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Slc24a5在不同毛色绵羊皮肤中的表达和定位研究 
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摘 要 ：为研究阳离子交换体(solute carrier family 24 member 5，Slc24a5)在不同毛色绵羊皮肤中的表达情 

况，探究其与毛色形成之间的关系采用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)技术分析黑色和白色绵羊皮肤中 Slc24a5的 

相对表达量，并运用 Western blot和免疫组织化学方法对不同体色绵羊皮肤中 Slc24a5蛋白的表达和定位情况进行 

分析．结果显示：Slc24a5基因在黑色绵羊皮肤组织中的相对表达量是 白色绵羊皮肤组织的 2O．53倍 (P<0．01)； 

Western blot印迹结果证实绵羊皮肤组织总蛋白中存在分子量约为 51 kD的蛋白质条带，且黑色绵羊皮肤平均蛋白 

表达量显著高于白色绵羊(P<O．01)．免疫组织化学结果显示，Slc24a5在绵羊皮肤毛囊外根鞘和毛基质处均呈阳性 

表达，且根据光密度值分析显示，Slc24a5在黑色绵羊中的平均蛋白质表达量显著高于白色绵羊．以上研究结果显示 

Slc24a5可能与绵羊毛色形成具有一定的相关性． 
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阳离子交换体(solute carrier family 24 member 5，Slc24a5)是溶质载体家族成员之一，最初在研究斑马 

鱼时被发现，参与调控斑马鱼的金色表型r1]．Lamason等证实，斑马鱼的金色表型是由于 S1c24a5变异，致使 

皮肤黑色素细胞和视网膜色素上皮细胞黑色素小体体积变小、数量减少、密度降低，黑色素沉积延迟和减 

少[2]．此外，对鸡视网膜色素上皮细胞 Slc24a5基因进行 siRNA干扰，发现色素细胞合成黑色素的能力受到 

抑制，影响黑色素的沉积_3]．近年来，国内外研究人员对 Slc24a5在色素调控功能上开展了大量研究，但主要 

集中于人L4]、小鼠[5]、斑马鱼[2]和禽类[6]，在毛用动物毛色形成方面尚未见相关报道．绵羊是重要的经济动 

物，具有多种天然色的表型L7]，本实验以白色和黑色绵羊为研究对象，通过 qRT-PCR技术检测 Slc2~a5 mR— 

NA的表达差异，并利用 Western blot和免疫组织化学方法检测其在不同被毛颜色绵羊皮肤组织中的蛋白 

表达和定位情况，探索 Slc24a5与绵羊毛色形成之间的关系，为研究绵羊毛色形成机理提供理论依据． 

1 材料与方法 

1．1 材料 

Trizol Reagent购自Invitrogen公司，荧光定量试剂盒购自TaKaRa公司，兔抗 Slc24a5多克隆抗体，辣 

根过氧化物酶标记(HRP)一山羊抗兔 IgG均购自北京博奥森生物技术公司，总蛋白提取试剂盒购 自普利莱 

基因技术有限公司 ，蛋 白 Marker购 自 Fermentas公司． 

随机选取白色和黑色绵羊各 3只(山西农业大学绵羊基地)．刮毛后用取皮器取绵羊皮肤组织 3块只_。， 

1块置于 Bouins液固定，制作组织切片，供免疫组织化学研究；另 2块液氮保存，RNA和蛋白质提取备用． 
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1．2 RNA提取及 RT-PCR扩增 

取液氮冻存的绵羊皮肤组织，Trizol试剂盒提取其 RNA，电泳检测其完整性，并通过 ND-1000核酸蛋白测 

定仪测定其浓度与 OD值．利用在线 Primer 3．0 软件设计绵羊 Slc24a5引物，NCBI BLAST初步检测引物 

的特异性．引物由深圳华大公司合成，序列为：上游引物 5’一ACAGGAAATAGCACCCA 3’，下游引物 5 

TACTCATCGCAGACAAAT一3’． 

将各样本 RNA归为同一浓度，按照 TaKaRa公司的反转录试剂盒方法进行 cDNA合成．以cDNA为模 

板，进行产物的 PCR扩增．扩增产物 1 琼脂糖凝胶检测目的条带，凝胶成像系统采集图像，胶回收目的条 

带进行测序． 

1．3 qRT—PCR扩增 

每个样本 cDNA使用 Slc24a5和 18S的引物进行 qRT—PCR扩增，优化后的反应体系(20／zL)：12．5 L 

SYBR Premix Ex TaqTM II，1．0 L上下游引物，0．5 L ROX reference dye，1．0 L cDNA，9 L超纯水． 

扩增程序 ：95℃预变性 30 S，95℃ 5 S，55℃ 20 S，72℃10 S，40个循环 ，95℃1 rain，55℃ 30 S，95℃ 30 S． 

每个样本 Slc24a5基因、18s基因重复 3次．反应结束，由熔解曲线判定反应的特异性，根据扩增曲线的 CT 

计算定量结果．通过 2-c 法计算 Slc24a5在白色和黑色绵羊皮肤组织中的相对表达水平，CT—CT 

CT ，CT=(cT CT。。 )绵羊实验组一(CT CT )绵羊对照组，Slc24a5 mRNA表达差别倍数以 2-盯 

表示． 

1．4 Western印迹 

提取绵羊皮肤组织总蛋 白．每孔上样 30 g总蛋 白进 行 SDS—PAGE电泳 ，转印至 PVDF膜．PVDF膜 

5 9／6脱脂奶粉摇床封闭 1 h．将转印膜放入培养皿中，加入兔抗 Slc24a5多克隆抗体(TBST 1：250稀释)4℃ 

摇床过夜．TBST清洗 4次，每次 5 min．HRP一山羊抗兔 IgG(TBST 1：5000稀释)室温孵育 2 h．取出转印 

膜，TBST清洗 4次，每次 5 rain．获取图像，储存分析． 

1．5 免疫组织化学 

Bouins固定液中的绵羊皮肤组织 ，石蜡包埋后切成 5 tzm 的切 片．将切好 的石蜡切 片常规脱水 ，用超纯 

水新配制 3 H O ，室温 10 min灭活内源性过氧化物酶．PBS缓冲液清洗3次，每次 5 rain，滴加5 非免疫 

牛血清，封闭20 min．甩干后滴加兔抗 Slc24a5多克隆抗体(1：80)，室温放置30 rain，4℃过夜．室温放置 

30 rain，用 PBS缓冲液清洗 3次，每次 5 rain，滴加 1：100 HRP一山羊抗兔 IgG，37℃孵育 30 min．用 PBS缓 

冲液清洗 3次，每次 5 rain，滴加 DAB显色 5 min．PBS缓冲液清洗，苏木精轻度复染、脱水、透明，中性树胶 

封片．用 PBS代替一抗作为阴性对照． 

1．6 图像分析及统计学分析 

应用 Image—pro Plus 6．0软件(美国 Media Cybernetics公司)分析不同毛色绵羊皮肤组织总蛋 白的 

Slc24a5和 B—actin免疫 印迹结果，测定 目的条带面积和平均光密度 ，蛋 白质总量一条带面积 ×平均光密度， 

Slc24a5与内参蛋白8一actin对比，进行半定量分析．所得数据用 SPSS16．0进行统计学分析，分析结果用平 

均值±标准误(Means±SE)表示． 

2 结 果 

2．1 RT-PCR扩增 ． 

Slc24a5经 PCR扩增获得长度为 152 bp的片段，与预期片段大小一致．由图 1可知，条带较清晰整齐， 

扩增结果良好． · 

2．2 qRT-PCR扩增 

qRT—PCR结果显示，Slc24a5基因在黑色绵羊皮肤组织中mRNA相对表达水平为18．145 8±3．119 0， 

在白色绵羊皮肤组织中的相对表达水平为 0．883 8±0．010 7，二者差异极显著(P<0．01)(图 2)． 

2．3 Western印迹分析 ． 

Western blot结果显示，绵羊皮肤总蛋白中存在能与兔抗 Slc24a5多克隆抗体发生免疫阳性反应的蛋 
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Expression and Tissue Distribution Analysis of Slc24a5 
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Abstract：To study the relationship between solute carrier family24 member5(Slc24a5)and alpaca coat color formation． 

We clone the partial length of coding sequence of sheep S1c24a5 gene and analyzed the expression patterns using real time PCR， 

western blot and immunohitochemistry．The results showed the mRNA transcript leve1 of Slc24a5 in black sheep skin was 

2O．53 times than that in white sheep(P< O．01)．The Slc24a5 protein was detected at 51 kD in the total protein and the ex— 

pression level was significant higher in black sheep versus white sheep(P< O．O1)．Additionally，immunohistochemical analysis 

further demonstrated that Slc24a5 staining was robustly increased in the outer root sheath and hair matrix of black sheep skin 

compared with white，and the expression of Slc24a5 were significantly different between the black and white sheep skin based 

on the average optical density in black sheep skin was significantly higher than that in white one．The above results exhibited 

that Slc24a5 may involve in the coat color formation in sheep skin． 

Keywords：Slc24a5；sheep；expression；distribution 


