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P450c17s 基因 mRNA 在雄性半滑舌鳎繁殖周期中的表达 
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摘要: 利用已克隆得到的半滑舌鳎 P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ基因 cDNA 全长序列, 通过半定

量 RT-PCR 技术, 结合雄鱼性腺发育期、各发育期血清中睾酮(T)含量, 研究了这两个基因在

雄性半滑舌鳎各组织内的空间表达及在雄鱼繁殖周期中的季节性表达。结果表明, 半滑舌鳎

P450c17-I 组织分布具有广泛性, 在精巢、胃、肠、心、脾和脑内都有表达, 而 P450c17-II

组织分布具有特异性, 仅在精巢和头肾内有表达。在精巢不同发育期内, P450c17-I 表达与性

腺发育呈正相关 , 而 P450c17-II 表达模式则相反。推测这可能是由于在整个繁殖期 , 

P450c17-I 基因在转录水平或转录后调控半滑舌鳎性类固醇激素的生成, 而 P450c17-II 主要

可能与孕激素诱导排精及精原细胞 DNA 复制有关。 
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国第一

个进行人工养殖的舌鳎科鱼类, 俗称牛舌头、鳎

目、鳎米、龙利, 属于鲽形目(Pleuronectiformes)、
舌鳎科(Cynoglossidae)、舌鳎属(Cynoglossus), 自然

分布于我国沿海海区, 是近海名贵的底栖大型土

著鱼类, 素有“富贵鱼”、“海洋中的黄金”之称, 雌
雄个体差异较大, 雌雄生殖腺差异悬殊, 性成熟的

雄 鱼 精 巢 , 体 积 或 重 量 只 有 成 熟 卵 巢 的

1/900~1/200[1]。雄鱼生殖力弱, 导致自然海区卵子

受精率很低, 再加上沿岸海水污染和不适当捕捞

等原因, 该鱼的资源量逐年减少, 逐渐向濒危方向

发展。因此, 重视、加快半滑舌鳎雄鱼的繁殖生理

学研究具有重要的理论意义与应用价值。 
在脊椎动物内, 类固醇激素生成需要一系列

类固醇激素生成酶的相继作用。细胞色素 P450c17
是类固醇激素生成途径中最为关键的酶类之一。它

是一种微粒体酶, 具有两种活性(17α-羟化酶、17, 

20-裂解酶)[2],并在性腺类固醇激素的合成(雄激素

和雌激素)中起重要作用。在硬骨鱼类中, 雄激素可

促进雄性附性器官的发育、刺激和维持雄鱼第二性

征及促进精子发生, 特别是血清中睾酮(T)可以调

节精巢发育和行为[3]。 
以前认为，鱼类和哺乳动物都只存在一种

P450c17, 直到 Zhou 等[4-5]在罗非鱼(Oreochromis 
Niloticus) 鳉、青 (Oryzias latipes)内发现了一种新的

P450c17 克隆。目前, 一般认为鱼类存在两个不同

基因编码的两种细胞色素 P450c17s(P450c17-I 和

P450c17-Ⅱ), 前者具有两种酶活性, 即 17α-羟化

酶/17,20-裂解酶活性, 后者只具有 17α-羟化酶活

性, P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ基因已在多种鱼类中

克隆得到[4-13]。关于 P450c17 的研究报道大多集中

在雌鱼, 在雄鱼繁殖周期中的作用研究较少[13]。本

实验克隆得到半滑舌鳎 P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ的

全长 cDNA 序列(EU580533、EU732518), 并利用
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已克隆得到的 P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ基因 cDNA
全长序列, 通过半定量 RT-PCR 技术, 结合雄鱼性

腺发育期、血清中睾酮(T)含量, 探讨 P450c17s 在

雄性半滑舌鳎繁殖周期中的分子生理机制, 以期

为半滑舌鳎的繁殖生物学提供更进一步的理论依

据, 为生产实践环节提供科学指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验样品  

2007 年 2 月至 2008 年 1 月, 从烟台莱州某养

殖场每隔 3 个月 (2 月—4 月、5 月—7 月、8 月—

10 月、11 月—翌年 1 月) 定期采样一次, 共采集实

验鱼 57 尾, 平均体长为(32.38±4.14) cm, 平均体质

量为(235.65± 76.10) g。在实验室水族箱里暂养 3~4 
d, 流水充氧(溶解氧≥4 mg/L), 自然光周期(14L︰
10D), 自然水温。  

对实验鱼进行尾静脉采血, 分离血清, −40 ℃

储存, 用于激素测定; 鱼体解剖后迅速取精巢、肝

脏、胃、肠、鳃、心脏、脾、肾、头肾、脑、肌肉

组织, 称取精巢重、肝重用于计算性腺成熟系数, 
GSI(%) =[GW/(BW-VW)]×100 、 肝 重 指 数

HIS(%)=[LW/ (BW-VW))×100](图 1), 然后液氮速

冻并保存于−80 ℃超低温冰箱, 用于后续的基因表

达实验, 其中精巢一部分保存于 Bouin 氏液, 用于

精巢组织分期 (图 2), 另一部分同前 , 保存于

−80 ℃超低温冰箱。 
1.2  激素测定 

根据温海深等 [14]测定方法, 采用碘〔125I〕T
放射免疫分析法(RIA)测定血清中 T 含量的周年性

变化(n≥3)。 

 
图 1  雄性半滑舌鳎 GSI 和 HSI 季节性变化 

数据均表示为平均数±标准误, 图中标有不同的字母表示存在

显著性差异 (P<0.05, Duncan氏多重比较)，以下各图注释同此。 
Fig. 1  Seasonal changes of GSI and HSI in 

 male C. semilaevis 
Values are expressed as mean±standard error of mean. Different 
letters indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA, 
followed by Duncan’s),the same as the following. 

 

图 2  半滑舌鳎精巢发育组织学分期 
(a) Ⅲ期 (2—4 月); (b) Ⅳ期 (5—7 月); (c) Ⅴ期 (8—10 月); (d) 
Ⅵ期 (11—翌年 1 月)。 

Fig. 2  Photomicrographs of C. semilaevis  
testis development histology 

(a) the testis in the stage Ⅲ(Feb.—April); (b) the testis in the 
stage Ⅳ(May—July); (c) the testis in the stage Ⅴ(Aug.—Oct.); (d) 
the testis in the stage Ⅵ(Nov.—Jan.,the next year). 
 

1.3  试剂 
RNAsio Reagent、Taq 酶、Dnase I、RNasin、

PMD-18T 载体购自 TaKaRa 公司, M-MLV 购自

Promega 公司, 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、

DH5α感受态细胞购自北京天根生化科技有限公司, 
其余试剂均为国产分析纯试剂。引物均由上海生工

生物工程有限公司合成。 
1.4  总 RNA 提取和 cDNA 合成 

半滑舌鳎各组织总 RNA 提取按照 RNAsio 
Reagent 试剂盒说明书进行, 之后利用 M-MLV, 结
合通用引物来合成各组织的 cDNA 第一链。所得

cDNA 第一链以管家基因 18S rRNA 进行检测, 确
保其反转录是否成功。合成的 cDNA 于−40 ℃保存

备用。 
1.5  P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ基因的组织表达及

季节性表达 
组织表达    根据 P450c17-I 和 P450c17-Ⅱ基 

因基因全长序列, 设计特异性引物(表 1), 以 18S 
rRNA 为内标, 对半滑舌鳎雄鱼精巢、肝脏、胃、

肠、鳃、心脏、脾、肾、头肾、脑、肌肉进行组织

表达的检测。18S rRNA 引物序列引自孙业盈等[15]。

P450c17-I/-ⅡPCR 反应条件分别为 94 ℃预变性 5 
min, 94 ℃ 35 s, 57 ℃/63 ℃ 35 s, 72 ℃ 35 s 共

32/34 个循环, 72 ℃ 10 min。18S rRNA 所进行的
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PCR 反应条件为 94 ℃预变性 5 min, 94 ℃ 35 s, 
61 ℃35 s, 72 ℃ 35 s 共 18 个循环, 72 ℃ 10 min。
目的产物回收测序验证扩增的正确性。  

表 1  半滑舌鳎 P450c17-I、-Ⅱ基因时空表达引物 
Tab. 1  Primer sequences for tongue sole P450c17-I, 

-Ⅱgene expression analysis 

引物 
primer 

引物序列(5’-3’) 
primer sequence 

扩增长度/bp 
size 

P450c17-IF GGCCTGCGTCTTCTAAGG 
269 

P450c17-IR ATGATGGCCCATTTAAGAAC 

P450c17-ⅡF AACTGAAGGACTGCATCTAC 
324 

P450c17-ⅡR TGTTCACTGCCCGTTCAC 
 

在不同发育期精巢中的季节性表达    根据 
精巢分期结果, 选取处于Ⅲ期、Ⅳ期、Ⅴ期、Ⅵ期

雄性半滑舌鳎精巢组织, 进行半滑舌鳎 P450c17-I
和 P450c17-Ⅱ基因时间表达。特异性引物、18S 
rRNA 引物及 PCR 反应条件同上。取 8 μL PCR 产

物进行电泳。电泳结果采用 Quantity One v4.62 
(Bio-Rad, America)凝胶图像处理系统进行量化分

析。目的产物回收测序验证扩增的正确性。 
1.6  数据分析 

收集Ⅲ期、Ⅳ期、Ⅴ期、Ⅵ期性成熟雄性半滑

舌鳎的精巢, 按照实验设 3 个平行组。实验所得数

据均表示为平均数±标准误(mean±SE), 采用 SPSS 
13.0 统计软件中的 Duncan 氏法进行数据处理和检

验分析, 当 P < 0.05 时认为差异显著。 

2  结果 

2.1  雄性半滑舌鳎血清 T 含量的年季节性变化 

雄性半滑舌鳎血清中 T 水平随着精巢的发育

而呈明显的周期性变化（图 3），含量最高值出现

在 8—10 月繁殖季节, 平均为 4.378 8 ng/dL(n=8), 
之后显著下降(P<0.05), 11~翌年 1 月份降到至全年

最低点, 均值为 0.171 8 ng/dL(n=14), 2—4 月份略

微上升, 均值为 0.262 5 ng/dL(n=6), 之后到 5—7
月份 , 血浆中 T 含量显著升高(P<0.05), 达均值

4.015 0 ng/dL(n=8)。 
2.2  P450c17-I 在雄性半滑舌鳎各个组织内的表

达分析 

通过 RT－PCR 方法检测了 P450c17-I 在性腺

发育期处于Ⅳ期的雄性半滑舌鳎精巢、肝、胃、肠、

鳃、心、脾、肾、头肾、脑和肌肉 11 种组织中的

表达。结果表明, 半滑舌鳎 P450c17-I 基因表达具

有广泛性, 在精巢、胃、肠、心、脾和脑内都有表

达, 且精巢内表达量最高, 同时在心、脾脏和脑内

也检测到了表达(图 4)。 

 

图 3  雄性半滑舌鳎血清 T 含量的季节性变化 
Fig. 3  Seasonal changes of plasma testosterone level 

in male C. semilaevis  

 

图 4  P450c17-I 在雄性半滑舌鳎各个组织的表达 
T:精巢; L:肝脏; St：胃; I:肠; Gi:鳃; H:心脏; Sp:脾; K: 肾; Hk:

头肾; B:脑;  Mu:肌肉; M：Marker; N：阴性对照。 
Fig. 4  The mRNA expression of P450c17-I in male  

C. semilaevis  
T:testis; L:liver; St:stomach; I:intestine; Gi:gill; H:heart; 

Sp:spleen; K: kidney; Hk:head kidney; B:brain;  
Mu:muscle; N: negative control. 

2.3  P450c17-Ⅱ在雄性半滑舌鳎各个组织内的表

达分析 

半滑舌鳎 P450c17-Ⅱ基因具有组织表达特异

性, 只在精巢和头肾内表达, 在其他组织内均未检

测到表达(图 5)，头肾 P450c17-Ⅱ表达量要低于精

巢 P450c17-Ⅱ表达量。 

 

图 5  P450c17-Ⅱ在雄性半滑舌鳎各个组织的表达 
T:精巢; L:肝脏; St：胃; I:肠; Gi:鳃; H:心脏; Sp:脾; K:肾; Hk:

头肾; B:脑; Mu:肌肉; M：Marker; N：阴性对照。 
Fig. 5  The mRNA expression of P450c17-Ⅱ       

in male C. semilaevis  
T:testis; L:liver; St:stomach; I:intestine; Gi:gill; H:heart; 

Sp:spleen; K:kidney; Hk:head kidney; B:brain;  
Mu:muscle; N: negative control. 

2.4  P450c17-I 在不同发育期半滑舌鳎精巢内的

季节性表达分析 

精巢内 P450c17-I 表达量在Ⅵ期精巢内达到了
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全年最高值, 均值为 45.295 6±12.301 4; 之后显著

的下降 (P<0.05), 进入精巢发育期Ⅲ期 , 降至

16.980 1±4.712 1; 到了性腺发育期Ⅳ期, 精巢内

P450c17-I 大幅升高, 均值为 39.087 8±8.718 4; 而
精巢发育到 V 期, P450c17-I 表达量虽呈现小幅下

降, 但基本维持此水平, 均值为 37.480 9±18.237 4 
(图 6)。 

 

图 6  P450c17-I 在半滑舌鳎各个发育期 
精巢内的季节性表达 

Fig. 6  Seasonal changes of P450c17-I expression in 
the testis of C. semilaevis  

2.5  P450c17-Ⅱ在半滑舌鳎不同发育期精巢内的

季节性表达分析 

半滑舌鳎 P450c17-Ⅱ基因在其各个发育阶段

的精巢中都有表达。精巢内 P450c17-Ⅱ表达量在Ⅵ

期精巢内达到了全年最高值 , 均值为 38.868 8± 
6.342 3; 之后略微下降, 进入精巢发育期Ⅲ期, 降
至 34.465 4±4.156 8; 到性腺发育期Ⅳ期, 精巢内

P450c17-Ⅱ继续下降, 至均值为 22.850 3±4.613 3; 
而精巢发育到 V 期, P450c17-Ⅱ表达量大幅下降至

全年最低, 均值为 10.441 5±5.223 4(图 7)。 

 
图 7  P450c17-Ⅱ在半滑舌鳎各个发育期 

精巢内的季节性表达 
Fig. 7  Seasonal changes of P450c17-Ⅱ expression in 

the testis of C. semilaevis  

3  讨论 

通过各组织内的空间表达研究,在雄鱼精巢内

检测到了一条 P450c17-I 主亮带, 这与其他鱼类中

得到的结果一致 [ 7 ,8 ,1 0 ,1 6 ] ,  表明半滑舌鳎精巢是

P450c17-I 表达的主要位点 ,  且 P450c17-I 在 
性类固醇激素生物合成中起到了关键作用。同时，

实 验 在 雄 鱼 脑 内 检 测 到 了 一 个 强 信 号 , 其

P450c17-I 表达量比精巢内表达量低 13 倍。在先前

的研究中, 脑内 P450c17 基因表达也在其他鱼类中

检测到 , 包括胖头鱥(Pimephales promelas)[10], 黄
鳝(Monopterus albus)[7], 斑马鱼(Danio rerio)[8]，而

且，胖头鱥脑内 P450c17 表达量比性腺低 30 倍,
黄鳝脑内却只检测到了一条微弱带, 斑马鱼脑内

P450c17 表达量低于卵巢和肾脏。本研究中关于

P450c17-I 的时间表达也支持这个观点, 表明类固

醇调控是依赖于脑—垂体—性腺轴。 
硬骨鱼类中有一个天然的孕激素 — 1 7 α , 

20β-DHP 存在于精子发生早期的精巢内, 与 11-KT
一样, 它也能诱导精原细胞的 DNA 复制, 是精子

发生/减数分裂的开启者[17]。P450c17 不仅是生成

孕激素的关键酶, 也是 Leydig 细胞内雄激素合成

的关键酶[18], C17,20 裂解酶活性催化 17α-羟孕酮

生成雄烯二酮, 这对硬骨鱼类生成 11-KT 也很重

要[19]。本研究中半滑舌鳎精巢内 P450c17-I 的时间

表达也间接验证了上述论点。在整个性腺发育期精

巢内都有 P450c17-I 表达, 且在一定程度上与性腺

发育呈现正相关性。随着精巢发育, P450c17-I 表达

量趋于升高, 除在 V 期精巢内出现略微下降, 而血

清中 T 的含量不断升高, 直至 V 期开始下降。这与

胖头鱥内的研究结果不同[10], 其精巢内 P450c17-I
的表达量与性腺发育呈负相关。金鱼(Carassius 
auratus), 血清 T、11-KT 和 17α, 20β-DHP 在精子

发生期间能达到最大值[20]，在鱼类精子发生时, 孕
激素也在排精和精子成熟中起到了重要作用[21-23]。

半滑舌鳎Ⅵ期精巢内 P450c17-I 表达持续增加似乎

也验证了这一点。T 作为 E2 前体, 其合成既需要

P450c17 的 17α-羟化酶活性, 又需要 P450c17 的

17,20 裂解酶活性, 而本研究结果说明了 P450c17s
与 类 固 醇 激 素 之 间 的 相 互 调 节 作 用 。 

通过空间表达研究,在雄鱼头肾内检测到了一

条 P450c17-Ⅱ亮带。这与 Zhou 等[5]研究结果相一

致 , 另外 , 在斑马鱼的整个肾脏内也检测到了

P450c17 的杂交信号[8]。这可能与头肾内类固醇激

素生成有关, 鱼类头肾相当于哺乳动物的肾上腺

皮质。已有研究表明 , 硬骨鱼类头肾具有合成
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P450c17 蛋白的能力 ,用于参加皮质醇和 17α, 
20β-DHP 的生物合成[8,19,24]。 

作为另一个经典类固醇激素生成组织,在雄鱼

精巢内检测到了 P450c17-Ⅱ表达。这分别与罗非鱼

鳉及青 内 P450c17-Ⅱ的组织表达和定位相互印证
[4-5]。通过原位杂交发现, 鳉青 P450c17s 在精巢间

质细胞内均能检测到。结果说明,半滑舌鳎精巢是

P450c17-Ⅱ表达的主要位点, 与 P450c17-Ⅰ一样, 
P450c17-Ⅱ在性类固醇激素生成中也起到了关键

作用。 
雄性精巢中孕激素能诱导排精和精子成熟,硬

骨鱼类中孕激素 17α, 20β-DHP 在精子发生早期的

精巢内存在, 它能诱导精原细胞的 DNA 复制, 是
精子发生/减数分裂的开启者[17]。P450c17 不仅是

生成孕激素的关键酶, 也是 Leydig 细胞内雄激素

合成的关键酶 [18]。本研究中半滑舌鳎精巢内

P450c17-Ⅱ的时间表达也间接验证了上述论点。在

整个性腺发育期精巢内都有 P450c17-Ⅱ表达, 且
在一定程度上与性腺发育呈现负相关性。随着精巢

发育(GSI 趋于升高、血清中 T 水平升高), P450c17-II
表达量趋于下降, 这与半滑舌鳎精巢内 P450c17-I
表达模式及作用不同, 暗示其与雄激素合成无相

关性, 而在Ⅵ期精巢内显著升高, 这可能与孕激素

在排精及诱导下一批精原细胞的 DNA 复制中所具

有的作用有关[17,21-23]。 
本研究在已克隆得到的 P450c17-I 和 P450c17-II

全长 cDNA的基础上, 对实验材料的成熟系数(GSI)
以及肝重指数(HIS)进行了统计分析, 进一步掌握

实验材料的发育情况，同时，首次进行了这两个基

因的组织表达及结合 GSI、HIS 和血清中 T 含量进

行其在雄鱼精巢繁殖周期中的表达分析, 发现在

整个繁殖期, P450c17-I 基因在转录水平或转录后

调控半滑舌鳎性类固醇激素的生成, P450c17-II 表

达模式与前者不同, 其主要可能与孕激素诱导排

精及精原细胞 DNA 复制有关。 
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The characteristic analysis of P450c17s mRNA expression during the 
reproductive cycle in male Cynoglossus semilaevis Günther 

CHEN Cai-fang1, 2, WEN Hai-shen1* 

(1. College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao  266003, China;  
2. College of Biological and Environmental Sciences, Zhejiang Wanli University, Ningbo  315100,China) 

Abstract: Cytochrome P450c17 is one of the most critical enzymes in steroidogenic pathway, which is 
essential in the production of sex steroid hormone(androgens and estrogens). Up to date, there are two 
P450c17s (P450c17-I and P450c17-Ⅱ) encoded by two different genes. P450c17-I possesses two enzyme 
activities, namely 17α-hydroxylase and 17, 20-lyase, while P450c17-Ⅱ only has 17α-hydroxylase. Under 
the condition of P450c17-I and P450c17-Ⅱcomplete cDNAs, the spatial and temporal expressions of the 
two genes are studied by the semi-RT-PCR technology, combined with gonad development and serum tes-
tosterone(T) level. The results of gene spatial expression analysis showed that tongue sole P450c17-I was 
distributed widely, which was expressed in testis, stomach, intestine, heart, spleen and brain, while tongue 
sole P450c17-Ⅱdistribution was tissue-specific, which was only expressed in testis and head kidney. Dur-
ing various developmental stages of testis, P450c17-I expression pattern revealed developmental 
stage-dependency, while the expression pattern of P450c17-Ⅱ was on the contrary. It is predicted that, 
during the whole reproductive period, P450c17-I regulates the sex steroid hormone on the transcriptional 
level or after transcription in male tongue sole, while P450c17-Ⅱmay be related to progestin in inducing 
spermiation and DNA replication in spermatogonia.  
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