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ＧｓｄｅｒｍｉｎＡ３基因在小鼠皮肤角质形成细胞中对Ｋｒｔ６ｂ基因表达的影响
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　　［摘要］　目的　初步探讨ＧｓｄｅｒｍｉｎＡ３（Ｇｓｄｍａ３）基因对 Ｋｒｔ６ｂ基因表达的影响。方法　通过组织
切片的免疫荧光观察、ＲＴＰＣＲ、ＱＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测毛囊生长期［出生后８ｄ（Ｐ８ｄ）］、毛囊退
化期（Ｐ１６ｄ）、毛囊静止期（Ｐ２５ｄ）的Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠（ＡＥ鼠）和野生型鼠（ＷＴ鼠）背部皮肤Ｋｒｔ６ｂ基
因的表达情况。利用免疫荧光进一步观察注射有 Ｇｓｄｍａ３和 ＲＦＰ腺病毒的 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠和野生
型鼠的Ｋｒｔ６ｂ基因的表达情况。结果　Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠的Ｋｒｔ６ｂ基因表达量在各个时相点均高于野
生型鼠（Ｐ＜０．０５）。其中，在出生后１６ｄＫｒｔ６ｂ基因表达量达到最高，而在出生后２５ｄ降至最低。对
Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠进行基因回补后，免疫荧光、实时定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示Ｋｒｔ６ｂ基因
表达减弱。同时，对野生型鼠过表达Ｇｓｄｍａ３基因后，免疫荧光、实时定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
Ｋｒｔ６ｂ基因表达量降低。结论　小鼠皮肤角质形成细胞中，Ｋｒｔ６ｂ基因的表达受Ｇｓｄｍａ３基因抑制。
　　［关键词］　 ＧｓｄｅｒｍｉｎＡ３基因；Ｋｒｔ６ｂ基因；角质形成细胞；小鼠
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｇｓｄｍａ３ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｒｔ６ｂｉｎｍｏｕｓｅｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＧｓｄｅｒｍｉｎＡ３；Ｋｒｔ６ｂ；ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ；ｍｉｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７１５１５）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１３ｊｃｙｊＡ１００２１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉａｎＸｉａｏｈｕａ，Ｅｍａｉｌ：１２９ｈｘ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　ＧａｓｄｅｒｍｉｎＡ３基因简称Ｇｓｄｍａ３，位于小鼠第１１号
染色体，是Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ基因家族成员之一［１－２］。Ｇｓｄｍａ３

基因特异的表达于小鼠皮肤上皮细胞，其基因突变鼠

具有毛囊分化异常、角质层增厚及表皮过度增殖等

表型［３］。

　　角质蛋白是一个大的蛋白家族，是皮肤、毛发以及
指甲的重要组成成分［４］。Ｋｒｔ６ｂ蛋白是角蛋白的一
种，属于二型角蛋白。Ｋｒｔ６ｂ基因多表达于生长期毛囊
的外根鞘、甲床上皮细胞以及口腔和食管上皮细胞谱

８３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



系的细胞中［５］。Ｋｒｔ６ｂ蛋白可以和其他角蛋白相互作
用形成角蛋白细丝。这些细丝可以形成稠密的网络，

从而可以给皮肤及其他组织提供支撑。这些角蛋白细

丝网络可以保护这些组织，使得这些组织不会受到外界

摩擦以及机械压力的损伤。Ｋｒｔ６ｂ蛋白与其他一些角蛋
白还参与创伤修复［４］。除此之外，更重要的是，Ｋｒｔ６ｂ蛋
白是皮肤角质形成细胞分化的一个重要标志物。

　　Ｇｓｄｍａ３基因突变后可造成毛囊分化的异常，而
Ｋｒｔ６ｂ基因又是分化的重要标志物。本研究拟通过对
Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠的 Ｋｒｔ６ｂ基因表达进行检测，初步
探究Ｇｓｄｍａ３基因与Ｋｒｔ６ｂ基因表达之间的关系。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　实验动物　　成年雄性 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠
由南京大学模式动物研究中心友情馈赠，雌性野生型

鼠购自第三军医大学实验动物中心，实验用的Ｇｓｄｍａ３
基因突变鼠和野生型鼠是由雄性 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠
和雌性野生型鼠交配而得。实验材料：分别取雌性，出

生后８ｄ（Ｐ８ｄ，毛囊生长期）、１６ｄ（Ｐ１６ｄ，毛囊退化期）
及２５ｄ（Ｐ２５ｄ，毛囊静止期）的 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠和
野生型鼠背皮组织材料。

１．１．２　主要试剂及仪器　　ＴＲＩｚｏｌ（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），反
转录第１链 ｃＤＮＡ合成试剂盒（天根，中国；ＴａＫａＲａ，
日本），ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ，日本），兔源
Ｋｒｔ６ｂ抗体（Ａｂｃａｍ，美国），５５５标记驴抗兔（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ，美国），抗原修复液、抗荧光猝灭封片剂、免疫染色
封闭液（碧云天，中国），ＳｔａｉｎＦｒｅｅ蛋白凝胶制备试剂
盒、蛋白定量试剂盒（ＢｉｏＲａｄ，美国），ＲＩＰＡ、一抗、二
抗稀释液、Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭液（碧云天，中国），Ｃｏｃｋｔａｉｌ
（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），ＨＲＰ标记的驴抗兔（碧云天，中国），
ＤＡＰＩ（碧云天，中国）。垂直电泳仪、湿转仪，化学发光
仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国），凝胶成
像仪、实时定量ＰＣＲ仪、横向电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），
荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本），蛋白定量分析仪（Ｔｈｅｒｍｏ，
美国）。

１．２　方法
１．２．１　取材、固定及石蜡切片　　取不同鼠龄Ｇｓｄｍａ３
基因突变鼠（ＡＥ）和野生型鼠（ＷＴ），颈椎脱臼法处死，
取其颈背部皮肤，４％多聚甲醛４℃固定过夜，常规梯
度酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡包埋，５μｍ石蜡切片。
１．２．２　免疫荧光检测　　常规脱蜡、梯度酒精水合；
改进型柠檬酸盐抗原修复液９５～１００℃修复７ｍｉｎ；冷
却至室温；ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；免疫染色封闭液
封闭１ｈ；加入兔来源Ｋｒｔ６ｂ抗体（工作浓度１∶２００），４℃
孵育过夜，另外取一张片子以ＰＢＳ代替一抗作为空白对

照。一抗孵育结束后ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ；加入
５５５标记的驴抗兔的荧光二抗，４℃孵育４ｈ；加入ＤＡＰＩ
染色液染细胞核；ＰＢＳ清洗４次，每次１０ｍｉｎ；用抗荧光
猝灭封片剂封片，荧光显微镜下观察记录。

１．２．３　实时定量ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ检测　　ＲＮＡ的提
取：在加有液氮的研钵中将获得的小鼠皮片分别磨碎，

随后加入ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ。分别取１μｇｍＲＮＡ作为
模板进行逆转录反应获得 ｃＤＮＡ，具体条件参照天根
公司和 ＴａＫａＲａ公司的逆转录反应步骤。实时定量
ＰＣＲ反应体系包括：总体积２０μＬ，Ｍｉｘｅｒ１０μＬ，１μＬ
上游引物（浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ下游引物（浓度
为１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬｃＤＮＡ２００ｎｇ，加 ｄｄＨ２Ｏ补足
２０μＬ。反应条件为９５℃预变性３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃
３０ｓ，读值，回到第２步，反应３９个循环，９５℃１０ｓ，绘
制溶解曲线。每次每个样本重复３个复管，将采集到
的信号做统计学分析。ＲＴＰＣＲ反应体系包括：总体
积 ２５μＬ，ＰＣＲＭｉｘｅｒ１２．５μＬ，上游引物（浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物（浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，
ｃＤＮＡ１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。反应条件为９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃３０ｓ，反应
２５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ后４℃保存。将所得的
ＤＮＡ产物置１％琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像仪下采
集图像（表１）。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′）　　　　

Ｋｒｔ６ｂ
上游 ＴＧＴＧＴＣＣＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＴＴ
下游 ＧＡＡＡＡＡＴＧＧＧＧＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ

Ｇｓｄｍａ３
上游 ＣＡＧＣＴＴＧＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＧＡＣ
下游 ＣＧＣＣＴＧＡＴＣＴＴＡＧＧＧＡＡＧＧＴＴＴ

βａｃｔｉｎ
上游 ＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴ
下游 ＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴ

ＧＡＰＤＨ
上游 ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ
下游 ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　在加有液氮的研钵中将
小鼠皮片分别研碎，依照每２０ｍｇ组织加２００μＬＲＩＰＡ
裂解液，并用 ＲＩＰＡ裂解液将 １０×的 ｃｏｃｋｔａｉｌ稀释为
１×。将组织粉末裂解完全１４８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，共
离心３次，收集上清液。ＢＣＡ法测定蛋白浓度，蛋白
在１００℃变性５ｍｉｎ。待 ＳｔａｉｎＦｒｅｅ蛋白凝胶凝固后，
将胶上架，放入电泳槽内，槽内加入电泳缓冲液。蛋白

样品上样２０μｇ，电泳后将胶取出，用化学发光仪去照胶
上蛋白，然后电转到 ＰＶＤＦ膜上，用 ＴＢＳＴ漂洗 ＰＶＤＦ
膜，在Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭液中室温封闭１～２ｈ，用一抗稀释液
按照１∶２０００稀释抗 Ｋｒｔ６ｂ抗体，４℃过夜。ＰＢＳ漂洗
３次，每次１５ｍｉｎ。用二抗稀释液依照１∶１０００的比例

９３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）



稀释ＨＲＰ标记的抗兔二抗，将膜在室温条件下孵育
１ｈ。ＰＢＳ漂洗４次，每次１５ｍｉｎ配置好发光显色液后
显色１ｍｉｎ，之后用化学发光仪采集相片。
１．２．５　小鼠注射实验　　Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠Ｇｓｄｍａ３
回补实验退化期 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠的 ＡｄＧｓｄｍａ３注
射：分别在出生后第１６、１８、２０天３次向 Ｇｓｄｍａ３基因
突变鼠背部皮肤注射Ｇｓｄｍａ３腺病毒及ＲＦＰ对照病毒
（ＡｄＲＦＰ），出生后第２４天取材。按常规材料处理方
式进行固定包埋切片，然后进行免疫荧光检测。

　　拔毛模型ＡｄＧｓｄｍａ３注射：对出生后５０ｄ野生型
鼠麻醉后进行拔毛，并于出生后第５０、５２、５４天３次向
野生型鼠背部皮肤注射Ｇｓｄｍａ３腺病毒及ＲＦＰ对照病

毒（ＡｄＲＦＰ），出生后第５７天取材。按常规材料处理
方式进行固定包埋切片，然后进行免疫荧光检测。

１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计处理，组间
差异采用ｔ检验。

２　结果

２．１　Ｇｓｄｍａ３基因突变后 Ｋｒｔ６ｂ基因在小鼠毛囊周期
中的表达定位

　　免疫荧光结果显示（图１）：无论是在Ｇｓｄｍａ３基因
突变鼠的颈背部皮肤中，还是在野生型鼠的颈背部皮

肤中，Ｋｒｔ６ｂ蛋白在生长期（Ｐ８ｄ）以及退化期（Ｐ１６ｄ）的

!"#!!""$

#$ %&

%&'(#!'"")

#$ %&

()*

(!+*

(,-*

红色：Ｋｒｔ６ｂ；蓝色：ＤＡＰＩ
图１　免疫荧光观察Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠（ＡＥ）与野生型鼠（ＷＴ）背部皮肤Ｋｒｔ６ｂ基因在毛囊周期中的表达定位

０４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



毛囊中，在静止期（Ｐ２５ｄ）的毛囊中几乎没有检测到明
显的Ｋｒｔ６ｂ基因表达。其中，退化期的 Ｋｒｔ６ｂ基因的表
达阳性强度最大。毛囊生长期（Ｐ８ｄ），Ｋｒｔ６ｂ蛋白定位
在表皮、毛囊外根鞘以及毛球部外侧。在毛囊退化期

（Ｐ１６ｄ），表达量增多，Ｋｒｔ６ｂ蛋白定位在表皮和毛囊外
根鞘，在Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠背部皮肤中，毛母质也有
Ｋｒｔ６ｂ基因的表达。在静止期（Ｐ２５ｄ），Ｇｓｄｍａ３基因突
变鼠和野生型鼠的表 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠 Ｋｒｔ６ｂ基因
阳性细胞出现在毛囊外根鞘和毛母质外侧。总体看

来，同时期的 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠与野生型鼠相比，
Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠Ｋｒｔ６ｂ基因的阳性表达强度要大些。
２．２　Ｇｓｄｍａ３基因突变后Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ在小鼠毛

囊周期背部皮肤中的表达

　　实时定量 ＰＣＲ检测结果显示：Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ
高表达于毛囊生长期和退化期的小鼠背皮中，而静止

期的表达量很少。相同时期 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠的
Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ表达量均显著高于野生型鼠（Ｐ＜
００１，图 ２Ａ）。ＲＴＰＣＲ检测结果显示：与实时定量
ＰＣＲ检测的结果保持相同的趋势，Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ
高表达于退化期，生长期时表达量较少，在静止期时表

达最低（图２Ｂ）。
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Ａ：实时定量 ＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＷＴ比较；

Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测结果

图２　ＰＣＲ检测 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠（ＡＥ）与野生型鼠

（ＷＴ）背部皮肤Ｋｒｔ６ｂ基因在毛囊周期中的表达

２．３　Ｇｓｄｍａ３基因突变后 Ｋｒｔ６ｂ蛋白在小鼠毛囊周期
背部皮肤中的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：Ｋｒｔ６ｂ蛋白在小鼠出
生后１６ｄ（退化期）表达量最大，在小鼠出生后８ｄ（生
长期）和２５ｄ（静止期）的表达量都比较小。相同时期
的Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠和野生型鼠 Ｋｒｔ６ｂ蛋白表达量
之间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

!

"

#

$

%

!
"

#
$

%

&'( &$)( &#*(

+,

-.

+, -.

&'(

+, -.

&$)(

+, -.

&#*(

/01)2&)%!$%

"

'!

3+&45&")!$%

"

(!

!

"

)*+,

6

6

6

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ＷＴ比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠（ＡＥ）与野生型鼠
（ＷＴ）背部皮肤Ｋｒｔ６ｂ蛋白在毛囊周期中的表达

２．４　Ｇｓｄｍａ３基因突变回补后 Ｋｒｔ６ｂ基因在小鼠毛囊
周期背部皮肤中的表达

　　为了进一步探讨 Ｇｓｄｍａ３基因突变与 Ｋｒｔ６ｂ基因
表达之间的相关性，我们对退化期（Ｐ１６ｄ）的 Ｇｓｄｍａ３
基因突变鼠进行了 Ｇｓｄｍａ３腺病毒的注射。并对腺病
毒注射区进行免疫荧光检测发现，ＡｄＧｓｄｍａ３注射后，
毛囊外根鞘，毛球部以及表皮的 Ｋｒｔ６ｂ基因表达量明
显下降，并且可以看出 ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠皮肤中细胞
数量远远多于ＡｄＲＦＰ鼠（图４Ａ～Ｄ）。实时定量 ＰＣＲ
检测结果显示（图４Ｅ）：ＡｄＧｓｄｍａ３处理后的小鼠背皮
注射区Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ的表达量要低于 ＡｄＲＦＰ处
理后的小鼠背皮注射区（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示（图４Ｆ）：ＡｄＧｓｄｍａ３处理后的小鼠背皮注射
区Ｋｒｔ６ｂ蛋白的表达量要低于 ＡｄＲＦＰ处理后的小鼠
背皮注射区。表明 Ｇｓｄｍａ３基因表达与 Ｋｒｔ６ｂ基因表
达之间存在负相关，Ｇｓｄｍａ３基因可能具有抑制 Ｋｒｔ６ｂ
基因表达的作用。

１４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）



!

" #

$

%&'()*! +,-./

0

*

1

2

3

!'!"#

!'%&'()*

!
"

#
$

%

)

)

!'!"$ !'%&'()*

+,-./&.3!23

*

'!

%&'()*&*.!23

*

(!

%!4$5&*.!23

*

(!

!

"

)*

Ａ：免疫荧光检测ＡｄＲＦＰ处理鼠注射区Ｋｒｔ６ｂ基因表达（×１００）；Ｂ：免疫荧光检测ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠注射区Ｋｒｔ６ｂ
基因表达（×１００）；Ｃ：免疫荧光检测ＡｄＲＦＰ处理鼠注射区表皮细胞中Ｋｒｔ６ｂ基因的表达（×４００）；Ｄ：免疫荧光检
测ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠注射区表皮细胞中Ｋｒｔ６ｂ基因的表达（×４００）　红色：Ｋｒｔ６ｂ；蓝色：ＤＡＰＩ；Ｅ：ＡｄＲＦＰ和ＡｄＧｓｄｍａ３
处理鼠注射区实时定量ＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠比较；Ｆ：ＡｄＲＦＰ和ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠注
射区Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
图４　免疫荧光、实时定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡｄＧｓｄｍａ３及ＡｄＲＦＰ对Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠毛囊Ｋｒｔ６ｂ基

因表达的影响

２．５　Ｇｓｄｍａ３基因过表达后 Ｋｒｔ６ｂ基因在小鼠毛囊周
期背部皮肤中的表达

　　为进一步了解 Ｇｓｄｍａ３基因对 Ｋｒｔ６ｂ基因表达的
作用，我们对第２轮毛囊周期静止期的野生型鼠进行
了拔毛处理，从而可以使得野生型鼠同步化进入生长

期。对此同步化野生型鼠进行了 Ｇｓｄｍａ３的腺病毒注
射，并对注射区进行了免疫免疫荧光检测，发现

ＡｄＲＦＰ处理组毛囊形态完整，而与 ＡｄＲＦＰ处理组相
比，过表达 Ｇｓｄｍａ３基因的背部皮肤中见不到明显完
整的毛囊结构，仅有部分长成的类毛囊结构。注射

ＡｄＲＦＰ区域的毛囊其Ｋｒｔ６ｂ基因阳性表达强度明显高
于注射ＡｄＧｓｄｍａ３区域，其中注射 ＡｄＲＦＰ区域的毛囊
在毛球部有较强的Ｋｒｔ６ｂ基因的表达（图５Ａ～Ｄ）。同
时，实时定量 ＰＣＲ检测结果显示（图５Ｅ）：ＡｄＧｓｄｍａ３
处理后的小鼠背皮注射区Ｋｒｔ６ｂ基因 ｍＲＮＡ的表达量
要低于ＡｄＲＦＰ处理后的小鼠背皮注射区（Ｐ＜０．０５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（图５Ｆ）：ＡｄＧｓｄｍａ３处理后
的小鼠背皮注射区Ｋｒｔ６ｂ蛋白的表达量要低于ＡｄＲＦＰ
处理后的小鼠背皮注射区。

３　讨论

　　近年来，有报道发现 Ｇｓｄｍａ３基因除了可以表达
在如毛囊毛球部细胞这种分裂中的细胞，还在位于上

基底层以及毛囊内根鞘的已分化的皮肤角质形成细胞

中有表达［６－７］。因此可以看出，Ｇｓｄｍａ３基因与皮肤上
皮组织增殖、分化有非常密切的关系［７］，是分化中不

可或缺的重要因子。本研究通过检测皮肤角质形成细

胞分化相关基因 Ｋｒｔ６ｂ在 Ｇｓｄｍａ３基因突变后的异常
表达，充实了有关 Ｇｓｄｍａ３基因突变后导致毛囊分化
异常的证据，揭示了Ｇｓｄｍａ３基因与Ｋｒｔ６ｂ基因之间表
达的相关性，证实在小鼠皮肤角质形成细胞中，Ｇｓｄｍａ３
基因具有影响Ｋｒｔ６ｂ基因表达的新功能，是调节 Ｋｒｔ６ｂ
基因表达的新因子。

　　目前，国内外鲜有关于 Ｋｒｔ６ｂ基因的表达与小鼠
毛囊生长周期关系的报道。然而，本研究发现，Ｋｒｔ６ｂ
基因的表达随着毛囊生长周期进程发展而变化（图２、
３）。小鼠毛囊生长周期是一个皮肤角质形成细胞从
分化初始到分化终末，最后回到静息的过程。在毛囊

２４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：免疫荧光检测ＡｄＲＦＰ处理鼠注射区Ｋｒｔ６ｂ基因表达（×１００）；Ｂ：免疫荧光检测ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠注射区Ｋｒｔ６ｂ
基因表达（×１００）；Ｃ：免疫荧光检测 ＡｄＲＦＰ处理鼠注射区毛球部 Ｋｒｔ６ｂ基因的表达（×４００）；Ｄ：免疫荧光检测
ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠注射区类毛囊状结构Ｋｒｔ６ｂ基因的表达（×４００）　红色：Ｋｒｔ６ｂ；蓝色：ＤＡＰＩ；Ｅ：ＡｄＲＦＰ和ＡｄＧｓｄ
ｍａ３处理鼠注射区实时定量ＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＡｄＧｓｄｍａ３处理鼠比较；Ｆ：ＡｄＲＦＰ和ＡｄＧｓｄｍａ３处理
鼠注射区Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
图５　免疫荧光、实时定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡｄＧｓｄｍａ３及 ＡｄＲＦＰ处理对野生型鼠毛囊 Ｋｒｔ６ｂ基因表

达的影响

生长期时（Ｐ８ｄ），毛囊干细胞不断分化以建成完整的
毛囊，此时是皮肤角质形成细胞的分化初始阶段，此过

程中仍有部分细胞未到终末分化阶段。因此，Ｋｒｔ６ｂ基
因的表达量相对较低。然而，毛囊的退化期（Ｐ１６ｄ），
是皮肤角质形成细胞分化至终末分化的阶段。此时绝

大部分皮肤角质形成细胞均进入到终末分化阶段，因

此在这一时期时 Ｋｒｔ６ｂ基因的表达量最高。到最后，
进入到静止期，此时的毛囊处于静息的状态，所有干细

胞几乎不进行分化，因此几乎没有了终末分化细胞，所

以，在这时候Ｋｒｔ６ｂ基因的表达量降至最低。Ｋｒｔ６ｂ基
因的表达量随着毛囊的生长周期的变化而变化，说明

Ｋｒｔ６ｂ基因是参与毛囊生长周期的重要因子，参与了皮
肤角质形成细胞的分化过程。

　　研究报道，Ｋｒｔ６ｂ基因在毛囊外根鞘有表达［８－１１］，

毛囊外根鞘的角质形成细胞可以分化形成毛干［１２］。

本研究也发现 Ｋｒｔ６ｂ基因在毛囊外根鞘有表达，提示
Ｋｒｔ６ｂ基因可能参与了外根鞘中角质形成细胞的分
化。此外，我们还发现 Ｋｒｔ６ｂ基因在表皮的上基底层

也有表达（图１）。表皮的上基底层是基底层原始细
胞向上分化为棘层的阶段，而棘层细胞可以参与伤

口愈合。提示 Ｋｒｔ６ｂ基因可能参与了皮肤表皮的创
伤修复。

　　从图２可见，在Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠中 Ｋｒｔ６ｂ基因
的表达量无论是在 ｍＲＮＡ水平还是在蛋白水平均高
于野生型鼠，表明 Ｇｓｄｍａ３基因抑制 Ｋｒｔ６ｂ基因的表
达。通过基因回补，我们发现 Ｇｓｄｍａ３基因突变鼠在
基因回补后，Ｋｒｔ６ｂ基因的表达回归到正常水平，同时，
表皮角质层及毛囊形态接近野生型小鼠。我们之前的

研究发现，Ｇｓｄｍａ３基因突变后，小鼠皮肤会增厚，而毛
囊会出现退化期延长，静止期缺失的现象［３］。这些均

进一步证明 Ｇｓｄｍａ３基因可以通过影响 Ｋｒｔ６ｂ基因的
表达量来引起表皮及毛囊细胞分化异常。

　　那么 Ｇｓｄｍａ３基因究竟如何调节 Ｋｒｔ６ｂ基因的表
达呢？Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对毛囊分化起着重要
的调节作用。Ｆｒｉｚｚｌｅｄ是Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的受
体，其基因家族中有７个成员。近年有报道称Ｆｒｉｚｚｌｅｄ
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基因家族中的成员：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ３、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４以及 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ６
等在毛囊中均有表达［１３］。又有报道称，Ｋｒｔ６ｂ基因在
转录水平可以受到 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ６基因的调节［１４］，而 Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ６蛋白是 Ｗｎｔ信号通路的受体之一［１５］。因此，

Ｋｒｔ６ｂ基因可以受到 Ｗｎｔ信号通路的调节。同时，我
们之前研究发现 Ｇｓｄｍａ３基因可以控制调节 βｃａｔｅｎｉｎ
的表达［１６］，βｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的核
心分子。综上所述，我们推测 Ｇｓｄｍａ３基因可能通过
Ｗｎｔ信号通路来调节 Ｋｒｔ６ｂ基因表达。然而，这一猜
想还需要我们进一步进行实验验证。
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