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目的
!

测定犬窦房结功能及其组织学的增龄性变化!初步探讨老年病态窦房结综合征形成的潜在机制$方法
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别检测幼年组"

$
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岁#和老年组"
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岁#的杂交犬"
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#的窦房结功能!利用
W3

及
V;++",

染色鉴定窦房结组织学变化$结果
!

犬窦房结功能随年龄递增而递减!固有心率"
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#%校正窦房结恢复时间"
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!老年组"
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组间差异有统计学意义"
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#%犬窦房结组织中窦房结细胞数目随着年龄的增加而逐渐

减少!窦房结间质随年龄增加而递增$结论
!

犬窦房结功能呈增龄性减退的现象!其可能与窦房结细胞数目减少及间质逐渐增多

有关$
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窦房结在心脏传导系统中自律性最高#是正常心脏电活动

的起搏点*窦房结起搏细胞自律性地产生动作电位并经传导

系统到达心肌细胞而控制心脏的节律性收缩*病态窦房结综

合征$

+#IR+#,M++

O

,!9">:

#

SSS

%是指由于窦房结及其邻近组织

病变引起窦房结起搏功能和$或%窦房传导功能障碍#从而引起

一系列心律失常及临床症状的一组综合征*临床研究表明

SSS

的发病率随着年龄的增加而增加#并以老年人群为甚&

$

'

*

目前研究发现窦房结功能呈增龄性递减与窦房结的重构相

关&

1.'

'

*本研究通过观察不同年龄组犬的窦房结功能及组织学

的变化来探讨窦房结功能增龄性减退的可能机制*
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材料与方法
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实验动物
!

雌雄不拘的健康杂交犬共
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只#幼年组$
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个月龄%(成年组$
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岁%和老年组$
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岁%各
0
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L
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%*实验过程中对动物的饲养及取材均遵守实验动

物管理与保护的有关规定*采用
3̂BD1%%%Z

多道电生理记

录仪$四川锦江通用实业有限公司%测定犬的窦房结功能*
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窦房结功能的测定
!

以
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戊巴比妥钠按
'%>

L

"
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L

经

腹腔注射*经颈静脉插管置鞘#将
)8

四极电极导管尖端朝向

右侧进入心腔#根据心内电生理图来调整导管的位置#当心内

电生理图显示
B

波明显时可有效刺激*固有心率$
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QW?

%的测定!在心内程序刺激之前给予阿托品
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%及美托洛尔$
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%静脉注射#记录药物注

射
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后最高最稳定的心率#即为
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*窦房结恢复时

间$

+#,M+,"!:9:I"F:9

O

=#>:

#

SA?E

%及校正的窦房结恢复时间
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%的测定!在心房用

S$S$12%
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的刺激频率连续刺激
'%+

#记录最后一个刺

激脉冲
S$

的起点到第一个恢复
B

波的起点为
SA?E

*用

SA?E

减去该次刺激前的窦性周期长度#即为
5SA?E

*
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窦房结的取材及免疫组织化学
V;++",

染色
!

窦房结功

能测定完毕后#即刻用空气栓塞法处死动物#无菌操作下取出

心脏#沿冠状沟去除心室部分#保留冠状沟以上的组织#分辨出

右房(腔耳角$上腔静脉与右心房相接处的夹角%(界沟等解剖

位置#以腔耳角上方
%&2I>

为起点#界沟为中线#取宽约
$&%

I>

#长约
1&%I>

的组织块即为窦房结组织#用
0b

多聚甲醛固

定*按窦房结长轴$界沟走行方向%连续进行横切石蜡切片#片

厚
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#每
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张为一组#行
V;++",

染色*利用
Q>;

L

:.

K

9"

4<M+)&%

图像分析系统#高倍镜下随机选取
2

个视野$
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统计每高倍视野窦房结间质所占比例#每高倍视野窦房结间质
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比例$
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$每高倍视野窦房结间质面积"每高倍视野窦房结

组织面积%

]$%%b

*

?&B

!

统计学处理
!

采用
S4SS$'&%

软件进行统计分析#计量

资料用
=e;

表示#两组间均数比较采用
6

检验#多组间均数比

较采用方差分析#两两间多重比较采用
?

检验#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义*
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结
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果
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犬窦房结功能的增龄性变化
!

心内电生理检测方法测定

犬窦房结功能结果显示!随着年龄的递增#犬窦房结功能呈现

减退现象*

QW?

逐渐降低#同时
5SA?E

逐渐增加#各组间比

较差异有统计学意义$

!
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%#见表
$

*

表
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犬窦房结功能的增龄性变化&
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窦房结功能 幼年组 成年组 老年组
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#与幼年组比较)

@

!
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#与成年组比较*
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!

犬窦房结组织学表现
!

低倍镜下观察犬窦房结组织切片

发现犬窦房结组织为形状不规则的淡染色区域#并能与窦房结

周围的组织明显区分开来*窦房结表面为心外膜组织#偶尔可

见少量的心房肌于窦房结组织内#其深面有较厚的心房肌组织

及心内膜#也可发现一些区域的心房肌纤维可深入到窦房结组

织中*供应窦房结血供的窦房结动脉大多位于窦房结组织的

中央部分#也有部分位于窦房结组织的外周#窦房结动脉的管

壁较厚#周围被胶原纤维所环绕#并向四周辐射*高倍镜下观

察发现窦房结起搏细胞#细胞核大#约占细胞直径的
$

"

1

以上#

呈圆形或多边形#细胞质透亮呈浅染*见图
$B

*

!!

光镜下观察各年龄组窦房结组织形态发现#窦房结起搏细

胞数目在幼年组最多#间质细胞较少#并随着年龄的增长起搏

细胞数目逐渐减少#而在老年组中脂肪细胞最多#起搏细胞数

目较少#间质细胞随着年龄递增而呈增加的趋势&幼年组

$

%&1%e%&%'

%

b

#成年组$

%&01e%&%2

%

b

#老年组$

%&2(e

%&%2

%

b

'#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%*见图
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!
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B

!犬窦房结组织形态$

V;++",'

色
]0%%

%)

Z

!幼年组$

V;++",'

色
]$%%

%)
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!成年组$

V;++",'

色
]$%%

%)

D

!老年组$

V;++",'

色
]$%%

%*

图
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!!

各年龄组窦房结组织
V;++",

染色

A

!

讨
!!

论

本实验发现犬的窦房结所在位置与其他哺乳类动物类

似&

0.-

'

#位于界嵴及上(下腔静脉之间的区域#其长轴与界嵴平

行#并可以存在个体差异*光镜下发现它是由一组结构稀疏#

细胞质淡染(细胞核深染的起搏细胞组成#这一组起搏细胞由

胶原弹性及网织纤维包裹而形成*窦房结动脉提供窦房结的

血运#其可在窦房结结构中央#也可以处于其周围*

本研究观察发现#随着年龄的递增#窦房结间质逐渐增多#

窦房结功能逐渐减退#这与其组织学及电学重构相关&

/

'

*在人

体窦房结研究中发现#随着年龄增加#窦房结细胞减少#脂肪浸

润加重&

(

'

#

(

型胶原纤维逐渐增加&

$%

'

#这与本研究结果相似*

在窦房结退行性改变的病理学研究发现#这种组织学的重构主

要与窦房结动脉硬化及脂肪浸润有关&

$$.$1

'

*这一现象支持在

老年病态窦房结综合征的患者中缺血因素可能是其主要原因*

此外#窦房结细胞的
0

期自动除极是多种离子通道及相应

离子流参与的电活动#其中#超极化激活的环核苷酸门控的阳

离子通道超激化激活环核苷酸门控通道$
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O
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L
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#

W5A

%通道在窦

房结自动除极的作用最为显著#也是窦房结组织的特异性标

志*窦房结自动除极的相关离子通道的增龄性变化也会导致

窦房结功能的降低#

^

型(

E

型钙通道和
W5A0

通道产生的
QH

电流的增龄性降低被认为是老年窦房结功能降低的主要原

因&

$'

'

*也有研究发现窦房结
W5A1

及缝隙连接蛋白
IN0'

表

达降低也有可能是导致窦房结功能增龄性降低的原因&

$0.$2

'

*

本研究发现犬窦房结在组织学及功能学上的增龄性变化

初步揭示老年性窦房结功能退化的可能原因#但仍需要进一步

深入研究其潜在的分子机制*
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前列腺癌中有较高的突变率&

$)

'

*

*!T!

作为一个抑癌基因#

是否可以通过促进
7<#1

蛋白全长降解或抑制
7<#1

全长蛋白的

入核#从而使得
WG

"

7<#

信号通路受到抑制+

为了研究
S4P4

是否通过介导
WG

"

7<#

信号通路参与胃癌

的发生发展#本研究利用基因转染技术成功构建
S4P4

表达质

粒
4_Z)

"

62.W#+Z.S4P4

#并将其转入靶细胞胃癌
B7S

细胞

系#成功构建稳定表达
S4P4

的细胞模型以便研究
S4P4

在胃

癌细胞中的功能*

本研究中表达质粒采用的载体是
K

_Z)

"

62.W#+Z

#选择酶

切位点
A

4

'

(

和
J-6

(

#先
45?

法获得
S4P4

基因全长#双酶

切接入载体#成功构建表达质粒
4_Z)

"

62.W#+Z.S4P4

*为了

构建稳转表达
S4P4

的胃癌细胞系#将表达质粒
4_Z)

"

62.

W#+Z.S4P4

转染入胃癌细胞系
B7S

#根据
K

_Z)

"

62.W#+Z

载

体上有
ZSD

耐受基因#作者选择杀稻瘟菌素进行反复筛选#以

便得到稳定表达
S4P4

的同源细胞系#用于后续观察*

总之#本研究成功构建
4_Z)

"

62.W#+Z.S4P4

表达质粒#

并成功筛选出稳定表达外源性人
*!T!

基因的胃癌
B7S

细

胞系#为进一步研究
S4P4

对胃癌细胞生物学行为实验研究及

为胃癌发生发展的研究奠定基础*
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