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!"#$%&’ ( 基因转染对心衰犬心功能及心肌病理变化的影响

王) 逵，杨成明，刘国通，王旭开，曾春雨，王红勇，方玉强，傅春江，石伟彬) ) （第三军医大学大坪医院野战外科研究
所心血管内科，重庆 %"""%&）

) ) 摘) 要：目的) 探讨白蛋白微泡介导的 *+,-.(/ !#0123!&/ 4 质粒转染对心衰犬心功能及心肌病理变化的影响。方
法) &’ 只快速起搏心衰犬分为 & 组。转染组以白蛋白微泡为载体，在超声破坏下将人工合成的 *+,-.(/ !#0123!&/ 4 质
粒转染入心肌，以不含质粒的微泡作为对照组。两组又分为转染后 % 5（转染 !组）和 !% 5（转染 "组）。分别在起搏器
安置前、转染前、转染后，采用超声测量左室内径、心功能评价 0123!&/ 4 基因对心衰的治疗效果。通过 67染色和透射电
镜观察心肌病理变化。应用 89#3:8检测各组 0123!&/ 4 基因的表达情况。结果 ) 超声微泡介导的转染可以提高心肌
0123!&/ 4 ;8-.的表达。心肌病理显示转染组病变轻于对照组，而且未转染组病变进一步恶化。转染组 70、0< 在第 %
天可见明显好转，并在 !% 5时保持稳定，但一直低于正常水平。在第 % 天时转染组 =>7,,与对照组无变化，而 =>7,>下
降（! ? "/ "%），在 !% 5时两指标与对照组比较均缩小（=>7,,和 =>7,>的 !值分别为 "/ "!& 和 "/ ""$）。结论) 通过超
声微泡介导转染 0123!&/ 4 基因可以改善心脏功能，逆转心肌重塑，减轻心肌病理变化。
) ) 关键词：心力衰竭；0123!&/ 4；基因治疗；心功能；病理学
) ) 中图法分类号：8(&&/ !!；8(@%/ (；8$%!/ 4"$) 文献标识码：.
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) ) >?.-23,-：!"#$%&’($) 9L DH[GYMDIPMG MFG GWWG+M LW IGHG MVPHYWG+MDLH LW 0123!&/ 4 LH +PV5DP+ WCH+MDLH PH5
*PMFLXLID+PX +FPHIGY LW +PHDHG FGPVM WPDXCVG DH5C+G5 UR VP*D5 [GHMVD+CXPV *P+DHI/ )$&*+,-) 9FVGG \GGOY PWMGV
LHYGM LW VP*D5 [GHMVD+CXPV *P+DHI（&$" UGPMY ] ;DH），&’ +PHDHGY \GVG 5D[D5G5 DHML % IVLC*Y/ 7DMFGV *+,-.(/ !#
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! ! "#$%& 结合蛋白 ’() &（ "#$%& *+,-+,. /0123+,
’(4 &，"#56’(4 &）是心肌肌浆网（ 78091/:87;+9 032+9<=
:<;，>?）上 @8( A释放通道———雷尼丁受体（ 0B8,1-+,3
0393/210 2B/3 (，?B?(）的一种调节蛋白。?B?( 在心肌
兴奋=收缩耦联中发挥关键作用。当电信号传导至心
肌时，心肌膜去极化激活电压门控 C 型 @8( A通道，内

流的 @8( A 通过 @8( A 诱导的 @8( A 释放机制（ @8( A =
+,-<93- @8( A 03:3873，@D@?）［’］诱导肌浆网上 ?B?( 开
放，大量 @8( A从肌浆网释放，引起心肌纤维收缩。心

衰时 ?B?( 通道缺陷造成心肌舒缩功能障碍及心律失
常等问题［(］，而 "#56’() & 的蛋白水平及其与 ?B?(
受体的亲和力下降是 ?B?( 通道缺陷的一个重要原
因［E，F］。体外研究表明［$ G H］，"#56’() & 过表达可以减
少 @8( A外漏，增加 @8( A瞬变，提高细胞质 @8( A浓度，

增强心肌收缩。本实验拟通过在体转染 "#56’() & 基
因探讨其对心衰犬心功能及心肌病理的影响。

!" 材料与方法

’) ’! 主要仪器和试剂
! ! 永久心脏起搏器［重庆华伟工业有限公司，IJJ，脉冲频率
（($% K E）次 L ;+,，（’M% K E）次 L ;+,，磁铁体外控制开关］；N 线
数字减影血管造影机（美国 OP公司，C@I L QCN’($% ;R）；多普
勒彩超仪（S6 >JTJ> $$%%）；低温高速离心机（德国 S3081<7公
司）；核酸蛋白分析仪（QU=V%%，美国 539W;8,公司）；6@? 反应
仪（5+1=?8- 公司）；凝胶成像分析仪（U,+X3078: S11- !，5+1=
?8-公司）。/9QTRE) ’="#56’() & 质粒由本实验室构建并保存
（约 & ;. L ;:）［V］；全氟丙烷白蛋白微泡由第三军医大学新桥医
院超声科提供（微泡直径：( Y F ";，浓度：Z ’) $ [ ’%V L ;:）；\0+=
/<03 ?TR提取液（?19]3 Q+8.,172+97）；?\=6@?试剂盒（大连宝
生物工程有限公司）；6@?引物由 D,X+201.3,公司合成。

’) (! 实验对象
! ! 成年健康杂种犬，(V 只，雌雄不限，体质量 M) $ Y ’$ W.（本
院实验动物中心提供）。分为 F 组，每组 H 只。实验组转染
/9QTRE) ’="#56’() & 质粒后分别观察 F -（转染#组）或 ’F -
（转染!组）；而对应的对照组（对照#组，对照!组），只输入
微泡，不输入质粒，余条件相同。

’) E! 心衰模型建立
! ! 采用 \8W8.8W+等［M］高频起搏诱发心衰，用低频维持心衰的
方法建立充血性心力衰竭模型。E^戊巴比妥钠按 ’ ;: L W. 从
后肢静脉推入将犬麻醉。在 N线指导下通过右颈外静脉植入
电极至右室尖部，经皮下隧道与起搏器相连，起搏器（($% 次 L
;+,）埋在背部肩胛之间的皮下。术后 ( Y E - 心电监护下磁铁
打开起搏器开关实行起搏心律。约 E 周后，犬出现不同程度的
食欲下降、活动减少、呼吸加快等心衰症状。犬在起搏器关闭

和麻醉状态下，完成转染及形态功能测量后更换起搏器，以 ’M%
次 L ;+,起搏频率维持心衰至观察终点。

’) F! 基因转染
’) F) ’! 载基因微泡制备! ! 按 $%% ". L W.抽取质粒溶液，将其

按 ’_ E与白蛋白微泡混合，用手轻搓 ’% ;+,混匀后置 F ‘冰箱
F ]备用。
’) F) (! 微泡基因转染! ! 通过导管缓慢输入载基因微泡至右
心室，用生理盐水 (% ;: 冲管，同时超声探头（>E）固定于心前

区，照射至心室高密度影消失（频率 ’) E L () & ;Sa，采用 ?波同
步触发，每 F Y & 个心动周期触发 ’ 次，机械指数 ’) &）。

’) $! 心脏形态及功能测定
! ! 起搏器安置前、转染前、转染后 F - 或 ’F -，起搏器关闭状
态下多普勒超声测量左室舒张末期内径（CIPQQ）、射血分数
（P"）、短轴缩短率（">），计算左室舒张末期容积（CIPQI）。

’) &! 心肌病理检查
! ! 采用静脉注射空气法处死动物，分别留取左室前壁心肌标
本，用 F^多聚甲醛固定，(F ] 后脱水包埋切片，SP 染色后行
光镜检查。电镜标本取左室前壁中层心肌用 (^戊二醛固定，
每组随机抽取 ( 个标本，由学校电镜室制作标本行电镜检查。

’) H! 目的基因表达检测
! ! 用内参照半定量 ?\=6@? 检测目的基因表达情况。引物
设计由软件 60+;30 603;+30 $) % 完成，"#56’() & 上游引物 6’：
$b=\RORR\\@R\OOO@O\OOROR\@ORORR@=Eb，下游引物 6(：
$b=R\OOR\@@@R@\@\RRO\\ORO@RO@\@=Eb，目的条带 EEV
*/。$=892+,，6’：$b=@@\@\OO@@O@R@@R@\OO\R\\=Eb，6(：$b=
@@\\OR\O\@R@O@R@OR\@\@@@=Eb，目的条带 (’% */。最后
一次测量心脏超声后空气注射法处死犬，留取左室前壁中层心

肌置 G H% ‘冰箱（>RTcJ）保存。按 \0+/<03 使用说明提取总
?TR，用 QU=V%% 测定总 ?TR浓度，所有用于反转录的 ?TR 的
!（(&%）L !（(V%）比值为 ’) M Y () ’。根据测定浓度取 ( ". ?TR
用于反转录，按 ?\=6@?试剂盒说明配制 ?\及 6@?反应体系。
"#56’() & 与 $=892+,的 6@?反应条件相同：MF ‘ ( ;+,，（MF ‘
E% 7，&% ‘ E% 7，H( ‘ E% 7）[ E$ 循环，H( ‘ ’% ;+,。取 "#=
56’() & 及 $=892+,反应产物各 $ ":用 ’) $^琼脂糖凝胶进行电
泳。用凝胶成像分析仪分析各组 QTR 条带灰度值，计算各组
"#56’() & 与 $=892+,灰度比值，作为 "#56’(4 & 表达强度。

’) V! 统计学处理
! ! 数据统计分析由 >6>> ’E) % 完成，计量数据以 !" K # 表示。
组内前后测量数据用重复测量方差分析，两两比较用 C>Q 法，
方差不齐两两比较用 \( 方法，组间数据用两样本 $检验。6@?
灰度比值采用单因素方差分析，两两比较用 C>Q法。

#" 结果

() ’! 心肌组织病理变化
() ’) ’! SP染色结果! ! 对照#组心肌切片可见细胞水肿，细
胞质空泡，核周间隙增大，部分核浓缩，横纹不清，间质水肿，大

量红细胞渗出，部分区域小灶性坏死及脂肪变，细胞排列稍紊

乱，大小不一。转染#组核周及细胞质空泡少，纵切面颗粒样
改变，横纹不清，间质红细胞渗出少，水肿较轻，细胞排列尚规

则。对照!组与对照#组比较，核周间隙更大，细胞质空泡更
明显，可见细胞核浓缩，纵切面横纹不清，部分区域小灶性坏

死，间质红细胞渗出，纤维间隙增大，细胞排列紊乱，脂肪变严

重。转染!组细胞及间质水肿较轻，核周空泡少，纵切面横纹
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!! !" !# !$
+：对照!组"（ , (- ...）；&：转染组!组"（ , (/ ...）；0：对照"组"（ , (- ...）；1：转染组"组"（ , (/ ...）

图 !" 各组转染后犬心肌组织超微结构变化"（234）

不清，细胞排列尚可，红细胞渗出少，部分区域仍可见脂肪样

变。病理改变说明随着心功能的改善，心肌病变有所减轻。而

对照组随着起搏时间延长，病变进一步恶化。

)# (# )" 电镜结果（图 (）" " 转染组线粒体及间质水肿较对照
组轻，而对照组心肌病变进一步恶化。对照!组可见肌丝溶解
断裂，间隙水肿增宽，线粒体肿胀明显，嵴稀疏、断裂，空化多

见，5带断裂溶解。转染!组肌丝间隙较对照!组缩窄，水肿
减轻，肌纤维稍肿胀，5 带断裂溶解，部分肌丝溶解断裂，线粒
体水肿减轻，嵴紊乱、部分断裂，可见空泡化。对照"组，肌丝
溶解明显，排列不规则，间质水肿，线粒体水肿，嵴稀疏、断裂，

部分线粒体嵴突完全消失，核周间隙增宽，核糖原消失，5 带断
裂。转染"组肌丝排列基本正常，部分肌丝溶解断裂，线粒体
轻度水肿，嵴稀疏、断裂，可见空泡。

)# )" 心脏超声心动图变化
" " 结果见表 (。经约 6 周起搏后，犬舒张末期左室扩张，容积
增加，反映左室收缩功能的 3$ 和 $7 明显下降（! 均 8 .# .(）。
基因转染 - 9时虽然 3$ 和 $7 好转，但仍未恢复起搏前水平，
3$、:;31;和 $7相比对照组已有改善，而 :;311无变化。基
因转染 (- 9时，3$和 $7 相对转染 - 9 者维持稳定，左室进一
步缩小，而与对照"组比较，各指标均已有改善。而未转染组
3$和 $7有恶化趋势，但无统计意义。

表 !" 心脏超声检测各组不同时间犬心功能指标变化（! #$，"" % #）

组别 时间 :;311（<<） :;31;（<=） 3$（>） $7（>）

对照!组 起搏前 )?# 6 @ )# * -6# A @ /# ( *(# 6 @ !# ? 6)# ! @ -# )

转染前 6!# ? @ 6# .B /!# ! @ *# ?B 66# A @ !# (B (!# - @ 6# -B

转染后 6!# - @ 6# ?B /*# ( @ ?# /B 66# 6 @ -# .B (-# A @ )# AB

转染!组 起搏前 )A# ! @ )# / 6A# / @ !# A **# A @ !# - 6*# ( @ 6# !

转染前 6/# ( @ 6# -B *A# A @ ?# )B 6*# - @ *# !B (*# ? @ -# (B

转染后 6-# / @ )# ?B *!# A @ /# 6BC !*# ( @ /# 6BDC )A# ( @ -# 6BDC

对照"组 起搏前 )A# . @ )# ? -)# * @ ?# ) *-# A @ -# - 6!# ( @ 6# !
转染前 6*# - @ 6# -B /-# . @ ?# 6B 6!# ! @ !# -B (*# ! @ )# AB

转染后 6/# ? @ 6# -B /-# - @ /# (B 6)# A @ !# .B (!# . @ 6# -B

转染"组 起搏前 )/# - @ )# ) -.# ( @ *# ( *!# - @ *# / 6!# 6 @ -# /

转染前 6*# ) @ )# 6B /(# 6 @ ?# ?B 6)# / @ !# (B (-# / @ 6# -B

转染后 66# ( @ )# *BDC *.# ( @ ?# -BDC !-# 6 @ /# )BDC )?# 6 @ -# ABDC

:;311为左室舒张末期内径，:;31;为左室舒张末期容积，3$为
射血分数，$7为短轴缩短率。B：! 8 .# .!，与起搏前比较；D：! 8
.# .!，与转染前比较；C：! 8 .# .!，与相应对照组比较

)# 6" E2F’0E结果（图 )）
" " 转染 - 9时，$%&’()# * <EG+表达明显升高，与 #FBCHIJ比
值（)?. @ .K 66）约为对照!组的 6# - 倍，随着时间的延长，$%F
&’()# * <EG+ 表达降低，在 (- 9 时与 #FBCHIJ 比值（(K 6. @
.K ).）不及 - 9 时的 ( L )。而对照"组较对照!组 $%&’()# *
<EG+表达略有下降，但无差异［分别为（.# /! @ .# (/）、（.# ?6
@ .# (A），! M .K .!］。

! " # $ %

!&’()!"*+（##, -.）

!#$/0123（"!4 -.）

+44 -."
%44 -."
$44 -."
#44 -."

"44 -."

!44 -."

(：标准；)：转染!组；6：对照!组；-：转染"组；!：对照"组
图 &" 各组心肌 ’()*!&+ , -./0 表达情况

1" 讨论

" " $%&’()# * 调控的 ENE) 通道异常在心衰病理生
理过程中发挥重要作用。4BOP 等［6］发现，心衰时，虽
然蛋白激酶 +（QORHSIJ TIJBUS +，’%+）表达并没有增
加，但由于 ’’(（QORHSIJ QVRUQVBHBUSF(）和 ’’)+ 减少，
致使 ENE) 过度磷酸化，$%&’()# * 从 ENE) 解离；此
外，心衰时 $%&’()# * 表达下调［-］，两个原因使与
ENE) 结合的 $%&’()# * 减少［-］。$%&’()# * 从 ENE)
解离增加了通道开放的概率［6，-］，舒张期 0B) W经 ENE)
漏出减少 7E 0B) W负荷，致使 0B) W瞬变降低，心肌收缩

乏力。而且 $%&’()# * 从 ENE) 解离还可以让 ENE)
通道收缩时开放和舒张时关闭协调性发生紊乱［(.］，进

一步加重心肌舒缩障碍［6，-］。在体外实验中［! X /］，过

表达 $%&’()# * 可以修复 ENE) 的缺陷，从而减少 7E
0B) W外漏，自发性 0B) W火花频率、幅度、持续时间、宽

度等参数均下降，增加 7E 0B) W负荷，提高 ENE) 开闭
的同步性，进而增加 0B) W瞬变，提高细胞质 0B) W浓度，
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增强心肌收缩。在小鼠心梗心衰模型中，!"#$%&’ (
过表达或增强 !"#$%&’ ( 与磷酸化 )*)& 的结合力，可
以减缓心脏功能的恶化［%%，%&］，抑制心脏扩大，而且还

可以改善骨骼肌功能［%&］。这些结果表明，通过 !"+
#$%&, ( 稳定 )*)&，可以改善通道，加强通道耦联的程
度，提高兴奋收缩耦联同步性，增强心肌收缩。在本实

验，通过超声微泡介导将 -./012’ %+!"#$%&’ ( 质粒转
染心衰犬心肌，结果显示，转染可提高 !"#$%&’ ( 的表
达并可改善心功能，逆转心肌重塑，减轻心肌病理改变。

3 3 在本实验中，在转染后 4 5 反映心脏收缩功能指
标如 6!、!7即出现明显改善，但未恢复至正常水平，
而左室大小无变化。转染 %4 5时 896//较对照组缩
小，896/9减少，而 6!、!7 跟转染 4 5 时比较保持稳
定。以上结果说明，通过转染可以改善心衰，最少在观

察期间仍能从中获益，而心室大小及容积的恢复落后

于心功能的恢复，在 4 5 时 896// 与对照组无差异，
表明心功能的恢复早于心室重塑。

3 3 由于转染后心肌收缩力增强，心功能改善使心肌
血运、氧供得到部分改善，从而促使其恢复因缺氧和营

养物质缺乏所造成的结构和功能损伤。本实验的组织

病理学显示：转染 4 5时，心肌细胞及间质水肿明显减
轻，红细胞渗出减少，超微结果显示线粒体水肿减轻；

对照组心肌病理进一步恶化，%4 5 时较 4 5 时水肿更
明显，并有细胞排列明显紊乱，线粒体出现空泡化，这

些改变与心肌功能变化是一致的。这些结果表明，随

着心功能的改善，已发生变性的肌纤维会发生逆转，所

以我们可以看到，转染 %4 5时 896//缩小。
3 3 根据质粒体内表达规律，往往在 4: ; 表达活性最
强，本实验选择在蛋白有充分表达时间的第 4 天进行
观察。转染第 4 天时 <)01 表达水平明显提高，而在
%4 5时表达明显减弱，但较未转染组要高。但根据质
粒在体内的衰减规律，在 %4 5 时理应表达极弱［%2］，而
我们在 %4 5 时仍可见到 !"#$%&’ ( 高表达，考虑主要
是自身表达，我们推测心功能的恢复可以促使心衰

!"#$%&’ ( 表达上调，提示转染的治疗效果不仅仅限
于转染本身。

3 3（致谢：本研究在病理诊断上得到了第三军医大
学西南医院病理学研究所阎晓初教授的帮助，在此表

示衷心感谢！）
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