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大鼠生后发育期皮肤和毛囊中角蛋白 14的研究

曾益军 ,宋　川 ,杨　恬　　(第三军医大学基础医学部细胞生物学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究大鼠新生和幼年期的皮肤和毛囊中角蛋白 14 的 mRNA的分布和含量的变化。方法　生后第 1 至 49 天

Wistar大鼠分为 32 组 ,测定毛发周期 , 并用放射标记的原位杂交方法(in situ hybridization , ISH)对皮肤和毛囊石蜡切片上角蛋白 14

mRNA的分布进行了研究和半定量分析。结果　大鼠的第 1 毛发周期明显短于第 2 周期 , 和小鼠同期相比也有差别;角蛋白 14

mRNA 主要见于表皮基底 基上层和毛囊上部外根鞘等部位的角质形成细胞及皮脂腺细胞等 ,其他区域及细胞无角蛋白 14 mRNA 阳

性信号检见。结论　大鼠新生和幼年期皮肤和毛囊中角蛋白 14 mRNA的表达与在成人和人胚胎皮肤中的规律有一定差异。
　　关键词:角蛋白 14;毛发周期;皮肤;大鼠

　　中图法分类号:R322.99;R329.28 文献识别码:A

Keratin 14 in skin and hair follicle of rats during postnatal development period
ZENG Yi-jun , SONG Chuan , YANG Tian(Department of Cell Biology , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the characteristics of the hair cycle and the distribution and content of keratin 14 mRNA(K14 mRNA)in the
skin and hair follicle of neonatal and postnatal rats.Methods　Hair cycles were measured in 69 Wistar rats in 32 groups ranging from 1～ 49 days

old respectively.The expression and distribution of K14 in the slices from paraffin embedded skin and hair follicle were studied with isotope-labeled
in situ hybridization.The positive products were analyzed semiquantively.Results　The duration of the 1st hair cycle was significantly shorter than

that of the 2nd.The expression of K14 were localized mainly in the keratinizing epidermal cells of the stratum basal spinosum and the hair fallicles

and some cells of the sebaceous glands.No positive signal was seen in other types of cells or other regions.Conclusion　The expression of K14 in

the skin and hair follicle of the newborn and juvenile rats is different from that of the adults or human embryo.
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　　角蛋白14(Keratin 14 , K14)是角蛋白家族中一员 ,

与角蛋白 5组成一组角蛋白对。在正常胎儿和成人皮
肤内 ,K14的转录和翻译主要在表皮基底层和毛囊 ,而
大鼠新生期和幼年期 K14分布情况未见系统报道。
本实验应用放射标记的原位杂交技术 ,对生后 1 ～ 49 d
大鼠皮肤和毛囊中K14 mRNA的分布和含量等变化进

行研究并用计算机图像处理技术测定了毛发周期 。

1　材料和方法

1.1　标本分组及处理
　　生后第 1～ 49 天的Wistar 大鼠 69 只 , 雌雄各半 ,按年龄分

为 32组(生后 1、2 、3、4 、6、7 、9、10、11 、13、15 、16、17、19 、20、21 、23、

25 、27、29、30 、31、33 、35、36、37 、39、41、43 、45 、47、49 d), 每组 2～ 3

只。处死大鼠后 ,分别取唇部及背部皮肤各 3 块 ,置 4%多聚甲

醛中4℃固定过夜 , 70%～ 100%梯度酒精脱水 , 常规石蜡切片

(6μm)待用。

1.2　毛发生长周期的测定
　　应用 Borum 和Wilson[ 1] 标准方法测定毛发生长周期。在计

算机辅助图像分析系统(Southern Micro System , USA)下选取 HE

染色石蜡切片上完整纵切的毛囊 , 测定其全长(从毛球基部至

皮肤表面水平), 各年龄组 12～ 15张切片 ,切片间隔 50μm。数

据输入计算机 ,统计分析结果并绘制图线。
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1.3　探针制备 、原位杂交
[ 2]
和半定量分析

　　将重组有大鼠 K14 cDNA 的 pGEM-3Z 质粒(American type

culture collection))转化到 JM109 空白菌内 , 经扩增 、酚 氯仿抽
提 、电泳检测分子量后用酶切使其线性化。用美国 Promega 公

司的 Riboprobe Combination System 标记药盒 , Dupont公司 S-UTP

(1 000 Ci mmol)分别合成大鼠 K14 的 Sense和 Antisense RNA 探

针 ,柱层析纯化。分别将大鼠皮肤 、小脑(阴性对照)和成人皮

肤(阳性对照用人 K14 AntisenseRNA 探针)经二甲苯脱蜡 , 50%
酒精脱水 , 4%多聚甲醛(0.01 mol L PBS , pH7.4)4℃ 10 min ,

0.5×SSC 洗 2 次 , 在 Proteinase K(10 μg ml , 10 mmol L Tris-HCl ,

pH 8.0)中室温孵育 10 min , 0.5×SSC洗 2 次。预杂交切片 55℃
1 h(预杂交液含 50%甲酰胺 , 10%硫酸葡聚糖 , 10 mmol L DTT

及500μg ml tRNA)后将 S 标记的探针(6×10 cmp ml)加入并杂
交过夜(55℃)。次日将切片置室温 RNAse A(20 μg ml)30 min

以除去非特异性附着的探针 ,然后在 68℃的 0.1×SSC 溶液(含

1 mmol L EDTA 和10 mmol L 2-巯基乙醇)中洗2 h。切片经脱水
后在暗室中涂布 K2 乳胶(Polyscience公司),置 4℃暗室曝光 9 d

后将切片显影 、定影 、HE复染。

　　原位杂交阳性反应物半定量分析:+表示微弱阳性信号; 表
示强阳性信号; 表示较强阳性信号; 表示极强阳性信号。

2　结果

　　大鼠毛发生长周期:从图 1 可见 , 新生大鼠毛发生长第 1

个周期为生后第 1 ～ 27 天(D1 ～ D27), 其中生长期 17 d(D1 ～
D17),退化期 静止期 10 d(D18 ～ D27)。生后第 1 天 , 为最早的

生长期 ,镜下可见小的上皮芽状毛囊 , 见图 2。第 3 ～ 4 天 ,毛囊

由一小团间充质及周围角质形成细胞围成 , 呈薄柱状并深入
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真皮。第 7～ 9天 , 毛囊迅速进行性成熟 ,毛囊上皮各层组织结

构及毛乳头细胞分化基本完成 ,见图 3。从第 18 天起进入退化

期 ,毛囊迅速变短 ,各层结构和毛乳头仍可分辨。第 2 个周期

从第 28天开始 , 生长期持续 17 d(D29 ～ D45), 退化期 静止期自
第 46天起至第 49 天仍处于该阶段中。

图 1　大鼠毛发生长周期

Fig 1　Hair growth cycles of rat

　　角蛋白 14 的基因表达 :生后第 1 天的新生鼠表皮及毛囊

中可见K14 mRNA阳性角质形成细胞 , 表皮阳性细胞主要位于

表皮基底层 ,基上层也有少数分布 ,阳性银颗粒位于角质形成
细胞的胞浆内 ,阳性强度为 , 见图 2。芽状毛囊的阳性细胞主

要分布在外根鞘上部 ,在接近毛球部阳性很弱 , 内根鞘为阴性;
Bulge区域和皮脂腺无阳性 ,毛乳头 、表皮和真皮其它细胞未见

阳性反应。第2 ～ 3 天 , K14 mRNA 表达类似于第 1 天 , 但阳性
反应增强( ～  ),第 4～ 7 天 ,阳性反应有减弱(+)。 第 7～ 9

天 ,除上述外 , Bulge区域 、皮脂腺和汗腺外层有阳性发现( ),
见图 3。从 10 d 起 ,上述阳性反应进一步增强( ～  ), 其中 ,

毛囊的阳性信号变化比较明显:D10 ～ D13 为毛囊生长期的中

晚期 , K14 mRNA信号明显增加 , 见图 4;D14 ～ D17 为生长期晚
期 ,K14 mRNA 似呈减弱趋势。 在毛囊进入退化期和静止期

(D18 ～ D27), 毛囊退化 , 毛乳头被结缔组织鞘拉至隆突区附
近 ,在此两期中 , K14 mRNA信号比前稍弱。第 2 个周期中 K14

mRNA表达规律类似于第 1周期 ,但生长早期(D29～ D33)阳性
信号比第 1周期的同期强( ～  )。第 33 ～ 35 天(生长Ⅳ期)

信号强度达到峰值 , 见图 5。皮脂腺自 D7 出现阳性反应后 , 信
号强度无明显变化( ～  )。

图 2　生后第 1天大鼠皮肤 K14 mRNA 原位杂交　(HE×200)

Fig 2　ISH of K14mRNA for the 1st day postnatal

rat skin　(HE×200)

图 3　生后第 7天大鼠皮肤 K14 mRNA 原位杂交　(HE×200)

Fig 3　ISH of K14 mRNA for the 7th day postnatal

rat skin　(HE×200)

图 4　生后第 13天大鼠皮肤 K14 mRNA原位杂交　(HE×200)

Fig 4　ISH of K14 mRNA for the 13 th day postnatal

rat skin 　(HE×200)

图 5　生后第 33天大鼠皮肤 K14 mRNA原位杂交　(HE×200)

Fig 5　ISH of K14mRNA for the 33th day postnatal

rat skin　(HE×200)

　　在所研究的大鼠生后发育期(D1～ D49)中 , 皮肤和毛囊角
蛋白 14 mRNA 信号局限于几种类型的角质形成细胞(表皮基底
和基上层 、毛囊外根鞘上部 、毛干和 Bulge区域), 其他角质形成
细胞(表皮颗粒层 、棘层和角质层等 , 以及毛囊外根鞘下部 、内
根鞘)无阳性发现。其他各种细胞 , 如毛乳头细胞 、真皮成纤维

细胞 、内皮细胞 、平滑肌细胞 、肥大细胞 、脂肪细胞 、邻近毛乳头
附近被认为可能生成毛乳头的结缔组织鞘细胞中均无 K14
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mRNA信号发现。

　　唇部皮肤和触须毛囊中 K14 mRNA 呈现与体皮和毛囊相

似的变化。阴性对照无K14 mRNA信号发现 。

3　讨论

　　本实验毛发周期的测定结果与其他作者对小鼠的
研究资料相似

[ 1 , 3]
, 唯小鼠第 1和第 2周期稍短(分别

为11d和 10d),退化期 静止期则分别为 5d和 40d 。文
献认为 ,啮齿类动物生后第 1个毛发周期相当于子宫

内的人的毛发发生过程 ,第 2及以后各周期呈典型的

毛发生长周期变化 。K14 mRNA 在大鼠新生和幼年期
皮肤和毛囊中的表达和我们以前对人胚胎皮肤的研究

结果有一定区别 。人胚胎表皮在胚胎 12周时在基底

层及基上层细胞表达 K14 ,胚胎中期(24周)K14的表
达量为整个胚胎期中的峰值 ,胚胎晚期 K14 表达量下

降 ,阳性细胞局限于基底层细胞及汗腺 、毛囊处的角质
形成细胞 ,基上层细胞未见表达。
　　角蛋白属于直径 10 nm 左右的中间纤维超家族 ,
主要存在于上皮细胞胞浆内 ,是构成细胞骨架的重要
成分 。按照分子量大小和等电点不同可将角蛋白分成
许多组分 ,其中 K14(分子量 50 000)是近年研究的热
点。它分布在表皮的基底层细胞及毛囊外根鞘细胞
内 ,对维持细胞形态及完整性有重要作用。角蛋白 14

与角蛋白 5(Keratin 5)组成一组角蛋白对
[ 4]
,所有的复

层上皮和假复层上皮的角质形成细胞都表达这组角蛋

白对 ,是角质形成细胞分化的标记物之一 。在正常成
人表皮内 ,K5 14 的转录主要在基底层并随角质形成
细胞分化成熟而明显的下降 ,但可以延续到少数基底
上层

[ 5]
。已经发现银屑病患者受累皮肤和正常表皮相

比角蛋白 14的合成及降解有明显差异 ,角蛋白 5明显

降低而角蛋白 14却显著升高 ,并向基上层扩展
[ 6]
。本

实验结果对研究正常皮肤和银屑病皮损内 K5 和 K14

的水平变化提供了基础。
　　研究表明K14持续存在于表皮基底层细胞内 ,与

此层细胞不断分裂 、迁移特性及所处张力环境有密切
关系。基底层细胞内由 K14形成的角蛋白纤维网架

极富弹性 ,既有一定的抗张强度 ,又便于细胞分裂和细
胞运动 。基底上层细胞内由 K10形成的纤维网架 ,只
做为机械屏障则有很强的硬度而没有很大弹性

[ 7]
。因

此 ,不同部位的上皮细胞适应不同的环境需要不同的
角蛋白 。我们的研究结果显示生长期毛囊细胞增殖 、
迁移活动频繁 , 细胞内 、外蛋白水解活性增强 , 此时
K14表达增强 ,对维持 KC 形态 ,防止细胞溶解起重要
作用

[ 8]
。退化期和静止期毛囊细胞活动减少 ,K14表

达逐渐降低 。所以 ,同一部位细胞在不同时期表达的
角蛋白亦有所不同。
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　　(上接 90页)
消化道出血的 21%～ 59%,本组为 21.8%, 各家报道差异可能

与对其内镜下的认识水平不同有关。 PHG 虽为一种特殊的胃
病 ,但诊断时 , 若出血以黑便为主者需与其他病因所致急性胃

粘膜病变及消化性溃疡相鉴别 ,以呕血为主且量大者需与食管
静脉曲张相鉴别。为提高对 PHG 诊断的准确率 , 我们认为:①

Mosaic病变为 PHG 特征性改变 , 应提高对其认识水平。

Papazian 等对门脉高压胃粘膜的 Mosaic 病变进行研究 , 认为此
征对诊断肝硬化门脉高压和 或 PHG 的敏感性 94%, 特异性

99%,阳性预测值 98%。此征可见于胃体 、胃窦 , 但多发生于胃
底部 ,故胃镜检查时必须仔细观察胃底部 , 以防漏诊。 ②对部

分轻型 PHG患者 , 因缺乏Miosaic改变 , 而以胃粘膜充血 、发红 、
肿胀为主 ,易与慢性浅表性胃炎混淆 ,其鉴别点:①PHG弥漫性

充血水肿发生率较高 , 充血性红斑如蜘蛛痣样改变 , 慢性浅表
性胃炎则很少见;②粘膜活检可能有助于二者鉴别[ 1 , 2] 。

　　门脉高压是造成胃粘膜病变的主要因素 , 因此 ,治疗 PHG

并出血的关键在于降低门脉压。 本组采用生长抑素(4 5)及垂
体后叶素(8 10)治疗取得较满意疗效 ,其中生长抑素对 PHG 的

止血率与国外报道接近[ 3] 。生长抑素具有疗效好 、副反应少之
优点 ,唯价格昂贵限制了临床的广泛应用。传统的垂体后叶素
仍不失为治疗 PHG出血的有效药物。
　　关键词:肝硬化;门脉高压胃病
　　中图法分类号:R573.06　　　文献标识码:B
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