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[摘要] 目的 探究化合物1-13对黑色素瘤细胞黑色素生成以及帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)样损伤

的影响。方法 通过酶活性实验检测化合物1-13对于酪氨酸酶活性的影响。通过四甲基偶氮唑盐(MTT)实验检

测0、1、5、10、20、50、100μmol/L的化合物1-13处理下小鼠黑色素瘤细胞(B16F10)的存活率。将B16F10细胞分

为a~h组,a组不加任何试剂处理,b组加入1mmol/L1-甲基-4-苯基吡啶鎓碘化物(MPP+)溶液处理,c、d、e组分

别加入2.5、5.0、10.0μmol/L曲酸处理1h以后加入1mmol/L MPP+ 溶液处理,f、g、h组分别加入2.5、5.0、

10.0μmol/L化合物1-13处理1h后加入1mmol/LMPP+溶液处理,通过 MTT法检测a~h组细胞存活率。再

将B16F10细胞分为A~F组,其中A组不加任何试剂处理,B组加入1μmol/Lα-黑素细胞刺激素(α-MSH)处理,

C、D组加入1μmol/Lα-MSH处理后再分别加入50、100μmol/L曲酸处理,E、F组加入1μmol/Lα-MSH处理后

再分别加入50、100μmol/L化合物1-13处理,通过黑色素生成实验检测A~F组细胞黑色素生成量。将18只雄

性C57BL/6J小鼠分为对照组、模型组、给药组,每组6只。模型组和给药组小鼠腹腔注射1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-
四氢吡啶(MPTP),对照组小鼠腹腔注射等体积生理盐水;而后给药组小鼠灌胃化合物1-13,对照组与模型组小鼠

灌胃等体积的生理盐水,通过旷场实验评估三组小鼠的运动功能。结果 酪氨酸酶活性检测结果显示,化合物1-
13能抑制酪氨酸酶的活性。MTT实验结果显示,不同浓度化合物1-13对B16F10细胞存活率无明显影响(P>
0.05)。黑色素生成实验结果显示,与B组相比,C~F组细胞的黑色素生成量均显著降低(F=328.70,q=16.42~
47.47,P<0.01);与D组相比,E、F组细胞的黑色素生成量显著降低(q=4.81、12.99,P<0.05)。MTT实验结果显

示,与b组相比,d~f组细胞存活率均显著升高(F=138.50,q=4.21~21.33,P<0.05);与e组相比,h组细胞存活

率显著升高(q=10.21,P<0.01)。旷场实验结果显示,与模型组相比,给药组小鼠在实验装置中进入中心区域的

次数、在中心区域的运动距离以及总运动距离均显著增加(F=15.47~19.62,q=6.07~7.56,P<0.01)。结论 化

合物1-13可通过抑制酪氨酸酶活性以抑制细胞黑色素的生成,从而改善PD样损伤。
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Effectofcompound1-13onmelanogenesisofmelanomacellsandParkinson’sdisease-likeinjury
WANGXiaohan,WANGHuanhuan,LIQi (SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofcompound1-13onmelanogenesisofmelanomacellsandParkinson’s

disease(PD)-likeinjury. Methods Enzymeactivityassaywasusedtoobservetheeffectofcompound1-13ontyrosinaseactivity.

MTTassaywasusedtomeasuretheviabilityofmousemelanomaB16F10cellstreatedwithcompound1-13atconcentrationsof0,

1,5,10,20,50,and100μmol/L.B16F10cellsweredividedintogroupsa-h.Thecellsingroupawerenotgivenanytreatment;

thecellsingroupbweretreatedwith1mmol/L1-methyl-4-phenylpyridiniumiodide(MPP+)solution;thecellsingroupsc,d,

andewerepretreatedwithkojicacidatconcentrationsof2.5,5.0,and10.0μmol/L,respectively,for1hour,followedbythead-

ditionof1mmol/LMPP+solution;thecellsingroupsf,g,andhwerepretreatedwithcompound1-13atconcentrationsof2.5,

5.0,and10.0μmol/L,respectively,for1hour,followedbytheadditionof1mmol/LMPP+solution.MTTassaywasusedto

measuretheviabilityofcellsingroupsa-h.B16F10cellsweredividedintogroupsA-F.ThecellsingroupAwerenotgivenany

treatment;thecellsingroupBwereincubatedwith1μmol/Lα-melanocyte-stimulatinghormone(α-MSH);thecellsingroupsC

andDweretreatedwith1μmol/Lα-MSH,followedbytheadditionofkojicacidatconcentrationsof50and100μmol/L,respec-

tively;thecellsingroupsEandFweretreatedwith1μmol/Lα-MSH,followedbytheadditionofcompound1-13atconcentra-

tionsof50and100μmol/L,respectively.Melanogenesisassaywasusedtomeasuretheproductionofmelaninbythecellsingroups

A-F.Atotalof18maleC57BL/6Jmiceweredividedintocontrolgroup,modelgroup,andtreatmentgroup,with6miceineach

group.Themiceinthemodelgroupandthetreatmentgroupweregivenintraperitonealinjectionof1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tet-

rahydropyridine(MPTP),whilethoseinthecontrolgroupwere

givenintraperitonealinjectionofanequalvolumeofnormalsaline;

thenthemiceinthetreatmentgroupweregivencompound1-13by

gavage,andthoseinthecontrolgroupandthemodelgroupwere
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givenanequalvolumeofnormalsalinebygavage.Theopenfieldtestwasusedtoassessthemotorfunctionofmiceinallthree

groups. Results Thetyrosinaseactivitytestshowedthatcompound1-13couldinhibittyrosinaseactivity.MTTassayshowed

thatdifferentconcentrationsofcompound1-13hadnosignificanteffectontheviabilityofB16F10cells(P>0.05).Melanogenesis

assayshowedthatcomparedwithgroupB,groupsC-Fhadasignificantreductioninmelaninproduction(F=328.70,q=16.42-

47.47,P<0.01),andcomparedwithgroupD,groupsEandFhadasignificantreductioninmelaninproduction(q=4.81,12.99,

P<0.05).MTTassayshowedthatcomparedwithgroupb,groupsd-fhadasignificantincreaseincellviability(F=138.50,q=

4.21-21.33,P<0.05),andcomparedwithgroupe,grouphhadasignificantincreaseincellviability(q=10.21,P<0.01).The

openfieldtestshowedthatcomparedwiththemodelgroup,thetreatmentgrouphadsignificantincreasesinthenumberofentries

intothecentralzone,thedistancetraveledinthecentralzone,andthetotaldistancetraveled(F=15.47-19.62,q=6.07-7.56,

P<0.01). Conclusion Compound1-13cansuppressmelanogenesisbyinhibitingtyrosinaseactivityandalleviatePD-likeinjury.
[KEYWORDS] Parkinsondisease;1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine;Monophenolmonooxygenase;Enzyme

inhibitors;Melanogenesis;Neuroprotection

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是典型的

神经系统退行性疾病,其发病率在全球神经退行性

疾病中位居第二位[1],预计到2040年,PD的发病率

将升高至当前的2~3倍[2]。PD患者的临床表现多

样,主要包括震颤、肌强直等运动症状以及情绪异

常、睡眠障碍等非运动症状,目前仍缺乏有效治疗手

段[3-4]。PD的关键病理特征之一是黑质中神经黑色

素(NM)异常沉积,其过量生成与酪氨酸酶的异常

激活直接相关[5]。酪氨酸酶作为 NM 合成的限速

酶,可将左旋酪氨酸催化为左旋多巴(L-DOPA)并
最终转化为NM,脑内酪氨酸酶的过度表达会导致

NM累积,加剧多巴胺(DA)能神经元损伤,因此靶

向抑制酪氨酸酶活性是PD的潜在治疗策略[6-10]。
然而,目前仍缺乏结构新颖、机制明确的酪氨酸酶抑

制剂用于PD治疗。本课题组前期通过基于结构的

虚拟筛选(SBVS)获得了一种新型酪氨酸酶抑制剂

1-13[11],并展现出了对PD的治疗潜力。本研究拟

探讨化合物1-13在酪氨酸酶介导NM 生成中的调

控作用,及其在PD样损伤中的作用,为PD治疗药

物的研发提供新的候选化合物与理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

小鼠黑色素瘤细胞(B16F10)购自中国医学科

学院基础医学研究所细胞培养中心。氢氧化钾、甲
醇、二甲基亚砜(DMSO)购自上海泰坦科技股份有

限公司,1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)
和1-甲基-4-苯基吡啶鎓碘化物(MPP+)购自上海

阿达玛斯试剂有限公司,左旋酪氨酸、L-DOPA、曲
酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司,胎牛血

清、酪氨酸酶、四甲基偶氮唑盐(MTT)、DMEM 培

养基购自美国西格玛奥德里奇公司,磷酸盐缓冲液

(PBS,pH为6.8±0.1)购自常德比克曼生物科技有

限公司,α-黑素细胞刺激素(α-MSH)购自美国 MCE
公司。

1.2 酶活性实验检测化合物1-13对酪氨酸酶活性

的影响

将25000U酪氨酸酶溶于75mL双蒸水中,
得到333kU/L的酪氨酸酶工作液,于-20℃避光

储存。称取2.3mg的左旋酪氨酸和2.5mgL-DO-
PA,分别溶解于10mL的PBS当中,得到浓度为

1.25mmol/L 的溶液。将42mg曲酸固体溶 于

10mL甲醇中配制浓度为10-1mol/L母液,并用甲

醇逐级稀释,经甲醇梯度稀释得到10-9~10-4mol/

L共6个浓度的工作液。将1mg化合物1-13溶于

DMSO中,得到10-1mol/L母液,经甲醇梯度稀释

得到10-9~10-4 mol/L6个浓度的工作液。实验

在96孔板中进行,向孔板中加入90μLPBS、5μL
化合物1-13工作液、50μL底物(左旋酪氨酸/L-
DOPA)溶液,于25℃下孵育10min,再加入5μL
酪氨酸酶工作液引发反应。以左旋酪氨酸为底物

时,25℃反应30min;以L-DOPA为底物时,25℃
反应5min,而后检测475nm波长下各孔的吸光度

值。对照组(100%酶活性)用PBS替代待测化合

物。绘制酶活性百分比-浓度对数曲线,而后使用

GraphPadPrism6.0软件分别计算化合物1-13对

酪氨酸酶的单酚氧化酶活性(以左旋酪氨酸为底物)
和双酚氧化酶活性(以L-DOPA为底物)的IC50。

1.3 MTT实验检测化合物1-13对B16F10细胞存

活率的影响

B16F10细胞在置于10%胎牛血清以及双抗

(100kU/L青霉素、100mg/L链霉素)的 DMEM
培养基当中培养。培养条件为37℃、含体积分数

0.05CO2,并保持饱和湿度。将B16F10细胞以每

孔5000个的密度接种至96孔板中,分别加入不同

终浓度为1、5、10、20、50、100μmol/L的化合物1-
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13进行处理,同时设置未经化合物1-13处理的对

照组(即0μmol/L)。所有细胞置于细胞培养箱中

培养48h后,每孔加入10μLMTT溶液,孵育4h,
弃去上清液,加入100μLDMSO溶液,检测490nm
波长下各组的吸光度值,并计算细胞存活率。

再将B16F10细胞以每孔5000个的密度接种

至96孔板中,分为a~h组。各组细胞培养24h
后,弃去细胞上清液。a组不加任何试剂处理,b组

加入1mmol/LMPP+处理;c、d、e组分别加入2.5、

5.0、10.0μmol/L曲酸处理1h后,再加入1mmol/

LMPP+ 溶液处理;f、g、h组分别加入2.5、5.0、

10.0μmol/L的化合物1-13处理1h之后,再加入

1mmol/LMPP+ 溶液处理。各组细胞培养48h
后,采用 MMT法检测细胞存活率。

1.4 黑色素生成实验检测A~F组细胞黑色素生

成量

将B16F10细胞以每孔1×105个的密度接种至

6孔板中,分为A~F组,其中A组不加任何试剂处

理,B组加入1μmol/Lα-MSH 处理,C、D组加入

1μmol/Lα-MSH处理后分别加入50、100μmol/L
曲酸处理,E、F组加入1μmol/Lα-MSH处理后分

别加入50、100μmol/L化合物1-13处理。各组细

胞培养48h后,收集细胞,于4℃下3000r/min离

心5min,弃去上清液,使用500μLPBS重悬后二

次离心获取沉淀。向沉淀中加入含10% DMSO的

1mol/LNaOH水溶液,于80℃下孵育1h,而后采

用酶标仪检测各组于450nm波长下的吸光度值,
并计算黑色素生成量。

1.5 旷场实验评估三组小鼠的运动功能

雄性C57BL/6J小鼠18只,4~6周龄,体质量

18~20g,购自山东朋悦实验动物科技有限公司。
将所有小鼠随机分成对照组、模型组、给药组,每组

6只。实验第1天,模型组和给药组小鼠腹腔注射

MPTP(20mg/kg),每2h注射1次,共注射4次,
对照组小鼠以同样的方式注射等体积生理盐水。在

最后一次注射 MPTP后24h,给药组小鼠灌胃化合

物1-13(10mg/kg),对照组与模型组小鼠灌胃等体

积的生理盐水,2h后进行旷场实验[12-14],通过运动

轨迹评估各组小鼠进入旷场中心区域的次数、在中

心区域的运动距离及总运动距离。

1.6 统计学处理

使用GraphPadPrism6.0软件对数据进行统

计学分析。计量资料结果以􀭺x±s表示。多组数据

间的比较使用单因素方差分析,进一步组间两两比

较采用Tukey检验。所有实验均独立重复3次,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 化合物1-13对酪氨酸酶活性的抑制作用

酶活性实验结果显示,化合物1-13对于酪氨酸

酶的单酚氧化酶活性的IC50为(22.5±7.0)μmol/L,
对于酪氨酸酶的双酚氧化酶活性的IC50为(19.4±
4.4)μmol/L。

2.2 化合物1-13对B16F10细胞存活率的影响

MTT实验结果显示,使用0、1、5、10、20、50、

100μmol/L的化合物1-13处理48h以后,B16F10
细胞存活率分别为(100.00±8.02)%、(95.79±
4.86)%、(95.66±1.25)%、(94.21±3.52)%、
(94.87±6.41)%、(91.49±5.96)%以及(90.41±
1.60)%,各组之间比较无显著的统计学差异(P>
0.05)。

2.3 A~F组细胞黑色素生成量比较

黑色素生成实验结果显示,A~F组细胞的黑

色素生成量分别为(100.00±3.07)%、(218.90±
7.23)%、(173.10±3.50)%、(122.70±0.94)%、
(109.30±6.00)%、(86.47±5.44)%,各组间比较差

异具有统计学意义(F=328.70,P<0.01);与A组

相比较,B组细胞的黑色素生成量显著升高(q=
42.15,P<0.01);与B组相比,C~F组细胞的黑色

素生成量均显著降低(q=16.42~47.47,P<0.01);
与C组相比,D组细胞的黑色素生成量显著降低

(q=18.07,P<0.01);与D组相比,E、F组细胞的

黑色素生成量显著降低(q=4.81、12.99,P<0.05);
与E组相比,F组细胞的黑色素生成量显著降低

(q=8.18,P<0.01)。

2.4 a~h组细胞存活率比较

MTT实验结果显示,a~h组细胞存活率分别

为(100.00±3.03)%、(71.04±1.39)%、(69.27±
2.50)%、(74.91±0.88)%、(81.25±0.59)%、
(82.77±0.58)%、(85.40±0.53)%、(90.61±
1.07)%,各组间比较差异具有显著的统计学意义

(F=138.50,P<0.01);与a组相比,b组细胞存活

率显著降低(q=33.67,P<0.01);b组与c组相比

无显著差异(P>0.05);与b组相比,d~h组细胞存

活率均显著升高(q=4.21~21.33,P<0.05);与c
组相比,d、e组细胞存活率均显著升高(q=6.14、

13.05,P<0.01);与f组相比,g组细胞存活率无显

著差异(P>0.05),h组细胞存活率显著升高(q=
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8.55,P<0.01);与e组相比,f、g组细胞存活率无显

著差异(P>0.05),h组细胞存活率显著升高(q=
10.21,P<0.01)。

2.5 三组小鼠的运动功能比较

旷场实验结果显示,对照组、模型组、给药组小

鼠在实验装置中进入中心区域的次数、在中心区域

的运动距离以及总运动距离均具有显著差异(F=
15.47~19.62,P<0.01);与对照组相比,模型组小

鼠上述指标均显著降低(q=5.67~8.58,P<0.05);
与模型组相比,给药组上述指标均显著增加(q=
6.07~7.56,P<0.01)。见表1。

表1 三组小鼠旷场实验结果(n=6,􀭵x±s)

组别 
进入中心区域的

次数(次)
在中心区域的

运动距离(d/mm)
总运动距离
(d/mm)

对照组 7.33±1.37 63.10±31.77 1229.68±350.45
模型组 1.33±1.21 12.53±10.28  375.92±138.03
给药组 5.67±2.34 79.99±17.86 1051.12±284.79

3 讨  论

据最新的流行病学数据报道,2050年全球PD
患者将达到2520万例,该病的诊疗负担将会持续

性加重[15]。PD的组织病理学特征主要包括:①被

称为路易小体的胞质内包涵体,其主要成分为α-突
触核蛋白,该蛋白错误折叠形成的寡聚体被认为具

有神经毒性,可导致DA神经元的死亡[16-17];②存在

于DA神经元中的 NM,其含量在PD患者中显著

增多[18]。目前临床治疗PD的一线药物主要包括

儿茶酚-O-甲基转移酶抑制剂、单胺氧化酶B型抑

制剂及DA受体激动剂等,这些药物仅可有效缓解

PD的临床症状、改善患者运动波动等表型,但无法

对受损DA能神经元发挥保护与修复作用,难以从

根源上阻断疾病的进展,尚且不能实现对PD的根

治[19-21]。因此,研发兼具症状缓解作用与神经保护

功效的新型候选药物,是当前PD药物研发的核心

方向与迫切需求。
已有研究证实,酪氨酸酶在人脑黑质的DA能

神经元中发挥关键催化作用,可介导左旋酪氨酸转

化为L-DOPA,同时催化 DA 生成 NM[22-23]。NM
异常蓄积与PD发病机制密切相关,且其蓄积水平

随着年龄增长不断升高,是推动PD病程进展的重

要危险因素[24]。靶向抑制酪氨酸酶活性、减少NM
异常合成,是干预PD病理进程、治疗PD的潜在有

效靶点与全新途径。本课题组前期通过SBVS得到

一种新型酪氨酸酶抑制剂化合物1-13,发现其具备

优异的酪氨酸酶抑制潜力[11],同时也展现出了对于

PD的较好的治疗潜力。基于此,本研究拟从体内

外评估化合物1-13对黑色素生成以及PD样损伤

的影响。
本研究中,酪氨酸酶活性检测结果显示,化合物

1-13可有效抑制酪氨酸酶的活性,与先前研究结果

一致[11]。MTT实验结果显示,各浓度化合物1-13
处理组细胞存活率与对照组无显著差异,证明该化

合物在一定作用浓度范围内无明显细胞毒性,为其

后续药理活性研究提供了安全基础。MSH是脑垂

体分泌的多肽类激素,产生于人的脑垂体前叶细胞

中,有α与β两种亚型,常作为一种造模剂以诱导细

胞产生黑色素[25]。本研究中的黑色素生成实验结

果显示,与A组相比,B组细胞的黑色素生成量显

著增加,表明诱导成功;经化合物1-13或阳性对照

药物曲酸治疗后,B16F10细胞中黑色素生成量随药

物浓度增加逐渐减少,并且化合物1-13对黑色素生

成的抑制效果优于曲酸,提示化合物1-13是一种有

效的黑色素生成抑制剂。此外,本研究 MPP+ 诱导

细胞损伤的实验结果显示,与a组相比,b组细胞的

存活率显著降低,提示 B16F10细胞在经过浓度

1mmol/L的 MPP+ 溶液孵育后出现明显细胞损

伤,而经化合物1-13处理后细胞存活率显著提高,
并且随浓度增加逐渐升高。上述结果表明,在较低

剂量且安全的浓度范围内,化合物1-13可显著抑制

黑色素瘤细胞中黑色素的生成,同时对 MPP+ 诱导

的细胞损伤具有保护作用,且效果优于阳性对照药

物曲酸。
本研究进一步构建 MPTP诱导的PD样损伤

小鼠模型,通过旷场实验评估化合物1-13对小鼠自

主运动能力的影响。实验结果显示,模型组小鼠进

入中心区域的次数、在中心区域的运动距离及总运

动距离均显著低于对照组,表明 MPTP成功诱导小

鼠产生运动障碍;化合物1-13治疗可有效改善PD
样损伤模型小鼠的自主活动能力与运动行为异常,
提示化合物1-13对 MPTP诱导的PD样损伤具有

保护作用。体内外实验结果共同表明,化合物1-13
可抑制酪氨酸酶活性和黑色素生成,从而改善PD
样损伤模型小鼠的运动功能异常,展现出黑色素代

谢调控与PD样损伤的双重药理活性。
综上所述,化合物1-13可通过抑制酪氨酸酶活

性以抑制细胞的黑色素生成,同时从体内外水平改

善PD样损伤,体现了化合物1-13在黑色素代谢调

控与PD样损伤保护方面的双重活性。本研究有望
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为PD新型候选药物的挖掘与后续机制研究提供实

验基础与理论参考。
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