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氧化应激标志物在房颤患者心房结构重构中的变化及意义

易　茜，蹇　朝，李　勇，肖颖彬，陈　林，唐富琴，马瑞彦　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院全军心血管
外科研究中心）

　　［摘要］　目的　通过分析多种氧化应激标志物在血清及组织中的动态变化，观察其在心房结构重
构中的表达，探讨房颤（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）的发生机制。方法　 选择我中心４４例２０１４年２－５月行
单纯二尖瓣置换手术的风湿性心脏病患者，根据病史及术前动态心电图记录分为２组：持续性房颤
（ＡＦ）组２６例，窦性心律（ＳＲ）组１８例。术中取部分右心耳组织，行Ｍａｓｓｏｎ染色观察纤维化情况，采用
免疫组化、免疫荧光染色法观察右心耳组织 ＮＯＸ２蛋白表达，用 ＥＬＩＳＡ法测定右心耳组织中丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）、晚期氧化蛋白产物（ａｄｖａｎｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＯＰＰ）浓度以及血清中ＲＯＳ、ＡＯＰＰ含量。
结果　 ＡＦ组心房组织中ＭＤＡ［（１５．４１±１．６９）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＳＯＤ［（１３．３２±１．２５）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＲＯＳ［（１８．５３±
３．４７）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＡＯＰＰ［（２９．６９±２．０９）μｍｏｌ／ｍｇ］含量与 ＳＲ组 ＭＤＡ［（１１．４６±１．８３）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＳＯＤ
［（１０．６５±１．１５）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＲＯＳ［（１３．６５±３．２９）μｍｏｌ／ｍｇ］、ＡＯＰＰ［（２１．９４±１．９４）μｍｏｌ／ｍｇ］比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡＦ组血清中 ＲＯＳ含量［（３４．６±２．６１）μｍｏｌ／Ｌ］明显高于 ＳＲ组［（１７．８±
１０３）μｍｏｌ／Ｌ］，２组患者血清中ＡＯＰＰ含量差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。与 ＳＲ组相比，ＡＦ组右心
耳组织胶原纤维增生明显，ＮＯＸ２蛋白表达呈强阳性。结论　 房颤时发生以间质纤维化改变的心房结
构重构，氧化应激参与了房颤发生和结构重构过程。
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　　心房纤颤（ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＡＦ）是临床上最常见
的持续性心律失常，其发病率随着年龄的增长而呈明

显的上升趋势，成为威胁公众健康的主要问题［１－２］。

房颤的发生及维持是心房的电生理重构、结构重构和

自主神经重构等多因素相互作用的结果。近年来，心

房结构重构一直是研究的热点［３］，其突出表现即心房

间质纤维化。心房间质纤维化导致心房肌内出现差异

性传导，从而形成多个微折返环路，增加房颤易感性。

在最近的多项研究中均发现氧化应激在房颤的发生及

维持过程中起重要作用［４］。

　　氧化应激（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ）是病理状态时机体抗
氧化与促氧化失衡导致的细胞损伤。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是细胞氧化应激的产物，由多种
酶系统生成，包括黄嘌呤氧化酶、线粒体酶、一氧化氮

合酶、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸［还原型辅酶Ⅱ，Ｎｉｃｏｔｉｎ
ａｍｉｄｅＡｄｅｎｉｎｅＤｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰｈｏｓｐｈａｔｅ（ＮＡＤＰＨ）］氧化
酶等［５］，心肌细胞内 ＲＯＳ的产生主要来自膜结合的
ＮＡＤＰＨ氧化酶的催化作用。ＮＡＤＰＨ氧化酶依赖性的
活性氧可作为第二信使参与细胞内多种信号传导途

径，如心肌细胞的肥大、凋亡和纤维化［６］，但其是否参

与房颤致心房重构这一过程，尚不清楚。晚期氧化蛋

白产物（ａｄｖａｎｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＯＰＰ）、丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒ
ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、ＲＯＳ、ＮＯＸ２是体内氧化应激的
标志物，ＮＯＸ２是ＮＡＤＰＨ氧化酶在心肌细胞中表达的
主要催化亚基。本研究拟通过观察这些标志物在房颤

患者右房组织及血清中的表达，探讨氧化应激在房颤

心房重构中的作用和意义。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　收集我科２０１４年２－５月入院，经常规心脏超声
检查诊断为单纯二尖瓣病变的风湿性心脏病患者

４４例，术前均行常规心电图、２４ｈ动态心电图、胸部 Ｘ
线片等检查，根据病史及术前心电图记录分为２组。
持续性房颤（ＡＦ）组２６例，定义为房颤持续时间＞６个
月，年龄（５３．３０±８．８１）岁；窦性心率（ＳＲ）组１８例，定
义为未发生过房颤，年龄（５０．３７±１３．０３）岁。排除标
准：①合并糖尿病、冠心病、肝肾功能不全、甲状腺功能
亢进及减弱、心肌病、恶性肿瘤等；②术前６个月内服
用过任何类型的 ＡＣＥＩ和 ＡＲＢ类药物；③三尖瓣反流
中度及以上；④房颤持续时间＜６个月；⑤年龄＜１８岁
或＞７０岁。
１．２　标本收集
　　经本院医学伦理委员会同意，在患者及家属知情
同意的基础上，在心脏手术体外循环开始前，切取部分

右心耳组织，剪去血块和脂肪组织后置入 －８０℃冰箱
待测；并于每组标本中抽取５例置于４％多聚甲醛溶
液中固定 ２４～３６ｈ，常规石蜡包埋，连续切片（６～
８张，片厚５μｍ），用于 Ｍａｓｓｏｎ染色及免疫组化、免疫
荧光染色。

１．３　主要试剂和仪器
　　ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＲＯＳ、ＡＯＰＰＥＬＩＳＡ试剂盒均由武汉博
士德公司提供，兔抗人 ＮＯＸ２抗体（武汉博士德公司，
ＢＡ２８１１），生物素标记山羊抗兔ＩｇＧ（武汉博士德公司，
ＢＡ１００３），Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒（武汉博士德公司），多功
能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司），激光共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＬＡＳ
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ＡＦＬｉｔｅ），倒置荧光显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩ３００Ａ）。
１．４　方法
１．４．１　右心耳组织胶原纤维染色　　右心耳组织石
蜡切片行Ｍａｓｓｏｎ胶原纤维染色，光镜下观察染色后胶
原纤维的含量及分布，每张切片在无血管区随机选取

５个不重复的视野（×２０）进行观察。
１．４．２　免疫组化及免疫荧光技术观察 ＮＯＸ２蛋白在
右房组织的表达　　将４％多聚甲醛固定的右心耳组
织进行石蜡包埋，参考 ＳＰ免疫组织化学染色试剂盒
说明书检测ＮＯＸ２蛋白的表达：将石蜡切片脱水处理
后，滴加 ５％ＢＳＡ封闭液，３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，滴加兔抗
人ＮＯＸ２多克隆抗体，４℃孵育过夜，３７℃水浴５ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗 ３次，滴加 １∶１００生物素化山羊抗兔 ＩｇＧ，
３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次后ＤＡＢ显色，苏木精
轻度复染。脱水，透明，封片，显微镜观察并拍照。图

像资料导入ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行分析［７］，将每

张切片随机选取５个视野，阳性表达判断标准为：胞内
出现棕褐色的颗粒或斑块，面积较大，颜色较深，并采

用细胞内颗粒或斑块进行定量分析（积分光密度值）。

参考免疫荧光染色试剂盒说明书检测ＮＯＸ２在右房组
织的表达：石蜡切片滴加 ＰＢＳ洗净，固定，柠檬酸高温
修复，山羊血清封闭，滴加兔抗人 ＮＯＸ２多克隆抗体，
４℃ 孵育过夜。再滴加适当１∶２００稀释的荧光标记
山羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗３次后晾干，
滴加抗荧光淬灭剂，甘油封片。将染好的切片置于激

光扫描共聚焦显微镜载物台上，观察并进行图像采集。

１．４．３　氧化应激标志物的检测　　通过 ＭＤＡ、ＳＯＤ、
ＲＯＳ、ＡＯＰＰ对右心耳组织及血清中氧化应激水平的测
定，均采用酶联免疫吸附法（ＥＬｌＳＡ法）测定，具体实
验步骤均按试剂盒说明书进行。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ形式
表示，组间比较采用独立样本ｔ检验或χ２检验。

２　结果

２．１　２组患者基线特征
　　ＡＦ组２６例患者中男性７例，女性１９例；ＳＲ组
１８例患者中男性６例，女性１２例。ＡＦ组患者左房内径

（ＬＡ）大于 ＳＲ组（Ｐ＜０．０５），ＡＦ组患者射血分数
（ＥＦ）低于ＳＲ组（Ｐ＜０．０５），其余年龄、体质量、右房
大小（ＲＡ）、右室大小（ＲＶ）、左室大小（ＬＶ）差异均无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。
２．２　２组患者心房纤维化观察
　　右心耳组织经Ｍａｓｓｏｎ胶原纤维特殊染色后，胶原
纤维蓝染，包绕于红色的心肌纤维周围。ＡＦ组患者胶
原纤维含量丰富，被大量条索状纤维束分隔，排列紊乱

（图１Ａ），ＳＲ组患者胶原纤维含量少，分布稀疏，心肌
呈条状排列（图１Ｂ）。

!

"

Ａ：ＡＦ组；Ｂ：ＳＲ组
图１　倒置荧光显微镜观察２组二尖瓣病变患者右心耳

组织纤维化情况　（Ｍａｓｓｏｎ染色 ×２００）

２．３　ＮＯＸ２蛋白在２组患者心房组织内的表达
　　免疫组化结果可见２组患者右心耳组织心肌均
有 ＮＯＸ２表达，图２中蓝色颗粒为细胞核染色，细胞
质内的棕褐色颗粒为ＮＯＸ２蛋白表达。ＡＦ组可见细
胞质内有大量棕褐色斑块，排列密集，颜色较深，免

疫组化染色呈强阳性表达。ＳＲ组可见细胞质内棕褐
色颗粒颜色较浅，排列稀疏。ＡＦ组阳性细胞面积
（３２００５．７２±８８８５．１１）与ＳＲ组（６４３８．３２±２８４９．６３）
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＡＦ组积分光密
度值（４７０５５５９±１２２５０４０）与 ＳＲ组（１２１３２５５±
４２１９５２）比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。免疫荧
光结果判断：ＡＦ组细胞质内有颗粒状绿荧光表达，而
ＳＲ组几乎无阳性表达。
２．４　２组患者心房组织匀浆中 ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、

ＡＯＰＰ及血清中ＲＯＳ、ＡＯＰＰ的表达水平
　　ＡＦ组右心耳组织内 ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＡＯＰＰ的表
达明显高于ＳＲ组（Ｐ＜０．０１），ＡＦ组血清中 ＲＯＳ含量
明显高于ＳＲ组（Ｐ＜０．０５），２组患者血清中 ＡＯＰＰ的
含量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

表１　２组二尖瓣病变患者术前基线特征的比较

组别 ｎ
年龄

（岁，珋ｘ±ｓ）
体质量

（ｋｇ，珋ｘ±ｓ）
ＬＡ

（ｍｍ，珋ｘ±ｓ）
ＲＡ

（ｍｍ，珋ｘ±ｓ）
ＬＶ

（ｍｍ，珋ｘ±ｓ）
ＲＶ

（ｍｍ，珋ｘ±ｓ）
ＥＦ

［（珋ｘ±ｓ）％］
合并左房

血栓（例）

合并脑梗

（例）

ＡＦ组 ２６ ５３．３０±８．８１ ５８．００±１１．７１５５．５７±１０．７６ ３８．４６±３．９８ ４７．６１±７．０８ ３６．６９±４．３１ ６３．１２±７．６６ １１ ２
ＳＲ组 １８ ５０．３７±１３．０３５３．２２±６．８０ ４３．９４±６．２１ ３６．６１±６．７４ ４７．５６±６．９１ ３５．９４±６．４０ ６７．８３±４．６２ ０ ０
Ｐ值 ０．５７８ ０．１２７ ０．００ ０．２５９ ０．９７７ ０．６４５ ０．０１６ － －

７５
第３７卷第１期
２０１５年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１５



表２　氧化应激标志物在２组二尖瓣病变患者心房组织及血清中的表达水平

组别 ｎ
组织ＲＯＳ
（μｍｏｌ／ｍｇ）

组织ＭＤＡ
（μｍｏｌ／ｍｇ）

组织ＳＯＤ
（μｍｏｌ／ｍｇ）

组织ＡＯＰＰ
（μｍｏｌ／ｍｇ）

血清ＲＯＳ
（μｍｏｌ／Ｌ）

血清ＡＯＰＰ
（μｍｏｌ／Ｌ）

ＡＦ组 ２６ １８．５３±３．４７ １５．４１±１．６９ １３．３２±１．２５ ２９．６９±２．０９ ３４．６±２．６１ １３．６４±２．５６
ＳＲ组 １８ １３．６５±３．６９ａ １１．４６±１．８３ａ １０．６５±１．１５ａ ２１．９４±１．９４ａ １７．８±１．０３ｂ １３．２７±３．３８

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＦ组比较

!

"

# $

%& !'

%& !'

Ａ：ＡＦ组倒置荧光显微镜观察（ＳＰ×２００）；Ｂ：ＳＲ组倒置
荧光显微镜观察（ＳＰ×２００）；Ｃ：ＡＦ组免疫荧光观察（激
光共聚焦显微镜）；Ｄ：ＳＲ组免疫荧光观察（激光共聚焦显
微镜）

图２　ＮＯＸ２蛋白在２组二尖瓣病变患者右心耳组织中的表达

３　讨论

　　心房纤颤是心血管系统常见心律失常之一，因血
液长期淤滞于左房，较易形成血栓，导致脑栓塞及体循

环栓塞的发生［８］，尤其是风湿性心脏病伴房颤患者。

如表１所见，２６例患者中有１１例心脏超声发现左房
血栓（近５０％），更有２例并发脑栓塞。房颤心房电生
理重构主要表现在早期，随着 ＡＦ的进展，心房出现结
构重构，表现为因血液动力学改变出现的左房扩大

（表１可见２组患者左房内径差异显著）、心房肌细胞
炎性浸润、坏死及纤维化。研究表明，ＡＦ发生时存在
氧化应激，而氧化应激、炎症导致的心房结构重构可能

是ＡＦ产生和维持的机制［９－１０］。以往的研究多以动物

模型［１１］和ＡＦ伴有瓣膜疾病患者为研究对象，而以非
瓣膜疾病的窦性心律患者（冠心病、先心病等）为对照

组，实际上，瓣膜疾病本身就可能伴有氧化应激，而且

冠心病或者先心病等窦性心律者为研究对照时很难排

除这些疾病本身对心房肌结构的影响而非房颤对心房

肌的影响。在这样的情况下很难确定氧化应激是否真

正参与ＡＦ的形成以及参与程度［１２］。本研究均选择单

纯二尖瓣病变，伴或不伴轻度三尖瓣反流患者，排除瓣

膜疾病本身对心房肌的影响，明确氧化应激在 ＡＦ形
成过程中的意义。

３．１　房颤时氧化应激产物增加
　　心房结构重构过程中，氧化应激损伤产生过量的
ＲＯＳ，促进间质纤维化。ＲＯＳ的促纤维化作用包括促
成纤维细胞增生、向基质分化的肌原纤维转变、促前纤

维基因表达的上调等。Ｋｉｍ等通过检测行心脏外科手
术患者（５４例窦性心律、１５例房颤）的右心耳组织和
心房细胞中发现ＡＦ患者右心耳组织中与ＲＯＳ产生相
关的基因如单胺氧化酶 Ｂ、酪胺酸酶相关蛋白１等表
达上调，而具有抗氧化作用的基因如谷胱甘肽过氧化

物酶１等表达下调。Ｌｅｆｔｈｅｒｉｏｔｉｓ等［１３］研究发现，房颤

患者外周血ＭＤＡ和ＮＴ的含量明显高于非房颤患者，
本研究结果显示房颤患者血清及右心耳中氧化应激指

标高于窦性心律患者，与既往的研究结果基本一致。

３．２　ＮＡＤＰＨ氧化酶途径参与心房结构重构
　　ＲＯＳ参与众多疾病的发病机制主要源于线粒体
内的电子传递链，而ＮＡＤＰＨ氧化酶与 ＲＯＳ的产生密
切相关，并被认为是其主要来源［１４－１５］。ＮＡＤＰＨ氧化
酶活性受胞内Ｃａ２＋浓度及该酶亚组分 ｍＲＮＡ表达量
的调节，其催化亚基ｇｐ９１ｐｈｏｘ／ＮＯＸ２及其同源物统称
为ＮＯＸ家族蛋白。ＮＯＸ是公认的能够调节ＲＯＳ产生
的特殊功能酶，其所产生的 ＲＯＳ能作为第二信使，参
与细胞分化、增殖、凋亡的调节。其中ＮＯＸ２亚基在全
身各组织分布最广，在心肌细胞中也有表达［１４］。之前

Ｋｉｍ在进一步的研究中发现 ＮＡＤＰＨ氧化酶与胞膜相
关的 ｇｐ９１ｐｈｏｘ亚单位可能是心房氧自由基产生的主
要源头。在另一项研究中，Ｄｕｄｌｅｙ等［１６］快速起搏猪心

房１周建立房颤模型后发现左心房及左心耳内氧自由
基增加，考虑是由 ＮＡＤＰＨ氧化酶及黄嘌呤氧化酶活
性增加引起，增加的氧自由基可能参与房颤病理发展

过程，如血栓形成、炎症及结构重塑。为明确 ＮＡＤＰＨ
氧化酶在房颤心房结构重构中的作用，我们将二尖瓣

病变患者分为房颤组和非房颤组，观察房颤时 ＮＯＸ２
在心房肌的表达。结果显示：两组患者心房肌组织均

有ＮＯＸ２蛋白表达，但在 ＡＦ组患者中的表达明显增
强，故推测：患者体内 ＮＡＤＰＨ氧化酶的催化亚基
ＮＯＸ２表达上调，导致机体出现氧化应激反应，产生大
量ＲＯＳ，ＲＯＳ作为第二信使参与细胞的增殖、分化及
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凋亡，使心肌间质纤维化及细胞凋亡加重，增加了房颤

的易感性。另外ＮＡＤＰＨ氧化酶也可能是心脏超氧化
物产生的一个重要来源［１７］。本研究发现右心耳组织

中ＳＯＤ含量在房颤患者中明显增加，ＭＤＡ和 ＳＯＤ是
一对氧化／抗氧化指标，ＳＯＤ含量的增加势必导致
ＭＤＡ含量的增加。本研究结果进一步证实了氧化应
激与房颤的关系。

３．３　ＡＯＰＰ在房颤患者体内的表达
　　ＡＯＰＰ作为氧化应激的敏感性指标，是血清白蛋
白被自由基和反应性氧系氧化后的产物。在１９９９年
被ＷｉｔｋｏＳａｒｓａｔ等在慢性肾衰患者体内首先发现，并
证实ＡＯＰＰ与血浆 ＭＤＡ等氧化应激标志物呈正相
关［１８］。同其他氧化应激指标相比，ＡＯＰＰ不仅是氧化
应激的产物，能真正起到炎症介质的作用，而且本身也

可诱导或加重氧化应激和慢性炎症反应。ＡＯＰＰ在房
颤领域研究较少，在冠状动脉粥样硬化患者血清中表

达仅有个别报道［１９］。本研究发现ＡＦ组患者右心耳组
织中ＡＯＰＰ含量高于ＳＲ组，而血清中ＡＯＰＰ含量明显
低于组织，且２组患者之间差异无统计学意义。分析
原因考虑ＡＯＰＰ与氧化应激致心房纤维化的发生程度
有关，且在血清中的表达不及组织敏感。

　　综上所述，我们认为可能存在 ＮＡＤＰＨ氧化酶／
ＮＯＸ２机体氧化应激／炎症反应心房结构重构心房纤
颤易感性增强这一因果级联关系。深入研究氧化应激

及其标志物在心房结构重构中的作用可为揭示房颤发

生的分子机制提供了新的理论依据。
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