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摘要： 旨在阐明 Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－连环蛋白 （Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ） 信号通路在滩羊毛囊周期性生长中的作用。 采用免疫组织化学染色法和蛋白质印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）， 检测滩羊毛囊中 Ｗｎｔ１０ｂ 和 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的定位和定量表达水平； 此外， 以大鼠毛囊干细胞为模型， 通过体外过表达与干扰

Ｗｎｔ１０ｂ， 分析其对大鼠毛囊干细胞中磷酸化 β－ｃａｔｅｎｉｎ （ ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ） 水平及细胞增殖的影响。 结果： 在毛囊生长期， Ｗｎｔ１０ｂ 蛋白水平以及

ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达量比值显著高于退行期和休止期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且其阳性表达主要见于毛囊外根鞘、 表皮层、 毛母质以及真皮乳

头； 在大鼠毛囊干细胞中， 过表达 Ｗｎｔ１０ｂ 可极显著上调 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达量比值 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而干扰 Ｗｎｔ１０ｂ 则极显著下调其表达

量 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 同时， 增殖细胞核抗原 （ＰＣＮＡ） 蛋白在 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达组中表达量极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在干扰组中极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结果表明， Ｗｎｔ１０ｂ 是促进滩羊毛囊生长的关键通路， 其作用很可能是通过激活经典的 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路来实现的， 研究结果为深入解析滩

羊毛囊的周期性调控机制提供了理论依据。
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　 　 滩羊是我国珍贵的地方裘皮用绵羊品种， 具有很

高的经济价值。 据报道， 裘皮花纹的形成以及毛的品

质均与皮肤毛囊密切相关［１］。 李天爱等［２］ 研究发现，
滩羊皮肤毛囊具有明显的季节性变化特点， 春季处于

退行期， 夏初处于休止期， 而秋季和冬季处于生长

期。 此外， 对大鼠、 小鼠、 内蒙古绒山羊等哺乳动物

皮肤毛囊的研究显示， 毛囊的周期性变化受多种信号

通路调控， Ｗｎｔ１０ｂ 是其中之一， 它不仅会参与毛囊

的发育过程， 还影响毛囊周期的维持［３］。 然而， 关

于 Ｗｎｔ１０ｂ 对滩羊皮肤毛囊的周期调控目前尚未见

报道。
对内蒙古绒山羊皮肤研究发现， Ｗｎｔ１０ｂ 的表达

具有规律性， 且与毛囊的生长和周期维持密切相

关［４］。 张坤等［５］对小鼠皮肤毛囊周期中 Ｗｎｔ１０ｂ 的表

达规律进行研究发现， Ｗｎｔ１０ｂ 在第一个毛囊周期的

生长期皮肤中的表达量显著高于退行期和休止期， 并

且在生长中期达到峰值； 蛋白定位结果显示 Ｗｎｔ１０ｂ
仅表达于生长期毛囊的毛母质细胞， 并且 Ｋｉ－６７ 阳

性细胞与 Ｗｎｔ１０ｂ 的阳性表达部位一致， 提示 Ｗｎｔ１０ｂ
可能对毛母质细胞增殖起作用， 进而调控毛囊的生长

并维持毛囊周期。 小鼠体内试验研究显示， 在皮肤过

表达 Ｗｎｔ１０ｂ 将会诱导毛囊从休止期转换进入生长

期； 相反， 用小干扰 ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ） 敲低 Ｗｎｔ１０ｂ 可

以阻碍毛囊进入生长期； 当 ｓｉＲＮＡ 下调了 β－连环蛋

白 （β－ｃａｔｅｎｉｎ） 表达时， Ｗｎｔ１０ｂ 的生物学作用被消

除， 提示 Ｗｎｔ１０ｂ 可能通过增强经典 Ｗｎｔ 信号通路的

激活， 在体内诱导毛囊再生［６］。 同时， 体外毛囊培

养试验发现， 在无血清培养基中添加 Ｗｎｔ１０ｂ 能促进

小鼠胡须毛囊的毛干伸长， 并观察到毛母质细胞呈

ＢｒｄＵ 阳性， 以及真皮乳头及内根鞘中 β－ｃａｔｅｎｉｎ 阳性

表达， 表明 Ｗｎｔ１０ｂ 对小鼠毛干生长具有促进作用，
并且是通过 Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号传导刺激毛母质

细胞的增殖， 促进真皮乳头及内根鞘细胞的分化实现

的［７］。 已有研究显示， 内蒙古绒山羊新绒 ／毛的生长

是由位于毛囊下段的毛囊干细胞激活所驱动的， 当毛

囊干细胞被激活时， 会形成新的毛球， 毛球的快速增

殖使内根鞘和毛干分化［８］。 如果能够通过人工干预

激活毛囊干细胞， 使毛囊提前进入生长期， 则可以实

现一年收绒 ／毛两次， 从而提高滩羊个体产绒 ／毛量。
因此， 本研究首先分析 Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通路在滩羊毛囊不同时期皮肤中的表达规律， 其次通

过体外过表达与干扰 Ｗｎｔ１０ｂ， 检测大鼠毛囊干细胞

中 β － ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化水平及细胞增殖情况， 分析

Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在滩羊毛囊周期性生长中

的作用， 对于探索滩羊毛囊周期的调控机制， 进而提

高其产毛 ／绒量具有重要的意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验样品采集及主要试剂

试验所需滩羊皮肤组织样本来源于宁夏盐池滩羊

屠宰场。 选取体况相近的健康成年雌性滩羊为研究对

象， 分别在春季 （ ３ 月）、 初夏 （ ５ 月）、 秋季 （ ８
月）、 冬季 （１ 月） 采集其肩胛部皮肤， 每个季节采

集 ５ 头份 （每份样本大小为 ０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ）， 所有

样本均置于 ４％多聚甲醛溶液中固定备用。
抗体 Ｗｎｔ１０ｂ、 β－ｃａｔｅｎｉｎ、 磷酸化 β－ｃａｔｅｎｉｎ （ｐ－

β－ｃａｔｅｎｉｎ）、 β－ａｃｔｉｎ、 羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 及辣根过氧化

物酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）， 购自北京博奥森生

物技术有限公司； 抗体增殖细胞核抗原 （ＰＣＮＡ） 购

自武汉三鹰生物科技有限公司； ３， ３′－二氨基联苯胺

四盐酸盐 （ＤＡＢ） 显色液购自武汉赛维尔生物科技

有限公司； 反转录试剂盒购自宝日医生物技术 （北
京） 有限公司； 大鼠毛囊干细胞系 （Ｄｅｌｆ － １０９５９）
购自合肥万物生物科技有限公司

１􀆰 ２　 Ｗｎｔ１０ｂ 氨基酸序列保守性分析

从 ＮＣＢＩ 数据库获取滩羊（登录号：ＸＭ＿００４０１８５８８．３）
与大鼠 （登录号： ＮＭ＿００１１０８１１１􀆰 １） 的Ｗｎｔ１０ｂ ｍＲＮＡ
参考序列， 并获取其对应的蛋白质序列 （滩羊： ＸＰ＿
００４０２３１１９􀆰 ２； 大 鼠： ＮＰ ＿ ００１１０１５８１􀆰 １ ）。 使 用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件进行多序列比对， 计算其氨基酸序列

的同源性。
１􀆰 ３　 大鼠毛囊干细胞培养

将大鼠毛囊干细胞系 （Ｄｅｌｆ－１０９５９） 接种至大鼠

毛囊干细胞永生化专用培养基 （Ｄｅｌｆ－２６６２１） 后， 置

于 ３７ ℃、 含 ５％ ＣＯ２ 的培养环境中进行培养与传代，
待细胞生长至对数生长期时， 再开展后续试验操作。
１􀆰 ４　 石蜡切片制作与免疫组化染色

参考文献 ［２］ 的方法， 制作石蜡切片后采用链

霉菌抗生物素蛋白－过氧化物酶链接法 （ＳＰ 法） 进

行免疫组织化学染色， 其中一抗工作液分别为

Ｗｎｔ１０ｂ （１ ∶ ８００）、 β －ｃａｔｅｎｉｎ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ －β －
ｃａｔｅｎｉｎ （１ ∶ ８００）， 二抗为辣根过氧化物酶标记的兔

抗羊 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）， 最后用 ＤＡＢ 显色， 自来水冲洗终

止。 经苏木素复染， 自来水冲洗返蓝， 梯度乙醇脱

水、 二甲苯透明， 中性树胶封片后， 显微镜观察并

拍照。
１􀆰 ５　 过表达和干扰质粒载体构建和连接

过表达及干扰质粒的目的片段由成都景明浩瑞生

物科技有限公司基于 ＮＣＢＩ 数据库中大鼠 Ｗｎｔ１０ｂ
ｍＲＮＡ 编码区序列 （ＮＭ＿００１１０８１１１􀆰 １） 合成。 过表

达质粒： 将 Ｗｎｔ１０ｂ 完整 ＣＤＳ 区片段克隆至 ｐＣＭＶ－
ＥＧＦＰ－ＭＣＳ－３×ＦＬＡＧ－Ｐｕｒｏ 载体； 干扰质粒： 设计并
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合成 ３ 对特异性 ｓｈＲＮＡ 序列， 克隆至 ｐＵ６－ＥＧＦＰ － Ｐｕｒｏ 载体。 引物信息见表 １。

表 １　 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达与干扰载体构建所用引物与 ｓｈＲＮＡ 序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 内切酶

Ｗｎｔ１０ｂ－Ｆ ＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＣＣＣＣＧＧＴＣ ＫｐｎⅠ

Ｗｎｔ１０ｂ－Ｒ ＣＡＴＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＧＴＣＡＣＣＧＧＴＣＴＣＧＡＧＣＴＴＡＣＡＣＡＣＧＴＴＧＡＣＣＣＡＣＴＣ ＸｈｏⅠ

ＢＧＨ－Ｒ ＡＴＡＧＡＧＣＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＣＣＣ

ｐＵ６－Ｆ ＧＧＡＣＴＡＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＡＣＣＧ

ｐＵ６－Ｒ ＣＡＣＴＧＣＡＴＴＣＴＡＧＴＴＧＴＧＧＴＴＴＧ

ｓｈＲＮＡ１－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｆ ＴＣＧＡＧＧＣＧＧＧＴＣＴＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧＧＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＴＴＡ ＡｂｓⅠ

ｓｈＲＮＡ１－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｒ ＡＧＣＴＴＡＡＡＡＡＣＧＧＧＴＣＴＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧＧＡＧＡＣＣＣＧＣＣ ＨｉｎｄⅢ

ｓｈＲＮＡ２－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｆ ＴＣＧＡＧＧＴＴＣＡＧＴＣＧＧＧＣＴＣＴＡＡＧＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＣＴＴＡＧＡＧＣＣＣＧＡＣＴＧＡＡＴＴＴＴＴＡ ＡｂｓⅠ

ｓｈＲＮＡ２－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｒ ＡＧＣＴＴＡＡＡＡＡＴＴＣＡＧＴＣＧＧＧＣＴＣＴＡＡＧＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＣＴＴＡＧＡＧＣＣＣＧＡＣＴＧＡＡＣＣ ＨｉｎｄⅢ

ｓｈＲＮＡ３－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｆ ＴＣＧＡＧＧＡＧＣＴＴＧＧＧＴＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＣＣＡＧＣＴＴＡＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＡ ＡｂｓⅠ

ｓｈＲＮＡ３－Ｗｎｔ１０ｂ－Ｒ ＡＧＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＧＧＧＴＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＣＣＡＧＣＴＴＡＣＣＣＡＡＧＣＴＣＣ ＨｉｎｄⅢ

　 　 注： ＢＧＨ－Ｒ 为过表达载体的通用反向引物。 下划线处为酶切位点。

１􀆰 ６　 质粒转染

当细胞生长汇合至 ７０％ ～ ９０％时， 进行转染操

作。 首先， 将 ４ μｇ 质粒与 ２５０ μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基

混合， 轻柔混匀， 制备 ＤＮＡ 稀释液。 另取 １０ μＬ
Ｌｉｐ２０００ 与 ２５０ μＬ Ｏｐｔｉ －ＭＥＭ 培养基混合， 轻柔混

匀， 制备 Ｌｉｐ２０００ 稀释液。 Ｌｉｐ２０００ 稀释液室温静置

５ ｍｉｎ 后， 与 ＤＮＡ 稀 释 液 轻 柔 混 合， 室 温 静 置

２０ ｍｉｎ， 形成 ＤＮＡ－Ｌｉｐ２０００ 复合物。 转染时， 弃去

六孔板中原培养基， 每孔加入上述复合物及 １􀆰 ５ ｍＬ
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养 ５ ｈ。 随后， 更换为大鼠毛囊干细胞永生化专用培

养基继续培养。
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测

质粒转染大鼠毛囊干细胞 ４８ ｈ 后， 采用 ＴＲＩｚｏｌ
法提取细胞总 ＲＮＡ， 按反转录试剂盒说明书进行

ｃＤＮＡ 合成。 反转录体系为 ２０ μＬ， 包含总 ＲＮＡ
１ μｇ， Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 引物 １ μＬ， 反转录酶 １ μＬ， ５×反
转录缓冲液 ４ μＬ， ｄＮＴＰ 混合物 ２ μＬ， 剩余体积用无

酶水补足。 反应条件设定为 ４２ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ， ７０ ℃
加热 １５ ｍｉｎ， 终止反应， 所得 ｃＤＮＡ 产物置于－２０ ℃
保存备用。

ｑＰＣＲ 扩增采用 ２０ μＬ 反应体系， 包含 ｃＤＮＡ 模

板 ２ μＬ， 上下游引物 （表 ２） 各 ０􀆰 ８ μＬ， ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 荧光染料 １０ μＬ， 无酶水 ６􀆰 ４ μＬ。 反应程序：
预变性 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， 退火 ５８ ℃ ３０ ｓ， 延

伸 ７２ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ，
９５ ℃ １５ ｓ。 试验以 β－ａｃｔｉｎ 为内参基因， 每个样品设

置 ３ 个生物学重复， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 Ｗｎｔ１０ｂ 基因相

对表达量。

表 ２　 ＰＣＲ 引物信息

引物名称 基因登录号 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

β－ａｃｔｉｎ ＮＭ＿０３１１４４􀆰 ３
Ｆ： ＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴＴ

Ｒ： ＣＧＣＡＧＣＧＡＴＡＴＣＧＴＣＡＴＣＣＡ
８３

Ｗｎｔ１０ｂ ＸＭ＿０３２８９０９７１􀆰 １
Ｆ： ＴＴＣＡＴＣＧＡＴＡＣＣＣＡＴＡＡＣ

Ｒ： ＣＴＴＣＴＣＡＡＡＧＴＡＡＡＣＣＡＧ
９０

１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

转染 ４８ ｈ 后收集细胞， 用含蛋白酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 裂解液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ 取上清液， 获得总蛋白。 参考文献 ［２］ 的

方法进行试验， Ｗｎｔ１０ｂ （ １ ∶ １ ０００）、 β － ｃａｔｅｎｉｎ

（１ ∶ １ ０００）、 ｐ － β － ｃａｔｅｎｉｎ （ １ ∶ １ ０００） 和 ＰＣＮＡ
（１ ∶ ２ ０００） 一抗孵育。 羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 二抗 （１ ∶
３ ０００） 孵育， ＥＣＬ 显色后于化学发光成像系统曝光

成像。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条带灰度值， 以 β－ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５ ０００） 为内参， 计算目的蛋白与内参灰度比值
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作为相对表达量。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

所有数据均以 “平均值±标准差” 表示。 使用

ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件进行分析， 数据符合正态分布且

方差齐性， 组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示有统计学差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｗｎｔ１０ｂ 氨基酸序列的跨物种保守性分析

对滩羊与大鼠的 Ｗｎｔ１０ｂ 氨基酸序列进行了比对

分析， 结果显示， 两者之间具有高度保守性， 序列同

源性达 ９５􀆰 ４％ （图 １）。
２􀆰 ２　 毛囊生长期滩羊皮肤中 Ｗｎｔ１０ｂ 与 β－ｃａｔｅｎｉｎ
的蛋白定位表达

　 　 免疫组化结果显示， 在毛囊生长期滩羊皮肤组织

中， Ｗｎｔ１０ｂ、 β －ｃａｔｅｎｉｎ 及 ｐ －β －ｃａｔｅｎｉｎ 均有表达。
Ｗｎｔ１０ｂ 强阳性表达区域主要集中在毛囊外根鞘、 表

皮、 毛母质以及真皮乳头 （图 ２Ａ ～ Ｃ）。 图 ３ 结果显

示， β－ｃａｔｅｎｉｎ （图 ３Ａ ～ Ｃ） 和 ｐ －β － ｃａｔｅｎｉｎ （图 ３
Ａ１～Ｃ１） 的阳性表达主要见于毛囊外根鞘、 表皮、
毛母质及真皮乳头。

１􀆰 滩羊； ２􀆰 大鼠。

图 １　 Ｗｎｔ１０ｂ 氨基酸同源性比对

ＥＰ． 表皮； ＨＭ． 毛母质； ＤＰ． 真皮乳头； ＯＲＳ． 毛囊外根鞘； ＩＲＳ． 毛囊内根鞘。 下同。
Ａ～Ｃ． 阳性染色结果； Ａ１～Ｃ１􀆰 阴性对照。

图 ２　 滩羊毛囊生长期皮肤组织中 Ｗｎｔ１０ｂ 的免疫组织化学定位比较
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Ａ～Ｃ． β－ｃａｔｅｎｉｎ 阳性染色结果； Ａ１～Ｃ１􀆰 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 阳性染色结果； Ａ２～Ｃ２􀆰 阴性对照。

图 ３　 滩羊毛囊生长期皮肤组织中 β－ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 的免疫组织化学定位比较

２􀆰 ３　 滩羊毛囊不同时期皮肤中 Ｗｎｔ１０ｂ 及 β－ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示， 伴随毛囊周期从退

行期到生长期的推进， Ｗｎｔ１０ｂ 蛋白水平呈上升趋势，

生长期极显著高于退行期 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著高于休止

期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４Ｂ； ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 与 β－ｃａｔｅｎｉｎ
的蛋白表达量比值在生长期也极显著高于退行期

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著高于休止期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４Ｃ。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带图； Ｂ． Ｗｎｔ１０ｂ 蛋白的相对表达量统计； Ｃ． ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 与 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白相对表达量的比值。 ∗∗． Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗． Ｐ＜
０􀆰 ０５， 下同。

图 ４　 滩羊毛囊不同周期皮肤中 Ｗｎｔ１０ｂ 及 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

２􀆰 ４　 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达 ／干扰载体构建

Ｗｎｔ１０ｂ 过表达载体如图 ５ 所示， 载体骨架为

ｐＣＭＶ－ＥＧＦＰ－ＭＣＳ－３×ＦＬＡＧ－Ｐｕｒｏ， 克隆酶切位点为

ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ。 该载体空载体大小为 ６ ０７５ ｂｐ， 插

入的 Ｗｎｔ１０ｂ 目的片段经公司测序验证为 １ １８７ ｂｐ，

插入后过表达载体总大小为 ７ １０５ ｂｐ， 与预期结果相

符， 表明 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达载体构建成功 （图 ６）。
Ｗｎｔ１０ｂ 干扰载体如图 ７ 所示， 载体骨架为 ｐＵ６－

Ｗｎｔ１０ｂ－ｓｈＲＮＡ３－ＥＧＦＰ－Ｐｕｒｏ， 克隆酶切位点为ＡｂｓⅠ
和 ＨｉｎｄⅢ。 空载体大小为 ５ ７２８ ｂｐ， 插入的 ｓｈＲＮＡ
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目的片段为 ３００ ｂｐ， 插入后干扰载体总大小为

５ ７６５ ｂｐ， 经公司测序验证结果与预期一致， 说明

Ｗｎｔ１０ｂ 干扰载体构建成功。 进一步挑取阳性菌落进

行 ＰＣＲ 鉴定， 凝胶电泳显示在约 ３００ ｂｐ 处出现清晰

的目的条带 （图 ８）， 其中 ｓｈＲＮＡ２ 干扰效果最为显

著， 可用于后续试验。

图 ５　 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达质粒载体图谱

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～３􀆰 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达菌液。

图 ６　 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达质粒 ＰＣＲ 凝胶电泳验证

图 ７　 Ｗｎｔ１０ｂ 干扰质粒载体图谱

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｓｈＲＮＡ１ － １； ２． ｓｈＲＮＡ１ － ２； ３． ｓｈＲＮＡ１ － ３；
４􀆰 ｓｈＲＮＡ２－ １； ５． ｓｈＲＮＡ２ － ２； ６． ｓｈＲＮＡ２ － ３； ７􀆰 ｓｈＲＮＡ３ － １；
８． ｓｈＲＮＡ３－２； ９． ｓｈＲＮＡ３－３。

图 ８　 Ｗｎｔ１０ｂ 干扰质粒 ＰＣＲ 凝胶电泳验证

２􀆰 ５　 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达 ／干扰效果验证

ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测结果显示 （图 ９）， 与空载对照组

相比， 转染过表达质粒后， 大鼠毛囊干细胞中

Ｗｎｔ１０ｂ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 转

染干扰载体 ２ （ｓｈＲＮＡ２） 后， Ｗｎｔ１０ｂ 的 ｍＲＮＡ 表达

量极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 可用于后续试验。

图 ９　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达 ／干扰效果

２􀆰 ６　 Ｗｎｔ１０ｂ 对大鼠毛囊干细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活

的影响

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示 （图 １０）， Ｗｎｔ１０ｂ 过

表达组细胞中 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达量的

比值极显著高于空载体组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｗｎｔ１０ｂ 干扰

组中该比值极显著低于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带图 （１􀆰 空载体； ２． Ｗｎｔ１０ｂ 过表达载体； ３． Ｗｎｔ１０ｂ 干扰载体）； Ｂ． ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 与 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白相对表达量的比值。

图 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达 ／干扰后 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ、 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达

２􀆰 ７　 Ｗｎｔ１０ｂ 对大鼠毛囊干细胞增殖的影响

检测结果显示 （图 １１）， ＰＣＮＡ 在 Ｗｎｔ１０ｂ 过表

达组中的表达极显著高于空载体组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在

Ｗｎｔ１０ｂ 干扰组中的表达量极显著低于对照组 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带图 （１􀆰 空载体； ２． Ｗｎｔ１０ｂ 过表达载体； ３． Ｗｎｔ１０ｂ 干扰载体）； Ｂ． ＰＣＮＡ 蛋白的相对表达量。

图 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达 ／干扰后 ＰＣＮＡ 的表达

３　 讨论

羊毛 ／绒是毛囊的衍生物， 它是一个可再生器

官［８］。 在一个生长周期内， 毛囊依次经历活跃生长

并产毛的生长期、 凋亡驱动的退行期以及相对静止的

休止期， 毛囊的周期性变化影响山羊绒 ／毛的周期性

生长与脱落［９］。 毛囊的周期性变化受多种信号通路

调控， Ｗｎｔ１０ｂ 是其中之一， 它不仅会参与毛囊的发

育过程， 还影响毛囊周期的维持［３］。 然而， 其对滩

羊皮肤毛囊的周期调控目前尚未见报道。
已有研究表明， Ｗｎｔ１０ｂ 在调控毛囊再生和维持

毛囊周期性生长的过程中发挥至关重要的作用［１０］。
本研究的序列分析显示， 滩羊与大鼠的 Ｗｎｔ１０ｂ 氨基

酸序列同源性高达 ９５􀆰 ４％， 表明两者在结构和功能

上高度相似， 这为后续选用大鼠毛囊干细胞进行体外

功能试验提供了依据。 在此基础上， 本试验对滩羊体

内 Ｗｎｔ１０ｂ 的表达模式进 行 了 探 究。 结 果 发 现，
Ｗｎｔ１０ｂ 蛋白在滩羊毛囊各时期皮肤中均有表达， 且

生长期的表达水平显著高于退行期和休止期， 这与李

玉红［１１］对小鼠毛囊周期性再生中 Ｗｎｔ１０ｂ 的表达研究

结果不一致， 该研究结果显示 Ｗｎｔ１０ｂ 蛋白在生长期

表达最高， 退行期和休止期不表达。 由此可见， 本研

究中 Ｗｎｔ１０ｂ 在退行期与休止期仍可检测到表达， 提

示其可能不仅参与毛囊的生长激活， 还在毛囊衰退与

静息维持中发挥作用； 同时， 这种表达模式的差异也

可能反映了 Ｗｎｔ１０ｂ 功能或调控机制在不同物种间存
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在种属特异性。 此外， 在滩羊皮肤中的免疫组化结果

显示， Ｗｎｔ１０ｂ 强阳性表达于皮肤表皮、 毛囊外根鞘、
毛母质及真皮乳头处。 该结果与刘维等［１２］ 对内蒙古

绒山羊皮肤中 Ｗｎｔ１０ｂ 的定位检测结果一致， 进一步

支持 Ｗｎｔ１０ｂ 通过直接作用于毛囊上皮及间充质成分

来调控其周期性再生过程。
β－ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白定量结果显示，

ｐ－β－ｃａｔｅｎｉｎ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 在不同时期滩羊皮肤毛囊中

均有表达， 且在毛囊生长期的表达量显著高于退行期

和休止期。 同时免疫组化结果显示， β－ｃａｔｅｎｉｎ 强阳

性表达见于滩羊皮肤表皮、 毛囊外根鞘、 毛母质及真

皮乳头， 这与孔德清［１３］ 对内蒙古绒山羊和赵帅等［１４］

对甘肃高山细毛羊胎儿皮肤毛囊中 β－ｃａｔｅｎｉｎ 的定位

检测结果一致。 综上所述， 定量结果与定位结果共同

显示， β－ｃａｔｅｎｉｎ 在毛囊生长过程中发挥着促进作用。
以往的研究表明， 毛囊外根鞘、 毛母质和真皮乳

头均来源于毛囊干细胞。 当位于毛囊下段的毛囊干细

胞激活时， 会形成新的毛球， 毛球快速增殖分化， 形

成毛囊细胞［８］， 因此毛囊干细胞的增殖分化决定了

毛囊是否能够进入生长期。 多项研究提示 Ｗｎｔ１０ｂ ／
β－ ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在此过程 中 扮 演 关 键 角 色，
Ｗｎｔ１０ｂ 介导的 Ｗｎｔ 通路异常激活会使处于增殖状态

的小鼠 ＣＤ３４＋毛囊干细胞 （一群带有 ＣＤ３４ 标记的毛

囊干细胞） 数量增加， 导致毛球、 毛干和真皮乳头

都变大， 表明 Ｗｎｔ１０ｂ 信号通路参与了毛囊干细胞的

增殖及多向分化过程［１５－１６］。 Ｓｈｅｎ 等［１７］ 研究发现，
β－ｃａｔｅｎｉｎ 不仅可以激活核基因骨髓细胞瘤病毒癌基

因同源物 （ ｃ －ｍｙｃ）， 而且可以调控转运扩增细胞

（即毛囊干细胞分化成表皮细胞） 标记物 Ｋ１５、 Ｋ１９、
β１－整合素和 α６－整合素的表达， 这些结果共同表

明， Ｗｎｔ１０ｂ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是调控毛囊干细胞增

殖与分化的一个核心通路。 基于以上研究， 本研究发

现 Ｗｎｔ１０ｂ 过表达可显著提升大鼠毛囊干细胞的增殖

效率， 而干扰其表达则产生抑制作用。 进一步的机制

探讨表明， 这种促增殖效应与β－ｃａｔｅｎｉｎ 的磷酸化激

活密切相关。
综上所述， Ｗｎｔ１０ｂ 是促进滩羊毛囊干细胞生长

增殖的关键通路， 其作用很可能是通过激活经典的

Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路来实现的。 这为全面解析滩

羊毛囊的周期性调控机制提供了理论依据。
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