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ＩＬ１７Ａ诱导非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２的机制研究
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［摘　要］　目的　探讨ＩＬ１７Ａ诱导非小细胞肺癌Ａ５４９细胞分泌ＣＸＣＬ１２的分子机制。方法　体外 ＩＬ１７Ａ刺激培养的非小
细胞肺癌Ａ５４９细胞，或预先加入ＳＴＡＴ３抑制剂孵育１ｈ后再进行刺激，酶联免疫吸附试验检测ＣＸＣＬ１２的水平，趋化实验检测中性
粒细胞的趋化效果。结果　Ａ５４９细胞经ＩＬ１７Ａ刺激后，ＣＸＣＬ１２的分泌显著增加，与刺激前比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
并具有剂量和时间依赖性；加入 ＳＴＡＴ３抑制剂后可显著抑制 ＩＬ１７Ａ刺激 Ａ５４９细胞分泌的 ＣＸＣＬ１２水平，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。此外，ＩＬ１７Ａ作用Ａ５４９细胞后的培养上清可诱导中性粒细胞的趋化，而加入ＣＸＣＬ１２中和抗体预处理后趋化效果则
显著下降。结论　ＩＬ１７Ａ可通过ＳＴＡＴ３信号途径诱导非小细胞肺癌Ａ５４９细胞分泌ＣＸＣＬ１２，从而促进中性粒细胞的趋化。
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　　白细胞介素１７Ａ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７Ａ，ＩＬ１７Ａ）是近年
来发现的一种促炎细胞因子，由 ＣＤ４＋Ｔ细胞、γδ＋ Ｔ
细胞及肥大细胞等多个免疫细胞亚群所分泌，在慢性

炎症和肿瘤的发生发展中起着重要作用［１２］。早期文

献报道ＩＬ１７Ａ在肿瘤组织中的表达明显增加，并可通
过作用于肿瘤细胞直接促进肿瘤的生长和转移，或者

刺激肿瘤细胞分泌ＶＥＧＦＡ促进新生血管的形成［３４］。

最近研究发现，ＩＬ１７Ａ与促肿瘤中性粒细胞的浸润呈
显著正相关，且肿瘤浸润的中性粒细胞并不表达

ＩＬ１７Ａ的受体（ＩＬ１７ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＬ１７Ｒ）［５］，由此提示
ＩＬ１７Ａ很可能通过诱导肿瘤细胞释放趋化因子，进而
募集外周血中性粒细胞到肿瘤部位。在非小细胞肺癌

中，肿瘤浸润的中性粒细胞明显增加且其高表达趋化

因子受体 ＣＸＣＲ４，而且 ＣＸＣＬ１２作为 ＣＸＣＲ４的唯一
配体，可由肺癌细胞大量分泌，提示非小细胞肺癌来源

的ＣＸＣＬ１２可将ＣＸＣＲ４阳性的中性粒细胞趋化至肿

瘤部位，进而发挥促肿瘤作用［６］。ＩＬ１７Ａ是否参与诱
导肺癌细胞产生 ＣＸＣＬ１２，进而影响中性粒细胞的趋
化尚不明确。因此，我们拟通过在体外进行培养非小

细胞肺癌Ａ５４９细胞系，探讨ＩＬ１７Ａ是否能够诱导肺癌
细胞分泌ＣＸＣＬ１２，并进一步阐明其可能的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
重组人细胞因子 ＩＬ１７Ａ购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公

司，淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技有

限责任公司，ＳＴＡＴ３抑制剂（ＦＬＬＬ３２）购自上海碧云天
生物技术有限公司，抗ＩＬ１７Ｒ阻断抗体购自美国 Ｂｉｏ
ｌｅｇｅｎｄ公司，ＣＸＣＬ１２中和抗体购自美国 ＲＤ公司，红
细胞裂解液购自北京天根生化科技有限公司，ＡＰＣ标
记的抗人 ＩＬ１７Ｒ抗体及同型对照抗体购自美国 Ｂｉｏ
ｌｅｇｅｎｄ公司，ＣＸＣＬ１２ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美国 ＲＤ
公司，中性粒细胞趋化试剂盒购自美国 ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
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ＲＰＩＭ１６４０培养基、胎牛血清以及胰酶均购自美国Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司，ＰＢＳ购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
人非小细胞肺癌Ａ５４９细胞购自中国科学院。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ａ５４９细胞用含１０％胎牛血清的
ＲＰＩＭ１６４０培养基置于３７℃、５％的 ＣＯ２孵箱中进行
培养。

１．２．２　流式细胞术　　培养的Ａ５４９细胞经胰酶消化
后，利用无菌ＰＢＳ清洗２次，然后加入ＡＰＣ标记的抗人
ＩＬ１７Ｒ抗体及对应的同型抗体，４℃孵育３０ｍｉｎ，随后
再用ＰＢＳ清洗２次，流式细胞仪检测 Ａ５４９细胞表达
ＩＬ１７Ｒ的情况。
１．２．３　ＣＸＣＬ１２的检测　　按照１×１０６／孔将Ａ５４９细
胞铺于 ６孔板中，加入不同浓度的重组人细胞因子
ＩＬ１７Ａ进行刺激，或预先加入１０μｇ／ｍＬ的抗ＩＬ１７Ｒ抗
体或１０μＭ的ＳＴＡＴ３抑制剂ＦＬＬＬ３２作用１ｈ，然后换
取新的培养基后再加入ＩＬ１７Ａ刺激２４ｈ，收集培养上清
并冻存于－８０℃，酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍ
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测上清液中ＣＸＣＬ１２的水平。
１．２．４　中性粒细胞的分离　　利用淋巴细胞分离液
将外周血中的细胞进行分离，然后收集离心管中的最

下层细胞；加入红细胞裂解液进行裂解，进行洗涤后最

终留下的沉淀细胞即为中性粒细胞。

１．２．５　中性粒细胞的趋化　　以 ＩＬ１７Ａ刺激 Ａ５４９
细胞２４ｈ后的培养上清与正常的含１０％胎牛血清的
ＲＰＩＭ１６４０培养基以１∶１的比例进行混合，然后作为
条件培养基加入到趋化孔的下室，或者在条件培养基

中加入终浓度为１０μｇ／ｍＬ的ＣＸＣＬ１２中和抗体后再加
入到趋化孔的下室，而趋化孔的上室则按照１×１０５／孔中
性粒细胞加入，培养５ｈ后，收集下室的细胞进行计数。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理和统计学分

析，数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组之间的比较
采用独立样本ｔ检验，多组之间采用方差分析。Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著
性统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ１７Ａ受体在Ａ５４９细胞中的表达
为了证实Ａ５４９细胞是否表达 ＩＬ１７Ａ的受体，流

式细胞术染色后对其进行检测，结果显示与同型对照

组相比，经抗ＩＬ１７Ｒ阳性抗体染色的细胞峰值明显右
移（图１），表明Ａ５４９细胞高表达ＩＬ１７Ａ的受体。
２．２　Ａ５４９细胞经ＩＬ１７Ａ刺激后培养上清中ＣＸＣＬ１２

的水平检测

ＥＬＩＳＡ检测结果显示，Ａ５４９细胞经重组细胞因子
ＩＬ１７Ａ刺激后，其培养上清中 ＣＸＣＬ１２的水平高于未
刺激组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。且随着
ＩＬ１７Ａ刺激剂量的增加，Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２的水
平也逐渐增加（图２ａ）。此外，以１０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ１７Ａ
刺激Ａ５４９细胞，在不同时间点收集培养上清进行检
测，结果显示：与第０ｈ相比，ＣＸＣＬ１２的水平在第６ｈ
显著增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并且随着
ＩＬ１７Ａ刺激时间的延长，Ａ５４９细胞分泌ＣＸＣＬ１２的水
平也逐渐增加（图２ｂ）；表明 ＩＬ１７Ａ可以剂量和时间
依赖的方式诱导非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞分泌趋化因
子ＣＸＣＬ１２。
２．３　ＩＬ１７ＲＳＴＡＴ３信号通路调控ＩＬ１７Ａ诱导的ＣＸ

ＣＬ１２水平
鉴于 ＩＬ１７Ａ可诱导 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２，在

体系中预先孵育抗 ＩＬ１７Ｒ抗体后，再加入 ＩＬ１７Ａ进
行刺激。结果显示，在ＩＬ１７Ａ刺激的条件下，Ａ５４９细
胞大量分泌ＣＸＣＬ１２，然而利用抗ＩＬ１７Ｒ抗体阻断

ａ：ＩＬ１７Ｒ同型对照抗体在Ａ５４９细胞的染色；ｂ：ＩＬ１７Ｒ阳性抗体在Ａ５４９细胞的染色；ｃ：ＩＬ１７Ｒ阳性抗体染色后峰值右移
图１　流式细胞术染色检测ＩＬ１７Ｒ在Ａ５４９细胞的表达
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ＩＬ１７Ａ的受体后，ＣＸＣＬ１２的分泌量明显下降，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图３ａ。此外，以终浓度为
１０μＭ的ＳＴＡＴ３信号通路抑制剂ＦＬＬＬ３２预处理Ａ５４９
细胞 １ｈ后，结果发现，在 ＩＬ１７Ａ的作用下，加入
ＳＴＡＴ３抑制剂组的ＣＸＣＬ１２水平显著低于未加抑制剂
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图３ｂ。这些结
果表明 ＩＬ１７Ａ刺激 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２依赖于
ＩＬ１７ＲＳＴＡＴ３信号途径。

ａ：不同浓度ＩＬ１７Ａ刺激Ａ５４９细胞２４ｈ后培养上清中ＣＸＣＬ１２
的水平　：与ＩＬ１７Ａ为０组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＩＬ１７Ａ为０
组比较，Ｐ＜０．０１；△：与ＩＬ１７Ａ为０．１ｎｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜０．０１；
ｂ：１０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ１７Ａ刺激Ａ５４９细胞不同时间点培养上清中
ＣＸＣＬ１２的水平　：与 ０ｈ比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ０ｈ比较，
Ｐ＜０．０１；△：与６ｈ比较，Ｐ＜０．０１
图２　ＩＬ１７Ａ刺激Ａ５４９细胞分泌ＣＸＣＬ１２的水平比较

ａ：抗 ＩＬ１７Ｒ抗体阻断对 ＩＬ１７Ａ刺激 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２
的水平　：与抗ＩＬ１７Ｒ抗体处理组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：ＳＴＡＴ３
信号抑制剂ＦＬＬＬ３２预处理对ＩＬ１７Ａ刺激 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸ
ＣＬ１２的水平　：与 ＳＴＡＴ３信号抑制剂 ＦＬＬＬ３２预处理组比
较，Ｐ＜０．０１
图３　抗ＩＬ１７Ｒ抗体阻断和 ＳＴＡＴ３信号抑制剂 ＦＬＬＬ３２对

ＩＬ１７Ａ诱导Ａ５４９细胞分泌ＣＸＣＬ１２的效果

２．４　ＩＬ１７Ａ诱导 Ａ５４９细胞分泌的 ＣＸＣＬ１２趋化中
性粒细胞

为了验证ＩＬ１７Ａ作用 Ａ５４９细胞２４ｈ的培养上
清是否可以诱导中性粒细胞的趋化，我们利用趋化小

室的模型予以验证，在上室加入中性粒细胞，下室加入

正常的培养基或者条件培养基进行趋化。结果显示，

与加正常培养基的趋化下室相比，加有条件培养基的

下室中性粒细胞数目明显增加；而在条件培养基中加

入ＣＸＣＬ１２中和抗体后，其趋化至下室的中性粒细胞

数目则显著减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见
图４。由此表明ＩＬ１７Ａ可经诱导 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸ
ＣＬ１２，进而诱导中性粒细胞的趋化。

：与ＩＬ１７ＡＭｅｄｉｕｍ＋ＣＸＣＬ１２Ａｂ处理组比较，Ｐ＜０．０１
图４　正常培养基（Ｍｅｄｉｕｍ）、条件培养基（ＩＬ１７ＡＭｅｄｉｕｍ）

和加有ＣＸＣＬ１２中和抗体的条件培养基（ＩＬ１７ＡＭｅｄｉ
ｕｍ＋ＣＸＣＬ１２Ａｂ）对中性粒细胞的趋化效果

３　讨论

自ＩＬ１７Ａ作为促炎症细胞因子被鉴定发现后，其
在感染性疾病、自身免疫性疾病和肿瘤等多个疾病中

得到了广泛研究［７９］。大量研究表明：ＩＬ１７Ａ可通过
抵抗病原菌的感染而在感染性疾病中发挥免疫保护作

用；但在自身免疫性疾病中则通过进一步诱导其他炎

症因子如 Ｓ１００Ａ８／９等的分泌导致免疫损伤；在肿瘤
中则可促进肿瘤细胞的增殖和转移，进而加快肿瘤的

进程。

最近文献报道，ＩＬ１７Ａ不仅能够改变肿瘤细胞的
生物学特性，而且还可以诱导肿瘤细胞释放促肿瘤相

关细胞因子和趋化因子到胞外发挥作用［５，１０］。Ｒｏｙ
等［１１］发现在体内中和 ＩＬ１７Ａ后，小鼠骨和肺组织中
ＣＸＣＬ１２的水平显著下降，乳腺癌的转移能力也明显
减弱；此外，Ｆｅｒｒｅｔｔｉ等［１２］在 Ｂ细胞淋巴瘤中的研究显
示ＩＬ１７Ａ可诱导恶性Ｂ细胞聚集形成淋巴滤泡，此过
程依赖于ＣＸＣＬ１２的分泌水平。由此提示在肿瘤微环
境中，ＩＬ１７Ａ可通过调控 ＣＸＣＬ１２的分泌进而影响肿
瘤的进展。然而，ＩＬ１７Ａ是否能够直接作用于肿瘤细
胞，进而诱导ＣＸＣＬ１２的分泌并不清楚。因此，本研究
以非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞作为研究对象，在体外利
用ＩＬ１７Ａ刺激后检测细胞培养上清中 ＣＸＣＬ１２的水
平。结果发现，ＩＬ１７Ａ可刺激 Ａ５４９细胞分泌大量的
趋化因子 ＣＸＣＬ１２，并且随着 ＩＬ１７Ａ刺激剂量的增加
或者刺激时间的延长，其诱导Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２
的能力也逐渐增强，由此表明ＩＬ１７Ａ可通过直接作用
于肿瘤细胞诱导趋化因子ＣＸＣＬ１２的分泌。

ＩＬ１７Ａ通过作用于其相应的受体发挥功能［１３］。

本研究首先检测到 Ａ５４９细胞高表达 ＩＬ１７Ａ的受体
ＩＬ１７Ｒ；其次，利用抗 ＩＬ１７Ｒ抗体阻断 ＩＬ１７Ａ与受体
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的结合，发现 Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２的能力显著下
降，进一步证实 ＩＬ１７Ａ通过作用于 Ａ５４９细胞表面的
相应受体 ＩＬ１７Ｒ诱导了 ＣＸＣＬ１２的分泌。ＩＬ１７Ａ与
ＩＬ１７Ｒ结合后，需要激活下游的级联信号，才能诱导
目的基因转录并翻译成蛋白质后释放到胞外发挥作

用。尽管文献报道包括 ＳＴＡＴ家族、ＭＥＫ１／２、ｐ３８／
ＭＡＰＫ和ＪＮＫ在内的多个信号均可介导 ＩＬ１７Ａ的下
游信号，但是研究证实ＳＴＡＴ家族中的ＳＴＡＴ３才是ＩＬ
１７Ｒ下游的关键转录信号转导与激活子，调控着 ＩＬ
１７Ａ多个靶基因的表达［１４］。因此，本研究利用 ＳＴＡＴ３
信号通路抑制剂ＦＬＬＬ３２预先处理Ａ５４９细胞，使其胞
内的ＳＴＡＴ３转录信号失活，结果发现在均有ＩＬ１７Ａ刺
激的条件下，ＦＬＬＬ３２处理组细胞培养上清中的 ＣＸ
ＣＬ１２水平明显下降，且其水平下降至与未刺激组持
平，由此提示 ＩＬ１７Ａ可刺激非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞
释放ＣＸＣＬ１２，其由ＩＬ１７ＲＳＴＡＴ３信号通路介导。

ＣＸＣＬ１２作为促肿瘤趋化因子，一方面通过与其
受体ＣＸＣＲ４结合，促进肿瘤细胞的自我更新，从而有
利于肿瘤的生长和转移［１５］；另一方面则通过诱导 ＣＸ
ＣＲ４阳性髓样细胞的趋化，进而募集促肿瘤髓样细胞
到肿瘤微环境中［１６］。最近文献报道，在肺癌中 ＣＸ
ＣＲ４阳性的中性粒细胞大量聚集［６］，基于 ＣＸＣＬ１２在
肺癌中的高表达，由此提示肺癌微环境中浸润的 ＣＸ
ＣＲ４阳性中性粒细胞很可能来源于 ＣＸＣＬ１２的趋化。
那么，ＩＬ１７Ａ是否通过刺激肺癌细胞分泌 ＣＸＣＬ１２，进
而诱导ＣＸＣＲ４阳性中性粒细胞的趋化呢？我们利用
ＩＬ１７Ａ刺激非小细胞肺癌Ａ５４９细胞２４ｈ后的培养上
清在体外进行趋化实验，结果显示，该培养上清可显著

诱导中性粒细胞的趋化，但加入 ＣＸＣＬ１２中和抗体处
理后，其对中性粒细胞的趋化能力明显减弱，由此表明

ＩＬ１７Ａ可通过诱导 Ａ５４９细胞产生的 ＣＸＣＬ１２趋化中
性粒细胞。由于该研究是在体外展开，对于在非小细

胞肺癌微环境中，ＩＬ１７Ａ是否通过该途径诱导ＣＸＣＲ４
阳性中性粒细胞的趋化，进而影响肿瘤的进程还有待

进一步探讨。

综上所述，ＩＬ１７Ａ可通过其受体及下游ＳＴＡＴ３信
号通路诱导非小细胞肺癌Ａ５４９细胞分泌 ＣＸＣＬ１２，进
而促进中性粒细胞的趋化。进一步全面阐明 ＩＬ１７Ａ
在肺癌微环境中的促肿瘤功能，将为设计阻断 ＩＬ１７Ａ
及其受体的免疫治疗方案提供实验依据。
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