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内皮素
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在不同毛色绵羊皮肤中的差异表达
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要!本研究旨在探讨内皮素
*

在绵羊皮肤毛色中的作用(采用实时荧光定量
W89

)

E3,53L-U>#55$-

N

和免疫组

织化学对内皮素
*

在黑色和白色绵羊皮肤中的表达差异进行分析(实时荧光定量
W89

结果显示!内皮素
*

在黑色

绵羊皮肤中的相对表达量较高!是其在白色绵羊皮肤中的表达量的
0'(/

倍!且差异极显著"
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E3,53L-

U>#55$-

N

结果显示!内皮素
*

在黑色绵羊皮肤总蛋白中的表达量极显著高于其在白色绵羊皮肤总蛋白中的表达量
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#*免疫组织化学结果表明!内皮素
*

在白色绵羊皮肤毛囊的毛乳头上方)毛球底部及外根鞘呈阳性表达!

而在黑色绵羊皮肤毛囊的毛球底部和部分外根鞘呈阳性表达(综上表明!内皮素
*

可能参与绵羊毛色形成(
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#是由
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个氨基酸组

成的多肽!存在于血管内皮和各种组织及细胞中!参

与心血管功能的调节!在维持基础血管张力与心血

管系统稳态方面有着重要作用(内皮素包含
*

种异

构体$
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)
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和
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(在这
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种内皮素异

构体中!
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对来源于神经脊"
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胞的发育有着主要作用,
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(在胚胎发生过程中!

;"-*

不仅控制起源神经嵴黑素细胞转化的开始并

可以维持其表型*在体外
;"-*

可以促进培养的正

常的人体黑色素细胞)痣细胞和黑色素瘤细胞的

生长和迁移,

0
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(越来越多的研究表明$

;"-*

在促

进黑色素细胞增殖的同时对黑色素的合成也有重

要的调节作用(另有研究证明内皮素信号在黑色

素细胞的发育和存活的过程中有着至关重要的作

用,
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(目前!人们对
;"-*

在黑色素细胞中黑色素

生成和皮肤色素沉积的研究仅仅局限在体外对

人)鼠,

)!.
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)鹌鹑,

@

-等少数动物!而对毛用动物体内

的研究甚少(

绵羊是一种经济价值较高的毛用动物!毛色是

绵羊的重要性状之一!化学染色是羊毛实现色彩多

样性的主要手段!对人类健康以及环境保护产生不

良影响(因此!从分子水平改变绵羊毛色将具有重

要的意义!而发掘毛色基因及其功能将为此提供理

论依据(动物毛色由黑色素的含量与分布决定!由

多个基因调控,
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(关于
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在绵羊不同毛色形成

过程中的作用未见报道!因此!本试验以白色和黑色

绵羊为研究对象!对
;"-*

在皮肤中的表达进行研

究(
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材料与方法

#=#

!

材料

选取白色和黑色成年雄性绵羊各
*

只(选取绵

羊背侧皮肤!净毛后!用取皮器取绵羊皮肤组织
*

块
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#(其中两块置于液氮中!分别用于实时荧

光定量
W89

和
E3,53L-U>#55$-

N

*

%

块置于
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的

Y#C$-
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,

固定液中!固定
0)D

!石蜡包埋!切成
1

%

<

的切片!用于免疫组织化学试验(
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!

主要试剂

兔抗内皮素
*

多克隆抗体"博奥森#!山羊抗兔

二抗"康为世纪#!

H7Y

显色试剂盒"武汉博士德#!
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N
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6JY9

&

WL$<36A$

4

5P] 9P!

W89:$5
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#=L

!

引物设计

通过对
G3-Y=-S

上的各个物种
;"-*

序列进行

Y>=,5

后!获取保守序列并利用
WL$<3L1'&

引物设计

软件!设计荧光定量
W89

扩增引物!通过
F8YI

初

步检测引物的特异性(引物由华大基因公司合成(

引物见表
%

(

表
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!

目的基因引物序列和退火温度
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提取和
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合成

用
PL$a#>

法提取总
9F7

(各取白色和黑色绵

羊皮肤总
9F7%
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2

!快速电泳检测其质量(

按照
P=:=9=

公司反转录试剂盒进行绵羊皮肤
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!用

9F=,3RL33

水补足至
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(反应条件$

.1 c 1
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!反应结束!立即置于冰上冷却(在此体系中再

加入
1dWL$<36AL$
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5#L

"

)& O

0

%

2

b%

#

&'1

%

2

!

WL$<36AL$

4

5II9P=,3

"

0&&O

0

%

2

b%

#

%

%

2

!用
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水补足至
0&
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(反应条件$

)0c*&

"

.&<$-

!

/1c1<$-

(反

应结束后!置于冰上冷却!

b0&c

保存备用(

按照
2$R3

试剂盒进行实时荧光定量
W89

!每个

样本设
*

次重复!依次在冰上加样$

6JY9
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63>3A5

]=,53L]$B%&
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2

!上下游引物"
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AHF7%
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2
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2

(反应条件$
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*

/1c1,

!

11c*&,

!

@0c

%&,

!

)&

个循环!内参基因同样反应条件(反应结

束!由熔解曲线判定
W89

反应的特异性!根据标准

曲线以及荧光曲线的
85

值计算定量结果(数据用

6W66%.'&

软件!应用方差分析进行生物统计学分

析(不同样本的
0

b

&&

8P法,

/

-用单因子方差分析!分

析结果用&平均值
j

标准误"

]3=-,j6;

#'表示!内

皮素
*<9F7

的表达差别倍数用
0

b

&&

8P表示(

#=$

!

免疫组织化学

固定
0)D

后的绵羊皮肤进行脱水透明后!在石

0%%0
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期 杨姗姗等$内皮素
*

在不同毛色绵羊皮肤中的差异表达

蜡中进行包埋!然后切片烘干进行免疫组织化学试

验(试验步骤$石蜡切片常规脱蜡)脱水!每张切片

滴加一滴
*XZ

0

^

0

!置于
*@c

烘箱中!

0&<$-

用于

灭活内源性过氧化物酶,

(

-

*

WY6

清洗
*

次!滴加

1X

牛血清白蛋白!

*@c

烘箱放置
0&<$-

进行封

闭!甩掉封闭液!滴加
%i%&&

兔抗
;"-*

多克隆抗

体!

)c

过夜*取出后!

01c

反应
*&<$-

!

WY6

清洗

*

次(滤纸吸干
WY6

!滴加二抗!

*@ c

孵育
*&

<$-

!

WY6

清洗
*

次(滴加
H7Y

显色试剂!显色
1

<$-

!根据显色情况终止显色(脱水)透明后!用中

性树胶封片(显微镜下观察结果(用
WY6

取代一

抗作为阴性比照!对染色结果的阳性产物进行分

析(

#=&

!

总蛋白的提取与
])/+)1-9J7++,-

?

检测

提取液氮内剩余的绵羊皮肤组织的总蛋白(用

Y87

法测定蛋白浓度!每孔总蛋白上样量为
%&&

%

N

!进行聚丙烯酰胺凝胶电泳!转移至
W_H[

膜!

W_H[

膜用
1X

脱脂奶粉封闭!室温封闭
%'1

"

0'&

D

*将
W_H[

膜放入含有稀释好的一抗的平皿中!

)

c

摇床过夜孵育*用
PY6P

洗膜!每次
%&<$-

!共
*

次*加入二抗!

*@c

摇床孵育
*&<$-

!

Y6P

洗膜!加

入
;82

发光剂,

/

-

!用显影剂和定影粉进行胶片曝光

处理(用
I<=

N

3

4

L#

4

>C,.'&

软件"

>̂

Q

<

4

C,

#对绵

羊皮肤组织总蛋白中的
;"-*

和
$

!=A5$-

免疫印迹结

果进行半定量分析$蛋白总量
g

条带面积
d

灰度值!

;"-*

与内参蛋白
$

!=A5$-

对比(数据用
6W66%.'&

软件进行生物统计学分析!不同样本的光密度用单

因子方差分析!所得结果用&平均值
j

标准误

"

]3=-,j6;

#'表示(

!

!

结
!

果

!=#

!

'8&L

基因的
E.V4

表达结果

从扩增动力学曲线上看!本研究结果符合标准

的&

6

'形荧光增长曲线!目的基因
?;)*

和内参基因

!

F$"#()

的扩增动力学曲线整体平行性较好!基线无

明显上扬趋势"图
%7

#(从扩增熔解曲线上看!曲线

为单峰!表明在实时荧光定量
W89

过程中!没有非

特异性的扩增产物!荧光强度均来于特异性的扩增

产物!目的基因
?;)*

及内参基因
!

F$"#()

没有非特

异性扩增及引物二聚体产生"图
%Y

#(结果表明!在

<9F7

水平!

?;)*

基因在黑色绵羊皮肤中的相对

表达量是白色绵羊皮肤的
0'(/

倍(且二者表达差

异极显著"

8

$
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#"图
0

#(

图
#

!

@5-L

基因和内参基因的扩增动力学曲线'

4

(和熔

解曲线'

H
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在不同毛色绵羊皮肤中的表达

>,
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'8&LE.V4)A

*

1)//,7-,-/3))

*

/I,-/<,+35,BB)1P

)-+30,127J71

!=!

!

绵羊皮肤中
@5-L

蛋白表达结果

E3,53L-U>#55$-

N

结果显示!绵羊皮肤总蛋白中

存在与兔抗
;"-*

多克隆抗体发生免疫阳性反应的

蛋白条带!且分子质量符合实际大小(对不同毛色

*%%0
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的绵羊皮肤内
;"-*

蛋白表达进行定性分析(从图

中可以看出在黑色绵羊皮肤中!

;"-*

蛋白水平表达

较显著!而在白色绵羊皮肤中检测到的信号较弱"图

*7

#(应用
I-=

N

3

4

L#

4
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在不同毛色绵羊皮肤中的差异表达
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哺乳动物被毛的颜色主要是由沉着在皮肤内黑

色素的量及其种类决定的!黑色素主要包括真黑色
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化并定向迁移到全身各个组织!其定向分化)迁移与
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定位于绵羊皮肤毛囊中黑色素细胞分布

的部位!且在不同毛色的绵羊皮肤中存在差异性表

达!结果说明
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与绵羊毛色形成过程具有一定

的相关性(
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