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氨基葡萄糖－半胱氨酸美拉德反应产物对 B16-F10的抑制作用 

林晓彰, 刘必谦*, 周湘池, 章思思, 宋丽青 
（宁波大学 应用海洋生物教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 为评估氨基葡萄糖－半胱氨酸美拉德反应产物(GCMRPs)对小鼠皮肤黑色素瘤细胞

B16-F10 黑色素合成能力的影响, 选择不同浓度 GCMRPs 作用于 B16-F10 细胞, 观察该产物对

B16-F10细胞形态、增殖能力、酪氨酸酶酶活及黑色素含量的变化. 结果显示: GCMRPs可明显

抑制B16-F10黑色素合成, 并表现出一定的细胞毒性. 该产物在500 μg·mL-1时, 黑色素合成抑制

率为 42.31%. 与曲酸相比, 其毒性较大. 因此, GCMRPs在皮肤美白上的应用有待进一步研究. 
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黑色素是由酪氨酸酶催化经过一系列氧化反

应产生的一种黑褐色物质, 决定了人体皮肤、毛发

颜色, 同时保护人体皮肤免受紫外线照射[1], 但由

其引起的一系列色素沉着性疾病对患者造成巨大

的心理压力[2]. 因此, 美白剂的研发和使用成为皮

肤美容行业关注的焦点. 随着人们对美白化妆品

安全性的日益重视, 目前美白剂中常见添加成分

也饱受争议. 如氢醌等由于毒性大、稳定性差, 在

临床上可造成许多不良反应, 已被禁用[3]. 因此, 

人们迫切需要一种安全高效的美白剂. 笔者以氨

基葡萄糖－半胱氨酸美拉德反应产物为研究对象, 

探讨其对色素细胞黑色素合成能力的影响, 综合

评估该产物作为一种美白剂成分的可行性.  

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10 购自上海中

科院细胞所. 虾蟹壳氨基葡萄糖盐酸盐, 浙江金科

海洋生物化学有限公司; 半胱氨酸, solarbio 公司; 

曲酸 (KA)、二甲基亚砜 (DMSO), sigma 公司 ; 

DMEM培养基、小牛血清、胰蛋白酶, gbico公司; 

甲基噻唑基四唑(MTT)细胞增殖和细胞毒性检测

试剂盒, 凯基生物有限公司.  

1.2 实验方法 

1.2.1  GCMRPs的制备 

精确称取一定量等摩尔半胱氨酸及氨基葡糖

盐酸盐, 使其质量浓度为 20 mmol·L-1, 用 6 mol·L-1 

NaOH调节 pH为 10, 105℃加热 8 h. 待反应完全

后, 立即冰水浴冷却, 4℃保存备用.  

1.2.2 样品预处理 

将一定量的 GCMRPs 冻干成粉后溶于新鲜

DMEM培养液, 配制成 10 mg·mL-1, 过滤除菌, 置

于 4℃保存, 临用时稀释至终浓度 65、125、250、

500和 1 000 μg·mL-1.  

1.2.3 细胞培养 

将小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10 接种于含

10%胎牛血清、100 U·mL-1 青霉素和 100 μg·mL-1

链霉素的新鲜DMEM培养液(pH 7.2~7.4), 于37℃, 

5% CO2 饱和湿度的培养箱中常规传代培养. 实验

用细胞为接种后处于对数生长期细胞. 待细胞生

长至对数生长期, 消化酶解细胞制备细胞悬浮液, 

以每孔1×105密度接种于24孔板中, 待细胞贴壁后, 

弃去培养基, 分别加入新鲜含不同浓度 GCMRPs、

KA的培养基, 继续培养 72 h, 期间换液 1次. 待培

养结束, 收集细胞用于黑色素含量和酪氨酸酶酶

活的测定.  
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1.2.4 细胞形态观察 

待 B16-F10 贴壁培养至对数生长周期 , 以

0.25%胰蛋白酶酶解消化细胞, 轻轻吹散吹匀后, 

进行细胞计数. 用新鲜 DMEM 培养液将 B16-F10

细胞以每孔 5×103密度接种 96 孔板培养, 待细胞

贴壁后, 弃去原培养液, 加入含不同浓度 GCMRPs

的新鲜培养基, 以新鲜 DMEM 培养基为对照, 以

含同样浓度梯度曲酸的 DMEM 培养基为参照. 各

组设 5个复孔分别继续培养 48 h后, 在倒置显微镜

下观察细胞形态并拍照记录.  

1.2.5  GCMRPs对细胞增殖的影响 

对数生长期的小鼠黑色素瘤细胞 B16-F10 经

0.25%胰蛋白酶消化后, 按每孔 5×103密度接种于

96 孔细胞培养板中, 待贴壁后弃去各孔旧培养液, 

分别加入 200 μL阴性对照(新鲜 DMEM培养液)和

含不同浓度 GCMRPs, 样品终浓度分别为 65、125、

250、500和 1 000 μg·mL-1, 各组设 5个复孔, 培养

48 h后每孔加入MTT 20 μL (5 mg·mL-1), 混匀继续

培养 4 h. 用 1 mL 注射器吸取培养基 , 每孔加

DMSO 150 μL, 酶标板上振荡 10 min, 使结晶紫充

分溶解后测定各孔 A490 nm值记 A实  验. 以仅加MTT

溶液的空白孔为对照记 A对    照  , 计算公式如下:  

细胞增殖率/%=(A实      验 －A对    照  )×100%. 

1.2.6 酪氨酸酶酶活的测定 1 1,u v  

收集 5×106个细胞, 以 1 000 r·min-1离心 10  

min, 弃上清, 细胞沉淀用PBS洗2遍. 向细胞沉淀

加 1% Triton X-100 0.5 mL, 甩匀, 置-80℃冰箱冷

冻 30 min. 取出, 室温下融解后, 以 3 000 r·min-1离

心 10 min. 上清液即为酪氨酸酶粗提液. 向上清液

中加 0.5 mL 0.1% L-DOPA, 37℃反应 10 min, 于 96

孔板中, 测定各孔 475 nm 处的吸光值. 酪氨酸酶

酶活抑制率的计算公式如下:  

酪氨酸酶酶活抑制率/%=(1-(药物组 A475/细胞

数)/(空白组 A475/细胞数))×100%. 

1.2.7 黑色素合成量的测定 

根据Tu等[4]方法并略作修改, 以0.25%胰酶消

化细胞, 收集 5×106个细胞, PBS洗 2遍. 加入含

有 10% DMSO的 1 mol L-1 NaOH溶液 0.5 mL, 80

℃水浴加热 2 h后, 用酶标仪测定各组在 405 nm处

的吸光值, 黑色素合成抑制率的计算公式如下:  

黑色素合成抑制率/%=(1-(药物组 A405/细胞

数)/(空白组 A405/细胞数))×100%. 

1.2.8 统计学分析 

所有数据以 x s 表示, 使用 SPSS 19.0统计软

件对数据进行单因素方差分析和配对 t检验.  

2 结果 

2.1 GCMRPs对 B16-F10细胞形态的影响 

经不同浓度 GCMRPs和 KA处理细胞 48 h后, 

于倒置显微镜观察各组细胞形态变化(图 1). 从图

         
 

         
A为空白对照组(40×); B为 500 μg·mL-1 KA组(40×); C为 500 μg·mL-1 GCMRPs组(40×); 

D为空白对照组(100×); E为 500 μg·mL-1 KA组(100×); F为 500 μg·mL-1 GCMRPs组(100×) 

图 1  GCMRPs 对 B16-F10 细胞形态的影响 
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1可知, 正常 B16-F10细胞为梭型成纤维状贴壁细

胞, 且相互融合构成网状结构. 当给药浓度为 500  

μg·mL-1 时, GCMRPs 组细胞明显变圆, 树突状突

起明显缩短, 部分细胞细胞核出现浓缩现象; 而

KA组细胞明显变细变长, 树突增多.  

2.2 GCMRPs对 B16-F10细胞增殖的影响 

以相同浓度梯度的曲酸做阳性对照, 以不加

任何样品为阴性对照, 结果见表 1. 由表 1 可以知

道, GCMRPs、KA均能降低 B16-F10细胞株的增值

率, 且随着样品浓度的增加, 细胞的存活率逐渐下

降, 其增殖抑制率逐渐升高; 当GCMRPs达到 500  

μg·mL-1时, B16-F10抑制率达 55.68%, 而相对 KA

只有 37.06%. 另外 , 在较低浓度(65 μg·mL-1)时 , 

KA对 B16-F10的增值率基本无影响, 而 GCMRPs

的抑制率为 19.15%, 显现一定的细胞毒性.  

表 1  GCMRPs对小鼠皮肤黑色素瘤细胞 B16-F10增值率、

酪氨酸酶活抑制率和黑色素合成抑制率影响(n=5) 

剂量/ 

(μg·mL-1) 
组别 

细胞增 

值率/% 

酪氨酸酶 

抑制率/% 

黑色素合成

抑制率/% 

GCMRPs 80.65±8.38* 7.96±3.17* 16.82±1.71**

62.5 
KA 97.07±3.03 11.29±1.26* 26.21±2.01**

GCMRPs 65.87±8.22** 10.90±4.20** 18.68±4.09**

125 
KA 78.82±5.69** 39.09±3.19** 32.82±2.53**

GCMRPs 53.42±8.83** 28.71±3.73** 25.08±1.24**

250 
KA 70.14±4.32** 55.18±1.75** 58.93±1.71**

GCMRPs 44.32±4.92** 52.51±1.12** 42.31±1.76**

500 
KA 62.94±9.98** 62.18±1.68** 63.57±3.22**

GCMRPs 37.24±1.91** 57.53±3.08** 48.65±1.87**

1 000 
KA 59.04±3.43** 64.99±1.28** 76.99±1.87**

注: *表示 P<0.05, **表示 P<0.01. 

2.3 GCMRPs对 B16-F10酪氨酸酶酶活及黑色素

含量的影响 

由表 1知, GCMRPs和 KA均可显著降低 B16- 

F10 细胞黑色素含量及酪氨酸酶酶活, 且其抑制率

都具浓度依赖性, 当给药浓度为 500 μg·mL-1 时 , 

GCMRPs 对 B16-F10酪氨酸酶酶活抑制率及细胞

黑色素含量分别为 52.51%和 42.31%, 而同浓度

KA则分别为 62.18%和 63.57%, 说明 GCMRPs粗

提物抑制黑色素能力较 KA略弱.  

3 讨论 

黑色素合成是一个复杂的酶促生化反应过程, 

其中酪氨酸酶是黑色素生成的关键酶类, 因此对

美白剂的研发, 往往利用对酪氨酸酶酶活的抑制

来达到美白效果. 目前, 大量的酪氨酸酶抑制剂被

用于美白剂配方中, 如氢醌、曲酸、熊果苷等[5]. 但

随着人们自我安全意识的提高, 这些配方慢慢被

其他成分所取代. 曲酸是由真菌代谢物中提取的

一种高效皮肤美白剂[6], 但该成分有致敏作用, 可

能还有致癌危险, 因此已遭到日本政府的禁止[7-8]. 

GCMRPs 对体外酪氨酸酶具有显著的抑制作用, 

可有效抑制黑色素的合成, 其抑制效率比曲酸更

好(另文发表). 因此, 可用于进一步在细胞层面研

究产物对黑色素合成的影响.  

本研究以小鼠黑色素瘤细胞 B16-F10 为模型, 

研究 GCMRPs 对 B16-F10 细胞形态, 细胞毒性及

黑色素合成的影响, 以此综合评估 GCMRPs 做为

美白剂成分的可行性. 研究表明, GCMRPs对 B16- 

F10 酪氨酸酶酶活及黑色素合成均有明显抑制作

用, 但随着浓度的升高, 其对癌细胞增殖能力也逐

渐增大, 细胞形态有很大的改变, 说明 GCMRPs 存

在一定毒性. 与之相比, 曲酸的毒性较小. 目前, 

对美拉德反应产物的毒性说法不一[9], 但已有报道, 

其细胞毒性或抑癌集中于低分子量的小分子产物

(<1 kDa), Chen 等[10]的研究也证实了这点. 另外, 

Bartling 等[11]研究发现, 美拉德反应产物可诱导癌

细胞的凋亡或坏死, 因此 GCMRPs 对 B16-F10 细

胞形态的这种改变是否是由于凋亡或坏死引起的

还需进一步研究. 研究发现, 相同浓度药物对酪氨

酸酶酶活抑制率与对黑色素合成抑制率不一致, 

且部分差异较大, 表明黑色素合成可能不单单只

有酪氨酸酶参与, 还可能有其他因素引起. 目前报

道黑色素合成还与胞内 2种酶 TRP-1、TRP-2及胞

外细胞因子有关[12-13]. 同时酪氨酸酶经高尔基体

糖基化加工后才具有活性, 并转运至细胞膜上[14], 

当细胞受到外界刺激时, 成熟的酪氨酸酶还将被

降解[15]. Park 等[16]报道氨基葡萄糖就可通过抑制

未成熟酪氨酸酶的糖基化而达到抑制黑素合成的

功效. 因此, 就GCMRPs抑制黑色素合成机理还有

待研究. GCMRPs成分较复杂, 其能否应用于美白

剂成分尚需进一步分离纯化, 并做临床实验.  
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Inhibitory Effect of Glucosamine-cysteine Maillard Reaction Product on 
B16-F10 Murine Skin Melanoma Cell Line  

LIN Xiao-zhang, LIU Bi-qian*, ZHOU Xiang-chi, ZHANG Si-si, SONG Li-qing 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: To assess the effect of glucosamine-cysteine Maillard reaction product (GCMRPs) on melanogenesis 
of B16-F10 melanoma cell line, different concentrations of GCMRPs are incubated with B16-F10 cell. The 
change in cell morphology, cell viability, tyrosinase activity and melanin content is investigated and measured 
respectively. The results show that GCMRPs exhibits obviously inhibitory effect in the biosynthesis of melanin 
with an inhibition of 43.21% in 500 μg·mL-1, but it also has more cytotoxicity than kojic acid with the same 
concentration level. Therefore, the application of GCMRPs in skin-lightening should be further studied. 
Key words: melanin; tyrosinase; cysteine; glucosamine; Maillard reaction product 
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