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［摘要］　目的　探讨心外膜脂肪中巨噬细胞对快速心房起搏犬心房 ＫＣａ３．１及心房颤动（简
称房颤）易感性的影响。方法　将１８只比格犬随机分为空白组、起搏组和清除组，每组各６只，清
除组犬在右肺静脉左心房脂肪垫、下腔静脉左心房脂肪垫与上腔静脉主动脉根部脂肪垫注射氯
膦酸二钠脂质体（５ｍｇ／ｍｌ，每个部位０．５ｍｌ）以清除巨噬细胞，起搏组犬在相同部位注射等剂量磷
酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）脂质体作为对照。起搏组和清除组犬接受快速心房起搏（６００次／ｍｉｎ，持续
７ｈ），记录左右心房的心房有效不应期（ＡＥＲＰ）、房颤诱发次数和房颤持续时间。采用免疫荧光法
检测心外膜脂肪中巨噬细胞浸润水平，采用蛋白质免疫印迹法检测心外膜脂肪组织中 ＣＤ６８及其
毗邻心房肌组织中血管紧张素Ⅱ受体１（ＡＴ１Ｒ）、磷酸化Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐＰ３８ＭＡＰＫ）、
ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ、ＫＣａ３．１表达水平。结果　起搏组犬左心房和右心房１、３、５、７ｈ的 ＡＥＲＰ均短于０ｈ
（Ｐ＜０．０５）。清除组犬左心房和右心房５、７ｈ的ＡＥＲＰ均短于０ｈ（Ｐ＜０．０５）。清除组犬左心房１、
３、５、７ｈ的ＡＥＲＰ均长于起搏组同一时间，清除组犬右心房３、５、７ｈ的ＡＥＲＰ均长于起搏组同一时
间（Ｐ＜０．０５）。清除组犬房颤诱发次数和房颤持续时间均低于起搏组（Ｐ＜０．００１或 Ｐ＜０．０５）。
３组犬心外膜脂肪邻近心房肌组织中 ＡＴ１Ｒ、ｐＰ３８ＭＡＰＫ、ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ及 ＫＣａ３．１表达水平比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１），其中起搏组高于空白组，清除组低于起搏组（Ｐ＜０．０５）。结论　心
房快速起搏导致心外膜脂肪组织巨噬细胞浸润增多，可能通过调控 ＡＴ１Ｒ／Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＡＰ１信号通
路上调相邻心房ＫＣａ３．１的表达，从而增加房颤易感性。
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　　心外膜脂肪是一种代谢活跃的内分泌脂肪库，由
冠状动脉分支供血，位于心肌和内脏心包之间，与心肌

直接毗邻。有研究发现心外膜脂肪为心肌炎症及纤维

化因子旁分泌调节的来源，可影响心房重构的产生［１４］。

临床上也发现心房颤动（简称房颤）患者心外膜脂肪

的高炎症活性［５］，心外膜脂肪的炎症活性与巨噬细胞

浸润程度一致［６］。巨噬细胞释放多种炎症和纤维化

因子，在房颤的电重构和结构重构中发挥重要作用［７］。

与非房颤患者相比，房颤患者心外膜脂肪标本中存在

巨噬细胞大量聚集，提示房颤的病理生理机制可能与

心外膜脂肪中的巨噬细胞相关［３，８］。ＫＣａ３．１是一种
由ＫＣＮＮ４基因编码的中电导钙离子激活钾通道，在
心肌细胞、成纤维细胞和巨噬细胞等多种细胞表面表

达，参与如心肌细胞自律性、心肌成纤维细胞增殖及巨

噬细胞迁移极化等多种功能的调节［９１１］。我们在前期

研究中发现快速心房起搏犬心房中ＫＣａ３．１表达上调，
抑制ＫＣａ３．１可明显降低快速心房起搏导致的房颤易
感性增加［１２］，但在房颤发生过程中ＫＣａ３．１表达上调
是否与心外膜脂肪中巨噬细胞浸润相关尚不清楚。本

研究通过快速心房起搏探讨犬心外膜脂肪局部巨噬细

胞浸润对相邻心房肌组织中ＫＣａ３．１及房颤易感性的
影响。

材料与方法

１．材料：比格犬［湖北逸挚诚生物科技有限公司，
许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１６００２０，体质量８～１０ｋｇ］、戊
巴比妥钠（Ａｓｐｅｎ，中国）、氯膦酸二钠脂质体（Ｖｒｉｊｅ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｅｉｔＡｍｓｔｅｒｄａｍ，荷兰）、磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）
脂质体（ＶｒｉｊｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｅｉｔＡｍｓｔｅｒｄａｍ，荷兰）、多极电极
导管（ＢｉｏｓｅｎｓｅＷｅｂｓｔｅｒ，加拿大）、计算机电生理系统
Ｌｅａｄ７０００（晋江公司，中国）、ＨＲＰ标记山羊抗小鼠二
抗ＣＹ３（Ａｓｐｅｎ，中国）、４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ，
Ａｓｐｅｎ，中国）、ＢＣＡ蛋白质浓度测定试剂盒（Ａｓｐｅｎ，
中国），一抗均购自于 Ａｓｐｅｎ，包括 ＣＤ６８、血管紧张素
Ⅱ受体１（ＡＴ１Ｒ）、磷酸化 Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶
（ｐＰ３８ＭＡＰＫ）、ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ及ＫＣａ３．１。
２．方法
（１）动物模型制备：１８只比格犬饲养于武汉大学

人民医院动物实验中心。采用戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ
静脉推注麻醉比格犬，予以气管插管、机械通气和连续

心电监测。额外静脉追加戊巴比妥钠１ｍｌ／ｈ以维持
实验过程中的动物麻醉状态。静脉滴注生理盐水（５０～
１００ｍｌ／ｈ）以补偿自发的液体丢失。将１８只犬随机分
为空白组、起搏组和清除组，每组６只。清除组及起搏
组犬在无菌条件下于第４肋间逐层双侧开胸，剪开心
包以暴露心脏，在左心房和右心房缝制多极电极导管

用于快速心房起搏及记录。清除组犬在右肺静脉左
心房脂肪垫、下腔静脉左心房脂肪垫与上腔静脉主
动脉根部脂肪垫注射氯膦酸二钠脂质体（５ｍｇ／ｍｌ，每
个部位０．５ｍｌ）以清除巨噬细胞，起搏组犬在相同的部
位注射等剂量的ＰＢＳ脂质体作为对照。随后给予起搏
组及清除组犬快速心房起搏（６００次／ｍｉｎ，持续７ｈ）。

（２）电生理学指标测量：分别于起搏前和起搏后
１、３、５、７ｈ测量左心房和右心房的心房有效不应期
（ＡＥＲＰ）。ＡＥＲＰ采用程序期前刺激法（Ｓ１Ｓ２）进行测
量，每８个基础 Ｓ１起搏刺激后，发放一个期前刺激
Ｓ２，Ｓ１Ｓ２的偶联间期以２ｍｓ递减。在起搏前及起搏
７ｈ后，使用Ｓ１Ｓ１程序刺激法（１２０ｍｓ、１００ｍｓ和７５ｍｓ
周期长度，每次５ｓ，每频率执行３次，即每只犬于３个
起搏周长共完成９次程控刺激）诱发房颤。房颤定义
为持续时间 ＞５ｓ的绝对不规则的心房节律，频率 ＞
５００次／ｍｉｎ。记录各组中每只犬的房颤诱发次数，统
计各组平均房颤诱发次数。记录各组中每只犬每次诱

导出房颤的持续时间，并计算每只犬的平均房颤持续

时间，用以统计各组房颤持续时间，所有数据均由计算

机电生理系统记录。

（３）巨噬细胞浸润水平评估：实验结束后，收集心
外膜脂肪组织和其覆盖的毗邻心房肌组织。部分置于

４％多聚甲醛中固定，过夜后取出，制备常规石蜡切片，
部分置于 －８０℃冰箱中待检。采用免疫荧光法检测
心外膜脂肪中巨噬细胞浸润水平，将心外膜脂肪样本

与ＣＤ６８的一抗（１∶５０稀释）进行孵育，然后将其与二
级抗体荧光素（ＣＹ３）标记的山羊抗小鼠免疫球蛋白
ＩｇＧ（１∶５０稀释）进行孵育，并用ＤＡＰＩ对细胞核进行染
色。于荧光显微镜下观察心外膜脂染色情况，在每组

中随机选择来自不同犬的４个样本，用于计算３个不
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同视野中巨噬细胞数量的平均数，使用ＩｍａｇｅＪ软件分
析结果。

（４）蛋白质免疫印迹法检测心外膜脂肪组织中
ＣＤ６８及其毗邻心房肌组织中ＡＴ１Ｒ、Ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｃＦｏｓ、
ｃＪｕｎ、ＫＣａ３．１表达水平：将心外膜脂肪组织和心房肌
组织分别研磨后收集总蛋白，用 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离
总蛋白并将分离后的蛋白质转移到 ＰＶＤＦ膜上，在膜
上添加 ＣＤ６８（１∶１０００稀释）、ＡＴ１Ｒ（１∶５００稀释）、
ｐＰ３８ＭＡＰＫ（１∶５００稀释）、ｃＦｏｓ（１∶１０００）稀释、ｃＪｕｎ
（１∶５００稀释）和 ＫＣａ３．１（１∶１０００稀释）的一抗并在
４℃下孵育过夜，洗涤后在３７℃下与ＨＲＰ标记的二抗
孵育 １ｈ。采用蛋白凝胶成像仪进行拍照和灰度分
析，目的蛋白相对表达量 ＝目的蛋白灰度／相对内参
灰度。

３．统计学处理：应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统
计分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫｑ检验，同组不同时
间比较采用配对样本 ｔ检验，两组间比较采用独立样
本ｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．３组犬心外膜脂肪中 ＣＤ６８标记的巨噬细胞浸
润水平及ＣＤ６８水平比较：免疫荧光分析结果显示，空
白组、起搏组、清除组犬心外膜脂肪中 ＣＤ６８标记的巨
噬细胞浸润水平分别为５．００±４．２４、２２８．２５±６５．４１、
４５．２５±２７．９０，其中起搏组高于空白组，清除组低于起

搏组（Ｐ＜０．００１），而空白组和清除组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５），见图１。蛋白质免疫印迹法检测结
果显示，空白组、起搏组、清除组犬心外膜脂肪组织中

ＣＤ６８水平分别为０．１２±０．０５、０．７７±０．０６、０．４２±０．１７，
其中起搏组高于空白组，清除组低于起搏组，清除组高

于空白组（Ｐ＜０．００１）。
　　２．起搏组和清除组犬左右心房不同时间ＡＥＲＰ及
房颤易感性比较：起搏组犬左心房和右心房１、３、５、７ｈ
的ＡＥＲＰ均短于０ｈ（Ｐ＜０．０５）。清除组左心房和右
心房５、７ｈ的ＡＥＲＰ均短于０ｈ（Ｐ＜０．０５）。清除组犬
左心房１、３、５、７ｈ的 ＡＥＲＰ均长于起搏组同一时间，
清除组犬右心房３、５、７ｈ的 ＡＥＲＰ均长于起搏组同一
时间（Ｐ＜０．０５）。见表１。起搏前，起搏组和清除组犬
均未诱发出房颤。起搏组犬７ｈ房颤诱发次数高于基
线［（５．３±２．５）次比０次，Ｐ＜０．００１］，而清除组犬７ｈ
与基线房颤诱发次数比较差异无统计学意义［（１．３±
０．５）次比０次，Ｐ＞０．０５］。清除组犬房颤诱发次数低
于起搏组［（５．３±２．５）次比（１．３±０．５）次，Ｐ＜
０．００１］，且清除组犬房颤持续时间低于起搏组［（７．４±
３．０）ｓ比（２２．７±１８．６）ｓ，Ｐ＜０．０５］。
　　３．３组犬心外膜脂肪邻近心房肌组织中 ＡＴ１Ｒ、
ｐＰ３８ＭＡＰＫ、ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ及ＫＣａ３．１表达水平比较：３组
犬心外膜脂肪邻近心房肌组织中 ＡＴ１Ｒ、ｐＰ３８ＭＡＰＫ、
ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ及ＫＣａ３．１表达水平比较差异均有统计学
意义（Ｐ＜０．００１），其中起搏组高于空白组，清除组低
于起搏组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

图１　３组犬心外膜脂肪组织中巨噬细胞浸润水平：ＣＹ３标记的ＣＤ６８被染成红色，ＤＡＰＩ标记的细胞核被染成蓝色（Ａ、Ｂ、Ｃ分别为空白组

的ＤＡＰＩ、ＣＤ６８、Ｍｅｒｇｅ；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为起搏组的ＤＡＰＩ、ＣＤ６８、Ｍｅｒｇｅ；Ｇ、Ｈ、Ｉ分别为清除组的ＤＡＰＩ、ＣＤ６８、Ｍｅｒｇｅ；免疫荧光染色，×２００）
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表１　起搏组和清除组犬左右心房不同时间ＡＥＲＰ比较
（ｍｓ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 左心房 右心房

起搏组

０ｈ １３２．０±６．８ １３０．０±８．６
１ｈ １２１．３±６．０ａ １１８．７±９．６ａ

３ｈ １１２．０±７．４ａ １１２．３±６．４ａ

５ｈ １０４．７±５．０ａ １０４．３±６．６ａ

７ｈ １００．３±５．０ａ ９７．３±８．６ａ

清除组

０ｈ １３０．７±９．１ １２８．３±７．７
１ｈ １３２．０±９．７ｂ １３１．３±１０．８
３ｈ １２７．０±７．６ｂ １２５．３±１０．９ｂ

５ｈ １１８．７±７．３ａｂ １２１．０±９．８ａｂ

７ｈ １１２．３±５．１ａｂ １１５．７±１０．５ａｂ

　　注：与同组０ｈ比较，ａＰ＜０．０５；与起搏组同一时间比较，ｂＰ＜０．０５

表２　３组犬心外膜脂肪邻近心房肌组织中ＡＴ１Ｒ、ｐＰ３８ＭＡＰＫ、
ｃＦｏｓ、ｃＪｕｎ及ＫＣａ３．１表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＡＴ１Ｒ ｐＰ３８ＭＡＰＫ ｃＦｏｓ ｃＪｕｎ ＫＣａ３．１

空白组 ０．０９±０．０３ ０．０８±０．０４ ０．０５±０．０２ ０．０４±０．０１ ０．１４±０．０５
起搏组 ０．８５±０．１１ａ ０．４６±０．１０ａ ０．５０±０．０８ａ ０．６３±０．０８ａ ０．７８±０．０７ａ

清除组 ０．４０±０．２５ａｂ ０．２６±０．１０ａｂ ０．２０±０．０７ａｂ ０．３０±０．１２ａｂ０．４９±０．１２ａｂ

Ｆ值 ３５．９０３ ３１．８８６ ７８．５２３ ８０．３２４ ８７．４９７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
　　注：与空白组比较，ａＰ＜０．０５；与起搏组比较，ｂＰ＜０．０５

讨　　论

既往研究发现，相较于皮下脂肪，心外膜脂肪与房

颤的发生及发展更为相关［６］，影像学检查提示心外膜

脂肪与其相邻心房肌在病理改变上密切相关［１３］。但

心外膜脂肪与房颤病理生理机制之间的关系仍未完全

阐明。我们前期研究发现快速心房起搏犬心房中

ＫＣａ３．１的表达上调，抑制 ＫＣａ３．１可逆转快速心房起
搏犬的心房电重构及降低房颤易感性［１２］。进一步研

究还发现，ＫＣａ３．１表达上调影响巨噬细胞的招募极
化，导致巨噬细胞分泌的多种炎症因子如白细胞介素

（ＩＬ）１β、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α的表达增加［１４］。ＩＬ１β
抑制心房肌颤动蛋白（ＱＫ１）的表达，使 Ｌ型钙通道电
流减少，进而导致心房电重构［１５］。最近的一项研究提

示编码ＫＣａ３．１的 ＫＣＮＮ４基因上调主要归因于巨噬
细胞聚集极化，巨噬细胞通过激活ＫＣａ３．１和缝隙链接
导致动作电位时程异质性及心肌梗死后心律失常［１６］。

巨噬细胞聚集对房颤过程中心房组织 ＫＣａ３．１表达的
影响尚不清楚。有研究发现，在房颤患者心外膜脂肪标

本中，巨噬细胞在心肌和脂肪组织交界处大量聚集［８］。

本研究证实了巨噬细胞在快速心房起搏犬心外膜脂肪

中大量浸润，进一步发现使用氯膦酸二钠脂质体清除

局部心外膜脂肪组织中的巨噬细胞后，临近心房肌组

织中ＫＣａ３．１的表达水平上调及房颤易感性的增加被

抑制。此前有研究结果显示，血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）
作用于 ＡＴ１Ｒ激活 Ｐ３８ＭＡＰＫ、细胞外调节蛋白激酶
（ＥＲＫ１／２）和磷脂酰肌醇 ３激酶／蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ）信号通路，从而上调激活蛋白１（ＡＰ１，由 ｃＦｏｓ
和ｃＪｕｎ组成的转录因子）导致ＫＣａ３．１的表达水平升
高［１１］。与其一致的是，本研究发现快速心房起搏犬心

外膜脂肪临近心房肌组织中ＡＴ１Ｒ、Ｐ３８ＭＡＰＫ及 ＡＰ１
表达水平升高，而心外膜脂肪的巨噬细胞清除后，

ＡＴ１Ｒ、Ｐ３８ＭＡＰＫ及 ＡＰ１表达的上调均被抑制，提示
心外膜脂肪中巨噬细胞可能与临近心肌中 ＡＴ１Ｒ／
Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＡＰ１途径的ＫＣａ３．１激活相关。近期有研
究发现，血管紧张素转换酶２（ＡＣＥ２）在心外膜脂肪组
织细胞外基质增厚部位的表达增加［３］。而ＡＣＥ２基因
敲除小鼠的心外膜脂肪炎症程度加重，常驻脂肪组织

巨噬细胞的浸润增多，提示局部肾素血管紧张素系统
（ＲＡＳ）与心外膜巨噬细胞浸润相关［１７］。经典 ＲＡＳ途
径（ＡｎｇⅡ／ＡＴ１Ｒ）的激活和非经典ＲＡＳ途径（Ａｎｇ１７／
Ｍａｓ１Ｒ）的抑制可能通过巨噬细胞相关炎症／心外膜脂
肪代谢改变／心脏电重构机制参与房颤的诱发和维
持［１８］。巨噬细胞相关的局部炎症微环境影响脂肪组

织的代谢及活化，促进循环血管紧张素原的释放，产生

和分泌ＡｎｇⅡ，激活ＡＴ１Ｒ诱导自分泌和旁分泌效应，
从而影响循环和局部的 ＲＡＳ［１９２０］。本研究发现，心外
膜脂肪巨噬细胞浸润与相邻心房肌组织中ＡＴ１Ｒ表达
相关，为心外膜脂肪／巨噬细胞／局部ＲＡＳ的关联提供
了证据。

综上所述，快速心房起搏犬心外膜脂肪组织存在

巨噬细胞大量浸润，心外膜脂肪组织中巨噬细胞浸润

可能通过调控 ＡＴ１Ｒ／Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＡＰ１信号通路上调
ＫＣａ３．１表达，从而增加快速心房起搏犬的房颤易感性。
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（本文编辑：周三凤）

［中图分类号］　Ｒ５６６．６　　　　［文献标识码］　Ａ

　　地中海贫血（简称地贫）为常染色体隐性遗传性血红蛋白
病，主要包括α地贫和β地贫，广泛分布在全球地中海地区，我
国多见于广东、广西、海南、云南、贵州等沿海地区［１］。关于地

贫在湖北武汉地区有相关报道，但湖北其他地区报道较少。其

发病机制是α及β珠蛋白基因的先天性缺陷，造成 α及 β珠
蛋白肽链合成减少或缺失，从而引起血红蛋白生成障碍，导致

无效造血和溶血性贫血。随着检测技术发展及人口迁移，越来

越多内地地区检测出地贫患者。本研究主要通过统计分析湖

北荆州地区地贫发病率及其基因类型和构成，旨在了解该地区

α、β地贫基因突变类型的分布情况，为预防地贫患儿的出生提
供有效指导依据，同时可针对性地指导遗传咨询与产前诊断。

对象与方法

１．对象：收集２０１７年１月～２０１９年１２月于我院门诊就诊
或住院的地贫初筛阳性患者２２７２例。平均红细胞体积 ＜８０ｆｌ
或平均红细胞血红蛋白含量 ＜２７ｐｇ且血清铁蛋白 ＞１２μｇ／Ｌ
定义为地贫初筛阳性。纳入标准：血常规检查符合贫血诊断标

准（血红蛋白男性 ＜１２０ｇ／Ｌ、女性 ＜１１０ｇ／Ｌ）且地贫初筛阳性
患者。排除标准：除贫血外还患有其他类型的血液系统疾病。

所有患者均知情同意。

２．方法：所有患者均使用乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗
凝管采血３ｍｌ送检我院实验室行地贫基因检测。α和 β地中
海贫血基因检测试剂盒购自于广州达安检测中心。采用跨跃

断裂点聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术检测中国人群中常见的３种

α地贫缺失型突变（ＳＥＡ、α３．７、α４．２），采用ＰＣＲ结合反向斑点
杂交技术检测１７种 β地贫点突变（ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２、ＣＤ１７、
－２８、βＥ、ＩＶＳＩＩ６５４、ＩＶＳＩ１、ＩＶＳＩ５、ＣＤ４３、ＣＤ３１、ＣＤ２７／２８、
－３２、－２９、ＣＤ３０、ＣＤ１４１５、ＣＡＰ和Ｉｎｔ）。
３．统计学处理：计数资料以例和百分比表示。
结　　果
１．地贫基因检测结果阳性患者各疾病类型发病率情况：

２２７２例患者中共１９３例地贫基因检测结果阳性，其中男５４例，
女１３９例，男女比例为１∶２．５７，发病率为８．４９％。在１９３例地贫
患者中，其中α地贫６４例，占３３．２％（６４／１９３），β地贫１２７例，
占６５．８％（１２７／１９３），αβ复合型地贫２例，占１．０％（２／１９３）。
２．α地贫基因型分布情况：在检出的６４例 α地贫基因携

带者中，以东南亚型（ＳＥＡ／αα）基因型突变为主（３７例，
５７．８％），其次为α３．７／αα型（１１例，１７．２％）。在不同临床表型
地贫中，以轻型表型为主（３７例，５７．８％），其次是静止型（１９例，
２９．８％）。见表１。

３．β地贫基因型分布情况：在检出的１２７例β地贫基因携
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