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IL-18通过调节 TRPV4/Smad7信号通路促进皮肤鳞状细胞癌的增殖 *
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摘要 目的：探讨白介素 18(Interleukin-18，IL-18)对皮肤鳞状细胞癌(Cutaneous Squamous Cell Carcinoma，CSCC)增殖的影响及可能

分子机制。方法：采用外源性 IL-18刺激皮肤鳞状细胞癌 A431细胞和 Colo-16细胞 24 h、48 h和 72 h，通过 CCK-8检测细胞的增殖

能力；48 h 后 qRT-PCR和Western blot检测刺激前后瞬时感受器电位离子通道家族蛋白 4(Transient Receptor Potential Vanilloid 4，

TRPV4)和 Smad7以及 p-Smad7的表达。外源性 IL-18刺激皮肤鳞状细胞癌 A431细胞和 Colo-16细胞 12 h后，采用 TRPV4激动

剂 G3给药处理 A431细胞和 Colo-16细胞 36 h，通过MMT检测细胞增殖能力，qRT-PCR和Western blot检测刺激前后 TRPV4

的表达和 Smad7以及 p-Smad7的表达。结果：外源性 IL-18刺激 A431细胞和 Colo-16细胞可显著促进其增殖，抑制 TRPV4的表

达而激活 p-Smad7的表达；TRPV4激动剂 G3可以部分抵消外源性 IL-18对 A431细胞和 Colo-16细胞的增殖作用。结论：IL-18

可能通过下调 TRPV4激活 Smad7信号通路促进皮肤鳞状细胞癌增殖作用。
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IL-18 Promotes Proliferation of Cutaneous Squamous Cell Carcinoma by
Regulating TRPV4/Smad7 Signaling Pathway*

To investigate the effect of interleukin-18 (IL-18) on the proliferation of Cutaneous Squamous Cell

Carcinoma (CSCC) and its possible molecular mechanism. Exogenous IL-18 was used to stimulate skin squamous cell

carcinoma A431 cells and Colo-16 cells for 24 h, 48 h and 72 h. The proliferation of cells was detected by CCK-8. After 48 h stimulation

by qRT-PCR and western blot, expression of transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) and Smad7, p-Smad7. After exogenous

IL-18 stimulated squamous cell carcinoma A431 cells and Colo-16 cells for 12 h, A431 cells and Colo-16 cells were treated with TRPV4

agonist G3 for 36 h. Cell proliferation was detected by MMT, qRT- The expression of TRPV4 and the expression of Smad7 and p-Smad7

were detected by PCR and Western blot. Exogenous IL-18 stimulated A431 cells and Colo-16 cells to significantly promote

proliferation, inhibit TRPV4 expression and activate p-Smad7 expression. TRPV4 agonist G3 partially offsets exogenous IL-18,

proliferation of A431 cells and Colo-16 cells. IL-18 promotes the proliferation of squamous cell carcinoma of the skin , it

may be related to the down-regulation of TRPV4 and activation of Smad7 signaling pathway.
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前言

皮肤鳞状细胞癌是皮肤最常见的恶性肿瘤之一，其发病机

制尚不完全清楚，治疗手段有限[7]。TRPV4通道蛋白是瞬时受

体电位通道家族(TRP)的成员，由 871个氨基酸组成，氨基端和

羧基端均位于胞质侧，其具有 6个跨膜区(S1-6)，在 S5与 S6区

之间有一发卡通道结构，形成孔通道环，允许钙离子等阳离子

通过[1-3]。近年来研究显示 TRPV4在多种恶性肿瘤中异常表达[4]。

研究显示 Smad7在皮肤鳞状细胞癌中发挥重要作用，而 TR-

PV4是否可以通过抑制 Smad7发挥抑制皮肤鳞状细胞癌作用

并不清楚[8]。有研究表明在肿瘤微环境中，IL-18可以作为上游

因子抑制 TRPV4的生物活性，并参与调节肿瘤细胞的增殖、

分化、凋亡及迁移，在肿瘤的发生发展中发挥重要作用[5，6]。因

此，本研究采用外源性 IL-18 刺激皮肤鳞状细胞癌细胞系

A431和 Colo-16，主要探讨了 IL-18与 TRPV4对皮肤鳞状细

胞癌(Cutaneous Squamous Cell Carcinoma，CSCC)增殖的影响

及可能分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料
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图 1 IL-18给药不同时间对 A431和 Colo-16细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of IL-18 administration for different time on the Proliferation

of A431 and Colo-16 cells

皮肤鳞状细胞癌 A431和 Colo-16以及正常皮肤细胞 Ha-

CaT购自中科院上海细胞典藏库。CCK-8试剂盒购自武汉天根

生物有限公司；蛋白定量试剂盒、SDS凝胶、细胞裂解液、结晶

紫均购自北京碧云天生物有限公司；DMEM、胎牛血清、胰蛋白

酶消化液、青链霉素混合液购自美国 HyClone；Actin、IL-18、

TRPV4、Smad7和兔二抗抗体购自英国 Abcam。

1.2 方法

1.2.1 CCK-8 增殖实验 分别调整皮肤鳞状细胞癌细胞系

A431和 Colo-16细胞数 4× 105个 /孔，对照组细胞直接铺板，

实验组 IL-18(100 nm)处理两株细胞，37℃，5% CO2培养箱内培

养 24 h、48 h和 72 h；TRPV4激动剂 G3(10 nm)处理，重复上一

步。培养结束后每孔加入 20 滋L的MTT，37℃，5% CO2培养箱

内培养避光孵育 4 h，室温于摇床震荡 10 min。酶标仪 490 nm

波长测出同一时间点 OD值，用测得的 OD值进行细胞增殖影

响的分析。

1.2.2 qRT-PCR 分别调整皮肤鳞状细胞癌细胞系 A431 和

Colo-16细胞数 4× 105个 /孔，对照组细胞直接铺板，实验组

IL-18(100 nm)处理两株细胞；TRPV4激动剂 G3(10 nm)处理 12

h，重复上一步。培养箱设定 37℃、5%CO2进行培养细胞收集细

胞，严格按照试剂盒步骤提取、定量、反转录和 PCR反应。引物

序列如下：Actin (Forward ACCCACTCCTCCACCTTTG；Re-

verse CACCACCCTGTTGCTGTAG)；TRPV4 (Forward ATC-

CTTTCCGGCGACACCCGAT；Reverse TCCAAGGCGTAGAC-

CAA)；Smad7 (Forward AGCCAATTTTAACTGAGGAGT；Re-

verse GGCAAGTTGATTGGAGGGA)。

1.2.3 Western Blot 分别调整皮肤鳞状细胞癌细胞系 A431

和 Colo-16细胞数 4× 105个 /孔，对照组细胞直接铺板，实验

组 IL-18(100 nm)处理两株细胞；TRPV4激动剂 G3(10 nm)处理

12 h，重复上一步。培养箱设定 37℃、5%CO2进行培养细胞 36 h

后收集细胞，PBS洗涤 1 min后加含有蛋白酶抑制剂的裂解液

放置冰上裂解，30 min后高速离心吸抽蛋白。蛋白定量完成后

加上样缓冲液，沸水煮 5 min。SDS-PACE电泳后进行转膜操作，

转膜成功后用脱脂牛奶进行封闭，PBS-T清洗，均为 1：1000稀

释 Actin、PI3K及 Smad7，室温孵育 1 h后 4度过夜。次日反复

清洗条带，加兔二抗室温孵育 90min，PBS反复冲洗，发光拍照。

1.3 统计学分析

所有数据应用 SPSS 16.0软件进计分析，计量资料均以均

数 +标准差(x依s)表示，两组间比较用 t检验，以 P<0.05为具有
统计学差异。

2 结果

2.1 外源性 IL-18促进皮肤鳞状细胞癌 A431和 Colo-16细胞

的增殖

首先，两株皮肤鳞状细胞癌细胞 A431和 Colo-16分别给

予外源性 IL-18刺激 24、48和 72 h，再通过 CCK-8实验检测刺

激后不同时间点细胞的增殖情况，结果显示 IL-18刺激 A431

和 Colo-16细胞不同时间，细胞增殖能力均增强，24 h(A431 vs.

A431+IL-18=0.427 ± 0.02 vs. 0.589 ± 0.16；Colo-16 vs. Co-

lo-16+IL-18=0.303 ± 0.07 vs. 0.43 ± 0.16)；48 h (A431 vs.

A431+IL-18=0.644 ± 0.36 vs. 0.853 ± 0.41; Colo-16 vs. Co-

lo-16+IL-18=0.464 ± 0.37 vs. 0.732 ± 0.28)；72 h (A431 vs.

A431+IL-18=0.778 ± 0.32 vs. 1.113 ± 0.66；Colo-16 vs. Co-

lo-16+IL-18=0.71± 0.52 vs. 0.866 ± 0.44)，差异具有统计学意

义(P<0.05)，见图 1。

2.2 外源性 IL-18抑制皮肤鳞状细胞癌 TRPV4的表达并激活

Smad7

与正常皮肤细胞系 HaCaT 相比，两株皮肤鳞状细胞癌

A431和 Colo-16癌细胞内 TRPV4的 mRNA和蛋白表达较低，

Smad7的 mRNA和蛋白表达较高；外源性 IL-18刺激 48 h后，

两株细胞内 TRPV4 的 mRNA 和蛋白表达进一步降低，而

p-Smad7的 mRNA和蛋白表达明显升高，差异均具有统计学

意义(P<0.05)。

2.3 TRPV4激动剂 G3抵消外源性 IL-18促进皮肤鳞状细胞癌

细胞增殖作用

IL-18刺激 12 h后，给予 TRPV4激动剂 G3处理 12 h、36

h和 60 h，结果显示 G3给药处理后部分抵消了 IL-18对 A431

和 Colo-16 细胞增殖的促进作用，24 h (A431+IL-18 vs

A431+IL-18+G3= 0.502± 0.23 vs 0.32± 0.07; Colo-16+IL-18 vs

Colo-16+IL-18+G3=0.43± 0.16 vs 0.28± 0.05)；48 h(A431+IL-18

vs A431+IL-18+G3=0.812± 0.26 vs 0.591± 0.21; Colo-16+IL-18

vs Colo-16+IL-18+G3=0.692 ± 0.13 vs 0.483 ± 0.17)；72 h

(A431+IL-18 vs A431+IL-18+G3=1.105 ± 0.36 vs 0.763 ± 0.41;

Colo-16+IL-18 vs Colo-16+IL-18+G3=0.824 ± 0.32 vs 0.617 ±

0.12)，差异具有统计学意义(P<0.05)。以上结果提示 TRPV4可

以抑制皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖。

2.4 TRPV4 激动剂 G3 抵消外源性 IL-18 对皮肤鳞状细胞癌

TRPV4和 Smad7的作用

在外源性 IL-18刺激 12 h后，TRPV4激动剂 G3给药处理

36 h，结果显示：G3 给药处理后 TRPV4 表达有所增加，而

p-Smad7表达降低，差异具有统计学意义(P<0.05)，提示 TRPV4

和 Smad7在皮肤鳞状细胞癌增殖过程中起到重要作用。

3 讨论

皮肤鳞状细胞癌(CSCC)是皮肤科最常见的肿瘤之一，是仅

次于黑素细胞来源的皮肤恶性肿瘤[9]。皮肤鳞状细胞癌具有侵

袭性强、易复发、治疗效果差等特性，导致其治疗难度增加。近

些年研究显示 PI3K/Smad7信号通路与皮肤鳞癌的发生发展、

转移和侵袭密切相关[10,11]。皮肤鳞状细胞癌病变来源于皮肤表
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图 2 A：qRT-PCR检测外源性 IL-18刺激 48 h后两株细胞 TRPV4，

p-Smad7和 Smad7的表达情况；

B：Western blotting检测外源性 IL-18刺激 48 h后两株细胞 TRPV4，

p-Smad7和 Smad7的表达情况。

Fig. 2 A: qRT-PCR was used to detect the expression of TRPV4, p-Smad7

and Smad7in the two cells after 48 hours of exogenous IL-18 stimulation.

B: Western blotting was used to detect TRPV4, p-Smad7 and Smad7in the

two cells after 48 hours of exogenous IL-18 stimulation.

图 3 G3处理后 IL-18刺激不同时间点 A431和 Colo-16细胞增殖情况

Fig. 3 Proliferation of A431 and Colo-16 cells stimulated by IL-18 at

different time points after G3 treatment

图 4 A：qRT-PCR检测外源性 IL-18刺激 12 h后 G3给药两株细胞

TRPV4，p-Smad7和 Smad7的表达情况；B：Western blotting检测外源

性 IL-18刺激 12 h后 G3给药两株细胞 TRPV4，p-Smad7和 Smad7的

表达情况。

Fig. 4 A: qRT-PCR detection of TRPV4, p-Smad7 and Smad7 expression

in two cells of G3 administration after exogenous IL-18 stimulation for 12

h; B: Western blotting detection of exogenous IL-18 stimulation for 12 h

after G3 administration expression of TRPV4, p-Smad7 and Smad7 in

strain cells

层以及其附属组织等角质形成细胞，常见于手足和面颈部等部

位。皮肤鳞状细胞癌早期症状多呈溃疡状，病变部位溃疡长期

不愈而导致癌变，并且会导致炎症侵润和区域淋巴结转移[12-14]。

IL-18是具有炎性趋化和促进血管生长的细胞因子[15]。目

前已有研究表明 IL-18在恶性肿瘤、肿瘤相关巨噬细胞以及中

性粒细胞侵润过程中均表达增高[16]。在肺癌细胞中，IL-18高表

达诱导中性粒细胞趋化，在肿瘤微环境中促进肿瘤相关巨噬细

胞分泌肝细胞生长因子(Hepatocyte Growth Factor, HGF)和骨桥

蛋白(Osteopontin, OPN)等肿瘤相关生长因子，从而促进肿瘤的

生长和体内病灶的转移[17]。有研究表明在结肠癌等多种肿瘤细

胞中 IL-18抑制了 TRPV4的表达[18]。

TRPV4通道蛋白是瞬时感受器电位离子通道家族(TRP)

亚家族成员，是一种非选择性阳离子通道，参与机体众多生理

及病理生理过程[19]。TRPV4广泛存在与心血管系统中，主要调

节血管张力以及通透性，参与血管机械信号的传导过程。目前

已知的 TRPV4的异常表达与高血压、肺水肿以及心肌缺血再

灌注损伤等疾病相关 [20]。有研究证实在肿瘤的发生发展过程

中，TRPV4参与了 PI3K的信号传导通路，其发挥生物功能的

主要机制是通过抑制丝 /苏氨酸蛋白激酶(Protein kinase，AKT)

的磷酸化[21]。AKT磷酸化减少可以激活MAKP信号通路导致
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Smad7活性降低，从而抑制肿瘤细胞增殖能力。

Smad7作为一种促癌基因，其具有类脂激酶和蛋白激酶的

双重生物活性，可以活化 AKT，参与肿瘤细胞的增殖、凋亡、分

化和转移等一系列生物学行为[22]。Smad7也是 TGF-茁信号通路
的负调控蛋白，能够有效阻断 TGF-茁信号转导。在肝癌中，
Smad7可以促进肝星状细胞转化为肿瘤相关成纤维细胞，促进

肝肿瘤细胞的增殖和转移 [23]。活化的肿瘤相关成纤维细胞，

TGF-茁诱导 Smad2/3磷酸化的同时也诱导 Smad7的过表达，

过表达的 Smad7可以负向调节 Smad2/3的活性使肿瘤相关成

纤维细胞内 TGF-茁/Smads信号转导通路的正负调节处于平衡
状态，导致胶原蛋白大量合成。Smad7作为 Smad蛋白家族新

发现的一种信号转导蛋白，其在 PIK3-MAPK信号通路中起

到重要作用[21,24]。作为一种信的细胞内转导蛋白，Smad7在骨

形态发生蛋白等信号转导过程中起到非常重要的作用[25]。研

究表明在口腔鳞癌患者组织中，Smad7 在癌组织中的表达明

显高于正常组织，发生淋巴结转移高于无淋巴结转移患者，提

示 Smad7的异常表达与口腔鳞癌密不可分[22,26]。Kiyve等研究

表明 Smad7高表达后阻止了 TGF信号通路的传导，使其失去

抑癌作用，从而增加肿瘤细胞的增殖和转移能力[27]。Kleeff等

研究发现，在人胰腺癌中 Smad7 mRNA水平高于正常胰腺

癌，同时 Smad7作为抑制型 Smad 蛋白，抑制 TGF-茁/Smad 信
号通路在胰腺癌中的转导，阻碍细胞对 TGF-茁的应答，从而促
进细胞的恶性化进展[28]。

最近的几项研究表明 Smad7信号通路在肿瘤发生发展过

程中起到重要作用，PI3K可以正向调控 Smad7使其发生磷酸

化，而 TRPV4可以抑制 PI3K信号通路[29]。有研究发现 TRPV4

在结直肠癌中的表达降低但是 P-Smad7表达在增高，其激活下

游分子 Twist结合导致癌细胞迁移和侵袭能力的显著增加[30]。

此外，Smad7信号通路通过负性调控 Twist表达来抑制癌症转

移。有研究证明 Smad7信号通路通过上调 N-cadherin诱导连

环蛋白基因和抑制 E-cadherin从细胞质转移至细胞膜来促进

胃癌细胞的侵袭[31]。Smad7信号通路通过促进 N-cadherin翻译

间接上调其下游效应基质金属蛋白酶 9，从而促进肝癌转移。

所有这些研究表明 Smad7/TRPV4信号通路在肿瘤迁移和侵袭

以及 EMT发生发展过程中起重要的作用[32]。但 Smad7/ TRPV4

信号通路对皮肤鳞状细胞癌的影响及对皮肤鳞状细胞癌细胞

增殖能力影响如何尚不完全明确。

本研究以皮肤鳞状细胞癌 A431和 Colo-16细胞为研究对

象，用外源性 IL-18给药刺激，发现 IL-18可以促进皮肤鳞状细

胞癌的增殖。同时，IL-18抑制皮肤鳞状细胞癌细胞 TRPV4的

表达而促进 Smad7的表达。用 TRPV4激动剂 G3给药处理可抵

消外源性 IL-18促进皮肤鳞状细胞癌细胞增殖作用，使 TRPV4

表达有所增加，而 Smad7表达降低，挽回效应明显，进一步提

示 TRPV4和 Smad7在皮肤鳞状细胞癌增殖过程中起到重要

作用，TRPV4的失活和 Smad7的激活可以增强皮肤鳞状细胞

癌的增殖和形成远端病灶能力。

综上所述，TRPV4及 Smad7在皮肤鳞状细胞癌的异常表

达，从而促进皮肤鳞状细胞癌形成转移病灶。而 TRPV4/Smad7

信号通路上游如何，除了 IL-18 是否还有其他分子调控 TR-

PV4/Smad7信号通路有待于进一步的研究证实。
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