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食蚊鱼CYP19b基因克隆及环境激素暴露对其表达的影响

赖静萍1    闫月明1    温茹淑2    方展强1
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摘要: 为探讨17β-雌二醇(E2)、17α-甲基睾酮(MT)和雄烯二酮(AED)暴露对食蚊鱼脑组织CYP19b表达的影响,
首次克隆和分析了食蚊鱼(Gambusia affinis) CYP19b cDNA的全系列。采用静水暴露方法, 分别设置2、10、
50和100 ng/L E2、MT和AED各4个实验组,  并设置对照组和平行组,  定量测定了1、3、5和7d脑组织中的

CYP19b mRNA表达水平的变化。成功克隆了食蚊鱼CYP19b基因全长, 获得基因片段总长1670 bp, ORF(Open
Reading Frame)是从52 bp到1554 bp, 共编码501个氨基酸。通过与其他相关鱼类CYP19b基因编码的氨基酸序

列相似性作比较,  食蚊鱼CYP19b基因氨基酸序列的同源性很高。结果显示,  短时间的暴露,  E2较低浓度组

(2和10 ng/L)对食蚊鱼作用不明显, 但E2相对较高浓度组(50和100 ng/L)能显著地上调食蚊鱼CYP19b基因的表

达(P<0.01)。暴露早期MT对CYP19b表达无明显影响,  随着暴露时间的持续延长,  除了MT较高浓度组

(50  ng/L)外,  其他各浓度组MT对CYP19b的表达有显著的抑制作用(P<0.01),  并呈一定的剂量相关关系。

AED作为雄激素类似物与MT的作用效果相似,  相对较高浓度(50和100  ng/L)的AED抑制CYP19b的表达

(P<0.01)。研究结果初步表明, 3种典型环境激素对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响十分显著, 但不同的暴露浓

度及不同的取样时间点可能表现为促进或抑制CYP19b基因的表达。
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细胞色素P450芳香化酶简称P450arom或

CYP19, 能够催化17α-甲基睾酮(17α-methytestoster-
one, MT)和雄烯二酮(Androstenedione, AED)不可

逆的转化为雌激素, 是雌激素生物合成中的关键酶

和限速酶
[1—4]

。P450arom由CYP19基因编码, 目前

已有文献报道克隆了雄性黑头呆鱼(Fathead min-
now)[5]

、青鳉(Oryzias latipes)[6]
和斑马鱼(Danio

rerio)[7]
等鱼类的CYP19基因, 并用其作为生物标志

物来探究与环境污染, 尤其是环境激素(Environ-
mental hormone)污染的关系, 但目前未见有关食蚊

鱼(Gambusia affinis) CYP19被克隆的报道。

环境激素对生物体生殖发育以及分子层面的

影响已成为环境科学和生物科学的热点之一, 尤其

是水生环境中的鱼类作为良好的实验材料用以研

究环境中的激素效应
[8, 9]

。近年主要集中在以雌性

实验动物研究环境雄激素的效应, 以雄性实验动物

研究环境雌激素的效应。闫月明
[10]

的研究显示, 长
时间的暴露, 食蚊鱼能适应低浓度的环境激素, 相
对较高浓度的强雌激素17β-estradiol (E2)上调食蚊

鱼CYP19a基因的表达, 相对较高浓度的强雄激素

17α-methyl testosterone (MT)则下调食蚊鱼CYP19a
基因的表达。而CYP19基因家族中除了CYP19a以
外, 还有在脑组织中表达相对较高的CYP19b目前

尚没有相关的数据。因此, 本实验以雌性食蚊鱼为

材料, 首次克隆和分析了G. affinis CYP>19b cDNA
的全系列; 研究强雄激素MT和强雌激素E2暴露对

食蚊鱼CYP19b基因表达的影响。由于细胞色素

P450芳香化酶能将androstendione (AED)转化成雌

激素, 本实验也设计了不同浓度的AED暴露对CYP19b
基因表达的影响, 探索几种外源环境激素暴露对生
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活在当地水域食蚊鱼CYP19基因表达水平的影响,
以评价其对食蚊鱼的毒性效应。

1    材料与方法

1.1    化学试剂

暴露试剂        17β-雌二醇(E2)(Sigma公司, 美
国), 纯度99%; 甲基睾酮(MT)(Dr. Ehtenstorfer公司,
德国汉堡 ) ,  纯度 9 8 % ;雄烯二酮 ( A E D ) ( D r .
Ehtenstorfer公司, 德国汉堡), 纯度98%; 分别使用纯

度99 .8%的二甲基亚砜 (D ime thy l  su l fox ide ,
sigma)将E2、MT和AED进行溶解, 配成保存液。

二甲基亚砜(DMSO)在本实验中作为溶剂对照 ,
DMSO的剂量为50 μL/L, 在先前的预实验中证明其

对实验结果没有影响。

分子试剂        RNAiso Plus (TAKARA, Dalian,
China)、Fastquant RT Kit (With gDNase) (TIAN-
GEN, China) 2×Taq  PCR MasterMix (含染料)
(TIANGRN, China)、5′ RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitro-
gen, Carlsbad, CA)、SMARTer RACE cDNA Amp-
lification Kit (Clontech, Palo Alto, CA), 其他生化试

剂盒化合物均为符合实验要求的国产试剂。

1.2    实验动物

食蚊鱼购自广州市花鸟虫鱼市场。捕捞回实

验室后, 放入鱼缸进行饲养。在实验室水族箱内驯

养两周, 待死亡率小于2%后选取形态发育良好、

反应灵敏、大小均一健康的雄性个体用于暴露实

验。食蚊鱼正常的雌雄个体鉴别及其性成熟的鉴

定参照Leusch等[11]
的描述：A. 未成年雄性, 臀鳍的

第3鳍条长度有延长, 基部宽度加宽, 但是生殖足尚

未发育完全; B. 成年雄性, 鳍条生殖足端部出现钩

和肘; C. 未成年雌性, 体长<20 mm, 第3鳍条长度未

见加长, 基部宽度未见加宽; D. 成年雌性, 体长≥20 mm,

第3鳍条长度未见加长, 基部宽度未见加宽; E. 怀孕

雌鱼, 通过腹部下端所出现的黑色孕斑来识别。所

挑选的雄鱼体长25—30 mm, 具有生殖鳍(第3 鳍条

明显延长), 且鳍上具钩的为性成熟的雄鱼个体, 在
鱼缸中暂养。

1.3    染毒与制样

将食蚊鱼转移到10 L的鱼缸中进行暴露实验,
实验所用水10 L, 为曝气24h的自来水, 硬度为2.4度
(德国度), pH (6.8—7.2), 水温控制在(26±1)℃, 光周

期控制在约14∶10 (light∶dark), 采用静水更新的

实验模式。实验设置DMSO溶剂对照组, E2、MT
和AED浓度设置分别为2、10、50和100 ng/L, 每个

浓度组投入食蚊鱼数量为35条, 并设置平行组。由

于激素类物质会降解, 加之鱼类的自身排泄物释放

到鱼缸中会对鱼类活动造成影响, 每隔2天将鱼缸

中的水换掉, 并清理鱼缸, 然后重新加激素。每天

喂食红虫1次, 并在相同的时间段(早上10点)进行。

在第1、第3、第5和第7天进行实验取样, 每个浓度

每次至少取4条食蚊鱼的脑组织, 并迅速装入离心

管中, 然后快速投入液氮中进行速冻, 进行食蚊鱼

CYP19b Quantitative Realtime PCR检测。

1.4    总RNA提取和第一链cDNA合成

按照Trizol说明书, 夹取食蚊鱼脑组织进行总

RNA提取, 对所提取的总RNA进行非变性胶琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性;使用Nanodro-1000 型分光

光度计检测其浓度和纯度, 确保OD值在1.8—2.0。
使用DNA Purification System: GLASSMAX DNA
isolation spin cartridges对经RNAase处理过的

cDNA进行纯化。按照逆转录酶M-MLV说明书, 以
总RNA为模板, 并以OligodT18为引物合成第一链

cDNA。

1.5    引物设计, PCR扩增CYP19b cDNA片段

根据已报道的青鳉(Oryzias latipes)、底鳉

表 1    食蚊鱼CYP19b基因克隆引物

Tab. 1    Primers used for cloning mosquitofish CYP19b gene

引物名称Primer 引物序列Sequense (5′-3′) 描述Description
CYP19b 上游(BF): TGGAKGGGMRGGGKATCATT

扩增大脑保守区, 约950 bp
下游(BR): ATGGCGATRTGTTTKCCVAC

5′RACE GSP1: TTGAGGGCGTCCACAT

用于5′RACE, 产物约700 bp
GSP2: GAGGTGGTCCAGGTGTTTG

GSP3: AGAAGTATATCCTAGCTTGTTTC

试剂盒自带上游引物
3′RACE 3′597-1: TGCGGAAAGCTCTGGAGGACGATGA

用于3′RACE, 产物约450 bp3′597-2: CCTGAACATCGGACTCATGCACAAG

试剂盒自带下游引物

452 水   生   生   物   学   报 40 卷



(Fundulus heteroclitus)、斑马鱼(Danio rerio)、金

鱼(Carassius auratus)、鲤(Cyprinus carpio)等大脑

CYP19b基因cDNA保守区域, 登陆NCBI, 获取前述

几种鱼的cDNA序列, 用Primer5引物设计软件在靠

近5′和3′端的位置分别设计引物(表 1), 由华大基因

(Shenzhen ,  Ch ina )公司合成。然后以第一链

cDNA为模板, 完成对食蚊鱼CYP19b cDNA的中间

片段进行克隆。PCR产物进行切胶并纯化回收后,
通过鉴定将阳性克隆测序。

1.6    引物设计及荧光定量PCR
设计食蚊鱼CYP19b基因的荧光定量PCR引物,

通过荧光定量仪进行荧光定量PCR扩增 ,  完成

PCR扩增后再进行溶解曲线分析, 检测PCR质量。

使用β-actin作为管家基因, 以校正实验的误差, 运
用2–ΔΔCt

方法[ΔΔCt = (Ct目的基因–Ct管家基因)实验组–
(Ct目的基因–Ct管家基因)对照组]计算目的基因的表达倍

数。采用SPSS 16.0软件对组间数据进行单因素方

差分析(One-Way ANOVA), P<0.05表明差异显著,
P<0.01表明差异极显著。所有结果以平均值± 标准

差(mean±SD)表示。

2    结果

2.1    食蚊鱼CYP19b基因的序列分析

测序工作由生工 (上海 )公司完成。5′  & 3 ′
RACE产物拼接结果显示是一段中间跨960 bp左右

的序列。将得到的序列进行BLAST (www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast)序列分析, 结果证明是CYP19b基
因序列。用B i o X M 2 . 6软件进行序列翻译 ,  此
cDNA序列全长1670 bp,  ORF(Open Reading
Frame)是从52 bp到1554 bp, 共编码501个氨基酸,
5′端有51 bp的非编码区, 3′末端有116 bp的非编码

区。该食蚊鱼CYP19b基因cDNA序列已经提交

Genbank (GenBank Accession Number: 正在提交)。
通过用DNAMAN软件对8个不同物种(食蚊

鱼、斑马鱼、鲫、鲤、底鳉、鲻、青鳉、平鲷)
CYP19b基因进行氨基酸比对和氨基酸相似性分

析。对比以上8个物种的CYP19b基因发现, 其中有

35个氨基酸是较为保守的, 其相似性为26.30%。食

蚊鱼与底鳉的CYP19b 基因其同源性是最高的, 达
到85.9%; 其次与青鳉、平鲷的同源性也很高, 分别

达到79.2%和79.0%; 食蚊鱼与鲫、鲤的相似性最

低, 分别为10.1%和10.0%。

使用DNAMAN软件对8个物种的CYP19b基因

进行聚类分析 ,  构建系统进化树比较食蚊鱼

CYP19b基因与其他物种之间的亲缘关系。结果显

示：食蚊鱼的CYP19b基因与底鳉的同源性最高。

结合氨基酸同源性的分析数据表明, CYP19b基因

在鱼类中具有的保守区段, 在不同物种生长发育过

程中发挥重要作用。

2.2     雌二醇(E2)、甲基睾酮(MT)和雄烯二酮

(AED)暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响

在克隆得到的食蚊鱼CYP19b基因的中间片段

设计引物, 进行Quantitative Realtime PCR检测。以

β-actin作为内参基因, 使用SYBR GreenΙ荧光嵌合

法进行实时定量反应。E2、MT、AED各浓度组和

对照组在暴露实验期间都未发现实验鱼的死亡现

象 ,  也未发现行为异常 ,  这表明在本实验范围内

E2、MT和AED对食蚊鱼尚无可观测的急性毒性作

用。

雌二醇暴露对食蚊鱼CYP19b的表达水平影响

如图 1所示。暴露1d后, 与对照组比较, E2最低浓

度组(2 ng/L)对CYP19b的表达水平下降, 但结果不

显著(P>0.05), 暴露3d后, 2 ng/L组对CYP19b的表达

起促进作用 (P<0.01) ,  但随后至第5和第7天时

C Y P 1 9 b表达分别受到明显抑制 ( P < 0 . 0 1或
P<0.05)。E2较低浓度组(10 ng/L)暴露1d后, 对
CYP19b的表达水平呈下降趋势 ,  暴露3d、5d和
7d后对CYP19b的表达水平与对照组相持平, 没有

明显变化(P>0.05)。E2较高浓度组(50 ng/L)暴露

1d后, 对CYP19b表达呈十分显著的提升(P<0.01),
但随着暴露时间的延长至第3天后CYP19b表达出

现下滑趋势, 至第5天后受抑制明显(P<0.05), 至第

7天后其表达量又呈提升趋势。与50 ng/L 浓度组

相似 ,  E2高浓度组 (100  ng /L)在暴露1d后 ,  对
CYP19b表达水平呈提升趋势, 随后至第3天后迅速

下降 ,  至第5天后CYP19b表达受抑制十分显著

(P<0.01), 但在7d后对CYP19b的表达提升十分显著

图 1    雌二醇暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响

Fig. 1    Effects of E2 on CYP19b gene expression in mosquitofish
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性(P<0.01)。
结果显示, 相对较低E2浓度组(2和10 ng/L)暴

露对CYP19b的表达表现为初始的抑制、随后促进

的趋势。相对较高E2浓度组(50和100 ng/L)暴露对

CYP19b的表达表现为初始的促进、随后抑制后再

促进的趋势。

甲基睾酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影

响如图 2所示。MT暴露1d后, 与对照组比较, MT各
浓度组对CYP19b基因的表达均呈现抑制的趋势,
并且随着暴露时间延长, MT各浓度组对CYP19b的
表达明显出现抑制的作用。M T最低浓度组

(2 ng/L)暴露3d后, 对CYP19b表达的抑制更为明显

(P<0.05), 随后至5d和7d后, 对CYP19b的表达仍呈

现下降的趋势。MT较低浓度组(10 ng/L)暴露3d后,
C Y P 1 9 b的表达与对照组持平 ,  但至 5 d后对

CYP19b的表达抑制作用十分显著(P<0.01), 而至

7d后则略为上升。MT较高浓度组(50 ng/L)暴露至

3d和5d后, 对CYP19b的表达抑制十分明显(分别

P<0.01和P<0.05), 但至7d后, 却出现显著性提升

(P<0.01)。MT最高浓度组(100 ng/L)暴露至3d、
5d和7d后, CYP19b的表达一直受到明显抑制, 尤其

在第5天后表达的下降十分显著(P<0.01)。

结果显示, 从总体上看, 除了较高浓度组(50 ng/
L)外, 其他不同浓度MT暴露对食蚊鱼CYP19b基因

的表达呈明显地抑制作用。

雄烯二酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影

响如图 3所示。AED最低浓度组和较低浓度组(2和
10 ng/L)暴露初始(1d)对CYP19b的表达呈上升趋势,
随后至第3天后其表达水平与对照组基本持平;至
第5天后两个浓度组对CYP19b的表达抑制作用则

十分显著(P<0.01);至第7天最低浓度组(2 ng/L)对
CYP19b的表达抑制作用仍十分显著(P<0.01), 但较

低浓度组(10 ng/L)对CYP19b的表达抑制作用出现

反弹, 上升十分显著(P<0.01)。较高浓度组和最高

浓度组(50和100 ng/L)暴露1d后CYP19b的表达出现

抑制趋势 ,  至第3天后 ,  较高浓度组 (50  ng /L)
CYP19b的表达受抑制作用十分显著(P<0.01);随后

至第5和第7天, 两个浓度组暴露对CYP19b的表达

持续抑制作用都十分显著(P<0.01)。
结果显示, 除了较低浓度组(10 ng/L)在第7天

的表达出现上升外, AED各浓度组暴露对食蚊鱼

CYP19b基因表达的影响十分明显, 并随时间的推

移抑制作用加强。

3    讨论

3.1    食蚊鱼CYP19b基因的存在形式及芳香化酶保

守区的讨论分析

食蚊鱼与许多硬骨鱼类一样, 芳香化酶存在性

腺芳香化酶基因 ( C Y P 1 9 a )和脑芳香化酶基因

(CYP19b)两种基因编码。食蚊鱼CYP19a基因已由

本实验室闫月明
[8]
克隆出部分片段, 并由甘为

[12]
完

成全基因克隆;而本实验则已成功克隆出CYP19b基
因的全长 ,  并与斑马鱼、青鳉、鲤等物种的

CYP19b基因进行比对。在ncbi上比对的结果得出

多条其他物种的CYP19a或是与CYP19a相似的序

图 2    甲基睾酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响

Fig. 2    Effects of MT on CYP19b gene expression in mos-
quitofish
误差线表示的是标准偏差; 星号用来表示染毒组与对照组之间

的统计学差异; 其中, *表示P<0.05; **表示P<0.01; 下同

The error bars indicate the standard deviations; * P<0.05 and **
P<0.01 indicate significant differences between the controls and
corresponding exposure groups; the same applies below

图 3    雄烯二酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响

Fig. 3     Effects of AED on CYP19b gene expression in mos-
quitofish
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列, 另外也将食蚊鱼CYP19基因的两个基因编码进

行对比, 发现其相似性高达58.62%。张扬等
[13]

认为

CYP19具有相同的祖先基因, 在硬骨鱼类中, 经历

了一次鱼类特异的基因组复制事件, 产生了两个包

含芳香化酶基因的旁系同源基因框, 经过亚功能化

和长期的选择压力, 分别形成了硬骨鱼类中的卵巢

芳香化酶基因和脑芳香化酶基因。这也就解释了

食蚊鱼CYP19的两个基因具有高相似性的原因。

本文在食蚊鱼脑芳香化酶中发现3个高度保守

片段, 依次为I-螺旋区、芳香化酶特异保守区以及

血红素结合区
[14], 这与徐跑等

[15]
对黄颡鱼脑芳香化

酶和卵巢芳香化酶的研究结果相一致, 但是氨基酸

序列稍有一些不同。Graham-Lorence等[16]
发现人

芳香化酶的氨基酸序列中有7个酶催化活性位点,
包括I130、E298、P304、D305、T306、R431 和
C433, 与食蚊鱼脑芳香化酶在这些位点所编码的氨

基酸作比对分析的结果证明仅有一部分相一致;同
时与黄颡鱼

[15]
、泥鳅

[17]
脑及卵巢芳香化酶在这些

位点所编码的氨基酸所作的比对分析结果也表明

仅有一部分相同;虽然位点不近相同, 但却都间接

证明脑芳香化酶是具有催化活性的。由此可见, 与
其他鱼类相比较, 食蚊鱼脑芳香化酶也具有3个高

度保守片段, 并具有催化活性, 但是芳香化酶在不

同鱼类中所存在的形式有所不同。崔俊莉
[17]

认为

这种存在形式不一的原因: 其一是可能由于鱼类不

同物种在进化时基因复制出现偏差, 生活环境多样,
导致不同组织的芳香化酶基因由同一个基因编码;
其二是在鱼类中均存在两种形式的CYP19基因, 二
者在不同组织中均有表达。

3.2    雌二醇暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响

目前国内对 C Y P 1 9 b 基因的研究相对于

CYP19a基因来说尚少见报, 而国外的研究也相对

较少。Cheshenko等[18]
对斑马鱼进行雌激素处理并

且观察CYP19b mRNA的表达来判断芳香化酶的活

性, 发现CYP19b mRNA表达量的升高表示芳香化

酶的活性有所提高 ;  而对其胚胎进行 4 8 h的
10 nmol/L (约3000 ng/L)17β-雌二醇(E2)的处理, 结
果能引起端脑, 视前区和下丘脑内侧基底部的CYP19a
或CYP19b的转录以及蛋白强烈的上调表达

[19]; 分
别用0.1 nmol/L (约30 ng/L)和1 nmol/L (约300 ng/L)
两个浓度的17α-乙炔基雌二醇(EE2)暴露都能抑制

CYP19a的表达
[20]

。Lyssimachou等[21]
用人工合成雌

激素乙炔雌二醇(EE2)与防污剂三丁基锡(TBT)分
别对大西洋鲑处理发现 ,  EE2能提高CYP19a和
CYP19b的mRNA的表达水平 ,  而TBT则能降低

CYP19b mRNA的表达水平。吴鹏
[22]

研究了三丁基

氯化锡(TBTCl)暴露情况下雌性和雄性孔雀鱼T和
E2含量以及CYP19a和CYP19b mRNA表达情况, 结
果表明, 500 ng/L TBTCl暴露组雌鱼卵巢中CYP19a
mRNA表达显著降低, 抑制芳香化酶将甲基睾酮

(MT)转化为雌二醇(E2)的过程, 导致雌鱼E2显著降

低。熊甜甜等
[23]

研究了E2暴露对食蚊鱼(Gambusia
affinis)细胞色素P4501A基因(CYP4501A)表达的影

响。结果也显示, 高浓度E2 (500 ng/L)极显著抑制

CYP4501A mRNA的表达。这些实验结果表明, 雌
二醇暴露可以提高CYP19b mRNA的表达水平, 起
到促进作用; 但也可能降低其表达量, 具有抑制作

用。在本实验中发现 ,  相对较低E2浓度组 (2和
10 ng/L)暴露对CYP19b的表达表现为初始的抑

制、随后促进的趋势; 而相对较高E2浓度组(50和
100 ng/L)暴露对CYP19b的表达表现为初始的促

进、随后抑制后再促进的趋势, 这与前人的研究结

果基本相一致。结果表明, 短时间的暴露, 低浓度

的E2对食蚊鱼作用不明显, 但相对较高浓度的E2能
显著地上调食蚊鱼CYP19b基因的表达;不同的暴露

浓度及不同的取样时间点可能表现为促进或抑制

CYP19b基因的表达。

本实验从基因表达方面来看, 尚未能发现E2暴
露在一定的剂量范围内与CYP19b的表达存在的线

性关系, 也没有发现规律性的现象, 我们推断这很

可能是实验操作的原因, 或者是剂量的原因, 需要

在后续实验验证。目前虽然CYP19a的调控研究已

比较完善, 但是CYP19b的调控机制仍然不十分清

楚。Kazeto等[24]
在斑马鱼CYP19b启动子区发现雌

激素应答原件(ERE), 这一发现指明CYP19b具有雌

激素应答效应。 Gloria等[25]
根据多方面的研究推

断: 硬骨鱼内的雌二醇(E2)和甲基睾酮(MT)的转换

受到CYP19b的调控, CYP19b的表达与雌激素受体

(ER)紧密联系, ER一旦接收外源雌激素类物质, 通
过相关的信号通道诱导CYP19b的表达, 从而合成

细胞色素P450芳香化酶, 进而硬骨鱼体内的E2和睾

酮(T)的含量就会发生变化。而体内的E2也能同时

与体内的ER结合, 也能通过其他的基因向下调节,
通过促性腺激素及其他神经效应调节机体, 形成一

个自动反馈的系统。由此可见, 这些调控过程相当

复杂, 将有待后续的进一步研究。

3.3    甲基睾酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影

响

甲基睾酮(MT)是一种强的雄激素类物质, 能对

鱼类的生长发育, 性逆转等造成重要的影响。本实

验设置4个浓度组(2、10、50 和100 ng/L)MT对食

蚊鱼进行短期暴露, 研究了其对CYP19b表达的影
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响 ,  本实验结果从总体上看 ,  除了较高浓度组

(50 ng/L)外, 其他不同浓度MT暴露对食蚊鱼CYP19b
基因的表达呈明显地抑制作用。范俊杰等

[26]
研究

了甲基睾酮对生长发育期间的雌性食蚊鱼形态雄

性化及目标基因表达的影响, 结果显示, 甲基睾酮

(MT)高浓度组(500 nmol/L)的雄激素效应明显, 导
致雌鱼在生长发育过程中出现形态雄性化的变

化。Martina Fenske等[27]
用10000 ng/L的MT处理

71日龄的斑马鱼, 发现MT处理组的脑部CYP19b表
达量明显高于对照组雄性CYP19b的平均表达量,
约为其的5倍, 这是由于在10000 ng/L浓度下, MT向
E2转化了。这为MT暴露组中为什么CYP19b的表

达会上调作了解释。本实验暴露浓度远低于前人

所使用的浓度(10000 ng/L), 由于在体内睾酮(T)能
被P450arom酶催化转变为E2, E2又可以产生负反

馈调节, 所以MT暴露组表现出抑制CYP19b表达的

现象。而在第7天高浓度50 ng/L MT的暴露增加了

食蚊鱼CYP19b的表达量, 这可能是由于MT的刺激

增加了食蚊鱼体内的类固醇激素睾酮(T)的含量,
促使MT往E2的方向转化, 从而诱导P450arom酶表

达, 即表现为CYP19b的表达的上调;张勇
[28]

以MT喂
食斜带石斑鱼, 发现鱼体内的睾酮(T)含量与芳香

化酶基因的表达活性密切相关, 而MT单独作用于

孵育下丘脑、脑垂体、性腺。但是MT是直接作用

于性腺芳香化酶基因, 还是通过其他调控因子影响

CYP19b基因的表达, 其机制还不得而知, 有待作进

一步研究。

3.4    雄烯二酮暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影

响

雄烯二酮(Androstenedione, AED)是雄激素物

质之一, 是睾酮(T)向雌激素转化的中间产物。在

有关处理造纸废水的研究中, 科研人员已经确认造

纸厂废水流入的水体存在着雄烯二酮(AED), 1, 4雄
烯二酮 (Androstadienedione, ADD)和孕酮(Proges-
terone, PRO), 造成生活在该水体中的雌性食蚊鱼

发生了形态雄性化转变
[29]

。AED能够代谢为另外

一些雄激素 (如睾酮testosterone、11-酮睾丸激素

11-ketotestosterone), 同时也会干扰芳香信号途径
[30]
。

AED暴露对CYP19基因表达的影响其研究非常少,
难以找到前人的研究与本实验的结果进行对比, 但
AED对VTG的表达效应的研究结果有一定的参考

价值。范俊杰
[27]

的研究表明, 50和500 nmol/L AED
处理极显著地抑制了雌性食蚊鱼VTGα mRNA的表

达水平, 0.5和5 nmol/L AED暴露组致VTGα mRNA
表达水平也呈一定程度的增加, 因此认为AED或许

被部分芳香化成了一些具有雌激素活性的物质从

而起到雌性化的作用。本实验结果表明, 除了较低

浓度组(10 ng/L)在第7天的表达出现上升外, AED
各浓度组暴露对食蚊鱼CYP19b基因表达的影响十

分明显, 并随时间的推移抑制作用加强。AED暴露

初期, 低浓度组(2和10 ng/L)致CYP19b表达呈上调

趋势, 而随着暴露时间的延长, 各浓度组AED对CYP19b
的表达均起到极显著性的抑制作用, 但至第7天, 低
浓度组(10 ng/L)则致CYP19b表达上升, 为对照组的

近2倍。解释这一结果可以参考Stanko和Angus [31]

的假设, 过量的AED在雌性食蚊鱼体内将很有可能

被代谢成E2, 导致E2含量的相对提升; 或者可能代

谢为11-酮睾丸激素, 而11-酮睾丸激素将抑制E2量
的提升。由此E2受到抑制将会影响雌激素受体

(ER)的表达, 从而导致CYP19b的表达下调。而在

暴露第7天, 10 ng/L AED 出现上调作用, 推测其低

浓度AED与MT暴露后期的雄激素效应相似, 刺激

增加了食蚊鱼体内的睾酮(T)含量, 促使T往E2的方

向转化 ,  从而诱导P450arom酶的表达 ,  表现为

CYP19b表达的上调。目前AED对CYP19b的研究几

乎空白, 其作用机制尚未清楚, 同时有关CYP19a基
因在这方面的研究尚少报道, 因此将有待作进一步

研究。
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INDUCED BY ENVIRONMENTAL HORMONES IN THE MOSQUITOFISH

(GAMBUSIA AFFINIS)

LAI Jing-Ping1, YAN Yue-Ming1, WEN Ru-Shu2 and FANG Zhan-Qiang1

(1. Key Laboratory of Ecology and Environmental Science in Guangdong Higher Education, College of Life Science, South China
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Abstract: The current study investiaged effects of 17β-estradiol (E2), 17α-methyl testosterone (MT) and androgen ana-
logues androstendione (AED) exposure on brain tissue CYP19b gene expression in Gambusia affinis. The G. affinis
CYP19b cDNA of full sequence was cloned and analyzed for the first time. G. affinis were randomly divided into five
groups, with one control group and four experimental groups (2, 10, 50 and 100 ng/L E2, MT and AED, respectively).
The CYP19b mRNA expression levels in fish brain tissues were determined after 1, 3, 5, and 7d exposure, respectively.
The G. affinis CYP19b cDNA of full sequence was cloned, from which 1670 bp nucleotides were obtained, encoding
501 amino acids with an open reading frame (ORF) from 52 bp to 1554 bp. The comparison among the similarity amino
acid sequence of CYP19b with other related fishes supports high similarity between species. The results indicated that
E2 at high concentrations (50 ng/L and 100 ng/L groups) significantly up-regulated CYP19b gene expression (P<0.01)
but E2 at low concentration (2 ng/L and 10 ng/L groups) did not. MT had no significant effect on CYP19b expression in
early stages, but it significantly inhibited CYP19b expression with prolonged treatment except the relatively high con-
centrations of MT (50 ng/L group) with the characerisitc of dose correlativity. As androgen analogue, AED was found
to have similar effects with MT, and the relatively high concentrations (50 ng/L and 100 ng/L groups) of AED inhi-
bited the CYP19b expression (P<0.01). The results indicated the pivotal role of three typical environmental hormones
under different concentration and various time points on the expression of CYP19b.

Key words:  Environmental hormone; CYP19b  gene; mRNA expression; 17β-estradiol;  17α-methyl testosterone;
Androstendione; Gambusia affinis
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