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白介素．6在人结肠癌LoVo细胞奥沙利铂耐药中的作用

魏培1，黄洁鑫2，张矣桐2，李 娟2，刘安定2，周雪峰2，林逸伟2，王志勇1，2 (广东医科大学
1．分子诊断重点实验室；2．医学检验学院，广东东莞523808)

摘要：目的探讨白介素．6(IL一6)在人结肠癌细胞株奥沙利铂fL—OHP)耐药中的作用。方法通过L．OHP诱导建立

人结肠癌L．OHP耐药细胞株LoVo／L．OHP，分别用MTT法、免疫荧光及蛋白印迹检测细胞生长、IL．6表达。L—OHP联合

IL．6或IL．6R抗体作用后，MTT法和克隆形成实验检测细胞增殖。结果与LoVo细胞相比，LoVo／L．OHP细胞的耐药指

数为10．4，IL．6表达上调。阻断IL．6可增强L．OHP对耐药细胞的杀伤作用，但阻断IL．6R后耐药细胞对L—OHP敏感性无

明显改变。结论IL．6过表达与LoVo细胞L—OHP耐药相关，阻断IL-6而非IL一6R可增强耐药细胞对L—OHP敏感性。
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Role of IL-6 in oxaliplatin—resistant LoVo human colon cancer cells
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Abstract：Objective To investigate the role of IL-6 in oxaliplatin fL—OHP)·resistant LoVo human colon cancer cells．

Methods L．0HP．resistant LoVb／L—OHP cells were established by L一0HP induction，and cell growth and IL-6 expression

were detected bv MTT assay,immunofluorescence and Western blot．respectively．After treated with L-OHP and IL一6 or IL·6R

antibody,cell proliferation was determined by MTT and colony forming assays．Results Compared with LoⅦcells．resis—

tance index against L—OHP was 1 0．4 fold．and IL一6 expression was upregulated in LoVb／L-OHP cells．IL-6 blockade enhanced

the killing effeCt of L．OHP on the resistant cells．but IL．6R blockade had no impact．Conclusion IL一6 overexpression iS

associated with L．OHP resistance in Lovo cells．IL一6 blockade．but not IL．6R。can increase the sensitivity of resistant cells to

L．0HP．

Key words：IL一6：oxaliplatin；chemotherapy resistance；colon cancer cell

结肠癌是发病率以及病死率均较高的恶性肿

瘤[卜2]，严重威胁人类健康。多数结肠癌患者是因为

肿瘤的并发症才被发现，就诊时多为3～4期，不宜进

行手术切除，故化疗仍是临床结肠癌主要的治疗手

段[31。L．OHP是有高危复发患者和淋巴结转移患者

的首选化疗药物，但其应用受到肿瘤耐药性的严重

制约，因此逆转肿瘤耐药已成为提高L．OHP疗效的

关键。近年研究发现，炎性因子在肿瘤细胞耐药中

起着重要作用。IL一6是一种重要的炎性因子，其高

表达及异常信号通路与结直肠癌预后密切相关【4】。
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已有研究表明，IL．6信号通路活化与结肠癌L．OHP

耐药相关[51，但IL．6所介导的信号通路中涉及分子较

多，其在肿瘤耐药中的作用是否一致仍不清楚。本

研究通过体外L—OHP作用人结肠癌LOVO细胞后建

立其耐药株，检测IL一6的表达水平；并通过使用中

和性抗体阻断IL一6及其受体，以分析IL一6在LOVO细

胞L—OHP耐药中的作用。
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1．1细胞和试剂

人结肠癌LOV0细胞株购自南京恩晶生物公

司；DMEM培养基及胎牛血清购自美国Gibco公司；

L—OHP购白大连美仑生物公司；小鼠抗人IL．6及IL一

6R中和性抗体购自美国R&D公司，MTT细胞增殖试

剂盒购自南京凯基生物公司；用于检测的兔抗人IL一

6抗体及B—actin抗体购自恩晶生物公司；其它试剂均

为分析纯。

1．2细胞培养

人结肠癌LOV02m胞接种于含体积分数10％胎牛

血清的DMEM中，在37。C、5％C02的饱和湿度培养

箱中常规培养。

1．3细胞耐药诱导

对数生长期LOVO细胞以1×105个／mL密度接种

于培养瓶中，37。C、5％C02的饱和湿度培养箱中过

夜培养。预实验得到L—OHP对LOVO细胞的IC50为

(14．4q-2．3)mg／L，因此最初加入含0．7 mg／L(1／20x

IC50)L—OHP的培养液连续作用48 h，弃培养液；加

人不含L．OHP的新鲜培养液继续培养，待细胞恢复

正常生长后，再用相同质量浓度的L—OHP培养液再

次作用细胞48 h。如此反复换液、传代，直至观察

到细胞生长状态不受此质量浓度L—OHP影响。按此

方法逐步提高L—OHP的质量浓度(每次递增1／20

ICS0)，当细胞在含3．6 mg／L(1／4xlC50)L．OHP培养

液中稳定生长时，以含14．4 mg／L L．OHP(IC50)培养
液对细胞进行间断诱导，通过不断延长诱导时间(起

始时间为0．5 h，每次递增0．5 h)，最终获得可在含

14．4 mg／L L—OHP的培养液中稳定生长的LOVO／L．

0HP细J咆。

1．3耐药细胞形态观察

通过倒置相差显微镜观察亲本细胞与耐药细胞

的形态学差别。

1．4细胞生长曲线分析

分别取对数生长期的LOVO和LOvO／L．OHP细

胞，以1×103个／孑L接种到96孔培养板中f边缘孔用不

含细胞培养基填充)，细胞培养5 d，每天分别计数

2种细胞各3个孔的数量，取平均值，绘制细胞生长

曲线。

1．5免疫印迹

弃去培养液，用预冷PBS洗涤细胞，使用RIPA

裂解液冰上裂解细胞，BCA蛋白定量后于10％的

SDS．聚丙烯凝胶中进行电泳，之后湿转至PVDF膜

上，将膜按目的蛋白分子量切成小条，含5％脱脂奶

的PBST中室温封闭1 h，之后分别加AIL一6抗体(1：

500)及I]-actin抗体f1：2 000)4 oC孵育过夜。PBST洗

涤后加入HRP标记的兔抗小鼠二抗(1：5 ooo)室温孵
育l h。洗涤后经增强型化学发光显色法暗室曝光，

最后通过Quantity One软件对曝光条带进行灰度值分

析。

1．6免疫荧光

弃去培养液，加入1 mL 4％多聚甲醛溶液固定

15 min。去固定液，洗涤液洗3次后用封闭液封闭60

min，之后加入稀释的IL一6抗体(1：200)4℃孵育过

夜。洗涤3次后加入Dylight488标记的羊抗兔二抗(1：

800)避光孵育60 min。回收二抗，洗涤3次并经DAPI

染核，之后封片并在荧光显微镜下观察拍照。

1．7 MTT试验

分别取对数生长期的LOVO和LOVO／L．0HP细

胞，以1×103个／TL接种到96孔培养板中(边缘孔用不

含细胞培养基填充)，37℃、5％C02的饱和湿度培

养箱中过夜培养。在LOVO和LOVO／L—OHP细胞化

疗耐药性检测中，L—OHP和顺铂(cisplatin，DDP)分

别以10、5 mg／L为起始质量浓度，倍比稀释5个质量

浓度后作用72 h。在IL一6或IL一6R抗体联合L—OHP对

LOVO／L—OHP细胞的生长抑制检测中，分组处理及

加药质量浓度同克隆形成实验，处理时间为72 h。

之后每孑LDI]人50 txL MTT溶液，37℃孵育4 h，吸出

上清液，每孔加入150 gL DMSO，平板摇床摇匀后

于酶标仪读取A490值并计算细胞活力和耐药指数。

1．8克隆形成试验

LOVO／L—OHP_±M胞消化制备单细胞悬液，以每

100个／孑L密度接种于含37℃预温培养液的12；fL板

中，常规培养过夜。分组处理[PBS处理组、5 mg／L

对照抗体组、20 mg／L L—OHP组、5 mg／L IL一6抗体

组、5 mg／L IL．6R抗体组、IL．6或IL一6R抗体f2．5

mg／L)与L—OHP(IO mg／L)联合组)垢，于37℃、5％
C02的饱和湿度的细胞培养箱中培养观察。当出现

肉眼可见的细胞克隆时终止培养，弃培养基后用PBS

洗2次。然后加入4％多聚甲醛固定15 min后去固定

液，最后0．1％结晶紫染色15 min，流水洗去染色液

待空气干燥后计算克隆形成率。

1．8统计学处理

采用SPSSl3．0软件进行统计学处理，定量资料

以i±s表示，两组间比较采用t检验，多组间比较

采用完全随机设计的单因素方差分析(ANOVA)，其

中组间两两比较采用最小显著差法(LSD法)，若数据
不满足参数检验条件则采用秩和检验，以P<0．05为
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差异有统计学意义。

2结果

2．1 成功建立人结肠癌耐药细胞株LOv0／L—OHP

1 0个月后成功获得可在含14．4 mg／L L—OHP的培

养基中稳定生长的耐药细胞LOVO／L—OHP。倒置相

差显微镜下观察发现，与亲本细胞相比，耐药细胞

呈细长且多有分Y-(图I o生长曲线分析可知，2种细

胞培养I～5 d后，在各时间点耐药株细胞数目均较

亲本株低，提示LOVO／L．OHP细胞增殖变慢(表1)。

与LOVO'细胞相比，LOVO／I。一OItP细胞形态呈现

“细枝”样改变(200x)。

图l L0vO／L．OHP细胞与LOVO细胞性状的比较

表1不同时间点LOVO与LOVO／L．OHP细胞增殖

情况(吸光度)的比较 (i±J，n--4)

同一时间点，两种细胞比较：8P<0．05，bp<o．01

2．2 LOVO／L一0HP细胞对L—OHP的耐药能力增强

MTT检测结果显示，随着L．OHP作用质量浓度

的增加，其对亲本及耐药细胞的抑制效率逐渐增

加，但同一药物质量浓度下，L．OHP对LOVO／L—

OHP细胞的抑制率明显低于LOVO细胞。与L—OHP

对LOVO细胞IC50[(14．4±2．3)mg／L]相比，LOVO／

L．OHP细胞的IC50升高为(149．8±17．2)mg／L，耐药

指数为10．4(图2A)。此外，LOVO／L．OHP细胞对铂

类药物家族另一种药物DDP也显示出一定程度的耐

受性，耐药指数为4．61(图2B)。

表2 不同L．OHP质量浓度对LOv0和LOV0／L．OHP

细胞活力的影响 (i±s。％)

L—OHP质量浓度／(mg／L)n LOVO LOVO／L—OHP

同一L．OHP质量浓度下，两种细胞比较：ap<0．0l

表3不同DDP质量浓度对LOVO和ILOVO／L．OHP

细胞活力的影响 (Y+s，％)

同一DDP质量浓度下，两种细胞比较：。尸<0．叭

2．3 LOVO／L—OHP细胞高表达IL一6

蛋白印迹(图2A)检测结果显示，与LOVO细胞相

比，LOVO／L．OHP2III胞中IL．6表达水平升高(3．45±

0．48)倍，差异有统计学意义(P<0．01)。免疫荧光结

果也提示LOVO／L—OHP细胞中IL一6表达增强(图2B)。

A．免疫印迹；B．免疫荧光(400×)

图2两种细胞中IL一6的表达

]]
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表4 LOVO和LOVO／L．OHP细胞dgIL6相对表达量

的比较 (F±s，％)

与LOVO细胞比较：ap<0．01

2．4 阻断IL．6而非IL．6R增强L．OHP对LOVO／L—OHP

细胞的生长抑制

MTT(表5)及克隆形成试验(图3)检测结果显示，

与对照抗体细胞相比，IL．6抗体与IL一6R抗体均可抑

制LOVO／L．OHP细胞生长，与L．OHP单独作用相

比，联合使用IL一6中和性抗体可明显增强其对LOVO／

L—OHP细胞的生长抑制，但联用IL．6R抗体未能提高

LOVO／L—OHP细胞对L．OHP的敏感性。

瓣
IL一6

Ab+L一0HP

图3 克隆形成实验表明抑制IL．6增强L。OHP对LOVO／L．OHP细胞的生长抑制

表5 阻断IL6或IL6R对LOVO／L．OHP细胞活力

的影响 (7±s，％)

与对照IgG组比较：ap<0．05，bp<0．0 1；与L．OHP±g

比较：。P<0．05，dp<0．01

3讨论

化疗仍是结肠癌患者主要的治疗手段，其中L—

OHP是有高危复发患者和淋巴结转移患者的首选化

疗药物，但临床上许多肿瘤患者在经历了数次有效

的化疗后，最终难免复发、转移，其主要原因是肿

瘤细胞对L—OHP产生了耐药性，因此逆转肿瘤耐药

已成为提高L—OHP疗效的关键。建立耐药细胞株是

研究肿瘤耐药机制的重要手段之一，本实验通过体

外药物作用成功建立了人结肠癌耐L．OHP细胞株

LOVO／L—OHP，发现LOVO／L—OHP细胞形态及生长

速度较LOVO细胞均有明显改变；同时LOVO／L—

OHP细胞对另一铂类药物DDP也表现出一定程度的

耐药性。结合已有文献，我们分析交叉耐药性的出

现可能是由于结肠癌细胞对铂类药物的耐药机制起

码有部分是重叠的。本实验结果同时表明，与LOVO

IL一6R

Ab+L—OHP

细胞相比，LOVO／L．OHP细胞具有更高的IL．6表达

水平。这与Duan等【6】的研究结果类似，提示了IL．6

可能作为一个重要的交叉点，在肿瘤铂类药物耐药

中发挥作用。

近年研究发现，包括IL．6在内的炎性因子在肿

瘤细胞耐药中起着重要作用。IL一6介导活化的信号

通路可促进癌细胞生长、侵袭、血管形成及对抗药

物治疗[7．8]，而靶向IL．6信号通路可抑制多种肿瘤生

长并增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。如本课题

组前期研究发现抑制IL．6可增强卡铂对结肠癌细胞

LOVO的毒性作用【9]；Ying等【10】也发现IL．6R中和性

抗体可提高结肠癌细胞对5．氟尿嘧啶的敏感性；而

Spitzner等[1 1】贝0证实通过RNAi技术沉默IL．6下游分子

STAT3的活性后，多种化疗药物对结肠癌细胞的抑

制作用均明显增强。IL一6介导的信号通路涉及IL一6、

IL一6R(包括一个受体亚基和2个gpl30信号转导亚
基)以及下游众多激酶分子110】，虽然靶向其中任一重

要环节均可能增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，

但这些分子在LOVO／L—OHP细胞中的作用是否一致

仍未可知。本实验通过使用IL一6和IL一6R的中和性抗

体，发现阻断IL一6而不是IL．6R，可逆转LOVO／L．

0HP细胞的耐药性。对于此结果，我们推断耐药细

胞在适应L—OHP作用的过程中，可能逐渐发生了IL．

6-b其它因子共用受体的信号模式来应对生存压力，

Lee等【13】通过研究发现的“IL一6与FGFs公用受体”的

现象，也在一定程度上说明我们推测的可靠性。但

LOVO／L—OHP细胞中是否真的存在这种信号传递方

式，还需我们进一步的实验证明。
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总之，本实验通过建立结肠癌L—OHP耐药细胞

株LOVO／L．OHP，初步探讨了IL．6在其中的可能作

用。不仅揭示了肿瘤细胞对铂类药物耐药机制的复

杂性，更为重要的是指出靶向IL．6而非其受体可作

为L．OHP治疗结肠癌的有效补充。
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