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摘要： 旨在阐明鸭血管紧张素转化酶 ２ （ＡＣＥ２） 的组织分布特征， 并建立相应的蛋白与抗体研究工具。 以中国麻鸭为研究对象， 利用逆转录聚

合酶链式反应 （ＲＴ－ＰＣＲ） 法扩增鸭 ＡＣＥ２ 基因， 克隆至 ｐＥＴ３２ａ 载体， 并转化入大肠杆菌中诱导表达， 筛选异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ）
诱导 ＡＣＥ２ 重组蛋白表达及纯化的最适条件， 以纯化的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白为抗原免疫小鼠， 制备鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体。 间接酶联免疫吸附测

定法 （ＥＬＩＳＡ） 测定抗体效价， 并验证其特异性等； 免疫荧光和蛋白质免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 明确 ＡＣＥ２ 在鸭体内的分布和细胞学定位。 结

果： 成功构建了 ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 原核表达载体， 获得鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白， 优化 ＩＰＴＧ 诱导表达的最适条件为： ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 诱导 １２ ｈ； ＫＣｌ 染色切胶

法纯化。 进一步证实该鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白为单链蛋白， 分子量约为 １１０ ｋＤａ， 等电点 （ｐＩ） 值为 ５􀆰 ６１， 主要以包涵体形式存在。 同时， 制备了鼠

抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体， 抗体效价为 １ ∶ １２ ８００， 证实 ＡＣＥ２ 在鸭多组织内广泛存在， 主要于细胞膜上表达。 综上， 该研究为进一步探索鸭 ＡＣＥ２
的功能提供了试验依据和检测工具。
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　 　 血管紧张素转化酶 ２ （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ－ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ ２， ＡＣＥ２）， 作为肾素血管紧张素系统 （ＲＡＳ）
中的 核 心 活 性 成 分， 通 过 水 解 血 管 紧 张 素 Ⅱ
（ＡｎｇⅡ） 转化为血管紧张素 １ － ７ （ Ａｎｇ１ － ７） ［１－２］。
Ａｎｇ１－７ 通过 Ｍａｓ 原癌基因编码的 Ｇ 蛋白偶联受体

（Ｍａｓ 受体） 发挥诱导血管舒张和血管保护， 以及抗

纤维化、 抗增殖和抗炎等作用［３－４］。 目前， 关于

ＡＣＥ２ 的研究主要集中在人和鼠上， 鸭等水禽方面的

研究尚缺乏资料。 本研究以中国麻鸭为研究对象， 运

用分子克隆技术建立并优化鸭 ＡＣＥ２ 的原核表达体

系， 制备 ＡＣＥ２ 重组蛋白并免疫小鼠， 获得具有良好

免疫原性和种属特异性鸭源 ＡＣＥ２ 多克隆抗体。 利用

所得多克隆抗体， 明确 ＡＣＥ２ 在鸭组织中的分布和细

胞学定位， 填补鸭 ＡＣＥ２ 方面的基本信息资料， 为

ＡＣＥ２ 在鸭中的深入探索奠定了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物和细胞

２ 只市售中国麻鸭， 体重 （２􀆰 １４±０􀆰 ２０） ｋｇ。 颈

部放血处死后， 迅速采集心脏、 肝脏、 肺脏、 肾脏、
十二指肠、 空肠、 回肠、 盲肠、 直肠组织， 保存在液

氮中， 后转移至－８０ ℃保存。 ４ 只 ＳＰＦ 级雌性 ７ 周龄

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 体重 （２１􀆰 ０±１􀆰 ０） ｇ， 购自杭州医学

院， 动物许可证： ＳＣＸＫ （浙） ２０１９－０００２。 试验鼠饲

养于南京农业大学逸夫楼实验动物中心屏障环境动物

房， 使用许可证： ＳＹＸＫ （苏） ２０１７－０００７。 鸡胚成

纤维细胞 （ＤＦ－１） 由南京农业大学动物生物化学实

验室液氮罐保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

ｐＥＴ３２ａ 质粒、 ＲＮＡ 反转录试剂购自 ＴａＫａＲａ 公

司； 异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）、 ＤＨ５α 感

受态细胞、 ＢＬ２１ 感受态细胞购自南京寿德公司； 抗

体类包括羊抗兔 ＡＣＥ２ 单克隆抗体、 ＨＲＰ 标记的羊

抗兔 ＩｇＧ、 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ、 ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠

ＩｇＧ 均购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司； 质粒提取试剂盒购自康为

世纪生物公司； Ｔｒａｎｓ Ｓｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒｓｅ 购

自 ＴＲＡＮＳ 公司。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 公 布 的 鸭 ＡＣＥ２ 基 因 序 列

（ＭＫ８３６４２１）， 设计特异性引物， Ｆ： ５′－ＣＧＡＡＡＧＣＴＴ
ＡＴＧＴＴＧＧＣＴＣＡＣＧＴＣＴＴＧＣＴＴＣＴＣＴ － ３′； Ｒ： ５′ － ＴＧＧ⁃
ＧＡＴＣＣＣＴＡＡＡＡＴＧＡＴＧＴＴＴＧＴＧＴＣＴＣＧＴＣＡＧＡＴＡＧＴＴＡ －
３′， 送至南京擎科生物科技有限公司合成， 下划线处

分别为 ＢａｍＨⅠ、 ＨｉｎｄⅢ酶切位点。
１􀆰 ４　 原核表达重组质粒的构建与鉴定

取约 １００ ｍｇ 上述采集的鸭心脏、 肝脏等组织，
ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 测定 ＲＮＡ 的浓度和纯度后，
二步法反转录。 以 ｃＤＮＡ 为模板， 扩增鸭 ＡＣＥ２ 基

因。 扩增条件： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ２０ ｓ， ５９ ℃ ２０ ｓ，
７２ ℃ ７５ ｓ， ４０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 结束后取

扩增产物， 通过琼脂糖凝胶电泳鉴定。 聚合酶链式反

应 （ＰＣＲ） 产物经琼脂糖电泳后， 于紫外线下快速

切下目的条带 （鸭 ＡＣＥ２ 基因）， 用干净滤纸吸去电

泳液并称量重量。 参考 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒

说明书回收纯化目的基因。 取目的基因和 ｐＥＴ３２ａ 载

体进行 ＢａｍＨⅠ、 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切。 酶切产物按照目的

基因与 ｐＥＴ３２ａ 载体摩尔比 ３ ∶ １ 于 １６ ℃连接 １２ ｈ。
参考 ＤＨ５α 感受态细胞说明书， 将连接产物转入

ＤＨ５α 感受态细胞。 转化后细胞涂布于含氨苄的 ＬＢ
固体培养基 （ＬＢ Ａｇａｒ）， ３７ ℃培养 １２ ｈ。 挑取白色

单菌落并用无酶水稀释， 取 ２ μＬ 菌液进行 ＰＣＲ， 琼

脂糖凝胶电泳鉴定。 鉴定正确的菌液进行扩大培养，
提取质粒进行单、 双酶切验证。 验证正确后送至南京

擎科生物公司测序。
１􀆰 ５　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白的诱导表达及鉴定

参考 ＢＬ２１ 感受态细胞说明书， 将构建成功的鸭

ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 质粒转入 ＢＬ２１ 感受态细胞中。 转化后

细胞涂布于含氨苄的 ＬＢ 固体培养基， ３７ ℃ 培养

１２ ｈ。 挑取单菌落于 ３７ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ６ ｈ
后， 每隔 １ ｈ 测定菌液 ＯＤ６００ ｎｍ值， 直至菌液 ＯＤ６００ ｎｍ

值为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８。 进行 ＩＰＴＧ 诱导表达： 对 ＩＰＴＧ 诱导

时间 （０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 １４、 １６ ｈ） 和诱导

浓 度 （ 终 浓 度 为 １６、 ８、 ４、 ２、 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、
０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ） 进行筛选。 按照优化的 ＩＰＴＧ
诱导条件诱导表达后， 离心弃上清液， 溶解沉淀后超

声破碎细胞。 再次离心收集破碎液上清液和沉淀。 十

二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
对 ＡＣＥ２ 重组蛋白的表达形式进行鉴定。
１􀆰 ６　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白的纯化及鉴定

通过筛选与对比， 选用 ＫＣｌ 染色切胶法， 进行鸭

ＡＣＥ２ 重组蛋白纯化。 将获得的包涵体溶液进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ。 电泳结束后， 用 ０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液染色

１０ ｍｉｎ， 切下被染成银白色的目的条带并碾碎， ＰＢＳ
溶解， 离心取上清液， 上清液即为所制 ＡＣＥ２ 重组蛋

白。 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和蛋白质免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ， ＷＢ） 验证其纯度。
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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结束后， 凝胶分为 ２ 份： 一份用于考

马斯亮蓝染色， 一份进行 ＷＢ 试验， 湿转法， １００ Ｖ
转印 ９０ ｍｉｎ 至聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜。 脱脂奶粉

封闭， １ ∶ １ ０００ 倍稀释的羊抗兔 ＡＣＥ２ 单克隆抗体孵

育。 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗兔二抗 （ＨＲＰ 标记） 孵育，
加曝光液， 于全自动化学发光图像分析系统中显色，
并拍照观察。
１􀆰 ７　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白性质鉴定

１􀆰 ７􀆰 １　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白肽链组成及分子量的测定

通过未变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＰＡＧＥ） 和变

性 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 这 ２ 种方法确定该 ＡＣＥ２ 重组蛋白的肽

链组成。 ４％浓缩胶， 工作电压 １００ Ｖ， １０％分离胶工

作电压 １５０ Ｖ。 电泳结束后， 考马斯亮蓝染色，
３０ ｍｉｎ 后脱色液脱色至胶面背景透明无色。 观察电

泳条带是否存在亚基， 确定该鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白的肽

链组成。 然后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 半对数坐标法测定该

鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白分子量［５］。
具体步骤： 凝胶经考马斯亮蓝染色、 脱色后， 测

量每条标准蛋白电泳条带以及溴酚蓝前沿与分离胶前

沿之间的距离， 即迁移距离。 按照上述公式， 根据所

测迁移距离求得各条带的迁移率 （Ｒｆ）。 分别以标准

蛋白相对 Ｒｆ 和分子量对数为横、 纵坐标， 绘制出标

准曲线。 用同样的方法测得鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白的 Ｒｆ
值， 由此， 可从曲线或得出的参数方程中计算出鸭

ＡＣＥ２ 重组蛋白的分子量。
计算公式： ｌｇ （ＭＷ） ＝ ａ－ｂＸ，

式中， Ｘ 为迁移率 Ｒｆ。
Ｒｆ＝样品迁移距离 ／指示剂迁移距离。

１􀆰 ７􀆰 ２　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白等电点 （ｐＩ） 值的测定

参考纪晓霞［６］ 方法： 聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦

电泳 （ＩＥＦ－ＰＡＧＥ） 测定鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白 ｐＩ 值。 两

性电解质 ｐＨ 值范围为 ４ ～ １０， 凝胶浓度 １０％。 稳压

电泳， 起始电流 ２ ｍＡ ／管。 电泳结束后准确测量各胶

条的长度。 从阳极端每隔 ０􀆰 ５ ｃｍ 切下胶段， 分别放

至小烧杯中抽提。 结束后测定 ｐＨ 值， 以对应的 ｐＨ
值和凝胶长度为横、 纵坐标， 绘制出 ｐＨ 值曲线。 通

过所得曲线求出鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白等电点。
１􀆰 ８　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体的制备及鉴定

１􀆰 ８􀆰 １　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体的制备

适应饲养 ７ ｄ 后， 将 ４ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠随机

分为对照组和试验组。 小鼠称重后进行眼眶采血。 用

纯化的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白皮下多点免疫小鼠。 将 ２００
μｇ ／ ｍＬ ＡＣＥ２ 重组蛋白与弗氏完全佐剂 （ＦＣＡ） １ ∶ １
混合后， 超声制备成油包水乳液。 试验组每只小鼠

１ ｍＬ 乳化蛋白， 对照组为每只 １ ｍＬ 生理盐水， 于背

部皮下多点免疫。 每间隔 ２ 周免疫 １ 次， 除首免外，

后 ４ 次免疫使用弗氏不完全佐剂 （ＦＩＣＡ）。 经 ５ 次免

疫后， 使用毛细管采取每只小鼠眼眶血液， 获取小鼠

血清， －２０ ℃保存待用。
１􀆰 ８􀆰 ２　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体效价测定

使用间接酶联免疫吸附测定法 （ＥＬＩＳＡ） 法， 用

抗原包被液将鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白稀释为 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ６ 和 ３􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ， 每孔加入 １００ μＬ， 于

４ ℃包被 １２ ｈ。 洗涤后， 每孔加入 １００ μＬ 以 ２ 倍梯

度稀释 （１ ∶ ５０ ～ １ ∶ ８１９ ２００） 血清， ３７ ℃孵育 １ ｈ。
洗涤后加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗鼠二抗 （ＨＲＰ 标

记）。 弃二抗， ３， ３′， ５， ５′－四甲基联苯胺显色液

（ＴＭＢ） 显色液作用 １５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 终

止反应。 测定每孔 ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 并计算阳性血清 ＯＤ
值 （Ｐ） 和阴性血清 ＯＤ 值 （Ｎ） 之比。
１􀆰 ９　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体的鉴定

ＷＢ 法检测 ＡＣＥ２ 在鸭心脏、 肝脏、 脾脏、 肾

脏、 肺、 十二指肠、 空肠、 直肠等各个组织的表达，
其中一抗使用 １ ∶ １ ６００ 倍稀释的上一步制备的鼠抗

鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体， 二抗使用 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠

ＩｇＧ （１ ∶ ５ ０００ 稀释）， 其余步骤同 １􀆰 ６。 提取鸭、 白

羽肉鸡、 鹅、 大鼠、 断奶仔猪、 湖羊的肾组织蛋白溶

液。 通过 ＷＢ 法鉴定鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体特异

性， 电泳和转印等具体方法同 １􀆰 ６。
ＤＦ－１ 细胞培养于含 １０％胎牛血清的达尔伯克改

良 Ｅａｇｌｅ 培养基中 （ＤＭＥＭ）， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱

中贴壁培养。 细胞学定位采用免疫荧光方法进行， 参

照陈云雨等［７］方法。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 中国麻鸭 ＡＣＥ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增

如图 １ 所示， 在鸭心脏、 肝脏、 空肠和回肠组织

中均有单一条带， 且条带大小为 ２ ４３５ ｂｐ 左右， 与鸭

ＡＣＥ２ 基因大小一致。

Ｍ． ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ； １～４． 分别为心脏、 肝脏、 空肠、 回肠组织

样品。

图 １　 鸭 ＡＣＥ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增
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２􀆰 ２　 ｐＥＴ３２－ＡＣＥ２ 重组质粒的鉴定

ＰＣＲ 检测显示， １ ～ ８ 号阳性菌落扩增产物均为

２ ４３５ ｂｐ， 与 预 期 一 致 （ 图 ２Ａ ）。 酶 切 验 证 中，
ＢａｍＨ Ⅰ 单 酶 切 产 生 ８ ３００ ｂｐ 条 带， 与 载 体

（５ ８９６ ｂｐ） 和目的基因 （２ ４３５ ｂｐ） 总和相符； 双

酶切后出现 ５ ８９６ ｂｐ 和 ２ ４３５ ｂｐ 这 ２ 条带， 分别对应

载体和目的基因 （图 ２Ｂ）， 结果证实鸭 ｐＥＴ３２ａ －
ＡＣＥ２ 重组质粒构建成功。

Ａ． 菌液 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ， １～８ 为阳性菌落； Ｂ． 重组质粒酶切， Ｍ 为 ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 重组质粒 ＢａｍＨⅠ单酶

切， ２ 为 ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 重组质粒 ＢａｍＨⅠ、 ＨｉｎｄⅢ双酶切。

图 ２　 鸭 ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 重组载体的鉴定

２􀆰 ３　 ＩＰＴＧ 诱导时间和浓度的优化

如图 ３ 所示 ＩＰＴＧ 可诱导 ｐＥＴ３２ａ－ＡＣＥ２ 重组蛋

白表达， 且表达量随诱导时间延长而增加， 在 １２ ｈ

时达到最高； 同时， 蛋白表达量随 ＩＰＴＧ 浓度升高而

增加， ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时已接近最大。 最终优化条件为 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 １２ ｈ。

Ａ． ＩＰＴＧ 诱导表达时间的优化， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １～９ 为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 分别诱导表达重组蛋白 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 １４、 １６ ｈ；
Ｂ． ＩＰＴＧ 诱导表达浓度的优化， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ ， １～９ 为 ＩＰＴＧ 诱导表达浓度 ０、 ０􀆰 １２５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８、 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ３　 ＩＰＴＧ 诱导时间和浓度的优化情况

２􀆰 ４　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白表达形式的鉴定

如图 ４ 可见， 与未破碎菌液相比， 破碎后菌液中

ＡＣＥ２ 的含量更高， 且主要存在于破碎菌液沉淀中，
说明 ｐＥＴ－３２ａ－ＡＣＥ２ 质粒表达的 ＡＣＥ２ 重组蛋白主要

以包涵体形式存在。
２􀆰 ５　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白的纯化

选用 ＫＣｌ 染色法进行切胶纯化鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋

白。 由图 ５ 所示， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 ＷＢ 鉴定， 与

未纯化的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白相比， ＫＣｌ 切胶纯化法获

得了纯度较高的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白。

Ｍ． 标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ； １～４． 依次为破碎前菌液、 破碎后菌液、

破碎后菌液沉淀、 破碎后菌液上清液。

图 ４　 ＡＣＥ２ 重组蛋白表达形式的鉴定
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Ａ． ＫＣｌ 切胶回收纯化产物的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为诱导表达后超声破碎的 ｐＥＴ－３２ａ－ＡＣＥ２ 重组表达菌， ２ 为诱导表达

后未破碎的 ｐＥＴ－３２ａ－ＡＣＥ２ 重组表达菌， ３ 为 ＫＣｌ 切胶回收纯化后的 ＡＣＥ２ 重组蛋白， ４ 为 ＫＣｌ 切胶回收纯化后反复冻融的 ＡＣＥ２ 重组蛋白；
Ｂ． 切胶纯化产物的 ＷＢ， １ 为未纯化 ＡＣＥ２ 重组蛋白， ２～３ 为 ＫＣｌ 切胶回收纯化后的 ＡＣＥ２ 重组蛋白。

图 ５　 切胶纯化 ＡＣＥ２ 重组蛋白的鉴定

２􀆰 ６　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白部分性质的鉴定

由图 ６ 可知， 纯化的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白在非变性

和变性 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 中均呈单一条带， 表明其为单一

肽链结构， 与跨膜蛋白预测一致。 通过半对数坐标

法， 得出标准蛋白分子量标准曲线， 得出该鸭 ＡＣＥ２
重组蛋白的分子量＝ １０９􀆰 ８１ ｋＤａ≈１１０ ｋＤａ。 以 ｐＨ 值

为纵坐标， 凝胶长度为横坐标对应作出曲线， 得出该

鸭 ＡＣＥ２ 蛋白等电点 ｐＩ ＝ ５􀆰 ６１。

Ａ． 非变性 ＰＡＧＥ 分析纯化后鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １、 ２ 为纯化后鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白； Ｂ． ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析纯化后鸭

ＡＣＥ２ 重组蛋白， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １～４ 为纯化后鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白； Ｃ． 分子量半对数曲线； Ｄ． ｐＨ 值梯度标准曲线。

图 ６　 鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白部分性质的鉴定
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２􀆰 ７　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体效价的测定

由表 ２ 所示， ２ 只免疫小鼠的蛋白免疫抗体都呈

现阳性， 其 Ｐ ／ Ｎ 值皆大于 ２。 如图 ７ 所示， 阳性血清

的 ＯＤ４５０ ｎｍ值随着血清稀释倍数的增大总体呈下降趋

势， 阴性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值变化不显著。 当稀释倍数

达到 １ ∶ １２ ８００ 时， 阳性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值接近 １， 说

明此抗血清的效价为 １ ∶ １２ ８００。

表 ２　 抗体效价判定

项目 阳性 １ 号 阳性 ２ 号 阴性 １ 号 阴性 ２ 号

ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ８７６ ５ ０􀆰 ９３６ ０ ０􀆰 ０７１ ５ ０􀆰 ０７３ ５

Ｐ ／ Ｎ １２􀆰 ２５８ ７ １２􀆰 ７３４ ７ ／ ／

Ａ． １ 号鼠； Ｂ． ２ 号鼠。

图 ７　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体效价检测

２􀆰 ８　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体的鉴定

２􀆰 ８􀆰 １　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体 ＷＢ 鉴定

如图 ８ 所示， 该抗体能够特异性识别原核重组

ＡＣＥ２ 蛋白及鸭肝脏组织中的内源 ＡＣＥ２ 蛋白， 尽管

二者理论分子量存在差异， 但它们在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 中

均迁移至约 １１０ ｋＤａ 位置， 其迁移行为符合该类蛋白

常见的异常迁移特征。 进一步检测显示， 该抗体可识

别麻鸭、 白羽肉鸡和鹅肾脏组织中的 ＡＣＥ２， 但与大

鼠、 仔猪及湖羊肾脏组织中的 ＡＣＥ２ 反应相对较弱，
提示其具有一定的种属特异性。 组织分布分析发现，
ＡＣＥ２ 在麻鸭心脏、 肝脏、 脾脏、 肺脏、 肾脏及肠道

（十二指肠、 空肠、 直肠） 中皆有表达。

Ａ． 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体与纯化后的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白及鸭肝脏组织蛋白的特异性结合鉴定， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ＫＣｌ 切胶回

收纯化的鸭 ＡＣＥ２ 重组蛋白， ２ 为鸭肝脏组织 ＡＣＥ２ 蛋白； Ｂ． ＡＣＥ２ 多克隆抗体在不同物种中鉴定结果， Ｍ 为标准蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒ， １～６ 依次为麻

鸭、 鹅、 白羽肉鸡、 大鼠、 断奶仔猪和湖羊肾脏组织； Ｃ． 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体鉴定 ＡＣＥ２ 在麻鸭体内的分布表达， １ 为心脏， ２ 为肝脏， ３ 为

脾脏， ４ 为肺脏， ５ 为肾脏， ６ 为十二指肠， ７ 为空肠， ８ 为直肠。

图 ８　 ＡＣＥ２ 多克隆抗体特异性验证及组织分布

２􀆰 ８􀆰 ２　 鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体的免疫荧光鉴定

图 ９ 结果显示， 该鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体可以

检测出 ＡＣＥ２ 在 ＤＦ－１ 细胞中的表达 （绿色荧光），
并发现 ＡＣＥ２ 蛋白大多分布在细胞膜上。
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图 ９　 ＤＦ－１ 细胞中 ＡＣＥ２ 的分布表达 （２００×）

３　 讨论

自 ２０００ 年首次克隆了人 ＡＣＥ２ 全长 ｃＤＮＡ 并报

道了其序列以来， 小鼠等哺乳动物和啮齿等动物的

ＡＣＥ２ 基因相继被克隆。 对于禽类的研究相对滞后，
尤其缺乏对鸭等水禽 ＡＣＥ２ 基因的基础研究资料。 杨

国良等［８］ 首次在大肠杆菌中成功克隆表达具有良好

免疫原性的 ＡＣＥ２ 重组蛋白， 且证明丧失酶活性的

ＡＣＥ２ 仍保持 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ 的受体功能。 杨维维等［９］ 利

用大肠埃希氏菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 原核表达系统，
获得重组 ＡＣＥ２ 蛋白作为抗原免疫大鼠， 获得山羊

ＡＣＥ２ 多克隆抗体。 周潇等［１０］通过同种方法制备了猪

ＡＣＥ２ 的重组蛋白， 并使用该重组蛋白制备了特异性

较好的 ＡＣＥ２ 多克隆抗体。 本研究首次成功构建了鸭

重组原核表达体系， 获得了鸭源 ＡＣＥ２ 重组蛋白， 制

备获得了较高特异性的鼠抗鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体， 并

发现， 制备的鸭 ＡＣＥ２ 多克隆抗体可灵敏检测鸡、
鸭、 鹅组织中 ＡＣＥ２ 蛋白， 但对大鼠、 仔猪和湖羊组

织 ＡＣＥ２ 蛋白反应较弱。
ＡＣＥ２ 作为 ＲＡＳ 系统的关键因子以及冠状病毒进

入体内的受体， 对于其在不同组织中的分布以及含量

研究有助于了解其在不同动物的不同组织中的特殊功

能。 本研究采用免疫荧光技术， 利用制备的鼠抗鸭

ＡＣＥ２ 多克隆抗体证实 ＡＣＥ２ 主要分布在 ＤＦ－１ 细胞

的细胞膜上， 这一结果与哺乳动物中 ＡＣＥ２ 亚细胞分

布特征一致［１１－１２］。 进一步免疫印迹分析显示， 鸭

ＡＣＥ２ 在心脏、 肝脏、 脾脏、 肺脏、 肾脏、 肠道组织

内广泛分布， 其分布模式与人和鼠的 ＡＣＥ２ 相似［１３］。
作为 ＲＳＡ 系统的核心成员， ＡＣＥ２ 通过降解 ＡｎｇＩＩ 转
化为 Ａｎｇ１－７， 参与维持血压和体液平衡， 并发挥抗

炎及器官保护作用。 其在心脏、 肾脏、 肺等组织中广

泛表达， 进一步凸显了 ＡＣＥ２ 对全身稳态的调控功

能。 基于 ＡＣＥ２ 重要的生物学意义， 针对其特异性抗

体的开发成为研究 ＡＣＥ２ 的关键工具。 本研究成功构

建了中国麻鸭 ＡＣＥ２ 的原核表达系统， 获得了鸭

ＡＣＥ２ 重组蛋白及鸭源 ＡＣＥ２ 多克隆抗体。 证实 ＡＣＥ２

在鸭体内的广泛分布， 这也表明其可能在鸭体内扮演

着重要角色。 本研究结果为阐明 ＡＣＥ２ 在鸭体内的生

物学功能奠定了基础。
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