
C-反应蛋白抑制缺氧状态下人脐静脉内皮细胞表达低氧诱导因子-1α  

    C-反应蛋白(C-reactive protein，CRP)是炎症反应非特异性标志物，近年人们发现血中CRP浓度增高

不利于冠心病的预后，因此建议将CRP作为冠心病的独立危险因素的一项检测指标[1][2]。CRP不仅是炎症反

应非特异性标志物，本身亦具有病理作用，可激活补体清除坏死与凋亡心肌[3]以及抑制血管新生[4]。 

    低氧诱导因子(hypoxia-inducible factor, HIF)是促血管新生关键物质，它由HIF-1α和HIF-1β两个

亚基构成，其中HIF-1α对HIF活性起主要调节作用[5]。CRP是否对它的表达产生影响至今未见有关报道，而目

前国内仅有关于CRP对冠心病预后影响的观察[6]，尚未见到CRP对冠心病病理作用的研究。本实验利用CoCl
2

模拟缺氧，研究CPR对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞(HUVECs) HIF-1α表达的影响，以探讨CRP抑制血管新生

的机制。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    人重组CRP(德国Merck公司)；CoCl[1](Sigma)；鼠抗人HIF-1α抗体、兔抗鼠HRP抗体(美国Santa Cluz

公司)；Western blotting检测试剂盒(美国Cell Signaling Technology公司)；胎牛血清(杭州四季青公司

产品)；RPMI 1640、0.05%胰蛋白酶(Gibco)；HUVECs(广州维尔曼公司)。 

    1.2  细胞培养 

    HUVECs生长于含10%胎牛血清RPMI1640。待细胞长至50%~60%融合时，换无血清RPMI 1640培养。静止24 

h后添加刺激物，刺激24 h后提取蛋白。 

    1.3  实验分组 

    将HUVECs分为5组，每组4瓶细胞，均用100 μmol/L CoCl
2
模拟缺氧环境，其中4个试验组分别添加5、

10、50、100 μg/ml的人重组CRP，1个试验组不添加人重组CRP作为对照。另设一个正常空白对照，即不添加

CoCl2和CRP。 

    1.4  Western blotting

    用Bradford法测定HUVECs提取物中蛋白质浓度，按30 μg/孔的加样量计算出应加细胞提取物的体积。样

品蛋白在7%分离胶上电泳，而后转移到氟化聚偏二乙烯膜上。用封闭液(5%脱脂奶、10 mmol/L Tris、 100 

mmol/L氯化钠、0.1% Tween20，pH7.5)室温封闭1 h后再与1∶500小鼠抗人HIF-1α单克隆抗体，4 ℃孵育过

夜。充分洗涤后与二抗1∶2 000 HRP兔抗鼠抗体室温结合1 h。化学发光法显色，X光片记录影像，再用凝胶

图像分析系统分析。蛋白含量以面积×密度表示，以对照组测得值为100计算相对光密度值。 

    1.5  统计分析 

    用SPSS 11.0 进行数据录入和统计分析。用单因素方差分析比较处理组间HIF-1α表达量的差异，多重比

较采用LSD方法。并用线性趋势检验分析剂量－反应关系。 
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2  结果 

    空白对照组未检测到HIF-1α的表达。5个试验组HIF-1α的经Western blotting检测发现，在相对分子质

量约120 000处可见一组条带，对照组最为明显，随着CRP浓度增高，条带逐渐变淡(图1)。 

    图1  5个实验组HIF-1α 的Western Blotting 检测结果 
    Fig.1  Western blot analysis of HIF-1α in the 5 experimental groups

    CRP: C-reactive,; Lanes 1-5: 100 μmol/L CoCL2+CRP (0,5,10,50,100 μmol/L) respectively

     所有试验组的相对光密度值方差齐(P=0.08)，单因素方差分析发现，5个试验组之间的相对光密度值存

在统计学差异(F=18.20，P<0.05)。用LSD多重比较方法进一步分析具体每两个试验组之间的差异，添加CRP

的4个试验组其HIF-1α的相对光密度值均显著低于实验对照组(P<0.001)，4个不同浓度的CRP组除了10 和50 

μg/ml CRP组之间无显著差异(P=0.642)外，其它各组之间均存在显著性的差异(P<0.05)，以5 μg/ml CRP组

最高，100 μg/mlCRP组最低(表1)。线性趋势检验结果显示相对光密度值随CRP浓度的增大而降低(F=70.29，

P<0.001)。 

    

3  讨论 

    大量流行病学调查研究显示升高的CRP和心血管疾病之间有很强的相关性[8]。已有研究发现CRP有诱导内

皮细胞表达粘附分子、促进巨噬细胞摄取低密度脂蛋白、致动脉粥样硬化等作用[9]。最近Verma报道CRP可以

抑制血管新生[4]，后者对缺血缺氧区域心肌细胞血液供应起重要作用，因此探讨CRP抑制血管新生机制，为

改善心血管疾病预后提供线索具有重要意义。 

    在血管新生过程中中，HIF起关键作用。它通过在转录水平调节血管内皮生长因子(VEGF)等下游基因表



达，长出成熟的血管。HIF是由两个亚基构成的异二聚体，有氧条件下，HIF-1α 564位和402位脯氨酸被羟

化， 再与von Hippel-Lindau(VHL)结合后由蛋白水解酶降解，所以检测不出。缺氧条件下，此过程受抑

制，导致 HIF-1α堆积[10]，诱发血管新生。目前虽然报道有很多因素对HIF-1α表达产生影响，尚未见CRP与

之关系的报道。鉴于此点，我们做了CRP对HIF-1α表达影响的研究。 

    国外有人利用CoCl
2
来模拟细胞缺氧环境进行HIF-1α表达的研究[11]， 在50~200 μmol/L浓度范围内，

刺激HUVECs表达HIF-1α呈剂量反应关系，再增高CoCl2浓度并不增加其表达[12]。本实验亦采取这个方法来

刺激细胞表达HIF-1α。考虑到CoCl
2
和CRP均有细胞损害作用，本实验采用适当剂量(100 μmol/L)CoCl

2
刺

激，结果使得细胞损害较小，得以完成实验。 

    本实验结果显示CRP在5 μg/ml水平即减少HIF-1α表达，且呈剂量反应关系。该作用主要通过其在转录水

平抑制内皮细胞合成一氧化氮(NO)[4]。许多学者证明NO促进内皮细胞HIF-1α表达并探讨了其机理，包括NO

使VHL的E3连接酶亚硝基化失去蛋白水解酶活性、影响p53与HIF-1α相互作用(p53促进HIF降解)、 NO直接作

用于铁调节蛋白减少细胞内铁储藏等[13]。尚不确定CRP是否对HIF-1α合成产生影响，可通过测定HIF-1α 

mRNA表达量来进一步研究其机理。 

    最新一项针对美国3万名妇女进行长达8年的随访研究表明CRP水平的高低是预测心血管疾病发生的一个非

常敏感的指标，指出有望通过测量CRP的水平来筛选心血管疾病的高危人群[14]。而本研究从分子水平初步探

讨了CRP对心血管系统的影响。发现在低氧状态下CRP即使轻微升高的(5 μg/ml)亦能降低HIF-1α的表达，从

而抑制血管新生。本实验室结果进一步证实CRP是心血管疾病的一个危险因素。同时本实验最高CRP浓度组

(100 μg/ml)，相当于急性管脉综合症时尤其是急性心肌梗塞时的CRP水平。心肌梗死时病变部位心肌处于严

重的缺血缺氧状态，此时的血管新生尤为重要。本实验发现CRP浓度越高，减少HIF-1α越明显，反映升高的

CRP将严重影响心肌梗死发生后的血管新生，对心梗的预后极不利。本研究与已往有关动物试验的结果一致，

有人在冠脉结扎大鼠身上注入人的CRP，结果发现梗死灶比对照组扩大40%[15]。 

    上述论述表明CRP在心血管疾病发生发展中的重要作用，说明降低CRP水平的重要性，尤其对于为数众多

的只有CRP增高而低密度脂蛋白(low density lipoprotein, LDL) 正常的人群。临床上，已有研究证实他

汀类药物降低CRP的水平, 即使LDL在正常范围内使用该 类药物以可以进一步减少冠心病发病率以及改善预后

[8]，提示降低CRP可能是预防和治疗心血管疾病的一个方向。现在已经比较清楚CRP结构、功能使开发出能有

效降低CRP的药物成为可能。同时减轻体重、少量饮酒、锻炼等良好生活习惯也能减少CRP[16]。 

    本实验成功利用CoCl2模拟细胞缺氧环境，发现CRP抑制缺氧状态下人脐静脉内皮细胞表达低氧诱导因

子，探讨了CRP抑制血管新生的机理，进一步证明CRP导致心血管疾病的病理作用，提示降低CRP的水平可能是

治疗心血管疾病的一个方向。 
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