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白细胞介素 6 通过抑制自噬促进人脐静脉内皮细胞凋亡
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[摘要] 目的 探讨白细胞介素 6（IL-6）对人脐静脉内皮细胞（HUVECs）自噬和凋亡的影响，以及自噬与凋

亡的相互作用。方法 用 5、10、20、50 ng/mL IL-6 诱导体外培养的 HUVECs 24 h。CCK-8 法检测细胞存活率，流

式细胞术检测细胞凋亡变化，单丹磺酰戊二胺（MDC）染色观察细胞嗜酸性自噬泡情况，透射电镜观察细胞超微结

构的变化，蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3 和自噬相关蛋白微管相关蛋白轻链 3（LC3）、p62 的
表达水平。采用 IL-6 分别联合自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-MA）或自噬诱导剂西罗莫司（SRL）处理 HUVECs，

观察细胞增殖、凋亡情况及相关蛋白的表达变化。结果 与对照组相比，IL-6 浓度依赖性降低 HUVECs 的存活

率和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值（P＜0.05），增加细胞凋亡和 cleaved caspase-3、p62 的表达（P＜0.05），细胞内自噬

泡减少（P＜0.05），且自噬小体明显减少。与 IL-6 刺激组相比，IL-6 联合应用 3-MA 诱导 HUVECs 可进一步抑制 
HUVECs 的自噬水平，细胞内自噬泡和自噬小体数目减少（P＜0.05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P＜0.05），p62 表
达增加（P＜0.05），细胞 cleaved caspase-3 表达和凋亡增加（P＜0.05）。与 IL-6 刺激组相比，IL-6 联合应用 SRL 
处理 HUVECs 可以抑制 IL-6 诱导的细胞自噬水平下降，细胞内自噬泡和自噬小体数目增多（P＜0.05），细胞内 
LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值升高（P＜0.05），p62 表达下降（P＜0.05），cleaved caspase-3 表达和细胞凋亡水平下降

（P＜0.05）。结论 IL-6 可通过抑制自噬促进 HUVECs 的凋亡。
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Interleukin 6 induces apoptosis of human umbilical vein endothelial cells by inhibiting autophagy 
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect of interleukin 6 (IL-6) on autophagy and apoptosis of human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs) and the interaction between autophagy and apoptosis. Methods　HUVECs were cultured 
in vitro and stimulated with 5, 10, 20, 50 ng/L IL-6 for 24 h. The cell proliferation was detected by cell counting Kit-8 (CCK-8) 
assay, the apoptosis was detected by flow cytometry, the acidic vesicle organelles were observed by monodansylcadaverine 
staining, the ultra-microstructural cellular structure was observed by transmission electron microscope, and the expressions of 
apoptosis-related protein cleaved caspase-3 and autophagy-related proteins, including microtubule-associated protein 1 light 
chain 3 (LC3) and p62, were detected by Western blotting. HUVECs were stimulated with IL-6 combined with autophagy 
inhibitor 3-methyladenine (3-MA) or autophagy inducer sirolimus (SRL), and then the changes of cell proliferation, cell 
apoptosis and expressions of the above proteins were analyzed. Results　Compared with the control group, the cell 
proliferation and the ratio of LC3Ⅱ /LC3Ⅰ in HUVECs in the IL-6 groups were significantly decreased 
(P＜0.05), the apoptosis and the expressions of cleaved caspase-3 and p62 were significantly increased (P＜0.05), the 
apoptotic vacuole number was significantly decreased (P＜0.05), and the autophagy was reduced. The above effects were 
concentration-dependent (P＜0.05). Compared with the IL-6 group, the autophagy of HUVECs in the IL-6 combined with 3-MA group 
was inhibited, the numbers of autophagosome and apoptotic vacuole were significantly decreased (P＜0.05), LC3Ⅱ/LC3Ⅰratio 
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脓毒症是由于宿主对感染的反应失调而引

起的致命性器官功能障碍。国外流行病学调查显

示，全球每年约有 3 150 万例脓毒症患者，其中

每年因脓毒症死亡的人数约  530 万，病死率达

25%～30%，预后极差 [1]。脓毒症发生时，患者

血清中多种细胞因子如白细胞介素（interleukin，

IL）-1、IL-6、IL-17、IL-37 及肿瘤坏死因子 α

（tumor necrosis factor α，TNF-α）等水平升高，其

中 IL-6 作为多功能炎性因子，是炎性介质网络的

关键分子，具有致炎和抗炎的双重功能[2]。研究发

现，体内 IL-6 水平正常时发挥抗炎效应，产生过

多时则引起发热、白细胞增多、急性期反应等一系

列炎性损害[3]。还有研究发现，脓毒症患者血清中

升高的 IL-6 可诱发血管内皮细胞活化和功能紊乱，

在脓毒症的发生与发展过程中起着重要作用[4]；血管

内皮细胞作为人体“面积最大的器官”，在发生脓

毒症时最易受损或活化而参与炎性反应，导致机

体脏器损伤而发生多器官功能衰竭[5]。因此，探索 

IL-6 对内皮细胞的影响及其机制对脓毒症的防治

有着重要意义。

脓毒症导致机体脏器损伤从微观角度看是细

胞的损伤和死亡，自噬和凋亡是细胞受到刺激后为

维持内环境稳态而发生的有序自发性死亡过程，

在维持细胞存活、更新、物质再利用中具有重要

作用[6-8]。因此，本研究采用 IL-6 刺激人脐静脉内

皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，

HUVECs），探究 IL-6 对 HUVECs 凋亡和自噬的

影响，以阐明 IL-6 在脓毒症发生和器官功能中的

作用。

1　材料和方法

1.1　实验材料　RPMI 1640 培养基、胎牛血清

（美国 Gibco 公司），二甲基亚砜（DMSO）、

抗自噬微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）A/B 单克隆

抗体（美国 Abcam 公司）、激活型天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶（cleaved caspase-3）抗体（美

国 CST 公司），p62 单克隆抗体（美国 Abcam 公

司），抗 β-actin 单克隆抗体（天津三箭生物技术

有限公司），西罗莫司（sirolimus，SRL；美国 

Sigma 公司），3-甲基腺嘌呤（3-methyladenine，

3-MA；美国  Sigma 公司），单丹磺酰戊二胺

（MDC；美国 Sigma 公司），CCK-8 试剂盒 [东仁

化学科技（上海）有限公司]。ECL 化学发光试剂

盒（美国 Pierce 公司），JEM-1200 EX 型透射电镜

（日本电子株式会社），DM4000B 型高清显微镜

（德国 Leica 公司），Influx 流式细胞仪（美国 BD 

公司）。

1.2　HUVECs 培养　HUVECs 购自美国模式菌种

收集中心（ATCC）细胞库。用含10% 胎牛血清、

80 U/mL 青霉素和 0.08 g/L 链霉素的 RPMI 1640 

完全培养液在 37 ℃、5% CO2 培养箱中传代培养。

选择对数生长期细胞给予不同浓度（5、10、20、

50 ng/mL） IL-6 刺激，另外同时予以自噬诱导

剂 SRL（100 nmol/L）[9]和自噬抑制剂 3-MA（1 

mmol/L）[10]处理。

1.3　透射电镜观察细胞超微结构的变化　取对数

生长期 HUVECs，调整细胞数量达到 1×106 后分

别加入 20、50 ng/mL IL-6，刺激 24 h 后收集细

胞；另设不加 IL-6 的空白对照组。取细胞悬液置

入 2 mL 离心管中，240×g 离心 10 min，弃去上清

液，沿管壁缓慢加入戊二醛固定液固定 2 h，PBS 

洗 3次，再加入 4 ℃ 预冷的 1% 锇酸固定 1 h；丙

酮脱水，树脂包埋，超薄切片（50 nm），醋酸铀-

枸橼酸铅双染色后透射电镜下观察细胞超微结构。

1.4　CCK-8 法检测细胞的存活率　取对数生长期 

HUVECs，以 6×103/孔的密度接种于 96 孔板中，

待细胞贴壁后分别予以不同浓度（5、10、20、50 

ng/mL） IL-6 干预，同时设不加 IL-6 为空白对照

was significantly decreased (P＜0.05), and the cell apoptosis and the expression of cleaved caspase-3 and p62 were 
significantly increased (P＜0.05). Compared with the IL-6 group, the autophagy of HUVECs in the IL-6 combined with SRL 
group was promoted, the numbers of autophagosome and apoptotic vacuole were significantly increased (P＜0.05), LC3Ⅱ/
LC3Ⅰratio was significantly increased (P＜0.05), and the cell apoptosis and the expression of cleaved caspase-3 and p62 
were significantly decreased (P＜0.05). Conclusion　IL-6 can induce the apoptosis of HUVECs by inhibiting autophagy.

[Key words]　sepsis; interleukin-6; vascular endothelial cell; autophagy; apoptosis; proliferation 
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组。每组设 5 个复孔，每孔终体积 100 μL，37 ℃ 

孵箱中培养 24 h 后取出；每孔加入 10 μL CCK-8 

试剂，继续孵育 1.5 h。用酶标仪测定 450 nm 波长

下各孔光密度（D）值。计算各组细胞存活率：细

胞存活率（%）＝（D实验组－D空白对照组）/（D对照组－

D空白对照组）×100%。实验重复 3 次。

1.5　流式细胞仪检测细胞凋亡　取对数生长期

HUVECs，调整细胞数量达到 1×106 后分别予以

不同浓度 （0、20、50 ng/mL） IL-6 干预，同时

另设 20 ng/mL IL-6 联合 3-MA 或 SRL 处理组。

刺激 24 h 后用 PBS 洗 2 次，后用胰酶消化细胞，

离心后加入 400 μL PBS 重悬细胞，采用 Annexin 

Ⅴ-FITC/PI 双染色法，加入  5 μL 的  Annexin 

Ⅴ-FITC 于离心管中混匀后，室温避光孵育 15 

min；上机前 5 min 再加入 5 μL PI 混匀，流式细胞

仪检测细胞凋亡情况。

1.6　MDC 荧光染色检测细胞自噬　取对数生长期

HUVECs，以 8×104/孔的密度接种于 6 孔板中，

分别予以不同浓度 （0、20、50 ng/mL） IL-6 干

预，另设 20 ng/mL IL-6 联合 3-MA 或 SRL 处理

组。孵育 24 h 后弃去培养液，加入终浓度为 0.05 

mmol/L 的 MDC 于 37 ℃ 避光孵育 15 min，吸弃染

液，多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗 3 次，荧光显

微镜下（×400）观察，各组均随机抽取 10 个不重

复的视野观察并拍照。每组随机选取至少 30 个细

胞，计数每个细胞内自噬泡数目。

1.7　蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白  c l e ave d 

caspase-3 和自噬相关蛋白 LC3、p62 的表达　取对

数生长期 HUVECs，调整细胞数量达到 1×106 后

分别予以不同浓度（0、5、10、20、50 ng/mL） 

IL-6 干预，同时另设 20 ng/mL IL-6 联合 3-MA 或 

SRL 处理组。刺激 24 h 后提取蛋白，用 BCA 法

测定蛋白浓度后行电泳，转膜 1 h，5% 脱脂奶

粉封闭 2 h。分别加入兔抗 cleaved caspase-3 一抗

（1∶800）、兔抗 LC3 一抗（1∶1 000）、鼠抗 p62 

一抗（1∶1 000）、鼠抗 β-actin 一抗（1∶5 000），

4 ℃ 孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，分

别加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 

1 h。TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，ECL 化学发

光试剂盒显色、曝光，保存图片。使用 Fusion 软

件进行定量分析。实验重复 3～5 次。

1.8　统计学处理　应用 SPSS 22.0 软件进行数据分

析。计量资料采用 K-S 检验是否符合正态分布，

符合正态分布的计量资料以 x±s 表示；方差齐者

两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用

单因素方差分析，组内两两比较采用 LSD-t 检验。

检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　IL-6 对  HUVECs 存活率的影响　结果显

示，0、5、10、20、50 ng/mL 的 IL-6 刺激组的

细胞存活率分别为 100%、（79.80±8.25）%、

（ 6 0 . 0 3± 6 . 2 2）%、（ 4 2 . 6 6± 5 . 1 7）%、

（24.90%±5.99）%，随着 IL-6 浓度的增加，

HUVECs 的细胞存活率逐渐降低（P＜0.05）。

2.2　IL-6 对 HUVECs 凋亡的影响　与对照组（0 

ng/mL）相比，不同浓度 IL-6 刺激组 HUVECs 中 

cleaved caspase-3 的表达均增加（P＜0.05），且作

用呈浓度依赖性（P＜0.05，图 1A）。流式细胞

术结果（图 1B）显示，与对照组（0 mg/mL）相

比，20、50 ng/mL IL-6 处理后 HUVECs 的凋亡率

均增加（P＜0.05），且 50 ng/mL IL-6 处理组细胞

凋亡率高于 20 ng/mL IL-6 处理组（P＜0.05）。 

2.3　IL-6 对 HUVECs 自噬的影响　与对照组（0 

ng/mL）相比，不同浓度 IL-6 刺激组 HUVECs 中 

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P＜0.05）、p62 表达增加

（P＜0.05），且作用呈浓度依赖性（P＜0.05，图 

2A）。MDC 染色结果（图 2B）显示，对照组（0 

ng/mL）细胞中存在散在绿色光点；与对照组（0 

ng/mL）相比， 20、50 ng/mL IL-6 刺激组细胞内自

噬泡平均数均减少（P＜0.05），且 50 ng/mL IL-6 

处理组细胞内自噬泡平均数少于 20 ng/mL IL-6 处

理组（P＜0.05）。透射电镜观察（图 2C）发现，

对照组（0 ng/mL）胞质中可见较多大膜状自噬小

体，其典型结构为双层膜结构并弯曲延展，包裹部

分胞质成分和细胞器，细胞呈正常形态；分别用 

20、50 ng/mL IL-6 刺激后，可见较多细胞呈凋亡

形态，表现为胞核碎裂形成碎片，核质向核膜边缘

或中央异染色质区聚集形成浓缩的染色质块，自噬

小体明显减少。
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图 1　 IL-6 促进 HUVECs 凋亡

Fig 1　IL-6 treatment promotes apoptosis of HUVECs
A: Western blotting; B: Flow cytometry. IL-6: Interleukin 6; HUVECs: Human umbilical vein endothelial cells. *P＜0.05 vs 0 ng/mL 

IL-6 group; △P＜0.05 vs 5 ng/mL IL-6 group; ▲P＜0.05 vs 10 ng/mL IL-6 group; ▽P＜0.05 vs 20 ng/mL IL-6 group. n＝3, x±s

 图 2 IL-6 抑制 HUVECs 自噬

Fig 2 IL-6 treatment inhibits autophagy of HUVECs
A: Western blotting; B: Autophagic vacuoles by MDC staining (original magnification: ×400); C: Ultra-microstructure of HUVECs 
by TEM (red arrows indicate autophagosome; yellow arrows indicate abnormal chromatin aggregation). IL-6: Interleukin 6; HUVECs: 
Human umbilical vein endothelial cells; LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; MDC: Monodansylcadaverine; TEM: 
Transmission electron microscope. *P＜0.05 vs 0 ng/mL IL-6 group; △P＜0.05 vs 5 ng/mL IL-6 group; ▲P＜0.05 vs 10 ng/mL IL-6 
group; ▽P＜0.05 vs 20 ng/mL IL-6 group. n＝3, x±s

2.4　抑制自噬对 IL-6 促进 HUVECs 凋亡的影

响 与对照组相比，3-MA 刺激组 HUVECs 中嗜

酸自噬泡减少（P＜0.05），cleaved caspase-3 表
达无明显变化（P＞0.05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降
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低（P＜0.05），p62 表达增加（P＜0.05）；而与 
IL-6 刺激组相比，IL-6 联合 3-MA 刺激组 HUVECs 
中嗜酸自噬泡减少（P＜0.05），cleaved caspase-3 

图 3　抑制自噬增加 IL-6 诱导的 HUVECs 凋亡

Fig 3　Inhibition of autophagy promotes apoptosis of HUVECs induced by IL-6
A: Autophagic vacuoles by MDC staining (original magnification: ×400); B: Expression of cleaved caspase-3, LC3 and p62 by 

Western blotting; C: Apoptosis of HUVECs by flow cytometry. IL-6: Interleukin 6; HUVECs: Human umbilical vein endothelial cells; 

3-MA: 3-Methyladenine; LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; MDC: Monodansylcadaverine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 

control group; △P＜0.05 vs IL-6 group. n＝3, x±s

2.5　增强自噬对 IL-6 促进 HUVECs 凋亡的影

响　与对照组相比，SRL 刺激组 HUVECs 中嗜酸

自噬泡增加（P＜0.05），cleaved caspase-3 表达

无明显变化（P＞0 .05），LC3Ⅱ /LC3Ⅰ比值

增加（P＜0.05），p62 表达减少（P＜0.05）；

与 IL-6 刺激组相比，IL-6 联合 SRL 刺激组 HUVECs 
中嗜酸自噬泡增加（P＜0.05），cleaved caspase-3 
表达减少（P＜0.05），LC3Ⅱ/  LC3Ⅰ比值增加

（P＜0.05），p62 表达减少（P＜0.05），细胞凋亡

率降低（P＜0.05）。见图 4。

3　讨　论

脓毒症的发病率和病死率逐年升高[1]，其发病

机制未完全阐明。IL-6 作为一种促炎因子能催化

和放大炎性反应。研究显示，脓毒症患者血清中 

IL-6 水平升高，其对诊断脓毒症和判断脓毒症预

后有较高的敏感度和特异度[11]。血管内皮细胞的凋

亡、活化等损伤在脓毒症的炎性反应和继发的多

器官功能衰竭中发挥关键作用[5] 。既往研究发现，

IL-6 可以诱导血管内皮细胞活化和功能紊乱，在

脓毒症的发生、发展中起着重要作用[3]。本研究发

现，IL-6 可浓度依赖性降低 HUVECs 的活性，增

加 cleaved caspase-3 的表达及细胞凋亡。但在脓毒

症状态下，IL-6 引起内皮细胞功能紊乱和凋亡的

机制还需要进一步研究。

自噬是一种机体降解胞内受损的细胞器、异

常蛋白质、外源微生物的自我保护机制，电镜下观

察到大量双层膜结构的自噬小体为其典型形态学特

征。既往在对 6 例脓毒症死亡患者进行尸检的研

究发现，其肝脏细胞中可观察到大量自噬空泡聚
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表达增加（P＜0.05），LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ比值降低

（P＜0.05），p62 表达增加（P＜0.05），细胞凋

亡率增加（P＜0.05）。见图 3。
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图 4　增强自噬减少 IL-6 诱导的 HUVECs 凋亡

Fig 4　Activation of autophagy reduces apoptosis of HUVECs induced by IL-6
A: Autophagic vacuoles by MDC staining (original magnification: ×400); B: Western blotting; C: Flow cytometry. IL-6: Interleukin 

6; HUVECs: Human umbilical vein endothelial cells; SRL: Sirolimus; LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; MDC: 

Monodansylcadaverine. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs IL-6 group. n＝3, x±s

集；在盲肠结扎穿刺（cecal ligation and puncture，
CLP）大鼠肝脏中也发现自噬泡的异常聚集[12]；

SRL 诱导自噬可帮助小鼠抵抗金黄色葡萄球菌肠

毒素引起的感染性休克和心脏功能障碍[13]；此外，

在腹腔注射脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）引

起脓毒症的小鼠中，用氯喹抑制自噬可增加炎性因

子水平和死亡率[14]。这些研究均表明自噬在脓毒症

中具有保护作用。本研究发现，IL-6 可以减少血

管内皮细胞内的自噬泡或自噬小体，并浓度依赖性

降低细胞内 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值，增加 p62 的表

达。LC3、p62 是自噬溶酶体经典的标志性蛋白，

LC3 参与自噬溶酶体膜的延伸过程；而 p62 与经泛

素化标记的蛋白结合形成复合物在溶酶体内降解，

随着细胞自噬水平的增加，p62 不断被消耗，检测 
二者变化可以反映细胞自噬活性的程度[15]。本研究

结果表明，IL-6 可以抑制 HUVECs 的自噬，推测

这可能是内皮细胞功能障碍加重炎性反应的重要机

制之一。

自噬与凋亡关系密切，正常水平的自噬对维

持细胞的功能和代谢起重要作用，但过度的自噬

会对细胞造成损伤，甚至凋亡。既往研究证明，

细胞自噬可以通过降解 caspase、Bcl-2 等促凋亡

蛋白而抑制细胞凋亡，相反，抑制细胞自噬则可

以促进细胞凋亡。研究证实，5-氟尿嘧啶可通过

抑制 colon26 和 HT29 细胞自噬下调 Bcl-xL 蛋白的

表达，从而增强细胞色素 C 释放、caspase-3 激活

及其介导的细胞凋亡[16]；在前列腺癌细胞系 PC-3 
和 LNCaP 中抑制自噬可导致细胞色素 C 的释放增

加，从而增强萝葡硫素诱导的细胞凋亡[17]；采用

喜树碱处理 MCF-7 细胞 24 h 后细胞中出现自噬

泡样结构，而用自噬抑制剂氯喹预处理的细胞中

caspase-9 的表达增加，加速细胞凋亡[18]。因此，

细胞自噬与凋亡之间有相互影响。

本研究采用自噬抑制剂 3-MA 联合 IL-6 处理 
HUVECs，结果发现细胞内 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值

下降、p62 的表达增加、细胞内的自噬泡和自噬

小体数量减少，提示抑制自噬可进一步增强 IL-6 
对 HUVECs 自噬的抑制作用，且可进一步增强 
IL-6 刺激下 cleaved caspase-3 的表达和 HUVECs
的凋亡。同时，采用自噬激动剂 SRL 联合 IL-6 处
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理 HUVECs，发现 SRL 减轻了 IL-6 对 HUVECs 
自噬的抑制作用，表现为 IL-6 联合 SRL 刺激组 
HUVECs 内的自噬泡和自噬小体数量较 IL-6 刺激

组增加、LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ比值增加、p62 表达减少，

且 HUVECs 的凋亡和 cleaved caspase-3 的表达降

低。上述结果说明，IL-6 刺激下 HUVECs 自噬水

平的不足是导致其凋亡的重要原因，而增强或恢复 
HUVECs 的自噬水平可以减轻 IL-6 诱导的 HUVECs 
凋亡。因此，可推测脓毒症发生时血清中过高的 
IL-6 可能通过抑制血管内皮细胞自噬导致细胞过度

凋亡进而引起器官功能障碍，但具体机制尚不明

确，后续将通过体外实验和脓毒症动物模型进行进

一步研究。

综上所述，本研究发现 IL-6 可以通过抑制 
HUVECs 自噬而导致细胞凋亡增加，这可能是其

引发内皮细胞损伤从而导致患者脓毒症加重和器官

功能障碍的重要机制之一。
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