
书书书

畜牧兽医学报　２０１０，４１（４）：４７８４８３

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

周期素依赖性蛋白激酶５在不同

毛色羊驼皮肤中的表达
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摘　要：本研究旨在探索周期素依赖性蛋白激酶５（ＣＤＫ５）在羊驼皮肤中的表达与功能。以不同毛色的成年羊驼

为研究对象，采用免疫组织化学法对ＣＤＫ５在羊驼皮肤中的表达进行定位和定性研究，并利用实时荧光定量ＰＣＲ

技术分析了不同毛色羊驼皮肤犆犇犓５基因的相对表达量。免疫组织化学结果显示ＣＤＫ５在羊驼皮肤毛囊的外根

鞘和毛球部呈阳性表达，根据光密度值分析得出ＣＤＫ５在不同毛色羊驼毛囊中的表达差异显著（犘＜０．０５）。实时

荧光定量ＰＣＲ结果显示棕色羊驼中犆犇犓５ｍＲＮＡ相对基因表达量是白色羊驼的１．６２４５倍。结果提示ＣＤＫ５可

能与羊驼毛色形成相关。
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ｈａｉｒｃｏｌｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣＤＫ５；ｓｋｉｎ；ｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ；ｃｏａｔｃｏｌｏｒｆｏｍａｔｉｏｎ；ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ＱＲＴＰＣＲ；ａｌｐａｃａ

　　周期素依赖性蛋白激酶５（Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｋｉｎａｓｅ５，ＣＤＫ５）是ＣＤＫｓ家族的成员之一，属于小

丝氨酸／苏氨酸激酶家族，由于其具有与其他的

ＣＤＫ成员同源的序列而得名
［１］。但ＣＤＫ５的功能

却不同于其他ＣＤＫｓ成员参与细胞周期的调控，而

是主要参与神经元正常功能的维持［２］。最初认为

ＣＤＫ５仅在神经元中表达，但近年的研究发现

ＣＤＫ５在非神经元的组织或细胞中广泛表达并发挥

作用。然而有关ＣＤＫ５在哺乳动物正常皮肤组织

中的表达研究还未见报道。羊驼（ａｌｐａｃａ）是我国新

引进的物种，毛色丰富是该物种的重要特征之一，也

是最主要的经济性状［３］，本课题组围绕羊驼的这种
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特点进行了毛色相关基因的研究并取得了一定的进

展［４６］。研究证明酪氨酸酶（ＴＹＲ）在羊驼毛色形成

中发挥着重要的作用［４］，酪氨酸羟化酶（ＴＨ）是

ＴＹＲ活性之一
［７］，Ｌｉｌｙ研究发现ＣＤＫ５能磷酸化

ＴＨ，使ＴＨ的蛋白水平和活性均增加
［８］。根据这

一理论依据，笔者推测ＣＤＫ５可能在羊驼皮肤中表

达，并与其毛色形成有一定的相关性。因此，本试验

对ＣＤＫ５在不同毛色羊驼皮肤中的表达进行了研

究，为进一步研究羊驼毛色形成原理提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物与材料

选取白色和棕色成年羊驼各３只，均为雄性，由

山西农业大学羊驼养殖基地提供。选取各羊驼体侧

皮肤，先剃毛并刮净表皮，用取皮器取羊驼皮肤组织

２块。１块置于液氮中，以进行ＰＣＲ扩增和实时荧

光定量ＰＣＲ研究；１块置于４％的中性甲醛溶液中

固定１８ｈ，石蜡包埋，切成４μｍ的切片，进行免疫

组织化学研究。

１．２　主要试剂

兔抗人、大鼠、小鼠ＣＤＫ５多克隆抗体、ＨＲＰ

山羊抗兔ＩｇＧ、ＤＡＢ显色试剂盒（ＤＢ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ

Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｑｉａｇｅｎ）；ＢｉｏＲｅａｄｙｒＴａｑ（ＢｉｏＦｌｕｘ）；Ｂｉｏ

ＤＬ２０００（ＢｉｏＦｌｕｘ）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ

（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ）；ＳＹＢＲ?ＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ
ＴＭ
Ⅱ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ）。

１．３　免疫组织化学

石蜡切片常规脱水，蒸馏水新配制的 ３％

Ｈ２Ｏ２，室温１０ｍｉｎ以灭活内源性过氧化物酶。加

Ｔｒｉｔｏｎ后，滴加正常血清封闭液，室温放置２０ｍｉｎ，

甩掉封闭液，滴加１∶１００稀释的一抗，４℃过夜，

ＰＢＳ洗３次。滴加二抗（ＨＲＰ山羊抗兔ＩｇＧ），３７

℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。滴加ＤＡＢ显色液，显

色２～３ｍｉｎ，终止显色。脱水、透明后，用中性树胶

封片。显微镜观察。阴性对照用正常兔血清取代一

抗进行孵育。

１．４　免疫组化图像分析和统计方法

光镜下观察免疫组织化学切片，每只羊驼取３

张切片，每张切片用ＤＰ软件采集５个视野，对染色

结果用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行图像分析，测

定阳性反应物的平均光密度，进行吸光度分析。分

析结果用平均值±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示。

１．５　犚犖犃的提取和反转录合成

取液氮冻存的羊驼皮肤，ＲＮＡ提取按照试剂盒

说明书操作。将提取的羊驼皮肤总ＲＮＡ取１μＬ，用

核酸测定仪测定Ａ２６０／Ａ２８０、Ａ２６０／Ａ２３０，并计算其

浓度。然后用１％ 琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ质量。

对ＲＮＡ进行反转录，１０μＬ反应体系中含５×Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＴＭＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ

１０．５μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ２５ｐｍｏｌ，随机引物５０

ｐｍｏｌ，ＴｏｔａｌＲＮＡ１μＬ，ＤＥＰＣ水加至１０μＬ。上述成

分混匀后置于ＰＣＲ仪器中，反应条件为３７℃１５

ｍｉｎ，８５℃５ｓ。ＲＴ产物保存于!２０℃备用。

１．６　犘犆犚引物设计和普通犘犆犚扩增

利用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件设计羊驼

ＣＤＫ５引物，并且通过 ＮＣＢＩ中Ｂｌａｓｔ功能，初步检

测引物的特异性。ＣＤＫ５引物由北京六合华大基因

科技股份有限公司合成。引物序列为：

上游引物：５′ＡＡＴＴＧＧＣＴＧＡＴＴＴＴＧＧＣＴＴＧ３′

下游引物：５′ＧＴＣＧＴＴＧＣＣＡＧＧＡＡＡＧＡＧＡＧ３′

预期产物大小为２００ｂｐ。

内参基因１８ＳｒＲＮＡ的引物由宝生物（大连）工

程有限公司合成。引物序列为：

上游引物：５′ＧＡＡＧＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＧＧＡＧＴ３′

下 游 引 物：５′ＧＡＧＡＣＡＡＡＴＣＡＣＴＣＣＡＣ

ＣＡＡ３′。

ＰＣＲ扩增时，依次对退火温度、犜犪狇酶用量、引

物用量进行优化。最终建立的反应体系中含：犜犪狇

酶０．２μＬ（２Ｕ）、１０×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ｃＤ

ＮＡ１μＬ（５００～１０００ｎｇ）、ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）

２μＬ、上下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各０．５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ加至２５μＬ。扩增程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５

个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。利用未加模板的反应液

作为空白对照，以检查是否有污染存在。ＰＣＲ产物

用２％琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带切下，使用

天庚琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒，按照说明书回

收目的ＤＮＡ后于－２０℃保存。委托北京六合华大

基因科技股份有限公司进行回收和双向测序。

１．７　实时荧光定量犘犆犚

优化后的反应体系中含：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ
ＴＭ１×，上下游引物各０．２μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＲＯＸ

ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）１×，ｃＤＮＡ模板２μＬ（约

５００ｎｇ），ｄｄＨ２Ｏ加至２０μＬ。设置９５℃预变性３０ｓ

后，９５℃５ｓ，５７℃２５ｓ，７２℃１０ｓ，４３个循环。反

应结束，由熔点曲线判定ＰＣＲ反应的特异性，根据

荧光曲线的 ＣＴ值计算定量结果。内参基因１８Ｓ

ｒＲＮＡ与目的基因在同一条件下不同管内扩增，每

９７４
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个样本设３次重复。

１．８　实时荧光定量犘犆犚数据分析

数据用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ进行统计分析，结果均用

平均值±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，其中基因的表达

量所示结果经相应持家基因１８ＳｒＲＮＡ表达量校正。

分别对ＣＤＫ５和１８ＳｒＲＮＡ进行扩增，通过２－△△ＣＴ法

计算ＣＤＫ５在不同毛色羊驼中的基因相对表达水平，

△ＣＴ目的基因 ＝ ＣＴ目的基因—ＣＴ内参基因， △△ＣＴ ＝

△ＣＴ棕色羊驼—△ＣＴ，犆犇犓５基因 ｍＲＮＡ 表达差别倍

数以２－△△ＣＴ表示。

２　结果与分析

２．１　免疫组织化学结果

免疫组织化学染色结果显示，ＣＤＫ５在白色和

棕色羊驼皮肤毛囊的外根鞘和毛球部呈阳性表达，

反应阳性物分布在胞质和细胞间质内，对照组未观

察到阳性细胞（图１）。阳性细胞光密度值用ＳＰＳＳ

分析，所得数据符合正态分布，通过对不同毛色羊驼

皮肤毛囊中ＣＤＫ５阳性反应物的平均光密度进行

单因素方差统计分析，结果表明，ＣＤＫ５在棕色羊驼

皮肤毛囊中表达量高于白色羊驼，表达量差异显著

（犘＜０．０５），结果如表１。

表１　犆犇犓５阳性反应物在羊驼毛囊中的平均光密度

犜犪犫犾犲１　犃狏犲狉犪犵犲狅狆狋犻犮犪犾犱犲狀狊犻狋狔狅犳犆犇犓５狆狅狊犻狋犻狏犲狊犻犵狀犪犾犻狀犪犾

狆犪犮犪犺犪犻狉犳狅犾犾犻犮犾犲（狀＝３）

白色羊驼

Ｗｈｉｔｅａｌｐａｃａ

棕色羊驼

Ｂｒｏｗｎａｌｐａｃａ

平均光密度

Ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ
０．２６９９±０．００２９Ａ ０．３６７７±０．００６７Ｂ

同行数据后所标字母相异表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（犘＜０．０５）

Ａ、Ｂ．试验组；ａ、ｂ．对照组；Ａ、ａ是白色羊驼组，Ｂ、ｂ是棕色羊驼组；图中１→表示毛球部，２→表示毛囊外根鞘

Ａ，Ｂ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；ａ，ｂ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ａ，ａｗａｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｗｈｉｔｅａｌｐａｃａｇｒｏｕｐ，Ｂ，ｂｗａｓｔｈａｔｏｆｂｒｏｗｎｏｎｅ；１→

ｓｈｏｗｅｄｈａｉｒｂｕｌｂ，２→ｓｈｏｗｅｄｏｕｔｅｒｒｏｏｔｓｈｅａｔｈ

图１　犆犇犓５在羊驼毛囊中的免疫组织化学阳性信号

犉犻犵１　犘狅狊犻狋犻狏犲狊犻犵狀犪犾狅犳犆犇犓５犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔犻狀犪犾狆犪犮犪犺犪犻狉犳狅犾犾犻犮犾犲
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２．２　犚犖犃的鉴定

所提取的总ＲＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进行

检测，ＲＮＡ样品电泳条带清晰，２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ清晰

可见（图略）；用核酸测定仪测定，ＲＮＡ 样品的

ＯＤ２６０与ＯＤ２８０均在１．８～２．０之间。

２．３　犘犆犚扩增结果及扩增片段的测序结果

经过ＰＣＲ条件优化，试验成功扩增了一段长度

为２００ｂｐ的核酸片段，与预期片段大小一致（图２）。

由图可见，条带清晰整齐，扩增结果良好。

Ｍ．２０００ｂｐＭａｒｋｅｒ；１、２．目的片段；３．阴性对照

Ｍ．２０００ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ；１，２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犆犇犓５；３．

Ｃｏｎｔｒｏｌ

图２　羊驼皮肤犆犇犓５基因扩增结果

犉犻犵２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犆犇犓５犻狀犪犾狆犪犮犪狊犽犻狀

回收后的扩增产物测序结果如下：

５′ＡＡＴＴＧＧＣＴＧＡＴＴＴＴＧＧＣＴＴＧＧＣＴＣＧＡＧ

ＣＣＴＴＴＧＧＧＡＴＣＣＣＴＧＴＴＣＧＣＴＧＴＴＡＣＴＣＡＧＣＴＧ

ＡＧＧＴＧＧＴＣＡＣＧＣＴＧＴＧＧＴＡＣＣＧＣＣＣＡＣＣＧＧＡＴＧ

ＴＣＣＴＣＴＴＣＧＧＧＧＣＣＡＡＧＣＴＧＴＡＣＴＣＣＡＣＧＴＣＣＡ

ＴＴＧＡＣＡＴＧＴＧＧＴＣＡＧＣＴＧＧＣＴＧＣＡＴＣＴＴＣＧＣＡＧ

ＡＧＣＴＧＧＣＣＡＡＣＧＣＧＧＧＧＣＧＧＣＣＴＣＴＣＴＴＴＣＣＴＧ

ＧＣＡＡＣＧＡＣ３′，在ＮＣＢＩ网站运用Ｂｌａｓｔ比对和分析，

与其他物种（牛、猕猴、人、黑猩猩、野猪和鼠）ＣＤＫ５序

列同源性较高，达９０％以上，证明此序列为ＣＤＫ５。

２．４　实时荧光定量犘犆犚结果

荧光定量ＰＣＲ的增长曲线符合标准的“Ｓ”形荧

光增长曲线（图３），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。

熔解曲线图示梯度模板熔解曲线集中（图４）。

目的基因与内参基因扩增产物的 Ｔｍ值都非常均

一，熔解曲线上只有１个明显的峰，表明在实时荧光

定量ＰＣＲ过程中，荧光强度均来于特异性的扩增产

物，各个基因及内参基因没有产生非特异性扩增及

引物二聚体。

图３　犆犇犓５基因和内参的扩增动力学曲线

犉犻犵３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆犾狅狋狊犳狅狉犆犇犓５犪狀犱１８犛狉犚犖犃

图４　犆犇犓５基因和内参的熔解曲线

犉犻犵４　犇犻狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲犳狅狉犆犇犓５犪狀犱１８犛狉犚犖犃

２．５　羊驼犆犇犓５基因在不同毛色个体中的表达

相对定量结果表明，犆犇犓５基因在棕色羊驼中的

ｍＲＮＡ表达水平是白色羊驼的１．６２４５倍（表２）。

表２　犆犇犓５基因家族在不同毛色羊驼中的实时荧光定量

犘犆犚结果

犜犪犫犾犲２　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犆犇犓５犵犲狀犲犻狀犪犾狆犪犮犪

狊犽犻狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犺犪犻狉犮狅犾狅狉狊

△ＣＴ △△ＣＴ ２△△ＣＴ

白色羊驼

Ｗｈｉｔｅａｌｐａｃａ
１２．６４００±０．１７５５ ０．００００±０．１７５５ １

棕色羊驼

Ｂｒｏｗｎａｌｐａｃａ
１１．９４００±０．１０６５ ０．７０００±０．１０６５１．６２４５

３　讨　论

ＣＤＫ５最早是利用生物化学方法从牛脑组织中

分离出来的［１］，现已证明ＣＤＫ５蛋白由２９２个氨基

酸残基组成，相对分子质量为３３×１０３，在不同种属

（人、牛、大鼠、小鼠）之间氨基酸序列同源性达到

９９％，该蛋白在脊椎动物中高度保守
［９］。ＣＤＫ５是

一种多功能激酶，活化的ＣＤＫ５通过磷酸化不同的

１８４
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底物发挥多种生物学作用［１０］。目前有关ＣＤＫ５的

研究已取得了一定的进展。研究表明ＣＤＫ５主要

在神经元表达，与神经系统发育和神经元的正常功

能密切相关［２］。近来发现ＣＤＫ５在非神经元的组

织或细胞中表达，如在鼠晶状体和兔角膜的上皮细

胞中可调节细胞与基质及细胞间的粘附和迁

移［１１１２］。Ｌｅｅ等发现ＣＤＫ５在鼠的卵巢中表达，可

能对卵巢内某些细胞的分化和凋亡起作用［１３］。Ｎａ

ｋａｎｏ等发现ＣＤＫ５在银屑病患者皮肤的上皮和培

养的角化细胞中表达［１４］。

本研究发现在羊驼皮肤毛囊外根鞘和毛球部存

在ＣＤＫ５阳性免疫反应物，提示ＣＤＫ５在羊驼皮肤

毛囊中发挥着某种生物学功能。皮肤毛囊外根鞘内

含有大量的黑色素细胞，正常的黑色素细胞形态特

点为核小和胞浆不明显［１５］，而毛球是产生生黑素细

胞并直接向毛干输送黑色素的唯一部位［１６］。研究

发现，ＣＤＫ５是一个能使体内外的酪氨酸羟化酶

（ＴＨ）发生磷酸化的激酶
［８］，ＴＨ在许多位点被不同

的激酶磷酸化后不同程度地影响着 ＴＨ 酶的活

性［１７］。ＴＨ被ＣＤＫ５磷酸化后，ＴＨ的蛋白水平和

活性均增加，如果缺少ＣＤＫ５，ＴＨ 蛋白将不稳定，

容易发生降解［８］。ＴＨ 是 ＴＹＲ的活性之一
［７］，而

ＴＹＲ是在黑色素合成的起始过程中的一种关键的

限速酶［１８］，哺乳动物的毛色是由酪氨酸在ＴＹＲ的

作用下产生的２种不同类型的黑色素，即真黑素和

褐黑素的分布和二者的比例决定的，黑色素的产生

或缺乏是哺乳动物毛色形成的主要物质基础［１９］。

哺乳动物毛色还取决于其上游路径生黑色素细胞的

活性，在毛囊内，这种活性仅发生在毛生长周期的生

长期［２０］。Ｃｉｃｅｒｏ等研究发现缺少ＣＤＫ５会导致毛

生长周期失去控制，通过野生型的ＣＤＫ５的转染发

现，ＣＤＫ５过度表达的ＣＤＫ５（／）细胞可以再使毛

生长周期得到控制［２１］，这可能也是ＣＤＫ５通过影响

生黑色素细胞的活性而参与形成不同毛色的理论依

据之一。

因此，结合本试验免疫组化ＣＤＫ５在不同毛色

羊驼皮肤毛囊外根鞘和毛球部表达，且表达量差异

显著，推测ＣＤＫ５可能与羊驼毛色的形成相关。通

过对ＣＤＫ５ｍＲＮＡ水平进行实时荧光定量分析，研

究结果发现犆犇犓５基因在棕色羊驼中的ｍＲＮＡ表

达量高于白色羊驼，说明犆犇犓５基因表达水平在不

同毛色皮肤中存在差异，这一结果与免疫组化结果

相一致。然而，ＣＤＫ５在羊驼毛色形成调控过程中

的作用还有待于进一步的研究，本试验将为研究该

基因与羊驼毛色形成的关系提供一定理论基础。
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