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ＩＬ６对卵巢癌细胞 ｂｃｌ２、ｃｙｃｌｉｎＤ１和
ＶＥＧＦ表达的影响

仇会会１，叶丽平１，温有锋２，李丹１，宋佳１

（辽宁医学院基础医学院 １．病理生理学教研室；２．解剖学教研室，辽宁 锦州 １２１０００）

摘要：目的　探讨白介素 ６（ＩＬ６）对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞株中 Ｂ细胞淋巴瘤 ２（Ｂｃｌ２）、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ＣｙｃｌｉｎＤ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的影响。方法　不同浓度 ＩＬ６作用于细胞，找出 ＩＬ６最佳作用浓度。
在ＩＬ６最佳浓度基础上，加不同浓度的ＡＧ４９０。ＭＴＴ、流式细胞术、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测细胞增殖、凋亡
及细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋白表达。结果　ＩＬ６（０、１０、２０ｎｇ／ｍＬ）对细胞的作用呈浓度依赖性，促
进细胞增殖，抑制其凋亡（Ｐ＜０．０１）；Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白和ｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０１），４８ｈ与２４ｈ差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＡＧ４９０（０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）对细胞的作用呈浓度依赖性，抑制细胞增殖，促进其凋亡
（Ｐ＜０．０１）；Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白和 ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜０．０１），４８ｈ与２４ｈ差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。结论　ＩＬ６通过调节ＳＴＡＴ３通路，调节细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＶＥＧＦ的表达，从而促进卵巢癌细胞的增
殖，抑制其凋亡。
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　　卵巢癌是女性生殖系统常见肿瘤。白介素 ６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）在肿瘤中高表达，可促进肿瘤
细胞增殖及侵袭能力［１３］。虽然肿瘤细胞的生长需

要ＩＬ６介导，但ＩＬ６并不直接诱导肿瘤细胞增殖与
侵袭。ＩＬ６可通过激活信号转导和转录激活因子３
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）信号转导途径作用于细胞［４５］，ＳＴＡＴ３信
号通路在多种肿瘤细胞中起到重要作用［６７］。关于

卵巢癌细胞中ＩＬ６与ＳＴＡＴ３通路及下游Ｂ细胞淋
巴瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、细胞周期蛋白
Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）之间的关系尚不清楚。
本实验应用特异性ＪＡＫ激酶 （Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ）抑制剂
ＡＧ４９０抑制 ＳＴＡＴ３的磷酸化［８］，分析 ＩＬ６是否通
过ＳＴＡＴ３通路调节下游 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ的
表达。

１　材料与方法

１．１　材料　人卵巢腺癌 ＳＫＯＶ３细胞株购自北京
翠竹生物科技有限责任公司，１６４０培养基、胎牛血
清购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＩＬ６购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ
公司，ＡＧ４９０购自英国 Ａｂｃａｍ公司，兔抗人 Ｂｃｌ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ、βａｃｔｉｎ购自北京博奥森公司，
Ｔｒｉｚｏｌ购自上海生工公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒、引物购
自大连宝生物工程有限公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
双染细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技发

展有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞置于含
１０％胎牛血清的１６４０培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２常

规培养。

１．２．２　分组　ＩＬ６组：ＩＬ６终浓度为 ０、１０、２０、
４０ｎｇ／ｍＬ；ＩＬ６＋ＡＧ４９０组：选择 ＩＬ６最佳作用浓
度 ２０ｎｇ／ｍＬ，ＡＧ４９０终浓度为 ０、２０、４０、８０、
１６０μｍｏｌ／Ｌ。
１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖　细胞消化制成细胞
悬液，密度调至４×１０４个／ｍＬ，接种于９６孔板，每
孔２００μＬ，常规培养。贴壁后药物处理，培养 ２４、
４８ｈ。各孔加２００μＬ浓度为５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ，３７℃
孵育４ｈ，弃上清，加１５０μＬＤＭＳＯ，摇床１０ｍｉｎ，待
结晶溶解，用酶联免疫检测仪４９０ｎｍ波长检测各孔
光吸收值。根据测得数值计算细胞增殖率和增殖抑

制率：增殖率 ＝（处理组光吸收值／对照组光吸收
值－１）×１００％，增殖抑制率 ＝（１－处理组光吸收
值／对照组光吸收值）×１００％。
１．２．４　 流式细胞术检测细胞凋亡　细胞药物处
理，培养２４、４８ｈ，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化细胞。
２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２遍，离心后收集３×
１０５个细胞。分别加入５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＩＴＣ及５μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ，混匀，室温
避光反应１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的表达　细胞药物处理，培养２４、４８ｈ，收集
细胞。Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，紫外分光光度计测
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０，约为１．８～２．０。取１μＬ总 ＲＮＡ，
按ＲＴＰＣＲ试剂盒说明逆转录合成 ｃＤＮＡ，合成条
件：４２℃ ３０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ。ｃＤＮＡ产
物ＰＣＲ扩增，引物及反应条件见表 １。１２０Ｖ下，
１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪下观察照相。
ＩｍａｇｅＪ图像分析软件分析电泳条带灰度值，以各组
与βａｃｔｉｎ灰度值比表示该组ｍＲＮＡ相对表达量。

表１　ＰＣＲ引物序列

　引物名称 序列（５′３′） 反应条件 扩增片段长度（ｂｐ）

Ｂｃｌ２ 上游 ＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＴＣＡＡＣＡＧＡＡＴＴＧ ９４℃ ３０ｓ，５３℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环　 ５０５

下游 ＡＧＣＡＣＡＧＧＡＴＴＧＧＡＴＡＴＴＣＣＡＴ

ＣｙｃｌｉｎＤ１上游 ＣＴＧＣＣＧＴＣＣＡＴＧＣＧＧＡＡＧＡＴ ９４℃ ３０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环 ４１５

下游 ＴＧＧＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＧＡＡＧ

ＶＥＧＦ 上游 ＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣＴＣＣＡＣ ９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环 ５３９

下游 ＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡＴＣ

βａｃｔｉｎ 上游 ＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧ ３０４

下游 ＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＧ

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＶＥＧＦ蛋白的表达　细胞药物处理，培养２４、４８ｈ，
收集细胞。加细胞裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ法对蛋

白定量，按得出蛋白量将蛋白样品、ＴＢＳ、ＲＳＢ加入
干净ＥＰ管，煮沸４ｍｉｎ，备用。制备１２％分离胶和
５％浓缩胶，每孔加２０μＬ样品后电泳，转至 ＰＶＤＦ
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膜，封闭液封闭，加一抗 （１∶４００）４℃孵育过夜。
ＴＢＳＴ洗３次，二抗 （１∶１０００）摇床杂交１ｈ，洗膜后
加ＥＣＬ试剂显色，扫描图像。ＩｍａｇｅＪ图像分析软
件分析蛋白条带灰度值，以各组与βａｃｔｉｎ灰度值比
表示该组蛋白相对表达量。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件，数据以
珋ｘ±ｓ表示，样本间比较采用重复测量资料的方差分
析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　细胞增殖情况　ＩＬ６促进细胞增殖，作用呈浓
度依赖性，２４ｈ与 ４８ｈ差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），２０ｎｇ／ｍＬ与 ４０ｎｇ／ｍＬ差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图 １。浓度为 ２０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ６与
ＡＧ４９０联合，抑制细胞增殖，作用与 ＡＧ４９０呈浓度
依赖性，２４ｈ与４８ｈ、８０μｍｏｌ／Ｌ与１６０μｍｏｌ／Ｌ差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２。

图１　细胞增殖率曲线
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｃｕｒｖｅｓ

２．２　细胞凋亡情况　ＩＬ６抑制细胞凋亡，对细胞的
作用呈浓度依赖性，２４ｈ与 ４８ｈ、２０ｎｇ／ｍＬ与
４０ｎｇ／ｍＬ差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。
浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ６与ＡＧ４９０联合，促进细胞
凋亡（Ｐ＜０．０１），对细胞的作用与 ＡＧ４９０呈浓度依
赖性，２４ｈ与４８ｈ、８０μｍｏｌ／Ｌ与１６０μｍｏｌ／Ｌ差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表３。

图２　细胞增殖抑制率曲线
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｃｕｒｖｅｓ

表２　ＩＬ６对细胞凋亡的影响（珋ｘ±ｓ）

ＩＬ６浓度（ｎｇ／ｍＬ）
细胞凋亡率（％）

２４ｈ ４８ｈ
０ １５．０９±０．８１　 １６．３３±０．６０　
１０ １１．６７±０．２４ １１．４２±０．４８

２０ ４．３２±０．１３ ４．０５±０．１２Δ

４０ ４．２６±０．１４　 ３．７５±０．４５Δ

　　Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｎｇ／ｍＬ组；ΔＰ＜０．０１ｖｓ１０ｎｇ／ｍＬ组。

表３　ＩＬ６与ＡＧ４９０对细胞凋亡的影响（珋ｘ±ｓ）

ＡＧ４９０浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

细胞凋亡率（％）
２４ｈ ４８ｈ　　

０ ４．２１±０．１３ ３．９３±０．２７
２０ １５．０８±０．１２ １８．７６±０．４４

４０ ３７．０８±０．１６ ４２．８７±０．３０Δ

８０ ６９．６３±０．６１ ７８．８２±０．５６Δ＃

１６０ ７０．０１±０．４５　 ８０．０３±０．２３Δ＃

　　Ｐ＜０．０１ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌ组；ΔＰ＜０．０１ｖｓ２０μｍｏｌ／Ｌ组；
＃Ｐ＜０．０１ｖｓ４０μｍｏｌ／Ｌ组。

２．３　细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达情况
　ＩＬ６促进 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，
作用呈浓度依赖性，２４ｈ与４８ｈ差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），２０ｎｇ／ｍＬ与４０ｎｇ／ｍＬ差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），见图３。浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ６
与ＡＧ４９０联合，抑制细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的表达，作用与 ＡＧ４９０呈浓度依赖性，２４ｈ
与４８ｈ、８０μｍｏｌ／Ｌ与１６０μｍｏｌ／Ｌ差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），见图４。

图３　ＩＬ６对细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～４：ＩＬ６浓度分别为０、１０、２０、４０ｎｇ／ｍＬ。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ６ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢｃｌ２，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ａｎｄＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１４：ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ６ｗｅｒｅ０，１０，２０ａｎｄ４０ｎｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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图４　ＩＬ６与ＡＧ４９０对细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～５：ＡＧ４９０浓度分别为０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ。

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ６ａｎｄＡＧ４９０ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢｃｌ２，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ａｎｄＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１５：ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＧ４９０ｗｅｒｅ０，２０，４０，８０ａｎｄ１６０μｍｏｌ／Ｌｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．４　细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白表达情况　
ＩＬ６促进细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白的表达，
作用呈浓度依赖性，２４ｈ与４８ｈ差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），２０ｎｇ／ｍＬ与４０ｎｇ／ｍＬ差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），见图５。浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ６
与ＡＧ４９０联合，抑制细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋
白的表达，作用与 ＡＧ４９０呈浓度依赖性，２４ｈ与
４８ｈ、８０μｍｏｌ／Ｌ与１６０μｍｏｌ／Ｌ差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），见图６。

图５　ＩＬ６对细胞Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ６ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢｃｌ２，ＣｙｃｌｉｎＤ１

ａｎｄＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓ

图６　ＩＬ６与ＡＧ４９０对细胞 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ蛋白表
达的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ６ａｎｄＡＧ４９０ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢｃｌ２，
ＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓ

３　讨　论

ＳＴＡＴ３信号转导途径最早发现于免疫系统调
控方面，在多种恶性肿瘤中 ＳＴＡＴ３被异常激活，提
示该信号途径可能与肿瘤有着密切的关系［９］。ＩＬ６
是多功能细胞因子，在卵巢癌细胞中高表达，当与

ＩＬ６受体结合后，可引起与受体相耦联的 ＪＡＫ激酶
相互作用而活化。大量ＳＴＡＴ３蛋白单体聚集，并通

过ＳＨ２结构域与酪氨酸磷酸化残基相结合，在 ＪＡＫ
激酶作用下，Ｙ７０５位发生磷酸化，ＳＴＡＴ３信号途径
被激活［１０１３］，进而调控下游 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１和
ＶＥＧＦ的表达。其中Ｂｃｌ２是ＢＣＬｘ家族中有代表
性的抑制凋亡基因，可抑制多种肿瘤细胞的凋亡，延

长肿瘤细胞的生存时间［１４１５］；ＣｙｃｌｉｎＤ１对细胞周期
起着精确的调控作用，当表达上调时，会导致细胞增

殖失控［１６］。肿瘤的生长、侵袭及转移依赖于新生血

管的形成，ＶＥＧＦ除了作为形成新生血管所必需的
生长因子外，还对肿瘤的生长、侵袭、转移起着决定

性作用［１７］。

本实验用不同浓度ＩＬ６作用于细胞，发现 ＩＬ６
促进卵巢癌细胞的增殖，抑制其凋亡，且 Ｂｃｌ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＶＥＧＦ表达均增加，这些作用与 ＩＬ６呈
浓度依赖关系，其最佳作用浓度为２０ｎｇ／ｍＬ。为进
一步证实 ＩＬ６对 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ的调节是
否与ＳＴＡＴ３有关，本实验在 ＩＬ６最佳作用浓度前
提下，加入特异性 ＪＡＫ激酶抑制剂 ＡＧ４９０，抑制
ＪＡＫ激酶活性，从而抑制 ＳＴＡＴ３的活化，抑制
ＳＴＡＴ３信号通路［１８１９］，观察到卵巢癌细胞的增殖受

到抑制，凋亡被促进，Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＶＥＧＦ的表达
均下调。表明 ＩＬ６在体外对卵巢癌细胞的作用与
ＳＴＡＴ３通路、下游的 Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１以及 ＶＥＧＦ基
因有关［２０］，且与 ＩＬ６呈浓度依赖性，提示 ＩＬ６与
ＳＴＡＴ３通路对卵巢癌细胞的增殖与凋亡起着重要
的作用，阻断这一通路可以有效抑制卵巢癌细胞的

增殖，促进其凋亡，为治疗卵巢癌提供了理论依据。
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