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脊尾白虾 Dnmt2 启动子克隆及其转录调控分析 
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摘要: 为探明脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda) Dnmt2 (DNA methyltransf-erase2, Dnmt2)启动子对

Dnmt2 转录的调控作用, 本研究利用染色体步移技术克隆得到脊尾白虾 Dnmt2 启动子, 使用在线软件

预测该基因启动子区域的转录调控元件及转录因子结合位点, 通过构建一系列缺失表达载体, 利用双

荧光素酶报告基因检测技术鉴定了该基因核心启动子区, 并对其启动子活性进行检测。结果表明, 克

隆的脊尾白虾 Dnmt2 启动子长度为 1315 bp, 转录起始位点“A”位于 ATG 上游 236 bp, 启动子区域

含有多种转录因子结合位点, 包括 STAT3、SOX、NF-κB、E2F、GATA-1 等, 但缺乏 CpG 岛。双荧光

素酶报告基因检测显示, Dnmt2 核心启动子区位于–196~+81 bp, 对启动子区域进行活性检测发现, 在

该基因启动子–640~–452 bp 区域内可能存在促进基因表达的转录调控元件, 而在–1160~ –640 bp 区域

可能存在抑制该基因表达的转录调控元件。本研究结果为进一步研究 Dnmt2 启动子的表达调控机制提

供理论依据。 
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DNA 甲基化是由 DNA 甲基转移酶(DNA me-

thyltransferase, DNMT)以活性甲基化合物 S-腺苷

甲硫氨酸 (SAM)为甲基供体 , 将甲基基团催化并

转移到 DNA 特定碱基上的表观遗传修饰过程 [1], 

在基因印迹 [2]、X 染色体失活 [3]和维持染色体结构

完整性 [4]等方面发挥重要作用。DNA 甲基转移酶

在生物机体内由甲基化转移酶基因表达而来 , 已

知生物基因组中含有多种 DNA 甲基化转移酶基因 , 

包括 Dnmt1、Dnmt2 和 Dnmt3 等 [5], 其中 DNA 甲

基转移酶 2 基因(DNA methyltransferase2, Dnmt2)

在各类真核生物中广泛存在 , 含有 DNA 甲基转移

酶的所有特征性保守基序 , 是 DNA 甲基转移酶基

因家族进化过程中最保守的家族成员 [6]。研究发现 , 

DNMT2 还具有催化 tRNA 甲基化的功能 [7]。在罗

氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)中的研究显示 , 

Dnmt2 在卵巢中的表达量显著高于其他组织 , 胚

胎早期发育阶段中表达量显著高于其他发育阶段 , 

表明其可能在罗氏沼虾早期胚胎发育中起调节作

用[8]。对三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) Dnmt2

基因于不同组织及发育阶段的表达分析中同样发

现, Dnmt2 在三疣梭子蟹胚胎、幼体和性腺发育调控

中可能具有重要作用[9]。 基因的表达受多种调控机

制影响 , 启动子是最主要的调控方式之一 , 真核生

物的启动子是一段位于结构基因 5′端上游的 DNA

序列, 含有 RNA 聚合酶特异性结合和转录起始所

需的保守序列, 决定基因转录起始的位置 [10]。通常

情况下, 转录因子通过与启动子上特定序列的结合, 
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将来自细胞表面的信息传递至核内基因, 促进或抑

制相关蛋白的转录 [11], 启动子区域的元件组成和其

具有的功能对于基因的表达和转录环节的调控至

关重要 [12, 13]。 

目前, 有关 Dnmt2 转录调控的研究较少, 尤其

在甲壳动物中。脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)

广泛分布于中国沿海海域, 具有繁殖能力强、生长

周期短、环境适应性广的特点。近年来, 在传统虾

类养殖难度增加、利润下降的情况下, 脊尾白虾养

殖产量增长迅速, 已成为中国沿海地区池塘单养或

混养的重要品种[14, 15]。本课题组前期克隆获得脊尾

白虾 Dnmt2 cDNA 全长序列 1 321 bp, 同源序列比

对发现与罗氏沼虾 Dnmt 2 同源性最高为 78.67%, 

进一步通过构建 NJ 系统进化树, 显示与罗氏沼虾

Dnmt 2 聚为一支。在此基础上, 本研究通过染色体

步移技术克隆得到脊尾白虾 Dnmt2 启动子序列, 运

用生物信息学方法预测转录因子结合位点和 CpG

岛位点 , 构建了相应的报告基因验证启动子活性 , 

为进一步揭示 Dnmt2 转录调控的分子机制奠定理论

基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用脊尾白虾为实验室自繁而来个体, HEK293

细胞为本实验室保存。 

1.2  实验方法 

取脊尾白虾新鲜肌肉组织 , 液氮研磨后用动物

基因组 DNA 快速抽提试剂盒(生工生物工程)提取

DNA。根据本课题组克隆获得的脊尾白虾 Dnmt2 

cDNA 全长序列, 利用 PrimerPremier 5.0 设计步移引

物(表 1), 由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

使用 Genome Walking Kit(TaKaRa)试剂盒对 Dnmt2

启动子序列进行克隆。 

 
表 1  脊尾白虾 Dnmt2 启动子区扩增引物 
Tab. 1  Primers used to amplify Dnmt2 promoter in the E. carinicauda 

引物名称 引物序列(5′→3′) 片段长度/bp 退火温度/℃ 延伸/s 用途 

1st-SP1 CTGAGACAGTTTTTGAAGAAGATCA 60.1 

1st-SP2 ATCCGGAGCAAAAGCTTCCAGATTG 68.9 

1st-SP3 GTGTTGATTTCGTAGCTTCCGACGA 

1 197 

65.7 

2 min 第一次步移扩增

2nd-SP1 CGTTTCACAACATTTTCCAACGCCT 68.4 

2nd-SP2 CCAGAAGTGTTAAAACCTGAACGAG 61.7 

2nd-SP3 AGAATAGCGGTTGCCTATCACCATG 

614 

67.8 

2 min 第二次步移扩增

 

1.3  序列分析 

利用在线分析网站 BDGP(https://www.fruitfly. 

org/seq_tools/promoter.html)预测 Dnmt2 启动子序列

起始位点, 使用 JASPAR(https://jaspar.genereg.net/)、

TFBIND(https://tfbind.hgc.jp/)和 AnimalTFDB3.0(http:// 

bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB/#!/) 预 测 分 析

启动子转录调控位点, 通过 MethPrimer(http://www. 

urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi) 预 测

CpG 岛。 

1.4  启动子活性分析 

1.4.1  启动子不同截短体的构建 

根据克隆得到的脊尾白虾 Dnmt2 的启动子序列, 

设计启动子区域不同长度片段扩增引物, 引物序列

见表 2。上下游引物 5′端分别添加 MluI 和 SmaI 酶切

位点(加粗字母表示), 酶切位点前添加保护碱基, 由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

以提取的 DNA 为模板 , 使用 Dnmt2 启动子不

同长度片段的扩增引物进行 PCR 扩增 , 得到片段

D1、D2、D3、D4 和 T1、T2、T3、T4。使用 MluI

和 SmaI 快切酶(生工生物工程 , 上海)分别双酶切

片段 D1~D4、T1~T4 和 pGL3-Basic 质粒 , 利用 T4

连接酶连接构建重组质粒 , 并转化至 DH5α感受态

细胞(Vazyme, China), 将菌液 PCR 筛选得到的阳

性克隆送至生工生物工程 (上海 )股份有限公司进

行测序。利用质粒小提试剂盒 (生工生物工程 , 上

海 )提取测序结果正确的阳性质粒 , 使用 MluI 和

SmaI 快切酶进行双酶切验证, 将构建成功的重组质

粒分别命名为 pGL3-Basic-D1~D4 和 pGL3-Basic- 

T1~T4。  
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表 2  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同长度片段克隆引物 
Tab. 2  Primers used to amplify deletion fragments of the E. carinicauda Dnmt2 promoter 

片段

名称 

引物

名称 
引物序列(5′→3′) 片段长度/

bp 

退火温度/

℃ 
延伸/s 扩增区域/bp

D-F-1 CGACGCGTGAATTTAGTCGTAAGAATTTTCTTA 
D1 

D-R-1 TCCCCCGGGATGGAGTGTCACAAACAGTCACTTT
307 65 30 s –215~+92 

D-F-2 CGACGCGTAGAGCGATTTACTCGTTCAGGTTTT 
D2 

D-R-2 TCCCCCGGGCAAACAGTCACTTTACTATTATCTA
533 68.1 40 s –452~+81 

D-F-2 CGACGCGTAGAGCGATTTACTCGTTCAGGTTTT 
D3 

D-R-3 TCCCCCGGGGTACTGTACTGTATGGTTTTCATTC 
346 68.1 30 s –452~–106

D-F-2 CGACGCGTAGAGCGATTTACTCGTTCAGGTTTT 
D4 

D-R-4 TCCCCCGGGAAATTCTTACGACTAAATTCACACA
256 68.1 25 s –452~–196

T-F-1 CGACGCGTGAACCAACTAAACATAATCTTCCAG 
T1 

D-R-1 TCCCCCGGGATGGAGTGTCACAAACAGTCACTTT
1 407 65.5 1 min30 s –1315~+92 

T-F-2 CGACGCGTTTGTTCGTACATAGATACAAACCAT 
T2 

D-R-1 TCCCCCGGGATGGAGTGTCACAAACAGTCACTTT
1 032 63.7 1 min15 s –940~+92 

T-F-3 CGACGCGTATTGATTTTATTCTGGATAAGTATT 
T3 

D-R-1 TCCCCCGGGATGGAGTGTCACAAACAGTCACTTT
732 64.8 1 min –640~+92 

D-F-2 CGACGCGTAGAGCGATTTACTCGTTCAGGTTTT 
T4 

D-R-1 TCCCCCGGGATGGAGTGTCACAAACAGTCACTTT
544 68.1 45 s –452~+92 

注: 加粗字母表示酶切位点 

 
1.4.2  细胞培养及瞬时转染 

使用含有 10%血清、1%双抗(青霉素和链霉素)

的 DMEM 完全培养基(生工生物工程 , 上海 ), 于

37℃、5% CO2 培养箱中培养 HEK293 细胞。细胞

生长至指数生长期时 , 接种于 24 孔板中 , 待细胞

完全贴壁生长至约 80%汇合时 , 使用转染试剂

ExFect Transfection Reagent (Vazyme, China)进行

瞬时转染 , 内参质粒为 pRL-TK, 分别将重组质粒

和空载质粒与内参质粒以 100︰1 的比例共转染到细

胞中, 每个样品做 3 次重复, 转染 32 h 后收集细胞, 

使用 Dual Luciferase Reporter Assay Kit (Vazyme, 

China)报告基因活性检测试剂盒进行双荧光素酶

活性检测。  

1.4.3  双荧光素酶活性测定 

待转染 32 h 后, 吸弃细胞培养基, 用 PBS 洗涤两

次, 每个孔加入 100 μL 细胞裂解缓冲液, 室温静置裂

解 5 min, 吹打并吸取细胞裂解产物至 1.5 mL离心管

中, 12 000 g 常温离心 2 min 后, 取上清用于后续检

测。首先进行萤火虫荧光素酶反应检测: 将 100 μL

平衡至室温的荧光素底物加入检测管中, 小心吸取

20 μL 细胞裂解上清至检测管中, 迅速混匀后立即于

发光检测仪(Promega GloMax 20/20)中检测萤火虫荧

光素酶报告基因活性。再进行海肾荧光素酶反应检

测: 在以上反应液中加入 100 μL 新鲜配制的海肾底

物工作液, 迅速混匀后立即于发光检测仪中检测海

肾荧光素酶报告基因活性, 记录结果。 

1.4.4  统计分析 

启动子的相对活性用萤火虫荧光素酶的值/海肾

荧光素酶的值表示。实验数据利用 SPSS22.0 进行统

计学分析, 使用 Origin9.0 进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  脊尾白虾 Dnmt2 启动子序列的克隆和

生物信息学分析 

通过染色体步移克隆获得Dnmt2启动子序列, 从

翻译起始密码子(ATG)起向上游共 1 551 bp。对序列

进行生物信息学分析 , 结果显示 : 转录起始位点是

位于 ATG 上游的第 236 个碱基“A”, –26 bp 处发现

TATA-box, 分析启动子序列发现, Dnmt2 启动子含有

多个转录因子结合位点, 包括 STAT3、NF-κB、E2F、

GATA-1 和 SOX 等(图 1)。用在线软件 MethPrimer

预测启动子区域 CpG 岛(检索标准: Islandsize>100.0、

GCPercent>50.0、Obs/Exp>0.6), 结果显示本研究获

得的 Dnmt2 启动子区域中不含 CpG 岛。 
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图 1  脊尾白虾 Dnmt2 近端启动子转录因子结合位点预测 

Fig. 1  Prediction of transcription factor binding sites in the proximal promoter of Dnmt2 in E. carinicauda 

黑色方框标记转录起始位点(TSS); 黑色加粗字体标记起始密码子; 阴影、下划线标记转录因子 

The black box marks the transcription initiation site (TSS); Black bold font marks the start codon; shaded and underlined indicate transcription factors 
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2.2  脊尾白虾 Dnmt2 启动子区不同长度片

段的扩增 
以脊尾白虾基因组 DNA 为模板, 用引物 D-F-1 和

D-R-1扩增片段D1(–215 bp~+92 bp), 引物D-F-2分别于

D-R-2、D-R-3 和 D-R-4 扩增片段 D2(–452 bp~+81 bp),  

D3(–452 bp~–106 bp)和 D4(–452 bp~–196 bp), 引物

T-F-1, T-F-2, T-F-3 和 D-F-2 分别与 D-R-1 扩增片段

T1(–1315 bp~+92 bp), T2(–940 bp~+92 bp), T3(–640 bp~ 
+92 bp)和 T4(–452 bp~+92 bp), PCR 产物大小分别与预

期设计的长度一致(图 2), 表明成功获得目的 DNA 片段。 

 

图 2  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同长度片段的扩增(M. DL2000 DNA Marker) 

Fig. 2  Amplification of Dnmt2 promoter deletion fragments of the E. carinicauda 

 

2.3  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同长度片段

表达载体的构建 
用 MluI和 SmaI快切酶双酶切各表达载体 PGL3- 

Basic-D1~D4 以及 PGL3-Basic-T1~T4, 电泳检测结

果(图 3)显示, 有相应的载体和启动子片段 2 条带, 

说明表达载体构建成功。 

 

图 3  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同长度片段的扩增(M.DL2000 DNA Marker) 

Fig. 3  Amplification of Dnmt2 promoter recombinant plasmids of the E. carinicauda 

 

2.4  脊尾白虾 Dnmt2 核心启动子区的验证 
将构建的双荧光素酶报告基因重组质粒 pGL3- 

Basic-D1~D4(图 4)和空载质粒 pGL3-Basic 分别与内

参质粒 pRL-TK 共转染至 HEK 293 细胞, 转染 32 h

后 , 收集细胞检测荧光值 , 将检测的结果进行单因

素方差分析。结果显示, 重组质粒 pGL3-D4 荧光活

性与对照质粒 pGL3-Basic 无显著性差异(P<0.05), 

pGL3-Basic-D1、pGL3-Basic-D2 和 pGL3-Basic-D3
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与对照质粒 pGL3-Basic 均有显著性差异(P<0.05), 

其中 pGL3-Basic-D2 的相对荧光活性最高 , pGL3- 

Basic-D1 和 pGL3-Basic-D3 活性次之(图 5)。结果表

明–196bp~+81bp 能够维持 Dnmt2 启动子基本转录活

性, 为该基因核心启动子区域。 

 

图 4  质粒 pGL3-Basic-D1~D4 简图 

Fig. 4  Diagram of plasmids pGL3-Basic-D1~D4 
 

2.5  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同截短体的

活性分析 

对 Dnmt2 启动子不同长度片段的双荧光素酶报

告基因表达载体进行活性检测。结果显示, 重组质粒

pGL3-Basic-T1、pGL3-Basic-T2、pGL3-Basic-T3、

pGL3-Basic-T4 转染 32 h 后的活性较对照质粒 pGL3- 

Basic 均显著性增强(P<0.05)。pGL3-Basic-T3 的相对

荧光活性显著高于其他组(P<0.05), pGL3- Basic-T1 和 

 

图 5  脊尾白虾 Dnmt2 启动子含转录起始位点和不含转录

起始位点活性分析 

Fig.5  Activity analysis of the fragments containing and not 
containing transcription start site of the E. carini-
cauda Dnmt2 promoter 

数据以平均值±标注误表示(每个样品 3 个重复); 不同小写字母

表示差异显著(P<0.05), 图 6 同 

Date are described as Mean±SE (n=3); Different small letters above 
the bars indicate significant differences (P<0.05), the same as Fig.6  

 
pGL3-Basic-T2 两组之间活性无显著性差异(P<0.05), 

pGL3-Basic-T4的相对荧光活性显著低于 pGL3-Basic- 

T3(P<0.05)(图 6b)。结果说明, 在脊尾白虾 Dnmt2 启

动子–640 bp~–452 bp 区域可能存在促进该基因表达

的转录调控元件, 在–940 bp~–640 bp 区域的转录调

控元件表现出抑制该基因表达的作用。 

 

图 6  脊尾白虾 Dnmt2 启动子不同长度片段示意图及活性分析 

Fig. 6  Diagrammatic drawing (a) and activity analysis (b) of deletion fragments of the E. carinicauda Dnmt2 promoter 

 
 

3  讨论 

3.1  启动子结构及转录因子分析 

本研究获得脊尾白虾 Dnmt2 5′端上游 1 315 bp

启动子序列, 转录起始位点为翻译起始密码子 ATG

上游 236 bp 处的碱基“A”, 在其上游 26 bp 处发现

TATA-box 转录结合位点。TATA-box 为真核生物启

动子序列关键的调控元件, 通常位于转录起始位点

前 25~30 bp 区域内[16], 能与 RNA 聚合酶Ⅱ特异性结

合形成转录前起始复合物(Transcription pre-initiation 

com plex, PIC), 调节转录起始。TATA-box 一旦发生

突变将导致转录效率降低, 甚至转录被阻止[17]。而另
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有研究发现, 缺少 TATA-box 的启动子也可以调节基

因的组织特异性表达[18]。在甲壳类动物中, TATA-box

调控基因表达的机制还需要进一步研究。 

经在线软件预测, Dnmt2启动子区域含有STAT3、

NF-кB、E2F、SOX、GATA-1 等多种转录因子结合

位点。其中, SOX 转录因子广泛参与生物体早期胚胎

及神经系统发育的调控 [19], 并在性别决定和分化过

程中发挥重要作用[20]。STAT3 转录因子具有信号转

导和转录激活的双重作用, 是 JAK-STAT 信号途径

的重要环节[21]。同时也在胚胎早期发育的过程中扮

演重要角色 , 在小鼠(Mus musculus)的试验中表明 , 

STAT3 转录因子对于大鼠胚胎早期发育和存活至关

重要[22]。转录因子 E2F 家族可以通过调节细胞 DNA

合成以及与细胞增殖有关的基因表达参与细胞周期

的调控, 在细胞增殖、分化和凋亡的过程中发挥作

用[23]。以上转录因子的存在, 提示 Dnmt2 启动子有

可能参与脊尾白虾早期胚胎发育及性腺发育过程。 

CpG 岛通常位于基因的启动子和第一个外显子

区域[24], 这些区域的 DNA 甲基化与转录激活密切相

关[25]。将本研究获得的启动子进行软件分析, 发现其

不含 CpG 岛。统计显示, 大约有 40%的哺乳动物基

因在其启动子和外显子区域中包含 CpG 岛 [26], 提

示脊尾白虾 Dnmt2 启动子可能不含 CpG 岛, 也另有

可能是因目前获得的脊尾白虾 Dnmt2 启动子太短, 

需进一步向上游扩增获得更长的序列再进行 CpG 岛

检测。 

3.2  核心启动子区分析 

核心启动子区是指在 RNA 聚合酶及转录因子共

同作用下精确指导转录起始的最小一段 DNA 序列, 

包含 TATA-box、TFIIB 识别元件和以转录起始位点

为中心的起始子等结构, 是基因准确有效转录的核心

区域[27]。本研究的核心启动子区验证结果显示–196~ 

+81 bp 能够维持 Dnmt2 启动子基本转录活性, 为该

基因核心启动子区域。在 DNA 甲基转移酶基因家族

成员 Dnmt1 启动子的研究中, 小鼠 Dnmt1 核心启动

子被发现位于–1 866~–1 734 bp 区域内[28]。因此, 不

同基因核心启动子在结构和功能上会存在差异[29]。 

3.3  启动子调控原件分析 

为检测 Dnmt2启动子区域活性, 本研究同时构建

了 4 个启动子逐渐缺失片段表达载体, 用萤火虫荧光

素酶和海肾荧光素酶双报告基因检测各缺失片段表

达载体的转录活性。结果发现, 在脊尾白虾 Dnmt2 启

动子–640b~–452 bp 区域可能存在促进该基因表达的

转录调控原件, 经在线软件分析, 在–640~–452 bp 内

发现 GATA-1 转录因子结合位点, 表明 GATA-1 转录

因子可能正调控 Dnmt2 表达, 这与 GATA-1 转录因子

在中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis) βGBP-HDL

基因启动子中表现出的正调控作用一致[30]。在胚胎

发育过程中, 组织器官的形成依赖于干细胞正确的

定向分化以及中间细胞的凋亡 , 在这一精确调控

过程中 , GATA 转录因子家族扮演了不可或缺的角

色 [31-32]。另有研究表明, Dnmt2 在斑马鱼(Danio rerio)

胚胎发育期敲除后, 导致斑马鱼视网膜、肝脏和大脑

出现分化上的缺陷[33]。以上结果进一步提示 Dnmt2

可能参与调控脊尾白虾早期胚胎发育过程。本研究

中, Dnmt2 启动子活性并没有随序列长度的增加而上

升, 长片段 pGL3-Basic-T1 和 pGL3-Basic-T2 与较短

片段 pGL3-Basic-T3 的转录活性相比显著性下降

(P<0.05)。在小鼠 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 启动子

研究结果中[34], 转录因子对小鼠每种 DNA 甲基转移

酶基因启动子片段的调节作用各不相同; 但从整体

上看, 不同转录因子对各 DNA 甲基转移酶基因启动

子区域的长启动子片段都表现出抑制作用, 这与我

们的实验结果一致。接下来可利用点突变、EMSA

和 ChIP 等方法进一步研究 Dnmt2 启动子中起关键调

控作用的转录因子。以上结果为探明脊尾白虾 Dnmt2

启动子的表达调控网络奠定理论基础。 
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Abstract: In order to explore the regulation of Dnmt2 promoter of Exopalaemon carinicauda on Dnmt2 transcrip-

tion, the Dnmt2 promoter of E. carinicauda was cloned by chromosome walking technique, and the transcription 

regulatory elements and transcription factor binding sites in the promoter region of the gene were predicted by 

online software, By constructing a series of deletion expression vectors, the core promoter region of the gene was 

identified by double luciferase reporter gene detection technology, and its promoter activity was detected. The re-

sults showed that the length of the cloned Dnmt2 promoter was 1315 bp, the transcription start site “A” was 236 bp 

upstream of ATG, and the promoter region contained a variety of transcription factor binding sites, including STAT3, 

Sox, NF- κ B, E2F, GATA-1, etc., but lacking CpG island. The detection of double luciferase reporter gene showed 

that the core promoter region of Dnmt2 was located at –196~+81 bp. The activity detection of the promoter region 

showed that there may be transcriptional regulatory elements promoting gene expression in the –640~–452 bp re-

gion of the gene promoter, while there may be transcriptional regulatory elements inhibiting gene expression in the 

–1160~–640 bp region. The results of this study provide a theoretical basis for further study on the expression 

regulation mechanism of Dnmt2 promoter. 
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