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Abstract
誗 AIM: To investigate relation between the phagocytic
fuction of retinal pigment epithelial (RPE) cells and the
signal transduction pathway of MERTK-Ras-extracellular
signal regulated kinase kinase(MEK) -myosin light chain
kinase(MLCK)-myosin.
誗METHODS: Cultured 3 ~ 5 passage RPE cells of C57BL / 6
mouse were incubated with rod outer segments (ROS)
suspension (containing ROS 1伊107 / ml) at 37益, then cells
were rinsed at different times(30,60,120,180,240min) to
terminate the phagocytosis. The kinetics of phagocytosis
was measured by double - fluorescent labeling. The
activity levels of MERTK, Ras, MEK and MLCK at different
incubation times were measured by Western Blot with
antibodies of MERTK, Ras and phospho - antibodies of
MEK and MLCK, respectively. To repeat the measurement
of the phagpcytic kinetics and activity levels of MERTK,
Ras, MEK and MLCK at different incubation times after
interference to Ras and Mertk gene in RPE cells by
plasmid transfection.
誗 RESULTS: The phagocytic kinetics showed that the
ingestion occurred at 30min of incubation. Ingested ROS
by RPE cells increased until saturated at 180min. The
protein levels of MERTK, Ras, MEK and MLCK in RPE

cells increased during all the incubation periods compared
with control group(P<0. 05) . After interference to Ras and
MERTk gene in RPE cells by plasmid transfection, the
protein levels of MERTK, Ras, MEK and MLCK and the
quality of ingested ROS sustained at the lower levels
during all the incubation periods, only a few ingested
ROS were seen at 180 min. Compared with untransfected
RPE cells, the protein levels of MERTK, Ras, MEK and
MLCK and the quality of ingested ROS in siRas-RPE cells
and siMERTK - RPE cells decreased distinctly at 120 min
and 180 min during incubation(P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: Ras - MEK - MLCK - myosin signal
pathway is the downstream of MERTK receptor in the
phagocytic process of RPE cells from mice.
誗KEYWORDS: retinal pigment epithelium;phagocytosis;
MERTK; Ras; myosin
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摘要
目的:研究视网膜色素上皮 ( retinal pigment epithelium,
RPE)细胞吞噬功能与 MERTK 受体及其下游信号通路
Ras-MEK-MLCK-肌球蛋白的关系。
方法:用视细胞外节膜盘(rod outer segments,ROS)于 37益
孵育离体培养的 3 ~ 5 代 C57 小鼠 RPE 细胞,在孵育 0、
30、60、120、180、240min 终止吞噬反应。 双重荧光标记法
检测 RPE 细胞吞噬动力学;以 MERTK 及 Ras 抗体、磷酸
化 MEK 及 MLCK 抗体应用 Western-Blot 方法检测不同孵
育时间(30、60、120、180min) MERTK、Ras、MEK 及 MLCK
的激活状态;以瞬时转染质粒方法抑制 Ras 及 MERTK 基
因表达后, 再次以 Western - Blot 方法检测 对 应 时 间
MERTK-Ras 通路激活状态及吞噬功能的变化。
结果:C57 小鼠 RPE 细胞吞入 ROS 发生在孵育 30min,并
在 3h 达到饱和。 在吞噬过程中,随着孵育时间的延长,
RPE 细胞 MERTK、Ras、MEK 和 MLCK 的蛋白表达水平不
断增多(与对照组相比,P<0. 05)。 Ras 及 MERTK 干扰后
的 RPE 细胞与 ROS 共孵育(30、60、120、180min)的全过程
中,MERTK、Ras、MEK 和 MLCK 的蛋白表达及 ROS 的吞
入数量始终维持较低水平,仅在孵育 180min 见到少量
ROS 吞入;与未转染 RPE 细胞相比,siRas -RPE 细胞及
siMERTK-RPE 细胞与 ROS 共孵育 120、180min 时,MERTK、
Ras、MEK 及MLCK 的蛋白表达量均明显减少(P<0. 05)。
结论:Ras-MEK-MLCK-肌球蛋白通路是鼠 RPE 细胞吞
噬过程中 MERTK 受体激活的下游信号通路。
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0 引言
摇 摇 研究表明视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,
RPE)细胞吞噬功能障碍是视网膜色素变性的病因,但目
前对 RPE 细胞吞噬功能的确切机制尚不清楚。 以往对
RPE 细胞吞噬功能的研究表明,RPE 细胞对视细胞外节
膜盘(rod outer segments,ROS)的吞噬是受体介导的特异
性吞噬过程,分为结合、摄入及消化三个不同的时相[1];而
MERTK 被认为是启动 RPE 细胞吞噬 ROS 过程的受体分
子[2],并可与 RPE 细胞表面唯一的整合素受体分子 琢v茁5

通过磷酸化黏着斑激酶( focal adhesion kinase,FAK)发生
“crosstalk冶 促进吞噬[3]。 但是, RPE 细胞吞噬过程中
MERTK 所启动的确切下游信号目前仍不清楚。 已知
MERTK 介导的巨噬细胞对凋亡细胞的吞噬激活了蛋白激
酶 C(PKC茁域),并通过调节肌动蛋白(actin)的分布形成
吞噬杯来吞噬凋亡的细胞[4];然而 RPE 细胞吞噬 ROS 的
过程中 MERTK 并不直接作用于 actin,而是通过靶向作用
于非肌性肌球蛋白 myosin域来形成吞噬杯以完成对 ROS
的吞入过程的[5]。 但是 MERTK 通过哪种信号通路来靶
向作用于肌球蛋白 myosin,目前尚未见明确报道。
摇 摇 MERTK 受体是一种受体酪氨酸激酶[6],具有受体和
激酶的双重功能,参与细胞内信号转导。 与 MERTK 相关
的信号通路比较复杂,目前已知的 Ras-MAPK 途径是生
长因子、细胞因子及整合素等所共有的信号通路[7]。 有研
究表明,尿激酶-血纤维蛋白溶酶原激活物(U-PA)可以
通过选择性地整合素受体分子 琢v 茁5,经由 Ras - MEK
(extracellular signal regulated kinase kinase,胞外信号调节
激酶的激酶)-ERK(extracellular signal regulated kinase,胞
外信号调节激酶) -MLCK(myosin light chain kinase,肌球
蛋白轻链激酶)通路激活 myosin 来刺激细胞的迁移[8]。
也有研究表明,抗高血压药物卡托普利也通过 Ras-MEK-
MLCK 通路作用于肠系膜动脉的 myosin 来降低血压[9],这
提示我们,RPE 细胞吞噬过程中 MERTK 受体后通路可能
涉及 Ras-MEK-MLCK-myosin 途径。 为此,本研究拟探讨
RPE 细胞是否通过 MERTK 受体介导的 Ras-MEK-MLCK
信号通路来发挥吞噬 ROS 的功能,为 RPE 细胞吞噬功能
的调控及临床治疗视网膜色素变性提供新的思路。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物摇 C57BL / 6 小鼠,7 ~ 10 周龄,体质量 20 ~
22g,购自中国医科大学实验动物部。 小鼠饲养环境:清洁
级小动物实验房(恒温:25益;湿度:40% ~ 50% ;光照:8
h / d)。
1. 1. 2 试剂摇 DMEM(Dulbecco蒺s Modified Eagle蒺s Medium)
培养液及 Hanks 液(美国 Gibco 公司),胰蛋白酶(美国
Difco 公司),胎牛血清( FCS,天津 TBD 公司),Fluro -3 /
AM(美国 Sigma 公司),fluorescein isothiocyanate(异硫氰酸
荧光素,FITC) 及 sulforhodamine (硫酰罗达明,SR,美国
Invitrogen-Molecular Probe 公司),蔗糖及 Tris(氨丁三醇)

(中 国 联 星 公 司 ), SYBR Green Real - Time PCR KIT
(TaKaRa 公司),RIPA 裂解液及 BCA 蛋白浓度测定试剂
盒(上海碧云天生物技术有限公司),MERTK 抗体(德国
Acris antibodies 公司),Ras、MEK、MLCK 抗体(Cell signal
technology),限制性内切酶(加拿大 Fermetas 公司),高纯
质粒制备试剂 ( 北京百泰克生物技术有限公 司 ),
Lipo2000(美国 Invitrogen 公司)。 Olympus-IX71 倒置显微
镜(日本 Olympus 公司) 及 Diagnostic instruments - spot
insigh 荧光数字图象采集摄像系统 (美国 DI 公司)。
Exicycler 96 荧光定量 PCR 仪(韩国 BIONEER)。 凝胶成
像分析仪(北京六一 WD-9413B)。 双垂直蛋白电泳仪
(北京六一 DYCZ-24DN)。
1. 2 方法
1. 2. 1 RPE细胞培养摇 采用胰蛋白酶消化法[2],每次取 4
只 C57BL / 6 鼠,麻醉后剜除眼球,剪除角膜、去除晶状体
后将眼杯置于 0. 2%胰酶中消化 50min,吹打、离心收集后
以含有 20%小牛血清、1%青链霉素及 1%非必需氨基酸、
1% L-谷氨酸的DMEM 培养液中培养,融合后传代。 第3 ~5
代细胞用于实验。 采用 Cytokeratin -8 进行 RPE 细胞鉴
定,Cytokeratin-8 免疫染色阳性细胞为 RPE 细胞。
1. 2. 2 ROS 提取及染色 摇 根据 Papermaster 等[10] 的方法
并有所改动提取 ROS,简言之:将人视网膜神经层悬于
340g / L 蔗糖匀浆液中,剧烈摇动 1min 后,以 4 000r / min
离心 4min,收集上清,并加入二倍于其体积的 10mmol / L
Tris-HCl 缓冲液,然后以 4 000r / min 离心 4min,收集沉
淀,加入不连续密度梯度液的顶层,27 000r / min 离心
30min。 将提取的 ROS 中加入终浓度为 10mg / L FITC 液,
室温下,于暗处孵育 1h 以标记 ROS。
1. 2. 3 吞噬检测摇 采用双重荧光标记法进行吞噬动力学
检测及计数[11],吞噬动力学检测的时间点设定为 0、30、
60、120、180、240min。 用于吞噬动力学检测的 RPE 细胞种
植在 35mm 培养皿上。
1. 2. 4 吞噬过程中 MERTK-Ras-MEK-MLCK-myosin
通路激活状态测定摇 采用Western-Blot 方法:将 RPE 细胞
与 ROS 孵育不同时间后[0min(即为对照组)、30、60、120、
180min],吸出 ROS 孵育液,并用 4益 Hanks 液冲洗细胞 2
次,终止吞噬反应,然后加入 100滋L RIPA 裂解液裂解细
胞、离心获得抽提蛋白。 用 BCA 测定试剂盒测定上清蛋
白浓度后, - 80益 保存备用。 各时间点蛋白样品量为
60滋g。 制备 5% 浓缩胶及浓度为 8% 、10% 、13% 的分离
胶。 加入上样液 20滋L 及 5滋L 蛋白 Marker,电压 80V,恒压
电泳 2. 5h。 以电压 70V 转印 1. 5h 将凝胶转印至 PVDF 膜
上。 将转好的 PVDF 膜放入 5% TBS+脱脂奶粉的封闭液
中室温封闭 1h。 分别加入稀释的 MERTK 抗体(1 颐250)、
Ras 抗体及磷酸化 MEK、MLCK 抗体(1 颐500)4益 孵育过
夜,洗脱后加入 1颐5000 稀释的二抗 37益孵育 45min,再次
洗脱,ECL 发光。 以 茁-actin 为内参,用 Gel-Pro Analyzer
图像分析软件对结果进行灰度分析,计算目的蛋白的相对
表达量(目的蛋白相对表达量 =目的蛋白条带灰度值 / 茁-
actin 条带灰度值),明确 MERTK - Ras - MEK - MLCK -
myosin 通路激活状态。
1.2.5 Ras 及 MERTK 干扰及干扰后 MERTK-Ras-MEK-
MLCK-myosin通路激活状态测定摇 构建高纯度质粒后行
细胞转染以干扰 Ras / MERTK 基因表达。
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 RPE细胞形态及鉴定摇 A:原代 RPE 细胞的融合图像(倒置显微镜,伊100);B:3 ~ 5 代 RPE 细胞的 80%
摇 摇 摇 摇 摇 融合图像(倒置显微镜,伊100);C:细胞 RPE 细胞均表现为 Cytokeratin-8 免疫染色阳性(倒置荧光显微镜,伊400)。

1. 2. 5. 1 质粒构建摇 分别设计 3 个干扰片段,位点分别为
Ras- 245、 Ras - 509、 Ras - 601, 对 应 序 列 分 别 为 245 -
GAGCGCCTTGACGATACAG,509-GGACTCTGAAGATGTGCCT,
601-GGAGTTACGGGATTCCGTT 及 Mertk -431,Mertk -1316,
Mertk-1528,对应序列分别为 431-GATGGAAAGGAATTGCTCG,
1316-AGCGCAGGGACTTACAAAG, 1528-CACCGACTCTATGTTCATC。
对 pRNA-H1. 1 质粒进行双酶切并与目的基因连接后加
入至 100滋L JM109 感受态细胞中培养、提取质粒,鉴定及
筛选阳性克隆,标记为 Ras - sh1, Ras - sh2, Ras - sh3,
MERTK-sh1,MERTK-sh2,MERTK-sh3,测序。
1. 2. 5. 2 细胞转染摇 配制转染试剂:溶液 1:100滋L 优化液+
8滋L 脂质体 2000;溶液 2:100滋L 优化液+2滋g 质粒,将溶
液 1 与溶液 2 混匀,室温下放置 20min 后缓慢加入 RPE 细
胞培养板中,摇动培养板混匀,37益、5% CO2培养 6h。 弃
去转染培养基上清,更换为细胞完全培养液,37益、5%
CO2继续培养 24h 后收集细胞以 SYBR Green Real -Time
PCR KIT 检测 Ras / MERTK 基因表达情况,Ras 基因引物
分别 为: 5蒺 - TTGTGGATGAGTATGACCCTA - 3蒺 及 5蒺 -
CTCCTCTTGACCTGCTGTGT-3蒺,MERTK 基因引物分别为:
5蒺 - CCTGGCAACACCGACTCTA - 3蒺 及 5蒺 -
TTTACGACCAGTTGGGAATC-3蒺,内参 茁-actin 基因引物分
别为 5蒺 - CTGTGCCCATCTACGAGGGCTAT - 3蒺 及 5蒺 -
TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3蒺。 选择干扰效果最佳的
片段进行正式实验。
1. 2. 5. 3 干扰后 MERTK-Ras-MEK-MLCK-myosin 通
路激活状态测定及吞噬功能检测摇 将 siRas-RPE 细胞及
si-MERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育不同时间后[0min(即为
对照组)、30、60、120、180min]采用 Western-Blot 方法检测
MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 的蛋白表达情况,并比较孵育
120min 及 180min 时未转染 RPE 细胞、siRas-RPE 细胞及
si-MERTK-RPE 细胞中 MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 的蛋
白表达;采用双重荧光标记法测定 siRas -RPE 细胞及
siMERTK-RPE 细胞的吞噬功能的变化。
摇 摇 统计学分析:每步实验重复 3 次,结果以 SPSS 17. 0
软件进行重复测量方差分析及单因素方差分析进行统计,
P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 C57BL / 6 小鼠 RPE 细胞的培养及鉴定 摇 原代 RPE
细胞胞浆内可见棕褐色色素颗粒,细胞呈多边形,3 ~ 5 代
RPE 细胞透明,无色素,呈梭形。 Cytokeratin-8 免疫染色
后可见全部 RPE 细胞均呈现阳性绿色荧光,提示培养细
胞为 RPE 细胞(图 1)。

图 2摇 不同孵育时间 RPE细胞结合及吞入 ROS数量。

图 3摇 Western -Blot 检测 RPE 细胞与 ROS 孵育不同时间
MERTK、Ras、MEK、MLCK表达的变化 摇 A:PVDF 膜扫描图像
显示孵育不同时间 MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白的表达;B:孵
育不同时间 MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白相对表达量的比较。

2. 2 吞噬检测结果 摇 双重荧光标记方法检测 RPE 吞噬
ROS 的结果显示,在孵育 30min 时可见 ROS 被 RPE 吞入
胞浆内,随着孵育时间的延长结合及吞入的 ROS 数量不
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图 4摇 Ras基因干扰后 RPE细胞 Ras基因及蛋白表达的变化摇 A:Real-time PCR 检测 Ras 基因干扰后 RPE 细胞 Ras 基因表达的变
化(以 2-吟吟Ct均值表示);B:Western-Blot 检测 Ras 基因干扰后 RPE 细胞 Ras 蛋白表达的变化;C:Real-time PCR 检测 MERTK 基因干
扰后 RPE 细胞 MERTK 基因表达的变化(以 2-吟吟Ct均值表示);D:Western-Blot 检测 MERTK 基因干扰后 RPE 细胞 MERTK 蛋白表达

的变化;Control:正常 REP 细胞;NC:空载体转染组;siRAS:Ras 基因干扰组;siMERTK:MERTK 基因干扰组;aP<0. 05 vs Control 组、NC 组。

断增加,至孵育 3h 时,结合及吞入的 ROS 数量达到饱和
(图 2)。
2. 3 吞噬过程中 MERTK-Ras-MEK-MLCK-myosin 通
路激活状态测定摇 将 3 ~ 5 代 RPE 细胞与 ROS 共同孵育
不同时间(30、60、120、180min)后,Western-Blot 检测相关
蛋白的表达变化,结果显示 RPE 细胞与 ROS 共同孵育
30min 时,与对照组(0min)相比,MERTK、MEK 和 MLCK
的磷酸化水平升高,Ras 蛋白表达量增加,并且随着孵育
时间的延长 MERTK、MEK 和 MLCK 的磷酸化水平与 Ras
表达量均不断增多(P<0. 05,图 3)。
2. 4 Ras / MERTK 干扰及干扰后 MERTK-Ras -MEK-
MLCK-myosin通路激活状态测定 摇 三个不同片段构建
的质粒进行小鼠 RPE 细胞瞬时转染 Ras / MERTK 后,Real-
time PCR 检测结果显示 Ras-sh3(即 Ras-601)及 MERTK-
sh3(即 MERTK - 1528) 干扰效果最佳。 以 Ras - sh3 及
MERTK-sh3 瞬时转染后测定 RPE 细胞 Ras 及 MERTK 基
因及蛋白表达均较未转染组明显降低(P<0. 05,图 4)。
摇 摇 以 Ras-sh3 片段构建的质粒重新进行小鼠 RPE 细胞
瞬时转染 Ras 后,将 siRNA-Ras 的 RPE 细胞与 ROS 孵育
不同时间[0min(即为对照组)、30、60、120、180min],再次
采用 Western-Blot 方法检测 MERTK、Ras、MEK 及 MLCK
的蛋白表达,结果显示 MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白的
表达水平均与对照组(0min)无显著差异(P>0. 05),即在
全部孵育过程中 MERTK、Ras、MEK、MLCK 的蛋白始终维
持在较低的表达水平(图 5A 第 1 ~ 5 条带);同时,与未转
染的 RPE 细胞相比,siRas-RPE 细胞与 ROS 共孵育 120、
180min 时,MERTK、MEK、MLCK 的磷酸化水平及 Ras 蛋
白表达量均明显下调(P<0. 05,图 5A 第 6 ~ 9 条带)。
摇 摇 以 MERTK-sh3 片段构建的质粒重新进行小鼠 RPE
细胞瞬时转染 Ras 后,将 siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育
不同时间[0min(即对照组)、30、60、120、180min],再次采
用 Western-Blot 方法检测 MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 的
蛋白表达,结果显示在全部孵育过程中 MERTK、Ras、
MEK、MLCK 的蛋白始终维持在较低的表达水平 ( P >
0郾 01,图 6 第 1 ~ 5 条带);同时,与未转染的 RPE 细胞相
比,siMERTK-RPE 细胞与 ROS 共孵育 120、180min 时,
MERTK 及 Ras、MEK、MLCK 的蛋白表达量均减少(图 6A
第 6 ~ 9 条带,P<0. 05),但其蛋白表达的下降幅度并没有
siRas-RPE 细胞大。
摇 摇 siRas-RPE 细胞及 siMERTK-RPE 细胞的吞噬数量的
变化:分别将 siRas -RPE 细胞及 siMERTK-RPE 细胞与
ROS 孵育不同时间(30、60、120、180、240min)后,再次进行
吞噬数量测定,结果显示 siRas-RPE 细胞结合 ROS 的数

图 5摇 Western-Blot检测 siRas-RPE细胞与 ROS孵育不同时
间 MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白表达的变化 摇 A:Western -
Blot 检测扫描图像,从左至右:1 ~ 5 显示对照组及 siRas-RPE 细
胞与 ROS 孵育 30、60、120、180min MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋
白表达的变化;6、7 分别为未转染 RPE 细胞及 siRas-RPE 细胞
与 ROS 孵育 120min MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白表达的变化;
8、9 分别为未转染 RPE 细胞及 siRas -RPE 细胞与 ROS 孵育
180min MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白表达的变化;茁-actin 基因
为内参;B:siRas-RPE 细胞与 ROS 孵育不同时间 MERTK、Ras、
MEK、MLCK 蛋白相对表达量的变化;C:RPE 细胞及 siRas-RPE
细胞与 ROS 孵育 120min 及 180min MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋
白相对表达量的比较。

量随孵育时间延长逐渐增加,而吞入 ROS 的数量极少,仅
在孵育 180min 时可观察到少量 ROS 吞入了 RPE 细胞内。
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图 6摇 Western-blot 检测 siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育不
同时间 MERTK、 Ras、 MEK、 MLCK 蛋白表达的变化 摇 A:
Western-Blot 检测扫描图像,从左至右:1 ~ 5 显示对照组及
siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育 30、60、120、180min MERTK、
Ras、MEK、MLCK 蛋白表达的变化;6、7 分别为未转染 RPE 细胞
及 siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育 120min MERTK、Ras、MEK、
MLCK 蛋白 表 达 的 变 化; 8、 9 分 别 为 未 转 染 RPE 细 胞 及
siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育 180min MERTK、Ras、MEK、
MLCK 蛋白表达的变化;茁-actin 基因为内参;B:siMERTK-RPE
细胞与 ROS 孵育不同时间 MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白相对
表达量的变化;C:RPE 细胞及 siMERTK-RPE 细胞与 ROS 孵育
120min 及 180min MERTK、Ras、MEK、MLCK 蛋白相对表达量的
比较。

比较 RPE 细胞和 siRas-RPE 细胞与 ROS 结合与吞入 ROS
的数量,可见孵育各时间点结合数量无明显变化,而吞入
ROS 的 数 量 减 少 了 97% ( 孵 育 180min 时, 图 7 )。
siMERTK-RPE 细胞结合 ROS 的数量随孵育时间延长逐
渐增加,而未见吞入 ROS(图 7)。
3 讨论
摇 摇 与受体酪氨酸激酶(RTK)相关的信号通路比较复杂,
目前已知的下游信号通路分为 Ras -MAPK、PI3K-Akt、
PLC酌-IP3 / DG 三种,这三条通路涉及了许多的细胞功能,
如增殖、分化、迁移以及凋亡功能[12-13],其中的 Ras-MAPK
途径是生长因子、细胞因子及整合素等所共有的信号通
路。 RTK 与腺体结合后激活,激活的 RTK 与生长因子结

图 7摇 不同孵育时间 RPE、siRas-RPE 及 siMERTK-RPE 细胞
及结合及吞入 ROS数量比较。

合蛋白-2(Grb2)结合,Grb2 实际上是一种结合蛋白,它含
有一个 SH2 和两个 SH3 域,SH2 可与 RTK 结合,SH3 可与
GEF(guanine exchange factor,鸟嘌呤交换因子)结合,这样
就形成了 RTK-Grb2-GEF 复合体,该复合体在 GEF 的作
用下将 Ras 激活,进而通过逐级反应激活 MEK 及 MLCK,
从而活化肌球蛋白 myosin,即 RTK -Grb2 - Ras -MEK -
MLCK-myosin 通路。 近年来的研究证实,人 RPE 细胞吞
噬 ROS 过程中也是通过受体酪氨酸激酶 MERTK 与细胞
内蛋白的 SH2 域结合后来启动细胞骨架重排及细胞膜运
动的[14]。 但是 RPE 细胞吞噬 ROS 过程中 MERTK 磷酸化
激活后是否启动了下游的 Ras-MEK-MLCK-MLC 通路目
前尚未见报道。
摇 摇 本研究在离体条件下模拟 RPE 细胞吞噬 ROS 的条
件,并检测了吞噬动力学及吞噬过程中 MERTK、Ras、
MEK、MLCK 的变化情况,结果发现在孵育 30min 时可见
ROS 被 RPE 吞入胞浆内,随着孵育时间的延长吞噬数量
不断增加,至孵育 3h,吞噬数量达到饱和;同时,在孵育过
程中,随着孵育时间的延长,MERTK、Ras、MEK 及 MLCK
的蛋白表达水平不断增加,这种吞噬动力学与蛋白表达的
变化趋势的一致性提示,吞噬过程中 MERTK 与 ROS 结合
后激活了下游的 Ras 信号通路。
摇 摇 为了进一步证实这一假设,本研究组采用 RNA 干扰
技术将 RPE 细胞的 Ras 基因沉默后,再次进行孵育实验
并测定吞噬变化及吞噬过程中 MERTK、 Ras、 MEK 及
MLCK 的变化情况,结果发现:在孵育过程中,随着孵育时
间的延长,siRas-RPE 细胞结合 ROS 的数量明显增加,而
吞入 ROS 的数量极少,仅在孵育 180min 时可观察到少量
ROS 吞入了 RPE 细胞内。 与 RPE 细胞相比,siRas-RPE
细胞结合 ROS 的数量无明显变化,而吞入 ROS 的数量下
降了 97% (图 7)。 同时,随着孵育时间的延长,MERTK、
Ras、MEK 及 MLCK 的蛋白表达水平维持低值且不随孵育
时间延长而变化(灰度比值均<0. 5)。 比较孵育 120min
及 180min 后正常 RPE 细胞与 siRas-RPE 细胞 MERTK、
Ras、MEK 及 MLCK 蛋白表达水平,更可清晰地看到 siRas-
RPE 细胞 MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 蛋白表达水平的明
显下降。 siRas - RPE 细胞吞噬动力学与 MERTK、Ras、
MEK 及 MLCK 蛋白表达水平的一致变化,提示 RPE 细胞
吞噬 ROS 过程是通过启动 MERTK-Ras-MEK-MLCK 通
路来重排肌球蛋白来完成的。
摇 摇 另一方面,本研究发现,正常 RPE 细胞孵育过程中随
着孵育时间的延长,RPE 细胞结合及吞入 ROS 的数量不
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断增加,同时 MERTK 蛋白的表达水平也随着孵育时间的
延长而增加;而 siRas-RPE 细胞孵育过程中随着孵育时间
的延长结合 ROS 的数量逐渐增加,但吞入 ROS 数量极少,
并且 MERTK 蛋白的表达水平也未随着孵育时间的延长
而增加,siRas-RPE 细胞的这种变化趋势与 MERTK 基因
突变的 RCS 鼠相似:RCS 鼠由于 MERTK 基因突变而表达
无功能的 MERTK 蛋白,所以虽然可以结合 ROS 但是却存
在摄入 ROS 的明显异常[5],从而发生视网膜色素变性。
这就从另一角度提示 Ras 可能为MERTK 启动的下游信号
这一结论。 至于 Ras 干扰后 MERTK 蛋白表达水平降低的
原因尚待进一步研究,分析可能的原因应与受体酪氨酸蛋
白激酶各个复杂的下游通路之间的相互作用有关[15]。
摇 摇 为了明确 RCS 鼠是否因 MERTK 异常而无法启动下
游的 Ras 信号通路,从而进一步证实 RPE 细胞吞噬过程
中 MERTK-Ras 信号通路的存在,本研究用质粒转染技术
沉默 RPE 细胞的 MERTK 基因来模拟 RCS 鼠的 RPE 细胞
状态,再次进行孵育实验并测定吞噬变化及吞噬过程中
MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 的变化情况,结果发现,在全
部孵育过程中 siMERTK -RPE 细胞 MERTK、Ras、MEK、
MLCK 的蛋白始终维持在较低的表达水平(灰度比值均<
0. 5),比较孵育 120min 及 180min 后正常 RPE 细胞与
siMERTK-RPE 细胞 MERTK、Ras、MEK 及 MLCK 蛋白表
达水平,也可看到 siMERTK-RPE 细胞 MERTK、Ras、MEK
及 MLCK 蛋白表达水平的降低。 这与 siRas-RPE 细胞孵
育过程中 MERTK、Ras、MEK、MLCK 的蛋白表达变化保持
一致,证实 Ras 确为 MERTK 启动的下游信号。
摇 摇 当然,本研究采用的是质粒瞬时转染技术干扰 Ras 及
MERTK 基因及蛋白的表达,虽然进行了多个序列筛选、采
用效果最佳的序列进行转染,但仍不能完全沉默 Ras 及
MERTK 基因及蛋白的表达(图 3),加上目前检测蛋白表
达的免疫印迹方法也只能通过灰度比值这一相对数值来
评估,所以研究结果存在无法避免的误差。
摇 摇 但是,无论如何本研究初步探讨了鼠 RPE 细胞吞噬
功能与 MERTK-Ras-MEK-MLCK 通路的关系,发现正常
鼠 RPE 细胞在吞噬 ROS 过程中 MERTK、Ras、MEK 及
MLCK 蛋白表达增加(灰度比值>0. 5),而干扰了 MERTK
及 Ras 基因表达后 RPE 细胞在吞噬 ROS 过程中 MERTK、
Ras、 MEK 及 MLCK 蛋白表达维持在较低水平,且不随孵
育时间延长而增加(灰度比值均<0. 5),从而证实 RPE 细
胞通过受体酪氨酸激酶 MERTK 激活下游 Ras、MEK 及
MLCK 通路,引起肌球蛋白重排完成吞噬功能,进一步阐
明了 RPE 细胞吞噬机制,为今后视网膜色素变性的治疗
提供了新的靶点。
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