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要"目的
!

筛选出表皮角质形成细胞中与皮肤老化相关的蛋白&方法
!

从角质形成细胞!

V@

#中提取蛋白质%并进行
!3

R%

分离%采用
I7$RS3À J

质谱分析及数据库查询$并在蛋白质水平进行
]?0E?L13̂:+EE,1

F

验证&结果
!

成功鉴定了
!(

个差异

表达蛋白%发现
_!(

既随年龄增长高表达%也在同一年龄段曝光组高表达$而
=11?O,17!

的表达降低$在同一年龄段热休克蛋白

质!

G#_

#

!2

和
G#_2'

'丝裂源激活的蛋白酶!

I7_V

#'

V?L=E,1

%
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V!@4'

#在曝光部位高表达%而
=8E,18

9

E+3

;

:=0>,8(
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7@AT

#在非曝光部位高表达&并与蛋白质水平进行的验证结果一致&结论
!

所鉴定的蛋白质与皮肤自然老化和!或#

光老化关系密切%但其确切功能有待进一步研究&

关键词"皮肤老化$角质形成细胞$蛋白质组
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皮肤老化包括由遗传因素及不可抗拒因素*如机体免疫及

内分泌功能随机体衰老的改变+引起的固有老化*又称时程老

化或自然老化+和由环境因素*如紫外线%接触化学物质%风吹

和吸烟等+引起的外源性老化"日光中的紫外线*

dYT

+长期

反复照射是引起皮肤老化的最重要环境因素!因此外源性老化

一般又指光老化(

(

)

"皮肤老化是自然老化和光老化中各种因

素影响的最终结果(

!

)

!是一个动态%复杂多变的过程"本文通

过比较不同年龄人群中%不同部位皮肤角质形成细胞
V@

在自

然%连续%动态的成长过程中差异表达蛋白!探寻其中表达差异

高的蛋白有可能成为皮肤老化的标志性蛋白!探讨
V@

在皮肤

老化过程中的作用及分子机制"

!

!

资料与方法

!-!

!

一般资料
!

!''2

年
)

月至
!''&

年
(!

月收集来自重庆医

科大学附属第一医院皮肤科%骨外科%整形外科%泌尿外科手术

后遗弃的正常皮肤标本!曝光部位*面部+为曝光组及非曝光部

位*臀部%会阴部+为曝光组!各
.'

例!见表
(

"取材前与患者

和*或+家属签订#知情同意书$"

!-"

!

试剂和仪器
!

试剂&

(28>

固相
;

G

梯度*

,>>+̂,:,K?*

;

G

F

L=*,?1E0

!

S_\

+胶条*

;

G.

!

('

%

;

G6

!

4

+%

.'U

聚丙烯酰

胺溶液购自
T,+35=*

公司!超纯尿素*

DL?=

+购自百乐公司!蛋白

酶抑制剂
R,0

;

=0?

,

购自
5+8<?

公司!

5C=0?

%

RC=0?

购自
#,

F

3

>=

公司"仪器&

T,+@7R2''%

快速蛋白分离纯化系统为美国

7TS

公司产品!等电聚焦仪
%EE=1S_\

;

<+L

#

购自通用公司!

\#4''

密度扫描仪为百乐公司产品!

_RQD?0E2-)

图像分析软

件为美国
T,+357R

公司产品"

表
(

!!

不同年龄段%不同部位标本比较#

2

$

组别 青年*

7

+ 中年*

T

+ 老年*

@

+

曝光组
.'

*

7(

+

.'

*

T(

+

.'

*

@(

+

非曝光组
.'

*

7!

+

.'

*

T!

+

.'

*

@!

+

!-#

!

方法

!-#-!

!

表皮和真皮的分离!蛋白质的提取及蛋白浓度测定
!

将标本清洁处理后!用
_T#

洗
.

次后将皮肤剪成
6>>h6>>

2'!.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期

#

基金项目&中华医学会
3

欧莱雅中国人健康皮肤'毛发研究项目*

#!''4'6'"!2

+,重庆医科大学优秀博士生学位论文科研资助项目,重庆医

科大学校级课题资助项目*

'!''('(''4

+"

!

(

!

通讯作者!
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&
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/
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大小皮片!按
(j)

体积置入
'-(!6U

的
R,0

;

=0?

,

中
.2a

消化

(<

!分离表皮"将分离好的表皮用去离子水洗
.

次后切成肉

蓉状"

)a

%

(!'''h

F

离心
)6>,1

!吸取上清液!采用
TL=*3

H+L*

法测定蛋白浓度(

.

)

!

c4'a

保存"

!-#-"

!

双向凝胶电泳

!-#-"-!

!

等电聚焦
!

取
c!'a

保存的
S_\

预制胶条!室温放

置
('>,1

后线性加入
!6'

&

$

样品"被动水化
(!

!

("<

!聚

焦&除盐%聚焦%总电压时间为每小时
"''''Y

"

!-#-"-"

!

#R#3_7\%

电泳
!

将聚焦好的
S_\

胶条置平衡液

中于摇床上平衡好后进行第
!

向垂直电泳"

(!U

胶浓度%

6

>7

'

F

?:

电泳
(<

!

.'>7

'

F

?:

电泳
"<

!至溴芬蓝线接近凝胶

底线"

!-#-"-#

!

染色
!

凝胶于固定液中固定过夜!经水洗%敏化%水

洗后!银染
.'>,1

!显色至蛋白点清晰后立即终止"

(U

的醋酸

溶液
)a

保存"

!-#-"-$

!

图像分析
!

染色后凝胶由
\#4''

扫描图像!分离所

得蛋白质点由
_RQd%#A

软件进行分析"

!-#-#

!

差异候选蛋白的
I7$RS3À J

鉴定

!-#-#-!

!

胶内原位酶切及质谱分析
!

切取凝胶上的差异蛋白

点!水洗后用硫代硫酸钠脱色"经吸胀%脱水%冷冻真空干燥

后!

.2a

水浴中酶解过夜"萃取
!

次!纯化后送交质谱室"

!-#-#-"

!

数据库查询
!

用蛋白质数据库
I7#@̀ A_?

;

E,*?

I=00J,1

F

?L

;

L,1E

进行查询"

!-#-$

!

蛋白质水平的验证
!

用蛋白质免疫印迹技术*

]?0E3

?L13̂:+EE,1

F

+验证差异候选蛋白"每组样品取等量加入上样

孔!以
%

3=8E,1

作为内参!经电泳%转膜%抗原抗体结合反应%发

光等逐步验证候选蛋白的表达"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##("-'

软件进行统计学分析!两

组比较采用
3

检验"以
!

"

'-'6

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

两组表皮角质形成细胞蛋白质
!3R%

分离结果见表
!

%图

(

"两组曝光部位
V@

双向凝胶电泳图谱!筛选差异表达蛋白

点"见表
.

%

)

"

"-"

!

I7$RS3À J

'

I#

分析及数据库查询结果

图
(

!!

两组双向凝胶电泳图谱

表
!

!!

各年龄段两组平均蛋白点数及匹配率比较#

Jg@

$

年龄段 组别 平均蛋白点 匹配率

青年 曝光组
.42g!( 4(-"

非曝光组
.2!g(4 4!-!

中年 曝光组
.4'g.( 4.-2

非曝光组
.".g(& 46-6

老年 曝光组
."6g(2 4)-6

非曝光组
.6&g(6 4.-.

表
.

!!

各年龄段两组双向凝胶电泳图谱差异

!!!!

表达蛋白点比较

组别 年龄段 差异蛋白点数
!

倍以上量变 高表达蛋白数

曝光组 青年
). () 4

中年
). () &

老年
). () (!

非曝光组 青年
.4 (. 2

中年
.4 ('

老年
.4 (. 4

"-"-!

!

I7$RS3À J

'

I#

分析结果及蛋白点对应的肽质指纹

图
!

见封
!

图
!

"

"-"-"

!

分析比较结果
!

_!(

既随年龄增长高表达!也在同一

年龄段曝光组高表达"随年龄的增长
\

蛋白高表达!而膜联

蛋白
7!

*

=11?O,17!

+的表达降低"两组热休克蛋白*

<?=E

0<+8N

;

L+:?,1

!

G#_

+

G#_!2

和
G#_2'

%丝列源激活蛋白激酶

*

I7_V

+%

V?L=E,1

!

E

9;

?SS8

9

E+0N?:?E=:4'

*

V!@4'

+在曝光部位

高表达!而
78E,18

9

E+

;

:=0>,8(

*

7@AT

+在非曝光部位高表达"

"-#

!

差异候选蛋白的验证结果
!

两组图谱*图
.

+条带灰度比

值差异均有统计学意义*

!

"

'-'(

+!与双向电泳图谱分析结果

一致"

表
)

!!

各年龄段两组双向凝胶电泳图谱差异

!!!!

表达蛋白点比较

年龄段 组别 差异蛋白点数
!

倍以上量变 高表达蛋白数

青年 曝光组
!& (! ((

非曝光组
!& (! "

中年 曝光组
.. (( (.

非曝光组
.. (( &

老年 曝光组
." () (6

非曝光组
." () 2

图
.

!!

_!(

和
7CB7!

表达情况

#

!

讨
!!

论

本文采用蛋白质组学技术!成功鉴定了
!(

个候选蛋白"

根据文献报道这些蛋白质与皮肤的自然老化和*或+光老化关

系密切!归纳起来主要有以下几种途径"

#-!

!

参与细胞的基础能量代谢
!

V!@4'

&目前关于
V!@4'

的

报道罕见"

#=1+

等(

)

)发现角蛋白
V"

%

V("

在长期的紫外线照

射中呈持续高表达!可能参与了皮肤皱纹的形成!与皮肤的光

老化有关"

V!@4'

在曝光部位高表达可能与此相关"

#-"

!

影响蛋白质的合成%折叠%降解过程
!

\

蛋白即
\A_

结

4'!.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期



合蛋白&研究发现
V@

衰老的基因表达改变明显!首先!

\

蛋白

亚单位的活性和构成有变化!然后通过
_V@

%

_AV

等信号传导

途径!最后影响
V@

的增殖和分化"本研究结果显示!随着年

龄的增长
V@

中
\

蛋白逐渐高表达"

#-#

!

参与细胞骨架蛋白的构建
!

=11?O,17!

&其参与细胞骨

架的胞内信号传导!故在维持正常上皮细胞的形态及肿瘤发生

中起着重要的作用(

6

)

"本研究结果表明随着年龄的增长
=13

1?O,17!

的表达降低!与以往的研究结果一致"

7@AT

&本研

究发现在同一年龄段中非曝光部位高表达!而曝光部位低表

达"

_L+[+0E

等(

"

)证实细胞骨架与细胞的收缩有关!研究显示

dY7

照射导致了肌动蛋白的解聚!细胞骨架的变形"在长期

的
dY7

暴露中最终会导致细胞功能的衰竭!提示与光老化有

关"并可能最终导致表皮肿瘤的形成"

#-$

!

调控细胞的生长%增殖%分化
!

谷胱甘肽
03

转移酶*

F

:DE=3

E<,+1?#3EL=10H?L=0?0

!

\#A0

+&

\#A7!

在曝光部位皮肤的表达

量较低!可能与老化的表皮自我保护能力的降低%氧化和抗氧

化的失衡密切相关"

dYT

照射可导致
V@

产生大量的活性氧

及自由基!损伤细胞的多种成分!引起细胞的凋亡%皮肤肿瘤的

产生(

2

)

"

#-J

!

参与细胞的凋亡%免疫调控
!

_!(

*

@RVC(7

+&有研究结

果表明!

dYT

照射正常人
V@

后!

_!(

蛋白表达增强"本研究

结果显示
_!(

既随年龄增长高表达!也在同一年龄段曝光组

高表达"因此!

;

!(

与自然老化及紫外线照射后引起的光老化

可能 都 密 切 相 关"

G#_

&本 研 究 检 测 到 两 种
G#_!2

和

G#_2'

!都在曝光部位高表达"

W?=1

等(

4

)用
8RC7

芯片检测

发现在给予单一剂量
dY7

后黑素细胞的
.

个编码应激反应

蛋白*

G#_2'

%

G#_)'

%

G#_4"

+的基因表达增加!表明单一剂量

dY7

即可诱导黑素细胞多种
G#_

基因表达增加!其中

G#_2'

表现最为明显且水平持续增高"与本研究结果一致"

本研究建立了人表皮组织的双向电泳技术!获得了清晰%

重复性高的双向电泳图谱!检测自然成长人不同年龄段%不同

部位
V@

存在差异表达的蛋白,经分析和鉴定的
!(

种蛋白质

与皮肤的自然老化和*或+光老化关系密切!为进一步研究表皮

细胞在光老化过程中的作用及分子机制奠定基础"但所鉴定

出的差异蛋白在皮肤自然老化和*或+光老化中的确切功能有

待进一步验证"

参考文献"

(

(

)

W?1N,10\-I+:?8D:=L>?8<=1,0>0+H0N,1=

F

?,1

F

(

W

)

-I?8<

7

F

,1

F

R?[

!

!''!

!

(!.

&

4'(-

(

!

) 李艮平!魏莲枝!周建荣
-

高低分化喉癌组织的二维电泳

图谱的建立及质谱分析(

W

)

-

重庆医学!

!''4

!

.2

*

!

+&

()&-

(

.

)

\=LE?:7

!

5=*<=NL,0<1=1#-$+0E,1EL=108L,

;

E,+1

&

;

!(L?3

;

L?00,+1

!

>?8<=1,0>0

!

=1*8+10?

P

D?18?0

(

W

)

-@=18?L5?0

!

!''6

!

"6

*

('

+&

.&4'-

(

)

)

#=1+A

!

VD>?A

!

JD

/

,>DL=A

!

?E=:-$+1

F

3E?L>=:E?L=E,+1

,1E<??O

;

L?00,+1+HN?L=E,10"=1*(",1E<??

;

,*?L>,0+H

>,8?=HE?L8<L+1,8dYT?O

;

+0DL?

(

W

)

-7L8<R?L>=E+:5?0

!

!''&

!

.'(

*

.

+&

!!2-

(

6

)

_=X?:?EK@

!

L̀10E?,1R

!

5+E<I

!

?E=:-$+00+H=11?O,1(

8+LL?:=E?0X,E<?=L:

9

+10?E+HED>+L,

F

?1?0,0,1?0+

;

<=

F

?=:

=1*

;

L+0E=E?8=L8,1+>=

(

W

)

-@=18?L5?0

!

!'''

!

"'

*

!!

+&

"!&.

!

(

"

)

_L+[+0EC

!

I+L?=DI

!

$?EDL

P

D?7

!

?E=:-d:EL=[,+:?E7L=3

*,=E,+1EL=10,?1E:

9

*,0LD

;

E0

F

=

;/

D18E,+1=:8+>>D1,8=E,+1

,1<D>=1N?L=E,1+8

9

E?0

(

W

)

-7>W_<

9

0,+:@?::_<

9

0,+:

!

!''.

!

!4)

&

@6(-

(

2

)

T:=8N7

!

\L=

9

W

!

#<=N=L

/

,=1I

!

?E=:-R,0E,18E?HH?8E0+HD:3

EL=[,+:?ET:,

F

<E+1=1E,+O,*=1E?O

;

L?00,+1,1D1*,HH?L?1E,3

=E?*=1**,HH?L?1E,=E?*>+D0?N?L=E,1+8

9

E?0

(

W

)

-@=L8,1+3

F

?1?0,0

!

!''4

!

!&

*

(

+&

!(&-

(

4

)

W?=1#

!

T,*?=D@

!

T?::+1$

!

?E=(-A<??O

;

L?00,+1+H

F

?1?0

,1*D8?*,1 >?:=1+8

9

E?0^

9

?O

;

+0DL?E+."61> dY7

&

0ED*

9

^

9

8RC7=LL=

9

0=1*L?=:

!

E,>?

P

D=1E,E=E,[?5A

!

_@5

(

W

)

-T,+8<,>T,+

;

<

9

078E=

!

!''(

!

(6!!

&

4&-

*收稿日期&

!'('3'"3(.

!

修回日期&

!'('3'23(.

+

*上接第
.!'"

页+

(

!

) 曾惠琼!叶志中!汪迅!等
-#$%

患者外周血
SJC3

*

水平与

疾病活动性的相关研究(

W

)

-

现代免疫学杂志!

!''2

!

!2

*

(

+&

"&-

(

.

)

T+>̂=L*,?L@

!

\:=*>=1RR

!

dL+X,EKIT

!

?E=:-R?L,[=E,+1

+HE<?#$%

&

=*,0?=0?=8E,[,E

9

,1*?OH+L:D

;

D0

;

=E,?1E0-A<?

8+>>,EE??+1 _L+

F

1+0,0#ED*,?0,1#$%

(

W

)

-7LE<L,E,0

5<?D>

!

(&&!

!

.6

*

"

+&

".'-

(

)

)

T=?8<:?L%@

!

T=E:,X=::=JI

!

V=L

9;

,0\

!

?E=:-S1E?LH?L+13

,1*D8,̂:?

F

?1??O

;

L?00,+10,

F

1=EDL?,1

;

?L,

;

<?L=: :̂++*

8?::0+H

;

=E,?1E0X,E<0?[?L?:D

;

D0

(

W

)

-_L+OC=E:78=*#8,

d#7

!

!''.

!

(''

*

6

+&

!"('-

(

6

) 陶金辉!李向培!厉小梅!等
-SJC3

*

在
#$%

发病中的作用

和临床意义(

W

)

-

疾病控制杂志!

!''6

!

&

*

.

+&

!24-

(

"

)

A=8N?

9

%

!

$,

;

0N

9

_%

!

S::?,\\-5=E,+1=:?H+LS$3" :̂+8N3

=*?,1#$%

(

W

)

-$D

;

D0

!

!'')

!

(.

*

6

+&

..&-

(

2

) 伍丽!马圣清!王光超
-#$%

患者糖皮质激素治疗前后
S$3

!

%

0S$3!5

及
S$3"

水平的比较(

W

)

-

临床皮肤科杂志!

(&&6

!

(

&

4-

(

4

)

e,1M

!

T=<E,

9

=L\

!

M<=1

F

C

!

?E=:-S$3('L?

F

D:=E?0>DL,1?

:D

;

D0

(

W

)

-WS>>D1+:

!

!''!

!

("&

*

)

+&

!()4-

(

&

) 王静!王俭勤!张筠!等
-(

"

!

!63

二羟维生素
R

.

对患者
_T3

I@

分泌的
SJC3

"

和
S$3('

水平的影响(

W

)

-

中国药物与

临床!

!'')

!

)

*

&

+&

"22-

(

('

)

S0<,*=G

!

ID8<=>D?:A

!

#=N=

F

D8<,#

!

?E=:-@+1E,1D+D0

=*>,1,0EL=E,+1+H=1E,3S$('=1E,̂+*,?0*?:=

9

0+10?E+H=D3

E+,>>D1,E

9

,1 CMT

'

]J( >,8?

(

W

)

-W%O

;

I?*

!

(&&)

!

(2&

&

.'6-

(

((

)韩晓枫!邹容良
-

血清
0J=0

和
0J=0$

在系统性红斑狼疮

诊治中的应用(

W

)

-

临床检验杂志!

!'''

!

(4

*

"

+&

.)&-

(

(!

)毛艳!王帆!胡文胜
-

系统性红斑狼疮血
0J=0

水平的变化

及意义(

W

)

-

中华中医药杂志!

!''!

!

!"

*

.

+&

(6)-

*收稿日期&

!'('3'!3(.

!

修回日期&

!'('3'"3(.

+

&'!.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期




