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右美托咪定致家兔窦性心动过缓模型中心脏
窦房结Cx45和Cx31.9基因表达的变化

祝瑜 田磊 黄燕若 史静 钟毅 殷永强

  【摘要】 目的 观察右美托咪定致家兔窦性心动过缓模型中心脏窦房结中缝隙连接基因蛋白

Cx45和Cx31.9表达量的变化,探讨右美托咪定致心脏传导减慢的作用是否与缝隙连接基因蛋白的

表达量改变有关。方法 成年健康新西兰家兔48只,随机均分为三组,通过耳源静脉注射右美托咪

定制备家兔窦性心动过缓模型。戊巴比妥钠基础麻醉后,迅速完成心电图、血压监测的基本操作。C
组持续泵注生理盐水,D1组泵入右美托咪定10μg/kg负荷量10min,持续泵注量5μg·kg-1·h-1输
入50min,D2组泵入右美托咪定60μg/kg负荷量10min,持续泵注量30μg·kg-1·h-1输入50min,观
察结束后迅速开胸取出心脏准确分离心脏窦房结组织,通过免疫组化法检测Cx45、Cx31.9蛋白平均光

密度,通过实时荧光定量法检测Cx45、Cx31.9基因相对表达量变化。结果 Cx45基因相对表达量D2
组明显多于C、D1组(P<0.05);蛋白平均光密度的改变与之一致;Cx31.9基因相对表达量D1组比C
组显著增加(P<0.05),D2组与C组、D1组与D2组差异无统计学意义,蛋白平均光密度的改变与之一

致。结论 右美托咪定使家兔窦房结低导电性缝隙连接基因蛋白Cx45、Cx31.9的表达增加,缝隙连接

基因蛋白表达的变化是导致窦房结区的传导速度减慢原因之一。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatethechangesofcardiacsinusnodeconnexin45(Cx45),
connexin31.9(Cx31.9)ofgapjunctioninrabbits’sinusbradycardiamodelcausedbydexmedetomi-
dine,andtodiscusswhetherthenegativefrequencyandnegativeconductioncausedbyDexmedetomi-
dinearerelatedtotheexpressionchangesofconnexin.Methods Forty-eighthealthyadultNewZeal-
andrabbitsweredividedintothreegroups(n=16).Sinusbradycardiarabbitswerepreparedbyintra-
venousinjectingDexmedetomidinethroughearvein.Afterrabbitswereanesthetizedbysodiumpento-
barbital,basicprocedureswerequicklycompletedinordertomonitorMAPandECG.Rabbitsin
groupCwereinjectedwithnormalsaline.RabbitsingroupD1wereinjectedaloadingdoseofdexme-
detomidine10μg/kgfor10min,andthencontinuouslypumped5μg·kg-1·h-1for50min.Rabbits
ingroupD2werepumpedaloadingdoseofdexmedetomidine60μg/kgfor10min,andthencontinu-
ouslypumped30μg·kg-1·h-1for50min.Afterobservationheartswerequicklyremovedandsinus
nodetissuewasdissected.TheaverageopticaldensityofsinusnodeCx45,Cx31.9weredetectedby
immunohistochemistry,and the genes expression were detected by real-time quantitative.
Results Cx45geneexpressionofgroupD2showedremarkableincreasethangroupsCandD1(P<
0.05),therewerenosignificantdifferencesbetweengroupsD1andC,Cx45averageopticaldensity
changewereconsistentwiththegeneexpression.Cx31.9geneexpressionofgroupD1showedamore
remarkableincreasethangroupC(P<0.05),therewerenosignificantdifferencesbetweengroupsD2
andC,D1andD2,Cx31.9averageopticaldensitychangeswereconsistentwiththegeneexpression.
Conclusion DexmedetomidineincreasestheexpressionoflowelectricalconductivityCx45,Cx31.9of
gapjunctiononrabbits’sinusnode,whichisoneofthepossiblyreasonsthatslowdowncardiaccon-
ductionvelocityinsinusnode.
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  右美托咪定广泛用于临床麻醉及ICU镇静,但
有诱发窦性心动过缓的不良反应,右美托咪定致心

脏负性频率和负性传导的作用引心脏停搏的潜在
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危险已有多篇文献报道[1],目前研究可以明确的是

右美托咪定通过抑制交感神经活动诱发迷走神经

占优势及直接增加中枢迷走神经张力的情况下产

生心内传导系统不良反应。心脏缝隙连接通道的

连接蛋白(connexins,Cx)介导心肌细胞间电偶联,
为电兴奋的顺序传播构成细胞间的通路进而调控

心肌同步收缩[2]。越来越多的研究证实,心脏传导

系统的电生理性质和缝隙连接及其连接蛋白有着

密切关系[3]。本研究通过观察右美托咪定致家兔窦

性心动过缓模型中窦房结Cx45、Cx31.9表达量的

变化,探讨右美托咪定致心脏传导减慢的作用是否

与缝隙连接蛋白的表达量改变有关。

材料与方法

实验动物与分组 本实验经贵州医科大学动

物伦理委员会审查批准实施。健康新西兰大白兔

48只,雌雄各半,体重1.5~2.8kg,由贵州医科大

学实验动物中心提供。48只家兔分为随机分为三

组(n=16),对照组(C组)持续泵注生理盐水12
ml/kg;实验组(D1、D2 组)通过耳源静脉注射右美

托咪定制备家兔窦性心动过缓模型。小剂量组(D1
组)泵入右美托咪定10μg/kg负荷量10min(批号:

14030732),持续泵注剂量5μg·kg-1·h-1输入50
min;大剂量组(D2 组)泵入右美托咪定60μg/kg负

荷量10min,持续泵注剂量30μg·kg-1·h-1输入

50min。
实验 方 法  耳 缘 静 脉 注 射 戊 巴 比 妥 钠 30

mg/kg麻醉家兔。麻醉后将家兔仰卧位固定,四肢

皮下插入针灸针电极连接CardiofaxS多道心电图

机(ECG-1250C)监测心电活动,排除ECG异常的

家兔。监测SpO2,行股动脉穿刺置管术,用于监测

有创动脉压,接生物信号采集处理系统(BL-420型)
监测 MAP。

监测 实验全程使用生物信号采集处理系统

监测HR、MAP,于右美托咪定注射前(T0)、右美托

咪定注射后15min(T1)、30min(T2)、60min(T3)
监测HR、MAP。

家兔窦房结标本的取材 实验观察结束后使

用3%戊巴比妥钠15mg/kg经兔耳静脉缓慢推注

加深麻醉,0.5%的利多卡因局部麻醉浸润胸部,迅
速开胸取出心脏置于盛有冰水混合的台氏液的小

盘内,使心脏停跳,暴露出界嵴后再进一步细致修

剪。实验窦房结组织标准取材的范围:上界高出腔

耳角2mm,下界至下腔静脉下2mm,以在界嵴中

上部以界沟为中线取长10mm,宽5mm 的组织

块,静脉窦侧3mm,右心耳侧2mm。取下组织8例

RNALater-4℃冰箱保存过夜后-80℃冰箱保存

待进行目的基因的实时荧光定量(RT-PCR)检测,
组织8例10%甲醛固定,常规石蜡包埋切片行免疫

组织化学染色。
实验指标的检测 RT-PCR检测家兔窦房结

Cx45、Cx31.9基因相对表达量的变化,使用蛋白酶

K(瑞 士 罗 氏 Roche公 司)二 甲 苯 蓝 FF (美 国

Sigma公司),溴酚蓝钠盐(美国Sigma公司)迅速

裂解细胞并灭活细胞内核酸酶,使用磁珠法 mRNA
提取试剂盒(美国Ambion/Invitrogen公司)提取窦

房结组 织 中 的 分 离 纯 化 高 质 量 mRNA,第 一 链

cDNA合成试剂盒(瑞士罗氏Roche公司)进行逆转

录,荧 光 定 量 试 剂 盒 (LightCycler480 SYBR
GREEN1Master,瑞士罗氏Roche公司)完成扩增

反应。仪器设备为实时荧光PCR仪(CFX96,美国

Bio-Rad伯乐公司),Bio-RadCFXManager软件计

算基因的相对表达量。扩增引物的序列由大连宝

生物技术有限公司设计合成(表1)。

表1 目的基因扩增引物的序列

目的

基因
引物序列

扩增

长度

(bp)

退火

温度

(℃)

Cx45

上游 5'ACCCAACCTAAAC-
CCAAGCA3'
下 游 5' CAGAAAGCCCACC-
TCAAACAC3'

111 58

Cx31.9

上 游 5' GTCTCCCAGACG-
CACTCATTC3'
下游5'CACCATCCCCGTTTT-
CAGTT3'

122 58

GAPDH

上 游 5' TGGTGAAGGTCG-
GAGTGAAC3'
下 游5'ATGTAGTGGAGGTC-
AATGAATGG3'

121 58

  注:GADPH:甘油醛-3-磷酸脱氢酶

免疫组化染色及蛋白平均光密度分析 石蜡

包埋切片经抗原修复后滴加一抗兔抗Cx45多克隆

抗体1∶250,兔抗Cx31.9多克隆抗体1∶500(北京

博奥森生物有限公司)50μl即可盖住标本,4℃一抗

孵育过夜。第2天复温后二抗生物素标记的羊抗兔

IgG孵育,二氨基联苯氨显色,苏木素复染,脱水封
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片。缝隙连接蛋白免疫组化染色呈现清晰棕黄色颗

粒,位于细胞膜上。每例切片200倍显微镜下随机

选取 的 窦 房 结 区 5 个 阳 性 视 野,用Image-pro-
plus6.0图像分析系统,分别检测阳性细胞的积分

光密度IOD(Integralopticaldensity,IOD)和AOI
(areaofinterest,AOI)面积,利用公式,求得平均光

密度 的 值:IOD(sum)/Area(sum)= (mean)

OpticalIdensity。

表2 三组家兔给药过程中 MAP、HR的比较(x±s)

指标 组别 只数 T0 T1 T2 T3

MAP C组 16 84±7 81±7 81±5 80±5

(mmHg) D1 组 16 84±8 59±9a 67±7a 62±7a

D2 组 16 87±7 61±5a 63±4a 61±4a

HR C组 16 286±25 272±18 273±17 273±19

(次/分) D1 组 16 285±19 195±24a 206±16a 241±23a

D2 组 16 287±26 162±28ab 165±24ab 167±26ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与D1 组比较,bP<0.05

表3 三组家兔窦房结组织Cx45、Cx31.9基因相对表达量和蛋白平均光密度的比较(x±s)

指标 组别 只数 Cx45 Cx31.9

基因相对表达量

C组 8 6.91±6.99 1.86±1.29

D1 组 8 12.66±5.90 7.42±4.34a

D2 组 8 27.98±7.40ab 5.23±2.60

蛋白平均光密度

C组 8 0.1909±0.0213 0.1924±0.0118

D1 组 8 0.1826±0.0334 0.2814±0.0176a

D2 组 8 0.3280±0.0620ab 0.2019±0.0608

  注:与C组比较,aP<0.05,;与D1 组比较,bP<0.05

统计分析 采用SPSS17.0统计学软件进行

统计分析,计量资料以均数±标准差(x±s)表示,
各监测指标不同时点组内比较采用重复测量的方

差分析,同一时间点不同分组进行组间比较采用单

因素方差分析,两两比较用Bonferroni法。

结  果

实验过程中SpO2 均大于90%,且每组抽取动

脉血气PaO2 用药前后均大于65mmHg,SpO2 大

于95%。T1~T3 时D1、D2 组的 MAP明显低于,

HR明显慢于C组(P<0.05),且D2 组HR明显慢

于D1 组(P<0.05)(表2)。
D2 组Cx45基因相对表达量和蛋白平均光密度

明显多于C和D1 组(P<0.05);D1 组Cx31.9基因

相对表达量和蛋白平均光密度明显多于C组(P<
0.05)(表3)。

讨  论

高选择性α2 肾上腺素受体激动药右美托咪定

在临床研究及动物实验中均显示显著抑制窦房结

和房室结功能[4,5],心率较基础心率下降30%是家

兔窦性心动过缓模型造模成功的标准[6]。本实验根

据前期实验确定制备家兔窦性心动过缓模型的最

低负荷剂量10μg/kg,6倍最低剂量确定为高剂

量组[7]。
缝隙连接通道蛋白分布和数量的改变可导致

相应部位心肌组织的传导速度及方向发生改变,引
起各类心律失常的发生。大量文献显示不同类型

的缝隙连接通道蛋白的导电性不同,其离子选择性

和分子通透性亦不同。心内传导系统的缝隙连接

蛋白Cx40和Cx43是高导电性的,Cx30和Cx45是

低导电性的,Cx30的导电性较Cx45低[3]。在传导

速度慢的结区组织的两种缝隙连接蛋白Cx30(家兔

及人蛋白同源直系物为Cx31.9)、Cx45的导电性都

比较低,它们之间的电偶联可能也是比较低的,低
导电性的缝隙连接蛋白可能传导方式相对慢且体
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表心电图的特点表现为传导时间延长[8]。冲动传导

慢的特定区域的窦房结和房室结只表达Cx30和

Cx45,低导性的缝隙连接蛋白表达量的增加是心脏

结区组织传播速度缓慢的原因之一。
实验组的心率随药物剂量增加降低更显著,血

压变化两实验组均比对照组显著降低,但两实验组

间血压比较无显著差异。我们实验中从荧光PCR
和免疫组化均检测到家兔心脏中有鼠Cx30蛋白同

源直系物为Cx31.9的存在。右美托咪定致窦性心

动过缓模型中窦房结组织中低导性Cx45在高剂量

组增加显著,低导性Cx31.9在低剂量组增加显著,
高剂量组无显著增加,以上两种缝隙连接蛋白基因

相对表达量及蛋白平均光密度检测上的变化是一

致的。低剂量组心率已较基础心率下降30%,但无

窦房阻滞和窦性停搏,Cx31.9的表达量也显著增

加,说明其参与窦房结的心率调节,DanielGros[9]

等的研究也发现鼠的Cx30参与窦房结心率的调

节。随着药物剂量的增加Cx31.9没有出现显著的

增加,而是增加了Cx45的表达来降低窦房结区的

传导速度。
右美托咪定具有中枢及外周抗交感作用,近年

来研究发现右美托咪定有直接兴奋迷走神经的作

用[10],影响自主神经的功能状态。心脏缝隙连接蛋

白的表达受基因的调控,国外学者研究显示 Tbx5
和Gata4基因在传导系统的正确表达与传导系统功

能相关,并调节心脏缝隙连接蛋白的表达[11]。右美

托咪定从哪方面引起心脏缝隙连接蛋白表达的改

变还要做更深入的研究。
综上所述,右美托咪定使家兔窦房结低导电性

缝隙连接基因蛋白Cx45、Cx31.9的表达量增加,缝
隙连接基因蛋白表达的变化是导致窦房结区的传

导速度减慢的原因之一。
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