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在不同毛色羊驼皮肤中的表达和定位

于秀菊!董常生"
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"山西农业大学动物科技学院!太谷
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要!旨在研究
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在不同毛色羊驼皮肤中的表达和定位!探索其与毛色的关系%以成年白色和棕色羊驼

为研究对象!采用实时荧光定量
&'(

技术&
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和免疫组织化学技术!对
!
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在白色和棕色羊驼皮肤

中
2(34

&蛋白表达水平和定位进行研究%实时荧光定量
&'(

结果显示!
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在棕色羊驼皮肤组织中的相对

基因表达量是白色羊驼皮肤组织的
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结果显示!羊驼皮肤组织粗蛋白提取物中存在分子量约

$89:

与兔抗
!
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多克隆抗体发生免疫阳性反应的蛋白条带!棕色羊驼平均蛋白表达量显著高于白色羊驼'免

疫组织化学结果显示!
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在羊驼皮肤的表皮&毛乳头&毛根鞘和皮脂腺中表达!根据光密度值得出!除皮脂腺

之外!在表皮&毛乳头和毛根鞘的表达差异极显著"
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#%结果提示
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在白色和棕色羊驼皮肤组织中

定位以及表达的差异!表明
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参与毛色形成%
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'羊驼'实时荧光定量
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'免疫组织化学
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连环蛋白"
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#是一个多功能&广泛分

布的蛋白!在进化过程中高度保守!它是上皮组织中

重要的粘附分子!是
).,

途径中下游信号分子)

%
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!

起细胞+细胞粘着&细胞内信号和调节基因转录的

作用!参与包括神经嵴在内的多种发育过程%
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等)
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*人通过敲除神经嵴干细胞的
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发现$敲

除
!

."$#&)()

的小鼠缺乏黑色素细胞%在黑色素细

胞发育过程中!
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参与神经嵴的分化和成黑

色素细胞的迁移!并且在黑色素的转运过程中也发

挥作用)
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%小眼畸形相关转录因子"

]VHQ

#是一个
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碱性的螺旋+环+螺旋亮氨酸拉链转录因子!它参

与包括黑色素细胞在内的多种细胞的发育过程%

!
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不仅调控
]VHQ

的表达!并且能与之共同作

用调控下游基因的转录)
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!其详细机制尚在探索之

中%羊驼"

<0

U

<;<

!

>$4$

?

$"+<

#是本课题组于
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年首次从澳大利亚引进的一种原产于南美洲的骆驼

科动物!羊驼具有丰富的毛色!共有
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种天然色!羊

驼皮肤中是否有
!
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的表达!羊驼毛色的形成

过程与
!

."$#&)()

的关系如何!尚未见研究报道%本

试验首次研究
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在羊驼皮肤组织中的定位!

并检测其在不同毛色羊驼皮肤中的基因和蛋白表达

水平!探索
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与毛色形成的关系!为研究羊

驼毛色形成机制提供理论依据%
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多克隆抗体和
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山羊

抗兔
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购自北京博奥森生物技术有限公司%

#C!

!

组织材料

在中华羊驼养殖基地随机挑选白色和棕色羊驼

各
#

只!在臀部净毛后!用取皮器取
%;2

7 左右的皮

肤组织块!

7

块快速置于液氮冷冻保存!用于总

(34

和总蛋白的提取!

%

块置于
_1:=.\+

固定液中

固定!用于免疫组织化学分析%
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试验方法
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提取和
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使用
H-=Z10

试剂

盒提取羊驼皮肤总
(34

)

8

*

!电泳检测完整性!使用
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微量核酸蛋白测定仪测定其浓度%通过对

P*._<.9

中其他哺乳动物
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基因
;N34

编

码序列的同源性比较!借助
&-=2*-#5"
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软件!

设计
%

对扩增产物长度为
8"A/

U

的引物!由大连宝

生物工程有限公司合成%引物序列为$上游引物
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'44P4HP4HPPHPHP''44P!#\

!下游引物
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'HP'4'444'44HPP44HPP!#\
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将提取的各样本
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浓度归为同一浓度!以
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#为反转录引物!按照
H<R<(<

公司反转

录试剂盒方法进行
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第一链的合成%反转录

条件为$

#?a%82=.
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%取适量第一链产

物为模板!以特异引物进行
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扩增%
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反应

体系为
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个循环%
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产物用
%c

的琼脂糖凝胶检测%扩增产物经纯化后

送交大连宝生物工程有限公司双引物测序%
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根据
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所得的羊驼
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基因序列&人类的
!
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基因"作为持家基

因#序列!应用
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软件设计特异性引物!

由大连宝生物工程有限公司合成!所用引物见表
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取
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反转录合成的
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!按照
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倍梯度

稀释
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个浓度标准做标准曲线%每个
;N34

分别使

用
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基因和
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基因进行
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扩增!

反应分别在密闭的定量
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管中进行%反应体系$
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%每个样本&
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基因&

!
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基

因重复
#

次%温度反应结束!由熔解曲线判定
&'(

反应的特异性!根据标准曲线以及荧光曲线的
'

H

值

计算定量结果"结果用平均值
d

标准差表示#%通过
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'H法计算
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在白色和棕色羊驼中的基因

相对表达水平!
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取液氮冷冻的羊驼皮肤
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在不同毛色羊驼皮肤中的表达和定位

组织!用总蛋白提取试剂盒"普利莱基因技术有限公

司#提取皮肤组织总蛋白%每孔上样
8"

$

J

总蛋白

进行
N̂̂!&4PB

电泳!转移至
3'

膜%

3'

膜经

8c

脱脂奶粉封闭液室温封闭
%58G

%将转印膜放

入杂交袋内!加入兔抗
!
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多克隆抗体"

H_̂ H

%g%""

稀释#!封口!

#?a%G

!

Aa

过夜%用
H_̂ H

洗膜!

82=.b#

次!将膜放入塑料袋内!加入
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H_̂ H%g%"""

稀释#!封口!室温反

应
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%取出转印膜!

H_̂ H

洗膜!
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次%

N4_

室温显色
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!待出现棕黄色条带时!终

止显色"内参蛋白抗体用兔抗
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多克隆抗体!

以
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比例稀释使用#%
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免疫组织化学
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固定液固定的羊

驼皮肤组织通过梯度酒精脱水&二甲苯透明&浸蜡&

包埋&修块&切片!做成
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$

2

厚的组织切片%将切

好的石蜡切片脱蜡至水!

#c S
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%"2=.

去除过氧

化物酶!
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缓冲溶液洗切片
#

次"每次
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#'滴

加
8c

非免疫牛血清!封闭
7"2=.

'甩干牛血清!滴

加
%g8"

兔抗
!

!;<,*.=.

多克隆抗体!室温放置
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过夜'室温放置
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!用
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缓冲溶液

冲洗
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次"每次
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#'滴加
%

!

%""S(&!

山羊抗

兔
V

J

P

!

#?a

孵育
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!用
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缓冲溶液冲洗
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次"每次
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#'滴加
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显色
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缓

冲液冲洗
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次"每次
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#!苏木素轻度复染&脱

水&透明!中性树胶封片%非免疫牛血清代替一抗作

为阴性对照%

应用
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公司#对
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蛋白在各组皮肤组织中

的免疫组织化学染色结果进行光密度测定!每只羊

驼皮肤组织取
A

张切片!每张切片取
8

个视野!得到

阳性细胞的光密度值%所得数据用
&̂̂ ^%65"F1-

X=.I1X+

软件"美国
&̂̂ ^

公司#!应用方差分析进

行统计学分析%所测数据均符合正态分布%不同样

本细胞中光密度"
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#用单因子方

差分析!分析结果用平均值
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结
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扩增结果

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳!可见
8""/

U

左右

有一条特异性条带!与预期相符"图
%

#%扩增产物

测序后得到
8"A/

U

的序列!该序列已提交
3'_V

!登

录号为
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比对分析表明$中华羊驼
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基因序列与
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公布的猪&马&牛&人和
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基因核苷酸序列"
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图
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产物琼脂糖凝胶电泳图
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结果

荧光定量的扩增动力学曲线符合标准的-

^

.形

荧光增长曲线!目的基因及内参基因扩增的动力学

曲线整体平行性较好!曲线拐点清楚!基线平而无明

显上扬趋势"图
7

#%

熔解曲线图示梯度模板熔解曲线集中"图
#

#%

目的基因与内参基因的扩增产物的
H2

值都非常均

一!熔解曲线上只有
%

个明显的峰!表明在实时荧光

定量
&'(

过程中!荧光强度均来自特异性扩增产

物!目的基因及内参基因没有产生非特异性扩增及

引物二聚体%
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结果表明!
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."$#&)()

基因在棕色羊

驼皮肤中
2(34

的表达水平是白色羊驼的
%5667

倍"表
7

#%

图
!

!

!

!"#$%&'&

和内参基因的扩增动力学曲线
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和内参基因的熔解曲线
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基因在白色和棕色羊驼的实时荧光定量
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结果
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结果

)*+,*-./01,

结果显示!羊驼皮肤总蛋白中存

在能与兔抗
!

!;<,*.=.

多克隆抗体发生免疫阳性反

应的蛋白条带"图
A

#%

%
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#5

泳道为白毛组'
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泳道为棕毛组'
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为内参
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蛋白免疫印迹
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软件对羊驼
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!

!<;,=.

免疫印迹结果进行分析!测定目的条带面积

和灰度值!

!

!;<,*.=.

与内参对比!进行半定量分析%

!

!;<,*.=.

蛋白在白色羊驼皮肤组织中的平均蛋白

含量为
%576A$d"5"76@

!在棕色羊驼皮肤组织中

的平均蛋白含量为
7568%8d"5%6?7

!两者比较!差

异极显著"表
#

!

/

#

"5"%

#%

!C$

!

免疫组化结果

!

!;<,*.=.

免疫组织化学染色结果显示!在白色

和棕色羊驼!

!

!;<,*.=.

表达广泛!在毛囊乳头&根鞘

部&表皮以及皮脂腺均有棕黄色阳性反应!着色深浅

不等!对照组未观察到阳性细胞"图
8

#%

!

!;<,*.=.

阳性细胞光密度值测定"表
A

#!结果表明!

!

!;<,*.=.

在不同毛色羊驼皮肤组织中"除皮脂腺以外!毛乳

头&根鞘部和表皮#阳性细胞的表达量差异极显著
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同列中不同字母肩注表示平均值差异极显著"
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讨
!

论

黑色素细胞是研究复杂调控网络的极好-模

型.%它们的前体+++成黑色素细胞!由神经嵴衍

生!沿着不同的路径到达真皮&表皮&内耳和眼睛的

脉络膜以及毛囊%

T1:.*<:

等人已经证明在黑色素

细胞形成过程中有
!

."$#&)()

的表达!即参与神经嵴

的分化&成黑色素细胞的迁移等过程)

?

*

%发育成熟

的皮肤黑色素细胞分布在不同的区域!分为表皮黑

色素细胞&皮脂腺黑色素细胞&外跟鞘黑色素细胞&

毛球部有合成黑色素活性和无活性的黑色素细胞

"毛球部是为毛干提供黑色素唯一的场所#

)

$
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%本试

验对
!

."$#&)()

在羊驼皮肤组织的表达进行了定位!

!

."$#&)()

在表皮&皮脂腺&根鞘部和毛乳头均有表

达!在不同毛色羊驼皮肤中不同部位的蛋白表达量

$##
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在不同毛色羊驼皮肤中的表达和定位

存在差异!

!
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在棕色羊驼皮肤组织中的蛋白 表达量显著高于白色羊驼的表达量%
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羊驼毛囊的纵切图"
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的放大图!其中
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羊驼皮肤组织
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的免疫组化染色
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!!

黑色素的合成受复杂的信号网络所调控!

]VHQ

是黑色素细胞发育过程中的重要调节因子!

并且参与黑色素干细胞的维持和自我更新)

@

*

%近年

研究认为!在黑色素细胞发育过程中!

]VHQ

是
).,

途径中的下游靶基因!

]VHQ

启动子包括
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G1=I*.G<.;*-F<;,1-

#结合位

点!

!

."$#&)()

与
*̀F%

结合调节
]VHQ

的表 达!

]VHQ

也可与
!

."$#&)()

或
*̀F%

结合!调节下游基因

的表达"黑色素细胞或黑色素瘤细胞中的
]VHQ

&

H(&7

和
ÔM%"

!非黑色素细胞中的
]
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和
;
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;0=.

N%

#

)
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%高莉等)
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*的试验证明棕色羊驼皮肤组织
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卷
!

中的
H(&7

的基因表达量高于白色羊驼%本试验结

果表明
!

."$#&)()

在棕色羊驼皮肤组织中的基因表

达量高于白色羊驼%由此可以看出
!

."$#&)()

的表

达量与
H(&7

的表达量成正比!这与文献中量的关

系相一致!

!

."$#&)()

可能与羊驼毛色形成具有相关

性!作用机制有待进一步探索%

根据
!

."$#&)()

定位和作用的对象不同!

!

."$#&.

)()

具有不同的功能!与细胞膜上的钙粘素和
(

!

;<,*.=.

相作用起细胞+细胞粘着作用!与细胞质中

的糖原合酶激酶,
4D=.

"

P̂ R#

!

,

4D=.

#和结肠癌抑

制因子"

4&'

#相作用起信号分子的作用!与细胞核

中
H;F

,

*̀FN34

结合蛋白相作用起转录因子的作

用)

%7!%#

*

%综合
!

."$#&)()

在羊驼皮肤中的定位分布

情况及其
2(34

和蛋白表达情况!本试验认为
!

.

"$#&)()

与毛色形成具有相关性%但在毛囊不同细

胞群的功能和作用机制还需进一步研究%
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