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实验兔酪氨酸酶基因家族表达水平与毛色和虹膜颜色性状的关系研究
朱  亮1， 蔡月琴2，屠  珏3，陈民利4
（浙江中医药大学动物实验研究中心/比较医学研究中心，杭州 310053）
【摘要】 目的  探讨家兔酪氨酸酶家族基因表达量与动物不同毛色和虹膜颜色性状与之间的关系。方法  选取白毛黑眼兔、日本大耳白兔、獭兔和青紫兰兔4个品系家兔各12只，分别取皮肤和虹膜组织提取RNA，采用荧光定量PCR和ΔΔCT方法检测其中Tyr, Tyrp1, Dct基因的相对表达量，并在品系间和组织间进行比较。结果 Tyr基因在白毛黑眼兔和青紫兰兔虹膜组织中的表达水平极显著高于该基因在日本大耳白兔和獭兔虹膜组织中的表达水平。Tyrp1基因在青紫兰兔皮肤组织中的表达水平极显著高于该基因在日本大耳白兔、獭兔和白毛黑眼兔皮肤组织中的表达水平。而Tyr基因在各品系实验兔的皮肤组织中，Tyrp1基因在各品系实验兔的虹膜组织中，以及Dct基因在各品系实验兔的皮肤和虹膜组织中虽然有一定的高低变化，但均未出现显著差异。结论  黑毛家兔皮肤组织中Tyrp1基因平均表达水平显著高于白毛家兔。黑眼家兔Tyr基因的表达水平显著高于红眼家兔。本研究揭示了家兔酪氨酸酶基因家族成员Tyrp1和Tyr的表达量分别与家兔的毛色和虹膜颜色表型具有相关性。
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Correlation between RNA expression level of tyrosinase family and rabbit (Oryctolagus cuniculus) coat and iris color
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【Abstract】Objective  To evaluate the effect of RNA expression level of tyrosinase family on rabbit (Oryctolagus cuniculus) coat and iris color. Methods RNA was extracted and RNA expression level of Tyr, Tyrp1, and Dct in skin and iris of 48 rabbits from 4 breeds including WHBE, JW rabbit, Rex rabbit and Chinchilla rabbit was examined. Results Tyr expression in the iris of WHBE and Chinchilla rabbits was significantly increased, as did Tyrp1 expression in the skin of Chinchilla rabbits. No significant differences were found between the 3 genes in the other tissues. Conclusions Our results indicated that the gene expression levels of Tyr1 in dark skin tissue are significantly higher than that in white one. Gene expression level of Tyr in the dark iris tissue is significantly higher than that in colorless iris. 
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哺乳动物的毛色和虹膜颜色多种多样，是哺乳动物最显著的表型特征之一。这是由于皮肤、毛发和虹膜中黑色素的合成和分布差异造成的。目前，哺乳动物体色的分子基础研究主要集中在小鼠和人。在小鼠中，已经找到了378个毛色位点，其中包括171个已经克隆的基因[1]。这些位点从方方面面影响着黑色素细胞的发育、迁移和老化，黑素小体的结构和传送，以及黑色素的合成。
研究表明，在黑色素形成通路上的关键催化酶是由酶酪氨酸酶基因家族的三个基因编码的，它们分别是酪氨酸酶基因（Tyr），酪氨酸酶相关蛋白1基因（Tyrp1），以及酪氨酸酶相关蛋白2基因（Dct）。其中，Tyr基因是决定黑色素生成量的关键酶的编码基因，它编码产生的酪氨酸酶参与催化通路中的多个步骤。Tyrp1基因的编码产物为酪氨酸酶相关蛋白I，在黑素细胞和视网膜上皮细胞中都有表达，参与远端黑色素通路并起着稳定酪氨酸酶的作用[2]。Dct基因编码的酪氨酸酶相关蛋白2可催化多巴色素转变为5，6-二羟基吲哚羧酸，具有加速黑色素生成的作用。同时该蛋白通过控制5，6-二羟基吲哚羧酸和5，6-二羟基吲哚的比例影响着动物毛色[3]。
在过去的几十年里，对人和小鼠的酪氨酸酶家族基因的研究积累了大量的相关数据和知识。相比之下，对家兔的酪氨酸酶基因家族的研究鲜见报道。
日本大耳白兔是我国常用的一种实验兔，其皮毛和虹膜都呈现出色素缺失导致的白化性状。白毛黑眼兔是来自于日本大耳白兔的一个突变品系，该品系毛色雪白，虹膜却呈现与野生型相似的黑色，因此被命名为日本大耳白白毛黑眼系（white-hair-black-eye rabbit, WHBE rabbit）。该品系自1998年被发现之后一直由浙江中医药大学动物实验研究中心繁育保持。另外，同样作为我国常见的家兔品系，白化品系獭兔全身被毛雪白且虹膜无色，青紫兰兔则全身被毛呈现深灰色虹膜黑色。
本研究利用白毛黑眼兔的虹膜颜色突变成黑色这一性状，选取包括白毛黑眼兔及其背景品系日本大耳白兔在内的毛色和虹膜颜色跨度较大的四种家兔，检测它们的酪氨酸酶家族基因的表达量与其毛色和虹膜颜色的关系。
1材料和方法
1.1 实验动物与取材
    实验使用的白毛黑眼兔和日本大耳白兔来自于浙江中医药大学动物实验研究中心实验兔繁育中心[SCXK（浙）2009-0042]；实验使用的獭兔购自新昌县大市聚镇欣健兔场；实验室用的青紫兰兔购自江苏省南京安立默科技有限公司。
    本实验共使用实验兔48只，其中白毛黑眼兔、日本大耳白兔、獭兔和青紫兰兔各12只。麻醉放血处死实验兔后，取虹膜组织和背部皮肤组织，-80℃储存备用。
1.2 组织RNA的提取和反转录
实验兔虹膜组织和皮肤组织经液氮研磨后使用RNAiso Plus试剂盒（TaKaRa, 大连）进行总RNA提取，提取过程参照试剂盒说明书。为避免提取物中的基因组DNA影响后续实验，向提取获得的RNA中加入DNase I（TaKaRa，大连），37°C水浴20分钟，以去除基因组DNA。使用分光光度计（NanoDrop 2000c, Thermo Scientific）检测RNA的浓度和质量。
提取RNA后立即对其进行反转录操作。反转录使用PrimeScrip试剂盒（TaKaRa, 大连）进行，操作过程参照试剂盒说明书。反转录获得的cDNA于4°C储存备用。
1.3 利用荧光定量PCR检测RNA的表达水平
利用引物设计软件Primer Premier 5.0进行基因Tyrp1和Dct引物设计。家兔Tyrp1和Dct基因序列来自本项目组前期研究工作[4]。Tyr基因的引物序列参考本项目组2012年发表的研究论文[5]。引物由TaKaRa（大连）工程有限公司合成。引物序列为：Tyrp1-F 5′-GGTGGCTTTCGTTGGTGTTT-3′; Tyrp1-R 5′-AAATGTGTCTCTATCAGGGGTGTGT-3′; Dct-F 5′- GTCCAAACTCCGTCTTCTCTCAA-3′; Dct-R 5′-ATCGGTCTAGCCACATTTCCA-3′. GAPDH-F 5′-CCACTTTGTGAAGCTCATTTCCT-3′;  GAPDH-R 5′-TCGTCCTCCTCTGGTGCTCT-3′. 退火温度为55°C。反应结束后从60°C到90°C以0.5°C为梯度绘制溶解曲线。 PCR检测在iQ5 PCR仪上进行（Bio-Rad）。
随机混合4个cDNA样品用于标准曲线的制作。将该混合样本以10倍比例等比稀释成8个cDNA样本，针对Tyr、Tyrp1、Dct和GAPDH四对引物进行荧光定量PCR检测。利用所得CT值对初始模板量log值作标准曲线。计算标准曲线的斜率，对扩增体系进行可信度评价。
所有样本的荧光定量PCR检测获得的CT值数据后，利用ΔΔCT法计算各组样品基于内参基因的相对表达量。 
以上标准曲线绘制、溶解曲线绘制以及相对表达量计算步骤均使用iQ5 PCR仪自带软件(Bio-rad iQ5 2.0 Standard Edition Optical System Software V2.0)完成。
2结果
实验兔TYR、Tyrp1、Dct基因和内参基因GAPDH在荧光定量检测中的扩增曲线和溶解曲线如图1所示。由图可见，4个基因的扩增曲线均稳定无异常，溶解曲线都显示出明确的单一峰型。通过标准曲线的斜率推导得到四对引物的扩增效率都在90%~105%的合理范围之内。由此可见，本实验的引物设计合理，反应体系稳定，所得数据可信。
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图1 荧光定量PCR检测获得的家兔GAPDH、Tyr、Tyrp1和Dct基因的扩增曲线（上排）和溶解曲线（下排）。 
Fig. 1 Real time PCR amplification curves (upper) and dissolution curves (lower) of GAPDH, Tyr, Tyrp1 and Dct of the rabbits. 
对4个品系、每品系12只实验兔的皮肤和虹膜组织荧光定量检测结果进行分组统计，得到Tyr、Tyrp1、Dct基因在各品系及各组织中的平均相对表达量如图2所示，各个相对表达量数值均经内参基因GAPDH的校正。Tyr基因在白毛黑眼兔和青紫兰兔虹膜组织中的平均表达水平（3.46±0.202和4.52±0.213）极显著（P<0.01）高于该基因在日本大耳白兔和獭兔虹膜组织中的平均表达水平（1±0.062和1.13±0.122）。Tyrp1基因在青紫兰兔皮肤组织中的平均表达水平（26.38±1.534）极显著（P<0.01）高于该基因在日本大耳白兔、獭兔和白毛黑眼兔皮肤组织中的平均表达水平（1±0.036，1.67±0.143和1.56±0.231）。而Tyr基因在各品系实验兔的皮肤组织中的平均表达量（1±0.058，0.98±0.125，0.88±0.132和0.85±0.165），Tyrp1基因在各品系实验兔的虹膜组织中的平均表达量（1±0.021，0.61±0.101，1.79±0.143和1.75±0.109），以及Dct基因在各品系实验兔的皮肤（1±0.076，2.91±0.243，3.35±0.202和1.87±0.126）和虹膜组织中的平均表达量（1±0.034，0.69±0.090，2.18±0.154和1.66±0.101）虽然有一定的高低变化，但均未出现差异显著性。
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图2  四个家兔品系的Tyr基因、Tyrp1基因和Dct基因在皮肤和虹膜组织中的平均相对表达量。
Fig. 2  Relative expression level of Tyr, Tyrp1 and Dct in skin and iris of the four rabbit breeds. 
3 讨论
据目前可查的文献显示，关于哺乳动物体色的遗传与分子基础研究主要集中在毛色的研究上，针对虹膜颜色的研究相对较少，而将两者联系起来分析并探究两者关系的研究报道更是屈指可数。其原因主要是缺乏合适的研究材料。一般来说，哺乳动物的毛色和虹膜颜色在深浅程度上趋于一致，也就是说毛色深的动物个体虹膜颜色一般也深，毛色浅的动物个体虹膜颜色一般也浅。而且发生体色突变的动物个体的毛色和虹膜颜色的变化趋势也往往一致，如白化个体的皮毛和虹膜都呈现色素缺失的状态。这些现象往往会使研究者倾向于认为毛色和虹膜颜色的分子通路是一致的。
但是，从发育起源上看，皮肤和虹膜中的黑色素细胞的来源有共同点，也有不少差异。追溯到哺乳动物胚胎发育阶段，影响皮毛颜色的黑素细胞来源于胚胎神经嵴，而影响虹膜颜色的黑素细胞则有多个来源：虹膜基质中的黑素细胞来自胚胎神经嵴；虹膜色素上皮中的黑素细胞来自胚胎神经上皮；虹膜基质中还存在来源于骨髓的抗原递呈细胞，在吞噬作用的影响下也会成为黑素细胞[5]。因此，从理论上讲，可能会出现皮毛和虹膜颜色相异的情况。
而且，有文献报道说明确实存在着皮毛和虹膜颜色相悖的例子。如C57BL/6J小鼠的毛色和虹膜都呈现黑色，其亚系buff表现出大幅度的毛色变浅，而虹膜颜色则只出现略微变浅[6]。C57BL/6J的另一个名为recessive yellow的亚系表现出黄色的毛色和与野生个体无异的虹膜颜色[6]。本研究使用的白毛黑眼兔更是毛色与虹膜颜色差异的极端例子，毛色呈现与白化个体一样的白色，而虹膜则与野生个体的黑色无异。这样的表型使得在研究基因与体色相关性时，将毛色与虹膜颜色这两个性状明确区分开来成为可能。从研究哺乳动物毛色与虹膜颜色关系的角度出发，可以说白毛黑眼兔是不可多得的好材料。
本研究选取了具有白色皮毛黑色虹膜的WHBE兔作为研究对象，对比其突变背景品系日本大耳白兔，另选取完全白化的獭兔和野生型的青紫兰兔作为参考，检测了酪氨酸酶基因家族三个基因的表达量与皮肤和虹膜组织颜色的关系。研究发现，拥有深色皮毛性状家兔的皮肤组织中Tyrp1基因的表达量显著高于白色个体，而Tyr基因和Dct基因的表达量在不同毛色个体间差异无显著性。Tyrp1基因在哺乳动物深色皮肤组织中的高表达已有很多报道，最近Fan等人对绵羊毛色的研究得出了类似的结论[7]。我们之前的研究已经发现Tyr基因的表达量在黑色虹膜家兔虹膜组织中显著高于无色虹膜组织[5]，本研究未检测到Tyrp1和Dct基因在不同颜色虹膜组织中的表达差异。
在前期对不同实验兔Tyr基因序列的研究中[4，5]，我们曾发现该基因外显子第1118碱基由C到A的突变与深色虹膜性状紧密关联，而与深色毛色性状则无关联性。结合本研究所得结果，我们推断，家兔的毛色和虹膜中黑色素的调控是通过两条部分重合的独立通路进行的。很可能Tyr基因与虹膜组织色素沉积过程关系更密切，而Tyrp1基因则更多参与皮肤和毛色的调控。将来，在本研究基础上的功能研究将进一步揭示家兔皮毛及虹膜颜色的分子机制。
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