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摘要：【目的】探索内皮素 3（EDN3）对来源于不同毛色体外培养的黑色素细胞产生黑色素作用机制及差异的

影响。【方法】体外培养不同毛色皮肤来源的黑色素细胞，通过 MTT 法检测不同细胞在 EDN3 影响下的增殖率，分

别提取两种细胞的总 RNA 和总蛋白，总 RNA 经反转录合成 cDNA，采用实时荧光定量 PCR 方法检测 EDN3 对两种

细胞内 EDNRB、NRas 及 TYR 在 mRNA 水平相对表达量的影响，总蛋白通过 Western blot 方法检测 EDN3 对两种细

胞内 EDNRB、NRas 及 TYR 在蛋白水平的表达量是否发生变化，结果均使用 SPSS19.0 软件进行差异显著性分析。

【结果】MTT 法测得 EDN3 对黑白两种来源的黑色素细胞的增殖均产生促进作用，实时荧光定量 PCR 结果显示添

加 EDN3 的白色来源细胞内 EDNRB mRNA 的相对表达量是正常细胞组的 1.7992 倍，NRas 是正常细胞组的 1.8536

倍差异极显著(P<0.01)，但 TYR mRNA 的相对表达量未发生明显变化；添加 EDN3 的黑色来源细胞内 EDNRB mRNA

的相对表达量是正常细胞组的 2.2512 倍，NRas 是正常细胞组的 1.3859 倍，TYR 是正常细胞组的 15.5710 倍差

异极显著(P<0.01)；Western blot 结果显示添加 EDN3 的白色来源细胞内 EDNRB 蛋白表达量是正常细胞组的

3.0827 倍差异极显著(P<0.01)，NRas 是正常细胞组的 1.2936 倍差异显著(P<0.05)，TYR 蛋白表达量未发生明

显变化；添加 EDN3 的黑色来源细胞内 EDNRB 蛋白表达量是正常细胞组的 3.9800 倍差异极显著(P<0.01)，NRas

是正常细胞组的 1.3658 倍差异显著(P<0.05)，TYR 是正常细胞组的 1.8498 倍差异显著(P<0.05)。【结论】EDN3

促进白色来源的黑色素细胞增殖但对色素合成的限速酶 TYR 未产生促进作用；EDN3 促进黑色来源的黑色素细胞

增殖并可能促进黑色素生成。 
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Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to explore the effects of EDN3 in vitro on sheep melanocytes with 

different coat colors and to find the mechanisms of production of melanin and their differences. 【Method】 Melanocytes from black 

and white coat colors were cultured in vitro, and MTT assay was used to detect different cell proliferation rates by affected EDN3. 

After extraction of total RNA and total protein of both cells, the total RNA was reversely transcribed to cDNA, and then the effect of 

EDN3 on mRNA relative expression of EDNRB, NRas and TYR was analyzed by RT-PCR, and Western blot was performed to 

ensure whether EDN3 had influence on the protein expression of EDNRB, NRas and TYR. Significant difference was analyzed by 

using statistical method with software SPSS19.0. 【Result】 MTT assay showed that EDN3 promoted cells proliferation from both 

black and white coat colors. RT-PCR revealed that compared with the control group, the relative expressions of EDNRB and NRas 
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mRMA in EDN3 group from white coat color were significantly increased by 1.7992 folds and 1.8536 folds respectively (P<0.01), 

while TRY mRNA had no significant difference. In cells from black coat color, the expressions of EDNRB, NRas and TYR were all 

induced significantly with multiples of 2.2512, 1.3859 and 15.5710 respectively (P<0.01). The result of Western blot in EDN3 group 

was consistent with RT-PCR, the EDNRB protein expression from white coat color was 3.0827 times of control group (P<0.01), and 

the NRas protein expression was 1.2936 fold of control group (P<0.05), while TYR had no change. The protein expressions in cells 

from black coat color of EDNRB, NRas and TYR were observably added up to 3.9800 time (P<0.01), 1.3658 and 1.8498 times 

(P<0.05), respectively. 【Conclusion】 EDN3 promoted melanocytes proliferation from both black and white coat colors, while had 

no effect on TYR which is a rate-limiting enzyme of pigment synthesis in cells from white coat colors, and might play a role in 

producing melanin in cells isolated from black coat color. 
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0  引言 

【研究意义】内皮素（endothelin，EDN）是一类

由内皮细胞合成分泌的活性肽包括 EDN1、EDN2、
EDN3，各亚型的功能因分布部位不同而有一定的差

异，主要作用为参与血管扩张剂的释放及促进细胞有

丝分裂[1-3]。EDN3 对心血管系统的稳定及血压的调节

有一定的作用[4]。在毛色形成的主要部位，EDN3 由

角化细胞及内皮细胞合成分泌，并通过 EDNRB 与黑

色素细胞结合通过一系列的分子调控，最后作用于

MITF（小眼畸形转录因子）从而影响黑色素的合成及

转运[5]。【前人研究进展】已有研究表明，在不同物

种不同部位的色素沉着均显示 EDN3 有明显的调控

作用[6]。其中在细胞水平的研究显示，EDN3 与 KIT
信号途径对黑色素细胞发育存在必不可少的协同作

用[7]，EDN3 对黑色素细胞前体的迁移及增殖有较大

的影响，并与生长因子一起成为形成成熟的黑色素细

胞必要的因子[8]。EDN3 对已成熟的羊驼黑色素细胞

有促进增殖分化的作用，明显促进黑色素细胞数量的

变化[9]。另有研究称 EDN3 对黑色素细胞分泌的黑色

素小体的转运有一定的影响[10]。体外培养的黑色素细

胞在 EDN3 的刺激下，细胞数量显著增加黑色素的合

成也相应的增多。EDN3 及其受体所组成的信号通路

参与黑色素的合成并发挥重要的调节作用[11]。EDN3
在黑色素瘤以及人类的皮肤色素过度沉着等疾病中均

发挥作用，主要表现在对黑色素细胞前体细胞的分化

及已成熟细胞的增殖均有影响[12-13]。关于内皮素家族

及其受体的研究进展显示其对体外培养的黑色素细胞

的促增殖作用较明显，对于色素合成的相关基因有一

定的促表达作用。但在不同毛色绵羊皮肤中的组织定

位及表达的分析显示 EDN3 在黑色及白色皮肤中表达

有异[14]。【本研究切入点】在体外培养的不同毛色绵

羊皮肤来源的黑色素细胞中 EDN3 的作用是否有所不

同，仍未见报道。【拟解决的关键问题】本研究通过

对不同毛色的绵羊皮肤来源的黑色素细胞进行试验，

分析 EDN3 对黑色素细胞的作用，进一步补充 EDN3
的作用机制。 

1  材料与方法 

本试验于 2014 年 11 月至 2015 年 2 月在山西农业

大学羊驼生物工程实验室进行。 
1.1  试剂 

MELM(2201)(SCIENCELL)，胰酶（ 1﹕ 250）
（solarbio），胎牛血清（杭州四季青公司），RNA
提取试剂盒，反转录试剂盒（Takara 公司产品），

QuantiFast SYBR Green PCR Kit（ QIAGEN 公司产

品），EDN3，EDRB 抗体（生工生物公司产品），

NRas 抗体（生工生物公司产品），TYR 抗体（生工

生物公司产品）。 
1.2  材料 

绵羊黑色素细胞（山西农业大学羊驼生物工程实

验室提供），分别为白色绵羊皮肤来源与黑色绵羊皮

肤来源(皮肤取自 1 岁左右小尾寒羊介休羊场提供）。 
1.3  方法 

1.3.1  黑色素细胞的复苏与传代  从液氮罐中取出

细胞冻存管并快速置于提前加热至 37℃的水浴锅中，

轻轻摇动使其迅速融化。待细胞完全融化并酒精消毒

后置于超净台，加入培养基轻轻吹打使细胞悬浮，将

该细胞悬液转移至 15mL 离心管，4℃，1 000 r/min 离

心 10 min。弃去上清液，加入黑色素培养基轻轻吹打

悬浮细胞后接种于 6 孔细胞培养板，静置于 5% CO2

培养箱，37℃培养，24 h 后观察细胞贴壁情况并更换

新鲜培养基。 
1.3.2  黑色素细胞活力的测定  采用四甲基偶氮噻 
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唑蓝比色法（MTT 法)[15]。取对数生长期细胞，0.25%
胰酶+EDTA 消化，分别计数并调节细胞浓度为

1×104 个/mL 接种于 96 孔板静置培养 24 h，更换为

添加有不同浓度 EDN3 的黑色素培养基，置于 5% 
CO2 培养箱中培养 72 h。每孔加入 5mg·mL-1 的 MTT
溶液 200μL，放置培养箱孵育 4 h，弃去上清液，每

孔加二甲基亚砜（DMSO）150μL。在酶标仪上以

490nm 波长测各孔吸光度值计算添加不同浓度

EDN3 后细胞的增值率。促增殖率＝（添加 EDN3 A490

值-无 EDN3A490 值）/（无 EDN3 A490 值－培养基 A490

值）×100%[14]。 
1.3.3  Real-time PCR 检测  使用 RNA 提取试剂盒

提取细胞总 RNA，测定浓度后按照 Takara 公司反转

录试剂盒合成 cDNA。根据 GenBank 上的绵羊

EDNRB、NRas 和 TYR 序列，利用 Premier 5.0 软件

设计引物并通过 NCBI 初步检测引物的特异性。引物

由北京华大基因公司合成。引物序列见表1。按照Applied 
Biosystems 公司荧光定量试剂盒进行扩增，反应结束

通过 2－△△CT 法计算目的基因在不同毛色绵羊皮肤中

的相对表达水平。△CT 目的基因 = CT 目的基因－CT 内参基因，

△△CT = △CT 白色绵羊组－△CT 黑色绵羊组，各个目的基因

mRNA 表达差别倍数以 2－△△CT表示。 
 

表 1 目的基因引物序列及 PCR 扩增条件 

Table 1 Sequence of premiers and conditions for PCR 
amplification 

基因 
Gene 

引物序列(5′→3′) 
Primer sequence 

PCR 产物 
Product size 

(bp) 

温度 
Temperαture 

(℃) 
ETRB F: CCTAGAGGGGGA AGGATGGT 

R: GATTCTCAGCAGC GTGGAGT 
156 58 

NRas F: CTTTCCCGGTTG TGGTCGTA 

R: TTTTCCCAACAC CACCTGCT 
118 60 

TYR F: CCTCGGCTGATG TGGAGTTT 

R: TGTAGGATTCCC GGTTGTGC 
336 58 

18S F: GAAGGGCACCA CCAGGAGT 

R: CAGACAAATCA CTCCACCAA 
158 60 

 
1.3.4  蛋白免疫印迹试验  用碧云天蛋白裂解液提

取细胞总蛋白，检测总蛋白浓度，上样调整一致后进

行 SDS﹣聚丙烯酰胺凝胶电泳。浓缩胶与分离胶电泳

条件分别为恒压 80V 与 120V，电泳结束后转至 NC
膜。转膜结束后，用 5%封闭蛋白干粉室温封闭 1h，
加入 EDNRB（1﹕1 000）、NRas（1﹕500）、TYR
（1﹕1 000）和 β-actin（1﹕1 000）一抗 4℃过夜孵育。

水平摇床上用 TBST 清洗 NC 膜，10min×3 次。根据

一抗来源选择 HRP 标记的二抗（1﹕10 000）37℃摇

床孵育 1 h。二抗孵育结束后，用 TBST 漂洗 NC 膜

5min×6 次。使用康为高灵敏度 ECL 显色后暗室曝光，

得到有条带的胶片扫描并分析。用 Image-ProPlus 6.0
软件对绵羊色素细胞免疫印迹结果进行分析。蛋白含

量=条带面积×平均灰度，目的蛋白相对定量值=目的

蛋白含量/β-actin 蛋白含量。数据均用 Means±SE 表示，

用 SPSS 软件进行单因素方差分析，P<0.05 差异显著，

P<0.01 差异极显著。 

2  结果 

2.1  黑色素细胞的形态学观察 
两种来源的黑色素细胞复苏及传代后，均呈双树

突或三树突状且正常贴壁生长、状况良好，添加 EDN3
后，细胞无明显的形态学变化（图 1）。 
2.2  EDN3 对细胞增殖率的影响 

利用 MTT 法测得细胞增值率的结果显示两种

来源的黑色素细胞在 EDN3 的刺激下增值率均有所

提高，但以 EDN3 在 1×10-8mol·L-1 浓度时细胞的增

殖率变化最为明显，且浓度过高时（1×10-7 ，

1×10-6）反而会有一定的抑制作用。比较两种细胞

的增值率显示白色皮肤来源的黑色素细胞在 EDN3
为 1×10-8mol·L-1 时的增殖率明显高于黑色皮肤来

源的黑色素细胞（图 2）。 
2.3  EDNRB、NRas 及 TYR mRNA 的变化 

通过 qRT-PCR 方法检测了 1×10-8mol·L-1 浓度的

EDN3 对 EDNRB、NRas 及 TYR mRNA 相对表达量

的影响。统计结果分析显示：添加 EDN3 的白色来源

细 胞 内 EDNRB mRNA 的 相 对 表 达 量 为

1.8007±0.1434 是正常细胞组的 1.7992 倍，NRas 
mRNA 的相对表达量为 1.8552±0.0999 是正常细胞组

的 1.8536 倍差异极显著（P<0.01），但 TYR mRNA
的相对表达量为 1.0005±0.0358 相较正常组细胞未发

生明显变化。添加 EDN3 的黑色来源细胞内 EDNRB 
mRNA 的相对表达量为 2.2542±0.1598 是正常细胞组

的 2.2512 倍，NRas mRNA 的相对表达量为 1.3950± 
0.0329 是正常细胞组的 1.3859 倍，TYR mRNA 的相

对表达量为 15.6190±0.3239 是正常细胞组的 15.5710
倍差异极显著（P<0.01）。与正常培养的细胞相比，

添加 EDN3 的细胞色素相关基因的表达量均发生了

变化。EDN3 的受体 EDNRB 和下游基因 NRas mRNA
的表达量有显著的增加（图 3-A、B），但 TYR mRNA  
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A B

a b

 
 
(A) 白色皮肤来源的正常黑色素细胞 (a) 白色皮肤来源添加 EDN3(1×10-8mol·L-1)的黑色素细胞 (B) 黑色皮肤来源的正常黑色素细胞 (b) 黑色皮肤

来源添加 EDN3(1×10-8mol·L-1)的黑色素细胞 
(A) Control white sheep skin melanocytes (a) White sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol·L-1) (B) Control black sheep skin 
melanocytes (b) Black sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol·L-1) 

 

图 1  绵羊黑色素细胞的形态 

Fig. 1  The morphology of sheep melanocytes 
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系列 1：黑色皮肤来黑色素细胞源系列；2：白色皮肤来源黑色素

细胞   
series 1: Black sheep skin melanocytes series; 2: White sheep skin 
melanocytes 

 

图 2  不同浓度 EDN3 对细胞增值率的影响 

Fig. 2  Proliferation of sheep melanocytes induced by 

different concentrations of EDN3 

 
的表达量仅有黑色皮肤来源的黑色素细胞有极显著

的增加，白色皮肤来源的黑色素细胞未发生明显的变

化（图 3-C）。 

2.4  Western blot 实验结果 
通过 Western blot 方法检测了 1×10-8mol·L-1 浓度

的 EDN3 对 EDNRB、NRas 及 TYR 蛋白表达量的影

响（图 4-A）。结果分析显示：添加 EDN3 的白色来

源细胞内 EDNRB 蛋白表达量为 9.5724±2.1927 是正

常细胞组的 3.0827 倍差异极显著（P<0.01），NRas
蛋白表达量为 2.1856±0.3264 是正常细胞组的 1.2936
倍差异显著（P<0.05），TYR 蛋白表达量为 3.0818± 
0.5227 是正常细胞组的 1.0024 倍，未发生明显变化。

添加 EDN3 的黑色来源细胞内 EDNRB 蛋白表达量为

12.2360±2.9357 是正常细胞组的 3.9800 倍差异极显著

（P<0.01），NRas 蛋白表达量为 3.2779±0.2466 是正

常细胞组的 1.3658 倍差异显著（P<0.05），TYR 蛋白

表达量为 5.2662±1.0464 是正常细胞组的 1.8498 倍差

异显著（P<0.05）。EDN3 的受体 EDNRB 和下游基

因 NRas 的蛋白表达量有显著的增加（图 4-B、C），

但 TYR 的蛋白表达量仅有黑色皮肤来源的黑色素细

胞有显著的增加，白色皮肤来源的黑色素细胞未发生

明显的变化（图 4-D）。 
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(A) EDNRB mRNA 相对表达量；(B) NRas mRNA 相对表达量；(C) TYR mRNA 相对表达量 
(A) Relative level of EDNRB mRNA;(B) Relative level of NRas mRNA;(C) Relative level of TYR mRNA 
(1) 白色皮肤来源的正常黑色素细胞；(2) 白色皮肤来源添加 EDN3(1×10-8mol·L-1)的黑色素细胞；(3) 黑色皮肤来源的正常黑色素细胞；(4) 黑色皮肤

来源添加 EDN3(1×10-8mol·L-1)的黑色素细胞 
(1) Control white sheep skin melanocytes; (2) White sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol·L-1); (3) Control black sheep skin 
melanocytes; (4) Black sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol·L-1) 

 

图 3  EDN3 对 EDNRB、NRas、TYR mRNA 表达量的影响 

Fig. 3  The relative mRNA expression of the EDNRB, NRas and TYR genes in melanocytes treated by EDN3 
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EDNRB、NRas、TYR 和 β-actin 多克隆抗体免疫印迹；(B) EDNRB 蛋白表达量；(C) NRas 蛋白表达量；(D) TYR 蛋白表达量 
(A) Western blot detected EDNRB,NRas,TYR and β-actin polyclonal antibody (B) Relative level of EDNRB protein;(C) Relative level of NRas protein;(D) 
Relative level of TYR protein 
(1) 白色皮肤来源的正常黑色素细胞；(2) 白色皮肤来源添加 EDN3(1×10-8mol/L)的黑色素细胞；(3) 黑色皮肤来源的正常黑色素细胞；(4) 黑色皮肤

来源添加 EDN3(1×10-8mol/L)的黑色素细胞 
(1) Control white sheep skin melanocytes; (2) White sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol/L); (3) Control black sheep skin 
melanocytes; (4) Black sheep skin melanocytes cultured by the addition of EDN3(1×10-8mol/L) 

 

图 4  EDNRB、NRas 及 TYR 蛋白表达印迹分析 

Fig. 4  Western blot analysis of the expression of EDNRB,NRas and TYR protein 
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3  讨论 

本试验通过添加不同浓度的 EDN3，对比黑白

来源的黑色素细胞有不同的增值率，显示白色来源

的黑色素细胞在 EDN3 的刺激下有较高的增值率。

同时通过 qRT-PCR 以及 Western Bolt 方法对黑色素

细胞合成黑色素的相关基因分析表明 EDN3 促进黑

色来源的黑色素细胞相关基因和蛋白的表达量显著

增加，对白色来源的黑色素细胞也有一定的促进作

用，但与色素合成密切相关的酪氨酸酶并未产生促

进效果。结果提示，EDN3 对两者细胞均有促进细

胞增殖和基因表达的作用，但对白色来源的细胞以

促进增殖为主对色素合成并无较大的影响。对黑色

来源的色素细胞有明显促进色素合成的作用。已有

的研究表明内皮素家族中的 EDN2、EDN3 对羊、羊

驼体外培养的黑色素细胞均有促进增殖及黑色素合

成作用[9,16]。动物体内转基因过表达 EDN3 同样显

示在 EDN3 的刺激下，黑色素细胞前体细胞和已分

化成熟的黑色素细胞在数量上均有一定的增多，随

后色素的持续沉着需要 EDN3 的维持[17]。猫科动物

的研究显示 EDN3 对后期表型花纹的形成有促进作

用，EDN3 从胚胎时期至毛色的形成对黑色素细胞

有维持的作用[18]。 
转基因小鼠体内的 EDN3 信号用以维持皮肤黑色

素细胞的存在，在毛囊中的黑色素细胞受 EDN3 受体

信号的支持不仅增加细胞数量还促进酪氨酸酶的表达

从而促进其增加色素合成的能力[19]。EDNRA 对于

EDN1 和 EDN2 有非常高的亲和力，但对 EDN3 的亲

和力较小; 与此相反，EDNRB 对三者都具有相似的高

亲和力[20-21]。研究发现紫外线的持续照射会引起皮肤

色素沉着加深，其机制包括紫外线引起角化细胞持

续分泌 EDN1、EDN3 与 EDNRB 结合后加速色素合

成[12，22]。EDNRB 在绵羊皮肤中是主要参与介导黑色

素细胞增殖的受体，并且参与黑色素的生成[23]。EDN1
的作用机制是在黑色素合成过程中磷酸化 MITF 并增

加 TYR 等酶的表达量，在黑色素的转运机制中诱导黑

色素细胞向角化细胞转运的黑素小体的增加，这种诱

导机制可通过抑制内皮素受体的功能禁止[13,24-25]。同

时中等浓度的 EDN3 会产生与 EDN1 相似的功能及

影响。本试验添加 EDN3 体外培养的细胞显示黑色

素细胞合成色素相关的基因在 EDN3 的刺激下表达

均有所提高，但白色皮肤来源的黑色素细胞中 TYR
的表达未发生变化。这一结果提示 EDN3 发挥类似

EDN1 的作用，促进正常色素的合成及转运，但是白

色毛发的形成未有色素颗粒的正常生成，猜测白色

皮肤来源的黑色素细胞合成黑色素的过程受到其他

基因调控，致使色素生成的限速酶合成受到限制。

据此可以推测白色绵羊最终毛色表型的形成在色素

合成的过程中受到调控，但是内皮素家族对色素细

胞的作用仅为色素基因的一部分，在不同年龄不同

动物形成白色毛发的机制可能会存在差异，尚未明

确仍需进一步研究。 
另有研究显示体外培养的神经嵴细胞在干细

胞生长因子和 EDN3 的共同刺激或仅有 EDN3 刺激

下均可分化发育为黑色素细胞，单独由干细胞生长

因子刺激分化发育为未成熟细胞[26-28]。这一结果提

示 EDN3 对早期黑色素细胞的形成有至关重要的

作用，本试验结果提示 EDN3 对已成熟的黑色素细

胞有促进细胞增殖和色素生成的作用，但对白色来

源的黑色素细胞以促进细胞增殖为主。EDN3 在不

同时期发挥不同的功能，对不同来源的细胞也会产

生不同的作用。不能正常合成黑色素的细胞在

EDN3 的作用下相关基因的表达量有所增加，但影

响色素合成的主要基因未发生变化，具体机制仍有

待研究。 

4  结论 

内皮素 3 可促进白色来源的黑色素细胞增殖但对

色素合成的限速酶 TYR 未产生促进作用；内皮素 3
可促进黑色来源的黑色素细胞增殖并可能促进黑色素

生成。 
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