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血小板活化因子受体在人皮肤角质形成细胞中的表达及其调控
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-摘要. 目的/观察血小板活化因子受体&01234,在正常人皮肤角质形成细胞中的表达调控特征5方法/应用免疫组织化学
法检测 01234在正常皮肤组织及 67879细胞中的表达#采用 493084法检测 01234在 67879细胞基因水平的表达特征#

并用流式细胞术定量检测刺激因素作用下 67879细胞中 01234的表达调控情况5结果/01234在正常人角质形成细胞中
有强烈的表达#阳性部位位于细胞膜及细胞质501234在 67879细胞转录水平有表达#且组织型 :4;1产物高于白细胞型

:4;1产物501234在 67879细胞膜内外均有阳性表达#细胞内表达量约是膜表达量的 )’<%倍5=2;3>?维甲酸可以上调

01234在 67879细胞的膜表达量5结论/皮肤角质形成细胞在细胞?蛋白及基因水平均有 01234强烈表达#而且这种表达
可被炎症因子调控#提示 012系统可能在皮肤炎症中起重要作用5
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过去人们一直认为#皮肤是一个防护性的包膜#
在皮肤炎症反应中#角质形成细胞&#hn7o_abqroh#
,8,仅仅是一个被动参与者和无辜牺牲者5而近年
的研究-".表明#约占表皮细胞 BA-的 ,8是皮肤中
一个重要的免疫细胞#它可以合成并激活许多细胞
因子及脂质介质#表达一系列膜表面抗原#在皮肤炎
症病理过程中起到主要的调节作用5由人腹部表皮
衍化而成的 67879细胞株具有与正常人 ,8相似
的分化特征#且体外容易培养#是体外研究抗炎药物
活性的良好模型-%.5血小板活化因子&mt7ohtho37qo_3
v7o_acp7qobn#012,是一种高活性的磷脂介质#它不
同于其他磷脂介质#能与其特异性受体结合#并且

012在体内的生物效应依赖于其受体表达的数量

与活性5012与其受体强力结合#介导一系列生物
效应#并参与诱导表皮细胞因子网络#发挥其信息传
递作用5本实验拟观察人皮肤,8中01234的表达
调控情况#探讨 012及其受体在皮肤炎症过程中的
作用5
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公司!"#$%&’&($试剂)抗鼠"*+,-公司!"*.#.
细胞培养液)/&01(公司!"新生牛血清)杭州四季青

生物制品公司!"2+3)4&567公司!"839:;)本校生

化教研室惠赠!"47<($&$)4&567公司!"小量柱离心

式组织=细胞总 >9+抽提试剂盒)上海华舜生物工

程有限公司!">?:2@>试剂盒)上海申能博彩生物

公司!"引物合成)上海生工生物工程技术服务有限

公司!"流式细胞仪)3+@4"美国 AB1C($:*&1D’($公

司!"?5E7F&B$CGH梯度 聚 合 酶 联 反 应 仪 )德 国

A&(6BCE7公司!"3>:GIJ生物电泳图像分析系统

)上海复日科技有限公司!K

LMN O7@7?细胞的培养PQR O7@7?细胞株由我院

皮肤科顾军教授和米庆胜教授联合提供"用含 NJS
新生牛血清的 *.#. 细胞培养液"置 TS @-N的

QUV孵箱中培养"选择生长旺盛W形态良好的细胞用

于实验K

LMQ 免疫组织化学方法检测人皮肤组织及 O7@7?
细胞中 2+3:>的表达 组织切片用正常皮肤由本

院整形外科提供K将 -@?包被的皮肤组织于恒冷

切片机制备 TX6的切片"冰丙酮)YNJV!固定后

置于YIJV冰箱保存待用K细胞爬片是将 O7@7?
细胞用 *.#.细胞培养液)含 NJS小牛血清!制成

细胞悬液"计数后滴至 H孔板中预先放置的消毒玻

片上"置 TS@-N的 QUV孵箱中培养 Z["然后每孔

补充细胞培养液 N6\继续培养 NZ["取出玻片贴于

载玻片上风干"冰丙酮)YNJV!固定后待用K取以上

切片及细胞爬片"首先用 JMLS过氧化氢去除内源

性过氧化物酶"加 LJS小牛血清封闭非特异性抗

原"然后加 2+3:>单克隆抗体 TJX\)阴性对照用

2A4代替!"ZV孵育过夜"2A4充分洗涤后"按照

#$%&’($试剂盒说明加辣根过氧化物酶标记的通用

二抗 TJX\"孵育 N[后 *+A显色 LJ6&$"流水冲

洗"苏木精衬染 L6&$"漂洗封片"倒置显微镜观察K

LMZ 总>9+抽提与>?:2@>分析O7@7?细胞中

2+3:>的表达 人体中 2+3:>分为转录子 L型

)白细胞型!和转录子 N型)组织型!N种表达形式"
据文献PZR设计合成以下 N对引物"分别对应产物 2L

)]L=@L"LGL0<!和 2N)OL=@L"NTN0<!̂T_:@@@

/++@+@+++/+?/+?/@:Q_)@L"反义!"T_:

//@?// //@@+/ /+@@@+ /+:Q_)]L"正

义 !"T_:@@?/+/@?@@@@/+/++/?@+:Q_

)OL"正义!KO7@7?细胞总 >9+用 ?E&‘(\试剂盒

抽提K参照逆转录酶使用说明"在 NJX\总反应体积

中分别加入 LX5总 >9+WZaF9?2)L<6(\=X\!W

-\&5(F?)JMLNT<6(\=X\!W+.%逆转录酶)JMNT

b=X\!W>97’B抑制剂)Lb=X\!"于 ZNV N[WGGV T

6&$WTV T6&$条件下合成 1*9+K参照 cde酶使

用说明"在 NTX\总反应体积中分别加入 LMJX\的

1*9+W?7,7>7#fcde)JMJZb=X\!W.5@\N)N

$6(\=X\!WF9?2)JMN$6(\=X\!W引物 JMTX\)NN

X6(\=]!!"于 ?5E7F&B$CGH梯度聚合酶联反应仪进

行2@>反应K2@>产物在 LS琼脂糖凝胶中进行电

泳"结果置生物成像分析系统中拍照分析K

LMT 流式细胞术检测 O7@7?细胞中 2+3:>的表

达 待 O7@7?细胞增殖近融合后"用 JMNTS胰蛋

白酶消化"制成单细胞悬液"计数后移至离心管)每

管细胞数 LaLJH个!"2A4洗涤 N遍"加含 ZS多聚

甲醛的 2A4混合液 ZV孵育 LJ6&$"2A4洗涤后加

2+3:>单克隆抗体 TJX\)JMT65=6\!"阴性对照

用2A4代替"ZV冰上孵育N[g再用2A4洗涤"加山

羊抗小鼠85/:38?@TJX\)JMT65=6\!"ZV冰上孵

育 L["洗涤后以 ZJJX\2A4重悬细胞"上机检测K
实验分为正常对照组W实验刺激组及膜渗透组"每组

平行设立 Q个复孔KO7@7?细胞分别用培养液种植

于 H孔板中"于 TS@-N的 QUV孵箱中培养K其中实

验刺激组分别使用 2+3)LJJ$6(\=]!W839:;)ZJ

$5=6\!W维甲酸)LaLJYZ65=6\!刺激作用 NZ[K膜

穿透组则在加入一抗反应前用含 JMLS 47<($&$的

2A4LJJX\重悬细胞"ZV孵育 NJ6&$"进行胞膜穿

透处理PTRK根据实验结果计算 平̂均荧光强度百分

率hP)实验组荧光强度Y对照组荧光强度!=对照组

荧光强度RaLJJSK

LMH 统计学处理 数据以 ijkl表示"两组均数比

较采用 m检验进行统计学分析K

n 结 果

NML 免疫组织化学检测结果 与阴性对照相比"

2+3:>在正常人表皮基底层以上细胞"尤其是 ,@
有强烈的棕黄色颗粒表达"阳性部位位于细胞膜及

细胞质内"而真皮和皮下组织中均未见阳性表达)图

L!KO7@7?细胞爬片免疫组化结果表明"阳性颗粒

主要位于细胞膜"细胞质内也有少量表达)图 N!K
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图 ! 正常人皮肤组织冷冻切片中 "#$%&的表达
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图 = R3S3T细胞爬片中 "#$%&的表达

$’(= "#$%&)*+,)--’./’/R3S3T5)UU-89/:’-’./;<=>>?
@AB@CDEFGHIJKLGMJIKFKFHNOAB@CDEPQMKJKLGMJIKFKFH

VWV EXDBYE结果 BYE产物的电泳图显示;
B@CDE在 ZIYIX细胞上有明显表达;产物相对分
子质量与设计一致;条带较清晰;未见杂带;且转录
子 V型8组织型?B@CDE的 [E\@产物高于转录子

]型8白细胞型?产物8图 ?̂_

图 ‘ "#$%&在 R3S3T细胞转录水平的表达特征

$’(‘ 9*+,)--’./503,357),’-7’5-.a

"#$%&37R3S3T5)UU-7,3/-5,’+7’./U)b)U
cAd\@[IefGeN]AgGhiQijJGDJjPGB@CDE[E\@N

VAXKMMhGDJjPGB@CDE[E\@

VŴ 流式细胞术检测结果 流式细胞仪获取 ]<
]kl个细胞进行平均荧光强度检测;与阴性对照相
比;正常组 B@CDE在 ZIYIX细胞表面有显著阳性
表达8mnkWk]?N用 kW]o pIPQFKF进行膜渗透处理
后;B@CDE表达量显著增加;平均荧光强度由原来
的8]kkWqrsWV?o增加到8ltuWur]]W]?o;即细胞
内表达量约为膜表达量的 lWtV倍8mnkWk]?_与正
常对照组相比;不同刺激因素对 ZIYIX细胞膜表
面 B@CDE 的 表 达 均 有 影 响;其 中 vC\Dw8lk
FHx[y?z维甲酸8]<]k{l[Hx[y?可以使 B@CDE的
表达量平均上调 quŴo和 ]̂|Wqo8mnkWk]?N而

B@C8]kkF[Qyxg?对 ZIYIX细胞膜表面 B@CDE
的表达没有显著影响NkW]o pIPQFKF进行膜渗透处
理后与正常对照组相比较;不同刺激因素对 ZIYIX
细胞膜内 B@CDE的表达均有上调作用;B@Cz
vC\Dwz维 甲 酸 使 膜 内 B@CDE 表 达 分 别 上 调

tŴoz]tWtozVkW]o;但没有显著差异_

‘ 讨 论

B@C作为一种重要的炎性介质具有广泛的生
理学作用;可激活炎细胞释放 sD羟色胺z组胺和前
列腺素等刺激因子;共同参与哮喘z过敏反应z急慢
性炎症反应等疾病的发生z发展过程_}Y是人皮肤
中的一种重要免疫细胞;不仅可以合成 vgDuzvgDtz
vgD]kzX\CD~及 B@C等致炎因子!V";而且可表达功
能性的 B@CDE等!u"_}Y中 B@CDE促进表皮功能
和参与炎性反应的机制之一是通过 B@Cz前列腺素

8B#M?zvgDuzvgDt等调节剂来完成的!|"_在 B@C介
导的许多皮肤炎症中;B@CDE与其他炎性介质之间
存在正反馈调节机制;共同参与诱导皮肤细胞因子
网络系统;构成协同放大效应_因此;B@CDE的表达
与炎症反应关系的研究具有重要意义_
不同细胞上 B@CDE的数目z表达特征及受刺

激后活化的程度各不相同_为了考察 }Y中 B@CDE
的表达特征以及其表达活化与皮肤炎症的密切关

系;本实验从组织z蛋白z基因水平 方̂面考察皮肤
角质形成细胞上 B@CDE的表达特征_免疫组织化
学结果显示 B@CDE在正常人 }Y中有强烈的阳性
表达;阳性信号位于细胞膜及细胞质_EXDBYE检
测结果显示;B@CDE在 ZIYIX细胞转录水平有表
达;进一步分析发现 B@CDE的转录基因可以作用
产生 V种不同的 [E\@转录子;即转录子 ]型8白
细胞型?和 V型8组织型?!t$]k";ZIYIX细胞中组织
型 [E\@产物高于白细胞型 [E\@产物;这与文
献报道!l"的结果一致_利用 %GMJGeF印迹研究表
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明!""#$%&’()在干癣皮肤组织中所表达的蛋白除了
相对分子质量为 *+,,,者-在正常皮肤组织中表
达.$还有相对分子质量为 /0,,,者$经研究证明这
是切去了顶端$缩短了的 %&’()的表达形式$提示

%&’()结构的改变与皮肤炎症密切相关1同时在皮
肤肿瘤细胞株 2345和 26763中$也存在相对分子
质量为 *8,,,的 %&’()蛋白表达$提示 %&’()可
能在传递肿瘤细胞增殖信息9抗凋亡中起着重要作
用:

%&’()的全长有 ;/4个氨基酸$分为胞外结构
区9跨膜结构区和胞质结构区$其中跨膜结构区由 +
个疏水段构成$复杂的结构造成了功能上的差
异!"4#:据文献!0#报道$%&’()在人的小肠上皮细胞
中有阳性表达:在 23(45细胞株中$%&’()胞内表
达量约是膜表达量的 4倍:本实验也做了类似研究$
结果发现 %&’()在 26763细胞膜内外具有表达
差异$且细胞内表达量约是膜表面表达量的 /<84
倍:此外$本实验考察了不同刺激因素对 %&’()表
达的影响$发现 =’>(?9维甲酸和 %&’;种因素对

26763细胞膜内 %&’()的表达无显著影响$但对
细胞表面 %&’()的表达 影 响 明 显 不 同$%&’
-",,@ABCDE.对 26763细胞表面 %&’()的表达
无显著影响$而 =’>(?-/,@FDAC.9维甲酸-"G",H/

AFDAC.可以使 %&’()的表达量明显上调$这可能
是由于影响因素刺激胞内受体异位至膜表面所致:
这些实验结果从一个侧面反映了受体结构的复杂

性$以及与不同配体结合的差异$可能与受体被遮
蔽9内化或异位有关$也可能是 %&’()的异质性造
成:在表皮细胞中功能性的 %&’()可以调控其他
的细胞毒性刺激!";#$同时 %&’()可以感应细胞内
损伤$激活细胞因子转录并导致系统免疫抑制!"/#$
提示这种功能性的转化导致受体数目及活性变化$
可能是皮肤炎性反应重要影响因素:

%&’()在皮肤 I7中有特征的表达且可被部
分炎性因子调控$提示 %&’系统可能在皮肤炎症中
起重要作用:但是功能性的 %&’()受体在表皮 I7
的生理学影响还不明确$还有待进一步研究$这对

I7中 %&’()受体活化与皮肤炎症方面的研究将
具有更加重要的意义:
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!N#<mg‘zq{dlh[$"555$4++-/%]".i|8",(|8"8<
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