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ACEI对风湿性心脏病心房颤动患者心房 

ACE、ERK表达和纤维化改变的影响 

张 安 ，殷跃辉 

(重庆医科大学第二临床学院心内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究风湿性心脏病(风心病)心房颤动(房颤，AF)患者用血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)时心房组织血管紧 

张素转换酶(AcE)、细胞外信号调节激酶(ERR)表达与心房纤维化改变。方法：35例风心病二尖瓣狭窄接受外科手术患者， 

手术时取右心耳处心房组织 400mg，通过逆转录一聚合酶链反应技术，以GAPDH为内参照，测量ACE，ERK2 mRNA变化，用 

Western Blotting观察ACE、磷酸化ERK(pERK)在蛋白水平表达的差异，经 Maason染色研究胶原纤维容积分数(CVF)改变情 

况。结果：与窦性节律患者比较，慢性房颤患者在 mRNA水平上 ACE、ERK2表达上调，在蛋白水平上ACE、pERK表达上调 

(P<0．01或 P<0．05)，CVF也显著增加(P<0．01)；与未应用 ACEI组比较，用 ACEI组 ERK2 mRNA、pERK蛋白表达下调 

(P<0．05)，ACE表达无差异，CVF虽有减少趋势，但无统计学意义(P>0．05)。结论：风心病慢性房颤患者较窦性节律患者 

ACE、ERK 表达增加，纤维化加重；而在应用ACEI的慢性房颤患者，ERK2，pERK 表达有显著下降，纤维化减轻，说明在房颤 

时，局部激活的肾素一血管紧张素系统(RAs)经ERK途径介导了心房纤维化，ACEI在一定程度上减轻心房的纤维化。 
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Effects Of ACEI on the expression Of ACE and ERK and 

the changes of atriaI fibrosis in patients with atriaI fibri I Iation 

ZHANGAn．et al 

(Department ofCardiology， Second College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the expression of angiotensin—converting enzyme(ACE)，extracellular signal regulated kinase 

(ERK)，and the changes of atrial fibrosis in patients with rheumatic heart disease(RHD)and atrial fibrillation(AF)treated with an— 

giotensin converting enzym e inhibitor(ACEI)．Methods：Atrial tissues were obtained from the right appendage during open surgery 

in 35 patients with RHD．The mRNA of ACE an d ERK2 were semi—qualified by reverse transcription ploymerase chain reaction 

(RT—PCR)and normalized to the glyceraldehyde 3一phosphate dehydrogenase(GAPDH)．Westem blotting analysis was employed to 

examine the expressions of ACE and phosphorylated ERK (pERK)．Atrial collagen volume fraction(CVF)was detected by Masson’s 

stain．Results：The mRNA of ACE an d ERK2 or the protein of ACE and pERK were significantly increased，and CVF was significant— 

ly increased in patients with chronic atrial fibrillation(CAF)compared with sinus rhythm group(SR)(P<0．01 or P<0．05)．Corn— 

pared withCAFpatientstreated withoutACEI．themRNAofERK2and proteinof pERK were significantly decreasedinCAFpatientstreated 

with ACEI(P<0．05)．but there was no difference in ACE，and decrease in CVF was not statistically significant(P>0．05)．Conclu— 

sion：The expressions of ACE，ERK2 and pERK increase，and fibrosis is more severe in RHD patients with CAF as paI℃d with th 

with SR．Canpared with CAF patients treated witlxJut ACEI，the expressions of ERK2 and pERK significantly decrease(P<0．05)and de— 

crease in CVF is detected(P>0．05)in CAF patients treated with ACEI，This suggests that the increasing expression of ERIC?,and 

pERK  resulting from local renal angiotensin converting enzym e system activation mediates the development of atrial fibrosis，and A— 

CEI may contribute to lesser atrial fibrosis in RHD patients with AF． 

【Key words】Atrial fibrillation；Angiotensin—converting enzym e；Angiotensin converting enzyme inhibitor；Extracellular signal 

regulated kinase；Collagen volum e fraction 
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房颤是最常见的心律失常，随着年龄的增长其 

发病率逐渐增加。房颤的发生机制复杂，至今尚未 

完全阐明。以心房间质纤维化改变为特征的组织学 

重构在房颤的发生、发展和持续过程中有重要作用。 

心房肌局部的肾素一血管紧张素系统(RAS)激活， 

经丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)途径介导组织学改 

变是一重要机制，也是多种促增殖信号转导途径的 

细胞外终点。基础和临床研究已证实ACEI可改善 

或逆转房颤时心房局部电与组织学重构。本文通过 

研究房颤患者心房 ACE、ERK2和 pERK表达与纤 

维化改变，以及 ACEI对其表达的影响，对进一步明 

确房颤组织学重构的机制及 ACEI逆转组织学重构 

的机理将是很有帮助的。 

1 资料与方法 

1．1 病例选择与分组 

35例均为2002年 11月～2003年 12月住院接受开胸 

换瓣手术的风心病二尖瓣狭窄患者，其中男 19例，女 16例， 

年龄 33～60岁。将其分为 3组：A组 9例，为窦性节律患 

者；B组(未用 AECI)14例，为慢性房颤患者(房颤持续时间 

>6月)，病程中未用过或间断服用 ACEI，但术前 6月未服 

用；C组(用AECI)12例，为慢性房颤患者(房颤持续时间>6 

月)，病程中使用且术前 6月内仍坚持服用ACEI。所有患者 

术前作常规心电图、超声心动图检查，心功能均为 Ⅱ～Ⅲ级 

(NⅥ 标准)。三组患者在年龄、左右房直径、右房压、二尖 

瓣口面积及左室射血分数(LVEF)方面，组间无显著性差异 

(P>0．05)。 

1．2 标本采集及保存 

外科手术时，于体外循环插管前，打开右心房后立即取 

右心耳组织，取 200mg放入甲醛中，备Masson染色用，余下 

组织立即放入液氮中保存备用。 

1．3 心房组织总RNA提取及逆转录一聚合酶链反应 

(1)总 RNA提取 ：取组织 100mg，用 Tfizol试剂(上海生 

物工程公司提供)提取右心耳组织总 RNA，经紫外分光光度仪 

分析CI92~／C!)280，所有标本(I)260／(I)280比值均>1．8。(2) 

引物序列及设计(上海生物工程公司)：见表 1。(3)cDNA合 

成与基因扩增：取总RNA产物 5 作 GAPDH、ACE、ERK2 

等模板的浓度和循环梯度周期曲线，确定反应体系50 l，包 

括 10×buffer 5 l，10mmol／L dNTP 4 l，25rnrnol／LMgCE 3 l， 

Taq酶2．5u，cDNA 4 l(约 0．5 g)，引物量 25pmol。反应条 

件为 94℃预变性 5min，随即进入 PCR循环，即 94℃变性 

30s，退火30s，各目标基因退火温度分别为65℃(ACE)、60℃ 

(ERK2)，72℃延伸60s，共 38个循环，72℃再延伸 5rain。阴 

性对照：反应体系中未加入模板总 RNA，代之以去离子水， 

其他均相同。(4)电泳及图象扫描：取扩增产物 10 l，于2％ 

琼脂糖上电泳(电压90V，时间30min)，然后于 Gel Doc 2000 

凝胶成像系统(Bio RAD)扫描，分别测目标基因和GAPDH 

条带的OD值比，后者代表目的基因的相对表达含量。 

表 1 目标基因及内参照引物序列设计 

1．4 W estern Blotting 

(1)总蛋白提取与含量测定：加入组织裂解液进行匀浆， 

离心，取上清液，以比色法进行定量。(2)聚丙烯酰胺凝胶电 

泳(SDS—PAGE)：积层胶浓度为 5％，分离胶浓度为 5％、 

10％。蛋白质样品经稀释并煮沸后，取同样浓度等体积的蛋 

白质样品加入到样品孔中(样品 2 l及上样 buffer2~1)，80V 

电泳至分离胶，100V电泳至溴酚蓝到达凝胶底部为止。(3) 

转膜：制作好三明治，于 417，电流 90mA，电转移过夜。(4) 

免疫学检测：PVDF膜经5％(w／V)脱脂奶粉封闭后加入以 

封闭液稀释的第一抗体：鼠抗 ACE单克隆抗体(Novocastra 

Laboratories Ltd，Unided Kingdom)1：30，兔抗 pERK多克隆 

抗体(Santa Cruz，CA)1：400，再加入辣根过氧化物标记的二 

抗，经DAB显色，待蛋白条带清晰后以自来水冲洗，照相 

(5)结果分析：结果用 Gel Doc 2000凝胶成像系统(Bio 

RAD，美国)对目的条带进行密度分析，蛋白含量以相对光密 

度(R()D)×面积表示。 

1．5 统计学分析 

各组数据以 ±S表示，组间比较用q检验，P<0．05有 

统计学意义，使用SPSS软件分析。 

2 结 果 

2．1 ERK2、ACE、GAPDH 的 rnRNA转录 

以 100bp plus ladder为 Marker，3个基因的 RT 
—

PCR产物电泳条带的位置与理论值相符 (见图 

1)。 

2．2 心房组织ACE、ERK2 mRNA相对表达量的 

改变(见表 2) 

与 A组 比较，B、C两组 ACE、ERK2显著上调 

(P<0．01或 P<0．05)；与 B组比较，C组 RK2有显 

著下调(P<0．05)，而 ACE无显著性差异(P>0．05)。 

2．3 心房肌 pERK(pERK1／2)、ACE蛋白印迹 图 

(见 图 2) 
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表 2 房颤患者心房肌ERK2、ACE mRNA水平变化( 士s) 

注：与A组比较， P<0．05；与A组比较，～ P<0．【)l； 

与C组比较，。P<0．05 

M矗 l 0 3 ‘ 5 6 7 

图1 心房 ACE、ERK2和GAPDH mRNA转录水平 

1、4分别为A组的ACE，ERK2电泳条带，2、5分别为B组的 

ACE，ERK2电泳条带，3、6分别为C组的ACE，ERK2电泳 

条带 。7为 GAPDH 

l 2 

■— ■ 

簟 

3 4 

■ 

图2 抗ACE单克隆抗体和抗pERK多克隆抗体免疫印迹图 

从左到右，1、2为 A组，3、4为 B组，5、6为 C组 

B缛 

C缎 

A跨 

图3 ACE和 P—ERK相对蛋白含量 

注：与A组比较， P<0 05；与A组比较，一P<0．01； 

与C组比较， P<005 

2．4 心房肌 pERK(pERK1／2)、ACE蛋 白相对含 

量(见 图 3) 

与 A组比较，B、C两组 ACE、pERK显著上调 

(P<0．01或 P<0．05)；与B组比较，C组 pERK有显 

著下调(P<0，05)，而ACE无显著性差异(P>0．05)。 

2．5 心房纤维化指标 CVF的改变(见表 3) 

与 A组比较 ，B、C两组 CVF均显著升高(尸< 

0．01)；与 B组比较，C组降低，但无统计学意义(尸 

>0．05)。 

表 3 房颤患者心房 CVF(x±S) 

组别 CVF(％) 

注：与A组比较， P<0．05 

3 讨 论 

在RAS中，血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)是最为重要 

的效应分子，AngⅡ的生成有三条途径 ：ACE途径 

(经典途径)、糜酶途径和非 ACE非胃促胰酶途径。 

据研究，在人体完整的心脏中，血管紧张素 工(Ang 

工)的转化有 80％是经 ACE途径完成的，说明 ACE 

仍是 AngⅡ生成的限速因素l 。但在心房心室 的 

ACE和糜酶活性是有差异的，右心房 ACE活性是 

左心室的3—4倍，右心室 ACE活性是左心室的 2 

倍 ，相反，心室糜酶活性是心房的2倍，而左右心室 

则相似l ，故对心房而言，AngⅡ的生成仍是以ACE 

经典途径为主。心房 ACE的表达对局部 RAS一系 

列病理生理效应有重要的影响。本研究提示，慢性 

房颤患者心房 ACE表达在 mRNA、蛋白水平升高， 

与文献报道一致E3,4~，而慢性房颤时心房局部 RAS 

中由于 ACE表达的增加，导致 AngⅡ在心房局部生 

成增加，与伍炜锋等l4 的报道一致，说明慢性房颤 

时存在局部 RAS的激活，而不论循环或局部的 

RAS，通过 AngⅡ与AT】受体(AT】R)结合，经受体 

偶联的G蛋白途径而产生效应。AngⅡ与 AT R结 

合后，主要通过 Gq型 G蛋白激活磷脂酶 C激活，从 

而激活相关信号通路。 

本研究还发现，慢性房颤患者心房 ERK2在 

mRNA水平以及 pERK在蛋 白水平上表达明显上 

调，与有关文献报道一致l2,51。已如前述，慢性房颤 

患者心房局部生成增加的 AngⅡ与心房成纤维细胞 

膜上AT1R结合后，相应生理效应增强。其问通过 

了MAPK多级信号转导，已知ERK 是 MAPK途径 

主要的和经典的通路，本研究结果说明慢性房颤患 

者心房局部存在 ERK途径的激活。增加的 pERK  

移位至细胞核，催化转录因子磷酸化、活化，增加调 

节基因的表达和开放，导致细胞活化 ，相应功能增 
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强，如成纤维细胞分泌胶原faDi：i，同时其分泌生长因 

子，如转化生长因子 一l3l(TGF—l31)也增加。而 

TGF l3l可减少基质金属蛋白酶 一1(MMP 1)的 

合成，并促进 MMP—l的抑制物 (TIMP—1)的合 

成，从而抑制胶原降解 ，促进纤维化的发生--6，TGF 
一

』3l还可增加纤维连接蛋白和胶原在细胞外基质 

的沉积一 ，导致心房问质纤维化。 

在纤维化方面，也观察到慢性房颤患者CVF较 

窦性节律组明显增加 ，同时，在慢性房颤患者，用 A— 

CEI组较未用 ACEI组其心房 ERK2、pERK表达明 

显下调，可能与 ACEI减少局部 AngⅡ的生成，减弱 

后者在局部的效应，表现为信号通路(如 MAPK途 

径)中 ERK2、pERK表达下调，进～步证实了慢性 

房颤时心房局部 RAS的激活，经 MAPK途径介导 

了组织学重构。在纤维化指标方面，用 ACEI组较 

未用 ACEI组 CVF有下降趋势，但无统计学意义， 

这可能与以下几个方面有关：①本研究样本数量有 

限；②心房局部 Ang 1I的生成除了 ACE经典途径 

外，还有糜酶途径的存在，单用 ACE1只能部分抑制 

其生成；③房颤持续时问不一，ACE1只是对新的胶 

原沉积、基质增加有影响，应用后对已沉积的胶原和 

增加的基质影响不大，并且部分未用 ACEI组患者， 

在其病程中亦曾问断服用 ACEI。 

房颤时心房问质纤维化所涉及的信号通路较为 

复杂，ERK信号通路是迄今研究得最为透彻的一条 

MAPK信号通路。本研究也发现风心病房颤患者 

心房 ERK途径中 ERK2、pERK表达和相应的纤维 
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diagnosis of genital tract infection with Chlamydia trachomatis 

[J]．J Clin Microbiol，2003；41：3784—3789． 

[5] Anguenot JL，de Marval F，Vassilakos P，et a1．Combined 

screening for Chlamydia trachomatis and squarnous intra—ep— 

ithelial lesions using a single liquid—based cervical sample[J J． 

Hum Reprod，2001；16：2206 2210． 

16 J Sehachter J，Stature WE，Quirm JC，et a1．Ligase chain re— 

action to detect Chlamydia trachomatis infection of the cervix 

lJ]．J in Microbiol，1994；32：2540． 

17] Dille BJ，Butzen CC，Birkenmeyer LG．Amplification of 

Chlamydia trachomatis DNA by ligase chain reaction[J]．J Clin 

Microbiol，1993；31：729—731． 

18] Golden MR，Astete SG，Galvan R，et a1．Pilot study of 

化指标的增加，AngⅡ与AT1R结合后，除了经 ERK 

途径产生效应外，还可能通过其它信号转导途径。 

相信通过对这些途径的深入研究，可以进一步明确 

其在房颤心房组织学重构中的作用。 
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