 先 要 研 磨 充 分，且 要 在 研 磨 充 分 时 及 时 加

入裂解液，使得释放的ＤＮＡ及时溶解在裂解液中，

而不会遭到破坏［１０］。
如果需要提取较高纯度的模板，可以对以上几

种方法再进 行 改 良 加 工，加 入ＲＮａｓｅ　Ａ，可 以 较 好

地除去ＲＮＡ杂 质。在 提 取 或 者 纯 化 的 过 程 中，如

在液氮研 磨 时，若 操 作 较 剧 烈，易 导 致 ＤＮＡ 的 断

裂，因此要注意操作的温和性。

２．２　基因片段的扩增采用简并引物扩增的基因片

段，用体积分数１％的凝胶电泳检测得到两条片段，
利用凝胶成像 系 统 观 察 结 果，如 图２。将 条 带 进 行

切胶回收，经测序，得到长度为１　０８４ｂｐ的基 因 序

列。将测 序 所 得 到 的 基 因 序 列 在 ＮＣＢＩ上 利 用

ｂｌａｓｔｎ进行基因序列比对，发现该基 因 序 列 与 密 孔

菌 属 的Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ和Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎ－
ｇｕｉｎｅｕｓ均有较高的同源性，相似度最大达到９９％，
说明扩增得到的基因片段为密孔菌漆酶的基因序。

图１　基因组ＤＮＡ
Ｆｉｇ．１　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ

图２　简并引物扩增基因片段

Ｆｉｇ．２　Ｌａｃｃａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

２．３　基因序列分析

经ＤＮＡＭＡＮ软件分析，扩增的基因片段含有

１　０８４个碱基，编码３６０个氨基酸。利用ＮＣＢＩ上的

ｂｌａｓｔｘ比对分析，扩增出的基因片段 编 码 的 氨 基 酸

序 列 与 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ 相 似，同 源 性 达 到

８８％，与碱基序列比对结果一致。
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　　　　　　　研究论文 马文寅，等：一种真菌漆酶的克隆与序列分析

表１　扩增漆酶基因片段与其他真菌漆酶基因同源性比较

Ｔａｂ．１　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｆｕｎｇｉ　ｌａｃｃａｓｅ　ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

来源
覆盖

率／％
相似

度／％

ＡＢ０７２７０４．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｃｏｃｃｉｎｅｕｓｌｃｃ１　 ９９　 ９８

ＦＪ８５８７４９．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｓａｎｇｕｉｎｅｕｓｓｔｒａｉｎ　ＢＲＦＭ　６６　 ９９　 ９５

ＥＵ６８３２５３．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｃｏｃｃｉｎｅｕｓｓｔｒａｉｎ　ＭＵＣＬ　３８５２７　 ６８　 ９９

ＥＵ６７８７８６．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＣＩＲＭ－ＢＲＦＭ　５４２　 ６８　 ９９

ＥＵ６８３２５６．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＩＭＢ　Ｈ２１８０　 ６８　 ９９

ＥＵ６７８７８４．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＩＭＢ　Ｗ００６－２　 ６８　 ９９

ＡＹ１４７１８８．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ　ｌａｃｃａｓｅ（Ｌｃｃ１） ９８　 ７８

ＡＦ０２５４８１．１　 Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ　ｌａｃｃａｓｅ（ｌｃｃ３－１） ９８　 ７８

表２　扩增漆酶基因片段与其他真菌漆酶氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ．２　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｏｔｈｅｒ　ｆｕｎｇｉ　ｌａｃｃａｓｅ　ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

来源
覆盖

率／％
相似

度／％

ＡＡＱ１２２６８．１ ｌａｃｃａｓｅ［Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｓｐ．Ｉ－６２］ ７９　 ８１

ＡＡＱ１２２６７．１ ｌａｃｃａｓｅ［Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｓｐ．Ｉ－６２］ ７９　 ８１

ＢＡＢ６９７７６．１ ｌａｃｃａｓｅ［Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ］ ８８　 １００

ＢＡＢ６９７７５．１ ｌａｃｃａｓｅ［Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ］ ８８　 １００

（ａ）

（ｂ）

图３　１４种不同来源漆酶氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．３　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒｔｅｅｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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ＭＡ　Ｗｅｎ－ｙｉｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａ　Ｌａｃｃａｓｅ　Ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　Ｆｕｎｇｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

（ａ）

（ｂ）

图４　来源于Ｐｙｃｎｏｘｃｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ漆酶的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．４　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｌａｃｃａｓｅ　ｆｒｏｍＰｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ

（ａ）

（ｂ）

图５　来源于Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ漆酶的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．５　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｌａｃｃａｓｅ　ｆｒｏｍＰｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ

图６　来源于Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ漆酶的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．６　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｌａｃｃａｓｅｓ　ｆｒｏｍＰｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ
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　　　　　　　研究论文 马文寅，等：一种真菌漆酶的克隆与序列分析

　　漆酶一般含有４个铜离子，分别结合在３个高

度保守的结合区域。根据光谱学特性，漆酶所包含

的４个铜离子可以分为３类：Ⅰ类和Ⅱ类铜离子各

一个，Ⅲ类 铜 离 子 两 个。漆 酶 的 来 源 不 同，蛋 白 质

也有很大差异，甚至来源相同的漆酶相对分子质量

也 会 不 同，但 是 结 合 铜 离 子 的 区 域 的 同 源 性 却 很

高，即铜原子连 接 的１个Ｃｙｓ和１０个 Ｈｉｓ及 其 周

围的氨基 酸 残 基 都 是 很 保 守 的。这 些 氨 基 酸 都 分

布在含有两对Ｈｉｓ的Ｎ末端区域，或是分布于Ｃ末

端的Ｃｙｓ和其余结合铜离子的 Ｈｉｓ之间［１１］。
作者比对分析了１４种漆酶的不同种属来源的

漆酶氨基酸序列后发现，有３处较为保守的氨基酸

序列，为 漆 酶 的 ４ 个 铜 离 子 结 合 区 域。其 中－
ＨＷＨＧ－是漆酶最为 保 守 的 氨 基 酸 序 列，不 仅 相 同

种属的这一序列同源性较高，且不同种属来源的漆

酶也包含 这 一 保 守 区 域。这 些 保 守 的 铜 离 子 结 合

区域决定了酶的活性位点以及催化位点。
将克隆得 到 的 密 孔 菌 基 因 序 列 翻 译 成 氨 基 酸

序列后，与 密 孔 菌 属 其 他３种 菌 株 作 了 序 列 比 对，
发现－ＬＴＮＨＴＭＬＫＴＴＳ－、－ＨＷＨＧＬＦＴＮＷＡＤＧ－、

－ＮＱＣＰＩＡＳＧＨＳＦＬＹＤＦ－在密孔菌属的３种菌的氨

基酸序列中还是比较保守的，推测这３处保守序列

不仅与漆酶的蛋白质的正确折叠有关，还与密孔菌

属特有的 催 化 活 性 或 者 底 物 特 异 性 有 关。白 腐 菌

产生的漆酶具有降解废水中含酚化合物、苯氧基类

除草剂和石油工业废物等污染物的作用，可能与密

孔菌 属 特 异 的 保 守 序 列 有 关。Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎ－
ｇｕｉｎｅｕｓ　ＳＹＢＣ－Ｌ１的稳定性较好，不仅在ｐＨ　４．０～
１０．０的范围内能保持较高的活性，而且能够在高温

和低温下 仍 具 有 较 好 的 催 化 活 性。有 机 溶 剂 是 通

过 介 入 酶 蛋 白 的 活 性 中 心 来 影 响 酶 的 催 化 活 性，

Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ＳＹＢＣ－Ｌ１对于有机溶剂的

耐受性 也 比 较 好。Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ＳＹＢＣ－
Ｌ１稳定的酶学性质是由它的基因序列决定的。

２．４　系统进化树分析

采用软件 Ｍｅｇａ　５．０用 邻 位 相 连 法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建进化树如图７，可以看出，Ｐｙｃｎｏｐ－
ｏｒｕｓ　ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ　ＳＹＢＣ－Ｌ１ 在 遗 传 距 离 上 与

Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ比 较 相 近，而 与Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ
ｓａｌｍｏｎｉｃｏｌｏｒ较远。

对漆酶进行克隆以及序列分析，最终的目的都

是为了更 好 的 实 验 基 因 的 外 源 表 达。而 目 前 国 内

外对于漆酶的研究上都是在真菌方面。因此，表达

载体 一 般 就 是 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 （Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏ－
ｒｉｓ）［１２－１５］和甲醇毕赤酵母［７，１６］两种，使得漆酶的异源

表达研究面较窄。基于漆酶在生物降解，环境保护

等方面的重要作用，实现漆酶的高效表达具有重要

的价值和意义，所以进一步加强对于漆酶分子水平

的研究，使得 漆 酶 更 好 地 运 用 在 环 保 方 面，能 够 充

分实现它的价值。

图７　ＨＪ法构建扩增漆酶基因系统进化树

Ｆｉｇ．７　Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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