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染尘大鼠肺组织中SDHA mRNA水平及
线粒体ATP代谢的变化
张兆强，解瑞宁，韩贵芝，邵波，林立，张春芝

济宁医学院公共卫生学院，山东  济宁  272113

摘要 ：

[ 背景 ]　职业性矽肺是严重威胁相关从业者生命和健康的呼吸系统疾病，具有渐进性和不可
逆性的特点，目前其发生机制及发病进程尚未彻底阐明。

[ 目的 ]　探讨染尘 Wistar 大鼠肺组织中琥珀酸脱氢酶 A 亚基（SDHA）mRNA 水平及线粒体三
磷酸腺苷（ATP）代谢的变化。

[ 方法 ]　将 40 只 Wistar 大鼠随机分为对照组和 3 个实验组，每组 10 只。实验组大鼠一次性经
气管向肺内注入 1 mL SiO2（100 mg/mL）悬浊液，分别于矽尘染尘后 30、60、120 d 处死。对照
组注入等量生理盐水，120 d 后处死。取肺组织，行苏木精 - 伊红染色法（HE）染色观察其大
体病理变化，电镜观察其显微病理变化 ；实时荧光定量 PCR 检测 SDHA mRNA 的相对含量 ；
提取肺组织线粒体，检测其 ATP 含量及 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性。

[ 结果 ]　HE 染色结果显示，染尘时间越长，肺纤维化越明显。电镜显示，与对照组比，实验
组大鼠肺组织的线粒体出现肿胀及破坏。对照组及 3 个实验组肺组织 SDHA mRNA 相对含量
分别为 1.08±0.34、4.17±0.38、1.96±0.43、0.44±0.40，与对照组相比，30 d 组表达量升高，120 d

组表达量降低（P < 0.05）。肺组织线粒体 ATP 含量分别为（402.20±85.18）、（700.35±98.60）、
（350.10±92.57）、（200.51±88.49）μmol/g（以每 g 蛋白计）。线粒体中 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性分

别为（3.96±2.51）×10-2、（9.58±3.83）×10-2、（4.89±4.72）×10-2、（2.51±3.97）×10-2 U/mg（以每 g

蛋白计）。ATP 及 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性规律一致，均为 30 d 组高于对照组，120 组低于对照组
（P < 0.05）。

[ 结论 ]　矽尘吸入可导致大鼠肺组织 SDHA mRNA 水平于早期升高至顶峰，随后逐渐降低至正
常水平之下，肺组织 ATP 含量和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性发生相应改变。
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Changes of SDHA mRNA and mitochondrial ATP metabolism in lung of dust-exposed rats   
ZHANG Zhao-qiang, XIE Rui-ning, HAN Gui-zhi, SHAO Bo, LIN Li, ZHANG Chun-zhi (School of Public 
Health, Jining Medical University, Jining, Shandong 272113, China) 
Abstract: 

[Background] Occupational silicosis is a respiratory disease that seriously threatens the life and 
health of related occupational practitioners. It is progressive and irreversible, and its mechanism 
and progression have not been fully elucidated.

[Objective] This experiment investigates the expression of succinate dehydrogenase (SDHA) 
mRNA in the lung of dust-exposed Wistar rats and changes of mitochondrial adenosine 
triphosphate (ATP) metabolism.

[Methods] Forty Wistar rats were randomly divided into a control group and three experimental 
groups, with 10 rats in each group. The rats in the experimental groups were exposed to 1 mL SiO2 
(100 mg/mL) suspension by intratracheal instillation for only once, and were neutralized after 30, 
60, and 120 days, respectively. The rats in the control group were treated with normal saline, and 
were neutralized 120 days later. Lung tissues were harvested to observe pathological changes 
using hematoxylin and eosin (HE) staining and electron microscopy. The relative expression of 
SDHA mRNA was measured by quantitative real-time PCR. The ATP content and Ca2+-Mg2+-ATPase 
activity of lung mitochondria were detected.

[Results] The pathological images of lung tissues stained with HE showed that pulmonary 
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fibrosis was more obvious over time in the rats of the experimental groups. The pathological images of electron microscopy showed that 
the mitochondria in lung tissues of the experimental groups were swollen and destroyed compared with the control group. The relative 
expression levels of SDHA mRNA in the control group and the 30 d, 60 d, and 120 d experimental groups were 1.08±0.34, 4.17±0.38, 1.96±0.43, 
and 0.44±0.40, respectively. Compared with the control group, the expression of SDHA mRNA in the 30 d group was increased and that in the 
120 d group was reduced (P < 0.05). The contents of mitochondrial ATP in lung were: control group (402.20±85.18) μmol/g (normalized by protein 
in per g, thereafter), 30 d group (700.35±98.60) μmol/g, 60 d group (350.10±92.57) μmol/g, and 120 d group (200.51±88.49) μmol/g, respectively. 
The activities of Ca2+-Mg2+-ATPase of mitochondria were: control group (3.96±2.51)×10-2 U/mg (normalized by protein in per g, thereafter), 30 d 
group (9.58±3.83)×10-2 U/mg, 60 d group (4.89±4.72)×10-2 U/mg, and 120 d group (2.51±3.97)×10-2 U/mg, respectively. The content of ATP 
and the activity of Ca2+-Mg2+-ATPase changed in the same way, which were higher in the 30 d group and lower in the 120 d group than 
those in the control group (P < 0.05).

[Conclusion] Dust inhalation could cause the expression of SDHA mRNA in rat lung tissues to peak first in an early stage, then gradually 
fall below normal level, and corresponding changes in ATP content and Ca2+-Mg2+-ATPase activity.

Keywords: silica dust; mitochondria; succinate dehydrogenase; adenosine triphosphate; Ca2+-Mg2+-ATPase

尘肺病病例在世界范围内均有分布，在发展中国
家分布较多［1-2］。2014 年，我国共报告新发职业性尘
肺病 26 873 例，占职业病总例数的 89.66%。在新发
的尘肺病例中，42.69% 为矽肺［3］。该病已严重威胁
相关从业者的健康。然而，其发病机制并不十分明
确。有文献报告，在矽肺纤维化进程中，活性氧过度
聚积［4-5］，并出现线粒体异常［6］。线粒体是哺乳动物细
胞中最重要的、高度动态的半自主性细胞器，负责细
胞能量的供给［7-8］。它是细胞内产生自由基的主要场
所，也是最容易受自由基攻击的细胞器。由于线粒体
所有基因编码均为外显子，只要有损伤，就会有所表
现。因此，有必要对矽肺纤维化进程中线粒体异常的
动态变化及其机制进行深入探讨。本研究采用一次性
大剂量染尘法对大鼠染尘，观察肺组织线粒体的结构
和功能变化，旨在从线粒体角度揭示矽肺发生进程中
的分子事件，为矽肺的防治提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   主要仪器及试剂

矽尘（中国天津市北联精细化学品有限公司），焦
磷酸法测得其游离 SiO2 含量 >95% ；实验时，将其研
磨，使粒径 <5 μm 的粉尘占总粉尘的比例为 95%。低
温高速离心仪（美国 Sigma 公司），超微星紫外分光光
度计（美国 Quawell 公司），超声波破碎仪（美国 Sonics

公司），荧光实时定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司），电
镜（日本 JEOL 公司）。Trizol、M-MuLV 第一链 cDNA 合
成试剂盒、2×SG Fast qPCR Master Mix 试剂盒［中国
生工生物工程（上海）股份有限公司］，三磷酸腺苷

（adenosine triphosphate，ATP）含 量 试 剂 盒、ATP 酶
试剂盒、蛋白定量测试试剂盒（中国南京建成生物工
程研究所）。

1.2   实验动物分组及处理
选 择 SPF 级 Wistar 大 鼠 40 只，体 重（200±20）g，

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，动物生产合格
许可证号 ：SCXK（鲁）2018-0003。将其随机分为对照
组以及 30、60、120 d 实验组，每组 10 只。实验组一次
性经气管向肺内注入 1 mL SiO2（100 mg/mL）悬浊液，
分别于 30、60、120 d 后处死 ；对照组注入生理等量盐
水，120 d 后处死。所有动物均饲养于济宁医学院实验
动物中心，实验许可证号 ：SYXK（鲁）2018-0002。
1.3   标本采集及电镜标本的制作

大鼠用乙醚麻醉后，脊椎脱臼处死，开胸，切取
（10×3×3）mm3 和（3×1×1）mm3 的左下肺组织分别用于

制作 HE 切片和电镜切片 ；其余肺组织 -80℃保存备用。
1.4   肺 组 织 琥 珀 酸 脱 氢 酶 A 亚 基（succinate 
dehydrogenase A，SDHA） mRNA 相对含量检测

Trizol 法提取肺组织的总 RNA 后，使用 M-MuLV 第
一链 cDNA 合成试剂盒将上述 RNA 逆转录为 cDNA ；
然后再采用 2×SG Fast qPCR Master Mix 试剂盒进行实
时荧光定量 PCR 操作，反应条件 ：预变性 95℃，30 s ；
变性 95℃，5 s ；退火和延伸 60℃，30 s ；共 40 个循
环。反应结束后，以 2-ΔΔCt 计算样本的初始荧光值，并
以阴性对照组中的任意 1 个样本为基准，计算各样
本的相对含量。引物的设计及合成均由中国生工生
物工程（上海）股份有限公司完成。SDHA，正向引
物 ：5’-CGGAACACTGGAGGAAGCACAC-3’，反 向 引 物 ：
5’-AGGAACGGATAGCAGGAGGTACAG-3’ ；内 参 GAPDH，
正 向 引 物 ：5’-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3’，反 向 引
物 ：5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’。
1.5   线粒体提取及线粒体 ATP 和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶
测定

将肺组织匀浆以 800×g 离心 10 min，取上清液，
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15 000×g 离心 15 min，弃上清，向沉淀中加入 0.3 mL

冷生理盐水，用漩涡混匀器混匀 30 s，超声波破碎仪破
碎，严格按照说明书操作测定 ATP 含量和 Ca2+-Mg2+-ATP

酶活性。肺组织线粒体中蛋白含量的测定采用考马斯
亮蓝法。所有操作均在 4℃下完成。
1.6   统计学分析

使用 SPSS19.0 统计软件，单因素方差分析比较 4

组间各指标的差异，实验组与对照组比较采用 LSD 法。
检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   HE 染色肺组织切片观察

对照组为正常肺组织，结构清晰。随着染尘时间
延长，肺组织出现逐渐加重的细胞浸润和实变 ；60 d

和 120 d 组出现明显的纤维化。见图 1。

 	  

 	  

［注］ 为浸润的细胞。 为实变的肺组织。A ：对照组 120 d ；B ：染
尘 30 d 组 ；C ：染尘 60 d 组 ；D ：染尘 120 d 组。

图 1   对照组及染尘组大鼠肺组织 HE 染色切片

2.2   肺组织电镜观察
对照组 ：肺组织图像清晰，细胞形状规则，内含

有大量圆形和椭圆形的线粒体，嵴排列整齐，肺泡内
清洁，无杂物。染尘 30 d 组 ：肺组织肿胀，线粒体体
积变大，呈圆形，可见到板层小体。染尘 60 d 组 ：可
见细胞表面的绒毛倒伏，细胞内含有大量的板层小
体，线粒体可见嵴紊乱，部分线粒体的膜溶解，肺泡
内可见脱落的组织残片。染尘 120 d 组 ：线粒体数目
少，且形状异常，大小不一，嵴破坏严重，部分线粒
体膜消失。见图 2。
2.3   大鼠肺组织SDHA mRNA 的相对含量

4 组 间 SDHA 相 对 含 量 差 异 有 统 计 学 意 义（F= 

167.48，P < 0.01）。与对照组相比，染尘 30 d 组 SDHA 相
对含量升高，120 d 组降低，差异均有统计学意义（P < 

0.05）。见表 1。
 	  

 

 

［注］ 为线粒体。 为板层小体。A ：对照组 120 d ；B ：染尘 30 d 组 ；
C ：染尘 60 d 组 ；D ：染尘 120 d 组。

图 2   对照组及染尘组大鼠肺组织电镜照片

表 1   不同组别大鼠肺组织线粒体中 ATP 含量和
Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性（x±s，n=10）

组别 SDHA 相对含量 ATP 含量
（μmol/g）a

Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性
（×10-2 U/mg）a

对照组 120 d 1.08±0.34 402.20±85.18 3.96±2.51

染尘 30 d 组 4.17±0.38 700.35±98.60* 9.58±3.83*

染尘 60 d 组 1.96±0.43 350.10±92.57 4.89±4.72

染尘 120 d 组 0.44±0.40 200.51±88.49* 2.51±3.97*

F 167.48 52.49 5.80

P <0.01 <0.01 <0.01

［注］a ：以每 g 蛋白计。* ：与对照组比，P < 0.05。

2.4   大鼠肺组织线粒体中 ATP 含量及 Ca2+-Mg2+-ATP
酶活性

4 组间肺组织线粒体中 ATP 含量及 Ca2+-Mg2+-ATP 酶
活性均有统计学差异（F=52.49、5.80，P < 0.01）。两指
标变化规律一致，均表现为与对照组比较，染尘 30 d

组表达量升高，染尘 120 d 组表达量降低，差异有统计
学意义（P < 0.05）。

3   讨论
本研究结果显示 ：染尘早期出现 SDHA 表达量升

高，肺组织线粒体体积变大，ATP 生成增多，Ca2+-Mg2+-

ATP 酶活性升高 ；后期，SDHA 表达量下降，肺组织线
粒体嵴和膜出现一定程度的破坏，ATP 生成减少，Ca2+-

Mg2+-ATP 酶活性降低。
SDH 是异四聚体核编码的线粒体蛋白复合物，由

A

C

B

D

50 μm 50 μm

50 μm50 μm

A

C
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A、B、C、D 四个核心亚基和多个辅因子组成，各成分
协同变化以共同维护 SDH 的生理功能［9-10］。作为 SDH

的亚基，SDHA 位于线粒体内膜上，是呼吸复合物 I 和
II 催化核心的关键组分，参与三羧酸循环和线粒体呼
吸链的电子传递，与 ATP 的生成关系密切［11］。SDHA

的不恰当表达与许多疾病的发生有关［12-13］。
ATP 是线粒体的主要产物，其含量的变化反映其

功能的改变，同时 ATP 也是生物体内能量转换最基本
的载体，它参与细胞病理、生理状态下的一切信息传
递和生命活动。大量研究表明，ATP 通过调控炎症通
路、激活成纤维细胞等方式，参与了感染和纤维化等
疾病的炎症反应和组织重塑过程［14-15］。本研究中，染
尘的初期，肺组织 SDHA 表达上调以提高线粒体的呼
吸功能，产生更多 ATP，以满足清除毒物所需的能量
供给，这是肺脏应对矽尘刺激的代偿行为［16］。然而，
该代偿能力是有一定限度的。由于吸入肺脏的矽尘无
法被机体有效清除，因此会对肺脏产生慢性刺激作
用，当其累计的毒效应超过机体的代偿能力时，机体
则出现相应功能的下降，出现本研究的一个特征性表
现 ：矽肺纤维化后期，肺组织的 SDHA 表达减弱，ATP

合成减少。ATP 生成量的变化还体现在线粒体形态的
变化上 ：染尘初期，线粒体体积变大，功能增强，以
满足大量合成 ATP 的需要 ；后期线粒体结构受到一定
程度的破坏，功能减弱，ATP 生成减少。

ATP 含量的改变还引起 ATP 酶活性对应的改变。
ATP 酶 包 括 Ca2+-Mg2+-ATP 酶 和 Na+-K+-ATP 酶。本 研 究
中，Ca2+-Mg2+-ATP 酶出现变化。Ca2+-Mg2+-ATP 酶在维持细
胞内Ca2+ 浓度稳定性方面意义重大。Ca2+ 作为第二信使，
调控细胞的正常生理活动［17］。矽尘及其诱导产生的细
胞因子可损伤膜结构，诱导致 Ca2+ 内流 ；Ca2+-Mg2+-ATP

酶则将其排出，该过程需要消耗 ATP。本研究中，初
期由于 ATP 和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶均升高，肺组织并不会
出现大的问题，而后期由于 ATP 的下降，机体无法为
Ca2+-Mg2+-ATP 酶提供更多的能量，从而造成 Ca2+ 超载，
引起细胞器的损伤，甚至凋亡［18］。线粒体的损伤可通
过线粒体途径诱发细胞的凋亡［19］。细胞凋亡会启动机
体的修复机制。当修复障碍时，会引起异常成分在细
胞外间质过度沉积，诱发纤维化［20］。凋亡的肺实质细
胞若为纤维组织取代，即可形成肺的纤维化［21］。

总之，矽肺纤维化进程中出现 SDHA 表达异常，
影响了 ATP 的生成，可导致细胞凋亡，组织修复发生
障碍时，就会出现纤维化。本研究虽然观察到肺组织

线粒体的动态变化，然而，只以肺组织注射生理盐水
后 120 d 的大鼠为对照，未设计肺组织注射生理盐水
后 30、60 d 的对照组，这是本研究设计的一个缺陷 ；
另外由于本实验为整体动物实验，且未进行 SDHA 

mRNA 的干扰，因此，尚需要通过细胞培养及 RNA 干
扰技术，以确定发生 SDHA 异常表达的细胞，以及该
异常与线粒体变化之间的确切机制。
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· 告知栏 ·

《生态毒理学》最新教材和慕课介绍

普通高等教育 “ 十三五 ” 规划教材《生态毒理学》（孟紫强主编）已由中国环境出版集团于 2019 年
10 月出版。该书是以普通高等教育 “ 十一五 ” 国家级规划教材《生态毒理学》（孟紫强主编，高等教育
出版社，2009）和《生态毒理学原理与方法》（孟紫强主编，科学出版社，2006）为基础，结合近年来该
学科在教学和科研发展中取得的成果而编著的最新生态毒理学教材，可供环境类、生态类、资源类及
相关专业本科生教学使用，也可供相关专业研究生、科研工作者及管理人员学习参考。

全书分四篇十五章。第一篇为总论，由第一章 ~ 第七章组成，系统阐述生态毒理学的基础理论，
包括生态毒性作用的概念及其机理、污染物的生物吸收与转化规律、生物富集、不同水平的生态毒理
学效应及生态风险评价方法与应用等。第二篇为分支学科，由第八章 ~ 第十章组成，对陆地、淡水及
海洋等生态系统生态毒理学进行论述，主要反映野外研究的成果和建树。第三篇为生物类群生态毒理
学，由第十一章 ~ 第十五章组成，论述植物、动物（鱼类、两栖类、昆虫、鸟类等）及微生物生态毒理学，
重点反映室内外种群研究的理论成果及其应用。第四篇为实验指导，由 22 个生态毒理学实验组成，
供学生实验和科研选用。

此外，本书力图打造成一本立体化、新形态教材，每章后有教案、参考文献以及相关补充材料的
二维码，可供扩展阅读或教学使用。首次扫描二维码时，请先关注中国环境出版社公众号 ；由于网络
问题，可能会出现加载不上的问题，可以一键下载资料，然后进行查看、学习。主编还组织 6 所著名
大学的教授、副教授和讲师以本书为脚本制作了《生态毒理学》慕课，在 “ 中国大学 MOOC” 网（https://

www.icourse163.org/）和 “ 智慧树 ” 网（https://www.zhihuishu.com/）等线上开课，供大家免费观看和
学习，学员与老师可方便地进行网上交流。


