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[摘要] 目的 探讨缝隙连接蛋白43(Cx43)在胆总管结扎(CBDL)引起的大鼠心肌损伤中的作用及其分子

机制。方法 将18只SD大鼠随机分为假手术组、CBDL组及Cx43抑制剂组,每组6只。假手术组大鼠行胆总管

游离术,CBDL组大鼠游离、结扎并切断胆总管,Cx43抑制剂组大鼠术前24h通过尾静脉单次注射25mg/kg的

Gap26后,游离、结扎并切断胆总管。三组大鼠饲养至术后第14天时采用心脏超声检查评估心脏射血分数(EF)、

缩短分数(FS)和心率(HR);随后测定三组大鼠血清总胆红素(TBil)、苯丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨

基转移酶(AST)、乳酸脱氢酶(LDH)、肌酸激酶-MB(CK-MB)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-PX)活性及丙二醛(MDA)水平;取三组大鼠心脏组织行 HE染色和 Masson染色;采用免疫印迹实验检测心

脏组织中Cx43、Wnt3α、β-catenin蛋白的水平。结果 心脏超声检查结果显示,CBDL组、Cx43抑制剂组大鼠心脏

EF、FS、HR均显著低于假手术组(F=22.95~43.55,t=5.10~9.32,P<0.05)。血生化及氧化应激指标检测结果

显示,与假手术组相比,CBDL组、Cx43抑制剂组大鼠血清中TBil、AST、ALT、LDH、CK-MB、MDA、GSH-PX水平

显著升高,SOD的水平显著降低(F=19.29~100.60,t=3.67~13.72,P<0.05)。HE染色及 Masson染色结果显

示,CBDL组和Cx43抑制剂组大鼠发生心肌损伤及心肌间质纤维化。免疫印迹实验结果显示,与假手术组相比,

CBDL组和Cx43抑制剂组大鼠心脏组织中Cx43水平显著下降,Wnt3α、β-catenin水平显著升高(F=28.50~
70.07,t=4.32~11.79,P<0.05);与CBDL组相比,Cx43抑制剂组大鼠心脏组织中Cx43水平显著下降,Wnt3α、β-
catenin水平显著升高(t=4.95~5.20,P<0.05)。结论 CBDL大鼠心脏组织中Cx43下调可负向调控激活 Wnt
3α/β-catenin通路,导致大鼠心肌组织损伤加剧及心脏功能下降。
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Thenegativeregulatoryeffectofconnexin43onmyocardialinjuryinratswithcommonbileduct
ligationanditsmechanism WANGXiaoyu,LYULin,YANGHan,ZHULin,DONGShengnan,DONG He (De-

partmentofAnesthesiology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266075,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheroleandmolecularmechanismofconnexin43(Cx43)inratswithmyocardial

injuryinducedbycommonbileductligation(CBDL). Methods Atotalof18Sprague-Dawleyratswererandomlydividedinto

sham-operationgroup,CBDLgroup,andCx43inhibitorgroup,with6ratsineachgroup.Theratsinthesham-operationgroup

weregivenisolationofthecommonbileduct,thoseintheCBDLgroupweregivenisolation,ligation,andcuttingofthecommon

bileduct,andthoseintheCx43inhibitorgroupweregivenasingleinjectionof25mg/kgGap26viathecaudalveinat24hbefore

surgery,followedbytheisolation,ligation,andcuttingofthecommonbileduct.Theratsinallthreegroupswererearedtoday14

aftersurgery,andechocardiographywasusedtoevaluateejectionfraction(EF),fractionalshortening(FS),andheartrate(HR);

thethreegroupsweremeasuredintermsofserumtotalbilirubin(TBil),alanineaminotransferase(ALT),aspartateaminotrans-

ferase(AST),lactatedehydrogenase(LDH),creatinekinase-MB(CK-MB),superoxidedismutase(SOD),glutathioneperoxi-

dase(GSH-PX)activity,andmalondialdehyde(MDA);HEstainingandMassonstainingwereperformedforhearttissuessamples

collectedfromthethreegroups;WesternblottingwasusedtomeasurethelevelsofCx43,Wnt3α,andβ-catenininhearttissue.

Results EchocardiographyshowedthattheCBDLgroupandtheCx43inhibitorgrouphadsignificantlylowercardiacEF,FS,and

HRthanthesham-operationgroup(F=22.95-43.55,t=5.10-9.32,P<0.05).Measurementofbloodbiochemicalparameters

andoxidativestressindicatorsshowedthatcomparedwiththesham-operationgroup,theCBDLgroupandtheCx43inhibitorgroup

hadsignificantincreasesinserumTBil,AST,ALT,LDH,CK-MB,MDA,andGSH-PXandasignificantreductioninSOD(F=

19.29-100.60,t=3.67-13.72,P<0.05).HEstainingandMassonstainingshowedmyocardialinjuryandmyocardialinterstitial

fibrosisintheCBDLgroupandtheCx43inhibitorgroup.Westernblottingshowedthatcomparedwiththesham-operationgroup,

theCBDLgroupandtheCx43inhibitorgrouphadasignificantreductioninthelevelofCx43andsignificantincreasesinthelevels

ofWnt3αandβ-catenininhearttissue(F=28.50-70.07,t=4.32-

11.79,P <0.05);compared withtheCBDLgroup,theCx43

inhibitorgrouphadasignificantreductioninCx43andsignificantin-
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creasesinWnt3αandβ-catenininhearttissue(t=4.95-5.20,P<0.05). Conclusion DownregulationofCx43inthehearttis-

sueofratswithCBDLcannegativelyregulateactivationoftheWnt3α/β-cateninpathway,therebyleadingtotheaggravationof

myocardialinjuryandthereductionincardiacfunction.
[KEYWORDS] Heartinjuries;Biliarytractdiseases;Commonbileduct;Ligation;Fibrosis;Connexin43;Wntsignaling

pathway;Betacatenin

  因肝外胆道梗阻而出现黄疸的患者通常伴发多

器官功能障碍[1],且常伴有血流动力学不稳定[2]。

GREEN[3]报道了高胆汁酸血症患者左心室功能受

损,并提出“黄疸型心脏”。黄疸型心脏表现为心肌

收缩功能受抑制[4],但目前黄疸引起的心脏损伤机

制尚不清楚。缝隙连接蛋白43(Cx43)参与心肌损

伤的病理生理过程[5],心肌损伤会引起心肌细胞膜

上Cx43发生重构及表达量下降,导致心律失常[6]。
研究发现Cx43蛋白及 Wnt3α/β-catenin信号转导

通路在心肌纤维化发展过程当中发挥重要作用,两
者间存在串扰功能[7-8]。以往研究发现,Wnt3α/β-
catenin信号转导通路在心肌组织Cx43水平调节中

发挥重要作用[9],但也有研究显示Cx43作为上游

调控因子,负向调节 Wnt3α/β-catenin通路的通道

非依赖性作用[8]。尽管已有研究证明 Cx43影响

Wnt3α/β-catenin信号转导通路,但在胆总管结扎

(CBDL)大鼠心脏损伤过程中其具体作用机制尚未

明确。本研究通过建立CBDL大鼠模型,探究Cx43
调控 Wnt3α/β-catenin信号转导通路引起大鼠心脏

损伤的作用及其机制,以便为临床治疗黄疸型心脏

损伤提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

在标准实验条件下饲养健康雄性成年SD大鼠

18只,体质量约(200±20)g,将大鼠随机分为假手

术组、CBDL组和Cx43抑制剂组,每组6只,均饲养

14d。使用异氟烷麻醉三组大鼠,假手术组大鼠经

上腹正中切口开腹,游离显露胆总管后不进行胆总

管结扎,逐层关腹;CBDL组大鼠开腹后游离暴露胆

总管,用4-0号线双重结扎胆总管,结扎中间处切断

胆总管后逐层关腹;Cx43抑制剂组大鼠术前24h
通过尾静脉单次注射25mg/kg的Gap26,游离、结
扎并切断胆总管步骤同CBDL组。术后三组大鼠

均饲养14d。

1.2 超声心动图检测三组大鼠心功能指标

术后饲养至第14天时,使用异氟烷麻醉三组大

鼠,用小动物超声成像系统(VINNO6LAB)对大

鼠行经胸超声心动图检查,通过胸骨旁短轴和长轴

视图获得二维及 M型超声心动图图像,测量大鼠心

脏缩短分数(FS)、射血分数(EF)和心率(HR)。

1.3 三组大鼠血清生化指标及氧化应激指标检测

心脏超声检查后按照常规方式颈椎脱臼处死三

组大鼠,取下腔静脉血约5mL,以3000r/min离心

10min分离血清,使用全自动动物生化分析仪(BS-
240VET)测定大鼠血清当中总胆红素(TBil)、苯丙

氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)、乳酸脱氢酶(LDH)及肌酸激酶-MB(CK-
MB)水平;使用超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒、谷
胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)及丙二醛(MDA)试
剂盒(南京建成生物工程研究所)分别测定大鼠血清

中SOD、GSH-PX及 MDA水平。

1.4 三组大鼠心肌组织HE及 Masson染色

将三组大鼠下腔静脉取血后,迅速打开胸腔摘

取心脏。使用PBS冲洗后,取部分心肌组织固定于

4%多聚甲醛中,石蜡包埋后切片,进行HE和 Mas-
son染色,观察心肌组织病理变化。剩余心脏组织

保存于-80℃冰箱中备用。

1.5 免疫印迹法检测三组大鼠心肌组织中Cx43、

Wnt3α、β-catenin蛋白水平

称取三组大鼠心肌组织各30mg,分别使用

300μLRIPA裂解液冰上裂解30min,利用超声波

仪将组织完全溶解至超细胞裂解产物,静置10min
后,以12000r/min离心10min,取上清液,采用

BCA法进行蛋白含量的测定。取30μg蛋白样品

用10% SDS-PAGE电泳后,移至PVDF膜上,用

5%的脱脂奶粉在室温下封闭1h,将膜分别与一抗

Cx43(1∶1000)、Wnt3α(1∶1000)、β-catenin(1∶
2000)和GAPDH(1∶5000)抗体在4℃下孵育过

夜,随后再与二级 HRP偶联抗体(1∶10000)在室

温下孵育1h。以GAPDH作为内参,使用ECL化

学发光试剂盒显影蛋白条带,并用ImageJ软件分

析条带的灰度值,目的蛋白相对表达量为目的蛋白

灰度值与内参灰度值之比。

1.6 统计学分析

采用GraphPadPrism8软件对本研究数据进行

统计学分析。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
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采用Bonferroni法。以P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结  果

2.1 三组大鼠心脏功能指标比较

三组大鼠心脏EF、FS、HR比较差异有显著性

(F=22.95~43.55,P<0.05);其中与假手术组相

比,CBDL组、Cx43抑制剂组大鼠心脏EF、FS、HR
均显著下降(t=5.10~9.32,P<0.05);与CBDL组

相比,Cx43抑制剂组大鼠心脏 HR显著下降(t=
4.22,P<0.05)。见表1。

表1 三组大鼠心功能相关指标比较(n=6,􀭵x±s)

组别 EF(χ/%) FS(χ/%) HR(f/min-1)

假手术组 83.49±5.53 47.67±6.30 437.00±30.72
CBDL组 69.46±4.60 34.19±3.52 364.40±23.39
Cx43抑制剂组 62.02±2.81 31.90±2.22 304.40± 5.23

2.2 三组大鼠血清生化指标及氧化应激指标比较

三组大鼠血清中 TBil、AST、ALT、LDH、CK-
MB、MDA、GSH-PX、SOD水平比较差异均有显著

性(F=19.29~100.60,P<0.05);其中与假手术组

相比,CBDL、Cx43抑制剂组大鼠血清 TBil、AST、

ALT、LDH、CK-MB、MDA、GSH-PX水平均显著

升高,血清SOD的水平显著降低(t=3.67~13.72,

P<0.05);与CBDL组相比,Cx43抑制剂组大鼠血

清TBil、ALT、LDH、CK-MB、MDA、GSH-PX水平

均显著升高,血清SOD水平显著降低(t=3.76~
6.24,P<0.05)。见表2。

2.3 三组大鼠心肌组织HE染色和Msaaon染色结

果比较

HE及Msaaon染色结果显示,假手术组大鼠心

肌结构有序,肌纤维结构清晰,无异常;CBDL组大

鼠心肌纤维结构模糊,出现部分萎缩,细胞间隙增

大,心肌细胞肿胀,间质小血管轻度扩张并少量充

血,少量炎症细胞浸润,肌纤维排列混乱,部分纤维

断裂及胶原纤维增加;Cx43抑制剂组大鼠心肌组织

萎缩较重,细胞间隙增大更明显,细胞肿胀加重,间
质血管扩张及充血更明显,炎症细胞浸润增多,且心

肌纤维化面积范围更广。见图1。

表2 三组大鼠血清生化指标及氧化应激指标比较(n=6,􀭵x±s)

组别 TBil(c/
μmol·L-1)

AST(z/
U·L-1)

ALT(z/
U·L-1)

LDH(z/
U·L-1)

CK-MB(z/
U·L-1)

GSH-PX(z/
kU·L-1)

SOD(z/
kU·L-1)

MDA(c/
μmol·L-1)

假手术组 30.00± 0.00 65.85± 5.15 41.70± 6.47 344.60± 19.45 44.10± 2.35 173.30± 2.54 183.70± 0.92 3.26± 1.18

CBDL组 120.70±16.93408.80± 5.25125.50±23.04 743.50± 28.39 481.90± 79.83 339.80± 29.97 92.79± 9.9222.32± 2.52

Cx43抑制
剂组

63.60± 9.50398.50±61.00 70.67±16.481268.00±210.901116.00±211.70 547.90±104.50 58.54±16.5838.27±10.29

图1 三组大鼠心肌组织HE染色及 Masson染色结果(400倍)

2.4 三组大鼠心肌组织中Cx43、Wnt3α、β-catenin
蛋白表达水平比较

免疫印迹法结果显示,三组大鼠心肌组织中

Cx43、Wnt3α、β-catenin蛋白表达水平差异均有显

著性(F=28.50~70.07,P<0.05);其中与假手术组

相比,CBDL、Cx43抑制剂组大鼠心肌组织中 Wnt
3α和β-catenin水平显著升高,Cx43水平显著下降

(t=4.32~11.79,P<0.05);与CBDL组相比,Cx43
抑制剂组大鼠心肌组织中Cx43进一步下降,Wnt
3α、β-catenin则进一步升高(t=4.95~5.20,P<
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0.05)。见图2、表3。

图2 三组大鼠心肌组织中Cx43、Wnt3α、β-catenin蛋白免疫印

迹结果

表3 三组大鼠心肌组织中Cx43、Wnt3α、β-catenin蛋

白表达水平比较(n=6,􀭵x±s)

组别 Cx43 Wnt3α β-catenin

假手术组 0.82±0.11 0.56±0.08 0.30±0.06
CBDL组 0.50±0.07 0.88±0.10 0.66±0.07
Cx43抑制剂组 0.16±0.05 1.11±0.09 0.93±0.07

3 讨  论

相关研究结果表明CBDL会导致心肌损伤[3]。

1986年GREEN等[3]通过结扎狗的胆总管,发现狗

的左心室功能受损,提出“黄疸型心脏”的概念。近

年来研究显示黄疸与心脏功能受损直接相关[2-4]。
有研究表明,Cx43蛋白及 Wnt3α/β-catenin信号转

导通路在心肌纤维化的发展中起重要作用[7-8],但上

述蛋白及通路在黄疸型心脏的病理机制中研究较

少。本研究通过建立CBDL大鼠模型,探究心肌组

织Cx43表达水平变化在大鼠心脏损伤中的作用及

其机制。
既往研究表明,心肌组织中Cx43蛋白表达水

平上升可改善心肌纤维化[7]。其机制可能为,心肌

组织中Cx43水平上升可使卷曲相关蛋白(Sfrp2)表
达增加[10-11],而Sfrp2与 Wnt蛋白配体能够竞争结

合,从而阻止 Wnt相关信号转导通路的激活,导致

心肌细胞产生抗凋亡作用,从而减少心脏纤维化的

发生[12-13]。Wnt3α/β-catenin信号转导通路与心肌

细胞中的Cx43在表达和功能上存在着相互关系,

Cx43被认为是 Wnt3α和β-catenin蛋白转录的靶

点,Cx43可与β-catenin发生螯合作用,导致β-cate-
nin的降解,从而抑制Wnt3α/β-catenin信号通路的

作用[14-15]。为探讨Cx43对 Wnt3α/β-catenin信号

转导通路的影响在黄疸型心脏心肌损伤中的作用机

制,本研究设置了Cx43抑制剂组对Cx43蛋白的表

达进行干预。
血清碱性磷酸酶(AST、ALT)和肝脏代谢指标

(TBil)是临床梗阻性胆汁淤积的典型标志物,可用

于评估肝细胞损伤情况[16]。CK-MB是诊断心肌组

织损伤灵敏度较高的心肌酶指标之一[17]。LDH主

要来自心肌组织,其诊断心肌组织损伤的特异度较

高[18]。本研究中CBDL及Cx43抑制剂组大鼠血清

中TBil、AST、ALT水平均显著高于假手术组,而
假手术组、CBDL组、Cx43抑制剂组大鼠血清中心

肌酶指标LDH、CK-MB以及氧化应激指标 MDA、

GSH-PX水平依次上升,SOD水平依次下降,表明

CBDL大鼠出现肝细胞损伤所致的肝功能障碍,其
原因为大鼠胆总管结扎后胆管阻塞,导致TBil急剧

上升,心肌细胞钙稳态失衡,产生氧化应激反应致使

心肌受损[19],而Cx43蛋白表达被抑制后更加剧了

心肌损伤。
黄疸型心脏心肌损伤可导致心功能降低,本研

究超声心动图显示,CBDL组大鼠各项心功能指标

较假手术组下降,Cx43抑制剂组较CBDL组HR进

一步下降,即CBDL组及Cx43抑制剂组大鼠心肌

收缩力下降。随后的 HE及 Masson染色结果显

示,CBDL及Cx43抑制剂组大鼠出现了心肌损伤及

心肌间质纤维化,且Cx43抑制剂组上述情况更加

严重。
本研究免疫印迹实验结果显示,Cx43抑制剂组

大鼠心肌组织中Cx43水平低于CBDL组,Wnt3α
和β-catenin水平高于CBDL组;而CBDL组大鼠心

肌组织中Cx43水平低于假手术组,Wnt3α以及β-
catenin的水平高于假手术组。这说明心肌组织中

Cx43表达被抑制后,可能激活 Wnt3α/β-catenin信

号转导通路,从而参与黄疸型心脏的心肌损伤进程。
心肌细胞中Cx43蛋白过表达后会负向调节 Wnt
3α/β-catenin信号转导通路[20]。本研究结果与上述

研究结果相符。此外,Cx43蛋白可能是心肌细胞中

GSK-3β蛋白的辅助因子[21],推测Cx43也可能通过

GSK-3β的作用间接抑制 Wnt3α/β-catenin信号转

导通路激活[22]。
综上所述,心肌组织中Cx43蛋白表达被抑制

可激活 Wnt3α/β-catenin信号转导通路,从而参与

CBDL大鼠心肌损伤的病理过程,该结论为黄疸型

心脏导致的心肌损伤提供了有效干预靶点。

伦理批准和动物权利声明:本研究涉及的所有动物实验均已经通过

青岛大学附属医院实验动物福利伦理委员会的审核批准(文件号

AHQU-MAL20220729)。所有实验过程均遵照《实验动物管理守

则》的条例进行。
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(本文编辑 范睿心 厉建强)
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