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骨形态发生蛋白 2（BMP2）基因在内蒙古绒山羊             

不同时期皮肤毛囊中的表达 
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摘要：【目的】研究内蒙古绒山羊毛囊发育兴盛期和休止期 BMP2 基因在皮肤毛囊中的表达情况。【方法】功

能分类基因芯片以及原位杂交技术。【结果】原位杂交结果表明，该基因在休止期毛囊毛干周围高表达，在兴盛期

不表达;基因芯片结果显示，同兴盛期相比，休止期 BMP2 基因在皮肤中表达上调 24.65 倍。【结论】BMP2 基因抑

制内蒙古绒山羊皮肤毛囊发育，与维持皮肤毛囊处于休止期有关；该基因主要在皮肤毛囊的毛干周围发挥作用，

从而达到维持皮肤毛囊发育处于休止期的作用。 
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Expression of BMP2 in the Skin and Hair Follicle from Different 
Stage in Inner Mongolia Cashmere Goat 
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Abstract: 【Objective】To explore the expression of BMP2 in the skin and hair follicle in Inner Mongolia cashmere goat in 
different stages of hair follicle development. Try to explain the mode of action of these genes during the development and cycling of 
hair follicle.【Method】 GEArray S Series Stem Cell Array（Supper Array）and in situ hybridization were adopted. 【Result】The results 
show that the expression of BMP2 was up-regulated in the skin in telogen. Whereas it expressed weakly in anagen.【Conclusion】The results 
indicate that BMP2 mRNA express highly around the hair shaft during the telogen. It may be related to keeping hair follicle in telogen. 
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0  引言 

【研究意义】山羊绒是绒山羊次级毛囊的产物，

是一种珍贵的纺织原料，其织品被誉为“软黄金”而

畅销世界。内蒙古自治区是中国乃至世界最大的羊绒

生产基地，内蒙古白绒山羊连续 3 年获意大利“柴格

那国际山羊绒金奖”。探讨与毛囊发育有关的基因在

内蒙古绒山羊毛囊发育过程中表达的分子机理，将对

内蒙古绒山羊遗传改良和育种具有重要的意义。【前

人研究进展】骨形态发生蛋白（BMP）是TGF-β超家

族中最大的分泌型信号传导分子家族，最早是从骨提

取物中分离获得的[1], 目前已有 20 多个成员[2]。有研

究表明，BMP是控制毛囊毛干分化基因程序的关键性

调节因子，且在毛囊发育的不同时期表达量不同[3]。

毛囊发育的周期分为 3 个，首先是毛囊长出毛干为兴

盛期，接下来是凋亡驱动的退行期，然后进入休止期[4]。

已有的研究表明，BMP抑制毛囊细胞的生长，是毛囊

维持休止期的重要因素之一[5]。BMP2 基因是BMP家
族中活性最高的成员之一，不仅具有促进软骨和骨组

织形成的作用，而且证实对骨组织、脑组织和脊髓组

织的生长、发育、分化有重要的调节作用，并参与细

胞凋亡和细胞信号转导的调节[6]。同时BMP2 作为毛
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囊诱导的抑制物对于动物的毛囊形成和发育具有重要

的调控作用[7]。目前，国内外关于毛囊发育的研究主

要集中在人和小鼠上[8]，已有的研究结果表明BMP2
基因在毛囊发育的休止期高表达，在兴盛期不表达[9]。

【本研究切入点】内蒙古绒山羊是中国，尤其是内蒙

古具有很高经济价值的动物资源，有关该基因在内蒙

古绒山羊毛囊发育不同时期的表达情况研究未见报

道。【拟解决的关键问题】本文应用原位杂交和基因

芯片技术对BMP2 基因在内蒙古绒山羊毛囊发育不同

时期的表达情况分别进行定性和定量检测，为深入探

讨该基因对内蒙古绒山羊毛囊发育所起作用的机理提

供线索和依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

样品选自内蒙古阿尔巴斯种羊场。选取绒山羊毛

囊发育兴盛期和休止期体侧部皮肤样品用于原位杂

交。用刀片取约 1 cm2的皮样，立即放入现配的 4%多

聚甲醛溶液中固定 24 h，-70℃冰箱保存备用。选取处

于毛囊发育兴盛期和休止期的内蒙古绒山羊体侧部位

皮肤约 1 cm2用于基因芯片，每个时期采样个体数目

为 4 个，公母各半。生理盐水冲洗后立即放入大于 5
倍体积的RNAlater中，4℃保存备用。 
1.2  主要试剂 

地高辛标记核酸检测试剂盒（Cat.No.1175041）
购自Roche公司,蛋白酶K、Dnase酶（无RNase）、质

粒DNA纯化试剂盒等购自promega公司用于原位杂

交；GEArray S Series Stem Cell Array（Supper Array
公司）用于基因芯片[10]杂交。  
1.3  方法 

1.3.1  原位杂交  石蜡切片的准备：皮肤组织修正后

经逐级浓度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，手摇

式切片机切片（厚 9 μm）。用地高辛标记BMP2 RNA
探针：根据动物遗传育种与繁殖自治区重点实验室已

经克隆得到的山羊BMP2 基因的片段，利用PCR方法

分别将其连接到pGEM-T easy载体。以T3 和T7 作为引

物，PCR扩增获得质粒中目的片段，并纯化浓缩。取

10 μl纯化样品进行体外转录，同时用地高辛标记，

37℃转录 5 h。-70℃保存探针备用。原位杂交[11] 组织

切片经脱蜡、复水、蛋白酶K消化并冲洗后进行预杂

交，每张切片滴加 50%去离子甲酰胺预杂交液 50 μl，
45℃，30 min；探针变性，85℃，10 min，放置于冰

水中 1～2 min；杂交时，每张切片滴加 50 μl，使探针

浓度达到 0.5 μl·ml-1，将片子放置于 2SSC湿盒内，80℃
变性 10 min，然后 45℃杂交过夜；杂交结束后，按照

1﹕500 加入抗体稀释液，结合抗体进行免疫检测，用

NBT/BCIP显色，伊红复染，中性树脂封片，在显微镜

下观察并照相。 
1.3.2  基因芯片  RNA 提取和标记：样品采集一周

内，Trizol 一步法分别提取皮肤组织总 RNA，并将同

时期的 4 份 RNA 等量混合为 Pool RNA。用标记了生

物素的 dUTP（Biotin-16-dUTP）进行标记和逆转录。

芯片预杂交与杂交：按照 Supper Array 试剂盒操作说

明进行预杂交和杂交。洗膜：按照 Supper Array 试剂

盒说明书进行。化学发光检测：按照 Supper Array 化

学发光检测试剂盒检测，最后用 X-射线胶片曝光。图

象和数据采集：X-射线胶片曝光后，将胶片上的图象

用扫描仪扫描并转换为灰度 tif 格式的图片文件保存。

运行 ScanAlyze 软件，将灰度 tif 格式图片的点阵转化

为数字型数据，将此原始数据储存为 Microsoft Excel
文件。数据分析：使用芯片配套软件 GEArray Analyzer
对原始数据进行去背景计算以及比较运算。每张芯片

都点有负对照（PUC18DNA 和空白）以及管家基因，

包括 β-actin，GAPDH，Cyclophilin A 和核糖体蛋白

L13a。原始数据将首先被减掉背景最小值，继而用管

家基因来进行校正，校正后的数据用来进行样品间基

因转录的相对丰度分析。 

2  结果与分析 

2.1  原位杂交结果  

在显微镜下观察原位杂交阳性结果为细胞内出现

蓝紫色杂交信号，从原位杂交图 3 和图 4 可以明显观 
 

  

图 1  BMP2 在休止期毛囊中的表达（×10）  

Fig. 1  The special hybridization sign of BMP2 in telogen of 

hair follicle development (×10)  
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B A 

 
基因芯片扫描结果局部放大图。箭头所指为 BMP2 基因的表达情况，A：

兴盛期 BMP2 基因的表达情况；B：休止期 BMP2 基因的表达情况 
The result of scanning (partly magnified), the expression of gene is noted by 
the arrowhead. A means the expression of BMP2 in anagen; B means the 
expression of BMP2 in telogen  
 图 2  BMP2 在兴盛期毛囊中不表达（×10） 
图 4  BMP2 基因在兴盛期和休止期的表达 Fig. 2  No special hybridization sign of BMP2 in anagen of 

hair follicle development (×10) Fig. 4  The time specificity of BMP2 expression 

  

2.2  基因芯片结果        1        2 

2.2.1  总RNA的质量总  RNA经紫外分光光度计检

测，OD260/OD280＞1.9，并且 18s和 28s电泳条带清晰。 

 

2.2.2  基因芯片杂交结果  芯片原始数据根据负对

照去掉背景最小值，再用管家基因进行校正， BMP2
基因表达上调 24.6 倍（表 1）。 

3  讨论 

GenBank 中山羊数据非常有限，故市面上并无任

何关于山羊的基因芯片产品可供实验选择。因此笔者

首先对 BMP2 基因在不同物种间的保守性进行分析，

克隆所得到的山羊该基因片段与人、小鼠、牛、绵羊

的该基因序列的相似性分别达到 87%、85%、99%、

99%。因此认为该基因在不同物种间具有较强的保守

性。进而选用包含 BMP2 基因在内的人的功能分类基

因芯片对内蒙古绒山羊处于兴盛期和休止期的皮肤毛

囊进行检测分析。与此同时得到了该基因的探针序列，

经 NCBI 进行 BLAST 以及 DNAMAN 软件分析，该

探针序列恰好位于 BMP2 基因在不同物种间的保守 

 

图 3  毛囊兴盛期（泳道 1）和毛囊休止期（泳道 2）的内

蒙古绒山羊体侧皮肤总 RNA 
Fig. 3  Analysis of total RNA of Inner Mongolia Cashmere 

goat in anagen and telogen of hair follicle development 

 
察到 BMP2 基因在内蒙古绒山羊皮肤毛囊发育休止期

强烈表达，在兴盛期无表达信号。每个时期试验另设

空白对照，且均无表达信号。 

 

表   BMP 2 基因以及看家基因 GAPDH 在两次芯片实验后的表达 

Table  The expression of BMP2, and GAPDH(house-keeping gene) 

基因名称 
Gene name 

GeneBan 登录号 
GeneBank AC No. 

说明 
Description 

实验一 
Exp.1 

实验二 
Exp.2 

实验二/实验一 
Exp.2/Exp.1 

BMP 2 NM_001200 Bone morphogenetic protein 2 1.009E-2 2.486E-1 2.465E+1 

GAPDH NM_002046 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.000E+0 1.000E+0 1.000E+0 

Exp.1 代表 BMP2 基因在兴盛期的表达结果；Exp.2 代表 BMP2 基因在休止期的表达结果；Exp.2/Exp.1＞1 表示 BMP2 基因表达在休止期上调 

Exp.1represent the expression of BMP2 in anagen; Exp.2 represent the expression of BMP2 in telogen; Exp.2/Exp.1＞1 means gene expression was 
up-regulated in telogen 
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区。因此认为以人的 BMP2 基因为探针进行芯片杂

交并在实验中差异表达的基因就是山羊的 BMP2 基

因。 
基因芯片的优势在于可以定量得到基因表达的结

果，然而当试验样品为内蒙古绒山羊的皮肤组织，其

结果只能说明该基因在内蒙古绒山羊皮肤毛囊发育不

同时期的皮肤中有差异表达，而笔者更为关注的是该

基因在皮肤毛囊特别是次级毛囊中的表达情况，因此，

结合实验室原有的研究基础，即在克隆了该基因部分

序列的基础上进行了原位杂交的分析，定性的证明了

BMP2 基因在内蒙古绒山羊皮肤毛囊中的差异表达。 
从图 1 和图 2 结果来看，BMP2 基因在休止期的

毛囊毛干周围有着较强的表达信号，而在兴盛期却没

有任何信号的表达。基因芯片的结果进一步很好的支

持了上述结果。从图 4 可以观察到，BMP2 基因在兴

盛期无任何表达信号，而在休止期表达信号较强（如

箭头所指）。结合表 1 试验数据，基因芯片试验的原

始数据最终根据管家基因 GAPDH 进行了校正，理论

上如果一个基因的表达量大于管家基因表达量的 1%，

且两次表达差异表现为上调 2 倍或者下调 0.5 倍认为

其有意义。从对基因芯片的结果分析来看，BMP2 基
因在所选两个时期的表达量均大于管家基因表达量的

1%。首先笔者认为该基因的在两个时期的表达都是有

意义的；其次，该基因在毛囊发育休止期的表达量时

兴盛期的 24.65 倍，该基因在毛囊发育休止期高水平

表达；再次，笔者发现该基因在毛囊发育兴盛期的表

达量是 1.009E-2，基本等于管家基因的 1%，即其表达

量处于基因表达临界值（管家基因表达量的 1%）附

近，因此认为 BMP2 基因在毛囊发育兴盛期超低表达，

近似不表达；在毛囊发育休止期高表达。这一结果与

原位杂交的结果相互吻合。 
绒山羊被毛特殊，属于异质毛被，其毛囊分为初

级毛囊和次级毛囊，产物分别为山羊毛和山羊绒[12]。

原位杂交结果图 3 显示，BMP2 基因在内蒙古绒山羊

处于休止期的次级毛囊的毛干周围表达，推测该基因

可能主要在皮肤毛囊的毛干周围发挥作用，从而达到

维持皮肤毛囊发育处于休止期的作用。对于BMP2 基

因来说，在整个毛囊发育的过程中主要起抑制作用[13,14]，

Noggin基因是该基因的抑制子，在毛囊形态发生过程

中对BMP2 基因的效应起负性调节[15]。但是维持毛囊

处于休止期是一个多因子相互作用的复杂过程，值得

在今后的研究中进行深入探讨[16]。 
人和小鼠已有的研究结果均表明，BMP2 基因在 

毛囊发育的休止期高表达，在兴盛期不表达[7,17]。本研 
究也得出同样的结论，即 BMP2 基因在内蒙古绒山羊

毛囊发育的休止期高表达，兴盛期不表达。由此可以

得到下面的推论：BMP2 基因在不同的动物中比较保

守，不仅表现在核苷酸序列的水平上，而且在蛋白质

功能水平上在不同动物之间都是极为相似的。这一点

为今后该基因在其它物种中的相关研究提供了一定的

依据。原位杂交在皮肤毛囊中的定位表达结果，提示

BMP2 基因抑制皮肤毛囊发育且与维持皮肤毛囊处于

休止期有关，基因芯片实验结果显示，BMP2 基因在

内蒙古绒山羊皮肤毛囊发育休止期高表达，是皮肤毛

囊发育处于兴盛期该基因在皮肤中表达量的24.65倍，

但该基因具体如何调控内蒙古绒山羊皮肤毛囊的发育

将在今后的研究中继续进行研究探讨。 

4  结论 

BMP2 基因在绒山羊皮肤次级毛囊休止期高表

达，而在兴盛期低表达，是调节山羊绒周期性生长的

重要成员之一。BMP2 抑制绒山羊皮肤毛囊发育，主

要在内蒙古绒山羊皮肤毛囊的毛干周围发挥作用，与

维持绒山羊皮肤次级毛囊处于休止期有关。 
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