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摘要 目的 探讨鼠白介素 6 受体融合蛋白( mIL-6ＲFP) 在

BALB /c 小鼠日本血吸虫感染模型中对肝细胞的保护作用。

方法 通过亲和层析方法获得可阻断白介素-6 ( IL-6 ) 的

mIL-6ＲFP，经人类肝癌细胞( HepG2) IL-6 刺激及阻断实验检

测纤维蛋白原( fibrinogen，FGG) 和结合珠蛋白( haptoglobin，

HP) 的 mＲNA 表达变化，体外验证重组蛋白 mIL-6ＲFP 的生

物活性。建立 BALB /c 小鼠日本血吸虫感染模型，于感染第

24 天起经尾静脉注射 mIL-6ＲFP，隔天注射每次 100 μg /只，

感染第 42 天剖杀小鼠。HE 染色法检测小鼠肝脏肉芽肿面

积，荧光定量 PCＲ 法检测小鼠肝组织 IL-1β、IL-13、肿瘤坏死

因子-α( TNF-α) 和趋化因子 1 ( CXCL1) 的 mＲNA 表达，连续

监测法检测小鼠肝功能指标谷丙转氨酶( ALT) 和谷草转氨

酶( AST) 。结果 HepG2 细胞实验显示 mIL-6ＲFP 可降低

IL-6 对该细胞的刺激作用，显著下调 FGG 和 HP 的表达( P
＜ 0. 05) 。在小鼠感染模型中阻断 IL-6 后，肝功能指标 ALT

和 AST 与溶剂对照组相比均显著下降( P ＜ 0. 05) ，肉芽肿病

变无显著性差异。结论 在 BALB /c 小鼠日本血吸虫感染

模型中 mIL-6ＲFP 可明显改善肝细胞功能，但对肉芽肿形成

未见明显作用。
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血吸虫病是一种严重危害人类健康的寄生虫

病，目前我国仍是日本血吸虫病流行最严重的国家

之一。血吸虫病主要致病机制是虫卵引起的肝脏肉

芽肿和纤维化［1］。白细胞介素-13 ( interleukin-13，

IL-13) 在 BALB /c 小鼠日本血吸虫感染模型肝脏肉

芽肿和纤维化的形成中发挥重要作用，感染鼠 IL-13
水平 明 显 升 高，阻 断 IL-13 后 纤 维 化 可 显 著 改

善［2 － 3］。细胞因子 IL-17 在 C57BL /6 小鼠日本血吸

虫感染模型肝脏肉芽肿的形成中也发挥重要作用，

感染鼠 IL-17 显著升高，采用中和抗体阻断 IL-17，

小鼠肝脏肉芽肿病变和肝功能损伤都显著减轻［4］。

有报道［5］指出在大鼠败血症模型中 IL-6 显著升高，

阻断 IL-6 可显著降低肝细胞损伤。此外，IL-6 在免

疫性疾病中可介导免疫损伤［6］。前期研究［4］显示

IL-6 在小鼠日本血吸虫感染模型中显著升高，但 IL-
6 在血吸虫病发病机制中的作用尚不明确。该研究

旨在探讨鼠白介素 6 受体融合蛋白( mouse interleu-
kin-6 receptor fusion protein，mIL-6ＲFP ) 在 BALB /c
小鼠日本血吸虫感染模型中对肝细胞的保护作用。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 主要试剂 低糖 DMEM 培养基、胎牛血清

和 M-MLV 逆转录酶购自美国 Invitrogen 公司; 重组

人白介素-6 ( recombinant human interleukin-6，rhIL-
6) 购自上海普欣生物技术有限公司; SYBＲ Premix
Ex Taq II 定量 PCＲ 试剂盒购自大连宝生物技术有

限公司; BCA 蛋白定量检测试剂盒、总蛋白提取试

剂盒购自上海生工生物工程有限公司; 谷丙转氨酶

( alanine aminotransferase，ALT) 检测试剂盒( 连续监

测法) 、谷草转氨酶( aspartate transaminase，AST) 检

测试剂盒( 连续监测法) 购自上海荣盛生物药业有

限公司; 引物合成由上海生工生物工程有限公司完

成; 重组蛋白 mIL-6ＲFP 由安徽医科大学病原生物

学教研室纯化获得; 质粒 pcDNA3． 1 携带鼠 IL-6 受

体融合蛋白基因序列( mIL-6ＲFP-pcDNA3． 1 ) 由美

国波士顿 Antagen 生物制药研究所高闻达教授惠

赠; 本研究所用其它试剂均为国产分析纯。
1． 1． 2 细 胞 株 及 实 验 动 物 人 类 肝 癌 细 胞

( HepG2) 购自中科院上海细胞库; SPF 级 BALB /c
小鼠，6 ～ 8 周龄，雌性，购自安徽省实验动物中心;

日本血吸虫感染阳性钉螺购自江苏省血吸虫病防治

研究所。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 mIL-6ＲFP 活性验证 取对数生长期 HepG2
细胞，接种于 6 孔板中，细胞癌度为 2. 5 × 105 /ml，2
ml /孔，完全低糖 DMEM( 含 10% FBS、100 IU /ml 双

抗) ，37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养 24 h。HepG2 细

胞饥饿处理，将完全低糖 DMEM 更换成不含血清的

低糖 DMEM，继续培养 24 h［7］，再将培养基更换成
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完全低糖 DMEM。参照文献［8］设置如下实验，正常

对照组不做任何特殊处理; IL-6 刺激组添加 rhIL-6，

使其 终 浓 度 为 100 ng /ml; IL-6 阻 断 组，rhIL-6 和

mIL-6ＲFP 以分子数之比为 1 ∶ 40 混合、37 ℃ 孵育

30 min 后将混合物添加到相应培养孔; 溶剂对照组

添加与 IL-6 阻断组等体积的蛋白溶剂。各组添加

相应试剂后继续培养 4 h，收集各孔细胞。以上实验

重复 3 次。
1． 2． 2 HepG2 细胞总 ＲNA 提取和 ＲT-PCＲ 6 孔

板中各组细胞用预冷的 PBS 洗 2 次，每孔加 TＲIzol
试剂 1 ml，反复吹打后转移到 1． 5 ml EP 管，提取总

ＲNA。采用 Nano Drop 仪器检测 ＲNA 浓度后，根据

M-MLV 逆转录酶说明书将总 ＲNA 逆转录成 cDNA。
按照 SYBＲ Premix Ex Taq II 定量 PCＲ 试剂盒的操

作步骤配制 ＲT-PCＲ 反应体系 20 μl，设置反应条

件，采用 GAPDH 作为本实验的内参，采用 2 － ΔΔCt 法

对 ＲT-PCＲ 数据进行分析，判断各组细胞纤维蛋白

原( fibrinogen，FGG) 和结合珠蛋白( haptoglobin，HP)

的 mＲNA 表达差异。本次及后续定量 PCＲ 实验所

需引物见表 1。

表 1 引物序列

基因 引物序列( 5’-3’)

hFGG F: TATTACCAAGGTGGCACTTACTC
Ｒ: CATTATCATAACCATTAGGAGTAGATG

hHP F: TCACGGATATCGCAGATGACG
Ｒ: CACATAGCCATGTGCAATCTCG

hGAPDH F: GGGAAGCTTGTCATCAATGGA
Ｒ: TCTCGCTCCTGGAAGATGGT

mIL-1β F: CTGAACTCAACTGTGAAATGC
Ｒ: TGATGTGCTGCTGCGAGA

mIL-13 F: CCTGGCTCTTGCTTGCCTT
Ｒ: GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA

mIL-17 F: ACCGCAATGAAGACCCTGAT
Ｒ: ACCGCAATGAAGACCCTGAT

mTNF-α F: ACTGGCAGAAGAGGCACTC
Ｒ: CTGGCACCACTAGTTGGTTG

mCXCL1 F: GGCTGGGATTCACCTCAA
Ｒ: AACCAAGGGAGCTTCAGG

mβ-actin F: AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
Ｒ: CAATAGTGATGACCTGGCCGT

h: 人类; m: 小鼠

1． 2． 3 实验动物模型及 IL-6 阻断 18 只 BALB /c
小鼠随机分成正常对照组、溶剂对照组和 IL-6 阻断

组。将感染了日本血吸虫的阳性钉螺置于 25 ～ 28
℃温水中，用白炽灯照射至尾蚴逸出，IL-6 阻断组和

溶剂对照组每鼠经腹部皮肤感染尾蚴( 20 ± 2 ) 条。

IL-6 阻断组小鼠感染第 24 天开始经尾静脉注射

mIL-6ＲFP、每隔 1 d 注射、每次 100 μg /只，直至第

40 天注射最后 1 次，第 42 天剖杀。溶剂对照组注

射等体积的蛋白溶剂，方法同 IL-6 阻断组。正常对

照组不做任何特殊处理。
1． 2． 4 标本采集 小鼠于感染第 42 天剖杀、采集

所需标本。小鼠全血采集后于 37 ℃温箱静置 1 h，

3 000 r /min 离心 10 min，分离血清，－ 80 ℃ 保存。
采集肝脏标本，采集肝左叶用 10% 福尔马林固定;

从相同部位采集 2 块肝脏，每块约 0. 1 g，分别用于

ＲT-PCＲ 检测和虫卵计数。
1． 2． 5 小鼠肝脏虫卵计数 将肝脏置于青霉素瓶，

每 0. 1 g 肝脏加 1 ml 5% KOH 溶液，充分剪碎，37
℃温箱消化 3 h，期间每 0. 5 h 晃动 1 次以促进消

化。消化结束后充分混匀，每次吸取 20 μl 涂片，普

通光学显微镜下( × 40 ) 计虫卵数，每鼠计数 3 次，

取平均数。
1． 2． 6 小鼠肝脏肉芽肿病变检测 取 10% 福尔马

林固定的肝组织，石蜡包埋，切片厚度 4 μm，每鼠切

3 个部位，每部位 1 张切片。经 HE 染色，普通光学

显微镜下( × 40 ) 拍照，采用 Image Tool 3. 0 软件分

别圈出每张切片的肉芽肿面积和总面积，分别计算

IL-6 阻断组和溶剂对照组中每只小鼠肉芽肿面积所

占比例。
1． 2． 7 小鼠血清 ALT 和 AST 检测 采用连续监测

法检测血清 ALT 和 AST 的活性。试剂 1 和试剂 2
按照 4 ∶ 1 的比例混匀即为工作液，将 50 μl 血清加

入 1 ml 工作液中混匀，分别检测样本混匀后 1、2、3
min 时的吸光度值( absorbance，A) A1、A2 和 A3，波

长 340 nm。计算平均变化吸光度( ΔA /min) 。浓度

换算按如下公式: ALT ( IU /L) = ΔA /min × 3 376。
AST 检测和换算方法与 ALT 相同。
1． 2． 8 小鼠肝脏组织总 ＲNA 提取和 ＲT-PCＲ 将

肝脏组织从 ＲNAlater 溶液中取出，放入 TＲIzol 溶液

中，充分剪碎后电动匀浆器匀浆，提取总 ＲNA。采

用 Nano Drop 仪器检测 ＲNA 浓度后，根据 M-MLV
逆转录酶说明书将总 ＲNA 逆转录成 cDNA。按照

SYBＲ Premix Ex Taq Ⅱ定量 PCＲ 试剂盒的操作步

骤配制 ＲT-PCＲ 反应体系 20 μl，设置反应条件，采

用 β-actin 作为本实验的内参，采用 2 － ΔΔCt 法对 ＲT-
PCＲ 数据进行分析，判断各组肝组织中 IL-1β、IL-
13、TNF-α 和 CXCL1 的 mＲNA 表达差异。
1． 3 统计学处理 运用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

实验数据以 珋x ± s 表示，两组间均数的比较采用 t 检
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验; 多组均数的比较采用单因素方差分析，并采用

LSD 法进行两两比较。

2 结果

2． 1 mIL-6ＲFP 的体外生物活性验证 FGG 和 HP
的 mＲNA 表达水平在正常对照组、IL-6 刺激组、IL-6
阻断组和溶剂对照组中的差异均有统计学意义( F
= 40. 593、111. 687，P ＜ 0. 05) 。两两比较显示，FGG

和 HP 的 mＲNA 表达水平在正常对照组和溶剂对照

组中的差异均无统计学意义。IL-6 阻断组中 FGG
和 HP 的 mＲNA 表达水平均低于 IL-6 刺激组，差异

均有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。说明 mIL-6ＲFP 具有

阻断 IL-6 的生物活性。见图 1。

图 1 mIL-6ＲFP 的体外活性验证

与 IL-6 刺激组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 肝脏虫卵计数 各组小鼠于血吸虫尾蚴感染

第 42 天剖杀，小鼠肝脏虫卵计数结果显示溶剂对照

组和 IL-6 阻断组虫卵密度比较差异无统计学意义，

表明两组感染程度一致，后续实验具有可比性，见图

2。

图 2 肝脏虫卵计数

2． 3 肝脏肉芽肿病变检测 小鼠肝脏切片经 HE
染色，溶剂对照组和 IL-6 阻断组均能观察到明显的

肉芽肿病变，说明造模成功，见图 3B、3C。小鼠肝脏

切片经 HE 染色后采用 Image Tool 3． 0 软件处理，分

别计算溶剂对照组和 IL-6 阻断组中每只小鼠肉芽

肿面积所占比例，溶剂对照组和 IL-6 阻断组肉芽肿

面积比例无差异，见图 3D。

图 3 肝脏肉芽肿病变检测

A、B、C: 正常对照组、溶剂对照组、IL-6 阻断组小鼠肝脏 HE 染

色示意图( × 200) ; D: 肉芽肿面积比例

2． 4 肝功能指标 ALT 和 AST 检测 ALT 和 AST
的活性在正常对照组、溶剂对照组和 IL-6 阻断组中

的差异均有统计学意义 ( F = 48. 600、41. 476，P ＜
0. 05) 。正常对照组小鼠肝功能指标 ALT 均值为 26
IU /L，AST 均值为 30 IU /L，两者都在正常范围( ＜
40 IU /L) 。溶剂对照组小鼠肝功能指标 ALT 均值

为 306 IU /L，AST 均值为 348 IU /L; IL-6 阻断组小鼠

在阻断 IL-6 后肝功能指标 ALT 均值为 135 IU /L，

AST 均值为 175 IU /L。两两比较中，ALT 和 AST 的

活性在 IL-6 阻断组中均低于溶剂对照组，差异均有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。说明 IL-6 阻断组中 mIL-
6ＲFP 蛋白对血吸虫感染小鼠肝功能指标 ALT 和

AST 活性均起到明显的降低作用。见图 4。
2． 5 细胞因子和趋化因子 mＲNA 水平检测 IL-
1β、IL-13、TNF-α 和 CXCL1 的 mＲNA 水平表达在正

常对照组、溶剂对照组和 IL-6 阻断组中的差异均有

统计学意义( F = 20. 365、9. 020、20. 514、31. 654，P
＜ 0. 05 ) 。两 两 比 较 中，IL-1β、IL-13、TNF-α 和

CXCL1的mＲNA表达水平在溶剂对照组和IL-6阻断
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图 4 肝功能 ALT 和 AST 活性检测结果

与溶剂对照组比较: * P ＜ 0. 05

组中均高于正常对照组，差异均有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 而溶剂对照组和 IL-6 阻断组的差异均无统

计学意义。见图 5。

图 5 细胞因子和趋化因子 mＲNA 水平检测

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

IL-6 信号活化存在经典途径和间接途径两种方

式。经典途径即 IL-6 先与膜结合型受体 IL-6Ｒ 结

合，而后与 gp130 二聚体作用将信号转导到胞内; 间

接途径即 IL-6 先与可溶型受体 sIL-6Ｒ 结合，再与细

胞膜上的 gp130 二聚体作用将信号转导到胞内［9］。
间接途径使 IL-6 的靶细胞不再局限于细胞膜上同

时表达 IL-6Ｒ 和 gp130 二聚体的细胞，而是所有细

胞膜上表达 gp130 二聚体的细胞都成为其潜在靶细

胞［10］。IL-6 具多种生物学功能，可诱导急性期反应

蛋白表达、T 细胞激活和 B 细胞的分化，因此在炎症

性疾病发生发展中起重要作用［11］。此外，IL-6 参与

多条促进肿瘤细胞增殖、转移和血管生成等的信号

通路［12］。因此阻断 IL-6 信号通路成为治疗相关疾

病的重要策略，IL-6Ｒ 的单克隆抗体塔西抗体已作

为治疗类风湿性关节炎、卡斯特莱曼病和全身型关

节炎的药物应用于临床，并有可能通过进一步研究

用于治疗更多其它的自身免疫性疾病和慢性炎症性

疾病［13］。本研究所用的重组蛋白 mIL-6ＲFP 基因序

列长度为 2 088 bp、分子量为 94 ku，由 gp130 配体

结合域、IL-6Ｒ 配体结合域和 HisTag 标签三部分组

成［14］。重组蛋白 mIL-6ＲFP 是一种 IL-6 拮抗剂，在

其 IL-6Ｒ 配体结合域能和 gp130 配体结合域共同作

用下可阻断 IL-6 与受体的结合，从而抑制 IL-6 的生

物效应［8］。
本次细胞实验所用 HepG2 细胞表达 IL-6Ｒ，用

IL-6 刺激 后 FGG 和 HP 的 mＲNA 水 平 呈 现 高 表

达［7］，实验中 mIL-6ＲFP 通过与 IL-6Ｒ 竞争性结合

IL-6，抑制 IL-6 生物效应，表明获得的 mIL-6ＲFP 是

一种有生物学活性的蛋白，为进一步研究 IL-6 在相

关疾病模型中的作用提供了有用的材料。虽然 IL-6
在 C57BL /6 小鼠日本血吸虫感染模型中表达显著

升高，但 IL-6 在此模型中所起的作用尚不清楚［4］。
本研究的动物实验结果显示 mIL-6ＲFP 不能使 IL-6
阻断组小鼠肝脏肉芽肿病变发生明显改变，由此推

测其它因素在起作用。在 IL-6 阻断组小鼠肝脏中

IL-1β、IL-13、TNF-α 和 CXCL1 的 mＲNA 水平均显著

升高，这与这些炎症性细胞因子和趋化因子在肉芽

肿形成和发展中起重要作用的报道［3 － 4］相符。该结

果部分解释了 IL-6 在 BALB /c 小鼠日本血吸虫感染

模型肝脏肉芽肿形成中不起主要作用，IL-1β、IL-
13、TNF-α 和 CXCL1 在本动物模型中是更强的致炎

因素。而 IL-17 在 C57BL /6 小鼠日本血吸虫感染模

型肉芽肿形成过程中发挥重要作用，采用 IL-17 中

和抗体阻断 IL-17 后肝脏肉芽肿病变显著减轻［4］，

并且 IL-6 在 Th17 细胞的分化过程中发挥一定的作

用［12］。但该研究中动物实验结果显示 BALB /c 小

鼠的 IL-17 mＲNA 水平在溶剂对照组和 IL-6 阻断组

中表达量均未升高，与 C57BL /6 小鼠日本血吸虫感

染模型结果不同，这可能与两种品系小鼠免疫系统

反应差异有关。
研究［5］报道在大鼠败血症模型中，肝细胞受到

损伤后 ALT 和 AST 显著增高，同时发现 IL-6 的 mＲ-
NA 水 平 和 蛋 白 水 平 也 明 显 增 高，采 用 抑 制 剂

( EX527) 可阻断 IL-6 的生物效应，即抑制了 IL-6 对

肝功能指标 ALT 和 AST 活性的影响。本次动物实

验肝功能指标检测结果显示 ALT 和 AST 在 IL-6 阻

断组比溶剂对照组显著下降，因为 mIL-6ＲFP 在小
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鼠体内能结合 IL-6 并阻断其生物效应，从而抑制

IL-6 对肝细胞酶活性的影响，显示了其可改善肝功

能指标的作用。
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IL-6ＲFP can protect liver function in the model of mice
infected with Schistosoma japonicum
Ping Chunguang1，Cheng Haiyan1，Gao Wenda2，et al

( 1Dept of Microbiology and Parasitology，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Antagen Pharmaceuticals，Inc． ，Boston 02118)

Abstract Objective To explore the role of mouse interleukin-6 receptor fusion protein ( mIL-6ＲFP) for the pro-
tection of liver cells in the model of BALB /c mice infected with Schistosoma japonicum． Methods Nickel ion col-
umn was used to obtain purified recombinant mIL-6ＲFP protein． In vitro，HepG2 cells were used to verify the bio-
logical activity of mIL-6ＲFP． BALB /c mice were administrated by tail vein injection with 100 μg of mIL-6ＲFP or
equal volume solvent，at 24，26，28，30，32，34，36，38，and 40 days after infection． Mice were sacrificed 48 h
after the last injection． The granuloma size was measured in the mouse liver by HE staining． Interleukin-1β ( IL-
1β) ，interleukin-13 ( IL-13 ) ， tumor necrosis factor-α ( TNF-α ) and chemokine ( C-X-C motif ) ligand 1
( CXCL1) mＲNA levels in mouse liver tissue were detected by ＲT-PCＲ． Alanine aminotransferase ( ALT) and as-
partate transaminase ( AST) were measured by the continuous monitoring method． Ｒesults HepG2 cells experi-
ments showed that mIL-6ＲFP could reduce the effect of IL-6 on HepG2 cells，fibrinogen ( FGG) and haptoglobin
( HP) was significantly reduced ( P ＜ 0. 05) ． In the BALB /c mice infected with Schistosoma japonicum，when IL-
6 was blocked the levels of ALT and AST were decreased significantly ( P ＜ 0. 05) compared with that of the solvent
group，while there was no significant difference on granuloma formation． Conclusion In the BALB /c mice infec-
ted with Schistosoma japonicum，mIL-6ＲFP can significantly improve the liver function but no obvious effect on
granuloma formation．
Key words IL-6; Schistosoma japonicum; BALB /c mice
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