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Abstract 
Objective: To clone and express the Populus trichocarpa laccase PtrLAC-2 gene. This study pre-
pared polyclonal antibody with high affinity and specificity to improve the study of structure and 
function of laccase. Methods: According to the principle of homologous cloning, laccase gene from 
Arabidopsis thaliana was used to blast the database JGI of Populus trichocarpa. The Populus tri-
chocarpa laccase PtrLAC-2 gene was cloned by PCR before being ligated with pET-30a(+) to con-
struct prokaryotic expression vector PtrLAC-2-pET30a(+). PtrLAC-2-pET30a(+) was then trans-
formed into E. coli BL21(DE3) competent cells for induction expression. Recombinant protein was 
purified as antigen to immune rabbit to prepare polyclonal antibody. Titer of the polyclonal anti-
body and specificity were analyzed using ELISA and Western bolt at last. Results: Populus tricho-
carpa laccase gene was isolated (renamed PtrLAC-2, Genebank: XP_002308164). Prokaryotic ex-
pression vector PtrLAC-2-pET30a(+) was constructed successfully. The recombinant protein with 
the length of 62 KDa was obtained. ELISA analysis showed that the titer of the obtained antibody 
was 1:102,400. Western blot showed that the antibody could specifically combine with PtrLAC-2 
protein in Populus trichocarpa. Conclusion: The PtrLAC-2 genes successfully expressed in E. coli 
and the PtrLAC-2 polyclonal antibody with high affinity and specificity was generated. This study 
will supply theoretical foundation in the following enzyme biochemical function. 
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摘  要 

目的：克隆毛果杨漆酶基因PtrLAC-2，并对其进行原核表达，同时制备高特异性、高效价的PtrLAC-2多
克隆抗体，为研究漆酶基因蛋白在体外结构与功能奠定基础。方法：利用拟南芥中的漆酶基因序列对毛

果杨基因组数据库进行同源检索，PCR同源克隆并扩增得到毛果杨PtrLAC-2基因序列，将其亚克隆到

pET30a(+)载体得到PtrLAC-2-pET30a(+)原核表达载体，转化到大肠杆菌BL21(DE3)中诱导表达并纯化

得到PtrLAC-2重组蛋白。采用皮下免疫法将纯化的PtrLAC-2蛋白免疫兔子制备多克隆抗体，用ELISA和
Western blot检测血清多克隆抗体的效价和特异性。结果：克隆获得了毛果杨漆酶基因的序列(命名

PtrLAC-2，基因登录号XP_002308164)，成功构建了PtrLAC-2-pET30a(+)原核表达载体，诱导表达获

得了62 KDa的重组蛋白，ELISA检测显示抗体效价达1：102,400，经Western blot鉴定，制备的多克隆

抗体能特异性检测毛果杨中的PtrLAC-2蛋白。结论：毛果杨漆酶PtrLAC-2基因可以在体外成功进行原核

表达，同时获得了高特异性、高效价的兔抗PtrLAC-2多克隆抗体，为后续研究该酶生化功能提供了一定

的理论基础。 
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1. 引言 

[研究意义]漆酶是一种含铜的糖蛋白氧化酶，广泛存在于高等植物植物、真菌、细菌和一些昆虫中。

有关真菌漆酶的研究近年来取得了很大的进展，并已成功应用于造纸行业原料的处理，燃料废水的降解

和食品饮料的等方面[1]；而高等植物中有关漆酶的研究则相对较少，近年来对植物漆酶的不断研究表明

植物漆酶可能参与了木质素的合成，植物细胞壁的维持等[2]。木质素作为存在于高等植物中的一种天然

芳香聚合物，可为植物细胞壁提供足够的强度和硬度，并能在运输水分的同时避免植物遭受水和生物的

侵害[3] [4] [5]；在造纸工业中木质素会严重影响纸浆质量[6]；在畜牧业中木质素则会影响牲畜的消化与

营养吸收[7]。因此改变木质素的含量或组分有助于人类合理地利用木质素资源，通过基因工程的手段调

控木质素合成途径中的关键基因漆酶则成为了重要的研究方向。要想深入了解植物漆酶在体内的具体生

化功能，分子水平和蛋白水平上的研究是必不可少的。[前人研究进展]目前，有关漆酶的异源表达的研究

主要集中在真菌漆酶。Christoph J 等[8]克隆了担子菌中的一个漆酶基因并在毕赤酵母 GS115 中成功实现

异源表达；Shuangxin Ma 等[9]克隆了大斑病菌中的一个漆酶基因 Stlac4 并在大肠杆菌中成功实现异源表

达。植物漆酶的异源表达特别是原核表达甚少见报道。[本研究切入点]毛果杨作为模式植物其基因组测序

已经完成，因此研究其漆酶基因序列为进一步阐明漆酶在植物中的功能具有重要意义。[拟解决的关键问

Open Access

https://doi.org/10.12677/br.2018.72024
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


李盈 等 
 

 

DOI: 10.12677/br.2018.72024 179 植物学研究 
 

题]鉴于此，本研究以毛果杨为材料，对其漆酶 PtrLAC-2 进行了克隆、原核表达和纯化，并制备了多克

隆抗体，旨在为进一步研究木质素合成途径中的关键酶漆酶的蛋白功能研究提供参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

实验材料毛果杨为本实验室继代保存。大肠杆菌 JM109 和 BL21(DE3)，表达载体 pET30a(+)为本实

验室保存；克隆载体 pMD-18T 购自 TaKaRa 公司；植物总 RNA 提取试剂盒，反转录试剂盒，琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒、普通质粒小提试剂盒购自北京天根生物公司；T4-DNA 连接酶，限制性内切酶 Kpn 
I 和 BamH I 购自 promega 公司；异丙醇基硫代 β-D-半乳糖苷(IPTG)购自 Sigma 公司；蛋白 marker 购自北

京全式金生物技术有限公司；聚偏二氟乙烯膜(PVDF)购自 Roche 公司，HPR 标记羊抗兔 IgG 购自北京康

为世纪生物科技有限公司；化学发光剂购自 Millipore 公司；其他试剂均为国产分析纯试剂。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 毛果杨漆酶基因 PtrLAC-2 的电子克隆与序列分析 
利用拟南芥中的漆酶基因序列对毛果杨基因组数据库进行同源检索，得到与拟南芥中的漆酶基因

AtLAC17 同源性较高的漆酶基因序列，用生物信息学的方法对获得的漆酶的基因序列 PtrLAC-2(基因登陆

号 XP_002308164)进行分析。 

2.2.2. 毛果杨漆酶基因 PtrLAC-2 的克隆和 PtrLAC-2-pET30a(+)表达载体的构建 
以毛果杨组培苗的叶片为材料，根据北京天根生物公司的总 RNA 提取试剂盒的操作步骤，提取毛果

杨的总 RNA ，并进行反转录得到毛果杨的 cDNA 序列，设计特异性引物，上游引物：

5’-GGGGTACCAAGAAACATATCAGAAAAATGGGC-3’(下划线为 Kpn I 酶切位点 )，下游引物：

GCCCTAGGGAGAGTACTCGAAATCAAAGGCTC-3’(下划线为 BamH I 酶切位点)，以 cDNA 为模板进行

PCR 扩增目的基因，电泳检测完后用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的条带，将回收的产物与 pMD-18T
载体连接后转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞，并涂布于含 Amp (100 mg/L)的 LB 培养基上，于 37℃培养

箱中过夜培养，挑取单菌落扩大培养并提取质粒进行 PCR 鉴定，将阳性个体送至北京华大基因公司进行

测序鉴定。对测序正确的阳性克隆进行扩大培养，提取质粒，同时提取 pET30a(+)质粒进行限制性内切酶

的双酶切(Kpn I 和 BamH I)，电泳检测回收目的条带，用 T4-DNA 连接酶进行连接，连接产物转化大肠杆

菌 BL21 (DE3)后涂布于含 Kana (100 mg/L))的 LB 培养基上，于 37℃培养箱中过夜培养，挑取单菌落扩

大培养提取质粒进行双酶切鉴定(Kpn I 和 BamH I)，得到 PtrLAC-2-pET30a(+)的重组原核表达载体。 

2.2.3. 重组蛋白的诱导表达 
将含有 PtrLAC-2-pET30a(+)重组载体的大肠杆菌BL21 (DE3)用接种环蘸取涂布在含Kana (100 mg/L)

的 LB 固体培养基中，37℃培养 12 h 待长出单菌落；挑取单菌落接入 10 ml 含有 Kana (100 mg/L)的 LB
液体培养基中，37℃ 200 r/min 振荡培养 12 h；将菌体培养液吸出 5 ml 接种于 500 ml 含有 Kana (100 mg/L)
的 LB 液体培养基中，37℃ 200 r/min 震荡培养 3~4 h，待 OD600 达到 0.4~0.6 之间，加入终浓度为 0.3 mM
的 IPTG，37℃ 200 r/min 振荡培养，4℃ 12000 rpm 离心收集诱导 3 h 后的菌液。将收集的菌体用 20 ml
重悬液(300 mM Nacl, 50 mM Tris-Hcl, pH8.0)重悬后冰水浴超声裂解，4℃ 12000 r/min 离心 30 min 弃上

清，将沉淀用 10 ml 8 M 尿素溶解，冰水浴超声裂解，离心后收集上清 4℃保存。将保存的蛋白和蛋白缓

冲液按 1:1 混合后 100℃水浴 10 min，以未加 IPTG 组作为阴性对照，进行 12%的 SDS-PAGE 凝胶电泳分

离蛋白，并用考马斯亮蓝染色检测蛋白的表达。 
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2.2.4. 重组蛋白的纯化 
将收集的菌体用 20 ml 重悬液(300 mM Nacl, 50 mM Tris-Hcl, pH8.0)重悬，冰水浴超声裂解菌液，

12000 r/min离心30 min弃上清；沉淀依次用20 ml含有2 M/4 M/6 M尿素的洗涤液(50 mM Tris-Hcl, 50 mM 
Nacl, 1 mM EDTA-NA2, 2 M/4 M/6 M 尿素，0.5%Triton x100, 2 mM B-巯基乙醇，pH 8.0)重悬，每级于冰

上震荡 30 min，离心后弃上清，最终沉淀用 20 ml含有 8 M尿素的包涵体预溶液(8 M尿素，50 mM Tris-Hcl，
1 mM EDTA-NA2, 50 mM NACl, pH 8.0)重悬，离心后收集上清，进行 12%的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋

白，考马斯亮蓝染色后检测蛋白的表达。 

2.2.5. 多克隆抗体的制备 
参照李芳等的方法将 200 μg 纯化后的融合蛋白用生理盐水稀释到 200~500 μl，与等体积弗氏完全佐

剂混合乳化后，采用皮下 6 点注射法免疫新西兰大耳白兔，12d 后取 200 μg融合蛋白与等体积弗氏不完

全佐剂混合乳化后加强免疫，第 24 天和 36 天分别用不加佐剂的纯化蛋白 200 μg加强免疫，第四次免疫

10d 后采全血，分离抗血清，−20℃保存。动物免疫前取血做阴性对照[10]。 

2.2.6. 多克隆抗体效价的检测及特异性分析 
用 ELISA 检测抗血清的效价。抗原包被封闭后用抗血清孵育，之后用 HRP 标记的羊抗兔 IgG 孵育，

TMB 显色后最后用终止液终止反应，酶标仪 450 nm 紫外光波长下检测。 
用 Western blot 方法进行抗体的特异性分析，提取毛果杨的全蛋白并进行 12%的 SDS-PAGE 电泳，

300 mA 电转 1 h 转至 PVDF 膜上，用 5%脱脂奶粉 4℃封闭过夜，TBST 洗涤 3 次，用 1:1000 倍稀释制备

的多抗作为一抗，室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，用 1:1000 倍稀释的 HPR 标记羊抗兔 IgG 作为二抗，

室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，用 HRP-ECL 化学发光法鉴定蛋白。 

3. 结果与分析 

3.1. 漆酶 PtrLAC-2 的序列分析 

利用拟南芥漆酶基因 AtLAC17 对毛果杨基因组数据库同源检索，我们得到同源性较高的毛果杨的的

基因 PtrLAC-2，对其进行序列分析可知，其基因全长为 3518 bp，其中含有 6 个外显子和 3 个内含子，其

CDS 序列全长为 1743 bp，编码 580 个氨基酸，该序列没有信号肽大小约为 62 KDa。由 DNAMAN 软件

分析 PtrLAC-2 与拟南芥酶基因 AtLAC17 的序列同源性高达 66.21%(如图 1)。 

3.2. 重组表达载体的鉴定 

将重组表达载体 PtrLAC-2-pET30a(+)进行 Kpn I 和 BamH I 双酶切鉴定，由酶切图可以看出重组蛋白

切出了两条明显的条带，分别是 5000 bp 左右和 1700 bp 左右，结果与序列的大小一致(如图 2)。将酶切

鉴定的质粒测序，最终确定目的基因已正确插入 pET30a(+)表达载体中。 

3.3. 重组蛋白的诱导表达 

将 PtrLAC-2-pET30a(+)转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中，取阳性单菌落扩大培养，重组菌在 37℃、IPTG
浓度为 0.3 mM 条件下诱导 3 h，SDS-PAGE 电泳检测可见，诱导重组菌比未诱导重组菌多出一条蛋白质

条带，其分子量约为 62 kDa，与预期表达蛋白的大小一致(如图 3)。 

3.4. 重组蛋白的纯化 

将诱导表达后的重组蛋白菌体在不同浓度的洗涤液中洗涤以纯化目的蛋白，SDS-PAGE 电泳结果发

现仅在 62 kDa 处有一条明显条带，表明重组蛋白已成功进行纯化(如图 4)。 
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Figure 1. The amino acid sequence alignments of Populus trichocarpa PtrLAC-2 and Arabidopsis thaliana AtLAC17 
图 1. 毛果杨漆酶 PtrLAC-2 与拟南芥漆酶 AtLAC17 的氨基酸序列比对 
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Figure 2. Identification of recombinant plasmid PtrLAC-2-pET-30a(+) with restriction enzyme, M. DNA Marker DL15000; 1. 
PtrLAC-2-pET-30a(+) digested by Kpn I and BamH I 
图 2. PtrLAC-2-pET30a(+)。重组质粒双酶切鉴定结果，M. DNA Marker DL15000；1. Kpn I 和 BamH I 双酶切后的
PtrLAC-2-pET30a(+) 
 
 

 
Figure 3. Induced expression of laccase PtrLAC-2 protein; M. Protein Marker; 1. Did not induced strain; 2. Protein expression by 
IPTG 3 hours 
图 3. 漆酶 PtrLAC-2 蛋白的诱导表达；M. 蛋白 marker；1. 未经诱导的重组蛋白；2. IPTG 诱导 3 h 后的重组蛋白 
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Figure 4. Purification result of recombinant protein; M. Protein Marker t; 
1. The purified protein of PtrLAC-2 
图 4. 重组蛋白的纯化；M. 蛋白 marker；1. 纯化后的 PtrLAC-2 蛋白 

3.5. 漆酶 PtrLAC-2 多克隆抗体的效价和特异性 

以免疫前的兔血清为阴性对照，倍比稀释抗血清，ELISA 分析结果表明多克隆抗体的效价可达

1:102400(如图 5)。多克隆抗体以 1:1000 倍稀释后进行 Western blot 鉴定，结果显示多克隆抗体能与毛果

杨全蛋白提取液在 62 kDa 大小的位置呈现特异性反应条带，实验结果表明制备的 PtrLAC-2 多克隆抗体

具有较好的特异性(如图 6)。 

4. 讨论 

漆酶于 1883 年首次于漆树漆液中被发现，此后不断有新的漆酶被报道，除漆树科外，在火炬松、埃

及榕、烟草、毛果杨、北美鹅掌楸、黑麦草都已被鉴定发现漆酶基因[11]。漆酶按照来源大致可分为植物

漆酶、微生物(包括真菌和细菌)漆酶和动物漆酶。几类漆酶中研究报道较多的是真菌漆酶，植物漆酶一直

缺乏有效的系统研究。早在 1958 年，Freudenberg 就提出植物漆酶可能与木质素合成相关，随后由于较

长时间无法从植物中提取高纯度漆酶，该理论一直未受到重视[12]。直到 Sterjiades 等和 Bao 等分别从欧

亚槭和火炬松中分离得到漆酶，并证明其可以在体外催化木质素单体的氧化聚合，有关植物漆酶的作用

才逐渐引起人们的关注[13] [14]。Berthet S 等通过 T-DNA 插入诱变技术将拟南芥中的两个漆酶 AtLAC4
和 AtLAC17 敲除后发现植株根茎的木质部塌陷，并在双突变体的研究中发现木质素含量相比对照组有大

量降低[15]。Zhao 等通过对拟南芥 AtLAC4，AtLAC11，AtLAC17 的三突变体研究，发现木质素无法正常

沉积，同时也严重影响了拟南芥的正常生长[16]。上述研究报道表明拟南芥 AtLAC17 和其他漆酶基因一

起在木质素的合成途径中发挥重要作用。 
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Figure 5. Titer of polyclonal antibody of PtrLAC-2 detected by ELISA 
图 5. PtrLAC-2 多克隆抗体效价的 ELISA 测定 

 

 
Figure 6. Identification of the specificity of PtrLAC-2 polyclonal antibody by Western blot; M. Protein Marker; 1. The re-
combinant protein of PtrLAC-2 
图 6. PtrLAC-2 多克隆抗体特异性的 Western blot 检测；M. 蛋白 marker；1. PtrLAC-2 重组蛋白 

 
通过在原核生物中表达目的基因的重组蛋白产物，是研究目标蛋白功能特征和酶学特性的基础。常

用的原核表达系统大肠杆菌由于生长迅速，培养基成分简单，可实现外源蛋白高效表达被广泛应用。本

研究首先通过生物信息学方法结合基因人工合成技术，克隆出与 AtLAC17 同源性高达 66.21%的毛果杨漆

酶基因 PtrLAC-2，并构建 PtrLAC-2-pET30a(+)原核表达载体，经 IPTG 诱导表达实现了重组质粒在大肠

杆菌 BL21(DE3)中的高效表达，获得了大量重组蛋白。随后采用洗涤液对重组蛋白进行了纯化，获得了

高纯度的目的蛋白，最后选用 4 次免疫方式对兔子进行抗原免疫，最终获得特异性较好的 PtrLAC-2 多克

隆抗体，为深入理解植物漆酶的功能以及促进其在生物工程领域的应用奠定基础。 

5. 结论 

本研究成功实现毛果杨漆酶在大肠杆菌原核表达系统中进行体外表达，并制备了针对毛果杨漆酶
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PtrLAC-2 多克隆抗体。该抗体的效价理想，为进一步研究 PtrLAC-2 蛋白功能提供基础。 
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