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摘要 试验采用免疫组织化学染色对乌骨山羊不同被毛颜色皮肤中的黑色素细胞进行定位,再用多巴组织

化学染色法对皮肤中有黑色素分泌的黑色素细胞进行定位,以 HE染色法对黑色素细胞的形态进行观察。免疫

组织化学染色结果显示,乌骨山羊皮肤中的黑色素细胞主要分布在表皮基底层和毛囊中;多巴组织化学染色结

果显示,表皮中没有阳性反应,黑色被毛毛球部及外根鞘均有阳性反应,白色被毛毛球部及外根鞘则没有阳性反

应,说明黑色被毛毛球部及外根鞘有成熟的黑色素细胞存在并能合成黑色素。HE染色结果显示,黑色被毛毛

囊外毛根鞘中的黑色素细胞和周围细胞区分明显,呈空泡状和活化状态,周围有大量黑色素颗粒分布,白色被毛

毛囊外根鞘黑色素细胞呈椭圆状,没有黑色素产生,和周围细胞难以区分。因此,乌骨山羊黑色被毛毛囊外根鞘

中黑色素细胞的活化可能参与了乌骨山羊毛色和乌质性状的形成。
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  乌骨山羊是我国湖北特有的珍稀地方山羊品

种,主要分布于湖北通山山区,近年来也被相继引种

至云南、重庆和宁夏等地。它的主要特征是皮肤、肌
肉、骨膜、内脏器官等处含有大量黑色素颗粒而呈乌

黑色,具有“乌骨乌肉”的特点。
黑色素颗粒主要是由黑色素细胞生产和存储

的,黑色素细胞根据特征不同分为三个群体:第一类

分布在表皮,它们只有少量黑色素沉积;第二类分布

于毛囊外根鞘中,它们的形态较小,没有黑色素分

泌,但是能够增生分化;第三类分布于毛球部,形态

较大并且有大量黑色素分泌,但是却不能增生分

化[1-2]。研究显示,表皮黑色素细胞较不规则,它们

一般有形成空泡的趋势,胞核较大,成熟的黑色素细

胞还有明显的树突,有时数个细胞相互接触,形成黑

色素细胞簇,有的具有非典型的胞核或者整个细胞

呈现出多形性,部分细胞还存在于真皮和表皮连接

处的上方[3]。毛囊外根鞘部位是黑色素细胞干细胞

存在的部位,是表皮黑色素细胞和毛球部黑色素细

胞的储库[4],此处的黑色素细胞胞体趋圆,树突不明

显,周边未见黑色素颗粒存在,处于未活化的状

态[5]。毛球部的黑色素细胞较为成熟,它们体积大,

树突长,含有较多的高尔基体和粗面内质网,合成的

黑色素主要参与毛发颜色的形成[1-2]。
黑色素颗粒主要是由黑色素细胞合成,因此研

究乌骨山羊黑色素细胞的分布与形态特点对于探索

乌骨山羊乌质性状的成因具有重要意义。本试验通

过组织化学染色法对乌骨山羊皮肤中黑色素细胞进

行定位和特征分析,比较黑色和白色被毛皮肤中黑

色素细胞的分布规律与形态特征,旨在为进一步研

究乌骨山羊黑色素沉积的细胞学基础提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物

2013年1月从湖北省咸宁市通山县富有村的

乌骨山羊养殖基地选取成年雌性黑白花乌骨山羊

3只,每个个体在屠宰后于背侧黑白花部位取白色

被毛皮肤和黑色被毛皮肤样本各1块(0.5cm×1.5
cm),生理盐水冲洗干净后分别在4%多聚甲醛中进

行固定。
1.2 主要试剂

鼠抗 MITF单克隆抗体购于美国 Abcam 公

司,羊抗小鼠IgG、SABC试剂盒、DAB显色试剂盒
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均购于武汉博士德生物工程有限公司,L-左旋多巴

染料、核固红染料购于上海源叶生物科技有限公司、
苏木素染液、伊红染液购于武汉谷歌生物科技有限

公司。
1.3 免疫组织化学染色

将固定好的组织用流水冲洗20min,先后用

70%、80%、90%、95%乙醇及无水乙醇进行脱水,二
甲苯透明,石蜡包埋。切片厚6μm,用二甲苯脱蜡,
再用无水乙醇及95%、90%、80%、70%乙醇脱水,
流水冲5min,3%过氧化氢室温30min除去过氧化

物酶,PBST洗3次(每次5min),滴加5%BSA封

闭液,室温30min,放于湿盒中滴加1∶2000鼠抗

MITF单克隆抗体,4℃冰箱过夜。PBST洗3次

(每次5min),滴加羊抗小鼠IgG,室温孵育30
min,PBST洗3次(每次5min),滴加SABC,室温

30min,PBST洗3次(每次5min),DAB显色1~2
min,PBS洗3次(每次5min),苏木素染色2min,
流水冲2min,脱水、透明、中性树胶封片,然后再在

显微镜下观察拍照。用PBS代替一抗作为阴性对

照。
1.4 多巴组织化学染色

在4%多聚甲醛中进行固定,组织浸于孵育液

中1h,更换孵育液继续孵育24h,流水冲2~6h;

Bouin液重新固定24h;先后用70%、80%、90%、

95%乙醇及无水乙醇进行脱水,二甲苯透明,石蜡包

埋;切片厚6μm;二甲苯脱蜡,再用无水乙醇及

95%、90%、80%、70%乙醇脱水,0.1%核固红染液

浸泡10min,流水冲15min;先后用70%、80%、

90%、95%乙醇及无水乙醇进行脱水、二甲苯透明、
中性树胶封片。
1.5 HE 染色

将固定好的组织用流水冲洗20min,先后用

70%、80%、90%、95%乙醇及无水乙醇进行脱水,二
甲苯透明,石蜡包埋。切片6μm,二甲苯脱蜡,用无

水乙醇及95%、90%、80%、70%乙醇脱水,苏木素

5min;自来水冲15min,盐酸分化10s,自来水冲洗

15min,先后置于70%乙醇、80%乙醇、伊红溶液、

95%乙醇和无水乙醇中进行脱水,二甲苯透明,中性

树胶封片。
1.6 结果判定

分别观察黑色被毛和白色被毛皮肤的表皮、毛
球部和毛囊外根鞘3个部位的免疫组织化学染色和

多巴组织化学染色情况。有着色判定为阳性(+),
无着色判定为阴性(-)。

2 结果与分析

2.1 免疫组织化学染色结果

MITF免疫组织化学染色结果显示,阳性着色

区分布于表皮和毛囊中。在表皮中,黑色素细胞主

要分布在基底层,但黑色被毛表皮基底层比白色被

毛表皮基底层阳性着色深(图1);毛囊中主要分布

在毛球部和外根鞘部位,黑色被毛毛囊外根鞘与毛

球部和白色被毛毛囊外根鞘与毛球部相比,阳性着

色也较深(图2)。

▲指示的为 MITF阳性着色区,A为黑色被毛皮肤表皮,a为阴性对照。B为白色被毛皮肤表皮,b为阴性对照。▲indicatepositive

stainingofMITF,Aisimmunohistochemicalsectionofblackcoatcolorskinofblack-bonedgoat,aisnegativecontrol.Bisimmunohis-
tochemicalsectionofwhitecoatcolorskinofblack-bonedgoat,bisnegativecontrol.

图1 表皮黑色素细胞免疫组织化学染色图(400×)

Fig.1 Melanocytesdistributedinepidermalshowedbyimmunohistochemicalmethod(Magnification:400×)
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 ▲指示的为 MITF阳性着色区,→指示的为毛囊毛球部。C为黑色被毛皮肤毛囊,c为阴性对照。D为白色被毛皮肤毛囊,d为阴性

对照。▲indicatepositivestainingofMITF,→indicatehairbulb.Cisimmunohistochemicalsectionofblackcoatcolorskinofblack-
bonedgoat,cisnegativecontrol.Disimmunohistochemicalsectionofwhitecoatcolorskinofblack-bonedgoat,disnegativecontrol.

图2 毛囊黑色素细胞免疫组织化学染色图(200×)

Fig.2 Melanocytesdistributedinhairfollicleshowedbyimmunohistochemicalmethod(Magnification:200×)

2.2 多巴组织化学染色结果

多巴组织化学染色显示,表皮中无阳性反应区

域,阳性反应主要分布在黑色被毛毛囊中。在表皮

中,乌骨山羊白色被毛皮肤和黑素被毛皮肤中的黑

色素细胞形态大小都相似,胞核较大,呈空泡状,排列

在表皮的基底层部位。在黑色被毛皮肤的毛囊中,多
巴阳性着色分布在毛球部和毛囊外根鞘一周,说明这

些部位有成熟的黑色素细胞存在并能够分泌黑色素

颗粒;而白色被毛皮肤毛囊则未见多巴阳性着色,说
明这些部位的黑色素细胞不分泌黑色素颗粒(图3)。

 △指示为黑色素细胞,▲指示的为多巴阳性着色区,→指示的为毛囊毛球部。A为黑色被毛皮肤表皮,B为白色被毛皮肤表皮,放大

倍数400×。C为黑色被毛皮肤毛囊,D为白色被毛皮肤毛囊,放大倍数200×。△indicatemelanocyte,▲indicatepositivestainingof

Dopa,→indicatehairbulb.Aisdopastainingsectionofblackcoatcolorofepidermis,Bisdopastainingsectionsofwhitecoatcolorof

epidermis(Magnification:400×).Cisdopastainingsectionofblackcoatcolorofhairfollicles,Disdopastainingsectionofwhitecoat

colorofhairfollicles(Magnification:200×).

图3 皮肤黑色素细胞多巴组织化学染色图

Fig.3 MelanocytesdistributedinskinshowedbyDopastaining
2.3 HE 染色结果

利用HE染色对乌骨山羊白色和黑色被毛毛囊

外根鞘部位的黑色素细胞形态进行观察,发现黑色

被毛毛囊外根鞘一周的黑色素细胞呈高度空泡状,
周围分布着大量黑色素颗粒,和周围细胞区分明显;
而白色被毛毛囊外根鞘部位的黑色素细胞树突不明

显,与周围细胞很难以肉眼辨认,周围没有明显的黑

色素颗粒。这也从侧面反映了黑色被毛毛囊外根鞘

部位的黑色素细胞处于活化状态(图4)。
2.4 黑色被毛和白色被毛皮肤染色结果对比

黑色被毛和白色被毛皮肤免疫组织化学染色和

多巴组织化学染色结果见表1。免疫组织化学染色

结果显示,在白色被毛和黑色被毛皮肤的表皮、毛
球、毛囊外根鞘部位均有阳性反应,说明这些部位均
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▲指示的为毛囊外根鞘黑色素细胞,A为黑色被毛毛囊,B为白色被毛毛囊。▲indicatemelanocyteinouterrootsheathofhairfolli-
cle,AisHEstainingsectionofblackcoatcolorofhairfollicles,BisHEstainingsectionofwhitecoatcolorofhairfollicles.

图4 毛囊外根鞘黑色素细胞HE染色图(400×)

Fig.4 MelanocytesdistributedinouterrootsheathofhairfollicleshowedbyHEstaining(Magnification:400×)

表1 黑色素细胞在黑色被毛和白色被毛皮肤部位的表达

Table1 Melanocytesdistributedinblackandwhitecoatcolorskin

染色方法

Stainingmethod

黑色被毛皮肤(n=3)Blackcoatcolorofskin(n=3)

表皮

Epidermis
毛球

Hairbulb

毛囊外根鞘

Outerrootsheath
ofhairfollicle

白色被毛皮肤(n=3)Whitecoatcolorofskin(n=3)

表皮

Epidermis
毛球

Hairbulb

毛囊外根鞘

Outerrootsheath
ofhairfollicle

免疫组织化学染色

Immunohistochemical
staining

+ + + + + +

多巴组织化学染色

Dopastaining
- + + - - -

有黑色素细胞的存在。多巴组织化学染色结果显

示,只有黑色被毛毛球部和毛囊外根鞘部位有阳性

反应,而白色被毛皮肤各部位与黑色被毛皮肤的表

皮均没有阳性反应区域。说明黑色被毛毛球部和毛

囊外根鞘部位有成熟的黑色素细胞分布。

3 讨 论

3.1 乌骨山羊黑色素细胞染色特点

HE染色法主要根据黑色素细胞的位置和形态

来进行大致的判断,并不能对黑色素细胞进行准确

的定位。多巴染色方法主要依赖于黑色素细胞内酪

氨酸酶和黑色素颗粒是否存在,只对表皮、毛球和外

根鞘部位中能分泌黑色素颗粒的黑色素细胞进行着

色,而对处于静息状态下的黑色素细胞并不能进行

标记,只有这些黑色素细胞被激活并分泌黑色素颗

粒之后才可以辨认[1]。

MITF是黑色素细胞的核蛋白,对于黑色素细

胞在胚胎期间的发育、存活以及色素的调节都有重

要调节作用。MITF免疫组织化学染色方法可以对

皮肤的表皮、毛球和外根鞘部位存在的所有的黑色

素细胞进行着色。MITF阳性定位于胞核,可避免

其他定位于胞质的黑色素细胞标记物因阳性标记与

胞质色素不易区分而造成的困难,是一种比较可信

的方法[6-7]。

从试验结果看,免疫组织化学染色能对黑色被

毛和白色被毛皮肤的表皮、毛球和外根鞘部位的所

有黑色素细胞进行定位;多巴组织化学染色只能对

黑色被毛皮肤的毛球部和外根鞘有黑色素分泌的黑

色素细胞进行辨认,对于表皮黑色素细胞则无法较

明显的辨认;HE染色清晰地显示了黑色被毛和白

色被毛毛囊外根鞘部位黑色素细胞的区别。
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3.2 乌骨山羊黑色被毛毛囊外根鞘的黑色素细胞

呈活化状态

  本试验发现乌骨山羊皮肤黑色素细胞分布在表

皮基底部、毛球部和毛囊外根鞘部位,这与文献报道

结果一致[1-2],但是试验结果显示,乌骨山羊黑色被

毛毛囊外根鞘的黑色素细胞呈活化状态,树突明显,
能够产生大量的黑色素颗粒,这与文献的报道又有

所不同。Tobin等[2]发现,存在于毛囊外根鞘的黑

色素细胞形态较小,无黑色素分泌,也没有树突状结

构,但 是 这 群 黑 色 素 细 胞 能 够 增 殖。Nishimura
等[4]和卢涛等[8]认为,存在于外根鞘部位的黑色素

细胞是皮肤黑色素细胞的储库,分布于毛囊的中下

段,多巴染色呈阴性,是一种未成熟的黑色素细胞,
这些黑色素细胞被认定为毛囊和表皮黑色素细胞的

干细胞。谭城等[5]研究发现,外毛根鞘与毛球和表

皮处的黑色素细胞相比,数目很少,一般成群分布,
黑色素细胞胞体趋圆,树突不明显,周边未见黑色素

颗粒存在,这表明此群黑色素细胞呈未活化的状态。

Commo等[9]发现在黑色被毛毛囊和白色被毛毛囊

外根鞘中均含有未活化的黑色素细胞,但是和黑色

被毛毛囊外根鞘中的黑色素细胞相比,白色被毛毛

囊外根鞘中的黑色素细胞较少。
张汝芝等[10]认为,毛囊外根鞘的黑色素细胞中

的黑素小体发育未成熟,通常不表达与黑色素合成

相关的酶分子,只有在自由基被调控或者其他因素

的作用下,黑色素细胞才被激活并具有合成黑色素

颗粒的能力。Nishimura等[7]通过体外研究发现,
黑色素细胞处于未成熟的状态主要是由于 TGF-β
通过下调 MITF 的表达所致。MITF 突变则会导

致黑色素细胞干细胞的过早分化,出现黑色素细胞

干细胞的选择性凋亡,黑色素细胞数量会由此减

少[4]。MITF 作为黑色素细胞生长、分化和存活的

主要调控者,在色素细胞的不同生理过程中激活其

下游基因从而对这些生理过程进行调控。例如,通
过调节Bcl2、MET、HIF1α等控制着黑色素细胞的

存活;调节CDK2、TBX2等控制黑色素细胞的分

化;调节 MC1R、EDNRB、PMEL17和酪氨酸酶家

族等控制黑色素的合成[11]。MITF 还可以调控

TYR、TYRP1、TYRP2这些黑色素合成必需酶的表

达[12-13]。因此,进一步研究 MITF 对黑色素细胞的

调控机制对于理解黑色被毛毛囊外根鞘黑色素细胞

活化的原因具有重要意义。
本研究发现乌骨山羊毛囊外根鞘部位的黑色素

细胞呈活化状态,这是世界上首次报道外根鞘部位

的黑色素细胞活化并大量合成黑色素颗粒。推测乌

骨山羊毛囊外根鞘黑色素细胞可能参与了毛色和乌

质性状的形成,但是乌骨山羊黑素毛囊外根鞘部位

的黑色素细胞活化的原因及黑色素颗粒的转运机制

还有待进一步研究。
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Locationandcharacteristicsofmelanocytesofblack-bonedgoatskin
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Abstract Thispaperfocusedonlocationandcharacteristicsofmelanocyteinskinofblack-boned
goat,providingcluesformelanindepositionresearch.Byimmunohistochemistrystaining,thelocalization
ofmelanocytesintheblack-bonedgoatskinwithdifferentcoatcolors(blackandwhite)wasexamined.
ThematuremelanocytesweredeterminedbyDOPAstaining.Themorphologyofmelanocyteswasana-
lyzedusinghematoxylin-eosin(HE)staining.Theimmunohistochemistryresultsshowedthatmelano-
cytesweremainlylocatedinbasallayerofepidermisandhairfollicles;TheDOPAstainingrevealedthat
melanocyteswerenotidentifiableinbasallayerofthetwocoatcolorsepidermisandwhitehairfollicles
butexistedinthebulbofblackhairfolliclesandouterrootsheath.Itturnedoutthatthereweremature
melanocytesexistinginthebulbofblackhairfolliclesandouterrootsheath,whichcouldsynthesizemel-
anin.Thehematoxylin-eosin(HE)stainingresultssuggestedthatmelanocytesintheouterrootsheath
ofblackhairfollicleshadintensepigmentationandatendencyforvacuolizationwhilemelanocytesin
whitehairfollicleswereellipticalshapeandproducednomelanin.What’smorewecan’tdistinguishthe
melanocytesfromtheothersurroundingcells.Therefore,theactivationofthemelanocytesintheouter
rootsheathofblackhairfolliclesmightbethemainreasonforthemelanintraitofblack-bonedgoat.

Keywords black-bonedgoat;melanocyte;chemicalstaining;outerrootsheath
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