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泥鳅 cyp19a1 基因克隆及其在倍性间的表达差异

曹文怡１,易少奎２,杨楠１,苏君晓１,罗双双１,高泽霞１,周小云１
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２．湖州师范学院生命科学学院,湖州３１３０００

摘要　克隆并分析泥鳅cyp１９a１a 的全长cDNA 和５′侧翼序列,用qRTＧPCR技术比较cyp１９a１a 在二倍

体、四倍体泥鳅组织间和倍性间的表达差异.结果发现,泥鳅cyp１９a１a 的cDNA全长１９０５bp,包括２９bp的

５′TR、３０１bp的３′UTR和１５７５bp的ORF序列,其氨基酸序列中存在IＧ螺旋区、芳香化酶特异保守区以及血红

素结合区等重要功能域.用 hiTAILＧPCR 克隆获得２０４０bp的５′侧翼序列,在该序列上预测到典型元件

TATAＧbox,以及C/EBPβ、SRY、ER、CREB、GR等转录因子结合位点.１２月龄四倍体泥鳅的体长、体质量均显

著高于二倍体,但性腺发育明显滞后于二倍体.cyp１９a１a 和cyp１９a１b分别在二倍体、四倍体泥鳅的性腺和脑

中的表达量最高.倍性间比较结果显示,cyp１９a１a 在四倍体各组织中的表达均高于二倍体(除精巢外);

cyp１９a１b在四倍体雌鳅脑中的表达量显著高于二倍体,但在四倍体雄鳅脑中的表达量显著低于二倍体.综合

分析上述结果,四倍体中相对较高的cyp１９a１a 表达可能与其性腺所处发育时期有关,较晚的性成熟有利于泥

鳅将更多能量用于个体生长.由于cyp１９a１及其催化产生的雌激素还可以通过 GHＧIGF通路调节鱼类的生

长,推测cyp１９a１在泥鳅倍性间的差异表达可能与二倍体、四倍体间的生长生殖差异密切相关.
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　　作为脊椎动物中分布最广、种类最多的一个类

群,鱼类的性别决定机制有着原始性、多样性以及可

塑性等特点,同时存在雌雄异体、雌雄同体和单性群

体等性别决定类型.但无论是哪种性别决定类型,
其下游的性别决定因素却都是相当保守的,尤其是

芳香化酶(aromatase),可以催化雄激素转化为雌激

素,从而控制性腺发育甚至影响性别决定[１].细胞

色素P４５０芳香化酶(P４５０arom)是由cyp１９a１基

因编码产生的.硬骨鱼类中存在２种cyp１９a１基

因亚型:cyp１９a１a 和cyp１９a１b.cyp１９a１a 主要

在性腺中表达,因此其编码产物称为性腺型芳香化

酶(P４５０aromA);cyp１９a１b 则主要在脑中表达,其
编码产物称为脑型芳香化酶(P４５０aromB)[２].近年

来的研究发现,cyp１９a１a 及其催化产生的雌激素

不仅在卵巢分化与维持的过程中起到决定性的作

用,而且在精巢的分化中也起到了关键性的作用,

cyp１９a１a 上调对触发和维持卵巢分化是必需的,
而cyp１９a１a 的下调则是诱导精巢分化的一个必不

可少的环节[３Ｇ４].而cyp１９a１b 及其催化产生的雌

激素与中枢神经系统发育期间的神经内分泌功能、
性行为和性别分化密切相关[５].此外,有研究发现,

cyp１９a１b还可能对鱼类精巢的发育有重要的促进

作用[６].
芳香化酶及其催化产生的雌激素,还可以通过

GHＧIGF通路调节鱼类的生长发育.比如,雌二醇

可以调节虹鳟(Oncorhynchusmykiss)[７]、莫桑比克

罗非鱼(Oreochromismossambcus)[８]、黄鲈(DipＧ
loprionbifasciatum)[９]中GHＧIGF通路相关基因的

表达水平,进而影响生长.
我国的野生泥鳅(MisgurnusanguillicaudaＧ

tus)不仅有二倍体,在长江流域还有大量的天然四

倍体[１０].四倍体泥鳅的体型明显大于二倍体,具有

显著的生长优势[１１].通过诱导雌核发育和雄核发

育,研究人员发现,这些四倍体泥鳅是由二倍体泥鳅

通过染色体加倍产生的[１２].天然四倍体泥鳅是我

国特有的、非常珍贵的种质资源[１３],不仅为泥鳅优



　第４期 曹文怡 等:泥鳅cyp１９a１基因克隆及其在倍性间的表达差异 　

良品种的培育提供了理想的原材料,还是研究多倍

体脊椎动物的生物学和遗传学等的理想模型.鉴于

cyp１９a１既能调控鱼类的生殖发育,又能影响鱼类

的生长代谢,因此,研究其在二倍体、四倍体泥鳅间

的表达特点,可能对了解泥鳅倍性间生长和生殖差

异有一定的参考价值.近期,笔者所在课题组发现,
四倍体泥鳅的生殖发育明显滞后于二倍体,在相同

的养殖环境下,二倍体泥鳅１龄即可性成熟并开始

繁殖活动,而四倍体泥鳅２龄以后才能达到性成熟.
我们推测,四倍体泥鳅的生长优势可能与其相对较

晚的生殖发育有关.
本研究中,我们选择１２月龄的二倍体、四倍体

泥鳅为研究对象,克隆获得了泥鳅的cyp１９a１a 基

因cDNA序列和５′侧翼序列,并分析cyp１９a１在泥

鳅组织间和倍性间的表达特点和差异,研究其与泥

鳅倍性间生长和生殖差异中的相关性,进而探讨四

倍体泥鳅性腺发育较晚的分子机制,以期为鱼类生

长和生殖的调控关系提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验鱼来源

以野生二倍体、四倍体泥鳅为亲本,通过人工繁

殖获得子一代,将其在相同环境下养殖,随机选取

１２月龄的二倍体、四倍体雌雄个体各９尾用于本

研究.
1.2　DNA 和 RNA 的提取和检测

将试验鱼用 MSＧ２２２(１００mg/L)麻醉,测量体

长、体质量后,分离脑、性腺、肌肉及肝脏,在液氮中

速冻后置于－８０℃冰箱中保存.用醋酸铵/异戊醇

法提取各组织的DNA,用Trizol法提取RNA,分别

用１％琼脂糖电泳和紫外分光光度计(NanoDrop
２０００,USA)检测提取 DNA 和 RNA 的完整性和浓

度.将每３个个体的RNA等量混合作为１个样本

用于后续的基因表达分析.
1.3　 cyp19a1a 基因的全长 CDS 和 5′侧翼序列

克隆

　　基于笔者所在课题组前期对泥鳅全长转录组测

序获得的cyp１９a１a 部分cDNA序列(GenBankacＧ
cessionNo．AB５３１４９６．１),分别设计５′RACE和３′
RACE引物(表１),按照试剂盒(TaKaRa,Japan)的
说明分别克隆其５′ＧUTR和３′ＧUTR序列,PCR产

物经胶回收、纯化、连接、转化、阳性克隆鉴定后,送
武汉擎科生物技术有限公司测序.测序结果经比对

确认无误后,用DNAStar软件拼接得到cyp１９a１a
基因的全长CDS序列.

基于拼接获得的全长CDS序列,采用高效热不

对称PCR(highＧefficientthermalasymmetricinterＧ
lacedPCR,hiTAILＧPCR)技术扩增泥鳅cyp１９a１a
的５′侧翼序列.具体方法为:将泥鳅cyp１９a１a 的

CDS序列与斑马鱼的序列比对推测其第一外显子

序列,然后在第一外显子序列上设计３条嵌套的特

异性引物(specialprimer,简称SP１,SP２,SP３)作为

下游引物,用Liu等[１４]的LAD１Ｇ５长随机简并引物

(longerarbitrarydegenerateprimer)作为上游引物

(表１)进行连续３轮PCR扩增.其中,第１轮PCR
以泥鳅基因组 DNA 为模板,用SP１特异性引物与

LAD１Ｇ５兼并引物组合进行扩增;然后将第１轮扩

增产物稀释４０倍作为第２轮PCR模板,用SP２与

AC１组合扩增;随后将第２轮扩增产物稀释１０倍

作为第３轮 PCR 模板,用 SP３与 AC１进行扩增.
第３轮PCR产物经胶回收、纯化、连接、转化、阳性

克隆鉴定后,送武汉擎科生物有限公司测序.测序

结果经人工检查确认无误后,用DNAStar软件拼接

得到cyp１９a１a 基因的５′侧翼序列.
1.4　 cyp19a1a 基因 CDS 和 5′侧翼序列的生物信

息学分析

　　对克隆获得的CDS序列,用BioXM２．６导出氨

基酸序列,用 SWISSＧMODEL(https://swissmodＧ
el．expasy．org/)预 测 蛋 白 质 的 三 级 结 构,用

SMART(http://smart．emblＧheidelberg．de/)预测

蛋白质的保守结构域,用 PROSITE(https://prosＧ
ite．expasy．org/)预 测 蛋 白 质 的 功 能 域.然 后 用

ClustalW(２．０)(https://www．ebi．ac．uk/Tools/

msa/clustalo/)将泥鳅cyp１９a１a 基因编码的氨基

酸序列与其他物种进行同源性比对.用 MEGA X
的 邻 位 相 连 (neighborＧjoining,NJ)法,将 泥 鳅

cyp１９a１a 基因编码的氨基酸序列与其他脊椎动物

的氨基酸序列进行比对,构建系统进化树.
用在线软件 NNPP(http://www．fruitfly．org/

seq_tools/promoter．html)预测cyp１９a１a 基因５′
侧翼 序 列 的 核 心 元 件 (promotercoreelement,

PCE)和转录起始位点(transcriptstartsite,TSS),
用 AliBaba２．１(http://geneＧregulation．com/pub/

programs/alibaba２/index．html)和 Cister(https://

zlab．bu．edu/~mfrith/cister．shtml)预测５′侧翼序

列上潜在的转录因子结合位点.

７６１
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1.5　 cyp19a1 在二倍体、四倍体泥鳅间的表达差异

分析

　　 根据克隆获得的cyp１９a１a 的 CDS序列,用

Primer５．０软件设计cyp１９a１a 的qRTＧPCR引物.
为了解cyp１９a１b与cyp１９a１a 的表达差异,本研究

根据全长转录组测序获得的cyp１９a１b部分CDS序

列,设计 qRTＧPCR 引物,并用泥鳅的βＧactin序列

(AB２００２６５．１)设计内参引物(表１),比较cyp１９a１b
与cyp１９a１a在泥鳅组织间和倍性间的表达差异.

将提取的总 RNA 用 PrimeScriptRTreagent
KitWithgDNAEraser试剂盒(TaKaRa,Japan)反

转录为cDNA.然后用 SYBRPremixExTaqTM
试剂盒(TaKaRa,Japan),以二倍体、四倍体泥鳅各

组织的 cDNA 为模板,在 ABI７５００FAST RealＧ
TimePCRSystem(AppliedBiosystems,USA)上检

测cyp１９a１a 和cyp１９a１b 的表达水平.用２－ΔΔCt

方法计算基因的相对表达量.
1.6　数据分析

用SPSS１９．０软件对数据结果进行统计学处

理,用单因 素 方 差 分 析 (oneＧway ANOVA)以 及

Duncan’s多重比较进行显著性检验分析,P＜０．０５
为差异显著,用 Origin９．０软件作图.

表１　泥鳅cyp１９a１克隆和表达分析所用的引物

Table１　Primersusedforcloningandexpressionanalysisofcyp１９a１geneinM．anguillicaudatus

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
用途 Usage

GSP５′ＧO TTTCATCAGCCCCATTTGTG ５′RACEＧPCR

GSP５′ＧI AAATCCACCGTAGTCTCCCC

GSP３′ＧO TGTCTCAGTTTTCTGTGTGTCC ３′RACEＧPCR

GSP３′ＧI TAGCATCCCTCAAACCAACA

cyp１９a１aＧF ATGAAGCATTTGCGTCTC qRTＧPCR

cyp１９a１aＧR CAGAGAAACAGCAGTAGTAATG

cyp１９a１bＧF ATTGCTCGGGTTTGGAT

cyp１９a１bＧR GGTAGCGTTGACGGATA

βＧactinＧF CCCAAAGCCAACAGAGAAAAG

βＧactinＧR GGAAGAGCATAACCCTCGTAGAT

LAD１Ｇ１ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/A)N(G/C/A)NNNGGAA hiTAILＧPCR

LAD１Ｇ２ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/T)N(G/C/T)NNNGGTT

LAD１Ｇ３ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/A)(G/C/A)N(G/C/A)NNNCCAA

LAD１Ｇ４ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/T)(G/A/T)N(G/C/T)NNNCGGT

LAD１Ｇ５ ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(T/A/C)N(A/G/C)NNNCCAC

AC１ ACGATGGACTCCAGAG

cyp１９a１aＧSP１ TCTGACCGACGTTGTCCGA

cyp１９a１aＧSP２ CTTTCATCGGCCCCATTTGTGCTG

cyp１９a１aＧSP３ GTAGTCTCCCCGAGACGCAAATGCT

2　结果与分析

2.1　泥鳅 cyp19a1a 基因的 CDS 序列特征

泥鳅cyp１９a１a 基 因 的 cDNA 序 列 全 长 为

１９０５bp,包括２９bp的５′UTR序列、３０１bp的３′
UTR序列和１５７５bp的 ORF序列,编码５２４个氨

基酸的蛋白质,序列特征如图１所示.蛋白质保守

结构域分析显示,泥鳅cyp１９ala 基因编码的氨基

酸序列分别在４６~５５位有１个低复杂度区(low

complexityregion),在６７~５０５位有１个 P４５０蛋

白结构域(Pfamdomain).用 PROSITE对其功能

域预测发现,在４４９~４５８位存在细胞色素P４５０半

胱氨酸血红素Ｇ铁配体识别结合位点.此外,通过与

其他物种进行比较发现,在泥鳅的cyp１９a１a 基因

中也存在芳香化酶的３个高度保守片段,分别为

IＧ螺旋区(与类固醇物质结合有关)、芳香化酶特异

保守区以及血红素结合区(图１),这表明泥鳅的

cyp１９a１a 基因具有性腺型芳香化酶基因的典型功

８６１
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能.SWISS MODEL 软件对泥鳅cyp１９a１a 基因

编码蛋白质三级结构的预测结果如图２所示,发现

其蛋白质三级结构主要由αＧ螺旋、无规则卷曲、βＧ转

角以及延伸链构成.

　方框内分别为起始密码子(ATG)和终止密码子(TGA);绿色区域:跨膜区域;紫色区域:低复杂度区;黄色区域:IＧ螺旋区;红色区域:芳

香化酶特异保守区;蓝色区域:血红素结合区;棕色下划线区域:P４５０蛋白结构域.Thestartcodons(ATG)andstopcodons(TGA)are

showninred;greenregionindicatetransmenbraneregion,purpleregionindicatelowcomplexityregion,yellowregionindicateIＧhelixregion,

redregionindicatearomataseＧspecificconservedregion,blueregionindicatehemeＧbindingregionandtheunderlinedwithbrownindicatePfam

domain．

图１　泥鳅cyp１９a１a基因CDS序列及其编码的氨基酸序列

Fig．１　TheCDSanddeducedaminoacidsequenceofcyp１９a１ageneinM．anguillicaudatus

图２　 预测的泥鳅cyp１９a１a蛋白三级结构

Fig．２　Thetertiarystructureofcyp１９a１a

proteininM．anguillicaudatus

2.2　泥鳅 cyp19a1a 的同源性及系统发育分析

　　将泥鳅cyp１９a１a的氨基酸序列与其他脊椎动

物的 序 列 进 行 同 源 性 分 析,结 果 显 示,泥 鳅 的

cyp１９a１a与其他鱼类的cyp１９a１a有较高的同源性,
其 中,与 鲤 (Cyprinuscarpio)的 同 源 性 最 高

(８０．２７％),其次为鲫(Carassiusauratus)(７９．３％)
和斑 马 鱼 (Daniorerio)(７９．１１％),而 与 猪 (Sus
scrofa)的同源性最低(５０．２％)(图３).用 MEGAX

的 NJ分析法,构建泥鳅与其他脊椎动物cyp１９a１a
氨基酸序列的系统进化树(图４),发现泥鳅与斑马

鱼、鲤、鲫等鱼类在进化上紧密相关,并形成一个独

立的分支,而爬行类的巴西龟(TrachemysscripＧ
ta)、鸟类的鸡(Gallusgallus)、哺乳类的人(Homo
sapiens)、鼠(Musmusculus)和野猪则形成一个大

的独立分枝,且亲缘关系与泥鳅越来越远.这些结

果与氨基酸序列比对的结果相同,也与物种的实际

进化关系相一致.
2.3　泥鳅 cyp19a1a 5′侧翼序列的生物信息学

分析

　　用hiTAILＧPCR技术扩增得到泥鳅cyp１９a１a
的５′侧翼序列,其长度为２０４０bp.用 NNPP软件

对启动子的核心元件进行预测,发现一处分值较高

的序列(图５,灰色突出显示)(Score:０．９５),其中包

括典型元件 TATAＧbox(－３２~－２５),推测其为

cyp１９a１a 的启动子核心元件.分别用 AliBaba２．１
和Cister对泥鳅cyp１９a１a５′侧翼序列中的转录因

子结合位点进行预测,得到３个SRF、５个Sp１、１个

C/EBPβ、１个SRY、３个ER、１个GR等转录因子结

合位点(图５).
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图３　不同物种cyp１９a１a氨基酸序列比对

Fig．３　Alignmentofdeducedaminoacidsequenceofcyp１９a１abetweendifferentspecies

图４　基于氨基酸序列的cyp１９a１a基因系统进化分析

Fig．４　Phylogeneticanalysisofcyp１９a１agenebasedonitsaminoacidsequences
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图５　泥鳅cyp１９a１a启动子区转录因子结合位点预测

Fig．５　Predictionresultsoftranscriptionfactorbindingsitesincyp１９a１aofM．anguillicaudatus

2.4　二倍体、四倍体泥鳅的生长和性腺发育比较

比较１２月龄二倍体、四倍体泥鳅的体长和体质

量参数,结果显示,四倍体泥鳅的雌雄个体均显著高

于二 倍 体 (P ＜０．０５),表 现 出 明 显 的 生 长 优 势

(图６).卵巢组织的切片结果显示,１２月龄二倍体泥

鳅卵巢主要为成熟期的卵母细胞(LMO),为Ⅳ期卵

巢,而四倍体泥鳅的卵巢中主要为皮层滤泡期的卵

母细胞(CAO)和早期的卵黄卵母细胞(EVO),为Ⅱ
期卵巢.精巢组织切片结果显示,二倍体泥鳅的精巢

中含有大量的精子细胞(Sz)和少量的精细胞(St),为

Ⅳ期精巢,而四倍体泥鳅的精巢中含有部分精母细胞

(Sc)和大量的精细胞(St),为Ⅲ期精巢(图７).
2.5　 cyp19a1a/b 在二倍体、四倍体泥鳅组织间的

表达差异分析

　　qRTＧPCR分析结果显示,cyp１９a１a 在二倍体

雌性泥鳅的卵巢中表达水平最高,其次为肌肉和肝

脏,在脑中的表达量最低,但其在雄性二倍体泥鳅肝

脏和肌肉中的表达水平却显著高于雌性(P＜０．０５)
(图８A).四倍体泥鳅与二倍体的表达模式基本一

致(图８B).cyp１９a１b在脑中的表达量显著高于其

他 组 织,且 在 雌 性 中 的 表 达 量 显 著 高 于 雄 性

(P＜０．０５)(图８C).在二倍体泥鳅的肌肉和精巢中

　柱形图上相同字母表示无显著性差异(P＞０．０５),不同字母表示有显著性差异(P＜０．０５).下同.SamelettersonthebarmeansnosigＧ

nificantlydifferentbetweeneachother(P＞０．０５),whiledifferentlettersmeanssignificantlydifferent(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

图６　二倍体、四倍体泥鳅体长(A)和体质量(B)

Fig．６　Bodylength(A)andbodyweight(B)betweendiploidandtetraploidM．anguillicaudatus
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　PO:初级卵母细胞;CAO:皮层滤泡期的卵母细胞;EVO:早期的卵黄卵母细胞;LMO:成熟期的卵母细胞;Sc:精母细胞;St:精细胞;

Sz:精子细胞.PO:Primaryoocytes;CAO:CorticalＧalveolaroocytes;EVO:Earlyvitellogenicoocytes;LMO:Late/matureoocytes;Sc:SperＧ

matocytes;St:Spermatids;Sz:Spermatozoa．

图７　二倍体、四倍体泥鳅卵巢和精巢发育阶段的组织学特征

Fig．７　HistologicalimagesofovaryandtestisindiploidandtetraploidM．anguillicaudatusindevelopmentalstages

也检测到cyp１９a１b 的表达,但其在肝脏和卵巢中

的表达量很低(图８C).与二倍体相比,cyp１９a１b
在四倍体泥鳅肌肉的表达量很低,几乎无法检测到

(图８D).
2.6　 cyp19a1 在雌雄泥鳅倍性间的表达比较

在雌性泥鳅中,cyp１９a１a 在四倍体泥鳅脑、性
腺、肌肉和肝脏４个组织中的表达水平都显著高于

二倍体(P＜０．０５)(图９A);而在雄性中,cyp１９a１a

在性 腺 中 的 表 达 水 平 低 于 二 倍 体 (P ＞０．０５)
(图９B).在雌性中,cyp１９a１b基因在四倍体泥鳅脑

中的表达量显著高于二倍体(图９C),但在雄性中其

表达水平相反(P＜０．０５)(图９D).除此之外,在雌

性中,二倍体cyp１９a１b 在肌肉中的表达水平高于

四倍体(P＞０．０５)(图９C);在雄性中,该基因在性

腺、肌肉和肝脏组织中的表达模式均为二倍体高于

四倍体(P＞０．０５)(图９D).

图８　cyp１９a１a(A,B)和cyp１９a１b(C,D)在雌雄泥鳅组织间的表达比较

Fig．８　Expressionofcyp１９a１a (A,B)andcyp１９a１b (C,D)betweenＧtissueinM．anguillicaudatus
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图９　cyp１９a１a(A,B)和cyp１９a１b(C,D)在雌雄泥鳅不同倍性间的表达

Fig．９　Expressionofcyp１９a１a (A,B)andcyp１９a１b (C,D)betweenＧploidyinM．anguillicaudatus

3　讨　论

3.1　泥鳅 cyp19a1a 基因的 5′侧翼序列特征

本研究中,我们在泥鳅cyp１９a１a 基因的５′侧

翼序列上预测到多个转录因子结合位点,其中包括

CREB结合位点,该结合位点是硬骨鱼cyp１９a１a
启动子的保守特征[１５].在５′侧翼序列上,还发现有

GR(糖皮质激素受体)结合位点,研究发现,体内皮

质醇(与鱼类压力最直接相关的激素)的增加可以通

过 与 cyp１９a１a 启 动 子 中 的 GR 结 合,下 调

cyp１９a１a 的表达,从而导致雌二醇(E２)的生成迟

缓并最终抑制卵巢分化[１６Ｇ１８].此外,还发现有多个

ER转录因子结合位点,推测E２与ER(雌激素受体)
结合后,可以直接作用于靶基因启动子区的雌激素

应答元件,从而发挥对靶基因的转录调控作用[１９].
因此,泥 鳅 cyp１９a１a 的 ５′侧 翼 序 列 上 存 在

cyp１９a１a 基因的重要转录因子结合位点.
3.2　二倍体、四倍体泥鳅生长和性腺发育的比较

分析

　　比较１２月龄的二倍体、四倍体泥鳅的生长参

数,结果显示,四倍体泥鳅的体长和体质量均显著高

于二倍体,具有明显的生长优势,这与已有的研究结

果是一致的[１１].同时,性腺切片的结果显示,在雌

性和雄性中,四倍体泥鳅的性腺发育时期都明显滞

后于二倍体.一般认为,生长和生殖之间存在着相

互制约的关系,生长和生殖能量的分配存在着一个

平衡[２０],我们推测,四倍体泥鳅的生长优势可能与

其相对较晚的性腺发育有关.
3.3　 cyp19a1 在二倍体和四倍体泥鳅组织间的表

达特点

　　在二倍体、四倍体泥鳅中,cyp１９a１a 均在卵巢

中 的 表 达 量 最 高,且 表 达 水 平 显 著 高 于 精 巢

(P＜０．０５),这是由于较高的cyp１９a１a 可以加速雌

激素的合成,而雌激素在鱼类卵巢分化与维持等方

面起着至关重要的作用[２１].与cyp１９a１a 不同,

cyp１９a１b在卵巢中几乎不表达,在精巢中的表达

相对较高,这与东非慈鲷(Cichlidae)的研究结果类

似[６].Robertson 等[２２] 对 小 鼠 (M．musculus)

cyp１９a１b进行靶向破坏,发现缺乏芳香化酶的雄

性小鼠在４．５个月到１a之间会出现精子发生中断
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的现象.由此推测,cyp１９a１b 不仅参与了性腺分

化过程中神经内分泌和代谢的过程,对维持精巢的

功能也发挥了重要的作用[６].

cyp１９a１a 在泥鳅脑中的表达量较低,这与其

他鱼类中的研究结果一致[５],推测在脑中发挥主要

功 能 的 是 cyp１９a１b.在 金 鱼 (CarassiusauraＧ
tus)[２３] 和 鲤 (C．carpio)[２４] 中 的 研 究 发 现,

cyp１９a１b集中在基底前脑的生殖控制中心表达,
表明cyp１９a１b及其催化产生的雌激素在发育和生

殖过程中发挥着重要作用.在斑点叉尾鮰(IetaluＧ
ruspunetaus)的脑中,cyp１９a１b 活性较高的区域

还发现了促性腺激素释放激素(GnRH)神经元(负
责控制硬骨鱼类的性腺成熟),推测cyp１９a１b可能

参与调节了脑Ｇ垂体Ｇ性腺轴(HPG 轴),直接或间接

调节促性腺激素的分泌[２５].
在泥鳅的肝脏中也检测到了cyp１９a１的表达,

尤其是cyp１９a１a,且其在雄鱼中的表达量高于雌

性.类似的结果在人(H．sapiens)[２６]、鲤[２４]中也有

报道.在鱼类中,肝脏是性腺源性雌激素作用的主

要靶标之一[２７],当鱼类处在卵黄形成的高峰期,肝
脏中多量的芳香化酶可以通过促使循环血液中的雄

激素 转 化 为 雌 二 醇,进 而 刺 激 肝 脏 合 成 卵 黄 蛋

白原[２８].
3.4　 cyp19a1 在二倍体、四倍体泥鳅间的表达及其

与生长生殖差异的相关性

　　cyp１９a１a 在卵巢和肝脏中,以及cyp１９a１b在

脑中的表达水平均为四倍体高于二倍体,推测原因

可能与四倍体卵巢所处的发育阶段(Ⅱ期)有关.鱼

类性别相关基因的表达与其性腺分化的发育阶段密

切相关,在乌鳢(Channaargus)[２９]和牙鲆(ParaliＧ
chthysolivaceus)[３]中,均发现了cyp１９a１a 在卵巢

发育未成熟时期的表达量显著高于成熟期的现象.
推测其原因可能是由于芳香化酶是将雄激素转化为

雌激素的限速酶,雌激素可以促进肝脏中卵黄蛋白

原的产生,刺激卵母细胞中卵黄物质的积累,从而在

鱼类卵母细胞的发育中发挥重要作用.当卵巢处于

分化阶段时,肝脏内需要大量的雌激素来刺激卵黄

蛋白原生成,为正在发育的卵母细胞提供营养和功

能性物质[２８],而芳香化酶是雌激素产生的必要条

件,因此,此时cyp１９a１a 在四倍体泥鳅肝脏中的表

达量也较高.GotoＧKazeto等[２５]研究发现,脑中的

cyp１９a１b 可能参与调节了脑Ｇ垂体Ｇ性腺轴(HPG
轴),进而调节硬骨鱼的性腺分化,此时四倍体泥鳅

的卵巢处于发育阶段,需要大量的类固醇激素来促

进自身的性腺发育,所以此时cyp１９a１b 在四倍体

脑中的表达量较高.cyp１９a１a 在二倍体泥鳅精巢

中的表达量低于四倍体(P＞０．０５),可能与四倍体

泥鳅精巢所处的发育阶段有关,Kitano等[３０]认为,
精巢 中cyp１９a１a 的 低 表 达 是 精 巢 分 化 的 先 决

条件.
生长参数及性腺组织学比较结果显示,与二倍

体泥鳅相比,四倍体泥鳅生长快,但性成熟明显滞

后;组织间和倍性间的基因表达分析结果显示,

cyp１９a１a 在四倍体泥鳅各组织中的表达量均高于

二倍体(除精巢外).由于芳香化酶及其催化产生的

雌激素,不仅在鱼类的性别决定中发挥着关键性的

作用,还可以通过 GHＧIGF通路调节鱼类的生长发

育.由 此,我 们 推 测,四 倍 体 泥 鳅 高 表 达 的

cyp１９a１a 可以通过影响IGF/GH 生长轴相关基因

的表达水平进而促进四倍体泥鳅的生长.
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Molecularcloninganddifferentialexpressionofcyp１９a１in
tetraploidanddiploidloach,Misgurnusanguillicaudatus
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Abstract　Tetraploidloach (Misgurnusanguillicaudatus)exhibitssuperiorgrowthperformance
butdelayedreproductivedevelopmentwhencomparedwithdiploidindividuals．TounderstandthepotenＧ
tialmolecularmechanismofthisphysiologicaldifferencebetweenＧploidy,thefullＧlengthcDNAand５′Ｇ
flankingsequenceofcyp１９a１ainloachwereclonedandanalyzed,andtheexpressionofcyp１９a１abeＧ
tweenＧploidywerecomparedusingqRTＧPCRmethod．Theresultsshowedthat,thefullＧlengthcDNAof
cyp１９a１awas１９０５bp,whichcontaineda２９bp５′UTR,３０１bp３′UTRand１５７５bpORF．SomeimＧ
portantfunctionaldomainswerepredictedinthecyp１９a１aprotein,suchasIＧhelixregion,aromatasespeＧ
cificconservativeregionandhemeＧbindingregion．UsinghiTAILＧPCRmethod,a２０４０bp５′ＧflankingseＧ
quencewascloned,andthetypicalfunctionelementTATAＧbox,aswellassomeimportanttranscription
factorbindingsitessuchasSP１,APＧ１,C/EBPβ,SRY,ER,CREB,GRwerepredicted．Attheageof１２
month,thebodylengthandweightoftetraploidsweresignificantlyhigherthanthoseofdiploidsloach
(P＜０．０５)．However,thegonadaldevelopmentoftetraploidswasdelayedobviously．Inbothdiploidsand
tetraploids,thecyp１９a１aexpressionwasthehighestinthegonad,whilecyp１９a１b wasthehighestin
thebrain．Theloachcyp１９a１aexhibitedhigherexpressionintetraploidsthanindiploidsinalltissues
exceptforthetestis．Thecyp１９a１bexpressioninthebrainwassignificantlyhigherintetraploidfemale
thanindiploidfemale,whileanoppositeresultwasobservedinmale(P＜０．０５)．Combiningallresults
obtainedinthepresentstudy,itwassuggestedthatthehigherexpressionofcyp１９a１aintetraploids
shouldbeduetothespecialdevelopmentalstageofthegonads,andthedelayedsexualmaturityintetraＧ
ploidsmaypartiallycontributetoitssuperiorgrowthperformance．Inaddition,ascyp１９a１aandestroＧ
genalsoregulatefishgrowththroughtheGHＧIGFpathway,itisspeculatedthatthedifferentialexpresＧ
sionofcyp１９a１abetweenＧploidymightberelatedtothedifferentgrowthperformanceandreproductive
developmentofdiploidandtetraploidloach．

Keywords　Misgurnusanguillicaudatus;cyp１９a１;tetraploid;gonadaldevelopment;geneexpresＧ
sion;reproductiveregulation
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