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Slc7a11 基因在不同被毛颜色哈萨克羊皮肤组织中的表
达分析 
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摘要: Slc7a11 基因属于溶质转运家族, 编码胱氨酸/谷氨酸 xCT 转运载体, 经证实该基因调控黑色素与伪黑

色素的转换。文章利用实时荧光定量 PCR 技术分析 Slc7a11 基因在 3 种不同毛色哈萨克绵羊羔羊皮肤组织中的

mRNA 转录水平, 构建原核表达载体, 诱导表达融合蛋白, 并对包涵体蛋白进行纯化, 免疫新西兰大白兔制备

抗血清, 最后检测不同毛色皮肤中该蛋白的表达水平。结果表明, Slc7a11 基因在 3 种毛色皮肤中的表达水平有

显著差异, 棕色被毛皮肤中表达水平最高, 其次是黑色, 在白色中表达最少。利用纯化的融合蛋白制备多克隆

抗体, 发现 sxCT 蛋白在棕色被毛中表达最高, 其次是黑色, 白色最低, 因此, Slc7a11 基因可能与哈萨克绵羊

毛色表型有相关性。 
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Expression levels of Slc7a11 in the skin of Kazakh sheep with dif-
ferent coat colors 
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Abstract:  Slc7a11 belongs to solute transporter gene family, encoding cystine/glutamate transporter xCT. It regulates 
switching between eumelanin and pheomelanin synthesis. In the present study, Real-time PCR was used to detect the 
mRNA expression levels of Slc7a11 in the skin of Kazakh lambs with different coat colors (black, brown and white), and 
then the prokaryotic expression plasmid PET-32a-sxCT was constructed to induce the expression of fusion protein. The 
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target protein was purified by Ni-NTA affinity chromatographic separation, and then was used to immunize rabbit in order 
to produce rabbit anti-sxCT polyclonal antibody. Finally, the expression levels of sxCT were detected in the skin of Kazakh 
lambs with different hair colors by Western blotting analysis. Results showed that the mRNA expression levels of Slc7a11 
differed significantly in the skin of Kazakh lambs with different coat colors, with the highest level in brown coat color, fol-
lowed by the black, and then the white. The sxCT protein was also detected in the skin of different coat colors by polyclonal 
antibody, with the highest level in brown coat color, followed by the black, and then the white. It is, therefore, concluded 
that slc7a11 gene might be associated with the phenotype of coat color in Kazakh sheep. 

Keywords: Kazakh sheep; Slc7a11; fusion protein; polyclonal antibody   

动物体内存在控制被毛颜色的真黑色素

(Eumelanin)和伪黑色素(Pheomelanin)两种色素成分, 
分别形成被毛的黑色和金黄色。伪黑色素(红/黄)是
通过过多的半胱氨酸形成多巴醌造成的[1]。 

Slc7a11基因属于溶质转运第 7 家族的第 11个
成员, 该基因编码胱氨酸/谷氨酸xCT 转运载体, 是
Na+ 独立阴离子氨基酸转运系统 , 命名为XC

−转运

体。该XC
-系统由催化轻链xCT和调控重链 4F2hc构

成, xCT 蛋白位于细胞膜表面, 将细胞外的胱氨酸
摄入细胞内, 同时与谷氨酸以 1∶1 交换将谷氨酸
运出细胞外。胱氨酸进入细胞内后会很快还原成半

胱氨酸, 它是谷胱甘肽(GSH)合成的限速底物[2, 3]。

Slc7a11 基因直接作用于多巴醌到半胱氨酸多巴途
径从而维持动物体内正常的伪黑色素的合成[4]。 

当Slc7a11基因突变后, 其编码的xCT蛋白缺乏, 
这种氨基酸转运载体失去功能后, 细胞不能摄取足
够的胱氨酸来还原成半胱氨酸以满足细胞内合成伪

黑色素的需要, 因此毛色主要表现为真黑色素的黑
颜色, 而缺乏伪黑色素所产生的金黄色。Slc7a11基
因突变的小鼠(sut)毛发中表现为明显的伪黑色素水
平降低, 而真黑色素水平基本不变, 从而使黄色背
景的野生型小鼠表现为灰色[5]。 

这一发现解释了突变小鼠被毛变色的原因, 目
前该同源基因在绵羊中已被克隆。与绵羊毛色相关

的基因有MC1R[6]、ASIP[7]和TYRP-1[8]等, 但这些都
不足以说明毛色形成的机制。哈萨克绵羊是我国新

疆特殊的地理条件和气候条件下长期进化和适应而

形成的地方品种, 有着丰富的被毛颜色, 是研究绵
羊毛色形成机制的很好样本。本研究通过实时荧光

定量PCR检测Slc7a11基因在不同毛色哈萨克羔羊皮
肤组织中的mRNA表达水平 , 构建原核表达载体 , 

表达融合蛋白, 将蛋白纯化制备抗血清, 利用Western 
blotting进一步检测该基因表达的蛋白sxCT在不同
被毛皮肤中的含量, 探索Slc7a11在哈萨克羊毛色形
成过程中的作用, 期望能丰富绵羊被毛颜色形成的
机理。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验用皮肤组织采自新疆农九师 165 团 2 周龄
的哈萨克羔羊, 白色、棕色和黑色被毛各 5 只。取
左肩胛部 0.5 cm2的皮肤组织, 置于液氮中保存, 用
于提取RNA。性成熟的雄性新西兰大白兔 3 只由石
河子大学实验动物中心提供。 

1.2  方法 

1.2.1  实时定量 PCR 检测 

以持家基因 3-磷酸甘油醛脱氢酶 (Glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogease, GAPDH)为内参
(GenBank 登录号：AF030943), 根据绵羊 Slc7a11 
mRAN序列(GenBank登录号：JQ085938), 用 Primer 
Premier 5.0软件设计引物(表 1), 由北京华大基因公
司合成。 

总RNA按照TRIzol提取试剂说明书进行提取。
提取的总RNA经 0.8%的琼脂糖凝胶电泳和全分光
光度计检测确定其质量和纯度 (OD260/OD280=1.8～
2.0)。用含有gDNA Eraser的试剂盒 (TaKaRa)对总
RNA进行反转录 , 产物保存于−20℃备用 , 剩余
RNA于−80℃保存。 

扩增目的基因 Slc7a11及 GAPDH, 将 PCR产物
用 DNA凝胶回收试剂盒纯化。回收的 DNA片段与 
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表 1  扩增 Slc7a11 和 GAPDH 基因的引物信息 

目的基因 引物序列(5′→3′) 产物大小(bp) 

Slc7a11 F：TTCACAACCATTAGTGCCGAGG 274 

 R：GCATTATCATTGTCAAAGGGTG  

GAPDH F：GTCCGTTGTGGATCTGACCT 130 

 R：GGAGACAACCTGGTCCTCAG  

 
pGM-T 载体连接, 并转化感受态 E.coli DH5α菌株。
挑取阳性克隆, 提取质粒, PCR鉴定后, 送北京华大
基因公司测序。 

采用两步法SYBR Green荧光实时定量PCR检测
Slc7a11 基因的mRNA表达水平, 每个样品做 3 个重
复 , 用克隆有目的片段的质粒稀释后作为标准品 , 
将质粒 10 倍梯度稀释制作标准曲线。反应体系为
25 μL：1 μL 质粒或cDNA产物, 0.5 μL上游和下游引
物(10 μmol/L), 11.25 μL 2×SYBR green, 11.75 μL 
ddH2O。反应程序为：95℃预变性 4 min; 95℃ 15 s, 53
℃复性 30 s, 72℃ 1 min, 40个循环; 95℃ 1 min; 53
℃复性 30 s; 95℃ 30 s。 

1.2.2  Slc7a11 基因的原核表达及抗血清的制备 

利用抗原表位预测网站“http://imed.med.ucm.es/ 
Tools/antigenic.pl”预测Slc7a11 基因的抗原表位, 设
计原核表达引物, 上游引物为 5′-TATGAATTCGAA 
ATCTGGTGGTCATTA CAC-3′(划线为EcoR I酶切位
点), 下游引物为 5′-TATCTCGAGAGCTGCATCACT 
CCAGGGAC-3′(划线为Xho I酶切位点)。PCR扩增  
程序：94℃预变性 5 min; 94℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 
30 s, 35个循环; 72℃延伸 10 min。将PCR产物用DNA
凝胶回收试剂盒纯化。回收的DNA片段与pGM-T 载
体连接, 并转化感受态E.coli DH5α菌株, 提取质粒、
酶切、测序鉴定。利用EcoR I和Xho I酶切位点, 从
克隆载体pGM-T-sxCT中得到sxCT cDNA, 电泳回收
目的片段, 与经相同处理得到的线性原核表达载体
pET-32a连接, 构建原核表达载体pET- 32a-sxCT。 

将正确的重合质粒pET-32a-sxCT转化入大肠杆
菌BL21(DE3)感受态细胞, 提取质粒、酶切鉴定。挑
选单菌落接种于 1 mL含氨苄青霉素(100 μg/mL)的
LB培养基, 37℃振荡培养过夜; 取过夜培养物以 1∶
100～1∶200 的比例接入新的含氨苄青霉素LB培养
基中 , 培养至对数期(OD60≈0.6)时 , 加IPTG至终浓
度为 0.5 mmol/L, 继续诱导 5 h, 收集菌体。用 2×上

样缓冲液裂解, 沸水煮 10 min, 收集上层裂解液进
行SDS-PAGE电泳分析。 

重组蛋白包涵体的纯化。离心收集 1 L 诱导表
达的菌液, 用冰的 PBS 洗涤菌泥 3 次, 加入裂解缓
冲液(20 mmol/L 磷酸钠, 500 mmol/L 氯化钠, 15 
mmol/L咪唑, pH8.0)30 mL, 混匀后用液氮反复冻融
2次, 加入溶菌酶(100 mmol/L) 1∶100, 冰上静置 30 
min。然后再加入 TritonX-100 1∶100, 蛋白酶抑制
剂(100×) 1∶100, 冰浴超声(200瓦, 超 3 s, 停 4 s, 
30 min)。10 000 r/min离心 15 min, 弃上清, 沉淀加
入 8 mol/L尿素 20 mL, 4℃过夜。12 000 r/min离心
20 min, 取上清与 2 mL Ni-NTA(Qiagen)树脂亲和柱
冰浴结合 30 min(在摇床中进行 50 r/min)。1 500 
r/min离心 3 min, 弃上清, 加入洗涤液(20 mmol/L磷
酸钠, 500 mmol/L氯化钠, 30 mmol/L咪唑, 8 mol/L
尿素 PH7.4)5 mL, 冰上摇 10 min, 离心弃上清, 洗 3
次。加入洗脱液(20 mmol/L磷酸钠, 500 mmol/L氯
化钠, 400 mmol/L咪唑, 8 mol/L尿素 pH7.4) 1 mL, 
冰上摇 10 min, 离心收集上清, 洗脱 5次。将洗脱液
加入透析袋中, 分别用 6 mol/L、4 mol/L、2 mol/L、
1 mol/L尿素和蒸馏水进行透析, 用磁力搅拌器搅拌, 
6～8 h/次, 4℃。最后用蔗糖进行浓缩, −80℃保存蛋白。 

抗血清的制备及抗原性检测。用纯化的重组

sxCT 蛋白为免疫原与等体积弗氏完全佐剂混合, 冰
上研磨充分乳化, 于家兔背部多点皮下注射, 剂量
为 1 mg/只。注射间隔时间为 10 d, 将相同剂量的纯
化蛋白与等量弗氏不完全佐剂乳化后进行第 2 次免
疫。第 3、4、5 次免疫同第 2 次, 第 3 次免疫后进
行试血, 用双向琼脂扩散法检测抗体效价。最后一
次免疫后第 6 d心脏采血, 分离血清, −20℃。 

1.2.3  哈萨克绵羊 sxCT 蛋白在不同被毛皮肤中的

表达 

将绵羊皮肤组织在液氮中研磨, 取 20 mg 加入
200 μL的 RIPA裂解液、2 μL蛋白酶抑制剂(Sigma, 
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100×), 混匀后冰浴 30 min, 期间颠倒混匀 5次。12 000 
r/min离心 10 min, 收集上清, 对蛋白样品进行 BCA
法蛋白定量, 取 50 μL加入 2×上样缓冲液, 100℃变
性 10 min, 取 20 μg进行 SDS-PAGE电泳。将蛋白
用半干法转到硝酸纤维素(NC)膜上, 用 5%的脱脂
奶粉室温封闭 1 h, 用 PBST洗膜 2次, 每次 10 min, 
然后分别用相应抗体(sxCT 1∶100 ; β-actin 1∶1000)  
4℃孵育过夜, 用 PBST洗膜 4次, 每次 10 min。将
NC膜与 IgG/HRP标记的山羊抗兔抗体(1:2000)室温
孵育 1.5 h, 用 PBST洗膜 4次, 10 min/次。用 DAB
试剂显色。 

1.2.4  数据分析 

实验数据用平均数 ±标准差 ( x ±s)表示 , 用
SPSS17.0 For Windows软件进行数据分析, 采用单
因素方差分析(One-way ANOVA)及LSD进行检验。
用 2−ΔΔCT相对定量的方法表示两个样本的相对表达

量[9], 公式为： 
平均相对含量=目的样品的相对含量 ⁄对照样品

的相对含量=2−平均数ΔΔCT

其中ΔΔCT=ΔCT目的样品−ΔCT对照样品, ΔCT目的样品= CT

目的样品−CT内参, ΔCT对照样品= CT对照样品−CT内参, 内参为绵羊
GAPDH基因。 

2  结果与分析 

2.1  扩增片段的分析 

扩增的哈萨克绵羊 Slc7a11 及克隆的原核表达
基因 sxCT的片段大小分别为 274 bp和 324 bp, 符合
预测结果, 条带清晰。将扩增的片段胶回收后克隆
到 PGM-T 载体, 对阳性克隆测序。通过 DNAman
软件进行比对分析, 克隆的 Slc7a11 和 sxCT 序列与
原序列的序列相似性都为 100%。克隆的 Slc7a11序
列通过 Blastn 分析, 与 GenBank 中牛、猪、犬、人
的 Slc7a11基因对应序列相似性都为 95%。 

2.2  Slc7a11 在不同被毛哈萨克羔羊皮肤组织中的
qRT-PCR表达情况 

利用实时定量 PCR 检测 Slc7a11 基因在不同被
毛颜色哈萨克羔羊皮肤组织中均有表达(图 1)。结果
表明, 该基因在棕色被毛皮肤中的表达量最高, 是
白色的 5.3倍, 黑色是白色的 3.7 倍, 棕色和黑色与

白色比较差异极显著(P﹤0.01), 黑色和棕色比较差
异显著(P﹤0.05)。在棕色中有 1 只羊的表达量略低
于黑色。 

 

 
 

图 1  Slc7a11 mRNA 在不同被毛哈萨克羔羊中的定量表达 
黑：黑色被毛皮肤; 棕：棕色被毛皮肤; 白：白色被毛皮肤; * P< 
0.05, ** P<0.01。 

 

2.3  融合蛋白的表达、纯化及抗体制备 

将重组质粒 pET-32a-sxCT 在大肠杆菌 BL21 
(DE2)中大量表达 , 优化 IPTG 诱导浓度为 0. 5 
mmol/L, 诱导 5 h 产物经 SDS-PAGE 电泳显示一条
较浓的约 30 kDa的蛋白条带, 而空载体和未诱导对
照组未出现该蛋白大小条带(图 2)。菌液超声后, 在
沉淀中检测到有目的条带, 上清在相应的位置没有
条带, 证明表达蛋白以包涵体的形式存在。 

对融合蛋白形成的包涵体利用 8 mol/L 尿素溶
解, 通过 Ni-NTA树脂亲和层析进行纯化, 纯化产物
经 SDS-PAGE 检测, 呈现单一蛋白带。将纯化后的
蛋白免疫新西兰大白兔, 免疫第 5 次后心脏采血,  

 

 
 

图 2  原核表达 PET-32a-sxCT 融合蛋白的 SDS-PAGE 检测 
M：非预染 Marker; 1：诱导的空载体 PET-32a; 2：诱导前的
PET-32a-sxCT; 3~6：诱导后的 PET-32a-sxCT。 

分离血清进行琼脂双向免疫扩散试验, 可以看到明
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显的抗原抗体复合物沉淀带, 证明纯化的重组蛋白
有良好的抗原性(图 3)。 

2.4  Western blotting 检测不同毛色皮肤 sxCT 蛋
白的表达 

提取被毛颜色为黑色、棕色和白色的哈萨克羔

羊皮肤组织中的总蛋白, 取 20 μg 进行 SDS-PAGE
电泳 , 然后将蛋白电转到 NC 膜上 , 用制备的抗
sxCT 血清按 1:100 倍稀释作为一抗 , 以 Western 
blotting方法分别检测 3种被毛颜色哈萨克羔羊皮肤
组织中 sxCT 的表达水平(图 4), 从结果中可以看出, 
在棕色羊中该蛋白表达水平最高, 黑色羊次之, 白
色羊最少。 
 

 
 

图 3  纯化的融合蛋白与兔抗血清的双向琼脂免疫扩散

结果 
箭头所指的位置是抗原抗体复合物沉淀。 

 

 
 
图 4  sxCT 在不同毛色哈萨克羔羊皮肤组织中的表达情况 
 

3  讨 论  

溶质转运家族(Solute carrier family, SLC)是哺
乳动物细胞膜转运蛋白的主要成员。Slc7a11是SLC
家族的成员之一, SLC由阳离子氨基酸转运体(CAT
家族, Slc7a 1-4)和糖蛋白相关氨基酸转运体(gpaAT
家族 , Slc7a 5-11)两个亚群组成。辅助糖蛋白 (重
链)4F2hc(CD89)或rBAT形成SLC3家族。糖蛋白相关

氨基酸转运体有 12 个假定跨膜区, 没有糖基化, 它
需要和SLC3 家族(重链 4F2hc 或rBAT)的糖蛋白结
合才能在细胞表面表达[10,11]。Slc7a11 (xCT)参与编
码异二聚体氨基酸转运体系统X-

C。系统X-
C由

Slc7a11和SLC3A2(4F2hc或CD89)两个亚单位组成。
该系统将细胞外的胱氨酸摄入细胞内, 同时与谷氨
酸以 1∶1交换将谷氨酸运出细胞外[1]。系统X-

c的活

性转移依赖于xCT。4F2hc重链是一些氨基酸转运体
的常见配对物, 它作为伴侣蛋白的主要功能是引导
配对蛋白到质膜[11]。 

毛色是受色素生物合成过程中不同基因控制的, 
其颜色的不同主要由于伪黑色素(红、黄色)和真黑色
素(黑色)的不同比例而产生。目前提出的主要模式是, 
哺乳动物色素中真黑色素 /伪黑色素的比例是单独
或间接由酪氨酸酶的活性调控, 它是黑色素合成的
限速酶[12]。这个模式推断在低浓度的酪氨酸酶存在

时, 黑色素体中多巴醌和半胱氨酸反应生成半胱氨
酸多巴, 从而使伪黑色素的含量增加 [13], 但这个模
式对真黑色素/伪黑色素的比例的调控是不完全的。
Chintala等 [5]证明, xCT转运体对色素的调控是关键
的, 在毛发中的黑色素和培养的sut小鼠黑色素细胞
中, 它直接影响伪黑色素的增加。 

Chintala等分析了带有色素突变的鼠 , 浅灰色
(sut)突变, 它的特点是减少了黄色素。利用位置克隆, 
他们分析了Sut/sut鼠 3 号染色体上有大的缺失区域
(481,280)映射到了Slc7a11 基因 (基因编码  xCT蛋
白), 因此Slc7a11 基因外显子 12 被另一个下游外显
子代替, 导致Slc7a11转录 3′末端的改变。从分离到
的Sut/sut小鼠细胞, 发现只有少量的胱氨酸吸收的
活性, 进一步证实了系统XC

-活性的丢失。Sut/sut小
鼠的脑和黑色素细胞内没有检测到Slc7a11 的转录, 
表明没有功能蛋白xCT的表达。它的功能失调导致
细胞不能摄取足够的胱氨酸来还原成半胱氨酸以满

足细胞内合成伪黑色素的需要, 使生成伪黑色素的
途径受阻, 而真黑色素的含量没有变化, 小鼠毛色
由黄色变成灰色。Sut/sut小鼠和表达含有Slc7a11的
BAC克隆的小鼠进行繁育, 后代能恢复伪黑色素缺
失的缺陷, 证明胱氨酸的吸收对体内合适的色素沉
着是必须的[5], 半胱氨酸是伪黑色素的前体[14]。 

何新等[15]利用转睾丸注射转基因技术, 成功获
得选择性过表达sxCT的转基因绵羊, 绵羊的被毛出
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现棕黄色斑点, 增加了伪黑色素的含量, 从转基因
角度证实了该基因对绵羊毛色的调控作用。但是

Slc7a11 基因在自然条件下对绵羊毛色的影响尚未
见报道 , 本研究利用哈萨克羊丰富的毛色研究
Slc7a11基因在不同颜色被毛皮肤组织中的表达, 揭
示了该基因在哈萨克绵羊毛色调控中的作用。首先

通过实时定量发现Slc7a11 基因在棕色毛的皮肤中
表达量最高 , 其次是黑色 , 最后是白色 , 所以推测
可能是由于该基因高表达生成的胱氨酸较多, 胱氨
酸还原生成半胱氨酸, 进而合成的伪黑色素相对较
高导致了毛色显现为棕色。为了进一步在蛋白水平

分析该基因的表达量 , 成功构建了原核表达载体
pET-32a-sxCT, 诱导表达融合蛋白sxCT, 经过纯化
将蛋白免疫新西兰大白兔制备该蛋白的抗体, 并用
双向琼脂免疫扩散实验观看到抗原抗体复合物沉淀

带, 说明抗体具有特异性。最后利用制备的抗体检
测哈萨克绵羊黑色、棕色、白色被毛皮肤组织中sxCT
蛋白的表达量, 发现该蛋白在棕色被毛的皮肤中的
表达量最高 , 其次是黑色 , 最后为白色 , 这与实时
定量检测Slc7a11 基因的mRNA水平是一致的, 说明
该基因在哈萨克绵羊毛色形成中确实扮演了重要角

色。本研究结果丰富了绵羊毛色形成的机理, 为进
一步开展“绿色羊毛”产业打下基础。 
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