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方法检测慢性心房颤动患者心房肌中
1a.

蛋白的表达'
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探讨慢性心房颤动患者与窦性心律患者心房组织
1a.

蛋白表达水平的差异%方法
!

将
..

例接受体外循环

手术患者常规切除的右心耳组织作为研究对象!根据心房颤动的定义将标本分为
.

组(窦性心律组"

#f7.

#'心房颤动心律组"
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#!提取患者心房组织的总蛋白!采用二辛可宁酸"
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#方法检测总蛋白浓度!应用酶联免疫吸附测定"
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#检测心房组织

1a.

蛋白水平%结果
!

每孔上样量总蛋白为
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的条件下!窦性心律组患者心房组织
1a.

蛋白浓度为"

7=73A-=7.
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心房颤动心律组患者心房组织
1a.

蛋白浓度为"
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!两组比较!差异有统计学意义"
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#%结论
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慢性心房

颤动患者心房肌组织
1a.

蛋白的表达水平明显高于窦性心律患者%
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%在不同的组织广泛表达#包括脑)神经系统)

骨骼肌以及平滑肌等(
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1a

蛋白参与调节神经的兴奋#激素

的分泌以及神经元动作电位缓慢后超极化等功能'到目前为

止#

1a

有
3

个基因编码!

>T7

)

>T.
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>T3

$

T0NN7

)

T0NN.

和
T0NN3

%#其中
1a.

蛋白对
O

#

ONFI

最敏感#其半阻断浓度

为
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#

NET
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近几年来#心房组织
1a.

蛋白的研究成为热点#在人和小

鼠的心房组织中#

1a.

蛋白在肌细胞复极化的过程中#特别是

动作电位的末期起到非常重要的作用#并且
1a.

蛋白在心房

和心室组织的表达量不同#在心房组织的表达明显高于心

室(

,

*

'本试验主要研究慢性心房颤动患者心房组织
1a.

蛋白

的变化情况'应用酶联免疫吸附测定$
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N$&TFIZ$CFNNL&
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%技术检测人心肌细胞
1a.

蛋白在窦

性心律和心房颤动心律表达的差异'

A

!

资料与方法

A=A

!

一般资料
!

..

例接受体外循环手术的患者均为泸州医

学院附属医院心胸外科的住院患者#取其常规切除的右心耳组

织标本作为研究对象'本实验得到泸州医学院伦理委员会的

批准#所有试验程序遵照国内的相关法规和政策'根据心房颤

动的定义标准将标本分为
.

组!窦性心律组
7.

例)心房颤动心

律组
7-

例#患者临床资料见表
7

#其性别)年龄)心率)心功能

和超声心动图指标的差异均无统计学意义'

表
7
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窦性心律和心房颤动患者的临床资料

组别
#

性别$男"女% 年龄$岁% 心室率$次"
NFI

% 左心房内径$

NN

%右心房内径$

NN

% 心左室舒张末期内径$

NN

%

窦性心律组
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膜蛋白的提取
!

组织剪碎加入
7N@

蛋白提取液#液氮

研磨#冰上孵育
3-NFI

#

,_

#
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M

离心
;NFI

#取上清液'

A=C

!

蛋白浓度的检测
!

采用美国
2P$%NE

公司的二辛可宁酸

$

<FKFIKPEIFIFKOKFC

#
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%蛋白检测试剂盒#将试剂
)

与试剂
0

按照
;-e7

的体积比混合成工作液#每个微孔中加入
.--

#

@

工作液#依次再加入
7-

#

@

的标准品或待检测的蛋白样品#轻

微震荡混匀#避免产生气泡#

3J_

孵育
3-NFI

#冷却到室温后#

用
2$KOI:ISFIFQ$+.--

型多功能酶标仪在
;B.IN

处检测光密

度值'

A=D

!
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试验
!

采用美国
H̀KI

公司人
a'55.6@:1)

试

剂盒$

H̀KI68--;-!`

%依次将标准品)待测样品
7--

#

@

加入

到酶标板中#盖上覆膜#防止样品蒸发#

3J_

温育
.P

#弃去液

体#每孔加检测
)

工作液
7--

#

@

#酶标板加上覆膜#

3J_

温育

7P

#弃去孔内液体#每孔用
3;-

#

@

洗涤液洗涤#浸泡
7

!

.NFI

#弃去液体后#重复洗板
3

次#甩干孔内的洗涤液#然后每

孔加入检测
0

工作液
7--

#

@

#酶标板加上覆膜#

3J _

温育

3-NFI

&弃去孔内液体#洗板
;

次'每孔加底物溶液
?-

#

@

#酶

标板加上覆膜#

3J_

避光显色
7-

!

7;NFI

'最后每孔加终止

溶液
;-

#

@

终止反应#此时溶液由蓝色立即转为黄色'终止液

的加入顺序和底物溶液的加入顺序相同#在确保酶标板底无水

滴及孔内无气泡后#立即用酶标仪在
,;-IN

波长测定各孔的

光密度值'

A=E

!

统计学处理
!

采用
1/117-=-

软件进行统计学分析#计

量数据用
IA<

表示#组间比较采用单因素方差分析$
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B

!

结
!!

果

6@:1)

方法可以检测到人心房肌细胞
1a.

蛋白的表达#

人
a'55.6@:1)

的标准曲线见图
7

'每孔上样量总蛋白为

-=7N

M

的条件下#窦性心律组患者心房肌细胞
1a.

蛋白浓度

为$

7=73A-=7.

%

I
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#心房颤动心律组患者心房肌细胞
1a.

蛋白浓度为$

3=?8A-=,8

%

I
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#两组比较#差异有统计学意

义$

.
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图
7
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人
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的标准曲线

C

!

讨
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论

心房颤动是临床上最常见的持续性心律失常#是由不规则

的)紊乱的心房电活动所引起#常见于风湿性心脏病和冠状动

脉粥样硬化性心脏病'慢性心房颤动不但发病率高#持续时间

长#且伴有严重的并发症#严重威胁人类的健康'

目前对心房颤动发生机制的研究主要有
3

种学说!折返机

制学说)主导环学说及+心房颤动致心房颤动,学说'其中+心

房颤动致心房颤动,指的是心房颤动的反复发作或者连续的电

刺激会导致心房电重构$

OQ%FOT$T$KQ%FKOT%$NEC$TFI

M

#

)6Y

%的

改变#其后果使心房颤动趋于一种自我维持状态'

)6Y

表现

为心肌有效不应期$

$SS$KQFR$%$S%OKQE%

"#

$%FEC

#

6Y/

%进行性缩

短#离散度增加#频率适应性下降)消失或反向变化#这些改变

对心房颤动的发生)维持和发展起着重要的作用'不管是慢性

心房颤动患者#还是心房颤动的动物模型#心房细胞
@

型钙电

流$

@Q

"#

$KOTKFLNKL%%$IQ

#

:

'O&@

%)瞬间外向钾电流$

Q%OIHF$IQ

ELQUO%C

#

EQOHHFLNKL%%$IQ

#

:

QE

%明显下调#同时内向整流钾电

流$

FIUO%C%$KQFSF$%

#

EQOHHFLNKL%%$IQ

#

:

ZF

%上调#但乙酰胆碱敏

感性钾电流$

OK$Q

"

TKPETFI$H$IHFQFR$
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EQOHHFLNKL%%$IQ
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%在

心房颤动时的变化报道不一致(

;&8

*

#这也说明心房多通道电流

参与了心肌细胞的
)6Y

过程(

?

*

'

有人应用逆转录聚合酶链反应$

%$R$%H$Q%OIHK%F

#

QOH$&

#

E&

T

"

N$%OH$KPOFI%$OKQFEI

#

Y2&/'Y

%)

$̂HQ$%I<TEQ

以及共聚焦荧

光成像等实验方法证实了在小鼠和人的心房和心室肌细胞存

在
1a.

蛋白'电生理实验研究发现#

1a.

电流为外向电流#可

以使心房肌细胞动作电位末期复极化时程缩短#相反#加入特

异性的阻断剂
O

#

ONFI

后#

1a.

受到抑制#动作电位时程延长'

这表明
1a.

电流可能参与心肌动作电位复极的过程'因此#

1a.

蛋白的电生理学意义可能与维持心肌细胞正常的动作电

位时程和形态有关'并且
1a.

电流密度在小鼠的心房肌细胞

和心室肌细胞存在差异#即心房肌细胞
1a.

电流密度远远大

于心室肌细胞'

目前关于心房颤动与
1a.

蛋白研究的报道不多#并且还

局限于动物模型'

4[

M

$I

等(

7-

*研究发现#兔肺静脉经过间歇)

短阵的高速起搏后#肺静脉肌嗅细胞
1a.NY5)

)蛋白以及电

流水平都相应增加#动作电位复极时程缩短#而动作电位时程

缩短又是引起心房颤动的原因之一'通过免疫荧光染色后观

察到
1a.

蛋白从核周向细胞膜转移#这也说明
1a.

蛋白参与

细胞电重构'这是第一次将
1a.

蛋白与心房颤动的关系进行

研究#也为致心律失常因素的研究提供了基础'丹麦的
*FI$HH

等(

77

*用自发研制的
1a

阻滞剂
518;?3

#观察其对大鼠心房颤

动模型的影响#

518;?3

作用机制是通过降低
1a

蛋白对钙离

子敏感性#影响
1a

蛋白的活性'这种阻滞剂可以预防和终止

离体和在体的大鼠心房颤动模型#并且
518;?3

还是心房特异

性药物#不影响心室的电活动'研究发现持续性心房颤动患者

的右心耳
1a.

电流明显增加#这表明心肌细胞
1a.

蛋白参与

和介导了心房颤动的
)6Y

过程(

7.

*

'但是在完全敲除
>T.

基

因的小鼠模型上发现#心房肌细胞的动作电位时程明显延长#

特别是动作电位的末期延长#而动作电位的末期对异常兴奋极

其敏感#容易诱发早后除极#从而导致心房颤动的发生#这与经

典的心肌动作电位时程缩短导致心房颤动的观点相违背(

73

*

'

1a.

的电重构除了参与心房颤动的发生机制#还在心力衰竭的

家兔诱发的心室颤动模型上发现#心室外膜肌细胞
1a.

蛋白

及电流水平增加#导致细胞动作电位时程明显缩短#容易诱发

心室颤动(

7,

*

'
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是一种敏感性高)特异性强)重复性好的实验方

法#其试剂稳定)易保存)操作简便)结果较客观#既适宜于大规

模筛查试验又可以用于少量标本的检测#既可以做定性试验也

可以做定量分析等优点#目前已广泛应用于临床诊断和基础研

究领域'虽然
6@:1)

方法灵敏度及特异性相对较高#但只能

检测到目的蛋白的
I

M

水平#因此#如果提取标本的蛋白浓度较

高#建议将其稀释后再进行
6@:1)

实验'

$̂HQ$%I<TEQ

和

6@:1)

都是可以进行蛋白检测的实验方法#与
6@:1)

方法相
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比#

$̂HQ$%I<TEQ

只能进行半定量检测#但是可以加入内参与

目的蛋白进行比较#这点
6@:1)

做不到'可以根据实验的需

要#选择适宜的蛋白检测方法'由于本实验标本含有血液#红

细胞破坏溶解时会释放有过氧化物酶活性的血红蛋白#在以辣

根过氧化物酶$

PE%H$%OCFHP

#

$%EWFCOH$

#

!Y/

%为标记的
6@:1)

检测过程中#会导致非特异性显色#干扰实验的检测结果(

7;

*

'

因此在进行标本研磨前#用磷酸盐缓冲溶液$

#

PEH

#

POQ$<LSS&

$%$CHETLQFEI

#

/01

%冲洗组织#以减少血凝块和红细胞对实验

结果的影响'

综上所述#在慢性心房颤动时人心房肌右心耳组织
1a.

蛋白表达量明显增加'基于
1a.

电流在心房组织和心室组织

的表达不同#

1a

蛋白的特异性阻滞剂提供了治疗心房颤动的

可能#这种药物直接针对心房肌细胞而不影响心室肌细胞的电

活动#这可以减少传统抗心律失常药物的不良反应#也为临床

新药的研发提供实验基础和理论依据'
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