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#对体外培养的羊驼皮肤黑色素细

胞表型的影响&本研究在体外培养的羊驼皮肤黑色素细胞中添加不同浓度
XD̂!

#

*

"

.'01

'

%0'1

'

01

'

1&-

I

/

=Y

]%

#!

通过实时监测和检测细胞增殖'毛色相关基因小眼畸形相关转录因子"

[$AM#

T

FNF>3=$>

0

>,,#A$N>N@"NM>-,AM$

T

N$#-

Q>AN#M

!

[KX̂

#'酪氨酸酶"

X

R

M#,$->,@

!

X̀ J

#和酪氨酸酶相关蛋白
0

"

X

R

M#,$->,@M@3>N@"

T

M#N@$-0

!

X̀ J20

#表达以及

黑色素产量的变化&结果表明$"
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的表达的影响!并调控黑色素的产生!对黑色素细胞的生物学功能具有重要的影响&
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是一种多功能细

胞因子!对细胞凋亡'细胞生长停滞以及其他生理和

病理反应起着重要的诱导作用*
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体还是黑色素细胞成熟分化时有效的抑制因子!主

要通过有效的抑制
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的表达!从而抑制黑色素
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对体外培养的羊驼黑色素细胞的影响

细胞的成熟*
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黑色素细胞形状不规则大多数呈梭形或多边

形!细胞核呈卵圆形!黑色素细胞内散在分布电子密

度高!质地均匀!大小不等!形态规则!一般呈圆形或

卵圆形的合成黑色素的细胞器
!

黑素体&黑色素细

胞中散在分布黑素体!当黑素体成熟时!内含电子密

度高的黑色素可从胞质内释放进入黑色素细胞外的

结缔组织中!在其周围的胶原纤维束中含有大小不

等!体积一般较黑素体小!没有规则形状的电子致密

的黑色素颗粒!黑色素细胞内的黑素体与释放出的

黑色素颗粒大小和形状完全不同*
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黑色素细胞分泌大量的
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!并且所有的亚型都在高发性黑色素瘤细胞

中表达*
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&尽管已有研究报道
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在黑色素

细胞'黑色素瘤细胞发育和成熟过程中至关重要!但

在黑色素细胞内
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作为外源的影响因子!调

控其产生黑色素的机制还知之甚少!本课题组对
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在羊驼皮肤和黑色素细胞中的作用做了系

列研究!为了揭示
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与羊驼皮肤黑色素合成

中一些基因和蛋白的关系!拟将
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作用于体

外培养的羊驼皮肤黑色素细胞!分析黑色素细胞的

形态'毛色基因"
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色素产量的变化!旨在为研究
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对羊驼皮肤

毛色黑色素生成的调控提供理论基础&
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材料与方法
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正常羊驼皮肤黑色素细胞的培养
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贴壁的细胞!此后每
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!经传代所得到的羊驼皮肤黑色素细胞纯度为
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以上&本研究所用的羊驼皮肤黑色素细胞为第
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代&黑色素细胞形状不规则!大多数呈梭形或多边

形!细胞核呈卵圆形!黑色素细胞内散在分布黑素体&
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#用于添加到黑色素细胞培养

基中!对照组添加去离子水!每组
/

个重复孔&
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对羊驼皮肤黑色素细胞活力的影

响
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对添加不同浓度
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的
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组羊驼黑色素

细胞计数!稀释到相同的细胞浓度!用
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无标记细胞功能分析仪做细胞增殖试验$
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细胞总
J67

和蛋白质的提取
!!

添加试

验结束时!收集
/

孔细胞!

*

孔用于提取
J67

!

*

孔

用于提取总蛋白!
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6>-#!

5M#

T

%&&&

和
:87

法分别检测
J67

和蛋白质的质

量和浓度&

%'0')

!

J67

反转录和实时定量
2UJ

!!

%&

'

Y

反

应体系$

1m2M$=@8AM$

T

N

X[

:?QQ@M0

'

Y

!

2M$=@

8AM$

T

N

X[

JX<-O

R

=@[$W%&'1

'

Y

!

\3$

I

#"X2M$=!

@M01

T

=#3

!随机引物
1&

T

=#3

!

X#N>3J67%

'

Y

!

5<2U

水加至
%&

'

Y

&反应条件$

*9n %1=$-

!

(1

n1,

!反转录后
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可用于实时定量
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每个样本做
)

个重复!并且设立每个

样本的阴性对照"以水代替模板#!

%&

'

Y

反应体系$

8̀ :J

,

2M@=$W<WX>

B

X[

KK

"

0m

#

1

'

Y

!上下游引物

"

%&

'

=#3

/

Y

]%

#各
&'0

'

Y

"引物序列见表
%

#!

J\V

J@Q@M@-A@5

R

@KK&'0

'

Y

!

X@=

T

3>N@567%

'

Y

!

J->,@!QM@@L>N@M*')

'

Y

&扩增条件$

/1n*&,

(

/1

n1,

!

11n*&,

!

90n%&,

!

)&
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&基因的相对表达量用
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]
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UN法计算&
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总蛋白的提取与
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I

检测
!
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用总蛋白提取试剂盒"碧云天#提取细胞总蛋白&

用核酸蛋白仪测定蛋白浓度!每孔上样
0&&

'

I

总蛋

白进行
858!27D<

电泳!转移至
2_5̂

膜!经
1i

脱脂奶粉封闭液!室温封闭
%'1F

&将转印膜放入

平皿内!加入兔源目的基因多克隆抗体"封闭液
%q

*&&

稀释#&
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摇床过夜孵育!
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ZJ2

山羊抗兔
K

I

D
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*9 n

孵育
%j1F

!加入

<UY

发光剂!
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"

*=$-

后甩去工作液!照相观察&

免疫印迹信号用
K=>

I

@]

T

M#

T

3?,.'&

软件进行相

对定量分析&

%'0'.

!

黑色素含量的测定
!!

在羊驼黑色素细胞

的培养基中添加不同浓度的
XD̂!

#

*

!

1.F

后移去

培养基!用
%=Y

预冷的
2:8

冲洗细胞
*

次!用

&j01i

胰蛋白酶消化
(=$-

!加入终止液终止消化!

吹打使其变为单细胞悬液后将细胞移入离心管中!

取出一小部分进行台盼蓝染色计数&然后
) n

!

%&&&M

/

=$-

]%

!离心
%&=$-

!弃去终止液再次用

2:8

冲洗细胞!共冲洗
*

次&弃去
2:8

!每管加入

&'1=Y&'0=#3

/

Y

]%的
6>\Z

溶解黑色素细胞&

将细胞溶解液移到另一个干净的
%'1=Y

的
<2

管

中!

(&n

加热
1=$-

&取乌贼墨标准品溶解在
&'0

=#3

/

Y

]%的
6>\Z

中!进行标准曲线的设置&使用

酶标仪在
)91-=

波长处对黑色素标准品级所有样

品进行吸光值的测量!每组重复
*

次!将同一条件下

测得的样品吸光值与黑色素标准品吸光值进行比较

即为各样品中的黑色素含量!最终获得黑色素含量

用
'

I

/

%&

].细胞表示&

#DI

!

统计学处理

数据用
[$AM#,#QN<WA@3

进行统计分析!结果用

-平均 值
o

标 准 差 "

[@>-,o85

#.表 示!采 用

8288%.'&

软件进行单因素方差分析检验&
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!

结
!

果
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对羊驼皮肤黑色素细胞形态学的影响

在体外培养的黑色素细胞中添加不同浓度的

XD̂!

#

*1.F

后!倒置显微镜下观察发现!对照组中黑

色素细胞形态呈现正常培养黑色素细胞的梭形或多

边形!而试验组黑色素细胞随着
XD̂!

#

*

浓度增大!

含两极突起的细胞明显增多!呈现椭圆形"图
%

#&

!D!

!

PK+H

"

I

对羊驼皮肤黑色素细胞增殖的影响

各组细胞在
)F

内均贴壁!

%&F

后各组的细胞

增殖有了明显变化&与正常细胞相比!添加最高浓

度
XD̂!

#

*

"

1&-

I

/

=Y

]%

#的黑色素细胞增殖在前

*&F

被抑制!而添加较低浓度的黑色素细胞增殖没

有变化(

*&F

后!添加不同浓度的
XD̂!

#

*

均对黑色

素细胞有长时程维持细胞数量的作用!但没有剂量

依赖性"图
0

#&

!DI

!

PK+H

"

I

对羊驼皮肤黑色素细胞
%(&1

&

&;,

&

&;,8!

基因表达变化量的影响

实时定量
2UJ

结果表明!添加了
XD̂!

#

*

的羊

驼黑色素细胞中!

3NPR

基因各试验组较对照组在转

录水平分别下降到
&'10

'

&'1*

'

&'1)

和
&'*0

倍!试验

组与对照组均差异极显著"

;

#

&'&%

#&在试验组中!

POB

的转录水平分别较对照组下降到
&')/

'

&'9%

'

&j1.

'

&j1(

倍!并呈显著或极显著差异(

POB;0

各试

验组的转录水平分别较对照组下降到
&')%

'

&')&

'

&j).

'

&'1%

倍!并呈极显著差异"

;

#

&'&%

#"图
*

#&

!D%

!

PK+H

"

I

对羊驼皮肤黑色素细胞
/XP+

&

P[:

&

P[:(!

蛋白表达变化量的影响

C@,N@M-P3#NN$-

I

结果显示!羊驼黑色素细胞总

蛋白中存在能与兔抗
X̀ J

'

X̀ J20

'

[KX̂

多克隆

抗体发生免疫阳性反应的蛋白条带"图
)7

#&对不

同试验组羊驼黑色素细胞目的蛋白表达进行定量分

析发现!添加
XD̂!

#

*

的羊驼黑色素细胞中
[KX̂

'

X̀ J

和
X̀ J20

均下调!且添加
1&-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

下降的最为显著&

)

个试验组与对照组相

比差异显著或极显著"图
):

#&

!D$

!

PK+H

"

I

对羊驼皮肤黑色素细胞黑色素产量的

影响

用分光光度法对添加不同浓度
XD̂!

#

*

的黑色

()9
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XD̂!

#

*

对体外培养的羊驼黑色素细胞的影响

素细胞内黑色素产量进行测定!结果显示!添加不同

浓度的
XD̂!

#

*

后!试验组黑色素细胞中黑色素产

量比对照组均有不同程度的减少!且添加
1&

-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

下降的最为显著"图
1

#&

7'

正常的羊驼黑色素细胞(

:'

添加
.'01-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

的羊驼黑色素细胞(

U'

添加
%0'1-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

的

羊驼黑色素细胞(

5'

添加
01-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

的羊驼黑色素细胞(

<'

添加
1&-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

的羊驼黑色素细胞

7'6#M=>3>3

T

>A>,4$-=@3>-#A

R

N@,

(

:'[@3>-#A

R

N@L$NFNF@>""$N$#-#Q.'01-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

(

U'[@3>-#A

R

N@L$NF

NF@>""$N$#-#Q%0'1-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

(

5'[@3>-#A

R

N@L$NFNF@>""$N$#-#Q01-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

(

<'[@3>-#A

R

N@

L$NFNF@>""$N$#-#Q1&-

I

/

=Y

]%

XD̂!

#

*

图
#

!

PK+H

"

I

处理
$&9

羊驼皮肤黑色素细胞的形态

+0

7

D#

!

P988FF851-FPK+H

"

I@019A0FF8,8615-65861,410-62-6198.-,

G

9-)-

7?

-F4)

G

454.8)46-5

?

182F-,$&9

图
!

!

PK+H

"

I

添加对羊驼皮肤黑色素细胞增殖的影响

+0

7

D!

!

P988FF851-FPK+H

"

I@019A0FF8,8615-65861,410-62

-6198

G

,-)0F8,410-6-F4)

G

454.8)46-5

?

182

I

!

讨
!

论

哺乳动物被毛的颜色主要由沉着在皮肤的黑色

素的含量及其种类决定的!黑色素主要分为两类$真

黑色素"

<?=@3>-$-

#和褐黑色素"

2F@#=@3>-$-

#

*

%)

+

&

不同小写字母表示差异显著(不同大写字母表示差异极

显著&图
)

'图
1

同

5$QQ@M@-N3#L@MA>,@3@NN@M,';

#

&'&1

(

5$QQ@M@-N?

TT

@MA>,@

3@NN@M,';

#

&'&%'XF@,>=@>, $̂

I

?M@)>-" $̂

I

?M@1

图
I

!

添加不同浓度
PK+H

"

I

对毛色相关基因
.:J<

表

达的影响
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结果(

:'

相对表达量分析

7'C@,N@M-P3#NN$-

I

(

:'d?>-N$N>N$S@>=#?-N#Q

T

M#N@$-@W!

T

M@,,$#-

图
%

!

添加不同浓度
PK+H

"

I

对毛色基因蛋白表达的影响

+0

7

D%

!

P988FF851-FPK+H

"

I@019A0FF8,8615-65861,410-62

-6

G

,-18068R

G

,8220-6064)

G

454.8)46-5

?

182

图
$

!

添加不同浓度
PK+H

"

I

对黑色素细胞内色素产量的

影响

+0

7

D$

!

P988FF851-FPK+H

"

I@019A0FF8,8615-65861,410-62

-6.8)4606

G

,-A;510-6064)

G

454.8)46-5

?

182

黑色素产生后!被运输到周围角质化细胞中!产生皮

肤和被毛颜色&

目前发现!在哺乳动物黑色素细胞中!合成黑色

素有两条信号路径!即受体酪氨酸激酶"

;KX

#和
D

蛋白偶联内皮素受体
:

"

<56J:

#途径!其中任意一

条路径上功能的丢失或突变都会导致胚胎中黑色素

细胞前体的数量减少!最终导致毛色的改变*

%1

+

&在

<56J:

路径中!促黑色素激素"

$

![8Z

#与黑色素

细胞膜上的黑皮激素受体"

[U%J

#结合后可激活

D,

蛋白!

D,

蛋白激活膜内侧的腺苷酸环化酶

"

7U

#!

7U

的活化使细胞内
A7[2

水平升高!后者

能活化蛋白激酶
7

"

2;7

#导致
UJ<:

"

A7[2!M@!

,

T

#-,$S@@3@=@-N!P$-"$-

I

#的磷酸化*

%.

+

&磷酸化的

UJ<:

可激活小眼畸形相关转录因子"

[KX̂

#!

[KX̂

是毛色通路上一个重要的转录调控因子!通

过调控形成黑色素的重要基因的表达而影响黑色素

细胞的发育!如酪氨酸酶"

X̀ J

#及其相关蛋白
%

和

0

"

X̀ J2%

和
X̀ J20

#!而
X̀ J

是黑色素生成的关

键酶!催化
*

步不同的反应(酪氨酸酶相关蛋白
%

"

X̀ J2%

#'酪氨酸酶相关蛋白
0

"

X̀ J20

#在黑色素

合成过程中各自催化特异的反应*

%.!%9

+

&尽管有研究

表明!

XD̂!

#

*

是小鼠神经源色素细胞发育所必须

的!但
XD̂!

#

*

是否对黑色素细胞的生物学性质有

影响尚不清楚&本试验通过在体外培养的黑色素细

胞中添加不同浓度的
XD̂!

#

*

!检测到黑色素细胞

中
3NPR

'

POB

'

POB;0

在
=J67

和蛋白水平均

有不同程度的下调&

[KX̂

是
X̀ J

'

X̀ J20

的转

录因子!因此!

POB

和
POB;0

的表达水平的变化

是由
[KX̂

引起的&

X̀ J20

在酪氨酸酶发挥作用

过程中起重要的作用*

%(!0%

+

!是细胞增殖率和细胞内

黑色素含量的指标*

00

+

&在该试验中也检测到不同

浓度的
XD̂!

#

*

引起细胞表型的变化!导致了黑色

素细胞内黑色素合成量的下调!这证实了
X̀ J20

表达水平与黑色素含量之间的关系&综上所述!

XD̂!

#

*

通过
D

蛋白偶联内皮素受体
:

路径调控黑

色素细胞产生黑色素!而
XD̂!

#

*

如何作用于

[KX̂

的机理有待于进一步研究&

黑色素细胞的突起或突起延伸对黑色素运输至

周围的角质化细胞至关重要!影响皮肤和被毛颜色

的形成&此外!还关系到黑色素细胞的其他功能!如

张晖等*

%&

+发现!多泡脂肪细胞靠近黑色素细胞!黑

色素细胞合成的黑色素可以通过运输释放到多泡脂

肪细胞!引起脂肪吸附&本试验中!高浓度
XD̂!

#

*

可以促进黑色素细胞突起形成!引起黑色素细胞形

态学的变化!因此!

XD̂!

#

*

在黑色素转运至角质化

细胞和多泡脂肪细胞过程中起重要作用!从而将对

哺乳动物毛色形成和脂肪吸附有重要意义&

%

!

结
!

论

在黑色素细胞
D

蛋白偶联内皮素受体
:

路径

中!

XD̂!

#

*

通过调控
3NPR

'

POB

和
POB;0

的表

达!从而引起黑色素含量的变化(适当浓度的外源性

XD̂!

#

*

可促进黑色素突起形成!以确保黑色素的

&19
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