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摘 要：【目的】探讨白介素-17（IL-17）促进支气管平滑肌细胞（BSMC）的增殖与迁移作用及 JAK/STAT3相

关信号通路在其中的作用机制。【方法】使用不同浓度 IL-17处理BSMC不同时间，以确定最佳实验条件。随后使

用MTT检测细胞活力，BrdU染色观察细胞增殖状态，并使用PI染色流式细胞仪检测细胞周期。进一步利用细胞

迁移实验检测细胞迁移能力。使用Western blot实验检测 IL-17处理后BSMC的 JAK、p-JAK、STAT3、p-STAT3蛋

白表达量。利用 JAK/STAT3信号通路特异性阻断剂AG490来特异性阻断 JAK/STAT3信号通路，检测阻断 JAK/
STAT3信号后 IL-17对细胞增殖、迁移以及 JAK/STAT3信号通路蛋白表达量的影响。【结果】IL-17可促进BSMC
增殖（P < 0.05），促进细胞周期进程（P < 0.05）并使细胞迁移能力增强（P < 0.05）。这一过程伴随着BSMC的 JAK/
STAT3信号通路的增强（P < 0.05）。抑制 JAK/STAT3信号通路缓解了 IL-17对 BSMC的促进增殖和迁移的作

用（P < 0.05）。【结论】JAK/STAT3信号通路参与了 IL-17诱导的 BSMC增殖与迁移作用，AG490对 IL-17引起的

BSMC JAK/STAT3信号通路的增强起到了抑制作用。
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Abstract：【Objective】To investigate the effects of interleukin- 17（IL-17）on the proliferation and migration of
bronchial smooth muscle cells（BSMC）and the role of JAK/STAT3 signaling pathway in this process.【Methods】BSMC
were treated with different concentrations of IL-17 for different times to determine the best of the experimental condition.
Then MTT assay was used to detect cell viability. Cell proliferation states were detected by BrdU staining，and the cell
cycle was assessed by PI staining using a flow cytometer. Transwell cell migration assay was further used to detect cell
migration ability. The expression of JAK，p-JAK，STAT3 and p-STAT3 in BSMC after being treated with IL-17 was
detected by Western blotting. JAK/STAT3 signaling pathway specific blocker AG490 was used to investigate the role of
JAK/STAT3 signaling pathway in IL-17-induced BSMC proliferation and migration. The effects of IL-17 on cell proliferation，
migration and JAK/STAT3 signaling pathway related protein expression were evaluated after blocking the JAK/STAT3
signaling.【Results】IL-17 enhanced the proliferation（P < 0.05），promoted the cell cycle transitions（P < 0.05）and sig⁃
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哮喘是儿童高发的慢性呼吸系统疾病，其主

要特征是气道重塑、炎症和支气管高反应性［1］。

气道重塑是哮喘发生的重要环节，与疾病严重程

度与预后密切相关［2］。支气管平滑肌细胞（bron⁃
chial smooth muscle cells，BSMC）的异常增殖在气

道重塑中具有重要作用［3］，由于其支气管平滑肌

细胞增殖与迁移增强，其病理特征表现为支气管

平滑肌肿块增加。哮喘是由多种细胞参与的慢性

气道炎症［4］，支气管平滑肌细胞的异常增殖已成

为哮喘防治中人们关注的焦点，减少过度增殖的

气道平滑肌组织的可以通过改善哮喘的症状，支

气管平滑肌细胞的异常增殖与迁移被认为是抗哮

喘治疗的主要靶点［5］。现有的研究已经证实，促

激活和促纤维化的细胞因子与支气管平滑肌细

胞密切相关［6］。细胞因子主要包括白细胞介素

（interleukin，IL）家族、转化生长因子 beta（TGF-β）
等［6］。白细胞介素家族是哮喘中支气管平滑肌细

胞的结构和功能异常的主要参与者之一。细胞介

素-17（interleukin-17，IL-17）是 T 细胞诱导的炎

症反应的早期启动因子，研究发现 IL-17在哮喘

患者血液中表达显著增高［7-8］，但是 IL-17对支气

管平滑肌细胞的效应尚不清楚。JAK/STAT通路

可被促炎细胞因子激活，导致 STAT转录因子磷酸

化［9］，且在哮喘患者显示支气管组织内 JAK/STAT
通路被激活［10］。对此本研究对 IL-17对 BSMC的

增殖刺激作用进行探索，验证是否 JAK/STAT3信

号通路参与其中。

1 材料与方法

1.1 细胞培养与药物处理

人BSMC来源于自上海斯信生物科技有限公

司。采用含有 100 mL/L 胎牛血清（ThermoFisher
Science公司，美国）、0.5 g/L表皮生长因子和 2 g/L

成纤维细胞生长因子的M199培养基在 37 ℃体积

分数 5% CO2培养箱中进行细胞培养。细胞生长

达到 70%~80%汇合时，使用 10 mL/L ITS 预混物

（BD Bio公司，美国）增强的 F12/DMEM（50∶50混

合比例）的无血清培养基中培养 12 h。然后用不

同浓度（0.1、1、10 ng/mL）的 IL-17（Sigma Aldrich公
司，美国）分别处理细胞不同时间（24、48、72 h）。

为研究 IL-17对 JAK-STAT3信号通路的影响，采用

JAK-STAT3信号通路的特异性抑制剂 50 μmol/L
AG490（Selleck公司，美国）预处理细胞 30 min，然
后与 10 ng/mL IL-17共同孵育 48 h。
1.2 MTT法检测细胞活力

使用MTT法检测 IL-17对人支气管平滑肌细胞

活力的影响。细胞密度以 5×103个/孔接种于 96孔
板中，贴壁 12 h后，无血清培养基同步化 12 h，再
使用（0、0.1、1、10 ng/mL）IL-17分别刺激细胞不

同时间（24、48、72 h）后，加入 20 mg/L 的 MTT 试

剂，培养 4 h，终止培养后吸去孔内培养液。每孔

加入 150 μL的二甲基亚砜，震荡溶解晶体，用分

光光度法测定在 570 nm处的吸光度，实验测试重

复 3次。

1.3 BrdU免疫荧光染色

使用 BrdU标记方法测定 BSMC增殖。5×103

个/孔 BSMC接种于 96孔板中，贴壁 12 h后，无血

清培养基同步化 12 h，按照实验要求，进行细胞处

理。处理的细胞按照按照BrdU试剂盒（艾美捷公

司，中国武汉）操作说明书，孵育 10 μmol/L BrdU
试剂 24 h，然后用 PBS洗涤细胞，用 40 g/L的多聚

甲醛包封 10 min，随后用 0.3% Triton X-100孵育

20 min，使细胞膜通透。使用含5% BSA、0.1% Triton
X-100的 0.1 mol/L PBS封闭 1 h。加入 BrdU一抗

封闭过夜。次日使用 PBS洗涤后加入二抗孵育

30 min。洗净后使用 DAPI（碧云天公司，中国海

门）染色 5 min，封片剂封片。使用荧光显微镜观

nificantly increases the migration ability（P < 0.05）in BSMC. This process was accompanied by the enhancement of JAK/
STAT3 signaling pathway in BSMC（P < 0.05）. Inhibition of JAK/STAT3 signaling pathway alleviated BSMC proliferation
and migration induced by IL-17（P < 0.05）.【Conclusions】JAK/STAT3 signaling pathway participates in the stimulation
process of IL-17 on the proliferation and migration of BSMC. AG490 inhibits the enhancement of JAK/STAT3 signaling
pathway in BSMC induced by interleukin-17.

Key words：interleukin-17；bronchial smooth muscle cells；JAK/STAT3 pathway；cell proliferation；cell migration
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2019，40（3）：379-386］
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察BrdU阳性细胞。实验测试重复 3次。

1.4 细胞周期分析

5×106个/孔 BSMC接种于 6孔板中，贴壁 12 h
后，无血清培养基同步化 12 h，按照实验要求进行

处理细胞。达到实验要求的时间终点时，用不含

EDTA的2 g/L胰酶消化，1 000 ×g离心5 min收集细

胞。-20 ℃在70%乙醇中固定一夜，4 ℃下1 000 ×g
离心5 min。PBS洗涤后4 ℃下1 000×g离心5 min。
随后将细胞重悬在 300 μL 碘化丙啶染色缓冲

液（碧云天公司，中国海门）中，在室温下孵育

30 min。使用流式细胞仪（BD Bio公司，美国）进

行DNA含量分析。实验测试重复 3次。

1.5 体外细胞迁移实验

使用24孔迁移室板（Chemicon公司，美国）来检

测细胞迁移。收集按照实验要求处理后的BSMC，
用无血清培养基调整细胞浓度为 5×106 个/mL，
取 100 μL 细胞悬液接种到上腔室中，下腔室加

入600 μL含10% FBS培养基。在37 ℃在体积分数

5% CO2条件下孵育 24 h后，取小室并擦除上室上

膜细胞。在室温下用龙胆紫（Sigma-Aldrich公司，

美国）染色 10 min，随后用水冲洗 10 min，室温下

空气干燥 20 min，在光学显微镜明场下计数 5个

随机视野（200×，Nikon公司，日本）膜表面的细胞

数量进行计数，每个试验组重复 3次。

1.6 蛋白质免疫印迹分析

收集按照实验要求处理后的BSMC，用预冷的

PBS洗涤细胞 3次，然后用 250 μL的RIPA缓冲液

和 2.5 μL PMSF在冰上孵育 30 min。收集细胞后，

在 13 000 ×g下离心 10 min，在 4 ℃下测定细胞裂

解物的蛋白浓度。将蛋白裂解物（每样品 50 μg）
和缓冲液按比例混合，然后在 100 °C煮沸 5 min。
在 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜至 PVDF膜。

PVDF膜在室温下在含 5%脱脂奶粉的 TBST中封

闭 2 h。然后在 4 ℃下与一抗体孵育过夜，稀释后

的抗体包括单克隆小鼠抗人GAPDH（1∶5 000）和

山羊抗人 p-STAT3（1∶1 000）（Santa Cruz公司，美

国），单克隆小鼠抗人 JAK（1∶1 000），单克隆小鼠

抗人 STAT3（1∶1 000）（Santa Cruz 公司，美国）。

用TBST进行洗涤后，将膜与二抗孵育。使用化学

发光免疫印迹免疫检测试剂盒（Invitrogen 公司，

美国）曝光显影。然后，使用 IPP软件扫描蛋白灰

度值，然后以GAPDH灰度值为内部参照，对胶片

进行半定量分析。实验测试重复 3次。

1.7 统计分析

使用 Graphpad Prism 7.0 软件对数据进行分

析。经检测各组数据符合正态分布和方差齐，符

合正态分布的数据表示为 x ± s。对于不同时间点

和不同浓度的 IL-17对细胞活性的影响，采用有

交互作用的两因素方差分析，检验水平α=0.05。
两组数据的比较采用成组 t检验。其余多组间数

据两两比较采用单因素方差分析后 Bonferoni 检
验。P＜0.05认为有统计学意义。

2 结 果

2.1 IL-17促进支气管平滑肌细胞增殖和迁移

为确定 IL-17对BSMC增殖作用的影响，本研究

首先使用浓度梯度为 0、0.1、1和 10 ng/mL的 IL-17
分别处理BSMC 24、48、72 h，随后使用MTT检测。

如图 1A 显示，时间效应对 BSMC 增殖的影响差

异有统计学意义（Ftime = 23.352 > F（2，24）= 3.400，
P = 0.011）；浓度效应对BSMC 增殖的影响差异有

统计学意义（Fconcentration = 33.412 > F（3，24）= 3.010，
P = 0.009）；时间与浓度交互作用对BSMC 增殖的影

响差异有统计学意义（Finteraction = 11.635 > F（6，24）=
2.510，P = 0.018）；其中 1 ng/mL IL-17作用 BSMC
72 h和10 ng/mL IL-17作用BSMC 24、48、72 h均能

升高细胞活力（P均<0.05）；其中 10 ng/mL IL-17
作用 BSMC 48、72 h 细胞活力最高，而 10 ng/mL
IL-17 作用 48 h 与作用 72 h 相比，无统计学差

异。基于 MTT 实验结果，后面的实验条件采用

10 ng/mL IL-17处理 48 h。随后本研究对细胞进

行了 BrdU 染色和细胞周期进行了检测。BrdU
染色的结果显示，10 ng/mL IL-17 处理后，BrdU
阳性细胞数显著增加，差异具有统计学意义

（t = 24.438，P < 0.001；图 1B）。细胞周期结果显

示，10 ng/mL组G1期 BSMC百分比明显低于对照

组，差异具有统计学意义（t = 29.146，P < 0.001）；

而S期（t = 19.741，P < 0.001）与G2/M期（t = 38.352，
P < 0.001）均高于对照组（图 1C、D）。这些结果

提示 IL-17能够促进细胞增殖和细胞周期运行。

随后我们对细胞的迁移进行评估，结果显示

10 ng/mL组BSMC的迁移显著上调，差异具有统计

学意义（t = 26.254，P < 0.001；图 1E、F）。这些结

果表明，IL-17可促进支气管平滑肌细胞的增殖和

迁移。

蓝引乐，等. JAK/STAT3信号通路参与白细胞介素-17诱导的支气管平滑肌细胞增殖与迁移 381
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2.2 IL-17 上调支气管平滑肌细胞 JAK/STAT3

信号通路活性

为了探索 IL-17对BSMC增殖作用的机制，本

研究对BSMC的 JAK/STAT3信号通路进行了检测。

Western bolt 实验检测发现 IL-17 处理 BSMC 后

p-JAK（t = 5.235，P = 0.012）、p-STAT3（t = 9.438，
P = 0.003）均表达上调（图 2），差异有统计学意义；

而 JAK（t = 0.665，P = 0.643）和 STAT3（t = 0.431，
P = 0.725）变化差异无统计学意义。提示 IL-17促
进支气管平滑肌细胞的增殖和迁移可能是通过促

进激活 JAK/STAT3信号通路。

2.3 AG490抑制 IL-17激活的支气管平滑肌细

胞JAK/STAT3信号通路活性

为探索AG490是否对 IL-17引起支气管平滑

肌细胞 JAK/STAT3信号通路的增强起到了抑制作

用，本研究对 AG490 处理 BSMC 后 JAK/STAT3 信

号通路进行了检测。Western blot检测发现AG490
有效抑制了 JAK/STAT3 信号通路，p- JAK（P =
0.015）、p-STAT3（P = 0.026）表达下调（图 3），差

异有统计学意义。结果提示，AG490对 IL-17引

起支气管平滑肌细胞 JAK/STAT3信号通路的增强

起到抑制作用。

A：Cell viability was measured by MTT assay. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；3）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；
B：Cell proliferation was measured by BrdU assay. n=3，1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；C and D：Cell cycle distribution was detected by PI staining
using flow cytometry. n = 3，1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；E and F：Cell migration was detected by Transwell assay. n = 3，1）P < 0.001 vs 0 ng/mL
group.

图 1 IL-17促进对支气平滑肌细胞增殖与迁移

Fig.1 IL-17 promotes the proliferation and migration in BSMC
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2.4 抑制 JAK/STAT3信号通路活性缓解 IL-17

诱导的支气管平滑肌细胞的增殖与迁移

为证明 JAK/STAT3信号通路参与了 IL-17诱

导的支气平滑肌细胞的增殖激活与迁移，本研究

使用AG490来特异性阻断 JAK/STAT3信号通路，

进一步观察细胞活性、细胞增殖、细胞周期与细胞

周期的变化。MTT检测结果显示 AG490可阻止

IL-17引起的 BSMC的细胞活力增加（图 4A），差

异具有统计学意义（P = 0.022）；BrdU染色结果显

示 AG490 降低了 IL-17 处理引起的 BrdU 阳性细

胞数增多的现象（图 4B、C），差异具有统计学意义

（P = 0.017）；细胞周期（图 4D 和 4E）结果显示，

AG490+IL-17处理组G1期BSMC百分比明显高于

IL-17单纯处理组（P < 0.001）；而 S期（P = 0.003）
与G2/M期（P < 0.001）均低于 IL-17单纯处理组，

差异具有统计学意义。提示用AG490处理能够减

少 IL-17导致的支气管平滑肌细胞增殖。随后本

研究对细胞的迁移进行评估，结果显示AG490抑

制了 IL-17处理引起的BSMC的迁移上调（图 4F、
G），差异具有统计学意义（P = 0.005）。这些结果表

明，抑制 JAK/STAT3信号通路缓解了 IL-17诱导

的支气管平滑肌细胞的增殖与迁移作用。

3 讨 论

气道重塑是哮喘患者的突出病理特征［2］，局

部气道炎性细胞持续浸润可刺激支气管平滑肌增

生，诱发气道重塑的发生［11］，气道重塑的程度与

病情及预后直接有关［2］。对人和哮喘小鼠模型支

气管平滑肌细胞增殖活性和迁移变化的分析表

明，患病组气道平滑肌细胞增殖活性和迁移均明

显高于对照组［12-13］。提示哮喘过程中气道平滑肌

细胞增殖过度和发生迁移运动，因此，抑制支气管

平滑肌细胞增殖和迁移是治疗支气管哮喘的重要

策略。哮喘的发病过程中免疫系统的功能异常参

与其中。与免疫反应相关的炎症细胞因子可促进

A：Western blot images of p-JAK，JAK，p-STAT3 and STAT3. B：Quantitative data of p-JAK，n = 3，1）P = 0.012 vs 0 ng/mL group；C：
Quantitative data of p-STAT3. n = 3，1）P = 0.003 vs 0 ng/mL group.

图 2 IL-17激活支气管平滑肌细胞 JAK/STAT3信号通路

Fig2 IL-17 activates the JAK/STAT3 signaling pathway in BSMC
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A：Western blot images of p-JAK，JAK，p-STAT3 and STAT3. n = 3，F = 75.621，P = 0.004. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P = 0.015 vs

10 ng/mL group；B：Quantitative data of p-JAK；C：Quantitative data of p-STAT3. n = 3，F = 88.795，P = 0.003. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；
2）P < 0.026 vs 10 ng/mL group

图 3 AG490抑制 IL-17激活的支气管平滑肌细胞 JAK/STAT3信号通路

Fig.3 AG490 inhibits the activation of JAK/STAT3 signaling pathway induced by IL-17 in BSMC
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A：Cell viability was measured by MTT assay. n = 3，F = 104.312，P = 0.002. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P = 0.022 vs 10 ng/mL group；
B and C：Cell proliferation was measured by BrdU assay. n = 3，F = 185.421，P < 0.001. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P = 0.017 vs 10 ng/mL
group；D and E：Cell cycle distribution was detected by PI staining using a flow cytometry. G1 phase：n = 3，F = 185.421，P < 0.001. 1）P < 0.001
vs 0 ng/mL group；2）P < 0.001 vs 10 ng/mL group；G2/M phase：n = 3，F = 238.944，F < 0.001. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P < 0.001 vs

10 ng/mL group；S phase：n = 3，F = 63.784，P = 0.006. 1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P = 0.003 vs 10 ng/mL group；F and G：Cell migration
was detected by Transwell assay. n = 3，F = 96.735，P = 0.003；1）P < 0.001 vs 0 ng/mL group；2）P = 0.005 vs 10 ng/mL group

图 4 AG490抑制 IL-17诱导的支气平滑肌细胞的增殖与迁移

Fig.4 AG490 inhibits the proliferation and migration in BSMC induced by IL-17

支气管免疫反应的发生。以前的研究中发现支气

管哮喘大鼠模型中的细胞因子显著增高的现象，

这些细胞因子诱导肥大细胞与支气管平滑肌细胞

结合，促进肥大细胞的存活和增殖，促进炎性物质

的积累，使支气管平滑肌细胞增殖与迁移，支气管

平滑肌的增殖与迁移增强可导致气道高反应性［14］。

但这些细胞因子对支气管平滑肌细胞的刺激作用

的机制和作用并未明确。

IL-17由 CD4+ T细胞分泌，能够诱导上皮细

胞、内皮细胞、成纤维细胞合成分泌其他细胞因

子，参与调节细胞增殖和分化［15］。哮喘患者气道

中 IL-17表达上调，炎症因子刺激后 IL-17的表达
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水平在在气道平滑肌中增加［16］。这些研究表明，

IL-17水平升高可能与BSMC增殖有关。IL-17通

过与 IL17RA 形成的受体复合物触发信号［17］，

IL17RA在BSMC上表达分布［18］，表明 IL-17能够直

接作用于气道平滑肌细胞。哮喘患者体内 IL-17
的增加可能直接作用于气道平滑肌细胞以诱导其

增殖增生。在这里，我们证明了 IL-17对支气管

平滑肌细胞增殖和迁移的促进作用，这与之前在

哮喘小鼠模型中，用抗 IL-17A抗体中和 IL-17A
可减少炎性细胞气道浸润的结果吻合［19］。使用人

抗 IL17RA单克隆抗体，阻断 IL-17的生物活性，可

控制患者中度至重度哮喘［20］，这些药物的潜在机

制可能与对BSMC增殖和迁移的抑制作用相关。

STAT3是一种转录因子，在哮喘中具有高活

性［21］。 IL-17 表达与 STAT3 磷酸化显著相关，

STAT3可由 IL-17激活促进细胞的生长和炎症等

反应［22］。STAT3在细胞的生存、增殖和迁移中起

着重要作用，因此被认为是抗细胞增殖相关的治

疗靶点。STAT3活性增强可以促进气道平滑肌细

胞的细胞增殖［23］。而 JAK/STAT抑制剂可以用于

包含哮喘在内的过敏性疾病的治疗［24］。在本研究

中，我们发现，IL-17能促进 STAT3的磷酸化，促进

STAT3的活化从而诱导支气管平滑肌细胞增殖。

JAK/STAT3通路阻断剂阻断 IL-17诱导的支气管

平滑肌细胞增殖活化过程。这些结果说明 IL-17
通过促进支气管平滑肌细胞中 JAK/STAT3通路的

表达而激活增殖迁移过程。

本研究利用细胞培养技术探索了支气管平滑

肌细胞增殖与迁移的分子机理，探寻调控支气管

平滑肌细胞细胞生长的关键细胞周期事件，从而

为治疗哮喘提供了理论依据和新靶点。本研究表

明 IL-17调节支气管平滑肌细胞的增殖和迁移过

程，且这一过程由 JAK/STAT3信号转导通路介导，

该机制可能参与了哮喘患者的气管重塑，哮喘患

者有望应用针对 JAK/STAT3信号转导通路的药物

缓解气管重塑。
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