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节段型白癜风皮损区角朊细胞表达干细胞因子的实验研究

徐小珂1 ,李　魏 2 ,刘荣卿 1 ,叶庆佾1　　 (第三军医大学: 1附属西南医院皮肤科 ; 2基础医学部组织学与胚胎学教研室 ,重庆

400038)

　　提　要　目的: 了解节段型白癜风皮损区角朊细胞 ( KC)表达干细胞因子 ( SC F)的状况。方法:采用原位

杂交及免疫组化技术对 8例活动期和 9例稳定期节段型白癜风患者皮损 KC内 SCF的表达进行了观察。结

果: 活动期皮损 KC表达 SCF明显增强 ,稳定期皮损与正常皮肤 KC的表达状况无显著差异。结论:稳定期皮

损 KC内 SCF的正常表达为黑素细胞 ( M C)自体移植治疗节段型白癜风 ,移植 MC能够长期存活提供了一

定的实验依据 ,活动期 KC内 SCF表达增强提示 SCF可能参与了该型白癜风的发病。

　　关键词　节段型白癜风 ;黑素细胞 ;角朊细胞 ;干细胞因子

　　中图法分类号　 R329. 24; R758. 41 文献标识码　 A

　　近年体外研究发现角朊细胞 ( Keratinocyte, KC)

能产生多种影响黑素细胞 ( M C)生物学性状的细胞因

子 [1 ] ,其中 ,干细胞因子 ( Stem cell facto r, SCF)是较为

重要的一种。 已发现 SCF对 MC的发育、存活和增殖
也有着明显的作用。白癜风的基本病理改变是表皮内

的 MC减少或消失 ,其发生的确切原因仍不清楚 ,作

为 MC生存的“土壤” ,与 MC发生密切接触的 KC是

否参与了疾病的发生是近年来人们所关注的问题。 了
解 KC所分泌的细胞因子在不同病期节段型白癜风皮

损处 KC的表达状况 ,为判断 MC自体移植治疗白癜

风后白斑区 MC的转归提供一定的实验依据 ,以及进

一步认识该病的发生机制 ,均有一定意义。 为此 ,本实

验采用原位杂交和免疫组化的方法 ,观察了节段型白

癜风皮损区 KC表达细胞因子 SCF的状况。

1　材料与方法

1. 1　病例
　　胸背部节段型白癜风患者 ,男 11例 ,女 6例 ,年龄 16～ 38

岁 ,病程平均 7. 5年 ,其中活动期 8例 ,稳定期 9例 ,取材部位

为白斑与正常皮肤交界处的白斑皮肤。 正常对照采用胸背皮
肤 ,共 8例。 所有标本取材后立即放入液氮冻存备用。 患者分
型、分期参照文献 [2 ]进行。

1. 2　基因探针的制备及原位杂交
[3, 4 ]

　　重组有 0. 6 kb SCF cDN A的 pUC18质粒由军事医学科学

院朱元晓副研究员惠赠。 按常规方法进行质粒的提取及纯化 ;

根据 SCF cDN A在质粒中的克隆位点 ,酶切获得约 0. 5 kb的

SCF cDNA片段 ,电洗脱法回收酶切片段后 ,地高辛标记探针

(非放射性 DN A标记及检测试剂盒为德国宝灵曼公司产品 ) ,

标记过程按试剂盒规定步骤进行。将冻存组织块置入 30%蔗糖

溶液中过夜 ,做 20μm厚冰冻切片 ,用漂片法按常规进行。杂交

过程中所用的器皿和液体均严格按无 RNase要求处理。
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　　阴性对照设置 3种: ①以不加探针的杂交液进行杂交 ;②

切片在杂交前用 RNase处理 ;③先用等量的未标记探针杂交后

再用标记探针杂交。

1. 3　免疫组化染色
　　将冻存皮肤组织作 4μm厚的冰冻切片 ,丙酮固定 ;采用 S-

P免疫组化试剂盒 (福州迈新生物技术开发公司产品 )染色 ,按

试剂盒规定步骤进行 ,一抗是抗 SCF单克隆抗体 (由军事医学

科学院朱元晓副研究员惠赠 ) ,工作浓度 1∶ 60。 以 1∶ 40的正

常兔血清代替一抗作为阴性对照。

1. 4　结果判断
　　在排除非特异性染色的情况下 ,原位杂交以胞浆内出现淡

蓝色颗粒为阳性 ,每张切片在 400倍镜下随机选择 10个视野 ,

计数每个视野中的阳性细胞 ,每例计数 10张切片 ,取其平均

值 ,作为该例标本的原位杂交阳性数。

　　免疫组化以细胞浆或细胞膜出现黄棕色为阳性 ,根据染色

强度分为 5级: ( - )阴性 ; (± )淡棕色 ,弱阳性 ; (+ )阳性 ; ( )

棕色 ,中度阳性 ; ( )褐色 ,强阳性 [5 ]。

1. 5　统计学处理
　　实验结果用 t检验和χ2检验进行统计学分析。

2　结果

2. 1　原位杂交
　　正常皮肤及皮损区表皮内均可见到 SCF m RNA的表达 ,

阳性细胞以基底层和棘层细胞为主。正常表皮与稳定期皮损内

SCF mRN A的表达阳性细胞数之间无明显差异 ;活动期皮损

KC的表达信号明显增强 ,阳性细胞增多 ( P < 0. 05)。 真皮内
可见散在分布的阳性细胞 ,见表 1及图 1、 2。
　　阴性对照: 所采用的三种阴性对照方法结果均为阴性。

表 1　节段型白癜风皮损区 KC内表达

SCF mRNA的观察 ( x-± s )

Tab 1　 The expression of SCF mRNA in KC of

segmental vitiligo lesions(x-± s )

Number of posi tive cell s

Normal Stable Active

n 8 9 8

SC F 8. 5± 2. 2 9. 1± 2. 3 14. 7± 4. 5*

* : P < 0. 05 v s no rma l and stable
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图 1　正常皮肤 SCF mRNA表达　 (原位杂交× 400)

Fig 1　 Expression of SCF mRNA in normal sk in　 ( in situ hybradization× 400)

图 2　活动期皮损 SCF mRNA表达　 (原位杂交× 400)

Fig 2　Expression of SCF mRNA in act ive lesion　 (in situ hybradiza tion× 400)

2. 2　免疫组化染色
　　皮损区及正常对照皮肤 KC均表达 SCF蛋白 ,阳性细胞为

细胞膜着色 ,其分布在二者之间未见明显差异 ,仍是以基底层

和棘层细胞为主 ,稳定期皮损与正常皮肤之间阳性强度无显著

差异 ;活动期皮损区 KC表达 SC F蛋白则明显增强 ,阳性细胞

增多。正常表皮和稳定期皮损表皮基底层可见树突状细胞染色

呈阳性 ,真皮内也可见散在阳性细胞 ,见表 2和图 3、 4。

表 2　 SCF蛋白在节段型白癜风皮损表皮内 KC的表达

Tab 2　 The expression of SCF protein in KC

lesions of segmental vitiligo

SCF
n

- ± +   

Normal 8 0 1 5 2 0

Stable 9 0 3 6 0 0

Active* 8 0 0 1 3 4

* : P < 0. 05 v s no rma l

图 3　正常皮肤 SCF mRNA表达　 (免疫组化染色× 400)

Fig 3　 Expression of SCF mRNA in normal sk in　 ( Immunohistochemical stain× 400)

图 4　活动期皮肤 SCF mRNA表达　 (免疫组化染色× 400)

Fig 4　 Expression of SCF mRNA in active lesions　 ( Immunohistochemica l stain× 400)
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3　讨论

　　 SCF是一种具有广泛生物学活性的细胞因子 ,其

受体 c-ki t蛋白 ,是一个膜型的酪氨酸激酶。在小鼠 ,若

编码 SCF的 S1位点或编码 c-ki t的位点 W发生突

变 ,可导致小鼠无生殖能力并伴有巨细胞性贫血、皮肤

无色素以及肥大细胞缺陷 ;给妊娠小鼠注射抗 kit蛋

白的抗体可使子代小鼠皮肤 MC减少出现点状白斑。

在人类 ,现已证实斑驳病就是一种由于 kit基因的突

变引起受体表达减少 ,导致胚胎发育过程中色素母细

胞异常分布的一种遗传疾病
[5 ]
。体外研究证实 SCF可

促进 MC的黑素合成及增殖 ;动物实验还发现 SCF是

胚胎发育中 MC增殖和存活的重要因素。 1992年 ,

Mo ri ta等 [6 ]发现培养的人 KC能表达 SCF的 mRNA

并有相应蛋白的产生。

　　为了解 SCF在节段型白癜风皮损内的表达状况 ,

本实验首次采用人 SCF的 cDN A探针对正常皮肤及

白斑区皮肤的 KC表达 SCF的状况进行了初步的观

察。结果发现 ,正常皮肤部分表皮 KC及真皮细胞内有

SCF mRNA的表达 ,提示正常情况下该细胞因子的表

达处于低峰度状态 ,进一步证实了既往的研究。在白斑

区 ,稳定期皮损与正常皮肤之间未见明显差异 ,活动期

皮损 KC内表达则明显增强。

　　免疫组化染色观察到 ,正常表皮内 KC表达 SCF

蛋白 ,同时观察到阳性细胞还有表皮内的树突状细胞

和少许真皮内的细胞 ,与以往国外学者的观察相符。由

于表皮内 MC不表达 SCF,故表皮内所看到树突状细

胞应为 LC[7 ]。在活动期 ,皮损 KC内 SCF的表达明显

增强 ,提示 SCF可能参与了节段型白癜风的发病。

1995年 , Dippel等
[8 ]报道 ,白癜风患者皮损区的 KC

表达 SCF状况与对照组无显著差异 , 1996年 Norris

等 [9 ]报道 4例活动期非节段型白癜风患者皮损区、交

界区及外观正常皮肤之间 KC的 SCF表达也未见明

显差异 ,与我们的观察结果不符 ,其原因可能为: ①实

验方法不同 , Dippel等采用的是免疫荧光方法 ;②所观

察的对象不同 , Dipple未说明所观察患者的类型 ;

No rris等观察的是 5例非节段型患者。本实验所采用

的抗分泌型 SCF单克隆抗体 ,是用大肠杆菌表达的重

组人 SCF融合蛋白免疫小鼠获得 ,经 ELISA和蛋白

印迹实验证实了其特异性 ,这为实验结果的可靠性提

供了保障
[10 ]

。

　　本实验所观察到 SCF在节段型活动期皮损内表

达增强的现象 ,可能是由于受体的表达量减少以致

SCF反馈性地表达增强。 Nor ris等
[9 ]
分别用抗 MC的

单抗和抗 c-ki t单抗检测了 7例白癜风患者白斑与正

常皮肤交界处 MC的表达 ,结果发现交界处皮损内

c-ki t蛋白阳性细胞明显少于黑素糖蛋白抗体阳性细

胞 ,故提出了 MC的 c-ki t蛋白表达减少可能参与了白

癜风的发病 ,但同时我们又注意到 , Norris等仅观察了

1例稳定期节段型白癜风患者 ,该例患者皮损交界处

的两种单抗的阳性细胞数间并无明显差异 ,故在节段

型白癜风 ,皮损与正常皮肤交界处 MC的 c-ki t表达状

况及有关机理均有待进一步研究。

　　本实验结果提示 , SCF可能参与了节段型白癜风

的发病 ,但其机制有待进一步研究。 在稳定期 ,皮损处

KC表达 SCF正常 ,这为移植 MC在白斑区的存活提

供了一定的实验依据。
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Study of SCF expression in keratonicytes of segmental vitiligo lesions
XU Xiao-ke, LI Wei , LIU Rong-qing , YE Qing-yi ( Depa rtment of Derma tolog y , Southwest Hospital, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o study the expression o f stem cell facto r ( SCF) in the kera tinocy tes ( KCs) in

the lesions o f segmenta l vitilig o. Methods: In situ hybridiza tion with a human SCF cDNA probe and im-

munohistochemist ry wer e emplo yed to study the lesions of 8 activ e and 9 stable cases of segmenta l vitilig o.

Resul ts: It w as found tha t the expression of SCF in th e KCs o f the lesions o f segmenta l v itilig o wa s mo re in-

tense in the activ e stag e of the disease than in the stable stag e and no significant difference w as found be-

tw een th e expr essions in th e no rma l KCs and th e stable KCs. Conclusion: N o rmal expr ession of SC F in the

stable lesions of segmental vitilig o prov ides experim enta l evidence of long time surviv al o f auto transplanted

melanocytes w hen they a re used to t reat segmental v itiligo . The intense expr ession o f SCF in KCs in the ac-

tiv e stage indicates the par ticipation of SCF in th e pa thogenesis o f th e disease.

　　 Key words　 segmental vitiligo; melanocy te; kera tinocy te; stem cell facto r ( SCF)

　　 (上接 808页 )

富 ,异型性明显 ,细胞间桥消失 ,核分裂像多见。 小细胞癌区呈

弥漫分布 ,细胞体积小 ,胞浆少 ,呈圆形或卵圆形 ,核小浓染。③

肺泡细胞癌合并腺癌 2例: 2例均具有典型的肺泡细胞癌及腺

癌的双重混合。腺癌区之异型的癌细胞构成大小不等的腺管状

或筛状结构 ,腔内有分泌物 ,癌细胞排列紊乱 ,异型性明显 ,易

见病理性核分裂像 ;部分区域癌细胞大而透明 ,呈实体巢状不

规则排列 ,癌细胞多边形 ,轮廓清楚 ,核小、深染 ;部分区域见片

状坏死。 ④肺泡细胞癌合并腺鳞癌 1例:此例不仅有典型的肺

泡细胞癌成份 ,也见有明确的腺癌及鳞癌结构 ,构成了三重混

合性肺癌。 除肺泡细胞癌成份稍多外 ,腺癌及鳞癌成份大致相

等。癌组织呈不规则乳头状、腺管样及典型的肺泡细胞癌结构 ,

浸润性生长 ;部分癌细胞呈不规则巢状及不典型的筛腺状结

构 ,细胞异型性明显 ,病理性核分裂像易见。

3　讨论

　　在肺的同一原发性癌肿内出现了两种或两种以上不同细

胞类型癌的混合存在 ,称之为肺原发性混合癌。 这是肺癌中一

类较少见的组织类型。 这类混合性癌的临床症状与常见癌相

似。但 PPMC的侵袭力更强、早期即可发生转移 ,进展迅速。本

组 7例患者的平均病程为 3. 5个月 ,多在 1～ 2个月内病情快

速进展 ,症状明显 ,且多数患者出现肺门区淋巴结内癌转移。说

明本组病例的临床表现与文献报道的 PPM C特点基本相符 ,并

提示这是一种预后较差的低分化混合癌。

　　目前 ,对于 PPMC的诊断尚没有统一标准 ,有关文献依据

日本肺癌组织分类讨论委员会 1978年提出的分类标准 ,规定

混合癌中任何一种恶性组织成份须占全部肿瘤成分的 20%以

上方能诊断成立。本组 7例均依据此规定 ,从多部位取材 ,进行

光镜观察得出的病理诊断是可信的。国外文献报告肺原发性混

合癌的发生率为 5% ～ 10% ,国内报告一组 PPM C的发生率分

别为 3. 4% [3 ]、 1. 96% ,且三重混合癌发生率 0. 3% [2]。结合本组

资料 ,这表明 PPMC中不仅以双重混合癌多见 ,且癌细胞的类

型混合也是多种多样的。

　　近年来的研究发现肺癌细胞所呈现的双向或多向分化构

成了肺癌的不同组织学类型与肺癌细胞不同的表型分化有关 ,

且发现肺癌细胞可能来源于共同的干细胞 ,并具备了多能分化

的潜能和异质性 [4] ,既使在同一组织学类型的肺癌中也常含有

其他表型的分化。这些表型分化可分为表皮样分化、腺分化、复

合腺 -表皮样分化及神经内分泌分化等 [4]。 本组 7例 PPMC呈

现双重或多重类型肺癌细胞的混合存在于同一瘤体内 ,也完全

反映了肺癌细胞的多能分化和异质性之特征。

　　关键词　肺原发性混合癌 ;临床病理分析

　　中图法分类号　 R734. 2　　　文献标识码　 B
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