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!"#$%&’()*+,- 表达载体的构建及其在毛乳头细胞中的表达
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))摘)要!目的)构建*+,%-./012(3" 表达载体$为深入研究*细胞因子 %"*/45567/89:%$*+,%#基因在毛乳头细胞生
物学功能调控中的作用和机制奠定基础% 方法)从凝集性生长毛乳头细胞中提取总 ;12$;*#<+;获得带有酶切位点的
*+,%基因$亚克隆入 .+012(3" 载体中$并通过双酶切和测序确定序列和阅读框正确% 稳定转染到毛乳头细胞中进行表
达$检测稳定转染前后*+,% 表达的变化% 结果)从人毛囊毛乳头细胞中获得*+,% 基因克隆&成功构建了真核表达载体%
经过稳定转染在毛乳头细胞中上调了*+,% 基因=;12和蛋白水平表达$促进了毛乳头细胞的增殖和外分泌功能% 结论
)*+,%-./012(3" 表达载体能在真核细胞中表达% *+,% 基因可以促进毛乳头细胞增殖%
))关键词! *+,%&./012(3"&表达载体&表达
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))毛乳头细胞在毛囊的发育和周期性调控中有重要
的作用% 毛乳头细胞自身靶基因在毛囊生长周期中的
作用是毛囊研究的重点和关键% 在以往的工作中$我
们使用抑制性消减杂交技术"MMD#结合 MQ2;**Q/012
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合成技术对人活体组织中休止期毛囊毛乳头细胞及生

长期毛囊毛乳头细胞 =;12的表达差异进行了研究$
并成功建立了毛乳头差异表达基因 /012文库’!( $在
此研究中我们发现了 \J8信号通路关键信号分子 *
细胞因子 %"*/4557/89:%$*+,%#基因作为生长期毛囊
毛乳头细胞的上调表达基因% 本实验拟构建表达
*+,% 基因的*+,%-./012(3" 表达载体$并导入人毛
乳头细胞$稳定筛选后$检测转染前后 *+,% 基因)蛋
白表达变化及对毛乳头细胞增殖和外分泌的影响$为
深入研究*+,% 基因在毛乳头细胞生物学功能调控中
的作用和机制奠定基础%
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第 &期) 刘)毅$等3*+,%-./012(3" 表达载体的构建及其在毛乳头细胞中的表达)

?@材料与方法

!3!)材料
))0QZQ培养基"每 ! 升含 !$_新生小牛血清$ !" ==95-?
D4.4O$ !3$ K碳酸氢钠$ "3( K?#谷氨酰胺$ !" ‘!"%A青霉素$
!" ‘!"%A链霉素#&分离酶中性蛋白酶&!型胶原酶&胰蛋白
酶&*:C.I:4购于;9/H4公司&;*#<+;试剂盒)质粒提取试剂盒)
凝胶回收试剂盒购于 *7a7;7公司&限制性内切酶 !"#;"-
!"#;#购于1Zb公司&<+;引物由上海基康生物工程服务有
限公司合成&质粒 ./012(3" 由本校细胞生物学教研室张艺博
士惠赠&重组质粒由上海生工生物工程服务有限公司测序% ?C#
.964/87=CJ4&"""转染试剂盒"美国@JRC8:9K4J公司#%
))兔抗人*+,% 抗体"1Zb公司#$兔抗人 M+,抗体"武汉博
士德公司#%

!3&)*+,%-./012(3" 表达载体的构建
!3&3!)*+,% 基因的获取))人毛乳头细胞的分离与培养按
我科建立的二步酶消化法进行’&( % 取 ! c( 代培养的处于凝集
性生长状态的毛乳头细胞 ! ‘!"X$加入 ! =5*:C.I:4% 按照*:C#
.I:4说明书提取细胞总;12%
))从1+b@获得 *+,% 基因的 +0M 区序列"1Qd"("Y$X#$引
物根据载体 ./012(3" 和目的基因 *+,%+0M 区序列用序列分
析软件 <:C=4:<:4=C4:$3" 设计% 上游引物为!$e#F2F22*#
*+2*F++F+2F+*#(e& 下 游 引 物 为! $e#+2F2*2*+*****2#
22+F+*2+2#(e% 上下游引物中的下划线分别是!"#;")!"#;
#限制性内切酶的酶切位点$此两点和载体 ./012(3" 的多克
隆位点相同% ;*#<+;按照试剂盒说明进行操作% <+;反应条
件为!>% f$& =CJ&(" 个循环">% f$! =CJ&$& f$! =CJ&Y& f$
& =CJ#$Y& f$$ =CJ% <+;产物于 "3Y$_琼脂糖凝胶中电泳%
判断<+;产物的大小%
!3&3&)<+;产物在载体 ./012(3" 上克隆))<+;产物)
./012(3" 分别以 !"#;")!"#;#双酶切% 双酶切产物于
"gY_琼脂糖电泳$按012凝胶回收试剂盒说明回收双酶切后
的<+;产物和 ./012(3"%
!3&3()连接及连接产物的转化与扩增))将双酶切后 *+,%
和 ./012(3" 混合$用*% 连接酶于 (Y f进行 !& H 连接反应%
将连接产物转化感受态大肠杆菌 0D$$$2=. 平板筛选% 取
./012(3" 转化0D$$为阳性对照% 挑取阳性单克隆菌落进行
扩增$质粒抽提试剂盒抽提重组质粒 ./012(3"-*+,%%
!3&3%)重组质粒的鉴定))%酶切电泳鉴定!将重组质粒用
!"#;"-!"#;#双酶切后电泳鉴定&&插入片段测序鉴定!重组
质粒送上海生工生物工程技术服务有限公司进行自动测序%

!3()重组质粒转染与稳定筛选
))质粒转染与F%!’ 筛选 采用?C.964/87=CJ4*Q&""" 脂质体转
染法$并设立空质粒转染组作为阴性对照% 毛乳头细胞以
& =5-孔接种于 X 孔培养板中培养$最终细胞覆盖率为 >"_ c
>$_% 转染前 ! P换取无抗生素培养液% 将质粒#脂质体复合
物转染至细胞中"质粒h脂质体 iYh!"#% (Y f$ $_+E&$在无
血清)无抗生素的培养液培养 X H后换含 !"_胎牛血清0QZQ

培养基% &% H后换F%!’ 选择培养液"&"" ’K-=5#继续培养% &
周后可见长出筛选克隆$挑选单个克隆于 >X 孔板中$加入F%!’
选择培养液"!"" ’K-=5#继续培养% >X 孔板中培养物长满后$
转接到大的培养皿中培养%

!3%);*#<+;检测*+,% 在转录水平的表达
))收集经稳定筛选的毛乳头细胞)空质粒转染组及未处理的
毛乳头细胞 ! ‘!"X$按照*:C.I:4说明书提取总;12$逆转录反
应按 !3&3! 进行% <+;引物序列为*+,% 基因 /012的特异性
序列$以 <:C=4:<:4=C4:$3" 设计引物$上游引物为 $e#+2F#
F2*++2222**F+*F+*FF*F#(e$下游引物为 $e#++FF2*+#
+*2**+*222F2+**FF*F2+F2F#(e% <+;反应条件如下!
>$ f & =CJ$(" 个循环">% f (" O$$’ f %" O$Y& f & =CJ#
Y& f $ O$"3Y$_琼脂糖凝胶电泳对 <+;产物进行分析% <+;
产物理论值为 ! ’"" V.%

!3$)\4O84:J V598检测*+,% 蛋白表达
))收集转染稳定筛选的毛乳头细胞)空质粒转染组及未处理
的毛乳头细胞 ! ‘!"X个$加入细胞核裂解液后$% f !& """ ‘$
离心 (" =CJ$吸取上清$b:7P69:P法进行蛋白定量% 经 !"_M0M#
聚丙烯酰胺凝胶"<2FZ#电泳分离蛋白样本$半干式电转膜槽
将<2FZ移至1+膜上$蛋白封闭液 (Y f封闭1+膜 ! H$ <bM*
洗涤$加一抗"!h$""#(Y f过夜$ <bM*振荡洗涤 & 次$加二抗
"!h$ """#(Y f孵育 ! H$ <bM*洗涤 ( 次$ !" =CJ-次$02b室
温显色$记录结果%

!3X)Q**实验
))收集对数生长期稳定筛选的毛乳头细胞)空质粒转染组及
未处理的细胞$接种 >X 孔板$细胞终密度为 ! ‘!"% -孔$每个样
本设 % 个平行孔$每孔总体系 &"" ’5$试剂空白以无血清
0QZQ培养液补足% (Y f$ +E& 孵箱中培养 ! c$ P$在每孔中
加入四甲基偶氮唑蓝"Q**$浓度为 "3$ K-?#$继续培养 % H$弃
上清$加入二甲基亚砜 &"" ’5$振荡 $ =CJ$酶标仪"%>& J=#读
取吸光度值%"%>&#值% 以未转染的毛乳头细胞为对照% 细胞
增殖率i’对照组平均%"%>&#-实验组平均%"%>&#( ‘!""_%

!3Y)\4O84:J V598检测 M+,)DF,蛋白表达
))转染稳定筛选的毛乳头细胞)空质粒转染组及未处理的毛
乳头细胞在生长至 ’"_融合时$用 "3! =95-5<bM洗涤 ( 次$加
入适量\C55C7=OZ无血清培养基% 培养 %’ cY& H 后收集无血
清培养上清$上清液移入透析袋内$周围用聚乙二醇 &""" 除去
水分% 浓缩液加入三氯乙酸 "3! K-=5$冰上放置! H$!X """ :-
=CJ离心 (" =CJ&乙醇!乙醚"!h!$体积比#洗涤以除去多余的
三氯乙酸% 获得的蛋白沉淀加入细胞核裂解液后$% f !& """
‘$离心 (" =CJ$吸取上清$b:7P69:P法进行蛋白定量% 经 !"_
M0M#聚丙烯酰胺凝胶"<2FZ#电泳分离蛋白样本$半干式电转
膜槽将<2FZ移至1+膜上$蛋白封闭液 (Y f封闭1+膜 ! H$
<bM*洗涤$加一抗"!h(""#(Y f过夜$ <bM*振荡洗涤 & 次$加
二抗"!h$ """#(Y f孵育 ! H$ <bM*洗涤 ( 次$!" =CJ-次$02b
室温显色$记录结果%

!3’)统计学分析
))实验数据采用 M<MM !"3" 统计软件包进行单因素方差
分析%

!(!))



A@结果

&3!)*+,% 基因的扩增
))毛乳头细胞 ;*#<+;产物经 "3Y_琼脂糖凝胶电泳后$可
见清楚的约 & !"" V.条带$该条带相对分子质量与 *+,% 基因
/PO区理论值一致"图 !#%

! "

# $$$ %&!
" $$$ %&!

! $$$ %&!

"’()*（" !$$ %&）

!!012标准"! TV#& &!*+,% 基因

图 ?@凝集性生长毛乳头细胞B)*B!CD"B扩增结果

&3&)*+,% 基因 <+;产物在载体 ./012(3" 上的定
向克隆

))*+,% 基因 <+;产物)./012(3" 连接反应$转化感受态细
菌$2=.平板上可见均匀分布数十个形态大小均一的阳性单克
隆菌落% 阳性对照平板也见到单克隆菌落% 取阳性单克隆菌
落扩增$抽提重组质粒$用 !"#;"-!"#;#进行双酶切% 琼脂
糖凝聚电泳显示!载体的相对分子质量与 .+012分子量一致$
插入片段条带与 *+,% 基因 <+;产物相对分子质量一致"图
&#% 重组质粒 .+012-*+,% 测序结果!插入片段与基因库中
*+,% 相应/012序列"1Q"("Y$X#完全相同%

! "

# $$$ %&!
’ $$$ %&!
( $$$ %&!

" $$$ %&!

! $$$ %&!

"&)*+,(-$（# ($$ %&）

".)/’（" !$$ %&）

!!012标准"! TV#& &!重组质粒 ./012(3"-*+,% 用!"#;"-!"#;

#双酶切

图 A@!"#$%&’()*+,- 酶切鉴定

&3()*+,%-./012(3" 转染毛乳头细胞前后 *+,%
=;12的表达变化

))半定量 ;*#<+;检测结果来判断 *+,% 的 =;12表达高
低% 结果显示$未转染组*+,% =;12表达较弱&而 *+,%-./0#
12(3" 转染组中*+,% =;12表达明显增强"图 (#%

! " # $

# %%% &’!

(%% &’!
#(% &’!
"%% &’!

")*+,（" -%% &’）

"!./0123（$"- &’）

Q! 012标准"0?&"""#& !! *+,%-./012(3" 组& &! ./012(3"

组& (!未转染组

图 +@转染前后!"#$ EB)*表达变化

&3%)*+,%-./012(3" 转染毛乳头细胞前后 *+,% 蛋
白表达变化

))与未处理毛乳头细胞组相比$*+,%-./012(3" 稳定转染组
中*+,% 蛋白表达明显增强% 将各组目的条带与内参(#7/8CJ
的光密度比较后$与未处理毛乳头细胞组相比$其差异有显著
性意义"&j"g"!#"图 %#%

! " #

$%&!’#!

("&!’#!

")*+( , -*./0#1’

"!234567

!! *+,%-./012(3" 组& &! ./012(3" 组& (!未转染组
图 $@转染前后!"#$ 蛋白表达变化

&3$)细胞增殖实验"Q**#
))*+,%-./012(3" 稳定转染组中$细胞增殖实验各吸光度值
明显高于未处理毛乳头细胞组吸光度值% 与未处理组毛乳头
细胞增殖率相比$*+,%-./012(3" 稳定转染组细胞增殖率具有
显著性差异"&j"g"!#"图 $#%

!"#$ % &"’()*+, &"’()组 未转染组
,+-
,+.
,+/
,+0
,+$
,+*
,+1
,+2
,

2 1 * $ 0 / . - 3 2, 22 21

’（
$3
1）

45

生长时间（6 % 7）
图 F@!"#$ 对毛乳头细胞生长曲线的影响

&3X)细胞免疫化学检测DF,)M+,的表达
))与未处理毛乳头细胞组相比$*+,%-./012(3" 稳定转染组
0<+上清中DF,)M+,蛋白表达明显增强% 将各组目的条带与
内参(#7/8CJ的光密度比较后$与未处理毛乳头细胞组相比$其
差异有显著性意义"&j"g"!#"图 X$Y#%
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第 &期) 刘)毅$等3*+,%-./012(3" 表达载体的构建及其在毛乳头细胞中的表达)

! " #

!$%&!$#!

’"&!$#!

"()*

"!+,-./0

!! *+,%-./012(3" 组& &! ./012(3" 组& (!未转染组
图 G@转染前后HI#蛋白表达变化

! " #

#$%!&#!

’"%!&#!

"()*

"!+,-./0
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+@讨论

))位于毛发根部毛母质细胞包裹的毛乳头细胞通过
自分泌和旁分泌多种细胞因子对毛发周期性生长循环

起到重要调节作用’(( % 为了深入研究毛囊周期基因
调控机制以及毛乳头自身基因的作用$我们使用抑制
性消减杂交技术"MMD#结合 MQ2;**Q/012合成技术
对人活体组织中休止期毛囊毛乳头细胞及生长期毛囊

毛乳头细胞=;12的表达差异进行了研究$并且建立
了生长期和休止期毛乳头细胞的差异表达文库% 通过
反向19:8H4:J杂交对所筛选到的差异表达基因进行了
验证’%( $我们发现 \J8信号途径的关键因子 *+,% 在
毛囊毛乳头细胞中差异表达%
))\J8信号途径是细胞生长)发育和分化的关键途
径% 有证据表明 \J8信号与细胞增值关系密切$在非
增值细胞如正常结肠上皮细胞中 \J8信号几乎不表
达% 其中(#/784JCJ -*+,% 是 \J8信号激动过程的重
要组成部分’$( %
))*+,% 属核内转录因子$在 \J8信号传导中可调
控下游基因表达’X( % *+,% 有着分子*开关+的双重作
用’Y( $由于上游信号刺激的不同而分别表现为转录激
活或转录抑制的作用% 当缺乏 \J8信号时$*+,% 与
转录抑制因子如 F:9I/H9蛋白)/2Q<效应元件
"+;Zb# 结合蛋白"+b<#及 +末端结合蛋白"+8b<#
结合$抑制靶基因的转录表达&然而当 \J8信号激活
后$ *+,% 的氨基端与\J8通路上游信号分子 (连环
蛋白"(#/784JCJ#2:=重复序列作用形成复合体$将其
由细胞质转入细胞核内$而羧基端的 DQF可与启动
子区域的靶基因调控序列相互作用$发挥其转录激活
功能% 在正常组织发育和分化过程中$*+,基因家族
起至关重要的作用$既能促进细胞增殖分化$又可抑制
细胞过度生长$防止肿瘤发生’’( % 在哺乳类上皮细胞

中$尤其是肠上皮的分化过程中$*+,% 表达与上皮的
发育阶段密切相关% 因此对 \J8信号通路关键信号
分子*+,% 基因在毛乳头细胞生物学功能调控中作用
的研究具有重要意义%
))*+,% 在毛囊毛乳头细胞中差异表达的生物学意
义尚不明了% 前期的研究工作提示 *+,% 基因在毛乳
头细胞生物学功能调控中起重要作用% 因此$在本研
究中通过;*#<+;从毛乳头细胞中扩增获得了 *+,%
基因% 插入空质粒 ./012(3" 后$通过双酶切以及自
动测序鉴定可以证实 *+,%-./012(3" 表达载体构建
成功% 表达载体稳定转染入毛乳头细胞$通过 ;*#
<+;和\4O84:J V598检测证明增强了*+,% 表达% Q**
实验 证 明 转 染 促 进 了 毛 乳 头 细 胞 的 增 殖%
\4O84:J V598检测转染后毛乳头细胞的上清$发现 M+,
DF,蛋白的分泌增加% 证明促进了毛乳头细胞的外
分泌功能%
))基于以上结果我们推测!毛囊毛乳头细胞中*+,%
基因的差异表达可能导致下游某些重要功能基因的表

达变化$引起毛乳头细胞生物学功能改变$最终促进了
毛囊由休止期进入生长期% 这些研究成果为深入了解
*+,% 基因以及\J8信号在毛囊周期性调控中的作用
和机制奠定了基础%
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