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　　摘要：表皮内干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，简称ＳＣＦ）是由角化细胞合成并分泌到细胞间隙，参与黑色素细胞存活、
增殖和黑色素生成。为确定黑色素细胞能否合成ＳＣＦ，分离培养绵羊的皮肤黑色素细胞，并运用免疫荧光技术对黑色
素细胞内ＳＣＦ进行检测，结果显示，分离培养的黑色素细胞特征明显，且在黑色素细胞中检测到存在ＳＣＦ蛋白。据此
可以推测黑色素细胞也能合成ＳＣＦ，它在黑色素细胞存活、增殖和黑色素生成中发挥重要作用。
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　　干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，简称 ＳＣＦ）又被称
为肥大细胞因子或ｃ－ｋｉｔ配体，是一种膜锚定的非
共价结合二聚体，通过与 ｃ－ｋｉｔ受体结合进行信号
转导，是造血干细胞、生殖细胞、黑色素细胞和肥大

细胞迁移、存活和增殖所必需的［１］。ＳＣＦｍＲＮＡ通
过选择性剪接形成２个不同的跨膜前体，可对细胞
表面蛋白酶的敏感性进行区分。较大的剪接变异

体（ＳＣＦ－Ｍ１）包含１个蛋白水解位点，可迅速产生

可溶性ＳＣＦ蛋白（Ｓ－ＳＣＦ），而较小的剪接变异体
（ＳＣＦ－Ｍ２）缺乏这个蛋白水解位点，可形成膜结合
形式ＳＣＦ蛋白（Ｍ－ＳＣＦ）。然而，较小的剪接变异
体的替代水解位点也会被加工，但效率很低。Ｓ－
ＳＣＦ调控黑色素前体细胞的迁移，相对地，Ｍ－ＳＣＦ
向表皮的黑色素细胞传递导向、存活和增殖

信号［２］。

先前的研究表明，表皮 ＳＣＦ是由角化细胞衍生
形成的，通过与黑色素细胞膜上的 ｃ－ｋｉｔ结合影响
黑色素细胞的存活、迁移和增殖以及黑色素合

成［３］。为明确ＳＣＦ在黑色素细胞中的表达部位，本
研究分离培养绵羊黑色素细胞，并用免疫荧光对绵

羊皮肤黑色素细胞中的 ＳＣＦ蛋白的表达进行定位
研究，以期为进一步研究其在黑色素细胞存活、增

殖及色素生成中的作用提供基础。
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１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验以１岁龄黑白花绵羊为研究对象，用取

皮器取黑色皮肤（直径约１ｍｍ）进行黑色素细胞的
分离。

１．２　皮肤黑色素细胞的分离培养
在超净工作台中，将绵羊皮肤放入７５％酒精中

浸泡约１０ｍｉｎ，用含双抗（青霉素１００ＩＵ／ｍＬ，链霉
素１００ＩＵ／ｍＬ）的磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）漂洗３～５
次，将皮肤组织剪成２ｍｍ×２ｍｍ的小块，真皮朝下
放入无菌培养皿中，加入 ０．０５％ ＤｉｓｐａｓｅⅡ酶
１０ｍＬ，４℃下消化１６ｈ，采用眼科镊分离开真皮和
表皮，将表皮放入０．２５％胰蛋白酶 －乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）溶液中，室温下孵育５ｍｉｎ，随后加入等体
积含１０％ ＦＢＳ的培养基终止消化，转入细胞培养箱
中（含５％ ＣＯ２）孵育１ｈ，反复吹打，形成黑色素细
胞悬液，采用２００目细胞筛进行过滤，收集过滤液，
低速冷冻离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），弃上清，加入
２ｍＬ含双抗和生长因子的 ＭＥＬＭ（ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ）培养
基，然后进行细胞计数，调整细胞浓度至 ５×
１０４个／ｍＬ，转移至六孔细胞培养板中，每孔加入
１ｍＬ细胞悬液，再加入等体积的细胞培养基，置于
ＣＯ２细胞培养箱中，３７℃培养 ４８ｈ，更换培养基，继
续培养，待细胞生长至约８０％进行传代培养。细胞
传代时使用０．２５％胰蛋白酶进行消化。

１．３　免疫荧光
对浓度达到约８０％的细胞进行传代培养，将其

转移至铺有盖玻片的细胞培养板中，待细胞生长至

浓度约为８０％时，去掉培养基，用 ＰＢＳ洗３次。取
出附着有细胞的盖玻片，注意不要触碰到细胞，加

入４％多聚甲醛冰上固定１５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次，每
次３ｍｉｎ，往载玻片上滴加０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，以
覆盖全部细胞为宜，室温孵育 ２０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗 ３
次，每次３ｍｉｎ，滴加山羊血清，室温封闭３０ｍｉｎ，用
ＰＢＳ洗３次，滴加 ＳＣＦ抗体（一抗，ａｂ６４６７７，ａｂｃａｍ，
１∶２００稀释）稀释液，以滴加ＰＢＳ为对照组，放入温
盒中，４℃过夜孵育第 ２天取出，在室温下复温
３０ｍｉｎ，用ＰＢＳＴ（ＰＢＳ溶液加Ｔｗｅｅｎ－２０）洗３次，每
次３ｍｉｎ，滴加链霉素和素－生物素－过氧化物酶复
合物 －异硫氰酸荧光素（ＳＡＢＣ－ＦＩＴＣ）（山羊 ＩｇＧ）
（荧光二抗，１∶１００，博士德）３７℃孵育１ｈ，用ＰＢＳＴ
洗３次，吸干水，用抗荧光衰减封片剂封片，荧光显
微镜蓝光激发荧光下观察、采集图像。

２　结果与分析

２．１　绵羊皮肤黑色素细胞的形态特征观察
对分离培养的第３代绵羊黑色素细胞进行形态

学观察，结果（图 １）发现，绵羊黑色素细胞生长较
快，排列紧密，呈鹅卵石状排列，细胞有突起，突起

数量为１～３个，细胞排列密集时，突起较少，而分布
稀疏部位的细胞突起较多且明显。

２．２　绵羊皮肤黑色素细胞中ＳＣＦ的表达定位
通过免疫荧光技术对绵羊皮肤黑色素细胞中

的ＳＣＦ蛋白进行检测，由图２可知，ＳＣＦ蛋白可在绵
羊黑色素细胞中表达，主要分布在细胞质中，尤其

是细胞核的周围。

３　讨论

对黑色素细胞的分离多采用酶消化法，主要有

ＤｉｓｐａｓｅⅡ酶联合胰蛋白酶消化法和胰蛋白酶独立
消化法，因胰蛋白酶对细胞的损伤作用较明显，本
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研究采用ＤｉｓｐａｓｅⅡ酶联合胰蛋白酶消化法来分离
绵羊皮肤的黑色素细胞。白瑞等发现，ＤｉｓｐａｓｅⅡ酶
处理组收集的黑素细胞明显多于其他组，说明

ＤｉｓｐａｓｅⅡ酶能更好地分离皮肤，并且能更完全地摧
毁皮肤的基底层，使黑色素细胞更完全地暴露出

来，便于收集到更多的黑色素细胞，同时，由于胰蛋

白酶的处理时间缩短，大大降低了对细胞的损伤，

使细胞活性和生长状态更好［４］。牛牧采用酶消化

法联合组织块法对人的皮肤黑色素细胞进行分离，

发现原代细胞的数量虽然稍少，但细胞树突较多、

交织成网、贴壁良好［５］。本研究获得的黑色素细胞

形态、结构与先前的研究［６－７］相符合。

ＳＣＦ／ｃ－ｋｉｔ信号通路在黑色素细胞中能诱导小
眼畸形相关转录因子（ＭＩＴＦ）和酪氨酸相关蛋白酶
１（ＴＹＲＰ１）的转录，ＴＹＲＰ１是酪氨酸酶（ＴＹＲ）家族
成员之一，该家族能直接催化黑色素的生成，而

ＭＩＴＦ通过与该基因家族的启动子结合促进其表达，
从而促进黑色素合成［８－１１］。本研究结果显示，ＳＣＦ
在黑色素细胞中存在，这为研究 ＳＣＦ在黑色素细胞
中的功能提供了新方向。另外，ＳＣＦ在细胞核周围
区域分布丰富，这可能是由于基因在细胞核内转

录，细胞质中翻译成蛋白质。

４　结论

本研究成功分离培养绵羊黑色素细胞，观察发

现，细胞特征明显。ＳＣＦ可在黑色素细胞中表达，且
集中表达区域为细胞核的周围。
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ｍａｍｍａｌｉａｎｓｋｉｎａｎｄｉｔｓｈｏｒｍｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｒｅｖｉｅｗｓ，２００４，８４（４）：１１５５－１２２８．

［３］ＳｈａｎＪ，ＹｕＸＪ，ＤｏｎｇＣＳ．ＭｉＲ－１３７ａｆｆｅｃｔｓｍｅｌａｎｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ

ｍｏｕｓｅｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｂｙｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃ－ＫｉｔａｎｄＴｙｒｐ２

ｉｎＳＣＦ／ｃ－Ｋｉｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１６，８０（１１）：２１１５－２１２１．

［４］白　瑞，于志慧，杨　刚，等．不同消化酶对羊驼皮肤黑素细胞分

离的影响［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１２，３９（８）：１３６－１３８．

［５］牛　牧，李其林，何丹华，等．酶消化法联合组织块法与经典酶消

化法体外分离培养黑色素细胞的比较［Ｊ］．广东医学，２０１３，３４

（４）：５０１－５０４．

［６］鲍加荣，刘学庆，岳志刚，等．赤狐皮肤黑色素细胞的分离与体外

培养［Ｊ］．南方农业学报，２０１５，４６（８）：１５１１－１５１５．

［７］田颖刚，廖春艳，徐德利．乌骨鸡皮肤黑色素细胞的原代培养及

鉴定［Ｊ］．中国家禽，２０１４，３６（１２）：６－１０．

［８］ＬｕｏＤ，ＣｈｅｎＨ，ＳｅａｒｌｅｓＧ，ｅｔａｌ．ＣｏｏｒｄｉｎａｔｅｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｃ－ＫｉｔｗｉｔｈｔｙｒｏｓｉｎａｓｅａｎｄＴＲＰ－１ｉｎｍｅｌａｎｉｎｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ
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ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｂｙＫｉｔ／ＳＣＦ－Ｒ［Ｊ］．ＭｅｌａｎｏｍａＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９５（５）：

３０３－３０９．　

［９］ＷｕＭ，ＨｅｍｅｓａｔｈＴＪ，ＴａｋｅｍｏｔｏＣＭ，ｅｔａｌ．ｃ－Ｋｉｔｔｒｉｇｇｅｒｓｄｕａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｐｌｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｆａｃｔｏｒｍｉ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０００，１４

（３）：３０１－３１２．

［１０］ＢｅｎｔｌｅｙＮＪ，ＥｉｓｅｎＴ，ＧｏｄｉｎｇＣＲ．Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ：ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｔｈｅｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ

ｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｒｏｌｅｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｏｒ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９４，１４（１２）：７９９６－８００６．

［１１］Ｋｅｎ－ＩｃｈｉＹ，ＹｏｋｏｙａｍａＫ，ＴａｋａｈａｓｈｉＫ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓ
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—１８—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１６期


