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【摘* 要】目的：研究血管紧张素!（Q9:!）对人心房肌细胞

［C3$ P ］4 的影响，以及 Q9:!受体拮抗剂替米沙坦的拮抗作

用- 方法：急性分离单个人心房肌细胞，实验分 ( 组：正常对

照组；Q9:!组，加入终浓度为 "- ! "2=0 R S 的 Q9:!；替米沙

坦组，加入终浓度为 !" 92=0 R S 的替米沙坦；Q9:! P 替米沙

坦组，替米沙坦 !" 92=0 R S 与 Q9:! "- ! "2=0 R S 同时加入- 以

M0N=#) R QJ 荧光指示剂负载，应用激光共聚焦显微镜技术，分

别于加 入 干 预 药 物 后 即 刻 与 !’ 249 检 测［ C3$ P ］4 变 化-
结果：对照组和替米沙坦组人心房肌细胞内荧光强度和荧光

光密度值较低- Q9:!加入后即刻，细胞内荧光光密度值开始

增加，!’ 249 后细胞内荧光强度和荧光光密度值显著增高

（< T "- "! => 对照组）- 而 Q9:! P 替米沙坦组细胞内荧光光

密度值显著低于 Q9:!组（< T "- "! => Q9:!组）- 结论：Q9:
!可引起人心房肌细胞内钙超载，替米沙坦能显著减轻 Q9:
!诱导的人心房肌细胞内 C3$ P 超载-
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FG 引言

心房电重构（3A@430 /0/<A@4<30 @/2=5/049:，Q1U）在

心房纤颤的发生中起着重要作用，而心房肌细胞钙超

载可能是其中心环节［!］- 近来发现血管紧张素!
（Q9:!）可诱发加重心房电重构，Q9: 转换酶抑制剂

及 Q9:!受体拮抗剂可阻止或减轻心房电重构的发

生［$ V ’］- 但关于 Q9:!如何参与心房电重构尚不清

楚，Q9:!是否可导致人心房肌细胞内钙超载尚需证

实- 我们应用激光共聚焦显微镜技术观察 Q9:!对

人心房肌细胞内 C3$ P 浓度的影响，以及 Q9:!受体

拮抗剂替米沙坦（ A/024E3@A39）的拮抗作用-

HG 材料和方法

H- HG 材料G Q9:!、胶原酶、蛋白酶、I1W1X，M0N=#) R
QJ 为美国 X4:23 公司产品，替米沙坦为江苏天士力

帝益药业有限公司赠送，其余为国产分析纯- $"")#
", R $""(#", 在西京医院接受心脏体外循环手术的先

天性心脏病患者 !"（男 ,，女 (）例；平均年龄（!(- + Y
’- ,）岁- 患者皆无持续性房颤病史，无严重左室功能

不全，$ Z[ 内未使用过 Q9:!受体拮抗剂及血管紧张

素转换酶抑制剂- 建立体外循环前取右心耳组织，放

入氧饱和的 (\心脏停搏液中，’ 249 内送回实验室-
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生理 记 录 液 用 !"#$%& 液 的 配 制（ ’’$( ) *）：+,-(
./01 2，3-( 41 5，67-(/ 21 8，-,-(/ .1 2，+,9/:;5

21 <<，9=:=> .21 2，?(@A$B& 41 4（C9 D1 5）1 EF7!的

配制：EF7!以 . ’’$( ) * 浓度溶于双蒸馏水中，分装

后 G /2H保存，实验时以分装液溶于细胞外液而得到

21 . "’$( ) * 终浓度1 替米沙坦的配制：称取替米沙坦

41 / ’7，加入 02 ’* I6=6 培养 基 中；用 . ’$( ) *
+,;9 调 C9 至 J1 4，搅 拌 至 药 物 完 全 溶 解；再 加

I6=6 培养液至溶液总量为 .22 ’*；用 . ’$( ) * 9-(
调 C9 至 D1 5 备用1 替米沙坦配制浓度为 21 . ’’$( )
*，实验时终浓度为 .2 F’$( ) *1
!1 "# 方法# 单个人心房肌细胞的分离根据我科的方

法进行［0］1 人右心耳标本在氧饱和的无钙台氏液中

剪成约 21 . ’’ K21 . ’’ K 21 . ’’ 的组织块，洗涤；

在 <DH、磁力搅拌及充氧条件下，用含胶原酶（<1 <<
’L,M ) *）、蛋白酶（<<1 <5 "L,M ) *）的无钙台氏液消化

.4 ’NF 后，换为含胶原酶 <1 << ’L,M ) * 的无钙台氏液

进一步消化；4 O .2 ’NF 后将组织块在 3P 液中轻轻

吹打，细胞悬液用 /22 目滤网过滤；细胞在 3P 液中

保存 02 ’NF 后细胞已贴壁，即可进行下一步负载1 分

为 5 组：#正常对照组：不加 EF7!处理；$EF7!组：

加入终浓度 21 . "’$( ) * EF7!；%替米沙坦组：加入

终浓度 .2 F’$( ) * 替米沙坦；&EF7! Q 替米沙坦组：

替米沙坦 .2 F’$( ) * 与 EF7! 21 . "’$( ) * 同时加入1
分别于加入 EF7!后即刻与 .4 ’NF，负载后上机检测

［-,/ Q ］N 1
.1 /1 .R S(@$T< ) E6 的荷载 R 观察培养皿中的细胞，

于 <DH水浴中避光条件下用 S(@$T< ) E6（用生理记录

液稀释成 41 2 "’$( ) *）负载 <2 O 02 ’NF 后，用生理记

录液洗涤细胞 < 次，洗去细胞外液残余染料1
.1 /1 /R 共聚焦测定游离钙变化R S(@$T< ) E6 荷载的

心肌细胞在激光扫描共聚焦显微镜（6U-T.2/5，PN$T
U,%）下扫描细胞内荧光强度，激发波长 588 F’，可在

4/2 F’ 处探测到荧光发射1 每隔 <2 B 扫描 . 次，

-,/ Q 图像经光电倍增管和数字传入式摄像机，输入高

速度计算机系统，经软件处理得到清晰的细胞内分布

图像，利用其图像量化、分析系统进行图像分析，并换

算出某一选定区域内 -,/ Q 荧光强度随时间变化的曲

线1［-,/ Q ］N 变化用 S(@$T< 与 -,/ Q 结合后荧光强度

变化百分数（钙变化率）表示，计算公式：［-,/ Q ］N 荧

光强度增加百分数（V）W（ 最高峰值的荧光强度 G
对照组［-,/ Q ］N 荧光基强度）) 对照组［-,/ Q ］N 荧光

基强度 K .22V 1
统计学处理：实验重复 8 次，共观察 </ 个细胞1

所有数据以 ! " # 表示，采用 >:>> ..1 2 软件进行处

理，多组间比较用 3#@BL,(TX,((NB 检验，组间两两比较

采用 XN(A$Y$F 秩和检验1

"# 结果

"$ !# %&’!使人心房肌细胞［()" * ］+ 显著升高# 对

照组心房肌细胞内钙荧光强度和荧光光密度值较低1
EF7!（21 . "’$( ) *）加入后即刻，细胞内荧光强度开

始增加，.4 ’NF 后细胞内荧光强度和光密度值显著增

高（$ Z 21 2. %# 对照组，SN7 .，!,[ .）1

E：-$FM#$(；P：EF7!；-：!&(’NB,#M,F；I：EF7! Q M&(’NB,#M,F1

SN7 .R :\$M$B B\$]NF7［-,/ Q ］N ^(@$#&B&FA& NFM&FBNM" $^ BNF7@(,#
,M#N,( A,#%N$’"$A"M& NF %N^^&#&FM 7#$@CB
图 .R 各组心房肌细胞内荧光光密度图

表 .R 心房肌细胞内钙荧光强度

!,[ .R ［-,/ Q ］N ^(@$#&B&FA& NFM&FBNM" $^ ,M#N,( A,#%N$’"$A"M&B

（& W 8，! " #）

?#$@C ［-,/ Q ］N -\,F7& $^［-,/ Q ］N（V）

-$FM#$( 04<1 J _ 5/1 4

EF7! /0.21 . _ ../1 0[ /JJ1 / _ /D1 <

!&(’NB,#M,F 0501 8 _ 5.1 4% G .1 . _ 21 4%

EF7! Q M&(’NB,#M,F 80<1 D _ 4J1 <[%^ </1 . _ D1 8%^

[$ Z 21 2. %# A$FM#$(；%$ Z 21 2. %# EF7!；^$ Z 21 2. %# M&(’NB,#M,F1

"$ " # 替米沙坦抑制 %&’!诱 导 的 人 心 房 肌 细 胞

［()" * ］+ 升高# 替米沙坦组心房肌细胞内钙荧光强

度和荧 光 光 密 度 值 与 对 照 组 无 统 计 学 意 义（$ ‘
21 24）1 EF7! Q 替米沙坦组 .4 ’NF 后的细胞内钙荧

光强度和荧光光密度值低于 EF7!组（$ Z 21 2. %#
EF7!组，SN7 .，!,[ .）1

,# 讨论

在心房纤颤发病机制的研究和探讨中人们发现，
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心房电重构在房颤的发生、持续及一系列心房功能改

变中起重要作用，而心房肌细胞钙超载可能是心房电

重构其中心环节［!］" 临床研究也发现，血管紧张素转

换酶抑制剂并非传统意义上的抗心律失常药，但可减

少心肌梗死后房颤的发生［#］；在慢性持续性房颤患

者复律后合用伊贝沙坦与胺碘酮，比单用胺碘酮显示

出更好的维持窦律效果［$］；房颤患者心房血管紧张

素转换酶表达增加，并且伴有心房 %&’!! 型（%(!）

受体下调和 %(# 受体蛋白显著上调［)］" 近来还发现

%&’!可诱发心房电重构，而血管紧张素转换酶抑制

剂及 %&’!受体拮抗剂可阻止或减轻心房电重构的

发生［*］" 但关于 %&’!如何参与心房电重构尚不清

楚，认为可能是通过心房肌细胞钙超载介导，但尚需

证实" 替米沙坦是非肽类新型 %&’!受体拮抗剂，可

选择性地阻滞心血管系统 %&’!的 ! 型受体（%(! 受

体）［+］，临床上主要用于抗高血压治疗，其对心律失

常（如心房纤颤）可能的防治作用也已引起关注［,，-］"
但替米沙坦能否抑制人心房肌细胞钙超载尚需进一

步证实"
我们以 ./012$ 为指示剂，采用激光扫描共聚焦

显微镜法测定细胞内游离 34# 5 ，结果发现：人心房肌

细胞受 6" ! "71/ 8 9 %&’!作用后即刻，细胞内钙荧光

强度开始增加，!: 7;& 后增高更为显著，表明出现钙

超载" !6 &71/ 8 9 的替米沙坦对心房肌细胞内钙荧光

强度和荧光光密度值无明显的直接影响，但可显著减

轻 %&’!诱导的人心房肌细胞内 34# 5 超载" 已知心

肌细胞内 34# 5 超载是由细胞外 34# 5 内流及细胞内贮

存 34# 5 释放所致，其中活性氧可通过改变细胞膜的

氧化还原状态而影响细胞内外 34# 5 的转运，从而导

致心肌细胞［34# 5 ］; 超负荷［!6，!!］" 有研究证实 %&’!
可增加氧自由基的产生［!#］，并促进心室肌细胞膜

<3429 而导致 34# 5 超载［!$，!)］" 因而 %&’!也可能通

过增加活性氧的产生及促进膜 <3429 而导致人心房

肌细胞内 34# 5 超载" 由于本实验中采用的替米沙坦

浓度（!6 &71/ 8 9）对细胞内 34# 5 浓度无直接影响，因

而替米沙坦是通过拮抗 %&’!受体而抑制人心房肌

细胞内钙超载" 这一作用可能会减轻心房纤颤患者

的心房肌细胞电重构，为临床应用替米沙坦防治心房

纤颤提供了进一步的实验依据"
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