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!"#$ 基因和蛋白在大鼠触须毛囊中的表达
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+ + 摘+ 要：目的+ 初步研究转录因子 ,-.*（/-0123 456275. *）在大鼠触须毛囊中的表达。方法+ 运用免疫组织化学法
检测 ,-.* 蛋白在大鼠触须毛囊及培养的毛囊 789:2细胞中的表达，;<#,=;分析毛囊中 ,-.* 两种亚型的表达情况。结果
大鼠触须毛囊细胞中 ,-.* 表达阳性，;<#,=;显示表达量以 ,-.*#$-为高，在体外培养细胞中表现出细胞增殖能力与 ,-.*
在细胞中的表达部位相关。结论+ ,-.* 在大鼠触须毛囊中表达，可能在其形成和功能的维持上发挥一定的作用。
+ + 关键词：,-.*；毛囊
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+ + ,-.*（/-0123 4562575. *）是 ,-.转录因子家族的
一员，进化上高度保守。,-.* 在眼、神经系统和内分
泌腺等组织器官的发育中起着重要的作用［!］，它广泛

的参与细胞增殖、移行、分化和黏附等生命活动，在不

同的组织和细胞中发挥不同的功能。本实验主要研究

,-.* 在大鼠触须毛囊中的表达模式，并对其作用进行
初步的探讨。
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89 材料与方法

!> !+ 实验材料
+ + 新生 X 3的 SH大鼠 $ 只，体质量 !$ :（第三军医大学实验
动物中心提供）；小鼠抗 ,-.*抗体（美国 ;\H）；二抗检测试剂盒
和 H?K显色试剂盒（北京中杉）；HA?标准（北京中杉）；<10/812
试剂（瑞士 ;5N42）；;<#,=;试剂盒（上海 ,1562:-）；H0Q/-Q2"（瑞
士 ;5N42）；HMZM、Y!&和胎牛血清（美国 ]L=95D2）。
!> &+ ;<#,=;检测大鼠触须毛囊 ,-.* 6;A?的表达
+ + 总 ;A?提取：于体视显微镜下分离触须毛囊，尽量除去毛
囊外的结缔组织鞘，保留完整毛囊和皮脂腺，收集毛囊放入匀

浆器中。按照 <10/812 ;2-:2DI 说明书提取组织中的总 ;A?。
按试剂盒说明书进行 ;<#,=;反应。由于 ,-.* 的 6;A? 在 $^
端插入 %& 个碱基序列后形成其另外一个剪接体 ,-.*#$-，在这
段插入序列的上游和下游设计特异性引物，并进行 79-QI 比对。
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第 !" 期# 杨# 珂，等$ %&’( 基因和蛋白在大鼠触须毛囊中的表达#

上游引物：)*+,,-,,---.,.-,///--,,.-+"*，下游引物：)*+
-,,..,-/.-.,,/-/,,--,-+"*，可同时扩增 %&’( 和 %&’(+
)&，反应总体积 0) !1，2) 3 ! 456，)) 3 ! 456，70 3 ! 456，共
"0 个循环，加强延伸 70 3 !8 456。
!$ "# 免疫组织化学检测 %&’(在大鼠触须毛囊中的表达
# # 取带有完整毛囊的大鼠触须部皮肤，常规石蜡包埋切片，免疫
组化检测。加入 %&’(抗体，9 3孵育过夜，另以 %:;代替一抗作
阴性对照。随后加二抗，室温孵育 "8 456。再加三抗室温孵育 "8
456，<.:显色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。
!$ 9# 原代培养毛囊 =>1?@区细胞培养
# # 取带有完整毛囊的大鼠触须部皮肤，体视显微镜下分离出
带有真皮鞘的完整毛囊，于 8$ 0)A B5CD&C@ 中 9 3消化 ! E，再
用 07 号针头轻轻将毛囊从真皮鞘中挤出，收集形态完好且处
于生长期的毛囊，分别在毛球部上端、皮脂腺下端横切毛囊，取

中间部分接种培养皿中，培养基为完全 F.<培养基，"7 3、)A
,G0条件下培养，倒置显微镜下每日观察。

!$ )# 免疫细胞化学检测 %&’( 蛋白在毛囊 =>1?@ 细胞
中的表达

# # 待细胞长满后传代，分为 0 组，. 组用上述培养基正常培
养，:组逐步去除培养基中的血清，细胞生长缓慢直到停止。
取出细胞爬片，用 %:;冲洗，丙酮固定 ) 456。8$ "A过氧化氢
溶液室温孵育 !8 456 后，正常血清封闭 08 456，加入小鼠抗大
鼠 ,<"9、"(+56H@?I56、%&’( 抗体和兔抗大鼠 J5(7，9 3孵育过
夜，另以 %:;代替一抗作阴性对照。随后加 FK-, 标记山羊抗
小鼠和 -LK-, 标记山羊抗兔，室温孵育 08 456，%:; 充分漂洗
后荧光显微镜下观察。

!" 结果

0$ !# %&’( 4LM.在大鼠触须毛囊中的表达
# # 设计的引物能够同时扩增 %&’( 两个主要的剪接体 %&’( 和
%&’(+)&，其产物分别为 90) =D和 977 =D。正常角膜上皮表达这
两个剪接体，以角膜上皮为阳性对照，发现大鼠触须的毛囊组织

也能表达这两个剪接体，并且以 %&’(+)&的表达为主（图 !）。
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N：<M.标准；!：大鼠角膜上皮；0：大鼠触须毛囊组织
图 #" $%&’($检测 ’)*+ ,$-.的表达

0$ 0# %&’( 蛋白在大鼠触须毛囊组织的表达
# # 取处于生长期的触须毛囊做免疫组织化学染色，结果显示
%&’( 蛋白在触须毛囊的外根鞘和内根鞘均有表达，表达位于细
胞核内。另外，毛乳头和毛基质也可见 %&’( 的阳性表达，同样
位于细胞核内（图 0）。

图 !" ’)*+ 在大鼠触须毛囊组织中的表达"（;+% O !88）

0$ "# 毛囊 =>1?@细胞的培养和鉴定
# # 成功的培养出毛囊 =>1?@ 细胞，细胞小而圆，核浆比较大
（图 "）。取细胞进行免疫荧光化学染色并观察，,<"9 和 "(+56+
H@?I56均表达在细胞膜。

图 /" 培养 #0 1的毛囊 23456细胞"（倒置相差显微镜 O !88）

0$ 9# %&’( 蛋白在毛囊 =>1?@细胞中的表达
# # 使用 F.<培养的 .组细胞具备较高的增殖能力，%&’( 蛋
白的表达与 J5(7 共定位于细胞核，细胞质中有少量表达。:组
细胞增殖能力明显下降，形态发生改变，体积变大，细胞质比例

增大，J5(7 的表达消失，此时 %&’( 蛋白的表达由细胞核向细胞
质转移（图 9）。

!! !"

!# !$
.：.组细胞 %&’(；:：.组细胞 J5(7；,：:组细胞 %&’(；<：:组细胞 J5(7
图 7" ’)*+ 和 89+: 在毛囊 23456细胞中的表达"（荧光显微镜 O 988）
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!" 讨论

! ! "#$%在目前 "#$基因家族中的研究最为广泛，"#$%
基因编码的转录因子在动物胚胎从区域化到细胞类型

分化的不同发育过程中起着重要作用。&’()*#+) 等［,］

发现 -(. 和 /.的突变使果蝇形成无头的表型。目前发
现头面部很多器官如眼、大脑、嗅觉系统等的发育都与

"#$% 有关，其突变会形成不同表型的缺陷［0，1］，并在出
生后持续表达于如角膜、晶状体等组织。虽然目前并

没有关于 "#$% 突变导致大鼠触须发育异常的报道，但
我们检测到 "#$% 在大鼠触须的毛囊组织中也有表达，
说明触须作为头面部的一种特殊的毛发器官，"#$% 在
其形成和功能的维持上必然发挥一定的作用。由于

"#$% 是一个功能复杂的蛋白，参与了细胞的许多生命
活动，因此它在触须毛囊中的具体作用还有待进一步

的探讨。

! ! "#$% 蛋白主要作为转录因子发挥作用。在脊椎
动物，"#$% 具有不同的剪接方式，主要产生 , 个亚型。
经典的 "#$% 蛋白包括 , 个 234 结合区域，分别是配
对结构域（"2）和同源框结构域（52）；第 , 个亚型
（"#$%67#）在 "2的 3端插入了一个包含 81 个氨基酸
的 7#片段，同时也改变了 "2的 234结合方式。这 ,
种亚型在大脑、眼和嗅上皮组织中广泛存在，具有不同

的 234 结合特性，共同协调组织的发育［7］。我们从
+934水平检测了 "#$% 的两个亚型，发现这两个亚型
在大鼠生长期毛囊中都有表达，且 "#$%67# 表达量明
显高于 "#$%，同成年大鼠角膜作为对照，与角膜上皮
的表达不同，表明 "#$% 的表达具有显著的组织特异
性。尽管这两种蛋白的作用未有深入研究，但目前普

遍认为 "#$% 主要在组织器官的发育过程中发挥作用，
如神经形成等，而 "#$%67#则主要调节细胞的增殖［%］。
毛囊的 :;<=/区是毛囊干细胞的聚居地，在成功培养
了毛囊 :;<=/ 细胞的基础上，我们发现，在细胞具备旺
盛增殖能力时，"#$% 的蛋白表达主要在细胞核内，以
发挥转录因子的调节作用，而增殖能力受到抑制时，其

表达则从胞核转移至细胞质，丧失了转录因子的调节

作用，说明 "#$% 可能转录调节下游的因子从而发挥调
节细胞增殖的作用。

! ! 位于隆突区的毛囊干细胞参与了组织损伤的修
复，并具有分化为包括表皮、皮脂腺和汗腺在内的全部

皮肤内上皮细胞的潜能［>］，近来发现毛囊隆突区还存

在神经嵴来源的多能干细胞，能分化为神经元和神经

胶质细胞［?］。"#$% 在神经系统的发育起重要调节作
用［@］。&’;A/ 等［8B］从人头皮中分离出 )/A-C) 阳性细
胞，不仅具有神经干细胞的性质，而且能表达 "#$%。

在实验中我们发现，大鼠触须的毛囊能表达 "#$%，可能
与毛囊中含有的神经嵴来源的细胞有关。另外，大鼠触

须毛囊 "#$%的表达可能与触须具有独特的神经传导功
能有关，大鼠的触须能使大鼠获得外界物体的位置和表

面构造的信息，大脑皮层的 :#’’/< D(’-/$ 能接受这些信
号使大鼠作出反应［88］，而且每一根触须在初级躯体感

觉皮质都代表一个单独的区域［8,］，因此大鼠的触须常

作为研究体表感觉和运动功能神经机制的工具。

! ! 总之，我们的实验显示大鼠的触须毛囊表达
"#$%，并且对其表达模式进行了初步研究，并且发现
"#$% 的表达与细胞的增殖能力具有一定的相关性，但
"#$% 在触须毛囊中的具体作用还有待进一步的研究。
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