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　　［摘要］　目的　探讨ＭＡＤ２Ｂ基因过表达对毛乳头细胞（ｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓ，ＤＰＣｓ）生物学功能的影响。方法　 构建
真核表达载体 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ和 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒，在 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体的介导下转染毛乳头细胞，荧光显微
镜下观察转染效率，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白的表达，并验证两种蛋白的相互作用，比较细胞增殖状况，Ｗｎｔ通路信
号强度，毛乳头分泌胰岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ，ＨＧＦ）的变化情况。结果 　 成功构建 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ
和ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４重组质粒，且转染后发现ＭＡＤ２Ｂ和ＴＣＦ４蛋白过表达于毛乳头细胞。免疫共沉淀实验结果提示在凝集生
长的毛乳头细胞中存在相互作用的ＭＡＤ２Ｂ和ＴＣＦ４蛋白质复合物。在ＭＡＤ２Ｂ过表达于毛乳头细胞之后，发现Ｗｎｔ途径
信号通路强度下调。ＣＣＫ８实验结果提示ＭＡＤ２Ｂ过表达后细胞增殖活性下降，与对照组比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；
同时实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，与对照组相比，ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ、ＨＧＦｍＲＮＡ的表达有所下降（Ｐ＜０．０５）。结论　 免
疫共沉淀提示ＭＡＤ２Ｂ与ＴＣＦ４在毛乳头细胞中存在相互作用，ＭＡＤ２Ｂ过表达后可能通过抑制Ｗｎｔ信号通路而对毛乳头
细胞增殖和其旁分泌因子ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ、ＨＧＦ产生抑制作用。
　　［关键词］　 ＭＡＤ２Ｂ；ＴＣＦ４；毛乳头细胞；旁分泌因子；Ｗｎｔ
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　　毛乳头细胞是位于毛囊基底部的特殊间质成分，
在毛囊的形态发育和周期性再生调控中起主导作

用［１］。毛乳头结构和功能的异常是毛囊生长失衡的

关键因素之一，在多种脱发性疾病发生中起到重要作

用［２］。本科室前期研究证实 Ｗｎｔ信号通路关键信号
分子Ｔ细胞因子４（Ｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ４，ＴＣＦ４）在生长期毛
乳头细胞中上调表达，并对调节毛乳头细胞的生物学

功能及形态有着重要作用［３］。ＭＡＤ２Ｂ是 ＭＡＤ家族
的蛋白，与有丝分裂关键蛋白ＭＡＤ２有着５３％的相似
度，它可以同细胞有丝分裂后期促进复合物ＣＤＣ２０相
结合，在细胞的生理中发挥着多种作用［４－５］。已有研

究证实在２９３细胞中 ＭＡＤ２Ｂ可以与 ＴＣＦ４结合并调
节细胞内 Ｗｎｔ途径信号［６］。本实验拟构建 ｐＩＲＥＳ２
ＭＡＤ２Ｂ和 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒，并研究其对 Ｗｎｔ信号
途径以及对毛乳头细胞生物学功能的影响。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　本实验使用来自本科１８～３５岁男性患者整形手术获得的
全层头皮。本研究经过本院伦理委员会批准。

１．２　药品与主要试剂
　　毛乳头分离所用的分离酶和Ⅳ型胶原酶购于瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司，ＤＭＥＭ培养液（含有１０％胎牛血清，１０×１０４Ｕ／Ｌ青霉素，
１０×１０４Ｕ／Ｌ链霉素）、胰蛋白酶购于美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，免疫共
沉淀试剂盒购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购于日本
ＴＯＹＯＢＯ公司，限制性内切酶 ＫｐｎⅠ、ＰｓｔⅠ、质粒提取试剂盒、
凝胶回收试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司，脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００试剂盒购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，感受态大肠杆菌、质粒提
取试剂盒购于中国天根生物公司，ＭＡＤ２ＢｓｉＲＮＡ购于美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＭＡＤ２Ｂ和ＴＣＦ４单抗购于Ａｂｃａｍ公司，引物由
上海生工生物工程有限公司合成，ＴＯＰＦｌａｓｈ／ＦＯＰＦｌａｓｈ质粒由
全军烧伤研究所罗高兴教授惠赠。

１．３　提取毛乳头细胞
　　人毛乳头细胞的分离和培养采用本科前期建立的二步酶
消法［７］。将提取的毛乳头细胞接种于含有 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液的培养瓶中，培养２～４代处于凝聚生长状态的
毛乳头细胞备用。

１．４　免疫共沉淀实验测定ＭＡＤ２Ｂ与ＴＣＦ４蛋白间的
相互作用

　　使用含１０％胎牛的ＤＭＥＭ高糖培养基培养的凝集生长的
毛乳头细胞，按说明书操作，使用 ＲＩＰＡ裂解细胞提取蛋白，测
定蛋白浓度后，取４００μｇ蛋白样品加入１ｍｇＭＡＤ２Ｂ单抗进行
孵育，对照采用ＩｇＧ，裂解液定容至５００μＬ，４℃摇床过夜。另
加入４０μＬ充分重悬的蛋白 Ａ＋ＧＡｇａｒｏｓｅ，４℃缓慢摇动３ｈ。
然后用裂解液清洗，加入４０μＬ上样缓冲液后煮沸变性，离心
取上清进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，一抗采用ＴＣＦ４单抗。

１．５　构建ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ和ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒
　　由上海生物工程公司合成 ＭＡＤ２Ｂ引物，从人毛乳头细胞

中用Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）做引物逆转录合成 ｃＤＮＡ
第１链，以 ｃＤＮＡ第１链为模板，用特异性上游引物５′ＧＧＣ
ＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＣＧＧＴＡＧＣ３′和下游引物５′ＧＣＧＧＧＣＧＡＴＣＣＡＣＡ
ＣＡＣＡＧＡ３′扩增ＭＡＤ２Ｂ全长编码基因；酶切后定向克隆于目
的载体ｐＩＲＥＳ２。同理使用５′ＴＧＧＧＧＧＴＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＧＧＣＴＴＴ３′
作为上游引物，５′ＧＧＧＴＴＣＡＣＧＡＣＧＣＴＡＡＡＧＣＴＡＴＴＣＴ３′作为
下游引物扩增ＴＣＦ４，酶切后定向克隆于目的载体ｐＩＲＥＳ２。
１．６　基因转染
　　以上２种质粒和ｓｉＭＡＤ２Ｂ的转染采用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
脂质体转染法。①将凝集生长的毛乳头细胞分为２组，１组转
染空载 ｐＩＲＥＳ２质粒作为对照，１组转染 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ或
ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒，按照说明书操作，用完全细胞培养液调整
细胞密度为１×１０５／孔，１ｍＬ接种于６孔板中，常规培养待细胞
融合度达到８０％～９０％，将质粒∶脂质体按照４μｇ∶１０μＬ／孔分
别转染每个孔。②ＲＮＡ干扰。常规接种第４代凝集生长的毛乳
头细胞５×１０４／孔接种至６孔板，分为２组，１组转染ｓｉＭＡＤ２Ｂ，
１组转染无序对照序列。ｓｉＭＡＤ２Ｂ∶脂质体为１００ｐｍｏｌ∶５μＬ。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后 ＭＡＤ２Ｂ、ＴＣＦ４蛋白的
表达

　　参考《分子克隆实验指南》第３版 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法［８］，收

集转染后的毛乳头细胞；参照 ＲＩＰＡ操作指南提取细胞内总蛋
白；采用ＢＣＡ法检测提取的总蛋白浓度。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
电泳，电转 ＮＣ膜，封闭后加 ＭＡＤ２Ｂ和 ＴＣＦ４单抗及对应的二
抗免疫印迹法检测蛋白的表达，以空载质粒的毛乳头细胞作为

对照。结果采用美国 ＢｉｏＲａｄ图像获取分析仪处理，以βａｃｔｉｎ
为内参。

１．８　ＣＣＫ８检测转染后毛乳头细胞增殖
　　搜集对数期生长的毛乳头细胞，分为 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、
ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染组、对照组（正常毛乳
头细胞），接种９６孔板，细胞密度为１×１０４／孔，每个样品设置
３个平行孔，反应体积１００μＬ，３７℃孵育１．５ｈ。使用美国Ｔｈｅｒｍｏ
ｖａｒｉｏｓｋａｎ多功能读数仪测定４５０ｎｍ下光密度值［Ｄ（４５０）］。细
胞增殖率＝实验组平均Ｄ（４５０）／对照组平均Ｄ（４５０）×１００％。

１．９　荧光素酶报告系统检测 ＭＡＤ２Ｂ过表达对
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的影响

　　用完全细胞培养基调整毛乳头细胞密度为０．５×１０５／孔接
种于２４孔板中，常规３７℃培养。待其密度达到８０％～９０％融
合，按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体说明书将 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、
ｓｉＭＡＤ２Ｂ和 ｐＩＲＥＳ２空载质粒分别转染进入毛乳头细胞，将正
常毛乳头细胞作为正常对照组。同时将 ＴＯＰＦｌａｓｈ或 ＦＯＰＦｌａｓｈ
和ｐＲＬＴＫ质粒共转染至实验组和对照组。转染 ４８ｈ后用
３７℃ ＰＢＳ清洗细胞２次后，尽量吸尽残液，每孔加入配置好的
被动裂解液（水∶５×裂解液１∶４配置）；反复吹打细胞使之充分
裂解，并室温置于摇床缓慢摇动１５ｍｉｎ，将所得液体转移至新
的１．５ｍＬＥＰ管中，漩涡振荡离心管５ｓ，１２０００×ｇ离心１５ｓ
（室温），按 ２０μＬ／孔将上清转移至 ９６孔板中。每孔加入
１００μＬ荧光素酶检测试剂，轻轻混合２～３次，测量 Ｌｕｃ值，加
入ＳＴＯＰ液后测量 Ｒｅｌ值。使用 ＴＯＰＦｌａｓｈ萤火虫荧光素酶活
性／ＦＯＰＦｌａｓｈ萤火虫荧光素酶活性的比值说明 ＴＣＦ／ＬＥＦ转录
活性即Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的强弱。
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１．１０　实时荧光定量 ＰＣＲ验证胰岛素样生长因子１
（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）、血管内皮
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）、肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ，ＨＧＦ）ｍＲＮＡ的变化

　　按照 ＲＮＡ提取试剂盒的操作步骤提取转染 ｐＩＲＥＳ２
ＭＡＤ２Ｂ后４８ｈ细胞和对照细胞的总 ＲＮＡ，在３７℃ １５ｍｉｎ进
行反转录反应，８５℃ ５ｓ进行 ｃＤＮＡ反转录失活反应，将得到
的ｃＤＮＡ备用。反应条件：ＳＹＢＲ９μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，引物
正反义链分别为０．４μＬ，三蒸水８．２μＬ，以ＧＡＰＤＨ为内参，采
用实时荧光定量ＰＣＲ检测ＶＥＧＦ、ＨＧＦ、ＩＧＦ１的表达情况。各
基因的引物：ＩＧＦ１上游５′ＣＡＧＣＡＧＴＣＴＴＣＣＡＡＣＣＣＡＡＴ３′，下
游 ５′ＣＡＣＧＡＡＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡ３′；ＨＧＦ上游 ５′ＣＡＧＡＧＧ
ＧＡＣＡＡＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＧ３′，下游５′ＡＴＧＣＴＡＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣ
ＣＡＧ３′；ＶＥＧＦ上游 ５′ＧＴＣＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＧＣＴＧＴＴＣＴ３′，下游 ５′
ＣＣＣＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣ３′。

１．１１　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，行单因素方
差检验和ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞分离与培养
　　采用本科建立的“二步酶消化法”，成功分离培养了毛乳头
细胞。因为本科前期实验证实，在６代之后毛乳头细胞会失去
凝集性生长的特性。故本实验选用传代３～４代的光镜下凝集
生长的毛乳头细胞。见图１、２。

!

"

图１　光镜观察分离出的毛乳头　（倒置显微镜 ×４０）
图２　贴壁后２ｄ游出的毛乳头细胞　（倒置显微镜 ×４０）

２．２　质粒的构建和测定
　　从人毛乳头细胞中用Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）
在１．８～２．０之间，质量较高，经过琼脂糖凝胶电泳发现条带清
楚，无杂带，弥散较少，ＲＮＡ质量较高。构建后的 ｐＩＲＥＳ２
ＭＡＤ２Ｂ和ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒经过大肠杆菌转化扩增及质粒抽
提后以ＫｐｎⅠ、ＰｓｔⅠ进行双酶切后行琼脂糖凝胶电泳以鉴定质
粒酶切结果，分别显示有５３００ｂｐ的 ｐＩＲＥＳ２条带和１２００ｂｐ
的ＭＡＤ２Ｂ条带；５３００ｂｐ的 ｐＩＲＥＳ２条带和２１００ｂｐ的 ＴＣＦ４
条带，符合目的基因和ｐＩＲＥＳ２空白载体的相对分子质量，经测
序证实为正确的质粒。见图３、４。

２．３　免疫共沉淀法检测ＭＡＤ２Ｂ与ＴＣＦ４在毛乳头细
胞中间相互作用

　　使用免疫共沉淀法验证在毛乳头细胞中是否存在 ＭＡＤ２Ｂ

和ＴＣＦ４的相互作用，结果显示出现 ＴＣＦ４目的条带，而 ＩｇＧ对
照无目的条带。见图５。
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Ｍ：标准；１：质粒；２：ｐＩＲＥＳ２空载体；３：ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ酶切后结果
图３　ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ酶切鉴定结果
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Ｍ：标准；１：质粒；２：ｐＩＲＥＳ２空载体；３：ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４酶切后结果
图４　ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４酶切鉴定结果
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Ｍ：标准；１：ＩｇＧ对照组；２：抗ＭＡＤ２Ｂ组
图５　免疫共沉淀验证ＭＡＤ２Ｂ与ＴＣＦ４蛋白间的相互作用

２．４　重组质粒过表达效果的鉴定
　　用 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ和 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染毛乳头细胞后，
４８ｈ后在荧光显微镜下观察细胞荧光，效果见图６、７，可见过
表达的毛乳头细胞呈绿色荧光，效率４０％～５０％。
　　培养７２ｈ后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＡＤ２Ｂ和 ＴＣＦ４表达
情况，发现实验组均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。见图８。

３７０１
第３５卷第１１期
２０１３年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１３



! "

图６　荧光显微镜（Ａ）与倒置显微镜（Ｂ）观察ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ

转染效果　（×１００）
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图７　荧光显微镜（Ａ）与倒置显微镜（Ｂ）观察ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４

转染效果　（×１００）
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１：实验组；２：对照组

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后ＭＡＤ２８（Ａ）、ＴＣＦ４（Ｂ）蛋白的过表达

２．５　ＣＣＫ８测定转染 ＭＡＤ２Ｂ基因后对毛乳头细胞
增殖活性的影响

　　ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组的 Ｄ（４５０）值为
（０．４９±０．１８），ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染组 Ｄ（４５０）值为（０．７９±
０１５），对照组Ｄ（４５０）值为（０．５７±０．１５）。其中 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４
转染组与 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组比较有明显
差异（Ｐ＜０．０５）；ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组与对
照组比较未见明显差异（Ｐ＞００５）。

２．６　双荧光素酶法测定对 ＴＣＦ／ＬＥＦ转录活性（Ｗｎｔ
通路活性）的影响

　　与 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染组相比，共转染 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、
ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４后 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号明显降低（Ｐ＜０．０５），而
ｓｉＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染后则能纠正这种降低。ｐＩＲＥＳ２
ＴＣＦ４和ｓｉＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组的活性都比对照组明
显升高（Ｐ＜０．０５）。见图９。

２．７　实时荧光定量ＰＣＲ测定ＩＧＦ、ＶＥＧＨ、ＨＧＦｍＲＮＡ
的变化趋势

　　与对照组相比，转染 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ后，细胞因子 ＩＧＦ１、
ＶＥＧＦ、ＨＧＦｍＲＮＡ的表达量都有所下降（Ｐ＜０．０５）。见图１０。
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１：ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组；２：ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染

组；３：ｓｉＭＡＤ２Ｂ、ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４共转染组；４：正常对照组　ａ：Ｐ＜

００５，与ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４转染组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与正常对照组比较

图９　双荧光素酶法测定转染组和对照组的ＴＣＦ／ＬＥＦ的转录活性
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ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较

图１０　实时荧光定量ＰＣＲ测定ＩＧＦ、ＶＥＧＨ、ＨＧＦｍＲＮＡ的变化趋势

３　讨论

　　毛乳头位于毛囊球部基底部，由毛母质细胞包裹，
可以通过自分泌和旁分泌的方式调节毛囊的周期性生

长［１］。研究证实，毛乳头细胞在毛囊的周期性变化和

毛发生长中起到了关键性的作用［９－１０］。

　　Ｗｎｔ信号通路是涉及细胞周期、增殖、凋亡、分化、
粘附等的关键通路之一［１１］，因其启动蛋白 Ｗｎｔ而得
名，可以激活细胞内３条信号通路，其中最重要和研究
较多的就是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。本科前期实验
证实，Ｗｎｔ信号途径的关键因子 ＴＣＦ４在生长期和休
止期的毛乳头细胞内有差异性表达，并可以促进毛乳

头细胞的增殖和某些细胞因子的分泌［３］。ＴＣＦ４属于
核内转录因子，当 Ｗｎｔ信号激活时，细胞质内 Ｗｎｔ通
路信号分子 βｃａｔｅｎｉｎ积聚并转入细胞核内，与 ＴＣＦ４
的氨基端相互结合形成复合体，发挥其转录激活作用。

近期研究证明，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在促进毛囊周
期生长和维持毛乳头细胞的体外毛囊诱导能力上有着

十分关键的作用［１２－１３］。
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　　ＭＡＤ２Ｂ首次被发现是作为有丝分裂纺锤体聚集
的关键点蛋白促后期复合物 Ｃｄｈ１的抑制因子，是
ＭＡＤ家族的蛋白，与有丝分裂关键蛋白 ＭＡＤ２有着
５３％的相似度，在细胞的生理中发挥着多种作用。既
往发现与其效应受体可引发 Ｃｄｈ１ＡＰＣ复合物的释
放，从而引起Ｇ２／Ｍ期的停滞，导致肠上皮细胞更新减
缓［１４］。文献［６］报道 ＭＡＤ２Ｂ可以调节 ＴＣＦ４下游基
因Ｓｌｕｇ的表达。
　　本科前期研究证明，ＴＣＦ４在毛乳头的生物学调控
中起着重要的作用［３］。本实验构建了ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ
和ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４质粒，经双酶切和测序证实构建成功
后将其转染至毛乳头细胞，经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定其在毛
乳头细胞中对 ＴＣＦ４和 ＭＡＤ２Ｂ有表达增强作用。
ＣＣＫ８实验结果证实，ＴＣＦ４过表达后对毛乳头细胞的
增殖有促进作用，而 ＭＡＤ２Ｂ可以抑制这种作用。
ＴＯＰＦｌａｓｈ是含有３个重复的 ＴＣＦ结合位点的萤火虫
荧光酶质粒，ＦＯＰＦｌａｓｈ则有３个突变的结合位点，二
者活性的相对比值可以说明 ＴＣＦ／ＬＥＦ转录活性的强
弱，即Ｗｎｔ信号通路的活性强弱［１５］。

　　本研究表明，转染 ｐＩＲＥＳ２ＴＣＦ４后荧光强度有明
显提升，而 ＭＡＤ２Ｂ和 ＴＣＦ４共转染后 ＴＣＦ／ＬＥＦ转录
活性有明显下降，说明 ＭＡＤ２Ｂ对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路有抑制作用。毛乳头细胞可以通过旁分泌一些生

长因子而参与对毛囊的调控作用，如 ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ、
ＨＧＦ［１６－１８］，三者都与毛发的成长有着正相关的作用。
本研究转染 ｐＩＲＥＳ２ＭＡＤ２Ｂ后应用实时荧光定量
ＰＣＲ技术检测ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ、ＨＧＦｍＲＮＡ水平的变化，
发现都有所降低，说明 ＭＡＤ２Ｂ可能对毛发生长起着
抑制性的作用。基于以上结果，我们认为，在毛乳头细

胞中，ＭＡＤ２Ｂ可以同 ＴＣＦ４结合，抑制其参与的 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活性，从而对其增殖活性产生影
响，并可以对其分泌的细胞因子产生抑制作用，从而间

接调控毛囊的生长周期。这种作用是 ＭＡＤ２Ｂ通过
ＴＣＦ４产生还是单独过表达情况下同样会对 Ｗｎｔ途径
产生抑制作用还需要进一步的研究。
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