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[摘　 要] 　 目的　 通过构建 SD 大鼠的甲基苯丙胺(METH)中毒模型与心肌细胞中毒模型,检测缝隙连接蛋白 43
(Cx43)及其 S368 位点磷酸化(p-Cx43)表达水平;检测吸食 METH 的人心肌组织内 Cx43 及其 S368 位点 p-Cx43 的

表达情况,分析其与 METH 诱导的心肌毒性的关系,探讨 Cx43 及 S368 位点 p-Cx43 水平在 METH 诱导的心肌毒性

中的作用。 方法　 建立 SD 大鼠 METH 慢性中毒动物模型和新生 SD 大鼠心肌原代 METH 中毒细胞模型;提取蛋

白,采用 Western blot 检测 Cx43、p-Cx43 蛋白的表达情况;分析 Cx43 及其 S368 位点 p-Cx43 水平与 METH 诱导的心

肌毒性的关系。 收集贵州医科大学法医司法鉴定中心中经毒化检验确认吸食 METH 的人心肌组织为实验组,无吸

食任何毒品者为对照组;常规石蜡切片,HE 染色观察 2 组心肌的结构改变;免疫组织化学染色法、Western blot 检测

Cx43 及其 S368 位点 p-Cx43 的表达水平。 结果　 (1)在 METH 慢性中毒动物模型中 Cx43 及 S368 位点 p-Cx43 表

达较对照组明显下降(P<0. 05);(2)在 METH 中毒细胞浓度、时间梯度模型中,Cx43 及其 S368 位点 p-Cx43 表达量

较对照组显著下降(P<0. 05);(3)与对照组比较,实验组人心肌细胞呈现萎缩、坏死及局灶性出血等病理改变;(4)
与对照组相比,实验组人心肌组织中 Cx43 及 S368 位点 p-Cx43 表达水平降低,主要表现为心肌细胞之间闰盘处的

棕黄色着色减少,部分呈现侧膜化改变;(5)实验组人心肌组织 Cx43 及 S368 位点 p-Cx43 蛋白表达较对照组下降

(P<0. 05)。 结论　 METH 能通过减少心肌中 Cx43 及其 S368 位点 p-Cx43 的表达,从而破坏心肌的组织结构,影响

心脏的正常功能。
[中图分类号] 　 R54 [文献标识码] 　 A

Relationship between connexin 43 and phosphorylation of its S368 site and metham-
phetamine induced myocardial toxicity
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[ABSTRACT]　 　 Aim 　 By establishing methamphetamine (METH) poisoning model and myocardial cell poisoning
model in SD rats, to detect the expressions of gap junction protein connexin 43 (Cx43) and its phosphorylation (p-Cx43)
at S368 site. 　 By examining the expressions of Cx43 and its S368 site p-Cx43 in human myocardial tissues after taking
METH, to analyze the relationship between the expressions of Cx43, p-Cx43 and METH-induced myocardial toxicity, and
to investigate the role of Cx43 and its S368 site p-Cx43 in myocardial toxicity induced by METH. 　 　 Methods　 METH
chronic poisoning animal model in SD rats and primary METH poisoning cell model of cardiac muscle in neonatal SD rats
were established. 　 The proteins were extracted and the expressions of Cx43 and p-Cx43 proteins were detected by Western
blot. 　 The relationship between the levels of Cx43 and its S368 site p-Cx43 and METH-induced myocardial toxicity was an-
alyzed. 　 The myocardial tissues of METH users confirmed by toxicity test in Forensic Judicial Appraisal Center of Guizhou

473 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 27,No 5,2018



Medical University were collected as experimental group and those without any drugs as control group. 　 After routine paraf-
fin section, HE staining was used to observe the structural changes of myocardium in two groups. 　 Immunohistochemical
staining and Western blot were used to detect the expressions of Cx43 and its S368 site p-Cx43. 　 　 Results　 (1)Expres-
sions of Cx43 and its S368 site p-Cx43 in METH chronic poisoning animal model was significantly lower than those in con-
trol group (P<0. 05). 　 (2)Expressions of Cx43 and its S368 site p-Cx43 in METH poisoning cell concentration and time
gradient model were significantly lower than those in control group (P<0. 05). 　 (3)Compared with the control group, the
atrophy, necrosis and focal hemorrhage of human cardiac myocytes were observed in the experimental group. 　 (4)Com-
pared with the control group, the expression levels of Cx43 and S368 site p-Cx43 in human myocardium in the experimental
group were lower than those in the control group, mainly expressed as the decrease of brown-yellow staining at intercalated
disc between cardiac myocytes, and some of them showed lateral membrane changes. 　 (5)Expressions of Cx43 and S368
site p-Cx43 proteins of human myocardium in experimental group were lower than those in control group (P<0. 05). 　 　
Conclusion 　 METH can reduce the expressions of Cx43 and its S368 site p-Cx43 in myocardium, thus destroying the
structure of myocardium and affecting the normal function of heart.

　 　 甲基苯丙胺(methamphetamine,METH)是苯丙

胺类化学药物,作为目前广泛滥用的一种毒品[1],
已经引起了世界各国的广泛关注。 目前很多研究

证实,METH 不仅对神经系统具有严重的损伤,对心

血管系统同样具有致命的影响[2-4]。 缝隙连接蛋白

43(connexin 43,Cx43)作为心肌细胞间隙连接的主

要成分,不仅在心肌细胞间的电耦联和代谢耦联过

程中起着关键作用,在维持心脏正常的电生理活动

中也至关重要[5-6]。 研究表明,心肌中 Cx43 含量和

分布的改变可能导致心肌细胞间的化学及电信号

传递障碍, 进而引发各种心律失常、 心脏疾病

等[7-10]。 同时也有文献报道,Cx43 的磷酸化状态发

生改变也能够影响缝隙连接通道的开关,从而阻碍

心肌细胞间的正常电生理活动[11]。 其中 S368 作为

Cx43 磷酸化( phosphorylated Cx43,p-Cx43)的主要

位点之一,其磷酸化水平的改变也可能诱发心律失

常等多种心脏疾病的发生[12-13]。 基于前期研究发

现,在动物实验中,给予一定的应激压力可以增加

METH 的心脏毒性[14];而我们之前的实验结果也表

明,Cx43 的减少是造成应激性心肌病的主要原因之

一[6];那么 METH 是否能通过减少 Cx43 的表达从

而产生心脏毒性,目前尚未明确。 本研究运用蛋白

免疫印迹法(Western blot,WB)检测动物和心肌细

胞 METH 中毒模型中 Cx43 及磷酸化的表达,并采

用常规苏木精-伊红(hematoxylin eosin,HE)染色、免
疫组 织 化 学 染 色 ( immunohistochemical staining,
IHC)直接观察人体心肌结构的改变及检测心肌组

织中 Cx43 及磷酸化的表达情况,探讨 Cx43 表达水

平及其 S368 位点磷酸化与 METH 诱导的心脏毒性

的关系,不仅为吸食 METH 的戒毒者揭示了一种保

护心脏功能的可能性,也为吸毒致死的法医鉴定案

件提供了新的证据指标。

1　 材料和方法

1. 1　 主要仪器与试剂

光学显微镜(日本 Olympus 公司);倒置显微镜

(日本 Nikon 公司);二氧化碳培养箱(美国 Thermo
公司);电泳仪(北京百晶有限公司);化学发光凝胶

成像系统(上海天能有限公司);低温高速离心机

(德国 Sigma 公司)。 METH(纯度 99. 1% )来自国家

药物和生物制品控制研究所(中国北京);细胞培养

试剂,包括胎牛血清(FBS),DMEM / F12 培养基和胰

蛋白酶,购自 Gibco 公司(Carlsbad,美国)。 兔抗人

β-肌动蛋白 (β-actin) 单克隆抗体 (北京 Bioss 公

司);兔抗人 Cx43 多克隆抗体、兔抗人 p-Cx43 S368
多克隆抗体(英国 Abcam 公司);PV-6000 兔超敏二

步法免疫组织化学检测试剂(中国中杉金桥公司);
羊抗兔 IgG(H+L)二抗(北京鼎国昌盛公司)。
1. 2　 动物和组织处理

购买 SPF 级健康成年雄性 Sprague-Dawley(SD)
大鼠(150 ~ 180 g,4 ~ 6 周龄)和新生 SD 大鼠(1 天

龄),实验动物护理和程序均通过动物护理和使用

委员会批准。 所有成年 SD 大鼠被单独喂养在塑料

鼠笼中,不限水和鼠食并保持昼夜循环交替,适应

环境 1 周,室温控制在 18 ~ 26 ℃。
依据文献中已有的建模方法[15],将成年 SD 大

鼠随机分成 2 组,每组 6 只。 实验组给予大鼠

METH 药液腹腔注射 14 天:第 1 天,1 mg / kg 注射 1
次;第 2 ~ 3 天,1 mg / kg 注射 2 次,间隔 6 h;第 4 天,
1 mg / kg 注射 4 次,每次间隔 2 h;第 5 ~ 6 天,1. 5
mg / kg 注射 4 次;第 7 ~ 8 天,2. 0 mg / kg 注射 4 次;
第 9 ~ 14 天,按每天增加 0. 5 mg / kg 剂量梯度分别

注射 4 次;每天第 1 次注射时间为早上 8 点。 对照

组给予与实验组相同剂量和次数的生理盐水腹腔
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注射 14 天。 在注射结束 24 h 后,立即处死大鼠,摘
取心脏保存在-80℃冰箱供 WB 实验。
1. 3　 细胞培养

根据文献造模方法[16],选择 1 日龄新生 SD 大

鼠制备心肌细胞。 将乳鼠的心脏取出并撕裂,加入

含 0. 25%胰蛋白酶的乙二胺四乙酸,4 ℃过夜 14 h
消化心肌。 弃胰酶,加入含 10%胎牛血清与双抗的

DMEM / F12 完全培养基,37 ℃水浴以终止消化。 再

加入含 0. 1% 胶原酶Ⅱ与 0. 5% 牛血清白蛋白的磷

酸盐缓冲液(phosphate buffered solution,PBS)消化

液,于 37 ℃水浴中消化 3 次后得到细胞悬液,室温

下 1 000 r / min 离心 5 min,沉降细胞。 弃上清液,用
上述完全培养基将细胞沉淀重悬均匀,在含有 5%
CO2 的潮湿空气中 37 ℃ 孵育 100 min。 吸取上清

液,离心使细胞沉降。 后加入含有 0. 1 mmol / L 5-
溴-2-脱氧尿苷的完全培养基将细胞沉淀重悬均匀,
铺在 6 孔板中,在含有 5% CO2 的潮湿空气中 37℃
孵育 24 h 后,更换培养基,继续培养至细胞状态稳

定。 最后将心肌细胞暴露于 0、0. 4、0. 8、1. 2、1. 6、
2. 0 mmol / L METH 24 h,以及 1. 2 mmol / L METH 0、
6、12、24、36、48 h。 处理结束后提取蛋白。
1. 4　 实验对象

根据中华人民共和国卫生部颁布的《解剖尸体

规则》并获得贵州医科大学伦理委员会认可(批件

号:2018-60-01),收集贵州医科大学法医司法鉴定

中心 2014 年 5 月至 2017 年 12 月经尸体解剖检验

提取的心脏组织样本,主要为左心室肌。 实验组纳

入标准:(1)死亡 2 日非冰冻或冰冻保存 5 日以内

解剖的尸体;(2)毒物分析检测尸体尿液或血液中

含有 METH,不含其他毒品、毒物成分。 实验组排除

标准:(1)组织自溶、结构不清的病例;(2)具有其他

致死性疾病的病例。 对照组纳入标准:(1)死亡 2
日非冰冻或冰冻保存 5 日以内解剖的尸体;(2)病

理学检验确证无其他致死性损伤及疾病的病例;
(3)死亡原因主要为高坠、机械性窒息的病例。 对

照组排除标准同实验组。
按上述标准收集实验组及对照组心脏组织样

本各 10 例,采用 4%中性甲醛液浸泡固定,用于 HE
及 IHC 染色;部分组织冰冻保存于 -80 ℃ 供 WB
实验。
1. 5　 人心肌组织形态观察及 Cx43、p-Cx43 蛋白表

达检测

将 4%中性甲醛液固定的心肌组织,石蜡包埋 4
μm 切片,HE 染色后于光镜下观察其结构变化,并

采集图像。 人体心肌组织 Cx43、p-Cx43 蛋白表达采

用 IHC 染色 PV 两步法检测。 石蜡包埋组织 4 μm
切片,脱蜡,水化后 3% H2O2 消除内源性过氧化物

酶,高压热修复抗原 3 min,分别以 Cx43(1 ∶1 000)、
p-Cx43(1 ∶ 50)为第一抗体,PBS 为阴性对照,4 ℃
孵育过夜。 抗兔 IgG-辣根过氧化物酶为第二抗体,
室温孵育 40 min 后联苯二胺显色 2 min,苏木精复

染 30 s,于流水下冲洗 15 min 充分返蓝,中性树胶

封片。 于光镜下观察 Cx43 及 p-Cx43 阳性表达分

布,在 40×物镜下选取 5 个视野拍照,测定平均光密

度值(阳性表达光密度值 / 测量总面积)以反应蛋白

表达水平。
1. 6　 心肌组织 Cx43、p-Cx43 蛋白表达测定

用 WB 法检测人、动物心肌组织及心肌原代细

胞中 Cx43、p-Cx43 蛋白的表达。 将冰冻保存的人心

肌组织和经 METH 处理过后的 SD 大鼠的心肌组织

和原代心肌细胞充分裂解,离心取上清,加入十二

烷基硫酸钠上样缓冲液,于 100 ℃水浴加热,得到组

织及细胞蛋白。 以 β-actin 为内参,通过 10% 十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)恒压电泳

分离蛋白质样品,恒流转移蛋白质到聚偏氟乙烯

膜。 使用 5%脱脂奶粉在室温下封闭 2 ~ 3 h 后,在
4 ℃冰箱摇床上过夜孵育一抗:β-actin(1 ∶ 2 000)、
Cx43 抗体(1 ∶ 8 000)和 p-Cx43(1 ∶ 500)。 充分漂

洗后,与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG (1 ∶
10 000)二抗在室温下反应 1 h,经过化学发光检测

试剂对聚偏氟乙烯膜显色并进行曝光成像、图像采

集。 采用 Image J 分析软件扫描内参及目的条带的

灰度值并分析,每种蛋白质的 WB 实验均重复 3 次。
1. 7　 统计学分析

本实验所得数据为至少 3 次独立重复的结果,
正态计量资料采用 x±s 表示,进行方差齐性检验,方
差齐性采用 LSD 法,方差不齐用 Games-Howell 法,
多组间均数比较采用 ANOVA 检验,两组间均数比

较采用 t 检验;计数资料组间比较采用卡方检验。
以 P<0. 05 为差异有统计学意义,均用 SPSS 22. 0 统

计软件进行分析。

2　 结　 果

2. 1　 METH 对鼠心肌组织 Cx43 及 S368 位点磷酸

化表达水平的影响

WB 结果显示:与对照组相比,动物模型中实验

组 Cx43、p-Cx43 蛋白的表达量下降,差异具有统计

学意义(P<0. 05;图 1)。
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图 1. METH 动物模型心肌组织 Cx43、p-Cx43 表达　 　 A 为目的及内参蛋白条带;B 为条带灰度值。 a 为 P<0. 05,与对照组 Cx43 相

比;b 为 P<0. 05,与对照组 p-Cx43 相比。

Figure 1. Expressions of Cx43 and p-Cx43 in myocardial tissue of METH animal model

2. 2　 METH 对心肌原代细胞 Cx43 及其 S368 位点

磷酸化表达水平的影响

WB 结果表明,在 METH 浓度梯度和时间梯度

处理的心肌原代细胞中,Cx43、p-Cx43 蛋白的表达

量下降,差异具有统计学意义(P<0. 05;图 2)。

2. 3　 病例基本情况

比较两组间基线资料,组间性别差异无统计学

意义(P>0. 05);年龄、心脏重量差异具有统计学意

义(P<0. 05;表 1)。

图 2. METH 细胞模型心肌细胞 Cx43、p-Cx43 表达　 　 A 为目的及内参蛋白条带;B 为条带灰度值。 a 为 P<0. 05,与 0 h 组(左图)或 0
mmol / L METH 组(右图)Cx43 相比;b 为 P<0. 05,与 0 h 组(左图)或 0 mmol / L METH 组(右图)p-Cx43 相比。

Figure 2. Expressions of Cx43 and p-Cx43 in myocardial cells of METH cell model

表 1. 2 组基线资料比较

Table 1. Comparison of baseline data between two groups
分 组 男 /女(例) 年龄(岁) 心脏重量(g)

对照组 5 / 5 33. 90±3. 18 273. 45±10. 39

实验组 3 / 7 27. 60±3. 44a 298. 73±14. 29a

χ2 或 t 值 0. 83 6. 49 -6. 41
a 为 P<0. 05,与对照组相比。

2. 4　 人心肌病理变化

HE 切片光镜下观察,对照组见心室肌细胞横

纹结构清晰,核呈椭圆形,染色均匀,心肌纤维形态

规则,心肌间质间未见炎性细胞浸润、出血以及收

缩带坏死等病理改变。 实验组可见心肌部分散在

横纹消失,心肌细胞呈灶性嗜酸性染色增强,部分

细胞核大深染,结构不清楚,心肌纤维萎缩,心肌间
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质间见不同程度的脂肪组织浸润;部分心室肌内可

见局灶性心肌纤维断裂,呈波浪样改变,收缩带出

现坏死;部分心肌细胞间可见局灶性出血和散在的

单核细胞、淋巴细胞浸润等炎性反应(图 3)。

图 3. 人心肌镜下病理变化(HE 染色)　 　 A 为对照组;B、C、D 为实验组,见心肌细胞嗜酸性染色增强,心肌纤维断裂,心肌萎缩,心肌脂

肪浸润。

Figure 3. Microscopic change in human myocardial tissue (HE staining)

2. 5　 人心肌组织 Cx43 及其 S368 位点磷酸化水平

免疫组织化学染色显示,对照组见人心肌组织

中 Cx43 蛋白成簇分布于心肌细胞之间的闰盘处,即
两心肌细胞的端-端连接处,阳性表达呈线条状棕黄

色着色;实验组人心肌 Cx43 表达明显减弱,阳性染

色呈点片状分布,部分心肌可见大片缺染及淡染的

情况;2 组比较差异具有统计学意义(P<0. 05;图 4)。

对照组心肌中 p-Cx43 阳性反应较 Cx43 总蛋白

表达减弱,主要在心肌细胞闰盘处有棕黄色着色;
而实验组心肌中 p-Cx43 水平显著降低,阳性表达呈

不规则散在分布于心肌细胞沿长轴方向细胞膜的

两侧,呈现从闰盘至侧膜化的改变,部分棕黄色染

色呈点状弥散于细胞浆内;2 组比较差异具有统计

学意义(P<0. 05;图 4)。

图 4. 人心肌组织 Cx43 和 p-Cx43 蛋白表达水平(免疫组织化学染色) 　 　 A 为免疫组织化学染色图;其中 C1、C2 为对照组 Cx43,
L1、L2 为实验组 Cx43,C3、C4 为对照组 p-Cx43,L3、L4 为实验组 p-Cx43。 B 为 Cx43 及 p-Cx43 蛋白平均光密度值;a 为 P<0. 05,与对照组 Cx43
相比;b 为 P<0. 05,与对照组 p-Cx43 相比。

Figure 4. Expressions of Cx43 and p-Cx43 proteins in human myocardial tissue (IHC staining)

2. 6　 人心肌组织 Cx43 蛋白及其 S368 位点磷酸化

表达

WB 结果表明,与对照组相比,实验组的人心肌

组织中 Cx43 及 p-Cx43 蛋白表达量显著降低,差异

具有统计学意义(P<0. 05;图 5)。

3　 讨　 论

甲基苯丙胺,俗称“冰毒”,是目前广泛滥用的

毒品之一[1];根据联合国毒品和犯罪问题办公室发

布的 2017 年世界毒品报告,全球吸毒者数量和吸毒

者患病率正逐年升高[17]。 METH 具有极强的致幻

作用,不仅对神经系统损伤严重,对心血管系统的

破坏也逐渐受到关注[2-3]。 一项针对 100 例人体

METH 中毒相关死亡病例的研究发现,68% 的案例

具有心血管病理改变,最常见的组织病理学特征是

心肌细胞肥大、局灶性变性、坏死及不同程度动脉

粥样硬化[4]。
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图 5. 人心肌组织 Cx43 及 p-Cx43 蛋白表达　 　 A 为目的及内参蛋白条带;B 为条带灰度值。 a 为 P<0. 05,与对照组 Cx43 相比;b 为 P<
0. 05,与对照组 p-Cx43 相比。

Figure 5. Expressions of Cx43 and p-Cx43 proteins in human myocardial tissue

　 　 Cx43 在哺乳动物心室肌中含量最为丰富[18],
其作为心肌细胞缝隙连接的蛋白,在维持心肌正常

节律性的收缩和保证心室肌细胞正常电生理活动

方面起到了关键性作用[19]。 研究表明,Cx43 基因

突变与先天性心脏发育不良密切相关[20]。 在自发

性高血压大鼠模型中发现 Cx43 及磷酸化表达水平

较对照组降低[21]。 发生心肌梗死的患者中也检测

到 Cx43 含量显著减少[22]。 说明 Cx43 蛋白表达的

降低可能与诸多心脏疾病的发生有关。 而 Cx43 属

于磷蛋白,在细胞的生命周期中发生着不同的磷酸

化。 大量研究证实,心律失常、心血管疾病的发生

与 Cx43 的表达、 分布以及磷酸化状态异常有

关[12-13,23]。 S368 作为 Cx43 蛋白主要的磷酸化位点

之一,可以调节心室肌细胞缝隙连接通道的开闭状

态,进而影响心肌细胞间的信号耦联。 早期研究表

明,心肌缺血损伤与 Cx43 的 S368 位点磷酸化减少

有关[12-13]。 Cx43 S368 位点的磷酸化改变可能导致

心律失常的发生[13]。 以上这些研究均提示了心肌

收缩不良、心律失常、高血压等原因均能引起心肌

内 Cx43 的含量、分布及磷酸化状态发生改变。
我们观察了人体心肌在 METH 暴露下的结构

改变,发现心肌组织出现细胞肥大、嗜酸性染色加

深、局灶性出血、坏死以及心肌间质动脉硬化等病

理学现象,这表明长期暴露在 METH 下,心肌的结

构、功能将会遭到严重的破坏。 本实验成功构建了

METH 慢性中毒动物及细胞模型,并检测了小鼠心

肌组织及细胞中 Cx43 及其 S368 位点磷酸化的表达

情况,其含量明显下降,提示 METH 降低了心肌中

Cx43 的表达,引起心脏功能障碍,从而造成一系列

心血管疾病的发生,甚至心源性猝死。
基于 诸 多 实 验 局 限 于 动 物、 细 胞 模 型 方

面[6,13,24],我们直接检测了人体心肌组织中 Cx43 的

表达,结果显示吸食 METH 的人心肌组织中 Cx43
含量显著减少,主要表现在心肌细胞闰盘侧有少量

棕黄色,呈不规则分布;这与我们的动物及细胞实

验结果吻合。 而 S368 位点磷酸化的表达也显著下

降,与 Cx43 的表达情况一致。 研究也证实,心肌细

胞在缺血、缺氧或药物作用等条件下,Cx43 将出现

从心肌闰盘转移至细胞侧膜的现象,而机制之一则

是其位点的磷酸化[25]。 本实验中 S368 位点磷酸化

后,阳性反应也呈现侧膜化的趋势。 这说明 METH
能引起 Cx43 磷酸化状态改变,减少其磷酸化表达而

影响 Cx43 蛋白的结构、功能,导致心脏正常的功能

活动发生变化。
综上所述,METH 能通过减少心肌中 Cx43 及其

S368 位点磷酸化的表达,从而破坏心肌的组织结

构,影响心脏的正常功能。 本研究主要探讨了

METH 诱导心脏毒性的可能原因,对其具体的毒性

作用机制还有待我们以后进一步深入研究探讨。
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