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前言

Preface

《中国临床皮肤病学》是在《临床皮肤病学》第三版基础上作了较大的补充、修改而成。因此，它实质上也可以认为是《临床皮肤病学》第四版。《临床皮肤病学》自1981年第一版发行以来，经过1991年第二版，2001年第三版，至今已近30年。正如第三版前言所说，《临床皮肤病学》为全国皮肤科专业医师提供了一本比较系统和完善的临床参考书，为我国皮肤科人才培养和皮肤科事业的发展发挥了积极的作用。全国皮肤科同道给予本书很高的评价，使我们深受感动，也激励我们继续去完善和提高。我们希望本书的出版能不断地推动我国一代又一代皮肤科医师的成长，为我国皮肤科事业的发展作出新贡献。

本书根据“全、新、精”的编写原则，结构及内容较《临床皮肤病学》第三版有了较大的删节、修改和补充。

一、随着基础科学的快速发展，皮肤科学的基础及临床研究也随之不断深化，形成了各有特色的亚专业。皮肤科的服务范围也有了很大的扩展。全书分为六篇，将“中医及中西医结合皮肤病学”“性传播感染”“皮肤外科学”“美容皮肤科学”各作为独立一篇，以体现皮肤科学的进展和发展方向。

第一篇皮肤科学基础，概述皮肤科的基础理论，密切与临床的联系，尽量反映当前的研究进展，比《临床皮肤病学》第三版增加了“皮肤遗传学”“皮肤光生物学”“皮肤药理学”三个新的章节。

中医及中西医结合皮肤病学是我国所特有。发扬中医精华，创造有中国特色的皮肤科学，为世界皮肤科学作贡献，这也是我国皮肤科学者努力的方向，故将此作为独立一篇。希望能引起大家的重视，有助于“中西医并重”方针的实现。

性传播疾病是皮肤性病学专业中很重要的一部分，随着经济的发展和社会观念的变化，世界各种文化的交流和融合，关于“性传播疾病”的认识，已远远超出过去传统“性病”的狭义范围。因此对这类疾病的病原学、流行病学、临床诊断、治疗预防应从宏观上加以认识和研究。故本书将“性传播疾病”作为一篇，名为“性传播感染”。根据我国目前的实际情况，其中仍保留“性传播疾病”一章，但未应用“非淋菌性尿道炎”这一病名。因这一病名作为诊断已不准确，且目前应用较滥。从参考书的科学性要求出发，我们仅局限于“沙眼衣原体尿道炎/宫颈炎”，而对支原体的性传播感染问题，由于目前尚存在许多不同的看法，故将“生殖道支原体感染”在此篇中作为一章介绍。另外增加“性传播相关疾病”一章，以区别于传统“性病”的概念。我们这样编排，希望能更新传统的“性病”概念，拓宽对性传播感染的认识，有助于深化对性传播感染的基础和临床研究。

“皮肤外科学”和“美容皮肤科学”是近年来我国皮肤科中发展起来的两个亚专业，特别是美容皮肤科学的发展更是迅速，已是当今皮肤科医师必须掌握的知识。因此本书将“皮肤外科学”和“美容皮肤科学”各自作为一篇，对其发展方向、基本理论、临床应用、技术操作均作了扼要而简明的介绍。

二、第三篇“皮肤病临床”是本书的核心部分。这次修改中除在内容上要体现近年来的一些新知识、新经验外，还增补了一些遗漏的病种或新病种、新病症。在章节的分类上，我们继续采取病因及病症相结合的分类方法，即原则上根据病因归类分章，对许多病因还不明确的疾病，我们又根据皮肤科学重视形态学的特点，采取了按皮肤病特殊病症或疾病发生的特殊部位及组织结构（如黏膜、皮肤附属器等）归类。有些疾病虽可归入某一病因的章节，但因其主要病症突出而归入相应的章节中。如许多遗传性疾病，因某一病症突出（如角化、色素异常等）而分别归入角化性皮肤病或色素异常性皮肤病等章节中。这种分类方法，适合读者学习的逻辑思维，便于临床工作时查找。经过多年的临床实践，得到读者的肯定。

本书仍保留“与皮肤病有关的综合征”一章。此章的病名多以人名命名，且多为少见病例，习惯以人名外文第一字母顺序排列，但这些以人名命名的综合征很难记忆，当在临床上疑为综合征而病名不清需查找时很不方便。这次编写时，我们尝试以突出的皮肤表现为主归类分节，再以人名第一字母排序，这样可能便于临床工作中应用。有些名为综合征但实际是某一病症表现，则已调整至有关章节。如已知病名，可从索引查找。总之，这一篇对章节的划分，除了考虑科学性和系统性的要求外，更重视实用性。

三、图文合排是本书的重要改进。谁都知道认识皮疹是皮肤病诊断的基础。作为大型皮肤科参考书，只有文字而无图片，是一种缺憾。编者自《临床皮肤病学》第一版开始，就曾梦想有朝一日，能够配上图片而成为一本完善的参考书。经过多年的资料收集，今日终于实现。本书图片均署提供者单位及姓名。未署提供者姓名的均取自《临床皮肤病彩色图谱》一书（该书中已附图片提供者名单）或由本人提供。这些图片均为我国临床实例，也反映了我国皮肤科临床的发展。这次图片收集得到马东来教授、《临床皮肤科杂志》编辑部耿建丽主任、徐祖健编辑、岳学状博士及国内许多同道的支持，在此表示衷心感谢。

四、参考文献精选。因考虑本书是在《临床皮肤病学》第三版基础上增修而成，主要参考书为：Andrews' Diseases of the Skin（第十版）、Rook's Text Book of Dermatology（第七版）和Fitzpatrick's Dermatology in General Medicine（第六版）。为节省篇幅，故在篇章后只附修改本书或补充内容时引用的2000年以后的主要杂志文献。

以上一些做法是否得当，有待实践检验。

本书编写者主要是《临床皮肤病学》第三版的作者，并得到朱光斗、郑敏教授等国内知名专家的支持。在他们的带领下许多中青年专家也参加了编写。为使本书各章节保持系统性、连贯性和科学性。我们要求每章节最好由一人完成，如两人以上共同完成也必须有一位正高职称专家负责全章节的审定。编写者在目录上署名，以示所有作者对所编写章节负责。全书完稿后由编委两次交互审稿，靳培英教授对全书的治疗部分、邵长庚教授对全书的英文名词均逐一加以核对，陈志强教授对本书附录重新整理，主编对全书的内容前后至少通览两遍。在最后定稿时又对个别内容作了修改或增补，重复部分进行调整，图片逐一进行核对和补充。虽经以上认真严谨的审定，但由于作者面广、工作量大、个人学术水平所限，尚有许多不尽如人意之处，错误难免，衷心希望读者不吝指正，以便再版时改正。

编写过程中，电子文稿的整理、修改、图片整理等均由纪超、陈文琦两位博士在工作之余协助完成。此外，杨波等博士为本书的顺利完成也付出了辛勤的劳动。他们对编写工作的热情、全身心的投入，使我感动。在此一并表示感谢。
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第一节　表皮的变化



第二节　真皮的变化



第三节　皮下组织的变化



第四节　常见的病理浸润细胞



第八章　皮肤病理生理学（郑敏　满孝勇）



第一节　皮肤瘙痒的病理生理学基础



第二节　皮肤疾病的基础——病理生理学改变



第三节　皮肤炎症的病理生理学基础



第四节　皮肤色素改变的病理生理学基础



第五节　皮肤肿瘤的病理生理学基础



第九章　皮肤遗传学（张正华　夏隆庆）



第一节　遗传的物质基础



第二节　遗传病的概念、分类与遗传方式



第三节　人类白细胞抗原与皮肤病



第四节　遗传病的诊断



第五节　遗传病的预防与治疗



第十章　皮肤光生物学（毕志刚　夏济平）



第一节　电磁波辐射



第二节　紫外线辐射对皮肤的急性效应



第三节　紫外线辐射对皮肤的慢性效应



第四节　光免疫学



第五节　皮肤光敏和光毒反应



第十一章　皮肤药理学（郑家润）



第一节　皮肤药效动力学



第二节　皮肤药代动力学



第三节　皮肤毒理学



第四节　研究方法学概述



第五节　理论和应用意义



第十二章　皮肤病的病因、症状和诊断（徐文严）



第一节　皮肤病的病因



第二节　皮肤病的临床表现



第三节　皮肤病的诊断学



第十三章　皮肤病治疗学



第一节　循证医学（龚向东）



第二节　皮肤病外用药疗法（靳培英　陈云　陈志强）



第三节　皮肤病系统治疗药物及疗法



抗细菌药（林麟）



抗病毒药（王千秋）



抗真菌药（刘维达　李岷　吕雪莲）



抗寄生虫药（林麟）



抗麻风药（曹元华）



抗炎症介质药（曹元华　靳培英）



糖皮质激素（弓娟琴）



性激素（弓娟琴）



维A酸类药物（冯素英　靳培英）



维生素类药物（冯素英　靳培英）



免疫抑制剂（弓娟琴）



生物反应调节剂（冯素英　靳培英）



改善和调节微循环药物（靳培英）



免疫生物制剂（李新宇　靳培英）



光分离置换法（冯素英　靳培英）



血浆置换疗法（冯素英　靳培英）



免疫球蛋白疗法（冯素英　靳培英）



第四节　皮肤病物理治疗（顾恒　陈崑）



第五节　皮肤病心理治疗（骆丹）



第二篇　中医及中西医结合皮肤病学



第一章　概述（闵仲生）



第一节　古代中医外科对皮肤病的记载及认识



第二节　近代中医及中西医结合皮肤病学的发展和演变



第二章　中医皮肤病学基础（管汾）



第一节　皮肤病的病因



第二节　皮肤病的病机



第三节　皮肤病的辨证



第四节　皮肤病的论治



第三章　中西医结合治疗皮肤病的思路和方法（管汾）



第一节　中西医结合治疗皮肤病的研究思路



第二节　中西医结合治疗皮肤病的方法



第四章　中医皮肤美容（闵仲生）



第一节　中医美容治疗



第二节　中医美容保健



第三篇　皮肤病临床



第一章　病毒感染性皮肤病（曹双林　张振楷）



第一节　疱疹病毒性皮肤病



单纯疱疹



水痘



带状疱疹



卡波西水痘样疹



巨细胞包涵体病



幼儿急疹



传染性单核细胞增多症



慢性EB病毒感染引起环状肉芽肿样皮疹



EB病毒感染的其他皮肤表现



B病毒病



Ⅵ型疱疹病毒疹



Ⅶ型疱疹病毒疹



Ⅷ型疱疹病毒疹



第二节　痘病毒性皮肤病



天花



种痘反应



牛痘



挤奶人结节



羊痘



牛丘疹性口腔炎病毒感染



传染性软疣



猴天花病毒病



Yaba猴病毒病



塔纳痘病毒病



来自野生动物的副痘病毒感染



第三节　人乳头多瘤空泡病毒性皮肤病



疣



鲍恩样丘疹病



疣状表皮发育不良



复发性呼吸道（咽喉）乳头瘤病



第四节　肝炎病毒相关的皮肤病



儿童丘疹性肢端皮炎



甲型肝炎皮肤表现



乙型肝炎抗原血症



丙型肝炎皮肤表现



第五节　副黏病毒及相关病毒性皮肤病



麻疹



非典型麻疹综合征



风疹



先天性风疹综合征



呼吸道合胞病毒感染



儿童不对称性曲侧周围疹



第六节　小核糖核酸病毒所致的皮肤病



疱疹性咽峡炎



手足口病



口蹄病



传染性水疱病



柯萨奇湿疹



柯萨奇病毒疹



埃可病毒疹



波士顿疹病



发疹性假性血管瘤病



第七节　虫媒和出血热病毒所致的皮肤病



西尼罗河热



白蛉热



登革热



病毒性出血热



绿猴病



阿尔伐病毒病



第八节　腺病毒性皮肤病



第九节　细小病毒性皮肤病



传染性红斑



丘疹紫癜性手套和短袜样综合征



第十节　可能由病毒引起的皮肤病



急性发热性皮肤黏膜淋巴结综合征（川崎病）



杜克病



第二章　球菌感染性皮肤病（曹双林　张振楷）



脓疱疮



手（足）浅表性大疱性脓皮病



新生儿脓疱疮



葡萄球菌性烫伤样皮肤综合征



中毒性休克综合征



毛囊性脓疱疮



小腿慢性毛囊炎



细菌性毛囊炎



须疮及狼疮样须疮



穿通性鼻毛囊炎



秃发性毛囊炎



项部瘢痕疙瘩性毛囊炎



头部脓肿性穿掘性毛囊周围炎



慢性脓肿性穿掘性脓皮病



疖与疖病



痈



蜂窝织炎



坏疽性蜂窝织炎



肺炎球菌性蜂窝织炎



葡萄球菌性汗孔周围炎及多发性汗腺脓肿



化脓性汗腺炎



面部脓皮病



猩红热



丹毒



坏死性筋膜炎



婴儿坏疽性皮炎



细菌性协同性坏疽



臁疮



慢性链球菌性溃疡



下疳样脓皮病



慢性乳头状溃疡性脓皮病



芽生菌病样脓皮病



脓毒败血症疹



脓疱性细菌疹



脑膜炎球菌感染



猪链球菌感染



鱼链球菌感染



B组链球菌感染



沙漠疮



葡萄状菌病



化脓性甲沟炎



水疱性远端指炎



脓性肌炎



肛周皮炎



第三章　杆菌感染性皮肤病



第一节　麻风（李文忠）



第二节　皮肤结核（沈建平）



原发性皮肤结核综合征



播散性粟粒性皮肤结核



瘰疬性皮肤结核



寻常狼疮



溃疡性皮肤结核



疣状皮肤结核



瘰疬性苔藓



丘疹坏死性结核疹



硬红斑



结节性结核性静脉炎



颜面粟粒性狼疮



苔藓样结核疹



结核树胶肿



卡介苗接种后皮肤并发症



第三节　非典型分枝杆菌所致的皮肤病（沈建平）



游泳池肉芽肿



布鲁里溃疡



堪萨斯分枝杆菌皮肤感染



偶遇分枝杆菌皮肤感染



嗜血分枝杆菌皮肤感染



鸟分枝杆菌复合体皮肤感染



瘰疬分枝杆菌皮肤感染



龟分枝杆菌皮肤感染



戈登分枝杆菌皮肤感染



第四节　其他杆菌所致皮肤病（胡兹嘉　姚煦）



铜绿假单胞菌感染



坏疽性臁疮



铜绿假单胞菌毛囊炎



绿甲综合征



铜绿假单胞菌趾蹼感染



铜绿假单胞菌外耳道炎



铜绿假单胞菌龟头炎



耳廓软骨膜炎



软化斑



鼻疽



类鼻疽



色素杆菌病和气单胞菌感染



螺杆菌性蜂窝织炎



无色菌科感染



布鲁菌病



兔热病



巴尔通体属菌感染



猫抓病



战壕热



杆菌性血管瘤病



奥罗亚热和秘鲁疣



鼻硬结病



沙门菌属感染（肠热症）的皮肤表现



肠杆菌属感染的皮肤表现



鼠疫



鼠疫菌病（耶尔森菌病）



出血性败血症性巴斯德菌感染



流感嗜血杆菌性蜂窝织炎



DF-2败血症的皮肤表现



坏死杆菌病



炭疽



气性坏疽



李斯特菌病



类丹毒



皮肤白喉



红癣



腋毛癣



JK组棒状杆菌脓毒病



沟状跖部角质松解症



溶血性分泌菌感染



慢性潜行性隧道状溃疡



热带溃疡



类热带溃疡



醋酸钙不动杆菌感染



第四章　衣原体和支原体所致的皮肤病（胡兹嘉　弓娟琴）



第一节　衣原体所致的皮肤病



鹦鹉热



莱特尔病



第二节　支原体所致的皮肤病



第五章　立克次体所致的皮肤病（胡兹嘉　弓娟琴）



流行性斑疹伤寒



散发性斑疹伤寒



地方性斑疹伤寒



落基山斑点热



地中海热



立克次体痘



丛林斑疹伤寒



埃利希病



第六章　螺旋体所致的皮肤病（刘彦群　魏志平）



雅司



品他



莱姆病



地方性梅毒



鼠咬热



钩端螺旋体病



第七章　真菌感染性皮肤病（吴绍熙　郭宁如　王家俊）



头癣



足癣



手癣



甲癣（甲真菌病）



体癣



股癣



须癣



面癣



难辨认癣



叠瓦癣



癣菌疹



癣菌性肉芽肿



毛结节菌病



掌黑癣



花斑癣



马拉色菌毛囊炎



耳真菌病



眼部真菌病



念珠菌病



隐球菌病



孢子丝菌病



着色芽生菌病



暗色丝孢霉病



透明（无色）丝孢霉病



球孢子菌病



组织胞质菌病



杜波组织胞质菌病



芽生菌病



副球孢子菌病



曲霉病



足菌肿



毛霉病



链格孢病



镰刀菌病



青霉病



拟青霉病



马尔尼菲青霉病



地霉病



链霉病



帚霉病



顶孢霉病



阿利什菌病



不育大孢子菌病



壳蠕孢病



瘢痕型芽生菌病



虫霉病



耳霉虫霉病



蛙粪霉病



佛隆那霉病



毛孢子菌病



鼻孢子菌病



肺孢子菌病



无绿藻病



放线菌病



奴卡菌病



嗜皮菌病



第八章　寄生虫、昆虫及其他动物所致皮肤病



第一节　原虫和蠕虫所致皮肤病（魏志平　刘彦群　王洪斌）



皮肤阿米巴病



毛滴虫病



利什曼病



锥虫病



非洲锥虫病



美洲锥虫病



弓形虫病



尾蚴皮炎



肺吸虫病



皮肤猪囊虫病



裂头蚴病



棘球蚴病



钩虫皮炎



线虫皮炎



匐行疹



颚口线虫病



蛲虫病



蛔虫病



弓蛔虫病



类圆线虫病



旋毛虫病



棘唇虫病



丝虫病



龙线虫病



罗阿丝虫病



盘尾丝虫病



链尾丝虫病



恶丝虫病



第二节　节肢动物所致皮肤病（刘彦群　魏志平　王洪斌）



松毛虫皮炎



桑毛虫皮炎



茶毛虫皮炎



刺毛虫皮炎



蛾茧皮炎



蚊叮咬



白蛉叮咬



蠓虫叮咬



蚋叮咬



虻叮咬



皮肤蝇蛆病



隐翅虫皮炎



甲虫皮炎



蜂蜇伤



蚁蜇伤



虱病



蚤叮咬



潜蚤病



臭虫叮咬



椎猎蝽病



蜱叮咬



疥疮



动物疥疮



螨虫皮炎



恙螨皮炎



革螨皮炎



蠕形螨病



蝎蜇伤



蜘蛛蜇伤



蜈蚣蜇伤



蚰蜒皮炎



第三节　水生生物所致皮肤病（魏志平　刘彦群　王洪斌）



刺胞皮炎



海绵刺伤



海胆刺伤及海胆肉芽肿



海蝶刺伤



海贝咬伤



海星皮炎



海草皮炎



海水浴者皮疹



水蛭咬伤



毒鱼刺伤



黄貂鱼咬伤及章鱼咬伤



鲨鱼咬伤



海蛇咬伤



鲭鱼类中毒所致潮红综合征



多戈海岸皮炎



第四节　其他动物所致皮肤病（魏志平　刘彦群　王洪斌）



狗和猫咬伤



蜥蜴咬伤



毒蛇咬伤



第九章　物理性皮肤病（常宝珠　顾恒　范志莘）



第一节　热性皮肤病



痱



夏季皮炎



火激红斑



烧伤



电击伤



第二节　冷性皮肤病



冻疮



冻伤



浸渍足



打猎反应



寒冷性多形红斑



冷红斑



冷超敏性皮肤病



冷球蛋白血症性股臀部皮肤血管炎



冷球蛋白血症



冷纤维蛋白原血症



冷凝集素综合征



第三节　光线性皮肤病



日晒伤



光线性肉芽肿



光线性扁平苔藓



星状自发性假瘢



胶样粟丘疹



光线性角化病



多形性日光疹



慢性光化性皮炎



青少年春季疹



光线性痒疹



牛痘样水疱病



外源性光感性皮炎



植物-日光性皮炎



泥螺-日光性皮炎



激光损伤



第四节　放射线引起的皮肤病



急性放射性皮炎



慢性放射性皮炎



第五节　机械性皮肤病



鸡眼



胼胝



褥疮



摩擦水疱



摩擦性苔藓样疹



摩擦红斑



黑踵



裂纹性棘皮瘤



足跟压力性疼痛性丘疹



冲浪运动员结节



鼻毛假性毛囊炎



须部假性毛囊炎



尼龙刷斑状淀粉样变病



手足皲裂



假疣性丘疹和结节



骨折性水疱



皮下气肿



外伤性窒息



第十章　变态反应性皮肤病（赵辨）



第一节　皮炎湿疹类皮肤病



接触性皮炎



系统性接触性皮炎



季节性接触性皮炎



尿布皮炎



颜面再发性皮炎



糖皮质激素依赖性皮炎



口周皮炎



着色性口周红斑



湿疹



晕皮炎



汗疱症



幼年跖部皮病



特应性皮炎



脂溢性皮炎



第二节　荨麻疹及血管性水肿



荨麻疹



血管性水肿



发作性血管性水肿伴嗜酸性粒细胞增多



非发作性血管性水肿伴嗜酸性粒细胞增多



结节、嗜酸性粒细胞增多、风湿、皮炎及肿胀综合征



特发性毛细管漏综合征



丘疹性荨麻疹



第三节　药疹



第十一章　职业性皮肤病（薛春霄）



第一节　职业性皮炎



职业性接触性皮炎



职业性原发性刺激性接触性皮炎



职业性变应（过敏）性接触性皮炎



职业性光接触性皮炎



职业性光毒性接触性皮炎



职业性光变应性接触性皮炎



职业性电光性皮炎



职业性药疹样皮炎



第二节　职业性皮肤色素变化



职业性黑变病



职业性白斑



第三节　职业性痤疮



第四节　职业性皮肤溃疡



第五节　职业性感染性皮肤病



第六节　职业性疣赘



第七节　职业性角化过度、皲裂



第八节　职业性痒疹



第九节　职业性浸渍、糜烂



第十节　职业性毛发改变



第十一节　职业性指甲改变



第十二章　结缔组织病（毕志刚　孙蔚凌）



红斑狼疮



抗磷脂综合征



皮肌炎



硬皮病



舍格伦综合征



重叠综合征



混合性结缔组织病



嗜酸性筋膜炎



播散性嗜酸性细胞胶原病



嗜酸性粒细胞增多综合征



幼年性类风湿关节炎



变应性亚败血症



类风湿结节



类风湿性血管炎



类风湿性嗜中性皮炎



风湿热的皮肤表现



复发性风湿病



成纤维细胞性风湿病



复发性多软骨炎



第十三章　免疫性大疱病（朱文元　张汝芝）



天疱疮



IgA天疱疮



疱疹样天疱疮



副肿瘤性天疱疮



大疱性类天疱疮



结节性类天疱疮



瘢痕性类天疱疮



妊娠疱疹



疱疹样皮炎



线状IgA大疱性皮病



获得性大疱性表皮松解症



暂时性和持久性棘层松解性皮病



复发性线状棘层松解皮病



第十四章　无菌性脓疱性皮肤病（朱文元　张汝芝）



疱疹样脓疱病



连续性肢端皮炎



掌跖脓疱病



角层下脓疱性皮病



嗜酸性脓疱性毛囊炎



新生儿暂时性脓疱性黑变病



婴儿肢端脓疱病



头皮糜烂脓疱性皮病



脓疱性细菌疹



第十五章　皮肤血管炎（张美华）



变应性皮肤血管炎



过敏性紫癜



儿童急性出血性水肿



药物性血管炎



持久性隆起红斑



急性发热性嗜中性皮病



荨麻疹性血管炎



脓疱性血管炎



显微镜下多血管炎



结节性多动脉炎



柯冈病



结节性血管炎



面部肉芽肿



韦格纳肉芽肿病



变应性肉芽肿病



巨细胞动脉炎



高安动脉炎



坏疽性脓皮病



天青杀素-ANCA阳性的坏疽性脓皮病



恶性脓皮病



恶性萎缩性丘疹病



白塞病



高IgD综合征



嗜酸性血管炎



嗜酸性蜂窝织炎



复发性皮肤坏死性嗜酸性血管炎



色素性紫癜性皮病



白色萎缩



第十六章　皮肤脉管性疾病（钱伯源　陈爱民）



毛细血管扩张症



先天性毛细血管扩张性大理石样皮肤



遗传性出血性毛细血管扩张症



泛发性特发性毛细血管扩张症



单侧痣样毛细血管扩张



蜘蛛状毛细血管扩张症



共济失调-毛细血管扩张症



紫癜



单纯性紫癜



特发性血小板减少性紫癜



继发性或症状性血小板减少性紫癜



血栓性血小板减少性紫癜



血小板增多性紫癜



血管内压增高性紫癜



老年性紫癜



糖皮质激素紫癜



高球蛋白血症性紫癜



巨球蛋白血症性紫癜



湿疹样紫癜



淤积性紫癜



精神性紫癜



暴发性紫癜



新生儿紫癜



中毒性紫癜



原发性淀粉样变紫癜与多发性骨髓瘤性紫癜



蓝莓松饼状婴儿



流行性水肿



静脉湖



静脉血栓形成



血栓性静脉炎



游走性血栓性静脉炎



血栓形成后综合征



胸腹壁血栓性静脉炎



静脉性坏疽



青斑样皮炎



围生期臀部坏疽



弥漫性真性静脉扩张症



毛细血管或静脉血栓形成



静脉曲张综合征



静脉曲张



小腿静脉性溃疡



黑色萎缩



闭塞性血栓性脉管炎



闭塞性动脉硬化症



动静脉瘘



显著性下唇动脉



肢端小动脉扩张



淋巴水肿



浅表性淋巴管畸形



囊性淋巴管畸形



淋巴管瘤病



淋巴管扩张



弥散性血管内凝血



痛性挫伤综合征



红绀病



肢端青紫症



网状青斑



雷诺病



马歇尔-怀特综合征



易挫伤综合征



发作性手部血肿



红斑性肢痛病



紫趾综合征



阵发性睡眠性血红蛋白尿



布-加综合征



全身性血管瘤病



疣状血管畸形



静脉畸形



戈勒姆综合征



克利佩尔-特农纳综合征



第十七章　免疫缺陷性皮肤病（陈斌　赵辨）



第一节　T细胞性原发性免疫缺陷病



迪格奥尔格综合征



尼泽洛夫综合征



慢性黏膜皮肤念珠菌病



第二节　B细胞性原发性免疫缺陷病



先天性无丙种球蛋白血症



特发性迟发性免疫球蛋白缺乏症



选择性IgA缺乏症



普通可变型免疫缺陷病



单纯性原发性IgM缺陷症



高免疫球蛋白M综合征



新生儿暂时性低γ球蛋白血症



第三节　联合型免疫缺陷病



重症联合型免疫缺陷病



吉特林综合征



维斯科特-奥尔德里奇综合征



裸淋巴细胞综合征



软骨-毛发发育不良综合征



奥门综合征



腺苷脱氨酶缺陷



嘌呤核苷磷酸化酶缺陷症



共济失调-毛细血管扩张症



胸腺瘤伴免疫缺陷病



部分白化病免疫缺陷综合征



第四节　吞噬功能障碍性疾病



慢性肉芽肿病



高免疫球蛋白E综合征



白细胞黏附分子缺乏症



谢迪埃克-赫加希综合征



髓过氧化物酶缺乏症



第五节　补体缺陷病



遗传性血管性水肿



获得性C1-INH缺陷与血管性水肿



C1/C2/C3/C4缺陷



C5/C6/C7/C8/C9缺陷



第六节　继发性免疫缺陷病



移植物抗宿主病



特发性CD4＋
 淋巴细胞减少症



第七节　混合免疫缺陷病



X连锁淋巴组织增生综合征



返回总目录



第一篇　皮肤科学基础


第一章　皮肤胚胎学与比较生物学


 第一节　皮肤胚胎学

人体皮肤在胚胎时是由两个胚层发生而来的。卵子受精以后，即开始细胞分裂，细胞数量不断增加，很快就发展成为一个囊状的球体，称为囊胚。继之，细胞分裂、增生、迁移，形成了原肠胚。原肠胚在胎龄第二周时，构造上分为三层，即外胚层、中胚层及内胚层。人体的所有器官、组织皆从这三个胚层发生而来。表皮（包括口腔黏膜在内）及其附属器（只限于上皮部分），神经系统（包括中枢神经和周围神经），都是由外胚层分化而来的。真皮结缔组织则发生于中胚层。

外胚层发生的皮肤组织系统见表1-1-1。

表1-1-1　外胚层发生分化表

[image: ]


注：标“Δ”为表皮的附属器。

自原肠胚形成以后，神经系统开始从外胚层中分化出来，即胚体中线部分的外胚层增厚呈板状，称为神经板，可与两侧的体表外胚层区分开来。神经板中央凹陷成纵沟，继之围合成神经管（neural tube），然后与体表外胚层分离，这主要是中枢神经的基础。神经管分离时，原介于神经管与体表外胚层间的部分，移向神经管两侧，即为神经嵴（neural crest）。随着皮肤的形成，皮肤的末梢神经及一切神经构造乃至所有产生黑素的黑素母细胞（包括痣细胞在内）皆是由外胚层通过神经嵴产生、分化而来。

表皮的原始构造：当胎龄第一个月到第二个月中期，仅由单层的细胞构成，随后分化为内外两层，外层为外皮层（periderm），内层为生发层（stratum germinativum）。在第三个月时，内外两层之间出现第三层，称为中间层（stratum intermedium）。第四个月时，外皮层分离，参加胎儿皮脂的形成。中间层的细胞呈多形性发展，成为马尔匹基层，表层细胞出现角质蛋白，基底层向深部出现凹凸不平的隆起。

体表外胚层除发生皮肤的基底层及外泌汗腺胚芽细胞以外，还发生一种原发性上皮胚芽细胞。基底层为表皮的发生基础；外泌汗腺胚芽细胞是发生外泌汗腺的原始细胞；但从原发性上皮胚芽细胞则产生三种表皮附属器，即毛发、皮脂腺及顶泌汗腺。

表皮内的黑素细胞或透明细胞大约在胎龄第三个月时开始出现。一般皆认为这种黑素细胞原发于神经嵴，继而伴随神经末梢进入表皮。朗格汉斯细胞来源于造血器官。

真皮的原始发生是由体表外胚层下方的中胚层形成。中胚层细胞成梭形或星状，散在分布。胎龄第三个月时，这些细胞分化出成纤维细胞，形成网状纤维，后者可能变为胶原纤维，脂肪组织也于此时出现。弹性纤维出现较迟，始见于胎龄第六个月。胶原纤维和弹性纤维都是由成纤维细胞产生的，成纤维细胞分泌原胶原，于细胞外聚合成胶原纤维。

胚胎时中胚层除发生结缔组织、软骨、骨等以外，还形成淋巴管、血管及原始的血细胞或血母细胞。此外认为尚有部分具备各种潜能的中胚层细胞保留于成年人的真皮及其他器官内，一旦遇到某些因素刺激时，即能激发其原始的分化能力，这也是皮肤髓外造血疾病的组织学基础。


 第二节　皮肤比较生物学

所有生物都拥有像“皮肤”一样的表层，将身体和外界环境分隔开来，起到保护机体、抵御各种微生物的侵袭、调节内外物质的流通以及接受和传递与其他生物之间的信号的作用。不同物种甚至同一种群但生存方式不同的物种间皮肤的解剖学特点相差甚远，我们可以通过了解皮肤的各种结构和生化功能的演变过程来揭示人类皮肤的奥秘。

一、表皮、真皮及其衍生物的演变过程

生命起源于海洋，正如人类的胚胎最早沐浴在羊水中一样。最原始、最简单的生物如珊瑚、水母等一些肠腔动物，正是发生在海洋中。这些生物只有两层细胞：外层和水环境相接触，其体表可形成微绒毛结构，具有吸收功能；内层细胞则形成肠腔。

随后，海洋蠕虫及淡水、陆地上相应的生物，其表皮外开始出现一层厚的角质层，蟹类和龙虾的角质层更是由于有钙质的成分而变得十分坚硬。

随着无脊椎动物向脊椎动物的进化，“皮肤”的结构变得越来越复杂。最简单的脊索动物如海蛸的幼虫和生活在海底的蛞蝓，它们只有一层表皮细胞，附着于基底层上，其下方的两层胶原和当中的胶冻状带组成类似真皮的结构，这也可以说是现代脊椎动物真皮的前身。

脊椎动物包括鱼类、两栖动物、爬行动物、鸟类和哺乳动物。所有脊椎动物的皮肤均由表皮和真皮组成：表皮由层状、紧密排列的细胞组成，系基底层细胞分化而来，是机体的屏障；真皮源于中胚层，由细胞外基质和胶原纤维组成，这和人类皮肤的结构已经非常接近。同时，随着脊椎动物成功地从海洋向陆地迁居，还衍生出一系列新的结构，包括腺体、鳞片、羽毛、毛发、触角、爪子和甲，大多数变化都和表皮相关。

鱼鳞系鱼类所特有，其上覆以薄薄的一层表皮和真皮，随着两栖动物移居到地面上生活，鱼鳞结构基本消失，其表皮由基底层出芽形成数层细胞而组成，最终角化形成很薄的角质层，周期性地脱落。爬行动物是真正的陆栖动物，防止皮肤干燥是它们首要解决的问题，而解决问题的关键就是其体表的鳞片。鳞片实质是皮肤折叠而成，表面有一层厚的角质层，角化细胞具有质硬的β-角蛋白和柔韧的α-角蛋白。爬行动物通过表皮细胞不断的增殖、分化、脱落来更新表皮，但蛇和蜥蜴例外，后两者在周期性蜕皮的同时形成新的表皮。随着爬行动物向鸟类的进化，其体表开始出现羽毛，羽毛被认为是由爬行动物的鳞片进化而来，它由β-角蛋白组成，通过定期的脱落来更新，鸟类的表皮和真皮都很薄。

大多数有毛皮的哺乳动物，从啮齿类到羊，只有一层薄薄的表皮，约2～3层细胞。哺乳动物最大的特点是拥有毛发。毛发的起源与鳞片或羽毛不同，它很可能起源于古老的爬行动物的鳞片之间，最早可能是一种感觉装置。研究发现，现在的有袋动物和啮齿类动物的尾部仍有鳞片样结构，在这些鳞片的结合点处可见到三四个一组的原始毛囊的结构，这些动物尾部鳞片的角化过程类似于爬行动物和鸟类，但鳞片结合点处却出现有颗粒层的角化，后者是典型的哺乳动物的特征。此外，表皮还形成一系列衍生物，如羽翎、爪子、甲、蹄和角。

人类的皮肤没有起保护作用的皮毛，也可能因此表皮要厚一些，而掌跖部位的角质层更比有毛的皮肤要厚得多。有意思的是，鲸同样具有很厚的表皮，但表面呈角化不全改变，其真皮-表皮的结合呈高度锯齿状，提示表皮细胞的发生很快，这一特点和人类银屑病的表皮非常相似。

二、腺体的演变过程

腺体有两种形式：单细胞腺和多细胞腺。前者遍布所有的动物，最原始的例子就是肠腔动物的黏液腺。多细胞腺可以简单到仅仅是数个腺细胞的聚集，而一些分泌作用强的腺腔则是表皮细胞巢增生并下行至真皮内形成，此即腺体的进化过程。

两栖动物和爬行动物的皮肤上已有多种类型的腺体，可以产生黏液、毒液甚至是求偶的兴奋剂。到了哺乳动物，全浆分泌腺和局浆分泌腺已经普遍存在。皮脂腺和顶浆分泌腺的主要作用是产生气味，广泛分布于有毛皮肤，同时也可成组分布形成独立的嗅腺，嗅腺与人类腋部的全浆分泌腺和顶浆分泌腺有些类似；外分泌腺见于两个部位，即足垫和有毛皮肤。足垫的外分泌腺，其功能可能是湿润角蛋白以增加表面的摩擦力，与人类掌跖部位的小汗腺相似；有毛部位的外分泌腺只见于灵长类动物和人类，其主要作用是分泌汗液，降低体温。

三、色素细胞的演变过程

人类最常见、最重要的色素是黑素。它有两种形式：黑色或深棕色的优黑素和红色或黄色的浅黑素，两者均是酪氨酸的氧化产物。另外，还有三种比较常见的色素和各种动物呈现的颜色有关，即蝶呤、类胡萝卜素和血中的载氧蛋白——血红蛋白。蝶呤呈现白色、黄色和橙色，如蝴蝶翅膀的颜色就是蝶呤形成的；红海绵、金鱼等的颜色和类胡萝卜素有关；而白种人皮肤呈现粉色以及人类唇红部呈现红色则是血红蛋白作用的结果。

色素是由专门的细胞产生的。早在肠腔动物时期就出现了色素细胞，随着动物的进化，色素细胞的种类更是呈现出五花八门的特点。值得一提的是，动物本身并不能合成类胡萝卜素，它是由于进食了相应的植物造成的。

软体动物有黑素和眼色素，还有卟啉和胆色素。以乌贼和章鱼为例，它们体内有多种色素细胞，这些色素细胞团块通过平滑肌纤维的舒缩来调节团块的大小，由此来改变身体的颜色，以适应环境需要或用以逃生。

脊椎动物的色素细胞不再通过平滑肌纤维来调节其团块大小，其颜色的变化有两种不同的机制，由专门的细胞负责。瞬时的颜色变化由相对大的色素细胞负责，细胞内含色素的细胞器通过重新分布调整颜色的变化；长时间的颜色变化则通过相对小的黑素细胞数量上的变化或黑素细胞产生的黑素量的变化实现，人类表皮中树突状黑素细胞亦属此例。

色素细胞的类型和分布随着动物的进化而变化。鱼类的表皮、真皮均含有色素细胞，但多数以真皮内色素细胞为主。到了两栖动物，它同时含有表皮内树突状黑素细胞和真皮内与鱼类相似的色素细胞，并且一直延续至爬行动物。鸟类的黑素细胞可以将优黑素和浅黑素运输至羽毛胚芽，用以形成黑色、灰色、棕色等色调以及深色的背景。而哺乳动物的色调显得单调得多，很多哺乳动物如狗和公牛甚至丧失了辨别颜色的能力，但所有的哺乳动物始终保留着表皮内的黑素细胞。

总之，从无脊椎动物到脊椎动物，从鱼类到哺乳动物，动物的进化体现在多个方面，而皮肤是其中一个关键的变化。通过比较生物学的方法，我们发现人类皮肤的各种“部件”比人类的出现要早得多。由于拥有一副坚韧、可伸缩而且不易穿透的皮肤，动物在陆地上运动的能力提高了，而毛囊及附属器的出现更是为动物提供了保持体温的机制。


第二章　皮肤解剖与组织学


 第一节　皮肤解剖学

皮肤位于人体表面，是人体的第一道防线，尤其是角质层，具有十分重要的功能。从重量与面积的角度来看，皮肤是人体最大的器官，其重量约占体重的16％；皮肤的面积，成年人为1.5～2m2
 ，新生儿约为0.21m2
 。

皮肤厚度因人而异，不同部位的厚度也不相同，通常为0.5～4.0mm（不包括皮下脂肪层）。儿童皮肤较成年人薄得多；四肢及躯干皮肤，伸侧比屈侧厚；枕后、项、臀及掌跖部位皮肤最厚；眼睑、外阴、乳房等部位皮肤最薄。

皮肤表面有很多皮嵴、皮沟和皱襞。皮嵴部位常见许多凹陷的小孔，称为汗孔，是汗腺导管开口的部位。皮沟是由于皮肤组织中纤维束的排列和牵引所形成的，深浅不一，在面部、手掌、阴囊及活动部位（如关节部位）最深。皮沟将皮肤表面划分为许多三角形、菱形或多角形的皮野，在手背、颈项等处最为清楚。在手指及足趾末端屈面皮嵴呈涡纹状，特称为指（趾）纹。

由于真皮结缔组织的纤维束排列方向的不同，因此皮肤具有一定方向的张力线，又名皮肤切线或Langer线。在外科手术时，如按此线的方向切开皮肤，则皮肤切口的宽度较小；相反，如切口与此线垂直，则其宽度较大，并且在伤口愈合后，容易产生较明显的瘢痕。故此线对外科手术选择切口方向具有重要意义。

皮肤颜色各人不同，并且与种族、年龄、性别以及外界环境等因素有密切关系。即使同一人体的皮肤，在各种部位也深浅不一。

皮肤还附有毛发、皮脂腺、外泌汗腺、顶泌汗腺及指（趾）甲等附属器，现分述如下：

毛发：是一种长圆柱状角质结构，其深入皮肤内的部分称为毛根，毛根末端膨大呈葱头状，称为毛球。露出皮面的部分称为毛干。毛发分布很广，几乎遍及全身，仅掌跖、指（趾）屈面、指（趾）末节伸面、唇红区、龟头、包皮内面、小阴唇、大阴唇内侧以及阴蒂等处无毛。通常毛发可分为硬毛与毳毛两种。硬毛粗硬，具有髓质，颜色较深。硬毛又可分为两种：①长毛，如头发、胡须、腋毛与阴毛等；②短毛，如眉毛、睫毛、鼻毛与耳毛等，通常长度较长毛为短。毳毛细软，无髓质，颜色较淡，主要见于面部、四肢与躯干。

皮脂腺：分布很广，除掌跖与指（趾）屈面外，几乎遍及全身。唇红区、阴茎、龟头、包皮内面、小阴唇、大阴唇内侧和阴蒂处也有皮脂腺。通常可分为三种类型：①附属于毛囊，此种皮脂腺开口于毛囊，与毛发共同构成毛皮脂腺单位；②与毳毛有关，其导管直接开口于体表；③与毛发无关，故又称为独立皮脂腺，见于口唇、包皮内面、小阴唇、大阴唇内侧、阴蒂与乳晕等处。皮脂腺在人体的分布密度不相同，以头皮、面部（特别是前额、鼻翼等处）最多，而躯干则以中央部位较多，因此，这些部位以及腋窝等处又称为皮脂溢出部位。四肢（特别是小腿外侧）皮脂腺最少，掌跖及指（趾）屈面则缺如。

汗腺：根据汗腺结构与功能的不同，可分为外泌汗腺和顶泌汗腺两种。

1．外泌汗腺　亦称小汗腺，可简称汗腺，除口唇、唇红区、龟头、包皮内面、阴蒂外，几乎遍及全身。在不同部位，汗腺的密度各不相同，掌跖密度最大，其次为面额部、躯干。一般四肢屈侧较伸侧密集，上肢多于下肢。儿童皮肤的汗腺密度则较成年人为大。汗腺是一种结构比较简单的盲端管状腺，其腺体部分自我盘旋呈不规则球状，多位于真皮和皮下组织交界处。其导管自腺体垂直或稍弯曲向上，穿过真皮到达表皮嵴的下端进入表皮，在表皮内呈螺旋状上行，开口于皮肤表面。

2．顶泌汗腺　亦名“大汗腺”，其分泌部的直径较外泌汗腺约大10倍，仅分布于鼻翼、腋窝、脐窝、腹股沟、包皮、阴囊、小阴唇、会阴、肛门及生殖器周围等处。此外，外耳道的耵聍腺、眼睑的麦氏腺以及乳晕的乳轮腺则属于顶泌汗腺的变型。顶泌汗腺在女性发育较早，在月经及妊娠期分泌亦较旺盛。胚胎学研究证明，顶泌汗腺与皮脂腺相似，均起源于原始上皮胚芽，发生自毛囊的上皮细胞，不直接开口于皮肤表面，而在皮脂腺开口的上方开口于毛囊。腺体位置一般较深，多在皮下脂肪层，偶尔见于真皮深部，甚至中部。

指（趾）甲：是由致密而坚实的角质所组成，位于指（趾）末端的伸侧面，扁平而有弹性，自后向前稍有弯曲，呈半透明状。甲板的前面暴露部分称为甲体，甲体的远端称为游离缘。甲板后端隐蔽皮肤褶皱下方的部分称为甲根。甲板除游离缘外，其他三边均嵌于皮肤褶皱内。位于甲体下的基底组织部分称为甲床。位于甲根下的基底组织称甲母质。指（趾）甲近甲根处有新月形的白色区，称为甲弧影（或甲半月）。


 第二节　皮肤组织学

从胚胎学的观点来看，皮肤有两种主要组成部分：①上皮部分，由外胚叶分化而来，称为表皮。②结缔组织部分，由中胚叶分化而来，通常又可分为两层：位于表皮下方较为致密者，为真皮；位于真皮下方比较疏松者，称为皮下组织。由于皮下组织含有脂肪组织，故又名皮下脂肪层，或称脂膜。

在组织切片中，表皮与其下方的真皮相结合处，通常呈波浪形曲线。真皮以乳头状似手指样伸入表皮，表皮则相应地伸入真皮，两者之间犬牙交错，表皮伸入真皮部分称为表皮嵴（以往称为表皮突或皮突）。在掌跖部的乳头体和表皮嵴比较深长，而且数量上较多。其次在口唇、阴茎、包皮、小阴唇和乳头部分，也有许多比较深长的乳头体和表皮嵴。但在其他一些部位，如面部、下腹部等处，不仅表皮比较薄，而且乳头体和表皮嵴也较少而短（图1-2-1）。
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图1-2-1　正常皮肤（HE染色×40）（编写者提供）

一、表皮

表皮由两大类细胞所组成，即角质形成细胞与树枝状细胞。两者迥然不同，角质形成细胞具有细胞间桥以及丰富的胞质，用HE染色即可着色；而树枝状细胞则无细胞间桥，其胞质需用特殊染色或组织化学方法，甚至在电镜下才能识别。现将两类细胞分述如下：

（一）表皮的角质形成细胞　角质形成细胞最终产生角质蛋白，在其向角质细胞演变过程中，一般可以分为四层，即基底层、棘层、颗粒层以及角质层。有人又把前三层或前二层称为生发层或马尔匹基层。此外，在某些部位，特别在掌跖部位，在角质层的下方还可见到透明层（图1-2-2）。
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图1-2-2　正常表皮：从上至下分别为角质层、颗粒层、棘层和基底层（HE染色×200）（编写者提供）

1．基底层　由一层圆柱状基底细胞所组成。通常排列整齐，如栅栏状。其长轴与表皮和真皮之间的交界线垂直。胞质深嗜碱性，胞核卵圆形，呈暗黑色。基底细胞之间以及与其上方的棘细胞之间是通过细胞间桥相连接的。基底细胞的底部则附着于表皮下基底膜带，此带在HE染色时不易辨认，只有用特殊染色，如过碘酸雪夫（PAS）染色时才能显示出来。

基底细胞内尚有多少不等的黑素，其含量的多少与皮肤的颜色是一致的。白皮肤的人，基底细胞内仅含少量黑素颗粒，以致在HE染色切片内看不清楚；而晒黑或黑皮肤的人，其基底细胞内则有大量黑素颗粒。通常黑素颗粒主要位于基底细胞核的上方，但数量甚多时，则散布于胞质内。

2．棘层　此层由4～8层多角形细胞所构成，愈位于表层，细胞形态愈扁平。每个细胞均有很多胞质突，称为棘突，因此这层细胞也称为棘细胞。正常皮肤的棘突在高倍镜下看不清楚，但在有细胞间水肿时，则清晰可见。

3．颗粒层　通常由1～3层扁平或菱形细胞所组成。胞质内充满粗大、深嗜碱性的透明角质颗粒。正常皮肤颗粒层的厚度与角质层的厚度成正比例，在角质层薄的部位仅1～3层，而在角质层厚的部位，如掌跖，颗粒层则较厚，甚至多达10层。

4．角质层　此层细胞已不含细胞核。染色呈嗜酸性。由于角质层外层常不断脱落，因此难以确定其厚度。在福尔马林固定的标本中，角质层内因有较大的细胞内外间隙，故往往呈网状，这是制片过程中所造成的。

5．透明层　在掌跖皮肤角质层厚的部位，如取材用福尔马林固定，切片用HE染色后，在角质层的最下部分，可见一薄层均匀一致的嗜酸性带，称之为透明层。特别是在足跟部位皮肤组织切片中，此层最明显。

6．表皮下基底膜带　在PAS染色时，在表皮-真皮连接处可见0.5～1μm厚、均匀一致紫红色的带，称之为表皮下基底膜带。此带在HE染色时看不到，而PAS反应阳性，说明其中有相当多的中性黏多糖。此外，如用硝酸银浸染时，在真皮最上部可见网状纤维。如再用阿尔新蓝同时染多糖带和网状纤维，则可见多糖带位于网状纤维网之上。光学显微镜下所见到的PAS阳性的表皮下基底膜带，与电镜下所见到的基底板不同，后者仅有35～45nm厚，是一种超微结构；而光学显微镜下的基底膜带，比电镜下所见的基底板平均要厚20倍之多。毛囊及汗腺腺体周围也可见到此带。

（二）表皮的树枝状细胞　在表皮内有四种类型的树枝状细胞，其结构功能各不相同。其中只有一种，即黑素细胞，在HE染色的组织切片内可以辨认；而第二种，即朗格汉斯细胞，需要用组织化学或免疫组化方法或电镜才能辨认；第三种为未定型树枝状细胞，则只能用电镜才能辨认；第四种是梅克尔细胞（Merkel cell），这类细胞的情况尚不完全清楚，在HE染色切片中也不能辨认，需要用电镜或免疫组化方法加以确认。

1．黑素细胞　HE染色的切片中，黑素细胞有一小而浓染的核和透明的胞质，故又名透明细胞。此种细胞镶嵌于表皮基底细胞之间。黑素细胞的数目随身体的部位不同而异，而且在紫外线反复照射后可以增多。在HE染色的垂直切片中，透明细胞的平均数是每10个基底细胞中有1个透明细胞。但是，在常规切片内并非所有见到的透明细胞都是黑素细胞，因为基底细胞偶尔也可出现人工性的皱缩，和黑素细胞很难区别。黑素细胞具有形成黑素的功能，因此多巴反应阳性；同时由于其中含有黑素，故银染色阳性。通常黑素细胞的树枝状突起需用多巴反应才能显示出来，但如含有大量黑素时，银染色也常能看出。黑素就是通过黑素细胞的树枝状突输送到基底细胞内（参见第一篇第二章第五节）。

2．朗格汉斯细胞（LC）　在HE染色切片中，这种细胞虽然也表现为透明细胞，但是位于表皮中上部，不像黑素细胞常位于基底层内。

LC如用氯化金浸染，可以表现为树枝状细胞，而多巴反应则为阴性，同时ATP酶阳性，电镜下证实其细胞胞质内有独特的伯贝克颗粒，故与黑素细胞可以区别。单克隆抗体CDla（OKT6或Leu6）及免疫荧光或免疫细胞化学技术是观察此种细胞的最好方法。

3．未定型细胞　此种树枝状细胞常位于表皮最下层，只有电镜下才能证实（详见第一篇第二章第五节）。

4．梅克尔细胞　梅克尔细胞位于表皮和口腔黏膜的下面，相当罕见，分布不规则，偶尔成群排列。这样的梅克尔细胞，在光学显微镜切片中，不能辨认。然而，在哺乳动物有毛皮肤中，梅克尔细胞簇集成盘状，比较特殊，因此有人称之为毛盘或Merkel盘。在银浸染切片中，在每个梅克尔细胞基底下部紧贴着一个半月板样的神经末梢，所以才称为Merkel盘，并有一根感觉神经纤维在盘处终止。推测它们是一种触觉感觉器。

通过细胞化学及电镜的研究，一般认为梅克尔细胞的本质应属于APUD（amino precursor uptake and decarboxylation）细胞系统。

二、真皮

真皮主要由结缔组织构成，但其中尚有其他组织，如神经和神经末梢、血管、淋巴管、肌肉以及皮肤的附属器。

真皮主要分为两层，即乳头层及网状层，但也有将乳头层再分为真皮乳头及乳头下层者（或者两者合称为真皮上部）。网状层也可分为真皮中部与真皮下部，但两者之间没有明确界限。

真皮结缔组织是由胶原纤维与弹性纤维、基质以及细胞成分组成。胶原纤维和弹性纤维互相交织在一起，埋于基质内。正常真皮中细胞成分包括成纤维细胞、组织细胞及肥大细胞等。胶原纤维、弹性纤维和基质都是由成纤维细胞形成的。网状纤维仅是幼稚的胶原纤维，并非一独立成分。

（一）胶原纤维　真皮结缔组织中，胶原纤维成分最为丰富。除了表皮下、表皮附属器和血管附近者外，真皮内的胶原纤维均结合成束。胶原纤维的直径大小不一，在2～15μm之间。组织切片中的胶原束在各个部位粗细不等，在真皮下部最粗，而在真皮上部最细，乳头层胶原束不但细小，而且无一定行走方向，但在真皮中部和下部，胶原束的方向几乎与皮面平行，并互相交织在一起，在一个水平面上向各种方向延伸。因此，在组织切片中，可以同时看到胶原束的纵切面和横切面。纵切的胶原束通常稍呈波浪状。在胶原束中，有少量成纤维细胞散在，其细胞核染色较深，其纵切呈菱形。在HE染色时，成纤维细胞胞质边界不能辨认。此外，在正常真皮上部有噬黑素细胞，在血管周围尚可见到少量肥大细胞及组织细胞。通常肥大细胞需要用Giemsa染色等才能加以证明。这些细胞将在炎症浸润细胞内详细叙述（图1-2-3）。
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图1-2-3　胶原纤维（HE染色×100）（编写者提供）

（二）网状纤维　在HE染色时，此种纤维不易辨认，但因其具有嗜银性，故可用硝酸银溶液浸染加以显示。网状纤维是纤细的胶原纤维，其直径仅为0.2～1.0μm。在胚胎时期，网状纤维出现最早。在正常成人皮肤中，网状纤维稀少，仅见于表皮下、汗腺、皮脂腺、毛囊和毛细血管周围。表皮下网状纤维排列呈网状。每个脂肪细胞周围也有网状纤维围绕。但在某些病变时，如创伤愈合以及成纤维细胞增生活跃或有新胶原形成的病变中，网状纤维大量增生。

（三）弹性纤维　弹性纤维被染色后可见弹性纤维缠绕在胶原束之间，因弹性纤维较胶原纤维细得多（直径1～3μm），并且呈波浪状，因此在切片内仅能见到弹性纤维的一部分，甚至正常弹性纤维表现为碎片状。弹性纤维在真皮下部最粗，其排列方向和胶原束相同，与表皮平行。而在表皮下的乳头体中，细小的弹性纤维几乎呈垂直方向上升至表皮下，终止于表皮-真皮交界处的下方（图1-2-4）。
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图1-2-4　弹性纤维（弹性纤维染色×100）（编写者提供）

（四）基质　为一种无定型物质，充满于胶原纤维和胶原束之间的间隙内，在正常皮肤中含量甚少。因此，如用HE染色时，除了生长期毛发的毛乳头中含有较多的非硫酸盐和硫酸盐酸性黏多糖外，经常不能显示基质的存在。在真皮乳头体中，皮肤附属器和毛细血管周围，仅偶见少量非硫酸盐酸性黏多糖。正常真皮内基质主要含非硫酸盐酸性黏多糖，如玻璃酸。而在创伤愈合时，有新胶原的形成，基质中除含有非硫酸盐黏多糖外，尚有硫酸盐黏多糖，主要为硫酸软骨素。

三、皮下组织

皮下组织又称皮下脂肪层或脂膜。其结缔组织纤维皆自真皮下部延续而来，但较疏松，而且充满脂肪细胞，其他结构与真皮类似。

四、皮肤附属器

皮肤附属器包括毛发、毛囊、汗腺、皮脂腺与指（趾）甲等。

（一）毛发与毛囊

1．毛发　毛发是由角化的角质形成细胞所构成，从内到外可分为三层：

（1）髓质　是毛发的中心部分，由2～3层立方形细胞构成，其细胞质染色较淡。在毛发的末端通常无髓质。

（2）皮质　是毛发的主要组成部分，由几层梭形上皮细胞所构成。在有色的毛发中，黑素即存在于此层细胞内。

（3）毛小皮　又名角质膜，由一层互相连叠的角化细胞所构成。

2．毛囊　毛囊的不同部分有不同的名称。毛囊的上部，自皮脂腺开口部位以上的毛囊部分，称为漏斗部，或毛脂囊；而自皮脂腺开口部以下，至竖毛肌附着部之间的毛囊部分，称为毛囊峡；毛囊末端膨大呈球状，又名毛球。毛囊由内、外毛根鞘及纤维鞘所构成，前两层毛根鞘的细胞均起源于表皮，而纤维鞘则起源于真皮（图1-2-5）。

[image: ]


图1-2-5　毛和毛囊（HE染色×40）（编写者提供）

（1）内毛根鞘　由内而外，可分三层：①鞘小皮，又名鞘角质膜，是一层互相连叠的细胞；②赫胥黎层（Huxley's layer），为1～3层细胞所构成；③亨勒层（Henle's layer），由单行排列较扁平的细胞构成。

（2）外毛根鞘　此层相当于表皮基底层及棘层，由它们延续而来，由一至数层细胞所构成。其最外一层为长方形柱状上皮细胞，相当于基底细胞。

（3）纤维鞘　可分为三层：①内层，为一透明玻璃样的薄膜；②中层，由波浪状致密的纤维组织构成；③外层，由疏松的胶原纤维和弹性纤维所组成，与周围结缔组织无明确界限。

3．毛母质　由表皮细胞的团块所构成。这些细胞形态多样，与黑素细胞、黑素颗粒共同形成毛球。

4．毛乳头　是一种伸入毛球内的结缔组织，其中有血管和神经（图1-2-6）。
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图1-2-6　毛球和毛乳头结构（HE染色×100）（编写者提供）

（二）皮脂腺　皮脂腺是一种全浆分泌腺，没有腺腔，整个细胞破裂即成为分泌物。不论与毛囊有无联系，其结构基本相同，均可分为腺体及导管两部分（图1-2-7）。
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图1-2-7　皮脂腺（HE染色×40）（编写者提供）

1．腺体　呈泡状，由多层细胞构成，周围有一薄层的基底膜带和结缔组织。尚未发育成熟的腺体中，脂肪小滴积聚在中央部分的腺细胞内，以后逐渐发育成熟时，周围的细胞逐渐有脂肪小滴积聚。成熟的腺体不论其中央或周围细胞内，均有较大的脂肪滴，核浓缩，胞质呈网状，最后核固缩消失，细胞破裂，胞质内脂肪滴与细胞碎片组成无定形物质，即所谓皮脂。皮脂通过导管排至皮肤表面或毛囊内。腺体最外一层的细胞多呈立方形，与导管的上皮细胞连续，此层细胞不断增殖，不断地形成皮脂。

2．导管　由复层鳞状上皮细胞构成，向下与毛囊的外毛根鞘相连，向上则与外毛根鞘或表皮的基底细胞连续，独立皮脂腺则与表皮或黏膜上皮的基底细胞相连。

（三）外泌汗腺（又称小汗腺）

1．腺体　由腺细胞、肌上皮细胞和基底膜带组成，中央有腺腔。

（1）腺细胞：有两种，即暗细胞和明细胞，在不同的腺体内两者的数目有所不同。通常暗细胞位于近腺腔的一面，围绕腺腔，较小，近腺腔的表面部分有刷样小皮缘，胞核位于基底部，胞质内有较大的空泡和很多嗜碱性小颗粒，故染色暗而深。每个细胞有两个以上的细胞质突，此突穿过明细胞之间而附着于基底膜或肌上皮组织。明细胞位于基底膜带上，较大，形态不一，通常底宽而顶尖圆，顶尖部分常近管腔，靠近腺腔的表浅部也有小皮缘，胞核无一定位置，胞质内空泡较小，无嗜碱性颗粒，故染色淡而透明，细胞间有分泌细管与腺腔相通。外泌汗腺细胞核与顶泌汗腺者不同，呈圆形或椭圆形，染色质不明显。如作Feulgen反应，核内则可见密集Feulgen阳性颗粒。通常有两个以上的核仁。暗细胞和明细胞核无任何区别。

（2）肌上皮细胞：位于腺细胞与基底膜带之间，排列成一层，其长轴与腺细胞的长轴垂直，稍呈螺旋状，横切面呈三角形或半圆形。细胞核内有长圆形核仁。胞质染色呈嗜伊红性，其中有细的肌原纤维，故肌上皮细胞有收缩能力，有助于汗腺将汗液排入汗管内。

（3）基底膜带：位于肌上皮细胞的外围，用硝酸银染成不均匀的黑色。如作PAS反应，则为阳性。

2．汗管　由两层立方形细胞构成。细胞染色呈嗜碱性，周围无基底膜带。汗管的内层细胞在近腔面的表浅部有小皮缘。外层细胞为基底细胞（图1-2-8）。
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图1-2-8　外泌汗腺（HE染色×200）（编写者提供）

（四）顶泌汗腺（又称大汗腺）

1．腺体　也是由腺细胞、肌上皮细胞、基底膜带所构成。腺细胞形态不一，随其分泌活动而改变，大致有圆柱形、立方形和扁平形三种，分泌旺盛时，细胞较高，反之则较低。胞核呈椭圆形，有一至数个核仁。肌上皮细胞及基底膜带与外泌汗腺相同（图1-2-9）。
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图1-2-9　正常人大汗腺腺体：腺体由单层分泌细胞组成，胞质呈嗜酸性。外被肌上皮细胞，其外周为透明基底膜带和纤维结缔组织网。腺腔内可见“断头分泌”现象。（HE染色×200）（编写者提供）

2．导管　与外泌汗腺相同，也是由两层细胞组成。

五、皮肤的神经

皮肤组织中神经装置特别丰富，不仅有向心性感觉神经纤维，而且有离心性运动神经纤维。皮肤的神经是周围神经的分支。

（一）周围神经干的构造　某些部位的真皮组织深部或皮下组织中，有时能看到皮神经，它是细小的周围神经干。正常的周围神经干有一层神经外膜（epineurium），由结缔组织及脂肪组织构成，其中有血管和淋巴管，整个神经干可分成许多神经束。每个神经束周围有结缔组织构成的膜，即神经束膜（perineurium），神经束膜形成小梁状的结缔组织中隔，称为神经内膜（endoneurium），伸入神经束内，把神经束分成许多不完全分隔的区域，每个区域内有许多神经纤维。

（二）神经纤维的构造

1．有髓神经纤维　每一神经纤维的轴心部分均见有轴索。轴索由圆筒状的神经胞质和神经元纤维构成。有髓神经纤维除了由Schwann细胞所构成的神经膜呈圆筒状包绕着神经轴索外，尚有很厚的髓鞘围绕轴索的外围。通过电镜观察证明，Schwann细胞扁平卷曲呈多层圆筒状，髓鞘位于Schwann细胞胞质内，因此也呈层板状。有髓神经纤维的另一特点是呈节段状，神经纤维每在一定距离处，即出现环形狭窄，即Ranvier结，位于两个Schwann细胞交界处，轴索的分支在此分出。有髓神经纤维干在皮下组织内，其长轴与皮肤表面相平行，其分支随动脉分支进入真皮，以后再分出细支进入真皮乳头层内，呈网状分布。

2．无髓神经纤维　与有髓神经纤维一样，在轴索的外围有一层Schwann细胞形成的神经膜包围着，但无髓鞘，也没有Ranvier结。

（三）神经末梢　皮肤内所有自主神经末梢均呈细小树枝状分布，而感觉神经末梢则可分为游离神经末梢和终末小体两种。后者除有神经纤维的终末外，有的还有特殊的结构。

1．触觉感受器　又名Meissner小体，呈椭圆形。分布于真皮乳头体内，小儿指尖皮肤内最多见。

2．痛觉感受器　结构简单，位于表皮内。其有髓神经纤维进入表皮后即失去神经膜，并分支呈网状或小球状，分散于表皮细胞的间隙中。

3．温觉感受器　呈圆形、卵圆形或梭形，外围有一薄层结缔组织包膜，感觉神经纤维末梢进入包膜后，分成很多小支盘绕成球状。接受冷觉者为球状小体，又名Krause球，位于真皮浅层；接受热觉者为梭形小体，又名Ruffini球，位于真皮深部。

4．压觉感受器　又称Pacini小体，呈同心圆形，其切面可呈环层结构，甚似洋葱，故又名环层小体。体积最大，直径可达0.5～2mm以上，位于真皮较深部和皮下组织中。

六、皮肤的血管

皮肤血管分布于真皮及皮下组织内，可分为五丛，由内而外分述如下：

（一）皮下血管丛　位于皮下组织深部，是皮肤内最大的血管丛，供给皮下组织的营养。

（二）真皮下血管丛　位于皮下组织的上部，供给汗腺、汗管、毛乳头和皮脂腺的营养。

（三）真皮中静脉丛　位于真皮深部，主要调节各丛血管之间的血液循环，并供给汗管、毛囊和皮脂腺的营养。

（四）乳头下血管丛　位于乳头层下部，具有贮血的功能。此丛血管的走向与表皮平行，故对皮肤颜色影响很大。

（五）乳头层血管丛　位于真皮乳头层上部。此丛血管多袢曲，主要供给真皮乳头以及表皮营养。

根据管径的大小，动脉可分为大、中、小三种。皮肤动脉都属于中小型。皮肤血管有下列几种：

（一）中动脉　其中膜层有大量的平滑肌，故又名肌性动脉。多位于皮下脂肪组织内。其结构如下：

1．内膜　近管腔最内的一层为内皮层，由单层扁平的内皮细胞组成。在内皮层外有内皮下层，是一薄层结缔组织。再外为内弹性膜，由一层弹性纤维组成。

2．中膜　由20～40层平滑肌纤维束组成，排列成环状或螺旋状。在平滑肌纤维之间，夹有弹性纤维等结缔组织，与血管的收缩和弹性有关。

3．外膜　主要由纵行排列的结缔组织组成，其中有的含有散在的平滑肌纤维束和弹性纤维，并有细小的营养血管。

（二）小动脉　指血管管腔直径在2mm以下的动脉，结构与中动脉基本相同，但愈接近毛细血管的小动脉结构愈简单。

（三）细动脉　血管管腔直径在0.2mm以下，除内皮细胞外，往往只有一层平滑肌细胞和少量结缔组织。

（四）毛细血管　直径平均为7～9μm，一般可容1～2个红细胞通过。管壁仅由单层内皮细胞所构成。内皮细胞外围有外被细胞（或称周细胞）及一薄层嗜银膜。

（五）静脉　往往与动脉平行分布。管壁也分为三层，但内膜和中膜很薄，而外膜相对较厚。三层的分界不如动脉清楚。管腔与管壁的比例较动脉为大，并且多有瓣膜，用以防止血液的倒流。这些是与动脉区别的要点。

（六）血管球　这是一种动静脉之间的特别辅助装置，通过血管球的血液，可由动脉端直接进入静脉端，不需要通过毛细血管。最后向下垂直汇入较深的血管丛内。血管球在指（趾）末端最多见，位于真皮浅层。其结构可分为四个部分：①输入动脉，与小动脉相似；②动脉段，无弹性膜，管腔狭窄，但管壁较厚，由血管球细胞及外围的神经网构成；③静脉段，仅有一层扁平内皮细胞，管腔较大；④输出静脉，短而直，其结构与小静脉相似。

七、皮肤的淋巴管

皮肤中的淋巴管比较少，在正常皮肤组织内一般不易辨认。淋巴液循环于表皮细胞的间隙和真皮胶原纤维之间，淋巴管开始于真皮乳头层的中、下部交界处，由此汇入皮下组织的淋巴管，再经淋巴结到达大淋巴管，然后进入全身的大循环。

淋巴管的构造与静脉相同，也可分为三层。与静脉不同的是管壁更薄，腔内无红细胞，中膜内平滑肌纤维的排列不规则，外膜较厚。

毛细淋巴管与毛细血管的结构也相同，其不同点为管腔不规则，呈窦状，周围没有外被细胞，即Rouget细胞。

八、皮肤的肌肉

皮肤内最常见到的是竖毛肌，是由纤细的平滑肌纤维束所构成，其一端起至真皮的乳头层，而另一端插入毛囊中部的纤维鞘内。此外，尚有阴囊的肌膜和乳晕的平滑肌，在血管壁上也有平滑肌。汗腺周围的肌上皮细胞，也有平滑肌的功能。面部皮肤内可见横纹肌，即表情肌。


 第三节　口腔黏膜组织学

口腔黏膜与皮肤的组织学基本上相同，也可分为上皮和结缔组织两大部分。但也有其不同点。首先，在正常黏膜的最表浅部分通常没有颗粒层和角质层，而在口唇皮肤与黏膜移行部位，即唇红区，则稍有角化或角化不全。其次，黏膜的基底细胞为立方形，而不像皮肤基底细胞那样呈圆柱形。此外，黏膜的上皮细胞虽然也是从基底细胞演变而来，并逐渐向上推移，但不一定经过像皮肤那样的层次和形态，而且细胞彼此之间的联系也较微弱。

黏膜的上皮细胞，称为黏膜上皮。黏膜下方的结缔组织称之为固有膜及黏膜下层。通常黏膜上皮由数层立方形细胞所构成，细胞表现为透明的空泡状，距离基底层越远则核的形态越扁平而细长。

固有膜相当于皮肤的乳头层，黏膜下层相当于皮肤的真皮网状层及皮下组织。固有膜直接位于黏膜上皮的下面，但与黏膜上皮组织的连接，不如在皮肤中表皮与真皮之间那样紧密。固有膜的主要成分为弹性纤维，其次为胶原纤维。黏膜下层则主要为胶原纤维及较少的弹性纤维。固有膜及黏膜下层的组织中血管丰富，明显地较皮肤中多。


 第四节　口唇及生殖器皮肤与黏膜移行部位的组织学

一、口唇

口唇主要由口轮匝肌所组成，其外有皮肤覆盖，其内被有黏膜。在口唇的纵切面上，皮肤与口腔黏膜之间无明显分界，移行部位相当于唇红区。唇红区之所以呈红色，是由于结缔组织中血管丰富，上皮较薄而透明的缘故。在唇红区有散在的皮脂腺，在口唇黏膜的结缔组织内则有很多混合腺体。

二、阴茎、包皮与龟头

阴茎皮肤的表皮细胞比较扁平，基底细胞内黑素较多，真皮内有许多皮脂腺和汗腺。结缔组织疏松，其中有由弹性纤维与平滑肌纤维组成的弹力肌性系统。在阴茎的根部则与阴囊的肌膜相连续。包皮内也有此种结构，因此使包皮经常与龟头保持接触。龟头的上皮与海绵体的白膜之间，有弹性纤维将两者紧密结合，所以龟头上皮与其下方的结缔组织附着很牢固，不能移动。在浅层结缔组织内有时可见独立的皮脂腺，并有许多毛细血管，在其深层则有大小不等的静脉，后者与海绵体腔相通。包皮和龟头结缔组织内有许多游离感觉神经末梢以及由感觉神经末梢所形成的球状结构。此外，在乳头体内可见Meissner小体。

三、阴唇与阴蒂

小阴唇皮肤呈皱襞状，表面有很细的褶皱。小阴唇上皮只有轻微角化，其基底层有多少不等的黑素。小阴唇无毛，但其两侧面和阴蒂包皮内有很多独立的皮脂腺。在其结缔组织内，有许多神经末梢小分支与静脉。

大阴唇的外面是皮肤，与一般皮肤结构相同，有毛、皮脂腺、外泌汗腺及顶泌汗腺。大阴唇内面的结构则与小阴唇相同，无毛，但有独立皮脂腺。

阴蒂与阴茎相似，由一对海绵体所构成，外包有白膜。阴蒂前端膨大称阴蒂头。阴蒂头及阴道前庭的黏膜均为复层扁平上皮。其黏膜下方有丰富的毛细血管及神经末梢与神经网。


 第五节　皮肤的超微结构

一、表皮的超微结构

（一）表皮角质形成细胞　通常分为四层，现按此四层从内到外逐一叙述。

1．基底层　基底细胞向真皮的一面有不规则的胞质突起接近真皮。每个突起的胞膜偶可见增厚处，称之为“半桥粒”。张力丝即附着于这些“半桥粒”的胞质面。

基底细胞之间则有桥粒相连。所谓桥粒，即由相邻细胞的细胞膜发生卵圆形致密增厚而成。张力丝即起源或终止于其附近。两相邻细胞的桥粒互相并列。两桥粒之间相距30～60nm，其中有一层薄的嗜锇层，厚约5nm。

基底细胞内含有许多张力丝。其直径约5nm，走向很规则，常与表皮表面垂直。张力丝束从桥粒体的胞质面开始进入胞质，并不通到相邻的细胞胞质内。基底细胞胞质内也含有许多线粒体，其大部分包围在核的周围。

基底细胞内通常有黑素复合体，往往在核的上方排列成帽状或成群存在。但也可不限于核上方，而分散在整个胞质中。基底细胞内的黑素颗粒是属于成熟型的，因此通常看不到黑素体所具有的特征性的内条纹。Golgi复合体能看到，但发育不良。

有意义的是整个胞质内有无数核糖体，其中有些是附着在内质网囊上。基底细胞核呈卵圆形，有两层清楚的核膜。外层核膜的胞质面被覆有许多细颗粒。外层核膜与内层核膜之间有近60nm宽的相对透明带。核膜中有些小孔，可以调节核内外物质交流。

2．棘层　棘层的细胞与基底细胞不同。在基底细胞内张力丝排列比较疏松，而在棘细胞内张力丝则聚集，较致密，并且相当丰富；在附着到桥粒的胞质面时，张力丝排列成束，而在细胞内的其他部位则排列不规则。张力丝的直径大致相同，一般在5～10nm之间，但其长短不一，可能是由于其行走方向不同而与切面有关。当棘细胞接近颗粒层时，细胞则变扁平，其长径与表皮表面平行排列。桥粒仍可见到，并且仍保持其内部结构特点。但在此部位的细胞中张力丝已不太清楚，而且其走向与表皮平行的多，垂直的少。

棘细胞的胞膜呈绒毛状突起，与相邻细胞的突起以桥粒相连。在桥粒之间，细胞膜则呈不规则的折叠状。棘细胞层内桥粒的超微结构与基底细胞相同。

整个胞质内有许多结构正常的线粒体，并有少数黑素颗粒，但与基底细胞内者不同，其分布与核无明显的关系。内质网的膜表面被有核糖体，在整个胞质内也有大量此种颗粒。在棘层上部的细胞内有无数圆形、表面光滑、厚壁的颗粒，其形态、大小基本一致，直径100～200nm，中有呈同心圆形的细条纹，称为被膜颗粒（membrane coating granule）。被膜颗粒在颗粒层内也有，但较少，在角质层内较罕见。随着棘细胞上移，被膜颗粒逐渐向细胞周围移动，最后颗粒的内容扩散到细胞表面，结果形成一层细胞膜外套，参与角质屏障功能。

3．颗粒层　在颗粒层内有显著的电子致密的透明角质颗粒。此种颗粒满布于胞质内，而愈接近角质层，颗粒愈大，数目愈多。

透明角质颗粒可能来源于胞质，沉积于张力丝周围或细丝之间。以往根据光学显微镜下的观察，认为透明角质是一种散在的细胞内含体，与张力丝分得很清楚，但在电子显微镜下观察，结果证明这种看法是错误的，至少大多数透明角质物质即相当于张力丝的区域。透明角质物质周围有无数核糖体，其直径达12nm。

在颗粒层内可见细胞分化的连续过程。胞质内部虽然也有线粒体、内质网、黑素颗粒以及以上所说的“被膜颗粒”，但较少。而最有特征的是可以看到体积大、电子致密而形态不规则的透明角质颗粒。颗粒层细胞膜有一定的折叠，而其桥粒较深层细胞者致密。

4．角质层　在角质层的下方，偶然可以看到一种形态上不同的细胞，即所谓“移行”细胞。这种细胞胞质内充满许多透明角质颗粒。在角化过程中，透明角质颗粒体积增大，数目增多，最后胞质内充满了这样的大块透明角质物质。通常角质层有4～8层细胞厚，而细胞呈扁平状，其长轴与表皮平行，并随表面波浪状起伏。角质层内不再见有细胞核。胞质内结构（包括黑素、线粒体、内质网、Golgi复合体等）通常已消失。最后，角质层细胞质内只见无数圆形不染色的细丝（直径10nm）埋藏在电子致密的基质内。细丝走向与表皮表面平行。有些细丝的横切面则呈管状。在角质形成过程中，细胞结构的变化是不一致的，个别下层细胞的角化程度较表面者反而增高。

在角质层内细胞膜也发生了变化。其较下层细胞有两层电子致密层，两者之间有一较不透明区域相隔。在较上层的细胞内，这两层则混合成为一厚层不透明的膜，其厚度近12nm。桥粒也产生了变化，在相邻细胞膜之间形成一种嗜锇小体。这种小体与相邻细胞还有一层较不透明的地带。当角质细胞脱落时，桥粒常在上述地带发生断裂。

综上所述，在基底细胞内，有许多排列规则的张力丝，这些细丝在细胞之间并不相通，其走向与表皮表面垂直。当表皮细胞接近角质层时，这些细丝则变成与表面平行。在颗粒层内很容易看到透明角质颗粒呈不规则形的电子致密结构。当细胞不断上移，细胞形态逐渐改变时张力丝除了走向发生变化（从垂直位置变成水平）外，而且互相靠拢，更接近透明角质物质。

在完全角化时，角质细胞内必须具有足够量的张力丝及基质，将其结合在一起。事实上在基底细胞内就有很多张力丝，说明在角化过程开始时就有张力丝的存在。当表皮细胞逐渐向上移时，张力丝的直径逐渐增加，从5nm增到10nm；在更上层的表皮细胞内，此种细丝则不着色而外围有嗜锇物质。因此角质细胞的超微结构即包括不着色的细丝及电子致密的基质。这种情况与毛发结构相似，毛发到角化最后阶段时，张力丝则成群排列，变得非常致密。

在角质细胞内除张力丝外，第二个重要成分为基质，因其与四氧化锇有强烈反应，故可能其中含有硫。在基底细胞内也有些嗜锇物质，但在颗粒层特别显著。此种基质极为致密，包裹在张力丝周围，而将其连成更大而致密的束。最后，张力丝即埋在基质内。

5．桥粒　在电镜下，桥粒多数为成对的纽扣样结构，桥粒两侧相对的结构并不连续，此间有宽25～30nm的细胞间隙。细胞间隙内充满细丝样物质，其中央致密的结构称为中央致密层。桥粒处两相邻细胞的胞质面各有一个盘状板称为附着斑（attachment plaque），由电子密度较高的物质聚集而成，有许多直径为10nm的张力丝附着于其上。张力丝并不终止于附着斑，而是呈袢状经过附着斑又折回到胞质内。另外，还有较细的丝起于附着斑的内部，伸到细胞间隙，与中央致密层的细丝相连，形成交错的形式，这些较细的丝称为跨膜连接丝（transmembrane linker）。附着斑有更细的丝在斑的内侧钩住，连接张力丝。通过这些细丝网的连接，细胞间形成一个连续结构的网，使相邻细胞间的关系更为牢固。在基底细胞的底面是单侧性的桥粒结构，与基底膜相连，称为半桥粒。

（二）黑素细胞　在电子显微镜下，黑素细胞与表皮细胞不同，有树枝状突起，而无桥粒，但含有许多线粒体、小泡状结构及少数细丝，并有不同时期（Ⅰ～Ⅳ）的黑素体。

（三）朗格汉斯细胞　此种细胞胞质内很少细丝，因此呈透明状，也有树枝状突起，但没有桥粒，Golgi复合体发育良好，线粒体很多。它们在超微结构上的特点是有棒状或球拍状的细胞器，称之为伯贝克颗粒，同时其核呈扭曲状。故此细胞与黑素细胞或表皮其他细胞不同，不仅见于表皮浅层，也可见于表皮中层及深层，并能作核丝分裂。

（四）未定型细胞　常位于表皮下层，其特点是没有黑素体及伯贝克颗粒。关于此种细胞的性质，以往有两种观点：①可能将来分化为朗格汉斯细胞，因此是一种未分化的细胞；②可能为黑素细胞的前身。

（五）梅克尔细胞　电镜下此种细胞直接位于基板上方，很容易辨认，因其含有电子致密的颗粒以及细丝束，在与相邻的角质形成细胞之间偶尔还可见桥粒彼此相连。电子致密的颗粒大小在80～200nm之间，并有包膜。其细丝类似张力丝，并且像张力丝一样，在某些部位可见集中在桥粒上。在有些切片上，梅克尔盘像一个位于基板上的坐垫，而梅克尔细胞就靠在这个盘上。它包括富有线粒体的无髓神经轴突终末。

梅克尔细胞内的电子致密颗粒与肾上腺髓质所含的去甲肾上腺素颗粒和其他嗜铬细胞（包括类癌瘤细胞）的颗粒相同。这些颗粒是能够制造各种胺和多肽激素的神经分泌细胞所独有的，故又称为APUD细胞，即具有摄取胺前体并进行脱羧反应能力的缩写。由于它们有这样的颗粒，所以梅克尔细胞一般认为应属于APUD细胞系统。

二、表皮-真皮结合部的超微结构

在电镜下，表皮-真皮结合部可见下列四个部分：

（一）细胞胞质膜　主要由基底层角质形成细胞近真皮的胞质膜所构成，并有半桥粒形成，有张力丝附着。

（二）透明板　位于半桥粒及基底层细胞底部细胞膜之下，电子密度低而显得透明，厚度约20～40nm。其内有由基底细胞膜来的锚丝穿过并附着于其下的致密板上，锚丝非常纤细，直径约3～4nm。透明板的主要成分是层粘连蛋白（laminin）及其异构体缰蛋白、K-缰蛋白、表皮正粘配体蛋白，还有将层粘连蛋白与Ⅳ型胶原结合的连接蛋白（nidogon）。缰蛋白由基底细胞合成，其基因缺陷或产生自身抗体时，出现交界性大疱性表皮松解症或瘢痕性类天疱疮的改变。

（三）致密板　为带状结构，厚度为80～200nm，可分为三层：

1．内层　接近基底细胞胞质膜面，厚度10～20nm，具弱嗜锇性，故电子密度低。

2．中层　即狭义的基底板，厚度为50～150nm，具强嗜锇性。

3．外层　厚度为10～20nm，嗜锇性弱，因此电子密度低。

（四）致密板下带　有四种纤维性结构：

1．锚丝　此种细丝直径为5～7nm，从基底细胞半桥粒经过透明板终止于致密板。

2．锚纤维　直径为20～60nm，从致密板伸向真皮。在致密板下150～200nm处，彼此连接成网状，或绕回致密板形成吊索，为单个胶原纤维之通道。

3．微原纤维　锚纤维在致密板下150～200nm处分裂成微原纤维，可深入真皮，与弹性纤维紧密合并。

4．胶原纤维。

三、真皮结缔组织的超微结构

（一）胶原纤维　在电镜下观察，胶原纤维是由胶原原纤维组成，胶原原纤维具有特征性周期性横纹，其周期性间隔为68nm。胶原原纤维的每个胶原分子有5个填充区，其间隔为68nm，胶原分子平行排列而且具有并列的填充区，因此形成了周期性横纹。胶原分子约300nm长，1.5nm宽。胶原分子聚合并且并排地排列成为胶原原纤维。因胶原原纤维是由多少不等的胶原分子不同程度地聚合而成，所以其直径有所不同，幼稚的胶原纤维较老的细小。在正常真皮中，胶原原纤维的粗细不一，在70～140nm之间，多数为100nm。

（二）网状纤维　网状纤维和胶原纤维所含原纤维的数量以及每一纤维内基质的含量均有不同。虽然基质在光镜或电镜下不能看到，但用黏多糖含量测定可证明网状纤维中基质占4.5％，而胶原纤维中占1％。网状原纤维周围以及纤维表面均有较多的基质，因此网状纤维具有嗜银性。网状原纤维和胶原原纤维一样，具有68nm周期性横纹，但其直径较胶原原纤维为小，约为40～65nm。因此，网状原纤维类似幼稚的胶原原纤维。

（三）弹性纤维　在电镜下观察，弹性纤维由两种成分组成，即无定形物质和细丝。无定形物质即弹力蛋白，为中等电子密度的物质。细丝则为电子致密的弹性原纤维，直径为5～15nm，细丝即埋在弹力蛋白之中。


第三章　皮肤生理学

皮肤是人体的最大器官，它覆盖人的整个体表，具有屏障和吸收、分泌和排泄、体温调节、感觉、免疫、呼吸、内分泌等重要生理功能，它参与全身的各种功能活动并维持内环境的稳定，对于机体的健康十分重要。


 第一节　皮肤的屏障和吸收

人体正常皮肤有两方面的屏障作用，一方面保护机体内各种器官和组织免受外界环境中机械的、物理的、化学的和生物的有害因素的侵袭；另一方面防止组织内的各种营养物质、水分、电解质和其他物质的丧失。因此，皮肤在保持机体内环境的稳定上起着重要的作用。

正常皮肤的表皮、真皮及皮下组织共同形成一个完整的整体，它坚韧、柔软，具有一定的张力和弹性。这些物理特性都与表皮的角质层、真皮内的胶原纤维和弹性纤维等物质的性质有关，并且受年龄、性别与身体部位等因素的影响。角质层是防止外界物质进入人体和体内水分丢失的主要屏障，这与其特殊的结构有关。角质层厚约100μm，由角质层细胞及其间的脂性基质组成，脂性基质为中性脂肪，在其水屏障功能中起主要作用。皮肤表面的脂质膜由角质层细胞间脂质、皮脂和汗液等组成，在防止水分丢失中也起一定作用。为了使角质层保持一定的张力和弹性，角质层细胞内的角蛋白必须与相应的水分水合，否则皮肤的顺应性就会受到影响。经皮肤水丢失主要与角质层细胞间的脂质物理特性相关，其脂质类型决定水分的吸收与丢失。当角质层细胞间的脂质由凝胶状态转变为晶体状态时，可出现大量的水分等丢失，脂质的物理状态转化与外界温度和湿度的变化相伴行。为了保持皮肤的一定湿度和弹性，健康皮肤每天丢失水分的数量少于500g。

正常皮肤表面偏酸性，其pH为5.5～7.0，最低可到4.0，最高可到9.6。它受一些体内外因素的影响，如外泌汗腺较多的部位pH为5.5±0.5，顶泌汗腺较多的部位则为6.5±0.5。一般在上肢及手背处偏酸性，头部、前额及腹股沟处偏碱性，故皮肤有中和酸、碱的能力。皮肤表面呈弱酸性，对碱性物质起缓冲作用，被称为碱中和作用。皮肤对pH在4.2～6.0范围内的酸性也有相当的缓冲能力，被称为酸中和作用，以防止一些酸性物质对机体的损害。如果外界机械性刺激太强烈，则可引起保护性的神经反射动作，回避对机体的损伤。皮肤分泌的脂质所形成的脂质膜中的某些游离脂肪酸对寄生菌的生长有抑制作用，皮肤干燥和脱屑对寄生菌的生长也有影响。

一、抗微生物肽

近年来研究发现，皮肤能分泌一些具有抗菌作用的蛋白和多肽，在机体防护微生物损伤中起重要屏障作用。

（一）抗微生物肽（antimicrobial peptides，AMPs）是指所有能够杀菌或抑菌的寡肽或多肽，它是一类天然免疫系统的效应分子，能够接触微生物膜，溶解细胞，具有广谱抗微生物作用。此外，它们还参与干扰细胞增殖、免疫应答、伤口愈合、细胞因子释放、白细胞趋化、蛋白酶抗蛋白酶平衡等反应过程。目前，人们已分离出700种以上AMPs，并根据它们在细胞内合成途径的不同分为非核糖体和核糖体合成两类，前者主要由细菌产生，后者存在于所有生命体。

（二）AMPs表达和分泌的调控　AMPs基因的表达受到细微调控，宿主防御反应引起AMPs在上皮组织或炎细胞表达增加。不同的微生物刺激机体的免疫系统产生不同的抗微生肽谱，这些肽类受Toll信号等途径调节。研究发现，肺炎或囊性肺纤维化患者体液中防御素量增多，皮肤损伤可引起抗菌肽（cathelicidin）的释放。人防御素产生机制中包括CD14、Toll样受体-2对脂多糖（LPS）调节以及NF-k B级链活化调节。

（三）AMFs家族的分类　由于AMFs分子差异太大，以至于很难统一分类，目前基于分子的组成和三维结构，将AMPs分成以下四大类：①不含半胱氨酸的α螺旋线影肽类；②含有2个以上二硫键的β片层肽类；③具有一个或以上关键氨基酸的肽类；④具有环状结构的肽类。

1．防御素　哺乳动物的防御素为带正电荷、含较多精氨酸、无糖基的肽类，其分子量为3.5～4.5 kD，含有6个半胱氨酸而组成特征性的3个二硫键桥。根据半胱氨酸的空间结构、二硫键桥的线状分布和整个分子的结构，防御素分为三类：α-防御素、β-防御素和θ-防御素。分布皮肤的主要是前二者。

2．抗菌肽　抗菌肽家族的抗微生物肽类结构，含有一个高度的保守序列以及前区域，而且在C-端有明显的异型性，能够编码不同大小的12～80个氨基酸甚至更多的成熟肽。惟一的人抗菌肽受免疫刺激调控，可在骨髓细胞内的颗粒、发炎的上皮细胞、中性粒细胞中表达。

3．细菌素（bacteriocin）　是指不同的细菌核糖体合成的一大类AMPs。细菌诱生的AMPs在化学结构上有很大的差异，其中一部分是小的带有阳离子膜活性的复合物，能在靶细胞形成孔样，破坏膜电位，引起细胞死亡。

（四）AMPs的作用机制

1．AMPs是天然免疫系统的效应物质　宿主的天然免疫系统对抗病原微生物时能产生一个广泛防御动员机制，包括与病原体相关分子的识别、相适应的免疫性刺激和宿主防御物质的分泌。

2．AMPs的抗微生物活性　AMPs有广谱的抗革兰阳性和阴性细菌、真菌和有包膜病毒作用，有的肽类最小抑菌浓度为0.1～10ng/mL。不同肽类的抗微生物谱依赖于它们各自的结构和氨基酸顺序。AMPs与其他宿主防御分子如溶菌酶可起协同作用。

抗微生物肽类与靶生物膜表面相互作用，依赖于二者的正负静电学作用，引起膜的生物物理学性质的改变，导致膜功能缺失，包括膜电位破坏、代谢产物和离子的移漏、膜通透性改变等。AMPs对原核生物细胞的选择性不同于真核细胞，在于膜的带负电荷脂质构成不同。其他的抗微生物活性机制还包括抑制蛋白质和RNA合成。防御素和抗菌肽可结合，使内毒素失去生物作用。

此外，AMPs在炎症损伤、维护细胞功能和血管增生等方面也起一定的作用。

二、皮肤的屏障作用

（一）机械性损伤的防护　皮肤对外界的各种机械性刺激，如摩擦、牵拉、挤压及冲撞等有一定的保护能力，并能迅速地恢复正常状态。经常受摩擦和压迫的部位，如手掌、足跖、四肢伸侧和臀部等处，角质层增厚或形成胼胝，增强了对机械性刺激的耐受性。如果外界机械性刺激太强烈，则可引起保护性的神经反射动作，回避对机体的损伤。

（二）对物理性损伤的防护

1．电　皮肤是电的不良导体，它对低电压电流有一定的阻抗能力。皮肤对电的屏障作用主要位于角质层，如果去掉角质层，真皮及皮下组织则成为电的良好导体，严重损伤皮肤对电损伤的防护能力。

电阻值受皮肤部位、汗腺分泌和排泄活动、精神状态及气候等因素的影响，特别和皮肤角质层的含水量及其表面湿度有关，电阻值的高低和水分的多少成反比，即干燥时皮肤电阻值比潮湿时大，导电性低。

2．光　正常皮肤对光有吸收能力，以保护机体内的器官和组织免受光的损伤。光透入人体组织的能力和它的波长及皮肤组织的结构有密切的关系，皮肤组织吸收光有明显的选择性，如角质层内的角质细胞能吸收大量的短波紫外线（波长为180～280nm），棘层的棘细胞和基底层的黑素细胞则吸收长波紫外线（波长为320～400nm）。紫外线大部分被表皮吸收，随着波长的增加，光的透入程度也有变化，红光及其附近的红外线，透入皮肤最深，但也都被皮肤吸收，而长波红外线（波长为1.5～400μm）透入程度很差，大部分也都被表皮所吸收。

黑素细胞通过产生黑素颗粒，输送到角质形成细胞中，吸收紫外线。皮肤黑素的代谢一般分为两部分：一部分是由遗传决定的，不受光的影响；另一部分为功能性的，受体内外许多因素的影响，紫外线照射皮肤后发生的皮肤晒黑即属于这一类，停止照射后，这种皮肤反应可逐渐消退。黑素颗粒在防止紫外线损伤中起主要屏障作用。

3．磁　它是能量的一种表现形式。磁对人体组织，包括皮肤在内，产生一定的磁生物效应。一般认为它可以影响组织内生物电流的大小和方向，引起细胞内、外电解质及酶系统发生变化，它本身还可以产生磁电流，但是一般不会引起组织损伤。

4．机械力　角质层具有防止机械损伤的功能。要将人角质层撕开2mm宽，需40g的力；但将角质层脱水后，只要用10g的力即可撕开。如将角质层全部去除，则表皮即丧失其张力。对抗外界的压力主要依靠真皮，因其具有有弹性的胶原纤维。全厚度的人腹部皮肤每平方厘米具有50～200kg的张力。皮下脂肪可对皮肤所受的冲击起缓冲作用。

（三）对化学性损伤的防护　正常皮肤对各种化学物质都有一定的屏障作用，屏障部位主要在角质层，其次是皮肤表面的氢离子对酸、碱等的缓冲能力。角质层中角质细胞的胞质、胞膜及细胞间隙物质都对化学物质有屏障作用。角质细胞长约30μm，宽约0.8μm。角质层一般是由12～20层这种细胞所构成，它们互相交叉、重叠，呈平板状，最外面的2～3层较疏松，其余各层则很致密，形成一个完整的半通透膜。角质层中的这一致密部分就是对化学物质的主要屏障区。

（四）对生物性损伤的防护　皮肤直接与外界环境接触，一些病原性微生物在其抵抗力下降时可导致皮肤感染。在正常的人体皮肤上也寄生着许多微生物，它们主要寄生在角质层的表浅处、毛囊皮脂腺口的漏斗部、汗管口及皮表脂质膜内。它们在一定的条件下，可以成为致病菌，对人体造成危害。但是，皮肤有多方面的防御能力。首先，角质层对微生物有良好的屏障作用，一般直径在200nm的细菌，以及直径约为其1/2的病毒，在正常情况下都不能进入皮肤内。其次，皮肤表面pH值偏酸性，以及皮肤分泌的某些游离脂肪酸和蛋白多肽等，在机体防护微生物损伤中均起重要屏障作用。

（五）防止体内营养物质的丧失　正常皮肤除了汗腺、皮脂腺分泌和排泄，角质层水分蒸发及脱屑外，一般营养物质及电解质等都不能透过皮肤角质层而丧失。角质层的这种半通透膜的特性起着很好的屏障作用。成人通过皮肤（2m2
 ）而丢失的水分每天约为240～480mL（不显性发汗），但如将角质层去掉，水分的丧失比不显性出汗时增加10倍或以上；将表皮全部去掉，则屏障作用完全消失，营养物质、电解质和水分会大量流失。

三、皮肤的吸收作用

人体皮肤有吸收外界物质的能力，称为经皮吸收、渗透或透入。它们对维护身体健康是不可缺少的，并且是现代皮肤科外用药物治疗皮肤病的理论基础。

（一）皮肤的吸收途径　皮肤主要通过三个途径吸收外界物质，即角质层、毛囊皮脂腺及汗管口。角质层是皮肤吸收的最重要的途径。角质层的物理性质相当稳定，它在皮肤表面形成一个完整的半通透膜，在一定的条件下水分可以自由通过，经过细胞膜进入细胞内。角质层的这种性能除了和组织结构有关外，还与其物理性质有关，它遵循Fick定律
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 。即在低浓度时，单位时间、单位面积内物质的通透率与其浓度成正比。但需要指出的是，透入物质的浓度极高时，此定律无效。物质在薄膜内的溶解度及弥散常数愈大，则Fs值也增大；薄膜愈厚，Fs值愈小。物质在皮肤角质层的通透率也服从这一规律。实验证明，有一些物质是通过毛囊皮脂腺和汗腺管侧壁弥散到真皮中去的，它们的重要性不及角质层，仅有少数重金属及其化学物质通过这两种途径进入皮肤。

（二）皮肤对几种主要物质的吸收作用

1．水分　皮肤角质层含水量约为10％～20％。放在37℃水中的离体角质层，吸收的水分可高达60％，但完整的皮肤只吸收很少量的水分。实验证明，人体皮肤与重水或重水饱和蒸汽接触，10分钟后在尿中可以发现有重水，而且数小时内浓度继续增加。水分主要是透过角质细胞的胞膜进入体内的。

2．电解质　过去一般认为皮肤只能吸收少数的阴离子，如碘、氯等，而阳离子不被吸收。近年来用放射性核素研究证明，一些放射性离子，如钠、钾、溴、磷等也能透入皮肤，此外，还有锶、钙等，可能是通过角质细胞间隙进入皮肤内的。

3．脂溶性物质　皮肤对这类物质的吸收良好，如维生素A、维生素D及维生素K容易经毛囊皮脂腺透入。激素中的脂溶性激素，如雌激素、睾酮、孕酮、脱氧皮质酮等也透入良好。凡在脂及水中都能溶解的物质吸收最好，而单纯水溶性物质，如维生素B及维生素C、蔗糖、乳糖及葡萄糖等都不被吸收。

4．油脂类　包括动物、植物和矿物油脂，皮肤一般吸收较好，主要是经过毛囊皮脂腺的亲水性油脂比疏水性油脂易于透入。一般规律是羊毛脂＞凡士林＞植物油＞液体石蜡。

5．重金属及其盐类　皮肤能吸收多种重金属及其盐类，如汞、铅、锌、铜、镍、锡、铋、锑及砷等。这些物质透入皮肤的数量和其能否形成脂溶性物质有关，如汞的脂溶性盐类在浓度不超过0.5％时，可以从角质层透入。白降汞透入皮肤，主要是由于它被汗腺酸化，释放出汞离子而被吸收，它本身并不溶于脂及水溶液中。有些重金属可和皮表脂质膜内的脂肪酸结合，由非脂溶性物质变成脂溶性物质，从而被皮肤吸收。

6．无机酸　无机酸可被皮肤吸收，如石炭酸、水杨酸、间苯二酚、焦性没食子酸及氢醌等。但水杨酸及其盐类透入的程度依是否为脂溶性而定，非离子化的水杨酸盐类一般为非脂溶性，故皮肤不吸收。水杨酸甲酯和水杨酸乙酯为脂溶性物质，故皮肤吸收良好。但是水溶性的无机酸，如盐酸、硫酸及其盐类，皮肤都不吸收。

7．有机盐基类　皮肤对这类物质吸收情况各有不同，其中有植物碱、合成杀虫剂、抗组胺剂、镇静剂、收敛剂，如果它们的盐基是脂溶性的游离盐基，则皮肤吸收良好；如果是水溶性的，则皮肤吸收不好。如尼古丁是脂溶性有机盐类物质，皮肤吸收良好。

8．糖皮质激素类　其中可的松不被吸收，氢化可的松则被皮肤吸收。倍他米松外用效果比氢化可的松强10倍，但曲安奈德外用效果仅为它的1/10。氟轻松外用效果最好，皮肤吸收也最好。儿童一般比成人的皮肤吸收好，故婴儿应用这类制剂的时间不要太长，以免发生副作用。

四、影响皮肤屏障作用和吸收作用的因素

大致可以归纳为三个方面：

（一）全身及皮肤的状况

1．年龄、性别　有人认为婴儿和老年人的皮肤比其他年龄组的更易吸收。但大多数研究显示新生儿和婴儿的皮肤其经皮吸收减少或正常。性别之间无差异。

2．部位　不同部位皮肤的吸收能力也有一些差别，阴囊皮肤的通透性最好，面部、前额及手背比躯干、前臂及小腿好，四肢的屈侧比伸侧好，手足掌跖部位最差。这种差异可能和角质层的厚薄有关系。

3．时期　在同一部位测量几个星期，其结果也不一样。因为：①角质层在生长、脱落和不同时间内功能上有变异；②湿度和温度有改变，温度从26℃增至35℃时表皮的水的弥散可增加一倍。

4．皮肤的结构　角质层的通透性在很大程度上取决于角质细胞膜的脂蛋白结构，如果改变这种结构，则角质细胞的通透性将会改变。脂溶性物质（如酒精、酮等）可透入细胞膜，水溶性物质因细胞中含蛋白质可吸收水分，故也可透入。角质层细胞的内部切面也为镶嵌性，有脂质20％～25％，蛋白质75％～80％，所以水溶性物质可通过蛋白质，有机溶剂则通过脂质而透入。

皮表脂质膜对皮肤吸收功能的影响不大，实验证明，使用脂溶剂除去皮表脂质膜后，并不改变皮肤对水分的吸收能力。

5．皮肤的水合程度　当角质被水合后，许多物质的渗透性均见增加。封包式湿敷或封包用药可阻止汗液和不显性汗的蒸发，致使角质的水合作用增强，因此可使药物吸收增加。若角质层水分含量低于10％，角质层即变脆易裂，肥皂和去污剂易于透入。

（二）透入物质的理化性质

1．分子量及分子结构　透入物质分子量的大小与通透率之间无明显的关系。分子量小的氨气极易透入皮肤，分子量大的物质，如汞软膏、葡聚糖分子也都可透入皮肤。这种情况可能和分子的结构、形状、溶解度有关系。

2．浓度　一般认为透入物质的浓度愈高，皮肤吸收愈多。但也有少数物质浓度高，对角蛋白有凝固作用，反而影响了皮肤的通透性，致吸收不良。如石炭酸，低浓度时，皮肤吸收良好；高浓度时，不但吸收不好，还会造成皮肤损伤。

3．电解度　一般能离解的物质比不能离解的物质易于透入皮肤，如皮肤吸收水杨酸钠就比水杨酸好。后者很难溶于水中。

4．电离子透入　一般经皮肤附属器官透入，但有人用放射性核素钍标记的氯化钍电离子透入后，其经皮透入量显著增加。

（三）外界因素

1．温度　外界温度升高时，皮肤的吸收能力增强，这是由于皮肤血管扩张，血流加快，已透入组织内的物质弥散速度也加快，物质不断地进入血液循环中所致。

2．湿度　当外界湿度升高时，由于角质层内外水分的浓度差减少，影响了皮肤对水分的吸收，因此对其他物质的吸收能力也降低。如果外界湿度低，甚至使皮肤变得很干燥，即角质层内水分降到10％以下时，则角质层吸收水分的能力明显增强。

3．外用药剂型　一般认为剂型对物质的吸收有明显的影响。同一种药物，由于剂型的不同，皮肤吸收的情况不同。粉剂、水溶液等很难吸收。霜剂中的药物可被少量吸收。软膏及硬膏可促进药物的吸收。有机溶媒（如二甲基亚砜、月桂氮卓酮）可增加脂溶性及水溶性物质的吸收。

4．病理情况　①充血：当皮肤充血，血流增速时，经过表皮到真皮的物质很快即被移去，所以皮肤表面与深层之间的物质浓度差大，物质易于透入；②物理性创伤：磨损和粘剥后的皮肤易透入，若用胶布将角质层全部粘剥去，水分经皮肤外渗可增加30倍，各种外界分子的渗入也同样加速；③化学性损伤：损伤性物质如芥子气、酸、碱等伤害屏障细胞，使其通透性增加；④皮肤疾患：影响角质层的皮肤病可影响其屏障作用。急性红斑和荨麻疹对皮肤的屏障和吸收作用无影响。角化不全的皮肤病，如银屑病和湿疹，使屏障功能减弱，而吸收功能则增强，皮损处水分弥散总是增速，外用的治疗药物在该处也比在正常皮肤处更易透入。


 第二节　皮肤的分泌和排泄

皮肤具有分泌和排泄功能，这主要是通过汗腺和皮脂腺进行的。

一、汗腺

汗腺分为小汗腺或外泌汗腺和大汗腺或顶泌汗腺两种。它们各自有不同的生理活动，但都有分泌和排泄汗液的能力。一般认为顶泌汗腺的分泌包括分泌细胞的远端部分，亦经溶解后一起排出；而外泌汗腺的分泌是通过完整的细胞膜，其分泌细胞完整无损。

（一）外泌汗腺　外泌汗腺按其生理活动状态，可分为活动状态外泌汗腺及休息状态外泌汗腺。这些外泌汗腺的活动受交感神经主要是胆碱能纤维的支配。

1．外泌汗腺的分泌和排泄机制　外泌汗腺的分泌活动分为两部分：①腺体透明细胞在乙酰胆碱的作用下分泌出类似血浆的超滤液；②导管对Na＋
 的重吸收，这样所产生的汗液才呈低渗。分述如下：首先腺体周围的神经末梢释放出乙酰胆碱，乙酰胆碱可与透明细胞表面的受体相结合，使细胞外Ca2＋
 流进胞质，胞质中Ca2＋
 浓度增高可激活管腔面的Cl-
 通道及基底侧的K＋
 通道，从而使Cl-
 流进管腔，K＋
 流入基底侧间隙，这时细胞内K＋
 、Cl-
 浓度迅速下降，细胞皱缩，所形成的K＋
 、Cl-
 浓度梯度又可激活位于基膜侧的NaCl共转运子（cotransporter），共转运子可将细胞外Na＋
 转运到细胞内，由于透明细胞膜表面无Na＋
 通道，这就成为Na＋
 进入细胞内的惟一方式，Na＋
 的大量进入可激活钠泵将多余的Na＋
 运出细胞外而将细胞外K＋
 运进细胞。Cl-
 则通过NaCl共转运子进入细胞后通过Cl-
 道进入管腔。Cl-
 种流动是逆电化学梯度的，可使细胞膜去极化并产生负电位差，这种负电位差吸引Na＋
 跨过细胞间连接进入管腔，与Cl-
 结合成NaCl，所以初分泌出的汗液为等渗，在此过程中Na＋/
 H＋
 和Cl-/
 HCO3
 -
 交换子（exhanger）也有一定作用。

汗腺管腔对NaCl的重吸收主要是通过基底侧的钠泵对Na＋
 的主动转运，由于汗管腔的电位差为-10～-20mV，所以Na＋
 的重吸收必须克服60～70mV的电化学梯度，Cl-
 也必须克服30～40mV的电化学梯度，除Na＋
 ，K＋
 ，ATP酶与Cl-
 通道外，Na＋/
 H＋
 和Cl-/
 HCO3
 -
 交换子的作用也较明显。与此同时，管腔可重吸收HCO3
 -
 ，使汗液酸化，pH介于4～6.8之间。长期以来认为肌上皮细胞的收缩对汗液的排泄有一定作用，现应更正：在汗液分泌过程中，肌上皮细胞主要是作为管腔的一种机械支撑物，尤其是在出汗较少，管腔内流体压增加时。

这种分泌活动与活动状态外泌汗腺的数目有关系。在室温条件下，只有少数外泌汗腺有分泌活动，多数处于休息状态。当外界温度升高到32℃以上时，活动状态外泌汗腺增加。身体各部位活动状态外泌汗腺的数目是不一致的。如气温高于临界水平（31～32℃）时，则全身皮肤可见到或多或少的突然出汗。当气温低于临界水平时，汗腺分泌只能在显微镜下可见，而肉眼看不见，这不仅是因为汗珠太小，而是刚出表皮即被蒸发。这种不可见的出汗是人体不自觉失水的一部分。

2．影响外泌汗腺分泌的因素　①温度：外泌汗腺分泌受体内外温度的影响；②精神：大脑皮质的兴奋及抑制对汗腺的分泌活动有影响，这种出汗为精神性排汗；③药物：有一些药物可以使外泌汗腺分泌活动增加或减少；④饮食：口腔黏膜、舌背等处分布有丰富的神经末梢及特殊的味觉感受器。在咀嚼时可引起口周、鼻、面颈及上胸部反射性出汗，特别是吃了辛辣食物或热烫食物后更加明显，这种出汗为味觉性出汗。

3．汗液的成分　汗液分为液体和固体两部分，前者占99％～99.5％，后者仅占0.5％～1.0％。液体内主要是水分，固体内有无机物和有机物。有机物中以乳酸及尿素最多，无机物中以氯化钠最多。此外，还有钙、镁、磷、铁。汗液中还含有多种氨基酸类。汗液比重为1.001～1.006，pH为5.5±0.5。

4．多汗或少汗的机制　多汗症一般有两种机制：①由于神经损伤或感情冲动使神经冲动增加，乙酰胆碱分泌量增多而引起多汗；②汗腺神经紧张性增加，使它对正常强度的神经性和非神经性刺激的出汗反应增强。相反，汗少或汗闭则可能是由于神经冲动减弱，乙酰胆碱分泌减少，或神经紧张性降低之故。

5．排泄汗液的作用　①散热降温：体内外温度升高时，排汗可以散热降温；②角质柔化作用：保持角质层的正常含水量，使皮肤柔软、光滑、湿润；③汗液在皮面的酸化作用：表皮呈酸性，在日常生活中可防御微生物；④脂类乳化作用；⑤排泄药物；⑥代替肾脏的部分功能；⑦与电解质、黏多糖、激素等的代谢有关；⑧分泌免疫球蛋白：如分泌性IgA。

（二）顶泌汗腺　顶泌汗腺处主要有肾上腺素能神经纤维分布。实验证明，局部注射肾上腺素可以使顶泌汗腺分泌活动增加。

1．顶泌汗腺的分泌和排泄机制　顶泌汗腺有三种分泌方式：①顶浆分泌：分泌细胞的帽状顶部胞质脱落到管腔中去；②裂殖分泌：在分泌细胞胞质的顶部形成许多小泡状分泌颗粒，这些颗粒不断地改变体积，最后被分泌到管腔中去；③全浆分泌：分泌细胞整个从细胞层中分离到管腔内。各处顶泌汗腺的活动是不一致的，也是不规则的。早晨顶泌汗腺有一阵分泌活动高潮，晚上则活动减少。

2．顶泌汗液的成分　顶泌汗液分为液体和固体两部分，前者主要为水分，后者包括下列一些成分：①铁：顶泌汗腺是排泄铁的主要地方。②脂质：顶泌汗腺中含有四种脂质，即中性脂肪、脂肪酸、胆固醇及脂质。③荧光物质：这些物质可溶于丙酮，用紫外线照射后产生荧光。④有臭物质：人体有一种体臭味，且因人种、性别、年龄及气候等而不同，有一定的遗传性。顶泌汗液中的有臭物质较多，俗称的狐臭即其中之一。⑤有色物质：有些人的顶泌汗液中有这种物质，使汗液呈现出黄色、黄褐色、绿色、青色、红色或黑色等不同的颜色，临床上称为色汗症。⑥其他：有时可见到顶泌汗液内含有血液成分，称为血汗，含尿素过多的，则可嗅到一种尿味，称为尿汗；含有磷成分的称为磷汗。

二、皮脂腺

（一）皮脂的成分　皮脂腺分泌和排泄的产物称为皮脂。它是一种混合物，其中包含有多种脂类物质，主要有饱和的及不饱和的游离脂肪酸、甘油酯类、蜡类、固醇类、角鲨烯及液体石蜡等。它们在皮脂中的含量是不同的。

（二）皮脂腺分泌和排泄的机制　皮脂大部分从皮脂腺来，小部分是由表皮细胞角化过程中形成而来。这些皮脂与表皮细胞的水分和外界水分形成乳剂成为皮面膜。皮脂腺的功能可用皮脂的排泄来表示，皮脂量增加，皮脂腺功能亢进。假如将皮面的脂肪除去，皮脂将立即以很快的速度被排泄出来，当表面皮脂达到某种厚度时则这个速度逐渐减退，减到最低的速度或完全停止。此时如将表面的脂肪再除去，则皮脂又排泄出来。

（三）影响皮脂排泄的因素

1．年龄、性别、人种　新生儿由于受从母体来的以雄激素为主的性激素的影响，皮脂腺功能活跃，皮脂腺排泄多，可发生新生儿痤疮。此后皮脂减少到成人的1/3左右。青春期再次受以雄激素为主的性激素影响，皮脂腺变肥大多叶，皮脂腺再次增加。女性绝经期后皮脂量急剧减少，男性则在70岁以后减少。在各年龄组中，男子比女子皮脂多，黑人比白人皮脂多。

2．温度　皮脂腺与汗腺不同，不受自主神经直接的支配。皮温上升时皮脂量增多。皮温上升1℃，皮脂分泌量上升10％。

3．湿度　皮脂在表皮上的扩散与潮湿有重要关系，在湿润皮肤上皮脂的扩散速度为干燥皮肤上的4倍。

4．部位　皮脂腺的排泄在额部远较躯干和四肢为活跃。

5．营养　过多的糖和淀粉类食物使皮脂产量有显著增加，脂肪对其的影响则较少。

6．激素　青春期皮脂腺明显发达，青春期前的少年注射睾丸酮后皮脂腺显著增大。有许多动物实验表明雄激素可促进皮脂腺成长、增殖，使皮脂腺排泄增加。大剂量雌激素可抑制皮脂腺排泄。

（四）皮脂的作用　皮脂具有参与形成皮表脂质膜、润滑毛发及皮肤、防止皮肤干燥皲裂等作用。脂类的脂酸作用对真菌和细菌的生长有轻度抑制作用。


 第三节　皮肤的体温调节

一、体温

人和高等动物机体都具有一定的温度，这就是体温。体温是机体进行新陈代谢和正常生命活动的必要条件。

（一）表层温度和深部温度

1．表层温度　人体的外周组织即表层，包括皮肤、皮下组织和肌肉等的温度称为表层温度。表层温度不稳定，各部位之间的差异也大。在环境温度为23℃时，人体表层最外层的皮肤温度，如足皮肤温度为27℃，手皮肤温度为30℃，躯干温度为32℃，额部温度为33～34℃。四肢末梢皮肤温度最低，越近躯干、头部皮肤温度越高。气温达32℃以上时，皮肤温度的差别将变小。在寒冷环境中，随着气温下降，手、足的皮肤温度降低最显著，但头部皮肤温度变动相对较小。皮肤温度与局部血液流量有密切关系。凡是能影响皮肤血管舒缩的因素（如环境温度变化或精神紧张等）都能改变皮肤的温度。

2．深部温度　机体深部（心、肺、脑和腹腔内脏等处）的温度称为深部温度。深部温度比表层温度高，且比较稳定，各部位之间的差异也小。

体温是指机体深部的平均温度。临床上通常用口腔温度、直肠温度和腋窝温度来代表体温。直肠温度的正常值为36.9～37.9℃，但易受下肢温度影响。当下肢冰冷时，由于下肢血液回流至髂静脉时的血液温度较低，会降低直肠温度。口腔温度（舌下部）平均比直肠温度低0.3℃，但它易受经口呼吸、进食和喝水等影响。腋窝温度平均比口腔温度低0.4℃，但由于腋窝不是密闭体腔，易受环境温度、出汗和测量姿势的影响，不易正确测定。

（二）体温的正常变动　在一昼夜之中，人体体温呈周期性波动。清晨2～6时体温最低，午后1～6时最高。波动的幅值一般不超过1℃。体温的这种昼夜周期性波动为昼夜节律或日周期。女子的基础体温随月经周期而发生变动。体温也与年龄有关。一般来说，儿童的体温较高，新生儿和老年人的体温较低。肌肉活动时代谢增强，产热量因而增加，结果可导致体温升高。此外，情绪激动、精神紧张、进食、喝水等情况对体温都会有影响。环境温度的变化对体温也有影响。

二、体热平衡

机体在体温调节机制的调控下，使产热过程和散热过程处于动态平衡，即体热平衡，维持正常的体温。

（一）产热过程　机体的总产热量主要包括基础代谢、食物特殊动力作用和肌肉活动所产生的热量。基础代谢是机体产热的基础。基础代谢高，产热量多；基础代谢低，产热量少。

（二）散热过程　人体的主要散热部位是皮肤。当环境温度低于体温时，大部分的体热通过皮肤的辐射、传导和对流散热，一部分热量通过皮肤汗液蒸发来散发，呼吸、排尿和排粪也可散失一小部分热量。在环境温度为21℃时，约70％的体热通过皮肤的辐射、传导和对流散热，约27％的体热通过皮肤水分蒸发散热，约2％的体热通过呼吸散热，约1％的体热通过排尿、排粪散热。

1．辐射、传导和对流散热

（1）辐射散热：这是机体以热射线的形式将热量传给外界较冷物质的一种散热形式。

（2）传导散热：传导散热是机体的热量直接传给同它接触的较冷物体的一种散热方式。机体深部热量以传导方式传到机体表面的皮肤，再由皮肤直接传给同它相接触的物体。

（3）对流散热：对流散热是指通过气体或液体来交换热量的一种方式。

辐射、传导和对流散失的热量取决于皮肤和环境之间的温度差，温度差越大，散热量越多；温度差越小，散热量越少。皮肤温度为皮肤血流量所控制。皮肤血液循环的特点是，分布到皮肤的动脉穿透隔热组织（脂肪组织等），在乳头下层形成动脉网；皮下的毛细血管异常弯曲，进而形成丰富的静脉丛；皮下还有大量的动-静脉吻合支，这些结构特点决定了皮肤的血流量可以在很大范围内变动。机体的体温调节机制通过交感神经系统控制着皮肤血管的口径，增减皮肤血流量以改变皮肤温度，从而使散热量符合于当时条件下体热平衡的要求。

在炎热环境中，交感神经紧张度降低，皮肤小动脉舒张，动-静脉吻合支也开放，皮肤血流量因而大大增加。于是较多的体热从机体深部被带到体表层，提高了皮肤温度，增加了散热作用。

在寒冷环境中，交感神经紧张度增强，皮肤血管收缩，皮肤血流量剧减，散热量也因而大大减少。此时机体表层宛如一个隔热器，起到了防止体热散失的作用。衣服覆盖的皮肤表层，不易实现对流，棉毛纤维间的空气不易流动，这类情况都有利于保温。

2．蒸发散热　当环境温度为21℃时，大部分的体热（70％）靠辐射、传导和对流的方式散热，少部分的体热（29％）则由蒸发散热。当环境温度升高时，皮肤和环境之间的温度差变小，辐射、传导和对流的散热量减小，而蒸发的散热作用增强。当环境温度等于或高于皮肤温度时，辐射、传导和对流的散热方式就不起作用，此时，蒸发就成为机体惟一的散热方式。人体蒸发散热有两种形式：即不感知蒸发和可感知蒸发。

（1）不感知蒸发：人体即使处在低温环境中，没有汗液分泌时，皮肤和呼吸道都不断有水分渗出而被蒸发掉，这种水分蒸发称为不感蒸发。这种皮肤水分的蒸发又称不显汗，即这种水分蒸发不为人们所察觉，并与汗腺的活动无关。

（2）可感知蒸发：汗腺分泌汗液的活动称为发汗。发汗是可以意识到的有明显的汗液分泌。因此，汗液的蒸发又称之为可感蒸发。

三、体温调节

恒温动物包括人，有完善的体温调节机制。在外界环境温度改变时，通过调节产热过程和散热过程，维持体温相对稳定。例如，在寒冷环境下，机体增加产热和减少散热；在炎热环境下，机体减少产热和增加散热，从而使体温保持相对稳定。这是复杂的调节过程，涉及感觉温度变化的温度感受器，当皮肤温度升高时，温觉感受器兴奋，而当皮肤温度下降时，则冷觉感受器兴奋。从记录温度感受器的发放冲动中可看到，温觉感受器和冷觉感受器各自对一定范围的温度敏感，如从记录大鼠阴囊温度感受器的发放冲动频率发现，冷觉感受器在28℃时发放冲动频率最高，而温觉感受器则在43℃时发放冲动频率最高。当皮肤温度偏离这两个温度时，两种感受器发放冲动的频率都逐渐下降。此外，温度感受器对皮肤温度变化速率更敏感。通过有关传导通路把温度信息传达到体温调节中枢，经过中枢整合后，通过自主神经系统调节皮肤血流量、竖毛肌和汗腺活动等，通过躯体神经调节骨骼肌的活动如寒战等，通过内分泌系统改变机体的代谢率，从而建立起当时条件下的体热平衡，维持正常体温。


 第四节　皮肤的感觉作用

正常皮肤内分布有感觉神经及运动神经，它们的神经末梢和特殊感受器广泛地分布在表皮、真皮及皮下组织内，以感知体内外的各种刺激，产生各种感觉，引起相应的神经反射，以维护机体的健康。

一、皮肤感觉分类

正常皮肤内感觉神经末梢分为三种，即游离神经末梢、毛囊周围末梢神经网及特殊形状的囊状感受器。一般感觉可以分为两大类，一类是单一感觉，如触觉、压觉、冷觉、温觉、痛觉、痒觉等。这种感觉是由于神经末梢或特殊的囊状感受器接受体内外单一性刺激引起的；另一类是复合感觉，如潮湿、干燥、平滑、粗糙、坚硬及柔软等。这些复合的感觉不是某一种特殊的感受器能完全感知的，而是由几种不同的感受器或神经末梢共同感知的，并由大脑皮质进行综合分析的结果。

二、皮肤感觉的电生理学

皮肤接受各种刺激后，可产生至少17种神经肽，如P物质、神经激肽A、血管活性肠肽、α-MSH等，它们主要由含有感觉神经C纤维的神经元产生，皮肤细胞如角质形成细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞、巨噬细胞等也可合成一部分，这些细胞因子与其相应受体结合，产生一系列生物学反应，经神经传导到中枢神经系统，形成各种感觉。

三、皮肤感觉与神经传导的关系

正常皮肤感知的体内外刺激，无论是机械性的、物理性的、化学性的或生物性的，都在游离神经末梢、毛囊周围神经末梢网或特殊的囊状器内转换成动作电位，然后传递到中枢神经系统。有研究证实，在脊髓前侧区切断神经通路时，痛觉、温度觉和痒觉都消失而触觉不受影响；粗的神经纤维传导速度较快，最易传导触觉和压觉，中等粗细纤维传导速度较慢，传导温度觉较好；有髓纤维传导局限性痛觉，而C纤维传导弥漫性痛觉。

六种基本感觉都有自己的传导径路，触觉和压觉是经过腹侧脊髓丘脑径路，将神经冲动传至丘脑外侧腹核第三神经元处，而痛觉、温度觉和痒觉则是经过前外侧脊髓丘脑径路，到达丘脑后外侧腹核处，最后分别终止于大脑皮质后中央回。

四、感觉阈值

作用于皮肤感受器，使其产生感觉的最低能量称为感觉阈值。感觉阈值主要受感觉器的功能状态影响，部位、环境因素等也有一定作用。心理因素、神经末梢的营养状态可改变感觉的阈值，性别、年龄等也有一定影响。各种感觉的阈值下肢比上肢高，如用线接触手指可感知，而接触足或小腿则不感知；温度刺激手掌比足底更易感知。

五、感觉定位

对皮肤刺激的定位能力在不同个体之间差异很大，在各种感觉中，对触觉的定位相对准确，这与其神经分布较密及相邻神经末梢有许多重叠有关，在神经支配较少的背部则较差。

刺激皮肤某一点，偶可在远处也有感觉，称为牵涉性感觉。神经系统功能正常时，牵涉性感觉限于痛、痒和针刺，在病理状态下，触觉也可有牵涉性感觉。除皮肤外，深部组织如内脏、肌肉、骨骼和结缔组织等部位的疾病和刺激，也可在皮肤上产生牵涉性感觉。牵涉性感觉的发生机制有人用轴索反射来解释，也有人用从内脏和皮肤的感觉通路在脊髓或脑中会聚来解释。

皮肤的感觉定位能力与其受刺激的频率、皮温、皮肤及其感受器的生理状况以及人的精神面貌等有关。

六、后感觉

感觉和刺激的时间不一定相符。刺激未去除时感觉可以消退，这称为适应，如人对衣服的压觉在穿着衣服后不久即消失，对冷热觉的适应也是典型的皮肤适应现象，但适应有一定的限度，超过这个限度，适应现象就会消失。感觉在刺激停止后可持续一段时间，称为后感觉，它可见于各种感觉，皮肤的某些部位更容易发生后感觉，如鼻、上唇周围、外耳道内等，但相似的刺激在眼睑、指端和手背就不易产生后感觉。

七、几种常见的皮肤感觉

（一）触觉　触觉是微弱的机械刺激兴奋了皮肤浅的触觉感受器引起的。正常皮肤内感知触觉的特殊感受器有三种：在平滑皮肤处主要是Meissner小体，位于表皮突基底的为梅克尔细胞，在有毛皮肤处则为Pinkus小体。这些感受器接受的外界刺激，实际上是一种机械能，如刺激毛发的末梢引起的感觉，主要是由于对毛囊周围末梢神经网的压力及毛发出口处皮肤受到牵拉变形的结果。

皮肤表面散布有触点，触点的大小是不同的，有的直径可以大到0.5mm；其分布也不规则，一般指端腹面最多，头部有300个/cm2
 ，小腿外侧只有7个/cm2
 。由于触点较大，故常常获得的感觉是混合感觉，而不容易将两种以上的感觉区别开来。

（二）压觉　压觉是指较强的机械刺激导致深部组织变形时引起的感觉。压觉是由皮肤内的Pacini小体传导的。这种感受器主要分布在平滑皮肤处，如手指、外阴及乳房等处，胰腺、腹后壁、浆膜及淋巴结等处也有。它常和其他的感受器或游离神经末梢共同感知各种复杂的复合感觉。触觉与压觉两者在性质上类似，只是机械性刺激强度不同，可统称为触-压觉。

（三）冷觉　冷觉一般认为是由皮肤内的Krause小体（又称皮肤黏膜感受器）传导的。主要分布在唇红、舌、牙龈、眼睑、龟头、阴蒂及肛门周边等处。在有毛皮肤及摩擦部位尚未发现这种感受器。但皮肤表面确有冷点存在。常成群分布，在2cm2
 内约有33个。冷点的数目一般和皮肤的温度变化成正比，皮肤温度愈低，活动性冷点数目愈少；反之，则冷点数目增多。

（四）温觉　温觉有人称之为热觉，它主要是由Ruffini小体传导。有人认为皮肤血管球上的游离神经末梢也参与活动。皮肤表面也有热点存在，但难以测定，在2cm2
 内约有29个。它也随皮肤温度的变化而减弱。冷觉和温觉合称为温度觉。

（五）痛觉　痛觉是由有可能损伤或已造成皮肤损伤的各种性质的刺激所引起。机体受到伤害性刺激时，往往产生痛觉。痛觉是一种复杂的感觉，常伴有不愉快的情绪活动和防卫反应，这对于保护机体是重要的。疼痛又常是许多疾病的一种症状，因此在临床上引起很大注意。一般认为痛觉的感受器是游离神经末梢。引起痛觉不需要特殊的适宜刺激，任何形式的刺激，只要达到一定强度有可能或已造成组织损失时，都能引起痛觉，但其机制还不清楚。有人认为：这种游离神经末梢是一种化学感受器，当各种伤害性刺激作用时，首先引致组织内释放某些致痛物质（例如K＋
 、H＋
 、组胺、5-羟色胺、缓激肽、前列腺素等），然后作用于游离神经末梢产生痛觉传入冲动，进入中枢引起痛觉。

（六）痒觉　痛和痒两者均是保护性机制，在生物进化生存中有重要的和互补的作用。痛觉可使之从可能有损伤的刺激处撤离，痒觉引起搔抓。

八、运动神经及反射

皮肤内的运动神经是中枢神经系统经过脊髓及交感神经而来的，它是支配皮肤的传出神经。这种神经中含有许多交感纤维，广泛地分布在皮肤血管及其附件等处，控制着皮肤的许多生理活动。

（一）交感神经的分布及其作用　皮肤内的交感神经纤维有两种：一种是肾上腺素能纤维，它主要分布于血管、顶泌汗腺及竖毛肌等处，在外泌汗腺和皮脂腺基底膜的肌上皮细胞处也有，其作用是使血管收缩，顶泌汗腺分泌，竖毛肌收缩或肌上皮细胞收缩。另一种是胆碱能纤维，它主要分布在血管及外泌汗腺，顶泌汗腺处也有少量分布，在皮脂腺处是否存在，尚无定论。它的作用是使血管扩张，外泌汗腺分泌等。有人认为它可能受肾上腺素能纤维控制，但在组织学上，除了肌上皮细胞外，不能得到证实。

（二）神经反射　可以分为四类：

1．皮肤体壁反射

（1）撤回反射：当刺激一侧肢体或躯干皮肤时，可以引起该肢体或躯干的肌肉和关节发生保护性的神经反射动作，回避外界刺激可能引起的伤害，特别是疼痛常易引起这种神经反射。足跖反射亦属于这一种。

（2）局部反射：这一种反射仅限于局部组织，不引起全身性反射，临床上常见的有腹壁反射和提睾反射等。

（3）搔抓反射：这是常见的一种反射，一般仅限于局部，它可以受大脑皮质的抑制。

（4）群反射：当脊髓横断后，在其水平面以下的皮肤上搔抓，可以引起多种反射现象，如屈曲性痉挛、排尿及大量出汗，这种反射被称为群反射。

2．皮肤-皮肤反射

（1）脑反射：这种反射常常是全身性的反射，反射径路必须通过大脑皮质，而且往往引起交感神经的反应，如血管收缩、出汗及竖毛肌收缩等。

（2）轴索反射：这类反射分为两种：一种是通过感觉神经纤维的反射，称之为感觉轴索反射，其反射径路是由皮肤到皮肤；另一种通过交感神经纤维，被称为交感轴索反射，如出汗反射、竖毛肌反应、局部神经性血管收缩反应及舒张反应、Lewis三联神经性血管反应等都属于这一种。这类血管反应一般在30秒后达到高潮，约10分钟后才逐渐消退。

3．皮肤内脏反射　实验证明，用硝酸银刺激皮肤引起疼痛后，同时发生肠充血及肠松弛；如果将脊髓破坏，则肠发生的反应完全改变，出现血管收缩及肠痉挛。当足部或下肢受到较长时间的寒冷刺激后，可以引起肠痉挛，出现腹痛和胀气。这些反射都是通过脊髓实现的，故也属于脊髓反射的范畴。

4．内脏皮肤反射　在临床上常见的牵扯性疼痛现象，就是内脏皮肤反射的一种表现。在皮肤上有局限性疼痛时，深部体壁组织也可以发生疼痛及血管充血等现象，反之亦然。这种在皮肤上有局限性疼痛的区域，被称为Head带，它和神经节段的分布常常是一致的，但是也有发生在非同一节段区域内，而发生于有病的一侧皮肤上。这些反应还包括有皮肤血管扩张，皮肤温度升高，或者出现相反的变化。在某些慢性疾病中有时可以见到皮肤萎缩及毛竖立。

一般认为，这种反应的发生可能和神经纤维轴索的分支有关系，但是它也是中枢神经系统参与活动的一种现象，这可能是由于从内脏和皮肤来的传导径路耦合形成的。传导径路可能有两种，一种是经过同一神经纤维轴索，另一种是通过不同的神经纤维轴索同时传导的结果。


 第五节　皮肤的免疫功能

皮肤是人体与外界环境直接相连的组织器官，与体内又有密切联系。由于其结构和功能的特殊性，它具有很强的非特异性免疫防御能力，是人体抵御外界环境有害物质的第一道防线，它能有效地防御物理性、化学性、生物性等有害物质对机体的刺激和侵袭，对人体适应于周围环境，健康地生长发育和生存起了十分重要的作用。长期以来，人们认为皮肤的功能仅仅是组成机体的外表屏障，保持着皮肤生化及物理的完整性。即使与免疫反应有关，也仅仅认为它起到了免疫反应的场所及靶器官的被动地位和真皮部的非特异性免疫成分的作用。随着生物学和医学免疫学的不断发展，对皮肤与特异性免疫之间的相互作用和影响有了深入的研究，皮肤不仅具有很强的非特异性免疫防御能力，而且具有非常重要的特异性免疫功能。近年来的研究表明，皮肤是一独特的免疫器官，具有独特的免疫功能，“皮肤免疫系统”的概念已经确立，在免疫学领域中有着十分重要的作用。（详见第一篇第六章）


 第六节　皮肤的呼吸功能

皮肤吸收气体的数量很小，全身皮肤吸氧量约为肺的1/160。一氧化碳不被吸收，二氧化碳则内外相通，由浓度高的一侧向低的一侧弥散或透入。但经皮气体交换影响因素众多，如皮肤厚度、角质层的结构及其屏障功能、皮肤血管舒缩状态、动脉血气浓度、环境温度及气体浓度等均显著影响皮肤的气体交换。即便如此，皮肤的气体交换功能与肺比较还是微乎其微的。


 第七节　皮肤的内分泌及代谢功能

一、类固醇

皮肤、肝、脑等器官可将脱氢表雄酮羟化成7α-羟脱氢表雄酮，这些器官也能代谢血循环中无生物学活性的可的松为氢化可的松，并且这个过程是可逆的，这些糖皮质激素与相应的受体结合，产生生物学效应。

二、蛋白质和多肽

皮肤中可检测到多种蛋白质和多肽类激素，如α-MSH、神经生长因子、P物质、神经激肽A、血管活性肠肽、白介素、干扰素等多种细胞因子和生长因子，它们由皮肤的神经元、角质形成细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞、淋巴细胞、组织细胞、巨噬细胞等合成和分泌，这些细胞因子与其相应受体结合，产生一系列生物学反应，在皮肤的感觉形成、免疫反应、创伤愈合、细胞增殖与分化过程中起重要作用。

三、甲状腺激素

甲状腺激素在胚胎皮肤发育和成人皮肤功能的维持方面起重要作用。在胚胎期，甲状腺激素缺乏可导致毛囊、表皮、真皮的发育和分化障碍，甲状腺激素维持正常毛囊的生长、循环，影响真皮成纤维细胞的胶原、黏多糖代谢。有研究发现在人毛囊的上皮和真皮中均可检测到甲状腺激素受体，说明人皮肤是其靶器官之一。

四、维生素D

在表皮中有许多降解磷脂类物质的酶，如磷脂酶和碱性磷酸酶，可将底物降解成脂肪酸、甘油、磷酸和胆碱。固醇类物质如胆固醇可在表皮细胞中先转变成7-脱氢胆固醇，受紫外线照射作用后成为有活性的维生素D3
 ，后者与其受体结合，调控一系列基因，产生系列生物学作用，包括促进入体钙吸收、骨钙平衡、维持毛发生长周期、调节免疫、抗老化等作用。


 第八节　毛发和甲生理学

皮肤附属器包括毛发、甲、汗腺和皮脂腺等，具有重要的生理功能。汗腺和皮脂腺的功能已在本章第二节介绍。本节主要介绍毛发和甲的生理作用。

一、毛发生理

（一）毛发的种类　根据其长度与质地，可分为：①胎毛（lanugo hair），在胎内生长，细而软，无髓质和色素，一般在出生前4周左右脱落，但在某些遗传性疾病如胎毛增多症中，胎毛可终生存在；②毳毛（vellus hair），软而无髓质，偶见色素，常不超过2cm；③终毛（terminal hair），长而粗，有髓质和色素，如头发、睫毛、眉毛等，其中阴毛、腋毛等在青春期受雄激素刺激后才长出，男、女之间出现阴毛的时间还有一定差异，男性一般在13～15岁，女性则在11～13岁，腋毛一般在阴毛开始长出2后年才出现。

毛发的形态因种族不同而有一定差异，最明显的是头发，黄种人头发直而粗，黑种人头发极卷曲，甚至有时形成“胡椒粒”样发结，白种人头发则介乎前两者之间。从头发的横断面来看，黄种人毛发呈圆形，黑种人毛发呈卵圆形有时是扁平的，而白种人毛发呈卵圆形，且比黑种人毛发细，这主要是由毛囊的形态所决定的。黑种人毛囊呈螺旋状，黄种人毛囊完全垂直，而白种人毛囊则介乎前两者之间。

毛发的色泽可呈黑色、褐色、金黄色、红色、白色等，主要由毛囊基质处黑素细胞所合成的黑素多少而决定。

（二）毛发的分布　在人体除掌跖、指（趾）末节背面、唇红、乳头、龟头、包皮内层、小阴唇、大阴唇内侧及阴蒂外，几乎都有毛发。头发约有10万根，毳毛则以前额处密度最高，每平方厘米有400～450根，胸背部每平方厘米只有50～100根。毛囊在胚胎发育的第9周开始形成，至第22周即完成发育，在成人期毛囊不再有增加，而且随着年龄的增长，毛囊也逐渐减少。以头皮为例，20～30岁时每平方厘米有615个毛囊，30～50岁时减至485个，到80～90岁时只剩435个。

（三）毛发的生长速度　主要与下列因素有关：

1．部位　头发最快，每日生长0.35～0.37mm，头顶处则可达0.5mm，颏部每日为0.38mm，大腿处每日为0.21mm，而前额则为0.03mm。

2．性别　女性头发比男性长得快，青春期前男孩毛发的生长速度比女孩快；但从全身来看，男性毛发的平均生长速度比女性快。

3．年龄　若不考虑性别因素，15～30岁间毛发的生长速度最快。

4．季节　以头发为例，每年三月生长达高峰，九月为最低，此时每日脱发为60根。而且胡须及腿毛也有相似的季节变化。

（四）毛发的生长周期　毛发的生长呈一定的周期性，主要与毛囊本身的生长周期有关。一般分为生长期（anagen）、退行期（catagen）和休止期（telogen）。生长期又可分为Ⅰ～Ⅵ期，其中Ⅰ～Ⅴ期为前生长期（proanagen）、Ⅵ期则为后生长期（metanagen），前生长期中毛发尚位于毛囊内，至后生长期，发干即露出皮面。在整个毛发生长周期中，毛囊可发生显著的变化，生长期毛囊，可伸入皮肤深层即皮下脂肪层，退行期毛囊中角质形成细胞先出现核固缩，再发生凋亡，除基膜外整个毛囊可被吸收，而在休止期中内根鞘完全缺如。与此同时，毛发形态也产生变化，生长期毛发根部柔软，周围有白色透明的鞘包绕，毛球卷曲，而休止期毛发根部呈一头较粗的棍棒状，毛根周围无白色透明鞘包绕。

不同部位毛囊呈非同步生长，具有各自的周期。头发的生长周期较长，一般2～5年，退行期数天，而休止期约为3个月。除胡须外，其他部位的毛发整个生长周期仅几个月，而且大多数处于休止期。

（五）毛发生长的内分泌调节　主要的调节因素有甲状腺激素、性激素及糖皮质激素等。

1．甲状腺激素　一部分甲状腺功能减退症患者可伴有脱毛，其血清中蛋白结合碘水平下降，同时毛发的平均直径也减小，为0.04～0.06mm（正常时为0.08mm），脱毛以枕部、头顶最明显，给予甲状腺素治疗后又可恢复正常。

2．雌激素　其作用主要体现在妇女产后，因为产后体内激素水平发生剧烈变化，雌激素水平迅速下降，此时生长期与休止期毛发数量之比较低，休止期毛发数量占总毛发数量的15％左右，故在产后4～6个月可出现脱发。

3．雄激素　男性面部、躯干及肢端毛发与男女性的阴毛、腋毛的生长均受雄激素的控制，故可用抗雄激素制剂——氯烯亚甲孕酮醋酸酯来治疗女性多毛症；而对于头发，雄激素的作用则不相同，它对头皮部毛囊主要是“下调”作用。在雄激素原性脱发患者中雄激素水平较高，由于雄激素受体亚单位的聚集发生改变，加之5α-还原酶活性增强，故患者雄激素敏感性增强，引起脱发。

（六）毛发的成分与能量代谢　毛发主要由毛发角蛋白组成，毛发角蛋白属中间丝家族，分子量为4～6万，此外还有含硫量多的蛋白（分子量为0.9～2.5万）、含甘氨酸/酪氨酸较多的蛋白、含瓜氨酸的δγ谷氨酸酰赖氨酸交联蛋白，这些蛋白间存在较多的二硫键，使毛发具有一定的形状与质地。

毛囊中的能量主要由葡萄糖提供，有三个途径：糖酵解、磷酸戊糖途径及三羧酸循环。与肌肉相比，毛囊的糖酵解较快，磷酸戊糖途径活性较强。此外，生长期与休止期毛囊的能量代谢有较大差异，与休止期毛囊相比，生长期毛囊对葡萄糖的利用率增加200％，糖酵解增加200％，磷酸戊糖途径增加800％，呼吸链所产生的ATP增加270％。

二、指、趾甲生理

指、趾甲位于手指或足趾末端的伸面，主要组成部分为甲板，来源于表皮的角化上皮，除保护其下的皮肤不受伤外，指、趾甲还可帮助手指完成一些精细动作，而且现在认为指、趾甲在美容方面的作用比其生理功能更显重要。指甲每3个月长1cm，每个指甲的生长速度也不一致，而趾甲的生长速度为指甲的1/3。在幼年期，甲板相对较薄，而且可出现暂时性反甲，此外，92％的正常婴儿（8～9月龄）指甲可见一条横线（Beau线）。随着年龄的增长，甲板变白、透明、出现纵嵴，而且在部分人甲板中可见Pertinax小体，这种嗜酸性物质可能是角质形成细胞核的残留形式。

甲板的成分主要为角蛋白，分为三种，即原纤维状的低硫蛋白、球状的高硫基质蛋白和富含甘氨酸、酪氨酸的基质蛋白。甲板的硬度主要与高硫基质蛋白有关。甲板中含有大量磷脂，主要分布于背层和中间质，与甲的活动度有关，甲板中钙的重量约为0.1％，与磷脂结合存在。甲板高度脱水，形成孔状排列，对水的扩散常数比表皮大100倍，此外，甲板与甲母质中均无尿刊酸。甲板的厚度主要取决于生发细胞的数量，而与甲的生长速度无关。甲板呈扁平的原因则与细胞分化的方向、甲母质嵴突与乳头的方向及末端指（趾）骨的限制有关。

参考文献
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(1)
  Fick定律：Fs＝Q/At=KpCs。式中，Fs：单位时间、单位面积内物质的通透率；Q：溶质的通透量；A：薄膜的面积；t：时间；Kp：通透常数；Cs：薄膜两侧溶质的浓度。


第四章　皮肤生物化学


 第一节　皮肤的新陈代谢

皮肤作为人体最大的一个重要器官参与整个机体的一般新陈代谢过程，由于皮肤的特殊解剖结构和生理功能，它在生物化学代谢方面也有着许多特点。随着基础医学研究方法和技术的进展，皮肤的新陈代谢研究已深入到分子水平，从而为阐明许多皮肤疾病的发生机制和发展过程奠定了基础，在推动临床皮肤病学的研究中起着关键作用。

一、能量代谢

正常表皮的能量代谢比较活跃，与其再生速度较快相适应。皮肤和体内大多数组织一样，以葡萄糖或脂肪作为主要能量物质，供能的方式也存在有氧氧化（包括糖的有氧氧化、脂肪酸的β-氧化和氨基酸的氧化分解等）和糖的无氧分解（糖酵解）两条途径，后者在皮肤中（尤其是在表皮）特别旺盛，其速度在人体各组织中是最快的。在有氧条件下，表皮中50％～75％的葡萄糖通过糖酵解分解提供能量，缺氧时，则有70％～80％的葡萄糖通过无氧酵解分解提供能量，且同时产生乳酸。

皮肤中能量代谢的特点也表现在表皮酶含量的差异上。迄今为止已在表皮发现糖的有氧氧化和无氧酵解的全套酶系，包括琥珀酸脱氢酶、乳酸脱氢酶、细胞色素氧化酶、丙酮酸脱氢酶、糖原合成酶、葡萄糖磷酸化酶等，但表皮中丙酮酸脱氢酶含量较低而乳酸脱氢酶含量较高，使葡萄糖经分解代谢产生的丙酮酸脱氢氧化产生乙酰辅酶A进入三羧酸循环的速度减慢，有利于丙酮酸还原为乳酸进入糖酵解。

二、糖代谢

皮肤葡萄糖含量为3.33～4.50mmol/L，相当于血糖的2/3左右，表皮中含量又多于真皮和皮下组织。在某些疾病如糖尿病时，皮肤糖含量可升高，使皮肤对于真菌和细菌的易感性增加。皮肤中糖的主要功能是提供能量，此外还可作为黏多糖、脂质、糖原、核酸、蛋白质等物质在体内生物合成的底物。

（一）糖的分解代谢　表皮能有效地进行分解代谢，其分解通路主要有三条，即无氧酵解、有氧氧化和磷酸戊糖通路。

1．糖酵解　皮肤特别是表皮中糖的无氧酵解通路特别旺盛。生物化学和组织化学的研究资料表明，在表皮细胞的胞质中含有与糖酵解有关的全部酶类，包括直链淀粉-4，6-转糖苷酶、磷酸化酶、葡萄糖酸变位酶和烯醇化酶等，己糖磷酸激酶是该通路中三个关键酶之一，其活性的调节将直接影响到糖酵解的进行；灵长类动物大部分皮肤附属器均显示存在己糖激酶活性，而以头皮小汗腺胞质中最高；足底皮肤中己糖激酶活性呈现区域性差异，以基底细胞和棘细胞最强，角质层细胞最弱，表明糖代谢的活力随表皮细胞的角化而逐渐减弱。从己糖激酶的调节作用来看，表皮对葡萄糖的利用受二磷酸腺苷（adenosine diphosphate，ADP）局部浓度的控制，任何降低ADP的过程（如糖酵解、三羧酸循环等）都可使细胞内葡萄糖耗量增加。

2．三羧酸循环　即糖有氧氧化通路的最后一个阶段。在有氧条件下，表皮细胞内糖酵解产生的丙酮酸从胞质进入线粒体，线粒体内膜含有的丙酮酸脱氢酶系催化丙酮酸脱羧生成乙酰辅酶A，然后进入三羧酸循环，彻底氧化成CO2
 和水，并产生大量三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP），在此过程中还产生大量烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，NADH）和琥珀酸，它们在维持表皮细胞线粒体内外的氧化还原电位中起着十分重要的作用。

3．磷酸戊糖途径　是糖的分解代谢的一条旁路，它提供一条糖代谢的弹性途径，以适应表皮的不同分化阶段。已有证据表明，此通路在表皮上层内进行。来自真皮血管的氧供应几乎难以达到表皮上层的几层细胞，此通路通过将烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，NADP＋
 ）还原成还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide adenine dinucleotide 2'-phosphate reduced tetrasodium salt，NADPH）而保证了缺乏分子氧时也能顺利进行氧化反应。用组织化学定量测定此通路的一个关键酶——6-磷酸葡萄糖脱氢酶活性，发现在颗粒层甚薄的表皮区以及活表皮细胞与死表皮细胞之间转变很快的表皮区不能检出此酶活性，但在掌跖表皮、毛发的角质生成区与银屑病患者表皮等处，这种酶含量较多，证实了有磷酸戊糖途径的存在，说明在表皮越厚的区域，组织缺氧的程度越大，就越可能从糖酵解转向磷酸戊糖通路。由于此通路的酶类存在于胞质的可溶部分，当线粒体丧失能力直至细胞死亡时，磷酸戊糖通路将发挥主要作用。此通路的其他重要生理功能是提供NADPH，后者可在表皮脂肪酸和胆固醇等生物合成过程中作为供氢体。

（二）糖原的合成与分解　正常表皮细胞只含有少量糖原，皮肤中的糖原是糖代谢的合成产物，应用PAS反应在组织切片中很容易得到证实。人皮肤糖原含量在胎儿期最高，以后逐渐降低，直至成人期达到低值，一般不超过体重的0.1％，通常约为0.08％，主要分布在颗粒层，棘层上部亦有少量，角质层内极少，棘层大部及基底层中不含糖原；皮脂腺边缘的未分化腺细胞内较多，腺细胞成熟后含量减少，汗腺管的基底层细胞内含量也较多，汗腺分泌细胞活力增加时则减少，毛发内外毛根鞘含量较多，在毛发生长时显著增加，休止期则明显减少。人体表皮细胞具有合成糖原的能力，创伤后4小时表皮基底细胞中即可检出糖原，8～16小时达高峰，然后逐渐降低。在表皮细胞的滑面内质网中具糖原合成酶及分支酶等，可通过磷酸葡萄糖或经糖醛酸途径合成。

皮肤内糖原的降解是一个复杂的过程，磷酸化酶是关键酶，受环磷酸腺苷系统的控制，凡能使细胞内环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）增加的信号均能导致磷酸化酶活化，进而促使糖原分解加速。这一过程受血循环中肾上腺素、胰岛素、胰高血糖素等调节。

三、脂质代谢

（一）皮肤的脂质成分　表皮脂质成分为其干重的10％，真皮脂质成分仅为其干重的4％，且随皮脂腺和毛囊数不同而有所差异，每个皮脂腺约含脂质10μg。皮肤表面脂质（皮面脂质）的量决定于皮脂腺脂质和表皮脂质，也随皮脂腺分泌脂质（皮脂）的量及脱落的表皮细胞数目而变化。在皮脂腺丰富的部位如头皮、前额和上背部，皮面脂质中90％来源于皮脂腺。

皮面脂质的脂肪酸含量相当恒定，其中C10
 ～C18
 脂肪酸不随性别、月经期、皮肤部位或时间等而改变，而脂质成分则随着性别而存在差异，一般女性含较多甘油三酯，男性则含较多的磷脂和胆固醇。

（二）皮脂脂质和表皮脂质的成分　皮脂脂质成分和表皮脂质成分主要含：鲨烯、蜡酯、甘油三酯、胆固醇游离脂肪酸和磷脂等。两者的主要差异是：皮脂脂质中含有表皮脂质中明显缺乏的鲨烯、蜡酯、甘油三酯和游离脂肪酸，而表皮脂质中却含有皮脂脂质中较少的磷脂和固醇类，后者是表皮脂质的主要成分，约占中性脂质的20％，其中大部分为胆固醇；某些胆固醇脂质（如硫酸胆固醇）与角蛋白纤维关系密切；表皮中可测得7-脱氢胆固醇，说明表皮是合成维生素D前体的场所。皮脂脂质和表皮脂质中脂肪酸含量均占约60％，这些脂肪酸可以游离或酯化形式（如磷脂、中性甘油酯、胆固醇酯和蜡酯等）出现，其中主要是C16
 和C18
 ，且均有单烯、双烯和多不饱和脂肪酸。

核素掺入研究显示，皮肤脂质中上述各种成分均能在体内合成。当大量限制热量供应时，人体表皮脂质合成将有显著变化，但皮脂脂质则较少受影响。

（三）皮脂腺的脂质代谢　皮脂是皮脂腺中脂肪细胞的最后分化产物，在完整的皮脂腺细胞中合成的脂质成分不同于皮脂细胞在分化期间的产物，也不同于皮脂被转运入毛囊内的脂质成分。实验测定发现皮面脂质中富含游离脂肪酸，而在完整的皮脂腺细胞及完整的腺体中含量极微；皮面脂质及粉刺内的游离脂肪酸来自皮脂腺中的甘油三酯，是在毛囊皮脂腺内的细菌（主要是丙酸棒状杆菌）分泌的脂肪酶作用下形成的。随着皮脂腺细胞分化以及皮脂转入毛囊内，固醇类的酯化也有增加，皮脂脂质中酯化的固醇类占50％甚至更多，而在表皮脂质中却不到30％，皮脂中特有的蜡酯和鲨烯是皮脂细胞在脂质发生中的固有成分。

（四）表皮的脂质代谢　表皮细胞在分化的不同阶段，其脂质的组成有显著差异。在人类表皮中，与处于增殖和分化期的基底层及棘层细胞中的脂质相比，死亡的角质层细胞和衰老的颗粒层细胞中固醇类较高而磷脂缺乏，在角质层中尚积聚有蜡酯和脑酰胺。这些发现提示表皮脂质代谢的主要特征是磷脂水解和在角化末期的中性脂质集聚，这些在皮面中显著潴留的中性脂质是细胞分化、最终死亡引起的副产品，在对水和电解质的屏障中也起着一定的作用。

在人和动物的大多数正常表皮中，磷脂集中分布于颗粒层区而角质层所含甚少。颗粒层的磷脂有两个来源，一是角质形成细胞的细胞器在酸性水解酶作用下释放，二是在表皮上层中通过磷酸戊糖通路能进行有效合成，通路中必需的α-磷脂甘油脱氢酶已在某些部位皮肤的上层表皮中被检出，表明该处的磷脂合成相当活跃。类固醇占表皮脂质的10％～15％，其中90％以游离形式存在，余为酯化的类固醇，76％类固醇又以胆固醇形式存在。皮肤表面有许多不同的类固醇物质，绝大多数都是由皮脂腺分泌而来，少数来自表皮。表皮脂质膜中10％～20％为鲨烯及胆固醇，鲨烯是合成人皮肤固醇的直接前体，类固醇的合成部位是在细胞内质网，它含有把乙酸转变为鲨烯的酶，在某些细胞内还有所需的辅酶。人体皮肤的表皮极易使14
 C-乙酸转变为14
 C-胆固醇，而在含有皮脂腺的真皮中只生成少量胆固醇，却有14
 C-鲨烯聚集，提示人类皮脂本身含有大量的鲨烯，胆固醇则很少。人体表皮脂质膜中的胆固醇大部分来自于表皮细胞。

在表皮中有许多降解磷脂类物质的酶（如磷脂酶和碱性磷酸酶），可将底物降解成脂肪酸、甘油、磷酸和胆碱。固醇类物质如胆固醇可在表皮细胞中先转变成7-脱氢胆固醇，受紫外线照射作用后成为有活性的维生素D3
 。表皮不能彻底分解胆固醇的畄核，少量胆固醇与其还原产物二氢胆固醇可以皮脂的形式由皮肤分泌出来，较少量的胆固醇和胆固醇酯还可随同表皮细胞的脱落而排出体外。

（五）皮肤中的脂肪代谢

1．脂肪的合成　主要在表皮细胞中合成，表皮细胞滑面内质网的胞质侧含有合成脂肪酸的转酰酶，可合成软脂酸和硬脂酸，继而经脱饱和反应产生小部分不饱和脂肪酸。亚油酸和花生四烯酸是表皮中最主要的必需脂肪酸，它们均只能来源于食物，二者经肝细胞合成为甘油三酯并形成脂蛋白（低密度脂蛋白）并通过血浆进入皮肤。血浆脂类和脂蛋白代谢异常时导致的各型高脂蛋白血症及血清蛋白代谢异常均可使脂质局限性沉积于真皮而被组织细胞吞噬，引起临床上的皮肤黄色瘤损害。发疹性黄色瘤几乎无例外地在高乳糜微粒血症时发生，于高乳糜微粒血症消除后一段时间内消失；结节性发疹性黄色瘤的发生是乳糜微粒、低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白残余颗粒或它们的组分在组织中沉积的结果，而在黄色瘤病谱的结节后期是由于低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白残余颗粒或其组分沉积所导致。

2．脂肪的分解　表皮脂类总量的45％为甘油三酯，这些表皮脂肪的氧化分解与其他组织相同，在胞质中水解为甘油和脂肪酸，前者经磷酸化后进入糖代谢通路，后者经酰化后借线粒体内膜中的肉碱转运至线粒体内，在线粒体内酶、辅酶A、ATP等参与下以脂酰CoA的形式经β氧化产生大量的NADH和FADH后进入三羧酸循环。必需脂肪酸中的亚油酸可和表皮细胞膜的磷脂发生酯化以维持皮肤的屏障作用；花生四烯酸则可作为合成前列腺素（PG）和其他二十碳四烯酸代谢产物的前体。

3．花生四烯酸的代谢　花生四烯酸是人类皮肤中最常见的脂肪酸衍生物活性物质的前身物质，为一种二十碳不饱和脂肪酸，存在于含微粒体细胞的细胞膜磷脂的β位上，可通过环氧合酶和脂氧合酶两条途径形成PG、LT以及二十碳四烯酸等各种代谢产物。

花生四烯酸在脂过氧化酶的作用下形成氢过氧化二十碳四烯酸，并进一步被代谢成羟二十碳四烯酸和白三烯（LT）。已证明在人类皮肤中羟二十碳四烯酸的合成非常活跃，这些衍生物多数在体外对中性粒细胞和嗜酸性粒细胞有明显的趋化性；LT中的LTB4
 是由环氧化物水解酶作用于LTA4
 形成的，已证明为已知最强的内源性趋化剂之一，能使血管通透性增强，中性粒细胞聚集并附着于血管壁，还可进入血管壁并位于内皮细胞下并活化脱颗粒，产生过氧化物引起内皮细胞损伤。

前列腺素（prostaglandin，PG）是一类具有二十碳原子的不饱和脂肪酸，以前列腺酸为基本骨架，具有一个五碳环和两条侧链。在人类皮肤中，PG参与表皮中环核苷酸的代谢和正常细胞分裂以及分化的调节。

（六）皮肤脂质的异常　干扰胆固醇合成的药物，如氨氯三苯乙醇可诱发鱼鳞病样表现同时伴脱发。脂肪酸代谢障碍往往伴表皮增殖、角化过度和经表皮丧失水分的增多，提示角化层屏障功能丧失。在这种疾病中，必需脂肪酸如亚油酸和花生四烯酸减少或缺乏。在Refsum综合征中，由于脂肪酸被植烷酸所替代，也呈现有表皮增殖和角化过程的显著改变。表皮中这些异常脂质的存在或是必需脂肪酸的缺乏，影响了前列腺素的合成，从而可引起一系列其他的改变。

四、蛋白质代谢

皮肤的蛋白质主要由表皮蛋白质和真皮蛋白质组成，其代谢情况分述如下。

（一）表皮蛋白质　表皮中的蛋白质有纤维性蛋白和非纤维性蛋白。纤维性蛋白主要是角蛋白，它是表皮细胞、毛发和甲的结构蛋白。非纤维性蛋白则参与角化过程以外所有其他的细胞功能。（角蛋白代谢详见第五章第一节）

非纤维性蛋白包括富含组氨酸蛋白质和角层碱性蛋白：前者存在于颗粒层细胞的透明角质颗粒中，是磷酸化的，到达角质层时失去磷酸化转变为角层碱性蛋白；后者和角质层细胞中的角蛋白细丝相互作用，并促进细胞聚集，故又称细丝聚集蛋白。

（二）真皮蛋白质　主要是结缔组织纤维中的蛋白质，包括胶原和弹力蛋白。基质中主要是黏蛋白。基质膜中则含糖蛋白，如板层素、纤维连接素、类天疱疮抗原等，其功能为促进细胞与Ⅳ型胶原的黏附。

（三）皮肤中的蛋白水解酶　皮肤中的蛋白水解酶通过催化多肽链的水解而降解皮肤中的蛋白质。其种类繁多，但缺乏严格的底物特异性，常分为两类：肽链内切酶和肽链外切酶。在人类皮肤中发现和提纯的肽链内切酶，有酪蛋白水解酶、糜蛋白酶、胰蛋白酶、胶原酶、白明胶酶和弹力蛋白酶、激肽释放酶、C1
 -酯酶、纤维蛋白溶酶、组织蛋白酶、钙离子激活蛋白酶等。肽链外切酶有氨肽酶、羧肽酶、二肽基肽酶和二肽酶。皮肤中的蛋白水解酶在正常情况下参与细胞与细胞外的结构物质代谢，还参与皮肤病发生发展过程中的许多病理生理过程，如皮肤的炎症过程和细胞功能的调节。

五、水和电解质代谢

皮肤是人体内的一个主要贮水库，大部分水分贮存在真皮内，一个体重65kg的人，皮肤含水量可达7.5kg，儿童特别是婴儿的皮肤含水量比例则更高；在失水条件（如严重腹泻、呕吐等）下，皮肤内水分释出可起到一定程度辅助调节体内水分贮藏的作用。

皮肤也是人体电解质的重要贮存库之一，大部分电解质贮存在皮下组织内，如钠、钾、镁、氯、钙、磷以及一些微量元素等，这些电解质的含量约为皮肤重量的0.6％。皮肤受损或在各种炎症性皮肤病（如急性湿疹、接触性皮炎）时，水分及钠盐增加，随之氯化物也增加，水及钠均有明显增加；在脂溢性皮炎、玫瑰糠疹、扁平苔藓、银屑病及剥脱性皮炎的皮损中，水和盐的含量也均增高，这种变化在限制性饮水及进低盐饮食时可变得不明显，对皮肤炎症的消退起着有利作用；在某些慢性炎症性皮肤病如寻常性狼疮中，水、钠及氯化物均较高而钾变化较少，有一定意义；一般在皮炎性皮肤病中，随着钠、氯的增加，钾往往降低，但银屑病由于皮损棘层肥厚，含钾的表皮细胞明显增殖，钾的含量可有明显增加。


 第二节　皮肤色素沉着与调节

黑素细胞起源于神经嵴，分布于表皮基底层和毛囊，与周围角质形成细胞构成表皮黑素单位，HE染色显示细胞质透明，多巴染色阳性。黑素细胞在表皮内的密度随人种和部位不同而有所差异，平均1500个/mm2
 左右，以暴露部位和外阴部较密。电镜下黑素细胞没有张力微丝，有发达的Golgi体，并可见成熟过程中各个阶段的黑素小体。

一、皮肤的颜色

正常皮肤的颜色是由四种生物色素构成：褐色的黑素、黄色的胡萝卜素、红色的氧合血红蛋白和蓝色的还氧血红蛋白。其中胡萝卜素为外源性色素，不能由人体自身合成，分布于表皮和皮下脂肪，其余三种均为内源性色素，由机体自身合成。黑素分布于表皮，血红蛋白位于真皮。黑素是皮肤颜色的主要决定因素。

（一）黑素小体　黑素细胞位于表皮基底层，其树突可伸入生发层而将黑素小体转运至角质形成细胞。不同部位的表皮黑素单位的活性有所不同，黑素小体转运至角质形成细胞后，即被膜包裹形成次级溶酶体。黑种人皮肤及黑色、棕色毛发中，黑素小体较大，在角质形成细胞中不聚集，胞核上的帽状结构很少见，不易被酸性水解酶降解，因此色素较深；相反，白种人皮肤黑素小体相对较小，多成群，并与次级溶酶体融合形成黑素小体复合物，在角质形成细胞核上形成帽状结构，易被酸性水解酶降解。黑素细胞具有合成酪氨酸酶的活性，后者进入黑素小体后，可启动黑素的合成和贮存。黑素合成是一个多步骤的酶促生化反应，有着复杂而精细的调控。酪氨酸酶是黑素合成的关键酶，该酶催化黑素合成早期限速步骤，即底物酪氨酸羟化和多巴氧化。黑素合成的速率与酪氨酸酶的量和活性直接相关。细胞骨架成分在促进黑素小体的转移中发挥重要作用。

（二）黑素小体向角质形成细胞的移行　黑素细胞以胞吐的方式释放黑素小体，继而被周围的角质形成细胞吞入胞内。黑素小体进入角质形成细胞后，有选择地向细胞的表皮侧移动，一般聚集在角质形成细胞核的上方，随着角质形成细胞到达角质层，黑素小体结构也不断降解，并最终消失。

（三）黑素的排泄　被摄入角质形成细胞的黑素小体通常从基底细胞向棘层细胞、颗粒层细胞移行，最后到达角质层，随角质层细胞脱落而消失，部分在表皮被角质形成细胞的溶解酶消化而消失；黑素颗粒也可从黑素细胞直接或被基底细胞吞入后向真皮内移行，被组织细胞吞噬后从淋巴管排出。病理情况下，真皮内有大量的色素颗粒，组织学上称为色素失禁。

二、黑素沉着的调节

各种因素可通过作用于黑素细胞本身、酪氨酸酶的活性或黑素小体向角质形成细胞移行三个阶段而影响皮肤色素的状态。

（一）遗传　遗传因素决定种族固有的肤色。当皮肤受阳光照射，或由于促黑素细胞激素（MSH）及促肾上腺皮质激素（ACTH）水平增高，可使皮肤颜色加深，这种可变肤色也在一定程度上受基因调控。

（二）激素　MSH、ACTH和雌激素等均能调节黑素代谢，影响黑素沉着。

（三）紫外线　紫外线对黑素系统有广泛的影响，能促进MSH分泌、增强MSH受体活性和激活黑素细胞。有研究显示紫外线照射后皮肤内皮素、酪氨酸酶相关蛋白-1和IL-2三种基因表达水平均增加。紫外线辐射诱导蛋白酶活性受体-2（PAR-2）的活性增加，PAR-2活化后角质形成细胞突出膜数量和长度增加，从而引起黑素小体传递过程增强，进而使皮肤色素增加。

（四）年龄　人类一生中，黑素变化的规律大致可分为新生儿期、婴儿期、幼儿期、发育期、中年期和老年期，随着年龄的增长，皮肤和毛囊内有活性的黑素细胞数量逐渐减少，在非曝光部位，皮肤内黑素细胞每十年降低8％～10％。年龄与黑素细胞变化最明显的例子是老年人头发变灰。很多色素性皮肤病的发病与年龄也有一定的关系。

（五）炎症　炎症对皮肤色素的影响包括色素沉着或色素脱失。皮肤炎症时所释放出的炎症介质对黑素细胞功能有重要影响，同时在炎症性皮肤病中黑素细胞也能分泌一些炎症介质参与炎症过程。

（六）自由基对黑素细胞的影响　黑素细胞对外源性H2
 O2
 和内源性氧自由基损伤非常敏感，可能与缺乏过氧化氢酶、过氧化物酶和超氧化物歧化酶（SOD）有关。

（七）其他因素

1．巯基　表皮中正常存在的巯基能与酪氨酸酶中的铜离子结合而抑制其功能。正常时巯基与酪氨酸酶间经常保持一定的平衡关系，任何使表皮内巯基减少的因素如紫外线照射、炎症等均可使黑素生成增多。

2．神经因素　神经冲动对黑素的形成有一定影响，交感神经过度兴奋时产生黑素抑制因子，对MSH有拮抗作用而使色素减退；副交感神经则可使色素增加。一些动物（如某些鱼类、蛙、蜥蜴等）肤色迅速变化也与神经调控有关。

3．微量元素　铜、锌离子参与黑素的形成，在黑素代谢中起触酶作用，若缺乏可使动物毛变白；某些金属如铁、银、砷、汞、铋、金等可与巯基结合，使酪氨酸酶活性增强而使色素增加。

4．维生素　复合维生素B、叶酸能促进氧化可使色素增加；泛酸参与酪氨酸酶的合成；维生素C为还原剂，在黑素代谢中可使深色氧化型醌式产物还原，从而使色素减退；维生素E为抗氧化剂，可使色素减退；维生素A缺乏可使巯基消耗而引起色素沉着；烟酸缺乏可增加对光敏感性而出现色素沉着。


 第三节　皮肤内的有关介质

在皮肤病的发生发展中，有很多介质参与这些过程。介质是贮存于细胞内或体液内的非活性物质或属于酶的前体。当机体发生体液性或细胞性免疫反应时，则可引起介质的激活或释放，从而作用于效应细胞的受体，发生种种复杂的生理作用或组织损伤。皮肤中存在的主要是炎症介质。炎症介质是炎症过程中形成或释放并参与炎症反应的活性物质。炎症介质的种类繁多，许多细胞因子可以是良好的炎症介质，其他的主要介质可分为四类（表1-4-1）。

表1-4-1　主要炎症介质
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一、血管活性物质

（一）组胺（histamine）　是最早发现的一种炎症介质，由左旋组氨酸脱羧后生成。组胺生成后储存于肥大细胞和嗜碱性粒细胞的颗粒中，占颗粒内容物重量的10％。组胺在颗粒中以肝素结合的形式存在，当通过脱颗粒作用释放到细胞外时，组胺与肝素分离，发挥活性作用。

组胺通过三种不同的靶细胞受体发挥生理作用，这些受体分别命名为H1、H2和H3，各自的组织活性见表1-4-2。近年研究表明还有第四种组胺受体H4，其作用尚不明了。

表1-4-2　组胺受体及其活性
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组胺在炎症中的作用主要由H1
 受体介导，治疗过敏反应的抗组胺药物也是通过选择性地阻断H1
 受体而发挥作用。H2
 受体可被西咪替丁和雷尼替丁阻断，临床上常用来治疗消化性溃疡。H3
 受体活化能抑制组胺的合成和释放，使组胺的致炎作用减弱或消失；这是机体生理平衡需要的一种自限方式。

引起组胺释放的因素很多，主要是IgE介导的反应；某些理化因素也可诱导组胺释放。组胺的半衰期较短，为30～60分钟；之后便被组胺酶及N-甲基转移酶和单胺氧化酶作用，转化为各种无活性的代谢产物随尿排出。

组胺在炎症中的作用如下：

1．舒血管活性　组胺可引起微动脉舒张，使毛细血管前阻力降低；使毛细血管后微静脉的通透性增强，血中大分子物质渗出；这些变化导致局部充血水肿，严重时发生休克。

2．非血管平滑肌收缩　组胺可使多种组织的平滑肌收缩，支气管平滑肌对组胺尤为敏感，实验动物可因支气管痉挛而致死。这是引起支气管哮喘的主要机制。

3．腺体分泌增加　组胺能引起胃酸大量分泌，其机制是与H2
 受体结合激活了腺苷酸环化酶，使细胞内cAMP水平升高，因其胃壁细胞分泌增加。组胺对其他消化腺、支气管腺和泪腺也有较弱的作用。

4．致痒作用　组胺刺激神经末梢可引起皮肤发红和瘙痒，这是过敏反应常见的症状。

（二）5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）　5-HT来源于肠黏膜的肠嗜铬细胞和肥大细胞、血小板和嗜碱性粒细胞。由色氨酸羟化和脱羧而成，储存于血小板的颗粒中。血小板激活因子能促使其释放，5-HT可能以失活状态大量与细胞内线粒体结合，在精神因素、体液因子如血小板激活因子等作用下，出现具有生物活性的5-HT。5-HT能收缩血管平滑肌，使毛细血管扩张和通透性增高，5-HT对皮肤的红斑、水肿、发绀、出血、疼痛及瘙痒有一定作用，H1
 受体拮抗剂均有抗5-HT作用。由于血脑屏障的存在，血液中的5-HT很难进入中枢，因此中枢和外周神经的5-HT分属两个功能不同的独立系统。在脑内5-HT可参与多种生理功能及病理状态的调节，如睡眠、摄食、体温、精神情感性疾病的调节。

（三）花生四烯酸代谢产物　花生四烯酸为二十碳不饱和脂肪酸，它可经磷脂酶C和二酰甘油酯酶的作用从膜磷脂释放出来，也可经脂酶A2直接作用于膜磷脂而产生。花生四烯酸的代谢产物有多种，主要可分为两类：经环氧化酶作用产生的前列腺素（prostaglandin，PG）类和经脂氧化酶作用产生的白三烯（leukotrienes，LT）类。这类物质不是储存性介质，是在过敏反应发生后才产生的。

（四）血小板激活因子（platelet activating factor，PAF）PAF可凝聚和活化血小板，使其释放活性胺类，引起毛细血管扩张和通透性增强；可激活中性粒细胞和嗜酸性粒细胞，是已知的最强的嗜酸性粒细胞趋化因子；注入皮肤可引起红肿和白细胞浸润；吸入时可引起急性的支气管收缩。PAF正常情况下以一种非活化形式储存于细胞中，细胞活化时释放出来，经磷脂酶D作用后失去活性。

（五）激肽　激肽系统包括一系列具有化学趋化性、血管活性和平滑肌收缩功能的血浆蛋白，习惯上包括缓激肽、胰激肽、血管紧张素和P物质（substance P，SP）。它们是由活化的Hagemann因子作用于激肽释放酶原形成激肽释放酶，激肽释放酶作用于激肽原而形成激肽，其中缓激肽是一种9肽，由激肽原经激肽释放酶转变而来，是已知的最强的血管扩张剂之一，具有引起平滑肌收缩，增加血管通透性，使肥大细胞脱颗粒，增强组织水肿和引起疼痛等效应。

（六）蛋白酶　蛋白酶不但本身能增加毛细血管通透性，还能通过激活其他血管活性介质而参与炎症过程。蛋白酶也是一种趋化性介质，能趋化中性粒细胞。另外，蛋白酶能引起组织损伤。有的蛋白酶又是一种蛋白酶抑制剂，与皮肤分泌的其他抗蛋白酶因子一起，参与炎症反应的调节。

（七）感觉神经肽　感觉神经肽是一组由感觉神经末梢释放的肽类物质，主要包括SP、神经激肽（neurokinin，NK）A、B及降钙素基因相关肽（calcitonin gene related peptide，CGRP）等。

感觉神经肽具有明显的促炎作用，能通过轴突反射机制引起神经源性炎症和加重炎症反应。CGRP对人皮肤是一种很强的血管扩张剂，大剂量时引起血管壁通透性增加，形成荨麻疹。在致炎因子作用下，从感觉神经末梢释放的SP，能使邻近的肥大细胞释放组胺，而组胺和激肽等炎症介质又可刺激感觉神经末梢释放SP。

二、皮肤中的化学趋化因子

趋化因子（chemokine）是能使细胞发生趋化作用的细胞因子总称，由中性粒细胞、单核细胞等多种细胞分泌产生。趋化因子与其受体相互作用，在多种炎性疾病中起重要作用，这些细胞因子还能影响血管增生、胶原合成以及造血干细胞的增殖等过程。

三、皮肤中的神经介质

大量研究显示神经-内分泌-免疫三者之间有密切联系。这些研究促使人们探讨皮肤变态反应包括速发型和迟发型变态反应的发病机制、皮肤炎症性疾病的产生以及神经肽在其中的作用。

皮肤中存在至少50余种包括神经肽类和神经激素在内的各种神经介质。正常人皮肤组织神经纤维中含有许多种神经肽，其中包括P物质、神经肽A、神经肽Y、血管活性肠肽、氨基端组织酸、羧基端蛋氨酸多肽、促生长素抑制素、神经降压素、降钙素基因相关肽、胃泌素释放肽和缓激肽。神经激素包括催乳素、促黑激素、促肾上腺皮质激素、儿茶酚胺、脑啡肽、内啡肽、乙酰胆碱等。

四、免疫系统和神经系统的相互作用与调节

机体是一个统一而复杂的整体，体内各个系统虽然有各自独特的生理功能，但其生理活动及对外界的反应不是各自孤立进行的，它们都受神经、内分泌系统的支配。神经系统通过其广泛的外周神经突触及其分泌的神经递质和众多的内分泌激素，甚至还有神经细胞分泌的细胞因子，共同调控着免疫系统的功能；而免疫系统通过免疫细胞产生的多种细胞因子和激素样物质反作用于神经、内分泌系统。这种双向的复杂作用使各系统内或系统之间得以相互作用或调节，形成一个完整的调节回路，被称为“神经-内分泌-免疫网络”。

神经系统和免疫系统并非两个完全相互独立的系统，而是密切相关，并且两系统之间通用细胞因子和神经递质的共同语言。已证明人类神经介质和神经激素（包括其相应的受体）在表皮和真皮都有表达；甚至短暂出现在皮肤中的免疫细胞上也有表达。这些事实提示神经免疫皮肤系统（neuroimmuno-cutaneous system）的存在。


 第四节　皮肤中的受体

皮肤组织是大量的化学信号物质的作用靶位，例如，毛囊和皮脂腺是雄性激素作用的靶位，黑素细胞受垂体的多肽激素的影响。传统认为，激素物质是特殊的无管腺体分泌到血流中的一种物质。目前，皮肤和其他组织已不再被简单地认为只是这些物质作用的靶位，皮肤等组织不但能接受，同时还参与形成和释放信号物质，从而成为这些信号网络中的一个重要成员。因此从广义的角度来看，皮肤组织不但是激素作用的靶位，同时也是激素的生产者，具有内分泌的意义。

受体是细胞表面或亚细胞组分中的一种分子，可以识别并特异地与有生物活性的化学信号物质（配体）结合，从而激活或启动一系列生物化学反应，最后导致该信号物质特定的生物效应。

根据受体在细胞中的位置，可以分为细胞表面受体（水溶性多肽激素）和胞内受体（如甾类激素等）。它们参与不同的信号传导途径。

甾类激素的受体存在于细胞质中。甾类激素受体的氨基酸数目从400到900不等，都具有一个高度保守的富含半胱氨酸的区域，它由70～80个氨基酸组成二个“锌指结构”的重复单位。不同甾类受体的共同特点是有三个功能区：富含Cys、具有锌指结构的DNA结合区（C区）；C端的激素结合区（E区）及N端的受体调节区（A/B区）。A/B区具有一个转录激活结构（另一个在E区），而且决定启动子专一性和细胞专一性，即它在选择激活不同靶基因，决定激素多样性上有重要意义。E区除激素结合域外还有与转录激活、受体二聚化及抑制蛋白结合的结构域。

一、糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR）

特异的糖皮质激素受体在人类的表皮、真皮、培养的角质形成细胞和成纤维细胞中已得到证实。它广泛地分布于体内各部位：肝、脾、肾小管、胎盘、外周血细胞及皮肤，受体主要位于细胞质中。与受体的结合能力表皮要高于真皮。糖皮质激素对靶细胞的治疗效应必须通过特异性受体的介导来实现。GR和甲状腺激素受体、维A酸受体、性激素受体等均属于核激素受体超家族的成员，这类受体是一种配体依赖的转录活化因子。GR包括GRα和GRβ，两者为GR基因同一转录产物通过不同的剪切方式剪切的结果。

GR是由多肽链组成的酸性蛋白质分子，已查明其完整的氨基酸排列。其等电点为5.8，分子量为40～95kD，动力黏度为3.5～6.0nm。具有三个独立的功能区：激素结合部（在氨基端）、DNA结合区（在分子的中端）和抗原决定簇（位于羧基端）。糖皮质激素受体的基因定位于第5号染色体上，通过磷酸化作用而转化为有活性形式，脱磷酸则失去活性。

二、性激素受体

性激素的生理作用主要为促进性器官的生长发育，促进蛋白质的合成等；性激素的这些作用均是通过性激素受体来介导的。性激素（雄激素、雌激素及孕激素）受体均为核受体超家族成员。皮肤及其附属器是性激素的靶器官之一。

性激素受体是一类可溶的酸性糖蛋白分子，很易变性，如受热、蛋白酶和不适当的pH均可减低其活性。在靶细胞内，性激素具有活化与非活化两种状态，并且有单体、二聚体和四聚体三种形式。它们有三型结合点：Ⅰ型为经典型受体，Ⅱ型和Ⅲ型作用不明。靶组织中性激素受体单体分子量：雌性激素受体70kD，雄性激素受体66kD，孕激素A亚基70～94kD、B亚基100～120kD。不同方法所测得的分子量可能不完全相同，这可能与受体所处状态、型别及受体的加工与修饰有关。性激素受体有三个功能区：羧基末端含有性激素结合区和一个二聚化区，中央区形成两个锌指结构为DNA结合区，氨基末端为受体的高变区决定其种类特异性。

（一）雄性激素受体　皮脂腺、一些毛囊和顶泌汗腺是雄性激素的特异靶位。一些皮肤疾病，如寻常痤疮、化脓性汗腺炎、男性脱发和妇女男性型脱发等疾病是雄性激素依赖性的。

雄性激素受体是雄性激素依赖的毛发生长所必需的，因为口服抗雄性激素药物能抑制体毛，而且在一些遗传性疾病中，如XY型合子的睾丸女性化患者，发展为女性表现型，因为他们缺乏雄性激素受体，即使在血浆中有高出正常2～4倍的睾酮，仍然缺乏阴毛。在这种个体中，一些雄性激素依赖的地方，如阴阜部位，皮肤似乎缺乏5α-还原酶。

（二）雌性激素受体和孕激素受体　有关雌性激素对皮肤的作用尚不明确。迄今能证实雌性激素在维持真皮和骨胶原以及增加基础物质的合成方面具有作用。给予药理剂量的雌性激素能抑制皮脂腺的分泌。已发现无论女性或男性痤疮患者，其雌性激素受体都较正常水平高。已发现在皮肤细胞胞质中有孕激素受体存在，胸部受体水平最高，阴阜部最低。但是，孕激素对皮肤的作用不清楚。

三、维A酸受体（retinoic acid receptors，RARs）

维A酸（retinoic acid，RA）类化合物是一组与维生素A结构上类似的具有生物学活性的化合物，在脊椎动物的发育、细胞分化和维持体内平衡中发挥广泛的效应。人工合成维A酸及其内源性类似物全反式RA在活体内外对表皮角质形成细胞的功能均有极大的影响，RA与其核受体结合发挥生物学作用，在皮肤科RA具有广泛而重要的作用，在治疗诸如银屑病、皮肤肿瘤、角化性皮肤疾病、色素沉着性疾病以及寻常痤疮等疾病中，RA具有明确而重要的疗效。

RA作用的介导与两类特异性结合RA的细胞内蛋白相关：一类是RA受体RAR和RXR，属于核受体超家族。RAR与RXR之间组成的异二聚体或同二聚体可结合于不同靶基因的启动子区域。另一类是胞质RA结合蛋白（cytoplasonia retinoic acid binding protein，CRABP），CRABP是小分子量蛋白，发现于所有的脊椎动物并且在物种间高度保守。

（一）维A酸结合蛋白　在脊椎动物，CRABP包括两类同源蛋白CRABPⅠ和CRABPⅡ。在成人，CRABPⅠ几乎存在于所有细胞中，而CRABPⅡ则主要在皮肤、子宫、卵巢和脉络膜丛中表达。CRABP在胞质中保护和转运其配体并使之可溶。

（二）核受体：维A酸受体与维A酸X受体　在靶细胞核内，维A酸分子与其受体结合发挥作用。维A酸受体有两类，即RARs和维A酸X受体（retinoid X receptors，RXR）。其中，RXR不仅与RAR形成异二聚体，还与维生素D受体、甲状腺素T3受体、孤儿受体等其他核受体形成异二聚体，激活相应的信号传导。RAR与其他核受体竞争同RXR形成异二聚体，竞争力取决于各自的表达水平及与RXR的亲和力。

维A酸受体分子结构基本相同，为一条肽链，从N末端到C末端分为A～F6个区。C区为DNA结合区，对与目标基因上游起动区DNA序列的识别和结合至关重要；E区为配体结合区，具有与配体特异性结合并传导配体诱导的交叉激活功能，且提供受体间的相互作用面，与受体二聚体的形成有关。维A酸与RAR的配体结合区相结合，通过RXR与RAR异二聚体形式，以RAR的DNA结合区与基因启动区的维A酸反应元件结合，激活或抑制靶基因转录，从而调节基因表达。

四、组胺受体（histamine receptors）

组胺主要通过组胺受体发挥其生理功能，如组胺H1
 受体与血管的通透性、血管扩张和平滑肌的收缩有关；组胺H2
 受体参与抑制嗜碱性粒细胞、中性粒细胞和淋巴细胞介质的释放，但能刺激胃壁细胞的分泌；通过组胺H3
 受体调节自身及其他神经递质的释放。最近为了寻找新的G蛋白偶联受体，在基因库内筛选到了一个与组胺H3
 受体cDNA同源性很高的基因序列，经克隆表达后发现该受体能与组胺结合，且和组胺受体的配体结合时显示独特的药理学性质，确认为不同于组胺H1
 、H2
 、H3
 受体的新的组胺受体，命名为组胺H4
 受体，其生理作用尚未明确。组胺受体及功能见表1-4-3。

表1-4-3　组胺受体及功能
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五、其他

（一）血管内皮细胞生长因子受体（vascular endothelial growth factor receptors，VEGFR）　血管内皮细胞生长因子（VEGF）通过血管内皮细胞特异性受体VEGFR介导血管内皮细胞的增殖、微血管增生及增强血管通透性。目前已经发现的VEGFR可分为两大类：酪氨酸激酶受体和非酪氨酸激酶受体，前者包括VEGFR-1、VEGFR-2和VEGFR-3，后者包括神经纤毛蛋白-1（neuropilin 1，NRP-1）和神经纤毛蛋白-2（neuropilin 2，NRP-2）。VEGFR-1是最早发现的VEGFR，是相对分子质量为180kD的糖蛋白，与VEGF、胎盘生长因子（placenta growth factor，PIGF）和VEGF-2有较高的亲和力。在生理情况下，主要起负向调控VEGF生物学作用，而在某些病理情况下发挥正向调控VEGF的作用。

新近研究表明，在正常人表皮中VEGFR-1、VEG-FR-2、VEGFR-3及NRP-1和NRP-2均有不同程度的低表达。VEGF可通过VEGFR-2促进角质形成细胞的增殖、迁移和黏附。VEGFR及NRP可能在正常表皮角质形成细胞的生物学行为中发挥重要作用。郑敏等发现银屑病患者皮损部位的表皮中表达VEGFR-1、VEGFR-2、VEGFR-3等均有明显上调而且与疾病进展有关。近年较多的研究证据表明黑素瘤细胞本身高表达VEGFR，外源性的VEGF通过作用于黑素瘤细胞的VEGFR-2激活MEK/MAPK及PI3/Akt磷酸化途径，促进肿瘤细胞增殖及向细胞外基质浸润，而VEGFR酪氨酸激酶抑制剂能够抑制肿瘤细胞的增殖及浸润。皮肤外伤后局部炎症能够促进角质形成细胞分泌VEGF，从而能通过旁分泌作用于血管内皮细胞上的VEGFR，促进血管增生及通透性增强，促进成纤维细胞和角质形成细胞增殖，还可能通过自分泌的作用促进上皮细胞增殖及伤口愈合。

（二）Toll样受体（Toll-like receptor，TLR）TLR　是新近发现的一类天然免疫受体，许多研究表明TLR的适度激活能够启动天然免疫清除病原菌，但同时发现TLR的过度表达也可加重疾病的发生发展。TLR在生物界广泛存在，它们在天然免疫中发挥重要的抗感染免疫功能。

TLR是表达于免疫细胞表面的一类Ⅰ型跨膜糖蛋白，可分为胞外区、跨膜区、胞质区（又称为Toll/IL-1R同源区）。其胞外区富含亮氨酸重复序列，参与对病原微生物或其产物的识别。不同TLR胞外区氨基酸组成的差异性决定了不同的TLR识别不同的配体。如TLR4识别脂多糖与热休克蛋白，TLR3识别病毒的双链RNA，TLR2识别革兰阳性菌的细胞壁成分——肽聚糖，TLR5识别鞭毛蛋白，TLR9识别细菌中未甲基化的CpGDNA成分，TLR6/TLR2异物二聚体识别二酰化脂蛋白，TLR1/TLR2异物二聚体识别三酰化脂蛋白，TLR8识别单链RNA，TLR7识别人工合成的咪唑并喹啉类化合物，如咪喹莫特和瑞喹莫特。新近于人体肾脏组织中发现的TLR11主要识别大肠埃希菌类的非致病性细菌，其识别的具体成分还有待研究。

研究表明正常的角质形成细胞表达TLR1、2和5，其中TLR1、2表达于表皮各层，并且TLR2更侧重表达于表皮的基底层，而TLR5只表达于表皮的基底层，这表明TLR的表达可能随细胞成熟程度不同而改变。

TLR参与皮肤抗细菌免疫，在皮肤组织中，TLR经多种途径参与抗细菌免疫，其中最突出的生物学功能即是促进细胞因子的合成与释放，引发炎症反应。皮肤中的单核巨噬细胞、树突状细胞等通过膜表面表达的TLR感受入侵病原体的病原体相关分子类型（pathogen-associated molecular pattern，PAMP）刺激后，经由胞内信号传导通路，最终合成并释放IL-1、IL-6、IL-8、IL-2、TNF-α及IFN-γ等细胞因子，引起粒细胞、巨噬细胞趋化聚集，毛细血管通透性增高，淋巴细胞浸润等炎症反应，从而发挥早期免疫应答的效应。病毒感染可通过TLR7、TLR9诱导Ⅰ型IFN（IFNα/β），发挥抗病毒作用。某些局部免疫调节剂即利用TLR信号途径发挥抗病毒免疫。例如咪喹莫特在临床上用来治疗包括尖锐湿疣在内的多种病毒性皮肤病，并取得了较好的疗效。有研究表明咪喹莫特主要通过TLR7介导Ⅰ型IFN的生成，从而发挥抗病毒效应。

有研究表明，TLRs参与特应性皮炎、痤疮、麻风、艾滋病、念珠菌病、单纯疱疹等发病过程。对TLR的深入研究，有利于揭示许多包括皮肤病在内的疾病的发病机制，并为开发治疗这些疾病的有效药物提供新思路。


 第五节　皮肤内的自由基

一、自由基的概念

自由基（free radical），化学上也称为“游离基”，是含有一个不成对电子的原子团。自由基可以是带有正电或负电荷的离子，也可以是作为分子片段的基团，其共同特征是最外层的电子不成对。自由基本身大多极不稳定，寿命极短，化学活泼性很强。不论在溶液中或身体中自由基浓度总是很低。其中与人类密切相关的是氧自由基，主要包括超氧阴离子（[image: ]
 ）、羟自由基（OH·
 ）、单线态氧（·
 O2
 ）、过氧化脂质和一氧化氮（nitric oxide，NO）自由基，加上过氧化氢和臭氧，通称活性氧。

二、自由基的来源

在正常生理生化反应过程中细胞通过多种途径产生自由基，在细胞损伤过程中可出现大量自由基（图1-4-1）。
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图1-4-1　细胞内自由基的来源

（一）超氧阴离子自由基（[image: ]
 ）超氧阴离子自由基是基态氧接受一个电子形成的第一个氧自由基，在水中可视为一个碱。它可以接受一个H＋
 形成质子化的超氧阴离子自由基HOO·
 ，是超氧阴离子自由基的共轭酸；它也可以再分解为超氧阴离子自由基和H＋
 ，并在水溶液中保持平衡，PI约为4.8。
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在生理条件下，体内生成的主要是超氧阴离子自由基，只有少量转化为H00·
 。超氧阴离子自由基在水溶液中的存活时间约为1秒，在脂溶性介质中的存活时间约为1小时。

（二）过氧化氢和羟自由基　H2
 O2
 可由各种氧化酶直接产生[image: ]
 。经自然发生或酶促歧化作用也生成H2
 O2
 。H2
 O2
 分子较小，缺乏电荷，因此能弥散到远处，并能跨过生物膜，是一个危险分子。

OH·
 也可由H2
 O2
 接受一个电子被单价还原形成，此反应可被金属阳离子如Fe2＋
 催化。

Fe2＋
 ＋H2
 O2
 →Fe3＋
 ＋OH·
 ＋OH-


OH·
 是寿命最短的自由基，但也是氧化性最强、杀伤力最大的自由基。迄今为止，尚未发现体内有清除OH·
 的酶系。

（三）单线态氧　单线态氧是氧气的激发态。有两种激发单线态氧1
 ΔgO2
 和1
 ΣgO2
 。1
 ΣgO2
 的能量特别高，极不稳定，一生成就衰减成1
 ΔgO2
 ，没有太大生物学意义。单线态氧虽不是自由基，但其反应性却极强。单线态氧同其他物质反应主要通过两种形式进行，一是同其他分子的结合反应，二是将它的能量转移给其他分子，自己回到基态，称为淬灭。

光敏剂吸收光可被激发，激发态光敏剂将能量传给O2
 产生1
 O2
 ，自己回到基态。通常用于产生单线态氧的光敏剂有燃料丫啶红、甲基胺蓝、玫瑰红和亚甲蓝等。核黄素及其衍生物黄素单核苷（FMN）和黄素腺嘌呤二核苷（FAD）、叶绿素a和b、视黄素和各种嘌呤也能在光照时产生单线态氧。血卟啉衍生物（HPD）是治疗肿瘤的一种光敏剂，光照射可以被HPD敏化杀伤肿瘤，这对那些可以照射的皮肤癌和肺癌是一种有效的治疗方法。光照HPD可以产生单线态氧和羟基自由基。

（四）一氧化氮（NO）　NO不稳定，半衰期短，与氧气极易反应，生成NO2
 自由基。NO还可以与超氧阴离子自由基以极快的速率反应生成过氧亚硝基，质子化后生成NO2
 和类羟基自由基。这些化合物相互反应在生物体内生成一系列具有重要生物功能的自由基和硝基化合物。

目前已知中枢和外周神经细胞、肺、肝、胃肠道、血管、免疫系统和皮肤都能产生NO。NO的生物合成是在NO合成酶催化下，辅助因子（黄素单核苷酸、黄素腺嘌呤、原卟啉Ⅸ血红蛋白和四氢生物蝶呤）存在下由L精氨酸与氧分子反应而来。NO合成酶分为原生型（cNOS）和诱生型（iNOS），前者又分为神经型（nNOS）和内皮型（eNOS）。iNOS在生理条件下几乎不表达。

NO的半衰期极短，但因其微小又具双亲性（亲水和脂），能在细胞内外自由通过，所以它既能以自分泌又能以旁分泌方式迅速对靶细胞发挥作用。NO发挥不同效应主要与其浓度和与结合的分子有关。其作用机制有cGMP依赖和非依赖途径。研究表明人类皮肤各种类型细胞如角质形成细胞、黑素细胞、朗格汉斯细胞、成纤维细胞、内皮细胞均能产生NO。皮肤中小部分NO可能来源于非NO合成酶依赖途径，汗液中硝酸盐可能在含硝酸盐还原酶的皮肤正常寄生菌作用下，被还原成亚硝酸盐，再在酸性条件下被还原成NO。

三、自由基的生物学作用

（一）自由基与组织细胞损伤　在一定条件下，自由基具有损伤（杀伤）作用。多数研究表明，自由基连锁反应机制可能是许多因素致细胞损伤的最终的共同途径。在病理过程中，由于自由基产生过多或自由基清除剂减少、缺乏，自由基则会在组织细胞内积聚而引起损伤。自由基引起细胞损伤的基本机制是出于其上的不配对电子既不稳定，又具有高度的反应活性，在清除剂不足的情况下，便可与邻近的无机物及有机物如蛋白质、脂质、碳水化合物等起反应，使这些物质氧化、变性、消耗，因而产生一系列损伤变化。另外，自由基能启动自身催化反应，使与自由基发生反应的分子转化为新的自由基，形成自由基反应链，使损伤不断扩大。

自由基诱导细胞及组织损伤最重要的机制是使生物膜中的不饱和脂肪酸过氧化，由此产生的脂质过氧化物（lipid peroxide，LPO）可引起膜流动性、通透性和完整性破坏，进而使其双层结构发生断裂，破坏细胞膜。溶酶体膜受损破坏释放出溶酶体酶，引起基质水解。细胞损坏后释放出大量LPO可引起血小板凝集，血管内壁损伤造成继发性损害。LPO还能通过花生四烯酸代谢途径产生中性粒细胞趋化因子而放大炎症反应。

（二）抗感染　氧自由基和反应性氧媒介物组成一个杀伤微生物的非细胞因子系统。单核细胞/巨噬细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞的炎症活性均与自由基有关。NO也是强效的细胞毒素，既能保护机体抵御外来病原体入侵和杀伤肿瘤细胞，也能杀伤正常组织和细胞，在宿主免疫防御、免疫调节和自身免疫组织损伤中起重要作用。

（三）免疫和炎症反应的调节　NO对多种免疫活性细胞功能具有调节作用。巨噬细胞产生的NO能增强巨噬细胞吞噬细菌和肿瘤细胞的活性。许多学者都发现NO在免疫系统中的作用，包括影响T细胞增殖和调节细胞因子及炎症介质的产生。如高浓度NO抑制T细胞增殖，而低浓度NO则为T细胞增殖所需。角质形成细胞和朗格汉斯细胞合成NO能影响皮肤免疫反应。

（四）自由基与信号传导　NO与生物体的自由基反应关系不太密切，不过，它在内皮细胞与神经细胞中的信使作用深受关注。一些氧自由基也可能起细胞内信使作用，[image: ]
 和H2
 O2
 等活性氧既可直接影响生长，又可作为细胞的信使去活化与生长或分化有关的基因。研究表明细胞产生的活性氧较低时可促进细胞生长，过多时则促使细胞死亡。

目前研究较多的是NO，它参与多种生物学功能。NO可作为信使分子参与细胞间通讯。通过这种作用，NO介导血管舒张、神经传导、阴茎勃起、肠蠕动等自主功能。

此外，NO可能参与皮肤黑素生成、汗腺分泌、织织修复等方面的调节。自由基尚与使精子获能和超激动性运动、保障男性生育力有关，并参与黄体萎缩和溶解。合适的氧浓度使胚胎能正常发育，NO合成不足造成胎儿宫内生长发育迟缓。

四、机体对自由基损伤的防御

正常人体内存在着强大的抗氧化系统，可防止过量自由基对组织和细胞造成损伤。这种防御机制可分两大类：酶系统和非酶系统。

（一）酶系统　超氧化物歧化酶（superoxide dimutase，SOD）是一类金属酶，其作用是移除细胞中的[image: ]
 。按金属辅基成分不同分为三类：①Cu/Zn-SOD，主要存在于真核细胞的细胞质中；②Mn-SOD，存在于真核细胞的线粒体和原核细胞中；③Fe-SOD，只存在于原核细胞内。近年还在哺乳动物的细胞外液中发现一种具有SOD活性的因子，简称EC-SOD。这几类SOD都能催化发生歧化反应[image: ]
 。其反应产物是H2
 O2
 和O2
 ，尚需其他酶清除H2
 O2
 。人皮肤中也含有SOD，但活性较低，只有心、肝、肾的1/5～1/10。

过氧化氢酶（catalase，CAT）存在于细胞过氧体中，肝及红细胞中最丰富，脑、心脏及骨骼肌中含量较少。可催化H2
 O2
 为H2
 O和O2
 。

谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GP）可清除有机的和无机的过氧化物，它分为三种：一种是以含硒半胱氨酸为亚基的四聚体蛋白质；一种是存在于血浆中的糖苷化硒蛋白质；另一种是位于膜上磷脂过氧化物中的蛋白质。在清除过氧化物时需消耗谷胱甘肽（GSH），只有GSH得到源源不断的补充，GP的清除作用才能充分发挥，谷胱甘肽还原酶（glutathione reductase，GR）就配合着供给GSH。

（二）非酶系统　主要是一些低分子量抗氧化剂，其主要作用是提供电子使自由基还原。

维生素E是人体中主要的脂溶性抗氧化剂，由8种天然的生育酚组成，其中90％为α-生育酚。主要存在于细胞膜、肾上腺及血液脂蛋白内，可以有效地清除1
 O2
 和[image: ]
 ，又能抑制不饱和脂肪酸过氧化，与维生素C协同作用时，抗氧化能力更高。

维生素C是电子供体，能迅速与[image: ]
 、OH·
 、ROO·
 反应，变为半去氢抗坏血酸盐。后者是不大活跃的自由基，能变成去氢抗坏血酸，再通过去氢抗坏血酸盐还原酶的催化变为抗坏血酸（维生素C）。

尿酸盐能与单线态氧和OH·
 反应，保护红细胞免受过氧化损伤和溶血。人血浆中尿酸盐达300μmol/L，是体内重要的抗氧化剂。

β-胡萝卜素可与单线态氧和其他自由基作用，β-胡萝卜素与维生素E的作用可互补。

含硫化合物包括谷胱甘肽、硫辛酸、辅酶A和半胱氨酸等含硫氢基（-SH）或二硫键（-S-S-）的物质，可清除有机自由基和·
 OH。胆红素能清除脂过氧基LOO·
 ，以抑制与白蛋白相结合的脂肪酸过氧化。褪黑激素也是有效的抗氧化剂，尤其对·
 OH。

五、自由基与皮肤病

（一）自由基与光损伤　紫外线（ultraviolet rays，UV）照射皮肤能产生自由基，已证实UV照射皮肤后能产生LPO、脂类自由基、黑素自由基和NO，并能使皮肤细胞抗氧化防御能力降低。

1．晒斑细胞和细胞凋亡　UV照射皮肤后一个重要的组织病理学特征是出现晒斑细胞。自由基参与晒斑细胞及角质形成细胞凋亡的形成。SOD、过氧化氢酶和GP能抑制USB辐射所致的晒斑细胞形成。USB通过产生氧自由基介导角质形成细胞凋亡。细胞金属多巯基蛋白富含半胱氨酸残基，通过清除过氧化物和羟自由基而在对UVB的防御中起重要作用。NO也参与晒斑和水肿的形成，UVB辐射后，角质形成细胞NO合成酶活化并保持较长一段时间。此外，NO以自分泌和旁分泌作用方式在UVB诱导的色素形成中起一定作用。在内源性光敏反应中氧自由基起重要作用，该反应是氧依赖的光敏反应。致敏物包括：卟啉、黄素、黑素、色氨酸代谢物。

2．皮肤肿瘤　UV辐射可导致皮肤肿瘤发病率增加，如皮肤基底细胞癌、鳞状细胞癌和某些恶性黑素瘤。自由基参与致癌过程，涉及诱导皮肤致癌的自由基为[image: ]
 、1
 O2
 或其次级氧化产物。许多不活泼分子在细胞内转变为氧自由基，再与DNA的碱基形成牢固的共价结合而致癌变。已证实光照产生的CAE为致癌物。UVA照射能产生氧自由基，并与黑素瘤形成有关。在许多恶性肿瘤中，均可见到SOD的明显减少。NO在肿瘤诱导的免疫抑制中起重要作用。

3．光线性皮肤病　自由基在某些光线性皮肤病的病理过程中起一定作用，包括卟啉症、PUVA治疗和许多药物（噻嗪类利尿剂、四环素类）的光毒性反应。在卟啉症的光照所致皮损中，原卟啉吸收光能后，在氧存在下发生光化学反应，生成过氧化物和氧自由基，引起组织损伤。噻嗪类利尿剂所致光敏症状，是因药物吸收光能并转换给O2
 ，形成单线态氧。在光接触性变态反应中，一般认为光过敏原为半抗原，经过光照后所产生的自由基与载体蛋白结合才能成为全抗原，启动迟发性超敏反应。UV照射系统性红斑狼疮（SLE）病人的淋巴细胞，产生的[image: ]
 可活化淋巴细胞的致断裂因子，引起染色体损伤及细胞死亡而出现SLE的光敏性症状，使用SOD可阻抑染色体的损害。

（二）炎症性皮肤病　在炎症过程中，因局部代谢障碍及中性粒细胞、巨噬细胞等聚集产生自由基造成组织破坏。炎细胞能释放NO，NO对正常细胞和一些肿瘤细胞具有直接的细胞毒性，此外对免疫反应和炎症反应还具有调节作用。这些自由基还能发出信号，使更多的中性粒细胞游走到损伤部位。NO在炎症性皮肤病如银屑病、特应性皮炎、过敏性接触性皮炎和系统性红斑狼疮中也起一定作用。

（三）缺血再灌注损伤　器官组织缺血一定时间后，再恢复血液供应，组织损伤反而加重，细胞从可逆损伤转为不可逆损伤。这种现象叫缺血再灌注损伤。在皮肤移植和整形外科，缺血再灌注损伤引起严重后果。在缺血期间，毛细血管内皮细胞储存的ATP耗竭，导致降解产物如次黄嘌呤增加。黄嘌呤脱氢酶转变为黄嘌呤氧化酶。后者以分子氧为电子受体，生成[image: ]
 。在再灌注时，氧的供应超过实际需求，产生超氧自由基及其衍生物。NO在缺血再灌注损伤中也起重要作用。

（四）自由基与皮肤老化　机体衰老的机制还不完全清楚。有关衰老的学说主要有两大类：基因学说和随机损伤学说。细胞老化过程中生物膜的脂质含量与成分不断发生改变。皮肤直接暴露于紫外线和氧环境中，随时受到自由基的冲击，除了引发各种皮肤病外，还能加速衰老。太阳光辐射导致角质层过氧化氢酶和超氧化歧化酶比例的失调导致了角质层的屏障结构更容易被氧化破坏。自由基还可抑制腺苷酸环化酶，改变cAMP和cGMP浓度，使正常细胞的接触抑制丧失，无限分裂而产生肿瘤。

（五）其他

1．黄褐斑　在生理情况下，体内有许多氧自由基清除剂，如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽、谷胱甘肽过氧化酶等，当脂质过氧化增强或自由基水平增高时，在基因调控的保护下，体内氧化与抗氧化之间处于动态平衡。由于黄褐斑患者这一调节体系发生障碍，致使抗氧化酶系统的活性不能随脂质过氧化增多而增加，造成脂质过氧化的蓄积，脂质过氧化的增多，使色素细胞损伤，促进酪氨酸的一系列氧化过程，导致黑素形成过多，从而产生或加重色素障碍性皮肤病。

2．白癜风　有研究发现白癜风患者单胺氧化酶（monoamine oxidase，MAO）的活性增加。MAO是一种含铜酶，广泛存在于各种脏器中，MAO-A活性增加可引起H2
 O2
 聚集。在白癜风皮损处存在着淋巴细胞的浸润，这些细胞被激活后通过氧爆发或呼吸爆发，大量摄取和消耗氧，产生活性氧（ROS）。浸润细胞被激活后摄取的氧经NADPH氧化酶和NADH氧化酶的作用，生成[image: ]
 。[image: ]
 自动歧化或在SOD的作用下生成H2
 O2
 ，而H2
 O2
 又能与[image: ]
 相互反应或与含铁的分子反应生成具有更高活性的羟自由基（OH·
 ）。OH·
 与膜磷脂中的不饱和脂肪酸反应生成脂质过氧化物，并进一步分解形成多种自由基。白癜风患者血清中铜、锌元素低下，自由基清除系统受损，自由基增多，这也许会促进黑素细胞的破坏。

六、抗氧化疗法

自由基清除剂，包括酶类和非酶类，如维生素A、维生素C、维生素E、半胱氨酸、谷胱甘肽等，经服用或局部外用自由基清除剂可消耗自由基而减少氧化损伤。

以脂质体为载体的SOD内用制剂已在皮肤病治疗中试用。SOD治疗红斑狼疮、皮肌炎、类风湿关节炎、放射线引起的炎症及肺气肿和氧中毒都取得了一定效果。

皮肤外用抗氧化剂也被证明有一定的抗光线损伤和抗炎症作用。外用以脂质体为载体的SOD制剂也已用于治疗放射性皮损、自身免疫性疾病的皮肤损害、放射性黏膜炎、克罗恩病、雷诺病和放疗后纤维组织形成。

糖皮质激素是皮肤科应用最广泛的药物之一，现认为它的作用部分与减少氧自由基有关。研究发现糖皮质激素可抑制中性粒细胞[image: ]
 和H2
 O2
 的释放，同时又可减缓SOD的降解速度，增加SOD的活性。维A酸对氧自由基的产生也有抑制作用。糖皮质激素、环孢菌素A和维A酸均能抑制iNOS的转录，从而抑制NO的合成。

常用于治疗炎症的药物，如二甲胺四环素、四环素、甲硝唑、青霉胺、氯喹、布洛芬、头孢拉定、异搏定、三氟拉嗪、氨苯砜、沙利度胺、土霉素、红霉素和碘化钾及秋水仙碱均被实验证实有抑制或清除氧自由基的作用。

多数中药含有蛋白质和各种氨基酸、脂类、多糖类、果胶、维生素、微量元素、有机酸、生物碱、皂苷等多种营养物质，具有清除体内自由基，提高SOD活性，增强机体抗氧化能力，提高皮肤胶原纤维及胶原蛋白含量等作用。

绿茶多酚是绿茶叶中含有的一类多羟基酚类化合物，为一种高效的天然抗氧化剂。其抗氧化和抗自由基能力大大超过目前已知的抗氧化剂维生素C和维生素E。绿茶多酚可清除活性氧自由基和有抗脂质过氧化的作用，直接防止胶原蛋白等生物大分子免受氧自由基的损伤。

已阐明许多抗衰老天然药物如大豆异黄酮、二精灵、木立芦荟粗多糖、人参茎叶总皂苷、仙人掌茎粗多糖等可提高实验动物体内谷胱甘肽过氧化物酶和SOD活性，降低动物体内不同部位如心、肝、脑等丙二醛和脂褐素的含量，具有较好的抗氧自由基和抗衰老作用。
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第五章　皮肤细胞分子生物学基础

近年来，随着分子生物学、生物化学、分子遗传学等学科的迅猛发展，包括人类全部基因组的解码，皮肤相关疾病在细胞及分子水平上的研究日新月异。许多皮肤结构及连接蛋白基因突变的发现，为我们提供了剖析人类遗传性皮肤疾病病因的理论基础。皮肤细胞生物学及分子生物学就是从细胞及分子水平研究皮肤及其附属器中细胞及生物大分子的结构和功能，从而阐明皮肤相关疾病本质。由于篇幅有限，本章仅选择重要的表皮及其附属器主要结构成分角蛋白及角蛋白相关蛋白、表皮连接结构桥粒与半桥粒以及基底膜带相关成分、真皮主要细胞外基质以及真皮微血管的细胞分子生物学基础作一介绍。希望通过对这些皮肤主要成分的核酸、蛋白质结构、功能及基因调控的学习，增进我们对正常皮肤以及皮肤疾病的认识，为皮肤病临床诊断及治疗提供理论基础。本章还介绍了常用皮肤细胞生物学及分子学体外研究方法、技术原理及应用。


 第一节　表皮主要结构蛋白——角蛋白

表皮角质形成细胞占整个表皮结构组成的85％以上。角蛋白（keratin）是表皮及毛发角质形成细胞内的主要结构蛋白，是角质形成细胞和其他上皮细胞的标志性成分。所有的角质形成细胞包含8～10nm直径的角蛋白，其直径介于肌纤维（microfilaments，6nm）和微小管（microtubules，23nm）之间，因而归属于中间丝（intermediate filaments）家族。

一、角蛋白中间丝结构特征

角蛋白是分子量40～70kD的角蛋白中间丝家族。和所有中间丝一样，角蛋白具有长约47nm、由约310个氨基酸组成的中央杆状α螺旋功能区。中央α螺旋区分子量约38kD，其特征是每7个氨基酸为一组形成一种有规则的重复（abcdefg）n。其中a和d位上的氨基酸基因是非极性基因，而其他位置上则为极性基因或是带电荷基因。中央α螺旋区由4个这样的螺旋状结构组成，彼此由短的连接区相隔（图1-5-1）。由于这种每7个氨基酸一组的重复及其在α螺旋一侧形成的非极性基因带，中间丝纤维在溶液中自然聚合成螺线状二聚体，二聚体形成四聚体，两个四聚体又聚合成八聚体，最终形成10nm直径的纤维丝。角蛋白纤维常常聚集一起形成张力丝，这些张力丝贯穿于细胞质，终止于连接相邻角质形成细胞的桥粒复合体或表-真皮交界处的半桥粒复合体。

[image: ]


图1-5-1　角蛋白结构示意图

1A、1B、2A、2B为中央杆状功能区的4个α螺旋区域

L1、L1-2、L2为非α螺旋的连接序列

中央α螺旋杆状功能区两边连接氨基末端（N，头部）以及羧基末端（C，尾部）

根据氨基酸序列、电荷、大小、免疫学特征以及与羊毛的同源性（homology），人类角蛋白分为两大家族：Ⅰ型，酸性角蛋白，分子量较小，约40～63kD，包括K10～20；Ⅱ型，中性或碱性的角蛋白，分子量较大，约53～67kD，包括K1～9。

除具有上述中间丝纤维的共性外，角蛋白还具有其独有的特征：①不同的角蛋白相互之间的基因核酸序列变异较大。②它们的表达特异性地局限于上皮组织。③角蛋白纤维是由Ⅰ型和Ⅱ型以1:1比例聚合而成的异种二聚体，而非其他中间丝的同种二聚体。角蛋白特定的配对表达取决于细胞类型、组织类型、发展阶段、分化状况以及疾病的影响。大量的研究显示角蛋白表达是遵循一定规律的。④角蛋白的表达具有分化特异性。在表皮中，基底层未分化细胞及向表面移行的不同分化程度的角质形成细胞表达不同的角蛋白。

尽管各角蛋白间核酸序列变异较大，但它们之间α螺旋区的氨基酸序列同源性较高，不同的Ⅱ型角蛋白间可达60％以上，2B区可达67％～87％。而Ⅰ型角蛋白之间2B区氨基酸序列的同源性变异较大（47％～95％）。两型角蛋白间2B区同源性则在31％～42％。相反，角蛋白N（氨基）和C（羟基）末端序列变异很大，它们的大小、序列以及一、二级结构均各不相同。这种结构上的独特性被认为是它们功能上特异性的基础。

二、角蛋白基因结构特征

角蛋白基因是中间丝中最大的一组。在人的中间丝基因中，一半的基因产物为角蛋白。目前发现的人角蛋白有54种，其中在上皮细胞表达的有37种，毛发17种。目前所获得的证据表明，角蛋白基因是由一对原始基因通过复制、序列变异进化而来。角蛋白基因位点簇集于染色体两个区域，而非广泛散布于染色体上。目前所知的人角蛋白基因数目Ⅰ型为28，Ⅱ型为26。基因定位研究显示，除K18位于第12染色体外，大多数Ⅰ型基因位于染色体17q21，而Ⅱ型位于12q13。

两型角蛋白基因结构相似，有共同的内含子（intron）/外显子（exon）交界。除少数例外，Ⅰ型角蛋白基因有8个外显子（7个内含子），而Ⅱ型角蛋白基因有9个外显子（8个内含子）。各个角蛋白基因相互间核酸序列变异很大，其中央α螺旋区核酸序列仅具30％～40％的同源性，而其他同类中间丝基因中央α螺旋区核酸序列的同源性可达60％～75％（图1-5-1）。

三、表皮角蛋白的表达及表皮分化

表皮是一种复层鳞状上皮，是一种有高度组织性、不断更新的器官。其更新的过程表现为向终末分化即角质化过程，特征是表皮角质形成细胞发生了一系列复杂的形态学及生物化学改变。这些改变在时间和空间上相互配合，导致了形态学上由下而上分化程度渐增的复层状结构的形成：基底层、棘层、颗粒层以及角质层。表皮生物化学的成熟过程与表皮分化相对应，由增生性基底细胞向无核死亡的角质层细胞演化，也是一种细胞凋亡（apoptosis）或程序化细胞死亡的过程。

基底细胞附着于表皮-真皮交界处，它们通过有丝分裂为在表皮表面丢失的细胞提供后继。一旦离开基底层进入棘层，细胞即失去分裂能力，形态上从柱状或立方状变成大而扁的多角形。这种形态学上的改变伴随着生物化学上的相应变化（表1-5-1，图1-5-2）。复层上皮特异性角蛋白的表达首先出现改变，增生特异性角蛋白K5与K14的合成逐渐被分化特异性角蛋白K1及K10的合成所取代。就表皮主要角蛋白而言，在表皮增生性基底细胞层，表达的角蛋白是K5/K14。随着细胞开始向终末分化移行到棘层，出现了K1/K10蛋白对的表达。在细胞进一步向终末分化的过程中，K1/K10的表达逐渐增高，而K5/K14的表达则渐趋下降。当细胞到达颗粒层上部时，K5/K14基本消失，整个角蛋白纤维则几乎全部由K1/K10组成。角蛋白纤维是表皮结构蛋白的主要成分，角蛋白基因的正确表达以及功能性角蛋白网的形成是表皮正常分化的基础。在目前报道的角蛋白基因中，很多在表皮及其附属器有表达（表1-5-2）。

表1-5-1　表皮主要结构蛋白的表达
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图1-5-2　表皮主要结构蛋白及连接蛋白的表达

表1-5-2　人角蛋白的主要分布及成对表达
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角蛋白的表达随表皮向终末分化的过程而改变。K1/K10以及K5/K14是在人表皮表达的4种主要角蛋白。K5/K14是在表皮增生性基底细胞表达的蛋白对，而K1/K10是在基底层上分化性表皮细胞主要表达的角蛋白对。在基底层上还有K2e及K9的表达，但它们主要特异性地表达在掌跖部表皮。K2e和K9对在掌跖表达的水平并不高，而K9和一种59kD的碱性蛋白则是在掌跖表达的主要蛋白对。K15在表皮及毛囊的表达水平很低，而在外泌汗腺、会厌及支气管上皮有大量表达。K6/K16两种角蛋白主要表达在角化过度性状态。K17在双向电泳时常与K16移行在同一位置，但其确切的表达还不完全清楚。

四、角蛋白与毛发分化

在胚胎发育期，表皮内陷形成毛囊，其分化受控于其下方的一些特异的成纤维细胞——毛真皮乳头细胞（dermal papilla cells）。毛囊的分化较表皮甚为复杂。毛发由两层鞘状结构包绕，外根鞘（outer root sheath，ORS）与表皮相接。内根鞘（inner root sheath，IRS）与毛干均来自同样的生发细胞，而外根鞘则有它自己的干细胞成分。目前有证据表明人的毛囊干细胞可能主要位于毛囊中部竖毛肌附着的外根鞘隆突部（bulge）紧下方，很多克隆形成细胞聚集于这个区域。

毛囊外根鞘与表皮基底层相延续，随着毛囊外根鞘干细胞的增生、分化，细胞向内向上移行，形成多层细胞结构。毛囊外根鞘表达的角蛋白与表皮表达的角蛋白相似，主要为4种：K5/K14及K6/K16，又称为“软”表皮/毛囊角蛋白。K5/K14的表达遍及各层，而K6/K16仅在较内层表达。K17和K19在下部毛囊外根鞘及皮脂腺导管也有表达。在皮脂腺上方与表皮相延续的外根鞘，基底细胞层上方还有K1/K10的表达。内根鞘是合成毛透明蛋白（trichohyalin）的场所，表达的角蛋白主要是K1和K10。

组成毛干的蛋白成分为一组形成毛干纤维成分的毛发特异性角蛋白及一组形成毛干基质的毛发基质蛋白。毛根部或称毛乳头（hair bulb）增生性基质细胞（又称毛细胞）是形成毛干纤维成分及内根鞘的生发细胞或前体细胞。它们是相对未分化的上皮细胞，紧紧围绕毛真皮乳头形成毛根（毛乳头）。当这些生发细胞向上移行，它们停止分裂并开始分化，进而成为皮质细胞形成毛干。毛细胞产生的毛干纤维中的角蛋白是一组毛发特异性角蛋白，又称低硫α-角蛋白，或“硬”毛发角蛋白。它们也可分为Ⅱ型碱性（Hakb1～8）及Ⅰ型酸性（Haka1～6）。另外两个紧密相关的硬角蛋白Hbx和Hax在毛干部也有少量表达（主要表达在甲板）（图1-5-3）。
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图1-5-3　毛囊的终末分化与角蛋白的表达

随着毛发的分化，角蛋白的表达也随之改变。紧贴于毛真皮乳头之上最早的毛根基质细胞很少表达角蛋白（即使表达，也仅是少量K5/K14），随着细胞分化成熟，毛发特异性角蛋白的表达被激活，在毛乳头顶上方角质生发带（keratogenous zone）最先出现毛发特异性角蛋白的合成。当细胞进一步向上移行，继而出现毛发基质蛋白即高硫（HS）、极高硫（UHS）和高甘氨酸/酪氨酸（HG/T）角蛋白相关蛋白的合成，这些蛋白形成毛干纤维间无定形基质。毛根部角蛋白的表达还随毛发生长周期而变。在毛发生长早期（anagen，生长期），毛发特异性角蛋白基因的表达激活；毛发生长中期（catagen，退行期），毛发特异性角蛋白的表达停止，毛根萎缩；毛发生长末期（telogen，休止期），毛根部表达的角蛋白和外根鞘相同，即仅有软表皮角蛋白的表达，而无毛发特异性硬角蛋白的表达，直到下一个毛发生长周期的开始。

五、甲角蛋白

人指（趾）甲由“软”表皮角蛋白（K5、K6、K14、K16及K17）及“硬”毛角蛋白（Hakb1～4、Haka1～4、Hbx及Hax）共同组成。甲板上皮中大约20％表皮角蛋白、80％毛发角蛋白。此外，甲还含有高硫基质蛋白，可能还有毛透明蛋白成分，但甲的确切本质还不清楚。

六、角蛋白基因的调控

在角蛋白合成调节中一个很有趣但机制尚不清楚的现象是酸性及碱性角蛋白1:1浓度的平衡，即酸、碱性蛋白以成对的方式表达（表1-5-2）。保持它们之间1:1比例的机制可能在于两种角蛋白相互稳定，任何一型的过量部分均被迅速降解。除上述相互稳定的机制外，角蛋白基因的表达调控主要在于转录水平（transcription）。常见的机制之一在于DNA的甲基化。甲基化使基因处于不转录状态，去甲基化则激活转录。类似的情况也存在于角蛋白基因。与角蛋白转录有关的核转录因子可以归为三类：

（一）一般性转录因子　这些转录因子（包括核酸序列以及识别它们的蛋白分子）存在于许多基因上且在多种细胞中有作用。所有基因的转录启动子（promoters）都具有一经典的TATA框（TATAbox）或类似的系列。转录因子TFIID附着于TATA框，是转录起始的关键。除TATA框外，角蛋白基因转录启动子还具有几个共有序列（consensus sequence），可被其他转录因子识别。

1．AP-2　AP-2转录因子结合位点的共有序列5′GCCTGCAGGC3′被发现存在于大多数表皮特异性及部分毛发特异性基因的转录启动子区域。在胚胎期，AP-2 mRNA在表皮的表达比K5/K14提前一天且表达模式非常相似，提示其在表皮发育及分化过程中起着调控K5及K14基因表达的作用。但AP-2因子还存在于没有表皮角蛋白表达的其他上皮细胞及一些非上皮细胞，表明AP-2并非角质形成细胞特异性基因转录因子。

2．AP-1　AP-1家族转录因子也见于表皮。Fos-B存在于胚胎期，而c-fos及jun-B主要在出生后的表皮分化细胞层。实验表明，AP-1位点（共有序列为5′TGANTC/AA3′，N为ACGT中任一个）在角蛋白基因K1、K8及K18的表达中也很重要。其中一个很好的功能性证据源于对K1基因的研究。实验表明，这个位于K1基因3′端远侧的AP-1位点介导K1基因的钙依赖性以及分化特异性表达。

3．POU位点　有几个POU特异性蛋白也存在于表皮。由于多数POU蛋白单体可以识别DNA上AT-GCAAAT八碱基基元序列，因此又被称为八碱基结合蛋白（octamer）或Oct蛋白。其中最引人注目的是Oct-6。Oct-6既有诱导作用亦有抑制作用，根据具体的组织及基因而异。在表皮基底细胞中，Oct-6抑制角蛋白基因的表达，提示其在角质形成细胞终末分化过程中可能起着抑制这些基因的作用。

4．LEF-1/TCF-1位点　近来发现有好几个基元序列参与毛发特异性基因表达的调控。HK-1基元5′CTTTGAAGA3′是其中的一个。核酸序列比较表明，HK-1基元序列实际上就是已发现的淋巴细胞增强因子LEF-1/TCF-1结合位点（其共有序列为5′CTTTGA/TA/T3′）。LEF-1在胚胎早期皮肤就有表达，存在于首先有毛发特异性基因表达的细胞中。LEF-1去基因鼠表现为毛囊稀少，无胡须，表明LEF-1参与毛囊的形成。LEF-1不属于一般常规的转录因子，其作用据认为是通过使DNA弯曲而改变染色体的空间结构，从而有利于其他常规的转录因子结合。

5．Hox（homeobox）转录因子　近来发现Hox基因在皮肤有特异性表达。在胚胎发育期，表皮的形成可能同时受表皮内及真皮内Hox蛋白调节，而皮肤附属器的形成则受真皮内Hox基因的调节。Hox家族成员如Hox-2、xd11-3/Dlx-3和Hoxc-4在表皮表达的模式还提示它们在表皮分化中的作用。

角蛋白上还有SP-1及CTF等转录因子结合位点，分别为GGGCC框/高GC序列和CCAAT框。

（二）角蛋白基因特异性成分　角蛋白基因特异性成分或转录因子指仅作用于正常表达特定角蛋白细胞类型的转录因子。角蛋白基因表达最显著的特点是其上皮特异性，这种特异性的分子机制还不清楚。目前最简单的假说认为不同类型的细胞有着相应独特的转录因子，这些转录因子特异性地识别角蛋白基因上的结合位点，从而调控不同角蛋白基因的表达。

研究表明，人K1基因转录起始位点前1.5kb处有表皮特异性启动子序列，而在转录起始区远端约-9～-3kb间有基底细胞抑制序列。转染实验表明，人K14基因上一段300bp的转录启动子区仅在上皮来源的细胞中有表达，包括单层上皮及复层上皮，而在非上皮性细胞如成纤维细胞及黑素细胞则无表达。提示K14基因转录启动子区域有决定上皮特异性、但无复层上皮特异性的序列。而K6及K10基因转录启动子序列仅在复层上皮有表达，表明其含有决定复层上皮特异性的序列。

（三）转录调节因子　转录调节因子指一些转录因子及其识别成分序列，这些因子可受各种外界信号影响，如激素、维生素、生长因子及细胞间黏附因子等。维A酸（retinoic acid）是目前研究最多的一种表皮基因调节因子。实验显示，维A酸在低浓度时可以促进表皮细胞分化，而高浓度时（≥6～10mol/L）则抑制表皮细胞分化。表皮角质形成细胞表达好几种维A酸受体（RAR），包括RAR-α、RAR-γ和RXR-α。人表皮角蛋白基因上有维A酸反应成分，包括RAREs和RXREs。维A酸受体结合位点的共有序列为A/GGT/GTCA。几个维A酸受体可以同时结合在这些位点上抑制基因的转录。维A酸调控表皮角质形成细胞的分化可能还通过影响Hox基因的表达。甲状腺素T3受体也能识别这些位点，从而抑制基因的转录。角质形成细胞还有维生素D3
 受体，但其对角质形成细胞的影响则与维A酸相反。维生素D3
 受体也能识别并结合于RAR及T3受体结合的位点上，但对角蛋白基因的表达没有直接影响，而是通过非直接的途径调节角质形成细胞的分化。

由角质形成细胞产生的细胞因子、生长因子以及UV对角蛋白基因的表达也有调节作用。一般来说，促表皮生长因子如TGF-α、EGF及FGF家族抑制角蛋白的表达，而促表皮分化因子（如钙离子）则促进表皮分化特异性角蛋白基因的表达。但具体的分子机制还不清楚。表1-5-3中显示皮肤主要生长因子及其作用。

表1-5-3　生长因子对皮肤细胞的作用

[image: ]


七、角蛋白缺陷与皮肤疾病

由于角蛋白是表皮的主要结构蛋白，不难想象，角蛋白先天缺陷可以导致遗传性皮肤疾患。随着分子生物学及遗传学的进展，过去十多年的发现已证实了角蛋白先天缺陷与多种遗传性皮肤疾患的直接相关性。

（一）单纯性大疱性表皮松解症（epidermolysis bullosa simplex，EBS）EBS是一种典型的常染色体遗传性水疱病。多为显性，也可为隐性，出生时即发病，特点是在轻微外伤的基础上发生大疱。临床上分为三型：①Weber-Cockayne EBS（W-CEBS）是一种最轻型，水疱主要局限于手足，又称手足EBS。②Dowling-Meara EBS（D-M EBS）又称疱疹性EBS，属于严重型，水疱全身泛发。其超微结构特征是基底细胞胞质内角蛋白聚集成块，这一点在其他两型并不明显。③Köebner EBS（K EBS）又称单纯性EBS，其严重程度介于其他两型之间。

早自20世纪80年代初期，人们已发现角蛋白纤维异常凝聚成块是EBS的早期改变，并意识到EBS是一种与角蛋白异常有关的疾病。直到1991年，携带突变K14基因的转基因鼠表现出类人EBS症状时，才真正认识到EBS来源于K14或K5基因的突变。随后的分子遗传学研究发现EBS患者的K14或K5基因上有点突变或小段缺失，导致角蛋白上单个氨基酸的替换或小段缺损。其遗传缺损染色体定位在第17或第12染色体上，与表皮Ⅰ、Ⅱ型角蛋白基因位点一致。至今，在EBS患者中已有近百种不同的基因突变被发现。

在D-M EBS患者，最常见的是在K14角蛋白中央α螺旋区1A部位存在单个碱基C→T或G→A突变，导致第125位上的精氨酸（CGC）被半胱氨酸（IGC）或组氨酸（CAC）所替代，表示为R125 C/H。W-C EBS病变中，较多见的是K5上T→G点突变，导致第161位点上的异亮氨酸被丝氨酸所取代（I 161S）。最近的一项对隐性Köebner EBS家系遗传学研究发现，所有患者的基底细胞内均缺乏K14的表达。核酸序列分析显示，患者的一对同源染色体上K14基因同时突变，其第1内含子3′端剪切受点上A→C变异，引起转录过程中mRNA上部分或整个第2外显子被剪切掉，导致超前产生的翻译终止码（premature termination codon，PTC），从而K14角蛋白被截断在1B部位，175ΔX（X表示终止码stop）。

（二）大疱性先天性鱼鳞病样红皮病（bullous congenital ichthyosiform erythroderma，BCIE）　又称为表皮松解性角化过度型鱼鳞病（epidermolytic hyperkeratosis ichthyosis，EHI），是一种常染色体显性遗传性大疱病。出生时即发病，组织学上为典型的表皮松解性角化过度，因此有人简称为表皮松解性角化过度症（epidermolytic hyperkeratosis，EH）。病变在基底层上方，角蛋白的凝聚及细胞溶解出现在棘层及颗粒层。转基因鼠及患者基因分析均证实是K10或K1的突变所致。常见的点状突变为K10 1A区，第156位点的精氨酸被组氨酸、半胱氨酸、亮氨酸、脯氨酸或丝氨酸所取代（R156H/C/L/P/S）。

Siemens大疱性鱼鳞病（ichthyosis bullosa Siemens，IBS）是一种轻型病变，主要为K2e的突变，病变局限于颗粒层，与K2e的分布一致。

（三）EH型表皮痣（epidermal nevi of the EH type）　此病患者的部分子女有EH病变（K10突变所致），且患者本身为K10角蛋白突变镶嵌型，即K10突变仅在皮损处表皮可检出。这种镶嵌型的发生可能来自两种不同的细胞克隆增生所致，其中一组K10基因有突变，而突变发生在受精卵后。

（四）表皮松解性掌跖角化病（epidermolytic palmoplantar keratoderma，EPPK）　组织学上也表现为典型的表皮松解性角化过度，病变局限于掌跖部，是掌跖部位特异性角蛋白K9突变所致。常见的突变为1A区第162基因上C→T突变，导致精氨酸被色氨酸所取代（R162W）。

（五）先天性厚甲症（pachyonychia congenita，PC）　最近先天性厚甲症也被发现属于角蛋白异常性疾病。此病临床表现为甲增厚、营养不良，有时伴有毛发缺陷及掌跖角化过度。核酸序列分析显示为角蛋白1A区的点突变，其中一例在K17上（N92D），另一例为K16（L130P），也可有K6突变。

（六）念珠状毛发　常染色体显性遗传念珠状发，临床特征为毛干粗细不均呈周期性念珠状，毛发脆，萎缩变细部位易断，毛发脱失，病变可累及全头或其他部位。被检出由毛发角蛋白基因HB1、HB3或HB6基因突变所致。念珠状发患者常见的基因突变为HB1及HB6毛发角蛋白基因，E402K突变多见于HB1基因突变，E413K或E413D突变多见于HB6基因突变。仅见一例为E407K HB3基因突变。

（七）其他疾病　在一些表皮疾病，角蛋白的表达也常有改变。如K16及K17是银屑病角质形成细胞增生过度的标志。表皮创伤或内环境不稳定时，表皮增生过度常引起K1及K10的减少，而K6或K16表达则增多。另外，在表皮癌变时，如鳞状细胞癌，表皮分化特异性角蛋白K1及K10的表达常明显降低，而单层上皮特异性角蛋白K8及K18的表达则明显增高。这些改变可能源于继发性的调控改变，而非角蛋白基因本身的原发性缺损所致。但这种改变是反映表皮分化状况的一种重要标志，常有助于原发性病因的鉴别。常见的表皮遗传性疾病的潜在缺陷及涉及的基因/蛋白见表1-5-4。

表1-5-4　表皮常见遗传性疾病和它们潜在的缺陷
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 第二节　表皮角蛋白相关蛋白及角质包膜

一、角质包膜（cornified envelope，CE）及表皮分化复合体

1．角质包膜　表皮向终末分化过程不仅包括表皮终末分化特异性角蛋白表达，而且涉及其他几种重要的角蛋白中间丝相关蛋白（keratin intermediate filaments associated protein，KIFAP），包括丝聚合蛋白、兜甲蛋白、内披蛋白及SPRRs等（表1-5-1）。在颗粒层，角蛋白中间丝与新合成的丝聚合蛋白相互作用，进一步聚集成束。接着，兜甲蛋白、内披蛋白及SPRRs等蛋白质沉积在细胞膜内侧。在正分解的细胞膜下，通过转谷氨酰胺酶的交叉连接作用，共同形成一种稳定的蛋白壳膜，即所谓的角质包膜，也称为交叉连接膜、边缘带或周边带。

这种角质包膜的形成标志着角质形成细胞分化的终末产物角质细胞的产生，是表皮作为一种防御屏障的基础。其内充满致密聚集的角蛋白纤维束。在电子显微镜下，角质包膜显示为一种约15nm厚的电子致密带。透射电子显微镜下这种包膜内面粗糙、外表光滑。相差显微镜下由人表皮分离出的角质包膜呈两种形态：不规则形的脆弱型以及多角形的坚硬型。胶带剥脱实验所得的正常人表皮角质层显示，脆弱型几乎仅见于角质层下部与颗粒层交界处，而坚硬型主要见于表浅的角质层。这种空间位置上分布的不同可能反映了角质包膜成熟的两种不同阶段。角质包膜占整个角质层干重5％～7％，其组成为蛋白质90％，脂质10％。根据对纯化的角质包膜抗体及角质层细胞特异性抗体的反应，以及作为转谷氨酰胺酶基质的能力（即被交叉连接的能力），丝聚合蛋白（filaggrin）、内披蛋白（involucrin）、兜甲蛋白（loricrin）以及SPRR（small proline rich proteins）等蛋白是目前研究得比较清楚的几种角质包膜的主要前体成分。

2．表皮分化复合体（epidermal differentiation complex，EDC）　近来研究表明，人染色体1q21区是参与表皮终末分化重要基因密集部位。这些基因的蛋白产物包括参与形成角质包膜的丝聚合蛋白原、兜甲蛋白、内披蛋白、SPRRs和毛透明蛋白。特别引人注目的是，这些基因与好几个Ca2＋
 结合蛋白基因S100A位于同一区域，因为Ca2＋
 水平对表皮达及表皮分化起着十分重要的调控作用。这些基因紧密聚集在染色体1q21区域内1.9M bpDNA节段上，其顺序为：S100 A10、毛透明蛋白、丝聚合蛋白原、内披蛋白、SPRR4、SPRR1A、SPRR3、SPRR1B、SPRR2、兜甲蛋白、S100 A9、S100A8、S100A6。鉴于这些基因进化上及结构组成上相互关联，功能上相互紧密配合，因此这些基因位点在染色体1q21区的聚集被认为形成了一种结构与功能上的基因复合体，被称为表皮分化复合体。

二、丝聚合蛋白（filaggrin）

丝聚合蛋白的意思为微丝凝聚蛋白（filament aggregating protein）。丝聚合蛋白的功能主要是与角蛋白中间丝相互作用，协助角蛋白聚集形成致密的角蛋白纤维束。丝聚合蛋白最初以功能上无活性的丝聚合蛋白原（profilaggrin，pFG）前体形式聚集在颗粒细胞的角质透明颗粒（keratohylin granules，KHG）中，在角质形成细胞由颗粒层向角质层分化过程中，在一些特异性磷酸酶及蛋白酶的作用下，经过去磷酸化以及蛋白水解处理过程，从丝聚合蛋白原转化为有活性的丝聚合蛋白。

（一）丝聚合蛋白原基因及蛋白结构特征　丝聚合蛋白原是一组富含组氨酸的多聚蛋白，人的丝聚合蛋白原由10～12个重复的丝聚合蛋白单位组成，每个丝聚合蛋白单位由一个丝聚合蛋白序列加上19个氨基酸“连接”序列组成。丝聚合蛋白原这种少见的重复结构来源于它本身的基因结构。丝聚合蛋白原基因编码区中间部分为10～12个重复的972碱基对长的丝聚合蛋白单位序列，两端为部分丝聚合蛋白序列及不同于丝聚合蛋白序列的头、尾序列。丝聚合蛋白原基因编码区丝聚合蛋白单位重复序列中不含有内含子，各重复的丝聚合蛋白单位序列相似，但限制性内切酶消化带型提示这些重复单位间亦有相异性（图1-5-4）。
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图1-5-4　人丝聚合蛋白原基因组成结构示意图
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 分别代表第1到第11个完整的丝聚合蛋白重复序列
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 截断的部分丝聚合蛋白重复序列
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 非丝聚合蛋白重复序列
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 5′及3′末端非编码，5′端非编码区的两个外显子由9.6kb的第1内含子隔开

ATG　蛋白翻译起始码

TAA　蛋白翻译终止码

↓　表示TATA框所在位置

（二）丝聚合蛋白原的表达与降解　形态学上丝聚合蛋白原的出现与角质透明颗粒的形成一致，合成的丝聚合蛋白原需经一系列的处理过程（图1-5-5），紧接着丝聚合蛋白原的翻译合成，新生的丝聚合蛋白原每一丝聚合蛋白及连接肽多处丝氨酸被磷酸化。多个蛋白激酶在此中间起作用，包括酪蛋白激酶（CKⅡ）。磷酸化的丝聚合蛋白原不溶于水，聚集于高磷酸化并富含组氨酸、且形态不规则的角质透明颗粒中，而不在富含半胱氨酸的“致密颗粒”型角质透明颗粒中。在正常人表皮，角质透明颗粒最初出现在颗粒层下部细胞中，呈小而不规则状。在颗粒层上部，这些颗粒已成为大的星状团块。在角质层底部3～4层，免疫标记显示丝聚合蛋白均匀致密地分布于所有的细胞中。到角质层中部，免疫标记减弱。随着丝聚合蛋白降解为单个氨基酸，免疫标记最终消失在近表面处。角质透明颗粒的溶解与丝聚合蛋白原的去磷酸化及蛋白水解过程有关。蛋白水解分为两阶段，首先由胰凝乳蛋白酶使其产生由几个重复丝聚合蛋白序列组成的中间产物，然后再进一步降解成单个氨基酸；第二阶段需要有一定的细胞外钙离子浓度，可被钙离子通道阻滞剂所抑制，提示钙离子的流入可能激活这一过程。
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图1-5-5　丝聚合蛋白合成、降解及与角蛋白相互作用的途径

pFG（丝聚合蛋白原）：新生的丝聚合蛋白原

pFG（KHG）：新生的丝聚合蛋白原被磷酸化并储存在角质透明颗粒（KHC）中

iFG：经去磷酸化及蛋白水解作用从角质透明颗粒中释放出来并成为中间产物

Filaggrin（丝聚合蛋白）：iFG经进一步水解成为单个丝聚合蛋白

Keratin（角蛋白）：丝聚合蛋白与角蛋白中间丝相互作用，协助角蛋白聚集成束

AA：丝聚合蛋白经修饰后从角蛋白束中解脱出来，并由蛋白酶水解降解成自由氨基酸

丝聚合蛋白原的处理过程与其功能有关。磷酸化的丝聚合蛋白原无活性，滞留于角质透明颗粒中。去磷酸化及蛋白水解将丝聚合蛋白原转化为功能性丝聚合蛋白，协助角蛋白丝聚集成束。丝聚合蛋白与角蛋白丝的结合限于角质层下部，可能作为暂时性支架，为角蛋白丝定向直到它们被双硫键（SS）交叉连接在一起。在角质层上部，丝聚合蛋白的精氨酸基团在精氨酸脱氨酶作用下转为瓜氨酸。这种转化可能促使丝聚合蛋白从角蛋白纤维中解离出来，并进一步降解成自由氨基酸。这些自由氨基酸为亲水性，通过结合水而有维持皮肤水分的作用。

（三）丝聚合蛋白原基因的调控　丝聚合蛋白原的表达仅发生在有分化特异性角蛋白K1及K10表达后，并且在角化过程增强的情况下其表达也增加。细胞内Ca2＋
 及维A酸参与了表达的调节。丝聚合蛋白原基因结构特征可能是其调控机制的基础。

1．5′末端非编码区（5′noncoding region）　人丝聚合蛋白原基因的5′末端非编码区由两个外显子组成，共有75碱基对（bp），中间被一段9.6kb的内含子隔开（图1-5-4）。在mRNA转录起始位点前27bp处有一个TATA框。这个TATA框上游距转录起始位点210bp内有几个调节成分，包括一个AP1位点，几个GC框及CAAT框。此外，位于两个外显子之间的内含子中间也有一个AP1位点，并有维A酸应答序列成分（RARE）。这些位点或成分可能是组织特异性或分化特异性丝聚合蛋白原基因表达的基础。Phorberester TPA通过增强c-Fos和c-Jun结合能力可以激活含有AP1位点的基因，在一定条件下可以诱导丝聚合蛋白原的表达。与之相反，维A酸则抑制丝聚合蛋白原的表达，其作用机制可能是直接作用于RARE样成分或间接通过拮抗AP1激活转录的机制。

2．N末端“EF”手功能区　丝聚合蛋白原翻译起始码后是一段由两个功能区组成的前导肽。其特征为有两个钙离子结合区，称为“EF手”。一个“EF手”通常为12个氨基酸组成的钙结合环，两头各一α螺旋。根据“EF手”的数量及内含子在基因上的位置，丝聚合蛋白原被认为属于S100钙结合蛋白家族。和其他S100类基因一样，丝聚合蛋白原有两个“EF手”及两个内含子。这两个内含子一个位于5′端的非编码区，另一个位于两个“EF手”之间（图1-5-5），与其他S100类基因中内含子的位置一致。这种钙结合区的存在提示钙调节的结构基础及功能意义。人培养角质形成细胞在低钙浓度培养液中不分层仅保持单层，也不表达分化标志。但在高浓度钙情况下，角质形成细胞分层化，并表达分化标志如K1及K10，同时也表达丝聚合蛋白原。丝聚合蛋白原的降解也需要钙参与。

三、内披蛋白（involucrin）

内披蛋白的命名来自拉丁语involucrun，意思为包膜（envelope）。内披蛋白占培养角质形成细胞可溶性蛋白的5％～10％，等电点为4.5。内披蛋白很易被加热增浓。当加热人角蛋白粗提液到95℃时，多数蛋白质沉淀，而内披蛋白仍然保持在溶液中，可达可溶性蛋白含量的90％。内披蛋白的分子量为680kDa。其氨基酸组成接近于培养的人角质形成细胞的角质包膜蛋白，富含谷氨酸/谷氨酰胺以及较高含量的赖氨酸及脯氨酸。内披蛋白在角质形成细胞分化过程中出现较早，最初见于棘层上半部，位于细胞质内。在角质层则聚集于细胞的周缘。

1．人内披蛋白基因结构　人的内披蛋白基因有两个外显子及一个内含子（图1-5-6）。5′端的外显子很小，仅43bp。而3′端的外显子为2107bp。两个外显子间由一1188bp长的内含子隔开。编码区位于3′端外显子内。编码区的中央部分为39个头尾相接、串联重复序列，两边为与中央共有序列同源性较低的序列，整个氨基酸序列为585个氨基酸。中央的重复共有序列由30bp组成，由其产生的10个氨基酸共有序列为EQQEGQLKHL，其中3个谷氨酰胺（Q）及2个谷氨酸（E）的位置恒定。实验显示，由转谷氨酰胺酶催化的交叉连接90％首先发生在第35个重复序列中第2个谷氨酰胺上（第496位点），10％首先发生在邻近的第1个谷氨酰胺上（第495位点）。由于内披蛋白的长度以及其富含用于转谷氨酰胺酶介导的交叉连接用的谷氨酰胺，故内披蛋白被认为很可能作为不同蛋白之间交叉连接的支架。
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图1-5-6　人内披蛋白基因结构示意图

Ⅰ，Ⅱ　分别代表两个外显子，两个矩形中间的线段为1188bp长的内含子
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 编码区中央部分39个重复的30bp序列
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 与中央共有序列低同源性的两侧相接序列
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 5′及3′末端非编码区

ATG，TAA　分别为翻译起始码及终止码

（A）n　为poly A位点

2．内披蛋白基因的调控　实验表明，人内披蛋白基因调控成分位于5′端非编码区约2.5kb序列中。除邻近转录起始位点（＋1）的TATA框外，还有好几个调节因子结合位点及三个功能性转录调控区：近端启动子/增强子（enhancer）（nt-159～-1），远端Ca2＋
 依赖性增强子（nt-2456～-1272）以及一可能的转录抑制区（nt-650～-160）。远、近端转录启动子/增强子中有好几个AP1位点，而转录抑制区内则同时有一AP1位点及2个可能的YY1位点。

AP1位点的存在可能是TPA诱导角质包膜形成的结构基础。其机制可能是通过蛋白激酶C（PKC）作用于转录因子AP1，激活或增强内披蛋白的转录。并且AP1对内披蛋白转录的调节作用有细胞类型特异性，即仅在正常表达内披蛋白的细胞中起作用。

YY1位点存在于很多基因中。内披蛋白基因转录抑制区的2个可能的YY1位点序列为5′TTTC-CATTTCA3′和5′TCATTTTGAA3′。YY1是一种特殊的转录调节因子，其对基因转录起始的作用可以是激活亦可以是抑制，依基因的不同而异。尽管YY1在角质形成细胞中的作用还不清楚，但YY1对内披蛋白的转录有很强的抑制作用。

实验表明，远端增强子序列的激活性依赖于Ca2＋
 诱导的角质形成细胞分化。而近端的启动子/增强子以及含AP1序列的可能的抑制区则不受Ca2＋
 诱导的细胞分化影响。这种现象可能提示在角质形成细胞中存在着两种不同的内披蛋白基因转录的调控机制：一是Ca2＋
 依赖性，另一种则仅在于AP1的激活。转基因鼠实验表明，内披蛋白2.5kb 5′端非编码区还含有指导内披蛋白复层鳞状上皮组织特异性及分化特异性表达的调控信息。

POU转录因子在表皮有表达，被认为是角质形成细胞基因表达的一个重要调节因子。一项转录实验表明，POU因子抑制内披蛋白的转录，机制可能是通过间接作用于TATA框附近的其他蛋白因子。此外，POU因子还拮抗TPA对内披蛋白启动子活性的诱导作用。这表明内披蛋白属于一组很少的几个基因——POU因子对它们的调控不依赖P0U八碱基基元结合位点。

四、兜甲蛋白（loricrin）

兜甲蛋白一词来源于拉丁语的lorica，意为保护性外壳。人的兜甲蛋白由315个氨基酸组成，分子量为25.8kDa，其氨基酸组成与从包皮表皮纯化得到的角质包膜接近，含有丰富的甘氨酸、丝氨酸及半胱氨酸。兜甲蛋白是一种带正电荷的、高度不溶于水的蛋白，这种不溶性在被交叉连接进角质包膜前即存在，其原因可能部分来自其甘氨酸及其他疏水基团含量及双硫键的形成。

兜甲蛋白表达在细胞分化的后期，开始出现在表皮颗粒层，是角蛋白透明颗粒中的高硫成分。在鼠表皮兜甲蛋白聚集于小圆而致密的L颗粒中，而非大F颗粒。但除了外泌汗腺导管外，人的表皮中还未见有L颗粒的报道。应用抗兜甲蛋白抗体标记发现，人的兜甲蛋白聚集在颗粒层的F颗粒中，和丝聚合蛋白原在一起。但在角质层，兜甲蛋白抗原标记则位于细胞的周缘，即角质包膜。因此在颗粒层，尽管内披蛋白与丝聚合蛋白原被同时储存于F颗粒中，但两种蛋白的最终去向却不相同。不同于丝聚合蛋白原，在角质层兜甲蛋白被转谷氨酰胺酶交叉连接在角质包膜上，成为角质包膜的一个重要组成。

1．兜甲蛋白基因结构特征及表达　人兜甲蛋白基因结构与内披蛋白基因结构相似，很小的第1外显子，整个编码均在第2个大的外显子中，编码区很大部分由类似的重复序列组成，而这种重复在生物进化中，不同种类中并没有保留，在5′端非编码区也有单个长为1188bp的内含子。更有意义的是，两基因位点十分靠近，均位于第1染色体的q21区，与丝聚合蛋白原基因位点相邻。计算机分析显示两基因蛋白产物两末端肽链序列有相当程度的同源性，尽管两者内部多个重复共有序列部分并无同源性。这些特征提示兜甲蛋白和内披蛋白两基因很可能由共同的先祖基因复制而来，随后由于内部序列的进化有别而趋异。

尽管兜甲蛋白与内披蛋白基因结构相似，两者的表达都和细胞的终末分化相关，功能也一致，均是形成角质包膜的前体成分，但两者的表达有较大差异：①在正常人表皮分化进程中，兜甲蛋白在表皮表达得较迟，最初出现在颗粒层，而内披蛋白在棘层即已有表达；②兜甲蛋白的表达主要限于表皮，而内披蛋白则见于所有复层鳞状上皮及尿道移行上皮；③兜甲蛋白在毛囊的表达仅限于毛囊漏斗部，而内披蛋白则还见于峡部、内外毛根鞘、部分毛干以及皮脂腺导管；④10-6
 mol/L维A酸可以完全抑制兜甲蛋白的表达，而对内披蛋白则无影响。

2．兜甲蛋白结构特征　兜甲蛋白的蛋白分子两端为高谷氨酰胺赖氨酸末端，中间为三个高甘氨酸-丝氨酸区组成的甘氨酸环基元，其间由两个小的高谷氨酰胺区分隔。甘氨酸环基元的特点是高含量的甘氨酸、丝氨酸以及半胱氨酸。这些脂肪族氨基酸常常形成串联的类重复序列（甘丝半胱）n。这种结构也见于K1及K10非α螺旋末端功能区。据认为，这种高甘氨酸丝氨酸序列可以形成一种类似的见于角蛋白的Ω环。通过这种Ω环之间的相互作用，兜甲蛋白可以将角蛋白纤维丝固定在细胞周边角质包膜上。

3．兜甲蛋白基因的调节　人兜甲蛋白基因转录启动子区在TATA框上游13bp处，有一AP1结合位点。基因突变实验表明，改变这个AP1位点的序列，可以完全抑制角质形成细胞中兜甲蛋白启动子的活性，提示这个AP1位点在兜甲蛋白基因转录调节的重要性。在细胞终末分化过程中，兜甲蛋白和丝聚合蛋白表达的转录调控密切配合，均在颗粒层开始出现，是角质形成细胞终末分化的标志之一。和对丝聚合蛋白的作用一样，细胞外Ca2＋
 浓度及维A酸对兜甲蛋白的表达也有重要的调节作用。培养的人角质形成细胞在无血清培养液中，只有当细胞外Ca2＋
 浓度达到0.1mmol/L时才开始有兜甲蛋白的表达。维A酸的作用则与之相反。在10-8
 mol/L时，维A酸即可以完全拮抗Ca2＋
 诱导的兜甲蛋白mRNA的表达。

五、富含脯氨酸的小蛋白

近年来，一组由富含脯氨酸的小蛋白（small proline rich region proteins，SPRRs）基因产生的蛋白在角质形成细胞终末分化中参与角质包膜形成的作用也在被逐渐阐明。研究发现，在细胞的中外2/3层，SPRRs混合于大量的兜甲蛋白中，像桥梁一样在兜甲蛋白之间形成交叉连接。有证据表明，SPRRs即是以往曾被描述过的一组小而可溶性的、组成角质包膜的前体成分pancornulins。

SPRRs基因家族包括2个SPRR1（A，B）、7个SPRR2（A～G）、单个SPRR3以及新近发现的单个SPRR4。所有的SPRRs基因家族成员均位于第1染色体上q21区，相互之间紧密相连，局限于300kb长的DNA片断内，并且与兜甲蛋白及内披蛋白基因位点紧密相邻。SPRRs基因的结构组成与兜甲蛋白及内披蛋白相似：两个外显子，单个大的内含子。其中第1外显子很小，整个编码区均在第2个大的外显子中。另外，SPRRs、兜甲蛋白以及内披蛋白的N和C两末端肽链序列有很大同源性。它们内部中央部分亦由多个串联重复序列组成，但同源性很少。这种基因位点上的紧密关系、结构的相似以及序列的同源性表明，它们在生物进化过程中可能由同一祖先复制演变而来，中央功能区进化的不一致则形成各自的独特性。这组SPRRs基因的一个主要特征是，它们蛋白产物的中央片断由串联重复的氨基酸序列组成：在SPRR1、SPRR3和SPRR4为8个，SPRR2为9个。其共有序列为XKX-PEPXX（X为任意氨基酸）。

SPRR1～3 mRNA在培养的角质形成细胞中有大量表达，而SPRR4 mRNA在未分化的角质形成细胞中未能检出。它们在组织的表达上有较大的差异（表1-5-5）。在正常人表皮，SPRR1的表达主要局限于表皮棘层上部、颗粒层以及毛囊外根鞘的上部，在毛囊间表皮的表达则呈小灶状。SPRR2则同时在毛囊区、毛囊间表皮有高及中度表达。SPRR3在表皮则完全无表达。引人注意的是，在银屑病、扁平苔藓及鳞状细胞癌中SPRR1和SPRR2的表达大大增高。SPRR3在角化棘皮瘤及鳞状细胞癌中也有表达。SPRR4在正常表皮表达很低或阴性，但UVB及UVC可以诱导其在表皮基底层上方的表达。

表1-5-5　SPRRs表达的比较
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六、毛透明蛋白（trichohyalin）

人的毛透明蛋白基因位于染色体1q21区，由三个外显子、两个内含子组成。前两个外显子分别为63bp及169bp，第3个最大为6609bp。两个内含子分别为1275bp及864bp。毛透明蛋白含有单一5691bp长的编码区，主要位于第3外显子中，翻译起始码位于第2外显子中。人毛透明蛋白长1897个氨基酸，分子量为248kD，等电点5.4，蛋白结构分析显示，毛透明蛋白为棒状结构，75％为α螺旋。根据氨基酸组成及结构特点可以分成9个功能区。第2～8功能区主要由多个重复的肽链序列组成。

毛透明蛋白的一个重要特点为有着和丝聚合蛋白原相似的外显子/内含子结构及两个“EF手”样Ca2＋
 结合区，位于N末端的第1功能区，因此亦属于S100Ca2＋
 结合蛋白家族。毛透明蛋白另一个重要特点为含多个重复肽链序列的第2～8功能区序列与内披蛋白有很高的同源性。并且，毛透明蛋白带有极高含量的带电荷或极性基因（59％），亦类似于内披蛋白（49％）。尤其是第6功能区，几乎全部是α螺旋结构，由8个重复的30个氨基酸序列组成。很多带电荷基因位于α螺旋的外围，围绕α螺旋轴形成一种有规律的带电荷区。像内披蛋白一样，通过这种离子间的相互作用，毛透明蛋白可以像支架一样将周围的蛋白质相互结合起来。

多年来，毛透明蛋白一直被认为仅仅表达在毛囊内根鞘及毛干髓质细胞。近来发现，毛透明蛋白还表达在某些部位表皮颗粒层，如新生儿包皮。但在躯干及头皮表皮颗粒层仅有散在点状表达。

毛透明蛋白的结构特点及其表达模式表明其至少有三种功能。首先，在毛囊内根鞘及表皮颗粒层细胞中，作为角蛋白中间丝相关蛋白，像丝聚合蛋白原一样，作为支架，将角蛋白交叉连接成疏松的蛋白网。其次，可能参与角质包膜的形成。与内披蛋白一样，作为支架蛋白将角蛋白纤维网固定在角质包膜上。另外，像丝聚合蛋白原一样，毛透明蛋白含有一对“EF手”样Ca2＋
 结合功能区。这两种中间丝相关蛋白中Ca2＋
 结合区的存在，提示Ca2＋
 的结合也许是颗粒形成、修饰与调节所必需。

七、转谷氨酰胺酶

形成角质包膜是正常人表皮角质形成细胞终末分化的最后阶段。角质包膜的不溶性可能来自表皮内转谷氨酰胺酶（transglutaminase，TG）的作用，即在组成角质包膜的蛋白之间形成一种ε（γ谷氨酰）赖氨酸交叉连接。这种交叉连接十分稳定，可以抵抗蛋白酶的水解作用。近年来还发现，在人的表皮内还存在一种γ谷氨酰多胺交叉连接。用于这种连接的多胺一般为亚精胺。根据这两种交叉连接，据估计，正常人表皮角质包膜中平均每20kDa分子量肽链就有一个交叉连接（图1-5-7）。
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图1-5-7　转谷氨酰胺酶催化两个蛋白分子间的交叉连接

TGs是一组Ca2＋
 结合及Ca2＋
 依赖性酶。目前已发现有八种TGs在人类表达，其中有四种TG存在于表皮及其附属器以及其他鳞状复层上皮组织（表1-5-6）：TG1（或角质形成细胞TG，TGK）、TG2（或组织TG，TGC）、TG3（或表皮TG，TGE）和TG5（或TGX）。分子克隆显示这些TGs是一些相关的、但各不相同的蛋白，在活性中心有很高的同源性。TG1、TG3和TG5在表皮表达，介导角质包膜组成蛋白之间的交叉连接而参与角质包膜的形成。TG2在表皮真皮均有表达，介导胶原纤维及其他细胞外基质的形成。

表1-5-6　皮肤转谷氨酰胺酶（TG）的比较
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人的TG1表达在多种复层上皮。在正常人表皮，TG1的表达起始于棘层中部直至角质层的起始，但酶活性仅限于颗粒层与角质层交界处1～2层细胞。这种酶活性的局限性可能是由于细胞间Ca2＋
 浓度的关系。TG1原酶活性很低，经蛋白水解分成由非共价键连接10、33、67kD复合体，活性大大增强。TG1的表达还受维A酸的调节。TG2存在于很多不同的组织，它表达在表皮角质形成细胞，同时还见于真皮。据认为它的主要功能是参与细胞凋亡（apoptosis）。TG2交叉连接细胞外基质，增强其稳固性，对损伤愈合中胶原纤维及其他细胞外基质的合成很重要。TG3又称为表皮或毛囊TG，是一种蛋白原酶，分子量为77kD。通过蛋白水解分离成有高度活性的5kD及27kD片断。人的TG3表达在表皮及毛囊分化的角质形成细胞中，其表达也受Ca2＋
 水平的调控。TG5在表皮主要表达在颗粒层以及培养的角质形成细胞。和TG1及TG3相似，Ca2＋
 及佛波醇酯（phorbol ester，TPA）使TG5表达增高。TG1和TG3需经酶水解而活化，TG5无需酶水解激活。

八、角质包膜缺陷与皮肤疾病

许多角化异常的疾病当中存在透明角质颗粒异常，说明这些分子之间的相互作用对维护正常表皮的结构和屏障功能是非常重要的。例如，在一组寻常型鱼鳞病中，存在显著的透明角质颗粒和中间丝相关蛋白的减少和缺失。在丑胎鱼鳞病中K1/K10表达水平降低，中间丝相关蛋白表达缺失。

1．丝聚合蛋白与疾病　丝聚合蛋白原基因（FLG）变异常见，在人群中可高达10％，并往往和角蛋白表达的异常伴发。近来的研究发现，常染色体显性遗传寻常型鱼鳞病人有透明角质颗粒缺失以及丝聚合蛋白基因突变蛋白功能丢失。丝聚合蛋白功能丢失性突变近来还被证实是特应性皮炎的主要高危因子，并与哮喘的严重性有显著相关性。

2．层板状鱼鳞病（lamellar ichthyosis）是一种常染色体隐性遗传性疾病。临床主要表现为角化异常，有大片状鳞屑及不同程度的红皮病。病理上主要表现为明显的角质层增厚，并有TG1（TGK）表达的缺失以及内披蛋白、兜甲蛋白表达的增高。基因遗传分析表明，此病为TG1基因点状突变所致。其突变类型有：①点状缺失：在一家系中发现，患者TG1基因第8外显子＋4640位点上的T缺失，引起其后的编码框架移位（frame shift），并导致产生截断的蛋白产物。异常的蛋白长442个氨基酸，仍然有酶活性中心，但缺乏Ca2＋
 结合区。②点状替代：是最多见的一种突变方式，可导致单个氨基酸替换或编码框架移位。如一家系患者TG1基因位点＋3366处A→G单个碱基替代，导致第5内含子上剪切受点丢失，引起编码框移位以及TG1蛋白截止于其活性中心前。单个氨基酸的替换，是最常见的点突变结果，常见于第3外显子，如R142C/H。

3．兜甲蛋白缺损与Vohwinkel综合征　Vohwinkel综合征又称为残毁性角皮症（mutilating keratoderma），是一种很少见的显性遗传性掌跖角化病。临床特征为：①掌跖角化呈蜂窝状；②环绕末端指（趾）的缩窄带，常可导致自发性末端指（趾）节截断；③手背海星状、鲑肉色角化过度性皮损。有时还伴秃发、耳聋、肌病及鱼鳞病样皮病。病理上为角化过度伴角化不全以及颗粒层增厚，电子显微镜下可见细胞核内异常兜甲蛋白聚集。最近的一项研究表明，Vohwinkel综合征与兜甲蛋白基因缺损有直接关系。研究发现，在兜甲蛋白羟基末端，单个G碱基插入导致其后的甘氨酸环及高谷氨酰胺赖氨酸区翻译编码框移位。合成的兜甲蛋白的蛋白分子功能异常，角质包膜形成异常，皮肤角质化过程异常。

4．角质包膜基因位点与银屑病及银屑病型关节炎　银屑病患者角质包膜形成障碍，皮肤屏障功能显著降低。最新的一项全基因组关联（genome-wide association）研究显示，除MHC与银屑病的发病有强相关性外，表皮分化复合体处角质包膜基因聚集位点与银屑病的发病也有紧密的相关性。


 第三节　表皮的主要连接结构

表皮角质形成细胞通过细胞膜上的两种特殊结构为角蛋白纤维网提供附着点。桥粒使角质形成细胞之间相互连接，半桥粒则将基底细胞固定在基底膜带上，也是表皮与真皮之间的连接。桥粒与半桥粒的名称来自它们超微结构形态上的相似性，都具有膜相关性盘状致密斑（plaque），而桥粒具有一对这样的结构。近几年来，应用分子生物学对这两种结构分子组成的研究发现，桥粒与半桥粒是两种并不相同的结构。

一、桥粒（desmosome）

桥粒的结构组成成分根据其基因来源及功能主要有三组，即斑素蛋白（plakin）、armadillo及钙黏素（cadherin）。斑素蛋白家族包括桥斑蛋白（desmoplakin，DP）、角质层斑蛋白（envoplakin）、periplakin、epiplakin、plectin、大疱性类天疱疮抗原（BPAG1）、微管肌动蛋白交叉连接因子（microtubule actin crosslinking factor，MACF）1以及corneodesmosin（CDSN）。armadillo家族包括桥斑珠蛋白（plakoglobin，PG）、斑菲素蛋白（plakophilins，PKPs）1～3及p0071。钙黏素（cadherin）家族包括桥粒芯糖蛋白（desmoglein，Dsg）1～4和桥黏素（desmocollin，Dsc）1～3。依据其在桥粒的位置，桥粒的结构组成成分大致分为两大类：位于细胞膜内侧的桥粒胞质蛋白（又称桥粒斑块蛋白），包括斑素蛋白家族和armadillo家族蛋白，以及桥粒跨膜蛋白（桥粒糖蛋白）钙黏素家族（图1-5-8）。钙黏素家族跨膜蛋白Dsg和Dsc形成细胞黏附交界面，Dsc胞质内末端为位于细胞膜内侧的armadillo蛋白提供连接，而plakin家族蛋白则将细胞内细胞角蛋白连接到桥粒上。很明显，这些蛋白结构的正常表达以及相互之间的功能协调是保证表皮结构完整及功能所必须。
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图1-5-8　桥粒的主要超微结构特征及分子组成

DP：桥斑蛋白；Dsc：桥黏素；Dsg：桥粒芯糖蛋白；PG：桥斑珠蛋白；PKP：斑菲素蛋白

（一）桥粒胞质蛋白　桥粒胞质蛋白位于桥粒的细胞膜内侧，由于篇幅所限这里仅就斑素蛋白家族的桥斑蛋白（desmoplakin，DP）以及armadillo家族的桥斑珠蛋白（plakoglobin，PG）作一简单介绍。

1．桥斑蛋白（DP）　分为DPⅠ与DPⅡ，是主要的桥粒胞质斑块蛋白，是桥粒斑块中最多的成分。DPⅠ/Ⅱ位于桥粒致密斑的最内面，是内斑块（inner plaque）的主要组成成分（图1-5-8）。它们仅存在于桥粒斑块，因此亦是桥粒的特征性标志。DPs在表皮全层均有表达。DP与半桥粒中一种主要胞质成分大疱性类天疱疮抗原（BPAG1）以及一种中间丝相关蛋白plectin属于同一组中间丝组编相关蛋白（intermediate filament organizing proteins）。这些蛋白结构上有很高的同源性。它们的C末端有高甘氨酸重复序列，这个区域可能是与中间丝相互作用的功能区。

人DP基因位于染色体6p上。DPⅠ和DPⅡ的mRNA分别为9.5kb与7.5kb。DPⅡmRNA与较大的DPⅠmRNA来自同一基因转录前体RNA，可能是由于在mRNA成熟过程中不同的切割所致。cDNA序列分析显示，DPⅠ与DPⅡ的编码序列分别为8031bp及6234bp，肽链长分别为2677个氨基酸及2078个氨基酸，分子量分别为250kD和215kD。免疫学及蛋白图谱分析表明两个蛋白结构相似。DP蛋白为哑铃状同种二聚体。两末端为球状，中间部分为α螺旋组成的棒状结构。DPIN末端的基本特征为每7个氨基酸一组的重复序列（abcdefg）n，其中a与d位置上通常为一个非极性基团。中央棒状结构也含有许多7个一组的重复氨基酸序列，整个棒状结构的特征是平均10.4个基团有周期性分布的极性基团，这种结构往往提示可以形成2条α螺旋。C末端的基本特征主要是三组每38个氨基酸为单位的重复序列，每个重复单位中央共有序列为LLEAQAATG，每组的重复单位分别为4、4、5个。缺失转染实验证实，DP的C末端是与角蛋白中间丝成分相互作用的部位。实验显示，DPⅠ的C末端“尾部”直接与Ⅱ型角蛋白N末端“头部”相结合。而DP的N末端则是使其定位于桥粒斑块所必需，并且可能与桥粒糖蛋白的胞质部分相结合，从而将角蛋白中间丝与桥粒斑块连接起来。Ca2＋
 浓度及TPA均可诱导桥粒的形成。它们的诱导作用主要是通过蛋白激酶C促使胞质内DP移位参与桥粒的形成。

2．桥斑珠蛋白（PG）　PG基因定位于染色体17q21，其mRNA有3.4kb及3.7kb两种形式。这种差异来自其3′末端非编码区一段297bp片断，是mRNA成熟过程中不同切割所致，具有细胞特异性。角质形成细胞中同时存在这两种形式，在表皮全层均有表达。

根据cDNA序列所得的人桥斑珠蛋白的蛋白肽链全长744个氨基酸，分子量为820KDa。桥斑珠蛋白位于桥粒胞膜内面致密斑（plaque），不同于桥斑蛋白。桥斑珠蛋白不仅存在于桥粒，而且还广泛存在于其他多种细胞间黏附结构，如极性上皮的粘连带（zonulae adherens）。桥斑珠蛋白与桥粒跨膜糖蛋白、桥粒芯糖蛋白（desmoglein）及桥黏素Ⅰ（desmocollin Ⅰ）相联系。

人的桥斑珠蛋白与非洲蟾蜍E钙黏素（E-cadherin）相关蛋白βcatenin以及果蝇体节极性基因（segment polarity gene）产物armadillo在氨基酸序列上有很大的同源性。plakoglobin/βcatenin/armadillo蛋白家族参与脊椎动物形态发生中信号传递。因此，桥斑珠蛋白参与桥粒的组成则提示，除了作为细胞之间机械固定连接结构外，桥粒还有信号传递的功能。

（二）桥粒跨膜糖蛋白　桥粒芯糖蛋白（desmoglein，Dsg）和桥黏素（desmocollin，Dsc）是桥粒中两种主要跨膜糖蛋白。它们都是N糖苷化的Ⅰ型跨膜蛋白（即N端处于细胞外，C端位于细胞内），并同属于Ca2＋
 依赖性细胞黏附因子钙黏素家族，因此桥粒芯糖蛋白和桥黏素又称为桥粒钙黏素。

1．桥粒跨膜糖蛋白基因及表达　至今已发现有四种不同基因型的桥粒芯糖蛋白（Dsg 1～4）以及桥黏素（Dsc 1～3）。所有桥粒跨膜糖蛋白基因均定位于第18染色体，簇集于18q12位点，呈cen-DSC3-DSC2-DSC1-DSG1-DSG4-DSG3-DSG2-tel顺序排列。

桥粒芯糖蛋白和桥黏素是桥粒特异性成分，仅表达在桥粒斑块中（见图1-5-8）。桥粒芯糖蛋白2的表达广泛，存在于所有具有桥粒的组织中，而其他几种桥粒糖蛋白的表达则主要局限于鳞状复层上皮组织。不同于桥斑蛋白和桥斑珠蛋白（这两种桥粒胞质内结构蛋白在表皮全层均有），人的桥粒跨膜糖蛋白在表皮的表达表现为分化特异性。Dsg1和Dsc1是表皮表达最多的主要桥粒结构糖蛋白，主要在棘层上部及颗粒层。Dsg2与Dsg3主要分别表达在基底层及棘层下部，Dsg4仅见于颗粒层及角质层。而Dsc2及Dsc3则主要表达在棘层下部与基底层（图1-5-2，表1-5-7）。

表1-5-7　桥粒跨膜糖蛋白的命名及表达
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2．桥粒跨膜糖蛋白的结构特征　桥粒跨膜糖蛋白与经典的钙黏素蛋白结构组成相似。细胞外功能区由5个部分组成，4个氨基端部分（图1-5-9，E1～E4）含有经典的钙黏素分子间相互作用的内部重复序列结构。经典钙黏素分子中，细胞内功能区同源性很高。与之形成明显的对比，桥粒钙黏素中细胞内功能区显现出许多独有的特征，与其他钙黏素仅存在有限的同源性（图1-5-9）。与经典的钙黏素相比，桥粒芯糖蛋白结构特点是：有一个大的细胞内功能区，其C末端延长片断为桥粒芯糖蛋白所特有。RUD序列是桥粒芯糖蛋白细胞内功能区中的重复序列成分，每29个氨基酸为一重复单位。这种重复序列成分在Dsg1、2、3和4中的数目分别为5、6、2和2。桥粒芯糖蛋白C末端为46个氨基酸组成，含有较高含量的羟基氨基酸以及5个高甘氨酸序列（XGGG）。这两种桥粒芯糖蛋白特有结构的功能意义目前还不清楚。已发现有两种桥粒芯糖蛋白是人自身免疫性大疱病的抗原成分。Dsg1可被落叶性天疱疮自身抗体识别，因此Dsg1又被称为落叶性天疱疮抗原（PFA）。Dsg3则是寻常性天疱疮自身抗原（PVA）。PVA与其他桥粒芯糖蛋白的不同处在于：和桥黏素及经典的钙黏素一样，有一个完整的、大的细胞外固定区。而其他桥粒芯糖蛋白的细胞外固定区很小。另外，其细胞内片断较短，仅有2个重复序列成分。Dsg1（PFA）和Dsg3（PVA）在表皮不同层次的表达，也许可以解释临床水疱裂隙的位置。在落叶性天疱疮水疱出现在表皮上部，寻常性天疱疮的裂隙则在紧邻基底细胞层的棘细胞层。桥黏素细胞内功能区长度与其他钙黏素相似，并有与其他钙黏素同源的C末端。每一种桥黏素均表现为两种大小不同的形式（a和b）。cDNA序列分析表明，这种大小的差异来源于同一mRNA的不同切割所致。b型中被切的C末端在功能上可能很重要。有实验表明其可能参与功能性桥粒斑块的组装（图1-5-9）。
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图1-5-9　E钙黏素、桥粒芯糖蛋白和桥粘素结构示意图

E1～E4　细胞外等大的4个重复序列功能区：

EA　细胞外固定功能区；

LA　细胞内固定功能区；

ICS　细胞内钙黏素样片断；

IPL　细胞内高脯氨酸区；

RUD　重复单位功能区；

DTD　桥粒核心糖蛋白末端功能区；
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 　细胞膜；

a，b　分别表示桥黏素mRNA交替切割而产生的两种细胞内功能区。

二、半桥粒与基底膜带

半桥粒（hemidesmosome）将基底细胞固定在基底膜带上，从而将表皮与真皮连接为一体。半桥粒的主要组成蛋白至少有四种：分子量230kD的大疱性类天疱疮抗原BPAG1，位于基底细胞内的半桥粒内斑块（inner plaque）或称内致密斑（inner dense plaque）。分子量180kD的大疱性类天疱疮抗原BPAG2是一种跨膜糖蛋白，从细胞内延伸到细胞外。与这两种半桥粒蛋白相联系的是一种基底细胞特异性整合素α6β4。α6β4将基底细胞与其下方的基底膜带连接起来。网蛋白（plectin）是半桥粒组成成分中分子量最大的一种，约500kD，和BPAG1同处于半桥粒的细胞内侧，位于半桥粒内斑块的细胞最内缘，比BPAG1位置略高。网蛋白对多种蛋白有很强的亲和力，包括角蛋白K5和K14、整合素β4、板层素以及Ⅳ型胶原纤维，因此推测其可将不同的蛋白纤维网相互连接起来。以往应用分离出的半桥粒（HD）蛋白成分，生物化学研究鉴别出5种主要的HD成分，分别命名为HD1～5。目前已知HD1即为网蛋白，HD2和HD4分别是BPAG1和BPAG2，HD3和HD5则分别为β4和α6整合素。

皮肤基底膜带（basement membrane zone，BMz）一般指位于表-真皮交界处的基底膜带，是一种高度组织化的带状结构，与身体其他部位的基底膜带相似，但也有着其特异性。与表皮相似，皮肤基底膜带始终处于动态的自我更新状态，为皮肤的正常发展以及维持皮肤的自身稳定提供信息传导。皮肤基底膜带有多方面的功能，在结构上它为皮肤提供稳固的真-表皮连接，保证皮肤的机械完整性，同时调控并作为配体/信号传递介质与细胞受体如整合素结合，从而影响细胞的增生、迁移及分化，并以同样的方式影响表皮基底层角质形成细胞的极性向上迁移分化过程。表皮无血管，营养物质及代谢产物通过BMZ进入表皮，BMZ限制分子量大于40kD的大分子通过。当BMZ损伤时，炎细胞和肿瘤细胞以及大分子可通过其进出表皮。如果BMZ结构异常，可导致真皮与表皮分离，形成水疱或大疱（图1-5-10）。
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图1-5-10　半桥粒与基底膜带的主要超微结构特征及分子组成

皮肤基底膜带主要由胶原网及板层素网构成，由糖蛋白、蛋白多糖及氨基葡聚糖（GAG）连接。用PAS染色时光学显微镜下为0.5～10nm的紫红色均质带。电子显微镜下，BMZ可分为四个不同结构区域：胞膜层、透明板、致密板和致密板下层。胞膜层约8nm厚，为基底层角质形成细胞真皮侧的细胞膜；透明板（1amina lucida）厚35～40nm，电子密度较低，其主要成分是板层素，组成了细胞外基质和锚丝（anchoring filament），锚丝穿越基底膜带透明板连接半桥粒上的α6β4整合素与基底膜带致密板。构成锚丝的主要成分是板层素（1aminin）5和6。致密板（1amina densa）厚约35～45nm，主要成分是Ⅳ型胶原及板层素10，Ⅳ型胶原分子通过自体间的相互交联，形成连续的三维网格，是稳定BMZ的重要支持结构。致密板下层（sublamina densa，也称网板reticular lamina）中有锚纤维（anchoring fibril）通过，把致密层和真皮连接在一起。Ⅶ型胶原是构成锚纤维的主要成分，从基底膜带致密板出发插入真皮乳头内基底膜样结构的锚斑内，最终将基底细胞固定在真皮上（图1-5-10），维持表皮与真皮之间的联系。

（一）α6β4整合素　整合素是一组异种二聚体蛋白，各由一个α和一个β亚单位组成，参与细胞与细胞之间、细胞与基质之间的连接。α2β1、α3β1和α6β4是人表皮基底细胞主要的整合素。前两者位于基底细胞侧方，提示与细胞之间的黏附作用有关。而α6β4则位于半桥粒中，提示其在基底细胞与基底膜连接中的作用。

人的α6基因位于第2染色体上，mRNA长6kb。α6的氨基酸序列与其他整合素α亚单位的序列有同源性。与整合素α5及αv相似，其细胞外近细胞膜处有一蛋白酶切位点。成熟的α6多肽由1055个氨基酸组成，细胞外部分长993个氨基酸，跨膜区长26个氨基酸。α6细胞内部分很短，仅由36个氨基酸组成。由于蛋白酶切作用，细胞外部分分成一条长的细胞外肽链及一条短的膜固定肽链。两条肽链由一双硫键连接。α6细胞外功能区近氨基末端有7个同源的氨基酸重复序列，并有4个钙离子结合部位。这些部位的氨基酸序列类似于其他Ca2＋
 结合蛋白上的共有序列DXD/NXD/NGXXD（图1-5-11）。
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图1-5-11　α6，β4整合素蛋白结构示意图

*　钙离子结合位点

c　半胱氨酸
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 　高半胱氨酸重复序列

S—S　二硫键

A，B　α6　mRNA交替切割而产生的细胞内功能区的两种变异
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 　细胞膜，其左侧为细胞外，右侧为细胞内
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 　纤维连接素Ⅲ型重复序列
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 　α6细胞外重复序列

↓　β4细胞内功能区由于交替切割所致的变异部位

人的β4基因位于染色体17q11上。成熟的β4亚单位细胞外功能区长683个氨基酸。与其他整合素的β亚单位相似，含有4个高半胱氨酸重复序列。与其他整合素β亚单位大不相同的是，β4有一个很大的、长1072个氨基酸的细胞内功能区（其他β亚单位细胞内功能区仅约50个氨基酸长），含有4个纤维连接素（fibronectin）Ⅲ型重复单位。这种结构可能直接参与组成半桥粒结构蛋白之间的相互作用。β4和α6两个亚单位由于mRNA的交替切割，细胞内功能区都有变异的形式。可能与其不同的配体亲和力、与细胞骨架纤维之间的相互作用或信号传递有关。α6细胞内部有A和B两种变异，B较A长18个氨基酸，皮肤仅表达α6A。β4主要表达的mRNA为6kb，另外还有两种表达较低，分别为7.5kb及5kb的mRNA存在。β4细胞内功能区近C末端有两处分别可以有插入序列210bp或159bp。此外，β4细胞内、外功能区均易受组织特异性蛋白酶水解作用，因此，又为基底细胞与基底膜之间的相互作用提供了多种途径。

在复层鳞状上皮，α6β4整合素与BPAG1和BPAG2一起组成半桥粒，β4细胞内功能区介导半桥粒的组装。并且，α6β4通过细胞内功能区与角蛋白网相联系，通过细胞外功能区与板层素5锚丝相联系，从而将基底细胞与基底膜连接起来。通过与之相联系的酪氨酸激酶，α6β4还参与了信号传递。

（二）大疱性类天疱疮抗原BPAG1　大疱性类天疱疮抗原BPAG1和BPAG2又称为BP230和BP180抗原，是组成半桥粒的另外两种主要成分。这两种半桥粒组成蛋白可被大疱性类天疱疮患者自身抗体识别。

BPAG1基因定位于人第6染色体短臂6P11～12位点。基因全长约20kb，有22个外显子，外显子长78～2810bp。由cDNA推导出的单一编码区长7947bp，产生的蛋白肽链长2649个氨基酸。BPAG1与桥斑蛋白结构十分相似，也为哑铃状，中央为α螺旋组成的棒状结构，两端为球状结构。和桥斑蛋白相似，中央棒状结构也由大量7个一组的重复氨基酸序列组成，并有周期性线状分布的极性基因。C末端主要为以38个氨基酸基因为单位的重复序列组成的两个亚功能区，与桥斑蛋白C末端后两个亚功能区序列有很高的同源性。重复序列上亦有规则的周期性分布的电荷，这一点与角蛋白棒状结构区1B上的相似，提示这里可能是桥斑蛋白与角蛋白之间相互作用的部位。

前面已经谈到，BPAG1与桥斑蛋白Ⅰ/Ⅱ是半桥粒与桥粒之间目前所知的惟一联系。两个基因均位于染色体6P11～12区，两个蛋白氨基酸序列结构相似并且功能相关。与角蛋白丝相互作用参与角蛋白纤维网的组织与形成，并与另一种分布较广泛的中间丝相关蛋白plectin一起组成了一组中间丝组编相关蛋白。

（三）大疱性类天疱疮抗原BPAG2　分子量180kD的BPAG2最初发现是大疱性类天疱疮的一种自身抗原。目前已知BPAG2自身抗原也见于妊娠疱疹及良性黏膜类天疱疮患者。这三种获得性自身免疫性水疱性疾病的特征是患者血清中有循环IgG自身抗体，可以识别BPAG2抗原决定簇。

不同于BPAG1，BPAG2是半桥粒的一种跨膜蛋白，由于其细胞外肽链主要为由多个GlyXY重复序列组成的胶原样节段，故又称为ⅩⅦ型胶原。BPAG2基因固定位于人第10染色体长臂的10q23.4位点，其mRNA约长6kb。cDNA序列分析表明，BPAG2有一单一的编码区长4596bp，肽链全长为1532个氨基酸。BPAG2蛋白是一种少见的Ⅱ型跨膜蛋白，即其N末端位于细胞内，而C末端位于细胞外，N末端即细胞内段肽链由501个氨基酸组成，其中部含有4个由24～26个氨基酸组成的串联重复序列，这种重复序列的意义目前还不明确。BPAG2跨膜区由23个氨基酸组成。被大疱性类天疱疮及妊娠疱疹或良性黏膜类天疱疮患者自身抗体所识别的BPAG2主要抗原位点被定位于细胞外段近膜处非胶原样区14个氨基酸片断。BPAG2蛋白最明显的结构特征是氨基端（N-端）较短，位于细胞内；羧基端（C-端）为较长的细胞外肽链，与皮肤基底膜透明板的锚纤维连接。细胞外肽链约1000个氨基酸长，其C末端916个氨基酸由15个胶原体功能区组成（即由GlyXY重复序列组成，脯氨酸含量占1/3以上）。每个胶原样功能区长约15～242个氨基酸，相互间被短的非胶原样片断隔开。BPAG2这种细胞外胶原样区域可能是其与细胞外基质成分相互作用从而稳定表皮与真皮联系的结构部位。

（四）网蛋白　网蛋白属于plakin家族，人plectin基因（PLECl）定位于染色体8q24，mRNA为14.8kb，基因结构与桥斑蛋白（DP）及BPAG1有相似性。网蛋白序列分析显示有与p-spectrin，a-actinin，utrophin和dystrophin等相似的肌动蛋白（actin）连接功能区。网蛋白的表达分布广泛，除存在于有典型半桥粒的组织如表皮外，还存在于没有半桥粒的内皮细胞以及神经胶质细胞中。网蛋白对多种蛋白有很强的亲和力，包括肌动蛋白、角蛋白K5和K14、整合素β4、板层素以及Ⅳ型胶原纤维，很明显在连接细胞、半桥粒及基底膜带中起有重要作用。

（五）板层素（laminin）　板层素是细胞外基质中主要的非胶原性糖蛋白，广泛存在于基底膜带。所有板层素都是大分子的细胞外异源三聚体糖蛋白，由α、β和γ链组成。三条链C末端结合在一起形成的长臂与来自三条链N末端的三条短臂，形成不对称的“十”字架构型（图1-5-12）。迄今为止，已鉴定出5个α链（α1～α5）、3个β链（β1～β3）和3个γ链（γ1～γ3），均由不同基因表达合成，目前共发现15种板层素（表1-5-8）。三种不同链不同的组合是板层素功能的组织特异性的基础。板层素链的氨基端与基底膜其他细胞外基质发生相互作用，为其下方的真皮提供附着点。它的羧基端（在长臂α链的特殊球形G区）含有细胞接合位点，可以和细胞表面受体相互作用，参与许多重要的细胞与基质之间的相互作用。板层素蛋白的结构特点包括参与聚合的小球状功能区、表皮生长因子（EGF）重复序列（与nidogen结合，从而与Ⅳ型胶原网结合）以及α链羧基端与整合素结合的位点。整合素α1β1，α2β1，α3β1，α6β1，α7β1，α6β4，αvβ3和αvβ5是板层素的主要受体。近期研究显示，板层素是通过影响细胞的增生、迁移和分化而影响组织的形态和功能。

[image: ]


图1-5-12　板层素1、5及10蛋白结构特征示意图
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 表皮生长因子（EGF）样重复序列
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 球状功能区
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 α螺旋功能区
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 C末端球状功能区
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 信号多肽

表1-5-8　目前已鉴定板层素的命名
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好几种板层素被报道存在于真-表皮交接处的基底膜带。板层素1是第一个被报道存在于表皮基底膜致密板。三种包含α3链的板层素5（α3β3γ2，BM600）、板层素6（α3β1γ1以往称为k-laminin）、板层素7（α3β2γ1）在基底膜透明板中发现，板层素5分别与板层素6及7呈共价结合在一起。研究发现板层素5与皮肤创伤愈合有关，它们存在于浅层过度生长的角质形成细胞中，引导角质形成细胞迁移和蔓延。近年来板层素10（α5β1γ1）被发现是表皮基底膜带致密板表达的主要板层素，同时也是真皮微血管的主要板层素，具有很强的促进角质形成细胞黏附的作用。新近研究发现板层素8（α4β1γ1）和10（α5β1γ1）是真皮微血管表达的板层素，在皮肤血管形成中起重要作用。

许多板层素突变所致疾病使我们认识到板层素的重要性。例如，板层素5的缺陷可以导致人类严重的甚至致命的疾病——交界性大疱性表皮松解症（JEB），而板层素10缺损小鼠皮肤则显示毛发发育障碍。板层素5以往又称为epiligrin，kalinin或nicein，是连接半桥粒与基底膜带致密板的锚丝的主要组成成分。组成板层素5的α3、β3及γ2链各为LamA3、LamB3及LamC2基因的蛋白产物。三个基因分别位于染色体18q11.2，1q25～31及1q32区域。由于板层素1是板层素家族的经典代表，而板层素5与板层素1有很大相似性，这里我们主要通过与板层素1的比较来说明板层素5的结构特征。

板层素1由α1、β1及γ1三条链组成，三条短臂上共有42个表皮生长因子（EGF）样重复序列（在α1、β1及γ1分别为18、13及11个）。每个EGF样重复序列约有60个氨基酸基因，其中含有8个位置恒定的半胱氨酸基因。这些EGF重复序列中间夹有7个球状结构，每个约由200个氨基酸基因组成。在三条链交接中央，三条链相互之间各由二硫键相连。板层素1长臂由三条肽链的α螺旋结构功能区I和Ⅱ约600个氨基酸组成，含有特征性的7个氨基酸一组的重复序列（a，b，c，d，e，f，g）n，其中a和d为疏水基因，e和g为极性基因。前面已经谈到，这种结构是形成α螺旋螺线状结构蛋白的特征，并被认为是板层素亚单位相互作用、相互稳定形成异种三聚体所必需。β1及γ1链终止于功能区Ⅰ，并由一个二硫键相连，而α1链则继续延伸约1000个氨基酸基因，这些氨基酸基因折叠成5个同源性基因，每个有150～180个氨基酸，共同组成G功能区（图1-5-12左）。

与板层素1相比，板层素5主要的不同处在三条短臂上，其上有许多缺失部分，而长臂的功能区结构特征则保留了下来（图1-5-12中）。板层素5的α3链由1713个氨基酸组成，分子量为165kD。α3短臂上没有α1N末端的Ⅲb至Ⅵ功能区，仅有见于α1的Ⅲa功能区，其中含有2个完整的富含半胱氨酸的EGF样重复序列以及一个部分的EGF样重复序列。α3与α1的Ⅲa功能区氨基酸序列同源性为46％。α1肽链N末端有两种形式，在Ⅲa功能区前可以是一段信号多肽（SP），或是一段相当于α1上的Ⅳ功能区序列。这两种不同的N末端可能来自mRNA交替切割过程。与之相应的是α3mRNA也有两种形式，分别为6kb及5kb。LamB3基因全长29kb，mRNA约4kb，成熟的β3肽链长1153个氨基酸，分子量为140kD。板层素5β3链与板层素1β1链整个结构十分相似。β3短臂由相当于β1上的Ⅵ功能区以及部分Ⅴ和部分Ⅲ功能区组成，含有多个EGF样重复序列，但缺乏β1上的Ⅵ球状功能区以及其两旁的部分Ⅲ、Ⅴ功能区氨基酸序列。所有的半胱氨酸基团以及它们的位置在β1及β3中均一致。两个肽链短臂功能区Ⅵ、Ⅴ、Ⅲa的氨基酸序列同源性分别为42％、46％以及54％。Lam C2基因位点紧靠Lam B3基因位点，Lam C2 mRNA有5.2kb及4.3kb两种。5.2kb cDNA有一短的5′末端非编码区及一长的3′末端非编码区，分别为117bp及1504bp，编码区长3579bp，合成21个氨基酸的信号多肽以及1172个氨基酸的γ2链。43kb mRNA与5.2kb mRNA不同处主要在3′端，从第3446bp起，编码区终止在第3451bp，其后的3′非编码区长866bp。合成的肽链为1090个氨基酸长。γ2链上有6个可能的糖苷化位点，如果都用上的话，由两种mRNA形成的肽链分子量则分别为140kD与130kD。板层素5γ2链与板层素1γ1链整个蛋白结构相似。不同处在于短臂上没有γ1上的Ⅵ功能区，Ⅲ、Ⅳ及Ⅴ功能区亦较短。γ2的Ⅴ功能区为3个半EGF样重复序列，Ⅳ功能区为与γ1Ⅳ功能区相似的球状结构，Ⅲ功能区由4个半EGF样重复序列组成。由4.3kb mRNA合成的γ2肽链长臂Ⅰ/Ⅱ功能区C′末端还短少82个氨基酸片断。γ2与γ1链氨基酸序列的相同率很高，在Ⅴ、Ⅳ、Ⅲ和Ⅰ/Ⅱ功能区分别为55％、52％、55％及34％。γ2链被分泌后经过蛋白水解酶的作用，进一步失掉Ⅳ及Ⅴ功能区，成为分子量为105kD的肽链。这种蛋白水解的过程及产生的肽链片段调节板层素5占细胞表面受体以及细胞外基质的相互作用，从而对其功能也起调控作用。

（六）Ⅳ型及Ⅶ型胶原纤维　胶原家族是一组以GlyXY重复序列组成的三螺旋结构为特征的蛋白。组成胶原纤维的三个亚单位各自形成左手螺旋，然后相互缠绕形成右手螺旋索状结构——称为三螺旋结构。Ⅳ、Ⅶ和ⅩⅦ型胶原是基底膜带的主要胶原成分（图1-5-10），其中Ⅳ型胶原最为丰富。Ⅳ型胶原在表皮-真皮交界处基底膜带致密板形成了三维网络状结构。另外，它还是真皮血管基底膜带的主要胶原成分。Ⅶ型胶原也叫锚纤维，穿过致密板聚集在真皮乳头上部与Ⅳ型胶原一道组成锚斑。锚纤维的迂回部分也和以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主的间质胶原相结合。ⅩⅧ型胶原是已知的大疱性天疱疮抗原（BPAG-2或BP180），属于半桥粒的跨膜蛋白（已在前面半桥粒部分谈到，此处不再多叙）。

Ⅳ型胶原纤维是基底膜带的主要胶原成分。Ⅳ型胶原纤维形成一种复杂的网状结构支架，对基底膜带的组装起着关键的作用。已发现有六种Ⅳ型胶原纤维α链，α1～6，组合成α1α1α2（广泛分布）、α3α4α5和α5α5α6（见于皮肤）。皮肤肿瘤浸润、转移首先需要突破基底膜带，因此估计皮肤肿瘤有不正常的Ⅳ型胶原沉积。结节型基底细胞癌与Ⅳ型胶原α5链表达降低及异常分布有相关性，浸润性更强的基底细胞癌类型则显示α1链的异常分布。Ⅳ期黑素瘤也见Ⅳ型胶原血清浓度增高。

Ⅶ型胶原是表皮-真皮基底膜带附着结构锚纤维的主要成分（也许是惟一成分）。它将基底膜与真皮内由Ⅳ型胶原参与的锚斑连接起来，从而将表皮固定在真皮上。人的Ⅶ型胶原基因COL7A1位于第3染色体3p21位点，其上游约3～4kb处是合成细胞色素bc1核心Ⅰ蛋白（core Ⅰ protein of the cytochrome bc1 complex）基因。COL7A1基因全长约31kb，含有118个外显子，是目前已知基因中含外显子最多的基因。Ⅶ型胶原的mRNA约9.2kb，其表达主要局限于复层鳞状上皮，包括皮肤与黏膜。Ⅶ型胶原cDNA序列分析显示有一个长113bp的5′以及342bp的3′末端未编码区，以及一个长8833bp的编码序列，可以合成2944个氨基酸长的α1原多肽链。Ⅶ型胶原由三条α1多肽链组成。α1原多肽链中央部分由胶原样节段组成，两端为一个大的N末端（NC1）及一个小的C末端（NC2）非胶原样功能区（图1-5-13）。
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图1-5-13　人Ⅶ型（α1）胶原蛋白结构组成示意图

NC-1　氨基端非胶原样功能区
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 　软骨基质蛋白序列
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 FNⅢ（1～9）　9个连贯的纤维连接素Ⅲ型功能区
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 VWF　Von Willebrand因子的功能区
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 CP　高半胱氨酸及高脯氨酸区域
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 　三螺旋胶原样功能区

NC-2　羧基端非胶原样功能区
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 KM Kunitz蛋白酶抑制因子同源序列

DNA序列分析发现，在COL 7A1 5′端至第1内含子序列片断上有好几个可能的转录因子结合位点，如NF1、AP1、AP2以及SP1结合位点，但没有经典的CAAT框。并且与其他角质形成细胞特异性表达基因不同，也没有明显的TATA框。

NC1球状非胶原样功能区由1253个氨基酸组成，由27个外显子编码合成。NC1功能区含有好几个与黏附蛋白同源的亚功能区，可能是Ⅶ型胶原纤维与基底膜带致密板及真皮锚斑附着的部位。首先是一个由第2～5外显子编码产生的与软骨基质蛋白同源的亚功能节段（CMP），接着为9个Ⅲ型纤维连接素（fibronectin）样重复序列亚功能区（FNⅢ），每个重复序列由2个外显子编码合成。其后为一个VWF样基元，由第24～26外显子编码产生。NC1的最后两个外显子编码产生一个富脯氨酸和半胱氨酸的功能区（CP）。这个功能区与已知的蛋白序列没有同源性。中央的三螺旋编码区由84个外显子组成，合成的胶原样功能区长1530个氨基酸，由特征性的GlyXY胶原重复序列组成，其间夹有19个不完全胶原样序列或一般3～10个氨基酸长的非胶原样插入序列。最长的一个非胶原样插入序列长39个氨基酸，位于胶原样功能区中央。第112个外显子是一个交界外显子，它的3′末端部分与另外6个外显子（第113～118）编码合成长161个氨基酸的球状非胶原NC2功能区，最后一个外显子（第118）还包括长333bp的3′末端未编码区。NC2功能区含有一个与Kunitz型蛋白酶阻抑蛋白同源的片断（KM）。NC2区还含有8个半胱氨酸基团。这些基团被认为参与二硫键的形成，从而稳固两个Ⅶ型胶原分子在细胞外的组装。Ⅶ型胶原α1肽链合成后被分泌到细胞外，两个α1分子反向相接在球状C末端重叠。球状C末端在二聚体组装过程中被切掉。二聚体由二硫键固定，二聚体然后再相互并排聚合成三螺旋锚纤维结构。

NC1末端与基底膜带多种细胞外基质结合，如纤维粘连蛋白、板层素5、Ⅰ型及Ⅳ型胶原。因此Ⅶ型胶原的异常引起基底膜带组织损伤，从而致真-表皮分裂，导致临床上营养不良性大疱性表皮松解症（见半桥粒以及基底膜带相关性疾病）。

三、角质形成细胞连接结构成分缺陷与皮肤疾病

表皮角质形成细胞通过细胞膜上的桥粒与半桥粒为角蛋白纤维网提供附着点，桥粒还将角质形成细胞相互连接，半桥粒则将基底细胞固定在基底膜带上，后者通过由Ⅶ型胶原组成的锚纤维将表皮与真皮连接在一起，从而保证表皮的完整与功能。同时，角质形成细胞连接结构成分也是细胞间信息传递的枢纽。不难理解这些连接结构成分先天缺陷可以导致遗传性皮肤疾患。

（一）桥粒原发性缺损相关皮肤疾病　桥粒是表皮细胞及心肌细胞间的主要连接结构，过去十多年来已发现8种人类基因变异所致皮肤疾病与桥粒成分有关，涉及桥粒介导的细胞间黏附异常（表1-5-9）。

表1-5-9　桥粒基因突变及人类表皮与毛发疾病
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1．桥粒斑蛋白（desmoplakin，DP）基因突变与一组合并有皮肤、毛发及心肌病变的异常DP基因突变与先天性遗传性异常的关系源于对一组伴有线状掌跖角化症（SPPK）常染色体显性遗传家谱的研究。异常基因图定位于染色体6p24，其中包括DP基因位点。进一步DNA序列筛选在DP基因上检测出杂合子无义突变P.Q331x。这种突变使肽链合成过早终止从而导致单倍体功能不全，50％正常水平的DP蛋白足以保障非掌跖部位正常表皮的结构及功能，但不足以抵抗掌跖部位的外力损伤。自1999年以来，共有17种不同的DP基因突变被发现。DP基因突变的表现型可以多样，可以是常染色体显性，也可以是隐性。临床主要表现为皮肤、毛发异常，或伴心脏异常，包括掌跖角化、羊毛状发及心室扩张心肌病。皮损表现为线状掌跖角化症，DP突变蛋白严重缺损可引起致死性棘突松解性大疱性表皮松解症，表现为进行性泛发性表皮松解，伴有弥漫性脱发、甲缺失及牙齿发育障碍。

2．斑菲素蛋白1（plakophilin 1，PKP1）　基因突变与外胚层发育不良-皮肤脆性增加综合征（ectodermal dysplasia-skin fragility syndrome）　PKP1（又称为带6蛋白）基因位于染色体1q32。PKP1蛋白属Armadillo家族，约80.5kD。其基因突变是最早发现的人类桥粒成分原发性缺损变异。McGrath等于1997年描述了一例患儿皮肤脆弱伴炎症（皮肤糜烂水疱、皲裂、鳞屑、结痂、掌跖角化）合并外胚层发育不良（身材矮小、毛发稀疏、少汗及散光）。表皮细胞分析发现患儿遗传了复合型杂合子PKP1基因失功能突变，父系等位基因910碱基位点C→T点突变导致谷氨酰胺基团被终止码取代（Q304X），母系等位基因在1132碱基位点插入一段28个碱基对内部重复序列（1132ins28）引起移框突变，并导致终止密码子提前产生而使肽链合成过早终止。自此，又有8例带有不同PKP1基因突变的临床类似病例报道。

3．桥粒斑珠蛋白（plakoglobin，PG）基因突变与Naxos病　Naxos病是目前所发现的仅有的PG基因突变所致疾病。Naxos病是一种伴有心肌病、皮肤及毛发异常的常染色体隐性遗传性疾病，表现为非表皮松解性掌跖角化症（NEPPK）、羊毛状发和致心律失常性右室心肌病（arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy，ARVC）。患者cDNA分析发现在PG基因第2157碱基位点上有TG2个碱基对缺失（c.2157delTG）。Naxos病的命名来源于地中海Naxos岛，岛上每1000人中就有1人发病。所有的患者均为同样的c.2157delTG纯合子突变，导致PG蛋白C末端移框突变及终止码提前产生。

副肿瘤性天疱疮（paraneoplastic pemphigus）是一种新近描述的皮肤-黏膜水疱性病变，发生在肿瘤患者，患者体内可检测到抗桥斑蛋白Ⅰ/Ⅱ自身抗体。可能是由于细胞损伤，抗原释放所致。

4．corneodesmosin（CDSN）突变与单纯性稀毛症CDSN除在表皮角质层外，还在毛囊内根鞘表达。自2003年以来研究者在三个单纯性稀毛症家系的CDSN基因上分别发现三种基因无义突变，即p.Q215X、p.Q200X或p.Y239X。组织学上，毛囊内根鞘失去黏附性，毛囊周围及真皮浅层有异常蛋白降解的CDSN聚集。研究提示CDSN基因突变导致蛋白折叠异常是常染色体显性单纯性稀毛症病因。

5．桥粒芯糖蛋白1（Dsg1）基因突变与线状掌跖角化症　除了遗传性桥粒致密斑蛋白基因突变外，钙黏素家族蛋白细胞外结构变异也可导致病变。Dsg1基因突变所致掌跖角化症首先由Rickman于1999年描述，与Armstrong所描述的DP变异单倍体功能不全的表现型相似。Dsg1基因突变为拼接接受位点突变，转录时跳过外显子2～4而产生仅有25个氨基酸的多肽，从而导致Dsg1单倍体功能不全而致病。临床主要表现为掌跖角化，典型为条带状，也可为局灶型。Dsg1基因突变皮损还常伴随基底层上桥粒减少或减小，并伴有K5、K14、K10及K16表达降低。

6．桥粒芯糖蛋白4（Dsg4）基因突变与毛发异常　Dsg4基因突变是限局型常染色体隐性稀毛症的病因。患者表现为毛发稀少，涉及头皮、胸及四肢，而腋毛、阴毛及眼睫毛则不受累及。于2003年首先发现的Dsg4基因突变为EX5-8del，导致整个第2细胞外功能基团及部分第1及第3细胞外功能基团缺失。第2例Dsg4基因错义突变p.A129S于2005年报道，这种氨基酸取代突变位于一个重要的细胞黏附功能区。自2006年以来，又相继有几例Dsg4基因错义突变、拼接处突变、蛋白翻译框架移位以及失义突变的报道，5种基因突变位于Dsg4细胞外功能基团，1种突变位于跨膜功能基团。但其表现型为常染色体隐性念珠状发，不同于毛发角蛋白基因KHB1、KHB3和KHB6基因突变所致的常染色体显性遗传念珠状发。有时常染色体隐性稀毛症及常染色体隐性念珠状发表现可以重叠。

另外，落叶性天疱疮（PF）患者体内有抗Dsg1的自身抗体，而寻常性天疱疮（PV）患者体内出现抗Dsg3的自身抗体，从而引起细胞失去彼此间的相互黏附，导致表皮内水疱。水疱的位置与这两种桥粒芯蛋白（Dsg1及Dsg3）在表皮内的分布相对应。

（二）半桥粒以及基底膜相关性疾病　近年来由于对表皮、真皮交界结构特征的理解，主要是通过对这些结构成分基因的分子克隆，在多种皮肤遗传性水疱性疾病上的研究取得了明显的进展。表皮、真皮连接结构成分基因的突变或表达异常是临床上多种遗传性水疱性皮肤病的发病基础。其中，大疱性表皮松解症（EB）是这组疾病的代表。根据裂隙所在的位置，EB大致可以分为三种：表皮型单纯性EB，组织分离出现在基底细胞层，主要是由于角蛋白基因K5及K14的突变所致，本章第一节已叙及。交界型EB（JEB），裂隙见于基底膜带，主要位于透明板，突变在于合成锚丝蛋白板层素5三条不同肽链的基因。近年来，半桥粒本身结构成分基因的突变，如BPAG2、α6β4整合素及plectin，被发现与某些JEB有关，近来趋向于单独归于半桥粒型EB。在这些病变中，裂隙形成在半桥粒水平，见于基底细胞与基底膜带透明板交界处，临床上常伴有其他系统症状。在真皮型（营养不良型）EB，组织分离出现在基底膜带致密板下方，是连接基底膜致密板与其下方真皮的锚纤维组成蛋白Ⅶ型胶原基因突变所致（表1-5-10）。

表1-5-10　大疱性表皮松解症基因突变及分类
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注：EB-PA，EB伴幽门狭窄；EB-MD，EB伴肌萎缩；GABEB，泛发性良性萎缩性EB。

1．交界型EB（JEB）　板层素5基因突变JEB为隐性遗传，分为致死性（Herlitz）及良性非致死性（非Herlitz）两种。参与合成板层素5的α3、β3及γ2三条肽链的三种基因LamA3、LamB3以及LamC2在致死性JEB中均分别发现有突变，而LamB3和LamC2两种基因的突变还见于非致死性JEB。最常见的是LamB3基因突变。常见的为单一碱基突变C→T，从而引起精氨酸（CGA）被终止码（TGA）所取代。常见突变类型为R42X、Q243X、R635X以及957ins77。在致死性JEB中，基因突变均引起提前产生的终止码（PTC/PTC）。在某些非致死性JEB中，突变还包括错义突变以及外显子遗漏突变。

2．半桥粒型EB　半桥粒基因突变而致的EB根据其临床伴随的症状可分为三组，包括伴有肌萎缩（EB-MD）、幽门狭窄（EB-PA）或泛发性良性萎缩（generalised atrophic benign EB，GABEB）。

（1）α6β4整合素基因突变　α6β4整合素基因突变被发现与EB伴幽门闭锁（EB-PA）有直接的联系。常见为β4基因（ITGB4）突变（大于90％），α4基因（ITGA4）突变较少。患者表皮内β4表达大大降低。cDNA序列分析发现，ITGB4或ITGA4基因多为提前终止码无义突变、插入或遗漏突变、错义突变或拼接位点突变。有一例患者母系同源染色体β4基因上有单个T碱基插入，导致5′端切割位点丢失，以及β4细胞内功能区第2个纤维连接素样重复序列中51个核苷酸丢失（相当于碱基位置第3750～3801），称为3801＋2insT突变。患者父系同源染色体β4基因上，在第1150位点有单个G的丢失（1150ΔG），导致产生提前终止码，以致β4肽链截断在第409个氨基酸位置。

（2）BPAG1与BPAG2基因突变　分子量为230kD的BPAG1及分子量为180kD的BPAG2最初被发现是大疱性类天疱疮的自身抗原，目前已知BPAG2自身抗原还见于妊娠疱疹及良性黏膜类天疱疮。最近的研究还发现，这两种半桥粒组成成分可以通过两种不同的病理机制致病：一是通过BPAG1以及BPAG2自身抗体，另外一种是通过基因突变。

近来发现一些伴有泛发性萎缩性良性EB（GABEB）的病变基础在于BPAG2（COL17A1）基因突变。突变包括提前终止码（PTC）无义突变、插入或遗漏突变、错义突变或拼接位点突变。在一例病变中，基因突变表现为两种无义复合突变。父源性基因上为单个碱基C→T突变，导致第1226个氨基酸基团由精氨酸（CGA）被终止符（TGA）所取代，称为R1226X。而母源性基因上在第4150个碱基位点处有单个碱基G插入（4150＋G），引起编码框移位。两种突变均导致提前出现的终止码（PTC/PTC）。

新近有报道BPAG1去基因鼠表现类似于人类的JEB伴肌无力。尽管这些去基因鼠皮肤半桥粒大致正常，但半桥粒缺乏内斑块，并完全失去与角蛋白中间丝的连接，水疱位于半桥粒的正上方。由BPAG1去基因鼠表现的症状与人JEB伴肌营养不良十分相似，提示BPAG1很可能在这种病变的病理机制中起着重要的作用。对这种疾病基因缺损的鉴别将有助于对皮肤与神经系统的关系，以及细胞骨架及其相关蛋白在神经变性损害中作用的认识。

（3）网蛋白基因突变　研究发现网蛋白基因（PLEC1）突变与一种伴有肌萎缩的JEB发病有关（EB-MD）。EB-MD是一种比较少见的常染色体隐性遗传，临床上患者表现为新生儿水疱、较晚发生的进行性肌萎缩以及指甲、牙齿异常，也有报道有严重的黏膜受累。最早用抗网蛋白抗体研究发现患者角质形成细胞中网蛋白完全消失，继后进一步研究显示在一些家系中有PLEC1基因突变。网蛋白基因突变可为无义突变、插入或遗漏突变、拼接位点突变，多数突变导致提前终止码产生。近来也有报道网蛋白基因突变见于EB-PA。

Ogna型EBS是另一少见的网蛋白基因突变所致常染色体显性遗传，在网蛋白基因棒状功能基团内可检出一种特异的错义突变（R2110W），裂隙位于表皮基底细胞。临床上患者表现为皮肤出血性水疱，但不同于EB-MD的是，患者没有肌萎缩，肌肉活检网蛋白染色正常。

3．真皮型（营养不良型）大疱性表皮松解症（DEB）　可为显性遗传，也可为隐性遗传。DEB在超微结构上表现为基底膜带致密板下锚纤维形态异常，数量减少或完全消失。免疫病理上，抗Ⅶ型胶原抗体免疫荧光染色常有异常。在轻型显性DEB，免疫染色常接近正常。在轻型隐性DEB，免疫荧光染色减弱。而在重型泛发性隐性遗传性Hallopean-Siemens DEB（DEB-HS），免疫荧光则完全阴性。分子遗传学上，基因连锁研究将DEB基因遗传缺损定位于染色体3p21COL7A1位点，即Ⅶ型胶原基因所在位点，进一步证实DEB是一种Ⅶ型胶原疾病。

近来对Ⅶ型胶原整个基因的克隆成功以及cDNA序列的阐明，为分析DEB各种突变提供了可能性。1992～2007年，在COL7A1基因上已发现324种致病性突变，多为无义突变、错义突变、遗失或插入以及拼接位点突变。DNA序列分析表明，DEB临床损害的严重性与基因突变类型有对应性。报道最多的是重型毁损性DEB-HS，至今为止已有多例DEB-HS的两种基因突变均已被发现。所有的突变均引起两个等位基因上终止码提前出现（PTC/PTC），进而导致锚纤维的完全消失。在轻型隐性非Hallopean-SiemensDEB（DEB-nHS），突变多为一个基因上为PTC，而另一个基因上为错义突变或甘氨酸被替换。第二种突变常不影响合成全长Ⅶ型胶原分子，这种胶原蛋白分子可能组装成锚纤维，但不能被二硫键所稳固，从而临床上损害较轻。在显性DEB，所检出的基因突变均为在三螺旋胶原样编码区单个甘氨酸被替换。这种氨基酸替代突变的影响表现在翻译后水平，可以影响三螺旋结构的稳定，阻碍蛋白分子的分泌并促使蛋白降解。由于Ⅶ型胶原是同种三聚体，形成正常三螺旋结构分子的几率为1/8，因此常可见部分正常锚纤维以及相对较轻的临床症状。


 第四节　细胞外基质

细胞外基质（extracellular matrix，ECM）是由细胞分泌、分布于细胞外的蛋白质和多糖等大分子构成的网络结构，包括胶原、非胶原糖蛋白、氨基葡聚糖（glycosaminoglycons，GAG）与蛋白多糖（proteoglycan）、弹力蛋白等四大类。它们不仅对组织细胞起支持、保护及营养作用，而且还与细胞的增殖、分化、代谢、识别、黏着及迁移等基本生命活动密切相关。过去十多年来，分子生物学的进展进一步阐明了许多细胞外基质成分的结构和生物学功能。细胞外基质蛋白具有一些共同特点，而这些特点与它们的作用机制有关。这里我们先就这些共同特点作一简单介绍。

每个细胞外基质成分都由一组结构和功能基团区组成。这些功能区为细胞及其他细胞外基质提供结合位点。细胞外基质通过细胞表面特异性受体与细胞结合，整合素是它们的主要受体，而Arg-Gly-Asp（RGD）（精氨酸-甘氨酸-天门冬氨酸）三肽序列则是整合素受体最常使用的识别序列。大多细胞外基质蛋白具有结构上的重复单位，比如表皮生长因子（EGF）样或纤维粘连蛋白（fibronectin）样重复序列，这些重复序列各自有着特异性功能。细胞外基质蛋白可以通过二硫键或非共价键连接形成同种或异种二聚体或多聚体。每组细胞外基质由一些相近的成员组成，它们来源于不同基因，或由同一基因不同拼接，或复制产生。

在人体皮肤，成纤维细胞是合成及分泌细胞外基质蛋白的主要来源。角质形成细胞及血管内皮细胞也合成一些细胞外基质，如基底膜带上的Ⅳ型和Ⅶ型胶原以及板层素。在组织发生以及重塑过程中，如损伤愈合以及肿瘤转移，细胞外基质及其受体表达与功能在时间和空间上都受到严格的调控，不适当的沉积会导致组织功能受损。皮肤的主要细胞外基质有胶原蛋白、糖蛋白、蛋白多糖以及主要氨基葡聚糖（GAG）玻璃酸。糖蛋白包括板层素、纤维粘连蛋白（fibronectin）、玻璃粘连蛋白（vitronectin）和腱生蛋白（tenascins）。蛋白多糖包括decorin及硫酸皮肤素（dermatan sulfate）。下面就几种重要的细胞外基质、整合素受体以及主要蛋白水解酶金属基质蛋白酶作一简要介绍。

一、玻璃酸（hyaluronic acid，HA）

玻璃酸又名透明质酸，是一种酸性黏多糖。HA广泛存在于动物的各种组织细胞间质中，很多细胞都能产生玻璃酸。HA是由（1→3）-2-乙酰氨基-2-脱氧-β-D-葡萄糖-（1→4）-O-β-D-葡糖醛酸双糖重复单位所组成的直链多聚糖。HA的结构非常规则，相同的双糖单位为HA的基本结构单元，不同动物组织和细菌来源的HA无种属差异，对人类及动物无抗原性。HA分子链的长度及分子量不均一，双糖单位数为300～11000对，属于生物大分子。皮肤玻璃酸主要由真皮成纤维细胞产生，大量沉积于成纤维细胞周围，表皮角质形成细胞也可以产生玻璃酸。玻璃酸由玻璃酸合成酶（Has 1～3）合成，其合成活性受生长因子诱导增强，而它的降解则由玻璃酸酶（Hya 1～3）执行。组织基质中这些酶活性的平衡调控着玻璃酸的量及功能。玻璃酸在皮肤全层均有，主要集中于真皮乳头层及基底膜带。细胞可以通过几种机制与玻璃酸结合，如细胞表面受体CD44。玻璃酸也可被几种蛋白和蛋白多糖核心蛋白识别，从而与这些蛋白连接。

HA水溶液最突出的特点是高黏度，这是由其结构所决定的：一是具有很长的线性分子链；再是分子链上等距离的葡糖醛酸上的羧基所带的负电荷相互排斥，使分子间呈伸展状态，占据较大的空间，而不卷缩成一团。即使在较低浓度下，分子间也有强烈的相互作用，因此具有很高的黏度，同时具有很好的润滑作用。对皮肤，玻璃酸作为筛管和屏障调节水的平衡，可为皮肤提供弹力及抗剪强力，并通过结合其他细胞外基质成分维持皮肤的完整性。同时，HA在水溶液中分子链之间形成疏松的网状结构，能够结合保持大量的水，即具有较强的保水作用。HA在临床和化妆护肤方面的应用正是基于其高黏度和保水性质。除了在皮肤的结构作用外，通过与细胞受体的结合，玻璃酸还能够促进细胞的迁移、增生及分化。例如，玻璃酸促进朗格汉斯细胞在皮肤的移行，从而促进随之而来的免疫反应。在胚胎皮肤的无瘢痕愈合中，玻璃酸有很高的表达。高水平的玻璃酸及其CD44受体被认为有促进损伤愈合和组织再生的作用。

玻璃酸在风湿关节炎、炎症、血管疾病以及肿瘤中的作用近来也引起人们的注意。在银屑病性关节炎，皮肤损害与血清玻璃酸的浓度呈正比。银屑病皮损中，发现大量玻璃酸沉积于皮肤基底细胞层。抑制细胞增生的氢化可的松可以抑制玻璃酸的合成，提示玻璃酸与角质形成细胞的增生及更新有关。最近还发现，大分子量玻璃酸可以分成小分子产物，并通过toll受体激活树突状细胞从而增强炎症反应。玻璃酸表达增高还见于上皮性及结缔组织性肿瘤，可以是肿瘤合成玻璃酸增多或是清除减少。玻璃酸表达增高还见于浸润性增强的黑素瘤，其机制可能是玻璃酸包裹黑素瘤细胞致其免疫性减低，也可能是增多的细胞外基质利于肿瘤细胞的迁移。

二、胶原（collagen）

胶原是细胞外基质中最主要的成分。每个胶原分子是由三个相同或不同的α链组成的同源或异源三聚体糖蛋白。每个α链多肽序列的结构特征是重复的Gly-X-Y序列，就是说每三个氨基酸中就有一个甘氨酸，X和Y代表除甘氨酸以外的其他氨基酸。这种序列结构允许胶原α链折叠成三股螺旋结构。甘氨酸（Gly）在其中很重要，它位于三条肽链组成的三螺旋中央，那儿正好可以容下甘氨酸。胶原大家族目前已知包括26种胶原，分别由44种不同基因产生的α链组成。根据它们的结构特点，胶原大致可分为纤维性胶原（包括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ及Ⅺ型胶原）和非纤维性胶原。非纤维性胶原又可进一步分为网状胶原（包括Ⅳ、Ⅷ及X型胶原）、FACIT胶原（fibril-associated collagen with interrupted triple helices，结合在其他胶原表面，包括Ⅸ、Ⅻ、ⅩⅣ及ⅩⅨ胶原）、跨膜胶原（包括ⅩⅢ和ⅩⅦ胶原）、multiplexins胶原（multiple triplehelix domains with interruptions，有ⅩⅤ及ⅩⅧ胶原）以及独特的珠状纤维——Ⅵ型胶原。整合素α1β1、α2β1、α10β1和α11β1是细胞表面主要的胶原受体，其中α2β1与Ⅰ、Ⅱ及Ⅲ型胶原有较高亲和力，而α1β1则与Ⅳ和Ⅵ型胶原优先结合。

人体皮肤表达的胶原蛋白主要有Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、ⅩⅣ、ⅩⅦ及ⅩⅧ型胶原。正常人皮肤真皮的间质成分主要是Ⅰ型及Ⅲ型胶原，占正常成人皮肤干重的80％。两种胶原均为纤维状结构。Ⅰ型胶原占总体胶原的80％，是真皮的主要成分。Ⅰ型胶原由两个α2链及一个α1链组成α1α1α2三聚体，Ⅲ型胶原则由三个同样的α1链组成（α1α1α1）。Ⅰ型胶原具有非常强的促进角质形成细胞黏附和迁移的功能。在皮肤损伤早期主要是Ⅲ型胶原增生，以后逐渐被Ⅰ型胶原所替代。在损伤愈合中，受损胶原的沉积和降解异常会阻碍损伤愈合或导致纤维化。Ⅰ型胶原产生及沉积过多见于瘢痕疙瘩以及硬皮病，被认为与这两种疾病的发病病理有关。Ⅲ型胶原也是真皮细胞外基质的一种主要成分，占真皮胶原的10％，与Ⅰ型胶原及Ⅴ型胶原相结合形成胶原纤维束。与Ⅰ型胶原相似，Ⅲ型胶原水平增高也见于瘢痕疙瘩。Ⅴ型胶原是真皮内表达较低、存在于Ⅰ/Ⅲ型胶原纤维束结构中的少数胶原成分。Ⅴ型胶原三螺旋主要由一个α1链、一个α2链及一个α3链组成，也可为α1α1α1或α1α1α2的结合。Ⅳ、Ⅶ及ⅩⅦ型三种胶原是半桥粒基底膜带复合体的主要成分，在前面第三节的半桥粒及基底膜带已讲到，此处不再重复。ⅩⅧ型胶原也是一种非纤维性蛋白多糖，由三个同样的α1链组成（α1α1α1），与ⅩⅤ型胶原一起属于multiplexins胶原，它们有多个间断的三螺旋胶原重复区，中间夹有非胶原的区域。

除结构支架的作用外，胶原促进细胞黏附和迁移。胶原通过整合素与细胞结合，为细胞的黏附及迁移提供了轨迹及信号传导。在非胶原区域，胶原还有一些不同于胶原区域的重要功能，例如血管内皮抑素（endostatin），ⅩⅧ型胶原的羧基端一个分子量为22kD的片段，是一个有效的内源性血管再生和肿瘤生长的抑制剂，其作用主要是抑制内皮细胞增生。转化生长因子TGF-β可以诱导胶原产生增加。胶原基因突变的致病性已在一些人类疾病得到证实，例如Ⅰ、Ⅲ和Ⅴ型胶原突变与Ehlers-Danlos综合征（EDS）以及我们前面已经讨论过的Ⅳ型胶原改变与损伤及肿瘤有关，Ⅶ型和ⅩⅦ型胶原突变与大疱性表皮松解症（EB）有关。近来还发现ⅩⅧ型胶原基因COL18A1突变与一种Knobloch综合征（KS）有关（表1-5-11）。

表1-5-11　皮肤主要胶原组成、功能/结构及皮肤相关疾病
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注：①Multiplexin：multiple triplehelix donains with interruptions；②FACIT：间断三螺旋纤维结合胶原，fibril-associated collagen with interrupted triple helices；③DEB：营养不良型大疱性表皮松解短；④GABEB：泛发性萎缩性良性EB；⑤KS：Knobloch综合征；⑥EDS：Ehlers-Danlos综合征

EDS综合征是一种先天性结缔组织发育不良综合征，或称为伸展-血管脆性增强综合征或弹力过度性皮肤等。EDS是一种常染色体遗传性疾病，临床上主要表现为皮肤弹性过度、损伤愈合延迟、关节伸展过度、血管脆性增强、皮肤淤斑以及泛发性萎缩性瘢痕或皮肤变薄。皮损病理可见胶原纤维结构异常。DNA分析可见胶原基因突变，常见为Ⅰ型胶原COLIA1或A2、Ⅲ型胶原COL3A1或Ⅴ型胶原COL5A1基因突变或胶原修饰的酶异常。KS是一种常染色体隐性遗传，临床上主要表现为眼部异常，可有幼年出现高度近视、玻璃体视网膜变性、视网膜脱落以及黄斑色素异常，可以导致失明。还可有双侧内眦赘皮、关节伸展过度以及掌曲皱痕等。基因突变定位于染色体21q22.3　COL18A1基因位点。

三、板层素（见本章第三节　半桥粒及基底膜带）

四、腱生蛋白（tenascins）

腱生蛋白（tenascins，TN）是一组大的多肽糖蛋白，有TNC（cytotactin），TNR（restrictin），TNW，TNY以及TNX。它们具有相同的分子结构，包括一个负责多肽聚合的氨基端片段、EGF样重复序列、纤维粘连蛋白Ⅲ型结合位点，以及一个羧基端球状功能区。mRNA的不同的拼接可以产生结构上的差异，特别是TNC及TNR。在不同的结缔组织中各个腱生蛋白有其特异的表达，它们的主要功能是为组织或细胞提供黏附。腱生蛋白可以和多种细胞外基质结合，包括整合素、纤维粘连蛋白、软骨素等。但根据它们结合的细胞外基质的不同以及细胞表面受体的不同，腱生蛋白可以有促进或阻抗黏附的活性。目前研究得比较多的有TNC及TNX。

TNC在结构上较有独特性，其氨基端多肽聚合功能基团容许其形成六聚体，因此常以六聚体的形式出现。六个肽链大小可以不等，分子量大约为190～230kD，相互由二硫键相连。TNC主要表达在器官发生中。在成人则主要出现在有机械重力区域，广泛存在于移行性细胞、有增生的部位、血管、软骨、肌键以及皮肤。在损伤周边、瘢痕疙瘩以及肿瘤基质中，TNC的表达增高。TNC基因敲除鼠表现出神经肌肉接头处愈合及结构缺损，以及化学物诱导皮炎的恢复障碍。在皮肤及角膜损伤处纤维粘连蛋白的表达显著下降，提示TNC有调节纤维粘连蛋白表达的功能。并且，角膜损伤处角质形成细胞消失，提示TNC对角质形成细胞迁移及生存的作用。炎症可以诱导TNC表达，皮肤疾病如银屑病、痤疮、水疱病以及过敏反应都可激发短期TNC的局部表达增高。UVB也诱导TNC表达增高，而可的松激素则抑制其表达。TNC表达的增高与肿瘤的恶性预后有密切的正相关，例如黑素瘤的临床分期，今后也许可以用于临床预后。

TNX是另一临床上比较重要的腱生蛋白。TNX的表达增高见于生长中的肌肉、肌键、韧带以及皮肤的结缔组织中。近来的研究发现，TNX基因缺陷与EDS有关。TNX基因敲除鼠表现出类似人EDS的症状。前面提到的EDS是一种常染色体遗传性疾病，由Ⅰ型、Ⅲ型及Ⅴ型胶原突变所致。人TNX基因突变所致的EDS为隐性遗传，临床表现为皮肤弹性过度以及关节伸展过度，与胶原突变所致的伸展过度型EDS类似。光学显微镜下，真皮组织无明显异常，但真皮乳头可见弹性纤维明显变短。电子显微镜下，可见弹性纤维呈不规则虫咬状，部分弹性纤维不对称断裂及破碎，而胶原纤维未见异常。基因检测分别在两条等位TNX基因上发现错义或替代突变。显示弹性纤维异常是TNX基因突变EDS的主要病变，并提示TNX对弹性纤维表达的调控作用。

五、整合素（integrins）

整合素是跨膜异源二聚体细胞黏附分子，为细胞之间、细胞与细胞外基质之间以及细胞外基质相互之间提供连接并介导它们相互作用。同时通过起始信号传递的作用，整合素在细胞生存、增生、迁移方面起着重要的作用。整合素由一个α链和一个β链组成，α链具有抗原特异性，β链与信号转导有关。18种不同的α链（α1～11，αⅡb，αD，αE，αL，αM，αⅤ，αⅩ）和8种β链（β1～8）组成了现在已知的24种整合素，它们都由不同的α及β异源二聚体组成，从而有不同的底物特异性（Luo，2007）。多个α链可以和同一β链结合，反之亦然。整合素结台机制多样，一种细胞或细胞外基质可以表达几种不同的整合素，一种整合素也可结台几种不同的细胞外基质，反之亦然。整合素大致可归纳为：①β1整合素，和β1链组成整合素二聚体的α链有α1～α11和αV；②β2整合素，和β2链组成整合素的α链有αD、αL、αM及αX，多表达在免疫细胞；③αV整合素，和αV链组成整合素的β链有β1、β3、β5、β6及β8；④其他整合素还有α4β7、α6β4、αⅡbβ3和αEβ7。

整合素的激活包括传统的由内向外和由外向内的双向信号传导，产生这种作用是通过整合素细胞外配体结合域亲和力的提高，而亲和力的提高又缘于胞质蛋白（例如踝蛋白talin和cytohesin-1）的变构激活。一旦被激活，整合素可以在多方面影响信号传递。它们可与其他的生长因子受体协调作用使下游蛋白（如raf或MEK）磷酸化，或征补蛋白酶和底物细胞外基质到膜上形成多种基质黏附聚合物。这种基质黏附聚合物通过整合素与细胞内肌动蛋白细胞骨骼联接，再通过细胞骨骼结构改变将信号传递到细胞核从而影响基因的转录。整合素介导的黏附也可以在没有生长因子的情况下激活许多受体酪氨酸激酶。另外，整合素还可以激活潜伏型生长因子，如转化生长因子TGF-β。整合素信号转导的最终结果是调节细胞增生、迁移、生存和分化。增生的调节是通过rac和rho GTP酶调节cyclin D1和cki使细胞进入S期。整合素的黏附或配体的结合可以维持细胞存活，失去整合素活性导致细胞凋亡通路介质增加。整合素同样也有调节细胞分化的作用，实验表明在悬浮培养的角质形成细胞中加入α5β1整合素配体纤维粘连蛋白时，角质形成细胞终末分化受到抑制（图1-5-14）。

[image: ]


图1-5-14　整合素-细胞外基质信号传导示意图

人皮肤表皮角质形成细胞主要表达的整合素是与板层素5结合的α3β1和α6β4，黑素细胞的主要整合素包括αvβ3和α6β1，成纤维细胞的主要整合素为α2β1，血管内皮细胞的主要整合素有αvβ3和α5β1。其他表达的整合素有：与胶原和板层素结合的α2β1，与纤维粘连蛋白（fibronectin）结合的α5β1，与腱生蛋白（tenascin）-C结合的α9β1，与玻粘连蛋白（vitronectin）结合的αvβ3和αvβ5，以及创伤诱导产生的αvβ6。所以，整合素在皮肤的生理和病理过程中均起着重要的作用（表1-5-12）。

表1-5-12　皮肤主要细胞、细胞外基质和它们的整合素受体
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整合素α6β4是半桥粒的一个重要成分。通过plakin家族蛋白BP230和网蛋白plectins，整合素α6β4胞质部分与角质形成细胞骨架角蛋白结合。其细胞外功能基团则将半桥粒与基底膜致密板的板层素相连接。α6β4的异常可引起大疱表皮松解症合并幽门闭锁，这一现象在敲除α6或β4基因的小鼠模型上也得到证实。半桥粒由包括α6β4在内的一组蛋白构成，其中任一成分的缺陷，一旦有轻微的机械损伤就可引起真-表皮产生分离。

整合素α3β1对皮肤细胞的正常功能也很重要。实验发现，β1基因敲除的小鼠也可以出现水疱，α3基因敲除的小鼠出现肢体的微小水疱。虽然它们并不是半桥粒的结构成分，或许通过影响基底膜带的构成对维持半桥粒的完整性有间接作用。整合素β1在正常表皮最早表达在基底层角质形成细胞中，随着角质形成细胞上移和分化，整合素β1表达逐渐减少。β1基因表达异常小鼠还可以出现表皮增生障碍、银屑病样皮损和毛囊分化异常。体内实验还证实，角质形成细胞β1减少可以使伤口愈合延缓，主要是因为角质形成细胞迁移和表皮细胞再生受到影响。

整合素在皮肤肿瘤的发生发展中也起着重要作用，例如，整合素αVβ3与黑素瘤细胞的进展有关。αv链在黑素瘤进展的所有阶段均有表达。除了结合玻粘连蛋白，整合素αVβ3可以结合纤维粘连蛋白及板层素等其他细胞外基质，还可以和细胞黏附因子PECAM及L1等结合。αVβ3与细胞黏附因子及细胞外基质的相互作用促进肿瘤细胞的黏附、伸展及迁移。αvβ3与L1之间的相互作用可导致黑素瘤细胞穿过血管壁向外迁移。

六、金属基质蛋白酶（Matrix metalloproteinases，MMPs）

细胞外基质及组织的重塑在皮肤的正常生理及病理过程都起着重要作用，比如在组织发展、损伤修复、血管新生以及肿瘤浸润及转移过程。组织重塑涉及突破组织学上的屏障如基底膜带以及间质或细胞外基质的降解。胶原和其他细胞外基质的降解有赖于炎细胞、角质形成细胞及成纤维细胞分泌的一组酶。其中最重要的是基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMPs）（图1-5-15）。

[image: ]


图1-5-15　MMPs功能结构示意图
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MMPs是一组含有活性Zn2＋
 的蛋白水解酶，所以称为金属蛋白酶，依据催化区结构的不同可分为许多组。MMPs最初被认为是作用于细胞外基质的一组蛋白酶，然而之后的许多体内实验发现它同样会作用于许多非细胞外基质蛋白。由于作用底物的多样性，MMPs参与了许多与自身稳定相关的功能，例如组织修复、免疫及病理过程，包括肿瘤、纤维化和感染。

MMPs的基本功能结构由氨基端的分泌信号肽、前功能域（prodomain）和催化亚基三部分组成（图1-5-15）。MMPs是由无活性的酶原（zymogens，proMMPs）转变而来，先是信号肽激活分泌小囊，然后MMPs从细胞表面分泌出来。在催化亚基中含有组氨酸，与活性Zn2＋
 相连。在prodomain中半胱氨酸的巯基残端与Zn2＋
 结合使proMMPs处于无活性状态，形成所谓的半胱氨酸开关。

根据结构特征，MMPs可分为：①胶原酶（collagenases），包括MMP-1、MMP-8、MMP-13，底物有Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ、Ⅸ型胶原，nidogen，腱生蛋白（tenascin）和纤维粘连蛋白；②明胶酶（gelatinases），包括MMP-2和MMP-9，降解Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ、Ⅺ及ⅩⅣ型胶原，明胶、弹力蛋白、蛋白多糖以及纤维粘连蛋白；③基质溶解素（stromelysins），包括MMP-3、MMP-10和MMP-11，底物有Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ及Ⅹ型胶原，弹力蛋白、纤维粘连蛋白以及nidogen；④间质溶素（matrilysins），包括MMP-7和MMP-26，是最小的MMPs，底物有Ⅳ型胶原、弹力蛋白、纤维粘连蛋白和腱生蛋白；⑤模型MMPs（MT-MMPs），不同于其他MMPs。模型MMPs有跨膜功能区，表达在细胞膜表面（尾端在胞质内）。成员包括MMP-14、MMP-15、MMP-16、MMP-17、MMP-24和MMP-25，底物不一。最具代表性的是胶原酶，它可以分解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原纤维的三股螺旋结构。所以细胞外基质（包括胶原Ⅰ、Ⅲ）更新的快慢取决于这些酶类的活性。经过这个降解过程，胶原变为明胶，最后被明胶酶降解。MMPs也受一些因素的抑制，如金属蛋白酶组织抑制因子（TIMP1～4）的控制，TIMP与MMPs可以特异性结合，是天然的MMP抑制剂。

新近的一些体内外研究表明，MMPs的功能并不局限于蛋白水解。从MMPs的命名上容易将其联想到细胞外基质的转变和降解，这的确是MMPs家族的一部分作用。然而细胞外基质降解并不是MMPs的主要功能。许多研究表明，很多MMPs作用于非基质蛋白，如细胞因子、趋化因子、受体、抗微生物肽等。所以MMPs不应被看作单一的细胞外基质蛋白水解酶类，而应被视为涉及细胞与细胞、细胞与基质间传递信号的酶，一种具有潜在信号放大作用的蛋白。

MMPs催化活性的调节主要有四种机制：基因表达，区室化（compartmentalization，细胞外周酶的蓄积），酶原激活及酶失活。之后还会受到底物的可用性和亲和力的控制。目前促进MMPs活性的途径主要有：半胱氨酸开关（cysteine-switch），变构激活，前蛋白（proprotein）转化酶激活，MMPs活化（由MMPs激活proMMPs），纤溶酶和丝氨酸蛋白酶活化，氧化激活作用（氧化激活proMMPs）。抑制MMPs活性的机制主要有：MMP的特异性组织抑制因子TIMPs，其他天然蛋白抑制因子（如2-macroglobulin，RECK，CT-PCPE），氧化灭活作用，细胞吞饮作用。

通常MMPs在正常健康组织中并不表达或很低，相反在所有的组织修复再生、疾病或炎性组织、生长的培养细胞会有不同水平的表达或增高。虽然MMPs在不同组织、疾病、肿瘤、炎症状况下表达的质与量有所不同，但是无论是在组织还是在培养皿中，生长的活性细胞均有表达。MMPs可以降解基底膜和细胞外基质，与肿瘤的生长、发展密切相关，涉及肿瘤浸润、转移、血管生成。现已在多种人类肿瘤中检测到MMPs的存在，如早期肝癌和甲状腺癌中存在MMP-1的表达，在人类结肠癌中MMP-2、MMP-7和MMP-9均过量表达，在乳腺癌中，已检测到MMP-8、MMP-9和MMP-11。据报道，MMP-9的表达与乳腺癌肿瘤的早期浸润和转移相关。而MMP-2和MMP-9与黑素瘤的浸润和转移也有高度的相关性。近年来，许多MMPs已成为肿瘤研究的焦点，有望成为治疗肿瘤的重要途径。


 第五节　皮肤微血管

本节将简要回顾皮肤微血管的形态和功能。我们将先介绍皮肤微血管的组织及构成，然后具体讨论内皮细胞这一微血管的主要构成成分。在本节中我们还要谈到血管的形成，即血管发生（vasculogenesis）和血管新生（anginogenesis）。

一、皮肤真皮微血管组成及构造

皮肤微血管主要由三部分构成，即微动脉、毛细血管和微静脉。在真皮-皮下交界面，皮肤微动脉组成真皮深层水平血管丛，并深入到肌肉和深层皮下脂肪。这些微动脉有很多分支，部分提供皮肤附属器的供血，部分则垂直上伸到真皮浅层并与浅层水平血管网相接。后者位于表皮下大约1～2mm处的真皮乳头部，分支并形成真皮乳头血管网。这些真皮乳头血管网顶端由毛细血管组成，是氧气和营养交换的主要场所。通常一个真皮乳头血管网供应一个真皮乳头。真皮乳头血管网距离其供养的表皮细胞大约100μm。从顶端毛细血管向下，毛细血管变成毛细血管后微静脉，再成为微静脉。静脉系统总体上与其伴行动脉系统平行（图1-5-16）。毛细血管后微静脉是炎细胞渗出血管部位，也是最易受日光损伤及老化影响之处。在解剖学上，由单一微细血管网供养的组织被称作血管单位（angiosome）。毛发、汗腺等皮肤附件各由独立的毛细血管及微血管网支持。血管单位的密度人体各部位不同，一般和它供养的组织代谢需求相关。比如在银屑病中，表皮高度增生的同时真皮内有迂曲增生的真皮乳头血管丛并有内皮细胞增生。

[image: ]


图1-5-16　皮肤微血管系统示意图

皮肤微血管由细胞和非细胞的成分构成，细胞成分包括血管内皮细胞、周细胞以及平滑肌细胞。非细胞的成分包括内弹力板以及基底膜带（BMZ）（图1-5-17）。皮肤微血管基底膜带与表皮-真皮交界处基底膜带的组成相似，主要由Ⅳ型胶原纤维和板层素构成。目前已知的皮肤微血管板层素成分有板层素8（板层素-411）和板层素10（板层素-511）。板层素10也是表皮-真皮交界处基底膜带的主要板层素成分。毛细血管主要由单层内皮细胞及基底膜带构成，内皮细胞及基底膜带之间夹有少量周细胞。毛细血管后细静脉的构成与毛细血管类似，而细静脉及细动脉的基底膜带外侧则有平滑肌细胞及弹性纤维。内皮细胞构成血管内外分界面，同时也是细胞和大分子进出血管的选择性膜。周细胞是可收缩细胞，但和平滑肌细胞相比，所含肌纤维丝较少。皮肤微血管及血管周围还常可见肥大细胞及其他炎细胞，包括单核细胞、巨噬细胞和树突细胞。
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图1-5-17　皮肤微血管示意图

二、血管内皮细胞及内皮细胞标志

成血管细胞（angioblasts）是内皮细胞的前期细胞，来源于中胚层。表达的抗原很多都和造血干细胞的表达相同。最近有研究显示在老鼠和兔子模型中，特异的CD34＋
 血液单核细胞可能是形成内皮细胞的前期细胞。这一发现支持血管内皮细胞和造血细胞起源于骨髓共同前期细胞的说法。血管内皮细胞外观呈扁平梭形，表面标志和身体其他部位内皮细胞相似，并有其独有的特征（表1-5-13）。大多数内皮细胞，包括真皮血管内皮细胞，含有Weibel-Palade小体颗粒，其内有P selectin和Willebrand factors。Weibel-Palade小体可以用作鉴定血管内皮细胞的标志。内皮细胞还分泌各种细胞黏附因子，包括血管细胞黏附因子（VCAM）1和2，细胞间黏附因子（ICAM）1和2及E-selectin。这些分子的表达在有炎症时会增加，这对白细胞从血管内到血管外的迁移非常重要。内皮细胞还表达一组特异性受体，即酪氨酸激酶受体。目前已发现了五种酪氨酸激酶受体，有的是内皮细胞特有的，如血管内皮细胞生长因子（VEGF）与受体（VEGFR），血管生成素（angiopoietin）与受体Tie（tyrosine kinase with Ig and EGF homology）。这些酪氨酸激酶受体在胚胎及成人的血管形成中都扮演着重要的角色（表1-5-14）。这些生长因子的受体在血管形成、成熟以及重塑过程的不同时期表达不同。

表1-5-13　微血管内皮细胞主要标志
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表1-5-14　皮肤微血管主要受体、配体及功能
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注：▲配体受体结合起作用；Δ血管生成素Ang-2是Ang-1的拮抗物；*
 Tie，tyrosine，kinase with Ig and EGF homology domains。

三、皮肤血管的功能

皮肤血管有多种功能。和身体其他部位的血管一样，皮肤血管对周围组织有重要的营养功能。它们还是免疫系统的导管，对皮肤的免疫有至关重要的作用。另外，血管通过扩张和收缩，改变血流速度起到调节温度的作用。内皮细胞在皮肤伤口愈合、调控炎症和止血中也发挥着重要的作用。作为促炎细胞介质的起源地以及目的地，内皮细胞影响皮肤对炎症的反应。内皮细胞特异性的作用直接和炎症的临床及组织特征相关。皮肤炎症表现为红肿及皮温增高，皮肤发红是因为皮肤的血流增加，内皮细胞产生的一氧化氮作用于平滑肌细胞，刺激血流增加。血流增加有利于在炎症中尽快把白细胞输送到伤口处。除了血流增加外，伤口血管的通透性也会增强，利于白细胞渗出进入组织。血管通透性增强可能是皮肤对一些介质如组胺、激肽或补体产物直接反应的结果，也可能是皮肤暴露于某些介质如内皮细胞生长因子/血管通透因子（VEGF/VPF）后的延迟反应。VEGF由角质形成细胞及其他细胞产生，特异性作用于内皮细胞，在组织缺氧或缺血时其合成释放增加，从而导致血管通透性增加。VEGF还是强有力的内皮细胞有丝分裂素。

内皮细胞在伤口愈合和组织重建中有重要的作用。细胞因子刺激内皮细胞导致促凝血及抗凝血系统失衡，当暴露于促炎症因子时，内皮细胞表面改变而趋向促凝血。内皮细胞还能从Weibel-Palade小体释放Willebrand因子，促进血小板黏附于血管损伤处。另外，内皮细胞分泌炎症介质如前列腺素和纤维结合素（fibronectin），并诱导周围细胞间质释放蛋白溶酶。这些改变有利于细胞迁移和随后的组织重建。

内皮细胞在引导白细胞在炎症反应中的迁移也有非常重要的作用。内皮细胞对炎症的反应包括上调其表面的特异细胞黏附因子。渗透的白细胞结合到这些表面分子上，从而能迁移到炎症发生的组织。在这个过程中还有一些可溶性因子的分泌，影响内皮细胞或白细胞的功能，最终结果也是帮助白细胞进入炎症组织。结合在血管壁上的白细胞要进入组织还需要一些其他的信号。这些信号可能来源于内皮细胞或血管外细胞。它们的作用对象包括白细胞表面的整合素（integrin）受体，信号物质能改变这些结合蛋白的活动状态。白细胞表面整合素通过内皮细胞上特异的配体结合到内皮细胞上。这些配体通常都属于免疫球蛋白大家族。它们中有一些是在内皮细胞中长期表达的，如细胞间黏附因子-2（ICAM-2），另一些则是在细胞因子刺激下产生，如血管细胞黏附因子VCAM-1。此外，像ICAM-1，它们在内皮细胞中长期表达，但其表达量会在细胞因子的刺激下增加。因此，细胞因子的刺激可能导致了内皮细胞合成选择素（selectins），使得它们能和白细胞结合。这种结合导致了一系列的变化，最终引导白细胞穿过血管进入组织。

四、血管新生（angiogenesis）

血管形成有两个过程：血管发生（vasculogenesis）和血管新生（angiogenesis）。血管发生指的是在胚胎发育过程中新生血管的形成。早期血管丛（primitive vascular plexus）是从成血管细胞衍生而来，具体机制还不清楚。但我们已知这一过程需要各种生长因子和受体的表达，以及这些因子间的相互作用。

血管新生是指新的血管从已有的血管产生。因其参与伤口愈合、肿瘤生长和肿瘤转移，对血管新生有一个深入的认识就显得十分重要。另外，血管新生在很多皮肤疾病中扮演重要的角色，包括血管畸形，如血管瘤和毛细血管扩张、银屑病和硬皮病、肿瘤的恶化和扩散。在正常情况下，成人皮肤内皮细胞处于静态，但在血管新生激活因子作用下，这些内皮细胞可以快速分裂，并通过相关一系列调控过程而生出新血管。这一系列过程是从内皮细胞被激活开始，随后其周围的细胞，尤其是周细胞被激活。内皮细胞的激活通过血管生长因子与内皮细胞的酪氨酸激酶受体结合来实现，如血管内皮细胞生长因子（VEGF）与受体（VEGFR），血管生成素（Ang，angiopoietin）与受体Tie（表1-5-14）。激活后的内皮细胞分泌各种蛋白酶。这些蛋白酶随后作用于其周围的细胞间质，激活某些间质蛋白，如碱性成纤维细胞生长因子（bFGF或FGF-2），进一步促进血管生长。蛋白酶还能降解内皮细胞附着的基底膜带，使内皮细胞能迁移到血管生长的前沿。这种迁移在一定程度上是通过提高对细胞表面受体整合素的表达来实现的，尤其是αvβ5、αvβ3、α6β1和α2β1。体外研究还显示，属于黏附受体选择素（selectin）家族的E-selectin以及属于免疫球蛋白超级家族的血管细胞黏附因子（VCAM-1），也很可能在血管形成和内皮细胞迁移中发挥作用。

在损伤或肿瘤生长过程中，损伤组织及肿瘤细胞释放一些细胞因子或生长因子，激活周边毛细血管内皮细胞。激活的内皮细胞增生、呈芽状突破基底膜带迁移并和相邻血管前端内皮细胞汇合，形成新的毛细血管袢（图1-5-18）。然后新生成的血管会经历一个叫做重建过程，并和已有的血管汇合，形成更大一些的微血管。某些情况下，新生血管也会逐渐消退。如在损伤愈合后期，肉芽组织中的血管逐渐减少。
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图1-5-18　血常新生示意图

血管新生是一个复杂的过程，许多具体细节还不清楚，但有一点明确的是这个过程是受信号物质调控的。在过去二十年里，已经有许多参与血管新生的调节因子被发现，包括血管内皮细胞生长因子（VEGF）、血管生成素（angiopoietin）、成纤维细胞生长因子（FGF）及转化生长因子-β（TGF-β）（表1-5-15）。直接正调控因子在体外能诱导内皮细胞的繁殖和（或）迁移。非直接调控因子可能在体外不能诱导内皮细胞的繁殖和（或）迁移，但在我们已知的体内模型中，它们的确能诱导血管新生。非直接调控因子可能是释放直接调控因子所需，或者它们需要和其他的一些因子共同作用才会有促进血管生长作用。血小板源性生长因子（PDGF）对血管新生也十分重要。内皮细胞产生的血小板源性生长因子可以通过周细胞及平滑肌细胞上的受体将它们引导过来，从而促成其参与血管的形成与稳固。

表1-5-15　血管新生时生长因子对内皮细胞的调控
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注：↑增强；↓抑制或降低；EC血管内皮细胞；ECM细胞外基质。

现在我们知道血管内皮细胞不仅参与了许多生理过程，而且皮肤内皮细胞和身体其他部位的血管内皮细胞在许多方面是不同的。我们对皮肤内皮细胞知道得越多，就越有可能找到特异性作用于皮肤内皮细胞的治疗方案。通过控制皮肤内皮细胞表面分子的表达可能会减少不必要的炎症，或者我们可以阻止皮肤T细胞淋巴瘤的渗透过程而不影响内皮细胞在身体其他器官上对外界的反应。最后，一些在血管新生领域让人振奋的新成果为治疗慢性或非愈合性创伤、恶性肿瘤及防止肿瘤扩散提供了新的思路。例如：促血管生长因子能促进创伤血管新生从而促进损伤愈合，抗血管生长因子能抑制肿瘤血管的生长从而抑制肿瘤的生长及扩散。单独或配合传统化疗，抗血管生长治疗法可能成为控制肿瘤恶化和转移的新手段。


 第六节　皮肤细胞分子生物学常用实验技术

细胞分子生物学实验技术繁多复杂。由于篇幅所限，不能对各种细胞分子生物学实验技术详细讨论。本节仅对一些常用体外实验技术以及皮肤专用技术的原理及应用做一简单介绍。

一、皮肤细胞培养实验技术介绍

（一）细胞培养　生物学观察通常受多种因素影响，如细胞、组织、连接组织、细胞因子、血液因子以及可溶性细胞调节物。为了使复杂的机制简化和控制可变因素，可从组织中分离细胞并进行体外细胞培养和扩增。细胞培养是指从机体组织取出细胞模拟体内环境，在无菌、适当温度及酸碱度和一定营养条件下，使其生长繁殖，并维持其结构和功能的一种培养技术。细胞培养的培养物可以是单个细胞或细胞群。人体皮肤由多种细胞组成，主要的细胞类型包括表皮角质生成细胞、真皮成纤维细胞和血管内皮细胞。这三类细胞可从一个4mm2
 皮肤活检组织上分离得到，并进一步在细胞培养皿上生长和扩增。细胞培养技术可用于发现细胞因子、生长因子、细胞外基质以及其他成分，并进一步分析它们影响哪一类细胞的生物学性状。细胞培养技术也可用于检测哪一类细胞能合成和分泌上述生物因子，并研究这些因子对细胞功能的影响。目前，细胞培养技术还用于培养和扩增自体或异体皮肤细胞，用于大面积烧伤或严重损伤时皮肤移植。

体内、外细胞的差异和分化：细胞离体后，失去了神经体液的调节和细胞间的相互影响，生活在缺乏动态平衡的相对稳定环境中，分化现象减弱，形态功能趋于单一化。生存一定时间后或衰老死亡，或发生转化获得永生性，变成可无限生长的连续细胞系或恶性细胞系。因此，培养中的细胞可视为一种在特定的条件下的细胞群体，它们既保持着与体内细胞相同的基本结构和功能，也有一些不同于体内细胞的性状。体外培养的细胞分化的表现和在体内不同。细胞是否表现分化关键在于是否存在使细胞分化的条件。例如，表皮角质生成细胞在低钙培养液中保持在基底层增生状态，高钙则可诱导其终末分化。因此，研究者应尽可能模拟体内环境进行细胞培养研究。如果试验结果是从细胞培养皿上的单层成纤维细胞获得的，应作进一步体外皮肤培养、活体皮肤移植或动物自身试验。

（二）细胞计数及分裂检测

1．细胞计数法　细胞计数法是简单且节约的方法。先将培养的细胞从培养皿上分离（一般用胰酶打断细胞-基质间的联系，用EDTA可以打断细胞-细胞间的连接），然后用血细胞计数器或自动细胞计数仪进行计数。

2．胸腺嘧啶结合法　DNA合成是细胞分裂的前提。胸腺嘧啶（T）与腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）及胞嘧啶（C）是合成DNA链的四种核苷酸。通常将3
 H或35
 S标记的胸腺嘧啶加入细胞培养液中，培养一段时间后抽提细胞核DNA，然后用放射闪烁计数仪检测。3
 H或35
 S量。检测所得。3
 H或35
 S量与细胞DNA合成及分裂成正比。

3．细胞核抗原检测法　正在分裂的细胞表达一种称为增生细胞核抗原蛋白（PCNA），因此可以用PCNA抗体去检测细胞或组织切片中PCNA蛋白。当PCNA抗体与PCNA蛋白结合后，再与免疫荧光、过氧化酶或经标记的第二抗体作用。只有正在分裂的细胞染色会呈阳性，可以用显微镜检测出。Ki67也是一种正在分裂细胞核内的抗原，也可用于这种抗原抗体结合染色法作细胞分裂的检测。

（三）细胞-基质相互作用的研究方法　细胞应对细胞外基质成分表达某些整合素受体，而这些受体则可指导细胞的生物学行为，包括细胞黏附、伸展及移行。表皮基底层角质生成细胞与基底膜带之间的相互作用就是一个很好的例子。

1．细胞黏附试验　通常将某种细胞外基质成分固定在培养皿的底面，然后加入悬浮细胞并让细胞黏附其上。培养1～4小时后，黏附的细胞数可以用血细胞计数器或自动细胞计数仪进行计数。或者用结晶紫染细胞核并用稀乙酸将细胞破膜，然后再用比色法和紫外分光光度计进行检测。黏附细胞越多，结晶紫所染的细胞核越多，颜色就越深，读数也就越高。

2．细胞伸展试验　细胞伸展试验与细胞黏附试验相似，不同处在于孵育时间因相对较短，另外还需在显微镜下观察细胞形态。黏附的细胞伸展它们的胞质，显微镜下体态变扁长且颜色加深。

3．细胞移行或移动性试验　细胞黏附及细胞移行是两个相关且独立的过程，细胞移行较复杂。细胞在细胞外基质上移行过程包括细胞向前伸出伪足，黏附在细胞外基质上，然后细胞尾部的伪足再与细胞外基质断开。这些过程中牵涉到金属蛋白酶的作用，细胞亦分泌不同的细胞外基质，以及细胞表面出现不同受体的表达。如下是几种常用的细胞移行试验：

（1）Boyden小室细胞移行试验：Boyden小室上下由膜分开，试验时将细胞加到膜上室，而将可溶性化学趋化剂加到膜下室，细胞就会在化学趋化作用下向下移行穿过膜孔。如果是测试不溶性细胞外基质，则可将细胞外基质涂抹固定在膜的下侧，从而引导细胞穿过膜孔。

（2）金颗粒试验：在这个试验中，金颗粒被涂抹固定在盖玻片上，其上涂抹细胞外基质，然后再加进细胞。当细胞移动时就会在金颗粒上留下它们移行的轨迹。

（3）体外切割损伤/划横试验：试验开始时，用移液头在单层细胞上划横造出无细胞区，一定时间后划横周边细胞会移行进入划横处，从而也可用于细胞移行或移动性试验。此试验需用丝裂霉素C以避免细胞分裂对细胞移行测试的影响。

二、蛋白质检测技术

（一）酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）　这一方法的基本原理是：①使抗原或抗体结合到某种固相载体表面，并保持其免疫活性。②使抗原或抗体与某种酶连接成酶标抗原或抗体，这种酶标抗原或抗体既保留其免疫活性，又保留酶的活性。常用的酶包括过氧化酶和碱性磷酸酶。ELISA可用于测定抗原，也可用于测定抗体。在这种测定方法中有3种必要的试剂：①固相的抗原或抗体；②酶标记的抗原或抗体；③酶作用的底物。在测定时，把受检标本和酶标抗原或抗体按不同的步骤与固相载体表面的抗原或抗体起反应。用洗涤的方法使固相载体上形成的抗原抗体复合物与其他物质分开，最后结合在固相载体上的酶量与标本中受检物质的量成一定的比例。加入酶反应的底物后，底物被酶催化变为有色产物，产物的量与标本中受检物质的量直接相关，故可根据颜色反应的深浅进行定性或定量分析。例如测定皮肤细胞或组织中板层素（laminin）的含量，可用柱层析法从皮肤细胞抽提物中提取板层素，多种蛋白质将从层析柱中冲洗下来形成多种蛋白混合液。混合液中板层素的含量可以用竞争ELISA的方法测量。其原理是皮肤样品中的板层素和一定量的酶标板层素竞争与固相抗体结合。样品中板层素含量越高，结合在固相上的酶标板层素愈少，最后的显色也愈浅，ELISA的光强度读数越低。使用已知浓度的板层素纯溶液得到标准曲线，通过标准曲线比较法可以定量测定板层素浓度。

（二）Western免疫杂交　Western免疫杂交的原理是将通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离的蛋白质转移到硝酸纤维素或PVDF膜上，然后与能特异性识别待检蛋白的抗体进行反应，洗涤去除没有结合的特异性抗体后，加入标记的、能识别特异性抗体的种属特异性抗体，反应一段时间后再次洗涤去除非特异性结合的标记抗体，加入适合标记物的检测试剂进行显色或发光等，观察有无特异性蛋白条带的出现，也可通过条带的密度大小来进行特异性蛋白的半定量。

（三）十二烷基亚硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）　蛋白质的电泳分离是重要的生物化学分离纯化技术之一。电泳是指带电粒子在电场作用下，向着与其电荷相反的电极移动的现象。根据所采用的支持物不同，有琼脂糖凝胶电泳、淀粉凝胶电泳及聚丙烯酰胺凝胶电泳。SDS-PAGE是最常用的定性分析蛋白质的电泳方式，广泛用于蛋白质纯度检测和测定蛋白质分子量。SDS是一种阴离子表面活性剂即去污剂，它可以断开分子内和分子间的氢键，破坏蛋白质分子的二级及三级结构，并与蛋白质的疏水部分相结合，破坏其折叠结构。电泳样品在沸水中煮3～5分钟使SDS与蛋白质充分结合形成SDS-蛋白质复合物。SDS-蛋白质复合物在强还原剂巯基乙醇存在时，蛋白质分子内的二硫键被打开而不被氧化，蛋白质也完全变性和解聚并形成榛子状结构，稳定地存在于均一的溶液中。

SDS-PAGE依据其分子量的差异分离蛋白质。细胞或皮肤组织中含有大量蛋白质，具有不同的电荷和分子量。在强阴离子去污剂SDS和巯基乙醇作用下，通过加热使蛋白质解离，大量的SDS结合蛋白质，使其带相同密度的负电荷，在聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）上，不同蛋白质的迁移率仅取决于分子量。经SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离的蛋白质样品可用考马斯亮蓝染色，然后经过多次脱色可得到清晰蛋白质条带，凝胶经摄像后可进行蛋白质的定性和定量分析。

（四）免疫沉淀技术　在Western印迹杂交中，抗体与变性的目标蛋白结合。一些抗体只能识别二级和三级结构完整的未变性蛋白，无法识别变性蛋白。因此有些抗体不适用于Western免疫杂交，但能用于ELISA和免疫沉淀。在ELISA和免疫沉淀方法中，抗体与未变性的天然蛋白结合。

免疫沉淀反应（Immunoprecipitation）使用抗体测定特异性蛋白并能使蛋白沉淀，主要用于抗原或者抗体的定性检测。其原理是可溶性抗原（如血清中的蛋白、组织浸出液、细胞裂解液等）与相应抗体在有电解质存在的情况下，在溶液中或凝胶中结合，并按适当比例形成可见沉淀物现象。据此现象设计的沉淀试验主要包括絮状沉淀试验、环状沉淀试验和凝胶内的沉淀试验。在皮肤学研究中，这种方法可用于检测某表皮或真皮细胞是否能合成某特定蛋白质并检测在不同状态下合成蛋白质的水平，例如在添加表皮生长因子的情况下。当合成的蛋白质含量很少的情况下，细胞培养液可用放射性氨基酸标记，例如蛋氨酸和脯氨酸，在细胞合成蛋白质的过程中，这些放射性氨基酸将整合到蛋白质中。蛋白质混合物进行免疫沉淀和用SDS-PAGE进行分离后，凝胶上蛋白质条带可用X射线检测，条带强度可用于免疫沉淀的定量分析。

（五）蛋白质定量分析方法　在以上叙述中，我们讨论了从组织和细胞提取物中检测某特定蛋白的方法，而不是测定总蛋白的含量。蛋白质定量分析可以用比色法进行，常用的方法如下：

1．Bradford法　Bradford与蛋白质四级结构特殊氨基酸结合，由棕色变成蓝色，在595nm检测。该方法用于大多数蛋白质的定量是比较精确的，但不使用于小分子碱性多肽的定量，如核糖核酸酶或溶菌酶。去污剂的浓度超过0.2％影响测定结果，如TritonX-100、SDS及NP-40等。

2．Lowry法　这种检测方法的原理是基于Cu2＋
 与蛋白作用生成的Cu＋
 与双缩脲试剂形成蓝色络合物，菲林试剂可用于增强蓝色形成，最终的反应物在750nm检测。

3．紫外分光光度法　检测原理是因蛋白质样品在280nm波长下有最大吸光率，最大吸光率主要取决于酪氨酸和色氨酸的存在。对于含有核苷酸的蛋白质溶液用这种方法测定时需要校正。

三、细胞或组织内蛋白定位技术

1．免疫组织化学　又称免疫细胞化学，利用抗原与抗体特异性结合的原理，通过化学反应使标记抗体的显色剂（荧光素、酶、金属离子、同位素）显色来确定组织细胞内抗原（多肽和蛋白质），对其进行定位、定性及定量的研究。这种方法把免疫反应的特异性、组织化学的可见性巧妙地结合起来，借助显微镜（包括荧光显微镜、电子显微镜）的显像和放大作用，在细胞、亚细胞水平检测各种抗原物质（如蛋白质、多肽、酶、激素、病原体以及受体等）。免疫组化实验中常用的抗体为单克隆抗体和多克隆抗体。实验所用主要为组织标本和细胞标本两大类，前者包括石蜡切片（病理大片和组织芯片）和冰冻切片，后者包括组织印片、细胞爬片和细胞涂片。其中石蜡切片是制作组织标本最常用的方法。

2．蛋白质芯片　蛋白质芯片是近年来蛋白质组织学研究的一种新方法，它能一次平行分析成千上万个蛋白质样品，是其他蛋白质研究方法无法相比的。其制作原理类似于基因芯片，所不同的是，蛋白、多肽芯片所用的样品是提纯的蛋白、多肽。其检测的原理类似于抗原、抗体检测的ELISA法。如采用双抗夹心的形式，可通过机械点涂的方法，将多种不同的单克隆抗体点样固定在固相介质表面，如PVDF膜上，制备成抗体蛋白芯片。然后与制备的多种抗原样本杂交，芯片上的抗体捕获相应的抗原，由于抗原具有多价结合表位而结合标记抗体，根据杂交信号的有无、多少，从而进行定性、定量的分析。蛋白质芯片技术可用于研究蛋白质与蛋白质之间的相互作用，检测蛋白质-药物、蛋白质-脂质之间的相互作用，以及检测蛋白与小分子物质的作用。

四、分子生物学技术

（一）脱氧核糖核酸DNA分析方法

1．琼脂糖凝胶电泳　琼脂糖凝胶电泳是DNA和RNA研究中常用的技术，可用于分离、鉴定及纯化DNA和RNA片段。琼脂糖是一种天然聚合长链状分子，凝胶孔径的大小决定于琼脂糖的浓度。DNA和RNA分子在琼脂糖凝胶中泳动时，有电荷效应与分子筛效应。它们在碱性缓冲液中带负电荷，在外加电场作用下向正极泳动。不同大小、不同形状和不同构象的DNA和RNA分子在相同的电泳条件下（如凝胶浓度、电流、电压、缓冲液等），有不同的迁移率，所以可通过电泳使其分离。凝胶中的DNA可与荧光染料溴化乙锭结合，在紫外灯下可看到荧光条带。

2．Southern印迹技术　这种方法常用于检测DNA片段的分子量大小，分析DNA样品中是否有与探针序列同源的DNA片段。也可用于基因诊断，了解基因的状态，如是否有点突变、扩增重排等。在分析中，将待检测的DNA分子用或不用限制性内切酶消化后，通过琼脂糖凝胶电泳进行分离，继而将其变性并按其在凝胶中的位置转移到硝酸纤维素薄膜或尼龙膜上，固定后再与同位素或其他标记物标记的DNA或RNA探针进行反应。如果待检物中含有与探针互补的序列，则二者通过碱基互补的原理进行结合，游离探针洗涤后用自显影或其他合适的技术进行检测，从而显示出待检的片段及其相对大小。

3．PCR技术　聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）是一种体外核酸扩增技术。它能将所要研究的基因或某一DNA片段于数小时内扩增至十万乃至百万倍，易于观察和判断。PCR广泛用于基因检测、基因克隆、DNA突变检测和DNA序列分析。

PCR技术的基本原理类似于DNA的天然复制过程，其特异性依赖于与靶序列两端互补的寡核苷酸引物。PCR由变性—退火—延伸三个基本反应步骤构成：①模板DNA的变性：模板DNA经加热至95℃左右后，使模板DNA双链解链成单链，以便它与引物结合，为下轮反应作准备；②模板DNA与引物的退火（复性）：模板DNA经加热变性成单链后，温度降至55℃左右，引物与模板DNA单链的互补序列配对结合；③引物的延伸：DNA模板-引物结合物在TaqDNA聚合酶的作用下，以dNTP为反应原料，靶序列为模板，按碱基配对与半保留复制原理，合成一条新的与模板DNA链互补的半保留复制链。重复循环变性—退火—延伸三过程，就可获得更多的“半保留复制链”。每完成一个循环需2～4分钟，2～3小时就能将待扩目的基因扩增放大几百万倍。到达平台期（plateau）所需循环次数取决于样品中模板的拷贝。

4．实时荧光定量PCR技术（real time-PCR）　实时荧光定量PCR就是通过对PCR扩增反应中每一个循环产物荧光信号的实时检测从而实现对起始模板定量及定性的分析。在反应中，引入了一种荧光化学物质，随着PCR循环的进行，PCR反应产物不断累计，荧光信号强度也等比例增加。这项技术可用于对DNA、RNA样品定量和定性分析。除此之外我们还可以对PCR产物或样品进行定性分析：例如利用熔解曲线分析识别扩增产物和引物二聚体，以区分非特异扩增；利用特异性探针进行基因型分析及SNP检测等。实时荧光定量PCR技术中，目前最常用的是SYBR Green检测法和TaqMan探针检测法。

（1）SYBR Green检测法：SYBR Green Ⅰ是一种双链DNA结合染料。与双链DNA结合后，其荧光大大增强，从而用于PCR扩增产物的检测。SYBR Green Ⅰ的最大吸收波长约为497nm，发射波长最大约为520nm。在PCR反应体系中，加入过量SYBR荧光染料，SYBR荧光染料特异性地掺入DNA双链后，发射荧光信号，而不掺入链中的SYBR染料分子不会发射任何荧光信号，从而保证荧光信号的增加与PCR产物的增加完全同步。

（2）TaqMan探针检测法：TaqMan探针是一对带有报道荧光基团的引物。其5′端有标记报道荧光基团（R），3′端有标记淬灭基团（Q）的寡核苷酸。报道荧光基团（R）如FAM、TET、VIC。淬灭荧光基团为TAMRA（Q、6-羧基四甲基若丹明）。当探针单独存在时，R的荧光受到Q的淬灭不产生荧光。在PCR的退火期，探针与DNA模板发生特异性杂交。在Taq酶作用下DNA模板延伸，由于Taq DNA酶的5′及3′端外切酶活性的作用，探针5′端的R被切断，Q的淬灭作用消失而使荧光恢复，这时荧光探测系统便会检测到相应荧光信号。随着扩增循环数的增加，释放出来的荧光基团不断积累。因此荧光强度与扩增产物的数量呈正比关系。

5．酵母双杂交系统　酵母双杂交系统（yeast two-hybrid system）检测方法的原理是：将编码某一蛋白X的DNA序列与酵母DNA结合域的编码序列融合形成一个杂交体，将编码另一蛋白Y的DNA序列与酵母DNA激活域的编码序列融合形成另一个杂交体，两个杂交体共同转染酵母细胞（此酵母细胞上游有DNA结合位点的报道基因）。若X和Y没有相互作用，则单独不能激活酵母报道基因的转录；若X和Y可相互作用，则形成一个有效的转录激活子，激活报道基因的转录。因此可通过检测酵母报道基因的转录来研究蛋白质X和Y的相互作用。这种方法主要用于：①已知蛋白之间相互作用的检测；②蛋白质的功能域研究：通过对其中某一个蛋白质作缺失或定点突变，再用此系统检测是否还存在相互作用，可阐明其功能域或关键氨基酸。

6．单核苷酸多态性　单核苷酸多态性（single nueleotide polymorphisms，SNPs）是指基因组DNA序列中由于单个核苷酸（A，G，C，T）插入、缺失、转换等而引起的多态性。例如：某些人染色体上某个位置的碱基是A，而另一些人染色体的相同位置上的碱基则是G。

SNPs的检测方法由两部分组成，即区分SNPs特异位点的原理方法和数据的检测分析手段。SNPs特异位点的原理方法包括：①杂交方法：如等位基因特异核苷酸片段杂交（ASO）、分子信标、动态等位基因特异杂交（DASH）、分子内标法等。②酶或PCR方法：如等位基因特异性PCR、双向等位基因特异性PCR、Taqman荧光探针法、引物延伸法、连接酶连接反应、连接-滚环扩增反应、RFLP等。③以构象为基础的方法：如单链构象多态性SSCP分析、温度梯度凝胶电泳TGGE、变性高效液相色谱技术DHPLC等。④质谱检测技术：如基质辅助激光吸附电离飞行时间质谱分析（matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry，MALDI-TOF）等。⑤DNA测序。

7．限制性片段长度多态性技术（restriction fragment length polymorphism，RFLP）　由于DNA的多态性，致使DNA分子的限制酶切位点及数目发生改变，用限制酶切割基因组时，所产生的片段数目和每个片段的长度就不同，即所谓的限制性片段长度多态性（RFLP）。导致限制片段长度发生改变的酶切位点，又称为多态性位点。用两种或两种以上的限制性内切酶作用于同一DNA片断，如果存在SNP位点，酶切片断的长度和数量则会出现差异，根据电泳的结果就可以判断是否有SNP位点以及出现的碱基替换的类型。该技术应用的前提是SNP的位点必须含有该限制内切酶的识别位点，它是SNPs筛查中最经典的方法之一。

8．基因克隆技术　基因克隆技术指在体外将DNA分子片段与载体（vectors）DNA片段连接，转入细胞获得大量拷贝的过程中DNA分子克隆（或基因克隆）。基因克隆技术是现代生物技术的关键技术，也是皮肤病学研究中的重要技术。其基本步骤包括：制备目的基因→将目的基因与载体用限制性内切酶切割和连接，制成DNA重组→导入宿主细胞→筛选、鉴定→扩增和表达。载体在细胞内自我复制，并使重组的分子片段共同增殖，从而产生大量的DNA分子片段。主要目的是获得某一基因或DNA片段的大量拷贝，以深入分析基因的结构与功能。

9．基因序列测定技术　基因序列测定技术是根据Sanger等提出的酶法及Maxam和Gilbert提出的化学降解法，广泛用于基因克隆、SNP检测及基因突变分析。传统的手工测定方法耗时低效，已被高效而快速的基因自动化测序所替代。它采用毛细管电泳技术取代传统的聚丙烯酰胺平板电泳，使用四色荧光染料标记的ddNTP以标记终止物。通过单引物PCR测序反应，生成的PCR产物是相差1个碱基的3′末端为4种不同荧光染料的单链DNA混合物。4种荧光染料的测序PCR产物可在一根毛细管内电泳，避免泳道间迁移率差异的影响以提高测序的精确度。由于分子大小不同，在毛细管电泳中的迁移率也不同，当其通过毛细管读数窗口段时，激光检测器窗口中的CCD（chargecou-pled device）摄影机检测器就可对荧光分子逐个进行检测，激发的荧光经光栅分光，以区分代表不同碱基信息的不同颜色的荧光，并在CCD摄影机上同步成像，分析软件可自动将不同荧光转变为DNA序列，从而达到DNA测序的目的。分析结果能以凝胶电泳图谱、荧光吸收峰图或碱基排列顺序等形式输出。

10．基因芯片　基因芯片（gene chip）又称为DNA微阵列（DNA microarray）。基因芯片的测序原理是杂交测序方法，即通过与一组已知序列的核酸探针杂交进行核酸序列测定的方法。在一块基片表面固定了序列已知的8个核苷酸的探针。当溶液中带有荧光标记的核酸序列如TATGCAATCTAG，与基因芯片上对应位置的核酸探针产生互补匹配时，通过确定荧光强度最强的探针位置，获得一组序列完全互补的探针序列，据此可重组出靶核酸的序列。基因芯片通常用于基因转录水平的检测、基因组分析和后基因组研究。例如用PCR法从皮肤细胞cDNA文库中得到上百种cDNA片段，制成芯片，用这种方法可寻找在正常皮肤组织和烧伤组织中表达有差异的基因。

基因芯片的检测方法，包括下列四个步骤：①探针的设计、合成与芯片的制作（商品化产品）；②靶基因的制备：RT-PCR（设实验组和对照组）分别进行荧光素标记，如Cy3和Cy5；③生化杂交反应；与常规的分子杂交过程基本相似；④杂交信号的检测与结果的分析：激光共聚焦荧光检测系统收集荧光信号，计算机分析。

（二）核糖核酸RNA分析方法

1．Northern印迹杂交　Northern印迹杂交（Northern blot）是一种将RNA从琼脂糖凝胶中转印到硝酸纤维素膜上的方法。这种方法可检测皮肤细胞或组织中的RNA及其含量。Northern印迹杂交基本方法是用乙二醛或甲醛使RNA变性，用琼脂糖凝胶电泳分离RNA，高盐下通过毛吸作用将RNA从凝胶中转印至硝酸纤维素滤膜上，烘干固定后即可用于杂交。凝胶中RNA片段的相对位置在RNA片段转移到滤膜的过程中继续保持着。附着在滤膜上的RNA与32
 P标记的探针杂交，利用放射自显影术确定探针互补的每条RNA带的位置，从而可以确定某一特定序列的RNA片段的位置和大小。

2．核糖核酸酶保护分析（ribonuclease protection assay，RPA）　RPA是一种敏感性高于Northern印迹杂交的mRNA定量检测技术。利用32
 P（放射法）或生物素（非放射法）标记由多个目标基因的DNA模板体外转录出的长短不一的RNA探针，将含过量探针的溶液与样品总RNA杂交，经核糖核酸酶（RNase）处理后，未与探针杂交的单链RNA和过量的游离探针被降解，而目标RNA则因与探针结合形成双链而被“保护”，则杂交双链RNA的量代表了样本中相应基因的表达量。

3．原位杂交技术　原位杂交（in situ hybridization），属于固相分子杂交，它是用标记的DNA或RNA为探针，在原位检测组织细胞内特定核酸序列，用同位素、荧光及某些酶标记的探针与靶核酸进行杂交，杂交后分别通过放射自显影、荧光显微镜术或成色酶促反应直接显示。间接法一般用半抗原标记探针，最后通过免疫组织化学法对半抗原定位，间接地显示探针与靶核酸形成的杂交体。原位杂交用于研究基因定位以及信使mRNA表达程度。

4．反转录-聚合酶链反应（reverse-transcription（RT）-PCR）　RT-PCR是将RNA的反转录（RT）和cDNA的聚合酶链式扩增（PCR）相结合的技术。首先经反转录酶作用从RNA合成cDNA，再以cDNA为模板，扩增合成目的片段。RT-PCR技术可用于对基因表达信息进行检测或定量，检测细胞中基因表达水平、RNA病毒含量和直接克隆特定基因的cDNA序列。另外，这项技术还可以用来检测基因表达差异或不必构建cDNA文库克隆cDNA。RT-PCR比其他包括Northern印迹、RNase保护分析、原位杂交及S1核酸酶分析在内的RNA分析技术更灵敏、更易于操作。

逆转录反应可以使用逆转录酶，以随机引物、oligo（dT）或基因特异性的引物（GSP）起始。逆转录酶（reverse transcriptase）是一种存在于RNA病毒体内的依赖RNA的DNA聚合酶，至少具有以下三种活性：①依赖RNA的DNA聚合酶活性：以RNA为模板合成cDNA第一条链；②Rnase水解活性：水解RNA杂合体中的RNA；③依赖DNA的DNA聚合酶活性：以第一条DNA链为模板合成互补的双链cDNA。作为模板的RNA可以是总RNA、mRNA或体外转录的RNA产物。无论使用何种RNA，关键是确保RNA中无RNA酶和基因组DNA的污染。用于反转录的引物可视实验的具体情况选择随机引物、OligodT及基因特异性引物中的一种。对于短的不具有发卡结构的真核细胞mRNA，三种都可。

RT-PCR可以一步法或两步法的形式进行。在两步法RT-PCR中，每一步都在最佳条件下进行。cDNA的合成首先在反转录缓冲液中进行，然后取出1/10的反应产物进行PCR。在一步法RT-PCR中，反转录和PCR在同时为反转录和PCR优化的条件下，在一只管中顺次进行。

5．RNA干扰（RNAi）技术　外源和内源性双链RNA（dsRNA）在细胞内诱导同源序列的基因表达受抑的现象称为RNA干扰。RNA干扰的具体机制和过程还不完全清楚，RNA干扰过程可概括如下：①dsRNA的处理，dsRNA经过一种核酸酶Ⅲ类似的RNA内切酶dicer作用，把dsRNA链酶切成长约21～25nt的dsRNA链。这种RNA分子称为小干扰RNA（siRNA）。②siRNA形成之后，与一系列特异性蛋白结合形成siRNA诱导干扰复合体（siRNA induced interference complex，RISC）。在RISC作用下，siRNA双链解开，其负链与靶mRNA互补结合。进而RISC在互补区切断靶mRNA。被切割后的断裂mRNA随即降解，从而使该基因的表达受抑，这就是转录后的基因沉默（posttranscription gene silencing，PTGS）。

RNAi技术大量用于抑制基因的表达（沉默基因），从而研究基因的功能。在进行RNAi实验时，首先检索特定基因的序列，避免靶向部位是非编码区和基因间隔区；然后设计siRNA序列，siRNA序列可通过化学合成，使用质粒或病毒载体（腺病毒、腺相关病毒、慢病毒）转染到细胞或动物体内抑制基因的表达。
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第六章　皮肤免疫学基础

皮肤构成机体与外界环境之间的免疫学屏障。在许多免疫性皮肤疾病如天疱疮、结缔组织病、皮肤血管炎、接触性皮炎、荨麻疹及药疹等，皮肤成为免疫反应的靶组织。最具代表性的例子是天疱疮的自身抗体介导的表皮棘层松解和接触性皮炎的T淋巴细胞介导的表皮细胞损伤。

皮肤不仅是免疫反应攻击的靶组织，其本身也自成一个免疫系统，即“皮肤免疫系统”（skin immune system，SIS）。在正常非炎症状态，表皮内驻有两类免疫细胞：具有抗原提呈作用的朗格汉斯细胞（Langerhans cell，LC）及少量T淋巴细胞。而真皮内则含有真皮树突状细胞、T细胞、巨噬细胞和肥大细胞。白细胞持续不断地由血管迁移入皮肤，寻找来自致病原的危险信号，然后经由淋巴系统返回血循环。

当抗原进入皮肤时，LC与真皮树突状细胞摄取抗原，并迁移至淋巴结，将抗原提呈给T细胞，T细胞被激活并进入皮肤激起炎症反应。此时其他细胞也迅速出场，包括中性粒细胞、单核细胞、嗜酸性粒细胞和浆细胞。

粘连分子与细胞因子在皮肤炎症中起主要作用。淋巴细胞功能相关抗原-1（LFA-1）、α1
 β1
 与α4
 β1
 整合素以及皮肤淋巴细胞抗原（CLA）对征募适当类型细胞至关重要。多数CLA＋
 T细胞表达趋化性因子受体CCR4，而其配体趋化性因子CCL17（TARC）则表达于皮肤血管壁。一亚群CLA＋
 T细胞表达CCR10，而其配体CCL27（CTACK）则表达于角质形成细胞。

近年来，分子生物学技术上的重大突破导致了转基因鼠（transgenic mice）和基因敲除鼠（gene knockout mice）的产生。至今，已有上百种基因敲除鼠用于皮肤免疫学研究中。这些研究不仅加深了对免疫性皮肤病发病机制的认识，而且也革新了一些传统的理论观念。


 第一节　免疫学基本概念

免疫（immunity）意指免于疾患，尤其是传染病。“immunity”由拉丁文“immunitas”而来，原意指对古罗马元老院议员免除公民义务与法律起诉。免疫可分为非特异性免疫（天然性免疫）与特异性免疫（获得性免疫）（表1-6-1）。

表1-6-1　天然性免疫与获得性免疫特征
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一、免疫器官

亦称淋巴器官，分为中枢（一级）及外周（二级）免疫器官。

（一）中枢免疫器官　在胚胎早期发生，是造血干细胞增殖、发育、分化为T细胞与B细胞的场所。淋巴细胞在此增殖无需抗原刺激，它们向外周免疫器官输送T细胞及B细胞。

骨髓：是多能干细胞所在地。多能干细胞能分化发育成为红细胞、粒细胞、单核细胞、巨噬细胞与淋巴细胞。骨髓中产生T细胞前体及B细胞前体。前者迁入胸腺，分化为成熟的T细胞，最后定位于外周免疫器官，负责细胞介导免疫；后者迁入法氏囊或类囊组织，发育成熟为B细胞，最后也定位于外周淋巴器官，负责体液免疫。

胸腺：是T细胞的发源地。分为皮质和髓质。皮质中含有大量不成熟的T细胞，髓质含有成熟的T细胞和巨噬细胞。胸腺的T淋巴细胞又称胸腺细胞。T细胞在胸腺皮质内发育，通过选择（selection）过程，分化成熟。结果那些携带能识别自身抗原的T细胞受体（TCR）的细胞被清除（负性选择，negative selection），而那些携带识别外来抗原的TCR的细胞则存活下来（正性选择，positive selection）。T淋巴细胞意指胸腺依赖性淋巴细胞（thymus-dependent lymphocyte）。

法氏囊（bursa of Fabricius）：又称腔上囊，是鸟类特有的结构，位于泄殖腔后上方，是鸟类B细胞的发源地。B细胞意指法氏囊依赖性淋巴细胞（bursa of Fabricius-dependent lymphocyte）。

类囊组织：哺乳动物没有腔上囊，但人类和哺乳动物具有使干细胞分化发育为B细胞的类似作用的器官，如胚肝以及骨髓。

（二）外周免疫器官

脾：是血液通路中的滤过器官，也是体内最大的淋巴器官。脾实质分为红髓与白髓。白髓含有淋巴组织，包括T细胞区及B细胞区。

淋巴结：沿淋巴管分布于全身，具有收集抗原性物质的作用。淋巴结分为皮质与髓质。皮质中的淋巴样滤泡是B细胞区，副皮质区（滤泡旁区）是T细胞区。髓质中含有散在淋巴细胞、大量巨噬细胞及树突状细胞。

黏膜相关淋巴组织：分布于消化道、呼吸道、泌尿生殖道与眼结膜等黏膜下异物容易入侵的部位。这些淋巴组织或呈弥散的集结，或组成淋巴小结。

皮肤相关淋巴组织：由抗原提呈细胞（表皮朗格汉斯细胞、真皮树突状细胞）、真皮内皮细胞、角质形成细胞、T细胞受体γδ＋
 T细胞（树突状表皮T细胞，DETC）与T细胞受体αβ＋
 T细胞组成。

淋巴细胞再循环：淋巴细胞由中枢免疫器官迁出到达外周免疫器官后，并非始终固定不动，而是通过血液及淋巴由一个淋巴器官到另一个淋巴器官。这样可增加抗原与淋巴细胞接触的机会。

二、免疫细胞

即免疫潜能细胞（immunologically competent cell），泛指所有参加免疫反应的细胞，包括淋巴细胞、单核巨噬细胞、树突状细胞、粒细胞与红细胞等。

（一）淋巴细胞　是最重要的免疫细胞，包括B细胞、T细胞与自然杀伤细胞（NK细胞）等。T细胞根据免疫表型与功能的不同又分为若干亚群：CD4＋
 辅助性T细胞（Th细胞）、CD8＋
 细胞毒性T细胞（Tc细胞）、CD4＋
 CD25＋
 调节性T细胞（Treg细胞）与CD56＋
 自然杀伤性T细胞（NKT细胞）。Th细胞根据分泌的细胞因子不同，又进一步分为Th1、Th2和Th3细胞（表1-6-2）。

表1-6-2　淋巴细胞的类型、表型与功能

[image: ]


（二）单核巨噬细胞　包括血液中的单核细胞与组织中的巨噬细胞，在天然免疫中巨噬细胞具有吞噬异物颗粒以及产生细胞因子等作用。在特异性免疫应答中发挥辅助细胞与效应细胞的作用：①巨噬细胞在淋巴细胞激活中充当抗原提呈细胞的作用；②巨噬细胞是细胞介导免疫反应的主要效应细胞；③巨噬细胞参与体液免疫反应所致的异物的清除。

（三）树突状细胞（dendritic cell，DC）　是免疫反应诱发期的主要抗原提呈细胞（antigen presenting cell，APC）。主要功能是摄取及处理抗原、提呈抗原给淋巴细胞而激活之。其形态学特征为树突状，呈星状突起。树突状细胞分布于皮肤、呼吸道、肠道等的上皮组织中以及心、肾等实质器官的间质组织内。树突状细胞主要包括朗格汉斯细胞、叉指样树突细胞以及滤泡树突状细胞。过去曾认为单核巨噬细胞是主要的抗原提呈细胞，近来发现树突状细胞的抗原提呈能力远远大于单核巨噬细胞。

（四）粒细胞　包括中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞与肥大细胞。这些粒细胞通常称为炎细胞，因为它们在炎症与天然免疫中发挥清除微生物与坏死组织的重要作用。T细胞分泌的细胞因子可刺激粒细胞吞噬调理的颗粒，使其在特异性免疫反应中发挥重要的效应细胞功能。

（五）红细胞　不仅具有呼吸功能，还具有免疫功能，可通过免疫黏附清除免疫复合物。

三、白细胞分化抗原

2004年在澳大利亚阿德雷德（Adelaid）召开的第八届人类白细胞分化抗原命名国际协作组会议上，将CD抗原增加至339种。现将一些与皮肤免疫学有关的CD抗原作一介绍（表1-6-3）。

表1-6-3　人类白细胞分化抗原分类
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四、抗原与抗体

抗原是指凡能在体内引起免疫应答的物质。它能刺激机体产生抗体或致敏淋巴细胞（免疫原性），并能与之特异性结合引起免疫反应（反应原性）。抗体是抗原刺激机体后B细胞产生的一类能与该抗原发生特异性结合反应的球蛋白，其功能是作为特异性体液免疫的介质（表1-6-4，表1-6-5）。

表1-6-4　抗体种类与性质
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表1-6-5　抗体的效应功能
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免疫球蛋白是指具有抗体活性或化学结构上与抗体相似的球蛋白。抗体是免疫球蛋白，但免疫球蛋白并非都有抗体活性。

半抗原（hapten），亦称不完全抗原，指本身无免疫原性，但具有反应原性的小分子物质，如多糖、类脂质与一些简单物质。半抗原与蛋白质分子（载体）结合后获得免疫原性。

五、主要组织相容性复合体（major histocompatibility complex，MHC）

是一群高度多型性基因群，其产物表达于各种细胞的表面。它们决定机体的组织相容性，并与免疫应答、免疫调节有关。

人类MHC包括Ⅰ类基因（HLA-A、-B、-C）、Ⅱ类基因（HLA-DR、-DP、-DQ）、补体基因、热休克基因与细胞因子基因。小鼠MHC包括Ⅰ类基因（H2D、2K、2L）、Ⅱ类基因（ⅠA、D、E）、补体基因和细胞因子基因。

人类MHC称为HLA复合体，小鼠MHC称为H2复合体。

（一）H2复合体　位于小鼠第17条染色体上，分为K、I、S、G、D5个区段。Ⅰ区基因与免疫应答有关，其产物为免疫相关抗原（immune associated antigen，Ⅰa抗原），存在于免疫细胞膜上，称为Ⅱ类抗原。K、D区基因产物称为Ⅰ类抗原。S区基因产物为血清蛋白和补体，称为Ⅲ类抗原。

（二）HLA复合体（human leucocyte antigen complex）　在人类第6对染色体上，分为A、B、C、D位点。HLA-A、-B、-C位点编码Ⅰ类抗原，HLA-D位点则编码Ⅱ类分子。

与D位点关系密切的有DR、DQ、DP位点。D与B位点之间的区域编码Ⅲ类分子（补体）。

（三）MHC限制性（MHC restriction）　指具有同一MHC表现型的两类免疫细胞才能有效地相互作用。免疫细胞之间的协作或免疫细胞对病毒感染的靶细胞的杀伤都要求两者之间的MHC某一段基因的一致性。例如，抗原进入机体后，首先由抗原提呈细胞（APC）摄取、处理，经过处理的抗原碎片与APC表面的MHCⅡ类分子结合，提呈给辅助性T细胞（Th）。APC与Th细胞的协作受制于MHCⅡ类分子，称为MHCⅡ类分子限制性。细胞毒性T细胞对靶细胞的杀伤受制于MHCⅠ类分子，称为MHCⅠ类分子限制性。

六、T细胞受体（TCR）

最早由华人加拿大科学家麦德华（Tak W Mak）克隆，亦称为T细胞抗原受体，是T细胞表面的识别特异性抗原的结构。TCR能识别单独的或与外来抗原结合的MHC分子。在细胞膜上TCR与CD3紧密关联，形成复合体。TCR有两种类型：TCRαβ与TCRγδ。携带TCRαβ的细胞称为αβT细胞，包括CD4＋
 Th细胞与CD8＋
 Tc细胞。携带TCRγδ的细胞称为γδT细胞。γδT细胞是CD4-
 CD8-
 细胞。小鼠表皮树突状T细胞（DETC）属于γδT细胞的一个亚群。TCRαβ识别抗原提呈细胞表面的与MHC相结合的抗原。CD4＋
 Th细胞的TCRαβ识别MHCⅡ类分子，而CD8＋
 Tc细胞的TCRαβ则识别MHCⅠ类分子。

七、免疫应答（immune response）

指抗原进入机体后，免疫细胞对抗原分子的识别，免疫细胞的活化、增生、分化以及发生免疫效应的过程。

（一）抗原提呈（antigen presentation）　细胞将抗原以T细胞能够识别的形式（多肽MHC复合物）在其表面表达的过程。向CD4＋
 Th细胞提呈抗原、在诱导免疫应答中起辅助作用的非淋巴细胞性细胞称为抗原提呈细胞（APC），包括树突状细胞、单核巨噬细胞以及B细胞。向CD8＋
 Tc细胞提呈抗原的是各种靶细胞如成纤维细胞。树突状细胞也能向CD8＋
 Tc细胞提呈抗原。

抗原提呈细胞具有摄取抗原、处理抗原以及将处理过的抗原传递给淋巴细胞的功能。

（二）抗原识别　B细胞识别多肽、蛋白、核酸、脂多糖、脂质以及小分子化学物质。T细胞仅识别APC表面的与MHC抗原结合的抗原片段（多肽）。CD4＋
 T细胞识别与MHCⅡ类分子相结合的抗原（MHCⅡ类限制性识别），CD8＋
 T细胞识别与MHCⅠ类分子相结合的抗原（MHCⅠ类限制性识别）。

（三）淋巴细胞激活需要的双信号　当抗原提呈细胞表面的多肽MHC复合物与淋巴细胞表面的T细胞受体（TCR）结合时，释放第一信号（signal 1）。然而，仅第一信号还不能引起淋巴细胞激活，淋巴细胞激活尚需要第二信号（signal 2）。第二信号来自抗原提呈细胞表面的协同刺激分子（costimulator molecules），如B7。当B7与T细胞表面的相应受体CD28结合时，则释放出第二信号。第一信号与第二信号一起引起淋巴细胞激活、增生与产生细胞因子。协同刺激分子可分为B7超家族与肿瘤坏死因子（TNF）超家族。B7超家族的成员有B7-1、B7-2、B7-H1、B7-H2、B7-H3、B7-H4以及B7-DC等。肿瘤坏死因子超家族成员包括CD40、CD70、CD30L、4-1BBL以及LIGHT等。协同刺激分子与淋巴细胞表面的受体相作用，释放阳性信号与阴性信号，对调节免疫反应起关键性作用（图1-6-1）。
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图1-6-1　淋巴细胞激活需要双信号

APC：抗原提呈细胞；

CTLA-4：细胞毒性T细胞相关抗原-4；

ICOS：可诱导的协同刺激分子；

PD-1：程序死亡配体-1；

HVEM：疱疹病毒进入介质

（四）免疫效应　免疫应答的结果是机体产生抗体或致敏淋巴细胞，与相应的抗原或带抗原的靶细胞结合而产生特异性免疫（体液免疫或细胞免疫）。体液免疫指B细胞在T细胞辅助下受抗原刺激、增殖分化成浆细胞，合成及分泌抗体，与相应抗原特异性结合而发挥免疫效应。细胞免疫指由致敏淋巴细胞及其产生的细胞因子参加的一类免疫应答。鉴于近年来在细胞因子研究方面进展迅速，有关知识将在后面作专题详细介绍。

八、皮肤免疫系统（skin immune system，SIS）的概念

1986年，Bos在皮肤相关淋巴组织（skin associated lymphoid tissues，SALT）概念基础上提出SIS的概念。

1978年，Streilein提出的皮肤相关淋巴细胞组织含有4个组成成分：①具有抗原提呈性质的朗格汉斯细胞；②亲表皮性再循环T淋巴细胞亚群；③分泌表皮胸腺激活因子（ETAF）的角质形成细胞；④引流皮肤的外周淋巴结。

Bos提出的皮肤免疫系统除了包括SALT中的各种免疫潜能细胞成分外，也包括多种体液成分（表1-6-6）。皮肤免疫系统的细胞成分可分为三个亚群：常居（resident）细胞，能召集的（recruitable）细胞和再循环细胞（表1-6-7）。体液成分除包括抗体、补体外，还包括了细胞因子、神经多肽等。

表1-6-6　皮肤免疫系统的细胞成分与体液成分
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表1-6-7　皮肤免疫系统的天然细胞与过继细胞

[image: ]



 第二节　朗格汉斯细胞

皮肤内含有两类树突状细胞：表皮朗格汉斯细胞（Langerhans cell，LC）与真皮树突状细胞（dermal dendritic ell，DDC）。它们是皮肤内的专职的抗原提呈细胞（professional APC）。在某些病理情况下，皮肤还可以出现第三类树突状细胞：浆细胞样树突状细胞（plasmacytoid DC，PDC）。PDC分泌大量IFN-α，在病毒性疾病以及自身免疫性疾病中起重要作用。已发现红斑性狼疮、接触性皮炎、特应性皮炎、扁平苔藓及银屑病的皮损中存在PDC。

在树突状细胞家族中，LC是研究最早、最多，了解比较透彻的一群。我国对LC的研究始于上世纪80年代初。值得一提的是近年来，我国学者在LC研究领域里取得了一些国际瞩目的重要成果。例如陈洪铎通过动物实验显示表皮LC影响皮肤移植物的存活，王秉鹤发现人类LC表达高亲和力IgE FC受体（FcεRI），汤爱民证明E-钙黏素介导LC粘连于角质形成细胞，康克非显示LC分泌白介素-12（IL-12）。

一、表型与标志

在常规HE染色的石蜡切片中无法辨认LC，但可以通过三磷酸腺苷酶（ATPase）组织化学染色以及免疫标记来清楚地显示LC的树突状形态。ATPase染色是显示人类与豚鼠LC的一种很好的组化方法，而对于鼠类LC，二磷酸腺苷酶（ADPase）染色则效果更佳。在垂直切片上，LC主要见于基底层上方。将表皮与真皮分离，用表皮片进行染色，则能更好地观察LC的形态、分布及密度。

LC的膜表面表达一些抗原分子，如MHCⅠ类抗原、Ⅱ类抗原以及CD1a、CD45等（表1-6-8）。某些分子可用以作为辨别LC的特异性“标志”。对于人类LC，CD1a免疫标记是最可靠的方法，而对鼠类LC，则以抗MHCⅡ类抗原（Ia抗原）免疫标记为首选方法（图1-6-2）。
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图1-6-2　小鼠表皮朗格汉斯细胞（编写者提供）

切除鼠耳，分离成背面与腹面两部分，置1％胰蛋白酶（或1％ dispase），37℃孵育30分钟。分离出表皮片，置荧光素标记的抗Ia抗体（anti-Ia/FITC）4℃孵育过夜。用磷酸缓冲液（PBS）洗涤后，荧光显微镜下观察。

表1-6-8　朗格汉斯细胞的免疫表型特征
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在电子显微镜下，LC的特征性标志是伯贝克颗粒（Birbeck granule）。这种具有5层结构的细胞器呈棒状或网球拍状。伯贝克颗粒的来源及功能尚不清楚，目前有两种不同学说。“分泌学说”认为伯贝克颗粒起源于高尔基器，向细胞外周移行，附着于细胞膜，将其内容物释放至细胞外间隙。反之，“内吞学说”则认为伯贝克颗粒起源于细胞膜，由细胞膜内折而形成，然后向细胞内部移行，让LC能从细胞外摄取物质。

电子显微镜下，有些细胞形态酷似LC，但不含有伯贝克颗粒。这些细胞称为未定型细胞（indeterminate cells）。

二、组织分布与起源

LC主要分布于哺乳动物皮肤及黏膜的复层鳞状上皮。在表皮内，LC密度随不同的部位而异。人类的头、颈、面部、躯干及四肢约有400～1000LC/mm2
 。掌跖、生殖器、骶尾部皮肤的LC密度较低。随着年龄的老化，LC密度减少。暴露部位慢性光化性损害的皮肤中LC密度比非暴露部位低。小鼠表皮LC密度因株系、性别、年龄及部位而异。鼠尾皮肤的LC稀少，角膜中央区几乎不含LC。

LC起源于骨髓，主要证据有两方面：LC表达白细胞共同抗原CD45；同种异体骨髓嵌合小鼠及骨髓移植病人的皮肤内存在供体来源的LC。至于LC的前体细胞如何由血循环而进驻表皮，是当前研究的一个热门。真皮的成纤维细胞以及表皮的角质形成细胞分泌的趋化性因子，引导血液中LC前体细胞贴附于真皮小静脉的内皮细胞，穿过内皮进入真皮与表皮。内皮细胞与LC前体细胞表面表达的粘连分子及相应受体在这一过程中也起着重要作用。LC前体细胞通过基质金属蛋白酶（MMP）降解基底膜蛋白，穿过表-真皮连接处基底膜而进入表皮。

三、体外培养

长期以来，由于表皮LC数量有限以及分离手续繁琐，LC有关研究受到很大妨碍。近年来，研究取得一项重大突破：通过体外培养血液CD34＋
 造血前体细胞而产生大量LC。Caux等首先采用粒细胞/巨噬细胞克隆刺激因子（GM-CSF）及肿瘤坏死因子α（TNF-α）刺激新生儿脐带血中的CD34＋
 造血前体细胞，产生出含有伯贝克颗粒的CD1a＋
 LC。接着，Stingl等从成人外周血CD34＋
 细胞培养LC获得成功。

四、LC迁移与成熟

居住于表皮内的LC属于不成熟的树突状细胞，其具有很强的摄取抗原及处理抗原的能力，但刺激T细胞的功能则很弱。抗原进入表皮后诱导表皮细胞分泌多种细胞因子，其中白介素-1β（IL-1β）与肿瘤坏死因子α（TNF-α）刺激LC迁移至真皮。在真皮内，淋巴管内皮细胞分泌趋化性因子CCL21，通过LC表面的趋化性因子受体CCR7而吸引LC进入淋巴管，接着流入淋巴结。继而，淋巴结细胞分泌的趋化性因子CCL21和CCL19通过LC表面的CCR7引导LC进入T细胞区。在这里，LC将抗原提呈给抗原特异性T细胞。

在迁移过程中，LC变成为成熟的树突状细胞。特征为摄取与处理抗原的能力减弱，而细胞表面的MHC分子与协同刺激分子如B7-1、B7-2及CD40等表达增加。结果，LC的抗原提呈功能明显增强（图1-6-3）。
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图1-6-3　朗格汉斯细胞的迁移与成熟

LC：朗格汉斯细胞；

KC：角质形成细胞；

Tn：NaïveT细胞；

Te：效应T细胞

五、功能特征

LC是1868年柏林医学院学生Paul Langerhans在用氯化金染色研究皮肤神经时发现的，最初认为其属于神经系统。在随后的一个世纪中，对这种细胞的性质一直未能明了，曾推测其可能属于衰变的黑素细胞。直至二十多年前，才开始逐步阐明LC具有抗原提呈功能，是一群独特的树突状的白细胞。

（一）体外研究　1978年，Stingl等通过实验显示LC具有抗原提呈功能。经可溶性蛋白抗原或半抗原处理的表皮细胞悬液（含LC）可刺激已致敏的同基因T细胞发生体外增殖反应。未经抗原或半抗原处理的表皮细胞悬液（含LC）与异体淋巴细胞进行混合培养，亦可刺激淋巴细胞发生增殖（表皮细胞-淋巴细胞混合反应，MELR）。然而，当从表皮细胞悬液中去除LC后，则不发生上述的淋巴细胞增殖反应。这些实验证明LC是强力的抗原提呈细胞。

近来，研究表明在表皮细胞体外培养过程中，LC的表型与功能都发生明显的变化。新分离的LC在表型与功能上类似于巨噬细胞，能有效地摄取与处理抗原，但免疫刺激能力（抗原提呈）很弱。然而，培养的LC（即细胞因子激活的LC）则在表型及功能上类似于淋巴样树突状细胞，具有强的免疫刺激能力。

（二）体内研究　LC的主要生物学功能是在机体针对各种类型抗原（包括接触性变应原、同种异体抗原、肿瘤抗原以及微生物抗原）而发生的皮肤免疫反应中提供致敏信号。

1．接触性超敏反应（contact hypersensitivity，CHS）小鼠对接触致敏物如二硝基氟苯（DNFB）、三硝基氯苯（TNCB）等所发生的超敏反应取决于表皮LC密度。当将接触致敏物涂布于小鼠的含有正常密度表皮LC的部位（如躯干、四肢等），可诱发接触性超敏反应。然而，若将接触致敏物涂于天然缺乏LC的部位（鼠尾）或人为去除LC的局部皮肤（紫外线照射或皮质类固醇外用），则不能引起致敏。这些实验表明LC在接触性超敏反应的诱导期中起着至关重要的作用。当皮肤接触抗原时，表皮LC，摄取并处理抗原，离开表皮通过真皮淋巴管进入局部引流淋巴结，将处理过的抗原提呈给CD4＋
 T细胞，引起抗原特异性的T细胞激活。

2．同种异体皮肤移植　LC具有很强的同种异体免疫原性。天然缺乏LC的角膜进行同种异体移植时不会引起致敏而导致移植物排斥反应。若用毒性刺激诱导LC由角膜缘与结膜移行至角膜中央上皮，角膜移植则会诱导剧烈的排斥反应。用胶带黏剥法去除鼠类皮肤的表皮LC，可以延长皮肤移植物的存活时间。在皮肤移植后几小时内，表皮LC的MHCⅡ类抗原增加，LC离开表皮进入真皮淋巴管，形成条索，接着LC进一步移行至局部引流淋巴结。这些迁移的LC在表型与功能上都对应于体外培养中细胞因子激活的LC。

3．肿瘤免疫　表皮LC能够摄取并处理表皮细胞新表达的肿瘤抗原，迁移至引流淋巴结，将肿瘤抗原提呈至T细胞，诱发T细胞介导的抗肿瘤免疫。

（三）最新进展　虽然LC在启动皮肤T细胞免疫反应中的关键作用已被普遍接受，但是最近一些研究结果对这一观念提出了挑战。Bennett等通过白喉毒素受体/白喉毒素（DTR/DT）系统诱导，完全消除小鼠表皮LC，但不影响真皮树突状细胞。这些缺乏LC的小鼠的CHS虽然减弱，但并不完全丧失，提示必要时真皮树突状细胞可以介导CHS。Kissenpfennig等也显示在皮肤致敏后，真皮树突状细胞超先表皮LC迁移至淋巴结。更有甚者，Kaplan等报道缺乏表皮LC的突变鼠非但CHS不丧失，反而明显增强，提示LC不仅不是启动CHS所必须的，而且可能对CHS起阴性调节作用。

六、理化因子对LC的作用

（一）中波紫外线（UVB）　UVB具有许多有害的生物学作用，最严重的是诱发皮肤癌。最初认为UVB诱发皮肤癌只是由于其对宿主细胞基因组的直接转化作用，后来才知道UVB可诱发宿主免疫缺陷状态。例如，经UVB照射的小鼠不能产生对肿瘤的保护性免疫反应。

小剂量至中等剂量的UVB可明显影响LC的表型，如导致ATP酶活性明显降低。电子显微镜超微结构研究显示LC本身未必减少。UVB照射鼠表皮细胞可导致LC抗原提呈功能的抑制。

（二）长波紫外线（UVA）　UVA照射可导致表皮LC减少。在功能方面，UVA照射可明显消除LC的免疫刺激能力。PUVA疗法可引起表皮LC暂时性减少与功能损害。

（三）糖皮质激素　局部性及系统性应用糖皮质激素可导致表皮LC数目减少及功能损害。糖皮质激素的预处理能干扰诱导接触性超敏反应，可能与此有关。

（四）其他　X线、致癌原如DMBA、环孢素A、维A酸等亦可影响表皮LC的数目与功能。


 第三节　树突状表皮T细胞

根据T细胞受体（TCR）组成上的不同，T细胞可分为αβT细胞与γδT细胞二大类。通常所讲的T细胞多指αβT细胞，如CD4＋
 Th细胞及CD8＋
 Tc细胞等。γδT细胞仅占总淋巴细胞的很小比例，主要分布于黏膜的上皮组织如肠道、肺及生殖道，称为上皮内淋巴细胞（intraepithelial lymphocytes，IEL）。

在鼠类，γδT细胞亦分布于表皮内。它们呈树突状外观，单从外形上无法与LC相区别。这群细胞约占总表皮细胞的1％～3％，它们表达Thy-1抗原但缺乏MHCⅡ类抗原，因而起初被称为Thy-1＋
 树突状表皮细胞（Thy-1＋
 dendritic epidermal cell，Thy-1＋
 DEC）。在人类表皮内不存在类似的细胞。

进一步的研究发现Thy-1＋
 DEC携带CD3相关联的TCR，因此这些细胞被重新命名为树突状表皮T细胞（dendritic epidermal T cell，DETC）。DETC所携带的TCR是TCRγδ，所以有时亦将DETC称为表皮内γδT细胞。

一、表型特征

DETC表面表达Thy-1、CD3、CD45等抗原以及T细胞抗原受体γδ（TCRγδ）。与大多数T细胞（即TCRαβ携带细胞，简称αβT细胞）不同，DETC不表达CD4或CD8抗原。DETC亦不同于LC，其不表达MHC Ⅱ类抗原（Ia抗原）。

电子显微镜下，DETC的超微结构完全不同于其他类型表皮细胞。DETC不含角蛋白微丝、桥粒（角质形成细胞标志）、伯贝克颗粒（LC标志）、黑素小体（黑素细胞标志）或梅克尔细胞颗粒（梅克尔细胞标志）。

树突状表皮T细胞与LC的主要区别简述于表1-6-9。

表1-6-9　树突状表皮T细胞与LC的区别
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二、起源

DETC表达白细胞共同抗原CD45，提示其可能起源于骨髓。进一步的骨髓嵌合实验研究证明骨髓是DETC的发源地。然而，最近亦有人提出DETC可能起源于胚胎肝脏的干细胞，然后在胚胎胸腺中发育成熟。

DETC的表型与早期胚胎胸腺细胞（14～15天）的表型完全一致。胚胎胸腺中TCRVγ3
 ＋
 细胞的消失刚好发生在表皮内出现TCRVγ3
 ＋
 细胞之前。这些现象提示在胚胎期，TCRVγ3
 ＋
 胸腺细胞离开胸腺，迁移至表皮而成为DETC。胸腺在DETC发育中所起的关键作用进一步由对裸鼠进行的研究中获得证实。无胸腺裸鼠的表皮内缺乏Vγ3
 ＋
 DETC。然而，若将正常小鼠14天胚胎胸腺小叶移植于无胸腺裸鼠，则可导致其表皮内出现Vγ3
 ＋
 DETC。

三、发育

白介素-7（IL-7）与IL-15在γδT细胞的发育中起重要作用。它们的受体IL-7R与IL-15R传递γδT细胞的增殖或（和）生存信号。基因敲除IL-7或IL-15导致小鼠皮肤缺乏DETC。基因敲除IL-7R的α链或公共γ链也导致DETC缺失。

虽然CD45对αβT细胞的发育至关重要，但是基因敲除CD45并不影响γδT细胞包括DETC的发育。

四、功能

自1983年发现DETC以来，这群位于小鼠表皮内的γδT细胞的功能一直是皮肤免疫学中备受关注的课题。许多研究表明DETC可以识别应激的、受感染的或转型的角质形成细胞所表达的抗原，能够调节皮肤炎症反应、对抗紫外线诱导的皮肤肿瘤及参与创伤修复，对于维持皮肤自身稳定有十分重要的作用（表1-6-10）。

表1-6-10　树突状表皮T细胞的功能
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1996年，Havran的实验室显示DETC细胞系能被诱导分泌多种趋化性因子，包括CCL3
 、CCL4
 、CCL5
 及XCL1
 等，提示DETC可能通过分泌特异性趋化性因子而吸引炎细胞迁移至受损伤的表皮。

该实验室后来又发现DETC能产生生长因子，包括FGF-7（成纤维细胞生长因子-7）和IGF-1（胰岛素样生长因子-1）。FGF-7是一种重要的角质形成细胞生长因子，提示DETC可能对创伤修复起作用。缺乏γδT细胞的小鼠显示创口愈合延缓。IGF-1维持表皮细胞的增殖与凋亡之间的平衡。缺乏DETC的小鼠呈现明显增加的表皮细胞凋亡及创口部位IGF-1受体活化减弱，提示DETC分泌的IGF-1在维持皮肤自身稳定与修复中的关键作用。

2002年，Tigellar的实验室发现缺乏DETC的小鼠（基因敲除TCRδ）发生自发性慢性皮炎，而且接触性皮炎反应增强，表明DETC对皮肤炎症有负性调节作用。

最近有研究证明DETC表达NKG2D。NKG2D是一种激发性受体，能识别应激的、受感染的或转染的细胞所表达的自身抗原。阻断NKG2D可以抑制DETC介导的针对靶细胞的细胞毒作用。NKG2D在DETC表面交联可诱导丙种干扰素（IFN-γ）的产生。这些结果表明NKG2D对DETC的细胞毒作用及对细胞因子分泌起重要作用。


 第四节　皮肤细胞因子

细胞因子（cytokine）是机体细胞分泌的一类小分子可溶性多肽介质，对造血系统细胞与其他细胞之间的通讯起关键作用，其影响白细胞各方面功能，包括分化、生长、激活和迁移（表1-6-11）。

表1-6-11　细胞因子的主要特征
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根据功能不同，细胞因子可分为一级和二级。一级细胞因子包括白细胞介素-1（IL-1）和肿瘤坏死因子（TNF），而大多数其他细胞因子属二级细胞因子。一级细胞因子的信号转导通过核因子κB（NF-κB）通路，而二级细胞因子则大多通过Jak-STAT通路。IL-1与TNF促进内皮细胞表达粘连分子，诱导各种细胞分泌其他细胞因子（二级细胞因子）以及趋化性因子。可以将一级细胞因子视为天然性免疫系统的成员。事实上，它们与Toll样受体（TLR）分享信号通路。

细胞因子以两种形式发挥作用：自泌（autocrine）与旁泌（paracrine）。自泌指细胞因子作用于产生该细胞因子的本身细胞。旁泌指细胞因子作用于邻近的细胞。这两种形式不同于内分泌（endocrine）。内分泌是指细胞分泌的激素，作用于远隔部位的细胞。

细胞因子分为六大类：白细胞介素（interleukin，IL）、干扰素（interferon，IFN）、克隆刺激因子（colony-stimulating factor，CSF）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）、生长因子与转化生长因子（growth factor and transforming growth factor，GF&TGF）以及趋化性因子（chemokine）。现分别作一简单介绍。

一、白细胞介素（IL）

最初认为白细胞介素是由白细胞产生的可溶性介质，主要作用于白细胞之间。现已清楚知道许多其他类型细胞也都能产生白细胞介素，以及白细胞介素的靶细胞亦包括许多类型细胞。目前发现的白细胞介素已达33种，新的种类还正在不断地出现。现将已报道的各种白细胞介素的主要生物学性质作一简述（表1-6-12）。

表1-6-12　各种白细胞介素的主要生物学性质
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二、干扰素（IFN）

干扰素包括干扰素α、干扰素β及干扰素γ。干扰素α主要由白细胞分泌，是由RNA病毒、DNA病毒或多核苷酸诱发的。干扰素β由成纤维细胞及上皮细胞分泌，也是由RNA病毒、DNA病毒或多核苷酸诱发的。干扰素α与干扰素β可抑制病毒的复制。干扰素γ主要由激活的T细胞分泌，又称为免疫干扰素。干扰素γ促进MHCⅡ类抗原表达，激活巨噬细胞，亦具有抑制病毒复制作用（表1-6-13）。

表1-6-13　干扰素的生物学作用
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最近发现一种新型的干扰素：干扰素λ（IFN-λ）。因为一般称干扰素α及干扰素β为1型干扰素，干扰素γ为2型干扰素，所以干扰素λ亦被称为3型干扰素。干扰素λ通过调节免疫系统而发挥抗病毒作用。

三、肿瘤坏死因子（TNF）超家族

1984年发现两种细胞因子对肿瘤细胞有细胞毒作用，因而称之为肿瘤坏死因子（TNF-α与TNF-β）。TNF-β亦称为淋巴毒素（LT）-α。近年来，发现许多新细胞因子都属于TNF范畴。业已证实TNF超家族至少有19个成员，而TNF受体（TNFR）则有29种。它们在多种水平上调节免疫反应。TNF-α、LT-α、LT-β以及RANK（核因子κB的受体激活物）提供淋巴器官新生所需要的信号。CD30L、CD40L、OX40L、4-1 BBL和LIGHT等为T细胞提供协同刺激信号。FasL和TRAIL与细胞凋亡有关，有助于终止免疫反应（表1-6-14）。

表1-6-14　肿瘤坏死因子（TNF）超家族
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注：TNFR：肿瘤坏死因子受体；LT-β：淋巴毒素-β；TRAIL：TNF相关凋亡诱导性配体；APRIL：一种增殖诱导性配体；RANK：核因子κB的受体激活物；VEGI：血管内皮生长抑制物；TWEAK：TNF相关凋亡弱诱导物；HVEM：疱疹病毒进入介质；GITR：糖皮质类固醇诱导的TNFR相关蛋白；TACI：穿膜激活物及CAML相互作用物。

四、生长因子（GF）与转化生长因子（TGF）

该类包括表皮生长因子（EGF）、成纤维细胞生长因子（FGF）、胰岛素样生长因子（IGF）、血小板源生长因子（PDGF）、血管内皮生长因子（VEGF）及转化生长因子（TGF）等。

目前了解比较清楚的是转化生长因子β（TGF-β）。TGF-β家族由5个基因产物组成，包括β1、β2、β3、β4及β5。TGF-β具有多种多样的生物学功能，它抑制许多类型细胞的生长，但亦可刺激某些类型细胞生长。TGF-β主要对免疫反应起负性调节，但也可具有某些正性调节作用（表1-6-15）。

表1-6-15　TGF-β的生物学活性
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TGF-β1
 对表皮LC的发育有关键性作用。基因敲除TGF-β1
 的小鼠完全缺乏表皮LC，但DETC的数目正常，提示内源性TGF-β1
 对小鼠LC的发育或定位于表皮是至关重要的。

五、趋化性因子

该家族有50多个成员，分为CC、CXC、C与CX3C四个亚家族。CC亚家族中的CCL17及CCL27吸引T细胞由血循环进入表皮，而CCL19及CCL21则指导LC由皮肤向淋巴结内迁移。CXC亚家族中CXC8（即IL-8）可吸引中性粒细胞。现将与皮肤免疫学相关的趋化因子及其受体作一简单介绍（表1-6-16）。

表1-6-16　趋化性因子家族
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注：RANTES：regulated on activation，normal T cell expressed and secreted即“正常T细胞表达及分泌的，激活时调节的”趋化性因子。

六、克隆刺激因子（CSF）

克隆刺激因子是能刺激造血前体细胞克隆形成的一类细胞因子，包括粒细胞/巨噬细胞克隆刺激因子（GM-CSF）、粒细胞克隆刺激因子（G-CSF）以及巨噬细胞克隆刺激因子（M-CSF）。另外，IL-3也属于克隆刺激因子。

GM-CSF是多功能细胞因子，能刺激骨髓前体细胞分化成粒细胞、巨噬细胞及嗜酸性粒细胞，激活成熟的中性粒细胞与嗜酸性粒细胞，并具有粒细胞与单核细胞趋化作用。许多类型的细胞包括角质形成细胞能产生GM-CSF。GM-CSF有高亲和力及低亲和力受体。GM-CSF对维持体外培养LC的存活起重要作用。

G-CSF主要由单核细胞及巨噬细胞产生。其刺激中性粒细胞前体细胞形成克隆，激活成熟的中性粒细胞，以及具有粒细胞与内皮细胞趋化作用。

M-CSF亦主要由单核细胞与巨噬细胞产生。其刺激骨髓前体细胞形成巨噬细胞克隆，增强单核细胞、巨噬细胞产生细胞因子以及激活巨噬细胞活力。

七、表皮细胞来源的细胞因子

自20世纪80年代初Sauder等以及Luger等首先发现角质形成细胞能产生IL-1以来，现已发现角质形成细胞能合成分泌许多种类细胞因子。各种刺激如变应原、刺激剂、紫外线、细菌产物以及物理创伤均可诱导角质形成细胞产生细胞因子。角质形成细胞可能通过分泌细胞因子而在局部炎症和免疫反应中发挥重要作用。其他类型表皮细胞如LC、黑素细胞等也分泌某些细胞因子。

未受刺激的角质形成细胞仅产生极少的细胞因子。然而，受损的角质形成细胞则产生多种细胞因子与介质，直接或间接影响淋巴细胞与周围细胞，如其他角质形成细胞、LC、内皮细胞、成纤维细胞及肥大细胞。

现将角质形成细胞分泌的细胞因子，以及角质形成细胞和朗格汉斯细胞表达的细胞因子受体分别示于表1-6-17和表1-6-18。

表1-6-17　角质形成细胞来源的细胞因子
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注：SCF：干细胞因子；KGF：角质形成细胞生长因子；PDGF：血小板源生长因子；NGF：神经生长因子；FGF：成纤维细胞生长因子；VEGF：血管内皮生长因子；IGF：胰岛素样生长因子；TGF：转化生长因子。

表1-6-18　表皮细胞表达的细胞因子受体
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八、Th1与Th2型细胞因子

根据CD4＋
 辅助性T细胞（Th细胞）分泌的细胞因子类型的不同，可将Th细胞分成两个亚型：Th1细胞与Th2细胞。Th1型细胞因子主要包括IL-2与IFN-γ，而Th2型细胞因子则包括IL-4、IL-5及IL-10等。既分泌Th1型又分泌Th2型细胞因子的细胞称为Th0细胞。Th0细胞可能是Th1与Th2细胞的前体细胞，但也有人认为它是一个独立亚群。

Th1型细胞因子常与细胞介导免疫反应及迟发型超敏反应（DTH）相关联。Th2型细胞因子则有助于抗体的产生，与体液免疫反应有关。Th1细胞与Th2细胞通过其产生的细胞因子而相互抑制对方的功能。

Th2型细胞因子IL-10是一种重要的细胞因子合成抑制因子，其抑制Th1细胞产生IFN-γ与IL-2，也抑制单核巨噬细胞产生单核因子（monokines），包括IL-1、IL-12与TNF-α等。

有人提出除了Th1、Th2型细胞因子外，还有些细胞因子如TGF-β可称为Th3，其抑制Th1与Th2型细胞因子的产生。

最近的研究证明，CD8＋
 细胞毒性T细胞（Tc细胞）也可根据其分泌的细胞因子类型分为Tc1与Tc2细胞。Tc1细胞分泌Th1型细胞因子如IL-2和IFN-γ，而Tc2细胞则分泌Th2型细胞因子如IL-4、IL-5、IL-10等，因此，有人将Th1及Th2分类法进一步扩展成Ⅰ型T细胞（Th1、Tc1）及Ⅱ型T细胞（Th2、Tc2）的新概念。另外，新近还有人提出γδT细胞亦可根据其分泌的细胞因子不同，而归类于Ⅰ型或Ⅱ型T细胞。


 第五节　变态反应

抗原物质作用于机体后可致使机体的反应性发生改变。当机体再次暴露于相同抗原时，所产生的反应与首次不同，或出现对机体有利的免疫反应，或出现对机体组织有损伤的变态反应。变态反应亦称为超敏反应（hypersensitivity）或过敏反应（anaphylaxis）。

一、变态反应的分类

通常采用四型分类法，将变态反应分为速发型（Ⅰ型）、细胞毒型（Ⅱ型）、免疫复合物型（Ⅲ型）和细胞介导型（迟发型、Ⅳ型）（表1-6-19）。Roitt曾提出六型分类法，在四型的基础上增加细胞刺激型（Ⅴ型）和AD-CC型（Ⅵ型）。最近，Roitt将ADCC型归入Ⅱ型，因此成为五型分类法。

表1-6-19　变态反应的分类
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二、Ⅰ型变态反应

Ⅰ型为速发型，亦称速敏型、反应素型或IgE依赖型。机体初次接触抗原（变应原、过敏原）后引起IgE抗体产生。IgE吸附于组织的肥大细胞或血液中嗜碱性粒细胞表面的高亲合力IgE Fc受体（FcεRI）上。当机体再次接触相同抗原时，则抗原与肥大细胞或嗜碱性粒细胞表面的IgE结合，引起肥大细胞等脱颗粒，释放介质，如组胺、白三烯、嗜酸性粒细胞趋化因子、5-羟色胺、慢反应物质等。这些介质作用于靶细胞，引起毛细血管扩张、血管通透性增加与平滑肌收缩等为特点的病理变化。

Ⅰ型变态反应的特点是发生反应快，消失也快，多数在接触变应原后数分钟至1小时内出现全身性反应。反应过程中无补体参加。

肥大细胞脱颗粒不仅引起典型的即刻超敏反应，而且亦可引起几小时后出现的炎症反应，称为迟发相变态反应（late phase allergic reaction，LPR）。

属于此型的常见皮肤疾患有荨麻疹、血管性水肿等。特应性变态反应的发病与IgE也有密切关系。

三、Ⅱ型变态反应

Ⅱ型又称细胞毒型（cytotoxic type）或细胞溶解型（cytolytic type）超敏反应。介导此型反应的抗体多属IgG、IgM，少数情况下亦有IgA参与。抗体与靶细胞表面的抗原结合，然后经过三种途径溶解或破坏靶细胞。

（一）激活补体　细胞毒性抗体与靶细胞表面相应抗原结合后，通过经典途径激活补体，导致靶细胞溶解。

（二）巨噬细胞吞噬　通过免疫调理及免疫粘连，巨噬细胞容易吞噬靶细胞而将之破坏。免疫调理指抗体与靶细胞表面的抗原结合后，抗体的Fc段再与吞噬细胞表面的Fc受体结合，结果使靶细胞易于被吞噬细胞所吞噬。免疫粘连指抗体结合至靶细胞表面的抗原后，活化补体。免疫复合物上的补体成分C3b可与巨噬细胞的C3b受体结合，这样靶细胞容易被巨噬细胞吞噬之。

（三）ADCC作用　抗体与靶细胞表面的抗原结合后，抗体的Fc与NK细胞表面的Fc受体结合，结果靶细胞被破坏。

属于Ⅱ型变态反应的常见皮肤疾患有药物引起的溶血性贫血、血小板减少性紫癜、天疱疮与类天疱疮等。

四、Ⅲ型变态反应

亦称为免疫复合物型或血管炎型变态反应。抗原与抗体形成的抗原抗体复合物亦称为免疫复合物。在某些情况下，如存在持续性抗原或抗原量稍多于抗体量时，抗原抗体可形成中等大小的可溶性复合物。这种大小的复合物不易被巨噬细胞吞噬或经肾小球随尿排出，而随血流沉积于全身或局部小血管的管壁基膜及其周围。免疫复合物通过激活补体及细胞成分，导致沉积部位发生以中性粒细胞浸润为主的伴有出血、水肿、组织坏死的一系列炎症变化和损伤。

引起Ⅲ型变态反应的抗原分为内源性抗原如SLE的核抗原，与外源性抗原如细菌、病毒、异种血清等两大类。抗体主要是IgG，少数IgM与IgA。

Ⅲ型变态反应引起的皮肤疾患包括药物引起的血清病样综合征、血清病、某些荨麻疹、血管炎以及SLE的肾小球肾炎等。

五、Ⅳ型变态反应

亦称为迟发型超敏反应（delayed type hypersensitivity，DTH），是由T淋巴细胞介导的免疫损伤，与血清抗体无关。当抗原或半抗原进入机体后，刺激T细胞分化、增殖形成特异性的致敏淋巴细胞。当相同抗原再次进入机体时，则引起致敏淋巴细胞活化，释放多种淋巴因子。这些细胞因子吸引巨噬细胞并使之激活，释放溶酶体酶而引起组织损伤。

Ⅳ型变态反应的特点是反应发生较迟，致敏机体再次接触抗原后需数小时、1～2天或更长才出现。淋巴细胞及转移因子可转移致敏反应，但血清不能转移。

引起Ⅳ型变态反应的抗原包括细菌、病毒、真菌与寄生虫等。皮肤接触一些化学物质如二硝基氟苯（DNFB）以及镍、铬等可引起接触性超敏反应（contact hypersensitivity，CHS）。一般认为CHS属于DTH的一种，但是最近研究显示CHS与DTH在发病机制和临床表现上有所不同（详见本章第六节）。

Ⅳ型变态反应引起的皮肤疾患包括接触性皮炎、湿疹以及结核菌素型皮肤反应（结核菌素试验、麻风菌素试验、念珠菌素试验等）。

临床上检查Ⅳ型超敏反应的主要方法是皮肤试验，如麻风菌素试验以及斑贴试验等。

六、Ⅴ型变态反应

亦称为刺激型变态反应，即抗体与细胞特异性结合，刺激细胞分泌增加、功能亢进的变态反应型。典型例子是格雷夫斯病（Graves病，突眼性甲状腺肿）。正常情况下，当促甲状腺激素（TSH）与其在甲状腺内皮细胞上的受体结合时，激活腺苷酸环化酶而释放第二信使cAMP刺激甲状腺激素分泌。一旦甲状腺激素达到足够水平，即发生负反馈使TSH停止产生。然而在格雷夫斯病患者，存在一种抗TSH受体的自身抗体——甲状腺刺激抗体，具有类似于TSH的作用。如果浆细胞不断分泌这种自身抗体会连续刺激甲状腺，导致甲状腺功能亢进。

目前尚未报道此型变态反应与皮肤疾患之间的关联。

七、“天然性”超敏反应（“innate”hypersensitivity reaction）

许多感染可激发一种“中毒性休克综合征”，涉及大量释放的TNF、IL-1与IL-6，以及补体替换通路的激活。特征为低血压、缺氧、少尿及微血管异常。这种超敏反应不依靠获得性免疫，由天然性免疫系统的成分来介导。典型的例子为成人呼吸窘迫综合征。


 第六节　接触性超敏反应

一、接触性超敏反应（CHS）

CHS是针对半抗原发生的T细胞介导的皮肤免疫反应。临床上，CHS表现为变态反应性接触性皮炎。长久以来，CHS被视为迟发型超敏反应（DTH）的原型，然而，最近研究表明CHS无论在发病机制上还是在临床表现上都与DTH有所不同（表1-6-20）。

表1-6-20　接触性超敏反应与迟发型超敏反应的区别
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一般认为CHS是LC依赖性的Th1细胞因子介导的免疫反应，但是介导CHS的分子机制十分复杂。随着分子生物学的飞速发展，基因敲除（gene knockout，KO）鼠已广泛应用于CHS的研究中。这些研究革新了一些有关CHS的传统观念。研究证明LC并不是CHS反应所绝对必须的，真皮树突状细胞也可在皮肤抗原提呈中发挥重要作用。CD4＋
 Th细胞并不是CHS反应惟一的效应细胞，CD8＋
 Tc细胞也可发挥重要的效应作用。不但Th1细胞因子，有时Th2细胞因子也可介导CHS反应。

二、基因敲除鼠（KO鼠）

遗传密码突变对于了解基因的功能极有帮助。通过基因突变而阻断或改变基因的最终产物，可以直接阐明基因的性质与功能。在小鼠繁殖过程中可能会随机发生基因突变，称为自发性突变。许多自发性突变小鼠已被应用于生物学研究中。但是，在多数情况下，对其特异的遗传缺陷并不十分清楚。

近年来，生物学技术上有了两项重大突破：①由小鼠胚胎培养多能干细胞；②通过同源DNA重组引导细胞发生基因突变（诱发性突变）。这些技术可以使小鼠的某种基因发生失效突变（null mutation）而产生KO鼠。这种突变鼠缺乏某种基因以及相应的最终基因产物。自1989年第一例KO鼠产生以来，至今已有上千种KO鼠面世。在这一研究领域，华裔加拿大科学家麦德华（Tak W Mak）是世界最著名的学者之一。笔者有幸与他进行了多年合作，将多种KO鼠应用于CHS研究（图1-6-4）。
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图1-6-4　基因敲除鼠的产生

三、基因敲除致使CHS消失

见表1-6-21。

表1-6-21　丧失接触性超敏反应的基因敲除鼠
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注：PCl：picryl chloride；DNFB：二硝基氟苯；OXZ：oxazolone；FITC：异硫氰酸荧光素；TNCB：三硝基氯苯；Fuc-T：岩藻糖转换酶。

CHS是研究体内LC抗原提呈的最佳模型。当皮肤接触变应原时，LC摄取抗原并迁移至淋巴结，将抗原性多肽提呈至T细胞。T细胞激活需要两个信号。TCR的αβ二聚体与MHC-多肽复合体相互作用释放第一信号。TCRα链KO鼠与MHCⅠ类抗原KO鼠不能引发CHS。

淋巴结是LC提呈抗原的场所。淋巴毒素（LT）-αKO鼠完全缺乏淋巴结，不能发生CHS。LT-βKO鼠仅25％完全缺乏淋巴结，不发生CHS。而75％则保存黏膜相关的淋巴结，则可发生CHS。

趋化性因子CCL21（SLC）及其受体CCR7对LC从皮肤迁移至淋巴结起指导作用。居住于表皮的LC不表达CCR7，但在迁移时开始表达。淋巴管内皮细胞分泌CCL21，吸引LC进入淋巴管。CCR7对LC最后定位于淋巴结T细胞区也十分重要，因为T细胞区的高内皮小静脉（high endothelial venules，HEV）和基质细胞表达CCL21。CCR7 KO鼠完全丧失CHS。

粘连分子控制细胞-细胞间的附着以及细胞穿透内皮迁移。淋巴细胞功能相关抗原-1（LFA-1）属β2
 整合素，对CHS反应至关重要。CD11a KO鼠缺乏LFA-1α链，而CD18 KO鼠缺乏LFA-1β链，它们均不发生CHS。选择素也与CHS有关。岩藻糖转换酶（α-1、3-fucosyltransferase，Fuc-Ts）调节选择素受体的表达。Fuc-TⅣ/
 Fuc-TⅦ
 双重KO鼠丧失CHS。

细胞毒性T细胞（CTL）通过两条通路杀伤靶细胞：穿孔蛋白（perforin）通路和Fas/FasL通路。穿孔蛋白KO鼠呈现正常的CHS。缺乏FasL的自发性突变鼠（gld
 鼠）的CHS也正常。然而，穿孔蛋白Ko/gld
 鼠（双重缺乏穿孔蛋白和FasL）丧失CHS，提示CHS需要同时激活这两条通路。

四、基因敲除致使CHS减弱

见表1-6-22。

表1-6-22　接触性超敏反应减弱的基因敲除鼠
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CD4＋
 T细胞与CD8＋
 T细胞分别识别MHCⅡ类和Ⅰ类分子结合的多肽。传统上认为CD4＋
 T是CHS的效应细胞，而CD8＋
 T细胞起负性调节作用。CD4 KO鼠及CD83 KO鼠的研究支持这一观念。CD4 KO鼠完全缺乏CD4＋
 T细胞，而CD83 KO鼠的CD4＋
 T细胞仅为正常的10％～25％，它们的CHS均减弱。然而另一些研究则提示CD8＋
 T细胞在CHS起效应作用。MHCⅠ类基因敲除导致CHS丧失，而MHCⅡ类基因敲除反而使CHS增强。另外，CD8 KO鼠亦显示CHS减弱。这些看似矛盾的结果可能提示CD4＋
 Th1与CD8＋
 Tc1细胞均可介导CHS。

协同刺激分子与其受体作用而释放第二信号，对CHS也很重要。B7-2 KO、CD28 KO以及CD40L KO鼠都呈现CHS减弱。

粘连分子介导白细胞附着于内皮细胞。L-选择素KO、P-选择素KO以及PSGL-1（P-选择素糖蛋白配体-1）KO鼠显示CHS减弱。

一般认为Th1细胞因子在CHS起效应作用，而Th2细胞因子起负性调节作用。已发现IFN-γ受体KO鼠的CHS减弱，而IL-10 KO鼠CHS增强。然而，另一些研究提示Th2细胞因子也可起效应作用。IL-4 KO鼠的CHS非但不增强，反而减弱。STAT6
 对IL-4及IL-13的信号通路起关键作用，STAT6
 KO鼠也呈现CHS减弱。

IL-1、IL-6、IL-18和TNF-α是前炎症性（proin-flammatory）细胞因子。IL-1αKO、IL-1βKO、IL-6 KO、TNF-αKO以及TNF受体-2 KO小鼠都显示CHS减弱。caspase-1 KO鼠的CHS也减弱，可能由于缺乏成熟的IL-1β及IL-18。

基因敲除某些趋化性因子如单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1/CCL2
 ）、干扰素诱导蛋白-10（IP-10/CXC10）或osteopontin（OPN）可使CHS受损。

另外，KO研究显示其他一些分子如补体C5a、Thy-1、基质金属蛋白酶（MMP）、Fc受体γ亚单位（FcRγ）以及CD39等也参与CHS反应。

五、基因敲除致使CHS增强

见表1-6-23。

表1-6-23　接触性超敏反应增强的基因敲除鼠
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敲除某些基因可以使CHS增强，表明这些基因的最终产物对CHS反应可能起负性调节作用。与αβT细胞的效应细胞功能不同，γδT细胞是CHS的调节细胞。TCRδKO鼠缺乏γδT细胞，其CHS反应明显增强。

IL-10是重要的调节性细胞因子。基因敲除IL-10致使小鼠CHS反应增强。趋化性细胞因子受体CCR5及CCR6表达于未成熟的树突状细胞以及T细胞，CCR5 KO鼠和CCR6 KO鼠呈现增强的CHS反应，提示CCR5和CCR6可能通过目前尚未明了的机制而调节T细胞免疫反应。

Ron受体属于酪氨酸激酶（TK）受体家族，参与免疫反应的许多方面，包括抗原提呈、巨噬细胞激活及一氧化氮（NO）调节。RonTK KO鼠的CHS增强，提示Ron介导的胞质内信号发送为局限、抑制炎症反应所需要。

血管生成和微血管通透性增强是各种炎症性疾病的特点。血小板反应素-2（TSP-2）是一种内源性血管生成抑制物，其在患有炎症的皮肤表达增强。TSP-2敲除鼠的CHS反应明显增强，可能与TSP-2限制水肿形成以及抑制炎细胞浸润有关。

韧黏素-C（tanascin-C）是一种细胞外间质（ECM）糖蛋白。基因敲除韧黏素-C的小鼠呈现增强的CHS反应，提示韧黏素-C对皮肤炎症的负性调节作用。感觉神经源性神经肽如：P物质也见于细胞外间质，具有多种促炎症（proinflammatory）生物活性。中性内肽酶（NEP）属细胞表面金属蛋白酶，能降解P物质。NEP KO鼠的CHS反应明显增强，显示皮肤神经肽在CHS反应中起一定作用。

磷酸核酮糖激酶（PRK）参与干扰素调节的抗病毒、抗增殖反应。PRK KO鼠的CHS反应增强，表明这种激酶对免疫反应有抑制作用。

角质形成细胞和朗格汉斯细胞都能合成一氧化氮（NO）。这一过程由一氧化氮合成酶介导，包括可诱导性一氧化氮合成酶（iNOS）。很清楚，NO涉及皮肤免疫反应。然而，出乎预料的是iNOS KO鼠的CHS非但不减弱反而增强，其原因尚不明了。

六、基因敲除未改变CHS

见表1-6-24。

表1-6-24　接触性超敏反应正常的基因敲除鼠
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虽然许多基因敲除鼠的研究与预期的相符合，但是有些研究却产生出未能预料的结果。某些分子被公认为对CHS反应是关键性的，然而基因敲除并未明显影响小鼠的CHS反应。

IFN-γ、IL-2和IL-12是重要的Th1细胞因子，在皮肤免疫炎症反应中起重要的效应作用。然而，IFN-γKO、IL-2 KO和IL-12P40 KO鼠却显示CHS正常。大概当某种细胞因子缺乏时，另一种或几种具有类似功能的细胞因子可替代其在CHS的作用。

当基因敲除某些重要的皮肤炎症介质时，也未明显影响小鼠的CHS反应。白三烯B4（LTB4）是一种强炎症介质，在急性皮肤炎症反应中起重要作用。然而，出乎预料地LTB4水解酶KO鼠（缺乏LTB4）却呈现正常的CHS。IL-1受体相关激酶（IRAK）参与IL-1和IL-18的信号传导，而IL-1和IL-18对CHS反应十分重要。意外地，IRAK KO鼠的CHS反应正常，提示可能另外存在IRAK非依赖通路。

基因敲除某些协同刺激因子和粘连分子也不明显影响小鼠的CHS。B7-1 KO、E-选择素KO、血小板、内皮细胞粘连分子-1（PECAM-1）KO鼠具有正常的CHS反应。

虽然前面提及的TCRδ KO鼠（FVB背景）呈现增强的CHS，但C57 BL/6背景的TCRδKO鼠的CHS正常，表明小鼠的遗传学背景影响小鼠的CHS。类似地，韧黏素-C KO鼠（BALB/c背景）呈现增强的CHS，但是C3
 H/NeH或C57BL/6背景KO鼠的CHS却正常。

IL-1β KO鼠对半抗原OXZ的CHS反应正常，但对TNCB的反应减弱，提示半抗原的类型也影响CHS。十分类似地，IL-4 KO鼠对OXZ的CHS正常，但对DNFB的反应减弱，CD40L KO鼠对DNFB呈正常的CHS反应，而对FITC的反应减弱。

七、结语

基因敲除鼠的应用给CHS研究带来一场革命。KO研究产生出许多无法预料的结果，对以往的一些传统观念提出了挑战。KO技术对CHS研究的强大冲击不仅由于它们帮助回答了一些重要问题，而且也因为它们提出了很多新问题。例如，INF-γ KO鼠的CHS正常，使人们对作为主要效应性细胞因子INF-γ在CHS的关键作用提出了质疑。再如，IL-3 KO鼠的CHS明显受损，然而作为造血细胞生长因子的IL-3又是如何影响CHS反应的？通过进一步研究来回答这些新问题，将有助于进一步阐明介导CHS的复杂分子生物学机制。


 第七节　自身耐受与自身免疫

免疫系统的一个主要特征是它能够区别自身抗原与非己抗原。功能上成熟的淋巴细胞仅对外来抗原进行识别与应答，但不能识别和（或）应答自身抗原。

免疫耐受性（immunologic tolerance）指机体对抗原刺激的特异性无反应状态，亦称免疫无反应性。免疫耐受性可分为天然耐受性与获得耐受性。天然耐受性是指免疫系统在胚胎发育期接触了抗原性物质，当其成熟后不能识别与应答这些抗原。机体对胚胎期接触过的自身抗原所呈现的这种天然耐受性称为自身耐受（self tolerance）。获得性耐受是在成年期接受大量非己抗原刺激诱导而形成的。

同一种抗原既可以是免疫源性的，也可以是耐受源性的，取决于多种因素包括抗原的剂量以及暴露途径。促进免疫耐受的因素是大剂量抗原、持续存在的抗原、经静脉或经口导入、缺乏佐剂以及低水平的协同刺激等。

自身免疫（autoimmunity）指机体因丧失自身耐受性而导致对机体自身抗原的免疫反应。由此而引起的疾病则称为自身免疫病（autoimmune diseases）。

一、自身耐受性

（一）主动的学习过程　自身耐受是一个主动学习的过程，而不是遗传的性质。潜在自身反应性淋巴细胞被防止变成在功能上对自身抗原具有反应性，或在遇到自身抗原时被灭活。

（二）克隆选择　所有淋巴细胞在成熟过程期间都要遇到自身抗原，结果导致耐受性而不是激活。淋巴细胞对自身抗原发生耐受性的主要机制是克隆缺失（colonal deletion）与克隆无能（colonal anergy）。

Burnet的克隆选择学说指出，机体内存在105～107株免疫活性细胞，各株细胞都具有能与相应抗原决定簇起反应的、特异性的受体。每株细胞仅识别一种抗原而产生免疫应答。一旦某个细胞株因接触某种抗原而被清除（死亡或失活），则造成机体对该种抗原的免疫耐受。

（三）T细胞对自身抗原耐受的机制　T细胞在胸腺内发育，经过选择（selection）过程而成熟或死亡。某些T细胞株表达的受体（TCR）能特异性识别自身多肽——MHC复合体，当这些未成熟的细胞遇到相应自身抗体时，则被清除或灭活。这个过程称为阴性选择（negative selection）。而那些表达不识别自身抗原TCR的细胞株则被保存下来发育成熟，称为阳性选择（positive selection）。

（四）B细胞对自身抗原耐受的机制　B细胞在骨髓内发育，其最初表达的抗原受体是IgM。IgM＋
 B细胞株与相应自身抗原的相互作用导致克隆清除或克隆无能。在骨髓内未遇到相应抗原的B细胞株继续发育成熟，表达IgM与IgD，并进入外周淋巴组织。IgM＋
 B细胞、IgD＋
 B细胞与抗原的相互作用引起体液免疫反应。据认为B细胞表面的IgM释放致死性或抑制性信号，而IgD则发放刺激信号。

现将机体内T细胞与B细胞对自身抗原产生耐受性的机制作一简要比较（表1-6-25）。

表1-6-25　T细胞与B细胞的自身耐受性
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二、自身免疫

（一）发生机制

1．自身抗原结构的改变　某些外界刺激如紫外线、化学物质、药物、病毒感染等可引起自身组织抗原结构的改变，导致自身抗体的产生。

2．隐蔽抗原的释放　隐蔽抗原是指机体内某些与免疫系统在解剖位置上处于隔绝部位的抗原成分，如眼晶体、甲状腺、精子等。例如，输精管结扎后可形成抗自身精子的抗体，眼球损伤则可发生交感性眼炎。

3．交叉抗原　某些细菌和病毒的抗原与人体某种组织抗原结构相同，有共同抗原性，因此在感染这些细菌或病毒后，机体针对细菌或病毒抗原所产生的抗体和致敏淋巴细胞对自身的有关组织也可发生免疫反应。

（二）自身免疫病的基本特征

1．患者血液中常可检出高滴度的自身抗体和（或）与自身组织发生反应的致敏淋巴细胞。

2．通过输入患者血清或淋巴细胞可使疾病被动转移。

3．可用实验动物复制出相似病理模型。

4．病情与抗体滴度密切相关。

5．病情常反复发作、迁延不愈。

（三）皮肤科常见的自身免疫病　血清中可检出特异性自身抗体的皮肤科疾患包括SLE、干燥综合征、系统性硬皮病、皮肌炎、重叠综合征、混合结缔组织病、天疱疮、类天疱疮、妊娠疱疹、疱疹样皮炎、获得性大疱性表皮松解症、多形性红斑、Wegener肉芽肿、白癜风、斑秃等。

三、自身抗体的检测

（一）常用的检测方法　通常通过分析体液中某种自身抗体的存在或水平来研究自身免疫。目的是鉴定一两个自身抗体为某种自身免疫疾病的标志，例如血清中抗Sm抗体可以作为系统性红斑狼疮的标志抗体。

1．免疫荧光技术将抗体（或抗原）标记上荧光色素，再与相应抗原（或抗体）结合，在荧光显微镜下进行检测。

荧光抗体免疫染色法可分为直接法、间接法和补体法。最常用的是间接法，以已知抗原为底物与待检血清孵育，使血清抗体与底物抗原结合，再滴加荧光素标记的抗体（第二抗体）。临床常用间接免疫荧光技术检测SLE等结缔组织病的抗核抗体，大疱性疾病的抗表皮细胞间抗体、抗基底膜带抗体等。

2．免疫酶技术基本原理与免疫荧光法相同，但无需使用荧光显微镜检查。

3．免疫扩散及免疫电泳技术常用以检测抗Sm、RNP、Ro/SSA、La/SSB、Sc170等自身抗体。

4．酶联免疫吸附技术（ELISA）。

5．放射免疫技术。

6．免疫沉淀技术敏感度极高，可用来检测某些低滴度的自身抗体，如白癜风患者血清中的抗黑素细胞抗体等。

（二）新的测定技术　蛋白动态学（proteomics）是大范围研究蛋白的表达、功能及相互作用的一门科学。像基因动态学（genomics）一样。蛋白动力学可以利用极小量体液并联分析数以百计的抗原航体。目的是鉴定在疾病时上调的或下调的、由mRNA转录本编码的蛋白/多肽。

不同于耗时的免疫扩散和电泳技术，新近面世的蛋白方阵分析（protein arrays）可以同时测定多个病人的多种自身抗体。目前，许多高质量的抗原包括重组抗原已经商品化。蛋白方阵分析分为平面方阵（planar arrays）与非平面方阵（nonplanar arrays）。

1．平面自身抗原方阵分析（基因芯片技术）　包括玻片微斑点（microspots）、聚苯乙酰微板（microplates）、硝化纤维素膜及线性免疫印迹系统等。

2．非平面方阵分析（液体方阵）　利用微颗粒进行流式细胞计数测定。目前，荧光微粒技术已商品化。

四、结缔组织病的自身抗体

结缔组织病患者体液内含有针对细胞核与细胞质抗原的自身抗体，临床上，这些自身抗体尤其抗核抗体可以作为临床诊断、鉴别诊断以及疗效观察的重要指标之一（表1-6-26）。

表1-6-26　自身抗体与结缔组织病
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