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"摘要#

!

目的
!

观察不同年龄组兔心房
8P0&'

钾通道
@EXF

表达的增龄性变化$方法
!

选择家兔
10

只!分为幼年组"

$0

"

1$!

#%成年组"

/

"

$%

个月#%老年组"

'%

"

'>

个月#!每组
/

只!实时荧光定量
Z9E

检测兔

心房
8P0&'

钾通道
@EXF

表达情况$结果
!

'

组
8P0&'

钾通道
@EXF

表达水平比较!差异有统计学意义

"

!

$

%&%>

#$老年组与幼年组比较表达水平明显增高"

!

$

%&%>

#(成年组与老年组表达水平比较!差异无统计

学意义"

!

&

%&%>

#$结论
!

增龄引起
8P0&'

钾通道转录水平的增高!可能是参与心房颤动电重构的一个$

"关键词#

!

心房颤动(电重构(增龄(
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随着年龄的增加%心房颤动发病率明显增加&

$.1

'

)

年龄是心房颤动发生*发展的独立危险因素)心房肌

电生理异常是心房颤动的发病及维持机制%其中电重

构起着极其非常重要的作用)心房颤动电重构是指

快速不规则的心房激动造成的心房肌电生理特性改

变%表现为心房有效不应期及动作电位时程的缩短%

心房内传导速度减慢等&

'

'

)大量的证据显示电重构

对维持心房颤动起着非常重要的作用%心房电重构主

要表现和机制是离子通道重构%离子通道相应基因的

改变及电流密度的改变与心房颤动发生相关)瞬时

外向钾电流#

B3"

$属于钙依赖性的外向钾电流%心房肌

复极
$

期主要是瞬时外向钾电流内流的结果)

8P$&0

钾通道和
8P0

钾通道#包括
8P0&1

钾通道和
8P0&'

钾通道$构成
B3"

的
+

亚基%

8P0&'

钾通道在心房比较

丰富%

8P0&1

钾通道在心室比较丰富%一般多将
8P0&

'

钾通道作为
B3"

的编码基因)

B3"

是心房肌细胞复

极的主要电流%参与动作电位
$

期的复极%与
%

期去

极化电流共同形成动作电位的峰电位%决定动作电位

平台期起始的高度)老年人心房颤动高发病率是否

与钾通道增龄性改变有关尚不明确)本研究就增龄

对家兔心房组织
8P0&'

钾通道基因表达的变化进行

研究%为增龄是心房颤动发生的危险因素提供实验依

据%现报道如下)

>

!

材料与方法

>&>

!

实验动物
!

健康实验家兔
10

只%雌雄不限%按

月龄分为
'

组!幼年组
/

只%日龄
$0

"

1$!

%平均

#

$/&)_1&$

$

!

%平均体质量#

10%&%_'%&%

$

M

(成年组
/

只%月龄
/

"

$%

个月%平均#

(&%_%&(

$个月%平均体质

量#

1&%_%&'

$

5

M

(老年组
/

只%月龄
'%

"

'>

个月%平

均#

'1&/_$&/

$个月%平均体质量#

0&%_%&>

$

5

M

)幼

0)'1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$0

期

"

基金项目!中国医师协会心房颤动专项基金资助#

1%$'.$.1$

$)

!

作者简介!酉鹏华#

$(/1D

$%主治医师%硕士%主要从事心律失常机制

研究)
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年组和成年组购于西安交通大学动物实验中心%老年

组购于四川省医学科学院动物实验中心)

>&?

!

方法

>&?&>

!

标本获取
!

取出家兔%称体质量%成年组*老

年组使用
1%a

乌拉坦以
)@U

"

5

M

的剂量经耳缘静脉

注射麻醉%幼年组以
'a

戊巴比妥
'%@

M

"

5

M

剂量腹腔

内注射麻醉)将家兔仰卧位于实验手术台上%开胸将

心脏暴露%取下心脏%分离心脏纤维膜及结缔组织%使

用磷酸盐缓冲液#

ZK;

$反复冲洗血迹%沿冠状沟分离

心房和心室%并分离左右心房%分别保存于冻存管中%

置于液氮中急冷%存于
D/%`

冰箱中保存以备用)

>&?&?

!

心房组织
8P0&'

钾通道实时荧光定量
Z9E

测定基因表达的变化
!

兔心房组织总
EXF

提取采用

G?#T"=EXF

提取方法)检测
EXF

浓度及纯度!

X<,.

"\?"

4

\X.$%%

全波长紫外分光度计测定方法测定总

EXF

浓度和
3&

1)%

"

3&

1/%

比值%

3&

值在
$&/

"

1&%

为

纯度较高%可以进行下一步反转录操作)使用
G<8<.

E<

公司反转录试剂盒进行反转录)具体条件!

'-`

$>@#,

#反转录反应$%

/>`>+

#反转录酶失活反应$%

合成
6\XF

)以
X9KBL7,K<,5

提供的甘油醛
.'.

磷

酸脱氢酶#

LFZ\c

$及
89X\'

引物序列%由北京奥

科鼎盛生物科技有限公司合成%引物序列如下%

LFZ.

\c

!上游
.'A.L9GGGGFF9G9GLL9FFFLGL.

>A

%下游
.'A.LFGLFGLF999GGGGLL9G9.>A

(

89X\'

!上游
.'A.L99L9F LGF FLF FLF 99F

9F9.>A

%下游
.'A.GGL LG9 G9F LG9 9LG 9LG

9GL.>A

(按照
G<8<E<

实时荧光定量
Z9E

试剂盒操

作说明书进行反应%采用
'

步法
Z9E

扩增程序!第
$

步
(>`'%+

(第
1

步
(>`'%+

%

)1`

#

LFZ\c

*

89.

X\'

$*

)1&>`

#

89X\'

$

'%+-1`'%+

%

0%

个循环(

第
'

步
>(&>`

变性
$@#,

%然后冷却至
>>`

)从
>>

`

开始每一步增加
%&>`

%持续
'%+

%直至
(>`

%总

共
/$

步%读取吸光值%进行溶解曲线分析%记录
9G

值)以溶解曲线为单峰示引物特异性较强%反应特异

性较高)使用
1%

M

"

U

的琼脂糖凝胶电泳检验
Z9E

产

物是否特异%见单一的扩增条带%无引物二聚体等其

他非特异性条带%表明扩增反应特异)

>&@

!

统计学处理
!

采用
;Z;;$(&%

软件进行数据分

析%计量资料以
D_B

表示%比较采用秩和检验%其中

多重比较采用秩变换技术结合完全随机设计的方差

分析%以
!

$

%&%>

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

不同年龄组
8P0&'

钾通道
89X\'

相对表达水

平比较
!

幼年组
89X\'

基因相对表达水平为
)&$0

%

成年组为
$1&1(

%老年组为
$0&>-

%

'

组比较差异有统

计学意义#

!

$

%&%>

$)

?&?

!

不同年龄组间
8P0&'

钾通道
89X\'

表达水平

多重比较
!

幼年组
89X\'

基因表达水平为#

$&1'_

%&)0

$%成年组为#

'&$1_$&/%

$%老年组为#

0&-/_

1&)-

$)与幼年组比较%成年组及老年组表达差异有

统计学意义#

!

$

%&%>

$%而成年组与老年组之间比较%

差异无统计学意义#

!

&

%&%>

$%见图
$

)

!!

<

!

!

$

%&%>

%与幼年组比较

图
$

!!

不同年龄组家兔心房组织
8P0&'

钾通道$

89X\'

%

多重表达水平比较

?&@

!

8P0&'

钾通道
89X\'

及
LFZ\c@EXF

的转

录
!

8P0&'

钾通道
89X\'@EXF

转录图见图
1

%

8P0&'

钾通道基因及
LFZ\c

的
Z9E

产物电泳带位

置与理论值相符)

!!

$

"

0

!

89X\'

(

>

!

:<?57?

(

89X\'

!

$)>J

4

图
1

!!

8P0&'

钾通道
89X\'@EXF

转录图

@

!

讨
!!

论

!!

国内外众多流行病学研究均显示年龄与心房颤

动发生密切相关&

0

'

)美国弗莱明翰心脏中心关于心

房颤动的回顾性调查显示!众多危险因素中老龄居首

位%是心房颤动发病的独立危险因素&

>

'

)促使心房颤

动发生和维持的重要因素是心房结构重构和电重构%

而结构重构与电重构相互影响并相互作用%结构重构

可促发电重构%使老龄患者心房颤动发病率增加&

).-

'

(

心房电重构的电生理机制是离子通道重构%目前大量

研究均证实离子通道重构是发生心房颤动发病因素

之一&

/.$%

'

%增龄可使心房离子通道基因*蛋白及电流水

平均发生变化%是引起老龄心房电重构的电生理基

础)心房肌
8P0&'

钾通道#

B3"

电流$参与心房复极
$

期及
%

期去极化过程%二者共同形成动作电位峰电

位%影响动作电位形状*时程及有效不应期变化)老

年人心房颤动高发病率是否与钾通道增龄性改变相

关目前研究尚不明确)

产生
B3"

电流的
8P

钾通道主要有
8P0&1

钾通道

和
8P0&'

钾通道%

8P0&'

钾通道在心房分布较丰富%

8P0&'

钾通道主要产生
B3"

电流&

$$

'

)编码
8P0&'

钾

通道的基因是
89X\'

%

B3"

电流是动作电位早期复极

>)'1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$0

期



$

期的主要离子流%与
%

期去极化共同形成动作电位

峰电位%其大小对动作电位形态和时程有较大的影

响)

B3"

电流的升高%将会加快
$

期复极%缩短动作电

位时程和有效不应期%参与心房颤动电重构)目前的

研究中%大部分发现心房颤动时
B3"

电流改变%而且

8P0&'

钾通道基因和蛋白水平均同步改变%与
B3"

电

流密度改变一致%并认为
8P0&'

钾通道
@EXF

改变

是
B3"

电流改变的分子机制)而
d]V

等&

$1.$'

'在心房

颤动犬模型中发现电流密度及其主要编码基因
8P0&'

钾通道
@EXF

表达水平改变%并与心房电重构有关)

随着年龄的增加%心脏在解剖结构和电生理功能

等方面也将发生变化%这些改变将参与心房颤动发生

和发展)

UB]

等&

$0

'研究提示
B3"

电流密度随年龄增

长增高)

\]X

等&

$>

'研究了心房组织
9<

1̂ 通道及

B3"

*

B+I+

电流的增龄性变化%也发现
B3"

电流随年龄

增长而增高)本研究选择了编码
8P0&'

钾通道的基

因
89X\'

作为目的基因%结果显示
89X\'

表达存

在增龄性上调%与
\]X

等&

$>

'细胞电生理
B3"

研究结

论相一致(其中%幼年组与中年组和老年组分别比较%

差异均有统计学意义#

!

$

%&%>

$)通道基因表达是通

道电流的改变的分子机制%电流水平与基因水平一

致)因此笔者推测
8P0&'

基因表达的升高%可能将促

使
B3"

电流升高%使复极
$

*

1

期加速%从而缩短动作电

位时程和有效不应期及降低
1

期平台期高度%可能是

心房颤动电重构的一个环节)

本研究显示成年组与老年组
89X\'

基因表达比

较%差异无统计学意义#

!

$

%&%>

$%但老年组有不断上

升的趋势%分析原因如下!心房颤动发病率随年龄增

加而增加%

)%

岁发病率开始增高%

&

/%

岁发病率为

$%a

%老年组发病率更高%本实验老年组家兔为
'%

"

'>

个月龄%而家兔正常生命周期为
)

"

/

年%从家兔的

生理年龄来看%

'%

"

'>

个月龄家兔属于老龄下限%因

受实验动物饲养时间的限制%目前国内外关于老龄家

兔研究中%把大于
'%

月龄的家兔定为老龄%若研究对

象的年龄进一步增大%可能会出现不同的结果)
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