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摘要：目的 确定可靠的筛选小分子人白介素 ６
（ＩＬ６）受体拮抗剂先导化合物的细胞模型。方法
分别用间接免疫荧光法和ＭＴＴ检测法检测了 Ｒ２细
胞的人 ＩＬ６受体蛋白表达水平和对重组人白介素６
（ｒｈＩＬ６）的反应性。结果 检测到Ｒ２细胞具有高丰
度的人ＩＬ６受体蛋白表达并对ｒｈＩＬ６具有极为灵敏
的反应性和极高的亲和力；用 Ｒ２细胞检测抗人 ＩＬ
６单克隆抗体对 ｒｈＩＬ６的拮抗活性，发现单抗在 ２０
ｍｇ·Ｌ－１浓度下对 ｒｈＩＬ６所引起的 Ｒ２细胞的增殖有
很强的抑制作用，抑制率达９２％。结论 Ｒ２细胞是
可靠的筛选人 ＩＬ６受体拮抗剂的细胞模型。
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很多临床研究已经证实人白介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ６）及其受体的异常表达是某些疾病的典型特
征，在类风湿性关节炎、多发性骨髓瘤及全身性红斑

狼疮病人体内常发现 ＩＬ６及其受体水平的显著上
升［１，２］，因此，研究人 ＩＬ６受体拮抗剂具有重要的临
床意义。目前对人 ＩＬ６受体拮抗剂的研究主要集
中于抗人 ＩＬ６或抗人 ＩＬ６受体的单克隆抗体和人
ＩＬ６或人 ＩＬ６受体突变体两个方面［１～４］，单克隆抗
体仅有鼠源性的应用于临床治疗多发性骨髓

瘤［１，２］，但它易引起人抗鼠单克隆抗体反应［１］，并

且在体内存在半衰期问题，所以无长期疗效；人源

性单克隆抗体的研究目前还仅处于实验室研究阶
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段，未有临床应用报道；而突变体属于生物大分子，

在体内易被生物代谢，并且容易引起免疫排斥，所

以临床应用价值并不大。而很多小分子药物具有抗

代谢、抗免疫排斥反应、稳定性好等优点，能够克服

以上缺点，因此小分子人 ＩＬ６受体拮抗剂的研究具
有很大的临床价值。

目前，本实验室正致力于小分子人 ＩＬ６受体拮
抗剂的研究，以人生长激素受体的 Ｘ射线晶体三维
结构为模板同源模建了人 ＩＬ６受体胞外区配基结
合功能域的空间构象［５］，并根据受体胞外区配基结

合功能域的活性部位［６］进行合理药物设计，共设计

和寻找了２２个结构类别１１３个小分子化合物，作为
可供筛选的人 ＩＬ６受体拮抗剂的候选化合物。为
了对这些化合物进行可靠的生物筛选，本实验室对

所构建的表达人 ＩＬ６受体蛋白的大鼠急性白血病
细胞（Ｒ２细胞系）进行了生物学活性测定，检测到它
的细胞膜表面有大量的人 ＩＬ６受体蛋白表达，并对
重组人白介素 ６（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，
ｒｈＩＬ６）具有非常灵敏而稳定的反应性。因此，建立
以Ｒ２细胞系筛选人 ＩＬ６受体小分子拮抗剂的细胞
模型，它对于人 ＩＬ６受体拮抗剂的生物筛选和活性
测定，具有很大的应用价值。

１ 材料和方法

１．１ 试剂及仪器

ＲＰＭＩ１６４０培养基购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；噻唑蓝
〔３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ〕购自 Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆ
ｓｅｒｕｍ，ＦＣＳ）购自杭州四季青生物工程有限公司；
ｒｈＩＬ６（比活性 １０８μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１蛋白），抗人 ＩＬ６
单克隆抗体，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ产品。

流式细胞仪为 Ｃｏｕｌｔｅｒ公司产品；高速低温离心
机为Ｓｉｇｍａ公司产品。
１．２ 细胞培养

表达人 ＩＬ６受体的大鼠 Ｒ２细胞由本实验室构
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建并保存［７］，在３７℃，５％ＣＯ２条件下，培养于含１０％
ＦＣＳ，４００ｍｇ·Ｌ－１Ｇ４１８，１００ｋＵ·Ｌ－１青霉素，１００ｋＵ·
Ｌ－１链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，每隔２～３ｄ传代
一次。

１．３ 间接免疫荧光法检测 Ｒ２细胞表面人 ＩＬ６受
体的表达

取约 １×１０６细胞，用含 ２％ＦＣＳ的磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）离心（３３００×ｇ，３０ｓ）洗涤３次，实验组中加
入１∶１０稀释的 １００μＬ抗人 ＩＬ６受体兔抗血清，对
照组中加入 １００μＬＰＢＳ，冰浴振荡 ３０ｍｉｎ，离心
（３３００×ｇ，３０ｓ），用含２％ＦＣＳ的ＰＢＳ离心洗涤３次
后，实验组和对照组中均加入 １∶１００稀释的异硫
氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的
羊抗兔 ＩｇＧ，冰浴振荡３０ｍｉｎ，离心（３３００×ｇ，３０ｓ），
用含２％ＦＣＳ的 ＰＢＳ离心洗涤 ３次。１％多聚甲醛
固定后，用流式细胞仪检测细胞表面荧光阳性

率［８］。

１．４ ＭＴＴ法检测Ｒ２细胞对ｒｈＩＬ６的反应性
将Ｒ２细胞用含 １０％ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０调为每

升１×１０８的密度，种入９６孔细胞培养板中，每孔８０

μＬ，实验组中加入不同浓度的ｒｈＩＬ６，每孔２０μＬ，使
其终浓度为０．１～１０００ｎｇ·Ｌ－１，对照组中加入２０μＬ
ＲＰＭＩ１６４０。ＣＯ２孵箱中培养３ｄ，加入１０μＬＭＴＴ（５

μｇ·Ｌ
－１）作用６ｈ后，裂解液（含１０％ＳＤＳ的１０ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ＨＣｌ）裂解，３７℃放置过夜，酶联仪测５７０ｎｍ吸光
度值（Ａ５７０ｎｍ）［９］。
１．５ Ｒ２细胞用于检测抗人 ＩＬ６单克隆抗体对
ｒｈＩＬ６的拮抗活性

将Ｒ２细胞用含 １０％ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０调为每
升１．５×１０８的密度，种入９６孔细胞培养板中，每孔
６０μＬ，抗体组中再加入 ｒｈＩＬ６，每孔 ２０μＬ，使其终
浓度为１０ｎｇ·Ｌ－１，再加入 ２倍稀释的抗人 ＩＬ６单
克隆抗体，每孔２０μＬ，终浓度为０．６２５～２０ｍｇ·Ｌ

－１，

其中 ｒｈＩＬ６和抗人 ＩＬ６单克隆抗体均用 ＲＰＭＩ１６４０
稀释。对照组中不加 ｒｈＩＬ６和抗人 ＩＬ６单克隆抗
体，补 ４０μＬＲＰＭＩ１６４０培养液，ｒｈＩＬ６组中加入
ｒｈＩＬ６后补２０μＬＲＰＭＩ１６４０培养液。在ＣＯ２孵箱中
培养３ｄ，加入１０μＬＭＴＴ（５μｇ·Ｌ

－１），作用６ｈ后，裂
解液（含１０％ＳＤＳ的１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ）裂解，３７℃放
置过夜，用酶联仪测 Ａ５７０ｎｍ［７］。
１．６ 统计学处理

所有数据均以珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用 Ｓｔｕ
ｄｅｎｔｔ检验进行显著性检验。

２ 结果

２．１ Ｒ２细胞表面人ＩＬ６受体的表达
流式细胞仪检测到，Ｒ２细胞表面的荧光阳性率

随抗人 ＩＬ６受体兔抗血清浓度的增大而增大，当抗
人ＩＬ６受体兔抗血清以 １∶１０稀释时，Ｒ２细胞表面
的荧光阳性率最大，达到４６％（图１）。

Ｆｉｇ１． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｒｅｃｅｐｔｏｒｏｎＲ２ｃｅｌｌｓ．ＦＩ：Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；Ｍ１：ｕｎｇａｔｅｄｃｅｌｌ；Ｍ２；ｇａｔｅｄｃｅｌｌ．Ｈａｖｉｎｇｂｅｅｎ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ，ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｇａｔｅｄｃｅｌｌｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．

２．２ Ｒ２细胞对ｒｈＩＬ６的反应性
以０．１～１０００ｎｇ·Ｌ－１的ｒｈＩＬ６刺激Ｒ２细胞，生

长３ｄ后，显微镜下观察，可明显看到细胞数量随
ｒｈＩＬ６浓度增大而减少，用 ＭＴＴ法检测，Ａ５７０ｎｍ结果
见图２。

图２结果表明，当 ｒｈＩＬ６的浓度在０．１～１０ｎｇ·
Ｌ－１时，Ａ５７０ｎｍ下降得最为明显，说明Ｒ２细胞对 ｒｈＩＬ
６反应最敏感的剂量范围在此浓度范围之间。当
ｒｈＩＬ６的浓度为１０ｎｇ·Ｌ－１时，细胞的生长抑制率达

Ｆｉｇ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６
（ｒｈＩＬ６）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲ２ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｙｔｔｅｓｔ．
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到５８％，经分析得出 ｒｈＩＬ６对 Ｒ２细胞的半数抑制
量（ＥＤ５０）为８ｎｇ·Ｌ－１，故以１０ｎｇ·Ｌ－１作为筛选人ＩＬ
６受体拮抗剂的 ｒｈＩＬ６浓度。
２．３ Ｒ２细胞用于检测抗人 ＩＬ６单克隆抗体对
ｒｈＩＬ６的拮抗活性

在１０ｎｇ·Ｌ－１的 ｒｈＩＬ６刺激下，Ｒ２细胞的生长
抑制率达到５８％，加入抗人 ＩＬ６单克隆抗体，Ｒ２细
胞的生长抑制得到逆转，抗体在 １．２５～２０ｍｇ·Ｌ－１

时，拮抗率随抗体浓度的增高而增大，在２０ｍｇ·Ｌ－１

时，拮抗率已达９２％（表１）。

Ｔａｂ１． Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｆａｎｔｉｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲ２
ｃｅｌｌｓ

ｒｈＩＬ６
／ｎｇ·Ｌ－１

Ａｎｔｉｂｏｄｙ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ａ５７０ｎｍ
Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ
ｒａｔｅ／％

０ ０ ０．９６±０．０１６

１０ ０ ０．４５±０．０１８

１０ １．２５ ０．５０±０．０１８＃＃ ９．７

１０ ２．５ ０．５３±０．００９＃ １５．６

１０ ５ ０．６５±０．０３３＃＃ ４０．２

１０ １０ ０．７７±０．０１７＃＃ ６３．６

１０ ２０ ０．９１±０．０１２＃＃ ９２．０

ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲ２ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄ．ｒｈＩＬ６
ＡｎｄａｎｔｉｈｕｍａｎＩＬ６ａｎｔｉｂｏｄｙｗｅｒｅａｄｄｅｄａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．Ａｎｔａｇｏ
ｎｉｓｔｉｃｒａｔｅ（％）＝（Ａ５７０ｎｍａｎｔｉｂｏｄｙ－Ａ５７０ｎｍｒｈＩＬ６）／（Ａ５７０ｎｍｃｏｎｔｒｏｌ－
Ａ５７０ｎｍｒｈＩＬ６）×１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｈＩＬ６
ｇｒｏｕｐ．

３ 讨论

Ｒ２细胞是本实验室构建的具有高丰度人 ＩＬ６
受体表达的大鼠髓系白血病细胞，该细胞系与

［１２５Ｉ］ｒｈＩＬ６结合分析的饱和曲线，按 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ作图
分析，求得 ＩＬ６受体结合配基的亲和常数（ＫＤ）为
４．７ｎｍｏｌ·Ｌ－１，细胞表面 ＩＬ６受体的最大密度（Ｂｍａｘ）
为每个细胞 ４１６６结合部位［７］，在本次实验中，作者
又用非同位素的方法间接免疫荧光法检测到冻存一

段时期后复苏的 Ｒ２细胞有大量的人 ＩＬ６受体表
达，充分说明Ｒ２细胞稳定表达人 ＩＬ６受体基因，具
有与 ｒｈＩＬ６反应的结构基础。在体外液体培养中，
用ＭＴＴ法检测到它对 ｒｈＩＬ６有极为灵敏的反应性，

在终浓度为 １０ｎｇ·Ｌ－１的 ｒｈＩＬ６刺激下，Ｒ２细胞的
增殖抑制率达到 ５８％；作者用 Ｒ２细胞检测一种人
ＩＬ６受体拮抗剂（抗人 ＩＬ６单克隆抗体）对 ｒｈＩＬ６的
拮抗活性，发现 ２０ｍｇ·Ｌ－１的单克隆抗体基本上可
以完全逆转１０ｎｇ·Ｌ－１的 ｒｈＩＬ６刺激引起的 Ｒ２细胞
增殖抑制，充分说明 Ｒ２细胞是灵敏而可靠的筛选
人 ＩＬ６受体拮抗剂的细胞模型。

综上可见，Ｒ２细胞对于人 ＩＬ６受体拮抗剂的生
物筛选及亲和力分析，是一个良好的体外检测模型。
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