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　　［摘要］　目的　研究ｓＦＲＰ５抑制Ｗｎｔ３ａ对黑素细胞黑素形成的作用。方法　 以永生化的黑素细胞为模型，利用腺
病毒表达载体，设置Ｃｏｎｔｒｏｌ组、Ｗｎｔ３ａ处理组、Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组进行以下实验：ＬＤＯＰＡ测定酪氨酸酶（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，
ＴＹＲ）活性；ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染色法观察黑素形成情况；ＲＴＰＣＲ检测酪氨酸酶相关蛋白１（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＴＲＰ１）、ＴＹＲ基因的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＰ１、ＴＹＲ蛋白的表达水平。结果　ＬＤＯＰＡ测定酪氨酸酶活性结果显示
Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组ＴＹＲ活性低于Ｗｎｔ３ａ处理组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染色法显示Ｗｎｔ３ａ＋
ｓＦＲＰ５处理组形成的黑素明显低于Ｗｎｔ３ａ处理组；ＲＴＰＣＲ检测结果显示 Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组能下调 ＴＲＰ１、ＴＹＲ基因
的表达（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组能下调 ＴＲＰ１、ＴＹＲ蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０５）。
结论　ｓＦＲＰ５能抑制Ｗｎｔ３ａ对黑素细胞黑素生成的作用。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．９９１；Ｒ３２９．２６；Ｒ３９４．３　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（８１２７１７７０）；重庆市自然科学基金（ＣＳＴＣ２０１２ｊｊＡ０３３５）

［通信作者］　彭惠民，电话：（０２３）６５７１２０９０，Ｅｍａｉｌ：ｐｈｍ６１４＠ｑｑ．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３１０２２．１４１０．００９．ｈｔｍｌ（２０１３１０２２）

ＳＦＲＰ５ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｍｅｌａｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈＷｎｔ３ａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ＴａｎｇＹｉｎｈｏｎｇ１，ＹａｎｇＫｅ２，ＹａｎｇＴｉａｎ２，ＹｅＪｉｘｉｎｇ３，ＬｉｕＰｅｎｇ４，ＬｉａｎＸｉａｏｈｕａ２，ＧｕｏＨａｉｙｉｎｇ２，ＰｅｎｇＨｕｉｍｉｎｇ１（１Ｄｅｐａｒｔ
ｍｅｎｔｏｆＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８；３ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４４；４ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲａｄｉｏｌｏｇｙ，ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００１５，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｃｒｅｔｅｄＦｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５（ｓＦＲＰ５）ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
Ｗｎｔ３ａｏｎｔｈｅｍｅｌａｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｉｔｈｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓａｓｍｏｄｅｌａｎｄ
ａｄｅｎｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ，ｗｅｓｅｔｕｐ３ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ，ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄＧＦＰ（ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ），
ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄＷｎｔ３ａ（ＡｄＷｎｔ３ａｇｒｏｕｐ）ａｎｄｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄＷｎｔ３ａ＋Ａｄ
ｓＦＲＰ５（ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５ｇｒｏｕｐ）ｔｏｄｏｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＬｄｏｐａｔｙｒｏｓｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｓｓａｙ，ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｍｅｌａｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲｆｏｒｔｅｓｔｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＴＲＰ１）ａｎｄｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ（ＴＹＲ），ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＲＰ１ａｎｄＴＹＲｉｎｉＭＣ２３ｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＬＤｏｐａｔｙｒｏｓｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄａｎｏｂｖｉｏｕｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５ｇｒｏｕｐａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＡｄＷｎｔ３ａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
００５）．ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｕｎｄｔｈａｔｍｅｌａｎｉｎｉｎｔｈｅＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡｄＷｎｔ３ａｇｒｏｕｐ．ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＲＰ１ａｎｄ
ＴＹＲｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＴＲＰ１ａｎｄＴＹＲｓｈｏｗｅｄｓｉｍｉｌａｒｃｈａｎｇｅｓａｓｐｒｏｖｅｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳＦＲＰ５ｃａｎ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｔｈｅｍｅｌａｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈＷｎｔ３ａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｅｃｒｅｔｅｄＦｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５；Ｗｎｔ３ａ；ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７１７７０）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１２ｊｊＡ０３３５）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰｅｎｇＨｕｉｍｉｎ，Ｔｅｌ：８６２３６５７１２０９０，Ｅｍａｉｌ：ｐｈｍ６１４＠ｑｑ．ｃｏｍ

８２２
第３６卷第３期
２０１４年２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．１５　２０１４



　　皮肤中黑素细胞的主要功能是合成黑素，通过树
突将黑素颗粒输送给其相关联的角质形成细胞，使皮

肤维持正常肤色，免受紫外线及光致癌因子的损害。

目前研究发现毛囊ｂｕｌｇｅ区存在黑素干细胞是维持毛发
和皮肤黑素形成的根源。研究黑素干细胞分化调节的

机制，有助于了解衰老性白发的发生机制，对临床上色

素脱失性疾病如白癜风的治疗也有很好的提示作用。

　　黑素细胞起源于神经嵴，发育过程中逐渐迁移到
表皮，形成毛囊中的黑素干细胞［１］。目前的研究发现

黑素干细胞的分化受众多信号通路的共同调控，其中

Ｗｎｔ信号通路发挥关键的作用［２］。我们前期的工作发

现，Ｗｎｔ３ａ能通过激活经典 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，
调节黑素干细胞的分化［３］。分泌型卷曲相关蛋白

（ｓｅｃｒｅｔｅｄＦｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓＦＲＰｓ）是一种分泌
型糖蛋白家族，结构上与 ｆｒｉｚｚｌｅｄ受体极为相似，发挥
调节Ｗｎｔ信号通路的作用［４］。目前在哺乳动物发现

５个成员 ｓＦＲＰ１、ｓＦＲＰ２、ｓＦＲＰ３、ｓＦＲＰ４、ｓＦＲＰ５，
ｓＦＲＰｓ家族不同成员可表达于不同的靶器官，我们发
现ｓＦＲＰ５在皮肤中规律性表达。本研究主要通过体
外实验，探讨ｓＦＲＰ５调节Ｗｎｔ３ａ对黑素细胞的作用。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
　　黑素细胞 ｉＭＣ２３［５］；腺病毒 ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄｓＦＲＰ５
（美国芝加哥大学肿瘤研究中心何通川教授赠送保存）；ＤＭＥＭ
细胞培养基和胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）；ＴｒｉｚｏｌＫｉｔ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（日本ＴＯＹＯＢＯ）；ＰＣＲ引物
（上海生物工程有限公司合成）；ＬＤＯＰＡ（Ｓｉｇｍａ公司）；ＰＣＲ
Ｍｉｘ试剂盒（天根）；ＲＩＰＡ强裂解液（碧云天）；ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒（碧云天）；兔抗酪氨酸酶（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，ＴＹＲ）抗体（美国
Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；羊抗酪氨酸酶相关蛋白 １（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＴＲＰ１）抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＧＡＰＤＨ抗体（上
海康成）；硝酸银（ＭＹＭ生物科技公司）；凝胶成像系统
（ＢｉｏＲａｄ）；ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ）；琼脂糖凝胶电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）；
蛋白定量仪（ＢｉｏＲａｄ）；ＰＡＧＥ垂直电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）；湿转仪
（ＢｉｏＲａｄ）；扫描仪（ＧＳ８００）；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ｉＭＣ２３细胞用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养
基，置于３７℃、５％ＣＯ２的饱和湿度培养箱中培养，取对数生长
期细胞用于后续实验。

１．２．２　腺病毒扩增及病毒感染滴度的测定　　重组腺病毒
ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄｓＦＲＰ５感染 ＨＥＫ２９３细胞，２４ｈ后在荧
光显微镜下观察荧光蛋白的表达，３～５ｄ后待荧光表达至９０％
以上，细胞呈逐渐漂浮浓缩状态时收集细胞于离心管中

１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。根据细胞数及荧光量用ＰＢＳ重
悬细胞，－８０℃ 冻存，３７℃水浴反复冻融４次后１２０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃ 离心 １０ｍｉｎ，收集病毒液 －８０℃保存。ｉＭＣ２３细胞按
５０％密度接种于６孔板中，待细胞贴壁后分别加入不同浓度的
ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５病毒液，感染２４ｈ后
在荧光显微镜下观察感染细胞荧光量，确定最适感染滴度。

１．２．３　ＬＤＯＰＡ测定 ＴＹＲ活性　　取对数生长期 ｉＭＣ２３细
胞，以１×１０５细胞／孔接种于６孔培养板中，孵育１２ｈ后添加
ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５；继续培养 ３ｄ，
０２５％胰酶消化，每个样本取１×１０５细胞，加入１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
溶液２００ｍＬ，迅速置－８０℃冰箱内３０ｍｉｎ，室温下融化使细胞
完全破裂，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取５０μＬ上清到９６孔板中，每
孔加２ｍｇ／ｍＬＬＤｏｐａ溶液１０μＬ，３７℃反应２ｈ后在酶联免疫
检测仪４９０ｎｍ波长测定各孔光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．２．４　ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染法　　ｉＭＣ２３细胞接种于２４孔板
中，添加 ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５，继续培养
４ｄ。ＰＢＳ洗２次，冰丙酮固定１０ｍｉｎ，蒸馏水洗２次，银氨液浸
６０℃ １ｈ，２２ｍｇ／ｍＬ氯化金水溶液增色５～１０ｍｉｎ，３５０ｍｇ／ｍＬ
硫代硫酸钠水溶液固定２ｍｉｎ，蒸馏水洗后镜检照相。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测 ｉＭＣ２３细胞 ｍＲＮＡ的表达　　分别提取
３组细胞的总ＲＮＡ，每个样本均取１μｇＲＮＡ按照 ＴＯＹＯＢＯ公
司试剂盒说明书逆转录，然后根据天根 ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒，取ｃＤＮＡ模板１μＬ，上下游引物各１μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＰＣＲ
Ｍｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ共２５μＬ，采用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ的方法
进行 ＰＣＲ反应，取 ５μＬ扩增产物行 １％琼脂糖凝胶电泳
（１２０Ｖ，２０ｍｉｎ），凝胶成像仪成像。引物信息见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列
基因 引物序列（５′→３′） 扩增片段（ｂｐ）
ＴＹＲ 上游引物：ＧＧＧＣＣＣＡＡＡＴＴＧＴＡＣＡＧＡＧＡ １７４

下游引物：ＡＴＧＧＧＴＧＴＴＧＡＣＣＣＡＴＴＧＴＴ
ＴＲＰ１ 上游引物：ＡＡＧＴＴＣＡＡＴＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＧ １５７

下游引物：ＴＣＡＧＴＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＧＧＴＴ
ＧＡＰＤＨ 上游引物：ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ ４５２

下游引物：ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＭＣ２３细胞蛋白的表达　　以最适滴
度ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５感染 ｉＭＣ２３细胞，
４８ｈ后提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，取５０μｇ蛋白样品
１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜，一抗４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ漂洗 １０ｍｉｎ×３次，二抗室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ漂洗
１０ｍｉｎ×３次，化学发光试剂盒显色，在暗室里进行胶片曝光，
最后扫描仪成像。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，进行重复测
量设计的单因素方差分析。

２　结果

２．１　腺病毒的成功扩增和感染
　　在 ＨＥＫ２９３细胞内成功扩增得到腺病毒 ＡｄＧＦＰ、Ａｄ
Ｗｎｔ３ａ、ＡｄｓＦＲＰ５，并确定了最适感染滴度。感染 ｉＭＣ２３细胞
２４ｈ后荧光显微镜照相，各组病毒的感染滴度相似（图１）。
２．２　ＴＹＲ活性检测及分析
　　用最适滴度 ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５感
染ｉＭＣ２３细胞，７２ｈ后收集培养的细胞，离心后直接观察细胞
沉淀。可观察到 Ｗｎｔ３ａ处理组的沉淀为黑色；Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５
联合处理组的沉淀为灰色，ＡｄＧＦＰ对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）的沉淀为
白色。ＤＯＰＡ氧化法测定 ＴＹＲ活性结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞
Ｄ（４９０）光密度值为（２．６００±０．１９５），Ｗｎｔ３ａ处理组为（６．１５４±
０７０１），Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组为（２．９６４±０．１１８），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：Ｗｎｔ３ａ处理组；Ｃ：Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组
图１　荧光显微镜观察腺病毒感染ｉＭＣ２３细胞感染效率　（×１００）
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Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：Ｗｎｔ３ａ处理组；Ｃ：Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组
图２　各组细胞沉淀观察

２．３　ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染实验
　　腺病毒 ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５感染
ｉＭＣ２３细胞，４～５ｄ后通过ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染法观察黑素颗
粒的形成情况。结果显示Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组镜下所见黑素
颗粒明显少于 Ｗｎｔ３ａ处理组，Ｃｏｎｔｒｏｌ组未见到黑素颗粒
（图３）。
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Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：Ｗｎｔ３ａ处理组；Ｃ：Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组
图３　ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓ银染实验检测各组黑素形成能力

２．４　ＲＴＰＣＲ检测黑素分化指标的表达
　　腺病毒 ＡｄＧＦＰ、ＡｄＷｎｔ３ａ、ＡｄＷｎｔ３ａ＋ＡｄｓＦＲＰ５感染
ｉＭＣ２３细胞，提取 ３６ｈ细胞 ＲＮＡ。ＲＴＰＣＲ检测结果显示，
Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组黑素细胞的黑素合成关键靶基因 ＴＲＰ１
和ＴＹＲ的ＲＮＡ水平下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：Ｗｎｔ３ａ处理组；３：Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组
图４　ＲＴＰＣＲ检测黑素细胞的ＴＲＰ１和ＴＹＲ基因的表达

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测黑素分化指标的表达
　　为进一步分析ｓＦＲＰ５是否抑制Ｗｎｔ３ａ对黑素细胞黑素形成
的作用，我们检测了 ＴＲＰ１和 ＴＹＲ蛋白的表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组 ＴＲＰ１和 ＴＹＲ的蛋
白表达水平明显低于Ｗｎｔ３ａ处理组（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：Ｗｎｔ３ａ处理组；３：Ｗｎｔ３ａ＋ｓＦＲＰ５处理组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测黑素细胞ＴＲＰ１和ＴＹＲ蛋白的表达

３　讨论

　　Ｗｎｔ信号转导通路参与了多种生物学过程的调
控，包括胚胎的生长和形态发育、组织的稳定、能量代

谢的平衡以及干细胞的维持和分化调控，分为“Ｗｎｔ经
典通路”和“Ｗｎｔ非经典通路”。在黑素细胞的发育过
程中，Ｗｎｔ经典通路发挥重要的作用 βｃａｔｅｎｉｎ的缺失
导致神经脊向黑素细胞发育的失败，而 Ｗｎｔ经典信号
的启动能促进神经脊细胞向黑素细胞的分化［６］。小

鼠出生后毛囊中黑素干细胞的激活与分化同样受Ｗｎｔ
经典信号通路的调节，当毛囊从静止期晚期转入生长

期早期时，黑素干细胞的活化依赖于βｃａｔｅｎｉｎ的入核
发挥作用。我们前期的研究结果发现，经典通路中的

Ｗｎｔ信号分子Ｗｎｔ３ａ和 Ｗｎｔ１０ｂ能促进黑素干细胞的
分化［３，７］。然而，Ｗｎｔ信号的适度作用能保持黑素干细
胞的正确分化、迁移等生物学行为，过度激活将导致分

化异常、干细胞的耗竭或黑素瘤的产生［８－９］。通过原

位表达的检测，我们也发现在体中存在经典通路的

Ｗｎｔ蛋白高表达，但Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路并未激活的状
态提示毛囊中存在Ｗｎｔ经典通路的抑制机制，来保证
黑素干细胞在正确的时空中进行激活和分化［３］。

　　为检测黑素细胞的分化，本实验以 ｉＭＣ２３为细胞
模型［５］。ｉＭＣ２３是本实验室建立的类黑素干细胞，为
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体外模型，分化程度低，分化标志物的表达偏低，正常

培养下不产生黑素。运用这个细胞模型，能良好地检

测Ｗｎｔ信号通路对黑素细胞分化的作用。本实验中
也检测到Ｗｎｔ３ａ刺激后能明显增加黑素的形成，ＴＹＲ
活性明显增加，各个分化指标也明显上调。

　　Ｗｎｔ信号的胞外调节主要依靠一些分泌性的配体
蛋白，目前已知的这些分泌型蛋白主要包括两大家族：

Ｄｉｃｋｋｏｐｆ（ＤＫＫｓ）家族和 ｓＦＲＰｓ家族。在许多组织器
官中，这两个家族的分子通过调节 Ｗｎｔ信号通路的作
用来完成正确的发育、细胞转运及细胞凋亡等生命过

程。Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等［１０］发现 ＤＫＫ１能通过抑制 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ经典通路，从而抑制正常人黑素细胞的生长
和黑素形成的功能。有报道黑素干细胞自身高表达一

些Ｗｎｔ信号通路的抑制因子，如 Ｗｉｆ１、ｓＦＲＰ１、Ｄａｂ２、
Ｄｋｋ４等［１１］，然而具体的作用方式少见报道。本实验

在前期工作检测到 ｓＦＲＰ５在皮肤中的表达的基础上，
为进一步检测其对黑素细胞的作用，以 Ｗｎｔ３ａ处理作
为阳性对照，发现 ｓＦＲＰ５可显著下调 Ｗｎｔ３ａ诱导的
ＴＹＲ活性，银染实验进一步发现 ｓＦＲＰ５可明显抑制
Ｗｎｔ３ａ促进ｉＭＣ２３黑素干细胞产生黑素的作用，提示
ｓＦＲＰ５能有效抑制黑素干细胞中的Ｗｎｔ３ａ信号途径。
　　黑素合成过程是一个多步骤的酶促生化反应。在
这个过程中，ＴＹＲ是唯一催化黑素合成的酶，黑素生成
量与ＴＹＲ活性相关，控制其活力即可控制黑素生成量。
ＴＲＰ１和ＴＲＰ２是两种ＴＹＲ相关蛋白，ＴＲＰ１是把ＴＹＲ
运输给黑素小体的关键酶，合成速率与黑素合成呈正相

关。ＴＲＰ２即多巴色素互变异构酶（ｄｏｐａｃｈｒｏｍｅ
ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ，ＤＣＴ），是黑素合成过程中的一个关键酶。
在黑素干细胞的分化过程中，ＴＹＲ和ＴＲＰ１的表达从无
到有，并逐渐升高，最终导致黑素细胞的分化成熟和产

生黑素的能力［１１－１２］。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示ｓＦＲＰ５能够拮抗Ｗｎｔ３ａ诱导的这些酶表达的升高，
从而抑制黑素的生成，进一步揭示ｓＦＲＰ５能拮抗Ｗｎｔ３ａ
对黑素细胞的促进细胞分化的作用。

　　近来研究发现ｓＦＲＰ５表达下调可减弱对Ｗｎｔ信号
的抑制作用［１３］。Ｍｏｒｉ等［１４］报道 ｓＦＲＰ５通过抑制 Ｗｎｔ
信号通路的活动而减低了脂肪细胞线粒体的新陈代谢。

ｓＦＲＰｓ的分子结构和Ｗｎｔ受体极为相似，均具有相同的
半胱氨酸富集结构域，它们可通过竞争性结合受体而抑

制Ｗｎｔ信号通路，而目前的研究发现ｓＦＲＰｓ的功能可能
更复杂［１５］。Ｂｏｖｏｌｅｎｔａ等［１６］认为 ｓＦＲＰｓ家族对 Ｗｎｔ信
号通路并不是简单的抑制作用，它们可能通过４条途径
来调节Ｗｎｔ信号：①ｓＦＲＰｓ通过ＣＲＤ和Ｗｎｔ结合抑制
Ｗｎｔ信号；②ｓＦＲＰｓ与Ｆｒｉｚｚｌｅｄ受体结合，形成无功能的
复合体而抑制Ｗｎｔ信号；③ｓＦＲＰｓ之间相互作用形成二
聚体，促进 Ｗｎｔ信号；④某些 ｓＦＲＰｓ还可以通过转运

Ｗｎｔ蛋白至Ｆｒｉｚｚｌｅｄ或直接结合Ｆｒｉｚｚｌｅｄ，从而促进Ｗｎｔ
信号的转导。

　　本研究表明，ｓＦＲＰ５抑制了 Ｗｎｔ３ａ在黑素细胞中
促进黑素形成的作用，但是 ｓＦＲＰ５在体内如何调节
Ｗｎｔ经典通路对黑素细胞的作用，需进一步研究。
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