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摘要

部分养殖鱼类存在两性生长异形的表型，因此，构建相应单性别养殖群体对水产养殖产量的提升具有产
业应用价值。迄今为止，采用激素活性物质诱导产生性反转亲本是水产养殖业构建单性别群体最普遍使
用的方法。本研究针对雌鲤生长快于雄鲤的两性生长异形的特性，以 cyp17a1为靶点进行了CRISPR/
Cas9介导的基因编辑操作，利用 cyp17a1敲除后形成的伪雄鲤，成功构建了全雌鲤群体。首先，我们发现
无论遗传性别型为XX还是XY，其cyp17a1缺失鲤个体性腺均发育为精巢，并能正常产精。其次，利用确
定的雄性特异DNA分子标记，筛选到cyp17a1−/− XX伪雄个体，其具有正常的精巢发育和精子发生。将其
与野生型雌鲤杂交，在8月龄时检测后代性别，发现100%为雌性。将全雌群体和对照组雌雄混合群体各
500尾进行同塘生长对比养殖，至8月龄或12月龄时随机抽样检测，发现 cyp17a1杂合突变雌鲤体重比同
塘性别混养对照组分别高6.60%或32.66%。因此，本研究首次成功地利用基因工程技术对单基因位点进
行操作，创制了全雌群体，实现了对雌鲤生长快的两性生长异形特性的应用，提升了养殖产量。

©2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

在过去几年中，水产养殖业是食物供应产量增长最快

的产业[1]。一些鱼类具有某种性别生长快于另一种性别

的生长异形的特性，因此，这使构建生长较快的单性别养

殖鱼类群体在养殖生产中具有显著的产业意义。鱼类与大

多数哺乳动物相比，其性别决定机制表现出众多的性别决

定类型，包括遗传性别决定（genetic sex determination,

GSD）和环境性别决定（environmental sex detrmination,

ESD）。鱼类的性别决定通常也更具可塑性，这种现象也

已在多种鱼类中得到了证明，包括可以通过在性别分化过

程中使用外源性类固醇激素及其相关活性物质的处理实现

性别的转变，从而使个体的生理性别与其遗传性别间出现

解偶联（即伪雄或伪雌鱼）。例如，已有广泛报道的通过

给予外源雌激素（雌二醇）、雄激素（睾酮）、芳香化酶或

雄激素受体抑制剂等处理，实现鱼类性别的转变 [2-6]。

采用激素及其相关活性物质诱导导致的性别转变，是渔业
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中获得单性或不育群体的规模化生产使用较为广泛的技术

之一。然而，由激素活性物质诱导产生鱼类性别转变的个

体的处理时间长，且维持其性别转变和发育不稳定[6]。

而且，在养殖水体中使用大量的激素类物质，其排放和处

理较为困难，易导致对环境水体的内分泌干扰效应，因

此，在养殖水体中使用激素类化学品正不断地引来社会各

界的关注[7]。还有一些研究报道，采用温度和光周期控

制方式，也可导致养殖鱼类的性别转变。然而，通过这些

操作实现的性别转变，往往仅能造成性别出现偏向性，难

以获得单性别的养殖鱼类群体[8-9]。因此，开发基因工

程方法，以获得稳定的单性或不育的养殖鱼类群体具有较

大的理论和产业应用价值。

鲤（Cyprinus carpio L.）是世界上产量第三大的淡水

养殖品种，因生长性状和高经济价值而在世界范围内得到

广泛养殖。前人的研究已表明，鲤采用XX/XY遗传性别

决定型，其生长呈性别二态性，雌性个体的生长速度至少

比雄性个体高10%，特别是在幼鱼期之后[10-11]。Wu等

[12]进行了构建全雌鲤群体的尝试，他们通过对XX遗传

性别决定型的雌鲤经雌核发育诱导，获得XX遗传性别决

定型的雌性群体，利用 17α-甲基睾酮处理后使其转化为

伪雄鲤。伪雄鲤的生理表型为雄性，但其遗传性别决定型

为XX，在与野生型雌鲤人工繁殖后可产生全雌后代。除

了采用 17α-甲基睾酮处理外，通过给予芳香酶抑制剂来

曲唑和雌激素受体调节剂他莫昔芬进行由雌到雄的性别转

变的研究也已有报道[6]。

许多鱼类的性别决定基因已被鉴定，包括 dmY [13]、

gsdfY [14]、 sox3Y [15]、 amhY [16-17]、 amhr2 [18]、

gdf6Y [19]、dmrt1 [20-21]、sdY [22]。这些性别决定基因

对性别决定机制的研究至关重要。鲤性别决定研究也是硬

骨鱼性别分化研究的较好模型，但其性别决定基因尚未见

报道。青鳉是另一种著名的淡水模式鱼，采用XX/XY 遗

传性别决定系统[23]。Cyp17a1是细胞色素P450酶家族的

成员，也是催化合成睾酮和雌二醇前体的关键酶。利用含

有P450c17基因功能天然缺失突变的 scl青鳉品系进行研

究，结果表明该基因的缺失导致 scl突变系雄性（XY）和

雌性（XX）的第二性征的缺失，但 scl突变系雄性（XY）

的精子发育未见受损。有趣的是，在6月龄XX scl突变体

青鳉的性腺中，可见正常的精子发生和双线期卵母细胞同

时存在 [24]。最近，在斑马鱼中敲除了 cyp17a1，发现

cyp17a1敲除斑马鱼具有全部发育为精巢和正常的精子发

生的表型。我们也观察到了这些 cyp17a1敲除斑马鱼缺失

雄性典型的第二性征和交配行为[2,25-26]。在 scl 突变体

青鳉中的观察结果可证实，性类固醇激素对于雄性典型的

第二性征和交配行为是必不可少的[2,24,26]。根据前人报

道[27]，实验室常用的斑马鱼品系的遗传性别决定系统已

丢失。因此，在具有XX/XY遗传性别决定型的鲤中敲除

cyp17a1能否实现与 cyp17a1敲除斑马鱼相似且包含伪雄

的全雄纯合子表型，是值得关注的。

在本研究中，通过敲除 cyp17a1获得伪雄鲤，将其与

对照组雌鲤人工受精，从而获得全雌后代群体。第一，

cyp17a1缺失鲤与斑马鱼在性别分化和性征方面表现出相

似性，即 cyp17a1 缺失鲤也均发育为缺少第二性征的雄

鲤。第二，cyp17a1−/− XX基因型的鲤（伪雄鲤）发育为

精巢结构、精子发生和活力均正常的雄鲤，并可与野生型

雌鲤（cyp17a1+/+ XX）进行人工受精，成功发育为个体。

第三，对人工受精产生的后代进行雄性特异性标记检查，

并进行组织学分析，发现后代均为 cyp17a1+/− XX的基因

型，并发育为具有正常卵细胞的雌鲤（100.00%, n = 81）。

第四，对全雌组和对照组以1∶1的比例混合的1000尾鱼

在同一池塘中开展生长对比，发现早在8 月龄时就观察到

两性生长异形；至8月龄或12月龄时随机抽样检测，发现

cyp17a1杂合突变雌鲤体重比同塘性别混养对照组分别高

6.60%或 32.66%。综上所述，我们首次利用基因工程技

术，而非依赖于性类固醇激素及其相关活性物质的诱导处

理，成功制备了伪雄亲本个体，并借助其创制了全雌鲤

群体。

2. 材料和方法

2.1. 动物

本研究中所有实验使用的黄河鲤鱼均购自河南省郑州

市鲤原种养殖场。所有鱼类实验均按照《实验动物护理与

使用指导准则》进行饲养，并经中国科学院水生生物研究

所批准（见附录A中的第S1节）。

2.2. Cyp17a1敲除

CRISPR/Cas9 策略被用于 cyp17a1 基因敲除。鲤

cyp17a1第一个外显子两个序列的靶向RNA（gRNA）分

别如下：GGCATGAACAGAAAAGCCA和GGGAGTGAT‐

GGGGGGCTTGG。转录后连同Cas9核酸酶重组蛋白和缓

冲液注射入鲤胚胎（见附录A中的第S2节）。

2.3. 雄性特异标记鉴定

如前文所述，雄性特异标记是基于DNA测序、基因

组组装、序列拼接、雄性特异片段比对后获得[28]（见附

录A中的第S3节）。
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2.4. 基因型鉴定

对于基因型鉴定，本研究使用了基因组DNA作为模

板。用于 cyp17a1基因型鉴定的引物见表1，DNA提取程

序详见附录A中的第S4节。

2.5. 精巢中睾酮测定

精巢中睾酮浓度的测定如前文所述[2]（见附录A中

的第S5节）。简言之，在样品制备后，制备酶联免疫检测

（ELISA）缓冲液、洗涤缓冲液、ELISA 标准液、睾酮

AChE 示踪剂和睾酮 ELISA 抗血清。根据说明设置样品

板。在405~420 nm的波长下读取样品板，并使用Cayman

电子计算表格进行数据分析。

2.6. 组织学分析（苏木精和伊红染色）

对cyp17a1+/+ XY鲤、cyp17a1−/− XY鲤、cyp17a1+/+ XX

鲤和 cyp17a1−/− XX鲤的性腺进行解剖学检查和组织学分

析。切片和染色程序如前文所述[29]（见附录A中的第S6

节）。每个图像中都显示比例尺。

2.7. RNA提取和编码DNA合成

RNA提取和编码DNA（cDNA）合成如前文所述[2]

（见附录A中的第S7节）。cDNA用于 cyp17a1的基因型鉴

定和胰岛素样生长因子3（igf3）和胰岛素样3（insl3）的

实时荧光定量聚合酶链反应（qPCR）。以 cDNA为模板进

行cyp17a1基因型鉴定的引物列于表1中。

2.8. 实时荧光定量聚合酶链反应

根据制造商的说明使用了 Bio-Rad 实时系统（Bio-

Rad Systems，美国）（见附录A中的第S8节）。用于 igf3、

insl3和β肌动蛋白（β-actin）的实时荧光定量聚合酶链反

应（qPCR）引物列于表1。

2.9. 扫描电镜

使用扫描电子显微镜开展了精子形态的观察和分析，

详见附录A中的第S9节。

2.10. 统计分析

使用 GraphPad Prism 8 软件（GraphPad software，美

国）分析数据。所有结果均以均值±标准偏差（SD）表

示，差异使用 t 检验进行评估。对于所有统计比较，在

P < 0.05时被认为具有统计学意义。

3. 结果

3.1. 鲤雄性特异DNA分子标记的鉴定

根据鲤雌性和雄性组装的基因组之间的比较分析，获

得了一个包含 1209个碱基对的候选雄性特异性序列（众

多候选雄性特异性序列之一）。该片段已通过来自同胞和

非同胞群体的鲤DNA样本进行了PCR验证（见附录A中

的第S10节）。用1%琼脂糖凝胶电泳对扩增的雄性特异标

记PCR产物进行评估，发现雄性特异分子标记与鲤的性

别完全匹配（见附录A中的图S1）。用于基因型鉴定的雄

性特异标记的引物列于表1中。对大于100个来自同胞群

体和不同饲养地区的非同胞群体鲤进行解剖学确认，发现

与 PCR产物的雄性特异性是匹配的。根据 Sanger测序结

表1 本研究中使用的引物

Assay and target gene

Genotype identification (genomic DNA used as the template)

cyp17a1-1

Male-specific marker

cyp17a1 validation (cDNA used as the template)

cyp17a1-2

qPCR

igf3

insl3

β-actin

Primer direction and sequence (5'‒3')

F: CCGATGACACTTAGATAGTTG

R: CATGTTGGCTGCAGTGATACTC

F: GAGCATCCACTGTCAACTT

R: ACTCTTCCCAAACACTGATT

F: GAAGAGCTGGAGAACACTTG

R: CCAACATCATGAGTGCTGGTG

F: GGCTTGTGTTTCTGAGGCAA

R: TGTGTCAGTGGAAGGATGCTGT

F: CCTGATTCAGACCTTCACTTCGC

R: GCTCTGCTGGTGGTGGGCTTATGTG

F: GCTATGTGGCTCTTGACTTCGA

R: CCGTCAGGCAGCTCATAGCT

Product size (bp)

717

1209

924

167

181

85

F: forward primer; R: reverse primer; bp: basepair; qPCR: quantitative real-time polymerase chain reaction; cDNA: complementary DNA.
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果，从雄性鲤样本中扩增的特定PCR产物是相同且一致

的。但这种已证实的雄性特异性标记序列未能与之前在

GenBank中提交的任何鲤基因组DNA序列相匹配。在这

个雄性特异标记序列中也没有发现潜在的编码区域。

3.2. cyp17a1缺失鲤的建立

cyp17a1 mRNA序列长 1533个碱基对，编码 510个氨

基酸。利用CRISPR/Cas9技术，通过将Cas9核酸酶重组

蛋白和 cyp17a1 gRNA进行混合显微注射，生成了两个靶

位点突变的F0 cyp17a1敲除鱼[图1（a）]，将11条经检测

含有效 cyp17a1突变的雄性鲤在 1年龄时与野生型雌鲤杂

交，获得了来自F0雄鲤（电子标签号码为 700497）和野

生型雌鲤的后代（F1代）。在 cyp17a1的第一个靶位点处

发现3个碱基对的插入，在第二个靶位点处观察到14个碱

基对的缺失[图 1（b）]。将F1 cyp17a1杂合子在 1年龄时

自交，并从 F2 群体中获得了 cyp17a1 纯合子。采用

cyp17a1靶点 PCR的聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）和溴

化乙锭染色后的成像技术检查 cyp17a1缺失状态。杂合子

的 cyp17a1 PCR产物的异源链可以在变性和复性后的第一

轮PAGE后被鉴定出来。在 cyp17a1+/+鱼和 cyp17a1−/−鱼的

cyp17a1 PCR产物中可观察到单一条带，但在与野生型个

体的 cyp17a1 PCR产物混合后的第二轮PAGE后可观察到

异源链[图1（c）]。使用来自基因组和 cDNA作为模板的

PCR产物进行了突变验证。结果表明，突变系仅保留了8

个正确的氨基酸，并且在表达了 45个错误的氨基酸后，

发生了提前终止[图1（d）]。

3.3. cyp17a1缺失纯合子为全雄且性腺类固醇激素合成和

雄性典型第二性征异常

对 1年龄的 cyp17a1缺失纯合子进行观察，发现其性

腺均发育为精巢[图 2（b）、（d）]。鲤的生长具有两性异

形的特点，即雌鲤的生长速度明显快于雄鲤[10-11]。F2

代群体的体重分析证实了这点：在 cyp17a1+/+ 鱼和

cyp17a1+/−鱼中，雌鲤的体重显著高于雄鲤[图2（e）]。然

而，在 cyp17a1 缺失后，两性生长异形被消除，因为

cyp17a1−/− XX鱼的体重与 cyp17a1−/−XY鱼的体重相当[图

4（e）]。值得注意的是，具有 cyp17a1+/− XX基因型的鱼

的体重比对照组高出 32.66% [cyp17a1+/− XX鱼：(750.6 ±

277.2) g；cyp17a1+/+鱼：(565.8 ± 166.6) g ]。同时，对 F2

代群体中 cyp17a1+/+、cyp17a1+/−和 cyp17a1 −/−鲤的数量和

比例进行了统计分析。我们发现来自此统计的比例总体上

符合孟德尔遗传定律（cyp17a1+/+鱼：20.77%；cyp17a1+/−

鱼：51.38%；cyp17a1−/−鱼：27.85%）（表2）。

虽然 cyp17a1−/−鱼精巢的睾酮水平显著降低 [图 2

（f）]，但 cyp17a1−/− XX鱼和 cyp17a1−/− XY鱼的精子形态

与 cyp17a1+/+ XY鱼没有差异[图 2（g）~（i）]。据报道，

鳃盖和胸鳍上的结节是典型的雄性性征[30]。对1年龄F2

代群体的检查结果表明，在对照雄鱼中可见鳃盖和胸鳍上

图1. 鲤 cyp17a1的敲除。（a）来自鲤基因组DNA的 cyp17a1序列。用于筛选的引物已被加粗和用下划线标注。原间隔基序区域的NGG序列已用蓝色

标记。设计的靶位点已用黄色标记。cyp17a1的起始密码子ATG显示为红色字体。（b）对照cyp17a1和突变cyp17a1的示意图。在第一和第二个靶点的

突变序列显示为红色字体。（c）将基因组DNA用于PCR检测，使用PAGE对PCR产物进行基因型鉴定。第一轮PAGE可以鉴定出 cyp17a1+/−鱼（蓝色

箭头指示），cyp17a1+/+和 cyp17a1−/−鱼的基因型可以通过与野生型鱼 cyp17a1 PCR产物混合后进行的第二轮PAGE鉴定出来（绿色箭头指示）。（d）对

照和突变 cyp17a1表达蛋白的预测示意图。根据测序，突变的 cyp17a1和对照 cyp17a1表达的蛋白相比，预计包含了8个正确的氨基酸（绿色标记）和

移码突变的45个错误氨基酸（灰色标记）。提前终止的密码子TAA用红色字体显示。AA：氨基酸。
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的结节 [图 3 （a）]，但这些在对照雌鱼 [图 3 （c）]、

cyp17a1−/− XX 鱼、 cyp17a1−/− XY 鱼中均不可见 [ 图 3

（b）、（d）]。

3.4. 全雌鲤的创制

鲤的两性生长异形反映了一种生产经济性状，将

cyp17a1+/+ XX鱼和 cyp17a1−/− XX鱼（伪雄）杂交，建立

全雌群体将对水产养殖的产量提高做出重大贡献。全雌鲤

群体的基因型鉴定和性腺组织切片分析结果在图 4中展

示。与预期一致，来自上述亲本的所有后代都被确定为雌

性，因为在 5日龄的全雌群体中未检测到雄性特异标记

（100.00%, n = 84） [图 4（a），泳道 13~96]。此外，我们

对 8 月龄 cyp17a1+/+ XX 鱼和 cyp17a1−/− XX 鱼（伪雄鲤）

杂交群体进行了解剖学观察和性腺组织学分析，发现其都

已分化为卵巢（100.00%, n = 81）[图4（c）、（d）]。

图 3. 鳃盖和胸鳍结节的整体外观。（a） cyp17a1+/+ XY 鱼 ；（b）
cyp17a1−/−XY鱼；（c）cyp17a1+/+ XX鱼；（d）cyp17a1−/− XX鱼。鳃盖结

节用白色箭头指示；胸鳍结节用黑色箭头指示。

图2. 1年龄的cyp17a1的敲除纯合子表现为全雄。（a）~（d）不同基因型鱼性腺的解剖学检查；（e）不同基因型鱼体重的比较；（f）cyp17a1+/+ XY鱼、
cyp17a1−/− XY鱼和cyp17a1−/− XX鱼的精巢睾酮水平；（g）~（i）精子的形态学分析。T：睾酮。（e）和（f）中的柱状图上的字母a和b代表差异显著。

n.s.：无显著差异。**：P < 0.01。

表2 2019年和2020年鉴定的每种基因型鱼的数量和比例

Year

2019

2020

Total

Ratio

cyp17a1+/+

XX

47

28

75

11.54%

XY

35

25

60

9.23%

cyp17a1+/−

XX

99

78

177

27.23%

XY

84

73

157

24.15%

cyp17a1−/−

XX

52

39

91

14.00%

XY

33

57

90

13.85%

In sum

350

300

650

100.00%
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3.5. 对照组和全雌群体的生长比较

我们将全雌群体和对照组雌雄混合群体各500尾个体

在孵化后混合，进行同塘养殖的生长对比。至 8月龄时，

随机抽样、取样和统计分析[图5（a）~（c）]。在对照组

中，雌鲤的体重显著高于雄鲤 [对照雄鲤： (1.348 ±

0.2428) kg；对照雌鲤：(1.459 ± 0.2830) kg ]，再次证实了

鲤两性生长异形的现象。虽然对照组每条鱼的平均体重为

(1.410 ± 0.2705) kg，但全雌群体的生长显著提高，即

(1.503 ± 0.2127) kg [图5（d）]。

4. 讨论

在本研究中，我们在鲤中敲除了 cyp17a1，并在 5月

龄、6月龄和1年龄三个时期分析了cyp17a1缺失纯合子的

性征发育情况；尝试了前人报道的性别标记，但未能证实

这两个DNA片段在不同来源的鲤群体中存在雄性特异性

[31-32]。因此，我们自行对雌性和雄性组装的鲤基因组

进行比较分析，发现雄性特异性分子标记是从全雄性

cyp17a1缺失纯合子鲤中筛选出具有XX遗传性别决定型

的伪雄鲤的重要手段（见表1及附录A中的第S10节和图

S1）。通过自行确定的鲤雄性遗传片段，筛选出伪雄鲤

（cyp17a−/− XX），并将其与野生型雌鲤进行人工受精；雄

性遗传标记的发现和运用，帮助实现了高效地创制全雌鲤

群体（图 4）。结合之前在斑马鱼中的在体研究结果，我

们证明了在鲤科鱼类中性类固醇激素在调节性腺发育和分

化中的作用都是相似的；无论其是否具有遗传性别决定

型，cyp17a1缺失的表型是保守的。我们同样证实，在 8

月龄时，全雌组鱼的平均体重明显高于对照组鱼（图5）。

考虑到鲤两性生长异形的表型，筛选 cyp17a1缺失纯合子

伪雄鲤并利用其成功构建全雌群体，可作为传统的性类固

醇激素及其相关物质诱导性转变的有效替代方案。

在20世纪80年代，Wu等[12]报道了将由雌核发育的

雌性个体后代用 17α-甲基睾酮进行处理，可以有效地产

生伪雄鲤。随后，生理为雄性但遗传性别决定型为XX的

伪雄鲤在与野生型雌鱼进行人工繁殖后产生了全雌后代。

最近的两项研究同样涉及了鲤的雌核发育和 17α-甲基睾

酮诱导，并利用伪雄鲤杂交获得全雌鲤群体[33-34]。此

外，据报道，通过给予来曲唑和他莫昔芬同样可以诱导性

转变[6]。为了建立全雌群体，甲基睾酮和芳香化酶抑制

剂（法倔唑或来曲唑）在几种水产养殖物种中已被广泛用

图4. 从全雌鲤群体进行的性腺分化的组织学分析。（a）使用雄性特异性标记进行遗传性别决定型鉴定。（b）将cyp17a1的基因型鉴定作为对照。泳道

号码1、24、25、48、49、72、73和96已在琼脂糖凝胶电泳中标注。泳道1~12是以对照组鱼的DNA作为模板获得的雄性特异标记的PCR产物。泳道

13~96是以全雌鲤群体鱼的DNA作为模板获得的雄性特异标记的PCR产物。（c）、（d）对8月龄全雌鲤群体（cyp17a1+/− XX）鱼的性腺进行解剖学和

组织学检查的代表性图像。Con：对照组。
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于产生伪雄鲤，包括雌核发育的黄姑鱼[35]、大西洋庸鲽

[36]、鳜[37]、美洲红点鲑[38]、黄颡鱼[39]和黑貂鱼[40]。

以在斑马鱼中开展的研究为基础，我们在本研究中利

用基因组编辑方法研究了性类固醇激素调节鲤性腺发育和

分化的机制，以及其在产生伪雄鲤方面的潜在应用。通过

cyp17a1缺失产生的伪雄鲤，建立了一种用于水产养殖制

种全雌鲤群体的新型性别控制技术。在过去的几十年里，

中国科学家在几种养殖鱼类中创制了单性群体。然而，生

产全雌群体的传统方法由于过程复杂，限制了大量生理稳

定的伪雄鱼及单性群体的大规模生产。此外，性类固醇激

素及其相关物质的化学残留，以及对环境的内分泌干扰效

应是值得关注的问题[7]。与传统的性类固醇激素及其相

关物质诱导方法相比，在从杂合个体之间自交产生的后代

中大规模生产生理稳定的伪雄鱼更容易，而且无需任何特

殊处理。同时，在连续两年的同塘养殖的比较试验中观察

到 cyp17a1+/− XX基因型鱼的平均体重显著增高，证明了

在两性生长异形的鲤中大规模生产全雌鲤技术方案的有效

性和实用性（图2、图5）。有趣的是，在cyp17a1−/− XY和

cyp17a1−/− XX鱼之间没有看到两性生长异形[图 2（e）]。

这些结果表明，两性生长异形是基于性类固醇激素介导的

卵巢分化。

前人针对ar [41-43]、cyp11a2 [44]和cyp11c1 [45]在斑

马鱼中开展了缺失突变的研究，发现雄性激素信号通路的

缺乏可以造成精子发生障碍。然而，我们在成年 cyp17a1

缺失纯合子斑马鱼和鲤中发现，即使性类固醇激素合成明

显降低以及雄性典型的第二性征缺失，但精巢发育和精子

发生未见受损。我们认为，尽管雄性激素不足，但正常发

育的睾丸与成熟的精子可能是由于存在其他补偿因素；因

为许多研究表明，精巢中产生的斑马鱼孕激素信号以及其

他雄性性类固醇激素可能是促进和维持精子发生的替代信

号。这一假设仍然需要进一步的研究来证实。与 6月龄

XX scl突变体青鳉性腺的精子发生观察结果类似，其携带

了双线期的卵母细胞。本研究中5月龄的cyp17a1−/− XX鲤

也表现出明显的精卵嵌合性腺（见附录A中的第S11节和

图S2）。在5月龄时，在 cyp17a1−/− XX鲤的性腺组织中观

察到更高水平的凋亡。随后，6月龄的 cyp17a1−/− XX鲤的

性腺组织均全部发育为具有正常精子发生的精巢（见附录

A中的第S12节和图S3）。这些结果与在cyp17a1缺失纯合

子斑马鱼中的观察结果一致，斑马鱼在性腺分化的关键时

期30 d时显示出睾丸分化和凋亡增加。观察两种 cyp17a1

缺失纯合子鲤科鱼类（斑马鱼和鲤），发现卵细胞发育完

全停止，这与在 scl突变体青鳉中观察到的表型不同[24]。

cyp17a1缺失纯合子鲤科鱼类（斑马鱼和鲤鱼）和 scl突变

体青鳉之间性腺分化的差异，包括青鳉中可观察到的较迟

时期出现的卵母细胞发育，可能是由于雌激素在不同鱼类

中决定卵巢分化的作用差异所导致。在 cyp17a1缺失纯合

子斑马鱼和鲤中观察到精巢增生和精子数量显著增加。前

期的研究表明，垂体促卵泡素 β亚基（fshβ）的上调可能

图5. 8月龄全雌鲤组和对照组的生长比较。（a）~（c）鱼整体外观的代表性图像；（d）109条对照组鱼和 81条全雌鲤组鱼的体重比较。*: P < 0.05；
**: P < 0.01。
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是由于 cyp17a1缺失纯合子缺乏性类固醇激素对垂体的负

反馈，因此刺激了精巢发育和精子发生（因为在 cyp17a1

缺失纯合子斑马鱼中再敲除 fshβ可以挽救精巢发育和精子

发生）[2]。6月龄 cyp17a1−/−鲤精巢增生也可能归因于垂

体 fshβ潜在的上调，因为与cyp17a1+/+鱼的表达相比，fshβ
的靶基因 igf3和 insl3在 cyp17a1缺失纯合子的精巢中显著

上调（见附录A中的图S3）。

近年来，一些物种的基因敲除被证实可以导致由雌到

雄的性转变，如 cyp19a1a 和 cyp17a1 敲除斑马鱼和罗非

鱼，表明雌激素对于调节性腺分化是不可或缺的[2-3]。

即便如此，哺乳动物中由 cyp17a1突变引起的表型与鱼类

中的表型高度分化。例如，在人类和小鼠中，cyp17a1突

变引起性发育障碍和性成熟延迟[46-49]。在XX/XY遗传

性别决定型系统的鱼类模型青鳉中，携带 cyp17a1突变的

scl突变鱼也表现出雄性典型的第二性征和交配行为的缺

失，但精子发育未受损，XX和XY遗传性别决定型个体

均表现出含有精子的性腺[24]。通过将 cyp17a1缺失纯合

子斑马鱼（没有遗传性别决定系统的实验品系[27]）与

cyp17a1 缺失突变体青鳉和鲤进行比较，发现这三种

cyp17a1缺失的硬骨鱼在雄性第二性征、精子发生和精巢

发育方面的表型非常相似。这些结果表明，无论是否存在

遗传性别决定系统，在硬骨鱼和哺乳动物之间，性类固醇

激素在性腺发育中的作用都是分化的。此外，本研究同样

证实鲤的XX/XY遗传性别决定系统是依赖于性类固醇激

素的（表2和图4）。这些发现驱动我们去建立一种水产养

殖鱼类的新型性别控制策略。通过这种遗传方法产生的全

雌鲤群体包含一个经过编辑的 cyp17a1位点。我们同样建

立了一种简易的可获得高比例伪雄鲤的优化方法（见附录

A 中的第 S13 节和图 S4）。未来，我们将参照前人研究

[50]，尝试通过将二倍体cyp17a1−/−伪雄鲤与四倍体雌鲤杂

交，创制三倍体全雌不育系，以降低由于自然繁殖而产生

的生态风险。这可防止经过人工编辑的 cyp17a1突变位点

在自然界发生遗传漂移。

5. 结论

针对 cyp17a1开展基因编辑可有效地使 cyp17a1−/− XX

个体具有正常的精巢分化和精子发生。虽然此伪雄鲤表现

出雄性第二性征缺失，但可以便捷地从中获得大量有活力

的精子，并可以成功地使野生型雌鲤的卵子受精。此外，

结合我们鉴定的雄性特异分子标记，可容易地将成熟的伪

雄鲤从 cyp17a1缺失纯合子的全雄性个体中筛选出来，作

为创制全雌群体的父本。因此，能够通过水产养殖中常规

的方法——体外人工受精——进行 cyp17a1+/− XX全雌群

体的创制。采用本遗传方法可生产缺少一些核苷酸和一个

功能缺失基因的伪雄鲤。这种新式遗传技术提供了一种基

于鲤两性生长异形的特点，产生大量、稳定的全雌鲤群体

的方法，这对水产养殖业具有重大意义。本方法同样避免

了由传统性类固醇激素及其相关物质诱导的性转变方法所

释放的内分泌残留物引起的内分泌干扰效应。为防止此全

雌鲤群体携带的 cyp17a1 突变位点在自然界发生遗传漂

移，后续针对全雌鲤的育性控制技术的研究和发展仍需

探索。
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Appendix A. Supplementary data
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