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·基础研究·

血管紧张素Ⅱ受体在人皮肤胚胎发育过程中的表达和意义

刘宏伟 程飚付小兵 邱建勇 曹荣

【摘要】 目的观察血管紧张素1I(AngⅡ)1型(ATt)受体和2型(ATz)受体在人胎儿皮肤中的分布和表达

量的动态变化，探讨其可能的生物学意义。方法用免疫荧光组织化学方法和实时定量PCR技术检测ATt和AT2

受体在不同孕龄胎儿皮肤附件中的分布和表达量的变化。结果在ll～13周龄的胎儿皮肤，可见较强的AT2受体

阳性标记信号，主要定位于胎儿表皮；几乎很难检测到AT。受体阳性标记信号。在14～19周龄的胎儿皮肤表皮，可

检测到微弱AT，受体阳性信号。妊娠24周以后，AT一受体的表达迅速增加，然而ATz受体的表达逐渐下降。ATt

和AT。受体在发育中的表皮、汗腺、真皮的微血管呈阳性标记。AT，和ATz受体在成人皮肤中的表达定位与胎儿

无明显差异。实时定量PCR法结果显示，在妊娠的11～37周，均可检测到AT。和ATz受体mRNA，但主要表达的

受体亚型是AT。受体mRNA，随胚胎发育AT2受体mRNA维持高表达。妊娠24周以后随胎龄增加AT。受体

mRNA表达增加，ATz受体mRNA表达下降。在成人皮肤也可检测到ATt和AT2受体mRNA，但表达水平均较

胎儿时期低。结论在皮肤胚胎发育过程中，AT．和ATz的表达呈现发育调节方式，这种独特的表达方式提示

AngⅡ对皮肤形态发生和损伤修复可能的影响，深层次探讨AngⅡ及其受体AT，和ATz在胚胎发育中的作用，将

有助于理解成人和胎儿皮肤创伤愈合不同结局的分子机制。
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[Abstract]Objective To observe the distribution and expression change of angiotensin(Ang)II receptor dur-

ing fetal development of human skin．Methods The spatial and temporal changes of the expression of AngⅡtype 1

(ATl)and type 2(AT2)receptors in human developing skin at different gestationai ages were investigated using

immunofluorescence staining and real-time polymerase chain reaction(PCR)．Results In human fetal skin，the

immunofluorescence labeling of both ATl and AT2 receptors was mainly distributed in epidermal cells and sweat

gland．Expression of AT2 receptors with intensely labeled immunosignal was first detected in the developing fetal

epidermis from embryo gestational age(EGA)11 weeks．However，the immunofluorescence labeling of AT,receptor

was faint at early stage of gestation．From EGA 24 weeks，positive labeling of ATl receptor increased，whereas

positive labeling of AT2 receptor gradually decreased in the fetal skin．In addition，both ATl and AT2 receptors were

also detectable in adult skin tissues，with weak positive signals．These findings were further confirmed by real-time

PCR．Conclusion ATl and AT2 receptors are expressed in a developmentally regulated manner in human fetal skin，

which may be related to various roles that Ang 1I may play during skin embryonic development．This study could

assist to understand the difference in skin tissue repair between fetus and adult．
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皮肤具有内分泌作用，同时又是激素敏感器官，

激素与皮肤的发育，损伤修复和衰老有密切关系[1]。

肾素一血管紧张素系统(renin-angiotensin system，

RAS)是全身几个重要的激素系统之一，已证明皮

肤是其靶器官之一。RAS最重要的活性产物血管

紧张素11(angiotensin II，Ang II)可明显加速创面

愈合，同时它还作为一个致纤维化因子参与皮肤的

瘢痕形成[2]。像其他细胞因子一样，Ang II也是通

过其细胞膜上的特异性受体来发挥生物学作用的，

有两个主要的Ang 11受体已被克隆，即Ang 1I 1

型(Ang II type 1，ATl)受体和2型(Ang II type

2，AT。)受体。但目前关于胎儿发育过程中Ang II

受体在皮肤中定位和表达量的变化还未见报道。本

研究利用免疫荧光组织化学和实时定量PCR法对

Ang II受体AT。和ATz在不同发育阶段皮肤中的

表达进行观察，为揭示Ang II调控创面愈合的机制

和胎儿伤口无瘢痕愈合的内在本质提供线索。

1材料与方法

1．1标本来源及制备11～37周龄胎儿背部皮肤

组织标本由解放军总医院第一附属医院全军创伤修

复重点实验室提供(表1)。另外利用整形手术时机

获取正常成年人背部皮肤组织标本5例，其中男3

例，女2例，年龄18～57岁。标本经无菌取材后分

成两份，每份切成1 am×1 am组织块，其中1份用

4％多聚甲醛固定后用于免疫组织化学检测，另1份

经10％中性甲醛固定后用于光学显微镜形态学

观察。

表1 1l～37周龄胎儿背部皮肤组织标本

胎龄(周)标本数胎龄(周) 标本数胎龄(周)标本数

11 3 19 1 27 1

12 2 20 1 28 2

13 2 21 2 29 2

14 3 22 2 30 1

15 2 23 3 3l 1

16 2 24 3 32 1

17 1 25 1 33 1

18 2 26 1 37 1

1．2主要试剂兔抗人AT。受体多克隆抗体，羊抗

人AT。受体多克隆抗体，羊抗人血管紧张素转换酶

多克隆抗体，SABC试剂盒均购自Santa Cruz公司。

德克萨斯红(Dexas Red)标记的猴抗兔IgG，异硫氰酸

荧光素(fluorescein isothiocyanate，FITC)标记的猴抗

山羊IgG由第四军医大学全军神经科学研究所提供。

TRIzol和PCR试剂盒购自Invitogen公司。AT。和

AT2受体引物由Takara公司合成。

1．3免疫荧光组织化学染色主要步骤按常规方法

制做石蜡切片，厚6肛m，将其贴于涂有APES的干

净玻片上，常规脱蜡脱水，完成免疫荧光染色[3]。

FITC标记的AT。呈现绿色荧光，德克萨斯红标记

的AT。呈现红色荧光。用于FITC的激发波长

488nm，用于德克萨斯红的激发波长514nm。FV-

100型共聚焦显微镜(日本)采集图像。

1．4灯。和AT2受体mRNA表达的分析(实时定量
P∞1-43 胎儿皮肤组织标本处理后，总RNA抽取

(TlUzol试剂盒)，按试剂盒说明完成实时定量PCR。

反应条件：50℃，2 rain，95。C 10 mira循环40次：94℃

变性20s，53。C 1 rain。引物设计：AT。受体mRNA引

物序列：5"-CCC AAA GI叩GGA AGG C舡√虬虹T-3"
和5。GAC GCT GGC TGA AGC AAT CTT-3"；AT2受

体mRNA引物序列：5"-CTG CTG rrG丁陀TGG

OCT TCA T．-3’和5，．A(玎(X℃TcT TTT 00C TT’G

GAG CC-3’；内参照GAPDH引物序列：5，_GAA GGT

GAA GGT CGG AGT C一蚜Ⅱ争GAA∞GGTGAT
GGG AFT T(、-了。

2结果

2．1 不同发育期皮肤的组织学观察光学显微镜

下可见不同发育阶段的人胎儿皮肤具有典型的组织

学结构。在早期妊娠胎儿(胎龄11～13周)皮肤中，

表皮仅由2---3层表皮组成；真皮内毛细血管已经形

成，但官腔较细，结构原始，尚未成熟；毛囊开始发

育，而完整的毛囊结构尚未形成。胎龄17周左右，

皮肤出现角化层，皮脂腺开始发育；毛细血管的数量

丰富，管腔较小且不十分成熟。胎龄21周左右，皮

肤表皮由4层细胞为主；汗腺、毛囊和皮脂腺等皮肤

附属结构已经形成，但结构不成熟；血管腔进一步增

大。胎龄25周以后，胎儿皮肤表皮细胞层数逐渐增

多；汗腺和毛囊结构日益成熟且数量递增；血管数量

减少，但血管管径不均一，血管结构日益成熟。

2．2 胎儿皮肤组织中AT。和AT2受体的表达

在11～13周龄的胎儿皮肤，可见较强的AT。受体

免疫荧光阳性标记信号，主要定位于胎儿表皮；几乎

很难检测到AT，受体阳性标记信号。如图1A和

1B所示，在14---19周龄的胎儿皮肤表皮，可检测到

微弱AT，受体阳性信号，此时AT。受体仍维持较
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强的阳性标记信号。妊娠24周以后，AT。受体的

表达迅速增加(图1C)，维持较高的水平直至妊娠

37周(图1E)；然而AT。受体的表达逐渐下降(图

1D)，但在妊娠37周前还维持在一个相对较高的水

平(图1F)。AT1和ATz受体在发育中的表皮、汗

腺、真皮的微血管呈阳性标记(图2A和2B)，AT。

受体似乎主要定位于表皮的浅层。AT。和AT：受

体在汗腺的分泌细胞和导管细胞的表达也呈现和表

皮类似的变化趋势。为比较胎儿和成人AT，和

ATz受体表达的差异，笔者检查了它们在成年人皮

肤组织中的表达。如图3A和3B所示，AT。和AT：

受体在成人皮肤中的表达定位与胎儿无明显差异，

主要分布在表皮的细胞膜、真皮微血管，但表达强度

较胎儿明显降低。

2．3 胎儿皮肤组织中ATl和AT2受体mRNA的

图

图

图

图

表达 为进一步定量分析AT。和AT。受体表达量

的变化，用实时定量PCR法检测了在胚胎各个周龄

AT，和ATz受体mRNA的表达。如图4所示，和

免疫荧光染色的结果类似，在妊娠的11～37周，均

可检测到AT-和ATz受体mRNA，但主要表达的

受体亚型是ATz受体mRNA，随胚胎发育AT。受

体mRNA维持高表达。妊娠24周以后随胎龄增加

AT，受体mRNA表达增加，AT。受体mRNA表达

下降。在成人皮肤也可检测到AT。和AT：受体

mRNA，但表达水平均较胎儿时期低。
’

3讨 论

早期胎儿损伤后的修复反应是无瘢痕的组织再

生，而成人的反应则有瘢痕形成，这说明胎儿与成年

人皮肤之间存在某种差异，这种差异可能导致了修

ATl受体在14周龄胎儿皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法，×400)

AT2受体在14周龄胎儿皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法。×400)

ATl受体在24周龄胎儿皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法。×400)

AT2受体在24周龄胎儿皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法。×400 J
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图IE AT。受体在37周龄胎儿皮肤中的表达I免疫荧光组织化学法。X400)

图iF AT2受体在37周龄胎儿皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法，X400}

圈2A AT．受体在2．I周龄胎儿皮肤汗腺中的表达(免疫荧光组织化学法，X400)

图2B AT：受体在2．．周龄胎儿皮肤汗腺中的表达(免疫荧光组织化学法，X400)

圈3A AT．受体在成人皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法。X400)

图3B AT2受体在成人皮肤中的表达(免疫荧光组织化学法。X400)
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图4 AT,和AT2受体mRNA在不同周龄胎儿和成人

皮肤中的表达(实时定量Pen)

复结局的不同。随着对创伤愈合分子微环境的认

识，人们注意到某些基因的开放与关闭，细胞因子及

受体的特异性差异可能是造成伤口愈合结局不同的

重要因素之一。

近十年来，在AngⅡ的研究领域已经取得了一

些突破性进展，已有研究发现[5]，Ang 11不仅调节

血压和体液平衡，而且还作为一个多效应生长因子

影响细胞的增殖、凋亡和分化、调节细胞因子的基因

表达和分泌、增加细胞对生长因子的敏感性、参与炎

症反应等。AT，和AT。受体同属G蛋白偶联受体

超家族。在靶器官中，Ang II的绝大部分作用由

ATl受体调节，如细胞增殖和细胞外基质沉积等。

AT。受体的功能有争议，研究提示AT：受体似乎对

抗AT。受体介导的作用，如AT：受体产生抗生长、

促调亡和分化的作用。在靶器官，AngⅡ的作用是

由AT，和ATz受体介导的信号相互作用来调

节的。

皮肤是人体最大的器官，它的生长和发育受多

种生长因子和细胞因子的调控。已报道ATl和

AT。受体在皮肤中都有表达口’4“]。然而在人皮肤

胚胎发育过程中Ang 1I受体表达的变化和意义仍

然值得研究。为此，本研究用免疫荧光组织化学和

实时定量PCR观察ATl和AT。受体在发育过程

中皮肤中的分布和表达量的变化，发现AT。和AT。

受体在发育过程中的皮肤分布基本相同，主要定位

于表皮和皮肤附属器，表达量和孕龄密切相关。胚

胎早期和中期主要表达AT2受体，胚胎中晚期主要

表达AT，受体。上述结果提示AngⅡ受体的表达

呈现发育调节的方式。

鉴于ATt受体介导AngⅡ的促细胞增殖和促

炎症反应的作用，ATz受体对抗AT，受体介导的促

进细胞增殖和炎症反应的作用，皮肤胚胎发育过程

中同时存在这两个介导不同作用的受体，提示Ang

Ⅱ可能与皮肤的形态发生密切相关。
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