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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究心房颤动与非心房颤动患者血清中转化生长因子 茁(TGF鄄茁)、肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)的

动态变化及其对心肌成纤维细胞趋化运动诱导能力的差异。 方法摇 采用酶联免疫吸附法检测心房颤动与非心房

颤动患者血清中 TGF鄄茁、TNF鄄琢 蛋白含量;培养新生 SD 大鼠的心肌成纤维细胞,取 3 ~ 4 代细胞采用 Transwell 装置

检测不同浓度(1 滋g / L、10 滋g / L、50 滋g / L)的 TGF鄄茁、TNF鄄琢 诱导成纤维细胞运动的能力差异。 结果摇 血清中 TGF鄄
茁、TNF鄄琢 含量各组均有明显差异,其中持续性心房颤动组最高,非心房颤动房性心律失常组明显高于阵发性心房

颤动组,对照组最低;在不同浓度(1 滋g / L、10 滋g / L、50 滋g / L)TGF鄄茁、TNF鄄琢 的趋化诱导作用下,迁移至下室的细胞

50 滋g / L 组较其它浓度组明显增高,10 滋g / L 组次之,与其它各组比较均具有统计学意义。 Logistic 回归分析表明,
迁移至滤膜下的细胞数与血清中 TGF鄄茁、TNF鄄琢 含量有相关性。 结论摇 各组血清中 TGF鄄茁、TNF鄄琢 含量不同,说明

心房颤动的发生与潜在的炎症状态有关;TGF鄄茁、TNF鄄琢 对心肌成纤维细胞具有趋化作用,心房颤动患者心肌成纤

维细胞的趋化作用部分是由 TNF鄄琢、TGF鄄茁 介导的;血清中 TNF鄄琢、TGF鄄茁 水平变化间接反映了心肌损伤的存在、范
围和程度。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the different serum levels of tumor necrosis factor鄄alpha(TNF鄄琢) and transfor鄄
ming grouth factor鄄beta(TGF鄄茁) between atrial fibrilliation and other control groups, and its chemotatic effects on cardiac
fubroblast. 摇 摇 Methods摇 Serum concentrations of TNF鄄琢 and TGF鄄茁 were measured by enzyme鄄linked immune鄄absorbent
assay(ELISA);Cardiac fibroblast were isolated from the venticles of 1 ~ 3 days Sprague鄄Dawley neonatal rats and passaged
three to four generation, the transwell chamber assay were used to test the different chemotatic effects of the cardiac fibro鄄
blasts with the different concentration (1 滋g / L, 10 滋g / L, 50 滋g / L) of TNF鄄琢 and TGF鄄茁. 摇 摇 Results摇 Compared with
control group, the serum of TNF鄄琢 and TGF鄄茁 in other groups were obviously increased. 摇 The group of persistent atrial fi鄄
brillation (per鄄Af) was the highest, the serum of TNF鄄琢 and TGF鄄茁 in non鄄Af atrial arrhythmia(AA) was higher than par鄄
oxysmal Af(per鄄Af), the control group was the least. 摇 In different concentration (1 滋g / L,10 滋g / L, 50 滋g / L) of TNF鄄琢
and TGF鄄茁 chemotaxis induced, the number of cells that migrated through the polycarbonate membrane were different, 50
滋g / L group were significantly increased compared with other concentrations, the number of migrated cell in 10 滋g / L group
was higher than 1 滋g / L group. 摇 The multiple Logistic regression analysis showed that the migrated cells in the lower sur鄄
face were related to the concentration of TNF鄄琢 and TGF鄄茁. 摇 摇 Conclusions摇 The different concentration of TNF鄄琢 and
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TGF鄄茁 among each group show that the occurrence of atrial fibrillation is associated with the potential inflammatory state. 摇
TNF鄄琢 and TGF鄄茁 have chemotaxis effect on cardiac fibroblast,its level is correlated with chemotatic movement. 摇 The
chemotaxis of the serum with atrial fibrillation patients is partly mediated by TNF鄄琢 and TGF鄄茁 and it plays an important
role in atrial fibrosis. 摇 The concentration of TNF鄄琢 and TGF鄄茁 can be used to reflect indirectly the presence, severity, ex鄄
tent of the myocardial damage.

摇 摇 心房颤动(atrial fibrillation,AF)是临床上最常

见的一种快速型心律失常,它的发病率随着年龄的

增长 而 增 加, 超 过 65 岁 的 人 群 中 发 病 率 为

5郾 9% [1]。 目前心房颤动的具体发病机制尚不明

确,研究表明[2],心房纤维化和炎症在心房颤动的

发生和维持中起着重要作用。 转化生长因子(TGF鄄
茁)和肿瘤坏死因子(TNF鄄琢)作为多效性的炎症因

子,在心房纤维化过程中起着重要作用。 传统认为

成纤维细胞具有增殖、收缩和趋化运动等多种生物

学特性,通过这些生物学功能,它参与各种组织损

伤修复过程。 我们前期[3鄄4] 已从静态及动态方面观

察到心房颤动患者血清对成纤维细胞的生长及迁

移具有诱导作用,但心房颤动患者血清中哪类物质

参与诱导成纤维细胞的迁移运动尚不明确。 多项

研究[5鄄7] 表明心房颤动患者心房组织中 TGF鄄茁、
TNF鄄琢 升高,它们在心房颤动患者血清中的水平如

何? 以及是否对成纤维细胞具有趋化作用目前未

见研究报道。 本文旨在研究心房颤动患者血清中

TNF鄄琢、TGF鄄茁 水平及评价 TNF鄄琢、TGF鄄茁 水平变化

与趋化运动的相关性,并验证心房颤动患者心肌成

纤维细胞的趋化作用部分是由 TNF鄄琢、TGF鄄茁 介导

的观点。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料摇
摇 摇 DMEM 高糖干粉培养基、新生牛血清、胰酶鄄

EDTA(Gibco 公司),胶原酶 B 型(Roche 公司),胰
蛋白酶 1 颐 250 (Americo 公司),Transwell 购自 Cor鄄
ning 公司,Gimsa 染剂购自南京建成公司,新生 SD
大鼠(郑州大学动物中心),TNF鄄琢、TGF鄄茁 酶联免疫

试剂盒及重组人 TNF鄄琢、TGF鄄茁(Genzyem 公司)。
1郾 2摇 病例选择

实验对象共分为四组。 其中房性心律失常患

者共 69 例,选自 2012 年 6 月至 2013 年 6 月在郑州

大学附属洛阳市中心医院住院期间被诊断为房性

心律失常的患者。 其中非心房颤动房性心律失常

组(non鄄Af atrial arrhythmia,AA)共 20 例,包括房性

期前收缩、房速、房扑;阵发性心房颤动组(paroxys鄄
mal Af,Paro鄄Af)共 25 例,定义为发作 7 天内,可自

行转复窦律或干预治疗转复;持续性心房颤动组

(persistent Af,per鄄Af)共 24 例,定义为持续时间大

于 7 天;对照组为年龄、性别和相关疾病匹配的窦性

心律者共 20 例。 患者均经病史、体格检查、心电图、
心脏彩超、动态心电图等诊断证实。 近 3 个月内有

心肌梗死病史、急性冠状动脉综合症、心肌病心肌

炎,近 2 个月内有手术外伤史或感染史,肿瘤及免疫

系统疾病,肝肾功能不全患者,近期正在服用抗炎

药物或激素替代治疗患者等排除在外。 各组年龄、
性别、相关疾病差异无统计学意义(表 1)。
1郾 3摇 标本采集

入选患者均晨起空腹,静卧 30 min 后,采肘静

脉血 4 mL,室温下充分凝固后,3000 r / min 离心 20
min,离心后取上清。 - 60益保存备用。

表 1. 临床资料

Table 1. Clinical data

临床资料 对照组(n = 20) AA(n = 20) Paro鄄Af(n = 25) Per鄄Af(n = 24)

年龄(岁) 65郾 4 依 5郾 4 69郾 4 依 5郾 7 68郾 3 依 5郾 6 69郾 2 依 5郾 6

男性(例) 11 (55郾 0% ) 10 (50郾 0% ) 14 (56郾 0% ) 13(54郾 2% )

吸烟(例) 9(45郾 0% ) 10(50郾 0% ) 12(48郾 0% ) 11(44郾 0% )

高血压(例) 10(50郾 0% ) 12 (60郾 0% ) 14 (56郾 0% ) 13(54郾 1% )

心衰(例) 12(60郾 0% ) 11(55郾 0% ) 13(52郾 0% ) 11(45郾 8% )

心脏瓣膜病(例) 7(35郾 0% ) 8(40郾 0% ) 10(40郾 0% ) 11(45郾 8% )

糖尿病(例) 2(10郾 0% ) 3(15郾 0% ) 3(12郾 0% ) 3(12郾 5% )

左心房直径(cm) 3郾 9 依 0郾 75 4郾 0 依 0郾 58 4郾 5 依 0郾 79 5郾 2 依 0郾 53

9521CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 12 期



1郾 4摇 成纤维细胞培养

无菌条件下开胸取出 SD 大鼠乳鼠(1 ~ 3 天)
心脏,立即置入预冷的 PBS 中,洗净残血,剪成约 1
mm3 碎片,弃去 PBS,加入 0郾 1% 胶原酶 B、0郾 25 胰

酶及 PBS 混合液,于 37益水浴中分次震荡消化,第
一次消化 10 min,弃上清,以后每次 5 min,收集上清

用等体积 20%新生牛血清的培养基终止消化,离心

(1000 r / min,10 min)后所得的细胞用 20% 新生牛

血清的培养基制成细胞悬液,种于 50 mL 培养瓶中,
37益、5%CO2 培养箱中差速 75 min 后,弃去上清获

得成纤维细胞。 取 3 ~ 4 代用于实验。
1郾 5摇 TNF鄄琢、TGF鄄茁 测定

采用 ELISA 法,在本院检验科严格按照说明书

由专人操作,建立标准曲线,设立空白对照、阴性对

照。 控制板内差异 < 10% ,板间差异 < 10% 。
1郾 6摇 细胞趋化实验

采用 Transwell 法测定。 Transwell 小室滤膜为

孔径 8 滋m 的聚碳酸酯微孔滤膜。 取第 3 或 4 代心

肌成纤维细胞,0郾 1% BSA 饥饿过夜,消化重悬调整

细胞密度为 2 伊 108 / L,取 0郾 1 mL 加入上室;下室中

分别加入 0郾 6 mL 浓度为 1 滋g / L、10 滋g / L、50 滋g / L
的重组人 TNF鄄琢、 TGF鄄茁 作为化学趋化物,置于

37益、5%CO2 培养箱中,18 h 后取出滤膜,4% 多聚

甲醛固定 10 min,PBS 冲洗,棉签拭去上室表面内残

存细胞,Gimsa 染色。 显微镜下随机取 5 个视野( 伊
200)细胞数取平均值(个 / HP),各组实验均重复

3 次。
1郾 7摇 统计学处理

数据采用 SPSS13郾 0 进行统计学处理,分类变量

用百分比表示,连续型变量用x 依 s 表示,各指标符

合正态分布其组间比较采用方差分析、两两比较用

q 检验,分类变量间做 字2 检验,将分类变量、连续变

量纳入 Logistic 回归进行多因素分析。 P < 0郾 05 表

示差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TGF鄄茁 和 TNF鄄琢 ELISA 检测结果

摇 摇 各组患者外周血清 TGF鄄茁、TNF鄄琢 含量差异均

有统计学意义(F = 21郾 05,P < 0郾 001)。 血清 TGF鄄
茁、TNF鄄琢 含量在持续性心房颤动组最高,非心房颤

动房性心律失常组次之,阵发性心房颤动组高于对

照组,各组比较差异有统计学意义(P < 0郾 05;表 2)。

表 2. 各组血清 TGF鄄茁、TNF鄄琢含量(滋g / L)
Table 2. The concentration of TGF鄄茁,TNF鄄琢 in each group(滋g / L)

指摇 标 对照组(n = 20) AA 组(n = 20) Paro鄄Af 组(n = 25) Per鄄Af 组(n = 24)

TGF鄄茁 21郾 85 依 2郾 07 44郾 53 依 2郾 05a 37郾 57 依 3郾 04ab 52郾 05 依 1郾 26abc

TNF鄄琢 16郾 53 依 2郾 05 30郾 27 依 2郾 57a 23郾 25 依 1郾 56ab 35郾 47 依 3郾 28abc

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 AA 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 Paro鄄Af 组比较。

2郾 2摇 不同浓度 TGF鄄茁 的趋化作用

1 滋g / L、10 滋g / L、50 滋g / L 的 TGF鄄茁 使迁移至

下室 的 细 胞 数 分 别 为 50郾 00 依 10郾 87、 65郾 00 依
10郾 82、95郾 00 依 8郾 09,三组细胞数差异均有统计学意

义(F = 68郾 52,P < 0郾 001)。 其中 50 滋g / L 的 TGF鄄茁

对成纤维细胞的趋化作用最明显,随着浓度下降,
迁移至下室的细胞数逐渐减少,1 滋g / L 的 TGF鄄茁 对

成纤维细胞的趋化作用最弱,各组相比差异均有显

著性(P < 0郾 05;图 1)。

图 1. 不同浓度的 TGF鄄茁对心肌成纤维细胞趋化运动的影响摇 摇 从左到右依次为 50 滋g / L、10 滋g / L 和 1 滋g / L 的 TGF鄄茁。

Figure 1. The effect of different concentration of TGF鄄茁 on myocardial fibroblasts chemotactic movement
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2郾 3摇 不同浓度 TNF鄄琢 的趋化作用

1 滋g / L、10 滋g / L、50 滋g / L 的 TNF鄄琢 使迁移至

下室的细胞数分别为 40郾 00 依 9郾 85、52郾 00 依 9郾 02 和

75郾 00 依 9郾 22,三组细胞数差异均有统计学意义(F
= 10郾 31,P < 0郾 001),随着 TNF鄄琢 浓度增加,对成纤

维细胞的趋化作用逐渐增加(图 2)。

图 2. 不同浓度 TNF鄄琢对心肌成纤维细胞趋化运动的影响摇 摇 从左到右依次为 50 滋g / L、10 滋g / L 和 1 滋g / L 的 TNF鄄琢。

Figure 2. The effect of different concentration of TNF鄄琢 on myocardial fibroblasts chemotactic movement

2郾 4摇 多元 Logistic 回归分析

用多元 Logistic 回归分析,将分类变量(性别、
高血压、心衰、瓣膜病、冠心病、糖尿病、心房颤动)
和连续型变量(年龄、左心房直径、细胞数、TGF鄄茁、
TNF鄄琢)等级化后纳入 Logistic 模型,迁移至下室的

细胞 数 与 TGF鄄茁 ( OR = 0郾 58, 95% CI: 0郾 256 ~
0郾 126,P < 0郾 05 )、 TNF鄄琢 ( OR = 0郾 280, 95% CI:
0郾 126 ~ 0郾 827,P < 0郾 05)的含量、左心房直径(OR
= 0郾 585,95% CI:0郾 456 ~ 0郾 985, P < 0郾 05) 有相

关性。

3摇 讨摇 论

TGF鄄茁 是胶原蛋白和其它细胞外基质合成和沉

积的重要始动因子,在病理或生理性过度修复过程

中导致过量的细胞外基质产生而导致纤维化;TNF鄄
琢 能刺激成纤维细胞的增殖,诱导生长因子的表达,
它们作为多效生物活性的炎性细胞因子,参与调节

细胞的增殖、黏附、迁移等过程。 我们前期的实验

已经证实了心房颤动患者血清对心肌成纤维细胞

具有增殖和迁移作用,但血清中何种物质导致了该

现象的发生尚不清楚,TNF鄄琢、TGF鄄茁 作为重要的炎

性细胞因子,国内有报道它们可诱导肝、肺成纤维

细胞的迁移作用,对心肌成纤维细胞是否能具有趋

化作用尚无报道,该课题从实验层面证实了 TNF鄄琢、
TGF鄄茁 对心肌成纤维细胞有趋化作用,并且随着

TNF鄄琢、TGF鄄茁 浓度的增加迁移至下室的细胞数逐

渐增加,由此推断心房颤动患者血清对心肌成纤维

细胞的趋化作用部分是由 TNF鄄琢、TGF鄄茁 介导产生

的。 迁移至下室的细胞数作为反应心肌损伤的一

个重要指标,随着 TNF鄄琢、TGF鄄茁 的浓度不同而改

变,并与浓度呈正相关,证实了 TNF鄄琢、TGF鄄茁 能反

应炎症过程中心肌损伤修复的范围和程度。 因此

通过监测心房颤动患者血清 TGF鄄茁 和 TNF鄄琢 含量

有可能预测心房颤动的进展。
本研究中各组血清 TNF鄄琢、TGF鄄茁 含量的不同,

说明心房颤动的发生是一个慢性、隐匿、迁延的过

程,与潜在的炎症状态有关;各组血清中 TNF鄄琢、
TGF鄄茁 水平的不同间接反应心肌损伤修复的病理过

程,并与损伤修复的程度和范围密切相关。 其中非

心房颤动房性心律失常组 TNF鄄琢、TGF鄄茁 均高于对

照组,各组比较均具有统计学意义,提示在非心房

颤动房性心律失常发生时炎症过程已经参与,且心

肌损伤修复已经存在;阵发性心房颤动组 TNF鄄琢、
TGF鄄茁 含量介于非心房颤动房性心律失常组和持续

性心房颤动组,说明此阶段存在损伤修复,但处于

损伤的相对静息状态,心肌损伤修复在一个相对稳

定的水平进行,大部分区域未达到严重纤维化的程

度,此阶段若得到积极恰当的干预,可能会逆转或

终止纤维化进程,该实验结果与我们前期的实验结

论一致,进一步从实验层面证实了阵发性心房颤动

需及时药物干预或射频消融治疗。 持续性心房颤

动组 TNF鄄琢、TGF鄄茁 含量最高,与其他各组相比均具

有统计学意义,预示着该阶段的心肌损伤修复处于

较高水平,纤维化程度逐渐加重,损伤修复的空间

越来越小,心肌纤维化过程不可逆转,此阶段转复

窦性的可能性较小。
自然发生的阵发性心房颤动常常进展为持续

性心房颤动,心房颤动持续的时间越长治疗越困

难,这种现象被定义为 “心房颤动导致心房颤
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动冶 [8]。 显然,及早发现那些可能进展为持续性心

房颤动的高危患者并对其进行有针对性的干预尤

为重要。 因此本研究中纳入的房性心律失常包括

房性早搏、房速、房扑等一些容易被忽视但值得关

注的群体,结果同样显示该类患者已存在心肌的损

伤和修复,再次提示了自然发生的非心房颤动房性

心律失常可以向阵发性心房颤动发展并最终演变

为持续性心房颤动的缓慢过程。
本研究提示 TNF鄄琢、TGF鄄茁 参与诱导成纤维细

胞的迁移,但其具体信号转导途径仍不明确。 进一

步阐明这些诱导因素与成纤维细胞运动和分泌功

能的直接因果关系,有助于全面了解心肌纤维化的

细胞和分子机制,为心房颤动心房纤维化的治疗提

供新的途径。
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