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IL-8对肺腺癌A549细胞迁移的影响及其机制探讨
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摘要      探讨IL-8对肺腺癌A549细胞迁移的影响及其可能机制。用MTT法选择了合适的IL-8
使用浓度。分别用划痕试验及Transwell试验证明了IL-8可以促进肺腺癌A549细胞的迁移。West-
ern blot结果表明: (1) IL-8可以促进MMP-2蛋白的表达, 而对MMP-9的表达无明显影响; (2) IL-8可
促进JNK/SAPK磷酸化蛋白的表达; (3) 抑制剂(SP600125)可以阻断IL-8对MMP-2蛋白表达的影响。

划痕试验从反面验证了低表达的MMP-2可以抑制A549细胞的迁移。表明IL-8可通过JNK/SAPK信

号通路调控MMP-2蛋白的表达, 进一步促进肺腺癌A549细胞的迁移。
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一, 肿瘤细胞早期

浸润转移是有效治愈肺癌的最大障碍, 也是引起肺

癌病人死亡的最主要的原因[1]。肿瘤细胞早期浸润

转移与细胞外基质和基底膜的降解与破坏有关, 这
个过程需要相应的溶解酶参与, 其中基质金属蛋白

酶家族成员[2-3](matrix metalloproteinases, MMPs), 特
别是基质金属蛋白酶-2 (matrix metalloproteinas-2, 
MMP-2)及基质金属蛋白酶-9 (matrix metalloprotei-
nas-9, MMP-9)在其中发挥着重要作用。白介素-8 
(interleukin-8, IL-8)是Yoshimural等[4]从由脂多糖和

植物血凝素刺激的单核细胞培养液中提取出的一种

分子量约为8 kDa的糖蛋白。IL-8作为一种炎症因子, 
可以参与免疫与炎症反应, 并与动脉粥样硬化的发

生密切相关。另外, IL-8具有趋化作用, 可以促进细

胞的迁移。研究表明, IL-8可通过提高细胞表面的

CDllb/CD18表达, 促进平滑肌细胞、中性粒细胞的

迁移。依据IL-8的促迁移作用, 越来越多的研究表

明IL-8与肿瘤的迁移密切相关。在肿瘤的发展过程

中, 肿瘤细胞及其周围的淋巴细胞、单核细胞等都

可分泌IL-8。研究表明, IL-8与肿瘤血管新生、生长

以及肿瘤的侵袭转移有密切关系, 并可促进胰腺癌、

恶性间皮瘤、结肠癌、黑色素瘤等的发展。Luca等
[5]发现IL-8可上调人的黑色素瘤细胞中MMP-2的表

达, 进一步促进细胞迁移。Smith等[6]发现, 支气管肺

癌肿瘤细胞内的IL-8含量较正常组织高4倍。Yatsu-
nami等[7]也证明了IL-8可促进非小细胞肺癌的血管

生成。但是IL-8对肺癌细胞迁移的影响及其机制不

清。因此, 为了研究IL-8对肺癌的具体影响, 本文以

外源性IL-8作用于肺腺癌A549细胞, 探讨IL-8对肺

癌细胞迁移的影响及其可能机制, 为肺癌的临床治

疗提供有价值的实验数据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    主要试剂与药品        RPMI-1640培养基、胰

蛋白酶(美国Gibco公司), 胎牛血清(杭州四季清公司), 
MTT (噻唑蓝)试剂、苏木精染色剂(美国Sigma公司), 
抗-MMP-2抗体、抗-MMP-9抗体(美国Bioworld公
司), 抗-Phospho-JNK/SAPK抗体(碧云天生物技术研

究所), 兔抗β-actin抗体(美国CST公司), C-JNK抑制

剂(SP600125, 美国Invitrogen公司), 重组人白介素-8 
(IL-8, 以色列prospec公司), 其他试剂均为国产分析

纯。 
1.1.2    细胞培养        人肺腺癌A549细胞由重庆医

科大学生命科学院细胞库提供。以含10%灭活胎牛

血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的RPMI-
1640培养基, 在37 ºC、5% CO2条件下培养。以0.25%
胰蛋白酶(含0.02% EDTA)消化细胞, 2~3 d传代一次, 
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取对数生长期细胞进行试验。

1.2  方法

1.2.1    细胞生长实验        取对数生长期A549细胞, 
以1.0×104/孔细胞量接种于96孔培养板, 培养24 h后, 
改用加入不同浓度的IL-8 (25, 50, 100, 500 µg/L)的
培养液(对照组加入相同体积的正常培养液) 120 µL
作用24 h。然后每孔加入20 µL 5 mg/mL的MTT, 80 
µL正常培养基, 37 ºC继续培养3 h。每孔加入100 µL 
DMSO, 摇床上轻摇10 min, 至蓝色结晶完全溶解, 
用酶标仪在492 nm处测吸光度值(D)。每组设置5个
复孔, 实验重复3次。按下列公式计算细胞活力值, 
筛选出合适的IL-8的使用浓度: 

细胞活力值=(实验组平均D值/对照组平均D
值)×100% 
1.2.2    划痕试验        取对数生长期A549细胞, 以
1.0×105/孔细胞量接种于24孔培养板, 待细胞长到

80%~90%后, 用10 µL的无菌枪头在每个孔的中央划

一条直线, 每孔加入400 µL由无血清的培养基配制

的不同浓度的IL-8 (对照组仅加入400 µL无血清的

培养基), 培养24 h后, 在TE2000-U倒置荧光显微镜

(日本Nikon公司)下采图, 观察各组细胞由划痕边缘

向划痕中央迁移后剩下的距离(mm, 200×)。
1.2.3    Transwell实验        取对数生长期A549细
胞, 用无血清培养基调整细胞浓度为1.0×105/mL, 
按100 µL/孔细胞量接种于Transwell小室的上室(聚
碳酸酯膜, 膜孔径8 µm), 下室加入不同浓度的IL-8 
600 µL (对照组加入正常培养基600 µL), 37 ºC继续

培养24 h。用棉签擦去滤膜上层的细胞, PBS洗2遍
后, 将上室置于4%多聚甲醛中固定15 min, 苏木精染

色20 min后, 倒置荧光显微镜(日本Nikon公司)下对5
个不同视野的穿过膜细胞计数, 求平均值。

1.2.4    Western blot        收集经药物处理后的细胞, 
1 000 r/min离心10 min, 用CST裂解液裂解细胞, 
4 ºC 12 000 r/min离心15 min, 收集上清液, 用BCA
法测蛋白浓度。蛋白样品用5×loading buffer稀释后, 
在沸水中煮10 min。聚丙烯酰胺凝胶电泳(载70 µg
蛋白), 用0.45 µm的PVDF膜转膜; 用5%的脱脂奶粉

封闭1 h, 在4 ºC, 分别孵MMP-2 (1: 800), MMP-9 (1: 
800), p-JNK/SAPK (1: 1 000), β-actin (1: 300) 等一抗

过夜, 用PBST漂洗3次后, 孵辣根过氧化物酶偶联的

二抗(1: 2 500) 1 h, 漂洗后, 用ECL发光试剂在Chem 
GelDoc成像仪(Bio-Rad, 美国)分析结果。

1.2.5    统计学分析        每个实验至少重复3次, 应用

SPSS12.0软件进行统计学分析, 结果采用x–±s表示, 
两组间比较采用t检验分析。以P<0.05为差异有显

著性。

2   结果
2.1  IL-8对肺腺癌A549细胞生长的影响

为了确定实验中IL-8处理细胞的使用浓度, 首
先分析了不同浓度IL-8对细胞生长的影响, 结果显

示, 不同浓度IL-8 (25, 50, 100, 500 µg/L)作用24 h后, 
细胞平均活力值分别为: 98.18%, 97.24%, 99.05%, 
89.55% (图1), 与对照组相比, 除500 µg/L组对细胞

生长有明显抑制外(P<0.05), 25, 50, 100 µg/L组对细

胞生长无明显影响, 故以下实验选择IL-8作用浓度

分别为25, 50, 100 µg/L。
2.2  IL-8对肺腺癌A549细胞迁移能力的影响

为了评价IL-8对肺腺癌A549细胞迁移能力的

影响, 细胞划痕后经不同浓度IL-8处理24 h, 对照组

及不同浓度IL-8 (25, 50, 100 µg/L)组细胞由划痕边

缘向中央迁移后剩下的距离分别为(13±1.95) mm, 
(7.3±1.1) mm, (3.3±0.5) mm, (4.8±0.72) mm(图2), 与
对照组相比, 不同浓度IL-8 (25, 50, 100 µg/L)组细胞

由划痕边缘向中央迁移的距离明显增加(P<0.05), 说
明了IL-8可以促进肺腺癌A549细胞的迁移。

为了进一步验证IL-8对肺腺癌A549细胞迁移

能力的影响, 细胞经相同处理后, 用Transwell实验

检测, 结果对照组及不同浓度IL-8 (25, 50, 100 µg/L)
组细胞穿过Transwell小室的细胞数分别为(12±1.8, 

*P<0.05, 与对照组相比。

*P<0.05 vs control group.

图1　IL-8对A549细胞生长的影响

Fig.1　Effect of IL-8 on A549 cells viability
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48±7.2, 108±16.2, 60±9个/视野) (图3), 与对照组相

比, 不同浓度IL-8组细胞穿过Transwell小室的细胞

数明显增多(P<0.05)。这个结果与划痕试验的结果

一致, 进一步证明了IL-8可以促进肺腺癌A549细胞

的迁移。

2.3  IL-8对基质金属蛋白酶MMP-2、MMP-9蛋白

表达的影响

肿瘤细胞产生水解酶是肿瘤浸润转移过程中

的重要步骤之一。其中 MMP-2、MMP-9往往高

表达 , 并通过降解细胞外基质 , 促进肿瘤细胞的迁

A: 对照组; B: 25 µg/L IL-8 组; C: 50 µg/L IL-8组; D: 100 µg/L IL-8 组。

A: control group; B: 25 µg/L IL-8 group; C: 50 µg/L IL-8 group; D: 100 µg/L IL-8 group.

图2　通过划痕试验检测IL-8对A549细胞迁移能力的影响(200×)
Fig.2  Effect of IL-8 on cell migration was measured by wound-healing experiment (200×)

A: 对照组; B: 25 µg/L IL-8 组; C: 50 µg/L IL-8组; D: 100 µg/L IL-8 组。

A: control group; B: 25 µg/L IL-8 group; C: 50 µg/L IL-8 group; D: 100 µg/L IL-8 group.

图3　通过Transwell试验检测IL-8对A549细胞迁移能力的影响(200×)
Fig.3　Effect of IL-8 on cell migration was measured by Transwell arrays (200×)
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移。为了探讨IL-8引起肺腺癌A549细胞迁移的原

因, 细胞经不同浓度IL-8处理24 h后, 收集蛋白, 检测

了MMP-2、MMP-9蛋白的表达。经不同浓度IL-8 
(25, 50, 100 µg/L)处理后, 与对照组相比, MMP-2蛋
白的表达明显增加, 分别是对照组的1.6, 3.1, 2.4倍
(P<0.05), 而且与IL-8对肺腺癌A549细胞迁移能力的

影响结果一致。而不同浓度IL-8处理组与对照组相

比MMP-9蛋白的表达无明显变化(图4)。说明了IL-8
促进肺腺癌A549细胞的迁移可能是由MMP-2表达

增加引起的。

2.4  IL-8对信号通路JNK/SAPK磷酸化蛋白表达

的影响

研究表明, 核转录因子相关蛋白AP-1可以调

控MMPs的表达。而JNK/SAPK作为AP-1的上游信

号, 是否也可以调控MMPs的表达？细胞经不同浓度

IL-8 (25, 50, 100 µg/L)处理24 h后, Western blot结果

显示, 经不同浓度IL-8 (25, 50, 100 µg/L)处理后, 与对

照组相比, JNK/SAPK磷酸化蛋白的表达明显增加, 
分别是对照组的1.5, 2.8, 1.9倍(P<0.05) (图5), 趋势与

MMP-2的表达相一致, 说明IL-8可能通过调控信号通

路JNK/SAPK磷酸化蛋白的表达促进MMP-2的表达。

2.5  C-JNK/SAPK抑制剂(SP600125)对MMP-2蛋
白表达的影响

为了进一步验证JNK/SAPK信号通路可以调控

*P<0.05, 与对照组相比。

*P<0.05 vs control group.

图5　IL-8对JNK/SAPK磷酸化蛋白表达的影响

Fig.5　Effects of IL-8 on protein expressions of p-JNK/SAPK

MMP-2的表达。细胞处理如下: 对照组不加药物处理。

50 µg/L IL-8组: 细胞用50 µg/L处理24 h。C-JNK/SAPK抑

制剂(SP600125)+50 µg/L IL-8组: 细胞经C-JNK/SAPK
信号通路抑制剂(SP600125) 20 µmol/L预处理1 h, 然
后 经IL-8 (50 µg/L)处 理24 h。C-JNK/SAPK抑 制 剂

(SP600125)组: 细胞经C-JNK/SAPK信号通路抑制剂

(SP600125) 20 µmol/L预处理1 h后, 正常培养基培养

A: MMP-2的表达水平; B: MMP-9的表达水平。*P<0.05, 与对照组相比。

A: protein expressions of MMP-2; B: protein expressions of MMP-9. *P<0.05 vs control group.

图4　IL-8对基质金属蛋白酶MMP-2、MMP-9蛋白表达的影响

Fig.4　Effects of IL-8 on protein expressions of MMP-2, MMP-9
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24 h。Western blot结果显示, 与仅用IL-8 (50 µg/L)处
理组相比, 抑制剂组MMP-2的表达明显降低, 仅是

IL-8 (50 µg/L)处理组的3/5(P<0.05)(图6), 进一步证

明了IL-8可通过调控JNK/SAPK磷酸化蛋白的表达

促进MMP-2的表达。

2.6  低MMP-2蛋白表达对肺腺癌A549细胞迁移

的影响

为了进一步验证MMP-2的蛋白表达与肺腺癌

A549细胞迁移的关系, 细胞处理同2.5。划痕实验结

果显示, 各组细胞由划痕边缘向中央迁移后剩下的距

离分别为(10.5±1.575) mm, (4±0.6) mm, (7.5±1.125) mm, 
(12±1.8) mm, 与MMP-2蛋白高表达组(50 µg/L IL-8
组)相比, MMP-2蛋白低表达组(C-JNK/SAPK抑制剂

SP600125+50 µg/L IL-8组)可以明显抑制A549细胞

的迁移(P<0.05) (图7), 进一步从反面验证了MMP-2
蛋白表达增加可以促进A549细胞的迁移。

3   讨论
近年来, 我国肺癌的发病率明显上升, 在所有

因癌症引起的死亡中, 肺癌的致死率排第一位。

肿瘤细胞早期浸润转移是引起癌症病人死亡的最主

要的原因。因此, 探讨肿瘤的浸润转移机制有助于

肿瘤的防治。本实验以肺腺癌A549细胞为研究对

象, 首次证明了IL-8可通过JNK/SAPK信号通路调控

MMP-2的表达, 促进肺腺癌A549细胞的迁移。

在肿瘤的发生发展过程中, 肿瘤及其周围环境

中的多种细胞, 如淋巴细胞、中性粒细胞等都可以

分泌IL-8。目前, 多项研究表明IL-8作为一种趋化

*P<0.05, 与对照组相比, #P<0.05, 与50 µg/L IL-8组相比。

*P<0.05 vs control group, #P<0.05 vs 50 µg/L IL-8 group.

图6　C-JNK/SAPK抑制剂(SP600125)对MMP-2蛋白

表达的影响

Fig.6　Effects of C-JNK/SAPK inhibitor SP600125 on 
protein expressions of MMP-2

A: 对照组; B: 50 µg/L IL-8组; C: C-JNK/SAPK抑制剂(SP600125)+50 µg/L IL-8组; D: C-JNK/SAPK抑制剂(SP600125)组。

A: control group; B: 50 µg/L IL-8 group; C: C-JNK/SAPK inhibitor SP600125+50 µg/L IL-8 group; D: C-JNK/SAPK inhibitor SP600125 group.

图7　通过划痕试验检测MMP-2对A549细胞迁移能力的影响(200×)
Fig.7　Effects of lower protein expressions of MMP-2 on cell migration was measured by wound-healing experiment (200×)
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因子, 与肿瘤的血管新生和肿瘤侵袭转移相关。如

Akiba等[8]报道了IL-8在肝癌组织及肝癌细胞系中高

表达, 且与向门静脉、胆道转移显著相关。Lin等[9]

报道了高表达IL-8的乳腺癌细胞与肿瘤侵袭性和血

管新生高度相关。Chen等[10]报道了在非小细胞肺癌

中IL-8 mRNA的高表达与血管新生高度相关。但是

IL-8对肺癌细胞迁移的影响仍是不清楚的。本文通

过划痕试验及Transwell试验证明了IL-8可以促进肺

癌细胞的迁移。

肿瘤的转移是一个复杂的多步骤过程, 其中最

关键的步骤是细胞外基质的降解。本文研究表明

IL-8可以促进肺癌细胞的迁移, 这其中是否与MMP-
2、MMP-9蛋白的表达有关呢？ Western blot结果表

明IL-8促进肺癌A549细胞的迁移与MMP-2蛋白表

达的增高有关, 而与MMP-9的表达无明显相关性。

而划痕试验的结果从反面验证了MMP-2蛋白表达

增加可以促进A549细胞的迁移。这个结果与Luca
等[5]及林晓等[11]的研究结果相似。

对MMP表达机制的研究, Storz[12]认为氧化应

激可通过激活Ras或MAPK家族成员(ERK1/2、P38、
JNK)促进MMP的表达。Takagi等[13]认为AP-1信号

通路的激活促进MMP的表达。关于IL-8上调MMP
表达的机制, Reich等[14]认为IL-8可通过激活磷脂酶

D (PLD)介导的信号转导通路诱导MMP-2的产生。

而Luca等[5]认为IL-8可促进MMP-2启动子与氯霉

素乙酰转移酶(CAT)基因的结合, 进而增强MMP-2
的表达。本文根据以前的研究结果探讨了IL-8对
MAPK家族中的JNK/SAPK信号通路的影响, 结果

证实了IL-8可以通过增加JNK/SAPK磷酸化调控

MMP-2的表达。而JNK/SAPK信号通路仅是MAPK
信号转导通路中的一条, 其他的MAPK信号转导通

路, 如ERK1/2及P38MAPK信号转导通路在IL-8诱导

的MMP-2的表达中发挥着怎样的作用, 需做进一步

研究。

IL-8既是一种趋化因子, 也是一种促血管生成

因子[15]。多项研究结果表明IL-8可促进肿瘤的血管

新生及浸润转移。但在肺癌中, IL-8发挥作用的机

制不清, 因此探讨IL-8对肺癌的作用机制, 可为肺癌

的综合治疗提供新的作用靶点。当前研究表明, 抗
IL-8单克隆抗体可抑制黑色素瘤的生长、血管形成

和转移[16]。抗IL-8单克隆抗体还可以通过下调MMP
及NF-κB的表达, 抑制膀胱移植细胞瘤的生长[17]。

虽然以IL-8为治疗靶点的研究仍有许多未能解决的

问题, 但作为新型的辅助免疫综合治疗策略, IL-8发
挥作用的靶点及抗IL-8单克隆抗体的应用将可能为

肺癌转移的预防与治疗找到新的突破口。
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Effect and Mechanism of IL-8 on the Cell Migration in Lung 
Adenocarcinoma A549 Cells

Yang Tongning1, Yu Chao 2, Li Jiajia 2, Zhu Bing1, Tang Yunqiao1, Jiang Yuequan 3*
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Abstract        To investigate the effect and mechanism of IL-8 on the cell migration in lung adenocarcinoma 
A549 cells, the appropriate concentration of IL-8 treated with cells was chosen by MTT arrays. Wound-healing 
experiment and Transwell arrays were used to prove that IL-8 can promote the migration of lung adenocarcinoma 
A549 cells. The results of Western blot showed that: (1) IL-8 can promote the expression of MMP-2 protein, but no 
significant effect on the expression of MMP-9. (2) IL-8 can promote the expression of p-JNK/SAPK. (3) Inhibitor 
(SP600125) can block the impacts of IL-8 on the expression of MMP-2. Wound-healing experiment proved that 
lower expression of MMP-2 can inhibit A549 cells migration. IL-8 can regulate the expression of MMP-2 protein 
and further promote the migration of lung adenocarcinoma A549 cells through the JNK/SAPK signaling pathway.
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