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大肠杆菌 holo-ACP 的过表达、分离纯化及 
长链脂酰 ACP 的合成 

汪玲玲**，杨辑**，黄诚之，王海洪* 
（华南农业大学生命科学学院，广州  510642） 

摘要：【目的】获得高纯度大肠杆菌 holo-ACP和多种长链脂酰 ACP，为研究细菌脂肪酸、类脂 A和

N-酯酰高丝氨酸内脂等物质的合成提供底物。【方法和结果】采用 PCR 方法扩增得到大肠杆菌酰基

载体蛋白基因（acpP）和 holo-ACP 合成酶基因（acpS）。使用载体 pBAD24、pBAD34 和 pET28b

分别克隆了 acpP和 acpS，得到 pBAD-ACP、pET-ACP和 pET-ACP-ACPS 3个 ACP表达质粒和一个

AcpS 表达质粒 pBAD-ACPS。分别用 3 个 ACP 表达质粒转化大肠杆菌 DH5α和 BL21 (DE3)，构建

了 DH5α/pBAD-ACP、BL21(DE3)/pET-ACP 和 BL21(DE3)/pET-ACP-ACPS 3 种 ACP 生产菌株。与

holo-ACP纯化常用菌株 DK574相比，虽然三菌株在诱导时均能过量表达 ACP，但是 holo-ACP所占

比例偏低。为了提高 ACP 生产菌株 holo-ACP的产量，用质粒 pBAD-ACPS分别转化上述 3种 ACP

生产菌株，获得了 3种携带双质粒的 ACP生产菌株。表达结果显示携带 pBAD-ACP 和 pBAD-ACPS

双质粒的 DH5α 菌株比 DK574菌株能产生更多的 holo-ACP，且纯度也得到提高（纯度达 99%）。同

时使用 UNOsphere Q阴离子交换层析从这一菌株培养物中分离纯化到了高纯度的 holo-ACP，并以纯

化到的 holo-ACP 和多种长链脂肪酸为底物在哈氏弧菌脂酰 ACP 合成酶的催化下，合成了多种长链

脂酰 ACP。【结论】通过研究获得一株 holo-ACP高产菌株，并证明在大肠杆菌菌株中，同时表达 acpP 

基因和 acpS基因，有利于 holo-ACP的产生。 
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酰基载体蛋白（acyl carrier protein，简称 ACP）

是生物体脂肪酸合成酶系的重要组成成份[1, 2]。在以

哺乳动物为代表的Ⅰ型脂肪酸合成酶系中，ACP是脂
肪酸合成酶的一个结构域[2]；在以细菌为代表的Ⅱ型

脂肪酸合成酶系中，ACP是一个独立的可溶性蛋白[1]。

虽然两种类型的 ACP 存在方式不同，但都具有连接
脂酰基团，传递中间产物的基本功能[1, 2]。 

各种细菌的 ACP蛋白序列同源，结构功能相似[3, 4]。

大肠杆菌(Escherichia coli)ACP是细菌中第一个被研

究的该类蛋白质[5, 6]，由 acpP基因编码[7]。新合成的

ACP（称为 apo-ACP）无生物活性的，必需由 holo-ACP
合成酶（holo-acyl carrier protein synthase，AcpS）（由
acpS 基因编码）催化, 在 apo-ACP 的 36 位丝氨酸残
基的羟基上通过磷脂键连接一个来自辅酶 A 的 4’磷
酸泛酰基巯基乙胺后，方能成为活性 ACP 蛋白（称
为 holo-ACP）[8]。 

细菌在一系列酶依次催化下，经循环反应合成各

种脂酰 ACP（acyl-acyl carrier proteins）[1]。在这一过
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程中脂酰基团通过硫酯键始终与 holo-ACP 上 4’磷酸
泛酰基巯基乙胺的巯基连接[1]。脂酰 ACP 不仅是细菌
脂肪酸或磷脂合成的前体，同时也是类脂 A、硫辛酸
和 N-酯酰高丝氨酸内脂等化合物生物合成的中间产
物[9]。然而细菌体内游离的脂酰 ACP 很少[10]，很难

从细菌中直接分离纯化到各种脂酰 ACP。目前脂酰
ACP 主要由细菌脂酰 ACP 合成酶（acyl-acyl carrier 
protein synthetase）催化，以脂肪酸和 holo-ACP为底
物体外合成[11]。因此，获得高纯度的 holo-ACP 将有
利于众多细菌代谢机制的研究。 

提取 holo-ACP一般使用大肠杆菌菌株 DK574[12, 13]。

虽然该菌株可过量表达 ACP，但是 holo-ACP纯度不
高。为了提高 holo-ACP 的纯度，研究者采取不同的
措施改进大肠杆菌 ACP 的表达，但是始终未能得到
满意的结果[14]。 

本课题组采用 PCR 分别扩增了大肠杆菌野生型
acpP基因和 apcS基因，构建了 holo-ACP生产菌株，
使得 holo-ACP 产量和纯度均得到了提高。并且用哈
氏弧菌（Vibrio harveyi）的脂酰 ACP合成酶催化[11]，

以不同链长的脂肪酸和 holo-ACP 为底物，合成了不
同链长的脂酰 ACP。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料、菌株及培养条件 
1.1.1  主要试剂和仪器：总 D N A提取纯化试剂盒、
质粒提取纯化试剂盒和 D N A 片段琼脂糖凝胶纯化
试剂盒购自天根公司；D N A限制性内切酶、T4 D N 
A连接酶、Taq D N A聚合酶、Pfu D N A 聚合酶和 T
载体试剂盒购自  TaKaRa 公司；强阴离子交换树脂
（ UNOsphere Q）和蛋白浓度测定试剂盒购自
Bio-Rad 公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）、
L-阿拉伯糖、β-羟基癸酸和各种抗生素购自 Sigma公
司；标准品 holo-ACP（2 μg/μL）由美国伊利诺依大
学微生物系 Cronan 教授馈赠；其它试剂为进口分装
或国产分析纯。离心机为 Hermle公司的 Z36HK型台
式高速冷冻离心机和 Eppendorf公司的 5415D型高速
离心机，PCR仪为 MJ公司的 PTC-100。 
1.1.2  菌株及培养条件：菌株 DK574[13]、MG1655
（wild type）、DH5α（lacZ∆M15/∆ (lacZYA-argF)U169 
recA1 endA1 hsdR17）和 BL21（DE3）（ompT hsdS B[rB 
mB][γDE3]）均为大肠杆菌 K-12 菌株的衍生株，其
中 DK574 菌株由美国伊利诺依大学微生物系 Cronan

教授赠送，其余菌株由本研究组收存。而本研究使用

的 holo-ACP 生产菌株是以 DH5α 或 BL21（DE3）
为受体菌株，用本研究构建的质粒载体（见下文）化

学转化获得。菌株均用 LB丰富培养基，37℃恒温培
养。同时，抗生素和诱导剂的工作浓度如下：氨苄青

霉素，100 μg/mL；卡那霉素，30 μg/mL；氯霉素，
30 μg/mL；IPTG，200 μg/mL和 L-阿拉伯糖，2 mg/mL。 

1.2  基因克隆与表达质粒构建 
1.2.1  PCR扩增：使用总 D N A提取纯化试剂盒，
抽提大肠杆菌 MG1655菌株的总 D N A。根据大肠杆
菌 acpP 和 acpS 的基因序列分别设计下列引物：
Pacp1，5′-GAAATTTAAGAtcATGAGCAC；Pacp2，5′- 
GGAAAAAAgGATcCTAGTGG；Pacps1, 5′-CGCGT- 
GGCccATGGCAATATTAG和 Pacps2，5′-CCATCAAT- 
AaaGCTTTCTTCG，引物由上海生工公司合成（下划
线处分别代表限制性内切酶 BspHⅠ、BamHⅠ、NcoⅠ和
HindⅢ的酶切位点）。用 Pfu D N A 聚合酶，以总 D N A
为模板，上述寡核苷酸为引物，PCR 分别扩增 acpP
（Pacp1和 Pacp2）和 acpS（Pacps1和 Pacps2）两种
D N A片段（PCR反应参数：94℃ 4 min；94℃ 30 s，
55℃ 45 s，70℃，30个循环；70℃ 10 min）。 
1.2.2  表达质粒构建：回收上述两种 D N A片段，经
Taq D N A 聚合酶催化末端加尾后，分别连接

pMD19-T载体并转化大肠杆菌 DH5α 菌株，筛选阳性克

隆，抽提质粒，测序验证 T载体上携带的基因序列。 
根据引物中设计的限制性内切酶位点，酶切回收

T-载体上携带的 acpP 基因，分别与载体 pBAD24 或
pET28b 连接，构建 ACP 表达质粒 pBAD-ACP 和
pET-ACP。将 T-载体上含有的 acpS 基因，以同样的
方法分别与载体 pBAD34或 pET28b连接，构建 AcpS
表达质粒 pBAD-ACPS和 pET-ACPS。而 ACP表达质粒
pET-ACP-ACPS 的构建如下：先使用 XbaⅠ和 XhoⅠ   
酶切质粒 pET-ACPS，并将 acpS基因连接到载体 pSU18
上，得到中间质粒 pSU-ACPS，再使用 EcoRⅠ和     
HindⅢ酶切 pSU-ACPS，回收 acpS 基因，并与载体
pET-ACP连接，获得 ACP表达质粒 pET-ACP- ACPS。  

1.3  ACP 的表达和纯化 
挑取含有 ACP 表达质粒的单菌落，接种于含有

适当抗生素的 LB液体中，37℃恒温振荡过夜培养。
取 1%过夜培养物接种于新鲜的 LB 液体中，37℃培
养 4 h，加 IPTG和 L-阿拉伯糖后，继续培养 4 h，离
心收集菌体。用相当于离心前菌液体积 2%的 MES 
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（50 mmoL/L，pH6.1）溶液悬浮菌体；超声波破碎
菌体后，加等体积预冷的异丙酮，0℃振荡混合 1 h； 
40000×g离心 20 min；取上清液置于真空蒸发器中，
旋转蒸发异丙酮；补充双蒸水后，再次 40000×g离心
去沉淀；将上清蛋白样品加到装有预先用 50 mL MES
（50 mmo L /L，pH6.1）溶液平衡过的 10 mL强阴离
子交换树脂 UNOsphere Q的层析柱中，用 150 mL含
有 LiCl（0-1 mol/L）的 MES（25 mmoL /L，pH6.1）
溶液梯度洗脱 ACP 蛋白，用部分收集器收集蛋白样
品（每管 3.5 mL），并在 280 nm波长下测定样品 OD
值；根据洗脱峰取样，用含 2.5 moL/L尿素的 20%的
非变性聚丙烯酰胺凝胶分析样品的 ACP 含量；收集
ACP样品，加 0.1%脱氧胆酸和 1%三氯乙酸沉淀蛋白，
离心（13000×g）收集沉淀的 ACP，用少许 Tris-HCl
（0.5 moL/L，pH8.0）溶液溶解沉淀，并将蛋白溶液
注入透析袋中，在含 1 mmoL /L DTT 的 Tris-HCl   
（10 mmoL/L，pH8.0）1000 mL溶液中 4℃透析过夜。
将得到的 ACP样品置于−20℃冰箱中保存。 

1.4  holo-ACP 浓度及纯度测定 
将标准品holo-ACP和待测样品用含2.5 moL/L尿素

的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，使用 Bio-Rad 公司
的凝胶蛋白定量分析软件（Quantyty One），测定二者的
相对含量，根据标准 holo-ACP 的浓度推算待测样品
holo-ACP的浓度。同时，使用 Bradford方法，以牛血清
白蛋白为标样测定待测样品蛋白浓度。通过计算样品

holo-ACP占总蛋白的比率，得到 holo-ACP的纯度。 

1.5  哈氏弧菌(Vibrio harveyi)脂酰 ACP 合成酶的纯化

及脂酰 ACP 的合成 
哈氏弧菌脂酰 ACP合成酶的纯化采用 Jiang所描

述的方法[11]进行。脂酰 ACP 合成的如下：总反应体
系为 50 μL，其中含有 Tris-HCl（pH8.0）100 mmol/L；
holo-ACP， 20 μM；ATP， 10 mmoL/L；MgSO4，      
10 mmoL/L；DTT，5 mmoL/L；脂肪酸，300 μmoL/L
（取 10 mmoL/L脂肪酸溶液 3 μL于 0.2 mL离心管
中，添加 10 mmoL/L NaOH 1 μL，将离心管置于真空
蒸发器干燥）；脂酰 ACP合成酶 0.2 μg，37℃保温 2 h。
反应结束后，用含有 2.5 moL/L尿素的 20%非变性聚
丙烯酰胺凝胶电泳分析脂酰 ACP。  

2  结果和分析 

2.1  acpP 及 acpS 基因的克隆及重组质粒构建 
PCR 扩增大肠杆菌 MG1655 的 acpP 和 acpS 基

因片段，并克隆到 T载体 pMD19上（图 1），经测序
证明 acpP 和 acpS 正确。根据 PCR 引物上设计的酶
切位点，分别构建了 ACP 表达质粒 pBAD-ACP、
pET-ACP、pET-ACP-ACPS 和 AcpS表达质粒 pBAD- 
ACPS（图 1）。双酶切上述重组质粒，电泳结果显示
pBAD-ACP 和 pET-ACP（图 1-A）携带 acpP 基因，
pET-ACP-ACPS 和 pBAD-ACPS（图 1-B）携带 acpS
基因（由于检测时未使用与质粒构建时相同的限制性

内切酶，所以各基因片段间有微小差异），说明这些

重组质粒构建成功。 
 

 
 
图 1  大肠杆菌 ACP 及 AcpS 表达质粒的双酶切检测 
Fig. 1  Digestion of ACP and AcpS expression plasmids of E.coli 
with double restriction enzymes. A. 1. DNA marker; 2. pMD19-ACP/ 
EcoRⅠ&HindⅢ; 3. pBAD-ACP/EcoRⅠ& HindⅢ; 4. pBAD24/ 
EcoRⅠ& HindⅢ; 5. pET-ACP/XbaⅠ& BamHⅠ; 6. pET28b/ 
XbaⅠ& BamHⅠ. B. 1. pBAD-ACPS/ EcoRⅠ&HindⅢ; 2. pBAD34/ 
EcoRⅠ&HindⅢ; 3. pET-ACP- ACPS/EcoRⅠ&HindⅢ; 4. pET- 
ACP/EcoRⅠ& HindⅢ; 5. pMD19-ACPS/EcoRⅠ& HindⅢ. 
 

用 pBAD-ACP、pET-ACP 和 pET-ACP-ACPS 分

别转化大肠杆菌 DH5α 或 BL21（DE3），并在分别含

有 L-阿拉伯糖和 IPTG 的 LB 平板上检测转化菌株的

生长，发现菌株 DH5α/pBAD-ACP 不能生长在含有

L-阿拉伯糖的 LB 平板上，而菌株 BL21（DE3）

/pET-ACP和 BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS不能生长

在含有 IPTG的 LB平板上（结果未列）。这与过量表

达 ACP抑制大肠杆菌生长的结论一致[12]。 

2.2  holo-ACP 生产菌株的获得 
采用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析上述三菌株

在诱导和非诱导条件下 ACP蛋白的表达，结果显示在诱

导条件下三菌株（图 2-A，lane 5, lane 7 和 lane 9）均能

过量表达 ACP，且 ACP总量（apo-ACP和 holo-ACP量

的总和）均超过了菌株 DK574（图 2-A，lane 3）。与 DK574

相比， DH5α/pBAD-ACP（图 2-A，lane 5）和 BL21（DE3）

/pET-ACP（图 2-A，lane 7）产生的 holo-ACP量较少，
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而 BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS（图 2-A，lane 9）能

产生较多的 holo-ACP。 

细菌细胞中新生的 ACP 蛋白是 apo-ACP，需要
在 AcpS的催化下，连接 4’磷酸泛酰基巯基乙胺，方
能转变为 holo-ACP[8]。菌株 DH5α/pBAD-ACP 和
BL21（DE3）/pET-ACP中仅有染色体上的单拷贝 acpS
基因，AcpS 活性较低，不能将过量表达的 apo-ACP
充分转化成 holo-ACP，故 holo-ACP的产量较低，表
达产物以 apo-ACP为主（图 2-A，lane 5和 lane 7）。
而在菌株 BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS 中，由于质
粒 pET-ACP-ACPS 携带有 acpS 基因，在细胞中表达
AcpS，AcpS活性高，能转化较多的 apo-ACP，因此，
holo-ACP的产量有一定的提高（图 2-A，lane 9）。 
为了提高 holo-ACP的产量，用重组质粒 pBAD-ACPS
分别转化含有 pBAD-ACP、pET-ACP 或 pET-ACP- 
ACPS 的大肠杆菌菌株，得到 DH5α/pBAD-ACP & 
pBAD-ACPS、BL21（DE3）/pET-ACP & pBAD-ACPS
和 BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS & pBAD-ACPS菌
株。诱导这 3种菌株表达，非变性凝胶电泳分离细胞
蛋白组分，结果（图 2-B）显示与不携带 pBAD-ACPS
的菌株（图 2-A）相比，携带 pBAD-ACPS 质粒的菌
株产生的 apo -ACP比例明显下降，而 holo-ACP均得
到不同程度的提高，其中菌株 DH5α/pBAD-ACP & 
pBAD-ACPS（图 2-B，lane 3）的 holo-ACP纯度最高，
在电泳胶上几乎看不到 apo-ACP。用 Bio-Rad公司的
凝胶蛋白定量分析软件（Quantyty One）分析各菌株
holo-ACP 占细胞可溶性蛋白的比例，结果分别为
DK574（图 2-B，lane2）：2.83%；DH5α/pBAD-ACP &  
 

  
10 
 
图 2  携带不同载体的大肠杆菌 ACP 的 SDS-PAGE 结果 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of ACP of E.coli strains carrying differ-
ent plasmids. (A) 1. Standard holo-ACP; 2 and 3. DK574; 4 and 5. 
DH5α/pBAD-ACP; 6 and 7. BL21(DE3)/pET-ACP; 8 and 9. BL21 
(DE3)/pET-ACP-ACPS; 10. ACP. +addition of inducer; −no addition 
of inducer. (B) 1. Standard holo-ACP; 2.DK574; 3.DH5α/pBAD-ACP 
& pBAD-AcpS; 4. BL21(DE3)/pET-ACP & pBAD-ACPS; 5. BL21 
(DE3)/pET- ACP-ACPS; 6. BL21(DE3)/pET-ACP-ACPS & pBAD- 
ACPS; 7. ACP. IPTG. Isopropyl-β-D-thiogalactoside; ARA. L- arabinose; 
+addition of inducer; −no addition of inducer. 

pBAD-ACPS（图 2-B，lane 3）：5.27%；BL21（DE3）
/pET-ACP & pBAD-ACPS（图 2-B，lane 4）：6.35%；
BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS（图 2-B，lane 5）：6.07%；
BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS & pBAD-ACPS (图 2-B，
lane 6)：6.63%。与 DK574相比，携带 pBAD-ACPS
质粒的各菌株 holo-ACP 都有更高的产量，其中 BL21
（DE3）/pET-ACP-ACPS & pBAD-ACPS 菌株产生的
holo-ACP最多。表明在大肠杆菌中同时表达 acpP和
acpS基因有助于提高 holo-ACP的产量和纯度。 

2.3  holo-ACP 的分离纯化 
大肠杆菌 ACP 是一种酸性可溶蛋白，其等电点

为 3.84[12, 15]。根据这一特性本课题组采用强阴离子交

换树脂（UNOsphere Q），以 LiCl梯度洗脱方法首先

纯化了 500mL BL21（ DE3） /pET-ACP-ACPS & 

pBAD-ACPS 菌体的 holo-ACP。依据洗脱体积绘制

洗脱曲线（图 3-A），并收集与四个峰值对应洗脱液，

用非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测各洗脱液的

holo-ACP 的含量及纯度，同时与预处理菌体裂解液

比较。结果显示菌体经超声波裂解后上清中杂蛋白含

量较高（图 3-B lane 2），holo-ACP仅占 6.0%；经异

丙醇沉淀后（图 3-B，lane 3），杂蛋白减少，holo-ACP

含量提高为 53.8%。经 LiCl 梯度洗脱，holo-ACP 的

纯度进一步提高，其中 peak1（图 3-B，lane 4）和

peak3（lane 6）检测不到蛋白；peak2为杂蛋白（图 

3-B，lane 5），不含 ACP；peak4仅含有 ACP蛋白（图 

3-B，lane 7），其中 holo-ACP占到 88％，仍有 12％

的 apo-ACP。为了提高 holo-ACP 的纯度，本课题组

使用了改变洗脱体积、调整溶液离子强度和 pH 等多

种措施洗脱，但始终未能将 apo-ACP 和 holo-ACP 分

开（结果未列）。表明采用强阴离子交换树脂不能得

到高纯度的 holo-ACP，这与前人使用 DE-53 阴离子

交换树脂或 Vivaspin D 型弱阴离子交换柱纯化

holo-ACP的结果一致[12, 13]。 

本课题组采用同样方法还分别从菌株 DK574 和

DH5α/pBAD-ACP & pBAD-ACPS 中分离纯化了 holo- 

ACP，并测定了各菌株 holo-ACP产量，分别为 DK574：

17.58 mg/L；DH5α/pBAD-ACP & pBAD-ACPS：    

23.77 mg/L；BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS & pBAD- 

ACPS：35.59 mg/L。同时测定各菌株产生的 holo-ACP

纯度，分别是，DK574：89.3%；DH5α/pBAD-ACP & 

pBAD-ACPS：99.0%；BL21（DE3）/pET-ACP-ACPS & 

p B A D - A C P S： 8 8 . 5 %。比较结果显示使用菌株
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图 3  UNOsphere Q 阴离子交换纯化 ACP 蛋白   
Fig. 3  UNOsphere Q anion-exchange chromatography of ACP. 
A:Fractionation of cell extract on UNOsphere Q column with 
linear gradient from 0 to 1M LiCl in MES (25mM, pH6.1). B: 
Analysis of fractions from anion-exchange chromatography by 
native polyacylamide gel electrophoresis. 1. Standard holo-ACP; 
2. crude cell extract; 3. supernatant of cell extract treated with 
isopropanol; 4. peak 1 from chromatography column; 5. peak 2 
from chromatography column; 6. peak 3 from chromatography 
column; 7. peak 4 from chromatography column; 8. ACP.   
 
DH5α/pBAD-ACP & pBAD-ACPS 可以获得高纯度的
holo-ACP，且产量也较使用 DK574多。这表明获得高纯
度的 holo-ACP，改造菌株是关键。 

2.4  脂酰 ACP 的合成 
用哈氏弧菌的脂酰 ACP 合成酶[11]催化，以不同

链长的脂肪酸和纯化到的 holo-ACP 为底物，体外进
行了脂酰 ACP 的合成，通过含尿素的非变性聚丙烯
酰胺凝胶电泳区分不同链长的脂酰 ACP。结果表明
（图 4），本研究纯化到的 holo-ACP 可以作为脂酰
ACP 合成酶的底物合成不同链长的脂酰 ACP，且各
种脂酰 ACP 在凝胶上的迁移速率不同：软脂酰 ACP  

 

 
 

图 4  脂酰 ACP 的合成后的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  Synthesis of acyl-ACP by Aas from Vibrio harveyi in vitro. 1. 
hexanoic acid (C6); 2. octanoic acid (C8); 3. β-OH decanoic acid (COH- 
10);  4. decanoic acid (C10); 5. dodencanoic acid (C12); 6. tetradecanoic 
acid (C14);  7. palmitic acid (C16); 8.Standard holo- ACP. 

迁移率最大，之后依次为豆蔻酰 ACP、月桂酰 ACP、
癸脂酰ACP、辛酰ACP、β-羟基癸脂ACP和己酰ACP。
这一结果与文献报道的一致[11]。 

3  讨论 

一段时期以来 holo-ACP 的提取多使用大肠杆菌

菌株 DK574[12, 13, 16]。DK574携带两个质粒：pMR19

和 pMS421，前者克隆有 acpP，后者表达 LacIq，菌

体中 ACP 的表达严格受 IPTG 的诱导[12]。与直接从

大肠杆菌野生菌株中纯化 ACP[15]相比，使用 DK574

菌株 holo-ACP 的产量和纯度均有较大的提高。但是

pMR19上的 acpP基因是人工合成的，使用的密码子

与野生型 acpP基因中的不同[14]。由于密码子偏好性，

细胞中 apo-ACP虽有表达，但产量并未过剩，使得细

胞中的原有 AcpS 能有足够的时间将辅酶 A 上的 4’

磷酸泛酰基巯基乙胺连接到 apo-ACP 上，形成比例较

多的 holo-ACP蛋白。然而 DK574携带 panD突变[12]，

细胞不能正常合成辅酶 A，只能从体外吸收辅酶 A，

而培养基中的辅酶 A 的含量有限，故仍有部分

apo-ACP 未能转化。正是上述原因，造成 DK574 的

holo-ACP产量和纯度均未达到最佳水平。 

为了提高 ACP的产量和 holo-ACP的纯度，本课
题组 PCR 扩增了大肠杆菌野生型 acpP 基因和 acpS
基因，构建了 3 种 ACP 表达质粒。结果显示携带克
隆有野生型 acpP质粒的大肠杆菌 panD+ 菌株在诱导
条件下可高效表达 apo-ACP 蛋白，产生的 ACP 蛋白
的总量明显高于 DK574的，但是 holo-ACP的产量明
显较低（图 2-A）。将克隆有 acpS的质粒引入 apo-ACP
表达菌株中，大幅度提高了菌株 holo-ACP 的产量和
纯度（图 2-B）。其中菌株 DH5α/pBAD-ACP & pBAD- 
ACPS摇瓶培养可产生 23.77 mg/L的 holo-ACP，纯
度达 99％，产量和纯度均高于菌株 DK574产生的（产
量和纯度分别为 17.58 mg/L和 89.3%）。分析原因我
们认为主要有 3 个方面：(1) 使用野生 acpP 避免了
在蛋白翻译中的密码子偏性，使 apo-ACP产量提高。
(2) 同时表达 acpS，增加了细胞中 AcpS 活性，利于
4’磷酸泛酰基巯基乙胺与 apo-ACP 的连接，促进
apo-ACP向 holo-ACP的转化。(3) 使用 panD野生菌
株，利于细胞合成辅酶 A，使得辅酶 A得到补充。诚
然，采取以上措施虽能提高菌株 ACP 蛋白的产量，
但不能保证每种菌株均产生高纯度的 holo-ACP。
pBAD系列载体使用阿拉伯糖启动子，pET系列载体
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使用 T7 启动子，前者的启动效果比后者弱，造成
pBAD 载体表达的 apo-ACP 和 AcpS 适中，能实现
apo-ACP 的完全转化，而 pET 载体表达的 apo-ACP
的量过高，即使细胞中有大量的 AcpS 的存在，但是
由于辅酶 A量的限制，不能使 apo-ACP完全转化。 

使用 DE-53 阴离子交换树脂是常规大量纯化 ACP
的方法[12]，该方法操作步骤繁琐，费时费力。2005 年
Thomas报道了一种使用Vivaspin D型弱阴离子交换柱纯
化 ACP的方法[13]，此法操作简单易行，但是只适合纯化

小量 ACP，且一次性使用，纯化成本昂贵。鉴于上述问
题，结合以上方法的优点，本课题组设计了一种使用

Bio-Rad 公司UNOsphere Q强阴离子交换树脂纯化ACP
的方法。该方法操作简便，纯化时间大大缩短。同时，

本研究试也图将 apo-ACP 和 holo-ACP 在纯化过程分离
开来，但是未获成功。这表明普通的离子交换层析很难

将 apo-ACP 和 holo-ACP 分开，要得到高纯度的
holo-ACP，改造菌株的特性是关键。  

体外合成脂酰 ACP通常使用细菌的脂酰 ACP合
成酶。早期主要用大肠杆菌脂酰 ACP 合成酶，2006
年 Jiang 克隆到了哈氏弧菌的脂酰 ACP 合成酶基   
因 [11]，并成功分离纯化了该酶。与大肠杆菌的脂酰

ACP 合成酶相比，该酶是可溶性蛋白，能以 C6-C18
的脂肪酸为底物[11]。使用哈氏弧菌的脂酰 ACP 合成
酶，本课题组体外合成了不同链长的脂酰 ACP，并用
含有尿素的非变性电泳将这些脂酰 ACP 展示在聚丙
烯酰胺凝胶上。这为今后研究其他含有脂肪酸链的化

合物的生物合成提供了前体物质。 
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Overexpression and purification of Escherichia coli holo-acyl carrier protein 
and synthesis of acyl carrier protein  

Lingling Wang**, Ji Yang**, Chengzhi Huang, Haihong Wang*   
(College of Life Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China) 

Abstract: [Objective] To investigate the mechanism of fatty acids, lipid A and N-acylhomoserine lactones biosynthesis of 
bacteria by using high quality Escherichia coli holo-ACP and varied length chain acyl-ACPs as substrates. [Methods and 
Results] Using PCR technique we amplified the acpP and acpS gene fragments from genomic DNA of E. coli strain 
MG1655. Ligating these gene fragments with plasmids pBAD24 or pET28b respectively, we obtained 3 expression plas-
mids of acyl carrier protein: pBAD-ACP, pET-ACP and pET-ACP-ACPS, and one expression plasmid of holo-acyl carrier 

protein synthase: pBAD-ACPS. Then we constructed 3 acyl carrier protein producer strains: DH5α/pBAD-ACP、BL21 

(DE3)/pET-ACP and BL21(DE3)/pET-ACP-ACPS by transforming E. coli strains DH5α or BL21(DE3)with pBAD-ACP, 
pET-ACP or pET-ACP-ACPS, respectively. Although these 3 strains could produce more acyl carrier protein under induc-
tion than strain DK574, which was used to purify holo-acyl carrier protein in general, the yield of holo-acyl carrier protein 
of these strains was still lower. In order to increase the yield of holo-acyl carrier protein in these strains, we introduced 
pBAD-ACPS into these strains. The assay of expressions of new strains was shown the that strain DH5α harbored 
pBAD-ACP and pBAD-ACPS double plasmids produced more holo-acyl carrier protein than strain DK574, and the purity 
of holo-acyl carrier protein was also increased (up to 99%). Then we purified high quality holo-acyl carrier protein from 
the culture of the strain DH5α harbored pBAD-ACP and pBAD-ACPS by using UNOsphere Q anion-exchange chroma-
tography. Utilizing holo-acyl carrier protein and long chain fatty acids as substrates and under Vibrio harveyi acyl-acyl 
carrier protein synthetase catalyzing, we synthesized several different acyl-acyl carrier proteins. [Conclusion] From this 
study we obtained a high holo-ACP producer strain and demonstrated that co-expressing acpP with acpS, E.coli strains 
could produce more holo-ACP. 
Keywords: holo-ACP; AcpS and acyl-ACP synthetase 
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