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腺苷受体在原代培养人视网膜色素上皮细胞中的表达研究 
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【摘 要】目的：验证腺苷受体(adenosine receptors，ADORs)在原代培养的人视网膜色素上皮细胞(retinal pigment epithelium 

cells，RPE)的表达及其分布。方法：体外原代培养人 RPE细胞。通过逆转录多聚酶链反应(transcription polymerase chain reac— 

tion，RT—PCR)检测RPE细胞中ADORs信使核糖核酸(messenger ribonucleic acid，mRNA)的表达情况，通过共聚焦免疫荧光法 

(confocal fluorescence microscopy，CFM)验证ADORs蛋白的表达并检测各亚型在RPE细胞内的分布。结果：在原代培养的RPE 

细胞中，ADORs亚型 A1(adenosine receptors A1，ADORA1)，ADORs亚型 A2a(adenosine receptors A2a，ADORA2a)和 ADORs亚 

型A2b(adenosine receptors A2b，ADORA2b)的mRNA及蛋白均有表达。ADORA1在RPE细胞的细胞核、核周及细胞质内均有 

表达，ADORA2a集中表达于RPE细胞核周及细胞质，ADORA2b在细胞核、核周及细胞质中强表达。ADORs亚型A3(adenosine 

receptors A3，ADORA3)在原代培养的RPE细胞中无表达。结论：原代培养 RPE中均有腺苷受体ADORA1、ADORA2a、ADO— 

RA2b表达。腺苷受体各亚型在细胞内的不同表达位置可能提示了腺苷受体各亚型的不同功能。 
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Expression of adenosine receptors in human retinal pigment epithelium cells 

primary cultured／n vitro 
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【Abstract]Objective：To determine the distribution of adenosine receptors(ADORs)in primary Cultured human retinal pigment ep- 

ithelium(RPE)cells．Methods：Human RPE cells were primary cuhured in vitro．ADORs messenger ribonucleic acid(mRNA)in RPE 

was detected by reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)．Confocal fluorescence microscopy was used to confirm the 

protein expression and study the subeellular distribution of ADORs．Results：Adenosine receptors A1，A2a and A2b(ADORA1，ADO- 

RA2a and ADORA2b)mRNA and protein were expressed in primary cultured RPE cells．The ADORs subtypes were differently dis- 

tributed within the cells．ADORA1 was expressed in nucleus，perinucleus and cytoplasm of RPE．ADORA2a was concentrated mainly 

in perinucleus and cytoplasm．ADORA2b was strongly expressed in the nucleus，perinucleus and the cytoplasm．Adenosine receptOrs 

A3(ADORA3)was barely expressed in the primary cultured RPE cells．Conclusion：ADORA1，ADORA2a，ADORA2b are expressed 

in human RPE cells primary cultured in vitro．The different distributions at the subcellular level suggests different functions of ADOR 

subtypes． 
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视网膜色素上皮(retinal pigment epithelium，RPE) 

在视网膜与巩膜间发挥调节生物合成以及平衡细 
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胞外基质环境的作用【n。并在脉络膜和视网膜之间 

传递神经递质和细胞因子【--2]，从而影响眼球生长相 

关功能网，最终调节包括巩膜在内的眼球生长f41。 

腺苷对维持眼的正常生理功能发挥着重要作 

用，其中包括调节眼内压力[51、转运角膜内皮离子阎， 

调节视网膜乙酰胆碱、多巴胺和谷氨酸的释放[7-9]， 

以及调节视网膜及脉络膜血流Il01。参与视网膜暗适 
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应过程}ll】。腺苷受体(adenosine receptors，ADORs)属 

于鸟嘌呤核苷酸与 G蛋白偶联受体家族，包括 A1、 

A2a、A2b和 A3(adenosine receptors A1／A2a／A2b／A3， 

ADORA 1／ADORA2a／ADORA2b／ADORA3)四类受体 

亚型[12】。腺苷通过激活并结合细胞表面的特异性 

ADORs而发挥其在眼部的调节作用[】31。 

本课题组推测腺苷通过 ADORs参与RPE的平 

衡和调节功能，但 目前尚无直接的证据证实ADORs 

在原代培养人 RPE细胞中的表达。本研究拟分离培 

养原代人RPE细胞，同时进行体外培养和扩增，探究 

人RPE细胞中ADORs各亚型的表达及其分布特点。 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

本研究获得重庆医科大学附属第一医院伦理委员会批 

准。取眼库角膜移植后供体眼球(无眼部疾病)2只，均于死 

后 24 h内取材。 

1．2 RPE细胞分离及培养 

将眼球用 200 IU／mL的庆大霉素生理盐水浸泡消毒 5 

min，环形剪开眼球，去除角膜等眼前节组织及视网膜和玻璃 

体组织，并将眼球后段制成眼杯，放于准备好的眼托(橡胶瓶 

塞)中固定，吸取少许无菌PBS液清洗眼杯 2次后，加入2／3 

眼杯体积 0．25％胰蛋白酶放于 37℃细胞培养箱中消化 30 

min，吸去消化液，加入培养液终止消化，吸管吹打眼球内壁， 

收集眼杯内细胞悬液 1 500 r／min×5 rain离心，弃上清。加入 

20％胎牛血清的培养液，重新悬浮后接种于细胞培养瓶皿。原 

代培养出的人 RPE细胞培养于 10％胎牛血清的培养液中。 

细胞于 37℃，5％CO 培养箱中培养，培养液每 2~3天更换 1 

次。 

1．3 原代培养的人RPE的组织化学鉴定 

细胞传代时接种于消毒后的盖玻片上．待细胞爬满玻片 

后取出，用磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline，PBS)漂洗3 

遍；4％多聚甲醛溶液固定 10 min；PBS溶液漂洗 5 min×3 

次；3％H20：溶液孵育 10 min以阻断内源性过氧化氢酶；5％ 

山羊血清(含 0．5％ Triton X—100)室温 20 min；1：100兔抗人 

角蛋白抗原单克隆抗体4℃过夜：阴性对照片用 PBS代替一 

抗；PBS溶液漂洗 5 min X 3次；1：100羊抗兔 IgG室温 30 

min；PBS溶液漂洗 5 min×3次；滴 DAB显色剂数秒，在显 

微镜下观察至着色后用蒸馏水终止显色；苏木素对比染色：流 

水充分冲洗去除多余苏木素；中性树脂封片观察。 

l-4 逆转录聚合酶链式反应 

逆转录聚合酶链式反应 reverse transcription polymerase 

chain reaction，RT—PCR)分析RPE细胞中腺苷受体信使核糖 

核酸(messenger ribonucleic acid，mRNA)水平的表达。加入 

1 mL TRIZol(Invitrogen，CA)，按说明书提取总RNA。所有提 

取的 RNA标本的纯度及含量通过取出 1 IxL标本经紫外分 

光光度计测定得出。按逆转录试剂盒说明进行逆转录反应。 

分别对 ADORA1、ADORA2a、ADORA2b、ADORA3以及内参 

照 8一aetin基因进行扩增。各基因引物序列及片段长度见表 

1。反应条件：94℃、3 min预变性，94℃、30 s，引物不同解链 

温度不同(ADORA1、ADORA2b受体 55℃、30 S，ADORA2a、 

ADORA3受体6O℃、30 S)，72℃、45 s，共 3O个循环，72℃延伸 

10 min。制备 2％琼脂糖凝胶，取扩增产物8 ，加入溴酚蓝 

上样缓冲液少许，混匀后上样。水平电泳槽电压调至 100 V， 

电泳 30 min。采用紫外与可见分析装置观察扫描凝胶各条 

带。测量各条带的面积灰度值 ，以每例标本的目的电泳条带 

面积灰度值与内参照 B—actin电泳带面积灰度值之比作为该 

例标本目的基因表达的相对值。 

表 1 RT—PCR中腺苷受体和 ~-Actin上下游引物序列及片段长度 

Tab．1 Primer sequence and lengths of ADORs and I~-Actin 

基因 上下游引物序列 

ADORA1 正义链：5’一CCTCCATCTCAGC rrrCCAG一3’ 222 

反义链：5’一AGTAGGTCTGTGGCCcAATG一3’ 

ADORA2a正义链：5’一CCTTCATCTACGCCTACCG一3’ 271 

反义链：5 TGGGACTCTI'GGGCACTC一3’ 

ADORA2b正义链：5，_CTCCATCTTCAGCCTTCTGG一3’ 234 

反义链：5’一ACAAGGCAGCAGCTrITCATT一3’ 

ADORA3 正义链：5’一GACACAGGGAACCAGCTCAT一3’ 199 

反义链：5’一TGCA 

[3-actin 正义链：5’一TGGCACCCAGCACAATGAA一3’ 186 

反义链：5’一CTAAGTCATAGTCCGCCTAG一3’ 

1．5 共聚焦荧光显微镜 

共聚焦荧光显微镜(confocal fluorescence microscopy． 

CFM)检测 RPE细胞中腺苷受体蛋白表达水平的表达。在 6 

孔板中放入无菌盖玻片，细胞传代到以lxl0 密度在6孔板 

中培养至细胞密度 80％一90％。冷丙酮固定，3％H 0 溶液阻 

断内源性过氧化物酶的活性。羊血清封闭 10 min。加一抗鼠 

抗人ADORA1抗体、ADORA2a抗体、ADORA2b抗体、ADO— 

RA3抗体(1：500 PBS稀释)，阴性对照片则用 PBS替代抗体， 

4 oC冰箱湿盒内孵育过夜。I％BSA(溶于PBS)的荧光二抗30～ 

45 min(避光、暗室、室温)。PI染核 10 min，吸去 PI，抗荧光衰 

减封片剂封片，保存在暗盒内。激光共聚焦显微镜下观察，拍 

照。实验重复 3次。 

2 结 果 

2．1 原代培养人 RPE细胞及免疫细胞化学鉴定 

原代培养的人 RPE细胞呈扁平或多角形，细胞质内富 

含棕褐色色素颗粒，2～3周细胞生长达铺满状态。细胞传 2～4 

代后 ，色素颗粒逐渐减少 ，细胞呈梭形或不规则形。抗细胞角 

蛋白免疫化学检测，见所有培养的细胞胞浆均呈棕黄色着色， 

胞核由于苏木素复染，呈蓝色，阳性率达 100％，说明培养细 

胞为 RPE细胞(图 1)。 
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图 1 原代培养人 RPE细胞鉴定(200X) 

Fig．1 Identification of primary cultured RPE cells(200 X) 

2．2 RT—PCR检测原代培养人 RPE细胞中腺苷受体 ADO— 

RA l、ADORA2a、ADORA2b、ADORA3的mRNA表达 

原代培养人 RPE细胞中均有腺苷受体 ADORA1、ADO— 

RA2a、ADORA2bmRNA表达．其中 ADORA2b mRNA强表达， 

未见 ADORA3 mRNA表达(图 2，图 3)。ADORA1、ADORA2a、 

ADORA2b、ADORA3产物及内参物 f3-actin片段长度分别为 

222、27l、234、l99和 l86 bp。 

222 bp 

271 bp 

234 bp 

199 bp 

186 bp 

AD0RA1 

AD()RA2a 

AD0RA2b 

ADORA3 

13-actin 

图2 RT—PCR检测原代培养人 RPE细胞中腺苷受体各亚型 

mRNA表达结果 

Fig．2 Subtypes of ADORs mRNA expressed in primary cultured 

human RPE cells in RT—PCR 
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图3 ADORs各亚型与 13-actin的mRNA表达灰度比值图 

Fig．3 mRNA level revealed by gray scale ratio between ADORs 

subtypes and(3-actin 

2．3 荧光免疫细胞化学检测原代培养人RPE细胞中腺苷受 

体ADORA1、ADORA2a、ADORA2b、ADORA3的蛋白表达及 

分布 

用荧光免疫细胞化学法进一步证实腺苷受体各亚型在 

原代培养人 RPE细胞中的表达及分布特点。原代培养人 

RPE细胞中均有腺苷受体 ADORAI、ADORA2a、ADORA2b 

蛋白表达．其中ADORA2b蛋 白强表达 ，未见 ADORA3蛋 白 

表达。ADORA 1分布于细胞核 、核周及细胞质，ADORA2a主 

要分布于细胞核及细胞质．ADORA2b强表达于细胞核、核周 

和细胞质(罔4)。 

A．ADORA 1 B．nucleus C．merged 

D．ADORA2a E．ntwleus F．merged 

( AI)ORA2b 

J．ADORA2B K．nucleus I ．merged 

图4 CFM检测原代培养人 RPE细胞中腺苷受体各亚型蛋白表达 

及分布特点(400×) 

Fig．4 Expression and distribution characteristics of ADORs 

protein in human RPE cells revealed by CFM(400 X) 

3 讨 论 

RPE细胞参与合成 、分泌多种细胞因子，同时 

表达大多数细胞因子受体I 】，在促进眼球的生长和 

发育、保护神经细胞以及维持眼内的免疫状态方面 

均发挥作用。在 RPE细胞中，腺苷参与了一系列生 

理和病理活动．如调节光感受器一视锥杆细胞外节吞 

噬作用、caz+离子流动及跨RPE的液体流动I15-161，调 

节基底膜电位和光诱发反应IHI以及促进血管内皮生 

长因子的合成118等。本研究验证了ADORs各亚型在 

原代培养人 RPE中的表达和分布特点，提示ADORs 

可能参与RPE的调节作用。 
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本研究发现腺苷受体 ADORA1、ADORA2a、 

ADORA2b在原代培养的人 RPE细胞中表达 ．而 

ADORA3未见表达，给ADORs在原代培养人 PRE 

细胞中的表达提供了全面直接的证据。之前也有过 

ADORs在动物和人眼内表达的报道。大鼠眼内睫状 

突和视网膜上均有 ADORA1、ADORA2a和 ADO— 

RA2b的mRNA表达，但无ADORA3表达[柳。也有研 

究发现大鼠视网膜神经节细胞中有微弱 ADORA3 

的mRNA表达 。一种低亲和力的ADORA2受体， 

可能是ADORA2b，在牛RPE中也有表达 。可见原 

代培养的人RPE细胞中的ADORs表达特点与其在 

动物眼内的表达不尽相同。早期对腺苷激动剂和拮 

抗剂的研究间接证实了 ADORA2在体外培养的 

RPE细胞中有表达．但无 ADORA1表达[221。也有研 

究者用RT—PCR和细胞免疫组化证实体外培养的 

人 RPE细胞中有 ADORA2a表达[231。在人 RPE中， 

尚无有关所有 ADORs表达的直接研究。 

本研究结果与本课题组前期所发现的ADORs 

所有亚型在人 RPE细胞系 D407中均有表达 有所 

不同．提示在 ADORs的表达及特性研究方面，D407 

与原代培养RPE并不完全一致。RPE细胞的原代培 

养过程较难，到6代左右即呈现变性趋势。因此细 

胞系的出现可起到替代原代培养 RPE易化实验过 

程作用，细胞系D407是由原代培养的人 RPE自然 

突变而来 ，具有人 RPE的绝大部分特性，包括卵圆 

状外观、维甲酸相关结合蛋白及视觉周期中关键酶 

的表达等[2．51，近年来成为成熟 RPE模型，在 RPE体 

外研究中得以广泛应用。但亦有学者发现D407部 

分特性，如成纤维细胞生长因子对其细胞增殖的影 

响与原代培养RPE不尽相同 。在本研究中，原代 

培养人 RPE细胞中无ADORA3受体表达。而ADO— 

RA3受体在人RPE细胞系D407中却有微弱表达， 

也支持 D407与原代培养 RPE细胞生物特性存在 

不同，从而提示虽然细胞系细胞更容易培养，但在 

进一步进行的ADORs及相关药物机制研究中，最好 

仍使用原代培养 RPE细胞观测相应生物化学指标。 

ADORs所属的G蛋白偶联受体超家族在细胞 

内分布多样 ，ADORA1、ADORA2a和 ADORA2b不 

同的分布特点可能与其行使的不同细胞功能有关， 

且受不同细胞功能状态影响。与ADORs在人巩膜 

成纤维细胞(human scleral fibroblasts，HSF)中的分 

布特点相似[261，原代培养人 RPE细胞中ADORA1分 

布于细胞核、核周及细胞质．ADORA2a主要分布于 

细胞核及细胞质．ADORA2b强表达于细胞核、核周 

和细胞质。在神经系统中，ADORs各亚型的不同分 

布特点提示其发挥不同作用。超微结构分析证实 

ADORA2a分布于大鼠纹状体神经元树突与轴突的 

胞浆膜内、细胞质中及细胞内膜相结构周围，此结 

构特点与 一氨基丁酸能信号传导通路的调节密切 

相关[271。在大鼠海马，ADORA2a聚集于突触内，可能 

是由于海马神经元中ADORA2a参与调节突触后苍 

白体神经元信号处理、而不是调节突触前海马神经 

元中神经递质的释放 ．而 ADORA1则聚集于突触 

胞浆膜[291，提示其参与调节神经传递。同时，细胞内 

ADORs各亚型的不同分布特点受不同的细胞功能 

状态影响。当大鼠停止持续可卡因干预后，ADORA1 

激发相关的伏核作用减弱．ADORA1合成增加，亚 

细胞结构分析表明这是由于ADORA1在细胞胞浆 

网状质／高尔基体中潴留．胞浆膜中功能性受体所占 

比例降低引起 。 

腺苷通过ADORs调节细胞代谢，保持内环境稳 

定。在神经系统中通过ADORA1受体抑制神经运动 

功能，通过ADORA2受体促进神经递质的释放f31I。 

在心血管系统，腺苷可由ADORA3介导抵抗缺血一 

再灌注引起的损伤。减少梗死面积，增加冠状血管 

血供[321。还有研究表明腺苷可通过激活 ADORA2a、 

ADORA2b抑制肿瘤坏死因子一仅的释放l331。同时．在 

豚鼠形觉剥夺近视模型视网膜和巩膜中，腺苷受体表 

达 ADORA1降低，而ADORA2a、ADORA2b升高[341， 

提示ADORs可能参与眼球发育。RPE在眼球生长 

过程中起到关键作用[351，本研究证实了ADORA1、 

ADORA2a、ADORA2b在人 RPE中的表达．并具有不 

同的分布特点．为进一步研究 RPE中腺苷及腺苷受 

体参与的调节眼球生长的机制奠定基础。 
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