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血管紧张素$（'$(）对快速心房起搏犬心房重构及
)*+,-./ 蛋白表达的影响
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心房颤动是临床上最常见的快速性心律失常

之一，其病理生理机制主要为心房重构，其中肾素$

血管紧张素（M-5）系统发挥重要作用，已证实 -12

YY 有强的促心脏重构作用h'i。而 M-5 系统中的另一

成分，血管紧张素$（'$(）h-12$（'$(）i可经血管紧张

素转化酶 0?血管紧张素$（'$(）?,7D（-[C0?-12$（'$

(）?,7D）通路对抗 -12 YY 而发挥降血压、改善心脏重

构的作用，并在抗炎症反应、抗纤维化中也起到作

用。)a+,-./ 信号通路与心肌纤维化、心肌肥大、缺

血再灌注损伤有关，但是 )a+,-./ 信号通路是否

参与了房颤的病理生理改变，以及 -12$（'$(）对于

)a+,-./ 信号通路有无干预作用尚不明确。本研究

拟探讨房颤动物模型中心房重构与 )a+,-./ 蛋白
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激活的关系和 !"#$%&$'(的干预作用。

! !"#$%

&)& !"#$%&' 健康成年杂种犬购自天津

医科大学动物实验中心；特制犬高频心房起搏器购

自复旦大学电子工程系；*+,-..& 多导电生理仪购

自上海宏桐有限公司；/0$12 型电生理刺激仪购自

苏州市东方电子仪器厂；23456!微量渗透泵购自美

国 /789:* 公司；;<==>" 染色试剂盒购自南京建

成科技有限公司；电泳转膜仪购自 ?@>$A<B 公司；

化学发光成像系统购自上海天能公司；2"#$（&$'）

试剂购自 ?CDEFG 公司；?:2 蛋白含量检测试剂盒

购自凯基生物公司；小鼠抗大鼠 !$CH6@" 抗体购自

全式金公司；小鼠抗大鼠 IJK;2LM 抗体、兔抗大鼠

磷酸化 IJK;2LM 抗体购自 2NHCG 公司；OAL 标记

的羊抗小鼠抗体、OAL 标记的羊抗兔抗体购自

LP>G5QC 公司；9:R 化学发光液购自 ;@33@I>P5 公司。

&)- !"()

&)-)& 实验分组与模型建立 健康成年杂种犬&1只，

体质量 &- MQ 左右，雌雄不限，随机数字表法分为

J 组：假手术组（SECG，S 组），心房起搏组（LCD@"Q，

L组）和心房起搏T2"Q$（&$'）组（2 组），每组 1 只。

所有犬均以 JU异戊巴比妥钠 J. GQVMQ 麻醉，气管

插管连接呼吸机，仰卧位固定，监测心电图、血氧饱

和度、动脉血压，静脉点滴 1U葡萄糖生理盐水注射

液，分离右侧颈外静脉，穿刺颈外静脉向近心端送

入电极至右心房，电极远端连接电生理刺激仪，用

1.. 次VG@" 快速起搏心房，当记录到 &：& 心房夺

获并起搏良好，固定电极，电极末端连接特制犬高

频心房起搏器，起搏电压 1 W，脉宽 .)- G=，频率

1..次VG@"，起搏器埋置于肩胛间区皮下囊袋，术中

严格无菌操作，术后应用抗生素预防感染，S 组起搏

器不起搏，L 组和 2 组连续起搏 - 周，2 组同时皮下

埋置 23456!微量渗透泵，经颈外静脉给予 2"Q$（&$'）

以 X "QVMQVE 持续泵入至实验结束。

&)-)- 房颤诱发率及持续时间测定 各组犬起搏

- 周后，JU异戊巴比妥钠麻醉，仰卧位固定，连接呼

吸机与体表心电图，正中开胸，暴露心脏，将 X 对双

极记录电极分别与高位左心房、低位左心房、左心

耳、高位右心房、低位右心房、右心耳连接，将 Y 对

电极与左上、下肺静脉和右上、下肺静脉连接，各电

极与多导电生理记录仪连接，应用心脏程序期前刺

激法测量心房 X 点基础起搏周长为 -1. G= 时的心

房有效不应期，应用快速刺激诱发房颤，测定各位

点的房颤诱发率及持续时间。

&)-)J 心房肌细胞形态学检查 电生理实验结束

后取出心脏，剪取心房肌组织，冷 L?S 洗净血液后

于 &.U中性福尔马林溶液中固定 -Y E，经脱水、石

蜡包埋后切片，分别进行 O9 染色及 ;<==>" 染色。

&)-)Y Z5=65P" [3>6 检测心房肌组织 IJK;2LM、磷

酸化 IJK;2LM 的蛋白表达情况 电生理实验结束

后取出心脏，剪取左心房肌组织，冷 L?S 洗净血液，

置于冻存管中$K.!保存。剪取适量冷冻组织，液氮

法研磨提取蛋白上清液，?:2 法测定总蛋白浓度，

等量上样作 S/S$L2\9 电泳，将凝胶中的蛋白质转

至 LW/] 膜，室温下用 1U脱脂牛奶封闭 & E，分别

于稀释 !$<D6@" 抗体（&^1 ...）、IJK;2LM（&^& ...）抗

体和磷酸化 IJK;2LM（&^& ...）抗体 Y !孵育过夜，

*?S* 洗膜 J 次，每次 &. G@"，于相应二抗室温孵育

& E，*?S* 洗膜 J 次，每次 &. G@"，9:R 法于化学发

光呈像系统中曝光，使用 *<">" \@= 系统进行条带灰

度分析计算净光密度，以目的蛋白净光密度V!$<D6@"

净光密度的比值反应目的蛋白相对水平。

&)J *+,-. 使用 SLSS-& 进行统计学数据分

析处理，计量资料用 !"# 表示，多组样本均数比较使

用单因素方差分析，以 !".).1为差异有统计学意义。

" &'

-)& /0123456789: 各组犬起搏前

及起搏后心室率比较均无统计学意义，见表 &。

-)- /016;<=>?@A 快速心房起搏使

L 组犬左室射血分数较 S 组明显降低（!_.).1），而

2 组与 L 组比较左室射血分数提高（!_.).1）且仍

低于 ` 组，但左房内径、左室舒张末期内径、室间隔

厚度及左室后壁厚度的变化在 J 组间未达到统计

学意义，见表 -。

组别 起搏前心室率V[IG 起搏后心室率V[IG !

S 组 &X1)..#a)X. &K')..#&J).. b.).1

L 组 &'&)X.#&&)K. &KK)..#-.).. b.).1

2 组 &XK)Y.#&.)1. &KX)..#&&).. b.).1

! b.).1 b.).1

( ! )*+,-./01234

#$% ! &'()$*+,'- '. /0-1*+234$* *$10 %0.'*0 $-5 $.10* )$2+-6 +-

0$27 6*'3)

组别 R2VGG Rc9//VGG Rc9]VU dc`VGG RcLZVGG

` 组 &K)1.#&).K J.)'.#&)'1 X-)K1#Y)1' X)11#.)XX 1)KJ#.)Xa

L 组 &K)Y1#.)a& J-)Y.#-)XY Y')..#K)Y-

<

X)X1#.)&' X)-K#.)1Y

2 组 &K)-X#&)-J J&)-J#-)JJ 1-)-J#X)YY

<[

X)JY#.)JK X)&-#.)'K

( " )*+056789:;<

#$% " &7$-60, +- 2$*5+$2 341*$,'3-5 )$*$(010*, +- 0$27 6*'3)

R2 左房内径，Rc9// 左室舒张末期内径，Rc9] 左室射血分数，dc`

室间隔厚度，RcLZ 左室后壁厚度，< 与 ` 组比较 ! _.).1，[ 与 L 组比

较 ! _.).1
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!"# $%&'()*!"#$ $%&'()*%&'()* 与

+ 组相比，) 组磷酸化 $%&'()* 蛋白水平明显升高

（!,-"-#），使用(./0（102）干预后可使其降低（!,-"-#），

但 % 组 $%&'()* 蛋白水平的变化未达到统计学意

义，见表 #、图 %。

34( 高位右房，54( 低位右房，4(( 右心耳，35( 高位左房，55( 低位左房，5(( 左心耳，6 与 + 组比较 !,-"-#，7 与 ) 组比较 ! ,-"-#

组别 34( 54( 4(( 35( 55( 5((

+ 组 11-"8-!9":& 1-#":-!&"2& 1-:"--! &"%% 1-1"--!2"9: 1-1"--! #"#! 1-!"--!&"98

) 组 9-"88!1:"91

6

&2"11!:"-9

6

&&":2!1-"2-

6

&#"11!:"98

6

&1"%%!1!"9!

6

&#"#:!%"92

6

( 组 1-:"8-! &"&#

7

9#":2!:"&! 98":2!1-":8 9:":2!&":&

7

9%"%%! 2"%8

7

98"%%!9"#:

! ! "#$%&'()*+,-.

"#$ ! %& '()*+'$','-. #() )*/#-'0( '( 1#+2 3/0*4

组别 房颤诱发率;< 房颤持续时间;=

+ 组 9":-!%":- !"9-!1"%-

) 组 %!"2-!2":-

6

12"1-!#"%-

6

( 组 12":-!8"#-

67

2"1-!%"1-

67

! 5 "#$/0123%456786789

"#$ 5 %:;< 0= 1#+2 3/0*4 6789

6 与 + 组比较 !,-"-#，7 与 ) 组比较 !,-"-#

!"% +,-./012345/6789:;<=

>?@A 与 + 组相比，) 组各部位心房有效不应

期明显缩短，而 ( 组与 ) 组比较在高位右房、高位

左房和低位左房的心房有效不应期延长；) 组房颤

诱发率升高，房颤持续时间延长，( 组与 ) 组比较

房颤诱发率降低，房颤持续时间缩短，见表 %、8。

!"8 ./BCDEF:GHI@A 3>、'6==?.

染色可以观察到 ) 组较 + 组心房肌细胞排列紊乱，

细胞大小不均，细胞间纤维组织增多，而 (./0（102）

干预后可减轻上述变化，见图 1、!。

9 > 3%:#;?#880(<=>>@@!?

&'3 > ?#880( 8-#'('(3 0= #-/'#, 7.0+#/)'*7 6>@@!9

+ 组 ) 组 ( 组
9 A 3%:#; B:<=>>@@!@

&'3 A B: 8-#'('(3 0= #-/'#, 7.0+#/)'*76>@@!9

+ 组 ) 组
( 组

6

6"$%&'()* 蛋白相对量；7"磷酸化 $%&'()* 蛋白相对量

9 C D18-1/( $,0-AB 4CE?%<FCDEF 4CE?%<FGH!IJK

&'3 C D18-1/( $,0- 0= 4CE?%<F #() 4208420/.,#-1) 4CE?%<F

4/0-1'( 1G4/188'0(

7

+ ) (

1"-

-"&

-":

-"8

-"!

-"-

组别 $%&'()* 磷酸化 $%&'()*

+ 组 -":8!-"!! -"%#!-"12

) 组 -"29!-"!2 -"&%!-"-&

6

( 组 -":9!-"1- -"#:!-"-2

7

L H "#$M3%"NOGHPQLIRSTU

"#$ H ;1,#-'I1 1G4/188'0( ,1I1,8 0= 4/0-1'(8 '( -21 ,1=- #-/'*7 0=

1#+2 3/0*4

6 与 + 组比较 !,-"-#，7 与 ) 组比较 !,-"-#

!06@AB.

$%&'()*

$
%
&
'
(
)
*
;
!
0
6
@
A
B
.

1"-

-"&

-":

-"8

-"!

-"-

!06@AB.

$%&'()*

$
%
&
'
(
)
*
;
!
0
6
@
A
B
.

+ ) (

+ ) ( + ) (
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心房颤动是临床上常见的一种以心房快速、无

序的电活动为特征的心律失常，其对人体的危害主

要为血栓栓塞和心功能损害。房颤可使心衰的患病

率增加 ! 倍并且加重心衰的症状"#$，在本实验中，两

周的快速心房起搏就可使左室射血分数明显降低。

房颤的病理生理改变主要包括心房的电重构和结

构重构，电重构主要表现为心房有效不应期和动作

电位时限缩短、动作电位传导速度减慢、不应期离

散度增加等，结构重构则包括心房肌细胞退行性变

和心肌间质纤维化等"!$，在我们的前期实验中已观

察到快速心房起搏可使心房肌细胞离子通道发生

改变"%&'$，本实验中通过快速心房起搏模拟房颤，两

周后关闭心房起搏器，虽然各组犬窦性心律时的心

室率变化没有意义，但是心房起搏组犬心房有效不

应期缩短，房颤诱发率及持续时间升高，心肌细胞

间纤维组织明显增多，符合房颤的病理生理改变，

即房颤造模成功。

(!)*+,- 是丝裂原活化蛋白激酶（*+,-）家

族的成员之一，在介导细胞生长、凋亡、炎症及应激

反应等起到十分重要的作用".$，并与心肌纤维化、心

肌肥大、缺血再灌注损伤有关"/&)$。(!)*+,- 通路也

参与了房颤的发生和维持，如在兔肺静脉肌袖中的

研究发现，致房性心律失常作用主要通过激活

(!)*+,- 信号通路 "0$；与窦性心律相比，房颤患者

心肌局部磷酸化 (!)*+,- 水平明显升高，据此认

为 *+,- 途径的激活可能是心房纤维化的分子基

础"12$，(!)*+,- 还可通过干预炎症因子及细胞外基

质代谢、诱导细胞凋亡、激活成纤维细胞促进胶原

沉积等参与心肌纤维化"/$。在细胞水平已证明快速

起搏可使心房肌细胞 3 型钙通道 !45 亚单位、

-6%7! 表达下降，磷酸化 (!)*+,- 升高，特异性阻

断 (!)*+,- 可减轻这一变化"44$，即 (!)*+,- 可能

参与了电重构，本研究在在体实验水平也证实快速

心房起搏所导致的心房重构伴随着 (!)*+,- 磷酸

化激活，而总 (!)*+,- 水平并无差异，这可能因为

外界刺激因素经多级传递使磷酸化激酶活化进而

磷酸化激活 (!)*+,- 蛋白成为有活性状态，活化

后的 (!)*+,- 蛋白才能调控多种转录因子的产生

从而发挥作用".$。目前快速心房起搏与 (!)*+,- 激

活的具体调控机制尚不明确，但有研究表明 "! 肾

上腺素能受体在其中起到桥梁的作用"4#$。

8+9 系统与心血管疾病密切相关，其中的重要

效应因子 +:; << 与 +=48 结合可通过多种途径调控

内皮细胞损伤、动脉硬化、心肌纤维化和炎症反应

等"4!$。+:;&（4&/）是 8+9 系统的另一活性物质，与

+:; << 的生理作用相反，其可抑制并改善多种心血

管疾病所导致的心肌肥大和纤维化"4%$，并在抗炎症

反应中起到作用，如抗白细胞募集、降低促炎因子表

达、增加抗炎因子表达等"4'$。在笔者的前期实验中，

使用 +:;&（4&/）可以减轻快速心房起搏导致的离子

通道改变，使电生理指标明显改善，也可通过降低

+>?、?8-4@?8-# 的表达，提高 +>?# 表达减轻心

房肌纤维化"'A1.B4/$。+:;C（4C/）也可干预 (!)*+,- 通

路 ， 如 +:; << 可 使 人 脐 静 脉 血 管 内 皮 细 胞

(!)*+,- 蛋白磷酸化水平明显升高，细胞间黏附分

子C4（<>+*C4）、血管细胞粘附分子C4（D>+*C4）和

*>,C4 表达明显升高，而 +:;C（4C/）可通过 *EF 受

体，减轻 (!)*+,- 蛋白磷酸化水平从而逆转这一

变化"4)$。在本实验的房颤模型中，+:;C（4C/）可延长

心房有效不应期，降低房颤诱发率和持续时间，降

低 (!)*+,- 磷酸化激活，改善心肌纤维化，但这些

作用是否经 *EF 受体及是否直接作用于 (!)*+,-

通路还未得知。

在本实验中，通过快速右心房起搏建立房颤动

物模型，可以观察到心房重构的表现，并且磷酸化

(!)*+,- 蛋白水平显著升高。磷酸化 (!)*+,- 激

活后可能通过介导下游的细胞因子的表达而触发

并加重心房重构，从而导致房颤的发生和持续，而

给予 +:;C（4C/）干预后，心房重构改善，心房磷酸

化 (!)*+,- 蛋白表达水平显著降低，表明 +:;CG4B

/H可能通过抑制心房 (!)*+,- 激活发挥其抑制心

房重构的作用。但是，心房重构与 (!)*+,- 激活的

具体关系及 +:;C（4C/）干预 (!)*+,- 通路的具体

机制目前尚不明确，需进行深入研究。
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