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食蚊鱼CYP19a基因的克隆与序列分析
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摘要： 硬骨鱼类CYP19基因与生物的性别分化和激素调节相关，因此可开发用来探究环
境激素污染与基因表达的关系。本研究首次克隆和分析了食蚊鱼CYP19a cDNA的全系
列，为将CYP19基因作为监测环境激素生物标志物的研究提供了全面的实验数据。根据
CYP19a基因cDNA保守区域设计引物，扩增保守区域并测序。采用RACE法扩增食蚊鱼
CYP19a基因cDNA序列全长，对其蛋白序列进行同源性分析，并将序列应用于CYP19a
mRNA转录水平的RT-PCR法检测中。成功克隆食蚊鱼CYP19a基因全长，获得CYP19a基
因总长为2020 bp，ORF为238~1791 bp,共编码518个氨基酸，对其编码的蛋白质进行有关
信号肽、跨膜螺旋、亲水性/疏水性、一级结构、二级结构和三级结构分析，与其他硬
骨鱼类底鰆、青鰆、平鲷、鲫、鲤和斑马鱼的性腺CYP19a基因作同源性比较，其基因相
似度分别为93%、84%、84%、71%、71%和66%。用MEGA6.0软件对19个物种的
CYP19a基因进行聚类分析，食蚊鱼CYP19a基因与底鰆、青鰆同源性最高，说明芳香化
酶在进化上相对保守。确定从食蚊鱼性腺所克隆的CYP19a基因是芳香化酶基因，证明
食蚊鱼的芳香化酶是由CYP19a和CYP19b两种基因编码的。食蚊鱼卵巢芳香化酶具有3个
高度保守的片段，并具有催化活性。
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在水生环境中，多种环境激素被排放进水

体中，严重危害水环境中的鱼类。受环境污染

影响的鱼类无论在基因表达还是形态方面都可

能发生异常变化，许多学者正努力研究如何利

用这些生物学指标作为生物标志物监测受污染

水体中的环境激素类物质。目前较为公认的鱼

类生物标志物有卵黄蛋白原(VTG)和VTG mRNA
的表达参数等。然而，对环境的检测不能凭借

单一的标志物或者手段得出结论，必须寻找更

多的方法，通过多种途径得出较为合理的结论。

硬骨鱼类(Osteichthyes)的CYP19基因与生物的性

别分化和激素调节相关，因而成为近年来较热

门的生物标志物。Greytak等 [1 ]，Kazeto等 [2 ]和

Orrego等 [3]的研究均表明，受到环境污染或毒害

的生物体体内的CYP19基因表达都发生异常变

化。已有文献报道，雄性胖头逄 (Pimephales
promelas) [4]、青鰆(Oryzias laticeps) [5]和斑马鱼

(Danio rerio)[6]等小型硬骨鱼类的CYP19基因的表

达被作为生物标志物用于监测环境污染。

食蚊鱼(Gambusia affinis)隶属鰆形目(Cyprinodon-
tiformes)，花鰆科(Poeciliidae)，食蚊鱼属(Gambusia)，
是淡水生活的小型卵胎生鱼类 [7]，原产于中南美

洲，自1927年从菲律宾引入我国，已成为遍及我

国南方的淡水小型鱼类。食蚊鱼入侵性很强，

其体形小，食性杂，繁殖周期短，容易捕捞，

并易于在实验室饲养，因此被广泛用作指示生

物。开展利用食蚊鱼目标基因的表达作为生物

标志物监测水环境中类雌激素 /雄激素物质污染
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的研究，有助于将食蚊鱼作为内分泌干扰效应

研究的模式实验动物。有关食蚊鱼CYP19a基因

片段及CYP19b基因全长已由本实验室克隆 [8-9]，

在此基础上，本研究根据CYP19a基因cDNA保守

区域设计引物，扩增保守区域并测序；采用RACE
法扩增食蚊鱼CYP19a基因cDNA序列全长，对其

蛋白序列进行同源性分析，将序列应用于CYP19a
mRNA转录水平的RT-PCR法检测中。其结果为

将CYP19基因作为监测环境激素生物标志物的研

究提供了全面的实验数据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验鱼购自广州市花鸟鱼虫市场。购买后

放入鱼缸进行饲养，待其完全稳定(约20 d)后进

行实验。抽提RNA所用的Trizol Reagent、反转录

酶M-MLV、RNA酶、限制性内切酶、胶回收试

剂盒、PCR扩增试剂盒均购自TaKaRa公司；Taq
酶、克隆使用的载体pMD19-T Vector Systems
(T载体)购自上海生工生物工程技术有限公司。

1.2    实验方法

引物的设计与合成        参照NCBI中已登录的

青鰆、底鰆(Fundulus heteroclitus)、斑马鱼、金鱼

(Carassius auratus)、鲤 (Cyprinus carpio)等
CYP19a基因cDNA开放阅读框(open reading flame,
ORF)序列在同源保守区内设计引物，引物序列

见表1。
总RNA的提取        取新鲜卵巢，用Trizol

Reagent提取总RNA。用变性琼脂糖凝胶电泳溴

化乙啶染色显示28 S和18 S检测RNA的完整性。

保守片段的克隆        以食蚊鱼总RNA为模

板，反转录按TaKaRa反转录试剂盒的步骤操

作。以引物OF和OR进行PCR扩增，反应条件为

94 °C预变性3 min后进入循环：94 °C变性30 s，
54 °C退火30 s，72 °C延伸1 min 20 s，共40个循

环，最后72 °C延伸10 min，4 °C保存。用浓度

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物，胶回收试剂

盒回收。回收产物与pMD19-T Vector连接并转化

大肠杆菌DH5a菌株，经菌落PCR、质粒酶切鉴

定挑选出阳性克隆进行测序。测定结果通过BLAST软
件搜索NCBI的核酸数据库，进行同源性比较。

5 'RACE与3 'RACE扩增         将提取的总

RNA进行反转录，然后用引物GSP-1进行目的基

因第一条链cDNA的合成。去除多余的dNTP、引

物等再用TdT酶在cDNA3'端加poly(A)，使用引物

GSP-2和试剂盒自带的桥连铆钉引物AAP对已经

加poly(A)尾的cDNA进行PCR第一轮扩增，PCR
反应体系总体积为31.5 mL，反应条件：先94 °C
变性2 min后进入循环，每个循环包括94 °C变性

30 s，55 °C复性1 min，72 °C延伸1 min，共35个
循环。最后一次循环结束时72 °C延伸5 min，4 °C
保存。为增加扩增效率及扩增的特异性，将上

述PCR液稀释10倍，取5 mL作模板，用引物GSP-
3和试剂盒自带的桥连通用扩增引物AUAP进行

巢式PCR第二轮扩增，产物用1%琼脂糖凝胶电

泳分离、回收、克隆、送测序。

反转录获得cDNA第一链后，用引物3'598-
1和UPM以合成的cDNA为模板进行第一轮PCR扩

增，PCR反应体系总体积为28 mL，反应条件：

先5次循环(94 °C 30 s，72 °C 3 min)；然后5次循

环（94 °C 30 s，70 °C 30 s，72 °C 3 min）；最后

25次循环(94 °C 30 s，68 °C 30 s，72 °C 3 min)，4 °C
保存。将第一轮PCR扩增产物稀释50倍，取4 mL
作为模板，用引物3'598-2和UPM进行第二轮

PCR扩增，反应条件与第一轮扩增相同，PCR产

物用1%琼脂糖凝胶电泳分离、回收、克隆、送

测序。

2    结果与分析

2.1 CYP19a基因cDNA序列的克隆

提取食蚊鱼卵巢组织的总RNA，采用1%的

表 1    食蚊鱼CYP19a基因克隆引物

Tab. 1    G. affinis CYP19a gene primers

引物名称

primer
引物序列

sequense
描述

description
CYP19a 上游(OF):

5′-GGCACAGCMAGCAACTAYTA-3′
扩增性腺

保守区(约
1100 bp)下游(OR):

5′-CTGGGAVAGGTTGTTGGTCT-3′

5′RACE GSP1: 5′-TTTTCCACAGGGCTAC-3′ 用于

5′RACE，
产物约700
bp

GSP2:
5′-GGCAGCTGAGCCCTGGTTTG-3′
GSP3:
5′-TAAGGACATGATTAACTGCCG-3′

试剂盒自带上游引物

3′RACE 3′598-1:
ACTTCACCATGCGGCGAGCCCTGTC

用于

3′RACE，
产物约500
bp

3′598-2:
TCCTCGCCGTTTCTTCCAGCCGTTC

试剂盒自带下游引物
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琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。结果显示卵巢

组织总RNA的18 S和28 S条带清晰明亮，在微量

分光光度计中测定，260和280 nm的吸收值的比

值为1.8~2.0，表明所提取的总RNA完整性良好，

纯度较高，点样孔清晰，表明基本没有杂质，

可作为保守片段PCR扩增的模板。

根据GenBank中已有物种的CYP19a cDNA序

列比对，在保守度较高的区域设计CYP19a简并

引物对，以提取的卵巢组织的总RNA逆转录后

的产物为模板进行PCR扩增，产物电泳结果显

示，在食蚊鱼的卵巢中扩增出一条约1100 bp的
特异带，与引物设计的预期结果相一致。经上

海生工测序结果显示，食蚊鱼 C Y P 1 9 a基因

cDNA保守区域片段大小为1080 bp，将此克隆得

到的基因片段与其他鱼的性腺CYP19a基因作同

源性比较，发现其与底鰆，青鰆，罗非鱼(Tilapia
sp.)，鲫，斑马鱼，鲤基因内片段的相似度分别

达到了91.2%、83.8%、83%、70.3%、70.2%、

6 9 . 3 % ， 说 明 克 隆 得 到 的 基 因 即 为 食 蚊 鱼

CYP19a基因。

5'RACE CYP19a基因扩增结果        根据已获

得的CYP19a基因保守片段，设计基因特异性引

物GSP1、GSP2、GSP3以及5'RACE试剂盒通用引

物进行巢式PCR扩增。经电泳检测，扩增得到一

条约700 bp的特异条带，其大小与预期结果相一

致。经上海生工测序结果显示，食蚊鱼CYP19a
基因cDNA 5'RACE片段大小为665 bp，该序列与

底鰆的CYP19a序列的相似度达82%，与青鰆的

CYP19a序列的相似度达79%，证明克隆所得的片

段是5'RACE CYP19a基因。

根据已获得的CYP19a基因保守片段，设计

基因特异性引物3'598-1，3'598-2以及3'RACE试剂

盒通用引物进行巢式PCR扩增。经电泳检测扩增

得到一条500 bp的特异条带，其大小与预期结果

相一致。经上海生工预测结果显示，食蚊鱼CYP19a
基因cDNA 3'RACE片段大小为485 bp，该序列与

底鰆的CYP19a序列的相似度达86%，与青鰆的

CYP19a序列的相似度达88%，证明克隆所得的片

段是3'RACE CYP19a基因。

2.2    CYP19a基因序列及其编码蛋白质生物信

息学分析

利用软件Sequencher 5.0将中间保守片段与

5'端扩增片段、3'端扩增片段进行拼接。核酸序

列开放性阅读框在NCBI上ORF Finder工具中进行

查找。用DNAMAN软件翻译开放阅读框(ORF)并
分析蛋白质一级结构分子量、氨基酸组成和预

测等电点。运用Hopfield软件预测蛋白质二级结

构。用Swiss model预测蛋白质的三级结构。信号

肽的预测使用 signalIP服务器 (http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/)。利用ExPASy中的

ProtScale工具对蛋白质的亲水性、疏水性进行预

测；采用Hphob./Kyte & Doolittle算法预测氨基酸

序列的疏水性 /亲水性。蛋白的跨膜区域通过

TMHMM和TMPred软件预测。蛋白序列的多重比

对使用Clustal X软件。进化树由Clustal X和Mega
6.0 分析构建完成(图1)。

CYP19a基因ORF        序列拼接结果得到

cDNA序列全长2020 bp，ORF为238~1791 bp，共

编码518个氨基酸，5'端有237 bp的非编码区，

3'端有229 bp的非编码区。等电点pI为7.40，测算

的蛋白质分子量约为58.5 ku。
CYP19a基因编码蛋白质信号肽        由预测结

果可知，信号肽酶切位点分值(C)、信号肽分值

(S)和由C值和S值综合得出的剪切位点分值，用

于更精确地确定信号肽酶切位点(Y)的最大值分

别为0.202、0.523、0.289，均小于分界值0.45。
同时，整条序列所有分值均较低，无明显较高

的C值，无较大的S值、Y值。结果表明食蚊鱼

CYP19a基因编码的蛋白质不含信号肽，故该蛋

白为非分泌蛋白。

CYP19a基因编码蛋白质的跨膜区域        用
TMPred对跨膜区结构进行预测，发现两种可能

的跨膜模式，一种跨膜模式显示该蛋白质存在

4个跨膜区：第55至74位氨基酸，第329至348位
氨基酸，肽链方向为从膜内跨越到膜外；第1至
22位氨基酸，第78至99位氨基酸，肽链方向为从

膜外跨越到膜内。另一种跨膜模式显示该蛋白

存在3个跨膜区：第1至23位氨基酸，第329至
348位氨基酸，肽链方向为从膜内跨越到膜外；

第53至71位氨基酸，肽链方向为从膜外跨越到膜

内。用TMHMM 2.0 Server预测结果显示，该蛋白

质的跨膜螺旋数量(number of predicted TMHs)为
0；1~517位氨基酸全部为膜外蛋白，无膜内蛋

白，无跨膜结构。

CYP19a基因编码蛋白质的亲水性、疏水性    
   结果显示正值区域的氨基酸分值多在0至0.5之
间，而负值区域的氨基酸分值多在0至1之间，且
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(图1 Fig.1)
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图 1    由食蚊鱼CYP19a的cDNA序列推导出的氨基酸序列

阴影部分表示Poly(A)尾；下划线表示起始密码子ATG；*表示终止密码子；小写字母表示5′UTR和3′UTR

Fig. 1    Deduced amino acid sequence from CYP19a cDNA sequence of G. affinis
The Poly A signal is shaded in gray; the start  codon ATG is underlined; the stop codon indicated by an asterisk; the lower case
indicated 5′UTR and 3′UTR
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分值为负的氨基酸数量略多于分值为正的氨基

酸。预测结果中正值越大表示越疏水，负值越

大表示越亲水。整体来看，亲水性氨基酸分布

多于疏水性氨基酸，可认为CYP19a基因编码的

蛋白质为亲水性蛋白质。

CYP19a基因编码蛋白质的一级结构        食蚊

鱼CYP19a基因编码蛋白质各种理化性质分析结

果显示，该蛋白分子量约为58.5 ku，等电点pI为
7.40。序列含有20种必需氨基酸，其中亮氨酸含

量最高，为12.38%，含量最低的为半胱氨酸，为

1.97%。

C Y P 1 9 a基因编码蛋白质的二级结构       
 CYP19a基因编码蛋白质的二级结构预测结果显

示，CYP19a基因编码的氨基酸序列由48.35%的

α螺旋(alpha helix)、42.75%的无规则卷曲(random
coil)、8.90%的延伸链(extended strand)构成。

CYP19a基因编码蛋白质三级结构        食蚊鱼

CYP19a基因编码蛋白质三级结构主要是由α螺
旋、无规则卷曲、延伸链构成，与二级结构预

测结果相一致(图2)。

2.3    CYP19a基因序列同源性分析

使用ClustalW1.6软件对食蚊鱼、底鰆、青

鰆、平鲷(Rhabdosargus sarba)，鲤、斑马鱼和鲫

的CYP19a基因进行氨基酸序列对比(图3)以及相

似性分析 (表2)。结果显示，在以上7个物种的

CYP19a基因中，有199个氨基酸是较为保守的，

相似性为 3 8 . 2 0 %，其中，食蚊鱼和底鰆的

CYP19a基因的同源性最高，为93%；其次与青

鰆、平鲷的同源性最高，为84%；食蚊鱼与斑马

鱼的相似性最低，为66%。

2.4    CYP19a基因系统进化分析

为了更好地分析食蚊鱼体内CYP19a基因的

结构特征，进一步了解与其他高等脊椎动物之

间的进化关系，从Genbank中摘录了不同纲的代

表物种(共19种)CYP19基因的氨基酸序列(表3)，
使用DNAMAN、MEGE6.0和ClustalW1.6软件进行

同源分析和聚类分析，采用Neighbor-Joining法，

重复1000 次，gap处理为缺失，构建系统进化树

(图4)，所标数据为在距离模式下，用Bootstrap计
算的各个分支支持度。从图中可以看出，食蚊

鱼的CYP19a基因与底鰆的同源性最高，这与传

统分类结果一致，它们都属于鰆形目。鉴于之前

的氨基酸同源性分析数据，说明CYP19a基因在

进化过程中相对保守，在不同物种生长和发育

过程中发挥十分重要的作用。

3    讨论

3.1    食蚊鱼CYP19a基因的存在形式

芳香化酶几乎存在于所有脊椎动物的脑和

垂体中，迄今已在除猪 [10]以外的哺乳动物 [11]、啮

齿动物、爬行类[12]、两栖类[13]、鸟类[14]、软骨鱼类[15]

体内克隆得到性腺芳香化酶基因的cDNA序列。

硬骨鱼类中，如金鱼及蟾鱼科(Batrachoididae)鱼
类，其脑和垂体中的P450arom表达水平比其他脊

椎动物高出100倍[16]。

进一步的研究表明，哺乳动物的P450arom
是由CYP19基因家族中的一个基因表达的，即哺

乳动物CYP19基因只有一个拷贝，但是在大多数

硬骨鱼类[如虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、金鱼、

斑马鱼等]体内分离到了2种CYP19基因，即性腺

芳香化酶基因 ( C Y P 1 9 a )与脑芳香化酶基因

(CYP19b)，它们分别优先地在卵巢和脑组织中表

达。2种基因分别在2个不同的组织中表达，说明

CYP19基因在进化过程中由于复制或在基因某些

部分分化与集中，导致形成两个或多个拷贝，

并在不同组织中表达。然而，并不是所有鱼类

都是如此，Cheshenko等 [17]在鰆的脑和卵巢中发

现了单一拷贝的CYP19基因来编码P450arom，这

种现象的存在有可能是由于生物在进化过程中

另一拷贝丢失所造成的。通常情况下，CYP19 被
认为与鱼类的性别分化过程密切相关，这是因

 
图 2    食蚊鱼CYP19a基因编码蛋白质三级结构预测

Fig. 2    The third structure prediction of coding protein
from G. affinis CYP19a gene
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为芳香化酶在繁殖周期内具有表达活性，并且

芳香化酶的促进或抑制剂能够导致不正常的性

别比率，其中CYP19a基因主要参与雌激素物质

合成和卵巢分化，在性腺分化中起主要作用；

CYP19b是中枢雌二醇生物合成的决定物质，主

要参与中枢神经系统发育过程中脑的分化[18]和性

行为的调节[19]。两种形式的芳香化酶都涉及性别

分化和繁殖周期，主要是参与硬骨鱼中枢神经

系统的发育以及性别分化，有时还参与性别逆

转。CYP19表达活性的改变都会导致上述过程受

到不同程度的干扰[20]。

本研究中，从食蚊鱼的性腺中成功克隆出

芳香化酶基因CYP19a，并对编码的氨基酸序列

进行信号肽、跨膜螺旋、疏水性 /亲水性以及蛋

白质一级、二级、三级结构进行分析，与其他

脊椎动物CYP19a基因进行序列比对、氨基酸序

 
图 3    食蚊鱼CYP19a基因的氨基酸序列与底鳉、青鳉和斑马鱼等相关序列的同源性比较

G. affinis. 食蚊鱼; F. heteroclitus. 底鳉; O. laticeps. 青鳉; R. sarba. 平鲷; C. carpio. 鲤; D. rerio. 斑马鱼; C. auratus. 鲫; 序列中氨基酸一致的用

“*”表示，相似的用“.”表示

Fig. 3    Alignments of deduced amino acid sequences of CYP19a from
G. affinis, F. heteroclitus, O. laticeps and D. rerio

Identical and similar amino acids are marked by asterisks and dots, respectively

表 2    7种硬骨鱼类CYP19a基因的氨基酸序列相似性比较

Tab. 2    Comparison of 7 kinds of teleost CYP19a gene amino acid similarity %

基因 gene
食蚊鱼

G. affinis
斑马鱼

D. rerio
青鳉

O. laticeps
底鳉

F. heteroclitus
鲫

C. auratus
鲤

C. carpio
平鲷

R. sarba
食蚊鱼

G. affinis
100

斑马鱼

D. rerio
66 100

青鳉

O. laticeps
71 88 100

底鳉

F. heteroclitus
71 88 92 100

鲫

C. auratus
93 68 67 67 100

鲤

C. carpio
84 73 71 69 85 100

平鲷

R. sarba
84 65 70 65 84 82 100
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表 3    不同物种CYP19基因的氨基酸序列同源性分析

Tab. 3    Data sources for analyzing the homology of some animals’CYP19 amino acid sequences

分类地位

classification status
中文名

Chinese name
学名

science name
序列号

accession no.
哺乳类

mammals
灵长目

Primatesa
人 CYP19 Homo sapiens CAA68807

啮齿目

Rodentia
家鼠 CYP19 Mus musculus D00659

爬行类

reptiles
龟鳖目

Chelonia
巴西龟 CYP19 Trachemys scripta AAG09376

两栖类

amphibians
蛙形目

Raniformes
爪蟾 CYP19 Xenopus laevis BAF48355

软骨鱼类

cartilage fish
鲼形目

Myliobatiformes
大西洋鲴 CYP19 Dasyatis sabina AAF04617

脊索类

chordate
头索动物亚门

Cephalochordata
厦门文昌鱼 CYP19 Branchiostoma belcheri ABA47317

鳉形目

Cyprinodontiformes
青鳉 CYP19a Oryzias laticeps BAA11656

底鳉 CYP19a Fundulus heteroclitus AAP47578

鲤形目

Cypriniformes

鲤 CYP19a Cyprinus carpio ACB13197

鲫 CYP19a Carassius auratus AEX97168

斑马鱼 CYP19a Danio rerio AAI63008

稀有逗鲫 CYP19a Gobiocypris rarus ABC70869

鲈形目

Perciformes

平鲷 CYP19a Rhabdosargus sarba ABC70899

金头鲷 CYP19a Sparus aurata AAL27699

罗非鱼 CYP19a Tilapia sp. AA062625

鲇形目

Siluriformes
斑点叉尾鲙 CYP19a Ictalurus punctatus AAB32613

南方鲇 CYP19a Silurus meridionalis AAP83133

 
图 4    根据19个物种的CYP19a氨基酸序列进行的进化树分析

Fig. 4    Phylogenetic relationship of CYP19a with related proteins of other 19 species

10 期 甘    为，等：食蚊鱼CYP19a基因的克隆与序列分析 1551

 

http://www.scxuebao.cn



列同源性以及系统进化树分析，可确定所克隆

的基因全长是性腺芳香化酶基因，而且CYP19b
基因全长已由本实验室赖静萍 [9]克隆获得，表明

食蚊鱼的芳香化酶是由CYP19a和CYP19b两种基

因编码。基于氨基酸的序列进化树分析显示，

食蚊鱼与哺乳动物、爬行动物、两栖动物、软

体动物以及文昌鱼的亲缘关系最远，而与其他

硬骨鱼类有较高的同源性，尤其与同属鰆形目的

底鰆、青鰆，相似性分别为93%、84%。另外将

食蚊鱼的CYP19a基因和CYP19b基因编码的氨基

酸序列进行对比，发现其相似性高达66%。张杨

等 [21]发现CYP19具有相同的祖先基因，而硬骨鱼

由于基因组的特异复制，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。这也解释了食

蚊鱼CYP19的两个基因具有高度相似性的原因[9]。

3.2    芳香化酶保守区特点

在食蚊鱼的性腺芳香化酶中发现了芳香化

酶的3个高度保守片段，如图5中下划线所示，

依次表示I-螺旋区(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，此结果与

徐跑等 [22]对黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)脑和卵

 
图 5    食蚊鱼性腺芳香化酶的高度保守区

序列中高度保守的片段用下划线指示；(a)I-螺旋区, (b)芳香化酶特异的保守区, (c)血红素结合区。对酶催化活性起重要作用的位点用粗

体字表示

Fig. 5    High homology regions of P450 aromatase in ovary of G. affinis
Regions of high homology are underlined; (a)I-helix, (b)an aromatase-specific conserved region, (c) heme-binding region. Amino acids known to be
essential for catalytic functions are marked by bolds
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巢芳香化酶的研究结果相似，只是编码的氨基

酸序列有少许不同。Graham-Lorence等 [23]使用点

突变方法通过研究人P450arom酶催化活性发现

7个酶催化活性位点，分别为I130、E298、P304、
D305、T306、R431和C433，经过对比分析发

现，食蚊鱼CYP19a基因在这些位点所编码的氨

基酸与人、半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[24]、

胡鲇(Clarias fuscus)[25]的一致(图5)，进一步证明

了这些位点对该酶催化活性的重要性，同时也间

接证明了食蚊鱼性腺芳香化酶具有催化活性。

综上，食蚊鱼卵巢芳香化酶具有3个高度保

守的片段，并具有催化活性。芳香化酶在不同

鱼类体内的存在形式不同的原因：一是可能由

于不同物种在进化时基因复制出现偏差，而且

鱼类不同于其他脊椎动物，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；

二是在鱼类体内均存在两种形式的 CYP19 基因，

二者在不同组织中均有表达，只是表达程度不

同或其中一种基因类型在该组织中占主导地位，

从而只检测到一种CYP19基因形式的表达[26]。
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Molecular cloning and analysis of CYP19a gene in
mosquitofish (Gambusia affinis)

GAN Wei,    FANG Zhanqiang *

(Key Laboratory of Ecology and Environmental Science in Guangdong Higher Education, College of Life Science,
South China Normal University, Guangzhou    510631, China)

Abstract: Biological sex differentiation and hormonal regulation are related with the expression of CYP19 gene in
teleost, and so it can be used to explore the relationship between environmental hormone pollution and gene
expression. The Gambusia affinis CYP19a cDNA of full sequence was cloned and analyzed for the first time. This
would provide comprehensive experimental data for the study of the CYP19 gene as a biomarker for monitoring
environmental hormones. Primers were designed according to the conserved region of CYP19a cDNA, and the
conserved region was amplified and sequenced. RACE method was used to amplify the G. affinis CYP19a cDNA
of full sequence and its protein sequence homology analysis, and the RT-PCR method was used to detect the
transcription level of CYP19a mRNA in the sequence. The full length cDNA sequence of G. affinis CYP19a type
was cloned. This sequence contains 2020 bp nucleotides and codes 518 amino acids with an open reading frame
(ORF) from 238 bp to 1791 bp. We made an analysis of the signal peptide, transmembrane helices, hydrophilic/
hydrophobic, primary structure, secondary structure and tertiary structure. When making the homology comparison
with CYP19a gene in gonads of other teleost, the gene fragment similarity of mosquitofish were 93%, 84%, 84%,
71%, 71% and 66% with Fundulus heteroclitus,  Oryzias laticeps,  Rhabdosargus sarba,  Carassius auratus,
Cyprinus carpio and Danio rerio respectively. This showed that the cloned gene was G. affinis CYP19a gene.
Phylogenetic analysis of the CYP19 gene by using MEGA4.0 indicates that CYP19a gene is highly conserved
when clustered with other 19 species ovary-derived P450arom gene. We identified the CYP19a cDNA of full
sequence is gonadal aromatase gene, and the proof of G. affinis aromatase is by two genes of CYP19a and CYP19b
encoding. G. affinis CYP19a has 3 highly conserved fragments, and has catalytic activity.
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