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揖摘要铱 摇 目的: 探究慢性间歇低氧(CIH)对 SD 大鼠心房电重构的影响,阐释 CIH 促进心房颤动(AF)发生发展的

可能机制。 方法: 80 只雄性 SD 大鼠随机分为对照组(Control)、慢性间歇低氧组 / 模型组(CIH)每组各 40 只。 模

型组大鼠每日接受间歇低氧 8 h,持续 30 d。 行超声心动图、血流动力学检查之后,进行体外心脏电生理学实验、病
理学实验及分子生物学实验。 电生理实验检测心房 AF 易感性,Masson 染色观察心房肌组织纤维化程度,Western
blot 检测心房组织中 Nav1. 5、Cav1. 2 及 Kv4. 3 的蛋白表达水平。 全细胞膜片钳实验中,电流钳模式下记录心房肌

细胞动作电位(AP),并计算比较动作电位时程(APD)。 电压钳模式下记录比较 INa、ICa鄄L、Ito电流密度及通道动力学

参数。 结果: 与对照组相比,模型组大鼠心房纤维化程度增加(P<0. 01)、AF 易感性升高(P<0. 05),Nav1. 5、Cav1.
2(P<0. 05)、Kv4. 3(P<0. 05)的表达水平降低,心房肌细胞的 APD90 及 APD50 延长,INa、ICa鄄L(P<0. 01)、Ito(P<0. 01)
电流密度降低。 结论: CIH 导致离子通道亚基表达水平、离子流强度及 APD 的改变,进而 AF 诱发率升高,这些变

化可能是其促进 AF 发生发展的机制。
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揖ABSTRACT铱 Objective: The aim of this study was to investigate the effects of chronic intermittent hypoxia (CIH) on atrial electri鄄
cal remodeling in Sprague鄄Dawley ( SD) rats, which provide the explication for the mechanisms of CIH promoting atrial fibrillation
(AF). Methods: Eighty SD rats were randomly divided into 2 groups: control group and CIH group (n=40). CIH rats were subjec鄄
ted to CIH 8 h / d for 30 days. After the echocardiography and hemodynamics examination, cardiac electrophysiological experiments,
histological experiments, and molecular biological experiments were executed. AF susceptibility was measured by isolated heart electro鄄
physiological experiments. Masson's trichrome stain was used to assess the degree of atrial fibrosis. The protein expression levels of so鄄
dium voltage鄄gated channel alpha subunit 5 (SCN5A / Nav1. 5), calcium voltage鄄gated channel subunit alpha1 C (CACNA1C / Cav1. 2)
and potassium voltage鄄gated channel subfamily D member 3 (KCND3 / Kv4. 3) were measured by Western blot. In whole鄄cell patch
clamp experiments, current clamp mode was used to record AP, and APD90 and APD50 were analyzed and compared between the two
groups. In voltage clamp mode, INa, ICa鄄L, Ito and their kinetic parameters were recorded and compared between the two groups. Re鄄
sults: Compared to the control rats, atrial interstitial collagen deposition (P<0. 01) and AF inducibility (P<0. 05) were increased in
CIH rats, whereas the expression levels of Nav1. 5, Cav1. 2 and Kv4. 3 were decreased (P<0. 05). APD90 and APD50 in CIH rats爷 at鄄
rial myocytes were longer than those of control rats, and CIH rats showed decreased current density of INa, ICa鄄L(P<0. 01) and Ito(P<
0. 01). Conclusion: CIH鄄induced changes in the protein expression levels of ion channel subunits, current intensity, APD, and AF
susceptibility, which may be the mechanisms of CIH promoting AF.
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摇 摇 心房颤动(atrial fibrillation, AF)是最常见的心

律失常之一,其可导致血栓形成、恶化心功能,是心

脑血管疾病的主要危险因素[1]。 相关研究表明,长
期的慢性间歇低氧 ( chronic intermittent hypoxia,
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CIH)是促进 AF 发生、发展的重要因素[2],其一定程

度上与阻塞性睡眠呼吸暂停(obstructive sleep apne鄄
a, OSA)类似,据研究估计,全世界 30 至 69 岁的人

群中,约 10 亿人罹患 OSA,而 AF 患者合并 OSA 的

概率可高达 50% ,此外两种疾病的发病率仍逐年增

加[3, 4]。 目前 AF 的病理生理机制尚未完全明确,但
心房重构可能是 AF 发生、发展、维持的重要基质,
心房重构主要涉及心房的结构重构和电重构,以胶

原沉积增加为主要变化的结构重构和以心房离子通

道状态变化为主要变化的电重构是心房重构最主要

的表现形式[5],进一步探究心房重构的分子及离子

机制是 AF 研究的重点,可为进一步治疗 AF 提供切

入点。
细胞层面的电活动是生物电现象的基础,其在

机体的各种生理、病理活动中具有重要调控作用,离
子通道状态改变是多种疾病的发生、发展的重要原

因,通道状态的改变会导致胞内外离子活动变化,继
而影响信号通路的转导及各项生理活动,因而离子

通道是电生理学最重要的研究对象[6]。 电压门控

性 /依赖性钠通道 ( voltage鄄gated sodium channel,
Nav)、钙通道(voltage鄄gated calcium channel, Cav)及
钾通道(voltage鄄gated potassium channel, Kv)作为基

础离子通道,是细胞产生电活动的基础,其形成的离

子流 INa、ICa、IK的变化是多系统疾病的病因,尤其在

心律失常的病理生理过程中具有重要作用[7],心脏

中,快钠通道、钙通道、瞬时外向钾通道分别由 Nav

1. 5、Cav1. 2、Kv4. 3 构成,对应离子流为别为 INa、
ICa鄄L、Ito,其在 AF 的发生发展中扮演着重要角色[8]。
AF 中心房的电、结构重构的病理生理过程尚待进一

步明确,我们拟通过 CIH 方式建立大鼠心房重构模

型[9],探讨 CIH 对 SD 大鼠心房电重构的影响,进而

探究 CIH 促进 AF 发生、发展的分子及离子机制,为
AF 上游防治提供思路。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

雄性 SD 大鼠,共 80 只,14 周龄,(250 依20) g,
购自北京华阜康股份有限公司,许可证号:SCXK
(京)2014鄄000。 所有大鼠均被安置于环境受控的动

物房中,低氧时间外可自由获取食物和水,呼吸正常

的室内空气。
1. 2摇 实验仪器和试剂

自动调节式乏氧仪(南京新飞),小动物彩超仪

(SONICS, USA),血流动力学分析仪(上海 ADIN鄄
STRUMENTS),TOP鄄2001 多导电生理系统(上海宏

桐),倒置显微镜(Olympus, Japan),MP鄄285 显微操

作仪 ( SUTTER, USA),玻璃微电极拉制仪 ( SUT鄄
TER,USA),膜片钳放大器 /数模转换器(Axon CNS,
USA),Masson 染色试剂盒(南京建成公司),RIPA
裂解液 (南京 KeyGEN BioTECH),蛋白酶抑制剂

PMSF(南京 KeyGEN BioTECH),抗大鼠 茁鄄actin 抗

体(Proteintech, USA, 1 颐 4 000),抗大鼠 Cav1. 2 抗

体(Abcam, USA, 1 颐 1 000),抗大鼠 Kv4. 3 抗体

(Affinity, USA, 1 颐 1 000),抗大鼠 Nav 1. 5 抗体

(Abcam, USA, 1 颐 1 000)。 氯化胆碱 ( SIGMA,
USA),HEPES (北京 Gentihold),牛磺酸 ( SIGMA,
USA),L鄄谷氨酸(广州 Biosharp),EGTA(北京 Genti鄄
hold),II 型胶原酶(Worthington, USA),胎牛血清

BSA(Roche, Switzerland),其余试剂为国产分析纯。
1. 3摇 分组及模型建立方法

80 只雄性 SD 大鼠按随机数字法分为对照组

(Control)和模型组(CIH),每组 40 只,使用专用笼

将模型组大鼠放置于乏氧仪的低压氧舱中,通过循

环充入氧气与氮气,使舱内的氧浓度缓慢波动于 8 ~

21%之间,设定程序一次循环共 300 s,其中氮气充

入时间为 210 s,维持 8%低氧浓度 50 s,氧气充入时

间为 90 s,维持 21%常氧浓度 20 s,模型组大鼠每日

接受间歇低氧 8 h,共 30 d。 动物饲养、实验操作遵

循天津医科大学动物伦理委员会规定。
1. 4摇 彩超及血流动力学检查

模型建立周期结束后,所有大鼠进行称重,之后

进行超声心动图检查,异氟烷(2 L / min)麻醉大鼠,
麻醉满意后将大鼠固定于超声仪的动物平台上,检
测两组大鼠的左心房内径 ( left atrial diameter,
LAD)、左心室舒张末期内径( left ventricular end di鄄
astolic diameter, LVEDD)、左心室收缩末期内径

(left ventricular end systolic diameter, LVESD)、肺动

脉血流加速时间(pulmonary artery acceleration time,
PAT),并根据 LVEDD、LVESD 及 PAT 分别计算左

室射血分数(left ventricular ejection fraction, LVEF)
和平均肺动脉压力(mean pulmonary artery pressure,
MPAP)。 超声心动图检测结束后,沿大鼠颈中线剪

开皮肤并分离一侧颈总动脉,结扎上端后向心方向

插入 Millar 压力导管,血流动力学分析仪用于检测

两组大鼠的血压,根据收缩压和舒张压计算平均动

脉压(mean arterial blood pressure, MABP)。
1. 5摇 病理学实验

每组随机选取 5 只大鼠留取心房组织用于病理

学研究,剪取心房组织,台式液冲洗后于 4%的中性

甲醛固定 3 d,之后对心房组织进行脱水、石蜡包埋、
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冷冻、切片、贴片、脱蜡、水化、染色、透明、封片等操

作。 Masson 染色后计算胶原分数,用于比较两组大

鼠心房纤维化程度,Image鄄pro plus 6. 0 软件用于图

像的分析和计算。
1. 6摇 体外心脏电生理

每组随机选取 5 只大鼠用于整体心脏电生理研

究,麻醉满意后迅速分离大鼠心脏,将主动脉根部与

Langendorff 灌流系统连接,使用生理台式液对心脏

进行逆向灌流,通入含 95% O2和 5% CO2的混合气

体,心脏稳定搏动 15 min 后,于高位右心房、高位左

心房及右心室分别连接 1 对电极,测量、比较两组大

鼠的 AF 诱发率,AF 诱发定义为给予右房电极 3 s
的 Burst 刺激后,左房及心室电极记录到快速、紊乱

的心电图,持续时间>1 s,宏桐多导电生理系统用于

AF 的诱发与记录。
1. 7摇 Western blot 实验

每组随机选取 10 只大鼠留取心房组织用于分

子生物学实验。 使用 RIPA 裂解液、PMSF 萃取左心

房组织中的总蛋白,加入 SDS 缓冲液后煮沸 10 min
使蛋白变性,蛋白定量后,将蛋白(10 滋g)加入到预

制的聚丙烯酰胺凝胶的凹槽中,80 V 电压下进行电

泳,之后 200 mA 的条件下将凝胶中蛋白分子电转

至 PVDF 膜上,5%脱脂牛奶封闭 1 h,之后 4益条件

下孵育一抗(茁鄄actin、Nav1. 5、Cav1. 2、Kv4. 3)过夜,
TBST 清洗 3 次后孵育二抗 1 h,TBST 清洗 3 次后显

影,Image lab software 软件用于检测与分析目的条

带的净光密度,之后比较两组目的条带的净光密度

的比值,内参为 茁鄄actin。
1. 8摇 全细胞膜片钳实验

每组剩余 20 只大鼠用于全细胞膜片钳实验,使
用精密天平称取相应质量的化学制剂以配制相应体

积(ml)和浓度(mmol / L)的电极内液、细胞外液、KB
液和酶液:(1) 100 ml 钙电流电极内液( CsCl 20,
TEA鄄Cl 20, Aspartic acid 80, CsOH·H2O 80, MgCl2
·6H2O 1, HEPES 10, EGTA 10, Mg2 ATP 5, Na3

GTP 0. 1, Na2phosphocreatine·4H2O 5),使用 CsOH
将 pH 调至 7. 25,低温储存备用;(2)100 ml 钠、钾
电流电极内液(KCl 20, K鄄Aspartate 110, MgCl2 ·
6H2O 0. 5, HEPES 10, EGTA 10, Mg2 ATP 5, Na3

GTP 0. 1, Na2phosphocreatine·4H2O 5),使用 KOH
将 pH 调至 7. 30,低温储藏备用;(3)500 ml 无钙台

式液(KCl 5. 4, MgCl2·6H2O 0. 8, NaH2PO4·2H2

O 0. 33, NaCl 136, HEPES 10, Glucose 10),使用

NaOH 将 pH 调至 7. 40 后备用;(4)500 ml 生理台式

液(KCl 5. 4, MgCl2·6H2O 0. 8, NaH2 PO4·2H2O

0. 33, NaCl 136, HEPES 10, Glucose 10, CaCl2 1.
8),使用 NaOH 将 pH 调至 7. 40 后备用;(5)500 ml
低钠外液(Choline鄄Cl 110, CsCl 20, MgCl2 ·6H2 O
1. 0, HEPES 10, Glucose 10, NaCl 10, CaCl2 1. 0),
使用 NaOH 将 pH 调至 7. 40 后备用;(6)100 ml KB
液(KCl 20, KH2PO4 10, 牛磺酸 10, L鄄谷氨酸 70,
EGTA10, Glucose 10),使用 KOH 将 PH 调至 7. 40,
滴定后再加入 0. 5 g BSA 后备用;(7)酶液:称取 0.
12 g BSA、0. 03 g II 型胶原酶,加入 50 mmol / L 的

CaCl2溶液 0. 1 ml,使用滴定好的无钙台式液定容至

60 ml 备用。 预留 100 ml 无钙台式液置于 4益冰箱

中,以备短暂承接心脏。 按随机数字法选取大鼠后

迅速分离心脏,置于预冷的无钙台式液中,使用

Langendorff 灌流系统逆向灌流心脏,使用无钙台式

液的压力灌注大鼠心脏约 5 min 后使用酶液灌流大

鼠心脏约 22 min,待心房壁呈现斑驳透明状态后剪

下心房组织,置于 37益的 KB 液中。 将心房组织剪

碎后吸管吹打 1 min 以进一步分离单个心房肌细

胞。 尼龙细胞筛网过滤掉组织碎块后将心房肌细胞

转移至 60伊15 mm 的培养皿中,沿培养皿壁滴入细

胞外液,置换成相应的细胞外液后静置 1 h,进行后

续膜片钳实验,环境温度维持在 24益左右。
显微镜下选择贴壁状态良好、形态完整、无自发

收缩的心房肌细胞,操控微操仪使填充电极内液的

电极尖端缓慢接近目的细胞,负压吸引形成高阻封

接,在此基础上予一定的负压使细胞破膜,之后记录

心房肌细胞各项电生理参数。 利用一系列方波阶梯

式电压刺激程序可引发 INa、ICa鄄L、Ito,根据记录到的

峰值电流强度 I(pA)及膜电容 Cm(pF)计算电流密

度(pA / pF),以钳制电压为横坐标,以不同电压下峰

值电流强度为纵坐标,绘制 Nav1. 5、Cav1. 2、Kv4. 3
的 I鄄V 曲线,选用相应的脉冲刺激程序记录 Nav1. 5、
Cav1. 2、Kv4. 3 的激活、失活及恢复,以电流最大峰

值为基值 1,对各电压下的峰值电流行标准化处理

(I / IMAX),并以此为纵坐标,以相应钳制电压为横坐

标,绘制激活、失活曲线。 Boltzmann 方程拟合激活、
失活曲线: I / IMAX = G / GMAX = {1 + exp [(V1 / 2 鄄Vm ) /
k]}、I / IMAX = G / GMAX = {1+exp[(Vm鄄V1 / 2) / k]},Vm

为各钳制电压,V1 / 2为 50% 通道激活或失活时的膜

电位,k 为斜率因子,1 / k 为方程的斜率,反映通道的

激活、失活速率。 双脉冲电压刺激程序用于记录各

通道的失活后恢复,即先后给予细胞两个相同的去

极化脉冲刺激,通过改变间隔时间(吟t)记录所诱发

的电流。 以吟t 为横坐标,以不同间隔时间脉冲刺

激诱发的峰值电流与后脉冲刺激所诱发的峰值电流
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的比值(I / IMAX)为纵坐标,绘制恢复曲线,单指数方

程拟合曲线:I / IMAX = 1鄄exp(鄄t / 子),子 为恢复时间常

数,反映通道失活后的恢复速率。 电流钳模式下记

录心房肌细胞的 APD,并计算、比较 APD90及 APD50。
膜片钳放大器的调控使用 MultiClamp700B 系统,
Clampex10. 3 软件用于脉冲刺激输出和记录心房肌

细胞的膜电位、膜电容、离子流等数据,参数的测量、
计算使用 Clampfit10. 3 软件。
1. 9摇 统计学处理

计量资料以均值依标准差(軃x依s軃x)表示,SPSS 20. 0、
Excel2016、prism5. 0、Origin8. 5 软件用于数据的统计
分析与图像绘制,两组比较采用独立样本 t 检验。

2摇 结果

2. 1摇 基础参数、超声与 AF 诱发率比较
与对照组比较,模型组大鼠心脏质量明显增加,

MPAP 显著升高,MABP 升高,AF 诱发率明显增加
(表 1)。
Tab. 1 摇 Basic characteristics, echocardiographic parameters

and AF susceptibility (軃x依s軃x, n=20)
Parameters 摇 Control 摇 CIH
Body weight (g) 398. 38依8. 87 388. 95依9. 22
Heart weight (g) 1. 20依0. 03 1. 38依0. 04**

LAD (mm) 3. 53依0. 10 3. 71依0. 08
LVEDD (mm) 6. 36依0. 29 6. 49依0. 17
LVESD (mm) 3. 97依0. 23 3. 96依0. 19
PAT (ms) 37. 55依0. 86 26. 41依0. 88**

LVEF (% ) 69. 49依2. 02 68. 99依2. 55
MPAP (mmHg) 62. 10依0. 39 67. 10依0. 40**

MABP (% ) 103. 60依8. 15 120. 30依8. 12
AF susceptibility (% ) 24. 00依4. 52 36. 00依3. 40*

摇 摇 LAD: Left atria diameter; LVEDD: Left ventricular end di鄄
astolic dimension; LVESD: Left ventricular end systolic dimen鄄
sion; PAT: Pulmonary artery acceleration time; LVEF: Left
ventricular ejection fraction; MPAP: Mean pulmonary artery
pressure; MABP: Mean arterial blood pressure; AF: Atrial fi鄄
brillation
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs control
2. 2摇 两组大鼠心房胶原沉积分数比较

如表 2、图 1 所示,与对照组相比,模型组大鼠
的心房组织胶原沉积分数明显增加,两组大鼠左心
房胶原分数分别为 (1. 50 依 0. 23 )% 和 ( 6. 40 依
0. 84)% ,右房的胶原分数分别为(1. 58依0. 22)%和
(7. 38依1. 02)% 。

Tab. 2摇 Atrial collagen volume fraction (軃x依s軃x, n=5)
Parameters Control CIH
LA CVF (% ) 1. 50依0. 23 6. 40依0. 84**

RA CVF (% ) 1. 58依0. 22 7. 38依1. 02**

摇 摇 LA: Left atrial; RA: Right atrial; CVF: Collagen volume
fraction
摇 摇 **P<0. 01 vs control

Fig. 1摇 Representative photomicrographs of Masson爷s trichrome
stained atrial sections from rats in Control (A) and CIH
(B) groups

2. 3摇 两组大鼠心房组织 Nav1. 5、Cav1. 2 及 Kv4. 3
蛋白表达水平比较

如表 3、图 2 所示,与对照组相比,模型组大鼠

Cav1. 2 及 Kv4. 3 蛋白表达水平降低,Nav1. 5 的表达

水平呈现降低趋势,未达到统计学差异。
Tab. 3摇 Ratio of target proteins to reference 茁鄄actin (軃x依s軃x, n=

10)

Parameters Control CIH
Nav1. 5 / 茁鄄actin (LA) 0. 95依0. 31 0. 85依0. 46
Nav1. 5 / 茁鄄actin (RA) 0. 87依0. 41 0. 85依0. 39
Cav1. 2 / 茁鄄actin (LA) 1. 21依0. 57 0. 77依0. 39*

Cav1. 2 / 茁鄄actin (RA) 1. 14依0. 55 0. 72依0. 43*

Kv4. 3 / 茁鄄actin (LA) 0. 89依0. 42 0. 63依0. 20
Kv4. 3 / 茁鄄actin (RA) 0. 98依0. 47 0. 54依0. 24*

摇 摇 LA: Left atrial; RA: Right atrial
摇 摇 *P<0. 05 vs control

Fig. 2摇 Protein levels of Nav1. 5, Cav1. 2, Kv4. 3 confirmed by
Western blot in two groups
LA: Left atrial; RA: Right atrial

2. 4摇 两组大鼠心房肌细胞 INa电流密度及通道动力

学参数比较

如表 4、图 3 所示,细胞外液为低钠外液,与对

照组相比,模型组大鼠心房肌细胞 INa峰值电流密度

降低,Nav1. 5 激活曲线无明显偏移,失活曲线左移,
恢复曲线右移,电流密度及动力学参数的变化无统

计学差异。
2. 5摇 两组大鼠心房肌细胞 ICa鄄L电流密度及通道动

力学参数比较

如表 5、图 4 所示,与对照组相比,模型组大鼠

心房肌细胞 ICa 鄄 L电流密度明显降低。 Cav1. 2 激活

曲线右移,失活曲线左移,恢复曲线右移,动力学参

数的变化无统计学差异。
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Tab. 4摇 Current density and kinetics of Nav1. 5 (軃x依s軃x, n=30)
Parameters 摇 Control CIH
Cm (pF) 70. 95依4. 62 74. 17依3. 86
鄄60mV peak current
density (pA / pF) 鄄40. 05依2. 45 鄄38. 84依2. 71

鄄50mV peak current
density (pA / pF) 鄄41. 55依1. 62 鄄38. 76依1. 79

V1 / 2act(mV) 鄄68. 68依0. 20 鄄68. 71依0. 22
kact 2. 14依0. 16 2. 10依0. 22
V1 / 2inact(mV) 鄄74. 13依1. 84 鄄76. 34依1. 65
kinact 8. 56依0. 33 8. 17依0. 35
子 (ms) 9. 53依1. 12 10. 30依1. 03
摇 摇 Cm: Membrane capacitance; V1 / 2act: Half maximum activa鄄
tion potential; V1 / 2inact: Half maximum inactivation potential;
kact: Slope factor of activation curve, kinact: Slope factor of inac鄄
tivation curve; 子: Recovery time constant; n: The number of
detected cells

Fig. 3摇 Effects of CIH on Nav1. 5 in Low Na+ extracellular so鄄
lution
A: Representative example of recorded INa curves; B:
Comparison of I鄄V curves of INa between two groups; C:
Comparison of activation curves of INa between two groups;
D: Comparison of inactivation curves of INa between two
groups; E: Comparison of recovery curves of INa between
two groups. The dual鄄pulse stimulation interval (吟t) is
0. 3, 0. 5, 1, 2, 3, 5, 8, 12, 20, 50, 100, 300, 500,
1000 ms, respectively

Tab. 5摇 Current density and kinetics of Cav1. 2 (軃x依s軃x, n=30)
Parameters 摇 摇 Control CIH
Cm (pF) 71. 55依3. 59 76. 63依3. 95
+10mV peak current
density (pA / pF) 鄄6. 32依0. 36 鄄4. 07依0. 39**

V1 / 2act(mV) 鄄12. 09依1. 11 鄄10. 95依0. 95
kact 4. 82依0. 22 4. 98依0. 19
V1 / 2inact(mV) 鄄28. 26依1. 14 鄄29. 32依0. 68
kinact 4. 85依0. 27 4. 72依0. 45
子(ms) 600. 16依54. 38 642. 20依49. 63
摇 摇 Cm: Membrane capacitance; V1 / 2act: Half maximum activa鄄
tion potential; V1 / 2inact: Half maximum inactivation potential;
kact: Slope factor of activation curve, kinact: Slope factor of inac鄄
tivation curve; 子: Recovery time constant; n: The number of
detected cells
摇 摇 **P<0. 01 vs control

Fig. 4摇 Effects of CIH on Cav1. 2 in Physiological Tyrode爷s so鄄
lution
A: Representative example of recorded ICa鄄L curves; B:
Comparison of I鄄V curves of ICa鄄L between two groups; C:
Comparison of activation curves of ICa鄄L between two
groups; D: Comparison of inactivation curves of ICa鄄L be鄄
tween two groups; E: Comparison of recovery curves of
ICa鄄L between two groups. The dual鄄pulse stimulation inter鄄
val (吟t) is 50, 100, 160, 300, 500, 1 000, 2 000,
3 000, 5 000, 7 000, 10 000, 20 000 ms, respectively

2. 6摇 两组大鼠心房肌细胞 Ito电流密度及 Kv4. 3 动

力学参数比较

如表 6、图 5 所示,与对照组相比,模型组大鼠

心房肌细胞 Ito峰值电流密度明显降低。 Kv4. 3 激活

曲线左移,失活曲线左移,恢复曲线右移,动力学参

数的变化无统计学差异。
Tab. 6摇 Current density and kinetics of Kv4. 3 (軃x依s軃x, n=30)
Parameters 摇 Control CIH
Cm (pF) 73. 95依1. 60 72. 62依2. 06
+60mV peak current
density (pA / pF) 18. 79依0. 61 16. 78依0. 47**

V1 / 2act(mV) 11. 21依2. 31 7. 84依1. 78
kact 14. 83依1. 33 13. 95依0. 66
V1 / 2inact(mV) 鄄28. 47依3. 02 鄄31. 64依1. 66
kinact 7. 99依0. 82 7. 43依0. 54
子 (ms) 43. 85依3. 89 53. 80依3. 89
摇 摇 Cm: Membrane capacitance; V1 / 2act: Half maximum activa鄄
tion potential; V1 / 2inact: Half maximum inactivation potential;
kact: Slope factor of activation curve, kinact: Slope factor of inac鄄
tivation curve; 子: Recovery time constant; n: The number of
detected cells
摇 摇 **P<0. 01 vs control

2. 7摇 两组大鼠心房肌细胞 APD 比较

如表 7 所示,与对照组的大鼠相比,模型组大鼠

心房肌细胞 APD90、APD50 呈现延长趋势,未达到统

计学差异。
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Fig. 5摇 Effects of CIH on Kv4. 3 in Physiological Tyrode爷s so鄄
lution. A:Representative example of recorded Ito curves;
B:Comparison of I鄄V curves of Ito between two groups;C:
Comparison of activation curves of Ito between two groups;
D:Comparison of inactivation curves of Ito between two
groups;F:Comparison of recovery curves of Ito between two
groups. The dual鄄pulse stimulation interval (吟t) is 1, 3,
5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
250, 300 ms, respectively

Tab. 7摇 Comparison of RMP and APD between two groups(軃x依
s軃x, n=50)

Parameters 摇 Control CIH
RMP (mV) 鄄57. 37依1. 95 鄄51. 52依2. 25
APD90(ms) 35. 80依1. 52 40. 38依2. 27
APD50(ms) 10. 58依0. 53 11. 51依0. 57

摇 摇 RMP: Resting membrane potential; APD: Action potential
duration; n: The number of detected cells

3摇 讨论

心脏跳动是各种心肌细胞电、机械活动协同完

成的过程,心肌细胞在接受阈上刺激后,钠通道

(Nav)首先激活开放,Na+内流生成 0 期去极化电流

(INa),之后瞬时外向钾通道激活开放,K+外流产生

复极电流(Ito),即快速复极初期(1 期),2 期 L 型钙

通道占据主导,内向电流 ICa鄄L延缓复极形成平台期,
钙通道(Cav)失活后延迟外向钾电流( IKs、IKr、IKur)
为快速复极期(3 期)的主要电流。 通道激活后在一

定时间内接受刺激不再激活,即通道的不应期。 心

脏正常节律的维持依靠离子通道有序的电活动,通
道状态改变是动力学、离子流失衡的重要因素,Nav

1. 5 / SCN5A、Cav1. 2 / CACNA1C、Kv4. 3 / KCND3 分别

定位于 3q21、12p13、1p13,分别构成心脏中的快钠

通道、L 型钙通道、瞬时外向钾通道。 研究表明,通
道基因的突变与多种心律失常的发生密切相关,如
AF、Brugada 综合征、长 QT 综合征、病态窦房结综合

征以及进行性传导障碍等[7]。 AF 的机制至今尚未

十分明确,但心房的结构重构和电重构是 AF 发生

发展的重要基质,因此干预 AF 的心房重构可能是

其防治的重要切入点[8]。 此外,CIH 促进 AF 进展

的分子及电生理机制有待进一步探究,尤其是心肌

细胞离子通道状态的改变仍需系统的研究[9]。 我

们的研究结果表明,CIH 可促进大鼠心房组织胶原

纤维沉积、AF 易感性增加,在此基础上,我们进一步

探究 CIH 促进心房重构的离子及分子机制。
钠通道是可兴奋细胞产生和传导 AP 的基础,

与跟多种离子通道疾病的发生密切相关[10],相关研

究表明,多个影响 Nav活性的基因与 AF 的发生发展

相关,例如 SCN1B、SCN2B、SCN3B、 SCN5A,INa的改

变可促进异位电活动、增加心肌复极离散度、影响不

应期,是其促进 AF 发生发展的重要机制[11]。 我们

结果表明,模型组 Nav1. 5 表达水平及 INa峰值电流

密度呈现降低趋势,可能是 CIH 促进 AF 发生、维持

的原因。 Wang 等[12] 利用犬心房快速起搏 AF 模型

探究心房肌细胞 INa的变化,结果显示,快速起搏犬

心房 2 周后,心房肌细胞 INa电流密度明显降低。 唐

等[13]通过心衰大鼠模型研究心房肌细胞 INa 的变

化,结果表明 INa峰值电流密度降低、恢复时间延长

是心功能不全的重要病理生理机制,而干预药物咪

达普利具有改善 INa的作用。 Henry 等[14] 利用高龄

大鼠模型研究松弛素对心肌细胞 INa的影响,研究表

明,松弛素可减轻心房纤维化的进展,并在此基础上

增加心房肌细胞 INa电流密度,进而 AF 诱发率有所

改善,这些研究表明 INa的变化参与 AF 的发生与维

持。
心肌中主要为 Cav1. 2,其内向电流时程长,呈

Long 型电流特征,又称“心肌 L 型钙通道冶,Cav1. 2
激活后选择性允许 Ca2+内流(ICa鄄L),同时激活 ryano鄄
dine receptor 2(RyR2)使肌浆网释放 Ca2+,对心肌细

胞而言,ICa鄄L起着兴奋鄄收缩耦联、信号传导等重要作

用。 相关研究表明,Cav1. 2 的变化使 ICa鄄L改变,进而

影响 AP,尤其在伴有 Na+、K+紊乱的情况下,易导致

早期后除极(EADs)和延迟后除极(DADs),是 AF
及其他多种心律失常发生的机制。 Liu 等[15]通过建

立糖尿病兔心房重构模型探究心房肌细胞 ICa鄄L、INa

的变化情况,研究表明,心房组织的胶原沉积增加、
INa降低、ICa鄄L增加可能是促进糖尿病促进 AF 的机

制。 我们的研究表明,心房肌细胞 ICa鄄L及 Cav1. 2 表

达的降低使 AF 易于诱发与维持,是 CIH 促进 AF 发

生、维持、进展的离子及分子机制。
钾通道是目前亚型最多、作用最为复杂的离子

通道,多种钾通道在心律失常的发生发展中起着重

要调控作用,也是常见的干预靶点,Kv4. 3 在心脏组
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织高表达,构成瞬时外向钾电流通道,在 AP 1 期通

道开放生成 Ito,是复极过程重要的离子流,相关研

究表明,抑制心房、心室肌细胞的 Kv4. 3 是治疗心律

失常的重要靶点[16]。 Bosch 等[17] 对比窦性心律与

AF 患者心房肌细胞的 ICa鄄L、Ito的变化,与窦律的患

者相比,AF 患者心房肌细胞 ICa鄄L、Ito明显降低,与我

们的研究结果一致。 葛等[18] 的研究表明,TASK鄄1
表达水平及电流密度的增加在 AF 的病理生理过程

中起着重要作用,其通过影响 APD 使 AF 易于维持,
而 DHA 可通过调节 TASK鄄1 的表达进而缩短 AF。
此外,多种调控通道亚基的蛋白参与 AF 的病理生

理过程,田等[19] 的研究表明,钙激活氯通道蛋白

ANO1 参与心肌成纤维细胞的分化过程,蛋白的表

达水平参与调节心肌纤维化进程,在心房重构中起

着重要作用。 目前对于 AF 心房重构的机制仍待进

一步研究,各项临床及基础研究探索心房肌细胞离

子通道变化的结果存在异质性[20],在 CIH 导致的大

鼠心房重构中,通道亚基表达水平的变化,延缓复极

的 INa、ICa鄄L降低,促进复极的 Ito降低,APD 呈延长趋

势,提示 AP3 期其他 IK 的降低,这些变化可能是

CIH 促进 AF 的机制。
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