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压力 -应激对大鼠心肌细胞 Cx43蛋白表达及心肌纤维化的影响 *
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摘要目的：探讨压力 -应激对大鼠心肌细胞间隙连接蛋白 -43（Cx43）蛋白表达及心肌纤维化的影响。方法：将 20只雄性 SD大鼠

随机分为正常对照组(n=10)和模型组（n=10），对照组正常饲养，模型组给予不可预测性复合应激结合孤养建立压力 -应激大鼠模

型。监测两组大鼠的体重变化，并通过组织形态学方法，探讨压力 -应激对大鼠心肌细胞 Cx43蛋白表达及心肌纤维化的影响。结

果：在为期 42天的造模过程中，从应激第 7天开始，模型组大鼠体重明显低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.001）。且模型组体

重增长缓慢，体重增长百分比明显低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.001）。与对照组相比，模型组大鼠组织 HE染色可见心肌

细胞排列紊乱，横纹消失，细胞间隙增大，部分肌纤维断裂、溶解，Masson染色可见心肌间质纤维化，胶原纤维增生、排列紊乱。心

肌细胞免疫组化染色可见模型组 Cx43蛋白表达明显下降（平均光密度值为 0.0110± 0.0028），与对照组相比（平均光密度值为

0.0268± 0.0025），差异具有统计学意义（t=-13.081，P＜0.001）。结论：过度疲劳导致猝死的发生可能与 Cx43蛋白表达水平的下降

引起的恶性心律失常有关。
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Effects of Pressure-stress on the Expression of Cx43 Protein and Myocardial

Fibrosis in Rat Cardiomyocytes*

To investigate the effect of pressure-stress on the expression of Connexin-43(Cx43) protein and myocardial

fibrosis in rat cardiomyocytes. 20 male SD rats were randomly divided into normal control group (n=10) and model group

(n=10). The control group was fed normally, while the model group was given unpredictable compound stress combined with solitary

rearing to establish the pressure-stress rat model. The changes of body weight of rats in the two groups were monitored, and to investigate

the effect of pressure-stress on the expression of Cx43 protein and myocardial fibrosis in rat cardiomyocytes by histomorphology.

During the 42 days modeling process, the weight of rats in the model group was significantly lower than that in the control group from the

7th day (P<0.001). The weight gain of model group was slow and the percentage of weight gain was significantly lower than that of

control group (P<0.001). Compared with the control group, HE staining showed disordered arrangement of myocardial cells,

disappearance of transverse striations, enlargement of intercellular space, breakage and dissolution of some muscle fibers in the model

group. Masson staining showed myocardial interstitial fibrosis, proliferation and disordered arrangement of collagen fibers.

Immunohistochemical staining of myocardial cells showed that the expression of Cx43 protein in the model group was significantly

decreased (average optical density was 0.0110± 0.0028), compared with the control group (average optical density was 0.0268± 0.0025),

the difference was statistically significant (t=-13.081, P<0.001). Sudden death caused by overwork may be related to

malignant arrhythmia caused by decreased expression of Cx43 protein.
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图 1造模期间大鼠体重变化的比较

Fig. 1 Comparison of body weight changes in rats during modeling

Note: Compared with the control group,***P＜0.001.

前言

近年来，随着经济的快速发展，一些行业由于长期加班、生

活不规律等导致既往并无心脑血管病史的青中年人群过劳导

致猝死发生率增加。据报道[1]，过劳导致猝死的发生多与心脑血

管疾病有关。流行病学研究显示，不具有传统心血管疾病危险

因素的 "过劳死 "与长期加班、饮食不规律、低薪酬工作等因

素相关[2-5]。越来越多的研究表明，心理应激这一危险因素导致

猝死的发生不容忽视[6-8]。既往研究表明，长期心理应激可以引

起机体内分泌及免疫系统紊乱，进而加重高血压、冠心病、糖尿

病等疾病的进展[9-11]。然而，在临床研究及法医学鉴定过程中，

许多过劳死者生前并无心脑血管疾病。因此，研究者认为，压力

-应激导致猝死的发生可能与恶性心律失常有关。在本研究中，

我们建立复合型压力 -应激模型，通过研究心律失常相关分子

间隙连接蛋白 -43（Cx43）及心肌纤维化的表达情况，探讨慢性

应激引起过劳死的可能机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物

成年雄性 SD大鼠 20只，体重（230± 20）g，购于甘肃中医

药大学实验动物中心[许可证号：SYXK(甘)2015-0005]，饲养于

无特定病原体（SPF）实验室。适应性饲养 5天，适应期内所有大

鼠处于周期 12 h的昼夜节律 (光照时间 07:30~19:30)，恒温

(23± 2)℃，相对湿度 40%~60%，每笼 5只群养，自由摄食和进

水。适应性饲养 5天后，将 20只大鼠随机分为模型组和正常对

照组，每组各 10只。本研究遵循《实验动物管理条例》的指导原

则，并已获得甘肃中医药大学实验动物伦理委员会的批准（批

号：2018-080）。

1.2造模方法

对照组大鼠 5只 /笼正常饲养，自由摄食和饮水，不给予

任何刺激。模型组大鼠单笼孤养，参照Willner P等研究者[12，13]

的方法并模拟青中年人群高竞争，饮食、作息不规律的状态，采

用孤养与 6种不可预见性应激相结合的方法建立压力 -应激

动物模型。6种不可预见性应激包括：① 禁食：24小时；② 禁水：

24小时；③ 昼夜颠倒：保持昼夜颠倒各 12小时；④ 夹尾：每次

1 min，用长尾夹夹住大鼠尾巴后 1/3比较敏感的部位；⑤ 潮湿

垫料：在动物笼中加入 200～300 mL水，使笼中垫料足够潮湿，

维持 24小时；⑥ 冰水游泳：4℃冰水中游泳 7分钟。以上刺激每

日随机安排 2种，同一种刺激不连续进行两天，以免大鼠对同

种刺激产生适应，为期 6周。

1.3 体重变化监测

于造模期第 7天、第 14天、第 21天、第 28天、第 35天、第

42天上午分别对模型组和对照组大鼠进行称重，以监测实验

期间大鼠体重变化，以造模开始前一天体重作为基线水平。若

当天对大鼠有禁食或禁水处理，则待刺激结束后于第二天称

重，以免大鼠在人为因素造成的空腹状态下体重波动过大。同

时考察两组大鼠的体重增长百分比，即大鼠在 6周内体重变化

的总量的百分比：（第 6周的体重－基线时的体重）/基线时的

体重× 100%。

1.4 动物取材

于第 6周末进行取材。具体方法：用 10%水合氯醛进行腹

腔注射（3-4 mL/kg）麻醉大鼠，组织剪剪开胸腔，暴露心脏，眼科

剪剪开心包膜，剪断心脏出入血管，分离心脏，0.1 M PBS缓冲

液清洗心腔积血，滤纸吸干，于心室长轴中点处分离左心室，将

组织（大小约 1.5 cm× 1.5 cm× 0.3 cm）在 4%多聚甲醛固定液

中固定 48 h，脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋，以 5 滋m厚度连续切
片制成石蜡切片用于病理染色及 Cx43分子免疫组化。

1.5 病理染色

HE染色：切片用二甲苯脱蜡，经各浓度梯度乙醇脱水，用

苏木素液染色 10 min，自来水冲洗后经 1%盐酸乙醇分化液分

化 30 s，1%伊红水溶液复染 3 min。再经各浓度梯度乙醇脱水，

用二甲苯透明加中性树脂封片。Masson染色：切片用二甲苯脱

蜡，经各浓度梯度乙醇脱水，用Masson复合染液 5 min，后依次

以 0.2%醋酸、1%磷钨酸、亮绿染色液染色，自来水冲洗。再经各

浓度梯度乙醇脱水，用二甲苯透明加中性树脂封片。

1.6 免疫组化

将石蜡切片 65℃烤片 2 h，然后进行脱蜡、水合和抗原修

复，阻断内源性过氧化物酶，滴加封闭用正常山羊血清工作液

在室温下对组织封闭 15 min，加入一抗孵育（1:100稀释），4℃

过夜,滴加二抗工作液，37℃孵育 30 min，然后用 HRP标记的

链酶卵白素工作液孵育 15 min，滴加新鲜配制的 DAB显色液

孵育 10 min，苏木素复染,最后将切片用中性树脂封片，并在光

镜下观察。Cx43蛋白阳性产物为分布于细胞闰盘处的棕黄色

颗粒,阴性不显色。采用 Image-pro plus 6.0软件系统对免疫组

化结果进行半定量分析，每张切片随机选取 3个视野 (× 100)

分别测定两组大鼠免疫组化图像中的平均光密度值。

1.7 统计学方法

运用 SPSS 22.0软件进行统计分析，所有计量资料均以均

数± 标准差（x依s）表示，方差齐性检验采用 SNK-q检验，两组间

比较用独立样本 t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠体重变化

实验前，两组大鼠的体重差异无统计学意义（P＞0.05）。在

为期 42天的造模过程中，从应激第７ 天开始，模型组大鼠体

重明显低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.001）。且模型组

体重增长缓慢，体重增长百分比明显低于对照组，差异有统计

学意义（P＜0.001），见表 1、图 1。
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图 3两组大鼠心肌组织Masson染色结果（× 200）

Fig. 3 Masson staining results of myocardial tissue of rats in two groups (× 200)

Note: A: Control group, B: Model group

图 2两组大鼠心肌组织 HE染色结果（× 200）

Fig. 2 HE staining results of myocardial tissue of rats in two groups (× 200)

Note: A: Control group, B: Model group

Molding time Model group(n=10) Control group(n=10) t P

Baseline 246.2± 14.0 243.1± 15.3 0.826 0.412

7th day 253.5± 12.7*** 311.7± 16.4 -15.376 ＜0.001

14th day 264.3± 13.4*** 339.1± 18.5 -17.910 ＜0.001

21th day 278.2± 13.7*** 388.4± 20.3 -20.095 ＜0.001

28th day 297.1± 14.3*** 412.3± 21.9 -19.662 ＜0.001

35th day 310.0± 19.5*** 439.0± 26.1 -12.509 ＜0.001

42th day 316.5± 19.6*** 450.6± 27.3 -12.618 ＜0.001

Percentage of weight gain(%) 29.67± 9.83*** 79.00± 6.89 -12.997 ＜0.001

表 1 造模期间大鼠体重变化的比较（x依s，g）
Table 1 Comparison of body weight changes in rats during modeling（x依s，g）

Note: Compared with the control group,***P＜0.001.

2.2 心肌组织形态学观察

光镜下，在应激 6周后模型组大鼠 HE染色可见心肌细胞

组织结构模糊，部分萎缩，细胞间隙增大，肌纤维排列疏松紊

乱，部分肌纤维有断裂、溶解等情况；在进行 Masson染色后，镜

下可见心肌间质纤维化，胶原纤维增生且排列无序，呈蓝绿色，

大量分布于心肌间质。而对照组大鼠 HE染色心肌组织排列均

匀整齐，肌纤维结构清晰完整，部分可见横纹，形态及分布未见

异常；Masson染色可见心肌细胞排列整齐，胞浆呈红色，核呈

深蓝色，胶原纤维仅在心肌间质及血管周围可见少量分布。见

图 2、图 3。

2.3 Cx43蛋白表达情况

心肌组织免疫组化染色可见，对照组大鼠心肌细胞大量表

达 Cx43蛋白，表达产物为棕黄色颗粒，分布于心肌细胞闰盘

处。模型组 Cx43蛋白表达明显下降（平均光密度值为 0.0110±

0.0028），与对照组相比（平均光密度值为 0.0268± 0.0025），差

异具有统计学意义（t=-13.081，P＜0.001），见图 4。
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图 4两组大鼠心肌组织 Cx43蛋白表达情况（× 100）

Fig. 4 The expression of Cx43 protein in myocardial tissue of rats in two groups (× 100)

Note: A: Control group, B: Model group

3 讨论

应激是一种普遍的社会现象，随着现代社会的发展，人们

在日常生活中会不可避免地受到工作、生活方面的压力，常常

使人们处于不同强度的应激中。一般来说,应激对机体的影响

是与应激源种类、频率、持续时间成正比的[14-16]。既往研究表

明[12，13]，压力 -应激会降低大鼠体重增长量，导致一般状态和行

为表现发生明显变化，与人群中长期处于应激状态的人员表现

相似。在本研究中，模拟青中年人群高竞争，饮食、作息不规律

的生活状态，参考Willner P等研究者的慢性应激大鼠造模方

法，采用 6周孤养结合每日 2种不可预见性应激造成大鼠的压

力 -应激模型，造模期间模型组大鼠体重增长较对照组明显减

低，并表现出一系列情绪行为学反应，表现为情绪烦躁不安，紧

张焦虑，对外界反应易怒、易攻击，睡眠程度浅，易惊醒。这些一

般状态和行为表现与既往研究结果相符，表明本次压力 -应激

大鼠模型建立成功。

HE染色主要用于显示组织细胞形态学分布，Masson染色

主要用于显示组织的胶原纤维，两者共同为压力 -应激对大鼠

心肌造成器质性损伤提供病理学依据。在本研究中，模型组大

鼠在受到应激刺激后，心肌组织出现了不同程度的肌纤维排列

紊乱，部分细胞萎缩，肌纤维萎缩后由成纤维细胞代偿性增生

而出现心肌间质纤维化。结果表明，压力 -应激会对心肌组织

产生器质性损害。既往研究表明，心肌纤维化不仅降低心脏收

缩性，还会影响心脏传导性，导致心律失常的发生[17，18]。增加的

间质纤维组织可通过早期后去极和延迟后去极，进而引起室性

心动过速和室颤[19，20]。此外，间质成纤维细胞还可以活化成为肌

成纤维细胞，后者通过改变缝隙连接和离子通道蛋白的表达进

而影响心肌细胞的电偶联，最终导致恶性心律失常的发生[21-23]。

Cx43是一种跨膜蛋白，在心肌细胞膜广泛表达的 Cx43蛋

白介导心肌细胞间电化学信号的传递[24，25]。本研究中，与正常对

照组相比，应激模型组阳性染色显著减低，表明压力 -应激可

引起心肌细胞 Cx43蛋白表达下降。既往研究表明，Cx43蛋白

是心肌工作细胞表达的主要通道蛋白，其表达水平的下降或分

布异常会引起心室传导速率明显降低，细胞间缝隙连接发生收

缩，进而导致心律失常的发生[26-28]。在大鼠心肌梗死模型的研究

中，心肌细胞 Cx43表达降低，室性心律失常的发生率明显增

加，而增加 Cx43表达后，室性心律失常的发生率随之减低[29]。

此外，有研究发现，在右心室发育异常的患者中，与非持续性室

性心律失常的患者相比，持续性室性心律失常发生的患者

Cx43蛋白表达分布异常且表达水平显著下降，提示 Cx43蛋白

表达的下降与室性心律失常的发生有关[30]。因此，本研究者认

为，过度疲劳导致猝死的发生可能与 Cx43蛋白表达水平的下

降或分布异常引起的恶性心律失常有关。

综上所述，压力 -应激可以引起大鼠心肌纤维排列紊乱，

间质纤维化等病理学改变，以及心肌细胞 Cx43表达下调，可能

与压力 -应激导致猝死的发生相关。通过本研究，可以为压力 -

应激引起猝死的发生提供理论依据，但由于压力 -应激导致

Cx43下调进而引起心肌细胞离子通道蛋白表达和室性心律失

常的具体机制目前尚不清楚，期待进一步研究证实。
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