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摘　要：旨在筛选和分析内蒙古绒山羊与毛和绒生长相关的差异基因，本研究采用 ｍＲＮＡ差异显示技术（ＤＤＲＴ

ＰＣＲ）研究内蒙古绒山羊胎儿期不同日龄皮肤中控制初级毛囊和次级毛囊不同分化的差异表达序列标签。结果，

共筛选了１５条差异表达序列标签（ｄｂＥＳＴ登录号ＪＫ７１１０２２ＪＫ７１１０３６），其中３条ＥＳＴｓ与毛囊发育有关，５条ＥＳ

Ｔｓ与次级毛囊和皮脂腺的发育有关。生物信息分析显示，ＪＫ７１１０３６与甲状腺激素受体相互作用蛋白１２（ＴＲＩＰ１２）

基因有关，其他ＥＳＴｓ功能未知。结果表明，胎儿期初级毛囊和次级毛囊在多种代谢途径上都存在差异表达的基

因，这将为进一步研究山羊毛和绒的形成分子机制奠定基础。
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　　内蒙古绒山羊的羊绒纤维细而柔软，具有“软黄 金”之称。山羊绒的品质是育种核心的关键，目前有
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关对山羊绒产绒特性分子选育的研究主要采用了候

选基因法，分别对表皮生长因子、骨形态发生蛋白、β
转化生长因子、胰岛素样生长因子家族、内皮肽１

等有报道［１］，但主效基因尚未完全确定，探寻与内蒙

古绒山羊毛被生长发育的未知基因，阐释毛和绒形

成的分子机制的报道较少［２３］。山羊毛和绒分别由

初级毛囊和次级毛囊产生，２种毛囊之间最大的区

别是初级毛囊有皮脂腺而次级毛囊没有皮脂腺。

本研究以内蒙古绒山羊为材料，采用 ＤＤＲＴ

ＰＣＲ技术
［４７］，筛选与初级毛囊和次级毛囊有关的

差异表达基因，并通过生物信息学方法对其进行分

析，为进一步研究山羊绒形成的分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

自内蒙古白绒山羊种羊场，取内蒙古绒山羊

５０、７０、７５、８０、９０、１００、１２０和１３０日龄８个日龄

的胎儿体侧部皮肤，每个日龄取３只，分为２组，其

中５０、７０、７５和８０日龄为Ⅰ组；９０、１００、１２０和

１３０日龄为Ⅱ组，用于分析初级和次级毛囊发育的

相关基因，其中Ⅱ组重点筛选与皮脂腺发育的相关

基因［８］。将采集的３ｃｍ×３ｃｍ的皮肤置于ＤＥＰＣ

处理的水中洗去表面血液，放入２ｍＬ冻存管，作好

标记后立即投入液氮速冻。

ＤＤＲＴＰＣＲ中所使用的引物参照ＶｏｎｄｅｒＫａ

ｍｍｅｒ等
［９］得到的３个３′端锚定引物（ＨＴ１１Ａ／Ｃ／

Ｇ）和８个随机引物 （ＨＡＰ１８）共２４个组合，均由

上海生工生物工程公司合成。

１．２　总犚犖犃的提取、反转录 及犇犇犚犜犘犆犚

利用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ分别抽提各个日龄皮肤总

ＲＮＡ，纯化并测定吸光度，分别将８个日龄的皮肤

样品的总ＲＮＡ按终浓度０．４μｇ·μＬ
－１，混合为８

个总ＲＮＡ 池，用于 ＲＮＡ 的反转录。ＤＤＲＴＰＣＲ

参照ＶｏｎｄｅｒＫａｍｍｅｒ等
［９］的方法并进行优化。

１．３　差异片段的获取与克隆测序

ＰＣＲ产物经８％ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测，银染后将获得的目的胶条带放入加有双蒸水

的１．５ｍＬ管中洗涤，离心，去上清，加入３０μＬ双

蒸水，用吸头尖端将凝胶碾碎，置于４℃ 冰箱中过

夜，离心，取上清用相应的引物组合再进行扩增，用

ＰＣＲ产物回收试剂盒纯化回收。纯化的差异片段，

克隆到 ＰＭＤ１８Ｔ 载体中，转化并挑选阳性克隆

测序。

１．４　差异片段的鉴定及数据处理

根据测序结果设计引物，以β犪犮狋犻狀为内参，利

用半定量ＲＴＰＣＲ验证差异片段的真实性，同时对

获得的阳性片段再用实时荧光定量量化检测，采用

Ｃｔ值比较法
［１０］，用目的基因的平均 Ｃｔ值减去持家

基因的平均 Ｃｔ值，得到了 △Ｃｔ值后，再分别减去

其中一个日龄的 △Ｃｔ，得到 △△Ｃｔ，再计算出

２△△Ｃｔ值，利用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０，通过单因素方

差分析法比较２△△Ｃｔ值的大小，从而得出目的基因

ｍＲＮＡ的相对表达量差异。验证为阳性的差异条

带序列，提交到ｄｂＥＳＴ 数据库，获登录号。通过

ＢＬＡＳＴｎ、ｔＢＬＡＳＴｘ等分析表达序列标签（ＥＳＴｓ）

的信息。

２　结　果

２．１　总犚犖犃的提取、检测及差异片段的获取

总ＲＮＡ提取良好，２８Ｓ和１８Ｓ电泳条带清晰

（图略），总ＲＮＡ在２６０和２８０ｎｍ处吸收值的比值

都在１．８～２．０之间。用２４个引物组合对２组皮肤

的ｃＤＮＡ进行扩增，得到３９条差异显示的ｃＤＮＡ

片段，大小在７０～１１００ｂｐ之间。

２．２　差异片段真实性验证

将３９条序列测序后设计半定量引物，以βａｃ

ｔｉｎ为内参，初次用 ＲＴＰＣＲ验证其真实性。Ⅰ组

有７条阳性差异表达的片段（图１），序列登录号分

别为ＪＫ７１１０２２、ＪＫ７１１０２５、ＪＫ７１１０２７、ＪＫ７１１０３１、

ＪＫ７１１０３２、ＪＫ７１１０３３、ＪＫ７１１０３４。Ⅱ组有８条阳性

差异表达的片段 （图 ２ ），序列登录号分别为

ＪＫ７１１０２３、 ＪＫ７１１０２４、 ＪＫ７１１０２６、 ＪＫ７１１０２８、

ＪＫ７１１０２９、ＪＫ７１１０３０、ＪＫ７１１０３５、ＪＫ７１１０３６。

用实时荧光定量ＰＣＲ量化差异片段的表达（表

１），Ⅰ组中差异表达片段ＪＫ７１１０２２、ＪＫ７１１０２５、

ＪＫ７１１０２７和ＪＫ７１１０３２在各日龄差异表达均不显

著（犘＞０．０５）。而ＪＫ７１１０３１在７５和８０日龄的表

达量显著高于５０和７０日龄（犘＜０．０５）；ＪＫ７１１０３３

在７０日龄 的表达量最低，７５日龄最高，显著高于

其他日龄的表达量（犘＜０．０５）；ＪＫ７１１０３４在８０日

龄时表达量最高，明显高于其它日龄（犘＜０．０５），其

它日龄间表达差异不显著（犘＞０．０５）。Ⅱ组中差异

表达片段ＪＫ７１１０２３、ＪＫ７１１０３５和ＪＫ７１１０３６在各

胎儿日龄差异表达均不显著 （犘＞０．０５）。而

ＪＫ７１１０２４在１００日龄的表达量最低，１２０日龄最

高，与 ９０和 １３０日龄的表达量差异显著（犘＜

００５１
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０．０５）。ＪＫ７１１０２６和ＪＫ７１１０２８在１２０日龄的表达

量最高，显著高于其它胎儿日龄（犘＜０．０５），其它日

龄间表达差异不显著（犘＞０．０５）。ＪＫ７１１０２９在１２０

和１３０日龄的表达量较高，显著高于９０和１００日

龄的表达量（犘＜０．０５）。ＪＫ７１１０３０在１００日龄的

表达量最低，与１２０和１３０日龄的表达量相比，差

异显著（犘＜０．０５）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．５０ｄ；２．７０ｄ；３．７５ｄ；４．８０ｄ

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．５０ｄ；２．７０ｄ；３．７５ｄ；４．８０ｄ
图１　Ⅰ组部分差异片段及β犪犮狋犻狀的犚犜犘犆犚验证结果

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犪狉狋犻犪犾犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犳狉犪犵犿犲狀狋狊犪狀犱β犪犮狋犻狀犳狉狅犿犵狉狅狌狆Ⅰ狌狊犻狀犵犚犜犘犆犚

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．９０ｄ；２．１００ｄ；３．１２０ｄ；４．１３０ｄ

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．９０ｄ；２．１００ｄ；３．１２０ｄ；４．１３０ｄ
图２　Ⅱ组部分差异片段及β犪犮狋犻狀的犚犜犘犆犚验证结果

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犪狉狋犻犪犾犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犳狉犪犵犿犲狀狋狊犪狀犱β犪犮狋犻狀犳狉狅犿犵狉狅狌狆Ⅱ狌狊犻狀犵犚犜犘犆犚

２．３　差异显示犮犇犖犃片段的生物信息学分析

将所获得的１５条表达序列标签与山羊和其他

物种核酸数据库、ｄｂＥＳＴ 数据库等进行序列比对，

结果表明，ＪＫ７１１０３６与山羊数据库中已知序列无显

著相似性，与牛的甲状腺激素受体相互作用蛋白１２

（ＴＲＩＰ１２）基因的相似性为９８％，与其他物种的

犜犚犐犘１２基因的同源性也很高，推测该基因可能是

绒山羊犜犚犐犘１２基因的部分片段，其余１４条 ＥＳＴｓ

未找到与之匹配的同源性高的序列，推断为新

的ＥＳＴ。

３　讨　论

绒山羊产绒是一种多基因遗传性状，受多因素

的影响，如次级毛囊数量、次级毛囊与初级毛囊的比

值及毛囊周期调控因子等［１１］。本研究获得的１５条

差异表达序列标签，其中ＪＫ７１１０３６推测为山羊

犜犚犐犘１２的片段，目前关于绒山羊犜犚犐犘１２基因的

结构及其功能尚未见报道。通过代谢途径分析数据

库 （Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，

ＫＥＧＧ）分析得知，ＴＲＩＰ１２参与哺乳动物蛋白质泛

素降解过程（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｆｕｓｉｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ＵＦＤ）。
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ＴＲＩＰ１２作为ＵＦＤ途径中的Ｅ３连接酶
［１２］，调控细

胞周期和信号转导过程。甲状腺激素与甲状腺激素

受体在脂类、糖类和蛋白代谢等生理学方面起作用，

ＴＲＩＰ１２作为一种甲状腺激素受体相互作用蛋白，

具有转录调节功能，与多重代谢综合征发生有

关［１３１４］。Ｎｏｔｃｈ信号途径在毛囊的发育中发挥重要

的作用，该途径在很大程度上受蛋白泛素化过程的

调控，ＴＲＩＰ１２作为Ｅ３的一种，调控Ｎｏｔｃｈ信号途

径的作用，影响毛囊的发育［１５］。但ＪＫ７１１０３６片段

量化表达在几个日龄的胎儿皮肤中不显著，推测该

基因可能不是毛和绒、皮脂腺发育的主效基因。

表１　差异片段在不同日龄胎儿皮肤中的相对表达量

犜犪犫犾犲１　犚犲犾犪狋犻狏犲犿犚犖犃犾犲狏犲犾狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犳狉犪犵犿犲狀狋狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犲犿犫狉狔狅犪犵犲狊犻狀狊犽犻狀

差异片段

（登录号）

Ⅰ组

５０ｄ ７０ｄ ７５ｄ ８０ｄ

Ⅱ组

９０ｄ １００ｄ １２０ｄ １３０ｄ

ＪＫ７１１０２２ １．２９±０．４２ ４．４０±０．８４ ３．６４±０．９６ ３．６０±２．５６ － － － －

ＪＫ７１１０２５ １．２０±０．２７ １．２４±０．２０ １．４１±０．３７ １．９０±１．２ － － － －

ＪＫ７１１０２７ １．１５±０．１６ １．５８±０．３５ １．６７±０．５６ ２．０２±０．８０ － － － －

ＪＫ７１１０３１ １．５８±０．５０ａ １．４３±０．３０ａ ３．０７±０．７２ｂ ２．２３±０．８７ｂ － － － －

ＪＫ７１１０３２ １．６５±０．５７ １．３６±０．２０ ２．６７±０．４７ １．８２±０．８５ － － － －

ＪＫ７１１０３３ １．２９±０．３０ａ ０．４４±０．３７ａ １１．２１±１．５ｂ ０．７７±０．４０ａ － － － －

ＪＫ７１１０３４ １．８８±０．８２ａ １．１３±０．５３ａ ２．２５±０．７０ａ ４．６０±１．１２ｂ － － － －

ＪＫ７１１０２３ － － － － １．６５±０．６７ ０．５８±０．１７ １．３０±０．９０ １．２５±０．６６

ＪＫ７１１０２４ － － － － １．３４±０．２９ｂ ０．０４±０．０１ａ ５．７５±０．５８ｃ １．６４±０．８１ｂ

ＪＫ７１１０２６ － － － － １．６１±０．５３ａ １．２５±０．１３ａ１２．４５±１．７３ｂ １．９６±０．２３ａ

ＪＫ７１１０２８ － － － － １．５８±０．５０ａ １．９９±０．１４ａ ２．９９±０．８４ｂ １．４３±０．３２ａ

ＪＫ７１１０２９ － － － － １．４８±０．９７ａ １．２０±０．３０ａ ５．６８±１．１５ｂ ５．６７±１．６４ｂ

ＪＫ７１１０３０ － － － － １．４８±０．４３ａｂ ０．４９±０．１９ａ ２．０３±０．９８ｂ ２．０１±０．０８ｂ

ＪＫ７１１０３５ － － － － １．８８±０．７８ ３．２０±０．０６ ３．８２±０．５７ ２．１６±０．３６

ＪＫ７１１０３６ － － － － １．２２±０．３１ ０．６６±０．１７ １．３３±０．６２ １．２７±０．３０

同一行中上标不同表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）

　　其他的１４条差异表达序列标签在数据库中未

发现高度同源序列，暂无对应的基因。ＪＫ７１１０３１、

ＪＫ７１１０３３和ＪＫ７１１０３４３条片段在５０～８０日龄胎

儿皮肤毛囊中的表达差异显著，５０日龄绒山羊胎儿

皮肤各部位初级毛囊还未形成，７０日龄各部位已出

现初级毛囊，７５日龄开始出现次级毛囊，８０日龄各

部位出现次级毛囊［８］，因此推测这３个片段对应的

基因可能在毛囊发育中发挥了一定的作用。与其它

片段相比较，ＪＫ７１１０３３对应的基因可能在次级毛囊

起始时发挥较大的作用，ＪＫ７１１０３１和ＪＫ７１１０３４对

应的基因在次级毛囊出现后发挥了主要作用。９０

日龄初级毛囊和次级毛囊已经分开，１００日龄初级

毛囊生长最快，且初级毛囊可见皮脂腺，１２０日龄次

级毛囊生长最快，１３０日龄次级毛囊皮脂腺消失
［８］，

在９０～１３０日龄的胎儿皮肤毛囊发育中，本研究发

现ＪＫ７１１０２４、ＪＫ７１１０２６、ＪＫ７１１０２８、ＪＫ７１１０２９和

ＪＫ７１１０３０几个片段表达差异显著，其余不显著，这

几个片段对应的基因在次级毛囊和皮脂腺的发育中

发挥作用。与其它片段比较，ＪＫ７１１０２６对应的基因

可能 在 次 级 毛 囊 生 长 最 快 时 发 挥 主 导 作 用，

ＪＫ７１１０２９对应的基因在次级毛囊皮脂腺的消失中

表达量最高，发挥较大的作用。
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４　结　论

在不同日龄的胎儿皮肤毛囊中发现了１５条表

达量差异的片段，其中８条ＥＳＴｓ表达量差异显著。

一条片段与牛的犜犚犐犘１２基因同源性为９８％，推测

犜犚犐犘１２基因可能通过蛋白泛素降解过程调控毛囊

的发育，但表达量的多少与毛囊的不同发育阶段无

显著相关性。另外１４条片段未发现同源序列，它们

的结构、功能以及与毛囊不同发育阶段的关系有待

进一步研究。
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