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［摘要］　目的：通过检测刺鼠信号蛋白对自体移植皮片中黑素细胞功能的影响，进一步认识自体移植皮片过度色素沉着的原

因。方法：建立过度色素沉着的自体移植皮片动物模型，皮片下分别注射刺鼠信号蛋白和生理盐水（对照组）。利用ＲＴＰＣＲ
方法检测刺鼠信号蛋白作用后自体移植皮片（ｎ＝１２）黑素细胞中酪氨酸酶 ｍＲＮＡ的表达，银染丽春红染色后检测皮片中黑

色素的含量，并与对照组（ｎ＝１３）及正常豚鼠皮肤（ｎ＝５）相比较。结果：经刺鼠信号蛋白作用后，皮片中酪氨酸酶 ｍＲＮＡ表

达和黑素含量均明显减少，与对照组皮片和正常豚鼠皮肤相比其差异具有显著性意义（Ｐ＜０．０１）。结论：刺鼠信号蛋白在自

体移植皮片中，能竞争性拮抗α黑素细胞刺激素的黑素合成作用，使皮片着色能力降低。进一步证明了皮片移植后表皮细胞

中α黑素细胞刺激素的表达上调是皮片呈过度色素沉着的重要原因。
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Ｅｍａｉｌ：ｘｃｙｆｕｎ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　获得性色素沉着，如自体皮片移植后出现的过
度色素沉着，是困扰整形外科医生的一大难题，许多
学者对此问题作了研究，但都未能找到有效的预防
和治疗方法。我们在研究中发现，自体皮片移植后

α黑素细胞刺激素（αｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，αＭＳＨ）及其受体黑皮素１受体（ｍｅｌａｎｏｃｏｒ
ｔｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＣ１Ｒ）的表达增高，刺激表皮黑素
细胞中酪氨酸酶（ｔｙｒｏｓｉｎａｅ，ＴＹＲ）活性增加、合成
黑素的功能增强，在皮片过度色素沉着过程中起重

要调控作用［１～３］。本组实验使用αＭＳＨ 的内源性

拮抗蛋白———刺鼠信号蛋白（ａｇｏｕｔｉｓｉｇｎａｌｐｒｏｔｅｉｎ，

ＡＳＩＰ）直接作用于自体移植皮片，检测皮片中

ＴＹＲｍＲＮＡ的表达变化与皮片中黑素含量的变化，
观测 ＡＳＩＰ对皮片中黑素细胞功能的影响，进一步
认识自体移植皮片过度色素沉着的原因，并为其治
疗寻找一种新的途径。

１　材料和方法

１．１　实验动物　黑色雄性豚鼠６０只，体质量

２５０～３００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。
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密闭式阳光不能直射的动物房饲养，室温（２０±
１）℃，湿度４０％～５０％，自动控制光照１２ｈ，普通饲
料喂养，饮水器午前午后给水。

１．２　主要试剂与与仪器　ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ抽提试剂
（ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ）、逆 转 录 酶 （ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ
ＲＮａｓｅＨ＋ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）为ＧｉｂｃｏＢＲＬ公
司产品。ＰＣＲ 扩增试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司。

Ｆｏｎｔａｎａ银液、氯化金、丽春红（上海天平化学试剂
厂）。ＪＶＣ彩色摄像头（ＴＫＣ１３８１，ＪＶＣ公司，日
本），彩色病理图像分析系统（四川大学图像图形研
究所）。

１．３　引物序列　引物均由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成。ＴＹＲ引物序列为，上游：５′
ＴＴＧＧＣＡＧＡＴＴＧＴＣＴＧＴＡＧＣＣ３′，下游：５′
ＡＧＧＣＡＴＴＧＴＧＣＡＴＧＣＴＧＣＴＴ３′，ＰＣＲ产
物长度为２８４ｂｐ。用作ＲＴＰＣＲ内参照的β２微管
球蛋白（β２ＭＧ）引物序列为：上游：５′ＴＡＧＡＴＴ
ＧＣＴＡＴＧＴＧＴＣＴＧＧＧＴ３′，下游：５′ＣＣＴＣＣＡ
ＴＧＡＴＧＣＴＧＣＴＴＡ ＣＡＴ３′，ＰＣＲ 产物为２４７
ｂｐ。

１．４　ＡＳＩＰ对豚鼠自体移植皮片的作用　豚鼠术前
禁食水６～８ｈ，氯胺酮２０ｍｇ／ｋｇ、地西泮２ｍｇ／ｋｇ
腹腔注射麻醉后，俯卧位固定豚鼠四肢，背部机械脱
毛，术区常规安尔碘消毒，铺无菌巾单。在豚鼠背部
用亚甲蓝标记一约３．５ｃｍ×２．０ｃｍ大小范围，沿标
记线切取此区域全厚皮片，皮片原位移植，５０丝线
缝合固定并加压包扎。术后７ｄ去除加压包并拆除
缝线。

　　为避免皮片在移植及存活过程中因组织的损
伤、修复而引起的炎性反应产生的多种炎症介质和
细胞因子对色素沉着过程的影响，故在皮片移植成
活１个月后再施加干预因素，此时因组织的损伤、修
复而引起的炎性反应相对减退。动物因不能耐受手
术或其他原因在饲养过程死亡的，以及移植皮片未
能完全愈合的动物予以剔除，不进入后续实验阶段。

　　豚鼠皮片移植术后１个月，符合条件的４２例，
随机分为２组，每组２１例，将 ＡＳＩＰ稀释成１０－９

ｍｏｌ／Ｌ浓度，用１ｍｌ注射器均匀注射１ｍｌ于ＡＳＩＰ
作用后自体移植皮片组豚鼠皮片下，注射后局部轻
度按摩，每２ｄ注射１次，共４次。另一组注射生理
盐水。注射后２周分别切取两组豚鼠皮片，对于动
物因不能耐受手术或其他原因在饲养过程中死亡的

标本不取，皮片局部因药物注射或其他原因发生感
染或破溃的亦剔除不取。标本液氮移存后置－８０℃
冰箱中保存。

　　经上述实验得到ＡＳＩＰ作用后自体移植皮片标
本共１２例，对照自体移植皮片标本１３例，另取未经
实验过程的正常雄性豚鼠皮肤５例作对照。

１．５　ＴＹＲｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ半定量　按ＲＮＡ试
剂盒提取各组标本表皮中 ＲＮＡ，并取１０μｇＲＮＡ
进行逆转录。取逆转录产物ｃＤＮＡ用上述合成的上
下游引物分别进行ＰＣＲ扩增，对比分析ＴＹＲ和β２
ＭＧｍＲＮＡ表达水平。扩增条件均为：９４℃变性３
ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３０次，

７２℃延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μｌ，２％琼脂糖凝胶
电泳，ＥＢ染色，ＵＶ２００紫外透射分析仪观察，用

ＮＩＨＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件，分析ＰＣＲ产物，计算ＴＹＲ／

β２ＭＧ的比值。

１．６　银染丽春红染色　各组标本石蜡包埋后，切
片脱蜡至蒸馏水浸洗，再浸入Ｆｏｎｔａｎａ银液１５ｈ；蒸
馏水及时浸洗２次，氯化金处理２ｍｉｎ；蒸馏水浸洗

２次，Ｐｏｎｃｅａｕ处理３ｍｉｎ；无水乙醇脱水，过滤纸吸
干；二甲苯透明和中性树胶封闭；镜检，黑色素呈黑
色定位于表皮黑素细胞、角朊细胞胞质。胶原纤维
呈红色，背景淡黄色；拍照，扫描成像分析仪处理系
统进行光密度扫描。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进
行统计学处理，实验数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较用ｔ
检验。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ半定量结果　见图１。电泳条带经

ＥＢ染色后计算机灰度扫描求积定量，计算各组

ＴＹＲ／β２ＭＧ比值，ＡＳＩＰ作用后自体移植皮片组为

０．４２±０．０７，对照自体移植皮片组为０．７５±０．０４，
正常豚鼠皮肤组为０．４６±０．０６。结果经统计学处
理，可知，自体移植皮片表皮组织及正常皮肤表皮组
织之间ＴＹＲｍＲＮＡ表达差异有显著性意义（Ｐ＜
０．０１）；ＴＹＲｍＲＮＡ在经 ＡＳＩＰ作用后自体移植皮
片组织中表达与在对照组自体移植皮片组织中的表

达相比有显著差异（Ｐ＜０．０１）；而经ＡＳＩＰ作用后自
体移植皮片表皮组织及正常皮肤表皮组织之间

ＴＹＲｍＲＮＡ表达差异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　银染丽春红染色　各组标本经 ＭａｓｓｏｎＦｏｎ
ｔａｎａＰｏｎｃｅａｕ染色，黑色素呈黑色，主要定位于表皮
黑素细胞、角朊细胞胞质，胶原纤维呈红色，背景呈
淡黄色。在自体移植皮片表皮基底细胞中黑素含量
较正常皮肤中明显增多；自体移植皮片经 ＡＳＩＰ作
用后表皮基底细胞中黑素含量明显减少（图２）。图
片经计算机扫描计算，正常豚鼠皮肤组灰度值为
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０．４４±０．０６，对照自体移植皮片组为０．８３±０．０４，

ＡＳＩＰ作用后自体移植皮片组为０．４３±０．０７。ＡＳＩＰ
作用后自体移植皮片组皮片表皮中黑素含量与对照

自体移植皮片组皮片表皮中黑素含量相比，其差异

具有显著性意义（Ｐ＜０．０１）；ＡＳＩＰ作用后自体移植
皮片组皮片中黑素含量与正常豚鼠皮肤中黑素含量

的差异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）。

图１　ＴＹＲｍＲＮＡ在各组标本中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ
Ａ：β２ＭＧ；Ｂ：ＴＹＲｍＲＮＡ；１：Ｎｏｒｍａｌｇｕｉｎｅａｐｉｇｓｋｉｎ；２：ＳｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓａｆｔｅｒＡＳＩＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ；３，４：Ｃｏｎｔｒｏｌｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图２　黑色素在各组标本中的分布

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ（ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａＰｏｎｃｅａｕ，×２００）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｕｉｎｅａｐｉｇｓｋｉｎ；Ｂ：ＳｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓａｆｔｅｒＡＳＩＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ

３　讨　论

　　目前研究表明哺乳动物中皮肤及毛发可视颜色
主要取决于黑素小体内黑色素的含量和化学组成成

分，而黑色素主要有两种存在形式：棕黑色的优黑
素和黄红色的暗黑素，这两种黑素在黑素小体内有
着不同的生物化学结构和超微结构，优黑素的含量
和比率增加则皮肤色素沉着加深，暗黑素的含量和
比率增加则皮肤着色能力降低［３］。正常皮肤黑素细
胞内优黑素、暗黑素的合成比例是由编码 ＭＣ１Ｒ扩
展基因适当表达及编码ＡＳＩＰ的刺鼠基因正常表达

来调控。皮肤中黑色素主要在表皮黑素细胞中由

ＴＹＲ及酪氨酸酶相关蛋白（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＴＲＰ）合成，表皮黑素细胞经不同刺激因素作
用后ＴＹＲ及ＴＲＰ的表达不同，致表皮黑素细胞中
合成黑色素的形式及量不同，从而引起皮肤色素沉
着程度不同［４，５］。

　　ＡＳＩＰ是由邻近黑素细胞的乳头状细胞分泌的
旁分泌信号蛋白，含１３７个氨基酸，由刺鼠基因位点
（ａｇｏｕｔｉｇｅｎｅｌｏｃｕｓ）编码，ＡＳＩＰ的表达是导致暗黑
素的合成［６］。因表皮黑素细胞表达的 ＭＣ１Ｒ同时
也是ＡＳＩＰ的受体，与对αＭＳＨ 有相似的亲和力；
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在体外培养的黑素细胞培养液中加入人的重组纯化

ＡＳＩＰ，ＡＳＩＰ与表皮黑素细胞表达的 ＭＣ１Ｒ结合
后，可明显观察到黑素细胞内ｃＡＭＰ水平下降，

ＴＹＲ的活性下调，且与 ＡＳＩＰ的剂量呈明显相关，
而ＴＲＰ１、２活性抑制，优黑素合成明显下降，而暗
黑素的合成明显增多，可占黑素总量的９１％，说明

ＡＳＩＰ与 ＭＣ１Ｒ结合主要是刺激暗黑素的合成。同
时观察到ＡＳＩＰ能抑制αＭＳＨ 与 ＭＣ１Ｒ的结合，
而αＭＳＨ 亦能抑制 ＡＳＩＰ与 ＭＣ１Ｒ 的结合，即

ＡＳＩＰ、αＭＳＨ与 ＭＣ１Ｒ的结合是互斥的，可能是
一种配基与受体结合后可使受体的立体异构发生改

变，使另一配基不能与受体结合，从而使其不能发挥
生物学作用［７］。通过转染使黑素细胞或黑瘤细胞表
达ＡＳＩＰ亦明显可见ＴＹＲ的活性下调，ＴＲＰ１、２活
性抑制，优黑素合成明显下降，而暗黑素的合成比率
增多。虽然ＡＳＩＰ作用黑素细胞后 ＴＹＲ的活性降
低，但ＴＹＲ的表达也是暗黑素合成时必需［８，９］。故

ＡＳＩＰ与 ＭＣ１Ｒ结合后能抑制αＭＳＨ 对 ＭＣ１Ｒ
的激动作用，同时使黑素细胞从合成优黑素向合成
暗黑素转变，使皮肤着色能力降低。本组ＲＴＰＣＲ
方法检测 ＡＳＩＰ作用后自体移植皮片表皮组织中

ＴＹＲ的ｍＲＮＡ表达，并与正常豚鼠皮肤及对照自
体移植皮片比较，结果显示 ＡＳＩＰ作用后皮片中

ＴＹＲ的表达较正常豚鼠皮肤及对照自体移植皮片
组明显下调，而对照自体移植皮片组ＴＹＲ的表达与
正常豚鼠皮肤相比无明显差异；同时亦检测到ＡＳＩＰ
作用后皮片中黑素含量较对照自体移植皮片组亦明

显下降。

　　综上可说明 ＡＳＩＰ作用于皮片后，ＡＳＩＰ与α
ＭＳＨ竞争结合黑素细胞表面 ＭＣ１Ｒ，使黑素细胞
内ＴＹＲ的表达下调、活性抑制，从而拮抗αＭＳＨ
合成优黑素等作用，使皮片着色能力降低；这进一步
说明了皮片移植后表皮细胞中αＭＳＨ 的表达上调

使表皮黑素细胞合成黑素增多是皮片呈过度色素沉

着的重要原因，这为临床自体皮片过度色素沉着的
基因调控、基因治疗和化学治疗的机制及效果提供
了实验依据，为提高自体皮片移植术后的美容效果，
扩大自体皮片移植的适用范围及解决自体皮片移植

供区受限的问题提供了一个重要选择途径，并为其
他获得性皮肤色素沉着或色素脱失性疾病的治疗提

供有益的借鉴。
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《脊柱微创外科技术》已出版

　　由侯铁胜教授和贺石生博士主编的《脊柱微创外科技术》一书已由人民军医出版社于２００６年７月出版，国内多位著名脊

柱外科专家参与了该书的撰写。该书内容丰富、详实，系统而全面地介绍了目前临床上常用的脊柱微创外科技术。

　　全书共分２８章，详细介绍了显微镜、脊柱内窥镜、计算机导航技术、经皮穿刺术、小切口、射频技术在椎间盘切除术、椎管

减压术、脊柱内固定术、脊柱畸形松解术、椎体成形术、后凸成形术及腰椎融合术应用的适应证、禁忌证、具体操作方法和步骤，

并结合专家们丰富临床经验对这些技术进行了客观评价和展望，内容新颖、科学、严谨，有助于低年资骨科医师全面提高有关

脊柱微创外科治疗的理论知识和临床技能，也可作为开展脊柱微创外科工作的指导用书，以及供中、高级骨科医师阅读参考。

　　全国各大新华书店、医药卫生书店有售。人民军医出版社购书请与邮购部王兰联系。

　　电话：０１０５１９２７２５２或０１０５１９２７３００转８７０５，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｌａｎ＠ｐｍｍｐ．ｃｏｍ．ｃｎ


