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视网膜色素上皮细胞中诱导型一氧化氮合酶、 

精氨酸代谢相关酶的表达及一氧化氮对 

细胞紧密连接的影响 

张文一 白海青 王蚌华 

【摘要】 目的 研究在免疫活化的视网膜色素上皮(RPE)细胞中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)被诱 

导、产生 NO时，其底物精氨酸的来源；产生的 NO对 RPE细胞紧密连接的影响。 方法 用干扰素 7 

(IFNY)、肿瘤坏死因子 a(TNFct)、脂多糖(LPS)刺激大鼠视网膜色素上皮细胞系(RPE—J)细胞，Northern 

blotting、Western blotting方法研究RPE—J细胞内精氨酸再生系瓜氨酸NO循环的相关酶的表达及地塞米 

松和环磷酸腺苷(cAMP)对 iNOS表达的影响。并通过免疫细胞化学和 Western blotting方法，研究产生的 

NO对 RPE—J细胞紧密连接功能的影响。 结果 活化的 RPE—J细胞中，iNOS和精氨酸的再生系瓜氨 

酸一NO循环相关酶精氨酸琥珀酸合成酶(AS)在 mRNA和蛋白质水平同时被诱导，精氨酸琥珀酸裂解酶 

(AL)没有被诱导，同时产生 NO，cAMP可以增加 NO的产量。NO不仅以精氨酸为底物产生，而且也可由 

瓜氨酸产生。产生的NO破坏 RPE—J细胞的紧密连接功能，与紧密连接相关蛋白ZO一1的合成量减少。 

结论 在活化的RPE—J细胞中产生 NO时，由瓜氨酸一NO循环再生的精氨酸是 RPE—J细胞中产生 NO的 

底物精氨酸的主要来源；NO对 RPE—J细胞的紧密连接起破坏作用。 
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[Abstract] Objective To detect the induction of inducible nitric oxide synthase(iNOS)and nitric 

oxide (N())production in immunostimulated retinal pigment epithelial (RPE)cells tO seek for the 

supplying of the arginine，a substrate for NOS；as well as the effects of produced NO on the tight junction 

of RPE—J cells． Methods Rat s RPE—J cells were treated with interferon一7(INF一7)，tumor necrosis 

factor—a(TNF—a)and hpopolysaccharide (I PS)，and Northern and Western blotting were applied tO 

analyze the expression of the citrulline—NO cycle enzymes and related enzymes and the effect of 

dexamethasone and cyclic adenosine monophosphate (camp ) on the expression of iNOS． 

Immunocytochemistry reaction and Western blotting were used to evaluate the effect of produced NO on 

the tight junctions of RPE—J cells． Results iNOS and argininosuccinate synthetase(AS)were highly 

induced at both mRNA and protection levels in immunostimulated RPE cells while arginiosuccinate lyase 

(AL)was not induced．NO was produced by cells after stimulation with TNFa，IFN7 and I PS． The 

induction of iNOS mRNA and the production of NO by these immunostimulated cells was further enhanced 

by cAMP．NO was produced from citrulline as well as from arginine．And the produced NO impaired the 

tight junction of RPE—J cells，decreased the production of tight junction related protein ZO一1． Conclusion 

In activated RPE—J cells，citrulline—arginine recycling is important for NO production。and the produced 

NO weakened the function of tight junction of RPE—J cells． 
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生理和病理条件下 NO发挥多种生物学功能。NO 

在一氧化氮合酶(NOS)的作用下合成，过量的 NO与 
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许 多眼科疾病的发生有关，包 括青 光眼I· 、葡萄膜 

炎 、缺血性视网膜病变 、白内障 和角膜感染 。 

细胞内以精氨酸为底物合成 NO，其合成依赖于 NOS 

的活性，及底物精氨酸的浓度。细胞内精氨酸来源于精 

氨酸的再循环，参与该循环的酶有 N()S、精氨酸琥珀 

酸合成酶(AS)及精氨酸琥珀酸裂解酶(AL)l6。。。我们 

利用体外培养的大鼠视网膜色素上皮细胞系(RPE J) 

细胞，通过细胞免疫化学、Northern、Western blotting 

方法研究 iNOS被诱导、产生 NO时，其底物精氨酸的 

来源；及产生的 NO对 RPE—J细胞紧密连接的影响。 

l 材料和方法 

1．1 细胞培养和药物处理 

RPE—J细胞购 自美国组织培养收集中心。未分化 

细胞培养于 33 C下，95 空气、5 CO 培养箱中 6 d， 

培养液为含4 胎牛血清的Dulbecco改良Eagel培养 

基(DMEM)，其中含 3．3 nmol／I 全反视黄醛酸。将温 

度调节为40 C，培养 36 h，使细胞分化为成熟的RPE—J 

细 胞。分化 后 的细胞 以肿瘤坏 死 因子 a(TNFa) 

(500 U／m1，美 国 Genzyme公 司)，干扰素 (IFN7) 

(100 U／ml，美 国 Genzyme公 司)，脂 多 糖 (LPS) 

(10／~g／ml，美 国 Sigma公 司)，地 塞 米 松 (1．0 

ptmol／L)和丁酰基环磷酸腺苷(cAMP，1．0 mol／L)处 

理。测 量 细 胞 产 生 的 NO 时，用 Eagel培 养 基 

(EMEM)(不含精氨酸和瓜氨酸)代替 DMEM 培养 

液，培 养 12 h。向培 养 液 中 加 入 I 一精 氨 酸 (0．5 

mmol／L)，L一瓜氨酸(0．5 mmol／L)和甲基一I 一精氨酸 

(L—NMMA，2．0 mmol／L)。 

1．2 分组设计 

TNFa、IFN7、LPS分别或两两组合或三者共同组 

合，刺激 RPE～J细胞，在 6 h和 l2 h时回收细胞，用 

Northern blotting杂交分析 iNOS和精氨酸代谢相关 

酶 iNOS、AS、AL mRNA的表达；并观察地塞米松和 

cAMP对 活化 的 RPE—J细胞 iNOS mRNA表 达和 

NO合成的影响。 

1．3 Northern blotting杂交分析 

总 RNA的提取采用鸟嘌呤硫氰酸一苯一氯仿的方 

法l8]。经琼脂糖凝胶电泳，将 RNA(2．0 g)转移到尼 

龙膜上，用地高辛标记的反义 RNA探针进行杂交。大 

鼠iNOS 、ASu 、AI 。。的杂交探针采用已报道的反 

义 RNA探针。杂交探针上化学发光信号的采集用地 

高辛发光检测试剂盒(德国 Boehringer Mannheim公 

司)，通过 MacBas生物图象分析仪(日本富士公司)进 

行定量分析。 

1．4 Western blotting杂交分析 

在含 20 mmol／L HEPES—KOH(pH值 7．5)，1 

Triton X一1()(]，20 甘油和 lmmol／I 二硫苏糖醇的缓 

冲液中将 RPE—J细胞制成匀浆。4 、下以离心半径 

85 ITlm、3 500 r／min离心 30 min，上清液用于Western 

blotting杂交分析。上清液经十二烷基硫酸钠一聚丙烯 

酰胺凝胶电泳，转移到硝酸纤维素滤膜上。采用 ECI 

试剂盒(英国 Amersham公司)进行免疫检测 ，抗小鼠 

iNOS单克隆抗体由美国Lexington实验室提供。大鼠 

AS抗血清采用本实验室制作的抗体 。 

1．5 RPE—J细胞产生 NO浓度的测量 

NO的合成量是通过采用 NO ／NO。分析试剂 

盒 (日本同仁堂公司)间接测量培养液 中 NO 和 

NO。的含量实现的。 

1．6 NO的合成对 RPE—J细胞紧密连接影响的评价 

通过 Western blotting方法检测紧密连接相关蛋 

白ZO—l，并利用免疫细胞学方法观察细胞间隙的变化 

评价 NO的合成对RPE—J细胞紧密连接影响。抗大鼠 

ZO—l单克隆抗体及 NO的提供剂 SNAP由美国国际 

化学试剂公司提供。 

2 结果 

2．1 活化的RPE—J细胞中iNOS和精氨酸代谢相关 

酶的 mRNA的表达 

在 未 受 刺 激 的 细 胞 中，未 检 测 到 iN()s的 

mRNA；单独用 TNFc~或 TNF7、I．FN7、I PS两丽组合 

刺激细胞时，iNOS的mRNA均被诱导。3种因子共同 

刺激 l2 h后，iNOS mRNA的诱导量最高。在 TNFa 

刺激下，AS的mRNA也被诱导．而在 TNFQ和 IFN7 

联合刺激下，其诱导量最高。AI 的 mRNA在各刺激 

前后均无明显改变。 

2．2 活化的 RPE—J细胞中 iN()S和 AS的表达 

RPE—J细胞中在 TNFa、IFN7和 I PS刺激前未 

检测到 iNOS mRNA的表达，刺激后 3 h表达开始增 

高，6 h达到最高峰，并保持高水平直到 l2 h．24 h后 

开始下降。刺激前仅检测到少量 AS mRNA，刺激 6 h 

后表达开始增高，12 h后达高峰<约增加 10倍)．24 h 

后开始下降(图 1)。TNFc~、IFN7和 I．PS共同刺激前 

未检测到 iNOS蛋白质，刺激后 6 h表达开始增高；持 

续增高直到48 h。TNFc~、IFN7和 LPS共同刺激前可 

检测到 AS蛋白质 ，刺激后 6 h仍无明显变化，l2 h后 

开始增高。持续增高直到 48 h(图2)。 

2．3 地塞米松和 cAMP对活化的 RPE—J细胞 iNOS 

mRNA表达和 NO合成的影响 
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时间(h) 

图 1 活化的 RPE—J细胞中iNOS和 AS mRNA的表达 

Fig．1 Graph of expression of iNOS and AS mRNA in 

immunostimulated RPE—J cells 

120 

100 

80 

峰 
·Ⅱ 60 

嘲 

40 

20 

0 
0 6 12 24 48 

时间(h) 

图 2 活化的RPE—J细胞中iNOS和AS蛋白质的表达 

Fig．2 Graph of expression of iNOS and AS protein in 

immunostimulated RPE—J cells 

TNFa、IFN7和 LPS共 同刺 激 可诱 导 iNOS 

mRNA表达，增加 NO的合成，这一诱导作用可被地 

塞米松削弱，而被 cAMP显著增强，地塞米松能够抑 

制 cAMP引起的 NO合成增加(图 3)。 

2．4 RPE—J细胞中以精氨酸和瓜氨酸为底物时 NO 

的合成 

当在 EMEM 培养液(不含精氨酸和瓜氨酸)中的 

RPE—J细胞被 TNFa、IFN~3、LPS和 cAMP共 同刺激 

后，仅检测到少量 NO的合成。当上述培养液中加入精 

氨酸后，NO的合成增加到(2．7±0．4)ttmol／L。这一 

合成量的增加可被 NOS的阻断剂 L NMMA显著抑 

制。当用瓜氨酸代替精氨酸加入培养液中时，也可检测 

到 NO的合成，但比以精氨酸为底物时 NO的产量低 ， 

约(1．7±0．5)tLmol／L(图 4)。 

2．5 NO的合成对 RPE—J细胞紧密连接的影响 

用免疫细胞学方法对未活化的RPE—J细胞间隙 

的紧密连接相关ZO～1蛋白进行检测 ，其细胞间隙染 

cAM P—— —— —— 。 ’ 

地塞米松 一 一 + 一 + 

培养基添 物 

图 3 活化的 RPE—J细胞 中．cAMP和地 J．L水松对 iN()S 

mRNA表达和 NO合成的影响 
Fig．3 Bar graph of effect of cAMP and dexamethasone on 

expression of iNOS mRNA and combination of ()in 

immunostimulated RPE—J celIs 

图 4 活化的 RPE—J细胞中．精氨酸和瓜氨酸为底物时 

NO 2 ／NO3一产量 

Fig．4 Bar graph of production of ()! ／NO from 

arginine and citrulline in immunostimulatcd RPE—J cells 

色强烈(图 5)；当用 TNFa，IFN~3，I PS共同刺激(图 

6)、或用 NO的提供剂 SNAP进行处理时(图 7)，细胞 

间隙加大，染色减弱。 

Western blotting检测 RPE J细胞的 ZO 1蛋白 

的合成结果显示，在未活化的 RPE J细胞中存在ZO一1 

蛋白，当用 TNFa、IFN7、LPS组合刺激或用 SNAP处 

理后，其合成量减少(图 8)。 

3 讨论 

RPE—J细胞是大鼠来源的无限 RPE细胞系，该细 

胞系是通过一种温度敏感性SV4O病毒转染大鼠RPE 

细胞建立的u ，被广泛应用于研究视杆细胞外节膜盘 

的吞噬作用，蛋白质的输送和定位及与凋亡有关的机 

制。本研究旨在阐明，活化的RPE—J细胞中iN()S和精 

氨酸代谢相关酶是否被诱导，及糖皮质激素和cAMP 
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2004年 11月 19日出版的《中国新闻出版报》公布了新闻出版总署、全国“扫黄”“打非”工作小组办公室第二次宣布取缔的 60 
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种 。 

非法报刊主要有以下几类：(1)利用境外注册刊号在境内非法出版、印刷、发行。包括未经批准使用境外刊号在境 内非法出版、 

印刷和发行的报刊；假冒、盗用境外注册刊号在境内非法出版、印刷、发行的报刊；非国家指定出版物进 口经营单位进口或没有合法 

进口手续的境外报刊；取得工商广告登记，但未经新闻出版行政部门批准，利用境外刊号在境内以广告宣传品、印刷品名义变相出 
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的是偷梁换柱，将正规报刊的内容换成非法组织采写的稿件或非法征集的文章，并盗用原正规报刊的名义非法出版。(3)公开出版 

属于内部交流的连续性内部资料性出版物。 

非法报刊常常打着“某某研究会主办”、“某某学会主办”的旗号虚张声势 ，招摇撞骗，大肆收取版面费或广告费聚敛钱财。这些 
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被国家期刊管理部门誉为我国科技期刊的一面旗帜。中华医学会 自191 5年建会之初创办《中华医学杂志》，迄今拥有以“中华”字样 
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