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摘要: P450芳香化酶(P450arom)是生物体内合成雌激素的关键酶。为研究赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)卵

型芳香化酶基因(EaCyp19a1a)启动子的调控作用, 构建了 EaCyp19a1a 启动子 9 个不同的 5′端缺失片段与绿

色荧光蛋白(Green fluorescent protein, GFP)组成的表达载体, 分别命名为 pEaCyp19a1a-EGFP1-9。在 COS-7

细胞中的瞬时转染实验证明载体 pEaCyp19a1a-EGFP7 具有很强的转录活性。通过显微注射, 将线性化的

pEaCyp19a1a-EGFP7 载体注入斑马鱼单细胞期受精卵中, 定期在荧光显微镜下观察 GFP 的表达。结果发现

GFP 在胚胎期(受精后约 48h)开始表达, 主要发生在斑马鱼早期生殖腺细胞中, 具有明显的性腺特异性。这

说明 EaCyp19a1a的启动子序列中含有调控其性腺特异表达的顺势作用原件。研究为进一步探明芳香化酶在

鱼类性别分化和性别转变过程中的作用奠定了基础。 
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赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)是一种雌雄同
体, 雌性先熟的海水鱼类, 自然条件下雌性成熟年
龄个别为 2 龄, 多数为 3 龄, 一般在六龄转变为雄 
性 [1]。因此, 对其性腺分化发育及其性别转变的机 
制进行研究具有重大意义。近年来, 研究人员通过
喂食、注射或体内埋植外源性激素(主要为 17α-甲基
睾丸酮)、芳香化酶抑制剂等成功诱导赤点石斑鱼发  
生性逆转 , 证实其属于类固醇激素依赖型性别决 
定, 芳香化酶基因直接参与了该鱼类性别转变的调
控[1—5]。 

细胞色素 P450 芳香化酶(Aromatase)广泛存在
于大多数脊椎动物的脑和垂体中, 它催化雄激素转
化为雌激素, 是雌激素生物合成中的关键酶和限速
酶。研究表明 , 鱼类至少存在两种芳香化酶 : 
P450aromA 和 P450aromB, 分别来自性腺和脑, 由
不同的基因编码(Cyp19a1a和 Cyp19a1b)。这两种芳

香化酶具有不同的底物活性和组织分布, 分别具有
独特的调节方式[6,7]。Tchoudakova, et al.[8]曾报道金

鱼的 Cyp19a1b 基因的启动子能指导绿色荧光蛋白
(Green fluorescent protein, GFP)基因在斑马鱼的神
经组织中表达。近期, Tong, et al. [9]建立的转基因斑

马鱼品系发现 GFP 基因能在斑马鱼 Cyp19a1b 启动
子的指导下特异表达于脑的胶质细胞中。虽然

Cyp19a1a 鳉基因的启动子已在青 、金鱼、斑马鱼、

罗非鱼、欧洲鲈鱼、鳗鲡、色齿鲈等多种硬骨鱼类

中得到克隆[10—16], 但是目前还没有其调控功能方面
的报道。 

近年来, 本实验室针对石斑鱼的特殊发育过程, 
围绕“下丘脑-垂体-性腺”内分泌调控轴, 克隆和鉴
定了 TSHβ、GTHα、FSHβ、LHβ、Sox3、Dmrt1、
Cyp19a1a/b、MBP和 ApoC-I等一批调控鱼类生殖和
性腺分化的重要基因[17—23]。Huang, et al. [24]对赤点
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石斑鱼卵型芳香化酶基因(EaCyp19a1a)的研究表明, 
该基因仅表达于卵巢滤泡细胞中, 其表达量随着赤
点石斑鱼由雌到雄的性逆转过程逐渐下降至消失。

同时, 对 EaCyp19a1a启动子的分析表明, 该启动子
拥有较强的转录活性区域, 其上 SF-1、CREB、Sox5
等特异的转录因子结合位点在硬骨鱼类中相当保守, 
它们可能对 Cyp19a1a 基因的时空表达具有较强影
响。因此, 进一步研究 EaCyp19a1a启动子的调控功
能具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、细胞与试剂、仪器 
pEGFP-N1质粒、COS-7细胞株、DH5α感受态

细胞均由本实验室保存, 限制酶、T4连接酶、DNA
聚合酶(TaKaRa公司)、DNA回收试剂盒(MBI公司)、
DMEM培养基(GIBCO公司)、脂质体 LipofectamineTM 
2000(Invitrogen 公司)、胎牛血清(杭州四季青)、分
光光度计(DU-70 Spectrophotometer, 美国 Beckman
公司)。 

1.2  实验动物 
赤点石斑鱼取自武汉水产品市场。斑马鱼为 AB

品系, 本实验室养殖房养殖。 

1.3  基因组 DNA的提取、PCR扩增 
取赤点石斑鱼 1—2 条, 切其部分尾鳍组织约

300 mg 于裂解液 [50 mmol/L Tris(pH 8.0)、100 
mmol/L EDTA、100 mmol/L NaCl、1% SDS、10 
mg/mL proteinase K]中消化过夜, 苯酚/氯仿法抽提
纯化得到基因组DNA, 溶于 TE溶液中, −20℃保存。 

根据本实验室已经扩增得到的 EaCyp19a1a 启
动子序列(GenBank登录号EU239953), 设计引物(表
1)。上游引物为 F1-9, 均引入酶切位点 XhoⅠ; 下游
引物为 R, 引入酶切位点 KpnⅠ。以已提取的基因组
DNA为模板, PCR扩增得到 1至 9段启动子 5′端缺
失片段。采用 1%琼脂糖凝胶进行电泳, DNA回收试
剂盒回收目标条带。 

1.4  表达载体 pEaCyp19a1a-EGFP的构建 
用 T4 DNA 连接酶将回收的 EaCyp19a1a 启动

子片段连接到 pMD18-T Vector, 进行克隆测序。测
序反应由上海生工生物工程公司完成。pEGFP-N1 
(4.7 kb)质粒经 AseⅠ/NheⅠ双酶切去掉其 CMV 启
动子序列 , 然后补平 , 连接成载体 pEGFP-N1(4.1 
kb)。pEGFP-N1(4.1 kb)和 T 载体上的 EaCyp19a1a

启动子序列再分别经 XhoⅠ/KpnⅠ双酶切, 经连接, 
筛选阳性克隆, 提取质粒并进行酶切鉴定。 
 

表 1  EaCyp19a1a 启动子克隆引物 
Tab. 1  Primers used for EaCyp19a1a promoter amplification 
引物

名称 
Name

引物序列 Sequences 
酶切位点

Restriction enzyme 
cutting site 

F1 5′-GCCCTCGAGCTCCTCC
TCTGTTGTGGC-3′ 

XhoⅠ 

F2 5′-GCCCTCGAGTCCTGTA
CGCTCAAGGG-3′ 

XhoⅠ 

F3 5′-GCCCTCGAGAACTTGC
TTCTCATCACC-3′ 

XhoⅠ 

F4 5′-GCCCTCGAGTTCGAGC
TTTTCCTTGTGTG-3′ 

XhoⅠ 

F5 5′-GCCCTCGAGAGAGGA
GCTGCTACAGAACC-3′ 

XhoⅠ 

F6 5′-GCCCTCGAGAAGCCG
TTTTCTAAGAAC-3′ 

XhoⅠ 

F7 5′-GCCCTCGAGTTGTGAA
TGATCTTGATC-3′ 

XhoⅠ 

F8 5′-GCCCTCGAGATGGAGT
CTGGTGGGTTTG-3′ 

XhoⅠ 

F9 5′-GCCCTCGAGGGTGAG
TGAATTCACAGAG-3′ 

XhoⅠ 

R 5′-GCCGGTACCGGAGTCA
TCGCCCGTTCA-3′ 

KpnⅠ 

 

1.5  细胞转染及荧光显微镜观察 
COS-7细胞在DMEM培养液中贴壁生长, 每天

传代。细胞培养于 37 , 5% CO℃ 2的培养箱中。转染

前 24h传代, 将 COS-7细胞重铺于 6 孔板中的洁净
盖玻片上。待细胞融合率达 80%时, 将 5 μg重组质
粒和 10 μL Lipofectamine 2000 (Invitrogen)分别与
250 μL无血清培养基混匀, 室温静置孵育 5min。然
后将两种混合培养液加入 6 孔板的单孔细胞中, 同
时每孔另外加入 1500 μL 无血清培养基, 混匀, 培
养箱(37 , 5% CO℃ 2)中培养。5h后终止反应, 换用新
鲜的 DMEM培养液继续培养。24h后转染细胞可在
荧光显微镜下镜检。先吸去培养基, 用 PBS 液轻轻
洗涤细胞 , 4%多聚甲醛室温固定 , 终浓度为 2 
μg/mL 的 DAPI 液染色, 然后置于荧光显微镜下观
察、拍照。 

1.6  显微注射 
用 BglⅡ线性化 pEaCyp19a1a-EGFP载体, 纯化

后溶于双蒸水, 质量浓度为 50 μg/μL。收集斑马鱼
受精卵若干, 于 1-细胞期之前将线性化载体注射到
受精卵动物极区域中, 每个受精卵大约注射 50 pg。
注射后的鱼卵于含 1%的 1-pheny1 2-thiourea (PTU)
水中 26—28℃继续培养, 自然发育, 定期在荧光显
微镜下观察荧光表达情况, 并照相。 
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2  结  果 

2.1  pEaCyp19a1a-EGFP载体的构建 
以赤点石斑鱼基因组 DNA 为模板, 利用引物

F1-9/R 经 PCR 扩增(引物位点见图 1A), 得到 9 条
DNA片段(图 1B)。经回收纯化后克隆入 T-Vector, 选
取阳性克隆进行测序鉴定。通过与已知启动子序列

(EU239953)进行比对, 结果显示本研究所得到的克
隆序列与之完全一致 , 表明已得到赤点石斑鱼
EaCyp19a1a启动子 5′端缺失的系列片段。 

用 AseⅠ /NheⅠ双酶切去掉 pEGFP-N1 上的

CMV 启动子部分(图 2A), 然后补平自连成不带启

动子的载体 pEGFP-N1(4.1 kb)。利用 PCR引物设计

时引入的 XhoⅠ和 KpnⅠ酶切位点, 将 EaCyp19a1a

启动子片段克隆入同样经过 XhoⅠ/KpnⅠ作用后的

pEGFP-N1(4.1 kb)载体上(图 2B)。EaCyp19a1a启动

子片段长度分别为 195 bp—2.0 kb, pEGFP-N1(4.1 

kb)载体部分长度约为 4.15 kb。所构建的载体相应地

分别命名为 pEaCyp19a1a-EGFP1-9。 

2.2  pEaCyp19a1a-EGFP转染 COS-7细胞 
为了验证已构建的 pEaCyp19a1a-EGFP1-9启动

子表达载体是否具有活性, 将这些载体分别瞬时转

染至 COS-7 细胞, 荧光显微镜高倍镜下观察各孔荧

光表达情况, 并随机计算每孔 3 个视野中表达荧光

的细胞平均数及转染效率(表 2, P<0.05), 其中 7 种

报告基因具有启动子转录活性。荧光显微镜下, 载

体 pEaCyp19a1a-EGFP7(图 3A)和 pEaCyp19a1a- 
 

 

图 1  PCR扩增赤点石斑鱼 EaCyp19a1a启动子片段 
Fig. 1  Amplification of EaCyp19a1a promoter segments by PCR 

A. PCR引物位点示意图;  B. PCR产物电泳图; F1-9. 9条正向引物; R. 反向引物; M. DL 2000 DNA分子量标准; 1—9. 不同的启动子
片段; 195—2005. DNA片段的大小 
A. Schematic map of PCR primers on EaCyp19a1a promoter; B. Electrophoretogram of PCR products; F1-9. nine pieces of forward primers; 
R. reverse primer; M: DNA marker; 1—9. PCR products; 195—2005. sizes of PCR products 
 

 

图 2  pEaCyp19a1a-EGFP载体的构建 
Fig. 2  Artificial construction of pEaCyp19a1a-EGFP vector 

A. pEGFP-N1(4.7 kb)载体及酶切位点示意图; B. 载体 pEGFP-N1(4.1 kb)和 EaCyp19a1a启动子片段均被 XhoⅠ/KpnⅠ双酶切, 并连接 
A. Restriction map in pEGFP-N1 vector; B. the ligation sketch map of pEGFP-N1(4.1 kb) and EaCyp19a1a promoter segments, which were 
double digested with XhoⅠand KpnⅠ 
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EGFP6(图 3B)可见较多明亮荧光细胞 , 载体
pEaCyp19a1a-EGFP1、4、5 荧光细胞数目略少(图
3C, D, E), pEaCyp19a1a-EGFP3、8的荧光细胞数目
则更少(图 3F, G), 载体 pEaCyp19a1a-EGFP2、9和
阴性对照载体 pEGFP-N1(4.1 kb)未见明显荧光(图
略)。转染效率比较可发现载体 pEaCyp19a1a-EGFP7
明显较高, 这说明该载体具有较强的转录活性。 
 
表 2  高倍镜下表达绿色荧光蛋白的细胞计数及所占该视野细

胞的比例(×200) 
Tab. 2  Cells counting of positive GFP and transfection efficiency 
(Original magnification: ×200) 

载体 Vector 
高倍镜视野表达 GFP
细胞数 Cells counting 

of positive GFP 

转染效率
Transfec-
tion effi-

ciency 
(%) 

pEaCyp19a1a-EGFP1 96.51±18.45 20.6 

pEaCyp19a1a-EGFP2 0 0 

pEaCyp19a1a-EGFP3 22.37±4.19 4.7 

pEaCyp19a1a-EGFP4 89.42±17.34 18.7 

pEaCyp19a1a-EGFP5 101.68±21.94 21.5 

pEaCyp19a1a-EGFP6 157.71±31.36 33.8 

pEaCyp19a1a-EGFP7 163.85±32.71 34.1 

pEaCyp19a1a-EGFP8 18.16±4.02 3.8 

pEaCyp19a1a-EGFP9 0 0 
 

2.3  pEaCyp19a1a-EGFP在斑马鱼性腺的表达 
选 取 转 染 实 验 中 转 染 效 率 最 高 的 载 体

pEaCyp19a1a-EGFP7 用做显微注射。在注射的 120
粒受精卵中, 54 粒在低囊胚期和原肠早期死亡, 66
尾仔鱼出膜, 注射存活率为 55%。在荧光显微镜下
观察发现其中 4 尾有荧光表达。最早观察到绿色荧
光时胚胎处于出苗前期(约受精后 48h), 荧光主要出
现在早期生殖腺部位, 呈现几个亮点状(图 4A)。随着
鱼苗的孵出与生长 , 荧光强度有持续增加 , 面    
积逐渐扩大的趋势。鱼苗孵出后 1—2d(即受精后  
72—96h), 荧光沿着生殖脊方向逐渐展开(图 4B, C)。
此外 , 仔鱼出膜后可在背部和侧面肌肉观察到荧   
光, 零星呈现若干个低亮度的点带状斑纹, 这是非
特异的。 

3  讨  论 

芳香化酶是雌激素生物合成过程最后一步的限

速酶。在人类, 由于许多雌激素依赖性疾病(如子宫
内膜癌、乳腺癌)的发生发展与芳香化酶有密切关系, 
因此芳香化酶的表达和调控成为防治人类性别依赖 

 

图 3  绿色荧光蛋白在 COS-7细胞中的表达图像(×200) 
Fig. 3  Expression of GFP in transfected COS-7 cells (Original 
magnification: ×200) 
A. 载体 pEaCyp19a1a-EGFP7表达图像; B. 载体 pEaCyp19a1a- 
EGFP6表达图像; C. 载体 pEaCyp19a1a-EGFP1表达图像; D. 载
体 pEaCyp19a1a-EGFP4表达图像; E. 载体 pEaCyp19a1a-EGFP5
表达图像 ; F. 载体 pEaCyp19a1a-EGFP3 表达图像 ; G. 载体
pEaCyp19a1a-EGFP8表达图像 
A. Image of pEaCyp19a1a-EGFP7 vector; B. Image of pEa-
Cyp19a1a-EGFP6 vector; C. Image of pEaCyp19a1a-EGFP1 vec-
tor; D. Image of pEaCyp19a1a-EGFP4 vector; E. Image of pEa-
Cyp19a1a-EGFP5 vector; F. Image of pEaCyp19a1a-EGFP3 vector; 
G. Image of pEaCyp19a1a-EGFP8 vector 

 
性疾病研究的热点。大量研究表明人芳香化酶基因

的主要特点是其具有组织特异性表达, 即不同的组
织利用不同的启动子, 如胎盘组织中主要是启动子 
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图 4  EaCyp19a1a启动子指导绿色荧光蛋白在斑马鱼中表达 
Fig. 4  Expression of GFP in zebrafish embryos directed by EaCyp19a1a promoter 

A. 胚胎期(约受精后 48 h); B. 出膜 1d鱼苗(约受精后 72 h); C. 出膜 2d鱼苗(约受精后 96h)。鱼体头部在左, 白色箭头为表达 GFP的
原始生殖细胞, 黑色箭头为非特异性表达 GFP的细胞 
A. The embryo (about 48 hpf); B. One day old larvae; C. Two days old larvae. Head is on the left, specific GFP-expressing cells were indi-
cated by white arrows while ectopic expressing cells by black arrows 

 
PI.1, 脂肪组织中主要是 PI.4, 卵巢组织中是 PII  
等[25—27]。相比之下, 虽然芳香化酶基因的启动子在
众多鱼类中得到了克隆, 但是启动子与其基因表达
之间的关系研究较少, 仅见于 Tchoudakova, et al.的
报道。Tchoudakova, et al. [8]曾将金鱼的 Cyp19a1a和
Cyp19a1b的启动子分别注射到斑马鱼受精卵中, 但
是只发现包含 Cyp19a1b 的载体在神经组织内表达, 
而 Cyp19a1a的载体未能发现荧光表达。近期, Huang, 
et al. [24]对赤点石斑鱼和其他鱼类 Cyp19a1a启动子
进行了分析, 发现这些启动子拥有一个共同的含有
SF-1、CREB等转录因子结合位点的保守区域, 并推
测这段保守区域对鱼类 Cyp19a1a 启动子调控卵巢
特异表达具有决定性作用。因此, 本研究通过构建
赤点石斑鱼 EaCyp19a1a 启动子的绿色荧光蛋白表
达载体, 结合显微注射技术, 希望获得鱼类芳香化
酶基因启动子调控组织特异性表达的更多证据。 

通过本研究 , 我们发现长度约 1.3 kb 的
EaCyp19a1a 启动子能够驱动绿色荧光蛋白在斑马
鱼体内表达。所注射斑马鱼用含 PTU的培养液去除
斑马鱼色素和自发荧光后, 于受精后 48h 时在胚胎
中可观察到绿色荧光表达于早期生殖腺部位, 并随
着鱼苗的孵出与生长而发展。这在时间和空间上与

斑马鱼内源性 Cyp19a1a 的早期表达一致 , 说明
EaCyp19a1a 的启动子序列中含有调控其性腺特异表
达的顺势作用原件, 并且可以跨物种行使其功能。 

在本实验中, 绿色荧光蛋白只在部分受注射胚
胎中表达, 而不在所有胚胎中表达, 这种现象在瞬
时转基因斑马鱼中常常发生[28,29]。这是因为受注射

胚胎中仅有少量细胞整合了完整的外源 DNA, 所以
外源 DNA在暂态表达时表达量不高。相比之下, 一

旦获得稳定的转基因种系, 则胚胎的每一个细胞都
整合了外源 DNA, 因而在相应组织中外源 DNA 的
表达量就会高很多。这有待于在 pEaCyp19a1a-EGFP
稳定的转基因斑马鱼种系中做进一步观察分析。 

总之, 本研究为深入了解鱼类芳香化酶, 尤其
是卵型芳香化酶的表达调控机制提供了有效地帮助, 
有利于进一步探明芳香化酶在鱼类性别分化和性别

转变过程中的重要作用。 
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THE EACYP19A1A PROMOTER OF RED-SPOTTED GROUPER DIRECTS THE 
EXPRESSION OF GFP IN EARLY PRIMARY GONAD CELLS OF ZEBRAFISH 

HUANG Wei1,2, ZHOU Li1, LIU Jing-Xia1, LI Zhi1 and GUI Jian-Fang1 
(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, 

Wuhan 430072; 2. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049) 

Abstract: Cytochrome P450 aromatase (P450arom) is the key enzyme responsible for estrogen biosynthesis in many 
species, and is believed to participate in the regulation of sexual differentiation of teleost fishes. However, the regulation 
mechanisms of aromatase genes remain unknown. In this study, we examined the role of EaCyp19a1a promoter in ovary 
specific expression of EaCyp19a1a. Firstly, nine 5′-deletion promoter region were obtained by PCR amplification using 
primers designed according to the accurate localizations of the special positive regulatory elements in the isolated 
5′-flanking sequence, such as SOX5, CREB, SF-1, and so on. Then, these nine deletion mutants covering EaCyp19a1a 
promoter were constructed into the recombinant pEGFP-N1 (4.1 kb) vector, and examined their transcription activities. 
The construct of pEaCyp19a1a-EGFP7 vector was proved to possess the highest activity by transient transfection in 
COS-7 cells. Subsequently, the linearized pEaCyp19a1a-EGFP7 DNA was microinjected into fertilization eggs of ze-
brafish and the embryos were observed termly with fluorescent microscopy for the green fluorescent protein (GFP) ex-
pression. Specific green fluorescence was found to be restricted in the early primary gonad cells as early as zebrafish 
embryos at the hatching stage (about 48 hpf) and extend gradually along with the direction of germinal ridge develop-
ment in larvae. These results indicated that some cis-acting elements were binding to EaCyp19a1a promoter and had the 
ability to regulate EaCyp19a1a gene expression specificly in the gonad. This research laid a foundation for further study 
on the role of aromatase in sex differentiation and sex inversion of fish. 
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