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维甲酸和 Cyp26 基因家族与生殖细胞分化
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摘要 在哺乳动物胚胎期，成熟分裂首先在雌性生殖细胞启动，雄性生殖细胞则停滞于有

丝分裂的 GoIG1 阶段。在小鼠的研究发现，成熟分裂启动时间很可能决定着生殖细胞的分化方向。
另一方面，达到一定闽值浓度的维甲酸(RA)能够启动生殖细胞从有丝分裂到成熟分裂的过渡。体

内 RA 的水平由其合成和降解速率调节，而 Cyp26 是调节体内 RA 水平最关键的酶。因此，这种由

Cyp26 调节的 RA 水平的变化可能从根本上调拉着哺乳动物生殖细胞的分化方向(形成精原细胞或

卵原细胞)，最终影响性别的分化。本文主要综述RA、 Cyp26基因家族在哺乳动物性腺分化过程中

的作用，并探讨了低等脊椎动物特别是鱼类成熟分裂启动及生殖细胞分化的分子机制。
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进行有性生殖的动、植物生殖细胞都需要经过

成熟分裂(即减数分裂， meiosis)产生单倍体配子(精

子或卵子)，雌、雄性配子再进行结合发育成正常的

生物个体，从而完成遗传信息由亲代向子代的稳定

传递。在脊椎动物，雌性生殖细胞成熟分裂的起始时

间通常早于雄性[1-4]。近年来的研究发现，小鼠生殖

细胞成熟分裂在胚胎期的启动，大约开始于交配后

13.5 d(days post coitum, dpc)，随后生殖细胞分化为

卵原细胞(oogonia); 而一旦成熟分裂启动被推迟到出

生后，生殖细胞则分化为精原细胞(spermatogonia) [2], 

暗示成熟分裂的起始时间很可能决定着生殖细胞的

分化方向。最近的研究表明，一定阔值浓度的维甲

酸(retinoic acid, RA)能够诱导 Stra8 (stimulated by 

retinoic acid gene 8)的表达，从而启动成熟分裂;反之，

低于这一阔值浓度则不能诱导 Stra8 的表达，成熟分

裂则被延迟。而 RA 细胞色素 P450 酶(cytochrome 

P450 family 26, Cyp26)对体内 RA水平的调节具有关

键作用问。本文主要论述了 RA、 Cyp26基因家族在

哺乳动物成熟分裂和生殖细胞分化中的作用，并对低

等脊椎动物，尤其是鱼类成熟分裂的调控机制进行了

初步探讨。

1 RA及其功能
RA 又称视黄酸，是维生素 A(即视黄醇)在体内

代谢后的主要活性产物[坷，分子式为 C20H绍O2，由环己
烯、侧链及极性基团 3 部分组成。由于极性基团及

侧链部分不同， RA 具有多种异构体。

RA是机体正常生长发育必不可少的重要因子。

一般认为，正常胚胎的形态发生，尤其是中枢神经系

统的形成与RA调控的靶向发育基因相关，如果RA过

量则导致不适当激活或抑制这些基因的表达，从而出

现胚胎畸型[呐。同时，研究还发现，机体内一定浓

度的 RA 在调节免疫功能、细胞增殖、分化和成熟

以及诱导细胞凋亡[8-10]等方面具有重要作用。

1.1 RA 在生物体内的代谢及分类

动物通过食物摄入维生素A，并经过 2步脱氢氧

化为活性的 RA [7] (图 1)。然而，维生素 A、视黄醒

和 RA都是脂溶性，因此必须与细胞内的特定蛋白结

合才能发挥相应的作用。目前，几种结合蛋白己被

确定参与了 RA 生成过程，包括细胞视黄醇结合蛋白

1 和 2 (cellular retinol binding protein 1 and 2, CRBP 1 

和 2); 同时大量的酶也参与了这一过程，包括醇脱氢

酶(alcohol dehydrogenase, ADH)、视黄醇脱氢酶的

微粒体(retinol dehydrogenase of the microsoma1 企action，

DHRS)和4种视黄醒脱氢酶(retina1dehyde dehydroge

nase 1, 2 , 3 and 4 , RALDH 1 , 2 、 3 和 4)等[11] 。细

胞 RA 结合蛋白 1 和 2 (cellular retinoic acid binding 

protein 1 and 2, CRABP 1 和 2)则参与了 RA的代谢过

程， RA与CRABPs结合后，在特异性降解酶(即RA降

解酶)的作用下代谢为非活性的极性物质，如今起基

RA(4-0H-RA) 、 4- 氧化RA (4-0XO-RA)和 18- 起基

RA(18-0H-RA)等口，12]，从而失去生物活性(图 1) 。
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Fig.l Schematic representation of the intracellular retinoid signaling pathway [131 
Abbreviations 缸巳: ADH: alcohol dehydrogenase; CRABP: cellular retinoic acid binding protein; CRBP: cellular retinol binding protein; Cyp26: 
cytochrome p450 retinoic acid inducible; RAR: retinoic acid receptor; RALDH: retinaldehyde dehydrogenase; RXR: retinoid X receptor, 

SDR: short-chain dehydrogenase/reductase. 

生物体内生成的RA在异构酶(isomerase)的作用

下以全反式 RA (all-trans retinoic acid, Aτ'RA)和JI回式

RA (cis-retinoic acid, cis-RA)的形式存在，其中cis-RA

又包括 13-cis-RA 和 9-cis-RA。这 3 种 RA 即 ATRA、

13-cis-RA 和 9-cis-RA 根据活化受体类型的不同又分

为 2 大类:→类包括 ATRA 、 13-cis-RA， 只能结合活

化 RA受体(retinoic acid receptor, RAR); 另一类为 9-

cis-RA， 能够结合活化RAR和retinoid X受体(retinoid

X receptor, RXR) 。

1.2 RA 发挥生物学效应的作用机制
RA 必须通过核膜，并与其特定的核受体结合才

能发挥生物学活性。在哺乳动物， RA 具有 2 组核受

体，即 RAR和 RXR，均属类固醇激素受体家族，具有

α 、 p 、 "(3 种亚型[14]0 RA 与 RARs 和 RXRs 结合

后，形成异二聚体，再与靶基因启动子上的 RA 反应

元件(retinoic acid r臼ponsive element, RARE)结合，从

而启动靶基因的转录表达[15-16]。此外，活化的 RARs

和 RXRs 还能形成同源二聚体或与其他核受体形成

异二聚体发挥作用[171，如甲状腺激素受体(thyroid hor

mone receptor)、过氧化物增殖激活受体(peroxisome

proliferat田 activated recepω。、维生素D受体(vitamin

D receptor)以及孤核受体(0甲han nuclear receptor)等。

简而言之，进入体内的维生素A经过2步氧化反

应生成 RA。体内一定阔值浓度的 RA 与 RARs 和

RXRs 结合，形成二聚体再与靶基因启动子上的

RAREs 结合，完成对靶基因转录的调控。同时队在

降解酶，尤其是 Cyp26 的作用下降解为非活性物质。

2 Cyp26基因家族及其功能

Cyp26 (也称为 P450队。属于细胞色素 P450超家

族成员，编码特异代谢RA 的氧化酶。 Cyp26(Cyp26Al) 

首先在斑马鱼(Danio rerio)中克隆得到[18]。随后，在

哺乳类[川、鸟类[20]、两栖类以及其他鱼类[川2]中相

继克隆得到了 3 种 Cyp26 亚家族成员，即 Cyp26Al

(cytochrome P450 family 26 subfamily A polypeptide 

1) 、 Cyp26Bl 和 Cyp26Cl [19且23]。最近，在斑马鱼

报道了第 4个成员(命名为 Cyp26Dl)的存在阳，25]。然

而经过系统进化分析发现斑马鱼 Cyp26D1 与其他所

有脊椎动物 Cyp26C1 处于同一进化枝(图匀，且其氨

基酸序列与斑马鱼 Cyp26C1 仅有 3 个氨基酸的差

异。进一步分析表明这 3 个氨基酸的差异是由三

联密码子中一个核昔酸的变化引起(图 3)。因此，在

斑马鱼克隆到的Cyp26D1很可能就是Cyp26C1，这种

氨基酸水平上的差异可能是一种多态现象

(polymorphism) (未发表资料)。下面对 Cyp26 基因

家族的 3 个成员分别进行介绍。

2.1 Cyp26Al 

CYP26Al 包含 8 个外显子[刻，除在成人脑中未能
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卢主4

1创始

Zebrafish-Cyp3Cl 

Zebrafish-Cyp26A 1 

Rat-Cyp26Cl 

Mouse句p26C l

Zebrafish-Cyp26C 1 

Zebrafish-Cyp26D1 

Fig.2 Phylogenetic tree of Cyp26s齿。m various vertebrates 

Phy10genetic tree was generated by the defau1t settings of C1usta1 X 

protein alignment program. Zebrafish Cyp3C1 is used as outgroup. 

Zebrafish Cyp26D1 and Cyp26C1 are in the same clad. The GenBank 

accession numbers are as follows: Cyp26A1: human (NP _00(774), mouse 

(NP_031837), rat (NP_569092), chicken (NP_001001129), frog 

(NP _001081868) , medaka (ABQ08578) , zebrafish (NP _571221); 

Cyp26B1: human (NP_063938), mouse (NP_780684), rat (EDL91177), 
frog (NP _001072655), medaka (ABQ08579), zebrafish (NP _997831); 

cyp26Cl: zebrafish (NM_001029951) , rat (XP_217935) , mouse 

(NM_001l0520 l), human (NP _899230) , chicken (XP _ 421678); 

Cyp26Dl: zebrafish (AY920470); Cyp3C1: zebrafish (NP咽_997838).

检测到表达夕外卡r，其余大部分组织均有低水平表达[20却0，ω阳，2刀，27]幻町7η]

Cypρ26Al 功能丧失的小鼠胚胎是致死的[阴2犯圳B盯]并伴有与

过量 RA 处理相似的形态发生表型[阳29矶阳阳，30圳3到叫叽0町飞]L，暗示在胚胎

发育过程中 ， Cyp26Al 可能是控制 RA水平必不可少

的因素。进一步研究发现， Cyp26Al 敲除的小鼠会

导致RA信号先扩展到后脑，再扩展到尾巴，而当向

357 

这些小鼠注入RALDH2时，扩展现象会受到抑制而且

先前的后脑缺损也会得到部分恢复[山。在非洲爪蠕

(Xenopus laevis)， 胚胎注射 Cyp26Al mRNA也会导致

类似RA缺失症状的出现，通过RA 处理则能够回救

(rescue)这种缺失症状[21]。在斑马鱼胚胎，过表达

Cyp26Al 能够抑制下游基因的表达，而如果抑制

Cyp26Al 的表达，下游基因表达则会得到部分恢复，

这分别与 RA失活和 RA 回救得到的结果相似[31]0 表

明 Cyp26Al对体内RA水平的调节和胚胎正常发育的

维持具有重要作用。

2.2 Cyp26Bl 

CYP26Bl包含6个外显子，在成人主要表达于脑

中尤其是后脑(特别是桥脑和小脑)，也低量表达于其

他组织。 Cyp26Bl 突变的小鼠由于呼吸困难出生后

会很快死亡[28]，具体机制尚不清楚。而当把 Cyp26Bl

转入到COS-l 细胞(非洲绿猴SV40转化的肾细胞)时，

能够快速将 ATRA 转化成非活性的代谢产物，表明

Cyp26Bl 能够分解代谢RA。在对不同底物代谢效率

的竞争性研究中发现， Cyp26Bl 的首选作用底物是

ATRA，其次为 9-cis也和 13-cis-RA [27]0 

2.3 Cyp26Cl 

Cyp26Cl也含有6个外显子，表达于脊椎动物的后

脑阳、内耳、第一鲤弓和齿芽等组织[32]。与 Cyp26Al

及Cyp26Bl突变的结果不同[281 ， Cyp26Cl 的功能缺失

并不会表现出明显的表型变化[29-30]。而在斑马鱼胚

胎，过表达Cyp26Cl 不仅造成第5菱脑节和第一体节

的距离比正常胚胎短，而且也会导致体节发生的左右

不对称，这种变化类似于胚胎期过量Cyp26Al和视黄

醒脱氢酶抑制剂处理的结果，暗示Cyp26Cl也参与了

队的分解代谢过程。进一步研究表明， Cyp26Cl 能

够代谢呈异构体的 cis-RA 和 ATRA [即口71，尤其是

A四A。与 Cyp26Bl 一样， Cyp26Cl 的首选作用底物

也是ATRA [27] 。

3RA和Cyp26基因家族与生殖细胞分化

在小鼠胚胎期卵巢， RA 的表达要明显高于同一

时期的辜丸。进一步研究发现， RA 能够诱导生殖细

胞大规模的成熟分裂，并可能控制着生殖细胞开始分

111 ... I阻咱J 211 ... 111' 
Cyp26Cl A'rC ~ _…. . CQG QAC AQG ACG = .. _ . . CAT GGA AAG GTT T霄T ...... GT霄 TAC ACC GCT GCC …….，，，臼

国 r G …..Il D Il TC … ··aekv , ......v zZA A ……·蚓

* * .. .. .. 
Cyp2ω1 ATG 霄'lC _ • • • • • CQG QAC AAG ACG 凹'….. CAT 帽A AAT GTT =…… GTT TAC GCC GCT GCC …….，翩

H r (J….. Il D 罩 T C ….. ø (J R V r …… v y A A A ……·自4

* * * 
Fig.3 Alignment of the zebrafJSh Cyp26Cl and Cyp26Dl nucleotide and amino acid sequences 

The GenBank accession numbers are as follows: Cyp26Cl , Zebrafish (NM_001029951); Cyp26Dl , Zebrafish (AY920470). 
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化为卵原细胞或精原细胞的时间和选择[3]。众所周

知，生殖细胞分化方向取决于它们进入成熟分裂的时

间:当成熟分裂在胚胎发育期启动，生殖细胞则分化

为卵原细胞，最终发育成卵子;而如果成熟分裂延迟

到出生后启动，生殖细胞只能分化为精原细胞，发育

成精子[2]。最近，通过分子标记技术研究发现成熟分

裂的前标记物Stra8在促进两性成熟分裂启动过程中

起着不可缺少的作用。当生物体内 RA 达到一定水

平后，能够通过与RARs和 RXRs结合形成二聚体，再

结合在 Stra8 启动子的 RAREs 上，开启段时的表达

从而启动成熟分裂 [3，4，33]。因此，体内 RA水平的变化

调控着生殖细胞的分化方向。

目前，普遍认为胚胎期的生殖细胞进入成熟分裂

是一个自身默认的过程并启动卵子发生，除非存在成

熟分裂抑制因子的阻止作用[l]，不过，多年来这种物

质并没有被确定，而且调控胚胎卵巢而非辜丸进入成

熟分裂的分子机制仍不清楚。长期的研究表明， 3 种

Cyp26都参与了哺乳动物体内 RA 的分解代谢过程，

是调节体内 RA水平的关键因素，而且它们在成体性

腺都有表达，因此它们可能对哺乳类生殖细胞成熟分

裂调控有重要作用。然而，最近的研究发现，在小

鼠 Cyp26基因家族的 3 个成员中，只有 Cyp26Bl 表达

于胚胎性腺[坷，且其表达在 12.5 dpc 左右开始呈现雄

性特异性[匀。而 Cyp26Bl 敲除的雄性小鼠，生殖细胞

会提前进入成熟分裂[34]。这表明 Cyp26Bl 很可能通

过延缓体内的成熟分裂，阻止卵子的发生[凹，是雄性

胚胎中成熟分裂的抑制因子[28]。因此，在胚胎期卵

巢， RA 由于不被 Cyp26Bl 大量降解，积累到一定水

平的 RA进而诱导 Stra8 表达，则成熟分裂起始;而在

胚胎期的辜丸， RA被 Cyp26Bl 大量降解，由于RA水

平的下降则 Stra8 关闭，成熟分裂起始被延迟。

但是 Cyp26Bl 的表达又是如何被上调和下调的

呢?有学者认为，这可能与哺乳动物雄性性别决定基

因 Sη(sex deterrnining region of Y chromosome)有关

(图的。

在哺乳动物， Cyp26Bl 可能受Sη 的直接或间接

的调控。在 XY 性腺中，由于Sη 的作用使 Cyp26Bl

的表达上调;而在xx性腺中，没有Sη作用， Cyp26Bl 

的表达则出现下调[35]。因此，成熟分裂起始的调控

通路可总结如图 5 所示。

然而，迄今为止 Sη 仅在哺乳动物中有发现，并

未见过有关非哺乳类脊椎动物存在该基因的研究报

道，那么其他脊椎动物的成熟分裂启动机制又是怎样

的、是否和哺乳动物存有差异呢?通过对鱼类如斑

xy 

xx 

·综述-

Spermaωgonía ín 
S吵 rnl~tJc arre目

! + Cyp26Bl ...rR:回h
‘咽-__RA_... 

tCyp26Bl 
-幽『一-

Germcell Oogonia ín meiosîs 
lldpc 13.5 dpc 

Fig.4 Sex specific changes in germ cell differentiation 

during ovary and testis development [34] 

After expression of the male determining gene Sry , Cyp26Bl 

expression is upregulated in the testis. In the ovary, Cyp26Bl ex
pr巳ssion is downregulated and RA induces meiosis of germ cells. M, 

mesonephros; G, gonad. 

Embryonic ovary 

High 伽 Meiotic
? - Cyp26Bl--"'~RA"'C'~Stra8 一· initiation 

Embryonic testis 

? • ~ 'Ln ,Up _ .Low .Of置 NomeioticSry-呻 Cyp26Bl-r _ 京A_. - Stra8--:"-
四11白ation

Fig.S A proposed model for regulation of meiotic initiation 

in embryonic gonads in mammals 

马鱼、青蜡(0ηzias latipes)、东方钝(Fugu rubr伊es)

及河豚(Tetnω>don nigroviridis)和两栖类如爪蜡基因组

分析，在硬骨鱼类及两栖类并未发现在哺乳动物成熟

分裂中起重要作用的 Stra8 的同源基因。对鱼类的

研究表明， Cyp26Bl 的表达也不像在哺乳动物那样在

成熟分裂的起始时期存在明显的性别差异(未发表资

料)。因此，鱼类及两栖类成熟分裂启动的分子机制

与哺乳动物可能存在较大差异。本实验室通过克隆

罗非鱼成熟分裂的一系列分子标记，包括Scp3 ， DmcJ 

和 Spoll 等，并进行初步研究发现，罗非鱼细胞色素

P-450 17α-fc圣化酶 2 (P450 17α-hydroxylase/C 17,20-

lyase 2, P450CJ7α2)和 20ß-经基类固醇脱氢酶2 (20ß

hydroxysteroid dehydrogenase 2, 20ß-HSD2)在雌雄性

腺的初始表达时间呈现性别二态性。 P450C17α2 和

20卢-HSD2 在 XX 性腺的表达始于孵化后 11 d (days 

after hatching)，而在 XY性腺则始于 60 d [36]。这种

表达模式与罗非鱼雌、雄生殖细胞成熟分裂起始时

间差异(雌性约始于 35 d，雄性约始于 75 d)呈现明显

的相关性(未发表资料);最新研究表明， 17α- 是基-

20β 二氢黄体酣(17α，20ß-dihydroxy-4-pregnen-3-

one, 17α，20ß-DP)可能是生殖细胞成熟分裂启动的重

要调控因子[37]，而 P450C17α2 和/或 20ß-HSD2 可能
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正是合成 17α ，20ß-DP 过程中重要的酶。因此推测

P450C17α2 和 20ß-HSD2 可能通过调节 17α，20ß-DP

的合成参与调控成熟分裂过程[3制]。总之，在低等脊

椎动物尤其硬骨鱼类中，生殖细胞成熟分裂起始和生

殖细胞分化及其相互关系的具体分子机制有待深入

的研究。

4 展望

脊椎动物性别决定和分化的分子机制一直是当

今生命科学领域的研究重点、热点和难点。到目前

为止，己经发现很多性别决定和分化的相关基因，如

Sry 、 Sox9 、 Dmy 、 Dmrtl 、吁~l 、 Dax-l ， Fox12 、

Cyp26町等。最近，在哺乳动物对 Cyp26Bl 在成熟

分裂启动和生殖细胞分化方面的研究取得了重大进

展，但还有很多有趣的现象需要进一步的探讨和阐

明。比如: (1)决定生殖细胞分化方向的成熟分裂启

动时间为什么出现性别差异，这种现象的最终调控因

子是什么; (2) 雌性生殖细胞的分化是否为一种默认

通路，抑或存在主控基因，它会不会像雌性性别决定

过程那样并非先前认为的自身默认通路;如果有，那

么调控雌性生殖细胞分化的主控因子又是什么; (3)生

殖细胞成熟分裂一旦被RA诱导，活跃的性腺是否就

形成卵子或精子发生的单一通道; (4)人为提前雄性个

体生殖细胞成熟分裂启动时间会不会出现性逆转现

象?再者，鸟类存在Stra8， 最新的研究显示，手叫、鼠一

样鸡的生殖细胞成熟分裂起始也可能依赖 RA信号，

并且 Cyp26Bl mRNA 的表达同样呈现性别二态性

(sexually dimo叩hic expression) [39] ，这表明鸟类很可

能存在和哺乳类一样的成熟分裂启动信号通路。然

而低等脊椎动物如两栖类和鱼类基因组中至今没有

分离到 Stra8， 那么它们的成熟分裂启动调控机制是

什么;以及低等脊椎动物如鱼类成熟分裂启动的分子

机制及其与生殖细胞分化关系又是怎样的?等等。

这些问题都值得以后深入的研究。此外， RA信号源

自中肾，然后到达性腺触发生殖细胞成熟分裂的启动，

生殖细胞开始分化刚，这暗示体细胞分化要先于生殖

细胞的分化，这与普遍认为的结果相一致。总而言

之，脊椎动物成熟分裂启动和生殖细胞分化是非常复

杂的调控过程，目前人类对于它们分子机制、信号

途径的了解，问题还远多于答案。
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Involvement of Retinoic Acid and Cyp26 Family Genes in 
Germ Cell Differentiation 

Fei Han, Zhi-Hao Liu, Feng-Rui Wu, Bao-Feng Huang, Wei-Li Zhang, Hong Zhou, De-Shou Wang* 
(Key Laboratory of Aquatic Organism Reproduction and Development (Ministry of Education), Key Laboratory of 

Aquatic Science of Chongqing, School of L价 Science， Southwest Universiη" Chongqing 4ω715， China) 

Abstract During mammalian fetal development, meiosis is initiated in female germ cells only, while male 

germ cells undergoing GoIG1 mitotic cell cycle 缸Test. Further study reveals that timing of meiotic initiation during 

embryonic development probably determines the direction of germ cell differentiation in mammals. In addition, the 

proper concentration of retinoic acid (RA) can initiate the mitosis to meiosis transition in vivo. Homeostasis of the 

RA level is maintained by regulation of its rate of synthesis (ADHs and RALDHs are the key enzyme for RA 

synthesis) and by controlling its rate of degradation (Cyp26s are 由e most effective enzyme for RA degradation), 

which decides the direction of germ cell differentiation (spermatogonia or oogonia), and affects the sex differentia

tion of mammals ultimately. 白ús review focuses on the physiological role~ of RA and Cyp26s during the process of 

gonadal differentiation in mammalian and trying to explore the molecular mechanism of meiosis and germ cells' 

differentiation in the lower vertebrate, especially fish. 
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