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摘要　 目的　 探究单独应用羊毛固醇合成酶抑制剂（ＲＯ）或
联合胆固醇（ＣＨ）刺激皮肤角质形成细胞（ＫＣｓ）后对其分化

及凋亡的影响。 方法　 ＲＯ 单独或联合 ＣＨ 于 ＫＣｓ 共培养

不同时间后，加入 Ｃａ２ ＋ （１. ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）处理 １ｄ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法分析 ＫＣｓ 的分化相关蛋白角皮蛋白（ ＩＮＶ）和兜甲蛋白的

表达；ＲＯ 单独或联合 ＣＨ 与 ＫＣｓ 共培养不同时间后，流式细

胞术检测 ＫＣｓ 细胞凋亡变化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证凋亡蛋白

Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 表达。 结果　 ＲＯ 下调 ＫＣｓ，Ｃａ２ ＋ 诱导的分化标

志蛋白 ＩＮＶ 的表达，对 Ｌｏｒｉｃｒｉｎ 表达抑制作用较弱，而 ＣＨ 没

有表现出对 ＲＯ 的拮抗效应；ＲＯ 诱导 ＫＣｓ 细胞凋亡并呈时

间依赖性，ＣＨ 能够拮抗 ＲＯ 对 ＫＣｓ 的诱导凋亡作用；ＲＯ 单

独应用时细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的表达均受到抑

制，联合 ＣＨ 应用能部分拮抗 ＲＯ 对 Ｂｃｌ⁃２ 表达抑制作用，对
Ｂａｘ 的表达抑制无显著影响； ＲＯ 能时间依赖性降低 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 的比值，ＣＨ 能部分减弱 ＲＯ 对 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值的影响。
结论　 ＲＯ 可能通过下调 Ｌｏｒｉｃｒｉｎ、Ｂｃｌ⁃２ 的表达，进而抑制

ＫＣｓ 分化和诱导 ＫＣｓ 细胞凋亡。
关键词　 毛固醇合成酶抑制剂；胆固醇；角质形成细胞；细胞

分化；细胞凋亡
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　 　 甲羟戊酸途径是存在于所有高等真核生物和很

多病毒中的一条代谢途径。 羊毛固醇合成酶［１］ 是

甲羟戊酸途径胆固醇（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＣＨ）合成支路中

的关键中间产物，胶质瘤中的 ＭＩ⁃２ 是通过破坏 ＣＨ
稳态，抑制 ＣＨ 合成和内源性肝 Ｘ 受体配体的产生

来介导的，从而导致 ＣＨ 耗竭和肿瘤细胞调亡［２ － ３］。
　 　 表皮即皮肤的外层，由角质形成细胞（ｋｅｒａｔｉｎｏ⁃
ｃｙｔｅｓ，ＫＣｓ）组成，该类细胞分化形成一道防护屏障，

抵御外界环境伤害。 Ｊａｎｓ ｅｔ ａｌ［４］表明甲羟戊酸径中

羟甲基戊二酸单酰辅酶 Ａ 还原酶抑制剂（ｈｙｄｒｏｘｙｍ⁃
ｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒａｔｅ ｍｏｎｏａｃｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ，ＰＲＡ）、香叶基转移酶抑制剂（ｇｅｒａｎｉｆｏｌｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒ⁃
ａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＧＧＴＩ）刺激 ＫＣｓ 后，能够抑制 Ｃａ２ ＋ 诱导

ＩＮＶ 表达［５］。 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［６］ 研究指出甲羟戊酸激酶

（ｍｅｖａｌｏｎｉｃ，ＭＶＫ）的杂合突变可导致播散型浅表性

汗孔角化症（ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ａｃｔｉｎｉｃ ｐｏｒｏｋｅｒａ⁃
ｔｏｓｉｓ，ＤＳＡＰ），汗孔角化症皮损的特征之一是 ＫＣｓ 凋

亡［７］，但其具体机制尚不清楚。 此外，该实验室前

期研究［８］ 指出羊毛固醇合成酶抑制剂 （ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＲＯ）通过影响周期蛋白表达从而

抑制 ＫＣｓ 增殖，但 ＲＯ 对 ＫＣｓ 分化和凋亡的影响尚

未研究。 因此，该研究使用了 ＲＯ 探讨甲羟戊酸途

径异常对 ＫＣｓ 分化和凋亡的影响并探索其可能的

分子机制。

１　 材料与方法

１． １　 试剂与仪器　 胎牛血清、 ＤＭＥＭ 、ＭＥＰＩＣＦ ５００
培养基、０. ０６ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 、０. ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２、Ｃｏａｔｉｎｇ
Ｍａｔｒｉｘ 基质、ＨＫＧＳ（ × １００）和 ０. ２５％ 胰酶均购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司；Ｄｉｓｐａｓｅ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＲＩＰＡ
蛋白裂解液、青霉素 － 链霉素溶液（ × １００）购自上

海碧云天生物公司；细胞凋亡试剂盒购自中国上海

贝博生物公司；Ｉｎｖｏｌｕｃｒｉｎ、Ｌｏｒｉｃｒｉｎ、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 及 β⁃
ａｃｔｉｎ 均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；二抗购自北京中杉金

桥生物公司。 贝克曼流式细胞仪 ＣｙｔｏＦｌｅｘ、天能电

泳仪、天能化学发光成像仪。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 细胞培养 　 皮肤原代细胞培养见参考文

献［８］。
１． ２． ２ 　 细胞凋亡检测 　 胰酶消化收集 ＫＣｓ 细胞，
并调整细胞悬液浓度为 ５ × １０４ 个 ／ ｍｌ，分别接种于

１２ 孔板，培养箱贴壁培养过夜，单独加入 ＲＯ（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）或联合 ＣＨ（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ），作用时间分别为

１、２、３ ｄ，对照组培养液中加入相同浓度的 ＰＢＳ。 ３ ｄ
后胰酶消化再次收集细胞，按照凋亡试剂盒操作指
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南，用流式细胞仪检测细胞凋亡。 检测数据结果用

Ｆｌｏｗｊｏ １０. ０ 分析。
１． ２． ３　 凋亡相关蛋白检测　 将上述处理的 ＫＣｓ 细

胞用含有蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液（ＲＩＰＡ）在冰

上裂解细胞提取细胞总蛋白，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后，移
膜封闭，１ ∶ １ ０００稀释 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２，１ ∶ １０ ０００ β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ 抗体作为一抗， ４ ℃ 孵育过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗，
１ ∶ １０ ０００稀释二抗，室温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 漂洗擦

干，按照化学发光试剂盒操作方法进行发光和成像。
１． ２． ４　 分化相关蛋白检测　 将 ＲＯ 单独或联合 ＣＨ
与 ＫＣｓ 共培养不同时间加入 Ｃａ２ ＋ （１. ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）处
理 １ｄ 后提取 ＫＣｓ 细胞总蛋白，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳、转膜和封闭后，放入１ ∶ １ ０００稀释的 Ｉｎｖｏｌｕｃｒｉｎ、
Ｌｏｒｉｃｒｉｎ 和１ ∶ １０ ０００稀释的 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体中 ４ ℃ 孵

育过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗，继续孵育二抗（１ ∶ １０ ０００），室
温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 漂洗擦干，按照化学发光试剂盒

操作方法进行发光和成像。

１． ３　 统计学处理　 各组之间的凋亡比例和蛋白质

含量数据以 �ｘ ± ｓ 表示，运用统计学软件 ＳＰＳＳ １６. ０
对计量资料进行 ｔ 检验和方差分析，所有实验重复 ３
次，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＲＯ 诱导 ＫＣｓ 细胞凋亡 　 当 ＲＯ （ １０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）单独处理 ＫＣｓ 后，细胞凋亡率随着作用时

间的增加而增加，第 ２、３ 天细胞凋亡率与第 ０ 天相

比，经方差分析，组间差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
１５２. ５９，Ｐ ＜ ０. ０５）；而当 ＲＯ 联合 ＣＨ 处理 ＫＣｓ 细胞

后，ＣＨ 部分削弱 ＲＯ 对 ＫＣｓ 凋亡诱导作用，在 ２、３ ｄ
细胞凋亡率与 ＲＯ 单独处理 ＫＣｓ 第 ２、３ 天细胞凋亡

率相比，差异有统计学意义（ ｔ１ ＝ ９. ４２、ｔ２ ＝ １０. ９８，Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 １。
２． ２　 细胞凋亡蛋白表达　 ＲＯ 单独处理 ＫＣｓ 后，随
着作用时间的增加，抑制细胞凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ

图 １　 ＲＯ 单独或联合 ＣＨ 刺激 ＫＣｓ后对细胞凋亡的影响

　 　 Ａ： 使用 ＲＯ 单独刺激 ＫＣｓ 不同时间后对细胞凋亡的影响；
Ｂ： ＲＯ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合 ＣＨ（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ＫＣｓ 不同时间后细

胞凋亡的变化；Ｃ： 分析 ＲＯ 单独或联合 ＣＨ 刺激 ＫＣｓ 不同时间后

细胞凋亡的变化；与 ０ ｄ 比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５
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的表达；当补充 ＣＨ 处理 ＫＣｓ 后，ＣＨ 能部分减弱 ＲＯ
对 Ｂｃｌ⁃２ 的表达抑制作用；Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的比值分析表

明在单独 ＲＯ 与 ＫＣｓ 共培养时，Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的比值随

着共培养时间的增加而降低，而补充 ＣＨ 后，ＲＯ 对

Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值降低作用减弱，在处理 ３ ｄ 时有显著

性差异，各实验组与对照组相比差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 细胞分化蛋白表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示

ＲＯ 单独与 ＫＣｓ 细胞共培养，Ｃａ２ ＋ 处理 １ ｄ 后， Ｃａ２ ＋

诱导的分化标志蛋白 Ｉｎｖｏｌｕｃｒｉｎ 和 Ｌｏｒｉｃｒｉｎ 的表达

下降；而补充 ＣＨ 到细胞共培养体系后，ＲＯ 对 Ｉｎ⁃
ｖｏｌｕｃｒｉｎ 及 Ｌｏｒｉｃｒｉｎ 的表达抑制作用未受到显著影

响。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 甲羟戊酸途径作为细胞生命活动进程的基本途

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析凋亡蛋白表达

　 　 Ａ：ＲＯ 单独或联合 ＣＨ 作用 ＫＣｓ 不同时间后 ＫＣｓ 细胞内 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达水平的变化；Ｂ：分析 Ｂｃｌ⁃２ 表达；Ｃ：分析 Ｂａｘ 表达；Ｄ：分析 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 的比值变化；与同时段 ＲＯ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析分化蛋白表达

与同时段 ＲＯ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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径，对于维持细胞正常的生理功能具有重要意义。
皮肤是机体最重要的器官之一，主要由 ＫＣｓ 组成的

表皮构成，能够防止皮肤水分流失并且阻止体外有

害物质损伤皮肤。 甲羟戊酸途径在细胞中经过一系

列生命活动过程可形成甾醇类，如 ＣＨ，可进一步转

化为胆汁酸、类固醇激素等。 代谢产生的中间产物

及终产物如法尼基焦磷酸，香叶基香叶基焦磷酸提

供戊二烯基，参与细胞某些蛋白的翻译后修饰，对细

胞内相关信号转导产生干扰，导致细胞的增殖、分
化、基因表达、蛋白糖基化作用以及细胞骨架的形成

等细胞生命活动发生变化。 分化是细胞生命活动的

必不可少的过程，角质形成细胞的分化成熟表现为

从基底层向角质层的逐渐移行。 有研究［９ － １０］ 表明

甲羟戊酸代谢途径相关酶的抑制剂 ＡＬＤ、ＰＲＡ 等可

抑制由 Ｃａ２ ＋ 诱导的 ＫＣｓ 细胞分化标志蛋白的表达，
而 ＣＨ 补充能够促进 ＫＣｓ 细胞分化相关蛋白的表

达。 在该研究中， ＲＯ 对 ＫＣｓ 细胞 Ｃａ２ ＋ 诱导的分化

标志蛋白 Ｉｎｖｏｌｕｃｒｉｎ 和 Ｌｏｒｉｃｒｉｎ 的表达起抑制作用，
而补充 ＣＨ 后对相关分化蛋白的表达抑制并没有补

救作用，这提示 ＲＯ 与 ＡＬＤ 和 ＰＲＡ 抑制皮肤 ＫＣｓ 分
化的分子机制不同，可能与其下游产物 ＣＨ 的耗尽

无关。 细胞凋亡对维持机体内环境稳定起重要作

用，它涉及一系列基因的激活、表达以及调控等。
Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 是凋亡途径中的两种重要蛋白，Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 的比值变化影响着细胞凋亡的进程。 当其比值

下降时，促进细胞凋亡，反之则抑制细胞的凋亡［１１］。
该研究表明 ＲＯ 刺激 ＫＣｓ 细胞后可时间性促进 ＫＣｓ
细胞的凋亡，且细胞内凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的比值

下降；而补充下游产物 ＣＨ 后，可减弱由 ＲＯ 造成的

细胞凋亡作用，且 ＣＨ 对 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的比值下降有补

救作用，该研究结果显示 ＲＯ 可能通过降低 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 的比值而诱导 ＫＣｓ 细胞凋亡。 因此， ＫＣｓ 的分

化和凋亡是一个由许多分子调节的复杂过程。 该研

究的结果部分解释了甲羟戊酸途径功能障碍所致的

ＫＣｓ 分化抑制和凋亡诱导机制。
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ｉｕｃＡ 基因缺失对尿路致病性大肠埃希菌增殖、
黏附、侵袭和定植能力的影响

邓　 聪，康嘉乐，林梅双，林艳芬

摘要　 目的　 为探究铁摄取相关基因 ｉｕｃＡ 在尿路致病性大

肠埃希菌 （ ＵＰＥＣ） 致病中的作用，利用 ＵＰＥＣ 模式菌株

ＣＦＴ０７３，通过 λ Ｒｅｄ 同源重组方法构建 ｉｕｃＡ 基因缺失株

ΔｉｕｃＡ，同时构建回补株 Ｃ⁃ｉｕｃＡ。 方法 　 测定 Ａ６００ 绘制

ＣＦＴ０７３、ΔｉｕｃＡ 和 Ｃ⁃ｉｕｃＡ 菌株在 ＬＢ 液体培养基和无菌尿液

中的增殖曲线。 比较 ＣＦＴ０７３、ΔｉｕｃＡ 和 Ｃ⁃ｉｕｃＡ 菌株对人膀胱

癌上皮细胞株 ５６３７ 体外黏附和侵袭能力。 构建小鼠尿路感

染模型，检测 ＣＦＴ０７３、ΔｉｕｃＡ 和 Ｃ⁃ｉｕｃＡ 菌株在膀胱的定植能

力。 结果　 ＣＦＴ０７３、ΔｉｕｃＡ 和 Ｃ⁃ｉｕｃＡ 菌株在 ＬＢ 液体培养基

中增殖速率相似（Ｐ ＝ ０. １５３）。 ΔｉｕｃＡ 在无菌尿液中的增殖

速率低于 ＣＦＴ０７３（Ｐ ＝ ０. ００１）， Ｃ⁃ｉｕｃＡ 的增殖速率较 ΔｉｕｃＡ
有所上升（Ｐ ＝ ０. ００５）。 ΔｉｕｃＡ 对 ５６３７ 细胞的黏附和侵袭能

力均低于 ＣＦＴ０７３（Ｐ ＝ ０. ００７、０. ００２）。 Ｃ⁃ｉｕｃＡ 的黏附和侵袭

能力较 ΔｉｕｃＡ 有所上升（Ｐ ＝ ０. ０４６、０. ０３７）。 ΔｉｕｃＡ 在小鼠膀

胱的定植能力低于 ＣＦＴ０７３ 和 Ｃ⁃ｉｕｃＡ（Ｐ ＝ ０. ００２、０. ０１７）。 结

论　 ｉｕｃＡ 基因可能通过促进 ＵＰＥＣ 增殖、黏附和侵袭以及在

靶器官的定植能力在 ＵＰＥＣ 致病中发挥作用。
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　 　 尿路感染（ｕｒｉｎａｒｙ ｔｒａｃｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，ＵＴＩ）是临床

上最常见的细菌感染之一［１］，其高居不下的复发

率、再感染率以及日益增高的多重耐药菌的检出率，
强调了发展 ＵＴＩ 新的治疗策略的必要性［２］。 约

７５％ ～９５％的 ＵＴＩ 由尿路致病性大肠埃希菌（Ｕｒｏ⁃
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅ． ｃｏｌｉ，ＵＰＥＣ） 所致［３］。 铁摄取系统是

ＵＰＥＣ 目前已知的毒力因子之一［４ － ５］。
　 　 铁是微生物生命活动的必要元素。 病原菌通过

分泌铁载体与宿主体内的铁离子结合，形成复合物

并通过外膜表面的相应受体摄取。 ＵＰＥＣ 可以分泌

多种铁载体，包括耶尔森杆菌素、气杆菌素、肠杆菌

素和沙门菌素［６］。 其中气杆菌素已被证实通过促

进菌株生长、定植等，在肺炎克雷伯菌、禽致病性大

肠埃希菌等的致病过程中发挥重要作用［７ － ８］，但其

与 ＵＰＥＣ 致病之间的关系至今仍不明确。 该研究通

过对气杆菌素编码基因 ｉｕｃＡ 缺失株和回补株的构

建，分析 ｉｕｃＡ 基因在 ＵＰＥＣ 致病中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 菌株、质粒和细胞　 大肠埃希菌 ＣＦＴ０７３ 菌

株（临床 ＵＴＩ 分离的大肠埃希菌，由美国南加州大

学洛杉矶儿童医院黄胜和教授惠赠）。 ｐＫＤ４６ 质
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