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EE2抑制斑马鱼雌性内源雌激素合成酶的表达
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摘要:为探讨乙炔基雌二醇(EE2,17α-ethynylestradiol)诱导斑马鱼(Daniorerio)雌性成鱼卵母细胞发育障碍的机制,初步

研究了斑马鱼雌激素和孕激素合成酶相关的基因P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a 的组织表达模式和在滤泡发育过

程中的表达模式,并用定量RT-PCR的方法对上述基因在EE2处理条件下的表达变化进行了检测。结果发现P450c17-I、

P450c17-II基因均主要表达于斑马鱼雌雄性腺,而在滤泡发育过程中均呈不同程度下调趋势;EE2处理后雌性卵巢中

P450c17-I和cyp19a1a 基因表达均显著上升(p<0.05),而P450c17-II基因的表达则没有显著变化。研究推测EE2可

能通过上调内源雌激素的水平抑制后期卵母细胞的生长发育。
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内分泌干扰物(Endocrinedisruptingchemicals,EDCs)能改变动物体內源激素的合成、转运、代谢、排泄,或
改变它们与激素受体的结合,从而影响激素功能和干扰动物的内分泌系统[1]。当前中国水体EDCs污染严重,并
持续恶化,严重影响人类生殖健康[2-3]。有研究表明,EDCs不仅能够干扰高等动物精子的产生和功能,导致不

育,对低等脊椎动物(包括鱼类)同样有极大危害[4]。处于EDCs暴露的鱼类会出现性腺发育异常[5]、生殖能力下

降[6]、配子发生障碍[7]等症状,因此研究EDCs对鱼类的影响已迫在眉睫。
乙炔基雌二醇(EE2,17α-ethynylestradiol)是一种常见的内分泌干扰物,广泛存在于污染水体中,具有强烈

的雌激素效应,比雌酮和雌二醇(E2,17β -estradiol)高5~10倍[8]。大量研究表明EE2能严重影响雄性鱼类的

繁殖活动及性腺发育,而关于它影响雌性鱼类的研究较为少见。仅有的研究表明,EE2能诱导雌性海湾海龙

(Syngnathusscovelli)发生生殖障碍[9];也能使雌性青鱂(Oryziaslatipes)成熟的卵母细胞减少或消失,严重限

制了它的排卵[10]。最近的研究发现,EE2暴露20d还能导致斑马鱼(Daniorerio)雌性成鱼卵母细胞同步化[11]。
雌激素和孕激素在鱼类雌性卵母细胞发育中均起重要作用,而P450c17羟化酶是合成雌激素和孕激素的限

速酶之一[12]。与四足类仅有1个P450c17 基因不同,由于鱼类特有的基因组复制现象,硬骨鱼类具有由2个不

同编码的P450c17 基因,即P450c17-I 和P450c17-II[13-14]。对罗非鱼(Oreochromisniloticus)和青鳉的研究发

现,上述基因均表达于滤泡(Follicle)外层的体细胞中;P450c17-I羟化酶主要参与性激素的合成,而P450c17-II
羟化酶则参与孕激素(17α,20β -二羟黄体酮)的合成。

为了了解EE2是否可能通过影响P450c17-I 和P450c17-II 基因的表达来改变内源性激素和孕激素水平,
进而导致斑马鱼卵母细胞同步化,本研究分离了斑马鱼P450c17-I 和P450c17-II 基因,研究了它们的组织表达

模式和在滤泡发育过程中的表达模式;同时分别用含量为0.01,0.1,1.0μg·L-1的EE2对斑马鱼雌性成鱼进

行了20d暴露处理,利用定量RT-PCR的方法检测了EE2对斑马鱼P450c17-I和P450c17-II 基因和雌激素合

成关键酶基因cyp19a1a 表达的影响。

1材料与方法

1.1实验材料与处理

研究用斑马鱼雌性成鱼(120d大小)为自行繁殖获得,处理前用曝气除氯后的自来水暂养于恒温循环水养

殖系统中,水温(27±1)℃。从中随机选取100尾健康的雌性斑马鱼,平均体质量(0.47±0.11)g。实验中设立
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1个对照组(C),水体中含0.05‰DMSO;设立3个EE2处理组即EE2-1、EE2-2和EE2-3,其中水体内EE2含量

分别为0.01,0.1,1.0μg·L-1。每组25条斑马鱼雌性成鱼养于20L水中,每天喂食3次,持续增氧,连续处理

20d,每天换水1次。水体温度控制在(27±1)℃,光照周期为自然光周期。在处理后6,12,20d,分别对实验鱼

进行解剖取材,每组取6尾实验鱼卵巢,液氮速冻后,于-80℃保存备用。上述实验共重复3次。

表1 研究中所用引物及其序列

Tab.1 Primersandtheirsequencesusedinthepresentstudy

引物名称 引物序列

P450c17-I-F GGAGTCTGATGAGCCTGGTG

P450c17-I-R GGATTGTGGACGAGGTAAGC

P450c17-II-F GACCACCGACCTGTTGACTC

P450c17-II-R CACCTGACCCTCTTTGCTG

cyp19a1a-F GGACTGCCAGCAACTACTA

cyp19a1a-R GTCTGCCAGGTGTCAAAG

EF1α-F GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA

EF1α-R GGTGAAAGCCAGGAGGGC

1.2斑马鱼P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a基因部分序列的克隆

解剖分离斑马鱼雌性卵巢,用TRIzol提取总RNA,并用DNaseI处理,去除基因组DNA。用分光光度计

(NanoDrop2000)测量总RNA的质量及浓度,确保样品RNA的OD260/OD280在1.8~2.0范围内。取1μg
总RNA,按照PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)说明书进行逆转录,合成第一链cDNA。

用生物信息学方法获得斑马鱼P450c17-I(KJ905722)、P450c17-II(EE111295)和cyp19a1a(KF296362)基
因的cDNA序列(http://www.ncbi.nlm.nih.gov),设计引物(引物序列见表1)。利用已合成的第一链cDNA
扩增相应cDNA的部分序列。扩增条件为:94℃预变性3min;94℃变性30s,56℃退火30s,72℃延伸1min,
35个循环;最终延伸10min。扩增片段在1.2% 的琼

脂糖凝胶上电泳,EB染色后,在凝胶成像系统上(Bio-
RAD)分 析。PCR 产 物 经 回 收 (Geneview)、连 接

(pMD20-T,TaKaRa)、转化后测序验证(上海英骏生物

技术公司)。
1.3斑马鱼P450c17-I和P450c17-II基因的组织表达

模式

将斑马鱼成鱼解剖后,迅速取出脾(SP)、肌肉(M)、
心脏(H)、肾(K)、肠(I)、肝脏(L)、脑(B)、卵巢(O)和精

巢(T)组织,用TRIzol提取提取总RNA,并用DNaseI
处理,去 除 基 因 组 DNA。用 分 光 光 度 计(NanoDrop
2000)测量总 RNA 的质量及浓度,确保样品 RNA 的

OD260/OD280在1.8~2.0范围内。取1μg总RNA,按照PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)说明书进行

逆转录,合成第一链cDNA。
用斑马鱼P450c17-I和P450c17-II引物扩增相应的中间片段,研究P450c17-I 和P450c17-II 基因在斑马鱼

各组织中的表达模式,以EF1α为内参,并分别用相应基因的质粒和蒸馏水为模板扩增的产物作为阳性和阴性对

照。P450c17-I和P450c17-II基因的扩增条件为:94℃预变性3min;94℃变性30s,56℃退火30s,72℃延伸

1min,30个循环;最终延伸10min。EF1α扩增条件为:94℃预变性3min;94℃变性30s,60℃退火30s,
72℃延伸30s,23个循环;最终延伸7min。PCR产物在1.2%的琼脂糖凝胶上电泳,EB染色后,在凝胶成像系

统上进行分析。
1.4P450c17-I、P450c-II和cyp19a1a基因在滤泡发生过程中的表达变化

随机挑选10条斑马鱼雌性成鱼,将其解剖后迅速取出卵巢置于1×PBS缓冲液(pH值为7.4)中,在解剖镜

下将初级生长期(Primarygrowth,PG)、卵黄生成前期(Previtellogenicstage,PV)、卵黄生成早期(Earlyvitello-
genicstage,EV)、卵黄生成中期(Midvitellogenicstage,MV)和完全生长期(Full-grownstage,FG)滤泡进行分

离[15],每组分离60枚,各时期分离6组平行样本。用TRIzol提取上述滤泡总RNA,并用DNaseI处理,去除基

因组DNA。用分光光度计(NanoDrop2000)测量总RNA的质量及浓度,确保样品RNA的 OD260/OD280在

1.8~2.0范围内。取1μg总RNA,按照PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)说明书进行逆转录,合成第一链cDNA。
用半定量RT-PCR(Semi-quantitativeRT-PCR)的方法检测斑马鱼P450c17-I、P450c17-II 和cyp19a1a 在

滤泡发育各个时期的表达变化,并以EF1α为内参,反应条件参照上文1.3部分。PCR产物在1.2%琼脂糖凝胶

上电泳,EB染色后,用凝胶成像系统成像,并进行光密度分析(QuantityOne,Bio-Rad)。数据用6个平行样的

“平均值±标准误”表示。结果用SPSS13.10软件(SPSS,Chicago)进行方差分析和差异比较,差异显著性水平

为p<0.05。柱形图用GraphPadPrism5(GraphPadSoftware,SanDiego,CA)进行绘制。上述实验重复3次。
1.5EE2对斑马鱼P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a基因表达的影响

取出放置于-80℃中备用的斑马鱼卵巢,用TRIzol提取总RNA,并用DNaseI处理,去除基因组DNA。
用分光光度计(NanoDrop2000)测量总RNA的质量及浓度,确保样品RNA的OD260/OD280在1.8~2.0范围

内。取1μg总RNA,按照PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)说明书进行逆转录,合成第一链cDNA。
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用定量RT-PCR(real-timequantitativeqRT-PCR)的方法,以EF1α为内参,检测上述基因在EE2处理后的

表达变化,所用引物参考表1。实验流程参照Bio-Rad公司的SYBR荧光实时定量PCR试剂盒说明书进行(20μL
体系):引物各0.5μL,DDW7μL,cDNA2μL,2×SYBRGreensupermix10μL。PCR反应:95℃预变性30s;
然后95℃变性15s,60℃退火30s,40个循环;最后65℃延伸10s,60个循环(溶解曲线)。数据分析参照上文

1.4部分。上述实验重复3次。

2结果

2.1P450c17-I和P450c17-II基因的组织表达模式

   注:SP-脾脏;M-肌肉;H-心脏;K-肾脏;I-肠;L-肝脏;B-脑;O-卵
巢;T-精巢;NC-阴性对照;PC-阳性对照;EF1α为内参。

图1 斑马鱼P450c17-I和P450c17-II基因的组织表达模式

 Fig.1 TissueexpressionpatternsofP450c17-Iand
 P450c17-IIgenesinzebrfish

组织表达模式的研究表明,在所研究的组织中,
P450c17-I和P450c17-II基因仅在斑马鱼性腺(O和T)
中表达,而不在其他非性腺组织中表达。其中,P450c17-I
基因的表达在T中略高于O;而P450c17-I 基因的表达

则没有性别差异(图1)。
2.2P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a 基因在滤泡发

生过程中的表达模式

图2表明,P450c17-I 和cyp19a1a 基因在斑马鱼滤

泡发育的PG和PV期均有较高表达,从EV期开始两者

表达显著下调(p<0.05),且cyp19a1a 基因在FG期表达量极低;而P450c17-II 在PG、PV和EV期也呈高表

达,但从 MV期开始就显著下调(p<0.05)。上述基因在滤泡中的表达随卵母细胞的发育都呈下降趋势。不同

的是,P450c17-I和cyp19a1a 在EV期显著下调(p<0.05),而P450c17-II的下调(MV期)晚于P450c17-I。

  
           a P450c17-I            b P450c17-II            c cyp19a1a
        注:不同小写字母表示差异显著(p<0.05),下同。

图2 P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a基因在斑马鱼发育不同时期滤泡中的表达模式

Fig.2 TheexpressionpatternsofP450c17-I,P450c17-II,andcyp19a1agenesduringfolliculogenesisinzebrafish

2.3EE2对P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a基因表达的影响

定量RT-PCR的结果显示:EE2处理20d的斑马鱼卵巢中,P450c17-II 基因表达没有显著变化;而EE2-1
和EE2-2组P450c17-I基因表达则显著上升(p<0.05),EE2-3组无显著变化。不同的是,cyp19a1a 的表达则显

著上升(p<0.05),且呈剂量依赖效应。

  
a P450c17-I            b P450c17-II            c cyp19a1a

图3 EE2处理20d对斑马鱼卵巢中P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a基因表达的影响

Fig.3 InfluencesofEE2ontheexpressionsofP450c17-I,P450c17-II,andcyp19a1agenesinzebrafishovary

3讨论

EDCs能作用于脊椎动物的内分泌系统,使之正常功能的发挥受到干扰,影响生殖健康。鱼类作为低等的脊
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椎动物,对EDCs更加敏感;长期暴露在一定浓度的EDCs中鱼类会出现严重的生殖障碍,影响配子发生,甚至出

现性逆转现象[16-17]。
EE2是一种典型的EDCs,能严重影响鱼类雄性性腺发育、分化和配子发生[18-19],但有关它对雌性动物(包括

鱼类)影响的报道极少。最近的研究发现,EE2不仅对斑马鱼雄性性腺发育和配子发生有明显抑制作用,还能抑

制雌性排卵[20]。经EE2处理后的斑马鱼雌性,出现卵巢退化、缩小,卵母细胞数量剧减等情况;此外,新生卵母

细胞发育也受到抑制,并出现卵母细胞同步化。因此,EE2可能会严重干扰斑马鱼卵巢发育和卵子发生。同时

有研究表明,用EE2处理后,斑马鱼雌性卵巢中与鱼类减数分裂和卵母细胞发育密切相关的基因如scp3 和igf3
的表达均显著下调(p<0.05),暗示EE2处理后斑马鱼卵母细胞发育和减数分裂被抑制[11]。由于卵母细胞的发

育和成熟与内源性类固醇激素和孕激素水平的稳定和协调密切相关,因而本研究考虑EE2可能通过改变斑马鱼

雌性内源激素水平,抑制后期卵母细胞发育。P450c17羟化酶则是性激素和孕激素合成的核心酶,它在四足类中

只存在1个拷贝,而在硬骨鱼类中有2个拷贝———其中P450c17-I蛋白参与内源性激素的合成,P450c17-II蛋白

参与孕激素和可的松的合成。本研究发现,P450c17-I 和P450c17-II 基因仅在斑马鱼的性腺中高量表达,与尼

罗罗非鱼(Oreochromisniloticus)的研究结果非常相似[13],暗示两者也可能分别参与斑马鱼性腺中内源雌雄激

素和孕激素的合成。
本研究还发现P450c17-I和P450c17-II基因可能分别在斑马鱼滤泡早期和后期的发育中起重要作用。其

中P450c17-I、P450c17-II和cyp19a1a 均在滤泡发育早期高量表达。不同的是,P450c17-I 和cyp19a1a 基因在

EV期表达量显著下调(p<0.05),FG期表达量极低,而P450c17-I和cyp19a1a 基因在EV期表达量达到峰值,
MV期表达量才出现显著下调(p<0.05),这与在马苏大马哈鱼(Omcorhynchusrhodurus)中发现的结果一

致[21]。由于P450c17-I和cyp19a1a 基因表达量出现下调的时期与P450c17-II 基因表达量出现峰值的时期相

吻合,因此可以推测,雌激素和孕激素在早期虽均高表达,但雌激素先于孕激素出现下调,因此,内源雌激素和孕

激素可能呈拮抗效应。
对上述基因在EE2处理后的表达变化的分析发现,实验鱼P450c17-II基因在处理期间未发生显著变化,因

此EE2不太可能通过抑制孕激素的合成抑制卵母细胞的发育。不同的是,P450c17-I 基因的表达总体显著上调

(p<0.05),而cyp19a1a 基因的表达在EE2处理后急剧上调(在EE2-2、EE2-3组上调了7~8倍)。因此可以推

测,EE2处理后P450c17-I基因表达的上调,尤其是cyp19a1a 基因表达的急剧上调必然会导致斑马鱼雌性内源

雌激素水平的大幅上升。已有研究表明,EE2处理后斑马鱼卵巢早期卵母细胞同步化,但后期卵母细胞发育明

显抑制[11];而雌激素不仅对早期卵母细胞发育起重要作用,还能抑制后期卵母细胞的发育和成熟[22]。总之,本
研究推测,EE2可能通过上调雌激素合成酶P450c17-I 和cyp19a1a 基因的表达,升高内源雌激素水平,导致斑

马鱼雌性成鱼早期卵母细胞同步化和后期卵母细胞发育受阻,而与P450c17-II基因的表达无关。

参考文献:
[1]RoperoAB,Alonso-MagdalenaP,RipollC,etal.Rapiden-
docrinedisruption:environmentalestrogenactionstriggered
outsidethenucleus[J].TheJournalofSteroidBiochemistry
andMolecularBiology,2006,102(1):163-169.

[2]JiangW,YanY,MaM,etal.Assessmentofsourcewater
contaminationbyestrogenicdisruptingcompoundsinChina
[J].JournalofEnvironmentalSciences,2012,24(2):320-
328.

[3]GiesyJP,KannanK.Globaldistributionofperfluorooctane
sulfonateinwildlife[J].EnvironmentalScience&Technol-
ogy,2001,35(7):1339-1342.

[4]尹德玉,汝少国,田华.环境内分泌干扰物对鱼类性别决定

的影响研究进展[J].生态毒理学报,2009,4(4):467-474.
YinDY,RuSG,TianH.Advancesineffectsofendocrine
disruptingchemicalsonsexdeterminationoffish[J].Asian
JournalofEcotoxicology,2009,4(4):467-474.

[5]朱敏.DES和EE2对黄颡鱼性腺发育和配子发生的影响

[D].重庆:重庆师范大学,2013.
ZhuM.TheinfluenceofDESandEE2onthegonadalde-

velopmentandgametogenesisofyellowcatfish[D].Chongqing:

ChongqingNormalUniversity,2013.
[6]沈万赟,周忠良,李祥军.双酚A和壬基酚长期暴露对斑马

鱼繁殖的影响[J].水产学报,2007,31(B09):59-64.
ShenWY,ZhouZL,LiXJ.Effectsoflongtermexposure
tobisphenolAandnonylphenolonthereproductionofze-
brafish(Daniorerio)[J].JournalofFisheriesofChina,
2007,31(B09):59-64.

[7]孟 顺 龙,宋 超,范 立 民,等.水 体 中 环 境 内 分 泌 干 扰 物

(EDCs)污染现状及其对鱼类的生殖危害[J].江苏农业学

报,2013,29(1):202-208.
MengSL,SongC,FanLM,etal.Sourcewaterpollution
byenvironmentalendocrinedisruptors(EDCs)andthese-
riousimpactsonfishreproductive[J].JiangsuJournalof
AgriculturalSciences,2013,29(1):202-208.

[8]ThorpeKL,CummingsRI,HutchinsonTH,etal.Rela-
tivepotenciesandcombinationeffectsofsteroidalestrogens
infish[J].EnvironmentalScience& Technology,2003,37
(6):1142-1149.

72第1期            刘虹余,等:EE2抑制斑马鱼雌性内源雌激素合成酶的表达



[9]RoseE,PaczoltKA,JonesAG.Theeffectsofsynthetic
estrogenexposureonprematingandpostmatingepisodesof
selectioninsex-role-reversedGulfpipefish[J].Evolutionary
Applications,2013,6(8):1160-1170.

[10]LeePY,LinCY,ChenT H.Environmentallyrelevant
exposureof17α-ethinylestradiolimpairsspawningandre-
productivebehaviorin the brackish medaka Oryzias
melastigma[J].MarinePollutionBulletin,2014,85(2):

338-343.
[11]郭学鸣,李英文,尹盼,等.EE2抑制斑马鱼卵巢发育和卵

母细胞发生[J].重庆师范大学学报:自然科学版,2015,32
(3):30-34.
GuoX M,LiY W,YinP,etal.Theinhibitionof17α-
ethynylestradiolonzebrafish(Daniorerio)ovariandevel-
opmentandoogenesis[J].JournalofChongqingNormal
University:NaturalScience,2015,32(3):30-34.

[12]VélezLM,HeberMF,FerreiraSR,etal.Effectofhy-
perandrogenismonovarianfunction[J].Reproduction,

2015,149(6):15-41.
[13]ZhouLY,WangDS,KobayashiT,etal.Anoveltypeof

P450c17lackingthelyaseactivityisresponsibleforC21-
steroidbiosynthesisinthefishovaryandheadkidney[J].
Endocrinology,2007,148(9):4282-4291.

[14]ZhouLY,WangDS,ShibataY,etal.Characterization,

expressionandtranscriptionalregulationofP450c17-I
and-IIinthemedaka,Oryziaslatipes[J].BiochemBio-
physResCommun,2007,362(3):619-625.

[15]LiJ,LiuZ,WangD,etal.Insulin-likegrowthfactor3is

involvedinoocytematurationinzebrafish[J].Biologyof
reproduction,2011,84(3):476-486.

[16]ReineckeM.Insulin-likegrowthfactorsandfishreproduc-
tion[J].Biologyofreproduction,2010,82(4):656-661.

[17]KimeD E.Endocrinedisruptioninfish[M].Germany:

Springer,1998.
[18]TokumotoT,TokumotoM,ThomasP.Interactionsofdi-

ethylstilbestrol(DES)andDESanalogswithmembrane
progestinreceptor-αandthecorrelationwiththeirnon-
genomicprogestinactivities[J].Endocrinology,2007,148
(7):3459-3467.

[19]Paul-PrasanthB,ShibataY,HoriguchiR,etal.Exposure
todiethylstilbestrolduringembryonicandlarvalstagesof
medakafish(Oryziaslatipes)leadstosexreversalinge-
neticmalesandreducedgonadweightingeneticfemales
[J].Endocrinology,2011,152(2):707-717.

[20]XuH,YangJ,WangY,etal.Exposureto17α-ethynylestradi-
olimpairsreproductivefunctionsofbothmaleandfemale
zebrafish(Daniorerio)[J].AquaticToxicology,2008,88
(1):1-8.

[21]YongG,KagawaH,NagahamaY.Evidenceforadecrease
inaromataseactivityintheovariangranulosacellofama-
gosalmon(Omcorhynchusrhodurus)associatedwithfinalo-
ocytematuration[J].BiolRepord,1983,29(2):310-315.

[22]PangY,ThomasP.RoleofGprotein-coupledestrogenre-
ceptor1,GPER,ininhibitionofoocytematurationbyen-
dogenousestrogensinzebrafish[J].DevBiol,2010,342
(2):194-206.

AnimalSciences

InhibitoryEffectofEE2ontheExpressionofGenesEncodingSteroidogenicEnzymes
ResponsibleforEstrogenProductioninZebrafishFemale

LIUHongyu,CAIJing,RAOJianjun,LIUZhihao
(SchoolofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,Chongqing401331,China)

Abstract:Inordertoelucidatethepossiblemechanismsof17α-ethynylestradiol(EE2)inducedoogenesisdysplasiainzebrafish,tis-
sueexpressionpatternsandexpressionsduringfolliculogenesisofP450c17-I,P450c17-IIandcyp19a1agenes,whichwereclosely
relatedtoestrogenandprogesteroneproductioninzebrafishwereanalyzed.Meanwhile,theexpressionsofthesegenesinresponseto
EE2werealsoexaminedbyquantitativeRT-PCR.ResultsrevealedthattheexpressionsofbothP450c17-IandP450c17-IIwere
mainlyexpressedingonads,withdifferentialexpressionpatternduringfolliculogenesis.AfterEE2exposures,theexpressionsof
P450c17-Iandcyp19a1aweresignificantlyup-regulatedinallthetreatedgroups(p<0.05).Instead,theexpressionofP450c17-II
remainedunchanged.Therefore,westronglysuggestedthattheinhibitionofEE2onoogenesisoffemalezebrafishpossiblythrough
theup-regulationofendogenousestrogenlevel.
Keywords:17α-ethynylestradiol;Daniorerio;endogenoushormone;geneexpressions
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