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摘 要：雌激素受体 β 基因（Estrogen Receptor Beta，ESR2）参与了绵羊的卵泡发育，但其调控机理尚不清

楚。本研究以和田羊为试验对象，以 NCBI 数据库中绵羊 ESR2 基因启动子区 2 871 bp 序列为模板进行克隆

测序，通过在线软件预测 ESR2 启动子区转录因子结合位点、CpG 岛和调控元件，并以 ESR2 基因启动子区

2 871 bp 序列为模板构建 6 个连续缺失的荧光素酶载体，利用双荧光素酶报告基因系统筛选 ESR2 核心启动

子区。本研究成功克隆了和田羊 ESR2 基因启动子区 2 871 bp 的序列，通过软件预测发现，和田羊 ESR2 基

因启动子区存在 4 个潜在的转录起始位点、67 个转录因子结合位点、1 个 TATA-box 以及 2 个 CpG 岛。双荧

光素酶活性检测结果表明 ESR2 基因启动子区位于 L7（-527~-156）。本文研究结果为进一步探究绵羊 ESR2
基因启动子对绵羊卵泡发育的调控提供了新线索。
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雌激素受体（Estrogen Receptor，ER）是类固醇

激素受体超家族的成员之一，是一种配体依赖性转录

因子 [1]，其主要包括雌激素受体 α（Estrogen Receptor

alpha，ER-α）、雌激素受体 β（Estrogen Receptor beta，

ER-β）以及近年来新发现的 G 蛋白耦联雌激素受体（G 

Protein-Coupled Estrogen Receptor）， 由 于 ER-α 和 ER-β

的发现时间较早，其在全球范围内得到了广泛而深入

的研究。ER-α 可以和雌激素结合并迁移至细胞内 [2]，

对胚胎、乳腺和雌性繁殖周期中卵泡的生长发育都发挥

着重要作用 [3-4]。ER-β 由 ESR2 基因编码，其位于绵羊

7 号染色体，对调控动物繁殖力具有关键作用。已有研

究表明 ESR2 基因的表达水平与动物的繁殖性能密切相

关，ESR2 基因缺失导致大鼠卵泡颗粒细胞对促性腺激

素的反应性降低 [5]，雌激素的产生减少 [6]、卵泡成熟受

损 [7]、排卵失败 [8]。ESR2 基因还参与繁殖性状调控，

如家禽卵巢中 ESR2 基因的表达量与产蛋性能之间存在

显著的关联性 [9]，同时 ESR2 基因还确定是调控猪高产

仔数的关键基因之一 [10]。ESR2 基因也是绵羊高产的候

选基因之一 [11]。

尽管 ESR2 基因在调控繁殖力方面的作用已被广泛

研究，但对其启动子区域的研究相对较少。启动子区域

位于基因的 5' 端上游，对基因的转录调控有着关键作

用 [12]。本研究以和田羊为研究对象，基于 NCBI 数据

库中绵羊 ESR2 基因启动子区 2 871 bp 序列设计特异性

PCR 引物。通过 PCR 扩增、克隆测序成功获取 ESR2

基因启动子序列，并运用生物信息学软件对其进行系统

分析。研究初步解析了和田羊 ESR2 基因启动子区的序

列特征和结构组成，并成功鉴定了该基因的核心启动子

区域，为后续探究绵羊 ESR2 基因启动子对绵羊卵泡发
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育的调控提供了一定基础资料。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验动物    选取新疆维吾尔自治区和田市和田惠

民畜牧科技有限公司 6 月龄和田羊 34 只，颈静脉采血

10 mL，使用 EDTA-K 处理（抗凝），于 -20℃冰箱中

保存备用。

1.1.2 试剂    血液 / 细胞 / 组织基因组 DNA 提取试剂盒

（DP304）、普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（DP209）

均购自天根生化科技（北京）有限公司；Trans DNA 

Marker I、Trans2K® DNA Marker、DH5α 均 购 自 北 京

全式金生物技术有限公司；2x Ultra Taq PCR mix 购自

上海新贝生物科技有限公司；pMD19-T vector 购自宝

日医生物技术（北京）有限公司；Dual-Glo® 双萤光素

酶（荧光素酶）报告基因检测系统购自普洛麦格（北京）

生物技术有限公司。

1.2  DNA 提取    利用 DNA 提取试剂盒按照说明书要求

提取和田羊血液基因组 DNA，DNA 浓度和纯度检测分

别使用紫外分光光度计以及 2% 的琼脂糖凝胶电泳，并

将检测合格的 DNA 统一浓度为 500 ng/μL。

1.3 引 物 设 计    以 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov）

数据库中绵羊 ESR2 基因参考序列（登录号为：NC_ 

056060.1）5'-UTR 上 游 3 000 bp 为 模 板， 使 用 Primer 

Premier 5.0 软件设计 ESR2 基因特异性引物（表 1），

将引物序列送至上海生工生物工程有限公司进行合成。

1.4 和田羊 ESR2 基因启动子区克隆     以和田羊血液

DNA 为模板对和田羊 ESR2 基因进行 PCR 扩增，扩增体

系为 25 μL：无菌离子水（ddH2O ）9.5 μL，2×EasyTaq 

PCR SuperMix 12.5 μL，基因组 DNA（200 ng/μL）1 μL，

上下游引物（10 μmol/L）各 1 μL。PCR 扩增程序为：

94℃预 变 性 5 min；94℃变 性 30 s，59℃退 火 30 s，

72℃延伸 2 min，37 个循环；72℃延伸 10 min。2% 的

琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，对目的片段进行纯化（胶

回收），按照 DNA 回收试剂盒说明书步骤进行操作，

纯化后产物与 PMD19-T 载体进行连接，构成重组质粒

PMD19-T-ESR2，将质粒转入大肠杆菌 DH5α 中培养，

过夜后进行蓝白斑菌筛选，选择白色阳性克隆子，利用

菌液 PCR 对产物进行鉴定，鉴定成功选择 5 个白色阳

性克隆子送至上海生工生物工程有限公司进行测序。使

用 DNAMAN 9.0 对测序结果进行比对分析。

1.5 和田羊 ESR2 基因启动子序列生物信息学分析    利用

在线生物信息学分析工具将获得的启动子序列进行结构

分 析： 利 用 JASPAR、AnimalTFDB 4.0 和 LASAGNA_

Search 网站预测 ESR2 启动子区的转录因子结合位点；

利用在线分析网站 Neural Network Promoter Prediction

预测 ESR2 启动子区转录起始位点；利用 FPROM 预测

TATA-box 和 CAAT-box；利用在线网站 Methprimer 2.0

和 EMBOSS cpgplot 预测 ESR2 基因启动子 CpG 岛。

1.6 和田羊 ESR2 基因核心启动子确定

1.6.1 和田羊 ESR2 启动子缺失片段荧光素酶报告基因

载体构建    根据扩增所得的启动子全长序列构建 6 条荧

光素酶载体：L1（-2527~+345）、L2（-2027~+345）、

L3（-1527~+345）、L4（-1027~+345）、L5（-527~+345）、

L6（-155~+345）、L7（-527~-156），荧 光 素 酶 载 体

由苏州金唯智生物科技有限公司构建。

1.6.2 缺失片段双荧光素酶载体的转染    将生长状态良

好的 HEK-293t 细胞，以每孔 1×104 的密度接种至 96

孔板，使用无双抗完全培养基（90%DMEM+ 10% 胎牛

血清）于 37°C、5%CO2 恒温培养箱培养，待细胞贴壁

后，根据 LipofectamineTM3000 说明书，将目标质粒和

pRLTK 以 10:1 的比例共转染。至少进行了 3 次生物学

重复实验。培养 36 h 后进行双荧光素酶检测。

1.6.3 缺失片段的双荧光素酶检测    转染后 36 h，将 96

孔板从培养箱中取出。根据 Dual-Glo®Luciferase Assay 

System 说明书，对 6 个启动子缺失片段载体的双荧光

素酶活性进行检测，其中萤火虫荧光素酶（F）、海肾

荧光素酶（R）活性使用 Biotek Synergy H1 化学发光

检测仪检测。

1.7 统计分析    双荧光素酶的相对活性值计算公式为 F

值 /R 值。数据经过 SPSS 软件分析，结果以均值的标

准误差形式展现。每个处理组至少进行了 3 次生物重复

实验，以增强实验结果的准确性。统计分析采用单因素

方差分析（ANOVA）方法。* 表示 P<0.05，差异显著；

** 表示 P<0.01，差异极显著。

表 1   启动子扩增引物

引物名称 引物序列（5'→3'）
退火温
度 ,℃

片段长
度 , bp

ESR2-1
F1: ACTTGGCCTCGTTAATGGCA
R1: AGTAGGTATCCGAAGGGCCA

59 2871
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2 结  果

2.1 和田羊 ESR2 基因启动子区序列扩增与克隆    利用

和田羊基因组 DNA 作为模板，针对 ESR2 基因 5' 侧翼

启动子序列进行 PCR 扩增。由图 1 可知，扩增序列与

目的片段（2 871 bp）大小相符；对测序结果进行比对，

发现目的片段与 NCBI 收录的和田羊 ESR2 基因相应序

列相似度达 98.7%，证明成功扩增了该序列。

2.2 和田羊 ESR2 启动子序列生物信息学分析    克隆获

得的和田羊 ESR2 基因启动子序列分析结果显示，启动

子区存在 4 个潜在的转录起始位点。预测结果显示出

67 个转录因子结合位点，包括 NKX2-5、SPI1、ZEB1

等（表 2）。此外，分析发现和田羊 ESR2 基因启动子

含有 1 个 TATA-box（图 2），并且启动子区存在 2 个

表 2  ESR2 启动子转录因子结合位点预测

转录因子 序列（5'→3'） 位置

NKX2-5 CACTCAA -642~-636

SPI1 AGGAAGT -105~-99

ZEB1 CACCTG；CACCTT；CACCTA -120~-115； -408~-403；-2777~-2769

Arnt CACGTG -2092~-2087； -2844~-2839

GATA2 GGATA；CTTATCT；TGCTTATCTTT；CGATA；AGATA -1143~-1139； -1599~-1595；-1692~-1686；-276~-272； -550~-546

MAX CACGTG -2092~-2087； -2844~-2839

Mycn CACGTG -2092~-2087； -2844~-2839

ETS1 CTTCCG；TATCCT；CTTCCT；TTTCCT -283~-278； -723~-718； -1619~-1614；-1786~-1781

EN1 TAATTA -162~-157

SRY AAACAAT -1876~-1870

Gata1 GGATGG -1712~-1707

Sox5 AACAATGG -1875~-1868

YY1 GCCATC -785~-780

FOXL1 TATACATA；ATAAACA -1878~-1872

Prrx2 AATTA -161~-157

MZF1 TGGGGA -501~-496

TFAP2A GCCCCGGGG -2755~-2747

SPI1 GGGAAG；AGGAAG -2365~-2360； -332~-327

FOXL1 CACCTT -801~-796

USF1 CCCACGTGACC；CACGTGA -2846~-2836； -2092~-2086；

ZEB1 GCTCACCTG -2777~-2769

Nkx2-5 TTAAGTG -2492~-2486

USF1 CACGTGA -2844~-2838

Pax2 AGTCATGC -1491~-1484

SP1 GCCCCTCCCCT -2685~-2675

NR3C1 AGAACAACATGTTCT -696~-682

M 孔为 DNA Marker，长度为 5 000 bp。E1、E2、E3、E4 为ESR2 基因扩增产物重复孔，

长度为 2 871 bp。

图 1 和田羊 ESR2 5' 侧翼启动子序列扩增产物
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CpG 岛（图 3、4），符合 CpG 岛的典型特征（长度 > 

100 bp、GC 含量 >50%、ObsCpG/ExpCpG>0.6）。

2.3 和田羊 ESR2 基因启动子缺失片段的双荧光素酶检

测    转染 36 h 后，检测各个缺失片段活性（图 5A）。

结果表明，L2（-2027~+345）、L4（-1027~+345）片段

活性较低，而 L3（-1527~+345）、L5（-527~-+345）

活性较高。此外，第二次双荧光素酶检测（图 5B）结

果发现，L7（-527~-156）片段活性显著高于 L6（-155~ 

+345）。结果表明，随着 -527 bp 到 -156 bp 的缺失，

活性突然下降，表明 -527 bp 到 -156 bp 区域可能在维持

A：TATA 盒；B：起始密码子；C：转录起始位点。

图 2 和田羊 ESR2 启动子序列与结构

图 3 Methprimer 预测 CpG 岛
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ESR2 转录活性中发挥关键作用。

3 讨  论

和田羊是新疆地区的一种优良地方品种，在新疆南

疆地区的畜牧业中占有重要地位 [13]。而和田羊的繁殖

力相对较低，平均产羔率仅为 102.5%[14]，远低于策勒

黑羊的 215.5%[15]，这种低繁殖力的特点使得和田羊的

生产效率受到限制，进而影响了当地畜牧业的可持续发

展。卵泡发育是影响绵羊繁殖力的关键因素，而 ESR2

基因作为雌激素受体 β（ERβ）的编码基因，在调控

卵泡发育和卵巢功能中扮演着重要角色。研究表明，

ESR2 基因的表达水平与卵泡颗粒细胞的增殖、分化以

图 4 EMBOSS Cpgplot 预测 CpG 岛

Observed vs Expected

Bose number

Bose number

Bose number

Percentage

Putative Islands

O
bs

/E
xp

Pe
rc

en
ta

ge
Th

re
sh

ol
d

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

60

40

20

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0                                  500                               1000                               1500                              2000                               2500 

0                                  500                               1000                               1500                              2000                               2500 

0                                  500                               1000                               1500                              2000                               2500 

A 为第一次双荧光素酶活性，B 为第二次双荧光素酶活性。左侧线条为缺失片段长度，右侧柱状图为双荧光素酶活性。
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及激素反应性密切相关，其功能异常可能导致卵泡发

育障碍和排卵失败。Khristi 等 [16] 发现 ESR2 的完全缺

失或 DNA 结合结构域（DNA-Binding Domain）的缺

失会导致小鼠卵巢尺寸缩小、卵泡发育受损和完全缺乏

排卵。Antonson 等 [17] 利用 CRISPR/Cas9 基因组编辑

系统敲除了小鼠基因组中的整个 ESR2 基因，发现敲除

ESR2 基因会导致雌性小鼠的不育。徐颂颂等 [18] 通过全

基因组关联分析，在绵羊中筛选出 ESR2 为卵泡生长和

排卵过程中起作用的候选基因。而对于 ESR2 基因启动

子区的结构尚不清晰。因此，深入研究 ESR2 基因的调

控机制，特别是其启动子区域的功能，对于揭示 ESR2

基因对绵羊卵泡发育的调控机理具有一定意义。

本研究克隆了和田羊 ESR2 基因启动子区 2 871 bp

的序列并利用分析软件对 ESR2 候选启动子区进行了生

物信息学分析，和田羊 ESR2 基因启动子区存在 4 个潜

在的转录起始位点，转录因子结合位点共 67 个。含有

1 个 TATA-box 和 2 个 CpG 岛。双荧光素酶检测结果

显示 ESR2 基因启动子区位于 L7（-527~-155）。

基因启动子在基因转录起始中起着至关重要的作

用，通常通过与顺式作用元件结合，调控转录因子的

结合和转录起始复合物的形成 [19-20]。本研究发现 1 个 

TATA-box 和 2 个 CpG 岛。TATA-box 可以和（TBP）

特异性结合，对转录起始复合物的形成起到决定性作用，

且 TATA-box 还具有基因表达调控和与增强子结合等作

用 [21]。而多数 DNA 甲基化发生在 CpG 岛，其会影响转

录因子与序列的结合 [22]，从而对基因的表达产生影响 [23]。

转录因子（Transcription Factors，TFs）是基因表

达调控的关键角色，它们通过与 DNA 上的特定序列——

启动子或增强子区域相结合，调节 RNA 聚合酶的活

性，进而促进或抑制基因的转录过程 [24-25]。本研究通过

JASPAR 和 animalTFDB 预测发现 67 个转录因子结合

位点。在这些转录因子中有一些可能与卵巢的生长发育

相关，有研究表明 FOXL2 与 ERβ 之间存在直接的相互

作用，它能够抑制 ERβ 的配体依赖性转录激活功能 [26]。

这说明 FOXL2 可能通过与 ESR2 序列结合从而影响

ERβ 配体依赖性转录激活功能，进一步影响卵巢的生长

发育。此外，已鉴定的核心启动子区 L7（-1527~-1028）

序列通过 JASPAR 和 animalTFDB 预测转录因子结合位

点发现其片段中存在 OTX2 的结合位点，有研究表明转

录因子 OTX2 通过抑制原始生殖细胞转录因子的表达，

限制了外胚层细胞进入生殖系的过程，从而调控生殖细

胞的早期发育 [27]。

启动子的识别与功能鉴定是解析基因转录调控机制

的核心环节 [28]。在此过程中，荧光素酶分析法作为研

究启动子核心区及调控区域功能的重要技术手段 [29-30]，

其双荧光素酶报告基因检测系统通过同时引入萤火虫荧

光素酶（pGL3）和肾荧光素酶（pRL-TK），以两者的

活性比值来确定基因表达水平。该方法的优势在于利用

内参基因（pRL-TK）对实验数据进行标准化校正，可

有效规避因细胞活性差异、转录效率波动及转染效率不

均等非特异性因素引入的系统误差，从而显著提升实验

结果的可靠性与准确性。本试验通过双荧光素酶报告系

统发现，缺失片段 L5（-527~+345）活性最高，而缺失

到 L6（-155~+345）时活性骤然下降，第二次双荧光素

酶检测显示 L7（-527~-156）活性显著高于 L6（-155~ 

+345），并且一般核心启动子区位于上游前 500 bp，因

此 ESR2 基因的核心启动子在 L7（-527~-156）。

本研究首次克隆并分析了和田羊 ESR2 基因启动子

区，揭示了其在基因表达调控中的潜在作用。通过生物

信息学分析和双荧光素酶检测，明确了核心调控区域，

并发现了与卵泡发育相关的转录因子结合位点。然而，

仍需实验验证转录因子的结合及其对基因表达的影响。

研究为改善和田羊繁殖性能提供了理论支持，并为绵羊

卵泡发育的机制研究提供了新的方向，对遗传改良具有

重要意义。

4 结  论

本研究成功克隆了和田羊 ESR2 基因启动子区序

列，其序列长度为 2 871 bp，包含 1 个 TATA-box 和 2

个 CpG 岛。通过预测发现，该序列还包括 67 个转录因

子结合位点。鉴定了 ESR2 核心启动子区为 -527~-155。

本研究通过对和田羊 ESR2 基因启动子序列的初步分

析，为 ESR2 基因对绵羊卵泡发育的调控提供了一定的

理论基础和新的线索。
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