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肿瘤坏死因子-α诱导连接蛋白表达和分布在脓毒症
大鼠心房颤动发生中的作用

夏嘉鼎，张 坤，徐 敏，李国斌，郑 欣，滑立伟

（承德医学院附属医院重症医学科，承德 067000）

【摘 要】目的：观察肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）对脓毒症大鼠连接蛋白 43（conenxin 43，Cx43）和连接蛋

白 40（conenxin 40，Cx40）表达和分布调控作用，并探讨其与心房颤动（atrial fibrillation，AF）发生的关系。方法：42只 SD大鼠随

机分为 3组，分别为脓毒症组、给药组、假手术组，每组 14只。通过盲肠结扎穿孔术制备脓毒症动物模型，给药组于术前 6 h、术
后 24 h及术后 48 h泵入 TNF-α螯合剂重组人Ⅱ型肿瘤坏死因子受体-抗体融合蛋白。3组术后 48 h均应用程序刺激诱发房

颤，记录各组诱发情况。通过酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清中TNF-α浓度，应用蛋

白免疫印迹法检测心房肌组织 TNF-α、Cx43、Cx40的蛋白表达水平，应用激光共聚焦显微镜观察 TNF-α、Cx43、Cx40的分布

情况。结果：假手术组、脓毒症组及给药组 AF 诱发率分别为 7.14%、71.42% 和 21.40%，AF 持续诱发时间分别为（79.21±

4.10） s、（348.64±11.89） s和（294.50±37.28） s。通过 ELISA检测假手术组、脓毒症组和给药组的血清中 TNF-α的浓度分别

为 74.149 pg/mL、104.497 pg/mL和 89.059 pg/mL。通过Western blot检测假手术组、脓毒症组和给药组的 TNF-α蛋白表达水平

分别为 1.731±0.417、3.153±0.576 和 2.543±0.861，Cx40 蛋白表达水平分别为 1.207±0.230、0.970±0.170 和 1.010±0.164，
Cx43蛋白表达水平分别为 1.579±0.158、1.306±0.462和 1.324±0.295。相对于假手术组，脓毒症组AF诱发率升高（F=5.394，
P=0.003）且AF持续时间延长（F=335.577，P<0.001），血清 TNF-α浓度升高（F=25.733，P<0.001），心房肌组织蛋白 TNF-α表达

增加（F=17.130，P<0.001），Cx40和 Cx43表达降低（F=6.215，P=0.045；F=3.001，P=0.035），激光共聚焦显微镜观察心房肌 Cx40
及Cx43分布紊乱；相对于脓毒症组，给药组AF诱发率降低（χ2=1.292，P=0.028），且血清TNF-α浓度降低（F=18.192，P=0.004），

心房肌组织蛋白 TNF-α表达减少（F=28.078，P=0.017），心房肌组织Cx40和Cx43分布紊乱有所减轻。结论：脓毒症大鼠过表

达的TNF-α可以诱导心房肌Cx43及Cx40表达异常和分布重构，其在脓毒症诱导AF的发展中可能发挥重要作用。
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Role of tumor necrosis factor-α in regulating the expression and distribution 
of connexin in the development of atrial fibrillation in rats with sepsis

Xia　Jiading，Zhang　Kun，Xu　Min，Li　Guobin，Zheng　Xin，Hua　Liwei
（Department of Critical Care Medicine，Affiliated Hospital of Chengde Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate the regulatory effect of tumor necrosis factor- α（TNF-α） on the expression and distribution of 
connexin 43 （Cx43） and connexin 40（Cx40） in rats with sepsis，as well as its association with the development of atrial fibrillation 
（AF）. Methods：A total of 42 Sprague-Dawley rats were randomly divided into sepsis group，drug group，and sham-operation group，
with 14 rats in each group. The method of cecal ligation and puncture was used to establish an animal model of sepsis，and the rats in 
the drug group were given the pumping of rhTNFR：FC at 6 hours before surgery and at 24 and 48 hours after surgery. Programmed 
electrical stimulation was imposed on all three groups at 48 hours after surgery. ELISA was used to measure the serum level of TNF-α，

Western blotting was used to measure the protein expression levels 
of TNF- α，Cx43，and Cx40 in atrial muscle tissue，and a laser 
scanning confocal microscope was used to observe the distribution 
of TNF-α，Cx43，and Cx40. Results：The induction rate of AF was 
7.14% in the sham-operation group，71.42% in the sepsis group，
and 21.40% in the drug group，with a duration of AF induction of 
79.21±4.10 seconds，348.64±11.89 seconds，and 294.50±37.28 
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seconds，respectively. ELISA showed that the serum concentration of TNF-α was 74.149 pg/mL in the sham-operation group，104.497 
pg/mL in the sepsis group，and 89.059 pg/mL in the drug group，and Western blot showed that in these three groups，the protein expres⁃
sion levels of TNF-α were 1.731±0.417，3.153±0.576，and 2.543±0.861，respectively，the protein expression levels of Cx40 were 
1.207±0.230，0.970±0.170，and 1.010±0.164，respectively，and the protein expression levels of Cx43 were 1.579±0.158，1.306±

0.462，and 1.324±0.295，respectively. Compared with the sham-operation group，the sepsis group had significant increases in the in⁃
duction rate of AF（F=5.394，P=0.003），the duration of AF（F=335.577，P<0.001），the serum concentration of TNF-α（F=25.733，P<
0.001），and the protein expression level of TNF-α in atrial muscle tissue（F=17.130，P<0.001） and significant reductions in the ex⁃
pression levels of Cx40 and Cx43（F=6.215 and 3.001，P=0.045 and 0.035），with disordered distribution of Cx40 and Cx43 in atrial 
muscle observed by the laser scanning confocal microscope. Compared with the sepsis group，the drug group had significant reductions 
in the induction rate of AF（χ2=1.292，P=0.028），the serum concentration of TNF-α（F=18.192，P=0.004），and the protein expression 
level of TNF-α in atrial muscle tissue（F=28.078，P=0.017），as well as alleviation of the disordered distribution of Cx40 and Cx43 in 
atrial muscle tissue. Conclusion：Overexpression of TNF-α can induce the abnormal expression and distribution remodeling of Cx43 
and Cx40 in atrial muscle of rats with sepsis，and it may play an important role in the development of AF induced by sepsis.
【Key words】sepsis；atrial fibrillation；tumor necrosis factor-α；connexin 40；connexin 43

脓毒症是指宿主对感染的反应失调而致的危

及生命的器官功能障碍[1]，其所导致的心肌损伤和

影响血流动力学的心律失常在重症医学领域被重

点关注。在重症监护病房中，部分既往未发生心律

失常的脓毒症患者会出现心房颤动（atrial fibrilla⁃
tion，AF）。脓毒症伴AF患者住院时间延长、病死率

增加，是影响危重患者预后的重要因素之一[2]。
脓毒症的重要病理生理特征是系统性炎症反

应，表现为循环中肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）等炎性因子明显增多，而炎症反应

参与 AF 发生发展过程[3]。关于心房肌细胞间的连

接蛋白在 AF 的研究中受到重视，其中连接蛋白 43
（conenxin 43，Cx43）和连接蛋白 40（conenxin 40，
Cx40）的表达及分布异常是心房肌细胞内重要的改

变，其与房性心律失常关系密切[4]。有研究证实炎

性因子可以直接影响连接蛋白，导致细胞间隙连接

蛋白功能障碍[5]。但脓毒症中过表达的TNF-α是否

能够影响连接蛋白表达和分布重构从而导致AF的

发生，有待进一步研究。本研究通过建立脓毒症动

物模型，探讨 TNF-α 对 Cx43和 Cx40表达及分布的

影响及其在 AF 发生中的作用，以期明确脓毒症诱

导AF发生的潜在机制。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

清洁级 SD雄性大鼠，购自北京华阜康公司生物科技股

份有限公司，许可证号：SCXK（京）2019-0008，体质量 260~

280 g。相关试剂：TNF-α螯合剂：重组人Ⅱ型肿瘤坏死因子

受体-抗体融合蛋白（recombinant human tumor necrosis fac⁃
tor-α receptor Ⅱ：IgG Fc fusion protein for injection，rhTNFR：

Fc），规格（25 mg/支，三生国健药业股份有限公司，上海），大

鼠 TNF-α 酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）试剂盒（武汉伊莱瑞特，E-EL-R2856c），兔多

克隆TNF-α抗体（英国Abcam，ab205587），兔多克隆Cx40抗

体（英国 Abcam，ab183648），兔多克隆 Cx43抗体（美国 CST，
3512），兔多克隆β-actin抗体（英国Abcam，ab8227），山羊抗

兔 HRP 二抗（英国 Abcam，ab6721），免疫荧光染色剂 DAPI
（上海碧云天，C1002）。本研究遵循国家实验动物管理条例

及国家实验动物管理实施细则，符合医学伦理学标准并经

承 德 医 学 院 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 批 准（受 理 编 号 ：

CYFYLL2022089）。

1.2　仪器与设备

酶标仪（美国 Multiskan FC），BL-420N 生物机能实验系

统（成都泰盟科技有限公司），程序电子刺激仪（上海玉研仪

器），小动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司），激光共聚焦显

微镜（日本，Olumpus Fluo View 1000）。

1.3　方法

1.3.1　脓毒症大鼠模型制备及分组　将大鼠按随机数字法

随机分为脓毒症组、给药组和假手术组，每组各 14只。目前

盲肠结扎穿孔动物模型是脓毒症研究的经典模型,因具有血

流动力学及炎症反应阶段与人类脓毒症类似的临床表现[6]，
故脓毒症组及给药组采用盲肠结扎穿孔法建立脓毒症模型，

术后立即皮下注射 0.9%氯化钠补液（补液量 2.0 mL/kg）；给

药组于术前 6 h、术后 24 h及术后 48 h经尾静脉泵入 TNF-α
螯合剂 rhTNFR：Fc（剂量 2.0 mg/kg/h）。假手术组用同样方

法分离盲肠，但不结扎穿孔，其余操作同脓毒症组及给药组。

1.3.2　程序电刺激诱发AF　模型制备成功后应用戊巴比妥

麻醉，腹腔注射无菌戊巴比妥钠（剂量 40 mg/kg，浓度 1%），
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大鼠处于麻醉状态后应用生物信号采集处理系统记录心电

图，将食管电极延大鼠食管至左心房后壁。测量起搏阈值后

通过程序电刺激起搏大鼠左心房诱发 AF，设置的电刺激参

数为双阈值，周期 20 ms，脉冲宽度 5 ms，电流 50 Hz，刺激时

间 30 s，间隔 5 min后进行下一次刺激，重复 3次，AF诱发成

功的标志为大鼠体表心电图 P 波消失，代替以典型的 f 波，

RR 间期不等。如 AF 诱发至少 1 次且持续时间>5 s 为诱发

成功。

1.3.3　ELISA 检测炎性因子　程序电刺激后采集大鼠心

脏中血液样本，室温下将血液自然凝固 10~20 min，2 000~
3 000 r/min 离心 20 min 后采集上层血清，应用大鼠 TNF-α 
ELISA 试剂盒，通过酶标仪检测 450 nm 处的吸光度。以标

准品浓度作横坐标，对应光密度值作纵坐标，绘制出标准品

线性回归曲线，按曲线方程计算各样本TNF-α浓度值。

1.3.4　激光共聚焦显微镜观察心房肌TNF-α、Cx43、Cx40分

布　采血后剪取模型心脏，用手术刀片将左心耳完整切下，

洗净血液后用滤纸吸干多余水分，固定包埋组织块并切取厚

度为 10 μm 的冰冻切片，保持切片与心房肌纵轴平行。4%
多聚甲醛固定 30 min，洗涤后应用 0.1% Triton X-100覆盖组

织 30 min，10% 血清封闭液封闭非特异性位点 1 h，应用

TNF-α抗体（1∶300），兔多克隆Cx40抗体（1∶300），兔多克隆

Cx43 抗体（1∶300）分别孵育 3 组心房肌组织切片，4 ℃孵育

过夜。洗涤后加 50～100 μL 荧光二抗（1∶500）分别避光孵

育 3组切片，37 ℃孵育 2 h，洗涤封片后应用激光共聚焦显微

镜下观察切片，每 1 张切片去 3~6 个视野，选择细胞纵行走

向区域进行观察。

1.3.5　蛋白免疫印迹法Western blot检测TNF-α、Cx43、Cx40
表达　采血后剪取模型心脏，生理盐水冲洗，滤纸吸干心房

组织表面水分，取 10 mg 组织用眼科剪剪碎后放入匀浆器，

加入 500 μL的蛋白裂解液冰上碾磨匀浆 30 min。高速低温

离心机（4 ℃，12 000 r/min）离心 10 min 后提取上清液。行

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳电泳，5%脱脂奶粉室温下封闭 2 h
后弃去封闭液，分别加入兔多克隆TNF-α抗体（1∶1 000），兔

多克隆 Cx40 抗体（1∶1 000），兔多克隆 Cx43 抗体（1∶1 000）
的封闭液，4 ℃孵育过夜。洗膜后加入以 1∶5 000 稀释的过

氧化物酶标记的二抗室温下孵育 2 h。以β-actin（1∶10 000）
抗体作为内参照。洗膜后采用 ECL 进行化学发光，于化学

发光成像仪下拍照并获取图片，运用 Image J软件进行分析。

1.4　统计学方法

数据使用GraphPad Prism 6进行处理及统计分析。计量

资料采用均数±标准差（x±s）表示，根据方差齐性检验结

果，各组间的比较采用单因素方差分析，计数资料用频数，百

分比表示，采用χ2检验，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　3组大鼠AF诱发率和AF持续时间情况

假手术组、脓毒症组及给药组AF诱发率分别为 7.14%、

71.42%和 21.40%，AF持续诱发时间分别为（79.21±4.10） s、
（348.64±11.89） s 和（294.50±37.28） s。相对于假手术组，

脓毒症组AF诱发率升高（F=5.394，P=0.003）且AF持续时间

延长（F=335.577，P<0.001）；相对于脓毒症组，给药组 AF 诱

发率降低（χ2=1.292，P=0.028），AF持续时间虽较脓毒症组缩

短，但差异无统计学意义（F=294.500，P=0.066）。见表1。

2.2　3组大鼠炎性反应情况

通过 ELISA检测 3组大鼠血清中 TNF-α的浓度见图 1，
假手术组、脓毒症组和给药组的结果分别为 74.149 pg/mL、
104.497 pg/mL和 89.059 pg/mL。脓毒症组大鼠血清中 TNF-
α含量较假手术症组明显升高（F=25.733，P<0.001）；给药组

大鼠经 rhTNFR：Fc干预后TNF-α含量较脓毒症组明显降低

（F=18.192，P=0.004）。

2.3　3组大鼠心房肌组织TNF-α、Cx43、Cx40分布情况

3组大鼠心房肌组织 TNF-α免疫荧光染色结果见图 2。
激光共聚焦显微镜下可见：TNF-α阳性表达呈现绿色荧光，

细胞核（DAPI染色）呈现蓝色荧光。与假手术组相比，脓毒

症组 TNF-α阳性表达相对较多；给药组 TNF-α阳性表达较

脓毒症组相对减少。

3 组大鼠心房肌组织 Cx40 免疫荧光染色结果见图 3，
Cx43免疫荧光染色结果见图 4。激光共聚焦显微镜下可见：

Cx40及Cx43阳性表达呈现绿色荧光，细胞核（DAPI染色）呈

现蓝色荧光。假手术组 Cx40 及 Cx43 荧光信号主要分布相

对均匀，排列较为规律，多数位于心肌细胞长轴垂直的端-
端相接处，少数位于与长轴平行的细胞侧-侧相接部位；与

假手术组相比，脓毒症组 Cx40 及 Cx43 荧光信号端-端分布

表 1　3 组大鼠 AF 诱发率和 AF 持续时间比较（n，%；x±s）

组别

假手术组（n=14）
脓毒症组（n=14）
给药组（n=14）
χ2/F值

P值

AF诱发率

1（7.14）

10（71.42）

3（21.40）

5.394

0.009

AF持续时间（s）
79.21±4.10

348.64±11.89

294.50±37.28

335.577

<0.001

             注：a，与假手术比较，P<0.001；b，与脓毒症比较，P=0.004

图 1　3 组大鼠血清中 TNF-α 的浓度比较
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减少，侧-侧分布相对增多；给药组Cx40及Cx43荧光信号分

布仍不均匀，但非均匀程度较脓毒症组有所减轻。

2.4　3组大鼠心房肌组织TNF-α、Cx43、Cx40蛋白表达情况

3组大鼠心房肌组织中 TNF-α、Cx40、Cx43蛋白表达水

平比较见图 5。其中对于TNF-α，各组表达水平分别为假手

术组 1.731±0.417、脓毒症组 3.153±0.576、给药组 2.543±

0.861，脓毒症组相较于假手术组表达水平明显升高，差异有

统计学意义（F=17.130，P<0.001），经过治疗后给药组TNF-α
表达水平较给药组明显降低（F=28.078，P=0.017）。对于

Cx40，各组表达水平分别为假手术组 1.207±0.230、脓毒症

组 0.970±0.170、给药组 1.010±0.164，脓毒症组较假手术

组降低（F=6.215，P=0.045）；对于 Cx43，各组表达水平分别

为假手术组 1.579±0.158、脓毒症组 1.306±0.462、给药组

1.324±0.295，脓 毒 症 组 较 假 手 术 组 降 低（F=3.001，P=

0.035）。给药组的 Cx40、Cx43 的蛋白表达水平较脓毒症组

比较差异无统计学意义（F=4.969，P=0.589；F=5.295，P=

0.887）。

                 图 2　3 组大鼠心房肌组织 TNF-α 免疫荧光染色结果比较（400×）

              图 3　3 组大鼠心房肌组织 Cx40 免疫荧光染色结果比较（400×）
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3　讨 论

既往未发生心律失常的脓毒症患者发生AF占

有相当比例，有研究发现脓毒症患者新发 AF 的发

病率在 1.7%～43.9%[7]。但针对脓毒症发病过程中

心脏电生理改变的研究相对较少，因此深入研究脓

毒症新发AF的发生机制具有重要意义。目前观点

认为 AF 的机制与炎症反应存在关联，作为心房重

构的重要上游介质，炎症反应可通过一系列炎性因

子作用引起心房机械重构及电重构，从而介导 AF
的发生和维持[8]。而炎症反应正是脓毒症的主要病

理基础之一。在脓毒症启动早期，机体会释放包括

                          图 4　3 组大鼠心房肌组织 Cx43 免疫荧光染色结果比较（400×）

图 5　3 组大鼠心房肌组织 TNF-α 和 Cx40、Cx43 蛋白表达结果
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TNF-α 在内的多种炎性因子。TNF-α 由激活的单

核-巨噬细胞分泌，参与细胞增殖、分化、凋亡和炎

症反应等多个环节，其对心血管组织重构及心肌细

胞的增殖具有重要的调控作用[9-10]。相关研究显

示，TNF-α可能通过不同机制参与AF发生，包括改

变心肌细胞离子通道的表达或功能，发生电重构，

延迟动作电位，促进 AF 的发生和发展[3]，本研究也

发现，当动物模型出现脓毒症表现后，通过程序电

刺激诱发 AF 发生率较假手术组明显增高，且诱发

持续时间延长，大鼠血清TNF-α浓度以及心房肌组

织TNF-α的蛋白表达水平明显升高，免疫荧光显示

心房肌 TNF-α阳性表达增多。而在应用 TNF-α受

体拮抗剂 rhTNFR：Fc 结合 TNF-α 并阻止其与细胞

表面受体结合，从而抑制 TNF-α生物学效应后，AF
诱发率明显下降。由 ELISA、Western blot以及免疫

荧光等不同检验方式均可以证实脓毒症过程中

TNF-α 明显升高，且脓毒症大鼠模型 AF 易感性明

显升高，过表达的 TNF-α 在脓毒症诱导 AF 启动过

程中发挥重要作用。

在 AF 的心电活动改变中，传导阻滞及折返占

重要地位，其与心房肌细胞间缝隙连接蛋白密切相

关。连接蛋白在心肌细胞中提供电信号和电流通

路，保证动作电位的扩布，因此具有传递电冲动的

作用，其中Cx43及Cx40与AF关系最为密切。在正

常心肌组织中，Cx43多集中在细胞的端-端连接处，

保证电信号冲动沿心肌长轴快速传导，减少了动作

电位在细胞间的离散度。而病理条件导致 Cx43发

生电重构，表现为表达数量减少并出现非均匀化改

变，从而改变电传导的同向性，电传导速率降低，即

发生传导阻滞；或电信号未能沿心肌长轴纵向传

导，而仅是通过横向传导再次返回原来的激动点，

即形成折返，从而导致心律失常的发生[11-12]。本研

究发现，与脓毒症模型组AF诱发率增高相对应，心

房肌 Cx43表达水平明显下降，且其分布出现紊乱，

由心肌细胞端-端连接部分转移至侧-侧连接，提示

脓毒症过程中Cx43数量减少并发生重构，提供了诱

导AF的基质基础。

除 Cx43 外，Cx40 也是促进心房细胞间电信号

交流与传递的重要电分子基质。本研究还对AF与

Cx40表达水平及重构之间的关系进行研究，结果发

现AF易感性强的模型组Cx40表达减少。目前国内

外不同研究发现 AF时 Cx40表达量高低不一，但一

般认为 Cx40 表达变化以及分布异常与 AF 有

关[13-14]。从重构角度看，本研究发现高AF诱发率模

型组心房肌 Cx40 荧光信号侧-侧分布相对增多，

端-端分布减少，这种异质性分布提示相邻心房肌

细胞具有明显不同的阻抗和传导速度，因而产生众

多细微传导阻滞区域，并形成微小折返环路，导致

AF发生和持续。

在本研究中，脓毒症动物模型 TNF-α 表达升

高，心房肌 Cx43 及 Cx40 表达减少且分布紊乱，AF
诱发率明显升高，持续时间延长；而当抑制 TNF-α
炎症反应后，Cx43及Cx40分布非均匀情况改善，AF
诱发率较脓毒症组明显降低。提示过表达的 TNF-
α可以诱导连接蛋白表达异常和分布重构从而发生

AF。有研究通过模拟 TNF-α在源自人诱导多能干

细胞的心肌细胞中分子和功能效应发现 TNF-α 可

以改变了离子通道的表达，并影响 Cx43 的定位[15]。

在心房纤维化过程中，TNF-α 通过改变 Cx43 的表

达或分布，导致连接蛋白通道变化并出现房性心律

失常[16-18]。本课题组前期研究也显示，TNF-α 可以

通过诱导心力衰竭大鼠Cx43磷酸化/去磷酸化状态

的调控失衡从而诱发心律失常[19]。而脓毒症发生机

制也可能与Cx43磷酸化通路异常有关[20]，故本研究

推测脓毒症过程中过表达的 TNF-α 可能通过对连

接蛋白磷酸化/去磷酸化状态的调控导致连接蛋白

表达和重构，从而介导 AF 的发生和维持。拟在下

一步研究中探讨不同浓度的 TNF-α 作为上游介质

通过调控磷酸化/去磷酸化信号通路介导体外细胞

连接蛋白表达及分布，从而导致AF的作用机制。

综上所述，脓毒症大鼠过表达的TNF-α可以诱

导心房肌 Cx43 及 Cx40 表达异常和分布紊乱，从而

增加AF诱发率。初步确认TNF-α是在诱导脓毒症

AF发生中的可能靶点之一，为脓毒症伴新发心律失

常的防治提供理论基础。
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