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腹膜透析 （peritoneal dialysis，PD） 是终末期肾脏 病 （end-stage kidney disease，ESKD） 的主要肾脏替代疗

法之一，目前全球约有11%的ESKD患者选择PD ［1］。

PD液中的高糖、低pH值等多种因素可导致PD患者

发生腹膜纤维化 （peritoneal fibrosis，PF），PF是PD患

者发生腹膜超滤衰竭及退出PD的重要原因［2］，因此，

延缓PF对保证PD患者长期有效透析至关重要。

· 论著 ·
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摘要  目的 探讨褪黑素对人腹膜间皮细胞上皮-间质转化 （EMT） 的作用及机制。方法 培养人腹膜间皮细胞株HMrSV5，

构建核心蛋白聚糖 （DCN） 过表达和敲减质粒。将细胞分为正常对照组、TGF-β1组、TGF-β1+褪黑素组、TGF-β1+褪黑素+siDCN

组、TGF-β1+褪黑素+siNC组、TGF-β1+DCN组。采用CCK-8法检测细胞增殖存活率；采用蛋白免疫印迹和实时定量PCR检测

DCN、TGF-β1、Smad2、E-cadherin蛋白和mRNA表达水平。结果 CCK-8结果显示，TGF-β1+褪黑素组、TGF-β1+褪黑素+siDCN组、

TGF-β1+DCN组细胞存活率均较TGF-β1组高，TGF-β1+褪黑素组较TGF-β1+褪黑素+siDCN组细胞存活率更高 （均P < 0.05）。蛋白

免疫印迹及实时定量PCR表明，TGF-β1组较对照组DCN和E-cadherin表达明显下调，TGF-β1+褪黑素组与TGF-β1+褪黑素+siDCN

组较TGF-β1组DCN、E-cadherin蛋白及mRNA表达上调，TGF-β1、Smad2蛋白及mRNA表达下调；TGF-β1+褪黑素组较TGF-β1+褪

黑素+siDCN组进一步上调E-cadherin、DCN蛋白及mRNA表达，进一步下调TGF-β1、Smad2蛋白及mRNA表达 （均P < 0.05）。结

论 褪黑素可延缓人腹膜间皮细胞EMT进程，DCN基因可能是抑制该细胞发生EMT的一个重要靶点。
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peritoneal mesenchymal cells
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Abstract  Objective To investigate the effect and mechanism of melatonin on the epithelial-mesenchymal transition （EMT） of human 

peritoneal mesothelial cells. Methods A human peritoneal mesoepithelial cell line （HMrSV5） was cultured. Decorin （DCN） overex-
pression and knockout plasmids were constructed. The cells were divided into the normal，TGF-β1，TGF-β1+melatonin，TGF-β1+mela-
tonin+siDCN，TGF-β1+melatonin+siNC，and TGF-β1+DCN groups. The cell proliferation and survival rates were determined using Cell 

Counting Kit-8 （CCK-8） . The protein and mRNA expression levels of DCN，TGF-β1，Smad2，and E-cadherin were detected by Western 

blotting and real-time polymerase chain reaction （PCR），respectively. Results The CCK-8 assay showed that the cell survival rates were 

higher in the TGF-β1+melatonin，TGF-β1+melatonin+siDCN，and TGF-β1+DCN groups than the TGF-β1 group  （P < 0.05） . The cell sur-
vival rate was higher for the TGF-β1+melatonin group than the TGF-β1+melatonin+siDCN group （P < 0.05） . Western blotting and real-
time PCR showed DCN and that E-cadherin were significantly down-regulated in the TGF-β1 group compared with the control group （P < 

0.05） . Compared with the TGF-β1 group，the TGF-β1+melatonin and TGF-β1+melatonin+siDCN groups showed up-regulated E-cadherin 

and DCN expression levels and down-regulated TGF-β1 and Smad2 expression levels （P < 0.05） . Compared with the TGF-β1+melato-
nin+siDCN group，the TGF-β1+melatonin+siDCN group showed up-regulated E-cadherin and DCN expression levels and down-regulated 

TGF-β1 and Smad2 expression levels （P < 0.05） . Conclusion Melatonin can delay the EMT of human peritoneal mesoepithelial cells，

and the DCN gene may be an important target to inhibit the EMT of these cells.
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转化生长因子β （transforming growth factor-β，TGF-β） 

是腹膜上皮-间质转化 （epithelial-mesenchymal tran-

sition，EMT） 的关键诱导物，而EMT在PF的发生和进

展中起重要作用［3］。核心蛋白聚糖 （decorin，DCN） 的

一个特定结构域可与TGF-β结合，从而阻止TGF-β与

其他受体结合［4］。在腹膜间皮细胞中，褪黑素能够

逆转脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 诱导的EMT过

程［5］。本研究拟通过人腹膜间皮细胞HMrSV5明确

褪黑素是否参与调控DCN，DCN是否是治疗PF的潜

在靶点，并探讨其治疗PF的可能机制，为相关临床

研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞：人腹膜间皮细胞株HMrSV5由武汉大

学生物典藏库CCTCC提供。用含10%胎牛血清、青霉

素 （100 U/mL）、链霉素 （100 g/mL） 的DMEM/F12培养

基培养。细胞密度达80%时进行传代。

1.1.2 质粒构建：DCN （human） -shRNA及DCN （NM-

001920.5） 过表达重组质粒均由载基生物有限公司

提供。

1.2 方法

1.2.1 分 组：（1） 正 常 对 照 组，不 加 任 何 处 理；（2） 

TGF-β1组，采用TGF-β1诱导细胞；（3） TGF-β1+褪黑

素组，TGF-β1对细胞进行诱导后，利用褪黑素干预；

（4） TGF-β1+褪黑素+siDCN组，对细胞进行TGF-β1诱

导后，采用褪黑素干预，并进行DCN敲减质粒转染；

（5） TGF-β1+褪黑素+siNC组，对细胞进行TGF-β1诱

导后，采用褪黑素干预，并进行DCN空载质粒转染；

（6） TGF-β1+DCN组，对细胞采用TGF-β1诱导后，进

行DCN过表达质粒转染。

1.2.2 质粒转染及药物处理：用脂质体转染试剂

Lipofectamine® 3000转 染DCN-shRNA和DCN过 表 达

质粒，并按照分组情况加入TGF-β1 （10 ng/mL） 和褪

黑素 （1 nmol/L） 继续培养24 h。

1.2.3 CCK-8检测：消化并调整细胞浓度，接种于 96 

孔板并培养过夜。分别加入CCK-8 （10 μL/孔）并孵育

1.5 h，酶标仪上测定吸光度值 （OD450 nm）。

1.2.4 Western blotting：加入含蛋白酶抑制剂的细胞

裂解液提取总蛋白，100 ℃变性5 min；取等量蛋白行

SDS-PAGE凝胶电泳分离，转移至PVDF膜；5%BSA

封闭1 h后，加入相应的一抗，4 ℃孵育过夜；加入辣

根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育1.5 h；加入发光

液后，凝胶成像仪进行曝光拍照，统计灰度值并计

算相对表达量。

1.2.5 实时PCR：氯仿、异丙醇法提取总RNA。琼脂

糖凝胶电泳分析 RNA 纯度，分光光度计下测定RNA

浓 度。按 照 试 剂 盒 （NovoScript® Plus All-in-one 1st 

Strand cDNA Synthesis SuperMix，中国诺沃蛋白科技

有限公司） 说明书行逆转录获得cDNA。根据试剂盒 

（NovoStart® SYBR qPCR SuperMix Plus，中国诺沃蛋

白科技有限公司） 说明书配制实时荧光定量 PCR反

应 体 系，并 对DCN、E-cadherin、TGF-β1、Smad2进 行

PCR扩增，引物序列见表1。用 2-ΔΔCt法计算相对表

达量。GAPDH作为内参照。

1.3 统计学分析

各组实验重复 3次以上。采用 GraphPad Prism5

和SPSS 25.0统计软件进行分析。正态分布的计量资

料以x-±s表示，2组比较采用t检验，多个实验组与对

照组比较采用 Dunnett检验，两两比较采用单因素方

差分析，在满足方差齐性条件下采用LSD法两两比

较。P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8实验结果

表1  PCR引物序列

Fig.1  Sequences of the PCR primers

Gene Primer sequence （5’-3’） 

GAPDH

  F ATGGGGAAGGTGAAGGTCG

  R TCGGGGTCATTGATGGCAACAATA

DCN

  F TCTCTGTAGTTGGATCAAGTGACT

  R TCTGAAGGTGGATGGCTGTAT

Smad2

  F GCTGAGTGCCTAAGTGATAGTG

  R GATTAACAGACTGAGCCAGAAGAG

E-cadherin

  F GGGTTATTCCTCCCATCAGC

  R GTCACCTTCAGCCATCCTGT

TGF-β1

  F GAGCCCTGGACACCAACTAT

  R AAGTTGGCATGGTAGCCCTT
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TGF-β1组细胞存活率低于其他各组，TGF-β1+褪

黑素组与TGF-β1+DCN组细胞存活率高于TGF-β1+褪

黑素+siDCN组，差异有统计学意义 （P < 0.05）。见图1。

2.2 Wesrtern blotting结果

与正常对照组比较，TGF-β1组DCN和E-cadherin

蛋白表达均下调，TGF-β1、Smad2蛋白表达均上调 （P < 

0.05）。与TGF-β1组比较，TGF-β1+褪黑素组、TGF-β1+

褪黑素+siDCN组及TGF-β1+DCN组DCN和E-cadherin

蛋 白 表 达 均 上 调，TGF-β1、Smad2蛋 白 均 下 调 （P < 

0.05）；且TGF-β1+褪黑素/DCN组较TGF-β1+褪黑素+

siDCN组DCN和E-cadherin蛋白表达明显上调，TGF-β1、

Smad2蛋白表达明显下调 （P < 0.05）。见图2。

2.3 实时PCR结果

验证已构建DCN过表达质粒和筛选敲减质粒，

分别确定为DCN （NM-001920.5） 与DCN （human） -shRNA2

 （图3）。与正常对照组比较，TGF-β1组DCN、E-cadherin 

1，normal control group；2，TGF-β1 group；3，TGF-β1+melatonin group；4，TGF-β1+melatonin+siDCN group；5，TGF-β1+melatonin+siNC group；6，

TGF-β1+DCN group. *P < 0.05 vs. normal control group；#P < 0.05 vs. TGF-β1 group；△P < 0.05 vs. TGF-β1+melatonin+siDCN group.

图2  各组HMrSV5细胞DCN、E-cadherin、TGF-β1、Smad2 蛋白表达情况

Fig.2  Expression of DCN，E-cadherin，TGF-β1，and Smad2 protein in HMrSV5 cells of each group

mRNA表达下调，TGF-β1、Smad2 mRNA表达上调 （均

P < 0.05）。与TGF-β1组对比，TGF-β1+褪黑素或DCN

组DCN、E-cadherin mRNA表 达 上 调，TGF-β1、Smad2 

mRNA表达下调 （均P < 0.05）；且TGF-β1+褪黑素组

与TGF-β1+DCN组较TGF-β1+褪黑素+siDCN组DCN、

E-cadherin mRNA表达明显上调，TGF-β1、Smad2 mRNA

表达明显下调 （均P < 0.05）。见图4。

*P < 0.05 vs. normal control group；#P < 0.05 vs. TGF-β1 group；△P < 

0.05 vs. TGF-β1+melatonin+siDCN group.

图1  各组HMrSV5细胞CCK-8实验结果

Fig.1  Results of CCK-8 experiment on HMrSV5 cells  in each 

group
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A，DCN （human） -shRNA screening. *P < 0.05，DCN （human） -shRNA2 group vs. blank control group，interference control group，DCN （human） -

shRNA1 group，DCN （human） -shRNA3 group；B，verification of DCN overexpression plasmid. *P < 0.05，DCN （NM-001920.5） group vs. blank control 

group or overexpression group.

图3  DCN （human） -shRNA筛选及DCN过表达质粒验证

Fig.3  DCN （human） -shRNA screening and verification of DCN overexpression plasmid

*P < 0.05.

图4  各组HMrSV5细胞DCN、E-cadherin、TGF-β1、Smad2 mRNA表达情况

Fig.5  Expressions of DCN，E-cadherin，TGF-β1，and Smad2 mRNA on HMrSV5 cells in each group
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3 讨论

ESKD肾脏替代治疗中，由于肾移植资源有限，

故患者被迫选择血液透析或PD。延缓PF是维持PD

的重要保障，而抑制TGF-β活化是防治PF的关键。研

究［6］表明，褪黑素能靶向TGF-β信号轴发挥抗纤维

化作用，而其是否能调控PF及其作用机制尚缺乏有

效的实验基础。本研究通过药物、靶点、通路的有机

结合，进一步研究了褪黑素对纤维化环境中人腹膜

间皮细胞的作用及其机制。

褪黑素是人松果体分泌的主要激素，具有水溶

性和脂溶性，可高效透过各种生物膜发挥抗氧化、

抗凋亡和细胞保护等作用。褪黑素可减轻非酒精性

脂肪肝小鼠肝脏炎症反应、球囊化和纤维化［7］；在

腹膜间皮细胞中，褪黑素能逆转LPS诱导的EMT过

程［5］。本研究结果显示，褪黑素可使TGF-β1诱导的

HMrSV5细胞存活率明显提高，且明显下调TGF-β1

表达，上调E-cadherin表达，提示褪黑素可抑制纤维

化环境中HMrSV5细胞的TGF-β活化及EMT进展。

DCN是富含亮氨酸的小分子蛋白多糖，普遍

存在于细胞外基质。DCN的某个特定结构域可与

TGF-β结 合，从 而 阻 止TGF-β与 其 他 受 体 结 合［4］。

DCN作为生长因子的负性调节剂，在维持内环境

稳定、基质形成、器官发育、细胞增殖分化过程中

起重要作用［7］，并参与心脏、肝、骨骼肌、肺、腹膜等

多 种 组 织、器 官 纤 维 化 的 调 控［8-13］。DCN可 调 控

包括TGF-β在内的多种生长因子的生物利用度，从

而改善PF。研究显示，TGF-β1诱导的DCN基因沉默

HMrSV5细胞被褪黑素处理后，可上调E-cadherin并

下调TGF-β1、Smad2蛋白及mRNA表达；而TGF-β1诱

导的HMrSV5细胞被褪黑素及DCN过表达处理后，比

TGF-β1诱导的沉默DCN基因细胞DCN、E-cadherin蛋

白及mRNA表达进一步上调，TGF-β1、Smad2蛋白及

基因表达进一步下调。表明褪黑素可靶向激活DCN 

结合过度活化的TGF-β1，同时抑制Smad2信号通路，

部分逆转EMT，从而延缓PF。

综上所述，本研究发现，褪黑素可通过调控DCN/

TGF-β途径抑制Smad2通路，改善纤维化环境中的人

腹膜间皮细胞EMT，提高细胞存活率。以上结果为

PF的预防及治疗提供了新的靶点及干预思路。
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