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ＩＬ６诱导鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞分泌 ＩＬ１０的机制研究
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［摘　要］　目的　探讨ＩＬ６诱导鼻咽癌ＣＮＥ２细胞分泌ＩＬ１０的分子机制。方法　ＩＬ６体外刺激鼻咽癌细胞系ＣＮＥ２细胞，
或加入抗ＩＬ６受体的抗体和信号通路抑制剂预孵育１ｈ，ＩＬ６再进行刺激，ＲＴＰＣＲ检测ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达水平，酶联免疫吸附试
验检测细胞培养上清中ＩＬ１０的分泌水平。结果　与未刺激组相比，ＩＬ６刺激的ＣＮＥ２细胞显著上调ＩＬ１０的表达和分泌，差异具
有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），并以剂量和时间依赖的方式增加；加入抗ＩＬ６受体的抗体或ＮＦκＢ抑制剂预孵育后，ＩＬ６刺激
ＣＮＥ２细胞表达和分泌ＩＬ１０的水平显著下降，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而ＰＩ３Ｋ抑制剂、ｐ３８／ＭＡＰＫ抑制剂、ＪＮＫ
抑制剂、ＳＴＡＴ３抑制剂和ＭＥＫ１／２抑制剂对ＩＬ６诱导的ＩＬ１０表达和分泌水平则无明显的影响。结论　ＩＬ６经 ＩＬ６Ｒ／ＮＦκＢ信号
诱导ＣＮＥ２细胞分泌ＩＬ１０，抑制ＩＬ６信号有助于鼻咽癌的临床免疫治疗。
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　　白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）作为经典的促
炎症细胞因子，可介导组织局部微环境及全身的炎症

免疫应答，在感染性疾病、自身免疫性疾病以及肿瘤的

发生发展中起着重要作用［１２］。有文献证实，在肿瘤中

ＩＬ６的表达和分泌水平明显增加，并通过其相应的受
体直接作用于肿瘤细胞，诱导其分泌基质金属蛋白或

上皮间质化，从而有利于肿瘤细胞的增殖和转移［３４］。

此外，ＩＬ６还可以作用于初始 ＣＤ４＋细胞，诱导其分化
成熟为Ｔｈ１７细胞，进而通过其效应因子 ＩＬ１７促进肿
瘤细胞分泌促血管因子 ＶＥＧＦＡ，诱导新生血管的形
成［５］。然而，ＩＬ６在肿瘤中的生物学特性仍未完全阐
明。早期研究发现，ＩＬ６能够诱导免疫调节性细胞因
子ＩＬ１０的表达［６］，提示 ＩＬ６可经 ＩＬ１０参与介导免
疫抑制微环境的形成。在鼻咽癌中，肿瘤细胞可高表

达ＩＬ６的受体并分泌ＩＬ１０［７８］。基于ＩＬ１０在肿瘤免
疫抑制中的主导地位，那么，ＩＬ６是否能够诱导鼻咽癌
细胞产生ＩＬ１０，进而影响肿瘤的进程呢？本研究拟体
外培养鼻咽癌细胞系 ＣＮＥ２细胞并利用 ＩＬ６进行刺
激，探讨 ＩＬ６是否参与诱导鼻咽癌细胞分泌 ＩＬ１０，并
初步阐明其可能的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
重组人细胞因子 ＩＬ６购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，

ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自深圳达科为公司，抗ＩＬ６Ｒ
抗体购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，ｍＲＮＡ提取试剂盒购自
美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂盒和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自日本 Ｔｏｙｏｂｏ公司，ＮＦκＢ
抑制剂（ＢＡＹ１１７０８２）、ＰＩ３Ｋ抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、
ｐ３８／ＭＡＰＫ抑 制 剂 （ＳＢ２０３５８０）、ＪＮＫ 抑 制 剂

（ＳＰ６００１２５）、ＭＥＫ１／２抑制剂（Ｕ０１２６）和 ＳＴＡＴ３抑制
剂（ＦＬＬＬ３２）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ＤＭＳＯ
购自美国Ｓｉｇｍａ公司（所有抑制剂均用 ＤＭＳＯ进行溶
解），ＲＰＩＭ１６４０培养基、胎牛血清以及胰酶均购自美
国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＰＢＳ购自北京中杉金桥生物技术有
限公司。人鼻咽癌细胞系 ＣＮＥ２细胞购自中国科
学院。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＣＮＥ２细胞用含１０％胎牛血清

的１６４０培养基置于３７℃、５％的 ＣＯ２培养箱中进行
培养。

１．２．２　细胞刺激　　ＣＮＥ２细胞以５×１０５个／孔铺
于１２孔板中，加入不同浓度的重组人细胞因子 ＩＬ６
进行刺激（０、０．１、１、１０ｎｇ／ｍＬ），或加入５μｇ／ｍＬ的抗
ＩＬ６Ｒ抗体或 １０μＭ的 ＢＡＹ１１７０８２（ＮＦκＢ组）、
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ组）、ＳＢ２０３５８０（ｐ３８／ＭＡＰＫ组）、
ＳＰ６００１２５（ＪＮＫ组）、Ｕ０１２６（ＭＥＫ１／２组）、ＦＬＬＬ３２
（ＳＴＡＴ３组）或 ＤＭＳＯ（与抑制剂中的 ＤＭＳＯ含量相
当，ＤＭＳＯ组）以及培养基（对照组）预孵育１ｈ，然后
清洗掉孔中的培养基，再加入新的１６４０培养基并利用
１０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ６进行刺激，收集 ＣＮＥ２细胞及其培
养上清，用于ＲＴＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１０的水平。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ　　ＣＮＥ２细胞经 ＲＮＡ提取试剂盒
抽提ｍＲＮＡ并逆转录成 ｃＤＮＡ，然后分别利用ＩＬ１０的
引物对（上游引物：５’ＡＧＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＣＣＣＴＣＡＧＧＣ３’，
下游引物：５’ＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＴ３’）和βａｃｔｉｎ
的引 物 对 （上 游 引 物：５’ＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧ
ＧＡＧＴＣＣ３’，下游引物：５’ＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴ
ＧＣＧＧ３’）进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件为：９５℃预
变性３０ｓ，然后以９５℃变性５ｓ，６０℃退火５ｓ，７２℃
延伸３０ｓ的模式反应４０个循环，使用 ＩＱ５定量 ＰＣＲ
仪上的软件，以 βａｃｔｉｎ作为参考基因，采用２－△△Ｃｔ法
分析ＩＬ１０的表达差异。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ　　根据ＩＬ１０的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒操
作指南，检测ＣＮＥ２细胞培养上清中的ＩＬ１０水平。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据的处理和分析，数
据以均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用独立样本 ｔ检验
比较两组之间的差异，多组之间的比较采用单因素方

差进行分析并采用 Ｔｕｋｅｙ检验进行组内的比较。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有
极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ６诱导ＣＮＥ２细胞表达和分泌ＩＬ１０的检测
体外培养的ＣＮＥ２细胞经ＩＬ６刺激后，检测ＩＬ１０

的ｍＲＮＡ表达及分泌水平，结果显示：ＩＬ６不仅可以
刺激ＣＮＥ２细胞上调表达 ＩＬ１０（图１ａ），而且能够诱
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导ＩＬ１０的大量分泌（图２），且 ＩＬ１０的表达和分泌水
平随ＩＬ６刺激剂量的增加而增加。ＣＮＥ２细胞经ＩＬ６
刺激培养２４ｈ后，ＩＬ６刺激组（０．１、１、１０ｎｇ／ｍＬ）中
ＩＬ１０的水平分别是（３１．５±１２．３）、（６２．６±２３．５）、
（１５１．４±２５．２）ｐｇ／ｍＬ，而未刺激组中 ＩＬ１０的水平是
（２６．７±１１．２）ｐｇ／ｍＬ。进一步利用１０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ６
刺激ＣＮＥ２细胞，并在不同的时间点检测 ＩＬ１０的表
达和分泌，结果发现：随着ＩＬ６刺激时间的延长，ＩＬ１０
的ｍＲＮＡ表达及分泌水平也逐渐增加（图１ｂ、表１），由
此提示ＩＬ６可诱导鼻咽癌ＣＮＥ２细胞上调表达并分泌
免疫调节性细胞因子ＩＬ１０，且具有剂量和时间依赖性。

ａ：ＩＬ６在不同浓度（０、０．１、１、１０ｎｇ／ｍＬ）下刺激ＣＮＥ２细胞２４ｈ
后ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达水平；ｂ：１０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ６在不同时间点
刺激ＣＮＥ２细胞表达 ＩＬ１０的 ｍＲＮＡ水平　：Ｐ＜０．０５；
＃：Ｐ＜０．０１
图１　ＩＬ６刺激ＣＮＥ２细胞表达ＩＬ１０的ｍＲＮＡ水平比较

：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图２　ＩＬ６刺激ＣＮＥ２细胞分泌ＩＬ１０的水平比较

表１　不同时间的 ＩＬ６（１０ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＣＮＥ２细胞分泌
ＩＬ１０的水平比较（ｐｇ／ｍＬ）

时间　　　　　 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

未刺激组　　　 ２４．１±８．５ ２１．６±１２．２ ２６．２±１１．８ ２８．５±１４．２

ＩＬ６（１０ｎｇ／ｍＬ） ２５．２±１２．７ ５５．４±１０．６ １０８．９±１８．２＃ １４６．７±２０．７＃

：与第０ｈ及第６ｈ未刺激组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与未刺激组及
第６ｈ刺激组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　ＩＬ６经 ＩＬ６Ｒ／ＮＦκＢ信号途径参与调控 ＩＬ１０
的分泌

根据ＩＬ６可诱导 ＣＮＥ２细胞分泌 ＩＬ１０，我们进
一步探讨其可能的机制。结果显示：在 ＩＬ６刺激的条
件下，若加入抗ＩＬ６Ｒ抗体阻断 ＩＬ６与其相应受体结
合，ＩＬ１０的表达和分泌显著下降，差异具有极显著性
统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图３。此外，利用 ＮＦκＢ抑
制剂 ＢＡＹ１１７０８２、ＰＩ３Ｋ抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、ｐ３８／
ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ＭＥＫ１／２抑制剂 Ｕ０１２６、ＪＮＫ
抑制剂 ＳＰ６００１２５和 ＳＴＡＴ３抑制剂 ＦＬＬＬ３２进行预处
理，结果发现，在 ＩＬ６刺激的条件下，ＮＦκＢ抑制剂
ＢＡＹ１１７０８２组中ＩＬ１０的表达和分泌水平显著低于未
加抑制剂组，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），
见图４。而加入其他抑制剂组则与未加抑制剂或 ＤＭ
ＳＯ组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。由此提示
ＩＬ６通过 ＩＬ６Ｒ／ＮＦκＢ信号通路诱导 ＣＮＥ２细胞分
泌ＩＬ１０。

ａ：抗ＩＬ６Ｒ抗体阻断后对ＩＬ６诱导ＣＮＥ２细胞表达ＩＬ１０ｍＲ
ＮＡ水平的影响；ｂ：抗 ＩＬ６Ｒ抗体阻断后对 ＩＬ６诱导 ＣＮＥ２细
胞分泌ＩＬ１０的影响　：Ｐ＜０．０１
图３　抗 ＩＬ６Ｒ抗体阻断后对 ＩＬ６诱导 ＩＬ１０表达和分泌的

效果

３　讨论

目前，ＩＬ６在肿瘤中的生物学功能得到广泛的研
究和探讨［９］。文献报道肿瘤微环境中恶变的上皮细

胞、成纤维细胞以及多个炎症免疫细胞均可上调诱导

ＩＬ６的表达，而ＩＬ６则进一步通过其相应的受体以自
分泌或旁分泌的方式发挥促肿瘤功能［１０１１］。一方面，
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ａ：ＮＦκＢ抑制剂ＢＡＹ１１７０８２、ＰＩ３Ｋ抑制剂Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、ＪＮＫ抑
制剂 ＳＰ６００１２５、ｐ３８／ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ＭＥＫ１／２抑制剂
Ｕ０１２６和ＳＴＡＴ３抑制剂 ＦＬＬＬ３２预处理对 ＩＬ６诱导 ＣＮＥ２细
胞表达 ＩＬ１０ｍＲＮＡ水平的影响；ｂ：ＮＦκＢ抑制剂 ＢＡＹ１１
７０８２、ＰＩ３Ｋ抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、ＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５、ｐ３８／
ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０、ＭＥＫ１／２抑制剂Ｕ０１２６和ＳＴＡＴ３抑制

剂ＦＬＬＬ３２预处理对ＩＬ６诱导ＣＮＥ２细胞分泌ＩＬ１０的影响　

：与未刺激组和ＮＦκＢ组比较，Ｐ＜０．０１
图４　不同信号通路抑制剂对 ＩＬ６诱导 ＩＬ１０表达和分泌的

比较

ＩＬ６可直接增强肿瘤干细胞的干性特征，促进肿瘤细
胞的存活和转移；另一方面，ＩＬ６能够诱导其他炎症因
子的释放，进而级联放大 ＩＬ６的促炎作用，导致肿瘤
的不断进展［１２］。鼻咽癌及其他癌症患者外周血中的

ＩＬ６水平显著增加，并与患者的疾病进展呈显著正相
关，而患者经放射治疗后血清中的 ＩＬ６则明显下
降［１３１５］，提示ＩＬ６很可能与鼻咽癌的发生发展密切相
关。然而，ＩＬ６在鼻咽癌中的生物学功能特别是其抗
肿瘤免疫抑制的作用机制尚未完全阐明。

本研究发现，ＩＬ６刺激 ＣＮＥ２细胞后可检测到
ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达和蛋白分泌水平显著增加，并随
着其刺激剂量的增加或者刺激时间的延长而增加，其

诱导ＣＮＥ２细胞表达和分泌ＩＬ１０的水平也逐渐增加。
因此，这些结果表明ＩＬ６不仅可以调控细胞因子ＩＬ１０

的转录，而且能够介导ＩＬ１０转录后的翻译。基于ＩＬ１０
已被公认为免疫抑制性的细胞因子，能够诱导免疫抑

制性Ｔ细胞的产生并抑制效应性 Ｔ细胞的抗肿瘤功
能［１６１７］，由此表明ＩＬ６不仅利用其诱导组织炎症的能
力促使上皮细胞发生炎癌转化，而且可以诱导 ＩＬ１０
的分泌促使抗肿瘤免疫的下降，进一步放大其促瘤作

用。那么，ＩＬ６诱导 ＣＮＥ２细胞表达和分泌 ＩＬ１０的
机制是什么呢？ＩＬ６Ｒ是传递 ＩＬ６信号的唯一受体，
当ＩＬ６与细胞膜表面的 ＩＬ６Ｒ结合后，可与细胞内的
ｇｐ１３０亚基形成复合物，进而激活下游级联信号［１８］。

早期的研究已经证实，ＩＬ６Ｒ可表达于 ＨＮＥ１、ＨＯＮＥ１
及ＣＮＥ１等多个鼻咽癌细胞系表面［７］，ＩＬ６与这些细
胞表面相应的 ＩＬ６Ｒ结合后，能够诱导金属基质蛋白
酶ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达和分泌，进而降解细胞外基
质成分，有助于鼻咽癌细胞的侵袭与远端转移。然而，

ＣＮＥ２鼻咽癌细胞系是否表达ＩＬ６Ｒ并经此调控 ＩＬ６
的生物学功能并不清楚。因此，本研究利用抗 ＩＬ６Ｒ
的抗体阻止 ＩＬ６与其相结合，结果观察到 ＩＬ６刺激
ＣＮＥ２细胞表达和分泌 ＩＬ１０的水平显著下降。基于
ＩＬ６Ｒ是ＩＬ６的唯一受体，由此提示 ＣＮＥ２细胞表达
ＩＬ６Ｒ，可用于体外研究 ＩＬ６对鼻咽癌细胞的生物学
作用。

目前，已有文献报道ＩＬ６与ＩＬ６Ｒ结合后，多个信
号通路转录因子参与介导其下游的生物学调控［１９２０］。

那么，ＩＬ６是通过什么信号途径诱导 ＣＮＥ２表达和分
泌ＩＬ１０呢？因此，本研究分别加入多个信号转录途
径的抑制剂对 ＣＮＥ２细胞进行处理，结果发现在 ＩＬ６
的刺激下，预先加入 ＮＦκＢ信号抑制剂ＢＡＹ１１７０８２
的处理组中，ＣＮＥ２细胞表达和分泌 ＩＬ１０的水平显
著低于未加信号抑制剂组，而 ＰＩ３Ｋ抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎ
ｎｉｎ、ｐ３８／ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ＳＴＡＴ３抑制剂
ＦＬＬＬ３２、ＭＥＫ１／２抑 制 剂 Ｕ０１２６和 ＪＮＫ 抑 制 剂
ＳＰ６００１２５处理组中ＩＬ１０的表达和分泌水平则与未加
抑制剂组无明显差异，由此证实 ＩＬ６与其相应的受体
ＩＬ６Ｒ结合后，可激活 ＮＦκＢ信号，进而诱导 ＩＬ１０的
转录和翻译。其他信号通路包括 ＰＩ３Ｋ、ＳＴＡＴ３、
ｐ３８／ＭＡＰＫ、ＭＥＫ１／２和ＪＮＫ等被报道可被 ＩＬ６激活，
但是这些信号很可能不参与调控ＩＬ６诱导ＩＬ１０的表
达和分泌。因此，尽管ＩＬ６可经其受体活化多个下游
信号通路，调控大量的基因进行转录和翻译，但是针对

某一个特定基因如ＩＬ１０的表达很可能由单一的信号
转录因子参与介导，而并非多个信号同时参与转录调

控其表达和分泌。在肿瘤组织中，ＩＬ１０是经典的抗肿
瘤免疫抑制性因子，ＩＬ１０的大量分泌可导致抗肿瘤免

６６１ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



疫细胞的功能显著下降，进而有利于肿瘤细胞的免疫

逃逸。因此，在鼻咽癌中，ＩＬ６可能通过刺激鼻咽癌细
胞上调表达和分泌ＩＬ１０，参与诱导鼻咽癌抗肿瘤免疫
抑制微环境的形成，进而促进鼻咽癌的不断进展。

综上，ＩＬ６可通过 ＩＬ６Ｒ及其下游 ＮＦκＢ信号途
径诱导鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞表达和分泌 ＩＬ１０，进而导
致抗肿瘤免疫抑制的形成。因此，本研究为全面阐明

ＩＬ６在鼻咽癌微环境中的促瘤作用提供了新的实验证
据，并将为临床设计靶向阻断鼻咽癌中 ＩＬ６的肿瘤免
疫治疗提供新思路。
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