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补肾祛斑颗粒抑制细胞内黑色素合成机制
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摘要"目的"观察补肾祛斑颗粒抑制细胞内黑色素合成的分子机制! 方法"
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只! 高$中$低剂量组分别灌胃补肾
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#! 结论"补肾祛斑颗粒可

能通过上调
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来抑制细胞内
)VH

及其相关蛋白表达%抑制细胞内黑色素合成!
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""黄褐斑多发于成年女性!常见表现为颜面部对称性

蝴蝶状色素沉着!影响患者身心健康' 目前对于黄褐斑

的治疗!主要采用激光治疗!以氨甲环酸(维生素
&

和维

生素
=

为主的系统治疗!以皮肤剥脱剂为主的外用治疗

以及中医中药治疗)
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' 补肾祛斑颗粒是解放军第三二

三医院中医科李世梅主任治疗肾虚血瘀型黄褐斑多年

经验方!其疗效突出)

!
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' 血清药理学研究发现其能通过

抑制细胞内酪氨酸酶$

OU2-R?N>R/

!

)VH

%活性抑制细胞

内黑色素合成)

%

*

!其潜在分子机制目前还不清楚'
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$
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O2>C/44Y4>2 2/JY4>O/S +WH K?N>R/#F !
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其磷酸化后可促进多种细胞生物行为如增殖(新陈代

谢等)
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在黑色素生成中也起着至关重要的作

用!其磷酸化水平的升高能抑制小眼畸形相关转录因子
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' 本研究拟观察补肾祛斑颗粒抑制细胞内黑色

素合成分子机制'

材料与方法

#

"动物"

GHI

级成年雌性
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大鼠
!"

只!体重

!""

%

!@" J

!动物合格证号#

G&_Z!""9

&

""#

' 购于

西安交通大学医学院实验动物中心并饲养于该中心

GHI

级动物房'

!

"细胞及培养"

W%9:

人黑素瘤细胞$西安交通

大学医学院中心实验室馈赠%' 培养于含
#"d

胎牛血

清的无酚红
D+=+

培养基!置于
%9

'(

:d&E

!

孵育

箱中' 待细胞状态良好!呈对数生长时!

H8G

清洗

%

次!

"

!

!:d

胰酶消化!

H8G

中和后离心!按实验要求

种板)

9

*

' 培养基中均含有青霉素和链霉素'

%

"药物"补肾祛斑颗粒组成#菟丝子(枸杞子(当

归(白芍各
< J

!覆盆子(补骨脂(川芎(蒲黄各
$ J
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虫
% J

!放军第
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医院药厂生产!科研用药!每剂含
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)!$"""""
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+))

$批号#

+!#!@

%(酪氨酸 $批号#

)!<"""""
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)VH

$

)"!"$

%(左旋多巴$批号#

%%%9@$

%

购自美国
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公司!
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国
R/44/CKCQ/0

公司' 无酚红
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培养基$批号#

!#"$%

&

"!<

%(胎牛血清$批号#

#""<<
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#;#
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#:!;"

&

"$!
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公

司!

&-CKO>?4

$批号#

":@<!<9#""#
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#"@%9"<#""#
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L-CQ/

公司'
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!!""#"

%购自上海飞捷!
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$批号#

LL";9^

%购自日本
)>Z>L>

公司!

H3DI

膜

$批号#

#$!"#99

%购自美国
8?-

#
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公司!三氯乙酸(

乙醇(氢氧化钠(碳酸氢钠(二甲基亚砜$

D+GE

%(氯化

钠(氯化钾(氟化钠(磷酸氢二钠(磷酸二氢钠(水合氯

醛(

)2?R

#

1>R/

(精氨酸(
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剂科'

)VH

$批号#
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&G)

公司!
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$批号#
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#

#";;%
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$批号#
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#

#";:#

%

及
!

#

>CO?N

$批号#
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#

#%"%""

%一抗购自美国
G>NO>
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公司!荧光二抗$批号#

&*"##;

(
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%购自
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&E

!

培养箱$型号#
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#

:;#"
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E6V+H`G
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#$:@"":

%(转膜仪
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#$:@"":

%(
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#@:!#;@
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^H&L
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%(美国
6(

#
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荧光成像
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#

&6_
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超净台(

+?44?P-2/
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心机(水平离心机(培养皿(

<$

孔板(

;@

孔板(

$

孔板(离

心管(吸管(加样枪及其枪头(微量振荡器均由西安交通

大学医学院中心实验室提供'

:

"动物分组(干预方法及含药血清制备"动物按

完全随机法分为生理盐水组$对照组%(补肾祛斑高(

中(低剂量组!每组
:

只' 高(中(低剂量组分别灌胃补

肾祛斑颗粒
;

!

@

(

!

!

;

(

#

!
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$分别相当于临床剂量
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(

#!

(

$

倍%!

!

次
F

日!共
%
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@ Q

禁食

不禁水' 末次给药
# Q

后腹腔注射
#d

水合氯醛麻

醉!下腔静脉采血!每组血样分空白组和
=LZ

抑制剂

HD<@":<

组$抑制组%!分装于离心管中' 水平离心

机
% """ 2 F0?N

离心
!" 0?N

!吸取上层血清于无菌离

心管中!再次离心' 取上清于离心管中!经
:$

'恒温

水浴
%" 0?N

处理灭活补体后分装!置 &

!"

'冻存备

用!所有操作尽可能无菌)

@

*

'

$

"检测指标及方法

$

!

#

"总
L,W

提取与反转"细胞处理
!; Q

后提

取总
L,W

!其中抑制组在
HD<@":<

$

!" "0-4F6

%预

处理
; Q

后! 弃去培养基! 然后加入对应的含

HD<@":<

的含药血清!继续处理
!; Q

后再提取' 根

据飞捷
!"""

快速
L,W

提取试剂盒操作说明进行!细

胞用
;

'预冷
H8G

洗
%

次后加入裂解液!静置
! 0?N

后移入分离柱'

#: """ 2 F0?N

离心
%" R

后弃去收集

管中 液 体! 分 离 柱 中 加 入
:"" 06

清 洗 液!

#: """ 2 F0?N

离心
%" R

后弃去收集管中液体!重复一

次后分离柱中不加清洗液
#: """ 2 F0?N

离心
%" R

'

将分离柱移入无酶
=H

管中!加入
:" "6

洗脱液!静置

# 0?N

!

#: """ 2 F0?N

离心
# 0?N

' 分光光度计定量'

反转
!" "6

体系#

!"" =H

中加入
; "6 :

(

)>Z>L>

反转
+(_

!加入
# """ NJ L,W

!无酶水刚体系补充至

!" "6

'

8?-

#

L>S H&L

仪反转录成
CD,W

'

$

!

!

"

L)

#

H&L

"

!: "6

体系#

#!

!

: "6 GV8

#

ML==,

!

@

!

: "6

双蒸水!上下游引物各
# "6

!

! "6

CD,W

' 于
L)

#

H&L

仪中
;"

个循环' 以
MWHD[

作

为内部对照' 引物序列见表
#

'

$

!

%

"

*/RO/2N 14-O

"细胞处理
;@ Q

后用
;

'

预冷
H8G

洗
%

次后采用含有蛋白酶抑制剂$

C-CKO>?4

及
H+GI

%和
,>I

的
L(HW

裂解液裂解!

#: """ 2 F0?N

表
#

$引物序列

基因

名称
序列

长度

$

1P

%

+&#

上游
:

$

&W)&M&&WWMWW&&MMWW&%

$

#<

下游
:

$

M)WM&M&WM)M&M)WMWWMW%

$

!"

+()I

上游
:

$

)M&&&WMM&W)MWW&W&W&%

$

#<

下游
:

$

)MMMWWWWW)W&W&M&)M)MWM%

$

!!

)VH

上游
:

$

MM&&)&WW)))&&&))&W&W%

$

!"

下游
:

$

&WMWM&W&)MM&WMM)&&)W)%

$

!#

)VLH#

上游
:

$

)&)&)MMM&)M)W)&))&))&&%

$

!!

下游
:

$

M)&)MMM&WW&W&W)W&&W&)%

$

!#

)VLH!

上游
:

$

&MW&)&)MW))WM)&MMWW&)&W%

$

!%

下游
:

$

MM)MM))M)WM)&W)&&WWM&%

$

!#

MWHD[

上游
:

$

WM&&W&W)&M&)&WMW&W&%

$

#<

下游
:

$

M&&&WW)W&MW&&WWW)&&%

$

#<

离心
#: 0?N

后取上清!

8&W

法定量!加入
6->S?NJ

1YTT/2

煮
: 0?N

' 空白组细胞处理同前!而抑制组在

HD<@":<

$

!" "0-4F6

%预处理
; Q

后!弃培养基后加

入对应含
HD<@":<

的含药血清!继续处理
;@ Q

后提

取蛋白'

#!dGDG

#

H[WM=

胶每孔上样
%" "J

!转膜

到
H3DI

膜后
:d

脱脂牛奶封闭
! Q

'一抗$

#

)

# """

%

孵育过夜后荧光二抗$

#

)

% """

%孵育
! Q

!

ES/R/U

荧

光成像系统显影'

$

!

;

"

,>E[

溶解法测定细胞内黑色素含量"参

照参考文献)

<

*!细胞处理同上!取
#!

万个细胞于
=H

管中!超声破碎!

# !"" 2 F0?N

离心
: 0?N

!沉淀用

#"d

三氯乙酸和乙醇洗涤!

# !"" 2 F0?N

离心
: 0?N

!

弃上清液!加入
# 06

含
#"d D+GE

的
# 0-4F6

,>E[

溶液!

@"

'水浴
! Q

后按每孔
#:" "6

种于
<$

孔板!

;<" N0

测
ED

值!即表黑色素含量'

$

!

:

"多巴色素法测定细胞
)VH

活性"参照参考

文献)

%

*!细胞悬于无血清培养基!按
#:

万个
F

孔种于

$

孔板!每孔
# 06

' 过夜后弃去旧培养基!每孔加入

含
#"d

不同血清组血清的培养基
! 06

' 达到处理时

间后!弃去培养基!

H8G

洗
%

次!胰酶消化后离心!

H8G

重悬(计数!按每孔
!

万个细胞种于
<$

孔板!每

孔
:" "6

!每组设
$

个副孔' 每孔加
!d)2?O-N_

#

#""

溶液
:" "6

!混匀后迅速置&

@"

'冻存
%" 0?N

!随后

室温融化使细胞完全破裂!

%9

'预温后加入
#d

左旋

多巴溶液
!" "6

!

%9

'反应
! Q

!测定
;<" N0

处
ED

值!即酪氨酸酶活性'

$

!

$

"

+))

法测定细胞增殖"参照参考文献

)

#"

*!细胞悬于无血清培养基!按
; :""

个
F

孔种于
<$

孔板!每孔
#"" "6

!每组设立
$

个副孔' 过夜后弃去

旧培养基!每孔加入
!"" "6

含
#"d

不同血清组血清

的培养基' 达到处理时间后!每孔加入
+))

母液
!"



"!"#($" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"6

!混匀后放回细胞培养箱'

; Q

后弃上清液!加入

D+GE

$

#:" "6F

孔%!振荡
: 0?N

左右!置于酶标仪!

波长为
;<" N0

测定
ED

值'

9

"统计学方法"使用
M2>PQP>S P2?R0 :

及

PQ-O-RQ-P 9

!

"

对实验数据进行整理并作图'

GHGG

#9

!

"

统计软件进行分析!表示为
X

*

R

!采用单因素方

差分析对组间数据进行统计分析!

H \"

!

":

为差异有

统计学意义' 每组实验均重复
%

次'

结""果

#

"各组
+&L#

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

(

)VLH!

蛋

白及
0L,W

表达比较$图
#W

(

8

%"与对照组比较!各

给药组
+&#L

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

及
)VLH! 0L,W

表达降低$

H \"

!

":

%!且呈现明显剂量梯度依赖下降

趋势&各给药组
P

#

=LZ

表达升高!

)VH

(

)VLH#

及

)VLH!

蛋白表达降低$

H \"

!

":

%'

!

" 各 组 抑 制
=LZ

后
+&L#

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

(

)VLH!

蛋白及
0L,W

表达比较$图
#&

(

D

%

抑制
=LZ

后与对照组比较!高剂量组
)VH

(

)VLH#

及

)VLH!

蛋白及
0L,W

表达降低$

H \"

!

":

%'

%

"各组黑色素含量及
)VH

活性比较$图
#=

(

I

%"

与对照组比较!各给药组细胞内黑色素含量及
)VH

的

活性降低$

H \"

!

":

%' 而抑制
=LZ

活性后!与对照组

比较!各给药组细胞内黑色素含量及抑制
)VH

活性差

异无统计学意义$

H ]"

!

":

%'

;

"各组细胞增殖活力比较$图
!

%"与对照组比

较!中(高剂量组细胞增殖活力升高$

H \"

!

":

%' 但抑

制
=LZ

后!与对照组比较!各处理组细胞增殖活力差

异无统计学意义$

H ]"

!

":

%'

讨""论

在黑色素的合成中!

)VH

是其限速酶!它先将酪

氨酸羟基化为多巴!然后将多巴氧化为多巴醌)

##

*

!多

巴醌能自发转变成多巴色素'

)VLH!

催化多巴色素

为黑色素前驱体!而
)VLH#

在黑色素前体氧化为

:

!

$

&醌式二氢吲哚 &

!

&羧酸中起到催化作用)

#!

*

'

酪氨酸酶家族受
+()I

的调节!而
+&#L

是
+()I

的

上游)

#%

*

' 所以
+&#L

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

及
)VLH!

是黑色素合成中重要的调节因子' 含药血清处理后!

细胞内
+&#L

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

及
)VLH!

的表达

""注#

W

(

&

为各指标
0L,W

表达&

8

(

D

为各指标蛋白表达&与对照组比较!

!

H \"

!

":

&

&

(

D

为抑制

组&

=

为黑色素含量&

I

为
)VH

活性

图
#

$各组
+&#L

(

+()I

(

)VH

(

)VLH#

(

)VLH!

蛋白及
0L,W

表达比较



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"##$"

""注#与对照组比较!

!

H \"

!

":

图
!

$各组细胞增殖活力比较

水平均被下调!说明其可能是补肾祛斑颗粒抑制黑色

素合成的潜在机制'

同时发现
P

#

=LZ

被上调!文献报导
=LZ

的激活

能够上调
)VH

及其相关蛋白表达来抑制黑色素的合

成)

#;

*

!提示补肾祛斑颗粒可能是通过激活
=LZ

来发

挥作用的'

HD<@":<

是特异性
=LZ

抑制剂!通过

其抑制
=LZ

后!含药血清对细胞内
)VH

及其相关蛋

白的抑制作用被剥夺了!同时也能发现其对细胞内

黑色素含量及
)VH

活性的抑制效应被剥夺' 说明补

肾祛斑颗粒可能通过激活
=LZ

来抑制细胞内黑色

素的合成'

=LZ

在细胞的增殖中也起到了至关重要

的作用!其活性常与细胞增殖呈正相关)

#:

*

' 含药血

清能够促进细胞的增殖!但是当
=LZ

被抑制后!其

促增殖效应被逆转!说明其也可能是通过激活
=LZ

来实现的'

综上!补肾祛斑颗粒可能通过上调
P

#

=LZ

来抑制

细胞内
)VH

及其相关蛋白的表达!从而抑制细胞内黑

色素的合成' 但补肾祛斑颗粒是如何上调
P

#

=LZ

!其

潜在的机制目前还不清楚' 本研究仅对补肾祛斑颗粒

对细胞内黑色素生成的影响进行了探讨!其对黑色素

的降解及清除是何影响!还有待后续研究'

参 考 文 献
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