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ＤＤＩＴ４介导的自噬在毛乳头细胞氧化应激损伤中的保护作用
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　　［摘要］　目的　探索ＤＮＡ损伤诱导转录因子４（ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＤＤＩＴ４）
在毛乳头细胞氧化应激损伤中的保护作用及其机制。方法　使用长波紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｄｉａｔｉｏｎＡ，
ＵＶＡ）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）建立毛乳头细胞氧化应激模型；ＣＣＫ８检测不同处理条件下的细胞活力，利用
２′，７′二氯荧光素二乙酸酯（２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）试剂检测细胞内活性氧
（ＲＯＳ）的变化；电镜观察自噬小体；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察 ＤＤＩＴ４及自噬相关指标微管相关蛋白 １轻链 ３
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、泛素结合蛋白（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＰ６２，Ｐ６２）、
雷帕霉素哺乳动物靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）、ｐｍＴＯＲ的表达情况。结果　ＵＶＡ
和Ｈ２Ｏ２导致毛乳头细胞内ＲＯＳ升高，活力下降（Ｐ＜０．０５）；氧化应激环境下毛乳头细胞内的 ＤＤＩＴ４表
达增加（Ｐ＜０．０５），而抗氧化剂Ｎ乙酰基Ｌ半胱氨酸（ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）可有效抑制此效应（Ｐ＜
０．０５）；ＵＶＡ或Ｈ２Ｏ２处理后毛乳头细胞内自噬水平升高，表现为自噬体数量增多，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值增高
（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２表达下降（Ｐ＜０．０５），３甲基腺嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）阻断自噬可观察到细胞活力
进一步降低（Ｐ＜０．０５），细胞内ＲＯＳ增多（Ｐ＜０．０５），反之，雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡＰＡ）可增加自噬水平
提升氧化条件下毛乳头细胞活力，减少细胞内ＲＯＳ生成（Ｐ＜０．０５）；下调ＤＤＩＴ４表达可使氧化应激环境
下毛乳头细胞自噬减弱，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ减少（Ｐ＜０．０５），ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、Ｐ６２增加（Ｐ＜０．０５），细胞活力下降
（Ｐ＜０．０５），细胞内ＲＯＳ增多（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＤＩＴ４可能通过自噬缓解毛乳头细胞氧化应激损伤。
　　［关键词］　 ＤＮＡ损伤诱导转录因子４；自噬；氧化应激；毛乳头细胞
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ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇ２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＤＣＦＨＤＡ）．Ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ
ｖｅｓｉｃｌｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＤＤＩＴ４ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３（ＬＣ３），
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ６２），ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ），ａｎｄｐｍＴＯＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＵＶＡ
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ａｎｄＨ２Ｏ２ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｍｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＲＯＳ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓ（Ｐ＜
０．０５）．ＤＤＩＴ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ（ＮＡＣ）ｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔ（Ｐ＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
ＵＶＡｏｒＨ２Ｏ２，ｃｅｌｌａｕｔｏｐｈａｇｙｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓａｎｄａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｒａｔｉｏ（Ｐ＜０．０５），ａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＰ６２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜
０．０５），ａｎｄ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ）ｂｌｏｃｋｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｌｅｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒｒｅｄｕｃｅｄｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ，ｒａｐａｍｙｃｉｎ（ＲＡＰＡ）ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｌｅｖｅｌａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳ（Ｐ＜０．０５）．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＤＤＩＴ４ｗｅａｋｅｎｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎ
ｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｒｅｄｕｃｅｄＬＣ３Ⅱ／Ⅰ （Ｐ＜０．０５），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲａｎｄ
Ｐ６２（Ｐ＜０．０５），ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＤＩＴ４ｍａｙａｌｌｅｖｉａｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙｉｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａｕｔｏｐｈａｇｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２１７３４４０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＥＩＸｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｄｐｙｙｓｋｉｎｌｘ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　脱发是皮肤科的常见疾病，虽不威胁生命健康，但
影响美观，对患者会造成较大的精神负担［１－２］。脱发

由遗传、精神情绪压力、营养不良、作息不规律、内分泌

紊乱、药物、炎症、自身免疫病、外伤等多种原因造成，

这些因素往往相互作用导致发病。随着对脱发机制的

探索不断深入，氧化应激损伤被认为在脱发发病机制

中扮演了重要角色［３－４］。雄激素性秃发和斑秃是最常

见的两种脱发类型，多项临床研究表明，雄激素性秃发

和斑秃患者体内均存在氧化与抗氧化的失衡［５－７］，从

而凸显了深入探究氧化应激在脱发中的作用及其调节

分子和机制的重要性。

　　ＤＮＡ损伤诱导转录因子 ４（ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＤＤＩＴ４；也称 ＲＥＤＤ１、ＲＴＰ８０１或
Ｄｉｇ１）是一种保守的应激反应基因，其响应多种刺激而
诱导，包括缺氧、氧化应激、糖皮质激素、ＤＮＡ损伤等，
已被证明可以调节细胞生长、线粒体功能、氧化应激和

细胞凋亡［８］。既往研究表明，ＤＤＩＴ４对缓解氧化应激
引起的皮肤老化［９］、保护角质形成细胞免受ＵＶＢ辐射
诱导的氧化伤害等方面显示了潜在保护价值［１０］，此

外，ＤＤＩＴ４在毛囊的增殖分化中具有重要作用［１１］。氧

化应激可以诱导细胞自噬［１２－１３］，ＤＤＩＴ４也是参与自噬
调节的雷帕霉素哺乳动物靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）的抑制剂，及时的 ＤＤＩＴ４表达将限
制ｍＴＯＲ的激活，使细胞在应激期间节省能量，避免
能量崩溃和有害后果［１４］。但目前关于氧化应激如何

影响毛囊尤其毛乳头细胞的具体作用机制，以及

ＤＤＩＴ４在其中所扮演的角色仍不清楚。
　　为进一步探索这些问题，本研究采用了物理［长

波紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｄｉａｔｉｏｎＡ，ＵＶＡ）辐射］与化学
（Ｈ２Ｏ２处理）方法来诱导毛乳头细胞的氧化应激，并
研究ＤＤＩＴ４在抵御此类氧化应激中的具体作用和可
能的分子机制，以期为脱发的治疗提供更为精准的靶

点及策略。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自上海源培公司；胎牛血清
（ＦＢＳ）购自上海ＶｉｖａＣｅｌｌ公司；ＰＢＳ缓冲液干粉、电泳
液、电转液、ＴＢＳＴ干粉购自武汉塞维尔公司；链霉素
青霉素双抗、０．２５％胰酶（含ＥＤＴＡ）、ＢＣＡ蛋白测定试
剂盒、细胞裂解液、活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒购自上海
碧云天公司；３０％Ｈ２Ｏ２购自川东化工；ＬＣ３、ＤＤＩＴ４、
αＴｕｂｕｌｉｎ抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；Ｐ６２、ｍＴＯＲ、
ｐｍＴＯＲ抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）
公司；ＲＡＰＡ、３ＭＡ购自美国 ＭＣＥ公司；ＮＡＣ购自上
海麦克林公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒购自上海
雅酶公司；ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＣＣＫ８、
ＥＣＬ超敏发光液购自重庆葆光公司；小干扰ＲＮＡ购自
吉玛基因公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞提取　　利用５周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠提取
触须毛乳头细胞，小鼠购自陆军特色医学中心实验动

物中心；经两步酶消化法提取，细胞呈聚集生长，毛乳

头细胞标志性蛋白 α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）和波
形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ＶＩＭ）为阳性。
１．２．２　细胞培养及细胞氧化应激模型　　在含１０％

８９３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



胎牛血清＋１％双抗的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中培养毛乳
头细胞，孵箱温度为３７℃，ＣＯ２浓度为５％，细胞生长
至８０％左右进行传代，用第３代毛乳头细胞进行实验。
紫外线是导致皮肤氧化应激的常见因素，Ｈ２Ｏ２也常被
用于研究中的模拟氧化应激条件，所以利用 ＵＶＡ和
Ｈ２Ｏ２作为本实验氧化应激模型的处理因素，按照所需
剂量ＵＶＡ照射细胞或Ｈ２Ｏ２干预细胞。
１．２．３　细胞分组　　探索氧化应激对毛乳头细胞内
ＤＤＩＴ４表达的影响时，ＵＶＡ作为氧化应激条件，分为
对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）、ＵＶＡ组、ＮＡＣ组和 ＵＶＡ＋ＮＡＣ
组，ＮＡＣ组和ＵＶＡ＋ＮＡＣ组先用ＮＡＣ含量为５ｍｍｏｌ／Ｌ
的培养基孵育２ｈ，再根据分组利用 ＵＶＡ处理。为了
观察氧化应激条件下毛乳头细胞自噬相关指标的变化

及自噬对细胞的影响，ＵＶＡ作为氧化应激条件，分为
对照组、ＵＶＡ组、ＵＶＡ＋３ＭＡ组和 ＵＶＡ＋ＲＡＰＡ组，
ＵＶＡ＋３ＭＡ组用自噬抑制剂 ３ＭＡ含量为 ２ｍｍｏｌ／Ｌ
的培养基孵育 ２ｈ，ＵＶＡ＋ＲＡＰＡ组用自噬激动剂
ＲＡＰＡ含量５０ｎｍｏｌ／Ｌ的培养基孵育２ｈ，然后再根据
分组进行ＵＶＡ处理。在进一步探索 ＤＤＩＴ４在毛乳头
细胞氧化应激中的作用及可能的机制时，ＵＶＡ作为氧
化应激条件，分为空白干扰组（ｓｉＮＣ）、ｓｉＮＣ＋ＵＶＡ组、
ｓｉＤＤＩＴ４组和 ｓｉＤＤＩＴ４＋ＵＶＡ组，根据分组进行小干扰
ＲＮＡ转染，然后用ＵＶＡ进一步处理。Ｈ２Ｏ２作为氧化
应激条件分组同ＵＶＡ。
１．２．４　细胞活力检测　　细胞干预完成后，按照
ＣＣＫ８试剂盒操作步骤，用无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
＋ＣＣＫ８试剂（１０∶１）进行换液操作，避光３７℃孵育２ｈ。
酶标仪（波长４５０ｎｍ）测定各孔光密度值。
１．２．５　活性氧检测　　细胞干预完成后，按照活性氧
试剂盒操作步骤，用 ＰＢＳ清洗 ３遍，加入无血清
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基稀释 １０００倍的 ＤＣＦＨＤＡ，避光
３７℃孵育２０ｍｉｎ后，再用 ＰＢＳ清洗 ３遍。使用荧光
酶标仪（激发波长 ４８８ｎｍ，发射波长 ５２５ｎｍ）测定荧
光强度，或者使用荧光显微镜观察荧光强度。

１．２．６　蛋白质印迹　　将细胞接种在１０ｃｍ培养皿
中，按不同实验目的及分组，分别予不同条件干预。处

理完成后，ＰＢＳ清洗３遍，加入配好的细胞裂解液，用
细胞刮将混悬液收集于ＥＰ管中，冰上裂解１０ｍｉｎ后，
４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，收集的上清液即为提
取的蛋白，全程注意在低温环境操作。采用ＢＣＡ法测
量蛋白浓度并调平蛋白浓度，后将蛋白煮沸变性，储存

于－８０℃冰箱中。根据蛋白相对分子量大小选择不同
浓度 ＳＤＳＰＡＧＥ系统进行加载和分离，将蛋白转至
ＰＶＤＦ膜上，牛奶封闭 １ｈ，一抗孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤

３次，二抗室温孵育 １ｈ，而后 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，配置
ＥＣＬ发光液，凝胶成像系统曝光照相记录，采用ＩｍａｇｅＪ
对条带灰度进行分析。实验至少重复３次。
１．２．７　小干扰 ＲＮＡ转染　　用 ＤＤＩＴ４小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＤＤＩＴ４）转染细胞（ｓｉＮＣ作为对照），按照说明书进
行操作。ｓｉＮＣ和ｓｉＤＤＩＴ４分别转染细胞４８ｈ，然后再
用ＵＶＡ或Ｈ２Ｏ２处理，进行后续检测。小干扰ＲＮＡ序
列见表１。

表１　小干扰ＲＮＡ序列

基因名称 引物序列（５′→３′）

ＤＤＩＴ４小鼠
正义链：ＧＧＡＡＧＡＣＵＣＣＵＣＡＵＡＣＣＵＧＴＴ

反义链：ＣＡＧＧＵＡＵＧＡＧＧＡＧＵＣＵＵＣＣＴＴ

阴性对照
正义链：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

反义链：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１．２．８　透射电镜观察自噬体　　将细胞处理完成后
收集，用２．５％戊二醛固定，后续步骤由成都里莱生物
科技公司完成。

１．３　统计学方法
　　数据采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行分析，相关统计图
表使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行绘制，采用 珋ｘ±ｓ描述计量
资料，两组间比较用两独立样本ｔ检验，多组间比较采
用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＵＶＡ和Ｈ２Ｏ２诱导毛乳头细胞内 ＲＯＳ升高并降

低其细胞活力

　　给予不同剂量的 ＵＶＡ（５、１０、１５、２０Ｊ／ｃｍ２）照射
毛乳头细胞，４ｈ后观察，随着光照强度的增强，细胞
皱缩，间隙增大，漂浮细胞增多，细胞活力下降，ＲＯＳ
增加（Ｐ＜０．０５）。给予不同浓度 Ｈ２Ｏ２（５０、１００、２００、
４００μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞４ｈ，细胞活力呈浓度依赖性降低
（Ｐ＜０．０５），细胞内ＲＯＳ呈浓度依赖性升高（Ｐ＜０．０５）。
　　结合不同ＵＶＡ强度及Ｈ２Ｏ２浓度对细胞活性和细
胞内ＲＯＳ的影响，选择１５Ｊ／ｃｍ２ＵＶＡ或１００μｍｏｌ／Ｌ浓
度Ｈ２Ｏ２作为实验组用于后续实验。见图１。
２．２　ＲＯＳ刺激促进毛乳头细胞ＤＤＩＴ４的表达
　　荧光强度定量分析显示，氧化应激条件下毛乳头
细胞内ＲＯＳ含量增加，抗氧化剂 ＮＡＣ可抑制 ＲＯＳ的
增加；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＵＶＡ和 Ｈ２Ｏ２会引起毛
乳头细胞内 ＤＤＩＴ４表达增高（Ｐ＜０．０５），且这种升高
同样可以被 ＮＡＣ大部分抑制，说明毛乳头细胞内
ＤＤＩＴ４的升高与ＲＯＳ生成有关。见图２。

９９３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２１）
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图１　ＵＶＡ和Ｈ２Ｏ２诱导毛乳头细胞内ＲＯＳ升高并降低其细胞活力
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图２　ＲＯＳ刺激促进毛乳头细胞中ＤＤＩＴ４的表达
（图２Ｂ续下页）
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续图２　ＲＯＳ刺激促进毛乳头细胞中ＤＤＩＴ４的表达

２．３　ＲＯＳ诱导自噬以提高毛乳头细胞对氧化应激的
耐受性

　　透射电镜显示，ＵＶＡ或Ｈ２Ｏ２处理毛乳头细胞后，
细胞内自噬小体数目增加。根据分组使用 ３ＭＡ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＲＡＰＡ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）分别预处理细胞２ｈ，
再用ＵＶＡ或 Ｈ２Ｏ２处理细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量结
果显示，与对照组相比，ＵＶＡ组和Ｈ２Ｏ２组的自噬相关
蛋白ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ增加（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２下降（Ｐ＜０．０５），
提示毛乳头细胞的氧化应激会导致自噬水平升高，

３ＭＡ和 ＲＡＰＡ可分别进一步抑制或增强自噬。与
ＵＶＡ组相比，ＵＶＡ＋３ＭＡ组细胞活力下降，ＲＯＳ升高，
ＵＶＡ＋ＲＡＰＡ组细胞活力升高，ＲＯＳ下降（Ｐ＜０．０５）。
用Ｈ２Ｏ２作为处理条件结果与 ＵＶＡ类似（Ｐ＜０．０５）。
结果提示，毛乳头细胞可通过增强自噬减轻自身氧化

应激损伤。见图３。
２．４　ＤＤＩＴ４调控自噬缓解毛乳头细胞氧化应激损伤
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测毛乳头细胞 ＤＤＩＴ４、ｐｍＴＯＲ、
ｍＴＯＲ、ＬＣ３、Ｐ６２蛋白表达情况，结果提示：与 ｓｉＮＣ相
比，ｓｉＮＣ＋ＵＶＡ组 ＤＤＩＴ４相对量、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ增加（Ｐ＜
０．０５），ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、Ｐ６２下降（Ｐ＜０．０５），ｓｉＮＣ＋
ＵＶＡ组细胞活力下降（Ｐ＜０．０５），细胞内 ＲＯＳ升高
（Ｐ＜０．０５）。与 ｓｉＮＣ＋ＵＶＡ组相比，ｓｉＤＤＩＴ４＋ＵＶＡ组
ＤＤＩＴ４表达量明显下降，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ减少，ｐｍＴＯＲ／
ｍＴＯＲ、Ｐ６２增加（Ｐ＜０．０５），敲低 ＤＤＩＴ４使得细胞活力
进一步下降（Ｐ＜０．０５），细胞内 ＲＯＳ进一步升高（Ｐ＜
０．０５）。在Ｈ２Ｏ２作为毛乳头细胞氧化应激条件的实验
中可以观察到类似结果（Ｐ＜０．０５）。结果表明，ＤＤＩＴ４
可能通过自噬缓解毛乳头细胞氧化应激损伤。见图４。

３　讨论

　　毛囊作为人体最外层皮肤的附属器官，易受多种
外源性和内生性因素产生的 ＲＯＳ影响，进而导致损
伤。当毛囊经历的轻微应激损伤能够被及时清除时，

它可能迅速恢复正常功能。然而，严重或长期的应激

可以导致持续损伤，进而导致毛囊再生障碍，最终导致

脱发。在体外研究中，人们发现真皮下的氧浓度一般

在１％～５％，对比常氧（２１％）和生理氧（约 ２％）培养
条件下的ＡＧＡ患者秃发区的毛乳头细胞发现，常氧状
态会造成毛乳头细胞发生氧化应激，使毛乳头细胞的

ＲＯＳ水平升高，细胞发生扁平化，迁移率降低，与衰老
相关的因子如β半乳糖苷酶的活性增加，且细胞同时
表达更多的头发生长相关负性调节因子，产生抗毛乳

头细胞增殖的效应［１５］。因此，氧化应激在雄激素性脱

发、斑秃、休止期脱发中都扮演了重要角色［４，１６］。

　　毛乳头是控制毛发生长、循环的信号发生器，探索
毛乳头细胞在氧化应激中的反应及其保护机制对脱发

疾病的治疗有指导意义［１７］。紫外线是导致皮肤氧化

应激的常见因素［１８］，Ｈ２Ｏ２常被用于研究中的模拟氧
化应激条件，于是本研究引入 ＵＶＡ和 Ｈ２Ｏ２作为处理
条件用于观察毛乳头氧化应激反应，发现ＲＯＳ的增加
是导致ＤＤＩＴ４升高的主要因素，进一步的观察表明，
ＤＤＩＴ４可能通过自噬缓解毛乳头细胞氧化应激损伤。
　　ＤＤＩＴ４是一种保守且普遍存在的蛋白质，可被多
种应激诱导。Ｈ２Ｏ２诱导肝细胞氧化应激，通过激活蛋
白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）的转录调控，增加
ＤＤＩＴ４的表达，进而减少细胞内ＲＯＳ的形成，保护肝细

１０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２１）
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图３　ＲＯＳ诱导自噬以提高毛乳头细胞对氧化应激的耐受性
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图４　 ＤＤＩＴ４调节自噬减轻毛乳头细胞的氧化应激损伤
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胞免受氧化应激损伤［１９］。另一方面，ＤＤＩＴ４以 Ｓ亚硝
基化依赖性方式克服 ＢＲＧ１缺陷，影响 ｐ３８ＭＡＰＫ信
号通路，从而促进 ＲＯＳ生成，导致肝细胞损伤加
重［２０］。这些发现展示了 ＤＤＩＴ４在不同细胞类型和条
件下作为保护或损害氧化应激的双重角色［８］。ＤＤＩＴ４
在皮肤领域的作用已经得到了一定程度的研究，在真

皮成纤维细胞中ＤＤＩＴ４受ＨＤＡＣ４调节和细胞衰老调
节，可以逆转与衰老相关的基因（如 ＳＡＳＰ和 ＳＡβｇａｌ
阳性细胞）的表达［９］，但其在毛囊中的作用及相关研

究报道较少。本研究发现氧化应激条件下，毛乳头细

胞内ＤＤＩＴ４的表达增多，且抑制 ＲＯＳ的产生后，表达
量又会有明显下降，表明ＤＤＩＴ４表达与ＲＯＳ水平在毛
乳头细胞内有调节关系，其可能的作用有待进一步

研究。

　　自噬是一个吞噬自身细胞质蛋白或细胞器并使其
包被进入囊泡，并与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解

其所包裹的内容物的过程，借此实现细胞本身的代谢

需要和某些细胞器的更新。毛发的生长和更新与自噬

相关，激活自噬可以加速毛发从休止期到生长期的进

程，并且能够延长生长期［２１－２２］，斑秃的发病与自噬受

损相关，自噬活性在斑秃小鼠模型受到抑制，增强自噬

可缓解小鼠脱毛症状［２３］，同时，自噬受损也是雄激素

性秃发病的潜在机制［２４］。多种物质包括羟基酪醇、

Ｎ１甲基亚精胺、５溴３，４二羟基苯甲醛（ＢＤＢ）、柠檬
素等均可通过增强自噬以增强毛囊相关细胞活性，保

护其免受各种刺激损伤［１７，２５－２７］。Ｐ６２和 ＬＣ３是反映
自噬程度重要且常用的指标，当细胞启动自噬时，ＬＣ３Ⅰ
会被修饰并转化为 ＬＣ３Ⅱ形式，Ｐ６２通过与 ＬＣ３Ⅱ结
合，将自噬底物标记并引导进入自噬体进行降解，

Ｐ６２的降解和ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值的增加可反映自噬增强。
氧化应激是造成脱发的重要因素，自噬可以及时清除

这些受损的细胞成分，从而维持细胞内的氧化还原平

衡，保护细胞免受氧化应激损伤。本研究观察显示，

ＵＶＡ和 Ｈ２Ｏ２均可导致毛乳头细胞的自噬增加，用
３ＭＡ抑制自噬可进一步加重毛乳头细胞氧化应激损
伤，而自噬激活剂ＲＡＰＡ可减轻毛乳头细胞的这类损
伤效应，提示毛乳头细胞可通过增强自噬减轻自身氧

化应激损伤。

　　ｍＴＯＲ信号通路控制着大分子合成、细胞生长和
代谢，以响应营养物质和生长因子，当细胞处于营养缺

乏、能量不足的状态时，ｍＴＯＲ信号通路被抑制，自噬

过程被激活，通过自噬降解一些不必要的细胞器和蛋白

质，为细胞提供能量和营养物质，以维持细胞稳态［２８］。

ＤＤＩＴ４作为ｍＴＯＲ的内源性抑制剂，已被证明可以调
节细胞生长、线粒体功能、氧化应激和细胞凋亡［２９］。

相关研究发现，ＤＤＩＴ４可以通过竞争结合１４３３蛋白，
使得 Ｔｓｃ２／１４３３复合体解聚，从而活化 Ｔｓｃ１／２以抑
制ｍＴＯＲＣ１的表达［３０］。在脑缺血再灌注损伤中，抑制

ＤＤＩＴ４的表达可以增加 ｍＴＯＲ的磷酸化，降低细胞自
噬水平［３１－３２］。本研究结果显示，干扰ＤＤＩＴ４的表达会
使ＵＶＡ和Ｈ２Ｏ２条件下毛乳头细胞内 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
增加、Ｐ６２增加、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ下降，这说明下调氧化应激
条件下ＤＤＩＴ４的表达会影响毛乳头细胞自噬的发生，
同时，细胞活力进一步下降，细胞内ＲＯＳ进一步升高。
本研究推测，ＤＤＩＴ４可能通过自噬缓解毛乳头细胞氧
化应激损伤（图５）。

图５　ＤＤＩＴ４通过自噬减轻毛乳头细胞的氧化应激损伤

　　总之，ＲＯＳ水平增高会引起氧化应激，这会对毛
乳头细胞构成威胁，是导致脱发的重要原因。然而，

ＤＤＩＴ４的上调以及随后增强的自噬可减少细胞内ＲＯＳ
的累积，为毛乳头细胞抵御氧化损伤提供了潜在的防

御机制。未来在治疗脱发方面，可能将调节 ＤＤＩＴ４基
因的表达和激活自噬机制作为潜在的治疗靶点。
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