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重组人白介素 -11 对脂多糖致新生大鼠
空肠上皮细胞系 -6 损伤的影响

蔡娜　封志纯　王瑞娟

（北京军区总医院附属八一儿童医院极早产儿 NICU，北京　100700）

［摘要］　目的　探讨重组人白介素 -11（rhIL-11）对新生大鼠空肠上皮细胞系 -6（IEC-6）增殖和凋亡的

影响。方法　通过脂多糖（LPS）作用于正常 IEC-6 细胞，建立 NEC 体外模型，为 LPS 处理组；IL-11 治疗组

在 LPS 作用后给予 100 ng/mL rhIL-11 处理；空白对照组在实验过程中加入等剂量的生理盐水替代。采用 MTT 比

色法选择 LPS 作用的最佳浓度（5~200 μg/mL）及最佳时间（1~24 h）；MTT 比色法检测 rhIL-11 加入后 3、6、

9 和 12 h 各组细胞的增殖活力；流式细胞术检测各组的细胞凋亡率和坏死率。结果　LPS 可降低 IEC-6 细胞的

增殖活力，且根据不同浓度 LPS 作用于 IEC-6 细胞不同时间结果，LPS 的最佳作用浓度为 100 μg/mL，最佳作用

时间为 3 h。100 ng/mL rhIL-11 作用于 LPS 处理过的细胞 9 h 后，IL-11 治疗组细胞增殖活力较 LPS 组显著提高

（P<0.05），与空白对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）；且 IL-11 治疗组的总凋亡和坏死率较 LPS 处理

组降低（P<0.01），但仍高于空白对照组（P<0.05）。结论　rhIL-11 可促进由 LPS 致 IEC-6 细胞损伤后的细胞

增殖，有助于 IEC-6 细胞增殖活力的恢复，降低凋亡和坏死率，提示 rhIL-11 对 LPS 致 IEC-6 细胞损伤具有保护

作用。                                                                                            ［中国当代儿科杂志，2014，16（5）：529-533］
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Abstract: Objective    To study the effects of recombinant human interleukin-11 (rhIL-11) on the proliferation 
and apoptosis of rat intestinal epithelial cell line (IEC-6). Methods    IEC-6 cells were treated with LPS to establish 
necrotizing enterocolitis (NEC) model in vitro. rhIL-11 (100 ng/mL) was administered following LPS treatment and 
these cells were used as the IL-11 treatment group. The cells treated with normal saline only served as the control group. 
MTT assay was used to determine an optimal concentration (5-200 μg/mL) and time (1-24 h). MTT assay was used to 
measure the proliferation of IEC-6 cells at 3, 6, 9 and 12 hours after rhIL-11 treatment. Flow cytometry was used to 
evaluate the apoptosis of IEC-6 cells. Results    IEC-6 cells treated with various concentrations of LPS at various time 
points showed a lower proliferation than the control group (P<0.05). After 9 hours of rhIL-11 treatment, the proliferation 
activity of IEC-6 cells in the IL-11 treatment group significantly increased compared with the NEC model group without 
rhIL-11 treatment (P<0.05), reaching to the level of the control group. The total apoptotic and necrotic rate of IEC-6 cells 
in the IL-11 treatment group decreased significantly compared with the NEC model group without rhIL-11 treatment 
(P<0.01), but were still higher than the control group (P<0.05). Conclusions    rhIL-11 can promote proliferation and 
reduce apoptotic and necrotic rates of IEC-6 cells treated with LPS.     [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(5): 529-533]
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新生儿坏死性小肠结肠炎（neonatal necrotizing 

enterocolitis, NEC）是新生儿期常见的严重胃肠道

疾病，多见于极低出生体重儿和早产儿，新生儿

重症监护病房（neonatal intensive care unit, NICU）

内胎龄小于 33 周的早产儿 NEC 的发病率为 5.1%[1]，

病死率为 15%~30%[2]。目前对于 NEC 的内科治疗

多是予禁食、胃肠减压、抗感染及支持治疗等，

尚缺乏有效的药物治疗，这也是 NEC 病死率高的

原因之一。白介素 -11（interleukin-11, IL-11）与

细胞的生长、分化及凋亡有关，具有刺激造血、

抗细胞凋亡、抗炎和保护黏膜上皮等功能。以往

相关研究发现，应用 IL-11 能减轻多种原因造成

的肠道损伤，促进肠道再生修复 [3-6]。另外，在肠

道发生炎症性疾病时，IL-11 可下调促炎细胞因

子 如 TNF-α、IL-1β 和 IFN-γ 的 表 达 [7]。 而 重

组人白介素 -11（recombinant human interleukin-11, 

rhIL-11）与天然 IL-11 在体内外的生物学活性无差

异。目前尚未见有关将 IL-11 应用于 NEC 防治的

报道。为此，本研究复制 NEC 的体外模型，采用

MTT 比色法、流式细胞术观察 rhIL-11 对脂多糖

（lipopolysaccharide, LPS）致新生大鼠空肠上皮细

胞 系 -6（intestinal epithelial cell-6, IEC-6） 损 伤 是

否具有保护作用，为 NEC 防治提供新的思路。

1　材料与方法

1.1　实验材料

IEC-6 细 胞 为 美 国 标 准 生 物 品 收 藏 中 心

（ATCC）产品；高糖型 DMEM 购自北京钮因华信

科技发展有限公司；胎牛血清购自北京元亨圣马

生物技术研究所；胰蛋白酶（Mediatech 公司）；

脂多糖、四甲基偶氮唑蓝（MTT）、二甲基亚砜

（DMSO）为 Sigma 公司产品；rhIL-11 由北京双鹭

药业股份有限公司提供；细胞凋亡检测试剂盒购

自北京宝赛公司；自动酶联检测仪（Bio-Rad 公司）；

FACS 流式细胞仪（美国 Becton-Dickinson 公司）。

1.2　细胞培养

IEC-6 细胞接种于含 10% 胎牛血清的高糖型

DMEM 内，并加入含 100 U/mL 的青霉素和链霉素，

置于 37℃、5%CO2 培育箱中进行传代培养，取对

数生长期的细胞进行实验。

1.3　NEC体外模型建立方法

参考文献 [8-9]，并在文献基础上进行改进，予

LPS 处理 IEC-6 细胞建立 NEC 体外模型，LPS 的

最佳作用时间及最佳作用浓度通过预实验选取。

1.4　实验分组

LPS 处 理 组： 待 细 胞 贴 壁 后 加 入 LPS 建 立

NEC 体 外 模 型， 但 不 施 加 rhIL-11；IL-11 治 疗

组：加入 LPS 建立模型后，再加入 100 ng/mL rhIL-
11[10]；空白对照组：含等量细胞及培养液，不加入

LPS 及 rhIL-11，予等量生理盐水替代。

1.5　MTT 法检测 IEC-6 细胞增殖活力

收集对数生长期的细胞，调整细胞浓度为

5~8×104/mL；将 200 μL 的细胞悬液接种于 96 孔

板中，待细胞贴壁后，LPS 处理组和 IL-11 治疗组

内加入 LPS 建立 NEC 体外模型，LPS 作用一段时

间后，IL-11 治疗组加入 100 ng/mL rhIL-11 进行治

疗，空白对照组和 LPS 处理组加入等量生理盐水

替代，置于 37℃、5%CO2 培育箱培育；各孔加入

200 μL MTT 溶液，置培养箱培养 4 h；吸去孔内

上清液终止培养；每孔加入 150 μL DMSO，振荡

10 min；用酶标仪在 570 nm 波长下测量各孔吸光

度值。

1.5.1　不同剂量 LPS 作用不同时间对 IEC-6 细胞

增殖活力的影响　　通过预实验，选择 LPS 作用

的最佳浓度及最佳时间。依据 LPS 加入剂量，分

为 5、10、50、100 和 200 μg/mL 剂量组，以上不

同 剂 量 LPS 分 别 作 用 于 IEC-6 细 胞 1、3、6、12

和 24 h，MTT 比色法检测比较空白对照组与不同

剂量 LPS 处理组细胞在不同时间点的增殖活力。

各组在不同时间点均取 10 个孔，实验重复 3 次。

1.5.2　rhIL-11 作用时间不同对 IEC-6 细胞增殖活

力的影响　　确定 LPS 作用的最佳浓度及时间后，

IL-11 治疗组加入 100 ng/mL rhIL-11，分别作用 3、

6、9 和 12 h 后进行 MTT 检测，比较空白对照组、

LPS 处理组及 IL-11 治疗组细胞在不同时间点的增

殖活力。各组在不同时间点均取 20 个孔，实验重

复 3 次。

1.6　流式细胞术检测 IEC-6 细胞凋亡率

采用流式细胞术对各组 IEC-6 细胞凋亡率进

行检测，实验步骤参照试剂盒说明书进行，实验

重复 3 次。
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1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间均数比较采用方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　LPS剂量的选择

预 实 验 时， 分 别 加 入 5、10、50、100 和

200 μg/mL LPS 作用 1 h 后，5 μg/mL 和 10 μg/mL 剂

量组 IEC-6 细胞增殖活力与空白对照组比较差异

无统计学意义（均 P>0.05），其余剂量组增殖活

力均较空白对照组下降（均 P<0.05）；LPS 作用 

3 h、6 h 后，各剂量组增殖活力均较空白对照组明

显降低（均 P<0.05），尤以 6 h 时差异最为显著；

LPS 作用 12 h 后，5、10 和 50 μg/mL 剂量组 IEC-6
细胞的增殖活力恢复，与空白对照组比较差异无

统计学意义，100 μg/mL、200 μg/mL 剂量组 IEC-6
细胞的增殖活力仍与空白对照组存在明显差异（均

P<0.05）；而至 LPS 作用 24 h 时各剂量组 IEC-6
细胞的增殖活力均恢复（均 P>0.05）。表明 LPS

可降低 IEC-6 细胞增殖活力，在一定剂量范围内，

LPS 剂量越大，对 IEC-6 细胞的增殖活力影响越大，

恢复越慢。

由于该实验后继需加入 rhIL-11 进行治疗，因

此需要选择 LPS 发挥作用时间较长的剂量组，以

便于观察 rhIL-11 的作用，由表 1 结果可知，5、

10 和 50 μg/mL LPS 作用后 IEC-6 细胞增殖活力恢

复较快，LPS 发挥作用时间较短；而 100 μg/mL 及

200 μg/mL 剂量组 LPS 发挥作用时间较长，且两组

在各个时间点细胞的增殖活力无明显差异，因此

选择 100 μg/mL LPS 用于模型复制。

2.2　LPS作用时间的选择

将 100 μg/mL LPS 作用于 IEC-6 细胞后，比较

空白对照组与 LPS 处理组（100 μg/mL）细胞的增

殖活力。在 LPS 作用 1 h 时，空白对照组细胞增

殖活力高于 LPS 处理组（P=0.003）；而 LPS 作用

3 h、6 h 时，空白对照组细胞增殖活力亦高于 LPS

处理组（P<0.001）。由于 IEC-6 细胞自身增殖能

力强，且该实验后继需加入 rhIL-11，因此 LPS 作

用时间不宜过长，且综合考虑 1、3、6 h IEC-6 细

胞增殖活力下降的程度，故选择 100 μg/mL LPS 作

用 3 h 建立体外模型。见表 1。

2.3　rhIL-11 对 LPS 致 IEC-6 细胞增殖活力改变

的影响

100 μg/mL LPS 作 用 IEC-6 细 胞 3 h 后，IL-11

治疗组加入 100 ng/mL rhIL-11 对 IEC-6 细胞进行治

疗，LPS 处理组和空白对照组未加入 rhIL-11，而

予等量生理盐水替代。在 rhIL-11 治疗 3 h 时，LPS

处理组、IL-11 治疗组细胞的增殖活力均明显低于

空白对照组（均 P<0.01），而 LPS 处理组和 IL-11

治疗组之间增殖活力差异无统计学意义（P>0.05）；

在 rhIL-11 治 疗 6 h 后， 虽 然 LPS 处 理 组、IL-11

治疗组细胞的增殖活力仍低于空白对照组（均

P<0.01），但 IL-11 组增殖活力有增加的趋势；而

在 rhIL-11 治疗 9 h 后，IL-11 治疗组细胞的增殖

活力增加，与空白对照组比较差异无统计学意义

（P>0.05），而此时 LPS 处理组增殖活力仍明显

低于空白对照组和 IL-11 治疗组（均 P<0.05）；在

rhIL-11 加入 12 h 后，各组间 IEC-6 细胞的增殖活

力差异无统计学意义（P>0.05）。表明 rhIL-11 可

促进 LPS 损伤后的 IEC-6 细胞增殖，促进 IEC-6 细

胞增殖活力的尽早恢复。见表 2。

表 1　不同剂量 LPS对 IEC-6 细胞增殖活力的影响　（x±s）

组别 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h

空白对照组 0.634±0.047 0.587±0.042 0.756±0.074 0.666±0.031 0.989±0.153

5 μg/mL 0.616±0.053 0.557±0.036a 0.668±0.029b 0.651±0.029 0.980±0.101

10 μg/mL 0.599±0.069 0.549±0.022b 0.631±0.024b 0.636±0.031 0.990±0.110

50 μg/mL 0.571±0.064a 0.519±0.023b 0.619±0.031b 0.634±0.033 0.981±0.082

100 μg/mL 0.554±0.051b 0.508±0.021b 0.577±0.030b 0.581±0.049b 0.944±0.108

200 μg/mL 0.571±0.053a 0.517±0.034b 0.567±0.031b 0.583±0.048b 0.986±0.129

F 值 2.916 9.762 29.593 8.725 0.219

P 值 0.021 <0.001 <0.001 <0.001 0.953

注：a 为与空白对照组比较，P<0.05；b 为与空白对照组比较，P<0.01。
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3　讨论

IL-11 是由骨髓基质细胞系分泌的一种多效能

的细胞因子 [11]，目前国内外有关 IL-11 在 NEC 中

的保护作用及其信号转导机制的研究甚少。国外

研究报道，IL-11 可减轻炎症性肠病的临床症状和

组织学病变 [12]；在急性 NEC 患儿中，IL-11 mRNA

水平上调，且 IL-11 mRNA 的表达水平与 NEC 的

严重程度呈负相关 [13]；在肠道缺血性坏死及再灌

注损伤时，予 IL-11 预处理后肠上皮细胞凋亡和坏

死明显减少，并可促进细胞增殖再生 [14-15]；rhIL-
11 可促进患有西 - 维氏瘘大鼠的肠上皮再生，减

轻肠道黏膜萎缩，并可减少短肠综合征的发生 [16]。

表 2　rhIL-11 对 IEC-6 细胞增殖活力的影响　（x±s ）

组别 3 h 6 h 9 h 12 h

空白对照组 0.620±0.036 0.605±0.040 0.656±0.021 0.674±0.022

LPS 处理组 0.562±0.032b  0.558±0.026b  0.615±0.017b 0.677±0.025

IL-11 治疗组 0.561±0.055b  0.577±0.025a  0.640±0.022c 0.679±0.024

F 值 9.452 8.759 15.330 0.201

P 值 <0.001 0.001 <0.001 0.819

注：a 为与空白对照组比较，P<0.05；b 为与空白对照组比较，P<0.01；c 为与 LPS 处理组比较，P<0.05。

表3　IL-11治疗 9 h 后各组 IEC-6细胞凋亡和坏死率比较

（x±s ，%）

组别 早期凋亡率
晚期凋亡率和

坏死率
总凋亡和

坏死率

空白对照组 0.23±0.06 2.73±0.81 2.97±0.80

LPS 处理组 7.10±0.56a 9.23±1.86a 16.33±1.30a

IL-11 治疗组 0.33±0.15b 5.13±1.02b 5.47±0.93a,b

F 值 414.129 18.843 141.590

P 值 <0.001 0.003 <0.001

注：a 为与空白对照组比较，P<0.05；b 为与 LPS 处理组比较，
P<0.01。

另外，国内研究发现小鼠受中子辐射损伤肠道后，

外源性应用 IL-11 可减轻辐射引起的肠道 IL-11 受

体下调，从而减轻损伤，促进肠道修复 [17]。以上

研究结果均提示，IL-11 在肠道损伤时具有保护作

用。

目前多采用 LPS 建立 NEC 细胞模型 [18]，本实

验予不同浓度 LPS 作用于 IEC-6 细胞，MTT 结果

显示不同浓度 LPS 可在加入后 1 ~24 h 导致 IEC-6
细胞增殖活力降低，剂量越大，增殖活力降低越

明显，但 LPS 剂量超过 100 μg/mL 后，细胞增殖活

力未见明显改变。当予 100 μg/mL LPS 作用 IEC-6
细胞 3 h，LPS 处理组增殖活力明显降低，与空白

对照组存在差异；而 IL-11 治疗组加入 100 ng/mL 

rhIL-11 治疗 9 h 时，IL-11 治疗组增殖活力与空白

对照组无明显差异，但此时 LPS 处理组细胞增殖

活力仍低于空白对照组和 IL-11 治疗组。提示：

rhIL-11 可促进 LPS 致 IEC-6 细胞损伤后增殖活力

恢复。另外，流式细胞术结果显示 100 ng/mL rhIL-
11 治疗 9 h 时，LPS 处理组细胞的早期凋亡率及晚

期凋亡率和坏死率较空白对照组和 IL-11 治疗组均

明显增加，而 IL-11 治疗组与空白对照组比较无差

异；虽然 IL-11 治疗组细胞的总凋亡率和坏死率仍

较空白对照组高，但与 LPS 处理组相比，却明显

降低，提示 rhIL-11 可降低 LPS 致 IEC-6 细胞凋亡

和坏死率，在 NEC 时对肠上皮细胞发挥一定的保

护作用。

但值得指出的是，在 rhIL-11 作用 12 h 后，

MTT 显示各组间增殖活力无差异，考虑 IEC-6 细

胞为正常 SD 大鼠空肠隐窝分离培养的上皮细胞系 ,

其增殖能力及自我修复能力强，且流式细胞术结

果提示 LPS 导致细胞凋亡主要在早期，故考虑原

因为：模型建立后，LPS 损伤较轻的 IEC-6 细胞在

后期迅速修复及增殖所致。

目前关于 IL-11 对 NEC 的保护机制尚不清楚。

2.4　rhIL-11 对 LPS 致 IEC-6 细胞凋亡和坏死率

的影响

IL-11 治疗组在 100 ng/mL rhIL-11 施加 9 h 后，

其早期凋亡率、晚期凋亡率和坏死率与空白对照

组比较差异均无统计学意义（均 P>0.05），却显

著低于 LPS 处理组（均 P<0.05）。表明 100 μg/mL 

LPS 可明显增加 IEC-6 细胞的凋亡和坏死率，而给

予 rhIL-11 治疗可显著降低 IEC-6 细胞的凋亡和坏

死率，因此，rhIL-11 对 LPS 损伤后的 IEC-6 细胞

具有保护作用。见表 3。
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有研究报道 IL-11 可能通过下调 TNF-α 等 NEC 发

病过程中重要的促炎细胞因子的表达，抑制盲肠

髓过氧化物酶的活性，而发挥抗炎作用 [19]。另外，

IL-11 可下调细胞凋亡蛋白酶的表达，而细胞凋亡

蛋白酶在细胞凋亡启动方面起着关键性的作用。

IL-11 在 NEC 发病过程中究竟如何发挥保护作用尚

待进一步的研究。

综上所述，本研究显示在 LPS 致 IEC-6 细胞

损伤时，rhIL-11 可通过促进细胞增殖、抑制其凋

亡的作用，减轻损伤，促进肠上皮细胞恢复正常，

从而为该病的治疗提供新的思路，对临床应用

rhIL-11 治疗 NEC 提供了一定的理论依据。
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