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#摘要$

!

目的
!

探讨风湿性心脏病"风心病$心房颤动"房颤$患者心房组织纤维化重构及其可能机制&方法
!

收集四川省宜

宾市第二人民医院
'#!2

年
!#

月至
'#!$

年
!#

月风湿性心瓣膜病行二尖瓣置换术或先天性心脏病开胸修补术患者的临床资料和

右心房组织标本!分为窦性心律组"

/GM*;/

组$%阵发性房颤组"

/GM*

I

:O

组$%持续性房颤组"

/GM*%:O

组$!以行先天性心脏

病开胸修补术且为窦性心律组"

UGM*;/

组$&普通光镜下观察各组患者心房组织结构!苦味酸天狼猩红染色偏振光显微镜分析

各组
$

%

%

型胶原容积分数"

Û O

$及
$

'

%

型
Û O

比值!

_@>A@97Q?DA

及逆转录多聚酶链反应"

/-*0U/

$检测各组
-ZO*

#

!

的表

达&结果
!

/GM*%:O

组患者左心房内径"

W:F

$明显大于
/GM*;/

组"

!

#

#"#$

$!其余临床资料各组比较差异无统计学意义

"

!

$

#"#$

$&苦味酸天狼猩红染色提示胶原分布于心肌间质中!

$

%

%

型
Û O

及其比值在
UGM*;/

组%

/GM*;/

组%

/GM*

I

:O

组

和
/GM*%:O

组逐渐升高!差异有统计学意义"

!

#

#"#$

$&

-ZO*

#

!

蛋白和
&/]:

的表达在
UGM*;/

组%

/GM*;/

组%

/GM*

I

:O

组和
/GM*%:O

逐渐增加&结论
!

心房组织纤维化重构是风湿性心瓣膜病患者房颤的重要机制!

-ZO*

#

!

高表达可能参与心组织

房纤维化重构&

#关键词$

!

风湿性心瓣膜脏病#心房纤维化#心房颤动#转化生长因子
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心房颤动$房颤%是临床常见心律失常之一!是最严重的房

性心律失常!约占住院心律失常患者的
!

+

2

"房颤是导致血栓

栓塞!心力衰竭及生活质量低下等的重要原因!严重威胁患者

的生命与健康!由于其发病机制尚未完全清楚!目前无特别有

效的治疗手段"越来越多的研究表明心房组织纤维化重构是

房颤发生'维持及进展的重要机制之一(

!

)

"国内外基础和临床

研究提示!转化生长因子
#

!

$

-ZO*

#

!

%信号转导机制与组织纤

维化等密切相关(

'

)

"本试验研究风湿性心瓣膜病房颤患者心

房组织纤维化重构及
-ZO*

#

!

在蛋白和基因水平的表达情况!

探索房颤患者心房组织纤维化重构的机制"

B

!

资料与方法

B"B

!

一般资料
!

收集
'#!2

年
!#

月至
'#!$

年
!#

月四川省宜

1'$(

重庆医学
'#!+

年
!!

月第
()

卷第
2'

期

"

基金项目#宜宾市自然科学基金资助项目$

'#!2;O#!2

%"

!

作者简介#肖祥彬$

!1+2b

%!副主任医师!博士!主要从事心律失常方面的研究"



宾市第二人民医院风湿性心瓣膜病行二尖瓣置换术或先天性

心脏病开胸修补术患者的临床资料和右心房组织标本!有效病

例共
!#'

例!所有符合入选条件的患者均签署知情同意书"按

照心律特点分为分为窦性心律组$

/GM*;/

组%

!,

例!阵发性

房颤组$

/GM*

I

:O

组%

'!

例!持续性房颤组$

/GM*%:O

组%

('

例!以行先天性心脏病开胸修补术且为窦性心律组$

UGM*;/

组%

'!

例"排除标准#高龄患者$

$

)$

岁%*合并症状明显的呼

吸道感染者*甲亢或甲低者*高血压
2

级者*冠状动脉血管三维

成像或冠状动脉造影提示左前降支$

W:M

%'回旋支$

WUg

%或右

冠状动脉$

/U:

%狭窄
+#3

以上者*扩张型心肌病者*慢性肺源

性心脏病者*合并全身结缔组织疾病者"本研究经医院伦理委

员会审批"

B"C

!

方法

B"C"B

!

临床资料采集
!

收集研究对象性别'年龄'发病史'家

族史'体格检查'心电图'心脏彩超等资料"

B"C"C

!

标本采集
!

具有心胸外科手术指征并符合入选条件的

患者在体外循环下行二尖瓣置换术或先天性心脏病开胸修补

术"打开右心房后立即切去
2##&

H

左右的右心耳组织!去掉

脂肪组织!并用生理盐水洗尽血迹后分成两部分"一部分锡纸

包裹!液氮保存
2#&<7

!然后转入
b,#d

冰箱冷冻保存*另一

部分
(3

甲醛溶液固定!乙醇脱水!石蜡包埋切片$

$

!

)

"

&

%!

GV

或苦味酸天狼狸红染色!树胶封固"

B"C"D

!

组织病理学检查
!

石蜡切片
GV

染色!普通光镜下观

察心房组织结构"

B"C"E

!

苦味酸天狼猩红染色
!

以
#"!

H

天狼猩红溶解于
!##

&W

苦味酸饱和液配制成苦味酸天狼猩红染色液*石蜡切片脱

蜡至水!于苦味酸天狼猩红染色液浸染
!5

!脱水及二甲苯透

明!树胶封固"根据在偏振光显微镜下双折光强度和颜色可以

鉴别
$

型和
%

型胶原#

$

型胶原纤维呈很强的双折光性!排列

紧密!粗大!呈亮红色或桔黄色*

%

型胶原呈弱折光性!排列成

网状!纤细!呈绿色"在镜下不含血管区域随机选取
)

个视野!

P&6

H

@09D0?C>("#

病理图像分析软件计算两种胶原容积百分

比!并分别求其平均值!即胶原容积分数$

Û O

%!进一步计算
$

型+
%

型
Û O

比"

B"C"F

!

_@>A@97Q?DA

检测
-ZO*

#

!

蛋白表达
!

磷酸化蛋白裂

解液提取蛋白并测定蛋白样品浓度*配制
;M;*0:ZV

凝胶并

取适量蛋白样品!经
;M;*0:ZV

缓冲液
!##d

预热
$&<7

蛋白

充分变性"上样与电泳分离#冷却至室温并将蛋白样品上样到

;M;*0:ZV

凝胶加样孔内!设置电压
!##^

!电泳时间
!##

&<7

"转膜#在冰浴中使用
0̂ MO

膜$

OO02)

+

OO021

%!设置转

膜电流
(##&:

!转膜时间为
2#&<7

"漂洗与封闭#蛋白膜

_@>A@97

洗涤液$

0##'2U

%漂洗
'&<7

!吸尽洗涤液!并加入封闭

液!置于摇床上缓慢摇动!室温封闭
)#&<7

"一抗孵育#按照操

作说明步骤!

_@>A@97

一抗稀释液$

0##'2:

%稀释一抗!

(d

摇

床缓慢摇动孵育
!5

!

_@>A@97

洗涤液$

0##'2U

%缓慢摇动洗膜
2

次"二抗孵育#按比例使用
_@>A@97

二抗稀释液$

0##'2M

%稀释

辣根过氧化物酶标记的二抗!

(d

缓慢摇动孵育
!5

!

_@>A@97

洗

涤液$

0##'2U

%缓慢摇动洗涤
2

次"

M:=

显色"

=<D*/6F

凝胶成

像系统分析#

#

*6%A<7

为参考条带!测定条带吸光面积积分比值!

计算目的条带+
#

*6%A<7

条带值!并对目的蛋白进行分析"

B"C"K

!

逆转录多聚酶链反应$

/-*0U/

%检测
-ZO*

#

!

&/]:

的表达
!

总
/]:

提取#心房组织
'##&

H

!

!&W-9<D?

!

#"'&W

氯仿!室温振荡离心!吸取上层液!分别加入异丙醇'

+$3

乙醇

振荡离心弃上清液!

MV0U

沉淀!

b,# d

冻存"逆转录合成

%M]:

#反应体系(

!#f/-QCEE@9!

"

W

!

S

H

U?

'

'

"

W

!

-6

a

&<Y

M]:

I

D?

L

&@96>@2

"

W

!

/]6>@O9@@

双蒸超纯水
(

"

W

!

F]-0

S<YAC9@

$

!#&&

+

&D?

%

!

"

W

!

/]6>@

抑制剂
#"2

"

W

!

/67FD&

09@&<@9>#"$

"

W

)混匀快速离心
!

次"

0U/

反应#

/-

产物
$

"

W

加入
FFG

'

B

至总体积
'$

"

W

"反应条件#

1(d'&<7

!

!

个

循环*

1(d(#>

!

$$d(#>

!

+'d!&<7

!

2#

个循环*

+'d$

&<7

!

!

个循环"

0U/

产物
b'#d

冻存"取产物
!#

"

W

!

=CEE@9

'

"

W

!

'3

琼脂糖凝胶电泳!

=<D*/6F

凝胶成像系统分析!测定目

的片段与
#

*6%A<7

吸光度比值"引物序列见表
!

"

表
!

!!

引物序列

引物 引物序列 基因库代码 产物大小$
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组*
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/GM*
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组*

M

#

/GM*%:O

组

图
'

!!

各组心房肌
Û O

比较 &苦味酸天狼猩红染色
f!##

'

B"D

!

统计学处理
!

采用
;0;; !̂1"#

数据统计软件分析"计

量资料以
HcC

表示!采用方差分析进行两组间及多组间比较!

以
!

#

#"#$

为差异有统计学意义"

C

!

结
!!

果

C"B

!

临床资料分析
!

/GM*%:O

组患者左心房内径$

W:F

%明

显大于
/GM*;/

组!差异有统计学意义 $

!

#

#"#$

%"年龄'性

别'左室射血分数$

Ŵ VO

%等在各组间差异无统计学意义$

!

$

#"#$

%"见表
'

"

表
'

!!

各组患者的临床资料比较&

HcC

'

组别
&

年龄$岁%

W:F

$
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%
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组
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组
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组
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!!

6

#

!

#

#"#$

!与
/GM*;/

组比较

C"C

!

组织病理学检查
!

普通光镜下!

GV

染色显示在
UGM*

;/

组'

/GM*;/

组'

/GM*

I

:O

组'

/GM*%:O

组!心肌细胞周

围间质纤维化逐渐增多!心肌细胞数量逐渐减少!大小逐渐增

粗!排列紊乱程度逐渐加重!见图
!

"

表
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!!

各组心房肌
Û O

比较&

HcC

'

组别
&

$

型
%

型
$
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各组心房肌
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#

!

的表达&

HcC

'

组别
& &/]:
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组
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组
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组
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!

#
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!与
UGM*;/

组比较

C"D

!

各组心房肌
Û O

比较
!

苦味酸天狼猩红染色提示胶原

分布于心肌间质中"

$

'

%

型
Û O

及其比值在
UGM*;/

组'

/GM*;/

组'

/GM*

I

:O

组和
/GM*%:O

组逐渐升高!差异有统

计学意义$

!

#

#"#$

%!见表
2

'图
'

"

C"E

!

各组
-ZO*

#

!

的表达比较
!

-ZO*

#

!

蛋白和
&/]:

的表

达在
UGM*;/

组'

/GM*;/

组'

/GM*

I

:O

组和
/GM*%:O

逐

渐增加!见表
(

!图
2

'

(

"

图
2

!!

各组心肌组织中
-ZO*

#

!

蛋白表达

!!

S

#
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#
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组*

'

#

/GM*

I

:O

组*
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组*
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组

图
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!!

各组心肌组织中
-ZO*

#

!

&/]:

表达

D

!

讨
!!

论

!!

房颤是心血管领域重大难题之一!探索其有效的治疗手段

是该领域热门课题!这一问题关键在于对房颤发生机制的明

确"

!11+

年法国科学家
G6<>>6

H

C@99@

提出肺静脉肌袖电位是

房颤驱动和触发因素!并提出环肺静脉电隔离可终止房颤"近

'#

年!国内外心脏电生理学者对房颤触发'维持机制及其临床

问题的研究已形成热点"房颤发生与维持机制存在多子波折

返学说'心房离子通道电学重构学说及心房组织结构重构学

说"近年大量研究关注心房组织的结构重构!许多研究提示结

构重构在房颤发生与维持机制的作用大于电学重构(

2*(

)

"

-ZO*

#

是一类多功能的细胞因子!在结构上存在
2

种不同

的亚型$

-ZO*

#

!

'

#

'

和
#

2

%!其中
-ZO*

#

!

生物学功能最重要!

-ZO*

#

!

介导的细胞内
;&6F>

信号转导通路与组织结构纤维

化密切相关(

$

)

"动物实验表明!如果诱导结构正常心脏
-ZO*

#

!

过度表达也可导致心肌组织纤维化"

本研究发现!房颤组心肌间质纤维化明显增加!心房细胞

异常增大增粗且断裂!大小不均'排列紊乱'细胞核增大"进一

步研究发现!

$

型和
%

型
Û O

及其比值较窦性心律组明显升

!2$(

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



高!提示房颤组心房肌成纤维细胞增殖活跃!胶原蛋白合成与

分泌增加"心房组织纤维化过程既是心房损伤修复过程!也是

心房组织适应新的生理病理状态的调节过程!这一过程涉及心

房成纤维细胞和肌成纤维细胞肥大增生!合成分泌纤维网状胶

原增加"国外大量研究也表明!心房组织纤维化是心房结构重

构的重要机制(

)*,

)

!本研究结果与国外报道一致"

既往国内外研究发现!

-ZO*

#

!

细胞内信号转导与心房组

织纤维化重构密切相关(

1*!!

)

"

-ZO*

#

!

能诱导人心房成纤维细

胞
$

型胶原表达增加!动物实验发现!

-ZO*

#

!

高表达导致小鼠

心房间质纤维化加重"细胞实验发现!

-ZO*

#

!

诱导心房成纤

维细胞
$

型胶原表达增加!同时使
0*;&6F'

'

;&6F(&/]:

和

蛋白水平表达增加"本研究发现!

-ZO*

#

!

无论在蛋白质翻译

和基因转录水平的表达在
/GM*

I

:O

组明显增加!在
/GM*

%:O

组更为显著"

本研究提示!风心病房颤发生机制与心房组织纤维化重构

密切相关!

$

型+
%

型胶原网络重构在这一过程中发挥重要作

用"综合国内外研究发现!

-ZO*

#

!

过度表达可能是心房组织

纤维化网络重构的分子机制之一!但
-ZO*

#

!

通过何种信号转

导途径或如何介导心房间质纤维化的具体分子机制有待进一

步基础与临床研究"
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