
  Chinese Journal of Wildlife  2024，45（1）：50 - 57

Chinese Journal of Wildlife

http：//ysdw. nefu. edu. cn

梅花鹿 DLX5 基因克隆及表达分析
王 鹏 1，刘方政 1，李萱博 1，王春花 1，于海浩 2，夏彦玲 1 *

（1.  东北林业大学野生动物与自然保护地学院，哈尔滨，150040；
2.  黑龙江工程学院计算机科学与技术学院，哈尔滨，150050）

摘 要

为研究梅花鹿（Cervus nippon）DLX5 基因的结构和功能，进一步探究其与梅花鹿

茸角骨化机制间的关系，采用 RT-PCR 技术对梅花鹿 DLX5 基因进行克隆，获得包含

全部编码区的 cDNA 序列，对该基因的氨基酸序列进行生物信息学分析并构建系统

进化树，通过 KEGG 富集分析其信号通路，运用实时荧光定量 RT-PCR 检测该基因在

鹿茸生长不同时期的表达情况。结果表明：梅花鹿 DLX5 基因编码区长为 870 bp，共

编码 289 个氨基酸。DLX5 蛋白为可溶性的不稳定蛋白，有 2 个保守结构域，主要定

位于细胞核。梅花鹿 DLX5 蛋白与许多不同物种来源的 DLX5 蛋白氨基酸序列有较

高相似度，比较保守。DLX5 蛋白二级结构中无规则卷曲占比最大（78. 89%），其后依

次是 α-螺旋、延伸链，占比分别为 16. 96% 和 4. 15%。DLX5 基因主要的作用通路为

TGFβ 信号通路、MAPK 信号通路和 Wnt 信号通路等。实时荧光定量 RT-PCR 结果表

明，DLX5 基因在鹿茸生长后期（三杈茸）表达量显著增高，这种上调表达暗示了其在

鹿茸骨化过程中发挥重要作用，说明其可能是鹿茸骨化相关候选基因。
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Abstract： In order to study the structure and function of DLX5 gene in sika deer（（Cervus nippon）， and to further explore 

the underlying ossification mechanism of sika antler velvet， DLX5 gene of sika deer was cloned by RT-PCR.  The cDNA se⁃

quence containing all coding regions was obtained.  The amino acid sequence of the gene was analyzed by using bioinfor⁃

matics method and the phylogenetic tree was constructed.  The signaling pathway was analyzed by KEGG enrichment， and 

finally real-time RT-PCR was used to detect the expression of DLX5 gene in different growth periods of deer antler velvet.  

The results showed that the coding region of DLX5 gene in sika deer was 870 bp， and a total of 289 amino acids were en⁃

coded.  DLX5 protein was a soluble， unstable protein with two conserved domains and was mainly localized to the nucleus.  

Sika deer DLX5 protein had a high similarity with the amino acid sequence of DLX5 proteins derived from the different spe⁃

cies， which was relatively conservative.  Irregular curl accounted for the largest proportion in the secondary structure of 

DLX5 protein， and followed by α -helix and extended chain.  Irregular curl， α -helix and extended chain was 78. 89%， 

16. 96% and 4. 15%， respectively.  The main pathways of DLX5 gene were TGFβ signaling pathway， MAPK signaling path⁃

way and Wnt signaling pathway.  The real-time RT-PCR results showed that the expression level of the gene was significantly 

increased in the late stage of deer antler growth（trident velvet）， and the upregulated expression suggested that it played an 

important role in the process of deer antler ossification， which may be a candidate gene for deer antler ossification.

同源盒（DLX）基因家族与外胚间充质细胞的分

化调控过程有关，能决定细胞命运和促进发育，该家

族在哺乳动物中包含 6 个成员，homeobox 5（DLX5）
是该同源盒家族中第 5 个基因［1−2］。DLX5 基因广泛

表达于具有成骨潜力的 MSC 细胞与子宫内膜、前列

腺、甲状腺等器官和组织内［1］，作为成骨分化的关键

转录因子，对骨组织内特异基因的表达及成骨细胞

的分化有调控作用［3］。DLX5 基因的异常表达与许

多疾病有关，其在卵巢骨质疏松、骨关节疼痛中上调

表达，在主动脉瓣钙化中下调表达，抑制钙化来发挥

重要作用［4−5］。DLX5 是骨髓干细胞骨化分化和神经

系统发育分化过程中的一类重要信号分子，通过调

节启动子甲基化水平等方式改变自身表达量［6−7］。

DLX5 蛋白可以直接与 KDM4B 启动子区域结合促进

KDM4B 表达，并能和 RUNX2 表达抑制因子 Msx2 形

成二聚体，进而上调 BMP 信号通路和 SMAD4 信号通

路中的关键成骨转录因子 RUNX2 和 KDM4B 的表达

量来调控骨化［6−12］。此外，DLX5 还是 BMPS 信号通

路中可调控基因之一，能够影响神经干细胞向神经

元的分化调节［8］。

近些年许多研究证明，鹿茸干细胞骨化机制与

人间充质干细胞骨化分化、人体骨骼生长及骨折愈

合等机制相似［13−14］。本研究采用 RT-PCR 等分子生

物学技术首次成功扩增出梅花鹿 DLX5 基因的编码

序列，并对其进行生物信息学分析，通过实时荧光定

量 RT-PCR 检测 DLX5 在鹿茸不同生长期的差异表

达情况，推测该基因在鹿茸生长发育过程中的作用，

为进一步探究鹿茸的骨化机制提供数据基础，具有

重要的实践意义。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

材料取自辽阳千山呈龙科技有限公司鹿场，选

取 3 只成年且健康的东北梅花鹿（（Cervus nippon）为

试验动物，分别采集小鞍子（生长前期）、二杠（生长

中期）和三杈（生长后期）3 个时期的鹿茸顶端组织

（5 cm 左右）为试验样品，表面消毒后将其纵向剖开，

迅速切取鹿茸尖端组织，分装于冻存管后置于液氮

罐中保存，备用。

1. 2　梅花鹿鹿茸尖端组织总 RNA 提取和 cDNA
合成

分别称取前期、中期和后期的鹿茸尖端组织   
各 50 mg，液氮研磨，按照柱式动物 RNAout 试剂盒说

明书提取总 RNA，用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测完整

程度，用紫外分光光度计检测总 RNA 的质量和纯

度。以提取的总 RNA 为模板，在反转录酶的催化下

对其进行反转录，分别获得 3 个不同生长时期的

cDNA。

1. 3　梅花鹿DLX5基因 cDNA的克隆

参 考 GenBank 中 马 鹿（C. canadensis）、白 尾 鹿
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（Odocoileus virginianus）、牛、羊等同源物种的 DLX5
基因 cDNA 序列信息，通过多序列对比在保守区域

运 用 Primer 6. 0 和 Oligo 7 设 计 同 源 引 物（F：5'- 
CTTCAGCCAGCAGTCAG-3'；R：5'-CGGCTGGTCT-

AATAGAGTGT-3'），送吉林省库美生物科技有限公

司合成。以中期鹿茸尖端组织的 cDNA 为模板进行

PCR 扩增。PCR 扩增体系（20. 0 μL）：cDNA 2. 0 μL，

ddH2O 6. 4 μL，上 、下 游 引 物 各 0. 8 μL，PCR Mix 
10. 0 μL。PCR 扩增程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 20 s，54. 7 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 10 s，共 40 个循

环；72 ℃再延伸 10 min；4 ℃结束反应并保存。依照

回收试剂盒说明书的操作回收目的基因。在 16 ℃
条件下将目的基因与 pMD18-T 载体于 PCR 仪中连

接 30 min 后 ，将 连 接 产 物 转 化 至 大 肠 埃 希 氏 菌

（Escherichia coli）DH5α 感受态细胞后涂布含有氨苄

青霉素的固体培养基中，将其倒置在生化培养箱中

37 ℃培养 14~16 h；经蓝白斑筛选挑出白色单一菌落

后于 LB 液体培养基恒温培养 8 h，经 PCR 阳性克隆

检测后送至吉林省库美生物科技有限公司测序。

1. 4　梅花鹿DLX5基因序列分析及系统进化树构建

BLAST 程序验证测序结果以确保目的基因序列

正确，使用 ORF Finder 软件分析梅花鹿 DLX5 基因的

开放阅读框确认 CDS 区，在 NCBI 上将梅花鹿 DLX5
基因编码的氨基酸序列与马鹿、家牛、羊驼（Vicugna 
pacos）、双 峰 驼（Camelus bactrianus）、家 猪 、智 人

（Homo sapiens）、白脸卷尾猴（Cebus imitator）、黑鼠

（Rattus rattus）和弗罗里达海牛（Trichechus manatus 
latirostris）9 个物种的 DLX5 氨基酸序列进行相似度

比对，并用 MEGA 11. 0 构建系统进化树。

1. 5　梅花鹿DLX5基因的生物信息学分析

使 用 ExPASy 在 线 服 务 器 上 的 ProtParam 
ProtScale（https：//web. expasy. org/protparam/、https：//
web. expasy. org/protscale/）对蛋白质的各种理化性

质、亲疏水性进行分析；使用 SignalP 6. 0 server 和

PSORT Ⅱ Prediction 软件对 DLX5 蛋白进行信号肽

预 测 和 亚 细 胞 定 位 ，使 用 TMHMM Server 2. 0 和

NCBI 服务器上的 CD-search 在线工具对 DLX5 蛋白

的跨膜结构域和保守域结构进行预测，利用 NPS@

（https：//npsa-prabi. ibcp. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl？
page=npsa%20_sopma. html）预测 DLX5 蛋白的二级

结构；利用 SWISS MODEL 在线软件预测 DLX5 蛋白

的三级结构；利用 Super-Pose Version 1. 0 软件将梅

花鹿与智人、白尾鹿德克萨斯亚种（Odocoileus virgin⁃

ianus texanus）DLX5 蛋白三级结构进行比对。使用

软件 DAVID 对该蛋白进行 KEGG 通路富集分析。

1. 6　梅花鹿DLX5基因实时荧光定量RT-PCR检测

分别以前期、中期和后期 3 个不同生长时期鹿

茸尖端组织的总 RNA 稀释液为模板进行荧光定量

PCR，根据本试验克隆测序所得的 DLX5 基因序列设

计荧光定量 PCR 引物（F：S-GAGCCGAGGTGAGGA-

TG-3'；R：5'-GCGAGGTACTGAGTCTTCTG-3'），以 β- 
actin 作 为 内 参 基 因（F：5'-GCGTGACATCAAGGA-

GAAGC-3'；R：5'-GGAAGGACGGCTGGAAGA-3'），

分析不同生长期鹿茸尖端组织中 DLX5 基因的相对

表达量。PCR反应体系（25. 0 μL）：cDNA模板1. 0 μL，

SYBR Premix EX TaqTM Ⅱ（2×）12. 5 μL，上、下游引

物（10 mmol·L-1）各 1. 5 μL，加高压灭菌水补足体积

至 25. 0 μL。反应程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 15 s，60 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循

环，每个样品设置 3 个重复。利用 2-ΔΔCt 法计算分析

基因在不同生长时期的相对表达量。

2　结果

2. 1　梅花鹿DLX5基因 cDNA的克隆

以中期鹿茸尖端组织 cDNA 为模板扩增 DLX5

基因的 CDS 序列，用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR
扩增产物，于 1 000 bp 处获得 1 条明显的特异性条带

（图 1），与预期结果一致。目的片段经纯化回收后与

pMD18-T 载体连接，转化 DH5α 感受态细胞，选取阳

性克隆菌液测序。测序结果表明，获得的 DLX5 基因

cDNA 序列为 1 064 bp。

M.  DL2000 Marker； A.  DLX5 基因扩增结果。

M.  DL2000 Marker； A.  DLX5 gene amplification results.
图 1　DLX5 基因 PCR 扩增结果

Fig. 1　Result of PCR amplification of DLX5 gene
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2. 2　梅花鹿 DLX5 基因序列分析及系统进化树

构建

测序结果通过 BLAST 程序验证，结果表明扩增

出的序列为 DLX5 基因序列，用 ORF Finder 程序对其

CDS 序列进行分析，结果表明梅花鹿 DLX5 基因编码

区长 870 bp， CDS 共编码 289 个氨基酸残基，DLX5

基因编码序列及对应的氨基酸见图 2。使用 MEGA 
11. 0 多序列比对梅花鹿 DLX5 氨基酸序列和其他    
9 个物种 DLX5 氨基酸序列，并用邻接法绘制梅花鹿

DLX5 氨基酸序列系统进化树（图 3）。由图 3 可见， 
梅花鹿与马鹿遗传距离最近，其次是家牛，逐层汇

聚，与智人、白脸卷尾猴和佛罗里达海牛亲缘关系最

远 。 BLAST 比 对 结 果 表 明 ：梅 花 鹿 DLX5 蛋 白 的    
氨基酸序列与马鹿、家牛、羊驼、双峰驼、家猪、智 
人、白脸卷尾猴、黑鼠和佛罗里达海牛对应的 DLX5
蛋 白 氨 基 酸 序 列 相 似 度 分 别 为 100%、98. 96%、

97. 92%、96. 89%、96. 89%、96. 54%、96. 19%、96. 19%
和 95. 85%。

图 2　梅花鹿 DLX5 基因编码区序列及编码氨基酸

Fig. 2　Coding sequence and encoding amino acids of sika deer DLX5 gene
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2. 3　梅花鹿DLX5基因的生物信息学分析

2. 3. 1　梅花鹿DLX5蛋白的理化性质

梅花鹿 DLX5 蛋白共含有 289 个氨基酸，相对分

子质量为 31 369. 84。分子式为 C1388H2105N393O426S8，

总原子数为 4 320，不稳定系数为 63. 78，大于 40，表

明其是不稳定蛋白。通过 ProtScale 程序检测蛋白质

的 亲 疏 水 性 ，结 果 表 明 其 亲 疏 水 性 最 小 值 达 到

-2. 622，是缬氨酸（Val），出现在第 137 位，最大值为

1. 344，是丙氨酸（Ala），出现在第 172 位，总平均亲水

性为-0. 732，小于 0，表明该蛋白为亲水性可溶蛋白。

2. 3. 2　梅花鹿DLX5蛋白信号肽及跨膜区预测

利用 SignalP 6. 0 和 TMHMM Server 2. 0 软件对

梅花鹿 DLX5 蛋白进行信号肽和跨膜区预测，结果表

明 DLX5 蛋白无信号肽，为非分泌蛋白，无跨膜区。

2. 3. 3　亚细胞定位、保守结构域及通路预测

利用 PSORT Ⅱ Prediction 和 NCBI 服务器上的

CD-search 软件对 DLX5 进行亚细胞定位和保守结构

域预测，结果表明该蛋白主要定位于细胞核，在第

32~118 个氨基酸残基间存在 1 个 DLL_N 超家族结构

域（图 4），在第 140~193 个氨基酸残基间存在 1 个 
homeodomain 超 家 族 中 的 homeobox 结 构 域 。 通 过

DAVID 软件 KEGG 富集分析，发现 DLX5 基因主要作

用通路是 MAPK 信号通路、Wnt 信号通路、BMP-2 信

号通路和 TGFβ 信号通路。

2. 3. 4　梅花鹿DLX5蛋白的二级及三级结构

梅花鹿 DLX5 蛋白质二级结构中无规则卷曲占

比最高（78. 89%），其次是 α-螺旋（16. 96%），延伸链

占比最低（4. 15%），表明该蛋白的二级结构主要为

无规律的松散结构（图 5）。三级结构预测结果显示，

梅花鹿 DLX5 蛋白质序列与 PDB 序列号为 4rdu. 1. A
的模板蛋白的相似度为 100%，匹配度好，建模可信

度高。采用同样方法对白尾鹿德克萨斯亚种和智人

的 DLX5 蛋白三级结构进行预测（图 6），对比显示梅

花鹿与白尾鹿德克萨斯亚种蛋白模型间原子位置均

方根偏差小于 0. 01，与智人 DLX5 蛋白模型的均方

根偏差为 0. 02，均小于 2，由此可知梅花鹿 DLX5 蛋

白与白尾鹿德克萨斯亚种及智人的 DLX5 蛋白间差

异较小，且梅花鹿与白尾鹿德克萨斯亚种 DLX5 蛋

白空间结构更为相似。

2. 4　梅花鹿DLX5基因实时荧光定量RT-PCR检测

实时荧光定量 PCR 分析结果见图 7，在鹿茸生

长的 3 个不同时期中，DLX5 基因在后期的表达量最

高，以前期为对照组，中期、后期的表达量分别是前

期的（1. 186±0. 148）倍和（2. 037±0. 100）倍，前期与

中期差异不显著，后期与前期、后期与中期相比均差

异极显著（p<0. 01）。

图 3　不同物种 DLX5 蛋白的系统进化树

Fig. 3　The phylogenetic tree of DLX5 proteins from different species

图 4　梅花鹿 DLX5 蛋白保守结构域预测

Fig. 4　Conservative domain prediction of DLX5 protein in sika deer

54



王 鹏等：梅花鹿 DLX5 基因克隆及表达分析第 1 期

3　讨论

DLX5 基因作为动物重要的骨化相关基因，与多

种骨骼疾病密切相关，如硬性骨病、卵巢骨质疏松，

还与小鼠的颅骨、四肢及尾部发育有关，此外还是许

多其他疾病，如牙周炎、癌症淋巴瘤、手足畸形及伴

随性失聪的诱发因子［15−17］。该基因通过调控 BMP-2
通路和改变 KMD4B、RUNX2 的转录水平，进而影响

间充质干细胞骨化分化、骨骼生长和神经元分化，对

于个体的正常发育有重要作用［6−11］。

本 研 究 成 功 克 隆 出 梅 花 鹿 DLX5 基 因 的 全 部

CDS 序列，并对其进行了生物信息学分析，结果表明

DLX5 蛋白为不稳定的可溶性蛋白，定位于细胞核，

无信号肽，无分泌功能，无跨膜区。这说明 DLX5 蛋

白很可能在细胞核内通过与其他蛋白或基因结合以

发挥其生物学功能。二级结构主要为无规则卷曲。

三级结构预测结果表明梅花鹿 DLX5 蛋白与白尾鹿

德克萨斯亚种 DLX5 蛋白相似度最高。

同源性分析结果表明梅花鹿 DLX5 蛋白氨基酸

序列与不同物种 DLX5 蛋白氨基酸序列有较高相似

度，均大于 95%，可见 DLX5 基因编码的氨基酸序列

在生物进化过程中保守度较高，生物学功能稳定。

DLX5 蛋白保守域结构预测表明其存在 2 个保

守结构，即 homeobox 和 DLL_N，homeobox 隶属于 ho⁃
meodomain 超家族，该超家族蛋白主要功能是在转录

中能形成单、同源或异二聚体，并与 DNA 结合来调

控某些基因的转录［18］。来自不同生物的 homeodo⁃
main 蛋白可以使用类似的相互作用基序与其他蛋白

质结合，以实现高水平的 DNA 结合亲和力和特异

性［19］。DLX5 蛋白还包含 DLL_N 结构域，该结构域

主要在 homeobox 编码蛋白中的 N 末端存在，与胚胎

发育及神经发育有关［20］。梅花鹿的 DLX5 基因与其

他动物的 DLX5 基因序列有高度相似性，都包含 ho⁃
meobox 保守结构域和前者中的 DLL_N 结构域，这暗

示不同物种来源的 DLX5 基因可能有相似的作用方

紫色 .  无规则卷曲； 蓝色 .  α-螺旋； 红色 .  延伸链。

Purple.  Irregular curling； Blue.  α-helix； Red.  Extension chain.
图 5　梅花鹿 DLX5 蛋白二级结构预测

Fig. 5　Prediction of secondary structure of DLX5 protein in sika deer

图 6　梅花鹿（A）、白尾鹿德克萨斯亚种（B）和智人（C）DLX5 蛋白三级结构预测

Fig. 6　Prediction of tertiary structure of DLX5 protein in Cervus nippon （A）， Odocoileus virginianus texanus （B） and Homo sapiens （C）

**.  P<0. 01。

图 7　不同生长时期鹿茸顶端组织 DLX5 基因相对表达量

Fig. 7　Relative expression levels of DLX5 gene in antler tip tissue of sika 
deer at different growth stages
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式与功能。

梅花鹿茸角生长分为生长期和骨化期，前期（小

鞍子）和中期（二杠茸）为生长期，以间充质细胞增殖

分化为主，骨化缓慢，后期（三杈茸）为骨化期，骨化

速度加快，生长速度变缓。本研究通过实时荧光定

量 RT-PCR 技术检测鹿茸尖端组织不同生长时期

DLX5 基因的表达差异，结果表明该基因在鹿茸生长

前期和中期表达量较低，后期表达量上调，相较于前

期和中期有显著上升，DLX5 基因在骨化期（生长后

期）的表达水平显著升高，暗示其可能在鹿茸加速骨

化 的 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 。 Yao 等［21］研 究 表 明

DLX5 基因不仅是软骨细胞增殖分化的高表达基因，

还对成骨细胞的成骨分化有正向调控作用。万良斌

等［22］在大鼠骨组织研究中发现，成骨细胞增殖分化

时，DLX5 基因处于高表达状态，进而导致小鼠骨质

硬化。对 DLX5 基因的 KEGG 通路富集分析发现其

作用通路主要是 Wnt、BMP-2 和 TGFβ 等信号通路，

其中 TGFβ 信号通路能调控细胞分化和生长凋亡等

过程，此外 TGFβ 和 Wnt 信号通路还是梅花鹿软骨分

化调控中的关键作用通路，这 2 个通路可以协同促

进鹿茸的上皮细胞向间充质细胞分化，并且让其维

持在间充质状态［23−24］，还能够上调 RUNX2、Alpl 等基

因表达量，进而支持鹿茸软骨组织大量快速生长（从

间充质细胞分化为软骨细胞），并加快细胞周期由

G1 向 S 期的转变，最后促进 shh 信号通路高表达，进

一步促进细胞骨长分化［25］。相关研究表明，DLX5 能

与 Msx2 结合形成异二聚体，从而减少 Msx2 对骨化关

键因子 RUNX2 和软骨发育的抑制作用，此外 DLX5
的上调表达还能促进 RUNX2 表达量的上调，并刺激

ALPL 启动子活性，进而激活矿化关键因子 Alpl 表达，

从而加速骨化过程［8，10，25−26］。综上所述，该基因可能

是鹿茸角骨化候选基因之一。DLX5 基因在鹿茸骨

化 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 的 机 制 可 能 与 其 参 与

RUNX2、Alpl 等骨化相关功能基因转录水平及转录

后翻译水平的调控有关。

本研究首次成功克隆了梅花鹿 DLX5 基因的编

码区，并对其进行了生物信息学分析和鹿茸不同生

长时期的表达分析，结果表明该基因可能是鹿茸角

骨化相关候选基因，在鹿茸骨化过程有着重要作用。

这些结果将为进一步丰富鹿科（Cervidae）动物相关

功能基因的生物信息和提高鹿茸分子生物学研究水

平提供理论和实践基础。
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