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海马缝隙连接蛋白43与卒中后抑郁的关系研究
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摘 要:目的 探讨海马组织缝隙连接蛋白43(Cx43)与卒中后抑郁(PSD)的抑郁症状的相关性。方法 42只大鼠随机

均分为正常组、卒中组、抑郁组、PSD组、生理盐水组、缝隙连接抑制剂(CBX)组和缝隙连接激动剂(ATRA)组,每组6
只。采用脑立体定位仪定位微量注射内皮素-1制备脑缺血模型;采用慢性不可预见的温和应急刺激(CUMS)结合孤养

法制备抑郁模型;建立脑缺血模型后,加以CUMS和孤养法制备PSD模型;在PSD组术后14d,将大鼠随机分为PSD
组、生理盐水组、ATRA组和CBX组,每组6只。PSD组继续进行PSD造模,不做其他干预。其余3组在继续PSD造模

的同时予以以下干预:生理盐水组每日予生理盐水1ml腹腔内注射;ATRA 干预组每日予1mlATRA(浓度为1mg/

ml)腹腔内注射;CBX干预组,每日予CBX,20mg/kg的标准腹腔注射,连续给药14d。术后28d,用RealtimePCR和

Westernblot和免疫荧光染色检测大鼠海马Cx43mRNA及其蛋白表达。结果 术后28d,与正常组相比,抑郁组和

PSD组大鼠的体重和旷场实验中的穿越总距离显著减少(P<0.05);海马的Cx43mRNA和蛋白表达水平明显降低(P
<0.05)。经过CBX干预后,PSD组大鼠的体重和旷场实验中的穿越总距离进一步减少(P<0.05);海马Cx43mRNA
蛋白的表达进一步降低(P<0.05)。经过 ATRA干预后,PSD组大鼠的体重和旷场实验中的穿越总距离增加(P <
0.05);海马Cx43mRNA和蛋白的表达有所升高(P<0.05),但仍低于正常组(P<0.05)。结论 PSD大鼠海马Cx43
表达下降可能在PSD发病过程中发挥着一定的作用。
关键词:卒中后抑郁;海马;缝隙连接;缝隙连接蛋白43
中图分类号:R743.3   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2022)02-0163-05
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Relationshipbetweenhippocampalconnexin43andpost-strokedepression

ChenJinmei1,WangYu1,WangJie3,HuangXiaohua2,FengYun2,
LuoXuelian1,WangGongjun1,BaoChengzheng1,LiXuebin2
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  Abstract: Objective Toinvestigatetherelationshipbetweenhippocampalconnexin43(Cx43)andsymp-
tomsofpost-strokedepression(PSD). Methods 42ratswererandomlydividedintothenormalgroup,the
strokegroup,thedepressiongroup,thePSDgroup,thenormalsalinegroup,theCBX(carbenoxolone,agap
junctioninhibitor)groupandtheATRA(thegapjunctionagonist)group,with6ratsineachgroup.Themod-
elofcerebralischemiawasestablishedbymicro-injectionofendothelin-1underthepositioningofabrainster-
eotacticinstrument.Thedepressionmodelwasestablishedbymethodofchronicunpredictablemildemergency
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stimulation(CUMS)combinedwithsolitaryrearing.Basedonthethecerebralischemiamodel,thePSDmodel
waspreparedbyCUMSandsolitaryrearing.Onthe14thdayafteroperation,theratsinPSDgroupwereran-
domlydividedintothePSDgroup,thenormalsalinegroup,ATRAgroupandCBXgroup,with6ratsineach
group.ThePSDgroupcontinuedtobemodelledbyPSDwithoutotherintervention.Theotherthreegroups
receivedthefollowinginterventionswhilebeingmodelledbyPSD:thenormalsalinegroupwasinjectedintrap-
eritoneallywith1mlnormalsalineeveryday;theATRAgroupwasinjectedintraperitoneallywith1mlofAT-
RA(concentration:1mg/ml)everydayfor14days;theCBXgroupwasgiven20mg/kgofCBXbymeansof
standardintraperitonealinjectioneachdayfor14days.Attwenty-eightdaysafteroperation,theexpressionsof
Cx43mRNAandproteininrathippocampusweredetectedbyrealtimePCRandWesternblotandimmunoflu
orescentstaining. Results Atday28afteroperation,comparedwiththenormalgroup,thedepressiongroup
andPSDgrouphadsignificantreducedweightandtotalcrossingdistanceinopenfieldexperimentofrats(P<
0.05).TheirexpressionlevelsofCx43mRNAandproteininhippocampusdecreasedsignificantly(P<0.05).
AfterCBXintervention,inthePSDgroup,therats’bodyweightandtotalcrossingdistanceinopenfieldex-
perimentfurtherreduced(P<0.05),andtheexpressionsofCx43mRNAproteininhippocampusfurtherde-
creased(P<0.05).AfterATRAintervention,therewasanincreaseinthebodyweightandtotalcrossing
distanceinopenfieldexperimentofratsinPSDgroup(P<0.05),andtherewasacertainincreaseintheirex-
pressionsofCx43mRNAandproteininhippocampus(P<0.05),buttheseexpressionswerestilllowerthan
thoseofthenormalgroup(P <0.05). Conclusion ThedecreasedexpressionofCx43inhippocampusof
PSDratsmayplayaroleinthepathogenesisofPSD.
  Keywords: post-strokedepression;hippocampus;gapjunction;connexin43

  脑卒中是全球第三大死因,每年有590万例死亡,
预计到2030年将增加到2300万例患者,其中预计

1200万例患者会死亡,7000万例会成为脑卒中幸存

者。大约1/3的幸存者患有卒中后抑郁(post-stroke
depression,PSD),累积发生率为55%[1]。PSD是指在

脑血管意外后发生的以持续性的情绪低落、睡眠紊乱、
思维困顿、有自杀倾向等为主要表现的情感认知障

碍[2]。PSD是脑卒中后的严重神经精神病学后果,可
降低患者的生活质量和提高死亡率[3]。尽管抑郁症与

脑卒中有很强的关联,但确切的机制仍然不明确。

PSD是一种经过充分研究的身心疾病,在相关的危险

因素、诊断和患病率,认知恢复、身体恢复以及预防和

治疗方面已经取得了很大进展[4]。然而对PSD的病

理生理了解甚少。缝隙连接是由连接蛋白的亚基在相

邻细胞之间形成组成的管道,并允许直接的细胞间通

讯,分子量高达1000Da的各种化合物可以通过缝隙

连接管道的被动扩散进行交换,即代谢产物、离子、第
二信使、水和电脉冲[5]。神经系统中合成的缝隙连接

蛋白种类繁多,海马组织缝隙连接蛋白43(Cx43)被普

遍认为是在星形胶质细胞中表达[6]。越来越多证据证

明星形胶质细胞的缝隙连接受损可能与精神疾病有

关,在抑郁症自杀患者的新皮层、小脑皮层、内侧丘脑

和尾状核中发现星形胶质细胞Cx30和Cx43明显降

低[7]。本课题组前期研究发现,在PSD组大鼠海马组

织Cx43的表达较正常组下调[8]。缝隙连接功能的改

变可能会导致相关的抑郁症状,但目前尚不清楚缝隙

连接受损是否会导致PSD的抑郁症状。本文的目的

阐明PSD的抑郁症状与海马Cx43的关系。本研究分

别选择应用缝隙连接阻断剂(CBX)和激动剂(ATRA)
干预PSD大鼠模型后观察抑郁症状的改变情况,以进

一步验证PSD的抑郁症状与海马Cx43的相关性。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 SPF级SD健康大鼠42只,雄性,

6~8周龄,体重(275±25)g。大鼠购自湖南长沙市

天勤生物技术有限公司,许可证号为SCXK(湘)2019-
0014,实验过程严格按照《中国实验动物使用和管理办

法》执行。

1.1.2 主要试剂和仪器 内皮素-1(美国sigma公

司);兔抗Cx43多克隆抗体和鼠抗GAPDH单克隆抗

体(中国武汉protein公司);山羊抗小鼠二抗(美国

ThermoFisher公 司);山 羊 抗 兔 二 抗 (美 国 Ther-
moFisher公司);AlexaFluor488标记的IgG及DAPI
试剂(美国 ThermoFisher公司);冰冻切片机(德国

LEICA公司);荧光倒置显微镜(德国LEICA公司);
脑立体定位仪(中国安徽正华公司);微量注射泵和颅

骨钻(中国安徽正华公司)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和脑卒中后抑郁动物模型的建立 
42只大鼠随机均分为正常组、卒中组、抑郁组、PSD
组、生理盐水组、CBX组和 ATRA组。正常组6只:
采用脑立体定位仪定位(AP:0.0,ML:+2.5,DV:
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-2.1)和(AP:+2.3,ML:+2.5,DV:-1.9),微量注射

内皮素-1制备脑缺缺血性卒中型[9];抑郁组6只:采
用慢性不可预见的温和应激刺激(CUMS)结合孤养法

制备抑郁模型。应激方法包括:①足底电击3min;②
持续光照21h;③夹尾1min;④40℃热水游泳10
min;⑤倾斜17h;⑥束缚2h;⑦湿笼24h;⑧禁水禁

食24h。孤养方法为每只老鼠单独1笼[10];PSD大鼠

24只:建立脑缺血模型术后1周,加以CUMS和孤养

法制备PSD模型。在PSD组术后14d,将大鼠随机

分为PSD组、生理盐水组、ATRA组、CBX组,每组6
只。PSD组继续进行PSD造模,不做其他干预。其余

3组在继续PSD造模的同时予以以下干预:生理盐水

组每日予生理盐水1ml腹腔内注射;ATRA干预组,
用乙醇和磷酸盐缓冲液按1∶9配制后,加入 ATRA
浓度为(1mg/ml),每天1ml腹腔内注射;CBX干预

组,每日予CBX,20mg/kg的标准腹腔注射,连续给

药14d。

1.2.2 行为学方法

1.2.2.1 体重 分别称量大鼠术后7d、28d的体

重。

1.2.2.2 旷场实验 采用周壁、底面均为黑色的立柱

体旷场箱,底面划分为面积相等的25块,实验开始时

将大鼠放置于旷场箱底面的中心。在光线昏暗、安静

的环境下进行测试,用SMART2.5实时视频图像跟

踪系统分析记录大鼠在5min的总距离。

1.2.3 取样及样品分析 所有行为学测试完成后,次
日麻醉大鼠后,断头取大脑海马组织,3只大鼠应用

RealtimePCR和 Westernblot检测大鼠海马CX43
mRNA及其蛋白表达,另外3只大鼠进行冰冻切片,
应用免疫荧光染色检测CX43蛋白的表达。

1.2.4 实验方法

1.2.4.1 Realtime PCR分离大鼠海马组织,置于

冻存管中,液氮急速冷冻,于研钵中磨碎海马组织,用

TRIZOL试剂盒提取海马总RNA,采用紫外分光光度

仪对其浓度、纯度进行检测,使用cDNA逆转录试剂

盒将RNA逆转录成cDNA,采用SYBRGREENI实

时荧光定量PCR试剂盒上机扩增检测,qRT-PCR反

应条件参照说明书,采用2-△△Ct法计算Cx43的相对表

达量。每组重复3遍。引物设计如下:Cx43上游5′-C
CACTCTCACCTATGTCTCCTCCTG-3′,Cx43下游

5′-CTCGCTGGCTTGCTTGTTGTAATTG-3′,GAP
DH上游5′-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3′,GA
PDH 下 游 5′-AGCCCAGGATGCCCTTTAG-T-3′,
由上海生工合成引物。

1.2.4.2 Westernblot 分离大鼠海马组织,置于冻

存管中,液氮急速冷冻,于研钵中磨碎海马组织,蛋白

提取试剂盒提取总蛋白,BCA法测定蛋白浓度,依次

进行10%SDS-PACE电泳分离蛋白,转印至PVDF膜

上,快速封闭液封闭,一抗孵育过夜,TBST洗膜3遍,
加入二抗,室温孵育2h,ECL法发光显影,保存图片,

ImageJ软件分析数据。

1.2.4.3 免疫荧光染色 将带海马的脑组织进行冰

冻切片,10%正常山羊血清的PBS室温封片1h,加入

一抗,4℃孵育过夜,PBS洗3遍,加入带荧光的二抗

室温避光孵育1h后,封片后使用荧光显微镜观察结

果,ImageJ软件分析数据。

1.3 统计学方法 采用SPSS23.0统计软件进行数

据分析,各组间比较采用单因素方差分析(One-way
ANOVA),两两比较采用最小显著差数法(LSD-t)检
验,方差不齐,采用Dunnetts’T3法,统计结果以(췍x±
s)表示。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 7组大鼠体重情况比较 术后7d,与正常组相

比,卒中组、PSD组、生理盐水组、CBX组和ATRA组

体重降低(P<0.05)。术后28d,与正常组相比,抑
郁组和PSD组体重降低(P<0.05);与PSD组相比,
生理盐水组和抑郁组体重差异无统计学意义(P >
0.05),CBX组体重降低(P<0.05)和ATRA组体重

升高(P<0.05),ATRA组低于正常组(P<0.05)。
见表1。

表1 各组大鼠不同时间体重变化情况  单位:g

组别 n
体重变化

术后7d 术后28d
正常组 6 285.83±5.77 336.50±8.01
卒中组 6 230.50±6.71a 272.50±6.28
抑郁组 6 285.75±4.60 225.08±5.25a

PSD组 6 233.66±4.13a 227.00±6.46a
生理盐水组 6 229.50±4.18a 225.83±3.26
CBX组 6 230.33±4.71a 209.16±3.18b

ATRA组 6 230.00±5.09a 289.33±5.04ab

F 166.142 382.224
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组相比,a:

P<0.05,与PSD组相比,b:P<0.05。

2.2 7组大鼠运动行为改变 见表2。大鼠旷场实验

结果显示,术后7d,与正常组相比,卒中组、PSD组、
生理盐水组、CBX组和ATRA组穿越总距离降低(P
<0.05)。术后28d,与正常组相比,抑郁组和PSD组

穿越总距离降低(P<0.05);与PSD组相比,生理盐

水组和抑郁组穿越总距离差异无统计学意义(P >
0.05),CBX组穿越总距离降低(P<0.05)和ATRA
组穿越总距离升高(P<0.05),ATRA组低于正常组

(P<0.05)。
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表2 各组大鼠不同时间旷场实验穿越总距离 单位:cm

组别 n
总距离

术后7d 术后28d
正常组 6 2995.26±410.98 2696.36±327.07
卒中组 6 1897.33±405.38a 2696.70±399.61
抑郁组 6 2529.41±430.45 1365.33±86.84a

PSD组 6 1764.92±265.63a 1262.64±187.27a
生理盐水组 6 1972.18±520.08a 1335.03±147.05
CBX组 6 1843.21±467.48a 555.01±107.34b

ATRA组 6 2219.92±159.74a 1776.26±101.42ab

F 7.592 74.085
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组相比,a:

P<0.05,与PSD组相比,b:P<0.05。

2.3 各组Cx43mRNA表达水平比较结果 抑郁组

和PSD组大鼠海马Cx43mRNA表达水平明显低于

正常组(P<0.05);与PSD组相比,生理盐水组和抑

郁组大鼠海马Cx43mRNA表达差异无统计学意义

(P>0.05),CBX组大鼠海马Cx43mRNA表达降低

(P<0.05),ATRA组大鼠海马Cx43mRNA表达升

高(P<0.05),仍低于正常组(P<0.05)。见图1。

注:与正常组相比,a:P<0.05,与PSD组相比,b:P<0.05。

图1 海马Cx43mRNA表达

2.4 各组Cx43蛋白表达比较结果 与正常组相比,
抑郁组和PSD组大鼠海马Cx43蛋白表达明显降低

(P<0.05);与PSD组相比,生理盐水组和抑郁组大

鼠海 马 Cx43蛋 白 表 达 差 异 无 统 计 学 意 义(P >
0.05),CBX组大鼠海马 Cx43蛋白表达降低(P <
0.05),ATRA组大鼠海马Cx43蛋白表达升高(P <
0.05),仍低于正常组(组间F=82.540,P<0.001),
见图2。
2.5 免疫荧光染色结果 与正常组相比,抑郁组和

PSD组大鼠海马组织中 Cx43蛋白表达降低(P <
0.05);与 PSD 组和生理盐水组相比,CBX 组大鼠

Cx43蛋白表达降低(P <0.05),ATRA 组大鼠的

Cx43蛋白表达升高(P<0.05),但仍低于正常组(P
<0.05)。见表3。

注:与正常组相比,a:P<0.05,与PSD组相比,b:P<0.05。
图2 海马Cx43蛋白表达

表3 各组大鼠海马Cx43荧光强度比较

组别 n Cx43/DAPI相对荧光强度

正常组 3 0.62±0.04
卒中组 3 0.61±0.08
抑郁组 3 0.23±0.02a

PSD组 3 0.23±0.03a

生理盐水组 3 0.23±0.03
CBX组 3 0.05±0.03b

ATRA组 3 0.44±0.01ab

F 77.506
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组相比,a:

P<0.05,与PSD组相比,b:P<0.05。

3 讨论

抑郁症是缺血性卒中最常见的精神疾病,通常持

续存在,即使长时间缓解也有很高的复发风险[11]。研

究表明中风发作后第一年的PSD的发病率和死亡率

增加,PSD患者具有更多的功能障碍和较差的康复结

果[12]。与单纯抑郁症不同,PSD是在血管损伤的基础

上发生的抑郁症,并且具有更严重的抑郁症状、更多的

认知功能障碍,但是睡眠障碍相对较轻[13]。本研究采

用脑立体定位仪微量注射内皮素-1,引起大鼠大脑皮

层与纹状体缓慢缺血造成脑卒中模型,术后7d采用

慢性不可预见温和应激结合孤养建立PSD模型。术

后28d,PSD组体重和旷场实验中的穿越总距离明显

降低,差异有统计学意义,提示建模成功。
越来越多证据证明,Cx43的表达水平变化与抑郁

症的发生发展相关,一项使用抑郁症动物模型的研究

表明,抑郁小鼠的内侧前额叶皮层和海马中星形胶质

细胞Cx43和Cx30蛋白表达下调,此时神经元的活性
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也受到抑制。小鼠还表现出行为缺陷、快感缺乏,在同

一研究中敲低抑郁小鼠内侧前额叶皮层和海马的星形

胶质细胞的Cx43和Cx30表达后,神经元的活性进一

步降低,在不减少星形胶质细胞数量的情况下进一步

诱导快感缺乏症[14]。本实验结果PSD组和抑郁组大

鼠一样,海马Cx43mRNA、蛋白和荧光强度表达下

调,并且出现抑郁症的核心症状,即快感缺乏及行为绝

望。在旷场实验中的穿越总距离也明显降低以及体重

明显下降,提示海马Cx43下降可能会诱导抑郁症和

PSD的发生和发展。有研究发现血栓性梗塞大鼠模

型海马组织中Cx43表达变化,缺血性损伤后第1天,
同侧海马组织中表达Cx43mRNA的星形胶质细胞减

少了50%,到3~14d,在海马CA1层中表达Cx43
mRNA的细胞数目显著增加,但是第30~120天,与
正常组相比,海马中却未检测到表达Cx43mRNA的

细胞数量有相对的表达差异[15]。有研究者发现大脑

中动脉闭塞术(MCAO)后大鼠模型,缺血后灌注后6
h大脑皮层、海马、纹状体Cx43蛋白表达升高,在1d
内达到峰值,然后逐渐下降,但在7d仍高于假手术

组[15-16]。本实验结果提示卒中组大鼠海马Cx43mR-
NA、蛋白、荧光强度却和正常组差异无统计学意义,
但在旷场实验中发现卒中组大鼠的穿格次数和穿越总

距离减少,我们猜测这种变化可能是因为大鼠术后肢

体瘫痪所导致的。抑郁组和PSD组大鼠海马Cx43
mRNA、蛋白、荧光强度差异无统计学意义,我们推测

Cx43蛋白表达与抑郁症和PSD的抑郁行为有密切的

关系,且PSD的抑郁行为可能由Cx43下降引起。
本实验进一步采用CBX和 ATRA干预PSD大

鼠发现,CBX组大鼠1h糖水消耗率、体重和旷场实验

中的穿格次数和穿越总距离进一步降低,快感缺乏及

行为绝望更加明显,大鼠海马Cx43mRNA、Cx43蛋

白和荧光强度也进一步降低。然而,给予ATRA干预

的PSD大鼠,快感缺失和行为绝望得到改善,大鼠海

马Cx43mRNA、Cx43蛋白和荧光强度升高,进一步

验证海马缝隙连接Cx43的表达变化与PSD的抑郁行

为的相关性,提示提高海马Cx43的表达可以在一定

程度上改善PSD大鼠兴趣下降的表现,并能对抗PSD
大鼠的绝望和无助行为。

综上所述,海马Cx43在PSD模型中表达水平降

低,ATRA上调Cx43的表达后,大鼠的快感缺乏及行

为绝望症状得到改善,然而 CBX下调 Cx43的表达

后,大鼠的快感缺乏及行为绝望症状进一步加重。海

马组织Cx43的表达参与PSD抑郁行为的发生发展,
有可能成为PSD治疗的新靶点。
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