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褪黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细胞增殖及wnt10b和

β-catenin基因表达的影响
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摘 要 为研究褪黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细胞生长的作用模式,将褪黑素浓度设置为0、100、300、600和

900pg/mL5个试验组,利用CCK-8法检测各组皮肤上皮细胞增殖情况,实时荧光定量PCR检测 Wnt10b 和β-
catenin 基因的表达,ELISA检测 Wnt10b及β-catenin蛋白的表达。结果表明:300pg/mL褪黑素对皮肤上皮细胞

增殖效果最佳(P<0.05),Wnt10b 和β-catenin 的 mRNA和蛋白质表达量极显著高于其他组(P<0.01)。综上,

300pg/mL的褪黑素可显著促进皮肤上皮细胞增殖,且显著提高Wnt10b和β-catenin 的表达。
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Abstract InordertostudytheeffectofmelatoninonthegrowthofskinepithelialcellsofInnerMongoliacashmere

goats,fivetestgroupsweresetat0,100,300,600and900pg/mLofmelatonin.CCK-8methodwasusedtodetect
theproliferationofskinepithelialcells.QuantitativePCRwastodetecttheexpressionofWnt10bandβ-cateningene,

andELISAwasusedtodetecttheexpressionofWnt10bandβ-cateninprotein.Theresultsshowedthat300pg/mL
melatoninhadthebesteffectontheproliferationofskinepithelialcells(P<0.05),andthemRNAandprotein
expressionsofWnt10bandβ-cateninweresignificantlyhigherthanthoseinothergroups(P<0.01).Insummary,

300pg/mLmelatonincansignificantlypromotetheproliferationofskinepithelialcellsandincreasetheexpressionsof
Wnt10bandβ-catenin.
Keywords InnerMongoliancashmeregoats;melatonin;skinepithelialcells;cellproliferation;Wnt10b;β-catenin
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  内蒙古绒山羊的绒毛为重要动物经济产物,在
众多动物纤维中,山羊绒因其良好的御寒功能和极

好的柔软亲肤性,受到广大消费者的喜爱,被赞誉为

“纤维皇后”。羊绒的产量和形态变化与毛囊的发育

周期以及组织结构紧密相关。毛囊分为初级毛囊与

次级毛囊,次级毛囊由初级毛囊分化而来[1-2],绒山

羊毛囊的周期变化一般指次级毛囊的季节性再生过

程,一般而言,次级毛囊经历生长期(4~11月)、退
行期(12月至次年1月)和休止期(2~3月)3个时

期[3-4]。毛囊生长发育受众多信号通路同时作用的

调控,其中 Wnt信号通路在毛囊生长发育和分化中

起到重要作用[5-7]。Wnt分泌蛋白可刺激细胞中多

种信号通路,作为生长调节因子在细胞增殖、分化以

及 迁 移 中 发 挥 重 要 作 用,许 多 研 究 证 实 经 典

Wnt/β-catenin信 号 通 路 对 毛 囊 生 长 起 决 定 性 作

用[8-10]。Wnt10b作为通路中的核心影响因子[11],在
小鼠与兔子的表皮中均有大量表达[12-13],多项研究

证实 Wnt10b在内蒙古绒山羊皮肤中也有大量表

达[14-15],毛囊形成来自大量上皮细胞、成纤维细胞在

表皮和真皮间凝结,最终的真皮凝结物又称为乳头

细胞,毛乳头细胞的多少与绒毛产量密切相关[16]。

β-catenin是一种胞内糖蛋白,具有双重功能,当细

胞无 Wnt信号时,其与细胞膜上钙粘附蛋白产生粘

附作用,坐落在细胞骨架蛋白上,对同型细胞起到粘

附作用[17]。Reddy等[18]在小鼠皮肤毛囊发育的研

究中,通过原位杂交技术确定了 Wnt/β-catenin 的

表达区域,并证实了其对毛囊不同时期分化与发育

的作用。
褪黑素是一种吲哚激素,有白天低夜晚高的周

期节律性变化,且在多种哺乳动物体内验证褪黑素

可通过缩短毛囊周期变化从而增加毛囊生成数量,
以此提高绒毛产量。丽春 [19]研究表明,在内蒙古

绒山羊体外埋植褪黑素能有效缩短绒毛周期,可提

早2个月生绒,并伴有二次生绒现象。刘影等[20]研

究显示,对内蒙古绒山羊体外2次注射2mg/kg褪

黑素可使绒毛长度有所增加。还有研究表明,褪黑

素对山羊毛囊干细胞[21]和内蒙古绒山羊成纤维细

胞[22]有促进分化和增殖作用。综上所述,褪黑素能

够促进绒山羊绒毛生长,提高绒毛产量,但其分子调

控机制尚不清楚。因此,本研究选用内蒙古绒山羊

为动物模型,研究褪黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮

细胞增殖及对 Wnt10b和β-catenin 基因表达的影

响,旨在通过体内和体外试验来探究毛囊形成的分

子机制,为揭示内蒙古绒山羊刺激毛囊的生成分子

机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物

试验于2018年11月—2019年11月在内蒙古

自治区动物遗传育种与繁殖重点实验室进行,每月

中旬自内蒙古土左旗金莱牧业白绒山羊种羊场采

样,选取三只健康状态良好的1岁小羊,在耳端去毛

后酒精消毒剪取0.5cm2 耳组织,3h内带回实验室

处理,使用酶消化法培养原代上皮细胞,一部分传代

培养后试验处理,一部分冻存备用。

1.2 试剂

DPBS(Hyclone);0.25%胰酶(Gibco);高糖培

养 基 DMEM/F12(含 丙 酮 酸 钠,不 含 hepes,

Hyclone);青霉素和链霉素(双抗,Gibco);BI胎牛

血清(BiologicalIndustries);DMSO(日本和光剂);
褪 黑 激 素 (M5250,Sigma);TransDetect Cell
CountingKit(CCK-8,TransGenBiotech);总RNA
提取试剂盒(TIANGEN);荧光定量染料(RR820A,

Takara);实 时 定 量 PCR 试 剂 (KT201-12,

TIANGEN);反 转 录 试 剂 盒(RR047A,Takara);

DNAMakerDL500(3590A,Takara);ELISA试剂

盒(上海抚生生物科技有限公司)。

1.3 试验方法

1.3.1 内蒙古绒山羊皮肤上皮细胞培养

将选取的绒山羊皮肤酒精消毒30s,重复3遍,

PBS冲洗3遍放入细胞专用操作台,在60mm培养

皿中去 除 表 皮 碎 毛,PBS 再 次 冲 洗 3 遍,放 入

1.5mL无菌无酶离心管中,用剪刀迅速剪碎至

0.1mm2,将碎块转移至细胞培养皿后,加入适量预

热好的0.1%胰酶,37℃处理30min,所得消化液

用钢筛过滤,滤液1500r/min离心10min,最终得

到细胞沉淀加入新鲜细胞培养液,静置于培养皿中

贴壁培养3d以上,直至原代细胞覆盖率达70%以

上,方可进行传代培养。

1.3.2 褪黑素对皮肤上皮细胞增殖的影响

用第3代细胞接种至96孔板(约1×104 个细

胞,每孔100μL细胞培养液)。使用无水乙醇将褪

黑素溶解,并将其配置为0、100、300、600、900pg/mL
5个质量浓度,每组10孔细胞,贴壁生长3d后,每
个细胞培养孔中均加入CCK-810μL,37℃处理

2h,使用Bio-Tek酶标仪检测细胞450nm处吸光
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度值(OD值),重复3批细胞得到3组OD值,最后

使用Duncan法进行生物学统计计算。

1.3.3 褪黑素对绒毛相关生长基因表达量的影响

细胞接种至6个锡纸包裹的培养瓶中,贴壁12h
后梯度添加褪黑素(0、100、300、600、900pg/mL),
处理48h后提取RNA,并反转录成cDNA用于qRT-
PCR检测Wnt10b和β-cateninmRNA表达量。

1.3.4 总RNA提取、cDNA合成及PCR扩增

根 据 GenBank 中 公 布 的 山 羊 Wnt10b 和

β-catenin基因mRNA序列,利用PrimerPremier5.0
软件做引物设计,以β-actin 为内参基因。由上海生

物工程公司完成引物合成,选择内参基因为β-actin
并做普通PCR扩增,选择TaqPCRMastermixkit
(TIANGEN)试剂盒,循环条件为:预变性(95℃、

5min),变性(95℃、30s),退火(60℃、30s),延伸

(72℃、10min);产物使用2%琼脂糖凝胶进行电泳

检测,对扩增条带大小和亮度进行分析。引物序列

和PCR退火温度见表1。

表1 基因扩增引物序列

Table1 PrimersequencesforPCRofcashmeregoatgene

基因

Gene

引物序列

Sequenceofprimer

退火温度/℃
Annealingtemperature

片段长度/bp
Size

β-actin
F:GGCAGGTCATCACCATCGG
R:CGTGTTGGCGTAGAGGTCTTT

60 157

Wnt10b
F:TGCTCACAACCGCAACTC
R:GGTCTCGCTCGCAGAAG

64 107

β-catenin
F:GACCACAAGCAGAGTGCT
R:TGTCAGGTGAAGTCCTAAA

55 100

1.3.5 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)分析

对0、100、300、600和900pg/mL褪黑素的细

胞中的 Wnt10b 和β-catenin 基因进行相对定量分

析。每个待测样本设置3个重复,以β-actin 为内

参,采用2-ΔΔct法计算分析数据。使用 A7500实时

荧光定量PCR仪(Agilent)检测,反应条件如下:

95℃、10min,95 ℃、5s,退火温度、30s,72 ℃、

30s,进行40个循环。反应体系为20μL,包含

10μLTBGreenPremixExTaqⅡ、2μLcDNA、

0.8μL上下游引物、0.4μLROX、6μLddH2O,所
有反应试剂添加均在冰上进行。

1.3.6 皮肤上皮细胞中 Wnt10b和β-catenin蛋白

表达量测定

使用 上 海 抚 生 生 物 科 技 有 限 公 司 生 产 的

Wnt10b(FS16431)和 β-catenin(FSK10413)的

ELISA试剂盒,对添加0、100、300、600和900pg/mL
褪黑素的细胞中 Wnt10b和β-catenin蛋白的质量

浓度检测,试验前将准备好的5板细胞中去除培养

基,使用预冷PBS清洗3~5遍,将加入PMSF的蛋

白提取液加入细胞培养孔中,冰浴保持,每隔30s
晃动一次,总计10min,所得液体移入离心管,离心

所得上清用于ELISA法检测2种蛋白浓度。

1.4 统计分析

本试验数据先用Excel2010预处理,试验结果

用平均值±标准误表示,之后采用SPSS25.0软件

中的单因素 ANOVA方差检验分析,使用LSD法

对不 同 质 量 浓 度 褪 黑 素 作 用 于 细 胞 增 殖 以 及

Wnt10b和β-catenin mRNA和蛋白表达量进行比

较。P<0.01为差异极显著,P<0.05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 褪黑素对上皮细胞增殖影响

由图 1 可 知,与 对 照 组 相 比,添 加 100 和

300pg/mL褪黑素组细胞均显著增殖(P<0.05),
其中300pg/mL增殖效果最佳,而600和900pg/mL
细胞密度有所减少。由图2可知,100和300pg/mL
均可促进细胞增殖,其中300pg/mL差异显著(P<
0.05),高质量浓度褪黑素(600和900pg/mL)对细

胞增殖无显著促进效应。

2.2 褪黑素对皮肤上皮细胞生长曲线的影响

不同浓度褪黑激素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细

胞的增殖的影响见图3,所有试验组细胞均符合细胞
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图1 不同质量浓度褪黑激素对绒山羊皮肤

上皮细胞增殖影响(×100)

Fig.1 Effectsofdifferentconcentrations of melatonin
onproliferationofskinepithelialcellsincashmere

goats(×100)

  *差异显著(P<0.05),**差异极显著(P<0.01),下同。NC
为无细胞的细胞培养液组。

*representssignificantdifferenceatP<0.05,**represents
significantextremedifferenceatP<0.01.Thesamebelow.NC
indicatescellculturemediumwithoutcell.

图2 褪黑素对皮肤上皮细胞增殖的影响

Fig.2 Effectofmelatoninonskinepithelialcellproliferation

“S”型生长曲线,第5天为细胞倍增时间,在第5和6
天(细胞指数增长期)300pg/mL组与对照组相比,显
著促进细胞增殖(P<0.05);其他试验组细胞影响变

化无显著性(P>0.05)。结果表明,高质量浓度褪黑

素(600和900pg/mL)对细胞增殖无显著促进作用,
且皮肤上皮细胞增殖对褪黑素浓度有一定依赖性。

图3 不同质量浓度褪黑素对皮肤上皮细胞的生长曲线

Fig.3 Growthcurvesofdifferentconcentrations
ofmelatoninonskinepithelialcells

2.3 褪黑素对皮肤上皮细胞 Wnt10b和β-catenin
表达量的影响

RNA反转录合成cDNA,用于β-actin、Wnt10b
和β-catenin 实时荧光定量检测中,qRT-PCR结果

见图4,各 试 验 组 中,300pg/mL 处 理 的 细 胞 的

Wnt10bmRNA和β-catenin mRNA表达量较对照

组均极显著增加(P<0.01)。结果表明适宜的褪黑

素可通过 Wnt信号通路增加Wnt10bmRNA和β-
catenin 基因表达量。

图4 褪黑素对皮肤上皮细胞wnt10b和

β-catenin基因表达量的影响

Fig.4 Effectofmelatoninontheexpressionof
Wnt10bandβ-cateningene
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2.4 褪黑素对皮肤上皮细胞中 Wnt10b和β-catenin
蛋白的影响

ELISA试 剂 盒 检 测 上 皮 细 胞 中 Wnt10b和

β-catenin蛋白水平,结果见图5,培养基中添 加

300pg/mL褪黑素时Wnt10b和β-catenin2种蛋白

均极显著性上调(P<0.01),而100和600pg/mL
的作用相对300pg/mL较弱,但也有着显著性上调

作用(P<0.05),此结果相较RNA水平结果有些差

异;900pg/mL的作用在蛋白水平依然不显著,说
明900pg/mL褪黑素对皮肤上皮细胞无增殖作用,
且过高浓度反而抑制了细胞增长。

图5 褪黑素对皮肤上皮细胞 Wnt10b和

β-catenin蛋白表达量的影响

Fig.5 Effectofmelatoninontheexpressionof
Wnt10bandβ-cateninprotein

3 讨 论

褪黑素在松果体中通过一系列酶促反应生成,
摄取的必需氨基酸-色氨酸通过色氨酸羧化酶生成

羟基色氨酸,最后脱羧并被羟基-吲哚甲基化生成这

一吲哚激素[23]。因褪黑素有自由基的清除能力,以
刺激DNA修复,具有代谢能力和增殖能力,生长期

的毛囊可在褪黑素的作用下进行细胞保护和凋亡抑

制[24]。褪黑素作为细胞增殖、分化的重要影响因

素,通过与其受体的结合发挥作用,褪黑素受体

MT1、MT2和RORα分布广泛,在人的毛乳头角质

细胞和真皮乳头成纤维细胞中检测出 MT1,而毛囊

中主 要 生 成 黑 色 素 的 黑 素 细 胞 中 确 未 检 测 到

MT2[25],但在绒山羊中却能检测到 MT2、RORα受

体位点[26],蛋白受体在Wnt、FGF、Notch和Shh 等

信号通路中发挥作用,在人体中通过激活AMPK/

β-catenin 信号通路促进间充质细胞的成骨化[27]。
内蒙古绒山羊毛囊中外根鞘的核受体RORα被外

源褪黑素磷酸化后,受体可介导内蒙古绒山羊皮肤

成纤维细胞中Wnt/β-catenin 通路被激活[28]。有研

究表明,小鼠绝育后因卵巢的缺失而进入“更年期”,
雌激素减少对皮肤有负面影响,而体内注射褪黑素

治疗后,小鼠皮肤中β-catenin 表达量增加,表皮干

细胞和真皮干细胞中β-catenin 显著性增加,皮肤变

厚[29]。本研究是在前人研究基础上筛选出在毛囊

发育中有重要作用的2个基因,毛囊发育中促进毛

囊生成的Wnt10b 及黏附细胞作用的β-catenin,通
过对其表达量的检测反映褪黑素对内蒙古绒山羊上

皮细胞增殖的正向调控。这与丽春[19]在内蒙古绒

山羊中埋植褪黑素促进wnt10b和β-catenin 基因表

达的结果一致。
因褪黑素有避光性,动物体内褪黑素分泌量的

变化受到阳光影响较多,故直接埋植褪黑素到动物

皮肤中方法无法高效观察到皮肤绒毛变化,一般埋

植试验周期设为1年,耗时久且对动物身体影响因

素过多。而动物体外培养细胞中可在短期内高效得

到结果、多次验证结果,但体内注射褪黑素试验优势

在于,动物体内被影响因素多种多样,可能有促进作

用也可能有抑制作用,而体外细胞试验中,单一的细

胞环境可以一一验证褪黑素的作用。本研究中褪黑

素加入后,细胞生长第3天时细胞均出现指数增长

期。内蒙古绒山羊体内埋植褪黑素后,绒毛周期变

短,毛长有所增加[28],因此不同动物和不同器官组

织中褪黑素的作用不同。本试验设计阶梯浓度的褪

黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细胞增殖产生的作

用,结果显示,不同浓度褪黑素对细胞增殖效果不

一,合适的褪黑素浓度对上皮细胞增殖效应显著,试
验组中300pg/mL为该激素的最佳促进细胞增殖作

用质量浓度,过高质量浓度的褪黑素(900pg/mL)对
细胞增殖无促进作用,该效应亦通过 Wnt10b 与

β-catenin 基因表达量证实,此结论与赵德超等[29]在

绒山羊体内褪黑素作用效果不同的研究结果一致。

4 结 论

不同浓度的褪黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细

胞增殖及对Wnt10b和β-catenin 基因表达有不同的

影响,300pg/mL为该激素的最佳促进细胞增殖作

用质量浓度,还显著提高绒毛发育相关生长基因

66



 第1期 吴子贤等:褪黑素对内蒙古绒山羊皮肤上皮细胞增殖及wnt10b和β-catenin基因表达的影响

Wnt10b及β-catenin 的表达量,过高浓度的褪黑素

对细胞增殖无促进作用,研究表明褪黑素可能通过

影响Wnt10b/β-catenin 对细胞产生增殖作用,为进

一步研究通路中其他相关基因奠定基础,调控绒毛

生长周期的机制尚需进一步研究。
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