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下丘脑腹内侧核激活对大鼠急性心肌梗死后心脏电活动的影响
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【摘要】目的　探究激活下丘脑腹内侧核（ＶＭＨ）对大鼠急性心肌梗死（ＡＭＩ）后心脏电活动的影响。方法　将１５只大鼠随机
分为对照组、心肌梗死（ＭＩ）组和激活组，每组 ５只。激活组在 ＶＭＨ区域注射化学遗传激活病毒 ｒＡＡＶｈＳｙｎｈＭ３ｄ（Ｇｑ）ＥＧＦＰ
ＷＰＲＥｐＡ２／２，ＭＩ组在ＶＭＨ区域注射空载病毒ｒＡＡＶｈＳｙｎＥＧＦＰＷＰＲＥｐＡ２／２。病毒注射３周后，各组接受氯氮平Ｎ氧化物腹腔注
射２周。病毒注射５周后建立ＡＭＩ模型。对照组大鼠接受假手术处理。造模２４ｈ后，测量各组大鼠心电图以及左心室有效不应期
（ＥＲＰ）。取大鼠脑组织冰冻切片做免疫荧光染色，观察大鼠 ＶＭＨ区域荧光蛋白表达情况，测量各组大鼠 ＶＭＨｃｆｏｓ表达量。
结果　（１）ＭＩ组和激活组ＶＭＨｃｆｏｓ表达量均显著高于对照组，且激活组ＶＭＨｃｆｏｓ表达量显著高于ＭＩ组（激活组ｖｓＭＩ组：２５．３９±
５１６ｖｓ１８．７６±３．５２，Ｐ＜０．０５）。（２）与对照组相比，ＭＩ组与激活组心率变异性频域分析指标低频功率（ＬＦ）升高，高频功率（ＨＦ）降
低，ＬＦ／ＨＦ比值升高；与ＭＩ组相比，激活组ＬＦ升高，ＨＦ降低，ＬＦ／ＨＦ比值升高。上述结果均有显著统计学差异（Ｐ＜０．０１）。（３）与
对照组相比，ＭＩ组ＰＲ间期、ＱＲＳ波群时限升高，但结果无显著性差异；ＭＩ组 ＱＴ间期显著延长（Ｐ＜０．０１）。与 ＭＩ组相比，激活组
ＰＲ间期、ＱＲＳ波群时限和ＱＴ间期均显著延长（Ｐ＜０．０５）。（４）在体电生理实验结果显示，ＭＩ组和激活组左心室心尖部、心中部和
心底部ＥＲＰ均显著降低，且激活组ＥＲＰ显著低于ＭＩ组（Ｐ＜０．０５）。结论　激活ＶＭＨ可加重大鼠ＡＭＩ后心脏电活动紊乱。
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　　中国的心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）
发病率正逐年升高，２０１６年中国有近 ４００万人死于
ＣＶＤ［１］。根据全球疾病负担研究［２］，高血压、高血脂、

吸烟、高体重指数和高空腹血糖等ＣＶＤ传统危险因素
每年可导致５０万 ～２００万人死于 ＣＶＤ。除了传统危
险因素，负面情绪状态在ＣＶＤ的发生与发展中起着重
要作用［３］。已有大量研究［４］表明，抑郁、焦虑等负面

情绪可通过影响自主神经系统、诱发炎症反应和改变

血管内皮功能等途径增加心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）的发生风险。

下丘 脑 腹 内 侧 核 （ｖｅｎｔｒｏｍｅｄｉａｌｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＶＭＨ）是下丘脑的亚核，也是大脑中调控能量
代谢和情绪的关键脑区［５６］。有研究［６７］表明，ＶＭＨ与
抑郁、焦虑和惊恐等情绪的产生相关。另有文献表

明，ＶＭＨ可调控自主神经系统，激活ＶＭＨ可增加交感
神经活性［８１０］，而交感神经过度激活可诱发室性心律

失常及心源性猝死［１１］。然而，鲜有文献记载 ＶＭＨ活
性与心律失常间的直接关系。

本研究旨在探讨化学遗传激活 ＶＭＨ后对大鼠急
性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）后心脏
电活动的影响。

１　材料与方法
１１　实验动物及分组

１５只雄性健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（２２０～２５０ｇ）
均由武汉大学动物实验中心提供。所有动物都饲养

在１２ｈ光照黑暗循环下温度可控的环境中［温度
（２４±２）℃］。对所有动物进行７ｄ的适应性饲养后，
完全随机分为对照组、ＭＩ组和激活组，每组５只。所
有实验步骤均经武汉大学人民医院动物福利伦理委

员会批准。

１２　ＶＭＨ化学遗传激活
ＭＩ组和激活组大鼠在禁食１２ｈ后以４０ｍｇ／ｋｇ体

重经腹腔注射２％戊巴比妥钠溶液麻醉。大鼠麻醉后
俯卧位固定于大鼠立体定位仪（深圳瑞沃德生命科技

有限公司），在头皮上沿正中线开口充分暴露颅骨。

参考Ｐａｘｉｎｏｓ＆Ｗａｔｓｏｎ大鼠脑图谱，以前囟为坐标原
点定位大鼠 ＶＭＨ（前后：前囟后２．８５ｍｍ；旁开：中缝
外侧０．６ｍｍ；深度：颅骨表面以下 ９．０ｍｍ）。使用
１０μＬＨａｍｉｌｔｏｎ注射器，以２０ｎＬ／ｍｉｎ的速度将１００ｎＬ
腺相 关 激 活 病 毒 ［ｒＡＡＶｈＳｙｎｈＭ３ｄ（Ｇｑ）ＥＧＦＰ
ＷＰＲＥｐＡ２／２，武汉枢密脑科学技术有限公司］注射至

激活组大鼠双侧 ＶＭＨ。ＭＩ组以相同速度、体积注射
腺相关空载病毒（ｒＡＡＶｈＳｙｎＥＧＦＰＷＰＲＥｐＡ２／２，武
汉枢密脑科学技术有限公司）。注射完成后，注射器

在原位置停留５ｍｉｎ，然后缓慢拔出。病毒注射３周
后，所有大鼠均接受３．３ｍｇ／ｋｇ体重浓度氯氮平Ｎ氧
化物（ｃｌｏｚａｐｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＣＮＯ）（武汉枢密脑科学技术
有限公司）腹腔注射，持续２周。
１３　ＡＭＩ模型建立

ＭＩ组和激活组大鼠在 ＣＮＯ腹腔注射２周后，建
立ＡＭＩ模型。予术前禁食１２ｈ，以４０ｍｇ／ｋｇ浓度腹
腔注射２％戊巴比妥钠实施麻醉。以仰卧位固定于实
验台上，连接至小动物呼吸机予以正压通气。经左前

胸暴露心脏，结扎左冠状动脉造成ＭＩ。观察大鼠心电
图ＳＴ段变化及心肌组织颜色变化。心电图出现 ＳＴ
段抬高及心肌组织由红色变为白色视为造模成功。

对照组大鼠经左前胸暴露心脏后关闭胸腔，不结扎冠

状动脉。

１４　体表心电图记录
ＭＩ造模后 １ｄ，对大鼠进行体表心电图测量。

４０ｍｇ／ｋｇ体重腹腔注射２％戊巴比妥钠溶液麻醉。颈
部和胸前区备皮消毒，仰卧位固定于操作台，行气管

插管术并连接呼吸机正压通气，大鼠四肢用针刺电极

连接 Ｐｏｗｅｒｌａｂ数据采集系统记录心电图，利用
Ｌａｂｃｈａｒｔ８．０分析 ＰＲ间期、ＱＲＳ波群时限和 ＱＴ间期
以及心率变异性频域指标［低频功率（ｌｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，
ＬＦ）、高频功率（ｈｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＨＦ）及ＬＦ／ＨＦ比值］。
１５　有效不应期

经左前胸暴露心脏，在以下心外膜部位测量心室

有效不应期（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｐｅｒｉｏｄ，ＥＲＰ）：左心室
心尖部（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒａｐｅｘ，ＬＶＡ）、左心室心底部（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｂａｓｅ，ＬＶＢ）和左心室心中部（ｔｈｅｍｅｄｉａｎ
ａｒｅａｏｆｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ，ＬＶＭ）。用Ｐｏｗｅｒｌａｂ可编程多通道
刺激器对上述部位进行程序电刺激。程序电刺激由

８个连续周长为１００ｍｓ的Ｓ１Ｓ１刺激外加１个Ｓ２刺激
组成，Ｓ１Ｓ２间期从１００ｍｓ开始，以１０ｍｓ递减，接近
ＥＲＰ时以２ｍｓ递减，直至达到ＥＲＰ。ＥＲＰ定义为不能
夺获心室的最长Ｓ１Ｓ２间期。
１６　免疫荧光

取材，将脑组织快速取下，浸泡在多聚甲醛中固

定。脱水后使用冰冻切片机取 ＶＭＨ脑区５μｍ冠状
面冰冻切片，冰冻切片３７℃烘箱烘烤１０ｍｉｎ，控干水
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分。置于４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，于磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中在脱色摇床上晃动
洗涤３次，每次５ｍｉｎ。再将组织切片置于盛满乙二胺
四乙酸抗原修复缓冲液的修复盒中于微波炉内进行

抗原修复。自然冷却后将玻片置于ＰＢＳ中在脱色摇床
上晃动洗涤３次，每次５ｍｉｎ。切片稍甩干后用组化笔
在组织周围画圈，甩干 ＰＢＳ，滴加牛血清白蛋白，封闭
３０ｍｉｎ后甩掉封闭液，在切片上滴加 ｃｆｏｓ一抗
（ＧＢ１１０６９，武汉赛维尔生物科技有限公司），切片平放
于湿盒内４℃孵育过夜。而后将玻片置于ＰＢＳ中在脱
色摇床上晃动洗涤３次，每次５ｍｉｎ。切片稍甩干后在
圈内滴加荧光二抗覆盖组织，避光室温孵育５０ｍｉｎ。再
将玻片置于 ＰＢＳ中在脱色摇床上晃动洗涤３次，每次
５ｍｉｎ。切片稍甩干后在圈内滴加４’，６二脒基２苯基
吲哚（４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染液，避光
室温孵育１０ｍｉｎ。再将玻片置于ＰＢＳ中在脱色摇床上
晃动洗涤３次，每次５ｍｉｎ。在圈内加入自发荧光淬灭
剂５ｍｉｎ，流水冲洗１０ｍｉｎ。切片稍甩干后用抗荧光淬
灭封片剂封片。最后在显微镜下观察荧光表达情况。

１７　统计学方法
本实验所有数据均以平均数 ±标准差表示。采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ９．０进行统计学分析与作图。先对所有
计量数据进行 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验以明确是否
符合正态分布。两组比较采用 ｔ检验，多组比较采用
单因素方差分析。不符合正态分布的数据采用非参

数检验分析。将 Ｐ＜０．０５定义为差异具有统计学
意义。

２　结果
２１　化学遗传激活ＶＭＨ

ＭＩ组和激活组大鼠经化学遗传病毒及 ＣＮＯ注射
后，ＶＭＨ脑区可见携带绿色荧光蛋白的病毒表达（图１）。
对三组大鼠ＶＭＨ神经元活性进行比较，发现 ＭＩ组和
激活组ＶＭＨｃｆｏｓ表达量均显著高于对照组，且激活
组ＶＭＨ神经元活性显著高于 ＭＩ组（ｃｆｏｓ标准化计
数，激活组 ｖｓＭＩ组：２５．３９±５．１６ｖｓ１８．７６±３．５２，
Ｐ＜０．０５）（图２Ａ和图２Ｂ），结果提示 ＶＭＨ被化学遗
传激活，且激活组ＶＭＨ神经元活性显著升高。
２２　ＶＭＨ激活改变大鼠心率变异性

对三组大鼠体表心电图进行测量，分析心率变异

性。与对照组相比，ＭＩ组与激活组ＬＦ升高，ＨＦ降低，
ＬＦ／ＨＦ比值升高；与 ＭＩ组相比，激活组 ＬＦ升高，ＨＦ
降低，ＬＦ／ＨＦ比值升高。上述结果均有显著统计学差
异（Ｐ＜０．０１）（表１）。对三组大鼠心电图指标进行进
一步分析，发现与对照组相比，ＭＩ组 ＰＲ间期、ＱＲＳ波
群时限升高，但结果无显著性差异；ＭＩ组 ＱＴ间期显

著延长（Ｐ＜０．０１）。与 ＭＩ组相比，激活组 ＰＲ间期、
ＱＲＳ波 群 时 限 和 ＱＴ间 期 均 显 著 升 高 （Ｐ＜
００５）（表２）。

　　注：左图为１００μｍ视野下转染化学遗传病毒 ｒＡＡＶｈＳｙｎｈＭ３ｄ
（Ｇｑ）ＥＧＦＰＷＰＲＥｐＡ２／２后局部脑区增强型绿色荧光蛋白
（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）荧光图，白色椭圆虚线为
ＶＭＨ；右图为 ２０μｍ视野下转染化学遗传病毒 ｒＡＡＶｈＳｙｎｈＭ３ｄ
（Ｇｑ）ＥＧＦＰＷＰＲＥｐＡ２／２后局部脑区ＥＧＦＰ荧光图，白色箭头所指
为转染化学遗传病毒后表达ＥＧＦＰ的神经细胞。

图１　ＶＭＨ中化学遗传病毒表达情况

　　注：Ａ为５０μｍ视野下各组ＶＭＨｃｆｏｓ表达情况。Ｍｅｒｇｅ为荧光
图叠加（ｃｆｏｓ＋ＤＡＰＩ）。Ｂ为各组 ＶＭＨ中 ｃｆｏｓ阳性细胞标准化计
数。与对照组相比，＃＃表示 Ｐ＜０．０１；与 ＭＩ组相比，表示 Ｐ＜
０．０５。

图２　ＶＭＨ中神经元激活情况

表１　三组大鼠心率变异性比较

组别 ＬＦ／ｎｕ ＨＦ／ｎｕ ＬＦ／ＨＦ

对照组 ４．２９±１．９９ ７４．８７±２．０８ ０．０６±０．０３

ＭＩ组 １４．４７±１．９９＃＃ ６５．００±１．３２＃＃ ０．２２±０．０３＃＃

激活组 ２１．８５±１．８５ ６２．１６±１．０８ ０．３５±０．０３

　　注：与对照组相比，＃＃表示 Ｐ＜０．０１；与 ＭＩ组相比，表示 Ｐ＜
０．０１。
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表２　两组大鼠心电图指标比较 单位：ｍｓ

组别 ＰＲ间期 ＱＲＳ波群时限 ＱＴ间期

对照组 ４１．４±２．６ １７．０±２．１ ３０．２±２．０

ＭＩ组 ４４．２±３．３ １９．５±２．２ ５４．４±９．３＃＃

激活组 ５１．７±４．５ ４０．７±８．２ ７７．４±５．５

　　注：与对照组相比，＃＃表示Ｐ＜０．０１；与ＭＩ组相比，表示Ｐ＜０．０５，

表示Ｐ＜０．０１。

２３　ＶＭＨ激活降低心室ＥＲＰ
通过在体电生理实验技术测量三组大鼠 ＬＶＡ、

ＬＶＭ、ＬＶＢ的ＥＲＰ。研究发现，与对照组相比，ＭＩ组和
激活组左心室三个部位 ＥＲＰ均显著降低，且激活组
ＥＲＰ显著低于ＭＩ组（Ｐ＜０．０５）（表３）。

表３　三组大鼠ＥＲＰ比较 单位：ｍｓ

组别 ＬＶＡ ＬＶＭ ＬＶＢ

对照组 ８９．２０±１３．９７ ９４．４０±７．８０ ８９．２０±７．６９

ＭＩ组 ６７．２０±７．２９＃＃ ７１．２０±７．８２＃＃ ６８．００±９．３８＃＃

激活组 ４７．８０±１．９２ ４８．８０±３．２７ ５０．６０±８．２０

　　注：与对照组相比，＃＃表示 Ｐ＜０．０１；与 ＭＩ组相比，表示 Ｐ＜

００５，表示Ｐ＜０．０１。

３　讨论
焦虑、愤怒和抑郁等负面情绪与ＣＶＤ的发生发展

密切相关［４］。有研究［１２］表明，抑郁症会增加 ＭＩ、心房
颤动和心源性猝死的发生率。而 Ｒｏｅｓｔ等［１３］的 ｍｅｔａ
分析纳入２４９８４６例冠心病患者，结果发现焦虑与冠
状动脉疾病以及心源性猝死风险增加有关。

情绪相关核团及脑区在调节外周各器官生理活

动中起到重要作用。在大脑中，情绪相关核团或脑区

包括额叶皮层、下丘脑和杏仁核等，而这些核团可对

心血管系统起调节作用［１４］。ＲｕｉｚＶａｒｇａｓ等［１５］的 ｍｅｔａ
分析显示，利用神经影像学技术可有效分析神经核团

的活性，而前额叶皮层的活性与心率、心率变异性正

相关。而Ｃｈｅｎ等［１６］的研究发现，抑制下丘脑室旁核

中活化的星形胶质细胞可减少 ＡＭＩ大鼠室性心律失
常的发生，改善心室电活动紊乱。

ＶＭＨ是下丘脑的亚核，参与各种体内稳态调节，
例如负面情绪、骨骼稳态、糖代谢和能量代谢［１７１８］，此

外，ＶＭＨ也是调节自主神经系统的关键脑区，激活
ＶＭＨ可增加交感神经活性［８１０］，而交感神经的过度激

活与心律失常的发生发展密切相关［１９］。早期研究表

明，交感神经激活引起心电图复极化改变和颤动阈值

降低，促进心室颤动的发生［２０］，而这些效应在心肌缺

血的状态下被放大［２１］。Ｊａｍｅｓ等［２２］的影像学研究显

示，ＶＭＨ活性升高与血压、心率上升具有显著相关性，
但目前并无ＶＭＨ激活诱发恶性心律失常的证据。

为了特异性激活 ＶＭＨ，本研究采用化学遗传技
术，激活ＶＭＨ神经元上通过腺相关病毒转染的激活
型受体ｈＭ３Ｄｑ，实现精确调控。Ｃｏｕｔｉｎｈｏ等［２３］曾通过

该方法特异性激活 ＶＭＨ，发现 ＶＭＨ激活可增加外周
胰岛素敏感性。而Ｄｙａｖａｎａｐａｌｌｉ等［２４］也通过化学遗传

特异性激活心内胆碱能神经元，发现心功能障碍得到

改善。本实验中，通过化学遗传特异性激活ＶＭＨ。免
疫荧光结果显示，激活组 ＶＭＨ脑区中 ｃｆｏｓ表达水平
较对照组显著上升，提示ＶＭＨ神经元被成功激活。

在本研究中，通过在体心电图检查发现，激活

ＶＭＨ后，ＡＭＩ大鼠 ＬＦ显著升高，ＨＦ降低，ＬＦ／ＨＦ升
高。ＬＦ主要反映交感神经功能，而 ＨＦ主要反映迷走
神经功能［２５］。已有研究［２６］表明，交感神经过度激活

可引起心肌缺血后电生理紊乱，从而促进恶性心律失

常的发生。此外，与对照组相比，激活组ＰＲ间期、ＱＲＳ
波群时限和 ＱＴ间期均显著延长。ＰＲ间期是反映房
室传导的重要指标。大型队列研究结果表明，ＰＲ间期
延长与房性及室性心律失常、心力衰竭和死亡风险增

加有关［２７］。ＰＲ间期延长是心房电重构和结构重构的
标志，也是心脏自主神经功能紊乱的标志［２７２９］。ＱＴ
间期反映房室结至心室的电传导速度，是心室电活动

的评价指标。ＱＴ间期与自主神经功能联系紧密。研
究［３０］显示，在交感神经张力升高或副交感神经张力降

低的情况下，ＱＴ间期延长，而 ＱＴ间期延长与心肌缺
血、恶性室性心律失常密切相关。根据上述研究结果

可推测，ＶＭＨ激活可导致交感神经过度激活，从而引
起ＰＲ间期、ＱＴ间期延长，引起心脏电活动紊乱，而激
活组ＥＲＰ的缩短进一步验证了ＶＭＨ激活对心脏电活
动的影响。

虽然ＶＭＨ活性与恶性心律失常的关系以及内在
机制尚不明确，但本研究结果初步提示，ＶＭＨ激活可
能通过交感神经引起心脏电活动紊乱。这为ＭＩ、心律
失常患者的情绪管理重要性提供了一定的依据，也为

ＣＶＤ患者特别是合并不良情绪的患者提供了治疗方
向。未来需进一步研究 ＶＭＨ激活诱发恶性心律失常
的具体神经通路及分子机制。
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