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摘要# 目的!研究黄芩素对体外培养的E)(# 细胞黑素合成的影响及丝裂原活化蛋白激酶 "*EHe& 信号通路与该作
用的相关性) 方法!用黄芩素处理E)(# 细胞% 采用四甲基噻唑蓝 "*//& 法测定E)(# 细胞的活性% Q5MC法测定黑
素量% 多巴氧化法测定酪氨酸酶 "/,D& 活性% D/’HSD法测定 IVB* 酪氨酸酶相关蛋白J& "IB!J&& 和 IB!J% 以及
*EHe信号通路关键蛋白激酶 ;BM&* ;BM%* L:M% 的 4DQE表达) 结果!$U& d$U$$& (4;1W=的黄芩素可明显抑制
E)(# 细胞黑素合成及 /,D活性% $U& (4;1W=黄芩素明显下调 E)(# 细胞 IVB* IB!J&* IB!J% 4DQE表达% 以及
;BM&* ;BM%* L:M% 4DQE表达) 结论!黄芩素具有抑制E)(# 细胞的黑素合成的作用% 其机制可能与抑制/,D活性
和W或下调IVB* IB!J& 及IB!J% 4DQE表达% 以及抑制;BM&* ;BM%* L:M% 的表达有关)
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!!黑素代谢障碍是黄褐斑产生的主要病机) 黑素
在黑素细胞内由酪氨酸经酪氨酸酶氧化而合成% 酪
氨酸酶 "/,D& 过表达导致黑素合成亢进) 近年
来研究发现% *EHe信号通路参与了黑素细胞中黑
素生成的调控% 在调节黑素细胞生理活动及功能方
面发挥重要作用#&$ ) ]5>?]6,0;>#%$等体外培养鼠
I&.F&$ 黑素瘤细胞发现% 甘松提取物能够诱导
*3eW3De磷酸化和 HP)eWEZL信号激活% 抑制环
磷酸腺苷 ":E*H& 表达水平来下调小眼畸形转录
因子 "*P/F& 和/DH蛋白表达% 从而抑制/,D活
性% 抑制黑素的合成) 杜仲是青娥方中君药% 能够
使未成熟小鼠子宫质量增加% 阴道细胞角化提前进
入动情周期% 促使未成熟小鼠靶器官发育% 发挥雌
激素样作用#)$ ) 黄芩素是杜仲的有效成分% 属雌
激素类化合物) 李晓红等#"$通过研究发现黄芩素
能够诱导雌激素反应元件 "3D3& 的激活来下调
*P/F蛋白表达% 对/,D活性有抑制作用% 从而降
低黑素合成起到脱色素作用) 雌激素受体 "3D&
的生理作用与 *EHe信号通路的转导密切相关%
*EHe家族主要包括三个亚家族(细胞外调节蛋白
激酶 "3De&W%&* :’]J>Q末端蛋白激酶 "]Qe&W
%& 和 ^)2 蛋白激酶 "^)2 *EHe& ##$ ) 因此% 本研
究探讨黄芩素对黑素细胞黑素分泌的调节作用以及
与*EHe信号通路的相关性% 初步确定黄芩素对
黄褐斑的潜在治疗作用及作用机制)
HI材料与仪器
&U&!材料 !人黑素瘤细胞 E)(# "中国科学院细
胞中心提供&’ +*3*培养液 "美国 N6R:;生物公
司&’ 二甲基亚砜+*<M "美国 <6?45公司&’ 四甲
基噻唑蓝 *//"美国 <6?45公司&’ /A6b;1细胞裂
解液 "美国 N6R:;生物公司&’ 焦碳酸二乙酯
"+3HS& "美国 N6R:;生物公司&’ HSD试剂盒
"上海生工生物工程技术服务有限公司&)
&U%!仪器 !/N=’&.N’S型高速台式冷冻离心机
"上海安亭科学仪器厂&% HSD扩增仪 "德国 I6’
;40LA5公司&% 酶标仪 "上海热电仪器有限公司&%
M1‘4̂ JK倒置显微镜 "日本 M1‘4̂ JK株式会社&%
C0+6;K,可见紫外分光光度计 "美国热电公司&%
+,,MS型 电 泳 仪 " 北 京 市 六 一 仪 器 厂 &%
S[54&N0&#$$$ 凝胶成像系统 "北京赛智创业科技
有限公司&)

&U)!药品!黄芩素购于南京泽朗科技有限公司%
纯度 -2!% 批号为 "-&.(2&%$#%#’ 雌二醇购于
中国食品药品检定研究院% 纯度 -2!% 批号为
&#$’%2’%&)
MI实验方法
%U&!药液配制!精密称取雌二醇 #U# 4?% 用 " 4=
无水乙醇溶解% 配制成 %$ (4;1W=的原液% 实验前
再用 +*3*完全培养液稀释至 $U$$& (4;1W=% 待
用) 精密称取黄芩素 #U" 4?% 用+*3*完全培养液
溶解% 配制成 %$$ (4;1W=的原液% 实验前再梯度稀
释成 $U$$& d&$$ (4;1W=的 .种药液% 待用)
%U%!细胞分组与处理!选取对数生长期的 E)(#
细胞常规消化% 计数% 以 ) o&$) 个W孔接种细胞于
-. 孔培养板上% 每孔 %$$ (=% %" [ 后% 分别设空
白对照组* 阳性对照组 "$U$$& (4;1W=的雌二醇&*
黄芩素组 "设定浓度的黄芩素&% 各组设 . 个复孔)
将另一部分细胞以 - o&$" 个W孔接种细胞于 . 孔培
养板中% 每孔 % 4=% 分组处理同前% 每组设 " 个复
孔) 培养 "2 [后% 分别进行*//实验* 黑素含量实
验* /,D活性实验* D/’HSD实验)
%U)!指标检测
%U)U&!细胞活性!向 -. 孔板各孔加 %$ (=*//
"# 4?W4=&% 继续培养 " [% 弃上清% 每孔加入
&#$ (=+*<M振荡 &$ 46>% 选择 "-$ >4在酶标仪
上测定各孔吸光度值) 细胞增值率用""-$表示)

细胞增值抑制率n""-$给药W""-$空白o&$$!
%U)U%!黑素含量!弃掉 . 孔板培养液% HI< 洗 %
次% 每孔加入 & 4=$U%#!胰酶消化 &$ 46> 后% 再
加入 & 4=+*3*培养液终止消化% 收集各组细胞
悬液至 &# 4=离心管中% & #$$ AW46> 离心 ) 46>%
弃上清% 加入 & 4;1W=的 Q5MC溶液 &$$ (=% 混
匀% )( g水浴 & [% 加入 "$$ (=双蒸水% 混匀%
从每支离心管中取出 &$$ (=溶液加至 -. 孔板中%
选择 "-$ >4在酶标仪上测定各孔吸光度值) 黑素
合成用""-$表示)
%U)U)!/,D活性!弃掉 -. 孔板培养液% HI< 洗 %
次% 每孔加入 &! /A6L;> _’&$$ 溶液 &$$ (=% 迅速
将其置于 h2$ g冰箱中 )$ 46>% 取出室温融化)
每孔加入 #$ (=预热的 $U%!左旋多巴 "=’@;̂5&
溶液% )( g下反应 ) [% 选择 "-$ >4在酶标仪上
测定各孔吸光度值) /,D活性用""-$表示)
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%U)U"!D/’HSD法检测细胞 IVB* IB!J&* IB!J%*
;BM&* ;BM%* L:M% 4DQE表达!收集 . 孔板中各
组细胞% 按照 /A6b;1说明书提取总 DQE% 各组以
DQE) (?进行反转录) 反应条件! %# g反应 &$

46>% "% g反应 .$ 46>% ($ g反应 &$ 46> 终止反
应% 得到:+QE) 引物序列由上海生工生物工程技
术服务有限公司设计与合成% 以 !J%1’.) 为内参照%
引物序列信息见表 &)

表 HI=<UL1=引物序列
</9KHIL5#6&5)&‘3&,’&)"%=<UL1=

引物名称 正向引物"#+’)+& 反向引物"#+’)+& 预扩增片段长度WR^

IVB /SESNNS/S/N//NEE/N/S/ S/NEEN//NNNSNENE/NE/ &")

IB!’& ESE/SE//SSS/SESSEEENES ENEEN/SSNEEENSSEEN/EEE %%)

IB!’% N//SS///S//SSS/SSEN/N //SS///E//N/SENSN/SENE %%)

;BM& NNNENN/NNENE/NN/NEEN ENSENN//NNENNNS///ENE/ )$%

;BM% ESSSESESEENENNE//NEEN/ EEEENSSESEES/ESSENEEES )#)

L:M% SS//S///ESSENE/NS///N/N E/ESNN/SEN/NSS//NNEE/E )$)

!J%1’.) SN/NNESE/SSNSEEENES EENEEENNN/N/EESNSEES/E )$%

!!扩增条件! -" g预变性时间 % 46>’ -" g变性
)$ K* 退火 "$ K"IVB#" g* IB!’& #( g* IB!’%
## g* ;BM& #( g* ;BM% #" g* L:M% #" g* !J
%1’.) #" g&* (% g延伸 "$ K% )# 个循环’ (% g终
止延伸 &$ 46>) HSD扩增产物 # (=与 . o+QE
1;5@6>?RJBB0A& (=混匀% 加入 &U#!琼脂糖凝胶
中% 2$ c恒压电泳 )$ 46> 后% 凝胶成像系统观察
电泳结果% 应用 ?01’̂A;凝胶分析软件对电泳谱带
进行分析% 用校正值 "IVB\!J%1’.)* IB!J&\!J%1J
’.)* IB!J%\!J%1’.)* ;BM&\!J%1’.)* ;BM%\!J%1’.)*
L:M%\!J%1’.)& 表示4DQE水平)
%U"!统计学方法!实验数据用 <H<< &-U$ 软件进
行单因素方差分析 "EQMcE&% 用 =<+法对数据
进行两两比较) !V$U$# 具有统计学意义)
NI结果
)U&!对细胞活性的影响!结果见表 %% 与空白对
照组相比% &$$* &$* & (4;1W=的黄芩素对细胞的
增殖有显著抑制作用 "!V$U$# 或 !V$U$&&% 说
明上述剂量的药物对细胞有毒性作用% 不适合进行
下一步的药效学研究’ $U&* $U$&* $U$$& (4;1W=
的黄芩素不影响细胞活性)
)U%!对黑素合成的影响!结果见表 )% 与空白对
照组相比% 黄芩素组给药剂量为 $U&* $U$&*
$U$$& (4;1W=时% 对黑素合成有显著的抑制作用
"!V$U$# 或!V$U$&&’ 阳性对照组对黑素合成有
极显著的促进作用 "!V$U$&&)
)U)!对/,D活性的影响!结果见表 "% 与空白对
照组相比% 黄芩素组给药剂量为 $U&* $U$&*
$U$$& (4;1W=时% 对/,D活性有极显著的抑制作
用 "!V$U$&&’ 阳性对照组对 /,D活性有极显著

的促进作用 "!V$U$&&)
表 MI黄芩素对:N]R 细胞活性的影响 $!P"% #QO&

</9KM I$%%&’()"%9#’/4&#,",(+&/’(#S#(7 "%:N]R ’&44)
$!P"% #QO&

组别 剂量W"(4;1,=h&& 吸光度值 细胞增殖率W!

空白对照组 h $U)). j$U$%# &$$

阳性对照组 $U$$& $U))- j$U$). &$&

黄芩素组 &$$ $U&%" j$U$&%!! )(!!

黄芩素组 &$ $U%(- j$U$%"!! 2)!!

黄芩素组 & $U)$$ j$U$"(! 2-!

黄芩素组 $U& $U)%- j$U$%) -2

黄芩素组 $U$& $U)&- j$U$)) -#

黄芩素组 $U$$& $U)%. j$U$"& -(

!!注! 与空白对照组比较%!!V$U$#%!!!V$U$&

表 NI黄芩素对:N]R 细胞黑素合成的影响 $!P"% #QV&
</9KNI$%%&’()"%9/#’/4&#,",(+&)7,(+&)#)"%6&4/,"’7(&)

"%:N]R $!P"% #QV&

组别 剂量W"(4;1,=h&& 吸光度值 与空白组"比值W!

空白对照组 h $U$(" j$U$$) &$$

阳性对照组 $U$$& $U$-) j$U$$.!! &%#!!

黄芩素组 $U& $U$.$ j$U$$.!! 2&!!

黄芩素组 $U$& $U$.) j$U$$"!! 2#!!

黄芩素组 $U$$& $U$.# j$U$$%! 22!

!!注! 与空白对照组比较%!!V$U$#%!!!V$U$&

表 VI黄芩素对:N]R 细胞<.=活性的影响$!P"% #QO&
</9KVI$%%&’("%9/#’/4&#,",<.=/’(#S#(7 "%:N]R ’&44)

$!P"% #QO&

组别 剂量W"(4;1,=h&& 吸光度值 与空白组"比值!
空白对照组 h $U$(- j$U$$% &$$

阳性对照组 $U$$& $U$-. j$U$$)!! &%&!!

黄芩素组 $U& $U$.2 j$U$$"!! 2.!!

黄芩素组 $U$& $U$.- j$U$$%!! 2(!!

黄芩素组 $U$$& $U$($ j$U$$%!! 22!!

!!注!与空白对照组比较%!!V$U$#%!!!V$U$&
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)U"!对细胞IVB!IB!J&!IB!’% 4DQE表达的影响
!结果见表 # 和图 &%与空白对照组相比%黄芩素组
"$U& (4;1W=&IVB*IB!J&*IB!J% 的 4DQE的表达

均明显降低"!V$U$# 或 !V$U$&&%阳性对照组
IVB*IB!J&*IB!J% 的4DQE表达均明显增强"!V
$U$&&)

表 RI012’0234H’0234M 6=E:的=<UL1=产物凝胶电泳定量分析结果$!P"%#QV&
</9KRIa3/,(#(/(#S&/,/47)#)"%-&4&4&’(5"2+"5&)#)5&)34()",(+&=<UL1=25"!3’()"%012’0234H’0234M 6=E:$!P"%#QV&

组别 剂量W"(4;1,=h&& IVB\!J%1’.) IB!J&\!J%1’.) IB!J%\!J%1’.)
空白对照组 h $U.$% j$U$&) $U#)" j$U$)% $U#(" j$U$2-
阳性对照组 $U$$& $U2#- j$U$.%!! $U.-2 j$U$.#!! $U2"# j$U$".!!

黄芩素组 $U& $U"-- j$U$%#! $U%)# j$U$"$!! $U")( j$U$)#!

!注! 与空白对照组比较%!!V$U$#%!!!V$U$&

注! 59阳性对照组’ R9黄芩素组 "$U& (4;1W=&’ :9空白对照

组’ E9!J%1’.)与IVB的HSD结果’ I9!J%1’.) 与 IB!J& 的HSD

结果’ S9!J%1’.)与IB!J% 的HSD结果

图 HI黄芩素对 :N]R 012’ 0234H’ 0234M 6=E:表达
水平的影响

J#-KHI$%%&’()"%9/#’/4&#,",(+&6=E:&025&))#",4&S&4)
"%012% 0234H% 0234M #,:N]R ’&44)

)U#!对细胞;BM&! ;BM%! L:M% 4DQE表达的影
响!结果见表 . 和图 %% 与空白对照组相比% 黄芩
素组 "$U& (4;1W=& ;BM&* ;BM%* L:M%的4DQE

表达均明显降低 "!V$U$#&% 阳性对照组 ;BM&*
;BM%* L:M% 的 4DQE表达均明显增强 "!V
$U$&&)

注! 59阳性对照组’ R9黄芩素组’ :9空白对照组’ E9!J%1’.)

与;BM& 的HSD结果’ I9!J%1’.) 与 ;BM% 的 HSD结果’ S9!J

%1’.)与L:M% 的HSD结果

图 MI黄芩素对 :N]R 526H’ 526M’ 786M 6=E:表达
水平的影响

J#-KMI$%%&’()"%9/#’/4&#,",(+&6=E:&025&))#",4&S&4)
"%526H% 526M% 786M #,:N]R ’&44)

表 OI526H’ 526M’ 786M 6=E:的=<UL1=产物凝胶电泳定量分析结果 $!P"% #QV&
</9KOIa3/,(#(/(#S&/,/47)#)"%-&4&4&’(5"2+"5&)#)5&)34()",(+&=<UL1=25"!3’()"%526H% 526M% 786M 6=E: $!P"%

#QV&

组别 剂量W"(4;1,=h&& ;BM&\!J%1’.) ;BM%\!J%1’.) L:M%\!J%1’.)
空白对照组 h $U)%. j$U$)# $U#&( j$U$&2 $U)%& j$U$&)
阳性对照组 $U$$& $U"2# j$U$$.!! $U2#) j$U$2(!! $U"2) j$U$).!!

黄芩素组 $U& $U%(% j$U$&"! $U"&$ j$U$&%! $U%(& j$U$&)!

!!注! 与空白对照组比较%!!V$U$#%!!!V$U$&

VI讨论
黄褐斑是一种常见的获得性色素沉着性皮肤

病% 黑素在皮肤内的增多是导致黄褐斑产生的主要
原因#.$ ) 黑素生成及代谢的任何一个环节发生改
变% 都可引起色素障碍性皮肤病) 人体内黑素在黑
素细胞黑素体中合成% 其合成受酪氨酸酶

"/,D&* 酪氨酸酶相关蛋白’& "/DH’&& 和 /DH’%
调控% /,D在黑素合成过程中起到关键限速酶的
作用% 而 /DH’& 和 /DH’% 在黑素生物合成途径下
游起作用#(’-$ ) 人黑素细胞合成黑素的量取决于酪
氨酸酶的活性水平% 降低酪氨酸酶活性可阻止皮肤
黑素生成% 能够抑制酪氨酸酶活性并减少黑素生成

)$.%
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的药物可以提高黄褐斑的治疗效果#&$$ ) 在黑素瘤
E)(# 细胞中存在着雌激素受体 "3D&% 雌激素作
为一种细胞外信号% 其发挥作用的途径一般是与
3D结合% *EHe信号通路是细胞外信号引起细胞
生理反应的共同途径) 雌激素通过皮肤细胞 3D对
黄褐斑的产生有调节作用% 而植物雌激素有类雌激
素作用) 黄芩素作为一种植物雌激素能够抑制
*SF’( 和 *+E’*I’%)& 细胞增殖并且诱导细胞凋
亡#&&$ ) 因此% 选择具有雌激素样作用成分黄芩素
来进行治疗黄褐斑的研究)

实验表明% 黄芩素安全剂量作用于 E)(# 细胞
后% 能显著抑制细胞黑素合成及 /,D活性且呈正
相关% 抑制 E)(# 细胞中 IVB* IB!J&* IB!J% 的
4DQE表达% 提示黄芩素可能通过抑制 /,D活性
和W或抑制IVB* IB!J&* IB!J% 4DQE表达抑制黑
素合成% 并且黄芩素能显著抑制 *EHe信号通路
蛋白激酶 ;BM&* ;BM%* L:M% 的 4DQE表达% 推
测*EHe信号通路可能参与了黑素细胞中黑素生
成的调控)

现在医学中常用的脱色剂等虽对黄褐斑有一定
的疗效% 但长期应用容易产生毒副作用) 中药因其
毒副作用小% 疗效较好% 受到越来越多的关注) 陈
龙等#&%$通过研究发现养颜青娥丸对黑素细胞的增
殖以及酪氨酸酶的活性有抑制作用% 对黑素合成的
量也有降低作用% 认为养颜青娥丸具有治疗黄褐斑
的作用) 养颜青娥丸处方中的君药杜仲对黑素细胞
增殖及酪氨酸酶活性有抑制作用且对黑素合成有降
低作用% 对黄褐斑有一定的治疗作用#&%$ ) 李洪
武#&)$等用中波紫外线 "\cI& 诱导豚鼠背部肤色
素沉着后用白术* 茯苓* 山茱萸等乙醇提取物治
疗% 可显著抑制 /,D活性% 茯苓* 白术乙醇提取
物能在基因转录水平下调豚鼠皮肤酪氨酸酶4DQE
表达抑制酶蛋白生物合成) 我们通过从 3D信号通
路角度% 探索植物雌激素成分黄芩素对相关细胞信
号通路的调控作用% 推测中药植物雌激素治疗黄褐
斑的分子机制% 探讨黄芩素对黄色斑等色素性皮肤
病可能具有的治疗作用% 为合理利用中药植物雌激
素防治黄褐斑等皮肤色素沉着疾病提供理论基础%
更好的指导临床用药)
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