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内皮素１调控 ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ参与房颤大鼠发生心房纤维化
贾卓然１，代曼玉１，梁士楚２，吴　健１，薛杨诚１，张定欣１，沈　兵３，赵　韧１

摘要　目的　探讨内皮素１（ＥＴ１）对心房颤动（ＡＦ）大鼠心
房纤维化的作用和机制。方法　１４只成年雄性 ＳＤ大鼠随
机分配为对照（ＮＣ）组、房颤（ＡＦ）组；采用连续１周每日尾
静脉注射１次氯化钙 －乙酰胆碱混合液０１ｍｌ／１００ｇ的方
法建立ＡＦ大鼠模型，ＮＣ组同等方式注射等量生理盐水；各
组均在第１天及第８天记录窦性或 ＡＦ心电图，超声心动图
监测心房大小和心功能；采用 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色观察
心房组织纤维化情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心房组织中
内皮素１（ＥＴ１）、Ⅰ型胶原（ＣＯＬⅠ）、转化生长因子（ＴＧＦ）
β、钙库操纵性钙通道（ＳＯＣＣ）蛋白Ｏｒａｉ１和基质相互作用分
子１（ＳＴＩＭ１）的表达；培养小鼠心房肌细胞 ＨＬ１细胞，以梯
度浓度的ＥＴ１处理２４ｈ后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法观察 ＨＬ１
细胞ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ信号通路中 ＴＧＦβ、Ｏｒａｉ１及 ＳＴＩＭ１
蛋白表达变化；利用ｓｉＲＮＡ转染方法敲低ＨＬ１细胞中Ｏｒａｉ１
表达，以合适浓度的 ＥＴ１处理细胞２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＨＬ１细胞中 ＴＧＦβ蛋白的表达情况。结果　与 ＮＣ组相
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比，超声心动图显示ＡＦ大鼠心脏左房内径（ＬＡＤ）增加（Ｐ＜
００５）；ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示ＡＦ组大鼠心房组织纤维
化（Ｐ＜００５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果提示 ＡＦ组心房组织中
ＥＴ１、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ、ＣＯＬⅠ蛋白表达较ＮＣ组增加（Ｐ
＜００５）。ＥＴ１处理ＨＬ１细胞后，ＨＬ１细胞 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、
ＴＧＦβ蛋白表达增多（Ｐ＜００５）。敲低 ＨＬ１细胞中 Ｏｒａｉ１
表达后，ＥＴ１的处理不再使 ＴＧＦβ的表达上调。结论　ＡＦ
大鼠心房组织ＥＴ１表达增多，并通过ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ信
号通路促进心房纤维化。

关键词　内皮素１；心房颤动；心房纤维化；Ｏｒａｉ１；基质相互
作用分子１；ＴＧＦβ；ＨＬ１细胞
中图分类号　Ｒ５４１７
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）０３－０４２９－０７
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０３．０１０

　　心房颤动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是最常见的心
律失常，我国成年人 ＡＦ患病率为１６％，较之前明
显升高［１］。心房结构重构和电重构引发并维持ＡＦ，
目前认为，心房纤维化是 ＡＦ主要病理基础，但心房
纤维化的发生发展的机制研究缺乏，对于心房纤维

化的有效干预靶点仍有待探究。内皮素系统在维持

心血管稳态中发挥重要作用，是治疗心血管系统疾

病的重要靶标之一。大量研究［２－４］发现，ＡＦ患者外
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周血和心房组织内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）含量
升高，参与心房纤维化过程。钙库操纵性钙内流是

钙离子进入细胞内的主要模式之一，对细胞分化、增

殖、凋亡具有重要调控作用，其中，钙感受器基质相

互作 用 分 子 １（ｓｔｒｏｍａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，
ＳＴＩＭ１）、钙释放激活的钙通道蛋白 １（ｃａｌｃｉｕｍｒｅ
ｌｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｏｒａｉ１）是钙
库操纵性钙通道（ｓｔｏｒｅｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ，
ＳＯＣＣ）的主要功能蛋白。研究［５］表明 ＥＴ１通过介
导胞外钙离子内流及胞内钙库释放调控胞浆钙离子

浓度，最近的研究［６］显示，ＳＯＣＣ的激活参与 ＥＴ１
在缺血再灌注过程中介导的冠脉收缩，但 ＳＯＣＣ的
激活是否参与 ＡＦ心房纤维化过程及是否与 ＥＴ１
调控相关尚不明确。该研究通过构建 ＡＦ大鼠模型
及体外ＨＬ１细胞实验，研究ＡＦ心房结构变化及心
房组织中 ＥＴ１、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ和 ＣＯＬ１蛋白
表达情况，探究ＥＴ１及 ＳＯＣＣ在 ＡＦ发生过程中的
关联，并探讨 ＥＴ１对 ＡＦ心房纤维化的作用和机
制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　经安徽医科大学伦理委员会批
准（伦理学批号：Ｎｏ．ＬＬＳＣ２０１９０５３０），１４只健康雄
性成年 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌａｙ（ＳＤ）大鼠来自安徽医科大
学动物实验中心，体质量２２０ｇ左右，组间体质量无
统计学差异，心率４５０次／分左右，窦性心律，依随机
数字原则分为对照（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）组、房颤
（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）组，统一标准饲料喂养，自由
饮水，动物实验室１２ｈ／１２ｈ明暗交替，湿度５０％左
右，温度维持在 ２４℃左右并通风良好。
１．１．２　主要试剂和仪器　ＥＴ１（货号：ＨＹ
Ｐ７１４４６）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；乙酰胆碱
（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）（货号：Ａ６６２５）购自上海Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；氯化钙（ＣａＣｌ２）（货号：ＳＴ３６５）及 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０）购自上海碧云
天生物科技有限公司；小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）（货号：ＮＳ０２８５４１）购自北京梓熙生
物科技有限公司；Ｏｒａｉ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＯｒａｉ１）序列：
ｓｅｎｓｅ （ＣＣＵＣＡＡＣＵＣＧＧＵＣＡＡＡＧＡＧ）， ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
（ＣＵＣＵＵＵＧＡＣＣＧＡＧＵＵＧＡＧＧ）；一抗 ＡｎｔｉＴＧＦβ
（货号：ＢＦ８０１２）、ＥＴ１ａｎｔｉｂｏｄｙ（货号：ＤＦ６１２５）、
ＡｎｔｉＯｒａｉ１（货号：ＤＦ７９５６）、ＡｎｔｉＧＡＰＤＨ（货号：
ＡＦ７０２１）、山羊抗小鼠二抗 （货号：Ｓ０００２）及山羊抗

兔二抗（货号：Ｓ０００１）购自美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司；ＳＴＩＭ１抗体（货号：ＧＴＸ５４８５５）购自美国
ＧｅｎｅＴｅｘ公司；一抗 ＡｎｔｉＣＯＬ１（货号：Ｒ２６６１５）购
自ＺＥＮＢＩＯＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；一抗 ＡｎｔｉＴｕｂｕｌｉｎ（货
号：１００９４１）购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；
ＨＥ染色试剂盒（货号：Ｇ１１２０）及 Ｍａｓｓｏｎ三色染色
试剂盒（货号：Ｇ１３４０）购自北京索莱宝生物科技有
限公司；减血清培养基（ｏｐｔｉｍｉｎｉｍａｌｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉ
ｕｍ，ＯｐｔｉＭＥＭ）（货号：３１９８５０７０）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．ＵＳ．。小鼠心房肌细胞 ＨＬ１细
胞 （货号：ＦＨ１１０１）购自上海富衡生物科技有限公
司。心脏超声仪器购自美国ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃＨｅａｌｔｈ
Ｃａｒｅ公司（型号：ＶｉｖｉｄＥ９５ＵｌｔｒａＥｄｉｔｉｏｎ）；体式辅助
显微镜（型号：ＢＸ５３Ｆ２）购自日本 ＯｌｙｍｐｕｓＣｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ；二氧化碳培养箱（型号：ＨＦ９０）购自上海力康生
物医疗科技控股有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＳＤ大鼠分组及 ＡＦ模型构建　将１４只 ＳＤ
大鼠随机分为 ＮＣ组和 ＡＦ组，每组７只。ＮＣ组大
鼠１０％的水合氯醛腹腔注射麻醉后，仰卧固定于鼠
板上，四肢伸展用绝缘弹力带牵拉固定，针形电极分

别刺入四肢皮下，记录正常心电图。暴露大鼠尾静

脉，静脉注射生理盐水０１ｍｌ／１００ｇ，每日尾静脉注
射１次，连续注射７ｄ，再次记录心电图；ＡＦ组大鼠
同样记录正常心电图后，暴露大鼠尾静脉，静脉注射

ＣａＣｌ２Ａｃｈ混合液 ０１ｍｌ／１００ｇ（混合液浓度为
ＣａＣｌ２１０ｍｇ／ｍｌ＋Ａｃｈ６６ｕｇ／ｍｌ新鲜配制），每日尾
静脉注射１次，连续注射７ｄ，记录心电图，出现典型
ＡＦ心电图表现说明模型构建成功（Ｐ波消失，代之
以大小不等ｆ波并持续时间＞２ｓ）。
１．２．２　超声心动图　以 ５０ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射
０３％戊巴比妥钠全身麻醉两组 ＳＤ大鼠，胶带固定
大鼠四肢，使其背部朝下仰卧于鼠板上，充分暴露心

脏所在位置，除去表皮毛发，打开心脏超声仪器，准

备完成后使用探头（型号：１２ｓ）寻找大鼠心脏位置，
Ｍ型频谱扫描速度为２００ｍｍ／ｓ，测定左室收缩末期
内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＳＤ）、
左室舒张末期内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｄｉ
ａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＤＤ）及射血分数 （ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＥＦ），计算左室分数缩短率（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，
ＦＳ）＝［（ＬＶＥＤＤ－ＬＶＥＳＤ）／ＬＶＥＤＤ］×１００％。采
用模式追踪法在胸骨旁长轴切面主动脉窦水平测量

左房内径（ｌｅｆｔａｔｒｉｕｍｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＡＤ），计算模型建立
前后ＬＡＤ、ＥＦ及 ＦＳ的差值，并分别表示为 ΔＬＡＤ、
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ΔＥＦ及ΔＦＳ。每项参数测量３次，计算平均值。
１．２．３　心房组织 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色　以 ５０
ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射０３％戊巴比妥钠全身麻醉两
组ＳＤ大鼠，无菌手术器械打开胸腔，取出心脏，无
菌ＰＢＳ液冲洗后，置于显微镜下分离出心房组织，
固定脱水后制备石蜡切片。ＨＥ染色：将石蜡切片
依次放入二甲苯醇Ⅰ浸泡１０ｍｉｎ，无水二甲苯醇Ⅱ
浸泡约１０ｍｉｎ，无水二甲苯醇Ⅲ浸泡１０ｍｉｎ后用无
水乙醇Ⅰ浸泡５ｍｉｎ，无水乙醇Ⅱ浸泡５ｍｉｎ后，依
次按照由高到低浓度梯度乙醇溶液浸泡２０ｍｉｎ，用
苏木精液染液处理５ｍｉｎ后水洗１ｍｉｎ，复用０５％
的盐酸乙醇分化液处理３０ｓ，水洗１ｍｉｎ后用碳酸
锂蓝化处理３０ｓ，水洗２ｍｉｎ，加伊红液染色处理３
ｓ，流水冲洗１ｍｉｎ，依次按照由高到低浓度梯度的乙
醇脱水后二甲苯冲洗使组织透明，滴加中性树胶，盖

玻片封片，显微镜下观察。根据Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒
说明进行Ｍａｓｓｏｎ染色。ＰＢＳ缓冲液清洗切片３次，
每次１０ｍｉｎ，滴加铁苏木精染色液４ｍｉｎ后水洗，酸
性乙醇溶液分化１０ｓ，Ｍａｓｓｏｎ蓝化液染色３ｍｉｎ，再
次水洗１ｍｉｎ，丽春品红液染色 １ｓ，弱酸水冲洗 １
ｍｉｎ，磷钼酸溶液分色２ｍｉｎ，苯胺蓝染液染色１ｍｉｎ，
乙醇脱水后二甲苯冲洗使组织透明，滴加中性树胶

封片，显微镜下观察。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心房组织 ＥＴ１、Ｏｒａｉ１、
ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ和ＣＯＬⅠ蛋白表达　取大鼠心房组
织，加入适量裂解液，冰上研磨，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
离心２０ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
检测总蛋白含量，配平后行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验，转膜
后５％脱脂牛奶室温孵育 ＰＶＤＦ膜２ｈ，之后加入稀
释一 抗 ＥＴ１（１∶１０００），Ｏｒａｉ１（１∶１０００），
ＳＴＩＭ１（１∶１０００），ＴＧＦβ（１∶１０００），ＣＯＬⅠ
（１∶１０００）４℃孵育过夜，洗膜后室温孵育相应稀
释二抗（１∶２０００）２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜后加入 ＥＣＬ显影
液显影曝光。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值，检
测各组心房组织中ＥＴ１、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ、ＣＯＬ
Ⅰ的相对蛋白表达水平。
１．２．５　细胞培养、分组和转染　复苏 ＨＬ１细胞，
从液氮罐中取出细胞冻存管，３７℃水浴解冻，１０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，均匀接种于６０ｍｍ细胞培养
皿，加入１０％培养基约２ｍｌ，于３７℃恒温，５％ ＣＯ２
细胞培养箱培养。细胞传代，第３代传代至６孔板，
细胞贴壁程度至正常７０％时进行细胞小干扰 ＲＮＡ
（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）的转染，更换为Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ。将ＨＬ１细胞分为４组：ＮＣ组（对照组）、ＥＴ

１组（ＥＴ１处理）、ＳｉＯｒａｉ１组（ＳｉＯｒａｉ１转染使 Ｏｒａｉ１
表达降低）、ＥＴ１＋ＳｉＯｒａｉ１组（ＳｉＯｒａｉ１转染使
Ｏｒａｉ１表达降低并使用ＥＴ１处理）。以ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００为转染试剂，ＳｉＯｒａｉ１组加入 ｓｉＯｒａｉ１溶液，转
染浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ，置于３７℃恒温，５％ ＣＯ２培
养箱继续培养，６ｈ后更换新鲜 １０％ ＤＭＥＭ培养
基，转染４８ｈ后进行 Ｏｒａｉ１蛋白表达量检测；ＥＴ１
组使用５０ｎｍｏｌ／Ｌ的ＥＴ１处理ＨＬ１细胞２４ｈ；ＥＴ
１＋ＳｉＯｒａｉ１组即ＨＬ１细胞在使用ＳｉＯｒａｉ１转染４８ｈ
后，使用５０ｎｍｏｌ／Ｌ的ＥＴ１处理２４ｈ；对照组细胞不
做处理，置入３７℃恒温，５％ ＣＯ２培养箱培养４８ｈ。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１和
ＴＧＦβ蛋白表达　将细胞从培养箱中取出，冰上操
作，吸尽原培养基后加入细胞裂解液，摇床震荡２０
ｍｉｎ充分裂解后转至ＥＰ管，４℃高速离心机１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液进行 ＢＣＡ蛋白定量后
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，依次上样、电泳、转膜，转膜后
５％脱脂牛奶室温孵育 ＰＶＤＦ膜２ｈ，之后加入稀释
一抗Ｏｒａｉ１（１∶１０００），ＳＴＩＭ１（１∶１０００），ＴＧＦβ
（１∶１０００）４℃孵育过夜，洗膜后加入相应稀释二
抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ后，均匀滴加显影液后
曝光。用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值检测蛋白表
达水平。

１．３　统计学处理　利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８统计软
件进行统计分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比
较采用方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＦ组与ＮＣ组大鼠心电图与超声心动图相关
指标的比较　心电图记录结果显示ＮＣ组大鼠呈窦
性心律（图１Ａ），ＡＦ组大鼠可见典型 ＡＦ心电图表
现（图１Ｂ）；大鼠超声心动图数据显示，与 ＮＣ组大
鼠相比（００２８±０００９）ｍｍ，ＡＦ组大鼠左房 ΔＬＡＤ
（０１１９±００１３）ｍｍ增大（ｔ＝５７５，Ｐ＜０００１），而
ΔＥＦ、ΔＦＳ两组差异无统计学意义（ｔ＝１７０、２４９，
均Ｐ＞００５）。见图１Ｃ。
２．２　ＡＦ组大鼠心房组织病理变化情况　ＳＤ大鼠
心房组织 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，ＮＣ组心房
肌细胞排列整齐，形状基本一致，ＡＦ组可见大片蓝
色胶原纤维沉积（图２Ａ），ＡＦ组大鼠心房组织纤维
化增加（ｔ＝３５２，Ｐ＜００５）。见图２Ｂ。
２．３　ＡＦ组大鼠心房组织中 ＥＴ１、ＣＯＬ１、Ｏｒａｉ１、
ＳＴＩＭ１和ＴＧＦβ蛋白表达增多　利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
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图１　两组大鼠心电图及超声心动图的比较

Ａ：ＮＣ组窦性心律心电图；Ｂ：ＡＦ组为ｆ波出现、Ｐ波消失典型的ＡＦ心电图；Ｃ：ＮＣ组和ＡＦ组模型建立前后ＬＡＤ、ＥＦ及ＦＳ变化情况的比

较；与ＮＣ组比较：Ｐ＜０００１

图２　两组大鼠心房组织纤维化情况的比较

Ａ：ＮＣ组和ＡＦ组大鼠心房组织切片；Ｂ：ＮＣ组和 ＡＦ组大鼠心

房组织纤维化面积占比比较；与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５

检测心房组织中 ＥＴ１、纤维化相关蛋白 ＣＯＬⅠ及
ＴＧＦβ表达情况与 ＳＯＣＣ功能蛋白 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１表

达水平，结果显示，与ＮＣ组大鼠相比，ＡＦ组大鼠心
房组织中ＥＴ１、ＣＯＬ１及ＴＧＦβ蛋白表达增多（ｔ＝
２９２、５１９、２４５，均Ｐ＜００５），此外，ＡＦ组心房组
织中Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１蛋白表达也增多（ｔ＝３５８、５２１，
均Ｐ＜００１）。见图３。提示 ＡＦ大鼠在 ＥＴ１蛋白
表达增多的同时发生心房纤维化。

２．４　ＥＴ１对 ＨＬ１细胞 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ表
达情况影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＨＬ１细
胞接受浓度为５０ｎｍ／Ｌ的ＥＴ１处理２４ｈ后，Ｏｒａｉ１、
ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ的表达上调（ｔ＝４３６、４８５、５６９，均
Ｐ＜００５）；当细胞中 ＳＯＣＣ功能蛋白 Ｏｒａｉ１表达敲
减后，ＥＴ１＋ＳｉＯｒａｉ１组细胞中 ＴＧＦβ的表达与 ＮＣ
组差异无统计学意义，然而，相较于ＥＴ１组，其表达
呈下调趋势（图４），提示ＥＴ１促进ＨＬ１细胞ＴＧＦ
β的表达过程中，ＳＯＣＣ功能蛋白参与其中。

·２３４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）



图３　两组大鼠心房组织中ＥＴ１、ＣＯＬ１、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１和ＴＧＦβ蛋白表达的比较

Ａ：ＮＣ组和ＡＦ组大鼠心房组织 ＥＴ１、ＣＯＬⅠ、Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１和 ＴＧＦβ蛋白表达情况；Ｂ－Ｆ：ＮＣ组和 ＡＦ组大鼠 ＥＴ１、ＣＯＬⅠ、Ｏｒａｉ１、

ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ蛋白灰度分析及相对表达水平比较；与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

图４　ＥＴ１对ＨＬ１细胞Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１和ＴＧＦβ表达情况影响

Ａ：梯度浓度ＥＴ１处理ＨＬ１细胞后Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１、ＴＧＦβ蛋白表达情况；Ｂ、Ｃ：ＮＣ组和ＥＴ１组ＨＬ１细胞Ｏｒａｉ１和ＳＴＩＭ１蛋白相对表达的

比较；Ｄ、Ｅ：各组ＨＬ１细胞ＴＧＦβ蛋白相对表达的比较；ａ：ＮＣ组；ｂ：ＥＴ１组；ｃ：ＳｉＯｒａｉ１组；ｄ：ＥＴ１＋ＳｉＯｒａｉ１组；与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与ＥＴ１组比较：＃Ｐ＜００５

３　讨论

　　目前，心房结构重构、电重构、异常钙离子电流

和自主神经系统变化在ＡＦ的发生发展中发挥重要
作用，其中以心房纤维化为主要表现的结构重构是

ＡＦ发生和维持的关键［７］。许多途径如肾素 －血管
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紧张素－醛固酮系统、氧化应激和信息传递途径能
够调节心房纤维化，ＴＧＦβ是其中一个关键调节
器［８］。当前研究［９－１０］表明，沙库巴曲缬沙坦通过降

低ＴＧＦβ表达和通过影响心房肌的钙离子通道抑
制心房纤维化的进展。最新研究［１１］发现乳脂球 －
ＥＧＦ因子８通过负向调控 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２／３抑制心
房纤维化，但具体作用机制尚不明确。临床上，ＡＦ
患者亟需改善心肌重构治疗新途径［１２］，但对于心房

纤维化尚无明确的治疗策略，ＡＦ患者心房纤维化的
机制需要更多的探索与研究。本研究显示 ＡＦ大鼠
心房增大，心房发生纤维化，同时 ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦ
β信号通路关键蛋白表达上调，抑制 ＳＯＣＣ的同时
抑制了ＨＬ１细胞中的 ＴＧＦβ蛋白的表达，初步表
明了ＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ信号通路对心房纤维化的
促进作用，拮抗其中相关分子可能能够有效干预ＡＦ
和心房纤维化进展。

ＥＴ１是人类重要的内皮素亚型之一，主要由内
皮细胞分泌，可以作为细胞因子或与其受体结合在

组织纤维化中发挥重要作用，心脏中存在 ＥＴＡ和
ＥＴＢ受体，其中内皮素受体拮抗剂波生坦已被证明
可以减少高血压和修复性心肌纤维化动物模型中纤

维化心肌的重构［１３］。最近研究［２］表明，ＡＦ患者血
清ＥＴ１水平显著升高，与 ＡＦ持续时间呈正相关，
且在射频消融术后复发的 ＡＦ患者中 ＥＴ１水平较
高，表明ＥＴ１在ＡＦ发生和维持过程中发挥重要作
用。ＡＦ患者心耳 ＥＴ１和 ＣＯＬⅠ表达及胶原纤维
沉积增多，且 ＣＯＬⅠ表达水平与 ＥＴ１表达水平呈
正相关，提示ＥＴ１可能通过促进心房纤维化而参与
ＡＦ的发生［３］，但具体机制尚不明确。本研究显示

ＡＦ大鼠心房组织中ＥＴ１表达增加，ＨＬ１细胞培养
后ＥＴ１诱导ＴＧＦβ合成增加，提示ＥＴ１／ＴＧＦβ可
能参与ＡＦ和心房纤维化的过程。

ＳＯＣＣ与心肌纤维化的发生密切相关。Ｏｒａｉ１
和ＳＴＩＭ１作为ＳＯＣＣ两个重要分子基础，在心肌重
构过程中发挥重要作用。药理研究［１４］表明，ＳＯＣＣ
和非选择性阳离子通道是ＥＴ１诱导平滑肌收缩、丝
裂原活化蛋白激酶磷酸化和花生四烯酸释放的重要

钙内流途径。但 ＥＴ１诱导的心肌纤维化过程中，
ＳＯＣＣ是否参与其中尚不明确。最近研究［１５］表明，

Ｏｒａｉ１介导的 Ｃａ２＋内流的上调，增强人心房成纤维
细胞的增殖和迁移能力。本研究显示 ＨＬ１细胞中
Ｏｒａｉ１表达降低后 ＥＴ１的诱导不再使 ＴＧＦβ蛋白
表达水平升高，表明 Ｏｒａｉ１参与 ＥＴ１诱导心房纤维
化的过程。

综上所述，本研究探索了通过 ＥＴ１／ＳＯＣＣ／
ＴＧＦβ信号通路促进 ＡＦ大鼠发生心房纤维化，拮
抗该信号通路中相关分子如 Ｏｒａｉ１可能会有效干预
心房纤维化在 ＡＦ发生中的进展。此结果为改善
ＡＦ患者心房纤维化提供了新的治疗方向与药物靶
点。然而ＥＴ１是作为细胞因子或是与其受体结合
调控 ＳＯＣＣ／ＴＧＦβ尚未得到具体研究，因此也将成
为下一步实验的研究重点。
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ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ（ＴＧＦβ）ａｎｄｔｈｅｓｔｏｒｅｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ（ＳＯＣＣ）ｐｒｏｔｅｉｎＯｒａｉ１，ｓｔｒｏｍａｌｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＳＴＩＭ１）ｉｎａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＨＬ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＴ１ｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＴＧＦβ，Ｏｒａｉ１ａｎｄＳＴＩＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆＨＬ１ｃｅｌｌｓ．ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｋｎｏｃｋｄｏｗｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｒａｉ１ｉｎＨＬ１ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＥＴ１ｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＬ１ｃｅｌｌｓｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎ
ｃｒｅａｓｅｉｎｌｅｆｔａｔｒｉａｌｄｉａｍｅｔｅｒ（ＬＡＤ）ｏｆｔｈｅｈｅａｒｔｉｎａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎｒａｔｓ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅＨＥａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＡＦｇｒｏｕｐｒａｔｓ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅ
ｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＴ１，Ｏｒａｉ１，ＳＴＩＭ１，ＴＧＦβａｎｄＣＯＬⅠ ｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＡＦｇｒｏｕｐ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＡｆｔｅｒＥＴ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＨＬ１ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｒａｉ１，ＳＴＩＭ１ａｎｄＴＧＦβｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ｗｈｉｌｅｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＯｒａｉ１ｉｎＨＬ１ｃｅｌｌｓ，ＥＴ１ｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｎｏｌｏｎｇｅｒｃａｕｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＦｃａｕｓｅｄｂｙａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌ
ｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＥＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄＥＴ１／ＳＯＣＣ／ＴＧＦβｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｓａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１；ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ；ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ；Ｏｒａｉ１；ＳＴＩＭ１；ＴＧＦβ；ＨＬ１ｃｅｌｌ
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