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脑钠肽在心脏性猝死与非心脏性猝死心肌组织中的表达
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摘 要院 目的 研究法医鉴定案例心肌组织中脑钠肽渊brain natriuretic peptide袁BNP冤的表达规律袁探讨 BNP

在心脏性猝死法医学鉴定中的应用价值遥 方法 收集中国医科大学法医鉴定中心 2008年 12月至 2014年

5月受理的解剖案例资料 96例袁其中心脏性猝死组 62例袁非心脏性猝死组 34例遥分别提取左尧右心室壁心

肌组织袁应用 HE染色尧免疫组织化学染色尧Western印迹法尧实时荧光定量逆转录聚合酶链反应渊quantitative

real-time reverse transcription-polymerase chain reaction袁RT-qPCR冤等技术检测心肌组织 BNP蛋白和 BNP

mRNA的表达遥 结果 免疫组织化学染色结果显示袁心脏性猝死组 BNP在心肌组织中呈弥漫阳性表达袁非

心脏性猝死组 BNP染色呈点片状或弥漫阳性表达袁但程度较浅遥Western印迹法结果显示袁心脏性猝死组左

心室壁心肌组织中 BNP蛋白表达较高遥 RT-qPCR结果显示袁心室壁 BNP mRNA与心脏质量尧双肺质量尧心

包液氨基末端脑钠肽前体浓度具有正相关性遥 心脏性猝死组左心室壁 BNP mRNA相对表达量较非心脏性

猝死组高渊P<0.05冤遥 结论 心肌组织 BNP蛋白尧BNP mRNA的表达与死因有关袁结合病理学改变袁对法医

病理学鉴定案例中心脏性猝死的诊断及死亡机制的分析具有一定的实际意义遥
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渊School of Forensic Medicine, China Medical University, Shenyang 110122, China冤
Abstract院 Objective To study the expression pattern of brain natriuretic peptide 渊BNP冤 in myocardial
tissue from forensic routine cases and to explore its application value in the forensic determination of
sudden cardiac death 渊SCD冤. Methods The data of 96 autopsy cases accepted by the center of Medico-
legal Investigation of China Medical University between December 2008 to May 2014 were collected.
There were 62 cases in SCD group cardiac and 34 cases in non-SCD group. The myocardial tissues
were taken from left and right ventricular wall, respectively. The expressions of BNP protein and BNP
mRNA in myocardial tissue were detected by HE staining, immunohistochemical staining, Western blot-
ting and quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction 渊RT-qPCR冤, etc. Results
The immunohistochemical staining of myocardial tissue showed diffusely positive staining in SCD group,
and patchily or diffusely positive staining in non-SCD group with lighter degree. The result of Western
blotting showed that the expression of BNP protein elevated in left ventricular wall of SCD group. The
result of RT-qPCR showed a positive correlation between the BNP mRNA expressions in bilateral ven-
tricular walls and the heart weight, bilateral lung weight, and N-terminal prohormone of brain natriuretic
peptide 渊NT-proBNP冤 concentration. There were large differences between the BNP mRNA concentra-
tions in SCD group and non-SCD group, and the former was statistically higher 渊P<0.05冤. Conclusion
The expressions of BNP protein and BNP mRNA in myocardial tissue are related to the causes of
death. Combined with pathological changes, the expressions of BNP protein and BNP mRNA in myocar-
dial tissue have certainly practical significance for the determination of SCD and the analysis of the
death mechanism in the cases related to forensic pathology.
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心 脏 性 猝 死 渊sudden cardiac death袁SCD冤 是 指 由

于 心 脏 原 因 引 起 的 以 突 发 性 心 脏 停 搏 尧 意 识 骤 然 丧 失

为 特 征 的 袁 意 外 的 尧急 速 的 自 然 死 亡 袁 占 猝 死 发 生 率 之

首 [1-2]遥 法 医 病 理 学 鉴 定 心 脏 性 猝 死 案 例 主 要 根 据 冠 状

动 脉 病 变 程 度 尧 心 肌 组 织 中 有 无 出 血 尧 坏 死 及 各 器 官

的 淤 血 程 度 等 病 理 形 态 学 改 变 遥 然 而 袁 在 法 医 学 实 际

鉴 定 工 作 中 袁 相 当 一 部 分 心 脏 性 猝 死 案 例 缺 乏 典 型 的

病 理 解 剖 及 组 织 学 改 变 袁 给 法 医 学 鉴 定 增 加 了 难 度 遥

研 究 [3] 表 明 袁 心 脏 功 能 性 指 标 的 检 测 对 于 缺 乏 典 型 病

变 的 心 脏 性 猝 死 的 死 亡 机 制 分 析 有 一 定 的 实 际 意 义 遥
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脑 钠 肽 渊brain natriuretic peptide袁BNP冤 在 临 床 上 被 广

泛 用 作 心 力 衰 竭 的 诊 断 指 标 袁本 实 验 拟 观 察 不 同 死 亡

原 因 案 例 心 肌 组 织 中 BNP 的 表 达 规 律 袁 以 探 讨 BNP

在 心 脏 性 猝 死 法 医 学 鉴 定 中 的 应 用 价 值 遥

1 材 料 与 方 法

1.1 主要仪器及试剂

Jung RM2015 石 蜡 切 片 机 渊德 国 Leica 公 司 冤袁7500

实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 渊 美 国 AB 公 司 冤遥

兔 抗 人 BNP 多 克 隆 抗 体 渊AB125269袁 英 国 Abcam

公 司 冤袁 山 羊 抗 兔 多 克 隆 抗 体 渊ZB-2301袁 北 京 中 杉 金

桥 生 物 技 术 有 限 公 司 冤袁浓 缩 型 DAB 试 剂 盒 渊ZLI9018袁

北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 冤袁BCA 蛋 白 浓 度 测

定 试 剂 盒 渊23227袁 美 国 Pierce 公 司 冤袁 预 染 蛋 白 Marker

渊SM0671袁 立 陶 宛 Ferments 公 司 冤袁Western 印 迹 法 增

强 化 学 发 光 剂 渊P0018袁 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所 冤袁

逆 转 录 试 剂 盒 渊DRR037S冤尧SYBR誖 Premix Ex TaqTM

域 RT-PCR PCR 试 剂 盒 渊DRR081S袁 日 本 TaKaRa 公

司 冤尧N- 端 脑 利 钠 肽 前 体 检 测 试 剂 盒 渊 胶 体 金 法 袁 南 京

基 蛋 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 冤遥

1.2 实验材料及分组

96 例 均 为 中 国 医 科 大 学 法 医 鉴 定 中 心 2008 年

12 月 至 2014 年 5 月 受 理 的 案 件 遥 所 有 案 例 死 亡 至 尸 体

检 验 时 间 袁 或 小 于 48 h袁 或 于 死 后 6 h 内 冷 冻 保 存 择 期

尸 体 检 验 遥 经 尸 体 解 剖 尧 组 织 病 理 学 检 验 尧 毒 渊 药 冤 物 检

验 及 生 物 化 学 检 验 后 作 出 法 医 病 理 学 诊 断 遥 分 别 提 取

左 尧右 心 室 壁 心 肌 组 织 块 袁进 行 Western 印 迹 法 检 测 及

实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应 渊quantitative real-

time reverse transcription -polymerase chain reaction袁

RT-qPCR冤分 析 遥 组 织 切 片 均 来 源 于 中 国 医 科 大 学 法 医

学 院 法 医 病 理 教 研 室 病 理 学 检 查 所 用 相 应 案 例 的 左 尧

右 心 室 组 织 石 蜡 包 埋 块 遥 心 包 液 中 氨 基 末 端 脑 钠 肽 前 体

渊N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide袁

NT-proBNP冤 检 测 结 果 由 尸 体 检 验 结 果 提 供 渊 表 1冤遥

猝死类型
性别/例 年龄/岁 心脏质量/g 双肺质量/g NT-proBNP/渊pg窑mL-1冤

男 女 范围 中位数 范围 中位数 范围 中位数 范围 中位数

心脏性猝死

急性心肌缺血 19 2 9~66 51 130~950 425 420~1950 1 377 <3001冤~4726 2 130

急性心肌梗死 12 6 24~70 48 258~500 370 912~1840 1 340 <3001冤~18 152 1 737

再发性心肌梗死 16 0 30~80 55 290~728 495.5 980~1950 1 345 <3001冤~>300002冤 2 234

病毒性心肌炎 2 1 1~20 18 40~350 340 194~1600 1 270 -3冤 -3冤

心肌病 4 0 24~45 37 345~780 512.5 1 370~2 317 1 535 996~2 272 2 134

非心脏性猝死

肺动脉栓塞 1 3 19~55 42 258~480 410 1 097~1 620 1 256 <3001冤~19 300 9 799.5

重度颅脑损伤 8 0 26~59 48 300~500 395 900~1950 1 365 <3001冤~1912 <300

创伤尧失血性休克 7 0 24~68 49.5 260~570 376 633~1390 851.5 -3冤 -3冤

机械性窒息 3 0 32~42 37 292~409 350.5 1 505~1 922 1 713.5 -3冤 -3冤

中毒 3 2 29~56 41 200~415 312 900~1882 1 237 <3001冤~2104 <300

其他 6 1 24~60 40 206~410 360 750~1780 1 285 -3冤 -3冤

合计 81 15 1~80 43.5 40~950 407 194~2317 1 350 <3001冤~>300002冤 1 996

表 1 样本资料

注院1冤<300 pg/mL为低于试剂盒检查灵敏度范围[4-5]曰2冤>30 000 pg/mL为高于试剂盒检查灵敏度范围[4-5]曰3冤因死因明确袁未进行检测

心 脏 性 猝 死 组 渊62 例 冤院渊1冤 急 性 心 肌 缺 血 21 例 袁

宏 观 及 微 观 病 理 学 检 查 未 见 心 肌 出 血 尧 梗 死 曰渊2冤 急 性

心 肌 梗 死 18 例 袁心 肌 表 面 及 切 面 可 见 新 鲜 片 灶 状 出 血 尧

梗 死 袁 无 陈 旧 性 梗 死 灶 曰渊3冤再 发 性 心 肌 梗 死 16 例 袁 肉

眼 可 见 陈 旧 性 梗 死 灶 曰渊4冤 病 毒 性 心 肌 炎 3 例 曰渊5冤 心

肌 病 4 例 袁包 括 肥 厚 性 心 肌 病 1 例 尧扩 张 性 心 肌 病 1 例 尧

克 山 病 1 例 尧高 钾 性 心 律 失 常 1 例 遥

非 心 脏 性 猝 死 组 渊34 例 冤院渊1冤 肺 动 脉 栓 塞 4 例 曰

渊2冤 重 度 颅 脑 损 伤 8 例 曰渊3冤 创 伤 尧 失 血 性 休 克 7 例 袁

包 括 急 性 大 失 血 2 例 尧 创 伤 性 休 克 3 例 和 高 坠 2 例 曰

渊4冤 机 械 性 窒 息 3 例 曰渊5冤 中 毒 5 例 袁 包 括 敌 敌 畏 中 毒

1 例 尧 酮 症 酸 中 毒 2 例 尧 甲 基 苯 丙 胺 中 毒 2 例 曰渊6冤 其

他 7 例 袁 包 括 溺 死 3 例 尧 电 击 2 例 尧 低 温 下 酒 精 中 毒

1 例 尧烧 伤 休 克 1 例 遥

1.3 实验方法

1.3.1 免疫组织化学染色

制 作 5 滋m 厚 切 片 袁 兔 抗 人 BNP 多 克 隆 抗 体 以

1颐500 稀 释 袁 采 用 SP 法 进 行 免 疫 组 织 化 学 染 色 袁 苏 木

素 复 染 细 胞 核 遥 以 PBS 缓 冲 液 代 替 兔 抗 人 BNP 多 克

隆 抗 体 作 为 空 白 对 照 遥

1.3.2 Western印迹法检测

心 肌 组 织 经 液 氮 冷 冻 后 研 磨 袁 加 入 组 织 - 细 胞 裂
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A院空白对照曰B院急性心肌梗死曰C院再发性心肌梗死曰D院肥厚性心肌病曰E院重度颅脑损伤曰F院高坠曰G院机械性窒息曰H院电击

图 1 部分案例心肌 BNP免疫组织化学染色结果 SP伊200

解 液 袁 冰 上 匀 浆 袁4益 下 12 000伊g 离 心 10 min袁 取 上 清

液 袁BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 遥 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 袁110V

60 min 转 印 到 PVDF 膜 上 袁 经 一 抗 渊 兔 抗 人 BNP 多 克

隆 抗 体 袁1颐400冤尧 二 抗 渊 山 羊 抗 兔 多 克 隆 抗 体 袁1颐600冤 孵

育 后 袁 采 用 Western 印 迹 法 增 强 化 学 发 光 剂 发 光 遥 用

Motic Images Advanced 3.2 高 级 图 像 处 理 软 件 渊 麦 克

奥 迪 实 业 集 团 有 限 公 司 冤 对 蛋 白 条 带 光 密 度 进 行 半 定

量 分 析 遥 各 组 均 以 GAPDH 为 内 参 遥

1.3.3 RT-qPCR检测

Trizol 法 提 取 心 肌 组 织 中 的 总 RNA袁 反 转 录 为

cDNA袁PCR 引 物 见 表 2遥 各 组 以 GAPDH 作 为 内 参 袁 用

7500 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 进 行 RT-qPCR 检 测 袁 计

算 BNP mRNA 的 相 对 表 达 量 渊驻驻Ct 法 冤遥

表 2 RT-qPCR引物序列

指标 引物序列渊5忆寅3忆冤 片段长度/bp

BNP F院AAGATGGTGCAAGGGTCTG 19

R院TGTGGAATCAGAAGCAGGTG 20

GAPDH F院ACATCGCTCAGACACCATG 19

R院TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 22

1.4 统计分析

采 用 SPSS 21.0 软 件 进 行 统 计 分 析 袁Western 印

迹 法 和 RT-qPCR 实 验 结 果 使 用 x依s 表 示 曰 对 心 脏 性

猝 死 组 与 非 心 脏 性 猝 死 组 的 BNP 平 均 光 密 度 值 及

BNP mRNA 相 对 表 达 量 进 行 Kruskal-Wallis H 检 验 曰

对 年 龄 与 BNP mRNA 进 行 Pearson 相 关 性 分 析 遥 检 验

水 准 琢=0.05遥

2 结 果

2.1 免疫组织化学染色结果

空 白 对 照 染 色 切 片 未 见 阳 性 染 色 渊 图 1A冤遥

心 脏 性 猝 死 组 渊 图 1B~D冤 中 袁 左 尧 右 心 室 心 肌 组 织

中 BNP 免 疫 组 织 化 学 染 色 均 呈 现 弥 漫 阳 性 表 达 遥 其

中 袁 急 性 心 肌 梗 死 案 例 可 见 心 肌 大 片 状 坏 死 袁 心 肌 断

裂 处 染 色 明 显 加 深 曰 再 发 性 心 肌 梗 死 案 例 可 见 心 肌 间

质 纤 维 化 袁 心 肌 断 裂 处 染 色 明 显 加 深 曰 肥 厚 性 心 肌 病

案 例 可 见 心 肌 畸 形 肥 大 袁 间 质 纤 维 化 遥

非 心 脏 性 猝 死 组 渊 图 1E~H冤 中 袁 重 度 颅 脑 损 伤 案

例 心 肌 未 见 明 显 异 常 袁 染 色 程 度 较 浅 曰 高 坠 案 例 可 见

心 肌 点 片 状 染 色 袁 程 度 较 浅 曰 机 械 性 窒 息 案 例 可 见 心

肌 片 状 坏 死 袁 染 色 弥 漫 袁 程 度 较 浅 袁 心 肌 断 裂 处 染 色 明

显 加 深 曰电 击 案 例 可 见 心 肌 断 裂 处 及 心 肌 边 缘 处 染 色

阳 性 遥
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2.2 Western印迹法结果

Western 印 迹 法 结 果 渊 表 3冤 显 示 袁 心 脏 性 猝 死 组

案 例 左 尧 右 心 室 心 肌 组 织 中 BNP 平 均 光 密 度 值 均 高

于 非 心 脏 性 猝 死 组 渊P<0.05冤袁 其 中 部 分 典 型 案 例 的

Western 印 迹 法 结 果 见 图 2遥

表 3 Western印迹法检测各死因组案例

心肌组织中 BNP平均光密度值
渊x依s冤

组别 例数/例 左心室壁 右心室壁

心脏性猝死 62 0.134依0.087 0.108依0.049

非心脏性猝死 34 0.062依0.034 0.067依0.025

2.3 RT-qPCR结果

RT-qPCR 结 果 显 示 袁 心 脏 性 猝 死 组 中 左 心 室 壁

心 肌 组 织 BNP mRNA 的 相 对 表 达 量 高 于 非 心 脏 性 猝

死 组 渊P<0.05袁表 4冤遥

表 4 心肌组织中 BNP mRNA的相对表达量
渊x依s冤

组别 例数/例 左心室壁 右心室壁

心脏性猝死 62 3.349依0.948 1.574依1.301

非心脏性猝死 34 2.600依0.7701冤 2.324依0.770

注院1冤与心脏性猝死组比较袁P<0.05

不 考 虑 死 亡 原 因 袁对 所 有 案 例 心 脏 左 心 室 壁 尧右 心

室 壁 BNP mRNA 与 心 脏 质 量 尧 双 肺 质 量 尧NT-ProBNP

均 有 正 相 关 性 渊 表 5冤遥 基 于 本 实 验 的 结 果 袁 尚 不 能 证

明 BNP mRNA 的 表 达 与 年 龄 相 关 渊表 5冤遥

表 5 BNP mRNA与各因素的关系

项目
左心室壁 右心室壁

P值 r P值 r

心脏质量/g 0.001 0.397 0.007 0.308

双肺质量/g 0.001 0.362 0.008 0.300

NT原proBNP/渊pg窑mL-1冤 0.023 0.348 0.005 0.400

年龄/周岁 0.094 0.177 0.816 -0.026

3 讨 论

BNP 是 反 映 左 心 室 舒 张 末 压 力 渊left ventricular

end-diastolic pressure袁LVEDP冤 的 生 化 指 标 袁 与 心 力

衰 竭 的 严 重 程 度 有 关 遥 当 心 室 容 积 扩 张 和 心 肌 细 胞 受

到 牵 张 时 袁心 室 肌 细 胞 合 成 及 分 泌 大 量 的 BNP[6-7]遥BNP

在 临 床 上 被 广 泛 用 作 心 力 衰 竭 的 诊 断 指 标 [8]遥 法 医 学

相 关 研 究 [9-10] 也 表 明 袁BNP 可 以 反 映 死 者 生 前 的 心 功

能 状 态 袁 在 不 同 死 因 案 例 中 BNP 呈 现 不 同 的 表 达 趋

势 遥 NT-proBNP 亦 来 源 于 脑 钠 肽 前 体 渊proBNP冤袁因 其

生 物 活 性 较 稳 定 袁 常 被 应 用 于 法 医 学 实 际 鉴 定 中 遥 心

肌 组 织 是 法 医 学 鉴 定 中 较 易 获 取 的 检 材 袁 在 法 医 学 实

际 鉴 定 中 可 以 通 过 组 织 学 和 分 子 生 物 学 方 法 对 心 肌

组 织 BNP 进 行 定 性 和 定 量 分 析 袁 从 而 判 断 生 前 的 心

功 能 状 态 袁 为 缺 乏 典 型 病 变 的 心 脏 性 猝 死 案 例 的 鉴 定

提 供 依 据 遥 然 而 袁 尚 有 部 分 案 例 的 BNP 表 达 情 况 及 不

同 部 位 的 心 肌 组 织 BNP 的 表 达 差 异 并 不 明 确 遥

心 脏 性 猝 死 组 与 非 心 脏 性 猝 死 组 相 比 袁 心 脏 性 猝

死 组 中 BNP 免 疫 组 织 化 学 染 色 呈 现 弥 漫 阳 性 表 达 袁

Western 印 迹 法 结 果 也 提 示 心 脏 性 猝 死 组 BNP 蛋 白

表 达 较 高 袁 说 明 免 疫 组 织 化 学 染 色 及 Western 印 迹 法

检 测 BNP 的 表 达 对 心 脏 性 猝 死 的 法 医 学 鉴 定 起 到 一

定 的 辅 助 作 用 袁但 对 具 体 死 因 的 分 类 功 能 作 用 较 小 遥

研 究 [11-13] 表 明 袁BNP 浓 度 与 年 龄 呈 现 正 相 关 袁 但

在 本 实 验 中 袁 心 肌 组 织 BNP mRNA 的 表 达 与 年 龄 无

关 袁 可 能 因 本 研 究 中 选 取 案 例 较 少 所 致 遥 心 肌 组 织 中

BNP mRNA 的 相 对 表 达 量 与 心 脏 质 量 尧 双 肺 质 量 及

心 包 液 中 NT-proBNP 浓 度 呈 现 正 相 关 袁 这 一 结 果 提

示 心 尧 肺 质 量 与 心 功 能 的 状 态 有 一 定 的 关 系 袁 法 医 病

理 学 工 作 者 在 进 行 尸 体 解 剖 时 应 当 注 意 器 官 质 量 袁 特

别 是 心 尧肺 质 量 的 测 量 遥

在 心 脏 性 猝 死 组 中 袁 左 心 室 壁 BNP mRNA 的 相

对 表 达 量 较 高 袁说 明 引 起 的 心 功 能 障 碍 以 左 心 室 功 能

障 碍 为 主 [14-15]遥 本 课 题 组 前 期 研 究 [16]表 明 袁 大 鼠 心 律 失

常 模 型 心 肌 组 织 中 BNP 的 表 达 升 高 袁 提 示 急 性 心 肌

缺 血 患 者 的 致 死 原 因 很 可 能 与 致 死 性 心 律 失 常 有 关 遥

因 此 袁BNP 的 检 测 对 致 死 性 心 律 失 常 这 一 猝 死 机 制 的

分 析 有 着 重 要 价 值 遥

综 上 所 述 袁 本 研 究 在 形 态 学 尧 蛋 白 及 mRNA 水 平

讨 论 了 心 脏 性 猝 死 与 非 心 脏 性 猝 死 案 例 人 体 心 肌 组

织 BNP 的 表 达 袁同 时 将 心 肌 组 织 BNP 与 心 脏 质 量 尧 双

肺 质 量 尧心 包 液 中 NT-proBNP 及 年 龄 联 系 起 来 遥 BNP

在 心 脏 性 猝 死 组 中 的 高 表 达 袁可 客 观 反 映 死 者 生 前 心

功 能 状 态 袁 为 死 亡 原 因 的 判 断 及 死 亡 机 制 的 探 讨 提 供

一 定 的 帮 助 遥

A DCB

左心室壁 右心室壁 左心室壁 右心室壁 左心室壁 右心室壁 左心室壁 右心室壁

BNP

GAPDH

14 000

36 000

A院急性心肌梗死渊男袁49岁冤曰B院高坠渊男袁48岁冤曰C院再发性心肌梗死渊男袁70岁冤曰D院机械性窒息渊男袁42岁冤

图 2 部分案例Western印迹法结果
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