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白细胞介素６对兔血管平滑肌细胞产生

Ｃ反应蛋白的影响

黄根牙　肖爱梅　朱灿宏　唐利龙

　　【摘要】　目的：探讨白细胞介素６（ＩＬ６）能否诱导体外原代培养的兔血管平滑肌细

胞（ＶＳＭＣｓ）产生 Ｃ 反应蛋白（ＣＲＰ）。　方法：体外原代培养新西兰兔腹主动脉

ＶＳＭＣｓ。分别用白细胞介素（ＩＬ）６（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ１β２５ｎｇ／ｍｌ或ＩＬ６（１０ｎｇ／ｍｌ）＋

ＩＬ１β（２５ｎｇ／ｍｌ）刺激ＶＳＭＣｓ４８ｈ。对照组用等体积的ＩＬ６的溶剂孵育４８ｈ。反转录

聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别检测培养细胞ＣＲＰｍＲＮＡ

和蛋白的表达情况。　结果：对照组的原代ＶＳＭＣｓ未见ＣＲＰ的产生。ＶＳＭＣｓ与ＩＬ６

单独孵育４８ｈ后，ＣＲＰｍＲＮＡ的表达量是对照组的（３．５０±１．１７）倍，能产生少量ＣＲＰ，

与对照组相比有差异。单独应用ＩＬ１β不能诱导ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ，但是在ＩＬ１β和ＩＬ６

的联合刺激下，ＣＲＰｍＲＮＡ表达量是对照组的（５．９２±１．３０）倍，ＣＲＰ的合成亦达最大

值。　结论：ＩＬ６能诱导原代培养的兔ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ。尽管单独应用ＩＬ１β不能刺

激ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ，但是它却能显著增强ＩＬ６诱导ＣＲＰ的表达。
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　　流行病学及循证医学研究证明，Ｃ反应蛋白

（ＣＰＲ）无论是在健康人群、急性冠脉综合征或冠脉

介术治疗术后再狭窄患者中都可以作为一项独立

危险因子，预测心血管疾病的发生、发展及预后［１４］。

ＣＲＰ不仅是一个炎症标志物，而且还能直接参与动

脉粥样硬化的发生、发展［５７］。他汀类降脂药对心血

管病患者的保护作用除其降脂效果外，抗炎及降低

ＣＲＰ等降脂外效果也起了重要作用
［８，９］。动物实验

研究证实，直接抑制ＣＲＰ的合成对治疗急性心肌梗

死也有一定的疗效［８，１０］。我们对兔腹主动脉瘤模型

的研究证实，动脉瘤兔增高的血清高敏Ｃ反应蛋白

·９０１·国际心血管病杂志２０１２年３月第３９卷第２期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｒｃｈ２０１２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ２



（ｈｓＣＲＰ）来源于动脉瘤血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ），

而不是肝细胞［１１］。目前国内外对 ＶＳＭＣｓ产生

ＣＲＰ的机制研究较少。对于肝细胞株的研究显示，

白细胞介素６（ＩＬ６）是ＣＲＰ基因的基本诱导因子，

而白细胞介素１β（ＩＬ１β）能协同ＩＬ６通过调控多

个转录因子诱导ＣＲＰ基因转录
［１２，１３］。本实验利用

原代培养的新西兰大白兔 ＶＳＭＣｓ，研究ＩＬ６能否

诱导ＶＳＭＣｓ表达ＣＲＰ。

１　材料与方法

１．１　实验动物

所采用实验方案均符合美国国立健康学院颁

布的实验动物管理和使用指南，也符合江苏大学实

验动物管理和使用委员会的规定。５只体重２．０～

２．５ｋｇ的普通级新西兰雄性大白兔（购于广州中医

药大学实验动物中心），实验前１周适应性饲养于气

温２２～２５℃、明暗交替（各１２ｈ）的动物房中，自由

进食普通兔饲料，自由饮水。

１．２　主要试剂

杜尔伯科改良伊格尔培养基（ＤＭＥＭ）干粉购于

美国Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清购于杭州四季青生物工

程有限公司。重组人ＩＬ６和重组人ＩＬβ均购于美国

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。兔ＣＲＰ免疫检测试剂盒购于美国

ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙＣｏｎｓｕｌｔａｎｔｓＬａｂｏｒａｔｏｒｙ。ＲＴＰＣＲ试剂

盒购于Ｔａｋａｒａ生物大连有限公司。兔ＣＲＰ引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　兔腹主动脉ＶＳＭＣｓ原代培养

兔腹主动脉ＶＳＭＣｓ原代培养采用组织贴块培

养法，培养和传代方法参见文献［１４］。相差显微镜

下见培养细胞呈典型的平滑肌细胞特征性“峰”、

“谷”状生长。抗αａｃｔｉｎ单克隆抗体对细胞爬片进

行免疫组织化学染色。镜下可见细胞浆内被染成

淡黄色的丝状物与细胞长轴平行（阳性染色），胞核

不着色。实验用阳性染色≥９８％的６～８代细胞。

１．４　兔肝细胞原代培养

采用非灌注胶原酶消化法分离兔肝细胞，原代

肝细胞培养方法参见文献［１５］。ＰＡＳ染色后，光镜

下观察可见肝细胞胞质中充满粉红色糖原颗粒（阳

性染色）。实验用阳性染色≥９５％的１代细胞。

１．５　炎症细胞因子干预原代培养细胞

兔ＶＳＭＣｓ传至第５～７代时接种于六孔板内，６

～８代ＶＳＭＣｓ和１代肝细胞用于实验。细胞贴壁

８０％时换用含０．５％牛血清白蛋白的培养基饥饿静

止２４ｈ。５只兔ＶＳＭＣｓ和肝细胞均分为ＩＬ６组、ＩＬ

１β组、ＩＬ６＋ＩＬ１β组和对照组。根据预实验结果，

ＩＬ６刺激原代兔ＶＳＭＣｓ表达ＣＲＰ的最小剂量为１０

ｎｇ／ｍｌ，ＩＬ１β增强ＩＬ６表达ＣＲＰ的最小剂量为２５

ｎｇ／ｍｌ。细胞静止２４ｈ后换用含１％胎牛血清的培养

基（每孔２ｍｌ），以上３个实验组分别加入ＩＬ６、ＩＬ１β、

ＩＬ６＋ＩＬ１β，使ＩＬ６和ＩＬ１β的工作浓度分别达１０

ｎｇ／ｍｌ和２５ｎｇ／ｍｌ。对照组加入等体积的０．５％牛血

清白蛋白（ＩＬ６和ＩＬ１β的溶剂），再置细胞于５％

ＣＯ２、９５％空气、３７℃的培养箱中培养４８ｈ。

１．６　免疫印记（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

用２％十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）缓冲液，冰上裂

解细胞，对培养细胞进行全细胞蛋白质提取。对所

提蛋白质进行聚丙烯酰胺凝胶（７．５％分离胶和４％

浓缩胶）电泳、转膜、封闭、抗原抗体反应（一抗用鸡

抗兔ＣＲＰ单克隆抗体，１∶７００；辣根过氧化物酶标

记的二抗用羊抗鸡，１∶２０００）、化学发光及Ｘ光片

曝光显影，最后定影观察结果。

１．７　反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞，常规方法提取细胞总 ＲＮＡ

后，参照ＲＴＰＣＲ试剂盒提供的检测步骤说明进行

操作。每个样品检测３次，取平均值。所用家兔

ＣＲＰ引物序列：上游５’ＧＧＧＴＧＴＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴ

ＡＴ３’，下游 ５’ＣＣＣＡＧＧＡＡ ＧＴＣＣＡＧＧＴＡＴ

３’；扩增片段为４５６ｂｐ（基因库编码为 Ｍ１３４９７）。

以兔βａｃｔｉｎ作为内对照，引物序列为：上游５’

ＧＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧ３’，下 游 ５’ＧＧＣ

ＧＴＡＣＡＧＧＴＣＣＴＴＧＣＧ３’；扩增片段为９８ｂｐ。

ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶中进行电泳，溴化乙

锭染色，ＩｍａｇｅＪ１．３７系统进行图像分析。ＰＣＲ产

物送天根生化科技（北京）有限公司进行测序分析。

１．８　统计学分析

采用ｓｔａｔａ７．０软件包进行统计分析。先行正态

性检验（矩法）和多个方差的齐性检验（Ｂａｒｔｌｅｔｔ法），

定检验水准α＝０．２（双侧）。所得数据均服从正态

分布，且每种资料的各组方差均达到齐性，故这些资

料的多样本比较用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）法，两

两比较用Ｓｃｈｅｆｆｅ’ｓ法，定检验水准α＝０．０５（双侧）。

以犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

本研究以原代培养的肝细胞为阳性参照，研究

ＩＬ６体外能否刺激ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ。如表１、图１

和图２所示，静止的原代培养的兔腹主动脉ＶＳＭＣｓ

和肝细胞几乎不表达ＣＲＰｍＲＮＡ，或仅有微量表达。

ＩＬ６（１０ｎｇ／ｍｌ）与细胞孵育４８ｈ后能诱导ＶＳＭＣｓ和

肝细胞表达ＣＲＰｍＲＮＡ，与对照组比较差异有显著

性。单独用ＩＬ１β（２５ｎｇ／ｍｌ）与细胞孵育４８ｈ后亦能

诱导肝细胞明显上调 ＣＲＰｍＲＮＡ 的表达，但对
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ＶＳＭＣｓＣＲＰｍＲＮＡ的表达却无明显诱导作用。ＩＬ６

（１０ｎｇ／ｍｌ）联合ＩＬ１β（２５ｎｇ／ｍｌ）对刺激ＶＳＭＣｓ和

肝细胞表达ＣＲＰｍＲＮＡ的作用最强，与ＩＬ６组比较

差异有显著性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进一步在蛋白水平

证实了上述结果，即静止的ＶＳＭＣｓ未检测到ＣＲＰ的

产生，ＩＬ６能诱导少量ＣＲＰ的产生，单独用ＩＬ１β不

能刺激ＣＲＰ的产生，但ＩＬ１β能显著增强ＩＬ６诱导

ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ（见图３）。

表１　各组犞犛犕犆狊和肝细胞犆犚犘犿犚犖犃表达量

组别 ＶＳＭＣｓ　　　 肝细胞

对照组 １ １

ＩＬ６组 ３．５０±１．１７（１）（２） ４．６０±１．８０（１）（２）

ＩＬ１β组 １．２０±０．９０（２） ２．３０±１．１０（１）（２）

ＩＬ６＋ＩＬ１β组 ５．９２±１．３０（１） ８．７０±２．７０（１）

　　注：细胞ＣＲＰｍＲＮＡ的表达量用基础ＣＲＰｍＲＮＡ的倍数表

示。基础ＣＲＰｍＲＮＡ水平（与内参βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的比值）是细胞

未被炎症细胞因子刺激时ＣＲＰｍＲＮＡ的表达水平。与对照组比

较，（１）犘＜０．０５；与ＩＬ６＋ＩＬ１β组比较，
（２）犘＜０．０５。

　　注：泳道１为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２为未用细胞因子刺激 ＶＳＭＣｓ；

３为ＩＬ６刺激ＶＳＭＣｓ；４为ＩＬ１β刺激ＶＳＭＣｓ；５为ＩＬ６＋ＩＬ１β刺

激ＶＳＭＣｓ。

图１　炎症细胞因子诱导体外培养的兔腹主动脉犞犛犕犆狊

表达犆犘犚犿犚犖犃

　　注：泳道１为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２为未用细胞因子刺激 ＶＳＭＣｓ；

３为ＩＬ６刺激ＶＳＭＣｓ；４为ＩＬ１β刺激 ＶＳＭＣｓ；５为ＩＬ６＋ＩＬ１β刺

激ＶＳＭＣｓ。

图２　炎症细胞因子诱导体外培养的兔肝细胞表达犆犘犚犿犚犖犃

　　 注：泳道 １为未用细胞因子刺激 ＶＳＭＣｓ；２为ＩＬ６ 刺激

ＶＳＭＣｓ；３为ＩＬ１β刺激ＶＳＭＣｓ；４为ＩＬ６＋ＩＬ１β刺激ＶＳＭＣｓ。

图３　犞犛犕犆狊产生犆犘犚的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果

３　讨论

本研究发现，炎症细胞因子ＩＬ６能刺激原代培

养的兔腹主动脉 ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ，单独用ＩＬ１β
不能刺激 ＶＳＭＣｓ产生ＣＲＰ，但ＩＬ１β能显著增强

ＩＬ６诱导ＣＲＰ的产生。

常见的心血管病都与慢性炎症密切相关，研究

表明这些患者的血清和血管壁组织中ＩＬ６和ＩＬ１β
等炎症细胞因子以及ＣＲＰ水平都显著增高

［１６１８］。

然而，对于上述患者高水平ｈｓＣＲＰ的来源目前还存

在很大的争议，ｈｓＣＲＰ究竟是来源于肝脏分泌还是

病变血管本身产生。很多肝外组织细胞均可产生

ＣＲＰ，并且肝外组织产生的ＣＲＰ与血清ｈｓＣＲＰ水

平升高密切相关。２００３年Ｊａｂｓ等
［１９］采用实时ＰＣＲ

和免疫组化技术研究发现，肾小管上皮细胞在条件

培养基或ＩＬ６的刺激下能表达ＣＲＰｍＲＮＡ和蛋

白。动脉粥样硬化的血管损伤部位、动脉瘤组织和

病变的冠状动脉静脉移植物均能产生 ＣＲＰ
［２０２２］。

我们对兔腹主动脉瘤模型的研究发现，手术应激急

性期迅速增高的血清ＣＰＲ主要来源于肝脏。急性

期后，随着动脉瘤体的扩张，肝脏几乎不合成ＣＲＰ，

而此时血清ｈｓＣＲＰ水平逐渐升高，动脉瘤平滑肌

ＣＲＰｍＲＮＡ和蛋白的表达亦逐渐增高，进一步证

实了动脉瘤组织确实能表达ＣＲＰ
［１１］。

目前有关调节ＣＲＰ合成的机制主要来源于对

肝细胞珠的研究，共同的结论是：ＣＲＰ合成主要在

肝脏，ＩＬ６是ＣＲＰ基因的基本诱导因子，而ＩＬ１β
能与ＩＬ６协同作用，以增强ＩＬ６的功能

［１２，１３］。信

号转导和转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）、核因子κＢ

（ＮＦκＢ）和Ｃ／增强子结合蛋白（Ｃ／ＥＢＰ）家族均参

与了 细 胞 因 子 诱 导 的 ＣＲＰ 基 因 的 转 录 激

活［１２，１３，２３］。目前，对肝外组织产生ＣＲＰ的机制还

不明确。我们通过牵拉离体的兔子腹主动、人内乳

动脉和大隐静脉的 ＶＳＭＣｓ研究证实，在没有炎症
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刺激的条件下增高的机械张力能诱导ＶＳＭＣｓ表达

ＣＲＰ，机械张力能激活牵张激活离子通道，进而活化

ＮＦκＢ信号通路，在转录水平上调节 ＣＲＰ的表

达［１１，２４］。本研究发现，ＩＬ６单独或联合ＩＬ１β确实

能显著刺激ＶＳＭＣｓ表达ＣＲＰ。

本研究所用ＩＬ６的工作浓度达１０ｎｇ／ｍｌ，是心

脑血管疾病患者血清ＩＬ６水平的２０００多倍
［２５］。我

们在预实验中发现，ＩＬ６＜１０ｎｇ／ｍｌ时难以诱导培

养细胞表达ＣＲＰ。体内 ＶＳＭＣｓ所处的环境很复

杂，因此，心血管疾病患者体内 ＶＳＭＣｓ表达ＣＲＰ

是否也是由ＩＬ６诱导，或是由机械张力等其它刺激

因子诱导的，还需要进一步研究。
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