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小鼠 ERβ 基因片段的克隆及其在胚胎发育中的表达 
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摘要：为探讨 ERβ在小鼠胚胎发育过程中的表达, 首先设计 ERβ引物并扩增 ERβ基因片段, 构建 ERβ/pGEM-3Z

重组质粒进行克隆, 分别用 EcoRⅠ和 HindⅢ进行酶切得到线性化 DNA 片段, 以 Sp6 和 T7 聚合酶合成地高辛

标记的(dig )正、反义 RNA 探针。然后通过胚胎整体原位杂交技术分析 ERβ 在小鼠胚胎中的表达。运用该探针

检测到 ERβ 基因在 10.5 dpc 胚胎的脑、脊神经管、生殖脊、心包、肢芽及颌弓部位表达, 在 13.5 dpc 胚胎的端

脑、中脑、延髓、脊髓、肢芽中表达。推测 ERβ基因可能在小鼠胚胎性别分化过程中起调节作用; 可能在小鼠

胚胎神经管的早期区域化过程中起作用并在 3 个原始脑泡进一步分化及脊髓的分化过程中起作用; 可能在小鼠

胚胎肢芽中的骨与软骨的形成与分化中起调控作用; 可能在小鼠胚胎心脏发育过程中起作用, 可能在小鼠胚胎

颌弓的表面分化过程中起调控作用。  

关键词：雌激素受体β; 基因克隆; 整体原位杂交; 小鼠胚胎  

Cloning of gene fragment of estrogen receptor-β and its expression in 
mouse embryo   
ZHANG Zi-Feng1,2, FAN Shao-Hua1,2, LU Jun2,3, WU Dong-Mei2, SHAN Qun1,2, HU 
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Abstract: In order to study the expression and regulation effects of estrogen receptor-β (ERβ) in the development of mouse 
embryo, the primer of ERβ was designed, the ERβ fragment was first obtained by RT-PCR and subcloned into plasmids  
pGEM- 3Z, then the recombinant plasmids were linearized with the restriction enzymes of EcoRⅠand HindⅢ. Using Sp6  
and T7 RNA polymerase, the digoxigenin(dig) labeled sense and anti-sense probes were transcriped in vitro, respectively. 
Then the expression of ERβ in mouse embryo was examined with the probes by whole-mount in situ hybridization. The 
results indicated that ERβ is expressed in the brain, spinal neural tube, genital ridge, pericardium, limb bud and mandibular 
arch of 10.5 dpc embryo, and is also expressed in the telencephalon, mesencephalon, medulla oblongata, spinal cord and  
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limb bud of 13.5 dpc embryo. These results suggest that ERβ maybe play a role of regulation in sexual differentiation, pri-
mal differentiation of neural tube, further differentiation of three primary cerebral vesicles and spinal cord, generation and 
differentiation of bone and cartilage of limb bud, development of pericardium and configuration differentiation of mandibu-
lar in mouse embryo.  

Keywords: ERβ; gene cloning; whole-mount in situ hybridization; mouse embryo   

1996 年, Kuiper等首先从大鼠前列腺组织中成
功克隆出一种新型雌激素受体, 它由不同于雌激素
受体α的基因编码 , 因此命名为雌激素受体β
(Estrogen Receptor β, ERβ)[1]。人类ERβ基因定位于染
色体 14q22-24, 包括 7个内含子和 8个外显子。ERβ
由 530 个氨基酸残基组成, 其相对分子质量为 59 
200, 其一级结构自N端到C端, 可分为A/B、C、D、
E/F等 4个功能区。A/B区是转录调控区, 能调节ERβ
与DNA的相互作用 , 选择正确的雌激素应答元件
(estrogen response element)及调控靶基因的表达。
ERβ被激活的途径有 3 条：(1)经典的雌激素激活途
径, 作为一种配体(激素)依赖的转录因子,其激活后
可形成二聚体, 与靶基因启动子区中的雌激素反应
元件(ERE)结合 , 在一系列共激活子和共抑制子作
用下, 激活靶基因转录; (2)以膜受体的方式被激活, 
ERβ可以结合在细胞膜上, 介导膜启动的类固醇信
号传送(membrane-initiated steroid signaling, MISS), 
在表达 ER 的 CHO 细胞中, E2 通过膜 ERβ激活

JNK,而通过 ERα抑制这种激酶 [2]; (3)ER还存在配
体非依赖性激活的方式, 包括ER的磷酸化, 可与相
关信号通路发生相互作用 [3]。 

ERβ在成体的生殖系统、中枢神经系统、心血
管系统、骨骼及其他组织内有广泛的表达, 在这些
组织中起生理调节功能 [4~6]。ERβ表达下降与乳腺
癌、卵巢癌、子宫内膜癌、前列腺癌等肿瘤的发生

相关 [7, 8]。 
Hong等 [9]报道, 在人类未分化的胚胎干细胞中, 

ERβ表达明显, 认为ERβ对胚胎干细胞的分化具有
调节作用。然而ERβ在胚胎发育过程中的确切表达
时期、部位及其功能尚未明确。目前尚未见有关利

用克隆的ERβ基因片段制备探针, 用胚胎整体原位
杂交技术检测其在小鼠胚胎发育过程中表达的文献

报道。本实验通过克隆小鼠ERβ基因的片段, 制备
地高辛标记的RNA探针, 运用胚胎整体原位杂交技
术研究ERβ在小鼠胚胎发育几个时期的表达情况 , 

为进一步研究打下了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物 
健康的成年雌性小鼠及孕鼠, 由徐州医学院实

验动物中心提供。 
1.1.2  试剂 

Trizol 试剂购于 Invitrogen 公司, RTKit 购于
Qiagen公司, T4 DNA连接酶、限制性内切酶 EcoR
Ⅰ、HindⅢ均购于 MBI Fermentas公司, 小量质粒抽
提 Kit、pGEM-3Z 载体、T7 与 Sp6 聚合酶均购于
Promega公司, 胶回收 Kit购于 Promega公司, 地高
辛探针标记 Kit购于 Roche公司, DEPC购于 Sigma
公司 , 蛋白酶 K 购于 MBICK 公司 , 甲酰胺购于
Sigma 公司, 酵母 tRNA 购于 Invitrogen 公司, 绵羊
血清购于 Chemicon 公司, 封闭剂购于 Boehringer 
Mannheim 公司 , 抗地高辛抗体购于 Roche 公司 , 
NBT、BCIP购于 Promega公司。 

1.2  方法 

1.2.1  小鼠 ERβ/pGEM-3Z 重组质粒的构建 
根据 GenBank 中已知的小鼠 ERβ基因序列

(GenBank accession No.AJ000220), 用 Primer 6.0软
件设计引物, 序列如下： 

上游引物：  5′-AGAGAATTCGTCCAGCCAC- 
GAATCAG-3′,  

下游引物： 5′-AGAAAGCTTCATCAGCACCT- 
CCATCC-3′。 

所设计引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成, 预期扩增片段长度 467 bp , 其编码区为
419至 885。  

无菌条件下, Trizol法提取成年雌性小鼠脑组织
中总 RNA, 经逆转录合成第一链 cDNA。进行 PCR
扩增, 条件如下：94℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 
55℃复性 45 s, 72℃延伸 1 min, 循环 35次, 72℃再延
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伸 10 min。 
1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物, 采用胶回

收 Kit回收并纯化 PCR产物, 通过 T4 DNA连接酶
连接反应, 将 PCR产物连接到 pGEM-3Z质粒中。 
1.2.2  ERβ RNA 探针的制备 

将 ERβ /pGEM-3Z 重组质粒转化到大肠杆菌
DH5α中, 经筛选、提取、纯化, 再根据 pGEM-3Z
载体的多克隆位点与 ERβ本身的酶切位点, 选用限
制性内切酶 EcoRⅠ、HindⅢ进行双酶切鉴定克隆的
质粒。再进行测序, 鉴定准确后, 分别用限制性内切
酶 HindⅢ和 EcoRⅠ酶切, 使其线性化。分别回收酶
切片段后, 作为正义和反义 ERβ探针模板。采用 T7
和 Sp6 转录酶, 按照地高辛标记试剂盒提供的步骤, 
分别合成正义和反义 dig-ERβRNA探针。 
1.2.3  胚胎整体原位杂交 

胚胎的制备：将孕鼠断颈处死, 取出胚胎, 将胚
胎固定于 4%的多聚甲醛中, 4℃慢速振摇过夜, 胚胎
日龄以 dpc(交配后的天数, day post coitum)表示。 

第 1天：以 PBT(含 1%吐温-20的 PBS)4℃洗 1
次(5 min), 再于室温下以 25%、50%、75%甲醇/PBT
各 5 min洗涤, 最后以 100%甲醇洗 5 min。若额外再
以 100%甲醇洗 1 次(5 min), 经此处理的胚胎可在
−20℃保存最多 6个月。将脱水处理后的胚胎于室温
下依次以 75%、50%、25%甲醇/PBT及 PBT各洗涤
5 min。室温下 6%过氧化氢漂白 1 h, PBT洗 3次, 每
次 5 min, 然后以适当浓度的蛋白酶 K/PBT(10~20 
μg/mL)室温处理胚胎适当时间, 再以 2 mg/mL甘氨
酸/PBT处理胚胎 10 min, 停止蛋白酶 K反应, PBT
洗 2次, 每次 5 min, 最后将胚胎于 0.2%戊二醛/4%
多聚甲醛/PBT 室温下再固定 20 min。室温下 PBT
洗胚胎 2次, 每次 5 min, 以 1：1混合的杂交液/PBT
洗胚胎 10 min, 杂交液配方：50%甲酰胺 , 5×
SSC(pH 4.5), 1% SDS, 50 μg/mL酵母 tRNA, 0.5 μg 
/mL肝素钠, 再以杂交液洗胚胎 10 min。70℃预杂交
至少 1 h, 换新鲜的杂交液, 加探针, 70℃杂交过夜。 

第 2 天：以预热至 70℃的溶液Ⅰ洗胚胎 3 次, 
70℃, 每次 30 min (溶液Ⅰ配方：50%甲酰胺, 5×
SSC(pH 4.5), 1% SDS); 以预热至 65℃的溶液Ⅲ洗

胚胎 3次, 65℃, 每次 30 min (溶液Ⅲ配方：50%甲
酰胺, 2×SSC(pH4.5))。室温下以新鲜的 TBST洗胚
胎 3次, 每次 5 min, 室温下封闭 60~90 min。封闭液
配方： 10%热灭活的绵羊血清 /0.1% Boerhinger 
Mannheim blocking reagent/TBST。胚胎粉预吸附处
理, 换封闭液, 加抗体(1：2000), 4℃孵育过夜。 

第 3天：室温下以TBST洗胚胎 3次, 每次 5 min, 
再以 TBST 洗胚胎 5 次, 每次 1~1.5 h, 再以 TBST
洗胚胎, 4℃慢速振摇过夜。 

第 4 天：室温下以 NTMT 洗胚胎 3 次, 每次至
少 10 min, 换 NTMT, 加反应混合液 (125 μg/mL 
BCIP与 250 μg/mL NBT于 NTMT中), 室温下轻摇
至反应完全。以 PBS或 PBT洗胚胎, 以 4%多聚甲醛
/0.2%戊二醛后固定胚胎, PBS洗胚胎 2次。摄影记录。 

2  结果与分析 

2.1  RT-PCR扩增 ERβ片段 

本实验首先提取健康成年雌性小鼠脑组织总

RNA, 经 RT-PCR, 扩增 ERβ片段。PCR 产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳, 在 467 bp 附近处出现单一条带, 
与预期扩增片段大小相符(图 1)。 

 

 
 

图 1  RT-PCR 扩增 ERβ产物 
M：DNA分子量标准品(DL2000); 1: ERβ PCR产物。 
Fig. 1  PCR products of ERβ gene  
M: DNA Marker DL2000; 1: PCR products of ERβ gene. 
 

2.2  ERβ/pGEM-3Z 重组质粒的双酶切鉴定与序
列测定 

采用胶回收Kit将 PCR产物胶上回收, 将其克隆
到 pGEM-3Z 载体, 以限制性内切酶 EcoRⅠ和 Hind
Ⅲ双酶切鉴定, 显示出和插入片段相符的条带(图 2)。 

插入片段送上海生工生物工程技术服务有限公

司进行DNA测序鉴定, 经GenBank检索与 ERβ序列
99.8%同源。 

 

 
 
图 2  ERβ /pGEM-3Z 重组质粒双酶切产物 
M：DNA分子量标准品(DL-2000); 1~3：ERβ /pGEM-3Z重组质粒双
酶切产物。 
Fig. 2 The products of recombinant plasmids ERβ /pGEM-3Z 
digested by double enzymes 
M: DNA Marker DL2000; 1−3: Products of ERβ /pGEM-3Z di-
gested by double enzymes. 
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对制备的正反义探针紫外检测 OD 值, 正义探针
为 0.003, 浓度计算为 360 ng/μL, 反义探针 OD 值为
0.004, 浓度计算为 480 ng/μL, 适合用于原位杂交。 

2.3  胚胎的整体原位杂交  

采用制备的正、反义探针检测小鼠胚胎, 胚胎
整体原位杂交的结果显示：反义探针杂交的 10.5 dpc
胚胎在脑、脊神经管、生殖脊、心包、肢芽及颌弓

部位呈现清晰的杂交信号(图 3, A), 而正义探针杂
交的胚胎无阳性信号(图 3, B); 反义探针杂交的 13.5 
DPC 胚胎在端脑、中脑、延髓、脊髓、肢芽部位呈
现清晰的杂交信号(图 3, C), 而正义探针杂交的胚
胎无阳性信号(图 3, D)。 
 

 
 

图 3  小鼠胚胎整体原位杂交 
A：小鼠 10.5 dpc 胚胎 ERβ反义 RNA 探针的杂交结果：RE(菱脑), 
MA(颌弓), PC(心包),SNT(脊神经管), GR(生殖脊), LB(肢芽); B：小
鼠 10.5 dpc胚胎 ERβ 正义 RNA探针的杂交结果; C: 13.5 dpc胚胎
ERβ 反义 RNA 探针的杂交结果:TE(端脑), ME(中脑), MO(延髓), 
SC(脊髓), LB(肢芽)：D：小鼠 13.5 dpc胚胎 ERβ 正义 RNA探针的 
杂交结果。 
Fig. 3  Whole-mount in situ hybridization of mouse embryo 
A: Hybridization results of 10.5 dpc embryo detected by ERβ RNA 
anti-sense probe: RE (rhombencephalon), MA(mandibular arch), 
PC (pericardium), SNT (spinal neural tube), GR (genital ridge), LB 
(limb bud); B: Hybridization results of 10.5 dpc embryo detected by 
ERβ RNA sense probe; C: Hybridization results of 13.5 dpc embryo 
detected by ERβ RNA anti-sense probe: TB (telecephalon), ME 
(mesencephalon), MO (medulla oblongata), SC (spinal cord), LB 
(limb bud); D: Hybridization results of 13.5 dpc embryo detected by 
ERβ RNA sense probe. 

3  讨 论 

ERβ 在成体的两性生殖系统中有着非常广泛 

的表达。ERβ在成体的卵巢粒细胞、卵泡膜细胞、
上皮细胞、基质细胞和黄体中均有表达; 在成体子
宫内, ERβ主要表达在内膜腔上皮和腺上皮细胞,部
分表达于子宫平滑肌细胞; 在成体阴道上皮细胞和
平滑肌细胞中均发现ERβ 的表达; ERβ 在成体睾丸
的支持细胞、输精管上皮细胞、附睾与前列腺的上

皮细胞中均有表达, 并有研究表明在成体卵泡颗粒 
细胞和发育中的精子细胞中只表达ERβ, 说明ERβ
在成体两性生殖系统功能的维持中起调节作     
用 [10~12]。ERβ KO成体小鼠子宫、阴道、睾丸的组
织病理学研究表明它们与野生型小鼠没有区别 , 
ERβ KO成体小鼠卵巢可见发育的卵泡, 但排卵的迹
象很少。ERβ KO雌雄性小鼠均可育, 但ERβ KO雌性
小鼠生殖能力被削弱, 表现为受孕的胎数明显减少,
卵泡闭锁和停止排卵,卵巢间质增生 [13]。这些研究表

明, ERβ对小鼠生殖系统发育及正常功能的维持的
影响并不是决定性的。小鼠胚胎生殖系统发育过程

中, 生殖嵴从临近中肾的间介中胚层隆起, 最早约
在 10 dpc可见明显的肾生殖嵴, 而生殖嵴原基明显
的性别分化迹象最早要到 12.5 dpc才可见, 12 dpc稍
后开始形成两性生殖腺, 因此该时期是性别分化的
关键时期。本实验的结果表明, ERβ在小鼠 10.5 dpc
胚胎的生殖嵴中有着强烈的表达 , 并维持到 11.5 
dpc(结果未显示), 暗示着ERβ可能在性别分化过程
中起调节作用, 其在性别分化过程中扮演何种角色
有待进一步研究。 

ERβ在成体的中枢神经系统中有着广泛分布。
ERβ在成体小鼠基底前脑的内侧隔核、斜角带垂直
部、斜角带水平部及嗅结节岛等部位均有表达; 在
间脑的室旁核和视上核ERβ高表达, 其中视交叉上
核、下丘脑结节、松果体只表达ERβ mRNA; 在脑干
的黑质、中脑导水管、三叉神经脑桥核、三叉神经

运动核前庭上核等部位均有ERβ表达; 在海马结构、
杏仁核簇中, ERβ高表达于海马、杏仁内侧核、皮质
核部位, 在海马下托表达最强,CA3、CA4 与齿状回
相对较弱; 在脊髓的III-V、VIII和IX层仅表达ERβ 

[4,14,15]。ERβ可能介导了雌激素对学习记忆的调节,
可能是学习记忆的功能性受体, ERβ KO小鼠的学习
记忆能力严重受损 [16]。另外推测ERβ在中脑的多巴
胺系统区域参与运动,认知,情感功能调节 [17]。此外, 
ERβ还参与神经内分泌系统的调节,并具有神经元保
护作用。小鼠胚胎神经板最早在 7.5 dpc时出现, 其
两侧边缘升高形成神经褶 ,  之后融合形成神经管 , 
直到 10.5 dpc神经管最终闭合。神经管沿前后轴产 
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生区域分化, 分化形成各脑区与脊髓, 10~14 dpc是
神经管分化的关键时期。本实验的结果表明, ERβ在
10.5 dpc 胚胎的菱脑及脊神经管有着强烈的表达 , 
并在 11.5 dpc、12.5 dpc胚胎的脑及脊髓区域持续表
达(结果未显示), 暗示着 ERβ可能在小鼠胚胎神经
管的早期区域化过程中起作用; ERβ在 13.5 dpc胚胎
的端脑、中脑、延髓及脊髓中表达明显, 说明 ERβ
也许在 3 个原始脑泡进一步分化及脊髓的分化过程
中起作用。 

小鼠胚胎的前肢芽最早约在 9.0~9.5 dpc出现在
临近第 7~12对体节处,后肢芽在 9.5~10 dpc出现在第
23~28对体节处。本实验结果显示, ERβ 在 10.5~ 13.5 
dpc胚胎的肢芽中持续表达 , 说明ERβ 在小鼠肢芽
分化中起作用。研究表明ERβ在骨生长板的增殖及
肥大前软骨细胞中高表达, 其在骨形成过程中起重
要作用 [18]。因此,我们推测ERβ可能在肢芽中的骨与
软骨的形成与分化中起调控作用。另外, ERβ在 10.5 
dpc胚胎的心包内表达明显, 推测可能在心脏发育过
程中起作用。ERβ在人血管平滑肌中先于ERα 表达
[19], 其对心血管系统起保护作用。据此, 我们推测
ERβ也许在心脏发育过程中,在心血管及心肌的形成
中起作用。 
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