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马世杰， 张泽华， 李宏强， 孙晓凤， 谢遇春， 刘铮铸， 李简溪，
刘蕊， 张兴臣， 张家璇， 乔贤∗

（河北科技师范学院动物科技学院 ／ 河北省特色动物种质资源挖掘与创新重点实验室， 河北 秦皇岛　 ０６６００４）

摘要： 旨在通过建立燕山绒山羊皮肤黑色素细胞的原代培养， 探究角蛋白 １７ （ＫＲＴ１７） 在该细胞中的表达及其对黑色素生成关键基因表达的调

控作用。 采用二次酶解法 （Ｄｉｓｐａｓｅ Ⅱ＋胰蛋白酶） 和细胞筛分离培养燕山绒山羊耳缘皮肤黑色素细胞， 通过多巴染色、 Ｍａｓｓｏｎ－Ｆｏｎｔａｎａ 黑色素染

色和前黑素体蛋白 （ｇｐ１００） 免疫组化进行鉴定； ＫＲＴ１７ 基因的干扰片段转染至黑色素细胞后， 通过实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 验证干扰效率， 检测小眼畸形相关转录因子 （ＭＩＴＦ）、 酪氨酸酶 （ ＴＹＲ）、 酪氨酸酶相关蛋白 １ （ ＴＹＲＰ１） 和多巴色素异构酶 （ＤＣＴ） 的

ｍＲＮＡ 相对表达水平和黑色素含量。 结果： 成功获得了形态典型， 多巴染色阳性， Ｍａｓｓｏｎ－Ｆｏｎｔａｎａ 黑色素染色阳性且 ｇｐ１００ 表达阳性 （纯度＞
９０％） 的原代燕山绒山羊黑色素细胞； 干扰结果显示， 与对照组相比， 沉默 ＫＲＴ１７ 组黑色素含量显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 显著上调了 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ、
ＴＹＲＰ１ 和 ＤＣＴ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 本研究成功建立了燕山绒山羊黑色素细胞的体外培养体系， 证实 ＫＲＴ１７ 在该细胞中稳定表达， 且

通过负向调控 ＭＩＴＦ 及其下游靶基因的转录水平， 参与调控燕山绒山羊黑色素的生成过程。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｙａｎｓｈａｎ ｃａｓｈｍｅｒｅ ｇｏａｔ； ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ； ＫＲＴ１７； ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 燕山绒山羊是河北燕山地区的一个优良地方品

种， 最大优点是适应当地的农业生态环境条件， 绒毛

质量好［１］。 白色羊毛因其可被染成不同的颜色而在

纺织行业中具有较高的价值， 然而， 实际生产中会有

一些其他颜色的羊毛产生， 降低经济收益［２］。 因此，
许多研究人员致力于研究动物毛色的分子机制。

角蛋白 （ＫＲＴ） １７ 是Ⅰ型角蛋白， 属于中间丝

蛋白， 是构成细胞骨架的一个重要组成部分［３］。 在

正常皮肤中， ＫＲＴ１７ 主要在毛囊、 指甲、 汗腺等皮

肤附属器结构中表达［４］。 目前关于 ＫＲＴ１７ 影响小鼠

毛色调控的研究已有报道。 Ｂｅｎｎｅｔｔ 等［５］ 研究显示，
在小鼠中已鉴定出控制毛发颜色形成不同通路的 １２７
个基因， ＫＲＴ１７ 作为影响黑色素细胞发育的一个基

因。 根据欧洲色素细胞研究学会（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｓｐｃｒ．
ｏｒｇ ／ ｍｉｃｅｍｕｔ ／ ）提供的颜色基因数据库， ＫＲＴ１７ 显示

与色素沉着相关［６－７］。 Ｙａｎｇ 等［８］ 研究结果表明， 小

鼠不同毛色皮肤的基因表达谱显示 ＫＲＴ１７ 为差异基

因。 目前， 针对 ＫＲＴ１７ 基因对山羊毛色发育及其黑

色素细胞合成黑色素的影响还鲜有报道。
黑色素细胞 （ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ） 是皮肤、 毛发和眼睛

中的特殊细胞， 主要功能是合成黑色素［９］。 黑色素

能够吸收紫外线， 保护皮肤细胞免受紫外线伤害， 同

时决定肤色和毛发的颜色， 而黑色素细胞位于表皮基

底层， 其合成的黑色素通过黑素小体转运至周围角质

形成细胞， 形成色素屏障［１０］。 黑色素合成的经典信

号通路以小眼畸形相关转录因子 （ＭＩＴＦ） 为核心调

控者， 激活下游酪氨酸酶 （ＴＹＲ）、 酪氨酸酶相关蛋

白 １ （ＴＹＲＰ１） 和多巴色素互变异构酶 （ＤＣＴ） 等一

系列酶的表达， 最终催化黑色素合成， 该通路通常被

称为 “ｃＡＭＰ－ＭＩＴＦ－色素沉着途径”。 ＭＩＴＦ 活性受丝

裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 信号通路、 Ｗｎｔ ／ β－连
环蛋白 （Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ） 信号通路和磷脂酰肌醇３－
激酶 ／蛋白激酶 Ｂ （ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ） 信号通路精细调控，
也受转录因子 ＳＲＹ 盒转录因子 １０ （ＳＯＸ１０） 和配对

盒转录因子 ３ （ＰＡＸ３） 的精细调控［１１］。 但是， 目前

关于 ＫＲＴ１７ 基因调控黑色素细胞黑色素的生成及影

响黑 色 素 合 成 相 关 基 因 （ ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１、
ＤＣＴ） 表达的关系还不清楚。

本研究旨在建立燕山绒山羊黑色素细胞体外模

型， 研究 ＫＲＴ１７ 对黑色素生成关键基因表达的影响，
为揭示绒山羊毛色形成的机制提供试验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

健康 １ 岁的燕山绒山羊耳后皮肤组织样品采自河

北科技师范学院牧场， 经 ７５％乙醇消毒， 用含有双

抗的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次后放入 ＤＭＥＭ 培养基中并置于冰

盒中保存转运， 立即送达实验室进行黑色素细胞的分

离试验。
ＤＭＥＭ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清购

自上海逍鹏生物科技有限公司； ＭｅｌＭ 培养基购自美

国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司； Ｍａｓｓｏｎ －Ｆｏｎｔａｎａ 黑色素染色液购

自北京雷根生物技术有限公司； ０􀆰 ２５％胰蛋白酶 －
ＥＤＴＡ、 青链霉素混合液、 ＤｉｓｐａｓｅⅡ、 ＰＢＳ、 左旋多

巴 （Ｌ－Ｄｏｐａ）、 ４％多聚甲醛、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００、 山羊抗

兔二抗购自北京索莱宝科技有限公司； ＲＮＡ 提取试

剂 盒 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）、 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ
ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ、 Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ 购自宝生物工程 （大连）
有限公司； ＴｒａｎｓＩｎｔｒｏ® ＥＬ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ ＥＬ 转

染试剂购自北京全式金生物技术股份有限公司； 快速

细胞冻存液 （无血清）、 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂

盒、 蛋白彩虹 Ｍａｒｋｅｒ 购自上海雅酶生物医药科技有

限公司； 兔抗 ＫＲＴ１７ 多克隆抗体购自武汉三鹰生物

技术有限公司； 兔抗前黑素体蛋白 （ｇｐ１００） 多克隆

抗体购自北京博奥森生物技术有限公司； 兔抗

ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体购自武汉赛维尔生物科技有限

公司。
１􀆰 ２　 黑色素细胞分离与培养

获取的耳后皮肤组织经 ７５％乙醇消毒 ２ ｍｉｎ 后，
使用含 ５ × 双抗 （青霉素 ５００ Ｕ ／ ｍＬ、 链霉素 ５００
μｇ ／ ｍＬ） 的 ＰＢＳ 溶液充分漂洗 ３ 次， 并重复浸泡 ３ 次

以彻底清除杂质。 随后， 将组织转移至 Ｄｉｓｐａｓｅ Ⅱ消

化液中， 于 ４ ℃条件下消化 １４～１６ ｈ。 在超净工作台

内， 将消化后的组织用 ＰＢＳ 清洗， 随后轻柔分离表

皮与真皮。 将表皮组织剪碎， 加入胰蛋白酶－ＥＤＴＡ
消化液， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中消化 １０ ｍｉｎ。
消化结束后， 加入等量终止液终止反应， 收集细胞悬

液， 以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 弃去上清液后， 加

入 ３ ｍＬ ＭｅｌＭ 培养基重悬细胞， 再次以相同条件离

心。 最后以 ＭｅｌＭ 培养基重新悬浮细胞， 经 ４００ 目过

滤器过滤后， 接种于 ６ 孔板中 （每孔 １ ｍＬ 细胞悬液

及 １ ｍＬ 培养基）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱内进

行原代培养， 并定期观察黑色素细胞生长情况［１２］。
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１􀆰 ３　 黑色素细胞的鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 多巴染色

取第 ３ 代黑色素细胞爬片， 待细胞汇合度达约

５０％时， 弃去培养基， 经 ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 使用 ４％多

聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 再次清洗 ３ 次后， 加入

０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－ １００ （ＰＢＳ 配制） 室温透化 １５ ｍｉｎ。
ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入 ０􀆰 １％ Ｌ－Ｄｏｐａ 染色液， 于 ３７ ℃
避光孵育 ４ ｈ。 染色结束后以 ＰＢＳ 冲洗， 显微镜下观

察并拍照［１３］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ－Ｆｏｎｔａｎａ 黑色素染色

已固定的细胞爬片经 ＰＢＳ 浸润后， 加入 Ｆｏｎｔａｎａ
氨银溶液， 于 ５６ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 随后用蒸馏水

浸洗 ５ ～ ６ 次， 每次 １ ～ ２ ｍｉｎ。 加入海波溶液作用

１～５ ｍｉｎ， 自来水冲洗 ３～ ５ ｍｉｎ 后， 以中性红染色液

复染 ５ ｍｉｎ。 最后经蒸馏水清洗， 于显微镜下观察染

色结果［１４］。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组化鉴定黑色素细胞纯度

取第 ３ 代细胞爬片， 经 ＰＢＳ 清洗后， 用 ４％多聚

甲醛固定 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 以 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－
１００ 室温透化 １５ ｍｉｎ。 随后使用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育 ５ ～
１０ ｍｉｎ 以消除内源性过氧化物酶活性， ＰＢＳ 清洗后，
以 １％ ＢＳＡ （牛血清白蛋白） 室温封闭 ３０ ｍｉｎ。 弃去

封闭液， 加入 １％ ＢＳＡ 稀释的一抗 ｇｐ１００ （１ ∶ ５００），
以同等体积 １％ ＢＳＡ 作为阴性对照， ４ ℃孵育过夜。
ＰＢＳ 清洗后， 加入 １％ ＢＳＡ 稀释的二抗 （１ ∶ ３００），
３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 充分清洗后， 进行 ＤＡＢ 显色

５～１０ ｍｉｎ， 苏木精复染， 系列脱水后封片， 于显微

镜下观察鉴定。
１􀆰 ４　 引物与干扰序列的设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 上公布的山羊序列（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）， 运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件， 设计

ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１、 ＤＣＴ 和 ＫＲＴ１７ 基因的引物

（表 １） 以及 ＫＲＴ１７ 的干扰序列引物 （表 ２）。 引物

序列均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。

表 １　 引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＧＧＣＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡＡＧＴＡ
Ｒ： ＧＧＣＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡ

１４１

ＭＩＴＦ
Ｆ： ＴＣＣＣＡＡＧＴＣＡＡＡＴＧＡＴＣＣＡＧ
Ｒ： ＧＡＧＣＣＴＧＣＡＴＴＴＣＡＡＧＴＴＣＣ

１６４

ＴＹＲＰ１
Ｆ： ＴＧＡＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧＡＣＣＧＡＧＡＧＧ
Ｒ： ＣＴＧＡＧＧＧＴＧＡＧＴＧＧＴＧＴＧＣＴＴＴＧ

２３２

ＤＣＴ
Ｆ： ＧＧＧＧＡＴＧＣＴＣＡＣＧＧＴＴＴＴＧ

Ｒ： ＣＴＣＴＴＣＧＧＴＧＴＡＴＣＴＴＴＴＧＴＴＧＣＴＴ
１２４

ＴＹＲ
Ｆ： ＧＣＧＧＡＡＧＴＴＧＴＡＡＧＴＴＴＧＧ
Ｒ： ＧＧＧＣＴＧＧＴＧＧＴＡＴＧＴＴＴＴ

１４２

ＫＲＴ１７
Ｆ： ＣＴＣＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＴＡＴＧ

Ｒ： ＴＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴＧＧＣＴＴＴＣＴ
１０８

表 ２　 ＫＲＴ１７ 干扰序列

名称 引物序列 （５′→３′）

ｓｉＲＮＡ－１
ＫＲＴ１７－４３８－ｓ ＧＣＡＧＣＵＡＣＵＣＵＡＧＣＵＧＣＵＡ

ＫＲＴ１７－４３８－ａ ＵＡＧＣＡＧＣＵＡＧＡＧＵＡＧＣＵＧＣ

ｓｉＲＮＡ－２
ＫＲＴ１７－６９９－ｓ ＧＣＵＣＣＵＡＣＵＵＣＡＡＧＡＣＣＡＵ

ＫＲＴ１７－６９９－ａ ＡＵＧＧＵＣＵＵＧＡＡＧＵＡＧＧＡＧＣ

ｓｉＲＮＡ－３
ＫＲＴ１７－１３７－ｓ ＧＡＧＧＡＧＵＧＡＧＣＣＵＧＵＵＧＵＡ

ＫＲＴ１７－１３７－ａ ＵＡＣＡＡＣＡＧＧＣＵＣＡＣＵＣＣＵＣ

１􀆰 ５　 黑色素细胞抗 ＫＲＴ１７ 蛋白免疫组化染色

试验选用抗体为 ＫＲＴ１７ （ １ ∶ ４ ０００）， 步骤

同 １􀆰 ３􀆰 ３。

１􀆰 ６　 细胞转染

将鉴定合格的黑色素细胞悬液加到 ６ 孔板中， 待

细胞培养融合度达 ７０％时， 将试验分为 ４ 组 （每组 ３
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个重复）： ｓｉＲＮＡ－１、 ｓｉＲＮＡ－２、 ｓｉＲＮＡ－３、 ＮＣ （对
照） 组。 使用 ＴｒａｎｓＩｎｔｒｏ® ＥＬ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ ＥＬ
转染试剂进行转染， 培养 ４８ ｈ 后收集细胞。
１􀆰 ７　 黑色素含量测定

山羊黑色素细胞转染 ４８ ｈ 后， 加入 ０􀆰 ２５％胰蛋

白酶 ３７ ℃消化 １􀆰 ５ ｍｉｎ， 用等量终止液终止消化， 加

０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液裂解黑色素细胞， 放置在

８０ ℃的金属浴中 １５ ｍｉｎ， 使黑色素细胞裂解充分。
将裂解后的黑色素细胞悬液转移至 ９６ 孔板中， 每组

３ 个重复； 使用酶标仪测 ４９０ ｎｍ 波长时的吸光度

（ＯＤ４５０值）， 计算各组细胞的黑色素含量［１５］。
相对黑色素含量 ＝ ［ （ＯＤ４９０干扰组 －ＯＤ４９０空白） ÷细

胞数干扰组］ ÷ ［ （ＯＤ４９０ ＮＣ组－ＯＤ４９０空白） ÷细胞数ＮＣ组］ ×
１００％。 　
１􀆰 ８　 总 ＲＮＡ 的提取及实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－
ｑＰＣＲ ）
　 　 细胞转染 ４８ ｈ 后， 弃掉培养基， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，
每组加入 １ ｍＬ 的 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ， 提取细胞总 ＲＮＡ。 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） 进行

ｃＤＮＡ 的合成。 用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ ＦＡＳＴ
ｑＰＣＲ 试 剂 盒 进 行 ＰＣＲ 反 应。 ＰＣＲ 反 应 体 系

（２０ μＬ）： ＴＢ Ｇｒｅｅｎ １０ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， 模

版 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ。 根据操作规程， 采用两步法

扩增标准程序， 对反应条件进行设定： 预变性 ９５ ℃
３０ ｓ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环； ９５ ℃
１５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 在 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试验中，
以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因， 每组 ３ 个重复， 采用 ２－ΔΔＣｔ

法分析。
１􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

转染 ４８ ｈ 后， 使用放射免疫沉淀法裂解缓冲液

（ＲＩＰＡ） 提 取 细 胞 总 蛋 白， 并 使 用 二 喹 啉 甲 酸

（ＢＣＡ） 蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。 将总蛋

白质与 ５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液混合后在沸水

中加热 ５ ｍｉｎ， 根据测定浓度调整上样体积， 使每孔

总蛋白量为 １５ μｇ （上样体积 １０ μＬ）。 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分离后， 转移至聚偏二氟乙烯 （ ＰＶＤＦ） 膜， 用含

Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲盐水 （ＴＢＳＴ） 洗涤， 用 ５％的脱

脂牛奶封闭 １ ｈ， 加入稀释的 ＫＲＴ１７ （１ ∶ ２ ０００） 和

ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ５ ０００） 一抗， ４ ℃ 孵育过夜。 次日，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， ＨＲＰ 标记的二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温

孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 再次洗涤后， ＥＣＬ 化学发光法显影，
使用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度分析。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

数据统计分析借助 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 ０ 软件，
采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 进行组间

差异比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。 结果以

“平均值±标准误” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 燕山绒山羊原代黑色素细胞的分离培养与形态

学观察

　 　 燕山绒山羊原代黑色素细胞形态学观察结果见图

１。 细胞培养到 ３ ｄ （图 １Ａ）， 可观察到三角形或两

极树突状细胞， 为黑色素细胞； ７ ｄ （图 １Ｂ）、 １４ ｄ
（图 １Ｃ） 观察到黑色素细胞随着时间慢慢增多， 状态

良好； 第 １ 代 （图 １Ｄ）、 第 ２ 代 （图 １Ｅ）、 第 ３ 代

（图 １Ｆ） 黑色素细胞呈多极或星状树突状形态， 第 ３
代形态最典型， 树突结构清晰。 由此可表明， 燕山绒

山羊黑色素细胞状态健康可以稳定传代。

Ａ． 原代培养后 ３ ｄ 的细胞； Ｂ． 原代培养后 ７ ｄ 的细胞； Ｃ． 原代培养后 １４ ｄ 的细胞； Ｄ． 第 １ 代培养 ２ ｄ 的黑色素细胞； Ｅ． 第 ２ 代培养 ２ ｄ 的

黑色素细胞； Ｆ． 第 ３ 代培养 ２ ｄ 的黑色素细胞。

图 １　 燕山绒山羊原代黑色素细胞形态学观察

·４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ８



２􀆰 ２　 燕山绒山羊原代黑色素细胞的鉴定

通过多巴染色、 Ｍａｓｓｏｎ －Ｆｏｎｔａｎａ 黑色素染色和

ｇｐ１００ 免疫组化鉴定燕山绒山羊原代黑色素细胞， 结

果见图 ２。 由图 ２Ａ、 ２Ｂ 可见， 相对于对照组， 阳性

组胞体呈黑灰色； 由图 ２Ｃ、 ２Ｄ 可见， 相对于对照

组， 阳性组胞体呈黑色； 由图 ２Ｅ、 ２Ｆ 可见， 阳性组

胞体呈免疫阳性反应。 ３ 种方法证实， 培养出的原代

细胞为原代黑色素细胞。

图 ２　 燕山绒山羊原代黑色素细胞鉴定

２􀆰 ３　 ＫＲＴ１７ 在黑色素细胞中的表达

ＫＲＴ１７ 免疫组化结果见图 ３。 ＫＲＴ１７ 在黑色素细

胞中呈现免疫阳性表达 （图 ３Ｂ）， 表明 ＫＲＴ１７ 蛋白

在黑色素细胞中稳定表达。

图 ３　 ＫＲＴ１７ 蛋白在皮肤组织的毛囊黑色素细胞中的表达

２􀆰 ４　 ＫＲＴ１７ 干扰效率的验证

转染 不 同 ＫＲＴ１７ 干 扰 序 列 后， ｓｉＲＮＡ － １、
ｓｉＲＮＡ－２、 ｓｉＲＮＡ－３ 组相较于 ＮＣ 组， ＫＲＴ１７ ｍＲＮＡ

（图 ４） 和蛋白 （图 ５） 表达量均显著下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 其中 ｓｉＲＮＡ－３ 组 ＫＲＴ１７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

量最低， 说明 ｓｉＲＮＡ－３ 组干扰效率最显著， 后续试
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验以 ｓｉＲＮＡ－３ 组作为试验组。

不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 ４　 ＫＲＴ１７ 干扰效率的基因定量结果

图 ５　 ＫＲＴ１７ 干扰效率的蛋白定量结果

２􀆰 ５　 ＫＲＴ１７ 对黑色素生成的影响

通过 ＮａＯＨ 溶液裂解黑色素细胞， 测定黑色素在

４９０ ｎｍ 波长下的吸光度来间接确定干扰 ＫＲＴ１７ 基因

组相对于 ＮＣ 组的黑色素含量， 结果见图 ６。 结果发

现， ｓｉＲＮＡ－ ３ 组的黑色素含量为对照组的 １􀆰 ７ 倍

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 试验结果证实， 干扰 ＫＲＴ１７ 对山羊黑色

素细胞生成黑色素有促进作用。
２􀆰 ６　 ＫＲＴ１７ 对黑色素生成关键基因表达的影响

通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测了干扰 ＫＲＴ１７ 基因对 ＭＩＴＦ
及其下游基因 ＴＹＲＰ１、 ＤＣＴ 和 ＴＹＲ 表达的影响， 结

果见图 ７。 与对照组相比， ｓｉＲＮＡ － ３ 组 ＭＩＴＦ 的

ｍＲＮＡ 表达量显著升高 ０􀆰 ４ 倍 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＹＲＰ１ 的

ｍＲＮＡ 表达量显著升高 １􀆰 ４ 倍 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＤＣＴ 的

ｍＲＮＡ 表达量显著升高 ０􀆰 ２ 倍 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＹＲ 的

ｍＲＮＡ 表达量显著升高 ０􀆰 ２ 倍 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 由此可

见， 干扰 ＫＲＴ１７ 可以提高黑色素合成相关基因的表

达水平。

图 ６　 转染 ｓｉＲＮＡ－３ 后黑色素细胞中的黑色素含量变化

图 ７　 转染 ｓｉＲＮＡ－３ 后黑色素细胞 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲＰ１、
ＤＣＴ 和 ＴＹＲ 的 ｍＲＮＡ 表达量变化

３　 讨论

本研究从燕山绒山羊皮肤中成功分离、 培养并鉴

定了黑色素细胞， 通过多巴染色、 Ｍａｓｓｏｎ－Ｆｏｎｔａｎａ 黑

色素染色、 ｇｐ１００ 免疫组化等方法对黑色素细胞进行

了鉴定， 同时检测了黑色素合成相关基因 （ＭＩＴＦ、
ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１、 ＤＣＴ） 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 以此为模

型， 初步研究了 ＫＲＴ１７ 在调控黑色素合成中的潜在
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功能。 研究结果显示， 通过 ｓｉＲＮＡ 技术特异性干扰

燕山绒山羊黑色素细胞中 ＫＲＴ１７ 基因的表达， 导致

了细胞内黑色素含量显著上调 （增加约 ７０％）， 同

时， 黑色素合成通路的关键调控基因， 其 ｍＲＮＡ 转

录水平均呈现不同程度的上调。 这些结果表明，
ＫＲＴ１７ 在燕山绒山羊黑色素细胞中具有对黑色素合

成起负向调控的作用。
本研究在黑色素细胞的分离培养和鉴定方面通过

酶消化 （Ｄｉｓｐａｓｅ Ⅱ和胰蛋白酶） 分离耳后皮肤组织

黑色素细胞， 并利用多巴染色、 Ｍａｓｓｏｎ－Ｆｏｎｔａｎａ 黑色

素染色和黑色素特异性抗体 （如 ｇｐ１００） 等进行鉴

定， 这些方法与小鼠、 狐狸的黑色素细胞培养常规方

法一致［１２－１３］。
ＫＲＴ 作为细胞骨架中间丝蛋白家族的重要成员，

其传统功能主要被认为是维持上皮细胞的结构完整性

和机械韧性［１６］。 目前， 越来越多报道指出 ＫＲＴ 影响

色素沉着。 崔玉琮［１７］研究表明， ＫＲＴ２ 基因可通过刺

激羊驼皮肤黑色素细胞黑色素合成相关信号通路， 促

进黑色素的合成。 贾苇雪［１８］研究表明， ＫＲＴ５ 通过影

响 Ｎｏｔｃｈ 配体 Ｊａｇ１ 干预下游因子而引起黑素细胞黑素

生成及转运相关蛋白表达的异常。 Ｘｉｏｎｇ 等［６］ 研究表

明， 在山羊黑色皮层皮肤中， ＫＲＴ１ 的表达则显著下

调。 本研究发现， 干扰 ＫＲＴ１７ 后黑色素合成的核心

基因 ＭＩＴＦ 的 ｍＲＮＡ 表达上调了 ０􀆰 ４ 倍。 ＭＩＴＦ 能够

直接启动 ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１ 和 ＤＣＴ 等一系列下游生色基

因的转录， 从而驱动黑色素体的成熟与黑色素的生

成。 本试验中， ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１ 和 ＤＣＴ 的 ｍＲＮＡ 表达

分别上调 ０􀆰 ２、 １􀆰 ４ 和 ０􀆰 ２ 倍， 与 ＭＩＴＦ 的 ｍＲＮＡ 上

调趋势一致， 这为 ＫＲＴ１７ 通过抑制 ＭＩＴＦ 途径来调控

黑色素合成这一分子逻辑链提供了理论基础。
有研究表明， ＫＲＴ１７ 的 Ｃ－末端非螺旋结构域可

以与多种信号蛋白相互作用， 如 ＳＴＡＴ３ 和 Ａｋｔ１， 从

而调节细胞增殖、 分化和凋亡［１９－２０］。 例如， 在肝癌

细胞中， ＫＲＴ１７ 可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通

路促进细胞增殖［２０］， 在胃癌细胞中 ＫＲＴ１７ 的下调会

降低 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 的磷酸化［２１］。 在黑色素细胞中，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路已被证实能够磷酸化并抑制 ＭＩＴＦ 的活

性与转录功能［２２－２３］。 由此推测， 在正常的山羊黑色

素细胞中， ＫＲＴ１７ 可能作为支架蛋白， 稳定或促进

了某个上游抑制性信号复合体 （如 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路相

关组分） 的形成， 从而对 ＭＩＴＦ 途径施加持续的 “分
子刹车”。 当 ＫＲＴ１７ 被 ｓｉＲＮＡ 干扰后， 该抑制性复合

体的稳定性受损， “刹车” 被释放， 导致 ＭＩＴＦ 及其

下游靶基因表达上调， 最终促进黑色素合成。 在

ＫＲＴ１７ 与色素沉着关系的研究中， 本研究具有显著

的创新性。 目前， 鲜见关于 ＫＲＴ１７ 在黑色素细胞内

通过调控 ＭＩＴＦ－ＴＹＲ 轴影响黑色素合成的分子机制

研究报道。 本试验填补了 ＫＲＴ１７ 在黑色素细胞功能

研究中的空白。

４　 结论

本试验成功分离培养了燕山绒山羊原代黑色素细

胞， 并揭示了 ＫＲＴ１７ 作为燕山绒山羊黑色素细胞内

黑色素合成的潜在负向调控因子， 其功能通过抑制

ＭＩＴＦ 信号通路来实现。 研究结果为理解哺乳动物色

素沉着的调控机制提供了新的视角， 为未来通过生物

技术手段优化家畜毛色、 提升畜产品附加值开辟了新

的路径。
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