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摘  要 

目的：观察自发性高血压大鼠（spontaneously hypertensive rat, SHR）和正常血压 Wistar
大鼠脑动脉细胞间缝隙连接通道功能和连接蛋白（connexin, Cx）表达的变化，进而探

讨脑动脉中缝隙连接的功能和表达与高血压发病的相关性。 
方法： 应用全细胞膜片钳观察 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉平滑肌细胞间缝隙连

接通讯功能的变化；应用 RT-PCR 和 Werstern blot 技术比较 SHR 和正常血压 Wistar 大
鼠脑动脉中 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 的 mRNA 和蛋白表达差异；采用透射电镜技术

比较 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉缝隙连接的形态学改变。 
结果：（1）全细胞膜片钳技术结果显示 SHR 脑动脉平滑肌细胞膜电容和膜电导都显著

高于正常血压 Wistar 大鼠（P < 0.05），提示 SHR 脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接通讯能

力增强。 
（2）RT-PCR 检测 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 mRNA
的表达。与正常血压大鼠相比，SHR 脑动脉 Cx37 和 Cx40 mRNA 的表达显著下调（P < 
0.01)；Cx43 mRNA 的表达与正常血压大鼠相比，无显著差异（P > 0.05）；此外，SHR
脑动脉 Cx45 mRNA 的表达较正常血压大鼠显著升高（P < 0.01）。 
（3）Western blot 检测 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉中 Cx 蛋白表达，结果显示出

与转录水平相一致的结果，即：与正常血压大鼠相比，SHR 脑动脉 Cx37 和 Cx40 蛋白

的表达明显降低（P < 0.05）；SHR 脑动脉 Cx43 蛋白表达无统计学差异（P > 0.05），但

Cx43 的磷酸化水平显著高于正常血压大鼠（P < 0.01）；SHR 脑动脉 Cx45 的表达水平

显著高于正常血压大鼠（P < 0.01）。 
（4）透射电镜检测 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接的数量发

现，与正常血压大鼠比较，SHR 脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接的数量显著升高。 
结论：SHR 脑动脉平滑肌细胞间的缝隙连接通讯能力增强。缝隙连接可能通过下调血

管内皮 Cx37 和 Cx40 的表达并上调平滑肌细胞 Cx45 的表达来调节脑动脉舒缩活性，进

而影响高血压的发生发展。 
关键词：自发性高血压大鼠；高血压；脑动脉；缝隙连接；连接蛋白 

论文类型：A（基础研究）
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Abstract 

Objective: To investigate the change of connexins (Cxs) in brain artery (BA) of 
spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive Wistar rats. 
Methods: whole cell patch clamp investigate the electrophysiological properties of gap 
junction in BA between the SHR and Wistar rats. RT-PCR and Western blot were used to 
investigate the difference express of gap junction in BA between the SHR and Wistar rats. 
Application of transmission electron microscopy to observation the morphological change of 
gap junction between smooth muscle cells in BA. 
Results: (1) Whole cell patch clamp technique found the membrane capacitance and 
conductivity to artery smooth muscle cell in brain of SHR were obviously higher than normal 
Wistar rats (P<0.05). Indicate that gap junctional intercellular communication capacity 
enhancement between cerebral artery smooth muscle cell of SHR. 
(2) RT-PCR detected the expression of Cx37、Cx40、Cx43 and Cx45 mRNA to SHR and 
normotensive Wistar rat in brain artery. Compared with that of the normotensive rats, the 
level of Cx37 and Cx40 mRNA expression in MA from SHR was decreased by RT-PCR 
technology (P<0.01); Cx45 mRNA expression in MA from SHR was significantly increased 
compared with the normotensive rats (P<0.01), but no change in the expression of Cx43 
mRNA (P>0.05). 
(3) Western blot detected the protein expression of connexin in brain artery to SHR and 
normotensive Wistar rat. The results show consistent with the transcript levels.Compared with 
normotensive rats, the protein expression of Cx37 and Cx40 was significantly reduced in 
brain artery of SHR (P<0.05); The protein expression of Cx43 in brain artery have no 
statistical difference between two kinds of rat (P>0.05), but the phosphorylation level of 
Cx43 was significantly higher than normotensive rats (P<0.01); The expression of Cx45 in 
brain artery of SHR was significantly higher than normotensive rats (P<0.01). 
(4) The number of gap junctions between smooth muscle cells was significantly higher to 
SHR in brain artery than normotensive rats by transmission electron microscopy. 
Conclusion: Through the experiment results indicate the gap junction communication 
between SHR brain artery smooth muscle cells is enhancement. Gap junction may by 
lowering the Cx37 and Cx40 on the vascular endothelial cells and elevating the expression of 
Cx45 to regulation of smooth muscle cells in the brain artery diastolic activity that will affect 
hypertension development and progression. 
Key words: SHR; Hypertension ; Brain artery; Gap junction; Connexin 
Type of Thesis: A (Basic Research)
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英文缩略语表 

List of Abbreviations 
英文缩写 英文全名 中文译名

VSMCs Vascular smooth muscle cells 血管平滑肌细胞

GJ Gap junction 缝隙连接

GJIC Gap junction intercellular communication 缝隙连接细胞间通讯

Cx Connexin 连接蛋白

BA Brain artery 脑动脉

EC Endothelial cell 内皮细胞

SHR Spontaneously Hypertension Rat 自发性高血压大鼠

SMC Smooth muscle cell 平滑肌细胞

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白

Ginput membrane conductance 膜电导

Cinput membrane capacitance 膜电容

Rinput membrane resistance 膜电阻
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自发性高血压与正常血压大鼠脑动脉缝隙连接的表达和功能差异 

前  言 

（Preface） 

高血压是一种以心输出量和外周阻力增加导致动脉血压持续升高为主要表现的慢

性疾病，常引起一些重要器官（心、脑、肾等）病变并出现相应后果。高血压常引起脑

血管疾病，脑血管疾病是较为常见的急症，是指脑动脉发生持久而严重的痉挛或动脉血

栓导致栓塞，造成大脑缺血缺氧。在我国流行病学统计中发现急性脑血管疾病的发生率

和死亡率明显高于冠心病，其中脑卒中的发生比例较高。脑卒中作为危害人类生命和健

康的心血管疾病，其发病关键部位位于血管[1]，当脑动脉管腔发生狭窄或闭塞时，导致

大脑缺血、缺氧，最终导致脑血栓形成。长期性高血压也可引起微动脉管壁发生变性和

坏死从而形成动脉瘤；血压的突然升高，也可使硬化的血管突然破裂出血，从而引起中

风。外周阻力血管的压力增高往往是高血压的直接发病原因之一[2]，可导致重要器官（心、

脑、肾）及周围血管内皮功能障碍。众所周知，血管外周阻力及血压主要由微、小动脉

的肌源性张力改变而形成，全身血管紧张度增加是血管相关疾病的发病的关键，血管紧

张度的调节依赖于细胞间信号物质的传递及相应血管平滑肌的舒缩活动来调节。细胞间

缝隙连接进行直接信息交流的异样改变与血管紧张度密切相关[3]。 

缝隙连接（gap junction, GJ）是细胞之间直接进行信息交流及物质交换的主要途径， 
GJ是由相邻细胞膜上的两个连接子相互锚定而形成的一种特殊的细胞膜结构。连接子又

称为半通道，是由六个相同或不同的亚单位也就是连接蛋白（Connexin, Cx）而组成[4]。

相邻细胞膜之间的GJ能够容许相对分子质量小于 1KD的物质，如无机离子、氨基酸、

葡萄糖及第二信使（cAMP、IP3、Ca2+）等自由通过，其在细胞的增殖、分化、胚胎发

育、新陈代谢以及组织器官的协同有序活动等生理过程中占据着至关重要的调控作用[5]。

缝隙连接蛋白种类很多，目前，已在人类发现 21 种Cx基因组，在大鼠中发现 20 种Cx
基因[6]，在心血管系统中主要表达Cx37、Cx40、Cx43 以及Cx45[7]，在血管的内皮细胞

上主要表达Cx37、Cx40 以及Cx43，Cx37 表达量最高[8]，平滑肌细胞上除了表达Cx43
以及Cx45，也会低水平表达Cx37 和Cx40[9]。分布的差异性和GJ功能的改变对血管紧张

性的调节有着重要作用。在某些病理情况下，GJ结构及功能受到损伤，会使血管细胞间

同步收缩出现障碍[10]。 

血管壁主要由内皮以及平滑肌组成，GJ介导的电以及化学信号交流普遍存在于内皮

细胞之间、平滑肌细胞之间及内皮细胞和平滑肌细胞之间，GJ可保持血管壁电活动与机

械活动的一致性，使血管成为统一的功能单位[11-12]。内皮细胞与平滑肌细胞之间的GJ
也叫做肌内皮连接（myoendothelial junction, MEGJ），其参与血管舒缩活动调节，生理

机制为血管活性调节物质和/或内皮分泌的超极化因子通过肌内皮连接将电化学信号传

递到平滑肌细胞对兴奋性或者是非兴奋性物质作出统一反应，从而保持血管正常生理功

能的稳定性和统一性[13]。 
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有研究表明当缝隙连接的表达和功能异常改变时能引起高血压[14-18]，例如，利用基

因敲除技术已证实小鼠血管Cx与血压之间存在相关性，特异性敲除血管内皮Cx43 和

Cx40 基因，小鼠表现出高血压和心肌肥厚 [19]。但是，Cx在自发性高血压大鼠

（spontaneously hypertensive rat, SHR）的变化比较复杂。Kansui等发现Cx37 和Cx40 在

SHR血管内皮细胞表达相对降低，但是平滑肌细胞Cx43 表达增加[20]。在SHR肾入球动

脉Cx40 和Cx43 表达没有任何变化，但Cx37 表达增加[21]。Li等人发现在SHR大脑中动脉

血管平滑肌细胞上Cx45 表达增加且GJ通讯增强[22-23]。由此可见Cx在高血压病的发生发

展中具有举足轻重的作用，这使得我们需要对GJ及Cx在高血压发病过程中的改变做更深

一步的探讨和研究，它将既有助于我们对生命活动基本过程的了解，同时也会显示出Cx
越来越广的临床应用价值，使其成为一个新的研究热点。 

GJ的存在对于组织和器官是必须的。它使同一类型或不同类型细胞能够相互交流，

从而形成完整的有机体并承担一定的生物学功能。血管平滑肌之间的GJ确保了血管受神

经递质的影响，而内皮细胞间的GJ则感受体液调节的变化，内皮细胞和平滑肌细胞存在

的肌内皮缝隙连接实现了内皮层与平滑肌层的协调，完成血管舒张。两者相互协调相互

影响，从某种意义上它们既是感受器又是效应器。有研究表明高血压以及抗高血压药物

能够改变大动脉、中动脉和心肌细胞上Cx的表达。但是，作为阻力血管的微、小动脉细

胞间GJ的表达以及功能，在高血压过程中是否发生改变，以及高血压时抗高血压药物导

致Cx的表达改变，是否会影响到脑血管的舒缩功能都还不是十分清楚。 [24]。现在，还

没有报道能够明确在脑动脉上表达哪一种Cx，同时尚不清楚在高血压时脑动脉血管Cx
的变化。 

因此，对正常和病理状态下脑动脉血管 GJ 结构和功能的差异性的比较研究是十分

重要和必要的。本研究将应用全细胞膜片钳记录技术、RT-PCR、Werstern blot 和透射电

镜技术比较 SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉上 GJ 是否存在差异和功能的变化，初步

解析 SHR 脑动脉 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 在高血压病中所扮演的角色，本实验从而

揭示脑动脉 GJ 是否参与高血压的发生发展。 
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材料与方法 

(Materials and Methods) 

1   材料 

1.1 实验动物 

SHR（购自北京维通利华实验动物有限责任公司，许可证编号 SCXK 京 2007-0001）；
Wistar 大鼠（购自新疆医科大学实验动物中心，许可证编号 SCXK 新 2003- 0001），各 6
只，平均体重为 250 g，均为雄性，动物质量符合一级标准。老鼠饲养环境有良好通风，

室温与湿度控制在 20 ℃和 50％左右，每日需更换垫料和自由饮水摄取食物。 

1.2 主要试剂 

1）木瓜蛋白酶、牛血清白蛋白、胶原酶ⅠA、HEPES、Na-HEPES             

均购自美国Sigma公司 

2）NaCl、CaCl2、KCl、MgCl2、葡萄糖                            均为国产分析纯 

3）PBS缓冲液                                             购自美国Hyclone公司 

4）十二烷基硫酸钠（SDS）、牛血清白蛋白（BSA）、四甲基乙二胺（TEMED）、Tris、
甲叉双丙烯酰胺、丙烯酰胺、细胞裂解液 RIPA（高效）     

     购自北京 Solarbio 公司 

5）过硫酸胺（AP）、甘氨酸                                   购自 Amresco 公司 

6）Tween 20                                 购自天津市天达净化材料精细化工厂 

7）Cx37 兔抗大鼠单克隆抗体                                购自美国 Santa 公司 

8）Cx40 小鼠抗大鼠多克隆抗体                              购自美国 abcam 公司 

9）Cx43 小鼠抗大鼠单克隆抗体                              购自美国 abcam 公司 

10）Cx45 小鼠抗大鼠单克隆抗体                             购自美国 Santa 公司 

11）β-actin小鼠抗大鼠一抗、辣根过氧化物酶（Horseradish peroxide）偶联的山羊抗小鼠

/兔 IgG二抗                                 购自北京中杉金桥生物技术有限公司 

12）化学发光试剂盒                                      购自美国 Thermo 公司 

13）PVDF 膜(0.45 μm)                                        购自Millipore公司 

14）曝光底片                                                    购自柯达公司 

15）显影粉、定影粉                                                  均为市售 
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16）TRIzol                                             购自美国 Invitrogen 公司 

17）cDNA 反转录试剂盒                                  购自美国 Thermo 公司 

18）PCR 反应试剂盒                                      购自美国 Thermo 公司 

19）BCA 蛋白浓度测定试剂盒                                   购自碧云天公司 

1.3 主要实验仪器 

1）AXON multicalmp 700B 膜片钳放大器：Axon 公司，美国 

2）Digidata 1440A 数模转换器：Axon 公司，美国 

3）倒置相差显微镜：Olympus，美国 

4）P-97 拉制仪：sutter 公司，美国 

5）生物信号采集处理分析系统：Axoscope10.2 软件，Axon 公司，美国 

6）恒温水浴槽：HSS-1B，成都仪器厂 

7）体式显微镜：云南光学仪器厂 

8）电子天平：Sartorius，美国 

9）玻璃微电极：sutter 公司，美国 

10）离心机：TDL-60B，上海安亭科学仪器厂 

11）多管灌流排药系统：自制 

12）BP-6 无创血压监测仪：成都泰盟科技有限公司 

13）低温冰箱：上海海尔公司 

14）HARRIS-80℃冰箱： Asheville 公司，美国 

15）高压蒸汽灭菌器：三洋公司 ML-S-3020 型，日本 

16）磁力搅拌器：南汇电讯器材厂 

17）低速大容量离心机：上海安亭科学仪器厂 

18）AN841Y 型电热恒温干燥箱：吴江奥能电器设备厂 

20）Milli-Q Acdemic 超纯水仪：Milliplore 公司，美国 

21）低温离心机：Sigma 公司，美国 

22）NanoDrop 2000c：Thermo 公司，美国 

23）蛋白加热变性器：苏净集团安泰公司 

24）Western-Blot 电泳槽、胶架、电泳仪、半干式转膜仪、胶板、凝胶图象成像仪等：
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BIO-RAD 公司，美国 

25）制冰机：美国 GRANT-FM 100 型 

26）超薄切片机：德国徕卡 

27）电子显微镜：日本日立 

2  方法 

2.1 溶液配制 

2.1.1 膜片钳所用溶液配制 

(1) 膜片钳血管段细胞外液（HEPES）： 

NaCl 138.00 mmol/L
KCl 5.00 mmol/L
CaCl2 1.60 mmol/L
MgCl2 1.20 mmol/L
Na-HEPES 5.00 mmol/L
HEPES 6.00 mmol/L
Glucose 10.00 mmol/L

(2) 电极内液：pH = 7.25 ~ 7.40（用 1mol/L KOH 溶液标定），渗透压 = 280 mOsm/L 

2.1.2 Western-Blot 所用溶液配制 

(1) 30%丙烯酰胺溶液：丙烯酰胺（Acr）: 37.5 g 甲叉双丙烯酰胺（Bic）: 1 g 双蒸水定

容至 100 ml；4 ℃棕色玻璃瓶保存。 

(2) 10%SDS：SDS 10 g 双蒸水定容至 100 ml；室温保存。 

(3) 10%过硫酸胺（AP）：AP 0.1 g 双蒸水 1.0 ml；4 ℃冰箱避光保存，七天内使用。 

(4) 1.5 mol/L Tris-HCl： Tris-base 45.43 g 双蒸水 200 ml，用 HCl 将溶液调至 pH = 8.8；
可长时间保存在 4 ℃，使用时恢复至室温。 

(5) 0.5 mol/L Tris-HCl：Tris-base 15.14 g 双蒸水 200 ml，用 HCl 将溶液调至 pH = 6.8；
可长时间保存在 4 ℃，使用时候恢复至室温。 

(6) 10×电泳液：SDS 10 g Tris-base 30 g 甘氨酸 282 g 双蒸水定容至 1000 ml；放置常温

保存。 

(7) 1×电泳液（通过稀释获得）：10×电泳液 100 ml 10 % SDS 10 ml  

双蒸水定容至 1000 ml；常温保存。 

(8) 1×电转液（通过稀释获得）：SDS 0.37 gTris-base 5.8 g 甘氨酸 2.9 g 甲醇 200 ml 

双蒸水定容至 1000 ml；4 ℃保存，可回收利用 3-5 次。 
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(9) 10×TBS:NaCl 87.66 g Tris-base 12.114 g 双蒸水 900 ml 用 HCl 将 pH 值调至 7.4，再

定容至 1000 ml；4 ℃保存。 

(10) 1×TBST（通过稀释获得）：10×TBS 50 ml Tween-20 0.5 ml 双蒸水定容至 500 ml； 

4 ℃保存，最好现配现用。 

(11) 5 % BSA 封闭液：牛血清蛋白 2 g 1×TBST 40 ml；在 4 ℃冰箱里保存不能超过两

天，或者-20℃长期保存，可用 1~2 月。 

(12) 制作 SDS-PAGE 凝胶： 

10％分离胶 

分离胶 10 ml 

双蒸水 3.8 ml 

30 ％丙烯酰胺 3.4 ml 
Tris-HCl（pH=8.8） 2.6 ml 

10 % AP 100 μl 
10 % SDS 100 μl 
TEMED 4 μl 

5％浓缩胶 

浓缩胶 5 ml 

双蒸水 2.7 ml 

30 ％丙烯酰胺 670 μl 
Tris-HCl（pH=6.8） 500 μl 

10 % AP 40 μl 
10 % SDS 40 μl 
TEMED 4 μl 

（13）显影液配制：双蒸水加热至 50 ℃左右，先把小包药粉在 200 ml 双蒸水中充分溶

解，然后再加入大包药粉摇匀，等到全部溶解后，再用事先预热好的双蒸水定容至 250 
ml，配液体全过程要注意避光，室温避光保存。 

（14）定影液配制：双蒸水预热至 25 ℃左右，取 200 ml 蒸馏水将定影粉进行充分溶解，

再用事先预热好的双蒸水定容至 250 ml，室温避光保存。 

2.2 大鼠无创血压测定 

随机选取 SHR 和 Wistar 大鼠各 6 只，打开 BP-6 无创血压监测仪，温度设定为 37
℃。将随机选取的 SHR 和 Wistar 大鼠置于预热箱中 15 min，之后将大鼠放入鼠笼里并

固定其头部。然后连接动脉血压计，将传感器环固定于大鼠尾巴的根部。最后用无创血

压测量系统测定清醒安静状态下大鼠尾部动脉的血压，测量时仅收集收缩压数据，测定
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3 次取平均值，即为大鼠尾动脉收缩压。 

2.3 全细胞膜片钳技术 

麻醉状态下放血处死大鼠，迅速取出大鼠脑，放入含有 95% O2和 5% CO2的 37 ℃
饱和生理盐溶液(138 mM NaCl，5 mM KCl，1.6 mM CaCl2，1.2 mM MgCl2，5 mM 
Na-HEPES，6 mM HEPES，7.5 mM葡萄糖， pH=7.4)中。然后把脑动脉（brain artery, BA）

标本放入培养皿中，使用铂金片将其固定于培养皿底部，在 37℃条件下，用含有胶原酶

A（1.5 mg/mL）的生理盐溶液消化 15 min，之后用生理盐溶液漂洗两次以去除残存的胶

原酶A，并去除结缔组织，最后转移到倒置显微镜下，用Axon 700B 放大器进行全细胞

膜片钳实验。记录电极阻抗约为 5 MΩ，由P-97 拉制仪拉制的，电极内充灌的是电极内

液。电极内液成分是（mmol/L）：K-gluconate 130，NaCl 10，CaCl2 2.0，MgCl2 1.2，HEPES 
10，EGTA 5，葡萄糖 7.5，调节pH到 7.4。通过细微的操纵器来接触到细胞之后，给予

负压来形成GΩ封接。补偿电极的电容后可以给瞬时间较强的负压或者电刺激击破细胞

膜，从而形成全细胞膜片钳记录。生物电信号是通过PC计算机clampex软件记录。细胞

膜电容是通过公式C=Q/V来计算，电极电阻（Ra）所引起的实际钳制电压（Vm）和命令

电压（Vc）的误差是按照公式Vm=Vc-I×Ra来进行补偿的。 

2.4 大鼠脑动脉血管取材 

大鼠麻醉状况下，断头处死，去除后脑头皮，剥去脑骨，将整个脑组织取出置于含

95% O2和 5% CO2的 4 ℃饱和生理盐溶液(Krebs)中。Krebs液成分是：NaCl 125 mmol/L，
KCl 5 mmol/L，CaCl2 1.6 mmol/L，MgCl2 1.2 mmol/L，NaH2PO4 1.2 mmol/L，NaHCO3 20 
mmol/L，葡萄糖 8.3 mmol/L，将pH调至 7.4。在体视显微镜下取出大鼠脑动脉，并放在

4 ℃饱和Krebs液中。去除大脑动脉血管内血液以及外膜，再用PBS进行反复清洗。脑血

管组织称取 20 mg为一组，冻存于-80 ℃冰箱供蛋白质和总RNA的提取，样本最好一周

内用于实验。 

2.5 RT-PCR 技术检测 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 mRNA 水平 

2.5.1 大鼠脑动脉血管总 RNA 提取 

分别以 SHR 以及 Wistar 大鼠脑动脉血管（20 mg）为材料。剪碎组织，并超声粉碎

充分裂解组织。采用 Trizol 法提取总 RNA，使用 NanoDrop 2000c 测定总 RNA 浓度和

纯度后反转录成 cDNA。 

2.5.2 RNA 逆转录 

分别取已调整好的各组mRNA样本 3 μl，以Oligo(dT) primer为引物，加水补齐至 12 
μl，混匀低速离心后在 70 ℃条件下反应 5 min，之后于 4 ℃条件下冷却 2 min，再加入

指定量的 5 × Reaction Buffer、RNase inhibitor、10 mM Dntp Mix 用 RNase freed H2O补

齐至 20 μl，混匀离心后在 37 ℃条件下反应 5 min， 4 ℃冷却 2 min，最后加入Revert Aid 
H Minus Reverse Transcriptase 1μl混匀后在 42℃下孵育 60 min，70 ℃反应 5 min终止反
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应，已合成的cDNA可以直接用于PCR扩增反应，剩余样本于-20 ℃保存。 

2.5.3 PCR 扩增反应 

每组分别取 3 μl 逆转录产物作为模板，按照顺序依次加下面组成成分：2×PCR 
Master Mix 12.5 μl，Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 上下游引物分别是 0.5 μl，β-actin 上下

游引物分别是 0.5 μl，加灭菌双蒸水至 26 μl，在 PCR 合成仪中进行。实验所用引物序列

具体参照表 1，反应条件为：94 ℃ 5 min，然后循环参数:94 ℃ 30 s，59 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，共 37 个循环，最后一个循环在 72 ℃延伸 10 min。取 10 μl PCR 产物经 1.5%琼脂

糖凝胶中进行电泳分离，紫外透射分析仪进行观察后呈像，采用凝胶呈像分析系统对

PCR 扩增产物进行定量。 

表 1 缝隙连接蛋白和 β-actin mRNA 引物 

Primer Name       Forward Primer                  Revers Primer            bp 

Cx37       agc tct gca tcc aag aag cag ta      agt tgt ctc tca agt gcc tta ga       119 
Cx40       gga aag agc tga acg gga aga tt     cac agc cat cat aaa gac tat gaa     243 
Cx43       gag atg cag ctg aag cag att gaa     gat gtt caa agc gag aga cac caa    295 
Cx45       atc aga acg cag ctc gga gca a      caa gga act atg ctc aca ta         320 
β-actin       atc atg ttt gag acc ttc aa          cat ctc ttg ctc gaa gtc ca          310  

2.6 Western-Blot 技术检测 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 蛋白表达 

2.6.1 大鼠脑动脉蛋白提取 

以上述 SHR 和 Wistar 大鼠脑动脉血管（20 mg）为材料，剪碎组织，并超声粉碎充

分裂解组织，使用 RIPA 裂解液（添加 10% Phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF）提取

全蛋白，超速离心后取上清液，按照 15 μg/μl 来进行定量，然后放在-80 ℃冰箱中保存。 

2.6.2 蛋白质浓度测定和处理步骤 

1. 根据样品数量，按50体积BCA试剂A加1体积BCA试剂B（50:1），配制适量BCA工作

液，充分混匀。BCA工作液室温24 h内稳定。 

2. 完全溶解蛋白标准品，取10 μl稀释至100 μl，用PBS液稀释使终浓度为0.5 mg/ml。（蛋

白样品在什么溶液当中，标准品也宜用什么溶液稀释。） 

3. 将标准品按0，1，2，4，8，12，16，20 μl 加到96孔板的标准品孔中，加PBS液补足

到20 μl。 

4. 加适当体积样品到96孔板的样品孔中，加PBS液至20μl。 

5. 各孔加入200 μl BCA工作液，37℃放置30min。BCA法测定蛋白浓度时，吸光度会随

着时间的延长不断加深。并且显色反应会因温度升高而加快。如果浓度较低，适合在较

高温度孵育，或延长孵育时间。 

6. 测定A562，540 - 595 nm之间的波长也可接受。根据标准曲线计算出蛋白浓度。 
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7. 根据测定浓度按15 μg/μl进行稀释。 

8. 稀释后的蛋白上清，每组蛋白中按照一定的体积加入等比例的5×蛋白上样缓冲液，

振荡器充分混匀。 

9.将蛋白置于加热变性器上，100 ℃条件下加热 8 min，室温下冷却后置于-20 ℃的冰箱

中保存备用。 

2.6.3 SDS-PAGE 凝胶的制作 

(1) 清洗制胶板：纱布沾洗洁精用适力进行擦洗。两面都擦洗后用自来水冲洗，再用单

蒸水、双蒸水冲洗，立在筐内晾干。若制胶板上有刮痕不易清洗，可用酸先浸泡 12h 再

清洗。 

(2) 装制胶板：制胶板对齐后放入夹中卡紧，垂直固定于制胶架上，用双蒸水试漏 5min，
若液面有下降，则需要重新装板、测漏，此时应检查胶垫是否完整无损。按照制备分离

胶以及浓缩胶的配方准备所需液体。 

(3) 弃水：倒掉测漏所用双蒸水，用滤纸在胶板边缘吸干水分，注意滤纸纸屑不要留在

胶板上，以免影响制胶。 

(4) 加分离胶：按上述配方，制作 10%分离胶，配制制胶液体的器皿要干净干燥，加入

TEMED 后需立即摇匀即可灌胶，否则液体会很快凝固。加入配好的分离胶时，用 1 ml
的枪吸取液体，沿制胶板的边角加入，加入分离胶的高度是以插入梳子后，距离梳子下

边缘 1 cm ~ 1.5 cm 为宜，可事先用记号笔做好标记。 

(5) 双蒸水液封：分离胶加入后，要更换枪头，用 1 ml 移液器吸取双蒸水，将分离胶液

封，注意加水的力度要轻柔，移液器在胶板上缘滑动加入。 

(6) 室温下静置 0.5 h 至二蒸水与胶面之间出现一条明显的分界线时，将双蒸水倾出，并

用滤纸尽量吸净胶面上的双蒸水，同时按上述配方制作 5%浓缩胶。 

(7) 清洗梳子：用少许洗洁精轻轻按照梳齿的方向擦洗，小心不要损坏，自来水冲洗，

再用单蒸水、双蒸水依次冲洗，置于烘箱中烘干水分。 

(8) 加浓缩胶：从烘箱中拿出梳子至室温，将配制 5%浓缩胶加入胶板中至上缘，插入梳

子，注意梳子要垂直插入，室温下静置 15 ~ 30 min 浓缩胶即可凝固，取下胶板，将其

装入保鲜袋或 PE 手套内进行保存，注意保鲜袋内加入适量双蒸水，4 ℃保存（常规制

作完毕 2 h 后即可使用，或过夜后再使用）。 

2.6.4 蛋白电泳 

(1) 先将胶板上漏出的胶在自来水下冲干净，装入电泳内槽上，先加入自来水或双蒸水

测漏，若不漏，倒出双蒸水，内槽加入电泳内液和外槽加入电泳外液，向上水平把梳子

拔出，并检查每一泳道是否足够完整，有无变形。上样：每孔蛋白上样量为 10 μl - 20 μl
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（梳子规格是 10 孔，0.75 mm），每组蛋白每孔上样量约为 5 μl-10 μl，Mark 每孔 5 μl；
按照每个孔的上样量，废蛋白的上样量与最后一孔的上样量相同。上样第一泳道一般是

生物素标记的 Marker。 

(2) 电泳：浓缩胶电泳电压一般选择 80V 恒压电泳，约 20-40 min；观察当电泳条带至分

离胶，肉眼可看到 Marker 已分开清晰可见，将电压转换至 110V 恒压电泳，继续电泳至

溴酚蓝指示剂距离胶底部 1~1.5 cm，即为电泳结束。电泳时电泳槽最好放入冰水化合物

中。 

2.6.5 转膜 

(1) 电泳时，配制好电转液，根据上样孔数量剪取 PVDF 膜和滤纸。注意：转膜用的膜

不可折叠、压出印痕，否则不可用。 

(2) 滤纸剪好后在电转液里浸泡，膜要先在甲醇液体里浸泡 3~5 min，然后在电转液里浸

泡最少 20min。 

(3) 电泳结束后，拆卸胶板，小心取出凝胶，根据分子量大小用切胶板切取需要部分（宽

2 cm），可以稍微比 PVDF 膜以及滤纸大 1 mm，尽量让目的蛋白所在位置位于剪下的胶

靠近中间位置，切除左上角做好标记，剪下后放到电转液里浸泡平衡 10-20 min。 

(4) 用电转液湿润转膜仪，按照由下至上是滤纸-膜-胶-滤纸的顺序，依次放在转膜仪上，

注意每放一层都要用切胶板或玻璃棒把气泡赶掉；用滤纸吸干周围电转液。 

(5) 放置电极，接通电源，然后开始转膜，转膜电压为 23V，转膜时间 43-50 min（内参

β-actin 转膜 43 min，Cx43 转膜 43 min，Cx40 转膜 40 min， Cx45 转膜 45 min，每次根

据实验结果可以调整转膜时间，上下浮动 1~3 min）。 

(6) 转膜时，尤其是高电流快速转膜时，通常会有严重的发热现象，最好在转膜仪上或

者转膜仪上层盖子放置小冰袋。设定转膜时间，防止超过转膜应需时间，蛋白转过。 

(7) 考马斯亮蓝快速染色液对完成转膜的 SDS-PAGE 凝胶进行染色，以观察蛋白在凝胶

上的残留情况。 

2.6.6 免疫反应 

(1) 转膜结束后，把膜取出，放至 5%的 BSA 中，在室温下，摇床上封闭 2 h，根据实验

结果，亦可增加或缩短封闭时间，若延长转膜时间，将膜转移至 4 ℃冰箱中封闭。 

(2) 用 5% 牛奶封闭液稀释一抗，β-actin、Cx43、Cx45 稀释比例均是 1:1000，二抗稀释

比例是 1:200。 

(3) 封闭结束后，按照实验需要，分别转移至 β-actin、Cx43、Cx40、Cx45 的一抗中，

室温下摇床上孵育 2 h，然后将摇床一起移至 4 ℃冰箱内进行孵育过夜；或者在室温下

置于摇床上孵育 3 h，继续后续实验。 
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(4) 1×TBST 洗膜：5 min×3 次，10 min×3 次；根据实验结果，亦可延长或缩短洗膜时

间。 

(5) 将洗后的膜转移至辣根过氧化酶标记的二抗反应液（1:10000）中，室温下在摇床上

孵育 2 h，二抗是根据一抗选择，β-actin、Cx43、Cx45 均是山羊抗小鼠，Cx40 是山羊抗

兔。 

(6) 1×TBST 洗膜：5 min×3 次，10 min×3 次；根据实验结果，亦可延长或缩短洗膜时

间。 

2.6.7 显影、定影（暗室中操作） 

(1) 整理暗室操作台，保持干净，准备显影定影所需物品：显影液，定影液，发光试剂

（发光试剂配制，根据膜的数量分别抽取等量发光试剂 A 液、B 液于 1 ml 离心管中混

匀），胶片（装好在盒子中，不可见光），剪刀，保鲜膜，滤纸，曝光板，移液器，镊子，

计时器。 

(2) 放一张干净无褶皱的纸，将保鲜膜平铺在纸上，用滤纸将膜上 TBST 液体尽量吸干，

然后按照左上角方向轻轻铺平在曝光板上，用移液器抽取适量发光试剂，涂匀在膜上，

覆盖好上层保鲜膜，注意不要有气泡，关灯（以下操作严格避光）。 

(3) 把胶片剪好适当大小及左上角，与膜上左上角方向一致，放在膜上，用手掌按压（手

套要干净、干燥，防止污物出现在胶片上影响实验结果），一旦放上，便不可再移动，

开始计时，根据条带发光的信号强弱适当调整曝光时间，一般为 1-5min。 

(4) 显影：按压结束后，迅速将胶片浸入显影液中，一边显影一边观察，等到胶片条带

清晰度合适时，结束显影。 

(5) 定影：把胶片放到定影液里浸泡，在自来水下把定影液冲洗掉，室温晾干。 

(6) 采图：把胶片放到凝胶成像仪 Quantity One 成像系统中采像。 

2.7 统计学处理 

采用 Gel-Pro analyzer 4 软件分析核酸和蛋白条带积分光密度值（integrated optical 
density, IOD=平均光密度×面积），以目的/β-actin 标化值作为统计指标。所有实验数据是

用 SPSS 17.0 统计软件包进行统计处理，计量资料用 mean ± SEM 来表示。两个独立样

本间比较采用 t 检验，P < 0.05 被认为差异具有统计学意义。 
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     实 验 结 果 

（Results） 

1  SHR 和 Wistar 大鼠尾动脉血压 

如图 1 所示，Wistar 大鼠收缩压为（121.5 ± 6.9）mmHg，SHR 收缩压为（207.3 ± 10.5 
mmHg），明显高于正常 Wistar 大鼠（121.5 ± 6.9 mmHg）（P < 0.01, n = 6）。 

 

图 1  SHR 和正常血压 Wistar 大鼠尾动脉血压的比较 

1：Wistar 大鼠尾动脉收缩压；2：SHR 尾动脉收缩压；2 组与 1 组，*P<0.01，n=6 

Fig 1. The compare with SHR and Wistar Rats of the tail artery pressure 

 

2  SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉平滑肌细胞电生理特性比较 

SHR 和 Wistar 大鼠脑动脉动脉段上平滑肌细胞膜电生理特性（表 2）。Wistar 大鼠

以及 SHR 脑动脉平滑肌细胞膜电容分别为（74 ± 13）pF 和（195 ± 47）pF，差异具有

统计学意义（P < 0.05）；细胞膜电导分别为（4.01 ± 0.93）nS 和（7.71 ± 0.81）nS，差

异有统计学意义（P < 0.05）。 

表 2. SHR 和 Wistar 大鼠的动脉段上的平滑肌细胞膜的电生理特性 
Table 2. SHR electrophysiological properties of arterial smooth muscle cells and segments on Wistar rats 

Membrane property Wistar (n=10) SHR(n=10) 
Input resistance (MΩ) 362±85 142±15* 
Input conductance (nS) 4.01±0.93 7.71±0.81* 
Input capacitance (pF) 74±13 195± 47* 

*P<0.05 vs Wistar rats 

3  SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉 Cx37 和 Cx40 mRNA 表达 

RT-PCR 方法检测 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx37 和 Cx40 mRNA 表达。SHR 脑

动脉 Cx37 mRNA 表达较正常血压大鼠下降（P < 0.01）（图 2）；SHR 脑动脉 Cx40 mRNA
表达和正常血压大鼠比较显著下降，具有统计学意义（P < 0.01）（图 3）。 
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图 2. SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx37 mRNA 表达 

Fig 2. The expression of Cx37 mRNA in brain artery of SHR and normotensive rats respectively。*P < 0.01 vs control. 

 

图 3. SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx40 mRNA 表达 

Fig 3. The expression of Cx40 mRNA in brain artery of SHR and normotensive rats respectively, *P < 0.01 vs control. 

 

4  SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉 Cx43 和 Cx45 mRNA 表达 

RT-PCR 方法检测 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx43 和 Cx45 mRNA 表达。结果如

图所示，SHR 脑动脉 Cx45 mRNA 表达较正常血压大鼠显著升高，具有统计学意义（P < 
0.01）（图 4）；但 SHR 脑动脉 Cx43 mRNA 与正常血压大鼠比较，无统计学差异（P > 0.05）
（图 5）。  
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图 4. SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx45 mRNA 表达 

Fig 4. The expression of Cx45 mRNA in brain artery of SHR and normotensive rats respectively，**P < 0.01 vs control. 

 

图 5. SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx43 mRNA 表达 

Fig5. The expression of Cx43 mRNA in brain artery of SHR and normotensive rats respectively 

 

5  SHR 和正常大鼠脑动脉中 Cx37 和 Cx40 蛋白的表达差异 

Western blot 方法检测 SHR 以及正常血压大鼠脑动脉 Cx37 和 Cx40 蛋白表达，光密

度测定以及统计学分析显示：与正常血压大鼠比较，SHR 脑动脉 Cx37 蛋白表达显著降

低，具有统计学意义（P < 0.01）（图 6）；SHR 脑动脉 Cx40 表达较正常血压大鼠显著降

低，具有统计学意义（P < 0.01）（图 7）。 

 

图 6 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx37 蛋白表达 

Fig 6 The expression of Cx37 protein in brain artery of SHR and normotensive rats respectively, *P<0.01 vs control. 

 

图 7 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx40 蛋白表达 

Fig 7 The expression of Cx40 protein in brain artery of SHR and normotensive rats respectively, *P<0.01 vs control. 
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6  SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx43 和 Cx45 蛋白表达 

Western blot方法检测 SHR 以及正常血压大鼠脑动脉Cx43和Cx45蛋白表达，光密度

测定以及统计学分析显示：与正常血压大鼠比较，SHR脑动脉 Cx43 表达无统计学差

异（P > 0.05）（图8），但Cx43 磷酸化水平显著高于正常血压大鼠，具有统计学意义（P 
< 0.01）（图9）；SHR 比正常血压大鼠脑动脉 Cx45 表达显著增高，具有统计学意义（P 
< 0.01）（图10）。 

 

图 8 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx43 蛋白表达 

Fig 8 The expression of Cx43 protein in brain artery of SHR and normotensive rats respectively 

 
图 9 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx43p 蛋白表达 

Fig 9 The expression of Cx43p protein in brain artery of SHR and normotensive rats respectively, *P<0.01 vs control. 

 
图 10 SHR 和正常血压大鼠脑动脉 Cx45 蛋白表达 

Fig 10 The expression of Cx45 protein in brain artery of SHR and normotensive rats respectively, *P<0.01 vs control. 

 

7  SHR 和正常血压大鼠脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接形态学变化 

透射电镜结果显示，与正常血压大鼠比较，SHR 脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接数量
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显著增多，这也表明高血压发病过程中，脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接通讯功能增强。 

 
图 11 SHR 和正常血压大鼠脑动脉显微结构 

Fig 11. Eelectron micrographs of aorta sectioned from SHR and normotensive rats respectively. A: normotensive rats; B: 
SHR. Individual gap junction profiles are identified by arrows. Bar=0.5 μm 
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讨  论 

（Discussion） 

高血压是心脑等血管疾病导致死亡的主要危险因素，是全人类常见的慢性疾病。高

血压的直接发病环节就是外周血管的压力增加[2]。而微小动脉的肌源性张力是血管外周

阻力以及血压形成的重要因素，在高血压病理进程中，由于血管平滑肌细胞过度增殖、

凋亡不足，增殖与凋亡之间的动态平衡被打破，导致血管壁异常增殖[25]。脑动脉管腔狭

窄或闭塞时，会造成脑组织缺血、缺氧，最终诱发脑血管相关疾病。 

血管紧张度增加是脑血管疾病发病的关键原因，血管紧张度由血管平滑肌舒缩活动

来调节，舒缩活动的调节依赖于细胞间信号物质的传递。细胞间的通讯方式有直接和间

接两种，直接通讯是以细胞间缝隙连接为途径而进行相邻细胞间的物质交流及信号传

递。GJ是由两个相邻细胞膜上的连接子排列而成的一种特殊的 2-3 nm通道结构[26]。相

邻细胞之间通过GJ进行信息、能量以及物质等交换，对细胞之间新陈代谢、内部环境稳

定以及胚胎发育等方面起着至关重要的调控作用[27]，同时在血管同步收缩中发挥着重要

作用，保障血管壁能够在纵向和横向上保持电活动和机械活动的同步性。而在病理情况

下，异常细胞的伤害性信息也可通过GJ传递至正常细胞引起病理性改变。GJ在许多疾病

的发生、发展以及转归过程中起了非常重要作用。研究报道GJ促使相邻细胞形成一步化

活动，造成异常放电是形成癫痫发病重要因素之一[28]。在恶性肿瘤细胞时，GJ减少可使

异常细胞脱离与正常细胞胞间联系及正常调控，最终发展成为无序生长[29]。 

构成GJ的基本单位为缝隙连接蛋白（Cx）。Cx的N末端较为保守，然而C末端在不

同的Cx中差异较大。并且羧基末端的Ser、Thr以及Tyr残基的磷酸化/去磷酸化水平，又

会影响GJ的形成以及功能活性，并且可以根据感受到的细胞的信息变化，来改变其构象，

从而调节GJ的变化和传导性[30]。现在已经发现了有大于二十种Cx亚型，血管结构中可

以检测到四种Cx的表达，分别是Cx37、Cx40、Cx43和Cx45，分布由血管大小、血管部

位以及动物种属决定。内皮细胞以及平滑肌细胞作为血管壁的两大细胞组分，其表达的

Cx类型有区别但又同时存在重叠，Cx37与Cx40在内皮细胞共表达，Cx43在内皮细胞的

表达是由血管类型以及血管位置确定，呈现出不均匀分布，然而平滑肌细胞表达最丰富

的是Cx43[2]，偶尔有Cx37以及Cx45表达，此外，在某些血管平滑肌细胞里也可看到Cx40
表达；这些Cx在内皮细胞间、平滑肌细胞间以及内皮细胞与平滑肌细胞间形成GJ，实现

细胞之间信息的直接联系[31]。 

本实验研究主要集中在SHR脑动脉，高血压对脑动脉血管GJ的影响。通过比较SHR
和正常血压Wistar大鼠脑动脉平滑肌细胞电生理特性改变，发现SHR脑动脉平滑肌细胞

膜电容和膜电导均高于Wistar大鼠，表明在SHR脑动脉平滑肌细胞间存在紧密的电耦联，

PCR技术和Western Blot技术检测结果发现Cx37 以及Cx40 mRNA和蛋白表达降低，提示

GJ可能是通过降低血管内皮细胞上Cx37 以及Cx40 表达，来调节脑动脉的舒缩活性进而
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影响高血压状态。由于Cx在血管平滑肌细胞以及内皮细胞的分布不同，结合电生理实验、

PCR技术和Western Blot技术我们发现Cx45 表达增高且Cx43 磷酸化水平也增高，因此推

测SHR脑动脉平滑肌细胞间的GJ耦联力增强，可能是通过上调平滑肌细胞Cx45 表达和

增加Cx43 磷酸化功能，增强脑动脉平滑肌细胞间缝隙连接通讯，保证血管同步收缩。

前期研究，我们在SHR肠系膜动脉上发现了Cx43 磷酸化水平以及Cx45 表达上升，透射

电镜技术发现平滑肌细胞间缝隙连接数目增加[32]。此外，Alonso等人发现Cx43 和Cx45
在大动脉和小动脉血管平滑肌上有表达[33,34]，Li等人研究指出Cx45 在SHR脑动脉血管平

滑肌上表达增加[23]，然而，Cx43 和Cx45 在脑动脉血管的表达无明显改变[35]。因此，Cx43
和Cx45 在SHR脑动脉改变的机制还需进一步研究。 

上述Cx在高血压中的表达差异可能是和动物模型、检测方法以及部位不同有关 [2]，

且有关Cx表达的研究，主要是以主动脉等一些直径较大的弹性动脉做研究对象，然而对

于参与血压调节起到重要作用的微小动脉的研究较少。本研究选取重要脏器大脑的微小

动脉进行比较研究。同时应用膜片钳技术，前期实验大都采用膜片钳技术研究关于缝隙

连接的表达[32,36,37]。在一段血管微动脉标本上，使用全细胞膜片钳记录[38-42]，这种独特

的记录方法对于血管微动脉细胞膜电生理特性有深刻认识。 

另外，一些报道发现高血压时，血管紧张度的增强往往与GJ通道的功能改变有关。

GJ提供血管舒缩信号传导的直接通路，会使得相邻的平滑肌细胞之间的Ca2+实现统一性

改变。肺动脉高压大鼠模型上，5-羟色胺所引起的血管收缩可以被特异性的GJ阻断剂
37-43Gap27 减弱，苯肾上腺素引起的血管收缩可以被37-43Gap27 以及40Gap27 所减弱[43]。

在去氧皮质酮所致的高血压大鼠，血管平滑肌细胞对各种收缩性的刺激会更加的敏感
[44]。前期研究发现在SHR肠系膜动脉上苯肾上腺素引起的收缩幅度明显升高，在使用GJ
阻断剂后收缩幅度显著减弱[32]。本研究中发现SHR的阻力血管对血管收缩药物的反应明

显升高，我们推测自发性高血压可能会造成动脉上Cx表达升高，GJ通讯功能加强。 

综上，脑动脉血管平滑肌间 Cx 的功能及表达的异常改变与高血压联系密切，且可

能是导致血管疾病发病的重要原因，若采取措施积极有效地去预防，并且检测到 GJ 的

功能改变，这对高血压疾病的预防及治疗提供了有价值的线索。 
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结 论 与 展 望 

(Conclusion & Prospect) 

1 结论 

从本实验中我们可以得到如下结论： 

SHR 和正常血压 Wistar 大鼠脑动脉 Cx37、Cx40、Cx43 和 Cx45 mRNA 以及蛋白的

表达水平，结合 GJ 的形态学观察，发现 GJ 可能是通过降低血管内皮细胞 Cx37 和 Cx40，
升高平滑肌细胞 Cx45 的表达调节脑动脉的舒缩活性从而影响高血压状态。 

2 展望 

根据现有研究结果，后续可进行以下研究： 

为更加全面阐明缝隙连接蛋白在高血压进展中所扮演的角色。可对靶器官例如肾脏

血管以及冠状动脉上的不同 Cx 的表达水平进行研究。而高血压形成的原因之一是外周

阻力的增加，这一作用主要是微小动脉功能和结构发生改变，所以还需要进行各靶器官

微小动脉研究。这样以便筛选出与高血压形成密切相关的缝隙连接蛋白，使我们深入认

识细胞间通讯在高血压中的调控机制，并成为高血压病新的治疗靶点。
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文献综述 

(Review) 

缝隙连接及其研究进展 

潘立君（综述）马克涛（审校） 

摘要：缝隙连接(Gapjunctions, GJ)是常见的细胞连接通道，几乎存在哺乳动物所有的组

织和细胞中，在细胞生长发育及分化过程中起重要作用，它允许小分子或离子在细胞之

间通过，从而完成细胞间信息交流。相邻细胞通过缝隙连接进行信息和物质能量的交换，

对细胞的新陈代谢、内环境稳定、增殖和分化等生理过程起着重要作用。本文就缝隙连

接的生物学特征及其功能的调节作一综述。 

关键词：缝隙连接；调控通路；血管紧张素Ⅱ；神经递质 

1 缝隙连接的生物学特征及其细胞间信息传递 

1958 年应用微电极技术证实，龙虾神经索中相邻神经细胞间存在GJ。进一步应用

荧光小分子物质的实验证实，小于 1~1.5 kD的小分子物质可在细胞之间通过，而大分子

不能，提示连接通道的直径约 1.5 nm，这是缝隙连接执行各种生理功能的结构基础[1]。

哺乳动物的GJ通道由连接蛋白(connexins，Cxs)构成，其由一个十分相近的基因家族所

编码。一般光学显微镜下不能看到GJ通道，1 个GJ由 2 个头一头相接的半通道连接子

(connexons)组成，每个半通道由 6 个Cx分子形成的六聚体围绕一个通道排列而成，贯穿

细胞膜，它和相邻细胞膜的连接子共同形成一个连接通道，中间围成一个水相通道，活

化能导致PKC依赖的缝隙连接电调控多样性[2,3]。亲水通道管径的大小受细胞膜电位、细

胞内酸碱度以及胞液游离钙离子浓度的调节，膜电位下降、PH值变小或胞液游离钙离子

浓度升高均可改变连接蛋白的构象而使管腔变小甚至关闭，在生物学上可能起保护作

用，即当个别细胞受损或死亡时，可关闭与之相邻的细胞间通道，避免受损细胞释放毒

素等物质经通道传递及损害临近细胞[4]。 

GJ通道允许小分子物质自由通过，如Ca2+、环磷酸鸟苷(cGMP)、环磷酸腺苷(cAMP)、
糖、氨基酸和维生素等，但大分子如蛋白质与核酸等不能通过。GJ的主要功能是介导细

胞间电和化学信号的传递，确保不同类型细胞间的耦联，与离子流介导的动作电位的传

导有关，从而维持电活动与机械收缩，保证活动的同步性[5]。缝隙连接除了使细胞牢固

连接外，还通过电耦联和代谢耦联两种方式进行细胞间信息传递。缝隙连接的阻抗小，

单通道记录显示缝隙连接的基本电导为 100 �/cm2，而细胞膜其它部位的阻抗为

500~1000 /cm2，因此，缝隙连接是细胞间电耦联的最有效的方式。 

缝隙连接作为离子通道可长时间开放，具有高开放性、选择性的特点[6]，由异聚体

连接子参与组成的缝隙连接称作异型缝隙连接(heterotyptic gap junction)反之称作同型缝

隙连接(homotyptic gap junction)，异型缝隙连接通道有不同Cx组成，同型缝隙连接通道
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由单一Cx组成，同型通道具有电传导性和电压稳定性的特点[7]。因为半通道连接由相对

保守的胞外环所介导，许多由一种Cx构成的连接子也可由不同的Cx所构成异质连接子，

在心脏及动脉中，不同的Cx共存于GJ斑中[3]。 

采用 1 Hz频率对按头一尾或侧一侧排列的细胞条索进行刺激，正常情况下，纵向传

导速度对GJ系数的变化不甚敏感，而横向传导速度GJ系数的变化很敏感[8]。人的Cx43
通道大部分时间保持开放，开放平均时间为 0.043~5.255 s，平均关闭时间为 0.56-0.95
 s[9]。缝隙连接对第二信使的通透性，使之成为介导信息传导的重要通道，如钙离子

可经缝隙连接在晶状体上皮细胞、软骨细胞、胰岛素分泌细胞、神经细胞中存在[10]。依

赖性勃附因子(E-cadherin)可抑制缝隙连接的功能[11]。 

2 缝隙连接功能的调节 

2.1 缝隙连接蛋白磷酸化 

对大多数连接子来说，缝隙连接蛋白翻译后的磷酸化被认为是调节GJ传导的重要机

制，从而控制连接子、高尔基复合物到细胞质膜的转运，使连接子聚合成选择性通道，

从质膜上转移及降解到连接通道的门控[12]。如Cx43 的C端对形成功能性通道并不是必须

的，但对GJ细胞传导的调节非常重要[13]。 

不同的信号分子共同作用GJ的聚合，常通过磷酸化与脱磷酸化过程。其中磷酸化过

程通过快速和可逆的变化调节这些通道的门控及缝隙连接间信息交流(gap junction 
intercellular communication，GJIC)程度[14]。连接子C一端的磷酸化后能形成具有复杂功

能的孔道。一种缝隙连接的抑制剂，18β-glycyrrhetinic acid(18β-GA)，可引起Cx43 的脱

磷酸化及缝隙连接斑的降解，提示缝隙连接组合体的半衰期由蛋白激酶谱的活性和磷酸

化及许多信号分子调节[15]。 

新近的一些研究对分子水平细胞间的交流提供了一些线索，心肌或其他器官的Cxs
代谢率极高，如成年鼠心Cx43 的半衰期仅约 1.3 h，表明通道蛋白的替换率较高。Cx43
的降解有 2 个不同的胞内蛋白溶解途径:核内体酶/溶酶体酶和蛋白酶途径。心脏Cx为磷

酸蛋白，磷酸化的改变意味着对Cx代谢动力学和不同途径降解的调节。磷酸化也对通道

的组装和通道传导特性起重要的作用[16]。但是不同细胞间的缝隙连接，不同的连接蛋白

组合，在不同的刺激因子作用下，导致连接蛋白具有不同的氨基酸磷酸化，同时不同的

磷酸化水平，对缝隙连接的影响是不同的。如平滑肌细胞、肝细胞中连接蛋白的磷酸化

导致缝隙连接的中断，而心肌细胞中连接蛋白的非磷酸化导致缝隙连接的中断[17]。基础

状况下，GJ中Cx的高含量、组装调节、传导特性和通过特异Cx磷酸化的降解动力学是

调节心脏细胞间交流的基本机理，对病理生理刺激的应答所致的特殊激酶和/或磷酸酶的

激活是GJ重塑的基本机理，也将是急慢性疾病状况下调节耦联的新疗法。部分位点磷酸

化会导致通道关闭，导致脱耦联，Cx降解与更新增强，会减弱细胞间耦联，减慢传导。

因此，对病理生理刺激的应答所致的磷酸酶的激活是GJ重塑的基本机制。 

24 



自发性高血压与正常血压大鼠脑动脉缝隙连接的表达和功能差异 

2.2 PKC 调控通路 

PKC是调控缝隙连接的蛋白激酶，包括一系列信号转导通路。典型的是，与GQ/11
蛋白耦联的膜受体与磷脂酶C/肌醇三磷酸/甘油二酸P/KC通路(α1肾上腺受体，AT1受体或

ETA受体)的耦联。己证实用苯肾上腺素刺激α1肾上腺素所引起的大鼠心室肌细胞缝隙连

接上调是PKC依赖性的[18]。 

用佛波酯激活的PKC能增强缝隙连接的电导率[19]。PKC还能被如TPA佛波酯直接活

化，而不是非活化的佛波酯(α PDD)。TPA处理能导致新生鼠心肌细胞中PKCα和ε的快速

转位。心脏中存有PKC的多种异构体诸如α β ε ζ γ[20]，但不是所有的异构体都能参与缝

隙连接的调节，PKC亚型的差异也导致不同处理下观察到的效应差异。在新生大鼠心肌

细胞，用TPA处理能同时观察到GJ的增加和减少，此外在新生鼠心肌细胞缝隙连接还发

现TPA能增加电导并减少电透性。因此小分子电渗性和电导在多种情况下似乎无相关

性。为证明此，Kwka等[19]使用一个表达系统测定PKC，PKA，PKG在单通道电阻和电

渗的效应:在低表达Cx45 并无法进行细胞间分子转运如LUCIFERYELLOW的SKHEPI细
胞株，其只表达Cx45，染料转移的缺失并不受 8-Br cAMP(PKA激动)，TPA(PAK激动)，
8-Br cGMP(PKG激动)的影响。TPA激活PKC后产生了Cx43-更小的电导同时减少 61 和

69Ps的相对频率。这种复杂的表现可能最终导致现在报道的多样性。在非转染的通过

Cx45 耦联的SKHEP1 细胞，PKC活化诱导一个额外的 16 ps电导状态。 

最近研究发现被纤维生长因子刺激活化的PKCε导致心肌细胞的去耦联，而抗心律

失常多肽引起的PKCα活化能增强缝隙连接耦联[21]。这支持不同PKC亚型活化能导致

PKC依赖的缝隙连接电导调控多样性的假设[22]。因此，佛波酯如TPA能活化多种亚型(对
GJ有相反效应)，所报道的TPA多样效应可能与不同的PKCα/ε活化比率相关。更近期的

研究表明，TPA处理可降低HELA-Cx43 以及同时表达Cx43 和 45 细胞的缝隙连接耦联，

但不改变HELA-Cx45 细胞的缝隙连接耦联，证实细胞能形成由Cx43 和 45 构成的四聚

体通道[23]。但另一项研究表明Cx45 转染的HELA细胞PKc活化能增加缝隙连接耦联[24]。

二者的区别在于后者用的是另一种佛波酯PMA。因此，可以推测可能是不同亚型PKC受
到激活。 

2.3 神经递质和体液因素的调节 

交感神经递质(如异丙肾上腺素)能够增加缝隙连接通道的开放速率，增加其传导，

而迷走神经介质(如乙酸胆碱)能够降低缝隙连接的传导性。这一调节机制还涉及到通道

的开放，β受体兴奋剂提高细胞cAMP而使通道蛋白磷酸化而被激活，相反，乙酰胆碱提

高细胞内cGMP而使β蛋白结合体去磷酸化而关闭。Yan 等[25]发现细胞间传导可由离子

及代谢物调节，并提出Ca2+对细胞间的缝隙连接有调节作用，即在缝隙连接电导的调节

中，Ca2+起着关键性作用，形成了“Ca2+假说”。该假说认为，当细胞内Ca2+浓度升高时，

缝隙连接的电导随之降低，甚至导致脱耦联。通过Ca2+指示剂发光蛋白质的监测，发现

细胞间电脱耦联与细胞内Ca2+增高有关。 
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细胞内Ca2+ 的作用在许多类型的细胞中被证实，包括心肌细胞、大鼠泪腺细胞、造

骨细胞及胰腺β-细胞等。另有研究提示，当紧邻缝隙连接的[Ca2+]，迅速增高时可造成

细胞间的脱耦联，但Ca2+ 在细胞间的弥散有自限性，Ca2+ 的缓冲很快，不会在连接中积

聚过多[26]。 

已有证据表明Ca2+ 能影响通道门控，但激活门控的机制尚不清楚，可能不同的连接

蛋白和不同的细胞类型有不同的机制。 

近年来，发现了越来越多的影响缝隙连接功能状态的因素 [27]。强心剂抑制

Na+/K+-ATP酶，增加钠钙交换，使细胞内钙离子增加，降低缝隙连接的电导。血管紧

张素也能降低其电导。抗心率失常肽可与细胞膜上的蛋白结合，激活PKCα，导致连接

蛋白的磷酸化，增强缝隙连接的功能。 

Turin和Warner[28]发现缝隙连接电导的调节十分重要，进而形成“H+假说”。“H+假

说”强调，当细胞内H+ 浓度升高时，可使缝隙连接的电导降低，也能导致脱耦联，并认

为Ca2+ 对电导的影响是通过H+的作用而产生。目前Ca2+ 和H+对电导的调节机制尚不完全

清楚，但能够肯定，不同组织的各种缝隙连接对Ca2+和H+ 的敏感性不同。酸中毒时增加

缝隙连接电阻，进而减慢动作电位的扩布速率而引起传导延迟或阻滞，碱中毒时相反。

还可看到，组织细胞损伤时可造成胞内PH值下降，可使细胞间的耦联作用降低，进而限

制了损伤在组织中的扩布，从而起到保护作用。 

2.4 血管紧张素Ⅱ 

血管紧张素能降低缝隙连接的电阻。血管紧张素被认为是心梗后心室重塑的一种重

要调节物，Stephen等[29]发现作用新生鼠心室肌细胞 24h可提高主要的心室肌连接蛋白

Cx43 的表达，并导致缝隙连接数目及大小的增加。重塑过程涉及连接蛋白表达和分布

的动态改变，这些改变是室性心律失常的发病基础，临床实验用ACEI治疗降低了梗塞

后碎死或死亡率，支持了这些观点。De Mello和Altieri [30] 发现对成年鼠的心肌细胞注射

1　g/ml AngⅡ可以在 20s内使缝隙连接传导下降 55%。10μmol AngⅡ可以使GJ传导下

降 18%。相反，ACE抑制剂依那普利(l 　g/ml)可在 2 分钟内使GJ传导增加 106%。Ang
Ⅱ的作用不能被β-肾上腺受体拮抗剂普萘洛尔阻断，但对蛋白激酶C抑制剂很敏感，并

且可以完全被血管紧张素受体阻断剂阻断。可能的机理是，Ang作用AT受体(可能是AT1

受体)激活蛋白激酶C，从而降低GJ传导。但也不能完全排除AngⅡ释放去甲肾上腺素作

用于α-肾上腺受体的可能。另一研究中，DeMello[31]提出细胞外肾素一血管紧张素可能

控制细胞间GJ传导，他的研究显示细胞外给予AngⅠ(10μM)可导致耦联降低 76%，可

被ACE抑制剂(依那普利，1μM)阻断，而给予AngⅡ(10μM)时，可导致耦联降低 60%，

并可被ACE受体阻断剂 (1μM)阻断，从这个实验中，DeMello认为细胞外存在肾素一血

管紧张素系统及其受体控制着细胞通讯。但至今为止，这些细胞间受体的自然特征及分

布尚不清楚，因为这些作用起效很快，可以认为这些信号直接对连接子起作用，而不是

改变了连接子的合成。AngⅡ对缝隙连接的慢性作用首先由Dodge等[29]提出，研究显示
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AngⅡ作用于培养的新生大鼠心肌细胞 24h后可提高细胞间耦联。他们用二甲基硅油作

为代谢标记物，发现AngⅡ作用于培养的细胞 6-24h后，Cx43 含量将提高 0.24~0.29 倍，

同时细胞膜内缝隙连接的数目增加，这些作用可被氯沙坦阻断，提示AngⅡ是通过AT1起

作用。Polontehouk等[32]同样发现，AngⅡ作用于新生大鼠心肌细胞 24h后，Cx43 的含量

可增加 50%左右，并可使电耦联提高大约 2 倍。 

在前面的研究中提示，将培养的新生鼠心室肌细胞暴露于cAMP将提高Cx的含量和

缝隙连接的数目和大小，近来研究结果及以前的观察提示至少有 2 大信号转导参与Ang
Ⅱ刺激后引起的细胞内cAMP水平提高， Cx43 的表达增加及缝隙连接的数目和大小的

改变[33]。这些动态变化提示梗塞愈合早期传导通路的重塑是一个涉及提高连接蛋白表达

和分布重排的过程，而非单纯的被动过程。 

总之，缝隙连接几乎存在于哺乳动物所有的组织和细胞中，在细胞生长发育及分化

过程中起重要作用，它的表达具有组织特异性。相邻细胞通过缝隙连接进行信息、和物

质能量的交换，对细胞的新陈代谢、内环境稳定、增殖和分化等生理过程起着重要的调

控作用。缝隙连接不仅受连接蛋白的磷酸化、PKC 通路的调控，还受各种神经介质和体

液因素的调节。  

2.5 GJ 相关疾病 

目前已确认不少疾病和GJ基因突变相关[34-37]。然而这些突变会影响细胞的门控通道

开闭、膜稳定性等功能。细胞迁移在发育中起到了至关重要作用。发育中的中枢神经系

统如果缺乏Cx43 表达则会影响神经元细胞的迁移[38]。Cx43 基因突变相关人类疾病也报

道过，如内脏心房异位综合征和眼齿指发育不良(ODDD)综合征[39,40]。目前关于间隙连

接(Gap junctions, GJs)临床意义的研究主要是有关肿瘤细胞增殖方面的作用[41]，而增殖

恰是恶性肿瘤最具代表性标志之一。肿瘤细胞可以离开自身肿瘤组织跨细胞迁移到别处

产生新的肿瘤[42,43]。鉴于细胞骨架在细胞迁移中发挥了重要作用，表明Cx43 是通过与

多种蛋白质相互作用来调节细胞骨架，无论Cx43 基因敲除还是抑制Cx43，都对细胞形

态、黏附、极性及移动有着广泛的作用。随着研究的进一步深入，Cx43 将在肿瘤细胞

的浸润和转移过程中扮演着越来越重要角色。 

3 展望 

细胞 GJ 通道的通讯功能受多种因素影响，主要与缝隙连接蛋白表达水平有关，相

关研究证实其功能异常可导致产生多种 GJ 相关疾病，如蛛网膜下腔出血(subarachnoid 
hemorrhage, SAH）后的脑血管痉挛(cerebral vascular spasm, CVS）、内脏心房异位综合征、

ODDD、神经系统肿瘤等。有关人类的缝隙连接蛋白仍需要更进一步的研究，包括病理

情况下在细胞运动迁移中缝隙连接蛋白如何发挥作用，有助于进一步揭示这类疾病的发

病机制，并为预防治疗等提供理论依据。 
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