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摘要      分泌型卷曲相关蛋白5(secreted frizzled-related protein 5, SFRP5)是分泌卷曲相关蛋白

家族的一员, 在调节组织器官分化和发育中起着重要作用。但是SFRP5对黑色素细胞生物学功能

的影响尚不清楚。该研究利用过表达SFRP5腺病毒(Ad-SFRP5)感染PIG1黑色素细胞, 利用多巴氧

化法、NaOH裂解法、qRT-PCR以及蛋白质免疫印迹等分析其对黑素合成相关指标的影响; 并利

用荧光素酶报告基因系统分析Ad-SFRP5对PIG1细胞中各信号通路活性的影响。研究结果表明, 
SFRP5在不影响PIG1细胞的增殖、凋亡以及细胞周期的情况下抑制PIG1细胞的酪氨酸酶活性和黑

色素含量, 并通过抑制Wnt/β-catenin信号通路下调小眼畸形相关转录因子(microphthalmia-associat-
ed transcription factor, MITF)及其靶蛋白的表达。该研究初步探讨了SFRP5通过调控Wnt信号通路

对黑色素细胞黑素合成的抑制作用, 为色素性皮肤病的治疗提供了新的治疗靶点。
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Inhibitory Effect of SFRP5 on Melanogenesis in Melanocytes and
Its Mechanism
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Abstract       Secreted frizzled-related protein 5 is a member of the family of secreted frizzled-related proteins, 
which plays an important role in regulating tissue differentiation and development. However, its effect on the bio-
logical function of melanocytes remains unclear. In this study, SFRP5 adenovirus (Ad-SFRP5) was used to infect 
PIG1 melanocytes, dopa oxidation, NaOH lysis, qRT-PCR, and Western blot were used to analyze the effects of 
SFRP5 on melanin synthesis-related indicators. The effect of Ad-SFRP5 on the activity of various signaling path-
ways in PIG1 cells was analyzed using the luciferase reporter gene system. The results showed that SFRP5 inhibited 
the tyrosinase activity and melanin synthesis of melanocytes without affecting the proliferation, apoptosis and cell 
cycle of PIG1 cells. Meanwhile, it downregulated the expression of microphthalmia-associated transcription factor 
(MITF) and its target protein by inhibiting the Wnt/β-catenin signaling pathway. This study initially explore the in-

研究论文



742 · 研究论文 ·

黑色素细胞是人类及脊椎动物皮肤产生及维

持色素的主要细胞, 来源于神经嵴[1], 逐渐迁移至表

皮和毛囊, 不仅决定皮肤、头发和眼睛的颜色, 还
能保护皮肤免受紫外线的过度辐射。其起源、分

化以及细胞功能受到多种信号通路的调控, 如Wnt、
Notch、核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)以及胞

外信号调节激酶/丝裂原活化蛋白激酶(extracellular 
signal-regulated kinase/mitogen-activated protein ki-
nase, Erk/MAPK)等信号通路, 其中Wnt信号通路对

黑色素细胞分化、增殖、生长及黑素合成等有十分

重要的作用[2-3]。

黑色素细胞的异常导致一系列难治性色素沉着

和色素脱失性疾病的发生, 如黄褐斑、白癜风等[4]。

张丽超等[5]发现, 黄褐斑的组织表现为表皮基底层和

棘层黑素增加, 黑素细胞功能活跃, 黑素小体转移至

角质形成细胞的数量增多, 但无黑素细胞增多。由

此也说明, 黑色素细胞的功能异常与黄褐斑的发病

密切相关。研究表明, 遗传和非遗传因素导致的黑

色素细胞功能异常是白癜风发病的主要因素[6-7]。而

在临床中白癜风、黄褐斑等色素性疾病的治疗也十

分棘手, 由于其发病机制不明确, 发病率高、治愈率

低且复发率高, 成为皮肤科领域研究的热点和难点。

分泌型卷曲相关蛋白(secreted frizzled-related 
proteins, SFRPs)是一类高度保守的分泌蛋白家族[8], 
到目前为止, 已经发现五种人类SFRPs, 根据序列同

源性, 将其分为以下两个亚科: (1)SFRP1、SFRP2和
SFRP5; (2)SFRP3和SFRP4[9]。SFRPs在调节其他组

织器官的分化和发育中起着重要作用。研究发现, 
SFRP1通过Wnt信号的负反馈作用促进心肌细胞分

化[10]。SFRP3诱导骨髓间充质干细胞分化为成骨细

胞, 促进骨再生[11]。SFRP5通过调节Wnt信号通路促

进人多能干细胞形成前肠内胚层[12]。本课题组前期

的研究结果显示, 与正常皮肤组织相比, SFRP5在色

素痣患者皮损组织中高表达, 因此我们猜测, SFRP5
可能对黑色素细胞的生物学活性有一定影响。本研

究旨在阐明SFRP5对黑色素细胞的调控作用, 初步

探讨其可能的分子机制。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

1.1.1   材料      PIG1细胞[13]由第四军医大学西京皮

肤医院李春英教授惠赠; 成纤维细胞(fibroblast)由
重庆医科大学附属第一医院皮肤科陈爱军教授惠

赠; HaCaT细胞购自上海中乔新舟生物科技有限公

司; 荧光素酶报告基因检测系统所用质粒p-BGluc 
TCF/LEF、p-BGluc STAT、p-BGluc NF-κB、p-BGluc 
Elk1/SRF、Ad-RFP和Ad-SFRP5腺病毒由美国芝加哥

大学医学中心分子肿瘤学实验室何通川教授惠赠。

 1.1.2   主要试剂      普通胎牛血清和DMEM高糖

培养基购自Hyclone公司; 254培养基、特级澳洲血

清及黑色素细胞生长因子购自Gibco公司; SYBR、
PCR试剂盒购自TaKaRa公司; CCK-8试剂盒购自Bi-
make公司; 兔抗人β-catenin、GSK-3β、p-GSK-3β单
克隆抗体购自Cell Signaling Technology(CST)公司; 
兔抗人SFRP5单克隆抗体购自Gene Tex公司; 兔抗人

MITF、TYR、TRP1、TRP2单克隆抗体购自Abcam
公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; LipofectAMINE™ 
2000转染试剂购自Thermo Fisher Scientific公司; 荧
光素酶检测试剂盒购自美国New England Biolabs公
司。

1.2   主要方法

1.2.1   细胞培养      HaCaT细胞和成纤维细胞用含

10%普通血清、1%青–链霉素的DMEM高糖培养基, 
PIG1细胞用含5%澳洲血清、1%黑色素细胞生长因

子、1%青–链霉素的254培养基, 均于37 °C、含5% 
CO2的细胞孵育箱中培养。HaCaT细胞和成纤维细

胞的融合度达90%左右时用配好的胰酶消化、传代。

黑色素细胞的融合度达80%左右时用胰蛋白酶消

化、传代。

1.2.2   腺病毒扩增及病毒感染滴度的测定      用重组

腺病毒Ad-RFP、Ad-SFRP5感染HEK293细胞, 36 h后
在荧光显微镜(其工作条件为: 电源(220±22) V/50 Hz、
气温−5~40 °C, 相对湿度85%的环境条件)下观察荧

光蛋白的表达, 2~3天后待荧光表达至90%以上, 细

hibitory effect of SFRP5 on melanin synthesis in melanocytes by regulating the Wnt signaling pathway, and provide 
a new therapeutic target for the treatment of pigmented skin diseases.

Keywords        SFRP5; melanocytes; melanogenesis; Wnt pathway 
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胞呈逐渐漂浮浓缩状态时收集细胞, 1 200 r/min离
心5 min, 弃上清。根据细胞数及荧光量度, 用PBS重
悬细胞, −80 °C冻存, 37 °C水浴反复冻融3次后, 以
12 000 r/min、4 °C离心10 min, 收集病毒液于−80 °C
保存。PIG1细胞按50%密度接种于24孔板中, 待细

胞贴壁后分别加入不同浓度的Ad-GFP、Ad-SFRP5
病毒液, 感染36 h后在荧光显微镜(工作条件同前)下
观察感染细胞荧光量, 确定最适感染滴度。

1.2.3   CCK-8法检测Ad-SFRP5处理对细胞活力的

影响      当PIG1细胞长至80%~90%融合度时, 用胰

蛋白酶消化并重悬至单个细胞, 用血球计数板计数, 
以每孔3×103个细胞(100 μL)的密度接种于96孔板

中, 培养至细胞贴壁后, 分别用一定浓度的Ad-RFP
和Ad-SFRP5感染细胞, 每组设置5个复孔。分别于

0、24、48、72 h取出孔板并弃上清液, 加入100 μL 
10% PBS, 向每孔加入10 μL CCK-8溶液, 然后将培

养板在培养箱内孵育2 h。应用酶联免疫检测仪, 在
450 nm双波长处测得相应吸光度(D)值。

1.2.4   多巴氧化法测定酪氨酸酶活性      参照姚莉

等[14]的实验方法进行测定, 取对数生长期PIG1细胞, 
以1×105个/孔接种于6孔培养板中, 37 °C孵育12 h后
将细胞分为空白组(空白对照)、实验组(加入适当浓

度的Ad-SFRP5)、控制组(加入适合浓度的Ad-RFP), 
继续培养2天, 待实验组和控制组荧光亮度达到

60%~70%时, 用0.25%的胰酶消化细胞, 每个样本取

1×105个细胞, 用200 μL 1% Triton X-100溶液裂解细

胞, 并迅速置于−80 °C冰箱内30 min, 再于37 °C溶解

细胞, 3 000 r/min离心10 min, 取50 μL上清到96孔

板中(每组设3个复孔), 每孔加入10 μL L-Dopa溶液

(2 mg/mL), 置于37 °C孵育20 min后用酶联免疫检

测仪检测其在475 nm处的吸光度(D475)值, 酪氨酸酶

的相对活性=(实验组D475–空白组D475)/(控制组D475–
空白组D475)×100%。

1.2.5   NaOH裂解法测定黑色素含量      参照熊渺等[15]

的方法进行测定。前期处理与酪氨酸酶活性测定实

验相同, 离心收集1×105个细胞, 加入1 mmol/L NaOH
溶液1 mL裂解细胞, 置于37 °C水浴箱中水浴1 h, 选
择490 nm波长在酶标仪上测定各处理组的吸光度

值。黑色素含量采用相对值, 即黑色素含量=处理组

D490/对照组D490×100%。

1.2.6   qRT-PCR检测黑色素合成相关指标MITF、
TRP1、TRP2、TYR的表达      分别提取3种表皮细胞

的总RNA, 按照两步法进行逆转录, 所得cDNA样品保

存于−20 °C冰箱。反应体系为: 5 μL SYBR、0.4 μL上
游引物、0.4 μL下游引物、1 μL cDNA模板、3.2 μL 
ddH2O。反应条件为: 94 °C预变性30 s; 94 °C变性

10 s, 59 °C退火20 s, 72 °C延伸20 s, 共40个循环进

行扩增。分别用Ad-RFP和Ad-SFRP5感染细胞之后, 
检测MITF、酪氨酸酶(tyrosinase, TYR)、酪氨酸相

关蛋白1(tyrosinase-related protein 1, TRP1)和酪氨酸

相关蛋白2(tyrosinase-related protein 2, TRP2)基因的

表达水平, 引物信息见表1。
1.2.7   蛋白质免疫印迹法(Western blot)分析      取
适量蛋白样品上样到10% SDS-PAGE凝胶中, 电泳

(90 V 1 h, 120 V 30 min)结束后, 将分离蛋白条带以

210 mA恒流湿转到PVDF膜上, 用5%的封闭液

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   Primers of qRT-PCR
基因

Genes
序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

β-actin Forward: CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG C
Reverse: GTG ATC TCC TTC TGC ATC CTG T

SFRP5 Forward: TGC CCT TGC CCA CAG TTA GA 
Reverse: GAG GGA ACA GGG ATA GGA GAA CA  

MITF Forward: CAA CAA CCT CGG AAC TGG GAC T
Reverse: TCC ATG CTC ATA CTG CTC CTC C

TRP1 Forward: CTG TGC TGA GCC AGG CTA AGT G     
Reverse: GCC ATC ACC CCA GGA GAC AA

TRP2 Forward: GGA GTG GTC CCT ACA TCC TAC G 
Reverse: GAA TGG ATG TTC TGC CGA ATC

TYR Forward: GAC AAA TCC AGA ACC CCA AGG
Reverse: GAG GCA TCC GCT ATC CCA GT
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37 °C封闭2~3 h, 于4 °C孵育兔抗人β-actin、SFRP5、
β-catenin、GSK-3β、p-GSK-3β、MITF、TRP1、
TRP2和TYR单克隆抗体(体积稀释比例均为1:1 000) 
12~16 h, 用TBST洗膜10 min/次(共3次), 然后加入辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG(稀释比例为1:5 000), 
于37 °C孵育1 h, 再用TBST洗膜10 min/次(共3次), 用
化学发光成像分析系统显影, 再采用Quantity One 
4.6.2软件分析各组电泳条带的灰度值, 以此反映蛋

白表达水平。

1.2.8   荧光素酶报告基因检测实验      当T25培养

瓶中的PIG1细胞达到70%~80%融合度时更换新的

254培养基, 然后加入转染体系(包括5 μL转染试剂

LipofectAMINE™ 2000、3 μg p-BGluc TCF/LEF或
p-BGluc STAT、p-BGluc NF-κB、p-BGluc Elk1/SRF
以及200 μL 254培养基), 4 h后再换成5 mL含5% FBS
的细胞培养液。待细胞长满T25培养瓶后, 消化细胞, 
并以每孔5×104个细胞(500 μL)的密度接种于24孔板

中, 待细胞贴壁生长后, 分别用适当浓度的Ad-RFP和
Ad-SFRP5处理细胞36 h, 每孔吸取上清液10 μL, 用于

测定荧光素酶活性(具体实验体系及步骤参考说明

书), 以此反映Wnt/β-catenin、Janus激酶/信号传导和

转录激活蛋白(Janus kinase/Signal transducer and ac-
tivator of transcription, JAK/STAT)、NF-κB以及Erk/
MAPK信号通路的活性。

1.3   统计学分析

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析。计量

资料以均数±标准差(x
_
±s)表示, 组间比较均采用t检

验, 每组实验均独立重复3次以上, 检验水准α=0.05, 
P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   三种皮肤细胞中SFRP5的表达情况

qRT-PCR结果(图1A)显示, SFRP5在PIG1细胞

中的表达量明显高于HaCaT细胞以及成纤维细胞, 
差异具有统计学意义(P<0.001)。接下来, 我们用

Western blot来验证这一结果, Western blot的结果与

qRT-PCR的结果一致(图1B)。由于黑素生成过程主

要在黑色素细胞中进行, 而且SFRP5在PIG1细胞中

表达水平相对较高, 故我们选取PIG1细胞为主要的

实验对象。

A: SFRP5在三种皮肤细胞中mRNA水平的表达; B: SFRP5在三种皮肤细胞中的蛋白表达水平。**P<0.01, ***P<0.001, 与HaCaT细胞相比。

A: the relative mRNA expression of SFRP5 in three kinds of epidermal cells; B: the protein expression levels of SFRP5 in three kinds of epidermal 
cells. **P<0.01, ***P<0.001 vs HaCaT.

图1   SFRP5在三种皮肤细胞中的相对表达量 
Fig.1   Relative expression of SFRP5 in three kinds of epidermal cells
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2.2   腺病毒的成功扩增和感染

在HEK293细胞内成功扩增得到腺病毒Ad-RFP
和Ad-SFRP5, 并确定最适感染滴度。感染PIG1细胞

36 h后用荧光显微镜拍照, 各组病毒的感染滴度相

似(图2)。
2.3   过表达SFRP5对PIG1细胞的增殖活力、细

胞周期以及凋亡的影响

本实验首先通过 Western blot检测感染 Ad-
SFRP5和Ad-RFP后PIG1细胞中SFRP5的表达量, 结
果显示感染Ad-SFRP5后SFRP5的表达量显著升高

(图3A)。进一步, CCK-8结果显示, SFRP5对PIG1细
胞的增殖活力无明显影响(图3B)。流式细胞术结果

显示, 感染Ad-SFRP5之后, PIG1细胞的凋亡情况(图
3C)及细胞周期(图3E)无明显变化。对流式细胞术

结果进行定量分析显示, SFRP5对PIG1细胞的凋亡

(图3D)以及细胞周期(图3F)无明显影响。

2.4   过表达SFRP5对PIG1细胞中的酪氨酸酶活

性和黑色素含量的影响

由于酪氨酸酶活性以及黑色素含量是反映

黑色素细胞功能的重要指标, 因此我们对Ad-
SFRP5处理之后的PIG1细胞中的酪氨酸酶活性以

及黑色素含量进行测定。结果显示, 与阴性对照

组相比, SFRP5能明显抑制PIG1细胞的酪氨酸酶

活性(P<0.01)(图4A); 且能明显下调黑色素含量

(P<0.01)(图4B)。
2.5   过表达SFRP5能明显抑制PIG1细胞中MITF、
TRP1、TRP2和TYR的表达

qRT-PCR结果显示, Ad-SFRP5感染PIG1细胞之

后, 细胞中MITF的相对表达水平明显下降(P<0.05), 
TYR(P<0.01)、TRP1(P<0.001)和TRP2(P<0.01)的表

达水平也显著下调(图5A)。 用Ad-SFRP5感染PIG1
细胞之后提取蛋白, 利用Western blot检测MITF、
TRP1、TRP2以及TYR的蛋白表达水平。Western 
blot的结果与qRT-PCR结果一致, 与阴性对照组相比, 
MITF、TYR、TRP1以及TRP2的表达水平均有不同

程度下调(图5B)。
2.6   过表达SFRP5能够抑制PIG1细胞中Wnt/
β-catenin信号通路的活性

利用荧光素酶报告基因系统检测T细胞因子(T 
cell factor, TCF)/淋巴增强因子(lymphoid enhancer 
factor, LEF)、STAT、NF-κB、EST样转录因子(ETS-like 
transcription factor, Elk1)/血清反应因子(serum response 
factor, SRF)的转录活性, 以此来反映Wnt/β-catenin、
JAK/STAT、NF-κB以及Erk/MAPK信号通路的活性。

结果显示, SFRP5对PIG1细胞中Wnt/β-catenin信号

通路的活性抑制明显, 而对JAK/STAT、NF-κB以及

Erk/MAPK信号通路的活性无明显影响(图6A)。为

了进一步验证SFRP5是通过Wnt信号通路影响黑色

素细胞的黑素合成的, 我们进一步检测了Ad-SFRP5
感染PIG1细胞之后, 细胞中β-catenin、GSK-3β及
p-GSK-3β的表达水平。 结果显示, Ad-SFRP5处理

之后, β-catenin的表达量明显下调(P<0.01); p-GSK-
3β的表达量也显著下降(P<0.01); 而GSK-3β的表达

差异不大, 差异不具统计学意义(P>0.05)(图6C); 但
是p-GSK-3β/GSK-3β的比值显著下降(P<0.001)(图
6B)。

A: Ad-RFP处理组荧光图片; B: Ad-SFRP5处理组荧光图片。

A: fluorescence picture of cells treated with Ad-RFP; B: fluorescence picture of cells treated with Ad-SFRP5.
图2   腺病毒的成功扩增与感染

Fig.2   Successful amplification and infection of adenovirus

50 μm 50 μm

(A) (B)



746 · 研究论文 ·

A: 感染Ad-SFRP5对酪氨酸酶活性的影响; B: 感染Ad-SFRP5对黑色素含量的影响。**P<0.01, 与对照组相比。

A: the effect of Ad-SFRP5 infection on tyrosinase activity; B: the effect of Ad-SFRP5 infection on melanin content. **P<0.01 vs control group.
图4   酪氨酸酶活性测定结果以及黑色素含量测定结果

Fig.4   The measurement results of tyrosinase activity and melanin content
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A: Western blot分析PIG1细胞转染Ad-SFRP5后SFRP5的表达量;  B: CCK-8检测细胞增殖情况; C: 流式细胞术检测细胞凋亡情况; D: 对凋亡结果

进行定量分析; E: 流式细胞术检测细胞周期情况; F: 对细胞周期结果进行定量分析。

A: Western blot analyzes the expression of SFRP5 in PIG1 cells after transfected with Ad-SFRP5; B: CCK-8 is used to detect cell proliferation; C: flow 
cytometry is used to measure cell apoptosis; D: quantitative analysis of apoptotic results; E: flow cytometry is used to detect cell cycle; F: quantitative 
analysis of cell cycle results.

图3   过表达SFRP5对黑色素细胞增殖、细胞周期和凋亡的影响

Fig.3   The effects of SFRP5 overexpression on the proliferation, cell cycle, and apoptosis of melanocytes
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A: SFRP5过表达对PIG1细胞中MITF、TYR、TRP1和TRP2 mRNA表达水平的影响; B: SFRP5过表达对PIG1细胞中MITF、TYR、TRP1和TRP2
的蛋白表达水平的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与RFP组相比。

A: the effect of SFRP5 overexpression on MITF，TYR，TRP1 and TRP2 mRNA expression levels in PIG1 cells; B: the effect of SFRP5 overexpres-
sion on the protein expression levels of MITF, TYR, TRP1 and TRP2 in PIG1 cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs RFP.

图5   过表达SFRP5对黑色素生成相关蛋白的影响

Fig.5   The effects of SFRP5 overexpression on melanin production-related proteins

Re
la

tiv
e m

RN
A 

le
ve

l SFRP5

SFRP5

SFRP5

MITF

MITF

PIG1

** **

*
*

TYR

TYR

TRP1

TRP1

β-actin

TRP2

TRP2

MITF TYR TRP1 TRP2

*** ****
*

RFP

RFP

RFP

Re
la

tiv
e p

ro
te

in
 le

ve
l

15

10

5

0

1.5

1.0

0.5

   0

(A)

(B)

A: 荧光素酶报告基因结果; B: 统计学分析p-GSK-3β/GSK-3β的比值; C: Western blot检测感染Ad-SFRP5对PIG1细胞中β-catenin、p-GSK-3β及
GSK-3β表达的影响。**P<0.01, ***P<0.001, 与RFP组比较。

A: luciferase reporter gene results; B: statistical analysis of the ratio of p-GSK-3β/GSK-3β; C: Western blot for detecting the effect of Ad-SFRP5 infec-
tion on β-catenin, p-GSK-3β and GSK-3β expression in PIG1 cells. **P<0.01, ***P<0.001 vs RFP.

图6   过表达SFRP5对PIG1细胞中信号通路的影响

Fig.6   The effects of SFRP5 overexpression on the signaling pathways in PIG1 cells
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3   讨论
黑色素细胞起源于神经嵴, 占表皮细胞的

8%[16], 在胚胎发育过程中, 随着神经管的关闭, 黑素

母细胞迁移至生物体的不同部位, 如皮肤、外周神

经系统、眼脉络膜、脂肪组织等[17-18], 但是只有在

表皮的基底层和毛囊中, 黑素母细胞才能发育为黑

色素细胞并发挥它的基本功能, 即分泌黑色素[19]。

MITF在神经嵴分化为黑色素细胞的过程中发挥着

重要作用[20-21], 同时是黑色素细胞内产生黑色素并

调节细胞对细胞内活性氧反应的重要转录因子[22]。

黑色素生成的主要场所在黑色素细胞的黑色素小体

中, 黑色素生成以后从黑色素细胞的树突传递至角

质形成细胞的过程被称为黑色素合成[20]。黑色素合

成过程极其复杂, 主要涉及酪氨酸基因家族中的三

种酶, 即TYR、TRP1和TRP2, 其中TYR是该反应的

关键酶[23]。众多研究均表明, MITF能够调节TYR、
TRP1和TRP2的表达, 从而参与黑素合成的调控[24]。

此外, 抑制MITF可能会进一步导致许多有关色素沉

着和黑素细胞分化基因的抑制(例如: TYR、TRP1和
TRP2)。研究表明, MITF可作为Wnt信号通路下游

的靶基因调控黑色素细胞的黑色素合成[20]。在黑

色素细胞中, 稳定的β-catenin通过Rac1和其他因子

转运至细胞核, 并与TCF-LEF转录因子结合, 增强

MITF的表达, 从而刺激黑色素生成[23,25]。由此观之, 
作为黑色素细胞的中枢特异性转录因子, MITF在黑

色素细胞发育以及维持黑色素细胞功能等各个方面

发挥着至关重要的作用。

SFRP5是分泌卷曲相关蛋白家族的一员, 约由

300个氨基酸残基组成, 包括一个N末端的半胱氨酸

富集区(cysteine rich domain, CRD)和一个C末端。由

于其在蛋白质结构上与Wnt信号通路中的Fz受体极

为相似, 具有相同的CRD, 故它最初作为Wnt信号通

路的抑制剂而被人们所熟知[26]。在胰岛素抵抗大鼠

中SFRP5的下调能够通过激活Wnt5a/JNK1信号通路

促进巨噬细胞介导的肺部炎症[27]。SFRP5在视网膜

色素上皮中高表达, 有研究表明, 其可能影响视网膜

中感光细胞的极性[28]。后来也有研究发现, SFRP5
具有调节脂质代谢[29], 改善胰岛素抵抗[30]的作用, 并
且能够调节脂肪细胞分化[10]、增强胰岛素敏感性[31], 
但是SFRP5对黑色素细胞生物学功能的影响尚无明

确报道。

本研究发现, Ad-SFRP5感染PIG1细胞之后, 能

使PIG1细胞的酪氨酸酶活性明显下调, 黑色素含

量下降, 而且与黑色素生成相关蛋白MITF、TYR、
TRP1及TRP2的表达水平均明显下调。由此证实

SFRP5能够抑制黑色素细胞的黑素合成。为了进一

步探讨其可能的分子机制, 我们利用荧光素酶报告

基因系统检测其可能通过改变哪些信号通路的活

性, 影响黑色素细胞的黑素合成, 结果表明, 在PIG1
细胞中, Wnt/β-catenin信号通路的活性明显受到抑

制, 而其他三条信号通路的活性未受到很大影响, 故
我们初步发现, Wnt/β-catenin信号通路可能是其靶

向信号通路。

Wnts家族属于分泌型糖蛋白, 是重要的细胞外

信号分子家族。目前在哺乳动物中发现了19种Wnt
蛋白。Wnt信号通路包括经典Wnt信号通路和非经

典Wnt信号通路。经典Wnt信号通路涉及关键效应

分子β-catenin的激活, 非经典Wnt信号通路分为Wnt-
Ca2+通路和Wnt-JNK通路。研究发现, Wnt信号通路

对黑色素细胞分化发挥关键作用, Wnt1和Wnt3a促进

神经嵴细胞分化为色素细胞[32-33]。Wnt信号对成熟

黑色素细胞生长和黑素合成也具有重要作用。GUO
等[33]认为, Wnt3a对黑色素细胞的功能有促进作用, 
使MITF及其下游的基因表达增加, 可显著增加酪氨

酸酶活性, 促进黑素合成。ZHANG等[34]认为, Wnt5a
不仅能抑制黑色素细胞的增殖, 还能够通过下调色

素形成相关基因的表达从而减少黑素合成。诸多研

究均表明, Wnt信号通路在调节黑色素细胞的增殖、

分化、生长及黑素合成等过程中起着十分重要的作

用[2,34-35]。这一点也为我们的研究提供了理论依据。

在心血管疾病以及2型糖尿病等相关研究中[36-37], 
SFRP5被认为可以抑制Wnt信号通路的活性。在本

研究中, 荧光素酶报告基因系统的结果也显示, 用
Ad-SFRP5感染PIG1细胞之后, TCF/LEF的转录活性

明显降低, 而且Wnt信号通路下游的靶基因MITF的
转录活性明显降低, MITF在蛋白水平的表达也受到

明显抑制。这表明, Wnt/β-catenin信号通路的活性

受到明显抑制。基于此, 我们检测了感染Ad-SFRP5
之后, PIG1细胞中β-catenin、GSK-3β及p-GSK-3β的
表达水平, 发现β-catenin及p-GSK-3β的表达显著下

调。这也进一步佐证了我们的结论。

综上所述, 本研究首次发现了SFRP5在不影响

黑色素细胞增殖、细胞周期以及细胞凋亡的情况下

抑制黑色素细胞的黑素合成, 并初步探讨了其可能
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是通过抑制Wnt/β-catenin信号通路的活性而发挥这

一抑制作用的。这为探讨SFRP5在色素性疾病中的

作用奠定了理论基础, 但SFRP5调控Wnt信号通路的

具体分子机制还需进一步研究, 深入探讨SFRP5在
黑色素细胞中的作用及其机制有望为临床中色素性

疾病的治疗提供新的靶点。
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