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摘要：【目的】研究绵羊核因子 I/B （nuclear factor I/B，NFIB）基因的组织表达规律，并克隆中国美利

奴羊（新疆军垦型）NFIB 基因的全长编码区（coding sequence，CDS 区）序列。【方法】采用半定量 RT-PCR 的方

法分析 NFIB 基因的组织表达谱和皮肤表达特性，利用 RT-PCR 扩增绵羊 NFIB 基因的全长 CDS 区、克隆测序，并进

行序列分析。【结果】①NFIB 基因在绵羊多种内脏器官和皮肤组织中都有着不同程度的表达，且在皮肤组织中表

达较高；NFIB 基因在超细毛品系体表不同部位皮肤组织中的表达水平不存在显著性差异（P＞0.05）；同时在 6个

不同品系/品种绵羊体侧部皮肤组织中的表达水平也不存在显著性差异（P＞0.05）；超细毛品系绵羊皮肤组织 NFIB

基因的表达水平在不同季节存在显著性差异（P＜0.05）；②绵羊 NFIB 基因编码区至少存在 3种剪接形式，其开放

阅读框（open reading frame，ORF）的长度依次为 1 263、1 128 和 1 038 bp，分别编码 420、375 和 345 个氨

基酸。【结论】中国美利奴羊（新疆军垦型）NFIB 基因在皮肤组织中的表达量较高，其在超细毛品系羊体侧部皮

肤组织中的表达量具有显著的季节性差异；绵羊 NFIB 基因至少可以编码 3 种不同的蛋白剪接体（protein 

isoform）。 
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Abstract: 【Objective】The objective of this study was to explore the expression level of nuclear factor I/B gene in various 

sheep tissues, and clone the full-length coding sequence (CDS) of sheep NFIB gene in Chinese Merino (Xinjiang Junken type).

【Method】Tissue expression profile of NFIB gene was detected by semi-quantitative reverse transcription PCR (SqRT-PCR). The 

full-length CDS region of NFIB gene was amplified by RT-PCR, cloned into T vector, and sequenced. The sequence was analyzed by 

using bioinformatics software.【Result】SqRT-PCR analysis showed that the NFIB gene was ubiquitously expressed in sheep internal 

organs and skin with different degrees. Comparatively, it was highly expressed in skin. The skin expression of NFIB gene in super 

fine wool strain had significant difference in different seasons (P＜0.05), but no significant difference in skins from various anatomic 

locations. There was no significant difference in the NFIB gene expression of body side skin among the 6 sheep strains/breeds (P＞

0.05). Sequence analysis indicated that the sheep NFIB gene generated three NFIB protein isoforms of 420, 375 and 345 aa by 

alternative splicing.【Conclusion】NFIB gene is highly expressed in the skin of Chinese Merino (Xinjiang Junken type), and its 

expression in the skin of super fine wool strain has significant difference in different seasons. Sheep NFIB has at least three protein 



4476                中  国  农  业  科  学    45 卷 

isoforms. This study not only has laid a foundation for clarifying the function of sheep NFIB gene, but also provided a theoretical 

basis for creating high quality merino sheep. 

Key words: NFIB gene; gene expression; Chinese merino; gene cloning; protein isoform; super fine wool strain 

 

0  引言 

【研究意义】经过多年努力，中国成功培育出了

中国美利奴羊（新疆军垦型）A 品系、B 品系、超细

毛品系、肉用多胎品系及毛用多胎品系共 5 个品系。

这些品系的育成为中国细毛羊业的发展做出了巨大贡

献。同时，各品系之间在毛用和肉用性状上具有显著

的差异，为开展细毛羊品质和生长等相关基因的功能

研究提供了良好的试验材料[1]。核因子 I/B（nuclear 

factor I/B，NFIB）基因以其在调控基因表达以及组织

发育等方面的作用而受到关注，开展 NFIB 基因在中

国美利奴羊（新疆军垦型）中的表达和克隆研究不但

有助于阐明该基因在绵羊生长发育、毛囊发育以及羊

毛生产中的作用，而且对优质细毛羊的培育工作也具

有重要意义。【前人研究进展】NFIB 是转录因子 NFI

家族中的一员，该家族由 NFIA、NFIB、NFIC 及 NFIX

共 4 个成员组成，它们在脊椎动物中的表达模式异常

复杂。在组织中，一般首先表达其中的一个成员，而

后共表达其它成员，因此 NFI 家族各成员间的组织表

达存在重叠现象。NFI 转录因子家族的 4 个成员对胚

胎发育都具有重要作用[2]。NFI 蛋白的 N 端具有高度

保守的结构域，由 220 个氨基酸组成，主要参与 DNA

结合、二聚化以及起始 DNA 复制等[3-4]。NFI 家族蛋

白的差异主要体现在其 C 端所形成的结构域，该结构

域主要参与转录调节功能。由于选择性拼接，NFI 家

族蛋白存在不同的剪接体[5]。Osada 等[6]在许多物种中

都发现了 NFI 家族 4 个成员多种类型的剪接变体。

Gronostajski 等[7]发现，这些蛋白剪接体在生物体内可

能发挥不同的生物学功能。Chaudhry 等[2]通过试验证

实，NFIB 基因在小鼠的肺、肝脏、心脏等多种组织中

都存在高度表达。Steele-Perkins 等[8-9]发现，NFIB 基

因敲除鼠表现出严重的肺发育不全，并且伴随着脑及

其它组织的发育缺陷，在出生后不久死亡。Moon 等[10]

认为，在乳腺癌 HCC1954 细胞中，干扰 NFIB 基因的

表达会显著降低细胞的增殖能力，并促进细胞凋亡，

最终证明 NFIB 基因对于治疗雌激素受体阴性乳腺癌

（estrogen receptor-negative breast cancers）具有潜在的

作用。中国学者丁振华等[11]利用报告基因技术证明了

NFIB 基因是 miR-365 的靶基因，并能在细胞凋亡方

面发挥效应。Perez-Casellas 等[12]研究发现，NFIB 可

以直接激活 IGFBP5 基因的启动子活性，从而调节成

骨细胞的增殖和分化，对骨形成也发挥着重要作用。

最近，Dooley 等[13]认为，NFIB 基因是一个癌基因，

并与人和小鼠的小细胞型肺癌（SCLC）的形成密切相

关。由此可见，NFIB 在调节基因表达、DNA 复制以

及细胞增殖和组织发育等多方面具有广泛的生物学作

用[14-16]。【本研究切入点】NFIB 基因在细胞增殖、凋

亡以及组织发育中发挥着不可替代的作用。目前，有

关 NFIB 基因的研究主要集中在人和鼠上，畜禽 NFIB

基因的序列和结构鲜有研究报道，更没有羊 NFIB 基

因在皮肤以及毛囊发育过程中的研究报道。笔者对中

国美利奴细毛羊全基因组关联分析的研究发现，NFIB

基因与绵羊羊毛细度、卷曲度等品质性状密切相关。

同时，模式动物的研究发现，NFIB 基因可能参与毛囊

周期的调控[17]。【拟解决的关键问题】本文对绵羊

NFIB 基因的表达和克隆进行分析，验证笔者的全基因

组关联分析结果，希望为阐明绵羊 NFIB 基因的功能

以及开展优质细毛羊的育种工作提供理论依据。 

1  材料与方法 

试验于2011年5—12月在新疆农垦科学院畜牧兽

医研究所完成。 

1.1  试验材料 

分别以中国美利奴羊（新疆军垦型）超细毛品系、

毛用多胎品系、A 品系、B 品系、肉用多胎品系及新

疆哈萨克羊（粗毛羊）各 3 只为试验材料。采集超细

毛品系 5、8 和 10 月这 3 个月的体侧部皮肤组织，屠

宰后采集超细毛品系体侧部、肩部、腹部、股部、背

部 5 个部位的皮肤组织及骨骼肌、小肠等 11 种内脏组

织；同时，采集中国美利奴羊其它 4 个品系（毛用多

胎品系、A 品系、B 品系和肉用多胎品系）及哈萨克

羊的体侧部皮肤组织，所有组织样于液氮中冻存备用。

所有试验羊只均为母羊，相同条件下饲养，屠宰时均

处于 20 月龄。 

1.2  试验方法 

1.2.1  引物设计及合成  以欧洲牛（Bos taurus）

NFIB 基因 mRNA 序列（NM_001076104）为模板设计

的表达检测分析引物 F1 为：（361 bp）TGTATTCTCCC 
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ATCTGTCTCACTCA（385 bp）；R1 为（572 bp）CCAC 

TTCTGTTTGATTTCAGGCTT（549 bp）。选择 GAPDH

基因作为内参基因，以绵羊（Ovis aries）GAPDH 基

因 mRNA 序列（NM_001190390）为模板设计的表达

检测分析引物 F2 为：（766 bp）CTGACCTGCCGCC 

TGGAGAAA（787 bp）；R2 为（914 bp）GTAGAAGAGT 

GAGTGTCGCTGTT（892 bp）。以欧洲牛（Bos taurus）

NFIB 基因 mRNA 序列（NM_001076104）为模板设计

的 NFIB 基因全长 CDS 区的克隆引物 F3 为：（350 bp）

CGAAGTCATGATGTATTCTCCCA（372 bp）；R3

为：（1 657 bp）GGATGGGTGTCCTATTTGATACTTG

（1 633 bp）。利用 Primer Premier 5.0 软件设计引物，

引物均由上海英俊生物技术有限公司合成。 

1.2.2  组织总 RNA 的提取及反转录 PCR  组织总

RNA 的提取按照 Trizol（Invitrogen，Rockville，MD）

试剂盒说明书操作，所得总 RNA 经 1%甲醛变性凝胶

电泳分析合格后进行反转录。反转录 PCR 按照

Promega Improm-Ⅱ（Promega，Madison，WI，USA）

试剂盒说明书两步法进行操作。第一步反应液包含

RNA样品1.0 μg、Oligo-dT primer 0.5 μL，用RNase free 

water 补至 5 μL；反应条件：70℃ 5 min、冰浴 5 min，

破坏RNA的二级结构。第二步反应液总体系为 15 μL，

包含 ImProm-ⅡTM Buffer 4.0 μL、MgCl2（25 mmol·L-1） 

2.5 μL、dNTP Mixture（10 mmol·L-1） 1.0 μL、RNase 

Inhibitor（40 U·μL-1） 0.5 μL、ImProm-ⅡTM Reverse 

Transcriptase 1.0 μL、RNase free water 6.0 μL；反应条

件：25℃ 5 min、42℃ 60 min、70℃ 15 min，5℃保

温。反转录合成的 cDNA 立即进行 PCR 扩增，用混合

模板（各组织 cDNA 等比例混合）分别对 NFIB 基因

和 GAPDH 基因的 PCR 扩增条件及循环次数进行优

化。其中，PCR 体系为 2×Taq PCR MasterMix 5 μL（天

根，北京），上、下游引物（10 μmol·L-1）各 0.4 μL，

cDNA 1 μL，补加去离子水至 10 μL。PCR 扩增条件

为：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s、62℃退火 30 s、

72℃延伸 10 s，循环数待定；72℃终止反应 7 min。最

佳循环数时内参基因和目的基因产物均在指数增长期

内。试验 3 次，独立重复。 

1.2.3  电泳及数据分析  分别取内参基因和目的基

因的 PCR 产物各 4 μL，在 2.0%琼脂糖凝胶上电泳。

电泳结束后用凝胶成像系统拍照，用 Quantity ID 图像

分析软件分析条带灰度值，将目的基因与内参基因条

带灰度值求比值，以确定目的基因在各组织中相对于

内参基因表达量的相对值。NFIB 基因在不同组织中的

相对表达量数据用统计软件 SPSS 13.0 的 ANOVA 进

行分析，并采用 Duncan 氏方法进行多重比较。 

1.2.4  绵羊 NFIB 基因 CDS 区的克隆及生物信息学分

析  以绵羊不同组织 cDNA 为模板，利用高保真 Taq 

DNA 聚合酶对绵羊 NFIB 基因全长 CDS 区进行扩增。

PCR 扩增条件：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，

65℃退火 30 s，72℃延伸 72 s，33 个循环；72℃终止

反应 7 min。目的片段胶回收后连接到 pMD-18T 载体

上，克隆测序。利用 DNAMAN 和 clustalx 1.83 等软

件分别对人、鼠、牛的 NFIB 基因进行比对，分析其

在核苷酸和相应氨基酸序列上的同源性；利用 ORF 

Finder（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）程

序对得到的 cDNA 序列进行开放阅读框检测；利用蛋

白结构预测和功能分析工具 SMART（http://smart. 

embl-heidelberg.de/）分析蛋白质结构；利用在线 UCSC

基因组浏览器（http://genome.ucsc.edu/）分析基因结

构；利用 ProtParam 在线工具（http://expasy.org/tools/ 

protparam.html）推测蛋白质的氨基酸组成、等电点、

理论分子质量等；蛋白二级结构及磷酸化预测使用

CBS 在线软件（http://www.cbs.dtu.dk/services/），并

在 EXPASY 网站上（http://expasy.org/tools/）对该基

因进行 3 维结构预测。 

2  结果 

2.1  组织总 RNA 的质量检测及 RT-PCR 条件优化 

所有组织样品总 RNA 经 1%甲醛变性凝胶电泳

后，均可见清晰的 28S 和 18S 两条带，两者比例接近

2﹕l，并且 5S 条带亮度微弱，可以用于基因组织表达

谱的分析。经过 RT-PCR 扩增后，用 2.0%琼脂糖凝胶

电泳检测，GAPDH 基因和 NFIB 基因的扩增片段大小

分别与预期的 149和 212 bp一致；GAPDH基因的PCR

最佳循环数为 28，NFIB基因的 PCR最佳循环数为 30。 

2.2  绵羊 NFIB 基因组织表达分析 

2.2.1  NFIB 基因在不同组织中的表达  采集 3 只中

国美利奴羊（新疆军垦型）超细毛品系 12 种不同组织

进行半定量 RT-PCR 检测，结果表明 NFIB 基因在绵

羊 12 种组织中都存在着不同程度的表达（图 1-A）；

其中，在肺中的表达量最高，卵巢中的表达量最低；

相比之下，NFIB 基因在皮肤等其它组织中均处于较高

的表达水平（图 2-A）。 

2.2.2  NFIB 基因在不同部位皮肤组织中的表达  采

集 3 只中国美利奴羊（新疆军垦型）超细毛品系体侧

部、肩部、腹部、股部和背部共 5 个部位皮肤组织，
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进行半定量 RT-PCR 试验，结果显示 NFIB 基因在不

同部位皮肤组织中均有表达（图 1-B），但其表达量

在不同部位皮肤间没有显著性差异（P＞0.05，图 2-C）。 

2.2.3  NFIB 基因在不同品系/品种皮肤组织中的表

达  为比较不同品系/品种皮肤组织中 NFIB 基因的表

达情况，本研究采集 15 只中国美利奴羊（新疆军垦型）

5 个品系各 3 只以及 3 只新疆哈萨克羊的体侧部皮肤

组织。半定量 RT-PCR 结果表明，NFIB 基因在不同品

系/品种绵羊皮肤组织中都有较高表达，其中在哈萨克

羊中的表达量最高（图 1-C），但其表达量并没有与

其它品种一样达到显著性差异（P＞0.05，图 2-D）。 

2.2.4  NFIB 基因在不同季节皮肤组织中的表达  本

研究采集了 3 只超细毛品系绵羊在 5 月初（夏初）、8

月初（夏末）和 10 月初（秋末）的体侧部皮肤组织。

表达分析结果表明，超细毛品系羊皮肤 NFIB 基因在

不同季节都有较高表达（图 1-D），并且 NFIB 基因

在 10 月份超细毛品系羊皮肤组织中的表达量显著高

于 5 月和 8 月（P＜0.05，图 2-B）。 

 

NFIB 基因 NFIB gene
GAPDH 基因 GAPDH gene

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

NFIB 基因 NFIB gene
GAPDH 基因 GAPDH gene

NFIB 基因 NFIB gene
GAPDH 基因 GAPDH gene

NFIB 基因 NFIB gene
GAPDH 基因 GAPDH gene

NFIB 基因 NFIB gene
GAPDH 基因 GAPDH gene

A

B

C

D

 
 
A：NFIB 基因在超细毛品系不同器官和组织的表达检测；1—3：皮肤；4—6：骨骼肌；7—9：小肠；10—12：卵巢；13—15：心脏；16—18：肺；

19—21：肝脏；22—24：脾脏；25—27：垂体；28—30：肾脏；31—33：瘤胃；34—36：松果体。B：NFIB 基因在超细毛品系不同部位皮肤中的表

达；1—3：体侧部皮肤；4—6：肩部皮肤；7—9：腹部皮肤；10—12：股部皮肤；13—15：背部皮肤。C：NFIB 基因在不同品系/品种皮肤中的表达；

1—3：超细毛品系；4—6：A 品系；7—9：B 品系；10—12：肉用多胎品系；13—15：毛用多胎品系；16—18：哈萨克羊。D：NFIB 基因在不同季

节皮肤中的表达情况；1—3：5 月；4—6：8 月；7—9：10 月。每个组织均有 3 个生物学重复 
A: The expression of NFIB gene in various sheep tissues of super fine wool strain; 1—3: Skin; 4—6: Skeletal muscle; 7—9: Small intestine; 10—12: Ovary;  
13—15: Heart; 16—18: Lung; 19—21: Liver; 22—24: Spleen; 25—27: Pituitary gland; 28—30: Kidney; 31—33: Rumen; 34—36: Pineal gland. B: The 
expression of NFIB gene in skins from various anatomic locations of super fine wool strain; 1—3: Body side skin; 4—6: Shoulder skin; 7—9: Ventral skin;  
10—12: Thigh skin; 13—15: Dorsal skin. C: The expression of NFIB gene in skins of the six strains/breeds; 1—3: Super fine wool strain; 4—6: A strain; 7—9: 
B strain; 10—12: Prolific wool strain; 13—15: Prolific meat strain; 16—18: Kazak sheep. D: The skin expression of NFIB gene in super fine wool strain in 
different seasons; 1—3: May; 4—6: August; 7—9: October. For every tissue, three biological replicates were used 

 

图 1  NFIB 基因在绵羊不同组织中的半定量表达 

Fig. 1  SqRT-PCR of NFIB gene in various sheep tissues 

 

2.3  绵羊 NFIB 基因全长 CDS 区的克隆及序列分析 

分别以绵羊不同组织 cDNA为模板，利用引物（F3

和 R3）扩增绵羊 NFIB 基因的全长 CDS 区，然后进

行克隆测序。分别从绵羊皮肤、肺、心脏等组织中仅

扩增到一种全长 CDS 区片段，其大小为 1 263 bp；而

在绵羊子宫和卵巢组织中却分别同时扩增到两个片

段，其中子宫中扩增的 NFIB 基因 CDS 区片段大小分

别为 1 263 和 1 128 bp；卵巢中扩增的 NFIB 基因 CDS

区片段大小分别为 1 263 和 1 038 bp。将克隆到的   

1 128、1 038 和 1 263 bp 这 3 种序列提交至 GenBank，

基因登录号依次为 JQ348896、JQ348897 和 JQ348895。

序列分析发现，序列 JQ348896 比序列 JQ348895 恰好

缺失 135 bp，序列 JQ348897 比序列 JQ348895 恰好缺

失 225 bp，其余部分完全相同。同时，将序列 JQ348895

作进一步分析发现，其与人（NM_005596.3）、鼠

（NM_008687.5）、牛（NM_001190390）NFIB 基因

编码区的同源性依次为 97.15%、92.79%和 98.81%。

由此可知，笔者克隆到的 3 条序列为 NFIB 基因编码

区的不同剪接变体，并且 NFIB 基因在物种间高度保

守。利用 ORF 在线分析发现，序列 JQ348896、

JQ348897 和 JQ348895 均以 ATG 作为起始编码子，

TAG 作为终止编码子，可编码 3 个大小不同的蛋白，
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A：NFIB 基因在不同器官和组织中的定量表达；A1：皮肤；A2：骨骼肌；A3：小肠；A4：卵巢；A5：心脏；A6：肺；A7：肝脏；A8：脾脏；A9：
垂体；A10：肾脏；A11：瘤胃；A12：松果体。B：NFIB 基因在超细毛品系不同季节皮肤中的定量表达；B1：5 月份；B2：8 月份；B3：10 月份。

C：NFIB 基因在超细毛品系不同部位皮肤中的定量表达；C1：体侧部皮肤；C2：肩部皮肤；C3：腹部皮肤；C4：股部皮肤；C5：背部皮肤。D：

NFIB 基因在不同品系/品种皮肤中的定量表达；D1：超细毛品系；D2：A 品系；D3：B 品系；D4：肉用多胎品系；D5：毛用多胎品系；D6：哈萨

克羊。*P＜0.05 
A: The relative quantification of NFIB gene expression in various organs and tissues of super fine wool strain; A1: Skin; A2: Skeletal muscle; A3: Small 
intestine; A4: Ovary; A5: Heart; A6: Lung; A7: Liver; A8: Spleen; A9: Pituitary gland; A10: Kidney; A11: Rumen; A12: Pineal gland. B: The relative 
quantification of NFIB gene expression in skin of super fine wool strain in different seasons; B1: May; B2: August; B3: October. C: The relative quantification 
of NFIB gene expression in skins from various anatomic locations of super fine wool strain; C1: Body side skin; C2: Shoulder skin; C3: Ventral skin; C4: Thigh 
skin; C5: Dorsal skin. D: The relative quantification of NFIB gene expression in skins of the 6 sheep strains/breeds; D1: Super fine wool strain; D2: A strain; 
D3: B strain; D4: Prolific wool strain; D5: Prolific meat strain; D6: Kazak sheep. *P＜0.05 

 

图 2  NFIB 基因在绵羊不同器官和组织中的相对表达量 

Fig. 2  The relative quantification of NFIB gene expression in various sheep organs and tissues 

 

依次为蛋白剪接体 1（protein isoform 1，375 个氨基

酸）、蛋白剪接体 2（protein isoform 2，345 个氨基酸）

和蛋白剪接体 3（protein isoform 3，420 个氨基酸）（图

3-A）。氨基酸序列分析发现，NFIB 的 protein isoform 

1比 protein isoform 3缺失 45个氨基酸；protein isoform 

2 比 protein isoform 3 缺失 75 个氨基酸（图 3-A）。绵

羊 NFIB3 个蛋白剪接体都具有 DNA 结合结构域

（Arg37-Arg48）（图 3-A）。SMART 分析显示，与

protein isoform 3 相比，protein isoform 1 缺失部分

CTF_NF1 结构域；而 protein isoform 2 则缺失完整的

DWA 结构域，该结构域磷酸化后可以对 TGF-β 产生

应答反应，并与细胞增殖密切相关[18-19]（图 3-B）。

利用 UCSC 基因组浏览器分析发现，绵羊 NFIB 基因

JQ348895、JQ348896 和 JQ348897 都位于 2 号染色体

的 87 331 279—87 584 352 区域内，并且内含子的剪接

供体形式均符合经典的 GT-AG 法则。此外，绵羊 NFIB

基因（JQ348895）的编码区由8个外显子组成（图3-C），

其中第 7 外显子恰好编码 protein isoform 1 缺失的 45

个氨基酸，造成其部分 CTF_NF1 结构域缺失；部分

第 2 外显子恰好编码 protein isoform 2 缺失的 75 个氨

基酸，造成其完整的 DWA 结构域缺失（图 3-A、3-B

和 3-C）。 

对 protein isoform 3 的蛋白预测结果表明，绵羊

NFIB 基因（JQ348895）编码蛋白的分子质量约 47 kD，

等电点为 9.01，无信号肽区域，无蛋白跨膜结构。此

外，分析发现 NFIB 的 protein isoform 3 可能存在 41 
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A：绵羊 NFIB3 种蛋白剪接体的氨基酸序列比对；粉色框内（Arg37-Arg48）为 NFIB 的 DNA 结合结构域，protein isoform 1 长度为 375 个氨基酸，protein 
isoform 2 长度为 345 个氨基酸，protein isoform 3 长度为 420 个氨基酸。B：绵羊 NFIB3 种蛋白剪接体的 SMART 分析结果；与 protein isoform 3 相比，

protein isoform 1 缺失部分 CTF_NF1 结构域，protein isoform 2 缺失完整的 DWA 结构域。C：绵羊 NFIB 基因结构及其前体 mRNA 的拼接模式图；序列

JQ348895 由 8 个外显子组成，与 JQ348895 相比，JQ348896 缺失完整第 7 外显子的 135 个碱基，JQ348897 缺少部分第 2 外显子的 225 个碱基 
A: Sequence alignment of three sheep NFIB protein isoforms; Arg37-Arg48 is the DNA-binding domain, enclosed by a pink box. The isoform 1, isoform 2 and 
isoform 3 of NFIB protein are 375, 345 and 420 aa in length, respectively. B: The structure analysis of the three sheep NFIB protein isoforms by using SMART 
database; Compared with isoform 3, isoform 1 lacks the partial CTF_NF1 domain, and isoform 2 lacks the entire DWA domain. C: Schematic representation of 
sheep NFIB gene structure and its pre-mRNA splicing; JQ348895 consists of 8 exons. Compared with JQ348895, JQ348896 lacks the entire 7th exon, which is 
135 bp in length, and JQ348897 lacks the partial 2nd exon, which is 225 bp in length 

 

图 3  绵羊 NFIB 基因的序列 

Fig. 3  Sequence of sheep NFIB gene 

个磷酸化位点（丝氨酸 36 个、苏氨酸 5 个和酪氨酸 4

个）；对 NFIB 的二级结构预测结果显示，NFIB 暴露

在外部的亲水性氨基酸比例为 51.7%，并且二级结构

中 α螺旋占 25.7%，β转角占 4.0%，无规卷曲占 65.2%，

延伸链占 5.1%。由此可见，protein isoform 3 的主要结

构元件是无规卷曲和 α螺旋，其它元件在整个蛋白分

子中零星分布；从 3 级结构中也可看出 NFIB 蛋白包

含了 3 处 α螺旋区和 2 处 β转角区（图 4）。 

3  讨论 

笔者在对中国美利奴细毛羊的全基因组关联分析

中发现，NFIB 基因与羊毛细度性状以及卷曲度性状都

存在显著相关。但是绵羊 NFIB 基因的表达、基因结

构以及序列等尚不清楚，因此开展了 NFIB 基因的克 

 

“粉红色”代表“α螺旋”，“紫色”代表“β转角” 
“Pink” represents “alpha helix”, “Purple” represents “beta strand” 

图 4  绵羊 NFIB 蛋白剪接体 3 的三级结构预测 

Fig. 4  Tertiary structure prediction of sheep NFIB protein 

isoform 3 
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隆及该基因在绵羊皮肤等多种组织中时空表达规律的

研究。 

NFIB 基因的组织表达分析显示，NFIB 基因在

绵羊肺、肝脏、心脏等多种组织中都能高度表达，

但在卵巢、脾脏中的表达量很低，此结果与在鼠[2]

上的报道一致。目前，NFIB 基因在皮肤和毛囊的表

达情况尚无相关报道。笔者发现，NFIB 基因在绵羊

皮肤组织中有较高表达。笔者查询 NCBI 的 GEO 

DataSet 数据库的数据（GDS912）后发现，NFIB 基

因在鼠毛囊生长期早期的表达量最高，此时也是毛

囊细胞增殖最旺盛的时期；而后毛囊经历生长期中

期、生长期晚期进入退行期，NFIB 基因的表达量逐

渐降低，这期间毛囊细胞的增殖能力减弱；当经历

休止期后，毛囊再次进入下一个周期，毛囊细胞的

增殖能力恢复，NFIB 基因的表达量也逐渐上升至最

高水平[17]。NFIB 基因在小鼠毛囊发育过程中的这种

表达模式提示，该基因在毛囊细胞增殖中发挥作用，

而 NFIB 基因在绵羊皮肤中高表达也在一定程度上

支持笔者的全基因组关联分析结果。此外，从对人

和小鼠的研究得知，NFIB 基因在细胞增殖、凋亡和

组织发育等方面具有广泛的作用[14-16]，NFIB 基因敲

除鼠会引起肺表皮以及间充质细胞形态异常，同时

伴随细胞增殖和凋亡发生变化[9]。毛囊同样也是由

上皮细胞和间充质细胞构成 [20]。笔者推测，绵羊

NFIB 基因在调控皮肤和毛囊细胞增殖/凋亡以及维

持毛囊细胞形态方面发挥重要作用。 

动物体表不同部位的毛囊形态以及毛干长度、细

度、卷曲等性状并不完全相同[21-22]。为进一步探究

NFIB 基因在皮肤中的表达特性，笔者采集了超细毛

品系不同部位的皮肤组织以及细毛羊（中国美利奴

羊）和粗毛羊（新疆哈萨克羊）两个品种的皮肤组织

样品。发现 NFIB 基因在超细毛品系羊不同部位皮肤

中的表达没有显著性差异；在 6 个不同品系/品种羊

体侧部皮肤中的表达也不存在显著性差异。其原因可

能是，不同部位、不同品系/品种羊 NFIB 基因在

mRNA 水平的表达确实没有差异，但它们的蛋白水

平表达或蛋白修饰却存在差异[23]。在今后的工作中，

笔者需要开展该基因在皮肤中的免疫组化以及蛋白

表达和蛋白修饰的分析。 

为深入探究 NFIB 基因在毛囊发育中的作用，针

对新疆的地域特点，笔者采集了区分相对比较明显的、

不同季节的超细毛品系羊体侧部皮肤组织。结果发现，

NFIB 基因在皮肤中的表达存在显著的季节性差异。对

细毛羊的研究发现，季节对绵羊毛囊的发育和毛发生

长均有明显的作用，即在夏秋季羊毛纤维长度的生长

速度、净毛生长率和纤维直径及断裂强度均达到一年

中的最大[24-25]；同时，对内蒙古绒山羊的研究表明，

次级毛囊受到光周期的影响也呈很强的季节性变化，

绒山羊毛囊生长期为 4—11 月，这期间伴随许多细胞

的增殖/凋亡以及许多基因的表达变化[26]。尽管美利奴

羊的毛囊形态可能会受到年龄等因素影响，但研究表

明，美利奴羊的毛囊主要处在生长期（其生长期可长

达 2 年以上）[21]。因此，在本研究中笔者推测，绵羊

NFIB 基因在不同季节皮肤中的表达差异主要受光照、

温度等季节性因素的影响，并有可能反映不同季节毛

囊细胞的增殖差异情况。NFIB 基因在不同季节的差异

表达提示，NFIB 在毛囊发育和毛发生长中发挥作用，

与笔者的全基因组关联分析结果一致。 

此外，本研究首次克隆到了绵羊 NFIB 基因的

全长 CDS 区序列，并首次报道了绵羊 NFIB 基因的

3 种蛋白剪接体。本研究所发现的 NFIB 基因的 3

种剪接形式不同于在人和小鼠上已发现的剪接类

型[4,6,15]，既非提前转录又非延后终止，都是序列内

部区域的剪接缺失。综合分析目前 NFIB 基因在其

它物种中所报道的剪接类型，发现绵羊 NFIB 基因

的不同剪接形式可能具有物种或组织特异性。

SMART 分析结果显示，绵羊 NFIB3 种蛋白剪接体

都具有完整的 NfI_DNAbd_pre-N 结构域，该结构域

包含 DNA 结合区和二聚体化功能区。因此，笔者推

测，绵羊 NFIB 不同蛋白剪接体很可能以同源和异

源二聚体的形式在不同组织或细胞中发挥作用[3]；

此外，分析还发现，这 3 种蛋白剪接体之间同时存在

天然的结构域构成差异；其中，CTF_NF1 和 DWA 都

是 NFI 家族的特征性结构域，它们在转录激活、DNA

复制以及细胞增殖等多方面发挥重要作用[18-19,27]。绵

羊的这些 NFIB 蛋白剪接体的发现为开展 NFIB 基因

在皮肤等多种组织中的功能研究奠定了基础。 

4  结论 

4.1  中国美利奴羊（新疆军垦型）NFIB 基因在绵羊

多种组织中都有不同程度地表达，其中在皮肤中的表

达处于较高水平； 

4.2  超细毛品系皮肤组织中NFIB基因的表达存在显

著的季节性差异； 

4.3  绵羊 NFIB 基因 mRNA 存在选择性拼接，NFIB

至少有 3 种独特的蛋白剪接体。 
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