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摘要

目的：探讨小鼠心脏发育过程中组蛋白乙酰化酶 p300 和 p300/CBP 辅助因子（PCAF）对心脏发育基因 NKX2.5 的

动态调控作用，为进一步明确心脏发育的调控机制提供新的理论基础。

方法：收集胚胎 14.5 d、16.5 d 及新生 0.5 d 和 7 d 的正常 C57BL/6 小鼠心脏，实验分为 4 组：胚胎 14.5 d 组（n=10）、

胚胎 16.5 d 组（n=10）、新生 0.5 d 组（n=5）、新生 7 d 组（n=3）。采用染色质免疫共沉淀技术，运用抗 p300、PCAF、

组蛋白 H3K9ac 抗体沉淀与其相结合的脱氧核糖核酸（DNA）片段，实时荧光定量聚合酶链反应扩增抗体所富集的

DNA 片段来检测 NKX2.5 启动子区域 p300 和 PCAF 结合水平及 H3K9ac 乙酰化水平。此外，运用逆转录聚合酶链反

应检测 NKX2.5 基因信使核糖核酸（mRNA）表达水平。  

结果：p300 和 PCAF 结合水平在心脏发育的不同阶段均具有时序性：p300 的结合水平在胚胎 16.5 d 组（0.063 ± 

0.021）、新生 0.5 d 组（0.019 ± 0.008）、新生 7 d 组（0.011 ± 0.003）均低于胚胎 14.5 d 组（0.231 ± 0.033），且新生 0.5 

d 组和新生 7 d 组均低于胚胎 16.5 d 组，差异均有统计学意义（P 均 <0.05）；PCAF 结合水平在胚胎 16.5 d 组（0.063 ± 

0.021）、新生 0.5 d 组（0.019 ± 0.008）、新生 7 d 组（0.011 ± 0.003）均低于胚胎 14.5 d 组（0.185 ± 0.023），差异均有

统计学意义（P 均 <0.05）。H3K9ac 乙酰化水平及 NKX2.5 基因 mRNA 表达水平在心脏发育的不同阶段均具有时序性：

H3K9ac 乙酰化水平在胚胎 16.5 d 组（0.098 ± 0.014）、新生 0.5 d 组（0.074 ± 0.010）、新生 7 d 组（0.045 ± 0.014）均

低于胚胎 14.5 d 组（0.119 ± 0.020），且新生 7 d 组低于胚胎 16.5 d 组，差异均有统计学意义（P 均 <0.05）；NKX2.5 基

因 mRNA 表达水平在胚胎 16.5d 组（0.701 ± 0.181）、新生 0.5 d 组（0.502 ± 0.159）、新生 7 d 组（0.529 ± 0.131）均低

于胚胎 14.5 d 组（1.000 ± 0.130），差异均有统计学意义（P 均 <0.05）。

结论：组蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 动态调控 NKX2.5 启动子区域 H3K9ac 乙酰化水平，且在小鼠心脏发育过程

中 NKX2.5 mRNA 呈现动态表达。
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Abstract
Objective:  To explore the dynamic regulation of histone acetylases p300 and p300/CBP associated factor (PCAF) on 

cardiac development gene NKX2.5 during cardio-genesis and to provide the new theoretical basis to clarify the regulatory 
mechanism for cardio-genesis in fetal mice. 

Methods:  Our research included 4 groups of cardiac tissues: Embryo (EB) 14.5 days group, n=10, EB 16.5 days group, 
n=10 and Neonatal 0.5 day group, n=5, Neonatal 7 days group, n=3. Immunoprecipitation was performed in myocardial tissues 
using anti-p300, anti-PCAF and anti-H3K9ac antibodies to retrieve p300, PCAF and H3K9ac binding DNA, the specific DNA 
sequences were amplified by real-time PCR to detect and the binding levels of p300, PCAF and the acetylation level of H3K9ac 
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in NKX2.5 promoter sequence. In addition, the mRNA expression of NKX2.5 was examined by RT-PCR.
Results:  The binding levels of p300 and PCAF had the timing consequence at different stage of cardio-genesis. The 

binding level of p300 in EB 16.5 days group (0.063 ± 0.021), Neonatal 0.5 day group (0.019 ± 0.008), Neonatal 7 days group 
(0.011 ± 0.003) were all lower than that in EB 14.5 days group (0.231 ± 0.033), and in Neonatal 0.5 day group and Neonatal 
7 days group were lower than EB 16.5 days group, all P<0.05. The binding level of PCAF in EB 16.5 days group (0.063 ± 
0.021), Neonatal 0.5 day group (0.019 ± 0.008), Neonatal 7 days group (0.011 ± 0.003) were all lower than that in EB 14.5 
days group (0.185 ± 0.023), all P<0.05. The H3K9ac acetylation level and NKX2.5 mRNA expression level had the timing 
consequence at different stage of cardio-genesis. H3K9ac acetylation level in EB 16.5 days group (0.098 ± 0.014), Neonatal 
0.5 day group (0.074 ± 0.010), Neonatal 7 days group (0.045 ± 0.014) were all lower than that in EB 14.5 days group (0.119 ± 
0.020), and in Neonatal 7 days group was lower than EB 16.5 days group, all P<0.05. The NKX2.5 mRNA expression level in 
EB 16.5 days group (0.701 ± 0.181), Neonatal 0.5 day group (0.502 ± 0.159), Neonatal 7 days group (0.529 ± 0.13) were all 
lower than that in EB 14.5 days group (1.000 ± 0.130), all P<0.05.

Conclusion:  Histone acetylases p300 and PCAF may dynamically regulate H3K9ac acetylation in NKX2.5 promoter 
sequence, and the mRNA of NKX2.5 was dynamically expressed during cardio-genesis in experimental fetal mice.
Key words Histone acetylase; Cardio-development; Epigenetics; Dynamic regulation

                                       (Chinese Circulation Journal, 2015,30:1008.)

先天性心脏病是我国人口出生缺陷的首位原

因，严重影响着我国人口的总体健康水平 [1, 2]。心脏

发育是一个及其复杂而精细的过程，受到遗传和环

境的双重影响，任何微小的变化均会导致心脏发育

异常 [3]。因此，深入探讨心脏发育过程中的关键调

控因素，能更好地为防治先天性心脏病提供新的干

预措施。现已明确心脏发育基因 NKX2.5 与先天性

心脏病关系十分密切 [4]。本研究通过探讨心脏发育

基因 NKX2.5 在心脏发育过程中几个关键时间点表

达水平的变化，同时从表观遗传学的全新角度探讨

组蛋白乙酰化酶 p300 和 p300/CBP 辅助因子（PCAF）

对 NKX2.5 基因表达的调控作用，为进一步揭示心

脏发育的调控机制提供新的证据。

1  材料与方法

实验动物：健康成年无特定病原体级 C57BL/6

小鼠由重庆医科大学动物中心提供（2013-08-17），

按雌：雄 = 2：l 比例合笼交配，次晨发现阴栓的雌鼠

胎龄计为 0.5 d，计算孕鼠妊娠天数。

分组及心脏标本制备：实验分为 4 组：胚胎

14.5 d 组、胚胎 16.5 d 组、新生 0.5 d 组、新生 7 d 组。

胚胎 14.5 d 组和胚胎 16.5 d 组每组各取 10 只胎

鼠心脏（约 30 mg 心脏组织 ）为一个样品量，新生

0.5 d 组取 5 只新生鼠心脏（约 30 mg 心脏组织 ）为

一个样品量，新生 7 d 组取 3 只新生鼠心脏（约 30 

mg 心脏组织 ）为一个样品量。心脏标本制备：分

别取胚胎 14.5 d 和胚胎 16.5 d 的孕鼠，二氧化碳

麻醉处死，75 % 酒精消毒皮肤并剖腹，从孕鼠子

宫分离胚胎，预冷 0.1 mol/L 磷酸缓冲液（磷酸氢

二钠和磷酸二氢钠配置，pH 7.4）冲洗后，在解剖

显微镜下小心剖开胎鼠胸腔，分离心脏。取新生 0.5 

d 和 7 d 小鼠，按上述方法分离心脏。将完整的心

脏放入预冷磷酸缓冲液中清洗后置于 -80 ℃冰箱

保存备用。

主要试剂及仪器：染色质免疫共沉淀（ChIP）试

剂盒（Merck Millipore，德国 ），ChIP 级抗 p300 抗体、

抗 PCAF 抗体、抗 H3K9ac 抗体（abcam，英国 ），核

糖核酸（RNA）提取试剂盒（北京百泰克生物技术有

限公司 ），SYBGREEN 荧光定量聚合酶链反应试剂

盒（北京天根生物技术有限公司 ），逆转录试剂盒（大

连宝生物工程有限公司 ），超声破碎仪（Diagenode，

比利时 ），实时荧光定量多聚酶链反应（Real-Time 

PCR）仪（Bio-Rad，CFX96，美国 ）。

染 色 质 免 疫 共 沉 淀：分 别 取 胚 胎 14.5 d、 胚

胎 16.5 d、新生 0.5 d、新生 7 d 小鼠心脏组织各 30 

mg，预冷磷酸缓冲液清洗后加入终浓度为 1 % 的甲

醛交联。超声切割 DNA 至 200~1000 bp 之间。分别

加 入 ChIP 级 抗 p300、PCAF、H3K9ac 抗 体 4 ℃ 摇

床过夜沉淀脱氧核糖核酸（DNA）和蛋白质复合物，

65℃水浴逆转交联 6~8 h，纯化和回收 DNA 片段。

用核酸蛋白测定仪测定 A260 nm/A280 nm 比值，以

确定 ChIP 产物 DNA 的纯度和浓度，于 -20℃保存

备用。

 ChIP-Real-Time PCR 引 物 序 列 和 退 火 温
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度：选 取 NKX2.5 基 因 外 显 子 5' 端 前 1000 bp 序

列， 设 计 特 异 性 引 物。 引 物 用 Primer Premier 5.0

软 件 设 计， 由 大 连 宝 生 物 公 司 合 成。 将 NKX2.5

基 因 产 物 进 行 梯 度 稀 释， 运 用 Bio-Rad CFX96

荧 光 定 量 PCR 仪 扩 增， 做 出 标 准 曲 线， 得

到 R2 值 和 扩 增 效 率。 引 物 序 列：NKX2.5（F） 

5'-AGGATGGATTGAAAGCCAGAAGA-3'，NKX2.5

（R） 5'-CTTTGAGTGTGTCTGGCTGGGA-3'，产物大

小：153 bp。反应条件：预变性：95℃ 3 min，变性：

95℃ 5 s，退火：59℃ 15 s，延伸：68℃ 20 s，45 个循环。

数据用 Bio-Rad CFX96 实时荧光定量 PCR 仪自带基

于 pfaffl 原理的相对定量数据分析软件分析。将各组

样品加入抗 p300、PCAF、H3K9ac 抗体沉淀的 DNA

用针对 NKX2.5 基因启动子区域设计的引物扩增后

的数值与超声切割后未加抗体的 DNA 样品（即 Input

对照 ）用上述引物扩增后的数值的比值即分别表示

p300、PCAF 在 NKX2.5 基因启动子区域的结合水平

及组蛋白 H3K9ac 的乙酰化水平。

RNA 的提取及逆转录：选取胎鼠及新生鼠的

心脏组织，运用总 RNA 提取试剂盒提取心脏组织

的总 RNA，将提取的 RNA 运用逆转录试剂盒逆

转录为互补脱氧核糖核酸（cDNA）来检测小鼠心

脏核心转录因子 NKX2.5 的信使核糖核酸（mRNA）

表达水平。RNA 提取及逆转录均严格按照试剂盒

操作说明进行，逆转录后的 cDNA 放入 -20℃保

存备用。

Real-Time PCR 引 物 序 列 和 退 火 温 度：针 对

NKX2.5 基因 CDS 核心编码区设计特异性引物，引

物用 Primer Premier 5.0 软件设计，由大连宝生物公

司合成。将 NKX2.5 基因产物进行梯度稀释，运用

Bio-Rad CFX96 实时荧光定量 PCR 仪扩增，做出标

准曲线，得到 R2 值和扩增效率。引物序列：NKX2.5

（F）5'-CTCACACCCACGCCTTTCTC-3'，NKX2.5（R）

5'-AGTAG GCCTCGGGCTTGAAG-3'，产物大小：148 

bp。反应条件：预变性：95℃ 30 s，变性：95℃ 5 s，

退火延伸：59℃ 30 s，39 个循环。选取 β- 肌动

蛋白（β-actin）作为内参。引物序列：β-actin（F）

5'-CCTTTATCGGTATGGAGTCTGCG-3'，β-actin

（R）5'- CCTGACATGACGTTGTTGGCA-3'，产物

大小：104 bp。反应条件：预变性：95℃ 30 s，变性：

95℃ 5 s，退火延伸：59℃ 30 s，39 个循环。数

据用 Bio-Rad CFX96 实时荧光定量 PCR 仪自带

基于 pfaffl 原理的相对定量数据分析软件分析。

统计学处理：应用 SPSS 19.0 统计软件进行统

计学分析。所有数据均用 ±s 表示，多组间比较进

行单因素方差分析，组间两两比较用 LSD-t 检验，

P<0.05 被认为差异有统计学意义。

2  结果

组蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 对 NKX2.5 基因

启动子区域的动态调控（图 1、2，表 1）： p300 和

PCAF 结合水平在心脏发育的不同阶段均具有时序

性。PCAF 结合水平在胚胎 16.5 d 组、新生 0.5 d 组、

新生 7 d 组均低于胚胎 14.5 d 组，差异有统计学意

义（P 均 <0.05）。p300 的结合水平在胚胎 16.5 d 组、

新生 0.5 d 组、新生 7 d 组均低于胚胎 14.5 d 组（P
均 <0.05），且新生 0.5 d 组和新生 7 d 组低于胚胎

16.5 d 组，差异有统计学意义（P 均 <0.05）。

图 1  四组胎鼠心脏组织 p300 结合水平电泳图

1500 bp

1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Marker 1 2 3 4 - + lnput

注：1：胚胎 14.5 d 组 (n=10)；2：胚胎 16.5 d 组 (n=10)；3：新生 0.5 d 组 

(n=5)，4：新生 7 d 组 (n=3)；－：阴性对照（正常鼠 IgG 免疫沉淀后的 DNA

片段扩增 ），+：阳性对照（RNA 多聚酶Ⅱ免疫沉淀后的 DNA 片段扩增 ），

Input：超声切割后未加抗体的 DNA 片段扩增

图 2  四组胎鼠心脏组织 p300/CBP 辅助因子结合水平电泳图

Marker 1 2 3 4 - + lnput

1500 bp

1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

注：同图 1

项目
胚胎 14.5 d 组

(n=10)

胚胎 16.5 d 组

(n=10)

新生 0.5 d 组

(n=5)

新生 7 d 组

(n=3)
p300 结合水平 0.231±0.033 0.063±0.021* 0.019±0.008* △  0.011±0.003*△

PCAF 结合水平 0.185±0.023 0.063±0.021*  0.019±0.008*  0.011±0.003*

表 1  四组胎鼠心脏组织 p300、PCAF 结合水平比较（ ±s）

注：PCAF：p300/CBP 辅助因子。与胚胎 14.5 d 组比 *P<0.05；与胚胎 16.5 d 组

比△P<0.05

NKX2.5 基因启动子区域的 H3K9ac 乙酰化水平

及 NKX2.5 基因 mRNA 表达水平（图 3、4，表 2）：
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H3K9ac 乙酰化水平及 NKX2.5 基因 mRNA 表达水平

在心脏发育的不同阶段均具有时序性。H3K9ac 乙

酰化水平在胚胎 16.5 d 组、新生 0.5 d 组、新生 7 d

组均低于胚胎 14.5 d 组（P 均 <0.05），且新生 7 d 组

低于胚胎 16.5 d 组，差异有统计学意义（P<0.05）。

NKX2.5 基因 mRNA 表达水平在胚胎 16.5 d 组、新

生 0.5 d 组、新生 7 d 组均低于胚胎 14.5 d 组，差异

均有统计学意义（P 均 <0.05）。

致心脏发育异常 [5]。但人类对正常心脏结构发育的

相关调控因素仍知之甚少。因此，深入探讨心脏的

发育规律及其相关调控因素具有十分重要的意义。

心脏的发育除受到遗传的影响，还受到表观遗传的

调控，表观遗传调控主要包括 DNA 甲基化、组蛋白

修饰（乙酰化、甲基化、磷酸化、泛素化等 ）。研究

发现，心脏发育基因 GATA4 转录后受到组蛋白乙

酰化、甲基化及磷酸化等共价修饰 [6]。我们前期研

究已证实心脏发育基因 GATA4 和 MEF2C 受到组蛋

白乙酰化调控 [7, 8]。研究发现 NKX2.5 等位基因低表

达出现右室双出口畸形，该基因完全缺失则会出现

流出道狭窄 [9, 10]，该基因突变与先天性房间隔缺损

关系密切 [11, 12]。由此可知该基因在心脏发育过程中

具有重要作用。研究证实心脏发育基因 NKX2.5 的

共价修饰受到组蛋白乙酰化调控 [13]。但哪些组蛋白

乙酰化酶参与了调控该基因的表达以及该基因在心

脏发育中的表达规律目前仍不十分清楚。

组蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 作为翻译后修饰

的关键酶被看作是基因表达的激活子或沉默子 [14]。

基因的转录活化状态通常与其启动子区域组蛋白乙

酰化水平息息相关，组蛋白乙酰化酶可以通过调控

相关基因启动子区域组蛋白乙酰化水平来开启或沉

默基因表达。小鼠心脏发育过程与人类心脏发育及

其相似。因此，本研究选取正常 C57BL/6 小鼠心脏

发育的几个关键时期作为研究时间点，来探讨小鼠

心脏发育过程中心脏发育基因 NKX2.5 乙酰化修饰

是否受到组蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 的调控以

及这些组蛋白乙酰化酶的调控是否具有一定的时序

性，同时分析 NKX2.5 基因启动

子区域组蛋白 H3K9ac 乙酰化水

平及其 mRNA 表达水平的变化

规律，从表观遗传学的全新角度

探讨心脏发育基因 NKX2.5 表达

的组蛋白乙酰化调控作用，为进

一步揭示表观遗传修饰在心脏发育异常中的作用以

及为早期防治先天性心脏病提供新的理论依据。

实验结果发现小鼠心脏发育的几个关键时间

点 NKX2.5 基因的组蛋白乙酰化修饰水平均不相

同，乙酰化水平高丰度表达是在胚胎 14.5 d，随着

心脏发育成熟，乙酰化状态逐渐下调，至出生时呈

现明显低表达，出生前后 NKX2.5 基因启动子区域

组蛋白 H3K9ac 乙酰化水平具有显著差异。这提示

分娩应激可能会对胎鼠心脏发育基因 NKX2.5 组蛋

白乙酰化修饰状态产生重要影响。此外，本研究还

图 3  四组胎鼠心脏组织 H3K9ac 乙酰化水平电泳图

Marker 1 2 3 4 - + lnput

注：同图 1
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图 4  四组胎鼠心脏组织 NKX2.5 基因信使核糖核酸表达水平电泳图

注：同图 1

Marker 1 2 3 4
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项目
胚胎 14.5 d 组

(n=10)

胚胎 16.5 d 组

(n=10)

新生 0.5 d 组

(n=5)

新生 7 d 组

(n=3)
H3K9ac 乙酰化水平 0.119±0.020 0.098±0.014* 0.074±0.010*     0.045±0.014* △ 

NKX2.5 基因 mRNA 表达水平 1.000±0.130 0.701±0.181* 0.502±0.159*     0.529±0.131*

表 2  四组胎鼠心脏组织 H3K9ac 乙酰化水平及 NKX2.5 基因 mRNA 表达水平比较（ ±s）

注：mRNA：信使核糖核酸。与胚胎 14.5 d 组比 *P<0.05；与胚胎 16.5 d 组比△P<0.05

 3  讨论

先天性心脏病是人类出生缺陷的首位原因，我

国每年有近 15 万的先天性心脏病患儿出生，随着女

性对酒精、毒品、烟叶等物质滥用的增加，该病的

发病率还在逐年上升，严重影响了儿童健康。心脏

发育基因的顺序激活与正常表达是构建完美心脏的

生物学基础。遗传和环境以及二者的相互作用都参

与了心脏发育的调控，任何微小的变化都可能会导
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参考文献发现，NKX2.5 基因 mRNA 表达水平在心脏发育早

期呈高丰度表达，随着心脏发育成熟逐渐降低，且

与组蛋白 H3K9ac 乙酰化水平变化趋势基本一致，

表明组蛋白 H3K9ac 的乙酰化修饰状态可能是影响

NKX2.5 基因表达水平的关键因素之一，与相关报

道相一致 [15]。但是多种组蛋白乙酰化酶均可能参

与其乙酰化修饰，因此，进一步明确哪些组蛋白

乙酰化酶参与 NKX2.5 基因启动子区域的乙酰化修

饰将更有利于为该基因组蛋白乙酰化调控提供精

确的干预靶点。心脏表达的组蛋白乙酰化酶主要包

括 p300、PCAF、SRC1、CBP、GCN5 等 [16]。 这 些

组蛋白乙酰化酶均参与了胚胎发育和其他一些疾病

的病理生理过程。如 p300 作为一个激活子可以活

化 GATA4 基因的表达。但哪些组蛋白乙酰化酶参

与了 NKX2.5 基因的组蛋白乙酰化修饰仍不十分清

楚。因此，本研究运用染色质免疫共沉淀来探讨组

蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 对心脏发育基因 NKX2.5

启动子区域组蛋白乙酰化修饰的调控作用，同时明确

p300 和 PCAF 调控是否也具有动态修饰规律。实验结

果表明组蛋白乙酰化酶 p300 和 PCAF 均参与了 NKX2.5

基因启动子区域组蛋白乙酰化修饰，且修饰水平具有

一定的时序性。在小鼠心脏发育胚胎 14.5 d，p300 和

PCAF 在 NKX2.5 基因启动子区域表达量较多，且随

着心脏发育成熟，其表达量逐渐降低，至出生后维

持低表达。重要的是 p300 和 PCAF 在 NKX2.5 基因

启动子区域表达量的变化趋势与组蛋白 H3K9ac 乙

酰化水平基本相一致。这提示组蛋白乙酰化酶 p300

和 PCAF 是介导心脏发育基因 NKX2.5 表达的关键

调控因子之一。但是 p300 和 PCAF 之间是否具有协

同作用以及是否还有其他相关因素参与调控 NKX2.5

的表达仍需进一步研究证实。

总之，心脏发育相关基因的表达具有一定的时

空性。因此，全面了解心脏发育相关基因在心脏发

育不同时期的表达规律及其具体调控机制，才能从

真正意义上实现对先天性心脏病的防治，减少该病

的发生。同时也为进一步的基因治疗先天性心脏病

提供全新思路。
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病例 91 急性前壁、下壁心肌梗死，散步时发病，起

病即为心室颤动

患者，男性，52 岁。患者于 1984-03-30 与老

伴推着孙女小车在马路旁散步，约 3:30 pm 突然从

左侧摔倒，无抽搐、大小便失禁，当时脸色紫绀，

呼唤不应。发现无呼吸，正值一辆空的急救车路过，

即召唤停下，旁边有一公共汽车站有几个小伙子在

候车，主动协助将患者抬上急救车。呼吸、心跳完

全停止，在车上医生一直行胸外心脏按压。约 7 分

钟到达我院急诊室，为 3:40 pm。

到达时无呼吸、心跳。血压测不到，心电图是

一直线。立即心外按压，随即出现心室颤动。置入

气管插管，接好麻醉剂呼吸。立即非同步直流电除

颤。从 3:40 pm 至 3:58 pm，用 300~350 瓦秒，共除

颤 7 次。同时予用去甲肾上腺素 0.5 mg，肾上腺素

1 mg，阿托品 0.5 mg 和去甲肾上腺素；异丙基肾上

腺素、阿托品心内注射各 1 次，溴苄胺 250 mg 心内

注射 1 次，利多卡因 50 mg，4.2% 碳酸氢钠 100 ml

静脉推注，利多卡因静脉点滴维持。4:07 pm 恢复自

主呼吸，脉搏 104 次 /min，呼吸 21 次 /min，但血压

测不到。心电图示多源性室性心动过速，持续利多

卡因静脉点滴。静脉予用可拉明 0.375 两次，多巴

胺 20 mg 加入滴器小壶，并静滴维持。4:35 pm 恢复

窦性心律，血压升至 80/70 mmHg（1 mmHg=0.133 

kPa）。5:07 pm 心电图示频发室性早搏呈二联律，后

又转为多源性室性心动过速，经 3 次静脉推注利

多卡因 50 mg，使心律转为窦性节律，血压上升至

180~190/110~120 mmHg。将多巴胺稀释，血压降至

120~130/84~90 mmHg，升压药不能停，滴器小壶内

间断加参脉液，维持血压正常。血气分析：pH 7.372，

PaCO2 30.4 mmHg，PaO2 306.5 mmHg，HCO3
-8.9 

meq/L，BE-6.8 meq/L，SO2 98.8%。（麻醉机吸氧时），

呈代谢性酸中毒，继续根据血气分析结果给碳酸氢

钠。白细胞 16.20×109/L，中性粒细胞 82%，予以

谈医学生涯中部分难忘病例（四十九 ）
陈在嘉

抗生素预防感染。急诊查心电图 V2~4 导联 ST 段抬

高，Ⅱ、Ⅲ、aVF 导联深 Q 波，为急性前壁、下壁

心肌梗死。患者仍处于昏迷状态，因脑缺血时间过

长，一阵阵躁动。当夜一直在急诊室抢救。患者的

侄子是著名的相声演员，夜间在旁陪伴，见医护人

员救死扶伤很是辛苦，感叹说：“我原拟写讽刺医护

人员的段子，现在看法改变了，要写颂扬的作品 ”。

患者出院后他写了颂扬医护人员的文章刊载于北京

晚报上，此是后话。

于 1984-03-31 10:00 am 收入冠心病监护病房。

既往吸烟史 25 年，20 支 /d，饮酒多年，每次

1~2 两，每周 2~3 次。否认高血压，糖尿病。3 年

前患“气管炎，肺气肿”。近 3~4 年来劳累后出现心

前区闷痛，持续十余分钟，间断含服硝酸甘油。曾

诊为“冠状动脉供血不足”。

入病房查体：仍处于曚昽状态，唤之有反应。

体温 38℃，心律齐，心率 90 次 /min，无器质性杂音。

两肺呼吸音粗，未闻湿性啰音，生理反射存在。4:45 

pm 插入 Swan Ganz 漂浮导管，观察肺动脉舒张压，

心排血量，以便调节液体输入量。7:00 pm 神志清

楚，但有时答非所问。自主呼吸平稳，血压 100/80 

mmHg，心率 85 次 /min，拔出气管插管，肺部无

干湿啰音。 

实验室检查：血常规：血红蛋白 116 g/L，红

细胞 3.78×1012 /L，白细胞 11.80×109/L，中性粒

细胞 79%，淋巴细胞 21%。尿常规：蛋白（±），糖

（-），白细胞 6~7/hp，红细胞 0~2/hp。便常规正常。

血天冬氨酸转氨酶 391 μg 丙酮酸 /ml，谷丙酸转氨

酶 472 μg 丙酮酸 /ml，肝炎伴随抗原（-），血 K+4.1 

mmol/L，Na+144.0 mmol/L，CL-103.4 mmol/L。血

糖 5.55 mmol/L，总胆固醇 5.75 mmol/L，尿素氮 7.91 

mmol/L，二氧化碳结合力 34.61 mmol/L。

入院后第 2 天开始用肝素 1 周，后改用华法林

抗凝。抗菌药物预防感染，盐酸美西律片预防心律

难忘病例
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失常。因有时有室性早搏，换用胺碘酮，室性早搏

消失，血压、心律、呼吸平稳。一直予用细胞色素 C，

辅酶 A，三磷酸腺苷，吡拉西坦片，维生素 B、维

生素 C 等药，情况日见好转。一周转普通病区，两

周时除记忆力稍差外神智已接近正常。

6 周查 X 线心脏相：肺纹理大致正常，主动脉

结较宽，心腰平直，各房室不大，心胸比率 0.49，

记波无异常。超声心动图：主动脉及左房径略偏宽，

室间隔厚度在正常上限至轻度增厚，左室下壁运动

弱，回声偏强，余无发现。左心室功能检查（113’m 

In- 输铁蛋白 ）：静态左心射血分数为 0.61，在正

常范围。心电图Ⅱ、Ⅲ、aVF 导联 Q 波仍较深，ST

段回等电位线，T 波低平。V1 为 QS 型，V2 呈 rS 型，

V3~4 均为 RS 型，ST 回等电位线，T 波由倒置回到

低平，符合急性心肌梗死衍变。

患者无不适，血压 110/70 mmHg，心律齐，心

率 70~80 次 / 分。肺清朗，下肢不肿。于 1984-06-

02 出院带药，硝苯地平 5 mg Tid，胺碘酮 0.1 Bid。

出院后情况好，一直服用硝酸异山梨酯、硝苯

地平、盐酸美西律片、复方丹参。1988-05-21 出差

去山西途中，旅途辛劳及开会紧张，为预防心绞痛

发作，自含硝酸甘油 2 片，几秒钟感头晕，随即意

识丧失，半分钟自行恢复，当地医生检查未发现异

常，10 天后回京在我院检查为急性心内膜下壁梗死

（第 2 次梗死 ），无并发症，住院 18 天后出院。除

原用的药外加服阿司匹林和抗栓丸，出院后情况平

稳。1991-09-22 因劳累后胸痛频繁发作，2~3 次 /d，

最长持续半小时，休息亦可发作。1984-09-28 上午

骑车两站路，背痛呈压榨样，伴出汗，含硝酸甘油

3 次方缓解。下午疼痛持续始来本院急诊。1991-

09-29 入院诊断急性前壁心内膜下梗死（第 3 次梗

死），住院 22 天出院。服药同上次出院。1991-11-

18 夜间睡眠中突然憋醒，呼吸困难，伴大汗，无

心前区疼痛。含硝酸甘油不见效，测血压 165/130 

mmHg。含硝苯地平 10 mg，喘憋稍缓解，送我院

急诊，诊为急性左心衰竭，心电图 V1~5 导联 ST 段

抬高，血清酶尚在正常范围，诊为急性前壁心肌梗

死（第 4 次梗死）。发病第 4 天排便时摔倒，神志不清，

抽搐，为心室颤动，除颤 20 余次，药物，临时起搏，

抢救不成功，1991-11-22 死亡。

患者第 1 次在路上发病，幸运的是正好有一辆

路过的急救车，约在发病 3 分钟后实施了心脏按压，

心脑得以恢复。如无院外抢救，即使心跳恢复，脑

缺氧过长也成植物人。在公众中培养急救知识，能

当场实施心外按压等的初步措施，对挽救猝死患者

至关重要。救治后又活了 7 年多，按现代二级预防

及治疗可能延长患者生命更长，开展冠状动脉介入

治疗或旁路移植术后治疗手段会更多。患者最后一

次住院时发生心室颤动，未能急救成功，所不同的

是第 1 次为原发性心室颤动，院外已开始抢救，后

1 次是在发生 4 次心肌梗死，并发急性左心衰竭后

继发性心室颤动，虽然在医院，治疗效果差，心脏

未能恢复窦性心律，心电起搏刺激仅有心电信号，

心脏无收缩功能，抢救未成功。
 （收稿日期：2015-01-08）

 （编辑：许菁 ）
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冠状动脉旁路移植术后并发肺炎的研究进展

林丽珠 * 综述， 敖虎山审校

1  冠状动脉旁路移植术（CABG） 后并发肺炎的发生率

Kinlin 等 [2] 对 1 7143 例 CABG 术后患者进行研究发现，

除去由于误吸引起的肺炎外，有 361 例患者发生肺炎，发生

率是 2.11%。Shih 等 [3] 对 20 896 例 CABG 术后患者进行研究

发现，共有 644 例患者发生了肺炎，发生率是 3.1%。LaPar

等 [4] 观察的 55 167 例 CABG 术后患者肺炎的发生率是 3.70%。

在不排除一些引起肺炎的明显的诱因的情况下，肺炎的总

体发生率是比较高的。Vogel 等 [5] 则对 87 318 例 CABG 术后

患者发生感染的几率按照延期手术时间的长短进行分类 : 延

期 0 天的感染发生率是 5.73%（肺炎发生率在 2.10%~2.20%

之间 ）；延期 1 天的感染发生率是 6.68%（肺炎发生率在

2.70%~2.80% 之间 ）；延期 2~5 天的感染发生率是 9.33%（肺

炎发生率在 3.20%~3.30% 之间 ）；延期 6~10 天的感染发生率

迅速上升至 18.24%（肺炎发生率在 6.70%~6.80% 之间 ）。

2  CABG 术后肺炎的诊断标准

CABG 术后肺炎属于医院获得性肺炎（HAP）中的一种，

即患者入院时不存在，也不处于潜伏期，而于入院 48 h 后在

医院内发生的肺炎，HAP 中有 80% 左右是由于呼吸机引起

的肺炎，也就是呼吸机相关性肺炎 ( VAP )。CABG 术后患者

容易发生 VAP（3.2%~8.3%），但是由于 CABG 术后患者一

致性的临床体征，如发热、白细胞增多和难以解释的异常胸

部 X 线检查结果，导致对于 CABG 术后患者这一类特殊人群

的 VAP 的诊断并不容易 [6]。目前临床医生对于 CABG 术后肺

炎的诊断主要是根据典型的临床症状和体征，如咳嗽、咳痰、

体温 >38.3℃、白细胞增多等，并且符合下列检查中的一项：

术后 48 h 胸部 X 线检查发现术前并不存在的新的肺部炎症浸

润灶；痰或气管支气管分泌物培养阳性； 拔管困难 [2, 7, 8]。但

也有某些专家将疾病控制中心 ( CDC ) 中关于肺炎的诊断标准

应用于 CABG 术后患者肺炎的诊断 [6，9]，最终的结论是专家

们认为 CDC 严格的诊断标准将心脏手术后一些正常的反应误

认为是肺炎发生的一个诊断指标，从而导致肺炎的假阳性率

摘要 冠状动脉旁路移植术（CABG）目前已成为常规的心脏外科手术之一，全球每年超过一百万冠状动脉粥样硬化

性心脏病（CAD）患者接受 CABG。但这类患者在接受 CABG 后极易诱发肺部并发症，如肺炎、肺不张和胸腔积液 [1]。

这不仅延长了患者的住院时间，增加了国家或个人的财政负担，并且使患者的死亡危险因素增加。本文就 CABG

后并发肺炎可能的危险因素分析和预防处理措施作一综述。

关键词  冠状动脉旁路移植术；肺炎

提高了。CABG 术后患者是一个特殊的群体，经过体外循环

后白细胞激活，术后白细胞计数增多、发热、呼吸道分泌物

增多和异常的胸部 X 线检查结果也可以发生于正常患者 [6]。

因此 CDC 的诊断标准不能常规用于 CABG 术后患者，只适合

于临床医生对于肺炎诊断存在困难的情况下参考使用。对于

CABG 术后肺炎的诊断，临床上并没有一个统一的标准，是

否应该将 CDC 里的诊断标准重新修改以制定出适合 CABG 术

后患者肺炎的诊断仍有待探讨。

3  CABG 术后患者发生肺炎的围手术期危险因素

体重指数 ( BMI ) ：大多数学者的观点认为肥胖是导致

感染的一个重要的因素，因为肥胖影响人体的免疫系统，

改变了抗菌药物的药代动力学和机体对病毒的反应性 [10]。

Montazerqhaem 等 [11] 的研究中发现 BMI>30 kg/m2 这一组患者

中有 5.3% 的患者发生了肺炎，而 BMI<20 kg/m2 这一组患者

中无一例发生肺炎。Kayani 等 [7] 也认为 BMI>30 kg/m2 增加

术后感染的发生率。但是 Kinlin 等 [2] 的研究中发现 BMI<18.5 

kg/m2 也使 CABG 术后发生肺炎的危险性增加。产生这样的分

歧，不仅与学者研究侧重点和选取的样本量不同有很大的关

系，而且低体重患者本身存在一定程度的营养不良或是可能

合并 其他慢性消化性疾病，从而增加术后肺炎发生率。

吸烟：吸烟危害健康是不争的医学结论，吸烟增加术后

肺部感染，将吸烟列为 CABG 术后肺炎发生的一个独立危

险因素，这在很多文献中均有报道 [2，12，13]。Saxena 等 [8] 将

21 486 例施行 CABG 手术患者的吸烟状态分为三组进行研究

分析，无吸烟组 7 023 例、戒烟组 11 183 例、吸烟组 3 290 例，

三组肺炎的发生率依次是 3.2%、4.5%、7.0%，吸烟组 CABG

术后肺炎的发生率远远高于其他两组，吸烟是肺炎发生的一

个独立危险因素。孙海宁等 [14] 通过研究发现吸烟组与不吸烟

组比较术后肺部并发症发生率高（3.2% vs 1.6%），呼吸机辅

助时间增加（8 h vs 6 h），

种族：种族影响 CABG 术后并发症，这在种族歧视国家
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显得极其重要，受歧视的种族生活条件、文化素养和医疗条

件均是有限的。Vogel 等 [5] 在一篇关于延迟择期手术对术后

感染并发症的影响中明确指出黑人和西班牙裔美国人与白种

人相比，更加容易被延迟手术治疗，随着手术日期的延长，

术后肺炎的发生率也就明显增加。Michael 等 [15] 等经过研究

分析得出这样的结论：非洲裔美国人比白种人术后更容易并

发肺部并发症。种族问题并不是适合所有地区，这在特定的

国家特定的历史背景条件下才能作为 CABG 术后肺炎发生的

独立危险因素。

其他危险因素：其他相关因素包括年龄、性别、糖尿病、

高血压、机械通气时间等。Kinlin 等 [2] 在研究中明确列出了

CABG 术后发生肺炎的 13 个独立危险因素：BMI<18.5 kg/m2、

吸烟史、生活水平低下、癌症病史、慢性阻塞性肺疾病、加

拿大心血管学会评分≥ 3 分、选取乳内动脉作为移植血管、

急诊手术、血清肌酐水平 >1.2 mg/dl、经皮冠状动脉成形术后、

输血、术前使用万古霉素、机械通气时间超过 1 天。另有一

组研究结果表明高龄、男性、BMI>30 kg/m2、糖尿病、外周

血管病、术前肾功能不全、不稳定性心绞痛、急诊手术、主

动脉阻断时间 >80 min 是 CABG 术后感染的危险因素 [7]。年

龄大于 70 岁、咳嗽咳痰、糖尿病史、吸烟史（直至术前 8 周 ）

也是导致 CABG 术后发生肺部并发症的独立危险因素 [12]。高

血压病史、血管外科手术后、急诊手术、术后房颤、术中和

术后使用正性肌力药物的种类、重症监护病房（ICU）监测期

间输注新鲜冰冻血浆、在 ICU 停留的时间均是 CABG 术后发

生肺炎的独立危险因素 [16]。甚至因为术中中转体外循环和低

血清蛋白血症患者增加术后机械通气时间，由此推断出术中

中转体外循环和低血清蛋白血症患者是 CABG 术后肺炎发生

的一个间接的独立危险因素 [11, 17]。另外术后疼痛也是一个极

其危险的因素，特别是心脏手术患者，因为疼痛限制了患者

进行有力的咳嗽和咳痰，导致分泌物沉积于肺部，进而发展

为肺部感染和肺不张 [18]。急诊手术因为术前准备不充分，是

大家公认的危险因素。另有一些特殊的危险因素值得我们继

续探索研究，如主动脉阻断时间、ICU 停留时间、新鲜冰冻

血浆的输注量、术中术后正性肌力药物的应用等。

4  CABG 术后肺炎的防治

术前戒烟和呼吸肌训练：吸烟是影响 CABG 术后肺部并发

症，尤其是肺炎发生的一个重要因素，虽然吸烟并不是进行手

术麻醉的禁忌证，但仍应该鼓励患者术前至少戒烟 6 周 [8]。有

研究结果表明吸烟组特别是未戒烟患者术后早期肺部并发症

发生率明显增加，呼吸机辅助通气时间明显延长，术前戒烟

1 个月以上的患者，肺部并发症发生率明显下降，戒烟有助

于缩短呼吸机使用时间，减少 CABG 术后早期肺部并发症的

发生 [19]。术前进行吸气肌训练，可预防 CABG 术后患者肺泡

萎陷，改善患者的肺功能，提高手术耐受性，减少术后肺部

并发症的发生率 [20，21]。

术后呼吸理疗：呼吸理疗被广泛的用于预防肺部并发症

的发生，常用的呼吸理疗方式是刺激性肺活量测定法 ( IS ) 和

呼气相气道正压法 ( EPAP ) [1]，这两种呼吸理疗方式有利于

肺的膨胀和促进萎缩的肺小泡再度膨胀，预防和减少肺部并

发症的发生。Haeffener 等 [22] 将 IS+EPAP 用于 CABG 术后患

者的一项临床对比观察中，并在 1 周和 1 个月后进行最大吸

气压和肺功能检查，6 min 步行试验和胸部 X 线检查，发现

IS+EPAP 的呼吸理疗方式能明显改善肺功能和提高 6 min 步

行距离，减少术后肺部并发症的发生。Ferreira 等 [1] 则进行了

更加长期的追踪调查，同样是将 IS+EPAP 用于 CABG 术后患

者，8 个月后进行呼吸肌强度、功能性能力评估、肺功能检查、

生活质量和体力活动水平的对比，结果显示 IS+EPAP 组在呼

吸困难程度、6 min 步行距离和生活质量方面明显优于对照组。

CABG 术后患者使用 IS+EPAP 的呼吸理疗方式，其效果对于

短期和长期来说都是有利的，只是两位学者选择的病例数过

少，还需要更大样本的随机对照研究。气管拔管后，预防性

使用经鼻持续气道正压通气（nCPAP）的方式，也称为自主呼

吸下的呼气末正压，在自主呼吸的情况下，通过鼻罩增加咽

腔内的正压来对抗吸气负压，防止气道塌陷，保持上呼吸道

开放，能够明显改善心脏手术后动脉氧合，减少肺部并发症

的发生率 [23，24]。

药 物：术 前 使 用 他 汀 类 降 血 脂 药 物， 可 以 明 显 降 低

CABG 术后感染的发生率，降低肺炎的发生率和肺炎的严重

程度 [25，26]，可能是由于他汀类药物的免疫调节作用，抑制了

炎症的级联反应 [6]。他汀类药物具有免疫调节作用，抗炎，

抗氧化和抗细胞凋亡等多重效应，虽然其在降低 CABG 术后

肺炎和败血症方面在统计学上并没有显示出明显差异，但是

它能够明显改善肺炎和脓毒血症患者的预后和转归 [7，27，28]。

围手术期预防性应用相对广谱、杀菌活性强、安全及价廉的

抗生素，可以明显减少术后感染的发生 [29]。采用合适的麻醉

性镇痛药或患者自控镇痛方式消除和减轻 CABG 术后患者的

疼痛，可以改善患者呼吸幅度，保持肺泡膨胀，促进患者咳

嗽咳痰，有助于防止肺不张和肺部感染 [30-32]。

降低炎症反应：术前使用他汀类药物抑制炎症的级联反

应，术中使用白细胞过滤器去除白细胞等等均能够明显降低

体外循环后的炎症反应。有研究结果表明白细胞过滤器通过

机械阻滞和吸附的原理优先去除有活性的白细胞 [33-35]，降低

体外循环后全身性炎症反应，减少抗炎因子的释放，从而减

轻炎症因子对肺部的损伤。虽然白细胞过滤器的使用并不能

降低 CABG 术后肺炎的发生率和死亡率，不能缩短住院时间，

但是能够降低氧合指数（PaO2/FiO2）的下降程度，并能在术后

24 小时逐渐改善肺的氧合，较快脱离呼吸机 [33]。

CABG 术后肺炎的发生增加患者的死亡率，增加住院费

用，但对于其发生的危险因素和防治还有待进一步研究。如

何通过早期综合预防肺炎的发生，提高肺炎的诊断率，分析

诱发因素，个体化治疗是目前研究的重点。
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微小核糖核酸在急性心肌梗死诊断和治疗中作用的研究进展 

唐宇宁、彭瑜综述，张钲审校

微小核糖核酸（miRNA）是一类大小为 19~25 个碱基的内

源性非编码小 RNA 分子，研究表明编码蛋白的基因总数不到

3 万个，而非编码 RNA 基因约占整个人类基因组的 98%，其

中编码的 miRNA 超过 1 000 种，负责调控哺乳类动物编码基

因的 30%[1]。探讨 miRNA 在人类疾病中作用的研究始于白血

病，其后对肿瘤、糖尿病以及免疫系统疾病均有研究。近年来，

miRNA 在心血管领域尤其是对急性心肌梗死（AMI）调控作用

的研究取得了很大进展 [2, 3]。

1  微小核糖核酸在急性心肌梗死发病机制中的作用

miR-1 和 miR-133 主要通过调节细胞凋亡来影响 AMI

发病过程中心肌细胞的存亡。多项研究表明，这两种 miRNA

在 AMI 发生后短期内即持续显著升高。miR-1 是一类肌细胞

特异性 miRNA，过度表达时可通过抑制下游增殖相关靶基

因如 RasGAP、Cdk9 和 Rheb 的表达，进而抑制心室肌细胞

增殖。Xu 等 [4] 在氧化应激诱导的 H9c2 大鼠心室肌细胞中发

现，miR-1 促凋亡而 miR-133 抑制凋亡。miR-1 的靶点为热

休克蛋白（HSP）60 和 HSP70 基因的 3' 非翻译区，它能降低

HSP60 和 HSP70 蛋白水平，但不改变其转录；miR-133 在整

个 Caspase-9 基因序列中可能有多个靶位点，在蛋白和信使

核糖核酸（mRNA）水平都能抑制 Caspase-9 的表达，这可能

是细胞调节凋亡与存活的机制之一。研究显示，当心肌细胞

处于促凋亡（如缺血和氧化应激 ）环境时，miR-1 水平会病理

性升高。

miR-499、miR-208a 和 miR-208b 在 不 稳 定 性 心 绞 痛

和 AMI 发生时也显著增高。miR-499 是由 β- 肌球蛋白重链

基因 Myh7b 的 19 内含子编码的。基因敲除研究显示，miR-

499 和另一个心肌 miRNA——miR-208b 功能相似，都通过激

活缓慢肌纤维基因和抑制快速肌纤维基因来调节肌球蛋白

的表达，且两者均受 miR-208a 的调节 [5]。转基因过表达

研究发现，miR-499 能通过靶向调节亲肥大磷酸酶来发挥

心肌保护作用 [6]，也能调节早期应激反应基因而使心脏功

能障碍 [7]，因此，miR-499 在心脏中的功能和它的调节基

因表达的后果，目前还不清楚。人类肌肉富含 miR-1、miR-

摘要  近年来，随着分子生物学研究方法的飞速发展，急性心肌梗死（AMI）的机制研究在分子生物学水平取得了

长足的进展。研究发现，微小核糖核酸（miRNA）表达异常在 AMI 发病过程中发挥了重要作用，并可能是 AMI 早

期诊断的标志物以及潜在的治疗靶点。本文将重点介绍几种与 AMI 发病关系密切的 miRNA，并将近年来 miRNA

作为 AMI 诊断标志物和治疗靶点的研究进展做一综述。

关键词  微小核糖核酸；标志物；急性心肌梗死

133a 和 miR-499， 而 miR-208 为 心 肌 特 异 表 达 的 miRNA，

且在激素调节的心肌生长中起重要作用。miR-208 来自于心

肌特异 α- 主要组织相容性复合体（MHC）基因 mRNA 前体的

第 27 个内含子。因此，位于内含子中的 miRNA 与其宿主基

因由于来源于同一个转录本而有着相似的表达谱。研究者通

过基因芯片分析心脏条件性 miR-208 敲除小鼠模型后发现，

miR-208 可能通过抑制正常心脏中不表达的快骨骼肌收缩蛋

白基因来维持心肌细胞的收缩表型。进一步研究显示，在应激

状态下，miR-208 通过抑制靶基因甲状腺素受体相关蛋白 1 的

表达从而调控心肌肥厚、纤维化以及 β-MHC 的表达。因此，

α-MHC 不仅仅只是心肌收缩蛋白，它还包括一个能够调控

激素刺激的心肌生长和基因表达的 miRNA。

作为 miRNA 中的一员，Let-7g 能够调节转化生长因子 -β

（TGF-β）来对内皮细胞发挥保护性作用，同时可以抑制内皮

细胞和平滑肌细胞摄取氧化型低密度脂蛋白，进而抑制动脉

粥样硬化（AS）的发展。在体外实验中，Let-7g 能抑制内皮细

胞炎症，并通过下调 TGF-β 来抑制纤溶酶原激活抑制剂 -1

（PAI-1）的表达，同时可增加同源基因的表达来降低内皮细胞

的敏感性；在活体内，给高血脂的载脂蛋白 E 基因敲除小鼠注

射 Let-7g 抑制剂会增加 TGF-β 诱导的基因（包括 PAI-1 基因）

在血管内的表达，增强巨噬细胞在颈动脉的渗透性，并导致颈

动脉内膜中层增厚；腔隙性脑卒中患者的血清 Let-7g 低水平与

血浆 PAI-1 高水平有关。由此推论，Let-7g 可能是内皮细胞

炎症的关键内生抑制剂，当缺乏 Let-7g 时，内皮细胞获得促

炎性表型，引发血管损伤并激活血小板 [8]。

2  微小核糖核酸在急性心肌梗死诊断中的作用

血清 miRNA 被认为是一种理想的诊断标记物，因其与

血浆中的囊泡、高密度脂蛋白胆固醇、Ago2 蛋白以及核仁磷

酸蛋白 1 等形成复合物，或存在于凋亡小体中而十分稳定，

能承受住反复的冻结—融解循环，并能抵抗核糖核酸酶的降

解 [9]，且血浆中 miRNA 水平不受临床相关因素的影响，如年龄、

性别、体重指数、肾功能、收缩压以及白细胞计数等。此外，

血清 miRNA 具备标志物的大多数特点：无创检测、高敏感度
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和特异度、病变早期即可检测到、随病变程度有时间性的改

变、半衰期长且检测迅速等。

Liebetrau 等 [10] 对肥厚型梗阻性心肌病患者采用经冠状

动脉的室间隔肥厚消融术，得到了冠状动脉闭塞后循环中

特定 miRNA 的出现时间。在冠状动脉闭塞后仅仅 15 min，

miR-1 和 miR-133 浓度就开始上升，且在 74 min 达到平台期，

这可能能为非 ST 段抬高型心肌梗死（NSTEMI）的早期识别作

出贡献。Wang 等 [11] 用反转录—多聚酶链式反应检测了 AMI

患者在发作 24 h 和 6 d 后的全血和血浆中 miR-133 和 miR-

328 水平，发现这两种 miRNA 在 AMI 患者血浆中的水平均

显著高于正常对照组人群。另一研究发现，STEMI 患者体内

miR-1、miR-133a、miR-133b 和 miR-499-5p 会 迅 速 上 调，

其中 miR-133a 最显著，与对照组相比升高了 140 倍 [12]。 有

研究表明，miR-133a 在 STEMI 患者体内浓度升高与大面积心

肌梗死、心肌再灌注损伤以及心肌挽救减少有关 [13]。miR-1、

miR-133a 和 miR-133b 升高和达峰时间与心肌肌钙蛋白 I 同

步，miR-499-5p 则稍微滞后，在发病第 5 d 时 miR-1、miR-

133a、miR-133b、miR-499-5p 和 miR-375 都恢复到正常水平，

而 miR-122 直至第 30 d 仍未恢复 [14]。

miR-1、miR-133a 和 miR-208a 能 在 AMI 发 生 4 h 内

持续性升高，在心肌肌钙蛋白 T 前达到高峰，先于传统标

志物。miR-208a 尤其适合作为标志物，因为它是心脏特异

的，在健康人群和非 AMI 患者血浆中为阴性，而在 AMI 患

者中检出率高达 90.9%，而 miR-1、miR-133a、miR-133b、

miR-208b 和 miR-499 在不稳定性心绞痛和 AMI 患者中均

可检测到。在冠状动脉闭塞 1 h 后，miR-208a 即显著升高

并可检出 [15]。因此，miR-208a 对 AMI 的诊断具有较高的敏

感性和特异性。此外，有研究者比较了 NSTEMI 老年患者和

急性心力衰竭但不伴有 AMI 的老年患者血浆中 miRNA 水平，

结果发现，NSTEMI 患者血浆中 miR-1、miR-21 和 miR-133a

显著高于正常对照人群，且 miR-21 和 miR-499-5p 水平显

著高于急性心力衰竭组，其诊断的精确性高于高敏心肌肌钙

蛋白 T。

Vogel 等 [16] 研 究 了 全 基 因 组 miRNA 的 动 力 学 改 变，

发现有多种 miRNA 可能是 AMI 的标志物，提示我们或可用

一组 miRNA 来作为 AMI 诊断标志物，如联合检测 miR-1、

miR-133a、miR-133b 和 miR-208a，以提高准确性。未来

需要更多的研究来确定哪些 miRNA 在早期诊断方面可优于

肌钙蛋白，尤其是在肌钙蛋白边界性升高、心电图改变和

症状不典型的患者，以及 AMI 的排除诊断。然而，miRNA

的靶作用具有多效性，它的特异性到底能否优于高敏心

肌肌钙蛋白，目前还未可知。用外周血 miRNA 作诊断标

志物还有许多问题亟待解决，如抗凝药和抗血小板药物对

miRNA 的干扰；此外，miRNA 在血清、血浆和全血中均稳

定存在，但在 RNA 分离和多聚酶链式反应定量分析中会

逐渐减少，有学者认为血清可能是最适样本，因为血清可

以避免白细胞导致的偏倚；另一个重要的问题是，miRNA

的检测技术需要标准化，有研究用 miR-17 来标化样本 [12]，

然而另有研究表明 miR-17 在急性冠状动脉综合征患者体

内也有升高 [17]，且已知 miR-17-92 簇受局部缺血和炎症

因子的调节，因此 miR-17 用于标化的准确性也有待商榷。

此外，多聚酶链式反应技术也是限制 miRNA 应用的一个

重要方面，miRNA 序列的扩增依靠寡核苷酸，然而扩增

时如果滴定不当可能导致伪影，数字多聚酶链式反应能相

对提高 miRNA 定量的精确度。最后，以目前的技术水平，

miRNA 的分离以及随后的反转录—多聚酶链式反应定量仍

需大量时间，要使 miRNA 广泛用于临床，需迅速有效得

出结果，即最好能在床旁检测。

关于 miRNA 能否作为 AMI 的预后指标，目前知之甚少。

有研究检测了 AMI 患者的 6 种肌肉中富集的 miRNA，发现

与稳定性心绞痛患者相比，AMI 患者的 miR-1、miR-133a

和 miR-208b 水平显著升高；单因素分析揭示，miR-133a 和

miR-208b 水平与死亡风险显著相关 [18]。但是，经高敏心肌

肌钙蛋白 T 调整后并未发现独立的预后意义。

3  微小核糖核酸在急性心肌梗死治疗中的作用

心脏 miRNA 能够影响细胞死亡、心肌电生理功能、心

肌原始细胞增殖和分化、血管生成以及细胞外基质成分，因

此，针对 miRNA 的治疗能够为改变 AMI 的病理生理过程

提供机会。以 miRNA 为靶点设计药物，补充表达下调的

miRNA 或抑制过多表达的 miRNA，将可能有效阻止 AS 的进

展，同时也为 AMI 治疗带来新希望。如前文中提到的，既然

Let-7g 能抑制内皮细胞炎症，Let-7g 类似物很可能对 AS 发

挥治疗作用。此外，在载脂蛋白 E 敲除的小鼠体内，miR-

181b 能抑制炎症和 AS，miR-146 也可抑制内皮炎症激活，

故而补充 miR-181b 或 miR-146 也可能起到抑制 AS 的作用。

miR-1 促凋亡而 miR-133 抑制凋亡，这提示 miR-1 和 miR-

133 的相对水平比绝对水平更重要：升高 miR-1 和（或 ）降

低 miR-133 水平有利于细胞凋亡，减少 miR-1 和（或 ）增高

miR-133 水平有利于存活 [4]，调节 miR-1 与 miR-133 的相对

水平，也可起到提高心肌细胞存活率的作用。

miRNA 在治疗方面的探索主要通过过表达和抑制途径 ,

使用病毒载体生产 miRNA 以及寡核苷酸 miRNA 类似物的研

究仍在进行。与之相比，用反转录方法来抑制基因表达的研

究更为成熟：通过化学修饰作用，提高 miRNA 拮抗剂（反义

寡核苷酸 ）与 miRNA 的亲和力，并获得核酸酶抵抗性、蛋白

结合能力（硫代磷酸酯主链连接 ）和细胞摄取能力（2'-O- 甲

基 - 胆固醇 - 共轭 ）。锁核酸是 8 个或 15 个碱基的反义分子，

具有 2' 修饰的糖基（2'- 氟和 2'-O- 甲氧基乙基 ），使其对靶

序列的亲和力明显升高。但有报道提出，锁核酸能诱导补体

级联反应、激活固有免疫并有肝毒性 [19]。

由于 miRNA 靶作用的多效性，它们对人体的调节作用

是不可预估的，还有诸如 miRNA 类似物的精确调节、根据不

同个体危险因素的 miRNA 拮抗剂的生产等多个问题并未解

决，对其进一步研究将丰富我们对心血管生理和疾病的认识，

并推动和拓展心血管疾病的治疗思路和方法。

4  小结与展望        

miRNA 在 AMI 发生过程中发挥重要作用，但尚需更多

研究来深入探讨 miRNA 的作用范围、对 miRNA 活性的干预

措施的安全性，以及这些基础研究在具体疾病中的实际应

用价值。同时，由于目前临床研究中所纳入研究样本量过

小，很可能产生偏倚，故需要更多更大样本量的临床研究来

鉴别多样化的 miRNA 在心血管疾病中的特异表达，为 AMI

的诊断和预后提供理想的分子标志物，并探索如何通过调节

miRNA 水平来达到治疗的目的。
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瓣膜内皮细胞在钙化性主动脉瓣疾病发病过程中的作用研究现状

刘汉凝、孙骋*综述，郑哲审校

心脏瓣膜疾病是一类常见的心脏疾病，主要表现为心脏

瓣膜的狭窄或关闭不全以及由此引起的血流动力学改变而造

成的心脏、肺血管等器官的病变。在美国，瓣膜性心脏病的

患病率达 2.5%[1]。瓣膜性心脏病主要包括先天性瓣膜病和获

得性瓣膜病（成人瓣膜病 ）。成人瓣膜病根据病因不同，主要

分为风湿性瓣膜病和退行性瓣膜病。流行病学研究表明，上

世纪 50 年代以前，在全球范围内成人瓣膜病以风湿性瓣膜病

为主；50 年代以后，成人瓣膜病的病因出现了明显的地区差

异 [2]。在发达国家，随着卫生条件的改善和抗生素的广泛应用，

风湿性瓣膜病的数量逐渐减少，而退行性瓣膜病成为成人瓣

膜病的主要病因。有调查显示，欧洲地区的瓣膜病患者中，

有 63% 是退行性瓣膜病，22% 是风湿性瓣膜病 [3]。在发展中

国家，风湿性瓣膜病发病率仍然较高。在亚洲地区，每年约

有 35~50 万人死于风湿性瓣膜病 [4]。据《中国心血管病报告

2012》，我国风湿性心脏病患者数量高达 250 万人 [5]。而随着

人口老龄化的加剧和生活及卫生条件的进一步改善，发展中

国家尤其是我国成人瓣膜病的主要病因也逐步由风湿性转为

退行性。

退行性瓣膜病是一类由于结缔组织形态变化引起瓣膜结

构改变，进而导致瓣膜及其附属结构正常功能受损的非感染

性瓣膜疾病，主要表现为主动脉瓣的增厚和钙化。过去认为，

退行性瓣膜病是一种与年龄相关的退行性病变，近年来，越

来越多的研究表明，退行性主动脉瓣疾病是一个主动的病理

生理过程，包括慢性炎症、脂质沉积以及钙化等一系列的改

变 [6]。所以，近年来更倾向于将“退行性主动脉瓣疾病 ”称为

“钙化性主动脉瓣疾病 ”。国内学者报道目前我国老年人群中，

瓣膜钙化的超声检出率为 8.1%~48.5%[7-9]。一项对社区老年

人钙化性瓣膜病五年的纵向研究结果表明，2011 年 60 岁以

上老年人钙化性瓣膜病为 15.6%，较 2005 年的 13.4% 有明显

上升 [10]。目前，瓣膜病的治疗主要依赖于外科修复和置换，

治疗成本高，由此带来的社会经济负担大。探索瓣膜病的发

摘要  心脏瓣膜病是一类重要的心脏疾病，其发病病因近半个世纪发生了很大的变化。目前退行性瓣膜病的发病

率逐渐升高，钙化性主动脉瓣疾病是退行性瓣膜病的最重要的表现之一。瓣膜内皮是瓣膜组织中直接接触血流的

细胞，在瓣膜疾病的发病过程中扮演重要的角色。血流剪切力作用于瓣膜内皮细胞，使其形态、基因表达发生相

应地变化，导致瓣膜内皮细胞发生上皮 - 间质转换，成为具有增殖能力的瓣膜间质细胞，或者使瓣膜内皮细胞的

旁分泌机制发生变化，影响瓣膜间质细胞的功能，从而导致瓣膜病的发生。

关键词  钙化性主动脉瓣疾病；血流剪切力；瓣膜内皮细胞；上皮 - 间质转换；旁分泌

病机制，进一步寻求对因治疗策略已经成为瓣膜病防治研究

的热点。

心脏瓣膜组织由瓣膜内皮细胞（VECs）和瓣膜间质细胞

（VICs）以及细胞外基质组成。VECs 是覆盖在瓣膜表面的单层

内皮细胞，通过调节渗透、炎症以及防止血栓形成保护瓣膜

内部的组织结构 [11]。VECs 在瓣膜表面，能够直接接触到血

液，循环中的血流动力学以及血液的生化改变能够直接作用

于 VECs，外界的种种变化通过 VECs 感受并引起相应的变化，

这样的过程可能在钙化性主动脉瓣疾病的发生、发展过程中

起到重要的作用 [12]。

1  血流动力学变化对主动脉瓣内皮细胞的影响

首先，从组织学的角度来讲，主动脉瓣组织的结构本身

是对血流动力学的一种主动的适应。主动脉瓣的细胞外基质

可以分为三层，分别是位于主动脉侧的纤维层、位于左心室

侧的弹力蛋白层和二者之间的疏松层。三层的分布以及组织

结构很好地适应了血流动力的需要。在收缩期，血流由左心

室流向主动脉，血流的剪切力作用于主动脉瓣的心室侧，心

室侧的弹力蛋白被拉伸，而主动脉侧的纤维收缩，使主动脉

侧皱缩，瓣膜开放；而在舒张期，心室侧的血流剪切力减弱，

血液作用于主动脉侧，心室侧弹力蛋白回缩，主动脉侧的纤

维回复，主动脉瓣关闭。在整个过程中，位于中间的疏松层

起到对血液剪切力以及其引起的瓣膜相对运动的缓冲作用，

并且其内的亲水性的氨基聚糖能够稳定地吸收水分，保证瓣

膜组织能够抵抗渗透压而不会肿胀 [13]。

而从另一方面，血流动力学也作用于主动脉瓣组织，使

其被动地适应血流动力学变化。受血流动力学影响最直接最

明显的是瓣膜内皮细胞。

首先，血流引起的剪切力是实现瓣膜内皮细胞功能重要

刺激。内皮细胞对血流剪切力的敏感性表现在许多方面，其

中最直接的是形态学的变化。在血管中，内皮细胞能够顺着

血流方向延长平行排列，而在血流分叉处，内皮细胞却表现
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