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过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 mRNA的影响

李建明 ,周　红 ,蔡　黔 ,肖光夏　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察过氧化氢处理对体外培养肠上皮细胞株SW-480线粒体编码基因mRNA的影响。方法　以 400 μmol/ L和4

mmol/ L的过氧化氢处理人肠上皮细胞细胞株(SW-480)3 h 后 , 分离 RNA , 应用 RT-PCR 检测 ATPase6 、ATPase8、COI、COII 及 COIII

mRNA 的变化。结果　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 mRNA的表达具有明显影响 ,但是这种改变不与过氧化氢的剂量呈

现出一种一致的变化。结论　过氧化氢引起肠上皮细胞线粒体编码基因 mRNA的明显改变。

　　关键词:过氧化氢 , 线粒体 ,基因表达 , 逆转录 PCR

　　中图法分类号:R322.45 ;R394.3 　　　 文献标识码:A

Effects of hydrogen peroxide on human mitochondrial gene expression of intestinal ep-
ithelial cells
LI Jian-ming , ZHOU Hong , CAI Qian , XIAO Guang-xia (Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Thi rd Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effects of hydrogen peroxide on human mitochondrial gene expression of intestinal epithelial cells by using

in vitro model of hydrogen peroxide stimulated SW-480 cell line.Methods　Human intestinal epithelial cell were treated with 400 μmol/L and 400

mmol/ L hydrogen peroxide and RNA of hydrogen peroxide-induced SW-480 cell line was isolated.Changes in ATPase 6 , ATPase 8 , COI , COII and

COIII gene expressions were studied through reverse-transcriptional polymerase chain reaction(RT-PCR).Results　Hydrogen peroxide induced sig-

nificant changes in mitochondrial gene expression , but the changes were not in consistence with changes in dosage of hydrogen peroxide.Conclusion

　Differential expressions of mithochondrial gene may be one of the mechanisms involved in hydrogen peroxide induced apoptosis of human intestinal

epithelial cells.

　　Key words:hydrogen peroxide , mitochondria , gene expression , intestinal epithelial cells

　　严重烧伤早期甚至在复苏后易存在肠道的隐匿性
损伤 ,其中中性粒细胞———血管内皮细胞粘附活化后

活性氧的释放在其中起重要作用。活性氧的释放可以
通过诱导肠上皮细胞的死亡 ,参与肠粘膜结构屏障的

损伤 。近年对线粒体在细胞死亡中的作用已越来越受
到关注。值得关注的是线粒体本身具有相对独立的基

因组 ,它们编码部分线粒体呼吸链有关蛋白 ,这些蛋白
的基因表达可能与过氧化氢对肠上皮细胞线粒体的损

伤有关。本研究对过氧化氢对线粒体自主基因中编码
细胞色素氧化酶和 ATP 合成酶的部分基因表达进行

研究 。

1　材料和方法

1.1 　细胞株
　　人肠上皮细胞细胞株(SW-480)购自美国 ATCC 。以含 10 %

新生牛血清(Hyclone)的 RPMI1 640(Hyclone)37 ℃5% CO2条件
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下培养。待细胞接近融合进行实验。

1.2 　细胞处理及分组
　　细胞以 400 μmol/ L或 4 mmol/ L浓度的过氧化氢处理 3 h ,

未处理肠上皮细胞作为对照组(Control cell)。

1.3 　引物的设计
　　根据最新的 Human Mitochondrial DNA “ Cambridge” Sequence

应用Whitehead Institute for Biomedical Research www primer picking

software (primer3)进行引物设计。以看家基因 β-actin 作为内对

照或外对照 ,引物设计如下。

COI 5′-GTTGTAGCCCACTTCCAC-3′

5′-CATCGGGGTAGTCCGAGTAA-3′ 222 bp

COII 5′-TTCATGATCACGCCCTCATA-3′

5′-TAAAGGATGCGTAGGGATGG-3′ 187 bp

CO III 5′-AAAGCACATACCAAGGCCAC-3′

5′-CTTCTAGGGGATTTAGCGGG-3′ 195 bp

ATPase 6 5′-GCCCTAGCCCACTTCTTACC-3′

5′-TTAAGGCGACAGCGATTTCT-3′ 256 bp

ATPase 8 5′-CCCACCATAATTACCCCCAT-3′

5′-TTTTATGGGCTTTGGTGAGG-3′ 102 bp

β-actin 5′-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3′

5′-CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG-3′ 661 bp

1.4 　总 RNA的分离

　　应用 Tripure isolation reagent(Roche)分离细胞总 RNA ,按说
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明书要求操作。 RNA分离的有关物品均以 DEPC(Sigma)处理后

高压消毒。其A260/ A280在 1.6 ～ 2.0.

1.5 　RT-PCR检测

　　ATPase 6 、ATPase 8、COI、COII、 COIII mRNA 的变化应用Titan

One Tube RT-PCR Kit (Roche), 按要求操作。 50 ℃ 30 min ,然后

94 ℃变性 2 min , 然后进入下述循环(共 35 个循环):94 ℃变性

30 s , 56 ℃退火30 s , 68 ℃延伸45 s。最后在 68 ℃延伸 10 min.

1 %凝胶电泳检测 ,紫外灯下观察 ,凝胶成像系统扫描存盘。 记

录各条带密度 ,将各个检测基因与自身 β-actin条带密度相比较

得到其相对密度。

2　结果

2.1 　过氧化氢对肠上皮细胞看家基因 β-actin mRNA

的改变
　　应用不同浓度的过氧化氢对肠上皮细胞处理后 , 其看家基

因 β-actin mRNA 表达无明显改变 ,表明应用其作为内对照及外

对照是可行的。

2.2　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COI

mRNA的改变
　　正常情况下 , 肠上皮细胞 COI mRNA 有一定程度的表达。

过氧化氢处理肠上皮细胞后 ,其表达明显降低 , 随浓度的增加 ,

其降低程度越明显 ,见图 1 。

2.3 　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COII

mRNA的改变
　　正常情况下 , COⅡ mRNA表达较弱 , 400 μmol/L过氧化氢

处理 , 其表达无明显增加 , 4 mmol/L 过氧化氢处理其表达增

加 ,见图 2。

2.4 　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COIII

mRNA的改变
　　正常情况下 , COIII mRNA 稳定表达 ,过氧化氢处理后 ,其表

达有明显的增加 ,见图 3 。

2.5 　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因ATPase6

mRNA的改变
　　过氧化氢处理后肠上皮细胞 ATPase6 mRNA 表达下降明

显 ,见图 4。

2.6 　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因ATPase8

mRNA的改变

　　过氧化氢处理后肠上皮细胞 ATPase8 mRNA 表达无明显改

变。

A:4 mmol/L H2O2 treated cells(3 h);B:400 μmol/L H2O2 treated cells(3 h);C:Control

图 1　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COI mRNA的改变

Fig 1　Effects of hydrogen peroxide on expression of COI mRNA

A:4 mmol/L H2O2 treated cells(3 h);B:400 μmol/L H2O2 treated cells(3 h);C:Control

图 2　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COII mRNA 的改变

Fig 2　Effects of hydrogen peroxide on expression of COII mRNA
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A :4 mmol/ L H2O2 t reated cells(3 h);B:400 μmol/ L H2O2 t reated cells(3 h);C:Cont rol

图 3　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 COIII mRNA的改变

Fig 3　Effects of hydrogen peroxide on expression of COIII mRNA

A :4 mmol/ L H2O 2 t reated cells;B:400 μmol/ L H2O2 t reated cells;C:Cont rol

图 4　过氧化氢对肠上皮细胞线粒体编码基因 ATPase6 mRNA的改变

Fig 4　Effects of hydrogen peroxide on expression of ATPase6 mRNA

3　讨论

　　线粒体在细胞死亡中的作用已得到确认 。线粒体
是控制真核细胞生长繁殖 、死亡的重要细胞器 ,其突出
的功能表现在以下几个方面:①产生 ATP 供应细胞能

量;②活性氧的主要产生地;③活性氧有调节胞核基因

表达的功能;④线粒体与胞浆和胞核存在联系;⑤线粒
体自身对胞外的应激或者刺激信号有较敏感的反应能

力;⑥线粒体有启动死亡的能力[ 1 ,2] 。大量的研究表
明线粒体在细胞凋亡发生中起中心作用 。多种因素如
活性氧 、Ca2 +、细胞因子等可以通过刺激线粒体释放细

胞色素 C 引起 Caspases类的活化 ,从而触发细胞凋亡
发生的级联反应[ 3] 。
　　线粒体自身具有相对独立的基因组 ,它可以编码
共13种蛋白。它们参与线粒体氧化磷酸化的酶的组
成。而线粒体基因组相对于核基因组 ,因为缺乏组蛋

白的保护更加易受损害 。我们的研究也证实了这一
点。许多研究表明氧化应激可以引起线粒体基因的突
变 ,而它与基因表达之间的关系很值得探讨 。应用差

异显示技术发现大鼠肺上皮细胞在应用 H2O2处理8 h

或24 h后 ,其中编码NADH 脱氢酶的亚基ND5 和ND6

以及 16S 核糖体 RNA .的线粒体基因均有明显改变 ,
结果提示提示线粒体基因表达的变化可能参与细胞凋

亡的调控[ 5] 。
　　从我们的研究看 ,过氧化氢对于线粒体编码基因
mRNA的表达具有明显影响 ,它在上调某些基因的同

时可下调某些基因的改变 。这种差异性表达的特点揭
示线粒体自主编码基因之间存在对氧化应激敏感性的

差异 。这种差异的存在可能与细胞下一步的改变密切
相关。它与细胞线粒体细胞色素氧化酶和 ATP 合成

酶功能改变的关系 、与细胞线粒体氧化磷酸化的关系

以及在调控凋亡中的可能作用是我们需要重点了解的

课题之一。有研究发现 ,过氧化氢处理的血管内皮细

胞和平滑肌细胞 ,其线粒体DNA的损伤和线粒体功能

障碍与线粒体编码基因之间存在联系[ 6] 。
　　需要注意的是 ,线粒体中存在许多蛋白 ,它们是由

核基因所编码的 ,它们的种类远多于线粒体自身 ,例如
线粒体仅编码 ATP 合成酶中的6亚基和 8亚基 ,其余的
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亚基均由核基因所编码。并且线粒体编码基因的表达

也受到核转录因子的调控。因而线粒体基因与核基因
之间的交会(Cross-talk)的研究将是研究的难点和关键 。

随着基因组研究和蛋白组研究的进一步深入和基因芯

片技术的进一步发展 ,从基因组和蛋白组角度对线粒体

内基因蛋白质及其他相关分子进行研究成为可能 。
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大咯血患者选择性支气管动脉栓塞术后护理体会

Nursing for patients with massive hemoptysis after selective bronchial artery

embolization

赵玛丽 ,李长贵　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400037)

　　大咯血是呼吸内科常见急症。近年来 , 对于药物治疗无效
的大咯血患者 ,主张应用选择性支气管动脉栓塞治疗 , 有报告

其疗效可达 68%～ 93.5%[ 1] , 但该方法是一种有创性治疗方
法 ,文献报告可引起截瘫 、发热 、胸痛等并发症。我科 1996 年 1

月至1999年 6 月应用选择性支气管动脉栓塞治疗大咯血 10

例 ,现将本组病例护理体会报告如下。

1　临床资料

　　病例对象为经内科药物治疗无效的大咯血患者 10 例 , 其

中男性 8例 , 女性 2例 , 平均年龄 53±9.27 岁(39～ 66 岁),原发
疾病主要为支气管扩张(4 例 , 痊愈 3 例 , 好转 1 例)、肺结核(2

例 ,均痊愈)、肺脓肿(1 例 ,死亡)及原发性支气管肺癌 , 鳞癌(3
例 ,好转 1 例 ,死亡 2 例)。

2　护理体会

　　本组 10例患者在支气管动脉栓塞术后的护理 , 我们主要
注意以下几方面。

2.1 　观察穿刺部位有无出血
　　本组 10例患者 , 均经右侧股动脉穿刺插入导管行支气管

动脉栓塞 , 拔除导管后穿刺部位用绷带加压包扎 , 右下肢制动
24 h 。术后 4 h 内 , 我们每 30 min 巡视患者一次 , 然后每 1 ～ 2h

观察一次 ,观察包扎绷带局部是否渗血 , 10 例患者均未发现术
后活动性出血。

2.2 　观察下肢活动情况
　　术后 24 h应特别注意观察下肢活动情况 ,右下肢制动时则

观察脚趾活动情况 , 以及时发现是否有异位栓塞 , 因部分脊髓

　　作者简介:赵玛丽(1966 -),女 ,四川省垫江县人 , 主管护师。电话:(023)
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动脉与支气管动脉共干 , 误栓脊髓动脉后可引起下肢截瘫 , 虽
然发生率不高 ,却是支气管动脉栓塞术后的较严重并发症[ 2] ,

本组病人均无此并发症。

2.3 　观察足背动脉搏动
　　所有病例术后均观察足背动脉搏动 , 并比较两侧动脉搏动

强度 , 如有栓塞剂返流引起下肢动脉栓塞可及时发现 , 本组病
例术后未发现下肢动脉搏动异常。

2.4 　注意术后是否继续咯血
　　10 例患者支气管动脉栓塞术后 , 8 例咯血停止 , 咯出血液

由鲜红变成暗红 ,然后逐渐停止。 2 例术后仍有咯血 ,但咯血量
明显减少。本组病例中有 3例咯血曾一度停止 ,但再次发生咯

血 ,经抢救无效死亡 , 其中 1例咯血发生在术后第 10 天。在大
咯血前无少量咯血而突然发生大咯血 , 3 例中有 2 例为原发性

支气管鳞癌伴空洞患者 , 1 例为肺脓肿患者。 提示临床应特别
注意术后再次发生大咯血之可能 ,尤其是支气管鳞癌伴空洞或

肺脓肿者易出现此种情况。对此类患者护理时应特别注意。

2.5 　观察生命体征
　　如同其他手术一样 ,大咯血患者支气管动脉栓塞后也应注

意观察体温 、脉搏 、呼吸及血压等生命体征变化。文献报告患
者术后可出现发热 ,但本组病例术后无一例出现发热。

　　关键词:大咯血;支气管动脉栓塞术;护理
　　中图法分类号:R473.5 　　　文献标识码:B
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