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风心病慢性房颤患者左右心房组织纤维化程度

及TGF—B1的mRNA表达差异的研究

刘玉学1一，王欣2，王立清2，王巍2，柳磊2，

李 源2，元 东1，刘立群1

(I．潍坊医学院附属医院胸心外科，山东潍坊，261031；2．中国医学科学院北京协和医学院

心血管病研究所阜外心血管病医院心外科，北京，100037)

摘要：目的探讨风湿性心脏病(风心病)伴慢性心房颤动(房颤)患者左、右心房组织纤维化程度及转化生长因子岛

(TGF恼)的mRNA表达是否存在差异。方法选取接受瓣膜置换的风心病慢性房颤患者40例，风心病窦性心律患者10例。

术中分别收取左、右心耳组织各约100 rag。通过苦味酸天狼猩红染色法对心房组织中I、Ⅲ型胶原容量分数(CVF-I，CVF_

Ⅲ)进行半定量分析；应用半定量逆转录一聚合酶链反应(RT-PCR)技术，检测心房组织中TGF-岛的mRNA表达水平。结果

①与风心病窦性心律组(寞律组)相比，风心病房颤组(房颤组)患者左房内径显著扩大(P<0．05)，左、右心房组织TGF-融的

mRNA表达、CVF-I及EVE-I／CVF-Ⅲ比值明显增加(P<0．05)，EVE-111变化不明显(P>O．05)。②窦律组患者左心房与

右心房TGF-#，的mRNA表达、CVF-I及CVF-I／CM卜Ⅲ比值无明显区别(P>0．05)；而房颤组患者左心房较右心房组织中

TGF-p，的mRNA表达、CVF-I及CVW—I／C、骨Ⅲ比值明显增加(P<0，05)。③相关分折发现无论在左心房还是右心房，TGF
甲l的mRNA表达水平与心房组织CVF-I呈正相关(左：r=0．786，P<0．05：右：，=0．858，P<0．05)。结论在风心病慢

性房颤过程中，左心房组织纤维化程度及TGF-岛的mRNA表达较右心房更加明显，心房组织TGF-p1的mRNA表达增高可能

是心房纤维化的分子机制之一。
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TGF—p1 mRNA expression between left and right
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ABSTRACT：Objectives To investigate the different levels of the atrial fibrosis and mRNA

expression of transforming growth factor beta-1(TGF-融)in the left and right atria in patients with

rheumatic valvular disease(RHD)and chronic atrial fibrillation(CAF)．Methods 40 patients with

R舶and CAF(CAF group)and another 10 patients with Rm)and sinus rhythm(SR)(SR group)

were sampled in this study．The ldt and right atrial appendages were obtained during heart valvular

surgery．Expressions of TI疆一81 mRNA were detected by semiquantitative RT—PCR technique．

CVF—I andCVF—nl were observed by sirius red staining．Results ①Compared to SR group，
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the patients in CAF group had larger left atrial diameter(P<0．05)．In both left and right atria

the CVF-I，C、限一I／c、伊一Ⅲand mRNA levels of TGF-融expressions increased(P<0．05)

compared to SR group．However，the difference of阶Ⅲwas not signifieient(P>0．05)．②

There were no significant differences in the册I，CVF-I／CVF-III and mRNA levels of TGF

-13I expressions between the left and right atria of SR group(P>0．05)．In CAF group，the CVF

—I，CVF-I／CVF-HI and mRNA leveis of TGF-131expressions in the left atrium W8$higher than

that in the right atrium(P<0．05)．③The TGF-口1 mRNA expression has a correlation with the

contents of CVF-I(Left：r=0．786，P<0．05；Right：r=0．858。P<0．05)．Conclusions

TGF-融mRNA expression in the atrium might be the molecular basis of atriaI interstitial fibrosis

in patients with RHD and CAF．Moreover，during CAF development，there is a difference in the

extent of atrial fibrosis between the left and right atria．

KEY WORDS：atrial fibrillation；transforming growth factor beta-1；collagen

研究证实，心房间质纤维化在房颤的发生和

维持中起着重要的作用【1．3I。转化生长因子8l

(TGF-p1)是启动与促进心房间质胶原合成代谢

的关键细胞因子，在心房纤维化过程中起到重要

的调控作用【4吲。但这些研究的取材大都来源于

单侧心房，左、右心房的解剖结构和生理功能不

同，房颤时左右心房激动发生模式和维持方式也

不同[7f。研究左右心房在参与房颤过程中的差

别有助于进一步揭示房颤的本质。本研究拟通过

观察风湿性心脏病慢性房颤患者左右心房肌组织

中I、Ⅲ型胶原含量及TGF一岛的mRNA表达水

平，探讨风心病慢性房颤患者左、右心房组织纤维

化程度及转化生长因子融(TGF一融)的mRNA表

达是否存在差异。

1材料与方法

包括一般资料、心电图、超声心动图检查等。人选

病例均除外合并病态窦房结综合症、左房血栓、高

血压病、甲状腺功能亢进症、慢性肺源性心脏病、

冠心病、心肌病、肾脏疾病和二次接受心脏手术

者。所有入选病例均在术前经患者和家属同意，

并签订知情同意书。

1．2标本采集与保存

体外循环开始前收取左、右心耳标本各约

100 mg(约1 crn×1 ClTI×2 cm)以生理盐水冲洗

并除去脂肪后分为2块，1块迅速置入液氮冻存

用于检测mRNA；一块立刻置4％甲醛溶液中固

定，4℃保存，标本脱水后，用石蜡包埋，制备切

片待用苦味酸天狼猩红染色做胶原容量分析。

1．3 TGF-[31的mRNA表达水平测定

用RT-PCR法检测，参照RT—PCR试剂盒

(TAKARA公司)操作说明进行。采用Trizol试

1．1 临床资料 剂(Invitrogen公司)抽提心房组织总RNA，用紫

选取2008年1月--2008年9月在阜外心血 外分光光度计(BECl<^，IANDu640)测得各RNA

管病医院接受瓣膜置换+房颤外科射频消融治疗 样本260 nm／280 nlTI光密度的比值为1．8～2．0。

的风湿性心脏病伴慢性房颤患者40例，同时期行 取1越总RNA逆转录成cDNA。检索基因库，查

瓣膜手术的风湿性心脏病窦性心律患者10例作 找目标基因和内参18-aetin eDNA序列，设计并合

为对照组。详细收集入选患者的术前临床资料， 成引物。引物设计：

TGFBl(277bp) F 5’一1(X)0GATACCTCAGCAAOC>3’，

R 3’GATGIa瞄GGI义℃T(舰Ap5’；
13-actin(1 l lbp) F5’。C1℃CATCATGA AGl’(瓢ACG7I。r-3’

R 5’一ATCTCCrTCTGCATCCTGTCA(}3
7

引物由北京奥科生物技术服务有限公司合

成。每个标本各取1肛L cDNA进行目标基因和

内参基因的PCR反应。反应体系：1 pL eDNA，

0．5肛L Taq酶，10 mmol／L dNTP 1 pL，10×

PCR缓冲液2．5弘L，10 pmol／L上、下游引物各1

弘L，加入去离子水至总体积25弘L。反应条件：

95℃预变性5 min，随后进入PCR循环，95℃变

性30 s，退火30 s，72℃延伸45 s，35个循环后

72℃延伸10 min。阴性对照：反应体系中未加入

模板总RNA，代之以去离子水，其他如反应体
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系、反应条件等无改变。相同反应体系中p—actin

和目标基因各取PCR产物3“L，经2％琼脂糖凝

胶电泳，溴化乙啶染色，应用Image Master VDS—

CL对凝胶成像，计算PCR产物电泳条带灰度积

分，并以pactin的灰度积分进行标准校正。目标

基因PCR产物的相对量=目标基因电泳条带灰

度积分／p-actin电泳条带的灰度积分。

1．4胶原容量分析

常规石蜡包埋切片(厚度为0．5 tan)，二甲

苯脱蜡入水，0．1％苦味酸天狼猩红染色70 min，

流水冲洗4 min，蒸馏水冲洗1 min，各级浓度乙

醇脱水，二甲苯透明、中性树胶封片；染色后的心

房组织切片置于olympusBH2偏振光显微镜下观

察。将偏光显微镜调节到正交偏光观察状态，可

以看到I型胶原纤维呈红色或明黄色，Ⅲ型胶原

纤维呈绿色。每张切片避开血管区域随机选取4

个视野，在40×物镜、1×拍摄镜下采用JVCl481

显微镜用摄像机对视野中图像进行采集。用Im—

age Pro Plus 4．0图像分析系统对心房肌组织中

I、Ⅲ型胶原组成含量进行半定量分析(胶原容量

分数=胶原纤维面积／视野总面积)。

1．5统计学处理

数据处理用SP鹤13．0统计软件包处理，所
有计量数据用；±s表示，两组之间比较使用t

检验，非参数统计用秩和检验，计数资料用x2检

验；变量间相互关系采用直线相关分析，以P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1患者临床特征见表1

房颤组左心房内径较窦律组明显增加(P<

0．05)。两组间其他临床资料如年龄、左室射血分

数、左室舒张末期内径、心功能NYHA分级、房颤

病史时间等均无明显差异。

表1 2组患者～般临床特征比较

房颤组(”=12)窦性心律组(n=10)

与萋性心律组相比，’P<O．05

CVF-I、CVF-Ⅲ及CVF-I／CVF-Ⅲ比值，

见表2。与窦律组相比，房颤组患者左、右心房组

织CVF-I及CVF-I／CIvF-III比值均显著增加(P

<0．05)；房颤组患者中左心房较右心房组织中

CVF-I及CVF-I／CVF-Ⅲ比值明显增加而(P

<0．05)；窦律组患者左心房与右心房CVF-工及

CVF-I／CVF-Ⅲ无明显区别(P>0．05)；CVF--

Ⅲ在窦律组和房颤组之间，两组的左右心房之间

均无明显变化(P>0．05)。

2．2 TGF-131的mRNA表达，见表2

与窦律组相比，房颤组患者左、右心房组织的

TGF-[31的mRNA均显著增加(P<0．05)；房颤

组患者中左心房较右心房组织中TGF-岛的mR—

NA比值明显增加(P<0．05)；窦律组患者左心

房与右心房TGF-]3z的mRNA无明显区别。

相关分析发现无论左心房还是右心房，T(并

一8】的mRNA表达水平与心房组织CVF-I表达

呈正相关(左：r=0．786，P<0．05；右：r=

0．858，P<0．05)。

3讨论

心房间质纤维化为房颤的发生提供了病理基

质，即使是临床上诊断为孤立性房颤的患者的活

袭2两组心房组织胶原容量分数及TGF-111的mRNA表达结果比较

与窭性心律组相比，‘P<0．05；房颤组内左右心房之间比较，～P<0．05

检标本中也观察到心房纤维化的存在，并且心房

颤动的发生随着纤维化程度的增加而增加【鲫]。

心房间质成分约85％由工型和Ⅲ型胶原构成，I

型胶原合成增多被认为是间质纤维化的主要因

素，本研究结果显示，与窦律组比较房颤组患者

左、右心房肌组织中的CVF—I、CVF-I／CVF—III
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均明显增加，CVF—m无明显变化。这与其他学

者的研究结果类似，表明心房间质纤维化主要表

现为I型胶原的合成增多，造成心房肌细胞外基

质总胶原含量的增加，各型胶原比例发生变化，导

致心房间质纤维化，从而促使房颤的发生和维

持【3，10-1¨。

目前针对心房纤维化的研究结果大多来源于

对单侧心房肌的研究，关于左、右心房对比的研究

较少。本研究经过对左、右心房的对比分析后发

现，风心病窦性心律患者左右心房中CVF"一I、

Cv卜Ⅲ、CVF-I／CVF-Ⅲ的差异无统计学意义；

在风心病慢性房颤患者，左房中的CVF一工、CVF-

I／CVF-Ⅲ明显高于右心房，CVF一Ⅲ无明显变

化。这个结果表明在风心病慢性房颤的过程中，

心房纤维化的程度存在心腔差异，左心房的纤维

化更加明显。目前已有研究表明[7·12]，房颤过

程中左右心房的颤动频率不一致，存在着频率梯

度，这是因为房颤的起源部位不一致和激动模式

不一致造成的。房颤过程中，左心房为电激动主

动心房，右心房为被动心房，左心房可检测到快速

反复的激动波，而右心房则为紊乱的颤动波和传

导阻滞区。左右心房纤维化程度的差异可能正是

在风心病慢性房颤过程中左、右心房不同生理状

态一种作用结果。

TGF-p，作为最重要的促纤维性细胞因子之

一，在心房肌间质纤维化及房颤发生、维持中起到

重要调控作用。TGF-pI的mRNA增加能提高心

房组织局部TGF一岛表达增加，从而增加心肌成

纤维细胞I型胶原在这些细胞中的合成，促进心

房肌细胞间质纤维化的进展[13]。本研究结果显

示无论左右心房组织TGF-131的mRNA表达在房

颤组均比窦性心律组明显增加，窦律患者中左右

心房之间TGF-pl的mRNA表达无统计学意义，

在房颤患者中左心房TGF-p1的mRNA表达较右

心房明显增加，与CVF-I在各心腔的变化结果一

致。另外相关分析发现无论在左右心房均TGF-

8，的mRNA表达水平与CVF-I呈明显正相关，

这两点很好地说明TGF-pl是心房纤维化的重要

分子机制，在心房纤维化过程中发挥重要作用。

综上所述，在风心病慢性房颤的过程中，左、

右心房间质纤维化均是以TGF-p，的mRNA转录

为分子基础，作为电生理激动的主要部位，左心房

组织纤维化程度及TGF-pi的mRNA表达较右心

房更加明显。
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