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摘 要:以金黄色葡萄球商 Stα:phylococcus aureω 感染附辜上皮细胞的体外感染模型，分别采用 RT-PCR 和 west­

ern blot 等方法研究一氧化氮( NO) 在附辜上皮细胞宿主防御中的作用。结果表明附辜上皮感染后上调 iNOS

RNA 和蛋白水平的表达，并产生大量的 NO，采用 iNOS 的抑制剂 L-NMMA 和 AGE 预处理后， NO 水平显著降低，

与空白处理组相比，抑制剂处理组的 S. αureus 数量显著增加，这表明 NO 参与了附辜上皮细胞的宿主防御过程，

在附辜上皮细胞的宿主防御中具有重要的作用。
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abstrad~ To the role of nitrÏc oxide (NO) in the host defense of cells , 

an in vitro infection model , RT -PCR and westem blot were carried out.明Te found that NO could be se­

creted significantl y by the primary CUltUl它d rat epididymal epithelia infected wi出 Stαphylococcus αureus. 

Epididymal epithelial induced nitric oxide synthase (iNOS) expression was up白regulated significantly af­

ter S.αureus infection at mRNA and protein levels compared with control. With Aminoguanidine (AGE) 

or NG-Monomethyl-L-arginine ( pretreatment , NO production was reduced and 出e number of 

S.αureus was enhanced accordingly. With these results we concluded that NO play a crucial role in host 

defense of epididymal epithelial cells. 

wo:rds: epididymal epithelial cells; 可tric oxide; host defense 

附辜是精子成熟发育和储存的场所，目前认为

其具有负责运送精子、浓缩精液、使精子成熟及保

护精子等多种作用[IJ 。附辜发生病原感染和炎症

后严重危害男性生殖健康。已知大肠杆菌、葡萄球

菌、链球菌、病毒以及衣原体、淋病、梅毒等性传

播疾病都会导致附辜炎[2 … 4J 。附辜上皮细胞在附辜

炎的发病过程中具有重要调节作用。

附辜上皮扮演了同其他上皮相似的角色?附辜

中 l印刷日期: 2008 - 08 - 24 

上皮细胞分泌大量的抗菌物质?如防御素、溶菌

酶、 Mucin 等协同杀死入侵病原生物以保护附辜免

受感染[5J 。大量研究表明 NO 是炎症过程中的一种

重要分子?其能杀死人{雯的病源生物，从而维护机

体的稳态?在上皮细胞宿主防御中具有重要的作

用问 -8J 0 NO 在生物体内主要由一氧化氮合酶

(NOS) 催化合成， NOS 广泛分布于机体各处?其

有 3 种亚型:神经元型(、内皮型 (eNOS)
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和诱导型( iNOS ) 0 nNOS 和 eNOS 为组成性表达，

其催化 L 一精氨酸产生 NO 参与细胞信号的转导和

功能调节; iNOS 一般表达很弱?病理状态如炎症

状态下多种细胞因子激活核因子 NF-KB ，上调 iN­

OS 表达引起 NO 合成增加[卜lO]' 高浓度的 NO 能

杀死入侵的病原生物以维持机体的稳态。

目前 NO 在附辜上皮细胞宿主防御中的作用还

不清楚，为此，本研究以体外 S. αureus 感染原代培

养的大鼠附辜上皮细胞为模型 并分别采用药理学

手段、 RT-PCR 和 westem blot 技术研究 NO 在附辜

上皮细胞宿主防御中的作用。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

清洁级雄性 SD 大鼠(体质量 120 ~ 150 g) 购

自广东省实验动物中心。

1. 2 

Trizol 和 Ex Taq DNA 聚合酶购自 TaKaRa 公

司， M-MLV 逆转录酶、 Oligo (dT) 18 、 dNTP 及

RNA 酶抑制剂购自 promega 公司。双氢辜自同、丙自问

酸纳、胶原蛋白酶、购于 Si培g♂伊I丑ma 公司 o EMEM 培养

基干粉、切工 0.25Sí毛的膜蛋白酶、 HBSS 、 F町、双

抗购自 GIBCO 公司。抗 iNOS 抗体、抗 GAPDH 抗

体购自美国 SANTA CRUZ 公司; HRP 标记的抗兔

二抗和抗山羊二抗购自北京中杉生物科技公司。化

学发光试剂盒购自美国 PIERCE 公司。牛血清白

白、 Tween 20 、 SDS 、 Triton X100、过硫酸镀、 Tris

等购自 Amresco 公司。

1. 3 

参考研TO吨的方法[l11 具体步骤如下:雄性
SD 大鼠采用 CO2 处死?迅速于无菌条件下取大鼠

附辜尾部 ， HBSS 液洗涤 3 次;用剪刀充分剪碎附

辜尾部组织至康状 9 转移人切 =0.25% 的膜蛋白酶

中，于 32 oC 震荡消化 30 min; 1 000 r/ min 离心，

去除膜蛋白酶，组织块转移到 1 mglmL 的胶原蛋

白酶中，于 32 0C震荡消化 60 min: 1 000 r/ min 离

心?去除胶原蛋白酶用 EMEM 完全培养基洗涤

细胞，离)L~ ，去上清;加入 4 日1L EMEM 完全培养

基，打散细胞 9 转移入 25 mL 培养瓶中?于 32 oC , 
ψ=5.0% CO2 的培养箱中培养 4~6h 4~6h 后?

平滑肌细胞、成纤维细胞等其他非上皮细胞贴壁?

而上皮细胞尚未贴壁，吸出未贴壁的细胞?此细胞

即为附塞上皮细胞 9 分别种于 6 孔板、 12 孔板，

加入 EMEM 完全培养基?于 32 oC ，伊 =5.0% CO2 

的培养箱中培养?每 2d 更换新的 EMEM 完全培养

基o 4 ~5 d 长成单层致密细胞后用于实验。

1. 4 金黄色葡萄球菌的

S. αωθω(ATCC 6538) 为广州医学院李孜博

士惠赠，挑取单菌落接种于 LB 肉汤中，于 37 oC 

恒温培养箱中震荡培养，待到对数增长期时，取含

菌培养基， 10 000 r/min 离心 5 min ，弃上清，加

入 PBS 打散洗涤细菌， 10 000νmln 离心 5 min , 

弃上清?加入 PBS，吹打 9 根据 A600 的值进行稀

释、涂板和计数。 A600 = 0.80 时对应的细菌浓度为

O. 33 X 109 CFU/mL。
1. 5 附辜上皮细胞感染 S. αureus 模型的建立

待 12 孔板中附皇上皮细胞长成单层上皮后，

更换培养基为含 ω= 1 % FBS 的 EMEM 培养基， 12 

h 后，吸弃含 ω 工 l%FBS 的 EMEM 培养基，分别

加入含或不含 S. αureus (1 X 107 CFU/mL) 的
EMEM 完全培养基 1 mL。置于 32 飞 CO2 培养箱

中，分别于不同处理时间吸出培养液 ， 10 000 r/ 

min , 4 oC 离)L~ 10 min。取上清用于 NO 的测定。附

皮细胞经冰冷的 PBS 洗涤 9 提取 RNA 用于

RT-PCR 分析或者加入蛋白提取液抽提蛋白用于

western blot 分析。

为研究 S. αureus 感染附辜上皮细胞后 NO 的

作用，在 S. αureus 感染附辜上皮细胞之前 60min ，
附辜上皮细胞分别经抑制剂预处理 60 叩飞然后加

入含金黄色葡萄球菌 (1 x 的 EM旦M

完全培养基 1 mL。放于 32 oC CO2 培养箱中 9 于不

同处理时间吸出培养液 9 用于细菌计数和 NO 浓度

的分析。

1. 6 NO 的分析

采用 Griess 法[口]9 取细胞培养上清液 100

和等量的 Griess 试剂混匀?室温反应 20 ~ 25 min , 

于 550 nm 处读取吸光度值，测得的 A 值与标准亚

硝酸纳曲线进行比较得出 NO 浓度。

1. 7 RNA 的提取和 RT-PCR

待附辜上皮细胞长成单层后 9 取出 6 孔板，细

胞用无钙锐的 PBS 洗涤 2 次， Trizol 法提取总

RNA，反转录。取反转录产物 1 问?分别以 iNOS

和 GAPDH 的上、下游引物进行扩增。引物序列如

iNOS 上游引物 5' CTACCTACCTGGGGAACA 

CCT GGGγ? 下游引物 5' GGAGGAGCTGATG­

GAGTAGTAGCGGγ ，扩增产物为 442 bpo GAP白

DH: 上游引物 5' ACCACAGTCCATGCCATCAC3' , 

下游引物 5' TCCACCACCCTGTTGCTGTAγ ，扩

增产物为 452 bpo 反应条件为 94 0C 预变性 3 min , 
94 oC 45 s , 63 oC 45 s , 72 oC 45 s , 35 个循环，最
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对附辜上皮感染 S. αureus 后是否产生 NO 进行了

测定?结果表明附辜上皮感染 S. αureω3 h 时， NO 
的生成量很少，和空白对照组相比差异不显著， 5 

h 后，附辜上皮产生大量的 NO，差异均极显

(P < 0.01) ，并随时间延长分泌量明显增加?至 12

h 时， NO 分泌量达 1 292μmol/L (图 1 )。
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本研究分别通过 RT四PCR 和 westem blot 对诱导

的 NO 合酶的表达量进行研究。结果表明在 mR由

NA 水平上(图 2) ，附辜上皮在静患、状态下 iNOS

有弱表达 9 感染 2 h 后，表达量明显增加，感染后

8 h 内， iNOS 在 mRNA 水平上均有明显升高。

蛋白水平上(图 3) ，附辜上皮在静息状态下有弱

表达罗感染 4 h 后?表达量明显增加?至 12 h 时，

表达量达到最大。

结果采用平均值士标准差?组间比较采用单

因素方差进行分析 P <0. 05 表示为差异显著。

2 

2. 1 

后 72 0C延长 10 mino 取 PCR 产物在ω= 1. 5% 琼脂

糖凝胶中电泳， EB 染色，在 Bio-rad 凝胶图象分析

系统中分析扫描。定量采用 NIH ImageJ (V ersion 

1.24 )软件进行分析(软件下载自出tp: / / 

rsb. info. nih. gov / nih -image )。

1. 8 Western blot 检测 iNOS

在感染不同时间收集细胞， PBS 洗涤两次，加

入裂解缓冲液( 20 mmol/L Tris HCl , 215 mmol/L 

EDTA、伊= 10% 甘油 ， w = O. 1 % SDS , w = 1 % 

Triton X -100 ， ω=1% 去氧胆酸纳， 10 mmol/L 焦

磷酸纳罗 50 mmol/L 氟化纳罗 1 mmol/L 正饥酸纳， 1 

mmol/L 苯甲基磺眈氟) ，冰浴静置 1 h，然后 4

℃、 14 000 r /min 离心 25 min ，上清液即为所提取

的蛋白溶液。每个样品取 25 阿总蛋白，在灌制的

ω= 10% SDS 聚丙烯眈胶凝胶电泳后电转移至

PVDF 膜， 90 V 低温条件下电转移 2 h ， ω=5% 脱

脂奶粉于 37 0C封闭 2 飞加入用 ω=5%脱脂奶粉

稀释的兔抗 iNOS 克隆抗体( 1: 600 稀释)、兔抗

GAPDH 抗体 (1: 1 000 稀释)， 4 oC 过夜。 TTBS 洗

涤 5 次后用抗兔二抗 (1: 2 000 稀释)常温下孵育

2h , TTBS 洗膜 5 次后将 ECL (增强化学发光)

剂盒中的 A 液和 B 液等量混合?滴加 J 肌__._.，

应 mln 后?在暗室中压片?显影?定影。底片经

扫描仪扫描后分析结果。定量采用 NIH

(Version .24) 软件进行分析。

1. 9 

S. αureus 后合成大量 NO

已知 NO 是宿主天然防御中的重要分子?我们

果结
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图 2 S. 创刊时感染对附辜上皮细胞 iNOS mRNA 转录水平的影响

Fig.2 The levels of iNOS mRNA of epididymal epithelium infected with S. αu阳时 at different time points 

附辜上皮细胞 iNOS 转录水平的表达量随着感染时间的延长明显增加; * *表示和 Oh 组相比差异极显著 (P<O.Ol)
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图 3 S. αureus 感染对附辜上皮细胞 iNOS 蛋白表达水平的的影响

Fig. 3 The proteins levels of iNOS of epididymal epithelium infected with S. αu陀us at different time points 
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图 4 NO 参与附辜上皮细胞对 S. αureus 感染的宿主防御

Fig.4 NO was involved in host defense of epididymal epithelial cells 

A: [时辜上皮细胞经 iNOS 抑制剂 AGE 和 L-NMMA 预处理 ， S. aureus 感染后附辜上皮细胞 NO 分泌量明显减少;

菌数量明显增加; *表示和空白组相比差异显著作 <0.05); * *表示和空白组相比差异极显著作< 0.01) 

AGE Blank L-NMl\也生AGE Blank 

成并分泌大量的抗菌物质 这些抗菌物质能协同杀

死入侵的病原生物。附辜上皮细胞感染后?也能上

调抗菌物质的表达 9 如 Binl岛在感染后表达上调?

以促进上皮细胞的宿主防御能力。

NO 是一种重要的信号分子?参与多种生理功

能的调节?其也在上皮细胞天然免疫和宿主防御过

程中具有重要的作用。已报道肠道、呼吸道等上皮

细胞在病原感染后能上调 iNOS 的表达并合成大量

的 NO 杀死入侵生物 9 从而增强宿主防御功

能[ 16 … 18] 。在天然免疫和宿主防御过程中高浓度的

NO 主要由 iNOS 合成。在正常生理条件下?各组

织细胞的 iNOS 活性几乎不表达 9 炎症或某些病理

状态下? iNOS 表达会上调并引起 NO 合成的

增加。

目前 NO 是否参与附辜上皮细胞免疫防御还不

清楚。本研究发现附辜上皮细胞感染 S. αureus 后 5

h 即能分泌大量的 NO 感染后 12 h NO 分泌量达
1 292μmoVL，呈现随时间延长分泌量上升的

2.3 NO 参与附翠对 S. αureω

为研究 NO 在附辜宿主防御中的作用，我们采

用 iNOS 抑制剂 AGE 和 L-NMMA 预处理上皮细胞

后 ， S. αureus 引发的附辜 NO 分泌量明显减少，差

异显著。而培养的细胞上清液中金黄色葡萄球菌的

数量和空白组相比数量增加 差异显著。这说明

NO 具有抑制 S. ωreω 生长的活性?其参与了附辜

土皮细胞的宿主防御过程。

上皮细胞是机体防御病原微生物感染的第一道

防线?已有的研究表明胃肠道、呼吸道、泌尿道等

上皮均表达有多种 TLRs，可识别病原生物的入侵

并分泌细胞因子和化学因子等物质对微生物入侵起
反应[13 -1句。

附辜上皮作为附辜防御病原生物入侵的第一道

防线，必定具有感受病原生物的侵袭及作出相应抗

感染反应的能力。已有的文献报道附辜上皮细胞合

论l寸3 
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势。 RT-PCR 和 western blot 实验都表明附辜上皮细

胞在静息状态下有微弱的 iNOS 基因的表达，这表

明低水平的 iNOS 在附辜生殖生理过程中可能具有

重要的生理意义。感染后 3 h 附辜上皮细胞开始上

调 iNOS 基因的转录， 4 h 时蛋白表达明显上调。

采用 iNOS 的抑制剂抑制 S. αureus 引发的附辜 NO

分泌量明显减少后，细胞培养液中金黄色葡萄球菌

的数量明显增加，差异显著。这说明 NO 具有抑制

S. ω陀us 生长的活性，其参与了附辜上皮细胞的宿

主防御过程，另外附辜感染后 iNOS 表达的上调可

能是附辜感染后炎症反应的重要机制之一。

已知少量的 NO 广泛参与和调节机体的生理生

化过程，而高浓度的 NO 不但可以杀死病原生物，

也可能对宿主产生损伤，其在宿主防御中具有重要

的作用。 Moeller 等[川报道呼吸道上皮表达低水平

的 iNOS ，患有 CF 的病人的 iNOS 表达下调， NO 产

生的减少可能会导致宿主防御功能的缺失。上调

iNOS 的表达并生成大量的 NO 对宿主防御具有重

要的意义。附辜上皮细胞感染 S. αureus 后上调 iN­

OS 的表达并生成大量的 NO 在附辜宿主防御中可

能具有重要的生理和病理意义。
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