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研究原著

Gja1 基因重组慢病毒对糖尿病豚鼠膀胱病变模型中缝隙连接蛋白 43 蛋白及
mRNA 表达的影响

文题释义：

糖尿病膀胱：糖尿病是一组以血糖升高为特征的慢性系统性代谢疾病，糖尿病膀胱是糖尿病常见慢性并发症之一，可导致膀胱感觉受损、

容量增加等病理生理变化，临床常见为尿频、尿急、尿潴留等，最终引起尿毒症等严重不良后果，严重影响患者生活质量。

连接子：6个连接蛋白亚单位在细胞膜上形成六聚体，称为连接子或半通道，可以作为独立的通道，或与同位膜中的半通道对接，形成完

整的缝隙连接通道，允许小分子物质自由通过，从而形成间隙连接的细胞间通讯功能，促进细胞间的物质信息和能量交换。

摘要

背景：缝隙连接蛋白43又被称为Gja1蛋白，Gja1基因重组慢病毒对糖尿病膀胱引起的收缩功能障碍可能有改善作用。

目的：构建豚鼠糖尿病膀胱病变模型，研究经尿道灌注Gja1基因重组慢病毒药物的方式，观察对受损膀胱逼尿肌细胞表面缝隙连接蛋白43
蛋白和 mRNA表达的影响。

方法：选取80只鼠龄及体质量相近的健康豚鼠，随机原则挑选15只豚鼠常规饲养，设为正常组；剩余65只高糖高脂饮食喂养4周后给予腹

腔注射1%链脲佐菌素200 mg/kg建立糖尿病豚鼠膀胱模型；尿动力学筛选出符合糖尿病膀胱病变豚鼠模型，依据随机分组原则分为3组：

空白组(n=12)、对照组(n=12)、实验组(n=12)。空白组经尿道灌注0.2 mL磷酸缓冲盐溶液；对照组经尿道灌注0.2 mL空载基因重组慢病毒；

实验组经尿道灌注0.2 mL Gja1基因重组慢病毒。每组在转染后第2，7，14，28天分别处死3只豚鼠，通过免疫组织化学染色法观察豚鼠膀

胱组织缝隙连接蛋白43蛋白的表达及分布，分别采用Western-Blot和qRT-PCR检测缝隙连接蛋白43蛋白和 mRNA 的表达水平。

结果与结论：①经尿道灌注Gja1基因重组慢病毒后，实验组较空白组及对照组的缝隙连接蛋白43蛋白和 mRNA表达水平均明显升高(P < 
0.01，P < 0.01)，且基因重组慢病毒在转染后第14天缝隙连接蛋白43蛋白和 mRNA表达最佳；空白组较对照组缝隙连接蛋白43蛋白和 mRNA
表达水平差异无显著性意义(P > 0.01)；②结论：经尿道灌注Gja1基因可以稳定表达于膀胱组织中，并能上调缝隙连接蛋白43蛋白和mRNA
的表达，有利于修复细胞间受损的信号转导及物质交换通路。
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0   引言   Introduction
糖尿病是一种以血糖升高为特征的慢性系统性代谢疾

病，发病率和死亡率明显高于普通人群，预测到 2040 年，

20-79 岁的糖尿病患者人数将增至约 6.42 亿
[1]
。糖尿病可致

全身多种细胞与器官损害，进而导致病变器官功能改变；在

泌尿系统中，糖尿病膀胱病变是糖尿病主要并发症之一，其

伴随有多种下尿路症状，典型症状为膀胱感觉减退、容量增

加和排空受损
[2-3]

，长期发展可并发泌尿系感染、肾功能不全，

最终引起尿毒症等严重不良后果，对患者生活质量造成严重

影响
[4-6]

。目前糖尿病膀胱病变发病机制尚不明确，多项研

究表明，缝隙连接蛋白在动物体内广泛表达，相邻细胞间通

过缝隙连接蛋白形成缝隙连接通道，参与细胞间信号传导、

物质交换等功能，对维持细胞正常的生理功能有重大意义
[7-8]

。

目前已发现缝隙连接蛋白多达 21 种；其中，缝隙连接蛋白

43(Connexin43，Cx43)，又被称为 Gja1 蛋白，是由定位于染

色体 6q22-24 的 Gja1 基因编码的膜蛋白，是连接子膜通道的

一个组成部分，在人体中细胞膜广泛表达
[9-10]

。推测 Cx43 蛋

白改变可能在糖尿病膀胱病变中起到重要作用，在课题组前

期研究中也提示糖尿病膀胱病变中 Cx43 蛋白较正常膀胱组

织明显减少
[11]
，因而 Cx43 蛋白改变可能是导致糖尿病膀胱

的重要原因之一
[12-14]

。此研究旨在以慢病毒为载体构建 Gja1

基因药物，将 Gja1 基因重组慢病毒经尿道成功导入糖尿病

膀胱病变豚鼠膀胱，通过观察 Gja1 基因药物导入膀胱组织

中 mRNA 及 Cx43 蛋白表达，初步探讨经尿道灌注 Gja1 基因

药物对豚鼠糖尿病膀胱的影响，为临床治疗糖尿病膀胱病变

提供新的思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机对照动物实验。组间比较采用两独立样本 t

检验，多样本比较采用方差分析加 SNK-q 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 9 月至 2021 年 6 月在石河

子大学医学院动物房及病理实验室完成。

Abstract
BACKGROUND: Connexin 43 is also known as Gja1 protein. Gja1 recombinant lentivirus may improve bladder contractile dysfunction in diabetes.
OBJECTIVE: To establish a guinea pig model of diabetic cystopathy, study the way of transurethral infusion of Gja1 recombinant lentiviral drugs, and observe the 
effect on the expression of connexin 43 protein and mRNA on the surface of detrusor muscle cells in the damaged bladder. 
METHODS: Eighty healthy guinea pigs of similar age and body mass were selected, 15 of which were randomly selected and conventionally fed and the 
remaining 65 were given intraperitoneal injection of 1% streptozotocin (200 mg/kg) to establish a guinea pig model of diabetic cystopathy. Urodynamics 
screening was performed to identify guinea pigs with diabetic cystopathy, which were further randomized into three groups: blank group (n=12), control group 
(n=12) and experimental group (n=12). The blank group was perfused with 0.2 mL of phosphate buffered saline, the control group was perfused with 0.2 mL of 
empty recombinant lentivirus, and the experimental group was perfused with 0.2 mL of Gja1 recombinant lentivirus. Three guinea pigs from each group were 
killed at each observation time point (2, 7, 14, and 28 days) after transfection. Expression and distribution of connexin 43 protein in the bladder were observed 
by immunohistochemical staining, and the protein and mRNA levels of connexin 43 were detected by western blot and qRT-PCR assays, respectively, 
RESULTS AND CONCLUSION: After transurethral infusion of Gja1 recombinant lentivirus, the expression levels of connexin 43 protein and mRNA were 
significantly higher in the experimental group than the blank and control groups (P < 0.01, P < 0.01), and the best expression levels of connexin 43 protein and 
mRNA were found at 14 days after transfection with Gja1 recombinant lentivirus. There were no significant differences in the expression levels of connexin 43 
protein and mRNA between the blank and control groups (P > 0.01). To conclude, Gja1 gene via transurethral perfusion can stably express in bladder tissue and 
up-regulate the expression of connexin 43 at protein and mRNA levels, which may be beneficial to repair damaged signal transduction and exchange pathways 
between cells.
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1.3   材料

1.3.1   实验动物    选取雄性荷兰豚鼠 80 只，8-12 周龄，体

质量 350-450 g，室内无噪声环境中分笼常规饮食饲养，所

用实验豚鼠由新疆医科大学动物实验中心提供，生产许可证

号：SCXK( 新 )2018-0002。该研究经石河子大学医学院第一

附属医院动物实验伦理委员会审核批准，并按照国家科学委

员会要求对实验动物给予人道主义照顾。

1.3.2   实验主要仪器与试剂   高速离心机、反转录试剂盒

(Thermo-Fermentas 公司 )；PCR 仪 ABI 7500 FAST ( 美国 ABI 

公司 )；尿流动力学检测仪 ( Laborie 公司 )；DYCZ- 24DN 垂

直电泳槽 ( 北京六一仪器厂 )；链脲佐菌素 (Streptozotocin，
STZ，美国 Sigma 公司 )；Gja1 基因重组慢病毒载体药物 ( 上

海吉玛公司 )；PCR 引物 ( 上海生工生物工程公司 )；小鼠抗

体 β-actin 单抗、山羊抗小鼠 IgG 二抗、山羊抗兔 IgG 二抗 ( 北

京中杉金桥 )；Anti-Cx43(Abcam 公司 )。
1.3.3   高糖高脂饲料   高糖高脂饲料中热量占比 30% 脂肪、

52% 碳水化合物、18% 蛋白质，来自南通特洛菲饲料科技有

限公司。

1.4   实验方法   

1.4.1   豚鼠糖尿病膀胱病变模型制备   适应性饲养 2 周，随

机数字法从 80 只豚鼠中选取 65 只为糖尿病模型组，余 15

只为正常对照组，给予糖尿病模型组高糖高脂喂养 4 周后，

禁食 12 h，立即以 1% 链脲佐菌素 200 mg/kg 腹腔一次性注

射进行糖尿病豚鼠诱导，继续给予高糖高脂饲养，使用血糖

仪从耳郭外周静脉测量血糖，糖尿病豚鼠模型诱导成功以随

机血糖连续 4 周≥ 16.7 mmol/L 为标准进行筛选，余 15 只豚

鼠正常饲养。诱导成功的动物模型及正常豚鼠继续饲养至 10

周后，采用尿流动力学方法筛选糖尿病膀胱病变模型：膀胱

残余尿 > 10% 膀胱容量，尿动力学提示逼尿肌压降低、最大

膀胱容量增大、膀胱顺应性增强等改变。

1.4.2   动物分组及给药   将造模成功糖尿病膀胱病变豚鼠随

机分为 3 组：空白组、对照组和实验组，每组 12 只。实验
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前禁食禁水 6 h，2% 戊巴比妥钠以 40 mg/kg 腹腔注射充分

麻醉后将豚鼠固定于操作台上，暴露阴茎，消毒后铺一次

性洞巾，插入导尿管，排空豚鼠膀胱尿液。空白组灌注 PBS  

0.2 mL；对照组经尿道灌注未携带 Gja1 基因的慢病毒 

0.2 mL；实验组灌注 Gja1 基因重组慢病毒药物 0.2 mL；灌注

后于膀胱中保存 2 h。2 h 后将豚鼠放回笼中继续饲养。

1.4.3   免疫组织化学染色检测膀胱组织 Cx43 蛋白分布及表

达   每组在转染后第 2，7，14，28 天 4 个时间节点分别处死

3 只豚鼠，取膀胱组织并固定。将固定于甲醛溶液中的膀胱

组织进行石蜡包埋并制成石蜡切片后，依次进行烤片 → 脱 

蜡 → 脱二甲苯、脱水 → 冲洗 → 抗原修复 → 阻断内源性过氧

化物酶活性 → 滴加一抗 (Anti-Connexin 43，1 ∶ 100 )，过夜孵

育后二抗 →DAB 显色 → 复染 → 返蓝 → 封固 → 扫片、采图。

1.4.4   qRT-PCR 实验检测 Gja1 基因的表达   将膀胱组织用

研磨皿捣成粉末状，通过 Trizol 法提取总 RNA 并反转录

为 cDNA，在 ABI 7500 快速实时 PCR 仪器上进行检测，以

GAPDH 作为内参，每个基因设置 3 个复孔，并重复 3 次。采

用 2-ΔΔCt
法计算，引物序列表 1。

1.4.5   Western-Blot 实验检测膀胱组织 Cx43 蛋白表达   研磨

皿碾碎膀胱组织后，使用 RIPA 裂解缓冲液在冰上裂解组织

15 min，使用 BCA 蛋白质分析试剂盒测定裂解物的蛋白质浓

度。取适当样品置于聚丙烯酰胺凝胶中，电泳后将蛋白转移

至 PVDF 膜 (0.45 μm)。将膜浸入 5% 脱脂牛奶室温封闭 1.5 h 

阻断非特异性结合，将膜与一抗 (Anti-Connexin 43，1 ∶ 

1 000) 放在 4 ℃的环境下过夜孵育；次日孵育结束经 TBST 液

洗涤后，将膜与二抗 ( 山羊抗兔 IgG 二抗，1 ∶ 5 000) 室温

摇床孵育 2 h。以 β-actin 作为内参分析目标蛋白的表达水平，

曝光并显影。

1.5   主要观察指标   ①豚鼠尿流动力学参数；②膀胱组织免

疫组化染色结果；③膀胱 Cx43 蛋白和 mRNA 表达。

1.6   统计学分析   采用 IBM SPSS 22.0 版统计软件分析和处理

数据，计量资料以 x-±s 表示；符合正态分布数据，组间比较

采用两独立样本 t 检验；多样本比较采用方差分析，两两比

较采用方差分析加 SNK-q 检验；不符合正态分布数据使用秩

和检验，以 P < 0.01 为差异有显著性意义。文章统计学方法

在石河子大学统计学专家指导下完成的，已被专家审核。

2   结果   Results 
2.1   糖尿病膀胱病变豚鼠模型制备   37 只糖尿病膀胱病变豚

鼠模型诱导成功。糖尿病膀胱病变豚鼠模型逼尿肌压显著低

于正常组差异有显著性意义 (P < 0.01)，残余尿、最大膀胱容

量、膀胱顺应性均大于正常对照组，差异有显著性意义 (P < 

0.01)，见表 2。

实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 构建豚鼠糖尿病膀胱病变模型，观察经尿道灌注 Gja1 基因重

组慢病毒药物对膀胱组织 Cx43 蛋白及 mRNA 表达的影响

动物来源及品系 雄性豚鼠，新疆医科大学动物中心实验室提供

造模技术描述 高糖高脂喂养后 4 周后，禁食 12 h，经腹腔一次性注射 1% 链

脲佐菌素 200 mg/kg 进行糖尿病豚鼠诱导，继续给予高糖高

脂饲养

造模主要诱导用药 链脲佐菌素

动物数量及分组方

法

80 只豚鼠随机分组原则分为正常对照组 (n=15) 和糖尿病模型

组 (n=65)

造模成功评价指标 链脲佐菌素诱导后以随机血糖连续 4 周≥ 16.7 mmol/L 为标准

进行筛选，第 10 周行尿动力学检测对糖尿病膀胱病变模型进

行验证

造模后实验观察指

标

①豚鼠尿流动力学参数；②膀胱组织免疫组化染色结果；③

膀胱 Cx43 蛋白和 mRNA 表达

造模过程中动物死

亡原因

制备豚鼠糖尿病膀胱病变模型过程中，死亡 5 只，糖尿病诱

导失败 13 只，尿流动力学检测仪筛选弃去 10 只

如何补充造模过程

中缺失的动物

最终共 37 只糖尿病膀胱病变豚鼠模型诱导成功，此次实验需

要糖尿病豚鼠膀胱病变模型 36 只

造模后动物处理 造模成功的糖尿病豚鼠膀胱病变模型随机分为 3 组：空白组、

对照组和实验组。对照组经尿道灌注未携带 Gja1 基因的慢病

毒；空白组灌注 PBS；实验组灌注的 Gja1 基因重组慢病毒药物。

于转染后第 2，7，14，28 天分别麻醉后处死 3 只豚鼠，取膀

胱组织并固定

伦理委员会批准 石河子大学医学院第一附属医院动物实验伦理委员会审核批

准 A2019-167

表2 ｜两组豚鼠尿流动力学参数比较                           (x-±s)
Table 2 ｜ Comparison of urodynamic parameters between two groups

组别 n 残余尿 (mL) 逼尿肌压 (kPa) 最大膀胱容量 (mL) 顺应性 (mL/kPa)

正常对照组 15 0.07±0.01 2.40±0.19 1.61±0.06 1.33±0.20
糖尿病模型组 37 0.69±0.58 1.52±0.24 2.08±0.15 4.18±1.43

t 值 采用秩和检验 12.60 采用秩和检验 -11.921 2
P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

表 1 ｜ qRT-PCR 引物序列
Table 1 ｜ Sequences of primers for qRT-PCR

基因 上游引物 下游引物 产物长度 (bp)

Gja1 TAC TTC AAG GGC TGC TCC TC GGT TCT GCT CCG CAC TGT AG 156
GAPDH AGA TGG TGA AGG TCG GAG TG ACT TGC CGT GGG TAG AAT CA 162

2.2   豚鼠膀胱免疫组织化学染色结果   各组糖尿病膀胱病变

豚鼠膀胱的免疫组化结果提示结缔组织疏松，逼尿肌肌束排

列紊乱，形态多样，结构松散。膀胱逼尿肌细胞上 Cx43 蛋

白显示胞膜及胞质被染成棕黄色，空白组和对照组阳性染色

强度低于实验组，且空白组和对照组之间染色强度无明显差

异。实验组中随着时间推移 Cx43 蛋白表达逐渐增强，第 14

天染色强度表达最高，第 28 天表达强度较第 14 天略下降，

见图 1。
2.3   qRT-PCR 检测豚鼠膀胱组织 Gja1 基因 (Cx43 mRNA) 的

表达    通过 qRT-PCR 实验检测经豚鼠尿道灌注基因重组慢

病毒后 Gja1 基因转录情况，结果显示，实验组较对照组及

空白组豚鼠膀胱 Cx43 mRNA 表达水平明显升高 (P < 0.01， 

P < 0.01)，空白组及对照组 Cx43 mRNA 表达水平差异无显著

性变化 (P > 0.05)，实验组豚鼠膀胱 Cx43 mRNA 表达水平随

时间变化逐渐升高，第 14 天最为显著，见图 2。
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2.4    Western-Blot 实验检测豚鼠膀胱 Cx43 蛋白表达    结果显

示，实验组豚鼠膀胱 Cx43 蛋白表达量较空白组和对照组升

高 (P < 0.01，P < 0.01)，空白组和对照组对比差异无显著性

意义 (P > 0.01)，且随着时间变化，实验组豚鼠膀胱中 Cx43

蛋白表达量逐渐升高，以第 14 天最为显著，第 28 天略有下

降，见图 3。

尿病膀胱病变最主要因素
[17]
，主要表现为膀胱容积增大、顺

应性增强，逼尿肌收缩功能等障碍
[18]
，其中逼尿肌收缩障碍

是最重要发病机制之一，目前研究发现缝隙连接蛋白与膀胱

逼尿肌收缩活动密切相关
[14，19]

。

缝隙连接是细胞间主要连接方式，广泛分布于脊椎动物

及无脊椎动物体内，其参与细胞间离子与分子的交换，从而

介导化学与电信号的产生
[20-22]

。缝隙连接主要由连接蛋白构

成，为 6 个连接蛋白亚单位在细胞膜上形成一个连接子或半

通道，可以作为独立的通道或与同位膜中的半通道对接，形

成完整的缝隙连接通道
[21，23]

。Cx43 是表达最普遍和研究最

多的缝隙连接蛋白，多项研究显示，Cx43 功能、结构及数量

改变可以导致多种疾病发生，包括癌症
[24]
、心脏病

[25]
、糖

尿病视网膜病变等
[26]
，并与皮肤愈合密切相关

[27]
；而 Cx43

作为逼尿肌最重要一种缝隙连接蛋白与逼尿肌活动密切相 

关
[28-29]

，其可能与糖尿病膀胱病变相关。既往研究提示膀

胱过度活动症 Cx43 蛋白表达明显增高，膀胱内信号传导增

多，细胞间物质能量交换增加，从而强加膀胱收缩频率
[30]
。

OSHIRO 等
[19]

研究显示 Cx43 蛋白在年龄相关性膀胱逼尿肌

活动不足表达减少，逼尿肌之间信号传输减少，可见 Cx43

表达改变可能影响逼尿肌收缩活动。而糖尿病膀胱病变膀胱

中，目前少有证实 Cx43 能够影响膀胱逼尿肌收缩功能的文

献报道，因此作者考虑通过经尿道灌注Gja1基因重组慢病毒，

提高膀胱组织 Cx43 蛋白表达，增加并修复细胞间信息及物

质交换，从而可能使逼尿肌收缩功能得以恢复。

此次研究中，通过腹腔注射链脲佐菌素成功建立糖尿病

豚鼠模型
[31-33]

，并经尿道灌注 Gja1 基因重组慢病毒
[34]
，分

为 4 个时间段 ( 第 2，7，14，28 天 ) 分别观察糖尿病豚鼠膀

胱 Cx43 蛋白及 mRNA 表达，免疫组织化学染色结果发现实

验组豚鼠逼尿肌组织 Cx43 阳性染色强度随着时间变化高于

空白组及对照组；Western-Blot 实验及 qRT-PCR 实验结果显

示实验组豚鼠膀胱 Cx43 蛋白及 mRNA 的表达随时间变化明

显高于空白组及对照组，空白组及对照组 Cx43 蛋白及 mRNA

表达水平对比差异无统计学意义，表明 Gja1 基因随时间变

化能稳定表达于豚鼠膀胱组织中，并能使膀胱逼尿肌组织中

Cx43 蛋白表达增高。

该实验以豚鼠糖尿病模型为基础，经尿道灌注 Gja1 基

因慢病毒，实现基因药物在膀胱中稳定表达。前期课题组证

实糖尿病膀胱中 Cx43 蛋白较正常组豚鼠膀胱明显减少
[11]
，

由此猜测 Cx43 蛋白可能对糖尿病膀胱功能起到改善作用，

目前研究中尚未行相关功能实验予以验证；实验中也证实糖

尿病豚鼠模型中 Cx43 蛋白及 mRAN 水平可显著增加，未与

正常豚鼠膀胱组织进行对比，难以确定 Cx43 蛋白及 mRNA

水平增加程度，仍需完善相关实验。

综上所述，研究通过经尿道介导 Gja1 基因转染豚鼠膀

胱组织中，可实现 Gja1 基因在膀胱组织中的稳定持续表达，

有利于修复逼尿肌细胞间受损的信号及物质交换，也将为进

一步研究 Gja1 基因慢病毒上调 Cx43 蛋白影响受损糖尿病膀

图注：实验组随着时间推移 Cx43 蛋白表达逐渐增强，第 14 天染色强度

表达最高，第 28 天表达强度较第 14 天略下降；空白组和对照组阳性染

色强度低于实验组

图1｜不同时间段豚鼠膀胱组织中Cx43的蛋白表达 (免疫组织化学染色， 
×200 )
Figure 1 ｜ Expression of connexin 43 protein in bladder tissue at different 
times (immunohistochemical staining, ×200)

图注：
aP < 0.01

图 2 ｜不同时间段豚

鼠膀胱 Cx43 mRNA 的

表达水平

Figure 2｜Comparison 
of connexin 43 mRNA 
expression in bladder 
t i s s u e  at  d i f fe re nt 
times

3   讨论   Discussion
糖尿病作为一种慢性全身性疾病，是全球增长最快的疾

病之一，已成为各国人群不可忽视的健康问题，糖尿病通常

有明显下尿路症状，从而引起人们生活质量下降
[15]
；糖尿病

是以持续高血糖为主要特征的代谢紊乱综合征，其长期并发

症被称为经典三重病变，表现为糖尿病肾病、糖尿病视网膜

病变和糖尿病神经病变
[16]
；有研究表明糖尿病神经病变是糖

第 2 天                             第 7 天                           第 14 天                            第 28 天 
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图注：图 A 为蛋白免疫印迹条带图；B 为蛋白相对表达分析，
aP < 0.01

图 3 ｜ Gja1 转染后不同时间段豚鼠膀胱 Cx43 蛋白的表达

Figure 3 ｜ Comparison of connexin 43 protein expression in bladder tissue 
at different times after Gja1 transfection
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胱病变的膀胱功能奠定基础，为临床中糖尿病膀胱病变的治

疗提供了可能。
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