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过表达 IL-18抑制人结直肠癌细胞HCT-116的增殖

陈亚楠 1a，杨如 1a，许芝山 1a，吴敏娜 2，路平 1b，钟根深 a（新乡医学院 1a. 第一附属医院 生命科学技术研究中心;

1b. 第一附属医院肿瘤内二科, 河南卫辉 453100；2. 基础医学院微生物学教研室，河南新乡 453003）

[摘 要] 目的：研究过表达 IL-18基因对人结直肠癌（colorectal cancer，CRC）HCT-116细胞体内外增殖的影响及其可能的机

制。方法：构建含人 IL-18基因片段的载体，采用慢病毒转染法获得稳定过表达人 IL-18的CRC HCT-116细胞株HCT-116/IL-18，

CCK-8法检测HCT-116/IL-18细胞与野生型HCT-116细胞的增殖，Western blotting检测两组细胞内 IL-18、Cyclin D1、增殖细胞核

抗原（PCNA）、DNA损伤修复酶（PARP）蛋白的表达。将HCT-116、HCT-116/IL-18细胞分别接种于裸鼠左右两侧腋下，观察成瘤

性及移植瘤的生长情况，免疫组化法检测移植瘤组织中 IL-18及PCNA的表达。结果：IL-18基因在HCT-116细胞内过表达，可

延缓HCT-116的增殖（P<0.05或P<0.01）；与HCT-116细胞相比，HCT-116/IL-18细胞内PARP表达明显增强，PCNA、Cyclin D1表

达减弱（P<0.01）。HCT-116/IL-18细胞系在裸鼠体内成瘤率明显降低，成瘤率为43%，与对照组比较其移植瘤成瘤时间晚、生长

慢、肿块小,且HCT-116 / IL-18异种移植瘤PCNA蛋白表达下调（P<0.01）。结论：过表达 IL-18基因对HCT-116细胞生长增殖具

有抑制作用，其机制可能与 IL-18调控细胞周期和促进DNA损伤有关。
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IL-18 over-expression inhibits proliferation of human colorectal cancer HCT-116
cells

CHEN Yanan 1a, YANG Ru 1a, XU Zhishan 1a, WU Minna 2, LU Ping 1b, ZHONG Genshen1a(1a. Research Centre of

Life Science and Technology; 1b. Department Oncology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical Universi-

ty, Weihui 453100, Henan, China; 2. Department of Microbiology, College of Basic Medicine, Xinxiang Medical

University, Xinxiang 453003, Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of interleukin-18 over-expression on the in vitro and in vivo proliferation of human

colorectal cancer (CRC) HCT-116 cells. Methods: A recombinant lentivirus vector containing human IL-18 gene fragment was con-

structed. Then theCRC HCT-116 cell line stably expressing human IL-18 (HCT-116 / IL-18) was obtained by recombinant lentivirus

transfection. In vitro proliferation of HCT-116/IL-18 cells and wild-type HCT-116 cells was determined by CCK-8 method. The expres-

sions of IL-18, Cyclin D1, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and DNA damage repair enzyme (PARP) were detected by West-

ern blotting. HCT-116 and HCT-116/IL-18 cells were inoculated into left and right axillas of Balb/c nude mice, respectively. Then the tu-

morigenicity and the growth of transplanted tumor were observed. The expressions of IL-18 and PCNA in xenograft tissues were detect-

ed by immunohistochemistry analysis. Results: IL-18 gene over-expression in HCT-116 cells could delay the proliferation of HCT-116

cells (P<0.05 or P<0.01). PARP expression was increased significantly and PCNA, Cyclin D1 expression were decreased in HCT-116/

IL-18 cells as compared to that of HCT-116 cells (P<0.01).The tumorigenicity of HCT-116/IL-18 cell was significantly decreased in

nude mice with a tumor-formation rate of 43%; Compared with control group, HCT-116/IL-18cell line had a longer tumorigensis time,

slower growth and smaller tumor volume; moreover, PCNA protein expression was down-regulated in HCT-116/IL-18 xenograft tissue-
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sas shown by immunohistochemistry analysis (P<0.01). Conclusion: IL-18 over-expression inhibited the growth and proliferation of

HCT-116cells both in vitro andin vivo, and the mechanism might be related with IL-18 regulating cell cycle and promoting DNAdamage.

[Keywords] colorectal cancer（CRC）; interlukin-18（IL-18）; proliferation; transplanted tumor

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(2): 142-147. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.02.006]

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是严重危害人

类健康的恶性肿瘤之一[1]。IL-18属于白介素-1家族，

是一种促炎细胞因子，主要由抗原提呈细胞（APC）分

泌。IL-18能够诱导多种免疫细胞分泌干扰素-γ[2-3],刺

激 T 淋巴细胞的增殖及增强 NK 细胞的细胞毒活

性[4]。已有研究[5-6]表明，IL-18可直接激活的CD8+ T

细胞和CD4+ T细胞的作用，是参与细胞免疫反应的

重要细胞因子，具有良好的抗肿瘤作用。IL-18的表

达对不同基因型个体肿瘤易感性[7]、不同类型癌症的

诊断[8-9]及某些肿瘤患者的分期[10]有着重要的作用。

IL-18在多种肿瘤细胞中均有表达，如胃癌、肝癌、肺

癌、乳腺癌和宫颈癌等，然其过表达对CRC是否有影

响，目前少见有相关研究报道。本课题通过构建重

组人 IL-18基因载体，并进行慢病毒包装，利用慢病毒

转染法获得过表达 IL-18的CRC HCT-116细胞稳定

株，经过体内和体外实验研究，观察过表达 IL-18对

HCT-116细胞增殖相关的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料

HCT-116细胞由本实验室保存，DH5α感受态细

胞购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司。人 IL-18引

物序列由华大基因合成，Taq酶、T4DNA连接酶购自

TaKaRa公司，核酸限制性内切酶、胶回收试剂盒、质

粒大提试剂盒及质粒小提试剂盒购自天根生化科技

有限公司，TurboFect购自Thermo公司，DMEM高糖

细胞培养基、胎牛血清购自HyClone公司，Cell count-

ing kit-8（CCK-8）细胞增殖-毒性检测试剂盒购自同

仁化学研究所（DOJINDO），兔抗人 IL-18单抗、β-Ac-

tin 单抗购自 Proteintech 公司，PARP 兔单抗、Cyclin

D1、GAPDH鼠单抗购自碧云天生物科技公司，PCNA

兔单抗、封闭山羊血清购自博士德生物工程有限公

司，免疫组化通用型二抗购自上海基因科技有限公

司。6~8周龄雌性裸鼠（BALB/c nu/nu，体质量18~25

g）购买于北京维通利华实验动物技术有限公司，饲

喂于新乡医学院实验动物中心的 IVC系统中,实验动

物合格证号：2017-sw0122。遵照新乡医学院伦理委

员会的要求下开展动物实验研究。

1.2 含人 IL-18基因片段载体的构建

IL-18 序列引物：正向引物：5'-CCGGAATTCAT-

GGCTGCTGAACCAGTAGA-3'（下划线处为EcoRⅠ酶

切位点），反向引物：5'-CGCGGATCCCTAGTCTTC-

GTTTTGAACAGTG-3'（下划线处为BamH1酶切位点）；

通过PCR法进行hIL-18基因片段扩增。琼脂糖凝胶电

泳对PCR产物进行检测，采用胶回收试剂盒进行PCR

产物回收。37 ℃ 2 h后，载体质粒pLVX-IRES-ZsGreen

和PCR反应胶回收产经BamHI/EcoRI双酶切。将6 µl

双酶切好的载体质粒和1.5 µl酶切好的插入片段，加入

2.5 µl的高效T4DNA连接酶连接试剂中，16 ℃连接过

夜。次日将连接产物转化感受态细胞DH5α，将转化的

感受态细胞DH5α转移到Amp抗性的琼脂糖固体培养

基上，室温至液体吸收，倒置平皿，37 ℃培养箱过夜。

挑取单克隆菌株扩增，摇菌，小量抽提质粒DNA，用

BamHI和EcoRI双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳检测，同时

将菌液测序分析以鉴定插入DNA片段的正确性。双酶

切和测序结果均显示含有人IL-18基因片段的载体构建

成功，命名为F2A-hIL-18-zsGreen。

1.3 含人 IL-18基因的慢病毒载体的包装

接种 293T细胞于T25细胞培养瓶中，细胞数为

3×106个。次日观察细胞密度，达 70%～80% 时 ,用

F2A-hIL-18-zsGreen重组慢病毒载体包装系统共转

染 293T 细胞。重组慢病毒载体的 3 种质粒分别为

psPAX2 2 µg、pMD2G 2 µg 和 F2A-hIL-18-zsGreen

4 µg，分别于转染 24、48 和 72 h 后收集病毒上清，

0.45 µm滤器过滤50 ml离心管中，4 ℃、2 000×g离心

10 min，取上清，-80 ℃冰箱保存。

1.4 慢病毒感染法构建过表达 IL-18稳定细胞株

复苏HCT-116细胞并接种于T25细胞培养瓶，待

细胞汇合度达 90%～100%时传代至 6孔板，每孔 5×

105个细胞。当细胞的汇合度达70%～80%时即用包

装后的慢病毒上清进行感染。感染 48 h后，荧光显

微镜检测绿色荧光，通过单克隆形成法，获取 2株阳

性细胞，采用Western blotting验证，2株细胞 IL-18蛋

白表达量明显高于野生型。选取其中 1株为实验组

（HCT-116 / IL - 18 组），设定野生型细胞为对照组

（HCT-116组）。

1.5 CCK-8法检测转入 IL-18基因后HCT-116细胞增

殖情况

取对数生长期的2组细胞，调整细胞密度为0.3×

104个/ml。96孔板中每孔加入100 μl细胞悬液，每组

细胞铺 5个平行孔，共铺上述同样的 5个 96孔板，分

别用CCK-8法检测两组细胞 24、48、72、96、120 h的

增殖情况，用3次重复实验所得数据绘制增殖曲线。

1.6 Western blotting 检测两组细胞内 IL-18、Cyclin
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D1、PCNA和PARP蛋白的表达

接种两组细胞于 60 mm直径的细胞培养皿中，

每皿1×106个细胞，48 h后收取细胞培养液，提取两组

细胞的总蛋白，将蛋白浓度调整一致后加入上样缓

冲液，95 ℃变性 5 min后即可进行蛋白电泳和West-

ern blotting进行蛋白表达检测。将转移蛋白的PVDF

膜用脱脂奶粉封闭 1 h 后，分别加入 1∶1 000 IL-

18、1∶1 000 Cyclin D、1∶1 000 PCNA、1∶1 000 PARP

和 1∶4 000 β -actin 或 GAPDH 一抗 4 ℃孵育过夜。

次日慢摇复温，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加入

1∶6 000稀释的辣根过氧化物酶（HRP）标记的相应种

属 IgG二抗，室温摇床慢摇2 h，再次TBST洗涤后，按

1∶1加入AB显影液（与二抗HRP结合），在AI600显

影器上显影。然后用 Image-Pro-plus 6.0分析灰度值，

再计算灰度值比。实验重复3次。

1.7 裸鼠移植瘤模型的建立

取对数生长期的两组细胞，均调整细胞数约为

1×107个/ml。取7只雄性BALB/c nu/nu裸鼠，在严格

无菌操作条件下于每只裸鼠左侧腋下注射 0.2 ml

HCT-116细胞悬液，约2×106个细胞，右侧腋下注射相

同数量的HCT-116/IL-18细胞,所有裸鼠按SPF级要

求条件下喂养。每周观察 2次，观察裸鼠的一般状

态，肿瘤有无出血、破溃，于第 31天处死。游标卡尺

测量肿瘤体积。肿瘤剥离后称重，4%的多聚甲醛进

行固定，用于免疫组织化学分析相关蛋白的表达。

1.8 免疫组织化学方法检测裸鼠移植瘤中 IL-18、PC-

NA的表达

取两组移植瘤组织标本制作石蜡切片，厚度为3

µm，65 ℃烤片，常规脱蜡处理，置入柠檬酸钠缓冲液

微波加热 15 min 进行抗原修复；3% H2O2 室温 15

min；封闭山羊血清，37 ℃，15 min。滴加一抗（一抗

工作液浓度均为 1∶100）后置入湿盒，4 ℃冰箱过夜，

次日取出室温复温，滴加二抗，37℃、30 min，DAB显

色，图像采集。采用 ImagePro Plus6软件分析DAB染

色后图片的平均灰度值。

1.9 统计学处理

采用 SPSS21.0统计学软件分析，计量数据采用

x̄±s表示，组间比较采用 t检验，P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建含人 IL-18基因片段的慢病毒载体和过

表达 IL-18的稳定细胞株

含有 IL-18 基因的 pLVX-IRES-ZsGreen 载体经

BamHⅠ/EcoRⅠ双酶切后，产物经琼脂糖凝胶电泳

检测在Marker标识的 663 bp处有明亮的目的条带。

采用荧光显微镜观察慢病毒转染结果，感染效率>

90%。通过梯度稀释法，获得表达 IL-18的HCT-116

单克隆细胞株，扩增培养后，Western blotting检测 IL-

18表达显著高于野生型对照组(P<0.01，图1）。

**P＜0.01vs HCT-116 group

A: hF2A-IL-18 ZsGreen recombinant lentiviral plasmid digested byBamH I/EcoR I; B and C: HCT-116/IL-18 cell observed under white

light microscope（×100）and fluorescence microscopy（×100）; D: Protein expressionof IL-18 in HCT-116 cells and HCT-116/IL-18 cells

detected by Western blotting; E: IL-18 expression in HCT-116 and HCT-116/IL-18 cells

图1 过表达 IL-18基因细胞株HCT-116/IL-18的鉴定

Fig. 1 Identification of HCT-116/IL-18 cell line that stably expressing IL-18
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2.2 过表达 IL-18基因延缓HCT-116细胞增殖

CCK-8检测HCT-116/IL-18和HCT-116细胞 24、

48、72、96、120 h的增殖情况，结果（图 2）显示，HCT-

116/IL-18细胞增殖水平明显低于HCT-116细胞对照

组（P<0.05或P<0.01），表明过表达 IL-18可抑制CRC

HCT-116细胞的增殖能力。

2.3 过表达 IL-18上调HCT-116细胞 PARP蛋白的表

达和降低Cyclin D1、PCNA蛋白的表达

Western blotting 检测两组细胞内 IL-18、Cyclin

D1、PCNA和PARP蛋白的表达，结果（图 3）显示，与

野生型细胞相比，HCT-116/IL-18 细胞 IL-18、PARP

蛋白表达上调(P<0.01)，Cyclin D1、PCNA 蛋白表达

降低(P<0.01)。

2.4 过表达 IL-18抑制HCT-116细胞裸鼠体内成瘤和

移植瘤的生长

每周 2次观察裸鼠左右两侧腋下（左侧为HCT-

116细胞，右侧为HCT-116/IL-18细胞）成瘤情况，结

果（表 1）显示，与左侧腋下成瘤情况比较，右侧腋下

成瘤时间晚、生长慢、成瘤率低，左侧腋下成瘤率为

100%，右侧腋下成瘤率为 43%。采用游标卡尺测量

移植瘤体积及裸鼠处死后剥出肿瘤并称质量（图 4）

显示，HCT-116/IL-18组肿瘤体质量和体积均明显小

于HCT-116组。

*P＜0.05,**P＜0.01 vs HCT-116 group

图2 IL-18过表达对HCT-116细胞增殖的抑制作用

Fig.2 Inhibitory effect of IL-18 over-expression on the

proliferation of HCT-116 cell

**P<0.01vs HCT-116 group

A：Protein expression of IL-18, Cyclin D1, PCNA and PARPin HCT-116/IL-18 and HCT-116 cells; B：Relative expression of IL-18,

Cyclin D1, PCNA and PARPas comparedto β-actin in HCT-116/IL-18 and HCT-116 cells

图3 HCT-116和HCT-116/IL-18细胞中 IL-18、、CyclinD1、、PCNA和PARP蛋白的表达

Fig.3 Protein expressions of IL-18, Cyclin D1, PCNA and PARP in HCT-116 and HCT-116/IL-18 cells

A: The red arrow indicates wild-type HCT-116 cell transplanted tumor and the white arrow indicates HCT-116/IL-18 cell

transplanted tumor；B: The excised tumors from the BALB/c nude mice.

图4 HCT-116和HCT-116/IL-18细胞裸鼠异位移植瘤的生长情况

Fig.4 Growth of HCT-116 and HCT-116/IL-18 cell exnografts in nude mice
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表1 HCT-116和HCT/IL-18细胞裸鼠异位移植瘤

成瘤率、体质量和体积比较（（n=7））

Tab. 1 Comparison of tumor formation rate, mass and vol-

ume of the HCT-116 and HCT-116 / IL-18 cells transplanted

tumors in BALB/c nude mice（（n=7））

Group

HCT-116

HCT-116/IL-18

Tumor formation

rate（%）

100.0

43.0**

Mass

（m/g）
0.500±0.087

0.340±0.057**

Volume

（V/mm3）)
64.73±5.47

36.69±3.29**

**P＜0.01vs HCT-116 group

2.5 IL-18基因过表达能减少PCNA的表达

免疫组织化学检测结果（图5）显示，在裸鼠移植

瘤组织中，HCT-116/IL-18组 IL-18蛋白表达量明显多

于HCT-116组（P＜0.01），说明 IL-18在肿瘤组织过表

达；而相应的PCNA蛋白表达却显著下调（P < 0.01）。

IL-18表达主要定位于细胞间隙，PCNA的表达定位

于细胞核。

*P<0.01 vs HCT-116 group

图5 移植瘤组织中 IL-18和PCNA蛋白的表达(×200)

Fig. 5 Expressions of IL-18 and PCNA protein in xenograft tissues (×200)

3 讨 论

转基因肿瘤细胞株的建立及其生物学活性研究是

肿瘤基因治疗的重要手段。近年来，细胞因子介导的

治疗已成为癌症治疗的重要研究领域，也是肿瘤个体

化治疗进一步发展的重要方向。IL-18已被证明在肿瘤

的发生和发展过程中发挥重要作用。本研究主要探讨

IL-18基因在CRCHCT-116细胞中过表达对该肿瘤细胞

生长增殖的影响。快速增殖及凋亡受抑制是肿瘤细胞

生长的重要特征，本研究发现，过表达 IL-18可以抑制

HCT-116细胞的生长增殖及在裸鼠体内的成瘤性。同

时，Western blotting检测结果显示，IL-18在HCT-116细

胞内过表达可以明显下调CyclinD1的表达。Cyclin D1

是调控细胞周期G1期的关键蛋白，主要功能是促进细

胞增殖。本研究结果表明，IL-18可能是通过抑制Cyclin

D1的表达来抑制细胞增殖的，然而其具体的作用机制

并不清楚。有研究[11]报道，miR-338-3p能够靶向调控

Cyclin D1的表达，主要通过过表达miR-338-3p从而抑

制了Cyclin D1的表达。鉴于miRNA在调控细胞周期、

肿瘤发生发展等方面的重要意义，笔者推测 IL-18抑制

CRC细胞的增殖可能与其影响miRNA的表达有关。

PCNA主要存在于细胞核中，G0和G1早期没有明显表

达，G1晚期迅速增加，S 期达到高峰，G2-M 期明显下

降[12]。本研究发现在转入 IL-18基因后，HCT-116细胞

内PCNA表达减少，说明 IL-18的表达能够影响PCNA

在肿瘤细胞中的表达，且呈负相关。IL-18通过抑制PCNA

的表达，从而抑制细胞增殖启动，控制肿瘤细胞增殖。

Xu等[13]报道，在食管鳞状细胞癌细胞中，下调HuR不仅

可以显著抑制其增殖，而且能显著上调IL-18的表达，且

其表达与 IL-18呈负相关。同时该研究也证实外源性

IL-18明显抑制食管鳞状细胞癌细胞的转移，且IL-18的

3'-UTR存在HuR的结合位点，因此，IL-18抑制HCT-116

的增殖也可能与HuR的调控有关。为了进一步揭示过

表达 IL-18对细胞凋亡的影响，笔者检测了两组细胞内

PARP的表达。PARP是一种主要位于真核细胞核内的

DNA功能修复酶，其激活主要依赖于DNA受损、断裂，

PARP的激活程度与DNA损伤程度成正相关。本研究

结果显示，在稳定过表达 IL-18基因的HCT-116细胞中

PARP的表达显著上调，这也就间接表明转入 IL-18后，

可能诱导了HCT-116细胞的DNA损伤，进而引起了PARP

的表达增强。因此表明IL-18基因可能参与HCT-116细

胞的凋亡，并发挥重要的推动细胞凋亡进程的作用。
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有研究[15]发现，将 IL-18基因直接转入乳腺癌细胞中可

以降低其肿瘤原性，抑制肿瘤细胞增殖，但其抗肿瘤作

用机制具体尚不明确。IL-18基因能够通过p38 MAPK/

JNK信号通路促进机体的氧化应激反应，从而诱导人肾

肿瘤细胞DNA错配修复基因hMSH2的异位表达，促进

T细胞介导的肾肿瘤细胞裂解[16]。综上所述，IL-18基因

可以通过不同作用机制来发挥其重要的抗肿瘤作用。

然而，对于 IL-18在不同类型的肿瘤细胞中所发挥的确

切作用一直是存在争议的。最新研究[17-20]结果显示，在

三阴性乳腺癌患者中血清肿瘤源性IL-18的表达和患者

的不良预后有重要的关系，在三阴性乳腺癌患者体内，

肿瘤源性IL-18能够诱导外周血免疫抑制CD56dimCD16dim/-

NK细胞比例增加，并且诱导此类细胞PD-1的表达，降

低三阴性乳腺癌患者的生存率。因此可见，IL-18对于

不同类型的肿瘤细胞所发挥的作用可能是截然不同的，

这就需要针对不同肿瘤细胞类别逐一去验证IL-18在不

同类型的肿瘤细胞系中所发挥的具体作用。

总之，本课题组通过体外及裸鼠体内研究表明，CRC

HCT-116细胞过表达 IL-18能够抑制其细胞增殖，降低

其在裸鼠体内的成瘤率和生长速度，其可能的作用机

制主要是通过调控肿瘤细胞周期和促进DNA损伤来抑

制肿瘤生长增殖的。同时，研究结果也说明 IL-18是抑

制CRC HCT-116细胞增殖的一种重要的细胞因子，为

CRC的基因治疗以及个体化治疗提供了实验依据。随

着对IL-18抗肿瘤作用研究的进一步深入，IL-18基因可

能会成为治疗CRC的一个新靶点。
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