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C57BL/6小鼠 PD-1基因敲除后炎症与心房电重构的关系研究
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摘要 目的：研究 C57BL/6小鼠在 PD-1基因敲除后体内炎症升高对房颤发病易感性的影响。方法：对两组动物进行了观察：C57BL/6
小鼠和 C57BL/6-PD-1基因敲除小鼠（各组均为 15只，雄性，6-8周龄）。应用流式细胞仪微球芯片捕获技术对比了实验组与对照组
的血清炎性细胞因子表达水平，应用多导电生理记录仪检测了实验组与对照组心房有效不应期和有效不应期离散度。结果：和对

照组相比较，C57BL/6-PD-1-/-小鼠血清炎性细胞因子水平明显升高，C57BL/6-PD-1-/-小鼠心房肌有效不应期较对照组减低，而有

效不应期离散度则明显升高。结论：PD-1基因敲除后出现的机体内炎性细胞因子水平的升高导致了 C57BL/6小鼠的心房电重
构，并由此使得 C57BL/6-PD-1-/-小鼠心房纤颤发病易感性升高。
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PD-1 Deficiency Results in Atrial Electricity Remodeling in C57BL/6 Mice

To investigate the effect of PD-1 deficiency in the pathogenesis of atrial fibrillation. Two groups
of mice were used to carry out our experiment: C57BL/6 group (15 mice, male, 6-8 weeks) and C57BL/6-PD-1-/- group (15 mice, male,
6-8 weeks), the expression of inflammatory cytokines: interleukin (IL)-2, (IL)-4, (IL)-6, (IL)-10, (IL)-17, interferon (IFN)-酌 and tumor
necrosis factor(TNF)were determined by cytometric bead array , the atrial effective refractory period (AERPs) were determined by more
conductive physiological recorder. Inflammatory cytokines increased significantly in the PD-1-/- group compared with that in the
C57BL/6 group; Mean while, the PD-1-/- group presented a shorter atrial effective refractory period and an increased dAERP.
The higher level of inflammatory cytokines in the PD-1-/- mice results in atrial electricity remodeling in C57BL/6 mice, which lead to
atrial fibrillation.

PD-1 deficiency; Inflammatory cytokines; Atrial electricity remodeling; Atrial fibrillation
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前言

房颤是临床最常见的心律失常，在普通人群中的发病率约

为 2%，且随着年龄的增长发病率迅速升高，在 80岁以上人群

中房颤的发病率超过了 9%[1]。房颤危害严重，相比非房颤患者。

房颤患者脑卒中、心衰及全因死亡率均明显升高[2]。由于血栓栓

塞、心力衰竭等诸多并发症，房颤被认为是心血管病患者死亡

的独立危险因素[3]。房颤的发病机制比较复杂，目前普遍认为房

颤起源于存在于心房的多发折返环，但对于多发折返环的产生

机制仍然未得到完全阐明。近年来炎症与房颤发病的关系得到

了许多人的关注，流行病学和病例对照研究均提示炎症可能是

房颤的致病因素[4]，临床观察证实房颤患者心肌组织重塑与纤

维化与炎症反应密切相关[5]。但炎症导致房颤的具体病理生理

机制到目前仍然不明确。

程序性死亡因子 -1（programmed death-1，PD-1）是 T细胞

表面的 CD28家族的一个重要的负性共刺激分子，该基因的缺

失可以增强 T细胞活性，提高体内的炎症水平。由于机体的高

炎症状态，PD-1基因敲除小鼠会出现多种自身免疫性疾病。其

中有学者研究发现 PD-1基因敲除（PD-1-/-）小鼠心脏局部有大

量的炎性细胞浸润[6]，甚至出现了致死性的心肌炎[7]。PD-1-/-小

鼠的高炎症状态是否会对房颤的发病产生影响尚不清楚。本研

究对比了 C57BL/6-PD-1-/-小鼠和 C57BL/6小鼠体内炎性细胞
因子的表达，同时检测了两组小鼠心房肌有效不应期变化。

1 材料和方法

1.1 实验动物
C57BL/6 PD-1基因敲除小鼠（即 C57BL/6-PD-1-/-小鼠）由日

本京都大学的 Tasuku Honjo教授免费转让，实验组和对照组小

鼠各 15只，雄性，6-8周龄。实验前均饲养于第四军医大学基础

部神经生物教研室 SPF级实验动物中心。

1.2 实验方法
1.2.1 流式细胞仪微球芯片捕获技术（Cytometric Bead Array，
CBA）检测炎性细胞因子表达

应用鼠 Th1/Th2/TH17 细胞因子检测试剂盒（BD Bio-

science, San Jose, CA, USA）同时检测七种细胞因子（IL-2, IL-4,

IL-6, IL-10, IL-17A.TNF和 IFN-酌）。该试剂盒可以检测出血清
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中 pg级别的炎性细胞因子。

流式细胞微球芯片捕获技术原理：首先将不同捕获抗体包

被在不同荧光强度的微球上形成捕获微球，然后和待测样品溶

液混合，微球上的特异性抗体就与血清中相应的抗原或蛋白结

合，再加入荧光标记的检测抗体，形成“三明治”夹心复合物，最

后上流式细胞仪进行检测。鼠 Th1/Th2/TH17细胞因子检测试

剂盒可以同时检测七种细胞因子，通过微球上不同的荧光强度

来区分细胞因子，在本研究中微球上的荧光强度在氩激光器激

活下在 650 nm达到峰值，在 BD FACScalibur流式细胞仪（BD

Bioscience, San Jose, CA, USA）通过 FL4检测。PE荧光标记的

血清样本荧光强度在 FL2检测。

把 50 滋L血清和 PE标记的检测抗体和捕获微球在避光和

室温条件下共孵育 2小时，缓冲液清洗未结合的抗体，重悬于
250 滋L缓冲液中上机检测。标准品制备后，通过专用的 CBA

分析软件，炎性细胞因子标准曲线被用于量化分析检测样品中

每一种细胞因子的浓度，在本研究中定标后标准曲线的相关系

数（R2）均大于 0.99。
1.2.2 心房肌有效不应期检测 参考 Etzion等[8]的方法用于小

鼠心房肌有效不应期检测。各组实验小鼠均通过腹腔内注射戊

巴比妥钠(50 mg/kg)麻醉，麻醉完成后给予气管插管和呼吸机

辅助呼吸，在右侧第四肋间隙开胸，将自制电极（与华南医电公

司合作）依次放置在右心房的心耳、高侧壁、低侧壁和游离壁。

在机械通气过程中，动脉血气酸碱度被调整在 7.35-7.45之间。

心房有效不应期的检测在 100 ms周期进行,每 6次 S1刺激后

附加一次额外刺激 S2，最初的额外刺激偶联间期设定在 30 ms

(100 ms周期),偶联间期设定为每 6次刺激递增 5 ms，直到额

外的刺激导致一次心房捕获。然后将额外刺激周期减少 5 ms

后，再每次递增 1毫秒直到再次发生心房捕获，我们将没有导

致心房捕获的最长的 S1S2间期确定为心房有效不应期。
1.3 统计学处理

实验数据用均数± 标准差表示，应用 SPSS统计软件对资

料进行分析，实验数据应用两样本 T检验比较，P<0.05表示表

示有统计学意义。

2 结果

2.1 炎性细胞因子

与对照组相比，血清炎性细胞因子在 C57BL/6-PD-1-/-小鼠

组明显升高，有统计学意义，见表 1。

表 1 C57BL/6-PD-1-/-小鼠和 C57BL/6小鼠血清炎性细胞因子浓度（pg/ML）比较 (*P<0.001 # P<0.01)

Table 1 Comparison of inflammatory cytokine levels between the PD-1-/- and the C57BL/6 mice (*P<0.001 #P<0.01)

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17A TNF IFN--酌
PD-1-/-

C57

3.95± 1.1#

2.80± 0.6

7.19± 1.1*

3.11± 0.4

165.21± 42.5*

35.47± 6.0

1212.35± 300.4*

208.8± 57.3

42.03± 8.5*

8.05± 1.8

36.49± 8.21*

24.55± 4.29

22.1± 4.72*

5.17± 1.27

2.2 心房有效不应期检测

在各个检测部位，C57BL/6-PD-1-/-小鼠组心房有效不应期

均较对照组明显缩短（RAA：42.47± 0.74vs.41.73± 1.03；LRA：

42.87 ± 0.99vs.41.47 ± 1.17；HRA：42.80 ± 0.94vs.41.87 ± 1.19；
ARA：42.60± 1.45vs.41.53± 1.30），而有效不应期离散度则明
显升高（2.73± 1.44 vs. 1.53± 0.92 ms），有统计学意义。见图 1

图 1 C57BL/6-PD-1-/-小鼠（B）和 C57BL/6小鼠电生理检查：A: C57BL/6-PD-1-/-小鼠心房有效不应期检测:S1S2=41毫秒时出现心房捕获及房室传
导,但 S1S2=40毫秒时,未引起有效的心房捕获，定义 41毫秒为 RAA的有效不应期。B：C57BL/6-PD-1-/-小鼠和 C57BL/6小鼠心房有效不应期
(AERPs)比较。RAA：右心耳; LRA：右房低侧壁; HRA：右房高侧壁; ARA右房游离壁.* P<0.05. C：C57BL/6-PD-1-/-小鼠和 C57BL/6小鼠心房有

效不应期离散度(dAERP)比较, * P<0.05
Fig. 1 Electrophysiological examination in C57BL/6 and C57BL/6-PD-1-/- mice: A: Recordings from a PD-1-/- mouse during S1S2 protocol.

Note successful AV conduction at S1S2 of 41 ms and block at S1S2 of 40 ms.B: Comparison of AERP between the C57BL/6 and the PD-1 deficient mice:
RAA, right atrial appendage; LRA, low lateral right atrium; HRA, high lateral right atrium; ARA, anterior right atrium. * P<0.05; C: Comparison of

dispersion of AERP between the C57BL/6 and the PD-1 deficient mice. * P<0.05
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3 讨论

PD-1是属于 CD28家族的负性共刺激分子，它可以诱导

表达于 CD8+和 CD4+T细胞、自然杀伤细胞、B细胞以及活化

的单核细胞 [9]，它的配体主要有 PD-L1和 PD-L2，PD-1-PD-Ls

途径在外周 T细胞免疫抑制的诱导和维持方面发挥着重要作

用，PD-1基因敲除后会引起 T细胞易于激活，从而提高机体炎

症水平[9]。

炎症与房颤发病关系密切，炎性细胞因子能够导致心脏局

部组织炎症反应，使得心房肌细胞出现变性、坏死、凋亡，促进

心房肌纤维化及瘢痕形成。而心肌纤维化及心肌疤痕形成被认

为是心房肌的非均一性和各向异性增加及传导速度减慢的病

理学基础[10]，后者的出现有利于心房折返的形成[11]，从而促进房

颤的发生和持续[12-14]。出现这一现象的本质在于炎症参与了心

肌电重构，研究发现心脏外科手术后伴随的炎症状态能够影响

心房组织的电结构，而且炎症程度和心房电传导的不均一性、

房颤的维持时间呈正相关[15]。在这一过程中，炎性细胞因子发挥

着重要作用，过度表达的 TNF能够下调连接蛋白 40[16]、Kv4.2、
Kv4.3、Kv1.5和 KChIP-2的表达[17, 18]，下调连接蛋白 40能够降

低心脏传导，使得房性心律失常的易感性增加。而钾离子通道

相关蛋白生成的减少能够减低相应的钾电流活动，从而降低心

房有效不应期。

在本研究中，尽管两组实验动物都生活在相同的环境，并

给与相同的水和饲料饲养，但是在它们生活环境中的病原体

（细菌、病毒等）能够更大程度的激活 C57BL/6-PD-1-/-小鼠体内

的炎性过程，使得它们血清中出现了高浓度的细胞因子。以高

浓度的炎性细胞因子为代表的机体高炎症状态导致心房有效

不应期的缩短和有效不应期离散度的增加。

心房电重构引起的电生理变化，是房颤发生和维持的基质
[19]，研究表明心房有效不应期的缩短和有效不应期离散度的增

加能够促进心房内多发折返环生成，从而使得房颤易于发生
[20]。由此我们推断由于心房电重构，C57BL/6-PD-1-/-小鼠心房纤

颤易感性将明显增加。我们以 C57BL/6-PD-1-/-小鼠为实验对

象，发现在 PD-1基因敲除后机体高炎症状态是心房的电重构

的致病原因，这对进一步阐明炎症和房颤发病之间的关系具有

一定的参考意义，同时以此为理论依据，提示抗炎性细胞因子

预防和治疗房颤也有可能成为一种可行的临床途径。
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