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目的
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研究
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激光联合胡椒碱对毛囊外根鞘无色素黑色素细胞"

@UUQ

$黑色素合成及
A6=.$

'

A6=.1

蛋白

表达的影响%方法
!

体外培养的
@UUQ

分为联合疗法组'

'%/,8

准分子激光组'胡椒碱组'阳性对照组及空白对照组!作用
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'
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'

$1%;

!测定黑色素水平!激光共聚焦显微镜观察并定量分析细胞内酪氨酸酶相关蛋白酶
A6=.$

'

A6=.1

的表达情况%结果
!

联合治疗组'

'%/,8

准分子激光组'胡椒碱组'阳性对照组均不同程度地促进黑色素合成!其中以联合治疗组促进作用最强%联

合治疗组和胡椒碱组的
%&288"9

&

:

胡椒碱在
-1;

内对黑色素水平促进作用最明显%对于
A6=.$

的表达!浓度为
%&288"9

&

:

的胡椒碱即可以对其产生促进作用!但对
A6=.1

生成无促进作用%

'%/,8

准分子激光对
A6=.$

'

A6=.1

生成均有促进作用%结

论
!
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准分子激光联合胡椒碱能促进
@UUQ

细胞的黑色素合成%
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本研究前期实验对小鼠
W$)

黑色素瘤细胞黑色素合成研

究中#应用
'%/,8

激光结合胡椒碱对其作用进行分析#发现两

者结果具有较强的促黑色素合成作用)本文继续深入研究联

合治疗对毛囊外根鞘无色素黑色素细胞$

@UUQ

&黑色素合成

及
A6=.$

*

A6=.1

蛋白表达的影响#并对其中可能的作用机制

进行初步探讨)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料

A&A&A

!

试剂与仪器
!

美国
<#GB"

公司生产的
6=US$)0%

培

养基*美国
3#

K

8J

公司生产的胰蛋白酶和二甲基亚砜$

TU.

37

&*杭州四季青生物材料有限公司生产的新小牛血清以及美

国
@8EL+B"

公司生产的脱氧胆酸钠#剩余试剂则全部都是分

析纯)美国
3#

K

8J

公司的左旋多巴$

T:.T"

H

J

&以及蘑菇酪氨

酸酶%美国
Q"L,#,

K

公司生产的
()

孔培养板*澳大利亚
Q9#,.

#G#"

公司生产的
Q9#,#G#"$1/Q

酶联免疫检测仪以及上海精密

分析仪器有限公司生产的
-11

分光光度计)

T:.T"

H

J

采用三

蒸水将其进行配置成溶液
1&28:

#蘑菇酪氨酸酶则被制成
12

Sd

"

8:

)在患者治疗中#所选用的则为美国
=;"D"8E!ER

公司

生产的
cDLJB

巅峰准分子激光系统#其波长为
'%2,8

#借助于

氯化氙气体进行工作)

A&A&B

!

药品
!

将中国药品生物检验提供的胡椒碱配备成原

液#其浓度为
1%8

K

"

8:

#并将其放置在
\1%[

保存)在临时

使用中#可以采用培养液调整浓度#根据既往研究将胡椒碱的

最终浓度分别确定为
$&%

*

%&2

*

%&$88"9

"

:

'

$

(

)江苏
!

阳制药

厂生产的
/.

甲氧补骨脂素作为阳性对照药#将其采用
TU37

溶解)

A&B

!

方法

A&B&A

!

细胞培养
!

@UUQ

放置在
6=US$)0%

培养基中进行

常规培养#其中培养基中含有
$%]

小牛血清*

$%%

"

K

"

8:

链霉

素以及
$%%d

"

8:

青霉素#其培养条件为
'-[

*

2] Q7

1

#细胞

生长达到
(2]

融合时#

%&12]

胰蛋白酶进行消化#采用椎虫蓝

染色体法进行活细胞计数#并在
12%8:

玻璃培养瓶中进行接

种#接种密度
$̂ $%

0

"

B8

1

)接种
10;

后#即可以采用含有药物

的新鲜培养基#对其再次进行
-1;

孵育#收获*计数细胞#将其
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均分成两份#进行黑色素水平测定和激光共聚焦荧光定量分

析)为了降低培养基中其他成分对结果的影响#采用不含小牛

血清的
TU?U

基础培养基在实施实验之前#将进行一次

换液)

A&B&B

!

实验分组
!

将其分成
2

组#第
$

组为联合疗法组#照射

能量为
'%%8a

"

B8

1 的
'%/,8

激光#根据作者此前的研究结果

设定照射时间为
-+

#并结合胡椒碱#其浓度分别为
$&%

*

%&2

*

%&$88"9

"

:

%第
1

组为
'%/,8

准分子激光组#单纯能量照射#

方法同联合疗法组%第
'

组则为胡椒碱组#单纯使用胡椒碱#方

法同联合疗法组%第
0

组为阳性对照组#采用
'%/,8

准分子激

光结合
/.

甲氧补骨脂素$

%&$88"9

"

:

&%第
2

组则为空白对照

组#单纯加入溶媒介质)

A&B&C

!

黑色素水平测定
!

依照
@,!"

等'

1

(方法对黑色素水平

进行测定实施改良#在细胞收获之后#细胞计术采用血细胞计

数器对其进行
0

次测量取平均数#

=W3

清洗
1

次#加入双蒸水

1%%

"

:

悬浮细胞#再加入
$_$

的乙醇和乙醚
$8:

混合液#室

温下放置
$28#,

#采用
'%%%L

"

8#,

转速进行
28#,

离心#经过

沉淀之后#在其中加入
$8:

的
$8"9

"

:YJ74

$其中含有
$%]

TU37

&#再将其在
/%[

条件下放置
'%8#,

#进行黑色素溶解#

在
YJ74

中添加
08:

双蒸水进行稀释$浓度为
%&18"9

"

:

&)

采用分光光度计进行测量#黑色素水平的计算方法!$药物处理

组
@0-2

"细胞数&"$空白对照组
@0-2

"细胞数&

$̂%%

)各个实

验重复
0

次)

A&B&D

!

激光共聚焦荧光定量分析
!

按照文献'

'

(的方法#对其

实施荧光定量分析以及激光共聚焦显微镜观察)将各组细胞

种植于盖玻片上
'

*

2

*

-!

#

=W3

清洗
'

次#每次
28#,

#在室温中

0]

多聚甲醛液固定#养血清封闭细胞
$%8#,

#随后吸掉)加入

一抗溶液!兔抗人
A6=1

抗体$

$_$2%

&*兔抗人
A6=$

抗体$

$

_$2%

&以及兔抗人酪氨酸酶抗体$

$_$2%

&#

'- [

下孵育
)%

8#,

)

=W3

冲洗
'

次#每次
28#,

#加入
VSAQ

标记的山羊抗兔

S

K

<

二抗溶液$

$_$%%

&#

'-[

孵育
'%8#,

)

=W3

缓冲液冲洗

盖玻片
'

次#滤纸吸掉
=W3

缓冲液#在待测样品中分别加入

%&18:=W3

#激光共聚焦显微镜进行观察和分析#激发光波长

选择
0//88

)

A&C

!

统计学处理
!

采用
3=33$%&%

软件进行数据分析#计量

资料以
I>>

表示#比较采用
7

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

'%/,8

准分子激光及胡椒碱的影响作用
!

传代培养的

@UUQ

形状是纺锤形)在通过胡椒碱和
'%/,8

准分子激光

照射之后#其细胞出现细胞体增大#树状突起增加和延长#见

图
$

)

!!

@

!传代培养的
@UUQ

%

W

!

'%/,8

准分子激光联合胡椒碱处理的

@UUQ

)

图
$

!!

'%/,8?:

联合胡椒碱对
@UUQ

细胞形态的

影响%激光共聚焦显微镜
$̂%%

&

B&B

!

不同组对
@UUQ

活性和黑素合成的影响
!

胡椒碱能够

对黑素水平的增加产生促进作用#作用最明显的是在
-1;

#使

用
%&288"9

"

:

胡椒碱的联合治疗组*胡椒碱组与空白对照组

比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)对比分析
%&$88"9

"

:/

\

甲氧补骨脂素作用
$1%;

和
%&288"9

"

:

胡椒碱作用
-1;

#

其黑素量的增加显著$

7i'&2%

#

!

$

%&%2

&)见表
$

)

表
$

!!

各组
@UUQ

黑色素水平%

I>>

'

]

&

组别
胡椒碱浓度

$

88"9

"

:

&

作用时间$

;

& 黑色素水平

联合治疗组
%&$ 10 '')&'%>$2&1-

-1 0$%&%2>'%&11

$1% '(2&1)>'-&$2

%&2 10 '$%&$'>21&0$

J

-1 2$%&12>$1&22

GB

$1% 0/-&1%>2)&''

GB

$&% 10 1%%&($>))&/'

J

-1 0%%&$$>$0&1'

$1% '2%&$'>0(&1'

G

胡椒碱组
%&$ 10 $$%&$$>$/&10

-1 $0)&-2>$2&')

$1% $-/&1)>')&$0

J

%&2 10 $0%&2)>)-&//

-1 '%%&-1>$$&/2

G

$1% 1-%&$%>/1&$-

G

$&% 10 $'%&($>)-&/'

-1 12%&00>-(&)'

G

$1% 1%%&2%>0(&$0

G

'%/,8

准分子激光组
\ 10 1/-&22>/(&'1

\ -1 ''%&''>1%&//

G

\ $1% ')/&'1>$2&/-

G

阳性对照组
\ 10 1-0&$/>'$&)2

J

\ -1 '-2&-%>-/&12

G

\ $1% 0%/&00>$2&''

G

空白对照组
\ 10 $%%

\ -1 $%%

\ $1% $%%

!!

J

!

!

$

%&%2

#

G

!

!

$

%&%$

#与空白对照组同时间点比较%

B

!

!

$

%&%2

#

与阳性对照组同时间点比较%

\

!此项无数据)

表
1

!!

%&288"9

*

:

胡椒碱作用
-1;

后对
@UUQ

!!!

黑素合成相关酶的影响%

I>>

&

组别 时间$

;

&

A6=.$ A6=.1

联合治疗组
-1 '0$>$2 11%>$-

胡椒碱组
-1 $2/>$% 0)>2

'%/,8

准分子激光组
-1 101>1$ 110>$0

阳性对照组
-1 1-%>1% 1(%>$2

空白对照组
-1 2%>0 2%>/
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B&C

!

不同观察组对
@UUQA6=.$

*

A6=.1

蛋白表达的影响

!

和空白对照组比较#胡椒碱组黑色素细胞
A6=.$

的表达量

明显增高$

7i)&'0

#

!

$

%&%$

&%

A6=.1

的表达量与空白对照组

比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)

'%/,8

准分子激光组对

A6=.$

*

A6=.1

均有促进作用#较空白对照组高$

7i$%&)0

#

!

$

%&%$

%

7i(&'1

#

!

$

%&%$

&)见表
1

)

C

!

讨
!!

论

!!

在临床上#白癜风是一种非常常见的皮肤色素脱失性疾

病#对患者的容貌具有严重影响)虽然临床中不断出现新的治

疗方法#但是其治疗效果依然不尽如人意#因此需要进一步对

其临床治疗方法和理论进行完善)其中白癜风的发病重点是

黑色素细胞$

UQ

&的缺失)

UQ

发育学研究已证实!位于毛囊

外根鞘的
@UUQ

是表皮
UQ

的主要来源
.

储库#在多种因素作

用下#休眠状态
@UUQ

被活化#经过黏附等一系列环节迁移

到表皮并进一步增殖*活化#完成表皮着色过程'

0

(

)这一过程

也同样存在于白癜风复色中)临床现象也支持上述观点)白

癜风白斑的复色开始是从毛囊口#在其周围一开始有色素性皮

岛的形成#继而逐渐扩大)因此促进
@UUQ

的活化*黏附对

增加白癜风皮损区
UQ

的数量和功能极为关键)在白癜风临

床治疗中#

'%/,8

准分子激光是新出现的一种治疗手段#其光

源的组成则主要是氯原子和疝原子形成的二聚体#之后将中波

紫外线波长范围'

2

(的脉冲气体激光连续发出)目前
'%/,8

准

分子激光在临床治疗中的良好效果已经得到国内外临床的统

一公认'

).-

(

)但是关于其治疗作用机制#临床研究还集中在其

对
A

细胞凋亡的促进作用以及其对角质形成细胞产生的
UQ

抑制的干预作用方面#另外对于其能够对
@UUQ

产生直接影

响也具有研究#但是关于黑色素生成的促进作用研究不广泛)

UQ

合成黑色素过程复杂#在其合成过程中酪氨酸酶占有

重要地位#在上调生物合成过程中#很多药物可通对这种限速

酶的分子结构实施翻译后的重修饰#以加强其生物学活性#促

进其作用的发挥'

/.$%

(

)在络氨酸酶基因中
A6=.$

以及
A6=.1

共同属于是其超家族成员#其对于黑色素化合过程的后续步骤

具有催化作用#其和络氨酸酶在黑色素细胞中的存在形式则为

多酶复合体#并且其复合体具有一定的稳定作用)其中
A6=.$

的催化作用比较弱#经过研究只有在含有黑色素的细胞中#才

会有
A6=.$86Y@

的存在#因此也就能够说明在优黑色素生

成过程中#

A6=.$

具有重要作用'

$$

(

)

A6=.1

则是在多巴色素

转变为
2

*

).

二羟基吲哚
.1.

羧酸$

T4SQ@

&起催化作用#控制着

T4SQ@

"

T4S

的比例#具有加速黑色素生成作用)激光共聚焦

定量分析荧光染色后的
@UUQ

细胞
A6=.$

和
A6=.1

的表达

发现胡椒碱作用后
A6=.$

的表达量较空白对照高$

!

$

%&%$

&#

而
A6=.1

的表达量与空白对照组无差异$

!

%

%&%2

&#这与马慧

军等'

$1

(

*方俊杰等'

$'

(的结论一致)提示胡椒碱的促表皮
UQ

黑色素合成的作用可能通过上调
A6=.$

的表达发挥作用而与

A6=.1

无明显关系)因为
A6=.$

和优黑色素生成关系较为密

切#因此我们也就能够预测胡椒碱对于
UQ

中的优黑色素合成

具有促进作用'

$0

(

)另外#观察结果显示#

'%/,8

准分子激光

对
A6=.$

*

A6=.1

均有促进作用#对黑色素合成有明显促进作

用)

研究结果表明#

'%/,8

准分子激光联合胡椒碱对
@UUQ

黑色素合成及
A6=.$

*

A6=.1

蛋白表达的促进作用较空白对

照组有明显增加)本次研究为白癜风的临床治疗提供新的方

法#同时还确定了联合胡椒碱促进
'%/,8

准分子激光黑色素

的生成作用以及其对
@UUQ

的直接活化作用#为以后的研究

提供了条件)
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