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　　摘要：为了研究ｃ－ＫＩＴ在不同毛色山羊皮肤组织中的表达与定位并探索ｃ－ＫＩＴ在毛色形成中的作用机制，以黑
山羊、白山羊为研究对象，利用实时定量ＰＣＲ技术分析其相对表达量，并采用免疫组织化学技术进行 ｃ－ＫＩＴ表达定
位分析。结果表明，在山羊皮肤组织中，ｃ－ＫＩＴ主要分布在皮肤上皮部、汗腺、皮脂腺、毛囊漏斗部以及内外根鞘。
ｃ－ＫＩＴ在黑山羊、白山羊毛色皮肤组织中表达部位、表达水平无显著差异，表明ｃ－ＫＩＴ的表达量、表达部位不是造成
黑山羊、白山羊色差异的主要因素。
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　　绒、毛及裘皮是山羊重要的经济性状，毛色表型特征的选
育尤其受到各国育种人员的关注［１］。探索山羊毛色形成的

机制可以为培育天然的彩色山羊提供理论基础。哺乳动物的

毛色表型特征主要是由毛发中黑色素的类型、数量决定的。

ｃ－ＫＩＴ编码的蛋白表达于黑素细胞前体物，肥大／干细胞生
长因子的受体（ｍａｓｔ／ｓｔｅｍｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｃ－ＫＩＴ）
属于跨膜酪氨酸激酶受体，参与黑素细胞形成、成熟、增殖、分

化及迁移等过程［２－４］。经过伊马替尼处理的人表皮黑素细胞

中，由于 ｃ－ＫＩＴ不能被磷酸化，从而可以抑制黑素细胞的迁
移［５］。张巧灵等通过免疫组化分析得到 Ｋｉｔ蛋白，在白色羊
驼皮肤毛囊内根鞘、外根鞘及其结缔组织中有一定量的表达，

但其在黄色羊驼表皮下层的结缔组织中只有很少量的表

达［６］。Ｋｉｔ在白色羊驼中显著表达，其相对表达量是棕色羊
驼的４．６０２９倍［７］。但是关于 ｃ－ＫＩＴ在山羊皮肤组织内的
表达及其是否与山羊毛色的形成有关未见报道。本试验以黑

色山羊、白色山羊为研究对象，首次对 ｃ－ＫＩＴ在不同毛色山
羊皮肤组织中的表达定位进行了研究，在转录水平对其在不

同毛色山羊皮肤组织中的表达情况进行了检测，探索该基因

与山羊毛色形成的关系，旨在为研究ｃ－ＫＩＴ调控山羊毛色形
成的分子机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
在河北省定州市随机挑选成年白色山羊、黑色山羊各３

只，选取体侧部位皮肤，用刮毛器刮净羊毛，用手术法取

１ｃｍ２左右皮肤组织６块。将用于总ＲＮＡ提取的３块皮肤快

速投入液氮中保存，将用于免疫组织化学分析研究的３块皮
肤投入１０％甲醛溶液中固定，石蜡包埋后制成组织切片。
１．２　主要试剂和仪器

兔抗人 ｃ－ＫＩＴ抗体（购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩＮＣ
公司）；封闭用山羊血清工作液、生物素标记的羊抗兔 ＩｇＧ、
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ工作液、ＤＡＢ显色试剂盒（均购自康为世
纪公司）；苏木素（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒（北京全
式金生物技术有限公司）；荧光定量试剂盒（日本东洋纺公

司）；其他常规试剂均使用国产分析纯试剂。ＰＣＲ仪（德国
Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）；ｉＱ５实时荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；
核酸蛋白测定仪 ＮＤ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；高速冷冻离心机
（Ｓｉｇｍａ公司）。
１．３　总ＲＮＡ的提取以及反转录合成

取冻存的山羊皮肤组织，按照ＲＮＡ提取试剂盒说明书进
行总ＲＮＡ提取，利用核酸蛋白测定仪进行浓度与纯度测定，
用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ质量。使用 Ｍ－ＭＬＶ反转
录酶进行 ｃＤＮＡ第一链合成，配制模板 ＲＮＡ１０μＬ、ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１８５μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ１５μＬ的混合液；７０℃保温
１０ｍｉｎ，冰上急冷２ｍｉｎ。短暂离心后分别加入１０μＬ５×Ｍ－
ＭＬＶＢｕｆｆｅｒ、２．５μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、１．２５μＬＲｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、１．２５μＬＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
Ｍ－ＭＬＶ和５μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ。４２℃保温１ｈ，７０℃保
温１５ｍｉｎ后冰上冷却。逆转录产物保存于－２０℃备用。
１．４　山羊皮肤组织中ｃ－ＫＩＴ的ｑＲＴ－ＰＣＲ
１．４．１　反转录合成ｃ－ＫＩＴ的ｃＤＮＡ　根据山羊ｃ－ＫＩＴ的基
因序列以及ＧＡＤＰＨ的基因序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计特
异性引物，由华大六合基因公司合成。引物序列如下：ｃ－ＫＩＴ
基因正引物：５′－ＧＧＣＣＣＡＣＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＡＣＡＧＡＡＴＡＴ－３′，
反引物：５′－ＴＧＴＣＴＧＣＣＧＣＣＴＴＧＧＴＴＧＧＴＡＣ－３′，预期扩增片
段大小为２２５ｂｐ；ＧＡＤＰＨ基因正引物：５′－ＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴ
ＴＧＴＣＡＧＣ－３′，反引物：５′－ＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣ－３′，
预期扩增片段大小为１０７ｂｐ。ＰＣＲ反应体系总体积为５０μＬ，
包含 ｃＤＮＡ２μＬ，上下游引物各 ２μＬ，２ｘＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ 预变性
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１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３６个循环；最后
７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。扩增结束后用 １％琼脂糖凝胶对产物进
行电泳检测和回收纯化，连接 ｐＥＡＳＹ－Ｔ３载体并转化
ｔｒａｎｓ１－ｔ１感受态细胞，选取阳性重组子后送北京中科希林生
物科技有限责任公司测序，确定为阳性的克隆提取质粒。

１．４．２　测定ｃ－ＫＩＴ基因表达量　取反转录合成的ｃＤＮＡ，每
个ｃＤＮＡ分别使用的引物对ｃ－ＫＩＴ与内参ＧＡＰＤＨ进行实时
定量 ＰＣＲ扩增。优化后的反应体系：ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲ
ｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７μＬ，总计２０μＬ。扩增程序：９５℃ ４５ｓ；９５℃ １５ｓ，６２℃
１５ｓ，７２℃ ４５ｓ，共４０个循环。每个样本设３次重复。反应
结束后以溶解曲线来判定反应的特异性。

１．４．３　数据分析　利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行数据分析，
结果均用平均值±标准误表示，其中基因的表达量结果经内
参基因ＧＡＰＤＨ表达量校正。分别扩增ＳＣＦ、ＧＡＰＤＨ基因，通
过２－ΔΔＣＴ法计算ＳＣＦ基因在不同毛色山羊皮肤组织中的相对
表达水平，ΔＣＴ目的基因 ＝ＣＴ目的基因 －ＣＴ内参基因，ΔΔＣＴ＝ΔＣＴ黑色山羊 －
ΔＣＴ白色山羊，ＳＣＦ基因ｍＲＮＡ表达差别倍数以２

－ΔΔＣＴ表示。

１．５　山羊皮肤组织中ｃ－ＫＩＴ的免疫组化分析
将固定在１０％甲醛溶液的皮肤组织取出，经过脱水、二

甲苯透明、浸蜡、包埋、修块、切片，获得厚度为５μｍ的石蜡
切片。石蜡切片脱蜡至水，用 ３％过氧化氢甲醇溶液处理
２０ｍｉｎ，灭活内源性过氧化物酶；用 ＰＢＳ清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。０．１％胰蛋白酶抗原修复；室温下用山羊血清封闭
２０ｍｉｎ，去掉封闭液，滴加一抗（１∶８０稀释），４℃孵育１６ｈ，
３７℃复温２０ｍｉｎ，ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照；ＰＢＳ清洗后滴
加二抗（生物素标记的羊抗兔ＩｇＧ），室温孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ清
洗后加入Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ工作液，室温孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ清
洗后滴加ＤＡＢ显色液显色，显微镜下观察显色程度，自来水
冲洗终止反应，苏木素复染。梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树胶封固，显微镜下观察拍摄。

２　结果与分析

２．１　山羊皮肤组织中总ＲＮＡ的提取
将所提取的皮肤组织总 ＲＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进

行检测，电泳条带清晰，２８Ｓ、１８Ｓ清晰可见（图１）。用核酸
测定仪进行ＲＮＡ样品测定，Ｄ２６０ｎｍ与Ｄ２８０ｎｍ比值为１．８～２．０。

２．２　山羊皮肤组织中ｃ－ＫＩＴ的ｑＲＴ－ＰＣＲ
２．２．１　实时荧光定量试验　经过 ＰＣＲ条件优化，成功扩增
了与预期大小一致的片段，电泳检测显示条带清晰整齐，扩增

结果良好。对鉴定为阳性的重组质粒按１０倍倍比稀释，进行
实时荧光定量ＰＣＲ扩增，由图２、图３可以看出 ｃ－ＫＩＴ、ＧＡＤ
ＰＨ基因的扩增产物ＣＴ值均一，熔解曲线只有１个明显的峰，

表明在实时荧光定量ＰＣＲ过程中，荧光信号均来自于特异性
扩增产物，且没有产生非特异性扩增及引物二聚体。根据荧

光值的变化规律，系统自动生成起始模板浓度与ＣＴ值间的回
归曲线，该标准曲线检测灵敏度为１０９～１０５个模板。ｃ－ＫＩＴ
基因的回归方程为 ｙ＝４０．１０８－３．２７５ｘ，ｒ２＝０．９９２；ＧＡＤＰＨ
基因的回归方程为 ｙ＝４５．３５１－３．２７６ｘ，ｒ２＝０．９９８。由此可
见，所建立的回归方程可以用于实时荧光定量试验。

２．２．２　实时荧光定量结果　根据２－ΔΔＣＴ相对定量方法的结
果，表明ｃ－ＫＩＴ基因在黑色山羊皮肤中的ｍＲＮＡ表达水平是
白色山羊的１．２８倍，且差异不显著。
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２．３　山羊皮肤组织中ｃ－ＫＩＴ的免疫组化结果
山羊皮肤组织中ｃ－ＫＩＴ的免疫组织化学结果见图４，结

果显示，在白色山羊、黑色山羊皮肤组织中，ｃ－ＫＩＴ主要定位
在细胞膜上，在皮肤上皮、毛囊漏斗部、外根鞘、内根鞘、皮脂

腺以及汗腺有阳性着色，对照组无着色。对不同毛色山羊皮

肤组织中的阳性细胞平均光密度进行测定比较，结果表明，

ｃ－ＫＩＴ在白色山羊、黑色山羊皮肤组织中阳性细胞（毛囊漏
斗部、外根鞘、内根鞘）的表达量不存在显著差异。

３　结论与讨论

本研究结果表明，ｃ－ＫＩＴ在不同毛色山羊皮肤组织中主
要分布于表皮、毛囊内外根鞘、毛囊漏斗部、皮脂腺、汗腺中，

并且黑色山羊、白色山羊皮肤组织中 ｃ－ＫＩＴ的表达部位、表
达量无显著差异。ｃ－ＫＩＴ表达于黑素细胞前体物，作为肥
大／干细胞生长因子受体（ｍａｓｔ／ｓｔｅｍｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ｃ－ＫＩＴ），属于跨膜酪氨酸激酶受体，参与黑素细胞的形
成、成熟、增殖、分化及迁移等过程［２－４］，在物种毛色形成中起

重要作用。在正常人皮肤中，ｃ－ＫＩＴ表达于表皮、毛囊漏斗
部、外根鞘。在羊驼皮肤中，ｃ－ＫＩＴ主要在毛囊永久部检测
到信号［８］。ｃ－ＫＩＴ在山羊皮肤中主要表达于上皮、汗腺、皮
脂腺、毛囊漏斗部、内外根鞘，这与在其他物种中的报道相符，

这提示ｃ－ＫＩＴ在山羊毛色形成过程中可能与在其他物种中
所起的功能相似或相同。ｃ－ＫＩＴ在黑色山羊、白色山羊皮肤
组织中的表达部位相同，而且其 ｍＲＮＡ表达量无显著差异，
说明ｃ－ＫＩＴ在皮肤组织中的表达并不是导致试验所选不同
山羊毛色差异的主要因素。人角蛋白细胞和黑素细胞研究发

现，经过紫外线诱导后，皮肤中 ｃ－ＫＩＴ及其膜结合型的 ＳＣＦ
配体的表达量显著升高［９］，表明在 ＳＣＦ／ｃ－ＫＩＴ系统中，表皮
黑色素着色过程起到调节作用，ｃ－ＫＩＴ在黑山羊、白山羊表
皮中均有明显表达，但观察到的黑色素数量却差异显著，所以

推测不同黑山羊、白山羊皮肤中还存在其他关键因素影响山

羊表皮中黑色素的生成。在山羊皮肤组织中，ｃ－ＫＩＴ主要分
布于表皮、汗腺、皮脂腺、毛囊漏斗部、内外根鞘的上皮细胞、

毛球部的黑素细胞以及肥大细胞中。皮肤上皮细胞具有较强

的分裂潜力，能够分化为具有间充质特性的细胞来修复组织

损伤［１０－１１］。因此有学者认为，与 ＫＩＴ有关系的肥大细胞，部
分种类的造血干细胞、生殖细胞、黑素细胞以及胃肠道的卡哈

尔氏间质细胞在特定条件下都具有较强的分裂能力［１２－１３］。

因此 ｃ－ＫＩＴ主要表达于具有较强分裂增殖潜力的细胞中，
ｃ－ＫＩＴ还可能与皮肤细胞的更新有关。
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猪 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３单核苷酸多态性
及其与 ＰＲＲＳＶ易感性的关联
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　　摘要：ＳＬＡ－ＤＲＢ１是影响猪体免疫反应、疾病感染和疫苗应答的重要因子。本研究对猪ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子
３序列进行扩增和测序，筛选多态性位点，分析其与 ＰＲＲＳＶ（猪繁殖与呼吸综合征病毒）易感性的相关性。测序发现
ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３存在４个单碱基突变（ｇ．１７Ｇ／Ａ、ｇ．９５Ｃ／Ｔ、ｇ．１３７Ｇ／Ｃ和 ｇ．２３２Ｇ／Ｃ）。针对 ｇ．２３２Ｇ／Ｃ建立
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ方法，检测６个猪种群共２２７个样本，发现在大白姜曲海杂交猪、姜曲海猪、长白猪、定远猪和杜洛克猪中
有ＧＧ（０．４３，０．８０，０．５９，０．５４，０．８３）和ＧＣ（０．５７，０．２０，０．４１，０．４６，０．１７）２种基因型，其他群体均为ＧＧ型。不同基因
型猪肺泡巨噬细胞中ＰＲＲＳＶ拷贝数在接毒后６、１２、１８、２４、３６ｈ差异均不显著（Ｐ＞０．０５），不同基因型猪血液中病毒
载量在接毒后４、７、１１、１４、２１、２８、３５、４２ｄ差异均不显著（Ｐ＞０．０５），不同基因型对猪体质量和日增质量的影响不显著
（Ｐ＞０．０５）。提示ＳＬＡ－ＤＲＢ１的ｇ．２３２Ｇ／Ｃ突变与 ＰＲＲＳＶ抗性无显著关联。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是一种高度传染性疾病，
以母猪繁殖障碍和仔猪的呼吸道疾病为特征，造成怀孕母猪

流产、产死胎和仔猪的高死亡率等［１］。其病原猪繁殖与呼吸

综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）具有高度变异性、抗体依赖性复制增
强、巨噬细胞嗜性和持续性感染等特征［２］，导致现有的疫苗

不能很好地控制ＰＲＲＳ的流行，ＰＲＲＳ的防治仍然是养猪业头
等难题之一［３－４］。因此，猪对 ＰＲＲＳＶ的抗性也日益受到关
注。国外已有多个课题组分别在体内外研究了 ＰＲＲＳＶ在不
同猪种肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）中复制和生长的特征，发现猪对
ＰＲＲＳＶ抗性或易感性存在品种（系）间的遗传差异［５］。

Ｍｕｒｔａｕｇｈ等研究了猪对ＰＲＲＳＶ的免疫应答，指出疾病的严重

性在猪品种间和群体间存在变异［６］。Ａｉｔ－Ａｌｉ等的研究表明
ＰＲＲＳＶ在来源于长白猪的ＰＡＭ中的复制相对于其他商业遗
传品系包括大白猪、皮特兰和另外２个合成系显著延迟、缓
慢，然而，关于猪ＰＲＲＳＶ抗性的遗传机制尚不清楚［７］。

猪的主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）即猪白细胞抗原
（ＳＬＡ），它是由紧密连锁、高度多态的基因位点所组成的染色
体上的一个遗传区域，其基因产物为 ＭＨＣ抗原，主要功能是
抗原递呈，与动物的抗病性有着密切的关系［８］。ＳＬＡ按其抗
原结构和功能主要分为３大类，即Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类，ＳＬＡ－ＤＲＢ１
属于Ⅱ类分子。目前，国内外对ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因的研究主要
集中在第二外显子多态性的研究上。张冬杰等通过对

ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因整个编码区进行分析，发现突变大多集中在
第二外显子处，其他３个外显子突变较少［９］。徐如海等研究

表明，ＳＬＡ－ＤＲＢ１近端调控区存在 ２４个多态位点，其中
Ｇ－１４６Ｔ位点与仔猪大肠杆菌 Ｋ８８ａｂ黏附表型存在显著的
关联［１０］。

Ａｒｃｅｏ等对２００头杂交猪进行 ＰＲＲＳＶ攻毒时发现，高病
毒载量低体质量增加组相对于低病毒载量低体质量增加组

ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因表达量降低，提示 ＳＬＡ－ＤＲＢ１可能在猪抗
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