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[摘要] 目的　明确自主神经调节剂 ［氯化钙 （calcium chloride，CaCl₂） -乙酰胆碱 （acetylcholine，ACh）］ 对
大鼠心房电重塑及组织病理变化的影响，为深入研究自主神经调节失衡诱发房颤的病理机制提供支持。方法　10 只
8 周龄雄性 SD 大鼠随机分为实验组与对照组，每组 5 只。实验组每天尾静脉注射 CaCl₂-ACh 混合溶液，持续 28 d；
对照组则注射等体积生理盐水。每天检测给药前后每只大鼠的体表心电图，给药 28 d 后经异氟烷吸入麻醉并行心脏
超声检查。在异氟烷麻醉状态下放血法安乐死动物并取材，称量大鼠体重和心脏质量，并通过 MappingLab 多通道
电生理标测系统监测大鼠离体心脏的房颤诱发率、电传导速度及离散度等电生理特征参数。HE 染色后观察心房肌
组 织 结 构 和 炎 症 细 胞 浸 润 情 况 。 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 各 组 大 鼠 心 房 组 织 中 基 质 金 属 蛋 白 酶 -9 （matrix 
metalloproteinase 9，MMP-9） 和白细胞介素-1β （interleukin-1 beta，IL-1β） 的表达水平。Masson 染色法定量分
析胶原纤维和心肌纤维的比例分布，计算胶原纤维沉积面积，以评价心肌纤维化程度。麦胚凝集素 （wheat-germ 
agglutinin，WGA） 染色法评估心肌细胞形态学变化。二氢乙锭 （dihydroethidium，DHE） 染色法检测心房肌细胞
的氧化应激水平。末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP 缺口末端标记 （terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling，TUNEL） 法检测心房细胞凋亡情况。结果　与对照组相比，实验组大鼠出现明
显的心律失常心电图谱。给药 28 d 后的超声显示，实验组大鼠的心房发生明显的结构重构，左心房前后径明显增大

（P＜0.05），同时心脏也呈现功能障碍，左室射血分数和左室短轴缩短分数显著下降 （P＜0.01）。与对照组相比，
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实验组大鼠心体比显著升高 （P＜0.05），房颤诱发率明显增高 （P＜0.001），心房电传导速度明显减慢 （P＜0.05），
传导等时图不均匀且方向不规律，传导离散度明显增大 （P＜0.01）。HE 染色显示，实验组大鼠心房肌细胞排列紊
乱，存在少许炎症细胞浸润。蛋白质印迹显示，实验组大鼠心房肌组织中 MMP-9 和 IL-1β 表达水平显著上调 （P＜
0.05）。Masson 染色显示，实验组大鼠心房组织中胶原沉积显著增加，纤维化面积显著增大 （P＜0.001）。WGA 染
色显示，实验组大鼠心肌细胞较对照组明显肥大 （P＜0.05）。DHE 染色和 TUNEL 染色发现心房肌细胞的氧化应激
水平 （P＜0.001） 和凋亡率 （P＜0.01） 都明显升高。结论　连续 28 d 尾静脉注射自主神经调节剂 CaCl₂-ACh 混合溶
液可以成功诱导大鼠发生房颤，且模型大鼠的心房结构重构、电重构及氧化应激反应显著。
[ 关 键 词 ] 自主神经调节剂； 心房颤动； 结构重构； 电重构； 氧化应激； 组织学变化； 大鼠
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[ABSTRACT] Objective  To elucidate the effects of autonomic neuromodulators [calcium chloride (CaCl₂)-
acetylcholine (ACh)] on atrial electrical remodeling and histopathological changes in rats, thereby providing 
evidence for further investigation into the pathological mechanisms by which autonomic imbalance 
induces atrial fibrillation (AF). Methods  Ten 8-week-old male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly 
divided into experimental and control groups, with 5 rats in each group. The experimental group received 
daily tail vein injections of a CaCl ₂ -ACh mixed solution for 28 days, while the control group received an 
equal volume of saline. Surface electrocardiograms were recorded before and after daily administration. On 
day 28 of administration, under isoflurane inhalation anesthesia, echocardiography was performed, and 
then the rats were euthanized by exsanguination under isoflurane anesthesia for tissue collection. Body 
weight and heart weight of rats were measured, and electrophysiological parameters including AF 
inducibility, conduction velocity, and conduction dispersion in isolated rat hearts were monitored using the 
MappingLab multichannel electrophysiological mapping system. HE staining was performed to evaluate 
atrial tissue architecture and inflammatory cell infiltration. The expression levels of matrix 
metalloproteinase 9 (MMP-9) and interleukin-1 beta (IL-1β) were analyzed by Western blotting. Masson 
staining was used to quantitatively analyze the proportional distribution of collagen fibers and myocardial 
fibers, and to calculate the area of collagen deposition, thereby evaluating the degree of myocardial 
fibrosis. Wheat germ agglutinin (WGA) staining was used to evaluate morphological changes of 
cardiomyocytes. Dihydroethidium (DHE) staining was used to detect the level of oxidative stress in atrial 
myocytes. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) staining was 
used to detect atrial cell apoptosis. Results  Compared with the control group, the experimental group 
showed obvious arrhythmias on electrocardiograms. Echocardiography after 28 days of administration 
revealed significant structural remodeling in the experimental group, with a marked increase in left atrial 
anteroposterior diameter (P < 0.05), and also showed cardiac dysfunction, with significant decreases in left 
ventricular ejection fraction and left ventricular fractional shortening (P < 0.01). Compared with the control 
group, the experimental group showed a significantly increased heart weight-to-body weight ratio (P < 0.05), 
a markedly higher AF inducibility (P < 0.001), a significantly slowed atrial conduction velocity (P < 0.05), an 
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uneven isochronal map with irregular directions, and a significantly increased conduction dispersion (P < 
0.01). HE staining showed that atrial myocytes in the experimental group were disorganized, with slight 
inflammatory cell infiltration. Western blotting showed that the expression levels of MMP-9 and IL-1β in the 
atrial tissue of the experimental group were significantly upregulated (P < 0.05). Masson staining showed a 
significant increase in collagen deposition and a significant increase in fibrosis area in the atrial tissue of 
the experimental group (P < 0.001). WGA staining showed that cardiomyocytes in the experimental group 
were significantly hypertrophied compared with the control group (P < 0.05). DHE staining and TUNEL 
staining revealed that the level of oxidative stress in atrial myocytes (P < 0.001) and the apoptotic rate (P < 
0.01) were both significantly increased. Conclusion Daily tail vein injections of the autonomic 
neuromodulator CaCl₂-ACh mixed solution for 28 days can successfully induce AF in rats, accompanied by 
significant atrial structural remodeling, electrical remodeling, and oxidative stress.
[Key words]  Autonomic neuromodulators; Atrial fibrillation; Structural remodeling; Electrical 
remodeling; Oxidative stress; Histological changes; Rats

心脏自主神经系统 （autonomic nervous system，
ANS）包括交感神经和迷走神经，在心肌细胞电生理

活动和机械功能调节中起关键作用［1］。交感神经兴奋

后通过β肾上腺素能受体促进Ca2+通道开放，加强心肌

自律细胞4期自动除极，导致心房肌细胞自律性增强、

兴奋性增加、传导速度加快，缩短心房有效不应

期［2］。 迷 走 神 经 兴 奋 通 过 释 放 乙 酰 胆 碱

（acetylcholine，ACh），激活K+通道，促进K+外流，缩

短动作电位时程和有效不应期，增加心房有效不应期

离散度，提高房颤易感性［3］。本研究将联合使用交感

神经调节剂氯化钙（calcium chloride，CaCl₂）和迷走

神经调节剂ACh构建ANS紊乱所诱发的大鼠心房颤动

（简称房颤）动物模型，并对模型大鼠心房电生理特性

和组织细胞学特征进行评估，以期为房颤发病机制研

究及新诊疗方法的研发提供实验条件和数据支持。

1　材料与方法

1.1　实验动物
选用10只8周龄SPF级雄性SD大鼠，体重约200～

250 g，由北京华阜康生物科技股份有限公司［SCXK
（京） 2024-0003］提供，实验动物质量合格证号为

No.110322251100812761。动物饲养于中国医学科学院

阜外医院动物实验中心［SYXK（京） 2022-0020］的

标准化动物饲养设施，饲养环境保持 12 h光照/12 h黑
暗的明暗循环，室温控制在22～24 ℃，相对湿度维持

在60%～70%。大鼠分笼饲养，每笼不超过3只，均自

由采食和饮水。本研究方案经中国医学科学院阜外医院

实验动物管理和使用委员会批准［0108-7-110-ZX
（X）-017］，所有实验操作均严格遵循动物实验伦理规

范和相关法律法规。

1.2　试剂及仪器
CaCl ₂ （ST365）、含 DAPI 的抗荧光淬灭封片液

（P0131）、RIPA裂解液（P0013B）、通用型蛋白酶和磷

酸酶抑制剂混合液（P1045）购自上海碧云天生物科技

有限公司；稳定的ACh即氯乙酰胆碱（A6625）、改良

Krebs-Henseleit 缓冲液 （K3753）、氯化钙二水合物

（C7902）、碳酸氢钠（S8761）和麦胚凝集素（wheat-
germ agglutinin， WGA）（L4895） 购 自 美 国 Sigma-
Aldrich公司；改良Masson三色染色试剂盒（G1346）购

自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； 二 氢 乙 锭

（dihydroethidium， DHE）（HY-D0079） 购 自 美 国

MedChemExpress公司；异氟烷（20250403）购自瑞普

生物股份有限公司；GAPDH兔单克隆抗体（A19056）
购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；基质金属蛋白

酶-9（matrix metalloproteinase 9，MMP-9）多克隆抗体

（10375-2-AP）、α-辅肌动蛋白（α-Actinin）单克隆抗

体（66895-1-Ig）、CoraLite594标记的山羊抗小鼠二抗

（SA00013-3）、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗

（SA00001-2）购自美国 Proteintech 公司；白细胞介

素-1β （interleukin-1 beta，IL-1β）抗体（ab283818）
购自英国Abcam公司；10×电泳缓冲液（B1005）、组

织冰冻切片包埋剂（C1400）购自北京普利莱基因技术

有限公司；Omni-Flash ™免冰浴快速转膜缓冲液

（PS201S）购自上海雅酶生物医药科技有限公司；末端

脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 介 导 的 dUTP 缺 口 末 端 标

记（terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 
nick end labeling，TUNEL）法原位细胞凋亡检测试剂

盒（11684795910）购自瑞士Roche公司；PVDF转印

膜（IPVH00010）购自美国Merck Millipore公司；增强

型化学发光底物 （34590） 购自美国 Thermo Fisher 
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Scientific公司；柠檬酸盐修复液（ZLI-9065）购自北

京中杉金桥生物技术有限公司；肝素钠注射液

（152511113A）购自常州千红生化制药股份有限公司。

动物心电图采集与解析系统（SP2006）购自北京

软隆生物技术有限公司；超高分辨率小动物超声成像

系统（Vevo 2100）及其配套MX250型号探头购自加拿

大 Fujifilm VisualSonics公司；矩阵式多通道电生理标

测系统（EMS64-USB-1003）购自英国MappingLab公
司；烤片机 （HI12201） 和常规荧光倒置显微镜

（DMIL LED）购自德国Leica公司；全自动数字切片扫

描分析系统（Pannoramic 250FlashⅡ）购自匈牙利 3D 
HISTECH公司；三维冷冻研磨仪（JXCL-3K）购自上

海净信实业发展有限公司。

1.3　实验分组
10只 SD大鼠适应性观察 1周后，进行个体编号，

随机分为实验组和对照组，每组 5只。实验组每日通

过尾静脉注射 CaCl₂ （10 mg/mL）和 ACh （66 μg/mL）
混合溶液（溶剂为生理盐水），剂量为 0.1 mL/100 g体
重，连续给药 28 d。对照组每天接受等体积的生理盐

水尾静脉注射，持续28 d。
1.4　心电图检测

每天给药前 1 min到给药后 5 min，每只大鼠都进

行心电图检测。通过 3%异氟烷吸入法麻醉实验动物，

并将其以仰卧位固定于保温垫上，四肢自然伸展，避

免过度牵拉。在 2%异氟烷维持麻醉状态下备皮，用

4个注射器针头穿过动物四肢皮肤，将钳式导联线按照

放大器上的标识分别连接在 4个针头上。启动动物心

电图采集与解析系统，待动物心电稳定后开始采集心

电图。使用前校正仪器，确保信号稳定无噪声。

1.5　心脏超声检测
给药4周后，通过3%异氟烷吸入法麻醉每只动物，

利用超高分辨率小动物超声成像系统及其配套MX250
型探头进行长轴切面和胸骨旁短轴切面超声图像的采

集。采用B超模式获取图像，用于测量左房前后径；采

用M超模式记录左心室运动曲线，用于测量左室射血

分数、左室短轴缩短分数、左室舒张末内径和左室收

缩末内径。然后每组随机选取3只大鼠用于后续离体心

脏电生理检测，其余大鼠直接称量体重后以放血法安

乐死，并立即摘取心脏，冲洗后称取心脏质量。

1.6　离体心脏的心房电信号传导速度和离散度
检测

超声结束后，每组随机选取 3只大鼠，利用矩阵

式多通道电生理标测系统检测。根据大鼠体重，腹腔

注射肝素钠 5 U/g，15 min后经 3%异氟烷深度麻醉后

称量体重，随后放血法安乐死。快速打开胸腔，摘取

心脏并找到主动脉，迅速将主动脉连接并固定于灌流

针上，随后与灌流管路相连；待心脏稳定跳动，无残

血泵出后，开始循环灌流反应罐中的改良 Krebs-
Henseleit缓冲液（每升改良Krebs-Henseleit缓冲液中

添加 0.373 g氯化钙二水合物和 28 mL碳酸氢钠溶液）。

将心电图电极置于心脏两侧，监测心脏状态。将笔式

电极紧贴于心脏左右心房，刺激电极置于左心房给予

起搏刺激。先给予8 Hz的起搏频率，通过EMapScope 5
多通道数据采集和分析软件获取基线电生理参数（含

电传导速度和传导离散度）以及等时图（含传导时间

和离散时间）。然后以 50 Hz起搏 2 s，共进行 5次起

搏，间隔时间 30 s，观察离体心脏的心电图变化。以

导致房颤发作的突发性起搏的百分比，计算房颤诱发

率。房颤诱发率（%） =［50 Hz诱发房颤的刺激次数÷
总刺激次数（5次） ×100%］。实验结束后称取心脏

质量。

1.7　蛋白质印迹检测心房肌纤维化和炎症相关
蛋白

冻存每组 3 只大鼠的心房组织，每只取 20 mg，
用研磨仪进行匀浆研磨，组织裂解后提取蛋白，随

后进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，80 V
电压下电泳 25 min后转为 120 V电压 1 h。电泳结束

后以 400 mA恒流转膜 1 h，随后用封闭液（5%脱脂

奶粉）在室温下封闭 1 h。TBST洗涤后加入GAPDH、
MMP-9或 IL-1β一抗，4 ℃孵育过夜。TBST洗涤后，

加入二抗并室温孵育 1 h。再次用 TBST洗涤后，加

入增强型化学发光液进行曝光显影。使用 ImageJ软
件分析各条带灰度值，以目的蛋白灰度值/GAPDH灰

度值表示目的蛋白的相对表达水平。对照组作均一

化处理。

1.8　HE 染色观察心脏形态及组织病理变化
取每组2只大鼠的心脏组织，平行心耳纵切，将心

脏一分为二，一半心脏组织于 4%多聚甲醛溶液固定

48 h后，流水冲洗30 min，经全自动脱水机脱水，石蜡

包埋，5 μm连续切片，42 ℃展片，用防脱载玻片捞片，

晾干备用。石蜡切片放置烤片机上 68 ℃烘烤 45 min，
随后进行脱蜡处理。苏木精染色后，用盐酸乙醇溶液

分化，再用伊红染色，最后脱水透明，封片。通过全

自动数字切片扫描分析系统观察心肌细胞的形态、排

列情况以及组织结构完整性，判断心肌细胞是否存在

排列紊乱等病理变化，同时观察有无炎症细胞浸润。
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1.9　Masson 染色评估心房肌纤维化水平
将1.8节制备的石蜡切片烘烤、脱蜡后，置于苏木

精染液中染色 5 min，用盐酸乙醇溶液分化 1 s后冲洗

返蓝；丽春红染色10 min后自来水冲洗；1%磷钼酸溶

液分化，随后苯胺蓝染液滴染，最后脱水透明，封片。

在光学显微镜下观察胶原纤维的沉积情况，胶原纤维

呈蓝色，肌纤维呈粉红色，细胞核呈蓝色。心房肌纤

维化水平（%） =（胶原纤维染色阳性面积÷心肌组织

总面积）×100%。每张切片随机选取5个以上高倍视野

进行定量分析，每组选取3张切片进行统计。

1.10　WGA 染色观察心房肌细胞面积
将1.8节制备的石蜡切片进行烘烤脱蜡后，用柠檬

酸盐修复液进行抗原修复。滴加含有 0.3% Triton-X的
山羊血清封闭液封闭 30 min后，加入 α-Actinin抗体

4 ℃孵育过夜，第 2天室温孵育荧光二抗 1 h。随后加

入WGA染液（20 μg/mL），37 ℃避光孵育 1 h，PBS洗
涤后滴加DAPI，封片。使用 ImageJ软件测量心肌细胞

面积，手动勾画每个心肌细胞的边界，测量其横截面

积。每组选取 3张切片进行统计，每张切片测量不少

于20个细胞，取平均值作为该张切片的代表值。

1.11　DHE 染色评估心肌细胞氧化应激水平
将1.8节纵切剩余的另一半心脏组织（每组2只大

鼠）用冰冻切片包埋剂包埋后，于-20 ℃冰冻切片机

中连续切片，厚度8～10 μm，防脱载玻片贴片后室温

暂置 1 h，然后置于-80 ℃保存。-80 ℃冰冻切片经纯

水洗涤后，滴加含有 0.3% Triton-X的山羊血清封闭液

封闭 30 min，随后用DHE染料（5 μmol/L） 37 ℃避光

孵育 30 min。 PBS 洗涤后滴加 DAPI，封片。使用

ImageJ软件测量每个视野的平均红色荧光强度，以此

反映细胞氧化应激水平。相对荧光强度=（实验组平均

荧光强度） /（对照组平均荧光强度）。每张切片随机

选取5个以上高倍视野进行定量分析，每组选取3张切

片进行统计。

1.12　TUNEL 染色评估细胞凋亡水平
将1.8节制备的石蜡切片进行烘烤、脱蜡后，用柠

檬酸钠进行抗原修复。滴加含有 0.3% Triton-X的柠檬

酸钠溶液破膜 10 min，按照原位细胞凋亡检测试剂盒

说明书配制TUNEL反应混合液，滴加于样本上，37 ℃
避光孵育1 h。PBS洗涤后滴加DAPI，封片。细胞凋亡

率 （%） = （TUNEL 阳性细胞数÷DAPI 阳性总细胞

数）×100%。每张切片随机选取5个以上高倍视野进行

定量分析，每组选取3张切片进行统计。

1.13　统计学处理
采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析。每

组实验均重复3次以上，各组间数据采用-x±s表示。数

据满足正态分布时，两组间比较采用 t检验。以P<0.05
认为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　CaCl2-ACh 诱导大鼠发生房颤及心肌电传导
离散度改变

在连续尾静脉注射 CaCl₂-ACh 混合溶液 28 d后，

通过大鼠体表心电图采集与解析系统和体外电刺激记

录大鼠房颤诱发率（图 1A）。体表心电图显示，实验

组大鼠尾静脉注射CaCl₂-ACh后，即刻出现典型的房

性心律失常心电图谱，即 P波逐渐变得低矮、模糊，

甚至消失，取而代之的是形态不规则、大小不等的

f波，且 f波频率快速而不规则，持续时间超过1 s，与

文献报告［4］的房颤心电图特征相一致；而对照组大鼠

未出现上述变化，仍保持正常的窦性心律，P波形态

正常、规律（图1B）。
利用MappingLab矩阵式多通道电生理标测系统检

测离体心脏的房颤易感性，结果表明，对照组和实验

组大鼠在单次 50 Hz起搏 2 s的电刺激下，房颤诱发率

分别为 6.7%和 46.7%（图 1C～D）。传导等时图显示，

与对照组相比，实验组大鼠的心房电传导时间明显延

长，电信号在心房内的传导速度减慢［（2.05±0.35）
mm/ms vs （1.02±0.04） mm/ms， P＜0.05］（图 1E 和

G）。离散等时图显示，实验组大鼠心房电传导方向不

规律，电信号传导的不均匀性和离散度显著增加

［（1.78±0.19）ms/mm vs（2.94±0.11）ms/mm，P＜0.01］
（图 1F～G），提示心房内不同区域的电活动存在明显

差异，房颤易感性增强。

2.2　CaCl2-ACh 对大鼠心房组织结构的影响
心房组织结构是其电生理活动的基础。给药 28 d

后，超声检查结果显示，与对照组相比，实验组大鼠

的左心房前后径明显增大（P＜0.05），左心室功能障

碍，具体表现为左室射血分数和左室短轴缩短分数显

著下降（P＜0.01），而左室舒张末内径和左室收缩末

内径虽然有所增加，但差异并不显著（表1、图2A）。
HE染色结果显示，实验组大鼠心房肌组织结构和

细胞排列紊乱，且心脏较大，存在少许炎症细胞浸润

（图2B）。实验组心体比（心脏质量与体重的比值）较对

照组显著升高（P＜0.05，图 2C）。蛋白质印迹结果显

示，实验组心房组织中促纤维化因子MMP-9和促炎因
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注：A，实验流程图；B，大鼠体表心电图的代表性图片；C，大鼠离体心脏单次 50 Hz 起搏 2 s 后的心电图，红框内为代表性心房颤动心电图
谱；D~F，离体心脏电生理检测房颤诱发率、心房电传导速度和心房传导离散度 （n=3）；G，左心房电活动传导代表性等时图 （含传导时间和
离散时间）。ECG，心电图；AF，房颤。与对照组相比，∗P＜0.05，∗∗P＜0.01。
Note： A， Experimental flowchart； B， Representative images of rat surface electrocardiograms； C， Electrocardiograms of isolated rat heart 
after a single 50 Hz burst pacing for 2 s， with the red box indicating a representative atrial fibrillation tracing； D-F， Ex vivo cardiac 
electrophysiological assessment of atrial fibrillation inducibility， atrial conduction velocity， and atrial conduction dispersion （n=3）； G， 
Representative isochronal maps of left atrial electrical activity conduction （including conduction time and dispersion）. ECG， 
electrocardiogram； AF， atrial fibrillation. ∗P < 0.05， ∗∗P < 0.01， compared with the control group.
图 1 自主神经调节剂诱发大鼠心房电生理特征变化
Figure 1  Autonomic neuromodulators induce changes in atrial electrophysiological characteristics in rats
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子 IL-1β蛋白表达水平均明显增高（P＜0.05），提示心

房纤维化程度和炎症反应加剧（图2D～F）。Masson染
色结果表明，实验组大鼠心房组织中胶原纤维沉积显著

增加（图 2G），纤维化面积显著大于对照组［（29.89±
1.86）% vs（12.03±0.51）%，P＜0.001］（图2H），进一

步提示实验组大鼠出现心房纤维化。

2.3　CaCl2-ACh 对大鼠心房细胞形态和氧化应激
功能的影响

WGA染色结果显示，实验组大鼠心房肌细胞肥

大，细胞横截面积比对照组增加了约 36.21 μm2

［（215.04±8.44）μm2 vs （178.83±4.20）μm2，P＜0.05］
（图 3A、C）。DHE染色结果显示，实验组大鼠心房组

织反映活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平的

红色荧光信号显著增强（P＜0.001），说明自主神经调

节剂可显著提高心房肌细胞的氧化应激水平（图 3B、
D）。TUNEL染色发现，实验组心房细胞凋亡率显著高

于对照组（P＜0.01，图3B、E）。
3　讨论

房颤是临床上最常见的心律失常类型之一，其患

病率随着全球人口老龄化加重以及生活方式的改变逐

年上升［5-6］。目前，房颤已成为心血管领域的重大公

共卫生问题，给患者带来沉重负担，也对医疗资源造

成巨大消耗［7］。房颤的发生发展机制尚未完全明确，

近期有研究发现神经体液调节失衡在房颤发生发展中

发挥重要作用［8-10］。本研究参考文献［11］，利用尾静

脉注射自主神经调节剂的方法成功建立了大鼠房颤模

型，并重点分析了实验组大鼠在心房电重塑、组织、

细胞方面的病理变化，这对于深入研究房颤的发生机

制、探索新的治疗方法具有极为重要的意义。

本研究采用的自主神经调节剂为 CaCl ₂和 ACh。
CaCl₂作为一种常用的化学试剂，能够增加细胞外Ca2+

浓度，进而导致心肌细胞内钙超载，触发心肌细胞的

异常电活动［12］。ACh则是一种重要的神经递质，可通

过激活副交感神经通路，影响心肌细胞的动作电位时

程和传导特性［13］。与既往研究一致，本研究通过尾静

脉注射CaCl₂-ACh混合溶液的方式成功建立了大鼠房

颤模型；不同之处在于，本研究优化了给药剂量并将

造模周期延长至 28 d。相比之下，有研究虽采用相同

的大鼠品系和给药剂量，且周期长达 5周，但未系统

分析心房电传导速度与离散度等电生理指标［14］；另有

研究使用小鼠模型，但给药剂量较低（CaCl₂ 5 mg/mL，
ACh 25 μg/mL，总剂量为 0.1 mL/10 g）、注射时间较

短，亦未评估电生理参数［15］。针对现有模型周期偏

短、电生理评估指标单一等不足［11］，本研究在既往模

型基础上优化了造模方案，并从不同层面观察了持续

给药 28 d后大鼠的心房电生理、心房组织结构、心肌

细胞形态及氧化应激水平变化。

在电重构方面，实验组大鼠心房的电传导时间延

长，传导方向不规律，传导时间离散度增加，这些电

生理特性的改变表明心房电活动稳定性受损。CaCl2-
ACh联合使用引起心肌细胞损伤，导致左室射血分数

和左室短轴缩短分数的改变更为显著，也进一步说明

了心脏功能的下降。在心房肌组织层面，实验组大鼠

的心房组织结构排列紊乱，胶原纤维沉积增多，心脏

增厚，而心体比的升高更客观地反映了心脏形态改变。

在心房肌细胞层面，实验组大鼠心肌细胞明显肥大，

ROS生成量明显增多。心肌细胞肥大通常是心脏对各

种病理刺激产生的一种代偿机制，然而，肥大过度可

能引起心肌细胞功能障碍，从而对心脏的整体功能产

生负面影响。过量的ROS可以通过多种机制对心肌细

胞造成损伤，例如诱导脂质过氧化、蛋白质氧化和

DNA损伤等［16］。这些损伤可能导致心肌细胞膜的完整

性受损、蛋白质功能丧失以及遗传物质突变，从而影

响心肌细胞的正常生理功能。此外，ROS还可以激活

炎症信号通路，引发炎症反应，促进心肌细胞的凋

亡［17］。在本研究中，实验组大鼠ROS水平升高，心肌

组织凋亡水平增加。已有研究表明，ROS可能会直接

表 1　各组大鼠心脏超声检查指标比较
Table 1　Comparison of echocardiographic parameters 

among groups of rats
（x̄x̄ ±s）

参数
Parameter

LAD/mm
LVEF/%
FS/%
LVEDD/mm
LVESD/mm

对照组
Control group

(n=5)
4.04±0.1 9
81.47±1.19
52.40±1.78

6.86±0.23
3.35±0.05

实验组
Experimental group

(n=5)
4.89±0.08∗

71.57±1.31∗∗

42.14±1.15∗∗

7.31±0.15
3.87±0.27

注：LAD，左房前后径；LVEF，左室射血分数；FS，左室短轴缩短
分数；LVEDD，左室舒张末内径；LVESD，左室收缩末内径。与对
照组相比，∗P＜0.05，∗∗P＜0.01。
Note： LAD， left atrial anteroposterior diameter； LVEF， left 
ventricular ejection fraction； FS， left ventricular short-axis 
fractional shortening； LVEDD， left ventricular end-diastolic 
diameter； LVESD， left ventricular end-systolic diameter. ∗P < 0.05， 
∗∗P < 0.01， compared with the control group.
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攻击线粒体，导致线粒体呼吸链功能障碍，从而诱导

细胞凋亡［18］。ROS引发DNA损伤会激活 p53，p53作
为转录因子可上调多种促凋亡基因的表达，进一步促

进细胞凋亡［19］。这种状态进一步加剧了心房的电重构
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注：A，大鼠超声长轴切面 （左图为 B 超图，右图为 M 超图）；B，HE 染色 （比例尺大小为 3 mm）；C，大鼠心脏质量与体重的比值 （n=5）；
D，心肌组织中 MMP-9 和 IL-1β 蛋白质印迹结果；E，心肌组织 MMP-9 蛋白质印迹定量分析 （n=3）；F，心肌组织 IL-1β 蛋白质印迹定量分析

（n=3）；G，Masson 染色 （比例尺大小为 60 µm）；H，心肌纤维化水平定量分析 ［每组 2 只大鼠共 3 张切片进行统计学分析 （n=3）］。LAD，
左房前后径；MMP-9，基质金属蛋白酶-9；IL-1β，白细胞介素-1β；GAPDH 为内参蛋白。与对照组相比，∗P＜0.05，∗∗∗P＜0.001。
Note： A， Long-axis section of a rat echocardiography （the left image is the B-mode ultrasound chart， and the right image is the M-mode 
ultrasound chart）； B， HE staining （scale bar： 3 mm）； C， Rat heart weight to body weight ratio （n=5）； D， Western blotting images of MMP-
9 and IL-1β proteins in myocardial tissues； E， Quantitative analysis of MMP-9 protein expression in myocardial tissues （n=3）； F， 
Quantitative analysis of IL-1β protein expression in myocardial tissues （n=3）； G， Masson's staining （scale bar： 60 µm）； H， Quantitative 
analysis of myocardial fibrosis levels ［three sections from two rats per group were subjected to statistical analysis （n=3）］. LAD， left atrial 
anteroposterior diameter； MMP-9， matrix metalloproteinase 9； IL-1β， interleukin-1 beta； GAPDH is an internal control. ∗P < 0.05， ∗∗∗P < 
0.001， compared with the control group.
图 2 自主神经调节剂诱发大鼠心房肌组织结构变化
Figure 2 Autonomic neuromodulators induce structural changes in rat atrial myocardium
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3）；与对照组相比，∗P＜0.05，∗∗P＜0.01，∗∗∗P＜0.001。
Note： A， Representative images of WGA staining of atrial cardiomyocytes； B， Representative images of DHE staining and TUNEL staining 
of atrial myocardial tissues； C， Quantitative analysis of cardiomyocyte cross-sectional area； D， Quantitative analysis of the fluorescence 
intensity of DHE staining in myocardial tissues； E， Comparative analysis of apoptosis rate. WGA， wheat-germ agglutinin； DHE， 
dihydroethidium； TUNEL， terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling. DAPI， 4'，6-diamidino-2-phenylindole.
Three sections from two rats per group were subjected to statistical analysis （n=3). ∗P < 0.05， ∗∗P < 0.01， ∗∗∗P < 0.001， vs the control group.
图 3 自主神经调节剂诱发大鼠心房肌细胞形态和氧化应激水平变化
Figure 3 Autonomic neuromodulators induce morphological and oxidative stress changes in rat atrial cardiomyocytes
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与结构重构，促进房颤的发生发展，使房颤长期

持续［20-21］。
目前，房颤模型的制备方法多样，包括利用乌头

碱等药物诱导法，刺激迷走神经、快速心房起搏等电

刺激起搏法，二尖瓣反流法，急性心房缺血等创伤法，

缺氧法，基因编辑法等，但均存在一定的缺陷和不

足［11， 22］。其中，药物诱导法操作便利，模型建立相对

较快，但稳定性欠佳，且乌头碱等药物毒性较强，可

能会对机体造成其他不良影响［23］。电刺激起搏法具有

较高的成功率，但其操作复杂、机制不明确，且异位

起搏具有偶然性及不确定性，对设备和技术要求较高，

较难控制［24］。其余方法也存在模型稳定性欠佳、操作

复杂、成本较高等缺点。相比而言，尾静脉注射自主

神经调节剂的方法操作简单，对动物整体生理状态影

响较小，可通过调节细胞外Ca2+浓度和激活副交感神

经通路，触发心肌细胞的异常电活动，从而稳定诱导

心房电重构和结构重构；除大鼠之外，该方法还可应

用到实验兔上［25］。
需要指出，本研究仅在大鼠上进行评价，未与其

他已有的房颤动物模型进行对比验证。尽管该模型在

一定程度上模拟了房颤的电重构和结构重构，但动物

模型与人类房颤模型在解剖结构、生理功能和疾病机

制等方面仍存在差异，还需要结合更多指标进一步评

估其对人体临床房颤的模拟程度和研究价值。本研究

采用心体比反映心脏肥厚程度，但该指标易受 28 d实
验周期内大鼠体重波动的影响。尽管同期对照可部分

抵消组间差异，但相较于心脑比，心体比仍存在一定

局限性。此外，本研究每组仅纳入 5只大鼠，样本量

较小，可能导致统计效能不足，从而影响结果的稳定

性，因此本研究设计中严格把控了动物的来源、批次、

饲养条件及实验操作，以尽量减小个体差异。未来本

研究组将进一步扩大样本量，以更充分评估该模型的

可靠性和可重复性。另外，本研究主要聚焦于给药后

28 d这一时间点，旨在评估模型在该节点的有效性与

稳定性。后续研究将进一步拓展至多个时间节点，以

动态追踪房颤发生发展过程，弥补当前单时间点观察

的局限。

综上所述，连续28 d给予自主神经调节剂（CaCl₂- 
ACh混合液）能够有效诱导大鼠房颤发生。本研究获

取的实验大鼠心房电生理、心肌组织、细胞层面的数

据将为研究房颤发生机制、筛选抗房颤药物以及探索

房颤相关信号通路提供可靠的数据支持。
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