
作者简介：雷科（１９８３－），硕士，主治医师，主要从事口腔修复临床及基础的研究工作。　△ 　通讯作者，Ｔｅｌ：（０８３９）３２２２２５６；Ｅｍａｉｌ：ｌｕｎ

ｃｈａｎｇ５１０＠１６３．ｃｏｍ。

论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．３１．０１９

犈犇犃Ａ１基因突变体对人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４增殖及细胞周期的影响
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　　摘　要：目的　研究少汗型外胚层发育不良症犈犇犃Ａ１基因突变体对人脐静脉内皮细胞（ＥＣＶ）周期和增殖活性的影响。方

法　构建犈犇犃Ａ１基因编码序列（ＣＤＳ）突变体和野生型的真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（）犈犇犃Ａ１Ｍ／Ｗ，转染人脐静脉内皮细胞，

逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）扩增犈犇犃Ａ１基因，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测犈犇犃Ａ１蛋白表达，ＭＴＴ法、流式细胞术检测

犈犇犃Ａ１基因突变体对ＥＣＶ 细胞增殖和细胞周期的影响。结果　ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，野生型组和突变体组ＥＣＶ

细胞表达犈犇犃Ａ１基因及其蛋白，而空质粒转染组［ｐｃＤＮＡ３．１（）］和空白对照组细胞无表达。与对照组（空质粒租）相比，突变

体组ＥＣＶ细胞增殖活性下降，生长抑制率为４５．７０％（犘＜０．０１），野生型细胞增殖活性无明显改变（犘＞０．０５）。突变体组中有更

多细胞进入Ｇ０／Ｇ１ 期、Ｓ期；野生型组Ｓ期细胞增多，Ｇ２／Ｍ 期细胞明显减少（犘＜０．０５）。结论　突变体和野生型犈犇犃Ａ１基因

对ＥＣＶ细胞增殖和细胞周期有不同的生物学功能。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；犈犇犃Ａ１ｇｅｎｅ；ｍｕｔａｎｔ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

　　临床上先天多个或者全部牙齿缺失的病例以少汗型外胚

层发 育 不 良 症 （ｈｙｐｏｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＨＥＤ，

ＯＭＩＭ３０５１００）、ＡｘｅｎｆｅｌｄＲｉｅｇｅｒ 综 合 征 （ＯＭＩＭ１８０５００）、

ＨａｌｌｅｒｍａｎｎＳｔｒｅｉｆｆ综合征（ＯＭＩＭ２３４１００）最为常见
［１］。ＨＥＤ

又称为无汗型外胚层发育不良症（ａｎｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓ

ｐｌａｓｉａ，ＡＥＤ）或ＣｈｒｉｓｔＳｉｅｍｅｎｓＴｏｕｒａｉｎｅ综合征，是一种罕见

的先天性遗传性疾病，出生发病率约为１／１０００００～１／１００００，

以ＸＬＨＥＤ最为常见
［２］。受累患者通常具有以下临床体征：毛

发稀少、汗腺发育不全、颅面异常、前额突出、鼻梁塌陷（鞍状

鼻）、皮肤光滑干燥、手指（脚趾）过度角化、中耳炎等；口腔表征

可为缺牙症、多数牙先天缺失、以及锥形牙等［３６］。该病９５％

为Ｘ连锁隐性遗传疾病（ＸｌｉｎｋｅｄＨＥＤ，ＸＬＨＥＤ），ＸＬＨＥＤ由

Ｘｑ１２１３．１的犈犇犃基因变异引起
［２３］。ＥＤＡ基因编码一种新

的肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）配体家族蛋白 ＥＤＡ，与核因子κＢ

（ＮＦκＢ）信号传导机制有关
［４５］。Ｂａｙéｓ等

［７］发现了犈犇犃 基

因的全长序列，共５２９６ｂｐ，开放性读码框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｏｒｍ，

ＯＲＦ）共１１７６ｂｐ，编码３９１氨基酸的蛋白（犈犇犃Ａ１，Ｇｅｎｅ

ＩＤ１８９６）。本课题组通过对ＸＬＨＥＤ家系进行临床和分子生物

学检测，发现犈犇犃Ａ１基因９０７位 Ａ→Ｃ（Ａ９０７Ｃ）错义突变，

导致 ３０６ 位 编 码 氨 基 酸 由 谷 氨 酰 胺 变 异 为 脯 氨 酸

（Ｇｌｎ３０６Ｐｒｏ）；并构建 犈犇犃Ａ１基因突变体［ｐｃＤＮＡ３．１（）

犈犇犃Ａ１Ｍ］和野生型［ｐｃＤＮＡ３．１（）犈犇犃Ａ１Ｗ］真核表达
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载体［８］。本实验通过检测转染犈犇犃Ａ１基因及其突变体的人

脐静脉内皮细胞增殖活性、细胞周期和蛋白表达，为进一步研

究该基因在牙齿发育中的生物学功能、探讨ＥＤＡ蛋白在 ＮＦ

κＢ信号传导通路中的作用奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人脐静脉内皮细胞株ＥＣＶ３０４（由兰州大学生命

科学院王春明老师惠赠）；犈犇犃Ａ１基因突变体［ｐｃＤＮＡ３．１

（）犈犇犃Ａ１Ｍ］和野生型［ｐｃＤＮＡ３．１（）犈犇犃Ａ１Ｗ］真核表

达质粒（由本实验室构建）；新生牛血清（杭州四季青）；干粉型

ＲＰＭＩ１６４０（华美公司）；抗兔／鼠二抗（Ｓｉｇｍａ公司）；Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司）；逆转录（ＲＴ）试

剂盒 及 ＰＣＲ 反 应 相 关 试 剂 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公 司）；ＮＣ 膜

（ＲＰＮ３０３Ｅ，Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）；内参βａｃｔｉｎ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。

１．２　主要仪器　ＣｏｕｌｔｅｒＥｐｉｃｓＸＬ型流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０ 酶标仪（美国 Ｍｏｔｅｕｌａｒ

Ｄｅｖｉｃｅｓ公司）；Ｃｈｅｍｉｌｍａｇｅｒ５５００凝胶成像系统（美国 Ａｌｐｈａ

Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公司）；ＭｙＧｅｎｅＴＭＳｅｒｉｅｓＰｅｌｔｉｅｒＴｈｅｒｍａｌＬｏｎｇＧｅｎｅ

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＣｙｃｌｅｒＭｏｄｅｌＭＧ９６＋ＴＧＬ１３ ＭｉｃｒｏｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅＩｎ

ｓｔｒｕｍｅｎｔｓＣｏ．Ｌｔｄ．。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　ＥＣＶ３０４细胞株，于含１０％新生小牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ青链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，３７℃、５％

ＣＯ２ 孵箱中内贴壁生长，用０．２５％胰酶消化传代。倒置显微

镜观察细胞形态。

１．３．２　质粒阳性克隆的抽提　参照卢圣栋的方法提取
［９］。取

大提的质粒ＤＮＡ３μＬ，无菌去离子水稀释至１ｍＬ，紫外分光

光度计测吸光度（犃）２６０ｎｍ以及犃２８０ｎｍ的值，计算提到的质

粒ＤＮＡ的量。质粒 ＤＮＡ 的浓度（μｇ／μＬ）＝犃２６０×稀释倍

数×５０／１０００，得到的质粒ＤＮＡ（阳性重组体和空载）用乙醇

沉淀，超净台晾干沉淀，将ＤＮＡ沉淀重悬于无菌去离子水中。

１．３．３　细胞转染　按照 ＱＩＡＧＥＮＥｆｆｅｃｔｅｎｅＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅ

ａｇｅｎｔ试剂盒说明转染。细胞在转染前２４ｈ传代，待细胞密度

达７０％进行转染。转染前２ｈ换完全培养基。分别将２．５μｇ

突变体、野生型质粒ＤＮＡ缓慢滴加到２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２ 中，静置

１０ｍｉｎ。然后将 ＤＮＡＣａＣｌ２ 溶液再缓慢地滴加到２×ＨｅＢＳ

中，室温静置３０ｍｉｎ，出现细小颗粒沉淀。将沉淀逐滴均匀地

加入培养瓶中，轻轻晃动。标准条件下生长１２ｈ，除去培养液，

用 ＨｅＢＳ液洗细胞２次，加入完全培养液培养细胞。同时设置

空质粒转染组细胞作为对照组。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测犈犇犃Ａ１基因 ｍＲＮＡ表达水平　各组

细胞转染后培养４８ｈ，按照ＲＴ试剂盒说明提取总ＲＮＡ。紫

外分光光度计测犃２６０ｎｍ以及犃２８０ｎｍ的值，计算总ＲＮＡ 浓

度，琼脂凝胶电泳分析总ＲＮＡ的质量。犈犇犃Ａ１基因引物用

软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计，上海生物工程公司合成。（１）

犈犇犃Ａ１基因 ｍＲＮＡ 上游引物为：５′ＣＧＣＡＧＧＡＴＣＣＡＴ

ＧＧＧＣＴＡＣＣＣＧＧＡＧＧＴ３′；（２）犈犇犃Ａ１基因ｍＲＮＡ下游

引物为：５′ＡＴＴＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＡＧＣＧＧＧＣＡＣＣＡＧＧＧ

ＡＧＡＣ３′；犈犇犃Ａ１基因扩增产物为４０８ｂｐ；（３）βａｃｔｉｎｍＲ

ＮＡ作为内参照，上游引物为：５′ＡＣＧＣＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡ

ＴＴＧＧＧ３′；下游引物为５′ＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣ

ＧＣ３′；扩增产物２３０ｂｐ。ＲＴＰＣＲ反应体系参照文献［８］。取

ＰＣＲ扩增产物５μＬ１２０Ｖ、９０ｍＡ条件下在１．５％琼脂糖凝胶

上进行电泳，反应产物４℃保存备用。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测犈犇犃Ａ１蛋白的表达　将细胞裂

解，收集蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质含量。制备的全菌蛋白

进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酸凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），然后

转移到０．４５μｍ孔径硝酸纤维素（ＮＣ）滤膜（ＲＰＮ３０３Ｅ，Ａｍｅｒ

ｓｈａｍ），用含０．５％Ｔｗｅｅｎ和５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ缓冲液３７

℃封闭１ｈ，ＴＢＳＴ［０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（ｐＨ７．６）

ｗｉｔｈ０．１％ Ｔｗｅｅｎ］洗涤３次；将 ＮＣ膜在１∶２００倍稀释血清

的ＴＢＳＴ（含２％脱脂奶粉）溶液中，３７℃作用１ｈ，同上洗涤３

次；然后再将 ＮＣ膜在１∶２０００倍稀释酶标抗兔／鼠二抗的

ＴＢＳＴ（含２％脱脂奶粉）溶液中，３７℃条件作用１ｈ，同上洗涤

３次；加入底物显色并终止反应。

１．３．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖能力　取对数期生长的细胞，胰

蛋白酶消化制成单细胞悬液，接种于９６孔细胞培养板中，每孔

细胞数为５０００个。１２ｈ后吸弃原培养液，每孔加入１００Ｌ无

血清ＤＭＥＭ。７２ｈ后每孔加入２０ＬＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ后，

弃上清用ＤＭＳＯ溶解沉淀，测其波长在５６０ｎｍ处犃值，记录

结果。根据实验测得的犃值计算细胞生长抑制率：细胞生长

抑制率（％）＝（１－实验组犃 值／对照组犃 值）×１００％。每

组设１０个平行。

１．３．７　流式细胞仪检测细胞周期　收集转染后４８ｈ细胞，

０．２５％胰蛋白酶消化细胞呈悬浮液，离心（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后

弃上清液，将细胞悬浮于ＰＢＳ中。用冷ＰＢＳ洗２次，７０％的冷

乙醇固定过夜。固定后离心细胞（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃固定

液，ＰＢＳ洗涤３次，调整细胞浓度为１×１０６ 个／ｍＬ，与含有１％

ＲＮａｓｅ的ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液（ｐＨ７．４）共同孵育１０ｍｉｎ，ＰＩ染色

３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期变化。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析

Ｇ０／Ｇ１ 期、Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期细胞百分数，每组实验均设５个平行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５表示差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测犈犇犃Ａ１基因转染对ＥＣＶ细胞ｍＲＮＡ表

达的影响　ＲＮＡ样品犃２６０／犃２８０比值均在１．８～２．０之间，可以

用来做 ＲＴＰＣＲ。转染突变体和野生型犈犇犃Ａ１基因组在

４０８ｂｐ和２３０ｂｐ各出现１条带，而对照组细胞只出现了内参

的条带，大小为２３０ｂｐ，见图１。

　　Ｍ：突变体；Ｗ：野生型；Ｃ：对照组。

图１　　ＲＴＰＣＴ检测ＥＣＶ细胞中基因ｍＲＮＡ表达

２．２　转染后ＥＣＶ细胞犈犇犃Ａ１蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果表明，犈犇犃Ａ１蛋白条带仅出现在犈犇犃Ａ１基因转染组，
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而对照组无蛋白表达，见图２。

　　Ｃ：空白对照组；Ｗ：野生型组；Ｍ：突变体组。

图２　　转染犈犇犃Ａ１基因后ＥＣＶ细胞蛋白的表达

２．３　犈犇犃Ａ１基因对ＥＣＶ细胞增殖的影响　对犈犇犃Ａ１基

因转染后９６ｈ的ＥＣＶ细胞进行 ＭＴＴ检测。与对照组相比，

突变体组细胞增殖明显下降，生长受到抑制，细胞增殖活性在

转染后９６ｈ犃５６０仅为对照组的５４．３０％。突变型犈犇犃Ａ１基

因组 ＥＣＶ 细胞生长抑制率为４５．７０％（犘＜０．０１），野生型

犈犇犃Ａ１基因组ＥＣＶ细胞增殖活性无明显改变（犘＞０．０５），

见表１、图３。

表１　　犈犇犃Ａ１基因转染ＥＣＶ细胞９６ｈ后的犃５６０值（狓±狊）

组别 犃５６０值 抑制率（％）

对照组 ０．７９０±０．０３７ ２．５

野生型组 ０．６８０±０．０１６ １６．０

突变型组 ０．４４０±０．０３３ａ ４５．７ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

　　Ｍ：突变体；Ｗ：野生型；Ｃ：空白对照组。ａ：犘＜０．０１，与对照组

比较。

图３　　犈犇犃Ａ１基因转染ＥＣＶ细胞９６ｈ后的犃５６０值

表２　　犈犇犃Ａ１基因对ＥＣＶ细胞周期分布的影响（狓±狊，％）

组别 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ２０．３０±０．６８ ８．５５±０．５７ ７１．１５±０．５７

野生型组 ２０．３７±０．６８ １４．８０±１．４５ａ ６４．８３±０．８５ａ

突变体组 ２５．４５±１．８９ａｂ １２．４０±１．７５ａ ６２．１５±１．９４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与野生型组比较。

２．４　犈犇犃Ａ１基因对ＥＣＶ细胞周期的影响　采用流式细胞

仪（ＦＣＭ）的方法检测犈犇犃Ａ１基因转染后ＥＣＶ细胞处于不

同细胞周期的比例变化（图４）。与对照组相比，野生型组Ｓ期

细胞增多，Ｇ２／Ｍ期细胞明显减少（犘＜０．０５），Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比

例变化不大；突变体组中有更多细胞进入 Ｇ０／Ｇ１ 期、Ｓ期，而

Ｇ２／Ｍ期细胞明显减少（犘＜０．０５）；与野生型组相比，突变体组

中Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例增加，Ｓ期、Ｇ２／Ｍ 期细胞差异无统计学

意义（犘＞０．０５），见表２。

图４　　犈犇犃Ａ１基因突变体对ＥＣＶ细胞周期的影响

３　讨　　论

ＨＥＤ主要有４种遗传类型：（１）ＸＬＨＥＤ（ＭＩＭ３０５１００），由

Ｘｑ１２１３．１的犈犇犃基因（ＧｅｎｅＩＤ１８９６）变异引起，是２００多种

外胚层发育不全中最为常见者［５，１０１１］；（２）Ｘ连锁隐性伴免疫

缺陷（ＨＥＤＩＤ）（ＭＩＭ３００２９１），基 因 突 变 定 位 于 Ｘｑ２８ 的

犖犈犕犗基因（ＧｅｎｅＩＤ５１７０１），其编码的ＮＦκＢ家族细胞信号

转移因子，在免疫、炎性反应、组织发生、细胞凋亡等中扮演着

重 要 角 色［１２１３］；（３）常 染 色 体 显 性 遗 传 （ＡＤＨＥＤ）

（ＭＩＭ１２９４９０），由２ｑ１１１３的犈犇犃犚基因（ＧｅｎｅＩＤ１０９１３）突变

引起，共有１２个外显子，编码的犈犇犃受体蛋白（犈犇犃犚），属于

ＴＮＦ家 族 成 员
［１２１５］；（４）常 染 色 体 隐 性 遗 传 （ＡＲＨＥＤ）

（ＭＩＭ２２４９００），由犈犇犃犚基因（ＧｅｎｅＩＤ１０９１３）和１ｑ４２．３４３与
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凋亡相关犈犇犃犚基因（犈犇犃犚犃犇犇）（ＧｅｎｅＩＤ１２８１７８）变异引

起［１２，１４］。犈犇犃Ａ１为 ＨＥＤ主要致病基因，编码含３９１个氨基

酸的蛋白（犈犇犃Ａ１）
［３，１０］。犈犇犃Ａ１蛋白为Ⅱ型跨膜蛋白，属

于ＴＮＦ配体家族成员，包括１个短的细胞外区域、跨膜区、胶

原区、以及ＴＮＦ配体亚基，形成三聚体结构
［１０，１６１８］。犈犇犃Ａ１

与受体犈犇犃犚结合，可促进与程序性细胞死亡相关的犈犇犃犚

结合，激活其下游的ＮＦκＢ信号传导
［１７，１９］。

目前，国内外对 ＨＥＤ多停留在病例报道和突变分析，而

对犈犇犃Ａ１基因功能，尤其是突变体对细胞活性的研究，很少

有报道。国外学者用ｐＣＭＶ５犈犇犃Ａ２瞬时转染人 ＭＣＦ７和

ＣＯＳ１细胞，免疫组织化学分析显示，部分转染细胞细胞膜表

面有强烈的表达信号，部分细胞中犈犇犃Ａ２表现为与内质网

一致的微丝。ＭＣＦ７细胞形态改变与犈犇犃Ａ２的表达有关，

而且犈犇犃Ａ２阳性的细胞出现凝集
［７］。甘云娜等［２０］构建

ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ犈犇犃真核质粒，转染人牙髓间充质细胞，并获

得稳定表达。本课题组构建犈犇犃Ａ１基因突变体和野生型真

核表达载体，转染人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４，采用 ＭＴＴ法和

流式细胞技术评价细胞增殖活性的变化。结果显示，与对照组

相比，突变体组ＥＣＶ细胞增殖明显下降，生长受到抑制，这可

能与犈犇犃Ａ１基因突变体所表达蛋白质空间构型和生物学活

性改变有关。然而，野生型犈犇犃Ａ１基因组ＥＣＶ细胞增殖活

性无明显改变。细胞周期是由一系列高度有序并循精确时相

的Ｇ１、Ｓ、Ｇ２、Ｍ期构成，相关基因的有序表达实现对细胞周期

的调控。本研究发现，犈犇犃Ａ１基因突变体对细胞周期产生了

影响，使细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期和Ｓ期。

本研究结果表明，犈犇犃Ａ１基因突变体对ＥＣＶ３０４细胞增

殖有明显抑制作用，且突变体和野生型犈犇犃Ａ１基因对细胞

增殖和细胞周期有不同的生物学功能。此研究为进一步研究

该基因在牙齿发育中的生物学作用、探讨ＥＤＡ蛋白在 ＮＦκＢ

信号传导通路中的作用奠定了实验基础。笔者下一步的工作

是，将犈犇犃Ａ１基因转染口腔相关细胞系，以进一步明确和揭

示其在牙、颌、颅面发育中的作用。
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４０３６４０３８．

［５］ ＭｉｋｋｏｌａＭＬ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｓｐｅｃｔｓｏｆｈｙｐｏｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍ

ａｌｄｙｓｐｌａｓｉａ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，２００９，１４９Ａ（９）：

２０３１２０３６．

［６］ ＵｌｖｍａｒＭＨ，ＳｕｒＩ，ＭéｍｅｔＳ，ｅｔａｌ．ＴｉｍｅｄＮＦｋａｐｐａＢｉｎ

ｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｓｋｉｎｒｅｖｅａｌｓｄｕａｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｎｄｅｖｅｌ

ｏｐｍｅｎｔｏｆＨＥＤ／ＥＤＡａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｎ

ｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００９，１２９（１１）：２５８４２５９３．

［７］ＢａｙéｓＭ，ＨａｒｔｕｎｇＡＪ，ＥｚｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏ

ｄｅｒｍａｌｄｙｓｐｌａｓｉａｇｅｎｅ（ＥＤＡ）ｕｎｄｅｒｇｏｅｓａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉ

ｃｉｎｇａｎｄｅｎｃｏｄｅｓｅｃｔｏｄｙｓｐｌａｓｉｎＡｗｉｔｈｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓｒｅｐｅａｔｓ［Ｊ］．Ｈｕｍ ＭｏｌＧｅｎｅｔ，１９９８，７（１１）：

１６６１１６６９．

［８］ 雷科，车团结，王锦明，等．少汗型外胚层发育不良症

ＥＤＡＡ１基因突变分析及其真核表达载体的构建［Ｊ］．华

西口腔医学杂志，２００９，２７（６）：６１０６１３．

［９］ 卢圣栋．现代分子生物学实验技术［Ｍ］．２版．北京：中国

协和医科大学出版社，２００４：１０９１１５．

［１０］ＣｌｕｚｅａｕＣ，ＨａｄｊＲａｂｉａＳ，Ｊａｍｂｏｕ Ｍ，ｅｔａｌ．Ｏｎｌｙｆｏｕｒ

ｇｅｎｅｓ（ＥＤＡ１，ＥＤＡＲ，ＥＤＡＲＡＤＤ，ａｎｄ ＷＮＴ１０Ａ）ａｃ

ｃｏｕｎｔｆｏｒ９０％ ｏｆｈｙｐｏｈｉｄｒｏｔｉｃ／ａｎｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌ

ｄｙｓｐｌａｓｉａｃａｓｅｓ［Ｊ］．ＨｕｍＭｕｔａｔ，２０１１，３２（１）：７０７２．

［１１］ＭｕｅｓＧ，ＴａｒｄｉｖｅｌＡ，ＷｉｌｌｅｎＬ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＥｃｔｏｄｙｓｐｌａｓｉｎＡ ｍｕｔａｔｉｏｎｓｃａｕｓｉｎｇｓｅｌｅｃｔｉｖｅｔｏｏｔｈａ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，２０１０，１８（１）：１９２５．

［１２］ＫａｗａｉＴ，ＮｉｓｈｉｋｏｍｏｒｉＲ，ＩｚａｗａＫ，ｅｔａｌ．Ｆｒｅｑｕｅｎｔｓｏｍａｔｉｃ

ｍｏｓａｉｃｉｓｍｏｆＮＥＭＯｉｎＴｃｅｌｌｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＸｌｉｎｋｅｄ

ａｎｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓｐｌａｓｉａ ｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１２，１１９（２３）：５４５８５４６６．

［１３］ＲｏｂｅｒｔｓＣＭ，ＡｎｇｕｓＪＥ，ＬｅａｃｈＩＨ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｖｅｌＮＥＭＯ

ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｃａｕｓｉｎｇｏｓｔｅｏｐｅｔｒｏｓｉｓ，ｌｙｍｐｈｏｅｄｅｍａ，ｈｙｐｏ

ｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓｐｌａｓｉａａｎｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＯＬ

ＨＥＤＩＤ）［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１６９（１１）：１４０３１４０７．

［１４］ＢａｓｈｙａｍＭＤ，ＣｈａｕｄｈａｒｙＡＫ，ＲｅｄｄｙＥＣ，ｅｔａｌ．Ａｆｏｕｎｄｅｒ

ｅｃｔｏｄｙｓｐｌａｓｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＤＡＲ）ｍｕｔａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎａ

ｈｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｔｈｅａｕｔｏｓｏｍａｌｒｅｃｅｓｓｉｖｅｆｏｒｍｏｆｈｙｐｏ

ｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓｐｌａｓｉａｉｎＩｎｄｉａ［Ｊ］．ＢｒＪＤｅｒｍａｔｏｌ，

２０１２，１６６（４）：８１９８２９．

［１５］ＭａｓｕｉＹ，ＦａｒｏｏｑＭ，ＳａｔｏＮ，ｅｔａｌ．Ａｍｉｓｓｅｎｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｎ

ｔｈｅｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｏｆＥＤＡＲａｂｏｌｉｓｈｅｓｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ

ＥＤＡＲＡＤＤａｎｄｕｎｄｅｒｌｉｅｓｈｙｐｏｈｉｄｒｏｔｉｃｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｄｙｓ

ｐｌａｓｉａ［Ｊ］．Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ，２０１１，２２３（１）：７４７９．

［１６］ＫｎｅｃｈｔＡＫ，ＨｏｓｅｍａｎｎＫＥ，ＫｉｎｇｓｌｅｙＤＭ．Ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｏｎ

ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥＤＡｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｒｅｅｓｐｉｎｅ

ｓｔｉｃｋｌｅｂａｃｋｅｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｖｏｌＤｅｖ，２００７，９（２）：１４１１５４．

［１７］ＨｕＹ，ＢａｕｄＶ，ＯｇａＴ，ｅｔａｌ．ＩＫＫａｌｐｈａｃｏｎｔｒｏｌｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｏｆＮＦｋａｐｐａＢ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，

２００１，４１０（６８２９）：７１０７１４．

［１８］ＳｗｅｅＬＫ，ＩｎｇｏｌｄＳａｌａｍｉｎＫ，ＴａｒｄｉｖｅｌＡ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｃｔｏｄｙｓｐｌａｓｉｎＡｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｂｙｉｔｓｃｏｌｌａｇｅｎ

ａｎｄｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｓ［Ｊ］．Ｊ

ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００９，２８４（４０）：２７５６７２７５７６．

［１９］ＣｏｕｒｔｎｅｙＪＭ，ＢｌａｃｋｂｕｒｎＪ，ＳｈａｒｐｅＰＴ．ＴｈｅＥｃｔｏｄｙｓｐｌａｓｉｎ

ａｎｄＮＦｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｏｄｏｎｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｒａｌＢｉｏｌ，２００５，５０（２）：１５９１６３．

［２０］甘云娜，王忠义，陈苏民，等．稳定转染ＥＤＡ基因的人牙

乳头间充质细胞的建立［Ｊ］．口腔医学，２００６，２６（４）：２７０

２７２．

（收稿日期：２０１４０５１０　修回日期：２０１４０９２２）

８７１４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期




