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#摘要$

!

目的
!

明确在慢性心房颤动"

MA

%中
cF-1/.

N

,)*)-&<

"

cGE<

%表达变化及意义&方法
!

从心脏外科体外循环手术中获

取
<!

例窦性心律"

JI

%患者和
65

例慢性
MA

患者右心房肌组织!采用免疫组织化学方法测定心房肌组织
cGE<

蛋白的分布#实时

荧光定量
GHI

法检测心房肌
cGE<'IBM

水平#

U2+/2O-T*./

测定人心房肌
cGE<

蛋白水平&结果
!

免疫组织化学实验发现
JI

组与
MA

组心房肌组织上均存在
cGE<

蛋白表达!

JI

组着色更明显#

MA

组心房肌
cGE<'IBM

水平和蛋白水平均明显低于
JI

组"

!

$

505!

%&结论
!

慢性
MA

患者心房肌
cGE<

的表达下调可能与心房肌细胞内钙紊乱密切相关&
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心房颤动!

(/O)(*P)TO)**(/).-

#

MA

"是临床最为常见的持续

性心律失常#有较高的发病率和致死率#临床治疗效果欠佳#药

物治疗还可增加室性心律失常的发生率)

!

*

$细胞内钙处理异

常被认为是心房功能紊乱的最主要原因)

<

*

$

cF-1/.

N

,)*)-+

!

cGE+

"是新近发现存在细胞膜
D

型钙通道!

D>HH

"与肌浆网

I

3

I<

间的膜耦联复合物#是可兴奋细胞参与细胞内钙信号转

导的重要亚细胞结构)

6

*

$

cGE+

包括
;

种亚型
cGE!

+

cGE<

+

cGE6

和
cGE;

#心肌上主要表达
cGE<

$有研究发现小鼠心脏

cGE<

基因沉默可导致肌浆网钙泄漏而致心力衰竭)

;

*

#而在

MA

心肌中
cGE<

会发生怎样的改变#目前还不清楚$

=

!

资料与方法

=0=

!

一般资料
!

所取标本来源于
<5!6

年
6

/

!!

月本院胸心

外科体外循环手术患者右心房肌组织#包括窦性心律!

JI

"

<!

例和慢性
MA

患者
65

例#术前所有患者均签署了知情同意书#

并获得医院伦理委员会的批准$

=0>

!

方法

=0>0=

!

免疫组织化学
!

取
JI

组
#

例和
MA

组
#

例患者右心

房组织用于免疫组织化学染色$标本从术中取回后经
!5X

福

尔马林固定后制作蜡块后切片#给予
cGE<

一抗!

MT1('

公司#

!e<55

"孵育过夜#二抗!

EIG!e<555

"孵育
65')-

$应用二

氨基联苯胺显色#并在显微镜下观察#显色后
#')-

#复染再脱

水#用中性树胶封片$细胞膜和胞质呈现二氨基联苯胺棕黄色

着色为表达阳性$

=0>0>

!

实时荧光定量
GHI

法测定人心房
cGE<'IBM

表达

水平
!

cGE<

%上游引物
#b&H>>>KM KK>KKHMKK>K>

H>M&6b

#下游引物
#b&M>>HHK>MKHK>HHH>>KM&6b

(

$

&(1/)-

%上游引物
#b&MHMH>K>KHHHM>H>MHK&6b

#下游

引物
#b&>K>HMHKHMHKM>>>HH&6b

$

>O)[.*

法提取心房

肌总
IBM

#采用
I2R2O>O(&G*F+

扩增试剂盒从
!

"

C

总
IBM

中

逆转录合成
1VBM

#所得
1VBM

以
J\WI

2

KO22-I2(*/)'2

GHI=(+/2O=)L

!

>̂ \̂ Ŵ

"进行扩增#以
$

&(1/)-

作为内参基

因#采用
<

$

11

H/法进行计算$

=0>0?

!

U2+/2O-T*./

检测
cGE<

蛋白水平
!

将心脏手术中取

回的心房肌标本于
GWJ

液中去除血液#剪去结缔组织及脂肪

组织后#放入预先标记好的
%G

管中于
$:5a

冻存备用$收集

齐标本后!

JI

组
!7

例#

MA

组
<#

例"于冰上冻融并剪成小块

!

!'' !̀'' `!''

"#加入裂解液
<5'

C

'

!55

"

D

间断匀

浆
<')-

#至无明显颗粒后#在超声波下处理
6

次#每次
!5+

$

随后于冰上裂解
65')-

#再以
!5555O

'

')-;a

条件下离心
!5

')-

取上清液$取少量上清液用
WHM

蛋白浓度测定试剂盒按
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使用说明测定蛋白质浓度$以每孔
<#

"

C

蛋白量进行
JVJ&

GMK%

电泳#先以
:5_

电容
;5')-

#再以
!55_

电泳
!<5')-

#

电泳完成后再转移至聚偏二氟乙烯!

G_VA

"膜上#经
#X

脱脂

奶粉封闭
!,

后#用
cGE<

一抗!

MT1('!e#55

"和
KMGVE

一

抗!

!e<555

"孵育过夜#隔日用辣根过氧化酶标记的二抗!

!e

!5555

"孵育#采用化学荧光!罗氏"显影$

=0?

!

统计学处理
!

采用
JGJJ<505

软件进行统计分析#计量

资料以
Li=

表示#组间比较用非配对
7

检验#以
!

$

505#

为差

异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

临床资料特征
!

持续性
MA

患者持续时间均大于
7

个

月$

MA

组左房直径明显大于
JI

组#心功能
3

级患者多于
JI

组#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$见表
!

$

>0>

!

免疫组织化学法测定
cGE<

在人心房中的分布
!

JI

组

心肌排列明显比
MA

组有规律#呈条索状排列(从组织着色可

以看出
JI

组和
MA

组心房肌上均存在
cGE<

的表达#且
JI

组

患者的棕黄色颗粒明显多于
MA

组$见图
!

$

>0?

!

两组心房肌
cGE<'IBM

水平
!

根据图像成像扫描#在

!"7T

N

和
!;<T

N

处分别观察到
cGE<

和
$

&(1/)-

扩增引物#以

JI

组与
MA

组心房肌
cGE<

'

$

&(1/)-

的比值为
!055i50<!<=0

506:i505;

!

!

$

505!

"#经统计分析表明
MA

组心房肌
cGE<

'IBM

表达水平比
JI

组明显降低了!

7!0"i607

"

X

$

>0@

!

两组心房肌
cGE<

蛋白水平
!

根据显影灰度值定量分析

cGE<

与
KMGVE

比值#经统计
JI

组与
MA

组的比值为

!06#i506:<=0507<i50<!

!

!

$

505!

"$结果显示与
JI

组相

比#

MA

组
cGE<

降低了!

#;0<i;07!

"

X

$见图
<

$

表
!

!!

患者资料

项目
JI

组!

%h<!

"

MA

组!

%h65

"

男'女!

%

'

%

"

:

'

!6 !;

'

!7

年龄!

Li=

#岁"

;<0#i#0< ;:0<i90#

二尖瓣病变 !

%

"

" !;

主动脉瓣病变 !

%

"

# "

瓣膜联合病变!

%

"

9 9

心功能分级!

%

"

!'

# 6

!(

!7 !;

!3

5 6

"

左室射血分数!

Li=

#

X

"

#609i<06 #70#i607

&

左房直径!

Li=

#

''

"

;!0;i<0: ##07i607

&

室间隔厚度!

Li=

#

''

"

!50#i507 !!0<i506

左室后壁厚度!

Li=

#

''

"

"0#i50" !50<i50;

!!

&

%

!

$

505#

#

"

%

!

$

505!

#与
JI

组比较$

!!

M

%

JI

组!

<̀55

"(

W

%

MA

组!

<̀55

"(

H

%

JI

组!

;̀55

"(

V

%

MA

组!

;̀55

"$

图
!

!!

人心房肌
cGE<

免疫组织化学染色结果

!!

M

%

cGE<

蛋白印迹原始图(

W

%标准化的
cGE<

蛋白的表达水平$

图
<

!!

两组心房肌
cGE<

蛋白水平

?

!

讨
!!

论

本实验结果表明#

cGE<

均广泛分布于
JI

和慢性
MA

患

者心房肌组织中$与
JI

患者相比#从组织水平+基因和蛋白

水平均证明了慢性
MA

患者心房肌
cGE<

表达明显下调#表明

MA

改变了
cGE<

的正常功能#可能参与了
MA

的发生和维持$

cGE+

是新近发现存在于可兴奋细胞膜与肌浆网之间的膜

耦联蛋白#使二者保持在一个较近的距离)

;

*

#有利于细胞膜与

肌质膜之间的信号转导#在兴奋
&

收缩耦联过程中发挥重要作

用$

cGE+

在哺乳动物中有多种亚型分布#

cGE<

主要分布在

心肌上#

cGE<

位于细胞膜
D

型钙通道与肌浆网
I

3

I

间的连接

蛋白#对细胞内钙稳态调控中发挥重要作用)

#&7

*

$在生理状态

下#

cGE<

在心肌超微结构形成和对心脏负荷的反应中起到重

要保障作用$

cGE<

功能调节异常与多种心血管疾病相关#目

前对于
cGE<

功能异常对心脏的损害主要集中在心肌肥大及

与心力衰竭的相关性研究$研究发现心肌肥大可引起
cGE<

表达下调#同样心肌
cGE<

基因沉默可降低心肌兴奋
&

收缩耦

联和细胞内钙稳态)

9

*

$

cGE<

过表达不能增强其基本功能#但

能缓解向心力衰竭的发展)

:

*

$在心力衰竭心肌细胞上)

"

*

#心脏

负荷可导致
cGE<

的转运异常#

cGE<

失去在
>

管'
f

线区域的

正常定位#导致其在细胞膜上的重新分布$

不正常的细胞内钙处理在心房颤动的发生与维持中发挥

重要作用$本研究中发现
cGE<

在
MA

时明显下调#这表明

MA

使
cGE<

功能下调#心房肌兴奋
&

收缩脱耦联#兴奋收缩偶

联效率降低#细胞内钙调节紊乱#进而影响心房肌的收缩功能$

有研究发现)

!5

*

#

cGE<

突变
%!7"]

可导致阵发性
MA

或室上性

心动过速的发生#可能与其损害细胞内钙调节相关$进一步研

究发现在
ED&!

细胞上)

!!

*

#

cGE<

突变
J!5!I

#

\!;!E

或

J!7#A

使细胞自发性钙释放的幅度和频率均明显降低$舒张

期肌浆网钙泄漏是
MA

的重要病理机制之一$研究发现)

!5

*

#

降低
cGE<

表达可通过直接增加
I

3

I<

开放概率和间接降低

9;56
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月第
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<<

期



钠钙交换体活性#进而增加肌浆网钙泄漏#促进心力衰竭的发

展$这也间接表明
MA

时
cGE<

表达下调可能通过增加钙泄

漏而促进
MA

的发展$

最新研究发现)

!5

*

#

cGE<

错义突变降低了
cGE<

与
I

3

I<

间的结合比率#使
I

3

I<

功能受损导致舒张期肌浆网钙泄漏和

房性心律失常#这表明了
cGE<

可能是治疗
MA

的潜在靶点$

与此同时在同一期杂志上另有课题组也证明
cGE<

在稳定

I

3

I<

功能中发挥重大作用#也同时证明了
cGE<

功能异常参

与了
MA

钙泄漏过程$本结果也支持了
cGE<

表达下调参与

了
MA

病理生理机制的调节#为探索
MA

的潜在治疗靶点提供

理论依据$
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