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黄鳝雌激素受体α基因的克隆、抗体制备及初步分析
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摘要 对雌激素受体α基因的氨基酸序列进行抗原性分析,筛选合适的基因片段进行克隆,经RT-PCR扩

增得到大小为945bp的片段,经测序鉴定后,将该片段定向亚克隆于pMAL-c2x表达载体中,转化至TB1感受

态细胞中进行诱导表达。经1mmol/LIPTG诱导4h观察到有新的重组蛋白获得了表达,采用SDS-PAGE和

Westernblot试验进行检测,结果表明表达的重组蛋白的分子质量约为78.1ku,表达产物占菌体总蛋白的

42.3%,且具有免疫学活性。进一步纯化和蛋白酶切后,得到单一的雌激素受体α蛋白。以该蛋白免疫小鼠制

备抗体,在免疫第7周时达到最大滴度1.158±0.232。将制备的多克隆抗体进行黄鳝性腺免疫组化分析,结果

表明其能特异性地与卵巢中的激素受体α反应,在细胞膜上形成褐色沉淀。
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  黄鳝(Monopterusalbus),主要生活在亚洲地

区,目前中国只有1种,具有较高的营养价值。自从

20世纪70年代开始人工养殖以来,野生黄鳝苗种

便被大量捕捉,同时环境污染等造成黄鳝野生资源

日渐减少,养殖苗种严重短缺。黄鳝发育周期中性

逆转的现象是刘建康等[1]首先发现的,而后肖亚梅

等[2-3]详细研究了黄鳝性腺发生与分化的过程,从而

表明黄鳝开始发育时为雌性,性成熟产卵后,雄性生

殖细胞开始发育,形成间性阶段,逐渐发育成雄性黄

鳝。黄鳝性别决定基因或在基因水平上调控黄鳝性

逆转一直都是研究者们关注的热点,而性别决定又

是一个涉及多基因不同时空的复杂调控过程。
性类固醇激素(sexsteroidhormone)是维持生

命、调节性腺发育,对脊椎动物各项功能具有调节作

用的重要激素。动物体内内源性类固醇激素主要有

雄激素、雌激素和孕激素3种,它们的生理功能主要

都是通过雌激素受体(estrogenreceptor,ER)来实

现的[4],ER与雌激素特异性地结合后介导雌激素

应答元件 (estrogenrespondelements,EREs)调节

基因的转录。硬骨鱼类的ER种类和生理功能等似

乎比高等脊椎动物更为复杂。首个鱼类ERα是由

Pakdel等[5]从虹鳟(Oncorhynchusmykiss)脑中分

离得到的,迄今为止,已有10余种鱼类的ER研究

报道,但尚没有黄鳝雌激素受体的相关报道。本文

通过RT-PCR的方法从性腺等组织中克隆到黄鳝

ERα部分保守序列,经原核表达、免疫小鼠等制备

抗血清,获得了黄鳝ERα特异性抗体,并对雌激素

受体在黄鳝性腺上的表达进行初步免疫组织化学定

位,以期为黄鳝性别发展及调控机制的研究奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料、试剂及仪器

试验黄鳝购自无锡中桥菜市场,解剖采集性腺

作为试验材料。ICR试验鼠由浙江大学实验动物中

心提供。

Reverse Transcriptase、Taqpolymerase、T4
DNALigase、PCR产物回收试剂盒、限制性内切

酶、RNA提取试剂盒等购自大连宝生物公司,聚丙

烯酰胺、RNase抑制剂等购自碧云天生物公司,
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Amylose-sepharose柱、FactorXa、抗麦芽糖结合蛋

白(MBP)单克隆抗体由NewEnglandBiolabs(Bei-
jing)LTD 提供。Freund’sAdjuvantComplete、

ELISA板等均购自上海生工有限公司。测序用T
载体购自大连TAKARA公司,pMAL-c2x质粒、细
菌TB1和感受态细胞JM109由实验室冻存。

梯度PCR仪购自Eppendorf公司,凝胶成像系

统购自柯达公司,序列测序工作由上海博尚生物工

程公司完成。酶标仪购自BIORAD公司。
1.2 引物合成与 PCR 扩增

采用Primer5.0软件设计引物:
引物1:5′-gactacatgtgccctgctacaaaycartgyac-3′
引物2:5′-catgctgtacaggtgctccatnccytt-3′
反转录引物为上海生工生物工程公司的oligo

dT引物。
采用试剂盒提取黄鳝性腺组织总RNA,以之为

模板进行反转录,以反转录合成的cDNA为模板进

行PCR反应,反应程序为:94℃,5min;94℃45s,

59℃45s,72℃1.2min,共进行30个循环,最后

72℃10min。
1.3 PCR 产物的克隆与鉴定

获得的PCR液经0.8%琼脂糖凝胶电泳进行

紫外观察,根据片段大小切胶回收纯化符合预期大

小的PCR产物片段,将PCR纯化产物与pMD18-
T-vetor连接,将重组产物命名为pMD18-T-ERα,
并转化到大肠杆菌JM109的感受态细胞中,用质粒

提取试剂盒提取质粒,对提取的质粒用 EcoRⅠ、

HindⅢ进行双酶切挑选鉴定,并通过测序公司进行

DNA测序验证插入的序列及读码框的正解性。
1.4 原核表达质粒的构建

利用限制性内切酶EcoRⅠ、HindⅢ37℃双酶

切pMD-18T-ERα质粒,电泳回收ERα基因片段,
同时利用相同内切酶酶切原核表达质粒pMAL-
c2x,电泳 回 收 线 性 化 pMAL-c2x质 粒,按 照 T4
DNA连接酶的说明书构建表达质粒pMAL-ERα,
转化JM109感受菌中,随机挑选5~10个质粒同上

进行双酶切和测序验证。
1.5 ERα基因的诱导表达

将阳性表达质粒pMAL-ERα转化感受态大肠

杆菌TB1后在含氨苄青霉素(100μg/mL)的2×
LB培养基中37℃振荡培养18h。第2天取预培养

菌液按1∶100接种LB培养基,37℃继续培养2~
3h至吸光度值D600为0.6左右,加入IPTG溶液,

至终浓度达到0.3或1.0mmol/L,继续培养4h,
收集菌液5000r/min,5min,4℃离心收集菌体。
采用PBS洗涤菌体2遍后加入PBS重新混匀细胞,
加入等体积的2×SDS凝胶加样缓冲液,100℃裂解

5min,使 细 菌 彻 底 裂 解。裂 解 产 物 进 行 SDS-
PAGE凝胶电泳,最后采用CommassieBlueStai-
ningKit显色。
1.6 超声波裂解菌体

将1×PBS悬浮的菌体分装到指形管中,置于

冰浴中,进行超声波裂解,然后4℃离心(先600~
800r/min,5min,再1200r/min,10min)收集菌

体。最后用1×PBS再次悬浮菌体。取少量裂解产

物SDS-PAGE电泳鉴定,剩余的裂解产物用于下一

步纯化。
1.7 表达产物的初步纯化、复性

将超声波破碎之后收集到的菌体按10g/mL
将沉淀悬浮于缓冲液(50mmol/LTris-HCl;50
mmol/LNaCl;1mmol/LEDTA;0.1%TritonX-
100;100mmol/Lβ-ME;2mol/Lurea,pH8.0)中
进行漂洗,离心(12000r/min、4℃、15min)收集沉

淀,漂洗3遍后,将沉淀再悬浮于20mmol/LTris-
HCl(pH8.0)缓冲液中漂洗1次,离心收集。
1.8 ERα重组蛋白的制备及蛋白酶切

同本文“1.5”中方法制备表达菌液,菌液中加入

溶菌酶裂解菌体,溶菌酶质量浓度为1mg/mL,冰
水浴中反应30min,再加入DNA酶和RNA酶,终
质量浓度均为5μg/mL,4℃反应15min,最后

9000r/min离心30min,吸取上清备用,上清中含

有表达的ERα重组蛋白。
将上清加入平衡好的GSTrapFFcolumn亲和

柱,平衡缓冲液为1×PBS(见试剂说明书),使重组

蛋白与柱介质充分结合后,缓慢加入洗脱液洗脱重

组蛋白,取少量洗脱液进行SDS-PAGE电泳检测。
加入FactorXa到纯化好的重组蛋白中至终质

量浓度为200μg/mL,室温反应4h,进行去除BMP
蛋白实验,采用过Amylose-sepharose亲和柱,用平

衡缓冲液洗脱即获得ERα前体蛋白。同样作SDS-
PAGE电泳检测。
1.9 表达产物抗体的制备

取约20μg重组蛋白与等量的弗氏佐剂乳化

后,取200μL腹腔免疫6只ICR试验鼠,空白组采

用生理盐水作为对照组,每隔1周加强免疫1次,从
首免1周后开始采血。采集的血样放置于4℃冰箱
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中,吸取抗血清备用。抗血清置于-70℃冰箱中

备用。
用直接ELISA测定抗体的效价,首先用包被液

稀释ERα蛋白至终质量浓度为5ng/μL,每孔加50

μL,同时另设2孔加50μL包被缓冲液设立空白对

照孔,放置4℃包被24h。采用PBST(含0.1%
Tween20的PBS)洗涤3次,每次5min。然后200

μL/孔封闭液封闭,4℃封闭24h。同上洗涤后,按

1∶100、1∶200倍比稀释抗血清,每孔加入100μL
ERα蛋白抗血清稀释液,阴性孔加入1∶200稀释

的阴性血清,空白孔加入PBS。37℃孵育2h,抗体

与抗原反应,同上洗板3次后,加入酶标二抗,37℃
孵育2h。加入显色液、4μL30% H2O2,37℃,显
色10min后,加入终止液终止反应。酶标仪上检测

490nm波长下吸光值。
1.10 免疫组化分析

采用SuperPicTureTM 法(DAB棕色反应法)
进行免疫细胞化学反应,鼠抗黄鳝雌激素受体抗体

为自制的多克隆抗体,稀释度为1∶100,辣根过氧

化物酶标记的羊抗鼠抗体(碧云天生物技术研究所)
的稀释度为1∶150。DAB显色试剂盒购自江苏碧

云天生物试剂公司,对照实验用正常鼠血清替代第

一抗体进行孵育,并进行苏木素复染,结果为阴性

反应。
1.11 Western blot 分析

按照蛋白测定试剂盒的要求提取黄鳝精巢、卵
巢组织的总蛋白测定蛋白浓度,SDS-PAGE电泳时

采用100μg的上样量。1∶500稀释一抗,4℃杂交

过夜,对照用β-actin一抗按说明书作1∶3000稀

释。购自Sigma公司的二抗按说明书作1000倍稀

释,同样4℃杂交1h。

2 结果与分析

2.1 ERα基因的 PCR 扩增与鉴定

PCR反应结果表明扩增到约945bp的目的片

段(图1),这与预期大小相符。将PCR产物回收纯

化后连接测序质粒后,采用EcoRⅠ和 HindⅢ酶切

电泳,结果表明从提取的pMD18-T-ERα质粒中可

酶切到1条约为945bp的片段,表明成功地从黄

鳝性腺中克隆到ERα基因,将阳性克隆pMD18-T-
ERα质粒进行测序工作,结果进一步表明RT-PCR
扩增到的片段为ERα。

2.2 表达质粒 pMAL-ERα的构建

采用EcoRⅠ和 HindⅢ37℃双酶切阳性克隆

pMD18-T-ERα、电泳、纯化后获得线性化的ERα基

因,采用同样的方法酶切pMAL载体,然后将ERα
基因与线性化载体pMAL按说明书进行连接试验,
转化大肠杆菌JM109感受态细胞,试剂盒提取质粒

并双酶切后进行1%的凝胶电泳,双酶切分析结果

(图1)表明表达质粒中可切出大小约为945bp的

条带,表明成功地将ERα基因插入到pMAL表达

载体中。

 M:DNA marker;1:RT-PCR产物 TheproductofRT-PCR;

2:EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切pMD-18-ERα质粒 Doublerestriction

enzymedigestionofplasmidpMD18-T-ERα withEcoRⅠand

HindⅢ.

图1黄鳝ERα基因RT-PCR扩增和限制性酶切分析

Fig.1 ERαgeneamplifiedbyRT-PCR

andanalyzedbyrestrictionenzymedigestion

2.3 融合蛋白的表达及鉴定

将阳性克隆pMAL-ERα质粒转化感受菌TB1
菌株后,采用0.3、1.0mol/LIPTG诱导菌株4h,
离心收集菌体,加上样缓冲液100℃条件下裂解细

菌,进行SDS-PAGE电泳检测。结果表明空载体的

细菌裂解物中只有1条分子质量约为42.5ku的表

达条带(图2泳道2、3),而转入表达质粒的细菌总

蛋白裂解物中表达的蛋白质的分子质量约为78.1
ku(图2泳道4)。由于 ERα蛋白分子质量约为

35.6ku,而pMAL表达质粒中 MBP分子质量为

42.5ku,因此获得的融合蛋白的分子质量应约为

78.1ku。SDS-PAGE电泳结果符合这一预期,表
明重组蛋白表达质粒经IPTG诱导后,融合蛋白得

到了表达,而未转入表达质粒的细菌没有蛋白表达。
经软件分析目的蛋白表达量约为细菌表达蛋白总量

的42.3%。采用 MBP蛋白的抗体进行的 Western
blot试验可清晰看到2条蛋白条带,分子质量分别

为42.5和78.1ku(图3中泳道2、3)。
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 M:蛋白质分子质量标记 Proteinmarker;1:E.coliTB1;

2-3:TB1/pMAL分别经0.3、1.0mol/LIPTG诱导产物 The

inducedexpressionofTB1/pMAL with0.3and1.0 mol/L

IPTGconcentration;4:TB1/pMAL-ERα经0.3mol/LIPTG
诱导产物 TheinducedexpressionofTB1/pMAL-ERαwith0.3

mol/LIPTGconcentration.

图2 鉴定大肠杆菌中ERα融合蛋白的

SDS-PAGE电泳分析

Fig.2 SDS-PAGEanalysisofexpressedERα
fusionproteininE.coliTB1

 M:蛋白质分子质量标记 Proteinmarker;1:TB1/pMAL诱导

表达 的 MBP 蛋 白 MBPproteinexpressedfrom TB1/pMAL;

2:TB1/pMAL-ERα诱导表达的重组蛋 白 Recombinantprotein

expressedfromTB1/pMAL-ERα;3:诱导的TB1裂解物 Thely-
sisproductofE.coliTB1.

图3 蛋白免疫印迹

Fig.3 Westernblotanalysisofexpression
ofpMAL-c2xandpMAL-ERα

2.4 表达蛋白的酶切与纯化

采用溶菌酶裂解表达菌液后收集上清,过预先

准备好的Amylose-sepharose亲和柱,收集洗脱液,
经SDS-PAGE电泳检测,只有分子质量为78.1ku
左右的单一条带,表明纯化后所得的融合蛋白为

MBP-ERα融合蛋白。采用FactorX酶切融合蛋白

4h后,进行SDS-PAGE电泳检测可见2条分子质

量分别为42.5ku的 MBP和分子质量为35.6ku
的ERα蛋白。再次过柱纯化后,获得 ERα重组

蛋白。
2.5 抗血清制备结果

对小鼠腹腔免疫重组蛋白1周后,运用酶联免

疫试验进行检测,结果表明重组蛋白免疫1周后即

可诱导抗体产生,并随着时间推迟抗体滴度逐渐增

高,在第7周时抗体滴度达到最高值,为1.158±
0.232,而对照组不产生抗体,检测结果为0,统计分

析结果表明免疫组与对照组差异显著(P<0.05)。
2.6 免疫组化和 Werstern bolt 结果分析

应用免疫组化SuperPicTureTM 法(DAB棕色

反应法)染色的切片,背景无色或浅棕色。ERα免

疫反应阳性物质呈深浅不等的棕色和棕黄色颗粒

(图4A、C中所示),主要定位于细胞膜上(如图4E、

F中所示),细颗粒状,而在对照组中,细胞的细胞核

被苏木素复染成淡蓝紫色(图4B),未出现棕色颗粒

阳性信号,与预想结果一致.再次说明ERα抗体是

特异性的。
本试验通过 Westernblot检测了ERα基因在

黄鳝精巢和卵巢中蛋白水平的表达情况,采用灰度

分 析 软 件UnScanItgel6.1对 图5A进 行 半 定 量

 A:卵巢 Overy;B:卵巢对照 Overynegativecontrol;C:精巢Spermary;D:精巢对照Seprmarynegativecontrol;E:精母细胞Sper-
matocyte;F:IV时相卵母细胞 OocyteinstageIV;O:卵Egg;GF:生殖褶 Gonopores;SP:精小囊Spematophore.

图4 鼠抗ERα多克隆抗体进行黄鳝性腺免疫组化分析

Fig.4 ImmunohistochemicalanalysisofmousepolyclonalantibodiesagainstERα
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分析得出泳道中ERα蛋白与对应β-actin的灰度比

值,并据此制备基因表达结果的柱型图 (图5B),试
验结果表明,ERα蛋白在黄鳝精巢和卵巢中均有表

达,精巢中的表达比卵巢中强。

 A.基 因 蛋 白 水 平 的 表 达 (Westernblot)ERαproteinex-

pression(Westernblot);B.基因蛋白表达的半定量分析 Semi-

quantita-tiveresultsofERαproteinexpression;1:卵 巢 Ovary;

2:精巢Spermary.

图5 ERα蛋白在黄鳝性腺组织中的表达

Fig.5 ProteinexpressionofERαin

Monopertusalbusgonadltissues

3 讨 论

类固醇激素17-β雌二醇(estradiol,E2)是动物

体内与生殖、代谢、内环境稳定、细胞增殖、分化、凋
亡、炎症反应等多种生理功能相关的调节因子。雌

激素受体是保证E2行使这些功能的介导。雌激素

受体α(ERα)是1986年Green等[6]从人乳腺癌细胞

中纯化分离得到的,是最先被研究的一种雌激素受

体。在硬骨鱼类的研究中,首个ERα是从虹鳟(On-
corhynchusmykiss)[7]中分离得到的。至今为止已

经在金鱼(Carassiusauratus)[8-9]、斑马鱼(Danio
rerio)[10-12]、金头鲷(Sparusauratus)[13-15]、日本鳗

鲡(Anguillajaponica)[16]、欧鳎(Soleasolea)[17]、
舌齿鲈(Dicentrarchuslabrax)[18]和 奥 利 亚 罗 非

鱼[19]等鱼中进行了ERα基因的克隆和组织表达等

方面的研究和报道。目前黄鳝的ERα还没有文献

报道,因此,我们根据其他鱼类ERα基因的序列,设
计了1对简并引物,从黄鳝的卵巢中克隆到ERα基

因的部分比较保守的序列,同源比对表明该序列与

其他鱼类的ERα基因具有较高的同源性,因此,可
确认该基因就是黄鳝的ERα基因。为研究ERα在

黄鳝性腺发育和性逆转中的作用,我们将ERα克隆

到表达载体pMAL-c2x中进行了体外表达,经SDS-

PAGE和 Westernblot实验验证表明ERα基因得

到了较好的表达。
相关研究表明大肠杆菌中外源基因表达的蛋白

主要以包涵体形式存在,为了得到活性较强、表达量

高的可溶性蛋白,需要对包涵体进行一系列的变性

和复性的过程,才能获得有一定活性的目的蛋白,本
研究采用的原核表达系统为商品化的pMAL-c2x
载体,该载体带有利于纯化的 MBP蛋白,该标签蛋

白很容易被蛋白酶切割从而分离,同时其商品化的

GSTrapFFcolumn纯化柱纯化效率很高,因此,我
们得到了较纯的重组表达蛋白。丁炜东等[20]在罗

非鱼GnRH蛋白的表达中也使用了该表达载体,表
明该表达系统具有较好的应用效果。在本研究中,
使用带有该表达系统获得的重组蛋白免疫小鼠后,
可以得到效价较高的多克隆抗血清,经 Western
blot检测该抗血清能够很好地识别ERα蛋白,表明

其具有较好的免疫特异性。当然在原核表达系统中

表达真核基因也存在一定的风险,如转录后不能进

行糖基化等修饰作用,从而导致真核生物的基因在

原核表达系统中不表达或者表达后没有生物活性,
如对虾白斑综合症病毒的结构蛋白 VP28,其野生

型蛋白分子质量为28ku,原核表达的VP28蛋白的

分子质量为22ku,造成差异的原因可能是野生型

具有糖基化修饰等作用,而原核表达的 VP28蛋白

的翻译后修饰却是不完全的[21]。其次是各种原核

表达系统对密码子的利用具有选择性,从而使得外

源基因在原核表达系统中无法表达,难以获得试验

结果。但在本试验的进行过程中却没有受到这些不

利因素的影响,重组蛋白具有很好的抗原性,最终获

得了抗血清。
采用制备的多克隆抗体进行免疫组化定位初步

研究,结果表明ERα在黄鳝卵巢、精巢组织切片中

均呈阳性反应,说明我们制备的多克隆抗血清可以

与黄鳝ERα蛋白发生免疫反应,进一步观察可以发

现卵巢中卵母细胞膜、卵母细胞核等各期中均呈免

疫阳性反应。Sar等[22]研究结果表明ERα在大鼠

卵巢的膜细胞、间质细胞和生发上皮中表达,这与我

们的结果相似,表明ERα可在黄鳝卵母细胞膜上表

达。当然ERα不仅可在细胞膜上表达,而且也可能

在核和胞浆上表达,如 Hammes等[23]的研究结果

表明ERα可同时在细胞膜、细胞核、胞浆上表达,方
永强等[24-25]对鲻鱼精巢进行ERα免疫组织化学观

察时发现ERα主要定位在精原细胞、初级精母细胞
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和次级精母细胞上,核质和精子细胞与精子则呈免

疫阴性。王连顺[26]的研究表明大泷六线鱼精巢各

个时期的次级精母细胞、精子细胞、精子、退化吸收

期的初级精母细胞都有反应。另外,Spinto等[27]研

究肝和卵巢两种组织中 ERα的表达情况时发现

ERα主要在精巢中表达。同时,Bouma等[28]分析

报道了ERα仅表达在大麻哈鱼的睾丸间质成纤维

细胞(间质细胞的前体细胞)上,认为雌激素的一个

功能就是使前体细胞分化为成熟间质细胞。West-
ernblot半定量分析结果也表明,ERα在黄鳝精、卵
巢中均有表达,且在精巢中的表达量要略大于卵

巢中。
本试验采用RT-PCR方法克隆了黄鳝性腺中

ERα基因,选取其具有较强抗原性的氨基酸片段相

对应的cDNA序列作为模板克隆到长约945bp的

序列,并将其克隆到pMAL-c2x原核表达系统中,
采用IPTG诱导,过柱纯化后,获得了ERα表达蛋

白。免疫小鼠后,制备了较高滴度的抗血清,并初步

进行了免疫组化研究,表明该抗血清能特异地与黄

鳝性腺中的ERα蛋白结合,在卵母细胞膜上呈阳性

反应,为进一步研究ERα在黄鳝性逆转中的作用打

下了基础。
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Cloningandpolyclonalantibodypreparationofestrogenreceptorαgene
fromswampeel,Monopterusalbus
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Abstract Tostudythefunctionoftheestrogenreceptorα(ERα)gene,therecombinantpMAL-
ERαwasconstructedandexpressedinTB1E.coli.PartialcDNAencodingERαwasamplifiedfromtotal
RNAofswampeel(Monopterusalbus)ovarybyreversetranscription-polymerasechainreaction(RT-
PCR).TheanalysisofthesequencedataindicatedthatthecDNAfragmentwas945bpinlength,enco-
ding315aminoacidresidues.TheamplifiedcDNAfragmentwasclonedintotheprokaryoticexpression
vector,pMAL-c2xandtherecombinantplasmidwasthentransformedintoE.coliTB1.ERα-MBPfusion
proteinwasobtainedaftertheIPTGadditionintothegrowthmedia.SDS-PAGEanalysisshowedthat
theERα-MBPwasexpressedafterinductionbyIPTGfor4h.Aproteinbandof78.1kuappearedon
SDS-PAGEgelandwasidentifiedbyWesternblot.Theproductionoftherecombinantproteinwasabout
42.3%oftotalbacteriaprotein.Afterpurificationandcleavageofthefusionprotein,purifiedERαpro-
teinwasobtained.ThenthepurifiedproteinwasusedtoimmunizeICRmicetoproduceanti-ERαanti-
body.Thispurifiedproteincouldsignificantlyelicitspecificantibodyresponseinimmunizedmicecom-
paredwiththecontrolgroups,andthetitersagainstERαreachedthepeak(1.158±0.232)atthe7th
week.Theimmunohistochemicalanalysisshowedthatthepolyclonalantibodycaninducespecificreac-
tionwithERαreceptorinovaryandproducedbrownprecipitationontheovarycellmembrane.

Keywords swampeel;estrogenreceptorα;prokaryoticexpression;polyclonalantibody;immuno-
histochemicalanalysis
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