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Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在小鼠毛囊周期中的表达
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　　［摘要］　目的　探讨Ｗｎｔ蛋白的受体分子Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在小鼠毛囊周期中的表达、功能及其意义。方法　 利用实时定
量ＰＣＲ、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光等技术分别检测 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白在毛囊生长期（Ｐ１ｄ、Ｐ３ｄ、Ｐ８ｄ）、退化期
（Ｐ１６ｄ）和静止期（Ｐ２１ｄ）中的表达。免疫荧光技术检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在小鼠皮肤上皮细胞ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ中的定位，ＭＴＴ检测用
抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞后的增殖情况。结果　 在毛囊生长期早期，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白在Ｐ１ｄ的小鼠背
部皮肤中表达明显，膜表达于Ｂｕｌｇｅ、毛囊外根鞘及毛球外侧。在 Ｐ３ｄ，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白表达明显上调，主要表达于 Ｂｕｌｇｅ、毛
囊外根鞘、内根鞘、ｐｒｅｃｏｒｔｅｘ、部分毛球外侧。在生长中期（Ｐ８ｄ），Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白的表达最强，集中在毛囊Ｂｕｌｇｅ、外根鞘上段
及内根鞘。当毛囊进入退化期（Ｐ１６ｄ），Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达显著降低（Ｐ＜０．０５），此时主要定位于 Ｂｕｇｌｅ。而在
静止期，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白表达最低（Ｐ＜０．０５），只有少量 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４阳性细胞出现在毛囊 Ｂｕｌｇｅ。免疫荧光技术检测
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白同样也在ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞膜中表达。ＭＴＴ结果显示与对照组相比，１０μｇ／ｍＬ的抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理 ＪＢ６
ｃｌ３０７ｂ细胞后光密度值明显降低（Ｐ＜０．０５），而２０μｇ／ｍＬ的抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理后的光密度值降到最低（Ｐ＜０．０５）。
结论　 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在毛囊周期中的表达具有时空特异性。伴随着毛囊的生长，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４的 ｍＲＮＡ和蛋白水平都呈现高表
达，随着毛囊的退化而表达降低，直至静止期维持低表达水平。拮抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白的作用促使细胞增殖受到明显抑制，提
示Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４的表达与毛囊细胞的增殖和分化相关。
　　［关键词］　 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４；毛囊；小鼠；Ｗｎｔ；抗体
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ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３００７０７０１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷｕＪｉｎｊｉｎ，Ｔｅｌ：８６２３６８７５７５９１，Ｅｍａｉｌ：ｗｊｊｊｊ＠１６３．ｃｏｍ

　　毛囊是皮肤重要的附属器官，生产毛发，发挥着保
暖、感觉、吸引异性等重要作用。毛囊周期性的生长、

退化和静止引起毛发的生长和退化。而毛囊异常与脱

发、多毛症甚至肿瘤的发生相关［１－３］。因而对毛囊生

长调控的研究具有很重要的科学意义。Ｗｎｔ信号是调
控毛囊周期最重要的信号之一［４］。目前对于 Ｗｎｔ信
号中的受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ家族成员在毛囊中的表达及作用
尚不十分清楚。作为 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ家族中的一员，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
与配体 Ｗｎｔ蛋白共同作用介导 Ｗｎｔ信号通路下游信
号［５－６］，在机体中发挥着重要作用。已报道 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
调控卵泡、黄体的形成，并和外周眼的发育相关［５，７－８］，

但是目前仍未有报道 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在整个毛囊周期中的
表达。本研究将利用实时定量 ＰＣＲ、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和免疫荧光技术从 ｍＲＮＡ和蛋白水平检测 Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ４的表达，并以细胞皮肤上皮细胞 ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ为
细胞模型，利用 ＭＴＴ技术检测抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理
ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞后的增殖情况，以期为进一步研究毛
囊的周期性调控提供一定的基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　参照赖向东等［９］的研究中对小鼠毛囊周期的形态特征描

述，从第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心选

取生长期早期：出生后１ｄ（Ｐ１ｄ）和 Ｐ３ｄ，生长期中期 Ｐ８ｄ，退化
期Ｐ１６ｄ和静止期 Ｐ２１ｄ的 Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠各３只。小鼠皮
肤上皮细胞ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ购买于ＡＴＣＣ。
１．２　主要试剂及实验仪器
　　Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），反转录第一链 ｃＤＮＡ合成试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＤＮＡＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ Ｍａｓｔｅｒ
（Ｒｏｃｈｅ，瑞士），ＰＣＲＭｉｘｅｒ（天根，中国），山羊抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体
（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ，美国），山羊ＩｇＧ（碧云天，中国），ＲＩＰＡ、ＰＭＳＦ（碧云
天，中国），ＧＡＰＤＨ（康成，中国），ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠（中
衫，中国），ＨＲＰ标记的驴抗山羊（中衫，中国），Ｃｙ３标记的驴抗
山羊（碧云天，中国），ＤＡＰＩ（碧云天，中国）。垂直电泳仪、湿转
仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国），实时荧光定量
ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，美国），凝胶成像仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），荧光显
微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
１．３　方法
１．３．１　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠背部皮肤样本的获得　　分别将 Ｐ１ｄ、
Ｐ３ｄ、Ｐ８ｄ、Ｐ１６ｄ、Ｐ２１ｄ的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠断颈处死，用眼科剪剪去
背部毛发后取得小鼠背部皮片，准备用于后续实验。

１．３．２　实时定量 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ检测小鼠背部皮肤中 Ｆｒｉｚ

ｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ的表达　　ＲＮＡ的提取：在加有液氮的研钵中将
获得的小鼠皮片分别磨碎，随后加入 Ｔｒｉｚｏｌ提取 ＲＮＡ。分别取
１．０μｇｍＲＮＡ作为模板进行逆转录反应获得 ｃＤＮＡ，具体条件
参照罗氏公司的逆转录反应步骤。实时定量 ＰＣＲ反应体系包
括：总体积２５μＬ，Ｍｉｘｅｒ１２．５μＬ，上游引物（浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）
０７５μＬ，下游引物（浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）０．７５μＬ，ｃＤＮＡ２００ｎｇ，
加ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。反应条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃
３０ｓ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃３０ｓ，反应４０个循环。每次每个样本重
复３个复管，将采集到的信号做统计学分析。ＲＴＰＣＲ反应体
系包括：总体积 ２０μＬ，ＰＣＲＭｉｘｅｒ１０μＬ，上游引物（浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物（浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ｃＤＮＡ
１μｇ，加ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。反应条件为９５℃预变性３ｍｉｎ，
９５℃３０ｓ，５８℃ １ｍｉｎ，７２℃ ３０ｓ，反应３０个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ后４℃保存。将所得的 ＤＮＡ产物跑１％琼脂糖凝胶电
泳，在凝胶成像仪下采集图像。

　　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４的引物序列：上游 ５′ＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＣＡＣＧＣＣＧＣ
ＴＣ３′，下 游 ５′ＴＡＣＡＡＧＣＣＡＧＣＡＴＣＧＴＡＧＣＣＡＣＡＣ３′。内 参
ＧＡＰＤＨ的引物序列：上游 ５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，
下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。
１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠背部皮肤中Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白的表达
　　蛋白提取：在加有液氮的研钵中将小鼠皮片分别研碎，依
照每２０ｍｇ组织加 ２００μＬ裂解液的比例加入含 １ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解液，将组织粉末裂解完全后１２０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液。利用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，蛋白在
１００℃变性 ５ｍｉｎ。配好 ＳＤＳＰＡＧＥ后将各蛋白样品上样
２５μｇ，电泳后电转到 ＰＶＤＦ膜上，用 ＴＢＳＴ漂洗 ＰＶＤＦ膜，在
６％脱脂奶粉溶液中室温封闭１～２ｈ，置４℃冰箱过夜。用ＰＢＳ
洗１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次。用３％ ＢＳＡ按照１∶３００稀释抗
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体，１∶１００００稀释抗 ＧＡＰＤＨ抗体，室温孵育１ｈ。
ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次。用３％ ＢＳＡ３０ｍＬ依照
１∶２５００稀释ＨＲＰ标记的抗山羊和抗鼠二抗，将膜在室温条件
下孵育１ｈ。ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次。配置好发光
显色液后显色１ｍｉｎ，用胶片曝光并采集图片。
１．３．４　免疫荧光检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在毛囊和ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞
中的定位　　将小鼠皮片用４％多聚甲醛于４℃固定过夜，然
后用梯度酒精脱水、二甲苯透明，再浸蜡４ｈ后包埋，在石蜡切
片机上将石蜡块制作成５μｍ的切片。将制作好的石蜡切片放
入二甲苯中脱蜡、梯度酒精中水合，随后微波修复７ｍｉｎ，自然
冷却后用ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×２次，５％ ＢＳＡ室温封闭１．５ｈ后滴
加一抗，４℃孵育过夜，然后用ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×５次，滴加Ｃｙ３
标记的驴抗山羊荧光二抗后再用ＤＡＰＩ染色７ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ
漂洗５ｍｉｎ×５次后用抗荧光淬灭剂封片，最后在荧光显微镜下
采集图片。

　　取对数生长期细胞，调整密度为２×１０４／ｍＬ，制备细胞爬
片。常规培养２４ｈ后，用４％多聚甲醛室温固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
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涤３次，加０．１％的 Ｔｒｉｔｏｎ孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，
３％ ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，加 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体（１∶１００），４℃过夜。次
日，ＰＢＳ洗３次，加入驴抗山羊红色荧光二抗，室温孵育 １ｈ，
ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＰＩ染核 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ５ｍｉｎ×
３次，封片，荧光显微镜下观察。
１．３．５　ＭＴＴ法检测抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理 ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞后
的增殖情况　　将小鼠皮肤上皮细胞ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ用含１０％的
胎牛血清高糖 ＤＭＥＭ培养基培养。选对数生长期的细胞以
１×１０５／ｍＬ的细胞密度铺板。待细胞贴壁后２４ｈ，分别加入终
浓度为２０μｇ／ｍＬ同型ＩｇＧ抗体和５、１０、２０μｇ／ｍＬ抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
抗体，另设调零组（只加培养液）。将９６孔板置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱在培养２４ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ试剂２０μＬ
继续培养４ｈ，用移液器小心吸除上清液，每孔加入二甲基亚砜
１５０μＬ，放于摇床上震荡１５ｍｉｎ后，用酶标仪（波长４９０ｎｍ）测
每孔光密度值。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件对数据进行单因素方差分析，计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ在小鼠毛囊周期背部皮肤中的
表达

　　实时定量ＰＣＲ检测结果显示（图１Ａ）：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ高
表达于毛囊生长期早期和中期的小鼠背皮中，早期和中期的表

达水平之间并无显著性差异。而在退化期 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ的
表达明显下调（Ｐ＜０．０５）。等到静止期，其表达水平与退化期
的表达水平相比，明显降低（Ｐ＜０．０５）。
　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示（图１Ｂ）：与实时定量 ＰＣＲ检测的
结果保持相同的趋势，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ高表达于生长期，在退
化期表达降低，在静止期表达最低。
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Ａ：实时定量ＰＣＲ检测结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｐ８ｄ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，

与Ｐ１６ｄ比较；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测结果

图１　实时定量ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ在小鼠毛囊

周期背部皮肤中的表达

２．２　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠毛囊周期背部皮肤中的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图２）：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠出生后

第１天的背部皮肤中表达就较明显，在第３天Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白表
达明显上调（Ｐ＜０．０５），与Ｐ３ｄ相比，Ｐ８ｄ小鼠背部皮肤中Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ４蛋白的表达继续上调（Ｐ＜０．０５）。随后在退化期，Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ４蛋白表达下调显著（Ｐ＜０．０５），等到毛囊进入静止期，小
鼠背部皮肤中 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白表达微弱，明显低于 Ｐ１ｄ、Ｐ３ｄ、
Ｐ８ｄ、Ｐ１６ｄ（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：相对光密度值；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｐ１ｄ比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｐ３ｄ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｐ８ｄ比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，
与Ｐ１６ｄ比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠毛囊周期背部

皮肤中的表达

２．３　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠毛囊周期毛囊中的定位
　　免疫荧光结果显示（图３）：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白膜表达在毛囊生
长期（Ｐ１ｄ，Ｐ３ｄ，Ｐ８ｄ）以及毛囊退化期（Ｐ１６ｄ）的毛囊中，在静止
期没有检测到明显的 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白表达。毛囊生长期早期
（Ｐ１ｄ），Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白定位在 Ｂｕｌｇｅ、毛囊外根鞘及毛球外侧。
随着毛囊的继续生长，在Ｐ３ｄ，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在Ｂｕｌｇｅ、毛囊外根
鞘、内根鞘、ｐｒｅｃｏｒｔｅｘ、毛球外侧的部分细胞中表达。在 Ｐ８ｄ，
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在毛囊中的表达部位又发生了一定变化，主要集
中在外根鞘上段及内根鞘。随着毛囊进入退化期（Ｐ１６ｄ），Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ４蛋白主要定位于Ｂｕｇｌｅ，在毛囊外根鞘上段、内根鞘内可见
少量Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４的表达。而在静止期，少量Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４阳性细胞出
现在毛囊Ｂｕｌｇｅ。
２．４　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白调控小鼠皮肤上皮细胞ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ

的增殖

　　为了进一步探讨Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠毛囊中的功能，以小
鼠皮肤上皮细胞ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ作为研究对象，我们首先利用免疫
荧光技术检测了Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ中的表达情况，结
果显示Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白表达于细胞膜上。接着在 ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细
胞中分别加入５、１０μｇ／ｍＬ和２０μｇ／ｍＬ的Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体，以相
同浓度的同型ＩｇＧ作为实验对照，２４ｈ后利用ＭＴＴ检测光密度
值，结果发现与对照组相比，５μｇ／ｍＬ抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处理的
细胞光密度值没有显著变化，而１０μｇ／ｍＬ抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体处
理后光密度值明显降低（Ｐ＜０．０５）。随着抗 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体的
浓度增加到２０μｇ／ｍＬ，细胞的光密度值降到最低（Ｐ＜０．０５）。
结果表明抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体促使ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞增殖能力降低，
且随着抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体浓度的增加，ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细胞增殖的抑
制更加明显。见图４、５。
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箭头示阳性结果

图３　免疫荧光检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在小鼠毛囊周期毛囊中的定位　（×２００）
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Ａ：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４；Ｂ：ＤＡＰＩ；Ｃ：Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４与ＤＡＰＩ合并
图４　荧光检测Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白在ＪＢ６ＣＬ３０７Ｂ细胞中的表达　（×４００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组和５μｇ／ｍＬ处理组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与对
照组，５、１０μｇ／ｍＬ处理组比较
图５　ＭＴＴ检测不同浓度的抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４抗体干扰后ＪＢ６ＣＬ３０７Ｂ

细胞的增殖

３　讨论

　　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４作为Ｆｒｉｚｚｌｅｄ家族蛋白中的一员，是一类
Ｇ蛋白偶联受体，目前已知有１０个Ｆｒｉｚｚｌｅｄ蛋白，作为
Ｗｎｔ信号通路中的受体，影响细胞极性、胚胎发育、细
胞增殖和分化等功能。Ｗｎｔ信号通路是毛囊生长主调
控信号之一，同样其受体 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ蛋白在毛囊中也发
挥着重要作用。已有研究发现 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ１、２、３、５、６、７、
１０在毛囊生长期中表达［１０－１２］，但对其在毛囊周期中

的变化未做进一步研究。而且 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ７介导的 Ｗｎｔ
信号还参与活化毛囊干细胞［４］。但目前对于Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
在毛囊周期中的表达及功能尚未见报道。先前的研究

发现果蝇中 Ｗｎｔ８结合 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４激活下游信号，参与
调控内耳和视网膜的血管发育［１３］；Ｗｎｔ２ｂ与 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
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共同激活在虹膜的背侧，决定背侧玻璃体的形成［５］。

由此提示毛囊中 Ｗｎｔ信号通路也可能通过 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４
发挥重要作用。由此我们利用实时定量 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和免疫荧光技术，发现 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４确实在毛囊中表
达，其表达呈现出时空特异性。

　　在毛囊生长早期，位于次级毛芽的毛囊干细胞受
到来自ＤＰ的包括 Ｗｎｔ在内的信号的刺激首先被激
活［１４］，在不断增殖的同时开始分化并向下迁移形成毛

芽，此时Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白表达开始上调，并且定
位于毛囊外根鞘和毛球部外侧，说明 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４可能与
毛囊干细胞活化相关。随着毛囊的继续生长，出现毛

母质，在此毛囊细胞开始分化形成内根鞘和毛干［１５］，

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白表达继续上调，表达范围开始
扩大，定位于毛囊干细胞巢Ｂｕｌｇｅ、外根鞘、内根鞘、
ｐｒｅｃｏｒｔｅｘ，但毛球部外侧只有部分细胞表达 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４，
提示Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４不仅与毛囊干细胞活化相关还参与了
毛囊的分化。等到毛囊形态发育完整，毛囊进入生长

期，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白表达最强，表达于 Ｂｕｌｇｅ、外
根鞘上段、内根鞘以及ｐｒｅｃｏｒｔｅｘ，未见于毛球部。综合
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在毛囊生长期的毛球部的表达情况，提示
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４随着毛囊发育完成而表达降低，且局限于毛
囊干细胞的部位———毛囊 Ｂｕｌｇｅ及外根鞘上段，进一
步表明Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４可能参与毛囊干细胞活性的控制，以
及毛囊的分化。之后Ｂｕｌｇｅ下段的大部分毛囊角质形
成细胞发生凋亡［９］，此时 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白表达
明显降低，主要表达于 Ｂｕｌｇｅ、外根鞘上段、部分内根
鞘。最后凋亡剩下的少许细胞回到 Ｂｕｌｇｅ［９］，毛囊进
入静止期，此时Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达最低，主
要在毛囊Ｂｕｌｇｅ处。这些结果提示Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４的表达伴
随着毛囊的生长而增强，退化而降低，可能参与调控毛

囊干细胞的活化以及毛囊的分化。以 ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ细
胞为体外研究模型，检测到 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４表达在细胞膜
上，这与在体实验的结果相一致。随后利用抗 Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ４抗体拮抗Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４蛋白发挥作用后，ＪＢ６ｃｌ３０７ｂ
细胞的增殖明显被抑制，且这种抑制表现出浓度依赖

的方式。体外实验的结果进一步表明 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４调控
毛囊细胞的增殖。

　　综上所述，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在毛囊周期中的表达具有时
空特异性，其分布和表达强度与毛囊周期密切相关，尤

其是在生长期表达最强，Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在细胞水平被拮抗
后增殖得到明显抑制，因此 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４在调控毛囊生长
过程中参与调控毛囊增殖。而对于 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４调控毛

囊增殖及分化的具体机制，仍需要进一步研究。
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