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胶原纤维、ＮＣＡＭ１和ＲＵＮＸ１在心肌桥供血心肌的表达
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　　摘　要：目的　探讨胶原纤维、神经细胞黏附分子１（ＮＣＡＭ１）和Ｒｕｎｔ相关转录因子１（ＲＵＮＸ１）在心肌桥（ＭＢ）供血心肌的

表达情况。方法　用 Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色检测胶原纤维在无动脉粥样硬化 ＭＢ供血心肌（Ａ组）、动脉粥样硬化 ＭＢ供血心肌（Ｂ组）、

冠状动脉粥样硬化心脏病心肌（Ｃ组）、非心源性即刻死亡心肌中的（作为对照组，Ｄ组）分布；免疫组化检测 ＮＣＡＭ１在上述心肌

的表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测其转录因子ＲＵＮＸ１的表达水平。结果　Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色显示Ｂ、Ｃ组心肌间质有较多胶原纤维，

部分心肌坏死，形成纤维瘢痕；Ａ、Ｄ组心肌间质几乎无胶原纤维。ＮＣＡＭ１在Ｂ组心肌表达呈阳性，呈棕黄或棕褐色，主要在细胞

质及细胞膜表达；Ｃ组瘢痕灶附近心肌细胞膜及细胞质中呈阳性；Ａ组和Ｄ组心肌表达呈弱阳性或阴性。ＮＣＡＭ１在 Ａ、Ｄ组供

血心肌表达与Ｂ、Ｃ组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测ＲＵＮＸ１亦有相似的表达。结论　ＭＢ存在动脉粥

样硬化将导致慢性心肌缺血。
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　　心肌桥（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｂｒｉｄｇｅ，ＭＢ）是指覆盖在冠状动脉表面

的心肌束（冠状动脉及其分支通常位于心外膜的脂肪组织内，

有时冠状动脉的一部分被心肌纤维所覆盖）。ＭＢ是否引起慢

性心肌缺血（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ，ＣＭＩ）目前存在很大

争议；ＭＢ对冠状动脉血流动力学影响不大，尸检 ＭＢ高检出

率与冠状动脉造影 ＭＢ低检出率提示，ＭＢ与ＣＭＩ的相关性

不大［１２］；有研究认为，ＭＢ可以引起心肌缺血和临床症状，甚

至导致急性心肌梗死和心脏性猝死［３４］。ＣＭＩ（如风湿性心脏

病）的心肌间质及小血管周围可见胶原纤维呈弥漫性增生，呈

透明变性及淀粉样变，Ⅰ、Ⅲ型胶原抗原在心肌细胞呈阳性表

达［５］。神经细胞黏附分子１（ｎｅｕｒａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，

ＮＣＡＭ１）及其转录因子 Ｒｕｎｔ相关转录因子１（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，ＲＵＮＸ１）在心肌梗死的瘢痕灶及附近心

肌细胞呈特征阳性表达，说明 ＮＣＡＭ１和 ＲＵＮＸ１可以作为

ＣＭＩ的指标之一
［６］。本实验拟采用 Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色、免疫组化

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ等 方 法 分 别 检 测 胶 原 纤 维、ＮＣＡＭ１ 和

ＲＵＮＸ１在 ＭＢ供血心肌的表达情况，探讨 ＭＢ是否引起ＣＭＩ

及 ＭＢ是否属正常的解剖变异。

１　资料与方法

１．１　心脏标本分组　６０份心脏标本来自重庆医科大学法医

学教研室２００３～２００６年的尸体解剖档案，死者年龄４０～６９

岁。选取无动脉粥样硬化 ＭＢ供血心肌为 Ａ组，年龄（５０．８±

９．８）岁；动脉粥样硬化 ＭＢ供血心肌为Ｂ组，年龄（５３．４±６．３）

岁；冠状动脉粥样硬化心脏病心肌为Ｃ组，年龄（５４．７±７．８）

岁；尸检及常规病理学检查证实死者生前均由非心源性原因

（如车祸）引起即刻死亡、无动脉粥样硬化、冠状动脉管腔狭窄程

度均在Ⅱ级以下的心肌作为对照为Ｄ组，年龄（４９．９±８．４）岁；每

组１５例。年龄在各组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２　组织处理　死者均在死后短时间内冷冻保存，２４ｈ内解

剖取出心脏等脏器，用１０％的中性甲醛常规固定取材，以做
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Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色和免疫组化。其中，各组均选择５例在尸体解

剖现场肉眼大体检查冠状动脉有无 ＭＢ及 ＭＢ桥前段、桥下段

和桥后段有无动脉粥样硬化，并取其供血心肌保存于液氮以做

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ备用，其余脏器包括心脏用１０％的中性甲醛常规

固定、取材后做常规 ＨＥ染色确定有无动脉粥样硬化、及冠状

动脉粥样硬化心脏病，然后选取符合上述分组标准的供血心肌

做 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ。

１．３　方法

１．３．１　切片　Ａ、Ｂ组分别取离 ＭＢ桥后段１～２ｃｍ处供血心

肌，Ｃ、Ｄ组分别取与Ａ、Ｂ组相对应心肌。常规石蜡切片，连续

切片２张，切片的厚度约为４～５μｍ，贴于经多聚赖氨酸处理

的载玻片，６０℃烤箱中烘干后染色。

１．３．２　心肌总蛋白提取　液氮中取１００ｍｇ心肌组织剪切成

细小的碎片，加入含有１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ混匀的ＲＩＰＡ裂解液

蛋白裂解液（Ｐ００１３Ｂ，碧云天公司）８００μＬ，匀浆器在冰上匀浆

至心肌组织充分裂解后４℃离心５ｍｉｎ，取上清液５０μＬ分装

于干净ＥＰ管内，在蛋白样品ＥＰ管内加入１／５体积的十二烷

基硫酸钠（ＳＤＳ）电泳缓冲液（５倍稀释），沸水煮浴５ｍｉｎ，－２０

℃保存备用。

１．３．３　Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色　试剂及步骤均参照《实用病理特殊染

色和组化技术》。结果判断：蓝色为胶原纤维，棕色为弹力纤

维，红色为肌纤维、纤维素等，黑蓝色为细胞核。

１．３．４　免疫组化染色　ＮＣＡＭ１免疫组化染色：小鼠抗人

ＮＣＡＭ１单克隆抗体（＃３５７６，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ＳＰ

试剂盒及ＤＡＢ底物显色试剂盒（基因公司）；步骤按照ＳＰ试

剂盒内说明书进行（一抗的工作浓度１∶２００），滴加封闭血清

和一抗前进行微波抗原修复，ＰＢＳ作阴性对照，苏木素核复染。

以细胞质／膜出现棕黄色颗粒为阳性。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ　配制１０％分离胶和５％浓缩胶，每泳道

加２０μｇ上述沸水煮浴的蛋白样品行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离蛋白，半干式转膜法转移至硝酸纤维素

（ＰＶＤＦ）膜，用含５％ ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ液３７℃封闭ＰＶＤＦ膜１

ｈ，将ＰＶＤＦ膜置于杂交袋中，加２ｍＬ兔抗人ＲＵＮＸ１多克隆

抗体（＃４３３４，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）的一抗（５％ ＢＳＡ∶

ＲＵＮＸ１比例为１０００∶１）３７℃孵育１ｈ后，再加入辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）标记二抗（ＴＢＳＴ∶二抗比例为５０００∶１）３７℃

孵育１ｈ，每次孵育完毕后用 ＴＢＳＴ漂洗３×５ｍｉｎ，ＥＣＬ化学

发光试剂盒（ＷＢＬＵＣ０１００，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，德国）显色，凝胶成像图

像处理系统分析目标条带的分子量和净光密度值。用βａｃｔｉｎ

和５％ＢＳＡ分别作为内参和阴性对照。实验重复两次。

１．３．６　图像处理　胶原纤维染色和免疫组化染色通过重庆远

程医疗显微摄影系统放大采图，胶原纤维染色采用定性观察的

方法，观察心肌间质有无胶原纤维；免疫组化染色随机选择５

个视野／张，以测量窗口为固定面积，对染色阳性及背景的灰度

级和面积进行测试，计算光线透过物体前后的损失量与入射光

的比值，再经过数学变换计算出积分光密度（犐犗犇），然后得到

平均光密度值（犃犗犇）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ用凝胶成像仪图像分析

软件Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ计算测量每一个样本的目的蛋白条带和内

参蛋白条带的光密度值，同时测量每张ＰＶＤＦ膜的背景光密

度值。ＲＵＮＸ１蛋白的相对表达量＝（样本目的蛋白光密度

值－背景光密度值）／（同一样本内参蛋白光密度值－背景光密

度值）。

１．４　统计学处理　所有试验数据均采用统计学软件ＳＰＳＳ

１０．０进行统计分析，计量资料均以狓±狊表示，组间比较用单

因素方差分析及显著性检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色　Ａ组和 Ｄ组心肌间质几乎无胶原纤

维；Ｂ组和Ｃ组心肌间质有较多胶原纤维，部分心肌坏死，形成

纤维瘢痕。见图１。

２．２　ＮＣＡＭ１在供血心肌表达　免疫组化结果显示：ＮＣＡＭ１

在Ａ、Ｄ组心肌表达呈弱阳性或阴性；Ｂ组心肌表达呈阳性，主

要在细胞质及细胞膜表达，呈棕黄或棕褐色，偶见细胞核表达；

Ｃ组心肌瘢痕灶内和瘢痕灶附近心肌细胞膜及细胞质中呈阳

性，见图２。经图像分析及数据统计分析结果显示：ＮＣＡＭ１在

Ａ组犃犗犇为０．０６±０．０３，Ｂ组０．６７±０．０８，Ｃ组０．６３±０．０９，

Ｄ组０．０５±０．０４；ＮＣＡＭ１在Ｂ、Ｃ组的表达与 Ａ、Ｄ组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＮＣＡＭ１在Ｂ组和Ｃ组的表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５），在Ａ组和Ｄ组的表达差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组心肌 Ｍａｓｓｉｏｎ′ｓ染色（×２００）

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图２　　ＮＣＡＭ１在各组供血心肌免疫组化染色（×２００）
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２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测 ＲＵＮＸ１在供血心肌表达　ＲＵＮＸ１

在Ａ组和Ｄ组心肌表达量低，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

在Ｂ组和 Ｃ组心肌表达量较 Ａ 组或 Ｄ 组明显增高（犘＜

０．０５），但Ｂ组和Ｃ组表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

见图３。

　　：犘＜０．０５，与Ａ组、Ｄ组比较。

图３　　ＲＵＮＸ１在各组供血心肌表达情况

３　讨　　论

ＮＣＡＭ１属于免疫球蛋白超家族（ＩｇＳＦ）成员，是一种膜结

合糖蛋白，主要参与调节神经系统和骨骼肌细胞间及细胞基

质的黏附作用，ＮＣＡＭ１在正常心肌呈弱或无表达，在心肌梗

死后的心肌瘢痕灶及附近心肌细胞膜及细胞质中特征阳性表

达，而在充血性心脏病、肥厚梗阻性心脏病、心肌炎以及结节病

的心肌呈弱阳性表达，其转录因子ＲＵＮＸ１存在类似结果
［６７］。

心脏在慢性缺血缺氧的情况下，如风湿性心脏病的心肌间质及

小血管周围可见胶原纤维呈弥漫性增生，呈透明变性及淀粉样

变［５］。故用胶原纤维、ＮＣＡＭ１和ＲＵＮＸ１指标来检测 ＭＢ供

血心肌是否存在ＣＭＩ。

本研究选择心脏样本时，排除了年龄对实验结果的影响。

实验结果显示，胶原纤维染色Ｂ组及Ｃ组心肌间质有较多胶

原纤维，部分心肌坏死，形成纤维瘢痕；而 Ａ组和Ｄ组心肌间

质几乎无胶原纤维。说明 ＭＢ是一种良性、先天性解剖变

异［８］；ＭＢ在无动脉粥样硬化时不会引起ＣＭＩ；当 ＭＢ存在动

脉粥样硬化时，引起 ＭＢ供血心肌慢性缺血缺氧，刺激炎症因

子增多，导致胶原纤维增生、心肌坏死等。

ＮＣＡＭ１和ＲＵＮＸ１不是心肌肥大和心肌收缩功能障碍

的指标，而是细胞间相互作用缺失及去神经体液调节其表达均

升高［６７］。本实验结果显示，ＮＣＡＭ１在 Ａ组及Ｄ组心肌呈弱

阳性或阴性，Ｂ组及Ｃ组呈阳性表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测其转

录因子 ＲＵＮＸ１亦有相似结果；与 Ｇａｔｔｅｎｌｏｈｎｅｒ等
［６］研究

ＮＣＡＭ１和ＲＵＮＸ１在缺血性心脏病表达一致，说明 ＮＣＡＭ１

和ＲＵＮＸ１可作为ＣＭＩ的一个指标。原因可能是ＮＣＡＭ１启

动子区存在其转录因子ＲＵＮＸ１的潜在结合位点，ＲＵＮＸ１对

ＮＣＡＭ１表达起重要调节作用，长期慢性缺血缺氧或瘢痕致细

胞间相互作用缺失或去神经体液调节而使细胞间接触僵硬（通

信传导失败），促发ＲＵＮＸ１和ＮＣＡＭ１结合而过度表达，与压

力诱导ｃＪＵＮＮ端激酶激活信号通路有关
［９］。细胞间相互作

用缺失致间隙接头蛋白ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３表达下降，可引起压力诱

导ｃＪＵＮＮ端激酶激活
［１０１１］。在肿瘤浸润骨骼肌中也发现

ＮＣＡＭ１在肿瘤细胞表达增加，邻近骨骼肌细胞表达并不增

高［６］。

通过检测无动脉粥样硬化 ＭＢ、动脉粥样硬化 ＭＢ供血心

肌的胶原纤维染色、及ＮＣＡＭ１和ＲＵＮＸ１在供血心肌表达情

况，发现无动脉粥样硬化 ＭＢ不会导致ＣＭＩ，动脉粥样硬化

ＭＢ将引起ＣＭＩ。说明 ＭＢ是一种良性、先天性解剖变异，一

般在临床不需要特殊治疗，如存在动脉粥样硬化时则需要做相

应处理。
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