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[摘　要]	 目的：探讨风湿性心脏病二尖瓣狭窄患者肝激酶B1/丝裂原活化蛋白激酶( l iver  k inase B1/AMP-

ac t i v ated  p ro te i n  k i na s e，L K B 1 / A M P K )通路与伴发心房颤动(at r i a l  f i b r i l l at i o n，A F)的关系。 

方法：选择2011年12月至2016年12月行换瓣手术治疗的风心病二尖瓣狭窄患者40例，根据病史

和术前心电图记录分为房颤组(A F组，n=20)和窦性心律(s inus  rhy thm，SR)组(SR组，n=20)，

术前抽取空腹静脉血检测生化指标，术中留取左心耳组织。E L I S A法测定血清超敏C反应蛋白

(hy persensitive C-reactive protein，hs-CRP)及硫氧还蛋白(thioredox in，TRX)的水平。实时定量

PCR(quantitat ive real-t ime PCR，RT-PCR)法检测左心耳组织中LKB1和AMPK的mRNA水平。采

用Pearson相关分析检测LKB1与各指标的相关性。结果：与SR组相比，A F组患者左心耳组织中

L K B 1及A M P K的m R N A水平明显减低(均P < 0 . 0 5 )；血清中h s - CR P及T R X水平显著高于SR组(均

P<0.05)。Pearson相关分析提示LKB1与AMPK呈正相关(r=0.373，P<0.05)，与hs-CRP，TRX呈负

相关(r=−0.546，−0.417，均P<0.05) 结论：LKB1/AMPK通路可通过炎症及氧化应激机制触发和  

维持AF。
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Abstract Objective: To investigate the correlation between the liver kinaseB1/AMP-activated protein kinase pathway 

(LKB1/AMPK pathway) and atrial fibrillation (AF) in patients with mitral stenosis of rheumatic heart disease 

(RHD). Methods: A total of 40 patients with RHD who underwent valve replacement surgery were enrolled, 

including 20 with persistent AF and 20 with sinus rhythm (SR). Peripheral venous blood samples were taken 

before surgery and cardiac muscle tissue were taken from the right atrial appendages during surgery. ELISA was 
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心房颤动(atr ia l  f ibr i l lat ion，AF)是风湿性二

尖瓣狭窄最常见的心律失常，可引起心衰加重、

脑卒中及周围血管栓塞等严重并发症，具有极高

的致残率、致死率及复发住院率 [ 1 ]。目前临床上

对 A F 的 触 发 、 维 持 机 制 尚 缺 乏 了 解 ， 一 般 的 药

物 治 疗 对 A F 疗 效 甚 微 ， 往 往 还 会 导 致 新 的 心 律

失常发生。因此，寻找心律失常的发病机制对增

加 抗 心 律 失 常 药 物 有 效 性 、 安 全 性 具 有 重 要 意 
义[2-3]。Ozcan等[4]在转基因鼠的AF模型中发现：肝

激酶B1/丝裂原活化蛋白激酶(liver kinase B1/AMP-
activated protein kinase，LKB1/AMPK)通路在AF的

发生、发展中具有重要作用。但目前尚无L K B 1 /
A M P K通路在A F人群中的相关报道。本研究通过

分析风心病二尖瓣狭窄患者心肌中LKB1及A MPK 
m R NA的表达情况，分析其与A F发生的相关性，

探讨其可能的作用机制，为开发新的抗AF药物提

供理论依据。

1  对象与方法

1.1  对象

选 择 2 0 1 1 年 1 2 月 至 2 0 1 6 年 1 2 月 在 唐 山 市 人

民医院行换瓣手术治疗的风心病二尖瓣狭窄患者 
40例，其中男21例，女19例，年龄(48.32±9.62)岁。

依据病史和术前心电图记录分为2组：房颤组(AF
组 ， A F 持 续 6 个 月 以 上 ) 2 0 例 ， 窦 性 心 律 ( s i n u s 
r hy t h m ，S R )组2 0 例。排除标准：各种感染性疾

病、免疫系统疾病、严重肝肾功能不全；肿瘤；

原 发 性 高 血 压 ； 糖 尿 病 ； 急 性 冠 脉 综 合 征 发 病 
3个月内；患者入院后均调整心功能，按纽约心脏

协会(New York Heart A ssociation，NYHA)心功能

分级为 I ~ I I 级。术前抽取患者空腹血检测生化指

标包括白细胞(white blood cell，WBC)计数、中性

粒细胞(neutrophi ls，NE)计数、空腹血糖(fast ing 
b l o o d - g l u c o s e， F B G)、三酰甘油(t r i g l y c e r i d e，

TG)、总胆固醇(total cholesterol，TC)、低密度脂

蛋白-胆固醇(low density l ipoprotein-cholesterol，
L D L - C ) 。 E L I S A 法 检 测 心 肌 中 超 敏 C 反 应 蛋 白

(hypersensitive C-reactive protein，hs-CRP)及硫氧

还蛋白(thioredoxin，TRX)水平。本研究经唐山市

人民医院医学伦理委员会审核批准，患者均签署

知情同意书。

1.2  方法

1.2.1  主要试剂与仪器

TR Izol，PCR反转录试剂盒购自日本TaK aR a
公司；PCR引物序列均由上海英潍捷基贸易有限公

司合成；DEPC水、异丙醇等试剂由唐山市人民医

院中心实验室提供；PCR仪购自美国Perkin-Elmer
公司。 E L I S A 试剂盒购自武汉华美生物有限工程 
公司。

1.2.2  RNA 样品的制备

使用T R Izo l试剂提取左心耳组织中R N A，按

照厂商提供的操作说明进行，所用的试剂、枪头

需提前进行去除R NA酶处理。提取组织R NA具体

操作步骤如下：1)称量约50 mg左心耳组织标本置

于盛有液氮研钵中研磨成细末状，加入1 mL预冷

的TRIzol试剂，使核酸蛋白复合体充分解离。2)加

入200 μL氯仿，剧烈震荡15 s后室温静置2~3 min。

4 ℃下12 000 r/min离心15 min，轻轻吸取上层水

相，并转移至新的去RNA酶处理过的1.5 mL EP管

中。加入500 μL异丙醇。室温静置10 min后于4 ℃ 
12 000 r/min离心10 min，倒掉管中液体，加入1 mL 
75%乙醇溶液，颠倒混匀后于4 ℃  7  500 r/min离

心5  m i n，倒掉液体，共洗涤2次。3 )待沉淀物干

燥后，加入DEPC处理的去离子水20 μL，吹吸混

used to exam the level of hypersensitive C-reactive protein (hs-CRP) and thioredoxin (RTX) in peripheral venous 

blood. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to analyze the expressions 

of LKB1 and AMPK in the 40 patients. The correlation between AMPK, hs-CRP, RTX and LKB1 were analysed. 

Results: Compared with SR group, mRNA levels of LKB1 and AMPK were elevated in cardiac tissues from AF 

patients (P<0.05). The level of hs-CRP and RTX were also elevated in AF patients. Pearson correlation analysis 

showed that LKB1 was positively correlated with AMPK (r=0.373, P<0.05), and negatively correlation with hs-

CRP, TRX (r=−0.546, −0.417, all P<0.05). Conclusion: LKB1/MAPK pathway may play an important role in the 

initiation and progression of AF through inflammation and oxidative stress.

Keywords mitral stenosis of rheumatic heart disease; atrial fibrillation; liver kinase B1; AMP-activated protein kinase; 

inflammation; oxidative stress
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匀。4 )使用N D - 1 0 0 0分光光度计测定提取R N A在

260 nm和280 nm的吸光度值(A值)，A 260/A 280比值

在1.8~2.0之间为纯的RNA，记录RNA的浓度和纯

度。将RNA溶液保存于−80 ℃备用。

1.2.3  实时定量 PCR
按照SuperScript First- Strand Synthesis System 

f o r  R T - P C R 反 转 录 试 剂 盒 说 明 将 R N A 反 转 为

c D N A，按S Y B R  Prem i x  E x  TaqTMI I  (Tl i  R Na se H 
P l u s ) 试 剂 盒 说 明 书 进 行 配 液 及 反 应 ： 2 0  μ L 反

应体系中S Y B R  Pr e m i x  E x  Ta qT M I I  1 0  μ L，上下

游引物分别为0.8  μL，ROX R eference  D ye (50×)  
0 .4  μL，cDNA 2 μL，ddH 2O 6 μL。检测LKB1的

引物序列为5' - CTG G G GTC ACCCTCTAC A A-3'和
5'-ACTCAAGCATCCCTTTCAGC-3'；检测AMPK的

引物序列为5'-ACCAGCTTGCAGTGGTGGTGAA-3'

和 5 ' - C A G T G C A T C C A A T G G A C A T C - 3 ' 。

以 G A D P H 为 内 参 ， G A D P H 的 引 物 序 列

为 5 ' - G A A G G T G A A G G T C G G A G T C A - 3 ' 和

5'-GCTCCTGGAAGATGGTGATG-3'。PCR反应条件

为：95 ℃预变性30 s，然后95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s， 
40个循环。每个标本中mRNA含量是指其与同标本

中GAPDH的相对量，由公式2−∆Ct计算获得。

1.3  统计学处理

采用SP S S 1 7 . 0统计软件进行数据分析，所有

计量资料以均数±标准差( x± s)表示，两样本均数

比较采用t检验，相关分析采用Pearson相关分析。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  一般临床资料比较

与SR组相比，AF组心率较快，差异有统计学

意义(P<0.05)；2组间性别、年龄、吸烟饮酒史、

收缩压及舒张压差异均无统计学意义(均P>0.05)。

2组间FBG，TC，TG，LDL -C，WBC及NE差异均

无统计学意义(均P>0.05，表1)。

2.2  血清中 hs-CRP 及 TRX 水平比较

与SR组相比，AF组中hs-CRP及TRX水平显著

高于SR组，差异有统计学意义(均P<0.05，表2)。

2.3  心肌组织中 LKB1 及 AMPK mRNA 表达水平

AF组中LKB1及AMPK mRNA的表达水平均低

于SR组，差异有统计学意义(均P<0.05，表3)。

表1 两组临床基本资料比较(n=20)

Table 1 Comparison of the basic clinical data between the 2 groups (n=20)

临床基本资料 AF组 SR组 P

性别(男/女) 10/10 11/9 0.69

年龄/岁 48.06±9.75 46.09±11.03 0.56

吸烟史/[例(%)] 8 (40) 4 (20) 0.22

饮酒史/[例(%)] 3 (15) 1 (5) 0.28

收缩压/mmHg 118.65±10.98 121.07±14.21 0.45

舒张压/mmHg 73.27±8.84 71.82±10.23 0.83

心率/min–1 96.89±22.18 73.65±10.83 0.02

FBG/(mmol·L–1) 4.71±0.98 4.50±1.29 0.53

TG/(mmol·L–1) 5.82±0.69 5.68±0.83 0.81

TC/(mmol·L–1) 1.41±0.22 1.35±0.30 0.27

LDL-C/(mmol·L–1) 2.94±0.74 2.82±0.67 0.73

WBC/×109 6.32±1.42 6.05±1.37 0.32

N/×109 3.98±1.22 4.04±1.47 0.19

1 mmHg=0.133 kPa.



临床与病理杂志, 2018, 38(7)    http://lcbl.amegroups.com1478

2.4  相关分析结果

Pearson相关分析结果显示：LKB1与AMPK呈

正相关(r=0.373，P<0.05)；LKB1与hs-CRP及TRX
呈负相关(r=−0.546，−0.417，均P<0.05)。

3  讨论

A F是临床上最为常见的一种心律失常，随着

人口老龄化，其患病率也逐年增加，但其发生机

制目前尚不明确。近年来研究[1]显示炎症和氧化应

激在AF的发生、发展中起重要作用。

C R P是肝脏合成的一种急性时相反应蛋白，

可 反 映 炎 症 发 生 的 程 度 [ 5 ]， 而 h s - C R P 在 反 应 局

部炎症程度方面较CR P具有更高的敏感性和精确

性 ， 被 认 为 是 炎 性 标 志 物 之 一 ， 目 前 已 有 多 篇

临床研究 [ 6 - 7 ]提示A F患者的炎症指标高于非A F患 
者。 A c e v e d o 等 [ 8 ]研究发现：能转律的阵发性 A F
患 者 C R P 水 平 明 显 低 于 不 能 转 律 者 ， 且 1 年 中 恢

复为SR者的CRP水平低于仍未转律为SR者，提示

炎症可能在AF的发生和维持中发挥重要作用。在

本研究中， A F 组 患者血液中 h s - C R P 水平明显高

于SR组，与上述研究结果相一致，进一步证实了

炎 症 在 风 心 病 二 尖 瓣 狭 窄 患 者 A F 发 生 中 的 重 要 
作用。

T R X是人体内重要的氧化还原调节蛋白，具

有抗氧化、抗凋亡、调节蛋白质的亚硝基化、调

节基因表达及类趋化因子、细胞因子活性、直接

清除H 2O 2等自由基等多种作用，已成为氧化应激

的 一 个 重 要 指 标 ， 提 示 T R X 与 A F 的 发 生 密 切 相 
关[9-10]。本研究结果亦显示AF组血清中TRX明显升

高，提示AF患者存在氧化应激。

A M P K 可通过调节下游通路使能量利用率增

加 、 降 低 能 量 消 耗 来 维 持 细 胞 的 能 量 平 衡 ， 促

进 氧 化 代 谢 过 程 ， 是 细 胞 能 量 平 衡 的 重 要 感 受 
器 [11]。LKB1是AMPK的重要的上游激酶，可磷酸

化AMPK 172位苏氨酸进而激活AMPK，其表达缺

失会限制AMPK的激活[12]。既往研究[13]发现：持续

性AF患者AMPK磷酸化水平降低，提示AMPK172
位磷酸化可能是AF发生的重要机制。本研究结果

显示：LKB1及A MPK在AF组中的mRNA表达水平

明显低于SR组，且进一步的相关性分析显示LKB1
与A M P K水平呈正相关，与上述结论相符，提示

A M P K磷酸化降低在A F发生中可发挥重要作用，

推测LKB1/AMPK通路下调表达可诱发AF的发生。

此外， L K B 1 表达水平还与血清中 h s - C R P 及 T R X
呈负相关，提示 L K B 1 / A M P K 通路可能通过影响

炎症及氧化应激过程进而触发和维持AF的发生、 
发展。

众所周知，线粒体或AMPK调控的心肌能量代

谢过程在心肌结构重构和电重构中至关重要，而

心肌的结构重构及电重构正是AF的发生和维持的

基础机制，因此心肌细胞能量代谢过程在AF的触

发和维持方面也具有重要作用[4]。推测下调LKB1/
A M P K 通路诱发 A F 的可能机制为： L K B 1 / A M P K
通路表达减低可造成细胞损伤，产生血管炎性改

变，而炎症炎症可造成心肌的缺血缺氧，细胞内

Ca 2 +超载，进而产生大量活性氧(reac t i v e  o x y ge n 
species，ROS)及自由基，线粒体是ROS的主要产

生场所，也是ROS损伤的主要靶器官。线粒体功能

受损，导致ROS和自由基大量生成，又造成了线粒

体DNA的损伤，使呼吸链功能不全，进一步加重

RO S和自由基的产生，形成了氧化应激的恶性循

环，最终造成心房肌电生理及细胞结构的改变，

进而促进AF的发生和维持[14]。

本研究也存在一定的局限性：本研究只分析

了L K B 1 / A M P K通路与A F的相关性，并不能排除

其他细胞能量代谢通路基因对AF发生的影响；此

外，由于目前实验手段的限制，得到的结论只能

间接证实LKB1/AMPK信号通路与AF发生发展存在

关联，尚需新的研究手段及研究策略证实该通路

与AF相关的直接证据。

综上所述，本研究通过分析A F患者中LKB1/
AMPK通路的表达及血浆中hs-CRP和TRX的表达水

表2 两组hs-CRP与TRX水平的比较(n=20，x±s)

Table 2 Comparison of the levels of hs-CRP and TRX 

between the 2 groups (n=20, x±s)

组别 hs-CRP/(mg·L–1) TRX/(ng·L–1)

AF组 4.58±1.87 85.5±12.72

SR组 1.42±0.91 60.9±10.78

P 0.008 0.023

表3 心肌组织中LKB1及AMPK的mRNA表达(n=20，x±s)

Ta b l e  3  m R N A  e x p r e s s i o n  o f  L K B 1  a n d  A M P K  i n 

myocardial tissues (n=20, x±s)

组别 LKB1 AMPK

AF组 0.074±0.008 0.019±0.005

SR组 0.105±0.006 0.077±0.011

P 0.023 0.004
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平，推测LKB1/AMPK通路可能通过炎症及氧化应

激机制成为AF发生和发展中的一个关键靶点，因

而开发针对该靶点的药物可能会对AF的治疗产生

重要影响。
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