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摘要 慢性骨髓炎因其病程漫长、易出现并发症以及复发率高成为临床上棘手的难题，其主要致病原因是金黄色葡萄球菌等

革兰氏阴性菌感染．脂多糖(LPS)是革兰氏阴性细菌细胞壁的重要成分，用 LPS在体外刺激骨组织相关细胞在一定程度上可
以模拟骨髓炎患者的病理特征．实时荧光定量 PCR和Western blot等试验结果表明，在骨髓炎患者的骨组织和 LPS刺激的成
骨细胞中，几丁质酶家族成员 CHI3L1的表达均有明显升高．核因子 资B (NF-资B)萤光素酶报告载体检测结果显示，LPS能诱
导细胞的 NF-资B活化，NF-资B活化抑制剂 Bay11-7082能抑制 LPS诱导的 CHI3L1表达升高．用抗肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)的
抗体预处理细胞，或采用 siRNA干扰的方法抑制 TNF-琢受体的表达，都能明显抑制 LPS诱导的 CHI3L1表达上调．同时，
NF-资B 活化抑制剂 Bay11-7082 预处理细胞能抑制 LPS 对 TNF-琢 表达的诱导作用．结果提示，LPS通过激活 NF-资B 诱导
TNF-琢分泌上调，刺激 CHI3L1表达．提出骨髓炎及脂多糖刺激条件下 CHI3L1表达上调，并在细胞水平上初步探讨了脂多
糖诱导 CHI3L1表达的分子机制．
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骨髓炎是一种细菌感染骨髓、骨皮质和骨膜引

起的炎症性疾病．其中慢性骨髓炎是骨科常见病,
其病程漫长,易并发慢性窦道、骨缺损和病理性骨
折,而且清创手术失败率、复发率高,是临床上较为
棘手的难题．

CHI3L1是哺乳动物几丁质酶基因家族成员[1]，

有证据表明分泌的 CHI3L1蛋白参与细胞对不利刺
激的保护性反应 [2]．CHI3L1 在正常的骨组织中有
表达，但在感染的骨组织中表达量是否有改变及其

涉及的分子调控机制，目前还不明确．

CHI3L1在动脉粥样硬化、脑膜炎、哮喘等患
者的血清或者组织中的浓度明显增加，而这些疾病

的病理过程都伴随着炎症反应的发生[3～5]．骨髓炎

的主要致病原因是细菌感染骨组织，进而引发炎症

反应．脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)作为革兰氏
阴性菌细胞壁的重要活性成分，是导致感染和炎症

的重要原因[6, 7]．研究表明，包括 LPS在内的很多
病原体活性成分通过与细胞表面的 TLR结合，激
活核因子 资B(NF-资B)，引起广泛的免疫反应[8]．另

外，感染发生后多种细胞因子表达迅速上调，它们

参与介导了感染导致的发热、休克等多种病理反

应[9]．这些研究提示，LPS很可能在受到感染的骨
组织和相关细胞中诱导 CHI3L1 表达，而 NF-资B
和细胞因子则可能参与了这一诱导过程．

本研究发现，在骨髓炎患者的骨组织和脂多糖

刺激的成骨细胞中，CHI3L1的表达均有明显升高，
并且进一步在细胞水平上初步探讨了脂多糖诱导

CHI3L1表达的分子机制，结果显示，NF-资B和抗
肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)参与脂多糖诱导 CHI3L1
表达的过程，为进一步研究 CHI3L1在相关病理过
程中的功能奠定了基础．

1 材料和方法

1援1 材料

dNTP和 rTaqDNA聚合酶购自 TaKaRa 公司；
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1援2援4 Western blot．收集细胞培养液上清，加入 3
倍体积的冷乙醇，置于 -20℃ 30 min 后， 4℃
12 000 r/min离心 20 min，小心吸出上清．加入去
离子水溶解沉淀，用 BCA法进行蛋白质定量．每
条泳道取 50 滋g蛋白质加入等体积的 5伊上样缓冲
液，煮沸后进行电泳分离．69 V 0.5 h将蛋白质转
移到 PVDF膜上．5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入
一抗，4℃过夜．然后加入辣根过氧化物酶标记的
二抗，室温 2 h．最后加入 KPL公司的发光底物，
反应 2 min，于暗室中进行曝光、显影和定影．
1援2援5 报告基因转染．构建 NF-资B报告载体，将
含有 4个串联的 NF-资B结合序列的片段插入 pGL3
(pGL3-NF-资B)．用 Omega 公司的质粒中提试剂盒
纯化报告载体．细胞转染采用 Lipofectamine 2000
转染试剂．24孔板每孔转染 300 ng报告载体，同
时转染 30 ng pRL-TK质粒．转染 12 h后加入 LPS
刺激细胞 8 h，吸弃培养液，用冰冷的 PBS洗涤细
胞 1次，然后加入裂解缓冲液，轻柔振荡 15 min，

离心收集上清．把 20 滋l裂解上清液加入 100 滋l反
应缓冲液中，用加样器轻柔吹打数次．然后在酶标

仪上读取 pGL3-NF-资B载体产生的荧光强度值．加
入 100 滋l终止反应液，轻柔震荡混匀．再用酶标
仪读取 pRL-TK载体产生的荧光强度值，并用第二
个荧光强度值对第一个值进行校正．

1援2援6 siRNA 转染．用针对 C/EBP茁 和 TNF-琢 受
体 1 的特异性 siRNA 转染细胞抑制相关基因表
达．具体如下：针对 C/EBP茁的 siRNA(5忆 GUGG-
CCAACUUCUACUACGdTdT 3忆和 5忆 CGUAGUA-
GAAGUUGGCCACdTdT 3忆 ) 和阴性对照 siRNA
(5忆 AUCCGCGCGAUAGUACGUAdTdT 3忆 和 5忆
UACGUACUAUCGCGCGGAUdTdT 3忆 )； 针 对

TNF-琢 受体 1 的 siRNA (5忆 GUGGCCAACUUCU-
ACUACGdTdT 3忆和 5忆 CGUAGUAGAAGUUGGC-
CAC dTdT 3忆 ) 和阴性对照 siRNA (5忆 AUCCGCG-
CGAUAGUACGUAdTdT 3忆 ; 5忆 UACGUACUAUC-
GCGCGGAUdTdT 3忆)．2 滋l Lipofectamine 2000与

Forward(5忆～3忆) Reverse(5忆～3忆) Gene

ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA GAPDH

CCGTTCCTGCGTTCTTAT ACTGGTTGCCCTTGGTAG CHI3L1

CCGATGGGTTGTACCTTGTC GGGCTGGGTAGAGAATGGAT TNF-琢
CTGGTGACAACCACGGCCTTCCCTA ATGCTTAGGCATAACGCACTAGGTT IL-6

Table 1 Oligo鄄deoxyribonucleotide primers sequences used in RT鄄PCR

TRIzol，第一链 cDNA 合成试剂盒和转染试剂
Lipofectamine 2000 均购自 Invitrogen 公司；pGL3
载体和荧光素酶活性检测试剂盒均购自 Promega公
司； 琢-MEM 培养基和胎牛血清 (FBS)均购自
Hyclone 公司；TNF-琢 购自 Peprotech 公司；抗
CHI3L1抗体、抗 TNF-琢抗体、抗 IL-6 抗体以及
检测 TNF-琢和 IL-6的 ELISA 试剂盒均购自 R&D
公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗绵羊二抗和

Western blot 化学发光检测试剂盒均购自 KPL 公
司；抗 茁-actin 抗体购自 Santa Cruz 公司；LPS 和
Bay11-7082购自 Sigma 公司；siRNA 由上海吉玛
生物技术公司合成；引物合成和 PCR产物测序由
上海英骏生物技术有限公司完成．

1援2 方法

1援2援1 细胞培养．成骨细胞MC3T3-E1和单核 /巨
噬样细胞 RAW264.7(均购自中国医学科学院细胞
中心)培养在 琢-MEM(含 10% FBS)培养基中．在
37℃、含 5%CO2的孵箱中培养．当细胞生长达到

90%汇合时，用胰酶消化，1∶3分瓶．
1援2援2 荧光实时定量 PCR 检测骨髓炎组织中
CHI3L1表达变化．取骨髓炎患者的感染骨组织在
液氮中充分研磨后，加入 Trizol抽提 RNA．用第
一链 cDNA合成试剂盒进行反转录获得 cDNA模
板．使用 Stratagene 公司的 Real-time PCR 试剂盒
进行反应．反应条件为：94℃ 5 min预变性；94℃
15 s，55℃ 30 s，72℃ 20 s，扩增 40个循环．
1援2援3 RT-PCR分析．

TRIzol法提取细胞总 RNA，用第一链 cDNA
合成试剂盒进行反转录获得 cDNA 模板． 做
RT-PCR检测基因表达．以 GAPDH为内参，用表 1
中所列引物进行 PCR反应．

PCR 反应条件为：94℃ 4 min 预变性；94℃
45 s，57℃ 45 s，72℃ 1 min，扩增 30 个循环；
72℃ 延伸 15 min．PCR 产物经测序证明序列
正确．
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Table 3 Activities of luciferase reporter gene in
MC3T3鄄E1 cells transfected with pGL3鄄NF鄄资B

and pRL鄄TK plasmids
Control
(PBS)

LPS
(1 mg/L)

LPS
(10 mg/L)

Relative fluorescence intensity 1.00 依 0.21 10.70 依 2.91 16.80 依 3.54

The activity of control was normalized to 1. Data were reported as

x 依 s. P < 0.05 vs control．

200 滋l 无血清培养基混匀为 A 液，室温孵育
5 min．2 滋l siRNAs (储存浓度为 20 滋mol/L) 加入
200 滋l无血清培养基中为 B液．A液与 B液混匀，
室温孵育 20 min，加入培养板中，使 siRNA终浓
度为 33 nmol/L．转染 24 h 后再加入 LPS 刺激
细胞．

1援2援7 ELISA检测 TNF-琢和 IL-6分泌量的变化．
收集细胞培养基上清．用捕获抗体包被 ELISA板，
每孔中加 100 滋l，然后放入封闭的湿盒中，室温过
夜．用含 0.05% Tween20的 PBS洗板 4 次．每孔
加入 300 滋l封闭液，1%BSA室温封闭 2 h．洗板 4
次．每孔加入 100 滋l培养液上清，室温孵育 2 h．
洗板 4次．把检测抗体加入 ELISA板，每孔中加
100 滋l，室温 2 h．洗板 4次．然后加入生物素标
记的过氧化物酶稀释液室温 30 min．洗板 4次．最
后每孔加入 100 滋l反应底物．在暗盒中反应显色
15～20 min．用 1 mol/L硫酸终止反应,立即在酶标
仪上读取 A 450值．每组试验均设 3个平行．
1援2援8 统计分析．全部结果用(x 依 s)表示，对实验
结果进行 t检验，P < 0.05认为存在显著性差异．

2 结 果

2援1 在骨髓炎组织中 CHI3L1表达明显升高
取骨髓炎患者(7人)的感染骨组织，在液氮中

充分研磨，加入 Trizol抽提 RNA．反转录后进行
实时定量 PCR．结果显示，虽然不同病人的感染
组织中 CHI3L1表达差异较大 (相对表达量依次为
2.37，2.81，2.14，1.72，1.84，2.59，2.78)，但是
与正常人的骨组织相比，感染骨组织中 CHI3L1表
达明显增加(与对照相比，P < 0.05)，结果见表 2．

2援2 LPS诱导成骨细胞 CHI3L1表达
RT-PCR检测结果显示，10 mg/L LPS刺激成

骨细胞 MC3T3-E1，6 h 后 CHI3L1 mRNA 表达水
平明显升高，一直持续到 12 h 没有下降趋势
(图 1a)．但是在单核 /巨噬样细胞 RAW264.7 中，
受到刺激 12 h后，该基因的表达仍没有明显变化

(图 1b)．如图 1c所示，Western blot分析在蛋白质
水平上验证了 LPS对 CHI3L1表达的诱导作用．

2援3 NF鄄资B介导 LPS对 CHI3L1表达的诱导作用
运用 NF-资B萤光素酶报告载体检测 NF-资B活

化程度，结果显示，LPS能诱导转染报告载体的成
骨细胞中萤光素酶活性明显增强，与对照组有显著

差异 (P < 0.05)，而且呈 LPS 剂量依赖性，说明
LPS激活了 NF资B信号通路(表 3)．

Bay11-7082能够抑制 NF-资B的降解，从而抑
制 NF-资B的活化．采用 RT-PCR和Western blot分
析 CHI3L1 表达发现：在 Bay11-7082 预处理的细
胞中，LPS对 CHI3L1表达的诱导作用受到明显抑
制(图 2a, c)．表明 NF-资B 在 LPS 诱导 CHI3L1 表
达的过程中是必需的．抑制 LPS下游信号通路的
另一个重要转录因子 C/EBP茁表达，对 CHI3L1的
表达则没有明显影响(图 2b, c)，表明 C/EBP茁不参
与 LPS诱导 CHI3L1表达的过程．

Table 2 Real鄄time PCR analysis of CHI3L1
expression levels in osteomyelitis patients

Control Osteomyelitis patients

CHI3L1 expression level 1.00 依 0.29 2.32 依 0.45

The expression level of control was designated as 1．Data were

reported as x 依 s．

Fig. 1 Expression changes of CHI3L1 in MC3T3鄄E1
and RAW264.7 cells after LPS stimulation

(a) LPS-stimulated MC3T3-E1 cells. (b) LPS-stimulated RAW264.7

cells. GAPDH is used as an internal control. (c) Analysis of expression

of CHI3L1 after LPS treatment by Western blot.

CHI3L1

GAPDH

CHI3L1

GAPDH

CHI3L1

(a)

(b) (c)

0 h 6 h 8 h 12 h

Control LPS

0 h 12 h 24 h 48 h
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2援4 TNF鄄琢对 LPS诱导的 CHI3L1表达是必需的
为了确定 TNF-琢和 IL-6等细胞因子在 LPS诱

导 CHI3L1 表达过程中的作用，检测了 LPS 刺激
MC3T3-E1 细胞后，TNF-琢 和 IL-6 的表达量．
RT-PCR结果显示：细胞受到 LPS刺激 1.5 h后即
可见 TNF-琢和 IL-6表达升高，且早于 CHI3L1表
达升高出现的时间(图 3a)，另外，ELISA试验也显

示两种细胞因子的表达分泌量增加(图 3b)．因此
TNF-琢和 IL-6可能参与 LPS诱导 CHI3L1表达的
过程．用抗 TNF-琢的抗体预处理细胞，能明显抑
制 LPS的诱导作用．但是，用抗 IL-6的抗体预处
理细胞，则没有明显效果(图 3c)．
为了进一步验证 LPS通过 TNF-琢诱导 CHI3L1

表达，采用 siRNA干扰的方法抑制 TNF-琢受体 1
(TNFR1)的表达，结果显示，转染了 siRNA 后，
TNFR1表达水平明显下降(图 4a)，LPS 处理细胞
后 CHI3L1的表达上调也受到明显抑制(图 4b, c)．
直接用 TNF-琢刺激细胞也会引起 CHI3L1表达上
调(图 4d)．这些结果表明：LPS刺激细胞后，通过
诱导 TNF-琢表达提高 CHI3L1的表达．

2援5 LPS通过 NF鄄资B诱导 TNF鄄琢表达
上述结果已经证明，NF-资B活化和 TNF-琢表

达对 LPS引起的 CHI3L1表达上调都是必需的，为
了验证二者之间有无直接联系，用 NF-资B活化抑
制剂 Bay11-7082 预处理细胞，然后检测 LPS 对
TNF-琢表达的诱导作用是否受到影响．结果显示，
Bay11-7082预处理细胞明显抑制了 LPS对 TNF-琢
表达的诱导作用(图 5)，说明 LPS通过激活 NF-资B
诱导 TNF-琢表达．

Fig. 4 Effect of TNFR1 silencing on CHI3L1 expression
(a) Expression of TNFR1 after transfection of siRNA. (b) Expression of

CHI3L1 mRNA after transfection of siRNA. (c) Expression of CHI3L1

protein after transfection of siRNA. (d) TNF-琢 induced CHI3L1

expression at both mRNA and protein levels.

Fig. 2 Effect of inhibition of NF鄄资B activation and
C/EBP茁 expression on the LPS鄄induced

CHI3L1 expression
(a) Cells were pretreated with 20 mg/L Bay11-7082 (Bay). RT-PCR was

performed to evaluate mRNA expression. (b) Cells were transfected with

siRNA for C/EBP茁 (si). RT-PCR was performed to evaluate mRNA

expression. (c) Western blot was performed to confirm the results of

RT-PCR.

Fig. 3 Roles of TNF鄄琢 and IL鄄6 in the LPS鄄induced
CHI3L1 expression

(a) MC3T3-E1 cells were treated with LPS for 1.5 h, then RT-PCR

analysis was performed to examine the expression levels of TNF-琢 and

IL-6. (b) ELISA was performed to evaluate the production of TNF-琢 and

IL-6. *P < 0.01, **P < 0.05 vs control. (c)Pre-incubation of antibodies

(Ab) resulted in decrease of CHI3L1 expression. : TNF-琢; : IL-6.

CHI3L1

GAPDH

CHI3L1

GAPDH

(a) (b)

(c)

LPS LPS+Bay LPS LPS+si

LPS LPS+Bay LPS LPS+si
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IL-6
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GAPDH
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3 讨 论

CHI3L1属于哺乳动物几丁质酶家族，该基因
的 cDNA 编码长为 383 个氨基酸的蛋白质．
CHI3L1的三级结构是由 琢8/茁8的桶状折叠构成，
在蛋白质的 C端有一个沟形结构是直接与几丁质
结合的部位．临床研究表明，CHI3L1主要表达于
人体细胞外基质重构和炎症反应等病理条件下，如

动脉粥样硬化、重型骨关节炎、肝纤维化、脑膜炎

等．体外实验证明，TNF-琢能够诱导软骨细胞表达
CHI3L1[10]．提示炎症因子是诱导 CHI3L1表达的重
要因素．

骨组织和相关细胞都可能受到细菌感染，诱发

骨髓炎、骨炎等疾病．慢性骨髓炎是骨科常见病，

因其病程漫长、复发率高，所以目前是临床上较为

棘手的一个难题．慢性骨髓炎的主要致病菌是金黄

色葡萄球菌等革兰氏阴性菌[11, 12]．LPS是革兰氏阴
性细菌细胞壁的重要成分，是导致感染和骨组织破

坏的重要原因．用 LPS在体外刺激骨组织相关细
胞，在一定程度上可以模拟骨髓炎患者的病理特

征．本文提出，CHI3L1在骨髓炎患者的感染骨组
织和 LPS处理的成骨细胞中表达均有升高，但是
在单核 /巨噬样细胞中 LPS并不诱导 CHI3L1表达
升高，提示 CHI3L1有可能参与骨组织感染的病理
进程，而且成骨细胞很可能是骨髓炎病理过程中

CHI3L1表达升高的细胞来源．
NF-资B和 C/EBP茁是 LPS激活的信号通路下游

重要的转录因子，是参与炎症反应的重要基因[13, 14].
为了进一步阐明 LPS诱导 CHI3L1表达的机制，检
测了这两个转录因子是否参与介导了该诱导过程．

结果显示，LPS对 NF-资B 有明显的激活作用，抑
制 NF-资B活化会强烈抑制 LPS对 CHI3L1的诱导

作用，而抑制 C/EBP茁表达并不会影响 LPS的诱导
作用，表明转录因子 NF-资B 的活化在 LPS 诱导
CHI3L1表达的过程中起重要作用．
多种细胞因子也会介导感染导致的病理反应．

已知多种细胞受到 LPS 刺激后都会表达 TNF-琢、
IL-1和 IL-6等细胞因子，这些细胞因子单独或与
LPS一起调节下游基因表达，在 LPS发挥生物学
活性和功能的过程中起重要作用．有研究报道，在

小鼠的骨髓炎造模之后，TNF-琢、IL-1、IL-6等细
胞因子表达在极早期即发生明显上调[15]．本研究的

结果也显示，LPS刺激成骨细胞后，TNF-琢和 IL-6
表达上调出现早于 CHI3L1，提示这些细胞因子可
能参与了感染和 LPS诱导 CHI3L1表达的过程．用
抗 TNF-琢抗体预处理细胞和对 TNFR1进行基因沉
默，结果显示这两种方法可以使 LPS处理细胞后
CHI3L1的表达上调受到明显抑制．本研究还发现
直接用 TNF-琢处理细胞也能刺激 CHI3L1表达．
上述结果证实 LPS 通过 TNF-琢 介导 CHI3L1 表
达．用 NF-资B活化抑制剂 Bay11-7082处理细胞会
抑制 LPS诱导的 TNF-琢表达上调，说明 NF-资B的
激活是 TNF-琢上调的上游事件．基于以上实验结
果，提出 LPS诱导 CHI3L1表达的可能的分子机
制：LPS 首先激活 NF-资B，NF-资B 的激活诱导
TNF-琢分泌上调，最后由 TNF-琢采用自分泌或者
旁分泌的方式刺激 CHI3L1表达．
综上所述，本研究首次发现，CHI3L1在骨髓

炎患者的感染骨组织和 LPS处理的成骨细胞中表
达均有升高，提示 CHI3L1有可能参与骨组织感染
的病理进程，并初步阐明了 LPS诱导成骨细胞表
达 CHI3L1的信号通路，为进一步阐明该基因的生
物学特性和功能奠定了良好的基础，也为了解骨髓

炎等相关疾病的发病机理提供了重要的资料．
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The Molecular Mechanism of LPS鄄induced CHI3L1 Expression*
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Abstract Treatment of chronic osteomyelitis has become a difficult problem in clinical medicine due to its
extended pathological process, high occurrence of complication and recurrence of disease. The major pathogenesis
mechanism is Gram-negative bacteria infection, such as staphylococci. LPS is an important substance found in the
cell wall of Gram-negative bacteria and administration of LPS to skeleton relevant cells in vitro could simulate the
pathological characteristics of osteomyelitis patients. The results of quantitative real-time PCR and Western blot
showed that CHI3L1 was up-regulated obviously in the infected bone tissues of osteomyelitis patients and
LPS-stimulated osteoblasts. Analysis of the luciferase activity of NF-资B reporter gene vector revealed that LPS
could activate NF-资B. Bay11-7082, an inhibitor of NF-资B activation, suppressed the elevation of CHI3L1
expression induced by LPS. Pre-incubation of osteoblasts with anti-TNF-琢 antibody or silencing TNF-琢 receptor
expression by siRNA inhibited the induction effect of LPS on CHI3L1. Inhibition of NF-资B activation also
prevented up-regulation of TNF-琢 induced by LPS. In conclusion, LPS stimulated TNF-琢 expression through
activating NF-资B, then TNF-琢 induced CHI3L1 expression. It was demonstrated for the first time that CHI3L1
expression is promoted in osteomyelitis and LPS-treated osteoblasts and investigates the molecular mechanism of
LPS-induced CHI3L1 expression in osteoblasts.
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