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丹红、C 反应蛋白与基质金属蛋白酶 1 表达的关系
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨中药丹红、C 反应蛋白与 THP鄄1 源性巨噬细胞基质金属蛋白酶 1 表达的关系。 方法摇 采用

佛波醇将 THP鄄1 细胞诱导分化成巨噬细胞后,用酶联免疫吸附法测定细胞基质金属蛋白酶 1 蛋白表达峰值时间。
再将其分为对照组、C 反应蛋白干预组、丹红注射液干预组。 酶联免疫吸附法测定不同组别细胞培养上清液中基

质金属蛋白酶 1 蛋白浓度,再用逆转录聚合酶链反应测定细胞不同时间和 C 反应蛋白干预组基质金属蛋白酶 1 的

mRNA 表达。 并将基质金属蛋白酶 1 蛋白浓度和 mRNA 表达进行比较分析。 结果摇 显微镜下观察到细胞株 THP鄄1
在佛波醇诱导下转变为巨噬细胞,在 24 h 细胞的上清液基质金属蛋白酶 1 蛋白和 mRNA 表达到峰值。 与对照组相

比,C 反应蛋白干预组中基质金属蛋白酶 1 蛋白和 mRNA 表达升高,5、10、25、50 mg / L C 反应蛋白干预时基质金属

蛋白酶 1 表达逐渐增高(P < 0. 05),呈剂量依赖性。 与对照组相比,丹红注射液干预组中基质金属蛋白酶 1 的表达

降低,0、200、400、800、1 600、3 200 mL / L 丹红干预时基质金属蛋白酶 1 的表达减低(P < 0. 05),呈节段性依赖性递

减,且 0 mg / L 和 50 mg / L C 反应蛋白干预下两组干预基质金属蛋白酶 1 表达无差异(P > 0. 05)。 结论摇 THP鄄1 细

胞分化成巨噬细胞后,在 24 h 基质金属蛋白酶 1 蛋白和 mRNA 表达最高,C 反应蛋白能促进 THP鄄1 源性巨噬细胞

表达基质金属蛋白酶 1,丹红能抑制基质金属蛋白酶 1 分泌,在有 C 反应蛋白干预基质金属蛋白酶 1 表达无显著

差别。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 The aim of this study was to investigate the relation of traditional Chinese drug Dan Hong, C鄄
reactive protein (CRP) and matrix metalloproteinase鄄1 (MMP鄄1). 摇 摇 Methods摇 Human THP鄄1 cells were induced to
differentiated into macrophages with phorbol鄄12 myristate 13鄄acetate ( PMA). 摇 Enzyme鄄linked immunosorbent assay
(ELISA) was used to determine the macrophages secretes MMP鄄1 in peak time. 摇 Thereafter, cells were divided into three
groups: control group, CRP group, Dan Hong injection group, ELISA was applied to test the MMP鄄1 concentration in the
cell supernatant of three groups, and then MMP鄄1 mRNA expression at different time was tested by reverse transcription
polymerase chain reaction (RT鄄PCR) in CRP group. 摇 At last, the protein concentration and mRNA expression of MMP鄄1
were analyzed. 摇 摇 Results 摇 THP鄄1 cell induction into macrophages was observed under the microscope, the peak of
MMP鄄1 secretion was in 24鄄hour. 摇 Compared with the control group, protein and mRNA expression of MMP鄄1 in CRP
group was up鄄regulated gradually with 5 mg / L, 10 mg / L, 25 mg / L, 50 mg / L CRP. 摇 The result exposed that MMP鄄1 level
was markedly elevated in a concentration dependent fashion (P < 0郾 05). 摇 Compared with the control group, MMP鄄1 ex鄄
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pression in Dan Hong injection group was lower than the control group. 摇 MMP鄄1 expression in Dan Hong injection group
was down鄄regulated segmentally and dependently with 200 mL / L, 400 mL / L, 800 mL / L, 1 600 mL / L, 3 200 mL / L Dan
Hong injection, but MMP鄄1 expression by Dan Hong injection intervention has no significance whether with CRP (50
mg / L) or not (P > 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 CRP promotes the expression of MMP鄄1 in THP鄄1 derived macrophages. 摇
Dan Hong can attenuate the MMP鄄1 secretion in interval, and there was no difference with or without CRP.

摇 摇 急性冠状动脉综合征(acute coronary syndrome,
ACS)是心血管病急症之一,研究表明其斑块糜烂或

破裂等与众多因素有关,其中与基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase,MMP) [1]、C 反应蛋白(C鄄
reactive protein,CRP)等具有重要相关性[2]。 临床

中药丹红注射液为丹参、红花等提取物的中药注射

剂。 其性微寒,若辅以红花,则可以其温性以助消

散瘀血,温运血行,具有增加冠状动脉血流量、降低

心肌耗氧量、抗心肌缺血和降低血液黏稠度等作

用[3]。 丹红、CRP、MMP 之间是否存在某些联系?
本文主要通过探讨 CRP 对 THP鄄1 源性巨噬细胞

MMP鄄1 的蛋白和 mRNA 表达的影响,同时观察中药

丹红对 MMP鄄1 及 CRP 干预下 MMP鄄1 的表达影响,
进一步了解 ACS 的发生、发展和发病机制,以及中

药丹红对 ACS 患者的保护作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞培养、基质金属蛋白酶 1 峰值时间确定和

实验分组

THP鄄1 细胞(购自中国科学院上海细胞生物研

究所细胞中心)用含 10% 胎牛血清、1% 谷氨酰胺、
1%双抗(青霉素和链霉素配制)的 RPMI 1640 培养

基,在 37益、5%CO2、湿度恒定在 60% ~70%的培养

箱内静置培养,维持细胞密度在(2 ~ 9) 伊 108 个 / L,
每 4 ~ 5 天换液 1 次,传至 2 ~ 3 代用于实验[4]。 将

传代培养的 THP鄄1 细胞以 5 伊 106 个 / 孔接种 12 孔

板,于含 60 滋g / L 佛波醇(phorbol myristate acetate,
PMA)(购自 Sigma 公司)的 1640 培养基中培养 48
h,细胞分化为巨噬细胞。 MMP鄄1 峰值时间确定:用
PPS 洗涤分化巨噬细胞 2 次,换培养基分别孵育 6、
12、24、48、72 h。

实验分为对照组、CRP(购于 Calbiochem 公司)
干预组、丹红注射液(步长制药公司提供)干预组。
每组设 3 个复孔。 对照组:空白培养基孵育 24 h。
CRP 干预组:细胞在含有不同浓度(0、5、10、25、50
mg / L)CRP 的培养基孵育 24 h。 丹红注射液干预

组:在培养基加入 0 mg / L CRP 和 50 mg / L CRP 下

与不同浓度丹红注射液(0、200、400、800、1 600、3

200 mL / L)共同孵育 24 h,以上细胞经无血清 1640
饥饿 12 h 处理[4]。
1郾 2摇 酶联免疫吸附法测定基质金属蛋白酶 1

收集不同时间细胞培养基和在加入 CRP、丹红

注射液后各组细胞培养基。 离心后 - 80益保存,采
用酶联免疫吸附实验试剂盒(试剂盒购自美国 R&D
公司)检测 MMP鄄1 含量。
1郾 3摇 逆转录聚合酶链反应测定基质金属蛋白酶 1
的 mRNA 表达

收集各组细胞,用 Trizol 试剂提取总 RNA,置于

- 80益冰箱备用,紫外测总 RNA 的纯度及含量。 根

据 Genebank 提供的基因序列使用 Primerdesign 软件

进行引物设计。 MMP鄄1 的上游引物为 5忆鄄CCT鄄
GAAGAATGATGGGAGGCAAG鄄3忆,下 游 引 物 为 5忆鄄
GCTCTTGGCAAATCTGGCGTG鄄3忆,扩增产物长度为

255 bp;内参 GAPDH 上游引物为 5忆鄄CCTGAAGAAT鄄
GATGGGAGGCAAG鄄3忆, 下 游 引 物 为 5忆鄄ATGAGC鄄
CCAGCCTTCTCCAT鄄3忆,扩增产物长度为 350 bp。 逆

转录聚合酶链反应( reverse transcription polymerase
chain reaction,RT鄄PCR)按说明书进行操作,反应条

件为:94益 3 min、94益 30 s、58益 30 s、72益 45 s,扩
增 33 个循环,最后 72益延伸 10 min。 PCR 扩增产

物经 1%琼脂糖凝胶 80 ~ 90 V 恒压电泳 25 min,在
紫外灯照射下利用凝胶成像系统进行拍照。 运用

捷达 V3郾 3郾 2 软件对 PCR 电泳的结果进行灰质度值

测定,每一例样本 MMP鄄1 基因 PCR 产物的灰质度

值分别除以相对应内参 GAPDH 基因 PCR 产物的灰

质度值,从而得到 MMP鄄1 的 mRNA 表达水平。
1郾 4摇 统计学处理

采用 SPSS 17郾 0 统计分析软件进行结果分析,
实验数据以x 依 s 标准差表示,组内比较采用单因素

方差分析(One Way ANOVA),组内两两比较用 SNK
方法,两独立样本间采用 t 检验,P < 0郾 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 THP鄄1 细胞分化为巨噬细胞

摇 摇 显微镜下人单核细胞株 THP鄄1 细胞呈圆形,在
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培养液悬浮生长。 经 PMA 诱导细胞胞体增大,包浆

出现空泡,胞质伸出伪足,形态逐渐变不规则,48 h
后完全贴壁生长成巨噬细胞。
2郾 2摇 基质金属蛋白酶 1 表达水平比较

2郾 2郾 1摇 不同时间 THP鄄1 源性巨噬细胞上清液基质

金属蛋白酶 1 蛋白和 mRNA 水平比较 摇 摇 不同时

间巨噬细胞细胞上清液 MMP鄄1 蛋白的表达 (图

1A)、不同时间巨噬细胞 mRNA 灰度值(图 1B)及不

同时间巨噬细胞 mRNA 的表达(图 1C),比较后证

实 24 h MMP鄄1 表达到峰值(P < 0郾 05)。

图 1. 不同时间 THP鄄1 源性巨噬细胞 MMP鄄1 蛋白和 mRNA 的表达比较摇 摇 A 为不同时间巨噬细胞 MMP鄄1 的蛋白表达,B 为不同时

间巨噬细胞 MMP鄄1 的 mRNA 灰度值比较,C 为不同时间巨噬细胞 mRNA 的表达。

Figure 1郾 Expression of different time MMP鄄1 protein and mRNA of THP鄄1 source macrophages

2郾 2郾 2摇 不同浓度 C 反应蛋白干预后基质金属蛋白

酶 1 蛋白和 mRNA 表达水平比较 摇 摇 24 h 巨噬细

胞在加入 0、5、10、25、50 mg / L CRP 时 MMP鄄1 蛋白

的表达比较(图 2A),24 h 巨噬细胞在加入 0、5、10、
25、50 mg / L CRP 时 MMP鄄1 的 mRNA 灰度值比较

(图 2B),24 h 巨噬细胞在加入 0、5、10、25、50 mg / L
CRP 时 MMP鄄1 的 mRNA 表达(图 2C),经上述比较

后证实 MMP鄄1 表达随 CRP 干预浓度增高而逐渐增

高(P < 0郾 05)。

图 2. 不同浓度 CRP 干预 THP鄄1 源性巨噬细胞 MMP鄄1 蛋白和 mRNA 的表达比较摇 摇 A 为不同浓度 CRP 干预巨噬细胞 MMP鄄1 的

蛋白表达,B 为不同浓度 CRP 干预巨噬细胞 MMP鄄1 的 mRNA 灰度值比较,C 为不同浓度 CRP 干预巨噬细胞 MMP鄄1 的 mRNA 表达。

Figure 2郾 The comparison of expression of MMP鄄1 protein and mRNA by different concentration CRP intervention THP鄄1
source macrophages

2郾 2郾 3摇 不同浓度的丹红注射液 0 mg / L 或 50 mg / L
C 反应蛋白干预下巨噬细胞基质金属蛋白酶 1 的表

达比较摇 摇 不同浓度的丹红注射液和 0 mg / L 或 50

mg / L CRP 干预下巨噬细胞 MMP鄄1 的表达降低,呈
节段性依赖性递减,(P < 0郾 05);但在两组之间比较

并无差别(表 1)。
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表 1. 不同浓度丹红注射液和 0 mg / L 或 50 mg / L CRP 干预

下巨噬细胞 MMP鄄1 蛋白的表达比较(x 依 s,n = 3)
Table 1. Different concentration Dan Hong injection effect
expression of MMP鄄1 protein of macrophages by CRP indu鄄
cing with 0 mg / L and 50 mg / L(x 依 s,n =3)

丹红浓度
(mL / L)

0 mg / L
CRP 干预下 MMP鄄1

50 mg / L
CRP 干预下 MMP鄄1

0 0郾 647 依 0郾 0554 0郾 657 依 0郾 0119
200 0郾 395 依 0郾 037 0郾 314 依 0郾 0573
400 0郾 191 依 0郾 005 0郾 182 依 0郾 047
800 0郾 167 依 0郾 0007 0郾 166 依 0郾 004
1 600 0郾 1593 依 0郾 0021 0郾 167 依 0郾 0002
3 200 0郾 1572 依 0郾 1846 0郾 168 依 0郾 0004

3摇 讨摇 论

ACS 主要病理机制是在冠状动脉粥样硬化基

础上易损斑块形成和破裂,其中斑块破裂主要与炎

症细胞浸润和释放,MMP 对斑块基质的降解和斑块

内新生血管增多等有关[5,6]。 最具有代表性的 MMP
和炎症因子 CRP 与易损斑块的形成和破裂有着密

切关系[7鄄9]。 MMP鄄1 是 MMP 中的一种,其主要功能

参与斑块纤维帽胶原纤维[10鄄12]、纤连蛋白、弹性蛋

白的降解[13,14],削弱斑块稳定性使之纤维帽易于破

裂[15,16],从而导致 ACS 的发生发展。 CRP 是一种重

要的炎症因子,直接参与动脉粥样硬化( atheroscle鄄
rosis,As)的形成,在人的 As 斑块特别是复杂斑块

中,发现有大量的 CRP 沉积,随着斑块大小的增加,
CRP 沉积逐渐增多,在炎性细胞浸润的区域特别是

坏死斑块的边缘,CRP 大幅度增多且免疫反应较

强,同时还可引起炎性细胞释放 MMP、肿瘤坏死因

子 琢( tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)、白细胞介素

1茁( interleukin鄄1茁, IL鄄1茁)、 IL鄄6 等促进斑块病变。
Wu 等[17]在颈动脉易损斑块研究中证实了 MMP鄄1
对斑块的稳定性和破裂有着至关重要的作用,还进

一步证实 CRP 能促进 MMP 的表达,明确了斑块的

破裂并不仅仅是全身的炎症反应,也有局部反应的

参与。 Mahajan 等[4] 研究也证实 CRP 可以通过

ERK、P53、JNK 机制作用促进 MMP 的表达。 总之

CRP 和 MMP鄄1 通过不同方式促进 As 斑块病变和不

稳定形成,是致 As 斑块破裂的关键点[18],本实验在

此研究的基础上进一步证实和结合我国中药丹红

治疗冠心病的可行性而展开观察。
本实验选择斑块中迁移聚集斑块较多的炎症

细胞—巨噬细胞为实验细胞[19,20],在体外通过 PMA
诱导 THP鄄1 细胞分化成巨噬细胞后,用酶联免疫吸

附法和 RT鄄PCR 检测不同时间巨噬细胞表达 MMP鄄1
蛋白和 mRNA,经比较结果显示:MMP鄄1 峰值时间

是 24 h,并具有显著的统计学意义。 在 24 h 下,
CRP 促进 MMP鄄1 表达,且呈依赖剂量效应关系。 上

述实验表明:巨噬细胞在 24 h MMP鄄1 表达最高,一
旦巨噬细胞聚集或迁移在 24 h 可能是易损斑块的

不稳定期的开始。 另我们获知 CRP 不仅直接参与

致炎症作用,CRP 还具有促进 MMP鄄1 表达,是 As 易
损斑块形成和破裂重要机制之一,CRP 通过巨噬细

胞促进 MMP鄄1 释放而作用斑块,随 CRP 浓度逐渐

增高 MMP鄄1 表达呈现线性升高,在 50 mg / L CRP 下

MMP鄄1 升高达到高峰,同时在 24 h 巨噬细胞本身表

达 MMP鄄1 是高峰期,两者的叠加进一步增加斑块易

破裂性,证明冠状动脉粥样硬化斑块的破裂是在

CRP 和 MMP鄄1 增多情况下发生的,也验证了 ACS
患者在急性期炎症因子 CRP 和 MMP 升高所在。 但

是,ACS 时期 CRP 前后有什么变化,当 CRP 促进

MMP鄄1 表达时,是否有其它因子和蛋白的辅助作

用,MMP鄄1 对 CRP 促进 MMP鄄1 有正反馈还是负反

馈作用? 这一系列问题尚不甚明白。
丹红注射液在治疗冠心病中有着一定临床基

础,本实验运用丹红注射液作用巨噬细胞 MMP鄄1 表

达,了解丹红注射液治疗 ACS 作用机理。 本实验采

用丹红注射液干预巨噬细胞分泌 MMP鄄1,在 0 mg / L
和 50 mg / LCRP 干预下,不同浓度的丹红注射液作

用 THP鄄1 源巨噬细胞,200 mL / L 丹红注射液干预巨

噬细胞分泌 MMP鄄1 有效,400 ~ 800 mL / L 开始最有

效但进入平台期,至丹红浓度达 3 200 mL / L,效果

和 400 ~ 800 mL / L 差别不显著。 从上述实验可知,
丹红在 0 mg / L 或 50 mg / L CRP 干预下巨噬细胞对

分泌 MMP鄄1 均有抑制作用,在 200 mL / L 时有效,
400 ~ 800 mL / L 最有效,800 mL / L 后MMP鄄1 分泌不

随丹红注射液浓度呈依赖性效应关系;0 mg / L 和 50
mg / L CRP 干预下,丹红注射液作用对 MMP鄄1 的分

泌无差别;实验证实丹红抑制 MMP鄄1 的分泌,当丹

红注射液临床治疗浓度超出一定范围时,没有出现

随浓度的增加而效果更为显著,同时丹红抑制

MMP鄄1 时也表明其作用机制没有通过抑制 CRP 而

降低 MMP鄄1 分泌,是否通过促进巨噬细胞的凋亡或

其它途径而导致 MMP鄄1 分泌的减少不甚清楚。
综上所述,通过上述实验,我们认为,冠状动脉

粥样硬化易损斑块不稳定和破裂是多方面因素作

用的,CRP 和 MMP鄄1 对斑块的稳定性和破裂起至关

重要的作用,中药丹红对 MMP鄄1 有抑制作用,但对

CRP 干预下的 MMP鄄1 无明显差别,显然丹红对 CRP
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无明显抑制作用,故此进一步了解了丹红的作用机

制。 总之,丹红对冠心病患者有一定保护作用。
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