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摘要　 目的 　 研究白介素⁃１７（ ＩＬ⁃１７） ／白介素⁃１７ 受体（ ＩＬ⁃
１７Ｒ）调控 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号通路影响甲状腺乳头状癌血管生

成的机制。 方法　 建立甲状腺乳头状癌细胞（ＴＰＣ⁃１）⁃内皮

细胞共培养体系，检测 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃１７ 刺激剂对共培养系统

中人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）增殖、迁移、成管能力的影

响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测共培养体系中 ＨＵＶＥＣｓ ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ
信号通路和血管新生蛋白表达水平。 结果 　 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组

人 ＩＬ⁃１７Ａ 干预可显著促进共培养体系中 ＨＵＶＥＣｓ 的增殖、
迁移和成管能力（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 转

染的 ＴＰＣ⁃１ 细胞共培养 ＨＵＶＥＣｓ 经 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ
干预 ６ ｈ 后，细胞中 ＤＬＬ４、Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、ＨＥＹ 和血管内皮细胞

生长因子受体 １（ＶＥＧＦＲ１）、血管内皮细胞生长因子受体 ２
（ＶＥＧＦＲ２）的表达水平得到不同程度的上调，与对照组比较

差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 通路抑制剂

ＤＡＰＴ 干预可显著抑制 ＩＬ⁃１７ 刺激剂对共培养体系细胞中

ＨＥＳ、ＨＥＹ、ＶＥＧＦＲ⁃１、 ＶＥＧＦＲ⁃２ 蛋白表达增加作用 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 结论 　 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 可能通过 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号通

路促进甲状腺乳头状癌血管生成。
关键词　 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ；ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号通路；血管生成；甲
状腺乳头状癌
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　 　 甲状腺癌是内分泌系统常见的恶性肿瘤，依据

病理组织特征，甲状腺癌有以下几种类型：甲状腺乳

头状癌、甲状腺髓样癌、滤泡状甲状腺癌、甲状腺未

分化癌。 在所有甲状腺癌病理类型中甲状腺乳头状

癌是所有最为常见的一种［１］。 部分甲状腺乳头状

癌患者会发展到侵入邻近组织，预后较差。 因此，阐
明部分甲状腺乳头状癌侵袭转移的分子机制具有重

要意义［２ － ３］。 在肿瘤侵袭转移的进程中，新生血管

生成是一个关键因素，也是甲状腺乳头状癌局部颈

淋巴结转移和复发的主要因素［４ － ５］。 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。 研究［６］ 显示 ＩＬ⁃１７ 及

其受体介导的信号通路参与血管生成和肿瘤的恶

化。 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号传递途径参与诱导和挑选顶

端细胞，在血管发生中扮演着重要角色［７ － ８］。 然而，
甲状腺乳头状癌中 ＩＬ⁃１７ ／白介素⁃１７ 受体（ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃１７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＩＬ⁃１７Ｒ） 以何种方式介导 ＤＬＬ４⁃
Ｎｏｔｃｈ 信号通路，对甲状腺乳头状癌新生血管生成

产生影响尚不清楚。 该研究构建共培养体系模型模

拟肿瘤微环境，观察 ＴＰＣ⁃１ 对共培养体系中人脐静

脉内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＨＵＶＥＣｓ）的影响，探讨 ＴＰＣ⁃１ 与 ＨＵＶＥＣｓ 之间的作

用机制，为甲状腺乳头状癌的临床诊断和治疗提供

依据。

１　 材料与方法

１． １　 细胞培养 　 甲状腺乳头状癌细胞（ ＴＰＣ⁃１）、
ＨＵＶＥＣｓ 购自中国科学院上海生科院细胞资源中

心。 ＴＰＣ⁃１、ＨＵＶＥＣｓ 用含 １５％的胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏ⁃
ｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素链霉素的 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃ 培养箱中培养。 待细

胞生长约 ８０％融合度时进行相关实验。
１． ２　 试剂与仪器

１． ２． １ 　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 高糖培养基（美国 Ｈｙ⁃
Ｃｌｏｎｅ 公司）；ＦＢＳ（浙江天杭生物科技有限公司）；重
组人 ＩＬ⁃１７Ａ （美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司）；抗 ＤＬＬ４、抗
Ｎｏｔｃｈ 多克隆抗体（美国 Ｉｍｍｕｎｏ Ｗａｙ 公司）；ＧＡＰ⁃
ＤＨ 抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司）；抗 ＩＬ⁃
１７Ｒ 多克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＨＥＳ、ＨＥＹ、
ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司）；山
羊抗兔二抗（美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司）；ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ 裂

解液 （强）、 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒、５ × ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂

盒、胰酶、一抗稀释液、二抗稀释液（上海碧云天生

物有限公司）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｂａｓｅｍｅｎｔ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｍａｔｒｉｘ、
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Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、
结晶紫（江苏碧云天生物技术研究所）。
１． ２． ２ 　 主要仪器 　 ＮＡＰＣＯ⁃８８００ 型恒温细胞培养

箱（美国 ＳＨＥＬＬＡＢ 公司）；Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ⁃７１ 型光学显

微镜（日本奥林巴斯株式会社）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪

（上海天能科技有限公司）。
１． ３　 实验方法

１． ３． １　 建立肿瘤 － 内皮细胞共培养体系　 将 ５ ×
１０４ 个密度的 ＴＰＣ⁃１ 细胞接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的 ６
孔板底部，１ × １０５ 个密度的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上层，上、下室分别加入 ２ ｍｌ 和 ３
ｍｌ 含有 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 细胞培养液， 于 ５％ ＣＯ２、３７
℃细胞培养箱中培养过夜。 利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 将 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 和 ＴＰＣ⁃１ 细胞置于同一培养体系中， 构建肿

瘤细胞与肿瘤血管内皮细胞共培养模型。
１． ３． ２　 迁移实验检测 ＩＬ⁃１７ 刺激剂对共培养体系

中 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力的影响 　 该研究分为 ２ 组：
ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组（对照组）、 ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组。 制

备细胞悬液，使用 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 系统（嵌套膜孔径

８ μｍ）。 先于下层小室接种 ＴＰＣ⁃１ 细胞，１２ ｈ 后，于
上层接种 ＨＵＶＥＣｓ，２ 种细胞接种密度均为 １ × １０５

个。 以 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 的重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 干预细胞，在 ３７
℃、５％ ＣＯ２条件下培养 ６ 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，实验重复

３ 次。
１． ３． ３　 体外成管实验检测 ＩＬ⁃１７ 刺激剂对共培养

体系中 ＨＵＶＥＣｓ 成管能力的影响 　 该研究分为 ２
组：ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组（对照组）、 ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组。
ＨＵＶＥＣｓ 与 ＴＰＣ⁃１ 共培养 ２４ ｈ，铺基质胶，模拟体内

ＨＵＶＥＣｓ 迁移并形成血管的微环境。 将 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶以体积 １ ∶ ９ 的比例均匀

混合，以每孔 ５０ μｌ 的量加入 ９６ 孔板中，９６ 孔板在

３７ ℃细胞培养箱内过夜备用，在基质胶中加入 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ，取 ３ × １０３ ／ ｍｌ ＨＵＶＥＣｓ 接种于 ９６ 孔板中，设
３ 个平行复孔。 观察基质胶上 ＨＵＶＥＣｓ 形成的小管

并计数，３ ｄ 后观察并照相，在倒置显微镜下任取 １０
个视野计数成管数（个）。
１． ３． ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＩＬ⁃１７ 刺激剂对共培养体系

中 ＨＵＶＥＣｓ 增殖的影响 　 选用 ＴＰＣ⁃１ 细胞与 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 共培养，该研究分为 ２ 组：ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组（对
照组）、ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组。 使用 ９６ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 系
统（嵌套膜孔径 ０. ４ μｍ）。 下层接种 ４ × １０３ 个

ＴＰＣ⁃１ 细胞，１２ ｈ 后于上层接种 ２ × １０３ 个 ＨＵＶＥＣｓ。

５０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 干预细胞，共培养 ６ ｈ，每种

处理设 ３ 个复孔。 培养结束后，弃下层培养基，在上

层每孔中加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，在细胞培养箱内

孵育 １ ｈ 后用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度值。
１． ３． ５　 ＩＬ⁃１７Ｒ 基因载体构建　 本研究遵循设计原

则，根据人 ＩＬ⁃１７Ｒ 基因编码序列，设计干扰慢病毒

及相关阴性对照，ＰＣＲ 扩增得到目的基因 ＩＬ⁃１７Ｒ
ｃＤＮＡ 片段。 纯化后经 Ａｇｅ Ｉ 酶切消化，对载体质粒

进行酶切、线性化载体片段回收获得。 酶切后连接

产物利用 ＰＣＲ 凝胶电泳鉴定，并对序列进行检测。
１． ３． ６　 细胞转染　 选取对数生长期的 ＴＰＣ⁃１ 细胞，
胰酶消化，接种于 ６ 孔板中，设 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃
ＩＬ⁃１７Ｒ 组、ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ 空载体组及对照组。
以感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）等于 １０
的指数转染细胞，继续培养 ２４ ｈ 后，将 ２ μｌ 的 ５ μｇ ／
ｍｌ ｐｏｌｙ⁃ｂｒｅｎｅ 加入转染细胞，根据细胞状态 １０ ｈ 换

液 １ 次。 转染 ７２ ｈ 后，ＧＦＰ 荧光的时间和表达强度

采用 ＧＦＰ 荧光计数法观察来确定转染情况。 转染

成功后将各组细胞转移至细胞瓶中继续培养，得到

稳定的细胞。 ６ ｈ 后更换新鲜培养基，２４ ～ ４８ ｈ 后

观察 ＩＬ⁃１７Ｒ 表达情况。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 法

检测 ＩＬ⁃１７ 融合基因的表达。
１． ３． ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃１７Ｒ 的表达情况 　 该研

究分为 ４ 组：ＧＦＰ⁃ＮＣ 组（对照组）、ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ１
组、ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ２ 组、ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ３ 组。 按试剂

盒说明书步骤提取转染后各组细胞的总 ＲＮＡ，将
ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 设计引物序列，将以含有扩

增序列的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应。 反应结束

后记录各组实验结果，以 ＧＡＰＤＨ 为内参，分析各组

ＩＬ⁃１７Ｒ 的表达。
１． ３． ８ 　 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 转染的 ＴＰＣ⁃１
细胞和 ＨＵＶＥＣｓ 体外双层共培养模型的建立　 将 ５
× １０４ 个密度的 ＨＵＶＥＣｓ 接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的 ６
孔板底部，将 １ × １０５ 个密度的 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃
ＩＬ⁃１７Ｒ 转染的 ＴＰＣ⁃１ 细胞接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的

上层，上、下室分别加入 ２ ｍｌ 和 ３ ｍｌ 含有 ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 细胞培养液， 于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中培养过夜。 利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 将 ＨＵＶＥＣｓ 细胞和

ＴＰＣ⁃１ 细胞置于同一培养体系中， 构建肿瘤细胞与

肿瘤血管内皮细胞共培养模型。
１． ３． ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测共培养体系中 ＤＬＬ４⁃
Ｎｏｔｃｈ 信号通路和血管新生蛋白表达水平　 选用转

染后的 ＴＰＣ⁃１ 细胞与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养，加入 ５０ ｎｇ ／
ｍｌ 的 ＩＬ⁃１７ 刺激剂。 选用 ＴＰＣ⁃１ 细胞与 ＨＵＶＥＣｓ 共
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培养，加入 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＩＬ⁃１７ 刺激剂和 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ
通路抑制剂 ＤＡＰＴ。 收集各组细胞，每组约 ５ × １０５

个，离心弃培养液，沉淀用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，弃上清

液。 按 １ × １０６ 个细胞加入 １００ μｌ ＲＩＰＡ 蛋白裂解液

＋１ μｌ ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂的比例裂解细胞。 ４ ℃
倾卧 ３０ ｍｉｎ 后，４ ℃、１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收
集上清液， － ８０ ℃保存备用，需在冰上完成以上操

作。 ＢＣＡ 法蛋白定量，每泳道 ２０ μｌ 蛋白上样进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，在转移缓冲液中，以 ２００ ｍＡ 的电

流转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 后封闭 ２ ｈ，再加入抗 ＤＬＬ４、
Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、ＨＥＹ、ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 抗体，均按照

１∶ １ ０００ 进行稀释，４ ℃孵育过夜。 洗涤后，以辣根

过氧化物酶结合的二抗按照 １ ∶ ５ ０００ 进行稀释，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灰度值。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件对数

据进行分析，结果以 �ｘ ± ｓ 表示，两组均数比较采用 ｔ
检验，多组数据间比较采用方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表

示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＩＬ⁃１７ 刺激剂促进共培养系统中 ＨＵＶＥＣｓ 迁
移的能力　 迁移实验结果显示，ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组

细胞穿过小室底的细胞数高于 ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组（ ｔ ＝
５. ４２８，Ｐ ＜ ０. ０１）。 可以发现与 ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组比

较，经 ＩＬ⁃１７ 刺激剂诱导后 ＨＵＶＥＣｓ 的迁移能力得

到显著增强，见图 １。

图 １　 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 对共培养系统中 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的影响 × ２００
　 　 Ａ：倒置显微镜下细胞迁移图；Ｂ：细胞侵袭迁移率统计结果图；
与 ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＩＬ⁃１７ 刺激剂促进共培养系统中 ＨＵＶＥＣｓ 管
腔生成的能力 　 管腔生成实验显示， ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 组将加入 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃１７ 刺激剂的 ＴＰＣ⁃１ 细

胞和 ＨＵＶＥＣｓ 共培养后， ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组、 ＮＣ⁃
ＨＵＶＥＣｓ 组 管 腔 生 成 率 为 （ １２０. ９２ ± ８. ７５ ）％ ，
（３０. ７１ ± ６. ３７）％ ，管腔生成能力得到显著增强，与
ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组比较， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ ｔ ＝
８. ７５８，Ｐ ＜ ０. ０１） 。 提示 ＩＬ⁃１７ 能够促进 ＨＵＶＥＣｓ
的管腔生成能力，见图 ２。

图 ２　 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 对共培养系统中

ＨＵＶＥＣｓ 管腔生成能力的影响 × ２００

２． ３　 ＩＬ⁃１７ 刺激剂促进共培养体系中 ＨＵＶＥＣｓ 的
增殖能力　 ＣＣＫ⁃８ 法检测显示，ＩＬ⁃１７ 刺激剂干预浓

度为 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 时，与 ＴＰＣ⁃１ 细胞共培养的 ＨＵＶＥＣｓ
增殖能力显著增强，ＩＬ⁃１７Ａ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组与 ＮＣ⁃ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 组比较，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ６. ５４２，Ｐ ＜
０. ０１） 。 ＩＬ⁃１７ 刺激剂干预可显著促进共培养体系

中 ＨＵＶＥＣｓ 的增殖能力，见图 ３。

图 ３　 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 对共培养系统中 ＨＵＶＥＣｓ增殖的影响

与 ＮＣ⁃ＨＵＶＥＣｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 验证稳定细胞株中 ＩＬ⁃１７Ｒ 的表达

　 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验观察 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃
１７Ｒ 转染后的甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ⁃１ 细胞株中 ＩＬ⁃
１７Ｒ ｍＲＮＡ 表达水平变化情况，结果显示： 各组中

ＩＬ⁃１７Ｒ ｍＲＮＡ 表达水平明显降低，差异有统计学意

义（ ｔ ＝ ７. １９７，Ｐ ＜ ０. ０１），其中 ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ３ 干扰

效果最明显（Ｐ ＜ ０. ０１），效率最高，见图 ４。
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图 ４　 ＴＰＣ⁃１ 细胞转染 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 后

ＩＬ⁃１７Ｒ ｍＲＮＡ 的表达量

与 ＧＦＰ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证 ＩＬ⁃１７Ｒ 蛋白的表达　 采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ
转染后的甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ⁃１ 细胞株中 ＩＬ⁃１７Ｒ
蛋白表达变化，结果显示： 与 ＧＦＰ⁃ＮＣ 组比较，ＧＦＰ⁃
ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ２、 ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ３ 沉默组中 ＩＬ⁃１７Ｒ 蛋白

表达降低，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ７. ２６８， Ｐ ＜
０. ０１），其中 ＧＦＰ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ⁃ｓｈ３ 组沉默效率最高，见图

５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测人甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ⁃１ 细胞株转染

ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 后 ＩＬ⁃１７Ｒ 蛋表达

　 　 Ａ：沉默慢病毒转染细胞后 ＩＬ⁃１７Ｒ 蛋白的表达；Ｂ：ＩＬ⁃１７Ｒ 蛋白

表达的灰度值统计结果图；与 ＧＦＰ⁃ＮＣ 组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６　 调控 ＴＰＣ⁃１ 细胞 ＩＬ⁃１７Ｒ 对甲状腺乳头状癌

新生血管生成的影响 　 为了明确 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 对

甲状腺乳头状癌血管生成的影响，该研究采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验观察 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ
转染后的 ＴＰＣ⁃１ 细胞株共培养体系中 ＨＵＶＥＣ 的

ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 和 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路中关

键蛋白表达水平的变化情况。 该研究分为三组：
ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ 组（对照组）、ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋
ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 组、ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ
组。 结果显示： ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 组中 ＤＬＬ４、Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、
ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 蛋白表达降低，差异有

统计学意义（ ｔ ＝ ５. ７５８，Ｐ ＜ ０. ０１）； ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ ＋ ＩＬ⁃
１７ 组经 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 干预 ６ ｈ 后，细胞

中 ＤＬＬ４、Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２
的表达水平得到不同程度的上调，与 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ＋ ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 组比较，差异有统计学意义 （ ｔ ＝
８. ２８５，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ６。
２． ７　 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 可能通过激活 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信

号通路促进甲状腺乳头状癌的血管生成　 为了明确

ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路在 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 促进甲状腺

乳头状癌的血管生成的作用，在 ＩＬ⁃１７ 刺激剂下

ＴＰＣ⁃１ 细胞和 ＨＵＶＥＣｓ 共培养体系中加入 ＤＬＬ４⁃
Ｎｏｔｃｈ 通路抑制剂 ＤＡＰＴ，分为 ３ 组：ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 组（对照组）、ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ 组、
ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ ＋ ＤＡＰＴ 组。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测结果显示，与对照组比较，ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋
ＩＬ⁃１７Ａ 组 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＤＬＬ４、ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃
１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 蛋白表达均上调，差异有统计学意义（ ｔ
＝ ４. ８５２，Ｐ ＜ ０. ０１）， ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ ＋
ＤＡＰＴ 组 ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 蛋白表

达均低于 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７ 组，差异有统计

学意义（ ｔ ＝ ８. ３２９，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ７。

３　 讨论

　 　 研究［９］表明，血管生成在甲状腺乳头状癌的生

长和转移中具有重要作用，与甲状腺癌发病密切相

关。 在肿瘤进展过程中，血管及淋巴管生成是最基

本的因素，也是肿瘤微环境的重要组成部分。 肿瘤

的生长与转移需要血管生成提供必要的营养［１０］。
很多研究在胰腺癌、乳腺癌、肺癌等恶性肿瘤中发

现，在肿瘤致病和侵袭转移中，ＩＬ⁃１７ 及其受体介导

的信号通路发挥重要作用。 研究［１１］显示 ＩＬ⁃１７ 可以

诱导肿瘤的新生血管生成，促进肿瘤细胞增殖，抑制
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 转染后的 ＴＰＣ⁃１ 细胞株共培养

ＨＵＶＥＣ 体系中的 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路相关分子蛋白表达

　 　 ａ：ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ 组； ｂ：ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 组；ｃ：ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ 组；与 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ 组比较：∗∗Ｐ

＜ ０. ０１；与 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测在 ＩＬ⁃１７ 刺激剂下 ＴＰＣ⁃１ 细胞和 ＨＵＶＥＣｓ共培养体系中加入 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 通路抑制剂 ＤＡＰＴ 相关分子蛋白表达

　 　 ａ： ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ 组； ｂ： ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ 组； ｃ： ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ ＋ ＤＡＰＴ 组；与 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ 组比较：∗∗ Ｐ ＜
０. ０１；与 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

细胞凋亡。 本研究结果显示，在 ＴＰＣ⁃１⁃ＨＵＶＥＣｓ 共

培养系统中，加入 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃１７ 刺激剂的 ＴＰＣ⁃１
细胞与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养 ６ ｈ 后，可以发现经 ＩＬ⁃１７ 刺

激剂诱导后 ＨＵＶＥＣｓ 的迁移能力显著增强。 ＣＣＫ⁃８
法检测显示共培养体系中内皮细胞迁移能力显著高

于共培养对照组，管腔生成实验发现，５０ ｎｇ ／ ｍｌ 的
ＩＬ⁃１７ 刺激剂促进共培养体系中 ＨＵＶＥＣｓ 的管腔生

成能力。 本研究通过细胞功能学实验观察到以重组

人 ＩＬ⁃１７Ａ（５０ ｎｇ ／ ｍｌ）为刺激剂可以促进 ＨＵＶＥＣｓ
的迁移、增殖和管腔生成能力。 多种信号通路参与

调控肿瘤的血管生成，除最重要最典型的 ＶＥＧＦ 信

号通路外，研究［１２］ 显示 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号通路在这

其中也发挥了重要作用。 研究［１３］表明 ＩＬ⁃１７ 刺激诱

导少突胶质细胞的 ＮＯＴＣＨ１ 活化，导致炎性基因表

达增强伴随着细胞增殖和成熟受损。 ＩＬ⁃１７ 单克隆

抗体 Ｓｅｃｕｋｉｎｕｍａｂ 联合 ＩＬ⁃３５ 可阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路，与未治疗组比较，治疗用 ＩＬ⁃１７ 单克隆抗体

Ｓｅｃｕｋｉｎｕｍａｂ 联合 ＩＬ⁃３５ 可有效抑制 Ｎｏｔｃｈ 的下游基

因信号通路（ＨＥＳ 和 ＨＥＹ）的表达，同时还原肝癌细

胞的侵袭性迁移能力［１４］。 ＤＬＬ４ 是通过与 Ｎｏｔｃｈ 受

体结合来完成肿瘤血管新生的调控。 ＨＥＳ、ＨＥＹ 是

Ｎｏｔｃｈ 信号通路的靶基因。 在人类动脉血管内皮细

胞的研究中，发现 ＨＥＳ、ＨＥＹ 是 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的

脉管系统中下游效应因子，ＨＥＳ、ＨＥＹ 的激活可以
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促进血管生成细胞芽生，还能诱导血管形成模式的

改变，很多研究［１５］表明调控肿瘤新生血管形成过程

中 ＨＥＳ、ＨＥＹ 可能发挥重要作用。 为了明确 ＩＬ⁃１７ ／
ＩＬ⁃１７Ｒ 对甲状腺乳头状癌血管生成的影响，该研究

通过慢病毒 ｐＬＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 转染 ＴＰＣ⁃１
细胞共培养 ＨＵＶＥＣｓ，通过转染后 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测验证转染是成功的，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐＬ⁃
ＫＯ． １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ 转染后的 ＴＰＣ⁃１ 细胞共培

养 ＨＵＶＥＣｓ 体系中的 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 信号通路和血管

新生蛋白表达水平，结果显示： ｓｈ⁃ＩＬ⁃１７Ｒ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ
组经 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组人 ＩＬ⁃１７Ａ 干预 ６ ｈ 后，细胞中

ＤＬＬ４、Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 的表

达水平得到不同程度的上调，ＩＬ⁃１７ 可以逆转由于

ＩＬ⁃１７Ｒ 沉默所导致 ＤＬＬ４、Ｎｏｔｃｈ、ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧ⁃
ＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 表达水平降低。 提示 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ
可能激活 ＴＰＣ⁃１ 细胞共培养 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＤＬＬ４ ／
Ｎｏｔｃｈ 信号通路，促进甲状腺乳头状癌新生血管生

成。 为了明确 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路在 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃
１７Ｒ 促进甲状腺乳头状癌的血管生成的作用，本研

究在 ＩＬ⁃１７ 刺激剂下 ＴＰＣ⁃１ 细胞和 ＨＵＶＥＣｓ 共培养

体系中加入 ＤＬＬ４⁃Ｎｏｔｃｈ 通路抑制剂 ＤＡＰＴ，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果显示： ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７Ａ ＋
ＤＡＰＴ 组 ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 蛋白表

达均显著低于 ＴＰＣ⁃１ ＋ ＨＵＶＥＣｓ ＋ ＩＬ⁃１７ 组。 提示

ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路可能在 ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 促进甲

状腺乳头状癌新生血管生成中起到重要作用。
　 　 综上所述，在 ＴＰＣ⁃１⁃ＨＵＶＥＣｓ 共培养系统中，
ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 可以激活 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路，然后

诱导靶基因 ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＶＥＧＦＲ⁃１、ＶＥＧＦＲ⁃２ 表达

增加。 ＩＬ⁃１７ 可以促进 ＴＰＣ⁃１⁃ＨＵＶＥＣｓ 共培养系统

中 ＨＵＶＥＣｓ 的迁移、增殖和管腔生成能力。 所以，
ＩＬ⁃１７ ／ ＩＬ⁃１７Ｒ 可能通过 ＤＬＬ４ ／ Ｎｏｔｃｈ 信号通路促进

甲状腺乳头状癌新生血管生成。
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肥大细胞调节巨噬细胞极化在炎症性肠病中的作用
余畋余１，２，３，刘道利１，汪朝晖１，胡霜久１，刘　 斌１

摘要　 目的　 探究肥大细胞（ＭＣ）在炎症性肠病过程中的作

用和调节机制。 方法 　 用野生型小鼠、ＭＣ 缺陷小鼠和 ＭＣ
重建小鼠构建右旋葡聚糖硫酸钠诱导的炎症性肠病模型。
采用甲苯胺蓝染色、流式细胞术、实时定量 ＰＣＲ、ＨＥ 染色和

Ｋｉ６７ 免疫组化分析相关指标。 结果 　 ＭＣ 在重组人干细胞

因子（Ｓｃｆ）和基质金属蛋白酶⁃９（Ｍｍｐ⁃９）因子诱导下向肠道

迁移和浸润。 在小鼠炎症性肠病模型中，ＭＣ 缺陷小鼠的肠

黏膜绒毛结构完整性欠佳，肠道炎症较重且黏膜修复能力较

差。 ＭＣ 重建后肠道炎症减轻且黏膜修复能力得以恢复。
野生型小鼠组巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 比率低于 ＭＣ 缺陷小鼠组。
与 Ｍ２ 型巨噬细胞相关的白细胞介素 ４（ Ｉｌ４）和白细胞介素

１０（ Ｉｌ１０）在野生型小鼠组高于 ＭＣ 缺陷小鼠组，其他抑炎因

子基因白细胞介素 １３（ Ｉｌ１３）和转录因子 Ｇａｔａ３ 野生型组也
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较高，促炎因子基因诱导型一氧化氮合酶 Ｉｎｏｓ 则相反。 结

论　 ＭＣ 是通过极化巨噬细胞而发挥炎症性肠病过程中的

抗感染和促进黏膜修复作用的。
关键词　 肥大细胞；炎症性肠病；巨噬细胞；炎症因子；抑炎

因子；极化
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　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ）
是一组病因未明的累及全肠道的慢性非特异性炎症

疾病，主要包括溃疡性结肠炎和克罗恩病。 ＩＢＤ 主

要病理特征为肠黏膜的损伤［１］，现主流研究观点认

为其致病因素为免疫功能紊乱和上皮细胞屏障受

损［２ － ３］。 肥大细胞（ｍａｓｔ ｃｅｌｌ， ＭＣ）是源自骨髓前体

细胞的先天免疫细胞，在干细胞因子（ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ， ＳＣＦ）的影响下成熟，并最终在肠道上皮内间隙

中定居。 作为前哨免疫细胞群的一员，ＭＣ 是抵抗

攻击的一线防御细胞，与肠道炎症活动密切相

关［４］。 然而，ＭＣ 在炎症性肠病过程中的作用和调

节机制仍未有报道。 该研究通过右旋葡聚糖硫酸钠

（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的 ＩＢＤ 模型，构建

野生型小鼠（以下简称 ＷＴ 小鼠）、ＭＣ 缺陷小鼠（以
下简称 Ｃ⁃ｋｉｔ 小鼠）和 ＭＣ 重建小鼠相关炎症癌症序

列演变模型，探究 ＭＣ 在 ＩＢＤ 过程中的作用和调节

·２５１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）


