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去辣椒素敏感性窦房结传入神经的大鼠模型的建立

张艳辉!，马爱群!，席雨涛$

（ ! 西安交通大学医学院第一附属医院心内科，陕西 西安 %!""’!，$ 美国德克萨斯州心脏研究院，美国 休斯顿 %%"*"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#"+#$(；, 接受日期：$""’#!!#!"

通讯作者：马爱群- ./0：（"$&）+)$’!+"& 12340：23345678 2/92340- :;2-

:7

作者简介：张艳辉- 硕士生（导师马爱群）- ./0：（"$&）+)*$*)$( ,

12340：</=/::3>?@8 ?3@;;- :;2- :7

!"#$%&’( ") *+,-+&*&’.-$’-&/&0$ -&’".
+/1&+% ’"#$ #$+))$1$’/$# 1+/
!"#$% &’()"*+!，,# #+)-*(!，./ &*)0’1$
!A/B3<C2/7C ;D E3<94;0;F?，G4<HC I;HB4C30，J4K37 L43;C;7F M74N/<#
H4C?，J4K37 %!""’!，E@473，$./O3H I/3<C P7HC4C6C/，./O3H %%"*"，
MQR

【23-/1+*/】24!：.; 47N/HC4F3C/ C@/ S3? C; /HC3=04H@ :3BH34:47#
H/7H4C4N/ H47;3C<430 7;9/ 9/3DD/</7C/9 <3C 2;9/0H- !56789:：
I4F@ :;7:/7C<3C4;7 ;D :3BH34:47 S3H 3BB04/9 3<;679 <3C H6B/<4;<
N/73 :3N3- P7 C@/ B;HC;B/<3C4N/ * 9，$ S//TH，!，$ 379 *
2;7C@H，S/ ;=H/<N/9 C@/ /OB</HH4;7H ;D H47;3C<430 7;9/ 3DD/</7C
7/<N/ C<37H24CC/<H［H6=HC37:/ U（QU）379 :30:4C;747 F/7/#</03C/9
B/BC49/（EVWU）］47 C@/ H47;3C<430 7;9/ 3</3 C@<;6F@ 42267;#
D06;</H:/7C HC34747F 379 03H/< :;7D;:30 24:<;H:;B?- ;5:<=6:：
RC B0377/9 C42/ B;47CH 3DC/< C@/ 9/3DD/</7C3C4;7 ;B/<3C4;7 379 C@/
H@32 ;B/<3C4;7， 42267;@4HC;:@/24HC<? H@;S/9 EVWU B;H4C4N/
7/<N/ 379 QU B;H4C4N/ 7/<N/ 3<;679 C@/ H47;3C<430 7;9/ 3<C/<? 47
C@/ H@32#;B/<3C/9 <3CH，S@40/ C@/</ S/</ 7; EVWU B;H4C4N/ 7/<N/
379 QU B;H4C4N/ 7/<N/ 47 C@/ H47;3C<430 7;9/ 3</3 ;D C@/ 9/3D#
D/</7C/9 <3CH- >8?>=<:48?：RBB04:3C4;7 ;D @4F@ :;7:/7C<3C4;7
;D :3BH34:47 3<;679 <3C H6B/<4;< N/73 :3N3 :37 4796:/ H47;3C<430
7;9/ 9/3DD/</7C3C4;7，S@4:@ 4H 3 </B/3C3=0/ 379 HC3=0/ 2/C@;9-
【@$AB"1#-】H47;3C<430 7;9/；3DD/</7CH；:3BH34:47；2;9/0

【摘, 要】目的：探讨建立去除大鼠辣椒素敏感性窦房结传入
神经模型的方法- 方法：在大鼠上腔静脉周围应用高浓度的
辣椒素建立去辣椒素敏感性窦房结传入神经模型，通过免疫

荧光染色和激光共聚焦显微镜检测传入神经递质 U 物质
（QU）和降钙素基因相关肽（EVWU）的变化- 结果：经辣椒素
处理后在不同的观察时间，激光共聚焦显微镜观察显示窦房

结区域 EVWU和 QU阳性神经纤维消失，而假手术组大鼠则清
楚地呈现 EVWU和 QU的阳性神经纤维- 结论：应用高浓度的
辣椒素于大鼠上腔静脉根部周围可以建立去辣椒素敏感性窦

房结传入神经大鼠模型- 该模型指标稳定，造模方法可重复
性强-
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CD 引言
近年来，一些研究者发现传入神经参与了冠心病

的发病过程和心脏缺血预适应的调节机制［!］- 而有
关窦房结传入神经作用的文献报道较少- 建立去神
经模型是研究神经生理病理的一种重要途径- A347#
46H等［$］通过一系列的研究认为位于上腔静脉根部周
围的神经节经由心脏表面神经丛与窦房结相联系-
高浓度的辣椒素是一种高度选择性的传入神经毒

素［*］- 我们通过在大鼠窦房结神经心外膜走行部位
应用高浓度辣椒素建立去辣椒素敏感性窦房结传入

神经模型- 旨在为进一步的揭示窦房结病理情况下
传入神经的重要作用和病态窦房结综合征的病因与

发病机制奠定基础-

ED 材料和方法
E- ED 材料D 清洁级健康雄性 QA大鼠 ’" 只，’ X % ST
龄，体质量 !+" X $"" F，均予正常饮食（西安交通大学
医学院实验动物中心）- 辣椒素（美国 Q4F23 公司）；
.S//7+"（中国华美生物工程公司）；YE.（日本樱花
公司）；.<4C;7 J#!""（中国华美生物技术公司）；一抗：
IEZ( 兔抗大鼠 2R= 浓度为 ! [$""（以色列 R0;2;7/
\3=H公司）；QU兔抗大鼠 2R=为 ![’"""（美国 E@/24#
:;7公司）；降钙素基因相关肽（:30:4C;747 F/7/#</03C/9
B/BC49/，EVWU）小鼠抗大鼠 2R=浓度为 ![+"""（美国
Q4F23公司）；荧光二抗（中国华美生物工程公司）：山
羊抗兔 PFV#GP.E浓度为 ! [!""；山羊抗兔 PFV#.WP.E
浓度为 ! [ $""；山羊抗小鼠浓度 PFV#GP.E 浓度为
![!""；其他试剂均为国产分析纯- IJ#$"" 动物呼吸
机（成都泰盟生物技术有限公司）；$"$#] 型电热恒温
干燥箱吸引器（北京科伟永鑫实验仪器设备厂）；

RV!*) 精密电子天平（瑞士 ^/CC0/< .;0/9; 公司）；
I^)"" Y型冰冻箱切片机（德国 _/4HH公司）；激光共
聚焦显微镜（德国 \/4:3公司）-
E- FD 方法
!- $- !, 模型的建立, 将 ’" 只大鼠随机分为去神经
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组和假手术组，每组 !" 只# 再根据观察时间各组又
随机分为 ! $ 组，% &’ 组，( &’ 组，) &’ 组和 *% &’
组，每组 + 只# 动物称重后，氯胺酮（*# , -. / ’0）腹腔
注射麻醉# 以自制的大鼠喉镜经口插管，固定后将气
管插管接于小动物呼吸机上；开胸后在上腔静脉根部

周围剪开心包，充分暴露上腔静脉，仔细分离出主动

脉及其周围血管和结缔组织# 去神经组大鼠经上腔
静脉根部穿过经 *" 0 / .辣椒素处理的试纸（宽 % 1 !
--，长 % 1 ! 2-）围绕上腔静脉根部一圈，放置 !"
-34# 每 *" -34更换试纸 * 次，建立大鼠去辣椒素敏
感性窦房结传入神经模型# 假手术组动物手术用无
水乙醇，5&664)" 和生理盐水混合制成溶剂代替辣椒
素溶液，其余手术步骤与去神经组相同#
*# %# %7 窦房结传入神经递质的表达7 观察各组在术
后不同时间大鼠模型窦房结区传入神经递质的表达#
%" 0 / . 戊巴比妥麻醉大鼠，取出心脏，用肝素和 89:
冲洗心脏内残留血液# 分离出窦房结，;<,"" =型冰
冻箱切片机垂直于界嵴切片，厚度为 *" !-# 采用文
献［(］中的方法进行免疫荧光染色# 一抗和二抗均由
小牛血清白蛋白稀释# 封片后在激光共聚焦显微镜
下观察#

!" 结果
手术后各组免疫荧光结果显示窦房结组织区

;>?( 免疫荧光染色呈强阳性# 共聚焦显微镜观察显
示假手术组大鼠 ;>?( 强阳性表达的窦房结区域可
见条索状不规则形的传入神经递质 8物质（ @AB@CD426
8，:8）阳性纤维，以窦房结动脉周围分布密度最大，
结动脉壁上也有一定量分布# 同样，在窦房结区域可
见细线状或串珠状的 >EF8阳性纤维，以窦房结动脉
周围分布密度最大#
去神经组大鼠 ;>?( 强阳性表达的窦房结区域

未见到 :8 阳性纤维# 而心房区域仍有一定量 :8 阳
性纤维分布# 窦房结区域未见到 >EF8阳性纤维# 而
心房区域仍有细线状的 >EF8 阳性纤维分布# 在同
一大鼠中 :8 的表达与 >EF8相比略少（图 *）#

#" 讨论
以往研究者们也一直在探索着如何利用去除窦

房结的神经来研究其调节作用及其机制# 但是哺乳
动物的窦房结本身形态结构小，支配它的神经更是难

以用肉眼观察到# 而且心脏的传入神经在形态上不
自成系统，而是串行于交感神经和副交感神经之内，

因此利用外科方法难以实现窦房结传入神经的去除#
同时窦房结神经的心外走向的复杂性和不确定性为

G：假手术组大鼠窦房结区 ;>?( 染色 HI5> 标记（绿色）；9：箭头所指
处为假手术组大鼠窦房结区 >EF8染色 HI5> 标记（绿色）；>：箭头所
指处为假手术组大鼠窦房结区 :8 染色 HI5> 标记（绿色）；J：去神经
组大鼠窦房结区 ;>?( 染色 5FI5> 标记（红色）；K：去神经组大鼠窦
房结区 >EF8染色 HI5> 标记（绿色）；H：去神经组大鼠窦房结区 :8染
色 HI5> 标记（绿色）#
图 *7 大鼠去神经组和假手术组的神经递质变化比较

在心外神经段去除窦房结的传入神经来研究其对心

血管功能和窦房结功能的影响造成一定的难度# 近
来 JD343A@等［%］发现了上腔静脉根部区域为支配窦
房结的神经进入窦房结的必经之路，为在心脏表面利

用化学方法去除窦房结传入神经的创造了机会# 心
脏的神经位于心外膜内，同时在心脏传入神经上发现

了有 LF* 受体（辣椒素特异性受体）［,］# 辣椒素亲脂
性强，组织吸收好# 心脏外膜表面应用辣椒素同样可
以实现传入神经的去除# <DCCM6&等［+］采用心脏外膜
表面涂抹辣椒素 "# "* 0 / .的方法来研究辣椒素敏感
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神经对心脏源性交感神经的调节作用! "#$%&#’
等［(］在上腔静脉和右心房的交界处心外膜上局部灌

注辣椒素选择性的去除传入神经来研究辣椒素敏感

性传入神经和局部的牵拉作用在心房利钠肽分泌过

程中的作用! 我们采用心脏上腔静脉根部区域外膜
表面应用辣椒素的方法去除辣椒素敏感性窦房结传

入神经，浓度为 )* + , -! 此浓度为反复试验的结果!
我们发现浓度为 . + , - 亦可以去除辣椒素敏感性传
入神经但是结果不稳定! 我们在试验中应用的浓度
)* + , -可以较稳定的去除窦房结辣椒素敏感性传入
神经!
通过传入神经递质的检测证实传入神经的去除

具有高敏感性，可靠性等特点! /0和 1230是窦房结
重要的传入神经递质，两者共表达于窦房结的传入神

经纤维中［4］! 5#67#等［8］在研究辣椒素敏感性传入神
经对用阿霉素建立的心肌病模型大鼠心衰发生发展

过程的影响的时候也同样用免疫组织化学方法观察

到心肌组织中 1230 阳性神经的消失来证实辣椒素
敏感性传入神经的去除! 9:#6# 等［)*］通过大量的试
验研究发现辣椒素可以耗竭传入神经递质，可以不可

逆的去除辣椒素敏感性传入神经! 本研究在术后不
同的观察时间用免疫组织化学的方法检测窦房结区

传入神经递质 1230 和 /0 的表达情况，证实了辣椒
素敏感性传入神经的去除!
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