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[摘　 要] 　 目的　 研究小型猪急性心肌梗死(ＡＭＩ)后ꎬ缺血对心肌成纤维细胞中跨膜蛋白 １６Ａ(ＴＭＥＭ１６Ａ)表达

及功能特征的影响ꎮ 方法　 采用三氯化铁(ＦｅＣｌ３)诱发左冠状动脉前降支(ＬＡＤ)血栓形成的方法建立 ＡＭＩ 模型ꎬ
ＡＭＩ 术后 ４ ｈ 采用血清酶学ꎬ超声心动图评价 ＡＭＩ 模型ꎮ ＡＭＩ 后 ２４ ｈ 分离心肌成纤维细胞ꎬ用于实时荧光定量

ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)、膜片钳检测ꎬ观察 ＴＭＥＭ１６Ａ 的表达及形成的电流强度变化ꎮ 结果 　 与术前和假手术组相比ꎬ
ＡＭＩ 组肌钙蛋白 Ｉ(ｃＴｎＩ)、肌酸激酶同工酶(ＣＫ￣ＭＢ)和肌红蛋白(ＭＹＯ)浓度明显升高ꎻ左心室射血分数(ＬＶＥＦ)显

著下降[(５３.４±１.９)％ꎬＰ<０.０５]ꎻＴＭＥＭ１６Ａ 基因表达显著升高[(１.５９±０.１５)％ꎬＰ<０.０５]ꎻＴＭＥＭ１６Ａ 形成的电流强

度明显增强(Ｐ<０.０５)ꎮ 刺激电压为＋２０、＋４０、＋６０、＋８０、＋１００ ｍＶ 时ꎬ电流强度分别为(１.５８±０.６７) ｐＡ / ｐＦ、(３.６９±
１.２６) ｐＡ / ｐＦ、(７.６０±２.１４) ｐＡ / ｐＦ、(１２.９４±２.３８) ｐＡ / ｐＦ 和(２２.１９±２.６１) ｐＡ / ｐＦꎮ 结论　 在小型猪心肌成纤维细胞

中表达 ＴＭＥＭ１６Ａ 基因ꎮ 缺血可上调 ＴＭＥＭ１６Ａ 基因表达ꎬ并通过影响心肌成纤维细胞中钙激活氯离子通道

(ＣａＣＣ)ꎬ增强心肌成纤维细胞中钙激活氯电流( ＩＣｌꎬＣａ)ꎮ
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　 　 急性心肌梗死 ( ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ
ＡＭＩ)是世界上主要致死性心血管疾病之一ꎬ严重威

胁着人类生命[１]ꎮ 并且ꎬ近年来我国急性心肌梗死

的发病率和死亡率呈现逐年上升趋势[１￣２]ꎮ 文献报

道ꎬ心肌梗死伴随着电生理的重构ꎬ而治疗策略的

发展需要详细了解电生理重构ꎮ 然而ꎬ心肌梗死时

离子电流的变化ꎬ目前仍然不完全清楚[３￣４]ꎮ 因此ꎬ
研究 ＡＭＩ 的发病机制、寻找新的分子靶标具有重要

意义ꎮ 近年来研究发现跨膜蛋白 １６Ａ(ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ １６ＡꎬＴＭＥＭ１６Ａ)编码的离子通道对于细胞内

外离子和体液转运、维持细胞膜的稳定性具有重要

作用[５]ꎮ ＴＭＥＭ１６Ａ 广泛分布于多种组织和器官ꎬ
如神经和心脏上ꎬ与神经细胞的视觉、嗅觉ꎬ心脏的

兴奋传导、动作电位复极等多种生理过程密切相

关ꎬＴＭＥＭ１６Ａ 作为新近发现的通道蛋白备受关

注[６]ꎮ 研究显示ꎬＴＭＥＭ１６Ａ 在小鼠心室肌细胞中

有表达ꎬ且其与急性心肌缺血可诱发的动作电位Ⅰ
期复极加快有关[７]ꎮ 另有文献报道ꎬ成纤维细胞在

心肌梗死后、心肌纤维化和心衰的发生和发展过程中

起着重要作用[８]ꎮ 而 ＴＭＥＭ１６Ａ 在小型猪心肌成纤

维细胞中是否具有表达及其功能尚未报道ꎮ 本研究

探讨 ＴＭＥＭ１６Ａ 在小型猪心肌成纤维细胞中的表达

和意义ꎬ以及缺血对 ＴＭＥＭ１６Ａ 表达和功能的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物与分组

小型猪 ８ 只购自于饲养场ꎬ雌雄不限ꎬ体质量

２５~３０ ｋｇꎮ 将 ８ 只小型猪随机分成两组ꎬ假手术组

３ 只ꎬＡＭＩ 组 ５ 只ꎮ
１.２　 试剂

Ｔｒｉｚｏｌ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)ꎻｑＲＴ￣ ＰＣＲ 检测用试剂盒来

源于 ＴａＫａＲａꎻＤＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶、胶原酶购自

于 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈꎻ胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏꎮ
１.３　 ＡＭＩ 模型的复制

术前采用 ３％戊巴比妥钠(溶于生理盐水)麻醉

诱导ꎬ术中采用异氟烷吸入ꎬ维持麻醉ꎮ 于小型猪

臀部进针ꎬ推注适量戊巴比妥钠(剂量 ０.５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ
待小型猪无知觉ꎬ行气管插管ꎬ建立心电监测、呼吸

回路ꎮ 根据小型猪的体质量ꎬ口腔、颈部的长度选

取 ７￣８ 号的气管插管ꎬ保持小型猪仰卧位ꎬ将气管插

管插入约 ２０ ｃｍꎬ拔出管芯ꎮ 小型猪麻醉后和术中

持续给予心电监测ꎬ术前示窦性心律ꎬＳＴ 段正常ꎮ
于小型猪胸部第三、四肋间切开ꎬ游离心脏左冠状

动脉前降支( ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ａｒｔｅｒｙꎬＬＡＤ)ꎮ

在 ＬＡＤ 第一、二对角支间的血管表面ꎬ包裹一层吸

附有 ５０％三氯化铁( ｆｅｒｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＦｅＣｌ３)溶液的滤

纸ꎮ ４５ ｍｉｎ 后ꎬ去除吸附有 ＦｅＣｌ３ 溶液的滤纸[９]ꎮ
假手术组采取同样的操作ꎬ将吸附有 ０.９％氯化钠溶

液的滤纸包裹于血管表面ꎮ ＦｅＣｌ３溶液包裹于血管

表面后ꎬ心电图示 ＳＴ 抬高ꎮ 待 ＳＴ 持续抬高 ３０ ｍｉｎꎬ
关闭胸腔ꎮ
１.４　 心肌酶学检测

小型猪诱导麻醉ꎬ气管插管ꎬ建立呼吸循环ꎮ
待小型猪生命体征稳定后ꎬ于耳缘静脉植入静脉留

置针(型号:２０ ｇ)ꎬ用于采血和术中给药ꎮ 分别于术

前 ３０ ｍｉｎ 与 ５０％ＦｅＣｌ３溶液包裹于血管表面 ４ ｈꎬ从
耳缘静脉抽取 ５ ｍＬ 的静脉血ꎬ于 ４ ℃ 下 ３ ０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 取 上 层 血 清 用 于 肌 钙 蛋 白 Ｉ
(ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉꎬ ｃＴｎＩ)、 肌红蛋白 ( ｍｙｏｇｌｏｂｉｎꎬ
ＭＹＯ)和肌酸激酶同工酶(ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅꎬ
ＣＫ￣ＭＢ)浓度检测ꎮ
１.５　 超声心动图检测

小型猪诱导麻醉后ꎬ行气管插管并给予心电监

护ꎮ 保持小型猪右侧卧ꎬ待呼吸、心电平稳ꎬ采用体

表超声模式分别于术前 ３０ ｍｉｎ、术后 ２４ ｈ 进行超声

评价ꎮ 采用瞬时停祯与动态图像观测相结合的方

法ꎬ检查二维、Ｍ 型超声心动图ꎬ获取心脏左心室长

轴ꎬ心脏左心室短轴及心尖两腔、四腔切面ꎮ 采集

室间隔( ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔｕｍꎬＩＶＳ)、左心室舒张期

末心室前壁( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌꎬＬＶＡＷ)、后
壁( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌꎬＬＶＰＷ)的厚度等指

标ꎮ 在四腔切面下ꎬ沿左心室心腔内测(不包含心

内膜)ꎬ绘出左心室收缩期末容积 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅꎬＬＶＥＳＶ)、左心室舒张期末容积

( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅꎬＬＶＥＤＶ)ꎬ计算

ＳＶ( ＳＶ ＝ ＬＶＥＤＶ－ＬＶＥＳＶ)ꎮ 根据测算的 ＬＶＥＤＶ、
ＬＶＥＳＶꎬ采用 Ｓｉｍｐｓｏｎ 法测定左心室射血分数( ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＬＶＥＦ)ꎬ并记录测算的

数值ꎮ
１.６　 心肌成纤维细胞分离

将小型猪安乐死ꎬ快速取出心脏ꎬ经冷 ＰＢＳ 冲

洗后ꎬ取部分组织剪碎成 １ ｍｍ×１ ｍｍ 的组织块ꎮ
剪碎的组织块于 ３７ ℃、恒温的水浴振荡器中摇匀、
震荡、消化 １０ ｍｉｎꎬ震荡频率 １２０ 次 / 分ꎮ 每隔 １０
ｍｉｎ 加入 １ 次消化液ꎬ消化液的主要成分为 ０.１％Ⅰ
型胶原酶和 ０.１２５％胰酶ꎮ 吸取经酶消化所得的细

胞混悬液ꎬ再次加入消化液ꎬ重复此过程 ３ 次ꎮ 取 １
滴细胞混悬液于显微镜下观察消化的效果ꎮ 首次

０３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



消化所得的细胞混悬液ꎬ因含有较多的杂细胞(内
皮细胞、红细胞等)而弃去ꎬ收集后面所得的细胞混

悬液于离心管中ꎬ并加入等量的培养液(２０％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养液)ꎻ离心并去除上清液ꎬ过滤ꎬ再次离

心去上清液ꎮ 将细胞混悬液加入到 ２０％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养液吹打ꎬ接种到培养板ꎬ于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中放置 １ ｈ 差速贴壁ꎬ最先贴壁为心肌

成纤维细胞ꎬ弃含有心肌细胞的未贴壁的细胞悬

液ꎬ用 ＰＢＳ 轻冲洗后ꎬ加入含 ２０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养液ꎬ继续培养心肌成纤维细胞ꎮ 每 ２ 天

换液 １ 次ꎮ 培养的原代心肌成纤维细胞用于 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 和膜片钳实验ꎮ
１.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法 检 测 心 肌 成 纤 维 细 胞 中

ＴＭＥＭ１６Ａ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂说明书提

取心肌成纤维细胞总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度仪测定

ＯＤ 值ꎮ 取 ０.５ μｇ 总 ＲＮＡꎬ用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴａｓｅ 反

转录酶合成第一链 ｃＤＮＡꎬ进行扩增ꎮ 取 ５ μＬ ｃＤＮＡ
配制 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 体系ꎬ按如下条件进行 ＰＣＲ 反应:９５
℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火延伸 ３０
ｓꎬ扩增 ４０ 个循环ꎮ 扩增结束后制作融解曲线ꎮ 用

２－△△Ｃｔ法计算假手术组和 ＡＭＩ 组 ＴＭＥＭ１６Ａ ｍＲＮＡ
的相对表达量ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎮ
１.８　 膜片钳检测

为电流设计的电压程序通过全细胞膜片钳记

录ꎮ 在 １ ０００ ｍｓ 时段的 １２ 个电压步阶里诱发出来ꎬ
从－１００ ~ ＋１００ ｍＶꎬ步接电压为 ２０ ｍＶꎮ 然后复极

到－１００ ｍＶꎬ持续时间为 ３００ ｍｓꎮ 采样频率 ５ ｋＨｚꎬ
电极电阻 ２ ~ ３ ＭΩꎬ封接电阻>１ ＧΩꎮ 串联电阻(３
~８ ＭΩ)破膜后补偿(６０％ ~ ８０％)ꎬ琼脂盐桥(含 ３
ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ)作为参比电极ꎮ 实验中记录到的膜电流

均以单位膜电容的电流密度来表示(ｐＡ / ｐＦ)ꎮ 台式

液 ( ｍｍｏｌ / Ｌ ): １５０ ＮａＣｌꎬ １ ＣａＣｌ２ꎬ １ ＭｇＣｌ２ꎬ １０
Ｇｌｕｃｏｓｅꎬ１０ Ｓｕｃｒｏｓｅꎬ１０ ＨＥＰＥＳ(ｐＨ＝ ７.４)ꎻ细胞内液

(ｍｍｏｌ / Ｌ):１３０ ＣｓＣｌꎬ１０ ＥＧＴＡꎬ１ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ＨＥＰＥＳꎬ
１ ＡＴＰꎬ７ ＣａＣｌ２(ｐＨ＝ ７.３) [１０]ꎬ经孔径为 ０.２２ μｍ 的

滤器过滤后分装于－８０ ℃冰箱中储存ꎮ
１.９　 统计学处理

应用 ＳｉｇｍａＳｔａｔ、 Ｊａｎｄｅｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｓａｎ Ｒａｆａｅｌ 和

ＣＡ 统计软件分析数据ꎮ 计量数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用

ｔ 检验分析血清酶学、超声心动图相关数据ꎻＰ<０.０５
表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 心肌酶学检测

术前 ｃＴｎⅠ、ＣＫ￣ＭＢ 和 ＭＹＯ 的浓度均在正常范

围ꎮ ＡＭＩ 术后 ４ ｈꎬ血清中 ｃＴｎⅠ、ＣＫ￣ＭＢ 和 ＭＹＯ 的

浓度显著高于术前ꎬ超出正常浓度的 ２ 倍以上ꎬ差异

具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ假手术组心肌酶浓度较

术前无明显变化(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 血清 ｃＴｎＩ、ＣＫ￣ＭＢ 和 ＭＹＯ 浓度

Ｔａｂｌｅ １. Ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩꎬ ＣＫ￣ＭＢ ａｎｄ ＭＹＯ

分　 组 ｎ ｃＴｎＩ
(μｇ / Ｌ)

ＣＫ￣ＭＢ
(μｇ / Ｌ)

ＭＹＯ
(μｇ / Ｌ)

术前 ８ ０.０２±０.０１ １.２３±０.５７ ２５９.４８±１６７.４９

ＡＭＩ 组 ５ ２.６９±１.１３ｂ ５.２３±０.５５ａ １ ０８２.２４±２４６.７３ａ

假手术组 ３ ０.０６±０.０３ ２.３０±１.０２ ３１５.９０±７１.４１
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与术前及假手术组比较ꎮ

２.２　 超声心动图检测结果

术前小型猪的心功能均在正常范围ꎮ 术后 ２４
ｈꎬＡＭＩ 组室间隔及左心室前壁运动减弱ꎬ左心室收

缩功能减退ꎬＬＶＥＦ 显著下降ꎬ差异具有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎻ假手术组心功能、心室壁厚度及运动情

况较术前无显著变化(Ｐ>０.０５ꎻ表 ２)ꎮ

表 ２. 心脏超声检测结果

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ

分　 组 ｎ ＬＶＥＤＶ(ｍＬ) ＬＶＥＳＶ(ｍＬ) ＬＶＥＦ(％) ＬＶＡＷ(ｃｍ) ＬＶＰＷ(ｃｍ) ＩＶＳ(ｃｍ)

术前 ８ ３７.６±２.４ １０.８±１.５ ７１.５±２.２ １.１±０.１ １.１±０.１ １.２±０.１

ＡＭＩ 组 ５ ３７.１±２.７ １７.３±１.３ａ ５３.４±１.９ａ ０.７±０.１ａ １.１±０.１ ０.７±０.１ａ

假手术组 ３ ３７.７±２.６ １２.０±１.８ ６８.６±２.５ １.０±０.１ １.０±０.１ １.１±０.１
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与术前及假手术组比较ꎮ

２.３　 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲＮＡ 表达

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果发现ꎬ在 ＡＭＩ 组缺血心肌成纤维

细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量为(１.５９±
０.１５)％ꎬ而在假手术组心肌成纤维细胞中的相对表
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达量为(１.０５±０.０４)％ꎮ 统计学分析结果表明ꎬＡＭＩ
组缺血心肌成纤维细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平明显高于假手术组(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ

图 １. ＡＭＩ 组及假手术组中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＭＥＭ１６Ａ ｉｎ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

２.４　 ＩＣｌꎬＣａ的测定

当保持钳制电压为 ０ ｍＶꎬ给予 １ ０００ ｍｓ 持续时

间ꎬ步阶电压为 ２０ ｍＶꎬ－１００~ ＋１００ ｍＶ 的系列去极

化脉冲ꎬ分别记录到瞬时外向 ＩＣｌꎬＣａ(图 ２)ꎮ

图 ２. 假手术组(上)和 ＡＭＩ组(下)成纤维细胞中记录的 ＩＣｌꎬＣａ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ＩＣｌꎬＣａ ｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ (ａｂｏｖｅ)

ａｎｄ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ (ｂｅｌｏｗ)

ＡＭＩ 组及假手术组小型猪 ＩＣｌꎬＣａ 的激活电压

(－１００ ｍＶ)、峰值电压(＋１００ ｍＶ)及反转电位(０ ｍＶ)

相同ꎮ 随着激活电压增加ꎬＡＭＩ 组和假手术组的电流

振幅值增强ꎬ激活电压在＋２０、＋４０、＋６０、＋８０、＋１００ ｍＶ
时ꎬＡＭＩ 组的电流强度分别为(１.５８±０.６７) ｐＡ / ｐＦ、
(３.６９±１.２６) ｐＡ / ｐＦ、(７.６０±２.１４) ｐＡ / ｐＦ、(１２.９４±
２.３８) ｐＡ / ｐＦ、(２２.１９±２.６１) ｐＡ / ｐＦꎬ假手术组的电流

强度分别为(０.４８±０.２２) ｐＡ / ｐＦ、(１.６５±０.３７) ｐＡ / ｐＦ、
(３.５５±０.６０) ｐＡ / ｐＦ、(６.６４±０.８７) ｐＡ / ｐＦ、(１４.２５±
１.１５) ｐＡ / ｐＦꎮ 与假手术组比较ꎬＡＭＩ 组在＋２０、＋４０、
＋６０、＋ ８０、＋ １００ ｍＶ 时的电流强度显著增加(Ｐ <
０.０５)ꎬ但两组间的电流密度差异无显著性ꎬ表明 ＣａＣＣ
数量是随着缺血心肌成纤维细胞相应增加(图 ３)ꎮ

图 ３. ＡＭＩ 组及假手术组中 ＩＣｌꎬＣａ电流￣电压曲线　 　 ａ 为 Ｐ<

０.０５ꎬ与假手术组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ Ｉ￣Ｖ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＩＣｌꎬＣａ ｉｎ ＡＭＩ ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

本研究中ꎬ采用 ＦｅＣｌ３诱发左冠状动脉前降支血

栓形成的方法建立 ＡＭＩ 模型ꎬ通过血清酶学和超声

心动图验证了模型制备成功ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示

在 ＡＭＩ 组缺血心肌成纤维细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲ￣
ＮＡ 相对表达量上升ꎻ膜片钳结果检测到在 ＡＭＩ 组

缺血心肌成纤维细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 形成的电流强度

明显增强ꎮ
ＴＭＥＭ１６Ａ(也称作 ＡＮＯ１)是跨膜蛋白 １６ 家族

中的一员ꎬ 作为 ＣａＣＣ 通道发挥重要的调节作

用[１０￣１１]ꎮ ＴＭＥＭ１６Ａ 影响大鼠松果腺中褪黑激素分

泌[１２]ꎬ抑制人肺癌细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的表达ꎬ可降

低癌细胞的增殖和侵袭力[１３]ꎮ 在心室肌细胞中ꎬ
ＴＭＥＭ１６Ａ 能形成有功能的 ＣａＣＣꎬ其异常表达影响

小鼠心脏节律[７]ꎬ并已有研究证实 ＴＭＥＭ１６Ａ 在人

心房成纤维细胞中表达且可形成 ＩＣｌꎬＣａ [１４]ꎮ 然而ꎬ在

２３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



小型猪心肌成纤维细胞中有 ＴＭＥＭ１６Ａ 是否有表达

及其功能尚未报道ꎬ为此我们通过本研究以确定

ＴＭＥＭ１６Ａ 作为小型猪心肌成纤维细胞内源性

ＣａＣＣ 所发挥的重要作用ꎮ 我们采用 ＦｅＣｌ３ 包裹

ＬＡＤ 致血栓形成的方法[９] 制备 ＡＭＩ 模型ꎮ 由表 １
可以看出ꎬ术后 ４ ｈꎬ与术前和假手术组相比ꎬＡＭＩ 组
中 ｃＴｎＩ、ＣＫ￣ＭＢ、ＭＹＯ 浓度明显升高ꎻ心脏超声结果

显示 ＬＶＥＦ 显著下降ꎬＬＶＥＦ 下降是由左心室收缩功

能显著下降所致ꎬ而心室舒张功能无显著变化ꎮ
ＬＡＤ 栓塞诱发的 ＡＭＩꎬ导致心室前壁及室间隔变

薄ꎬ运动减弱ꎮ 实验以原代培养获得小型猪心肌成

纤维细胞作为研究对象ꎬ应用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测到小型

猪心肌成纤维细胞 ＴＭＥＭ１６Ａ 在 ｍＲＮＡ 水平稳定表

达ꎻ并且通过膜片钳实验在小型猪心肌成纤维细胞

中记录到瞬时外向的电压依赖性电流ꎬ该电流具有

经典的 ＩＣｌꎬＣａ 特征[１５]ꎬ而在缺血的心肌成纤维细胞

中ꎬ记录到的电流振幅值增强ꎮ 因此ꎬ我们认为小

型猪心肌成纤维细胞中的 ＴＭＥＭ１６Ａ 可能是 ＣａＣＣ
的分子基础ꎮ

本研究得出以下结论:(１)ＴＭＥＭ１６Ａ 基因在小

型猪的心肌成纤维细胞中稳定表达ꎻ(２)心肌缺血

诱导心肌成纤维细胞中 ＴＭＥＭ１６Ａ 的 ｍＲＮＡ 水平增

高和电流振幅值增强ꎮ 这可能与 ＡＭＩ 后ꎬ梗死区心

肌成 纤 维 细 胞 的 活 化、 增 殖 相 关ꎮ ＡＭＩ 后

ＴＭＥＭ１６Ａ 的表达增加及 ＩＣｌ ꎬ Ｃａ增强能够为 ＣａＣＣ 功

能研究以及缺血性心脏病机制的进一步了解提供

新靶点和新方向ꎮ
本研究初步探索 ＴＭＥＭ１６Ａ 在小型猪心肌成纤

维细胞中的表达尚存不足ꎬ因目前尚无小型猪的

ＴＭＥＭ１６Ａ 抗体ꎬ在验证 ＣａＣＣ 表达时ꎬ无法进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、免疫荧光等分子生物学实验ꎮ 此外ꎬ在
ＦｅＣｌ３诱发动脉血栓形成ꎬ模拟内皮损伤致 ＡＭＩ 时ꎬ
渗出的 ＦｅＣｌ３溶液对血管周边心肌组织造成灼伤ꎬ对
模型的稳定性产生一定影响ꎬ下一步将采用改良的

“动脉环”装置[１６]ꎬ将吸附 ＦｅＣｌ３溶液缓慢释放ꎬ氧化

动脉血管内皮诱发血栓建立 ＡＭＩꎮ 对于心血管疾

病ꎬＣａＣＣ 属于有待开发的药物新靶点[１７]ꎬ其抑制剂

和激活剂正在研究开发之中ꎬ而在对纤维化的治疗

中ꎬ我们可以 ＴＭＥＭ１６Ａ 为研究目标ꎬ合理设计靶向

治疗药物ꎬ有望为心肌梗死后纤维化患者带来福音ꎮ
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