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摘 要：为克隆绵羊角细胞关联蛋白 2（Keratinocyte-associated protein 2, KRTCAP2）基因 mRNA并分析该基因表达分布规

律，本研究首先提取小尾寒羊与新吉细毛羊皮肤及不同组织总 RNA，RT-PCR方法克隆 KCTCAP2基因并进行两个品种间

的比较分析，随后利用HRM方法对目的 SNP位点进行基因多态性分析，最后用 qRT-PCR方法分析两个品种不同组织间

KRTCAP2基因的时空表达分布。RT-PCR扩增显示绵羊皮肤组织出现略小于 500 bp的特异性条带，测序证实该片段为

KRTCAP2基因，长度为 466 bp，编码 149个氨基酸。所克隆的 4条片段中存在 4个 SNP位点，其中 2个 SNP位点引起氨基

酸位点突变。针对 c.194位 A>G突变位点设计的 HRM检测发现小尾寒羊、新吉细毛羊等群体中并不存在该多态位点。

小尾寒羊与新吉细毛羊不同组织间的表达分布显示，KRTCAP2基因存在多组织表达特性，在两品种羊组织表达模式既存

在一致性也存在差异性。一致性主要表现为小尾寒羊与新吉细毛羊中肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、肠道与皮肤组织中 KRT⁃
CP2表达量较心脏组织呈现上调表达的趋势。差异性表现为新吉细毛羊在肝脏、脾脏、肺脏、肠道、脑和皮肤的组织表达

量均高于小尾寒羊，在肌肉和卵巢组织中的表达量低于小尾寒羊，在肾脏组织中的表达量基本持平。本研究成功克隆出

绵羊 KRTCAP2基因并进行了系统分析，为探讨绵羊角细胞功能奠定了基础。
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Abstract：In order to clone the Keratinocyte-associated protein 2 (KRTCAP2) gene and identify the expression pat⁃
tern in different organs of sheep, in this study, the total RNA was extracted from different organs coming from Small
tail Han sheep (STH sheep) and Xinji Fine wool sheep (XJ sheep), and KRTCAP2 was cloned by RT-PCR, the poly⁃
morphisms in different sheep populations were tested by HRM. In the end, the tissue expression pattern was mea⁃
sured by qRT-PCR. The RT-PCR amplification showed there was a specific band which was slightly smaller than
500 bp, and the sequencing data approved the amplicons were KRTCAP2 gene with 466 bp in length encoding 149
amino acids peptides. In the same time, four SNP mutants were identified, and two of them caused mutation in pro⁃
tein. The polymorphism of A>G mutant in c.194 by HRM analysis showed there were no polymorphism in all popula⁃
tions including STH sheep and XJ sheep. The tissues expression distribution analysis by qRT-PCR approved that
KRTCAP2 gene was constructive expressed in all organs in sheep. However, the expression pattern has both similar
and distinct point in organs from STH sheep and XJ sheep. The similar point is KRTCAP2 has higher expression in
liver, spleen, lung, kidney, gut and skin than heart in both STH sheep and XJ sheep, The expression levels in liver,
spleen, lung, intestine, brain and skin were higher inXJ sheep than in STH sheep. The expression in muscle and ova⁃
ry tissue of XJ sheep was lower than that of STH sheep, and the expression in kidney tissue was lower. In conclu⁃
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sion, the sheep KRTCAP2 gene was cloned in this study which provides an opportunity to explore the gene function
in further.
Key words：KRTCAP2; Xinji fine wool sheep; Small tail Han Sheep; Gene cloning

角质形成细胞（Keratinocytes）又称角细胞，是

皮肤上皮层含量最丰富的一类细胞，主要分布于

上皮层中的基质层，占上皮细胞的 95%以上 [1]。其

在细胞增殖、分化与凋亡中发挥重要的作用，其

中作为角细胞关联蛋白基因家族（Keratinocyte-as⁃
sociated protein，KRTCAP）中的一员,KRTCAP2在
角质形成细胞中高表达，并调控毛发的生长发

育 [2]。角细胞最主要的功能是保持皮肤组织的完

整性，构筑机体与外界环境的第一道天然屏障 [3]，

使机体免受外界生物（细菌、病毒及寄生虫等）、

物理与化学性损伤的同时减少机体水分损失 [4]。

正常生理状态下，角细胞不断从皮肤深处基底层

向体表移行，此过程同样伴随着角细胞分化与更

新。研究表明角细胞从基底层移行至表皮角质层

只需要 28天时间，在移行过程中伴随着角质细胞

的分化过程，典型的特征是角蛋白的不断累

积 [5]。角细胞的更新源动力来自于皮肤表皮干细

胞的增殖分化。表皮干细胞同样位于基底层，对

基底层具有粘附的特性，具有细胞周期慢和超强

自我更新能力 [5]。表皮干细胞还具有双向分化能

力，向下迁移分化为表皮基底层,进而生成毛囊；

向上迁移,并最终分化为各类表皮细胞，其主要为

角细胞 [6]。课题组前期研究中发现小尾寒羊与新

吉细毛羊皮肤组组结构存在较大差别，其中皮肤

厚度差异最为明显 [7]。提示两者皮肤组织中角细

胞的含量及功能可能存在一定差异，绵羊皮肤比

较转录组学分析结果也证明毛囊干细胞分子表面

标志基因存在表达差异。为进一步揭示不同绵羊

品种角质形成细胞功能差异，本文以小尾寒羊与

新吉细毛羊为研究对象，通过 KRTCAP2基因克

隆、多态性及时空表达比较分析，为阐释绵羊皮

肤功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验动物

试验动物为 9~10月龄雌性新吉细毛羊和小

尾寒羊，其中新吉细毛羊为吉林省农业科学院畜

牧科学分院新近选育的超细型新品系，小尾寒羊

为市售纯种小尾寒羊。

1.2 主要试剂

RNAlater购自 QIAGEN公司、Trizol购自 Invit⁃

rogen公司；pMD18-T 载体、RNasefree DNase I、
Agarose Gel DNA Purification Kit及 ExTaq酶系统

均购自大连宝生物公司；定量 PCR试剂 Light cy⁃
cler 480 SYBR Green I master购自罗氏公司。

1.3 试验样品采集与保存

本试验所用样品主要包括肩胛后皮肤毛囊组

织和其他实质组织器官。不同毛囊周期皮肤毛囊

组织样品具体采集方法为：打毛剪对试验羊肩胛

局部剪毛，70%酒精消毒，剪切 0.5 mm的皮肤浸入

RNAlater液中，其他实质组织器官样品主要包括

心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、小肠、下丘脑、卵巢

等，具体采集过程为：屠宰场标准流程屠宰试验

羊，分别采集一定大小各组织器官样品，浸入

RNAlater保存液中，送至-80℃冰箱保存。

1.4 总RNA提取与 cDNA一链合成

新吉细毛羊与小尾寒羊皮肤毛囊组织与其他

实质组织器官总 RNA提取采用 Trizol法，将 150
mg组织块从 RNAlater保存液中取出，转入含有 1
mL的 Trizol液与磁珠的 1.5 mL螺口离心管中，将

上述离心管固定于组织匀浆器中，4毫秒震荡研

磨，提取各组织总 RNA。提取的总 RNA用 DEPC
水充分溶解，琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA完整性,
紫外分光光度计检测其纯度与浓度，-70℃保存备

用。要注意的是 cDNA合成前总 RNA用 RNase⁃
free DNase I处理确保不存在 DNA污染。 cDNA
合成反应参照 PrimeScript反转录试剂盒进行，具

体步骤按说明书进行。

1.5 引物设计与合成

目前 GenBank数据库中尚未有 KRTCP2基因

mRNA序列信息，仅有预测序列。本文以预测序

列（XM_004002576.3）为模板设计克隆引物，待基

因 mRNA克隆测序完成后，设计定量 RT-PCR引
物，同时以绵羊 β-actin基因为内参基因设计内参

引物，具体引物序列信息见表 1。
1.6 RT-PCR与基因克隆

基因扩增以皮肤毛囊组织 cDNA为模板，具

体反应体系为：14.3μL ddH2O，10 × PCR Buffer
2.5μL，2.5 mmol/L dNTP Mix 2.5μL，10μmol/L引物

F 1μL，10μmol/L 引 物 R 1μL，0.5U/μLTaq 酶

0.2μL，1μL cDNA 模板。反应条件为 94℃ 2 min，
94℃ 30 s，62℃ 30 s，72℃ 0.5 min，35个循环。扩
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增产物经琼脂糖凝胶电泳检测及胶回收，pMD18-
T载体连接阳性克隆委托生物公司测序，测序结

果进行生物信息学分析。

1.7 SNP位点检测

基因多态性检测采用HRM技术进行，小尾寒

羊和新吉细毛羊群体分别为 30头和 48头，检测样

本为血液基因组 DNA。具体方法采用 Light Cycle
480 II定量 PCR仪。反应为 20μL体系：ddH2O为
8.8μL，浓度为 50 ng的 DNA 1μL，High Resolution
Melting Master 10μL，浓度为 3μmol/L的正反引物

各 0.2μL。循环条件如下：95℃变性 10 min，40个
循环，条件为 94℃ 15 s，68℃ 30 s，72℃ 15 s，扩增

结束后进行 HRM分型，分型条件为：95℃ 1 min，
40℃ 1 min，65℃ 1 s；在 65℃升温至 95℃的过程中

以 25次/℃的速度收集荧光，最后降温至 40℃ 40
s。检测结果以Gene Scanning软件进行分析。

1.8 组织表达分布检测

组织表达分布检测采用荧光定量 RT-PCR进
行，定量 PCR采用 Light Cycle 480 II定量 PCR仪。

反应为 20μL体系：ddH2O为 8.6μL，cDNA 模板稀

释 10倍后添加 1μL，Light cycler 480 SYBR Green I
master 10μL，浓度为 10μmol/L 的正反引物各

0.2μL。循环条件如下：95℃变性 15 min，40个循

环，条件为 94℃ 15 s，62℃ 30 s，扩增结束后进行

产物溶解曲线分析。每个品种检测两个个体，每

个样品重复进行 3次。检测结果利用 2－△△Ct法进

行数据分析并绘制柱形图。

2 试验结果

2.1 绵羊KRTCP2基因克隆与序列分析

以新吉细毛羊与小尾寒羊皮肤组织 cDNA为
模板，RT-PCR扩增电泳检测显示已成功扩增出

明显目的条带，片段略小于 500 bp（见图 1）。扩

增产物胶回收克隆测序结果显示该片段长度为

466 bp，与参考序列比对显示该片段为绵羊KRTCP2
基因。该序列与参考序列比较ORF区 5'端缺少 38
bp。序列比对发现新吉细毛羊与小尾寒羊中 KRT⁃
CP2基因mRNA序列中发现 3个多态位点，其中小

尾寒羊 2个多态位点位于ORF区，新吉细毛羊多态

位点位于 3'UTR区（图 2）。ORF区 c.194位A>G突

表1 引物序列信息及扩增产物

引物

sKCP2-C

sKCP2-Q

sKCP2-c194

sβ-actin

序列

F: CCTGGACAGAAGCACGGATT
R: AGACATTCAGGGTCAATTTCTCT
F: CTGTCCCTTCTGCTCTTC
R: ATCTTTGCTTGGAATCCTTTAC
F: CTGCTCTTCGCTGGGATG
R: AGAGGATACGGTGAGAGAG
F: CCGCAAATGCTTCTAGGCGG
R: TCGCACGAGGCCAATCTCAT

产物 (bp)
463

169

117

98

退火温度（℃）
60

62

60

62

 
M: DL2000; 1-2: 小尾寒羊；3-5：新吉细毛羊

图1 绵羊KRTCP2基因RT-PCR扩增结果

 7-3和 7-8为小尾寒羊，8-4和 8-8为新吉细毛羊；灰色标注为多态位点 ,Ref:参考序列 XM_004002576.3
图2 绵羊KRTCP2基因核苷酸比对
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变导致 a.65位氨基酸Gln>Arg突变，c.241位 T<C突
变导致 a.81位氨基酸Phe>Leu突变（图3）。
2.2 绵羊KRTCP2基因多态性分析

针对基因克隆测序检测到的 c.194多态位点

设计 HRM检测引物，以新吉细毛羊（48头）、小尾

寒羊（30头）、陶赛特与小尾寒羊杂交 F1代羊（25
头）血液基因组为模板，进行不同群体多态性检

测分析，经过条件摸索证实HRM扩增反应特异性

较好（图 4A），但对上述群体扩增产物进行 GeneS⁃
canning分析结果发现扩增产物溶解曲线一致，不

存在多态位点（图 4B）。该结果与克隆测序结果

存在差异，可能的原因是克隆测序过程引入的人

为突变。

 

7-3和 7-8为小尾寒羊，灰色标注为多态位点 ,Ref:参考序列 XM_004002576.3
图3 绵羊KRTCP2基因氨基酸序列比对

 

A: 扩增片段溶解曲线分析；B: GeneScanning分析结果

图4 不同绵羊品种KRTCP2基因c.194多态性分析

2.3 KRTCP2基因组织表达分布分析

为探寻 KRTCP2基因组织表达规律，提取小

尾寒羊与新吉细毛羊各 2头个体心脏、肝脏、脾

脏、肺脏、肾脏、小肠、卵巢、脑、肌肉与皮肤组织

RNA，通过 RT-PCR方法检测 KRTCP2在不同组织

器官中的表达情况，以心脏组织表达水平为内对

照，绘制相对表达变化柱形图（图 5）。结果显示

两个品种羊不同组织器官 KRTCP2基因表达模式

既存在一致性也存在差异性。一致性主要表现为

小尾寒羊与新吉细毛羊中肝脏、脾脏、肺脏、肾

脏、肠道与皮肤组织中 KRTCP2表达较心脏组织

呈现上调表达的趋势。差异性表现为新吉细毛羊

在肝脏、脾脏、肺脏、肠道、脑和皮肤的组织表达

量均高于小尾寒羊，在肌肉和卵巢组织中的表达

量低于小尾寒羊，在肾脏组织中的表达量基本持

平。另外小尾寒羊脑组织、新吉细毛羊肌肉组织

KRTCP2基因表达较心脏组织明显降低，对应品

种则呈现表达升高的趋势。

3 讨 论

皮肤组织是隔绝机体与外界环境的第一道防

线，在保护机体免受外界物理、化学、生物等损伤

发挥重要的作用 [8]。皮肤组织中含量最为丰富的

是角细胞，皮肤附属物是由皮肤角细胞定向分化

所形成 [9]。毛发发生与生长源于毛囊组织，而毛

囊组织是胚胎期皮肤上皮组织中角细胞内陷分化

而来，毛囊组织更新同样与皮肤干细胞密切相

关，因此绵羊毛品质遗传机制离不开对皮肤角细

胞功能的研究。本文通过对小尾寒羊与新吉细毛

羊 KRTCAP2基因克隆及系统鉴定，为阐释两品种

绵羊皮肤角细胞功能差异，进而为毛用性状遗传

奠定基础。

 

心脏 肝脏 脾脏 肺脏 肾脏 小肠 肌肉 卵巢 脑 皮肤

相
对
表
达
量

图5 小尾寒羊及新吉细毛羊不同组织器官KRTCAP2

基因表达分析
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RT-PCR克隆显示小尾寒羊与新吉细毛羊皮

肤组织中 KRTCAP2基因特异性表达，KRTCAP2基
因不同物种间高度保守，但克隆发现 KRTCAP2基
因mRNA存在 3处多态位点，尤其是第 1，2多态位

点引起编码氨基酸突变，因此本试验进一步设计

群体间多态性检测试验进行验证，但遗憾的是在

小尾寒羊、新吉细毛羊及陶赛特与小尾寒羊杂交

F1代羊群体中均未检测到该多态位点，一方面直

接证实 KRTCAP2基因的高度保守性 [10]。定量 RT-
PCR结果显示小尾寒羊与新吉细毛羊 KRTCAP2
基因在不同组织表达分布模式上既存在一致性也

存在差异性。绵羊组织多器官表达情况与人组织

器官表达结果相一致，提示 KRTCAP2基因物种间

的保守性 [11]。但小尾寒羊与新吉细毛羊品种间差

异却较大，由于本试验中仅仅检测了小尾寒羊与

新吉细毛羊各 2个个体，不能排除个体差异，也不

具有品种代表性。

KRTCAP2主要位于细胞内质网，属于多跨膜

蛋白。主要参与寡糖基转移酶复合体构成，催化

甘露糖寡糖基与蛋白肽链中 Asn-X-Ser/Thr保守

基序的天冬酰胺酸残基偶连，进而完成蛋白糖基

化修饰 [12]，从而间接调节机体生理生化功能。报

道显示在高度恶性卵巢癌组织中存在 MUC1-
TRIM46-KRTCAP2融合基因并可导致 MUC1融合

突变蛋白表达及糖基化、细胞内分布等异常，提

示 KRTCAP2功能异常对组织器官功能可能同样

是致命的。目前 dbSNP和 ClinVar数据库中已积

累大量 KRTCAP2突变的数据，但并未有与具体疾

病相关的报道，一方面说明 KRTCAP2基因变异较

为常见，同时也提示 KRTCAP2功能的复杂性，在

绵羊等其他物种中同样值得关注。

4 结 论

小尾寒羊与新吉细毛羊比较分析显示绵羊皮

肤组织出现略小于 500 bp的特异性条带，测序证

实该片段为 KRTCAP2基因，长度为 466 bp，编码

149个氨基酸；经过基因多态性分析显示，所克隆

的 4条片段中存在 4个 SNP位点，其中 2个 SNP位
点引起氨基酸位点突变，小尾寒羊、新吉细毛羊

等群体中并不存在该多态位点；KRTCAP2基因在

小尾寒羊与新吉细毛羊中存在多组织表达特性，

既存在一致性也存在差异性，其中小尾寒羊与新

吉细毛羊中肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、肠道与皮肤

组织中 KRTCP2表达量较心脏组织呈现上调表达

的趋势，大部分新吉细毛羊组织表达量高于小尾

寒羊。
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