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要"目的
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探讨猪心肌梗死"

XP

%后梗死边缘区快速延迟整流
f

i通道
fK_L"

和
fK_-"

基因表达水平的改变及意义&

方法
!

通过结扎猪左前降支远端
!

'

%

$

!

'

"

处
"C

建立急性心肌梗死"

+XP

%模型!手术后存活猪进入
XP

组!术后
"AC

取左心室

梗死边缘区内层"

-3<6

%(中层"

X7<

%和外层"

-

D

7

%心肌!应用半定量
WB)*KW

方法检测
fK_L"

和
fK_-":W_+

含量&同时!设

立相应的假手术组"

'L

组%!

'L

组取与
XP

组对应区域的心肌组织&结果
!

fK_L"

和
fK_-"

基因的表达在
'L

组左心室
-3)

<6

(

X7<

和
-

D

7

心肌间没有差异!与
'L

组比较!

+XP

后梗死边缘区
%

层心肌
fK_L":W_+

表达均明显下降"

?

%

$#$9

%!而且
%

层心肌间的基因表达呈不均一性"

?

%

$#$9

%!

fK_-":W_+

表达量差异无统计学意义"

?

$

$#$9

%&结论
!

+XP

后梗死边缘区
%

层心肌
fK_L"

基因表达的不均一性下调!可能在
XP

后早期室性心律失常的发生中起重要作用&

关键词"钾通道$心肌梗死$基因表达$猪
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i通道对心肌细胞的电生理稳定性调控起着非常重要的

作用'

!)"

(

)人类
/1C/2)q)

8

6)

8

6

相关基因
L-W,

基因编码心脏

快速延迟整流
f

i电流
PM2

#

PM2

是心肌细胞动作电位
%

期快速

复极的主要电流#在心脏动作电位复极化过程中发挥重要作

用)

L-W,

"

fK_L"

及其调节亚基
fK_-"

基因突变可引起

;QB0

综合征'

%)A

(

#心肌梗死$

XP

&并发的心律失常是导致病情

恶化和死亡的主要原因之一)

XP

后心室肌膜多种
f

i通道基

因表达的变化已成为近年研究热点#但是关于
XP

后
L-W,f

i

通道基因表达变化的研究有限#尤其是对大型动物如猪的研究

尚属少见)本研究以开胸冠状动脉$冠脉&结扎法制备猪急性心

肌缺血模型#用
WB)*KW

方法观察
XP

后左心室梗死边缘区
%

层心肌快速延迟整流
f

i通道基因
L-W,

"

fK_L"

及其调节亚

基
fK_-"

基因的
:W_+

表达改变及其意义#旨在探讨急性心

肌梗死$

+XP

&后早期室性心律失常发生的分子机制)

@

!

材料与方法

@#@

!

材料
!

普通级小型猪#

%

$

9

月龄#体质量
!$

$

!9M

8

$华

中农业大学动物中心提供&#雌雄不限)术前常规检查心电图#

心电图异常者剔除#随机分为假手术组$

'L

组&和模型组$

XP

组&#共
!&

只动物)

@#A

!

XP

动物模型的建立
!

所有的实验动物均术前禁食*禁饮

!"C

)术前称质量#予以
%U

戊巴比妥钠$

%$:

8

"

M

8

&腹腔注射

麻醉后#在口腔明视下行气管插管#以呼吸机机械通气#潮气量

!$

$

!9:;

"

M

8

#给氧
%

$

9;

"

:73

#频率
"$

$

"9

次"分钟)常规

消毒铺巾#于胸骨正中打开胸腔#纵行切开心包膜#充分暴露心

脏#并将心包膜缝合于胸壁呈吊篮状)仔细分离冠状动脉#于

冠状动脉左前降支$

;+(

&远端
!

"

%

$

!

"

"

处穿入
A

号缝合线#

+XP

组结扎
"C

#再松解恢复前降支血流#建立
+XP

模型#其

成功标志为!心电图
'B

段弓背向上抬高#直视下可见被结扎

血管供血区心肌变为苍白色)

'L

组也重复上述步骤#但冠状

动脉下只穿线#不结扎)逐层缝合心包*胸壁#并放置引流管
#

术后精心喂养动物至实验终点)取结扎后存活的猪#分入
XP

组#建立
'L

组#所有猪均接受相同的饲养条件)

"&$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期



@#B

!

标本的采集与保存
!

XP

组和
'L

组的每只猪于术后

"AC

#用
%U

的戊巴比妥钠$

%$:

8

"

M

8

&腹腔注射麻醉后#迅速

取出心脏置于
AV

生理盐水漂洗除去血液#依照
,E6

等'

9

(的

方法留取左心室梗死边缘区
%

层心肌$

'L

组取对应位置心

肌&#迅速置
e?$V

低温冰箱保存待测)

@#C

!

心肌总
W_+

的提取和
fK_L"

及
fK_-":W_+

检测

!

取
9$

$

!$$:

8

猪心肌#按照
B27a65

$

P3I7126

8

/3

公司&

W_+

抽提试剂盒说明书的步骤进行#提取组织总
W_+

#紫外光检测

样品吸光度#

+

"&$

"

+

"@$

为
!#=9

$

"#!$

)应用
WB)*KW

法$试剂

盒购于大连宝生物工程有限公司&检测
:W_+

的表达#

9$V

%$:73

#

=AV

预变性
":73

#

*KW

扩增
"=

个循环$

=AV

变性
%$

0

#退火
%$0

#

?"V

延伸
A:73

&)

fK_L"

引物$

"9?4

D

&!上游

9h)B,+ +,, +,+ K,, +,, +,)%h

#下游
9h)K+, +,K

K,++,+B,+ ,K)%h

#$退火温度
9?#" V

&%

fK_-"

引物

$

!9?4

D

&!上游
9h)B+KB+K,BK+BKKB,B+KK)%h

#下游

9h)B,+KBKBB,B+BBBKKKBB,K)%h

#$退火温度
9&#$

V

&%

)

)EJ173

引物$

A=@4

D

&!上游
9h),,KB+K+,KBBK+KK

+KK+K)%h

%下游
9h)B+KBKKB,KBB,KB,+BKK+K)%h

$退火温度
&$V

&%

!#9U

琼脂糖电泳分析
*KW

产物#应用凝胶

成像系统观察记录结果#用光密度扫描计算
fK_L"

电泳条带

灰度积分"
Z)EJ173

电泳条带灰度积分和
fK_-"

电泳条带灰度

积分"
Z)EJ173

电泳条带灰度积分#进行半定量分析)

@#D

!

统计学处理
!

采用
'*''!%#$

统计软件#所有数据以
Nm

*

表示#组间比较采用
4

检验#组内两两比较采用方差分析#以

?

%

$#$9

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A#@

!

动物存活情况
!

+XP

组中
=

只存活
&

只#另外
%

只于术

中发生室颤#经心内除颤无效死亡%

'L

组中
?

只#

!

只因麻醉

意外死亡#其余
&

只存活)

表
!

!!

两组不同部位
fK_L"

及
fK_-"

!!!!

:W_+

的表达$

Nm*

%

部位
'L

组$

&d&

&

fK_L" fK_-"

XP

组$

&d&

&

fK_L" fK_-"

-3<6 $#A%!m$#$!& $#A%?m$#$"A $#"$!m$#$"$

,(

"

$#A%$m$#$"!

X7< $#A"@m$#$!% $#AA@m$#$%$ $#"?%m$#$""

,#

"

$#A%"m$#$%"

-

D

7 $#A""m$#$"! $#AA$m$#$%$ $#%$"m$#$"9

,#(

$#A%@m$#$"A

!!

,

!

?

%

$#$9

#与
'L

组比较%

#

!

?

%

$#$9

#与
XP

组
-3<6

比较%

(

!

?

%

$#$9

#与
XP

组
X7<

比较%

"

!

?

%

$#$9

#与
XP

组
-

D

7

比较)

图
!

!!

XP

组和
'L

组梗死边缘区
%

层心肌的
fK_L":W_+

$

"9?4

D

%与
)

)EJ173

$

A=@4

D

%

WB)*KW

电泳图

A#A

!

两组猪心肌
fK_L"

和
fK_-"

基因
:W_+

表达的变

化
!

fK_L"

和
fK_-"

基因表达在
'L

组左心室内层$

-3)

<6

&*中层$

X7<

&和外层$

-

D

7

&心肌间没有差异#与
'L

组比较#

+XP

后梗死边缘区
%

层心肌
fK_L":W_+

表达均明显下降

$

?

%

$#$9

&#而且
%

层心肌间的基因表达呈不均一性$

?

%

$#$9

&#

fK_-":W_+

表达量无显著性差异#结果见表
!

#

图
!

*

"

)

!!

XP

组#

+!

!

-3<6

%

Z!

!

X7<

%

K!

!

-

D

7

)

'L

组#

+"

!

-3<6

%

Z"

!

X7<

%

K"

!

-

D

7

)

图
"

!!

XP

组和
'L

组梗死边缘区
%

层心肌的
fK_-":W_+

$

!9?4

D

%与
)

)EJ173

$

A=@4

D

%

WB)*KW

电泳图

B

!

讨
!!

论

Pf2

是
L-W,

"

fK_L"

和
fK_-"

表达的两种蛋白质共

同形成功能性
f

i通道#

fK_L"

本身单独可产生一种小的快

速激活外向
f

i电流#

fK_-"

本身并不能产生任何离子电流#

但它的存在主要影响通道的门控性和药理学性质)目前#关于

L-W,

及其调节亚基
fK_-"

基因突变可引起
;QB0

综合征

的研究较多#但在
XP

后
L-W,

及其调节亚基
fK_-"

基因的

表达有何改变#这些改变在心律失常中所起的确切作用尚不是

很清楚)

有研究表明#在心肌缺血初始的短时间内#先出现
Pf

的

抑制#此为细胞的代偿性保护性反应被激发的表现#随缺血持

续出现
Pf

增大$主要是
Pf2

&则为损伤性反应的表现)心肌缺

血时时间依赖性
f

i流$包括
Pf

&和
f+B*

的开放又是造成细

胞内
f

i丢失外流的主要途径'

&

(

#由此形成恶性循环#持续缺

血最终使细胞内外
f

i平衡完全失调)同时由于
Pf

的增大#

可加快心肌细胞复极#使动作电位时程及
-W*

缩短#心肌细胞

电生理特性发生改变)由此可见#

XP

后
Pf2

电流的电生理特

性发生了改变#这可能是心肌梗死后易发心律失常的机制之

一)本研究发现#

fK_L"

和
fK_-"

基因表达在
'L

组左心

室
-3<6

*

X7<

和
-

D

7

心肌间没有差异#这与
+2H3

等'

?

(及
fE627

等'

@

(对快速延迟整流
f

i通道在左室心肌
%

层间表达的研究

结果相一致)而
XP"AC

后
fK_L":W_+

的表达量在边缘

区降低#

fK_L":W_+

表达水平的下调#可以造成有功能的

快速延迟整流
f

i通道的数目减少#有助于
Pf2

电流的减小#

可能是心肌细胞在恢复期的一种代偿性保护性反应#使膜
f

i

电流变小#

f

i外流减少#促进急性缺血所造成的细胞内外
f

i

平衡失调的恢复)但是
Pf2

电流的减小#可使心室肌细胞

+*(

延长#心肌细胞电生理特性改变#易于形成触发活动#产

生心律失常)同时
fK_L":W_+

的表达在左心室梗死边缘

区
-3<6

*

X7<

和
-

D

7

心肌之间产生了明显的差异#使空间异质

性增大#可导致复极不均一#复极离散度增大#易于形成折返发

生心律失常)
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效果'

@

(

%近年来青壮年外出打工#中老年人在家留守#从事生产

劳动以及种菜接触感染的机会较多有关'

=

(

)因此#重庆市土源

性线虫病防治的重点应以留守在家务农的老年人为主)

职业分布也发生了较大变化#

"$$!

年以学龄前儿童感染

最高#其次学生和农民%

"$!$

年以农民*学生较高#但学龄前儿

童感染率仍然较高#不容忽视)不同文化程度分布#

"

次调查

均以文盲组感染最高#文化程度越高感染率越低#提示文化程

度较低的人#其健康意识较差#存在不良生活习惯的可能性较

大'

!$)!"

(

)因此#重庆市土源性线虫病防治重点应放在农村#重

点人群为文化程度较低农民以及学生)

目前#重庆市土源性线虫病感染率较
!$

年前有一定程度

的下降#但其感染率仍维持在较高水平#受威胁的人口较多)

重庆市土源性线虫的防治工作仍任重道远#应引起各级政府部

门的高度重视)根据卫生部制定的,土源性线虫防治技术方

案-#按照因地制宜*分类指导的原则#加强对重点人群*重流行

区的防治工作#对不同地区的重点人群#采取有针对性的健康

教育方式'

!%

(

)以传染源控制为主的综合防治策略'

!A

(

#采取改

厕*改水*改造环境*改善行为*药物驱虫的具体防治措施#以控

制重庆市土源性线虫的流行#保护人民群众的身体健康)
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虽然本研究显示
fK_-":W_+

表达水平在两组间没有

变化#而且
fK_-"

本身并不能产生任何离子电流#但它的存

在影响通道的门控性和药理学性质#当
fK_L":W_+

的表

达在左心室梗死边缘区
-3<6

*

X7<

和
-

D

7

心肌之间产生了明

显差异时#

fK_-":W_+

表达水平没有产生相应的变化#使

Pf2

在整体行为#对细胞外
f

i及抗心律失常药物的敏感性和

通道的失活速率等方面发生改变#也可使空间异质性增大#导

致复极不均一#复极离散度增大#易于形成折返发生心律失常%

同时也可增加了电流的不稳定性和发生心律失常的易感性)

因此#

f

i通道
fK_L":W_+

表达的下调和在不同部位

改变的不均一可能在电生理不稳定的维持和$或&恶化方面起

一定的作用#但这种变化确切意义和
fK_L"

和
fK_-"

基因

两者之间的相互作用还有待进一步深入研究)
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