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摘 要
: 【目的】克隆酪氨酸酶基因 ( ytr )

,

构建 pe DN A 3
.

1 (
十
)
一t yr 真核表达重组体

,

并导人 NI H 33T 细胞表

达
。

【方法】用 R不 Pc R 法从小鼠 B1 6 黑色素瘤细胞中克隆 tyr 全长
。 D N A 片段

,

利用 DN A 重组技术将其定向插

人真核表达质粒 cP DN A 3
.

1 ( 十 )的竹 启动子下游
,

并用脂质体法导人 M H 33T 细胞
,

R T
一
P C R

,

酪氨酸酶活性测定

及多 巴染色法检测 ytr 的表达
。

【结果】成功克隆 1
.

74 kb 的全长 yt
r c

DN A 片段
,

经测序证实与 G en B an k 所报道

的序列完全一致
,

护准确克隆入 pe DN A 3
.

1 ( + ) 的多克隆位点
,

R -T PC R 及酪氨酸酶活性测定等方法检测到转

染了重组体的 M H 3” 细胞中有 ytr 的表达
。

【结论】本实验成功构建了 pe D N A 3
.

l ( 十 )
一 tyr 真核表达重组体

,

并

成功导人 M H 33T 细胞中表达
。
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酪氨酸酶基因 ( ytr ) 主要编码酪氨酸酶 的产

生
。

酪氨酸酶是黑色素生物合成过程中的限速酶
,

细胞 中酪氨酸酶的含量和活性直接影响着黑色素

生成的速度和产量
。

黑色素主要在黑色素细胞合
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.

1 ( + )
一

ty r 的构建及在小鼠 M H 3 T 3 细胞 中的表达 3 5 9

成
,

分为真黑素与脱黑素两种
,

它们广泛存在于生

物体内
,

从霉菌到人都有
。

近年来的研究表明
,

黑色

素具有 独特的结构和性质
,

且其功能多种多样
。

皮肤黑 色素的主要功能是保护组织不发生 由紫外

线引起 的急慢性改变
,

即晒伤
、

老化
、

癌变等
。

酪氨

酸酶基 因的结构改变或表达异常可导致酪氨酸酶

活性改变
,

从而引起黑色素合成过多
、

过少或缺失
,

临床上则导致黄褐斑
、

白化病
、

白瘫风
、

色素痣等皮

肤色素病的发生
。

此外
,

皮肤癌症之一
: 恶性黑色素

瘤也与酪氨酸酶的活性密切相关
,

它们均属于难治

性疾病
,

目前尚未有特异有效地治疗方法
。

因此

探讨 yt r 的表达调控机制
,

寻找调控 柳 表达 的有

效方法对由 ytr 表达失控引起的多种难治疾病的防

治具有重要的意义
。

本研究拟克隆小 鼠 沙 并构建

ep DN A3
.

1 ( +)
一

ytr 真 核 表 达 质 粒
,

导 人 小 鼠

N I H 3 T 3 成纤维细胞表达
,

为进一步探讨 加 表达调

控机制和对 由 沙 表达失控引起的疾病的防治等提

供基础
。

1 材料和方法

1
.

1 细胞培养

小 鼠 B 16 黑色素瘤细胞株及小 鼠成纤维细胞

株均购 自中山大学实验动物中心
,

用含体积分数为

巧% 胎 牛血清
,

青霉素和链霉素各 1 00 林g / m L 的

R PM l l 6 4 0
,

37 ℃
,

体积分数 5% C O
:

环境常规传代

培养
,

待细胞生长至对数生长期即可抽提其 RN A
。

1
.

2 试 剂

皿1
2 0 1 试 剂

,

M
一

M LV RT
a s e ,

L i p o fe e t a m i n e ,

4G 18 等购 自 G IB e o 公司 ; p M D 1 8牙 载体
,

T a K a R a

LA aT q 购于大连宝生生物工程公 司 ; 限制性内切

酶 ( 刀
a m H I

,

从
n d lll )

,

2 0 0 b p D N A m a r k e r
为华美

公司产品 ; 凝胶 回收试剂盒和质粒小量提取试剂盒

购 自 Q IA G E N 公司 ; T 4 连接酶
,

低熔点 A ga or se 购

自上海生工生物工程公司
,

D O P A 为 iS g m a 公司出

产
。

大肠 杆菌 JM 10 9 本室 保存
,

真核表达 质粒

p e DN A 3
.

1 ( + )为 In v i t r o g e n
公司出产

。

1
.

3 引 物

R T
一

P CR 克隆用上游引物
: 5

’ 一

G G鑫鑫鱼工 f G A T C

TA A AG G A G A AA AGT -T 3
`
; 下游引物 5 气G C旦丛工匹

A A G C CAA A CA G C T AT G G
一

3
’ ,

扩增长度为 1 7 4 2 b p

的全长 : yr c D N A 片段
,

且上下游引物 中分别引人

了限制性 内切酶 iH
n d lll 和 B a m H I 的识别位点 (划

线部分 )以保证克隆的方向性
。
R T

一

P CR 检测用上游

引物 : 5气G G GA ATT C AG C T I
,

1
,

C A G GC AG A GG T
一

3
’
:

下 游引物
: 5气G G A A GC rT G T G G G GA TG A CA T AG A

c T
一

3
’ ,

扩增长度为 3 14 b p 的 ytr 片段
。

尽 ac it n 扩增

上游引物
: 5气A G C C G G A AA T CGT G C GT GA C

一

3 ` ; 下

游引物
: 5 气A CT C C T G C竹 G C T G A T C C A CAT C

一

3
` ,

拟

扩增 4 7 1 b p 长的 尽ac tin 基因片段
。

测序引物
:通用

引物 M 13 为上海申友公司制备
。

1
.

4 R T
·

P C R 法扩增 妙r c D N A

1
.

4
.

1 总 R N A 抽提 用 T IR oz l 试剂 抽提小 鼠

B 16 黑色素瘤细胞的总 R N A
,

14 9 / L 琼脂糖凝胶

电泳检测有无降解
,

紫外分光光仪测定浓度及纯

度
。

1
.

4
.

2 RT
一

P c R 第一链合成反应体系为
:
20 卜L

反应终液 内含 1 卜(L l0 卜m d / )L 下游引物
,

5 卜g 总

R NA
,

l 林切 N T P ( 10 m m o l / L )
,

2 林L D TT
,

4 林L I O x

B u
ffe

r ,

l 林 L RN a s i n
,

l 林L M
一

M L V R t a s e ,

3 7 ℃保温

5 0 m i n
,

7 0 ℃ 1 5 m i n 灭活
,

产物可直接用于 P C R 反

应
。

PC R 反应体系为
: 5 0 林 L 反应终体积内含 5 林 L

10 x B u

ffe
r, l 林 L d N PT ( 1 0 m m o l / L )

,

2 林 L M g C 1
2 ,

上

游及下游引物各 1 卜L
,

RT 产物 5 林L 及 T a K a R a LA

几 9 0
.

5 U
,

基因扩增 的热循环参数为
:
94 ℃变性

4 5 5 ,

5 5 ℃ 退火 1 m i n
,

7 2 ℃延伸 2 m i n
,

共 3 5 个

循环
,

取 10 林L 反应产物进行琼脂糖凝胶 电泳分

析
。

1
.

5 构建 P M D 18
·

T
一

tyr 质粒及测序

1
.

5
.

1 p C R 产物的纯化与回收 按 Q IA G EN E 公

司试剂盒操作说明
,

用低熔点琼脂糖凝胶电泳回收

和纯化 P CR 产物
。

1
.

5
.

2 p C R 产物 ( 目的基 因 ) 与 p M D 1 8
一

T 载体连

接 10 卜 L 反应体系含 pM 1D 8
一

T 载体 l 林L
,

目的

基因 4 林甄 B u
ffe

r
l( 含连接酶 ) 5 林 L

,

16 ℃ 连接过

夜
。

1
.

5
.

3 连接产物转化大肠杆菌 C aC I
:

法制备感

受态大肠杆菌 J M l o g
。

将 1 0 卜 L 连接产物加人 10 0

协 L 感受态菌 中
,

冰浴 3 0 m i n
,

4 2 ℃热休克 9 0 5 ,

立

即静置冰浴 2 m i n
,

加人 4 0 0 协 L L B 培养基
,

3 7 ℃ 温

和振摇 l h
,

短暂离心
,

弃一部分上清
,

余约 200 林L

与菌体混匀
,

全部用无菌铺菌棒均匀涂布于含 50

m g / L 氨节西林的 L B 选择平板上
,

室温平放 30 m in

后
,

置 3 7 ℃温箱倒置培养 14 ~ 16 ho

1
.

5
.

4 阳性克隆的筛选与测序 从 LB 选择平板

上挑取单克隆于含 10 0 m g / L 氨节西林的 LB 液体
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培养基中
,

37 ℃ 剧烈振摇过夜
,

按试剂盒操作说

明
,

小量抽提质粒
,

用 iH dn lll 和 B a m H I 双酶切和

P c R 法检测
,

10 9 / L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 阳性质

粒
。

阳性质粒送上海申友公司测序
。

1
.

6 目的基 因定 向亚克隆构 建 cP D N A 3
.

1 ( + )
·

yt r
真核表达质粒

p M D 1 8
一

T 和 p e D N A 3
.

l (
+ ) 质粒均用 iH

n d lll

和 B a m H I双酶切后低熔点琼脂糖凝胶回收 目的基

因 yt : 和 cP D N A 3
.

1 (
十
) 酶切片段

,

T 4 连接酶连

接
,

转化 JM 10 9 菌株
,

筛选阳性克隆
,

双酶切和

P CR 鉴定
,

方法同前
。

1
.

7 N I H 3 T 3 细胞转染及筛选

用脂质体法 ( l i p o fo e t a m i n e )
,

按脂质体试剂盒

( G I B C O B R L ) 说明方法转染 N I H 3 T 3 细胞
,

并经

4G 18 ( 3 0 0 卜g / )L 筛选获得阳性克隆
,

扩增培养
。

1
.

8 妙;
在小鼠成纤维细胞中表达的检测

用 R T
一

P C R 法分别检测感染 了重组质粒 pe D
-

N A 3
.

l ( + )
一
t y r 、

空质粒 p e DN A 3
.

l ( + )及未感染 的

N IH 3 T 3 细胞 中的 妙 的表达
,

在同一 RT
一

P C R 反应

体系中同时加人 沙 检测引物和 尽ac tin 对照引物
,

以 尽 a ct in 基因作为内对照
,

其余操做同前
。

1
.

9 酪氨酸酶活性测定川

% 孔 培养板分别加人感染 了重组质粒 cP D
-

N A 3
.

1 (
+ )

一

yt r ,

感染了空质粒 ep DN A 3
.

1 ( + )及未

感染的 N I H 3 T 3 细胞的单细胞悬液 10
4 / 孔

,

每组细

胞 10 个孔
,

待贴壁后用 p H 7
.

4 的 PB S 洗涤两次
,

每孔加体积分数为 1 % rT it on
一

x
一

1 00 溶液 50 林L,

迅速置
一
80 ℃冷冻 30 m in

,

随后室温融化使细胞

完全破裂
,

37 ℃ 预温后加人 10 9 / L 多巴 (D o P A )

溶液 10 林 L
,

37 ℃反应 Z h
,

测定 4 9 0 n m 吸光度值
,

以未感染的 M H 3 T 3 细胞孔作为对照
,

每一细胞组

设 10 个复孔
,

取平均值
,

用方差分析统计结果
,

对

比各组间的差异
,

计算 尸值
。

1
.

10 多巴染色

将传代细胞接种于盖玻片上
,

贴壁后
,

予体积

分数 10 % 的甲醛固定 l h
,

人 1 9 / L 二经基苯丙氨

酸 ( DO P A )孵育溶液
,

37 ℃孵育 45 m in
,

再人新鲜

的孵育溶液
,

37 ℃孵育 6 一 s h 冲洗
、

染色并脱水
,

光镜下观察
。

用 T R zI ol 试剂抽提的 B 16 细胞总 R N A 质量 良

好
,

A
2 6。 / A

Z: 。
在 1

.

8 一 2
.

0 之间
,

14 9 / L 琼脂糖凝

胶电泳检测未降解
。

2
.

2 R T
一

P C R 扩增 勿r
全长

c D N A 片段

R T
一

P C R 产物的琼脂糖凝胶电泳可见一条清晰

的特异性扩增条带 (图 l)
,

其大小与理论预期值相

符
,

为 1 7 4 2 b p
。

b P 4 3 2

7 4 2一

4 7 1一

图 1 R T
一
P C R 产物电泳

F i g
.

1 A g a r o s e g el e l e e t r o P h o r es i s o
f R T

一
P C R P r o d u e t

压
n e l

:
2 0 0 b p D N A l a d d e r

( for m 2 0 0 一 2 0 00 b p ) ; I二 n e Z : 1 7 4 2

bp yt
r

R T
一

P C R p or d u e 是: 压
n e 3

: n e gt i
v e e o n t r o l

u s e
d d H

Z
O

a s p CR

t e m p l a t e : 肠 n e 4 : p o s i t i v e e o n t or l
o
f 4 7 1 b P 尸

一
a e t i n

RT
一

P C R Pr o d u e t

2 结 果

2
.

1 B 1 6 细胞总 RN A 抽提

.2 3 p M D 18
一

T
一

yt r
重组质粒的鉴定

10 9 / L 琼 脂糖 凝 胶 电 泳 可 见 重 组 质 粒

p M D 1 8
一

T
一
t y r 比空 pM D 18

一

T 质粒明显滞后
,

重组质

粒 经 iH dn lll 和 B a m H I双 酶 切 得 到 两 个 片段
,

p M 1D 8
一

T 质粒片段和 1 7 42 b p 的目的 ytr 片段
,

而

空 p M D 1 8
一

T 质粒经 iH dn lll 和 B a m H I 双酶切后只

得到一条片段 (图 2 )
。

2
.

4 测 序

D N A 测序结果表明
,

p M D 18
一

T
一
t yr 质粒中的插

人 片段 序列 与 G e n B a n k 所公布 的小 鼠 肠
r o s i n a s e

基因序列完全一致
。

2
.

5 真核表达质粒 p c D N A 3
.

1 ( + )
一

t y r
的鉴定

9 9 / L 琼脂糖 凝胶 电泳 检测 可见 cP D NA 3
.

1

( + )
一
ty r 比空 p e DN A 3

.

l (
+
) 质粒滞后

,

两者经

iH dn l 和 B a m H I 双酶 切分 析可见
,

cP DN A 3
.

1

( + )
一

ytr 经双酶切后得到两条清晰条带
,

一条为

5
.

4 hk 的空 cP DN A3
.

1 ( + )载体条带
,

一为目的 ytr

条带
,

而 cP DN A 3
.

1 (
+
)空质粒只有一条 5

.

4 k b 的

条带
,

p e D N A 3
.

l (
+
)

一
ty r 重组质粒 p CR 结果

,

得

到一清晰 的 1 7 4 2 b p 目的基因条带
,

而 空 cP D
-
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等
.

重组体 pe D N A 3
,
1 ( + )

一

yt r 的构建及在小 鼠 NI H 3 T 3 细胞中的表达 3 6 1

b P

二2 0 0 0
8 0 0

6 0 0
吐0 0

2 0 0
0 0 0
8 0 0

6 0 0

2
.

6 勿 r
在小鼠成纤维细胞中表达的检测

2
.

6
.

1 R T
一

PC R 产物 电泳分析 结果表明感染外

源性基因的 M H 3 T 3 细胞同时扩增出 3 14 b p 的 娜
片段及对照的 4 71 b p 的 尽 ac t in 片段

,

而感染空载

体 的 N I H 3 T 3 细胞 及未感 染的 M H 3 T 3 细 胞只有

47 1 帅 的 尽ac it n
产物无转染的 沙 的产物

,

说明

yt ;
在感染的 M H 3 T 3 中有表达 (图 4 )

。

b P b P

\入入\è\、

魂00

2 0 0

图 2 p M D 1 8
一
T

·

yt r 质粒的 iH
n d m 与 aB m H I 双酶

切电泳检测

F i g
.

2 A g a r o s e
ge l e le e t r o P h o er s i s o f P las 而 d s

P M D 1 8
一
T

·
T y r d i ge st e d b y H i n d m a n d aB m H I

肠 n e l : 2 0 0 b p D N A l a d d e r

( for m 2 0 0
一

2 0 0 0 b p ) ; I二 n e Z
: p l

a s m id

p M D 1 8
一

T
一

t y r
d ig e s l e d b y iH

n d 111
a n d oB m H I : aL

n e
3

: p l a s m id

p M D 1 8
一

T d ig e s至e d b y Hi n d 111
a n d B a m H I : l丑 n e 4

: p l a s m id

P M D 1 8
一

T
一
t y r :

aL
n e s : p l a s m id p M D 1 8

一

T

4 7 1一

3 14一

2 0 0 0
1 8 0 0
1 6 0 0

1理0 0
1 2 0 0
1 0 0 0
8 0 0

6 0 0

4 0 0

2 0 0

b)I b P

图 4 R T
一
P C R 产物电泳

F i g
.
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·
P C R P r o d u e st

恤
n e l : 2 0 0 bp DN A l

a
d d e r

( fm m 20 0 一 2 0 0 0 b p ): aL
n e Z

:

R T
一

P C R p or d u e r (4 7 1 b p 口
一
a e * i n e D N A far g m e n l ) for m N I H 3 T 3

e e l l s

ifen
e t e d w i一h p l a s m id p e l ) N A 3

.

1 ( + ) ; I二 n e
3 一 4 :

RT
一

p CR p r o d u e t

( 4 7 1 b p 刀
一
a e t i n e D N A a n

d 3 1 4 bp z笋 e DN A far g m e n * ) fr
o n l

N I H 3
’

r 3

e e l l s i
n
fe e t e d w i t h er e o m b i n a n r p e D N A 3

.

l ( + )
一
ty r ; I二 n e s : R T

一

p C R

p or d u e r ( 4 7 1 b p 刀
一 a e t i n e D N A far g m e n t ) for m N I H 3 T 3 e e ]15 u n i n fe e t e d
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工
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图 3 p e D N A 3
.

1 ( + )
一

ty
r

质粒的 p C R 及 刀认d m 与

aB m H I 双酶切电泳检测

F ig
.

3 A ga r o s e g e l e le e t r o P h o r e s i s o f P la sm id s P e D
-

N A 3
.

1 ( + )
·

ty r P C R P r o d u e t a n d P las m i ds d ig e s t e d b y iH
n

d 111 a n d B a
m H I

I二 n e l : 2 00 b p D N A l a d d e r ( fro m 2 0 0 一 2 0 0 0 bp ) : aL
n e Z : P C R

p ro d
u e t o f re e o m b i n a n t p e D N A 3

.

l ( + )
一 t y r ; 肠

n e 3 : p C R re s u l t o f

p l
a s m id p e D N A 3

.

l ( + ) ; I , n e 4 : r e e o m b i n an t p e D N A 3
.

l ( + )
一

ry r:

肠
n e

s
: p l a s m i d v e DN A 3

.

l ( + ); aL
n e 6

: r e e o m b i
n a n t p e D N A3

.

l

( + )
一

t y r d i g e s t e d by iH n d 111 a n d B a m H I: 恤
n e 7

: p l a s m id p e D
-

N A 3
.

1 ( + ) d ig e s t e d b y iH n d 111
a n d B a m H I ; I二 n e s

:
入D N A /

Hi n d 111 M a kr e r

2
.

6
.

2 酪氨酸酶活性检测 感染外源性基 因的

N I H 3 T 3 细胞的 A 4 9。
为 0

.

0 9 6 8 士 0
.

0 0 3 3
,

显著高于

对照组 (未感染 ) N IH 3 T 3 的 0
.

0 3 9 3 士 0
.

0 0 1 6 ( P <

0
.

01 )
,

而感染空载体的 M H 3 T 3 细胞为 0
.

0 37 4 土

0
.

00 2 0
,

与对照组相 比差异无显著性 (尸 > 0
.

0 5 )
,

此结果表 明感染外源性基因的 N I H 3T 3 细胞内有较

强的酪氨酸酶活性
。

2
.

6
.

3 多巴染色 结果显示
,

感染了外源基 因的

N IH 3 T 3 细胞呈多巴反应 阳性
,

细胞被染为棕黑色
,

细胞 内有含有大量多巴反应阳性物质
,

而对照的未

感染 N I H 3 T 3 细胞为多巴反应阴性
,

细胞内空染
,

无

多 巴反应阳性物质存在 (图 5 )
。

3 讨 论

N A 3
.

l ( + )质粒 P C R 结果无条带 出现 (图 3 )
。

黑色素主要 由黑色素细胞合成
,

在生物体内广

泛存在
,

具有独特的结构和性质
,

其功能多样
,

能作
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图 5 各组细胞多巴染色结果

F ig
.

5 T h e r e s lu ts o f D O P A s tai ni n g

多种激素
、

诱癌因素
、

环境因素和多种顺式作用元

件可参与 rty 表达调控
〔 , 一 ” ,

但调控机制不 明
。

因

此
,

进一步探讨 ytr 表达和调控机制
,

寻求基因治

疗的可行方法对 由 沙 表达失控 引起的多种难治

疾病的防治 以及黑色素的开发利用具有重要的意

义
。

本研究克隆了 1 74 2 b p 的小 鼠 娜 全长 c D N A

片段
,

成功构建 cP D N A 3
.

1 (
+
)
一
tyr 真核表达质粒

,

并在 N I H 3 T 3 细胞 中表达出 ytr
,

为下一步研究 ytr

在真核细胞内的表达调控机制奠定了基础
。

参考文献
:

A
:

cP n N A 3
.

l ( + )
一 t万 ifen

e t e d N I H 3 T 3 e e ll s : B : u n i fen
e t e d

N I H 3 T 3 e e l l s

为紫外线吸收剂
、

阳离子交换剂
、

非晶性半导体和

新型的天然的药物载体
、

有对 , 射线和 X
一

射线辐

射以及某些有毒物质的抵抗力
、

具有抗氧化和体外

抗 H IV 病毒的作用
【.2 ” ]。

皮肤黑色素沉着过多
、

过

少或缺失分别可引起多种疾病
。

皮肤癌症 中恶性

程度较 高 的恶 性黑 色素瘤 ( m
a l i g n a n t m e la n o m a ,

M M )的发病也与皮肤色素密切相关
。

近年来
,

由于

自然环境变化尤其是太阳黑子的活动及臭氧层变

薄等使得地球表面紫外线大大增强
,

同时 M M 的发

生率也呈 明显增长趋势
,

以 白种人发病率上升最

快
,

美国和欧洲国家发病率在 19 80
一 19 90 年间从

巧% 增高到 6 0%
,

病死率也逐年增高
,

白种人中仅

次于肺癌
,

位居第二
。

M M 细胞表现为增殖快
、

酪氨

酸酸酶活性强
、

黑素合成能力高等特性
。

此外某些

神经性疾病如着色性干皮病
、

帕金森 氏综合症
、

老

年痴呆症等都与黑色素缺乏有关 l4]
。

以上这些疾病

均是 由于 沙 结构改变或表达异常以致酪氨酸酶

的量或者活性发生改变所引起
,

属于难治性疾病
,

目前尚未有特异有效地治疗方法
。

酪氨酸酶是黑色素生物合成过程的关键酶
,

兼

有加单氧酶和氧化酶双重功能
,

它催化酪氨酸氧化

为多 巴 ( D O PA )
、

多 巴氧化为多 巴醒 以及 5
,

6
-

二经基叫噪 ( D H )I 氧化为叫噪
一

5
,

6
一

酉昆3 个关键

步骤 .5I “ 】。 酪氨酸酶表达的量和活性决定着黑素生

成的速度和产量
。

酪氨酸酶由 yt :
编码

,

曾报道有

[ l ] N ak aj im a M
,

S h in o
d
a l

,

F u
k

u w a t a ir Y
, e t a

l
.

A rb u t i n in
-

e re a s e s t h e p i脚
e n t a r io n o f e u

l t
u r e

h
u m a n m e

l
a n o e y t e s

th or u g h m e e
h

a n is m s o t h e r th a n t h
e in d u e t io n o f t y r o s i n a s e

a e t iv i ty [ J ]
.

p i娜
e n t C

e ll R e s ,
1 9 98

,

1 1 ( l )
: 1 2

.

[ 2 ] H il l H 2
.

hT
e fu n e t io n of m e la n i n o r 。i x b li dll p e o p l

e

e x a m i n e a n e
l
e ph an t [ J」

.

B i o e s s a y s ,

1 9 9 2
,

24 ( z )
: 4 9

.

[3 ] W
a n g Y

,

C a s a
d

e v a
ll A

.

S u s e e p t ib i li t y
o f m e

l
a n i g e

d an d

n o n m e
l
a n i g e

d
e r y p t o e o e e u s n e

oof rm
a n s r o n i t r o g e n a n d

o x y g e n d e ir v e d o x i d a n t s [ J ]
.

Infe
e t Im m u n ,

19 9 4
,

6 2 ( 7 )
:

3 0 0 3
.

[4 ] Z e e e a L
,

aT m p e
l li

n i D
,

G
e lr a e h M

,

et a l
.

S u
b
s t a n r ia n ig ar

n e u
or m e

lan i n : s tur e t u er
, s y n th e s i s

, a n
dm

o
l
e e u

l
a r

b
e -

h
a v i o u r

[ J ]
.

M o l aP
t h

o l
,

2 00 1
,

5 4 (6 )
: 4 14

.

[5 ] A n n K
,

几w e le k J
.

M a mma li a n t y or
s in a s e e a t a ly z e s t h

r e e

er
a e t i o n i n th e b io s y n th e s i s o f m e

l
a币 n

[ J ]
.

S e ie n e e ,

1 9 8 2
,

2 17 ( 4 5 6 5 )
: 1 16 3

.

[6 ] P r o t a G
.

M e la n in s ,

m e la n o g e n e s i s
, a n

d m e
l
a n o e y t e s :

l
o o k in g a t th

e i r fu n e t i o n a
l

5 1 , iif
e a n e e

for m th e e h e m i s t’ s

v ie w po i n t l J ]
.

P ig m
e n t C

e ll R
e s ,

2 0 0 0
,

1 3 ( 4 )
: 2 8 3

.

17] 潘兴华
,

陈志龙
,

黄丽娜
.

黑素细胞及黑素的生成与

调节 [ J ]
.

生理科学进展
,

19 98
,

2 9 ( 2 )
: 1 7 9

.

[ 8 ] e an
s s R

,

s
e
hm id t a A

,

s
e h u t z G

, 。t a
l

.

A n a
l y

s is 。 f t h
e

m o u s e ty r o s in a s e p r o m o t e r i n o i tor an d in o

ivo 【J ]
.

p ig
·

m e n t C e
ll R e s ,

19 9 4
,

7 (5 )
: 2 7 5

.

[9 ] F u
ll

e r B B
,

s m i th D R
,

s p a al d i
n g D T

.

R e g u
l
a t io n o f th

e

e a tal y t i e a e t i v i ty Of P r e e石 s t i n g t y r o s i n a s e i n b l
a e

k
a n d

e a u e a s ia n
h
u m a n m e

l
a n o e y t e e e ll e ul t u r e s 〔J」

.

Ex p e
e
ll

R
e s ,

2 0 0 1
,

2 62 (2 )
: 19 7

.

(编辑 张敏瑞 )


