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对黑素细胞和角质形成细胞干细胞因子"
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表达的调控作用$方法
!

建立黑素

细胞和角质形成细胞共培养体系!用
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照射共培养细胞
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!

V?$,%V

法检测对照组和照射组酪氨酸酶'
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K$Y87
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/V."

的表达$

.;$<̂ ;

照射角质形成细胞
4A

后免疫组织化学法检测对照组和照射组
-%@

蛋白的表达$黑素细胞爬片培养!

加入经
<̂ ;

照射
4A

后的角质形成细胞上清液!免疫组织化学法检测对照组和照射组
#X?@

蛋白的表达$结果
!

对照组和照射

组提取细胞总
V."

经
V?$,%V

检测!结果发现照射组
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K$Y87
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'酪氨酸酶
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表达较对照组明显增高$
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照

射后的角质形成细胞
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免疫组织化学结果与对照组比较差异有统计学意义"
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照射后的角质形成

细胞培养上清液后的黑素细胞
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免疫组织化学结果与正常培养黑素细胞比较差异有统计学意义"
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照射能促进角质形成细胞分泌
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!进而上调
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的表达!促进酪氨酸酶表达增加$
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黑素细胞生存在一个由未分化的基底层角质形成细胞
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%衍生细胞因子*基底层成分*细胞黏附分

子*细胞基质等多种因素构成的特定复杂的微环境中#其增殖

分裂*黑素形成*移行和存活等行为受环境因素*信号传导通路

以及转录因子的调控#特别是
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来源的干细胞因子$
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%组成的信号通路可能对黑素细胞

的功能起着重要的调控作用(
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谱中波紫外线$
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单频准分子光$
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%治疗

白癜风均能取得满意的复色效果#但其治疗机制尚不清楚'本

文拟研究
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对
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信号通路的调控作用'
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细胞株来源
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人表皮黑素细胞株
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购自
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公司&人
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株
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为西南医院皮肤科实验

室惠赠'
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主要试剂
!

#IA8M/&(*

黑素细胞培养基*
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添加
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公司%*即用型
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免疫组织
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黑素细胞与
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共培养体系的建立
!

将
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细胞用

含
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的
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培养基重悬#以
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"
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的浓度

接种于
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孔板中#

([ %U

&

*

4Fg

培养
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#使细胞充分贴壁#将

\T#,

细胞用完全黑素细胞培养基$

#IA8M/&(*

加
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重悬#以
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/+

的浓度接种于已有
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细胞贴壁生长
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基金项目"重庆市自然科学基金资助项目$
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的
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孔板中#使黑素细胞与
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的接种比例为
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$最接近生

理状态下黑素细胞与
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的比例(

4

)

%#共培养所用培养基为完

全黑素细胞培养基*
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的
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照射
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将培养细胞分为对照组和照射组#每组
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个复孔'照射组使用
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$窄频
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家用

型光 疗 仪#德 国
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公 司%照 射#照 射 剂 量 为
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#照射时光源离培养板
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#垂直照射#照射前换用

):)'#

的
,;-

#照射后立即更换为新鲜培养基#连续照射
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计
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V?$,%V

检测
.;$<̂ ;

照射前后
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(
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产

物以
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琼脂糖凝胶电泳鉴定'凝胶成像扫描系统分析

W."

荧光强度值#与
a",W\

进行对照'
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酪氨酸酶表达测定
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内参照
a",W\

引物序列同上'
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模板的扩增体系作为阴性对照'取
(

!

+,%V

产物以
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琼

脂糖凝胶电泳鉴定'凝胶成像扫描系统分析
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值#与
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@:Q

!

免疫组织化学染色检测
-%@

和
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蛋白的表达
!

将

\5%5?

细胞接种于盖玻片上#分为对照组和照射组#每组
4

个

复孔#置于培养皿中#按前述方法经
.;$<̂ ;

照射#

4Fg

*

([

%U

&

培养
4A

#终止生长#采用即用型
-,

试剂盒*

W";

显色试

剂盒进行免疫组织化学染色检测
-%@

蛋白表达'以细胞浆出

现棕黄色颗粒为阳性#根据下列标准分级!阳性细胞百分比数

小于或等于
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%
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&(

*

%

&(
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分别对应
b

*

_

*

_

_
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___

'按阳性染色细胞占总细胞数的百分比评估#采用

四川大学的医学图文分析系统计算'将
\T#,

细胞接种于盖

玻片上#分为对照组和照射组#每组
4

个复孔#培养基中加入按

上述方法培养的正常对照和经
.;$<̂ ;

照射的
\5%5?

细胞

培养上清液#

4Fg

*

([ %U

&

培养
&A

#按上述方法进行免疫组

织化学染色检测
#X?@

蛋白表达'以细胞核"浆出现棕黄色颗

粒为阳性#结果判定及统计方法同上'
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统计学处理
!

数据采用
-,--'F:)

统计软件进行统计处

理#应用独立样本
0

检验进行统计分析'
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!

结
!!

果
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黑素细胞与
Y%

共培养
!

单独培养时#黑素细胞呈树突

状#

Y%

呈圆形*簇集状铺路石样生长'黑素细胞和
Y%

以
'h

')

比例混合培养#

&

种细胞均迅速增殖#黑素细胞树突多为
4

%

(

个#与数十个
Y%

呈团块状生长#黑素细胞树突与
Y%

直接

接触#形成类似黑素单元的结构$封
&

图
'

%'共培养体系经

.;$<̂ ;

照射后#

Y%

和黑素细胞生长增殖较对照组迅速#凋

亡与对照组无明显差异'

A:A

!

-%@

*

K$Y87

*
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表达
!

Y%

与黑素细胞共培养体系经

.;$<̂ ;

照射
4A

后#提取细胞总
V."

#

V?$,%V

检测结果发

现
-%@

*

K$Y87

*

#X?@/V."

表达均较对照组明显增高$

AZ

):)))

%#见图
&

和表
'

'表明经
.;$<̂ ;

照射可以明显促进

Y%-%@

分泌增加#黑素细胞表面
K$Y87

受体和下游分子
#X?@

表达明显增加'

A:B

!

酪氨酸酶表达
!

Y%

与黑素细胞共培养体系经
.;$<̂ ;

照射
4A

后#提取细胞总
V."

#

V?$,%V

检测结果发现酪氨酸

酶
/V."

表达较对照组明显增高$

AZ):)))

%#见图
&

和表
'

'

表明经
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照射可以明显促进黑素细胞酪氨酸酶表达#

促进黑素生成'
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道!正常和
.;$< ;̂

组
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#扩增产物
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*

*

道!正常和
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组酪氨酸酶#扩增产物
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&
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*

2

道!正常和

.;$< ;̂

组
#X?@

#扩增产物
'GG9

J

&

F

*

G

道!正常和
.;$< ;̂

组
K$087

扩增产物
&F'9

J

&

C

道!内参
a"W,\

#扩增产物
44&9

J

'

图
&
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V?$,%V

电泳图

表
'
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V?$,%V

检测
-%@

#

K$Y87

#

#X?@

#酪氨酸酶

!!!

/V."

表达%

@S3
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组别
-%@ K$Y87 #X?@

酪氨酸酶

对照组
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正常培养
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免疫组织化学结果显

示细胞浆呈棕黄色着色#经
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照射后的
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免疫

组织化学结果显示细胞浆呈深棕黄色着色#两组比较差异有统

计学意义$
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照射可以明显促进
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培养上清液后的黑素细胞
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核"浆呈深棕褐色着色#两组比较差异有统计学意义$
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白癜风是一种获得性色素脱失性皮肤病#其黑素细胞破坏

缺失的机制可能与神经*精神*免疫等多种因素导致细胞周围

微环境失衡*黑素细胞黏附迁移功能下降有关'白癜风患者存

在表皮微环境失衡#

Y%

可以释放一些细胞因子#以旁分泌方

式调节黑素细胞的形态和功能#其中
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分泌的
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对黑素

细胞具有重要调节作用#其受体
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信号传导途径的下游分子#其
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型仅在神经嵴来源的黑素细胞中表达#
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在黑素细胞的

发育和生存中起枢纽作用#是黑素细胞分化的重要调节因
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'既往研究某种因素对黑素细胞的调控作用时一般常采

用单纯培养黑素细胞进行研究#然而黑素细胞的生物学行为依

赖于一系列细胞因子的作用#研究发现黑色素细胞$

#%

%和

Y%

的直接接触能使
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#可以更好地研

究各种干预因素对黑素细胞的调控作用'因此#本研究建立黑

素细胞与
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共培养体系#可以模拟黑素细胞体内生存环境#
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黑素细胞混合培养模型#发现此照射剂量可以促进黑素细胞和
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生长增殖#而对细胞凋亡没有显著影响'连续照射
4A

后

检测
-%@

*

#X?@

*

K$Y87
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表达#明显增加了

黑素细胞酪氨酸酶的分泌#促进黑素生成'提示
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