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环磷酸腺苷促进泰和乌骨鸡皮肤

黑色素细胞黑色素合成
熊渺#  许兰娇#  瞿明仁  黎观红*

(江西农业大学, 江西省动物营养重点实验室/江西省营养饲料开发工程研究中心, 南昌 330045)

摘要      该实验旨在研究环磷酸腺苷(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)作为α-黑色素

细胞刺激素(α-melanocyte stimulating hormone, α-MSH)-黑素皮质素受体1(melanocortin 1 receptor, 
MC1R)通路的下游信号分子对泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞黑色素合成的影响。利用体外培养的泰

和乌骨鸡皮肤黑色素细胞, 观察不同浓度cAMP(0、1×10–5、1×10–4、1×10–3 mol/L)及其抑制剂、腺

苷酸环化酶(adenylate cyclase, AC)抑制剂对乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪氨酸酶(tyrosinase, TYR)活性

和黑色素含量的影响。结果表明, 与不添加cAMP的对照组相比, 不同浓度的cAMP均极显著提高

泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞TYR活性(P<0.01), 10–4 mol/L组提高的幅度最大。不同浓度的cAMP
可不同程度地促进黑色素细胞黑色素的合成, 1×10–5 mol/L和1×10–4 mol/L组黑色素含量分别显著

(P<0.05)和极显著(P<0.01)高于不添加cAMP的对照组。cAMP抑制剂Rp-cAMPS预处理黑色素细

胞显著抑制cAMP(1×10–4 mol/L)作用下酪氨酸酶活性(P<0.01)和黑色素含量的升高(P<0.05)。Rp-
cAMPS和AC抑制剂NKY80预处理黑色素细胞均显著抑制α-MSH(2.5 μg/mL)引起的TYR活性、

cAMP含量和黑色素含量的升高(P<0.01或P<0.05)。cAMP作为α-MSH-MC1R信号通路中的第二信

使或下游信号分子在泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞黑色素的合成中发挥重要作用, 其浓度的升高可

提高泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪氨酸酶活性以及黑色素的合成。
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Cyclic Adenosine Monophosphate Stimulates Melanogenesis in In Vitro 
Melanocytes from Skins of Taihe Silky Fowls

Xiong Miao#, Xu Lanjiao#, Qu Mingren, Li Guanhong*
(Jiangxi Province Key Laboratory of Animal Nutrition/Engineering Research Center of Feed Development, 

Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China)

Abstract       This study was conducted to investigate the effect of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) on 
melanin synthesis in skin melanocytes of Taihe silky fowls. The skin melanocytes of Taihe silky fowls were cultured in 
vitro with cAMP at a concentration of 0, 1×10–5, 1×10–4, 1×10–3 mol/L or pretreated with cAMP inhibitor (Rp-cAMPS) 
or adenylate cyclase (AC) inhibitor NKY80 prior to the addition of cAMP, and then the tyrosinase activity and melanin 
contents were determined. cAMP at various concentrations tested in the present study significantly increased TYR activity 中
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in silky fowl skin melanocytes with the highest tyrosinase activity in the 1×10–4 mol/L cAMP-treated cells (P<0.01). 
cAMP supplemented at all concentrations used in the present study stimulated pigmentation in skin melanocytes with 
different extents. Melanin content in 1×10–5 mol/L or 1×10–4 mol/L cAMP-treated cells were higher than that in control 
without cAMP supplementation (P<0.05 or P<0.01). However, pretreatment with Rp-cAMPS significantly inhibited the 
stimulatory effects of cAMP (1×10–4 mol/L) on tyrosinase activity (P<0.01) and melanin synthesis in skin melanocytes 
(P<0.05). Moreover, both pretreatments with Rp-cAMPS or AC inhibitor NKY80 significantly inhibited the stimulatory 
effects of α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) (2.5 μg/mL) on tyrosinase activity, cAMP formation and melanin 
synthesis in skin melanocytes of Taihe silky fowls (P<0.05 or P<0.01). In conclusion, cAMP, as the second messenger 
or downstream signal molecule in α-MSH-MC1R (melanocortin 1 receptor) signaling pathway, plays crucial role in 
melanogenesis, the tyrosinase activity and melanin content in skin melanocytes of Taihe silky fowls increase with the 
increasement of cAMP concentration at the suitable range.

Keywords       Taihe silky fowls; cyclic adenosine monophosphate; melanocytes; tyrosinase; melanin

泰和羽乌骨鸡又名丝羽乌骨鸡、乌骨鸡、泰

和鸡, 原产于江西省泰和县武山, 是我国最具特色的

地方珍禽品种之一。与普通鸡相比, 其最显著的特

点是体内含有丰富的黑色素。国内外不同学者对泰

和乌骨鸡黑色素结构、特性、在不同组织器官中的

分布和沉积规律及分子机制进行了大量研究[1-5]。在

乌骨鸡黑色素合成和沉积的分子机理研究方面, 研
究者主要集中于黑色素合成和沉积相关基因的筛

选、鉴定和表达调控等方面。环磷酸腺苷(cyclic 
adenosine monophosphate, cAMP)作为第二信使, 可
以促进细胞分化, 抑制细胞分裂。正常情况下细胞

内cAMP浓度为0.1~1 μmol/L[6]。在人和哺乳动物

中的研究发现, α-黑色素细胞刺激素(α-melanocyte 
stimulating hormone, α-MSH)与黑色素细胞表面黑

素皮质素受体1(melanocortin 1 receptor, MC1R)结合

后激活细胞膜上的腺苷酸环化酶(adenylate cyclase, 
AC)而提高细胞内cAMP水平, 并由此激活蛋白激

酶A(protein kinase A, PKA)进而上调小眼畸形相

关转录因子(microphthalmia-associated transcription 
factor, MITF)的表达, MITF结合并激活黑色素原生

成基因酪氨酸酶(tyrosinase)、酪氨酸酶相关蛋白

1(tyrosinase-related proteins 1, TRP1)和TRP2的启动

子而增强这些基因的表达, 最终促进真黑色素的合

成[7], 在这一系列信号转导过程中, cAMP信号通路

是调节真黑色素形成的关键通路[8-10]。然而, 在乌

骨鸡黑色素细胞内, 目前仍不清楚cAMP是否作为

α-MSH-MC1R系统中的第二信使调节黑色素的生

成。

我们前期研究证实, α-MSH可促进泰和乌骨鸡

皮肤黑色素细胞增殖, 提高MC1R基因表达、cAMP
含量以及酪氨酸活性并进而促进黑色素合成[11]。为

此, 本试验将在前期研究基础上进一步探讨cAMP、
cAMP抑制剂和AC抑制剂对泰和乌骨鸡皮肤黑色素

细胞黑色素含量、酪氨酸酶活性及细胞cAMP含量

的影响, 以明确cAMP是否作为α-MSH促进泰和乌骨

鸡皮肤黑色素细胞黑色素合成的第二信使或下游信

号分子调节黑色素的合成。

1   材料与方法
1.1   实验动物

泰和乌骨鸡种蛋购自江西省泰和县泰和乌骨鸡

原种鸡场。种蛋置于实验室孵化箱中进行孵化, 取20
日龄的泰和乌骨鸡鸡胚用于皮肤黑色素细胞的分离。

1.2   主要试剂

改良型α-MEM培养基购自HyClone公司; 胎
牛血清购自Gibco公司; 青–链霉素、含EDTA的胰

蛋白酶、不含EDTA的胰蛋白酶、MTT、二甲基

亚砜(DMSO)、Triton X-100均购自北京Solarbio公
司; α-MSH购自Merck公司; cAMP购自美国Aladdin
公司; cAMP抑制剂Rp-cAMPS(Rp-Adenosine 3′,5′-
cyclic monophosphorothioate triethylammonium salt)
和 腺 苷 酸 环 化 酶(adenylate cyclase, AC)抑 制 剂

NKY80购自Sigma公司; 鸡环磷酸腺苷ELISA检测试

剂盒购自上海江莱生物科技有限公司。

1.3   泰和乌骨鸡鸡胚皮肤黑色素细胞的分离与培养

乌骨鸡皮肤黑色素细胞的分离与体外培养方

法参照我们前期建立的方法进行[12]。当黑色素细

胞密度长到90%融合时, 用0.25%的胰蛋白酶进行
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常规消化, 调整细胞密度并接种于培养板中, 培养1
天后更换培养液。设置4个处理组: 对照组添加不

含cAMP的培养基, 另外3个处理组分别添加不同浓

度的cAMP(1×10–5、1×10–4、1×10–3 mol/L)。在此

试验结果的基础上, 另设3个处理组, 分别为: 添加

不含cAMP培养基的对照组、添加最佳浓度cAMP
的处理组、cAMP抑制剂Rp-cAMPS(0.1 mmol/L)
预处理3 h后添加最佳浓度cAMP抑制剂处理组。

同时, 再另设4个处理组: 不添加cAMP和α-MSH的

对照组、添加2.5 μg/mL α-MSH、用cAMP抑制剂

(0.1 mmol/L)处理3 h后添加2.5 μg/mL α-MSH、用AC
抑制剂NKY80(100 μmol/L)处理3 h后添加2.5 μg/mL 

α-MSH。每个处理组4个重复, 添加cAMP、α-MSH
或抑制剂处理后继续培养3天。

1.4   黑色素细胞中黑色素含量的测定

参照Ando等[13]的方法进行测定。在各个处理

组中加入0.25%胰蛋白酶, 于室温下消化2~3 min, 加
入1~2 mL完全细胞培养液终止细胞消化, 吹打成单

细胞悬液。1500 r/min离心10 min, 弃上清, 往离心

管中加入1 mL 1 mol/L的NaOH溶液, 置于37 °C水浴

箱中水浴1 h, 选择400 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D400/对照组D400×100%。

1.5   黑色素细胞酪氨酸酶活性的测定

 参照李洪武等[14]的方法进行测定。在各个处

理组中加入0.25%胰蛋白酶, 于室温下消化2~3 min, 
加入1 mL细胞培养液终止细胞消化, 吹打成单细

胞悬液。1 500 r/min离心10 min, 弃上清, 每孔加入

10 mL/L的Triton X-100溶液90 μL, 振荡5 min后, 每
孔加入0.1%的L-Dopa 10 μL, 于37 °C孵育30 min, 
在酶标仪490 nm波长下测吸光度值。酪氨酸酶活

性=(处理组D490–空白组D490)/(对照组D490–空白组

D490)×100%。

1.6   黑色素细胞cAMP含量的测定

采用鸡环磷酸腺苷ELISA检测试剂盒进行测

定。在各个处理组中加入0.25%胰蛋白酶, 于室温下

消化2~3 min, 加入1 mL细胞培养液终止细胞消化, 
吹打成单细胞悬液。1500 r/min离心10 min, 弃上清, 
用Triton X-100溶液裂解细胞, 离心后取上清液, 根
据试剂盒说明书所述方法进行测定。设置标准品孔

和样品孔, 各个不同浓度的标准品加50 μL, 样品孔

加10 μL待测样品, 再加样品稀释液40 μL, 每孔中加

入辣根过氧化物酶标记的检测抗体100 μL, 用封板

膜封住于37 °C细胞培养箱中温育1 h。弃去液体后

用吸水纸拍干, 加满洗涤液, 静置1 min, 弃去洗涤液

后吸水纸拍干, 重复5次, 在每孔加入底物A、B液各

50 μL, 于37 °C细胞培养箱中温育15 min, 加入终止

液50 μL, 15 min内在酶标仪上选择450 nm波长处测

定吸光度。

1.7   数据处理与分析

利用SPSS 17.0统计软件对数据进行单因素

方差分析(One-way ANOVA)和Duncan’s多重比较。

P<0.05为差异有显著性意义。

2   结果
2.1   cAMP对乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪氨酸酶活

性和黑色素含量的影响

不同浓度的cAMP处理可不同程度地提高乌骨

鸡皮肤黑色素细胞酪氨酸酶活性(P<0.01)(图1A)。随

着cAMP浓度的升高, 黑色素细胞的酪氨酸酶活性呈

先升高后下降的趋势。与对照组相比, 1×10–5 mol/L
的cAMP显著提高黑色素的合成(P<0.01), 1×10–4 mol/L
时达到最大值(P<0.01), 1×10–3 mol/L的cAMP处理组

较1×10–5 mol/L和1×10–4 mol/L处理组有所降低, 但
仍显著高于对照组(P<0.01)(图1A)。相比于对照组, 
1×10–5 mol/L和1×10–4 mol/L cAMP显著提高乌骨鸡

皮肤黑色素细胞黑色素含量(P<0.05或P<0.01), 以
1×10–4 mol/L时达到最大值(P<0.01)(图1B)。
2.2   cAMP抑制剂对乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪氨

酸酶活性和黑色素含量的影响

为进一步确证cAMP对乌骨鸡黑色素细胞增

殖和黑色素合成的调控作用, 先用cAMP抑制剂Rp-
cAMPS(0.1 mmol/L)预处理乌骨鸡皮肤黑色素细

胞, 而后添加1×10–4 mol/L的cAMP, 观察酪氨酸酶

活性及黑色素含量的变化。结果表明, 1×10–4 mol/L
的cAMP处理显著提高乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪

氨酸酶活性(P<0.01)和黑色素的含量(P<0.05), 用
cAMP抑制剂Rp-cAMPS预处理黑色素细胞显著抑

制cAMP对乌骨鸡皮肤黑色素细胞酪氨酸酶活性和

黑色素合成的促进作用(P<0.01)(图2A和图2B)。
2.3   cAMP抑制剂和AC抑制剂对α-MSH作用下

乌骨鸡皮肤黑色素细胞cAMP含量、酪氨酸酶活

性和黑色素含量的影响

为进一步确证cAMP作为α-MSH—MC1R信
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号通路中的第二信使或下游信号分子在泰和乌骨

鸡皮肤黑色素细胞黑色素的合成中的作用, 分别用

cAMP抑制剂Rp-cAMPS(0.1 mmol/L)和AC抑制剂

NKY80(100 μmol/L)预处理乌骨鸡皮肤黑色素细胞, 
而后添加2.5 μg/mL α-MSH, 观察cAMP含量、酪氨

酸酶活性及黑色素含量的变化, 结果如图3所示。

2.5 μg/mL α-MSH处理乌骨鸡皮肤黑色素细胞显

著提高细胞cAMP水平(P<0.05), cAMP抑制剂Rp-
cAMPS和AC抑制剂NKY80分别预处理黑色素细胞

后均显著抑制α-MSH对黑色素细胞cAMP含量的提

高作用(P<0.05), 两种抑制剂处理的黑色素细胞其

cAMP含量降至对照组水平(P>0.05)(图3A)。2.5 μg/mL 
α-MSH处理乌骨鸡皮肤黑色素细胞显著提高其酪

氨酸酶活性(P<0.01), cAMP抑制剂Rp-cAMPS
和AC抑制剂NKY80分别预处理黑色素细胞后

均显著抑制α-MSH对黑色素细胞酪氨酸酶活性

的提高作用(P<0.01), 尤其是Rp-cAMPS预处理

组其酪氨酸酶活性降至对照组水平(P>0.05)(图3B)。
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A: cAMP抑制剂对黑色素细胞酪氨酸酶活性的影响; B: cAMP抑制剂对黑色素细胞黑色素含量的影响。*P<0.05, **P<0.01。
A: the effect of cAMP inhibitor on tyrosinase (TYR) activity in melanocytes; B: the effect of cAMP inhibitor on melanin content in melanocytes. 
*P<0.05, **P<0.01.

图2   cAMP抑制剂对黑色素细胞酪氨酸酶活性和黑色素含量的影响

Fig.2   Effect of cAMP inhibitor on tyrosinase (TYR) activity and melanin content in melanocytes

A: cAMP对黑色素细胞酪氨酸酶活性的影响; B: cAMP对黑色素细胞黑色素含量的影响。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

A: the effect of cAMP on tyrosinase (TYR) activity in melanocytes; B: the effect of cAMP on melanin content in melanocytes. *P<0.05, **P<0.01 vs 
control group.

图1   cAMP对黑色素细胞酪氨酸酶活性和黑色素含量的影响

Fig.1   Effect of cAMP on tyrosinase (TYR) activity and melanin content in melanocytes
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2.5 μg/mL α-MSH处理乌骨鸡皮肤黑色素细胞显

著提高其黑色素含量(P<0.05), cAMP抑制剂Rp-
cAMPS和AC抑制剂NKY80分别预处理黑色素细胞

后均显著抑制α-MSH对黑色素细胞黑色素合成的促

进作用(P<0.01), 两种抑制剂处理的黑色素细胞其

黑色素合成水平显著低于对照组(P<0.05)(图3C)。

3   讨论
在人和哺乳动物的研究中发现, cAMP是黑色

素形成主要的胞内信号分子[15]。外源信号因子可以

通过激活cAMP而激活PKA活性, PKA可以改变酪氨

酸酶基因的转录水平[16]。cAMP信号通路是细胞外

的信号分子(如激素)与其相对应受体结合, 引起细

胞内cAMP的浓度升降变化而引起细胞反应的一条

信号通路。AC是cAMP信号通路的最先效应酶, 它
在细胞内的存在可以上调细胞内cAMP的浓度, 然后

通过PKA磷酸化和cAMP反应元件结合蛋白(cAMP 
responsive element binding protein, CREB)家族转录

因子的激活来调控黑色素的合成[17]。本研究发现, 
不同剂量的cAMP可不同程度地提高泰和乌骨鸡

皮肤黑色素细胞酪氨酸酶活性并促进黑色素合成。

Rp-cAMPS是cAMP活化的特异性强效竞争抑制剂, 
它的细胞渗透性和对磷酸二酯酶的完全阻断作用

使其成为研究cAMP-依赖性信号传导的独特工具。

与cAMP相比, RP-c-AMPS具有显著的亲水亲油能

力, 能在许多生物系统中渗透细胞膜, Rp-cAMPS与
cAMP的自由蛋白结合使cAMP处于封闭状态而受

到抑制[18]。本研究发现, cAMP抑制剂RP-c-AMPS预
处理黑色素细胞显著抑制cAMP作用下酪氨酸酶活

性(P<0.01)和黑色素含量的升高(P<0.05)。由此表明, 
cAMP作为第二信使在泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞

黑色素的合成中发挥重要作用。

在哺乳动物以及人类中已被证实, α-MSH是黑

色素合成的重要调节因子, MC1R是调节黑色素形成

的关键基因, 而cAMP信号通路是调节真黑色素形成

的关键通路[9-10,19]。α-MSH与特异表达于黑色素细胞

的MC1R结合并激活MC1R, 经由G蛋白耦联cAMP
信号通路, 调节黑色素细胞内的一系列级联反应, 从
而促进酪氨酸酶、TRP1和TRP2基因表达, 最终导致

真黑色素的合成。Bowers等[20]的研究发现, cAMP的
抑制剂Rp-cAMPS完全抑制了α-MSH对黑色素细胞

的刺激作用。本研究发现, 2.5 μg/mL α-MSH处理乌

骨鸡皮肤黑色素细胞显著提高其酪氨酸酶活性, 而
cAMP抑制剂Rp-cAMPS和AC抑制剂NKY80分别预

处理黑色素细胞后均显著抑制α-MSH对黑色素细

胞cAMP含量、酪氨酸酶活性以及黑色素合成的提

高作用。NKY80作为腺苷酸环化酶的抑制剂, 可以

阻断ATP转换成cAMP的过程, 使cAMP的生成受到
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A: cAMP抑制剂和AC抑制剂对黑色素细胞cAMP含量的影响; B: cAMP抑制剂和AC抑制剂对黑色素细胞酪氨酸酶活性的影响; C: cAMP抑制剂

和AC抑制剂对黑色素细胞黑色素含量的影响。*P<0.05, **P<0.01。
A: the effect of cAMP and AC inhibitor on cAMP content in melanocytes; B: the effect of cAMP and AC inhibitor on tyrosinase (TYR) activity in 
melanocytes; C: the effect of cAMP and AC inhibitor on melanin content in melanocytes. *P<0.05, **P<0.01.

图3   cAMP抑制剂和AC抑制剂对α-MSH作用下黑色素细胞cAMP含量、酪氨酸酶活性和黑色素含量的影响

Fig.3   Effects of cAMP inhibitor and adenylate cyclase (AC) inhibitor on α-MSH-induced 
stimulation of cAMP production, tyrosinase (TYR) activity and melanogenesis
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抑制。综合我们前期[11]和本实验结果, 我们可以推

断, α-MSH与泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞MC1R结
合而提高MC1R基因表达, 由此激活腺苷酸环化酶提

高细胞内cAMP水平并由cAMP信号通路介导而提

高酪氨酸酶表达和活性, 进而促进泰和乌骨鸡皮肤

黑色素细胞黑色素的合成。cAMP作为α-MSH—
MC1R信号通路的下游信号分子在介导α-MSH促进

泰和乌骨鸡皮肤黑色素细胞黑色素合成中发挥关键

作用。与哺乳动物类似, α-MSH-MC1R-cAMP-TRP
通路在泰和乌骨鸡黑色素细胞黑色素合成中亦可能

发挥着重要的调控作用。
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