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摘要 目的 探究白细胞介素-1β( IL-1β) 对肺鳞癌细胞增

殖的影响及其机制。方法 利用 CBA 试剂盒检测肺鳞癌患

者( n = 20) 血浆和健康对照者( n = 20 ) 血浆中 IL-1β 含量。
运用平板克隆形成实验评价 IL-1β 对肺鳞癌细胞增殖的影

响。qＲT-PCＲ 检测 IL-1β 对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞内 miＲ-
223-3p 表达的影响。TargetScan 软件预测、双荧光素酶报告

实验和 Western blot 验证 miＲ-223-3p 潜在的下游靶基因。
CCK-8 法检测下调 p27kip1 对细胞增殖的影响。共聚焦显

微镜 观 察 肺 鳞 癌 SK-MES-1 细 胞 p27kip1 的 分 布 情 况。
Western blot 检测 IL-1β 对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1 表

达的影响。结果 肺鳞癌患者血浆中 IL-1β 含量中位数为

11. 96( 7. 55，29. 20 ) ng /L，高 于 健 康 对 照 组 2. 52 ( 1. 64，

3. 48) ng /L，差异有统计学意义( Z = － 5. 06，P ＜ 0. 001) ; IL-
1β 可促进肺鳞癌 SK-MES-1 细胞克隆形成并使细胞内 miＲ-
223-3p 表达降低; miＲ-223-3p 可直接与 CDKN1B ( p27kip1 )

的 3'UTＲ 直接结合进而抑制其表达; 下调 p27kip1 后，肺鳞

癌 SK-MES-1 细胞增殖能力降低; p27kip1 主要分布于肺鳞

癌 SK-MES-1 细胞的胞质，IL-1β 可促进 p27kip1 表达。结论

IL-1β 通过调控肺鳞癌细胞 miＲ-223-3p 和 p27kip1 表达促

进细胞增殖。
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慢 性 炎 症 和 感 染 是 促 进 肿 瘤 发 展 的 重 要 因

素［1］。流行病学资料［2］显示，慢性阻塞性肺疾病、
肺纤维化、吸烟、空气污染、肺炎和职业粉尘等与非

小细胞肺癌( non-small cell lung cancer，NSCLC) 的

发生发展密切相关，提示慢性炎症在 NSCLC 的发病

机制中发挥重要作用。白细胞介素-1β( interleukin-
1β，IL-1β) 作为一个重要的炎症因子，研究［3］表明

其在 NSCLC 患者血清中高表达，且能促进肺腺癌的

增殖和迁移。肺鳞癌是 NSCLC 较常见的病理类型，

为进一步探讨 IL-1β 对肺鳞癌细胞增殖的影响和作

用机制，现在采用平板克隆形成实验分析 IL-1β 对

肺鳞癌细胞增殖的影响，并运用 qＲT-PCＲ、Western
blot、双荧光素酶报告实验和 CCK-8 实验探讨 IL-1β
参与肺鳞癌细胞增殖的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 肺鳞癌 SK-MES-1 细胞株购自中

国科学院上海生命科学研究院细胞中心; 胎牛血清

购自以色列 Biological Industries 公司; DMEM 高糖

培养基购自加拿大 WISENT 公司; 流式 CBA IL-1β
检测试剂盒购自美国 BD 公司; 重组人 IL-1β 购自

美国 Ｒ＆D 公司; 抗体购自 Proteintech 公司; CCK-8
细胞增殖检测试剂盒购自南京 Vazyme Biotech 公

司; miＲ-223-3p mimics、Inhibitor、p27kip1 的 siＲNA
由上海吉玛公司合成; Lipofectamine 2000 转染试剂

购自美国 Invitrogen 公司; microＲNA 逆转录和荧光

定量试剂盒购自大连 Takara 公司; miＲ-223-3p 和

U48 引物由美国 Gene Copoeia 公司设计和合成; CD-
KN1B 3'UTＲ 载体和双荧光素酶报告实验检测试剂

盒购自美国 Promega 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 血浆中 IL-1β 含量测定 按照 CBA 试剂盒

操作步骤进行测定: 溶解标准品，进行倍比稀释，每

管加入 50 μl 捕获微球; 阳性对照品、阴性对照品和

样品按照同样的操作进行，室温避光孵育 3 h，各管

加入 1 ml 洗液清洗，弃上清液; 加入 300 μl 洗液上

机测定; 结果由配套软件进行分析。
1． 2． 2 细胞培养 SK-MES-1 细胞系用含有 10%
FBS 的 DMEM 培养基培养于培养箱中，每 1 ～ 2 d 更

换培 养 液 并 消 化 传 代，培 养 箱 条 件 为 37 ℃、5%
CO2。
1． 2． 3 细胞克隆形成实验 取对数生长期的 SK-
MES-1 细胞，以1 000个 /孔接种于 6 孔板中，每孔加

入不同浓度的 IL-1β，置于 37 ℃、5% CO2 的温箱中

培养 2 周，每 3 d 更换 1 次含有相应 IL-1β 浓度的培

养基，直至出现肉眼可见的克隆时终止培养。弃培
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养基后用 PBS 清洗 2 次，每次 3 min。4% 多聚甲醛

固定 30 min，0. 1%的结晶紫染色 1 h，细流水缓慢冲

洗染液，干燥后低倍镜观察细胞数大于 50 的克隆数

并拍照。
1． 2． 4 qＲT-PCＲ 检测细胞 miＲ-223-3p 表达 细胞

作相应处理后，利用 TＲIzol 提取各组细胞 ＲNA，运

用 Takara 逆转录和荧光定量 PCＲ 试剂盒检测 miＲ-
223-3p 表达，以 U48 作为内参，以 2 － ΔΔCT 计算 miＲ-
223-3p 相对表达量。
1． 2． 5 Western blot 法检测 p27kip1 蛋白的表达

细胞作相应处理后，用 PBS 洗细胞 3 次，收集细胞，

加入 100 μl 总蛋白提取液提取蛋白，5 × 上样缓冲

液与总蛋白以 5 ∶ 1 混合后，95 ℃加热 5 min。取 25
μg 蛋白质行凝胶电泳 分 离。10% 脱 脂 牛 奶 封 闭

1. 5 h 后，加入相应一抗( p27kip1，1 ∶ 1 000; GAP-
DH，1 ∶ 1 000; β-actin，1 ∶ 1 000) 孵育，4 ℃摇床过

夜。用 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，对应二抗( 1 ∶
6 000) 孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，于化学

发光荧光显像仪上曝光。
1． 2． 6 细胞转染 将对数生长期的 SK-MES-1 细

胞接种到 6 孔培养板中，待细胞汇合 40% ～ 60% 时

进行转染。根据 LipofectamineTM 2000 转染试剂说明

书进行转染。
1． 2． 7 CCK-8 检测细胞增殖 收集转染 24 h 后的

各组细胞，调整细胞为 5 × 104 个 /ml 的单细胞悬

液，接种到 96 孔板中，100 μl /孔，每组做 5 个复孔。
待细胞贴壁( 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 12 h) 作为

0 h，向每孔中加入 10 μl CCK-8 溶液，温箱孵育 1 h
后用酶标仪在 450 nm 和 630 nm 处测量每孔的吸光

度( optical density，OD) 值。细胞隔天换液，依次于

培养 24、48、72 h 时终止培养，检测增殖状况。绘制

生长曲线，以培养时间为横轴，以 OD 值为纵轴。
1． 2． 8 双荧光素酶报告基因实验 按照 Luciferase
Assay Ｒeagent 说明书进行: 事先准备好用于转染的

分到 96 孔板中的 293T 细胞和目的质粒，待细胞密

度达到 50% ～70%为宜; 将 p53-3'UTＲ WT /MUT 目

的质 粒 以 及 5 pmol 的 miＲ-223-3p-mimics /mimics-
NC 充分混匀后室温放置 ( 溶液 A) ，之后将 10 μl
DMEM 与 0. 3 μl 的转染试剂( 转染试剂为汉恒生物

产品，浓度为 0. 8 mg /ml) 充分混匀( 溶液 B) ，室温

放置 5 min; 将溶液 A 与溶液 B 充分混匀，室温放置

20 min; 转染前为细胞换取新鲜培养基，之后将转染

混合物加入混匀。37 ℃、5% CO2 培养; 转染 6 h 后

换取新鲜培养基，转染 48 h 后收集细胞检测。

1． 3 统计学处理 本研究应用 SPSS 16. 0 软件进

行统计 学 分 析。血 浆 IL-1β 含 量 结 果 以 M ( P25、
P75 ) 表示，两组间比较采用秩和检验。其他定量结

果比较采用 t 检验。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 IL-1β 在肺鳞癌患者血浆中高表达 利用

CBA 试剂盒检测肺鳞癌患者和健康对照者血浆中

IL-1β 含量，结果显示肺鳞癌患者血浆中 IL-1β 含量

中位数为 11. 96( 7. 55，29. 20) ng /L，高于健康对照

组 2. 52( 1. 64，3. 48) ng /L，差异有统计学意义( Z =
－ 5. 06，P ＜ 0. 001) ，见图 1。

图 1 肺鳞癌患者与健康对照者血浆中 IL-1β含量比较( n = 20)

与健康对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 IL-1β 促进肺鳞癌 SK-MES-1 细胞克隆形成

利用平板克隆形成实验评价 IL-1β 对肺鳞癌细胞

增殖能力的影响。不同浓度的 IL-1β 作用肺鳞癌

SK-MES-1 细 胞 2 周 后，由 图 2 可 知，IL-1β ( 100
ng /L) 组、IL-1β ( 1 000 ng /L ) 组 相 比 于 对 照 组 ( 0
ng /L) ，随着 IL-1β 浓度的增加，细胞克隆数目随之

增加，表明 IL-1β 可以促进肺鳞癌 SK-MES-1 细胞克

隆形成。
2． 3 IL-1β 能 够 降 低 肺 鳞 癌 SK-MES-1 细 胞 内

miＲ-223-3p 表达 100 ng /L IL-1β 作用肺鳞癌 SK-
MES-1 细胞 48 h 后，应用 qＲT-PCＲ 检测 IL-1β 对肺

鳞癌细胞内 miＲ-223-3p 表达的影响。结果提示，与

对照组相比( 0 ng /L) ，IL-1β 处理组肺鳞癌 SK-MES-
1 细 胞 内 miＲ-223-3p 表 达 降 低 ( t = 26. 76，P ＜
0. 001) 。见图 3。
2． 4 CDKN1B 是 miＲ-223-3p 直接作用的靶点

运用 TargetScan 在线软件 ( http: / /www． targetscan．
org / ) 预测 miＲ-223-3p 潜在的下游靶基因，发现 CD-
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KN1B 的 3'UTＲ 有 miＲ-223-3p 结合位点( 图 4A) 。
为了验证在线数据库预测的 CDKN1B 的 3'UTＲ 能

否 与 miＲ-223-3p 结 合，将 miＲ-223-3p mimics 或

mimics-NC 与 CDKN1B 3'UTＲ 野生型( WT) 或突变

型( MUT) 载体共转染到 HEK-293T 细胞株中，分别

检测 4 组中荧光素酶活性。如图 4B 显示: miＲ-223-
3p mimics 与含有 CDKN1B 3'-UTＲ 端野生型质粒共

转染后，荧光素酶活性受到抑制，提示 miＲ-223-3p
能够结合 CDKN1B 3' UTＲ 端。Western blot 实验结

果表明: miＲ-223-3p mimics 组肺鳞癌 SK-MES-1 细

胞中 CDKN1B 蛋白( p27kip1 ) 表达量较 mimics-NC
组降低; miＲ-223-3p Inhibitor 组细胞中 CDKN1B 蛋

白( p27kip1) 表达量较 Inhibitor-NC 组增加( 图 4C) 。
综上，miＲ-223-3p 可直接靶向作用肺鳞癌 SK-MES-1

图 2 不同浓度 IL-1β对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞克隆形成的影响

A: 平板克隆形成图; B: 克隆形成数柱状图; a: IL-1β 0 ng /L; b:

IL-1β 100 ng /L; c: IL-1β 1 000 ng /L

图 3 IL-1β对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞内 miＲ-223-3p 表达的影响

与对照组( IL-1β 0 ng /L) 比较: * P ＜ 0. 05; a: 0 ng /L; b: 100 ng /L

图 4 miＲ-223-3p 直接作用 CDKN1B 3' UTＲ 抑制其表达

A: TargetScan 软件预测 CDKN1B 3'UTＲ 有 miＲ-223-3p 结合位

点; B: 双荧光素酶报告实验验证 miＲ-223-3p 与 CDKN1B 3'UTＲ 直接

结合; 与 miＲ-NC 比较: * P ＜ 0. 05; C: Western blot 检测过表达和敲低

miＲ-223-3p 后对 p27kip1 表达的影响

细胞 CDKN1B 3'-UTＲ 抑制其表达。
2． 5 IL-1β 促进肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1
表达 Western blot 检测 IL-1β( 100 ng /L) 作用肺鳞

癌 SK-MES-1 细胞 48 h 后 p27kip1 表达情况，由图
5A 可知，相比于对照组，IL-1β 处理后细胞 p27kip1
表达随之增加。表明 IL-1β 可以促进细胞 p27kip1
表达。进一步利用共聚焦显微镜观察 p27kip1 分布

情况，发现肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1 主要分布

于细胞质。综上所述，IL-1β 促进肺鳞癌 SK-MES-1
细胞增殖可通过降低细胞内 miＲ-223-3p 表达进而

促进 p27kip1 表达。
2． 6 下调 p27kip1 表达抑制肺鳞癌 SK-MES-1 细

胞增殖 利用 siＲNA 下调 p27kip1 表达，CCK-8 检

测肺 鳞 癌 SK-MES-1 细 胞 增 殖，结 果 提 示 下 调
p27kip1 表达，细胞增殖能力降低 ( t = 9. 50，P =
0. 001) 。见图 6。
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图 5 IL-1β对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1 表达的影响

A: Western blot 检测 IL-1β 对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1 蛋

白表达的影响; B: 共聚焦显微镜观察肺鳞癌 SK-MES-1 细胞 p27kip1

分布情况 × 400

图 6 p27kip 对肺鳞癌 SK-MES-1 细胞增殖的影响

A: Western blot 检测 siＲNA 干扰 p27kip1 后其蛋白表达情况; B:

CCK-8 检测敲低 p27kip1 后细胞增殖情况; 与 siＲNA-NC 比较: * P ＜
0. 05

3 讨论

肺鳞癌是 NSCLC 常见的病理类型［4 － 5］。与肺

腺癌相比，其发病机制的研究和治疗进展滞后［6 － 7］。
因此，对肺鳞癌进行深入研究具有重要意义。慢性

炎症可导致癌变，炎症在 NSCLC 发生和发展中的作

用被人们所认识［8］，但其潜在的分子机制尚不清

楚。
越来越多的研究［9］表明 miＲNAs 可作为联系炎

症与肿瘤重要枢纽，参与肿瘤的发生发展。IL-1β
作为一个重要的炎症因子，研究［3］表明其能通过环

氧化酶-2 /缺氧诱导因子-1α ( COX-2 /HIF-1α ) 途径

抑制 miＲ-101 表达进而促进肺腺癌的增殖和迁移，

但 IL-1β 在肺鳞癌中的作用及其机制的研究报道较

少。课题组前期研究［10］发现 miＲ-223-3p 在肺鳞癌

组织中表达降低，其可与突变型 p53 蛋白形成反馈

环路促进肺鳞癌的增殖和迁移。另外，研究［11］ 显

示: 单核细胞经 IL-1β 和肿瘤坏死因子-α 刺激后，胞

内 miＲ-223 表达下调; 但肺内皮细胞经 IL-1β 和肿

瘤坏死因子-α 刺激后，胞内 miＲ-223 表达上升，结

果提示在不同类型的细胞中，炎症因子对细胞内
miＲ-223 的表达存在差异。本研究证实在肺鳞癌患

者血浆中 IL-1β 高表达，外源性加入 IL-1β 能够促

进肺鳞癌 SK-MES-1 细胞的增殖，且使细胞内 miＲ-
223-3p 表达降低，结果提示高表达的 IL-1β 通过降

低细胞内 miＲ-223-3p 表达促进细胞增殖。
通过软件预测、双荧光素酶报告实验和 Western

blot 证 实 miＲ-223-3p 可 以 直 接 靶 向 CDKN1B
( p27kip1) 的 3' UTＲ 抑制其表达。p27kip1 是一种

细胞周期蛋白依赖性激酶( cyclindependent kinase，

CDK) 抑制因子，通过与细胞周期蛋白 /细胞周期蛋

白依赖性激酶( cyclin /cdk) 复合物结合调节细胞的

增殖、迁移和凋亡［12］。研究［13］显示，分布于细胞核

和细胞质 中 p27kip1 具 有 不 同 的 功 能: 细 胞 核 中
p27kip1 主要作为 CDK 抑制剂调节细胞周期，而细

胞质中 p27kip1 具有抗凋亡、促进细胞迁移作用。
近期研究［14］表明，p27kip1 的异常表达和亚细胞分

布与恶性肿瘤的发生发展密切相关。本研究通过共

聚焦显微镜观察发现，p27kip1 在肺鳞癌 SK-MES-1
细胞中主要分布于细胞质，外源性 IL-1β 能够促进

细胞 p27kip1 表达。敲低 p27kip1 表达后，细胞的增

殖降低。
综上所述，IL-1β 通过降低肺鳞癌 SK-MES-1 细

胞内 miＲ-223-3p 表达进而使 p27kip1 表达增加，抑

制细胞凋亡，促进细胞增殖。
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The mechanism of IL-1β promoting the
proliferation of lung squamous cell carcinoma cells

Wang Wei1，2，Luo Peng1，Wang Baolong1

( 1Dept of Clinical Laboratory，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;
2Medical Laboratory，Fuyang People's Hospital，Fuyang 236004)

Abstract Objective To investigate the effect of interleukin-1β( IL-1β) on lung squamous cell proliferation and
its mechanism． Methods CBA kit was used to detect the content of IL-1β in plasma of patients with lung squamous
cell carcinoma( n = 20) and healthy controls( n = 20) ． The effect of IL-1β on lung squamous cell proliferation was
evaluated by plate cloning formation experiment． The effect of IL-1β on the expression of miＲ-223-3p in SK-MES-
1 cells was detected by qＲT-PCＲ． The potential downstream target genes of miＲ-223-3p were verified by Tar-
getScan software，double lucigenase reporting experiment and Western blot． CCK-8 assay was used to detect the
effect of down-regulated p27kip1 on cell proliferation． Confocal microscope was used to observe the distribution of
p27kip1 in SK-MES-1． Western blot was used to analyze the effect of IL-1β on the expression of p27kip1 in SK-
MES-1 cells． Ｒesults The median IL-1β content in plasma of patients with lung squamous cell carcinoma was
11. 96( 7. 55，29. 20) ng /L，which was higher than the healthy control group by 2. 52( 1. 64，3. 48) ng /L，and the
difference was statistically significant( Z = － 5. 06，P ＜ 0. 001) ． IL-1β can promote the cloning formation of SK-
MES-1 cells in lung squamous cell carcinoma and significantly reduce the expression of miＲ-223-3p in cells． miＲ-
223-3p directly binded to the 3'UTＲ of CDKN1B ( p27kip1) and inhibited its expression． After p27kip1 was down-
regulated，SK-MES-1 cell proliferation ability was significantly reduced． p27kip1 was mainly distributed in the cy-
toplasm of SK-MES-1 cells，and IL-1β can promote the expression of p27kip1． Conclusion IL-1β promotes cell
proliferation by regulating the expression of miＲ-223-3p and p27kip1 in lung squamous cell carcinoma cells．
Key words lung squamous cancer; IL-1β; miＲ-223-3p; p27kip1
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