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Wntl0b对体外培养小鼠触须毛囊生长的作用研究 

卿尚兰 ，徐诣芝 ，杨 芳 

(重庆市人民医院三院院区 1．口腔科；2．肿瘤血液科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究Wntl0b对体外培养小鼠触须毛囊生长的作用。方法：构建Dct—LacZ小鼠触须毛囊体外培养模型。用腺病 

毒 Ad—Wntl0b和 Ad—GFP感染触须毛囊 2 d、4 d并对触须生长长度进行测量。x—gal染色检测触须毛囊中黑素细胞数量。 

Western blot检测酪氨酸相关蛋白1(tyrosinase—related protein 1，TRP一1)、酪氨酸酶(tyrosinase，TYR)蛋白的表达水平。结果：腺 

病毒感染4 d后长度测量结果显示 Wntl0b处理组的触须毛囊生长长度明显高于GFP对照组(0．58±0．03 VS．0．09士0．05，P_ 

0．000)：X—gal染色结果显示 Wntl0b处理组的黑素细胞数量明显多于GFP对照组；Western blot结果显示 Wntl0b处理组的触 

须毛囊中TRP一1和 TYR的蛋白表达明显升高(1．14 4-O．16 VS．0．55 4-0．22，1．34-I-0．33 VS．0．77±0．09；P=0．020，P=0．045)。结论 ： 

Wntl0b能够促进小鼠触须毛囊的体外生长。 
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Effect Of W ntl Ob on the growth of mouse whisker follicles／n vitro 

Q ShanglanI,Xu Yizhi。，Yang Fang1 

(1．Department ofStomatology；2．Department of Oncology and Hematology，Chongqing General Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of Wntl0b on the growth of mouse whisker follicles in vitro．Methods：Dct-LacZ mouse 

was used to establish the model in vitro for the growth of whisker follicles．After Whisker follicles being infected with Ad—Wntl0b and 

Ad—GFP for 2 days and 4 days，the length of whisker was measured，the melanocytes was observed by X-gal staining and the protein 

expression of tyrosinase-related protein 1(TRP-1)and tyrosinase(TYR)were measured by Western blot．Results：After being infected 

with adenoviruses for 4 days．the average growth length of Wntl0b group was longer than that of GFP control group(0．58±0．03 VS． 

0．09 4-0．05，P<0．001)；the number of melanocytes of the Wntl0b group was more than that of the GFP control group．Wntl0b signifi— 

cantly increased the protein expression of TRP-1 and T R in the whisker follicles compared with that of GFP control group f 1．14 4- 

0．16 VS．0．55±0．22，1．34±0．33 VS．0．77 4-0．09；P--O．020，P=0．045)．Conclusion：Wnt10b may promote the growth of mouse whisker 

follicles in vitro． ． 

【Key words]Wntl0b；whisker follicles；melanocytes 

wnt蛋白家族是一系列高度保守的分泌性糖蛋 

白．通过其经典信号途径调控皮肤附件生长发育。 

多数 Wnt基因在基板均有表达，其中Wntl0b特异 

性地表达于毛囊发育早期的基板．并随着毛囊发育 

进行 ．特异性地表达于毛母质细胞及内根鞘。既往 

研究表明Wntl0b是 Wnt信号中的独特信号。能促 

进表皮的分化和毛干的生长，在皮肤毛囊细胞的增 

殖和分化中扮演重要的角色『l1。进一步的研究表明， 

Wnt10b通过激活经典 Wnt信号通路来促进毛囊周 
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期性再生[21．并且 Wntl0b的周期性表达与黑素细胞 

的分化及黑色素周期性形成有密切关系 。本研究 

利用 Dot—LacZ小鼠触须毛囊体外培养模型．首次在 

体外系统验证Wntl0b对触须毛囊生长的作用及并 

探讨其机制．为体外测试治疗毛囊相关疾病的药物 

提供研究基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

腺病毒Ad—GFP、Ad—Wntl0b(美国芝加哥大学分子肿瘤 

实验室何通川教授赠送保存)；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Santa Cruz公司)；羊抗酪氨酸酶相关蛋白1(tyrosi— 
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图1 显微镜观察分离后触须毛囊的形态(1 O0 x) 

Fig．1 Morphology of mouse whisker follicles under the 

microscope(1 00 x) 
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图2 荧光显微镜观察腺病毒感染触须毛囊的情况(1O0 x) 

Fig 2 Morphology of mouse whisker follicles under fluorescence 

microscope(1 O0 x) 
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图4 触须毛干生长长度(1O0×) 

Fig．4 Increasing length of mouse whisker follicles(1 00 X) 

2．4 Wnt10I1能够促进触须毛震中黑素细胞的分化 

x—gal结果显示 WritlOh处理组中的成熟的黑素细胞不 

管是存 Bulge I 域还是存毛球部Ij!(域，都明 要多于对照组 

rfI的成熟的黑素细胞(1皋】5) Western hlot实验结果 示 

Wnll0l，处坪组触须毛囊巾黑素细胞分化标志物 TRP—l的 

TYR的表达水平明 高l丁对照组(1．14±0．16 VS．0．55±0．22， 

l：一3．77．P=-O020；1．34±0．33 vs．0．77±0．09，f=一2．89，P=O．045； 

罔 6) 以 卉果说明 Writ10b能够促进触须毛囊巾黑素细胞 

的分化．． 

Ad—W n1Oh A Il—t；FP 

图5 触须毛囊的X—gal染色(1O0×) 

Fig 5 X—gal staining of mouse whisker follicles(1 O0×) 
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图6 黑素细胞的TRP一1的TYR的表达(1O0X) 

Fig．6 Protein expression of TRP一1 and TYR in melanocytes 

(1O0×) 

近年来毛囊体外培养是毛发组织T程研究的 
一 个热点．可为脱发和多毛症的Il 床治疗提供理论 

依据I I：相较于动物实验。毛囊体外培养操作方便 、 

加药处理方便、成本低 、便于实时观察与检测。相较 

于细胞实验，毛囊体外培养是作为一个整体与系统 

来考察，更加接近体内的实际情况。近年来已经有 

各种药物或细胞因子使用毛囊体外培养模型来研 

究其对于毛发 长的作川．其中使用人毛囊或鼠毛 

囊作为研究对象的都取得了一定的研究成果：利用 

体外培养的毛囊证明了多种药物对于毛囊生长的 

促进作用进而探索其中的机制 。I，并且形成了一套 

毛囊体外培养的操作与评价标准⋯l，但是现有的研 

究对于毛囊体外培养的检测体系还不够完善。黑素 

细胞的主要功能是合成黑素，黑素细胞随着毛发生 

长周期而变化．受毛发 自身内分泌、旁分泌网络的 

捌控Inl 研究表明毛囊黑素细胞数目、寿命、黑素生 

成活性与毛发生长周期紧密结合在一起InI。而且黑 

素细胞的分化是毛发生长的一个重要步骤，我们可 

以通过检测黑素细胞的分化情况来反映毛发的生 

长情况I I：本研究以Det—I acZ小鼠触须毛囊为体外 

培养模型，可以精确定位黑素细胞的分布并且清新 

示黑素细胞数j=i堂，从侧面展示了毛囊的生长情况 

本研究巾提到的腺病毒感染毛囊效果很好，并且毛 

囊对于腺病毒表达的蛋I 作用敏感，效果明显 另 

外，存将毛囊分离培养之后提取蛋白可以避免提取 

组织蛋白时混入其他组织的情况，使得 Western blot 

的结果更加准确，后续研究可以通过切割下毛囊的 

不同部位来提取蛋白质．从而进一步提高检测的针 

对性。本研究对于毛囊体外培养的检测体系进行了 

完善，为药物对毛囊生长的作用研究提供 r更多的 

检测手段。 

本研究结果 示了Wnt1Oh能够显著促进触须 

毛干的体外生长。而以前的研究证明了Wnt10h是 

Wnt信号中的独特信号，wl1f信号通路与黑素细胞 

的分化及黑色素的形成有密切关系[3,15-1~I，抑制经典 

Wnt信号通路将会抑制黑素细胞分化、黑色素的形 

成从而导致皮肤黑色素的缺乏I19-21I。故本研究进一 

步检测了体外培养的毛囊中成熟黑素细胞的数量 

与黑素细胞分化标志物TRP—l和TYR的蛋白表达 

， ● ．．． 

● 

●  
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水平 ，TYR和 TRP一1是成熟黑素细胞合成黑色素 

的关键酶，其表达升高提示黑素细胞能合成更多的 

黑色素且成熟度更高。结果显示 Wntl0b明显提高 

了毛囊中成熟黑素细胞的数量及 TRP一1和TYR的 

蛋白表达水平，提示 Wntl0b可能通过促进黑素细胞 

成熟，从而产生更多黑色素，为毛干的生长提供原 

料，最终促进触须毛囊的体外生长。 

综上所述，本研究对毛囊体外培养的检测体系 

进行了进一步完善，并在该体外模型上证实Wnt10b 

促进触须毛囊的生长与 Wntl0b促进黑素细胞的成 

熟密切相关。但是本研究还有一定的局限性：首先， 

由于人毛囊和小鼠触须毛囊的差异，该体外培养模 

型只能用于科学研究和早期的药物筛选 ，如果要进 

行更加精确的临床前药物筛选，需要建立人毛囊的 

体外培养模型并尽可能地模拟人体内的培养环境； 

其次，本研究只是初步证明了Wntl0b对于小鼠黑素 

细胞的成熟与触须毛囊生长的作用，对于其中的分 

子机制与细胞间的相互作用并不清楚，需要进一步 

的研究。 
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