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绵羊 FGF5 基因的克隆、表达及 RNA 干扰 
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摘要: 根据牛的成纤维细胞内生长因子 5(Fibroblast growth factor 5, FGF5)基因 cDNA 序列设计引物,  PCR 扩 

增得到绵羊 FGF5 基因 cDNA 的开放阅读框序列, 并比较和其他 6 种高等哺乳动物的序列同源性; 同时研究该

基因在绵羊多种组织的表达情况, 以及研究以细胞模型 RNA 干扰下的表达情况。结果表明, 绵羊 FGF5 基因

ORF 全长为 813 bp, 编码 270 个氨基酸, 分子量约为 29.58 kDa, 理论等电点 10.59。绵羊 FGF5 基因 cDNA 序

列与牛、人、小鼠、大鼠、犬和猫的对应序列同源性高度保守, 预测氨基酸序列同源性同样具有高度保守性。

RT-PCR 分析表明 FGF5 在绵羊皮肤、小肠、肾脏、心脏、肝脏、脾脏、胰脏和肺中均有表达, 皮肤中表达量

最高。构建该基因的原核表达载体和 RNAi 载体, IPTG 诱导在大肠杆菌中融合表达获得 55 kDa 的蛋白条带, 设

计的 RNA 干扰片段能显著抑制 FGF5 基因的表达。文章为进一步阐明绵羊 FGF5 的功能尤其是在羊毛生长发

育中的作用提供了理论和实验基础。 
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Abstract: The cDNA of fibroblast growth factor 5 (FGF5) gene in sheep was cloned, and the nucleotides sequence ho-

mology of FGF5 was compared with other six mammal. In addition, the expression of FGF5 in different tissues was ana-

lysed. Gene FGF5 was then recombined into prokaryotic expression vector (pGEX-4T-2) and RNA interference vector 

(pSilencer 5.1 H1) to study its pression in fibroblast cell lines. Results showed that the open reading frame (ORF) of cDNA 

in sheep consisted of 813 nucleotide acids encoding 270 amino acids, with the molecular mass of 29.58 kDa and theoretical 

pI of 10.59. The amino acids sequence of FGF5 gene in sheep shared high identity with those in cow, human, mouse, rat, 
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dog, cat and rabbit. In addition, analysis on tissue expression showed that FGF5 expressed in skin, heart, kidney, liver, pan-

creas, spleen, lung, and small intestine, especially presenting high levels in skin. The expression of FGF5 in E. coli was 

induced with IPTG, which produced a protein band with the expected size of 56 kDa on SDS-PAGE, while the expression 

of FGF5 in sheep fibroblast cell line was knocked down remarkably with the help of integrated RNAi vector. 

Keywords: sheep; FGF5; gene cloning; expression; RNAi 

羊毛作为纺织工业的重要原料, 它不仅具有优

良的保暖性能, 而且具有良好的吸湿保湿效果, 羊

毛纤维柔软而富有弹性, 可用于制作呢绒、绒线、

毛毯、毡呢等纺织品, 深受广大人民群众的喜爱, 成

为编织轻、柔、滑、爽、暖、薄的天然保健贴身衣

服的最好动物纤维之一[1]。但是, 一直以来, 我国高

品质的羊毛产量较少, 难以满足国内需求, 整个毛纺

织业的发展主要依赖于国外高品质的羊毛的供应[2]。

因此, 提高羊毛品质有利于推进我国羊毛产业的发

展, 满足人们对纺织品舒适性能的要求, 而对羊毛

性状的研究是改善羊毛品质和提高羊毛产量的重要

手段。因而, 对绵羊产毛性状相关基因的研究有着

重要的意义。研究发现成纤维细胞内生长因子 5 

(Fibroblast growth factor 5, FGF5)是影响毛发长度的

重要影响因子 [3~6], 参与调控毛囊从兴盛期向休眠

期转化, 其蛋白直接或间接诱导退行期的启动, 对

毛发生长具有抑制作用[7]。 

近年来, 在人、小鼠、牛和大鼠中, 都分离到了

FGF5基因 cDNA序列[8~11], 而且都具有高度的保守

性。因此, 本研究以绵羊耳组织成纤维细胞为材料, 

克隆绵羊 FGF5基因, 并对其进行表达分析和 RNAi

研究, 为进一步研究并阐明绵羊 FGF5 蛋白的生物

学功能奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验用绵羊包括小尾寒羊和中国美利奴羊, 取

皮肤、肺脏、肝脏、脾脏、肾脏、心脏、胰脏和小

肠组织, 液氮保存; 绵羊耳组织成纤维细胞由本实

验原代培养并保存。 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 提取和第一链 cDNA 合成 

按照Trizol和M-MLV RT试剂盒操作步骤进行。

总 RNA提出后进行琼脂糖凝胶电泳检测, 同时测定

OD260/OD280值, 并调整浓度在 1~2 μg/μL, 然后再进

行第一链 cDNA合成, –20℃保存备用。 

1.2.2  FGF5 基因 cDNA 的克隆 

参照牛的同源保守区域, 并运用软件 Primer 2.0

在其保守区设计引物, 本实验设计 3 对引物(表 1), 

分别为 F1/R813、F1/R485、F285/R813, 引物由北京

擎科生物技术有限公司合成。以绵羊皮肤组织 cDNA

为模板进行 PCR扩增, 克隆目的基因。PCR扩增程

序如下: 94℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 60℃复性

30 s, 72℃延伸 30 s, 35个循环; 最后 72℃延伸 10 min。

PCR 扩增产物经纯化连接到 pMD18-T 载体上测序, 

由北京擎科生物技术有限公司完成。 
 

表 1  绵羊 FGF5 基因引物序列 

引物 
扩增长度

(bp) 
序列(5′→3′) 

F1/R813 813 
F1:ATGAGCTTGTCCTTCCTCCT 
R813:TTAACCAAAGCGAAACTTGA

   

F1/R468 485 
F1:ATGAGCTTGTCCTTCCTCCT 
R468:GGCACTTGCATGGAGTTTTC

   

F285/R813 525 
F285:CAGAGTGGGCATCGGTTTC 
R813:TTAACCAAAGCGAAACTTGA

   

β-actin-F/R 285 
F:CGCAGACAGGATGCAGAAAGA
R:GCTGATCCACATCTGCTGGAA 

 

1.2.3  序列生物信息学分析 

应用 ORF Finder 程序确定正确的开放阅读框; 

采用 ProtParam程序, 预测 FGF5蛋白分子质量、等

电点等理化性质; 通过 BLAST 数据库搜索、分析

FGF5 基因核苷酸和氨基酸序列的相似性; 并应用

MEGA4.1 软件, 以绵羊 FGF5 基因预测的氨基酸序

列与其他物种 FGF5 基因的氨基酸序列构建系统进

化树。 

1.2.4  组织表达分析 

取绵羊皮肤、肺脏、肝脏、脾脏、肾脏、心脏、
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胰脏和小肠组织, 按照 Trizol RNA 提取试剂盒使用

说明, 提取总 RNA并逆转录合成 cDNA第一链。以

绵羊 β-actin基因(NM_001009784)为内参, 使用绵羊

FGF5 基因特异引物(F285/R813)进行 PCR 扩增, 比

较 FGF5 基因在绵羊各组织中的表达。内参基因特

异引物为 F(5'-CGCAGACAGGATGCAGAAAG A-3')

和 R(5'-GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3')。反应条

件: FGF5基因扩增程序为 95℃预变性 5 min; 94℃变

性 30 s, 60℃复性 30 s, 72℃延伸 50 s; 35个循环, 最

后 72℃延伸 10 min。内参 β-actin基因 PCR反应时

复性温度是 60℃, 循环数为 24 个。RT-PCR 实验重

复 3遍。 

1.2.5  原核表达载体的构建与表达 

根据已获得的绵羊 FGF5 基因的开放阅读框序

列, 设计原核表达引物, 上游引物为 5'-GGATCCA- 

TGAGCTTGTCCTTCCTCCT-3'(划线为 BamHⅠ酶

切位点), 下游引物为 5'-CTCGAGTTAACCAAAG- 

CGAAACTTGA-3'(划线为 XHOⅠ酶切位点)。用 PCR

方法引入带酶切位点的 FGF5 基因 , 并与 pGEX- 

4T-2载体用 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切, 回收片段, 然

后用 T4连接酶连接。连接产物转化入 100 µL大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞, 提取质粒、酶切、PCR 扩

增、测序鉴定。 

将正确的重合质粒 pGEX-FGF5转化入 50 µL大

肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞, 提取质粒、酶切验

证后测序。将含有测序正确的质粒的菌液涂布于含

100 μg/mL氨苄青霉素的 LB平板上, 与 37℃培养过

夜。次日, 挑单个菌落培养, 当 OD600≈0.6 时加入

0.12 mmol/L、0.16 mmol/L和 0.18 mmol/L 浓度不同

的 IPTG诱导表达 6 h, 收菌。用 1×加样缓冲液裂解, 

沸水煮 10 min, 12 000 r/min离心 1 min, 收集上层菌

液裂解液进行 SDS-PAGE电泳分析。 

1.2.6  干扰载体的构建 

针对已得到的绵羊 FGF5 基因 CDS 序列, 根据

所用 Ambion 公司的 pSilencer 5.1-H1载体, 在其公

司网站利用其提供的在线工具设计 RNA 干扰片段, 

结合 RNA 干扰片段设计原则选择 3 段序列为靶序

列。干扰片段的 5′端加入 BamHⅠ酶切位点, 3′端加

入 HindⅢ位点 , 其序列见表 2。合成的寡核苷酸

DNA 单链, 经复性连接形成双链, 然后与目的质粒

连接, 获得的重组质粒命名为 pSilencer-shRNA。随

后转化感受态细菌 DH5α, 在含 AMP抗性(终浓度为

100 mg/L)的 LB 培养液中培养过夜, 用质粒提取试

剂盒提取质粒, 将提取得到的重组阳性克隆质粒用

BamHⅠ和 HindⅢ进行酶切分析并测序鉴定。 

1.2.7  细胞转染及干扰效果检测分析 

取绵羊耳组织成纤维细胞, 于 37℃、5% CO2

条件下培养。次日接种 24 孔板, 每孔细胞计数 2×

104加入 DMEM 进行常规培养。24 h 后, 弃培养基

并加入浓度分别为 200 ng/mL、500 ng/mL、800 ng/mL、

1 000 ng/mL、1 200 ng/mL、1 500 ng/mL嘌呤霉素

的完全培养基, 每 3 d换液, 直至两周后细胞死亡最

小浓度为最优嘌呤霉素筛选浓度。在此基础上进行

细胞转染实验: DMEM 培养基常规培养绵羊耳组织

成纤维细胞, 按 VigoFect 转染试剂和 pSilencer 5.1 

Retro Kit 说明书使用说明分别转染空白对照组、

pSilencer空载体质粒、pSilencer-shRNA371、pSilencer- 

shRNA469、pSilencer-shRNA511重组质粒, 嘌呤霉素

筛选至空白对照组细胞全部死亡, 转染组单克隆细

胞形成, 再进行常规培养, 建立稳定转染细胞系。 

收集转染成功不同载体的细胞, 同时与绵羊成

纤维细胞对照, 提取细胞总 RNA, 按试剂盒说明反

转录 cDNA, 并对 cDNA进行荧光定量检测, 反应条

件为: 95℃预变性 10 s, 95℃变性 5 s, 60℃复性 20 s、 

 

表 2  针对 FGF5 mRNA 不同区域的干扰片段 

干扰区域 正向序列 反向序列 

371~390 bp区域(Ⅰ) 
psilencer-shRNA371 

5'-GATCCATATTTGCTGTGTCTCAGGTTCAAGAG 
ACCTGAGACACAGCAAATATTTTTTTGGAAA-3' 

5'-AGCTTTTCCAAAAAAATATTTGCTGTGTCTC 
AGGTCTCTTGAACCTGAGACACAGCAAATATG-3' 

   

469~488 bp区域(Ⅱ) 
psilencer-shRNA371 

5'-GATCCATTTACAGATGACTGCAAGTTCAAGAGA 
CTTGCAGTCATCTGTAAATTTTTTTGGAAA-3' 

5'-AGCTTTTCCAAAAAAATTTACAGATGACTGCAA 
GTCTCTTGAACTTGCAGTCATCTGTAAATG-3' 

   

371~390 bp区域(Ⅲ) 
psilencer-shRNA371 

5'-GATCCGCAGCTATAATACCTATGCCTTCAAGA 
GAGGCATAGGTATTATAGCTGTTTTTTGGAAA-3' 

5'-AGCTTTTCCAAAAAACAGCTATAATACCTATGCC 
TCTCTTGAAGGCATAGGTATTATAGCTGCG-3' 
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72℃延伸 31 s, 共 40个循环; 溶解曲线条件为 95℃ 

1 min, 60℃ 1 min, 60℃ 10 s, 8个循环。用 2–ΔΔCT

法计算干扰结果, 公式为: 

平均相对含量=未知样品数的相对含量∕对照

样品的相对含量=2–平均数△△CT 

其中△△CT=△CT 未知样品－CT 对照样品, 

△CT 未知样品=CT 未知样品－CT 内参, 内参为绵

羊 β-actin基因。 

用 SPSS统计软件中 t检验对实验数据进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  绵羊 FGF5基因 cDNA的克隆 

根据牛的同源保守区域, 以绵羊皮肤 cDNA 为

模板扩增得到一条 813 bp 的目的条带(图 1), 经克

隆、酶切鉴定和测序、BLAST比对确定为绵羊 FGF5

基因 cDNA 片段。基因序列提交 GenBank, 登录号

为 HQ678172。 

2.2  编码绵羊 FGF5基因序列的生物信息学分析 

根据 ORF Finder程序确定的开放阅读框如图 2

所示, FGF5基因的 ORF全长为 813 bp, 编码 270个

氨基酸, 预测分子量约为 29.58 kDa, 理论等电点

10.59。经 BLAST 比对和 DNAMAN 分析发现, 绵 

 
 

图 1  绵羊 FGF5 基因片段的克隆 
1: 皮肤; 2: 肌肉; M: Marker。 

 

羊 FGF5 基因与牛、人、小鼠、大鼠、犬、猫和家

兔的对应序列相似性分别为 97.91%、90.65%、

85.24%、85.73%、89.42%、91.02%和 87.31%, 氨基

酸相似性分别为 97.97%、91.05%、86.08%、86.76%、

89.03%、92.05%和 88.67%。序列多重比较分析表明

该基因在不同物种间都具有高度保守性, 系统进化

树分析表明本研究获得的绵羊 FGF5 与牛的更接近

(图 3)。 

2.3  FGF5在不同组织中的 RT-PCR表达情况 

半定量 RT-PCR显示, FGF5基因在检测的 8个

组织中均有表达, 其中在皮肤、小肠、心脏和胰脏

中高度表达, 在脾脏、肾和肺中中度表达, 而在肝

脏中低度表达(图 4, 图 5)。 

 

 
 

图 2  FGF5 基因开放阅读框序列及预测的氨基酸序列 
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图 3  部分物种 FGF5 氨基酸序列构建的系统进化树 

 

 
 

图 4  RT-PCR 检测 FGF5 在不同组织中表达 

 

 
 

图 5  FGF5 mRNA 在不同组织中的半定量表达 
1: 皮肤; 2: 小肠; 3: 肝脏; 4: 肺脏; 5: 脾脏; 6: 胰脏; 7心脏; 8: 肾

脏。不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 不同大写字母表示差异极

显著(P<0.01); 相同字母表示差异不显著(P＞0.05)。 

 

2.4  融合蛋白 GST-FGF5的表达与 SDS-PAGE检测 

实验结果显示, IPTG最佳诱导浓度为0.12 mmol/L, 

菌液诱导表达蛋白经裂解, 进行 SDS-PAGE 电泳, 

诱导 6 h显示１条较浓的约 55 kDa的蛋白条带, 与

预期结果(26 kDa 的 GST 融合蛋白＋29.58 kDa 的

FGF5 蛋白)相符, 而未诱导对照组未出现该蛋白条

带(图 6)。菌液超声处理后, 沉淀在 55 kDa处有条带, 

上清在相应位置没有条带, 证明表达蛋白以包涵体

的形式存在(图 7)。 

 
 

图 6  原核表达融合蛋白 GST-FGF5 的 SDS-PAGE 检测 
M: 非预染 Marker; 1: 无 IPTG诱导的 pGEX-4T-2; 2: 20 μg IPTG诱

导的 pGEX-4T-2; 3: 无 IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5; 4: 20 μg IPTG

诱导的 pGEX-4T-FGF5 的全蛋白; 5: 100 μg IPTG 诱导 pGEX-4T- 

FGF5全蛋白; 6: 200 μg IPTG诱导 pGEX-4T-FGF5全蛋白; 目标条带: 

GST-FGF5融合蛋白。 

 

 
 

图 7  原核表达的融合蛋白 GST-FGF5 的 SDS-PAGE 检测 
M: 非预染 marker; 1: 没有 IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5上清; 2: 没

有 IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5沉淀; 3: 20 μg IPTG诱导的 pGEX-4T- 

FGF5上清; 4: 20 μg IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5沉淀; 5: 100 μg 

IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5上清; 6: 100 μg IPTG诱导的 pGEX-4T- 

FGF5沉淀; 7: 200 μg IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5上清; 8: 200 μg 

IPTG诱导的 pGEX-4T-FGF5沉淀; 目标条带: GST-FGF5融合蛋白。 
 

2.5  RNA干扰载体构建、细胞转染和 FGF5干扰效果 

如材料方法中所述, 将化学合成的干扰片段复

性延伸补齐后连接到小干扰 RNA 表达载体

pSileneer 5.1 H1上, 获得质粒 pSilencer-siRNA, 酶

切和测序结果表明其序列与设计的相符, 重合质粒

构建成功, 该质粒将表达针对 FGF5基因的 siRNA。 

嘌呤霉素最适浓度筛选结果显示, 1 000 ng/mL

为最适浓度。将各组重组质粒转染细胞 24 h后, 用

含有 1 000 ng/mL 浓度的嘌呤霉素完全培养基筛选细

胞, 观察对照组细胞(未转染组)完全死亡后, 获得稳

定表达 siRNA及非特异性对照 siRNA的转染细胞系。 

用 SYBR GREENⅠ染料法对转染了不同干扰

载体的细胞 cDNA进行定量 PCR检测, 比较它们的

FGF5表达量。其中对对照组细胞的 cDNA进行定量

PCR 检测, 即为绵羊耳组织成纤维细胞 FGF5 表达

背景分析。运用△△CT法计算后, 以对照组细胞的

cDNA 作为对照样品, 转染阴性对照质粒 pSilencer  
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表 3  以绵羊耳组织成纤维细胞 cDNA 作为对照样品的干扰结果 

 FGF5 avCt β-actin av Ct Ct△  Ct△△  变化倍数 2– Ct△△  

绵羊耳组织成纤维细胞 28.07 27.83 0.14 0 1 

空载质粒细胞 27.6 19.57 8.03 7.89 0.0042(降低了 237.2倍)** 

pSilencer-siRNA371细胞 31.7 15.83 15.87 15.73 0.000018(降低 54350.3倍)**

pSilencer-siRNA469细胞 23.43 11.23 12.2 11.08 0.00046(降低了 2164.8倍)**

pSilencer-siRNA511细胞 27.03 11.13 15.9 15.86 0.000017(降低 59475.2倍)**

注: **为差异极显著(P<0.01)。 

 

表 4  以转染空载载体 pSilencer 的细胞 cDNA 作为对照样品的干扰结果 

 FGF5 avCt β-actin avCt △Ct △△Ct 变化倍数 2–△△Ct 

空载质粒细胞 27.6 19.57 8.03 0 1 

pSilencer-siRNA371细胞 31.7 15.83 15.87 7.84 0.0044(降低了 229.1倍)** 

pSilencer-siRNA469细胞 23.43 11.23 12.2 4.17 0.056(降低了 18倍)** 

pSilencer-siRNA511细胞 27.03 11.13 15.9 7.87 0.0043(降低了 233.9倍)** 

注: **为差异极显著(P<0.01)。 

 
的细胞中 FGF5 表达下降了 237.2 倍; 转染 pSilencer- 

siRNA371质粒的细胞中 FGF5表达下降了 54 350.3

倍; 转染 pSilencer-siRNA469质粒的细胞中 FGF5表

达下降了 2 164.8倍; 转染 pSilencer-siRNA511质粒

的细胞中 FGF5表达下降了 59 475.2倍, 数据见表 3。

以转染空载载体 pSilencer的细胞 cDNA作为对照样

品, 转染 pSilencer-siRNA371质粒的细胞中 FGF5表

达下降了 229.1倍; 转染 pSilencer-siRNA469质粒的

细胞中 FGF5 表达下降了 18 倍; 转染 pSilencer- 

siRNA511质粒的细胞中 FGF5表达下降了 233.9倍, 

数据见表 4。 

3  讨 论 

研究发现, 已知 FGF5 基因参与毛囊周期调控, 

控制毛囊从兴盛期向休眠期转化, 其分泌蛋白直接

或间接地诱导退行期的开始, 对毛发的生长起到抑

制作用[7]。推测 FGF5基因对绵羊的羊毛长度也具有

重要的影响, 因此我们参照牛的同源保守区域设计

引物, 克隆得到 FGF5 基因 CDS 序列, 并将其成功

构建到表达载体和干扰载体上 , 成功诱导表达

GST-FGF5融合蛋白, 大小与预测序列一致, 这为后

续的抗体制备奠定了实验条件和基础。同时检测了

其在绵羊不同组织的表达情况, 结果显示, 在皮肤、

心脏、小肠、肝脏、肺脏、脾脏和胰脏组织均有表

达 , 而在皮肤组织中表达明显高于其他实验组织 , 

以此作者认为, FGF5 基因在皮肤中的表达, 对毛发

的生长发育起着重要的调节作用, 是调节毛发生长

的重要基因。同时, 我们利用 RNAi技术对绵羊耳组

织成纤维细胞进行了 FGF5基因的干扰研究。 

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是近年发展

起来的一项新的分子生物学技术[12], 是研究基因功

能的一种有力工具 , 主要基于由双链 RNA (Dou-

ble-stranded RNA, dsRNA)引发的转录后基因沉默机

制, 发挥显著的基因下调作用[13,14]。本文首次运用该

技术对绵羊 FGF5 基因进行干扰研究。结果 FGF5

表达量显著下降 , 证明外源性 H1 启动子能够使

siRNA 干扰载体发挥作用。在我们设计的干扰绵羊

FGF5 mRNA的 3个不同区域中, Ⅰ、Ⅱ和 III干扰

载体转染到细胞后, FGF5 的表达量均显著下降, 其

中, Ⅰ和 III干扰载体干扰效果极为显著。所以在绵

羊 FGF5 mRNA中, 第 371~390 bp区域、第 469~488 

bp区域和第 511~540 bp区域均是有效干扰区域, 其

中第 371~390 bp区域和第 511~540 bp区域是最合适

的干扰区域。因此本实验结果为今后针对绵羊 FGF5

基因功能研究提供了研究基础, 并为培育转基因绵

羊创造了条件。 
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