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μ-阿片受体在心内神经节的表达分布及其激动剂对房颤的作用
刘海帆，谢雨杉，万法萍

（徐州医科大学人体解剖学教研室，徐州　２２１００４）

摘要　目的　研究μ-阿片受体（ＭＯＲ）在心内神经节（ＩＣＧ）的表达分布，并探讨 ＭＯＲ激动剂对心房颤动（ＡＦ）的影响。方法
　① 通过免疫荧光单标染色法研究正常雄性 ＳＤ大鼠 ＩＣＧ的化学解剖学特性；采用免疫荧光双标染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴ-
ＰＣＲ法检测ＭＯＲ在ＩＣＧ的表达分布。② ４０只２５０～３００ｇＳＤ雄性大鼠随机分为正常组（Ｎｏｒｍａｌ组）、ＡＦ模型组（ＡＦ组）、溶
剂对照组（ＡＦ-ＮＳ组）、ＭＯＲ特异性激动剂内吗啡肽２（ＥＭ２）药物组（ＡＦ-ＥＭ２组）和ＤＡＭＧＯ药物组（ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组），采用尾
静脉注射乙酰胆碱-氯化钙混合液方法制备ＡＦ模型，造模同时给予药物干预；采集心电图并监测给药前后ＡＦ持续时间，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴ-ＰＣＲ法检测各组大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ以及心房组织提取物中连接蛋白４３（ＣＸ４３）的蛋白及ｍＲＮＡ表达。结
果　① ＩＣＧ中含有乙酰胆碱转移酶阳性的副交感神经元、酪氨酸羟化酶阳性的交感神经元以及 Ｐ物质和降钙素基因相关肽
阳性的肽能神经纤维；心房后壁组织表达ＭＯＲｍＲＮＡ转录物和蛋白；ＭＯＲ免疫阳性产物主要分布于ＩＣＧ神经元的胞体内，且
以副交感和交感神经元为主。② 与Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＡＦ组大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲｍＲＮＡ以及蛋白表达量均降低（Ｐ＜０.０５）；与ＡＦ-
ＮＳ组相比，ＡＦ-ＥＭ２组和ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组ＡＦ持续时间均缩短，ＣＸ４３表达量均升高（Ｐ＜０.０５）。结论　ＭＯＲ主要表达于 ＩＣＧ
的交感和副交感神经元中；ＡＦ大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ表达量降低，ＭＯＲ激动剂能缓解ＡＦ。
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　　阿片物质作为一种经典的镇痛药物在临床疼痛
治疗中占有重要地位。研究［１］表明阿片肽和阿片

类物质能缓解心肌梗死造成的疼痛，降低心律失常

的发生，在治疗心血管疾病中发挥重要作用。体内

主要分布三种阿片受体：κ-阿片受体（κ-ｏｐｉｏｉｄｒｅ-
ｃｅｐｔｏｒ，ＫＯＲ）、δ-阿片受体（δ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＯＲ）
和μ-阿片受体（μ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＯＲ），ＫＯＲ和
ＤＯＲ表达于心肌细胞和血管内皮细胞，且其激动剂
均具有心脏保护作用［２－３］，关于ＭＯＲ在心脏的表达
分布及其对心传导和心功能的影响仍具有争议。有

研究［４］认为，心肌细胞的胞膜不表达 ＭＯＲ，ＭＯＲ可
表达于大鼠神经纤维、交感、副交感和感觉神经元
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中，阿片类物质可作用于心脏的自主神经末梢对心

功能发挥负性调控作用。

心脏神经包括心外和心内两部分，心内神经是

调节心脏活动的最后神经公路，在心脏水平形成调

控心脏活动的“心－脑”系统，其功能紊乱可引起心
律失常、心肌缺血等多种心血管疾病［５－６］。心房颤

动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是最常见的心律失常之一，
具有极高的发病率和病死率，与心内神经元的过度

活动有关［７］。因此，该实验使用形态学、分子生物

学和心脏生理学等方法，研究 ＭＯＲ在心脏的表达
和分布，进一步研究 ＭＯＲ在 ＡＦ大鼠心内神经节
（ｉｎｔｒａｃａｒｄｉａｃｇａｎｇｌｉａ，ＩＣＧ）中的表达变化，并探讨
ＭＯＲ特异性激动剂对 ＡＦ的影响，为阿片类药物治
疗ＡＦ提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级正常 ＳＤ大鼠，雄性，２５０～
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３００ｇ，共５３只，购自徐州医科大学实验动物中心。
动物提前 ７ｄ饲养于适宜环境（温度保持 ２２～２６
℃、湿度４０％～７０％、光照 －黑暗循环１２ｈ），饲养
过程中，动物可自由饮水、饮食。实验操作符合徐州

医科大学动物伦理委员会的要求和规定（伦理批

号：２０２２０８Ｓ０２７）。
１．２　主要仪器与试剂
１．２．１　主要仪器　恒冷箱冰冻切片机（型号：
ＣＭ１９５０）、激光扫描共聚焦显微镜（型号：ＳＴＥＬ-
ＬＡＲＩＳ５）购自德国 Ｌｅｃｉａ公司；ＢＬ-４２０Ｎ信号采集
与处理系统购自成都泰盟软件有限公司；研究级正

置荧光显微镜（型号：ＢＸ５３）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司；双红外激光成像系统（型号：９１４２-００）购自美国
ＬＩ-ＣＯＲ公司。
１．２．２　主要试剂　ＭＯＲ抗体、蛋白基因产物９.５
（ｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔ９.５，ＰＧＰ９.５）抗体、酪氨酸羟
化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）抗体、Ｐ物质（ｓｕｂ-
ｓｔａｎｃｅｓＰ，ＳＰ）抗体、降钙素基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ
ｇｅｎｅ-ｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）抗体（美国Ａｂｃａｍ公司，
货 号：ａｂ１０２７５ 和 ａｂ１７９３４，ａｂ１０４１０，ａｂ６２１１，
ａｂ１０３５３，ａｂ３６００１），ＧＡＰＤＨ抗体（中国艾比玛特生
物医药有限公司，货号：Ｐ６００３７），胆碱乙酰转移酶
（ｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣｈＡＴ）抗体和连接蛋白４３
（ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３，ＣＸ４３）抗体（中国博奥森生物技术有
限公司，货号：ｂｓ-１８３３Ｒ，ｂｓ-０６５１Ｒ），山羊抗兔
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ二抗（徐州微科曼得生物工程有限公
司，货号：Ｖ９２６-３２２１１），Ａｌｅｘａ４８８驴抗豚鼠 ＩｇＧ（美
国Ｊａｃｋｓｏｎ公司，货号：７０６-５４５-１４８），Ａｌｅｘａ５９４驴抗
兔 ＩｇＧ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号：
８８８９ｓ），ＭＯＲ特异性激动剂内吗啡肽 ２（ｅｎｄｏｍｏｒ-
ｐｈｉｎ-２，ＥＭ２）和 ＤＡＭＧＯ（美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公
司，货号：１２７６１２４-００-５，７８１２３-７１-４），ＢＣＡ蛋白检测
试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，货号：

Ｐ００１０），ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ试剂盒
（中国诺唯赞生物科技股份有限公司，货号：Ｒ２２３-
０１）。
１．３　方法
１．３．１　组织样本处理与收集　７只正常雄性ＳＤ大
鼠腹腔注射戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，经左心
室、升主动脉灌注生理盐水，再灌注４％多聚甲醛，
取出心脏后固定，用于后续免疫荧光组织化学染色

实验（单标染色３只，双标染色４只）研究 ＩＣＧ的化
学解剖学特性；正常大鼠６只（用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ＲＴ-ＰＣＲ法检测正常大鼠 ＭＯＲ在 ＩＣＧ的表达分

布），Ｎｏｒｍａｌ组、ＡＦ组、ＡＦ-ＮＳ组、ＡＦ-ＥＭ２组和 ＡＦ-
ＤＡＭＧＯ组大鼠各８只常规麻醉后经生理盐水灌注
后取出心脏，沿房室沟去除心室，分离并去除主动脉

和肺动脉，保留左右心房、左前腔静脉、上下腔静脉、

肺静脉根部和心房后壁脂肪垫，取心室肌，再取出脊

髓腰段用作于阳性对照组织，于 －８０℃冰箱保存，
用于分子生物学实验，探讨 ＭＯＲ激动剂对心房颤
动（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）的影响。
１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取出组织，加入适量裂
解液和蛋白酶抑制剂混合液（１００∶１），剪碎组织，
匀浆，冰上静置３０ｍｉｎ。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０
ｍｉｎ，吸取上清液。用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒定量蛋
白浓度，煮沸变性待用。将样品使用 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝
胶进行电泳并将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶
粉封闭 ２ｈ后，分别置于一抗中：ＭＯＲ抗体
（１∶５０００）、ＣＸ４３抗体（１∶８００）或 ＧＡＰＤＨ抗体
（１∶５０００），４℃摇床过夜。用 ＴＢＳＴ漂洗３次，每
次８ｍｉｎ。将膜置于相应二抗（１∶１５０００）中，于室
温摇床避光反应２ｈ。ＴＢＳＴ漂洗３次，每次８ｍｉｎ。
用双红外激光成像系统扫描成像。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果使用ＩｍａｇｅＪ进行灰度值分析。
１．３．３　免疫荧光组织化学染色　取出固定好的心
脏，经３０％蔗糖溶液沉糖后，沿房室沟去除心室，分
离主动脉和肺动脉，保留左右心房、左前腔静脉、上

下腔静脉、肺静脉和脂肪垫，再沿上下腔静脉主干长

轴剖开静脉，沿心耳和静脉窦交汇处去除左右心耳，

平铺心房后壁行冰冻切片（片厚４０μｍ）。切片在
含０.３％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００、１０％驴血清的 ０.０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ中封闭３０ｍｉｎ后置于一抗中反应：免疫荧光单
标染 色 抗 体：ＣｈＡＴ抗 体 （１∶２００）、ＴＨ 抗 体
（１∶１０００）、ＣＧＲＰ抗体 （１∶５００）或 ＳＰ抗体
（１∶２００）；免疫荧光双标染色抗体：ＭＯＲ抗体
（１∶５００）／ＰＧＰ９.５抗 体 （１∶２００）、ＭＯＲ 抗 体
（１∶５００）分别与 ＣｈＡＴ抗体（１∶２００）、ＴＨ抗体
（１∶１０００）、ＣＧＲＰ 抗 体 （１∶５００）、ＳＰ 抗 体
（１∶２００）双标，其中 ＰＧＰ９.５作为外周神经元、
ＣｈＡＴ作为副交感神经元、ＴＨ作为交感神经元、
ＣＧＲＰ和ＳＰ作为感觉神经元标记物，抗体用含１０％
胎牛血清、０.３％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００的０.０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ的
抗体稀释液稀释，４℃孵育２４～４８ｈ；与二抗反应：
Ａｌｅｘａ４８８驴抗兔 ＩｇＧ（１∶５００）与 Ａｌｅｘａ５９４驴抗豚
鼠ＩｇＧ（１∶５００），室温避光孵育３ｈ。各个步骤之间
用０.０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。防淬灭
荧光封片剂封片后，采用荧光共聚焦显微镜拍照采
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集图像。

１．３．４　ｑＲＴ-ＰＣＲ实验　于 －８０℃冰箱取出组织，
使用ＴＲＩｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ，参照试剂盒说明进
行逆转录，得到 ｃＤＮＡ。以此模板进行实时荧光定
量ＰＣＲ扩增，２０μｌＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ模板２μｌ，
ＲＮａｓｅ-ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ７.２μｌ，２×ＣｈａｍＱＳＹＢＲＱｐｃｒ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，上游引物 ０.４μｌ，下游引物 ０.４
μｌ，ＰＣＲ反应程序：９５℃ ３ｍｉｎ，１个循环；９５℃ １０
ｓ，６０℃ ３０ｓ，４５个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５
℃保持，１个循环；４０℃ ３０ｓ。所用引物序列为：
ＭＯＲ，上 游 ＧＡＣＣＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＡＣＴＴＣＴ，下 游

ＴＡＧＧＧＣＡＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＴＣＴ，产物大小为２５５ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ，上游 ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ，下游
ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ。使用大鼠 ＧＡＰＤＨ
基因作为内参，反应结束后分别确认扩增曲线和溶

解曲线，保存数据，记录各组各指标的ＣＴ值，并按照
公式ΔＣＴ＝ＣＴ（目的基因）－ＣＴ（内参基因）和ΔΔＣＴ
＝ΔＣＴ（研究组）－ΔＣＴ（对照组）计算出２

－ΔΔＣＴ值，

计算出基因相对表达水平。

１．３．５　ＲＴ-ＰＣＲ实验　取１.３.４实时荧光定量ＰＣＲ
反应结束后的ＤＮＡ样本进行琼脂糖凝胶电泳：琼脂
糖０.６５ｇ，１×ＴＡＥ缓冲液２５ｍｌ，染料２.５μｌ，ＤＮＡ
样本６μｌ，恒压１１０Ｖ，电泳４５ｍｉｎ，于凝胶成像系统
中成像。

１．３．６　实验分组和 ＡＦ模型制备　大鼠随机分为
正常组（Ｎｏｒｍａｌ组）、ＡＦ模型组（ＡＦ组）、溶剂对照
组（ＡＦ-ＮＳ组）、ＥＭ２药物组（ＡＦ-ＥＭ２组）和 ＤＡＭ-
ＧＯ药物组（ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组），每组８只。除 Ｎｏｒｍａｌ
组外，其余四组分别按０.１ｍｌ／１００ｇ的剂量标准连
续尾静脉注射 Ａｃｈ-ＣａＣｌ２（Ａｃｈ６６μｇ／ｍｌ、ＣａＣｌ２１０
ｍｇ／ｍｌ）混合液建立ＡＦ模型，每天注射１次，连续注
射７ｄ。ＡＦ-ＮＳ组、ＡＦ-ＥＭ２组和ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组在注
射第４天，尾静脉注射 Ａｃｈ-ＣａＣｌ２混合液前１０～２０
ｍｉｎ，分别尾静脉注射生理盐水（１ｍｌ／ｋｇ）、ＥＭ２（１
ｍｇ／ｋｇ）、ＤＡＭＧＯ（１ｍｇ／ｋｇ），每天１次，连续４ｄ，剂
量选择参考其他已发表的文章［３］以及课题组的初

步研究。

１．３．７　心电图记录与分析　注射造模液前，对大鼠
进行麻醉后，连接 ＢＬ-４２０Ｎ信号采集与处理系统，
描计标准Ⅱ导联心电图，持续记录５ｍｉｎ，采集大鼠
基础心率，并排除心律失常大鼠。尾静脉注射的第

７天，待大鼠麻醉后，描计标准Ⅱ导联心电图５ｍｉｎ，

按实验设计顺序注射造模液和药物，持续记录大鼠

心电图，待心率恢复至正常水平再稳定记录 ３～５
ｍｉｎ。以出现典型的Ｐ波消失、ｆ波出现、Ｒ-Ｒ间期不
等心电图为ＡＦ诱发成功的标志。
１．４　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２２.０软件进行统计
分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件做图，实验结果以 �ｘ±ｓ表
示，当数据符合正态分布，且满足方差齐性时，组间

比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ-ＷａｙＡＮＯＶＡ），事后
两两比较采用Ｔｕｋｅｙ法，否则采用非参数检验，两两
比较采用独立样本ｔ检验，以α＝０.０５为检验标准，
Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＣＧ的化学解剖学特性　免疫荧光染色结果
显示：ＩＣＧ中细胞胞体直径在１６～５０μｍ之间，形态
多样，呈圆形、椭圆形或多角形，核大而圆，常偏于一

侧，主要呈 ＣｈＡＴ或 ＴＨ阳性，ＣｈＡＴ阳性神经元以
直径２０～５０μｍ的主细胞为主。ＴＨ阳性标记物可
表达于直径２０～５０μｍ的主细胞，也可表达于直径
７～１５μｍ的强荧光细胞，也称为小强荧光细胞。在
ＩＣＧ中可观察到ＣｈＡＴ、ＴＨ、ＣＧＲＰ和ＳＰ等标记物阳
性的神经纤维，纤维可分布于神经元胞体之间，部分

神经纤维末梢围绕在胞体周围（图１）。

图１　正常大鼠ＩＣＧ不同类型神经元标记物的免疫荧光染色 ×４００

Ｆｉｇ．１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆ

ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｎｏｒｍａｌｒａｔＩＣＧ ×４００

Ａ：ＣｈＡＴ；Ｂ：ＴＨ；Ｃ：ＣＧＲＰ；Ｄ：ＳＰ．

２．２　ＭＯＲ在ＩＣＧ中的表达和分布　ＭＯＲ与神经
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元标记物 ＰＧＰ９.５免疫荧光染色结果显示，ＭＯＲ免
疫阳性产物主要分布于神经元胞体中，偶见于神经

纤维内。取脊髓作为阳性对照、心室肌作为阴性对

照，ＲＴ-ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法在心房后壁组织提取
物中检测到目的片段为２５５ｂｐ的ＭＯＲｍＲＮＡ转录
物和ＭＯＲ特异性蛋白的免疫反应条带（分子量为
５５ｋｕ）（图２）。ＭＯＲ免疫反应阳性（ＭＯＲ-ｉｍｍｕｎｏ-
ｒｅａｃｔｉｖｅ，ＭＯＲ-ｉｒ）细胞主要与 ＣｈＡＴ免疫反应阳性
和ＴＨ免疫反应阳性细胞共标，ＭＯＲ-ｉｒ细胞周围可
见ＣｈＡＴ免疫反应阳性的神经纤维末梢，且末梢处
的免疫荧光强度高于神经元胞体（图３Ａ１、Ｂ１、Ｃ１），
神经节内几乎未见 ＭＯＲ／ＴＨ双标的神经纤维末梢
（图３Ａ２、Ｂ２、Ｃ２）。在神经节内可见ＳＰ和ＣＧＲＰ阳
性纤维分布于神经节细胞之间，且部分神经纤维末

梢围绕在ＭＯＲ-ｉｒ细胞的胞体周围（图３Ａ３、Ｂ３、Ｃ３、
Ａ４、Ｂ４、Ｃ４）。

图２　正常大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＯＲｉｎｎｏｒｍａｌｒａｔＩＣＧ

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＰＧＰ９.５ａｎｄＭＯＲｉｎｎｏｒ-

ｍａｌｒａｔＩＣＧ×４００；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＯＲｍＲＮＡｉｎｎｏｒｍａｌｒａｔＩＣＧ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴ-ＰＣＲ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＯＲｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｒａｔ

ＩＣＧｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ；ｂ－ｄ：Ａｔｒｉａ；ｅ：Ｖｅｎｔｒｉ-

ｃｌｅ．

２．３　大鼠ＡＦ模型的的建立　Ａｃｈ激活钾通道可
诱发ＡＦ，ＣａＣｌ２浓度的快速增加可导致严重的高钾

血症，引起钙内流，因此，Ａｃｈ与 ＣａＣｌ２联合使用可
导致传导部分阻断，冲动扩散不一致，诱发 ＡＦ。本
实验用尾静脉注射 Ａｃｈ-ＣａＣｌ２混合液的方法建立
ＡＦ模型，正常 ＳＤ大鼠代表性心电图如图４Ｂ-ａ所
示：窦性心律心电图 Ｐ波规则，Ｒ-Ｒ间期规则；注射
Ａｃｈ-ＣａＣｌ２混合液后大鼠心电图由窦性心律转为ＡＦ
心律，即典型的 Ｐ波消失、ｆ波出现、Ｒ-Ｒ间期不等
（图４Ｂ-ｂ）。
２．４　ＭＯＲ在 ＡＦ大鼠 ＩＣＧ中的表达变化　为研
究ＭＯＲ在ＡＦ中的作用，该实验采用 ｑＲＴ-ＰＣＲ法、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＭＯＲ在 ＡＦ大鼠 ＩＣＧ中的表达
变化。结果显示，ＡＦ组大鼠 ＩＣＧ中 ＭＯＲ的 ｍＲＮＡ
转录物是 Ｎｏｒｍａｌ组的 ２９.８５％（ｔ＝７.５４，Ｐ＜
０.０１），ＭＯＲ的蛋白表达量是 Ｎｏｒｍａｌ组的５４.４９％
（ｔ＝３.８２，Ｐ＜０.０５）（图５），表明 ＡＦ大鼠 ＩＣＧ中
ＭＯＲ的ｍＲＮＡ和蛋白表达量均降低。
２．５　ＭＯＲ激动剂对ＡＦ持续时间的影响　大鼠尾
静脉注射Ａｃｈ-ＣａＣｌ２混合液后，心电图由首个ＡＦ波
形出现至波形恢复为正常波形的时间为 ＡＦ持续时
间，是判断ＡＦ建立是否成功以及干预手段是否有
效的重要指标。本实验通过尾静脉注射 ＭＯＲ的特
异性激动剂ＥＭ２和 ＤＡＭＧＯ探讨其对 ＡＦ的影响。
单因素方差分析结果显示多组之间差异有统计学意

义（Ｆ＝２３.６８，Ｐ＜０.００１）；多重比较分析结果显示
Ｎｏｒｍａｌ组无ＡＦ发生，其他４组与Ｎｏｒｍａｌ组大鼠ＡＦ
持续时间相比差异有统计学意义（均 Ｐ＜０.００１）；
ＡＦ-ＮＳ组ＡＦ持续时间（１４.５２±３.１８）ｓ与 ＡＦ组
（１４.５４±３.９５）ｓ相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０.０５）；与 ＡＦ-ＮＳ组相比，ＡＦ-ＥＭ２组和 ＡＦ-ＤＡＭＧＯ
组ＡＦ持续时间分别缩短为（９.３５±３.１８）ｓ和（８.９８
±３.１３）ｓ，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０.０５）（图
６），提示ＭＯＲ激动剂可以缩短ＡＦ持续时间。
２．６　ＭＯＲ激动剂对ＡＦ大鼠ＣＸ４３表达的影响　
心房电重构是 ＡＦ的一个重要特征，间隙连接蛋白
（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＧＪＰｓ）介导心肌细胞的电偶
联，在心房电重构过程中发挥重要作用。单因素方

差分析结果显示多组之间差异有统计学意义（ＦＥＭ２
＝２０.３４，ＦＤＡＭＧＯ＝１９.５６，均 Ｐ＜０.０１）；多重比较
分析结果显示，与Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＡＦ组与ＡＦ-ＮＳ组
大鼠组织提取物中ＣＸ４３表达量均降低（Ｐ＜０.０１）。
ＡＦ组与 ＡＦ-ＮＳ组表达差异无统计学意义（Ｐ＞
０.０５）。ＡＦ-ＥＭ２组和ＡＦ-ＤＡＭＧＯ组组织提取物中
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图３　正常成年大鼠ＩＣＧ中ＭＯＲ与不同类型神经元标记物免疫荧光双标染色 ×４００

Ｆｉｇ．３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｏｕｂｌｅ-ｌａｂｅｌｉｎｇｉｍａｇｅｓｏｆＭＯＲｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｅｕｒｏｎａｌｍａｒｋｅｒｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌａｄｕｌｔｒａｔＩＣＧ ×４００

Ａ１－Ａ４：ＭＯＲ；Ｂ１：ＣｈＡＴ；Ｂ２：ＴＨ；Ｂ３：ＣＧＲＰ；Ｂ４：ＳＰ；Ｃ１～Ｃ４：ＭｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｓｏｆＭＯＲｗｉｔｈＣｈＡＴ，ＴＨ，ＣＧＲＰ，ａｎｄＳＰ．

图４　大鼠ＡＦ模型建立前后心电图变化情况

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇｔｈｅＡＦｍｏｄｅｌｉｎｒａｔｓ

Ａ：ＲａｔｃｏｎｎｅｃｔｅｄｔｏｔｈｅＢＬ-４２０ＮｓｉｇｎａｌａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｎｏｒｄｅｒｔｏｒｅｃｏｒｄｓｔａｎｄａｒｄｌｅａｄⅡ ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ；Ｂ：Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｉｌ

ｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆａｍｉｘｔｕｒｅｏｆＡｃｈａｎｄＣａＣｌ２，ｒａｔｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｆｒｏｍｓｉｎｕｓｒｈｙｔｈｍ（ａ）ｔｏＡＦ（ｂ）；ＳｔａｒｔｉｎｇｆｒｏｍｔｈｅｆｉｒｓｔＱＲＳｗａｖｅ，Ｐ

ｗａｖｅｓｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄａｎｄｗｅｒｅｒｅｐｌａｃｅｄｂｙｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｗａｖｅｓ，ｗｉｔｈｉｒｒｅｇｕｌａｒＲ-Ｒｉｎｔｅｒｖａｌｓ．

ＣＸ４３表达量分别是ＡＦ-ＮＳ组的２.０７和２.０６倍，差
异有统计学意义（均Ｐ＜０.０５）（图７），提示ＭＯＲ激
动剂能够促进ＣＸ４３的表达。

３　讨论

　　ＩＣＧ由排列复杂的心内神经元构成，这些神经

元根据形态、结构和功能分为许多亚群，其位置、形

态、数量、大小在种属之间有所不同［８］，在大鼠和小

鼠等啮齿类动物中，ＩＣＧ主要分布于心外膜脂肪垫，
尤其是心房后壁大血管围成的“心门”处［９－１０］。ＩＣＧ
细胞根据功能和含有递质的不同，可分为以下４类：
ＣｈＡＴ阳性的胆碱能神经元，ＴＨ阳性的肾上腺素能
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图５　ＭＯＲ在ＡＦ大鼠ＩＣＧ中的表达变化

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＯＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＣＧｏｆＡＦｒａｔｓ
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图６　ＭＯＲ激动剂对ＡＦ持续时间的影响
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神经元，表达 ＳＰ和 ＣＧＲＰ等肽类递质的感觉神经
元，直径６～１５μｍ的ＴＨ强阳性的强荧光细胞。这
些神经元在协调交感神经和副交感神经对心脏功能

的调节过程中发挥着重要作用。

　　为了研究ＭＯＲ在心脏的表达与分布，本研究

图７　ＭＯＲ激动剂对ＡＦ大鼠ＣＸ４３表达的影响
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首先采用 ＲＴ-ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法证明了 ＭＯＲ
的ｍＲＮＡ和总蛋白主要表达于心房后壁组织中，心
室组织中几乎无表达。该结果与 Ｗｉｔｔｅｒｔｅｔａｌ［１１］在
大鼠心肌的研究结果一致，但 Ｔｒｅｓｋａｔｓｃｈｅｔａｌ［１２］发
现ＭＯＲ表达于新生大鼠心肌和人心脏组织中，这
可能是心脏中ＭＯＲ的表达在不同发育阶段和不同
物种之间具有差异性。Ｍｏｕｓａｅｔａｌ［４］报道 ＭＯＲ在
成年大鼠心肌细胞胞膜、神经纤维、交感、副交感和

感觉神经元中表达，交感和副交感神经属于心内神

经网络的重要组成部分，ＩＣＧ是该网络的核心，因此
本研究进一步采用免疫荧光染色方法证明了 ＭＯＲ
在大鼠ＩＣＧ中表达，且主要分布在副交感和交感神
经元的胞体中。心脏自主神经系统已成为近年来研

究ＡＦ神经治疗领域的热点，ＭＯＲ是阿片类药物在
心衰期间诱导心脏保护作用的主要治疗靶点［１３］。

该实验使用 Ａｃｈ-ＣａＣｌ２混合液诱导 ＡＦ模型，发现
ＡＦ组大鼠 ＩＣＧ中 ＭＯＲｍＲＮＡ和蛋白表达量均降
低，提示 ＩＣＧ中 ＭＯＲ可能通过自主神经系统调节
心脏的传导功能。

内源性和外源性阿片受体激动剂通过与特定的

阿片受体结合发挥其生理和药理作用。体内和体外

实验研究［３］均发现 ＭＯＲ、ＤＯＲ和 ＫＯＲ激动剂预处
理均具有心脏保护作用，静脉注射选择性 ＭＯＲ激
动剂芬太尼可提高冠状动脉闭塞犬的心室颤动阈

值［１４］，ＤＯＲ激动剂ｄｅｌｔｏｒｐｈｉｎⅡ可降低缺血性心律
失常的梗死面积，ＫＯＲ激动剂 Ｕ５０，４８８可预防缺血
性和再灌注性心律失常［３，１５］。ＣＸ４３是心脏重要的
ＧＪＰ蛋白，在ＡＦ动物模型和ＡＦ患者心房组织中显
著下调［１６］。本研究结果显示 ＭＯＲ激动剂 ＥＭ２和
ＤＡＭＧＯ能降低 ＡＦ持续时间，并促进 ＡＦ相关蛋白
ＣＸ４３的表达，提示阿片类药物可能是开发抗心律失
常药物的潜在候选者。但其具体作用机制还需要进

一步深入研究。
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［１４］ＫｕｎｅｃｋｉＭ，ＯｌｅｋｓｙＴ，ＭａｒｔｙｎóｗＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｍｉｆｅｎｔａｎｉｌｂｕｔｎｏｔ

ｓｕｆｅｎｔａｎｉｌｉｎｄｕｃｅｓｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｍｕｓｃｌｅ

ｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＢＭＣＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，２０２３，２４（１）：２５．ｄｏｉ：１０．

１１８６／ｓ４０３６０－０２３－００６６０－３．

［１５］ＭｕｋｈｏｍｅｄｚｙａｎｏｖＡＶ，ＴｓｉｂｕｌｎｉｋｏｖＳＹ，ＭａｓｌｏｖＬＮ．Ｃｏｍｐａｒａ-

ｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅｌｉｍｉｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆκ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｇ-

ｏｎｉｓｔｓｉｎｉｎｖｉｖｏｒｅｐｅｒｆｕｓｅｄｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＢｕｌｌＥｘｐＢｉｏｌＭｅｄ，２０２１，

１７０（５）：５９４－７．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１０５１７－０２１－０５１１３－７．
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［１６］ＬｖＸ，ＬｉＪ，ＨｕＹ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ-２７ｂ-３ｐｔａｒｇｅｔｉｎｇ

Ｗｎｔ３ａｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆＷｎｔ／β-ｃａｔｅｎｉｎａｎｄａｔｔｅｎ-

ｕａｔｅｓａｔｒｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＯｘｉｄＭｅｄ

ＣｅｌｌＬｏｎｇｅｖ，２０１９，２０１９：５７０３７６４．ｄｏｉ：１０．１１５５／２０１９／

５７０３７６４．

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆμ-ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｉｎｔｒａｃａｒｄｉａｃｇａｎｇｌｉａ
ａｎｄｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｔｓａｇｏｎｉｓｔｓｏｎａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ

ＬｉｕＨａｉｆａｎ，ＸｉｅＹｕｓｈａｎ，ＷａｎＦａｐｉｎｇ
（ＤｅｐｔｏｆＨｕｍａｎＡｎａｔｏｍｙ，ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｕｚｈｏｕ　２２１００４）
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ｔｉｏｎｏｆＭＯＲｉｎＩＣＧｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄＲＴ-ＰＣＲ．②
ＦｏｒｔｙｍａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｉｇｈｉｎｇ２５０－３００ｇｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ５ｇｒｏｕｐｓ：ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ＡＦｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＡＦ
ｇｒｏｕｐ），ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＡＦ-ＮＳｇｒｏｕｐ），ＭＯＲ-ｓｐｅｃｉｆｉｃａｇｏｎｉｓｔｅｎｄｏｍｏｒｐｈｉｎ-２（ＥＭ２）ｄｒｕｇｇｒｏｕｐ（ＡＦ-ＥＭ２
ｇｒｏｕｐ）ａｎｄＤＡＭＧＯｄｒｕｇｇｒｏｕｐ（ＡＦ-ＤＡＭＧＯｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅＡＦｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆａｃｅ-
ｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ（Ａｃｈ）ａｎｄＣａＣｌ２，ａｎｄｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗａｓｇｉｖｅｎｄｕｒｉｎｇｍｏｄｅｌｉｎｇ．ＴｈｅｄｕｒａｔｉｏｎｏｆＡＦｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ
ｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｗａｓｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍｓ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＯＲｉｎ
ＩＣＧａｎｄｃｏｎｎｅｘｉｎ４３（ＣＸ４３）ｉｎａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑＲＴ-ＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
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ｗｉｔｈｐａｒａｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ．ＴｈｅｍＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＭＯＲｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅａｔｒｉａｌｐｏｓｔｅｒｉｏｒｗａｌｌｔｉｓｓｕｅ．ＭＯＲｉｍ-
ｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｂｏｄｉｅｓｏｆＩＣＧｎｅｕｒｏｎｓ，ｐｒｉｍａｒｉｌｙｉｎｐａｒａｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃａｎｄ
ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓ．② ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＯＲｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＩＣＧｏｆｔｈｅ
ＡＦｒａｔｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＦ-ＮＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｕｒａｔｉｏｎｏｆＡＦｗａｓｓｈｏｒｔｅｎｅｄｉｎｔｈｅＡＦ-ＥＭ２
ｇｒｏｕｐａｎｄＡＦ-ＤＡＭＧＯｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸ４３ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭＯＲｉｓｍａｉｎｌｙ
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