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白介素 -17在牙龈上皮细胞中调控趋化因子的机制研究 *
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摘要 目的：有研究发现白介素 -17（IL-17）作为炎症反应的重要标志物在炎症反应中具有重要作用，并且其表达水平的高低与牙

周疾病的严重程度有着正相关性，但是目前为止白介素 -17对于牙龈上皮细胞的趋化因子生成的影响尚没有研究，所以本课题主

要探索在牙龈上皮细胞（human gingival epithelial cells，HGECs）中白介素 -17如何通过趋化因子调控炎症反应，并进一步探究其

作用机制。方法：酶联免疫吸附剂测定法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）观察细胞中相关趋化因子分泌，同时蛋白印

迹法（western blot）观察细胞中核转录因子 资B的变化。结果：无 IL-17刺激组与 IL-17刺激组比较，IL-17刺激组的趋化因子白介

素 8（CXCL8）分泌量显著性增加而另一趋化因子单核细胞趋化蛋白 -1（CCL2）却没有显著变化，并且通过磷酸化 I资B的表达量显

著性增加提示 NF-资B被激活 (P<0.05)；同时 IL-17刺激组与 IL-17+NF-资B抑制剂组比较，IL-17 +NF-资B抑制剂组的 CXCL8分泌

量显著降低，而通过磷酸化 I资B的表达量显著减少提示 NF-资B的活性被抑制(P<0.05)。结论：NF-资B对 IL-17刺激下的牙龈上皮

细胞趋化因子的表达调控具有关键性作用，同时可能也为将来治疗 IL-17诱导的牙周炎症性疾病提供了新的靶点。
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Effect of Interleukin-17 on the Expression of Chemokines in
Gingivalepithelial Cells*

The role of interleukin (IL)-17 in cellular communication in inflammation has been well described, and a

positive correlation between the severity of periodontitis and the level of IL-17 was reported. Although epithelial cells are a major target

of IL-17, little is known about the effect of IL-17 on the production of chemokines by human gingival epithelial cells (HGECs). The
effects and the mechanism of IL-17 have been evaluated on the expression of CXCL8 and CCL2 by HGECs. After IL-17

stimulated the human gingival epithelial cells, We evaluated the effects of IL-17 on the expression of CXCL8 and CCL2 by HGECs using

ELISA. In addition, the role of the nuclear factor (NF)-资B signalling pathway in the IL-17-mediated expression of chemokines was

assessed using a specific inhibitor by WESTERN BOLT. Comparing no stimulation of IL-17 group with under stimulation of

IL-17 group, the secretion of CXCL8 protein had significantly increased. And the protein expression of p-I资B significantly increased

indicate the activation of NF-资B (P<0.05). Meanwhile, comparing stimulation of IL-17 group with stimulation of IL-17 plus the inhibitor
of NF-资B group, the secretion of CXCL8 protein had significantly dcressed. And the protein expression of p-I资B significantly decressed

indicate the inhibition of NF-资B (P<0.05). IL-17 is involved in the regulation of the innate immune response in HGECs by

inducing CXCL8 production and the NF-jB signalling pathway is involved, while it provides a new target for treatment of periodontitis

induced by IL-17.
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前言

牙龈上皮细胞除了具有抵御细菌感染和机械损伤的物理

屏障作用外，其在调控先天性免疫反应和适应性免疫反应中也

具有重要的作用[1]。细菌和内源性介质在牙龈上皮细胞中分别

通过 Toll样受体和特异的受体诱导产生多种促炎症因子 [2-5]和

趋化因子[6,7]。白介素 8和单核细胞趋化蛋白 1是牙龈上皮细胞
产生的最主要的两个趋化因子，而 T细胞起源的细胞因子，如

干扰素酌可以调控趋化因子的表达[8]。因此，在牙龈上皮细胞中

适应性免疫反应可以调控先天性免疫反应。但是，这个调控的
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过程以及调控的相关因子还不甚清楚。

白介素 -17属于新近发现的细胞因子家族，这个家族在联

系先天性免疫与适应性免疫中具有重要的作用。其在细胞组织

介导的先天性免疫反应中与受体结合后诱导多个基因的表达，

包括促炎症趋化因子、细胞因子和多个其他介质，涉及对抗细

菌感染，组织重塑，启动炎症反应等。因此由于白介素 -17的这

些生物活性，尤其是促炎症趋化因子生成，白介素 -17家族在

牙周疾病的发病机制研究中一直是人们关注的焦点[9]。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验细胞与试剂 人牙龈上皮细胞系 epi4是由吉林大学

提供，参胎牛血清由美国 GIBCOBRL公司提供；DMEM培养

基由美国 GIBCOBRL公司提供；胰蛋白酶由美国 Sigma公司

提供，抗 p-I资B与 T-I资B由 Sigma公司提供。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 人牙龈上皮细胞系 epi4培养于角化细胞特

异性培养液（Humedia KG2）。
1.2.2 酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA） 检测 IL-17 刺激人牙龈上皮细胞后的 CXCL8 与
CCL2分泌：人牙龈上皮细胞用 Humedia KG2细胞培养液培养

于 96 孔板中至亚融合。实验前将人牙龈上皮细胞膜泡以
DMEM稀释，使膜泡终浓度为 50滋g/ml。将细胞培养于含有膜

泡的 DMEM中 12h后以 ELISA试剂盒检测上清中 CXCL8与
CCL2。
1.2.3 蛋白印迹分析（Western blot） 检测 p-I资B和 T-I资B的表

达，人牙龈上皮细胞以 DMEM培养于 6孔板中至亚融合。以
IL-17刺激 12h后，以 Trion-裂解缓冲液处理细胞，收集细胞裂

解液。蛋白样品经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后，电

转印于聚偏氟乙烯膜上。先后与 p-I资B或 T-I资B一次抗体及辣
根过氧化物酶标记的二抗杂交后显影成像。

1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准误 (x ± s) 表示，用
SPSS17.0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验。检验水准

琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 无 IL-17刺激以及 3个浓度 IL-17刺激 12h后，人牙龈上

皮细胞的 CXCL8与 CCL2分泌检测

无 IL-17刺激以及 3个浓度的 IL-17刺激 12h后，人牙龈

上皮细胞分泌的 CXCL8与 CCL2的检测结果（图 1）。因为牙

龈细胞中趋化因子的产生是先天性免疫反应最主要的功能，所

以我们选择了 CXCL-8 与 CCL-2 两个最重要的趋化因子在
IL-17刺激 epi4细胞后的进行检测分析。结果显示：人牙龈细

胞中的 CXCL-8随着 IL-17浓度的增加而逐渐增加，具有明显

的剂量依赖效应。而 CCL-2 却在 IL-17 刺激后几乎没有分

泌。

2.2 IL-17刺激人牙龈上皮细胞的 CXCL8的分泌可能是通过
NF-资B信号通路

NF-资B与 I资B在胞浆中以三聚体方式结合存在，而 NF-资B

的活化则需要 I资B的磷酸化[10]，所以实验选择观察 IL-17刺激
epi4细胞后的磷酸化 I资B的变化来分析 NF-资B是否活化。结

果发现：IL-17刺激 epi4细胞后诱导磷酸化 I资B增加（图 2），说

明 IL-17可能是通过激活 NF-资B信号通路诱导 CXCL8的分泌。

3 讨论

越来越多的证据表明白介素 -17在调控内环境平衡以及

上皮细胞的屏障功能中具有重要的作用[11]。白介素 -17可以保

护机体免受微生物的感染侵袭，但同时它也是一些炎症性疾病

的重要病理因素，例如：牛皮癣、哮喘以及炎症性肠道疾病。在

牙周炎的一些研究中已经报道过，辅助性 T细胞 17作为产生

白介素 17的主要细胞，在牙周炎组织明显比健康以及牙龈炎

组织有明显的增加[12-17]。除此之外，在牙周炎患者的牙龈组织和

龈沟液中白介素 17是有所增加的。然而，白介素 17在牙周炎

病变中的作用还不甚清楚。鉴于白介素 17在其他上皮细胞中

的作用，白介素 17在人牙龈上皮细胞与 T细胞之间的作用可
能与牙周疾病的发病机制有关。

除了作为一种物理屏障，牙龈上皮细胞诸如白介素 8以及

单核细胞趋化蛋白 2的分泌，是对抗牙周细菌侵袭的重要保护

机制。人牙龈上皮细胞分泌的白介素 8调控嗜中性粒细胞在感

图 1 人牙龈上皮细胞 IL-17刺激后的 CXCL8与 CCL2的分泌

Fig. 1 Effect of stimuli on HGECs production of CXCL8 and CCL2

注：P<0.05。实验重复三遍

Note: *P<0.05 N=3

图 2 人牙龈上皮细胞蛋白印迹分析图

A：2组细胞中 P-I资B和 T-I资B的比较WESTERN BLOT图，茁-actin是

内参。B:统计分析图。数据采用均数± 标准误(± SE)表示

Fig. 2 Expression of the P-I资B and I资B

Result are meas± SE. The group of IL-17 compare with the group of control

注：P<0.05。实验重复三遍

Note: *P<0.05 N=3
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染部位的跨膜迁移和积聚[18]。同样的，牙龈上皮细胞生成的单

核细胞趋化蛋白 2诱导单核细胞和巨噬细胞在相关结缔组织
的积累，进而刺激适应性免疫应答[19]。

在我们的研究中发现，白介素 17可以诱导人牙龈上皮细
胞白介素 8的分泌，并且具有剂量依赖效应，但是对于单核细

胞趋化蛋白 2的分泌却没有作用。然而，在前期的研究中却报

道过，单核细胞趋化蛋白 2是白介素 17的目标靶基因，在骨细

胞[20]、纤维细胞[21]和多种上皮细胞[22,23]中白介素 17刺激后上调

单核细胞趋化蛋白 2的表达。究其原因，则可能是由于人牙龈

上皮细胞的细胞特异性导致的。与此同时，白介素 17调控白介

素 8 的分泌的机制则是通过激活了 NF-资B 信号通路。而
NF-资B作为核转录因子几乎存在所有类型的组织细胞中，激活

后参与许多基因的调控，在免疫、炎症、氧化应激、细胞增殖和

细胞凋亡等生理病理过程中发挥作用。

综上所述，本研究发现一旦牙龈损伤白介素 17在牙龈上

皮细胞中首先通过生成大量的白介素 8激活先天性免疫反应。

但是，与白介素 8一样受白介素 17的调控不同，单核细胞趋化

蛋白 2在牙龈上皮细胞并不受白介素 17的调控，其具体机制、

原因还需要进一步研究，然而在之前研究中发现在一些其他细

胞中单核细胞趋化蛋白 2是受白介素 17调控的。尽管研究的

结果不相一致可能是由于不同的细胞不同的特性造成的，但是

毕竟我们的研究是首次探讨白介素 17在牙龈细胞中的生物学

作用，同时也为将来临床治疗牙周炎症性疾病提供了新的靶

点。
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