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摘要：【目的】系统鉴定哈氏弧菌脂酰-ACP合成酶(Acyl-ACP synthetase，AasS)以不同链长游离脂肪酸

和非脂肪链羧酸作为底物的体外催化反应。【方法】利用非变性蛋白质凝胶电泳和紫外分光光度计法从

定性和定量两个方面分析了 AasS的体外催化功能与活性。【结果】AasS能够催化不同链长直链的自由

脂肪酸合成脂酰-ACP，其中以 C6–C12 作为底物时活性最高；以羟基脂肪酸作为底物的情况下，AasS

催化 C8–C14 的羟基脂肪酸有较高的活性。非脂肪链羧酸类作为底物的反应中，20 种蛋白质氨基酸、

苯甲酸和水杨酸均可以作为 AasS 的底物，合成相应的脂酰-ACP。【结论】本研究系统地证明了哈氏弧

菌脂酰-ACP 合成酶(AasS)对不同底物的不同催化活性，为生物体内氨基酸代谢和菌黄素合成代谢的研

究提供了可行性的分析依据。 
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酰基载体蛋白(Acyl carrier protein，ACP)是一

类小分子蛋白物质(约 9 kDa)，在细菌脂肪酸合成

过程发挥着重要作用[1–2]。在脂肪酸合成过程中，

细菌细胞内脂肪酸酰基基团通过 4-磷酸泛酰巯基

乙胺“柔性臂”共价连接到 ACP上，而后在 II型脂

肪酸合酶(fatty aicd synthase)催化下合成不同链长

的脂肪酸[3–4]。酰基载体蛋白在细菌聚酮化合物合

成过程中也具有类似功能[5]。 

脂酰-ACP合成酶(Acyl-ACP synthetase，AasS)

能将自由脂肪酸脂酰化，合成脂酰-ACP，该催化反

应分两步进行，首先 AasS 催化游离脂肪酸与 ATP

结合，生成脂酰-AMP (acyl-denosine monophosphate，

脂酰-腺苷一磷酸)，然后催化 ACP-SH与脂酰-AMP

结合，合成脂酰-ACP[6]。脂酰-ACP 合成酶(AasS)属

于磷酸泛酰巯基酰胺酶家族[6]，最早发现于大肠杆菌

(Escherichia coli)中，主要功能为在ATP存在的情况

下，催化脂肪酸与 ACP共价连接合成脂酰-ACP[7]。

研究证明大肠杆菌(E. coli)的 AasS是一类具有 2-酰
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基甘油磷酸乙醇胺酰基转移酶和脂酰-ACP 合成酶

的双功能蛋白[8]。而后在哈氏弧菌(Vibrio harveyi)[9]、

拟南芥(Arabidopsis)[10]、蓝藻(Cyanophyta)[11]中陆续

发现 AasS的同源蛋白。其中，哈氏弧菌(V. harveyi) 

AasS和大肠杆菌(E. coli) AasS具有相似的功能，也

是一个双功能酶，在催化脂酰-ACP合成中具有相

同的机制[9]。但哈氏弧菌(V. harveyi) AaaS还能催

化外源脂肪酸生成脂酰-ACPs[12]，因此研究认为

哈氏弧菌(V. harveyi) AasS在外源自由脂肪酸吸收

利用中发挥重要作用[6]。 

哈氏弧菌(V. harveyi) AasS对许多中长链脂肪

酸都具有催化活性，包括直链脂肪酸、支链脂肪酸、

3-羟基脂肪酸以及不饱和脂肪酸等[6, 13]。但是，哈

氏弧菌(V. harveyi) AasS对不同脂肪酸的催化活性

差异还未见报道。同时，哈氏弧菌(V. harveyi) AasS

对其他非脂肪链羧酸，如氨基酸、苯甲酸、水杨

酸等，是否也具有催化活性，也未见相关报道。 

因此，本研究表达纯化了哈氏弧菌(V. harveyi) 

AasS，以不同类型的羧酸作为底物，通过非变性

的 Urea-PAGE 定性分析 AasS 对不同底物的催化

活性。同时利用紫外分光光度计法测定哈氏弧菌

AasS 对不同底物的催化活性，分析哈氏弧菌(V. 

harveyi)脂酰-ACP 合成酶(AasS)对不同底物的催

化活性差异，为其他方面的生物学功能研究提供

理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和培养基：本研究使用的菌株

有大肠杆菌(E. coli)菌株 DH5α、BL21(DE3)，哈氏

弧菌(V. harveyi)。质粒载体有 pMD19-T、pET-28b，

其他载体均为上述质粒的衍生质粒(具体构建见下

文)。菌株的构建均采用 CaCl2处理受体菌，从而制

备感受态，质粒热激转化后获得。LB用作培养大肠

杆菌(E. coli)的丰富培养基，培养条件 37 °C。常用

的试剂和抗生素的使用浓度如下：100 mg/L氨苄青

霉素，30 mg/L卡那霉素，200 mg/L异丙基-β-D-硫

代吡喃半乳糖苷(IPTG)。 

1.1.2  试剂：限制性内切酶，T4 DNA 连接酶，

Taq，pfu DNA聚合酶，Marker DL2000，T-载体

克隆、质粒提取和 DNA凝胶回收等试剂盒均购自

大连 TaKaRa公司；氨苄青霉素，卡那霉素等购自

北京鼎国公司；IPTG试剂购自 Sigma公司；亮氨

酸(Leu)，异亮氨酸(Ile)，缬氨酸(Val)及其他 17种

氨基酸购自上海伯奥生物科技有限公司。强阴离

子交换柱和蛋白质浓度测定试剂盒从 Bio-Rad 购

买。Ni-NTA琼脂糖购自上海英俊公司。PCR扩增

引物寡核苷酸由上海 Sangon公司合成。 

1.2  大肠杆菌 ACP纯化 

大肠杆菌(E. coli) ACP纯化参照文献[14]，将用

于表达大肠杆菌(E. coli) ACP的 2个质粒 pZL013 

(acpP)和 pZL014(acpS)共同转化进入大肠杆菌(E. 

coli) BL21(DE3)菌株，过夜培养后将培养物 1:100

转接入 2 L含有 0.1 mmol/L阿拉伯糖(Ara)的新鲜

LB液体培养基中。37 °C振荡培养至 OD600 = 0.6

时加入 1 mmol/L IPTG诱导蛋白表达。4 h后收集菌

体并用 50 mL无菌水清洗细胞 1次。用 30 mL AcpS

缓冲溶液重新悬浮细胞后进行超声破碎。4 °C条

件下将细胞裂解物 20000 r/min离心 20 min。在上

清液中加入辅酶 A 至终浓度为 1 mmol/L，并于

37 °C温浴 4 h，使细胞裂解物中的无活性的 ACP 

(apo-ACP)转化为 4-酰基泛巯基乙胺(4-PP)基团修

饰后的活性 ACP (holo-ACP)。完成温浴之后在体

系中加入等体积预冷的异丙醇并混匀，冰浴 1 h
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后在 4 °C条件下 20000 r/min离心 20 min。将离心

后的上清液用氮气挥发至原体积的 1/2，然后再次

4 °C、20000 r/min离心 20 min，将离心所得上清

液过夜透析于 4 L 浓度为 50 mmol/L 的 K-MES 

(pH 6.1)溶液中。 

将强阴离子交换柱连接到快速蛋白液相色谱

仪上并用溶液 A平衡，同时将样品用 0.22 μm微

孔滤膜过滤并低压除气 30 min。将样品上样，完

全进样后用 10 mL溶液 A冲洗离子交换柱，然后

在 50 mL体积内匀速提高溶液 B的浓度至 100%，

最后继续用溶液 B洗涤至无蛋白流出。在开始上样

后即用部分收集器收集流出液，并用含有 0.5 mol/L

尿素的 17.5% PAGE检测主要流出峰中 ACP的浓

度和纯度。 

收集含有ACP蛋白的流出液，透析至 50 mmol/L

的 Tris-HCl缓冲溶液(pH 8.0)中，加入终浓度为 5%

的甘油和 5 mmol/L的二硫苏糖醇或 β-巯基乙醇后

−20 °C保存。 

1.3  哈氏弧菌脂酰-ACP合成酶的纯化 

以哈氏弧菌(V. harveyi)基因组 DNA为模板，

通过 PCR 扩增出 aasS 基因，连接到 pMD19-T，

送测序。aasS用相应的限制性内切酶消化 DNA片

段后，连接到 pET-28b 载体上得到表达载体质粒

pET-28b-aasS，然后转化大肠杆菌(E. coli) BL21 

(DE3)后进行蛋白纯化，AasS 蛋白的表达和分离

纯化参照文献[15–16]进行。接种表达菌株于 5 mL

液体 LB培养基中，37 °C振荡培养后转接 1–2 mL

过夜培养物至 100 mL新鲜的液体 LB培养基中，

在相应的温度下振荡培养至 OD600=0.6 时(3–4 h)

加入 1 mmol/L IPTG诱导蛋白表达。4 h后收集菌

体并用 20 mL无菌水清洗细胞 1次。用 5 mL裂

解缓冲溶液悬浮细胞，240 W 超声波冰水浴破碎

15 min。将细胞裂解液在 4 °C离心，将上清液转移

至用裂解缓冲溶液预处理的镍离子亲和层析柱

中，4 °C温和混匀 1 h。将液体滤出并用 10 mL清

洗缓冲溶液洗涤亲和填料 2 次后用洗脱缓冲溶液

洗脱蛋白，每次 0.5 mL，重复洗脱 4–6次。分别收

集每次的洗脱液，利用浓度为 12.5%的 SDS-PAGE

检测洗脱液中蛋白含量与纯度，收集目的蛋白相

应的洗脱溶液，在 4 L 预冷的透析缓冲溶液中透

析过夜。测定透析后样品的蛋白浓度并添加甘油

至 15%，−80 °C保存。 

1.4  脂酰 ACP的制备 

具体体系组分如表 1，反应体系在 37 °C温浴

60 min。反应完全后，使用非变性蛋白质凝胶电泳

(Urea-PAGE)检测，其中，C4–C6链长的脂肪酸用

20%非变性蛋白质凝胶电泳(含 0.5 mol/L脲)检测；

C7–C12链长的脂肪酸用 17.5%非变性蛋白质凝胶

电泳(含 2.5 mol/L脲)检测；C13–C18链长的脂肪

酸用 17.5%非变性蛋白质凝胶电泳(含 3 mol/L脲)

检测；苯甲酸、水杨酸和氨基酸均用 17.5%非变

性蛋白质凝胶电泳(含 2.5 mol/L脲)检测。 

1.5  分光光度法测定 AasS活性 

DTNB [5,5′-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)，5,5′-

二硫代双(2-硝基苯甲酸)]能灵敏检测化合物中的 

 
表 1.  AasS 反应体系 

Table 1.  The reactive system of AasS 

Components Concentration Dose/µL

Fatty acid/carboxylic acid 10 mmol/L 2  

Tris-HCl (pH 8.0) 1 mol/L 5  

DTT 50 mmol/L 5 

MgSO4 100 mmol/L 5 

ATP 100 mmol/L 5 

Holo-ACP 5 µg/µL 2  

AasS 0.1 µg/µL 2  

H2O – To 50 
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巯基基团，而 holo-ACP中含有 4-磷酸泛酰巯基乙

胺基团，可被 DTNB检测；当 holo-ACP中 4-磷酸

泛酰巯基乙胺共价连接游离脂肪酸后，其巯基基团

被破坏，不能被 DTNB 所检测。因此本研究以

DTNB作为巯基显色剂，定量检测 holo-ACP含量。

按如表 1 所示体系加入 200 µL 离心管中，不加

DTT。反应 60 min后，加入同等体积 0.4 mmol/L 

DTNB，OD412测定其吸光值，从而反映 holo-ACP

的剩余含量。根据 holo-ACP的剩余百分含量比较

AasS对不同底物的催化活性。 

2  结果和分析 

2.1  ACP和 AasS酶分离纯化 

本研究采用实验室改造菌株大肠杆菌(E. coli) 

DH5α/pBAD-ACP & pBAD-ACPS进行 holo-ACP

纯化[14]，获得了高纯度的 holo-ACP。用方法 1.2纯

化了哈氏弧菌(V. harveyi) AasS，其大小为 64.4 kDa，

经 SDS-PAGE 检测为单一条带，分子质量与推测

的分子质量相符，表明 AasS纯化成功(图 1)。 

2.2  脂酰-ACP合成酶 AasS对直链脂肪酸的催化

反应 

AasS能够以直链脂肪酸作为底物催化合成脂

酰-ACP，但是对不同底物的催化活性是否有差异未

有报道。为了确定 AasS对直链脂肪酸作为底物时的

催化活性，本研究以不同链长的脂肪酸和 holo-ACP

为底物，用哈氏弧菌 AasS催化该反应，37 °C反应

1 h后，使用非变性蛋白质凝胶电泳法(Urea-PAGE)

检测。结果表明，链长为 C6–C17的直链脂肪酸均

能被 AasS催化生成相应脂酰-ACP(图 2)。然而，

AasS对不同底物之间的催化活性是否有差异性呢？

为此，本研究通过紫外分光光度法检测了反应体

系中 holo-ACP 的消耗量，以体系中总 holo-ACP

含量的吸光值作为 100%，并检测反应后体系中剩

余 holo-ACP 的吸光值，换算为相应的 holo-ACP

剩余百分比含量(ACP%)。结果如图 2-D所示，以链

长为 C6–C12的脂肪酸为底物时，holo-ACP消耗量

超过 50%，说明 AasS对中短碳链脂肪酸具有较高

的催化活性。但以链长 C13–C17的脂肪酸为底物

的反应体系中，ACP消耗量约为 30%，说明 AasS

对长链脂肪酸虽具有催化活性，但反应活性相对

较弱，这与前人研究类似[6]。同时本研究对 AasS

以直链脂肪酸为底物时的不同时间催化活性，发

现随着时间的延长，反应进行越彻底，直至反应

完全(图 3)。 

2.3  脂酰-ACP合成酶 AasS对羟基脂肪酸的催化

反应 

本研究证明 AasS 对直链脂肪酸具有不同的

催化活性，那么羟基脂肪酸作为底物是否也会有

活性差异？为此本研究检测了 AasS 对中长碳链羟 

 

 
 

图 1.  哈氏弧菌 AasS 表达纯化 

Figure 1.  Purification of V. harveyi AasS from E. coli 
strain BL21(DE3). Purification of V. harveyi AasS by 
native nickel-chelate chromatography. Lane 1: molecular 
mass markers; lane 2: V. harveyi AasS protein. 
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图 2.  AasS 对直链脂肪酸的催化反应 

Figure 2.  The catalytic reaction of AasS for straight fatty acids in vitro. A: The catalytic reaction of AasS for short-chain 
fatty acids was determined by 20% Urea-PAGE with 0.5 mol/L urea. C6: hexanoic acid; holo-ACP: stand holo-ACP. B: 
The catalytic reaction of AasS for medium-chain fatty acids was determined by 17.5% Urea-PAGE with 2.5 mol/L urea. 
C7: heptylic acid; C8: octanoic acid; C9: nonanoic acid; C10: decanoic acid; C11: undecanoic (hendecanoic) acid; C12: 
dodecanoic (lauric) acid; holo-ACP: Stand holo-ACP. C: The catalytic reaction of AasS for long-chain fatty acids was 
determined by 17.5% Urea-PAGE with 3 mol/L urea. C13: tridecanoic acid; C14: tetradecanoic (myristic) acid; C15: 
pentadecanoic acid; C16: hexadecanoic (palmitic) acid; C17: heptadecanoic (margaric) acid; holo-ACP: Stand holo-ACP. 
D: Vibrio harveyi AasS catalytic activity was monitored spectrophotometrically for straight fatty acids. Data are mean±one 
standard deviation of three independent assays. Different letters indicate significant between treatments (LSD at P=0.05). 
 

 
 

图 3.  不同时间点AasS对直链脂肪酸C13的催化反应 

Figure 3.  The catalytic reaction of AasS for straight 
fatty acids C13 at different times. The catalytic 
reaction of AasS for C13 was determined by 17.5% 
urea-PAGE with 3 mol/L urea. 

基脂肪酸的催化活性，结果显示(图 4)，AasS也能

以羟基脂肪酸作为底物，催化形成相应的羟脂酰- 

ACP。定量分析如图 4-C所示，AasS催化 C8–C14

的羟基脂肪酸作为底物的反应活性高于 C16羟基

脂肪酸，其中 C8–C14 的羟基脂肪酸反应后

holo-ACP 剩余量为 30%–40%，而在添加 3-羟基

棕榈酸(C16-OH)的反应体系中 holo-ACP 剩余量

为 70%左右。以上结果说明 AasS 酶对中等链长

的羟基脂肪酸催化活性较高，而对长碳链羟基脂

肪酸的活性相对较弱。 
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图 4.  AasS 对羟基脂肪酸的催化反应 

Figure 4.  The catalytic reaction of AasS for hydroxy fatty acids in vitro. A: The catalytic reaction of AasS for 
medium-chain hydroxy fatty acids was determined by 17.5% Urea-PAGE with 2.5 mol/L urea. C8-OH: 
3-hydroxyloctanoic acid; C10-OH: 3-hydroxyldecanoic acid; C12-OH: 3-hydroxyldodecanoic acid; holo-ACP: 
stand holo-ACP. B: The catalytic reaction of AasS for long-chain hydroxy fatty acids was determined by 17.5% 
Urea-PAGE with 3 mol/L urea. C14-OH: 3-hydroxyltetradecanoic acid; C16-OH: 3-hydroxylhexadecanoic acid; 
holo-ACP: stand holo-ACP. C: Vibrio harveyi AasS catalytic activity was monitored spectrophotometrically for 
hydroxy fatty acids. All experiments were repeated three times with similar results. Data are mean±one standard 
deviation of three independent assays. Different letters indicate significant between treatments (LSD at P=0.05). 
 

2.4  脂酰-ACP合成酶 AasS对苯甲酸和水杨酸的

催化反应 

在生物体内，芳香族化合物具有重要功能。野油

菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv. campestris)

中扩散信号分子(diffusible factor，DF)为 3-羟基苯

甲酸，可作为合成芳香族化合物菌黄素的前体[17–19]。

但 AasS 是否也能催化芳香族的苯甲酸及其衍生

物连接 ACP并参与生理代谢尚未见报道。因此本

研究以苯甲酸和水杨酸为底物，定性和定量分析

AasS的催化活性。结果表明(图 5)，两种物质均能

被 AasS催化连接 ACP，但不添加 holo-ACP、AasS

或 ATP 时，苯甲酸和水杨酸均不能被 AasS 所催

化(图 6-A、B)。定量结果显示，苯甲酸和水杨酸

作为底物时，AasS催化反应后 ACP的剩余量约为

65%。以上结果为体外探究菌黄素的合成机理提供

了新的思路。 

2.5  脂酰-ACP合成酶 AasS对氨基酸的催化反应 

氨基酸在生物体内具有不可替代的功能，可

用于蛋白质合成，也是其他代谢途径的中间产物。

但氨基酸作为特殊结构的羧酸，能否被 AasS催化

连接 ACP，形成氨基酸-ACP？本研究以类似的体

系和相同的策略检测了脂酰-ACP 合成酶对不同氨
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基酸的催化反应，结果如图 7所示，20种氨基酸

均能发生反应，其中以组氨酸(His)和色氨酸(Trp)

为底物时活性最高，holo-ACP的剩余量约 40%，

其他氨基酸作为底物时 holo-ACP的剩余量为 50%

左右。以甘氨酸作为代表，检测 AasS对氨基酸的

酶催化反应，结果显示不添加 AasS 和 ATP 时，

AasS不能催化甘氨酸连接 ACP (图 6-C)。在这过

程中，半胱氨酸(Cys)作为底物时，Urea-PAGE 胶

显示 AasS催化活性相对较弱，同时，因为半胱氨

酸中含有二硫键基团，无法用 DTNB 作为显色剂

指示 holo-ACP的剩余含量，故无法测定以半胱氨

酸为底物时 AasS的催化活性。 

 

 
图 5.  AasS 对苯甲酸和水杨酸的催化反应 

Figure 5.  The catalytic reaction of AasS for benzoic acid and salicylic acid in vitro. A: The catalytic reaction of AasS for 
benzoic acid and salicylic acid was determined by 17.5% Urea-PAGE with 2.5 mol/L urea. 1: Benzoic acid; 2: Salicylic 
acid; holo-ACP: Stand holo-ACP. B: Vibrio harveyi AasS catalytic activity was monitored spectrophotometrically for 
benzoic acid and salicylic acid. All experiments were repeated three times with similar results. Data are mean±one 
standard deviation of three independent assays. Different letters indicate significant between treatments (LSD at P=0.05). 

      

 
图 6.  AasS 酶催化反应鉴定 

Figure 6.  Identification of AasS enzyme catalytic reaction. AasS enzyme catalytic reaction was determined by 
17.5% Urea-PAGE with 2.5 mol/L urea. A: BA, B: SA, C: Gly. -ACP: No addition of holo-ACP; -ATP: No addition 
of ATP; -AasS: No addition of AasS; BA: Synthesis of benzoic acid-ACP; SA: Synthesis of salicylic 
acid-Acyl-ACP; holo-ACP: Stand holo-ACP. All experiments were repeated three times with similar results. 
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图 7.  AasS 对氨基酸的催化反应 

Figure 7.  The catalytic reaction of AasS for Amino acid in vitro. The catalytic reaction of AasS for Amino acid was 
determined by 17.5% Urea-PAGE with 2.5 mol/L urea (A, B, C). Gly: Glycine; Ser: Serine; Cys: Cysteine; Thr: 
Threonine; Ala: Alanine; Asn: Asparagine; Asp: Aspartic acid; Glu: Glutamic acid; Gln: Glutamine; Val: Valine; Met: 
Methionine; Pro: Proline; Leu: Leucine; Ile: Isoleucine; Lys: Lysine; Arg: Argnine; His: Hlstidine; Trp: Tryptophane; Tyr: 
Tyrosine; Phe: Phenylalanine; holo-ACP: Stand holo-ACP. D: Vibrio harveyi AasS catalytic activity was monitored 
spectrophotometrically for Amino acid. All experiments were repeated three times with similar results. Data are mean±one 
standard deviation of three independent assays. Different letters indicate significant between treatments (LSD at P=0.05). 
 

3  讨论 

脂酰-ACP合成酶(AasS)是大多数生物体合成

脂酰-ACP的关键酶[20–21]，在生物体内具有很重要

的作用。脂酰-CoA 连接酶(FadD)和脂酰-ACP 合

成酶(AasS)是细菌利用脂肪酸的两种重要酶，细菌

细胞利用脂肪酸转运蛋白 FadL吸收胞外脂肪酸[22]，

而后在 FadD催化下合成脂酰-CoA，从而进入 β-氧

化产生大量能量[23–24]。而 AasS则不同，能将胞内

自由脂肪酸催化生成脂酰-ACP，进入脂肪酸和磷
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脂合成途径[25]。因此，脂酰-ACP合成酶具有重要

的生理功能。 

为系统研究哈氏弧菌脂酰-ACP合成酶(AasS)

对不同底物的催化活性特点，本研究首先检测

AasS 对不同链长脂肪酸的活性，证明了其对于

C6–C12的直链自由脂肪酸具有较高的催化活性，

而对于 C13–C18的直链自由脂肪酸其催化活性相

对中等碳链的较弱(图 3)。脂酰-ACP合成酶(AasS)

对以羟基脂肪酸为底物的催化活性也有所不同，

其中以 3-羟基棕榈酸(C16-OH)为底物时，酶活性

较低(图 4)。生物体内氨基酸常作为很多代谢途径的

中间产物，是生物体生存所必需的物质。然而对于

氨基酸作为底物是否能被脂酰-ACP合成酶(AasS)

催化连上 ACP还未有报道，本研究从定性和定量

两个方面系统研究了脂酰-ACP合成酶(AasS)对于

氨基酸作为底物的催化活性，证明脂酰-ACP合成

酶(AasS)对不同氨基酸均具有催化活性，均能产

生氨基酸脂酰-ACP (图 7)。在此过程中我们发现

与催化脂肪酸的反应不同，以氨基酸为底物时，其

Urea-PAGE 胶显示出现了 3 种产物，该现象引起

了我们极大的兴趣，后续我们将通过体外质谱学

的方法进一步鉴定相关产物，研究体内是否存在

相应的生化反应，并系统鉴定这些产物的生理学

意义。本研究进一步证明，以氨基酸为底物的催

化反应体系中，不添加 ACP、AasS或 ATP，该反

应均不能进行，说明该反应是 AasS 的酶催化反

应。本研究能为氨基酸的体内代谢研究提供一些

理论借鉴。 

黄单胞菌(X. anthomonas)中菌黄素为芳香族

化合物，以 3-羟基苯甲酸作为前体，在一系列酶

的作用下合成[19]。但是具体的合成机理未曾报道，

体外菌黄素的合成重建更是未曾报道，那么是否

菌黄素的合成是以 ACP作为载体蛋白，在相关酶

的催化下产生，便成为一种可行的猜想。本研究

为了验证脂酰-ACP合成酶(AasS)是否能以芳香族

羧酸为底物合成相应的脂酰-ACP，以苯甲酸和水

杨酸作为底物，检测脂酰-ACP合成酶(AasS)的催

化活性，发现脂酰-ACP 合成酶(AasS)同样能催化

带苯环的羧酸，产生苯脂酰-ACP (图 5)。这为菌黄

素的合成机理研究提供了理论前提，为体外重建菌

黄素合成途径奠定了现实基础，具有重要的意义。 

本研究仍然存在许多问题没有解决，DTNB

作为显色剂测定巯基具有很高的灵敏性，所以定

量检测时很容易被含有巯基的底物所影响。本研

究中测定脂酰-ACP合成酶(AasS)催化不同脂肪酸

和氨基酸合成脂酰-ACP时，定性分析显示其 ACP

含量几乎完全被消耗，但是定量分析显示其 ACP

的剩余量大多在 50%以上，这可能的原因主要为

定量分析中缺少还原剂 DTT，故不能完全反应。 
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Identification and characterization of acyl-acyl carrier protein 
synthetase of Vibrio harveyi in vitro 

Kaihuai Li1, Chao Zhang1, Yonghong Yu2, Qiaoqiao Guo1, Yuling Liao1, Jincheng Ma1, 
Haihong Wang1* 
1 Guangdong Provincial Key Laboratory of Protein Function and Regulation in Agricultural Organisms, College of Life 
Sciences, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, Guangdong Province, China 
2 Guangdong Food and Drug Vocational College, Guangzhou 510520, Guangdong Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to characterize Vibro harveyi acyl-ACP synthetase (AasS) with 

free fatty acids of different chain length and other carboxylic acids as substrates in vitro. [Methods] We analyzed 

the catalytic activity of AasS in vitro qualitatively and quantitatively by Urea-PAGE and UV spectrophotometry, 

respectively. [Results] AasS could catalyze the synthesis of fatty acyl-ACPs using straight chain free fatty acids 

with different chain length as substrates, and the enzymatic activity was much higher than C6-C12 fatty acids. In 

the case of 3-hydroxyl fatty acids, AasS showed higher activities to C8-C14 chain length as substrates. 

Furthermore, AasS could utilize such as 20 amino acids, benzoic acid and salicylic acid as substrates, and all 

formed corresponding acyl-ACPs. [Conclusion] Vibro harveyi acyl-ACP synthetase (AasS) catalyzed different 

substrates with different activities, and this finding could provide a reference for analyzing the metabolism of 

amino acids. 

Keywords: fatty acyl-ACP synthetase, free fatty acids, amino acids, benzoic acid, salicylic acid 
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