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摘� 要: 采用生物信息学方法对模式生物斑马鱼中的血管紧张素转换酶进行了系列预测分析。结果表明, 斑马

鱼中有两个 ACE基因, 它们所编码的蛋白分别由 1 324 和 785 个氨基酸组成, 其中 1 个是酸性蛋白, 在水中不

稳定, 没有信号肽, 属线粒体跨膜蛋白; 另一个为酸性水溶性稳定蛋白, 有信号肽。它们均含保守的 Pfam Pep�

tidase _ M 2 结构域, 属于 M 2 家族蛋白。通过 ESTs 搜索发现这两个基因在斑马鱼不同组织和不同发育期的表达

情况存在较大的差异。同源性比对和系统发育分析表明, 斑马鱼 ACE 蛋白与低等脊椎动物 (红原鸡、热带爪蟾

等)、高等脊椎动物 (人、鼠等) 的同源性较高, 达 60%以上, 说明 ACE 蛋白在系统演化上比较保守。
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Abstract: Angiotensin converting enzyme ( ACE) in Danio r er io w as predicted and analyzed by using bio informat ic

tools. The r esults showed that there w ere two ACE genes, i. e. , w u� fb81h03 and danio � ace2, encoding 1324 and

782 amino acids, r espectively, in Danio r er io genome. W u� fb81h03 is an acidic, water�soluble, unst able mito�

chondr ia tr ans�membrane protein containing no signal peptide. On the other hand, danio � ace2 is an acidic, water�

so luble, stable and conta ins a signal pept ide. Both of them include a conserved domain, Pfam Peptidase _ M 2, indi�

cating that they belong t o M 2 fam ily proteins. Through t he analy sis of ESTs, these 2 genes w ere found to express

differ ent ially in differ ent tissues and gr ow th st ages. H omo logy BLAST and phylo genetic analy sis indicated that D.

rer io ACE was clo se to ACEs from low er vert ebr ates ( e. g. , Gal lus g allus and X enopus ( Sil urana) tr op icalis) and

higher v ertebrates ( e. g . , human and mouse) . T he homolog ical percentag e w as mo re than 60% , suggesting t hat the

ACE was conserv ed through the evolut ion process.
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� � 血管紧张素转换酶 ( Angiotensin conver ting

enzyme, A CE) , 最早是 Skeggs于 1954年从马的

血液中发现的, 又称肽酰基二肽水解酶。之后,

Soubf ier 等[ 1] 、H uber t等 [ 2] 先后在 1988年、1991

年成功地克隆了人的 ACE 基因
[ 3]
。ACE 是肾素-

血管紧张素系统 ( Renial Angiotensin Sy stem,

RAS) 的重要组成部分, 是一种与细胞膜结合的含

锌金属蛋白酶, 结构类似于蛋白羧化酶 A, 对血

压、电解质和体液平衡、心血管系统发育和结构重

塑起重要调节作用[ 4] 。研究表明, 几乎所有哺乳动

物的组织和体液中均有 A CE 存在。人 ACE 基因

位于染色体 17q23 上, 长 23 kb, 可编码 1 306个

氨基酸
[ 5]

, 含有 2个同源结构域, 在羧基端有一疏

水区, 可能是 ACE 与细胞膜结合的部位。由于

ACE基因多态性与多种心脑血管疾病的发生发展

密切相关
[ 6]

, 因此 ACE 已成为筛选降压药物的靶

点, 筛选出来的 ACE 抑制剂类药物已成为常见的

临床应用中的降压药物。2000年 Donoghue 等[ 7- 8]

首先发现 ACE 的同系物, 命名为 ACE2。ACE2

与人 ACE 具有同源性, 其两个活性中心与 ACE

分别具有 42%和 61%的相似性, 但在生理功能上

却有所不同[ 9- 10] 。此后, 在其他物种如兔、小鼠、
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大鼠、鸡、牛、黑猩猩、果蝇等中均发现了 A CE

- 1ike蛋白酶, 且具有较高的同源性, 均为含锌的

蛋白, ACE和这些同源物组成了 M 2糖锌家族 [ 11]。

斑马鱼( Danio rerio )起源于印度,是一种小型的

热带鱼类,基因组含有约 30 000个基因,与人的基因

数目相当, 且基因型与人类非常类似, 相似度达到

87% ,许多基因与人体存在着一一对应的关系[ 12]。

随着分子生物学的发展及科学家对斑马鱼的重视,斑

马鱼已经成为一种重要的研究动物及人类发育或疾

病的低等的模式脊椎动物,可以作为目的基因在脊椎

动物中的表达和功能研究的重要材料。

本文利用生物信息学的方法, 分析模式生物斑

马鱼中 ACE 的序列, 预测其结构、功能及其系统

演化关系, 有助于研究人员对于该蛋白及类似蛋白

性质的了解, 对进一步利用生物化学和分子生物学

手段研究 ACE的理化性质和分子生物学性质具有

一定的理论指导作用。

1 � 材料与方法

1� 1 � 斑马鱼 ACE 基因序列的搜索及其理化特性

预测

从美国国家生物技术信息中心 ( Nat ional Cen�
ter for Biotechnolog y Infor mation, NCBI) 的 Gen�
Bank 中检索获得到人 ACE 基因的核酸序列及蛋白

质序列。将搜索到的序列在斑马鱼基因组中

BLAST 比对, 查找分析斑马鱼中人类 ACE 基因

的同源序列。

利用 Expert Protein Analysis System ( Ex�
PASy) Proteomics tools 分析预测斑马鱼 ACE 基

因编码蛋白质氨基酸的相对分子质量、等电点、在

溶液中的稳定性以及疏水性等理化性质[ 13] 。应用

TargetP 1� 1 Serve对其亚细胞定位进行预测。

1� 2 � 斑马鱼 A CE 蛋白质信号肽、功能域与基序

分析预测

利用 SignalP 软件 [ 14]对斑马鱼 ACE 蛋白信号

肽及跨膜螺旋区进行预测; 通过 Pfam、SMART

软件
[ 15]
和 Scansite软件分析预测斑马鱼 ACE 蛋白

的保守结构功能域。将斑马鱼 ACE 多肽序列提交

Scan Prosite数据库, 对一级结构中糖基化、脂酰

化、磷酸化、硫酸化、GPI锚着位点等修饰位点和

模序[ 16]进行预测分析。

1� 3 � 斑马鱼 A CE 蛋白的表达特点分析

利用斑马鱼数据库和 NCBI 已有的蛋白序列以

及分析工具, 通过对 EST 表达数目的分析, 汇总

表达的 EST 数目, 得出斑马鱼 ACE 蛋白在不同组

织和发育阶段的表达特点。

1� 4 � 斑马鱼 A CE 蛋白质的空间结构预测

利用 SWISS - M ODEL 工具向蛋白质立体结

构数据库 PDB ( Pr otein Data Bank) 提交 ACE 蛋

白多肽序列获得同源模建的模板, 以 Sw iss- Pdb�
View 软件评估修正模拟蛋白的空间构象[ 17]。

1� 5 � 不同物种 ACE基因进化关系的分析

用 NCBI网站中的 BLAST 程序对斑马鱼 ACE

氨基酸序列进行同源性比对获得相似性、一致性较

高的不同物种的 A CE 氨基酸序列。然后应用生物

学软件 DNAStar 程序中 MegA lign 工具, 将这些

物种的 ACE 氨基酸序列进行 �多序列� 的同源性
比对, 绘制分子进化树, 进行系统演化关系分析。

2 � 结果与分析

2� 1 � 斑马鱼 ACE 基因序列的获得, 蛋白序列组

成及理化特性预测

通过 NCBI数据库检索,查找人 ACE基因的核

酸序列及蛋白质序列, 得到人 ACE 基因的核酸登

录号为 N M _000789,蛋白质登录号为 NP_000780。

然后将序列在斑马鱼基因组中 BLAST 比对, 获得

斑马鱼中与人 ACE 基因同源的序列,有 2个基因,

分别为� w u� fb81h03�和� Angiotensin I convert ing

enzyme ( pept idyl�dipept idase A ) 2 ( danio �

ace2) �,分别位于斑马鱼第 12 条和第 11条染色体

上, NCBI 登录号分别为 XP _ 694336 和 NP _

001007298, 分别编码 1 324个氨基酸序列和 785个

氨基酸序列; 其中 w u � fb81h03有 19 个外显子编

码,而 danio �ace2有 14个外显子编码(图 1)。

图 1� 斑马鱼 ACE 基因结构图

Fig� 1 � Structure of D. rerio ACE gene
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� � 分别对斑马鱼 ACE 基因编码的氨基酸理化性

质进行预测, 结果见表 1。预测 w u � fb81h03蛋白

等电点为 5� 72, 酸性不稳定蛋白; danio � ace2 等

电点为5� 09, 酸性稳定蛋白。根据 Kyte和 Doo lit�
t le 的方法

[ 18]
, 对斑马鱼 w u � fb81h03和 danio �

ace2的疏水/亲水性进行了分析, 结果显示, 疏水

性平均值 ( aver age hydrophobicity ) 分别为 -

0� 467和- 0� 435, 根据 GRAV Y 值的范围在 2 与

- 2之间, 正值表明此蛋白为疏水蛋白, 负值表明

为亲水蛋白, 因此属于水溶性蛋白。应用 T argetP

对它们的亚细胞定位进行预测和分析发现, 斑马鱼

的 ACE蛋白 � w u � fb81h03� 定位于线粒体的可

能性最大, 为 84� 2% , 预测的可靠度等级为 3, 而

danio � ace2定位于信号肽的可能性为 94� 9% , 其

可靠度等级为 1 (表 1)。

2� 2 � 斑马鱼 A CE 蛋白质信号肽、功能域与基序

分析

利用 SignalP 3� 0 程序中神经网络模型 ( NN )

和隐马科夫模型( H M M) ,对斑马鱼 ACE多肽序列

中的信号肽进行分析, 结果显示斑马鱼 w u �
fb81h03蛋白中不含信号肽, 不属于分泌蛋白, 但在

N端有一小段跨膜螺旋结构, 因此该蛋白可能是跨

膜蛋白;而预测 danio � ace2为信号肽, 其剪切位点

位于氨基酸 17~ 18处的可能性为 57� 6%。

以 Pfam、SM ART 软件和 Scansite软件对斑马

鱼和人 ACE 蛋白保守结构功能域进行分析, 结果

如图 2和表 2。斑马鱼 w u � fb81h03和人 ACE 蛋

白都含有 2 个 Pfam Pept idase _ M2 结构域, 而

danio � ace2 蛋白结构较为简单, 只含 1 个 Pfam

Pept idase_M2(图 2)。每个 M2结构域均有 2个活

性位点, 因此推测 M 2结构域是 ACE 蛋白最保守的

结构域,是所有生物中的 ACE 蛋白所共有的,斑马

鱼的 ACE 与人类及其他物种的 ACE 组成了 M2蛋

白家族。同时, 这 3个蛋白都含有 H EXXH 结构,

属于含锌金属蛋白酶。此外, 斑马鱼 w u � fb81h03

蛋白结构较复杂, 还含有 Vac Fusion、ASH A1、

DU F2216和 DU F2133序列(表 2) , 与人 ACE的结

构较为相近。因此, 采用 Scan Prosite 数据库对

w u � fb81h03蛋白进行基序分析,预测其可能含有

7类基序模式: 即 1 个氨基化合位点, 1 个 cAMP-

和 cGM P 依赖型蛋白激酶磷酸化位点, 10个 N - 糖

基化位点, 21个蛋白激酶 C 磷酸化位点, 29个酪蛋

白激酶 II磷酸化位点, 4 个酪氨酸激酶磷酸化位点

和 6个 N- 肉豆蔻酰位点。

表 1 � 斑马鱼 ACE 蛋白质的特性

Table 1� Properties of D. rerio ACE protein

基因 分子量 分子式 等电点 酸碱性 稳定性 水溶性 亚细胞定位

w u� fb 81h03 152 782� 7 C6921H 10499 N 1799O 2005S56 5� 72 酸性 不稳定 水溶性 线粒体

danio � ace2 90 862� 2 C4075H 6209N 1063 O1208 S45 5� 09 酸性 稳定 水溶性 信号肽

图 2� 斑马鱼中 ACE 蛋白保守功能域示意图

Fig� 2 � A diagram of the conserved functional domains of D. rerio ACE

2� 3 � 斑马鱼 ACE蛋白的 EST 表达分析

对斑马鱼 ACE蛋白进行 EST 搜索, 发现斑马

鱼的两个 ACE 蛋白所对应的 EST 数目分别为 27

和 44条 (表 3) , 且它们的表达情况有较大差异。

danio � ace2 蛋白只在肠组织和肺组织中有表达,

且在肠组织中表达量较高; 而 w u � fb81h03 蛋白

在眼睛、鳃和心脏中表达, 在心脏中的表达量最

高。它们在斑马鱼的不同发育时期表达情况也不
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同。danio � ace2 蛋白只在成熟鱼中有表达, 而

w u� fb81h03蛋白可在孵化期和成熟期表达, 且在

孵化期的表达量更高 (表 3, 表 4)。基于以上分

析, 斑马鱼两个 ACE 基因 EST s 的表达情况表现

出了不同的分布模式, 这表明它们虽然结构相似,

但功能不同, 它们不是共调控的。

2� 4 � 斑马鱼 ACE蛋白的空间结构预测结果

将w u � fb81h03 的氨基酸序列提交 SWISS -

MODEL 建模服务器, 得到 2个合适的模板( 2c6fB和

2oc2A) ,序列一致性分别为 67�049%和65�925%;提交

danio � ace2 的氨基酸序列得到 1 个合适的模板

(1r42A) ,序列一致性为 100%。分别以2c6fB和 1r42A

为模板进行模建,得到预测并修正后的模型(图 3)。

� � 通过 PDB 查出模板 2c6fB [ 19] , 为人的体细胞

ACE结构。从模拟结构图 3的 a 和 b 可以看出,

w u � fb81h 蛋白的空间结构与人 ACE 十分相似,

被分成 2个 �亚结构域� ( I和 II如图 3的 a 和 b) ,

主要由 �- 螺旋和4个�- 折叠组成, 其中 2个�-

结构很接近活性位点, 具有 H EXXH 锌结合区域,

其空间位置类似 (箭头部分)。同样地, 1r42A 模

板[ 2 0]为人的 ACE2结构, danio � ace2 与其序列的

一致性为 100%, 因此其结构几乎是一致的 (图 3

的 c 和 d) , 也可分为 I 和 II 两个部分, 具有

H EXXH 锌结合结构域 (箭头部分)。因此可以推

测, 斑马鱼和人血管紧张素转换酶的序列与三维空

间结构的相似性, 可能暗示着功能上的保守性。

表 2 � 斑马鱼中 ACE 蛋白结构功能域

Table 2� Structure and functional domains of D. rerio ACE

wu � fb81h 03 danio � ace2 H uman ACE

结构域 活性位点 结构域 活性位点 结构域 活性位点

Pept idas e M2

( 60- 658)

E419

H548

Pept idase M2

( 10- 613)

E 374

H504

Pept idase M2

( 31- 630)

E391

H 520

Pept idas e M2

( 662- 1256)

E1017

H 1146

Pept idase M2

( 634- 1228)

E989

H 1118

Vac Fusion

ASH A1

DU F2216

DU F2133

DU F2133

YcgL

SPOC

DUF2569

DUF2335

H upF H ypC

ZINC_PROT EASE

( T VHH EMGH VQ)

( 1013- 1022)

ZINC_PROT EASE

( T VH HEM GH NQ)

( 370- 379)

ZINC_PROTE ASE

T VHH EMGH IQ ( 387- 396)

VAH HEM GH IQ ( 985- 994)

表 3 � 斑马鱼 ACE基因在不同组织中的 EST 表达情况分析

Table 3 � EST expression prof iles of D. rerio ACE in different living organisms

组 � 织
w u� fb81h 03( EST 数目: 27) danio � ace2( E ST 数目: 44)

T PM T PM 点的强度 基因 ES T/总 ES T 池 T PM TPM 点的强度 基因E ST/总 ES T 池

骨 0 0/ 7709 0 0/7709

脑 0 0/ 90587 0 0/ 90587

眼镜 16 1/ 61310 0 0/ 61310

鳍 0 0/ 34034 0 0/ 34034

鳃 150 2/ 13281 0 0/ 13281

心脏 222 7/ 31491 0 0/ 31491

小肠 0 0/ 4162 1922 8/4162

肾脏 0 0/ 51710 0 0/ 51710

肝脏 0 0/ 17232 58 1/ 17232

淋巴系统 0 0/ 1206 0 0/1206

肌肉 0 0/ 122039 0 0/ 122039

嗅觉 0 0/ 35542 0 0/ 35542

生殖系统 0 0/ 182835 0 0/ 182835

皮肤 0 0/ 9424 0 0/9424

� 注: T PM 为每百万转录本。
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表 4� 斑马鱼 ACE 基因在不同生长时期的 EST 表达情况

Table 4� Homology analysis of ACEs from dif ferent growth stages

组 � 织
w u� fb81h 03( EST 数目: 27) danio � ace2( E ST 数目: 44)

T PM T PM 点的强度 基因 ES T/总 ES T 池 T PM TPM 点的强度 基因E ST/总 ES T 池

卵 0 0/ 3866 0 0/3866

胚囊 0 0/ 7290 0 0/7290

分裂期 0 0/ 11216 0 0/ 11216

胚胎发育 0 0/ 25411 0 0/ 25411

孵化 156 7/ 44611 0 0/ 44611

幼虫 0 0/ 20172 0 0/ 20172

少年 0 0/ 7592 0 0/7592

成人 20 13/ 629186 38 24/ 629186

� 注: T PM 为每百万转录本。

注: � a: 2c6fB, b: w u� fb81h, c: 1r42A, d: danio � ace2; � w u� fb81h03以 2c6fB. pdb ( 人) 为模板 src ; dan io � ace2 以

1r42A. pdb (人) 为模板; � 空间构象被分为两个亚部分�和� ; �箭头所示为锌指活性位点。

图 3� 斑马鱼 ACE w u� fb81h03 与 danio� ace2的空间构象模拟

Fig� 3� Modeling of three�dimensional structure of D. rerio wu� fb81h03 and dimio� ace2

2� 5 � 不同生物 ACE 基因进化关系的分析

将斑马鱼 w u � fb81h03的序列在 GenBank 数

据库中 BLAST
[ 21]
同源搜索, 根据生物进化阶元选

择 10个有代表性物种, 如斑马鱼 ( Danio r er io )、

人 ( H umo sap iens )、黑青斑河豚 ( Tetr aodon ni�
grov ir idi s )、低等脊椎动物原鸡 ( Gallus gal lus )、
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家兔 ( Or y ctolag us cuniculus )、热带爪蟾 ( X eno�
pus ( S ilur ana) tr op ical i s)、哺乳类动物小家鼠

(Mus musculus )、褐家鼠 ( Rat tus nor vegicus )、

光棘球海胆 ( Strongy locent rotus pur pur atus )、无

类囊体蓝藻 ( Gloeobacter violaceus ) 的血管紧张

素转换酶氨基酸序列。结果发现斑马鱼 ( Danio

rerio)、人 ( H umo sap iens )、低等脊椎动物原鸡

( Gallus gal lus )、哺乳类动物小家鼠 (Mus muscu�
lus) 和褐家鼠 ( Rattus nor vegicus ) 均含有 A CE

和 ACE2, 其余物种只含有 1 个 ACE。`w u �

fb81h03 序列与所比对生物的 ACE 一致性高达

41% ~ 73% (表 5) , 说明它们同源性高。从绘制

的分子进化树 (图 4) 可以看出, w u � fb81h03 与

黑青斑河豚的 ACE 进化距离最近, 与低等脊椎动

物原鸡和热带爪蟾的 ACE 也有较近的进化距离,

共同构成一个分支; 人与家兔的 A CE 进化距离很

近, 并与鼠类 ACE 构成一分支; 无脊椎动物棘皮

动物门的光棘球海胆和藻类植物无类囊体蓝藻

ACE 与人、斑马鱼等脊椎动物的进化距离比较远,

这与不同进化阶元的物种间的进化距离与种系演化

进程相符, 也可以说明从分子水平上绘制系统基本

上代表了它们在经典分类上的地位。此外, 在人、

斑马鱼、低等脊椎动物原鸡、哺乳类动物小家鼠和

褐家鼠中, 人和斑马鱼 ACE2 距离较近, 与鼠类

ACE2不远, 与低等脊椎动物原鸡 ACE2较远, 但

是都属于 ACE 的旁系同源物 ( paralogs) , 因此与

其他直系同源物 ( ortho logs) 距离较远。

表 5 � ACE 基因的同源性分析

Table 5 � Homology analysis of ACE from different species of

living organisms

物种名称 基因登录号
序列一致性

( % )

斑马鱼 D� r erio w u� fb81h03 XP_694336 100� 00

斑马鱼 D� r erio ace2 NP_001007298� 1 43� 00

现代人 H� sap i ens NP_000780�1 65� 18

现代人 H� sap i ens ace2 AAT45083� 1 41� 00

家兔 O cuniculus NP_001075864� 1 64� 51

热带爪蟾 X� tr op ic ali s NP_001116882� 1 72� 09

小家鼠 M� mu sculus NP_997507�1 63� 99

小家鼠 M� mu sculus ace2 NP_081562 44� 00

褐家鼠 R� nor v eg icu s NP_036676�1 64� 02

褐家鼠 R� nor v eg icu s ace2 NP_001012006 44� 00

低等脊椎动物原鸡 G� gal lu s XP_418074� 2 73� 22

低等脊椎动物原鸡 G� gal lu s ace2 XP_416822 41� 00

黑青斑河豚 T� nigr ov i ridi s CAG04404 78� 00

光棘球海胆 S� p urp ur atus XP_001183730� 1 45� 73

无类囊体蓝藻 G� violac eus NP_926089 48� 00

图 4 � 不同物种 ACE 与 ACE2 蛋白的系统发育树

Fig� 4 � Phylogenetic relationship of ACE and ACE2 from dif�

ferent species

3 � 讨 � 论

随着一批批模式生物基因组测序工作的陆续完

成, 鱼类分子生物学也取得了诸多进展[ 12]。当前,

如何利用越来越丰富的基因组信息资源, 揭示基因

在不同物种间的遗传与进化规律、探索基因的生物

学功能以及发现、鉴定新功能基因, 已成为分子生

物学研究的一个热点。生物可能是从共同祖先演化

而来的, 在进化上对生命活动起着重要作用的基因

是保守的, 表现出其结构和功能在不同生物中依然

有一定的相似或同源性。因此, 可以采用比较容易

研究的生物作为模型来研究基因的结构及其生物学

功能, 然后将获得的信息应用于研究其他比较难以

研究的生物基因的功能。

目前, 斑马鱼和非洲爪蟾是最常用的两种模式

低等脊椎动物。斑马鱼的基因数目及基因型与人类

很接近, 因此本文应用生物信息学的方法首次分析

斑马鱼 ACE 核酸与氨基酸序列, 对编码蛋白的理

化性质、空间结构及系统演化关系等进行全面系统

的生物信息学预测。通过分析发现斑马鱼 ACE 属

于 Pfam Pept idase _ M 2 家族, 而 M2 家族蛋白是

一种具 H H EXXH 锌结合体的锌金属蛋白催化酶,

通常含有约 600 个氨基酸氨肽酶结构域的连续重

复, 具有催化水解十肽血管紧张素 I 转化成八肽血

管紧张素 II 的活性
[ 23- 24]

。斑马鱼的 ACE 蛋白是

否具有此活性还有待于进一步的研究。斑马鱼的

ACE蛋白中还含有 10个糖基化位点等其他个磷酸

化位点, 这与已报道的 A CE 及其同源物构成 M2

糖锌家族相印证[ 11] 。

利用 MegA lign软件对处于不同进化阶元的 10

个典型物种 ACE蛋白序列进行比对和进化关系分

析可以看出, 不同进化阶元物种的 ACE 和 ACE2

氨基酸序列保守性较强。斑马鱼与红原鸡、热带爪
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蟾等低等脊椎动物起源于一个共同的进化分支节

点, 人、鼠和兔等高等脊椎动物起源于另一分支,

与无脊椎动物和藻类植物的距离甚远, 而且其进化

距离符合脊椎动物的种系进化次序。由此可见, 斑

马鱼的 ACE 在物种进化过程中根据保守性原则遵

循了进化秩序, 既包含了决定其基本结构和功能的

高度保守的氨基酸, 也体现了与种系进化相一致的

变异性。
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生物学院生物信息学教授张子丁博士, 山东省农业
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