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摘要 目的 探讨肾叶间动脉(ＲIA)的缝隙连接(GJ)在自

发性高血压病中的变化。方法 应用压力肌动图技术观察

自发性高血压大鼠(SHＲ)及 Wistar 大鼠 ＲIA 对内皮非依赖

血管收缩剂氯化钾(KCl)和苯肾上腺素(PE)的收缩反应的

差异，以及应用 GJ 阻断剂后血管收缩反应的变化。应用
Western blot技术比较 SHＲ 及 Wistar 大鼠 ＲIA 连接蛋白 45

(Cx45)的表达差异。结果 ① KCl 和 PE 诱导 SHＲ ＲIA 的

收缩反应要强于 Wistar大鼠，应用 GJ 阻断剂 18β-甘草次酸
(18β-GA) (100 μmol /L)干预后，KCl 和 PE 引起的 ＲIA 血

管的收缩明显降低，SHＲ 较 Wistar 大鼠收缩降低幅度更为

显著。② SHＲ大鼠 ＲIA Cx45 蛋白表达升高(P ＜ 0. 05)。结

论 SHＲ ＲIA收缩作用的增强可能是通过上调 Cx45 增强平

滑肌细胞间 GJ通讯引起的。
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原发性高血压是一种常见的心血管疾病
［1］，可

引发心、脑、肾损害及周围血管功能障碍。肾脏不仅
在血压调节中起着重要作用，同时也是高血压损害

的主要靶器官。小动脉和微动脉可通过血管舒缩调
节血压，血管舒缩的协调一直是维持血管功能的关

键。缝隙连接(gap junctions，GJ)为相邻两个细胞
间的特殊膜结构，直接介导细胞间的电和化学信号

交流，维持组织内环境稳定。近年来研究［2］显示 GJ
与高血压有密切联系。前期研究［3 － 4］

表明自发性高

血压大鼠( spontaneously hypertensive rat，SHＲ)脑动
脉和肠系膜动脉平滑肌细胞连接蛋白 45 ( connex-
in45，Cx45)表达均高于 Wistar 大鼠。该研究通过

观察应用 GJ 阻断剂 18β-甘草次酸(18β-glycyrrhet-
intic acid，18β-GA)阻断血管壁细胞间的 GJ后 SHＲ
与 Wistar 大鼠肾叶间动脉( arteriae interlobares re-
nis，ＲIA)收缩活动的异同，应用 Western blot技术检
测 Cx 45 在 SHＲ与 Wistar大鼠 ＲIA表达的差异，评
估 GJ功能在 SHＲ和Wistar大鼠 ＲIA收缩活动中的
作用。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 SHＲ 大鼠购自北京维通利华实
验动物有限责任公司，正常血压 Wistar 大鼠购自新
疆医科大学实验动物中心，约 12 周龄，雌雄不拘，体
重约为 250 g，清洁级。SHＲ 作为实验组，Wistar 大
鼠作为对照组，每组各 20 只。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 Cx45 一抗(美国 Abcam
公司);β-actin 一抗、二抗(北京中杉金桥生物技术
有限公司);BCA 蛋白试剂盒(美国 Pierce 公司);
ECL发光试剂盒(美国 Thermo 公司);苯肾上腺素
(phenylephrine，PE)、18β-GA、乙酰胆碱( acetylcho-
line，ACh)(美国 Sigma 公司);氯化钾(KCl)及其余
试剂均为国产分析纯。压力型小动脉测量仪(pres-
sure myograph system，DMT，110P，丹麦)，BP-6 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 大鼠于 40 ℃预热适应
15 min后，清醒安静状态下用 BP-6 无创血压监测仪
测量大鼠尾动脉收缩压，连续测量 3 次后取平均值。
1． 2． 2 大鼠 ＲIA 段的制备 将大鼠用 1%戊巴比
妥钠 2 ml /kg 腹腔注射麻醉，断头放血处死动物。
迅速取出肾脏，置于 4 ℃氧饱和(95% O2 和 5%
CO2) 生理盐溶液(PSS)中。纵行剖开肾脏，固定于
硅胶培养皿中，于解剖显微镜下，暴露叶间动脉，清

除血管周围结缔组织，选取无分支叶间动脉。剪成
2 ～ 3 mm的血管段用于压力肌动图实验。
1． 2． 3 压力肌动图记录血管直径变化 将血管段
置于装有 5 ml PSS液灌流槽内，血管段一端套接在

·0751· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Nov;49(11)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2014.11.011



口径为 50 ～ 100 μm 玻璃插管(玻璃插管用 P-97 拉
制仪拉制)上，用 10-0 眼科尼龙线加固以防漏气，用
装有 PSS液的注射器缓慢冲走管腔内残留血液，另
一端套在另一个玻璃插管上同样固定，灌流槽移至

倒置显微镜台上，放大倍数为 100。血管段内外均
处于 37 ℃ 氧饱和 PSS 中，浴槽中恒速通以 95%
O2、5% CO2 混合气体。用 Myoview软件(丹麦 DMT
公司)控制血管内压力并记录实验数据。(DMT 由
一个摄像机和控制系统控制，血管直径变化可通过

视频显微测量技术和一个校准视频尺寸分析仪来记

录分析测量，单位是 μm。)
血管段平衡后进行标化，先用 K-PSS 溶液(KCl

60 mmol /L) 激发血管收缩，PSS 冲洗后孵育 30
min;给予 PE(10 －5 mol /L)收缩血管，收缩达最大平
台后，用 ACh (10 －5 mol /L) 舒张血管，舒张率 ＞
70%认为内皮完整，血管活性良好，可用于实验，否
则丢弃，用 PSS液冲洗后准备实验。
血管稳定 30 min 后开始实验。血管内压力

7. 98 kPa，温度 37 ℃，水浴槽内 PSS控制在 5 ml，用
微量移液器向浴槽中依次累积加入不同浓度 KCl和
PE 终浓度分别为 10、20、30、40、50、60、70、80、90、
100 mmol /L 和 0. 01、0. 03、0. 1、0. 3、1、3、10、30
μmol /L，血管达到最大反应稳定后加高一级浓度，
分别观察该浓度对血管直径的影响，及加入 18β-GA
(100 μmol /L)干预后 KCl和 PE 引起血管直径的变
化。观察指标:血管直径，血管直径变化 D(μm) =
Dp － Dx;为了减小不同血管直径的差异引起的误
差，采用血管收缩率比较所得结果，血管收缩率

Ｒate(% ) = (Dp － Dx) / Dp。(Dp:血管段在 PSS 中
稳定时的直径，Dx:药物反应后血管稳定的直径)
1． 2． 4 Western blot 检测 将动脉放入预冷的 ＲI-
PA缓冲液中，电动匀浆器冰上充分匀浆，4 ℃离心
机 13 000 r /min离心 15 min，取上清液后采用 BCA
法测定蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-
PAGE):梯度胶(5% ～10% ) 恒压电泳，半干转膜法
将蛋白转移至硝酸纤维膜，5% 脱脂奶粉的 TBST 中
室温封闭 1 h，一抗(1 ∶ 1 000) 4 ℃ 过夜，二抗(1
∶ 20 000)中室温孵育 2 h，TBST 清洗 3 次后与 ECL
反应 1 min，置于 X 线胶片暗盒中曝光、显影。以目
的蛋白和内参 β-actin 的平均灰度值的比值作为蛋
白相对表达量，实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s表示，组间比较采用 t检验。

2 结果

2． 1 SHＲ和 Wistar 大鼠尾动脉血压 SHＲ 收缩
压(26. 8 ± 0. 1) kPa 高于 Wistar 大鼠收缩压(15. 7
± 0. 1) kPa，差异有统计学意义( t = 20. 52，P ＜
0. 01)。
2． 2 18β-GA 抑制 KCl 对 SHＲ 和 Wistar 大鼠
ＲIA血管的收缩作用 10 ～ 100 mmol /L 的 KCl 可
引起 SHＲ 和 Wistar 大鼠 ＲIA 浓度依赖性的收缩，
SHＲ 的 ＲIA 收缩明显高于 Wistar 大鼠，30 ～ 100
mmol /L KCl引起的收缩率不同，差异有统计学意义
(P ＜ 0. 05)，100 mmol /L KCl 诱导的 SHＲ 和 Wistar
大鼠 ＲIA 的收缩率分别为(47. 21 ± 3. 81 )% 和
(41. 27 ± 4. 76)% (P ＜ 0. 05)。18β-GA(100 μmol /
L)预孵育 20 min 后，KCl 诱导 SHＲ 和 Wistar 大鼠
ＲIA的收缩率明显降低，差异有统计学意义(P ＜
0. 05)，SHＲ比 Wistar大鼠降低幅度更为明显 (P ＜
0. 01)。见图 1。

图 1 KCl引起 SHＲ和Wistar大鼠 ＲIA血管收缩率曲线

a:t = 8. 26，P ＜ 0. 05;b:t = 10. 79，P ＜ 0. 01

2． 3 18β-GA抑制 PE对 SHＲ和Wistar 大鼠 ＲIA
血管的收缩作用 在 SHＲ和 Wistar 大鼠 ＲIA血管
上施加浓度为 0. 01 ～ 30 μmol /L 的 PE 后，SHＲ 和
Wistar大鼠 ＲIA可产生浓度依赖性的收缩反应，PE
引起 SHＲ ＲIA 收缩高于 Wistar 大鼠，0. 3 ～ 30
μmol /L的 PE 引起的收缩率与 Wistar 大鼠存在差
异(P ＜ 0. 05)。30 μmol /L PE作用于 SHＲ和Wistar
大鼠 ＲIA，引起的收缩率分别为(51. 7 ± 4. 77)%和
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(43. 0 ± 4. 65 )% ( P ＜ 0. 05 )。经 18β-GA ( 100
μmol /L)孵育 20 min 后，PE 引起 SHＲ 和 Wistar 大
鼠 ＲIA血管收缩率明显降低，SHＲ下降更为显著(P
＜ 0. 01) 。见图 2。

图 2 血管收缩剂 PE引起 SHＲ和Wistar大鼠 ＲIA收缩率曲线

a:t = 6. 61，P ＜ 0. 05;b:t = 20. 23，P ＜ 0. 01

2． 4 SHＲ 和 Wistar 大鼠 ＲIA Cx45 蛋白表达
SHＲ Cx45 蛋白表达高于Wistar 大鼠，差异有统计学
意义( t = － 34. 35，P ＜ 0. 05)。见图 3。

图 3 SHＲ和Wistar大鼠 ＲIA Cx45 蛋白表达

与 Wistar大鼠比较:* P ＜ 0． 05

3 讨论

血管壁内皮细胞间、平滑肌细胞间，内皮细胞与
平滑肌细胞间都存在着大量的 GJ，血管壁才能够在
纵向上和横向上的收缩与舒张反应中保持电活动、

机械活动的同步性，使得整个血管成为统一的功能

单位，对兴奋或非兴奋信号作出一致反应，维持血管

生理活动及功能稳定性
［5 － 7］。细胞间离子信号和其

他调节信号可通过 GJ迅速交换，如某一细胞受到刺
激其离子电位发生变化并通过 GJ 迅速将离子或其
他调节信号传递给相邻细胞使之得到信号并迅速做

出反应。GJ在血管协调一致的舒缩活动起到重要
调节作用

［8］。
高血压是遗传和环境因素共同作用引起的疾

病，其发病机制除了遗传和环境因素外，也与缩血管

物质分泌增多，活性增强;舒血管物质分泌减少，活

性减弱有关。有研究［2］显示 Cx 在高血压的发生发
展过程中起到了关键作用，参与了机体血压的调节。
本实验显示 KCl和 PE 引起 ＲIA的收缩作用与

Wistar大鼠相比 SHＲ 明显增强。Braunstein et al［9］

研究发现 SHＲ肾小球前小动脉的收缩作用比血压
正常的大鼠强 40%，本研究结果与之一致。由此推
测 SHＲ的 ＲIA血管收缩作用的增强可能与 SHＲ血
管壁 GJ的改变有关。运用 GJ 阻断剂 18β-GA 干预
ＲIA血管壁细胞间 GJ，结果显示，18β-GA 抑制了
KCl和 PE 的收缩作用，且 SHＲ 抑制程度明显高于
Wistar大鼠，应用分子生物学技术检测 ＲIA 上 Cx45
的表达，发现 SHＲ Cx45 的表达明显增高。前期研
究
［10］
显示在 SHＲ 及 Wistar 大鼠的肠系膜三级动脉

上施加 KCl和 PE诱导血管收缩，SHＲ的收缩反应明
显增强，应用 GJ 阻断剂 2-APB (100 μmol /L)后，血
管收缩反应均显著减弱，其中 SHＲ 减弱幅度更加显
著，同时有研究

［3］
显示 SHＲ血管 Cx45 的表达明显增

多。Li et al［11］发现脑动脉平滑肌 Cx45 的表达增高，
本研究结果与之相似。由此推测 SHＲ的 ＲIA的平滑
肌细胞 Cx45的上调与其收缩作用的增强有关。
综上所述，SHＲ的 ＲIA血管对血管收缩剂的反

应性更强，可能与自发性高血压引起 ＲIA 平滑肌
Cx45 蛋白表达增加，GJ 通讯增强有关。Ca2 +

是参

与血管收缩的重要因子，KCl和 PE收缩机制均为引
起细胞质钙浓度的增加而产生血管收缩。SHＲ 大
鼠平滑肌细胞间的 CJ通道增多，平滑肌细胞去极化
后 Ca2 +
在血管壁平滑肌细胞间经 GJ的传递和扩散

加快，因此参与 ＲIA 协调性收缩活动的平滑肌细胞
数量增多，血管收缩作用增强。应用 GJ 阻断剂后，
阻断了 GJ通道，Ca2 +

血管壁平滑肌细胞间经 GJ 的
传递和扩散减慢，其中参与 ＲIA 协调性收缩活动的
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平滑肌有效细胞数目减少，血管收缩活动减弱。
SHＲ ＲIA 收缩作用的增强可能是由于 Cx45 的上
调，GJ阻断剂阻断 GJ后，SHＲ和Wistar大鼠 ＲIA收
所作用均减弱，SHＲ 减弱幅度更大，这种减弱作用
的差异可能与 Cx45 的表达变化有关。
将高血压状态下 GJ 的改变和高血压引起的肾

血管结构和功能的改变相联系，GJ阻断剂或激活剂
可以通过改善高血压病引发的血管的不良重塑对血

管舒缩活动的影响，为今后临床治疗高血压病继发

性肾脏脉管系统损害提供一定的理论依据。
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Effects of gap junction on renal interlobar artery contraction
in spontaneously hypertensive rats

Zhang Wen1，Ma Ketao1，2，Liu Weidong1，et al
( 1Dept of Physiology，Medical College of Shihezi University，Shihezi 832002，2Key Laboratory

of Education Ministry of Xinjiang Endemic and Ethnic Diseases，Shihezi 832002)

Abstract Objective To investigate the change of gap junction in renal interlobar of spontaneous hypertension rats
(SHＲ) and its relationship with hypertension． Methods Pressure myograph was used to observe the influences of
KCl and phenylephrine(PE) on the vascular contraction activities，and the differences after applying 18β-GA in
ＲIA of SHＲ and Wistar rats． Western blot technique was used to investigate the differences in expressions of con-
nexin 45 (Cx45) on protein levels in renal interlobar artery between SHＲ(n = 20) and Wistar rats(n = 20) ． Ｒe-
sults ① The contraction reaction was induced by KCl and PE in a concentration dependent manner，and the con-
traction reaction of SHＲ was stronger than Wistar rats． After applying of 18β-GA (100 μmol /L)，KCl and PE
caused the significantly lower contraction rate of ＲIA，and that was more significant in SHＲ． ② The expression of
Cx45 protein was significantly elevated in renal interlobar artery from SHＲ compared with normotensive Wistar rats
(P ＜ 0. 05) ． Conclusion The enhancement of contraction of ＲIA in SHＲ maybe relate to the upregulation of
Cx45 expression and increase gap junction communication in vascular smooth muscle cells of renal interlobar artery
from SHＲ．
Key words spontaneously hypertensive rats; gap junction; renal interlobar artery; connexin; pressure myograph
system
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