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IL-17-JAK2／STAT3信号通路通过调控 p53降低 

肝癌细胞化疗凋亡敏感性的研究 

郭 彬，郭佳培，李雷雷，吴景华 

(华北理工大学附属医院检验科 ，唐山 063000) 

【摘 要】目的：通过研究肝癌细胞激活白介素一17一蛋白酪氨酸激酶2／f言号转导及转录激活因子 3(IL—r7-janus protein tyrosine 

kinase 2／signa1 transducers and activators 3 of transcription．IL一17一JAK2／STAT3)信号通路调控 p53表达并下调化疗的凋亡敏感 

性。以此探讨肝癌细胞化疗耐药的机制。方法：选取我院2012年 5月至2015年 1月收治的肝癌患者(病理学确诊)及健康体检 

者各 30例，ELISA检测肝癌患者化疗前后及正常对照组血清中白介素一17(interlrukin一17，IL一17)浓度；培养肝癌HepG2细胞， 

分别加入 anti—IL一17R及 IL一17后与奥沙利铂共培养 ，24 h后提取细胞蛋 白，Western blot检测肝癌细胞凋亡相关蛋白 BAX， 

Bcl一2表达情况及 JAK2／STAT3信号通路活化情况及p53的表达情况；AG490特异性阻断JAK2／STAT3信号通路后检测 p53的 

表达情况。结果 ：经奥沙利铂化疗后肝癌患者血清中 IL—l7的浓度【(143．96±33．20)pg／mL]明显高于化疗前[(77．36±15．66)Pg／ 

mL]及正常对照组[(26．61±4．95)pg／mL](P<O．05)；肝癌细胞加入anti—IL一17R与奥沙利铂共培养24 h后，BAX表达量明显升 

高、Bcl一2表达量降低，磷酸化蛋白酪氨酸激酶(p—JAK2)、磷酸化信号转导及转录激活因子(p—STAT3)表达量均明显降低，p53 

表达量升高；而加入IL一17的肝癌细胞，BAX表达量明显降低、Bc1—2表达量明显升高，p-JAK2、p-STAT3表达量均明显升高， 

p53表达量明显降低。AG490阻断JAK／STAT通路后，肝癌细胞 p53的表达水平明显升高。结论：肝癌细胞化疗过程中通过IL- 

l7激活JAK2／STAT3信号通路调控p53的表达进而下调肝癌细胞凋亡敏感性，由此导致肝癌的化疗抵抗。 
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IL-1 7-JAK21STAT3 signaling pathway reduces chemo-induced apoptosis 

in hepatocellular carcinoma through regulating p53． 

Guo Bin，Guo Jiapei，Li Leilei，Wu~ngh．a 

(Department ofLaboratory，the Affiliated Hospital ofNorth China University ofScience and Technology) 

【Abstract]Objective：To investigate the regulation of p53 expression by IL-17-janus protein tyrosine kinase 2／signal transducers and 

activators 3 of transcription(IL——17——JAK2／STAT3、signaling pathway and down——regulation of the apoptotic sensitivity to chemotherapy 

and to explore the mechanism of drug resistance in hepatocellular carcinoma(HCC)．Methods：Thirty cases of HCC(pathological diag— 

nosis)and 30 cases of healthy physical examination in our hospital from May 2012 to January 2015 were chosen as research subjects． 

IL一17 level in serum was detected by ELISA．HepG2 cells were cultured and added to anti—IL一17R．IL一17 and oxaliplatin co—culture 

f0r 24 hours．then the protein was exacted to detect the apoptosis related protein BAX and Bcl一2 and key nodes protein of JAK2／ 

STAT3 signal pathway and the expression of p53 by Western blot．The expression of p53 was detected whileJAK2／STAT3 pathway was 

blocked with AG490．Results：After chemotherapy，HCC patients serum IL-17 level[(143．96±33．20)pg／mL]was much higher than 

that before chemotherapy[(77．36±15．66)pg／mL]and that of healthy check-up group[(26．61±4．95)pg／mL]( ’l<0．05)．After HepG2 

cells being cultured with anti—IL一1 7R and oxaliplatin for 24 hours，the expression of BAX was increased while Bel一2 was decreased， 

the expressions of p-jak2，p-STAT3 were significantly decreased while p53 was increased．After adding IL一17 to HepG2 cells，BAX 

was decreased while Bcl一2 was increased significantly，p-jak2，p-STAT3 were significantly increased while p53 was significantly re— 

duced．After adding AG490 blocking agents。p53 expression was increased．Conclusion：IL一17 could regulate p53 expression through 
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activated JAK2／STAT3 signaling pathway，which can reduce the 

chemotherapy sensitivity of HCC． 

【Key words]hepatocellular carcinoma；IL一17；JAK2／STAT3 sig- 

nal pathway；p53；chemotherapy—resistant 
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肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是临床上 

常见的慢性炎症相关的恶性肿瘤，病死率极高_lj，大 

部分患者就诊时已丧失手术时机闭。因此，化疗成为 

中晚期肝癌的主要治疗手段_3]。随着化疗药物临床 

大量应用．肿瘤细胞产生抵抗和耐药现象也 日渐突 

出[41。研究表明，肿瘤细胞凋亡受到抑制或者凋亡易 

感性降低是耐药性产生的重要机制之一}5J。白介素一 

17(interlrukin一17，IL一17)是一种炎症因子 ，与细胞 

膜上白介素一17受体(interlrukin一17 receptor．IL一 

17R)结合而发挥作用[61。IL一17／IL一17R主要通过活 

化核 因子一KB(nuclear factor kappa binding，NF— 

KB)、蛋白酪氨酸激酶 janus protein tyrosine kinase， 

JAK)／信号转导及转录激活因子(signal transducers 

and activators of transcription，STAT)和磷脂酰肌醇 

3一激酶(phosphatidylin0sitol 3-kinase，PI3K—AKT)信 

号转导通路发挥作用。研究发现，IL一17介导肿瘤的 

生长和转移主要通过激活JAK2／STAT3信号通路而 

发挥作用同。但其在诱导肿瘤耐药中的作用 目前未 

见报道。p53是目前已知的一种重要抑癌基因，能抑 

制肿瘤的发生与发展_8l。p53是 p53基因的表达产 

物，在维持基因稳定 、抑制癌变、调节细胞分化和衰 

老等过程中发挥一定功能[9]。p53蛋白高表达通常能 

提高化疗诱导的凋亡，对抗癌药物治疗肿瘤有重要 

作用。因此，本研究主要通过检测肝癌细胞化疗过 

程中 IL一1 7一JAK2／STAT3的活化情况及其对 p53蛋 

白的表达调控 ，进一步探讨肝癌细胞化疗抵抗的作 

用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 病例选择 化疗组 30例，为 2012年 5月至 2015年1 

月我院收治的肝癌患者(无手术适应证 )，经病理确诊 ；正常 

对照组 3O例 ，为 2012年 5月至 2015年 1月来我院体检者。 

分别抽取肝癌患者行奥沙利铂化疗前及化疗一疗程 (2周) 

后以及正常对照组外周静脉血。分离血清，ELISA法检测 IL一 

17的浓度。 

1．1．2 传代细胞系的选择 人肝癌细胞株 HepG2购 自上海 

cobioer细胞库(货号：CBP60199)。 

1．2 方法 

1．2．1 标本采集 晨起空腹抽取两组受检者 3 mL静脉全血． 

4 000 r／min离心 10 min，提取离心后的血清。血清在一80℃ 

保存至同批测定。 

1．2．2 ELISA检测血清中 IL一17表达水平 取一8O℃保存的 

血清 ，用 ELISA试剂盒(BOSTER，武汉 )检测血清细胞 因子 

IL一17水平．检测步骤严格按照说明书进行。Thermo酶标仪 

(Thermo，美国)检测各样本孔吸光度值 ，Curve Expe~软件计 

算和绘制 ELISA标准品曲线，并计算各孔的质量浓度。实验 

重复 3次取均值。 

1．2．3 细胞培养 肝癌细胞 HepG2细胞采用高糖 DMEM 

(Gibco，美国)和 10％胎牛血清(BI，美国)加 1％青链霉素混 

合液制成完全培养液，于37 5％C0：培养箱(Thermo，美国) 

中培养，取对数生长期细胞进行实验。 

1．2．4 特异性抗体阻断 IL一17R 取对数生长的肝癌 HepG2 

细胞铺 6孔板(密度2×105)培养24 h。其中，IL一17R阻断组 

为 HepG2细胞加入 anti—IL一17R(RD，美国)(10 I~g／mL)作用 

2 h；IL一17组为 HepG2细胞加入 IL一17(RD，美 国)(100 rig／ 

mE)作用肝癌细胞 2 h；OXA组为正常培养的HepG2细胞；3 

组细胞加入奥沙利铂(Sigma，美国)(20 txg／mL)继续作用 24 

h：另取一组 HepG2细胞作为对照组。提取细胞总蛋白，实验 

平行重复 3次。 

1．2．5 AG490阻断 JAK2／STAT3信号通路 取对数生长的 

肝癌 HepG2细胞铺 6孔板(密度 2x10 )，培养 24 h后将细胞 

分为 4组。其中AG490阻断组为 HepG2细胞加入 AG490 

(Sigma，美 国)(15 I~g／mL)溶液作用 2 h；IL一17组为 HepG2 

细胞加入 IL一17(100 ng／mL)作用 2 h；AG490阻断+IL一17组 

为 HepG2同时加入 AG490(15 Ixg／mL)和 IL一17(100 ng／mL) 

作用 2 h；OXA组为正常培养的 HepG2细胞；经上述处理后， 

4组细胞同时加入奥沙利铂(20~g／mL)作用 24 h。实验平行 

重复 3次。 

1．2．6 Western blot检测肝癌细胞凋亡、JAK2／STAT3信号通 

路的活化和p53的表达情况 细胞处理后 ，提取细胞 总蛋 

白，沸水浴中煮沸 10 min使蛋白变性。取等量蛋白样品上样， 

10％聚丙烯酰氨凝胶电泳 2 h，再以300 mA恒流 70 min转移 

至PVDF膜上。封闭 1 h后加入 Anti—BAX(RD，美国)、Anti— 

Bcl一2(RD，美国)、Anti—p53(RD，美国)、Anti—GAPDH(RD，美 

国)、Anti—IL一17R(RD，美国)4 oC过夜。洗膜，加入兔抗人 IgG 

(中杉金桥，北京)。洗涤后用 ECL超敏化学发光剂显影。实 

验平行重复 3次。 

1．3 统计学处理 

应用 SPSS 17．0统计软件进行统计处理。计量资料用均 

数 ±标准差(；± )表示，两组间样本均数比较用 t检验，多组 

间样本均数比较采用单因素方差分析 ，检验水准 a=O．05。 

2 结 果 

2．1 2组患者血清中IL一17的表达水平检测 

ELISA结果显示 ．肝癌患者化疗前血清中 IL一17的水平 

(77．36±15．66)明显高于对照组(26．61±4．95)，差异有统计 

学意义(t=16．928，P=0．000)。而肝癌患者经奥沙利铂化疗后 

血清中IL一17的浓度(143．96 4-33．20)又明显高于化疗前 ，差 

异有统计学意义(￡=12．459，P=0．000)(图1)。 
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对照组 化疗前 化疗后 

化疗组 

a：与对照组比较，P=0．000；b：与化疗前比较，P=0．000 

图 1 2组患者血清中lL一17的表达水平 

Fig．1 Expression level of IL-1 7 in the serum of the two groups 

2，2 IL—l7对肝癌细胞化疗凋亡敏感性的影响情况 

肝癌 HepG2细胞加入 anti—IL一17R及 IL一17作用 2 h 

后 ．再加入 奥沙利铂继续作用 24 h后提取细胞总蛋 白。 

Western blot结果显示 ：与 OXA组比较，IL一17R阻断组的细 

胞 BAX表达量升高，Bcl一2表达量降低，差异有统计学意义 

(P=0．ooo)(表 1)；而加 IL一17组的肝癌细胞 BAX表达量明显 

降低，Bcl一2表达量明显升高，差异有统计学意义(尸=0．000)， 

由此提示 IL一17下调了化疗过程中肝癌细胞凋亡的作用(表 

2，图 2)。 

表 1 肝癌细胞阻断 IL一1 7R后化疗的细胞凋亡 

相对灰度值比较 ( ±s) 

Tab．1 Comparison of the relative gray value of apoptosis in 

hepatocellular carcinoma cells after blocking IL-1 7R 

chemotherapy(i± ) 

注：a，与对照组相比，P=-0．000；b：与OXA组相比，P=0．000 

表 2 肝癌细胞加 IL一1 7后化疗的细胞凋亡 

相对灰度值比较(x±s) 

Tab．2 Comparison of the relative gray value of apoptosis in 

hepatocellular carcinoma cells treated with IL一1 7一adding 

chemotherapy(i± ) 

注 ：a，与对照组相比，P=-0．000；b：与 OXA组相比，P=0．000 

OXA 

Anti—IL一17R 

IL一17 

Anti—Bc1—2 

Anti-BAX 

Anti-GAPDH 

图 2 

Fig．2 
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L一1 7对肝癌细胞化疗时细胞凋亡的影响 

Effect of IL-1 7 on the apoptosis sensitivity of 

hepatocellular carcinoma cells 

2．3、IL一17激活_TAK2／STAT3信号通路的情况 

肝癌细胞分别加入 IL_17和 anti—IL-17R，奥沙利铂化疗 

24 h后 ．Western blot检测发现 ：同对照组相比，IL一17R阻断 

组化疗后．JAK2、STAT3的磷酸化水平踢显降低(表3)，而加 

IL一17的肝癌细胞化疗后，JAK2、STAT3的磷酸化水平明显 

升高(表4)，差异有统计学意义(P’0．000)。由此证明IL一17 

通过 JAK2／STAT3信号通路激活(图3)。 

表 3 肝癌细胞阻断 IL一1 7R后化疗的JAK2／STAT3信号通路 

相对灰度值比较(i± ) 

Tab．3 Compadson of the relative gray value of JAK2．／STAT3 

signal pathway in hepatocellular carcinoma cells 

after blocking IL一17R(i± ) 

表4 肝癌细胞加 lL一1 7后化疗的JAK2／STAT3信号通路 

相对灰度值比较 ( ± ) 

Tab．4 Comparison of the relative gray value of JAK2／STAT3 

signal pathway in hepatocellular carcinoma cells 

afteradding IL-17(i± ) 

2．4 IL一17调控肝癌细胞化疗过程中p53的表达 

肝癌 HepG2细胞加入 anti—IL一17R及 IL一17作用后 ， 

Western bl0t检测 p53表达量。结果显示，同 OXA组相比，阻 

断 IL一17R组的肝癌细胞 p53表达量明显升高(表 5)，而加 

IL一17组的p53表达量降低(表 6)，差异有统计学意义(P= 

0．000)。由此推断 IL-17下调 p53的表达量(图4)。 

∞ ∞ ∞ ∞ 加 ∞ ∞ ∞ ∞ 加 O 2 ； 1 1 一rI鼍 d)卿扣譬 _1H 蜒目 
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图3 IL一1 7通过激活 JAK2／STAT3信号通路的发挥作用 

Fig．3 IL一1 7 playing its role through activating JAK2／STAT3 

signaling pathway 

表5 肝癌细胞阻断 lL一17R后化疗的p53 

相对灰度值比较 (i± ) 

Tab．5 Comparison of the relative gray value of p53 in 

hepatocellular carcinoma cells after blocking IL一1 7R( ± ) 

}j：-}I， 对照组4=F『比，， 0．000；} ， -j OXA绀十I}比，P=O．000 

表6 肝癌细胞加 JL一17后化疗的 p53相对灰度值比较((X±s) 

Tab．6 Comparison of the relative g ray value of p53 in 

hepatocellular carcinoma cells after adding I L一1 7(X± ) 

注：ii， 对照组相比，， 0．000；I1：’j OXA组卡H比．， (】．000 

()XA 

mi／Ii一【1 1 7R 

l1 一I 7 

Anti—f：AP1)H 期——■ —■ 镧 

■—■_ 黼■ r 

■阀麓 镧 

图4 lL一17调控肝癌细胞化疗过程中 p53的表达情况 

Fig．4 IL-1 7 regulating the expression of p53 in hepatocellular 

carcinoma cells during chemotherapy 

2．5 阻断JAK2／STAT3信号通路后 p53表达变化情况 

肝癌 HepG2细胞经 AG490特异 rI-：FH断 JAK／STArr通路 

后，West,： rn blot检测细胞中p53蛋FI 达h土 结果 爪： 

OXA组 比较，AG490 5H断 p53表达 【IJj 升高，JJII l1 一17 

组 p53叨{lIl F降，AG490 f5H断后l力JI TIJ一17 2I【p53表达量 义fiJJ 

_I Yt‘． 存统 汁 意义(P=0．000)(太7) 结果提，J II 一 

17通过 ．1AK2／STA F3价 通路下调 P53的 达址(罔5) 

表7 阻断JAK2／STAT3信号通路后 p53相对灰度值比较 (X± ) 

Tab．7 Comparison of the relative gray value of p53 after 

JAK2／STAT3 signal pathway being blocked( ±S) 

注 川， j()xA组相比，P=O．000；I1：’j A(M90 I5II断 相比，， ()．000 

·： lI 一17 栩比，P=O．000 

()XA 

A(；490 

I1 一l7 

+ 

+ 

+ 

●  

+  

+ 

+ 

+  

豢  

图5 AG490阻断JAK2／STAT3信号通路后p53表达量变化情况 

Fig．5 Expression changes of p53 after JAK2／STAT3 signal 

pathway being blocked by AG490 

3 讨 论 

HCC是临床J二常见病死率极高的恶性肿瘤 ，化 

疗是大部分肝癌的主 治疗手段．．但肝癌对化疗药 

物的不应性以及 治疗中的耐药现象导致化疗效 

果不尽如人意． 研究发现 ，肿瘤卡H天的炎症 子存 

调控肿瘤化疗效果巾发挥着重要的作用 ，IL一17是 

介导炎症发生和发腱的藿要炎症 子 近年米，I】 一 

17／11 一17R在肿瘤发 及发展中的作川及其机制 H 

益受剑关注I“ 1。II 一I7是南 155个氨琏酸残基纰成 

的同 二聚体糖蛋r{，主要和位 ]：细胞表面的 11 一 

17R结合后激活卡“l父的信号通路，从而在肿瘤}t⋯／ t 

成及转移巾发挥重要作用。已有义献报道，IL一17存 

慢性炎症相关性肿瘤，如结肠癌I I、肝癌【l1I等肿瘤巾 

有明 的表达 ．L 等l】=ll研究发现肝癌细胞巾 II 一 

l7雨1 II 一l7R高表达的肝癌患者生存期缩短和复发 

牢增高 鉴于 IL—I7存 HCC发 发展巾的重婴作 
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用，本研究首先检测了30例肝癌患者血清中的IL一 

17水平，结果表明肝癌患者血清中的 IL—l7浓度 

[(77．36±15．66)pg／mL]明显升高，并且奥沙利铂化 

疗后 IL一17的水平『(143．96．4-33．20)pg／mL]明显高 

于化疗前。那么，在肝癌化疗过程中高表达的IL—l7 

是否和肝癌化疗抵抗有关呢?本课题组通过细胞学 

实验进行进一步验证。通过 IL一17R特异性抗体阻 

断 HepG2细胞表面的 IL一17R后，用奥沙利铂作用 

于 HepG2细胞，结果显示凋亡相关蛋白BAX表达量 

升高、抗凋亡相关蛋白Bcl-2表达量降低。当加入IL一 

17和奥沙利铂作用于 HepG2后发现 ．BAX表达量 

显著降低、Bcl一2表达量明显升高。 

由此 ．本研究认为在肝癌化疗过程高表达的 

IL一17下调了肝癌细胞化疗诱导的凋亡敏感性 IL一 

17活化的信号通路目前主要有 NF—KB信号途径、 

JAK—STAT途径及PI3K信号途径。研究发现，JAK／ 

STAT信号通路的过度活化在肝癌的发生和发展过 

程中起重要作用，并作为评价肝癌恶性程度及预后 

的重要生物学指标㈣。因此，JAK—STAT途径在调控 

肿瘤发生发展中发挥着重要作用。但JAK—STAT途 

径在调控 IL一17下调肝癌细胞化疗的凋亡敏感性 

是否发挥作用呢?研究发现，奥沙利铂作用于HepG2 

细胞可以诱导 JAK2／STAT3信号的活化，但阻断IL一 

17作用后，JAK2、STAT3磷酸化水平明显降低，同 

时其凋亡敏感性却明显升高。由此说明IL一17可以 

通过激活JAK2／STAT3信号通路来下调凋亡的敏感 

性。p53基因是研究较为广泛的抑癌基因。在调节基 

因的转录、诱导细胞凋亡、控制 DNA复制等方面具 

有关键性作用。p53的表达受多种信号通路调控．如 

NF_KB、JAK／STAT等信号通路f阍。因此，本研究继续 

验证是否 IL一17激活的JAK2／STAT3信号通路通过 

调控 p53的表达来发挥抗凋亡作用。结果发现 ， 

HepG2细胞 p53表达量在 IL一17作用时明显下降， 

而 anti—IL一17R作用后表达量明显上升，AG490特异 

性阻断实验则进一步验证了JAK2／sTAT3信号通路 

对 p53表达的调控。因此 ，通过本研究可确定 IL一17 

通过激活JAK2／STAT3信号通路调控肝癌细胞p53 

表达进而下调了化疗诱导的凋亡敏感性．将为更有 

效地治疗肝癌开辟一条新思路。 
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