
damage during sever e burns on th e mo lecula r lev el. Methods: In the in v iv o burn model

established in rats, a lterations of the anion sites at basal lamina of th e myoca rdial cells w as assessed with a

PEI ca tionic probe. The membrane permeability of the myocardia l cells w as observ ed using co lloida l lan-

thanum as a ma rker and the myocardial w ater content measured. Resul ts: Th e anion sites of basal lamina of

the myocardial cells show ed regular linear la ttice ar rangement ( 40～ 80 mm) . The PEI g ranules o f the ba sa l

lamina w ere decreased a t the 1st h and decreased significantly a t the 6th h af ter burns. The lanthanum g ran-

ules enter ed into the myocardial cells a t the 1st h and the m yocardial wa ter content was significantly incr eased

( P < 0. 01) at th e 3rd h af ter burns. Conclusion: The damage of th e ba sal lamina and decr ease of th e anion

sites on the m yoca rdial cells might be a contributiv e facto r causing th e incr ea se of membrane permeability ,

tissue edema and membrane pro tectiv e ba rrier dy sfunction a fter sev ere burns

　　 Key words　 burns; myoca rdial cell; anionic site; poly eth yleneimine; sialic acid; basal lamina
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NHE-1基因表达在人肺癌细胞 pHi调节及凋亡调控中的作用

The effect of NHE-1 gene on the pHi regulation and apoptosis in lung

cancer cells

黄桂君
 
　钱桂生　　 (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 )重庆 , 400037

　　肿瘤细胞普遍增强的糖酵解优势 ,导致其酸性产物的异常

增加 ,因而存在其 p Hi调节的内在规律和特点。 探明肿瘤细胞

p Hi调节的分子机制 ,将为以酸化肿瘤细胞和诱发肿瘤细胞凋

亡的治疗策略提供重要的依据和手段。 为此 ,本实验以人肺癌

组织细胞为对象 ,探讨人肺癌细胞在整体条件下 pHi调节的分

子机制。 阐明 Na+ / H+交换泵家族第一亚型 NHE-1基因表达

在人肺癌细胞 p Hi调节及凋亡调控中的作用。以半定量逆转录

PCR及 mRNA原位杂交技术研究了 27例人肺癌组织手术新

鲜标本 N HE-1基因表达水平 ,并对其 pHi调节的分子机制和

特点进行了初步探讨。 在体外细胞培养中 ,以反义技术等手段

研究了 N HE-1硫代型反义核酸对人肺癌 A549细胞酸化及凋

亡的诱导作用。以套式引物 PCR及分子克隆技术 ,构建反义表

达 N HE-1基因部分序列的重组逆转录病毒载体。 人肺癌组织

细胞 N HE-1 mRN A表达水平非常显著地高于正常肺 组织 ( P

< 0. 001) ,系正常肺组织的 11. 81倍。 A549细胞在 20μmol /L

浓度 N HE-1反义核酸作用下 ,出现胞内酸化 ( p Hi= 6. 55)及细

胞凋亡。 随作用时间增加 ,细胞凋亡率增高。 在反义核酸作用

24、 48、 72h后 ,细胞凋亡率分别为 30. 1% 、 91. 2% 、 99. 6%。 电

镜下可见“凋亡小体”等细胞凋亡的形态特征。细胞凋亡原位检

测到基因组 DN A降解片段。在 NHE-1反义核酸作用下 , A549

细胞的 N HE-1表达受抑制 ,细胞 mRN A原位杂交显示其 mR-

NA含量减少 ,并与细胞酸化及凋亡的时相吻合。 从人肺癌组

织细胞克隆出了 N HE-1 cDN A的部分序列 ,并成功地构建了

其反义表达的重组逆转录病毒载体。人肺癌组织细胞通过上调

N HE-1基因超表达 ,以增加其胞膜 NHE-1的数量分布和

Na+ / H+ 交换 ,可能是其在整体条件下 pHi调节的主要分子机

制和特点。 NHE-1基因的超表达事件对维持人肺癌细胞在机

体内的抗凋亡生长亦起着重要的作用。 针对 N HE-1基因的硫

代型反义核酸能有效地抑制人肺癌细胞 N HE-1的表达 ,并能

诱导胞内 p Hi下降与胞内酸化。在 NHE-1反义核酸作用下 ,当

肺癌细胞 pHi下降到 6. 55时 ,可诱发细胞凋亡 ;其诱发机制可

能与酸性 p Hi依赖的核酸内切酶激活有关。所构建的反义表达

重组载体 ,将为在有机整体实施基因治疗研究奠定基础。

　　关键词　细胞内 p H;酸碱平衡 ;肺肿瘤 ; N HE-1基因 ;基

因表达 ;凋亡 ;反义技术 ;基因治疗
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