
紫河车体外对黑素细胞增殖及酪氨酸酶活性的影响  

    紫河车为临床常用的滋补肝肾中药，滋补肝肾法为中医治疗某些难治性皮肤病的重要法则。因此，我们

观察了紫河车对体外培养黑素细胞(MC)和酪氨酸酶活性的影响，旨为紫河车治疗白癜风等色素病提供实验依

据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  仪器和试剂    745分光光度计(上海第三分析仪器厂)、MEM培养液(Gibco)、Ham's F-10培养

基(Gibco)、TPA(Sigma)、IBMX(Sigma)、霍乱毒素(Gibco)、青霉素、链霉素(北京邦定公司)、L-谷氨酰胺

(上海生工公司)、胰蛋白酶、蘑菇酪氨酸酶(Sig-ma)、L-Dopa(Sigma)，其他试剂均为国产分析纯。。 

    1.1.2  药物   中药紫河车来自第一军医大学南方医院中药房(购自广东省药材公司)，经第一军医大学

中医系中药教研室鉴定。 

    1.2  方法 

    1.2.1  中药液的提取    取紫河车100 g配成100 ml混悬液，温浸超声1 h后置4 ℃冰箱过夜，以2 

000 r/min离心20 min，滤出上清液，此药液相当于原复方生药1g的中药药液。 

    1.2.2  MC的制备    参照赵辨等[1][2]有关人正常MC体外纯培养方法，取环切的包皮制备MC标本。 

    1.2.3  MC的鉴定   将传代细胞接种于盖玻片上，贴壁48 h后，10%甲醛溶液固定2 h，按DOPA黑素反应

法染色[3]，在光镜下可见MC胞质呈灰棕色或黑棕色，证实为MC。 

    1.2.4  MC增殖的测定   采用甲基偶氮唑蓝比色法(MTT法)[4][5]测定MC细胞增殖情况，具体步骤如

下：将配制的细胞悬液调整至细胞浓度为5×104/ml后加入96孔培养板，每孔100 μl，再分别加入不同浓度的

紫河车(终浓度为0.001、0.01、0.1、1g/L)，每一浓度设3个复孔。以MC培养液作为对照组1。将培养板置于

CO
2
细胞培养箱中培养56~72 h，于结束前加入MTT液(5 mg/ml)10 μl/孔，继续培养4 h，以0.04 mol/L盐酸

异丙醇(100 μl/孔)溶液终止反应，震荡10 min，置酶标仪于波长475 nm处测D1(λ)值。 

    1.2.5  黑素合成的测定   采用Hunt法[6]测定复方对体外培养的MC黑素合成的影响。取2 ml对数生长

期的细胞(将细胞浓度调节至2×105/ml)加入25 ml的培养瓶中，共5瓶；12 h后加入不同浓度的条件培养基，

继续培养72 h；弃培养基，以0.25%胰酶消化，1 000 r/min离心10 min，弃上清；加入100 ml/mol×L-

1NaOH至37 ℃水浴中1 h；400 ml双蒸水稀释，置酶标仪于波长475 nm处测D2(λ)值。以不加中药的反应混合

物为对照组2(混合物含MC培养基、MC混悬液、胰酶、NaOH等)。 

    1.2.6  酪氨酸酶活性的测定   以蘑菇酪氨酸酶多巴速率氧化法[7]测定酪氨酸酶活性。反应混合物2 

ml[0.01 mol/L PBS 1.8 ml (pH6.8)+中药提取物0.1 ml+蘑菇酪氨酸酶0.1 ml (40 U)]37 ℃孵育10 

min，加入0.15%左旋多巴反应液1 ml，2 min后立即于波长475 nm处测定吸光度D3(λ)值。以PBS液为空白对

照， 以不加中药的反应混合物作为对照组3(混合物含蘑菇酪氨酸酶、PBS液、左旋多巴液等)。 
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    中药取0.001、0.01、0.1、1g/L 4种浓度进行反应，每一实验重复3次[8]。 

    按以下公式计算酶激活率：酪氨酸酶激活率(%)=[(C-D)-(A-B)]/[A-B]×100。其中，A：未加中药样品

的加酶混合液所测的吸收度；B：未加中药样品也未加酶的混合液所测的吸收度；C：加中药样品和酶的混合

液所测的吸光度；D：加中药样品而未加酶的混合液所测的吸光度。 

    1.3  统计分析 

    所测数据采用Dunnett分析，使用SPSS10.0作数据处理及分析，以 ±s表示。 

    

2  结果 

    2.1  紫河车对MC增殖的影响 

    经MTT法测定，发现紫河车对体外培养的MC增殖显示激活倾向，与对照组相比有显著差异。在紫河车浓度

为0.001~1g/L时，促进MC增殖的最佳浓度为0.1g/L(表1) 

    2.2  紫河车对黑素合成的影响 

    加入紫河车后各实验组合成黑素能力明显增强，各浓度组与对照组相比有显著差异。在紫河车浓度为

0.001~1g/L时，促进黑素合成的最佳浓度为0.1g/L(表2)。 



    2.3  紫河车对酪氨酸酶活性的影响 

    结果显示紫河车对酪氨酸酶活性呈激活倾向，与对照组相比有显著差异。随紫河车浓度的增加，酪氨酸

酶活性逐渐增加。在复方浓度为0.001~1g/L时，激活酪氨酸酶活性的最佳浓度为1g/L(表3)。 

    

3  讨论 

    正常皮肤的颜色主要靠皮肤内各种色素的含量、皮肤的厚度及光线在皮肤表面散射现象等因素决定。其

中黑素起主要作用。黑素是由MC产生的，是引起皮肤颜色改变的主要因素。黑素的生成是一个有酪氨酸酶催

化体内酪氨酸羟化而启动的一系列生化反应过程。酪氨酸酶是皮肤黑素生物合成的主要限速酶[9]，其表达和

活性决定着黑素生成的速度和产量，还是MC分化成熟的特征性标志之一[10]。虽然白癜风、黄褐斑等色素病

的发病机制尚不明确，但观察药物或其他因素对MC生长、酪氨酸酶合成的影响，将有助于阐述药物治疗色素

病的机制。 

    本实验证实，滋补肝肾中药紫河车不仅能激活MC的增殖和黑素的生成，而且使酪氨酸酶活性呈剂量依赖

性增加，提示紫河车治疗色素病的机制是通过上调酪氨酸酶活性和MC合成而实现。从而也可证明滋补肝肾法



作为中医治疗某些难治性皮肤病的重要法则。 

    (责任编辑：段咏慧) 
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