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摘要 上皮细胞 -间质细胞转化(EMT)在肿瘤转移方面起着非常重要的作用．肾癌发生 EMT的具体分子机制尚不清楚． IL-8
是一个重要的炎症趋化因子，研究表明肾癌细胞可以分泌 IL-8，但 IL-8是否参与肾癌细胞 EMT的调节目前尚无报道．我们
研究发现，IL-8可以促进肾癌细胞形态发生间质化改变，IL-8刺激后 E-钙黏蛋白表达水平下降， N-钙黏蛋白表达上调．另
外，IL-8可以促进肾癌细胞侵袭，但对肾癌细胞增殖的影响并不明显．进一步研究显示，IL-8通过激活蛋白激酶 C(PKC)引
起细胞外调节性激酶(ERK)磷酸化．因此，我们认为 IL-8可能通过 PKC/ERK信号通路促进肾癌细胞发生 EMT，这可能是肾
癌转移的重要机制之一．
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肾癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一，近年来

其发病率逐年增高，且发病年龄越来越年轻[1]．肾

癌恶性度极高，约 1/3患者在初诊时已发生转移．
肾癌对常规的放疗及化疗不敏感，免疫治疗(如
IL-2和 IFN-琢)也仅对约 10%～20%患者有效[2]，给

治疗带来很大困难．肾癌的转移机制目前尚不清

楚，因此探明肾癌的转移机制是目前临床上迫切需

要解决的医学难题之一．上皮细胞 -间质细胞转化
(epithelial to mesenchymal transition，EMT)在肿瘤
细胞的转移方面发挥着重要的作用[3]．EMT是指上
皮细胞获得间质细胞所具有的运动性和侵润性，肿

瘤细胞可以通过 EMT 获得侵袭性和潜在的转移
能力．研究表明，EMT在肾癌的发生及转移中起
到非常重要的作用[4]，但其具体分子机制目前尚不

清楚．

目前研究发现，肿瘤细胞可以产生一些细胞因

子，如 TNF-琢、IL-6和 IL-8等，肿瘤细胞通过自
分泌和旁分泌来促使正常间质向致瘤间质转化，形

成适合肿瘤生长和转移的环境[5-6]． IL-8是一个重
要的炎症趋化因子，主要由上皮细胞和巨噬细胞分

泌，肿瘤细胞亦可以分泌 IL-8，其中乳腺癌分泌的

IL-8和 EMT过程密切相关[7]．研究表明，肾癌细

胞亦可以分泌 IL-8，并可能和其耐药性有关[8]，但

IL-8是否可以促进肾癌细胞发生 EMT，目前尚不
清楚．本课题拟通过细胞及分子实验研究 IL-8是
否可以促进肾癌细胞发生 EMT，明确 IL-8调节在
肾细胞癌 EMT的具体机制，希望为阐明肾癌的转
移机制提供新思路．

1 材料与方法

1.1 材料

786-0 细 胞 购 自 美 国 ATCC 公 司 (10801
University Boulevard, Manassas, VA, 20110, USA)；
IL-8、蛋白激酶 C(PKC)抑制剂和 SuperECL Plus超
敏发光液购于美国 Sigma公司(Sigma-Aldrich. 3050
Spruce St. St. Louis, MO 63103, USA). 磷酸化 PKC、
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PKC和磷酸化细胞外信号调节性激酶(phospho-ERK)
抗体购于美国 Cell Signaling Technology 公司(Cell
Signaling Technology, Inc.3 Trask Lane, Danvers, MA
01923, USA)．ERK (sc-154)、茁 肌动蛋白(茁-actin,
sc8432)、E- 钙黏着蛋白(E-cadherin)和 N- 钙黏着
蛋 白 (N-cadherin) 抗 体 购 于 美 国 Santa Cruz
Biotechnology 公司 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
2145 Delaware Avenue, Santa Cruz, CA. 95060,
USA)．DMEM-LG培养基购于美国 Invitrogen广州
分公司 (Hua Yue Enterprise Holdings Ltd. No.483,
Nanda road, Panyu District, Guangzhou, 511442)．胎
牛血清(fetal bovine serum, FCS)购于美国 Hyclone
公司(2039 McMillan Street, Auburn, AL 36832,USA).
培养板购于美国 Corning 公司(33210 Central Ave.
Union City, California 94587, USA)．PMSF、牛血清
白蛋白成分吁购于 Genview中国公司(天津市河东
区大桥道 8-5-105)．PVDF膜购于美国 Millipore公
司(290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA)．
Western及 IP细胞裂解液由实验室配制．
1.2 细胞培养

肾癌细胞系 786-0细胞在含有青链霉素和 10%
新生牛血清的 RPMI 1640培养液中，于 37℃、5%
CO2及饱和湿度条件下培养．

1.3 IL鄄8诱导 EMT
生长状态良好的 786-0细胞，生长密度达到

30%～50%，在含 10% FBS的 DMEM，37℃，5%
CO2的条件下培养 24 h，然后更换为无血清培养基
培养 12 h．再次更换培养基，实验组加入浓度为
100 滋g/L的 IL-8培养基，对照组用正常培养基培
养．按照实验设计，培养 48 h，96 h后收集细胞用
于后续试验．

1.4 细胞侵袭实验

细胞侵袭实验方法参照 BD Biosciences公司的
操作指南．具体为：取 100 滋l EMC稀释胶加入到
细胞小室的上层小室中，立即将细胞小室及 EMC
胶置于培养板中，于 37℃孵育 2 h 使 EMC 胶由
液体凝成固体．将生长状态良好的 786-0细胞用胰
酶消化，细胞计数板进行细胞计数．之后用无血

清的 DMEM培养基清洗 2次并重悬，调整细胞密
度至 5 伊 105/ml．在板孔 (下室)中加入含或不含
IL-8，含 10% FBS的 DMEM培养基，将小室置于
板孔中，小室底部接触培养基，在细胞小室的上

层加入 1 伊 105细胞．按照实验设计 37℃培养 24 h
和 48 h后，取出细胞小室，移去上层小室．小室

微孔膜下面的细胞用 5%戊二醛固定，染色 10 min,
然后用 1%结晶紫(2%乙醇溶解)染色 20 min，置于
显微镜下拍照．

1.5 细胞增殖实验

收集生长良好的 786-0细胞，调整细胞悬液浓
度至 5 伊 104/ml，将 96孔板内每孔加入 200 滋l 细
胞悬液铺板，培养 4 h后，待细胞贴壁．实验组和
对照组分别加入含和不含 IL-8 的培养基培养 12、
24及 48 h．每孔加入MTT溶液 20 滋l，培养 4 h后
终止培养，小心吸去孔内培养液．每孔加入 150 滋l
DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充分
溶解后立即送酶标仪检测．

1.6 Western blotting
收集生长良好的 786-0细胞，调整细胞悬液浓

度至 1 伊 106/ml，每孔 3 ml(即 3 伊 106/孔)接种 6孔
板中，无血清培养基培养过夜． IL-8 组加入 IL-8
刺激 15、30、60 min；PKC抑制组预先加入 PKC
抑制剂培养 30 min后，再加入 IL-8刺激 15、30、
60 min．刺激时间达到后，用冷磷酸盐缓冲液轻轻
冲洗细胞 2次，然后把细胞刮至离心管中, 1 800 g
离心 4 min，弃上清． 加入细胞裂解液 80 滋l，用
吸管轻轻吹散，冰上静置 15 min，13 000 r/min离
心 l0 min，收集上清液 60 滋l，加入 4 伊 SDS溶液
20 滋l，混匀，95℃煮 5 min．以每泳道 50 滋g蛋白
质 12% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，完毕后蛋白转
移到 PVDF膜．先用封闭液(1伊TBS，5%脱脂奶粉，
0.05% Tween-20)室温孵育 60 min．用 1∶1 000
稀释的相应抗体 4℃孵育过夜：10 ml一抗稀释液
(1 伊 TBST 10 ml，加 BSA 0.5 g)中加 10 滋l浓度为
1 g/L的抗体配成 1∶1 000稀释液 4℃孵育过夜．
TBST洗涤后加入 1∶5 000稀释的 HRP-羊抗兔二
抗室温 1 h．TBST洗涤后，经 ECL化学发光试剂
孵育，凝胶成像系统下成像．同法检测内参照

茁-actin，并以检测蛋白与 茁-actin的吸光度比值推
测蛋白质表达量变化．

1.7 统计学分析

实验数据采用 x 依 s 表示．数据输入 SPSS13.0
软件，由 t检验进行分析，P < 0.05被认为有统计
学意义．

2 结 果

2.1 IL鄄8可以促进肾癌细胞发生 EMT
我们首先体外培养肾癌细胞株 786-0，所有细

胞生长状态良好．为了观察 IL-8对肾癌细胞的作
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用，将 786-0细胞分为 2组，即正常组和 IL-8组．
如图 1所示，正常组 786-0细胞在常规培养基培
养下呈多边形，相互间紧密连接，并有成团生长趋

势，而 IL-8组，在加入 IL-8后 786-0形态已开始
发生转变，由上皮样癌细胞形态向梭形转变，同时

细胞之间变得松散，呈现分散生长状态．由此可

见，在 IL-8作用下，786-0细胞可暂时失去细胞极
性，转化为能自由移动的间质细胞样形态，这种改

变符合细胞发生 EMT所表现的形态，提示 IL-8可
能促进肾癌细胞发生 EMT．

2.2 IL鄄8可以促进肾癌细胞间质标志物表达，降
低上皮标记物表达

EMT是一个形态学和分子水平都发生改变的
过程．在 EMT过程中，不仅细胞形态发生了变
化，而且细胞表面的标记物也发生了变化，表现为

上皮标记物表达减少和间质标志物表达增加[9]．其

中，E-cadherin表达下降是目前 EMT最重要的标
志性变化．为了探讨 IL-8 对肾癌细胞的 EMT 作
用，我们运用分子生物学方法观察 IL-8对肾癌细
胞 EMT相关蛋白表达水平的影响．如图 2 所示，
正常 786-0细胞表面表达 E-cadherin，在 IL-8刺激
以后 E-cadherin表达水平明显下降，进一步研究发
现 IL-8刺激后，间质标志物 N-cadherin等表达明显

上调．这说明 IL-8刺激后，786-0细胞表面上皮标
记物表达减少，而间质标志物表达增加，呈现

EMT改变．

2.3 IL鄄8可以促进肾癌细胞转移和侵袭能力，并
不影响增殖能力

肿瘤转移的过程需要多种因素的参与，EMT
可能是促进其中某一环节的重要因素之一．上皮细

胞发生 EMT后，细胞丢失了细胞间紧密黏附的极
性,获得了浸润性和游走迁移的能力，表现为迁移
和侵袭能力增强[10]．为了探讨 IL-8对肾癌细胞迁移
和侵袭能力的作用，我们运用肿瘤细胞侵袭试验

(matrigel invasion assay)观察 IL-8 对肾癌细胞转移
和侵袭的影响．如图 3所示，正常组和 IL-8刺激
组均可以透过基质胶，相比之下，IL-8刺激 24 h
后透过基质胶的细胞数量明显高于正常组．与此同

时，我们通过MTT实验观察到 IL-8对肾癌细胞增
殖的影响并不明显．如图 3 所示，正常组和 IL-8
组细胞生长增殖并无差别．这说明 IL-8特异性参
与了肾癌细胞转移和侵袭的调节．

Fig. 1 IL鄄8 promoted renal cancer cells EMT
Renal carcinoma cell line 786-0 cells were cultured with or without IL-8

for indicated time, cell morphogenesis changes were observed by

microscope. (a) Cells cultured without IL-8; (b) Cells cultured with IL-8

for 48 h; (c) Cells cultured with IL-8 for 96 h.

Fig. 2 IL鄄8 promoted the expression of mesenchymal
marker and inhibted epithelial marker

expression in renal cell carcinoma
Renal carcinoma cell line 786-0 cells were cultured with or without IL-8

for indicated time, cell were collected for observing the expression of

E-cadherin and N- cadherin by Western blotting.
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Fig. 3 IL鄄8 promoted renal cancer cells metastasis, not affect the proliferation
(a) Matrige invasion assay was performed to observe the role of IL-8 on renal cell carcinoma metastasis. (b) MTT assay was performed to observe the

impact of IL-8 on renal cancer cell proliferation. : Cultured with IL-8; : Cultured without IL-8.◆ ◆ ■ ■
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Fig. 5 IL鄄8 regulated the phosphorylation of ERK through PKC in renal cell carcinoma
(a) 786-0 cells were stimulated with IL-8 with or without PKC inhibitor for indicated time, and the phosphorylation level of PKC and ERK was

observed by Western blotting. Actin served as loading control. (b) Proposed model of IL-8 in renal cell carcinoma.

2.5 IL鄄8 通过 PKC 激活 ERK，参与肾癌细胞
EMT的调节
蛋白激酶 C (protein kinase C，PKC) 是细胞内

重要的蛋白激酶，研究表明 IL-8信号通路可以激
活 PKC[13]．为了进一步研究 IL-8促进肾癌 EMT的
机制，我们用 IL-8 刺激 786-0 细胞，然后观察
PKC磷酸化水平． IL-8刺激后可以明显提高 PKC

的磷酸化水平，这说明 IL-8可以激活 PKC(图 5)．
加 PKC 抑制剂后可以明显抑制 IL-8 引起的 ERK
磷酸化水平．这提示 IL-8通过 PKC调节肾癌细胞
的 ERK 磷酸化水平．由此可见，IL-8 可以通过
PKC/ERK信号通路促进肾癌细胞 EMT的发生，这
可能是肾癌转移的重要机制之一．

Fig. 4 IL鄄8 regulated the phosphorylation of ERK in renal cell carcinoma
(a) 786-0 cells were stimulated with IL-8 for indicated time and the phosphorylation level of ERK was observed by Western blotting. (b) 786-0 cells

were stimulated with different concentration of IL-8 for indicated time and the phosphorylation level of ERK was observed by Western blotting.

2.4 IL鄄8可以促进肾癌细胞内 ERK的磷酸化水平
升高

细胞外信号调节性激酶(extracellular regulated
protein kinases，ERK)参与调节细胞的增殖、分化
和存活，是多种生长因子的下游蛋白，ERK和其
信号途径在肿瘤侵袭和转移过程中起中介和放大信

号的作用 [11]．而最近研究发现 ERK 参与了细胞
EMT的调节[12]．为了研究 IL-8促进肾癌 EMT的机
制，我们用 IL-8刺激 786-0细胞，然后观察 ERK
磷酸化水平．如图 4a所示：IL-8刺激后可以明显

提高 ERK 的磷酸化水平，这说明 IL-8 可以激活
ERK．为了进一步探讨不同浓度 IL-8对肾癌细胞
的作用，我们用不同浓度 IL-8刺激 786-0细胞．
如图 4b所示，10 滋g/L的 IL-8对肾癌细胞内 ERK
的激活并不明显，100 滋g/L及 1 000 滋g/L的 IL-8均
可以明显激活 ERK，2个浓度对 ERK的激活程度
无明显差别，由此可见 100 滋g/L可能是 IL-8激活
786-0细胞内 ERK的最佳浓度． IL-8对 ERK的激
活可能是其调节肾癌细胞 EMT的重要机制．
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3 讨 论

近年来越来越多的研究表明，炎症因子在肿瘤

发生发展中起到非常重要的作用[14]．它们是肿瘤细

胞与肿瘤微环境之间重要的连接因子．肿瘤细胞在

所处的微环境中易发生 EMT，进而发生转移，在
这个过程中炎症因子可能起到非常重要的作用[15]．

我们在本研究中发现炎症因子 IL-8可以通过激活
PKC/ERK信号通路，促进肾癌细胞发生 EMT，这
可能是肾癌发生转移的起始步骤，对明确肾癌的转

移机制具有重要意义．肿瘤转移的过程需要多种因

素的参与，EMT可能是促进其中某一环节的重要
因素之一．

肿瘤细胞借助 EMT方式可以增强肿瘤细胞迁
移和运动能力，促进肿瘤的侵袭与转移．已有的大

量研究证据表明，在多数肿瘤的原位已有 EMT的
发生，癌细胞通过 EMT而获得间质细胞表型和侵
袭性，实现对周围组织的侵袭[16]．Gomes等[17]通过

细胞划痕实验证明，发生 EMT 的细胞能更快迁
移，在更短时间内使划痕愈合．本实验也观察到发

生 EMT的肾癌细胞迁移能力明显增强．除了体外
实验，对多种肿瘤细胞的体内研究发现，呈上皮样

的肿瘤细胞是非浸润性的，表达上皮细胞特异性的

E-钙黏着蛋白，而呈纤维样的癌细胞是浸润性的，
并有 E-钙黏着蛋白丢失现象，发生明显的 EMT[18].
这些均说明 EMT能使细胞迁移能力增强，松散的
细胞特征也使得转移的机会变大．我们在本实验中

观察到，在 IL-8刺激后，肾癌细胞上皮细胞特异
性的 E-钙黏着蛋白表达降低，而间质标志物 N-钙
黏着蛋白等表达明显上调，与以往报道一致.

ERK是细胞浆内一类丝 /苏氨酸蛋白激酶．以
往研究显示 ERK是传递丝裂原信号的信号转导蛋
白．一般情况下 ERK位于胞浆，当激活后转位至
胞核，调节转录因子活性，产生细胞效应[19]．研究

发现，ERK参与了细胞 EMT的调节，许多外界刺
激可以通过激活 ERK来促进细胞发生 EMT[12]，观

察 ERK激活最经典的指标是观察其磷酸化水平．
我们在本研究中发现，细胞因子 IL-8刺激后，肾
癌细胞内磷酸化水平很快上升，并维持较高水平，

这可能是肾癌细胞发生 EMT的重要环节．蛋白激
酶 C是细胞内重要的激酶，可以通过磷酸化激活
下游信号通路，ERK是其下游重要的靶点之一[20].
通过抑制试验我们发现，抑制 PKC的活性可以明
显抑制 ERK的磷酸化水平，这说明 IL-8-PKC/ERK

信号轴参与了肾癌 EMT的调节．
现已证实，EMT在肿瘤细胞的侵袭和转移以

及新的转移灶的形成过程中扮演了重要的角色．但

是关于 EMT是引起肿瘤转移的起始因素之一，还
是由肿瘤本身引起的短暂现象，尚存争论．研究发

现，原发性乳腺癌细胞表达波形蛋白和 N-cadherin,
不表达 E-cadherin，但是不发生转移，一些细胞表
达 E-cadherin，但可以转移．这提示某些肿瘤细胞
的转移能力并不与 EMT严格相关．另外，与 EMT
相关的信号通路很多，如 NF-资B信号通路在 EMT
过程中也起到很重要作用[21]，已有研究表明 NF-资B
信号通路的活化与肾癌的转移密切相关[22]． IL-8可
以激活 NF-资B [23]，在以后的研究中，探讨 NF-资B
在 IL-8引起肾癌 EMT中的作用可能是一项有意义
的研究．
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microenvironment. Studies have shown that renal cancer cells can secrete IL-8，whether it could induce EMT in
renal cancer cells is unknown. Here we found that IL-8 could induce EMT in renal cancer cells. Upon the
stimulation of IL-8， the expression of E-cadherin was up-regulated，while the expression of N-cadherin was
down-regulated; IL-8 promoted the invasion of renal cancer cells, but there was no obvious impact on cell
proliferation. In addition, IL-8 could activate ERK through PKC. Therefore, we believe that IL-8 may promote
renal cancer EMT through PKC / ERK signaling pathway, which may be one of the important mechanisms of renal
cancer metastasis.
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