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风心病慢性房颤心房连接蛋白表达与 AERP 的相关性研究

庄聪文，李 莉\黄盛东，贾宝成，徐志云，张宝仁

(第二军医大学长海医院胸心外科，上海 200433)

[摘要] 目的:通过检测风心病慢性房颤患者左、右心房缝隙连接蛋白 Cx40 和 Cx43 表达及相应部位的心房有效不应期

(AERP)研究两者之间的相关性，探讨 Cx40 和 Cx43 对慢性房颤左、右心房电生理特性的影响。方峰 :29 例风心病伴或不伴

慢性房颤的患者，共分 2 组:窦性心律组 (SR 组 .n= 13). 慢性房颤组 (CAF 组 .n= 16). 另取 6 例非风心病患者作为正常对照

组。在行二尖瓣置换术时，采用心外膜标测技术测定左、右心房的 AERP，并在相应部位切取心房组织，通过 Western 印迹法

检测左、右心房肌 Cx40 和 Cx43 的表达，同时对两者行相关性分析。结果 :CAF 组患者左、右心房 Cx40 的表达和 AERP 较

SR 组有明显下降 (P<O.O日，而 Cx43 无明显变化;左心房后壁 Cx40 的相对表达量与 AERP 呈明显正相关 (r= 0.762 , P< 

。 .0 1) ，而 Cx43 与 AERP 无明显相关。 SR 组中 .Cx40 和 Cx43 均与 AERP 无明显相关。结抢:在风心病慢性房颤心房中，

Cx40 表达下调参与慢性房颤的心房重构，并影响心房的电生理特性，提示 Cx40 的表达对风心病慢性房颤的发生和维持具有

重要的作用。
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Correlation of Cx40 and Cx43 expression with electrophysiological characteristics of atrium in atrial Cibrilla­

tion of patients with rheumatic heart disease 
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[ABSTRACT] Objective: To investigate Cx40 and Cx43 expressions of atria in patients with rheurnatic heart diseases and chro 

nic atrial fibrillation and their relationship with correspondent atrial effective refractory period(AERP) for elucidating effects of 

Cx40 and Cx43 on electrophysiologic characters. Methods: Epicardial rnapping for AERP was perforrned in 29 patients with or 

without atrial fibrillation before rnitral replacernent during operation. Correspondent atrial rnyocardial specirnens were acquired 

for detecting Cx40 and Cx43 expression and location with Western blo t. Correlative study were conducted between Cx40 and 

Cx43 expression and electrophysiologic characters. Results: Atria Cx40 expression and AERP in CAF group decreased signifi 

cantly compared with those in SR group( P<O. 0日. while Cx43 had no obvious changes. Cx40 expressio口 in the posterior wall 

of left atriurn was positively correlated with AERP (r= 0.762 , P<O. 01). while Cx43 expression had no relation with AERP. 

In SR group. neither Cx40 nor Cx43 had correlation with AERP. Conclusion: Downregulatìon of Cx40 expression partìcipates in 

atrial reconstruction of chronic atrial fibrillation and has an effect on electrophysiologic characters in rheurnatic heart diseases 

with chronic atrial fibrillation. Changes of Cx40 expression play an irnportant role in origin and development of chronic atrial fi 

brillation in rheumatic heart diseases 
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在风温性心脏病 (rheumatic heart disease. 

CHD)二尖瓣病变中 JL' 房颤动 (atrial fibrillation. 

AF，简称房颤)的发病率高达 80%'1: ，但其具体发

生机制尚未完全阐明。近年来研究发现，缝隙连接

蛋白 (connexin ， Cx) 的含量改变及其在细胞间的分

布不均-与房颤的稳定性增加有关. van der Velden 

等[2 1 认为缝隙连接(gap j unction • GJ)重构使心房电

生理和结构发生改变是导致持续性房颤的不良循环

之而至今未见有关 Cx 在风心病慢性房颤

<CAF) 中与心房电生理特性之间联系的报道。本
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研究检测慢性房颤左房后壁和右房侧壁心房肌

Cx40 和 Cx43 的相对表达量，同时采取心外膜标测

的方法测量同部位的心房有效不应期 (AERP) ，并

对两者行相关性分析。
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1 资料和方法

1. 1 病例选择 2002 年 8 月至 2003 年 7 月，经患

者及家属知情同意选择我院胸心外科拟行三尖瓣置

换术的风温性心脏瓣膜病二尖瓣病变的患者 29 例，

平均年龄(46.4 士 1 1. 8) 岁，其中窦性心律( SR) 患者

13 例(男 7 例，女 6 例) ，合并慢性房颤 (CAF) 的患

者 16 例(男 10 例，女 6 例) .心功能 NYHA 分级

II~ 囚级。另取 6 例非风心病的新鲜尸体左、右心

房组织作为正常对照组。按照有无风湿性心脏病及

慢性心房颤动分为如下 3 组:正常对照组 (η 二 6) ; 

SR 组 (n=13) ;CAF 组 (n=16) 。所有患者术前均

常规行心电图、超声，心动图及麻醉中血流动力学检

查，测量左房内径(LAD)、右房压 (RAP) 、左心室射

血分数( LVEF) 等。

1. 2 心肌组织样本 换瓣术中取右房侧壁，心肌标

本，经房间隔至左房或经房间沟在换瓣后取左房下

后壁心肌标本，快速置于液氮速冻储存备用。

1. 3 蛋白提取与蛋白印迹法 取 1 g {.'肌组织、悬

浮于 RIAP 组织裂解缓冲破中匀浆，离心(1 5 000 

r/minX 1 min).取上清液，接 Bradford 法测定蛋白

浓度，稀释后 100'C 变性后，取 20μg 蛋白进行 SDS­

PAGE 电泳，分离蛋白质，电转膜后脱脂牛奶封闭，

分别加羊抗人 Cx43 多克隆抗体及兔抗鼠 Cx40 多

克隆抗体(美国 Santa Cruz 公司)和抗 ß-actin 抗体，

4'C过夜，加入辣根过氧化物酶标记的兔抗羊抗体

(1 : 200 稀释)二抗孵育，封入保鲜膜中，压片，曝光

1min.DAB 显影，定影，采用 Lab Works 4. 0 图像获

取和分析系统软件分析所测量的 Western 印迹蛋

白条带分光密度值 Cx40 和 Cx43 的相对光密度值。

1. 4 心外膜标测方法 全部患者于术前停用影响

心脏节律药品 5 个半衰期以上，并行常规 12 导联心

电图检查及心脏影超检查 D 手术时，行正中切口开

胸，于上下静脉插管后、转流前进行标测 D 采用 2 根

10 极冠状窦电极对左房后壁及右房侧壁同步标测，

每根电极双极间距为 1 mm. 标测双极对间距 7

mm，在右心耳、左心耳、右室前壁缝双极扣状电极，

电极间距 1 mm.分别对应心房的上部、中上、中部、

中下、下部，以 Bard 电生理记录仪作 40 导同步记

录，电脑保存动态图像(移动速度 100 mm/s). 并连

接电剌激仪，给予高位右心房 SI S2 电剌激. SI 500 

ms ,S2500 ms 依次递减 10 ms , SI S2 = 10 1 .电

剌激到心房各标测部位的有效不应期。取 4 s 时间

窗内最短的 f-f 问期作为局部 AERP ， AERP 应>50

πlS， 3J 。

1. 5 统计学处理 所有数据均以 r士 5 表示，采用

SPSS 1 1. 0 统计软件包进行分析。

2 结果

2. 1 临床特征及血流动力学比较 见表l. SR 组

和 CAF 组中 LVEF 值和 RAD 均在正常范围内，且

两组比较元显著差异 ;CAF 组 RAP 和 LAD 均大于

SR 组 (P<0.05) 。

表 1 两组患者主要心功能指标比较

Tab 1 Comparison of main 

cardiac funclion indices in 2 groups 

(y土豆)

Group LVEF LAD RAD 
(%) (d/cm) Cd/cm) 

RAP 
(户/mmHg)" 

CAF 16 57.2 土 B.4 6.5 士 !.4 姐 5.9 士1. 1 5. 2 士1. 1 • 

SR 13 58.3 士 4.94.9:!:: 1. 0 5.8::!::!.13.5 土。.2

组 P<O. 05 vs SR group;SR ,Sinus rhythm:CAF ,Chronic atrial fi 

brillation: L VEF , Left ventricular ejection fraction: LAD , Left atrial 

diameter: RAD , Right atrial diameter: RAP , Right atrial pressure: 

1 mmHg=O. 133 kPa 

2. 2 心房肌 Cx40 和 Cx43 的表达与 AERP 的相

关性 见表 2 ， CAF 组左心房后壁 Cx40 的相对表

达量与 AERP 呈明显正相关(r=O. 762 , P<O. 0 1). 

而 Cx43 与 AERP 无明显相关 (r= 0.223. P> 

0.05);SR 组中， Cx40 和 Cx43 均与 AERP 无明显

相关(r 分别为一 O. 133 和 0.029 ， P>O. 05) 。

表 2 三组患者左、右心房 Cx40 和 Cx43 相对表达量和 AERP 比较

Tab 2 Relalion belween Cx40 and Cx43 expression and AERP in LA and RA in 3 groups 

<.，.土 .d

Contro l( Il 二 6) SR( ，，~ 13) CAF(η 二 16 ) 
Locu .s 

Cx40 Cx43 AERPlt Cms ) t、x40 Cx.J3 AERP (t /ms) Cx40 Cx.13 AERP (t !ms) 

LA 168.4:=3.8 7-1 .1 :,= 3.2 81. 4 工 8.9 74. 1 土 3.9 252.0 土 37. 1 75.4 土 4. 1 116. 7 土 27.0 ‘ 5 1. 4 士 7.0 冒

RA t 70. 7 土 2. 74.0 工 2. 5 80.8 :,= 6.4 74.6 士 3.7 245.4 士 20.6 74.8 士 4.2 125. 1 士 36.6' 53.9 土 6.4 、

LA ,Left atrium ， RA ， Ri自 ht atrium; SR: Sinus rhythm: CAF: Chronic atrÎal fihrillation; AERP: Atrial effective refractory period; ‘ P<0.05 v.' SR group 
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3 讨论

对于房颤在组织细胞水平上的机制，人们已进

行了长时间的探索。既往研究的重点是单个的细胞

膜上的离子通道，一般认为长期的房颤会导致 L 型

. Ca2十通道电流以及短暂外向 K+ 电流 1 10 减少_ 1 ~然

而房颤的维持途径是电活动在心房内的折返，细胞

间的电传导特性才是形成房颤更直接的基础。已知

心肌细胞间的连接处是闰盘，其内有特化的结构，称

之为缝隙连接。 GJ 的核心结构是缝隙连接蛋白通

道，每个 GJ 通道由相邻的两个细胞上的半通道单

位连接而戚，而每个半通道是由 6 个通道蛋白构成

的中空的类圆柱形六聚体。己知心肌组织主要有 3

种 GJ 通道，分别由 Cx40 、 Cx43 和 Cx45 组成构成

的十二聚体问。 Cx40 主要分布于心房，在心室中只

分布于束支传导系统中，而不分布于心室的工作细

胞中 ;Cx43 则在心房、心室均有大量均衡地分布;丽

Cx45 则主要分布在心脏的传导系统中表达。现已

基本明确 .Cx43 在房颤出现前后的含量不变 ;Cx45

由于其组织分布的特性，与房颤的发生及发展也无

关;而 Cx4。在房颤时则会发生明显重构，但表达

Cx40 的 mRNA 含量无明显改变， Cx40 是心房电激

动传导的主要决定者，它的缺失可使房性心律失常

易感性增加 C6] 。最近在快速起搏的山羊房颤模型中

发现心房组织的 Cx40 分布呈高度空间异质性，且

其蛋白含量减少，上述变化程度和房颤持续性呈正

相关:飞同时检测 Cx43 分布和蛋白含量不变 o 但

从目前研究的结果来看，许多结论存在着分歧。

本研究通过 Western 印迹法检测发现在 CAF

患者的左、右心房肌 Cx40 的表达下降，通过心外膜

标测发现 CAF 组中与 SR 组相比较，左、右-c.'房

AERP 等明显降低，通过对两者之间的相关性研究，

结果发现: (l>CAF 组左心房后壁 Cx40 的表达量与

同部位的 AERP 呈正相关; (2)Cx43 与 AERP 无明

显相关; (3) 在 SR 组中 .Cx40 和 Cx43 的表达量均

与 AERP 兀明显相关，表明 Cx40 的表达下调对

CAF 的心房电生理特性上具有重要的作用，是风心

病慢性房颤的发生和维持的重要因素之一，而 Cx43

可能在慢性房颤的左、右心房重构中不参与作用。

近来 Kanagaratnam 等 í~在对慢性房颤患者的心房

电生理特性与 Cx40 表达进行相关性研究时发现，

Cx40 的表达量与慢性房颤心房复杂激动形式呈正

相关，而在窦性心律和正常窦性，心律诱导房颤期间

的患者并克这种相关性，提示 Cx40 表达的改变参

与慢性房颤的心房重构，这与我们研究的结果相符。
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房颤的本质是一种折返性心律失常，任何折返

激动产生的前提是缓慢传导和单向阻滞， Cx 的异常

变化在促成这两大要素上都起了相当重要的作用。

房颤引起心房肌细胞端-端连接处 Cx40 蛋白水平的

降低，导致细胞间电藕联能力的进一步下阵，改变心

肌的电传导特性，使传导速度减慢或发生传导阻滞

的程度加重，更易于形成折返。由于折返的波长=

传导速度×不应期，房颤时的电重构使心房细胞电

生理特性发生改变，不应期缩短和频率适应不良，传

导速度的减慢进一步使折返的擅长缩短，易于在缓

慢传导区内形成多个微小折返于波。此外，由于正

常心肌细胞电冲动沿长轴传导速度远大于横向传导

速度，即传导存在各向异性，这不仅与心肌细胞膜上

的离子通道有关，也与 GJ 有关 o GJ 由正常时主要

位于心肌细胞闰盘处，房颤时转向分布于细胞侧侧

连接处，减低了纵向和横向间传导速度的差异，即各

向异性传导减低，使得各向异性传导表现出非均一

性，这为多个子波同时沿改变了的传导径路扩布并

导致房颤的维持提供了条件 o 我们初步得出结论:

左、右心房肌 Cx40 表达的下调与心房有效不应期

的缩短密切相关，且在风心病慢性房颤的发生与维

持中参与心房折返的电重构，并影响左、右心房肌的

电生理特性。
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