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　　[摘要]　目的:通过检测心房颤动(房颤)患者血清中 NLR家族含 CARD结构蛋白4(NLRC4)和半胱氨酸

天冬氨酸特异蛋白酶1(Caspase-1)的表达水平变化,探讨二者在房颤发展中的规律及临床意义。方法:采用横断

面研究方法,选取2020年12月—2021年12月在我院接受治疗的房颤患者200例,其中阵发性房颤(paroxysmal
atrialfibrillation,PaAF)组61例,持续性房颤(persistentatrialfibrillation,PeAF)组71例,永久性房颤(permanent
atrialfibrillation,PmAF)组68例。并选取90例同时期体检窦性心律(sinusrhythm,SR)者为对照组。ELISA和

Westernblot法分别测定血清中 NLRC4、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶1(Caspase-1)水平及通路蛋白表达情

况,并分别与已测得的左心房内径(leftatrialdiameter,LAD)进行相关性分析。结果:与对照组比较,PaAF组、

PeAF组和PmAF组 NLRC4、Caspase-1表达水平升高(P<0.01)。与PeAF组比较,PmAF组 NLRC4、Caspase-
1表达水平升高(P<0.01)。与 PaAF 组比较,PeAF 组和 PmAF 组 NLRC4、Caspase-1表达水平升高(P<
0.01)。Westernblot检 测 NLRC4/Caspase-1通 路 中 各 蛋 白 表 达 量,均 存 在 上 调 趋 势。Pearson法 对 NLRC4、

Caspase-1与LAD进行相关性分析,结果显示在所有试验组中 NLRC4浓度与Caspase-1、LAD呈正相关(r=0.540、

0.516,P<0.001);Caspase-1与LAD呈正相关(r=0.363,P<0.001)。结论:NLRC4与Caspase-1在房颤患者血清

表达水平明显升高,且与LAD有一定的相关性,NLRC4/Caspase-1的激活与表达可能与房颤的发生有关。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheregulationandclinicalsignificanceofNLRC4andCaspase-1inthede-
velopmentofatrialfibrillationbydetectingtheexpressionlevelsofNLRC4andCaspase-1intheserumofatrialfi-
brillationpatients.Methods:Across-sectionalstudywasconductedtoselect200ATRIALFIBRILLATIONpa-
tientstreatedinourhospitalfromDecember2020toDecember2021,including61patientsintheparoxysmalatrial
fibrillation(PaAF)group.Therewere71patientsinthepersistentatrialfibrillation(PeAF)groupand68patients
inthepermanentatrialfibrillation(PmAF)group.Atotalof90patientswithsinusrhythm (SR)wereselectedas
thecontrolgroup.ThelevelsofNLRC4andcaspase-1andtheexpressionofpathwayproteinsinserum were
measuredbyELISAandWesternblot,andthecorrelationbetweenNLRC4andLADwasanalyzed.Results:Com-
paredwiththecontrolgroup,theexpressionlevelsofNLRC4andCaspase-1inPaAF,PeAF,andPmAFgroups
weresignificantlyincreased(P<0.01).ComparedwiththePeAFgroup,theexpressionlevelsofNLRC4and
Caspase-1inthePmAFgroupweresignificantlyincreased(P<0.01).ComparedwiththePaAFgroup,theex-
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pressionlevelsofNLRC4andcaspase-1inPeAFandPmAFgroupsweresignificantlyincreased(P<0.01).The
expressionlevelsofNLRC4/Caspase-1proteinswereup-regulatedbyWesternblot.ThePearsonmethodwasused
toanalyzethecorrelationbetweenNLRC4,Caspase-1,andLAD.TheresultsshowedthattheconcentrationofNL-
RC4waspositivelycorrelatedwithCaspase-1andLADinallexperimentalgroups(r=0.540,0.516,P<0.001),

Caspase-1waspositivelycorrelatedwithLAD(r=0.363,P<0.001).Conclusion:TheexpressionlevelsofNLRC4
andCaspase-1intheserumofatrialfibrillationpatientsaresignificantlyincreased,andthereisacertaincorrela-
tionwithLAD.TheactivationandexpressionofNLRC4/Caspase-1mayberelatedtotheoccurrenceofatrialfi-
brillation.

Keywords　atrialfibrillation;NLRC4;Caspase-1;leftatrialdiameter

　　心房颤动(房颤)是目前临床最常见的心律失

常类型,随着人口老龄化和社会经济的加速发展,
房颤患病率及发病率呈显著增加的趋势[1]。房颤

症状轻者引起不适症状致生活质量下降,症状较重

时,患者住院、心力衰竭、卒中甚至死亡的风险明显

增加。房颤作为血栓栓塞和脑卒中的主要危险因

素,不仅使人们的身体健康和生活质量受到严重影

响,还给家庭和社会带来巨大的经济压力[2]。
近年来,越来越多的研究证实,细胞焦亡与炎

症反应在房颤的发生发展中扮演重要角色[3-4]。炎

性小体是一种细胞内相互作用蛋白的复合物,是一

种能够识别多种危险信号,通过诱导细胞活化及炎

性物质释放,继而引发炎症反应的固有免疫系统感

受器。NLRC4炎性小体作为其中的一员,也在许

多疾病的发生发展中扮演重要角色。体内 NLRC4
炎性小体被激活后,可募集凋亡相关斑点样蛋白

(apoptosis-associatedspeck-likeproteincontaining
aCARD,ASC)和激活半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋

白酶1(Caspase-1),剪切炎性因子IL-1β、IL-18前

体和gasderminD(焦亡相关蛋白),并介导组织炎

症反应及细胞焦亡[5]。作为一种细胞程序性死亡,
细胞焦亡表现为细胞胀大,胞膜破裂及细胞内容物

释放,引起宿主炎性应答、细胞内环境遭到破坏,更
加促进了 NLRC4的病理活化,参与宿主的免疫防

御[6-7]。有研究发现炎症反应递质可以引起心肌细

胞凋亡,而后通过成纤维细胞纤维化的激活途径,
参与心房的电重构和结构重构过程,最终导致房颤

的发生[8-9]。左心房内径(LAD)作为描述以心脏大

小及几何形态改变为特征的心房结构重构指标,已
证实其与房颤的发生和维持有关,且随着 LAD增

大,经心导管射频消融术后再次复发的概率越

高[10-13]。有关动物模型试验证明,相对于对照组,
房颤模型组的 LAD 明显增大[14]。因此可以将

LAD增大作为房颤发生的独立危险因素。
目前,已有研究表明 NLRC4炎性小体的激活

可促进心力衰竭患者心肌慢性炎症进展[15]。但目

前关于 NLRC4/Caspase-1信号通路在人房颤疾病

中的研究尚未有明确报道,本研究旨在探讨房颤患

者血清 NLRC4、Caspase-1水平与已知预测因子

LAD之间的关系,探讨 NLRC4及 Caspase-1在房

颤发生发展过程中的作用,为临床对于房颤的精确

评估提供一些思路。
1　对象与方法

1.1　对象

采用横断面研究方法,选取2020年12月—
2021年12月在蚌埠医学院第一附属医院急诊科

及心内科就诊的非瓣膜性房颤患者,选择同期本院

90例窦性心律者(对照组)。纳入标准:参照欧洲

心脏 病 学 会 (European SocietyofCardiology,
ESC)制定的非瓣膜性房颤及其分型诊断标准。分

组如下:对照组90例,阵发性房颤(paroxysmalat-
rialfibrillationgroup,PaAF)组61例,持续性房颤

(persistentatrialfibrillationgroup,PeAF)组 71
例,永 久 性 房 颤 (permanentatrialfibrillation
group,PmAF)组68例。使用CHA2DS2 评分系统

对患者血栓栓塞的危险分层,且所有受试者入院后

择期进行心脏彩色多普勒超声检查,取3个连续的

心动周期测量LAD,结果取其平均值。
1.2　纳入及排除标准

纳入标准:参照欧洲心脏病学会 (European
SocietyofCardiology,ESC)制定的非瓣膜性房颤

及其分型诊断标准。排除标准:①合并瓣膜性心脏

病、急性冠脉综合征、心肌疾病、先心病、肺心病及各

种类型的内分泌疾病;②肢体瘫痪长期卧床者、恶性

肿瘤及预期寿命<1年;③口服致心律失常药物钾离

子异常等原因导致的可逆性房颤;④哺乳期妇女及

孕妇;⑤神志/精神意识障碍;⑥不能签署知情同意

书及配合随访者;⑦其他各系统疾病未控制者。
1.3　样品准备

通宵禁食后清晨6点采集受试者空腹右上肢

静脉血8mL置于抗凝管中,2h内以2000×g 离

心10min,提取离心管上层血清,保存于-80℃冰箱。
1.4　ELISA试剂盒检测对照组和房颤患者血清

NLRC4、Caspase-1水平

使用 HumanNLRC4、Caspase-1检测试剂盒,
按ELISA 厂家检测说明书操作步骤,分别测定人

血清 NLRC4、Caspase-1表达水平。
1.5　Westernblot检测 NLRC4、Caspase-1因子

在对照组和房颤患者体内表达情况

使用已分装好的血浆,加入 RIPA后冰上裂解
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30min,离心机4℃离心30min,转速15000×g,提
取血浆总蛋白,根据BCA蛋白定量法测各组蛋白浓

度,加入SDS-PAGE蛋白上样缓冲液,95℃条件下

变性5 min,每组取40μg蛋白,配置10% SDS-
PAGE凝胶,根据计算所得体积上样后电泳(电压

60V,30min待 marker开始条带分离后,调整电

压至120V,90min待15000相对分子质量到达胶

下缘时停止电泳);转膜(200mA,2h)至PVDF膜

上;5% BSA液室温封闭2h(或4℃过夜);一抗室

温孵育4h(或4℃过夜),内参选用β-actin;TBST
洗涤3次,10min/次;二抗室温孵育2h;TBST洗

涤3次,10min/次;ECL发光试剂盒发光,凝胶成

像系统(VIVILBER)获取图像。
1.6　统计学处理

采用IBMSPSS26.0统计软件进行数据分析

处理,组间比较采用单因素方差分析、SNK、Tam-
hane'sT2检验、χ2 检验,方差齐性采用 Levene检

验,实验结果以 ■X±S 表示,计数资料用例(%)表
示,以P<0.05为差异有统计学意义;采用 Pear-
son相关分析法分析 NLRC4/Caspase-1 与 LAD
的相关性;ImageJ8.0软件分析 Westernblot条带

灰度值,Graphpad-prism8.3.0进行统计学分析。
2　结果

2.1　不同分组研究对象的临床基线资料比较

各组研究对象的基本资料、肝肾功能、并发症

情况及治疗方案比较差异无统计学 意 义 (P >

0.05),各组研究对象LVEF、LVEDD、FS%的差异

有统计学意义(P<0.01)。见表1。
2.2　不同分组房颤患者 NLRC4、Caspase-1、LAD
及CRP比较

与对照组比较,PaAF 组、PeAF 组和 PmAF
组 NLRC4与 Caspase-1、CRP及 LAD 显著升高;
与PaAF 组比较,PeAF 组和 PmAF 组 NLRC4、
Caspase-1、CRP及 LAD 显著升高;与 PeAF组比

较,PmAF 组 NLRC4与 Caspase-1、CRP及 LAD
显著升高。见表2。
2.3　NLRC4、Caspase-1与LAD的相关性分析

经Pearson相关分析,在试验组中 NLRC4浓

度与Caspase-1、LAD呈正相关(r=0.540、0.516,
P<0.001);Caspase-1 与 LAD 呈 正 相 关 (r=
0.363,P<0.001),见图1。
2.4　NLRC4、Caspase-1诊断房颤的受试者工作

特征曲线

经过受试者工作特征(ROC)曲线分析,NL-
RC4诊断房颤的ROC曲线下面积为0.9593,95%
可信区间 (CI)为 0.9358~0.9827(P <0.01)。
Caspase-1诊断房颤的 ROC曲线下面积为0.8461,
95%CI为0.8016~0.8906(P<0.01)。当 NLRC4
取值为6.909ng/mL时,灵敏度为0.922,特异度为

0.910。当 Caspase-1取值为37.78U/mL时,灵敏

度为0.833,特异度为0.745,见图2。

表1　临床基线资料比较

Table1　Comparisonofclinicalbaselinedata 例(%),■X±S
指标 对照组(90例) PaAF组(61例) PeAF组(71例) PmAF组(68例) F/χ2 P 值

男性 46(51.11) 33(54.09) 38(53.52) 35(51.47) 2.579 0.461
HBP 42(46.67) 33(54.09) 35(49.29) 37(54.41) 3.806 0.283
SH 20(22.22) 14(22.95) 18(25.35) 10(14.71) 1.218 0.749
DM 9(10.00) 8(13.11) 11(15.49) 9(13.24) 4.270 0.118
CI 17(18.89) 13(21.31) 15(21.13) 13(19.12) 3.552 0.169
年龄/岁 65.81±10.79 69.70±9.24 70.23±10.66 66.44±9.46 3.625 0.014
WBC/(×109/L) 6.10±1.61 6.04±1.56 5.99±1.58 6.31±1.93 0.512 0.674
SBP/mmHg 139.98±16.97 136.95±21.73 134.87±19.16 136.99±18.90 0.988 0.399
DBP/mmHg 87.98±12.8 85.98±14.04 86.66±13.66 86.65±13.61 0.301 0.824
TG/(mmol·L-1) 1.44±0.88 1.54±0.87 1.44±0.99 1.41±0.79 0.252 0.861
Glu/(mmol·L-1) 5.59±1.33 5.96±1.61 5.87±1.73 5.68±1.39 1.185 0.316
Scr/(μmol·L-1) 67.6±11.86 68.33±14.76 70.86±16.39 67.74±18.25 0.725 0.538
ALT/(U·L-1) 21.67±10.33 24.49±12.25 24.21±12.31 23.68±11.09 1.006 0.390
AST/(U·L-1) 24.47±5.81 27.13±9.99 26.42±8.08 26.06±11.72 1.249 0.292
LVEF/% 59.22±5.40 57.03±4.34 53.46±6.03 50.13±7.67 36.628 <0.001
LVEDD/mm 46.29±4.06 48.53±4.78 50.87±5.28 54.37±6.25 34.866 <0.001
FS/% 32.90±3.16 31.02±4.46 28.63±7.64 24.60±6.15 31.398 <0.001
AD 0(0) 57(93.44) 63(88.73) 61(89.70) 0.309 0.857
ACD 0(0) 57(93.44) 68(95.77) 65(95.59) 1.021 0.600

　　注:HBP:高血压;SH:吸烟史;DM:糖尿病;CI:脑梗死;WBC:白细胞;SBP:收缩压;DBP:舒张压;TG:甘油三酯;Glu:血
糖;Scr:肌酐;ALT:谷丙转氨酶;AST:谷草转氨酶;LVEF:左室射血分数;LVEDD:左室舒张末期内径;FS:左心室缩短分

数;AD:胺碘酮;ACD:抗凝药物。
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表2　不同分组房颤患者NLRC4、Caspase-1、CRP及LAD比较

Table2　ComparisonofNLRC4,Caspase-1,CRPandLADinpatientswithatrialfibrillationindifferentgroups

　■X±S

指标 对照组(90例) PaAF组(61例) PeAF组(71例) PmAF组(68例) F 值 P 值

NLRC4/(ng·mL-1) 5.31±0.37 5.98±0.441) 6.32±0.351)3) 6.61±0.241)3)4) 199.806 <0.001
Caspase-1/(U·mL-1) 34.26±2.92 37.04±3.061) 38.31±3.651)4) 41.10±3.091)3)4) 66.643 <0.001
CRP/(μg·L-1) 2.80±2.67 5.29±1.592) 8.47±5.692)4) 13.47±12.931)3)4) 31.721 <0.001
LAD/mm 31.72±4.99 37.68±4.832) 41.16±6.701)4) 43.55±7.161)3)4) 59.418 <0.001

　　与对照组比较,1)P<0.01,2)P<0.05;与PaAF组比较,3)P<0.01,4)P<0.05;与PeAF组比较,4)P<0.05。

a:NLRC4与Caspase-1的相关性分析;b:NLRC4与LAD的相关性分析;c:Caspase-1与LAD的相关性分析。
图1　NLRC4、Caspase-1及LAD的相关性分析

Figure1　CorrelationanalysisofNLRC4、Caspase-1andLAD

图2　NLRC4、Caspase-1诊断房颤的ROC曲线

Figure2　Receiveroperatingcharacteristiccurvesof
NLRC4andCaspase-1inthediagnosisofat-
rialfibrillation

2.5　受试者血浆中 NLRC4、Caspase-1 Western
blot检测结果

Westernblot检测结果显示,与对照组比较,
PaAF组、PeAF组和PmAF组 NLRC4、Caspase-1
表达水平均升高 (P <0.01);与 PaAF 组比较,
PeAF组和PmAF组 NLRC4、Caspase-1表达水平

均升高 (P <0.01);与 PeAF 组比较,PmAF 组

NLRC4、Caspase-1表达水平均升高(P<0.01),见
图3。

图3　Westernblot检测NLRC4/Caspase-1通路蛋白表达

Figure3　ExpressionofNLRC4/Caspase-1 pathway
proteindetectedbyWesternblot

3　讨论

目前,房颤的患病率高但其机制仍不明确,是
摆在现代医学面前的一个挑战。房颤通常与增强

的炎症反应相关,炎症信号通路在心房电、钙处理

和结构重塑的演变中起着因果作用,这是房颤发展

的基础[16-19]。此外,据报道,细胞焦亡会导致心肌

细胞的损伤和焦亡,突出了其作为心血管疾病治疗
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靶点的潜力[20-21]。传统的心脏电生理检查对于某

些特发性房颤的诊断仍具有一定的局限性,若在早

期进行简便、灵敏的相关实验室指标进行筛查,
NLRC4和 Caspase-1作为新型生化标志物可以直

接反映出炎症反应程度,可对房颤早期诊断及严重

程度做出评估。及时制定有效的治疗策略可对减

少患者发生心力衰竭、脑卒中等并发症的风险,对
疾病预后产生积极影响。

目前研究证实,NLRC4炎性小体最典型的触

发因素是革兰氏阴性菌的鞭毛蛋白[22-23]。近年来

研究发现,肠道作为体内最大和最丰富的细菌库,
也可以直接(通过代谢物)和间接(通过免疫系统)
影响心脏功能[24]。有研究表明,房颤患者伴随着

不同程度的肠道菌群紊乱,肠道菌群紊乱和代谢模

式参与了房颤的发病机制,患者体内循环脂多糖

(LPS)和葡萄糖水平的显著增加导致 NOD样受体

蛋白 NLRP3炎性小体的表达上调,其诱发的炎症

与心肌细胞焦亡促进了房颤的发展[25-26]。本次研

究探讨 NLRC4在房颤患者体内的表达情况,发现

与对照组比较,PaAF组、PeAF组和 PmAF组外

周血 NLRC4浓度水平均增加,各组间比较均具有

显著差异,有理由猜测,房颤患者体内 NLRC4水

平升高可能与肠道革兰氏阴性细菌的过度生长有

关,房颤患者体内 NLRC4炎性小体激活参与了房

颤的发生发展。
Caspase-1由 NLRC4炎性小体激活后,使致

炎性因子IL-1β、IL-18成熟和释放,并导致心肌细

胞焦亡。作为一种有效促炎递质,成熟的IL-1β参

与了许多免疫反应,可以将先天免疫细胞募集到感

染部位和调节适应性免疫细胞;成熟的IL-18可使

心肌细胞发生增殖及纤维化,心房间质纤维化进展

导致心房异常传导,在房颤发生发展的机制中发挥

了重要作用[27]。循环IL-1β和IL-18水平升高与

PaAF进展为PeAF以及左心房扩张(房颤的独立

危险因素)呈正相关[28-29]。心肌细胞焦亡的特征是

细胞膜通透性增加,促炎信号分子在细胞外释放,
细胞肿胀,最终导致细胞膜破裂,随后引发心肌炎

症反应[30-31]。Yan等[32]发现脂肪组织来源的间充

质干细胞的细胞外囊泡穿梭中 LncRNA XIST 通

过破坏 miR-214-3p介导的 Arl2抑制作用,可以抑

制心肌焦亡改善房颤,为针对心肌细胞焦亡的靶向

治疗提供了理论支持。在本研究中,在对外周血中

的Caspase-1浓度水平与对照组进行比较时,PaAF
组、PeAF组及PmAF组Caspase-1浓度均增加,且
各组间比较均具有显著差异,表明在房颤患者体内

炎性因子与细胞焦亡激活水平较对照组有所上升。
既往有研究发现[33],房颤的发生发展伴随着

众多炎性因子的参与,异常表达的 CRP可作为预

测房颤严重程度的炎性指标已得到广泛证实。慢

性房颤伴随着持续的炎症反应、心肌细胞程序性死

亡、心肌组织损伤及修复反应,最终导致心腔发生慢

性失代偿性扩大,LAD明显高于正常组。本研究通

过Pearson相关性分析,发现血清 NLRC4、Caspase-1
与LAD之间呈现一定正相关,提示血清 NLRC4、
Caspase-1水平的升高可反映后期心腔扩大。

综上所述,本研究发现房颤患者血清中 NL-
RC4/Caspase-1信号通路表达明显升高并伴有炎

症活化,且随房颤持续时间延长其水平升高更加显

著。但局限性在于本研究不是前瞻性研究,所以没

有连续监测入组人群 NLRC4及Caspase-1浓度及

LAD大小等指标的变化,单次测定可能带来较大

的随机误差,因此下一步可能需要设计前瞻性及动

物实验,进一步探究 NLRC4/Caspase-1通路作用

于房颤的具体机制,为房颤的预测和治疗提供新的

思路和依据。
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