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摘要:目的　 探讨烟草烟雾导致抗衰老蛋白 Ｋｌｏｔｈｏ 与烟碱型乙酰胆碱受体 ＣＨＲＮＡ５ 表达变化调控皮肤衰老的机

制ꎮ 方法　 采用烟草烟雾提取物(ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ＣＳＥ)处理 ＨａＣａＴ 角质形成细胞ꎬ通过 β￣半乳糖苷酶染

色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞衰老相关表型及 ＣＨＲＮＡ５、Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白表达变化ꎮ 随后ꎬ在 ３~ ５ 月龄、６~ ７ 月龄及

１４ 月龄小鼠中ꎬ利用 ＨＥ 染色、免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及ＲＴ￣ｑＰＣＲ分析皮肤组织中 ＣＨＲＮＡ５、Ｋｌｏｔｈｏ 及衰老相

关标志物的年龄依赖性变化ꎮ 进一步地ꎬ在野生型与 Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲低小鼠中ꎬ通过免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证 Ｋｌｏｔｈｏ 敲低效率ꎬ并检测 Ｋｌｏｔｈｏ 基因对 ＣＨＲＮＡ５ 及衰老标志物的表达的影响ꎮ 最后ꎬ对 ＨａＣａＴ 细

胞分别进行 Ｋｌｏｔｈｏ 或 ＣＨＲＮＡ５ 的 ｓｉＲＮＡ 干扰ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测两者及相关衰老标志物的表

达ꎬ以验证其相互关系ꎮ 结果　 ＣＳＥ 处理可诱导 ＨａＣａＴ 细胞衰老ꎬ表现为 β￣半乳糖苷酶染色阳性细胞显著增加

(Ｐ＝ ０.０００ ４)ꎬ同时伴随 ＣＨＲＮＡ５ 蛋白水平显著上调(Ｐ＝ ０.０００ ２)及 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白水平下调(Ｐ＝０.００２ ５)ꎮ 在 １４ 月龄

小鼠衰老小鼠相较于 ３ – ５ 月龄小鼠ꎬ皮肤表皮厚度减少(Ｐ<０.０００ １)ꎬＣＨＲＮＡ５ 升高(Ｐ ＝ ０.０００ ９)ꎬ而 Ｋｌｏｔｈｏ 降低

(Ｐ＝ ０.０００ １)ꎮ 在 Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲低小鼠中ꎬ皮肤组织出现加速衰老表型ꎬ并伴随 ＣＨＲＮＡ５ 上调(Ｐ ＝ ０.０１０ ７)ꎮ 在

Ｋｌｏｔｈｏ 敲低的 ＨａＣａＴ 细胞中ꎬ同样观察到衰老标志物上升及 ＣＨＲＮＡ５ 表达增强(Ｐ＝ ０.０３４ ７)ꎮ 相反ꎬＣＨＲＮＡ５ 敲

低可显著降低 ｐ１６ 和 ｐ２１ 等衰老相关标志物的表达(Ｐ ＝ ０.００２ ３ꎻ Ｐ ＝ ０.００５ ４)ꎮ 结论 　 烟草提取物可以下调

Ｋｌｏｔｈｏ 表达ꎬ及上调 ＣＨＲＮＡ５ 表达促进角质形成细胞衰老ꎬ进而促进皮肤衰老ꎮ
关键词:烟草烟雾提取物ꎻＫｌｏｔｈｏꎻＣＨＲＮＡ５ꎻ角质形成细胞ꎻ皮肤衰老

中图分类号:Ｒ５７４　 　 　 文献标志码:Ａ

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ
ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｖｉａ ｔｈｅ Ｋｌｏｔｈｏ￣ＣＨＲＮＡ５ ａｘｉｓ

ＷＡＮＧ Ｙｉｂｏ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｙｉｎｇｃｈａｏ１ꎬ ＸＵ Ｌｉｎｌｉｎ１ꎬ ＨＵＡＮＧ Ｓｈｕｈｏｎｇ２ꎬ ＤＡＮＧ Ｎｉｎｇｎｉｎｇ１

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ
２. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００２１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｈｏｗ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ ｂｙ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｓｋｉｎ ｒｅｊｕｖｅ￣
ｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＳＥ(ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ) . Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ
ｓｋｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ａｇｅｄ ３￣５ꎬ ６￣７ꎬ ａｎｄ １４ ｍｏｎｔｈｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ａｇｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＨＲＮＡ５ꎬ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍａｒｋｅｒｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｉｎ Ｋｌｏｔｈｏ￣ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｍｉｃｅꎬ ｗｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ



王艺博ꎬ等.烟草烟雾提取物通过 Ｋｌｏｔｈｏ￣ＣＨＲＮＡ５ 轴诱发皮肤衰老的机制 ８９　　　 　

Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ｂｏｔｈ ＣＨＲＮＡ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｒ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｈ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅｉｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＣＳＥ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓꎬ ａｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉ￣
ｄａｓｅ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ (Ｐ＝ ０.０００ ４)ꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ (Ｐ＝ ０.０００ ２) ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ (Ｐ＝ ０.００２ ５) . Ｉｎ １４￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３￣５￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｗａｓ ｔｈｉｎｎｅｒ (Ｐ<
０.０００ １)ꎬ ＣＨＲＮＡ５ ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ (Ｐ＝ ０.０００ ９)ꎬ ａｎｄ Ｋｌｏｔｈｏ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ＝ ０.０００ １) . Ｉｎ Ｋｌｏｔｈｏ￣ｋｎｏｃｋ￣
ｄｏｗｎ ｍｉｃｅꎬ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＣＨＲＮＡ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ＝ ０.０１０ ７) .
Ｓｉｍｉｌａｒｌｙꎬ Ｋｌｏｔｈｏ￣ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＣＨＲＮＡ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(Ｐ＝ ０.０３４ ７) . Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ＣＨＲＮＡ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ
ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ (Ｐ ＝ ０. ００２ ３ꎻ Ｐ ＝ ０. ００５ ４) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＳＥ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＣＨＲＮＡ５ꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔꎻ Ｋｌｏｔｈｏꎻ ＣＨＲＮＡ５ꎻ ＨａＣａＴꎻ Ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ

　 　 随着社会经济的发展与人口老龄化的加剧ꎬ
公众对皮肤健康和年轻化的关注不断提升ꎮ 皮肤

衰老分为两种类型:内源性衰老受遗传、激素水平

及生物钟调控ꎬ外源性衰老由日晒、污染、烟草等

外部因素诱发ꎬ其机制包括活性氧的过量生成、胶
原降解、细胞外基质破坏等关键过程[１￣２] ꎮ 吸烟与

皮肤衰老密切相关ꎬ可引起面部皱纹、色素沉着等典

型表现[３￣４]ꎮ 香烟烟雾含多种有害化学物质ꎬ可以导

致微循环障碍、氧化应激增强、黑色素生成增加并导

致 ＤＮＡ 损伤进而增加衰老细胞数量[５￣６]ꎮ 进一步研

究吸烟诱导皮肤衰老的分子通路并探索有效干预策

略ꎬ不仅具有重要的科学研究意义ꎬ也契合日益增长

的社会需求ꎮ
Ｋｌｏｔｈｏ 基因于 １９９７ 年首次被发现ꎬ缺失可导致

寿命缩短及多系统早衰ꎬ过表达则可延长寿命[７]ꎮ
其表达随年龄、肾功能衰退等下降[８]ꎬ且参与血管

稳态维持[９]ꎮ Ｋｌｏｔｈｏ 基因编码单通道跨膜蛋白参与

调控多条衰老相关信号通路[１０]ꎮ 现有证据显示ꎬ随
年龄增长ꎬ皮肤组织 /表皮细胞的 Ｋｌｏｔｈｏ 水平呈下

降趋势ꎻ在动物与细胞模型中ꎬＫｌｏｔｈｏ 的缺失或抑制

与表皮变薄、胶原与基底膜成分减少相关[１１￣１２]ꎮ 因

此ꎬ探究吸烟是否通过影响 Ｋｌｏｔｈｏ 的表达参与皮肤

衰老的发生ꎬ具有重要意义ꎮ
尼古丁是烟草中的主要生物碱ꎬ结构上可模仿

内源性神经递质乙酰胆碱ꎬ能够与烟碱型乙酰胆碱

受体( ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ｎＡＣｈＲｓ)结

合并激活其离子通道功能ꎮ ＣＨＲＮＡ５ ( ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｌｐｈａ ５ ｓｕｂｕｎｉｔ)基因编码的 α５ 亚

基是烟碱型乙酰胆碱受体( ｎＡＣｈＲ)的辅助组分ꎮ
研究表明其参与尼古丁对 ｎＡＣｈＲ 的激活并调节下

游信号通路[１３]ꎮ ＣＨＲＮＡ５ 作为 ｎＡＣｈＲｓ 的重要组

成部分与多种疾病相关[１３￣１４]ꎮ 课题组前期工作观

察到 ＣＨＲＮＡ５ 在皮肤银屑病病理状态中的上调ꎬ与
表皮细胞的过度增殖及炎症有关ꎬ其过度激活可能

加剧慢性炎症性皮肤损伤[１５]ꎮ 然而ꎬＣＨＲＮＡ５ 是否

参与吸烟所引起的皮肤衰老有待进一步探究ꎮ
尽管既往研究提示 Ｋｌｏｔｈｏ 与 ｎＡＣｈＲｓ 通路分

别与皮肤稳态相关ꎬ然而当前无论是在转录调控

层面还是信号通路层面ꎬ并没有关于 Ｋｌｏｔｈｏ￣ＣＨＲ￣
ＮＡ５ 轴的研究ꎮ 二者在吸烟相关暴露下是否协同

驱动皮肤衰老也缺乏直接证据ꎮ 本研究通过烟草

烟雾提取物处理过的 ＨａＣａＴ 细胞作为研究对象ꎬ
探究烟草烟雾暴露是否调控 Ｋｌｏｔｈｏ 和 ＣＨＲＮＡ５
引起角质形成细胞的衰老及其是否在吸烟促进皮

肤衰老过程中可能存在相互作用ꎬ并拟通过体内

及体外实验探讨其机制ꎬ为减缓皮肤衰老研究提

供新的潜在靶点ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验细胞与动物

人永生化角质形成细胞(ＨａＣａＴ 细胞)购买于

自富衡公司ꎮ 实验选用雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠:其中

野生型个体购于星康公司ꎬ依月龄划分为 ３ ~ ５ 月

龄、６~７ 月龄及 １４ 月龄 ３ 个实验组ꎻ涉及本课题组

自行繁育的 ６ ~ ７ 月龄 Ｋｌｏｔｈｏ 基因修饰鼠购自赛业

公司ꎬ包括 Ｋｌｏｔｈｏ＋ / ＋(野生型对照组)与 Ｋｌｏｔｈｏ＋ / －两

种基因型ꎮ 本实验所有动物实验均获得山东第一医

科大学附属省立医院动物伦理委员会许可(Ｎｏ. ＳＤ
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ＮＳＦＣ ２０２１￣０３１０)ꎮ
１.１.２　 主要试剂

万宝路香烟为美国 Ｍａｒｌｂｏｒｏ 公司产ꎬ阿霉素购

于美国 ＭＣＥ 公司ꎬＫｌｏｔｈｏ 或 ＣＨＲＮＡ５ ｓｉＲＮＡ 购于

锐博生物ꎬ组织 ＲＮＡ 提取试剂盒购于康为试剂公

司ꎬ细胞 ＲＮＡ 提取试剂盒购于山东思科捷公司ꎬ
Ｋｌｏｔｈｏ 抗体购于美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬＣＨＲＮＡ５、
ｐ１６、ｐ２１、Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体和 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒

购于中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 烟草烟雾提取物的制备

先去除万宝路香烟的过滤嘴ꎬ然后取两支香烟

并分别固定在连续抽吸系统的进烟口ꎮ 接通装置ꎬ
保持恒定气流ꎬ每支以 ５ ｍｉｎ 速率燃烧ꎬ烟雾通入

５０ ｍＬ ＤＭＥＭꎻ随后用 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ７.４ꎬ并经

０.２２ μｍ 滤膜除菌ꎬ 即得 ＣＳＥ 原液ꎮ 原液需在

３０ ｍｉｎ内使用或－８０ ℃冻存ꎻ实验浓度由 ＤＭＥＭ 稀

释配制ꎮ 文献估算ꎬ在培养基中加入 １０ ％ ＣＳＥ 的

溶液相当于每日吸 ３０ 支香烟的暴露量[１６]ꎮ
１.２.２　 ＣＳＥ 处理的 ＨａＣａＴ 细胞衰老 β￣半乳糖苷酶

染色检测

使用 ５％ ＣＳＥ 处理 ＨａＣａＴ 细胞 ２４ ｈꎬ吸除细胞

培养液ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ加入 β￣半乳糖苷酶染色

固定液 １ ｍＬꎬ室温固定 １５ ｍｉｎꎮ 按照细胞衰老 β￣半
乳糖苷酶染色试剂盒(碧云天ꎬＣ０６０２)说明书配置

染色工作液ꎬ３７ ℃孵育过夜ꎮ 染色终止后ꎬＰＢＳ 洗

１~２ 次ꎬ明场成像并计数蓝绿色细胞为阳性ꎬ以总

细胞数为分母计算阳性率ꎮ
１.２.３　 ｓｉＲＮＡ 转染

在 ６ 孔板中将 ＨａＣａＴ 细胞接种至 ６０％ ~ ７０％
融合度ꎻ配制转染复合物时ꎬ分别将 ５０ ｎＭ 的

Ｋｌｏｔｈｏ 或 ＣＨＲＮＡ５ ｓｉＲＮＡ 与 ＲＮＡｉＭａｘ 用无血清

Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 稀释后轻轻混匀ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ随
后滴加至细胞培养基中并轻摇均匀ꎮ 换液后继续

培养 ２４ ~ ４８ ｈ 以确保基因敲低ꎮ
１.２.４　 ＲＮＡ 提取与实时荧光定量 ＰＣＲ

组织总 ＲＮＡ 采用超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒或收

集细胞使用 ＲＮＡ 快速提取试剂盒提取ꎻ测定纯度

与浓度后ꎬ用 ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 逆转录

１ μｇ ＲＮＡ(２０ μＬ 体系ꎬ４２ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓ)ꎮ 随

后按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进行实时定量 ＰＣＲ:在 １０ μＬ
反应体系中加入 １ μＬ ｃＤＮＡ、０.４ μＬ 正反向引物

(各 １０ μＭ)、５ μＬ ２ ×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘꎬ９５ ℃ 预变性

３０ ｓꎬ接着 ４０ 个循环 ( ９５ ℃ ５ ｓꎬ ６０ ℃ ３０ ｓ)ꎻ以

２(－ΔΔＣｔ)计算相对表达量ꎬ确认目的基因水平ꎮ 见

表 １ꎮ
表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
名称 种属 正向(５′￣３′) 反向(５′￣３′)

ＣＨＲＮＡ５ 小鼠 ＡＴＣＣＴＣＴＴＧＣＴＧＣＡＡＡＡＣＡＴＧＡ ＴＣＣＡＣＧＴＣＣＡＣＴＡＡＣＴＧＡＧＡＴ
ＣＨＲＮＡ５ 人 ＡＡＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＧＴＧＧ ＣＡＡＡＣＡＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＴＧＧＴＧＴＣ
Ｋｌｏｔｈｏ 小鼠 ＧＡＣＧＧＴＴＴＣＧＡＧＴＧＧＧＣＡＴＡＧＧ ＣＣＧＡＣＡＣＴＧＧＴＧＴＴＴＴＧＴＣＡＡＡＧＧ
Ｋｌｏｔｈｏ 人 ＧＴＧＣＧＴＣＣＡＴＣＴＧＧＧＡＴＡＣＧ ＴＧＴＣＧＣＧＧＡＡＧＡＣＧＴＴＧＴＴ
β￣ａｃｔｉｎ 小鼠 ＧＣＴＧＴＣＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ
ＧＡＰＤＨ 人 ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＴＣＴＣＡＴＧＧ
ｐ２１ 人 ＣＧＡＴＧＧＡＡＣＴＴＣＧＡＣＴＴＴＧＴＣＡ ＧＣＡＣＡＡＧＧＧＴＡＣＡＡＧＡＣＡＧＴＧ
ｐ１６ 人 ＡＴＧＧＡＧＣＣＴＴＣＧＧＧＣＴＧＡＣＴ ＧＴＡＡＣＴＡＴＴＣＧＧＴＧＣＧＴＴＧＧＧ

１.２.５　 蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

细胞蛋白首先以 ＲＩＰＡ 裂解液裂解ꎬ并在缓冲

液中额外加入 １％ 的蛋白酶抑制剂和 １％的磷酸酶

抑制剂ꎮ 皮肤组织样品则采用 Ｉｎｖｅｎｔ 品牌的专用蛋

白提取试剂盒进行裂解ꎮ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分

离ꎬ并随即转到 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 转膜结束后ꎬＰＶＤＦ 膜在

封闭液中充分封闭非特异位点ꎮ 随后按目标蛋白分

别加入相应的一抗ꎻ完成一抗孵育后ꎬ使用 ＨＲＰ￣标
记的二抗进一步孵育ꎬ以放大检测信号ꎮ 最后ꎬ采用

ＥＣＬ 化学发光底物显影ꎮ

１.２.６　 免疫组化

石蜡切片经二甲苯脱蜡后ꎬ先用环保透明剂

过渡并梯度乙醇复水ꎬ随后以柠檬酸钠修复液在

高压或微波条件下完成抗原修复ꎻ室温冷却后ꎬ依
次滴加内源性过氧化物酶阻断剂、山羊血清封闭

后ꎬ加入对应一抗 Ｋｌｏｔｈｏ( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ １ ∶ ２００)或

ＣＨＲＮＡ５(ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈꎬ １ ∶２００)孵育ꎮ 次日 ＰＢＳ 冲

洗后ꎬ分别孵育增强酶标山羊抗兔 /鼠 ＩｇＧ 聚合物
和 ＨＲＰ￣链霉亲和素各 ３０ ｍｉｎꎻ随后加入 ＤＡＢ 显色

液控制显色ꎬ流水终止ꎬ并用苏木素溶液复染ꎬ并
用结晶紫染核、封片后观察ꎮ
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１.３　 统计学处理

统计分析应用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ１０.０ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 两组间比较前ꎬ
首先采用 Ｆ 检验评估方差齐性ꎮ 当 Ｆ 检验没有显

著性时ꎬ采用两独立样本 ｔ 检验ꎻ当 Ｆ 检验呈显著性

时ꎬ采用 Ｗｅｌｃｈ 校正 ｔ 检验ꎮ 三组及以上比较ꎬ若方

差齐性ꎬ采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙＡＮＯＶＡ)及
Ｔｕｋｅｙ 多重比较ꎻ当方差不齐时ꎬ采用 Ｗｅｌｃｈ 校正的

ＡＮＯＶＡ 并进行多重比较ꎮ 细胞实验中ꎬ每个处理

条件均包含 ３ 个独立重复(ｎ＝ ３)ꎻ动物实验中ꎬ每组

小鼠 ３ 只(ｎ＝ ３)ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 烟草烟雾提取物加速角质形成细胞的衰老

本研 究 利 用 人 源 皮 肤 角 质 形 成 细 胞 系

ＨａＣａＴ 细胞来探讨 ＣＳＥ 对皮肤衰老的影响机

制ꎮ 首先ꎬ５％ ＣＳＥ 处理显著增加 ＨａＣａＴ 细胞的

β￣半乳糖苷阳性细胞数量(图 １) ( Ｐ ＝ ０ .０００ ４) ꎬ
提示 ＣＳＥ 可加速 ＨａＣａＴ 细胞进入衰老状态ꎮ
将细胞分别暴露于不同浓度 ＣＳＥ ２４ 小时后ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析显示(图 ２、图 ３) :相较于对

照组(Ｃｔｒｌ) ꎬ ５％ ＣＳＥ 处理组衰老特异性标志物 ｐ１６
蛋白表达升高(Ｐ＝ ０.０００ ２)、ｐ２１ 蛋白表达升高(Ｐ ＝
０.０００ ５)ꎬ同时抗衰老蛋白 Ｋｌｏｔｈｏ 的表达被显著

抑制(Ｐ ＝ ０.００２ ５)ꎬ这提示 ＣＳＥ 可诱导角质形成

细胞的衰老ꎮ 同时ꎬ５％ ＣＳＥ 也导致 ＨａＣａＴ 细胞

中 ＣＨＲＮＡ５ 蛋白水平显著升高(Ｐ ＝ ０.０００ ２)ꎬ这
预示着 ＣＨＲＮＡ５ 可能参与调控 ＣＳＥ 导致的角质

形成细胞衰老ꎮ

图 １　 β￣半乳糖苷酶染色检验 ＣＳＥ 处理诱导 ＨａＣａＴ 细胞衰老(∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. 对照组)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ＣＳＥ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ (∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ)

图 ２　 烟草提取物处理 ＨａＣａＴ 细胞后的 ＣＨＲＮＡ５、Ｋｌｏｔｈｏ、ｐ１６、ｐ２１ 蛋白表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ꎬ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ｐ１６ꎬ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＣＳＥ
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图 ３　 烟草提取物处理 ＨａＣａＴ 细胞后的 ＣＨＲＮＡ５、Ｋｌｏｔｈｏ、ｐ１６、ｐ２１ 蛋白表达水平的定量分析(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. 对
照组)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ꎬ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ｐ１６ꎬ ａｎｄ ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＳＥ (∗∗Ｐ < ０. ０１ꎬ
∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ)

２.２　 衰老小鼠表皮萎缩伴随 Ｋｌｏｔｈｏ 下降与 ＣＨＲ￣
ＮＡ５ 升高

为观察小鼠皮肤随年龄的形态变化ꎬ对 ３ ~ ５
月龄、６ ~ ７ 月龄及 １４ 月龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠背

部剃毛皮肤行 ＨＥ 染色(图 ４Ａ)ꎮ 结果显示ꎬ较
３ ~ ５月龄组(２４.３４±０.８０)μｍꎬ６ ~ ７ 月龄组(１５.３１±
０.１７)μｍ 和 １４ 月龄组(８.４３±０.１１) μｍ 表皮显著

变薄(Ｐ ＝ ０.００７ ５ꎻＰ<０.０００ １) (图 ４Ｂ)ꎻ１４ 月龄组

真皮厚度较 ６ ~ ７ 月龄组明显减少[(４５６.６±８８.９１)
μｍ ｖｓ. (５４５.５±５１.３１)μｍꎬＰ ＝ ０.０１９ ３] (图 ４Ｃ)ꎮ
此外ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果(图 ４Ｄ)显示ꎬ１４ 月龄

小鼠皮肤中 ｐ１６ 和 ｐ２１ 的蛋白含量较 ３ ~ ５ 月龄小

鼠增加(Ｐ ＝ ０.００８ ９ꎻＰ ＝ ０.００１ ２)ꎮ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测结果(图 ５Ａ)显示ꎬ６ ~ ７ 月龄组

及 １４ 月龄月龄小鼠皮肤中 ＣＨＲＮＡ５ ｍＲＮＡ 水平

均高于 ３ ~ ５ 月龄组(Ｐ ＝ ０.０２７ ４ꎻＰ ＝ ０.０００ ９)ꎬ而
Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 水平显著降低(Ｐ＝０.００４ ９ꎻ Ｐ＝０.０００ １)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果(图 ５Ｂ)也提示ꎬ随年龄增长ꎬ
ＣＨＲＮＡ５ 蛋白表达升高ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白表达下降ꎮ
综上ꎬ衰老小鼠背部表皮呈现 ＣＨＲＮＡ５ ｍＲＮＡ 与

蛋白表达增加、Ｋｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 与蛋白表达减少的

特征ꎮ
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图 ４　 不同月龄 Ｃ５７ＢＬ/ ６Ｊ 小鼠背部皮肤 Ｈ＆Ｅ 染色及 ｐ１６、ｐ２１ 蛋白表达情况(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １)
Ａ:小鼠背部皮肤 ＨＥ 染色代表图片ꎻ Ｂ:表皮厚度测定ꎻ Ｃ:真皮厚度测定ꎻ Ｄ:ｐ１６、ｐ２１ 蛋白表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ(∗Ｐ<
０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １)
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｈ＆Ｅ￣ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎꎻ Ｂ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎻ Ｃ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｅｒｍａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎻ Ｄ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１.

图 ５　 不同月龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠背部 Ｋｌｏｔｈｏ 和 ＣＨＲＮＡ５ 基因(Ａ)和蛋白(Ｂ)表达的检测(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ＣＨＲＮＡ５ ｍＲＮＡ(Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ(Ｂ) ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍｏｎｔｈｓ(∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１)

２.３　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲低促进小鼠皮肤 ＣＨＲＮＡ５ 表达

上调

对 Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲低小鼠 (Ｋｌｏｔｈｏ＋ / － ) 和野生

型鼠(Ｋｌｏｔｈｏ＋ / ＋)背部取材进行免疫组织化学染

色ꎮ 结果显示(图 ６) ꎬ在表皮中 Ｋｌｏｔｈｏ＋ /–小鼠相

较于野生型鼠ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白表达水平显著下降ꎬ
ＣＨＲＮＡ５ 蛋白表达水平显著升高( Ｐ ＝ ０ . ００８ １ꎻ
Ｐ ＝ ０ .００１ ２) ꎮ

提取小鼠背部皮肤的 ｍＲＮＡꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 结

果显示ꎬＫｌｏｔｈｏ＋ / －小鼠背部皮肤中 Ｋｌｏｔｈｏ 的 ｍＲＮＡ
水平 下 降 ( 图 ７Ａ) ( Ｐ ＝ ０. ００２ ９ )ꎬ ＣＨＲＮＡ５ 的

ｍＲＮＡ 水平增加 (图 ７Ａ) ( Ｐ ＝ ０. ００４ ８)ꎮ 同样ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验显示(图 ７Ｂ、Ｃ)ꎬ相较于野生

型小鼠ꎬＫｌｏｔｈｏ＋ / －小鼠背部皮肤中 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白水平

下降(Ｐ ＝ ０.０２９ ７)ꎬＣＨＲＮＡ５ 蛋白表达水平增加

(Ｐ ＝ ０.０１０ ７)ꎬ衰老标志物 ｐ１６ 与 ｐ２１ 蛋白表达水

平均增加(Ｐ ＝ ０.０２１ ３ꎻＰ ＝ ０.０３２ ７)ꎮ
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图 ６　 Ｋｌｏｔｈｏ 和 ＣＨＲＮＡ５ 在不同基因型小鼠背部皮肤组织中的表达(免疫组化染色)(∗∗Ｐ<０.０１)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ＣＨＲＮＡ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏ￣

ｔｙｐｅｓ (∗∗Ｐ<０.０１)

图 ７　 ＣＨＲＮＡ５ 在不同基因型小鼠背部皮肤组织中 ｍＲＮＡ 与蛋白表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)
Ａ:Ｋｌｏｔｈｏ 和 ＣＨＲＮＡ５在小鼠背部中ｍＲＮＡ 表达量变化差异ꎻ Ｂ、Ｃ: Ｋｌｏｔｈｏ、ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６与 ｐ２１蛋白表达量条带图与统计ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＣＨＲＮＡ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ (∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１)
Ａ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ａｎｄ ＣＨＲＮＡ５ ｉｎ ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎꎻ Ｂ、Ｃ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ｂａｎｄｓ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ(Ｃ) ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ.

２.４　 Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲低促进 ＨａＣａＴ 细胞 ＣＨＲＮＡ５
及衰老相关基因表达

转染 ｓｉＲＮＡ(ｓｉＫｌｏｔｈｏ)后ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测(图 ８)显
示ꎬＨａＣａＴ 细胞中 Ｋｌｏｔｈｏ 敲低成功(Ｐ＝０.０２０ ４)ꎬ同时ꎬ
相较于对照组ꎬｓｉＫｌｏｔｈｏ 组 ＣＨＲＮＡ５ 和 ｐ２１ 的 ｍＲＮＡ

转录水平显著升高 (Ｐ ＝ ０. ０３４ １ꎻ Ｐ ＝ ０. ０１４ ６)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结 果 显 示 ( 图 ９ )ꎬ ＣＨＲＮＡ５ 在

ｓｉＫｌｏｔｈｏ组中的蛋白表达水平高于 ｓｉＣｏｎ 组 (Ｐ ＝
０.０３４ ７)ꎬｐ１６ 和 ｐ２１ 在 ｓｉＫｌｏｔｈｏ 组中的蛋白表达水

平高于 ｓｉＣｏｎ 组(Ｐ＝ ０.００３ ６ꎻＰ＝ ０.０３９ ０)ꎮ
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图 ８　 角质形成细胞敲低 Ｋｌｏｔｈｏ 后 Ｋｌｏｔｈｏ、ＣＨＲＮＡ５ 和 ｐ２１ 基因表达(∗Ｐ<０.０５)
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｋｌｏｔｈｏ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ(∗Ｐ<０.０５)

　 图 ９　 角质形成细胞敲低 Ｋｌｏｔｈｏ 后 Ｋｌｏｔｈｏ、ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６ 和 ｐ２１ 蛋白表达(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１)
　 Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｋｌｏｔｈｏ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ (∗Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗Ｐ<０.０１)

２.５　 ＣＨＲＮＡ５ 敲低抑制 ＨａＣａＴ 细胞衰老相关基

因表达而不改变 Ｋｌｏｔｈｏ 水平

进一步探讨 ＣＨＲＮＡ５ 是否调控 Ｋｌｏｔｈｏ 与衰

老ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结 果 ( 图 １０ ) 显 示 ＣＨＲＮＡ５ 在

ｓｉＣＨＲＮＡ５组 ｍＲＮＡ 明显低于对照组(Ｐ＝ ０.０１２ １)ꎬ
干扰效率 ３６.３７％ꎻＨａＣａＴ 细胞中敲低 ＣＨＲＮＡ５ 后

ｐ１６、ｐ２１ ｍＲＮＡ 水平均显著降低(Ｐ ＝ ０.０１４ ８ꎻＰ ＝

０.０２３ ７)ꎬＫｌｏｔｈｏ ｍＲＮＡ 无明显变化(Ｐ ＝ ０.３４３ １)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ (图 １１) 结果一致ꎬ ｓｉＣＨＲＮＡ５ 组

ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６、ｐ２１ 蛋白水平均显著下降(Ｐ ＝ ０.０２４ ３ꎻ
Ｐ＝ ０.００２ ３ꎻＰ ＝ ０.００５ ４)ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白差异无统计学

意义(Ｐ＝ ０.４５３ ７)ꎮ 提示敲低 ＣＨＲＮＡ５ 可抑制衰老

相关基因表达ꎬ但对 Ｋｌｏｔｈｏ 无显著影响ꎮ

图 １０　 角质形成细胞敲低 ＣＨＲＮＡ５ 后 Ｋｌｏｔｈｏ、ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６ 和 ｐ２１ 基因表达(∗Ｐ<０.０５)
Ｆｉｇｕｒｅ １０　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＣＨＲＮＡ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ(∗Ｐ<０.０５)
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图 １１　 角质形成细胞敲低 ＣＨＲＮＡ５后 Ｋｌｏｔｈｏ、ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６和 ｐ２１蛋白表达(箭头示目的蛋白条带)(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１)
Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏꎬ ＣＨＲＮＡ５ꎬ ｐ１６ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＣＨＲＮＡ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ( ｒｅｄａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ) (∗Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗Ｐ<０.０１)

３　 讨　 论

衰老是一个复杂的生物学过程ꎬ涉及机体几乎

所有组织与器官的功能逐渐衰退ꎮ 随着年龄增长ꎬ
人体多项生理功能逐步下降可导致心血管疾病、神
经退行性疾病及癌症等[１７￣１８]ꎮ 皮肤作为人体最大

的器官ꎬ其衰老也是全人类所面对的问题ꎮ 皮肤内

源性衰老时间推移引起外观与功能变化ꎬ而皮肤外

源性衰老由日晒、污染、烟草烟雾、压力、睡眠不足和

营养不良等引起ꎬ两者共同作用致使皮肤衰老[１９]ꎮ
在多种疾病与皮肤衰老中吸烟被视为最易通过

生活方式干预加以避免的危险因素之一ꎮ 在皮肤

中ꎬ烟草暴露与皮肤过早出现皱纹及胶原蛋白加速

降解高度相关ꎮ 其潜在机制既包括抑制成纤维细胞

合成胶原蛋白的能力ꎬ也涉及促发基质金属蛋白酶

活化ꎬ从而加速胶原蛋白的分解[１９]ꎮ 烟草中的主要

成分尼古丁激活烟碱型乙酰胆碱受体调节细胞增

殖、凋亡和血管生成ꎬ其中 ＣＨＲＮＡ５ / Ａ３ / Ｂ４ 基因簇

与多种疾病及寿命相关ꎬ但其在皮肤衰老中的作用

未明ꎮ 本研究首先使用烟草烟雾提取物处理的

ＨａＣａＴ 细胞为烟草皮肤暴露模型ꎬ发现 ｐ１６、ｐ２１ 显

著升高ꎬＣＨＲＮＡ５ 上调、Ｋｌｏｔｈｏ 下调ꎬ提示 ＣＳＥ 可加

速细胞衰老并调控两者表达ꎮ 随后建立自然衰老小

鼠模型(３~５ 月龄、６~７ 月龄、１４ 月龄)ꎬ结果显示随

年龄增长ꎬ表皮变薄ꎻ衰老表皮中ꎬＫｌｏｔｈｏ 表达下调ꎬ
同时 ｐ１６、ｐ２１ 和 ＣＨＲＮＡ５ 表达升高ꎮ

Ｋｌｏｔｈｏ 是重要抗衰老基因ꎬ敲除可导致多器官

早衰及皮肤萎缩等ꎬ通过多种通路延缓衰老ꎮ 近年

来ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白在肾脏和心血管疾病中的研究取得

了显著进展[２０]ꎮ 在慢性肾脏病患者中ꎬＫｌｏｔｈｏ 基因

和蛋白表达水平显著降低ꎮ 同样在心血管系统中ꎬ
Ｋｌｏｔｈｏ 被证明对血管具有广泛的保护作用ꎻＫｌｏｔｈｏ
缺乏可能促进高血压相关的血管损伤ꎬ其调节血压

的作用机制可能与影响血管内皮功能、钠盐稳态和

抗氧化等过程有关[２１]ꎮ 综上所述ꎬＫｌｏｔｈｏ 在肾脏病

和心血管疾病中表现出表达下降和功能受损ꎬ并通

过多种机制参与疾病发生发展ꎬ已成为潜在的诊疗

靶点之一ꎮ 目前关于 Ｋｌｏｔｈｏ 在皮肤组织中的表达变

化和作用机理的文献报道有限ꎮ 尽管研究发现 Ｋｌｏｔｈｏ
基因缺失的小鼠会出现皮肤萎缩、毛发稀疏等早衰表

型[１１]ꎬ但皮肤领域尚缺乏对其深入的机制探讨ꎮ
本研究在烟草提取物处理过的角质形成细胞中

发现了 Ｋｌｏｔｈｏ 的下调与 ＣＨＲＮＡ５ 的上调ꎬ接着进

一步论证了两者之间是否存在调控关系ꎮ 首先ꎬ本
研究检测了 Ｋｌｏｔｈｏ＋ / －小鼠模型ꎬ发现其表皮和真皮

变薄ꎬｐ２１ 升高提示出现衰老表型ꎬ其中 ＣＨＲＮＡ５
显著上调ꎬ提示敲低 Ｋｌｏｔｈｏ 上调 ＣＨＲＮＡ５ 的蛋白



王艺博ꎬ等.烟草烟雾提取物通过 Ｋｌｏｔｈｏ￣ＣＨＲＮＡ５ 轴诱发皮肤衰老的机制 ９７　　　 　

表达ꎮ 进一步通过在 ＨａＣａＴ 细胞中敲低 Ｋｌｏｔｈｏꎬ发
现 ＣＨＲＮＡ５、ｐ１６ 和 ｐ２１ ｍＲＮＡ 和蛋白水平均升高ꎬ
提示 Ｋｌｏｔｈｏ 下调可促进 ＣＨＲＮＡ５ 上调及细胞衰老ꎮ
相反ꎬ敲低 ＣＨＲＮＡ５ 后ꎬ其 ｍＲＮＡ 下降 ３６.３７％ꎬｐ１６、
ｐ２１ 下调ꎬＫｌｏｔｈｏ 无明显变化ꎬ结果提示 ＣＨＲＮＡ５
对 Ｋｌｏｔｈｏ 无调控作用ꎬＫｌｏｔｈｏ 可能为其上游因子ꎮ
Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白的下调往往伴随着机体炎症反应和氧化

应激水平的升高[２２]ꎮ 研究表明ꎬＫｌｏｔｈｏ 缺失会解除

其对 ＮＦ￣κＢ 通路的负调控ꎬ从而导致 ＮＦ￣κＢ 过度

活化ꎬ促使促炎因子如 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ 等的表达增

加[２３]ꎮ 同时ꎬＫｌｏｔｈｏ 通过激活 ＦＯＸＯ 等转录因子提

高抗氧化基因的表达ꎬ从而减轻细胞内 ＲＯＳ 累积ꎻ
因此当 Ｋｌｏｔｈｏ 水平降低时ꎬ细胞抗氧化能力削弱ꎬ
氧化应激加剧ꎬ继而进一步刺激炎症相关信号通

路[２４]ꎮ 炎症微环境下释放的 ＩＬ￣６ 等细胞因子可激

活 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号ꎬ而缺乏 Ｋｌｏｔｈｏ 时这些炎症介

质更容易使 ＳＴＡＴ３ 过度激活ꎮ 值得注意的是ꎬ
ＣＨＲＮＡ５ 基因启动子区域含有多个 ＳＴＡＴ３ 的结合

元件ꎬ ＳＴＡＴ３ 活化后可直接结合启动子并促进

ＣＨＲＮＡ５ 的转录上调[２５]ꎮ 另一方面ꎬＣＨＲＮＡ５ 本

身的异常高表达也与炎症 /应激信号呈正相关:在银

屑病模型中敲除 ＣＨＲＮＡ５ 会显著减轻炎症程度ꎬ并
下调 ＭＡＰ３Ｋ１￣ＪＮＫ / ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 等通路的活

性ꎬ同时 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 信号亦受到抑制ꎬ提示 ＣＨＲＮＡ５
与这些转录因子介导的炎症应激通路可能形成了正

反馈循环[１５]ꎮ 综上ꎬ在 Ｋｌｏｔｈｏ 下调时ꎬ炎症因子和

ＲＯＳ 增多、ＮＦ￣κＢ 及 ＳＴＡＴ３ 等转录因子过度活跃等

多重因素可能协同作用ꎬ可能间接促使了 ＣＨＲＮＡ５
基因表达上调ꎮ 这一机制有助于解释本研究中观察

到的 Ｋｌｏｔｈｏ 下调伴随 ＣＨＲＮＡ５ 上调的现象ꎮ
吸烟对皮肤的损伤既可以通过全身作用间接影

响皮肤ꎬ也可以通过烟雾直接接触皮肤所致[２６]ꎮ 吸

入的烟草烟雾成分通过呼吸系统进入血液循环ꎬ随
血流到达全身皮肤组织通过氧化应激、胶原降解等

途径从而加速皮肤的衰老进程ꎮ 当然ꎬ吸烟时环境

烟雾直接接触皮肤ꎬ烟气中的焦油、尼古丁等可沉积

于皮肤表面ꎬ导致皮肤干燥、毛孔粗大、皮脂膜受损ꎬ
这些都会加速皮肤的老化ꎮ 现有文献报道ꎬＣＳＥ 可

上调基质金属蛋白酶并使皮肤成纤维细胞合成Ⅰ /
Ⅲ型胶原能力下降 ４０％[２７]ꎮ 本研究在细胞水平确

认了 ＣＳＥ 可诱导角质形成细胞衰老ꎬ并初步揭示了

Ｋｌｏｔｈｏ 与 ＣＨＲＮＡ５ 在其中可能的作用ꎮ 本研究存

在局限性ꎮ 烟草烟雾提取物仅用于体外细胞实验ꎬ
以诱导角质形成细胞衰老ꎬ其他实验结果旨在探讨

Ｋｌｏｔｈｏ￣ＣＨＲＮＡ５ 信号轴的分子机制ꎮ 可以使用

ＣＳＥ 在基因敲低小鼠和基因敲低细胞系中进一步

验证并分析ꎬ为 ＣＳＥ 所引起的角质形成细胞中

Ｋｌｏｔｈｏ 下调与 ＣＨＲＮＡ５ 的上调提供更多的体内与

体外实验证据ꎮ 同时ꎬｐ１６ 与 ｐ２１ 不仅仅参与细胞

衰老ꎬ也参与细胞周期[２８]ꎬ更多对 ＣＳＥ 处理的细胞

衰老状态的指标如增殖能力检测等有待进一步的探

索ꎬ从而弥补本研究在表型论证广度上的不足ꎮ
综上ꎬ本研究显示 ＣＳＥ 通过下调 Ｋｌｏｔｈｏ、上调

ＣＨＲＮＡ５ 途径诱导皮肤衰老ꎮ
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