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摘 要 : 为证实阿司匹林的抗氧化作用是通过抑制 No 生成
,

从而导致铁蛋白表达增加来实

现的
.

在培养的内皮细胞中使用炎性因子诱导产生 NO 后
,

测定细胞中铁蛋白 ( nF ) 的含量和

细胞损伤的指标 ; 观察不同浓度的阿司匹林 ( AS ) 抑制 N O 产生后铁蛋白及细胞损伤指标的

改变和 iN OS切丑N A 表达水平的变化
,

结果显示诱导 NO 产生后
,

细胞 nF 表达降低
,

细胞明显

损伤 ; 而低浓度的 SA (O
.

3
n u n o F )L 即可抑制 巧 % 的 NO 生成

,

增加细胞 nF 的表达
,

同时能

有效地对抗 玩q 的损伤作用
.

并随着 AS 用量的增加抑制 N O 的作用逐渐增强
.

而且在中小剂

量 ( < 10 ~ 亦 )L 下 A S 对 NO 的抑制作用主要是在转录后水平影响 iNO S 的催化活性或蛋白

表达
,

不影响 iN O S
I
证幽 A水平 ; 但高剂量的 AS ( 10

一

20 nu 加F )L 则可 在转录水平上抑制 iN
-

O S n 】
R到A 的表达

.

并观察到水杨酸钠及消炎痛不具有抑制 NO 产生及诱导 nF 表达的作用
.

AS

具有明显抑制 N O 生成的作用
,

其诱导 nF 表达增加可能是通过抑制 N o 产生而实现的 ; 提示

SA 是目前非街体类抗炎药中唯一具有抑制 NO 产生及增加 nF 表达的药物
.
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近年来发现阿司匹林具有抗氧化损伤的作用
,

其机制是通过诱导铁蛋白表达增加
,

结

合细胞内游离铁
,

阻止其通过 eF n

otn 反应产生的 O H
一

对细胞的氧化损伤
.

但其诱导铁蛋

白表达的机制 目前尚不清楚
.

我们通过观察阿司匹林在抑制炎性因子诱导的 NO 生成过程

中
,

对内皮细胞铁蛋白表达的影响
,

欲证实阿司匹林的抗氧化作用是通过抑制 N O 生成
,

从而影响细胞铁代谢的变化导致铁蛋白表达增加来实现的
.

1 材料及方法

1
.

1 人脐静脉内皮细胞的培养

0
.

1% 的胶原酶 s( igma 公司 ) 灌注消化脐带后离心收集内皮细胞
,

调整细胞 浓度为

(0
.

5 一 1
.

0) xl 护/ mL
,

接种于胶原包被的 6 孔培养板并加人 or 呵mL 的内皮细胞生长因

子 ( ocR he 公司 )
,

待细胞长满 2 3/ 板底后进行传代
,

用融合 2 一 3 d 的细胞进行实验
.

1
.

2 实验分组

l( ) 炎性因子 ( 1 1日
、

NT -F
。 、

,
一

NIF 及璐 ) (北京邦定公司 ) 诱导 内皮细胞产生 N o

,
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后对铁蛋白表达及细胞抗氧化作用的影响 ;

( 2 ) 阿司匹林
、

消炎痛
、

水扬酸钠 (S igm
a 公司 ) 对 内皮细胞 N O 生成

、

铁蛋白表达及

细胞抗 玩仇 损伤作用的影响 ;

( 3 ) 不同剂量的阿司匹林对 N o 生成的抑制作用及对 i
No s l证小A 表达的影响

.

1
.

3 内皮细胞总 R N A 的提取

使用 Rn 已玛 y M ini ki t ( QIG EN 公司 )
,

按说 明书操作步骤进行
,

提取的 R NA 标本贮于

一
20 ℃ 以下

.

1
.

4 胞浆蛋 白的制备

使用 中二 0
.

25 % 的胰蛋白酶消化细胞
,

离心后收集细胞沉淀并计数
,

然后按 1护 个细

胞加人细胞裂解液 100 拌L 的比例制备胞浆蛋白
,

高速离心后取上清液贮于
一

20 ℃ 以下
.

1
.

5 RT
.

PC R 检测 iN O Sm R N A 的表达水平

提取的总 R N A 定量后
,

使用 RT
一

CP R 试剂盒 ( T a kaR
a iB 。 公司 )

,

加人 iN O S 引物进行

反应
,

共进行 so 次循环
.

其引物序列分别为
:

iN OS 上游 5
` 一
宪 CGA GGC A A A C AGC A C A T T C A 一 3

’

下游 5
` 一 G G g T[ GG G G G代汀G G T G A叹汀 一 3

`

引物由 u fe eT
c
hn

o lo g ies 公司合成
,

扩增产物分子大小
:

46 2 坤
.

电泳鉴定
:
取 PC R 扩增产物 or 拼L

,

在 p = 1
.

7 %琼脂糖凝胶上进行电泳
,

凝胶图像分

析系统进行处理
.

结果判断
:
计算 iN OS n侣叫灯件ac it on (内参照 ) 扩增量密度扫描比值进行半定量

.

1
.

6 生化指标测定

( 1) N O 使用南京建成公司试剂盒
,

按说明书操作步骤进行
.

( 2) 铁蛋白 使铁蛋白 E IL S A 检测试剂盒 (北方生物公司 )
,

绘制标准 曲线测定铁蛋 白

浓度
.

( 3 ) DL H 释放率
、

丙二醛 ( M DA ) 使用常规生化法测定
.

(4 ) 细胞存活率 使用 0
.

5 % 台盼蓝染色法
,

计算细胞存活率
.

1
.

7 统计学分析

数据用 无 土 :
表示

,

统计学分析采用单因素方差分析
,

两两 比较使用 q 检验 ; a =

0
.

05
.

2 结 果

2
.

1 诱导产生 NO 后对铁蛋白表达及细胞氧化损伤的作用

使用细胞因子 ( IL
一

1阶oo
u / .rnI

、

T N F
一

as oo 叮mL
、
下
一

I FN Zoo u/ mL ) 联合 IJ s ( 10 拼群

mL ) 刺激细胞 24 h 后培养液中 NO 的含量明显升高
,

与正常对照相比 尸 < 0
.

00 ;1 同时检

测反映细胞损伤及自由基活性的指标 L D H释放率
、

细胞存活率及 M D A均明显高于正常对照

组
.

伴随 N o 的增加
,

细胞内铁蛋白含量减少
,

较正常组低 26 % ( P < 0
.

0 5 )
.

而使用 N O S抑制

剂 L N M M A 后可明显减少 N O 的产生
,

铁蛋白的含量也回升到接近正常水平
,

反映细胞损

伤的指标与正常组相 比差异无统计学意义
.

各指标测定结果见表 1
.
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表 1 诱导 N O 生成后 内皮细胞铁蛋白表达
、

LD H释放率
、

M D A及细胞存活率的变化情况
` )

项目 正常组 ON 抑制组 ON 诱导组 q l 尸 . 尸

。
( N o ) / (脚

n o l
·

L
一 `

) 5
.

32 士 0
.

52 5
.

7 2土 0
.

妇 1 1
,

65 土 1
.

3 5 ” 2 1
.

5 < 0
.

00 1 一9
.

5 < 0
.

00 1

户(铁蛋白 ) / ( 1 0
一 6雌

·

cen
一 `

) 5
,

17 土 0
.

46 4
.

83 士 o
·

5 1 3
.

55 士 0
.

39△ 4
·

0 < o
·

05 3
.

5 < 0
.

05

L D H 释放率 / % .4 43 士 0
.

29 5
.

17 土 .0 44 7
.

11 土 .0 59
`

6
.

25 < .0 01 .6 69 < .0 01

e

( M D A ) / ( m 刀d
.

L
一 1 ) 5

.

4 1 士 0 一 9 6
.

3 8 土 0
.

43 10
.

93 士 0刀3
’ `

42
.

46
< 0

.

(X) 1 3 5
.

0 < 0
.

(X) l

细胞存活率 / % 97
.

8 士 1
.

科 94
.

5 士 2
.

31 89
.

00
土 3

.

22
’

7
.

5 < .0 01 5
.

44
< 0

.

01

l) 无士 : , n = ;6 N 0 诱导组分别与正常组及 N O 抑制组相比
,

△ 尸 < 0
.

05 ; * p < 0
.

01 ; * , 尸 < .0 00 1

2
.

2 阿司匹林
、

消炎痛
、

水杨酸钠对 N O 产生和铁蛋白表达的影响以及在抗 珑仇 损伤中的

作用

分别使用不同浓度的阿司匹林
、

水杨酸钠及消炎痛预处理细胞 s h 后
,

再加人细胞因子

及 u s 孵育 24 h
,

发现 0
.

3 m l n o l/ L 的阿司匹林可抑制 切 二 巧% 的 No 产生
,

当阿司匹林浓度

增加到 3

~
l/ L 时可抑制 、 = 50 % 的 N O 产生 ;随着 N O 生成的减少

,

铁蛋白的表达却明显

增加
,

二者间呈负相关关系
.

同时观察到 0
.

3

~
F L 的阿司匹林具有明显对抗 线仇 ( 0

.

5

溯刃F L )损伤内皮细胞的作用
,

细胞存活率由 35
.

8 % 上升到 74
.

4 %
,

功 H 释放率降低
.

但消

炎痛及水杨酸钠无明显抑制 N O 生成的作用
,

也不能增加铁蛋白的表达及对抗 场仇 损伤内

皮细胞的作用
.

各指标测定结果见表 2
,

3
.

表 2 阿司匹林
、

消炎痛
、

水杨酸钠对 N o 生成和铁蛋白表达的影响
’ )

。
( N O ) 铁蛋白

组 别

00000
一U<<<<<<.057.55421937..406L.0.000000<VVVvV正常组

NO 诱导

0
.

3 ~ 亦L 阿司匹林
3 n
朋

o l/ L 阿司匹林
1 姗均 l/ L 水杨酸钠

10
I
nn

l o] 少L 水杨酸钠
1 2” n o l/ L消炎痛

(尸加卜L
一 ’ )

4
.

58 土 0
.

37
份 弓

1 1
.

24
土 0

.

69
9

.

81 土 0
.

52△

一 ”

gn’
c
ell

47
土 0

.

38

( 10
一 6飞

·

` )

20
.

2 的1 0 l

05010505050505010533 05050591877321274
月2
0
` .工

n

3
.

5 1 土 0
,

17

4
.

79 土 0
.

5△

Rù2气
ù八U月」日:2U2(巧J

-
门ù-门内j7

.

研 士 0
.

10
.

95 土 0

10
.

67 土 O

1 1
.

3 1 士 0

5
.

33 士 0

3
.

肠 土 0

3
.

85 土 0

3
.

7 7 士 0

犷沪尹护尹48

…6]
岌

司/ L 消炎痛

l)
x 士 : , n 二

;6 No 诱导组分别与正常组及 NO 抑制组相 比
,

△ 尸 < .0 05 ; * 尸 < .0 01 ; , 二 尸 <

0
.

00 ;1 ☆ 尸 > 0
.

05

表 3 3 种非苗体类杭炎药对杭 玩仇 损伤细胞的作用
` )

组 别

0088

LD H 释放率 / %

4
.

17 士 0
.

15
价 居

13
.

27 士 2
.

44

10
.

42 士 1
.

78△

24 6 < 0
.

00 1 13
,

26

6
.

7 3 士 0
.

81

1 0
.

3

11
.

%
.

32 士 2
.

11☆

I U I m n OJ 以 L 水物限俐 1 2
.

69 土 1
.

85又 4 1 土 2
.

63 又 1
.

57 < 0
.

05 1
.

15 < 0
.

05
1 四犯F L 消炎痛 12

.

91 士 .0 77☆ 36 士 1
.

75 ☆ .0 97 < .0 05 .0 以 < .0 05

二五些些途丝透匕一一一」 3
竺

业全2
,

27 色一 J 只
:
5 土

.

熟黔
~ 二

川 .

Q
:

...f}
.

… < 0
.

05
.

~
二

o :

燕
_ .

~ 二

胆燕
~

X 土 二
n = 6 ;

NO 诱导组分别与正常组及 No 抑制组相比
,

△ 尸 < 0
.

05 ; , 尸 < 0
.

01 ; * , 尸 < .0 00 1
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剂
.

正常情况下铁蛋 白的合成主要由细胞内铁浓度的变化来控制的
,

除此外
,

目前还发现

氧化应激和 N o 对铁蛋白的表达有一定调节作用 31[
.

它们都是通过影响铁代谢中的一个关

键性蛋白
一
铁调节蛋白 ( I R P ) 与铁反应元件 ( IR E ) 的结合性来控制铁蛋白的表达过程

.

由此可见
,

在细胞铁代谢中除铁浓度本身外
,

还存在着某些间接的因素可以影响铁蛋白的

表达
.

近期的研究也证实了这一猜测
,

o be d 。
等 [’] 发现阿司匹林可诱导血管内皮细胞中铁

蛋白的大量表达
,

其作用机制目前还不清楚
,

但有意义的是
,

他们证实了阿司匹林在较小

浓度的情况下可明显升高内皮细胞中铁蛋 白的含量
,

有效地对抗 玩仇 的损伤
.

但 Ob e lr e

等所使用的剂量远低于临床推荐的用量
,

在该剂量下阿司匹林尚不能抑制前列腺素的合成

与环氧化酶的激活
,

因此
,

其诱导铁蛋白表达可能与这两个作用无关
.

但观察到阿司匹林

作用后铁蛋白 ( nF ) 翻丑入A 并不增加
,

故推 断出铁蛋白表达的升高
,

发生在转 录后水平 ;

并提出阿司匹林可与 nF 合成的阻抑物 IRP 相互作用
,

使之失活来解除对 nF 翻译的抑制 ;

但作者并没有相关实验证据的支持
.

从现有的报道看
,

能影响 IRP 的活性
,

进而干预细胞铁代谢的物质有 3 种
,

一个是铁

本身
,

另两个是 N O 和氧化应激
.

阿司匹林对铁离子并没有直接的干预作用
,

而是通过诱

导铁蛋白来间接调节细胞 内铁浓度的 ; 而氧化应激虽可影响 IRP 的结合活性来调节铁代

谢
,

但同样存在一个问题
,

即阿司匹林没有直接对抗氧化应激的作用
.

证据是阿司匹林对

加人 姚仇 的细胞保护作用是丫个
“

晚发效应
” ,

是通过诱导一种保护基因表达实现的 s[]
,

所以
,

阿司匹林并不能直接对抗 玩仇 的作用
.

除了铁和氧化应激外
,

No 还具有调控铁代

谢的作用
·

N o 对细胞铁代谢的调节也是在转录后水平上发挥作用的
,

当 NO 产生增加时
,

它可导致 IRP 分子中 〔4 eF
一 4 5] 基团变构

,

使 I R P 暴露 出与 IR E 的结合位 点
,

提高 IRP
与 IR E 的结合性

,

其调控结果与细胞内低铁时的结果一样
,

使 nF 表达下降
,

转铁蛋 白受

体 ( fTR ) 表达增加 ; 而抑制 N o 生成后
,

则能明显增加铁蛋白的表达
.

、

从这点我们得到启发
,

阿司匹林是否通过抑制 N O 的合成来增加铁蛋 白表达的呢? 要

回答这个 问题
,

首先必须找出阿司匹林与 N o 之间有无联系
.

A Jl l i n
等困在小鼠巨噬细胞株

R A W 264
.

7 中观察阿司匹林抑制 IJ S 诱导的 N O 生成的作用
,

在低浓
i

度情况下 ( l

~
F L )

阿司匹林能抑制 N O 及 iN OS 活性
,

使其释放量分别下降 10 % 一 12 % ; 当阿司匹林浓度增

加到 3 ~
。 U L 时能抑制 40 % 一 5 0 % 左右的

一

NO 产生及 iN O S 活性
.

并发现阿司匹林对 N O

合成的抑制作用是非街体类抗炎药中唯一的
,

因为其它的药物如消炎痛和 ac
e fa m i n o p h e n 没

有这方面的作用
,

水杨酸在较高浓度时虽可轻微抑制 N O 释放
,

但不同的研究报道结果不

一致
.

并怀疑阿司匹林结构中的乙酞基是发挥抑制 No 作用的关键
.

而 K W o n 等 v[] 的研究

更进一步阐明了阿司匹林对 N O 的抑制功能
,

在 10
onYYU

l / L 以下的阿司匹林对 N o 生成 的

抑制作用主要发挥在转录后水平
,

即通过抑制 iN O S 蛋白的表达及酶催化活性来影响 N O

的产生 ; 而高浓度的阿司匹林 ( > 10
~

F L )
,

则表现 出明显的毒副作用
,

其对 iN o s 基

因表达的作用不光表现出抑制 i
No s m R N A 的转录

,

向时还能直接破坏核转录蛋 白 ( d。

~
orP

et in) 的合成
,

使 iN o s 基因在转录及翻译两个水平上受损
.

从上面的事实可看出
,

阿

司匹林与 N O 生成之间确有明显的关系
,

因此
,

我们推断阿司匹林诱导铁蛋白的表达是通

过抑制 N O 产生而实现的
.

证据除了阿司匹林对 N O 的直接作用外
,

还包括以下几点
: ①

O b e r le
等观察到诱导铁蛋 白表达的非街体类抗炎药中只有阿司匹林具有该作用

,

而抑制
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N O 合成的非街体类药物中也只有阿司匹林明显具有这个功能 ;② 阿司匹林诱导n F表达

发生在转录后水平
,

nF m RN A 没有变化 ; N O 对细胞铁代谢的调控也发生在转录后水平
,

只影响蛋 白质翻译
,

对 nF
n 1R N A 及 1扭 m丑N A 没有作用

.

所以将阿司匹林
、

N O 和 nF 三者

间的关系联系起来考虑
,

推断阿司匹林通过抑制 N O 合成来增加 nF 表达是成立的
.

我们的实验结论也支持这一观点
.

在细胞因子及 L邢 诱导的内皮细胞 N O 表达中
,

使

用阿司匹林后 N O 的产生及 No S 活性明显受抑 ; 随着 N O 生成量的下降
,

铁蛋 白表达逐渐

增加
,

充分说明了三者间的内在联系
.

同样消炎痛及水杨酸钠对 NO 没有 明显 的抑制作

用
,

也未观察到铁蛋白增加的现象
.

证实阿司匹林 的特殊结构可能是抑制 iN O S 激活所特

有的
.

关于阿司匹林抑制 N O 合成的作用位点
,

不同的剂量表现确实不同
.

我们的结果与

已有的报道一致
,

在中小剂量情况下
,

阿司匹林对 iN O S n讯 N A 水平无影响
,

其作用主要

是通过抑制 iN O S 蛋白的表达及酶活性实现的 ; 而高浓度情况下
,

阿司匹林则对核蛋 白的

合成及基因转录过程有明显损伤作用
,

其毒副作用的发挥可能也与这个机制有关
.

另外
,

在 已有的报道 中观察到 or 一
20 mxon

l / L 的阿司匹林对细胞生长及存活率无明显影响
,

但我

们发现 5

luorn
F L 以上的剂量对内皮细胞的生长有一定的副作用

,

而且高浓度情况下 ( 20

由m o F L ) 可致细胞死亡
.

可能是 所用的细胞及阿司匹林的来源不 同而致实验结果有所差

异
.

由于高浓度阿司匹林对细胞生长的限制及对基因转录和蛋白合成的损伤
,

本实验观察

到在这种浓度情况下其诱导铁蛋白合成的量也减少了
.

阿司匹林通过抑制 N O 的产生而升高铁蛋白的表达来对抗过氧化物的损伤
,

对于发挥

其抗炎作用具有重要意义
.

众所周知由 iN O S 诱导产生的 N O 是一个重要的炎症介质
,

同

时具备自由基功能
,

而且还可与其它自由基反应产生毒性更强的自由基
,

发挥其氧化损伤

作用
.

从现在的研究中我们得知
,

阿司匹林在控制炎症过程中不光能抑制前列腺素的合成

释放
,

同时具有抑制炎症介质 N O 的产生和抗氧化损伤的功能
,

从而更加全面地解释 了阿

司匹林在控制炎症反应中的作用机制
,

为进一步指导临床的应用与推广奠定了基础
.

参考文献
:

P RA’ fl C 0 D
,

PASNI M
,

B ARI W O P
,

et al
,

】r o x l
de 伴

n d e nt 11山 n a h 禅at ele t ac ivt iat on
a j l

d 场山
,。 x

贝 ar id
c al for

-

m a t ion [ J ]
.

C i: 1999
,

99
:

3 l xs
一 31汉

O B E I U卫 S
,

S口两认R吃 P
,

AB尤陀 A
,

et 公
.

仆
e

动丽 d田吐 d e fe nse p l℃ t e
in fe 币 t ln

15
a n o v e lan d se pe

c

血 atr
-

get for 拌anet
irt 防 ty l t e

细心atr t e i
n e l l d o d l e

lial c e
lls [J」

.

B ico h e m B io

hyP
si 珑

5
e

onun 而
,

l卿
,

筋 1 :
2 8

一
34

H卫N n 王 M W
,

K I JH N L C
.

M
o l忱己a r e

ont olr of ve ert bart
e ionr

ln e tal 力il s m : 如丑N A
.

bas e d er 脚at oyr
c

icr illt
s o pe r -

a t e 〔I勿 i
nrD

,

址 it
c

丽de
,

adn 丽 idat 。 由℃ , 〔J〕
.

P n x {
N妞 cA ad 卿 USA

,

1996
,

93
: 81 75

一
81 82

.

O B E RI卫 S
,

P O川飞 T
,

A B川陀 A
,

et 己
.

抽 p iir
n

lcn er 韶 e fe l it it n s yn th
e s

i
:

in
e n d o tb e lial e e

l
: a n o v e l咖丽

-

dant iatP
l w a y【J〕

.

e流肠
,

l卯 8 ; 82 : 10 16 一
l卿

POD H AIS K Y H P
,

AB川陀 A
,

P O” 呢 T
,

et d
.

抽P试 n p rD tce st e n d o t】l e il 公 c

ells 五n m 丽山
t i

v e s

比ss :

衅 is ble
s ” 记心sm iw ht vi tan `n E〔J]

.

FE Bs 玩 tt ,

1997
,

41 7 :

349
一

35 1
.

川沮 N A R
,

VY AS P
,

刃1l l JR M
,

et al
.

n l e m记 e of a c
it on of as 砰ir -n ilk

e

dn
zg s :

雌 ctt on idn uc ibl
e in云 c

丽de

s
押ht ase 〔J〕

.

orP N a u cA ad isc U SA
,

1995
,

92
:

792 6
一

79 30
.

K WON G
,

1扭` J R
,

C ORB E F T J A
,

et al
.

E玉cst of as iP inr on in itr c

面de fo m alt ion
a n (】de ~

。 p r o t e
i

n s yn ht e -

iss 场 uI N rI巧F ce ll s

adn i砒 st[ J〕
.

M d hP ~
a ,

1
卿

,

52
:

39 8
一

405
.

,月J.工lesesJ11勺̀
ùIJ户eeJ

, IJ,卫Jes,J4
r,Lr月.L

,胜.一,卫J, ,.J
J̀
6
勺沙

rlLree
.r̀esesL



第 6( A )期 何志旭等
:
阿司匹林在内皮细胞抗氧化损伤中的作用 2 6 1

T h e
M

e c h翻吐sm of sA P 1ir n nI d u ce d C yt 0 P r o t ec it on on R eS isat cen
ot O x ida ivt

e D 田叮a ge in E n d o t h e ll al C ell
s

Z绍 hZ i
一 x u ,

乙从 0 Qi兮无u i
,

尤打尤此一
,

L oU hC un
一

h ua
,

Z万口U oT gn 扣
,

IJ 必
n 一

bo
,

U eF gn
一

户

A b s tr a c t :
oT

e x p lo r e th e

me
e h an i s m o f a s p i ir n i n d u e de fe 币 t in s y n ht e is s on 比 s is

ant ce ot 丽 d a 6 ve

d a l n a ge 二d het er l a t io n s h ip w iht n i tir e ox i d e
.

we
s t u d i e d ht e e ffe e t of aSP

i ir n on p代刁u e tion of i n -

du
e ib l e N O an d ot d e t e

nur
n e ht e er alt lons h i P be wet

e n

No an d fo 币 t in s邓ht e s is s
.

E n do ht e l i al e e ll s i n -

e u b a t e d fo r 24 h iw ht e y ot ki n e s p lu s L飞 p耐
u e记 ger at l y i cn er ase N O fol low

e d a low ex erP
s s ion of fer

-

ir t i n
.

A s p i ir n
( 0

.

3 m l n o l / L )
e o u l d o du

e e N O p戏刁u c it on b y 15 % 一
20 %

,

ht e ihn ib i it on al so was in a

do s合 d e Pen de n t

arnnn
e r

.

hT
e e xP er s s io n of fe 州 t i n s h o 叭吧d in e er as e

iw ht er d u e t ion of N O fo mr
a ti on

.

u n de r
ha ddl

e e

ocn en atrt ion ( < 10 ,

nm心 L )
, a s p iir n w as ab l e ot er du e e e几马, an t ie

ac t iv i yt adn
p ort

e in

e x p er s s

ion at op s t 一 n习 n s e ir Pt ion le v e l
,

扬Uo w e d ht e lve
e l of s et ady

s taet iN OSm RN A
.

V刀l e二as
,

at

h ihg
e

oen
e n it 妞 t lon ( 10 一

20 mmo
F L )

,

as p i ir n e ou ld icn er ase ht e s te a dy s att e l e v el s of i NOS
I证州 A

.

hT
e o ht e r id l l邵 s u e h as s al i e

yl ie a e i d an d in d o m e ht ac i n ifa le d t o al et r fe in it n s y n ht e s is a n d N O ihn iib
-

ti on
.

hT
e s e if n d in邵 in d i e a t e ht a t ihn ib i it o n o f in

du
e ht le N O p dID uc ti o n Ian y vex l ia n ,

i n p a rt
,

het in -

d u e it on Of as p iir n a t ht e r a p eu t ie e on e en tr a it osn i n e x ld o t h e li al ce ll s
.

凡 l五*i n idn uc it on a n d N O ihn iib
-

it on 场
a s p iir n

~ sP ec 讯c in

~
et o idal ant i

一

i x』田 nn 坦 ot yr d I’u gs
.

为护哟n 如 : as Pi ir n ;
ant i丽 d ant

; n i颐 e

丽 de ; fo 试 t in ; e n d o ht el ia l C
ell

S ” 叨 d fA仙
a加 H呷 it司

,

S山1
Y at

.

sen U地v

丽yt of M 。由c以 豁cen es
,

G aur 喇犯 u

5 10 120


