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摘要：用 ()*+,技术构建了绒山羊（!"#$" %&$’()）毛囊兴盛期皮肤组织的 -./*质粒文库。,01234 +567589
（:;<=> ? <+@）分离 +/*后，用 >417395A（B;*:C/）提取 D+/*；以锚定引物反转录合成 -./* 第一链作为模
板，以 "个锚定引物，用长链 E=+扩增全长 -./*双链。=F+>)* (E;/G$&&去除小片段后用 *+&!酶切，连接
到 *+&!消化的 H<4I5J-01H9 " (K（带有 *+&!*和 <两个位点）质粒载体中，转化 , - ’./& L#，库容量为 ! M’ N
!&L -4385J。随机挑选克隆提取质粒，LO测定插入片段的核苷酸序列，与 :58<68P数据库比对后发现 !个 K*EQG"
-./*，序列号为 *R#!Q!L’。绒山羊 K*EQG" 由 QSL 个核苷酸组成，编码 TQ 个氨基酸，具有高甘氨酸 ?酪氨酸
F:,HJ与富含半胱胺酸蛋白之间的中间特征。
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羊绒是山羊（!"#$" %&$’()）的内层毛被，具有
轻柔、光滑，细软等特点，是天然纤维中的珍品，

被誉为“纤维之王”。羊绒有很好的纺织性能，与

绒纤维的蛋白组分和结构有着密切的关系。因此，

阐明绒纤维的蛋白质的组成及其基因表达对绒山羊

的选育具有重要的理论和实际指导意义。目前，动

物毛发角蛋白的研究已取得了很大进展（!"#$%% &
’"($)*，+,,-；./0(1$20 $3 /%，455+；6)/3202 $3 /%，
+,,7；’"($)* $3 /%，4554），但有关羊绒结构蛋白基
因仍未见报道。为此，我们构建了内蒙古绒山羊毛

囊兴盛期皮肤 89:; 文库，并发现了 + 个和小鼠
<;!=>4高度同源的序列；为更好地了解其在绒毛
生长中所起的作用，对其结构特征进行了分析。

! 材料和方法

! "! 材 料
于 +5月中旬选取阿尔巴斯雄性白绒山羊 +只，

从体侧部剪去绒和毛，碘酒消毒，酒精脱碘后，用

消过毒的刀片取体侧部皮样，立即投入液氮中保存

备用。

?@;’AA@89:; 文库构建试剂盒购自 B%"03$8C
公司，A)2D"% ’$/($03 总 ’:; 分离试剂盒购自 EFG>
BH I G’. 公司，H%2("3$JK’:; @202<23 纯化试剂盒
购自 LF;EM:公司，菌主为 * + ’,-& 9NO!。

89:;合成引物：引物均按照试剂盒要求合成，
?@;’A（*#238C20( K$8C/02*K /3 OP $0Q "R ’:; 3)/0>
*8)2S3）"寡核苷酸：OP>;;EB;EAEEA;AB;;BEB;>
E;EAEEBB;AA;BEEBBEEE>7P；B9?" I 7P !B’ 引
物： OP>;AABA;E;EEBBE;EEBEEBBE;B;AE>Q
（ A） 75:>+:>7P； OP !B’ 引 物： OP>;;EB;EAE>
EA;AB;;BEB;E;EA>7P；@+7（6")#")Q>T-）通用
测序引物由赛百盛公司合成。

! "# 方 法
+ U4 U + 总 ’:; 和 K’:; 的提取 山羊皮肤组织
O55 K( 在液氮中研磨至粉末状，转至匀浆管，按
EFGBH G’.公司的 A)2D"% )$/($03操作说明书分离总
’:;。电泳检测总 ’:; 的完整性，紫外分光光度
计测含量。

按照试剂盒说明书用 H%2("3$J K’:; @202<23从
总 ’:; 中分离 K’:;。紫外分光光度计测 K’:;
的含量。

+ U4 U 4 89:;的合成、酶切和纯化 89:; 第一链
的合成：按 B%"03$8C 公司 ?@;’AA@89:; 质粒文库

构建试剂盒说明书，取 +#(绒山羊皮肤 K’:;在 O

#.反应体系中加入 +#. +5#K"% I . B9?" I 7P!B’
引物，+#. +5#K"% I . ?@;’A"引物，放置于 -4
V 4 K20，冷却后加入 ?WS$)*8)2S3A@$反转录酶，+5
KK"% I . Q:A!混合液，45 KK"% I . 9AA +#.，加入
O X第一链合成 GWRR$) 4#.，反应体积 +5#.，T4 V
反应 + C反转录合成 89:; 第一链。双链 89:; 的
合成：取 89:;第一链 4#.，加入 +5#K"% I . B9?
" I 7P!B’引物、OP!B’引物各 4#.；加入 O5 X ;Q>
Y/03/($ 4聚合酶混合液和 O5 X Q:A!混合液各 4#.，
+5 X第二链合成 GWRR$) +5#.，使反应体积达到 +55

#.，用 .9 !B’ 扩增 89:; 双链，具体反应条件
为：,O V变性 + K20后，一个循环为 ,O V变性 +O *
后 =Z V延伸 = K20，共进行 45个循环。
吸取 O5#.扩增的 Q* 89:;（4 [ 7#(）到一个

5 UO K.灭菌的离心管中，加入 4#. 蛋白酶 <（45

#( I .），混匀，离心。TO V温浴 45 K20，离心。加
入 O5#.去离子水，加 +55#. 酚 \氯仿 \异戊醇抽
提，+T 555 ) I K20离心 O K20。收集上层液体到另一
干净的离心管中，加入等体积的氯仿：异戊醇混

匀，+T 555 ) I K20离心 O K20。收集上层液体到另一
干净的离心管中，加入 + I +5体积的 7 K"% 乙酸钠，
4 U O倍体积 ,O ]的室温乙醇，室温条件下立即
+T 555 ) I K2K 离心 45 K20。倒掉上清，用 +55#.
Z5]乙醇洗沉淀物，空气干燥沉淀物约 +5 K20，加
-,#.的去离子水溶解沉淀。在一新 5 UO K.离心管
中加入下列试剂：-,#. 89:;，+5#. +5 X ./&%
GWRR$)，+5#. ./&%，+#. +55 X G?;，总体积 +55

#.，充分混匀，O5 V温浴 4 C，加 4#. +]二甲苯
胺染料。于 O5 V酶切 4 C。
+ U4 U 7 89:;的分级分离和连接 准备 += 个收集
管，标记为 + [ +=。按 <23 操作要求，用 -55#. 缓
冲液洗 BN’H@; ?!F:>T55柱子，待洗柱缓冲液流
完，将上面的酶切产物约 +55#. 平稳地加到胶层
中间，直到产物全部渗到胶面下。加 +55#. 缓冲
液使染料层下降数毫米，放置好第 + 收集管，加
=55#.缓冲液，收集滴出液体，每管收集 7O#.。
每管取 7#.用 + U+]琼脂糖凝胶，+55 ^ 电泳检测
45 K20。合并 89:;片段大于 O55 1S的第 , [ +7管，
_ 45 V乙醇沉淀过夜。+T 555 ) I K20 离心 45 K20。
弃上清，室温干燥 +5 K20。加 -#.去离子水溶解沉
淀后电泳检测。

在反应管中加入下列试剂：89:;+ U5#.，^$8>
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!"#（$%% &’ ( )*）+ ,%!*，+% - *.’/!."& 01223# % , $

!*，456（+% ))"7）% ,$!*，58 9:4 *.’/;3 % ,$

!*，灭菌三蒸水 + ,$!*，总体积 $ ,%!*，+< =连
接过夜。克隆载体为 >0713;?#.>!"@A 的改造载体，
具体是将 !"#B#和 $#%#之间的序列改造为 &’(#
4和 &’(#0接头序列，酶切后定向插入 ?9:4片段
（&’(#4!&’(#0）。
+ ,C , 8 重组质粒的转化、重组率测定及质量鉴定
取 C%%!* 感受态宿主菌（9DE$$）至灭菌的 $%

)*离心管中，放置冰水浴融化；加入上述 +!* 连
接液，轻轻混匀后置于冰上 8$ ).&。8C =水浴热休
克 F% ;，迅速放入冰上 C ).&；加入 C )* *0培养基
（不含抗生素），GH =振荡培养，转速"+$% # ( ).&，
复苏 8$ ).&。G %%% # ( ).& 离心 +% ).&收集菌体，用
C$%!* *0重悬；取 C%%!* 菌液涂布于 +$ ?) 培养
皿上（4>#EI65J ( KE’/7 *0 固体培养基），GH =过
夜。I65J和 KE’/7为上海生工生物工程技术有限公
司的产品。用 5G 和 5H 测序引物，通过 6LB 方法
鉴定 ?9:4插入片段，并估计文库的重组率。
! "# 测序及分析
随机挑取克隆，纯化质粒 9:4，用 M+G 正向

通用引物由 40I 6BI@MGHHEF<测序仪从 $N端测插入
片段的 9:4 序列。去除载体序列和可靠性较低的
尾部序列。将高质量的序列文件与 J3&0/&O中非冗
余核苷酸数据库进行 07/;!&比较，如果比对的期望
值小于 73E+%，则认为两条序列来源于同一基因
（6/#;"&; P L"">3#，+FF8）。合并比较结果，形成已
知功能基因文件。然后用 9:4;!/# $ , %+ 软件中的
L71;!/7 Q进行聚类分析和比较。

$ 结果和分析

$ "! %&’(文库的构建
高质量的总 B:4是构建 ?9:4 文库的第一步。

从电泳结果看，用 5#.R"7 B3/’3&! 总 B:4 分离试剂
盒得到的 B:4 S9C<% ( S9CT%为 + ,TFF，大于 + ,T，说
明纯度较高（图 +）。
哺乳动物 )B:4 仅占总 B:4 的 +U V $U，因

此 )B:4的提纯会由于量的变少而非常困难。由于
提取的总 B:4 有限，分离 )B:4 后，没有用电泳
检测。本实验紫外分析 )B:4 的 S9C<% ( S9CT%为

+ ,F$F，大于 + ,F，说明纯度很高，其纯度和含量均
符合 ?9:4文库合成和建库的要求。
采用 @M4B5技术，用 % ,$!’ )B:4反转录成

单链 ?9:4，然后 *9E6LB扩增获得双链 ?9:4，取
$!* 6LB 产物在 +U的琼脂糖凝胶电泳分析（图
C），分子量大小为 % ,+ V < OW，长度分布均匀，可
以满足 ?9:4文库构建的要求。

?9:4合成后经 &’(#酶切后，在 ?9:4分级分
离过程中，收集第 F V +G管，可保证 ?9:4 文库的
质量。

通过体外连接和感染宿主菌，得到约 + %%% 个
克隆，本实验所得连接产物量为 +T%!*，菌落数约
为+ %%%个，因此库容量为+ , T - +%$。用5G和5H测

图 + 绒山羊毛囊兴盛期皮肤总 B:4电泳图谱
X.’ ,+ Y73?!#">Z.? >/!!3#& "2 !"!/7 B:4 .& ;O.& "2

?/;Z)3#3 ’"/!

图 C 绒山羊毛囊兴盛期皮肤扩增的双链 ?9:4电泳图
X.’ ,C 9"1W73 ;!#/&[ ?9:4 .& ;O.& "2 ?/;Z)3#3 ’"/!

+：+OW 7/[[3#；C：扩增后的双链 ?9:4（[; ?9:4）。
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序引物对挑取的 !"个单菌落进行 #$% 扩增，很多
插入片段在 & ’( )* 以上，最长的插入片段达 + ’,
)*，其中有 -+ 个为空载体，文库的重组率大于
(./。
! "! 绒山羊 #$%&’! ()*$的获得和比较分析
本实验共提取 ("-个阳性质粒，用0-1正向引

物从 ,2端测序，测了 ("-个，成功 .--个，成功率
为 (+ ’"(/；3456的平均长度为 ,71 *8，合格的大
于 -&& *8的 "1"个 3456的平均长度为 ,", *8。
将这些序列与 9:;<=;) 中的有关序列进行比

较，发现一个序列与小鼠 >?#"@+ 同源，确定为绒
山羊 >?#@+，其核苷酸序列及其推导的氨基酸序列
见图 1。
绒山羊 >?#"@+ 由 "., 个核苷酸组成，（$ A

9）/ B 7. ’!"，拥有从 ,! C 1,+ 共 +!7 个核苷酸的
开放读码框，编码 !" 个氨基酸。因为已经知道
D9586没有甲硫氨酸残基，除了起始位置的甲硫氨
酸（0），其分子量为 -& 11. ’1+ E=，有 ,个强碱性
氨基酸（>，%），" 个亲水性氨基酸（?， F，G，

H，I，J），," 个极性氨基酸（K，$，L，4，5，
M），等电点为 ( ’&!"。几种 D958 主要氨基酸的含
量分别为甘氨酸（NOPQR;:）+. ’&/，酪氨酸（SPTU@
6R;:）+1 ’&/，丝氨酸（6:TR;:）-7 ’"/，半胱氨酸
（QP6S:R;:）-, ’"/，甘氨酸和酪氨酸的含量达到
,&/，介于!型和"型 D958之间。
绒山羊 >?#"@+ 与小鼠 >?#"@-、>?#"@+，人

>?#"@+，绵羊 >?#"@-蛋白的氨基酸序列的比对和
聚类分析结果如图 7和图 ,。
由图 7 可知绒山羊 >?#"@+ 和小鼠 >?#"@-、

>?#"@+，人 >?#"@+，绵羊 >?#"@- 都含有 D95 蛋
白 K 端保守序列 0$$K（4 V @）MM9K。>?#"@+ 的
序列 $末端含有 D、I、J，而其他比对序列不含
这 1种氨基酸，从而其多肽链亲水性增强，等电点
上升呈碱性（( ’&!"），此特点是绒山羊 >?#"@+ 所
独有的，与 >?#@- 有明显的区别。另外，绒山羊
>?#"@+和小鼠 >?#"@+的序列在 ,, C -1&之间有明
显的相似性，小鼠 >?#"@+ 从第 -. 到 ,7 个氨基酸
比山羊 >?#"@+多 !个序列 M9（$ V 4）9的重复。

图 1 绒山羊 >?#"@+ QEK?序列及推导的氨基酸序列
HRN ’1 KWQO:USRX: 6:YW:;Q: =;X SZ: X:XWQ:X =[R;U =QRX 6:YW:;Q: U\ Q=6Z[:T: NU=S >?#"@+ QEK?

下划线表示起始密码 ?59，星号为终止密码 5?9，框内为加尾信号 ??5???，基因登录号为 ?M1-"-,(。
F;RSR=O QUXU; ?59，6SU8 QUTXU; 5?9，=;X ? 8UOP=X:;PO=SRU; 6RN;=O ??5??? ]:T: R;XRQ=S:X ]RSZ W;X:TOR;:，=6S:TR6)，=;X *UOX，T:68:Q@
SR^:OP _ 9:;<=;) =QQ:66RU; ;W[*:T R6 ?M1-"-,( _
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图 ! 绒山羊 "#$%&’和其他动物 "#$%预期编码的氨基酸序列比对结果
()* +! #,)*-./-0 12 03/ )-456/4 7.)-1 76)4 8/95/-6/ 12 6783./:/ *170 "#$%&’ 7-4 103/: 7-).7,8 "#$8

*"#$%&’，."#$%&’，3"#$% +’，."#$%&;，8"#$%&;代表山羊、小鼠、人、小鼠和绵羊相应的序列，其基因登录号分别
为 #<=;%;>?，@AB C;C%D= +;，#$CC;C%E +;，@AB C;C%D’ +;，AE>D;E +;。
*"#$%&’，."#$%&’，3"#$% +’，."#$%&;，8"#$%&; )-4)670/ *170 "#$%&’，.158/ "#$%&’，35.7- "#$% +’，.158/ "#$%&
;，83//F "#$%&;，G3)63 H/-I7-J 766/88)1- -5.K/:8 7:/ #<=;%;>?，@AB C;C%D= +;，#$CC;C%E +;，@AB C;C%D’ +;，7-4
AE>D;E +;，:/8F/60)L/,M N

图 > 绒山羊和其他动物 "#$%蛋白家族的的聚类分析结果
()* +> $3M,1*/-/0)6 7-7,M8)8 12 "#$% F:10/)- 27.),M )- 6783./:/ *170 7-4 103/: 7-).7,8
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绒山羊 !"#$%& 和小鼠 !"#$%& 都有一个共同
的特征，就是包括大量（’ ( )）*（+ ( ) ( ’）* 的 ,
个氨基酸的重复，从氨基酸序列 - . /,0，小鼠
!"#$%&有 11个（’ ( )）*（+ ( ) ( ’）*的 ,个氨基
酸的重复，这些蛋白在 ’ 末端没有 !"#$%/ ’ 端的
+而有 ’。绒山羊 !"#$%&和小鼠 !"#$%&的氨基酸
序列的一致性最高（02 3$4），与人 !"#$%&、小鼠
!"#$%/、绵羊 !"#$%/ 相似性分别为 ,5 31、2& 3$
和 ,6 3&，均较低。从图 2看，山羊 !"#$%&虽然和
小鼠 !"#$%&一致最高，但并未聚为一类。

! 讨 论

毛发特异蛋白基因的克隆对研究毛发的生长和

结构有重要的意义，本研究首次构建了山羊皮肤

789"文库，将有助于从分子水平探讨绒毛的生长
和绒毛品质相关基因的表达。对 !"#$%& 进行分
析，发现它有完整的开放读码框，与其他动物

:*;<= 比较有一些独特的特征：首先，绒山羊
!"#$%&比 !"#$%/的分子量更大，预期编码 -$ 个
氨基酸，分子量为 /5 110 31& 8>；但比小鼠的
!"#$%&分子量小。第二，绒山羊 !"#$%& 与小鼠
!"#$%&相似，有许多 , 肽重复结构。这些重复在
小鼠 :*;<= ! 3 /，! 3 &，! 3 1和"，以及绵羊和
兔子 !"#$ 3/ 也存在（?@ABC= BD >E，&55&；"@FG H

ID@，/--0）。绒山羊 !"#$%& 的 , 肽重复的频率少
于小鼠 !"#$%&，但多于其他的比对序列。第三，
绒山羊和小鼠的 !"#$%&相似，在 ’末端有一个半
胱氨酸残基 ’，而在其他 :*;<= 中多为酪氨酸
（+）。富含半胱氨酸蛋白的分子量在 /5 555 .
15 555 8>。在氨基酸序列中包括几个重复序列，而
且在羧基末端有半胱氨酸 ’。这些提示绒山羊
!"#$%&具有 :*;<=与富含半胱胺酸蛋白之间的中
间特征。羊绒纤维是最好的动物纤维之一，但关于

其品质特征的本质研究甚少。从毛纤维的结构蛋白

分析，不同物种甚至同一物种或个体不同部位的毛

纤维都有差异，这些差异都可能对毛纤维的品质产

生影响。毛纤维中角蛋白关联蛋白（!"#=）就有
几十种，其数目仍不清楚，确切的功能更是知之甚

少。我们首次克隆到绒山羊高甘氨酸 (酪氨酸
!"#$%&，聚类结果显示它和 !"#$其他成员有明显
差异，可能在绒纤维的生长中发挥独特的作用。当

然，它在绒山羊绒和毛生长中的表达特点和功能还

有待于进一步深入研究。
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