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摘要:采用 RT-PCR 和 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 法分离出奥利亚罗非鱼卵巢芳香化酶

( P450aromA) 的全序列，得到 1784 bp 的全长 cDNA ，包括 38 bp 5' 非翻译区， 1566 bp 阅读框以及含 Poly( A)信

号(AATAAA) 的 167 bp 3' 非翻译区[不包括 Poly( A) J 。阅读框共编码 521 个氨基酸，计算的蛋白质分子量

为 59 ku。同源性分析显示，奥利亚罗非鱼 P450aromA 的氨基酸序列与其它鱼性腺 P450arom 具有 70% 以上的

同源性，与其它鱼脑 P450arom 为 60% 左右同源，但芳香化酶高保守区包括 I-螺旋区，芳香化酶特异保守区 II

和血红素结合区 III 和其它鱼芳香化酶的同源性分别高达 839毛 -96% ， 789毛 -869毛和 85 -100% 。系统发育

分析表明奥利亚罗非鱼 P450aromA 与鱼类性腺 P450arom 属于同一分支的。生物信息学分析显示:奥利亚罗

非鱼 P450A 基因编码的蛋白无信号肤，无跨膜区域，为非分泌蛋白，同时含有多个酷蛋臼激酶 II 磷酸化位点，

N-糖激化位点， N-肉豆遭酌化位点，蛋白激酶 C 磷酸化位点。
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Abstract:The cDNA encoding ovarian P450arom (P450aromA) was isolated using RT-PCR and RACE 

(Rapid Amplification of cDNA Ends)methods. The cDNA was 1784 bp long with 38 bp 5'UTR , 167 bp 3' 

UTR[ excluding poly( A) ] and 1566 bp open reading frame , which encoded 521 amino acids with a calculated 

molecular weight of 59 ku. Comparisons of the deduced amino acid sequence to that of the ovarian P450arom 

in other fishes revealed above70% identity , higher than the 60% identity in brain P450arom. But the percent 

of similarity in the regions of high homology , including the I-helix , an aromatase-specific conserved region 11 , 

and the heme-binding region III , were 83% - 969毛， 78% - 869毛 and 85% 一 100% respectively. 
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Phylogenetic analysis of the P450arom gene family indicated that the Oreochromis aureus P450aromA was 

clustered with fish P450aromA. The bio-information analysis revealed that the predicted protein had no signal 

peptide and notable transmembrane region. It contained many casein kinase 11 phosphorylation sites , N

myristoylation sites , Protein kinase C phosphorylation sites , N-glycosylation sites. 

Key words: Oreochromis αu陀αRACE; P450arom.,.... 

芳香化酶是细胞色素 P450 家族中的一员，催化某些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，广泛存在于大多数脊椎动物的脑和垂体中 [IJ 。研究表明，芳香化酶可以影响哺乳动

物中枢神经系统的功能和发育，调节神经内分泌和繁殖功能以及性行为山，并参与非哺乳动物性腺分
化的调控[3 J 而且还影响多种鱼类的性别分化和性别决定[4]O 罗非鱼属于直卢形目、捕鱼科，罗非鱼属。

由于它食性杂，生长快，耐低氧，抗病力强，现已成为世界性的养殖鱼类。但罗非鱼在养殖过程中出现雌

雄生长差异明显，雄鱼生长'快，个体大，雌鱼则生长慢、个体小，这就常常导致出池规格相差悬殊，从而降

低了鱼产品的产量和质量，因此在生产中常采用单性养殖，这也引发了人们对罗非鱼性别决定的研究。

本研究分离了奥利亚罗非鱼卵巢中芳香化酶基因，对其系列进行了比较和分析，为今后进一步研究该基

因在奥利亚罗非鱼性别形成、技喂性激素后该基因的表达、以及芳香化酶抑制剂对该基因表达的影响奠

定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1.1. 1 实验鱼

奥利亚罗非鱼取自本实验场，组织为卵巢。

1.1. 2 试剂

Trizol Reagent 购自 Promega; AMV 、 RNAseH 、 TdT 酶、Tαq 酶，3'RACE 试剂盒购自 TakaRa; 胶回收试

剂盒， pUCm-T 载体、连接酶购自上海生物工程有限公司，大肠杆菌 JM109 为本实验室保存。

1.1. 3 仪器

PCR 仪为 Eppendorf Mastercycler Personal o 

1.1. 4 引物

用于实验的所有引物如下，其碱基位置对应我们登录 GenBank 序列( GenBa此 accession number 

DQ279891) 0 Pl ，P2是根据已知鱼类 P450arom 的保守序列，使用 CodeHop 原理[5 - 6J 设计的;凹， P4 是根

据 Pl ，P2分离的片段，使用软件 Primer5.0 设计的用于 3'RACE 的特异引物;时，时，凹是根据凹，P2引

物分离的片段，设计的用于 5'RACE 的引物。所有引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成，其中 R=

A+G , N=A+C+T+G o 

Pl 碱基 336-361 5'- CGGGTGTGGATCAACGGNGARGARAC -3'; 

四碱基 1383-1409 5'- CTICATCATCACCATGGCTATGTGCTT -川

P3 碱基 1072-1091 5'- TAG ACG CTGπG TGG GTG AG - 3'; 

P4 碱基 1079-1098 5 仁 TGT TGT GGG TGA GAG ACA GC - 3'; 

P5 碱基 1098-1116 5'- TGG TGT CCG TGT TCT GTC G - 3'; 

P6 碱基 627-645 5'-GCG CAG CAA ATT GAG GAC - 3'; 

凹碱基 566-585 5'- GTA TGG AGG AGA CGC AAA CA - 3'; 

1. 2 方法

1. 2.1 总 RNA 的抽提

取奥利亚罗非鱼卵巢，用 Trizol Reagent 抽提总 RNA。用变性琼脂糖凝胶电泳，澳化乙院染色显示

28 s 和 18 s ，检测 RNA 的完整性。
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1. 2.2 保守片段的分离
取 5μg 从卵巢中抽提的总 RNA ，以OligodT-AP [5'-CTGATCTAGAGGTACCGGATCC (T) 旷3'] 为引

物，根据 AMV 使用说明进行 RT-PCR 反应，然后用lO%RT 液，使用引物 Pl 和 n 扩增 P450aromA 1 000 

bp 左右的保守序列。 PCR 反应体系为 25μL，其中含 2.5μL 10 xPCR 反应缓冲液，2μmoVL 氯化馍，

200μmoVL dNTP，引物各 0.1μmoνL ,0. 125U T，αq 酶。反应条件为 :94 "c 3 min ，然后 30 循环 94 "c 

1 min ,58 "c 1 min , 72 "c 1 min ，最后 72 "c 10 min ,4 "c保存。扩增液用 1.0% 的琼脂糖凝胶电泳分离，

切胶，使用胶回收试剂盒回收，用 pUC卧T 载体克隆，送测序。根据这些序列设计特异的 3'RACE 和 5'

RACE 引物，扩增 P450arom 的 3'和 5'端序列。

1. 2. 3 3'RACE 方法

用 5μg 总 RNA ，以 oligodT-Ap 为引物，根据 AMV 使用说明进行 RT 反应，然后用 RT 液的 10% ，以

AP [5' -CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3'] 和 3'RACE 特异引物 P3 进行 PCR ， PCR 总体积25μL，反应

体系同上。反应条件为: 94 "c 3 min，然后 30 循环 94 "c 1 min , 56 "c 1 min , 72 "c 1 min ，最后

72 "c 10 min ,4 "c保存。为增加扩增效率及扩增的特异性，把上述 PCR 液稀释 10 倍，取 2μL 作模板，

用引物 AP 和 3'RACE 第 2 个特异引物 P4 进行再扩增，退火温度为 58 "c ，扩增被用1. 2% 的琼脂糖凝

胶电泳分离，回收，克隆，送测序。

1. 2. 4 5'RACE 方法

原理参照 [5 -6J 用 5μg 总 RNA，以因为引物，根据 AMV 使用说明进行 RT 反应，然后加 RnaseH 分

解 mRNA ，用 DNA 回收试剂盒回收 cDNA ，去除多余的 dNTP，引物等，再用 TdT 酶在 cDNA 3'端加 poly

(A) ，用试剂盒回收加 poly( A) 尾的 cDNA。以此为模板，用 P6 及 oligodT-AP (同 3'RACE 引物)为引

物，进行 PCR，反应体系组成同 3'RACE o PCR 液稀释 10 倍，取 2μL 为模板，用凹及 AP 引物，进行

PCR ，反应体系组成同上，PCR 液用 1.0% 的琼脂糖凝胶电泳分离，回收，克隆，送测序。

1. 2.5 测序和序列分析
PCR 产物克隆到 pUC卧T 载体后，送上海捷瑞生物工程有限公司测序。用 Dnastar ， Clustalw , Mega 

等软件分析奥利亚罗非鱼 P450aromA 序列，以及它与其它鱼类的系统发生。用 SignalP 和 PROSITE 在

线工具预测蛋白质的结构。

2 结果

2.1 奥利亚罗非鱼 P450aromA 的分离

取奥利亚罗非鱼卵巢的 RNA，进行 RT-PCR，用引物 Pl 和p2扩增得到 1000 bp 左右的条带(图 1-1) , 

经克隆后测序，得到 1074 bp 片段，根据所得序列设计合成用于 3'RACE 引物凹， P4 o 使用 RT 液用引

物凹，AP 扩增。然后，使用该 PCR 液稀释液作模板用引物 P4 ， AP 扩增，得到 800 bp 左右的条带

(图 1-2) ，克隆后测序得到奥利亚罗非鱼 P450aromA 3'端序列。按照 5'RACE 实验程序，最后使用引物

凹，AP 扩增获得 500 bp 左右条带(图 1-3) ，克隆后测序后获得奥利亚罗非鱼卵巢 P450arom 5'端系列。

100 bp~ 

500 bp~如
750 bp-::恒'

2 000 bp~ 

图 1

564 bp 
947 bp 

1 375 bp 

Fig. 1 The result of PCR amplification 
Ml.λDNAlEcoR 1 + Hind III marker ; M2: Dl2000 

Ml 3 

1 :引物 Pl ，P2扩增条带; 2: 3'RACE 引物 P4 ， AP 扩增条带; 3: 5'RACE 引物p7 ， AP 扩增条啼'
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使用 DNAStar 软件把上述序列拼接得到奥利亚罗非鱼 P450aromA 全序列( GenBa此 acceSSlOn

number:DQ279891) ，该 cDNA 全长 1784 bp ，其中阅读框 1566 坤，翻译 521 个氨基酸，3' 非翻译区 167 bp 

[不包括 poly(A汀，5' 非翻译区 38 bp( 图 2)0 预测的蛋白质分子量为 59 ku ，理论等电点( pI)为 7.47 ，

含疏水氨基酸 191 个，极性氨基酸 149 个，酸性氨基酸 48 个，碱性氨基酸 48 个。其编码氨基酸序列为:

1 CGAGTCTGTGCAGGCTGTTCT ACA TCATCACCC ITC TCATGG ATC TGATCTCTG CIT GTG 60 

MDL SACE 

61 AACAGG CGATGAGTC CTGTAG GCTTAG ACG CCGTGGTGG CAGATCTGTCTGTGACCTCAA 120 

Q A M S P V G L D A V V A D L S V T N 28 

121 ATG CCATCCAATCGCATG GGATATCAA TGG CAACCAGAACGCTGA TAC TGC TCG TCTGTC 180 

29 A Q S H G M A T R T L L L V C L 48 

181 TGCTGTTGG TTG CCTGGAGTC ACACGGACAAGAAAA TTGTGC CAG GTC CTTCTTTCT GTT 240 

49 L L V A W S H T D K K V P G P C L 68 

241 TGG GTTTGG GCC CACTTC TGTCATATCTGAGATITA TCTGGACTG GCATAG GCACAG CCA 300 

69 G L G P L L Y L R F W T G G T A S 88 

301 GCAACT ACT ACAATAACAAGT ATG GAG ACA TTG TTAGAG TCTGGA TCAACG GAG AAG AAA 360 

89 N Y Y N N K Y G D V R V W N G E E T 108 

361 CGC TCA TAC TAA GCA GAT CTT CAG CAG TGC ACC ATG TGC TGAAGA ACG GAAACT ATA CTT 420 

109 L L S R S S A V H H V L K N G N Y T 128 

421 CAC GTTTTG GGAGCATCC AGG GAC TCAGCTGCCTCG GCA TGAACG AGAGAG GCATCATAT 480 

129 R F G Q G L S C L G M N E R G F 148 

481 TCAACAACAACG TAACTC TGT GGAAAAAGA TAC GCACCT ATTTTG CTAAAG CTC TGA CAG 540 

149 N N N V T L W K K R T Y F A K A L T G 168 

541 GCC CAAATTTGCAGCAGACGGTGGATG TTT GCG TCTCCTCCA TAC AGG CTCACCTGG ACC 600 

169 P N L Q Q T V D V C V S Q A H L D H 188 

601 ACC TGG ACA GCC TGG GAC ACG TTG ATG TCC TCAATT TGC TGC GCT GCA CCG TGC TGG ACA 660 

189 L D S L G H V D V L N L L R C T V L D 208 

661 TCT CTAACA GAC TCT TCC TGA ACG TAC CTC TCA ATG AGA AAG AGC TGA TGC TGA AGA TTC 720 

209 S N R L F L N V P L N E K E L M L K Q 228 

721 AAAAGTAl寸 TTC ACACAT GGCAGGATGTGC ITA TCAAAC CTG ACA TCT ACTTCAAGTTCG 780 

229 K Y F H T W Q D V L K P D Y F K F G 248 

781 GCTGGA TTC ACC ACAGGC ACAAGACAG CAACCCAGG AGTTACAAGATG CCA ITAAAC GTC 840 

249 W H H R H K T A T Q E L Q D A K R L 268 

841 TTG TAG ATC AAAAGAGGAAAAATA TGG AGC AGG CAG ATAAGC TGG ACAACA TCAACTTCA 900 

269 V D Q K R K N M E Q A D K L D N N F T 288 

901 CGG CAGAGCTCA TATTTG CAC AAAACCACG GTGAGC TGTCTG CTG AGAATGTGACGCAGT 960 

289 A E L F A Q N H G E L A E N V T Q C 308 

961 GCG CGC TGG AGA TGGTGA TCG CAG CTC CGG ACACTC TGT CCCTCAGTC TCTTCTTCATGC 1020 
I 

309 A L E M V A A P D T L S L L F F M L 328 

1021 TTC TGC TCC TCAAAC AAAACC CGT ACG TGG AGC CGC AGC TGC TAC AGG AGA TAG ACG CTG 1080 

329 L L L KQNPYV EPQ LLQE DAV348 

1081 TTG TGG GTG AGA GAC AGC ITC AGA ACC AGG ATC ITC ACA AGC TGC AGG TGA TGG AGA GCT 1140 

349 V G E R Q L Q N Q D L H K L Q V M E S F 368 

1141 TCATCT ACG AAT GCTTGC GCTTCCACC CAGTGGTGG GCTTCACCA TGC GTC GAG CCCTGT 1200 

369 Y E C L R F H P V V G F T M R R A L S 388 

1201 CTGATGACA TCATAG AAG GCT ACAGGATCTCGAAGG GCACAAACATCA TTC TGAACACAG 1260 

389 11DD E GYR SKG TN LNT G 408 

1261 GCC GAA TGC ACC GCA CCG AGT TTT TCC TCAAAG GCAATC AAT TTAATC TGG AAC ACT TTG 1320 

409RMHRTEFF LKGNQFN LEHFE 428 

1321 AAAACAATG TTC CTC GGC GCT ACTTTC AGC CGTTCG GTT CAG GCC CTC GCG CAT GCA TTG 1380 

429 N N V P R R Y F Q IIIp F GSGP RAC G 448 

1381 GCAAGCACATGG CCATGG TGATGATGAAATCCA TTTTGGTGACACTGC TGTCTC AGT ACT 1440 

449 K H M A M V M M K S L V T L L S Q Y 468 
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1441 CTG TIT GTA CTC ACG AGG GCC CGA TCC TGG ACT GCC TCC CAC AAA CCA ACA ACC TTT CCC 1500 

469 V C T H E G P L D C L P Q T N N L S Q 488 

150 1AGCAGC CTGTAGAGCACC AGC AGG CGGAGACTG AAC ATC TCCACATGAGGT TCTTAC CCA 1560 

489 Q P V E H Q Q A E T E H L H M R F L P R 508 

1561 GGC AGG GAA GCA GCT GTC AAA CCC TCA AAG ACC CGA ACC TTT AGC TGT ACC TGT ACT TTT 1620 

509QGS S CQTL KDPNL 扉

1621 GTA TAC TTA ATTTGTATAATCTTA TAACGACACACCTAG CCTTTA TATTTTGATATACGC 1680 

1681 AAAGATTGT ATTTGT ACTCAAACTGTA TGCATGATG TGAAAT GTACATTTAAAC CTG CTA 1740 

1741 ACACTG AAA TAAATG TAAATT ATTGTG TCACAAAAAAAAAAAAA 1784 

图 2 奥利亚罗非鱼P450aromA cDNA 及其推导的氨基酸序列

Fig.2 The cDNA and deduced amino acid sequences of the Oreochromis au陀a P450aromA 

415 

*表示终止子 3 '端 Poly( A)信号(AATAAA) 用斜体表示。蛋白质序列中高度保守的片段用下划线指示，并用罗马字表示，其中

I 螺旋区(I) ，芳香化酶特异的保守区 (II) ，血红素结合区( III) 。

摘录 GenBank 中已登录的→些鱼类的芳香化酶氨基酸系列:斑马鱼/B ( AAK00642 ) , 

金鱼/B ( AAB39408) ，虹蹲/B ( CAC84574 ) ，尼罗罗非鱼/B ( AAG18458 ) ，自卢/B (AAM95455) , 

青鲍/B ( AAP83449) ，始B (AAP83132) ，斜带石斑鱼/B ( AAR97602 ) ，斜带石斑鱼/A (AAR97601) , 

斑马鱼/A (AAK00643) ，金鱼/A (AAC14013) ，虹蹲/A (1806325A) ，尼罗罗非鱼/A (AAB16814) , 

奥利亚罗非鱼/A( DQ279891) ，由卢/A (CAC43178) ，青蜡/A ( Q92087 ) ，蛤VA (AAP83133) ，黑锢/A

( AAP23236 ) 0 使用 Clustalw 软件对以上各种鱼的 P450arom 的氨基酸系列进行比较分析，发现奥利亚

罗非鱼 P450aromA 的氨基酸序列与其它鱼性腺 P450arom 的氨基酸序列具有 70% 以上的同源性，与其

它鱼脑 P450arom 为 60%左右同源，但芳香化酶高保守区(包括 L螺旋区，芳香化酶特异保守区 11 和血

红素结合区 III) 和其它鱼芳香化酶相比同源性分别高达 839毛 -969毛， 789毛 -869毛和 85% -100% 。根

据同源性构建的系统树(图 3)表明奥利亚罗非鱼卵巢 P450arom 与其它鱼类性腺 P450arom 属于同一分

支。

斜带石斑鱼性腺

l吃土iiih
锵性腺

10V 尼罗罗斗
口C 奥利亚罗非鱼性腺

金鱼性腺

性腺

斑马鱼性腺

虹鳝性腺

虹鲍脑

由卢鱼脑

斑马鱼鱼脑

100L一一一斜带石斑鱼鱼脑

金鱼鱼脑

尼罗罗非鱼鱼脑

青鳞鱼脑
----l 

100 

0.2 
←一一→

图 3 鱼类性腺芳香化酶( P450aromA) 和脑芳香化酶( P450aromB)进化树

Fig. 3 Phlogenetic analysis of fish P450arom proteins 
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2.2 蛋白功能预测

利用 SignalP 对奥利亚罗非鱼卵巢芳香化酶蛋白序列在线搜索，寻找信号肤序列，发现该蛋白存在

信号肤的概率极低，不存在信号肤酶切位点，是一种非分泌蛋白。跨膜性分析显示 (TMHMM) ，奥利亚

罗非鱼芳香化酶元明显跨膜区域。利用 PROSITE 在线工具分析该蛋白结构域，发现其含有铁血红素和

半肮氨酸结构域，符合芳香化酶的结构特征。同时它还有潜在的 5 个酷蛋白激酶 11 磷酸化位点

(5 -8aa ,54 -57aa ,204 -207拙， 233 -236拙， 515 -518aa) , 5 个 N -糖激化位点 (125 - 128aa , 

151 -154拙，286 - 289aa , 304 - 307拙， 485 - 488aa) ， 7 个 N-肉豆建酷化位点(34 - 39钮， 83 - 88拙，

85 -90缸， 124-129拙， 131 -136捕， 145-150剧，419 -424aa) ， 6 个蛋白激酶 C 磷酸化位点 (56 - 58aa , 

127 -129aa ,209 -211 ,382 -384 ,407 -409aa ,515 -517aa) 。

3 讨论

芳香化酶由 CYP19 编码，几乎存在于所有脊椎动物的脑和性腺中。目前在许多脊椎动物中己克隆

出该基因，如哺乳动物[7] 鸟类问，啃齿动物 [9] 鱼类[10 -12] 等。在硬骨鱼类中，芳香化酶至少由 2 种

CYP19 基因编码， &P性腺芳香化酶( P450aromA) 和脑芳香化酶( 450aromB) ，它们以明显不同的形式分

别存在于脑和性腺中[叫，并且鱼类脑中的表达量较高，是哺乳动物兔、鼠、人等相应部位的 100 -1000 

倍[叫。本文从奥利亚罗非鱼卵巢中分离到了 1784 坤的 P450arom cDNA ，共编码 521 个氨基酸。通过

同源性及系统发育分析可知，它具有芳香化酶共有的保守区域 1-螺旋区，芳香化酶特异保守区 11 和血红

素结合区 III ，蛋白结构预测出它也含有铁血红素和半肮氨酸结构域，所以它属于鱼类性腺芳香化酶，同

时也说明了芳香化酶在进化中具有较高的保守性。

在真核生物中，作为一种膜结合蛋白，P450 分布在细胞的内质网膜和线粒体内膜上，二者上的膜蛋

白的合成定位机制截然不同。定位于内膜系统上的细胞色素 P450 依赖于内质网上的蛋白质翻译偶联

易位系统 (translation-coupled translocation system) ，通过 N 端信号肤、信号识别颗粒 (signal recognition 

particle , SRP) 及内质网膜上的停泊蛋白-信号识别颗粒受体之间的作用，将合成该蛋白的核糖体连接到

内质网膜上，进行共翻译转运。而定位于线粒体内膜上的 P450 则在细胞质中完成翻译，然后通过线粒

体膜上的蛋白质移位酶进入线粒体，这一过程需要分子伴侣 Hsp70 (heat shock protein 70) 的协助[ 15] 。

决定细胞色素 P450 的定位在线粒体上还是内膜系统中，主要依赖于 N 端信号序列。通过信号肤识别

以及氨基酸结构分析，奥利亚罗非鱼卵巢芳香化酶蛋白以亲水性区域为主，无信号肤识别序列，为非分

泌型蛋白，可将其定位于线粒体内膜上。对潜在的修饰位点分析，发现该蛋白含有多个糖激化位点、N

肉豆寇酷化位点和蛋白激酶 C 磷酸化位点，这些位点可能是芳香化酶蛋白完成其生理功能的重要组成

部分。随着生物信息学的飞速发展，其预测可信度得到了很大的提高，这给我们课题的开展和研究的深

入提供了很好的指导意义和宝贵的参考价值。
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