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摘要 目的 探讨风湿性心脏瓣膜病( 简称风心病) 合并心

房颤动( AF) 患者 2 型小电导钙激活钾通道蛋白( SK2) 与缝
隙连接蛋白 40( CX40 ) 表达水平变化及其相关性。方法
将 31 例风心病接受瓣膜置换手术患者，于体外循环前切取
的右心耳组织作为研究对象，根据 AF 的定义将标本分为两
组: AF组( n = 20 ) 和窦性心律 ( SＲ) 组 ( n = 11 ) ，分别利用
ELISA、Western blot法检测心房肌组织中 SK2 和 CX40 蛋白
表达水平变化。结果 ELISA 法检测显示 AF 组与 SＲ 组相
比，SK2 蛋白表达增加( P ＜ 0. 01) ;而 CX40 蛋白表达减少( P
＜ 0. 01) 。同时，Western blot 法检测显示 AF 组与 SＲ 组相
比，SK2 蛋白表达增加( P ＜ 0. 01) ，而 CX40 蛋白表达减少( P
＜ 0. 01) 。相关性分析显示 SK2 与 CX40 之间呈负相关( r =
－0. 56，P ＜ 0. 01) 。结论 SK2 与 CX40 蛋白参与风心病合
并 AF的病理过程。此外，SK2 和 CX40 之间存在一定负相
关性。
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风湿性心脏瓣膜疾病( 简称风心病) 合并心房

颤动( atrial fibrillation，AF) 是心脏外科常见的临床
疾病。近年来发现 2 型小电导钙激活钾通道蛋白
( SK2) 在心肌细胞复极化的过程中起到非常重要的
作用，且与 AF具有一定相关性［1 － 3］。AF 早期出现
的电重构是容易逆转的电生理现象，后期则出现不

可逆的结构重构现象，这又被称作“快速心率引起
的心房肌病”［4］。心肌间的结构藕联是由缝隙连接
蛋白( CX) 组成，心肌间电激动很大程度取决于 CX。
心房肌细胞主要表达 CX40、CX43 等。而 CX40 是
心房肌细胞最主要的藕联蛋白，CX40 结构重构与
AF的发生及稳定性密切相关。该研究通过对风心

病合并 AF患者的右心耳 CX40、SK2 蛋白表达进行
对比分析，探讨 CX40、SK2 对 AF 的影响，从而揭示
风心病患者 AF 发生与维持的可能机制，为临床更
好地防治 AF提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2012 年 2 月 ～ 2013 年 2 月在
我院因风心病施行心脏瓣膜置换手术的 31 例患者，
排除合并高血压、糖尿病、心绞痛和慢性肾功能不全
者。按有无 AF分为 AF组和窦性心律( SＲ) 组。AF
组 20 例，其中男 9 例，女 11 例，年龄 29 ～ 70 岁，平
均 41． 62 岁;术前 NYHA心功能分级Ⅰ级 0 例，Ⅱ级
5 例，Ⅲ级 9 例，Ⅳ级 6 例。SＲ 组 11 例，其中男 4
例，女 7 例，年龄 32 ～ 68 岁，平均 35. 42 岁; 术前
NYHA心功能分级Ⅰ级 1 例，Ⅱ级 7 例，Ⅲ级 3 例。
1． 2 主要试剂 人 KCNN2 ELISA试剂盒、人 CX40
ELISA试剂盒( 美国 Uscn公司) ;兔抗 CX40 多克隆
抗体( 美国 Millipore 公司) ; 兔抗 SK2 多克隆抗体
( Alomone 公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 心脏彩超检查 在患者术前行心脏彩超检
查。仪器: MYLAB50 频率 3. 5 mHz。记录反映心功
能的参数: 左室射血分数 ( LVEF) 。记录心脏若干
结构数据:左房内径( LAD) 、右房内径( ＲAD) 、左室
舒张末期直径( LVDD) 、右室内径( ＲVD) 。
1． 3． 2 ELISA测定蛋白
1． 3． 2． 1 膜蛋白的提取 组织剪碎加入 1 ml 蛋白
提取液，液氮研磨，冰上孵育 30 min，4 ℃，2 600 r /
min离心 5 min，取上清液。
1． 3． 2． 2 ELISA试验 ① 加样: 依次将标准品、待
测样品 100 μl加入到酶标板中，盖上覆膜，37 ℃温
育 30 min;② 加试剂 A:弃去孔内液体，每孔加试剂
A 100 μl，酶标板加上覆膜，37 ℃温育 1 h;③ 洗涤:
弃去孔内液体，每孔用 350 μl洗涤液洗涤，浸泡 1 ～
2 min，弃去孔内液体，拍干，如此重复 5 次; ④ 加试
剂 B: 每孔加入试剂 B 100 μl，酶标板加上覆膜，
37 ℃温育 30 min;⑤ 洗涤:同步骤 3;⑥ 显色:每孔

·064· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Apr; 49( 4)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2014.04.010



加底物溶液 90 μl，酶标板加上覆膜，37 ℃避光显色
10 ～ 15 min;⑦ 终止:每孔加终止溶液 50 μl终止反
应，此时溶液由蓝色立即转为黄色。终止液的加入
顺序和底物溶液的加入顺序相同，在确保酶标板底

无水滴及孔内无气泡 15 min 内，立即用酶标仪在
450 nm波长测定各孔的吸光度( OD) 值。
1． 3． 3 Western blot 法测定蛋白 心房肌蛋白提
取: 取右心耳的心房肌组织块 1 g，加入总蛋白提取
液 1 ml，匀浆、裂解、离心，即得总蛋白提取液，置于
－ 80 ℃冰箱保存备用。① 蛋白电泳: 采用 12%分
离胶及 5%积层胶的 SDS-PAGE 系统; ② 转膜: 300
mA恒流电 2 h;③ 印迹:洗膜;一抗工作液，37 ℃孵
育过夜，洗膜;二抗工作液，37 ℃孵育 2 h，洗膜; ④
洗片:将 A和 B发光液按等体积混合滴于 PVDF 膜
上，压片，曝光，定影;⑤ 蛋白半定量检测: 采用 Lab
Works4． 5 图像获取和分析系统软件测定 CX40、SK2
蛋白条带的积分光密度( IOD) 值，以甘油醛-3-磷酸
脱氢酶( GAPDH) 作为内参照，每个样品均同时检测
GAPDH蛋白条带的 IOD值，SK2、CX40 的相对表达
量以 IODSK2 / IODGAPDH、IODCX40 / IODGAPDH值表示。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行
分析，数据用 珋x ± s 表示。两组之间定量数据比较采
用 t检验，相关性分析使用 Pearson相关。

2 结果

2． 1 基本资料 AF组患者平均年龄大、病程长，与
SＲ组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; 彩色多普
勒超声心动图资料显示: AF 组 LAD、ＲAD、LVDD 平
均值明显大于 SＲ组( P ＜ 0. 01) ，但 LVEF 平均值明
显小于 SＲ组( P ＜ 0. 01) ，见表 1。

表 1 心功能各项指标( 珋x ± s)

项目 AF组( n = 20) SＲ组( n = 11)
年龄( 岁) 41． 86 ± 11． 53＊＊ 35． 42 ± 10． 30
性别( 男 /女) 9 /11 4 /7
病程( 年) 14． 05 ± 9． 71＊＊ 7． 45 ± 7． 13
LVDD( mm) 54． 12 ± 7． 01＊＊ 50． 81 ± 8． 90
LAD( mm) 52． 93 ± 11． 02＊＊ 41． 89 ± 8． 43
ＲVD( mm) 19． 55 ± 2． 82 17． 77 ± 2． 88
ＲAD( mm) 49． 20 ± 5． 81＊＊ 47． 51 ± 6． 32
LVEF 0． 51 ± 0． 08＊＊ 0． 57 ± 0． 09

与 SＲ组比较: ＊＊P ＜ 0． 01

2． 2 ELISA法检测 由图 1A ELISA 标准曲线可
间接得出，每孔样品量总蛋白为 0. 1 mg 的条件下，

AF组患者心房肌细胞 SK2 蛋白浓度为 ( 4. 01 ±
0. 47) ng /ml，SＲ组患者心房肌细胞 SK2 蛋白浓度
为( 1. 23 ± 0. 13 ) ng /ml，两组比较差异有统计学意
义( P ＜ 0. 01) 。由图 1B 可知，AF 患者心房肌细胞
CX40 蛋白浓度为 ( 5. 38 ± 0. 45 ) ng /ml，SＲ 组患者
心房肌细胞 CX40 蛋白浓度为 ( 8. 92 ± 0. 78 ) ng /
ml，两组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。

图 1 ELISA标准曲线

A:人 SK2 ELISA标准曲线图; B:人 CX40 ELISA标准曲线图

2． 3 Western blot法检测 与 SＲ组相比较，AF组
右心房 SK2 蛋白的相对表达量明显增加 ( P ＜
0. 01) ，而 AF 组右心房 CX40 的相对表达量明显减
少( P ＜ 0. 01) ，见图 2。
2． 4 SK2 与 CX40 的相关性分析 AF的电重构与
结构重构可能存在相互作用，即 SK2 与 CX40 蛋白
水平相关性研究可能揭示电重构与结构重构的关

系，分析结果: CX40 蛋白水平与 SK2 蛋白水平呈负
相关( r = － 0. 56，P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

AF的发生不仅与心房肌细胞动作电位不应期
缩短有密切关系，还与心肌细胞间的电藕联结构密

切相关。心房电重构是导致心律失常基质产生的重
要原因，亦导致AF的发生、发展和持续［5 － 6］。心房
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图 2 Western blot法检测 SK2、CX40 蛋白的表达

1: AF组; 2: SＲ组; 与 SＲ组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

肌细胞动作电位的去极化与复极化过程则由心肌细

胞膜上不同的离子通道开闭程度所决定的，其中

SK2 蛋白在心房肌细胞动作电位末期起到非常重要
的作用，并发现 SK2 蛋白在心房组织表达量明显高
于心室组织 ［1］。而缝隙连接作为心肌细胞间实现
电藕联的特殊结构基础，参与了 AF 的发生、发展及
维持。研究［7］表明 CX40 其含量和分布与 AF 密切
相关。
本研究通过 ELISA、Western blot 法检测发现风

心病合并 AF患者右心耳心房肌组织 SK2 蛋白表达
量较 SＲ组明显增加，与 Ozgen et al［3］在兔肺静脉经
过间歇的短阵高速起搏的肺静脉肌细胞 SK2 通道
研究结果类似。心房肌细胞 SK2 蛋白增加，会导致
心肌细胞动作电位复极时程缩短，而心肌细胞动作

电位复极时程缩短又是引起 AF 的重要因素。此
外，研究［8］显示 SK2 阻滞剂 NS8593 可以延长心房
的有效不应期，但不影响心室激动时间，并且能预防

和终止离体或在体的 AF模型。李妙龄 等［9］研究发
现持续性 AF 患者的右心耳 SK2 通道电流明显增
加。持续性 AF患者心房肌细胞 SK2 通道电流的增
强，揭示了 SK2 可能参与和介导 AF 的心房电重构

过程。
Kostin et al［7］对 AF 频繁发作患者行迷宫手术

时，留取的右心房组织进行分析后发现 CX40 的表
达水平明显下降; Nao et al［10］对风心病行瓣膜置换
术患者的右心耳行 CX定量检测中发现 AF组 CX40
表达量较 SＲ组明显减少，但 CX40 的丝氨酸磷酸基
的表达却增高。另外，黄骥 等［11］对 31 例风心病行
瓣膜置换术患者的左、右心耳 CX40 表达进行对比
研究后发现，左、右心房 CX40 表达量比 SＲ 组明显
降低，这都与本研究结果类似。因此，CX40 降解及
重新分布，蓄积于胞质内，导致缝隙连接的中断、功
能障碍，引起心肌间电藕联障碍，造成激动时电活动

横向传导失藕联，以及不同传导方向的不应期差异，

从而产生兴奋的折返导致 AF的发生［12 － 13］。
本研究还发现 SK2 与 CX40 呈负相关性，其可

能原因是在慢性 AF中扩张的右心房导致心房肌细
胞增大，引起 CX40 降解和分布异常，导致缝隙连接
的功能失常。另外，心房肌细胞 SK2 蛋白增多使得
心房肌细胞动作电位复极时程缩短［3］，导致房内小

折返回路，同时组织结构异质性使传导延迟，更多子

波折返，两种机制正反馈的促进 AF 的发生、发展和
维持。
综上所述，AF的电重构与结构重构可能存在相

互影响，并促进 AF的发生和维持。由 SK2 和 CX40
在心房组织和心室组织的表达不同［1，14］，为临床新

药的研发提供实验基础和理论依据。通过药物阻断
SK2 通道，直接针对心房肌细胞而不影响心室肌细
胞的电活动，减少传统抗心律失常药物引起的副作

用;或者以 CX40 为作用靶点开发药物，以缓解或阻
止心房结构重构的发生、发展，从而达到治疗及预防
AF的临床目的。
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Study on expression of SK2 and CX40 in the patients with rheumatic
heart disease and atrial fibrillation

Wu Zhiming，Shi Kaihu，Wu Junxu，et al
( Dept of Cardiothoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the influence of atrial fibrillation ( AF) to SK2 and CX40 in right atrial myo-
cytes when the patients with rheumatic heart disease suffered from AF or not． Methods We investigated 31 pa-
tients with rheumatic heart disease undergoing cardiac surgery for correction to valvular defect． According to the du-
ration of AF，20 patients with AF were experimental group; 11 without AF were control group． Expression of SK2
and CX40 was detected by ELISA and Western blot． Ｒesults ELISA showed that compared with the control
group，concentration of SK2 protein in experimental group was higher ( P ＜ 0. 01 ) ． But the level of CX40 was
markedly decreased in experimental group ( P ＜ 0. 01) ． The results of Western blot were similar to those of ELISA．
Correlation analysis showed the expression of SK2 and CX40 took on negative correlation ( r = － 0. 56，P ＜ 0. 01) ．
Conclusion The higher expression level of SK2 and down-regulation of level of CX40 can be an important agent in
the occurrence and maintenance of the rheumatic heart disease with atrial fibrillation． In addition，expression of SK2
and CX40 takes on negative correlation．
Key words rheumatic heart disease; atrial fibrillation; connexin; small-conductance calcium-activated potassium
channels
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