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Ｃｘ３７和Ｃｘ４０在自发性高血压大鼠不同动脉间的表达差异
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　　摘　要：目的　观察自发性高血压和正常血压大鼠肠系膜动脉和主动脉上连接蛋白（Ｃｘ）表达的变化。方法　应用ＲＴＰＣＲ

和 Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术比较自发性高血压大鼠（ＳＨＲ组）和正常血压大鼠（对照组）肠系膜动脉和主动脉上Ｃｘ３７和Ｃｘ４０的ｍＲＮＡ

和蛋白表达水平。结果　ＳＨＲ组肠系膜动脉Ｃｘ３７ｍＲＮＡ的表达降低（犘＜０．０５），主动脉降低更为显著（犘＜０．０１）；肠系膜动脉

Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的表达显著降低（犘＜０．０１），而主动脉则没有变化（犘＞０．０５）。ＳＨＲ组肠系膜动脉Ｃｘ３７蛋白的表达降低（犘＜

０．０５），主动脉降低更为显著（犘＜０．０１）；肠系膜动脉Ｃｘ４０蛋白的表达降低（犘＜０．０５），而主动脉则没有变化（犘＞０．０５）。结论　

高血压可能通过降低血管细胞上Ｃｘ３７和（或）Ｃｘ４０的表达造成细胞间缝隙连接通讯异常。
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　　高血压作为全球人类最常见的慢性病，是心、脑血管疾病

导致死亡的主要危险因素。外周血管压力增高是高血压的直

接发病的重要环节，而心、脑血管疾病发病的关键部位是血

管［１２］。冠心病的根本原因在于冠状动脉的病变，心脏只是血

管病变的“旁证者”和“受害者”，脑卒中本身是脑血管的病变，

继而引起神经系统的损伤。心脑血管疾病发病的关键是血管

紧张度的增加，而血管紧张度与通过细胞间缝隙连接为途径进

行的电、化学信息交流的异常改变密切相关［３］。缝隙连接通道

存在于相邻的两个细胞间，连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，Ｃｘ）是构成缝

隙连接通道的基本单位。目前研究发现，高血压的发生、发展

与连接蛋白的异常改变密切相关。例如，特异性敲除小鼠内皮

细胞Ｃｘ４０基因后伴随着高血压和心肌肥厚
［４］。Ｃｘ４０基因多

态性是高血压的危险因素［５］。本研究在前期基础上观察了自

发性高血压和正常血压大鼠肠系膜动脉和主动脉上Ｃｘ３７和

Ｃｘ４０表达的差异，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　实验选用２０周龄的雄性正常血压 Ｗｉｓｔａｒ

大鼠１０只为对照组，２０周龄的雄性自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎ

ｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲ）１０只为ＳＨＲ组，大鼠体质

量均２００～３００ｇ，分别购自新疆医科大学实验动物中心和北京

维通利华有限责任公司。

１．１．２　主要试剂和仪器　Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），

ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ? ＲＴ试

剂盒 （日本Ｔａｋａｒａ公司），ＥＣＬ检测试剂盒（美国ＧＥＨｅａｌｔｈ

ｃａｒｅ公司），一抗和二抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＮａｎｏＤｒｏｐ
ＴＭ

１０００分光光度计（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＢＰ６无创血

压监测仪（四川成都泰盟公司）。

１．２　方法

１．２．１　大鼠无创血压测定　对照组及ＳＨＲ组于４０℃预热

４ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期

 基金项目：国家重点基础研究发展计划（９７３计划）（２０１２ＣＢ５２６６００１１）；国家自然科学基金资助项目（３１２６０２４７）；兵团医药专项基金资助

项目（２０１２ＢＡ０２１）；石河子大学杰出青年科技人才培育计划项目（２０１２ＺＲＫＸＪＱ０１）。　作者简介：潘立君（１９８０－），主治医师，硕士，主要从事高血

压、内分泌方向研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０９９３）２０５７１３７；Ｅｍａｉｌ：ｍａｋｅｔａｏ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。



１５ｍｉｎ，大鼠清醒安静状态下用ＢＰ６无创血压监测仪测量尾

动脉血压。

１．２．２　定量ＲＴＰＣＲ检测　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取动脉总ＲＮＡ，

经Ｎａｎｏｄｒｏｐ检测ＲＮＡ浓度和纯度。取２００ｎｇ总ＲＮＡ按照

操作说明，将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ后，同时扩增目的基因和

内参βａｃｔｉｎ。在 ＧｅｎＢａｎｋ上获取大鼠 Ｃｘ３７和 Ｃｘ４０ｍＲＮＡ

序列。Ｃｘ３７上游引物：５′ＧＣＡ ＧＴＧＣＣＴＣＡＧ ＡＣＣＣＴＴ

ＡＣ３′，下游引物：５′ＧＧＡＴＧＡＧＡＧＣＣＣＡＴＴＧＴＡＧＧ３′，

引物序列长度为２０ｂｐ；Ｃｘ４０上游引物：５′ＣＣＡＣＡＡＧＣＡ

ＣＴＣＴＡＣＧＧＴＣＡ３′，下游引物：５′ＧＣＡ ＡＣＣＡＧＧＣＴＧ

ＡＡＴＧＧＴＡＴ３′，引物序列长度为２０ｂｐ。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将动脉放入预冷的ＲＩＰＡ缓冲液

中，用电动匀浆器冰上充分匀浆，离心取上清液后采用ＢＣＡ法

测定蛋白浓度。梯度胶（４％～１２％）恒压电泳分离，至溴酚蓝

指示剂显示蛋白充分分离后，将蛋白电转移至硝酸纤维膜，置

于含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ中室温封闭１ｈ，一抗（１∶１０００）４

℃过夜，二抗（１∶５０００）中室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次后与

ＥＣＬ反应１ｍｉｎ，置于Ｘ线胶片暗盒中曝光、显影。测定蛋白

条带的光密度并进行定量分析［６］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　对照组和ＳＨＲ组尾动脉血压　对照组的收缩压为

（１２１．５±６．９）ｍｍ Ｈｇ，ＳＨＲ组的收缩压为（２０７．３±１０．５）

ｍｍＨｇ，两组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　Ａ：肠系膜动脉；Ｂ：主动脉。：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与对照组比

较。

图１　　ＳＨＲ组和对照组肠系膜动脉和主动脉

Ｃｘ３７ｍＲＮＡ的表达

　　Ａ：肠系膜动脉；Ｂ：主动脉。：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　ＳＨＲ组和对照组肠系膜动脉和主动脉

Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的表达

２．２　对照组和ＳＨＲ组肠系膜动脉和主动脉 Ｃｘ３７和 Ｃｘ４０

ｍＲＮＡ的表达　定量ＲＴＰＣＲ法检测对照组和ＳＨＲ组肠系

膜动脉和主动脉Ｃｘ３７和Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的表达。与对照组相

比，ＳＨＲ组肠系膜动脉Ｃｘ３７ｍＲＮＡ的表达降低 （犘＜０．０５），

主动脉降低更为显著（犘＜０．０１），见图１；肠系膜动脉Ｃｘ４０

ｍＲＮＡ的表达显著降低（犘＜０．０１），而主动脉则没有变化

（犘＞０．０５），见图２。

２．３　对照组和ＳＨＲ组肠系膜动脉和主动脉连接蛋白蛋白水

平的比较　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测对照组和ＳＨＲ组肠系膜动脉

和主动脉Ｃｘ３７和Ｃｘ４０的蛋白表达，光密度测定及统计学分

析显示：与对照组相比，ＳＨＲ组肠系膜动脉Ｃｘ３７蛋白的表达

降低 （犘＜０．０５），主动脉降低更为显著（犘＜０．０１），见图３；肠

系膜动脉Ｃｘ４０蛋白的表达降低（犘＜０．０５），而主动脉则没有

变化（犘＞０．０５），见图４。

　　Ａ：肠系膜动脉；Ｂ：主动脉。：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与对照组比

较。

图３　　ＳＨＲ组和对照组肠系膜动脉和主动脉

Ｃｘ３７蛋白的表达

　　Ａ：肠系膜动脉；Ｂ：主动脉。：犘＜０．０１，与对照组比较。

图４　　ＳＨＲ组和对照组肠系膜动脉和主动脉

Ｃｘ４０蛋白的表达

３　讨　　论

相邻细胞间通过缝隙连接进行着物质、能量和信息的交

换，对细胞的增殖、分化、内环境稳定和新陈代谢等生理过程起

着重要的调控作用，在血管调节中尤为突出［７８］。例如，血管同

步舒缩在正常血管功能的调节中发挥至关重要的作用。通过

细胞与细胞之间连接形成的缝隙连接通道是血管同步舒缩的

重要结构基础。血管发挥正常的功能需要血管壁细胞之间活

动的同步性，因此血管的正常功能活动有赖于管壁细胞之间通

讯系统的完整。此外，多种疾病的发生、发展和转归过程中缝

隙连接都发挥着重要作用。癫痫形成的重要因素之一就是缝

隙连接促使相邻细胞形成同步化活动造成异常放电［９］。由于

缝隙连接的表达或功能的降低可能使某些细胞脱离了与正常
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细胞的胞间联系及正常的调控，最终发展成为无序生长的恶性

肿瘤［１０］。本研究发现ＳＨＲ组肠系膜动脉上Ｃｘ３７和Ｃｘ４０的

表达降低，而主动脉上只有Ｃｘ３７的表达降低，Ｃｘ４０的表达没

有明显变化。

大量有关ＳＨＲ或诱导大鼠高血压病模型的研究报道发

现，连接蛋白的表达会在疾病状态下发生改变。遗憾的是，研

究的实验条件差异较大，导致结论不甚一致。例如，前期研究

发现应用ＮＯ合酶抑制剂所致的高血压模型动物的主动脉上

Ｃｘ４０的表达没有变化，而 Ｃｘ３７的表达则相对于对照组减

少［１１］，与本实验的研究结果相一致。但是在两肾一夹所致的

肾性高血压模型动物血管上Ｃｘ４０的表达却是增加的。此外，

在ＳＨＲ上连接蛋白的变化相对于其他原因所致的高血压更

加复杂，有研究发现Ｃｘ４０和Ｃｘ３７在血管平滑肌细胞和内皮

细胞表达都减少［１２１３］，与本实验的研究结果相一致。但也有

报道称在ＳＨＲ肾入球动脉和肠系膜动脉上Ｃｘ３７的表达既有

增多亦有减少，但Ｃｘ４０的表达没有变化
［１４１５］。上述连接蛋白

在高血压中的表达差异可能与动物模型、检测方法及部位的不

同相关。本实验选择了不同部位的动脉进行比较研究，也发现

Ｃｘ４０在肠系膜动脉和主动脉在高血压时的表达改变是不

同的。

综上所述，本实验结果提示高血压通过降低血管细胞上

Ｃｘ３７和（或）Ｃｘ４０的表达造成细胞间缝隙连接通讯异常，引起

血管功能紊乱，加重了高血压造成的损害。因此，血管细胞间

的缝隙连接的异常改变可能在高血压的发生、发展中发挥了重

要的作用。
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