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刺激隐核虫 ADP/ATP 载体蛋白基因的克隆和分子特征分析 

刘  程, 倪  炜, 郭果为, 原丽平, 陈金铃, 徐  阳, 叶忠锋, 王正朝, 黄晓红 

(福建师范大学 生命科学学院, 福建省发育与神经生物学重点实验室, 福建 福州  350108) 

摘要: 刺激隐核虫(Cryptocaryon irritans)是严重危害海水鱼类的寄生纤毛虫, 为了对其进行分子水平的

研究, 采用 SMART 技术构建了刺激隐核虫滋养体期的 cDNA 文库, 并随机挑取克隆做 EST 测序, 获得

大量克隆的基因。从中挑选 ATP/ADP 载体蛋白基因同源物(CiAAC)的克隆进一步测序获得全长的 cDNA

序列。该序列全长为 1029bp, 包含编码 287 个氨基酸的开放阅读框。用 RT-PCR 分析了其在刺激隐核虫

各时期的表达情况, 并应用生物信息学分析方法, 对 CiAAC 基因进行不同物种的系统进化树分析、功能

区分析、物理性质分析、疏水性分析、跨膜结构域预测、亚细胞定位、二级结构预测等等。结果表明: CiAAC

蛋白在刺激隐核虫各时期均有表达 ; 据预测 , 它为六次跨膜蛋白 , 与卵形肠虫(Nyctotherus ovalis)的

ADP/ATP 载体蛋白的同源性最高, 相似性达 65%; 蛋白为疏水性, 并定位于刺激隐核虫的细胞质中。随

后实验中通过对基因的定点诱变, 将纤毛虫的非通用密码进行改造后, 构建了 pGEX-4T-1/CiAAC 表达载

体。以上实验为病原生物刺激隐核虫 CiAAC 载体蛋白的研究及应用提供了基础资料。 
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刺激隐核虫(Cryptocaryon irritans)属纤毛虫类
寄生虫, 于 1938 年由 Sikama 首次在日本报道[1-4]。

它在热带及亚热带区域可引起海水鱼的刺激隐核虫

病, 俗称“白点病”, 可导致鱼的大量死亡[1]。近年来, 
随着中国东南沿海海水养殖业的快速发展, 刺激隐
核虫病的爆发流行频发 , 造成了重大的经济损失 , 
成为经济鱼类养殖业发展的瓶颈[3], 因此, 刺激隐核
虫是很重要的病原微生物, 但目前对该病原的生物
学研究还不够深入 , 特别是在分子层面上 , 仅见几
篇有关抑动抗原或表面抗原的报道。为了更好地认识

该病原生物学的分子基础, 丰富刺激隐核虫病的理论
知识, 以便为后继的防治工作提供指导, 本研究室开
展了该病原生存和感染的分子基础的系列研究。 

这一系列研究始于刺激隐核虫 cDNA 文库的构
建: 提取滋养体及包囊时期的刺激隐核虫 mRNA后, 
首先用 SMART技术 (Switching Mechanism At 5′ end 
of RNA Transcript)以 λTripIEx2(λ噬菌体的 DNA)为
载体, 构建了刺激隐核虫的全长 cDNA文库。该文库
是用噬菌体外壳蛋白包装的, 因此是以活的噬菌体
形式存在的。基因的克隆是通过直接挑取 cDNA 文
库形成的噬菌斑的方式进行的, 将噬菌斑里的噬菌
体溶出, 转染入 BM25.8 细菌的菌株中, 由该细菌 

内源性表达的重组酶 (Cre 酶 )对噬菌体的重组的
λTripIEx2 进行切割形成重组质粒 pTripIEx2 DNA, 
将重组质粒 DNA的插入片段进行测序, 获得表达序
列标签(EST)序列, 通过使用 NCBI 中的 BlastX 对
EST 序列进行在线同源性分析, 获得一系列的基因
信息, 与其对应的克隆一起, 初步建立了 EST文库。
EST文库中的 ATP/ADP载体蛋白(简称 AAC)作为真
核生物体线粒体膜上一种跨膜蛋白 [4], 介导线粒体
与细胞质基质之间的 ADP/ATP 交换[5] , 在通过氧化
磷酸化作用产生 ATP 给细胞提供能量的过程中起着
中心的作用, 是保持细胞内能量平衡的关键成分。并
且, 一些寄生生物在寄生宿主时 AAC将自身的 ADP
与宿主细胞质内的 ATP 进行交换, 在摄取宿主能量
过程中起关键作用[6-8]。而且 AAC 作为负责能量分
子传导的转运蛋白, 在细胞凋亡调控网络中也具有
重要的作用[9], 当细胞程序性死亡启动后, AAC作为
线粒体膜通透性转换孔复合物 (mitochondrial per-

               
收稿日期: 2012-06-29; 收回日期: 2012-09-28 
基金项目: 福建省自然科学基金项目(2008J0004, 2010J01145); 国家自
然科学基金项目(31040084); 福建省人才建设项目 
作者: 刘程(1988.3), 女, 山东省聊城市人, 在读研究生, 主要从事病
原分子生物学研究, E-mail: chengzi32551@126.com; 黄晓红, 通信作
者, 研究员, E-mail: biohxh@fjnu.edu.cn 



 

 Marine Sciences / Vol. 38, No. 1 / 2014 45 

meability transition pore complex, mtPTPC)的关键组
分参与调节线粒体剂说明), 测定浓度及纯度后, 用
TaKaRa RNA PCR膜通透性转换孔的开放[10, 11], 使
线粒体外膜通透性增加, 细胞色素 c 释放到细胞质
进一步促进细胞凋亡[12, 13]。 

综上所述, AAC 是生物体内能量产生与能量消
耗的桥梁, 与细胞的发育、繁殖和凋亡密切相关。因
此, 本研究根据刺激隐核虫 EST 文库中的序列信息, 
挑取了含刺激隐核虫 AAC 基因(CiAAC)的细菌克隆
(即含有 pTripIEx2/CiAAC 质粒), 对其进行亚克隆和
特征分析, 以期能为进一步研究刺激隐核虫的能量
代谢及其在生长、繁殖及细胞凋亡中的作用奠定基

础, 为刺激隐核虫病原生物学提供理论资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1 虫体样品 

刺激隐核虫(XP7.2)采自福建省霞浦县溪南镇白
沙角养殖区自然感染的大黄鱼 (Pseudosciaena cro-
cea )[14], 褐菖 (Sebastisous marmoratus)购自福建马
尾水产市场。 
1.1.2 细菌与质粒 

质粒 pGEX-4T-1、大肠杆菌 (Escherichia coli) 
DH5α、以及 BL21菌株均由本实验室保存。 

1.2  实验方法 
1.2.1  CiAAC基因的序列分析 

根据 EST 序列信息, 找出其对应的细菌克隆后, 
用载体 pTripIEx2 上的一对通用引物 5′-CTCCG 
AGATCTGGACGAGC-3′和 5′-TAATACGACTCACT 
ATAGGG-3′对 CiAAC 的全长基因进行了测序, 然后
使用在线软件对 CiAAC 基因序列所推演的氨基酸序
列进行物理性质、疏水性、跨膜结构域、亚细胞定

位及二级结构等特性进行分析预测。并将 CiAAC 基
因及其编码的多肽链序列提交 GenBank, 获得的登
录号为: JX020705。 
1.2.2  CiAAC与其他物种的 AAC的系统发育 

检索GenBank数据库获得其他各类生物共 15种
AAC蛋白质的氨基酸序列, 其序列信息如表 1所示。
其中人类有 4 个同种异形体, 褐家鼠(Rattus norve-
gicus)有两个同种异形体。对 CiAAC与这 15种不同
AAC 蛋白质的氨基酸序列进行多重序列比对, 比对
结果根据步长值中临近法构建系统发生树。 

1.2.3  CiAAC基因在不同发育时期的表达分析 
分别用 TRIzol 试剂提取刺激隐核虫包囊、滋养

体/包囊前体及幼虫各期的总 RNA(按照 TRIzol 试试
剂盒作逆转录 PCR, 简要地说, 就是分别在 10 µL逆
转录 PCR(RT-PCR)反应液中, 加入 500 ng的各期的
总 RNA为模板, 采用 oligodT-Adaptor primer作为引
物进行反转录, 反应条件为 30℃, 10 min; 45℃, 30 min; 
95℃, 5 min。分别获得滋养体/包囊前体、包囊和幼
虫单链 cDNA。分别以这 3种单链 cDNA为模板, 以
5′-ACGGATCCGCAGTTTCAAAAGCAGCA-3′, 5′- 
ACGTCGACTCAGAATTTTCCCTGGCTC-3'为引物
对 CiAAC基因进行 PCR, 反应进行 20个循环。反应
条件为 94 , 30 s;60 , 30 s℃ ℃ 及 72 , 60 s℃ 。同时选取

刺激隐核虫的肌动蛋白基因 (CiActin, GenBank登录
号: JN399999.1)为内参照, 取等体积 3个单链 cDNA
为模板 , 以引物 (5′-ATGGCCGAAGACTAACAAGC 
AG-3′及 5′-TCAGAAGCATTTTCTGTGTACA-3')进
行 PCR, 反应参数是 94 , 30 s;℃  55 ,℃  30 s; 72 , 60 s, ℃

20个 循环。反应结束后, 各个 PCR产物分别取 5 μL
进行琼脂糖凝胶电泳检测, 使用 ImageJ 1.40 g软件
分别测出各自的光密度值, 然后获得各时期 CiAAC
基因与 Actin基因 PCR产物电泳后的光密度比值, 即
为每个时期 CiAAC 基因的表达相对量, 各相对量之
间采用 Two-way ANOVA统计学方法进行分析。 
1.2.4  CiAAC基因的定向诱变 

由于 CiAAC 的开放阅读框中具有一些纤毛虫等
生物特有的遗传密码, 即用通用的终止密码子 TAA
和 TAG 编码谷氨酰胺, 所以它不能在细菌等常规的
表达系统中表达。为了克服这一局限, 本实验拟将非
通用编码改造成通用的, 即把 TAA 和 TAG 诱变成
CAA和 CAG。 
1.2.4.1  诱变引物的设计与合成 

根据 CiAAC 开放阅读框去除信号肽编码区后的
序列 , 按照 GeneTailarTM Site-Directed Mutagenesis 
Systerm(Invitrogen)使用说明书设计表 1 所示诱变引
物, 并由 Invitrogen公司合成:  
1.2.4.2  CiAAC基因的定点诱变 

首先按照 TIANprep Mini Plasmid Kit的方法提
取 pTripIEx2/CiAAC 质粒; 并按照 GeneTailarTMSite-
Directed Mutagenesis Systerm (Invitrogen)说明书对
第一位点进行 PCR 诱变 ;  简单地说 ,  就是先将
pTripIEx2/CiAAC在 DNA甲基化酶的作用下甲基化, 
然后用相应的一对诱变引物进行 PCR, 形成诱变后 
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表 1  各诱变位点相应的诱变引物(下划线标注为诱变的碱基) 
Tab.1  Mutagenic primers of the mutated sites (Mutated bases were labeled by underlines) 

诱变位点 引物序列 

5'-CGTGTCAAGCTCTTGTTACAGACACAAGA-3 
100th 

5'-TAACAAGAGCTTGACACGTTCTATTGGTG-3' 
5'-CTTAGATACTTCCCAACCCAAGCTTTAAA-3' 

250th 
5'-GGTTGGGAAGTATCTAAGAACATTGGCGA-3' 
5'-AGACTCATTTTTGGAGAACAGAAAGCTT-3' 

610th 
5'-TTCTCCAAAAATGAGTCTTCTTCCAGTG-3' 
5'-GCTGTAACTGCCATGAGCCAGGGAAAAT-3' 

898th 
5'-GCTCATGGCAGTTACAGCTCTGTGGAAT-3' 

 
的线性的质粒分子。将 PCR 产物转化入细菌, 甲基
化过的模板质粒DNA被McrBC内切酶酶切, 只剩下
诱变好的线性质粒在细菌内环化。然后挑取单克隆

摇菌送 Invirogen公司测序; 测序结果经 Bioedit比对
验证诱变是否成功。其余位点按照以上步骤逐一诱

变。最终 CiAAC基因开放阅读框内的 TAA或 TAG(终
止密码)被替换为 CAA或 CAG(谷氨酰胺)。 
1.2.5  CiAAC基因的亚克隆载体构建及鉴定 
1.2.5.1  引物的设计与合成 

通过 Signal P 3.0 Server软件分析 CiAAC基因的
信号肽位置, 从切割位点处设计加酶切位点的引物。
Primer1: 5′-ACGGATCCGCAGTTTCAAAAGCAGCA- 
3′, Primer2: 5′-ACGTCGACTCAGAATTTTCCCTGG 
CTC-3′下划线部分分别为 BamH І及 Sal I的识别位点。 
1.2.5.2  CiAAC基因的扩增及纯化 

以诱变成功的序列为模板, Primer1 及 Primer2
为引物做 PCR。反应条件为 94℃下预变性 10 min,  
随后在 94℃变性 30 s, 60℃退火 30 s, 72℃下延伸 60 s, 
共 35个循环, 最后在 72℃下延伸 10 min。 

使用酚氯仿方法 (Phenol-chloroform-isoamylol 
25:24:1, PH8.0)抽提上述 PCR产物中 DNA, 使用无
水乙醇沉淀, 70%乙醇漂洗, 弃上清, 室温干燥后溶
于 20 μL双蒸水, −20℃保存备用。 
1.2.5.3  载体及目的基因的双酶切 

使用 BamH I和 Sal I两种酶对 pGEX-4T-1载体
及纯化后的 CiAAC 基因进行双酶切, 然后进行琼脂
糖凝胶电泳 , 切胶后分别回收 pGEX-4T-1 载体及
CiAAC基因, 回收产物溶于 20 μL双蒸水, −20℃保存
备用。 
1.2.5.4  重组质粒的连接及转化 

CiAAC基因与 pGEX-4T-1 载体按照分子数为 3: 
1加样, 加入 SolutionⅠ混匀, 16℃连接过夜。连接产
物转化到大肠杆菌 BL21感受态细胞。涂布到含有氨

苄青霉素的 LB平板培养基上, 37℃培养约 16个小时。 
1.2.5.5  重组质粒的鉴定 

挑取单克隆菌落, 采用碱裂解法小量抽提重组
质粒 DNA, 进行 PCR及酶切检测, 并送公司测序。 

2  结果及分析 

2.1  CiAAC 基因的 cDNA 分子特征及其推

导氨基酸的生物信息学分析  
2.1.1  CiAAC基因的 cDNA分子特征 

图 1显示, 该基因全长 cDNA为 1029 bp, 其开
放阅读框为 912bp, 编码一个由 287个氨基酸组成的
多肽链, 据预测该氨基酸的 N端具有由 16个氨基酸
组成的信号肽, 说明这是一个分泌性蛋白或膜蛋白, 
该基因的开放阅读框中含 2个 TAA及 3个 TAG。 

采用 NCBI Blast对上述序列进行保守区域分析, 
结果如图 2所示, 刺激隐核虫 AAC含有 3个线粒体
载体蛋白(Mitochondrial carrier protein, Mito_carr)功
能区域。 
2.1.2  物理性质分析 

对去除信号肽编码片段的 CiAAC 基因推演的氨
基酸序列分析, 预测 CiAAC 成熟蛋白含 287 个氨基
酸, 分子量约为 31.6 kDa; 理论等电点为 9.87; 在哺
乳动物体外的半衰期为 4.4 h, 酵母体内的半衰期大
于 20 h, 在大肠杆菌体内的半衰期大于 10 h; 预测
CiAAC蛋白不稳定指数为 25.34, 归类为稳定蛋白。 
2.1.3  疏水性分析 

通过 Protparam在线预测该蛋白的疏水性, 蛋白
质的总平均亲水性(GRAVY值)为 0.038, 说明是疏水
性蛋白。 
2.1.4  跨膜区域及信号肽预测 

使用在线软件 TMHMM2预测 CiAAC蛋白的跨
膜区域, 结果发现, CiAAC 蛋白可能有 6 个跨膜区,  
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图 1  CiAAC的全长 cDNA序列及其根据其编码区推定的氨基酸序列(下划线标记部分为信号肽, 加粗字体标记的为各诱
变位点, 虚线下划线标记的为 PX(D/E)XX(K/R)序列, 双下划线标记的为 RRRLMM序列) 

Fig. 1  The overall cDNA sequence and deduced amino acid sequence of CiAAC (Signal peptide was labeled by underline, 
every site was labeled by overstriking, PX(D/E)XX(K/R) sequence was labeled by broken underline, RRRLMM se-
quence was labeled by double underline) 

 

图 2  CiAAC基因编码的氨基酸序列保守区域分析 
Fig. 2  Conserved sequence analysis of CiAAC gene coded amino acid sequence 

 
即 TM1~TM6, 其中 TM1、TM2、TM6 跨膜不明显, 
TM3、TM4、TM5为明显跨膜区域。 
2.1.5  二级结构预测 

使用 PSA(Protein sequence analysis)在线分析蛋
白质二级结构, 结果发现, CiAAC 蛋白二级结构由
α-螺旋(H)、β-折叠(E)、β-转角(T)和无规则卷曲(C)
组成, 其组成比例分别是 34.7%、33.2%、18.8%、
19.2%, 其二级结构以 α-螺旋为主。 

2.2  CiAAC 基因的系统进化分析 
本实验选择了表 2 中所示 15 种不同 AAC 蛋白

的氨基酸序列与 CiAAC构建的系统发生树(图 3)。 
图 3 的进化树显示本实验所选的 16 种 AAC 蛋

白被分成两个主要分支, 其中立克次氏体及沙眼衣
原体为一分支, 其余真核生物为另一分支。从图中发
现, 刺激隐核虫与卵形肠虫和游仆虫亲缘关系较近, 
与原核生物亲缘性较远。 
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表 2  从 NCBI数据库获得 15种不同 AAC蛋白质的氨基酸序列 
Tab.2  15 different AAC protein sequences obtained from NCBI 

AAC简称 物种 学名 蛋白质序列号 

HsAAC1 人 Homo sapiens NP_001142.2 
HsAAC2 人 Homo sapiens NP_001143.2 
HsAAC3 人 Homo sapiens NP_001627.2 
HsAAC4 人 Homo sapiens NP_112581.1 
CeAAC     秀丽小杆线虫 Caenorhabditis elegans CAA53718.1 
PtAAC 草履虫 Paramecium tetraurelia XP_001455739.1 
NoAAC 卵形肠虫 Nyctotherus ovalis AAM97609.1 
EsAAC 游仆虫 Euplotes sp. AAM97613.1 
RnAAC1 褐家鼠 Rattus norvegicus NP_445967.1 
RnAAC2 褐家鼠 Rattus norvegicus NP_476443.1 
OsAAC 水稻 Oryza sativs P12857.2 
TtAAC 小麦 Triticum turgidum CAA56325.1 
AtAAC 拟南芥 Arabidopsis thaliana AEE85477.1 
RrAAC 立克次氏体 Rickettsia rickettsii CAD45265.1 
CtAAC 沙眼衣原体 Chlamydia trachomatis AAC68096.1 

 

 

图 3  基于 16 种不同 AAC 蛋白核苷酸序列构建的
NJ系统发生树 

Fig. 3  Neighbor-joining phylogeny tree of 16 AAC protein 
Sequences 

 

2.3  CiAAC 基因的在不同发育时期的表达

分析 
以刺激隐核虫生活史 3 个时期的 cDNA 为模板, 

体外扩增 CiAAC 基因并进行琼脂糖凝胶电泳, 结果
如图 4所示: 3个时期均发现大小为 880bp左右的基
因片段, 与去除信号肽并以 Primer1 和 Primer2为引
物扩增的 CiAAC的基因片段大小一致。ImageJ 1.40g
软件分别测出各自的光密度值 ,  然后获得各时期
CiAAC 基因与 Actin 基因 PCR 产物电泳后的光密度
比值, 图中各期依次为 86.27%、87.82%、86.87%, 各 

 

图 4  CiAAC基因在不同发育期的 RT-PCR结果 
Fig. 4  The expression analysis of CiAAC gene in different 

stages 
M. 标准分子量 DNA: 1.幼虫期; 2.滋养体期/包囊前体; 3.包囊期 

M. DNA ladder; 1.theont; 2.trophont/protomont; 3.tomont 
 

相对量之间采用 Two-way ANOVA 统计学方法进行
分析。结果发现 3 个时期 CiAAC 基因的表达量无显
著差异(P＜0.05)。 

2.4  CiAAC 的定点诱变及重组表达质粒

pGEX/CiAAC 的构建结果 
CiAAC的开放阅读框先后经过了 6次 PCR定点

诱变, 每诱变一次后, 均测序验证, 再进行下一次的
诱变。经 6轮诱变后, 序列分析结果显示, 所有 6个
非通用编码已经诱变成通用的编码。将诱变后的编

码成熟蛋白的序列插入表达载体 pGEX-4T-1, 获得
重组质粒, 命名为 pGEX/CiAAC。 
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pGEX/CiAAC经过 Bam HI和 Sal I双酶切后, 结果
如图 5所示, 得大小约为 880 bp的片段。环状重组质粒
与酶切后线性质粒电泳速度不同, 经测序后, 发现重组
质粒中的插入片段的核苷酸序列与 CiAAC的一致。 

 
图 5  pGEX/CiAAC重组质粒酶切鉴定和 SalI双酶切后的结果) 
Fig. 5  The recombinant vector pGEX/CiAAC after diges-

tion by EcoRV and NcoI 
M.标准分子量 DNA;1.超螺旋的重组质粒 pGEX/CiAAC; 2.pGEX/ 
CiAAC经 BamHI 
M. DNA ladder; 1. recombinant plasmid pGEX/CiAAC of Supercoiling ; 
2. recombinant plasmid pGEX/CiAAC digested by both BamHI and SalI 
 

3  讨论 
AAC催化胞质的ADP与线粒体基质内ATP的交换, 

为真核细胞新陈代谢提供能量[15]。ADP 与 ATP的交换
可以说是氧化磷酸化过程的最后一个步骤, 因此 AAC
的活性对细胞的生长及代谢具有十分重要的作用。 

通过构建系统进化树分析发现, CiAAC 与一些
原生生物类亲缘关系较近 , 其次为真核生物 , 与原
核生物的亲缘关系最远, 与 CiAAC 来自原生生物刺
激隐核虫的事实一致。研究发现, 不是所有的线粒体
载体蛋白家族都定位在线粒体[16, 17]。本实验中通过

蛋白亚细胞定位预测发现刺激隐核虫的AAC也可能
存在于细胞质基质。2003年, Edmund R. S. Kunji报
导了酵母的ADP/ATP载体蛋白3的立体结构投影图[18]。

同时, Eva Pebay-Peyroula等人利用 X-射线晶体学技
术及其活性抑制剂胶苍术苷对牛线粒体中的AAC结
构进行了研究, 发现其有 6个 а-螺旋跨膜结构[19], 而
其 N 端和 C 端分布在膜内[20]。 CiAAC 的跨膜结构
预测结果与其他生物 AAC 蛋白类似。AAC 是已知
的最小的功能转运元件 [21], 其多肽链中的 PX(D/E) 

XX(K/R)序列是所有线粒体载体家族特有的一段序
列, CiAAC同样具有这段序列。不同于线粒体载体家
族的其他蛋白 [22], 多种 AAC 蛋白都含一段 RRR-
MMM序列,  该序列位于 AAC转运的重要位置, 吸
引 ADP 结合到 AAC 蛋白上, 从而激发转运的发生, 
CiAAC 的氨基酸序列中相应的序列为 RRRLMM 序
列, 与 RRRMMM略有不同。因为, 在 RRRLMM序
列中起重要作用的是 3 个精氨酸, 而甲硫氨酸则由
于其较大的分子结构作为塞子控制运输通道 [22], 所
以一个甲硫氨酸改变为分子结构更大的亮氨酸影响

不大。而且, 我们发现, 系统树构建中与刺激隐核虫
亲缘关系最近的卵形肠虫(Nyctotherus ovalis)AAC蛋
白序列中也是 RRRLMM 序列。CiAAC 还含有 3 个
线粒体载体蛋白功能区域。同时, ADP/ATP转运活性
还受到其他因素的影响, 包括物质结合能力及其环
境, 还包括膜能力和膜两侧物质浓度。虽然有人对
AAC的活性形式提出了质疑, 但更多的人认为 AAC
的转运活性必须以二聚体形式实现的[16-17]。AAC 具
有两种构象, 即 c-构象和 m-构象, 其中 TM2螺旋的
改变可能是构象转换的原因[23]。AAC对核苷酸的转
运功能是两种构象转换的结果。但从上述跨膜区域

预测结果发现, TM2跨膜结构较不明显, 并且亚细胞
定位发现, CiAAC 定位在线粒体的可能性不高, 更
可能定位在细胞质, 这是一个令人感兴趣的结果。说
明 CiAAC 属于线粒体载体家族, 但可能还有其他未
知的功能。但也不排除 PSORT 数据库不够完善, 故
需要进一步实验验证。 

实验中虽然成功构建了原核表达载体 pGEX/ 
CiAAC, 尝试诱导表达之后并没有检测到重组
CiAAC 蛋白, 通过对诱导与未诱导的重组菌株的生
长情况的比较发现, 诱导后的大肠杆菌基本上没有
增殖, 可能是由于 CiAAC 整合在大肠杆菌膜上并发
挥转运活性[24, 25]影响了细菌增殖, 也可能是 CiAAC
属于疏水蛋白表达后对宿主菌产生毒性所致[25]。他

人的研究也发现了同样的现象, 可能的解决方案是
将一些残基进行突变以中和极性氨基酸 [27-29], 或者
改变一些氨基酸的稀有密码子, 如编码精氨酸三联
体(RRR)中精氨酸的密码子 [30], 采用特殊的只表达
包涵体的载体[24, 26]也可能是方法之一, 但目前仍无
确定有效地方法, 因此这方面还有待于进一步研究。 

AAC的活性在生物体内并不是一成不变的。研究
发现, AAC活性在同种生物的不同生命时期显著不同, 
位于老年鼠心脏的 AAC 活性是新生鼠的 5 倍。AAC
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活性增加的原因部分是因为蛋白质含量的增加, 更主
要的原因是(ATP+ADP)腺苷酸池的增加[31]。综上, AAC
在生命过程中具有十分重要的作用。本实验对刺激隐

核虫的 AAC 基因的初步研究, 为进一步研究刺激隐核
虫的生长、繁殖及能量代谢提供指导作用, 并为刺激隐
核虫病原生物学方面研究提供一定的基础资料。 
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Cloning and molecular characterization of ADP/ATP carrier 
from Cryptocaryon irritans 
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Abstract: Cryptocaryon irritans is a ciliated protozoa parasiting on marine fishes, which results in severe economic loss 
in mariculture. ADP/ATP carrier (AAC) plays important roles in living organisms. In this study, a cDNA of AAC ho-
molog (1029 bp) was isolated from a cDNA library of Cryptocaryon irritans (CiAAC). The open reading frame (ORF) of 
CiAAC was 864 bp encoding a protein of 287 aa. The functional region, physical properties, hydrophobicity, transmem-
brane domains, sub-cellular localization and protein secondary structure of the putative CiAAC protein were predicted by 
using the bioinformatics methods. Phylogenetic tree of 16 AAC proteins from different species was constructed. The 
transcription profiles at different stages of life cycle were analyzed. The results showed that the putative CiAAC protein 
was highly hydrophobic and contained six transmembrane domains. It was homologous to AAC from Nyctotherus ovalis 
with an identity of 65%. CiAAC is more likely located in the cytosol. CiAAC gene was expressed at all stages as detected 
by using reverse transcriptase PCR. After site-directed mutagenesis of the ORF by PCR, the gene was sub-cloned into 
pGEX-4T-1. As a result, pGEX/CiAAC expression vector was constructed. This study has provided basic information of 
CiAAC carrier protein for further researches. 
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


