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下调ＩＬ３５通过上调自噬相关蛋白表达而抑制肝细胞癌侵袭和迁移
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　　［摘要］　目的　探讨白细胞介素３５（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３５，ＩＬ３５）在肝癌中的表达及其临床意义、潜在的
分子机制。方法　收集手术确诊的肝细胞肝癌和癌旁组织４０对。采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＩＬ３５在肝癌和癌旁组织中的表达，并分析ＩＬ３５与各临床指标的相关性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ３５在肝癌
细胞中的表达。慢病毒转染下调ＩＬ３５。ＣＣＫ８和集落形成检测细胞增殖，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测侵袭和迁
移，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞自噬和 ＥＭＴ相关指标。结果　ＩＬ３５高表达于肝癌组织中（Ｐ＜０．０１）；与
ＨＬ７７０２肝细胞相比，ＩＬ３５蛋白表达在Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２细胞中升高，且Ｈｅｐ３Ｂ表达最
高（Ｐ＜０．０１）；高表达与血管侵犯相关（Ｐ＝０．００３３）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验表明下调Ｌ３５能有效抑制肝癌细胞
侵袭和转移（Ｐ＜０．０１）；ＣＣＫ８和平板克隆实验表明，下调 ＩＬ３５能有效抑制肝癌细胞增殖（Ｐ＜０．０１）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，下调 ＩＬ３５能促进 ＬＣ３ＢＩＩ、Ｂｅｃｌｉｎ１表达，抑制 ｐ６２表达（Ｐ＜０．０１），同时促进
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达并抑制Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达（Ｐ＜０．０１）。结论　ＩＬ３５高表达于肝细胞肝癌组织
和肝癌细胞中，其表达与肝癌的血管侵犯相关；下调 ＩＬ３５能通过诱导自噬达到抑制肝癌细胞的侵袭和
迁移的目的。

　　［关键词］　 ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３５，ＩＬ３５；肝细胞癌；自噬；侵袭；迁移；上皮间质转化
　　［中图法分类号］　Ｒ３９２．２；Ｒ７３３７；Ｒ７３５．７ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市留学人员创新支持计划（ＣＸ２０１７１０５，ＣＸ２０１８１４６）
［通信作者］　吴忠均，Ｅｍａｉｌ：ｗｚｊｔｃｙ＠１２６．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２３，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＬ３５ｉｎｈｉｂｉｔｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨＣＣｃｅｌｌｓ
ＹＩＹａｎ，ＣＨＥＮＱｉｎｇｓｏｎｇ，ＷＵＺｈｏｎｇｊｕｎ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３５（ＩＬ３５）ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ４０ｐａｉｒｓｏｆ
ＨＣＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＩＬ３５ｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ３５ｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３５
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＬＯ２ａｎｄ４ｓｔｒａｉｎｓｏｆＨＣＣＨｕｈ７，Ｈｅｐ３Ｂ，ＳＭＭＣ７７２１ａｎｄＢｅｌ７４０２ｃｅｌｌｓ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３５ｉｎＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ．
ＴｈｅｎＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓ
ａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＩＬ３５ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＣＣ
ｔｉｓｓｕｅ（Ｐ＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＬ７７０２ｃｅｌｌｓ，ＩＬ３５ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨｅｐ３Ｂ，Ｈｕｈ７，ＳＭＭＣ７７２１
ａｎｄＢＥＬ７４０２ｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎ（Ｐ＝０．００３３）．ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ３５
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）；ＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇ
ａｓｓａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ３５ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ３Ｂｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）．

１４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ３５ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＢＩＩａｎｄ
Ｂｅｃｌｉｎ１，ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ６２（Ｐ＜０．０１），ｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩＬ３５ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨＣＣ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ３５ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３５；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＳｕｐｐｏｒｔＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＯｖｅｒｓｅａｓＳｔｕｄｅｎｔｓｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＸ２０１７１０５，ＣＸ２０１８１４６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＵＺｈｏｎｇｊｕｎ，Ｅｍａｉｌ：
ｗｚｊｔｃｙ＠１２６．ｃｏｍ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在因癌
致死的癌症中排名第２，每年会造成大约７８８０００人病
死，其主要由乙肝病毒感染，酒精性肝硬化等引起［１］。

近年来，肝癌已经成为我国因癌致死的主要癌症之一，

严重影响着人民的健康。肝癌患者确诊时往往处于中

晚期并大多伴有肝内外的转移，因而其预后非常差。

目前最常用的检测主要是通过影像学的手段和检测甲

胎蛋白，有效的治疗手段和检测指标仍然十分有限，尤

其是早期的诊断和治疗。转移是导致癌症患者死亡的

主要原因之一［２－３］，因此，阐明肝癌的侵袭和转移机

制，寻找一种有效的抑制侵袭和转移的手段具有重要

意义。

　　白介素 ３５（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３５，ＩＬ３５）是一种新发现
ＩＬ１２家族的细胞因子，其由 ＥＢ病毒诱导基因 ３
（ｅｐｓｔｅｉｎｂａｒｒｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅ３，Ｅｂｉ３）和白细胞介素
１２α（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２ａｌｐｈａ，ＩＬ１２α）组成［４］。ＩＬ３５主要
与ＩＬ１２Ｒβ２和ｇｐ１３０两个受体联接而发挥作用。研究
表明，ＩＬ３５在肝癌中高表达，且与患者肝癌的复发风
险呈正相关［５］。在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２中过表达 ＩＬ３５能
够通过抑制基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）和 ＭＭＰ９表达
来抑制肝癌细胞的侵袭和迁移。此外，ＩＬ３５在其他多
种癌症中均有其发挥抑癌作用的报道，例如ＩＬ３５在结
直肠癌中高表达且与疾病的发展和预后密切相关［７］，

ＩＬ３５高表达于胰腺癌患者中且是加重胰腺癌进展的
主要因素之一［８］，ＩＬ３５通过调控Ｔｒｅｇ细胞功能加强急
性髓性白血病的免疫逃逸［９］。

　　自噬是一种维持细胞内环境稳定的程序性死亡，
主要是通过将需要降解的细胞器和衰老的蛋白输送到

溶酶体进行自我消化降解，从而实现细胞器更新和内

环境稳态［１０］。自噬囊泡是贯穿整个自噬过程的一种

重要现象，通过形成自噬体和自噬溶酶体发挥不同作

用而达到重复利用的生物学作用。自噬在肝癌中发挥

着双刃剑的作用，已有研究表明前列腺素 Ａ能够通过
诱导自噬发挥抑制肝癌的作用［１１］。抑制自噬会导致

肝癌组织中 ｐ６２的聚集而加速肝脏肿瘤的进展［１２］。

Ｂｅｃｉｌｎ１是酵母自噬基因 Ａｔｇ６的同源基因，其与
ＬＣ３Ｂ、ｐ６２具有协同反映自噬流强弱的作用。研究表
明，Ｂｅｃｌｉｎ１的降低与肝细胞癌的进展密切相关［１３］。

因此，在肝细胞癌中诱导自噬将是一种可行的抑制肝

细胞癌生长的手段，且目前ＩＬ３５在肝细胞癌中与自噬
关系尚不明确。

　　本研究以肝癌细胞为对象，探讨ＩＬ３５对肝癌细胞
株自噬的影响，进而探讨其通过调节自噬达到抑制

ＨＣＣ的目的。旨在进一步揭示ＩＬ３５在ＨＣＣ中发挥的
作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肝癌和癌旁组织来源于重庆医科大学附属第一
医院手术切除患者的标本。人正常肝细胞株 ＨＬ７７０２
和ＨＣＣ细胞株Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２、ＳＫ
Ｈｅｐ１由本课题组和四川大学华西医院肝胆外科实验
室长期保存。ＤＭＥＭ高糖培养基和胎牛血清购自以色
列ＢＩ公司；胰酶消化液购自上海碧云天公司；ＣＣＫ８试
剂盒购自美国Ｂｉｍａｋｅ公司；细胞冻存液购自中国新赛
美公司；细胞裂解液购自碧云天公司；蛋白酶抑制剂

ｃｏｃｋｔａｉｌ购自美国ｂｉｍａｋｅ公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒
购自上海碧云天公司；Ｅｂｉ３抗体，ＩＬ１２α抗体购自中国
ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司，ＧＡＰＤＨ抗体，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体 Ｖ购自上海 Ａｂｗａｙｓ公司；山羊抗兔
辣根过氧化物酶标记的二抗购自北京中杉金桥公司；

基质胶和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自康宁公司；ＩＬ３５低表达慢
病毒购自上海汉恒生物科技公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人正常肝细胞系 ＬＯ２和 ４株
ＨＣＣ细胞系（Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１及 Ｂｅｌ７４０２）培
养于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基中，并在
３７℃，含５％ＣＯ２的细胞孵育箱中生长。当细胞密度
达到 ９０％左右时对细胞进行传代处理。传代时丢弃

２４４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



旧培养基，使用１ｍＬ预热ＰＢＳ缓冲液清洗２次，吸除
ＰＢＳ缓冲液后加入 １ｍＬ预热 ０．２５％胰酶细胞消化
液，并放入细胞孵育箱中消化１～２ｍｉｎ，消化完成后轻
拍瓶壁使细胞脱落，加入１ｍＬ完全培养基终止消化，
将细胞混悬液移至 １５ｍＬ离心管中，使用离心机以
１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，离心结束后弃去上清，加入
３ｍＬ完全培养基，轻轻吹打混匀，根据实验需要按照
１∶２或１∶３传代。
１．２．２　细胞慢病毒转染　　构建低表达人ＩＬ３５的重
组慢病毒载体和空载体。Ｈｅｐ３Ｂ细胞在 ５ｍｇ／ｍＬ聚
丙烯存在的情况下被慢病毒转染，转染复数（ＭＯＩ）为
１０～１００。２４ｈ后，将含有病毒的培养基替换为新鲜的
含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基。转染７２ｈ
后，通过使用２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素选择细胞以建立具有
稳定低表达ＩＬ３５的细胞系。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收集肝组织和各细胞
株，然后进行蛋白质提取。通过ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，蛋
白质被转移到ＰＶＤＦ膜上。将膜在ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ封闭
缓冲液（碧云天，中国）在室温封闭２０ｍｉｎ。将前述一
抗与膜在４℃下反应过夜，然后将膜与山羊抗兔二抗
在室温下孵育 １ｈ。将膜用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，每次
５ｍｉｎ。用增强的化学发光（ＥＣＬ）试剂盒（Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，德国）在 ＶｉｌｂｅｒＦｕｓｉｏｎＦＸ７Ｓｐｅｃｔｒａ仪器上
（Ｆｕｓｉｏｎ，ＦＸ７，法国）检测蛋白条带。ＩｍａｇｅＪ软件定量
蛋白质表达。

１．２．４　透射电镜观察自噬体形成　　将 Ｈｅｐ３Ｂ肝癌
细胞接种在６孔板中，取对数期的细胞，０．２５％胰酶消
化肝细胞，并在４℃下用４％戊二醛固定２ｈ。然后，将
细胞在４℃下固定在１％四氧化锇中２ｈ，用过滤的乙
酸铀酰染色，并在分级的乙醇和丙酮系列中脱水。然

后，我们在乙氧基树脂中渗透，包埋和聚合样品。制备

半薄（０．５μｍ）和超薄（６０ｎｍ）切片，并用乙酸铀酰和
柠檬酸铅染色。用 ２．５％戊二醛和 １％四氧化溶液固
定，后用１％四氧化锇固定，在越来越多的醇中脱水并
包埋在乙氧基树脂中。用ＨｉｔａｃｈｉＨ７５００型透射电子
显微镜（日立，日本东京）对切片进行可视化。使用

Ｇａｔａｎ７８０系统获取图像。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　根据制造商的规程，
使用ＣＣＫ８细胞增殖测定法测量细胞活力。将细胞以
２×１０４／孔的密度播种到含有１００μＬ完整ＤＭＥＭ高糖培
养基的９６孔板中２４ｈ。检测转染慢病毒的 Ｈｅｐ３Ｂ细
胞。除去上清液，并将细胞在含有２０μＬＣＣＫ８溶液
的ＤＭＥＭ高糖培养基中于３７℃和５％ＣＯ２孵育２ｈ。

酶标仪在４５０ｎｍ波长下测量光密度值Ｄ（４５０）。细胞
存活率＝［实验组 Ｄ（４５０）值－空白组Ｄ（４５０）值］／［对
照组Ｄ（４５０）值－空白组Ｄ（４５０）值］×１００％。
１．２．６　平板克隆实验　　取对数期各组细胞，０．２５％
胰酶消化制成单细胞悬液，以５００／孔的密度重新接种
到６板上，随后充分摇动并培养２周，以使单个细胞长
成肉眼可见的细胞团。ＰＢＳ洗涤细胞２次，４％多聚甲
醛室温固定１５ｍｉｎ；弃去多聚甲醛，ＰＢＳ洗涤２次。然
后用 ３．７％的甲醇和 ０．１％的结晶紫染色室温染色
３０ｍｉｎ。
１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　为了评估细胞迁移或侵袭
能力，分别使用填充了和没有填充基质胶的（ＢＤ
ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＦｒａｎｋｌｉｎＬａｋｅｓ，ＮＪ）的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。取各
组对数期细胞，０．２５％胰酶消化制备单细胞悬液，将细
胞在上室中与无血清培养基一起孵育。同时，将含有

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ放入下室。将细胞在３７℃下孵育
２４ｈ，并通过棉签小心地清除未侵袭的细胞。同时，用
９５％甲醇固定位于膜下侧的侵入细胞，并在室温下用
结晶紫染色３０ｍｉｎ。使用卡尔·蔡司显微镜系统随机
拍摄５张图像。对５个随机视野进行计数统计。
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０版进行统计分析。采用
珋ｘ±ｓ表示统计结果。ｔ检验用于分析 ２组之间的正态
分布数据。单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）比较 ３组或更
多组之间的差异。癌旁和肝癌组织之间的差异使用

χ２检验。Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ３５在肝癌组织中表达高于癌旁组织
　　采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ４０对癌
旁和肝癌组织中 ＩＬ３５在转录和蛋白水平的表达。结
果表明，ＩＬ３５在肝癌组织中的表达明显高于癌旁组
织，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　ＩＬ３５的表达与 ４０位患者临床数据之间的相互

关系

　　根据ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果，将４０例ＨＣＣ
患者分为高表达（ｎ＝２８）和低表达（ｎ＝１２）两组，以研
究ＩＬ３５表达与 ＨＣＣ患者临床特征之间的相关性。在
患者的年龄，性别，肿瘤直径，肝硬化，组织分化，血清

甲胎蛋白水平，ＨＢＶ，ＢＣＬＣ分级和肿瘤转移等这些特
征中，我们发现血管侵犯与 ＩＬ３５的高表达有关（Ｐ＜
０．０５，表１）。

３４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）
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１：癌旁组织；２：ＨＣＣ组织；ａ：Ｐ＜０．０１，与癌旁组织比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬ３５表达；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测Ｅｂｉ３ｍＲＮＡ表达；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＩＬ１２αｍＲＮＡ表达

图１　ＩＬ３５在肝脏癌旁和ＨＣＣ组织中的表达情况

表１　ＩＬ３５的表达水平与肝癌患者临床病理特征之间的
关系（ｎ＝４０）

病例数
临床特征

高表达（ｎ＝２８） 高表达（ｎ＝２１） Ｐ
年龄／岁 ＞０．９９９９
　＜６０ ２０ ８
　≥６０ ８ ４
性别 ０．６７６７
　男 ２３ ９
　女 ５ ３
肿瘤大小／ｃｍ ０．４８９８
　≤５ １８ ６
　＞５ １０ ６
肝硬化 ０．３９５５
　有 ２１ １１
　无 ７ １
甲胎蛋白（ＡＦＰ）／ｎｇ·ｍＬ－１ ０．７１５９
　＞４００ １０ ３
　≥４００ １８ ９
ＨＢｓＡｇ ＞０．９９９９
　阳性 ２１ １１
　阴性 ３ １
血管侵犯

　有 ２５ ５
　无 ３ ７

２．３　ＩＬ３５在肝癌细胞株中的表达水平

　　采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＩＬ３５在

正常肝细胞和肝癌细胞株的表达水平。结果显示，与

ＨＬ７７０２细胞相比，ＩＬ３５在 Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１、

Ｂｅｌ７４０２中的蛋白表达均上调，而且在 Ｈｅｐ３Ｂ细胞中

的表达最高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ２）。

基于以上研究结果，选择Ｈｅｐ３Ｂ细胞作为后续的研究

对象进行研究。

２．４　慢病毒转染稳定低表达ＩＬ３５的稳定细胞株

　　采用下调 ＩＬ３５的慢病毒转染 Ｈｅｐ３Ｂ细胞，用以

构建稳定低表达 ＩＬ３５的细胞株。采用 ＲＴｑＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分别从转录和蛋白水平检测慢病毒

的转染效率。结果表明，与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＩＬ３５组

中ＩＬ３５的表达水平明显降低，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，图３）。表明低表达 ＩＬ３５的稳定细胞株构

建成功，可以用于后续实验研究。

４４４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ＨＬ７７０２细胞株；２：ＳＭＭＣ７７２１细胞株；３：Ｈｕｈ７细胞株；
４：Ｈｅｐ３Ｂ细胞株；５：Ｂｅｌ７４０２细胞株；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＨＬ７７０２细胞比较
Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＩＬ３５在人正常肝细胞和 ＨＣＣ细胞株中
的ｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ３５在人正常肝细胞
和ＨＣＣ细胞株中的蛋白表达；Ｃ：半定量分析 ＩＬ３５的蛋白
表达水平

图２　ＩＬ３５在肝细胞及ＨＣＣ细胞中的表达
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１：ＮＣｓｈＲＮＡ；２：ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ；ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣｓｈＲＮＡ组
比较

Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｃ：半定量分析

图３　慢病毒下调ＩＬ３５效率验证

２．５　下调ＩＬ３５诱导Ｈｅｐ３Ｂ细胞自噬
　　以经慢病毒转染后的 Ｈｅｐ３Ｂ细胞为研究对象，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２
的蛋白水平。结果表明，与 ＮＣｓｈＲＮＡ组相比，ＩＬ３５
ｓｈＲＮＡ组的 ＬＣ３ＢＩＩ／Ｉ的比值增加，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白水平
也同时增加，ｐ６２蛋白水平降低（Ｐ＜０．０１，图４Ａ、Ｂ）。
透射电子显微镜结果显示，与 ＮＣｓｈＲＮＡ组相比，
ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ组的自噬小体形成数量明显高于 ＮＣ
ｓｈＲＮＡ，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ、Ｄ）。
为了验证下调ＩＬ３５确实能够诱导自噬，应用自噬抑制
剂３ＭＡ（２μｍｏｌ／Ｌ）［１４］处理细胞，发现 ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ
联合３ＭＡ组中 ＬＣ３ＢＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白水平高于
ＮＣｓｈＲＮＡ联合 ３ＭＡ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图４Ｅ、Ｆ）。以上结果表明，下调 ＩＬ３５能够有效
诱导Ｈｅｐ３Ｂ肝癌细胞发生自噬。
２．６　下调ＩＬ３５能有效抑制Ｈｅｐ３Ｂ细胞增殖
　　为探索下调 ＩＬ３５对 Ｈｅｐ３Ｂ肝癌细胞增殖的影

响，采用ＣＣＫ８和集落形成实验分别进行探讨。结果
表明，在Ｈｅｐ３Ｂ细胞中，ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ组的细胞克隆形成
明显减少，细胞生长受抑（Ｐ＜０．０１，图５Ａ、Ｂ）。此外，与
ＮＣｓｈＲＮＡ组相比，ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ组中的细胞增殖受到明
显抑制，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５Ｃ）。以上
结果表明，下调ＩＬ３５能够有效抑制Ｈｅｐ３Ｂ细胞增殖。
２．７　下调ＩＬ３５能有效抑制Ｈｅｐ３Ｂ的侵袭和转移
　　本研究中临床资料表明，ＩＬ３５在肝癌组织中的高
表达，与肿瘤的转移有着一定的统计学关联。因此，我

们进一步对转染了下调 ＩＬ３５慢病毒的 ＨＣＣ细胞
Ｈｅｐ３Ｂ的转移和侵袭特性进行了初步探讨。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果表明，与ＮＣｓｈＲＮＡ组相比，ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ组中
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达上调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达下
调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图６Ａ、Ｂ）。此外，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，与 ＮＣｓｈＲＮＡ组相比，ＩＬ３５
ｓｈＲＮＡ组能有效减少 ＨＣＣ细胞 Ｈｅｐ３Ｂ的迁移和侵袭
的细胞数量，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图６Ｃ、Ｄ）。

５４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣｓｈＲＮＡ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测下调ＩＬ３５对肝癌细胞Ｈｅｐ３Ｂ上皮间质转化的相关蛋白表达的影响；Ｂ：半定量分析上皮间之
转化相关蛋白的表达；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测下调ＩＬ３５对肝癌细胞Ｈｅｐ３Ｂ迁移和侵袭的影响；Ｄ：定量分析迁移和
侵袭细胞的数量

图６　下调ＩＬ３５对Ｈｅｐ３Ｂ细胞上皮间质转化行为的影响

３　讨论

　　肝癌作为严重威胁人类健康的一大恶性疾病，具
有早期诊断困难，治疗效果差和预后不佳等特点。细

胞因子已经被证实具有调节肿瘤微环境，在肿瘤的发

生和发展中起着“双刃剑”的作用，ＩＬ３５作为 ＩＬ１２家
族中的一员，最新研究表明其能够有效调控肿瘤微环

境、炎症反应和免疫反应的细胞因子，其潜在的应用价

值有待进一步的挖掘发现［１５－１６］。ＩＬ３５在多种肿瘤患
者或肿瘤细胞中的表达均被证实是上调的，与相应的

肿瘤生物学特性密切相关，比如在喉鳞状细胞癌［１７］、

甲状腺癌［１８］和 ＨＣＣ等［１９］。虽然 ＩＬ３５与肝癌的研究
已获得一定的成果，但 ＩＬ３５在 ＨＣＣ中与自噬的关系
目前尚未明确，因此本研究从自噬着手，通过探讨

ＩＬ３５在肝癌组织和细胞中的表达，通过下调ＩＬ３５来观
察其对自噬的影响，并以此为基础探讨下调 ＩＬ３５对
Ｈｅｐ３Ｂ肝癌细胞增殖，迁移和侵袭的影响。本研究证
实了ＩＬ３５在肝癌组织和肝癌细胞中的表达水平均上
调，而Ｈｅｐ３Ｂ细胞ＩＬ３５表达最高，这与之前的研究结
果一致［６］。基于此，我们成功构建了能稳定低表达

ＩＬ３５的 ＨＣＣ细胞株 Ｈｅｐ３Ｂ用于后续研究。低表达
ＩＬ３５能够有效抑制 ＨＣＣ细胞 Ｈｅｐ３Ｂ的增殖，初步表
明下调 ＩＬ３５能发挥抑制 ＨＣＣ细胞 Ｈｅｐ３Ｂ增殖的作
用。这一结果也表明 ＩＬ３５可能作为一个新的肝癌治
疗靶点，值得进行进一步的深入研究。

　　自噬作为一种细胞保护机制，起到维持细胞内环
境稳态的作用，但自噬在肝癌细胞中的调节作用却十

分复杂，一方面自噬可以通过抑制炎症刺激相关的肝

７４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）



癌细胞的进展，但另一方面自噬可以抑制缺氧条件下

活性氧的产生，减少肝癌细胞的凋亡。ＬＣ３ＢⅡ是自噬
的经典标志物，常被用来反应自噬的活性程度，其主要

被Ａｔｇ７激活而裂解为 ＬＣ３ＢⅠ，而后通过与磷脂酰乙
醇胺的反应形成共轭连接［２０］。研究表明，自噬在ＨＣＣ
既能被诱导，也能被抑制，例如一氧化氮能通过抑制自

噬诱导凋亡发挥调控 ＨＣＣ的作用［２１］，槲皮素能通过

部分激活自噬诱导凋亡发挥抑制小鼠 ＨＣＣ的作
用［２２］，此外，本课题组的前期研究结果发现，ＩＬ３７能通
过诱导ＨＣＣ细胞自噬和凋亡而发挥抑制 ＨＣＣ的作
用［２３］。本研究用稳定低表达 ＩＬ３５的肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ
进行研究，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２的表达情况，结果表明，下调 ＩＬ３５后，
ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值增加，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达上调，但ｐ６２蛋
白表达却降低。为了进一步证实下调 ＩＬ３５能够诱导
Ｈｅｐ３Ｂ细胞发生自噬，我们还通过应用自噬抑制剂３
ＭＡ来佐证。结果表明，ＩＬ３５ｓｈＲＮＡ联合 ３ＭＡ组中
ＬＣ３ＢⅡ、Ｂｅｃｌｉｎ１的表达高于 ＮＣｓｈＲＮＡ联合３ＭＡ组
中ＬＣ３ＢⅡ、Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表达。透射电子显微镜的
结果也表明，下调 ＩＬ３５后，Ｈｅｐ３Ｂ细胞中自噬体数量
明显高于空载组。然而 ＩＬ３５在肝癌中与自噬的确切
机制目前尚未得知，需要进一步的研究加以探讨。

　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ），被认为是癌细胞早期转移的重要特征，其主要
通过赋予癌细胞更具有侵袭性的特征而被广泛研

究［２４］，在体外研究中通常通过观察 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等指标加以反应。细胞因子发挥
调控肿瘤的作用多种多样，调控上皮间质转化也是被

研究的热门课题之一［２５］，且肿瘤的侵袭和迁移特性是

影响患者生存和预后的一大因素。在本研究中，我们

通过研究４０对肝癌患者的ＩＬ３５表达和临床资料的相
关性发现，ＨＣＣ的转移和ＩＬ３５存在密切的关系。但目
前关于 ＩＬ３５和 ＨＣＣ的侵袭和迁移的研究尚不清楚。
在本研究中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，下调 ＩＬ３５能够有
效升高 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达，降低 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋白表达。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验也进一步在体外
证实下调 ＩＬ３５能够有效抑制 Ｈｅｐ３Ｂ细胞发生侵袭和
迁移，进而抑制ＨＣＣ。
　　综上所述，在ＨＣＣ细胞Ｈｅｐ３Ｂ中，下调ＩＬ３５能够
有效抑制Ｈｅｐ３Ｂ细胞的增殖，并通过抑制其迁移和侵
袭发挥调控 ＨＣＣ的作用，而这一过程可能与低表达
ＩＬ３５激活的细胞自噬有关，但其确切的分子机制仍不
明确，需要进一步的研究加以证实。
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