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摘 　要 　对黄体果蝇进行紫外辐射处理后 ,在含 0102 或 012 mg/ mL 乌鸡黑色素的培养基中培养 ,通过测定果蝇寿

命、繁殖力和 SOD 比活性来分析黑色素的紫外辐射保护作用。结果显示 :果蝇在 5 min 紫外辐射 + 012 mg/ mL 黑

色素组的下四分位 (1415 ±113) d、上四分位寿命 (2315 ±211) d 以及平均寿命 (1517 ±711) d 显著 ( P < 0105) 高于

5 min 紫外辐射组 (810 ±114) 、(1610 ±313)和 (1315 ±614) d。每对亲本果蝇在 2 min 紫外辐射 + 012 mg/ mL 黑色

素组繁殖子代 (5010 ±1114)只比 2 min 紫外辐射组提高了 15614 %( P < 0105) 。另外 ,黑色素可能对辐射处理果蝇

体内 SOD 比活性有保护作用 ,果蝇在 5 min 紫外辐射 + 0102 mg/ mL 黑色素组和 5 min 紫外辐射 + 012 mg/ mL 黑色

素组的 SOD 比活性 ( (20911 ±1311) 和 (213125 ±717)μmol/ ( mg·min) ) 高于 5 min 紫外辐射组 ( (20412 ±1115)

μmol/ (mg·min) ) ,但差异均不显著。本试验发现乌鸡黑色素能够延长辐射处理果蝇的寿命 ,提高繁殖力 ,对其 SOD

活性可能也具有保护作用。上述作用或许与黑色素清除自由基的特性有关 ,同时 ,2 min 紫外辐射 + 012 mg/ mL 黑

色素组高繁殖力的原因可能还与黑色素对果蝇生殖细胞的保护有关。
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Photoprotective effect of melanin derived from White Silky Fowl

on Dro sophila melanoga ster against ultraviolet radiation
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Abstract 　The Yellow strain of Dros ophila was us ed to evaluate photoprotective power of melanin agains t ultraviolet ra2
diation (UVR) . Flies were firs tly expos ed to UVR for 2 or 5 min , and then reared in culture media with melanin at con2
centrations of 0102 or 012 mg/ mL for a week. Flies were then transferred to basic culture media to determine their fe2
cundity and SOD activity. The lower and upp er quartile and mean life sp ans which were (1415 ±113) , (2315 ±211)

and (1517 ±711) days resp ecytively , of y in 5 min UV + 012 mg/ mL melanin group were significantly ( P < 0105) higher

than thos e ( (810 ±114) , (1610 ±313) and (1315 ±614) days ) in 5 min UV group . Fecundity (mean number of off2
springs p er couple) of y in 2 min UV + 012 mg/ mL melanin group was (5010 ±1114) or 15614 % ( P < 0105) more than

that of y (1915 ±1215) in 2 min UV group . We als o found that melanin may play a role in protecting SOD in flies ex2
pos ed to UVR from degrading. Although the SOD activities ( (20911 ±1311) and (213125 ±717) μmol/ (mg·min) ) of

flies in 5 min UV + 0102 mg/ mL melanin and 5 min UV + 012 mg/ mL melanin groups were higher than thos e ( (20412 ±

1115)μmol/ (mg·min) ) of flies in 5 min UV group , the differences were insignificant . Therefore melanin can extend life

sp an , improve fecundity and increas e SOD activity of y expos ed to UVR through s cavenging free radicals in y. At the
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s ame time the positive role of melanin in fecundity may be attributed to its protection of germ cells .

Key words 　melanin from white silky fowl ; Dros ophila melanogaster ; ultraviolet radiation ; life sp an ; fecundity ; SOD

activity

　　紫外辐射 (ult raviolet radiation , UVR)是环境中

最容易接触到的诱变剂 ,过量的紫外辐射可加速细

胞老化甚至诱发皮肤癌。研究证实 UVR 能够诱导

细胞中的水介质 (细胞中的主要化学组成) 发生射

解 ,产生各种自由基 (O2·、OH·及 H2O2) 和活性氧

(reactive oxygen species , ROS) [1 ] 。在机体中 ROS

的产生与清除处于动态平衡状态 ,但是当有外界不

良因素 (真菌毒素、太阳辐射、氧化还原物质) 刺激

时 ,ROS 将大量产生 ,对核酸及细胞器造成氧化损

伤 ,引发突变 ,导致细胞乃至生物机体出现老化。

生物体内沉积的黑色素 ( melanin) 是保护生物

免受辐射损伤的天然聚合物 ,它清除自由基抗氧化

的特性成为其 UVR 保护功能的基础[2 ] 。试验证

明 ,工程菌所产的黑色素可防止紫外线照射引起单

一线型质粒 DNA 双链断裂 ,保护苏云金芽孢杆菌

( B acill us thuri ngiensis , B. t . ) 毒素蛋白免受降

解[1 ] 。黑色素对生物大分子及原核生物的辐射保

护功能已有大量报道 ,但目前对果蝇的辐射保护作

用研究较少 ,仅有报道见于 Mosse 和 Lyakh 对 12
DOPA 自氧化得来的黑色素的研究 ,他们发现这种

黑色素能有效降低 X 射线造成果蝇致死和半致死

突变的比例[3 ] 。

UVR 对果蝇具有明显的生物学效应 ,高剂量时

可导致果蝇寿命缩短、繁殖力降低 ,低剂量时可引起

幼虫蠕动增强[4 6 ] ,对生殖细胞的处理还可引起染

色体丢失或基因突变[6 ] ,这说明果蝇对 UVR 较敏

感。寿命和繁殖力是反映个体对环境应激适应性的

重要指标。SOD 可以清除体内自由基 ,减少过氧化

物形成 ,从而保护大分子免受氧化损伤 ,但 B 波段

紫外线 (ult raviolet B)辐射能对 SOD 造成破坏[7 ] ;因

此 SOD 活性也曾被用作评价应激引起的细胞毒性

和细胞活性的指标[8 ] 。

黑色素由多巴等一些结构单元聚合而成 ,不同

黑色素的物理、化学性质不同。国内外医学界发现

乌鸡黑色素可延长果蝇寿命 ,具有清除自由基、抗氧

化、抗诱变的功能[9 10 ] ;然而 ,乌鸡黑色素对果蝇是

否仍具有良好的辐射保护功能还未见报道。本试验

从乌鸡皮肤中提取黑色素 ,添加于果蝇培养基中 ,旨

在探讨其对辐射处理果蝇的影响 ,从而为乌鸡黑色

素作为辐射保护剂的开发利用提供科学依据。

1 　材料方法

111 　试验动物

黄体果蝇由中国农业大学动物遗传育种实验室

提供。基础培养基由玉米、琼脂、红糖、苯甲酸及干

酵母配制而成。果蝇的培养在 (25 ±1) ℃,相对湿度

60 %左右 ,12 h 光照的培养箱中进行。

112 　仪器设备

25317 nm 紫外灯 ( 220 V , 15 W , 北京东进 ,

TC2326) ,生化培养箱 ,低温冷冻超速离心机 , UV2
2000 紫外分光光度计 (上海 ,UN ICO) 。电子自旋共

振 ( EPR)波谱仪 ( ER2200D ,德国 BRU KER 公司) 。

图 1 　乌鸡黑色素的 EPR共振谱

Fig. 1 　EPR spectra of melanin from white silk fowl

113 　乌鸡黑色素的提取及检测

提取过程参照刘望夷的方法进行[11 ] ,但将加热

回流时间由 300 h 缩短为 48 h。将乌鸡皮肤剪碎

后 ,用 1 % (体积分数) 盐酸洗涤 2 次去除污物及部

分油脂。每 100 g 皮肤组织加 30 %(体积分数)的浓

盐酸 400 mL ,105 ℃回流水解 48 h ,水解结束后将混

合溶液静置冷却 (4 ℃) 2 h ,黑色素与油脂混合并凝

结于液相表面。所得的黑色素油脂混合物用丙酮在

室温下充分搅拌溶解 ,3 600 r/ min 离心 10 min 去除

上清液。上述过程重复 3 次充分除去油脂。最后用

双蒸水洗涤离心 3 次得黑色素。

本试验乌鸡黑色素的提取率为 0113 % (以湿重

计) 。检测结果与已有文献报道一致[11 ] ,乌鸡黑色

素的 EPR 谱为典型一次微商稍不对称波谱 (图 1) ,

g = 11999 64 ,ΔH = 5162 G。检测条件为 : 扫宽

20010 Gs ,调制 1 G ,放大倍数 410 ×103 ,微波功率

012 mW ,调制频率 10010 kHz ,温度 25 ℃。黑色素

EPR 共振谱在中国科学院生物物理所测定。
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114 　黑色素饲喂及 UVR处理方法

黑色素的添加方法为 :将 2 mg/ mL 黑色素悬浮

液加入融化未凝固的基础培养基中 ,然后分装于培

养管 ,培养基含黑色素的终质量浓度为 0102 或 012

mg/ mL 。

将果蝇轻度麻醉后收集于直径 100 mm 高 10

mm 的培养皿内 ,并以网罩遮盖以防止果蝇飞走。

培养皿被置于紫外灯正下方 15 cm 处 ,辐射时间为

5 min (寿命、SOD 试验)或 2 min (繁殖力试验) ,紫外

辐射照度为 500μW/ cm2 。为了确保紫外灯照射不

对果蝇造成热应激 ,影响寿命和繁殖力 ,紫外辐射期

间控制温度在 25 ℃。照射完成后将果蝇轻度麻醉

收集于相应培养管培养。

115 　果蝇寿命和繁殖力试验

果蝇寿命试验在直径 215 cm 长 18 cm 的培养

管进行 ,共重复 3～7 次 (中值 = 6) ,每次由 15～71

只果蝇构成 (中值 = 31) ,雌雄各半。寿命试验分 4

个组 : ①CK:不进行紫外辐射 ,在普通培养基中培

养 ; ②Tr1 组 : 5 min 紫外辐射 ,在普通培养基中培

养 ; ③Tr2 组 : 5 min UV + 0102 mg/ mL 黑色素 ; ④

Tr3 组 :5 min UV + 012 mg/ mL 黑色素。各组果蝇

在相应的培养管中培养 1 周后转入普通培养管 ,4 d

更换 1 次培养基并记录死亡果蝇数 ,直至果蝇全部

死亡。

繁殖力试验在直径 115 cm 长 13 cm 的培养管

进行 ,每管放置一对亲本 (8 h 内羽化) 。试验分 3 个

组 : ①CK; ②Tr1 组 :2 min 紫外辐射 ,在普通培养基

中培养 ; ③Tr2 组 :2 min UV + 012 mg/ mL 黑色素。

各组由 22～46 对亲本 (中值 = 30)构成 ,亲本果蝇在

培养管中自由交配 ,产卵 1 周后被去除。每管从出

现子一代成虫的第 1 天起开始记录 ,连续记录 10 d

羽化的子代数。

116 　SOD 比活性测定

收集 800 只 24 h 内羽化的果蝇 ,雌雄各半。实

验分 4 个组 : ①CK; ②Tr1 组 :5 min UV ; ③Tr2 组 :5

min UV + 0102 mg/ mL 黑色素 ; ④Tr 3 组 :5 minUV +

012 mg/ mL 黑色素。每组由 200 只果蝇构成 ,各组

测定 10 个样本 ,每个样本 20 只果蝇 ,雌雄各半 ,所

测果蝇均为 1 周龄。用预冷的生理盐水 0150 mL 作

为匀浆介质 ,将果蝇麻醉后收集于匀浆管中进行匀

浆。将制备好的匀浆用高速冷冻离心机 4 ℃

3 600 r/ min离心 10 min ,取上清液待测。果蝇体内

总蛋白 (考马斯亮蓝法) 、SOD 活性 (羟胺法) 的测定

采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒进行 ,

SOD 比活性单位为μmol/ (mg·min) 。

117 　统计方法

所有统计分析均由 SAS V8102 软件完成。生

存分析由 lifetest 过程完成。应用非参数乘积极限

法 ( Kaplan2Meier) 估计各时点的累计生存率 ,平均

数、上下四分位寿命及中位寿命。生存曲线采用对

数秩检验 (Log2rank test ) ,组间均数比较采用 Dun2
can 法 ,显著水平 P < 0105。

2 　结 　果

211 　生存分析

本研究发现饲喂黑色素对黄体果蝇有一定辐射

保护作用 ,在 Tr2 和 Tr3 组有 75 %的果蝇寿命达到

14 d ,25 %的果蝇寿命达到 23 d ,均显著高于 Tr1 组

的 8 和 16 d ( P < 0105) 。中位寿命在 3 个处理组间

无显著差异 (表 1) 。果蝇的平均寿命也有相似的结

果 ,Tr2 和 Tr3 组的平均寿命均高于 Tr1 组 ,其中

Tr3 组 ( (1517 ±711) d) 与 Tr1 组 ( (1315 ±614) d)

的差异已达显著水平 ,3 个处理组果蝇平均寿命及

各分位点寿命均显著低于 CK(表 1) 。

表 1 　饲喂乌鸡黑色素对辐射果蝇平均寿命和分位点寿命的影响

Table 1 　Effect of melanin from White Silk Fowl feeding on parameters of life span in Yellow exposed to UVR

组别 样本量 平均寿命
四分位及中位寿命

25 % 50 % 75 %

CK 132 4919 ±1112 a 4510 ±619 a 5213 ±812 a 5718 ±519 a

Tr1 195 1315 ±614 c 810 ±114 c 1314 ±316 b 1610 ±313 c

Tr2 127 1418 ±712 bc 1413 ±117 b 1410 ±010 b 2313 ±117 b

Tr3 100 1517 ±711 b 1415 ±113 b 1618 ±413 b 2315 ±211 b

　　注 :平均寿命及 25 % ,50 % ,75 %分位点的寿命被表示为 mean ±SD ,共进行 3～7 独立实验 (中值 = 6) ,每次实验由 15～17 只果蝇 (中

值 = 31)构成 ,雌雄各半。组间均数多重比较用 Duncan 法 ,各处理组内同列数据字母不同表示差异显著 ( P < 0105)

　　对各处理组果蝇进行幸存曲线分析 (图 2) 。与 CK相比 ,Tr 1 组果蝇幸存率显著降低 ( P < 01000 1) 。
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饲喂 012 mg/ mL 乌鸡黑色素 ( Tr3 组) 可显著提高

辐射果蝇的存活率 ( P = 01007) ,但饲喂 0102 mg/

mL 黑色素 ( Tr2 组) 对辐射果蝇的保护作用不明显

( P = 01062) 。3 个处理组果蝇的存活率均极显著低

于 CK( P < 01000 1) 。

　　各处理组存活曲线间齐性检验采用 Log2rank test 法。多重
比较结果 :CK与 3 个处理组 P < 01000 1 ; Trl 组与 Tr2 和 Tr3 组
P = 01062 和 P = 0107 ; Tr2 和 Tr3 P = 01451 9。各曲线由 3～7
次 (中值 = 6)重复实验所得数据绘制而成 ,每次试验果蝇 15～17
只/ 组 (中值 = 31 只) ,雌雄各半

图 2 　各处理黄体果蝇存活曲线
Fig. 2 　Kaplan2Meier survival plots , illustrating the effect of

UVR or combination of UVR and melanin on the
life span of Yellow

　　各条柱上字母为 Duncan 多重比较结果 ,字母不同为差异显
著 ( P < 0105) ,否则为差异不显著 ;数据为均值 ( ±1SD) ,由 22～
46 个样本 (中值 = 30)计算得到 ;子代羽化时间为 10 d

图 3 　UVR及饲喂乌鸡黑色素对黄体果蝇生繁殖力的影响
Fig. 3 　Effect of UVR and melanin feeding on

fecundity of Yellow

212 　繁殖力

为研究 UVR 和黑色素对果蝇繁殖力的影响 ,

测定了每对亲本果蝇 10 d 内羽化的总子代数 (图

3) 。结果显示 ,果蝇在 Tr1 组的繁殖力 ( 1915 ±

1215)显著低于 CK(5615 ±1318) 。饲喂黑色素对

辐射处理果蝇的繁殖力有明显改善作用 ,果蝇在

Tr2 组的繁殖力 ( 5010 ±1114) 比 Tr1 组 ( 1915 ±

1215)提高 15614 %( P < 0105) 。Tr2 与 CK组的繁

殖力无显著差异。

213 　SOD 比活性分析

通过测定果蝇体内 SOD 比活性发现 ,5 min 紫

外辐射处理 ( Tr1) 能降低果蝇体内 SOD 比活性

(20412 ±1115)μmol/ ( mg·min) ,但与 CK(21217 ±

2315)μmol/ (mg·min) 的差异不显著 (图 4) 。黑色

素可能对辐射处理果蝇体内 SOD 比活性有保护作

用 ,果蝇在 Tr2 和 Tr3 组的 SOD 比活性 (20911 ±

1311)和 (213125 ±717)μmol/ (mg·min) 高于 Tr1 组

(20412 ±1115)μmol/ ( mg·min) ,但差异均不显著

(图 4) 。

　　各组 SOD 比活性平均值 ( ±1SD) 由 3～10 个样本 (中值 =
415)计算得到 ,各组间均无显著差异

图 4 　UVR及饲喂乌鸡黑色素对果蝇体内 SOD
比活性的影响

Fig. 4 　Effect of UVR and melanin feeding on SOD
activity of Yellow

3 　讨 　论

311 　UVR对果蝇寿命、繁殖力和 SOD 比活性的损害

在本研究中无论是寿命、繁殖力 ,还是 SOD 比

活性 , Tr1 组均低于 CK ,有的差异已达显著水平。

研究结果表明 ,紫外辐射对生物体的损伤通常以 2

种途径进行 ,一是直接导致基因突变 ;二是通过诱导

机体产生自由基对 DNA 及细胞成分造成氧化损

伤[12 ] 。现代自由基学说认为 ,上述损伤如不能得到

及时修复将诱发衰老。据报道 ,UVR 也能诱导脂质

过氧化反应 ,并且对抗氧化防御系统 (如 :SOD) 造成

破坏[7 ] 。所以这种结果很可能是由 UVR 诱发的氧

化损伤所造成 ,而给遭受紫外辐射的动物提供一种

有效的抗氧化剂 ,理论上应可以提高其抗辐射的

能力。

312 　乌鸡黑色素对辐射处理果蝇的延寿作用

黑色素是保护生物体免受辐射损伤的天然聚合

物[1 ] 。以后的研究表明乌鸡黑色素能够清除超氧

阴离子 (O·- ) ,具有类似 SOD 的功能[11 ] 。Mosse 和

Lyakh 发现黑色素能显著降低 X射线引起果蝇致死

和半致死突变的比率 ,提出上述清除自由基特性可

能是黑色素辐射保护功能的重要机制之一[2 3 ] 。本

试验中乌鸡黑色素能有效延长辐射处理果蝇在
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25 %和 75 %时点的寿命及平均寿命 ,提高幸存率

(图 2 ,表 1) ,证明外源添加的黑色素可能通过降低

果蝇体内的自由基来减小氧化损伤 ,延长寿命。

313 　UVR及乌鸡黑色素对果蝇繁殖力的影响

与张建民的研究结果相似[5 ] ,本试验中 UVR

显著降低果蝇子代数量 (图 3) 。究其原因 ,一方面

UVR 诱发的氧化应激可以扰乱正常代谢 ,进而影响

果蝇的繁殖力 ;另一方面 ,果蝇的中枢神经系统易受

自由基的影响 ,所以过量的 UVR 也可能通过对神

经系统造成不可逆的损伤来影响果蝇的求爱行为 ,

减少交配 ,降低繁殖力[13 ] 。

外源添加的黑色素对果蝇繁殖力有很好的保护

作用 , Tr2 组的繁殖力显著高于 Tr1 组 (图 3) 。首

先 ,黑色素可能通过降低果蝇遭受的氧化应激来改

善其繁殖力 ;其次 ,Mosse 和 Lyakh 通过分析发生在

3 号染色体上的伴性隐性致死突变 ,发现黑色素可

以降低辐射诱导致死突变发生的机率[3 ] 。其对果

蝇生殖细胞的保护也可能是造成 Tr2 组高繁殖力的

原因之一。

314 　UVR及乌鸡黑色素对果蝇体内 SOD 比活性

的影响

　　研究表明 ,作为一种应激源 ,UVR 对生物体内

的 SOD 比活性有不利影响。Ozkur 等对小鼠皮肤

进行 UVB 辐射处理后发现 ,辐射处理组的 SOD 比

活性显著低于对照[7 ] 。本试验也发现辐射处理能

降低果蝇体内 SOD 比活性 ,与此同时 ,饲喂乌鸡黑

色素对其体内的 SOD 比活性有一定改善作用 ,尽管

差异不显著 (图 4) 。Hodgson 等认为当机体遭受氧

化损伤比较严重时 ,体内过量的 ROS 可导致 SOD

发生降解[14 ] 。显然 ,UVR 作为一种自由基诱发剂

可增加果蝇体内的 ROS。所以 , Tr1 组果蝇体内

SOD 比活性的降低可能是 SOD 在清除 UVR 诱发

的 ROS 的过程中发生降解所致[7 ] ,而外源添加的乌

鸡黑色素是有效的抗氧化剂 ,它可能通过缓解辐射

处理果蝇遭受的氧化应激来减少 SOD 的降解 ,提高

其活性。

4 　小 　结

本研究发现乌鸡黑色素对辐射处理果蝇有明显

保护作用 ,能显著延长其寿命 ,提高繁殖力 ,对体内

SOD 活性也有一定保护。笔者认为乌鸡黑色素清

除自由基的特性很可能是其辐射保护的作用机制之

一。此外 ,2 min UV + 012 mg/ mL 黑色素组高繁殖

力的原因也可能与黑色素对果蝇生殖细胞的保护

有关。
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