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水仙醇提物对斑马鱼胚胎黑色素合成的抑制作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 以斑马鱼为模型，重点研究水仙鳞茎的醇提物对斑马鱼黑色素合成的抑制效应。 方法　 将

斑马鱼胚胎暴露在 ０、５０、１００、２００、５００ μｇ ／ ｍＬ 不同浓度的水仙花醇提物中，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关键蛋白酪氨酸酶的酶活性变化和其他标记基因的时空表达，同时以 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的熊果苷

（ａｒｂｕｔｉｎ，Ａｒ）处理组为阳性对照。 结果　 定性观察表明，随着水仙提取物处理浓度的增加，对斑马鱼黑色素合成的

抑制明显增强；进一步检测黑色素合成相关基因的时空表达，证明了水仙醇提物通过抑制酪氨酸酶（ＴＹＲ）、银色毛

发（ＳＩＬＶ）和 Ｍｉｔｆａ 等基因的 ｍＲＮＡ 表达而抑制黑色素合成；最后，通过检测酪氨酸酶的酶活性，发现随着醇提物浓

度的增加导致酶活性逐渐降低。 结论　 水仙醇提物能有效地抑制斑马鱼胚胎黑色素的生成，同时该研究也为斑马

鱼模型在天然美白化合物筛选和产品开发的应用提供了研究基础和思路。
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　 　 水仙（Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ Ｌ． ｖａｒ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒｏｅｍ． ）又
名中国水仙，属于石蒜科（Ａｍａｒｙｌｌｉｄａｃｅａｅ） 水仙属

（Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ Ｌ． ），是多年生球茎类的草本植物。 鳞茎

卵状至广卵状球形，外被棕褐色皮膜。 叶狭长带状，
蒴果室背开裂。 水仙鳞茎，微辛味苦、性寒、归心，肺
经，清热解毒，散结消肿［１， ２］。 石蒜科植物在很早以

前就被用作药用植物，水仙属植物富含生物碱，其具

有抗病毒，抗疟疾，抗肿瘤，催吐剂，抑制乙酰胆碱酯

酶等功效［３ － ５］。 漳州市种植水仙历史悠久，源远流

长，产量居全国首位而被命名为 “中国水仙花之

乡”，是中国的“十大名花”之一［６］。 本研究因地取

材，以漳州市花水仙花鳞茎为研究对象，探索它在抑

制黑色素形成过程中的抑制效应，因为在前期的细

胞实验中研究结果表明水仙醇提物比水提物更具有

美白功效，所以本文以水仙醇提物进行研究。
黑色素主要由两种醌型的聚合物组成，分别是

真黑素和褐黑素；真黑素是典型的生物黑色素，外在

表现形式为棕色或黑色；褐黑素含有硫原子，外在表

现为黄色或微红棕色［７］。 黑素细胞中黑素的合成

及分泌是一项复杂、精确的调控过程，有多种信号分

子的参与并相互关联［８］。 已知调节黑色素形成的

信号通路：ｃＡＭＰ 依赖的信号通路 Ｗｎｔ 信号通路以

及 ＥＲＫ 信号通路，三条信号通路都涉及小眼畸形相

关转录因子（Ｍｉｔｆ），该转录因子不仅参与黑色素细

胞的生存、增殖、分化等，还是调节黑色素形成的关

键调控蛋白［９］。 上调 Ｍｉｔｆ 活性可以激活黑色素形

成相关酶的表达，从而促进黑色素的生成；反之，下
调 Ｍｉｔｆ 活性可以降低相关酶的表达，从而抑制黑色

素的形成。
斑马鱼体表具有色素，其色素是由来源于神经

嵴的三种类型的色素细胞产生的。 这些细胞包括载

黑素细胞、黄色素细胞和虹细胞。 黄色素细胞和虹

细胞结合形成了微黄色的条纹，载黑素细胞最终形

成了表皮上的纵向黑色条纹［１０ － １２］。 斑马鱼的黑色

素形成首先开始于视网膜色素上皮细胞，随后黑色

素细胞在背部外侧沉着；皮肤上的黑色素大约在 ２４
ｈ 就可以观察到，而酪氨酸酶基因的转录和翻译发

生在早期，在视网膜色素上皮细胞形成可见色素之

前 ７ ｈ 就可以检测酪氨酸酶 ｍＲＮＡ 的表达，在皮肤

上形成可见色素之前的 ３ ｈ 就可以检测其酪氨酸酶

的酶活性［１３ － １５］。 鉴于斑马鱼黑色素生成较快，小分

子能渗透且具有操作较容易等特点，该研究用斑马

鱼作为模型进行筛选和研究影响黑色素生成的化合

物。
黑色素是由动物黑色素细胞分泌的生物色素，

它通过吸收紫外线来保护人体的皮肤免受紫外线的

伤害。 而近年来，环境污染越来越严重，使得臭氧空

洞逐步扩大，这让人体的皮肤吸收到的紫外线的含

量越来越多，随着社会经济快速发展，现代人工作压

力不断增加，不规律的作息导致黑色素形成酶的代

谢紊乱从而导致人群患有各种黑色斑症甚至引发黑

色素瘤。 此外，现代人尤其是现代女性对美白这一

审美标准不断提升，特别在以白为美的东方国家，美
白型化妆品已经成为美妆护肤行业的主打产品之

一，市场上的美白型化妆品不乏掺杂化学合成的美

白组分，长期使用对人体皮肤会造成不可逆损伤，因
此寻找既能减缓表皮色素过度沉积又对人体无害的

纯植物提取美白成分具有巨大的开发价值和市场前

景。 目前，对水仙花美白功能研究方面尚未有文献

报道，因此本研究在开发一种新型的美白产品具有

重大意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

实验所用斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）为 ＴＵ 品系，由清

华大学生命科学院孟安明课题组惠赠。 斑马鱼的养

殖和繁殖参照标准的方法［１６， １７］。 取卵前夜，将雌雄

的野生型 ＴＵ 品系斑马鱼喂饱后放入交配缸中，插
入隔板；次日清晨拨掉挡板待交配产卵，斑马鱼胚胎

在受精后 ３０ ｍｉｎ 内收集，洗涤后放入 ９０ ｍｍ 培养

皿，加入 Ｈｏｌｆｒｅｔｏｒ 水（０􀆰 ０５ ｇ ／ Ｌ ＫＣｌ，０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ ＣａＣｌ２，
０􀆰 ０２５ ｇ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３，３􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ ＮａＣｌ）培养于 ２８℃恒温

培养箱中，在体式镜下挑选发育正常胚胎，用于试

验。
１􀆰 ２　 实验药物

采集新鲜的水仙花鳞茎，冻干后粉碎，用 ８０％
乙醇使其完全浸没，在 ４０ ～ ５０℃下浸提 ２ ｈ，提取 ５
遍，收集并合并提取液，将提取液浓缩后于 ６０℃烘

箱中烘干，得水仙花醇提物。
１􀆰 ３　 药物浓度的确定

为探索水仙花醇提物对斑马鱼胚胎作用的最佳

浓度，进行了以下实验，以 ６ 孔板为实验容器，每孔

放 ４０ 枚胚胎，设置 ６ 个药物浓度梯度，在胚胎发育

到 ２ ｈ 时，分别向每个孔加入浓度为 ０、 ５０、１００、
２００、５００、１０００ μｇ ／ ｍＬ 的水仙花醇提物。 以在 Ｈｏｌｆｒ⁃
ｅｔｏｒ 水中培养的胚胎作为空白对照（０ μｇ ／ ｍＬ），在

６２４
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胚胎发育到 ７２ ｈ 时观察其和死亡情况和发育情况

并详细记录，期间每隔 １２ ｈ 换溶液一次并将死亡胚

胎及时移除。
１􀆰 ４　 胚胎暴露实验

为观察不同浓度处理下斑马鱼幼鱼鱼体黑色素

生成的情况。 以 ６ 孔板为实验容器，每孔 ４０ 枚胚

胎，根据（１􀆰 ３）中的最佳作用浓度梯度，在斑马鱼胚

胎受精后发育到 ２ ｈ 时，每孔加入 ４ ｍＬ 的不同浓度

的药物，每 １２ ｈ 更换一次溶液，本实验以 ２００ μｇ ／
ｍＬ 熊果苷（ａｒｂｕｔｉｎ，Ａｒ）溶液作为标准阳性对照［１８］，
在药物处理至 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时在显微镜下观察其黑

色素生成情况，并拍照记录。
１􀆰 ５　 检测斑马鱼体内的酪氨酸酶活性

分别收集不同药物浓度溶液处理的 ４８ ｈ 和 ７２
ｈ 的幼鱼，每个浓度收集 ５０ 枚胚胎，放入 １􀆰 ５ ｍＬ
的离心管中，用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３
ｍｉｎ，彻底吸走液体，得到胚胎；向离心管中加入

２５０ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ６􀆰 ８）冰浴条

件下对胚胎进行超声 ３５ ｓ（超声探头为 ２ ｍｍ，超声

过程设定为超声 ５ ｓ，间歇 １０ ｓ），之后 １０ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ、４℃离心 １５ ｍｉｎ，得上清液，所得上清液即为

酪氨酸酶液［１９］ 。
使用考马斯亮蓝法制作蛋白标曲， 参照文

献［２０］，绘制的蛋白标准曲线见图 １。

图 １　 蛋白标准曲线

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

酶液制备好后，考马斯亮蓝方法测定酶液中的

蛋白含量，将样品测出的 Ａ 值带入标准曲线中计算

出样品中的蛋白含量。 在参照文献［１９］ 中测酪氨酸

酶液的吸光度的变化（△Ａ），根据下面的计算公式

计算酶活力。

酶活力（Ｕ ／ ｇ） ＝ Ａ × Ｖ × １０００
Ｔ × Ｍ （１）

式中：△Ａ：吸光变化值，Ｖ：反应总体积（ｍＬ），Ｔ：反
应时间（ｍｉｎ），Ｍ：样品蛋白含量（ｍｇ ／ ｍＬ）。

１􀆰 ６　 检测黑色素合成相关基因的表达

１􀆰 ６􀆰 １　 黑色素合成相关基因克隆的引物序列

该研究中的所有基因序列从斑马鱼数据库 ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｚｆｉｎ． ｏｒｇ ／上下载而来，引物通过软件 Ｐｒｉｍｅｒ ６􀆰 ０
设计。 本研究用于构建克隆的所有引物序列如表 １
所示，Ｆ（ ｆｏｒｗａｒｄ）表示正向引物，Ｒ（ ｒｅｖｅｒｓｅ）表示反

向引物。
表 １　 黑色素相关基因的引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｌａｎｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
基因名
Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５’ － ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’ － ３’）

ｍｉｔｆａ Ｆ⁃ＧＧＡＣＡＡＣＣＡＣＡＡＣＣＴＣＡＴ
Ｒ⁃ＣＣＡＣＴＡＡＣＴＣＡＧＣＧＧＡＡＴＡ

ｔｙｒ Ｆ⁃ＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴ
Ｒ⁃ＴＧＡＡＧＴＡＴＣＣＧＴＣＧＴＴＧＴＧ

ｓｉｌｖ Ｆ⁃ＧＣＡＧＡＡＧＡＣＡＣＡＧＴＴＡＴＣＧ
Ｒ⁃ＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＣＡＴＴＡＴＴＣＡ

ｔｙｒｐ１ｂ Ｆ⁃ＣＡＧＴＧＧＴＧＣＴＧＧＴＴＧＴＡＧ
Ｒ⁃ＴＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＴＣＡＡＴＧＴＣＴ

ｄｃｔ Ｆ⁃ＣＴＧＴＧＡＣＣＡＡＴＧＡＧＧＡＧＡＴＴ
Ｒ⁃ＣＡＴＡＧＧＡＴＴＴＧＧＧＡＣＴＧＴＧＴ

ｏｃａ２ Ｆ⁃ＣＡＧＴＣＡＡＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＴ
Ｒ⁃ＴＣＣＡＧＴＧＡＡＧＴＣＣＧＡＴＧＴ

β － ａｃｔｉｎ Ｆ⁃ＡＣＧＡＡＣＧＡＣＣＡＡＣＣＴＡＡＡＣＴＣＴ
Ｒ⁃ＴＴＡＧＡＣＡＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＴＴＴＧＣ

１􀆰 ６􀆰 ２　 半定量 ＰＣＲ 检测黑色素相关基因的表达

收集不同浓度水仙提取物溶液处理至 ４８ ｈ 和

７２ ｈ 的胚胎，每组各收集 ５０ 枚，提 ｔｏｔａｌ ＲＮＡ，将
ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ，作为半定量 ＰＣＲ 的模板，具
体操作实验方案参照文献［２１］。 ＰＣＲ 扩增条件如下

所示：①９５℃ ５ ｍｉｎ；②９５℃ ３０ ｓ；③６５℃ ３０ ｓ，之后

每个循环降低 ３℃；④７２℃ ３０ ｓ；⑤ 重复②到④６ 个

循环；⑥９５℃ ３０ ｓ；⑦５６℃ ３０ ｓ；⑧７２℃ ３０ ｓ；⑨重复⑥
到⑧２８ 个循环；⑩７２℃１０ ｍｉｎ；􀃊􀁉􀁓１６℃ １ ｈ（如若不能

及时取出可加此步），部分条件可以微调，如基因 ｔｙｒ、
ｔｙｒｐ１ｂ、ｓｉｌｖ 在步骤 ７）５２℃ ３０ ｓ；⑨重复 ２５ 循环。
１􀆰 ６􀆰 ３　 整胚原位杂交实验试剂与方法

原位杂交中所用探针制备的方法及实验中所用

试剂及具体操作步骤参照文献［２１， ２２］。

２　 结果

２􀆰 １　 水仙醇提物作用斑马鱼胚胎浓度的确定

胚胎发育到 ２ ｈ 时，分别向每个孔加入浓度为

５０、１００、２００、５００、１０００ μｇ ／ ｍＬ 的水仙花醇提物，以
Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ Ｈ２Ｏ 培养组为对照组，观察胚胎发育的状

况及死亡情况，其结果如图 ２ 所示：胚胎发育到 ７２ ｈ

７２４
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时，在 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的浓度下，胚胎发育有明显的迟

缓，其死亡率是 １００％ ；而在低浓度（≤５００ μｇ ／ ｍＬ）
处理下，胚胎发育正常，且死亡率小于 ２０％ 。 因此

该研究最终选择 ５０、１００、２００、５００ μｇ ／ ｍＬ 的作为实

验浓度梯度。

图 ３　 不同浓度水仙醇提物对斑马鱼黑色素生成的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

２􀆰 ２　 水仙花提取物抑制斑马鱼幼鱼黑色素的生成

斑马鱼胚胎经过 ５０、１００、２００、５００ μｇ ／ ｍＬ 的水

仙花溶液处理后，结果如图 ３ 所示：与对照组相比，
４８ ｈ 时期斑马鱼胚胎整体黑色素生长都有不同程

度的减少，且随着醇提物浓度的增加，其黑色素总

量逐渐减少（图 ３ａ⁃ｅ２ ） 。 在空白对照组中，从侧

面观察，斑马鱼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，从背部观察，斑马鱼胚胎背部及整个背

脊都有大量的色素沉积 （图 ３ａ１， ａ２ ） 。 而在 ５０、
１００、２００、５００ μｇ ／ ｍＬ 醇提物处理组中，无论从背

面还是侧面观察，斑马鱼胚胎在脊椎及背部可明

图 ２　 不同浓度的水仙醇提物对斑马鱼胚胎死亡率的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ

显观察到黑色素依次递减，尤其在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 处

理组，图 ３ 中 ｅ１、ｅ２ 的比例超过了 ９０％ ，黑色素

显著减少，无明显的黑色素沉着点，接近于阳性

对照组（２００ μｇ ／ ｍＬ 的熊果苷，Ａｒ） （图 ３ｂ１ － ｂ２、

８２４
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ｃ１ － ｃ２、ｄ１ － ｄ２、ｅ１ － ｅ２） 。
斑马鱼胚胎发育至 ７２ ｈ 时，对照组胚胎除了黑

色素以外，黄色素也开始形成。 与 ４８ ｈ 的变化趋势

相似，１００、２００、５００ μｇ ／ ｍＬ 醇提物处理组，其黑色素

逐渐减少，躯干新形成的黄色素也受到了抑制，尤其

在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 组，两种色素的形成减少尤其明显

（图 ３ ｇ⁃ｌ）。

注：差异显著性分析均是与对照组（ＷＴ）相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ４　 水仙醇提物抑制斑马鱼胚胎黑色素相关基因的表达

Ｎｏｔｅ． Ａｌｌ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＷＴ）， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｌａｎｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

２􀆰 ３　 水仙花醇提物抑制斑马鱼黑色素合成相关基

因的表达

前面实验结果显示水仙花醇提物能抑制色素形

成，因此我们想进一步探索水仙花提取物是否抑制

了调控黑色素形成的相关基因的 ｍＲＮＡ 表达？ Ｍｉｔ⁃
ｆａ 是小眼畸形转录因子（ｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ），可调控 ＴＲＰｓ（ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ）家族的表达，参与黑色素的生成［２３］。 酪氨

酸酶是黑色素合成过程中的关键酶，整个黑色素合

成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［２４ － ２６］。 该研究用半定量 ＰＣＲ 检测上述基因的

ｍＲＮＡ 表达情况。
分别收集 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的样品提取总 ＲＮＡ，反

转录后进行半定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉｔｆａ、ｄｃｔ、ｏｃａ２、ｔｙｒｐ１ｂ、
ｔｙｒ ａｎｄ ｓｉｌｖ 基因的表达，以为 β⁃ａｃｔｉｎ 内参，其结果如

图 ４ 所示：４８ ｈ 时的基因 ｍｉｔｆａ、ｔｙｒｐ１ｂ、ｔｙｒ、ｓｉｌｖ 随着

水仙花药物浓度的增加而逐渐减弱，且在高浓度水

９２４
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仙花醇提物处理下其电泳条带明显减弱；ｄｃｔ、ｏｃａ２
在不同浓度水仙花提取物处理下，其表达趋势减少

（图 ４ａ）；７２ ｈ 时基因 ｏｃａ２、ｔｙｒｐ１ｂ、ｔｙｒ、ｓｉｌｖ 电泳条带

减弱最明显，其趋势与 ４８ ｈ 相似，都是随着药物浓

度的增加而逐渐减弱（图 ４ｂ）。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计

算各时期各个基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量，结果如图

４ｃ⁃ｈ 所示：不论是 ４８ ｈ 还是 ７２ ｈ，水仙花醇提物使

这 ６ 个黑色素合成相关基因的表达量均有逐步下调

的变化趋势，其中 ｔｙｒ 和 ｔｙｒｐ１ｂ 这两个相关基因的表

达量同对照组相比下降趋势尤为明显，高浓度药物

处理组其表达量仅为对照组的 ２０％ （图 ４ｆ⁃ｇ）。 如

图 ４ｃ 所示，ｍｉｔｆａ 的表达量在高浓度药物下分别降

至对照组的 ２０％ （４８ ｈ）和 ３０％ （７２ ｈ）。 ４８ ｈ 与 ７２

ｈ 两个时期的其他基因表达量也有不同程度的降

低，且与对照组相比，差异有显著性（图 ４ｃ⁃ｈ）。
基于前面的实验结果，该研究想进一步确定黑

色素形成相关基因的 ｍＲＮＡ 时空表达变化。 受精

后 ２ ｈ 加入不同浓度水仙提取物，７２ ｈ 检测 ｔｙｒｐ１ｂ、
ｔｙｒ 和 ｓｉｌｖ 的时空表达变化，在 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的药物处

理组 ３ 个基因的时空表达变化与对照组相比并不明

显，但随着药物处理浓度的增加，ｓｉｌｖ、 ｔｙｒ、 ｔｙｒｐ１ｂ 在

眼、背脊部及头部的表达明显减少，尤其是在 ５００
μｇ ／ ｍＬ 的浓度下减弱尤为显著，在背部几乎不表

达，接近于 ２００ μｇ ／ ｍＬ 熊果苷阳性对照组（Ａｒ），（图
５ａ、ｂ、ｃ），说明水仙提取物能达到与熊果苷相似的

美白效果。

图 ５　 不同浓度水仙醇提物对 ｓｉｌｖ、ｔｙｒ、ｔｙｒｐ１ｂ 时空表达的影响（ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓｉｌｖ， ｔｙｒ， ｔｙｒｐ１ｂ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

２􀆰 ４　 水仙花醇提物能使斑马鱼酪氨酸酶活性降低

前面的实验结果表明水仙花提取物对通过下调

黑色素相关基因的表达抑制斑马鱼黑色素形成，而
酪氨酸酶是黑色素生成的一个重要因素。 因此该研

究想检测一下加药后斑马鱼体内酪氨酸酶的活性是

否有变化。 将吸光度带入标曲，计算蛋白含量，再根

据公式（１ － １）进一步计算酶活力，其结果如图 ６ 所

示：两个时期斑马鱼的酪氨酸酶活性都是在逐渐减

少，在药物处理至 ４８ ｈ 时，水仙花药物处理组斑马

鱼酪氨酸酶活性是随着浓度增加而逐渐降低（图

６ａ），与对照组相比，２００ ～ ５００ μｇ ／ ｍＬ 处理组酶活性

降低很明显，酶活性大约只有对照组的 １ ／ ５，差异有

显著性，甚至在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 处理组其酪氨酸酶活性

比阳性对照组的酶活性要更小（图 ６ｂ）。 当水仙花

药物处理至 ７２ ｈ 时，其酪氨酸酶活性的变化趋势与

４８ ｈ 是一致的，随着药物浓度的增加其酶活逐渐减

小。 在中高浓度作用下酶活性的变化差异较明显

（图 ６ｃ）。 由此可见，水仙花药物抑制了斑马鱼体内

酪氨酸酶活力。

０３４
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注：差异显著性分析均是与对照组（０ μｇ ／ ｍＬ）相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 水仙醇提物对斑马胚胎酪氨酸酶活力的抑制效应

Ｎｏｔｅ． Ａｌｌ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （０ μｇ ／ ｍＬ），
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ６　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

３　 讨论

斑马鱼是一种优良的实验动物模型，与人类在

器官系统和基因序列上都很相似，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［２７， ２８］。 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［１８］。 本实验就以斑马鱼作为动物研究

模型，探索水仙花醇提物对黑色素合成抑制及其美

白效果，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。
本研究采用斑马鱼作为实验模型评价水仙花提

取物对黑色素合成的抑制效果。 实验结果表明，水
仙花提取物能够通过抑制酪氨酸酶活性以及黑色素

合成相关基因的表达，来有效抑制斑马鱼胚胎黑色

素的合成。 在一定的浓度范围内，药物浓度越高，抑
制效果越明显。 通过实验得出，能够有效抑制斑马

鱼黑色素合成且对其生长发育无影响的最适合浓度

为 ５００ μｇ ／ ｍＬ（图 ２）。 实验检测出水仙花提取物处

理后斑马鱼体内酪氨酸酶活力的降低（图 ６），且通

过半定量 ＰＣＲ 进一步检测出黑色素合成相关基因

的 ｍＲＮＡ 的表达都下调（图 ４），还通过原位杂交检

测了相关基因在时空上的表达，结果都显示各个基

因表达减少（图 ５）。 但本研究中所用的半定量 ＰＣＲ

这一方法本身具有争议性，其检测并不是很精确，因
此后续可以用实时定量 ＰＣＲ 进一步定量分析黑色

素相关基因的表达。 本研究检测了黑色素上游基因

ｍｉｔｆａ 的 ｍＲＮＡ 表达，发现其在高浓度药物组，其
ｍＲＮＡ 的变化很明显，说明水仙花醇提物抑制了黑

色素合成过程的上游基因的表达，从而抑制了 ｔｙｒ、
ｔｙｒｐ１ｂ 等基因的表达，但本研究还没有进一步探索

水仙花醇提物是通过哪种信号途径来影响黑色素合

成的，Ｗｎｔ 信号？ ｃＡＭＰ 依赖的信号？ 或 ＥＲＫ 信号

通路？ 这些问题还有待继续探究。
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