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摘  要 

目的：本研究旨在探究白介素37 (IL-37)对紫杉醇耐药肺腺癌细胞细胞生物学的影响。方法：利用慢病毒

感染构建IL-37过表达的紫杉醇耐药A549 (A549/TAX)细胞系，通过CCK8实验检测A549/TAX细胞对紫

杉醇的耐药性以及IL-37对紫杉醇杀伤A549/TAX细胞能力的影响，分别采用克隆形成实验、伤口愈合实

验和Transwell侵袭实验研究IL-37对A549/TAX细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响，通过荧光染色实验

检测细胞内活性氧(ROS)水平，采用实时荧光定量PCR检测IL-37和GAPDH的mRNA水平，使用Western 
blot检测细胞中IL-37、聚腺苷酸二磷酸核糖聚合酶1 (PARP1)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3 (Caspase3)、
GAPDH的蛋白表达情况。结果：紫杉醇对A549和A549/TAX细胞均表现出浓度依赖性抗增殖作用。IL-
37过表达可以在体外显著增强紫杉醇对A549/TAX细胞的杀伤作用，并抑制A549/TAX细胞的增殖、迁

移和侵袭能力。此外，IL-37过表达可以诱导耐药细胞ROS积累并促进细胞凋亡。结论：IL-37过表达抑制

A549/TAX细胞增殖、迁移与侵袭能力，还可以诱导细胞活性氧积累和细胞凋亡。 
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Abstract 
Objective: This study aims to investigate the effect of interleukin-37 (IL-37) on the biological behaviors 
of paclitaxel-resistant lung adenocarcinoma cells. Methods: A paclitaxel-resistant A549 (A549/TAX) 
cell line overexpressing IL-37 was established using lentiviral infection. The CCK8 assay was per-
formed to evaluate the resistance of A549/TAX cells to paclitaxel and the effect of IL-37 on the 
cytotoxicity of paclitaxel against A549/TAX cells. Colony formation, wound healing, and Transwell 
invasion assays were conducted to assess the effects of IL-37 on the proliferation, migration, and 
invasion capabilities of A549/TAX cells, respectively. Fluorescent staining was used to detect intra-
cellular reactive oxygen species (ROS) levels. Quantitative real-time PCR was employed to measure 
the mRNA levels of IL-37 and GAPDH. Western blot analysis was performed to examine the protein 
expression levels of IL-37, poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), caspase-3, and GAPDH in the 
cells. Results: Paclitaxel exhibited a concentration-dependent anti-proliferative effect on both A549 
and A549/TAX cells. Overexpression of IL-37 significantly enhanced the cytotoxic effect of paclitaxel 
on A549/TAX cells in vitro and inhibited the proliferation, migration, and invasion of A549/TAX 
cells. Furthermore, IL-37 overexpression induced ROS accumulation and promoted apoptosis in 
drug-resistant cells. Conclusions: Overexpression of IL-37 inhibits the proliferation, migration, and 
invasion of A549/TAX cells and induces ROS accumulation and apoptosis in these cells. 
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1. 引言 

根据 2022 年国际癌症研究机构的最新估计显示，肺癌的发病率和死亡率在全球恶性肿瘤中位居首

位，严重威胁人类生命健康[1]。非小细胞肺癌(Non-small Cell Lung Cancer, NSCLC)是肺癌中常见且复杂

的类型，占据了肺癌病例的 85%左右，其中，肺腺癌是其中占比最高以及恶性程度最高的分型[2]。 
紫杉醇(Paclitaxel, PTX)作为晚期 NSCLC 的一线化疗药物，通过稳定微管聚合阻滞细胞周期并诱导

凋亡。然而，其临床应用常因耐药性而受到严重限制[3]。其耐药机制复杂多样，涉及了 ABC 转运蛋白的

过表达、微管蛋白结构的改变以及细胞因子、miRNA、激酶信号通路和上皮–间充质转化的参与[4] [5]。
因此，克服紫杉醇耐药是 NSCLC 治疗的核心挑战，也是改善患者预后的关键方向。 

白细胞介素-37 (Interleukin-37, IL-37)是 IL-1 家族成员，是具有抑制免疫和抗炎特性的细胞因子[6]，
IL-37 可以通过胞外机制与胞内机制激活下游信号通路，从而影响细胞迁移、凋亡及炎症反应[7]。本课题

组前期研究证明，IL-37 在肺腺癌患者血清与组织中含量降低，其低表达与肺腺癌患者的进展及患者预后

不良密切相关，并且人源性重组白介素 37 (Recombinant human interleukin37, rhIL-37)可以体外抑制肺腺

癌细胞的增殖、迁移和侵袭[8] [9]。 
本研究旨在探讨过表达 IL-37 是否能影响紫杉醇耐药肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡等生物学

行为。 
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2. 材料与方法 

2.1. 主要试剂和耗材 

实验使用的肺腺癌细胞系 A549 和紫杉醇耐药的肺腺癌细胞系 A549/TAX、A549/TAX 专用培养基均

购自武汉普诺赛生命科技有限公司；Ham’s F⁃12K 培养基购自美国 Thermo Fisher 科技公司；人 IL-37 基

因过表达慢病毒购自汉恒生物科技有限公司。 

2.2. 细胞实验 

2.2.1. 细胞培养 
A549 细胞使用含 10%胎牛血清和 1%青链霉素的 Ham’s F-12K 培养基培养。紫杉醇耐药 A549 细胞

系(A549/TAX 细胞)、IL-37 过表达的 A549 耐药细胞(A549/TAX IL-37 细胞)及慢病毒转染对照的 A549 耐

药细胞(A549/TAX NC 细胞)使用含 0.5~1 μg/mL 紫杉醇的专用培养基。 

2.2.2. CCK8 实验 
细胞融合度达到 70%~80%时，用胰酶消化细胞并将细胞分别用完全培养基重悬混匀，细胞计数并配

成 1 × 105 个/mL 的细胞悬液，接种到 96 孔板，加入 100 μL 完全培养基。待细胞贴壁后，弃去完全培养

基，将 A549 细胞、A549/TAX 细胞和 A549/TAX IL-37 细胞分别用完全培养基配成的 0、2、4、8 μg/mL
紫杉醇处理。每组每个浓度分别设 5 个平行孔和空白对照孔，空白对照孔中只加入 100 μL 完全培养基。

在培养 48 h 时，在实验组各孔加入 10 μL 的 CCK8 溶液，置于细胞培养箱内避光培养 2 h，在酶标仪上

450 nm 处测定各孔吸光度(OD 值)并记录。 

2.2.3. 慢病毒感染 
将生长状态良好的细胞消化计数后稀释至 3 × 105 个/mL，6 孔板铺板，2 mL/孔，放入 37℃，5% CO2

培养箱中培养过夜。第二天在细胞汇合率介于 30%至 50%时进行病毒感染(1/2 小体积感染法)，吸去细胞

原有培养基，加入 1 mL 含有 1 μg polybrene 的完全培养基，取值 MOI = 20，将病毒原液加入细胞中，轻

轻混匀。加入慢病毒感染 4 h 后再加入 1 mL 完全培养基。感染后 24 h，吸去含有病毒的培养液，换上新

鲜的完全培养液，继续培养。感染 72 h 后，进行嘌呤霉素筛选，更换加入 5.0 μg/mL 浓嘌呤霉素的完全

培养基。加药约 48 h 撤掉嘌呤霉素换新鲜的完全培养基培养。后期根据空细胞的生长速度进行定期药筛。

嘌呤霉素筛完后，待细胞长满按适当比例传代培养。 

2.2.4. 克隆形成实验 
细胞融合度达到 70%~80%时，用胰酶消化细胞并计数 1000 个，接种于 6 孔板。分组后，用完全培

养基培养 14 天。吸掉培养基，用 PBS 清洗漂浮细胞。甲醇固定 20 分钟，用 1%结晶紫染色 10 分钟。用

相机拍摄集落照片，用 ImageJ 计数。 

2.2.5. 伤口愈合实验 
主在细胞融合度达到 70%~80%时，用胰酶消化并计数 5 万个细胞，接种于 6 孔板。在板的背面用马

克笔画 3 条平行的直线作为标记。用含有 10%胎牛血清和 1%双抗的培养基补充至 2 mL，培养 24 h。细

胞融合成单层后，用黄色无菌枪头划 3 条与标记直线垂直的划痕。去除培养基，用 PBS 清洗两次去除漂

浮细胞。加入无血清培养基，拍照作为 0 小时结果。按实验设计分组，如 A549/TAX 组和 A549/TAX IL-
37 组。在 24 h 和 48 h 时用显微镜拍照，每孔随机选 3 个区域。划痕面积用 ImageJ 分析。 

2.2.6. Transwell 侵袭实验 
先取出冰箱中的预冷无血清培养基和枪头，融化 Martigel 胶并按 1:8 比例稀释在无血清培养基中。
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将稀释后的 Martigel 胶加入 Transwell 小室上室底部，确保均匀铺满，水化基底膜 30 分钟。细胞融合度

达到 80%左右时，用胰酶消化细胞并计数 20,000 个，加入 Transwell 小室(8 μm 孔径)。上室加入无血清

培养基，下室加入含 10% FBS 的完全培养基。培养 48 小时后，吸掉培养基，用 PBS 清洗一次，甲醇固

定细胞 20 分钟后用 PBS 清洗一次，浸入 0.1%结晶紫溶液中染色 10 分钟，用 PBS 清洗两次以洗净未结

合的结晶紫。在显微镜下随机选择 5 个视野拍照，用 ImageJ 计数穿过小室的细胞数。 

2.2.7. 实时荧光定量 PCR 
弃去细胞的培养基，用 PBS 洗涤贴壁细胞，使用北京天根 RNA Easy Fast 动物组织/细胞总 RNA 提

取试剂盒提取细胞总 RNA，然后使用 TAKARA 一步法 RT-qPCR 试剂盒，进行实时荧光定量 PCR 扩增。

使用 Thermo Fisher 科技公司合成的 PCR 引物。并使用 7500 Fast Real-Time PCR System 实时 PCR 进行分

析。2−ΔΔCt 用于计算以 GAPDH 为参考的靶基因的相对表达。 
引物由上海生工合成，序列如表 1 所示： 
 

Table 1. Reaction system 
表 1. 反应体系 

基因名称 方向 序列 

IL-37 
F CAGCTGAAGAAGGAGAAACTGATG 

R ACAATTGCAGGAGGTGCAGAT 

GAPDH 
F CATGTTCGTCATGGGTGTGAA 

R GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

2.2.8. Western blot 
弃去细胞的培养基，用 PBS 洗涤贴壁细胞，然后使用 1 mL 含 10 μL PMSF 的 RIPA 缓冲液提取总蛋

白，用超声机粉碎，在 4℃离心后获得上清液，并在 100℃煮沸 10 分钟。通过电泳分离总蛋白并转移到

PVDF 膜上，将膜与 4℃的按比例稀释后的一抗混合，使用抗体稀释液按照 1:10,000 的比例稀释 GAPDH 
(武汉三鹰生物技术有限公司，HRP-60004)，1:1000 的比例稀释 IL-37 (爱博泰克生物科技有限公司，A8206)，
Caspase3 (Cell Signaling Technology, 9662S)和 PARP1 抗体(爱博泰克生物科技有限公司，A0942)。然后，

加入按照 1:7000 的比例稀释辣根酶标记山羊抗兔 IgG (H + L)进行孵育(爱博泰克生物科技有限公司，

AS014)。使用超灵敏发光溶液对蛋白质条带进行可视化。 

2.2.9. ROS 测定 
按实验设计将细胞分为 A549 组、A549/TAX 组、A549/TAX IL-37 组，待细胞融合度达到 80%~90%

时，消化、离心、细胞计数并配成 5 × 105 个/mL 的细胞悬液。六孔板中接种 2 mL/孔，置于 37℃，5% CO2

培养箱内培养。48 小时后观察细胞状态，当细胞长满六孔板时，去除细胞培养液，每孔加入经无血清培

养基稀释的 DCFH-DA 探针孵育，探针终浓度设为 10 μmol/L，装载探针的同时按照 1:1000 的比例加入

阳性对照试剂。将六孔板置于恒温细胞培养箱培养 20 分钟。弃培养液，使用无血清培养基清洗细胞 3 次，

以去除未结合的探针。在荧光显微镜下直接观察细胞内荧光强度。 

2.3. 统计分析 

采用 GraphPadPrism9.5 对所有数据进行统计分析，对仅涉及两组的实验使用 t-检验，多组间比较采用

单因素方差分析(ANOVA)。若 ANOVA 结果显著则进行 Tukey’s HSD 检验。P < 0.05 认为具有统计学意义。 

https://doi.org/10.12677/acm.2026.1641340


唐骏，毕庆庆 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2026.1641340 1079 临床医学进展 
 

3. 结果 

3.1. IL-37 在体外增强紫杉醇对 A549/TAX 的杀伤力 

首先，评估了 IL-37 对紫杉醇杀伤 A549/TAX 细胞能力的影响。为了验证 A549/TAX 细胞的耐药表

型，分别用 0、2、4、8 μg/mL 的紫杉醇处理 A549 和 A549/TAX 细胞 48 小时，然后采用 CCK-8 测定法

评估紫杉醇对这些细胞系增殖的抑制作用。 

3.2. IL-37 在体外增强紫杉醇对 A549/TAX 的杀伤力 

 
Figure 1. Upregulation of IL-37 enhanced the cytotoxic effect of paclitaxel on A549/TAX cells in vitro. (A) Cell viability 
of A549, A549/TAX and A549/TAX IL-37 cells after paclitaxel treatment detected by CCK-8 assay; (B) Relative mRNA 
level and relative protein expression of IL-37 in A549/TAX, A549/TAX IL-37, and A549/TAX NC cells detected by quan-
titative real time PCR and western blot. ***P < 0.001, ****P < 0.0001 
图 1. IL-37 过表达增强了体外紫杉醇对 A549/TAX 的杀伤力。(A) CCK8 检测紫杉醇处理后 A549 细胞、A549/TAX
细胞和 A549/TAX IL-37 细胞的细胞存活率；(B) 采用实时荧光定量 PCR 法和 Western blot 法检测 IL-37 在

A549/TAX、A549/TAX IL-37 及 A549/TAX NC 细胞中的 mRNA 相对水平和相对表达。***P < 0.001，****P < 0.0001 
 
首先，评估了 IL-37 对紫杉醇杀伤 A549/TAX 细胞能力的影响。为了验证 A549/TAX 细胞的耐药表

型，分别用 0、2、4、8 μg/mL 的紫杉醇处理 A549 和 A549/TAX 细胞 48 小时，然后采用 CCK-8 测定法

评估紫杉醇对这些细胞系增殖的抑制作用。结果显示紫杉醇对 A549 和 A549/TAX 细胞均表现出浓度依

赖性抗增殖作用(图 1(A))，计算得到 A549 的 IC50 值为 1.144 μg/mL，A549/TAX 的 IC50 为 6.596 μg/mL，
进一步计算耐药指数 IC50 (A549/TAX)/IC50 (A549) = 6.596/1.144 = 5.766 (>5)，这表明本研究中使用的

A549/TAX 细胞对紫杉醇有耐药性。由于肺腺癌细胞系中 IL-37 表达水平低，故本研究使用慢病毒感染，
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构建稳定过表达 IL-37 的 A549 紫杉醇耐药细胞用于下一步实验，实时荧光定量 PCR 及 Western blot 检测

A549/TAX、A549/TAX IL-37 及 A549/TAX NC (慢病毒转染对照)细胞中 IL-37 的表达，结果显示与

A549/TAX 及 A549/TAX NC 相比，A549/TAX IL-37 细胞中 IL-37 表达显著升高(图 1(B))。随后，CCK-8
实验显示，用不同浓度紫杉醇处理 A549/TAX 细胞和 A549/TAX IL-37 细胞 48 小时后，根据结果(图 1(A))
计算增敏倍数 IC50 (A549/TAX)/IC50 (A549/TAX IL-37) = 6.596/3.274 = 2.015 (>2)，这表明 IL-37 过表达

有效增强了 A549/TAX 细胞对紫杉醇的敏感性。 

3.3. IL-37 抑制 A549/TAX 细胞增殖、迁移和侵袭能力 

 
Figure 2. Upregulation of IL-37 inhibited the proliferation, migration, and invasion of A549/TAX cells. (A) Colony 
formation assay detected cell proliferation; (B) Wound healing assay analyzed cell migration; (C) Transwell invasion 
assay analyzed cell invasion. Scale bar = 1 μm. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001 
图 2. IL-37 过表达抑制了 A549/TAX 细胞增殖、迁移和侵袭。(A) 克隆形成实验检测细胞增殖；(B) 伤口愈合
实验分析细胞迁移；(C) Transwell 侵袭实验分析细胞侵袭。比例尺 = 1 μm。*P < 0.05，**P < 0.01，****P < 0.0001 
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本研究通过克隆形成试验分析 IL-37 过表达对 A549/TAX 细胞系体外生长的影响。结果显示，与

A549/TAX 细胞相比，A549/TAX IL-37 细胞的集落数减少(图 2(A))。伤口愈合实验的结果表明，划痕后

24 和 48 小时，A549/TAX IL-37 细胞的愈合速度受到显著抑制(图 2(B))。Transwell 侵袭实验的结果进一

步证实，A549/TAX 细胞穿过基质胶的数量显著多于 A549/TAX IL-37 细胞(图 2(C))。这些数据表明，IL-
37 在体外对 A549/TAX 细胞有显著的抗增殖作用，并且抑制 A549/TAX 细胞迁移和侵袭能力。 

3.4. IL-37 增加 A549/TAX 细胞的 ROS 水平 

为了进一步研究 IL-37 对细胞氧化应激的影响，本研究通过荧光染色实验检测 A549 细胞、A549/TAX
细胞和 A549/TAX IL-37 细胞的平均荧光强度来代表 ROS 的表达量。结果显示 A549 细胞内平均荧光强

度低于 A549/TAX 细胞，A549/TAX 细胞内平均荧光强度低于 A549/TAX IL-37 细胞(图 3)。因此根据结

果得到，IL-37 能够增加 A549/TAX 细胞 ROS 的累积，促进耐药细胞的氧化应激。 
 

 
Figure 3. Mean ROS fluorescence intensity detected by fluorescence staining experiment 
图 3. 荧光染色实验检测细胞 ROS 平均荧光强度 

3.5. IL-37 诱导 A549/TAX 细胞凋亡 

 
Figure 4. IL-37 induced apoptosis in A549/TAX cells via the ROS/KEAP1-NRF2 pathway. Relative expression of Cleaved 
caspase 3 and Cleaved PARP1 in A549/TAX and A549/TAX IL-37 cells detected by western blot. *P < 0.05, **P < 0.01 
图 4. IL-37 通过 KEAP1-NRF2 通路诱导 A549/TAX 细胞凋亡。Western blot 检测 A549/TAX 细胞和 A549/TAX IL-
37 细胞中 Cleaved Caspase3 和 Cleaved PARP1 的相对表达。*P < 0.05，**P < 0.01 
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为了明确研究 IL-37 对 A549/TAX 细胞凋亡的影响，本研究使用 Western blot 实验评估了细胞凋亡相

关蛋白的表达。结果显示，IL-37 过表达显著增加了 A549/TAX 细胞的 Cleaved Caspase3 和 Cleaved PARP1
的蛋白表达水平(图 4)。 

4. 讨论 

IL-37 是一种抗炎细胞因子，并且在抑制 NSCLC 发展中发挥一定的作用[10]。本课题组前期研究表

明，外源性 rhIL-37 能够在体外抑制耐药的肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭，并通过下调 MDR1 来降低紫

杉醇耐药，还能够诱导耐药肿瘤细胞 ROS 累积。其中有研究表明，肺癌患者癌细胞内显著增加的 ROS 水

平与各种放化疗耐药性的发生密切相关[11]-[13]。由于产生和消除 ROS 的系统失调，癌细胞会有更高水

平的氧化应激[14]。更重要的是，氧化应激可以作用于肿瘤发生、细胞增殖、肿瘤转移和血管形成等方面

来影响着癌症的发生和进展[15]。除此之外，Dade Rong 等人的实验还证明了可以通过氧化应激增加

NSCLC 对白蛋白结合的紫杉醇的敏感度[16]。然而，细胞内过表达 IL-37 是否能在体外影响紫杉醇耐药

肺腺癌细胞的细胞生物学行为尚不清楚。 
为了探究其中机制，本研究比较了 IL-37 过表达前后对 A549/TAX 细胞、ROS 和细胞凋亡的影响。

处理后的结果显示，IL-37 过表达可以在 A549/TAX 细胞中抑制 A549/TAX 诱导 ROS 积累增值、迁移和

迁徙，引起细胞凋亡，降低 A549/TAX 细胞对紫杉醇的耐药性。 
然而本研究中尚有一些不足，目前只研究了紫杉醇耐药的 A549 这一种肺癌细胞类型，并且没有进一

步进行体内实验去验证已经得到的结论。本研究发现 IL-37 过表达可以促进 A549/TAX 细胞的 ROS 积累

和细胞凋亡，对 A549/TAX 细胞的耐药性有着一定的影响，需要进一步研究其中涉及的通路及机制，如

耐药相关蛋白 ABC 转运蛋白(ATP-binding cassette transporter)，上皮–间充质转化(Epithelial-Mesenchymal 
Transition, EMT)标志物，氧化应激相关通路 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1-NFE2 相关因子 2 (Kelch-like ECH-
associated protein 1-Nuclear factor erythroid 2 related factor 2, KEAP1-NRF2)信号通路。其中，本课题组前期

发现 rhIL-37 能够在体外通过下调 MDR1 来逆转紫杉醇耐药，而 EMT 可能不是 rhIL-37 逆转紫杉醇耐药

性的机制[17]。在 IL-37 过表达的 A549/TAX 细胞中，这需要进一步的实验去验证。KEAP1-NRF2 通路是

控制抗氧化机制的关键分子轴[18]。有研究证明，抑制 NRF2 通路可以使肺癌等癌细胞对化疗药物敏感

[19] [20]，而 NRF2 的激活可以维持正常的细胞稳态，助长癌细胞的快速生长和增殖[21]。 
本实验研究结果表明，在紫杉醇高耐药的 A549/TAX 细胞中，成功过表达的 IL-37 能够有效增强紫

杉醇的细胞杀伤作用，抑制细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并可以显著提高耐药肿瘤细胞内的 ROS 水平，

诱导细胞凋亡。 
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