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要!旨在通过对非长绒期阿尔巴斯型绒山羊进行褪黑激素埋植!研究褪黑激素对羊绒周期性生长的调控!以期

借此延长绒山羊毛囊的兴盛期!提高羊绒产量&将试验羊随机分成两组$埋植褪黑激素的试验组"

>

#和对照组"

S

#!

每组
*

只"试验组"
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和
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#和对照组"

S%

'

S0

和
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##!采集绒山羊的皮肤组织进行组织切片!染色观察埋植褪

黑激素对毛囊生长诱导作用&分别抽提两组样本总
123

!逆转录合成相应被标记的
4?23

探针!采用
3

G

$9E-W

绵

羊的
(j%6L

规格全基因组表达谱芯片进行杂交!筛选差异表达基因&利用实时荧光定量
aS1

技术进行验证&结

果表明!从组织学分析可观察到埋植褪黑激素对毛囊生长具有明显的促进作用(芯片数据显示!筛选出差异表达的

基因
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个!其中
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个表达上调'
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个下调&
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分析基因数量分布情况$参与分子功能的基因占
)<'<(̀

!参与生

物学过程的基因占
**'(/̀

!组成细胞成分的基因占
%('**̀

&与对照组的样本相比!埋植褪黑激素后相关基因的

差异性表达涉及毛囊生长及周围皮肤附属物形态发生等生物学过程&这些差异性表达的基因为绒山羊毛囊生长

及周期性调控的基因功能研究提供极有价值的参考&
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内蒙古绒山羊是重要的绒用动物!羊绒被用来

制造奢侈针织物!拥有很高的经济价值&绒山羊的

毛被主要分为有髓的粗毛和无髓的绒毛两种类型!

它们分别由初级毛囊和次级毛囊产生!它们在结构

和组成上非常相似!而在细度上存在明显的差别!这

种差别的产生是由相应毛囊的形态和尺寸决定的&

羊绒的产量主要依赖于羊绒纤维生长的面积和长

度!而这些是由次级毛囊的数量和生长周期决定的&

因此研究外源褪黑激素"

QE9BW#-$-

!

QJ>

#对绒山

羊毛囊生长周期的调控!有利于探究光周期引起的

神经,,,激素调节对于羊绒产量的影响!具有重要

的理论意义及指导实际生产的价值&羊绒的差异除

了受其遗传因素影响外!季节性光周期影响羊绒的

生长周期*

%

+

&这种具有季节性的现象依赖于光周期

对于体内内分泌的调节!松果体受到光照的刺激而

分泌褪黑激素引起多种激素的释放!直接影响羊绒

的生长*

0!*

+

!因此研究激素对毛囊生长调控至关重

要&大多数绒山羊在
6

'

(

月份"非长绒期#不长绒!

羊绒在
(

月份开始生长!翌年
0

月份停止生长!

)

月

底
6

月初开始脱落*

)

+

&发生这种现象的原因可能是

绒山羊神经系统受到短日照的刺激而产生一系列激

素!作用于皮肤毛囊而调控羊绒的生长&褪黑激素

分泌主要受光照影响!表现出明显的-昼低夜高.节

律变化!是调控毛皮动物毛发生长发育的主要因

子*

6!.
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&体外培养下!

QJ>

与催乳素"

a5#9B4W$-

!

a1J

#均具有促毛囊延伸的作用!外源
QJ>

埋植于

动物皮下可促进绒山羊在非产绒季节和产绒季节长

绒!从而达到四季长绒!并显著增加产绒量的目的&

本研究系利用基因表达谱芯片技术!对埋植
QJ>

绒山羊和正常对照绒山羊皮肤组织的差异表达基因

进行筛选!探讨两种皮肤组织表达基因的差异及其

可能的分子生物学规律!以期为进一步研究绒山羊

绒毛生长机理提供理论基础&
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材料与方法
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试验动物及组织的处理

本研究在内蒙古鄂尔多斯市鄂托克前旗绒山羊

增绒技术示范区进行试验&选择内蒙古白绒山羊

"阿尔巴斯型#作为研究对象!在同一资源群体的同

一品系群挑选体重差异不大'体况良好'繁殖性能正

常的
0

周岁半同胞母羊
*

对!共
.

只&受试羊分为

试验组"

*

只!编号
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#采用埋植褪黑激素

的方法进行增绒试验!对照组"

*

只!编号
S%

'

S0

'

S*

#采用常规放牧饲养管理"每对同父本母羊分别

进入试验组和对照组#&参考已有的报道*

<

+并结合

本团队前期的研究结果!
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的剂量在耳后皮下埋植褪黑激素&所有羊采用

常规放牧饲养管理!自由采食'饮水&
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月份采集皮

肤样品!在体侧部采取
0p&4A

0 左右的皮肤样品!液

氮中冷冻!

e(&i

冰箱保存备用&皮肤样品除一部

分留作基因芯片分析外!剩余皮肤组织制备石蜡切

片!组织被二甲苯处理'酒精脱水后以石蜡包埋!于

切片机上切成
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染色!用显微镜观察毛囊组织形态&

%%00



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)<

卷
!

#̀!

!

皮肤组织样品
)*+

的提取%基因芯片杂交与

数据分析
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!过柱纯化!以
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为模板进行反转录!以
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为引物

进行
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酶标记!标记产物用
aS1 2O49E!

#;

8

$-@YW5B4WPPL$W

"

Q2

#纯化!纯化后抽干&
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记试验组样本!
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标记对照组样本&采用
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绵羊基因表达谱芯片"芯片杂交试验

由北京基因芯片国家工程研究中心暨博奥生物有限

公司协助完成#!芯片规格
(j%6L

!含有
%60&(

个绵

羊基因的表达谱芯片!该芯片无组织特异性!该芯片

设计基于绵羊序列信息来自
1ET;E
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和
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表基因和转录本信息&芯片用
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进行扫描!得到杂交图片&采用
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图像分析软件对芯片图像进行分析!

把图像信号转化为数字信号&对原始数据先用
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验证

利用实时定量
aS1

技术可以验证埋植褪黑

激素的绒山羊和自然条件下绒山羊皮肤组织的基

因表达的差异&根据基因芯片分析的结果!从差

异显著的基因中挑选出具有代表性的两个基因

8-E0

和
>!@ .

进行
Z

1>!aS1

验证&基因扩

增所需引物的设计及制备依照表
%

列出的相关信

息&

123

的提取同
%'0

&以
4!>C=

作为内参基

因进行
1EB9!W$AEaS1

扩增&采用
;\[1I5EE-P

荧光染色法测定各基因的相对定量表达&每个样品

至少
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个重复!结果转化为循环阈值"

SW

#的相对扩

增倍数&两个样本间的基因表达差异用
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法计算&

表
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!̀#

!

组织学分析

为了保证组织切片结果与基因芯片分析的一致

性!组织切片样本来自用于基因芯片分析的同一块

皮肤组织&即埋植
QJ>

以及自然光周期条件下绒

山羊体侧皮肤组织!从组织切片的形态上可以明显

看出经过埋植
QJ>

后!非长绒期绒山羊皮肤中初

级毛囊与次级毛囊数量显著增多!尺寸增大!并向皮

下延伸!毛囊增长!毛乳头膨大!显示出明显的兴盛

期毛囊的形态特征"图
%3

#(而自然光周期条件下!

绒山羊的皮肤切片中!毛囊在形态上没有生长活动

的迹象!毛囊萎缩!一些毛囊中存在角质化毛干及空

腔!显示出休止期的形态特征"图
%[

#&从组织形

态来看!埋植
QJ>

对于毛囊进入兴盛期具有明显

的诱导作用&

!̀!

!

分层聚类分析

研究埋植
QJ>

与正常光周期条件下!绒山羊

皮肤及毛囊中相似的蛋白质编码基因的表达模式的

差异!采用
3

G

$9E-W

公司的
I06%/̂

绵羊基因表达谱

芯片"

(j%6L

#!含有
%60&(

个绵羊基因&通过埋植

QJ>

条件下饲养的阿尔巴斯绒山羊体侧皮肤样

本!与正常光周期绒山羊的皮肤样本的芯片数据相

比较!对原始数据用
J#DE,,

方法进行归一化处理

后!运用散点图对数据的变异和误差进行归一化&

散点图反映数据归一化以及表达差异分析的变化和

误差"图
03

'

S

#&进一步通过分层聚类的方法分

析这些基因差异性表达"图
0?

#&

0%00
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石蜡组织纵切切片苏木素
!

伊红染色&

3p

埋植
QJ>

组(

[p

对照组&比例尺$

6&&

*

A

J#-

G

$WO"$-B9,E4W$#-,WB$-E"X

:

FEABW#Y

:

9$-!E#,$-p3pQJ>EAXE"AE-W

G

5#O

8

(

[pS#-W5#9

G

5#O

8

p;4B9EXB5

$

6&&

*

A

图
#

!

阿尔巴斯型绒山羊体侧皮肤组织毛囊形态

A9

B

#̀

!

X09176;;92;.E61

D

-6

B

.5./9/67<63

?

/93./S95=9//:.95+RI+K80/-E.1.

B

60=

3

'

SpQJ>

埋植组与对照组
*

组样本基因芯片散点图(

3'>%</S%

(

['>0</S0

(

S'>*</S*

(

?p

基因差异性表

达的聚类图谱!红色表示埋植
QJ>

试验组"

>%

'

>0

'

>*

#相对于对照组"

S%

'

S0

'

S*

#表达上调!绿色表示埋植
QJ>

试验组"

>%

'

>0

'

>*

#相对于对照组"

S%

'

S0

'

S*

#表达下调

3!Sp;4BWWE5

8

9#W

(

3'>%</S%

(

['>0</S0

(

S'>*</S*

(

?pH$E5B54F$4B949O,WE5$-

G

B-B9

:

,E,

$

>FE5E"4#9#5$-"$4B!

WE"WFEO

8

!5E

G

O9BW$#-#T

G

E-EEY

8

5E,,$#-$-WFEQJ>

G

5#O

8

"

>%

!

>0

!

>*

#

4#A

8

B5E"W#WFBW#TWFE4#-W5#9

G

5#O

8

"

S%

!

S0

!

S*

#

p>FE

G

5EE-4#9#5$-"$4BWE,WFE"#D-!5E

G

O9BW$#-#T

G

E-E,

图
!

!

基因芯片散点图及分层聚类分析

A9

B

!̀

!

P9/:0;9Q0=965672;:/=.1.3E92160110

?

30=0

*%00
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!̀F
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T.5.]5=6;6

B?

"

T]

#分析

差异表达"

#̂9"4FB-

G

E

(

0

或
)

&p6

#基因
/6

个!其中表达上调"

(

0

#基因
.%

个和共同下调

"

)

&p6

#基因
*)

个&基于数据库中基因的注释情

况!试图寻找这些差异性表达的基因与山羊毛囊的

生长调控相关性&

IK

分析结果显示!埋植
QJ>

条

件下饲养的阿尔巴斯绒山羊相对于正常光周期基因

表达的功能聚类&主要分为
*

大类$分子功能

"

)<p<(̀

#'生物学过 程 "

**p(/̀

#和 细胞组成

"

%(p**̀

#&

.

月份埋植
QJ>

与正常对照绒山羊皮

肤中差异表达基因具体信息见图
*

&

图
F

!

绒山羊差异表达基因的
T]

分析结果

A9

B

F̀

!

T]050;

?

Q95

B

1./:;=673977.1.5=90;;

?

.Y

D

1.//.3

B

.5./9580/-E.1.

B

60=

!̀%

!

差异表达基因分析结果

由于目前大多数基因还未得到详细的注释&根

据已有的注释!筛选出
%/

个基因!其中
/

个上调!

%&

个下调"表
0

!表
*

#!可能涉及毛囊生长的不同阶段&

显示出埋置
QJ>

条件下!诱导绒山羊毛囊基因产

生了差异性表达!从而影响毛囊自然的周期性活动!

使毛囊提前进入兴盛期!延长了羊绒的生长周期!达

到增绒的目的&

!̀'

!

V

),LI8)

检测

选取基因芯片数据中表达差异较明显的
0

个基

因
>!@.

和
8-E0

进行
Z

1>!aS1

检测"图
)

#!对

比分析这些基因的表达模式!虽然所选
0

个基因的

A123

表达水平的变化与芯片的检测结果显示的

表达倍数略有差别!但是二者的变化趋势是一致的!

反映基因芯片分析结果的可靠性&

F

!

讨
!

论

关于褪黑激素对羊毛生长的影响!已有很多相

关报道*

/!%&

+

!但主要涉及组织学及相关基因分子生

物学分析!缺少系统性的大量相关基因的研究&褪

黑激素"

QJ>

#是一种神经内分泌激素!在视交叉上

核和外围组织的协同下由松果体分泌*

%%!%0

+

&

QJ>

可以调节细胞内的过程"

I

蛋白#和第二信使的活动

"例如
43Qa

'

Pa*

'

SB

0f

#&在神经发育中!褪黑激素

作为一个重要的细胞内信号调控基因表达&皮肤及

毛囊附属物"毛发'指甲'牙齿等#在胚胎发育过程中

起源于外胚层细胞!与神经细胞是同源的!因此

QJ>

对于皮肤及毛囊的调控模式也极有可能与其

对神经发育相似&本研究在差异表达的基因中!

E>G0B

"神经肽
\

受体#'

!C8G!>%

"腺苷酸环化

酶活性肽#显著上调!说明这两种基因参与外源

QJ>

引起的信号转导过程!但对于下游基因以及

毛囊再生调控的作用还需要进一步研究&

毛囊发育和再生受到各种生长因子'激素和信

号分子的严格调控!

M-W

信号通路是最重要的途径

之一*

%*!%)

+

&

M-W

蛋白信号通路及相关的分子信号

)%00
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表
!

!

绒山羊毛囊生长相关的上调基因

,0<;.!

!

,-.:

D

L1.

B

:;0=.3

B

.5./1.;0=.3=680/-E.1.

B

60=-09176;;92;.

B

16@=-

基因缩写

IE-E,

:

AX#9

基因名称

IE-E-BAE

IE-[B-U

登录号

IE-[B-UB44E,,$#-2#p

>%</S% >0</S0 >*</S*

>!@.

8

B$5E"X#Y. 3\/))&6/ 0p&&& 0p*() 0p)&/

89EE6% 4B"FE5$-!B,,#4$BWE"

8

5#WE$-XEWB% S].6%<66 %6p0() 0&p)/% %.p)<)

E>G0B -EO5#

8

E

8

W$"E\5E4E

8

W#5\0 ](*)6( *<p6)/ %<p<6* 00p.6/

!C8G!>%

B"E-

:

9BWE4

:

49B,EB4W$VBW$-

G

8

#9

:8

E

8

W$"E%

"

8

$WO$WB5

:

#

2Q

)

&&%&&/<<. 6p(00 0p<() *p<6)

AK8%&&%06.%% ;9$W0 @̂.0<&*. 0p/** 0p%6/ *p/)<

HA9D% VB,4O9B5E-"#WFE9$B9

G

5#DWFTB4W#55E4E

8

W#5!% 3̂ 6*).*6 0p&/) *p()( 0p6/(

8G>08%/ 4

:

W#4F5#AEa)6&0S%/ 2Q

)

&&%0&6%60 0p%(* )p%.% 0p*./

84!

G

9

:

4#

8

5#WE$-F#5A#-E,

!

B9

8

FB

8

#9

:8

E

8

W$"E 2Q

)

&&%&&/).) 0p/<6 *p<<) 0p(&&

=EH%! H2̂ %F#AE#X#Y3 3C)&/%)/ )p&.0 )p&(< 0p&.<

表
F

!

绒山羊毛囊生长相关的下调基因

,0<;.F

!

,-.36@5L1.

B

:;0=.3

B

.5./1.;0=.3=680/-E.1.

B

60=-09176;;92;.

B

16@=-

基因缩写

IE-E,

:

AX#9

基因名称

IE-E-BAE

IE-[B-U

登录号

IE-[B-UB44E,,$#-2#p

>%</S% >0</S0 >*</S*

8C%C S?%"A#9E4O9E 2Q

)

&&%%0*&&% &p)/% &p)%/ &p)0<

6A4 XEWB!9B4W#

G

9#XO9$- 2Q

)

&&%&&/*.. &p&&/ &p%%& &p&%6

8-E0 4B,E$-XEWB 2Q

)

&&%&&/*<* &p&%. &p%)< &p&00

AK866)*0% 9B4W#TE55$- 2Q

)

&&%&0)(.0 &p%%( &p&*( &p%6(

8-E* 4B,E$-UB

88

B 2Q

)

&&%&&/*<( &p&0% &p%/6 &p&%/

8-E%-% B9

8

FB!;%!4B,E$- 2Q

)

&&%&&/</6 &p&0) &p&0/ &p&06

AK8%&&%*6.() ,E5OABA

:

9#$"3*p0 @]*..)<. &p*<* &p)(& &p%<.

9HH* W5ET#$9TB4W#5*

"

$-WE,W$-B9

#

@@<</*)/ &p&/) &p%0/ &p*6%

A!A6! 9B4WB9XOA$-

!

B9

8

FB! 2Q

)

&&%&&/</< &p&*) &p&)& &p&&(

8-E%-0 B9

8

FB!;0!4B,E$- 2Q

)

&&%&&/*.* &p&&6 &p&%( &p&%%

%'>%</S%

(

0'>0</S0

(

*'>*</S*

图
%

!

V

),LI8)

检测基因差异表达倍数

A9

B

%̀

!

V

),LI8)4.197920=9651./:;=/
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转导调控毛囊生长的周期性活动!作为其中关键一

环!

89EE6%

"

%

D"$#&)()

#是一种多功能的蛋白质!

主要为介导细胞间黏附并参与基因的表达!其表达

决定毛囊发育及再生的命运*

%6

+

&

%

D"$#&)()

是毛发

形成中不可缺少的调节因子!并促进毛囊干细胞从

休止期进入兴盛期!进而启动毛发周期*

%.

+

&在人类

及小鼠的研究中已经证实
M-W

%

&

!4BWE-$-

途径对于

毛囊及牙齿的发育至关重要*

%<

+

&本研究数据分析

显示!相对于对照组羊皮肤组织!埋植
QJ>

试验组

绒山羊样本中
89EE6%

"

%

D"$#&)()

#基因的表达差

异极显著!

*

组重复均显示较高的表达比率&可以

推测!

M-W

%

&

!4BWE-$-

信号通路响应非长绒期埋植

QJ>

引起的一系列信号转导!从而促进绒山羊绒

毛进入兴盛期!这一途径可能是外源
QJ>

引起羊

绒生长的关键因素&

本研究结果分析表明!

>!@.

具有明显的表达

上调&

>!@.

是一个功能复杂的蛋白!参与细胞的

许多生命活动!

>!@.

基因编码的转录因子在动物

胚胎从区域化到细胞类型分化的不同发育过程中起

着重要作用&在细胞强烈增殖时!

>!@.

表达作为

转录因子定位于细胞核内!而
>!@.

迁移至细胞

质!丧失了转录因子的调节作用!表明
>!@.

可能

转录调节下游的因子从而发挥调节细胞增殖的作

用&

>!@ .

在神经系统的发育起重要调节作

用*

%(

+

!而毛囊在发育上起源于外胚层细胞!与神经

系统是同源的!因此绒山羊毛囊周期性再生极有可

能与
>!@.

调控神经系统发育有着相似的机制!而

这一过程与
QJ>

的分泌存在密切的相关性&

8G>%!%

"

S

:

W#4F5#AEa)6&%3%

#在小鼠皮肤中有

少量的表达!相比之下更强的信号被发现于毛囊周

围的皮脂腺中*

%/

+

&本研究发现埋植
QJ>

的试验组

山羊皮肤毛囊样本中
8G>08%/

显著上调!这可能

与毛囊兴盛期中!毛的生长活动以及毛囊附属物相

关结构的构建有关!这一现象还需要进行更加深入

的研究&在发育过程中!

%I4H

"

bB,4O9B5E-"#WFE!

9$B9

G

5#DWFTB4W#5

#参与调节血管的形成&

%I4HB!

0

"

bB,4O9B5E-"#WFE9$B9

G

5#DWFTB4W#55E4E

8

W#5!0

#存

在于人类毛囊'皮脂腺'汗腺等细胞中!在毛囊的生

长中发挥重要作用*

0&

+

!表达于毛囊隆突部*

0%

+并与

?%6

'

?%/

的阳性信号相关&但是
%I4H

对于羊毛

生长的作用!目前还没有明确的报道&本研究结果

显示!

QJ>

埋置组毛囊兴盛期皮肤中
HA9%

"

bB,!

4O9B5E-"#WFE9$B9

G

5#DWFTB4W#55E4E

8

W#5!%

!

%I4D

HBD%

#差异性表达!

%I4HB!%

可能参与绒山羊毛囊

的周期性重建!值得进一步深入研究&

%

!

结
!

论

本研究结果表明!在埋植
QJ>

条件下参与绒

山羊皮肤毛囊生长过程的基因会被调动起来!对比

自然条件下的样本发生差异性表达!这些基因中包

括许多参与毛囊生长及毛囊周边皮肤附属物构建相

关的基因!尤其是
89EE6%

的表达!毛囊进入兴盛

期的主要原因可能是外源
QJ>

引发一系列分子信

号的转导激活
M2>

%

&

!4BWE-$-

途径!决定毛囊进入

兴盛期!但其具体的分子机理是仍需进行更加深入

的研究&本研究结果为褪黑激素相关信号通路对于

毛囊生长的促进作用的分子机制提供证据!并为人

工增绒方法在畜牧业生产中的实际应用提供理论依

据&
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