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IL-17A对卵巢癌顺铂耐药的影响及其机制的研究
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摘要 目的：探究 IL-17A 对卵巢癌（OVCA）顺铂（DDP）耐药的影响及其可能的作用机制。 方法：应用 MTT 法检测 IL-17A
（0.1、1、10、100 ng/mL，处理 12、24、48、72 h）对 A2780（顺铂敏感卵巢癌细胞株）和 OVCAR3（顺铂耐药卵巢癌细胞株）增殖的
影响；应用 MTT 法检测 IL-17A（1 ng/mL，处理 24 h）对 A2780 和 OVCAR3 细胞 DDP 耐药的影响，并以 rhIL-17RA 中和抗体
（IL-17RA mAb）和 Gli1 抑制剂 Gant61进行相应的阻断实验；应用 Western blotting 法检测 IL-17A处理 A2780和 OVCAR3 细胞
后，细胞中耐药相关分子 ABCG2、MDR1 和 Hedgehog（Hh）信号通路核转录因子 Gli1 的蛋白表达，并分别以 IL-17RA mAb 和
Gant61 进行相应的阻断实验。 结果： IL-17A 对 A2780 和 OVCAR3 的细胞增殖无显著性影响， 但可显著增加 DDP 降低的
A2780 和 OVCAR3 细胞活性（P<0.05）， 分别以 IL-17RA mAb 和 Gant61 进行阻断实验均可消除由 IL-17A 加剧的 A2780 和
OVCAR3 细胞 DDP 的耐药性；IL-17A可上调 A2780 和 OVCAR3 细胞耐药相关分子 ABCG2，MDR1 和 Gli1的蛋白表达，分别以
IL-17RA mAb和 Gant61 进行阻断实验均可抑制 IL-17A引起的 A2780和 OVCAR3 细胞中 ABCG2，MDR1和 Gli1蛋白表达。结
论： IL-17A可作用于 IL-17RA并激活 Gli1介导的 Hh信号通路， 进而促进耐药相关分子 ABCG2 和 MDR1 表达， 从而加剧以
DDP 为基础的 OVCA化疗耐药性。
关键词 IL-17A；顺铂；耐药；卵巢癌
中图分类号 R737.31 文献标志码 Ａ

Study of the effects and underlying mechanisms of IL-17A on the cisplatin-based resistance of ovarian
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Abstract Objective: To study the effects and underlying mechanisms of IL-17A on the cisplatin-based resistance of ovarian cancer.
Methods：MTT assay was used to detect the effect of IL-17A on cell growth, A2780 and OVCAR3 cells were treated with 0, 0.1, 1, 10 or
100 ng/mL IL-17A for 12, 24, 48 or 72 h. MTT assay was applied to detect the effect of viability of IL-17A (1ng/mL, 24 h) on A2780 and
OVCAR3 cells treated with DDP (A2780, 10 μmol/L; OVCAR3, 100 μmol/L), and the neutralizing monoclonal antibody against IL-17A
receptor (IL-17RA mAb) and the widely used chemical inhibitor for Gli1 (Gant61) were used to do the blocking test respectively. Western
blotting assay was used carried out to detect the protein levels of ABCG2, MDR1 and Gli1 on IL-17A treated A2780 and OVCAR3 cells,
and then neutralizing IL-17RA mAb and Gant61 were obtained to do the blocking test respectively. Results：IL-17A alone had no effect on
the viability of A2780 and OVCAR3 cells, but it could increase the viability of A2780 and OVCAR3 cells with DDP treatment (P<0.05).
Furthermore, neutralizing IL-17RA mAb and Gant 61 could respectively block the above effect of IL-17A on DDP-sensitivity significantly.
IL-17A could increase the expressions of ABCG2, MDR1 and Gli1 in A2780 and OVCAR3 cells. Furthermore, neutralizing IL-17RA mAb
and Gant 61 could respectively block the enhanced effects of IL-17A on ABCG2, MDR1 and Gli1 levels in A2780 and OVCAR3 cells.
Conclusion：IL-17Acan exacerbate cisplatin-based resistance of ovarian cancer cells via up-regulating the expression of ABCG2 andMDR1,
partly through IL-17RA-Gli1-mediatedHh signal pathway,whichmayprovide a novel strategy to improve the chemo-resistance ofOVCA.
Key words IL-17A; cisplatin; drug-resistance; ovarian cancer

白介素-17(interleukin-17, IL-17)细胞因子家族 含有 6 个成员,分别是 IL-17A、IL-17B、IL-17C、IL-
17D、IL-17E 以及 IL-17F。IL-17A（通常也叫作 IL-
17）是白介素-17 家族中最具有代表性的一员[1]。研

究 表 明 ，IL -17A 主 要 由 辅 助 性 T 细 胞 17（T

天津医科大学学报
Journal of Tianjin Medical University

第 23卷 3期
２０17 年 5 月

Ｖｏｌ． 23熏 Ｎｏ． 3
May． ２０17 199



helpercell 17）分泌，但是其他的细胞，例如中性粒细

胞，嗜酸性粒细胞，单核巨噬细胞均可以分泌 IL-
17A[2-4]。卵巢癌（OVCA）是妇科三大恶性肿瘤之一，

病死率居于首位，转移快、病因复杂，早期缺乏特征

性表现，大多数患者就诊时已属中晚期。Yang 和

Xiang 等[5-6]研究证实，在卵巢癌的微环境中聚集着

大量的 IL-17A，加速了卵巢癌的浸润、入侵和血管

生成，从而导致卵巢癌的癌变加快。目前而言，对于

卵巢癌患者，最常用的方法是手术辅佐放化疗，其

中以顺铂（DDP）联合紫杉醇为基础的化疗方案是

绝大多数卵巢癌患者的首选。但是由于卵巢癌患者

DDP 的原发性或获得性多耐药(MDR)的存在[7-8]，患

者 5 年的生存率仅为 20%~30%，克服治疗中产生

的 MDR 是治疗卵巢癌的首要任务。截至目前，关于

IL -17A 对 OVCA 耐药影响的报道很少，只有

Droeser 等 [9]通过对 OVCA 患者组织病理标本的分

析，报道 IL-17A 与 OVCA 铂类化疗耐药性呈正相

关。但是 IL-17A 对 OVCA 耐药的影响机制迄今为

止尚少见报道。Hedgehog（Hh）信号通路可以调控细

胞的增殖、迁移和分化等过程，在肿瘤的发生，发展

过程中起着重要的作用。DDP 耐药产生的机制与肿

瘤细胞膜表面过表达一些膜转运蛋白有关，DDP 与

细胞膜表面过表达的膜转运蛋白结合，进而主动地

将 DDP 从细胞内泵出，降低了肿瘤细胞内 DDP 的

浓度，导致肿瘤细胞 DDP 耐药的产生。Gli1 作为

Hh 信号通路的转录因子可促进耐药相关分子

ABCG2 和 MDR1 的表达，从而促进 OVCA 的耐药。

但是 IL-17A 对卵巢癌 DDP 耐药的作用是否也与

Gli1 所介导的 Hh 信号通路有关，迄今为止未有报

道。 本研究旨在探讨 IL-17A 对卵巢癌 DDP 耐药

的影响及其影响机制是否与 Gli1 所介导的 Hh 信

号通路有关。

1 材料与方法
1.1 材料 人卵巢癌细胞(A2780、OVCAR3)购自美

国 ATCC 公司，本实验室惠存；RPMI-1640 培养基、

Gant 61 购自美国 Sigma 公司；胎牛血清(FBS)购自

美国 GIBCO 公司；四甲基唑盐（MTT）、二甲基亚砜

（DMSO）、重组人 IL-17A 的中和抗体（IL-17RA
mAb）购自美国 R&D 公司；重组人 IL-17A（rhIL-
17A）购自美国 PeproTech 公司；顺铂(CDDP or DDP)
购自中国齐鲁医药公司；IL-17RA、ABCG2、GAPDH
抗体、HRP-conjugated anti -Rabbit 二抗购自美国

Affinity 公司产品；Gli1、MDR1 抗体购自英国 Abcam
公司；彩色预染蛋白 Marker（11-245kDa）购自美国

NEB 公司。

1.2 方法
1.2.1 细胞系培养 A2780 和 OVCAR3 细胞用含

有 10% FBS 的 RPMI-1640 培养基培养于培养箱

中，每 2～3 d 更换培养液并消化传代，且培养箱条件

为温度 37 ℃，CO2 浓度 5%、湿度 95%。

1.2.2 MTT 法检测 IL-17A 对 A2780 和 OVCAR3
细 胞 增 殖 的 影 响 取 对 数 生 长 期 A2780 和

OVCAR3 细胞接种 96 孔板，接种密度为每孔 4×103/
100 μL ，孵箱（温度 37 ℃，CO2 浓度 5%、湿度 95%）

中培养 24 h 后弃去培养液，更换含有 5% FBS 的

RPMI-1640 培养基继续培养 24 h 使细胞同步化，以

去除 FBS 中所含激素对细胞生长的影响。分别加入

不同终浓度的 rhIL-17 A（0.1、1、10、100 ng/mL），每
个浓度设 5 个复孔，同时以等量细胞因子稀释液

（0.1%BSA-PBS）作为对照。孵箱中培养 12、24、48、
72 h。培养结束前 4 h，避光加入 MTT（终浓度 0.5 mg/
mL），孵箱中继续培养 4 h。培养结束后，1 700 r/min
离心 10 min，弃上清后加入 DMSO 100 μL /孔，充分

振荡混匀至细胞内的紫蓝色结晶完全溶解，酶标仪

测定波长为 490 nm 的吸光度值（A490）。实验重复

3 次，记录结果，以时间为横坐标，OD 值为纵坐标，

绘制细胞的增殖曲线。

1.2.3 MTT 法检测 IL-17A 对 A2780 和 OVCAR3
细胞 DDP 耐药的影响，并以 IL -17RA mAb 和

Gant61 进行相应的阻断实验 将处于对数生长期

的 A2780、OVCAR3 细胞，消化接种到 96 孔细胞板

中，接种密度为每孔 4×103/100 μL，孵箱中培养过夜

后吸弃培养基，加入含有 5% FBS 的 RPMI-1640 培

养基继续培养 24 h 使细胞同步化。每组设 5 个复

孔，同时以等量细胞因子稀释液（0.1%BSA-PBS）作
为对照，具体分组如下：（1）Control；（2）IL-17A1ng/mL；
（3）DDP 10 μmol/L （A2780）/ DDP 100 μmol/L
（OVCAR3）；（4）IL -17A 1ng/mL +DDP 10 μmol/L
（A2780）/ DDP 100 μmol/L（OVCAR3）；（5）IL-17A
1ng/mL +DDP 10 μmol/L（A2780）/ DDP 100 μmol/L
（OVCAR3）+IL -17RA mAb 3 μg/mL 或 Gant 61
25 μmol/L；先加入 IL-17RA mAb 3 μg/mL 或 Gant
61 25 μmol/L 预处理 1 h，然后再向细胞中加入 1 ng/
mL 的IL-17A 或 DDP 10 μmol/L（A2780）/DDP 100
μmol/L（OVCAR3），孵箱中培养 24 h。MTT 检测方法

同上。

1.2.4 Western blotting 实 验 检 测 IL -17A 处 理

A2780 和 OVCAR3 细胞后，细胞中耐药相关分子

ABCG2、MDR1 和 Hh 信号通路核转录因子 Gli1 的

蛋白表达 取对数生长期的 A2780、OVCAR3 细
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图 1 IL-17 A对 A2780和 OVCAR3细胞增殖的影响
Fig 1 The effects of IL-17 A on the activity of A2780 and OVCAR3

cells
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胞，将细胞接种到 6 孔细胞培养板中，接种密度为

每孔5×105/2 mL，将细胞放置于培养箱中过夜，小心

将原有培基弃去，更换新的含 5% FBS 的 RPMI-
1640 培基继续培养 24 h，使得细胞同步化，并向细

胞中加入 3 μg/mL 的 IL-17RA mAb 或 25 μmol/L
Gant 61，预处理 1 h，然后再向细胞中加入 1 ng/mL
的 IL-17A 孵箱中培养 24 h。用细胞裂解液充分裂

解细胞，提取总蛋白，在 SDS 聚丙烯酰胺凝胶中电

泳，PVDF 膜转膜，5%的脱脂奶粉封闭非特异性抗

原后，加一抗，4 ℃孵育过夜，次日室温恢复后，用

TBST 洗 3 次，每次 10 min，加入相应二抗，室温孵

育 1 h，TBST 洗膜 3 次后，加入 200 μL A 发光液和

200 μL B 发光液混匀后显影；扫描电泳条带，以

GAPDH 为内参，根据目的条带与内参条带比值表

示目的蛋白相对表达量。

1.3 统计学方法 用 SPSS 18.0 统计软件包处理实

验数据，数据以 ｘ±ｓ 表示，采用单因素方差分析对不

同处理组的细胞相对活性、蛋白相对表达量进行统

计学分析，以 P＜0．05 或 P＜0．01 表示差别具有统计

学意义。

2 结果
2.1 IL-17A 对 A2780 和 OVCAR3 细胞增殖的影
响 0～72 h 无论有无 IL-17A，A2780 和 OVCAR3
细胞增殖能力呈增加趋势，不同浓度的 IL-17A 对

A2780 和 OVCAR3 细胞的增殖能力无影响，见图 1。

2.2 IL-17A 对 DDP 诱导的 A2780 和 OVCAR3
细胞活性的影响 以 1 ng/mL 的 IL-17A 和 DDP
（A2780 细胞加入 10 μmol/L，OVCAR3 细胞加入 100
μM）共同处理 OVCA 细胞 24 h 后，发现 IL-17A 可

显著增加 DDP 降低的 A2780 和 OVCAR3 细胞活性

（A2780：0.72±0.01 vs 0.49±0.02；OVCAR3：0.75±0.01
vs 0.55±0.04，P<0.05），并且 IL-17A 的这个效应可以

被 IL-17RAmAb消除（A2780：0.44±0.01 vs 0.72±0.01，
P<0.01；OVCAR3：0.63±0.01 vs 0.75±0.01，P<0.05）。
也可以被 Gant61 消除（A2780：0.48±0.02 vs 0.72±
0.01；OVCAR3：0.41±0.01vs 0.75±0.01，P<0.01），见图 2。

图 2 IL-17 A对 DDP诱导的 A2780和 OVCAR3细胞活性的影响
Fig 2 The effects of IL-17A on viability of A2780 and OVCAR3

cells treated with DDP
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2.3 IL-17A 对 A2780 和 OVCAR3 细胞 DDP 耐药
的机制 IL-17A 可上调 A2780 和 OVCAR3 细胞耐

药相关分子 ABCG2 和 MDR1 蛋白表达，且 Gli1 的

蛋白表达也随着 ABCG2 和 MDR1 的表达水平的增

加而增加，IL-17RA mAb 和 Gant 61 可抑制由于

IL-17A 所引起的 ABCG2、MDR1 和 Gli1 的表达水

平的增加，见图 3。

3 讨论
卵巢癌细胞的增殖在卵巢癌进展中起着至关

重要的作用，IL-17A 对 OVCA 增殖的影响存在着

争议。有研究表明，癌干细胞及癌组织均可以表达

IL-17A 的受体 IL-17RA，外源性的 IL-17A 和癌细

胞内的 IL-17A 均直接作用细胞，促进癌细胞的增

殖[10]。但与上述相悖的研究结果表明，IL-17A 对肿

瘤的增殖没有直接的影响[11]。本研究发现，外源性的

IL-17A 对 OVCA 的增殖没有直接的影响。这为我

们后面进一步的研究提供依据。

DDP 作为一种常用的抗肿瘤药物，在临床中得

到了广泛应用，其中以 DDP 为基础联合其他化疗药

物的治疗方法早已运用于肿瘤的临床治疗中，但由

于 DDP 获得性耐药这一特性，其治疗效果往往差强

人意，如何有效的减少或抑制肿瘤治疗中的 DDP 耐

药是目前临床急需解决的问题。本课题组之前发现

A2780、OVCAR3和 ID8均可以表达 IL-17A的受体[4]，

本研究也证明 IL-17A 可以直接通过其受体对卵巢

癌细胞产生作用。不同的 OVCA 对 DDP 的敏感性

存在差异，其中 A2780 为 DDP 敏感型的细胞株，

OVCAR3 为 DDP 耐药型的细胞株。据文献报道，

DDP 的毒性作用往往可以引起细胞周期分布的变

化，并导致细胞凋亡，本实验组之前研究发现，仅是

IL-17A 自身对 OVCA 细胞凋亡没有直接的影响，

但当与 DDP 共存时，可显著降低 DDP 诱导的

A2780 和 OVCAR3 细胞凋亡，并且 IL-17RA mAb
可消除 IL-17A 降低的 A2780 和 OVCAR3 细胞

DDP 诱导的凋亡，得出结论：IL-17A 通过 IL-17RA
直接抑制 DDP 所引起的 OVCA 的凋亡[4]。

前人的研究已经证实，ABC 转运蛋白（例如

ABCG2 和 MDR1）的过度表达可促进肿瘤化疗中的

DDP 耐药[12-13]：ABCG2 和 MDR1 是一种依赖 ATP 能

量泵的转运蛋白，可以将细胞内的 DDP“泵出”细胞

外，使得卵巢癌对 DDP 产生的耐药性增加[14]，影响

肿瘤患者的临床治疗。本实验组前期研究发现不同

浓度（0.1～10 ng/mL）外源性的 IL-17A 可以上调

ABCG2 的表达，且当外源性的 IL-17A 的浓度为

1 ng/mL 和 10 ng/mL 的时候，可显著增加耐药相关

蛋白 ABCG2 和 MDR1 的表达。考虑到卵巢癌微环

境中 IL-17A 实际存在的剂量，我们认为 1 ng/mL 的

IL-17A 更加合理，后续实验均以 1 ng/mL 作为工作

浓度。研究表明，1 ng/mL 的 IL-17A 作用 24 h 可显

著促进 OVCA 细胞 DDP 耐药，更重要的是上述影

响均可被 IL-17RA 的中和抗体 IL-17RA mAb 抑

制，这表明外源性的 IL-17A 可以通过 IL-17RA 直

接促进 OVCA 的 DDP 耐药。Chen [15] 的研究表明，在

上皮性卵巢癌中 Hh 信号通路的转录因子 Gli1 可

通过激活表达 ABCG2 和 MDR1 基因的启动子，调

节转运蛋白 ABCG2 和 MDR1 的表达，进而促进了

OVCA 化疗耐药。本研究发现，外源性的 IL-17A 不

仅可以增加耐药相关蛋白 ABCG2 和 MDR1 的蛋白

表达，Gli1 的蛋白表达也随之增加，并且这三者的

增加均可被 IL-17RA 的中和抗体 IL-17RAmAb 和

Gli1 的抑制剂 Gant61 所抑制。结合 Chen 的研究，

本研究推断：外源性的 IL-17A 通过 Gli1 介导的 Hh
信号通路上调耐药相关蛋白 ABCG2 和 MDR1 的表

达，进而促进 OVCA 的 DDP 耐药。

综上所述，IL-17RA 在 OVCA 中广泛存在，表

明 IL-17A 可以通过 OVCA 表面的 IL-17A 的受体

直接作用细胞，但是外源性的 IL-17A 对 OVCA 的

增殖没有直接的影响。外源性的 IL-17A 可以通过

IL-17RA 直接促进 OVCA 的 DDP 耐药。进一步研

究发现，IL-17A 可通过 Gli1 介导的 Hh 信号通路增

加耐药相关基因 ABCG2 和 MDR1 的表达水平，从

图 3 IL-17A处理 A2780 和 OVCAR3 细胞后， 细胞中 ABCG2、
MDR1和 Gli1蛋白的表达

Fig 3 The protein levels of ABCG2, MDR1 and Gli1 after IL-17A
treated A2780 and OVCAR3 cells
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而促进 OVCA 的 DDP 耐药。为了更加明确地得出

这一结论，还需体内试验进一步探究。
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