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【摘要】  目的　YKL-40是一种人软骨糖蛋白39或几丁质酶-3样蛋白1，N端由酪氨酸（Y)、赖氨酸（K）、亮氨酸（L）组
成，因此被命名为YKL-40。本研究探索YKL-40能否促进Ⅱ型肺泡上皮细胞炎症因子的表达。 方法　体外培养A549细胞，

加入IL-1β（20 ng/mL） 、IL-6（20 ng/mL）、TNF-α（20 ng/mL）、IFN-γ（20 ng/mL），RT-qPCR检测YKL-40 转录水平的表达；

A549细胞中加入5、10、20 ng/mL的IL-1β培养，Western blot检测YKL-40蛋白水平的表达。A549细胞中加入0、100、500、
1 000 ng/mL人源重组YKL-40蛋白培养，RT-qPCR检测IL-6、IL-8的表达水平。设计三对靶向YKL-40小干扰RNA（si-YKL-40-
1/2/3）和阴性对照（negative control，NC），分别转染A549细胞，RT-qPCR和Western blot鉴定YKL-40的表达，筛选出si-YKL-
40-3用于后续实验。在A549细胞中，转染si-YKL-40-3和si-NC后，加入IL-1β（20 ng/mL）培养，RT-qPCR检测细胞YKL-40、IL-
6、IL-8表达，QAH-INF-1试剂盒检测上清液中多种因子的表达。结果　RT-qPCR 结果表明，与对照组相比，IL-1β可以上调

YKL-40蛋白的转录水平，差异有统计学意义（P<0.01），而IL-6、TNF-α、IFN-γ则不能上调； Western blot结果表明，IL-1β
（20 ng/mL）可以显著促进YKL-40的表达，与对照组相比，不同质量浓度IL-1β组差异均有统计学意义（P<0.01）。A549细胞

中加入人源重组YKL-40蛋白后，炎症因子IL-6和IL-8的表达明显升高，与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.05）；转染si-
YKL-40-3降低YKL-40的表达后，与对照组相比，IL-6（P<0.05）、IL-8（P<0.05）等炎症因子表达受到抑制。结论　YKL-40能够

促进Ⅱ型肺泡上皮细胞A549表达并分泌IL-6、IL-8等急性期炎性因子，从而加重炎症反应。通过靶向抑制YKL-40的表达

可有效抑制炎症反应。

【关键词】　YKL-40　　Ⅱ型肺泡上皮细胞　　小干扰RNA　　炎症反应
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【Abstract】   Objective　YKL-40,  also known as chitinase-3-like-1 (CHI3L1),  is  a  human cartilage glycoprotein-
39, with its N-terminus consisting of tyrosine (Y), lysine (K), and leucine (L), hence the name YKL-40. In this study, we
explored  whether  YKL-40  could  promote  the  expression  of  inflammatory  factors  in  type Ⅱ alveolar  epithelial  cells.
Methods　A549 cells were cultured in vitro with interleukin (IL)-1β (20 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL), tumor necrosis factor-
alpha  (TNF-α)  (20  ng/mL),  and  interferon-gamma  (IFN-γ)  (20  ng/mL).  The  expression  of YKL-40  transcription  was
determined  by  RT-qPCR.  A549  cells  were  cultured  with  IL-1β  at  5,  10,  and  20  ng/mL  and  the  expression  of  YKL-40
protein was determined by Western blot. A549 cells were cultured with recombinant YKL-40 protein at 0, 100, 500, and 1 000
ng/mL  and  the  expression  levels  of  IL-6  and  IL-8  were  measured  by  RT-qPCR.  Three  pairs  of  small  interfering  RNAs
targeting  YKL-40  (si-YKL-40-1/2/3)  and  the  negative  control  (NC)  were  designed  and  used  to  transfect  A549  cells,
respectively, and the expression of YKL-40 was determined by RT-qPCR and Western blot. si-YKL-40-3 was screened out
for  subsequent  experiments.  In  A549  cells,  si-YKL-40-3  and  si-NC  were  transfected  and,  then,  IL-1β  (20  ng/mL)  was
added  in  for  culturing.  The  expression  of YKL-40, IL-6,  and IL-8  was  determined  by  RT-qPCR  and  the  expression  of
multiple factors in the supernatant was measured with the QAH-INF-1 kit. Results　RT-qPCR results showed that IL-1β
could  up-regulate  YKL-40  protein  transcription  level  compared  with  that  of  the  control  group  and  the  difference  was
statistically  significant  (P<0.01),  but  IL-6,  TNF-α,  and  IFN-γ  could  not  up-regulate  YKL-40  protein  transcription  level.
Western blot results showed that IL-1β (20 ng/mL) could significantly promote the expression of YKL-40 and, compared
with that  of  the control  group,  the differences showed by groups treated with different concentrations of  IL-1β were all
statistical significant (P<0.01). After adding human recombinant YKL-40 protein to A549 cells, the results showed that the
expression of inflammatory factors IL-6 and IL-8 was significantly increased and the difference was statistically significant
compared  with  that  of  the  control  group  (P<0.05).  After  the  expression  of  YKL-40  was  decreased  by  si-YKL-40-3
transfection, the expression of IL-6 (P<0.05), IL-8 (P<0.05), and other inflammatory factors was inhibited compared with 
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that of the control group. Conclusion　YKL-40 can promote the expression and secretion of IL-6, IL-8, and other acute
inflammatory  factors  in  A549  cell  line,  a  type Ⅱ alveolar  epithelial  cell  model,  thus  aggravating  the  inflammatory
response. Targeted inhibition of YKL-40 expression may effectively inhibit inflammatory response.

【Key words】　　YKL-40　　Type Ⅱ alveolar epithelial cell　　Small interfering RNA　　Inflammatory
response

  

YKL-40是一种人软骨糖蛋白39（human cartilage

glycoprotein-39）或几丁质酶-3样蛋白1（chitinase-3-like-1,

CHI3L1），分子量为40 kDa，N端由酪氨酸（Y)、赖氨酸

（K）、亮氨酸（L）组成，因此被命名为YKL-40[1]。研究显示

多种细胞，如巨噬细胞、成纤维样细胞、血管平滑肌细胞

等均可分泌YKL-40[2-3]。YKL-40可参与调控多种生物学

功能，如炎症、组织重塑等[4]，以上功能是YKL-40通过参

与调控一系列生物学进程而实现，如氧化损伤、凋亡、焦

亡、M2巨噬细胞分化、树突状细胞（dendritic cells, DC）

积累、转化生长因子-β1(transform growth factors-β1,

TGF-β1)表达和细胞外基质（extracellular matrix, ECM）调

节等[5-7]。既往研究表明，YKL-40在呼吸系统炎症疾病中

发挥作用，参与炎症进程[8-9]。细菌脂多糖LPS诱导的肺部

巨噬细胞中YKL-40表达水平显著升高，从而引起急性呼

吸窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome,

ARDS)[10-11]，但目前YKL-40在肺部炎性疾病中的具体分子

机制未知。在炎症进程中，研究报道YKL-40可潜在调控

炎症细胞因子释放[12]，本文的研究目的是探索IL-1β能否

通过介导YKL-40的表达，调控A549细胞中IL-6、IL-8等炎

性因子的释放，从而引发炎症反应，为肺部炎性疾病的治

疗策略提供潜在的研究方向。

 1     材料与方法

 1.1    材料

人Ⅱ型肺泡上皮A549细胞（赛库生物），RPMI 1640培

养基（Gibco公司），FBS胎牛血清（Vivacell），人纯化的重组

YKL-40蛋白（Abcam, ab18270），人重组LPS（Solarbio,

L8880），IL-6（义翘神州，GMP-10395-HNAE），TNF-α（义

翘神州，10602-HNAE），IFN-γ（义翘神州，11725-HNAS），

IL-1β（义翘神州，10139-HNAE）。逆转录试剂HiScript Ⅲ

RT SuperMix for qPCR和ChamQ SYBR Color qPCR

（Vazyme），YKL-40多克隆抗体（Abcam, ab180569），

GAPDH抗体（Abways technology），YKL-40小干扰

RNA（汉恒生物）。QAH-INF-1芯片试剂盒，由广州

RayBiotech生物公司负责检测细胞上清中的蛋白表达。

 1.2    方法

 1.2.1    细胞培养和检测

A549细胞培养在普通无菌培养皿中，每3 d天换液。

待细胞生长到90%的密度时，将细胞均匀接种6孔板中，

每个孔板中约接种2×106细胞，待细胞汇合度达80%时，每

个孔依次加入细胞因子，如IL-1β（20 ng/mL）、IL-6

（20 ng/mL）、TNF-α（20 ng/mL）、IFN-γ（20 ng/mL）或者

5 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL的IL-1β，作用24 h后收集细

胞，采用RT-qPCR和Western blot检测YKL-40的mRNA和

蛋白水平。再将A549细胞均匀接种到6孔板中，加入不同

质量浓度的（0、100、500、1  000 ng/mL）人重组的YKL-

40蛋白，12 h后收集细胞，RT-qPCR检测IL-6、IL-8的表达

水平。检测方法见1.2.3和1.2.4。

 1.2.2    转染实验

将A549细胞平均接种到2个6孔板中，每孔2×106个细

胞，每孔2 mL完全培养基，待细胞汇合度达到80%时，一

块6孔板转入si-NC（negative control）和si-YKL-40-

1/2/3（干扰RNA序列见表1）后48 h，收集细胞沉淀，利用

Western blot和RT-qPCR检测YKL-40转录水平以及蛋白

水平表达，综合基因和蛋白水平筛选最适用于后续实验

的小干扰株。以对照组YKL-40基因表达量为1，实验组

YKL-40基因相对表达量则为实验组YKL-40基因表达量

与对照组YKL-40基因表达量的比值，基因水平敲低效

率=（1－实验组YKL-40基因相对表达量）×100%。另一块

板转入si-NC和si-YKL-40-3后24 h，更换新鲜培养基，加入

IL-1β（20 ng/mL）刺激24 h后，收集细胞沉淀和上清，细胞

沉淀用RT-qPCR检测IL-6、IL-8转录水平表达，培养上清

用QAH-INF-1芯片试剂盒检测IL-1α、IL-6、IL-8、TNF-

α、IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-13蛋白水平。转染具体步骤如

下：将10 μL母液浓度为20 μmol/L的siRNA双链体稀释到

200 μL jetPRIME buffer，同时再加入2 μL jetPRIME 转染

表 1    干扰RNA序列

Table 1    siRNA sequences

siRNA Sequences (5′-3′)

si-YKL-40-1 F: CCACAUCAUCUACAGCUUUTT

R: AAAGCUGUAGAUGAUGUGGTT

si-YKL-40-2 F: GCAGCUAUGACAUUGCCAATT

R: UUGGCAAUGUCAUAGCUGCTT

si-YKL-40-3 F: GGAGCCACAGUCCAUAGAATT

R: UUCUAUGGACUGUGGCUCCTT

si-NC F: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

R: ACGUGACACGUUCGGAGAATT
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试剂，立即涡旋振荡10 s充分混匀。在室温下孵育10 min，

最后将孵育好的200 μL转染复合物加入到6孔板中，轻摇

细胞板混合均匀，转染后细胞板置于37 ℃、体积分数

5%CO 2培养箱中培养。转染完成后通过RT-qPCR和

Western blot检测YKL-40、IL-6、IL-8表达；细胞上清使用

QAH-IFN-1蛋白测定试剂盒检测，检测方法见1.2.3、

1.2.4、1.2.5。

 1.2.3    RT-qPCR实验

收集A549细胞，用RNA提取试剂盒提取总RNA，逆

转录成cDNA。采用PCR进行扩增，反应条件为95 ℃ 30 s

预变性；循环反应： 95 ℃ 10 s 变性，60 ℃ 30 s退火延伸，

40个循环。用2−ΔΔCt表示基因的相对表达量。内参基因为

GAPDH。 使用引物见表2。
 

表 2    引物序列

Table 2    Primer sequences
 

Gene name Primer sequences (5′-3′) Product length/bp

YKL-40 F: AGGCGTCTCAAACAGGCTTT 146

R: GGTACAGAGGAAGCGGTCAA

IL-6 F: CCTTCTCCACAAGCGCCTTC 72

R: GGAAGGCAGCAGGCAACA

IL-8 F: GAAGTTTTTGAAGAGGGCTGAGA 90

R: TGCTTGAAGTTTCACTGGCATC

GAPDH F: TGACTTCAACAGCGACACCCA 121

R: CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA
 

 1.2.4    Western blot实验

将经过不同处理的A549细胞沉淀用含有蛋白酶抑制

剂和苯甲基磺酰氟（PMSF）的细胞/组织裂解液（RIPA）裂

解细胞，每种细胞沉淀加入7 0  μ L裂解液，冰上裂解

30 min，离心收集上清，并进行BCA浓度测定，然后分装

上样体系，依次完成电泳、转膜、孵育抗体以及显影等步

骤；A n t i - Y K L - 4 0  a n t i b o d y  （a b c a m ,  a b 1 8 0 5 6 9）、

GAPDH（Abway, AB2000）稀释比例均为1∶1 000，通过

ImageJ软件分析条带的灰度值，则目的蛋白的相对定量

是目的条带与内参条带灰度值的比值，实验重复3次，并

通过Prism9作图。

 1.2.5    细胞上清中的蛋白测定

收集处理后的A549细胞培养上清。按QAH-INF-1芯

片试剂盒说明书操作，检测IL-1α、IL-6、IL-8、TNF-α、

IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-13。

 1.3    统计学方法

x̄± s

所有实验重复3次。符合正态分布的变量数据均以

表示，均采用方差分析和t检验进行组间比较。P<

0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    IL-1β可以促进A549细胞的YKL-40表达

RT-qPCR 示，与对照组相比，IL-1β可以上调YKL-

40蛋白的转录水平，差异有统计学意义（P<0.01），而IL-6、

TNF-α、IFN-γ则不能上调（图1A）；其次，Western blot示，

IL-1β（20 ng/mL）可以显著促进YKL-40的表达，条带最

浓，与对照组相比，各浓度IL-1β组差异均有统计学意义

（P<0.01）（图1B）。

 2.2    YKL-40可以上调急性炎症因子的表达

RT-qPCR检测发现（图2），在1 000 ng/mL YKL-40的

刺激下，A549细胞中IL-6 mRNA的表达水平明显增高；在

500 ng/mL YKL-40的刺激下，A549细胞中IL-8 mRNA水平

达到最高。在A549细胞中转染s i -NC和s i -YKL-40-

1/2/3后，通过RT-qPCR和Western blot（图3）方法检测

YKL-40的mRNA转录和蛋白表达水平，转录水平结果发

现3个组与si-NC组的转录水平差异均有统计学意义

（P<0.01），si-YKL-40-1/2/3的敲低效率分别是62%、52%、

51%；蛋白表达水平发现，只有si-YKL-40-3组与si-NC组差

异有统计学意义（P<0.01）。综合蛋白水平的表达结果，
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图 1  IL-1β可以促进A549细胞YKL-40表达

Fig 1  IL-1β promotes YKL-40 expression in A549 cells

A, mRNA expression of YKL-40 in A549 cell measured by RT-qPCR (n=4); B, protein expression of YKL-40 in A549 cell measured by Western blot (n=3). ** P<0.01.
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选择si-YKL-40-3用于后续功能实验。细胞沉淀RT-

qPCR检测示，与si-NC组（设值为1）相比，敲低组IL-6（敲

低值为0.72±0.05，P<0.05）、IL-8（敲低值为0.60±0.05，

P<0.05）的表达明显降低。QAH-INF-1芯片检测结果示，

细胞上清中IL-6、IL-8、IL-1α、IFN-γ等促炎因子表达降

低，而抑炎因子IL-4、IL-10、IL-13的表达升高（表3）。
 

表 3    QAH-INF-1法检测细胞培养上清中炎性因子的表达

Table 3    QAH-INF-1 results for the expression of inflammatory factors
in cell culture supernatant

 

Cytokine/(pg/mL) si-NC group (n=3) si-YKL-40-3 group (n=3) P
IL-1α 7.79±1.12 7.20±0.19 0.507
IL-6 549.22±22.28 488.04±2.02 0.018
IL-8 26.01±0.91 13.33±1.89 0.001
TNF-α 3.62±0.41 3.17±0.63 0.447
IFN-γ 119.31±8.65 97.78±5.29 0.039
IL-4 17.59±2.60 26.96±1.61 0.001
IL-10 33.19±1.98 45.64±3.95 0.003
IL-13 22.75±2.29 23.29±1.42 0.788

 

 3     讨论

由于YKL-40可以由巨噬细胞、中性粒细胞、血管平

滑肌细胞、癌细胞等分泌，这种分泌伴随着疾病的发生发

展且可参与多种细胞因子或者信号通路调控[13]，因而具

有多种生物学功能，例如在结缔组织中，CHI3L1已被证

明可以启动MAPK/ERK和PI3K/AKT信号级联反应并调

节细胞增殖和细胞存活[14-15]。又如用TNF-α、IL-1刺激后

的关节软骨细胞或皮肤成纤维细胞，YKL-40能减少p38

MAPK和应激活化蛋白激酶（SAPKs）/Junn-末端激酶

（JNK）磷酸化作用，从而抑制细胞因子诱导的基质金属

蛋白酶1（MMP1）、MMP3、MMP13和趋化因子IL-8的分

泌，促进胞外基质降解和组织重塑[16]。本研究旨在探究

YKL-40在Ⅱ型肺泡上皮细胞中的作用，并且以A549作为

主要的研究对象。结果证实，通过向A549细胞加入不同

的细胞因子刺激，IL-1β能以浓度依赖方式上调YKL-40

mRNA及蛋白的表达。并且相关研究表明[17]，在炎性条

件下，血清中的YKL-40含量会升高，所以通过检测血清中

YKL-40的含量，有望作为肺部炎性疾病的判定指标和治

疗的潜在靶点。

由于YKL-40能在炎性条件下表达增高，其参与调控

炎症反应的生物学功能尚需进一步探讨。本研究通过向

A549细胞中加入YKL-40的重组蛋白，发现随着YKL-40质

量浓度的增加，IL-6和IL-8等炎性因子表达上调，说明炎

症进一步激活放大。转染siRNA降低YKL-40的表达，发

现IL-6和IL-8表达降低，炎症减弱。CHEN等[18]的研究结

果发现，在骨髓炎小鼠模型中，与对照组相比，敲低了YKL-40

的小鼠，炎性因子的水平降低，炎症减弱，促进成骨过程。

本研究发现促炎因子可增加肺泡上皮细胞分泌YKL-
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图 2  不同质量浓度YKL-40对IL-6、IL-8表达的影响

Fig 2  Effect of YKL-40 at different mass concentrations on the mRNA
levels of IL-6 and IL-8

* P<0.05. n=4.
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图 3  各组YKL-40的mRNA转录和蛋白表达水平

Fig 3  mRNA transcription and protein expression levels of YKL-40 in
each group

** P<0.01. n=4 (for gene) or 3 (for protein).
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40，增高的YKL-40作用于肺泡上皮细胞，增加IL-6、IL-

8等炎症因子分泌，进一步放大和促进炎症持续。通过siRNA

可有效降低YKL-40分泌从而减少IL-6、IL-8的产生，减弱

炎症，这与肖琳等[19]的研究结果类似，他们发现YKL-40通

过上调支气管上皮细胞IL-8的分泌，促进了支气管平滑

肌细胞的增殖和迁移，从而参与了哮喘时的气道重构。

综上所述，在炎性条件下，A549细胞中YKL-40表达水平

升高，上调的YKL-40会促进细胞中炎性因子进一步表达，

发挥促炎作用；通过靶向抑制YKL-40的表达有望在治疗

某些肺部炎性疾病方面发挥重要价值，其可成为潜在的

治疗靶点。

*　　　　*　　　　*
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