
　 第 ３０ 卷　 第 ３ 期 集美大学学报 （自然科学版） Ｖｏｌ． ３０　 Ｎｏ． ３
　 　 ２０２５ 年 ５ 月 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｙ ２０２５

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

　 　 ［收稿日期］ ２０２４ － ０４ － ０８
［基金项目］ 国家海水鱼产业技术体系 （ ＣＡＲＳ － ４７ － Ｇ０４）； 国家自然科学基金面上项目 （３２０７２９６９）； 福建省

自然科学基金项目 （２０２２Ｊ０１３２５）； 宁波市科技计划项目 （２０２１Ｚ００２）； 温州市农业新品种选育协作
组项目 （２０１９ＺＸ００２）

［通信作者］ 王志勇 （１９６３—）， 教授， 博导， 从事水生生物遗传育种与生物技术方向研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｙｗａｎｇ＠
ｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

［文章编号］ １００７ － ７４０５（２０２５）０３ － ０２０５ － ０９ ＤＯＩ：１０． １９７１５ ／ ｊ． ｊｍｕｚｒ． ２０２５． ０３． ０１

大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因克隆、 表达分析及启动子活性

杨　 强１，２， 韩　 芳１，２， 王志勇１，２

（１． 集美大学水产学院， 福建 厦门 ３６１０２１； ２． 海水养殖生物育种全国重点实验室， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 克隆了大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因， 并对其表达模式及启动子活性进行了详细分析。 结果表明， 该基

因开放阅读框长 ８７３ ｂｐ， 编码 ２９０ 个氨基酸； 其 ｍＲＮＡ 在大黄鱼不同性别和组织中的表达呈现显著的性别

二态性， 主要在卵巢中表达； 通过预测启动子区域， 发现多个转录因子的结合位点， 进一步通过双萤光素

酶报告基因实验鉴定了核心启动子区域为 － １５０ ～ １７ ｂｐ。 这些发现提示大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因可能在性类固醇

激素合成及性别分化过程中发挥重要作用。
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０　 引言
大黄鱼， 俗称黄瓜鱼或黄花鱼， 隶属于鲈形目 （ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 石首鱼科 （ Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ） 黄鱼属

（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ）。 ２０２２ 年全国大黄鱼养殖产量为 ２５􀆰 ７７ 万 ｔ， 在全国海水养殖鱼类中位列首位［１］ 。 在人

工养殖条件下， 大黄鱼展现出明显的雌雄生长二态性， 其中雌鱼的生长速度和成熟体重显著优于雄
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鱼， 通过性别控制进行单性化育种能够提升养殖效益， 受到业者期待。 性别分化过程主要受遗传因素

影响， 因此对性腺发育分化相关的分子基础进行研究具有重要的理论意义和潜在的应用价值。
在鱼类中， 性别决定基因对性别分化起着至关重要的作用。 迄今为止， 研究人员已发现多种鱼类

的性别决定基因， 如日本青鳉 （Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ） 的 ｄｍｙ 基因［２］ 、 金钱鱼 （Ｓｃａｔｏｐｈａｇｕｓ ａｒｇｕｓ） 和半滑

舌鳎 （Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ） 的 ｄｍｒｔ１［３ － ４］基因、 吕宋青鳉 （Ｏｒｙｚｉａｓ ｌｕｚｏｎｅｎｓｉｓ） 的 ｇｓｄｆＹ［５］基因、 尼罗

罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃａ） 的 ａｍｈ［６］基因以及银汉鱼 （Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓ ｈａｔｃｈｅｒｉ） 的 ａｍｈｙ［７］ 基因等。 值

得注意的是， 这些性别决定基因绝大部分都是雄性性别决定基因。
性类固醇激素在鱼类性腺的分化和维持过程中发挥着至关重要的作用， 还影响着鱼类的生长发

育、 免疫响应以及应激反应等生理过程。 其内源性性类固醇激素的合成涉及多种催化酶， 其中 １７β⁃
羟类固醇脱氢酶 （１７β⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， １７β⁃ＨＳＤ） 是在性激素合成途径下催化产生活性

形式性激素 （如睾酮和雌二醇） 的关键酶。
在人类中， ＨＳＤ１７ｂ１ 作为 １７β 羟类固醇脱氢酶家族的首个被发现的基因， 相关研究已相对深入。

研究表明， ＨＳＤ１７ｂ１ 与多种雌激素合成疾病有关， 包括乳腺癌［８］ 、 子宫癌［９］ 和上皮性卵巢癌［１０］ 等。
在鱼类中， ｈｓｄ１７ｂ１ 的研究同样引起了关注， 目前已在日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） ［１１］ 、 斑马鱼 （Ｄａ⁃
ｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ［１２］ 、 牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［１３］和尼罗罗非鱼［１４］等鱼类中成功克隆了 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的核

苷酸序列， 并在这些鱼类中发现， ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的表达与性激素的合成密切相关。 有研究发现， 日本

鳗鲡的 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因过表达于 ＨＥＫ ２９３ 细胞后， 其功能是把雌酮 （Ｅ１） 转化为雌二醇 （Ｅ２） ［１１］ ； 同

样地， 在尼罗罗非鱼中通过酶活性实验检测 ｈｓｄ１７ｂ１ 的重组蛋白可以高效催化 Ｅ１ 与 Ｅ２ 的转化［１４］ 。
但在大黄鱼中尚未见到该基因的研究报道。 深入了解 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的结构、 功能和调控机制， 将有助

于阐明大黄鱼性别发育与分化的分子机理， 为大黄鱼性别控制的研究与实践提供理论参考和指引。 本

实验室前期在大黄鱼早期性腺转录组研究中发现， ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在雌鱼早期卵巢中优势表达［１５］ ， 提示

其在大黄鱼性腺分化和卵巢发育中具有重要作用。 本研究拟分析 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因分子特征， 预测蛋白结

构与功能， 构建表达图谱， 确定启动子核心区域， 为揭示 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在大黄鱼性类固醇激素合成中

的作用机制奠定理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验所用的大黄鱼样本于 ２０２２ 年 ３ 月在浙江省温州市洞头基地采集， 每尾鱼的体重约为 （５００ ±
５０） ｇ。 实验中的所有动物操作均遵循了集美大学水产学院动物伦理委员会的相关规定与要求。
１􀆰 ２　 实验试剂

ＲＮＡ 提取所需的试剂盒 （ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ） 购买自北京全式金生物技术有限公司； 逆转

录所需的试剂盒 （ ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ） 由上海泰京生物技术有限公司提

供； 琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒与无内毒素质粒小量提取试剂盒均来自北京天漠科技开发有限公司；
高保真酶 （２ × ＰｈａｎｔａＲ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ）、 一步克隆试剂盒 （ ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＲ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ） 以

及荧光定量染料 （ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲａＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ） 由南京诺唯赞生物科技股份有限公司

供应。 实验中使用的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 载体、 萤火虫 ｐＧＬ３⁃ｂａｓｉｃ 载体菌株、 海肾 ｐＲＬ⁃ＴＫ 内参载体菌株均为

本实验室收藏。 胎牛血清由 Ｇｉｂｃｏ 公司提供； Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂与双萤光素酶报告基因检测试剂盒

由上海碧云天生物技术有限公司供应。 所有引物均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 大黄鱼样品采集

分别捕捉雌雄大黄鱼各 ３ 尾， 使用丁香酚进行麻醉处理后， 将鱼体置于冰上。 随后， 剪取鱼鳍并

保存于 ９５％ 的酒精中， 放入 － ２０ ℃的冰箱内， 用于后续的基因组 ＤＮＡ 提取。 接着， 依次采集心脏、

·６０２·
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脑、 脾脏、 性腺、 肝脏和肾脏 ６ 种组织样本， 并将它们置于 ＲＮＡ 保护液中， 存放于 － ８０ ℃的超低温

冰箱内， 待后续提取总 ＲＮＡ 时使用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成

使用 ＲＮＡ 提取试剂盒， 按说明书的操作步骤提取大黄鱼组织样品中的总 ＲＮＡ； 使用逆转录试剂

盒， 按说明书的操作步骤合成 ｃＤＮＡ 的第一条链。 用大黄鱼管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 检测反转录效果。
１􀆰 ３􀆰 ３　 大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的克隆及启动子不同长度片段构建

从本实验室的大黄鱼基因组测序数据库中获得了 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的开放阅读框 （ＯＲＦ） 序列， 并据

之设计了特异性引物 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ／ Ｒ （见表 １）， 使用大黄鱼性腺 ｃＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增

得到的 ＰＣＲ 产物用琼脂糖凝胶电泳进行验证， 随后使用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒回收目的片段并

将其克隆入 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 质粒中， 待转化入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞后， 挑选阳性菌落送至生工生物

工程 （上海） 股份有限公司进行测序验证。 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对测序结果与参考序列进行比对分

析， 并运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计了荧光定量 ＰＣＲ 引物 ｑ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ／ Ｒ， 用于后续的表达分析。

表 １　 本研究中使用的引物

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ

引物名称 序列（５’⁃３’） 作用

ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ｔａａｇｃｔｔｇｃｇｇｃｃｇｃ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣＡＴＣＡＣ
ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｒ ｔｔｔｇｔａｇｔｃａｇｃｃｃｇ ＧＧＡＴＣＣＡＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＡＡＡＡＴＧＡＴ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ

ＯＲＦ 扩增

ｑ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ＡＡＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＧＧＴＴＴＧＡＴＧＧＧ
ｑ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｒ ＡＡＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＴＴＧＧＡＴＧＧＴＡＣ

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物

Ｐ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｒ ａｔｃｇｃａｇａｔｃｔｃｇａｇ ＣＣＣＧＧＧＧＧＡＧＣＣＧＡＡＴＧＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡ
Ｐ１⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ａｔｔｔｃｔｃｔａｔｃｇａｔａ ＧＧＴＡＣＣＴＧＴＡＴＡＧＧＡＡＡＡＣＧＣＴＣＡＴＧＧＧＡ
Ｐ２⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ａｔｔｔｃｔｃｔａｔｃｇａｔａ ＧＧＴＡＣＣＴＴＡＣＴＧＴＡＴＣＡＴＡＡＣＡＣＡＡＴＴＴＡＡＡＧＡＡＡＡＡＴ
Ｐ３⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ａｔｔｔｃｔｃｔａｔｃｇａｔａ ＧＧＴＡＣＣＡＴＡＧＴＧＴＧＣＴＣＧＡＡＧＡＣＴＧＡＴＧＧＴＡ
Ｐ４⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ａｔｔｔｃｔｃｔａｔｃｇａｔａ ＧＧＴＡＣＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＣＡＡＴＡＴＡＴＣＴＴＣＡＡＧＴＧ
Ｐ５⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ａｔｔｔｃｔｃｔａｔｃｇａｔａ ＧＧＴＡＣＣＡＡＡＡＡＣＡＴＴＧＧＡＧＧＡＴＴＣＣＡＧＧ

启动子核心区引物

　 　 注：划线部分为酶切位点；划线前为质粒酶切位点前的同源序列；Ｆ—上游引物，Ｒ—下游引物。

为了鉴定大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的启动子核心区域， 从本实验室大黄鱼基因组数据库中获取了

ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的候选启动子序列， 并以大黄鱼鳍条所提取的基因组 ＤＮＡ 作为模板， 通过 ＰＣＲ 扩增获

得了 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的候选启动子序列。 设计一系列不同长度的引物 （ Ｐ１⁃Ｐ５⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ 和 Ｐ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃
Ｒ）， 并在引物的上下游分别加入了与 ｐＧＬ３⁃ｂａｓｉｃ 载体相兼容的 Ｋｐｎ Ｉ （ ＧＧＴＡＣＣ ） 和 Ｓｍａ Ｉ
（ＣＣＣＧＧＧ） 酶切位点序列以及同源片段， 以此构建不同长度的 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子片段， 进一步分析其

活性。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

为了了解 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在大黄鱼各组织中的表达模式， 根据 ｈｓｄ１７ｂ１ 的 ｃＤＮＡ 序列设计了特异性

引物 ｑ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ／ Ｒ。 使用稀释 ５０ 倍的 ｃＤＮＡ 作为模板， 选择大黄鱼的 β⁃ａｃｔｉｎ 基因为内参基因， 采用

ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行荧光定量 ＰＣＲ 分析。 反应体系共 ２０ μＬ， 包括１０􀆰 ０ μＬ
的 ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， ０􀆰 ５ μＬ 的 ｑ⁃ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｆ ／ Ｒ 引物， ４􀆰 ０ μＬ 的 ｃＤＮＡ 模板，
补充 ｄｄＨ２ Ｏ 至总体积。 每个组织样品进行了 ３ 个生物学重复和 ３ 个技术重复， 以确保数据可靠稳定。
荧光定量 ＰＣＲ 在 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 系统上进行， 扩增程序设置为： ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃ 变性 １０ ｓ，
６０ ℃退火 ３０ ｓ （４０ 个循环）。 用 ２ － ΔΔＣｔ方法［１６］计算每个样品的目的基因相对表达量。

·７０２·
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１􀆰 ３􀆰 ５　 大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因启动子双萤光素酶报告基因活性检测

用双萤光素酶报告基因系统评估 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子的活性。 当 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞密度达到 ２ × １０６个 ／ 孔
时， 将细胞接种到含有 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基的 ２４ 孔板中， 并在 ５％ ＣＯ２ 、 ３７ ℃的条件下培

养过夜。 在细胞密度达到 ８０％～ ９０％ 时， 使用 Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂将构建好的重组质粒 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ１ ～
Ｐ５ 和内参质粒 ｐＲＬ⁃ＴＫ 以 ４０∶ １ 的比例转染入 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞。 以 ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ 载体作为空白对照， ２４ ｈ
后收集细胞进行双萤光素酶荧光检测。 每个样品设置了 ３ 个技术重复， 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行单因

素方差分析 （ＡＮＯＶＡ） 和 Ｔｕｋｅｙ 多重比较， 评估样品间报告基因萤光素酶活性的差异性。 所有数据

均表示为平均值 ± 标准误差 （Ｍｅａｎ ± ＳＥ）， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 视为具有显著性差异， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 视为具有极显著

性差异。

２　 结果
２􀆰 １　 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的结构

大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的开放阅读框 （ＯＲＦ） 长度为 ８７３ ｂｐ， 编码 ２９０ 个氨基酸， 相对分子质量为

３１􀆰 ７３ ｋｕ， 理论等电点为 ６􀆰 ０４。 大黄鱼 Ｈｓｄ１７ｂ１ 蛋白含有信号肽序列， 但不具备跨膜结构， 有 ２８ 个磷

酸化位点， 包括 １７ 个丝氨酸 （Ｓｅｒ）、 ９ 个苏氨酸 （Ｔｈｒ） 和 ２ 个酪氨酸 （Ｔｙｒ） 磷酸化位点 （见图 １）。

蓝色阴影部分表示该基因的结构域；下划线部分表示信号肽；红色框表示酪氨酸（Tyr）磷酸化位点；绿
色框表示丝氨酸（Ser）磷酸化位点；紫色框表示酪氨酸（Tyr）磷酸化位点；终止密码子用（*）表示。

图 1 大黄鱼 hsd17b1 基因 ORF 区序列及其氨基酸序列
Fig.1 The ORF and amino acid sequence of hsd17b1 gene in L. crocea

·８０２·
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蛋白质结构域分析预测出 Ｈｓｄ１７ｂ１ 含有一个 ＫＲ 结构域 （见图 ２）， 使用 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ 预测了

Ｈｓｄ１７ｂ１ 的三级结构， 发现其由多个 α 螺旋、 β 折叠与无规则卷曲构成 （见图 ３）。 同源性分析表明，
大黄鱼 Ｈｓｄ１７ｂ１ 与棘头梅童鱼 （Ｃｏｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｌｕｃｉｄｕｓ） 的 Ｈｓｄ１７ｂ１ 同源性最高， 达到 １００ ％ ； 其次是钻

嘴鱼 （Ｃｈｅｌｍｏｎ ｒｏｓｔｒａｔｕｓ） 和庸鲽 （Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ）， 同源性为 ９６􀆰 ２１ ％ （见表 ２）。 系统进

化树分析显示， 鱼类、 两栖类和哺乳类的 Ｈｓｄ１７ｂ１ 各自聚为一支， 反映了物种间的进化关系， 其中

大黄鱼 Ｈｓｄ１７ｂ１ 与棘头梅童鱼的亲缘关系最近 （见图 ４）。

图 3 大黄鱼 Hsd17b1 蛋白的三级结构
Fig.3 Tertiary structure of Hsd17b1 protein

in L. crocea

图 2 大黄鱼 Hsd17b1 蛋白的结构域分析
Fig.2 Analysis of the protein domain of

Hsd17b1 in L. crocea

表 ２　 大黄鱼 Ｈｓｄ１７ｂ１ 与其他物种氨基酸序列的同源性分析

Ｔａｂ． ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｈｓｄ１７ｂ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｌ． ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 物种 相似度 ／ ％

ＴＫＳ９２２０１． １ 棘头梅童鱼
（Ｃｏｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｌｕｃｉｄｕｓ） １００． ００

ＸＰ＿０４１８１３２８２． １ 钻嘴鱼（Ｃｈｅｌｍｏｎ ｒｏｓｔｒａｔｕｓ） ９６． ２１
ＸＰ＿０３４４４９０９５． １ 庸鲽（Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ） ９６． ２１
ＸＰ＿０３６９４４９２４． １ 黄鳍棘鲷（Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｌａｔｕｓ） ９５． ８６
ＸＰ＿０３５５１１１５９． １ 条纹狼鲈（Ｍｏｒｏｎｅ ｓａｘａｔｉｌｉｓ） ９５． ５２
ＸＰ＿０４９９２５４０１． １ 云纹石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｍｏａｒａ） ９５． ５２

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 物种 相似度 ／ ％
ＸＰ＿０１９９５０００４． １ 牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ９２． ６９

ＸＰ＿０３３５０１６３０． １ 鞍带石斑鱼
（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ） ９１． ４２

ＡＡＩ６３７０９． １ 斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ８４． ９０
ＸＰ＿０１８１０７４５６． １ 非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ） ７７． ７４

ＥＡＷ６０８３６． １ 人（Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） ６５． ４９
ＥＤＬ０３８７７． １ 小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ６０． ０６

图 4 大黄鱼 Hsd17b1 与其他物种 Hsd17b1 的系统进化分析
Fig.4 Phylogenetic analysis of Hsd17b1 between L. crocea and other species

两栖类

哺乳类

鱼类
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２􀆰 ２　 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在大黄鱼雌鱼和雄鱼的组织表达分析

以 β⁃ａｃｔｉｎ 基因作为内参， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测了大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在不同组织中的表达情

况。 结果显示， ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达呈现显著的性别二态性， 尤其在卵巢中的表达量远高于精

巢。 雌性大黄鱼的心脏、 肝脏、 脾脏、 肌肉和肾脏也表现出一定程度的表达， 但与卵巢相比其表达量

相对较低； 而在雄性大黄鱼中， 除了精巢外， 心脏、 肝脏、 脾脏、 肌肉和肾脏等组织的表达量均显著

低于雌性， 特别是远低于卵巢。

图 5 大黄鱼 hsd17b1 基因在各组织中的相对表达量
Fig.5 The relative expression levels of hsd17b1 gene in various tissues of L. crocea

* 代表显著性差异（P< 0.05）
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２􀆰 ３　 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子潜在转录因子结合位点预测

利用在线软件 ＡｌｉＢａｂａ２􀆰 １ 和 ＡＬＧＧＥＮ⁃ＰＲＯＭＯ 对大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子区的潜在转录因子结合位

点进行预测， 识别出多个潜在的转录因子结合位点， 包括与卵巢发育密切相关的 Ｓｐ１ 和可以调控性类

固醇激素产生的 Ｓｆ⁃１ 等 （见表 ３）， 这些转录因子可能参与 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的表达调控。

表 ３　 大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因启动子转录因子结合位点的预测

Ｔａｂ． ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｓｄ１７ｂ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｌ． ｃｒｏｃｅａ

转录因子 起始 终止 序列

Ｓｐ１

－ １９８１ － １９７２ ＴＡＡＧＡＡＧＧＡＡ
－ １６３６ － １６２６ ＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴ
－ １５７９ － １５７０ ＴＧＧＧＣＣＴＧＧＡ
－ １４７ － １３８ ＴＴＣＣＡＧＧＴＧＧ
－ ５０ － ４１ ＣＣＣＣＧＴＣＣＴＣ

ＮＦ － κＢ
－ １６８９ － １６８０ ＡＧＴＧＡＡＡＴＣＴ
－ １５６２ － １５５３ ＴＧＧＡＡＴＴＴＣＴ

Ｏｃｔ⁃１
－ １５０２ － １４９３ ＡＴＴＴＴＴＡＴＴＴ
－ １４９１ － １４８２ ＣＧＧＡＴＴＴＧＣＡ
－ １０２２ － １０１３ ＡＡＴＧＴＡＡＣＴＴ

转录因子 起始 终止 序列

ＧＡＴＡ⁃１ － １２５７ － １２４８ ＧＡＴＧＡＧＡＴＡＡ
－ １４９０ － １４８１ ＧＧＡＴＴＴＧＣＡＡ

Ｃ ／ ＥＢＰα － ８０６ － ７９７ ＴＧＣＡＡＡＣＡＡＡ
－ １１０ － １０１ ＴＧＡＴＴＧＣＡＡＡ

Ｓｆ － １

－ １３７２ － １３６４ ＴＧＧＧＣＣＴＴＧ
－ １０３１ － １０２１ ＣＣＡＧＡＧＧＴＣＡＡ
－ ５５９ － ５４９ ＣＴＧＡＡＧＧＴＣＡＧ
－ １７７ － １６９ ＣＡＡＧＧＡＣＡＴ
－ １１９ － １１１ ＴＴＧＧＣＣＴＴＧ

２􀆰 ４　 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子核心区双萤光素酶报告基因载体构建

在大黄鱼重测序数据库中筛选出 ｈｓｄ１７ｂ１ 的候选启动子序列， 据此设计大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子不

同长度片段扩增的 ５ 对引物 （ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ１ ～ ５） 并分别进行 ＰＣＲ 扩增， 使用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳检

·０１２·
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图 6 大黄鱼 hsd17b1 启动子不同长度
缺失片段扩增产物

Fig.6 Amplification of deletion fragments of
different lengths at hsd17b1 promoter in L. crocea

测 （见图 ６）， 将 ＰＣＲ 产物割胶回收并送去公司测序。
结果表明测序结果与数据库中一致。
２􀆰 ５　 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子核心区双萤光素酶报告基因活性检测

利用双萤光素酶报告基因系统检测了 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动

子不同缺失长度片段的相对荧光活性。 结果显示， 所构

建的不同缺失长度片段的荧光活性均显著高于 ｐＧＬ３⁃
Ｂａｓｉｃ 空载对照 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其中： ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ５ 的启动

子区域活性最高， 其次是 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ３， 两者之间无显著

性差异； ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ１ 和 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ２ 的启动子区域活性

显著低于 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ５ 和 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ３ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）； 而

ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ４ 的启动子区域活性显著低于 ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ１ 和

ｈｓｄ１７ｂ１⁃Ｐ２ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （见图 ７）。

图 7 大黄鱼 hsd17b1 启动子不同长度缺失片段荧光活性分析
Fig.7 Fluorescence activity analysis of different length deletion fragments of the promoter of

hsd17b1 gene in L. crocea

a, b, c, d 代表显著性差异（P< 0.05）

３　 讨论
作为 １７β⁃羟类固醇脱氢酶家族的关键成员， ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在性别分化、 性腺发育和成熟过程中扮

演着至关重要的角色。 本研究成功克隆了大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因开放阅读框， 其全长为 ８７３ ｂｐ， 编码

２９０ 个氨基酸。 通过详细的蛋白质结构和同源性分析， 发现大黄鱼的 Ｈｓｄ１７ｂ１ 与其他物种的 Ｈｓｄ１７ｂ１
有较高的相似性， 尤其是与棘头梅童鱼之间的同源性达到 １００ ％ 。 这些发现不仅揭示了 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因

在进化过程中的保守性， 也暗示了其在性类固醇激素合成路径中的重要性。
本研究还探讨了 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在大黄鱼不同性别和组织中的表达模式， 发现其表达具有明显的性

别二态性， 主要在卵巢中高表达。 这一结果与其他鱼类中的发现相一致， 表明 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在雌性性

腺的性激素合成中可能发挥核心作用［１３］ 。 在早期性别分化时， 有研究发现 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因的表达有助

于西伯利亚鲟 （Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｂａｅｒｉｉ） 和鳜鱼 （Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ） 向雌性分化［１８ － １９］ 。
此外， 通过分析 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子区域， 本研究预测到了多个转录因子的结合位点， 主要位于 － １５０ ～

１７ ｂｐ 区域， 其中包括 Ｓｐ１、 Ｓｆ１ 等。 Ｓｐ１ 是一种转录激活因子， 可以和启动子中富含 ＣＧ 的序列进行

特异性结合， 从而激活转录过程［２０ － ２１］ 。 有研究表明， 敲降 Ｓｐ１， 可显著抑制原始卵泡的形成， 对卵

巢的发育和维持发挥重要作用［２２］ 。 类固醇生成因子 １ （ Ｓｆ⁃１） 属于核受体超家族的一员， 也被称为

Ａｄ４ＢＰ ／ ＮＲ５ａ１ 或 Ｆｔｚ⁃ｆ１［２３ － ２４］ ， 可以直接调控类固醇的产生。 在尼罗罗非鱼中， Ｓｆ⁃１ 可以与 ｃｙｐ１９ａ１ 的

·１１２·
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启动子区特异性结合激活 ｃｙｐ１９ａ１ 的转录［２５］ ， 同样的在黑鲷中也发现其 ｃｙｐ１９ａ１ａ 启动子上存在 Ｓｆ⁃１
的结合位点［２６］ 。 自从 Ｓｆ⁃１ 被发现以来， 大量研究都表明其主要表达在下丘脑⁃垂体⁃性腺轴所涵盖的

与内分泌相关的组织器官中， 在脊椎动物中对类固醇的生成起重要作用。 Ｓｆ⁃１ 也参与肾上腺的生成和

性腺发育、 性别分化的过程， 并在其中扮演着关键角色［２７ － ３０］ 。 启动子区域存在这些转录因子的结合

位点， 提示这些转录因子具有调控 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因表达的作用， 这些转录因子都与性类固醇激素的合

成、 雌性性腺的发育分化相关。 结合 Ｈｓｄ１７ｂ１ 蛋白质结构的保守性， 可知大黄鱼 ｈｓｄ１７ｂ１ 基因在性类

固醇激素合成及性别分化过程中发挥着重要作用。
基因在机体内表达调控的过程中会被许多因素所影响， 其中启动子属于基因表达调控过程中的重

要作用元件［３１］ 。 通过双萤光素酶报告基因活性检测， 本研究揭示了 ｈｓｄ１７ｂ１ 启动子区域内存在影响

基因表达活性的多个调控元素， 其中 － １５０ ～ １７ ｂｐ 区域为核心启动子区域。 这一发现为深入研究阐明

ｈｓｄ１７ｂ１ 基因表达调控机制提供了重要线索， 对于最终揭示大黄鱼性腺发育与分化的整体调控过程和

调控机制以及大黄鱼性别控制研究都有着参考价值。
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