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摘　要：为探讨美白化学品熊果苷对黑色素合成的抑制效果，以斑马鱼胚胎为模型，将其暴露于不同浓度的熊果苷溶
液后，观察其黑色素生成情况，并进一步测定体内黑色素合成通路上部分关键基因的表达．定性观察表明，随着熊果苷浓度
的增加，其对黑色素生成的抑制明显增强．基因表达分析表明，熊果苷通过对眼皮肤白化病ＩＩ型（ＯＣＡ２），酪氨酸酶（ＴＹＲ）
和银色毛发（ＳＩＬＶ）等黑色素合成相关基因的抑制，进而抑制了黑色素的合成．上述结果解释了熊果苷在黑色素抑制过程中
的作用机理，为斑马鱼胚胎模型在美白物质筛选中的应用提供了基础．
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随着美白逐渐成人们的审美标准，美白产品市场发展十分迅速，此类产品已经成为护肤产品的主流，

同时人们也越来越青睐天然温和、安全有效的美白产品．熊果苷（Ａｒｂｕｔｉｎ）作为从杜鹃花科植物熊果叶中
分离出来的天然活性美白物质，在化妆品中有广泛的应用［１－２］．目前对于美白活性物质的研究多用豚鼠皮
肤或小鼠黑色素瘤细胞等作为模型，而这些模型存在着成本高，耗时长，操作复杂等缺点．

斑马鱼作为一种模式生物，已被应用于筛选化妆品美白活性物，比起目前广泛使用的其他模式生物，

斑马鱼有着其固有的很多优点［３］．斑马鱼体型小，易于管理，早期形态便于观察，能极大的减少饲养空间
和管理成本，同时降低了实验所需的试剂量和实验废液量．斑马鱼产卵量高，且其胚胎具有光学通透性，可
以清楚地观察到其体内黑色素的量，即美白效果．而且，斑马鱼基因与人类基因的相似度达到８７％，这意
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味着在其身上实验所得到的结果在多数情况下也适用于人体［４］．因此，黑色素研究中所得的结果可以为
进一步的临床应用提供依据．

黑色素的合成过程中，酪氨酸酶是关键酶．酪氨酸酶催化黑色素合成途径中的两个初始步骤，即酪氨
酸羟基化成３，４－二羟基苯丙氨酸（ＤＯＰＡ）和ＤＯＰＡ氧化成多巴醌．然后多巴醌可由两条独立的途径生成
黑色素．整个合成黑色素的过程中主要涉及了眼皮肤白化病 ＩＩ型（ＯＣＡ２）、酪氨酸酶（ＴＹＲ）、多巴色素互
变酶（ＤＣＴ）、酪氨酸酶相关蛋白１（ＴＹＲＰ１）和银色毛发 （ＳＩＬＶ）等多个基因［５－６］，如图１．

注：ＴＹＲ：酪氨酸酶；ＤＣＴ：多巴色素互变酶；ＴＹＲＰ１：酪氨酸酶相关蛋白１；ＳＩＬＶ：银色毛发；ＯＣＡ２：眼皮肤白化病ＩＩ型．

图１　脊椎动物中黑色素的合成途径（源自Ｂｒａａｓｃｈ等人２００７年的研究）

本研究采用斑马鱼胚胎作为模式生物，比较观察了不同浓度的熊果苷溶液对斑马鱼胚胎黑色素生成

的抑制效果，并测定了经不同浓度的熊果苷溶液处理后其体内与黑色素合成相关基因的表达情况，推测了

熊果苷的黑色素抑制机理．

１　材料与方法
１．１　试剂与仪器

试剂：熊果苷样品，苯硫脲（ＰＴＵ，阳性对照），链霉蛋白酶（Ｐｒｏｎａｓｅ），三卡因甲基磺酸盐溶液（ｔｒｉｃａｎｉｎｅ
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ），３％甲基纤维素（ｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ），ＤＭＳＯ均购于美国Ｓｉｇｍａ公司（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，
ＵＳＡ）．总ＲＮＡ提取试剂，反转录试剂，ＰＣＲ反应液均购于康为世纪生物科技有限公司（中国北京）．本实
验中的其它试剂均为分析纯．将对照品和样品均溶于 ＤＭＳＯ中，配制成贮备液，－２０℃避光保存，临用时
再稀释成所需浓度，且溶剂ＤＭＳＯ的体积浓度为０．１％．
１．２　实验方法
１．２．１　斑马鱼的饲养与胚胎的收集

成年斑马鱼（购于中国科学院水生生物研究所，武汉）饲养于实验室循环水养殖系统中，饲养条件为：

２８．５℃，光／暗周期为１４／１０ｈ，饲养用水经循环系统过滤并充分曝气，ｐＨ值保持８．０左右，每天喂食丰年
虫３次，每周喂食６ｄ．

产卵时，选择形态正常，个体较大和健康的性成熟斑马鱼，在孵化系统按雌雄比１∶２进行配对饲养于
１５Ｌ玻璃水族箱中，共约１０～１５条．在产卵前一天晚上２２∶００熄灯，次日早上８∶００系统自动开灯，在光
照刺激下开始产卵，约３０ｍｉｎ后，开始收集胚胎．将收集的胚胎充分的清洗去除脏物后，在显微镜下挑选
出健康发育正常的胚胎用于接下去的实验．
１．２．２　斑马鱼胚胎暴露实验
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以９６孔板作为试验容器，每孔中加入２００ｕＬ的待测化合物溶液，胚胎发育到受精后４ｈ时，按１个胚
胎／孔随机分配到９６孔板中，每个浓度设置一块板，设置３个浓度组．每天更换待测化合物暴露液并搅拌，
以确保活性成分分布均匀．于受精后４ｈ时加入０．２ｍＭ的苯硫脲（ＰＴＵ）用于不干扰发育条件下产生透明
的斑马鱼，作为标准阳性对照．基于表型的色素沉着评估，于暴露４８ｈ后用荧光倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）
观察熊果苷对斑马鱼的黑色素抑制效果．观察前，胚胎用链霉蛋白酶（Ｐｒｏｎａｓｅ）去除卵膜，用三卡因甲基磺
酸盐溶液麻醉后，放入装有３％甲基纤维素的凹玻片上，在荧光倒置显微镜下拍摄．对斑马鱼色素沉着情
况进行打分：无或轻度 ＜１０％，中度 １０％～４９％，显著 ＞５０％．

用上述相同方法将斑马鱼胚胎暴露于不同浓度的熊果苷溶液（空白，０．５ｍＭ，１ｍＭ，５ｍＭ，１０ｍＭ）
中，于暴露７２ｈ后每个暴露浓度收集约６０尾发育正常且健康的斑马鱼胚胎，平均分配到５个１．５ｍＬ的
离心管中（每个浓度５个平行组）．之后经提取斑马鱼体内总 ＲＮＡ—反转录—实时定量 ＰＣＲ，测定熊果苷
对斑马鱼黑色素基因表达的差异（表达量与管家基因ｒｐｌ８比较）．
１．２．３　黑色素合成相关基因的表达测定

总ＲＮＡ的提取、ｍＲＮＡ的逆转录反应、ＰＣＲ扩增参考李玉珑等人［７］和王道等人［８］的方法并按照说明

书（ＣＷＢＩＯ，ＢｅｉＪｉｎｇ，ＣＨＩＮＡ）进行．每个浓度约取１０个暴露７２ｈ后的斑马鱼胚胎．扩增条件为：先９５℃
下１０ｍｉｎ进行变性处理，然后９５℃下退火１５ｓ，最后６０℃下延伸１ｍｉｎ，经过扩增４０个循环．每个样品做
５个重复，取平均值．ｍＲＮＡ相对表达水平计算公式为２－ΔΔＣＴ，其中 ΔΔＣＴ＝（ＣＴ．Ｔａｒｇｅｔ－ＣＴ．ＧＡＰＤＨ）Ｘ
－（ＣＴ．Ｔａｒｇｅｔ－ＣＴ．ＧＡＰＤＨ）０．该公式中Ｘ表示任何时间点或者处理的样本，对照组为０．
１．３　数据处理

使用Ｏｒｉｇｉｎ软件对数据进行处理、作图，并用 ｔ－检验进行显著性分析，ｐ＜０．０５为显著，用表示；ｐ
＜０．０１为极显著，用表示．

２　结果
２．１　斑马鱼胚胎暴露实验

如图２所示，斑马鱼胚胎经过２ｍＭ，４ｍＭ，８ｍＭ，１２ｍＭ的熊果苷溶液暴露４８ｈ后，其体内黑色素沉着
都有不同程度的减少，且随着熊果苷溶液浓度的增加黑色素沉着减少得越多．在空白对照组中，斑马鱼胚胎
的脊柱上下两侧可以明显地观察到大量的黑色斑点，此即是斑马鱼胚胎中沉着的黑色素；在２ｍＭ熊果苷溶
液处理组中，斑马鱼胚胎相同部位上可明显观察到黑色素沉着的减少；在４ｍＭ，８ｍＭ，１２ｍＭ熊果苷溶液处
理组中，斑马鱼胚胎相同部位上观察到的黑色素沉着依次递减，１２ｍＭ处理组相较于空白对照组的黑色素沉
着则已显著减少，无明显的黑色素沉着点．将斑马鱼胚胎中黑色素沉着的主要部位放大后如图３所示，可以
清楚地观察到经熊果苷溶液处理后，黑色素在斑马鱼胚胎中的沉着较空白对照组有显著的减少．

图２　整体美白效果对比图

图３　局部美白效果对比图
注：图２，图３中箭头所指位置即为黑色素沉着部位．
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　　同时，将不通浓度熊果苷对斑马鱼胚胎的黑色素生成影响情况进行了统计（表１），并将黑色素沉着的
减少分为３个等级：无或轻度（＜１０％），中度（１０％到４９％），显著（＞５０％）．由表１可知，２ｍＭ熊果苷溶
液处理组的斑马鱼胚胎大多数的黑色素沉着减少量为中度，而４ｍＭ，８ｍＭ，１２ｍＭ熊果苷溶液处理组的
斑马鱼胚胎半数以上的黑色素沉着减少量都达到了显著，其中１２ｍＭ熊果苷溶液处理组的斑马鱼胚胎的
黑色素沉着减少量更是全部为显著．而在本实验中，各浓度的熊果苷溶液对斑马鱼胚胎死亡率的影响基本
不存在差异．

表１　不同浓度熊果苷对斑马鱼胚胎黑色素生成影响情况

浓度／ｍＭ 无或轻度／％ 中度／％ 显著／％ 胚胎（死亡／总数）

１２ ０（０） ０（０） １５（８３．３） ３（１６．７）

８ ０（０） １（５．６） １４（７７．８） ３（１６．７）

４ ０（０） ７（３８．９） ９（５０．０） ２（１１．１）

２ ２（１１．１） １２（６６．７） １（５．６） ３（１６．７）

２．２．　黑色素合成相关基因的表达
以ｒｐｌ８作为管家基因，测定了暴露于不同浓度的熊果苷溶液７２ｈ后，斑马鱼胚胎中５个黑色素合成

相关基因的表达，发现熊果苷使黑色素合成相关基因中ＯＣＡ２，ＴＹＲ和ＳＩＬＶ的表达量与对照组相比显著
下降，而基因ＤＣＴ和ＴＹＲＰ１则与对照组无明显差异，如图４．此结果与ＶｉｌｌａｒｅａｌＭＯ．等人［５］对Ｂ１６小鼠黑
色素瘤细胞的研究结果一致，同时与之前表观看到的现象一致（见图３）．因此可以推断：表观看到的经过
熊果苷处理组的斑马鱼幼鱼黑色素减少，其实质是通过抑制了黑色素合成相关基因的表达，导致与黑色素

合成相关的蛋白合成减少．

注：星号表示与对照组有显著差异： 表示ｐ＜０．０５， 表示 ｐ＜０．０１．

图４　黑色素合成相关基因的表达

３　讨论
本研究表明熊果苷能有效抑制黑色素合成相关基因的表达，进而抑制黑色素的合成，且抑制效果随其

浓度的增加而增强．这与ＬｉｕＣＳ等［６］关于苯硫脲（ＰＴＵ）抑制斑马鱼胚胎黑色素合成的研究结果中的表
观现象相一致，而与其黑色素合成相关基因表达情况不一致．ＬｉｕＣＳ等的研究结果显示苯硫脲（ＰＴＵ）使
黑色素合成相关基因表达量上升，并解释为补偿－反馈机制（ａｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｍｅｃｈａｎｉｓｍ）．这可能是由于其
暴露浓度相对较低，并没有达到严重减少黑色素合成的地步，斑马鱼胚胎可以通过自身调节来弥补，形成
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所谓的补偿－反馈机制；而本研究中设置的熊果苷暴露浓度可能相对较高，对斑马鱼黑色素减少非常明显
（由图３可知，即使在２ｍＭ处理组，黑色素相对对照组减少非常的明显），这个影响不能靠自身弥补，因此
也就不能用补偿－反馈机制去解释本研究的结论．

黑色素合成途径中涉及的相关基因如图１．在黑色素合成过程中，ＯＣＡ２基因编码转运蛋白是必不可
少的，主要与黑色素常染色体的转运有关．在酪氨酸转变为３，４－二羟基苯丙氨酸（ＤＯＰＡ）和多巴醌的过
程中，酪氨酸酶催化黑色素合成的两个反应限制步骤以及之后的２个步骤．多巴色素互变酶（ＤＣＴ）与多巴
色素（ＤＯＰＡｃｈｒｏｍｅ）转化成５，６－二羟基吲哚 －２－羧酸（ＤＨＩＣＡ）有关，而酪氨酸酶相关蛋白１（ＴＹＲＰ１）
则涉及ＤＨＩＣＡ合成吲哚－２－羧酸 －５，６－醌．ＳＩＬＶ基因编码的蛋白质则在吲哚 －２－羧酸 －５，６－醌转
变成真黑素的最后一步过程中起着催化作用［６，９－１０］．本实验中，熊果苷对黑色素合成相关基因中 ＯＣＡ２，
ＴＹＲ和ＳＩＬＶ的表达有显著的抑制作用，从而抑制了相应物质的合成，使最终黑色素的合成量显著减少．

作为一种模式生物，斑马鱼具有很多其他模式生物所不具备的优点，已被广泛应用于生物学各领域，

如正向遗传学和反向遗传学、药物研发和人类疾病研究、细胞生物学、毒理学等［４］．近年来，开始出现用斑
马鱼作为新的模式生物来研究调节黑色素合成的化合物基于表型的筛选．本实验验证了斑马鱼可以作为
研究熊果苷对黑色素合成抑制及其美白效果的模式生物，接下来可进一步研究建立筛选化妆品美白活性

物的斑马鱼模型，检测和验证样品的美白活性成分对斑马鱼黑色素合成的抑制作用．
熊果苷用于美白化妆品，其安全性也受到广泛关注．由表１可知，本实验中各浓度的熊果苷对斑马鱼

胚胎是安全的，这与郭靖等［１１］关于熊果苷对豚鼠皮肤安全性的研究结果相一致．所以，斑马鱼胚胎可以作
为筛选美白物质的模式生物．

４　结论
本实验以斑马鱼胚胎为模型，采用半静态暴露的方式，探讨了美白化学品熊果苷对黑色素合成的抑制

效果．定性观察表明，随着熊果苷浓度的增加，其对黑色素生成的抑制明显增强．基因表达分析表明，熊果
苷通过对眼皮肤白化病ＩＩ型（ＯＣＡ２），酪氨酸酶（ＴＹＲ）和银色毛发（ＳＩＬＶ）等黑色素合成相关基因的抑制，
进而抑制了黑色素的合成．实验结果解释了熊果苷在黑色素抑制过程中的作用机理，为斑马鱼胚胎模型在
美白物质筛选中的应用提供了基础．
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