
ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０１６， １４（６）： ５４７５⁃５４８０．
［１９］ 　 Ｌｉｕ Ｊ， Ｍａｙｅｋａｒ Ｍ Ｋ， Ｗｕ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ

ＥＳＣＣＡＬ⁃１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ
ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ ［ Ｊ ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ， ２０２０， ４９３： ２１７⁃２２７．

［２０］ 　 Ｓｕｎ Ｃ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｐ， Ｌｉｕ Ｃ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｍｉＲ⁃３４ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｔｈｅｒ Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ， ２０１９， ３４ （ １０ ）：
６３４⁃６４１．

［２１］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎ Ｃ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｕｓｅ

ｌａｒｇｅ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃２１ ／ ＶＨＬ ａｘｉｓ
［Ｊ］ ． Ｙｏｎｓｅｉ Ｍｅｄ Ｊ， ２０２０， ６１（１）： ２０⁃２９．

［２２］ 　 Ｆｅｎｇ Ｚ Ｙ， Ｘｕ Ｘ Ｈ， Ｃｅｎ Ｄ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃５９０⁃３ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＷＩＦ１ ａｎｄ ＤＫＫ１ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０１７， ２１（２１）： ４８４４⁃４８５２．

［２３］ 　 Ｇａｏ Ｊ， Ｙｕ Ｓ Ｒ， Ｙｕａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃５９０⁃５ｐ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
ａｓ ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ２３４（２）： １８２７⁃１８４１．

葛根水溶性总蛋白对小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 的影响

王　 悦１， 　 宋　 岩２， 　 陈艳艳１， 　 边　 帅１， 　 王思明１∗

（１． 长春中医药大学吉林省人参科学研究院， 吉林 长春 １３０１１７； ２． 长春中医药大学药学院， 吉林 长春

１３０１１７）

收稿日期： ２０２１⁃０７⁃２８
基金项目： 吉林省中药生物大分子重点实验室项目 （２０１４０６２２００３ＪＣ）
作者简介： 王　 悦 （１９９５—）， 女 （满族）， 硕士生， 从事中医药传统功效研究。 Ｔｅｌ： １８８０４３１３２８３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １３３２３７０９０１＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 王思明 （１９８７—）， 男， 实验师， 从事中药大健康产品开发及生物学机制研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｗｓｍ１２６０３０＠ １２６．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨葛根水溶性总蛋白对小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 的影响。 方法 　 给予葛根水溶性总蛋白 （０􀆰 １、 ０􀆰 ３、
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 处理小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ ４８ ｈ， 并设置对照组， 采用 ＭＴＴ 法观察药物对 Ｂ１６ 细胞增殖抑制的影响， 多

巴氧化法检测给药后细胞内酪氨酸酶的活性， ＮａＯＨ 裂解法检测细胞中黑色素的变化， 流式细胞仪检测药物对 Ｂ１６ 细

胞线粒体膜电位及细胞凋亡的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白表达， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白干预后， 小

鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 中酪氨酸酶活性、 黑色素水平、 线粒体膜电位、 Ｂｃｌ⁃２、 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率升高、 Ｂａｘ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 葛根水溶性总蛋白能

够抑制小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 增殖， 其作用机制与促进细胞凋亡和抑制黑色素形成有关。
关键词： 葛根水溶性总蛋白； 黑色素瘤细胞 Ｂ１６； 酪氨酸酶； 黑色素； 线粒体膜电位； 凋亡
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　 　 黑色素是一种高分子生物色素， 不溶于水， 但可溶于

碱性溶液， 是一种类似于多酚的蛋白质衍生物［１⁃５］ 。 正常情

况下黑色素细胞在皮肤下面呈均匀分布， 当受到外界刺激

后会过度分裂增殖， 聚集成团， 形成黑色素痣， 继续恶化

演变成黑色素瘤， 为恶性肿瘤的一种。 有效阻断黑色素的

积累和合成过量是研究的关键， 因此， 寻找安全、 有效的

抑制黑色素形成的产品具有重大意义。 酪氨酸酶 （ＴＹＲ）
又称多酚氧化酶， 是黑色素生物合成途径中的主要限速酶，
黑色素形成的多少取决于其活性。 研究者发现可以通过抑

制酪氨酸酶的活性， 阻止色素沉积从而达到美白效果［６］ 。
葛根为豆科植物野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ （Ｗｉｌｌｄ．） Ｏｈｗｉ 的

干燥根， 习称野葛［７］ ， 其主要化学成分包括异黄酮类、 三

萜类、 皂苷类和多糖类。 葛根中含量最多的成分为异黄酮

类物质， 包括大豆苷、 大豆苷元与葛根素等， 其中葛根素

含量占比最大［８］ ， 所以对葛根素的药理作用研究也较

多［９⁃１１］ ， 目前其研究主要集中在抗氧化自由基、 心血管系

统作用、 改 善 胃 肠 道 功 能、 治 疗 酒 精 性 肝 损 伤 等 方

面［１２⁃１７］ ， 已有报道称葛根黄酮和葛根异黄酮具有抑制黑色

素形成作用［１８⁃１９］ ， 对葛根水溶性总蛋白抑制黑色素作用尚

未有报道。 因此， 本研究从细胞水平研究葛根水溶性总蛋

白对小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 的影响及其作用机制， 以期为

研制抗黑色素瘤药物提供数据支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠恶性黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 细胞株 （货号 ＣＬ⁃
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００２９） 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 葛根水溶性总蛋白冻干品由长春中医药

大学中医药大健康创新中心提供， 蛋白含量 ５９􀆰 ６４％ 。 ＭＴＴ
（货号 Ｍ８１８０） 购自北京索莱宝科技有限公司； 青霉素⁃链
霉素溶液 （双抗）（货号 ＳＶ３００１０）、 胰酶 （货号 ＳＶ３００３１）、
胎牛血 清 （ 货 号 ＳＨ３００８８）、 ＲＰＭＩ１６４０ 培 养 基 （ 货 号

ＳＨ３００２７） 购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 罗丹明 １２３ 染色液 （货
号 Ｃ２００８Ｓ） 购自上海碧云天生物技术有限公司； 反转录试

剂盒 （ＲＲ０４７Ａ） 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 全自动酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 多维全景

流式细胞仪 （美国 Ａｍｎｉｓ 公司）； Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅａｎ 蛋白电泳仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 在含 １０％ 胎牛血

清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养基中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的饱和湿度环境下培养。 当细

胞生长至 ７０％ ～８０％ 时进行细胞传代， 每 ２～ ３ ｄ 传代 １ 次。
当细胞生长至对数期， 去除培养基， 加 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗细

胞， 加 １ ｍＬ ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶进行消化， 在显微镜下观察细

胞全部变圆后终止消化， 加入 ３ ｍＬ 培养基轻轻吹打， 制备

成细胞悬液， 取 １ ／ ４ 细胞进行传代， 剩余细胞计数后， 用

培养基将其调整至适当密度， 铺板进行后续实验。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖率 　 将 Ｂ１６ 细胞密度调整为３×
１０４ ／ ｍＬ， 接种到 ９６ 孔培养板中， 每孔 １００ μＬ， 置于培养

箱中培养 ２４ ｈ 后， 将葛根水溶性总蛋白配制成质量浓度为

０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 加入到完全培养基中， 不

加药物的为对照组， 每组 ６ 个复孔， 分别培养 ４８ ｈ 后， 每

孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液， 继续培养 ４ ｈ， 弃去培养基， 每孔

加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜， 使用多功能酶标仪振荡 １８０ ｓ 后，
于 ４９０ ｎｍ 波长处检测各孔光密度 （ＯＤ） 值［２０］ ， 并计算细

胞存活率。
２􀆰 ３　 细胞酪氨酸酶活性检测　 在 ６ 孔培养板中加入 ２ ｍＬ
密度为 ３×１０４ ／ ｍＬ 的 Ｂ１６ 细胞， 培养箱中培养 ２４ ｈ， 弃上

清， 分别加入 ２ ｍＬ ０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 葛根水溶性总蛋

白溶液， 于培养箱中培养 ４８ ｈ 后， 用胰蛋白酶消化 ３０ ｓ，
１ １００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入 １％
ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００， －８０ ℃冷冻保存 ３０ ｍｉｎ。 室温下溶解细胞， 使

细胞完全破裂后， ３７ ℃恒温水浴中加热 ５ ｍｉｎ， 与 ２００ μＬ
０􀆰 １％ 左旋多巴溶液混合， ３７ ℃孵育 ２ ｈ， 于 ４９０ ｎｍ 波长处

检测吸光度 （Ａ） 值［２１］ ， 计算酪氨酸酶活性。
２􀆰 ４　 细胞黑色素水平检测 　 按 “２􀆰 ３” 项下方法处理细

胞， 吸弃上清液， 胰蛋白酶消化 ３０ ｓ， １ １００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 弃上清， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 让细胞在含 １０％ ＤＭＳＯ 的

１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液中， ６０ ℃孵育 １ ｈ， 使细胞充分裂解后

于 ４７５ ｎｍ 波长处检测 Ａ 值［２２］ ， 并计算黑色素水平。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞线粒体膜电位变化 　 按 “２􀆰 ３”
项下方法处理细胞， 将消化离心后的细胞用 ＰＢＳ 清洗 １ 次，
加入 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 罗丹明 １２３ 染色液， ３７ ℃避光染色 ３０ ｍｉｎ，

ＰＢＳ 洗涤， 加入 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬。 通过流式细胞术检测细

胞线粒体膜电位， 激发波长 ５０７ ｎｍ， 最大 发 射 波 长

５２９ ｎｍ。
２􀆰 ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色检测细胞凋亡率 　 按 “２􀆰 ３”
项下方法处理细胞， 吸去上清液， 用胰蛋白酶消化 ３０ ｓ
后， １ １００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 将细胞重悬在

２００ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ 结合缓冲液中， 加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ
和 ＰＩ 染色液， 室温下避光孵育 １５ ｍｉｎ。 流式细胞仪检测细

胞凋亡情况， 计算总凋亡率 （早期细胞凋亡率＋晚期细胞

凋亡率）。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、
ＭＩＴＦ 蛋白表达　 按 “２􀆰 ３” 项下方法处理细胞， 收集细胞

后加 ＲＩＰＡ 缓冲液于冰上裂解， 提取总蛋白， ＢＣＡ 法检测

蛋白浓度。 取等量蛋白质， １２％ 十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离， 转移到硝化纤维素膜， ５％ 脱脂牛奶封闭

１ ｈ， 加一抗在 ４ ℃孵育过夜， ＰＢＳＴ 缓冲液洗涤 ３ 次， 加

二抗 （ＨＲＰ⁃山羊抗兔 ＩｇＧ） 室温孵育 １ ｈ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参， 采用凝胶图像处理系统测量灰度值， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ 软件进行分析， 计算蛋白相对表达。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ ｍＲＮＡ 表

达　 用ＴＲＩｚｏｌ 试剂从细胞中分离出总 ＲＮＡ， 通过反转录试

剂盒将 ＲＮＡ 反向转录成 ｃＤＮＡ， 引物序列见表 １。 采用

ＣＦＸ 连接实时系统进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应， 条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ，
１ 次循环； ９５ ℃ ５ ｓ， ５４ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 次循

环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法进行相对定量分析。
表 １　 引物序列

基因 序列

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＴＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＡＣＣ⁃３′

Ｂａｘ 正向 ５′⁃ＧＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＴＡＴＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＴＴＧＣＴＡＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＧ⁃３′

Ｂｃｌ⁃２ 正向 ５′⁃ＣＴＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧ⁃３′

ＭＩＴＦ 正向 ５′⁃ＧＡＣＡＴＡＡＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＡＡＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＡＡＣＡＡＣＧＣＡＧＣＣＡＣＴＡ⁃３′

ＴＹＲ 正向 ５′⁃ＧＡＡＣＡＣＣＴＧＡＧＧＧＡＣＣＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＴＴＧＧＣＴＴＣＴＧＧＧＴＡＡＡ⁃３′

ＴＲＰ⁃１ 正向 ５′⁃ＣＡＴＡＡＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＡＡＣＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＡＡＣＡＡＣＧＣＡＧＣＣＡＣＴＡ⁃３′

２􀆰 ９　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ６ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞增殖的影响　 与对照组

比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白干预 ４８ ｈ 后均对 Ｂ１６ 细胞

增殖有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 １。
３􀆰 ２　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞酪氨酸酶活性的影响　
与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白均对 Ｂ１６ 细胞中

酪氨酸酶活性有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性，
见图 ２。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞增殖的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞酪氨酸酶活性

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞黑色素水平的影响　 与

对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞中黑色

素水平均有抑制趋势， 且剂量为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时差异有统计

学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞黑色素水平的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞线粒体膜电位的影响　
与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白均能降低 Ｂ１６ 细

胞线粒体膜电位 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性，
见图 ４。
３􀆰 ５　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞凋亡的影响 　 对照组

Ｂ１６ 细胞凋亡率为 （８􀆰 ０８±１􀆰 ７９）％ ， ０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
葛根水溶性总蛋白作用 ４８ ｈ 后 Ｂ１６ 细胞凋亡率分别为

（２１􀆰 １８±６􀆰 ２９）％ 、 （３６􀆰 ６５±１３􀆰 ７３）％ 、 （５２􀆰 ５７±７􀆰 ９２）％ 。
与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白均能促进 Ｂ１６ 细

胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 ５。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞线粒体膜电位的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白与

ｍＲＮＡ 表达的影响　 与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总

蛋白能升高 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
降低 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６～７。
３􀆰 ７　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋

白与 ｍＲＮＡ 表达的影响　 与对照组比较， 各剂量葛根水溶

性总蛋白均能降低 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白与

ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 ８～９。
４　 讨论

酪氨酸酶是黑色素合成的关键限速酶， 在黑色素合成

６６９

２０２３ 年 ３ 月

第 ４５ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ３



注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ６　 各组 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白条带图

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃
２ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ８　 各组 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白条带图

过程的多步反应中均需要酪氨酸酶参与调控［２３⁃２４］ 。 本研究

考察葛根水溶性总蛋白对小鼠黑色素瘤 Ｂ１６ 细胞的影响及

其作用机制。 葛根水溶性总蛋白可以抑制酪氨酸酶活性，
减少黑色素的生成， 并通过线粒体途径促进促凋亡因子 Ｂａｘ
表达， 抑制抑凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 从而使小鼠黑色素瘤细

胞 Ｂ１６ 发生凋亡； 它还可以降低 ＭＩＴＦ、 酪氨酸酶 （ＴＹＲ）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 葛根水溶性总蛋白对 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、
ＭＩＴＦ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

和酪氨酸相关蛋白酶 （ＴＲＰ⁃１） 基因及其蛋白的表达。 其

中， 降低 ＭＩＴＦ 表达能够促进 Ｂ１６ 细胞的凋亡， 抑制细胞增

殖， 降低 ＴＹＲ、 ＴＲＰ⁃１ 的表达， 且 ＴＲＰ⁃１ 参与了 ＴＹＲ 反向

的黑色素合成。 因此， ＴＲＰ⁃１ 表达的减少降低了 ＴＹＲ 的表

达， 从而减少黑色素的合成。
综上所述， 葛根水溶性总蛋白能够抑制 Ｂ１６ 细胞增殖，

其作用机制与促进细胞凋亡和抑制黑色素形成有关。
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