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牙周炎是一种由细菌感染引起的慢性炎症性疾

病，不仅是成年人失牙的主要原因，还与心血管疾

病的发生密切相关 [1]。牙周感染可以导致患者外周
血中的多种炎性因子表达上调[2-4]，其中，C-反应蛋
白（C-reactive protein，CRP）是一项敏感的炎症反应
性指标。现有研究[5]证实，牙周炎患者的外周血CRP
水平随着牙周炎症程度的加重而升高，炎症越重

CRP水平越高。全身健康的牙周炎患者外周血CRP
水平为1~10 μg·mL-1[6-7]。
冠状动脉粥样硬化性心脏病（coronary heart dis-

ease，CHD）的主要特征是在动脉壁上形成粥样硬化
斑块，在斑块内有大量炎症细胞浸润，其中约80%
的炎症细胞是来源于外周血中的单核细胞[8-9]。动脉
粥样斑块的形成过程中，首先单核细胞向血管内皮

趋化游走，进入血管壁后成为巨噬细胞，巨噬细胞

吞噬脂质后变成泡沫细胞，构成粥样硬化斑块的主

要部分。由此可见，血液循环中的单核细胞趋化进
入血管壁这一过程是动脉粥样硬化发生发展过程中

的重要环节[10-11]。
牙周炎症能引起外周血CRP水平升高，而外周

血CRP水平升高与冠心病的发生有密切的关系，是
冠心病的独立危险因素 [12-13]。大量的流行病学资料
已显示牙周炎与冠心病具有相关性。牙周炎可能是
冠心病的独立危险因素，而CRP有可能是联系2种疾
病的重要介质。外周血CRP水平升高是否会对单核
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[摘要] 目的 通过检测不同质量浓度C-反应蛋白（CRP）对体外培养的人单核细胞趋化能力的影响，探讨CRP作
为炎症介质联系牙周炎与冠心病的分子机制。方法 采用不同质量浓度CRP作用于体外培养的THP-1单核细胞，采
用Transwell趋化实验检测单核细胞被趋化因子单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）趋化的数量。结果 Transwell趋化实验
发现，CRP作用于THP-1单核细胞后可增强其趋化能力。CRP质量浓度为2 μg·mL-1时，单核细胞的趋化数量上调

（P<0.05）；随着CRP质量浓度升高，趋化的单核细胞增多（P<0.05）。结论 CRP能增强THP-1单核细胞的趋化能力，
且呈剂量依赖性。
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[Abstract] Objective To investigate the effects of C-reactive protein（CRP） on monocytes chemotaxis ability in
vitro. Methods Transwell chemotaxis assay was used to evaluate the changes of chemotactic ability of THP -1
monocytes in each group treated with CRP in different concentration. Results CRP increased the number of
attracted monocytes in response to MCP-1（monocyte chemoattractant protein-1）. When treated with CRP concentration
at 2 μg·mL-1, the number of chemotactic monocytes increased（P<0.05）. The number of attracted monocytes increased
as CRP concentration was elevated（P<0.05）. Conclusion CRP can increase chemotactic ability of THP-1 monocytes
in concentration dependent manner.
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细胞的趋化能力产生影响，目前尚无相关报道。本
研究在体外模拟牙周炎症时外周血的CRP质量浓度
环境，检测CRP对体外培养的人单核细胞趋化能力
的影响，探讨CRP作为炎症介质联系牙周炎与冠心
病的分子机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料
THP-1单核细胞株由四川大学口腔疾病研究国

家重点实验室提供。主要试剂包括：质量浓度为
1 g·L-1的CRP（Calbiochem公司，美国）；单核细胞趋
化蛋白-1（monocyte chemoattractant protein-1，MCP-
1）（Peprotech公司，英国）；MCP-1中和抗体（Biole－
gend公司，美国）；Transwell趋化小室（Transwell
Costar公司，美国）。
1.2 研究方法
1.2.1 实验分组 实验组1：2 μg·mL-1 CRP+THP-1
单核细胞；实验组2：4 μg·mL-1 CRP+THP-1单核细
胞；实验组3：6 μg·mL-1 CRP+THP-1单核细胞；实
验组4：8 μg·mL-1 CRP+THP-1单核细胞；实验组5：
10 μg·mL-1CRP+THP-1单核细胞；空白对照组：未
受CRP刺激的THP-1单核细胞，即CRP质量浓度为
0 μg·mL-1。
1.2.2 细胞培养与处理 THP-1单核细胞传代后第2
天将细胞调整到每毫升5×105个，将细胞悬液接种至

24孔板，实验组分别给予4、8、12、16、20μL CRP，
空白对照组不加CRP溶液，加入培养基RPMI-1640
使各实验组和空白对照组的溶液总体积达到2 mL，
使各实验组的CRP工作质量浓度分别为2、4、6、8、
10μg·mL-1，空白对照组的CRP质量浓度为0 μg·mL-1，

每组均设3个复孔，37℃、5%CO2孵育24 h。
1.2.3 Transwell趋化实验 本实验采用Transwell趋
化小室进行THP-1单核细胞趋化实验，以被单核细
胞趋化因子MCP-1趋化至下室的细胞数来检测其趋
化能力。将经过处理的各组THP-1细胞离心后，用
PBS冲洗3次后重悬。趋化实验用Transwell小室进行，
下室为趋化因子MCP-1溶液，质量浓度为500 ng·L-1，

上室为细胞悬液，上下室间隔以孔径5 μm的硝酸纤
维素微孔滤膜。每组均设有3个趋化小室。
将小室置于37 ℃，5%CO2培养箱中孵育60 min。

取出滤膜，清洗擦拭接触细胞悬液的滤膜面以去除

细胞。以1%的多聚甲醛固定，黏附于MCP-1滤膜接
触面的细胞以Giemsa染液染色。在200倍显微镜下对
5个视野的细胞进行连续计数，实验由同一人单盲
操作。为了保持实验的一致性，各实验组均设置了
阴性对照组，阴性对照组中趋化小室的下室除加入

MCP-1外，还加入了MCP-1中和抗体，以抑制MCP-
1的化学趋化能力。每组的结果以公式计算：THP-1
单核细胞的趋化数=实验组的趋化细胞数-阴性对照
组的趋化细胞数。

2 结果

相差显微镜下观察可见，Giemsa染色的THP-1
单核细胞呈蓝紫色，散在分布于Transwell趋化小室
的硝酸纤维素微孔滤膜上（图1）。不同质量浓度CRP
刺激24 h后，各实验组分别同空白对照组比较，
THP-1单核细胞趋化数增加，差异有统计学意义（P<
0.05）。随着CRP质量浓度增高，实验组趋化的THP-
1单核细胞数也逐渐增多，各实验组之间两两比较
差异有统计学意义（P<0.05），说明THP-1单核细胞
趋化能力随着CRP质量浓度增加而增强（表1）。

红色箭头：微孔；绿色箭头：THP-1单核细胞。
图 1 Transwell趋化小室微孔滤膜上的THP-1单核细胞 Giemsa
染色 × 100

Fig 1 THP-1 monocytes attached to micropore film in Transwell
chamber Giemsa stain × 100

3 讨论

本研究结果发现，CRP在体外能增加单核细胞

表 1 不同质量浓度CRP作用下THP-1单核细胞的趋
化数（n=3）

Tab 1 Numbers of THP -1 monocytes chemoat－
tracted by CRP（n=3）

注：▲各实验组与空白对照组之间比较，P<0.05；※各实验组之间
两两比较，P<0.05。

空白对照组 0 156±7 100.00

实验组1 2 162±8▲※ 103.85

实验组2 4 186±11▲※ 119.23

实验组3 6 233±14▲※ 149.36

实验组4 8 239±17▲※ 153.21

实验组5 10 332±20▲※ 212.82

分组
CRP质量浓度/ 趋化细胞 与对照组

μg·mL-1 数目/个 的百分比/%
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的趋化数量，即增强了单核细胞的趋化能力，且单

核细胞趋化数量随着CRP质量浓度增加而增加。提
示外周血CRP水平的升高可能通过增强单核细胞趋
化能力，在动脉粥样硬化斑块的形成中发挥作用。
外周血CRP质量浓度可以作为心血管病变危险

等级的判断指标：小于1 μg·mL-1时为低度危险，介

于1～3 μg·mL-1时为中度危险，大于3 μg·mL-1时为高

度危险[14]。由此可见，即使是全身健康的牙周炎患
者，也可能是心血管病变的危险人群。本研究中
CRP的质量浓度范围主要依据牙周炎患者外周血
CRP水平设定。研究发现全身健康的牙周炎患者外
周血CRP质量浓度为1~10 μg·mL-1[5]；在排除混杂

因素后，中、重度牙周炎患者外周血CRP质量浓度
为4.5 μg·mL-1，其中CRP大于等于10 μg·mL-1的人数

占12.5%[6]。因此，本研究在实验组中采用的CRP水
平分别为2、4、6、8、10 μg·mL-1，涵盖了多数牙周

炎患者外周血CRP水平。此外，CRP在慢性感染患
者体内是一个长期慢性累积的过程，CRP在血浆中
的半衰期是19 h，本实验选择了24 h为检测时间点，
在其作用过程中，CRP能发挥稳定而持久的作用。
虽然人外周血单核细胞是最为接近实际临床病

理生理效果的研究体系，但是由于个体的年龄、性
别、遗传、环境以及献血当日的实际情况不尽相
同，导致单核细胞的数量、反应性各不一致，可能
增大实验结果的误差。THP-1单核细胞株具有细胞
数量多、实验条件易于控制、实验结果一致性好的
优点，同实验动物的单核细胞相比，可以较好的模

拟体内的CRP的病理生理作用。THP-1单核细胞直
径约为13 μm，采用5 μm微孔的滤膜可以保证被趋
化的细胞在变形穿过微孔的过程中被黏附在滤膜

上，而不会进入下室液体中。
在已知的细胞因子中，肿瘤坏死因子-α（tumor

necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1也具有趋
化活性，已有研究[15]显示CRP可以刺激单核细胞产
生TNF-α。本实验中，CRP刺激THP-1单核细胞24 h
后，先将THP-1单核细胞离心，并用PBS缓冲液漂
洗后再进行趋化实验，目的是排除其他细胞因子的

趋化活性所造成的影响。而且在每个实验组的阴性
对照组中，加入抗MCP-1中和抗体后，单核细胞趋
化活性明显阻断，说明在本实验中，MCP-1是起主
要作用的趋化因子，从而排除了非特异性趋化作用

造成的单核细胞数的增加。
由于本实验中各组的MCP-1质量浓度相同，单

核细胞趋化数不同可能是由于其细胞表面受体的数

量不同而引起的。研究发现，趋化因子受体CC类趋
化因子受体-2（CC chemokine receptor 2，CCR2）的

数目较少，促炎细胞因子可通过抑制CCR2基因表达
使细胞趋化活性降低。而本研究中，CRP水平的升
高是否使单核细胞表面表达的CCR2数量增加，从而
导致其趋化能力增强，尚待进一步的研究证实。
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