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摘   要：为探究 3 种雌激素受体(estrogen receptor) Esr1、Esr2 和 Gper1 在红耳龟早期胚胎性腺分化

中的作用，本研究在分析受体基因表达特征的基础上，通过向性腺分化启动前的产雄温度

(male-producing temperature, MPT)龟胚分别注射 Esr1、Esr2 和 Gper1 激动剂 PPT、WAY 200070 和

G-1，从性腺形态结构、生殖细胞分布模式、性别分化关键基因和蛋白表达分布方面对处理后的胚

胎性腺进行了性逆转分析。表达分析结果显示，esr1 在性别分化关键时期性腺中的表达量显著高于

esr2 和 gper1 (表达极低)，且呈现产雌温度(female-producing temperature, FPT)性腺高表达。功能验

证实验显示，PPT 处理后的 MPT 性腺形态结构明显雌性化，生殖细胞呈现雌性分布模式；雄性分

化关键基因 dmrt1、amh 和 sox9 mRNA 表达明显下降，雌性分化关键基因 foxl2 和 cyp19a1 mRNA
表达则显著上升；Amh 和 Sox9 蛋白表达的荧光信号几乎消失，Foxl2 和 Arom 蛋白被激活出现大量

表达，表明性腺由雄性逆转为雌性(性逆转率：70.27%)。而 WAY 200070 和 G-1 处理后的 MPT 性腺

仍分化为睾丸，雌雄基因和蛋白的表达及分布与雄性性腺类似。结果表明在红耳龟中，单独激活

Esr1 能够充分启动早期性腺的雌性分化过程，提示雌激素可能通过其受体 1 (Esr1)诱导早期卵巢分

化。本研究为进一步解析雌激素在龟性别决定和分化中的调控机制提供了参考。 
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Abstract: This study aims to explore the roles of three estrogen receptors (Esr1, Esr2, and 
Gper1) in early differentiation of embryonic gonads of Trachemys scripta. The expression 
characteristics of the receptor genes were studied first. The Esr1, Esr2, and Gper1 agonists PPT, 
WAY 200070, and G-1 were respectively injected into the embryos at the male-producing 
temperature (MPT) before initiation of gonadal differentiation. The sex reversal of the treated 
embryonic gonads was analyzed in terms of morphological structure of gonads, distribution 
pattern of germ cells, and expression of key genes and proteins involved in sex differentiation. 
The expression level of esr1 during the critical stage of sex differentiation was higher than those 
of esr2 and gper1 (very low expression) and was particularly high in the gonads at the 
female-producing temperature (FPT). After treatment with PPT, the MPT gonads presented 
obviously feminized morphology and structure, with the germ cells exhibiting a female 
distribution pattern. Furthermore, the mRNA expression levels of the key genes (dmrt1, amh, 
and sox9) for male differentiation were down-regulated significantly, while those of the key 
genes (foxl2 and cyp19a1) for female differentiation were up-regulated observably. The 
fluorescent signals of Amh and Sox9 expression almost disappeared, while Foxl2 and Arom 
were activated to express abundantly, which fully demonstrated the sex reversal of the gonads 
from male to female (sex reversal rate: 70.27%). However, the MPT gonads treated with WAY 
200070 and G-1 still differentiated into testes, and the expression patterns of the key genes and 
proteins were similar to those in male gonads. The above results demonstrate that activation of 
Esr1 alone can fully initiate the early female differentiation process of gonads, suggesting that 
estrogen may induce early ovarian differentiation via Esr1 in Trachemys scripta. The findings 
provide a basis for further revealing the mechanisms of estrogen regulation in sex determination 
and differentiation of turtles. 
Keywords: estrogen receptor; gonadal differentiation; estrogen; sex reversal; Trachemys scripta 

 
除了遗传型性别决定(genetic sex determination, 

GSD) (代表动物：哺乳类、鸟类)，温度依赖型

性别决定(temperature-dependent sex determination, 
TSD)是另一种典型的由环境因素决定动物性别

的性别决定模式，其主要特征是缺失性染色体，

子代性别由胚胎孵化温度决定(如鳄鱼、龟类

等)[1-3]。研究发现，雌激素介导调控脊椎动物性

别决定、性别分化和性腺发育过程。在鸟类[4-6]、

爬行类[7-9]、鱼类[10-11]等非哺乳类动物中，雌激

素或其合成抑制剂(如芳香化酶抑制剂)甚至能
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够拮抗性染色体和温度等对性别的决定作用，继

而逆转性腺的性别分化方向。 
红耳龟 (Trachemys scripta)是一种常见的

TSD 爬行动物，其在 26 ℃产雄温度 (male- 
producing temperature, MPT)孵化下 100%胚胎分

化为雄性， 32 ℃产雌温度 (female-producing 
temperature, FPT)孵化下 100%胚胎发育为雌性。

根据红耳龟胚胎发育形态图谱[12]，第 14 期时性

腺刚刚形成，同时进入性别决定时期(第 14−17 期，

性别决定关键时期)；第 14−19 期，被称为温度

敏感期(temperature-sensitive period, TSP)，期间

孵化温度的改变会直接影响之后的性腺分化[13]。

大量研究已证实在 TSP 期间，外源雌激素能够

诱导红耳龟 MPT 性腺向雌性彻底逆转，而芳香化

酶抑制剂则导致 FPT 性腺完全分化为睾丸[13-15]，

但雌激素如何调控早期雌性分化及卵巢形成的

分子机制并不明晰。 
在大部分脊椎动物中，雌激素是通过与雌激

素受体(estrogen receptor, ER)特异性结合来发挥

调控作用。ER 主要包括两种介导基因组效应的

核受体 Esr1 (estrogen receptor 1, ERα)和 Esr2 
(estrogen receptor 2, ERβ)，以及介导非基因组效

应的 G 蛋白偶联膜受体 (G protein-coupled 
estrogen receptor 1, Gper1)[16-17]。小鼠雄性或雌性

个体中 esr1 基因缺失均会导致不育，而缺失 esr2
基因的雌性个体却仅表现出生育能力低下(雄性

无影响)[18-19]。敲低鸡的 gper1 基因，结果显示

Gper1 介导调控雌激素诱导的原始生殖细胞增

殖[20]，而 Gper1 在小鼠雌激素发挥作用的过程

中并非必需[21]。此外，越来越多的研究利用 ER
激动剂或抑制剂/拮抗剂来解析雌激素作用的具

体途径。在 GSD 动物中华鳖[22]和 TSD 动物美洲

短吻鳄[8]中，Esr1 激动剂与外源雌激素作用类

似，能够诱导未分化的 ZZ/MPT 性腺向雌性方向

逆转，提示在这两个物种中，Esr1 是介导雌激

素调控卵巢分化的主要受体。目前，关于红耳龟

Esr1、Esr2 和 Gper1 的功能研究尚未见报道，雌

激素作用的受体类型还不明确。 
为了解析雌激素受体是否直接影响红耳龟

胚胎性腺的性别分化，本研究向尚未启动性腺分

化的胚胎分别注射 Esr1 激动剂 PPT、Esr2 激动

剂 WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1，从组织形

态学和分子研究水平分析了性腺的性逆转情况。

研究结果揭示了 Esr1 在红耳龟早期雌性分化和

卵巢形成中的关键作用，为进一步阐明雌激素在

龟卵巢决定、分化和发育中的具体调控机制奠定

基础。 

1  材料与方法 
1.1  胚胎孵化及组织收集 

实验所需红耳龟受精卵采集自湖南汉寿龟

鳖养殖场(产蛋后 12 h 内收集)。将龟卵均匀地排

列在孵化盒中，盖上湿润的蛭石后置于孵化器中

孵育。设置两个孵化温度：产雄温度 26 ℃ (MPT)
和产雌温度 32 ℃ (FPT)，湿度控制在 75%−85%。

孵化过程中，对照红耳龟胚胎发育形态图谱[12]，

在关键发育时间点进行药物注射及胚胎组织

收集，本研究的动物实验方案通过了浙江万里

学院实验动物伦理委员会的伦理审查 (批准 
号：20230104002)。实验中，采集性腺和性腺-
中 肾 复 合 体 (gonad-mesonephros complexes, 
GMCs)，分别保存于 TRIzol (Invitrogen)和 4%多

聚甲醛(paraformaldehyde, PFA)中，用于 RNA 提

取和组织切片染色。将第 14−18 期和第 21 期的

MPT 和 FPT 性腺样品(3 个重复，共计 36 个样

本)，送至北京诺禾致源生物科技有限公司进行

2 代转录组测序(RNA-Seq)，基因的表达水平[每
千个碱基的转录每百万映射读取的片段数

(fragments per kilobase million, FPKM)值]由公司

分析后提供。 
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1.2  药物注射 
在 26 ℃ (MPT)孵化温度下，待龟卵发育至

第 16 期时，利用微量进样器向胚胎分别注射

Esr1 激动剂 PPT (Sigma)、Esr2 激动剂 WAY 
200070 (Aladdin)和 Gper1 激动剂 G-1 (Aladdin)，
药物浓度分别为 4.0、6.0 和 4.0 μg/μL (使用 95%
乙醇溶解)，注射量为 5 μL/枚卵。实验中，设置

MPT 和 FPT 对照组，注射 5 μL 95%乙醇。以上

每组各处理 300 枚受精卵。收集第 21 和 25 期胚

胎，分离性腺和 GMCs。 

1.3  RNA 提取和实时荧光定量 PCR 
将保存于 TRIzol 中的 MPT 和 FPT 正常组

性腺(第 14−18 期和 21 期)、3 个 ER 激动剂处理

组及对照组性腺(第 25 期)进行总 RNA 抽提，根

据逆转录试剂盒(Thermo Scientific)的操作流程，

合成 cDNA 模板。参考 TaKaRa 试剂盒说明书配

制 12.5 μL PCR 反应体系：6.25 μL SYBR® 
Premix，0.5 μL 引物(10 μmol/L)，1 μL cDNA  
(200 ng/μL)，4.75 μL 水。在 BIO-RAD 实时定量

PCR 仪(CFX Connect)上设置反应程序如下：

95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，
反应循环 40 次。实验中设置不少于 3 个生物学

重复(n≥3)，采用 2−ΔΔCt 法计算基因相对表达量，

选择 gapdh为内参基因。所得数据( x s± )用 SPSS
软件进行单因素方差分析，P<0.05 时具有统计

学意义。基因引物序列见表 1。 

1.4  组织包埋切片及染色 
将保存于 4% PFA 中的 GMCs 组织(第 21、

25 期)在 4 ℃条件下过夜固定(16−24 h)，次日用

50%乙醇替换 PFA，2 h 后置换为 70%乙醇(4 ℃
可长期保存)。包埋前在体视显微镜下观察并修

正 GMCs 组织形状，然后经 80%、90%、95%和

100%乙醇依次脱水，二甲苯透明后浸泡于液态

石蜡中，2 h 后完成石蜡包埋并进行切片[厚度

(6±1) μm]。组织切片在烘箱(60 ℃)中干燥后浸于 

表 1  引物序列  
Table 1  Primers sequences 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
esr1-F 
esr1-R 

TCATACACTCCTGTGAAAGTGG 
AGCTGAGGTCTGCTCAAAGTC 

esr2-F 
esr2-R 

TGCACTGCCTATGAACAGAGAG 
CCTTCACAAGACCAAACGCC 

gper1-F 
gper1-R 

AACACAGGAATTAAAAGGTCCAAGG 
TGCCATGCACAAAGCAAATGA 

dmrt1-F 
dmrt1-R 

ACTACCCTCCTGCCTCCTACCT 
CTCCTTTGGTGCTTTCATTGCT 

amh-F 
amh-R 

CGGCTACTCCTCCCACACG 
CCTGGCTGGAGTATTTGACGG 

sox9-F 
sox9-R 

CAGTCCGAGCCATTACAGCG 
GCGGGTGATGGTCGGGTA 

foxl2-F 
foxl2-R 

AGAACAGCATCCGCCACAAC 
CGGGTCCAGCGTCCAGTAG 

cyp19a1-F 
cyp19a1-R 

AGCACTATGGAAAGAAATTCGACCT 
GGTTTCAATAAGAGTGCTTGCCAA 

gapdh-F 
gapdh-R 

GGCTTTCCGTGTTCCAACTC 
GACAACCTGGTCCTCCGTGTATC 

 
二甲苯中彻底脱蜡，先后经 100%、90%、70%、

50%乙醇渗透，苏木素和伊红 (hematoxylin & 
eosin, H&E)染色，封片后在尼康 Ni-E 电动正置

显微镜下观察拍照。 

1.5  免疫荧光染色 
将 GMCs 组织切片脱蜡后依次经 100%、

90%、70%、50%乙醇逐级复水，后置于 95 ℃
的抗原修复液(10 mmol/L 柠檬酸钠溶液)中约

30 min。待自然冷却至室温后，向切片滴加封闭

液室温封闭 1 h。吸弃封闭液后，迅速滴加一抗

溶液过夜孵育(4 ℃)。次日，使用洗脱液清洗切

片(3 次，每次 10 min)，滴加荧光二抗和 4′,6-二
脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino-2-phenylindole, 
DAPI)混合液于室温下避光孵育，2 h 后使用洗

脱液充分清洗切片。经抗荧光衰减剂封片后，使

用激光扫描共聚焦显微镜 (Nikon)进行观察拍

照。本实验用到的一抗及稀释比例为：兔抗 Vasa 
(1:500, Abcam)、鼠抗 Ctnnb1 (1:500, Sigma)、兔

抗 Sox9 (1:500, Millipore)、羊抗 Foxl2 (1:300，
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杭州华安生物技术有限公司制备)、兔抗 Amh 
(1:1 000，杭州华安生物技术有限公司制备)和鼠

抗 Aromatase (Arom) (1:100，杭州华安生物技术

有限公司制备)；根据种属来源，对应的荧光二

抗及稀释比例为：驴抗兔 IgG594、驴抗鼠 IgG488
和驴抗羊 IgG488 (1:500, Invitrogen)。 

2  结果与分析 
2.1  雌激素受体基因在早期胚胎性腺中的

表达 
为了探究雌激素受体在红耳龟胚胎性腺性

别分化中的作用，首先检测了 3 种雌激素受体基

因 esr1、esr2 和 gper1 在性别决定和分化关键时

期(第 14−21 期，第 14 期时性腺刚开始形成)的
产雄温度(MPT)和产雌温度(FPT)性腺中的表达

规律。RNA-seq 结果显示，esr1 在被检时期性腺

中的转录水平均明显高于 esr2 和 gper1，且在性

别分化启动前的第 14−18 期(温度敏感期)，始终

呈现 FPT 性腺高表达。至第 21 期(雌雄性腺形态

结构差异分化明显)时，esr1 的表达量明显下降

(图 1A)。荧光定量 PCR 检测结果与转录组基本

一致，进一步证实 esr1 在 FPT 性腺中高表达，

而 esr2 和 gper1 仅微弱表达或不表达(图 1B)。
以上结果提示，Esr1 可能与红耳龟早期雌性分

化高度关联，而 Esr2 和 Gper1 在性腺分化中的

作用有限。 
 

 
 

图 1  雌激素受体基因 esr1、esr2 和 gper1 的表达   RNA-Seq (A)和 qRT-PCR (B)检测 3 种雌激素受体基

因在第 14−21 期 MPT 和 FPT 胚胎性腺中的表达情况. *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 1  Expression of estrogen receptor genes esr1, esr2 and gper1. The expression levels of three estrogen 
receptor genes in MPT and FPT gonads of stages 14−21 were analyzed by RNA-Seq (A) and qRT-PCR (B). *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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2.2  雌激素受体激动剂对性腺组织结构的

影响 
为了进一步明确 3 种雌激素受体在红耳龟

性腺分化中的调控角色，分别向性别分化启动

前的 MPT 龟胚施加 Esr1、Esr2 和 Gper1 激动

剂 PPT、WAY 200070 和 G-1，从性腺形态结

构、生殖细胞分布模式、雌雄基因和蛋白表达

分布方面对处理后的胚胎性腺进行了性逆转

分析。 
首先，从组织学水平对激活雌激素受体后

的第 25 期 MPT 性腺进行观察。体视显微镜下

可见，对照组 MPT 性腺外观短粗(图 2A)；对照

组 FPT 性腺较长且呈平扁状(图 2F)。经 PPT 注

射处理的 MPT 性腺呈现细长状，形态类似于

FPT 性腺(图 2B、2C)。性腺组织切片的 H&E
染色结果显示，对照组 MPT 性腺的外层皮质区

明显退化，而髓质区高度发育并形成雄性典型

结构——性索(图 2G、2G′)；对照组 FPT 性腺则

发育出较厚的皮质区，而髓质区显著退化，出

现空腔(图 2L、2L′)。PPT 处理后的 MPT 性腺

髓质区呈现不同程度的退化，未见明显的索状

结构，而皮质区变厚、出现生殖细胞(图 2H、

2I，图 2H′、2I′)，此时性腺由雄性逆转为雌性。

与 PPT 处理组相比，WAY 200070 和 G-1 处理

后的 MPT 性腺外形和内部结构均与雄性性腺

类似，髓质区分布有发达的雄性性索，此时性

腺仍向睾丸分化，未发生性别逆转现象(图 2D、

2E，图 2J、2K，图 2J′、2K′)。 
 

 
 

图 2  雌激素受体激动剂处理后性腺的形态结构变化   Esr1 激动剂 PPT、Esr2 激动剂 WAY 200070 和

Gper1 激动剂 G-1 分别处理 MPT 胚胎后，A−F：体视显微镜下观察第 25 期性腺的外部形态. Gd：性腺(黄
色虚线标示)；标尺：1 mm. G(G′)−L(L′)：H&E 染色观察第 25 期性腺的内部组织结构. Cor：皮质区；Med：
髓质区(黑色虚线代表皮质和髓质的分界)；标尺：50 μm  
Figure 2  Morphological and structural changes of gonads treated with estrogen receptor agonists. After MPT 
embryos treated with Esr1 agonist PPT, Esr2 agonist WAY 200070 and Gper1 agonist G-1, respectively. A−F: 
The external morphology of stage 25 gonads was observed by stereomicroscope. Gd: Gonads (circle it with a 
yellow dotted line); Scale bars: 1 mm. G (G′)−L (L′): H&E staining showed the internal organizational structure 
of stage 25 gonads. Cor: Cortical area; Med: Medullary area (the dashed black line represents the boundary 
between cortex and medulla); Scale bars: 50 μm. 
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2.3  雌激素受体激动剂对生殖细胞分布的

影响 
本研究通过生殖细胞特异性 Vasa 蛋白的免

疫荧光染色进一步明确雌激素受体激动剂处理

后生殖细胞的分布变化。结果如图 3 所示，生殖

细胞主要分布在 MPT 性腺的髓质区性索上和

FPT 性腺的皮质区内(第 25 期)。在经 PPT 处理

的 MPT 性腺中，生殖细胞主要定位在皮质区内，

与雌性分布模式一致(性逆转)，而 WAY 200070
和 G-1 处理后生殖细胞的分布未出现明显变化，

仍主要位于性腺内部性索上，与对照组 MPT 性

腺的分布模式类似。实验中以 Ctnnb1 (一种细胞

黏附蛋白，与膜蛋白结合)的免疫荧光染色来辅

助显示性腺内部的形态结构，其主要分布在红耳

龟 MPT 性腺内部髓质区性索上细胞以及 FPT 性

腺外层皮质区细胞的细胞膜上(图 3)。 

2.4  雌激素受体激动剂对雌雄基因表达的

影响 
为了进一步验证 Esr1 激动剂 PPT 能够诱导

MPT 性腺发生雄向雌性逆转，而 Esr2 激动剂

WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1 处理后的 MPT
性腺仍向雄性方向分化，本研究利用 qRT-PCR
从分子水平分析激活雌激素受体对雌雄特异

性基因(雄性：dmrt1、amh 和 sox9；雌性：foxl2
和 cyp19a1)表达的影响。结果如图 4 所示，

dmrt1、amh 和 sox9 基因在对照组 MPT 性腺中 
 

 
 

图 3  雌激素受体激动剂处理后生殖细胞的分布变化   Vasa 免疫荧光染色观察 Esr1 激动剂 PPT、Esr2
激动剂 WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1 分别处理 MPT 胚胎后，第 25 期性腺中生殖细胞的分布情况. 标
尺：50 μm  
Figure 3  Distribution changes of germ cells after estrogen receptor agonist treatment. Vasa 
immunofluorescence staining showed the distribution of germ cells in gonads of stage 25 MPT embryos after 
treatments with Esr1 agonist PPT, Esr2 agonist WAY 200070 and Gper1 agonist G-1, respectively. Scale bars: 
50 μm. 
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图 4  雌激素受体激动剂处理后性别特异性基因的表达变化   qRT-PCR 检测 Esr1 激动剂 PPT、Esr2 激

动剂 WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1 分别处理 MPT 胚胎后，第 25 期性腺中 dmrt1、amh、sox9、foxl2
和 cyp19a1 mRNA 的表达. ***：P<0.001；n.s.：无显著差异 
Figure 4  Expression changes of sex-specific genes after estrogen receptor agonist treatment. The mRNA 
expression of dmrt1, amh, sox9, foxl2 and cyp19a1 in gonads of stage 25 MPT embryos after treatments with 
Esr1 agonist PPT, Esr2 agonist WAY 200070 and Gper1 agonist G-1, respectively, were detected by qRT-PCR. 
***: P<0.001; n.s.: No significance. 

 
呈现高水平表达，而 foxl2 和 cyp19a1 仅微弱表

达，甚至未能检测到其表达信号；相反地，在对

照组 FPT 性腺中，foxl2 和 cyp19a1 高度表达，

而 dmrt1、amh 和 sox9 的表达水平较低。PPT 处

理后，MPT 性腺中 dmrt1、amh 和 sox9 mRNA
表达水平明显降低(P<0.001)，而 foxl2 和 cyp19a1 
mRNA 表达量显著上升(P<0.001)。相比之下，

WAY 200070 和 G-1 处理后这 5 个基因的表达量

均未发生显著变化(统计学上无差异)，dmrt1、
amh 和 sox9 仍维持高水平表达，foxl2 和 cyp19a1
呈现低表达，与对照组雄性性腺中的表达模式一

致(图 4)。 

2.5  雌激素受体激动剂对雌雄蛋白分布的

影响 
利用免疫荧光染色技术对 Amh、Sox9、

Foxl2、Aromatase (Arom，由 cyp19a1 基因编码)
蛋白在处理性腺中的分布变化进行检测，Sox9 
& Foxl2 (图 5)和 Amh & Arom (图 6)双标染色

显示，Sox9 和 Amh 分别主要分布在 MPT 性腺

髓质区 sertoli 细胞的细胞核和细胞质中，而在

FPT 性腺中几乎未见表达的荧光信号；Foxl2
和 Arom 则分别主要定位于 FPT 性腺体细胞 
的细胞核和细胞质中，而在 MPT 性腺中未见

表达。PPT 处理后，在少部分第 21 期 MPT 性 
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图 5  雌激素受体激动剂处理后性别特异性蛋白 Sox9 和 Foxl2 的分布变化   免疫荧光双标染色检测

Esr1 激动剂 PPT、Esr2 激动剂 WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1 分别处理 MPT 胚胎后，第 21 期和 25
期性腺中 Sox9 和 Foxl2 蛋白的表达分布. 标尺：50 μm 
Figure 5  The distribution changes of sex-specific proteins Sox9 and Foxl2 after estrogen receptor agonist 
treatment. Double immunofluorescence staining showed the expression distribution of Sox9 and Foxl2 in 
gonads of stage 21 and 25 MPT embryos after treatments with Esr1 agonist PPT, Esr2 agonist WAY 200070 and 
Gper1 agonist G-1, respectively. Scale bars: 50 μm.  
 

腺中，同时检测到了 Sox9 和 Foxl2 以及 Amh
和 Arom 的表达信号，此时性腺呈现间性(卵睾

丸) (间性数/逆转数：9/24，表 2)；大部分性腺

中仅见 Foxl2 和 Arom 的荧光信号，性腺完全

逆转为雌性(卵巢数/逆转数：15/24，表 2)。待

胚胎发育至第 25 期时，在 PPT 处理后的 MPT
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性腺中 Sox9 和 Amh 的表达几乎完全消失，

Foxl2 和 Arom 被诱导呈现丰富表达，此时发生

性逆转的 MPT 性腺全部彻底分化为卵巢，未发

现雌雄间性个体(卵巢数/逆转数：26/26，表 2)。

相比之下，WAY 200070 和 G-1 处理后这 4 个

蛋白在 2 个时期的表达水平及分布模式均与 
对照组 MPT 性腺类似，未发生性别逆转现象

(图 5 和图 6)。 

 
 

图 6  雌激素受体激动剂处理后性别特异性蛋白 Amh 和 Arom 的分布变化   免疫荧光双标染色检测
Esr1 激动剂 PPT、Esr2 激动剂 WAY 200070 和 Gper1 激动剂 G-1 分别处理 MPT 胚胎后，第 21 期和 25
期性腺中 Amh 和 Arom 蛋白的表达分布. 标尺：50 μm 
Figure 6  The distribution changes of sex-specific proteins Amh and Arom after estrogen receptor agonist 
treatment. Double immunofluorescence staining showed the expression distribution of Amh and Arom in 
gonads of stage 21 and 25 MPT embryos after treatments with Esr1 agonist PPT, Esr2 agonist WAY 200070 and 
Gper1 agonist G-1, respectively. Scale bars: 50 μm. 
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以上研究结果证明，单独激活 Esr1 确实能

够充分启动红耳龟早期雌性分化过程。数据统计

如表 2 所示，在 PPT 处理后的 MPT 胚胎中，    

第 21期时，70.59% (24/34)性腺向雌性方向逆转；

第 25期时，70.27% (26/37)性腺彻底分化为卵巢，

性逆转率高。而 WAY 200070 和 G-1 处理后的

MPT 性腺 100%仍发育为睾丸，未观察到性逆转

个体(表 2)。 

3  讨论与结论 
在大部分脊椎动物中，雌激素在雌性性别决

定、性腺分化和卵巢发育中扮演重要的调控角

色，甚至能够拮抗遗传因子或环境信号(如温度)

对早期性别的决定作用，从而逆转性腺的分化方

向。在红耳龟中，外源雌激素可单独诱导产雄温

度(MPT)下的胚胎性腺完全分化为卵巢已得到

充分的证实，本研究以雌激素受体(ER)为切入

点，旨在为揭示雌激素调控龟性别决定和性腺分

化的分子机制提供基础。 

雌激素主要通过结合 ER (Esr1、Esr2 和/或

Gper1)发挥调控作用。特异性敲除(或敲低) ER

编码基因或施加 ER 激动剂、抑制剂(或拮抗剂)

已成为鉴定受体功能以及揭示雌激素作用机制

(受体)的常用方法。本研究向性别分化前的红耳

龟 MPT 胚胎分别注射 3 种 ER 的激动剂，结果

发现 Esr1 激动剂 PPT 处理后的 MPT 性腺逆转

为卵巢，生殖细胞及雌雄特异性基因和蛋白的表

达分布均与雌性相似(与施加外源雌激素的影响

类似[14])，而 Esr2 和 Gper1 激动剂处理后的性腺

仍维持原有的分化路径，最终发育为睾丸，提示 
 
表 2  雌激素受体激动剂处理 MPT 胚胎后性腺的雌雄数量及性逆转率  
Table 2  The number of male and female gonads and the rate of sexual reversal after treatment of MPT embryo 
with estrogen receptor agonists 
Developmental 
stage 

Incubation 
temperature 

Treated groups Number 
of embryos 

Number 
of testes 

Number of 
ovaries 

Numumber 
of ovotestes 

Sex 
(reversal rate) 

Stage 21 Male-producing 
temperature (26 ℃) 

Control group 32 32 0 0 – 
Esr1agonist  
PPT 

34 10 15 9 70.59%  
(15+9)/34 

Esr2 agonist 
WAY 200070 

38 38 0 0 0%  
(0+0)/38 

Gper1 agonist  
G-1 

32 32 0 0 0%  
(0+0)/32 

Female-producing 
temperature (32 ℃) 

Control group 31 0 31 0 – 

Stage 25 Male-producing 
temperature (26 ℃) 

Control group 42 42 0 0 – 
Esr1agonist  
PPT 

37 11 26 0 70.27% 
(26+0)/37 

Esr2 agonist  
WAY 200070 

36 36 0 0 0%  
(0+0)/36 

Gper1 agonist 
G-1 

34 34 0 0 0%  
(0+0)/34 

Female-producing 
temperature (32 ℃) 

Control group 44 0 44 0 – 

Male-to-female sex reversal rate=(numbers of ovaries and ovotestes)/numbers of embryos. The “–” in the table indicates the 
control group, and there is no sexual reversal. 
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Esr1 在红耳龟早期雌性分化和卵巢形成中具有

不可或缺的关键作用。同样地，在另一种 TSD
动物美洲短吻鳄中，PPT 能够诱导产雄温度下

的胚胎性腺分化为卵巢，而在同样环境下施加

Esr2 激动剂 WAY 200070 后未观察到性别逆转

现象[8]。在同属龟鳖目的 GSD 动物中华鳖中，

先前研究也已证明 PPT 与雌激素一样，能够充

分启动性腺的雌性分化通路[22-23]，而且抑制 Esr1
能够恢复外源雌激素引起的性逆转，明确了雌激

素是通过 Esr1 诱导卵巢分化[22]。与上述龟鳖和

鳄鱼等爬行动物不同，在哺乳类和鱼类中，ER
似乎仅在生殖中表现出多样的功能。研究发现，

无论在雄性还是雌性小鼠中，Esr1 都比 Esr2 具

有更重要的作用——敲除 esr1 会导致 XX 和 XY
个体不育，敲除 esr2 后的 XX 个体仅表现出较低

的生育能力，而 XY 个体仍具有生殖能力[18-19]。

与两种核受体相比，Gper1 似乎并不参与小鼠生

殖器官中的雌激素反应[21]，而在鸡中，Gper1 被

证实介导调控雌激素诱导的原始生殖细胞增殖

过程[20]。在一些硬骨鱼中，Esr2 似乎对生殖功

能更为重要——分别单独敲除 esr1、esr2a 和

esr2b 后，雄性和雌性斑马鱼仍具有正常的生殖

功能，而对雌鱼 esr2a 和 esr2b 进行双敲后，卵

泡发育受阻，且随后发生了性逆转[24-25]。此外，

esr2a−/−型雌性青鳉表现出输卵管不通，导致完

全不育[26]。上述研究提示，在不同进化地位的

脊椎动物中，介导雌激素发挥调控作用的雌激素

受体的类型及主要功能是不同的，而在不同性别

决定模式的爬行动物(如龟鳖类)中，雌激素主要

通过 Esr1 调控早期卵巢分化可能是保守的。 
雌激素的信号传递是一个极为复杂的级联

反应，尤其是核受体 Esr 介导的基因组效应发挥

功能需要较长的时间(膜受体 Gper1 介导的非基

因组效应能够快速响应雌激素)[27]。在红耳龟和

中华鳖中，本课题组先前通过 RNA 干扰和过表 

达 技 术 分 别 鉴 定 了 雄 性 分 化 关 键 基 因

dmrt1[14,28]、amh[29-30]和 sox9[31]以及雌性分化重

要基因 foxl2[32-33]和 cyp19a1[34-35]，发现尽管 TSD
和 GSD 最上游的调控者不同(环境温度和性染

色体上的性别决定基因)，但二者可能拥有类似

的下游分子调控通路。本研究发现，激活红耳龟

Esr1 后，dmrt1、amh 和 sox9 表达显著下调，而

foxl2 和 cyp19a1 表达明显上升，与在中华鳖中

的发现一致[22]。这提示雌激素与这些性别决定

和分化相关基因有着直接或间接的联系，也就

是说，在龟鳖动物中，雌激素结合 Esr1 后可能

通过作用于 foxl2 等下游性别相关基因从而诱

导卵巢分化，然而其中具体的分子级联路径还

需进一步研究。 
在美洲短吻鳄[8]、太平洋丽龟[7]、红耳龟[13,15]

等 TSD 动物的温度敏感期(TSP)内，施加雌激素

能够单独诱导 MPT 性腺向卵巢发育，表明决定

性别的温度效应被外源雌激素阻断，这似乎提示

内源雌激素在性别决定中可能也发挥着重要的

调控作用。而本课题组前期研究发现，雌激素合

成酶芳香化酶(aromatase，催化内源雄激素转化

为雌激素的关键酶)在红耳龟性别分化启动后的

FPT 性腺中才被检测到表达信号，其编码基因

cyp19a1 的性别差异性表达于第 17 期(性别决定

后期)开始出现，在第 19 期 FPT 性腺中的表达量

迅速上调[34]。此外，与 26 ℃ (产雄温度)相比，

在 29.2 ℃孵化温度(雌雄比例约为 1:1)下，更低

剂量的外源雌激素就可以诱导产生全雌子代，这

表明孵化温度越接近产雌温度(32 ℃)，诱导双向

潜能性腺最终分化为卵巢所需的雌激素剂量可

能越低[36]。结合 Esr1 的表达特征[在性别决定后

期(17、18 期)的 FPT 性腺中高度表达，且与 MPT
性腺中的表达量存在极显著的差异]，提示在红

耳龟中，(外源)雌激素似乎仅是干扰而不是简单

地推翻温度诱导的性别决定通路，其在性别分化
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中的调控作用更为明显。 
综上所述，本研究从组织形态学和分子研究

水平探讨了 3 种 ER 激动剂对红耳龟胚胎性腺分

化的影响，发现仅 PPT 能够诱导形成 MPT 型卵

巢，明确了 Esr1 在早期雌性分化启动中的充分

作用，提示 Esr1 极可能是介导雌激素调控龟卵

巢分化的主要受体。接下来，拟向 MPT 龟胚先

后施加雌激素和 Esr1 抑制剂(或施加雌激素+敲
低 esr1 基因)，观察由雌激素诱导的雄转雌性逆

转能否被有效地恢复，从而进一步明确 Esr1 在

龟雌激素调控通路中的角色定位。 
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