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压力超负荷心力衰竭大鼠心室肌电生理失稳态及缝隙连接蛋白Cx43

的变化 
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【摘  要】 目的 观察压力超负荷所致心力衰竭(HF)大鼠心室肌电生理失稳态和缝隙连接蛋白 Cx43 表达的变化。方

法 采用腹主动脉缩窄法建立压力超负荷大鼠 HF模型, 取左室舒张末压≥15 mmHg的存活大鼠入 HF组, 另设假结扎

对照组。术后 32周两组大鼠以颈总动脉插管法和心脏 B超测定心功能, 并检测电生理指标, 以免疫印迹方法检测心肌

细胞 Cx43 蛋白表达的变化, 通过透射电镜观察心室肌缝隙连接分布的变化。结果 HF 大鼠出现明显电生理失稳态和

心功能不全, 左室舒张末压明显增高而心室有效不应期明显延长, 左室射血分数明显下降, 同时大鼠心室肌中缝隙连

接蛋白 Cx43表达明显下调(0.929±0.095 vs 1.250±0.083, P<0.05)并出现空间重构。结论 压力超负荷所致 HF大鼠心室

肌存在明显缝隙连接重构, 这可能是导致 HF时心肌电生理重构的重要机制。 
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Electrical instability and connexin 43 expression changes in left ventricles of 
pressure overload induced heart failure rats 
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【Abstract】 Objective  To investigate the electrical instability and connexin 43 (Cx43) expression changes in left ventricles of 

heart failure (HF) rats induced by pressure overload. Methods  Surgical abdominal aortic stenosis was used to prepare pressure 

overload induced heart failure model in SD rats. The rats with left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) ≥15 mmHg were 

categorized into HF group. Sham-operated rats served as controls. After 32 weeks, cardiac function of the rats was analyzed with 

carotid artery canalization and ultrosound B examination. The electrophysiological markers were also investigated. The changes in 

cardiac electrical instability and gap junction remodeling in left ventricles of rats were characterized by immunoblotting and 

transmission electron microscopy. Results  HF rats presented obvious cardiac electrical instability and cardiac dysfunction. The 

heart rate, QT-interval, LVEDP and ventricular effective refractory period (VERP) increased significantly, and left ventricular ejection 

fraction decreased significantly in HF group. The expression of Cx43 in left ventricle was decreased significantly (0.929±0.095 vs 

1.250±0.083, P<0.05) in HF group. Transmission electron microscopy revealed gap junction remodelling in HF rats. Conclusion  

Pressure overload induced HF rats present obvious gap junction remodelling in ventricles, which may be related to electrical 

instability in ventricles. 

【Key words】heart failure; myocytes, cardiac; gap junction; connexin 43 

This work was supported by Young Scholars Fund of Hunan Provincial Education Department (08B066) 

 

心力衰竭(heart failure, HF)是各种心脏病发展

的终末阶段, 约50%的患者在泵血功能稳定状态下

突然死亡, 而其原因通常为突发致死性室性心律失

常所致[1]。HF时恶性室性心律失常发生的机制与心

肌电重构密切相关。目前人们已经发现HF过程的心

肌电生理重构不仅包括细胞膜离子通道的变化 ,也

包括细胞间缝隙连接的重构, 甚至在某些情况下后

者显得更为重要。缝隙连接蛋白43(Connexin 43, 
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Cx43)作为心肌细胞间的主要连接蛋白, 其对HF心

肌电生理重构的影响近年来已经引起国内外学者的

广泛重视。本研究通过建立腹主动脉缩窄性CHF大

鼠模型, 观察了压力超负荷所致CHF大鼠电生理失

稳态改变和心室肌Cx43蛋白表达以及缝隙连接空

间重构变化。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

24只雄性SD大鼠, 体质量200～250 g, 由南华

大学实验动物中心提供。兔抗大鼠Cx43多抗、Cy3

荧光标记羊抗兔二抗(博士德公司); 辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 IgG抗体 (Zymed), 化学发光剂

(Amersham 公司); 标准蛋白质分子量标志物(CST 

公司); 厄贝沙坦成药(赛洛菲制药有限公司); 二硫

苏糖醇 (DTT),丙烯酰胺 , 亚甲双丙烯酰胺均购自

Sigma公司; 其他常用生化试剂均为国产分析纯。 

1.2  压力超负荷心力衰竭大鼠模型的制备 

随机将大鼠分为假结扎对照组和HF组。HF组大

鼠用戊巴比妥钠30 mg/kg腹腔注射麻醉, 在无菌条

件下 , 腹正中线作一切口 , 暴露腹腔 , 分离腹主动

脉, 在大鼠肾动脉上方的腹主动脉处, 用4号手术缝

线将一外径为0.7 mm的钢针与腹主动脉一并结扎 , 

然后取出钢针, 造成腹主动脉缩窄。手术动物分层

缝合关闭腹腔, 术后肌注青霉素。对照组大鼠除了

不缩窄腹主动脉外其余步骤完全与上述相同。术后

32周后作心脏B超和血流动力学监测, 取左室舒张

末压(left ventricular end-diastolic pressure, LVEDP)≥ 

15 mmHg的大鼠入HF组。术后32 周时HF组大鼠存

活9只; 对照组大鼠存活11只。存活大鼠由右颈总动

脉插管, 经BL-420E生物信号采集与处理系统(四川

成都泰盟科技电子有限公司) 多导生理记录, 测定

动脉血压和左室舒张末压, 并将动脉压力波形曲线

引入电脑进行实时分析。 

1.3  心电生理参数测定 

大鼠术后32周麻醉后气管切开插管, 机械通气, 

于大鼠四肢置皮下电极, 连接BL-420E生物信号采

集与处理系统多导生理记录, 记录心电图。开胸暴

露心脏, 右心耳留置一根钢丝电极, 参考电极置于

皮下, 供右心房起搏。于左心室前侧壁置一对钢丝

电极记录心外膜下心肌电图 , 测定2组大鼠电生理

指标(心率, QRS时间, QT间期, 校正QT间期)。将各

对电极与生物信号采集处理系统连接, 信号输入电

脑。采用程序刺激仪, 行程序刺激测定心室有效不

应期(ventricular effective refractory period, VERP) 

(S1S2负向扫描法, 8个连续起搏周长S1S1, 120 ms, 刺

激后于舒张晚期发放一期外刺激负向扫描, 每次递

减5ms, VERP为S2不能引起心室除极的最长S1S2)。 

1.4  Western免疫印迹杂交分析 

取大鼠左心室前壁组织标本, 以9%SDS-PAGE

分离细胞膜蛋白, 加入细胞裂解液冰浴20 min后离

心提取总蛋白。制12%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶

溶液 , 取总蛋白样品上样电泳后转硝酸纤维素膜 , 

含5%脱脂奶粉的PBS进行非特异性封闭、洗膜后加

入第一抗体1 100∶ 杂交, 4 ℃过夜, 再用辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔IgG第二抗体1 2000∶ 孵育封闭后,

用化学发光剂进行曝光。凝胶成像系统分析各电泳

条带的灰阶密度值。 

1.5  透射电镜下观察细胞间缝隙连接 

在两组大鼠左室游离壁切取约1mm3组织块, 4 ℃

固定后经磷酸盐缓冲液浸洗, 用1%的四氧化锇后固

定30 min, 冲洗后1%水质醋酸铀染色。依次用不同

浓度乙醇4 ℃下逐级脱水, 100%乙醇/Epon(1 1,V/V)∶

处理后 , 加入含1.5% DMP-30的100%乙醇 /Epon混

合液, 置室温下过夜。加含有2% DMP-30Epon聚合

包埋。0.1%甲苯胺蓝中染色后切片。超薄切片用乙

醇系列脱水 , Epon8.2包埋 , 铅、铀染色 , 用日立

H2600电子显微镜观察拍照。在随机的细胞间连接

摄像中测定闰盘和缝隙连接长度以确定缝隙连接相

对大小和数目以及单位细胞区域的闰盘长度。 

1.6  统计学处理 

所有数据输入计算机, 用SPSS11.0统计软件包

进行t检验和单因素方差分析, 数据以 x ±s表示。 

2  结  果 

2.1  压力超负荷心力衰竭大鼠模型的建立 

HF组共12只大鼠行腹主动脉缩窄术, 术后死亡

3只, 死亡率25%。于32周行血流动力学检测和心脏

B超检查, 取LVEDP≥15 mmHg的动物入HF组。HF

大鼠多发现有明显气促 , 活动迟缓 , 体质量减轻 , 

处死后病理切片显示明显肺淤血和肝淤血。假结扎

对照大鼠因麻醉意外死亡1只。 

2.2  心力衰竭大鼠心功能的变化 

两组大鼠术后 32 周血流动力学检测结果显示, 

HF 组血压和 LVEDP 与对照组比较均有明显升高

(P<0.01), 提示心力衰竭大鼠动物模型成功建立。两
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组心脏B超的结果提示HF组大鼠左室射血分数和短

轴缩短率与对照组相比明显减少(P<0.01), 而左室舒

张末内径与对照组相比明显增加(P<0.01; 表 1)。 
 

 表 1  两组大鼠血流动力学和心脏超声心功能参数比较 ( x ±s) 

组别 n 
动脉血压 
(mmHg) 

LVEF(%) 
LVEDd
(mm) 

LVEDP
(mmHg)

对照组 11 96±15/68±11 83±6 5.1±0.7 10±5 

HF组 9  130±20/108±13** 47±10* 5.8±0.5* 37±7**

注: LVEF: 左室射血分数; LVEDd: 左室舒张末内径; LVEDP: 

左室舒张末压。与对照组比较, *P<0.05, **P<0.01 
 

2.3  心力衰竭大鼠电生理参数的变化 

两组大鼠术后 32周经心脏电生理检测可见: HF

组大鼠校正 QT 间期和左心室前壁 VERP 均明显延

长 , 与对照组相比存在统计学意义的差异(P<0.05; 

表 2)。同时 HF 组和对照组比较心率明显增快(P< 

0.05)。 

2.4  Western免疫印迹检测 Cx43蛋白的表达 

CHF组较对照组Cx43蛋白的表达明显下调(图 1), 

经 β 肌动蛋白(β-actin)表达量校正后的 Cx43 蛋白的表

达量在对照组和 CHF组分别是 1.250±0.083 和 0.929± 

0.095。与对照组相比, CHF组左心室心肌组织 Cx43蛋

白的表达减少 25.7%, 两组差异有统计学意义 (P< 

0.05)。 

 
 表 2  两组大鼠心电生理参数测定结果的变化 ( x s) 

组别 n 心率(次/min) 校正QT间期(s) QRS时间(ms) VERP(ms) 

对照组 11 297±63 0.13±0.05 26±5 45±8 

HF组 9 416±17** 0.22±0.03** 22±4 58±14* 

注: VERP: 心室有效不应期。与对照组比较, *P<0.05, **P<0.01 

 

2.5  电镜标本观察 

术后 32 周对照组和 CHF 组大鼠心肌细胞标本

透射电镜结果显示, 与假结扎对照组相比, HF 组的

大鼠心肌细胞缝隙连接长度明显减少(P<0.01; 图 2), 

HF 组大鼠的心室肌的细胞间正常闰盘和缝隙连接

结构明显受损, 心肌细胞排列显得较为紊乱, 同时

细胞间端-端连接, 即闰盘处的缝隙连接明显减少, 

而细胞侧壁的缝隙连接相对增多, 但分布零乱, 结

构也显得较为松散, 侧边缝隙连接斑很多已脱离细

胞膜而内陷于细胞膜的胞浆中(图 3A, 3B)。而对照

组的心肌细胞间闰盘结构处的缝隙连接较多, 侧壁

的缝隙连接结构更为紧密和规则, 侧边缝隙连接斑

很脱离细胞膜的现象相对少见(图 3C)。 

 
 

图 1  Western 免疫印迹法检测对照组和 HF 组心肌组织 Cx43 蛋白

的表达 
 

 
 

图2  单位面积中闰盘缝隙连接长度的变化 

与对照组比较, *P<0.05 
 

 

 
 

图3  透射电镜下心室肌细胞间的缝隙连接 
A: HF组心肌细胞间的缝隙连接 (TEM×8900); B: HF组心肌细胞侧壁的缝隙连接 (TEM×11500); C: 对照组心肌细胞间的缝隙连接 

(TEM×8900) 
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3  讨  论 

HF是各种心脏疾病发展到终末阶段而出现的

死亡率很高的综合征, 而其中约一半以上的患者最

后死于恶性室性心律失常。缝隙连接作为心肌细胞

间的电耦联和化学耦联, 与心律失常及心力衰竭时

的电生理重构密切相关[1, 3]。Cx43作为心室肌细胞的

主要连接蛋白, 在心力衰竭心肌重构过程中可以发

生明显的缝隙连接重构, 并对心肌电生理重构有着

明显的影响。Cx43的下调不仅可明显影响心室肌心

肌细胞的传导性, 由于在Cx43表达较低的区域跨壁

APD离散度更大, 故Cx43表达分布的不一致性还可

以导致心室壁不同部位的传导时间和复极时间离散

性明显增加, 并与恶性室性心律失常和心源性猝死

发生密切相关[1]。为进一步探讨心力衰竭时心室肌

的缝隙连接重构, 本研究建立了腹主动脉缩窄的压

力负荷HF大鼠模型。这种心力衰竭模型与临床上的

压力负荷下充血性HF的病理生理变化过程十分相

似, 并可以0更多地排除缺血、坏死和心肌损伤等因 

素对心肌缝隙连接重构的影响, 是一种较为理想的

研究缝隙连接重构的HF动物模型。在本实验中发现, 

HF过程中心室肌存在明显的缝隙连接重构, Cx43的

表达明显下调, 与假结扎对照组比较, HF组Cx43蛋

白的表达减少25.7%。这一结果与其他学者在不同的

动物模型以及临床观察中得出的结论相似[2]。引起

Cx43减少的机制目前还不清楚, 但我们在体外实验

中发现心肌细胞在血管紧张素Ⅱ刺激72h后可导致

Cx43下调 [3,4], 提示HF时肾素-血管紧张素-醛固酮

(RAAS)系统的激活可能参与了心力衰竭时缝隙连

接重构的过程, 而交感神经系统的激活也可能参与

重构机制[5]。本研究发现心力衰竭大鼠不仅动脉血

压、心率和LVEDP明显增加, 同时还存在明显的心

肌电生理重构, 校正QT间期和VERP明显延长, 而通

过多因素相关分析发现, VERP的延长与左室舒张末

压LVEDP的增加呈正相关(结果未显示)。而心力衰

竭大鼠出现的电生理失稳态可能与心力衰竭时的心

室肌的缝隙连接重构有关。 

有学者认为, 与缝隙连接蛋白的数量下调相比, 

缝隙连接的空间重构对心肌电重构可能有着更大的

作用[6]。缝隙连接空间蛋白分布的零乱和异常, 可导

致心肌传导的各向异性, 而不均匀性各向异性传导

正是折返性心律失常发生的重要机制之一。我们在

电镜下也看到 HF 组心肌细胞侧壁的缝隙连接增多

但分布零乱, 结构也显得较为松散离乱, 侧边缝隙

连接斑很多已脱离细胞膜而内陷在靠近细胞膜的胞

浆中。这一结果与 Emdad 等[7]心肌肥大动物模型上

观察到的缝隙连接侧边化的空间重构相似, 他们发

现心肌肥大时缝隙连接分布和排列混乱可被血管紧

张素Ⅱ受体拮抗剂洛沙坦阻断。目前尚不十分清楚

缝隙连接侧边化对传导特性究竟有何影响。但最近

有一项研究显示, 在心肌梗死边界区的大鼠心室肌

细胞,许多侧边 GJ 斑位于肌膜内陷后的胞内,不参

与细胞间的交流[6]。在右室肥厚心肌中也观察到一

个相似的结果 [9], 故这一结果提示这种侧边化的缝

隙连接很有可能并不能实现连接通讯的功能。因此

缝隙连接的空间重构可能也参与心力衰竭时电生理

失稳态的机制。 
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