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摘　要：本研究旨在研究ＰＡＸ３在羊驼皮肤组织中的表达和分布。利用免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术研究

ＰＡＸ３转录因子在不同被毛颜色羊驼皮肤组织中的表达与分布。结果表明ＰＡＸ３在毛球基底层细胞之间，毛乳头

周围和毛根部都存在阳性表达，并在不同被毛颜色羊驼皮肤组织中的表达存在显著差异（犘＜０．０５）。结果提示

ＰＡＸ３参与了黑色素细胞的增殖、分化和迁移，ＰＡＸ３与色素的形成相关。
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　　ＰＡＸ是进化上保守的一个基因家族。最初发

现的犘犃犡基因是控制果蝇早期发育的分节基因，

即ｐａｉｒｅｄ（ｐｒｄ）、ｇｏｏｓｅｂｅｒｒｙｄｉｓｔａｌ（ｇｓｂｄ）、ｇｏｏｓｅ

ｂｅｒｒｙｐｒｏｘｉｍａｌ（ｇｓｂｐ）。它们均编码含３个α螺旋

的１２８个氨基酸的保守结构域，迄今为止发现人和

小鼠的犘犃犡基因各有９个，按基因发现时序，分别

定名为犘犃犡１～犘犃犡９。犘犃犡 基因编码的蛋白是

一类重要的转录调控因子，各自发挥着重要作用。

其中，ＰＡＸ３、ＰＡＸ７、ＰＡＸ９均表达于生皮肌节细

胞，ＰＡＸ３在小鼠的神经管、发育的脑组织、神经嵴

及其衍生物中均有表达，主要功能是通过调控靶基

因表达从而调控胚胎的生长发育，人与小鼠犘犃犡３

突变均可导致胚胎时期神经嵴的发育异常，从而引

起多种异常表型［１４］。

犘犃犡３基因突变会导致皮肤、毛发、内耳、眼黑

素细胞缺乏，出现相应的临床症状。ＰＡＸ３是一个
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潜在的调节 ＭＩＴＦ的转录的因子，在研究毛色形成

的机制中，酪氨酸酶、酪氨酸相关蛋白酶１和２是毛

色形成的３个关键酶，这３个关键酶功能的发挥又

受转录因子 ＭＩＴＦ的调控
［５］。它们是哺乳动物的

神经管、黑色素细胞以及其它神经嵴衍生细胞发生

所需要的［６７］。

近年来，国内外研究人员集中于研究各个调节

因子之间的互作关系，来揭示毛色形成的机制。大

量研究表明ＰＡＸ３与 ＭＩＴＦ为转录调控因子蛋白，

转录水平对各自靶向基因进行着调控［８１１］，但尚未

见有羊驼ＰＡＸ３蛋白的定位与表达研究，本研究以

羊驼具有多种天然毛色这一独特的表型，通过免疫

组化定位研究ＰＡＸ３的表达，并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

方法研究了在不同被毛颜色ＰＡＸ３蛋白表达量的

变化。

１　材料与方法

１．１　试验样本

１岁龄雄性羊驼（有色被毛和白色被毛各３

只），由山西中华羊驼养殖基地提供。分别在其臀部

剃毛取直径８ｍｍ的皮肤样本，固定于Ｂｏｕｉｎ氏固

定液，部分冻存于液氮中。

１．２　切片制作与免疫组织化学分析

所取皮肤样本置于Ｂｏｕｉｎ固定液固定，梯度酒

精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切４μｍ厚切片，脱

蜡至水，牛血清封闭液封闭２０ｍｉｎ，甩去多余液体，

分别滴加ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＰＡＸ３单克隆抗体（Ｂｏｓｔｅｒ，

武汉），４℃过夜，ＰＢＳ冲洗，滴加辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔二抗（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉），室温孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗，用ＤＡＢ显色试剂盒（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉）显色。

苏木精轻度复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片。在莱卡显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩＲＢ，Ｌｅｉｃａ，

Ｗｅｔｚｌａｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）下观察，获取图像，储存分析。

以水代替一抗为阴性对照。

１．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

提取的蛋白质样品，分别用核酸蛋白测定仪检

测蛋白质样品浓度，并将所有样品调整到相同浓度，

使上样量一致。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，１２０Ｖ转移

２ｈ，将膜用ＴＢＳ从下向上浸湿后，移至含有封闭液

（脱脂奶粉）的平皿中，室温下脱色，摇床上摇动封闭

１．２ｈ。

从封闭液中取出膜，用滤纸吸去残留液后，把膜

置于速封袋中，再加上用 ＴＢＳＴ稀释过１００倍的

ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＰＡＸ３单克隆抗体（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉），赶走

气泡。４℃过夜孵育；用ＴＢＳＴ在室温下脱色摇床

上洗２次，每次１０ｍｉｎ；再用ＴＢＳ洗１次，１０ｍｉｎ。

同上方法准备辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗

（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉）稀释液，室温下孵育１ｈ后，用ＴＢＳＴ

在室温下脱色摇床上洗２次，每次１０ｍｉｎ；再用

ＴＢＳ洗１次，１０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色试剂盒（Ｂｏｓｔｅｒ，武

汉）显色。以鼠抗βａｃｔｉｎ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国）为内参蛋白。

１．４　数据分析

应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件（美国 ＭｅｄｉａＣｙ

ｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）对ＰＡＸ３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，每张切片

取６个视野，得到阳性细胞的光密度值。所得数据

用ＳＰＳＳ１６．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ软件（美国ＳＰＳＳ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（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ，

ＯＤ）用单因子方差分析，分析结果用“平均值±标准

误（Ｍｅａｎｓ±ＳＥ）”表示，用ＳＰＳＳ软件进行狋检验。

扫描ＮＣ膜，应用ＩｍａｇａＰｌｕｓ６．０软件对羊驼

ＰＡＸ３和βａｃｔｉｎ免疫印迹结果进行分析，测定目的

条带面积和灰度值，ＰＡＸ３与内参对比，进行半定量

分析。蛋白含量＝条带面积×平均灰度；ＰＡＸ３蛋

白半定量值＝ＰＡＸ３蛋白含量／βａｃｔｉｎ蛋白含量，所

得数据均采用“Ｍｅａｎｓ±ＳＥ”表示，用ＳＰＳＳ软件进

行狋检验。

２　结　果

２．１　免疫组化分析

免疫组化结果显示，有色被毛和白色被毛皮肤

组织切片，均可见ＰＡＸ３阳性特异性着色。从整个

切片镜检视野中，有色被毛皮肤组织阳性着色较深。

毛乳头周围，毛球基底层细胞之间均呈现阳性着色，

毛根部有少量阳性细胞着色。白色被毛皮肤组织阳

性着色较浅，毛乳头周围、毛球基底层细胞之间均呈

现阳性着色，但着色较浅，毛根部细胞也有少量阳性

着色，较有色被毛较浅（图１）。

每个样本采集６个不同视野，利用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ软件分析平均光密度值，有色被毛羊驼皮肤组

织ＰＡＸ３在毛囊内的平均光密度值为０．５８６８±

０．０６７５，白色被毛羊驼皮肤组织ＰＡＸ３在毛囊内的

平均光密度值为０．４５８９±０．０３１９。数据用ＳＰＳＳ

软件进行狋检验，有色被毛皮肤组织ＰＡＸ３表达量

０３７



　５期 朱芷葳等：ＰＡＸ３转录因子在羊驼皮肤组织中的表达和定位分析

显著高于白色被毛羊驼皮肤组织（犘＜０．０５）（图２）。

１３７
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（Ａ）、（Ｂ）、（Ｃ）分别为放大４０×的有色被毛组织免疫组织化学结果；（ａ）、（ｂ）、（ｃ）分别为放大４０×的有色被毛组织

免疫组织化学阴性结果；（Ｄ）、（Ｅ）、（Ｆ）分别为放大４０×的白色被毛组织免疫组织化学结果；（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）分别为放

大４０×的白色被毛组织免疫组织化学阴性结果

（Ａ），（Ｂ），（Ｃ）ａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓＰＡＸ３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｉｔｈｐｉｇｍｅｎｔｅｄｈａｉｒｃｏａｔ，

（ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ４０×，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；（ａ），（ｂ），（ｃ）ａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅＰＡＸ３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｈａｉｒｆｏｌｌｉ

ｃｌｅｓｗｉｔｈｐｉｇｍｅｎｔｅｄｈａｉｒｃｏａｔ，（ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ４０×，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；（Ｄ），（Ｅ），（Ｆ）ａｒｅｓｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｉｔｈ

ｗｈｉｔｅｈａｉｒｃｏａｔ，（ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ４０×，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；（ｄ），（ｅ），（ｆ）ａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅＰＡＸ３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅ

ｓｕｌｔｓｆｏｒｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｉｔｈｗｈｉｔｅｈａｉｒｃｏａｔ，（ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ４０×，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图１　犘犃犡３在不同被毛颜色羊驼皮肤组织中的免疫组化定位（标尺＝５０μ犿），↑示毛乳头周围阳性细胞，△示毛球

基底层阳性细胞，▲示毛根部阳性细胞

犉犻犵．１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犃犡３犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔狉犲狊狌犾狋狊犻狀犪犾狆犪犮犪犺犪犻狉犳狅犾犾犻犮犾犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犪狋犮狅犾狅狉（犅犪狉＝５０

μ犿），↑狊犺狅狑狊狆狅狊犻狋犻狏犲犮犲犾犾狊犪狉狅狌狀犱狋犺犲犱犲狉犿犻狊狆犪狆犻犾犾犪，△狊犺狅狑狊狆狅狊犻狋犻狏犲犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲犫犪狊犪犾犮犲犾犾狊狅犳犺犪犻狉犫狌犾犫，▲

狊犺狅狑狊狆狅狊犻狋犻狏犲犮犲犾犾狊犻狀犺犪犻狉狉狅狅狋

２．２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ测定条带灰度值，从图３

中可见，有色被毛３个不同个体及白色被毛３个不

同个体全部表达ＰＡＸ３，用ＳＰＳＳ软件对ＰＡＸ３蛋

白表达的平均光密度值进行狋检验。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果的分析，根据ＰＡＸ３蛋白表达的平均光密度值

与βａｃｔｉｎ蛋白表达的平均光密度值比值作为相对

量进行统计学处理。结果显示有色被毛羊驼皮肤组

织蛋白相对表达量为１．００４７±０．０４４３，白色被毛

羊驼皮肤组织为０．８８３２±０．００４６，ＰＡＸ３蛋白在

有色被毛羊驼皮肤组织中的表达量显著高于白色被

毛羊驼（犘＜０．０５，图４）。

３　讨　论

在黑色素细胞发育通路上关键的基因包括

犘犃犡３、犛犗犡１０、犕犐犜犉、犲狀犱狅狋犺犲犾犻狀３和犲狀犱狅狋犺犲犾犻狀

狉犲犮犲狆狋狅狉Ｂ（ＥＤＮＲＢ）。Ｎａｄｅｇｅ等在 ＨｅＬａｃｅｌｌ中

共转染 ＭＩＴＦ（ＭＩＴＦ 载体上连有报告基因），

ＰＡＸ３、ＳＯＸ１０，试验发现ＰＡＸ３与 ＭＩＴＦ共转染，

报告基因显示 ＭＩＴＦ表达量增加１０倍，ＳＯＸ１０与

ＭＩＴＦ共转染，ＭＩＴＦ表达量增加５００倍，ＳＯＸ１０和

ＰＡＸ３，ＭＩＴＦ共转染表达量增加１５００倍。研究表

２３７



　５期 朱芷葳等：ＰＡＸ３转录因子在羊驼皮肤组织中的表达和定位分析

明ＰＡＸ３和ＳＯＸ１０协同作用激活 ＭＩＴＦ启动子，

激活 ＭＩＴＦ的表达
［１２］，进而促进色素形成关键酶的

表达增加。

误差线代表±ＳＥ，犘＜０．０５。下同

Ｂａｒｓｉｎｅａｃｈｐａｎｅｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎ ±ＳＥ， 犘＜

０．０５．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图２　免疫组织化学定量分析犘犃犡３蛋白在不同被毛颜

色羊驼皮肤组织中的表达

犉犻犵．２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犃犡３狆狉狅狋犲犻狀犪犫狌狀犱犪狀犮犲犻狀犪犾狆犪犮犪

犺犪犻狉犳狅犾犾犻犮犾犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犪狋犮狅犾狅狉犫狔犻犿犿狌狀狅

犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔

图３　犘犃犡３蛋白在不同被毛颜色羊驼皮肤组织中 犠犲狊狋

犲狉狀犫犾狅狋结果

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犃犡３狆狉狅狋犲犻狀犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅犪狋犮狅犾狅狉犪犾狆犪犮犪狊犽犻狀

图４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋定量分析犘犃犡３蛋白在不同被毛颜色

羊驼皮肤组织中的表达

犉犻犵．４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犃犡３狆狉狅狋犲犻狀犪犫狌狀犱犪狀犮犲犻狀犪犾狆犪犮犪

犺犪犻狉 犳狅犾犾犻犮犾犲狊 狑犻狋犺 犱犻犳犳犲狉犲狀狋 犮狅犪狋 犮狅犾狅狉 犫狔

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

本试验的结果显示，ＰＡＸ３在成年羊驼毛球基

底层细胞之间和毛球周围细胞呈强阳性表达，有文

献报道，毛球内主要含有大量有活性的黑色素细胞，

产生黑色素颗粒并输出，以供毛发生长时色素的沉

积［１３１４］。试验结果充分证明ＰＡＸ３在这一区域黑

色素细胞中表达，根据文献报道和试验结果可以推

断ＰＡＸ３在毛球黑色素细胞中表达，参与了色素的

形成。从图１中可见毛球部及毛根部都有阳性着

色，ＰＡＸ３可能在这些区域存在表达。Ｎａｒｉｓａｗａ等

发现毛囊漏斗部和毛球部位黑色素细胞比毛囊中部

皮脂腺以下的黑色素细胞体积大。只有在毛球和隆

突部位能看到树枝状黑色素细胞，而毛囊中部黑色

素细胞的树突很少，推测可能是黑色素前体细

胞［１５］。Ｂｏｔｃｈｋａｒｅｖａ等发现成年小鼠毛囊黑色素母

细胞在毛发周期中可生成黑色素细胞［１６］。近年来

逐渐公认毛囊外毛根鞘存在着黑色素细胞的前体细

胞，即黑色素母细胞［１７１８］。ＰＡＸ３参与黑色素细胞

的分化、增殖和迁移［１４，１９２１］。根据试验结果和文献

推断ＰＡＸ３在毛囊毛球部及毛根处的表达可能参

与了黑色素细胞的分化、增殖和迁移。

免疫组织化学的结果难以准确反应所研究蛋白

表达在不同被毛颜色中量的差异，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果证明ＰＡＸ３这一转录因子在有色被毛羊驼皮肤

中表达量要高于白色被毛羊驼，表明ＰＡＸ３参与了

色素的形成。

有关ＰＡＸ３在黑色素细胞发生各个阶段的作

用及在毛囊中的表达还需要大量的试验验证。本试

验为进一步研究动物毛色沉积提供了形态学基础。

４　结　论

本试验利用免疫组织化学技术对ＰＡＸ３进行

了组织学定位分析，并利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术对ＰＡＸ３蛋白在不同被毛颜色羊

驼皮肤组织中的表达进行了定量分析，试验证明

ＰＡＸ３在羊驼皮肤组织毛根部，毛球基底层细胞之

间和毛乳头周围表达，并且有色被毛羊驼皮肤组织

的表达量显著高于白色羊驼（犘＜０．０５），根据试验

结果推断，ＰＡＸ３参与了色素的形成，这一结果为进

一步研究毛色基因的调节机制奠定了理论基础。
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［１９］　ＭＥＤＩＣＳ，ＺＩＭＡＮ Ｍ．ＰＡＸ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌ
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