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Abstract Objective To investigate the role of nonstructural protein NS2 in respiratory syncytial virus ( ＲSV) in-
fected human type II alveolar epithelial cells ( A549 ) activated TLＲ7 during the signal transduction． Methods
This study divided into normal control group，ＲSV infection group，ＲSV NS2 small interfering ＲNA silencing ( NS2
siＲNA) group and TLＲ7 agonists ( resiquimod，Ｒ848) group． A549 cells in each group were infected with differ-
ent time points and culture supernatant were collected． The expression of TＲIF，TＲAF6 and p-IkappaB-alpha pro-
tein in each group was detected by Western blot at different time points． Type I interferon( IFN) -α，IFN-β in cell
culture supernatant of each group detected by enzyme-linked immunosorbent method ( ELISA) ． Ｒesults In the
normal control group，the expression of TＲIF，TＲAF6 and p-IκB-α was low，with the infection time increased，the
expression of them increased． In NS2 siＲNA group，the expression of the three proteins increased compared with
the normal control group，but decreased compared with ＲSV infection group． In ＲSV infection group and NS2 siＲ-
NA group，the IFN-α，IFN-β level increased compared with normal control group and was time-dependent，the
difference was statistically significant( P ＜ 0. 01) ; In TLＲ7 agonists group，the IFN-α，IFN-β level increased grad-
ually with the infection time increased compared with ＲSV infection group，the difference was statistically signifi-
cant( P ＜ 0. 05) ． Conclusion NS2 activates TLＲ7 in the process of A549 infection，and inhibits the expression of
IFN-α and IFN-β．
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IL-17 调控 IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 信号通路
影响喉癌细胞的侵袭和转移
季加标，宋 杨，杨 明，杨见明

摘要 目的 研究白介素( IL) -17 通过 IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /
STAT3 信号通路调控人源性高分化喉癌细胞( Hep-2) 侵袭、

转移。方法 以 Hep-2 细胞为研究对象，设 IL-17 刺激剂 0、
1、50、100 ng /ml浓度组，Western blot 法检测不同分组在 IL-
17 的刺激下，Hep-2 细胞中 IL-6、IL-6Ｒ、JAK1、p-JAK1、
STAT3、p-STAT3 的表达变化。迁移、侵袭实验观察 IL-17 的
刺激对 Hep-2 细胞侵袭、迁移的影响。结果 Western blot

实验中，在 IL-17 刺激下，1、50、100 ng /ml 浓度组较 0 ng /ml
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浓度组 Hep-2 细胞的 IL-6、IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表达明
显增加( P ＜ 0. 01) ，50、100 ng /ml 浓度组较 1 ng /ml 浓度组
Hep-2 细胞的 IL-6、IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表达明显增加
( P ＜ 0. 01) ，100 ng /ml 浓度组较 50 ng /ml 浓度组 Hep-2 细
胞的 IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表达明显增加( P ＜ 0. 01 ) ;
各组间 JAK1、STAT3 的表达无明显变化。侵袭与迁移实验
显示 IL-17 可以促进 Hep-2 细胞的侵袭和迁移。结论 IL-
17 可能通过 IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 信号通路促进 Hep-2
细胞的侵袭和转移。
关键词 IL-17; IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 信号通路; 喉癌
中图分类号 Ｒ 739． 65
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2017) 11 － 1637 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2017． 11． 012

喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，96% ～ 98%为
鳞状细胞癌，男性患病优势，约占男性肿瘤的
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2. 4%［1］。喉癌的治疗目前是手术结合放化疗，手
术的方式有喉部分或全喉切除，术后患者的呼吸、吞
咽、发声功能受损，生活质量下降，而生物治疗则可
以避免手术对喉带来的破坏。影响肿瘤预后的因素
主要是局部复发及转移，因此发现与喉癌局部复发

和淋巴结转移相关的肿瘤标志物是至关重要的［2］。
血管内皮生长因子( vascular endothelial growth fac-
tor，VEGF) 家族参与血管发育以及淋巴管形成［3］。
VEGF 有 5 种亚型，包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-
C、VEGF-D、VEGF-E。
白细胞介素( interleukin，IL) -17 主要是 17 型 T

辅助细胞( Th17 细胞) 表达的一种细胞因子［4］。IL-
17 最初被认为在慢性炎性疾病中起重要作用，随后
发现其参与癌症的发生和血管生成［5］。IL-6 是具有
多种功能的促炎症细胞因子，包括产生抗体、T细胞
活化、B细胞分化和破骨细胞激活［6］。本课题组前
期研究［7］表明，随着喉癌的发生和发展，喉癌中 IL-
17、IL-17Ｒ的表达逐渐增强，信号通路分子 JAK( ja-
nus kinase，酪氨酸激酶) 1 /2、p-JAK1 /2、转录激活因
子( signal transducer and activator of transcription，
STAT) 3、p-STAT3 的表达也呈增强趋势。然而，喉
癌中 IL-17 以何种方式介导 JAK1 和 STAT3 高表达
进而对喉癌的侵袭和转移产生影响尚不清楚。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 人源性高分化喉癌细胞( Hep-2 )
购自南京凯基生物科技发展有限公司，以 FBS 体积
分数为 10% 的 DMEM 为培养基，置于 37 ℃、5%
CO2 的条件下培养，1 ～ 2 d换液 1 次。
1． 2 试剂 DMEM/HIGH GLUCOSE 购自美国 Hy-
Clone公司; 胎牛血清( FBS) 购自浙江天杭生物科技
有限公司; 重组人 IL-17A 购自美国 PEPＲOTECH 公
司; 抗 IL-6、抗 JAK1、抗 p-JAK1 多克隆抗体购自美
国 Immuno Way公司; 抗 IL-6Ｒ多克隆抗体购自英国
Abcam公司; STAT3、p-STAT3 购自美国 Cell Signa-
ling公司; β-actin 抗体购自北京中杉金桥生物技术
有限公司; 山羊抗兔二抗购自美国 ABclonal 公司;
ＲIPA裂解液( 强) 、PMSF、BCA 蛋白浓度检测试剂
盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、5 × SDS-PAGE 蛋白
上样缓冲液、胰酶、一抗稀释液、二抗稀释液均购自
上海碧云天生物有限公司; Transwell 小室、Matrigel
Basement Membrane Matrix购自美国 Corning公司。
1． 3 仪器 SW-9800 型超净工作台购自苏州泰安
空气技术有限公司; NAPCO-8800 型恒温细胞培养

箱购自美国 SHELLAB 公司; Olympus IX-71 型光学
显微镜购自日本奥林巴斯株式会社; Western blot 电
泳仪( Tanon) 购自上海天能科技有限公司; GraphPad
Prism 6 图像处理软件; Image-Pro plus 图像处理系
统。
1． 4 Western blot 法检测在 IL-17 刺激下 Hep-2
细胞中 IL-6、IL-6Ｒ、JAK1、p-JAK1、STAT3、p-
STAT3 分子表达的变化 将 Hep-2 细胞消化后，以
相同的量分别接种于 4 个培养瓶中，用不含血清的
DMEM培养，分别向其中加入不同浓度的 IL-17 ( 0、
1、50、100 ng /ml) ，处理 6 h，弃去培养液; 收集细胞，
加蛋白裂解液提取细胞蛋白; BCA 试剂盒蛋白定
量; 每泳道加 15 μl 蛋白与上样缓冲液的混合样本
进行 SDS-PAGE电泳; 在转移缓冲液中，以 200 mA
恒定的电流转移到 PVDF 膜上; 用 5%脱脂牛奶封
闭 2 h，洗膜后将其放入一抗中，一抗的 IL-6、JAK1、
p-JAK1、STAT3、p-STAT3 为 1 ∶ 1 000 稀释，一抗的
IL-6Ｒ为 1 ∶ 500 稀释; 在 4 ℃条件下震荡孵育过夜;
洗膜，以 1 ∶ 2 000 辣根过氧化物酶结合的二抗室温
孵育 2 h，ECL 试剂盒显色。用 Image-Pro plus 图像
处理系统分析计算 Western blot灰度值。
1． 5 迁移实验检测在 IL-17 刺激下 Hep-2 细胞的
迁移能力变化 制备细胞悬液，将细胞以 1 × 105

个 /ml的密度接种在 Transwell小室中，设用含 IL-17
50 ng /ml的无血清的 DMEM培养的细胞为实验组。
对照组上室中加入无血清的 DMEM培养，对照组与
实验组的下室中分别加入含 25% FBS的培养基，在
37 ℃、5% CO2 条件下培养 24 h。培养完成后，取出
小室，用 4%的多聚甲醛固定、结晶紫染色，显微镜
下观察并拍照，随机选择 3 个视野进行比较。
1． 6 侵袭实验检测在 IL-17 刺激下 Hep-2 细胞的
侵袭能力变化 制备细胞悬液，设用含 IL-17 50 ng /
ml的无血清的 DMEM 培养的细胞为实验组。取出
储存在 － 20 ℃的基质胶，在 4 ℃下过夜融化，用预
冷的无血清 DMEM以 2 ∶ 1 比例稀释的基质胶加入
Transwell的上室底部，并在 37 ℃下通过温育凝胶。
将细胞以 4 × 105 个 /ml 的密度接种于上室中，对照
组上室中加入无血清的 DMEM培养，对照组与实验
组的下室中分别加入含 25% FBS 的培养基，在 37
℃、5% CO2 条件下培养 48 h。在 4%多聚甲醛中固
定 30 min，结晶紫染色 30 min，蒸馏水洗涤，在显微
镜下观察并拍照。随机选择 3 个视野进行比较。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
两组均数的比较采用方差检验; 多组数据之间的相
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互比较采用 t检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 不同浓度的 IL-17 刺激 Hep-2 细胞时 IL-6、
IL-6Ｒ、JAK1、p-JAK1、STAT3、p-STAT3 的表达
在 Western blot 实验中，用不同浓度( 0、1、50、100
ng /ml) 的 IL-17 刺激 Hep-2 细胞，随着 IL-17 浓度的
升高，1、50、100 ng /ml 浓度组较 0 ng /ml 浓度组
Hep-2 细胞的 IL-6、IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表达
明显增加( t = － 4. 461，P ＜ 0. 01) ，50、100 ng /ml浓
度组较 1 ng /ml浓度组 Hep-2 细胞的 IL-6、IL-6Ｒ、p-
JAK1、p-STAT3 的表达明显增加( t = － 5. 472，P ＜
0. 01) ，100 ng /ml浓度组较 50 ng /ml 浓度组 Hep-2
细胞的 IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表达明显增加( t
= － 3. 283，P ＜ 0. 01) 。各组间 JAK1、STAT3 蛋白表
达无明显变化。见图 1。
2． 2 IL-17 对 Hep-2 细胞迁移能力的影响 在迁

移实验中，实验组、对照组细胞穿过小室底的细胞平
均数分别为( 137. 42 ± 6. 15) 、( 52. 40 ± 4. 28) ，实验
组细胞穿过小室底的细胞数高于对照组，差异有统

计学意义( t = － 3. 437，P ＜ 0. 01) 。见图 2。
2． 3 IL-17 对 Hep-2 细胞侵袭能力的影响 在侵
袭实验中，实验组、对照组细胞穿过小室底的细胞数
平均数分别为( 87. 43 ± 4. 13 ) 、( 36. 40 ± 2. 28 ) ，实
验组细胞穿过小室底的细胞数高于对照组，差异有

统计学意义( t = － 7. 642，P ＜ 0. 01) 。见图 3。

3 讨论

目前，喉癌的临床治疗主要采取以手术为主的

多学科综合治疗，在彻底根除肿瘤病变的同时尽量

保留和重建喉的功能［1］。这种治疗破坏了喉的正
常解剖结构。细胞因子疗法已普遍用于肿瘤的免疫
治疗［8］。细胞因子疗法避免了手术对喉解剖结构
的破坏，保护了上呼吸道、消化道的完整，从而保持
其原有的生理功能，会提高患者的生存质量。

图 1 不同浓度 IL-17 刺激下 Hep-2 细胞的蛋白表达
A: 0 ng /ml浓度组; B: 1 ng /ml浓度组; C: 50 ng /ml浓度组; D: 100 ng /ml浓度组

图 2 细胞迁移实验结果 结晶紫染色 × 400

A1 ～ A3: 对照组; B1 ～ B3: 实验组
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图 3 细胞侵袭实验结果 结晶紫染色 × 400

A1 ～ A3: 对照组; B1 ～ B3: 实验组

本课题组前期研究［7］表明，随着喉癌的发生和

发展，喉癌中 IL-17、IL-17Ｒ 的表达逐渐增强，信号
通路分子 JAK1 /2、p-JAK1 /2、STAT3、p-STAT3 的表
达也呈增强趋势。本研究显示，随着刺激剂 IL-17
浓度的提高，Hep-2 细胞中 IL-6、IL-6Ｒ 信号分子的
表达逐渐增加，这说明在 Hep-2 细胞中，IL-17 可以
介导 IL-6、IL-6Ｒ的高表达。其中，Western blot 结果
显示，在 50 ng /ml 浓度组与 100 ng /ml 浓度组间，
IL-6 的表达差异无统计学意义，推测这与 Hep-2 细
胞中 IL-6 的表达进入一个平台期有关。前期研
究［7］表明，恶性程度越高的喉癌组织中 IL-17 的表
达量越多; 随着 IL-17 浓度的增加，Hep-2 细胞的 IL-
6、IL-6Ｒ 信号分子的表达逐渐增强，表明随着喉癌
恶性程度的增加，IL-6、IL-6Ｒ信号分子的表达增强。
在牙髓成纤维细胞中，IL-17 刺激产生炎症趋化因子
IL-6 和 IL-8［9］。IL-17 在肝癌细胞中的作用是通过
诱导 IL-6 的高表达激活蛋白激酶 B 信号通路，进而
IL-6 激活 JAK2 /STAT3 信号通路［10］。

JAK 是一种酪氨酸激酶，有三种亚型，分别为
JAK1、JAK2、JAK3［11］。本课题组前期研究［7］显
示，随着喉癌恶性程度的增加，JAK、p-JAK的表达增
强，本研究显示，主要是 p-JAK1 表达增强。p-JAK1
是 JAK1 的磷酸化形式，即是 JAK1 的活化形式。研
究［12］显示，在骨髓瘤中，IL-6 与 IL-6Ｒ 结合，激活受
体相关的 JAK 的二聚体化，JAK 活化后可导致
STAT3 磷酸化，二聚体化，转位至细胞核，并与 DNA
结合诱导基因的表达。而本研究在 Hep-2 细胞中亦
观察到，随着 IL-17 浓度的增加，p-JAK1、p-STAT3

的表达逐渐增强。结合以上，提示 IL-17 可以促进
Hep-2 细胞中 IL-6、IL-6Ｒ、p-JAK1、p-STAT3 的表
达。
在胃癌中，IL-6 可以介导 JAK /STAT3 /VEGF-C

信号通路，促进胃癌生长、侵袭和淋巴管生成［13］。
在肿瘤发生和发展过程中，肿瘤的一个重要的标志

性生物特征为新生血管增生以及侵袭和转移［14］。
所以，本实验课题接下来会继续研究 Hep-2 在 IL-17
的作用下 p-STAT3 表达增高以后，Hep-2 细胞中
VEGF的水平是怎样变化的，以及喉癌组织中 IL-17
的水平与 VEGF水平之间的关系。
肿瘤的恶性程度越高，其迁移、侵袭的能力越

强; 恶性程度越高的喉癌组织中 IL-17 的表达量增
加; IL-17 可以促进 Hep-2 细胞中 IL-6、IL-6Ｒ、p-
JAK1、p-STAT3 的表达。所以，IL-6、IL-6Ｒ、p-JAK1、
p-STAT3 分子可能在 Hep-2 细胞的迁移、侵袭中发
挥重要作用。本研究通过细胞的行为学实验观察到
以 IL-17( 50 ng /ml) 为刺激剂培养 Hep-2 细胞，可以
促进 Hep-2 细胞的迁移和侵袭。
综上所述，在 Hep-2 细胞中，IL-17 可以介导

IL-6、IL-6Ｒ 的高表达，然后诱导下游信号通路分子
JAK1、STAT3 的磷酸化，即 p-JAK1、p-STAT3 表达增
加。在 Hep-2 细胞迁移实验、侵袭实验中，IL-17 可
以促进 Hep-2 的转移和侵袭。所以，IL-17 与 IL-17Ｒ
结合，可能影响 IL-6、IL-6Ｒ的表达，然后调控 JAK1 /
STAT3 信号分子通路促进 Hep-2 细胞的侵袭和转
移。IL-17 可能通过 IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 信号
通路促进 Hep-2 细胞的侵袭和转移。
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IL-17 regulates IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 signaling pathway
in invasion and metastasis of laryngeal carcinoma

Ji Jiabiao，Song Yang，Ying Ming，et al
( Dept of Otorhinolaryngology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the effect of interleukin ( IL) -17 on the invasion and metastasis of Hep-2 cells
through IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 signaling pathway． Methods The concentration of IL-17 stimulated agent was
0，1，50 and 100 ng /ml in 0，1，50，100 ng /ml concentration group． The expression of IL-6，IL-6Ｒ，JAK1，p-
JAK1，STAT3 and p-STAT3 in Hep-2 cells were detected by Western blot． We observed the migration and invasion
of laryngeal carcinoma cells stimulated by interleukin-17． Ｒesults The expression of IL-6，IL-6Ｒ，p-JAK1 and p-
STAT3 in 1，50，100 ng /ml concentration group was significantly higher than that in the 0 ng /ml concentration
group ( P ＜ 0. 01) ． The expression of IL-6Ｒ，p-JAK1 and p-STAT3 in 50，100 ng /ml concentration group was sig-
nificantly higher than that in the 1 ng /ml concentration group ( P ＜ 0. 01) ． The expression of IL-6，IL-6Ｒ，p-JAK1
and p-STAT3 in 100 ng /ml concentration group was significantly higher than that in the 50 ng /ml concentration
group ( P ＜ 0. 01) ． There was no significant change in the expression of JAK1 and STAT3 between the groups． In
the invasion and migration experiments，IL-17 can promote the invasion and migration of Hep-2 cells． Conclusion
IL-17 may promote the invasion and metastasis of Hep-2 cells through IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 signaling path-

way．
Key words IL-17; IL-6 / IL-6Ｒ /JAK1 /STAT3 signaling pathway; laryngeal carcinoma
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