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摘   要：【背景】丙二酰单酰辅酶 A:酰基载体蛋白转酰基酶(malonyl coenzyme A:acyl carrier protein 

transacylase, MCAT)是 II 型脂肪酸合酶(fatty acid synthase II, FASII)的重要亚基，与脂肪酸合成直接

相关，然而关于微藻 MCAT 的信息却很少。【目的】验证三角褐指藻 MCAT 的功能。【方法】在模

式硅藻三角褐指藻的全基因组序列中发现了一个可能的 mcat基因序列，对其进行生物信息学分析，

构建原核表达载体，并转入 MCAT 缺陷型大肠杆菌 L48 菌株中，最后利用 GC-MS 分析突变株脂

肪酸的成分和含量。【结果】三角褐指藻 MCAT 主要结构为 α-螺旋和无规则卷曲，与圆柱脆杆藻

的亲缘关系最为接近，为 protits 型 MCAT；三角褐指藻 MCAT 的表达使 MCAT 缺陷型大肠杆菌

L48 菌株恢复了合成脂肪酸的功能；对 L48 回复突变株的脂肪酸组成进行分析，发现该酶对 C14:0

具有底物偏好性，从而促进中长链脂肪酸如 C16:0 和 C17:1 的合成，这一特点与 protits 型 MCAT

的特性基本相符。【结论】三角褐指藻 MCAT 能促进脂肪酸的合成，这为微藻脂肪酸合成及代谢调

控研究提供了新的线索，有利于微藻脂质的研究和应用。 
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Abstract: [Background] Malonyl-CoA:ACP transacylase (MCAT), an important subunit of 
type II fatty acid synthase (FASII), is associated with fatty acid synthesis. However, little 
information is available on microalgal MCAT. [Objective] To validate the function of the 
MCAT gene from Phaeodactylum tricornutum. [Methods] We found a possible mcat gene in 
the whole genome sequence of the model diatom P. tricornutum and cloned this gene. We 
performed bioinformatic analysis of this gene and introduced it into the MCAT-deficient E. coli 
L48 strain. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was employed to analyze the 
composition and content of fatty acids in the mutant strains. [Results] The MCAT in P. 
tricornutum had the secondary structure mainly composed of α-helix and random coil and the 
closest genetic relationship with that in Fragilaria cylindrus, being a protits-type MCAT. To 
verify the function of the gene, we introduced this gene into the MCAT-deficient E. coli L48 
strain and found that the strain recovered the function of fatty acid synthesis. Further, we 
analyzed the fatty acid composition of the reverting and found that the enzyme had a substrate 
preference to C14:0. The MCAT promoted the synthesis of medium- and long-chain fatty acids 
such as C16:0 and C17:1. This feature is largely consistent with the characteristics of 
protits-type MCATs. [Conclusion] There is a protits-type MCAT in P. tricornutum. This study 
provides new clues for the study of fatty acid synthesis and metabolism in microalgae, which is 
beneficial to the research and application of microalgal lipids. 
Keywords: Phaeodactylum tricornutum; malonyl-CoA:ACP transacylase; fatty acid synthesis; 
functional verification 
 

脂肪酸广泛用于食品、化妆品、医药等行

业，主要依靠化学和微生物进行合成[1-2]。化学

合成法有产量低、生产成本较高等缺陷，限制了

大规模生产[3]，因此，利用微生物合成脂肪酸成

为热点。三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)

是一种海洋真核单细胞硅藻[4]，生长速度快，

基因组小且已完成测序，基因操作技术成熟，

是硅藻研究的模式藻种之一[5-6]。同时，该藻富含

蛋白质、多糖、脂肪酸及类胡萝卜素等物质[7-8]，

其中二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)

的积累量高达 35%，被认为是工业生产 EPA 的

良好来源 [9]。因此，探索三角褐指藻脂肪酸合

成途径具有重要意义。 

由乙酰辅酶 A 到 14–18 碳脂肪酸的合成称

为基础脂肪酸合成，该过程主要由脂肪酸合酶

(fatty acid synthase, FAS)催化完成，生物界中主

要存在 2 种 FAS。FASI 多存在于脊椎动物、酵

母和一些细菌中，在 1 条或 2 条肽链上，包含
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脂肪酸合成所需的全部活性位点[10]。FASII 主

要存在于植物和多数细菌中，其活性位点分布

在不同基因产物上，以多亚基复合酶的形式发

挥功能[11]。微藻中的 FAS 与高等植物相似，为

FASII 型蛋白复合体，定位于质体中。 

作为 FASII 中的关键酶，MCAT 以丙二酰

CoA 和酰基载体蛋白(acyl carrier protein, ACP)

为底物，通过转移丙二酰形成脂肪酸生物合成

过程中的延伸底物丙二酰单酰 ACP[12-14]。以往

对 MCAT 的探讨主要集中在构造上，如油桐的

MCAT 结构[15]，但人们对微藻 MCAT 及其在脂

肪酸生物合成中的功能作用知之甚少。本研究

以三角褐指藻基因组序列为基础，克隆一个可

能的 mcat 基因，通过在 MCAT 缺陷型大肠杆菌

L48 中表达检验该酶的功能，并进一步分析

PtMCAT 的底物特异性等，以期为三角褐指藻

脂肪酸合成途径研究和代谢工程研究提供理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  藻种和菌种 
研究所用三角褐指藻购自中国科学院淡

水藻种库，编号 FACHB-843，三角褐指藻接种

于 f/2 培养基[16]在(21±0.5) °C 培养箱中培养，每

天摇瓶 2–3 次，光照强度为 60−70 μmol/(m2s)，

12 h/12 h 光暗比。 

大肠杆菌 MCAT 缺陷株 L48 来自美国耶鲁

大学 CGSC 大肠杆菌保藏中心 (http://cgsc. 

biology.yale.edu/)，该菌株是温度敏感型的突变

株[17]，基因型是 F–、araC14、lacY1、tsx-57、

glnX44 (AS)、gltA5、galK2 (Oc)、fabD89 (ts)、

rpsL20 (strR)、xylA5、mtl-1、lldD1、thiE1、tfr-5，

该菌株在 LB 培养基中 30 °C、200 r/min 条件下

培养。大肠杆菌 DH5α 感受态细胞购自艾科瑞

生物科技有限公司，在 LB 培养基中于 37 °C、

200 r/min 条件下培养。 

1.2  主要试剂和仪器 
LB 肉汤、琼脂粉，青岛海博生物技术有限

公司；高保真酶 Apex HF HS DNA Polymerase 

FS Master Mix、Evo M-MLV 反转录预混型试剂

盒、SYBR® Green Premix Pro Taq HS 预混型

qPCR 试剂盒等，艾科瑞生物科技有限公司；广

谱型植物 RNA 提取试剂盒、琼脂糖凝胶

DNA/PCR 产物回收试剂盒，北京诺贝莱生物科

技有限公司；ClonExpress II One Step Cloning 

Kit，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。实时

荧光定量 PCR 仪，Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  生物信息学分析 
利 用 ProtParam 工 具 (https://web.expasy. 

org/protparam)预测 MCAT 分子质量、等电点、

不稳定系数及疏水性。使用在线 SOPMA 软件

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.

pl)对三角褐指藻 MCAT 蛋白进行二级结构分

析。利用 SWISS-MODEL 在线工具 [SWISS- 

MODEL Interactive Workspace (expasy.org)]进

行三级结构预测。 

对 MCAT 进行系统进化分析，下载 NCBI

上公布的 12 个物种 MCAT 序列：斑马鱼(Danio 

rerio) NP_001038508.1、猕猴(Macaca mulatta) 

NP_001248301.1 、 小 家 鼠 (Mus musculus) 

NP_001025185.1 、 黄 胸 鼠 (Rattus tanezumi) 

NP_001178717.1、破囊壶菌 (Aurantiochytrium 

sp.) AKO69810.1、裂殖壶藻 (Schizochytrium) 

AGG56551.1 、 同 丝 绵 霉 (Achlyahypogyna) 

OQR91679.1、圆柱脆杆藻(Fragilaria cylindrus) 

OEU21657.1 、 微 拟 球 藻 (Nannochloropsis 

gaditana) AGS78408.1、麻风树(Jatropha curcas) 

NP_001306855.1、亚麻 (Linum usitatis simum) 

AGD95011.1 、 克 里 藻 (Klebsomidiutm nitens) 

GAQ89624.1，使用 MEGA 7.0 软件(https://www. 



 
刘萍等: 三角褐指藻丙二酰单酰辅酶 A:酰基载体蛋白转酰基酶的功能分析 1055 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

megasoftware.net/)进行多序列比对，构建系统

发育树。 

1.4  三角褐指藻总 RNA 的提取及单链

cDNA 的合成 
取生长至对数期[细胞密度(5.5–6.0)×106 个/mL]

的三角褐指藻藻液 500 mL，12 000 r/min 离心

5 min 收集藻体后提取总 RNA，而后按照反转

录试剂盒合成三角褐指藻 cDNA 第一链，

−80 °C 冰箱保存。 

1.5  实时荧光定量 PCR 检测三角褐指藻

MCAT 转录水平 
为了鉴定 mcat基因在三角褐指藻内的表达

规律，对三角褐指藻进行缺氮诱导处理。将培

养至对数生长末期(细胞密度 6.5×106 个 /mL)

的三角褐指藻转移至无菌离心管中，室温下

6 000 r/min 离心 10 min，接种至 f/2 培养基或

f/2 缺氮培养基中培养。实验分为 3 组，a：正

常培养 3 d；b：缺氮培养 3 d；c：正常培养     

第 0 天(对照组)。按照 1.4 的步骤提取 RNA，逆

转录成 cDNA，设计 mcat 基因 qPCR 引物对

4-F1/4-R1 (表 1)，使用 SYBR® Green Premix Pro 

Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒进行，荧光定量

PCR。该实验选取 18S rRNA 为内参基因，

RT-qPCR 反应体系(20 μL)：2×SYBR® Green Pro 

Taq HS Premix II 10 μL ， 上 、 下 游 引 物

(10 μmol/L)各 1 μL，cDNA 模板 1 μL，ROX 

ReferenceR Dye 0.4 μL，RNase free ddH2O 

6.6 μL。RT-qPCR 反应条件：95 °C 30 s；95 °C 

5 s，60 °C 30 s，40 个循环。每个样品做 3 次

生物学重复，反应结束后按照 2−ΔΔCT 计算 mcat

基因的相对表达量。 

1.6  mcat 基因的克隆 
根据三角褐指藻基因组中一段可能的 mcat

基因序列设计上、下游引物 1-F1 和 1-R1 (表 1)，

以 1.4获得的 cDNA为模板，采用高保真酶 Apex 

HF HS DNA Polymerase FS Master Mix 扩增

mcat 基因。PCR 反应体系(40 μL)：Apex HF HS 

DNA Polymerase FS Master Mix 20 μL，上、下

游引物(10 μmol/L)各 2 μL，cDNA 模板 2 μL，

ddH2O 14 μL。PCR 反应条件：94 °C 30 s；98 °C 

10 s，55 °C 5 s，72 °C 10 s 35 个循环；72 °C 

30 s。PCR 产物经胶回收后送至北京睿博兴科

生物技术有限公司测序，确认获得了特异性和

正确的目的基因片段。 

1.7  基因的原核表达 
将 pET-30a 质粒用 BamH I 在 37 °C 酶切

40 min，进行琼脂糖凝胶电泳后回收产物。设

计同源重组所需要的引物对 2-F1/2-R1 扩增目

的基因，将目的基因和经 BamH I 酶切处理过的

DNA 片段用 ClonExpress II One Step Cloning  
 

表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Name Sequence (5′→3′) Product length (bp) 

1-F1 CTCGAGATGCATCATCATCA 850 

1-R1 AAGCTTTTACACCTCAACGT 

2-F1 ACAAGGCCATGGCTGATATCGGATCCATGGGGATGCTCCTACTGACTG 870 

2-R1 TGTCGACGGAGCTCGAATTCCCTAGGTTACACCTCAACGTTTTCACATTCG 

3-F1 CTACGCCGTGAGTGGCAGTT 234 

3-R1 ATGGTTTCGGGATCGGAATG 

4-F1 GTCGATAGTGGCATGGTTTC 135 

4-R1 ACTCACGGCGTAGTTTCCG 

下划线部分代表 BamH I 限制性内切酶位点 

The underlined portion represents the BamH I restriction endonuclease site. 
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Kit 进行重组连接，将重组后载体送至青岛睿

博兴科生物技术有限公司进行检测。将连接后

的载体 pET-30a-mcat 通过电转染技术 (电阻

200 Ω，电容 25 μF，电压 2 kV，时间 4.3 ms)

导入大肠杆菌缺陷株 L48 中，将转染后的菌液

划线于 LB 固体培养基，于 37 °C 培养过夜。大

肠杆菌 DH5α 菌株用作阳性对照，未转染

pET-30a-mcat 质粒的 L48 菌株用作阴性对照。

挑取单克隆，37 °C、200 r/min 培育 2−3 h，

直到 OD600 值约为 0.5−0.8，加入终浓度为

0.5 mmol/L 的 IPTG，28 °C 孵育 12 h。 

1.8  mcat 基因在大肠杆菌中的表达 
利用荧光定量 PCR 方法分析三角褐指藻的

mcat 基因在缺陷株大肠杆菌 L48 中的表达。将

未诱导、诱导培养后第 6 小时及第 12 小时的菌

液，按照 RNA 提取试剂盒中的步骤提取细菌基

因组 RNA，根据反转录试剂盒的步骤合成

cDNA。设计引物对 3-F1/3-R1 (表 1)，扩增片段

长度为 234 bp。使用 SYBR® Green Premix Pro 

Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒进行荧光定量

PCR，采用 2–ΔΔCT 计算 mcat 基因的相对表达

量 [18]。RT-qPCR 反应体系(20 μL)：2×SYBR® 

Green Pro Taq HS Premix II 10 μL，上、下游引物

(10 μmol/L)各 1 μL，cDNA 模板 1 μL，ROX 

ReferenceR Dye 0.4 μL， RNase free ddH2O 

6.6 μL。RT-qPCR 反应条件：95 °C 30 s；95 °C 

5 s，60 °C 30 s，40 个循环。每个样品做 3 次生

物学重复。 

1.9  脂肪酸成分分析 
取500 mL诱导培养后的菌液，于4 000 r/min、

离心 10 min 收集大肠杆菌菌体，冻干磨碎后收

集菌粉。借鉴杨青等[19]萃取脂肪酸的方法，使

用异丙醇-正己烷萃取脂肪酸，并将其甲酯化进

行气相色谱分析。气相色谱分析于中国科学院

青岛生物能源与过程研究所进行，数据处理采

用峰面积归一化法[19]。 

2  结果与分析 

2.1  生物信息学分析结果 
三角褐指藻 mcat基因的开放阅读框长度为

1 059 bp，编码 352 个氨基酸。蛋白分子质量为

37.436 kDa；理论等电点 5.00，为酸性蛋白；不

稳定系数 27.18，属于稳定蛋白；亲水性平均系

数 0.051，为疏水性蛋白。三角褐指藻 MCAT

蛋白的二级结构预测见图 1，该蛋白 192 个氨

基酸(54.55%)可能形成 α-螺旋(蓝色)，104 个  

 

 
 

图 1  SOPMA 软件分析三角褐指藻 MCAT 的二级结构 
Figure 1  Analysis of secondary structure of Phaeodactylum tricornutum MCAT by SOPMA software. 
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氨基酸(29.55%)可能形成无规则卷曲(黄色)，

42 个氨基酸(11.93%)可能形成延伸链(红色)，

14 个氨基酸(3.98%)可能形成 β-转角(绿色)。

三角褐指藻 MCAT 主要结构为 α-螺旋和无规

则卷曲，该结构有助于蛋白质的稳定性。三角

褐指藻 MCAT 的三级结构见图 2，主要是 α-

螺旋和无规则卷曲形成的，与二级结构的预测

结果一致。 

MCAT 的系统发育树结果如图 3 所示，进

化树共分为三大分支，以斑马鱼、猕猴、小家

鼠、黄胸鼠为代表的动物聚为一大支；以破囊

壶菌、裂殖壶菌、同丝绵霉、圆柱脆杆藻、微

拟球藻为代表的原生生物聚为一大支；最后以

麻风树、亚麻、克里藻为代表的植物聚为一大

支，这与已知的 MCAT 的分类[20]是一致的。 

根据对比结果，三角褐指藻与圆柱脆杆藻

聚在一起形成一个系统发育分支，支持度为

100，与微拟球藻形成姐妹群，支持度为 78，

属于 protists 类型。 

 
 

图 2  SWISS-MODEL 软件分析三角褐指藻

MCAT 蛋白的三级结构 
Figure 2  SWISS-MODEL software to analyze the 
tertiary structure of MCAT protein of 
Phaeodactylum tricornutum. 
 
2.2  缺氮条件下 mcat 基因的转录水平 

利用 RT-qPCR 分析缺氮处理后 mcat 基因表

达情况，由图 4 可以看出，在三角褐指藻缺氮培

养 3 d 后，mcat 基因表达量与对照相比上升。三

角褐指藻 mcat 基因在缺氮条件下被诱导，说明缺

氮能促进三角褐指藻中 mcat 基因的表达。 

 

 
 

图 3  基于 mcat 基因序列用最大简约法建立的系统发育树   GenBank 登录号显示在括号中；分支上

的数字为 bootstrap 值 

Figure 3  Phylogenetic tree based on the mcat gene sequence using the maximum parsimony method. 
GenBank accession No. are shown in parentheses; Bootstrap values are shown at branch points. 
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图 4  mcat 基因在正常培养和缺氮培养条件下的

转录水平 
Figure 4  Transcript level of mcat gene in normal 
culture and nitrogen-deficient culture conditions. 

 
2.3  MCAT 的功能验证 

通过电转染技术把 pET-30a-mcat 质粒转化

至大肠杆菌缺陷株 L48 中，培养过夜后如图 5

所示，阴性对照组 L48 菌株未生长，实验组和

阳性对照组大肠杆菌DH5α能够正常长出菌斑，

说明克隆获得的三角褐指藻 mcat 基因在 L48 菌

株中表达并行使功能，使得大肠杆菌 MCAT 缺

陷株 L48 回复突变。 

2.4  mcat 基因的表达及脂肪酸含量分析 
运用 RT-qPCR 分析 mcat 基因的相对表达，

结果显示，在培养的第 12 小时 mcat 基因的表

达量最高，相对表达水平远远高于第 6 小时

(图 6)。因此，在转录水平上证实了 mcat 基因

的表达。 

突变株 L48-2 的脂肪酸组成变化如表 2 所

示。结果表明，突变株与对照菌株细胞内积累 

 
 

图 5  大肠杆菌在 LB 培养基中的生长状况   A：

阴性对照，大肠杆菌缺陷株 L48. B：实验组，含

有 mcat 基因的突变株 L48-2. C：阳性对照，大肠

杆菌 DH5α 

Figure 5  Growth of Escherichia coli in LB 
medium. A: Negative control, Escherichia coli 
deficient strain L48. B: Test group, mutant strain 
L48-2 containing mcat gene. C: Positive control, 
Escherichia coli DH5α. 

 

 
 

图 6  6 h 和 12 h 诱导后 mcat 基因的表达水平 
Figure 6  Expression levels of mcat genes after 6 h 
and 12 h induction. 

 
脂肪酸的种类基本相同，主要为 C14:0、C14:1、

C16:0、C16:1、C17:0、C18:1。mcat 基因的突

变株 C12:0、C14:0、C16:0、C17:1、C18:0 及

总脂肪的含量相较于对照菌株都有所增加。此

外，突变株的脂肪酸组成占比并未发生明显变 
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表 2  菌株 L48 及突变株 L48-2 的脂肪酸组成 
Table 2  Fatty acid composition of strain L48 and 
mutant L48-2 

Fatty acid L48 (%) L48-2 (%) 

C12:0 2.00 2.65 

C14:0 4.66 6.10 

C14:1 42.85 28.87 

C15:0 1.80 1.10 

C16:0 16.18 25.70 

C16:1 13.29 11.58 

C17:0 4.89 2.72 

C17:1 2.50 8.60 

C18:0 0.73 0.88 

C18:1 11.09 10.82 

Total lipid (% of DW) 4.38 4.90 

DW：干重 
DW: Dry weight. 

 
化，脂肪酸中主要种类仍为 C14:1，总脂肪的含

量略有增加。结果表明表达 mcat 基因可促使饱

和脂肪酸的合成，这可能是因为该酶对 C14:0

具有底物偏好性，促进中长链脂肪酸如 C16:0

和 C17:1 的合成，这一特点与 protits 类型 MCAT

的特性相符[21]。 

3  讨论与结论 

本研究克隆了三角褐指藻中一个可能的

mcat 基因，该基因被导入 MCAT 缺陷型大肠杆

菌 L48 菌株中，MCAT 缺陷型大肠杆菌 L48 是

不能在 LB 培养基中生长的，但被导入 mcat 基

因后该菌株正常生长，这反映了大肠杆菌

MCAT 缺陷株 L48 回复了 MCAT 的功能。经诱

导缺陷型大肠杆菌中表达了 mcat基因且改变了

脂肪酸组成，促使脂质含量的升高(表 2)，发现

该酶对 C14:0 具有底物偏好性，从而促进中长

链脂肪酸如 C16:0 和 C17:1 的合成，有可能为

以后高值化微藻产业提供理论依据。 

MCAT 已被证明参与 II 型脂肪酸合成，是

脂肪酸合成的关键酶之一，通过基因工程表达

MCAT 被应用于许多物种[13]。之前有研究表明，

在大肠杆菌中表达 mcat 基因，突变菌株中的脂

肪酸比对照菌株增加了 11%[22]。Cheng 等[23]克

隆裂殖壶藻的 mcat 基因，在酿酒酵母中成功表

达该基因，而且该基因通过增加 MCAT 的活性

来提高酿酒酵母中脂肪酸的含量。在本研究中，

我们对三角褐指藻的 mcat 基因进行功能验证，

发现在 L48 菌株中表达并行使功能，增加了脂

肪酸的含量，由此可判断三角褐指藻的 mcat 基

因能促进脂肪酸合成。 

植物脂肪酸具有重要的生理功能，是细胞

膜脂的主要成分，能提高植物的抗寒性和抗病

性。同时，脂肪酸具有重要的食用和工业价值，

在植物中可以合成维持机体正常生长所需的一

些脂肪酸如亚油酸和亚麻酸等，满足人们的营

养需求；而且其是生产生物柴油、油漆、润滑

剂、尼龙等化工产品的重要原料 [24-25]。MCAT

作为三角褐指藻Ⅱ型脂肪酸合成代谢的重要亚

基，对其进行功能验证将有助于微藻脂质产业

的研究开发。 
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