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摘要 目的：观察 资阿片受体选择性激动剂 U50488H对大鼠心房纤维化及缝隙连接蛋白 43重构的影响。方法：40只 SPF级雄性

wistar大鼠（180± 20 g）随机等分为 4组：对照组、盐酸异丙肾上腺素（isoprenaline ISO）[5 mg/(kg·d)]（ISO组）、ISO[5 mg/(kg·d)]

+U50488H [1.5 mg/(kg·d)]组（U50488H组）、ISO[5 mg/(kg·d)]+Nor-BNI（资阿片受体阻断剂）[2 mg/(kg·d)] +U50488H [1.5 mg/(kg·d)]

组（Nor-BNI组）。每组每天 1次给予相应试剂，7 d后处死大鼠。H-E染色法观察心肌纤维化情况；Masson染色法计算胶原容积分

数；免疫组化 SP法观察 Cx43分布，并进行半定量分析；Western blot检测 Cx43蛋白的表达。结果：① HE、Masson染色结果示对

照组无明显心房纤维化，ISO组出现明显的纤维化，而 U50488H组较 ISO组心房纤维化程度均减弱（P均 <0.01），其效应可被

Nor-BNI抑制。② Cx43含量在 ISO组较对照组均减少（P均 <0.01），分布无规律性，侧面分布相对增多，U50488H组中 Cx43含量

减少程度较 ISO组减弱（P<0.01），且分布较规律。其效应可被 Nor-BNI阻断。结论：资阿片受体选择性激动剂 U50488H可抑制大

鼠心房纤维化及缝隙连接蛋白 43重构。
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Effects of Selective 资-opioid Receptor Agonist U50488H on Atrial Fibrosis
and Connexin43 Remodeling in Rats*

To observe the effects of selective 资-opioid receptor agonist U50488H on atrial fibrosis and connexin43

remodeling in rats inducedbyIsoprenaline（ISO）. Forty SPFmalewistar ratswere randomlydivided into four groups（n=10）: control

group, ISO(5 mg/[kg·d]) group (ISO group), ISO[5 mg/(kg·d)]+U50488H [1.5 mg/(kg·d)] group (U50488H group), ISO[5 mg/(kg·d)]

+Nor-BNI [2 mg/(kg·d)]+U50488H [1.5 mg/(kg·d)]group（Nor-BNI group）. Each group was given corresponding reagents once a day.

The rats were killed after 7 days. H-E staining was used to observe myocardial fibrosis and Masson staining was used to calculate

collagen volume fraction; Immunohistochemical method was used to observe the distrubutiong of Cx43, Western blot was used to detecte

the expression of Cx43. ① The results of H-E and Masson staining showed that there was no significant atrial fibrosis in the

control group and there was significant fibrosis in the ISO group, while the degree of atrial fibrosis in the U50488H group was weaker

than that in the ISO group (P<0.01), and its effect could be inhibited by Nor BNI. ② Compared with the control group, the Content of

Cx43 obviously reduced（P<0.01）and distribution disordered very much in ISO group, while the content of Cx43 in U50488H group was

not obvious changed（P<0.01）and the distribution is regularly, the effect of U50488H can be inhibited by Nor-BNI. The

selective agonist U50488H of 资 opioid receptor can inhibit the atrial fibrosis and the connexin 43 remodeling in rats.
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前言

心肌重构是心力衰竭、心律失常的重要环节，多个研究表

明心房纤维化与缝隙连接蛋白 43（connexin43 Cx43）重构是心

肌重构的重要表现形式并与室性心律失常和房颤的发生、发展

有着密切的联系[1-4]。已有研究表明心房纤维化在房颤的维持与

发生中充当重要角色，抑制心房纤维化可减少房颤的发生[5,6]。

Cx43是心肌细胞电耦联及化学耦联的基础，正常心肌细胞中
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Cx43呈簇状分布在闰盘，主要呈端对端分布[7]。其在心肌的数

量、空间分布均可影响缝隙间电荷耦联和代谢耦联的功能，导

致心律失常的发生。研究表明[8,9]，心肌缺血情况下可引起 Cx43

重构，主要表现为 Cx43数量的减少及分布的紊乱，导致这种情

况的机制目前仍不完全明确，心肌梗死后神经重构，可能是

Cx43重构的主要机制之一[10,11]。研究表明[12-14]心脏交感神经系

统、茁受体系统在房颤的发生过程中起到了重要作用，已有研
究证实 [15,16]资阿片受体选择性激动剂 U50488H对交感神经系

统、茁受体系统具有广泛的抑制作用，并且可以通过调节心室
肌细胞 Cx43的表达而发挥抗缺血／再灌注性心律失常的作用[17]，

尚有研究[18]发现 U50488H对心肌细胞的生长具有负性调控作

用，可以抑制心肌纤维化。但其是否可抑制 茁受体激动剂 -盐

酸异丙肾上腺素所致的大鼠心房纤维化及缝隙连接蛋白重构，

尚未见相关报道。故本研究参考 Zhang等[19]方法采用皮下多点

注射大剂量盐酸异丙肾上腺素（isoprenaline ISO）诱导产生大鼠

心房纤维化模型，观察 资阿片受体选择性激动剂 U50488H对

大鼠心房纤维化及缝隙连接蛋白 43重构的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

SPF级雄性 wistar大鼠，体重(180± 20)g，由甘肃省中医学

院实验动物中心提供。U50488H、Nor-BNI购自美国 Sigma公

司，盐酸异丙肾上腺素购自上海禾丰制药有限公司，羊抗兔生

物素标记性二抗、DAB染色试剂盒均购自武汉博士德生物工

程有限公司，抗体稀释液（上海碧云天生物技术有限公司），兔

抗鼠 connexin 43抗体、GAPDH (美国，Santa Cruz)，蛋白质预染

分子量Marker(立陶宛，Fermentas)。

1.2 实验分组及动物模型的建立

40只 SPF级雄性 wistar大鼠,体重（180± 20）g，按随机数

字表法随机等分为 4组：对照组、盐酸异丙肾上腺素（isopre-

naline ISO）[5 mg/(kg·d)]（ISO组）、ISO[5 mg/(kg·d)]+U50488H

[1.5 mg/(kg·d)]组（U50488H组）、ISO[5 mg/(kg·d)]+Nor-BNI（资
阿片受体阻断剂）[2 mg/(kg·d)] +U50488H [1.5 mg/(kg·d)]组

（Nor-BNI组）。ISO组、U50488H组、NOR-BNI组大鼠按 5mg/kg

体质量腹部皮下多点注射 ISO（购自上海禾丰制药有限公司），

注射时用左手拇指及食指轻轻捏起小鼠腹部的皮肤，右手持注

射器钝角角度将针头刺入，刺入后把针头轻轻向左右摆动，易

摆动则表示已刺入皮下，再轻轻抽吸，若无回血，可缓慢地将药

液注入皮下。出针后应按压针刺部位，防止药物外漏和促进药

物吸收。1次 /d；U50488H组于 ISO注射前 20 min按 1.5 mg/kg

体质量给予 U50488H尾静脉注射，小鼠尾静脉在左右两侧和

背侧各 1根，操作时，先将动物固定在暴露尾部的固定器内，用

75％酒精棉球反复擦试使血管扩张，用左手拇指和食指捏住鼠

尾两侧，注射时针头尽量采取与尾部平行的角度（＜30° ）进

针。开始注射时宜少量缓注，如无阻力，表示针头已进入静脉，

如有白色皮丘出现，说明未刺入血管，应向小鼠身体方向移动，

重新注射。1次 /d；NOR-BNI组在给予 U50488H溶液前 1小

时，按 2 mg/kg体质量给予 NOR-BNI腹腔注射，注射时用左手

拇指和食指捏住两耳及头皮，无名指和小指捏住尾巴。腹部向

上，头呈低位把小鼠控制在手掌间，腹部用酒精棉球擦试消毒，

然后将针头由下腹部腹中线两侧朝头方向刺入腹腔，回抽无肠

液、尿液后，缓缓推入药液。撤针时先按照注射方向向后退然后

再水平方向撤出，改变通路，减少液体溢出。1次 /d；按以上给

药方法连续给药 7天。对照组大鼠分别在相应时间内皮下注

射、尾静脉注射、腹腔注射与 ISO组、U50488H组、NOR-BNI组

等量的生理盐水。

1.3 取材及标本保存

各组大鼠按上述方案连续给药至第 7 d时处死。沿心脏长

轴剪开大鼠心脏，暴露心腔并取部分心房组织置于中性甲醛液

中固定 24小时，经石蜡包埋后，连续切片 3张，每张厚 3 滋m，2
张分别用于 H-E染色和 Masson染色，1张用免疫组化法观察

心肌组织中 Cx43表达及分布。剩余心房组织取出后立即放入

冻存管中并置 -80℃冰箱中冷冻保存，用于 western blot法检测

心房肌组织中 Cx43的含量。

1.4 大鼠心肌组织病理改变及 CVF计算

心肌石蜡组织切片常规 HE、Masson染色，光镜下观察心

房肌纤维化及心肌细胞排列情况并摄片，Masson染色的切片

每张选取 4个不重叠无血管视野（× 400）拍照，运用 Image-Pro

plus 5.0 图像扫描软件进行图像分析并计算心肌 CVF。CVF

（%）=胶原面积 /全视野面积× 100%。

1.5 免疫组化 SP法观察大鼠心肌组织中 Cx43的表达及分布

将心肌组织切片置于 68℃烤箱中烤 60 min后行免疫组化

染色，镜下观察 Cx43分布情况，每张切片中各取 4个非重叠无

血管视野（× 400），利用 Image-Proplus 5.0图像扫描软件进行图

像分析，测定每个视野下阳性物质的平均光密度值（mean den-

sity），mean density=累积光密度值(IOD SUM)／面积（area）。

1.6 Western blot测定心肌组织中 Cx43的蛋白表达

每只大鼠取心肌组织 100 mg加入蛋白裂解液裂解，低温

研磨，4℃离心 1 min，离心力为 10000(× g)，电泳：Tris-Glycine

（pH8.0）缓冲液，恒压 80V，1.5-2 hrs。预先备好与胶同样大小的

滤纸和 NC膜。NC膜先在电转缓冲液中浸泡 30 min；滤纸也在

电转缓冲液中浸泡润湿。放置好滤纸、胶、NC膜，恒压 20V，电

转 1.5 hrs。将膜取下，剪角后在 5％脱脂奶粉封闭液（PBST）中

室温下缓慢摇动 1.5 hrs；将 Cx43抗体用 5％脱脂奶粉 /PBST

稀释至 1:400并过夜，将内参 ---鼠抗 GAPDH单克隆抗体用

5％脱脂奶粉 /PBST 稀释至 1：10000 ，4℃过夜；PBST 洗膜

10 min× 3次；辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗用 5％脱脂奶

粉 /PBST稀释至 1：2000，内参 ---羊抗鼠二抗用 5％脱脂奶粉

/PBST稀释至 1：2000，室温孵育 1h；PBST洗膜 15 min× 3次。

把膜放于 WEST PICO两分钟，压片，显影，检测 Cx43蛋白条

带。凝胶成像系统拍照。并测定目的蛋白与内参的比值即灰度

比值(D)。

1.7 统计分析

所有数据以 x± s表示，采用 SPSS13.0软件进行统计分析，

单因素方差分析用于组间比较，LSD法用于两两比较，P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 H-E染色

在整个实验过程中，各组实验动物均未发生死亡，期间大
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鼠体重无明显减轻。H-E染色结果（图 1），图中可见对照组中大

鼠心肌纤维清晰，排列规则，无明显纤维化；而 ISO 组、

NOR-BNI组中大鼠肌纤维排列紊乱、部分纤维断裂、扭曲呈波

浪状，细胞外间隙增宽，纤维化程度明显；而 U50488H组较

ISO组纤维化程度明显减轻。

图 1 各组大鼠心房肌纤维化 HE染色结果（× 400）

Fig.1 Arial fibrosis HE staining in each group (× 400)

注：A:对照组；B: ISO组；C: U50488H组；D: NOR-BNI组。图中心肌肌组织的细胞核被染成蓝色,细胞质、肌纤维、胶原纤维和红细胞均呈红色。

可见对照组中大鼠心肌纤维清晰,排列规则，无明显纤维化；而 ISO组、NOR-BNI组中大鼠心肌纤维排列紊乱、部分纤维断裂、扭曲呈波浪状，细胞

外间隙增宽，纤维化程度明显；而 U50488H组较 ISO组纤维化程度明显减轻。

Note: A: control group; B: ISO group; C: U50488H group; D: NOR-BNI group. The nucleus of the central muscle tissue was stained blue, and the

cytoplasm, muscle fiber, collagen fiber and red cells were all red. It can be seen that the myocardial fibers in the control group are clear, arranged regularly,

and without obvious fibrosis; while in the ISO group and NOR-BNI group, the arrangement of muscle fibers is disordered, some fibers are broken and

twisted in waves, the extracellular space is widened, and the degree of fibrosis is obvious; while in the U50488H group, the degree of fibrosis is

significantly less than that in the ISO group.

2.2 Masson染色和 CVF

Masson染色结果（图 2），CVF结果由低到高依次为：对照

组 [（9.08± 2.18）%]、U50488H 组 [（11.91± 2.53）%]、NOR-BNI

组组 [（40.57± 7.03）%]、ISO组[（41.38± 6.90）%]。与对照组相

比，NOR-BNI 组和 ISO 组出现明显的心房纤维化（P 均 <

0.01），而 U50488H 组和与对照组相比差异无统计学意义（P
均＞0.05），心房纤维化程度较 NOR-BNI组和 ISO组明显减轻

（P均 < 0.01）。

图 2 各组大鼠心房肌间质纤维化Masson染色结果（× 400）

Fig.2 Masson staining results of atrial interstitial fibrosis in each group (× 400)

注：A：对照组；B: ISO组；C：U50488H组；D：NOR-BNI组。镜下绿色部分代表心肌间质胶原成分，细胞质、心肌纤维和红细胞被染成深浅不一

的红色，细胞核则被染成蓝色。可见与对照组相比，NOR-BNI组和 ISO组出现明显的心房纤维化（P均 < 0.01），而 U50488H组和与对照组相比

差异无统计学意义（P均＞0.05），心房纤维化程度较 NOR-BNI组和 ISO组明显减轻（P均 < 0.01）。

Note: A: control group; B: ISO group; C: U50488H group; D: NOR-BNI group. Under the microscope, the green part represents the collagen composition

of myocardial interstitium, and the cytoplasm, myocardial fibers and red cells are stained different shades of red, while the nucleus is stained blue.

Compared with the control group, there was significant atrial fibrosis in NOR-BNI group and ISO group (P< 0.01), but there was no significant difference
between U50488H group and the control group (P>0.05), and the degree of atrial fibrosis was significantly reduced compared with nor-bni group and ISO

group (P<0.01).

2.3 免疫组化法观察心房肌 Cx43的分布及含量

正常心肌细胞的 Cx43线性规律分布于心肌细胞闰盘处，

免疫组化染色阳性呈棕黄色。免疫组化法染色（图 3）及半定量

分析结果显示：对照组中 Cx43多分布在与心肌纤维垂直的端

端连接部位，即心肌的润盘处，呈线性分布。ISO组、Nor-BNI组

中 Cx43分布无规律性，心肌侧面分布即侧侧连接相对增多，而

在 U50488H组中 Cx43的分布则趋于正常。Cx43含量在 ISO

组 （0.196 ± 0.041）、Nor-BNI 组 （0.207 ± 0.044） 较对照组

（0.366± 0.046）减少（P均 <0.01），U50488H组中 Cx43含量

（0.359± 0.049）减少程度较 ISO组、Nor-BNI组减轻（P<0.01），
与对照组相比无明显差异（P＞0.05）。
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2.4 Western blot法检测心房肌 Cx43的含量

检测结果显示：对照组中 Cx43含量与 U50488H组比较差

异无统计学意义（P＞0.05），而 ISO组、Nor-BNI组中 Cx43 含

量较以上两组明显减少（P均 <0.01），且 ISO组与 or-BNI组中

Cx43含量差异无统计学意义（P＞0.05），此检测结果与免疫组

化检测结果相符。

图 3：各组大鼠心房肌 Cx43免疫组化染色结果（× 400）

Fig.3: Cx43 immunohistochemical staining results of atrium in each group (× 400)

注：A：对照组；B：ISO组; C：U50488H组；D：NOR-BNI组。正常心肌细胞的 Cx43分布于心房肌细胞的闰盘处，即与心肌纤走向维垂直，免疫

组化染色阳性呈棕黄色。图中可见对照组中 Cx43多分布在与心肌纤维垂直的端端连接部位，即心肌的润盘处，呈线性分布。而 ISO组、

Nor-BNI组中 Cx43分布无规律性，心肌侧面分布即侧侧连接相对增多，而在 U50488H组中 Cx43的分布则趋于正常。Cx43含量在 ISO组、

Nor-BNI组较对照组减少（P均 <0.01），U50488H组中Cx43含量减少程度较 ISO组、Nor-BNI组减弱（P<0.01），与对照组相比无明显差异（P＞0.05）。
Note: A: control group; B: ISO group; C: U50488H group; D: NOR-BNI group. Cx43 of normal cardiomyocytes was distributed in intercalated disc of

atrial myocytes, it was perpendicular to the direction of myocardial fiber, and the positive immunohistochemical staining was brownish yellow.

In the figure, it can be seen that in the control group, most of the Cx43 were distributed in the end connection area perpendicular to the myocardial fiber,

the moist disk of the myocardium, showing a linear distribution. In ISO group and NOR-BNI group, the distribution of Cx43 was irregular, and the

distribution of myocardial lateral connection was relatively increased, while in U50488H group, the distribution of Cx43 tended to be normal. The content

of Cx43 in the ISO group and nor-bni group was lower than that in the control group (P<0.01). The content of Cx43 in the U50488H group was lower than

that in the ISO group and nor-bni group (P<0.01). There was no significant difference between the two groups (P>0.05).

图 4 Western blot法检测心房肌 Cx43的含量

Fig.4 Western blot for the detection of Cx43 content in atrium

注：A：对照组；B：ISO组；C: U50488H组; D: NOR-BNI组。与对照组比较，*P＜0.01；与 ISO组相比较，**P＜ 0.01。

Note: A: control group; B: ISO group; C: U50488H group; D: nor-bni group. Compared with the control group, *P<0.01; compared with the ISO group,

**P<0.01.

3 讨论

心肌纤维化与多种心血管疾病发生发展密切相关，纤维化

的心肌可使心肌顺应性降低，心肌收缩力减轻，不仅影响心脏

的收缩及舒张功能[20]，而且纤维化的心肌易致电兴奋传导的不

均匀，易于折返形成，与心律失常的发生密切相关。研究[21-23]表

明心房纤维化与房颤的发生关系密切，是房颤发生与维持的基

础之一。

Cx43是心肌闰盘处的特殊结构，作为相邻心肌细胞间电

和化学信号传递的通道，在促使动作电位的协同扩布、实现心

肌细胞运动同步化中发挥重要作用[24,25]。但在一些情况下 Cx43

可发生重构，Cx43重构后容易引发功能紊乱，导致心律失常。

Cx43作为心房中主要的连接蛋白，大部分呈线状分布于闰盘

部位，心肌细胞膜侧面分布极少。Cx43表达量减少、非均匀化

及侧面化是 Cx43重构的主要表现形式，是心房结构重构的重

要因素。Cx43表达量的减少及非均匀化可改变电传导的同向

性，使电传导速率降低，且易形成折返，造成心律失常。而 GJ的

侧面化，可使 Cx43形成的半通道增多，可导致 Na+内流和
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ATP外流，引起延迟后去极化[26,27]，病理条件下心肌 Cx43的这

些重构，是构成心律失常的基础。

研究[28]发现 Cx基因治疗可预防 AF的发生。而且有研究

指出心房纤维化与缝隙连接蛋白重构是房颤时心房结构重构

的重要表现形式，在房颤的发生与维持中起到重要重要作用
[29,30]，因此抑制心房纤维化和 Cx43的重构对于房颤的防治具有

重要意义。研究证实[16]资阿片受体选择性激动剂 U50488H可以

通过抑制 茁受体系统来调节心室肌细胞 Cx43的表达而发挥

抗缺血／再灌注性心律失常的作用并[17]对心肌细胞的生长具

有负性调控作用。进一步的研究[31]发现持续性房颤患者 资阿片
受体 mRNA表达较正常人降低，表明 资阿片受体对房颤具有
保护作用，但 资阿片受体选择性激动剂 U50488H是否可抑制

茁受体激动剂 -盐酸异丙肾上腺素所致的大鼠心房纤维化及缝

隙连接蛋白重构，尚未见相关报道。

本实验中大鼠大剂量皮下注射 ISO7d后发现与对照组相

比，ISO组心房纤维化明显，Cx43表达量减少、侧侧连接相对

增多，这一结果与张卫泽、鲍宏刚[28,29]的研究结论相符，表明通

过皮下注射 ISO可诱导大鼠心肌纤维化及缝隙链接蛋白 43的

重构。而U50488H组心肌纤维化和 Cx43重构较 ISO组明显减

轻，提示 U50488H对 ISO诱发的心房纤维化和 Cx43重构具有

保护作用；虽然研究方法不同，但该结果与王伟光、杨彦玲[17,18]

等研究得出的结果相一致。对于 Cx43重构具体表现，本研究和

既往研究[8,9]均得出 Cx43数量的减少及分布的紊乱是Cx43重

构的重要表现形式。进一步研究发现 NOR-BNI组使用资阿片
受体抑制剂后心肌纤维化程度和 Cx43重构明显，与 ISO组比

较无明显差别，再次表明 U50488H对 ISO诱发的心房纤维化

和 Cx重构的保护作用主要是通过激活 资阿片受体来实现的，
一旦使用了 资阿片受体抑制剂，这种保护作用也即消失。

综上所述，U50488H可通过激活 资阿片受体而起到抑制
ISO引起的大鼠心房纤维化和 Cx43重构的作用，这一作用可

能与 资阿片受体激活后抑制 茁受体系统有关，但具体机制尚待
进一步探讨，这一发现为房颤的防治提供了新的思路。
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