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　　[摘要]　目的:研究时钟基因 REV-ERBα、RORα在心房颤动(atrialfibrillation,AF)患者中的表达并探索其

基于炎症调控途径参与 AF发生发展的可能机制及相关临床价值。方法:选取2022年4—10月在扬州大学附属

医院及江苏省苏北人民医院住院诊断为 AF的患者88例,其中阵发性心房颤动(paroxysmalatrialfibrillation,

PaAF)组37例,持续性心房颤动(persistentatrialfibrillation,PeAF)组51例,另选择同期体检中心体检的健康者

43例作为对照组。采用qRT-PCR法检测外周血时钟基因 REV-ERBα、RORαmRNA 的表达,采用 ELISA 法检

测血浆中炎症小体 NLRP3蛋白的表达。比较3组患者的一般资料和实验室生化指标,采用Spearman进行相关

性分析,有序多分类logistic回归分析 AF的影响因素,受试者工作特征(receiveroperatingcharacteristic,ROC)曲
线评估 REV-ERBα、RORα、NLRP3、左房直径(leftatrialdiameter,LAD)4个指标对 AF的辅助诊断效能。结果:

REV-ERBα在PaAF组和PeAF组外周血中水平明显低于对照组(P<0.01),在PaAF组与PeAF组之间无显著

差异;RORα在 PeAF组的水平明显低于对照组和 PaAF组(P<0.01),在 PaAF组与对照组之间无显著差异;

NLRP3和LAD随着 AF的发展明显升高(P<0.01);REV-ERBα、RORα与 NLRP3及 LAD在 AF患者中呈负

相关,NLRP3与LAD呈正相关;有序多分类logistic回归分析 REV-ERBα、NLRP3、LAD为 AF发生发展的影响

因素,ROC曲线分析结果示 REV-ERBα、RORα、NLRP3、LAD 对 AF的发生均具有一定的预测价值。结论:在

AF患者外周血中 REV-ERBα、RORα表达降低,NLRP3表达增高,REV-ERBα、RORα可能通过炎症及心房重构

机制参与 AF的发生发展并对 AF的发生具有预测价值。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionofclockgenesREV-ERBαandRORαinpatientswithatri-
alfibrillation(AF),andtoexplorethepossiblemechanismandrelatedclinicalvalueoftheirinvolvementintheoc-
currenceanddevelopmentofAFbasedoninflammatoryregulatorypathways.Methods:Atotalof88patientsdi-
agnosedwithAFhospitalizedintheAffiliatedHospitalofYangzhouUniversityandJiangsuSubeiPeople'sHospi-
talfrom April2022toOctober2022wereselected,37patientsintheparoxysmalatrialfibrillation(PaAF)group
and51casesinpersistentatrialfibrillation(PeAF)group.Inaddition,43healthysubjectswereselectedasthe
controlgroupfromthephysicalexaminationcenterduringthesameperiod.ThemRNAexpressionofREV-ERBα
andRORαwasdetectedbyqRT-PCR.TheexpressionofNLRP3proteininplasmawasdetectedbyELISA.The
generalinformationandlaboratorytestindexesofthethreegroupswerecompared,Spearmanwasusedforcorre-
lationanalysis.Receiveroperatingcharacteristic(ROC)curvewasusedtoevaluatetheauxiliarydiagnosticeffica-
cyofREVERBα,RORα,NLRP3andleftatrialdiameter(LAD)inAF.Results:ThelevelofREV-ERBαinPaAF
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andPeAFgroupswassignificantlylowerthanthatofcontrolgroup(P<0.01),buttherewasnosignificantdifference
betweenPaAFandPeAFgroups.ThelevelofRORαinPeAFgroupwassignificantlylowerthanthatincontrolgroup
andPaAFgroup(P<0.01),buttherewasnosignificantdifferencebetweenPeAFgroupandcontrolgroup.NLRP3and
LADincreasedsignificantlywiththedevelopmentofAF(P<0.01).REV-ERBαandRorαwerenegativelycorrelated
withNLRP3andLADinAFpatients,whileNLRP3waspositivelycorrelatedwithLAD.MultivariateLogisticregres-
sionanalysisshowedthatREV-ERBα,NLRP3andLADweretheinfluencingfactorsfortheoccurrenceanddevelopment
ofAF.ROCcurveanalysisresultsshowedthatREV-ERBα,RORα,NLRP3andLADhadcertainpredictivevaluefor
theoccurrenceofAF.Conclusion:Intheperipheralbloodofpatientswithatrialfibrillation,theexpressionofREV-ERBα
andRORαisdecreased,whiletheexpressionofNLRP3isincreased.REV-ERBαandRORαmaybeinvolvedintheoc-
currenceanddevelopmentofAFthroughinflammationandatrialremodelingmechanism,andhavepredictivevalueforthe
occurrenceofAF.

Keywords　atrialfibrillation;circadianrhythm;REV-ERBα;RORα;NLRP3;leftatrialdiameter

　　心房颤动(atrialfibrillation,AF)是一种常见、复
杂的快速性心律失常,长时间的 AF不仅会导致心

功能不全、动脉血栓形成及脑卒中,严重影响患者的

生活质量,给家庭和社会带来巨大经济负担,严重的

甚至会导致死亡[1]。AF的发生具有一定的昼夜节

律性[2]。研究发现昼夜节律的分子机制受到昼夜节

律基因的调控,心血管系统中存在时钟基因,其编码

的蛋白可调控相关钟控基因的表达,在调节自噬、细
胞凋亡、炎症、氧化代谢等心血管疾病发病机制相关

方面发挥重要作用[3-4]。生物钟核受体 REV-ERBα
和 RORα是人体生物钟系统的重要组成部分,二者

在维持机体生物节律中发挥着重要作用[5]。研究表

明NLRP3炎症小体的激活是诱发 AF产生的关键

因素,REV-ERBα、RORα 可 以 抑 制 NLRP3 的 激

活[6],但其作用尚未在 AF中报道。本次研究选取

AF患者外周血,采用qRT-PCR法检测外周血时钟

基因REV-ERBα、RORαmRNA的表达,ELISA法检

测血浆中炎症小体NLRP3蛋白的表达,分析生物钟

基因在AF中的表达,探索其基于炎症调控参与了

AF的发生与发展的可能机制及相关临床价值。
1　对象与方法

1.1　对象

选取2022年4—10月在扬州大学附属医院及

江苏省苏北人民医院住院诊断为 AF的患者88例,
参照《2020ESC/EACTS心房颤动诊断与管理指

南》[7]分为阵发性心房颤动(paroxysmalatrialfibril-
lation,PaAF)组和持续性心房颤动(persistentatrial
fibrillation,PeAF)组。PaAF组患者37例,男17例,
女20例,平均年龄(68.60±12.38)岁;PeAF组患者

51例,男29例,女22例,平均年龄(72.32±7.46)
岁;另选取同期体检中心健康体检者作为对照组43
例,男23例,女20例,平均年龄(63±10.37)岁。纳

入标准:①年龄18~85岁。②签署知情同意书等相

关文书。排除标准:①合并其他心律失常、起搏器植

入、心包炎、心肌病、严重心脏瓣膜疾病、先天性心脏

病;②合并甲状腺功能异常、血液系统疾病、风湿免

疫性疾病、急性炎性感染者;③严重肝肾功能损害及

其他脏器功能衰竭;④合并精神疾病、急性脑血管

病、外周血管疾病、继发性高血压及恶性肿瘤者;⑤
心脏彩超缺乏或临床资料严重不全者;⑥拒绝签署

知情同意书等相关文书者。本研究已获得扬州大学

附属医院伦理委员会批准(No:2022-YKL4-28-007)。
1.2　主要试剂和设备

TRizol、qRT-PCR定量试剂盒、cDNA反转录试

剂盒、伯乐公司 PCR 荧光定量仪、美国 Signalway
AntibodyLLC公司ELISA试剂盒和伯乐公司酶标

仪。
1.3　方法

1.3.1　外周血样本采集与保存　清晨6:00左右采

集受试者新鲜静脉血5mL,取250μL全血及时按照

TRizol说明书提取外周血总RNA,其余血液放入离

心机3500rpm,10min后分离血浆,与RNA一同保

存于-80℃冰箱。
1.3.2　REV-ERBα、RORαmRNA 及 NLRP3的检

测　①REV-ERBα、RORαmRNA检测:取出RNA解

冻,测浓度及吸光度,根据试剂盒说明书将 RNA逆

转录为cDNA,条件:37℃15min,85℃5s。所用基

因引物序列,见表1。使用 PCR 仪进行扩增,反应

条件:95℃3min,95℃10s,60℃30s,40次循环,
65℃ 5s、95℃ 5s 终 止 反 应。扩 增 结 果 采 用

2-△△CT 法 分 析。② NLRP3 蛋 白 的 检 测:采 用

ELISA法检测患者血浆中炎症小体 NLRP3水平,
试剂盒购自美国 SignalwayAntibodyLLC公司,
具体操作严格按照试剂盒说明书进行。
1.4　统计学处理

应用 SPSS22.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析,用

GraphpadPrism9.5作图。计数资料用例(%)表
示,组间比较采用χ2 检验。符合正态分布的计量

资料以■X±S 表示,多组间比较采用单因素方差分

析,组间两两比较用 Bonferroni法校正检验;不符

合正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,多组

间比较用 Kruskal-WallisH 检验。相关性采用

Spearman相关分析;影响因素采用有序多分类lo-
gistic回归分析;诊断预测采用受试者工作特征
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(receiveroperatingcharacteristic,ROC)曲线进行

评估。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　一般情况比较

3组患者性别、体重指数(BMI)、吸烟、饮酒、高
血压、糖尿病、空腹血糖、血脂、丙氨酸、天冬氨酸、
尿酸比较均差异无统计学意义(P>0.05),年龄、
冠心病、慢性心力衰竭、左房直径(LAD)方面比较

均差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,
PaAF组的冠心病比例和 LAD 较大(P<0.05),
PeAF组的年龄、冠心病比例、心力衰竭比例和LAD
较大(P<0.05);在 AF各亚组中,PeAF组较PaAF
组慢性心力衰竭比例、LAD较大(P<0.05),见表2。
2.2　外周血中 REV-ERBα和 RORαmRNA 水平

表达

对照组比较,AF组的REV-ERBα和RORα表

达降低,差异有统计学意义(P<0.01);3组比较

时,与对照组比较,PaAF组的 REV-ERBα表达降

低,差异有统计学意义 (P <0.01),PeAF 组 的

REV-ERBα和 RORα表达降低,差异有统计学意

义(P<0.01);与PaAF组比较,PeAF组的 RORα
表达降低,差异有统计学意义(P<0.01)。见表2、
图1。
2.3　外周血中 NLRP3蛋白表达水平

与对照组比较,AF组的NLRP3升高,差异有统

计学意义(P<0.01);3组比较时,与对照组比较,
PeAF组的 NLRP3升高,差异有统计学意义(P<
0.01);与PaAF组比较,PeAF组的 NLRP3升高,差
异有统计学意义(P<0.01)。见表2、图2。
2.4　REV-ERBα、RORα和 NLRP3表达水平与

LAD的相关性分析

Spearman相关分析显示,REV-ERBα、RORα
mRNA表达水平与 LAD 大小呈负相关;NLRP3
表达水平与LAD大小呈正相关。见图3。

表1　引物序列

Table1　Primersequence

基因 上游(5′-3′序列) 下游(5′-3′序列)

GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

REV-ERBα GCAAGGGCTTTTTCCGTCG GCGGACGATGGAGCAATTCT

RORα ACTCCTGTCCTCGTCAGAAGA CATCCCTACGGCAAGGCATTT

表2　3组患者一般资料和实验室检查指标比较

Table2　Generaldataandlaboratoryexaminationindexes 例(%),■X±S,M(P25,P75)

项目 对照组(43例) PaAF组(37例) PeAF组(51例) F/χ2/H P 值

年龄/岁 63.00±10.37 68.60±12.381) 72.32±7.461) 10.093 <0.001
性别(男/女) 23/20 17/20 29/22 1.042 0.594
BMI/(kg·m-2) 24.99±3.34 25.10±3.25 24.46±3.40 0.491 0.555
吸烟 6(14.0) 7(18.9) 9(17.6) 0.394 　0.821
饮酒 6(14.0) 5(13.5) 8(15.7) 0.077 0.962
高血压病 23(53.5) 21(56.8) 36(70.6) 3.273 0.195
糖尿病 8(18.6) 9(24.3) 9(17.6) 0.663 0.781
冠心病 16(37.2) 20(54.1)1) 33(64.7)1) 7.115 0.029
慢性心力衰竭 2(4.7) 11(29.7)1) 32(62.7)1)2) 36.523 <0.001
LAD/mm 33.21±3.75 36.50±4.501) 43.90±5.991)2) 41.914 <0.001
空腹血糖/(mmol·L-1) 5.20(4.79,5.86) 5.25(4.76,6.48) 4.8(4.31,5.57) 3.456 0.178
尿酸/(μmol·L-1) 354.22±83.83 356.70±121.65 399.53±130.36 3.238 0.980
丙氨酸/(U·L-1) 23.00(18.00,30.00) 21.00(17.00,30.00) 22.00(16.95,33.00) 0.686 0.709
天冬氨酸/(U·L-1) 27.16±6.20　 27.06±8.86　 30.32±9.90　 3.655 0.161
TC/(mmol·L-1) 3.57±0.68 3.95±0.82 3.77±0.92 2.183 0.117
TG/(mmol·L-1) 1.47(1.12,1.91) 1.64(1.33,3.09) 1.54(1.14,2.35) 4.031 0.133
LDL/(mmol·L-1) 1.74±0.63 2.09±0.64 2.08±0.76 3.595 0.050
HDL/(mmol·L-1) 1.07±0.21 1.14±0.29 1.05±0.24 1.506 0.226
REV-ERBα 1.04(0.75,1.45) 0.32(0.20,0.93)1) 0.20(0.11,0.41)1) 51.756 <0.001
RORα 1.05±0.32 1.01±0.51 0.72±0.421)2) 19.809 <0.001
NLRP3/(ng·mL-1) 0.51(0.33,0.75) 0.62(0.34,0.93) 1.07(0.55,1.44)1)2) 20.134 <0.001

　　与对照组比较,1)P<0.05;与PaAF组比较,2)P<0.05。
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注:1)P<0.01;2)P<0.001;3)P<0.0001。
图1　各组REV-ERBα和RORαmRNA表达

Figure1　ExpressionofREV-ERBαandRORαmRNA

注:1)P<0.01;2)P<0.001;3)P<0.0001。
图2　各组血浆中NLRP3蛋白表达

Figure2　ExpressionofNLRP3protein

图3　REV-ERBα、RORα和NLRP3表达水平与LAD的相关性分析

Figure3　CorrelationbetweenREV-ERBα,RORα,NLRP3expressionsandLAD
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2.5　REV-ERBα、RORα和 NLRP3表达水平的相

关性分析

Spearman相关分析显示,REV-ERBα、RORα
mRNA表达水平与 NLRP3蛋白表达水平呈负相

关。见图4。
2.6　AF影响因素的有序多分类logistic回归分析

以 AF分类为因变量,以年龄、冠心病、慢性心

力衰竭、LAD、REV-ERBα、RORαmRNA 水平和

NLRP3蛋白水平为自变量进行有序多分类logis-

tic回归分析,变量赋值见表3,分析结果见表4。
结果表明,慢性心力衰竭、LAD、REV-ERBαmRNA
水平和 NLRP3蛋白水平是 AF疾病发生发展的独

立危险因素。
模型诊断:平行线检验的结果(χ2=4.175,P=

0.759)说明比例优势假设存在;Deviance拟合优度检

验显示模型拟合好(χ2=159.024,P=1.000);模型

拟合优度检验显示,本模型优于只有常数项的模型

(χ2=107.114,P<0.001)。

图4　REV-ERBα、RORα和NLRP3表达水平相关性分析

Figure4　CorrelationbetweenREV-ERBα、RORαandNLRP3expressions

2.7　REV-ERBα、RORα、NLRP3、LAD4个指标

诊断 AF的ROC曲线分析

ROC曲线分析将 AF作为状态变量,将 REV-
ERBα、RORα、NLRP3、LAD 作为检验变量,进行

ROC 曲 线 分 析,结 果 显 示,REV-ERBα、RORα、
NLRP3、LAD对 AF 都具有一定的预测价值,见
表5、图5。

表3　有序多分类logistic回归的变量赋值

Table3　Variableassignment

因素 赋值

AF 对照=0、PaAF=1、PeAF=2
冠心病 无=0、有=1
心力衰竭 无=0、有=1

表4　AF影响因素的有序多分类logistic回归分析

Table4　Influencingfactorsofatrialfibrillationanalyzedbylogisticregressionmodel

因素 B SE Wald P 值
95%CI

下限 上限

年龄 0.043 0.022 3.686 0.055 -0.001 0.086
冠心病 0.311 0.462 0.453 0.501 -0.594 1.215
慢性心力衰竭 -1.162 0.532 4.780 0.029 -2.204 -0.120
REV-ERBα -2.176 0.573 14.426 <0.001 -3.298 -1.053
RORα -0.346 0.532 0.424 0.515 -1.389 0.696
NLRP3 0.123 0.059 4.355 0.037 0.007 0.238
LAD 0.159 0.044 12.995 <0.001 0.072 0.245

表5　REV-ERBα、RORα、NLRP3、LAD对AF的预测价值

Table5　PredictivevalueofREV-ERBα,RORα,NLRP3andleftatrialdiameterforatrialfibrillation

项目 AUC(95%CI) cutoff值 灵敏度 特异度 P 值

REV-ERBα 0.8722(0.8124~0.9320) 0.6650 0.7126 0.9524 <0.0001
RORα 0.6709(0.5800~0.7619) 0.3203 0.4598 0.8605 0.0016
NLRP3 0.6751(0.5774~0.7728) 0.3140 0.5698 0.7442 0.0012
LAD 0.8290(0.7582~0.8998) 0.5740 0.8068 0.7674 <0.0001
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图5　REV-ERBα、RORα、NLRP3、LAD 诊断 AF 的

ROC曲线

Figure5　ROCcurveofREV-ERBα,RORα,NLRP3
andLADforatrialfibrillation

3　讨论

研究发现REV-ERBα、RORα的表达或功能异

常可影响如肿瘤、心血管疾病、免疫炎症性疾病和

代谢性疾病等诸多病理过程,而这些疾病的发生发

展与昼夜节律密切相关[8-9]。Zhao等[10]研究发现

在心肌梗死和再灌注损伤模型中,心脏中 REV-
ERBα的表达降低,在心肌梗死的绵羊中,使心脏

REV-ERBα过表达或药理学激活可限制梗死面

积,改善了心脏功能,减少心肌细胞死亡和心脏炎

症。Ding等[11]的研究发现 RORα可介导褪黑激

素发挥血管保护作用,防止脆弱的斑块不稳定和斑

块内 巨 噬 细 胞 极 化。Chen 等[12]研 究 发 现,与

PaAF患者比较,PeAF患者外周血白细胞中昼夜

节律基因 REV-ERBα、RORα等表达均显著降低,
与对照组比较,PaAF组 RORα表达差异无统计学

意义,而REV-ERBα的表达显著降低,且 LAD 与

昼夜节律基因表达呈明显的负相关。本次研究在

Chen等[12]的基础上,选择非起搏器植入的 AF患

者并扩大样本量,发现与对照组 比 较 AF 组 的

REV-ERBα、RORα等表达均显著降低;3组比较

时,与对照组比较,PaAF 组的 REV-ERBα降低,
PeAF组的REV-ERBα和RORα降低;和PaAF组

比较,PeAF 组 的 RORα 降 低,此 结 果 与 Chen
等[12]的结论不同,我们推测这种结果可能是由于

样本量增加及实验选取的外周血成分和入组患者

在饮食、地域等方面略有不同所致。本研究中采用

Spearman相关分析示 REV-ERBα和 RORα基因

表达与 LAD呈明显的负相关,与 Chen等[12]的结

果一致;有序多分类logistic回归分析显示,REV-
ERBα是 AF发生发展的独立危险因素;ROC曲线

分析表明REV-ERBα和RORα对 AF具有一定的

预测价值。提示REV-ERBα和RORα基因表达的

改变与 AF的发生发展密切相关。
研究发现在心房中,NLRP3 炎症小体通过

caspase-1激活IL-1β和IL-18前体,释放IL-1β、IL-
18,从而促进心房结构重构和 AF的发生发展[13]。
Yao等[14]的结果表明与对照组相比,在PaAF患者

中,人右心房组织中 NLRP3 水平没有变化,但

caspase-1被激活,与 NLRP3活性增加一致;相反,
PeAF患者的 NLRP3、ASC和活性caspase-1水平

均升高。本次研究中,采用 ELISA 法检测 AF患

者外周血浆中 NLRP3炎症小体,结果显示与对照

组比较,AF组的 NLRP3水平升高;3组比较时,
PeAF组 的 NLRP3 蛋 白 水 平 均 高 于 对 照 组 和

PaAF组,而PaAF和对照组差异无统计学意义,分
析可能是 AF早期发病过程慢性炎症作用对发病

过程影响较低。在 AF发展的过程中,各种原因导

致的负荷增加,可使左房压力升高,心房逐渐扩大,
以代偿过高的前后负荷[15]。研究发现左房大小不

仅与 AF持续时间相关,而且是 AF的独立危险因

素,也是治疗后 AF复发的预测指标[16]。在本研究

中,我们采用Spearman相关分析 NLRP3小体与

LAD之 间 的 相 关 性,结 果 NLRP3 表 达 水 平 与

LAD呈正相关,表明心房增大可能是 NLRP3炎性

小体活性增加的结果;采用有序多分类logistic回

归分析显示,NLRP3炎症小体是 AF发生发展的

独立危险因素;ROC曲线分析表明 NLRP3对 AF
具有一定的预测价值。提示炎症小体 NLRP3与

AF的发生发展密切关系。
研究发现 REV-ERBα不仅可以调控 NLRP3

炎性小体的节律振荡,还可以调控 NLRP3的激

活。Pourcet等[17]在体内腹膜小鼠巨噬细胞中发

现 NLRP3炎性小体成分的 mRNA 在 REV-ERBα
的控制下每天呈节律振荡,NLRP3的活性期峰值

对应于REV-ERBαmRNA表达的最低谷,在体外

血清休克同步的原代小鼠骨髓源和人单核细胞源

巨噬细胞中也观察到类似的节律,而在REV-ERBα
消融后,NLRP3 mRNA 的节律振荡消失。Kou
等[18]在神经系统的体外实验证明 REV-ERBα可

以通过 NF-κB/NLRP3炎症小体途径调节小胶质

细胞的活化和极化,而类似的结果在肝炎[17]、肠
炎[19]、血管斑块[20]等方面的实验中都有所证实。
García等[21]的研究表明RORα的天然配体褪黑素

在脓毒性小鼠中通过降低了 NF-κB依赖性的促炎

反应,恢复了氧化还原平衡和线粒体稳态,从而抑

制了 NLRP3炎症小体。以上的研究提示 REV-
ERBα、RORα可能成为 NLRP3介导的炎症性疾病
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治疗的潜在靶点。本研究检测 AF 患者外周血

REV-ERBα、RORα和 NLRP3的表达,Spearman
相关分析显示,REV-ERBα、RORαmRNA 表达水

平均与 NLRP3蛋白表达水平呈负相关,提示在

AF患者中 REV-ERBα、RORα可能调控 NLRP3
炎症小体的表达。

综上所述,本研究发现在 AF 患者外周血中

REV-ERBα、RORα表达降低,NLRP3表达增高,
REV-ERBα、RORα水平与NLRP3水平及LAD均

呈负相关,提示 REV-ERBα、RORα可能通过调控

炎症及心房重构机制参与 AF的发生发展并对 AF
的发生具有预测价值。本研究的不足之处为样本

量较少,导致入选患者可能存在偏倚,使结果的代

表性受到影响,且研究为横断面研究,尚不能确认

REV-ERBα、RORα和 NLRP3在 AF之中的因果

关系,将来须扩大研究群体,进行纵向研究,开展药

物干预实验并随访记录,对昼夜节律机制和 AF炎

症发病机制的相关性做进一步研究。
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