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下调 IL-8表达抑制食管鳞状细胞癌KYSE170细胞的迁移能力及其相关

机制
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[摘 要 ] 目的：研究白介素8（IL-8）对食管鳞癌细胞株KYSE170迁移能力的影响，并初步探讨其作用机制。 方法：体外合

成针对 IL-8的 siRNA，采用脂质体法转染KYSE170细胞，利用Real-time PCR和Wsetern blotting及ELISA法检测沉默效率，镜下

观察细胞形态学改变，划痕实验检测细胞迁移能力，CCK-8实验检测细胞增殖能力的变化。Wsetern blotting检测 IL-8受体及

JAK2-STAT3信号通路相关蛋白的表达。结果：与阴性对照组比较，靶向沉默 IL-8处理后的KYSE170细胞，其 IL-8基因和蛋白

表达水平均明显降低（P<0.01），IL-8分泌量显著减少（P<0.01）；IL-8基因沉默后，KYSE170细胞迁移能力明显减弱（P<0.01），而细

胞增殖能力无明显变化。IL-8受体2即CXCR2、转移相关蛋白WASF3的表达水平明显降低（P<0.05），而 IL-8受体1即CXCR1

的表达水平没有明显变化；JAK2-STAT3信号通路关键蛋白p-JAK2和p-STAT3表达明显降低（均P<0.01）。结论：下调 IL-8的表

达可以抑制食管癌细胞株KYSE170的迁移能力，其机制可能通过介导CXCR2及其下游 JAK2-STAT3信号通路活性的改变相关。
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Inhibition effect and mechanism of IL-8 down-regulation on migration of esopha-
geal squamous cell carcinoma KYSE170 cells

YANG Qina, ZHANG Xiangmeia, HE Mingb, CHEN Xinb, ZHAO Jidongb, SANG Meixianga, ZHAO Lianmeia, SHAN Baoena(a. Scien-

tific Research Center; b. Department of Fifth Thoracic Surgery, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011,

Hebei, China )

[Abstract] Objective: To investigate the effect of interleukin-8 (IL-8) on esophageal cancer cell line KYSE170, and to preliminarily

explore its mechanism. Methods: siRNA targeting IL-8 was in vitro synthesized and transfected into KYSE170 cells by lipofectamine

2000. The efficiency of silencing was determined by Real-time PCR, Western blotting and ELISA. Morphological changes of KYSE170

cells were observed microscopically. Scratch assay was performed to observe the cell migration ability. CCK-8 assay was used to detect

the cell proliferation ability. Western blotting was used to detect the expressions of IL-8 receptor and JAK2-STAT3 signaling pathway

related proteins. Results: Compared with the negative control group, the mRNA and protein expressions of IL-8 in KYSE170 cells

were all significantly decreased after IL-8 silencing (P<0.01), and IL-8 secretion was significantly reduced (P<0.01). After IL-8 gene si-

lencing, the migration capacity of KYSE170 cells was significantly weakened (P<0.01), while no significant changes in cell prolifera-

tion was detected. The expression of IL-8 receptor 2 (CXCR2) and transfer-related protein WASF3 were significantly decreased (P<

0.05), while the expression of IL-8 receptor 1 (CXCR1) was not significantly changed; the expressions of p-JAK2 and p-STAT3 protein

in JAK2-STAT3 signaling pathway were significantly decreased (all P<0.01). Conclusion: Knock-down of IL-8 inhibits the migration

of esophageal cancer KYSE170 cells, and the mechanism may be related with the alteration of CXCR2 and its downstream JAK2-

STAT3 signaling pathway.
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食管癌是常见的消化道肿瘤，2012年全世界约

有40万人死于食管癌[1]。由于其早期症状不明显，多

数食管癌病例就诊时已到晚期；同时由于手术切除

率低且对化疗不敏感、易转移和复发，患者 5年生存

率仅 23%。中国是世界上食管癌高发地区之一[2-3]，

2013年有20.6万人死于食管癌[4]，约占全球死亡人数

的 50%，防治任务十分严峻。值得注意的是，与西方

国家食管腺癌高发不同，中国食管癌的病理类型90%

以上为鳞状细胞癌[3]。因此，开发针对食管鳞癌的诊

断和治疗靶点对中国食管癌患者具有重要意义。白

介素-8（interleukin-8, IL-8）是趋化因子CXC亚家族

成员之一，具有趋化炎症细胞、参与血管形成等作

用，也是肿瘤微环境中重要的炎症因子。IL-8在多种

肿瘤组织及患者血清中含量显著升高，如乳腺癌、卵

巢癌、膀胱癌等，与患者疾病分期和预后存在显著的

相关性[5-7]。同样，IL-8 促进口腔癌的发生发展，研

究[8-9]表明 IL-8与 IL-6可以作为口腔鳞癌早期诊断的

潜在生物标志物，其中 IL-8具有单独作为生物标志

物的潜力。Oncomine分析结果显示，相比于正常组

织 IL-8表达最高的 4种肿瘤为结肠癌、头颈部肿瘤、

胰腺癌和食管癌[10]。有研究[11-12]表明，IL-8的过表达

与肿瘤细胞的增殖、转移、侵袭存在一定的相关性，

而其在癌组织中高表达的原因及具体作用机制仍不

明确，尤其在食管鳞癌中的相关报道更为鲜见。本

研究旨在探讨 IL-8在食管鳞癌细胞株中的作用特点

及相关机制，以期对食管鳞癌的临床治疗提供新

思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人食管癌细胞株 KYSE170、TE13、Eca109,乳腺

癌细胞株 MDA-MB-231，成纤维细胞（fibroblast，

FB），淋巴瘤细胞株OCI-LY3由河北医科大学第四医

院科研中心保存。高糖培养基DMEM购自Gibco公

司，胎牛血清（FBS）购自Excell公司，Opti-MEM ITM

细胞培养液、TRIzol及ELISA试剂盒均购自 Invitro-

gen 公司，转染试剂 EndoFectinTM-Max 及 Real-time

PCR中所需试剂均购自复能基因，RT-PCR试剂盒购

自康为世纪公司，引物由北京赛百胜合成，IL-8 siR-

NA由上海吉玛基因合成，羊抗兔 IgG抗体购自 Im-

munoWay公司，ECL化学发光试剂盒购自索莱宝公

司，兔抗人WASF3抗体、CXCR1抗体、p-JAK2抗体

和p-STAT3抗体购自SAB公司，兔抗人 JAK2抗体以

及鼠抗人 IL-8抗体、STAT3抗体均购自Proteintech公

司，兔抗人CXCR2购自睿瀛生物。

1.2 细胞培养及 IL-8表达的鉴定

用含 10%胎牛血清和 1%双抗的DMEM培养基

常规培养Eca109、TE13、KYSE170、MDA-MB-231细

胞，用 15%胎牛血清和 1%双抗的DMEM培养基常

规培养 FB、OCI-LY3 细胞，提取对数期生长细胞的

RNA，反转得到 cDNA，以 GAPDH 为内参使用 RT-

PCR检测各细胞株 IL-8的表达。实验重复3次。

1.3 KYSE170细胞转染 IL-8 siRNA

培养KYSE170细胞至汇合度达70%~80%时，胰

酶消化，收集细胞并计数，按照 1.5×105个/孔铺 6孔

板，继续培养过夜，待细胞汇合度约30%~50%时参照

EndoFectinTM-Max说明书进行转染。转染实验分为2

组：阴性对照组（Negative control，未转染 siRNA）和

IL-8 siRNA组。

1.4 Real-time PCR、Western blotting 及 ELISA 实验

鉴定 IL-8 siRNA转染效果

转染24 h后分别提取两组细胞内RNA并反转为

cDNA，应用Real-time PCR技术，以GAPDH为内参

检测细胞内 IL-8 mRNA表达情况，以2-△△Ct计算目的

基 因 相 对 表 达 量 (IL - 8 引 物 购 自 易 锦 生 物

HQP009678,GAPDH 引物序列 :正向为 CGCTGAG-

TACGTCGTGGAGTC，反 向 为 GCTGATGATCTT-

GAGGCTGTTGTC；Real-time PCR 反应条件为退火

温度60 ℃，45个循环)；转染48 h后裂解细胞，提取总

蛋白，Western blotting检测 IL-8蛋白的表达，其相对

分子质量约 35 000；转染 48 h后收集培养上清液，按

照ELISA试剂盒说明书检测培养上清液中 IL-8的含

量。实验重复3次。

1.5 细胞划痕实验检测敲低 IL-8对KYSE170细胞

迁移能力的影响

各转染组培养条件同上，当汇合度达95%时，用

10 µl移液器头在培养孔底部划痕，PBS洗2次。加入

无血清DMEM继续培养，0、12、24 h后镜下观察细胞

迁移距离并拍照，通过测量多个点划痕宽度，计算平

均划痕愈合率。划痕愈合率（%）=[（0 h划痕宽度-12

h划痕宽度）/0 h划痕宽度]×100%，24 h同理计算。实

验重复3次。

1.6 CCK-8 实验检测敲低 IL-8 对 KYSE170 细胞增

殖能力的影响

转染后消化细胞并制成约 3×104个/ml的细胞悬

液，96孔板每孔加入100 µl细胞悬液，细胞贴壁后加

入CCK-8试剂，0、24、48 h后应用 INFINITE F50酶标

仪在波长 450 nm处测光密度（D）值，代表细胞的增

殖水平。实验重复3次。

1.7 Western blotting检测敲低 IL-8对KYSE170细胞

迁移相关蛋白及可能通路蛋白表达的影响

RIPA法分别提取两组总蛋白，BCA试剂盒进行
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蛋白定量，以体积比 4∶1 与上样缓冲液混合煮沸 5

min，取30 µg变性蛋白进行SDS-PAGE后转至PVDF

膜上，5%脱脂奶粉封闭，TBST洗膜，加一抗 4 ℃过

夜，TBST洗后加二抗 37 ℃孵育 1 h，TBST洗膜后曝

光。以 β -actin 为内参，用 Image J 软件对 CXCR1、

CXCR2、WASF3、JAK2、STAT3、p-JAK2 和 p-STAT3

条带进行灰度分析，蛋白相对表达量=目的条带灰度

值/β-actin灰度值。实验重复3次。

1.8 统计学处理

应用 SPSS 21统计软件进行分析,数据以 x̄±s表

示,组间均数比较采用单因素方差分析。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 IL-8高表达细胞系的鉴定

RT-PCR法检测结果（图1）显示，OCI-LY3、TE13、

CEA-109细胞中 IL-8表达水平均低于 FB（P<0.01），

而MDA-MB-231，KYSE170中IL-8表达水平均高于FB

（P<0.01），在所选取的5种癌细胞株中KYSE170的 IL-

8表达水平最高。各细胞株IL-8表达量分别为FB（0.72±

0.12）、OCI-LY3（0.1±0.01）、MDA-MB-231（0.96±0.04）、

CEA-109（0.33±0.03）、KYSE170（1.03±0.06）、TE13

（0.21±0.01）。

*P<0.05，**P<0.01 vs FB group

A：The bands of IL-8 and GAPDH in RT-PCR image;

B：Statistical histograms of IL-8 gene

1：FB；2：OCI-LY3；3：MDA-MB-231；

4：CEA-109；5：KYSE170；6：TE-13

图1 六种食管癌细胞中 IL-8的表达

Fig.1 Gene expression of IL-8 in six cancer cell lines

2.2 KYSE170转染效率检测

Western blotting（图 2）和 Real-time PCR 检测结

果显示，与NC组（阴性对照）相比，IL-8 siRNA组细

胞中 IL-8蛋白表达明显下调[（0.47±0.091）vs（0.80±

0.16），P<0.01]；IL - 8 mRNA 表达明显降低 [（6.98 ±

0.74）vs（9.30±0.13），P<0.01]。ELISA结果显示，与

NC组相比，IL-8 siRNA组细胞中 IL-8分泌水平明显

降低[（1 430±16）vs（6 429±138）pg/ml，P<0.01]。

2.3 转染后KYSE170细胞形态未发生明显改变

转染后 24 h，倒置显微镜下观察（图 3），与对照

组相比，敲低 IL-8 的转染组细胞形态未发现显著

变化。

2.4 敲低 IL-8表达抑制KYSE170细胞的迁移能力

细胞划痕实验结果（图 4）显示，与 NC 组相比，

siRNA 转染组划痕愈合率明显降低[12 h 时，(17.0±

4.2）% vs（34.0±2.9)%；24 h时，(26.0±8.0)% vs（50.0±

9.0)%；均P<0.01）]。

**P<0.01 vs NC group

A: The bands of proteins in Western blotting image;

B: Statistical histograms of proteins

图2 IL-8 siRNA敲低了 IL-8的表达

Fig.2 IL-8 siRNA decreased the expression of IL-8 in

KYSE170 cell

图3 IL-8 siRNA转染24 h后KYSE170细胞形态(×100)

Fig.3 Morphology of KYSE170 cells after IL-8

siRNA transfection for 24 h (×100)

2.5 敲低 IL-8 表达不影响 KYSE170 细胞的增殖

能力

CCK-8实验结果（图5）表明，敲低 IL-8并不影响

KYSE170细胞增殖，在各检测时间点两组细胞增殖

率差异无统计学意义（P>0.05)。
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2.6 敲低 IL-8 的表达对 KYSE170 细胞中 CXCR1、

CXCR2、WASF3表达的影响

Western blotting结果（图6）显示，与对照组相比，

IL-8敲低后WASF3的表达明显降低[（0.34±0.08）vs

（0.62 ± 0.12），P<0.05]，CXCR2 的表达也明显降低

[（0.74±0.11）vs（1.02±0.06），P<0.05]，而CXCR1表达

无明显变化。

图4 下调 IL-8表达减弱KYSE170细胞迁移的能力(×100)

Fig.4 Down-regulation of IL-8 reduced migration ability of

KYSE170 cells (×100)

图5 下调 IL-8表达不影响KYSE170细胞的增殖能力

Fig.5 Down-regulation of IL-8 did not affect proliferation of

KYSE170 cells

2.7 敲低 IL-8表达对KYSE170细胞 JAK2-STAT3信

号通路的影响

Western blotting 结果（图 7）显示，IL-8 敲低后

KYSE170 细胞中 JAK2-STAT3 信号通路相关蛋白

表达受到抑制，p-JAK2[（0.45±0.09）vs（0.89±0.07），

P<0.01]和 p-STAT3[（0.33±0.08）vs（0.79±0.06），P<

0.01]表达均明显减少。

3 讨 论

炎症反应是肿瘤的重要特征之一，非可控性炎

症与肿瘤发生发展以及侵袭转移密切相关，而 IL-8

是一种致癌炎性细胞因子已在多种肿瘤中得到证

实，它可以促进多种肿瘤细胞的增殖和转移[13]。

**P<0.01 vs NC group

A: The bands of proteins in western blotting image;

B: Statistical histograms of proteins

图6 敲低 IL-8对CXCR2和WASF3蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of IL-8 knockdown on the expression of CXCR2

and WASF3

有研究[14]显示，IL-8在食管癌变过程中显著过表达，

患者血清中也可检测到 IL-8水平升高，因此，IL-8有

望成为食管癌的生物标志物之一。在激素非依赖性

乳腺癌中，IL-8可以激活 PI3K/AKT通路，从而激活

NF-κB，导致整合素 β3表达的上调和乳腺癌细胞的

迁移能力增强[15]。JAYATILAKA等[16]研究表明，通过

IL-6/8协同旁分泌信号通路可以直接促进三维培养

的转移性人肉瘤细胞和癌细胞的迁移。IL-8可以激

活包括PI3K/AKT、JAK2-STAT3、NFKB、MAPK在内

的多种信号通路，这些信号通路形成网络并相互作

用，调控蛋白质的翻译和一系列转录因子的活性，进

而影响癌细胞的生物学性状；另外 IL-8可以激活小G

蛋白家族及非受体酪氨酸激酶，诱导细胞骨架重排

或改变细胞外连接，以促进细胞转移[13]。因此，本研

究关注于 IL-8对食管癌生物学特性的影响，并初步

探讨了其可能的作用机制。结果显示，IL-8的敲低抑

制了细胞的迁移运动能力，p-JAK2和 p-STAT3两种

细胞信号通路蛋白的表达降低，提示 IL-8在该细胞
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系中可能通过 JAK2-STAT3通路影响细胞生物特性，

尤其是细胞的迁移能力，但其具体作用机制有待深

入研究。已有研究[17]表明，在肝细胞癌（HCC）中，巨

噬细胞产生的 IL-8可以通过 JAK2-STAT3-Snail信号

转导途径诱导HCC细胞发生上皮间质转化，进而促

进细胞的迁移和侵袭。这为对 IL-8在食管鳞癌中作

用机制的深入研究提供了方向。

*P<0.05，**P<0.01 vs NC group

A: The bands of proteins in Western blotting image;

B: Statistical histograms of proteins

图7 敲低 IL-8表达影响JAK2-STAT3信号通路

Fig.7 Effects of IL-8 knock-down on JAK2-STAT3 signaling

pathway

IL-8需与其特异性受体CXCR1和CXCR2结合

后才能发挥其生物学功能，而靶向CXCR1和CXCR2

的小分子抑制剂是靶向 IL-8/IL-8R轴有吸引力的治

疗方法[18]。研究[19]证实，CXCR1和CXCR2在癌症进

展和转移中可能发挥着不同的作用，其中CXCR2可

以与多种配体高效结合，而CXCR1仅与 IL-8高效结

合，因此在选择肿瘤治疗的靶向抑制时，CXCR2比

CXCR1效果更加显著，甚至超过靶向抑制 IL-8的作

用[10]。敲除CXCR2的表达会减少黑色素瘤、前列腺

癌和肾肿瘤的发生[20-25]。CXCR2信号通路在骨髓来

源的抑制性细胞（MDSC）诱导的免疫逃逸中发挥着

重要作用[26]，特别是在胰腺癌的抗PD1疗法中证明联

合使用抗CXCR2等化疗方案相结合比在单一药剂表

现出更好的疗效[27-28]。同时，CXCR2 也具有诊断价

值，血清CXCR2检测的诊断灵敏度和准确性以及阴

性预测值均高于经典肿瘤标志物，且与CRP的组合

分析具有最高的诊断灵敏度[29]。本研究发现，敲低

IL-8可以显著降低CXCR2在食管鳞癌KYSE170细

胞系中的表达，进一步降低了 IL-8通过结合CXCR2

激活下游信号通路进而诱导癌细胞的迁移能力。

WASF3是WISKOTT-ALDRICH综合征蛋白家

族成员之一，其可以通过募集Arp2/3复合物参与肌

动蛋白细胞骨架动力学的调控，使 F-肌动蛋白组装

成核并介导细胞迁移所需的树突状突起形成，从而

驱动细胞迁移[30-33]。本研究发现敲低 IL-8可以降低

WASF3 的表达，这可能是 IL-8 影响食管癌细胞

KYSE170的重要介质。本研究还发现，JAK2-STAT3

信号通路中的关键蛋白表达下降，表明 IL-8表达降

低可导致该信号通路被抑制,提示在KYSE170中 IL-

8可能通过该信号通路影响WASF3的表达，从而影

响细胞迁移。

本研究通过小RNA干扰技术研究IL-8对食管癌细

胞系KYSE170细胞的影响，并初步探索了其作用机制。

本研究发现，敲低 IL-8并不显著影响KYSE170细胞增

殖能力，但其可能通过与CXCR2结合并激活 JAK2-

STAT3信号通路，影响WASF3的表达从而影响细胞的

迁移能力，此为深入研究 IL-8在食管鳞状细胞癌侵袭

转移及治疗中的作用奠定了实验基础。
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