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仿刺参性别相关基因 P450c17 的克隆与序列分析 
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摘要: 本研究克隆了仿刺参(Apostichopus japonicus)P450c17 基因的全长 cDNA, 结果表明其 cDNA 的 5′端 UTR 为

256 bp, 3′端 UTR 为 250 bp, ORF 为 1 530 bp。在 3′端有特殊序列 ATTTA、终止密码子 TAA 和 polyA 加尾。其全

长 cDNA 编码 509 个氨基酸的前体蛋白, 预测蛋白分子量 57.6 kD, 理论等电点 5.5。P450c17 的氨基酸序列存在长

度为 25 个氨基酸的信号肽, 1 个长度为 22 个氨基酸的跨膜区, 1 个糖基结合位点 NHS, 1 个 P450 特有的结构域, 其

氨基酸序列具有明显的细胞色素 P450 基因家族的特征。结构域中亚铁血红素结合域中的精氨酸 R 和发挥活性所

必须的半胱氨酸 C 都是保守的。这些结构组成了血红素结合环、质子传递槽和 K 螺旋及绝对保守 EXXR 基序。蛋

白前体二级结构中无规则卷曲占 41.22%, 延伸链占 12.77%, α–螺旋占 46.01%, 不含 ß–折叠。氨基酸序列与其他物

种 氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 在 35% ～ 41% 之 间 。 系 统 进 化 树 表 明 仿 刺 参 与 长 牡 蛎 (Crassostrea gigas) 及 文 昌 鱼

(Branchiostoma belcheri)聚为一支 , 黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)、鲇(Clarias gariepinus)、日本鳗鲡(Anguilla 

japonica) 及 白 斑 角 鲨 (Squalus acanthias) 聚 为 一 支 , 三 刺 鱼 (Gasterosteus aculeatus) 、 金 眼 门 齿 鲷 (Stenotomus 

chrysops)、斑马鱼(Danio rerio)、鲤(Cyprinus carpio)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、牙鲆及 鳉青 (Fundulus heteroclitus)

聚为一支。研究结果为进一步探讨仿刺参 P450c17 在性激素调控性别分化方面的功能提供参考。 
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P450c17(CYP17)是一种单一微粒体酶, 属于

细胞色素 P450 家族, 利用细胞色素 P450 氧化

还原酶和微粒体电子传递系统, 可以催化两种不

同的类固醇激素进行生物合成, 具有 17α-羟化酶

和 17, 20 裂解酶 2 种酶活性[1]。在类固醇激素的

生物合成中, 孕酮在 17α-羟化酶的 17α-羟基化作

用下, 生成 17α-羟孕酮。17α-羟孕酮类固醇激素

前体在 P450cl7 的 17, 20 裂解酶催化下转化成雄

烯二酮; 雄烯二酮经过类固醇脱氢酶(17β-HSD)

作用生成睾酮, 最终在 P450 芳香化酶作用下转化

为 17β、雌二醇。可见 P450c17 为体内雌激素合

成提供重要前体, 在体内激素生成、性别分化中起

到了重要的作用。如果 CPY17 的羟化酶活性或裂 

解酶活性丧失, 肾上腺源孕酮则生成盐皮质激素; 

当只有 17α-羟化酶活性时, 17α-羟孕酮生成皮质

醇, 当 CPY17 的羟化酶活性或裂解酶活性都存

在时 , 则生成  DHFA 进而生成雄烯二酮(AND), 

后者分别经 17β-羟基类固醇脱氢酶转化为睾酮, 

经芳香化酶 CYP19 转化为雌酮、雌二醇 E2。而

雌二醇做为活性最高的性类固醇激素, 参与性别

分化、性成熟等相关的重要繁殖过程的调控, 而且

对中枢神经系统的形成和活动调节有重要作用。 

在硬骨鱼类卵巢内, E2 对于卵母细胞生长中

的卵黄生成是必需的, 而 17α, 20β-DHP 对于卵母

细胞最终成熟至关重要 [2]。对胖头  (Pimepha- 

les promelas) [3]、虹鳟(Oncorhynchus Mykiss) [4]和 
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日本鳗鲡(Anguilla japonica) [5]的研究结果也表明, 

P450c17 与卵巢发育具有正相关性。因此推测 , 

P450c17 活性调控对卵黄生成后卵母细胞最终成

熟阶段至关重要的, 且 Zhou 等[6]研究结果表明

P450c17 在卵母细胞生长期间能够有助于 E2 产生。 

仿刺参 (Apostichopus japonicus)具有 较高的

经济价值和药用价值, 现已成为中国最有经济价

值的海水养殖种类之一。为开展仿刺参性腺发育、

性别分化调控机制的研究, 本研究克隆了仿刺参

P450c17 全长 cDNA, 并根据获得的 P450c17 基因

序列, 进行了氨基酸序列分析, 预测蛋白质的性

质及结构, 为 P450c17 基因表达和蛋白质生物活

性研究奠定基础。因此, 希望本研究能为下一步

探讨仿刺参 P450c17 在性激素调控性别分化的功

能提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验所用仿刺参于 2009 年 6 月取自辽宁省大

连市瓦房店海区。主要试剂 Trizol、M-MLV 反转

录酶、RNA 酶抑制剂、Marker(DL2000)、dNTP、

EXTaq DNA 聚合酶、pMD19-T Vector、HindⅢ、

BamHI 购自宝生物(大连)公司, PCR 引物由宝生

物 合 成 。 AXYGEN 柱 式 凝 胶 回 收 试 剂 盒 、

AXYGEN 小量质粒提取试剂盒购自上海生工生

物工程技术服务有限公司。 

1.2  总 RNA 的提取与反转录 
抽取仿刺参体腔液, 按 Trizol 法提取总 RNA。

采用紫外分光光度计与 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测 RNA 的浓度及完整性, −80℃保存备用。使用

MMLV 反转录 cDNA。反转录体系: 100 ng 总 RNA, 
1 μL oligo(dT), 5×M-MLV Buffer 2 μL, dNTP 
Mixture(各 10 mmol/L)0.5 μL, RNase Inhibitor(40 
U/μL)0.25 μL, RTase M-MLV(200 U/μL)0.25 μL, 
用 RNase-free 的水定容至 10 μL。反应条件: 42℃

水浴 30 min, 95℃ 5 min。 

1.3  PCR 扩增、PCR 产物的克隆及测序 
应用 Primer Premier 5.0 软件, 根据实验室已

有的 EST 序列设计 RACE 的特异性引物 F1、 F2、

R1、R2(表 1)。所有引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成。利用 BD SMART™ RACE 
cDNA Amplification Kit 试剂盒, 采用巢式 PCR
进行 3′RACE 克隆。反应体系: 1 μL cDNA, 0.5 μL
正向引物, 0.5 μL 反向引物, 10×Ex Tap Buffer (Mg2+ 

Plus)2.5 μL, dNTP Mixture(各 2.5mmol/L) 2μL, Ex 
DNA 聚合酶(5 U/μL)0.13 μL, 灭菌蒸馏水 18.37 
μL。反应条件: 94℃, 3 min; 94℃, 30 s, 53℃, 60 s, 
72℃, 15 min, 35 个循环; 72℃, 10 min, 4℃保温。

5′RACE 以 oligo(dT)为引物, 合成 cDNA 第一链, 
用 R1、R2 为引物扩增基因的 5′末端。PCR 反应

体系及条件与前述相同。回收 cDNA 片段后, 与

pMD19-T vector 载体连接, 将连接好的质粒转化

感受态 DH5α, 通过蓝白斑筛选和菌落 PCR 初步

鉴定后, 阳性菌落于 37℃震荡培养过夜。提取质

粒后将鉴定为阳性的克隆送宝生物工程(大连)有
限公司进行测序。 
1.4  序列分析 

序列同源性比对和相似性搜索用 BLAST 软

件进行; 序列拼接用 DNAMAN 软件进行, 开放

阅读框(ORF)的寻找用 NCBI 上的 ORF Finder 进

行; 信号肽查找用 Target P 1.1 Server 程序进行; 
 

表 1  本研究所用引物序列 

Tab. 1  Sequences of primers used in the study 
引物 

primer 
序列(5′−3′) 

sequence (5′−3′) 
F1(3′RACE) 
F2 (3′GSP) 
R1(5′RACE) 
R2(5′GSP) 
UPM  SHORT: 
LONG: 
NUP 

AGCCTGCCTTTGTTGTCTTCACGGAGT 
AAGAAGGGTGTGGAGTTTGCT 
GGTCTGTTAGCAAACTCCACACCCTTC 
GCCATTCAGGACTACAGCCCA 
CTAATACGACTCACTATAGGGC 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 
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利用 TMHMM 对跨膜域进行预测; 蛋白特征模体

查找采用 SMART 软件 ; 蛋白质性质分析采用

ExPASy server 软件; 多序列比对采用 ClustalW1.8
软件, 用 MEGA4.0 的邻接法对仿刺参 P450c17 氨

基酸序列与 GenBank 上发表的氨基酸序列构建系

统进化树, 1 000 次重复计算自展分析值, 利用

NCBI 在线软件预测结构特征。 

2  结果与分析 

2.1  RACE 的扩增结果 
以总 RNA 逆转录得到的 RACE 1 st cDNA 为

模板 , 利用设计好的巢式引物进行 3′RACE 和

5′RACE 扩增, 其中 Marker 为 DL2000, 获得了与

预期大小一致的目的片段(图 1−2)。 
 

 
 

图 1  5′RACE 扩增产物检测结果 

Fig. 1  Amplification product of P450c17 5′RACE 
             

2.2  仿刺参 P450c17 cDNA 的全长序列 
将 P450c17 的 EST 片段和 RACE 获得的

cDNA 序列进行拼接后, 得到长度为 2 036 bp 的

cDNA(图 3)。P450c17 cDNA 全长序列的 5′端非

编码区长度为 256 bp, 3′端非编码区为 250 bp, 开

放阅读框(ORF)为 1 530 bp。在起始密码子 ATG
的−3 位为 A, 符合 Kozak 规律。在 3′端有特殊序

列 ATTTA, 并有终止密码子 TAA 和 polyA 加尾, 
这些都符合有效翻译的基因全长 cDNA 的特征。

对测序得到的 cDNA 片段序列进行分析, 计算碱

基 A、T、C、G 的百分含量, 确定各碱基在 cDNA
中的偏好性。结果表明, 该 P450c17cDNA 全长序 

 
 

图 2  3′RACE 扩增产物检测结果 

Fig. 2  Amplification product of P450c17 3′RACE 
 

列的碱基 A 占 30.2%、碱基 G 占 22.6%、碱基 T

占 27.9%、碱基 C 占 19.2%。A+T 含量(58.1%)高

于 G+C 含量(41.8%)。 

2.3 仿刺参 P450c17 的氨基酸组成特征 
用 DNA Star 分析 P450c17 cDNA 可编码 509

个氨基酸的前体蛋白, 预测蛋白分子质量为 57.6 

kD, 理论等电点是 5.5。P450c17 的 509 个氨基酸

中强碱性氨基酸(K, R)有 59 个, 强酸性氨基酸(D, 

E)有 70 个, 疏水氨基酸(A, I, L, F, W, V)有 188 个, 

不带电荷的极性氨基酸(N, C, Q, S, T, Y)有 114 个, 

分子式为 C2634H4057N665O760S13。P450c17 蛋白质

在仿刺参体内半衰期大于 20 h, 不稳定系数为

38.36, 总平均亲水性为−0.217。以 ProtScale 程序

分析 P450c17 cDNA 编码的氨基酸, 发现第 5～

28、48～53、62～68、77～80、83～92、95～97、

114～119、121～123、144～146、159～168、184～

197、210～212、222～236、248～253、276～279、

296～299、305～311、313～328、341～343、363～

369、373～383、391～393、402～407、452～455、

458～468、498～501 残基为疏水性的; 第 29～47、

54～61、69～76、、98～101、104～113、124～127、

130～139、147～158、169～180、198～209、213～

221、237～247、257～275、280～295、300～304、

332～335、344～362、370～372、394～398、408～

447、449～451、469～495 残基为亲水性的(图 4)。 
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图 3  仿刺参 P450c17 基因全长 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

起始密码子 ATG、终止密码子 TAA 和序列 ATTTA 用方框标出, P450 家族的标签序列用下划线标出, 跨膜区用双下划线标出, 信

号肽序列用灰色背景标出. 

Fig. 3  Full-length cDNA of Apostichopus japonicus P450c17 gene and the deduced amino acid sequence 
The letters in box indicated start codon (ATG), stop codon (TGA) and special sequence (ATTTA). The P450c17 sequence label 

(-FSTGRRVCLG-) was underlined and the putative sequence of signal peptide was shaded by gray. Transmembrane region were 
double underlined. 
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图 4  仿刺参 P450c17 蛋白质亲水性/疏水性分析结果 

图中横坐标为氨基酸所在位置, 纵坐标为得分. 
Fig. 4  Results of hydrophilicity/hydrophobicity analysis of 

P450c17 in Apostichopus japonicus 
Horizontal coordinate indicates the position of amino acid, and 

vertical coordinate indicates the score. 
 

亲水性残基所占比例远大于疏水性残基, 而且疏

水性最大值为 2.722, 亲水性最大值为 2.889, 因

此推测 P450 c17 编码蛋白质是亲水性的。 
采用 Signal P 预测 P450c17 氨基酸序列特征, 

结果表明存在 1 个信号肽, 长度 25 氨基酸, 信号

肽序列为 MAFESSAVVVNSTSLTLVTITTVLA。

这段信号肽二级结构主要由 α–螺旋组成, 而且多

数氨基酸是疏水性的氨基酸。故推测 P450c17 属

于分泌型蛋白。利用 TMHMM 预测 P450c17 跨膜

域。结果表明 P450c17 蛋白有 1 个明显的跨膜区, 
长度为 22 个氨基酸, 与其进行膜内外电子传递催

化 功 能 有 关 , 属 于 跨 膜 蛋 白 类 ( 图 5) 。 通 过

NetNGlyc1.0 分 析 推 测 了 一 个 糖 基 结 合 位 点

(NHS), 推测 P450c17 可能是个糖蛋白(图 6)。 
2.4  仿刺参 P450c17 的结构预测 

P450c17 前体蛋白结构域包含 1 个 P450 特有

的结构域。预测 P450c17 的二级结构(图 7)中无规

则卷曲占 41.22%, 延伸链占 12.77%, α-螺旋占

46.01%。其二级结构中, 无规则卷曲和 α-螺旋构

成了蛋白中较大的结构元件, 不含 ß-折叠。根据

NAD(P)H 的 电子传送到催 化部位的方 式 ,  将

P450 家族分为 4 个等级, 虽然只有 3 个完全保守

残留物, 保守序列在家族内相对较低, 但是他们

的总体拓扑和折叠结构是高度保守的。该 P450 

 
 

图 5  仿刺参 P450c17 蛋白质跨膜区分析结果 

图中横坐标为氨基酸所在位置, 纵坐标为跨膜区域存在的概

率, 纵坐标 1 位置为细胞膜. 
Fig. 5  Prediction results of transmembrane region in P450c17 

in Apostichopus japonicus 
Horizontal coordinate indicates the position of amino acids, and 
vertical coordinate indicates the probability of transmembrane 

region occurrence. The position of 1 on vertical coordinate 
shows cell membrane. 

 

 
 

图 6  仿刺参 P450c17 的 N-糖基化位点预测结果 

图中横坐标为氨基酸所在位置, 纵坐标为 N-糖基化存在的

概率, 纵坐标 0.5 处表示阈值. 
Fig. 6  Prediction result of perdocted N-glycosylation sites of 

P450c17 in Apostichopus japonicus 
Horizontal coordinate indicates the position of amino acid, and 

vertical coordinate indicates the probability of  
N-glycosylation sites. The position of 0.5 in vertical  

coordinate shows threshold. 
 

特有结构域保守核心区域是由四螺旋束组成的卷

曲组成的, 包括螺旋 J 和 K 及 2 个 ß-折叠。结构

域的氨基酸序列具有明显的细胞色素 P450 基因

家族的特征: 螺旋区、Ozol′s 肽、亚铁血红素结

合区(图 8)，这些组成了血红素结合环、质子传递

槽和 K 螺旋及绝对保守 EXXR 基序。其中亚铁血

红素结合域中的精氨酸 R 在所有的物种中都是保

守的。 
2.5  仿刺参与其他物种P450 c17氨基酸序列同源性 

使用 Blast 程序检索分析了仿刺参 P450c17 氨

基酸序列与其他物种的同源性(图 8)。选取了文昌

鱼(Branchiostoma belcheri, BAF61104.1)、长牡蛎

(Crassostrea gigas, ABR45717.1)、鲤(Cyprinus 
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图 7  仿刺参 P450c17 蛋白质二级结构预测 

Fig. 7  Prediction result of secondary structure of P450c17 in Apostichopus japonicus 
 

Carpio, AAR8772.3)、斑马鱼(Danio rerio, AAY2614 

2.1)、虹鳟(NP001171961. 1)、白斑角鲨(Squalus ac- 

anthias, Q92113.1)、日本鳗鲡(AAR88432.1)、金

眼门齿鲷(Stenotomus chrysops, AAL78297.1)、三刺

鱼(Gasterosteus aculeatus, ADO15703.1)、黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco, ADV59775.2)、鲇(Cla rias 

gariepinus, ACT88154.1)、牙鲆(Paralichthys oliv- 

aceus, ABO38813.1) 鳉、青 (Fundulus heteroclitus, 

ACO51072.1)这 13 个物种的 P450 c17 氨基酸序列

与本研究所得刺参的 P450 c17 序列进行比对, 结

果发现相似性在 35%～41%之间。 

2.6  系统进化树的构建 
根据 GenBank 上已注册 P450c17 的氨基酸序

列, 使用 MEGA 软件构建系统进化树, 多序列比

对的参数设置 1 000 次重复计算自展分析值(图
9)。从系统进化树中可以看出, 仿刺参与长牡蛎及 

文昌鱼聚为一支, 黄颡鱼、鲇、日本鳗鲡及白斑

角鲨聚为一支, 三刺鱼、金眼门齿鲷、斑马鱼、

鲤、虹鳟、牙鲆及青鳉聚为一支。 

3  讨论 

3.1 仿刺参 P450c17 基因全长序列及组成特征 
本研究获得仿刺参 P450c17 的 cDNA 全长为

2 036 bp, 5′端非编码区长度为 256 bp, 3′端非编码

区为 250 bp, 开放阅读框(ORF)为 1 530 bp。到目

前为止, P450c17 的 cDNA 已经在很多水产动物中

克 隆 得 到 ,  如 虹 鳟 、 黄 鳝 (Monoterus .  a lbus , 

AY224681- AY224684)、日本鳗鲡、白斑角鲨、半

滑舌鳎 (cynoglossus semilaevis, EU732518)、尼罗

罗非鱼(Oreoehromis niloticus, EF423917.l) 鳉、青 、

斑马鱼、河鲀(Takifugu rubripes, EF62 4005.l)、三

刺鱼、条斑星鲽(Verasper moseri, FJ168471)等水 
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图 8  不同物种 P450c17 氨基酸的多序列比对结果 

P450c17 三个功能保守区用下划线标注, 铁血红素结合域中的精氨酸 R 在图中用*标出, 发挥活性所必须的半胱氨酸 C 用#标出.

“.”代表保守碱基, “-”代表缺失碱基. 
Fig. 8  Multiple sequence alignment of P450c17 amino acid from different species 

The functional (conserved) regions of P450c17 are underline. Conserved arginine was marked with star and necessary cysteine was 
marked with #. “. ” represented the conservative base and “-” represented deletion base.  

 
产动物。仿刺参 P450c17 cDNA 的 3′端有信号序 

列 ATTTA(AUUUA), 相同的序列在半滑舌鳎、条

斑星鲽、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)等物种的

P450 基因家族 cDNA 中也有发现[7−9]。在多数哺

乳动物中, P450 基因家族中也有 1 个或 2 个 ATTTA 
(AUUUA)序列, 该序列和 mRNA 的降解作用有关, 
而 mRNA 的稳定性可控制基因的表达[10]。在鱼类

中, 大西洋鲑(Salmo salar)中发现有 3 个 AUUUA 
(ATTTA)序列[11], 大黄鱼 3′UTR 有 2 个 AUUUA 
(ATTTA)序列, 仿刺参 P450c17 中有 1 个 AUUUA 
(ATTTA)序列, 推测可能与细胞内快速降解去除

P450c17 mRNA 有关, 或许这种降解机制能解释

生物体为何能快速调节整个性类固醇激素的平衡。 

3.2  仿刺参 P450c17 的位点分析和结构域预测 
分泌蛋白质首先必须透过内质网膜进入内质

网腔, 而这一跨膜转移需要在信号肽的作用下完

成。仿刺参 P450c17 具有长度为 25 个氨基酸残基

的信号肽, 并且这段信号肽二级结构主要由延伸

链组成, 而且多数氨基酸是疏水性的氨基酸; 存

在 1 个长度为 22 个氨基酸残基的跨膜区, 这一区

域二级结构为 α-螺旋, 与其进行膜内外电子传递催

化功能有关; 有 1 个糖基结合位点(NHS), 这些结

构特征符合分泌蛋白质的特征, 所以笔者认为仿

刺参 P450c17 属于分泌型跨膜糖蛋白。实验结果

推测 ,  这些特征性的结构有利于结合在膜上的

P450c17 蛋白前体穿过内质网的选择性膜, 在信 
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图 9  不同物种 P450c17 的系统进化树 

Fig. 9  Phylogenetic tree of different species based on P450c17 sequence 
 

号肽作用下 , 协同翻译进入分泌途径。这符合

P450cl7 是一种微粒体酶, 主要存在于内质网中

的特性, 进而发挥 17α-羟化酶和 17,20 裂解酶两

种酶活性的特性。实验结果与虹鳟[4]、日本鳗鲡[5]、

半滑舌鳎[7]、条斑星蝶[8]、黄鳝[12]、斑马鱼[13]、

白斑角鲨[14]、尼罗罗非鱼[15] 鳉、青 [16]等其他水产

动物的研究结果相一致。软件预测 P450c17 的二

级 结 构 中 无 规 则 卷 曲 占 41.22%, 延 伸 链 占

12.77%, α-螺旋占 46.01%, 可见无规则卷曲和 α-
螺旋构成了蛋白中较大的结构元件 , 不含 ß-折

叠。黄鳝 P450c17(CYP17)的二级结构表明, 该蛋

白主要由 α-螺旋和 ß-折叠组成[12], 其二级结构与

仿刺参的存在一定的差异, 但是符合芳香化酶的

保守序列在家族内相对较低的情况。 
3.3  仿刺参P450c17与其他物种P450c17氨基酸序

列的同源性 
仿 刺 参 P450c17 氨 基 酸 序 列 与 其 他 物 种 

P450c17 的氨基酸序列的相似性在 35%～41%之

间, 保守序列在家族内相对较低, 但是他们的总

体拓扑和折叠结构是高度保守的。P450c17 前体

蛋白质结构域分析表明包含 1 个 P450 特有的结构

域 , 结构域的氨基酸序列具有明显的细胞色素

P450 基因家族的特征: 螺旋区, Ozol′s 肽, 亚铁血

红素结合区。其中亚铁血红素结合域中的精氨酸

R 和发挥活性所必须的半胱氨酸在所有的物种中

都是保守的。这些结构域及活性位点, 特别是亚

铁血红素配体信号区与其他脊椎动物高度保守。

这些组成了血红素结合环、质子传递链、K 螺旋

及绝对保守 EXXR 基序。在雄激素的生物合成过

程中, P450c17 能够 17α 羟化孕激素, 继而切割

17α 羟化产物的酰基碳[17]。人类细胞色素 P450c17
的 Arg358(精氨酸)为酶依赖于细胞色素 b5 的酰基

碳切割活性(即裂解酶活性)所必需[18]。硬骨鱼类

P450c17 以及其他脊椎动物 P450c17 的 Arg358 都

位于 Ozol′s 肽区, 这也与仿刺参 P450c17 的 Arg358

的位置相一致。系统进化树结果表明, 仿刺参与

长牡蛎及文昌鱼聚为一支, 黄颡鱼、鲇、日本鳗

鲡及白斑角鲨聚为一支, 三刺鱼、金眼门齿鲷、

鳉斑马鱼、鲤、虹鳟及底 聚为一支。这一结果也

与其他鱼类 P450cl7 聚类分析结果一致[15]。 
3.4  仿刺参 P450c17 基因的发展趋势及潜在的应

用价值 
性别的形成和分化与性激素息息相关, 在雌

性发育时雌激素是必需的, 但雄激素也不能缺乏, 
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同理雄性正常发育雌激素也同样重要。P450c17
基因编码的细胞色素 P450cl7 酶, 调节 17α-羟化

酶和 17, 20 裂解酶活性, 是性腺类固醇激素(雌激

素和雄激素)合成中过程中的限速酶, 也是目前在

类激素代谢中发现的唯一一个具有两种活性的

酶。许多研究结果表明 P450c17 基因在雌雄中都

表达, 而在间性中表达量较低, 说明该基因不是

雄性发育或雌性发育特异的基因, 而是性腺发育

所必须的基因, 只是在雌雄发育中功能不同[12]。

P450c17 基因可以发生多种形式的突变, 此时其

编码的细胞色素 P450cl7α酶出现异常的结构和功

能, 使其介导的 α-羟化酶和/或 17, 20 裂解酶的活

性下降或缺失 , 从而出现性激素分泌的异常 [19], 
引起和性激素代谢相关的疾病[20]。 

人类 P450c17 基因定位于常染色体 10q24.3
上[21−22], 该基因的表达部位有一定的区域限制[23]。

目前正在进行的 P450c17 基因研究中, 其具体表

达部位, 在不同组织中的表达情况, 以及该基因

的表达受哪个基因的控制尚未阐明。阐明该基因

的确切功能, 对其上游靶基因和下游靶基因的研

究十分迫切和必要。但到目前为止, 从发育生物

学的角度研究该基因的表达还很少, 仅在小鼠中知

道该基因的表达在 11.5 dpc 开始表达, 18.5 dpc 表达

量最高[24], 这是性别发育和分化的关键时期。因

此 , 希望在本研究的基础上 , 进一步开展基因的

功能研究工作, 为下一步探讨仿刺参 P450c17 在性

激素调控性别分化方面的功能提供参考。 
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Cloning and bioinformatics analysis of aromatization gene P450c17 
in sea cucumber Apostichopus japonicus (Selenka) 

TIAN Yi, ZHANG Binglong, CHANG Yaqing 

Dalian Ocean University, Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Agriculture, Dalian 116023, China 

Abstract: We cloned and characterized a unique and highly compartmentalized sea cucumber aromatization gene, 
P450c17. The full-length sea cucumber P450c17 cDNA was 2 036 bp in length, and contained a 1 530 bp open 
reading frame (ORF), a 250 bp 3′UTR, and a 256 bp 5′UTR. Based on the effective length of gene translation, the 
full-length P450c17 cDNA had ATTTA special sequences in the 3′ UTR and polyA regions. The full-length 
P450c17 cDNA encoded 509 amino acids constituting a 57.6 kD protein molecule with an isoelectric point of 5.5. 
The precursor protein was hydrophilic. The protein sequence had one signal peptide, consisting of a 25 amino acid 
residue. The signal peptide consisted primarily of an alpha helix. The sequence of amino acids contained one 
transmembrane region, involving in electronic transfer catalysis between the internal and external membrane. We 
found a single N-glycosylation site, suggesting the precursor protein belonged to the family of secretion trans-
membrane glycoproteins. The secondary structure of the precursor protein consisted primarily of an alpha helix, 
with irregular coiling and a strand chain, but without β folding in the complete protein. Sequence comparison re-
vealed that the similarity of the P450c17 precursor protein ranged from 35% to 41% with other aquatic animals. 
We conducted a phylogenetic analysis using the neighbor joining (NJ) method. The evolutionary tree indicated that 
the P450c17 precursor protein was clustered with the oyster and lancelet amphioxus. The P450c17 precursor pro-
tein contained a P450 specific structure domain. The conserved core was composed of a coil termed the “meander”, 
a four-helix bundle, helices J and K, and two sets of beta-sheets. These constitute the haem-binding loop (with an 
absolutely conserved cysteine that serves as the 5th ligand for the haem iron), the proton-transfer groove, and the 
absolutely conserved EXXR motif in helix K. Our results provide a reference for investigating the function of this gene. 
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