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偏肿革裥菌漆酶基因克隆及启动子序列分析
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摘要：以优化后的漆酶培养基为基础，通过ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术相结合，从偏肿革裥菌Ｌｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ菌株中获得
编码漆酶基因的ｃＤＮＡ及ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ的全长序列，ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ大小为２１６５ｂｐ．通过比较该漆酶基因的ｃＤＮＡ
和ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ的全长序列，发现该基因包含１１个外显子和１０个内含子．ｃＤＮＡ序列的全长为１８７３ｂｐ，其中包含
一个完整的ＯＲＦ，长度为１５６３ｂｐ，编码５２０个氨基酸．序列在氨基酸水平上与彩绒革盖菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ的相似
性评价最高，相似性达８３％．通过ＳＥＦＡＰＣＲ的方法，扩增得到漆酶基因起始密码子上游长９８６ｂｐ的启动子序列．
分析表明，该启动子区域上除分布有ＴＡＴＡｂｏｘ、ＣＡＡＴｂｏｘ以及ＡＰ２等基本的转录起始元件外，还存在有多个潜在
的顺式作用元件序列位点，包括７个ＭＲＥ元件、２个ＳＴＲＥ元件、１个ＨＳＥｓ元件、７个氮因子结合位点等．这些结果
表明，不同的外源诱导物可以调节偏肿革裥菌漆酶基因的表达．
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　　漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ）是一种多酚氧化酶，一般含有４个
铜原子，分布于３个高度保守的不同结合位点，每个铜

原子在催化机制中都有很重要的作用．漆酶能催化Ｏ２
通过４个电子还原成水，并且伴随着一些酚类底物的



氧化［１］．漆酶最早是由日本的吉田于１８８３年在漆树的
分泌物中发现，随后１８９３年Ｌａｂｏｒｄｅ又证实在一些真
菌中也含有这种酶．到目前为止，发现漆酶广泛存在于
真菌和植物中，而且某些昆虫、细菌当中也含有漆

酶［２］．其中，真菌中的白腐菌类含有漆酶最多，研究也
最为广泛．近１２０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］．

真菌漆酶存在很多同工酶基因，由于菌株的生

长环境和生理状态不同其表达量也不同［４］．多项研
究表明，受金属离子、营养元素和小分子芳香化合物

影响，漆酶基因在转录水平表达较低［５］．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，从而影响了漆

酶的表达量［６］．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以及在

异源表达中提高漆酶活性至关重要．本文通过 ＲＴ
ＰＣＲ、ＲＡＣＥ技术和 ＳＥＦＡＰＣＲ方法相结合，从偏肿
革裥菌Ｌｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ中获得编码漆酶基因的 ｃＤ
ＮＡ、ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ的全长序列及启动子序列，并且对
其序列进行了分析，它们在 ＧｅｎＢａｎｋ上的登录号为
ＪＦ８１７３５３和ＪＦ９０６７８７．

１　材料与方法
１．１　菌株与试剂

偏肿革裥菌菌株采集于黑龙江省凉水国家自然

保护区，由东北林业大学鉴定并保存．ＤＮＡｑｕｉｃｋ＿快

捷型植物基因组 ＤＮＡ提取系统、ＤＮＡｑｕｉｃｋＰｌａｎｔ
Ｓｙｓｔｅｍ均为 ＴＩＡＮＧＥＮ公司产品；Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ真菌
ＲＮＡ提取试剂盒、Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ凝胶回收试剂盒均为Ｏ
ＭＥＧＡ公司产品；ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇＫｉｔ试剂盒、两步
法ＲＴＰＣＲ试剂盒、３′ＲＡＣＥ试剂盒均为ＴａＫａＲａ公司
产品；ＳＭＡＲＴＲＡＣＥｃＤＮＡ扩增试剂盒为Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公
司产品；ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＪＭ１０９感受态细胞为ＴａＫａＲａ
公司产品；ｐＭＤ２０ＴＶｅｃｔｏｒ、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶为
Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；其余试剂为进口或国产分析纯．
１．２　基因组ＤＮＡ和总ＲＮＡ提取

以陈军等［７］报道的优化后的漆酶培养基培养偏

肿革裥菌．提取偏肿革裥菌基因组 ＤＮＡ和总 ＲＮＡ，
产物用核酸检测仪测定纯度，通过琼脂糖凝胶电泳

检验完整性．
１．３　ｃＤＮＡ核心片段克隆

合成 ｃＤＮＡ第１链参照两步法 ＲＴＰＣＲ试剂盒
使用说明．在ＧｅｎＢａｎｋ中选取２０条不同漆酶全长基
因的氨基酸序列，根据比对结果查找出同源序列保

守区，从而设计１对简并引物（表１），ＰＣＲ反应体系
２５μＬ，含１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭ ＨＳ（５Ｕ／μＬ）０５
μＬ，引物 ＬｃｃＲＴ１和 ＬｃｃＲＴ２各 ０５μＬ，ｃＤＮＡ１
μＬ．反应条件为９４℃预变性３ｍｉｎ；然后以９４℃ ３０
ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ进行３０个循环；于７２℃延
伸１０ｍｉｎ，取３μＬ扩增产物用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶
电泳鉴定（以下检测方法相同）．

表１　扩增漆酶ｃＤＮＡ序列和基因组序列引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｔｈｅｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ

引物名称 核苷酸序列（５′
!

３′） 氨基酸序列１）

ＬｃｃＲＴ１ ＡＣＮＡＧＮＡＴＹＣＡＹＴＧＲＣＡＹＧＧＮ ＴＳＩＨＷＨＧ

ＬｃｃＲＴ２ ＴＴＹＴＧＲＴＡＹＣＡＹＴＣＮＣＡＹＣＴＧ ＦＷＹＨＳＨＬ

３′ｒａｃｅＧＳＰ（ｏｕｔｅｒ） ＧＧＧＣＡＣＡＴＡＣＧＧＣＴＣＡＧＧＡＡＣＴ ＧＡＨＴＡＱＥＬ

３′ｒａｃｅＮＧＳＰ（ｉｎｎｅｒ） ＣＡＡＣＴＡＣＧＡＣＧＡＴＣＣＧＡＴＣＴＴＣＣ ＮＹＤＤＰＩＦ

５′ｒａｃｅＧＳＰ ＣＴＧＡＡＧＧＴＡＴＧＧＴＴＣＧＧＧＴＣＧＣＡＣ ＣＤＰＮＨＴＦＳ

Ｌｃｃ２Ｓ１ ＡＴＧＡＴＧＡＡＴＣＴＧＧＧＣＴＴＴＣＴＣＡＡＣＴ ＭＭＮＬＧＦＬＮ

Ｌｃｃ２Ｓ２ ＣＴＡＣＴＧＧＴＣＣＣＣＣＡＣＡＴＣＣＡＧ ＬＤＶＧＤＱ

Ｌｃｃ２ＳＰ１ ＣＧＴＣＡＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＴＴＧＡＧＧＧＴ ＤＰＱＡＨＬＹＤ

Ｌｃｃ２ＳＰ２ ＣＧＴＧＧＧＧＧＴＣＧＴＡＡＡＣＡＡＣＡＡＡＧＧ ＰＦＶＶＹＤＰＨ

Ｌｃｃ２ＳＰ３ ＣＣＣＣＴＣＡＧＴＣＣＧＴＣＧＣＡＧＴＡＴＴ ＱＹＣＤＧＰＲＧ

　１）代表终止密码子．

１．４　漆酶ｃＤＮＡ３′／５′末端的ＲＡＣＥＰＣＲ扩增
参照３′ＲＡＣＥ试剂盒和 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥｃＤＮＡ扩

增试剂盒使用说明合成 ｃＤＮＡ，根据漆酶 ｃＤＮＡ基因
片段序列，设计３′／５′ＲＡＣＥ特异性引物（表１），从而
获得漆酶 ｃＤＮＡ基因的３′／５′末端序列．ｃＤＮＡ３′末端

套式ＰＣＲ反应体系２５μＬ，第１次ＰＣＲ反应含１０×
ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ（Ｍｇ２＋Ｆｒｅｅ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，１×ｃＤＮＡＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒⅡ１μＬ，３′ＲＡＣＥＯｕｔ
ｅｒＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ（５
Ｕ／μＬ）１μＬ，ＧｅｎｅＳｐｅｃｉｆｉｃＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
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１μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ．反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４
℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，２０个循环；７２℃延
伸１５ｍｉｎ．第２次ＰＣＲ反应含１０×ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ
（Ｍｇ２＋Ｆｒｅｅ）２５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２５μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＧｅｎｅＳｐｅｃｉｆｉｃＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，３′ＲＡＣＥＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０２５μＬ，１ｓｔＰＣＲ产
物０５μＬ．反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５８℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ．
ｃＤＮＡ５′末端套式 ＰＣＲ反应体系２５μＬ，１０×Ａｄｖａｎ
ｔａｇｅ２ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
０５μＬ，５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘｔｕｒｅ０５μＬ，
５′ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ１５μＬ，ＧＳＰ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）０５
μＬ，ＵＰＭ（１０×）２５μＬ．反应条件同３′ＲＡＣＥ．
１．５　漆酶ｃＤＮＡ全长及ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长的扩增
　　根据ｃＤＮＡ３′／５′末端测序的结果，分别在其５′
末端和３′末端设计特异性引物（表１），用于扩增漆
酶ｃＤＮＡ全长．同时，以基因组 ＤＮＡ为模板，扩增漆
酶ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长．ｃＤＮＡ全长 ＰＣＲ反应体系５０
μＬ，含５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ）１０μＬ，
ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２５Ｕ／μＬ）０５μＬ，引物Ｌｃｃ２Ｓ１和
Ｌｃｃ２Ｓ２各１μＬ，反转录 ｃＤＮＡ５μＬ．ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
全长ＰＣＲ反应体系及反应条件同１３．
１．６　ＳＥＦＡＰＣＲ法克隆漆酶基因的启动子序列

根据已获得的漆酶 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长序列，设
计５′端启动子特异性引物，分别为：Ｌｃｃ２ＳＰ１、Ｌｃｃ２
ＳＰ２、Ｌｃｃ２ＳＰ３（表１），以基因组 ＤＮＡ为模板进行３
轮ＰＣＲ扩增，获得漆酶基因５′端启动子序列．
１．７　漆酶基因结构及启动子结构分析

将上述获得的漆酶 ｃＤＮＡ全长和漆酶 Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ全长以及漆酶基因的启动子序列经过纯化试剂
盒回收后，进行Ｔ载体克隆，并送交生工生物工程（上
海）股份有限公司测序．应用相关生物学软件对获得
的漆酶ｃＤＮＡ序列和漆酶基因组序列以及漆酶基因的
启动子序列进行相似性比较及结构特点分析．

２　结果与分析
２．１　偏肿革裥菌漆酶ｃＤＮＡ的克隆与序列分析

根据真菌漆酶基因保守的 Ｃｕｂｉｎｄ结构域Ⅰ和
Ⅳ氨基酸序列设计的简并引物扩增漆酶 ｃＤＮＡ核心
片段，获得１条约１２００ｂｐ基因片段，将其进行Ｔ载
体克隆并测序，结果得到大小为１１８５ｂｐ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（图１）．根据获得的漆酶ｃＤＮＡ核心
片段的３′端保守区域设计特异性正向引物，以此引

物扩增反转录的３′ＲＡＣＥｃＤＮＡ，获得一大小约５００
ｂｐ条带，将其纯化后进行测序，获得基因片段为３９０
ｂｐ，其３′端有典型的 ＰｏｌｙＡ尾巴，在 ＰｏｌｙＡ尾前有一
加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）（图２）．将该序列输入到 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中Ｂｌａｓｔｘ比对后确认其与漆酶基因具有很高的
相似性．根据获得的漆酶 ｃＤＮＡ核心片段５′端保守
区域设计特异性反向互补引物，以此引物扩增反转

录的５′ＲＡＣＥｃＤＮＡ，获得一大小约７５０ｂｐ条带，将
其纯化后测序，获得片段为７５３ｂｐ，５′端有一非编码
区（１～７３ｂｐ），编码区的长度为 ６９８ｂｐ，该序列与
ＲＴＰＣＲ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
高的相似性（图３）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：对照；２、３：ＤＮＡ片段．

图１　偏肿革裥菌漆酶基因的ＲＴＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．１　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍＬｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：对照；２：３′ＲＡＣＥ内侧 ＤＮＡ片段；３、４：

３′ＲＡＣＥ外侧ＤＮＡ片段．

图２　偏肿革裥菌漆酶基因的 ３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒＰＣＲ和 ３′
ＲＡＣＥＩｎｎｅｒＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．２　３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒＰＣＲａｎｄＩｎｎｅｒＰＣＲｏｆｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍ
Ｌｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：对照；２：５′ＲＡＣＥＤＮＡ片段．

图３　偏肿革裥菌漆酶基因的５′ＲＡＣＥＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．３　５′ＲＡＣＥＰＣＲｏｆｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍＬｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ
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　　根据 ＲＴＰＣＲ获得的漆酶基因片段与 ３′／５′
ＲＡＣＥ获得的漆酶基因片段具有重复区域，剪切拼接
后得到一全长为 １５６３ｂｐ的漆酶基因，命名为
Ｌｇｌａｃ２．该漆酶基因 ｃＤＮＡ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ上的登
录号为ＪＦ８１７３５３．漆酶基因具有真核基因的一般特
征：在其５′端有一非编码区，长度为７３ｂｐ；３′端有一
典型的 ＰｏｌｙＡ尾巴和一加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）．通过
ＮＣＢＩ的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ查找到１条长１５６３ｂｐ的完整
开放式阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），从第９５～
１６３７ｂｐ的核苷酸片段的相对分子质量约为５３９００，
等电点（ｐＩ）约为５６５，限制性酶切位点有６８个，其
编码５２０个氨基酸．利用ＳｉｇｎａｌＰＶ２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
（１～２１氨基酸），剪切位点为 ＶＶＧＡＩ．通过应用
Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ程序可得出在漆酶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 ５４、１４１、２０８、２１７、
２５１、３３３、３４１、４３６位，它们都是潜在的糖基化位点．
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 ｐｆａｍ０７７３２、ｐｆａｍ０７７３１和
ｐｆａｍ００３９４，其中 ｐｆａｍ０７７３２和 ｐｆａｍ０７７３１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是铜氧化酶（Ｃｕｏｘｉ
ｄａｓｅ）的保守结构域（图４）．将漆酶基因编码的氨基
酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的蛋白序列进行 Ｂｌａｓｔｐ比
对后发现，它与其他真菌漆酶基因编码的氨基酸序

列具有较高的相似性．其中与彩绒革盖菌 Ｔｒａｍｅｔｅｓ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ的氨基酸序列相似性评价最高，相似性达
８３％，与变色栓菌 Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．Ｉ６２、栓菌 Ｔｒａｍｅｔｅｓ
ｓｐ．４８４２４、灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ的漆酶基因序列
相似性达到７２％～８１％．
２．３　漆酶ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长的获得与结构分析

根据漆酶ｃＤＮＡ的全长序列，设计１对特异性引
物，以基因组ＤＮＡ为模板通过ＰＣＲ扩增获得该漆酶
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ的全长序列（图５），长度为２１６５ｂｐ，
命名为 Ｌｇｌａｃ２′．该序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号为
ＪＦ９０６７８７．
　　通过比较漆酶基因的ｃＤＮＡ和ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全
长序列，发现该漆酶基因包含１１个外显子和１０个
内含子．内含子的长度分别为５６、５３、６４、５１、５３、５９、
５８、５７、６７和 ８４ｂｐ，是典型的真菌内含子的长度
（４９～８５ｂｐ）［３］．内含子中剪切位点的特征序列为
５′ＧＴ…ＡＧ３′（图４）．
２．４　漆酶基因启动子的获得与转录调控元件分析

根据漆酶ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长序列信息，参照Ｌｉｕ
等［８］的方法，靠近５′端设计３条反向引物 Ｌｃｃ２ＳＰ１、
Ｌｃｃ２ＳＰ２和Ｌｃｃ２ＳＰ３，以偏肿革裥菌基因组 ＤＮＡ为

模板对该基因上游片段进行 ｈｉＴＡＩＬＰＣＲ扩增．３轮
反应后，引物Ｌｃｃ２ＳＰ１、Ｌｃｃ２ＳＰ２和Ｌｃｃ２ＳＰ３获得了
较长的ＰＣＲ产物（图６）．对第２轮 ＰＣＲ中的 Ｌｃｃ２
ＳＰ２和ＡＰ２引物产物进行回收测序，获得了总长度
１５００ｂｐ的序列信息，分析发现该序列包括了漆酶
基因５′末端及其上游．
　　利用 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ网站的 Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃ和Ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ对所克隆得
到的ＬｇＬａｃ２′启动子序列进行分析．在所克隆的 Ｌｇ
Ｌａｃ２′启动子序列中，５′端上游包含了真核生物启动
子的基本转录调控元件，Ｌｇｌａｃ２′的启动子序列中存
在许多潜在的外源诱导物响应结合元件：２个 ＣＡＡＴ
框，分别位于第－７０２、－７７６位；５个ＡＰ２元件，位于
第－１１９、－１７３、－３４８、－３６５、－７３１位；１个热击元
件（ＣｒｅＡ）（ＳＹＧＧＲＧ），位于第－６９７位；２个潜在的压
力响应元件（ＳＴＲＥ）（ＣＣＣＣＴ／ＡＧＧＧＧ），分别位于第
－３８、－２４７位；１个潜在的热击响应元件（ＨＳＥｓ）（ＴＣ
ＮＮＧＡＡＮ），位于第 －２３位；１个异生物质反应元件
（ＸＲＥ）（ＣＡＣＧＣＷ），位于第－３０６位；７个氮因子结合
位点（ＧＡＴＡ）或其互补序列（ＴＡＴＣ），分别位于第
－８１、－１１２、－１５４、－２１８、－５７９、－７７９、－８４２位；３个
金属应答元件（ＭＲＥ）（ＴＧＣＲＣＮＧ），分别位于第
－４２６、－４５１、－６２９位；１个 ＡＣＥ作用元件，位于第
－４６８位；１个ＮＩＴ２元件，位于第－１５４位［９１０］（图４）．
根据 Ｌｇｌａｃ２的 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长序列的内含

子及外显子的大小以及启动子序列的长度不同，在

一定程度上与其他真菌进行比较．结果表明，Ｌｇｌａｃ２
的ＴⅠ、ＴⅢ、ＴⅣ、ＴⅥ和 ＴⅦ内含子与其他种相同，
ＴⅡ、ＴⅤ和ＴⅧ内含子除 Ｆｌａｍｍｏｌ／Ｌｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ较
大外，其他几个种与Ｌｇｌａｃ２相同，ＴⅨ和 ＴⅩ内含子
Ｌｇｌａｃ２与其他真菌都有所不同．启动子序列以及３′
非翻译区序列的长度各种间也有所不同（图７）．由
此可见，不同种类真菌的漆酶基因结构不同，从而导

致漆酶基因的功能以及漆酶基因的表达调控也各不

相同．
２．５　偏肿革裥菌漆酶基因的系统进化分析

漆酶是一个具有重要生物学功能的酶，其在真

菌、植物和动物生长过程中起着不可忽视的作

用［１１１２］．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．用 Ｔｒｅｅｖｉｅｗ对白腐菌进
行系统进化树分析，结果明显包括３部分，分别是多
孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ、伞菌Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ和子囊菌Ａｓｃｏｍｙｃｏ
ｔａ．本文中的漆酶基因属于多孔菌，其中与 Ｔｒａｍｅｔｅｓ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ漆酶基因在系统进化过程中遗传距离最近，
相似性评价最高．从系统进化树也可看出，同一物种
漆酶基因不同的同工酶之间遗传距离也存在着差异

（图８）．
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核苷酸序列中，灰色底纹表示核心启动子区 ； 表示信号肽；内含子部分用下划线表示，标号为ＴⅠ～ＴⅩ；氨基酸序列中，浅灰色底纹表示Ｌ１～Ｌ４
这４个环状区域，灰色底纹表示氨基酸保守序列；▲表示铜离子结合位点；◆表示半胱氨酸残留参与了二硫化物桥梁的形成；★表示可能的Ｎ
糖基化位点；表示终止子．

图４　Ｌｇｌａｃ２基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．４　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＬｇｌａｃ２ｇｅｎｅ
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；１、２：基因组ＤＮＡ．

图５　偏肿革裥菌漆酶ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长的ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍＬｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～４：启动子ＤＮＡ片段．
ａ～ｃ：依次为第１、２、３轮ＰＣＲ扩增结果．

图６　偏肿革裥菌漆酶 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长５′启动子 ｈｉＴＡＩＬ
ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．６　ＨｉＴＡＩＬＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ５′ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍ
Ｌｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ

代表启动子； 代表信号肽； 代表外显子； 代表内含子； 代表３′非翻译区．

图７　白腐真菌漆酶ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ全长、启动子及３′非翻译区序列比对
Ｆｉｇ．７　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒｌｅｎｇｔｈｓａｎｄｉｎｔｒｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｎｏｖｅｌＬｅｎｚｉｔｅｓｇｉｂｂｏｓａｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｉｘｓｅｌｅｃｔｅｄｆｕｌｌ

ｌｅｎｇｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｏｒｌｏｗｅｒｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｌａｃｃａｓｅｓｆｒｏｍｓｉｘｗｈｉｔｅｒｏｔｆｕｎｇｉ

图８　Ｌｇｌａｃ２基因的系统进化树分析
Ｆｉｇ．８　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬｇｌａｃ２ｇｅｎｅ
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３　讨论与结论
对偏肿革裥菌漆酶同工酶基因启动子的克隆，有

助于对偏肿革裥菌漆酶表达调控机制的进一步研究．
同时，作为在偏肿革裥菌中克隆的可诱导型启动子，也

为在偏肿革裥菌中构建诱导型表达载体提供了物质

基础．另外，在偏肿革裥菌漆酶基因启动子的５′端调
控区域，还分布有１个潜在的热击响应元件（ＨＳＥｓ）和
２个潜在的压力响应元件（ＳＴＲＥ）．Ｆａｒａｃｏ等［２］在酵母

菌Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ中证明，ＨＳＥｓ能够感受外界强烈热
刺激从而激活金属硫蛋白基因的转录，因而 ＨＳＥｓ和
ＳＴＲＥ可能会共同响应高浓度Ｃｕ２＋的压力而激活偏肿
革裥菌漆酶基因的转录．Ｍａｒｚｌｕｆ［６］的研究也表明，在
酵母菌、粗糙脉孢菌Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ等真菌中，特异
的氮因子结合元件（ＧＡＴＡ）能够激活氮结构基因的转
录．而本文在所克隆的偏肿革裥菌漆酶基因启动子序
列上也分析到有７个潜在的氮因子结合位点，这说明
偏肿革裥菌漆酶基因还可能受到Ｎ源的调控．

综上所述，本文利用 ＲＴＰＣＲ、ＲＡＣＥ技术和 ＳＥ
ＦＡＰＣＲ方法在偏肿革裥菌菌株中获得１个新的漆酶
基因ｃＤＮＡ和 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ的全长序列以及漆酶基
因启动子序列．这对于今后研究漆酶基因在偏肿革裥
菌生长发育过程中所起的生物学作用和进行基因遗

传操作具有重要的意义．
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