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Wnt3a在毛囊及黑素细胞谱系中的表达 *
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摘要 目的：探讨毛囊周期中，Wnt3a在毛囊及黑素细胞中的表达变化。方法：以 DCT-LacZ转基因小鼠为动物模型，通过 X-gal
染色技术观察黑素细胞谱系在小鼠皮肤中的分布情况；采用 X-gal染色结合免疫组化方法检测Wnt3a在毛囊及黑素细胞谱系中
的表达情况；采用 RT-PCR方法对小鼠皮肤全层Wnt3a和 TYR的 mRNA表达进行半定量分析。结果：在生长期毛囊中，Wnt3a
蛋白在表皮、毛囊外根鞘 Bulge区、内根鞘以及毛球部均有表达，在黑素干细胞与黑素细胞也观察到 Wnt3a；在退化期，Wnt3a的
表达逐渐减弱，仅在外根鞘有较弱的表达，但黑素干细胞中没有观察到Wnt3a；在静止期，几乎检测不到Wnt3a的表达；TYR
mRNA与Wnt3a mRNA在毛囊周期中的表达模式一致，在生长期最强，退化期减弱，静止期最弱。结论：Wnt3a可能对黑素细胞
谱系分化起到促进作用。
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Expression of Wnt3a in Hair Follicle and Melanocyte Lineage*

To examine the presence and location of Wnt3a in hair follicle and melanocyte lineage during hair cycle.
By using Dct-LacZ transgenic mice, the protein expression pattern of Wnt3a was observed by X-gal staining and

immunohistochemistry in the slides of skin in hair cycle. The mRNA expression quantity of Wnt3a and tyrosinase were observed by
RT-PCR in the whole skin in hair cycle. Wnt3a was expressed in the epidermis, bulge, IRS precursors and hair bulb in anagen
hair follicle, decreased in catagen, and was basically not expressed in telogen. Melanocyte stem cells and melanocytes also expressed
Wnt3a in anagen hair. The mRNA expression pattern of Wnt3a and tyrosinase were consistent, which were most strongly expressed in
anagen, decreased in catagen, and lowest in telogen. Wnt3a may promote melanocyte lineage differentiation.
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前言

黑素细胞通过产生黑素对皮肤和头发的色素沉着起重要

作用。黑素细胞来源于神经嵴源性黑素母细胞。在胚胎发育过

程中，黑素母细胞通过真皮进入表皮。在哺乳动物有毛的皮肤

部位，黑素母细胞进一步由表皮迁移到发育中的毛囊，并最终

定居在此[1]。在此，黑素母细胞分化为两个不同亚群，其一是位

于毛球部分化的黑素细胞，负责毛发的色素沉着；另外一种是

位于毛囊 Bulge区的黑素干细胞，是毛发黑素细胞和黑素的来

源[2]。

Wnt3a是 Wnt家族的成员之一，通过经典 Wnt/茁-catenin

途径起作用，可促进神经干细胞、造血干细胞的增殖。已有研究

发现，Wnt3a在黑素细胞发育过程起到重要作用，但 Wnt3a对
生后的黑素细胞谱系是否也有重要作用仍不清楚。为了阐明这

个问题，我们首先利用 DCT-LacZ基因的转基因小鼠 [3]，采用

X-gal、IHC、RT-PCR方法检测生后小鼠背皮毛囊周期中Wnt3a

的表达情况以及Wnt3a在毛囊黑素细胞谱系中的表达情况，并

检测了黑素细胞分化标志物酪氨酸酶（tyrosinase，TYR）在毛囊

周期中的表达情况，为进一步探讨Wnt3a在生后黑素细胞谱系
中的作用提供形态学的依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1实验动物 DCT-LacZ转基因小鼠(CD1品系)，英国医学

研究理事会 (the UK Medical Research Council, MRC) Ian Jacks-

on教授馈赠[3]。将其与 C57BL/6J回交至四代以上用于实验。小
鼠饲养于第三军医大学实验动物中心 SPF级动物房。
1.1.2 主要试剂及仪器 X-gal染色试剂盒(碧云天)，伊红(北京
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中杉)，基因组 DNA小量抽提试剂盒(碧云天)，兔抗 Wnt3a 多

克隆抗体(Abcam)，免疫组化兔二步法检测试剂盒(北京中杉)，
DAB显色试剂盒(北京中杉)，Trizol(Invitrogen)，逆转录试剂盒
(TOYOBO)，PCR Mix试剂盒(天根生物)；光学显微镜(Nikon)，
石蜡切片机(Leica)，电泳仪(BIO-RAD)，紫外分光光度仪(Beck-
Man)，PCR仪(BIO-RAD)，凝胶成像仪(BIO-RAD)。
1.2 方法
1.2.1 小鼠回交及基因组鉴定 将 DCT-LacZ转基因小鼠(CD1

品系) 与 C57BL/6J小鼠 (简称 B6 鼠) 交配获得的子代再与
C57BL/6J小鼠进行杂交。筛选保留有 DCT-LacZ基因的子代

小鼠继续回交。参照“基因组 DNA小量抽提试剂盒”说明书提

取小鼠尾部基因组 DNA，测定 DNA浓度，取 1 滋g进行 PCR

扩增及鉴定。引物序列参考 Ian Jackson 教授 2006 年文章 [4]

WT/DCT forward：5’-CAG GAC ACG GCT TGT CAT CAT

GGT GT-3’，WT reverse：5’-CCA CAC AGA CAC CTA CCA

CAT GCG T-3’，DCT reverse：5’-CAT TCA TCG TCT CTC
AGG AAT TCA-3’，退火温度为 58℃，野生型小鼠扩增产物长

度 297 bp，转基因小鼠扩增产物长度 429 bp。
1.2.2 取材、X-gal染色、石蜡切片 取胚胎期 19天(E19)，出生

后 4天，17天，23天 DCT-LacZ转基因小鼠(回交 4代以上)，脱

颈椎法处死，剪短被毛，取背部皮肤。4%多聚甲醛 4℃ 预固定
1 h，X-gal染色 24 h，4%多聚甲醛 4 ℃固定过夜。常规梯度酒精

脱水，二甲苯透明，浸蜡和石蜡包埋，石蜡切片。

1.2.3 伊红染色 将切好的石蜡切片常规脱蜡，梯度酒精水

合，伊红染色 1min。梯度酒精脱水、二甲苯透明后中性树胶封片。
1.2.4 免疫组织化学染色 将切好的石蜡切片常规脱蜡，梯度

酒精水合，微波抗原修复 8min 后，加兔抗 Wnt3a 抗体（1:200）

于 4 ℃孵育过夜。PBS漂洗后加二抗于 37 ℃孵育 30min。DAB

显色，梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶封片。

1.2.5 RT-PCR 取出生后 4天，17天，23天 DCT-LacZ转基因

小鼠(回交 4代以上)背部皮肤，参照 Trizol说明书提取皮肤总
RNA，测定浓度，以 1 滋g RNA为模版，参照 Toyobo公司试剂

盒说明进行逆转录。取 1 滋L cDNA产物进行 PCR扩增Wnt3a、
TYR和内参 GADPH。Wnt3a引物序列：上游 5'-ATCTGGTG-

GTCCTTGGCTGTG-3'，下游 5'-CTCCCTGGCATCGGCAAAC-

TC-3'， 产 物 长 度 459bp；GAPDH 引 物 序 列 ： 上 游 5'-

ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'，下游 5'-TCCACCACCCTG-

TTGCTGTA-3'，产物长度 452 bp；TYR引物序列：5'-GGGCC-
CAAATTGTACAGAGA -3'，下游 5'- ATGGGTGTTGACCCA-

TTGTT -3'，产物长度。PCR反应条件采用 Touchdown PCR方

法[5]，具体程序如下：步骤一：94℃ 2 min，1个循环；步骤二：92℃

20 s，68℃ 30 s，70℃ 45 s，共 12个循环，每循环的退火温度依

次降低 1度；步骤三：92℃ 20 s，55℃ 30 s，70℃ 45 s，共 25 个

循环。

2 结果

2.1 DCT-LacZ转基因小鼠(CD1小鼠)与 C57BL/6小鼠回交及
基因鉴定

本研究首先将 CD1 品系的 DCT-LacZ 转基因小鼠与
C57BL/6小鼠回交，获得 C57BL/6品系的 DCT-LacZ转基因小

鼠。如图 1所示，DCT-LacZ-/-野生型小鼠基因组 PCR产物仅

一条带（297bp），DCT-LacZ+/-转基因小鼠为两条带（297bp 和
429bp）。

图 1 转基因小鼠基因组鉴定

Fig.1 Identification of transgenic mouse genome

图 2 小鼠黑素细胞谱系在毛囊周期中的分布情况
(a)E19，毛囊发育期；(b)P4，生长期；(c)P17，退化期；(d)P21，静止期。蓝色：X-gal阳性的黑素细胞谱系；短箭头指示黑素干细胞，黑色长箭头指示

分化的黑素细胞，红色长箭头指示黑素母细胞。红色：伊红复染细胞质。(200× )
Fig.2 Melanocyte lineage distribution during hair cycling

(a) E19, morphogenesis; (b) P4, anagen; (c) P17, catagen; (d) P21, telogen (200× )
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2.2 小鼠黑素细胞谱系在毛囊周期中的分布情况
DCT-LacZ 转基因小鼠是在黑素细胞谱系的早期标记

DCT基因的启动子后面插入了 LacZ基因，因此 DCT-LacZ转

基因小鼠的黑素细胞谱系皆能被 X-gal染色而便于检测。如图
2所示，在围产期（E19），黑素细胞谱系主要分布于皮肤和发育

中的毛囊（图 2 a）。出生后小鼠的黑素细胞谱系主要分布于毛

囊中，在毛囊生长期，黑素干细胞位于毛囊外根鞘上部 Bulge

区，分化的黑素细胞位于毛囊下部的毛球部（图 2 b）。在毛囊退

化期和静止期，黑素细胞凋亡，仅黑素干细胞存在于毛囊 Bulge

中(图 2 c-d)。

2.3 Wnt3a在小鼠毛囊周期及黑素细胞谱系中的表达情况

如图 3所示，在生长期，Wnt3a蛋白的分布较为广泛，在表

皮、外根鞘 Bulge区、内根鞘以及毛球部均有表达，在黑素干细

胞与黑素细胞也观察到 Wnt3a 蛋白 (图 4 a，b)。在退化期，
Wnt3a蛋白的表达逐渐减弱，仅在外根鞘有较弱的表达 (图 3
c)。在静止期，几乎检测不到Wnt3a的表达(图 3 d)。在退化期与

静止期的毛囊中，黑素细胞凋亡，在黑素干细胞未检测到

Wnt3a(图 3 c-d)。Wnt3a mRNA相对表达情况与免疫组化结果

一致，在生长期达到峰值，退化期减弱，静止期最弱（图 4）。

图 3 Wnt3a在毛囊周期及黑素细胞谱系中的表达情况

(a，b) P4，生长期；(c) P17，退化期；(d)P21，静止期。长箭头：黑素细胞；短箭头：黑素干细胞细胞。蓝色：X-gal阳性的黑素细胞谱系；棕黄色：

Wnt3a阳性细胞 (200× )

Fig.3 Expression of Wnt3a in HF and melanocyte lineage during the hair cycle

(a, b) P4, anagen ; (c) P17, catagen; (d) P21, telogen (200× )

2.4 酪氨酸酶 mRNA在小鼠毛囊周期中的表达情况

选取 P6，P17，P21 三个时间点的小鼠全层背皮组织进行
RT-PCR，检测酪氨酸酶（Tyrosinase，TYR）mRNA 在毛囊周期

中的表达情况。如图 4所示，TYR mRNA表达在生长期的表达

最高，进入退化期后表达逐渐减弱，静止期达到最低水平。

图 4 RT-PCR检测Wnt3a和 TYR mRNA在小鼠毛囊周期中的表达

Fig.4 RT-PCR for the expression of Wnt3a and TYR mRNA in the dorsal

skin of mice

3 讨论

已有的研究表明，靶向敲除 Wnt1和Wnt3a基因的小鼠出
生后没有黑素细胞[6]。Wnt3a可促进神经嵴来源细胞或胚胎干
细胞向黑素母细胞分化，并进一步分化为黑素细胞[6-9]。尽管目

前对Wnt3a在黑素细胞发育中的作用有一定了解，但 Wnt3a

信号在生后黑素细胞谱系中的作用并不清楚。已有研究发现，

Wnt3a mRNA和蛋白在毛囊内根鞘前体细胞以及表皮基底层
细胞中表达[10]，但毛囊黑素细胞谱系是否表达Wnt3a还未知。
本研究利用 DCT-LacZ转基因小鼠，检测了Wnt3a蛋白在小鼠
毛囊黑素细胞谱系中表达变化与黑素细胞谱系分化的关系。

DCT-LacZ转基因小鼠是在 DCT基因的启动子后面插入
了 LacZ基因[3]。LacZ基因编码的 茁-半乳糖苷酶是由 4个亚基
组成的四聚休，可催化乳糖的水解．茁-半乳糖苷酶非常稳定，

对蛋白水解降解作用抗性强，且容易测试。因此 茁-半乳糖苷酶

成为目前最常用的报告基因之一，用 X-gal (5-溴 -4-氯 -3-吲

哚 -茁-D-半乳糖苷)为底物进行染色时，呈蓝色，便于检测和观
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察。DCT是黑素细胞谱系共同的标记(marker)，包括黑素母细

胞，黑素干细胞以及黑素细胞。因此，DCT-LacZ转基因小鼠广
泛用于黑素细胞的发育和性状研究 [4, 11-13]。本研究引进的 DCT-

LacZ转基因小鼠在构建时为 C57BL/6背景，英国 MRC实验
室在后续的保种过程中将其回交到了 CD1品系(白化小鼠)上。

由于本课题目的在于研究正常的黑素细胞谱系，所以我们需要

再将其重新回交到 C57BL/6J小鼠背景。回交得到的子代小鼠

基因组 DNA采用 PCR方法进行鉴定（图 1）。

毛囊是一种呈周期性生长的特殊器官，一旦发育成熟即进

入循环往复的生命历程，维持着毛发的更新。在人和哺乳动物

的整个生命期间，毛囊按生长期(anagen)、退化期(catagen)和静

止期(telogen)三期依序循环往复。完整的毛囊由多种细胞组成，

其结构由内向外依次为毛干、内根鞘和外根鞘，毛囊下端膨大

成毛球部，容纳毛乳头。在毛囊上部，外根鞘向外形成一个突

起，称为 Bulge。Bulge中栖息着两种干细胞，其中，毛囊干细胞

首先被鉴定，继后毛囊黑素干细胞被确认[14]。这两类干细胞协

同作用，生成具有稳定色素的正常毛发，并负责毛囊和毛发的

维持与再生[15]。在生长早期，黑素干细胞分裂，其子代细胞中，

一部分补充空巢，回到静息干细胞状态，其它 TA细胞(transient

ampli- fying cells)沿外根鞘迁移并最终定位于毛球，在此，他们

进一步分化为黑素细胞，合成黑素，传递给形成毛干的角质形

成细胞。在生长晚期，黑素细胞开始退化，黑素生成减少，部分

黑素细胞凋亡。在退化期，黑素细胞经历凋亡，不合成黑素。在

静止期，仅黑素干细胞存留。待下一个毛囊周期开始后，毛囊黑

素干又重新开始新一轮的分化增殖和迁移的循环[14]。本研究利

用 DCT-LacZ转基因小鼠为动物模型，通过 X-gal染色方法，观

察到围产期小鼠的 X-gal阳性的黑素母细胞迁移到表皮基底

层以及发育中的毛囊内，而生后的小鼠皮肤中没有黑素细胞。

在生长期，X-gal阳性的黑素干细胞位于毛囊外根鞘 Bulge区，

而 X-gal阳性的黑素细胞位于毛球部。在退化期，Bulge中黑素
干细胞仍然存在，但毛球部的黑素细胞数目减少直至消失。在

静止期，仅黑素干细胞存在 Bulge和次级毛芽中（图 2）。

通过 X-gal染色结合免疫组织化学方法，本课题检测了
Wnt3a在皮肤周期中的表达情况，发现在生长期时，Wnt3a在

表皮、毛囊外根鞘 Bulge、内根鞘以及毛球部均有表达；进入退

化期后，Wnt3a表达范围缩小，仅在毛囊外根鞘有微弱表达；在

静止期，几乎检测不到Wnt3a表达。在生长期毛囊黑素干细胞

和黑素细胞中也检测到Wnt3a蛋白。本实验结果显示，在生长

期，当黑素干细胞分化为 TA细胞、毛球部未成熟的黑素细胞

分化为成熟黑素细胞时，黑素干细胞与黑素细胞均表达

Wnt3a。在退化期和静止期，黑素干细胞处于静息状态，黑素干

细胞中未检测到Wnt3a的表达。实验结果提示，Wnt3a可能对
黑素细胞谱系分化起到一定作用。

处于不同分化程度的黑素细胞谱系细胞表达不同的标记

（markers），静息状态的黑素干细胞只表达 TRP2(酪氨酸相关蛋
白 -2；也称多巴异构酶，DCT)；分化中的 TA细胞表达 TRP2和
TRP1(酪氨酸相关蛋白 -1)；成熟的黑素细胞表达 TRP2, TRP1

和 TYR(酪氨酸酶，tyrosinase)[16,17]。TRY既是黑素细胞分化成熟

的标记，同时也是黑素合成的主要限速酶。黑素干细胞和分化

中的 TA细胞都缺乏有功能的 TYR，所以仅含有未成熟的黑素

小体，不能产生黑素；只有成熟的黑素细胞可产生黑素[18]。本实

验检测了酪氨酸酶 mRNA在小鼠毛囊周期中的表达情况，发
现 TYR mRNA在生长期的表达最高，进入退化期后表达逐渐

减弱，静止期达到最低水平，与Wnt3a在毛囊中的表达模式一
致，提示Wnt3a可能对黑素细胞谱系分化起到促进作用。

综上所述，Wnt3a蛋白在毛囊周期的不同阶段有着时空表

达的差异。在黑素细胞谱系，Wnt3a的表达和信号强弱与黑素

干细胞周期性活化、黑素细胞周期性合成黑素密切相关。并且

Wnt3a mRNA在毛囊周期中的表达模式与黑素细胞分化标记
TYR的表达模式一致，提示Wnt3a可能对黑素细胞谱系分化

起到促进作用。
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作为血清标记物监测放射性肝纤维化严重程度的临床研究。同

时，本研究仅探讨了 TGF-茁1单一血清标记物，我们可进一步

将其与目前临床应用较多的几种标记物（如血清透明质酸、Ⅲ

型前胶原、Ⅳ型胶原、层粘连蛋白等）进行逐一比较，以寻找出

相关性更高、操作简单的血清标记物。
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