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摘要:鱼类的性别分化易受发育环境的影响。向性成熟的泥鳅和大鳞副泥鳅个体注射绒毛膜促性腺激素 , 获得卵

子和精子进行人工授精。把胚胎分别置于 20℃、25℃和 30℃条件下 , 使其发育。 经性腺检查发现随着温度的升高

两种泥鳅中雄性个体所占的比例明显升高 ,获得明显的偏雄比率群体。根据已知细胞色素 P450 芳香化酶 CYP19b

基因序列设计嵌套简并引物用巢式 PCR扩增并克隆出了两种泥鳅的 CYP19b 的 DNA片段。 MaCYP19b 片段和 Pd-

CYP19b 片段分别长 1337bp和 1473bp。在此基础上用各自的特异引物克隆出两种泥鳅 CYP19b 的相应 cDNA 片段。

通过基因组 DNA 和 cDNA序列的比较证明两种泥鳅的 CYP19b 基因均包含三个内含子和四个外显子 ,编码的蛋白

质序列长 145氨基酸残基。以 GAPDH 基因为对照 , 分别对两种泥鳅成体组织和不同发育阶段的胚胎的 CYP19b 进

行了半定量 RT-PCR表达分析 , 结果表明泥鳅 CYP19b 基因只在成体泥鳅卵巢 、肾以及原肠胚和神经胚中表达。大

鳞副泥鳅 CYP19b 基因在成体的脑 、卵巢和肾以及神经胚和卵黄吸收期表达。 这些结果为揭示细胞色素 P450芳香

化酶基因与环境性别决定机制的关系奠定了基础。
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　　在脊椎动物中 ,胚胎发育的早期 ,原始性腺是中

性的 ,具有分化为卵巢和精巢的双向潜能。一系列

的环境因素诸如性激素处理 、温度 、pH、盐度和群体

密度等都可以引起表型性别的改变[ 1 ,2] 。其中温度

是研究最多的环境因素之一 ,在鸟类 、爬行类等动物

中已经证实在性腺发育的某些时期温度可以影响性

腺的分化途径[ 3] 。在这一过程中性腺内的类固醇激

素起着关键的作用 。细胞色素 P450芳香化酶(Aro-

matase)是性腺性别分化中的关键酶 ,其功能是催化

雄激素转化为雌激素 。因此芳香化酶基因(CYP19)

从根本上控制着性腺性别分化的方向 ,自然而然成

为环境影响性别发育研究的焦点[ 4—6] 。

泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)和大鳞副泥鳅

(Paramisgurnus dabryanus)是常见的鲤形目鳅科鱼

类 ,有一定的经济价值 ,易取材 、易饲养 ,因此常常作

为生物学和遗传学研究的实验材料。银染和 C 带

研究证明大鳞副泥鳅为ZZ/ZW性别决定 ,而泥鳅中

未发现异形性染色体[ 7] 。为了比较分析近缘种在性

别分化和感受环境因素的差异 ,作者考察了发育环

境的温度对这两个物种胚胎性别分化的影响以及细

胞色素 P450芳香化酶 CYP19 基因的结构和时空表

达特征 。

1　材料与方法

1.1　材料　泥鳅 、大鳞副泥鳅购于新乡市集贸市场 。

1.2　发育温度对两种泥鳅性腺分化的影响　取健

康性成熟个体作为亲本 , 体长 12—18cm , 重 30—

40g ,雌性 10尾 、雄性 20尾 ,分别注射鱼用绒毛膜促

性腺激素(HCG):800U/尾♀, 200U/尾♂。10—12h

后 ,人工授精。把受精卵分别置于 20℃、25℃和

30℃下孵化 ,用恒温培养箱控制温度。幼鱼体长大

于 6cm时活体解剖检测性腺确定性别。

1.3　基因组 DNA的制备　断尾取血法提取基因组

DNA 。具体步骤参照文献[ 8]进行。

1.4　CYP19b 基因的简并引物 PCR和序列分析　

根据从 Genbank 检索的硬骨鱼 CYP19bmRNA 全长 、
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设计嵌套简并引物。PCR 反应体系 20μL:包括

200μmol/L dNTP ,2.0mmol/L MgCl2 ,上游引物和下游

引物50pmol/L ,TaqDNA聚合酶1U ,基因组DNA 1μg 。

循环参数为:95℃ 5min , 94℃ 40s , 58℃ 40s , 72℃

90s ,共 35 个循环 。循环结束后 72℃充分延伸

10min。引物序列如下:

外侧:上游引物:5′GG(A/C)(A/T)C(A/C/G)GC(G/

A/C)TG(C/T)AACTACT3′

下游引物:5′(C/T)AG(C/T)AC(A/G)CACTG

(C/T)CT(G/C)AC3′

内侧:上游引物:5′GCAT(T/C)G(T/C)(G/C/T)CG

(G/A)GT(C/G/T)TGGAT3′

下游引物:5′AT(T/G)AGAAC(C/T/A)G(T/C)

(T/C)TGCCA(G/T)GT3′

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳 、回收纯化后 ,克隆

入pGEM-T载体并转入 JM109宿主菌中 。挑选阳性

克隆进行碱基序列测定 。利用 Blast软件包对克隆

出的 CYP19b DNA 结构 、碱基序列及其可能编码的

氨基酸序列进行分析 。

1.5　成体组织和胚胎发育不同时期 RNA的提取　

用 RNeasy Mini Kit RNA提取试剂盒分别提取两种泥

鳅成体的卵巢 、脑 、精巢 、心 、肝和肾等 6种组织以及

胚胎发育过程中的原肠胚 、神经胚 、尾芽期 、孵出期

和卵黄吸收期等 5个时期的总RNA 。琼脂糖凝胶电

泳检测总 RNA质量。

1.6　CYP19b cDNA的克隆　根据已获得的 CYP19b

基因的碱基序列 ,设计特异引物。取成体卵巢 cDNA

为模板进行 RT-PCR。PCR产物的克隆及测序分析

同上 。特异引物序列如下:

泥鳅 CYP19b :上游引物:5′GCATCGCGCGGGTCTGGAT 3′

下游引物:5′ATGAGAACCGCTTGCCAT-

GT3′

大鳞副泥鳅 CYP19b :上游引物:5′GCATCGCGCGGG-

TGTGGAT3′

下游引物:5′ATGAGAACCGTT-

TGCCAGGT3′

1.7　成体组织和胚胎发育不同时期 CYP19b 基因

的表达　利用 CYP19b 基因的特异引物 ,对其进行

成体组织和胚胎发育不同时期特异表达的半定量

RT-PCR分析[ 9] 。每种组织取总 RNA 1μg 进行反转

录反应。取 2μLcDNA 作为 RT-PCR反应时的模板。

参照基因为持家基因 GAPDH 。

GAPDH 引物为:上游引物:5′GCCTCTTGCACGACCA-

ACTG3′

下游引物:5′CGGAAGGCCATGCCT-

GTCAG3′

2　结果

2.1　发育温度对两种泥鳅性腺分化的影响

受精卵在实验控制条件下长至体长6cm以上(约

3个月)时 ,活体解剖检测性腺确定其性别。所得结

果列入表 1。实验结果表明 ,发育温度对两种泥鳅的

性腺性别分化影响均显著。在 20℃、25℃和 30℃时 ,

泥鳅雄性个体所占比率分别为 58%、85%和 86%;而

大鳞副泥鳅雄性个体所占比率分别为 53%、87%和

87%。随着温度的升高雄性个体所占比例明显增加。

图 1a是大鳞副泥鳅初级卵母细胞时期卵巢的扫描电

镜照片;图1b为精子发生时期的精巢 。

图 1　大鳞副泥鳅性腺的扫描电镜照片

Fig.1　The scanning electron microscopy photographs of gonads in P.dabryanus

a.初级卵母细胞时期的卵巢 The ovary in primary oocytes stage;b.精子发生时期的精巢 The testis in spermatogenesis stage
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表 1　胚胎发育温度对泥鳅和大鳞副泥鳅性腺分化的影响

Tab.1　The effect of temperature of embryogenesis on sex differentiation of gonad in M.anguillicaudatus and P.dabryanus

温度(℃)

Temperature

胚胎数目
Embryo
number

成活率(%)

Survival rate

Ma Pd

雌　性

Female

Ma Pd

雄　性

Male

Ma Pd

雄性比率(%)

Male ratio

Ma Pd

20 200 95 94 79 88 110 100 58 53

25 200 94 96 28 25 160 167 85 87

30 200 91 93 26 24 156 162 86 87

　　注:Ma.泥鳅(M.anguillicaudatus);Pd.大鳞副泥鳅(P.dabryanus)

2.2　CYP19b 基因的克隆和序列分析

用所设计的简并引物进行巢式 PCR ,在两种泥

鳅基因组 DNA扩增中均获得了一条约 1350bp的条

带(图 2)。测序分析表明 ,上述两条扩增带的长度分

别为1337bp和 1473bp。根据所得基因组 DNA序列设

计特异引物 ,以卵巢 cDNA为模板进行 RT-PCR分析 ,

均扩增出一条约430 bp的带(图3)。用DNAMAN

图 2　CYP19b 基因组DNA扩增

Fig.2　The amplification results of genomic DNA of CYP19b M

λ/EcoR Ⅰ +HindⅢ;1.M.anguillicaudatus;2.P.dabryanus

图 3　CYP19b cDNA扩增

Fig.3　The amplification results of cDNA of CYP19b L.100p

DNA Ladder;1.M.anguillicaudatus;2.P.dabryanus

软件分析所得基因组 DNA和 cDNA碱基序列表明

所克隆的泥鳅 CYP19b DNA 片段长 1337bp ,含有 4

个外显子和 3个内含子 ,其中外显子 1 、2 、3 、4分别

长 49bp 、155bp 、177bp 和 58bp;内含子 1 、2 、3分别为

92bp 、670bp 和 136bp;编码蛋白质长 145氨基酸残

基 。所克隆的大鳞副泥鳅 CYP19b DNA 片段长

1473bp ,也由 4个外显子和 3个内含子组成 ,其中外

显子 1 、2 、3 、4 的长度分别为 49bp 、155bp 、177bp 和

58bp;内含子 1 、2 、3 的长度分别为 92bp 、799bp 和

143bp;编码蛋白质长 145氨基酸残基。内含子的位

置在二个基因中相同 ,但序列差异较大 。所有的内

含子拼接点均遵循 GT-AG 规律。所克隆两个

CYP19b 基因的 DNA序列 、内含子的位点和序列以

及其编码的氨基酸序列如图 4和图 5所示 。

2.3　两种泥鳅 CYP19b 基因的同源性和聚类分析

利用Genbank的blast软件包进行同源性检索发

现所克隆的泥鳅和大鳞副泥鳅片段均与罗非鱼的

CYP19b 相似性最高 ,分别为 73.1%和 74.5%,因此

所克隆的基因应当为两种泥鳅中各自的 CYP19b ,根

据 CYP19b 基因命名规则 ,把它们分别命名为:Ma-

CYP19b 和PdCYP19b 。其他几种有代表性物种与这

两个基因的相似性列入表 2。在这 9 个物种中 ,有

54个氨基酸是高度保守的 ,相似性为 75.25%,其

中 ,泥鳅和大鳞副泥鳅之间的相似性最高 , 达

95.9%。泥鳅与人和蛙的相似性最低 ,是58.6%。

大鳞副泥鳅与人的相似性最低 ,为 57.9%。图 6为

低据氨基酸序列相似性 ,应用 DNAMAN软件构建的

系统进化树 。
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图 4　泥鳅 CYP19b DNA 序列及其编码的氨基酸序列

Fig.4　Nucleotide and deduced amino acid sequences of M.anguillicaudatus CYP19b gene

＊＊＊引物位点 primer sites;＊＊＊内含子序列 intron sequences

表 2　9个物种的 CYP19 基因的氨基酸相似性

Tab.2　Comparabi lity of deduced amino acid sequences of CYP19 gene from 9 species

gene HsCYP19 GgCYP19 TsCYP19 RrCYP19 DrCYP19b PdCYP19b MaCYP19b OmCYP19b OnCYP19b

HsCYP19 100%

GgCYP19 76.6% 100%

TsCYP19 75.9% 83.4% 100%

RrCYP19 63.4% 68.3% 66.9% 100%

DrCYP19b 55.2% 55.9% 52.4% 53.1% 100%

PdCYP19b 57.9% 60.0% 59.3% 59.3% 72.4% 100%

MaCYP19 b 58.6% 60.7% 60.0% 58.6% 70.3% 95.9% 100%

OmCYP19b 57.2% 58.6% 55.2% 56.6% 77.2% 73.1% 71.7% 100%

OnCYP19b 55.9% 58.6% 55.2% 53.8% 71.7% 74.5% 73.1% 80.0% 100%

　　注:Hs:人(Homo sapiens);Gg:鸡(Gallus gallus);Ts :龟(Trachemys scripta);Rr:蛙(Rana rugosa);Dr:斑马鱼(Danio rerio);Pd:大鳞副泥鳅

(Paramisgurnus dabryanus);Ma:泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus);Om:虹鳟(Oncorhynchus mykiss);On:罗非鱼(Oreochromis niloticus)
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图 5　大鳞副泥鳅 CYP19b DNA 序列及其编码的氨基酸序列

Fig.5　Nucleotide and deduced amino acid sequences of P.dabryanus CYP19b gene

＊＊＊引物位点 primer sites;＊＊＊内含子序列 intron sequences

图 6　根据 9个物种的 CYP19 基因的氨基酸序列构建的系统进化树

Fig.6　Phylogenetic tree based on CYP19 deduced amino acids in 9 species

注:表注同表 2 Annotation is the same as tab.2

2.4　CYP19b 的时空特异性组织表达分析

以 GAPDH 为参照基因 ,用半定量 RT-PCR方法

研究了两种泥鳅中成体不同组织和胚胎发育过程中

不同时期的特异性表达。实验结果表明 , 泥鳅

CYP19b 基因只在成体泥鳅卵巢和肾中有表达 ,且前

者表达量较高;在胚胎发育的各个时期中 ,该基因在

原肠胚中表达量最高 、其次是神经胚;在尾芽期及其

以后的孵出期和卵黄吸收期中均无表达。大鳞副泥

鳅 CYP19b 基因在成体的脑中表达量最高 ,其次是

卵巢 、肾 ,在心和精巢中无表达;在胚胎发育的不同

时期 ,该基因在神经胚和卵黄吸收期时有表达。
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图 7　泥鳅 CYP19 b 在成体组织中的表达

Fig.7　The expression patterns of CYP19b in adult M.anguillicaudatus

a.MaCYP19b 和对照基因GAPDH 的 RT-PCR检测;b.二者在成体组织中的表达量比值

a.RT-PCR of MaCYP19b and control GAPDH;b.the expression ratio of MaCYP19b and control GAPDH in several organs of adult M.anguillicaudatus

1.精巢 testis;2.心 heart;3.肾 kidney;4.肝 liver;5.脑 brain;6.卵 ovary

图 8　大鳞副泥鳅 CYP19b 在成体组织中的表达

Fig.8　The expression patterns of CYP19b in adult P.dabryanus

a.PdCYP19b 和对照基因GAPDH 的 RT-PCR检测;b.二者在成体组织中的表达量比值

a.RT-PCR of PdCYP19 b and control GAPDH;b.the expression ration of PdCYP19 b and control GAPDH in several organs of adult P.dabryanus

1.精巢 testis;2.心 heart;3.肾 kidney;4.肝 liver;5.脑 brain;6.卵 ovary

图 9　泥鳅 CYP19 b 在胚胎不同时期的表达

Fig.9　The expression of CYP19b in different stages of M.anguillicaudatus embryo

a.MaCYP19b 和对照基因GAPDH 的 RT-PCR检测;b.二者在胚胎不同时期中的表达量比值

a.RT-PCR of MaCYP19b and control GAPDH;b.the expression ratio of MaCYP19b and cont rol GAPDH in different stages of M.anguillicaudatus embryo

1.原肠胚 gast rulae;2.神经胚 neurula;3.尾芽期 tail bud formed;4.孵出期 hatched larva;5.卵黄吸收期 yolk-sac absorpt ion phase

图 10　大鳞副泥鳅 CYP19b 在胚胎不同时期的表达

Fig.10　The expression of CYP19b in different stages of P.dabryanus embryo

a.PdCYP19b 和对照基因GAPDH 的 RT-PCR检测;b.二者在胚胎不同时期中的表达量比值

a.RT-PCR of PdCYP19 b and control GAPDH;b.the expression ratio of PdCYP19b and control GAPDH in diff erent stages of P.dabryanus embryo

1.原肠胚 gast rulae;2.神经胚 neurula;3.尾芽期 tai l bud formed;4.孵出期 hatched larva;5.卵黄吸收期 yolk-sac absorption phase　　　
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3　讨论

两种泥鳅中 ,胚胎在较高温度(25—30℃)下发

育均能得到明显的偏雄性群体 ,在 20℃时则能形成

性比接近 1∶1的种群。这说明温度对二者的性腺分

化具有明显的影响。

在大多数鱼类中 ,性腺性别分化受环境因素和

遗传型因素的共同作用。有时环境因素对鱼类性别

分化具有决定性影响 ,即环境性别决定(Environmen-

tal Sex Determination , ESD)现象 ,此时后代的性别表

型已经偏离了本身基因型的决定[ 10] 。近年来 , ESD

现象在鱼类中的报道日渐增多[ 11—13] 。在众多的

ESD研究中 ,除了性激素外最主要的是有关温度对

性别决定影响(Temperature-dependent sex determina-

tion , TSD)的研究 ,其次是种群密度 、盐度 、pH 值 、光

周期等影响的研究
[ 2 ,3]

。ESD在鱼类中的分布比以

前预想的要广泛得多 ,现已在 39种硬骨鱼 、33种鲡

鱼科鱼中发现了明显的 ESD效应[ 2] 。但是环境因

素只是影响性腺性别分化途径的选择 ,而并不改变

其遗传组成。

在泥鳅和大鳞副泥鳅中 ,二者的 CYP19b 相似

性很高 ,达 95.9%,这与二者具有密切的进化关系

是分不开的。成体组织中泥鳅 CYP19b 基因在卵巢

中表达量最高 ,其次是肾;在大鳞副泥鳅中 CYP19b

在成体脑中表达量最高 ,其次是卵巢 、肾 ,精巢中有

微弱表达 。在胚胎发育过程中 , 泥鳅 CYP19b 在原

肠胚和神经胚表达;而大鳞副泥鳅 CYP19b 在神经

胚和卵黄吸收期表达 。鱼类的性别决定和分化的重

要特征是多样性 。在同一个属的不同种之间可能具

有不同的性别决定类型 。如鲈形目鲡鱼科的 Ore-

ochromis niloticus 为XY型 ,而 Oreochromis aureus 则是

ZW型[ 14] 。甚至同一物种的不同群体间性染色体类

型也有差别[ 15] 。泥鳅与大鳞副泥鳅具有较近的亲

缘关系 ,但二者在性染色体分化上具有很大差别 ,后

者为 ZW型 ,而前者则无性染色体分化[ 7] 。因此 ,作

者推测两个物种间性别决定类型存在有一定的差

异 ,正是这种差异引起它们的 CYP19b 基因的差异

表达 。

环境因子对性腺分化的影响的分子机制还未明

了 ,目前比较流行的主要有三种假说 ,即 H-Y 抗原

假说 ,性激素比率假说和下丘脑控制假说。现有的

研究资料比较支持性激素比率假说和下丘脑控制假

说[ 16] 。这两种假说认为鱼类性腺分化途径选择的

原初信号来自于下丘脑或者与性激素形成有关的酶

的活性高低 ,雄激素/雌激素比值的高低最终决定了

性腺分化的方向。芳香化酶具有催化睾酮转化为雌

二醇的功能 ,从而成为这两种假说的关键点 ,即其低

转化率生成雄性个体 ,高转化率生成雌性个体[ 17] 。

芳香化酶基因(CYP19)及其上调或下调基因(如:

SOX9 、AMH 、DAX 、WT 、SF1等)的表达情况则根本上

控制着性腺性别分化的方向 。温度可能通过影响芳

香化酶基因或其调节基因的表达从而影响芳香化酶

活性 , 因而最终影响了性腺性别分化[ 18] 。因此对

CYP19 基因进行详尽的研究有可能为揭示鱼类的性

别决定和分化机制提供重要的实验依据。
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MOLECULAR CLONING AND DEVELOPMENTAL EXPRESSION OF

AROMATASES GENE IN TWO SPECIES OF LOACHES

DU Qi-Yan , NAN Ping , YAN Shuai-Guo and CHANG Zhong-Jie

(College of life sciences , Henan Normal University , Xinxiang　453007)

Abstract:Fishes serve as a key link on the view of the vertebrate systematic evolution.Its sex determination is primitive and

plastically compared with the other advanced vertebrates.Sexual differentiation of gonad is sensitive to environmental factors dur-

ing a critical period of embryogenesis in some fish.The cytochrome P450 aromatase , which converts androgens to estrogens , is a

key enzyme in sex differentiation of gonad.Therefore , the cytochrome P450 aromatase(CYP19)genes control the pathway of go-

nadal sex differentiation radically.Misgurnus auguillicaudatus and Paramisgurnus dabryanus are common Cypriniformes fishes in

China.They have a very close relationship and were classified to the same genus by some taxonomists.Heteromorphic sex chro-

mosomes have been found only in P.dabryanus.To detect the effect of temperature to sex differentiation , Molecular cloning and

developmental expression of aromatases gene in two species of loaches were studied.The zygotes of Misgurnus anguillicaudatus

and Paramisgurnus dabryanus were incubated separately at 20℃, 25℃and 30℃, until that the sex could be distinguished.The

results show that high temperature(25—30℃)can promote male-biased sex ration in both species loach.And with the tempera-

ture rising , the male sex rate gets higher.A pair of nested degenerate consensus primes was designed basing on the sequence of

cytochrome P450 aromatase gene(CYP19b).Using nest-PCR method , the part genomic sequences of CYP19b in two species

loach were amplified and cloned from genomic DNA.The DNA fragments of MaCYP19b and PdCYP19b are 1337bp and 1473bp

respectively.The gene-specific primers were designed based on the genomic DNA sequence.Then using RT-PCR method , the

corresponding cDNA of CYP19b in both species loach were amplified and cloned from total RNA that was isolated from ovary tis-

sue.By comparing their genomic DNA sequence and cDNA sequence , we know that the cloned CYP19b of two species loach all

include 3 introns and 4 extrons and encode 145 amino acids.With the control gene of GAPDH , the expression patterns of the two

genes were studied in adult tissues and different stages of embryo of two species loach separately with semi-quantitive RT-PCR.

The results showed that M .anguillicaudatus CYP19b gene expressed only in ovary and kidney of adult tissues and gastrulae and

neurula of embryo.The P.dabsryanu CYP19b expressed in brain , ovary and kidney of adult tissues and neurula and yolk-sac

absorption phase of embryo.Those results lay the foundations of clarifying the relation between cytochrome P450 aromatase gene

and the mechanism of ESD to a certain extent.

Key words:Misgurnus anguillicaudatus;Paramisgurnus dabryanus;Cytochrome P450 aromatase;Sex differentiation
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