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bFGF对人毛囊黑素细胞增殖 、活化和黑素合成作用的研究

周春丽 ,叶庆佾 ,郝　飞 ,刁庆春　　(第三军医大学附属西南医院皮肤科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)对人毛囊黑素细胞(Hair follocle melanocyte ,HFM)增殖活化和黑素合成的
影响。方法　体外培养正常人 HFM , 观察不同浓度 bFGF(0.3 ～ 1.2 ng ml)对 HFM 形态 、增殖 、酪氨酸酶活性和黑素含量的影响。 结

果　bFGF 处理HFM 7 d后 ,HFM 树突增多延长 , 酪氨酸酶活性和黑素含量增加显著高于对照组(P<0.01), 以 0.6 ng ml组为著。结
论　bFGF 能诱导HFM 增殖 、酪氨酸酶活性和黑素合成增加。
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Effect of bFGF on proliferation , activation and melanin synthesis of human hair follicle
melanocytes in vitro
ZHOU Chun-li , YE Qing-yi , HAO Fei , DIAO Qing-chun(Department of Dermatology , Southwest Hospital , Thi rd Military Medical University , Chongqing
400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effects of basic fibroblast growth factor (bFGF)on the activation , proliferation and melanin synthesis of
cultured human hair-follicle melanocytes(HFM).Methods　Normal human hair follicle melanocytes were isolated and cultured till logarithmic period

of second passage , and then different concentrations of bFGF(0.3～ 1.2 ng ml)were added to study the effects on cellular morphologic changes ,
proliferation , tyrosinase activity and melanin contents of cultured HFM.Results　In the cells after 7 days' bFGF treatment , the dendrites were

elongated and enriched , and tyrosinase activity and melanin contents were increased compared with those of untreated cells(P<0.01), especially
when the concentration is 0.6 ng ml.Conclusion　bFGF can induce HFM proliferation , tyrosinase activity and melanin synthesis.
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　　近年来研究发现白癜风白斑区表皮内的黑素细胞
(Melanocyte , MC)确是消失而非功能失活

[ 1]
,所以治疗

恢复期的MC只能由外源提供 ,现多认为来源于毛囊
外根鞘

[ 2 ,3]
。毛囊中休眠的 MC在白癜风时并不受累 ,

可在治疗作用下重新活化 ,由无功能状态转变为功能
状态 ,成为白癜风治疗恢复时 MC 的来源

[ 2]
。目前对

它的调控因素和机制知之尚少。本实验用正常人头

皮 ,建立体外毛囊黑素细胞(Hair follicle melanocyte ,
HFM)培养 , 观察不同浓度碱性成纤维细胞生长因子
(Basic fibroblast growth factor , bFGF)对其形态 、增殖活
化和黑素合成的影响 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　EMEM 培养基(Gibco公司), 角朊细胞无血清培养基(Kera-
tinocyte serum-free medium , KSFM , Gibco 公司), 胎牛血清(Fetal

bovine serum , FBS , Hyclone公司), 0.25%～ 0.50%分离酶(Sigma

公司),霍乱毒素(Cholera toxin , CT , Sigma公司), 12-氧-十四酰

佛波醇-13-乙酸酯(12-o-tetradecanoylphobol-13-acetate , TPA , Sigma

公司), 新霉素类似物(geneticin , G418 , Sigma公司), 异丁甲基黄
嘌呤(3-isobuty l-1-methylxanthine , IBMX , Sigma 公 司), bFGF
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(Sigma公司), 四甲基偶氮唑蓝(MTT , 上海华美生物工程公

司), MGM[ 4](EMEM 内添加 10%FBS , 0.2 μg ml CT , 50 nmol L

TPA , KSFM), 0.1%左旋多巴(L-dopa , Sigma公司)

1.2　细胞培养
　　正常人头皮提供者年龄 14 ～ 40 岁(交通意外死亡者 ,家属

同意提供)。去除表皮和真皮上部 1 mm , 剪成宽约 0.5 cm , 长

约 3～ 4 cm 的皮条 , 浸没在 0.25%～ 0.50%分离酶液中 , 4 ℃ 12

～ 16 h。游离毛囊再用 0.25%胰酶37 ℃消化 10～ 15 min ,制成

单细胞悬液 ,加适量黑素细胞生长培养基(Melanocyte growth me-

dium , MGM)将细胞吹匀后滴入 35 mm 塑料培养皿或培养瓶中 ,

接种密度为 3～ 5×104 cm2 。在 37 ℃含 5%CO2 ,湿度为 95%的

孵箱中培养 4～ 5周 , 传代 1～ 2 次即获得约 5×106 ～ 10×106 的

纯HFM。差别胰酶处理[ 5]去除污染的角质形成细胞 ,使用G418

去除污染的成纤维细胞。

1.3　bFGF 对HFM 增殖活化和黑素合成的影响

　　取传 2代后的对数生长期 HFM , 0.25%胰酶消化后 , 调细

胞浓度为5×104 ml ,加入 96孔板中 , 每孔 100μl。实验设定bF-

GF 在MGM中的终浓度分别为 0.3、0.6 和 1.2 ng ml。在 37 ℃,

5%CO2 饱和湿度条件下培养 ,观察 3、5、7 d 时的指标变化 , 每

一处理因素重复测定 3次。由于不活化的 HFM 无酪氨酸酶活

性和几乎不含黑素 , 难以进行酪氨酸酶活性和黑素含量测定 ,

所以采用的HFM在含 10-4 mol L IBMX 的 MGM 中培养 3 d , 而

后换MGM 培养 2 d , 再用于上述两指标的测定。

1.3.1　HFM 增殖测定　　MTT法[8] 。测每个处理组 A490值 , 设

置培养液空白对照调零 ,按下列公式计算促增殖率。
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促增殖率=
加 bFGF A490值-不加 bFGF A490值

不加 bFGF A490值-培养液 A490值
×100%

1.3.2　HFM 形态观察　　培养 1 周后 , 高倍镜下观察 HFM 的

形态 ,同时做多巴染色。

1.3.3　酪氨酸酶活性测定　　参照 Ando 等[ 6 ,7] 报道的方法。

酪氨酸酶活性用每个处理组 A475值占培养液空白对照组 A475值

的百分率来表示。

1.3.4　黑素含量测定　　参照 Ando等[6]报道的方法。黑素含

量用每个处理组 A400值占培养液空白对照组 A400值的百分率来

表示。

1.4　统计学处理
　　数据以  x± s表示 , 用 SPMR数理统计程序包在计算机上

进行单因素方差分析(PDA-2程序)。

2　结果

2.1　HFM 增殖的测定
　　与对照组相比 , bFGF 在 0.3 ng ml时即出现明显的促增殖

作用(P<0.01),在 0.6 ng ml 时达最大效果(P <0.01), 在 1.2

ng ml时反而较 0.3 ng ml时降低。 3 个浓度组均随时间的延长

而促增殖率增加 ,见表 1。

表 1　bFGF对 HFM增殖作用的结果( x±s)

Tab 1　Results of HFM proliferation induced by bFGF( x±s)

Rate of proliferation(%)Concentration of

bFGF(ng ml) 3d 5d 7d

Control 0.2±0.4 0.4±0.3 0.5±0.4

0.3 14.5±2.2＊ 28.9±6.1＊ 40.1±11.3＊

0.6 25.3±2.8＊Δ 43.5±7.9＊Δ 59.7±11.1＊Δ

1.2 10.1±0.9 22.0±1.2 36.8±9.8

＊:P<0.01 vs Control;Δ:P<0.05 vs 0.3 and 1.2 ng ml group

2.2　酪氨酸酶活性的测定
　　与对照组相比 , bFGF在 0.3 ng ml作用 5 d时即出现酪氨酸

酶活性明显增加(P <0.05), 在 0.6 ng ml 时达最大效果(P <

0.01), 在 1.2 ng ml时较 0.3 ng ml时降低。 3 个浓度组均随时

间的延长而促酶活性增加 ,见表 2。

表 2　不同浓度 bFGF对 HFM酪氨酸酶活性的影响( x±s)

Tab 2　Results of tyrosinase activity of HFM induced by

different concentrations of bFGF( x±s)

Tyrosinase activity(%)Concentration

of bFGF (ng ml) 3d 5d 7d

Control 100.04±1.35 106.96±3.85 110.62±4.28

0.3 121.49±10.23 167.56±20.36＊ 181.43±21.72＊

0.6 143.26±19.07 226.32±45.95＊ 270.87±39.65＊Δ

1.2 110.03±16.21 131.33±14.76 147.02±21.05

＊:P<0.01 vs Control;Δ:P<0.01 vs 0.3 and 1.2 ng ml group

2.3　黑素含量的测定
　　与对照组相比 , bFGF在 0.3 ng ml作用 5 d时即出现黑素合

成明显增加(P<0.01),在 0.6 ng ml时达最大效果(P <0.01),

在 1.2 ng ml 时较 0.3 ng ml 时降低 , 但仍较对照组高(P <

0.01)。 3 个浓度组均随时间的延长而促黑素合成作用增加 , 见

表 3。

表 3　不同浓度 bFGF对 HFM黑素合成的影响( x±s)

Tab 3　Melanin synthesis of HFM induced by different

concentrations of bFGF( x±s)

Melanin synthesis(%)Concentration

of bFGF (ng ml) 3d 5d 7d

Control 101.48±2.07 108.32±5.27 114.83±6.03

0.3 141.71±23.85 208.78±40.27＊ 229.01±36.26＊

0.6 171.11±27.41＊ 302.93±49.72＊Δ 331.20±53.93＊Δ

1.2 130.09±17.37 167.03±31.63＊ 173.56±27.51＊

＊:P<0.01 vs Control;Δ:P<0.01 vs 0.3 and 1.2 ng ml group

2.4　HFM 形态的观察
　　培养 1周后 , 各浓度组 HFM突起明显增多达 3 ～ 5 支 , 胞体

增大 ,高倍镜下胞浆内可见色素颗粒。 多巴阳性 , 以 0.6 ng ml

为著 ,见图 1 , 2。

图 1　人 HFM纯培养 14 d　　(×400)

Fig 1　Human hair follicle melanocyte cultured for 14 d　　(×400)

图 2　人 HFM ,bFGF(0.6 ng ml)处理 7 d　　(多巴染色×400)

Fig 2　Human hair follicle melanocyte , 7 d after treatment with

bFGF(0.6 ng ml)　　(L-dopa staining×400)

3　讨论

　　正常人皮肤中的 MC主要存在于表皮基底层和毛

囊中
[ 9]
。近年的研究发现 ,由于 HFM 在形态分布 、抗
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原表达 、功能特性及其在白癜风发病和治疗中的作用

与表皮黑素细胞不同
[ 4, 9]
,使其可能成为白癜风治疗恢

复时MC 的来源 ,但对其调控因素尚不清楚。bFGF 是

一种碱性多肽细胞生长因子 ,既往的研究发现它是
MC的重要促分裂剂 ,而且角质形成细胞(Keratinocyte ,

KC)产生的 bFGF 在体内可能是MC 的自然生长因子。
现已证实在毛囊和隆突区存在多种生长因子和细胞因

子以及它们的受体
[ 10]
。bFGF 对 HFM增殖活化是否有

促进作用有待研究。
　　我们研究发现 bFGF 对体外培养的HFM 有促进其

增殖活化和黑素合成作用 ,这种作用以 0.6 ng ml浓度
时最强 ,浓度过高(1.2 ng ml)反而促进作用降低。促

进酪氨酸酶活性和黑素合成的作用在第 5天时显著 ,
随时间的延长而增加 。经以上作用 ,HFM 树突延长 、

增多 ,胞浆内出现肉眼可见的色素颗粒 ,多巴染色由阴
性转为阳性 ,胞体和树突均着色 ,提示HFM 被激活。

　　在实验中还发现当 HFM 与KC 混合存在培养时 ,
HFM的形态多为多树突状 ,类似加入 bFGF 培养后的

形态 ,细胞多围绕在 KC细胞团周围 ,1 ～ 2周后多巴染
色呈阳性 。由于众多研究显示表皮 KC 能通过分泌

bFGF和 或直接与MC作用促 MC增殖
[ 11]
,我们推测毛

囊KC也能通过分泌 bFGF 刺激 HFM 活化 、增殖和合
成黑素;由于两者是直接接触混合培养 ,也不排除两者

间的细胞相互作用和信号转导等复杂机制。这种现象
提示我们应进一步研究毛囊 KC与 HFM 之间的作用 ,

如用抗 bFGF 中和抗体阻断实验证实毛囊 KC 是否分

泌bFGF 等。
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　　(上接 1244页)
平滑肌肉瘤最常发生于下肢长骨的干骺端 , 尤其是膝关节附

近 ,其次为颌骨 , X 线检查有3 种不同的改变[ 1] :①为溶骨性的;

②混合性的除斑片状溶骨性破坏外 ,在髓腔或软组织内尚掺杂

有钙化或肿瘤阴影。骨膜反应(Codman 三角或放射骨针)常见;

③囊肿性。

　　关于组织学起源 ,目前尚无定论。 Fornasier认为 , 骨原发性

骨平滑肌肉瘤的组织来源是来自骨髓腔内中等营养血管壁中

层的平滑肌细胞或发生于脉管周围的多功能性间叶细胞。 而

Roij和Hochstetter则认为 ,平滑肌细胞是由多潜能的间充质细

胞或中间细胞型(例如肌纤维母细胞)转变而来。

　　骨原发性平滑肌肉瘤和软组织平滑肌肉瘤在光镜 、免疫组

化及电镜上有相似的特征 , 组织学上最多见为经典型 , 其次为

上皮样 、多形性及粘液样[ 2] 。所不同的是软组织平滑肌肉瘤很

少见到破骨巨细胞。骨内原发性平滑肌肉瘤要与恶纤组 、纤维

肉瘤 、骨肉瘤相鉴别 , 鉴别诊断主要依赖于免疫组化及电镜观

察。免疫组化 Vimentin 、SMA全部表达为阳性 , S-100、Desmin 有

少量表达 ,并呈局灶性分布。电镜观察[ 3] 可见有与细胞长轴平

行排列的肌微丝 ,肌微丝束之间有许多致密小体 , 质膜内层有

附着板及吞饮空泡。上皮样平滑肌肉瘤 , 需要和转移癌相鉴

别 ,二者低分子量角蛋白都可表达 ,而上皮样平滑肌肉瘤有时

不表达 SMA及 Desmin故电镜则显得尤为重要[ 1 , 2] 。
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