
　 　 基金项目:安徽省科技攻关项目(1804h08020246) ;蚌埠医学院第

一附属医院优秀青年科学基金资助项目(2019byyfyyq04) ;蚌埠市 - 蚌

埠医学院联合抗击攻关项目(BYLK201814)
作者单位:233000　 蚌埠医学院第一附属医院

通信作者:张宁汝,电子信箱:yiaocaoyaya@ 163. com

PI3 K、Akt 与心房颤动患者射频消融术后复发相关性
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摘 　 要 　 目的 　 探讨心房颤动患者血浆中磷脂酰肌醇 3 - 激酶(posphoinositide 3 - kinase, PI3K)、蛋白激酶 B( protein kinase
B, Akt)的表达,并分析其与心房颤动发病以及射频消融术后复发的相关性。 方法 　 选取 2019 年 1 月 ~ 2020 年 11 月蚌埠医学

院第一附属医院住院确诊且均首次接受射频消融术的心房颤动患者 145 例为实验组,此外选取同一时期至蚌埠医学院第一附属

医院健康体检的心电图表现为窦性节律的健康体检者 120 例作为对照组。 采用酶联免疫吸附试验( enzyme linked immunosorbent
assay,ELISA)检测受试者血浆中 PI3K、Akt 水平;Western blot 法检测外周血单核细胞( peripheral blood mononuclear cells,PBMCs)
磷酸化 PI3K、Akt 蛋白表达水平,对术后患者进行为期 11. 21 ± 0. 42 个月的随访,分析它们在心房颤动患者中发病以及射频消融

术后复发的表达意义。 结果 　 ELISA 检测结果显示,实验组中血浆 PI3K、Akt 水平显著高于对照组(P < 0. 01)。 Western blot 法检

测结果显示,实验组磷酸化 PI3K、Akt 蛋白表达水平较对照组均呈现下调趋势,差异有统计学意义(P < 0. 01),表明磷酸化 PI3K、
Akt 蛋白表达水平在心房颤动患者中的表达是降低的;与射频消融术后未复发组患者血浆 PI3K、Akt 比较,复发组患者明显降低

(P < 0. 001)。 结论 　 心房颤动的发生、发展以及射频消融术后的复发可能与 PI3K / Akt 信号通路表达下调有关。
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Correlation of PI3K, Akt and Recurrence in Patients with Atrial Fibrillation after Radiofrequency Ablation. 　 XING Budian, WEI Ting,
LENG Junjie, et al. The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College, Anhui 233000, China

Abstract　 Objective　 To investigate the expression of posphoinositide 3 - kinase (PI3K) and protein kinase B(Akt) in plasma of
patients with atrial fibrillation, and to analyze the correlation between the expression of them and the incidence of atrial fibrillation and the
recurrence of radiofrequency ablation. Methods　 A total of 145 patients with atrial fibrillation who were admitted to the First Affiliated
Hospital of Bengbu Medical College from January 2019 to November 2020 and received radiofofency ablation for the first time were selected
as the experimental group, 120 patients who underwent physical examination at the First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College
during the same period were selected as the control group. The expression levels of PI3K and Akt in plasma were detected by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) . the protein expression levels of phosphorylation PI3K and Akt in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were detected by Western blot. Patients were followed up for (11. 21 ± 0. 42)months after surgery, to analyze the signifi-
cance in patients with atrial fibrillation and their recurrence after radiofrequency ablation. Results　 ELISA results showed that the levels
of PI3K and Akt in plasma in experimental group were significantly higher than those in the control group (P < 0. 01) . Western blot test
results showed that the protein expression levels of phosphorylation PI3Kand Akt in the experimental group were significantly lower than
those in the control group, and there were significant differences between the two groups (P < 0. 01), indicating that the protein expres-
sion levels of phosphorylation PI3K and Akt were decreased in patients with atrial fibrillation. Compared with plasma PI3K and Akt in pa-
tients in the non - recurrent group after radiofrequency ablation, plasma PI3K and Akt were significantly decreased in the recurrent group,
(P < 0. 001) . Conclusion　 The occurrence, development and recurrence of atrial fibrillation after radiofrequency ablation may be related
to the down - regulation expression of PI3K / Akt signaling pathway.
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　 　 心房颤动(atrial fibrillation,AF)是临床上不规则 的心房节律的一种。 在各种因素干扰下,心房的正常

电生理受损,除了诱发局灶性异位活动,还会造成折

返的形成,引起心房兴奋性异常增高,导致心房出现

不同步收缩,心室不规则兴奋,除造成心脏的损伤外,
还会加重心脏的负荷 [1,2] 。 就 AF 而言,心房纤维化

与之紧密相连。 如在 AF 患者中,心房纤维化程度是
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增加的 [3] 。 AF 发病通常始于阵发性发作,随着发作

次数的增加或时间持续的增加,就会演变为持久型

AF,即“AF 诱发 AF”现象 [1] 。 心房纤维化介导心房

重构,继而促进 AF 发生和进展,而在心房重构过程

中,AF 促使心房纤维化,造成恶性循环的形成,使心

律失常持续存在,表明心房纤维化与 AF 相关 [3 ~ 6] 。
PI3K 是一种胞内磷脂酰肌醇激酶,能够结合胞

内 Akt,促进 Akt 的磷酸化激活进而启动一系列信号

联级反应 [7] 。 Akt 被 PI3K 激活后,能激活其下游多

种靶点蛋白,继而参与机体内各种重要的生理及病理

过程。 PI3K / Akt 信号通路是参与调节细胞生长、增
殖等多种生物学过程的信号转导通路,特别是在心脏

疾病发生、发展中起重要作用。 近年来研究发现,
PI3K / Akt 信号通路在小鼠 AF 模型中表达是下调的,
并用激活剂活化其通路,能够减少心房纤维化的程

度,进而减少了 AF 的发作 [8 ~ 10] 。 而目前该信号通路

与 AF 患者疾病进展、AF 射频消融术后复发有何关

系尚未明确。 因此,本研究拟通过观察 AF 患者血浆

以及外周血单核细胞中中磷酸化 PI3K、Akt 表达水

平,并分析 PI3K、Akt 与左心房内径( left artrial diame-
ter,LAD)、左心室射血分数 ( left ventricular ejection
fraction,LVEF ) 之 间 的 相 关 性, 从 而 进 一 步 探 讨

PI3K / Akt 信号通路在 AF 患者中相关作用。
资料与方法

1. 材料试剂:磷酸化 PI3K 抗体(货号:17366,美
国 CST 公司)、磷酸化 Akt 抗体(货号:4060,美国 CST
公司)和 β - actin 抗体(货号:8457,美国 CST 公司);
ELISA 检 测 试 剂 盒: HumanPI3K ( 货 号: YX -
160914H,上海羽朵生物科技有限公司)、Akt(货号:
YX - 011120H,上海羽朵生物科技有限公司)

2. 研究对象:选取 2019 年 1 月 ~ 2020 年 11 月蚌

埠医学院第一附属医院住院确诊且首次接受射频消融

术的 AF 患者,严格按照入选标准及排除标准纳入 145
例为实验组。 入选标准:本研究中选取的 AF 类型为持

续性 AF,其定义为持续超过 7 天的 AF 发作,其包括 7
天后因药物或电复律而终止发作的 AF 或 AF 的持续

时间为 12 个月以上。 对照组选用同时期至笔者医院

体检者 120 例。 所有研究对象入组时均排除严重心血

管疾病如合并有急性心肌梗死、风湿性心脏病、先天性

心脏病、心脏瓣膜病,肝肾功能不全,肿瘤,精神疾病患者

等。 入选患者均签署知情同意书,研究方案获得笔者

医院 医 学 伦 理 学 委 员 会 批 准 ( 伦 理 学 审 批 号:
2019KY023)。

3. 方法:(1)样本准备:留取实验组术前及对照

组外周静脉血 10ml,置于肝素钠抗凝试管中,2h 内以

3000r / min 离心 15min,取离心后的上层血浆保存至

- 80℃冰箱。 (2)PBMCs 的分离:在取完上层血浆的

标本中加入 PBS 至总体积 14ml,混匀后加入 14ml 的
淋巴分离液,2000r / min 离心 20min,取 PBMC 层的细

胞,用 PBS 重悬细胞,1500r / min 离心 15min,弃上清,
加入配置好的冻存液,转移至冻存管中保存至 - 80℃
冰箱。 (3) ELISA 法检测所有受试者血浆中 PI3K、
Akt 水平:所有标本中 PI3K、Akt 浓度严格按照 ELISA
说明书进行检测,在酶标仪上读取 450nm 处吸光值,
根据相应的标准曲线计算血浆中 PI3K、Akt 水平。
(4)Western blot 法检测 PI3K / Akt 信号通路在对照组

和实验组中的磷酸化 PI3K、Akt 蛋白的表达:收集的

外周静脉血加入裂解液,提取 PBMCs 中总蛋白,依据

BCA 蛋白定量法说明书,测定各组蛋白浓度,配置

10% SDS - PAGE 电泳,PVDF 膜转膜;脱脂牛奶常温

封闭;一抗室温孵育 4h (或 4℃ 过夜);TBST 洗涤 3
次,10 分 / 次;二抗孵育 2h; TBST 洗涤 3 次,10 分 /
次;洗膜后 ECL 发光液曝光,凝胶成像系统获取图

像。 (5)临床随访:随访检查主要包括体表心电图或

动态心电图以及心脏彩超指标,相关心电图记录 AF
有无复发。 AF 复发定义:心电图检查出现至少 30s
的 AF / 心房扑动 / 心房快速心律失常复发。

4. 统计学方法:应用 SPSS 26. 0 和 GraphPad -
prism 9. 0. 0 统计学软件对数据进行统计分析,符合

正态分布的计量资料以均数 ± 标准差( x ± s)表示,计
数资料以例数(百分比) [ n(% )]表示;组间比较采

用两独立样本 t 检验和 χ2 检验,相关性分析采用

Pearson 法,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 受试者临床资料比较:除基本资料,受试者在

肝肾功能等生化指标比较,差异无统计学意义(P >
0. 05),受试者 LAD、LVEF、左心室舒张末期内径( left
ventricular end - diastolic diameter,LVDd)以及左心室

短轴缩短率( shortening rate of left ventricular short ax-
is,LVFS)比较,差异有统计学意义(P < 0. 05,表 1)。
　 　 2. 各组受试者血浆中 PI3K、Akt 的表达含量的比

较: ELISA 检测结果显示,实验组血浆中 PI3K、Akt 表
达水平低于对照组,差异有统计学意义 ( P < 0. 05,
表 2)。
　 　 3. 两组 PBMCs 中磷酸化 PI3K 以及 Akt 蛋白表

达水平:实验组磷酸化PI3K(0. 51 ± 0. 07mU / L)、Akt
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表 1　 两组临床基线资料比较[n(% ),x ± s]

项目 对照组 实验组 P
年龄(岁) 63. 20 ± 11. 28 64. 60 ± 11. 07 0. 349
男性 / 女性 67 / 53 69 / 76 0. 118
高血压 55(45. 83) 67(46. 21) 0. 750
糖尿病 31(25. 83) 45(31. 03) 0. 351
吸烟史 38(31. 67) 55(37. 93) 0. 288
饮酒史 41(34. 17) 43(29. 66) 0. 432

BMI( kg / m2 ) 23. 19 ± 2. 12 24. 16 ± 1. 78 0. 356
RBC( × 109 / L) 4. 66 ± 0. 48 4. 57 ± 0. 65 0. 387
WBC( × 109 / L) 5. 79 ± 1. 29 5. 96 ± 1. 17 0. 095

ALT(U / L) 23. 41 ± 6. 89 23. 52 ± 8. 86 0. 40
AST(U / L) 24. 85 ± 9. 01 26. 48 ± 8. 38 0. 24

HDL(mmol / L) 1. 17 ± 0. 31 1. 11 ± 0. 25 0. 26
LDL(mmol / L) 1. 81 ± 0. 50 1. 87 ± 0. 68 0. 73
Scr(μmmol / L) 59. 48 ± 8. 32 61. 72 ± 11. 18 0. 15

LAD(mm) 31. 89 ± 4. 94 39. 64 ± 9. 91 0. 00
LVDd(mm) 46. 55 ± 4. 89 49. 93 ± 7. 67 0. 00

LVEF 58. 50 ± 4. 84 50. 46 ± 8. 67 0. 00
LVFS 31. 32 ± 3. 89 28. 49 ± 7. 26 0. 00

　 　 BMI. 体重指数;RBC. 红细胞计数;WBC. 白细胞计数;ALT. 谷氨

酸氨基转移酶;AST. 天门冬氨酸氨基转移酶;HDL. 高密度脂蛋白;

LDL. 低密度脂蛋白;Scr. 血肌酐;LAD. 左心房前后径;LVDd. 左心室舒

张末期内径;LVEF. 左心室射血分数;LVFS. 左心室短轴缩短率

表 2　 两组 PBMC 中 PI3K、Akt 水平比较( x ± s)

组别 PI3 K(mU / L) Akt( ng / ml)
对照组 179. 54 ± 81. 16 12. 11 ± 7. 73
实验组 111. 96 ± 40. 78 8. 47 ± 2. 70

P < 0. 01 < 0. 01

(0. 72 ± 0. 09ng / ml)蛋白表达水平较对照组磷酸化

PI3K(0. 97 ± 0. 18mU / L)、Akt(1. 13 ± 0. 09ng / ml)呈

下调趋势,差异有统计学意义(P < 0. 01,图 1)。
　 　 4. 实验组患者血浆中 PI3K、Akt 与 LAD、LVEF 的

相关性分析: Pearson 相关性检验结果显示,AF 患者

血浆 PI3K 与 LAD 之间呈显著负相关( r = - 0 . 549,
P < 0 . 001 ), Akt 与 LAD 之 间 呈 显 著 负 相 关 ( r =
- 0 . 641,P < 0 . 001); PI3K 与 LVEF 之间呈显著正相

关( r = 0 . 565,P < 0 . 001),Akt 与 LVEF 之间呈显著

正相关( r = 0 . 463,P < 0 . 001)。
　 　 5. 临床随访:对术后患者进行为期 10 ~ 12 个月

的随访,平均随访时间为 11. 21 ± 0. 42 个月,共随访

112 例,失访 33 例。 根据是否复发分为复发组与未

复 发组,比较两组患者血浆PI3K、Akt浓度以及LAD

图 1　 两组 PBMCs 中磷酸化 PI3K、Akt 蛋白表达水平

　

大小。 复发组血浆 PI3K、Akt 水平低于未复发组,差
异有统计学意义(P 均 < 0. 001);复发组 LAD 高于

未复发组,差异有统计学意义(P < 0. 001,表 3)。 对

实验组术后患者,以是否发生复发为因变量,以表 3
中存在差异的变量(PI3K、Akt、LAD)为协变量,应用二

元 Logistic 回归分析,显示 PI3K(OR = 1. 478, 95% CI:
1. 098 ~ 2. 021, P = 0. 002)、Akt(OR = 1. 072,95% CI:

表 3　 导管射频消融术后两组相关指标的比较( x ± s)

组别 PI3 K(mU / L) Akt( ng / ml) LAD(mm)

未复发组 151. 99 ± 45. 72 9. 39 ± 2. 32 34. 40 ± 5. 84

复发组 110. 63 ± 44. 25 6. 60 ± 3. 10 44. 64 ± 11. 78

P < 0. 001 < 0. 001 < 0. 001

1. 027 ~ 1. 136, P = 0. 004)、LAD(OR = 1. 179, 95%
CI:1. 070 ~ 1. 346, P = 0. 010)是 AF 术后复发的独立

危险因素(表 4)。

表 4　 AF 术后复发多因素二元 Logistic 回归分析

项目 OR(95% CI) P
PI3 K 1. 478(1. 098 ~ 2. 021) 0 . 002
Akt 1. 072(1. 027 ~ 1. 136) 0 . 004
LAD 1. 179(1. 070 ~ 1. 346) 0 . 010

讨 　 　 论

近年来 AF 发生率逐年上升,其机制尚未有定

论,可能与冲动传导异常、心脏重构等相关 [11 ~ 14] 。 其

中,心房重构在 AF 的发病机制中的作用越来越受到
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研究者的认可,其被认为是 AF 发生、持续存在的重

要病理基础 [15] 。 LAD 常被用作评估心房重构的重要

参数 [16] 。 相关研究发现,LAD 是 AF 患者心血管事

件的危险因素,且随着 AF 患者 LAD 的升高,AF 的严

重程度相应增加,经射频消融术后再次复发率也越

高,LAD 增大可视为 AF 发生的独立危险因素,这些

研究表明,LAD 与 AF 的发生和进展密切相关 [17,18] 。
本研究发现,实验组 LAD 显著高于对照组(P <

0. 01),进一步佐证了心房结构重构参与了 AF 发生、
发展,且血浆 PI3K、Akt 水平分别与心房重构指标

LAD 呈一定的负相关,提示其信号通路可能通过介

导心肌纤维化的方式促使心房重构,进而诱发了 AF
发生、进展。 心房纤维化是心房结构重构的主要过

程,在 AF 的发生和持续中 起 着 关 键 作 用 [19] 。 Li
等 [20] 研究发现了心房纤维化与 AF 可能存在关联性

后,这种关联性不久便被进一步得到了验证,在充血

性心力衰竭犬模型中,心房纤维化的进行性发展与房

性心律失常诱发易感性的增加密切相关 [21] 。 这表明

心房纤维化过程是治疗 AF 一个潜在的靶点。 而动

物模型进一步表明了 AF 和心房纤维化之间的关联

性,如 2 型糖尿病小鼠模型中,心房纤维化的增加,发
生 AF 的敏感度显著增加 [22] 。 AF 患者体内能检测到

心房纤维化标志物(如 TGF - β1、CTGF、Gal - 3)的升

高 [23 ~ 25] 。
PI3K 是磷脂酰肌醇家族中一个重要成员,作为

一种胞内磷脂酰肌醇激酶,根据其结合底物的偏好和

序列同源性,可将其分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ型,临床以Ⅰ型

PI3Ks 研究最为广泛。 Ⅰ型 PI3Ks 又被分为ⅠA 类和

ⅠB 类,ⅠA 类 PI3K 是调节心血管系统稳态的主要

PI3K,其是由具有调节功能的亚基 p85 和具有催化功

能的亚基 p110 异源二聚体的组成, 能够特异性催化

磷脂酰肌醇的三位羟基而被磷酸化, 产生多磷酸肌

醇 PIP2 和 PIP3, 能激活其下游的蛋白激酶 B(protein
kinase B,PKB),进而募集和激活下游的靶分子启动

一系列信号联级反应 [26 ~ 28] 。 　
Akt 又被称为蛋白激酶 B,其被上游信号分子的

PI3K 的激活可以促使其发生磷酸化而被激活,进而

参与了各种生理及病理过程。 PI3K( p110α)信号通

路参与多种疾病,特别是心血管疾病 [29] 。 Pretorius
等 [8] 在小鼠模型中发现,敲除 PI3K 基因组 PI3K 的活

性下调可引起小鼠心房纤维化,下调心房钾通道表

达,增加了基因敲除组 AF 易感性。 Xu 等 [30] 在大鼠

模型中观察到,通过抑制 PI3K / Akt 信号转导通路,使

得大鼠心房纤维化程度增加,进而诱发了 AF 的发

生。 而 Singhal 等 [9] 通过实验表明,秋水仙碱能够通

过上调 PI3K、Akt 的表达,进而起到了改善心房纤维

化程度,促进复极时钾离子外流,减少了 AF 发作的

次数的作用。 Xue 等 [10] 在 2 型糖尿病小鼠模型中观

察到硫化氢能够激活 PI3K / Akt 信号通路,减少小鼠

心房纤维化进而降低了 AF 易感性。 这些实验表明

PI3K / Akt 信号转导通路通过介导心房纤维化,进而

诱发 AF 的发病和进展。
本研究发现,实验组患者血浆 PI3K、Akt 水平低

于对照组,提示 PI3K、Akt 与 AF 发病有关。 同时,本
研究检测 AF 患者 PBMCs 中 PI3K / Akt 信号通路的磷

酸化 PI3K、Akt 表达水平较对照组患者也是呈下调的

趋势,提示 AF 的发病可能与 PI3K / Akt 信号通路表达

下调有关。
随着研究的深入,尽管导管射频消融明显改善了

AF 患者的预后,但 AF 复发仍很常见,其复发的机制

越来越引起人们的关注,但其具体机制尚不明确。 有

研究表明 LAD 是射频消融术后 AF 复发的独立危险

因素 [31] 。 本研究 Pearson 相关分析提示,PI3K、Akt 水
平分别与心房重构指标 LAD 呈负相关。 为此根据

PI3K / Akt 水平评估射频消融术后 AF 复发尚未有定

论。 基于此,本研究对于接受射频消融术后的 AF 患

者进行为期 11. 21 ± 0. 42 个月的随访,随访发现,射
频消融术后复发组患者 LAD 水平较未复发组明显

升高。 同时,射频消融术后复发组患者血浆 PI3K、
Akt 水平较未复发组是明显降低的。 同时,本研究

行二元 Logistic 回归分析显示,不仅 LAD 是 AF 术后

复发的独立危险因素,且 PI3K、Akt 同样是 AF 术后

复发的独立危险因素,提示 PI3K / Akt 信号通路的表

达下调可能与射频消融术后患者的复发有关。
综上所述,本研究发现 PI3K / Akt 信号通路在 AF

患者的蛋白表达水平明显降低的,且血浆 PI3K、Akt
水平分别与心房重构指标 LAD 呈一定的负相关,提
示其信号通路可能通过介导心肌纤维化的方式促使

心房重构,进而诱发了 AF 发生、进展。 同时,对于射

频消融术后的临床随访发现,射频消融术后患者的复

发可能与 PI3K / Akt 信号通路的表达下调有关,这为

射频消融术后复发机制研究提供了一个新的思路和

见解。
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