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白细胞介素-9诱导破骨细胞分化在包虫病骨侵蚀中的机制研究

吾路汗·马汗，谢增如　（新疆医科大学第一附属医院创伤骨科，新疆 乌鲁木齐 830011）

［摘 要］　目的　探讨白细胞介素-9（IL-9）在骨包虫病骨囊性组织浸润性生长中的作用及其分子机制。方法　收集 8例骨包

虫病患者累及骨囊性组织的石蜡切片，选择 8例骨关节炎患者患病膝关节组织石蜡切片作为对照。qPCR测定骨囊性组织和骨关节

炎骨组织中 IL-9 mRNA 表达水平。将 RAW264. 7 细胞分为 Undifferentiation 组（Group 1）、MCSF 组（Group 2）、MCSF+RANKL 组

（Group 3）、MCSF+RANKL+包虫抗原B组（Group 4）、MCSF+RANKL+IL-9组（Group 5）。qPCR法测定各组细胞中TRAP和 cathepsin K 
mRNA 表达水平。Western blot法测定各组细胞中 p-p65、p65、活化 T-细胞核因子 1（NFATc1）、磷酸化-信号转导与转录激活因子 3
（p-STAT3）、信号转导与转录激活因子 3（STAT3）、磷酸化-细胞外调节蛋白激酶 1/2（p-ERK1/2）、细胞外调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）
的表达水平。结果　与骨关节炎骨组织相比，骨囊性组织中 IL-9 mRNA表达水平更高（P<0. 05）。与Group 1相比，Group 2、Group 3、
Group 4、Group 5细胞中TRAP和 cathepsin K mRNA表达水平均升高（P<0. 05），p-p65、p-STAT3和 p-ERK1/2水平以及NFATc1的表达

水平均升高（P<0. 05）；与Group 3相比，Group 5上述检测指标均升高（P<0. 05）。结论　IL-9在骨囊性组织中表达升高，并通过上调

核因子-κB（NF-κB）/STAT3/ERK1/2信号通路增强诱导破骨细胞分化，可能在骨包虫病的骨侵蚀中发挥重要作用。
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Mechanism of interleukin-9-induced osteoclast differentiation in bone erosion of cystic echinococcosis
Wuluhan·Mahan ，XIE Zeng-ru　（Department of Traumatic Orthopedics，the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University，
Urumqi Xinjiang 830011，China）

Abstract: Objective　To investigate the role of interleukin-9 （IL-9） in the invasive growth of bone cystic tissue with cystic echinococcosis 
and its molecular mechanisms. Methods　Paraffin sections of bone cystic tissues from 8 patients with cystic echinococcosis were collected， 
and paraffin sections of affected knee joint tissues from 8 patients with osteoarthritis were selected as controls.  qPCR was used to detect the 
expression levels of IL-9 mRNA in bone cystic tissues and osteoarthritis bone tissues.  RAW264. 7 cells were divided into the Undifferentia⁃
tion group （Group 1）， the MCSF group （Group 2）， the MCSF+RANKL group （Group 3）， the MCSF+RANKL+ echinococcosis antigen B 
group（Group 4）， and the MCSF+RANKL+IL-9 group （Group 5）.  qPCR was used to detect the expression levels of TRAP and cathepsin K 
mRNA in cells of each group.  Western blot was used to detect the expression levels of p-p65，p65， nuclear factor of activated T-cells 1
（NFATc1），phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3（p-STAT3），signal transducer and activator of transcription 3
（STAT3），phosphorylated extracellular signal-regulated kinase 1/2（p-ERK1/2） and extracellular signal-regulated kinase 1/2（ERK1/2） in 
cells of each group. Results　The expression level of IL-9 mRNA was higher in bone cystic tissues than that in osteoarthritis bone tissues 
（P<0. 05）.  Compared with Group 1，the expression levels of TRAP and cathepsin K mRNA in Group 2， Group 3， Group 4 and Group 5 were 
significantly increased （P<0. 05），as well as the levels of p-p65，p-STAT3 and p-ERK1/2，and the expression levels of NFATc1 （P<0. 05）；

Compared with Group 3，the above indexes in Group 5 were all increased （P<0. 05）. Conclusion　 The expression level of IL-9 is 
up-regulated in bone cystic tissues，and it enhances the induction of osteoclast differentiation by up-regulating the nuclear factor- κB 
（NF-κB）/STAT3/ERK1/2 signaling pathway， which may play an important role in bone erosion of bone echinococcosis.

Keywords: cystic echinococcosis of the bone；interleukin-9；osteoclast；NF-κB/NFATc1/RANKL/RANK；STAT3/ERK1/2

囊型棘球蚴病（cystic echinococcosis，CE），通常称

为包虫病，是由细粒棘球绦虫的幼虫引起的一种全球

范围内广泛存在的地方性寄生虫病[1]。在CE患者中，

肌肉骨骼受累，称为骨囊型包虫病，简称骨包虫病，发

病率为 0. 5%~4. 0%，其中半数患者发生在脊柱[1-2]。脊

柱 CE 见于所有年龄组，男女均可发病，常导致脊柱、

骨盆变形、下肢瘫痪等，甚至死亡。骨包虫病的临床

治疗首选根治性手术切除联合化疗，但术后复发率高

达40%[3]。
CE的原头节侵入机体后，通常通过血液循环寄生
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于肝、肺、脾、脑、骨骼、淋巴结和肌肉中的多个位置。

骨包虫病形成的骨囊肿多见于松质骨，其沿松质骨的

骨道等阻力较小的微结构向多个方向侵犯、侵蚀并取

代骨小梁，然后破坏并突破骨皮质。增大的 CE 包囊

阻塞滋养骨骼的血管，引起骨骼缺血性坏死。CE包囊

还可直接激活破骨细胞，引起生理性骨溶解。这种囊

肿导致的骨破坏还伴随神经和关节感染、软组织浸润

及瘘管形成[4]。其中破骨细胞被高度活化并介导病理

性骨溶解，是 CE 包囊侵犯骨组织的重要病理生理过

程。而核因子-κB受体配体（receptor activator of nuclear 
factor- κB ligand，RANKL）/核因子 - κB 受体（receptor 
activator of nuclear factor-κB，RANK）是介导单核/巨噬

细胞系细胞向破骨细胞分化、激活破骨细胞所必需

的[5]。白细胞介素-9（interluekin-9，IL-9）在过敏反应、

寄生虫免疫中起着重要的作用[6-7]。研究发现，IL-9在

类风湿性关节炎和银屑病关节炎等自身免疫性疾病

中也起着重要的作用[6,8]。本研究首先以骨关节炎患

者骨组织作对照，检测骨包虫病累及骨囊性组织样本

中 IL-9 mRNA的表达水平；再通过体外诱导单核/巨噬

细胞，探讨 IL-9 在包虫感染引起的炎症、骨侵蚀和骨

溶解过程中所起的作用及其分子机制。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

小鼠单核/巨噬细胞 RAW264. 7 细胞购自武汉普

诺赛生物。RNAprep Pure 石蜡包埋组织切片总 RNA
提取试剂盒（批号：D4390751）、FastKing一步法RT-PCR
试剂盒（批号：K1232563）、FastKing一步法反转录荧光

定量试剂盒（SYBR Green；批号：F3134308）购自北京

天根生化。引物委托上海生工生物代为设计和合成。

兔抗小鼠 p-p65单抗（批号：A15354627）、p65多抗（批

号：A05153614）、活化T-细胞核因子 1（nuclear factor of 
activated T-cells 1，NFATc1）单抗（批号：A32648687）、

磷酸化-信号转导与转录激活因子 3（phosphorylated 
signal transducer and activator of transcription 3，p-STAT3）
单抗（批号：A90324150）、信号转导与转录激活因子

3（signal transducer and activator of transcription 3，
STAT3）单抗（批号：A42013052）、磷酸化-细胞外调

节 蛋 白 激 酶 1/2（phosphorylated extracellular signal-
regulated kinase 1/2，p-ERK1/2） 单 抗 （ 批 号 ：

A19082345）、细胞外调节蛋白激酶 1/2（extracellular 
signal-regulated kinase 1/2，ERK1/2）单 抗（批 号 ：

A13145256）、GAPDH 单抗（批号：A31940536）、HRP-

标记山羊抗兔 IgG 二抗（批号：G17456325）购自美国

Thermo Fisher。 重 组 人 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（macrophage colony-stimulating factor，MCSF；批 号 ：

H35476）、重组人 RANKL（批号：T13257）、重组人 IL-9
（批号：S25264）购自美国Sigma-Aldrich。
1. 2　患者临床信息

8例骨包虫病患者累及骨囊性组织样本来自我院

组织病理科，经组织病理学和血清学（血清ELISA检测

包虫抗原阳性）确诊为骨包虫病，对经手术切除的累

及骨部位的囊性组织进行石蜡切片。选择 8例骨关节

炎患者膝关节置换手术摘除的患膝关节组织进行石

蜡切片作为对照。患者临床信息见表 1。所有临床样

本用于探索性实验，均通过我院临床伦理委员会批准

（批准号：20220117032）。

1. 3　qPCR
使用 RNAprep Pure 石蜡包埋组织切片总 RNA 提

取试剂盒提取总 RNA。使用 FastKing 一步法 RT-PCR
试剂盒反转录合成 cDNA。使用 FastKing 一步法反转

录荧光定量试剂盒(SYBR Green)进行qPCR扩增。IL-9
正向引物 5'-GCGAGCTCCAGTCCGCTGTC-3'，反向引

物 5'-TGATGAGGAAGTTGATGTC-3'；抗酒石酸酸性磷

酸酶（tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP）正向引

物 5'-CTCCCCGATCTGCGGCCAC-3'，反向引物 5'-CT 
GACCCAATCATCTGGGTG-3'；cathepsin K 正 向 引 物

5'-GAAACGAAGCCAGACAACAG-3'，反向引物 5'-CT 
TCCATAGCTCCCAGTGG-3'；GAPDH 正向引物 5'-GG 
TAGAGCGGCCGCCATGT-3'，反向引物 5'-CAGCTAG 
CCTCGCTCCACCT-3'。
1. 4　细胞培养

RAW264. 7细胞培养于含 10%胎牛血清的DMEM
完全培养液中，置于含 5%CO2的 37 ℃恒温、湿润的细

胞孵育箱中维持培养。2~3 d传代1次，每次以1∶20的

比例传代。

1. 5　细胞实验分组和处理方式

细胞实验分组：①Undifferentiation 组（Group 1），

细胞不做任何处理；②MCSF组（Group 2），加入25 ng/mL 
MCSF；③ MCSF+RANKL 组（Group 3），加入 25 ng/mL 
MCSF 和 50 ng/mL 可溶性 RANKL；④MCSF+RANKL+

表1　患者临床信息

项目

男性(%)
年龄（岁）

症状持续时间(月)
累及软组织(%)
复发(%)

骨包虫病患者

87. 5
60. 0
55. 5

100
100

骨关节炎患者

25. 0
55. 5
44. 5
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包虫抗原B组（Group 4），加入25 ng/mL MCSF、50 ng/mL
可溶性 RANKL 和 50 ng/mL 包虫抗原 B；⑤ MCSF+
RANKL+IL-9组（Group 5），加入25 ng/mL MCSF、50 ng/mL
可溶性RANKL和 50 ng/mL重组人 IL-9。上述②~⑤组

连续处理 6 d，每隔 72 h换液一半，分别补充含 MCSF、
可溶性RANKL、包虫抗原B或重组人 IL-9的新鲜培养

液[9-10]。处理结束后，采用 qPCR 法测定破骨细胞分化

标志物TRAP和 cathepsin K mRNA的表达水平。

1. 6　重组包虫抗原B的制备

参考文献[11]采用大肠杆菌原核表达系统人工表

达制备重组包虫抗原 B。制备方法：使用 pMal-c2x 载

体表达融合蛋白 rHA-B-MBP；加入异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷诱导大肠杆菌过夜表达重组蛋白；使用直链淀粉

树脂层析柱制备 rHA-B蛋白纯化产物，经SDS-PAGE凝

胶电泳检测蛋白纯度后，于 4 ℃冷藏备用，或置于

-20 ℃长期保存。

1. 7　Western blot
于 6 孔板细胞培养物中加入 1 mL 含磷酸酶抑制

剂的 RIPA 裂解液裂解细胞。提取总蛋白后，按照标

准流程跑 SDS-PAGE 凝胶电泳和半干转印法将 PAGE
凝胶中的蛋白电转印至 PVDF 膜上。加入 5% 脱脂奶

粉常温封闭 PVDF 膜 1 h。加入一抗工作液，于 4 ℃与

膜共同孵育过夜；次日，加入二抗工作液，室温下与膜

共同孵育 1 h。使用超敏 ECL化学发光底物对目的条

带进行显影。采用 Image J v1. 8. 0软件分析目的蛋白

条带灰度值。靶蛋白条带相对定量灰度值=靶蛋白条

带灰度值÷内参 GAPDH 条带灰度值。磷酸化的靶蛋

白条带相对定量灰度值=磷酸化的靶蛋白条带灰度

值÷未磷酸化的靶蛋白条带灰度值。抗体工作液稀释

度如下：兔抗小鼠 p-p65（1∶1 000）、p65（1∶1 500）、

NFATc1（1∶2 000）、p-STAT3（1∶1 000）、STAT3（1∶1 500）、
p-ERK1/2（1∶1 000）、ERK1/2（1∶2 000）、GAPDH
（1∶1 500）、HRP-标记山羊抗兔 IgG二抗（1∶5 000）。

1. 8　统计学方法

使用GraphPad Prism v8统计学软件对数据进行处

理。计量数据以均数±标准差（x̄±s）表示。两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。

P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　骨包虫病累及骨囊性组织 IL-9水平上调

骨包虫病患者骨囊性组织中 IL-9 mRNA表达水平

高于骨关节炎患者骨组织，差异有统计学意义

（P<0. 05），见图1。

2. 2　包虫抗原 B 和 IL-9 均能诱导单核/巨噬细胞向破

骨细胞分化

与 Group 1 比，Group 2、Group 3、Group 4、Group 5
细胞中 TRAP和 cathepsin K mRNA 的表达水平均升高

（P<0. 05）。与 Group 3 相比，Group 5 细胞中 TRAP 和

cathepsin K mRNA 的 表 达 水 平 均 升 高（P<0. 05），

见图2。

2. 3　包虫抗原 B 和 IL-9 均能上调破骨细胞内 NF-κB/
NFATc1信号

与Group 1相比，Group 2、Group 3、Group 4、Group 5
细胞中 NF-κB 亚基 p-p65 水平和 NFATc1 的表达水平

均升高（P<0. 05）；与 Group 3 相比，Group 5 细胞中

p-p65 水平和 NFATc1 的表达水平均升高（P<0. 05），

见图3。
2. 4　包虫抗原 B 和 IL-9 均能上调破骨细胞内 STAT3/

ERK1/2信号通路

与Group 1相比，Group 2、Group 3、Group 4、Group 5
细胞中 p-STAT3和 p-ERK1/2水平均升高（P<0. 05）；与

Group 3 相比，Group 5 细胞中 p-STAT3 和 p-ERK1/2 水

平均升高（P<0. 05），见图4。

*：P<0.05
图 1　qPCR法测定骨关节炎患者骨组织和骨包虫病患者骨囊

性组织中 IL-9 mRNA水平

a：TRAP mRNA 表 达 水 平 ；b：cathepsin K mRNA 表 达 水 平　

*：P<0.05
图2　单核/巨噬细胞向破骨细胞分化标志物mRNA水平
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3　讨论

骨包虫病最常用的诊断成像技术是X射线、CT和

MRI。骨包虫病感染在影像学上通常表现为骨破坏和

囊性病变，在囊性病变的边缘，破骨细胞的骨吸收活

性和溶骨性病变活跃[12]。
IL-9是一种多效性细胞因子，最初发现其由辅助

性 T2细胞分泌，近年来发现其具有多种细胞来源，并

在炎症性疾病、病原体感染和免疫性疾病的发病机制

中起关键作用 [13]。在类风湿性关节炎滑膜组织中，

IL-9和 IL-9受体的表达水平增加，与组织炎症程度相

关，且 IL-9可促进辅助性T17细胞分化，增强基质金属

蛋白酶-9的生成，促进类风湿性关节炎疾病进展[14]；而
且 IL-9介导激活巨噬细胞 AKT/FoxO1信号通路，增强

其炎症性极化和炎症级联[15]。研究显示，阻断 IL-9可

减轻耐甲氧西林金黄色葡萄球菌肺炎小鼠模型的炎

症水平[16]。IL-9通过促进炎症和增加氧化应激参与恶

化慢性阻塞性肺病[17]。上述研究结果表明，IL-9 广泛

参与炎症反应和炎症介导的多种疾病的进展。本研

究检测了骨包虫病患者骨囊性组织和骨关节炎患者

骨组织中的 IL-9 mRNA 水平，发现在骨囊性组织中

IL-9 mRNA 水平明显增高，说明 IL-9 可能通过介导骨

包虫感染引起的骨组织炎症在骨侵蚀和骨溶解过程

中发挥作用。

对于 IL-9 是否参与介导囊性组织对周围骨组织

的侵蚀，本研究随后对单核/巨噬细胞以 MCSF单独诱

导（Group 2）、MCSF+RANKL 联合诱导（Group 3）和

MCSF+RANKL+ 包虫抗原 B 联合诱导（Group 4）或

MCSF+RANKL+IL-9 联合诱导（Group 5）处理，并检测

破骨细胞分化标志物 TRAP和 cathepsin K mRNA 的表

达情况。破骨细胞通过分泌酸性物质和溶解酶 TRAP
和 cathepsin K介导骨吸收。因此，TRAP和 cathepsin K
的表达是破骨细胞分化的阳性标志物[18]。本研究发

现，Group 4和Group 5均能联合MCSF+RANKL诱导单

核/巨噬细胞向破骨细胞分化，TRAP 和 cathepsin K 
mRNA水平均升高，且与Group 3相比，Group 5的诱导

能力更强，TRAP 和 cathepsin K mRNA 水平更高。说

明包虫抗原B不仅可增强MCSF+RANKL诱导的单核/
巨噬细胞向破骨细胞分化，IL-9也能发挥类似包虫抗

原B的炎症性激活破骨细胞分化的作用。

破骨细胞和破骨细胞前体表达 RANK。RANKL
主要由成骨细胞谱系细胞、骨髓基质细胞和免疫细胞

等表达。RANKL 与 RANK 结合后介导破骨细胞的分

化和破骨细胞的骨吸收活性[19]。RANKL 的表达对免

疫系统也至关重要，是 T 细胞激活的重要分子[20]。在

破骨细胞分化过程中，RANKL 激活 NF-κB 亚基（如

p65），使其向细胞核转运并介导转录和激活NFATc1。
而NFATc1是介导破骨细胞分化相关基因表达的主转

录因子，可转录和激活破骨细胞分化关键信号通路

*：P<0.05
图3　各组破骨细胞内NF-κB/NFATc1信号水平

*：P<0.05
图4　各组破骨细胞内STAT3/ERK1/2信号通路水平
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STAT3/ERK1/2，转录和激活介导破骨细胞前体融合和

多核形成的相关因子以及骨吸收相关降解酶[21]。
ERK1/2 信号激活增强 RANK 的表达和其介导的破骨

细胞分化级联[22]。抑制 ERK1/2/AKT 信号通路的活性

可抑制 RANKL-或 MCSF-诱导的破骨细胞分化[23]。
STAT3 的磷酸化激活主要介导单核/巨噬细胞的炎症

性活化和向破骨细胞的分化[24]。STAT3是维持骨稳态

的关键信号通路[25]。本研究结果中，Group 4中包虫抗

原 B 联合 MCSF+RANKL 处理能够诱导上调 p-p65、
p-STAT3 和 p-ERK1/2 的水平和 NFATc1 的表达水平；

Group 5中 IL-9联合MCSF+RANKL处理也能达到上述

效果，而且与 Group 3相比，Group 5的诱导能力更强，

NFATc1 的表达水平以及 p-p65、p-STAT3 和 p-ERK1/2
的水平更高。说明 IL-9 介导的炎症反应是协同增强

包虫感染致破骨细胞过度激活和病理性骨溶解的重

要因子。

综上所述，IL-9在骨囊性组织中表达上调，并能够

在体外通过上调 NF-κB/STAT3/ERK1/2信号通路增强

诱导破骨细胞分化，可能在骨包虫病的骨侵蚀中发挥

重要作用。
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