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小眼畸形相关转录因子（MITF）是黑色素细胞生长的

主要调节器，调控黑色素生成的 3个关键酶［酪氨酸酶

（TYR），以及其相关蛋白1，2（TRP - 1，2）］［1 - 2］。角质形成

细胞来源的干细胞因子（SCF）及其受体 c - Kit可激活

MITF双重磷酸化，调节双重激活和降解，进而影响黑色素

细胞的生长和分化［3 - 4］。中药驱虫斑鸠菊具有激活TYR
** 基金项目：国家自然科学基金［81260689］；新疆维吾尔自治区自然科学基金重点项目［2022D01D25］。

第一作者：高莉，女，博士，研究员，研究方向为中药药理学和新药研发，（电子信箱）gaoli_535@163. com。
△通信作者：闫明，男，硕士，研究员，研究方向为新药研发，（电子信箱）yanming21cn@sohu. com。

紫铆花素对人黑色素瘤细胞 A375 与人永生化角质形成
细胞 HaCaT 共培养细胞生物学活性的影响*

高 莉，谭 雪，罗静莺，闫 明△

（新疆维吾尔自治区维吾尔医药研究所新疆维吾尔医方剂学重点实验室，新疆 乌鲁木齐 830011）
摘要：目的 探讨紫铆花素对人黑色素瘤细胞 A375 与人永生化角质形成细胞 HaCaT 共培养细胞生物学活性的影响。方法 建立

A375 细胞与 HaCaT细胞的共培养细胞体系，实验分为对照组（等体积培养液），紫铆花素低、中、高剂量组（以下简称低、中、高剂量组，

0. 5，1. 0，5. 0 μg / L）。采用四甲基偶氮噻唑蓝（MTT）法检测细胞活性；采用流式细胞仪检测细胞的周期分布和线粒体膜电位；采用实

时荧光定量聚合酶链反应（qPCR）法检测干细胞因子（SCF）和其受体 c - Kit，以及小眼畸形相关转录因子（MITF）的 mRNA表达水平；

采用 Western blot法检测细胞酪氨酸酶相关蛋白 1，2（TRP - 1，TRP - 2）及 SCF，c - Kit，MITF的蛋白表达水平。结果 与对照组比较，

中、高剂量组细胞的增殖率均显著升高（P < 0. 01）；与对照组比较，各剂量组 G0 / G1期细胞比例均显著降低，S 期和 G2 / M 期细胞比

例均显著升高（P < 0. 01），高线粒体膜电位细胞比例均显著升高（P < 0. 05 或 P < 0. 01），SCF，c - Kit，MITF 的 mRNA 表达水平及

SCF，c - Kit，MITF，TRP - 1，TRP - 2 的蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05 或 P < 0. 01）。结论 紫铆花素可能通过调节 SCF，c -
Kit，MITF的表达而影响 A375细胞与 HaCaT细胞共培养细胞的增殖、细胞周期和线粒体膜电位等细胞生物学活性。
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小眼畸形相关转录因子

Effect of Butein on the Biological Activity of Co - Cultured Human Melanoma Cells A375
and Human Immortalized Keratinocytes HaCaT

GAO Li，TAN Xue，LUO Jingying，YAN Ming
（Key Laboratory of Traditional Uyghur Medicine Prescription，Institute of Xinjiang Traditional Uyghur Medicine，Urumqi，Xinjiang，China 830011）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of butein on the biological activity of co - cultured human melanoma cells A375
and human immortalized keratinocytes HaCaT. Methods Co - cultured A375 and HaCaT cells were established and divided into
the control group（equal volume of culture medium），the butein low -，medium - and high - dose groups（hereinafter referred to
as the low -，medium - and high - dose groups，0. 5，1. 0，5. 0 μg / L）. The cell activity was detected by the methyl thiazolyl
tetrazolium （MTT） method. The cell cycle and mitochondrial membrane potential were detected by the flow cytometry. The
expression levels of stem cell factor（SCF），its receptor c - Kit，microphthalmia - associated transcription factor （MITF） mRNA
were detected by the real - time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（qPCR）. The expression levels of tyrosinase -
related protein - 1 （TRP - 1），tyrosinase - related protein - 2 （TRP - 2），SCF，c - Kit and MITF proteins in cells were
detected by the Western blot. Results Compared with that in the control group，the proliferation rate in the medium - and high -
dose groups significantly increased（P < 0. 01）. Compared with those in the control group，the proportion of cells at G0 / G1 phase
in the low -，medium - and high - dose groups significantly decreased，while the proportion of cells at S and G2 / M phases
significantly increased（P < 0. 01）；the proportion of cells with high mitochondrial membrane potential significantly increased（P < 0. 05
or P < 0. 01）；the expression levels of SCF，c - Kit，MITF mRNA and the expression levels of SCF，c - Kit，MITF，TRP - 1 and
TRP - 2 proteins significantly increased（P < 0. 05 or P < 0. 01）. Conclusion Butein may affect the proliferation，cell cycle and
mitochondrial membrane potential of co - cultured A375 and HaCaT cells by regulating the expression of SCF，c - Kit and MITF.
Key wordsKey words：：butein；human melanoma cells A375；human immortalized keratinocytes HaCaT；cell cycle；mitochondrial membrane
potential；stem cell factor；receptor of stem cell factor；microphthalmia - associated transcription factor
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活性、提高黑色素合成能力、调节免疫等功能［4］，临床主要

用于治疗白癜风［5］。前期研究发现，驱虫斑鸠菊的活性成

分紫铆花素能激活黑色素细胞TYR活性和增强黑色素合

成能力［6］，促进角质形成细胞分泌促黑色素细胞激素

（MSH）、SCF等因子［7］，表明紫铆花素可能通过调控黑色素

细胞和角质形成细胞的相互作用促进黑色素合成。基于

此，本研究中拟进一步考察紫铆花素对人黑色素瘤细胞

A375与人永生化角质形成细胞HaCaT共培养细胞生物学

活性的影响，并探讨其相关机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：SQP型电子分析天平（德国 Sartorius公司，精

度为 0. 1 mg）；YJ - 875型超净工作台（苏州安泰空气技

术有限公司）；MCO - 18AIC型 CO2培养箱（日本 Sanyo
公司）；SPX - 150B - Z型生化培养箱（上海博远实业有

限公司）；Multiskan Go 1510型酶标仪（美国 Thermo
Fisher Scientific公司）；FC500型流式细胞仪（美国Beck‐
man Coulter公司）；CFX96型荧光定量PCR仪（美国Bio -
Rad公司）；OMKS001型电泳仪、20150168型凝胶成像

系统（上海伯乐生命医学产品有限公司）。

试药：紫铆花素（新疆维吾尔自治区维吾尔医药研

究所自制，批号为 20151208，含量 ≥ 95%）；DMEM干粉

培养基（美国 Gibco公司，批号为 1645780）；胎牛血清

（美国HyClone公司，批号为NZJ1221）；四甲基偶氮噻唑

蓝（MTT，美国Amresco公司，批号为YY11351）；二甲基

亚砜（DMSO，天津市光复化工研究所，批号为D5879）；

左旋多巴（美国 Sigma公司，批号为 LC0922B5011J）；

JC - 1线粒体膜电位检测试剂盒（批号为 3242985），碘

化丙啶（PI）细胞周期检测试剂盒（批号为 6051571），均

购自美国BD公司；TRP - 1，TRP - 2，MITF，SCF，c - Kit
抗 体（美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab235447，
ab221144，ab303530，ab64677，ab283653）；水为纯化水。

细胞：人黑色素瘤细胞 A375（中国科学院上海生科

院细胞资源中心）；人永生化角质形成细胞HaCaT（武汉

大学中国典型培养物保藏中心）。

1. 2 方法

共培养细胞的建立：取对数生长期的HaCaT细胞

适量，加 0. 25%胰酶消化，以 5 × 105个 / mL接种于 6孔
板中，5% CO2、37 ℃条件下培养 6 h使细胞充分贴壁；取

对数生长期的A375细胞适量，同上处理并接种于同一

6孔板中（2种细胞的接种比例为 2∶1），置 5% CO2、37 ℃
条件下过夜培养，得共培养细胞。

分组及给药：取共培养细胞适量，用 3. 0 mL 0. 25%
胰酶消化，以5 × 104个 / mL接种于96孔板中，每孔100 μL，
置 37 ℃、5% CO2条件下培养过夜，弃去培养基，设对照

组（等体积培养液），紫铆花素（以DMSO溶解制成质量浓

度为 100 g / L的贮备液）低、中、高剂量组（以下简称低、

中、高剂量组，0. 5，1. 0，5. 0 μg / L），各组细胞进行相应

处理（每孔200 μL），继续培养48 h。
细胞活性：采用MTT法。在“分组及给药”项下分组

的基础上，加设空白对照组（无细胞，等体积培养液），

每组设8个复孔，培养44 h时加入5 g / L MTT 20 μL，继续

培养4 h，弃去上清液，加入DMSO 200 μL，振荡10 min，采
用酶标仪于 490 nm波长处测定吸光度（A），并计算细胞

增 殖 率 。细 胞 增 殖 率（%）=（A给药组 - A空白对照组）/
（A对照组 - A空白对照组）× 100%。

细胞周期：取共培养细胞适量，置 25 cm2细胞培养

瓶中培养，同“分组及给药”项下操作，每组设 3个复孔。

培养 48 h，吸出原培养基，以 1 mL胰酶消化，用原培养

液缓慢吹下所有细胞，移入 4 mL 离心管，1 000 r / min
离心 10 min（下同）后弃去培养液，加入 1 mL磷酸盐缓

冲液（PBS）重悬细胞后离心，重复清洗 3次。以 1 mL
75%乙醇重悬细胞，4 ℃固定过夜后，离心，弃去固定

液，加入1 mL预冷PBS重悬细胞后离心，重复清洗3次，

加入 500 μL PI /核糖核酸酶（Rnase）染液，37 ℃避光染

色 15 min，200目尼龙滤网滤过，采用 PI细胞周期检测

试剂盒，以流式细胞仪检测。

细胞线粒体膜电位：取共培养细胞适量，按“细胞

周期”项下分组、给药及处理，得到细胞（至“重复清洗

3次”时止）。各管加入 500 μL JC - 1工作液，37 ℃孵育

15 min，加入 1 mL Assay Buffer混匀，1 000 r / min离心

10 min；弃去上清液（重复 1次），再加入 500 μL Assay
Buffer重悬细胞，200目尼龙滤网滤过，采用 JC - 1线粒

体膜电位检测试剂盒，以流式细胞仪检测。

mRNA表达：采用实时荧光定量聚合酶链反应（qPCR）
法。取共培养细胞适量，同“细胞周期”项下分组、给药、

处理（至用原培养液缓慢吹下所有细胞止）。用 Trizol法
提取细胞的总RNA；取 5 μL进行 1%琼脂糖凝胶电泳，

检测RNA的完整性，使用反转录酶进行反转录 PCR合

成 cDNA并纯化，进行 RNA电泳并检测浓度，最后以

qPCR法检测SCF，c - Kit，MITF的mRNA表达水平。

蛋白表达：采用Western blot法。取共培养细胞适

量，同“细胞周期”项下分组、给药、处理（至用原培养液

缓慢吹下所有细胞止），以裂解法提取总蛋白，检测蛋

白含量；取变性后蛋白 50 μg，进行 SDS - PAGE凝胶电

泳，转膜、封闭、洗膜，分别加入 β - actin，TRP - 1，
TRP - 2，SCF，c - Kit，MITF的抗体（1∶1 000，V / V），4 ℃
孵育过夜；洗膜 5 min，加入二抗（1∶2 000，V / V），室温

孵育 2 h，进行化学发光反应后成像，采用 Image J 1. 5. 1
软件分析，检测目标蛋白的相对表达水平。

1. 3 统计学处理

采用SPSS 22. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s表

•药学论著•
Pharmacy Articles

37



2024年 3月 20日 第 33卷第 6期

Vol. 33，No. 6，March 20，2024China Pharmaceuticals

示，组间比较行方差分析。P < 0. 05为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞活性

与对照组［（100 ± 2. 89）%］比较，中、高剂量组细胞
增殖率［（110. 47 ± 5. 71）%、（117. 74 ± 4. 32）%］均显著
升高（P < 0. 01）；低剂量组细胞的增殖率为［（90. 70 ±
5. 71）%］。
2. 2 细胞周期

与对照组比较，各剂量组细胞G0 / G1期细胞比例显
著降低（P < 0. 01），S期和G2 / M期细胞比例均显著升
高（P < 0. 01）。详见表1和图1。
2. 3 细胞线粒体膜电位

与对照组比较，各剂量组细胞高线粒体膜电位细

胞比例均显著升高（P < 0. 05或 P < 0. 01）。详见表 1
和图2。
2. 4 SCF，c - Kit，MITF mRNA 及蛋白表达水平

与对照组比较，各剂量组细胞 SCF，c - Kit，MITF的
mRNA和蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05或P < 0. 01）。
详见图3。
2. 5 TRP - 1 和 TRP - 2 蛋白表达水平

与对照组比较，各剂量组细胞的TRP - 1和TRP - 2
蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05或 P < 0. 01）。详

见图4。
3 讨论

在机体毛囊中，黑色素细胞能生成黑色素，然后通

过树突递送至表皮角质形成细胞进行表皮色素沉着，

其分化和色素沉着依赖于 SCF / c - Kit信号通路［8］。
SCF / c - Kit信号激活可增强MITF的磷酸化和转录活

性［9］。MITF参与黑色素合成和色素沉着信号传导，是黑

色素细胞色素沉积的主要调节因子，参与黑色素细胞

的生长、分化和存活，其通过调节 TYR蛋白家族（包括

TYR，TRP - 1，TRP - 2）参与优黑素生成［10 - 11］。
本研究中构建了能更好地模拟黑色素细胞体内生

存环境［12］的A375细胞和HaCaT细胞共培养细胞体系，

结果发现，中、高剂量组细胞的增殖率显著升高，各剂

量组G0 / G1期细胞比例均显著降低，S期和G2 / M期细胞

比例均显著升高，0. 5 μg / mL的紫铆花素不能显著升高

细胞的增殖率，但能显著缩短细胞周期，提示0. 5 μg / mL

A. 对照组 B. 低剂量组 C. 中剂量组 D. 高剂量组

图1 细胞周期图（X ± s，n = 3）
A. Control group B. Low - dose group C. Medium - dose group D. High - dose group

Fig. 1 Cell cycle（X ± s，n = 3）
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A. 对照组 B. 低剂量组 C. 中剂量组 D. 高剂量组

图2 细胞线粒体膜电位图（X ± s，n = 3）
A. Control group B. Low - dose group C. Medium - dose group D. High - dose group

Fig. 2 Mitochondrial membrane potential of cells（X ± s，n = 3）
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表1 各组细胞的周期分布及高线粒体膜电位比例比较（X ± s，
%，n = 3）

Tab. 1 Comparison of cell cycle and proportion of cells with
high mitochondrial membrane potential in each group（X ± s，%，

n = 3）

组别

对照组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

剂量

0. 5 μg / mL
1. 0 μg / mL
5. 0 μg / mL

细胞周期

G0 / G1期
82. 47 ± 0. 39
73. 45 ± 0. 46**
71. 23 ± 0. 45**
72. 04 ± 0. 52**

S期

15. 60 ± 0. 37
23. 19 ± 0. 32**
24. 48 ± 0. 23**
25. 27 ± 0. 31**

G2 / M期

1. 93 ± 0. 19
3. 36 ± 0. 41**
4. 29 ± 0. 32**
2. 69 ± 0. 54**

高线粒体膜

电位细胞比例

30. 00 ± 2. 46
39. 87 ± 2. 60*
48. 13 ± 3. 59**
47. 30 ± 2. 67**

注：与对照组比较，*P < 0. 05，**P < 0. 01。图3、图4同。

Note：Compared with those in the control group，*P < 0. 05，**P <
0. 01（for Tab. 1 and Fig. 3 - 4）.
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相对表达量
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高剂量组

mRNA
SCF c - kit MITF

A. mRNA表达水平 B1. 蛋白电泳图 B2. 蛋白表达水平

图3 SCF，c - Kit，MITF mRNA和蛋白表达水平（X ± s，n = 3）
A. Expression level of mRNA B1. Electropherogram of proteins B2. Expression level of proteins
Fig. 3 Expression level of SCF，c - Kit and MITF mRNA and proteins（X ± s，n = 3）
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的紫铆花素可能通过调节细胞周期提高细胞增殖率，

但由于质量浓度较低可能效果较弱，在 48 h的作用周

期内，其促细胞增殖成效还未显现。各剂量组细胞的高

线粒体膜电位细胞比例均显著升高，TRP - 1，TRP - 2
蛋白表达水平及 SCF，c - Kit，MITF的mRNA和蛋白表

达水平均显著升高，表明紫铆花素可促进细胞增殖，调

节细胞周期，调节细胞线粒体膜电位，保护线粒体功

能，抑制细胞早期凋亡的发生，与前期研究［6 - 7，13 - 14］的
结果一致，也表明紫铆花素能调节 SCF / c - Kit / MITF
信号通路，进而影响共培养细胞的生物学活性。

综上所述，紫铆花素可能通过调节 SCF和 c - Kit的
表达而影响 A375细胞与HaCaT细胞共培养细胞的增

殖、细胞周期和线粒体膜电位等细胞生物学活性。
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A. 电泳图 B. 数据统计

图4 TRP - 1和TRP - 2蛋白表达水平（X ± s，n = 3）
A. Electropherogram B. Data statistics

Fig. 4 Expression level of TRP - 1 and TRP - 2 proteins
（X ± s，n = 3）
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