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甲亢源性心房颤动与肾素 -血管紧张素系统相关发病机制的研究 *
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摘要 目的：研究高甲状腺素导致房颤与肾素 -血管紧张素系统(RAS)相关的发病机制。方法：左旋甲状腺素经兔腹腔注射，制作甲

亢源性房颤易患模型，同时厄贝沙坦经胃管灌胃，乳兔左心房肌细胞培养药物干预；检测房颤诱发率、左心房肌细胞凋亡情况，检

测 RAS相关的细胞因子，凋亡蛋白表达情况。结果：中途撤药组、厄贝沙坦组、对照组房颤诱发率低于持续给药组（P<0.05）。中途
撤药组、持续给药组、厄贝沙坦组心肌细胞凋亡率、ACE mRNA相对表达量、ACE血浆浓度、表达量、AngⅡ血浆浓度、表达量均高

于对照组，持续给药组高于中途撤药组、厄贝沙坦组（P<0.05）。中途撤药组、持续给药组、厄贝沙坦组 PARP、caspase3相对表达量

均高于对照组，持续给药组高于中途撤药组、厄贝沙坦组（P<0.05）。AngⅡ组药物干预后左心房肌细胞凋亡率高于对照组、甲状腺
素组（P<0.05）。结论：高甲状腺素所致的房颤发病机制可能是间接过度激活 RAS，循环、组织 AngⅡ表达增高，后者诱导心房肌细

胞凋亡，左心房发生电 -解剖重构。
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Study on the Pathogenesis of Hyperthyroid Atrial Fibrillation and

Renin-Angiotension System*

To study the pathogenesis of high thyroxine induced atrial fibrillation and renin-angiotension system (RAS).

The model of hyperthyroid atrial fibrillation was made by injecting levothyroxine into abdominal cavity of rabbits, at the same

time, irbesartan was infused into the stomach through gastric tube, and drug intervention was carried out in the left atrial myocyte culture

of suckling rabbits. The induction rate of atrial fibrillation and apoptosis of left atrial myocytes were measured, RAS related cytokines

and apoptotic protein expression were measured. The induced rate of atrial fibrillation in the withdrawal group, irbesartan group

and control group was lower than that in the continuous administration group (P<0.05). The cardiomyocyte apoptosis rate, relative ex-
pression of ACE mRNA, ACE plasma concentration, expression amount, AngⅡ plasma concentration and expression amount in the with

drawal group, the continuous administration group and the irbesartan group were higher than those in the control group, and those in the

continuous administration group were higher than those in the withdrawal group and the irbesartan group (P<0.05). The relative expres-
sion of PARP and caspase3 in the withdrawal group, the continuous administration group and the irbesartan group were higher than those

in the control group, and those in the continuous administration group were higher than those in the withdrawal group and the irbesartan

group (P<0.05). The apoptosis rate of left atrial myocytes in AngⅡ group was higher than that in control group and thyroxine group after

drug intervention (P<0.05). One of the pathogenesis of high thyroxine induced atrial fibrillation may be that it indirectly

overactivates RAS, increases the expression of AngⅡin circulation and tissue, the latter induces apoptosis of atrial myocytes and electri-

cal anatomical remodeling of left atrium.
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前言

甲状腺功能亢进症（简称甲亢）与心脏疾病，特别是心房颤

动（简称房颤）有紧密的联系[1-3]。甲状腺激素受体位于其靶器官

细胞核内，其与受体结合后对靶器官产生直接作用，同时还发

现其对机体的某些效应是先激活其它系统如肾素 -血管紧张

素系统（Renin-angiotension system，RAS）、交感神经系统等，再

对靶器官产生间接作用[4,5]。血管紧张素原经肾素作用生成血管

紧张素Ⅰ，血管紧张素转化酶（Angiotension converting enzyme，

ACE）催化血管紧张素Ⅰ产生血管紧张素Ⅱ（AngiotensinⅡ，

AngⅡ），AngⅡ是 RAS的最关键效应产物[6,7]。甲亢时 ACE的

活性明显增强，RAS被激活，AngⅡ表达水平明显升高，AngⅡ

在心肌细胞凋亡中发挥重要作用[8,9]。心肌发生重构的关键机制

之一心肌细胞发生凋亡，心房结构、功能发生不可逆改变，为房

颤发生、发展提供病理基础[10]。本研究探讨甲状腺素、RAS与左

心房肌细胞凋亡和房颤发生的相关性，以及高甲状腺素导致房

颤与 RAS相关的发病机制。

1 对象与方法

1.1 动物、试剂、实验设备

成年健康日本大耳兔 60只，出生 48小时内日本大耳乳兔

10 只，昆明医科大学动物房提供（清洁级），许可证号：SCXK

(滇)K2015-0005。左旋甲状腺素钠（美国MCE公司），PCR试剂

盒（瑞士 Roche公司），cDNA试剂盒（美国 KAPA公司），PVDF

膜（美国 millipore公司），PARP蛋白多克隆抗体小鼠抗兔（小

鼠抗兔）、caspase3蛋白多克隆抗体（小鼠抗兔）、茁-actin蛋白单
克隆抗体（小鼠抗兔）、IgG辣根过氧化物酶标记二抗（美国

Santa Cruz公司），TUNEL凋亡检测试剂盒（瑞士 Roche公司），

兔血管紧张素转换酶 ELISA试剂盒（上海邦景实业公司），兔

血管紧张素Ⅱ ELISA试剂盒（美国 DRG公司），胰蛋白酶（Dif-

co公司），Ⅱ型胶原酶（Invitrogen公司），DMEM培养基（Gibco

公司），人血管紧张素Ⅱ（购至MCE公司），AnnexinⅤ-FITC/PI

试剂盒（南京凯基生物公司）。心脏多通道电生理记录仪（美国

GE公司），特制十极标测电极（北京心诺普医疗公司），荧光定

量 PCR仪（瑞士 Roche公司），RM2135石蜡切片机（美国 Leica

公司），超低温冰箱（日本 SANYO公司），CHA光学显微镜（日

本 OLYMPUS公司），垂直电泳仪、蛋白印迹转膜仪（BIO-RAD

公司），恒温二氧化碳培养箱（美国 New Brunswick Scientific），

流式细胞仪（美国 BD公司）。

1.2 建立兔甲亢源性房颤易患模型

日本大耳兔 60只，随机分 4组，即中途撤药组（20只）、持

续给药组（20只）、厄贝沙坦组（10只）、对照组（10只）；中途撤

药组：每天甲状腺素 50 滋g/kg经腹腔注射，2月后停止注射药
物，改注射盐水；持续给药组：每天甲状腺素 50 滋g/kg经腹腔
注射；厄贝沙坦组：每天甲状腺素 50 滋g/kg经腹腔注射，同期
每天厄贝沙坦 50 mg/kg经胃管灌胃。对照组：每天盐水经腹腔

注射。4月后结束实验，经兔耳缘静脉注射 3%戊巴比妥钠麻醉

（30 mg/kg），通过新生儿咽喉镜充分暴露兔食道，沿食道插入

十极电极，经多通道电生理记录仪做兔心脏程序刺激，检测兔

甲亢源性房颤易患模型房颤诱发率。实验结束后耳缘静脉采取

静脉血 2 mL，抗凝（EDTA）后 4℃，离心半径 10 cm，转速 3000

r/m，离心 10 min，分离上层血浆存储于 1.5 mL EP管内，-70℃

保存；采用注射空气法经耳缘静脉处死兔，去胸毛碘伏消毒后，

劈开胸骨，游离心脏剪取左心房肌组织。用 PBS反复冲洗左心

房肌组织后分成两部分，一部分甲醛固定，一部分无菌离心管，

-70℃保存。

1.3 细胞凋亡率的检测

取 4%多聚甲醛固定的左心房肌组织，TUNEL法检测兔左

心房肌细胞凋亡率，随机选 3个高倍视野，TUNEL阳性反应为

细胞核呈棕褐色或棕黄色颗粒，再加上镜下观察细胞有凋亡形

态特征即判定左心房肌细胞发生凋亡，凋亡率为（凋亡细胞数 /

细胞总数）× 100%，3次计数取均值。

1.4 RAS相关因子检测

qPCR检测 ACE mRNA表达水平，GADPH为内参（前向

引物 ATTCGGCATGGGCCAAGGTT，逆向引物 GGTTGTCC-

CCTGGTTGACTG）。ELISA检测兔 ACE、AngⅡ血浆浓度及左

心房肌组织表达量。

1.5 PARP、caspase3表达情况

Western blot检测左心房肌组织 PARP、caspase3剪切体表

达情况，以所检测目的蛋白条带与内参 茁-actin条带光密度比
值为相对表达量。

1.6 左心房肌细胞凋亡率检测

胰酶、Ⅱ型胶原酶（酶工作浓度均为 0.1%）混合酶消化法

完成乳兔左心房肌细胞的分离、培养、纯化，间接免疫荧光法

（小鼠抗兔 琢-横纹肌肌动蛋白抗体）鉴定[11]。取第二代培养 7

天细胞随机分 3组：对照组（加生理盐水）；AngⅡ组（AngⅡ 1×

10-6 mol/L）；甲状腺素组（甲状腺素 1× 10-7 mol/L）；药物干预 24

小时后流式细胞仪检测凋亡率（AnnexinⅤ-FITC/PI法）。

1.7 统计学方法

使用统计软件 SPSS20.0对数据做统计分析。58例纳入统

计（持续给药组、厄贝沙坦组各死亡 1例）。观测数据均为计数

资料，以均值± SD描述。多组间采用单因素方差分析 +组间两

两比较 HSD-q检验。计数资料以例数或率描述，组间比较采用

卡方检验。以 P<0.05认为有统计学差异。

2 结果

2.1 房颤诱发率比较

中途撤药组、厄贝沙坦组、对照组房颤诱发率低于持续给

药组（P<0.05），对照组、中途撤药组、厄贝沙坦组间无差异
（P>0.05）。见表 1。

2.2 各组心肌细胞凋亡情况比较

中途撤药组、持续给药组、厄贝沙坦组心肌细胞凋亡率均

高于对照组，持续给药组高于中途撤药组、厄贝沙坦组（P<0.05）。
见表 2。

2.3 各组 RAS相关因子比较

中途撤药组、持续给药组、厄贝沙坦组 ACE mRNA相对表

达量、ACE血浆浓度、表达量、AngⅡ血浆浓度、表达量均高于

对照组，持续给药组高于中途撤药组、厄贝沙坦组（P<0.05）；厄
贝沙坦组 ACE表达量高于中途撤药组（P<0.05）。见表 2。
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Note: Compared with control group, aP<0.05; Compared with withdrawal group, bP<0.05; Compared with irbesartan group, cP<0.05.

Groups n Relative expression of PARP Relative expression of caspase3

Control group 10 0.48± 0.09 0.38± 0.06

Withdrawal group 20 0.61± 0.08a 0.52± 0.11a

Continuous administration group 19 0.83± 0.06abc 0.68± 0.09abc

Irbesartan group 9 0.62± 0.05a 0.54± 0.08a

F 46.326 23.995

P 0.000 0.000

Note: Compared with control group, aP<0.05; Compared with withdrawal group, bP<0.05; Compared with irbesartan group, cP<0.05.

2.4 各组 PARP、caspase3表达情况比较

中途撤药组、持续给药组、厄贝沙坦组 PARP、caspase3相

对表达量均高于对照组，持续给药组高于中途撤药组、厄贝沙

坦组（P<0.05）。见表 4。蛋白剪切体表达图见图 1。

表 1 各组兔房颤诱发率比较[n(%)]

Table 1 Comparison of atrial fibrillation induction rate in each group[n(%)]

Groups n
Atrial fibrillation induction

Yes No

Control group 10 0（0.00） 10（100.00）

Withdrawal group 20 3（15.00） 17（85.00）

Continuous administration group 19 11（57.89）abc 8（42.11）

Irbesartan group 9 1（11.11） 8（88.89）

x2 15.908

P 0.001

表 2 各组心肌细胞凋亡情况比较（x± s）
Table 2 Comparison of cardiomyocyte apoptosis in each group(x± s)

Groups n Cardiomyocyte apoptosis rate（%）

Control group 10 4.58± 1.75

Withdrawal group 20 21.13± 6.36a

Continuous administration group 19 37.51± 9.57abc

Irbesartan group 9 20.49± 6.74a

F 51.887

P 0.000

Note: Compared with control group, aP<0.05; Compared with withdrawal group, bP<0.05; Compared with irbesartan group, cP<0.05.

表 3 各组 RAS相关因子比较（x± s）
Table 3 Comparison of RAS related factors in each group(x± s)

Groups n
Relative expression

of ACE mRNA

ACE plasma

concentration

（ng/mL）

ACE expression

amount

（ng/100 mg）

AngⅡ plasma

concentration

（ng/mL）

AngⅡ expression

amount（ng/100

mg）

Control group 10 0.0180± 0.0035 3.61± 0.58 517.91± 85.26 0.32± 0.09 0.16± 0.05

Withdrawal group 20 0.0270± 0.0118a 6.41± 0.77a 758.38± 73.42a 0.59± 0.14a 0.29± 0.06a

Continuous

administration group
19 0.0593± 0.0284abc 13.42± 1.99abc 1392.41± 153.84abc 1.28± 0.19abc 0.64± 0.09abc

Irbesartan group 9 0.0324± 0.0056a 6.72± 0.91a 880.13± 106.94ab 0.53± 0.09a 0.26± 0.03a

F 15.355 157.306 167.100 120.218 132.379

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

表 4 各组 PARP、caspase3表达情况比较（x± s）
Table 4 Comparison of expression of PARP and caspase3 in each group(x± s)
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图 2 各组流式细胞仪检测图

Fig.2 Flow cytometry detection chart of each group

Note: Control group,AngⅡ group, Thyroxine group in turn.

图 1 左心房肌组织 PARP、caspase3蛋白剪切体表达图

Fig.1 Expression of PARP and caspase3 protein in left atrial muscle

Note: Control group,withdrawal group, continuous administration group,

irbesartan group in turn.

2.5 药物干预后左心房肌细胞凋亡率比较

AngⅡ组药物干预后左心房肌细胞凋亡率高于对照组、甲

状腺素组（P<0.05）。见表 5。流式细胞仪检测图见图 2。

3 讨论

甲亢与房颤显著相关，统计发现甲亢患者中约 9%-22%合

并心房颤动，而房颤患者约 13%的患者伴有甲状腺激素指标异

常[12-14]。亚临床甲亢和甲亢患者有同等的房颤发病率，亚临床甲

亢发病率较高，其也是房颤发作的一个危险因素[15,16]。另有研究

甲亢源性房颤患者未经治疗或仅给予抗甲亢治疗后，56%的患

者可以恢复窦性心律，但是转复率与年龄、房颤持续时间负相

关[17,18]。然而有观察发现，高达 40%的甲亢源性房颤患者即使给

予抗甲亢治疗后房颤仍持续发作，提示有导致房颤持续发作的

病理机制存在[19]。有关甲亢源性房颤的发病机制未完全明确，

有研究提示高甲状腺素可能间接激活 RAS，进一步导致心房肌

细胞肥大、凋亡，心房肌纤维化[20-22]。甲亢时，RAS活性明显增

强，RAS介导了甲状腺素的部分心血管效应，高甲状腺素水平

也可过度激活 RAS[23,24]。

表 5 药物干预后左心房肌细胞凋亡率比较（x± s）
Table 5 Comparison of apoptosis rate of left atrial myocytes after drug intervention(x± s)

Groups n Apoptosis rate（%）

Control group 10 0.04± 0.01a

AngⅡ group 10 51.31± 6.05

Thyroxine group 10 6.12± 2.83a

F 158.164

P 0.000

Note: Compared with AngⅡ group, aP<0.05.

本研究发现，持续高甲状腺素水平房颤诱发率增高，部分

兔停止甲状腺素药物注射，或给予厄贝沙坦灌胃后房颤诱发率

下降。兔甲亢房颤模型 ACE mRNA表达量持续给药组较对照

组、中途撤药组、厄贝沙坦组增高，中途停止甲状腺素药物注

射，或给予厄贝沙坦灌胃可降低 ACE mRNA表达量。ACE血

浆浓度、左心房肌组织表达量持续给药组较对照组、中途撤药

组、厄贝沙坦组增高，中途停止甲状腺素药物注射，或给予厄贝

沙坦灌胃 ACE血浆浓度、组织表达量下降。AngⅡ血浆浓度、

左心房肌组织表达量持续给药组较对照组、中途撤药组、厄贝

沙坦组增高，经中途停止注射甲状腺素，或给予厄贝沙坦灌胃

AngⅡ血浆浓度、组织表达量下降。以上均提示高甲状腺素致

房颤过程中，ACE活性增加，RAS过度激活，AngⅡ高表达。高

甲状腺素致房颤的过程中有 RAS参与，通过抑制 RAS可部分

改善高甲状腺素致房颤发生[25]。

动物房颤模型中 RAS激活与心房肌细胞凋亡关系密切，

相关研究已证实 AngⅡ可诱导心肌细胞凋亡[26]。AngⅡ与心肌

细胞共同孵育 24小时，实验组凋亡心肌细胞百分率较正常对

照组增加 5倍。caspase3（32kD）是 caspase家族成员之一，它的

活化标志着细胞凋亡进入不可逆阶段，被认为细胞凋亡直接执

行者。caspase3以为酶原形式存在，当被剪切为 17kD和 12kD

两个活性片段时，又进一步作用其相应的底物[27,28]。多聚(ADP-

核糖)聚合酶 (PARP，116kD)是 caspase3最主要的底物，PARP

主要功能是参与修复 DNA、保持基因完整。当细胞发生凋亡

时，PARP被活化的 caspase3 剪切成 89kD、24kD 两个片段而
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失活[29,30]。

本研究发现，对照组左心房肌细胞凋亡率显著低于其他 3

组；中途停止注射甲状腺素，或给予厄贝沙坦灌胃左心房肌细

胞凋亡率下降。PARP、caspase3蛋白剪切体相对表达量持续给

药组较对照组、中途撤药组、厄贝沙坦组增高，经中途停止注射

甲状腺素，或给予厄贝沙坦灌胃 PARP、caspase3蛋白剪切体相

对表达量下降。药物干预后，AngⅡ组左心房肌细胞凋亡率较

对照组、甲状腺素组明显增高。以上均提示高甲状腺素导致房

颤过程中有左心房肌细胞凋亡发生，并有 AngⅡ参与诱导左心

房肌细胞凋亡。

本研究已证实高甲状腺素导致房颤过程中有左心房肌细

胞凋亡，并伴有 RAS激活，甲状腺功能亢进导致心房颤动的病

理机制是一个复杂、多重机制参与的过程，且目前尚未明确，本

研究发现高甲状腺素所致的房颤发病机制之一，可能是其间接

过度激活 RAS，循环、组织 AngⅡ表达增高，后者诱导心房肌细

胞凋亡，左心房发生电 -解剖重构，此为甲状腺素的间接作用

机制。但甲状腺素直接对心肌细胞 Na+、K+等离子通道电流产

生影响可能是其致心律失常的关键、直接作用机制。同时 RAS

与多种心血管疾病（包括房颤）密切相关，具有普遍性，甲亢源

性房颤与 RAS可能缺乏特异的相关性。
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