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#摘要$
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目的
!

研究增龄对人心房肌小电导钙激活钾"

Ǹ 5

%通道的影响&方法
!

选取
:

个不同年龄阶段,

$
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,g55
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,g:;

%和
%

6'

岁"

,g!$

%窦性心律"

N>

%患者为研究对象!于体外循环手术中获取

患者右心耳组织&急性酶分离方法分离单个人心房肌细胞!全细胞膜片钳技术检测不同年龄患者心房
Ǹ 5

通

道电流的差异&

YA.CAB3O-9C

和
\

>?)IH>

检测不同年龄患者心房组织
Ǹ 5

通道蛋白和基因的表达变化&结

果
!

采用该急性酶分离方法可获得细胞完整'横纹清晰'有电生理活性的心房肌细胞$

$
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岁患者组"
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"
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岁患者组"
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%相比!
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通道电流无明显变化"

7
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岁患者组"

,g$

%相比!
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岁患者
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通道电流明显增加"
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岁患者组"

,g$

%相比!
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岁患者组"
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通道电流也增加且差异有统计学意义"

%!:'*K
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%&分别与
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,g!5

%和
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岁患者

组"

,g!$

%相比!
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6'

岁患者组"

,g!'

%

Ǹ 5

通道蛋白表达和基因表达均明显增加"

7

$

'7'#

%&结论
!

随着年

龄的增加!人心房组织中
Ǹ 5

通道电流'基因和蛋白表达水平均明显增加!增龄导致的
Ǹ 5

通道重构可能参与

了心房颤动的病理生理过程&
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心房颤动"

+CB,+-F,OB,--+C,93

$

@]

#已成为全球重

大的公共卫生问题$据不完全统计$直到
5'!'

年$全

球
@]

患者已达到
::7#

亿'

!

(

%且除了
@]

自身的危

害以外$还会增加卒中及心力衰竭的发病率以及致死

率%

@]

是临床最为常见的持续性心律失常$一般人

群发病率为
!T

"

5T

$

$'

岁以上可高达
$T

%在所有

@]

患者中$

&'T

的
@]

患者年龄在
6#

"

$#

岁%对
!"""

%5''!

年我国
@]

住院患者病因分析显示$老年
#$7

!T

)高血压病
;'7:T

)冠心病
:;7$T

)心力衰竭
::7

!T

)风湿性心脏病
5:7"T

,阵发性
@]

占
::7&T

)持续

性
@]

占
!67&T

)永久性
@]

占
;"7#T

'

5

(

%老年和高血

压所占比例排前两位$是
@]

的独立危险因素%

小电导钙激活钾"

Ǹ 5

#通道是近期发现的一种对

细胞胞内钙敏感的一类钙激活钾通道'

:

(

%

Ǹ 5

通道

主要在心房上表达$在心房复极末期发挥重要作用%

众多研究支持
Ǹ

通道的结构与功能变化与
@]

的发

生与发展密切相关'

;)&

(

$参与了
@]

电重构过程%本课

题组前期研究报道$

@]

时
Ǹ

通道的功能明显增

强'

$

(

%

@]

的发生随年龄增加明显增加$因此本研究

旨在探究是否随着年龄的增加$

Ǹ 5

通道功能会发生

改变$进而增加
@]

的发生率$为阐明
@]

的发生和治

疗提供新的思路和新的靶点%

!

!

材料与方法

!7!

!

材料

!7!7!

!

取材
!

选取在西南医科大学附属医院心脏外

科进行体外循环的不同年龄段"

$

;'

岁)

;'

"

6'

岁)

%

6'

岁#窦性心律"

N>

#患者的新鲜右心耳组织%所

有受试者均签署知情同意书$且获得西南医科大学伦

理委员会的同意$所有程序均遵照国内相关法律

法规%
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主要试剂
!&

型胶原酶)

''(

型胶原酶)牛

血清清蛋白)

@

E

+*,3

均购于
N,

4

*+

公司$

>AJAB?B+

@8A

\

>?)IH>L+.CABL,a

逆转录试剂盒购于
?9

0

9)

O9

公司$

N[P>=BAA3

定量
IH>

试剂盒购于
f,+

4

A3

公司$其余试剂均为国产分析纯%
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主要仪器
!

低温高速离心机购于
?DAB*9

],.DAB

公司$

IH>

仪)

>A+-)C,*AIH>

仪购于
@

EE

-,A/

P,9.

0

.CA*.

公司$全功能酶标仪购于
Z+39GB9

E

公

司$凝胶成像系统购于
P,9)>+/

公司%微管电极拉制

仪"

IH)!'

$

Z+B,.D,

4

A

$日本#用于拉制玻璃微电极)膜

片钳放大器"

(IH)!'

$

V(̀ @

$德国#用于全细胞膜片

钳记录%

!7"

!

实验方法
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!

人心房肌细胞急性酶分离方法
!

将手术室中

快速取回的心房组织置于培养皿中氧饱和的心肌转

运液"牛磺酸
!'**9-

&

U

$腺苷
#**9-

&

U

$硫酸镁

$**9-
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U

$

V(I(N !' **9-

&

U

$磷 酸 二 氢 钾
#'

**9-

&

U

$甘露醇
!''**9-

&

U

$葡萄糖
!;'**9-

&

U

$

用氢氧化钾调
E

V

值至
&7;

#中清洗并将心房组织剪

为约
!**

:的小块$再将组织块置于酶液
)

"蛋白酶)

胶原酶和牛血清清蛋白#于
:& i

水浴中消化约
#'

*,3

$再将心房组织转移至酶液
*

"胶原酶)清蛋白#中

进行消化$随时观察细胞状态$一般约
#

"

$*,3

$低倍

视野下出现
:

"

#

个细胞即可终止酶液
*

消化$重复

酶
*

消化
:

次%以上所有过程均保持组织处于持续

充氧状态%收集
:

次消化的酶液并离心
#*,3

"

#''

B

&

*,3

#$离心后去除上清液加入
P̀

液 "牛磺酸
!'

**9-

&

U

$

#

)

羧基丁酸
!' **9-

&

U

$磷酸二氢钾
!'

**9-

&

U

$氯化钾
5' **9-

&

U

$

V(I(N!' **9-

&

U

$

(=?@!' **9-

&

U

$甘露醇
# **9-

&

U

$葡萄糖
5#

**9-

&

U

$谷氨酸钾
&'**9-

&

U

$清蛋白
!*

4

&

*U

$用

氢氧化钾调
E

V

值至
&7;

#重悬后
;i

保存$

!D

后可

用于电生理实验'

"

(

%
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!

全细胞膜片钳技术
!

倒置相差显微镜下选取

呈杆状)横纹清楚)无收缩且贴壁良好的心房肌细胞

进行电生理的实验$实验电极选用硬质玻璃且用微管

电极拉制仪通过两步法拉制而成$充灌电极后电极阻

抗为
5

"

#

+

%采用膜片钳放大器"

(IH)!'

$

V(̀ @

#

记录电流信号$用
I+C8DL+.CAB

软件采集数据$采样

频率为
!'QVb

$低通滤波频率为
5QVb

%记录
Ǹ

通

道电流"

;

QM

#$电流保持电位
%6' *K

$指令电压

从
%!:'*K

到
d6'*K

$

>+*

E

刺激时间持续
#''

*.

%可记录到一内向整流特性的钾电流$在此基础上

加入
Ǹ

通道特异性阻断剂
@

E

+*,3

后电流明显减

小$加药前后相减的电流为
Ǹ

通道电流%记录电流

的细胞外液"

Z

甲基氨基葡萄糖
!;'**9-

&

U

$氯化钾

;**9-

&

U

$氯化镁
! **9-

&

U

$葡萄糖
# **9-

&

U

$

V(I(N!'**9-

&

U

$用盐酸调
E

V

值至
&7;

#,电极液

"葡萄酸钾
!;; **9-

&

U

$氯 化镁
!7## **9-

&

U

$

V(I(N!'**9-

&

U

$

(=?@#**9-

&

U

$用氢氧化钾

调至
&75

#%
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YA.CAB3O-9C

检测心房组织中
Ǹ 5

通道蛋白

的表达

!7"7#7!

!

总蛋白的提取
!

将获取的心房组织剪碎清

洗$液氮研磨后加入
>@I<

裂解液"含蛋白酶抑制剂#

在冰上裂解
:'*,3

$再用细胞破碎仪处理
5*,3

%

;i

!5'''B

&

*,3

离心
!#*,3

%用
PH@

法测蛋白浓度后

加入
#hU9+/,3

4

P1FFAB"" i

变性
!' *,3

置于

%5'i

备用%

!7"7#7"

!

YA.CAB3O-9C

!

制备分离胶与浓缩胶$待胶

凝固后上样)电泳)转膜)封闭%一抗
;i

孵育过夜%

第二天室温孵育二抗
!D

%再用
?PN?

清洗$

P,9)

>@G

凝胶成像系统显影$采用
f1+3C,C

0

W3A

软件进

行数据分析%

!7"7$

!\

>?)IH>

检测心房组织中
H̀ZZ5

基因的

表达

!7"7$7!

!

组织
>Z@

提取
!

将获取的心房组织剪碎

清洗$加入
?B,b9-

后用液氮研磨$加入氯仿后涡旋振

荡混匀$室温静置
#*,3

后离心%离心后取出上层水

相并加入异丙醇离心后沉淀
>Z@

%弃上清液$加入

"!5;

重庆医学
5'!$

年
!!

月第
;&

卷第
::

期



&#T

乙醇清洗后挥干$加入
G(IH

水吹打混匀$用全

功能酶标仪检测
*>Z@

水平%

!7"7$7"

!

引物的设计
!

根据
=A3P+3Q

中
H̀ZZ5

)

#

)

+8C,3

的引物序列来设计引物$引物序列见表
!

%

表
!

!!

H̀ZZ5

及
#

)+8C,3

引物序列

IB,*AB

名称 引物序列"

#j%:j

# 产物长度"

O

E

#

H̀ZZ5

正向!

=H@?H=?==?H@?==?H@?H !5:

反向!

?=@?H@=@HH=@=H@==@?H

#

)+8C,3

正向!

@H@H?=?=HHH@?H?@H= !#:

反向!

?=?H@H=H@H=@???HH

!7"7$7#

!

逆转录获得
8GZ@

的第一链
!

将
>Z@

统

一标化为
#''3

4

&

,

U

$用
?9

0

9O9

逆转录试剂盒进行

逆转录$取
!

,

U

总
>Z@

$反应体系为
!'

,

U

$反应条

件为
:& i !#*,3

$

#' i #*,3

$

"$ i #*,3

$

; i

保存%

!7"7$7$

!

实时荧光定量
IH>

!

荧光定量采用
N[P>

=BAA3

"

f<@=(Z

公司#试剂盒$反应体系为
5'

,

U

$反

应条件为
"#i

预变性
:*,3

$

"#i

变性
!'.

$

#&i

退

火
!'.

$

&5i

延伸
!'.

$共
;'

个循环%

!7#

!

统计学处理
!

采用
NINN!&7'

统计学软件对数

据进行统计分析$实验数据采用
Gk>

表示$组间比较

采用单因素方差分析"

W3A)Y+

0

@ZWK@

#$以
7

$

'7'#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"7!

!

病历资料
!

本研究中
$

;'

岁组患者
55

例$

;'

"

6'

岁组患者
:;

例和
%

6'

岁组患者
!$

例$

$

;'

岁组

的患者中主要以先天性心脏病"简称先心病#为主$而

;'

"

6'

岁组和
%

6'

岁组患者主要以二尖瓣或主动脉

瓣病变为主$各组心脏的基础性疾病及用药的差异$

见表
5

%

表
5

!!

患者资料

患者资料
$

;'

岁组
;'

"

6'

岁组
%

6'

岁组

例数"

,

#

55 :; !$

性别"男&女#

"

&

!: !$

&

!6 $

&

!'

年龄"

Gk>

$岁#

:'75k576 ;"7;k:76 6&76k67$

冠心病"

,

#

' # $

先心病"

,

#

!: 5 5

二尖瓣&主动脉瓣病变"

,

#

; 5& !#

冠心病
d

二尖瓣&主动脉瓣

病变"

,

#

' 5 #

高血压"

,

#

5 : 6

糖尿病"

,

#

! 5 #

Z[V@

心功能分级"

,

#

!*

!# 5; !#

!-

: " !

!(

' ! 5

超声心动图

续表
5

!!

患者资料

患者资料
$

;'

岁组
;'

"

6'

岁组
%

6'

岁组

!

射血分数"

Gk>

$

T

#

6;7!k;7# #675k:7# #'75k;75

!

左房直径"

Gk>

$

**

#

;'7:k;76 ;:7'k:7# ;$7'k#7:

!

室间隔厚度"

Gk>

$

**

#

"7:k!75 !'75k!7# !'7$k57;

!

左室后壁厚度"

Gk>

$

**

#

"7!k!7! !'7!k!7: !'7&k576

用药"

,

#

!

地高辛
' ! 5

!

@H(

抑制剂&
@>P. 5 ; &

!

#

受体阻断剂
' ! ;

!

利尿剂
& 5! !#

!

降脂药
' ; !'

!!

相同年龄段患者心房组织存在共用情况$故导致不同实验中例数

不完全一致

"7"

!

急性酶分离的心肌细胞
!

两步酶法分离出的人

心房肌细胞在显微镜下呈杆状$细胞膜光滑$折光性

好$横纹清楚$不收缩$活性好"图
!@

#,细胞表面光滑

平整或有一处多处小凹陷"图
!P

#$但并不影响封接破

膜$均适宜做下一步的膜片钳实验%

!!

@

!横纹清晰的人心房肌细胞,

P

!细胞有凹陷的人心房肌细胞

图
!

!!

急性分离的人心房肌细胞(

h;''

)

!!

@

!

$

;'

岁组加入
@

E

+*,3

前后电流原始记录图,

P

!

;'

"

6'

岁组

加入
@

E

+*,3

前后电流原始记录图,

H

!

%

6'

岁组加入
@

E

+*,3

前后电

流原始记录图,

G

!各组电流密度
)

电压关系曲线"

)"&

曲线#,加药前

后电流相减即为
Ǹ 5

通道电流

图
5

!!

不同年龄组
Ǹ 5

通道电流的变化

"7#

!

老年患者心房肌细胞
Ǹ 5

通道电流的变化
!

记

'55;

重庆医学
5'!$

年
!!

月第
;&

卷第
::
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录
Ǹ 5

通道电流的电极内液的游离钙离子浓度为
#h

!'

%&

*9-

&

U

$保证
Ǹ

通道的充分激活%

$

;'

岁组

"

,g!6

个细胞$来自
$

例患者心房#与
;'

"

6'

岁组

"

,g5'

个细胞$来自
$

例患者心房#比较差异无统计

学意义"

7

%

'7'#

#$

$

;'

岁组与
%

6'

岁组"

,g!$

个

细胞$来自
!'

例患者心房#比较$在多个膜电位水平

"电压从
%!:'*K

到
%$'*K

)

d#' *K

到
d6'

*K

#电流幅度明显增加"

7

$

'7'!

或
7

$

'7'#

#%

;'

"

6'

岁组"

,g5'

#与
%

6'

岁组"

,g!$

#比较$在多

个膜电位水平"电压从
%!:'*K

到
%$'*K

)

d#'

*K

到
d6'*K

#电流幅度均明显增加"

7

$

'7'!

或

7

$

'7'#

#%见图
5

%

"7$

!

人心房组织
Ǹ 5

蛋白的表达
!

与
$

;'

岁组

"

,g!5

#比较$

;'

"

6'

组"

,g!$

#和
%

6'

岁组"

,g!'

#

Ǹ 5

通道蛋白的表达均有所增加$但只有与
%

6'

岁组

比较蛋白表达差异有统计学意义"

7

$

'7'#

#,

;'

"

6'

组"

,g!$

#与
%

6'

岁组"

,g!'

#比较差异也有统计学

意义"

7

$

'7'#

#%见图
:

%

!!

+

!

7

$

'7'#

图
:

!!

不同年龄组
Ǹ 5

通道蛋白表达的变化

"7%

!

荧光定量
IH>

检测心房组织
H̀ZZ5

基因的表

达变化
!

荧光定量
IH>

结果显示$与
$

;'

岁组"

,g

!5

#比较
;'

"

6'

岁组"

,g!$

#和
%

6'

岁组"

,g!'

#

H̀ZZ5

基因表达均有所增加$但只有
%

6'

岁组
H̀)

ZZ5

基因表达上调差异有统计学意义"

7

$

'7'#

#,

;'

"

6'

岁组"

,g!$

#和
%

6'

岁组"

,g!'

#比较
H̀)

ZZ5

基因表达差异也有统计学意义"

7

$

'7'#

#%见

图
;

%

!!

+

!

7

$

'7'#

图
;

!!

不同年龄组
H̀ZZ5*>Z@

表达的变化

#

!

讨
!!

论

!!

@]

是临床最为常见的心律失常$心房电重构和

结构重构是
@]

发生和维持的重要病理基础%这些

异常是由不同的病理生理学机制引起的$而
@]

发生

的机制至今还未清楚%流行病学资料显示
@]

的发

生与患者的年龄密切相关$老龄很有可能是易于导致

@]

的重要原因$研究老龄患者的心房电重构$对临床

上指导老龄患者用药具有重要的参考价值%统计资

料显示$因心律失常住院的患者中$约
!

&

:

的人是因

为
@]

%对大多数人来说$

;'

岁以后发生
@]

的风险

接近
5#T

'

!'

(

$而且随着年龄的增加风险指数也随之

增加%尽管
@]

没有带来毁灭性的伤害$但是它会大

大降低人们的生活质量及增加脑卒中的风险'

!!)!:

(

%

多种临床危险因素如高龄)高血压)糖尿病)吸烟)心

衰)肥胖等$还有一些心电图和超声心动图的特性变

化及一些生物化学的标志蛋白的变化都与发生
@]

风险增加有关%而在
5'!;

年美国心脏协会心
@]

动

治疗指南中$将高龄列为
@]

发生的第一危险因

素'

!;

(

%有研究表明$在
$

6'

岁的受试者中$

@]

的发

生率男性为
'7&$T

)女性为
'7&6T

%而在
&

6'

岁的

受试 者 中$男 性)女 性
@]

的 发 生 率 均 增 加 为

!7$:T

'

!#

(

%

小电导钙激活钾通道是一类对细胞内游离钙离

子敏感而对膜电位不敏感的钾通道'

!6

(

%

5''&

年

W_=(Z

等'

!&

(发现快速电刺激可导致
Ǹ

通道蛋白从

细胞内向膜上转运导致心肌复极加速$第一次提出

Ǹ

参与心房电重构%

5''"

年
U<

等'

!$

(研究发现$

Ǹ 5

基因敲除小鼠易发生
@]

$但却没有出现室性心

律失常%

5'!'

年
G<Z(NN

等'

!"

(在乙酰胆碱结合电刺

激诱发的
@]

模型上发现$

@]

发生后给予
Ǹ

通道的

阻滞剂可预防和终止
@]

的发生$且对心房具有明显

的靶向性%这些研究表明$

Ǹ

通道在
@]

的发生中

发挥重要作用$小电导钙激活钾通道是新近发现在心

脏中发挥重要功能作用的一类钾通道%近年来$越来

越多的人关注这类通道$因为它可能作为心房特异性

选择的靶点%所以抑制
Ǹ

通道的表达可能作为
@]

治疗的新靶点'

!'

(

%

本研究结果表明$在急性酶分离的细胞中记录到

@

E

+*,3

敏感的
Ǹ 5

电流%老年患者心房肌的
Ǹ 5

通道电流明显增加$并伴随着基因和蛋白的表达同时

上调$表明随着年龄的增加$

Ǹ 5

通道的功能明显增

强%从而为增龄与
@]

发生间的相关性提供了新的

依据%随着年龄的增加$心房
Ǹ 5

通道表达增加$可

能是引起
@]

发生存在的底物$其具体的机制还有待

进一步的探索%本研究未选取动物模型作为实验对

象$而是直接选取临床上
:

个年龄阶段"

$

;'

岁)

;'

"

6'

岁和
%

6'

岁#窦性心律患者的心房组织$更具有临

床指导意义%为探究高龄与
@]

间关系的机制提供

新的思路$为
@]

的治疗和预防提供新的方向%
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Ǹ <PNP[(U

$

N<LW)K<H(ZN>

$

AC+-7>9-A

9F8+-8,1*+8C,J+CA/

E

9C+..,1*8D+33A-.,3@]

E

+CD9

E

D

0

.)

,9-9

40

+3/CDAB+

E0

'

X

(

7XH+B/,9J+.8ID+B*+89-

$

5'!#

$

66

"

#

#!

;;!);;$7

'

!!

(

NHVZ@P(U > P

$

[<Z R [

$

=WZ@ I

$

AC+-7#'

0

A+B

CBA3/.,3+CB,+-F,OB,--+C,93

E

BAJ+-A38A

$

,38,/A38A

$

B,.QF+8)

C9B.

$

+3/*9BC+-,C

0

,3CDA]B+*,3

4

D+*VA+BCNC1/

0

!

+89)

D9BC.C1/

0

'

X

(

7U+38AC

$

5'!#

$

:$6

"

""$"

#!

!#;)!657

'

!5

(

(1B9

E

A+3VA+BC>D

0

CD* @..98,+C,93

,

(1B9

E

A+3@..98,+C,93

F9BH+B/,9)?D9B+8,8N1B

4

AB

0

$

H@LL@X

$

<̀>HVVW]I

$

AC

+-7=1,/A-,3A.F9BCDA*+3+

4

A*A3C9F+CB,+-F,OB,--+C,93

!

CDA

?+.Q]9B8AF9BCDAL+3+

4

A*A3C9F@CB,+-],OB,--+C,939FCDA

(1B9

E

A+3N98,AC

0

9FH+B/,9-9

40

"

(NH

#'

X

(

7(1BVA+BCX

$

5'!'

$

:!

"

!"

#!

5:6")5;5"7

'

!:

(

UUW[G)XWZ(NGL

$

Y@Z=?X

$

U(<I(I

$

AC+-7U,FA)

C,*AB,.QF9B/AJA-9

E

*A3C9F+CB,+-F,OB,--+C,93)CDAFB+*)

,3

4

D+*DA+BC.C1/

0

'

X

(

7H,B81-+C,93

$

5'';

$

!!'

"

"

#!

!';5)

!';67

'

!;

(

X@ZM@>[H?

$

Y@ZZUN

$

@UI(>?XN

$

AC+-75'!;

@V@

&

@HH

&

V>N

4

1,/A-,3AF9BCDA*+3+

4

A*A3C9F

E

+)

C,A3C. ,̂CD+CB,+-F,OB,--+C,93

!

AaA81C,JA.1**+B

0

!

+BA

E

9BC

9FCDA@*AB,8+389--A

4

A9F8+B/,9-9

40

&

@*AB,8+3DA+BC+.)

.98,+C,93C+.QF9B8A93

E

B+8C,8A

4

1,/A-,3A.+3/CDADA+BC

BD

0

CD*.98,AC

0

'

X

(

7H,B81-+C,93

$

5'!;

$

!:'

"

5:

#!

5'&!)

5!;'7

'

!#

(

U<[

$

YM[]

$

HV(Z`I

$

AC+-7IBAJ+-A38A9F+CB,+-F,)

OB,--+C,93,3HD,3++3/,C.B,.QF+8C9B.

'

X

(

7P,9*A/(3J,B93

N8,

$

5'!:

$

56

"

"

#!

&'")&!67

'

!6

(张薇薇$杨新春$刘泰
!

7

小电导钙激活钾通道分子结构

及其电生理特性'

X

(

7

中国心脏起搏与心电生理杂志$

5''&

$

5!

"

!

#!

&#)&$7

'

!&

(

W_=(ZZ

$

GMZ Y(Z

$

NWNMZWK(@

$

AC+-7(+B-

0

A)

-A8CB,8+-BA*9/A-,3

4

,3B+OO,C

E

1-*93+B

0

JA,3BA.1-C.FB9*

CB+FF,8Q,3

4
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