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裂殖壶菌酰基载体蛋白(ACP)基因的克隆与表达 
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摘  要: ACP (Acyl carrier protein, 酰基载体蛋白) 参与高度不饱和脂肪酸的 PKS (Polyketide syn-
thase) 生物合成途径。从 Schizochytrium sp.FJU-512 cDNA 文库中获得了 ACP 基因的 cDNA 克隆。

该序列开放读码框全长 429 bp, 编码 142 个氨基酸, 等电点为 5.04, 具有 4′-磷酸泛酰巯基乙胺

(4′-PP)的结合位点。利用 BamHⅠ/HindⅢ双酶切 , 并连接到原核表达载体 pET-30a, 构建了

pET-30a/acp 表达载体, 转化宿主菌 E.coli BL21(DE3), IPTG 诱导表达。SDS-PAGE 分析表明该蛋

白得到高效表达。 
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Abstract: Acyl carrier protein is an essential component involved in the biosynthesis of DHA (Docosa-
hexaenoic Acid) via PKS (Polyketide synthase) pathway, which takes the growing acyl chain from one 
enzyme to another. One cDNA clone, with high homology of ACP, was isolated from Schizochytrium sp. 
FJU-512 cDNA library. The deduced amino acid sequence contained 142 residues with isoelectric point 
of 5.04 and had the 4′-phosphopantetheine prosthetic(4′-PP) binding site. The target fragment was di-

gested with BamHⅠ/HindⅢand inserted into the expression vector pET-30a resulting in the plasmid 

pET-30a/acp. The recombinant vector was transformed into E.coli BL21(DE3) and induced by IPTG. 
SDS-PAGE analysis demonstrated that ACP was effectively expressed. 
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裂殖壶菌 Schizochytrium, 生长速度快、杂酸含
量少, 是 DHA(Docosahexaenoic Acid, 二十二碳六
烯酸)发酵生产的理想菌种[1, 2]。DHA对人体具有多
种重要生理功能[3, 4], 然而人体自身难以合成, 必须

从食物中摄取。要实现利用发酵技术规模生产 DHA, 
就必须研究 DHA生物合成与调节的分子机制。 

真菌通常是在 C18 脂肪酸的基础上, 通过碳链

脱饱和酶与延长酶的催化作用, 实现长链高度不饱
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和脂肪酸的生物合成[5, 6]。在破囊壶菌 Thraustochy- 

trium(与 Schizochytrium同科)中, 已成功地克隆了脱

饱和酶, 然而在 DHA高产菌 Schizochytrium中尚未

发现脱饱和酶与延长酶。Metz[7]等人通过对

Schizochytrium sp. ATCC20888高度不饱和脂肪酸合

成酶 3个亚基的开放阅读框对比分析以及[14C]同位素

标记 , 推断裂殖壶菌极有可能通过 PKS(Polyketide 

synthase)途径合成 DHA。Wallis[8]等人揭示裂殖壶菌

DHA生物合成不依赖碳链延长与脱氢反应, 他们的研

究成果进一步揭示了裂殖壶菌DHA合成存在新机制。

为了研究 Schizochytrium DHA合成途径, 我们通过松

花粉垂钓法筛选获得了 DHA 高产裂殖壶菌

Schizochytrium sp. FJU-512[9], 并对其进行 EST序列注

释及功能分析, 发现了许多与 DHA 生物合成的 PKS

途径相关基因[10]。ACP (Acyl carrier protein) 作为脂酰

基的载体是 PKS途径中的关键蛋白, 但来源于海洋真

菌 Schizochytrium的 ACP分子克隆表达与功能研究尚

未见报道。本研究成功克隆了裂殖壶菌 ACP基因, 并

在大肠杆菌中实现了表达, 为研究海洋真菌 DHA 生

物合成的 PKS途径奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种及质粒：pBluescript○RⅡSK(+)XR-acp重
组质粒由本实验室构建 , 大肠杆菌 Top10、
BL21(DE3), pET-30a质粒由本实验室保存, pMD18- 
T Simple vector购于 TaKaRa。 
1.1.2  酶及相关试剂：rTaq酶、ExTaq酶、T4 DNA 
ligase 均购于 TaKaRa, Ampicillin、Kanamycin购于
上海生工生物工程技术服务有限公司 , 内切酶
BamHⅠ、HindⅢ 购于 NEB。 
1.1.3  主 要 仪 器 与 设 备 ： BIO IMAGINING 
SYSTEM(GENE GENIUS), 2720 Thermal Cycler 
(Applied Biosystems), 80-2114-98 GeneQuant pro 
(Amersham Bioscience)。 
1.2  方法 

1.2.1  cDNA 文库中 ACP 基因片段的获得：利用

Blast 将 GenBank 中的已公布的 ACP 基因与
Schizochytrium sp. FJU-512 cDNA 文库 (GenBank 
accession No: EH401876~EH405880、 EF483873~ 
EF483917)中的序列进行比对寻找 ACP同源基因。 
1.2.2  ACP 基因克隆与鉴定：根据 pBluescript○RⅡ

SK(+)XR-acp测序结果, 设计引物, 其引物序列为
ACP-F: CGCGGATCCATGCGCCGTGCTGCTTCCCG 
T; ACP-R: CCCAAGCTTCTACTG GGCTTGCGGGTG 
CTG (下划线是 BamHⅠ或 HindⅢ酶切位点)。以提取的
pBluescript○RⅡSK(+)XR-acp 质粒为模板, PCR 扩增得
到 ACP基因全长序列。PCR条件为 94℃预变性 5 min; 
94℃变性 30 s, 65℃ 1.5 min, 30个循环; 72℃ 8 min。
PCR产物连接入 pMD18-T Simple Vector, 转化宿主菌
E. coli Top10, 挑取阳性克隆并提取质粒由上海生工
生物工程技术有限公司进行测序鉴定。利用 Expasy
工具包分析目标蛋白的理化表征。 
1.2.3  pET-30a/acp 重组质粒的构建与表达：利用

BamHⅠ和HindⅢ对上述重组质粒与 pET-30a载体分别

进行双酶切, 凝胶纯化目的基因与载体片段, T4 连接酶

16℃过夜连接, 提取质粒进行酶切鉴定后测序验证。

IPTG诱导5 h, 离心收集沉淀并重悬于 l00 μL SDS加样

缓冲液中, 100℃加热 5 min, 15%SDS-PAGE 鉴定。 

2  结果 

2.1  ACP 基因的克隆 
将本课题组提交 GenBank的 Schizochytrium sp. 

FJU-512 cDNA 5 条 EST 序 列 (EH404289 、 
EH404403、EH403044、EH405356、EH405648)拼接
成 Contig521(GenBank Accession NO: EF483911), 
Blast 分析表明 Contig521 与 GenBank 公布的 ACP
基因有较高的同源性。利用 ACP-F、ACP-R引物 PCR
扩增, 以 EST 文库中的质粒 pBluescript○RⅡSK(+) 
XR-acp为模板, 获得大小为 450 bp的片段(图 1), 与 

 
图 1  pBluescript○R  ⅡSK(+)XR-acp质粒的 PCR产物 

Fig. 1  Amplificaion of ACP from pBluescript○R  ⅡSK(+) 
XR-acp plasmid 
1: Marker; 2: ACP基因 1: Marker; 2: ACP gene 
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Blast预测的 ACP基因大小一致。 

2.2  序列分析 

将上述扩增片段凝胶纯化, 克隆入 pET-30a 质
粒后双向测序, 拼接后提交 GenBank。用 ClustalX
将测序结果与原始的 cDNA 克隆测序所得序列进行
比对, 完全一致, 表明 ACP cDNA 完整编码区已成
功地插入了 pET-30a质粒中。利用 Expasy分析表明
该序列包括起始密码子和终止密码子在内共 429 bp, 
编码 142个氨基酸残基, 相对分子量为 15.4 kD, 等

电点为 5.04 (图 2)。 

2.3  ACP 同源性分析 

氨基酸序列同源比对显示, 裂殖壶菌的 ACP蛋
白与球等鞭金藻(Isochrysis galbana)的 ACP 序列亲
缘关系最近, 其相似性和一致性分别为 53%和 68%, 
而与其他物种的相似性和一致性均在 50%左右(图
3)。应用在线分析软件 Blast查找蛋白保守区与利用
Expasy的 prosite扫描寻找结构域得到的保守区一致, 
该保守区是 A C P 蛋白家族所必需的 4′-磷酸 

 

 

图 2  ACP测序结果 (GenBank 登录号: EU121230) 
Fig. 2  sequence of ACP(GenBank accession No: EU121230) 

 

 

图3  ACP序列比对 
Fig. 3  Alignment of ACP 

Fju.:Schizochytrium sp.FJU-512; Iga.:Isochrysis galbana; Mtr.:Medicago truncatula; Lei.:Leishmania major strain Friedlin; Tbr.: 
Trypanosoma brucei; Atr.: Arabidopsis thaliana; Cry.:Cryptococcus neoformans var. neoformans JEC21; Hel.:Helicosporidium sp. ex 
Simulium jonesii *保守氨基酸; 框中部分为保守区—磷酸泛酰巯基乙胺的结合位点 *conserved amino acid; the conserved do-
main 4′-phosphopantetheine prosthetic binding site are boxed 
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泛酰巯基乙胺(4′-PP)的结合位点[11, 12]。 

2.4  pET-30a/acp 重组质粒的表达 
将构建的重组表达载体 pET-30a/acp, 转化宿主

菌BL21(DE3); 用ACP-F, ACP-R引物进行菌落 PCR
验证, 获得 450 bp的目的片段(图 4), 提取质粒酶切, 
电泳检测得到 450 bp与 5422 bp两条带, 均与预期
片段相符(图 5)。经 DNA 测序证明重组表达质粒读
码 框 正 确 , 插 入 cDNA 序 列 无 误 , 命 名 为
pET-30a/acp。IPTG诱导表达, SDS-PAGE电泳显示, 
表达产物的分子质量为 26 kD(图 6)。虽然经 Expasy
在线计算, 分子量理论值为 20.4 kD(包括表达载体
N 端的融合蛋白序列), 但是这样的差别在其他文献
中也有报道[13−15], 主要与 ACP 这类蛋白具有较高的
荷质比以及含有疏水性氨基酸的比例较低有关系[15]。 

 
图 4重组质粒的菌落 PCR验证 

Fig. 4  Verificaion of recombinant plasmid by colony PCR 
1: marker; 2: ACP基因 1: marker; 2: ACP gene 

 
图 5  pET-30a/acp重组质粒的双酶切验证 
Fig. 5  pET-30a/acp digested by HindⅢand BamHⅠ 
1: marker; 2: Hind Ⅲ 、 BamHⅠ 双 酶切 pET-30a/acp;        
3: Hind Ⅲ、BamHⅠ双酶切 pET-30a; 4: λ-HindⅢmarker 
1: marker; 2: pET-30a/acp digested by HindⅢand BamHI; 3: 
pET-30a digested by HindⅢand BamHI; 4: λ-HindⅢmarker 

 

图 6  重组质粒蛋白表达产物的 SDS-PAGE鉴定 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of expressed product 
1: 含 pET-30a/acp的菌诱导破碎后沉淀; 2: 含 pET-30a的菌
诱导破碎后沉淀; 3: 含 pET-30a/acp的菌诱导破碎后上清; 4: 
含 pET-30a的菌诱导破碎后上清; 5: 低分子量蛋白marker; 6: 
含 pET-30a/acp的菌诱导后菌体总蛋白; 7: 含 pET-30a/acp的
菌未诱导菌体总蛋白; 8: 诱导空载体菌总蛋白 

1: insoluble fraction of bacteria strain transformed with 
pET-30a/acp induced; 2: insoluble fraction of bacteria strain 
transformed with pET-30a induced 3: soluble fraction bacteria 
strain transformed with pET-30a/acp induced; 4: soluble frac-
tion bacteria strain transformed with pET-30a induced; 5: Pro-
tein Molecular Weight Marker; 6: total proteins of bacteria 
strain transformed with pET-30a/acp induced; 7: total proteins 
of bacteria strain transformed with pET-30a/acp  non-induced; 
8: total proteins of bacteria strain transformed without plasmid 
induced 

3  讨论 

ACP 作为脂肪酸合成途径中脂酰基的载体, 其
辅基是其丝氨酸残基上结合的 4′-磷酸泛酰巯基乙
胺基(4′-PP), 脂肪酸生物合成的中间产物结合到   
4′-PP侧链的－SH基(携带脂酰基的功能部位), 最
终通过磷酸二酯键共价结合于蛋白质部分的丝氨酸, 
因此在氨基酸序列中是否具备 4′-PP 结合位点成
为判定此类蛋白的依据[12, 16, 17]。本研究应用生物信

息学及分子生物学手段分析并获得了裂殖壶菌的

ACP 基因(该基因序列具备 4′-PP 结合位点的保守
区域), 构建了原核表达载体 pET-30a/acp, 在大肠杆
菌中进行了表达, 为进一步研究裂殖壶菌DHA生物
合成相关的 PKS 途径奠定了基础。Schizochytrium 
高度不饱和脂肪酸生物合成的途径还涉及 3-酮脂酰
-ACP 合成酶(KS)、3-酮脂酰-ACP 还原酶(KR)、烯
脂酰- ACP-脱水酶/异构酶(DH)、烯脂酰-ACP-还原
酶(ER)等酶的催化作用 [18], 故要彻底解析该途径 , 
还需要克隆上述基因, 表达这些蛋白, 并研究它们
的功能。 
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