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摘　 要： 本研究旨在探讨蛋氨酸和生物素对绒山羊次级毛囊体外生长和形态的影响及作用。
采用酶法和体外机械分离技术分离绒山羊次级毛囊，挑选出形态完整的次级毛囊用于毛囊体外

培养。 试验 １：采用单因素试验设计，将分离出来的完整毛囊随机分为 ５ 组，每组 ４ 个重复，每个

重复 １２ 根毛囊，共 ２４０ 根次级毛囊，对照组为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 基础培养液，试验组在基础培养液中依

次添加 ７．５、１５．０、３０．０ 和 ６０．０ ｍｇ ／ Ｌ 蛋氨酸。 试验 ２：采用单因素试验设计，将分离出来的完整

毛囊随机分为 ４ 组，每组 ３ 个重复，每个重复 １０ 根毛囊，共 １２０ 根次级毛囊，对照组为Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ
基础培养液，试验组在基础培养液中依次添加 ０．２５、０．５０ 和 １．００ ｍｇ ／ Ｌ 生物素。 ２ 个试验的毛囊

均培养 ７ ｄ，培养期间每隔 ２４ ｈ 测量毛囊生长长度，并拍照测定其形态，试验结束后测定毛囊

ＤＮＡ 合成量。 试验 １ 结果表明：与对照组比，１５．０ ｍｇ ／ Ｌ 蛋氨酸组次级毛囊累计长度和生长速

度显著提高（Ｐ＜０．０５），毛球部形态保持最好。 且 １５．０ ｍｇ ／ Ｌ 蛋氨酸组的次级毛囊 ＤＮＡ 含量最

高。 试验 ２ 结果表明：与对照组相比，０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组次级毛囊累计长度和生长速度显著提

高（Ｐ＜０．０５），且 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组的次级毛囊 ＤＮＡ 含量最高。 由此可见，培养基中添加

１５．０ ｍｇ ／ Ｌ蛋氨酸或 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素能显著提高毛囊生长长度以及生长速度；且次级毛囊

ＤＮＡ 含量最高。
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　 　 山羊绒源于次级毛囊，次级毛囊是绒山羊皮

肤组织的重要器官［１］ ，次级毛囊的生长发育对羊

绒的产量和质量有重要影响，因此体外培养毛囊

对进一步研究营养因素对毛囊生长发育的作用提

供了良好的研究模型［２］ 。 羊毛中硫的含量为

２．７％ ～ ５．４％，羊毛越细，含硫就越高，硫是羊生长

的必需元素，也是角蛋白前体物合成所必需的原

料［３］ 。 蛋氨酸（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，Ｍｅｔ）和生物素（ ｂｉｏｔｉｎ）
都是含硫营养素，因此 Ｍｅｔ 和生物素对山羊绒的

生长十分重要。 Ｓｏｕｒｉ 等［４］体外培养绒山羊次级毛

囊时，在培养基中添加了胱氨酸和 Ｍｅｔ，研究结果

发现 Ｍｅｔ 是次级毛囊生长毛发时所必需的。 Ｔａｈ⁃
ｍａｓｂｉ 等［５］在体外培养绵羊毛囊时，培养基中添加

不同水平的生物素，发现生物素在控制毛囊生长

和活力中起重要作用。 本试验旨在通过体外添加

不同水平 Ｍｅｔ、生物素，探讨其对毛囊形态、毛囊生

长、ＤＮＡ 合成影响的剂量效应，为进一步研究

Ｍｅｔ、生物素对绒山羊绒毛生长及营养调控作用提

供科学依据。
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１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 试验皮肤样品采自 １．５ 周岁左右健康雄性辽

宁绒山羊，在 ９ 月份绒毛生长期于羊只肩胛骨后

缘处采集 １ ｃｍ２ 左右样品。 采集的样品尽量除去

绒毛和皮下组织，放入 ７５％酒精中消毒 ３０～４０ ｓ，取
出后加入含双抗（青、链霉素）的生理盐水中反复冲洗

３ 遍，置于含双抗的生理盐水中带回无菌室。
１．２　 试验试剂

　 　 Ｍｅｔ、生物素 （北京某生物技术有限公司）；
Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 培养液、牛胰岛素（Ｓｉｇｍａ，美国）；亚硒

酸钠（北京鼎国昌盛生物技术有限公司）；氢化可

的松、Ｌ－谷氨酰胺、Ｈｅｐｅｓ、双抗（青霉素－链霉素）
（上海生物工程股份有限公司）；微量 ＤＮＡ 提取试

剂盒（北京全氏金生物公司）。
１．３　 培养液组成

　 　 基础培养液组成：Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 培养液、Ｌ－谷氨

酰胺 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 Ｈｅｐｅｓ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 牛 胰 岛 素

１０ μｇ ／ ｍＬ、亚 硒 酸 钠 １０ ｎｇ ／ ｍＬ、 氢 化 可 的 松

１０ μｇ ／ ｍＬ、 转 铁 蛋 白 １０ μｇ ／ ｍＬ、 青 霉 素

１００ μｇ ／ ｍＬ、链霉素 １００ μｇ ／ ｍＬ。
１．４　 试验设计

　 　 采用显微解剖分离法［６］ 分离次级毛囊，挑选

毛乳头圆润、光滑、饱满，真皮组织鞘完好并与外

皮根鞘无分离的完整次级毛囊用于培养试验。 试

验共分为 ２ 部分，均采用单因素试验设计。 试验

１：将分离出来的完整毛囊随机分为 ５ 组，每组 ４ 个

重复，每个重复 １２ 根毛囊，共 ２４０ 根次级毛囊，对
照组为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 基础培养液，试验组在基础培养

液中依次添加 ７．５、１５．０、３０．０ 和 ６０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ。
试验 ２：将分离出来的完整毛囊随机分为 ４ 组，每
组 ３ 个重复，每个重复 １０ 根毛囊，共 １２０ 根次级毛

囊，对照组为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 基础培养液，试验组在基

础培养液中依次添加 ０．２５、０．５０ 和１．００ ｍｇ ／ Ｌ生物

素。 在每组的 ２４ 孔细胞培养板中每个孔加入相

应的培养液 １ ｍＬ，然后小心地移入每 １ 根新鲜剥

离的次级毛囊，最后在二氧化碳（ＣＯ２）培养箱内

培养 ７ ｄ。 培养期间每隔 ２４ ｈ 在倒置显微镜下观

察毛囊形态结构变化，用目镜测微尺测量毛囊生

长长度，试验结束后提取各组毛囊 ＤＮＡ。
１．５　 测定指标和方法

　 　 毛囊生长长度的测定：每间隔 ２４ ｈ 在装有目

镜测微尺的倒置显微镜下测量毛囊底部至毛发顶

部长度，并记录数据。
生长速度（μｍ ／ ｄ）＝ （结束长度－初始长度） ／ ７ ｄ；

累计长度（μｍ）＝ 测量最后 １ 天长度－
测量第 １ 天长度。

　 　 毛囊 ＤＮＡ 含量的测定：试验结束后提取各组

毛囊 ＤＮＡ 含量。 将各组培养结束的毛囊分别置

于无菌的 １．５ ｍＬ 离心管中，５５ ℃孵育直至完全裂

解大约需要 １ ｈ，为得到更多的 ＤＮＡ，重复洗脱 ２
次，所得样品用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 进行检测，按照微

量 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书进行。
１．６　 数据统计分析

　 　 采用 ＳＰＳＳ １７． ０ 软件中的单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）对数据进行分析处理，试验数

据用平均值、合并标准误（ＳＥＭ）和 Ｐ 值表示。 当

数据差异显著时，采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行多重比

较，并进行线性和二次项趋势分析，对差异显著的

数据进行回归分析。 Ｐ＜０．０１ 表示差异极显著，Ｐ＜
０．０５ 表示差异显著。

２　 结果与分析
２．１　 添加 Ｍｅｔ 和生物素对次级毛囊形态的影响

　 　 挑选新鲜分离的完整无损毛囊即毛球部位饱

满光滑并呈现圆形，毛乳头清晰、真皮组织鞘等组

织完整并与外皮根鞘无分离，毛干与内外根鞘之

间界限清楚。 图 １ 所示为新鲜完整的毛囊，可用

于体外培养。

图 １　 分离完整的次级毛囊

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

　 　 在 Ｍｅｔ、生物素不同添加水平的培养条件下，
毛囊的生长长度、生长速度以及毛球部的形态情

况均有所不同，体外培养次级毛囊形态变化见

图 ２。 对照组的次级毛囊体外培养至第 ４ 天，毛球

形态逐渐变的不规则，并且毛母质与毛乳头二者

之间的界限开始变得模糊，毛囊生长速度从这时

候开始逐渐变缓慢（图 ２－Ｂ）。 体外培养次级毛囊

３２２４
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第 ７ 天时，次级毛囊毛球部位结构变得松散且逐

渐模糊，毛母质开始萎缩并与毛乳头距离变大

（图 ２－Ｃ）。 ３０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 组毛囊形态变化第 ４
天（图 ２－Ｄ）毛囊毛乳头细胞分裂增殖使毛干及内

外根鞘延长，毛乳头与毛母质界限逐渐模糊，外层

真皮鞘上皮细胞结构松散，但不如对照组明显，结
缔组织鞘无明显变化。 培养第 ７ 天（图 ２－Ｅ），毛
乳头与毛母质界限模糊，但仍能看清毛乳头轮廓，

毛干与内皮根鞘之间和毛球部结构层次的界限模

糊。 ０．２５ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组次级毛囊体外培养至第

４ 天时（图 ２－Ｆ），毛囊形态发生明显变化，内外根

鞘界限不清晰，在培养第 ７ 天时毛囊整体结构变

得更加模糊松散（图 ２－Ｇ），但不如对照组明显。
培养到第 ７ 天时（图 ２－Ｉ），０．５ ｍｇ ／ Ｌ 生物素促进

了毛乳头和毛母质细胞分裂增殖。

　 　 Ａ：新鲜分离毛囊 ｆｒｅｓｈｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ；Ｂ：对照组第 ４ 天 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４；Ｃ：对照组第 ７ 天 ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ７；Ｄ：３０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 组第 ４ 天 ３０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４；Ｅ：３０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 组第 ７ 天 ３０．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ ｇｒｏｕｐ
ｏｎ ｄａｙ ７；Ｆ：０．２５ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组第 ４ 天 ０．２５ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４；Ｇ：０．２５ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组第 ７ 天 ０．２５ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ７；Ｈ：０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组第 ４ 天 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４；Ｉ：０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组第 ７ 天 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉ⁃
ｏｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ７。

图 ２　 体外培养绒山羊次级毛囊第 １、４ 和 ７ 天形态观察结果

Ｆｉｇ．２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｃａｓｈｍｅｒｅ ｇｏａｔｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｔ ｄａｙｓ １， ４ ａｎｄ ７ （２００×）

２．２　 添加 Ｍｅｔ 对体外培养次级毛囊生长长度和

ＤＮＡ 含量的影响

　 　 由图 ３ 和表 １ 可知，添加 Ｍｅｔ 对绒山羊次级毛

囊累计长度和生长速度有极显著影响（Ｐ＜０．０１）。
１５．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 促次级毛囊体外生长效果最好，次
级毛囊累计长度最大、生长速度最快，分别达到了

３１．２５ μｍ 和为 ５．３ μｍ ／ ｄ；与对照组相比，其累计

长度提高了 １５．４０％，生长速度提高了 １６．８１％。
　 　 由表 １ 可知，添加 Ｍｅｔ 对体外培养的绒山羊

次级毛囊累计长度和生长速度有二次曲线关系

（Ｐ＜０．０５）。 进一步进行回归分析，得到累计长度

的回归方程为 ｙ ＝ － ０． ００４ ３ｘ２ ＋ ０． １７４ ４ｘ＋ ２７． ８２６
（Ｒ２ ＝ ０．６９８ ８），根据拟合曲线得出 Ｍｅｔ 最适添加

水平为 ２０．２７ ｍｇ ／ Ｌ。 生长速度的回归方程为 ｙ ＝
－０．０００ ２ｘ２＋０．００７ ５ｘ＋１．１５７ ７（Ｒ２ ＝ ０．６２５ ０），根据

拟合曲线得出 Ｍｅｔ 最适添加水平为 １８．７５ ｍｇ ／ Ｌ。
因此，当 Ｍｅｔ 添加水平为 ２０．２７ 和 １８．７５ ｍｇ ／ Ｌ 时，
辽宁绒山羊次级毛囊累计长度和生长速度较好。
　 　 由表 １ 可知，添加 Ｍｅｔ 对体外培养的绒山羊

次级毛囊的 ＤＮＡ 含量呈显著的二次曲线关系（Ｐ＜
０．０５）。 其回归方程为 ｙ ＝ －０．０２４ ７ｘ２ ＋１．５６９ ２ｘ＋
４５．２３２（Ｒ２ ＝ ０．６９０ ８），根据拟合曲线得出 Ｍｅｔ 最
适添加水平为 ３１．７７ ｍｇ ／ Ｌ。 随着 Ｍｅｔ 添加水平的

提高，次级毛囊 ＤＮＡ 含量呈低－高－低的趋势，其
中 １５．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 促次级毛囊 ＤＮＡ 合成效果最

好，与对照组相比，平均每根次级毛囊 ＤＮＡ 含量

提高了 ７６．４４％。

４２２４
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图 ３　 不同 Ｍｅｔ 添加水平次级毛囊累计长度和每天生长长度折线图

Ｆｉｇ．３　 Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｄａｉｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｍｅｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌｓ

表 １　 Ｍｅｔ 对次级毛囊体外生长和 ＤＮＡ 合成的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

项目
Ｉｔｅｍｓ

Ｍｅｔ 添加水平 Ｍｅｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

０（对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ） ７．５ １５．０ ３０．０ ６０．０
ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

线性
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

累计长度
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ／ μｍ ２７．０８Ｂｂｃ ２９．１７ＡＢａｂ ３１．２５Ａａ ２８．６５Ｂｂ ２６．０４Ｂｃ ０．５１３ ０．００２ ０．３０３ ＜０．００１

生长速度
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ／ （μｍ ／ ｄ） ４．５１Ｂｂｃ ４．８２Ｂｂ ５．３０Ａａ ４．７７Ｂｂ ４．３４Ｂｃ ０．０８８ ０．００１ ０．３０３ ＜０．００１

ＤＮＡ 含量
ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｎｇ ／根） ４１．６０ ５５．３０ ７３．４３ ６２．５０ ５１．５４ １．３１ ０．０５２ ０．３１８ ０．０２８

２．３　 添加生物素对体外培养次级毛囊生长长度和

ＤＮＡ 含量的影响

　 　 由图 ４ 和表 ２ 可知，培养液中添加生物素对绒

山羊次级毛囊累计长度和生长速度有显著影响

（Ｐ＜０．０５）。 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素促次级毛囊体外生

长效果最好，与对照组相比，次级毛囊累计长度最

大、生 长 速 度 最 快， 分 别 达 到 了 ３９． ５８ μｍ 和

５．４８ μｍ ／ ｄ。
　 　 由表 ２ 得知，添加不同水平生物素对次级毛

囊累计长度和生长速度有线性（Ｐ＜０．０５）和二次曲

线关系（Ｐ＜０．０５）。 进一步进行回归分析，得到累

计长度的回归方程为 ｙ ＝ － １８． ３３３ｘ２ ＋ ２３． ７５ｘ ＋
２３．４２３（Ｒ２ ＝ ０．８５８ ２），根据拟合曲线得出生物素

最适添加水平为 ０．６５ ｍｇ ／ Ｌ。 生长速度的回归方

程为 ｙ ＝ － ３． ８５２ ８ｘ２ ＋ ４． ６２９ ９ｘ ＋ ４． ０３０ ３ （ Ｒ２ ＝
０．８０７ ４），根据拟合曲线得出生物素最适添加水平

为 ０．６０ ｍｇ ／ Ｌ。 因此，当生物素添加水平为 ０． ６５
和 ０．６０ ｍｇ ／ Ｌ 时，辽宁绒山羊次级毛囊累计长度

和生长速度最好。

　 　 由表 ２ 可知，生物素对体外培养的绒山羊次

级毛 囊 对 ＤＮＡ 含 量 呈 显 著 的 线 性 相 关 （ Ｐ ＜
０．０５），其回归方程为 ｙ ＝ ８． ７１６ ６ｘ＋ ６０． ４５４ （Ｒ２ ＝
０．２０３ １）。 随着生物素添加水平的提高，次级毛囊

ＤＮＡ 含量呈由低－高－低的趋势，其中 ０． ５ ｍｇ ／ Ｌ
生物素促次级毛囊 ＤＮＡ 合成效果最好，与对照组

相比， 平 均 每 根 次 级 毛 囊 ＤＮＡ 含 量 提 高 了

３３．４０％。

３　 讨　 论
３．１　 挑选健康完好无损的处于生长期的毛囊是

体外毛囊培养的首要问题

　 　 李蘅等［７］ 表示体外培养毛囊生长发育机理和

周期性变化受多种因素调控，影响着毛发的生长，
因此建立健康的体外毛囊培养模型就显得尤为重

要，所以在进行体外培养毛囊时进行的第 １ 步要

剥离并选择出健康完好的次级毛囊。 毛乳头圆

润、光滑、饱满、清晰可见以及毛干与内外根鞘之

间的界限清晰是建立理想的体外培养次级毛囊的

５２２４
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模型的关键［８］ ，这也可以为进一步研究羊毛生长

规律奠定基础。 而且毛囊的分离方法、毛囊的生

长时期和取样的部位以及取样前的处理都对毛囊

的分离效果有影响，但最主要的是毛囊的分离方

法［９］ 。 汪长寿等［１０］指出常用的毛囊分离方法有显

微解剖分离法、剪刀法、酶消化法，根据不同物种、
不同毛囊生长的皮质和分离毛囊工具的不同，不
同研究者采用不同的分离方法。 而本试验采用了

研究者较常用的 Ｐｈｉｌｐｏｔｔ 显微解剖法来分离辽宁

绒山羊的次级毛囊，此种方法分离速度快，可

以保留完整的毛囊，但机械法分离毛囊不仅对试

验人员操作的熟练程度有较高要求，还过于耗费

体力［１１］ 。 因此在操作过程中要求必须轻柔，以避

免毛囊发生机械损伤导致其内部结构中断进而影

响细胞之间或表真皮间的相互作用，这是成功培

养游离毛囊的关键。 刘海静等［６］ 研究表明，在处

理小块羊皮时尽量用眼科剪去除浮毛和皮下脂肪

并随时用生理盐水冲洗剪掉的组织，因为取样的

羊皮毛长度越短，皮下脂肪越少，毛囊越容易分

离。 采样时尽量用刀片刮干净皮肤，但注意不要

用力过度破坏到皮肤。

图 ４　 不同生物素添加水平对次级毛囊累计长度和每天生长长度折线图

Ｆｉｇ．４　 Ｌｉｎｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｄａｉｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｏｔｉｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌｓ

表 ２　 生物素对次级毛囊体外生长和 ＤＮＡ 合成的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｏｔｉｎ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

项目
Ｉｔｅｍｓ

生物素添加水平 Ｂｉｏｔｉｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

０（对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ） ０．２５ ０．５０ １．００
ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

线性
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

累计长度
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ／ μｍ ２９．１７ｂ ３２．０８ｂ ３９．５８ａ ３３．３３ｂ １．３３１ ０．０１０ ０．０２３ ０．０１５

生长速度
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ／ （μｍ ／ ｄ） ４．１７ｂ ４．５２ｂ ５．４８ａ ４．７６ｂ ０．１９０ ０．０１０ ０．０２３ ０．０１５

ＤＮＡ 含量
ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｎｇ ／根） ５６．８０ ６０．２０ ７５．７７ ６４．３０ ２．７８８ ０．０５３ ０．０１１ ０．６０４

３．２ 　 Ｍｅｔ、生物素对体外培养次级毛囊形态的

影响

　 　 范卫新等［１２］提出大部分哺乳动物毛发的生长

过程非常复杂，而且其毛囊的生长状态和速度会

受到动物的年龄、性别、自身营养以及周围环境等

很多因素的影响。 因此采用体外培养辽宁绒山羊

次级毛囊的模型可在较大程度上有效控制一些外

界因素的影响，有利于对毛囊生长调控机制的研

究。 Ｇａｌｂｒａｉｔｈ［１３］通过测量体外分离的生长期次级

毛囊的研究发现，Ｍｅｔ 可以在没有半胱氨酸和胱氨

酸的支持下促进羊绒纤维的增长，表明 Ｍｅｔ 对于

次级毛囊产生纤维至关重要。 南韦肖等［１４］ 研究发

现，通过在体外培养水貂毛囊的培养基中添加

８ μｇ ／ ｍＬ Ｍｅｔ 可以明显提高毛囊生长长度。
　 　 对照组的毛囊较生物素组的毛囊活性差，原
因可能是由于生物素缺乏导致这些毛囊中异常代

６２２４
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谢物浓度的增加，毛囊的鳞茎细胞可能比皮肤中

的其他类型的细胞（如成纤维细胞）对毒性更敏

感［１５］ 。 Ｌｉｕ 等［１６］认为毛囊存活率差可能是由于异

常代谢产物如有机酸（３－甲基巴豆酰基甘氨酸和

３－羟基异戊酸）的积累引起的，这些疾病与亮氨酸

代谢必不可少的生物素依赖性酶 ３－甲基巴豆酰辅

酶 Ａ 羧化酶缺乏有关，该物质缺乏可导致亮氨酸

降解途径产生异常的有机酸代谢物，这可能引起

毛囊毒性并降低毛囊生存力。 Ｔａｈｍａｓｂｉ 等［１７］ 研

究发现，在培养基中添加生物素对毛囊活性有显

著影响，且随着培养基中生物素添加水平的增加，
毛囊活性增强，生物素添加水平为 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 时毛

囊活性最好。
３．３　 Ｍｅｔ 对体外培养次级毛囊生长长度和 ＤＮＡ
合成的影响

　 　 培养基 Ｍｅｔ 添加水平的增加，会使毛囊生长

长度及生长速度增加，是因为在培养基中添加

Ｍｅｔ，可以在毛囊组织中合成胱氨酸及聚胺，从而

促进细胞的分裂并为相应的蛋白质的合成奠定基

础，较对照组能更好地促进一些相关蛋白质的合

成［１８］ 。 众多学者做了大量关于将 Ｍｅｔ 添加到毛皮

动物饲粮中从而观察毛囊品质的试验，堵光莹

等［１９］研究发现，在獭兔饲粮中添加 Ｍｅｔ 有助于次

级毛囊的发育以及毛囊密度的提高；袁绍有等［２０］

在皖西白鹅活拔鹅毛后的精料补充料中添加适量

的 Ｍｅｔ，研究发现 Ｍｅｔ 有利于鹅新生羽毛、羽绒的

生长；谢实勇等［２１］研究发现，在内蒙古绒山羊的饲

粮中添加包被 Ｍｅｔ 可以提高羊绒的生长速度、产
绒量及羊绒细度；刘逍等［２２］ 在吉林白鹅的饲粮中

添加０．５％的 Ｍｅｔ，试验结果表明吉林白鹅绒的千

朵重显著增加；高晔等［２３］研究发现，在陕北白绒山

羊妊娠期母羊和羔羊中添加 ２％过瘤胃 Ｍｅｔ 可促

进羊绒生长。 本试验在离体条件下培养次级毛

囊，通过每天测量毛囊长度来更加直观地观察出

Ｍｅｔ 对次级毛囊生长的影响，结果表明随着培养基

中 Ｍｅｔ 添加水平的增加，毛囊的发育存在显著差

异，并且累计长度和生长速度与 Ｍｅｔ 添加水平有

二次曲线关系，拟合曲线后得到 Ｍｅｔ 的最适添加

水平分别为 １８．７５ 和 ２０．２７ ｍｇ ／ Ｌ。
　 　 Ｇａｌｂｒａｉｔｈ［２４］ 和 Ｓｏｕｒｉ 等［４］ 指出 Ｍｅｔ 有助于体

外培养次级毛囊的毛纤维生长发育，并且在体外

培养次级毛囊过程中能够提高其 ＤＮＡ 合成量，效
果较好的组 Ｍｅｔ 添加水平为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ。 本试验

结果表明，通过在培养基中添加不同水平 Ｍｅｔ 能
够影响次级毛囊 ＤＮＡ 含量，其中 １５ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 组
次级毛囊 ＤＮＡ 含量最多，次级毛囊 ＤＮＡ 含量达

到了平均每根 ７３．４３ ｎｇ。
３．４ 　 生物素对体外培养次级毛囊生长长度和

ＤＮＡ 合成的影响

　 　 毛囊是哺乳动物独特的皮肤附属物，具有再

生和自我更新的能力，是周期生长的［２５］ 。 在许多

动物试验中已经确立了生物素的缺乏会导致蹄、
皮肤和脱发的皮肤病学损伤，然而这些机制仍有

待阐明。 Ｔａｈｍａｓｂｉ 等［２６］ 进行了一项体外培养试

验，研究生物素在控制羊毛囊生长和活力中的作

用。 把分离出的次级毛囊保存在 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ 培养

液中，补充 ０、０．２５ 和 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素。 研究发

现，随着培养基中生物素添加水平的提高，毛囊生

长速度增加。 本试验在基础培养液中添加不同水

平的生物素影响次级毛囊的累计长度以及生长速

率，其中 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素组毛囊生长速度最快、
累计长度最长。
　 　 Ｍｏｓｋｏｗｉｔｚ 等［２７］ 研究表明，生物素缺乏可显

著降低在无血清培养基中培养的肉瘤病毒转化细

胞中 ＤＮＡ 合成的速率。 ＤＮＡ 含量随着培养液中

生物素添加水平的增加而增加，４８ ｈ（每个毛囊

４７ ｎｇ）在对照组中培养的毛囊 ＤＮＡ 含量比补充

０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素（每个毛囊 ７２ ｎｇ）培养基中培

养的低 ３５％，但差异不显著。 Ｔａｈｍａｓｂｉ 等［２６］ 试验

中平均每根绵羊次级毛囊的 ＤＮＡ 含量为 ６５ ｎｇ；
Ｓｏｕｒｉ［４］试验结果中表明，马海毛的每根毛囊 ＤＮＡ
含量为 ６５ ～ ７６ ｎｇ；Ｐｈｉｌｐｏｔｔ 等［２８］ 研究发现，大鼠每

根毛囊的 ＤＮＡ 含量为 ７５ ～ １００ ｎｇ，与本试验结果

相似。 本试验在培养基中添加不同水平生物素能

够影响次级毛囊 ＤＮＡ 含量，其中 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物

素组毛囊生长速度最快、累计长度最长、ＤＮＡ 含量

最多，每根毛囊可达到 ７５．７７ ｎｇ，但差异不显著。

４　 结　 论
　 　 ① Ｍｅｔ 对绒山羊次级毛囊体外生长和 ＤＮＡ
含量有影响。 其中 １５．０ ｍｇ ／ Ｌ Ｍｅｔ 促次级毛囊体

外生长效果最好，其累计长度和生长速度最大，同
时毛球部形态保持相对较好，且 ＤＮＡ 含量最多。
　 　 ② 生物素能够影响绒山羊次级毛囊体外生长

和 ＤＮＡ 含量。 ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ 生物素促次级毛囊体外

生长效果最好，其累计长度和生长速度最大，且

７２２４
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ＤＮＡ 含量最多。
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Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｂａｓｅ ａｎｄ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

Ｃｅｎｔｅｒ， Ｌｉａｏｙａｎｇ １１１０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｂｉｏｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｃａｓｈｍｅｒｅ ｇｏａｔｓ． Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｃａｓｈｍｅｒｅ ｇｏａｔｓ
ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｈａｐｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ １： ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎｔａｃｔ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉ⁃
ｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ５ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ， ｅａｃｈ ｗｉｔｈ ４ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ， ｅａｃｈ ｗｉｔｈ
１２ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２４０ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ７．５， １５．０， ３０．０ ａｎｄ ６０．０ ｍｇ ／ Ｌ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ２： ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎｔａｃｔ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ， ｅａｃｈ ｗｉｔｈ ３ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ， ｅａｃｈ ｗｉｔｈ １０
ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２０ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ０．２５， ０．５０， １．００ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ． Ａｌｌ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ ２４ ｈ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｅｒｉｏｄ， ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ １ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ １５ ｍｇ ／ Ｌ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈａｉｒ ｂｕｌｂ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ． Ｔｈｅ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ
ｂｉｏｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ２ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅ ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ （ Ｐ ＜
０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ． Ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ，
ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｔｈａｔ ａｄｄｉｎｇ １５．０ ｍｇ ／ Ｌ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ０．５０ ｍｇ ／ Ｌ ｂｉｏｔｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ； ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｉｓ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（９）：４２２２⁃４２２９］
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