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ＩＬ⁃６ 在对乙酰氨基酚肝损伤后再生中的作用
郁福乾，宋莎莎，路　 燕，章礼久

摘要　 目的　 通过体外实验探讨白细胞介素（ ＩＬ）⁃６ 在对乙

酰氨基酚（ＡＰＡＰ）所致急性肝损伤（ＡＬＩ）后肝再生过程中的

作用。 方法　 体外实验，培养 ＡＭＬ１２ 小鼠正常肝细胞，ＣＣＫ⁃
８ 法检测不同浓度 ＡＰＡＰ 药物和 ＩＬ⁃６ 中和抗体（ ＩＬ⁃６ Ａｂ）作
用于 ＡＭＬ１２ 细胞后细胞的活力，筛选出最适药物作用浓度；
ＥＬＩＳＡ 测量 ＩＬ⁃６ 浓度；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＨＧＦ 等肝脏再生相关蛋白水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃６ 、ＰＣ⁃
ＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平。 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 软件处理数

据。 结果　 通过 ＣＣＫ⁃８ 数据，筛选 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 最适药物浓度

造模以及 ０ư ０１ μｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃６ Ａｂ 作用细胞。 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测量

ＩＬ⁃６ 浓度，０、４、１２、２４、４８ ｈ ＩＬ⁃６ 浓度分别为 ０、１ư ７９４、２ư ２６４、
１ư ６５８、１ư ０８６ ｐｇ ／ ｍｌ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结 果， 与 ＡＰＡＰ 处 理

ＡＭＬ１２ 细胞其他时间点相比，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白水

平最高，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 蛋白水平最高 （ Ｐ ＜
０ư ０５）。 与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组相比，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 Ｃｙｃｌｉｎ⁃
Ｄ１、ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组相

比，１２ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 表达减低 （ Ｐ ＜
０ư ０５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果，与 ＡＰＡＰ 处理 ＡＭＬ１２ 细胞其他时间

点相比，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＩＬ⁃６、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平达高
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峰（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组相比，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组

ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结论 　 ＩＬ⁃６
Ａｂ 通过中和 ＩＬ⁃６ 抑制 ＳＴＡＴ３ 磷酸化进而抑制肝细胞再生，
推测 ＩＬ⁃６ 在 ＡＰＡＰ 诱导的肝损伤后肝再生过程中可能起到

促进作用。
关键词　 对乙酰氨基酚；急性肝损伤；白细胞介素⁃６；ＩＬ⁃６ 中

和抗体；肝再生

中图分类号　 Ｒ ３２９ư ４；Ｒ ３３３ư ４；Ｒ ５７５；Ｒ ９７７ư ９
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　 　 药物性肝损伤（ｄｒｕｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ，ＤＩＬＩ）
是指由药物和（或）其代谢产物引起的肝脏损伤，其
发病率近年来呈上升趋势，目前已是中国非感染性

肝病的第 ２ 大病种［１］。 其中以对乙酰氨基酚（ａｃｅｔ⁃
ａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ＡＰＡＰ） 过量诱导的急性肝衰竭 （ ａｃｕｔｅ
ｌｉｖｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ，ＡＬＦ）最为常见［２ － ３］。 在肝脏损伤及修

复再生过程中，炎症反应起至关重要的作用。 炎症

诱导的再生主要由炎症细胞释放的各种细胞因子和

生长因子调控，目前研究较多的促炎细胞因子是白

细胞 介 素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ ）⁃６ 和 肿 瘤 坏 死 因 子

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α［４］。 体内研究表明

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 在炎症反应早期介导肝损伤，但在后

期能够促进肝脏再生［５ － ６］。 该研究旨在通过体外实

验探讨 ＩＬ⁃６ 在 ＡＰＡＰ 所致急性肝损伤（ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）后肝再生过程中的作用。
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１　 材料与方法

１． １　 细胞株与主要试剂　 小鼠正常肝细胞 ＡＭＬ１２
细胞系由安徽医科大学毒理学实验室赠予；ＡＰＡＰ
购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自

武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司；ＩＬ⁃６ 中和抗体、地塞米松购

自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；磷酸化信号传导子及转录激活

子 ３（ｐ⁃ＳＴＡＴ３）抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；信号

传导与转录激活因子 ３（ＳＴＡＴ３）、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、肝细胞生长

因子（ＨＧＦ）抗体均购自美国 ＣＳＴ 公司；ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司；特异性引

物购自上海生工生物公司；ＰＣＲ 相关试剂购自上海

新贝生物有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 将小鼠正常肝细胞 ＡＭＬ１２ 培养

在 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基［含 １０％ 胎牛血清、１％胰岛

素 － 转铁蛋白 － 硒 （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ⁃ｓｅｌｅｎｉｕｍ，
ＩＴＳ）、０ư ５‰地塞米松及 １％ 青 － 链霉素］中，３７ ℃、
５％ＣＯ２ 培养箱中进行孵育，培养 １ ～ ２ ｄ 细胞融合

达 ８５％左右时传代。
１． ２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 取对数生长期 ＡＭＬ１２ 细胞，
细胞重悬后调整细胞密度为 ７ư ５ × １０４ 个 ／ ｍｌ，９６ 孔

板每孔加入 １００ μｌ 细胞悬液，细胞贴壁后 ＰＢＳ 漂洗

２ 次，９６ 孔板倒置滤纸上吸净水分，分别加入不同终

浓度 ＡＰＡＰ（０、１、２ư ５、５、１０、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ４、１２ 、
２４ 及 ４８ ｈ，观察 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响，
筛选出最适构模药物浓度。

操作同前，分别加入不同终浓度（０、０ư ０１、０ư １、
１、１０ μｇ ／ ｍｌ） ＩＬ⁃６ 中和抗体作用 ４８ ｈ，观察其对

ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响。 空白对照孔均加入 １００
μｌ 培养基，每组设置 ５ 个复孔，加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂 １０
μｌ 孵育 ９０ ｍｉｎ，酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长测定各孔吸光

度值，重复 ３ 次实验。 细胞活力的计算公式：细胞活

力（％ ） ＝ （实验组 ＯＤ 值 － 空白对照组 ＯＤ 值） ／
（对照组 ＯＤ 值 －空白对照组 ＯＤ 值） × １００％ 。
１． ２． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 取对数生长期 ＡＭＬ１２
细胞，细胞重悬后均匀接种于 ６ 孔板中，每孔加 １００
μｌ ＲＩＰＡ 裂解液（含 １％ 蛋白酶抑制剂 ＋ １％ 磷酸酶

抑制剂）冰上裂解蛋白，４ ℃、１３ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ、２５ ｍｉｎ。
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，加入 ＳＤＳ 上样缓冲液，１００ ℃
煮沸 １０ ｍｉｎ， － ２０ ℃冻存。 等量蛋白在 １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶上恒压电泳，恒流转膜，５％ 脱脂牛奶封

闭 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜。 一抗（β⁃ａｃｔｉｎ：１ ∶ １０ ０００；ＰＣ⁃

ＮＡ：１ ∶ ５００；ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＨＧＦ 均为 １
∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜，二抗（山羊抗小

鼠 ＩｇＧ １ ∶ １０ ０００、山羊抗兔 ＩｇＧ １ ∶ １０ ０００）室温孵

育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜，超敏 ＥＣＬ 发光显影剂显影，
Ｔａｎｏｎ 化学发光显影仪曝光条带并拍摄图片，Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件定量分析目的条带吸光度值。
１． ２． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验 　 ６ 孔板每孔加 ＴＲＩｚｏｌ 试剂

１ ｍｌ，提取细胞 ＲＮＡ 用分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度。
根据说明书操作，ＲＮＡ 定量 ２ μｇ 逆转录，加入 × ８
ｇＤＮＡ ｒｅｍｏｖｅｒ ２ μｌ，ＤＥＰＣ 水补足体积至 １６ μｌ，混匀

４２ ℃水浴加热 ２ ｍｉｎ，随后加入 × ５ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ４
μｌ。 取逆转录产物 ｃＤＮＡ １ μｌ，预混引物 ０ư ８ μｌ，
ＤＥＰＣ 水 ８ư ２ μｌ 以及 × ２ Ｓ６ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍｉｘ １０ μｌ 配成总体积 ２０ μｌ。 扩增用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ⁃４８０
ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ，ｖｅｒｓｉｏｎ １ư ５ư ０），９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，
９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，循环 ４０ 次，９５ ℃、５
ｓ，６５ ℃、５ ｓ，通过熔解曲线分析来检测 ＰＣＲ 扩增产

物质量，按 ２ － ΔΔＣｔ 法计算增殖相关基因相对比值。
特异性引物序列见表 １。
１． ３　 统计学处理 　 数据处理选用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８ư ０ 软件，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，Ｐ ＜
０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响 　 采用

ＣＣＫ⁃８ 法测定 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响。
与 ０、１、２ư ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，５、１０、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组在 ４
ｈ 细胞活力均出现了不同程度的降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）。
与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组细胞活力升高，
而 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 细胞活力持续下降，细胞活力在 １２ ｈ
达到峰值。 在 ４８ ｈ，相较于 １０、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组，５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞活力较高，且细胞活力超过 ５０％ 。
因此，选择 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 药物浓度构建体外 ＡＰＡＰ 诱导

的 ＡＬＩ 模型。 见图 １。

表 １　 目的基因引物序列

引物名称 引物序列（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧＧ

Ｒ：ＡＣＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｆ：ＴＧＡＣＴＧＣＣＧＡＧＡＡＧＴＴＧＴＧＣ

Ｒ：ＣＴＣＡＴＣＣＧＣＣＴＣＴＧＧＣＡＴＴ
ＰＣＮＡ Ｆ：ＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＧＣＴＣＴＣ

Ｒ：ＡＧＣＴＧＴＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＴＧＡＧＡＣ
ＩＬ⁃６ Ｆ：ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ

Ｒ：ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ
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图 １　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响

同浓度、不同时间组内比较：∗ Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ０ư ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ２　 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞中 ＩＬ⁃６ 浓度的影响　
在预实验中，使用了 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测量 ＩＬ⁃６ 浓度，
０、４、１２、２４、４８ ｈ ＩＬ⁃６ 浓度分别为 ０、１ư ７９４、２ư ２６４、
１ư ６５８、１ư ０８６ ｐｇ ／ ｍｌ（Ｆ ＝ ５６０ư ６）。 见图 ２。

图 ２　 ＡＰＡＰ 对 ＡＭＬ１２ 细胞中 ＩＬ⁃６ 浓度的影响

与 ０ ｈ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；各时间组两两比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ３　 ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响　 根据说

明书介绍，抑制重组小鼠 ＩＬ⁃６（０ư ２５ ｎｇ ／ ｍｌ）诱导的

细胞增殖需要的中和抗体浓度，５０％ 中和作用浓度

通常为 ０ư ００５ ～ ０ư ０２５ μｇ ／ ｍｌ，为筛选合适的 ＩＬ⁃６ 中

和抗体浓度，设计 ５ 个不同浓度梯度 ０、０ư ０１、０ư １、
１、１０ μｇ ／ ｍｌ，作用细胞 ４８ ｈ，观察细胞活力。 与 ０
μｇ ／ ｍｌ 组比较，０ư ０１ μｇ ／ ｍｌ 组细胞活力 （９６ư ９３ ±
３ư ３３）％ ，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５），对细胞增

殖无明显抑制作用；０ư １、１、１０ μｇ ／ ｍｌ 组细胞活力分

别为（９４ư ３３ ± ２ư ６９）％ 、（９４ư ５２ ± ６ư ９４）％ 、（９４ư ５９
± ６ư ６５）％ ，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５），此 ３ 组

间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５），故选取 ０ư ０１ μｇ ／

ｍｌ 浓度进行后期实验。 见图 ３。

图 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞活力的影响

与 ０ μｇ ／ ｍｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ４ 　 ＡＰＡＰ、 ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 等蛋白表达的影响　 选取 ０、４、１２、２４、
４８ ｈ 时间点，了解 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＨＧＦ 等蛋白的

表达情况。 与 ＡＰＡＰ 处理细胞其他时间点比较，４ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白水平最高，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＰＣ⁃
ＮＡ、ＨＧＦ 蛋白水平最高，差异均有统计学意义（Ｆ ＝
７００ư ８０、２ ０１６ư ００、１４ư ４８）（图 ４Ａ、Ｆ、Ｇ、Ｈ）。

为探索 ＩＬ⁃６ 在 ＡＬＩ 后过程中的作用，在预定的

时间点观察 ＩＬ⁃６Ａｂ 在肝损伤后不同阶段对肝细胞

增殖过程的调控作用。 根据前期实验结果，在 ４ ｈ
检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白水平，１２ ｈ 检测

ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 再生相关指标的蛋白水平。 与 ＮＣ 组比

较，ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 蛋白

表达差异均无统计学意义，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋

白水平表达升高（图 ４Ｂ），４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋

白水平表达减低（图 ４Ｃ），与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，４ ｈ
ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达均降

低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２４８ư ７、１ ８０５ư ０）（图 ４Ｉ、
Ｊ）。 与 ＮＣ 组比较，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＰＣＮＡ 蛋白水平表

达升高（图 ４ Ｄ），ＨＧＦ 蛋白水平表达升高（图 ４Ｅ），
与 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，１２ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ＰＣ⁃
ＮＡ、ＨＧＦ 蛋白表达均降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝
１１０ư ３０、３７ư ８４）（见图 ４ Ｋ、Ｌ）。
２． ５ 　 ＡＰＡＰ、 ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞中 ＩＬ⁃６、Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ ｍＲＮＡ 的影响　 为探索 ＩＬ⁃６ 在 ＡＬＩ
后过程中的作用，选取 ０、４、１２、２４、４８ ｈ 时间点，了
解 ＩＬ⁃６ 及 ＰＣＮＡ 等 ｍＲＮＡ 水平。 与 ＡＰＡＰ 处理

ＡＭＬ１２细胞其他时间点比较 ，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＩＬ⁃６、
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图 ４　 ＡＰＡＰ、ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 等蛋白表达的影响

Ａ：ＡＰＡＰ 处理后不同时间点再生相关蛋白表达情况；Ｂ：ＡＰＡＰ 和（或） ＩＬ⁃６Ａｂ 处理 ４ ｈ，各处理组 ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达情况；Ｃ：ＡＰＡＰ
和（或）ＩＬ⁃６Ａｂ 处理 ４ ｈ，各处理组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达情况；Ｄ：ＡＰＡＰ 和（或）ＩＬ⁃６Ａｂ 处理 １２ ｈ，各处理组 ＰＣＮＡ 蛋白表达情况；Ｅ：ＡＰＡＰ 和（或）
ＩＬ⁃６Ａｂ 处理 １２ ｈ，各处理组 ＨＧＦ 蛋白表达情况；１：ＮＣ 组；２：４ ｈ ＡＰＡＰ 组；３：１２ ｈ ＡＰＡＰ 组；４：２４ ｈ ＡＰＡＰ 组；５：４８ ｈ ＡＰＡＰ 组；６：ＩＬ⁃６Ａｂ 组；７：４ ｈ

ＩＬ⁃６Ａｂ ＋ ＡＰＡＰ 组；８：１２ ｈ ＩＬ⁃６Ａｂ ＋ ＡＰＡＰ 组；与 ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；其他各处理组间比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

ＰＣＮＡ 、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平达高峰，差异均有统计

学意义 （Ｆ ＝ １５ư ０７、４１３ư ４０、６６ư ２９，Ｐ ＜ ０ư ０５） （图

５Ａ、Ｂ、Ｃ）。 与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６
Ａｂ 组 ＰＣＮＡ 、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平降低，差异均有

统计学意义（Ｆ ＝ ８８ư １２０、５ư ６７１，Ｐ ＜ ０ư ０５） （图 ５Ｄ、
Ｅ）。

３　 讨论

　 　 ＩＬ⁃６ 是一种多功能性细胞因子，通过调节适应

性免疫，对炎症、肝再生、抗感染等具有多种作

用［５］。 炎症在肝脏疾病的触发、进展及预后中扮演

了重要作用。 有研究［４］ 报道药物诱导的肝细胞损

伤会引发炎症级联反应或免疫反应。 体内研究显

示，ＡＰＡＰ 过量时肝小叶发生中心性坏死，坏死细胞

释放促炎物质引起急性炎症反应从而导致二次损

伤。 细胞水平研究显示，ＡＰＡＰ 起初诱导肝细胞死

亡，后激活固有免疫触发炎症反应从而促进受损肝

脏再生。 ＤＩＬＩ 动物模型研究表明炎症在早期阶段

诱导肝损伤，而后期阶段则促进肝脏再生［７］。 ＩＬ⁃６
介导的信号通路对早期肝损伤以及再生过程的进展

和维持至关重要。 目前关于 ＤＩＬＩ 后细胞水平上肝

再生过程研究尚少，体外实验［８］表明，ＩＬ⁃６ 对细胞炎

症反应无明显调控作用。
炎性细胞因子通过激活一系列转录因子调控细

胞周期，从而促进细胞增殖［９］。 细胞周期包括 Ｇ１、
Ｓ、Ｇ２、Ｍ 和 Ｇ０ 期 。 ＩＬ⁃６ 促 进 肝 细 胞 从 Ｇ０ 过 渡 到
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图 ５　 ＡＰＡＰ、ＩＬ⁃６Ａｂ 对 ＡＭＬ１２ 细胞中 ＩＬ⁃６、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ ｍＲＮＡ 的影响

Ａ、Ｂ、Ｃ：ＡＰＡＰ 处理 ＡＭＬ１２ 细胞加药后 ＩＬ⁃６、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平；Ｄ、Ｅ：ＡＰＡＰ 和（或） ＩＬ⁃６Ａｂ 处理 ４ ｈ，各处理组 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡ 水平；与 ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＡＰＡＰ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

Ｇ１ 和 Ｓ 期，其对肝细胞的直接作用导致 ＳＴＡＴ３ 二聚

化和核移位。 在细胞核中，ＩＬ⁃６ 激活与有丝分裂相

关的早期基因，其靶向作用于 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 ｐ２１ 分子

调节肝细胞增殖，保护细胞免受氧化应激反应、减少

细胞死亡。 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 在细胞由 Ｇ１ 进入 Ｓ 期的过程

中发挥重要作用，其表达仅受 ＳＴＡＴ３ 调控。 在 Ｇ１

早期，ＣｙｃｌｉｎＤ１ 水平升高，后急剧下降，这与大多数

细胞中 Ｓ 期的开始相吻合。 ＰＣＮＡ 在 Ｓ 期表达升

高，其表达与 Ｇ１ ／ Ｓ 中的增殖峰值紧密相关，并在细

胞周期结束时降低［１０］。 ＰＣＮＡ 和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 之间的

相互作用可阻止 Ｇ１ 期 ＤＮＡ 的提前合成。 在 Ｇ１ 向

Ｓ 期转变过程中，ＣｙｃｌｉｎＤ１ 水平降低引起 ＰＣＮＡ 从

复合物中释放，并导致染色体 ＤＮＡ 复制的启动［１１］。
该研究结果表明，ＡＰＡＰ 作用 ４ ｈ 后，５、１０、２０

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞活力均出现不同程度的降低，提示细

胞在 ４ ｈ 内出现损伤，这一结果与 Ｐｒｅｅｔｉ ｅｔ ａｌ［１２］ 研
究结果相符。 ＡＰＡＰ 给药 １２ ｈ 细胞活力达到峰值，
推测细胞在 １２ ｈ 出现了损伤后的再生，而 ２４ ｈ 和

４８ ｈ 细胞活力持续下降，这可能与药物持续作用于

细胞导致损伤超过细胞再生的能力有关，且培养基

中的营养物质逐渐消耗及有害物质积累。 ０、４、１２、
２４、４８ ｈ ＩＬ⁃６ 浓度均较低，但呈现出浓度差异的变

化，推测较低浓度的 ＩＬ⁃６ 即可引起肝细胞后续的再

生反应。 在 ＣＣＫ⁃８ 实验筛选合适的 ＩＬ⁃６ Ａｂ 作用浓

度时，与 ０ μｇ ／ ｍｌ 组比较，０ư ０１ μｇ ／ ｍｌ 组细胞存活率

为（９６ư ９３ ± ３ư ３３）％ ，提示 ０ư ０１ μｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃６ Ａｂ 对正

常细胞无明显影响。
此外，ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 蛋白水平在 １２ ｈ 最高，其升

高时间与 ＣＣＫ⁃８ 细胞活力变化趋势一致。 而 Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１ 蛋白水平在 ４ ｈ 最高，其表达时间先于 ＰＣ⁃
ＮＡ、ＨＧＦ，这一结果与细胞周期蛋白的时间差异性

程序性表达理论相符。 有报道［１３］ 指出，在阿霉素药

物体外刺激细胞增生模型中，细胞内 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白

水平在 ４、８ ｈ 升高，至 １２ ｈ 恢复到基线水平，这一结

果与该研究结果相似，据此推测细胞再生的时间点

可能在 １２ ｈ。 ＨＧＦ 通过激活继发性或延迟性基因

应答，刺激 ＤＮＡ 复制并诱导肝细胞增殖［１４］。 与 ＮＣ
组比较，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白水平稍减低，与
４ ｈ ＡＰＡＰ 组相比，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组表达减低；
与 ＮＣ 组比较，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 蛋白水平

升高，与 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，１２ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组

表达减低。 各组比较，ＳＴＡＴ３ 总蛋白无改变；与 ＮＣ
组比较，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达升高，与 ４ ｈ
ＡＰＡＰ 组比较，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组表达减低，表
明 ＩＬ⁃６ Ａｂ 通过中和 ＩＬ⁃６ 从而抑制了 ＳＴＡＴ３ 磷酸

化。 据此推测 ＩＬ⁃６ Ａｂ 通过中和 ＩＬ⁃６ 不会改变

ＳＴＡＴ３ 总蛋白水平，但是能减低 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平，从
而抑制肝再生相关蛋白的表达。

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验表明，在 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组，ＩＬ⁃６、ＰＣ⁃
ＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平达高峰，提示 ＩＬ⁃６ 可能在

此时驱动了细胞周期的进展，促进细胞 ＤＮＡ 合成，
为细胞分裂活动做准备。 与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组比较，４ ｈ
ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平降

低。 以上结果表明， ＩＬ⁃６ Ａｂ 通过中和 ＩＬ⁃６ 抑制

ＳＴＡＴ３ 磷酸化，进而降低再生相关基因表达水平。
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