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　 　 【摘要】 　 目的　 建立血管内皮细胞连接蛋白 43(connexin
 

43,
 

Cx43)条件性敲除小鼠模型,并对其血管舒张 /
收缩功能进行检测。 方法　 将 8 只 Cx43flox / flox

 

小鼠与 C57BL / 6
 

品系野生型( wild
 

type,
 

WT)小鼠交配,子代小鼠继

续与 C57BL / 6 小鼠回交 9 代进行基因背景转换;再将 Cx43flox / +小鼠与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小

鼠(以下简称 Cre 小鼠)交配,获得 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠。 利用鼠尾 PCR 试剂盒进行基因型鉴定,Western
 

Blot 法
和免疫荧光法检测小鼠肠系膜上动脉(superior

 

mesenteric
 

artery,
 

SMA)中 Cx43 表达。 利用离体张力测定技术检测

SMA 血管舒张 / 收缩功能,包括去甲肾上腺素诱导的收缩反应性和乙酰胆碱诱导的舒张反应性。 结果　 PCR 电泳

和血管蛋白表达检测结果证实 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠成功构建,肠系膜上动脉中 Cx43 蛋白表达与野生型小鼠相比

明显降低(P
 

<
 

0. 01)。 与 WT 小鼠相比,部分敲除血管内皮细胞 Cx43 后使乙酰胆碱诱导的内皮依赖的血管舒张反

应性显著降低(P
 

<
 

0. 01)。 结论　 采用 Cx43flox / flox
 

小鼠与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小鼠成功构建

血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠,该小鼠的肠系膜上动脉中 Cx43 表达降低,且舒张反应性明显降低,预
期可为研究 Cx43 及其相关结构在血管功能调节中的作用提供动物模型。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

an
 

endothelial
 

conditional
 

connexin
 

43
 

(Cx43)-knockout
 

mouse
 

model
 

and
 

use
 

it
 

to
 

examine
 

vascular
 

relaxation / constriction. Methods 　 Eight
 

Cx43flox / flox
 

mice
 

were
 

crossed
 

with
 

C57BL / 6
 

wild
 

type
 

( WT)
 

mice
 

and
 

the
 

offspring
 

were
 

backcrossed
 

with
 

C57BL / 6
 

mice.
 

This
 

backcross
 

process
 

was
 

repeated
 

nine
 

times,
 

after
 

which
 

the
 

Cx43flox / +
 

mice
 

were
 

crossed
 

with
 

vascular
 

endothelial-cell-specific
 

Tie2-Cre
 

recombinase
 

mice
 

to
 

obtain
 

Tie2-Cre /
Cx43flox / +

 

mice.
 

The
 

genotype
 

was
 

confirmed
 

by
 

mouse
 

tail
 

direct
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR).
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

the
 

superior
 

mesenteric
 

artery
 

( SMA)
 

was
 

measured
 

by
 

Western
 

Blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

SMA
 

rings
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

vascular
 

relaxation
 

and
 

the
 

contractile
 

response
 

to
 

acetylcholine
 

( ACh)
 

and
 

norepinephrine. Results　 Tie2-Cre /
Cx43flox / +

 

offspring
 

were
 

obtained
 

and
 

identified
 

by
 

PCR,
 

Western
 

Blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

Cx43
 

expression
 

and
 

ACh-
induced

 

endothelium-dependent
 

relaxation
 

reactivity
 

of
 

the
 

SMA
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mice
 

compared
 

with
 

WT
 

mice
 

( P
 

<
 

0. 01). Conclusions 　 A
 

mouse
 

model
 

with
 

endothelium-specific
 

Cx43-knockout
 

was
 

successfully
 

established
 

by
 

intercrossing
 

Tie2-Cre
 

mice
 

with
 

Cx43flox / flox
 

mice.
 

Cx43
 

expression
 

in
 

vascular
 

tissues
 

and
 

the
 

relaxation
 

reactivity
 

of
 

SMA
 

were
 

decreased
 

by
 

conditional
 

Cx43
 

knockout.
 

These
 

mice
 

may
 

thus
 

provide
 

an
 

animal
 

model
 

for
 

studying
 

the
 

link
 

between
 

Cx43
 

and
 

vascular
 

function.
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　 　 连接蛋白( connexin,
 

Cx) 属于一种跨膜蛋白,
能在细胞膜上寡聚形成半通道,该通道是细胞间连

接和交流的重要结构,并且具有调节环磷酸腺苷、
钙离子以及三磷酸肌醇等小分子进出细胞的功能。
根据其相对分子质量大小,连接蛋白命名为 Cx26 ~
Cx56[1-3] 。 研究显示,连接蛋白在心血管系统中有

大量表达并且发挥重要的作用,包括参与血管张

力、血管生成以及心脏发育的调控等。 心血管系统

表达的连接蛋白主要有 Cx37、 Cx40、 Cx43 以及

Cx45,其中,Cx43 在心血管系统中的作用受到广泛

关注[4-5] 。 为了深入研究 Cx43 在哺乳动物中的作

用,Reaume 等[6]首先利用基因编辑技术(先敲除胚

胎干细胞中的 Cx43,然后注射至 C57 小鼠胚囊中)
构建了 Cx43 的杂合子敲除小鼠,随后 Htet 等[7] 用

该小鼠证实了 Cx43 在肺血管舒张反应性调节中发

挥重要作用。 但是这种方法获得的是全身性广泛

敲除 Cx43 的小鼠模型,由于 Cx43 在多个器官组织

都有广泛分布且发挥不同的作用,这种广泛敲除模

型用于对特定组织器官的研究中具有一定的局限

性。 而目前有关血管特异性 Cx43 敲除小鼠模型构

建及其功能研究的报道尚少。 为此,本研究采用

Cx43flox / flox
 

小鼠、血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre
重组酶小鼠以及 C57BL / 6

 

品系野生型小鼠,构建血

管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠(本研究

未构建血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 纯合子小鼠

的原因在于纯合子小鼠发育缓慢、出生后不久即死

亡,我们在下文结果与讨论中进行了叙述),并通过

PCR 鉴定基因组 DNA、Western
 

Blot 和免疫荧光染

色检测血管 Cx43 表达等方法进行验证,然后检测野

生型和血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠

肠系膜上动脉( superior
 

mesenteric
 

artery,
 

SMA) 的

血管反应性(包括收缩和舒张反应性)。 希望为深

入研究 Cx43 在血管功能中的作用提供更合适的动

物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 只(雌雄各半) SPF 级 Cx43flox / flox 小鼠购自美

国 Jackson
 

实 验 室 ( 动 物 检 疫 合 格 证 号:
1611A14822),2 只雄性 SPF 级 Tie2-Cre 重组酶小鼠

购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司(原南京大

学-南京生物医药研究院)【SCXK(苏)2020-0004】,
C57BL / 6 小鼠由陆军特色医学中心实验动物中心提

供,均饲养于陆军特色医学中心实验动物中心 SPF 级

动物饲养环境【SYXK(军)2017-0026】,【SYXK(军)
2017-0058】,饲养期间自由饮水饮食。 饲养环境:昼
夜各半循环照明,湿度恒定(40% ~70%),温度控制在

22
 

~
 

24℃
 

。 所有操作均符合陆军军医大学实验动物

福利伦理审查委员会要求(AMUWEC2020034)。 野

生型和 Cx43 敲除杂合子小鼠各 10 只,8~12 周龄,体
重 20 ~ 25

 

g, 实 验 时 用 0. 03% 的 戊 巴 比 妥 钠

(30
 

mg / kg)腹腔麻醉,处死后取血管进行后续实验。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

鼠尾检测试剂盒(包括 DNA 提取试剂和 PCR
试剂) 购 自 美 国 Bimake 公 司; 克-亨 氏 ( Krebs-
Henseleit

 

,K-H)液自配,配制所需药品均购自生工

生物工程(上海) 股份有限公司,去甲肾上腺素购
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自远大医药(中国) 有限公司,乙酰胆碱购自生工

生物工程 ( 上海) 股份 有 限 公 司; 蛋 白 提 取 液

( RIPA)购自美国 MCE 公司,Cx43 一抗购自美国

Sigma 公司,山羊抗兔和抗小鼠荧光二抗购自美国

Jackson
 

Immuno
 

Research 公 司, 磷 酸 盐 缓 冲 液

( PBS)粉剂购自中杉金桥生物技术有限公司,免
疫荧光二抗购自美国 CST 公司, DAPI 购自英国

abcam 公司。
PCR 仪(Bio-Rad,美国),双色红外成像激光系

统(LI-COR,美国),石蜡切片机(Leica,德国),激光

共聚焦显微镜( Leica,德国),微血管张力测定仪

(AD
 

Instrument,澳大利亚)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 敲基因小鼠模型构建　
Cx43flox / flox 小鼠遗传背景转换: 将 2 只雌性

Cx43flox / flox 小鼠与 1 只雄性 C57BL / 6 小鼠合笼饲

养,得到 F1 子代小鼠,然后对所有子代小鼠基因型

进行鉴定,选出基因型为 Cx43flox / +
 

的 F1 小鼠作为亲

本,待其性成熟后按雌 ∶雄 =
 

2 ∶1的比例继续与新的

C57BL / 6 小鼠合笼进行回交,得到 F2 子代小鼠,选
出基因型为 Cx43flox / +

 

的子代作为亲本进行回交,依
次回交 9 次。 选择基因型为 Cx43flox / +的 F10 不同性

别小鼠进行互交,再选择基因型为 Cx43flox / + 或者

Cx43flox / flox 与 Cre 小 鼠 交 配 可 获 得 Tie2-Cre /
Cx43flox / +小鼠[8] 。
1. 2. 2　 基因型鉴定

小鼠出生后 2 ~ 3 周进行编号,并取 2
 

mm 长的

鼠尾鉴定。 将鼠尾放入 1. 5
 

mL
 

EP 管中按照试剂盒

说明书按比例加入 DNA 提取液,放入 55℃ 水浴锅

中 30
 

min,然后 95℃ 干浴 10
 

min 待用。 Flox 引物:
上 游 引 物 序 列 5 ’-CTTTGACTCTGATTACAGAGC

 

TTAA-3’, 下游引物序列 5’-GTCTCACTGTTACTT
 

AACAGCTTGA-3’;Tie2-Cre 引物:上游引物序列 5’-
GCCTGCATTACCGGTCGATGC-3’, 下游引物 序 列

5’-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3’。 反应体系均

为 20
 

μL: 2 × M-PCR
 

Mix
 

10
 

μL, 上 游 引 物

(10
 

μmol / L)1
 

μL,
 

下游引物(10
 

μmol / L)1
 

μL,无
酶水 6

 

μL,模板 DNA
 

2
 

μL。 反应条件按照购买实

验室提供的程序设置,Flox:94℃
 

2
 

min;(94℃
 

20
 

s,
65℃

 

15
 

s,每个循环降 0. 5℃ ,68℃
 

10
 

s) ×10 循环;
(94℃

 

15
 

s,60℃
 

15
 

s,72℃
 

10
 

s) ×28
 

循环,72℃
 

2
 

min。 Cre:95℃
 

5
 

min;(95℃
 

30
 

s,60℃
 

30
 

s,72℃
 

45
 

s) ×30
 

循环;72℃
 

5
 

min。 扩增结束后用 1. 5%的

琼脂糖凝胶进行电泳(上样量为 10
 

μL),根据电泳

结果来鉴定小鼠基因型。
1. 2. 3　 Western

 

Blot 法检测 Cx43 蛋白在 SMA 中

表达
 

取小鼠 SMA 放入匀浆器中,加入预冷的含蛋白

酶抑制剂 RIPA,研磨后在冰上裂解 30
 

min 后离心

(12
 

000
 

r / min,15
 

min,4℃ ),取上清后加上样缓冲

液,100℃ 干浴 5
 

min 使蛋白变性;然后制备 10%
 

SDS-PAGE 分离胶,上样量每孔为 30
 

μg。 Cx43(1 ∶
5000)和 β-actin(1 ∶ 7000)使用一抗稀释液进行稀

释,二抗为山羊抗兔和抗小鼠(1 ∶ 10000)。 用双色

红外成像激光系统扫描,获得 Cx43 的蛋白表达图

像。 用 Quantity
 

One 分析软件读取各组荧光值,并
以 β-actin 作为内参计算相对表达量[9] 。 对来源于

不同个体的野生型和小鼠的血管组织样本进行检

测,实验重复 3 次,对各组相对表达量进行统计学

分析。
1. 2. 4　 免疫荧光法检测 Cx43 蛋白在 SMA 中表达

 

快速取小鼠 SMA 放入冰的 4%多聚甲醛固定

24
 

h,然后用梯度浓度乙醇脱水,经石蜡包埋后切

片,再经脱蜡、水化及抗原修复;用 0. 3%
 

TritonX-
100

 

破膜 3
 

min,
 

加
 

0. 1%牛血清白蛋白室温封闭

2
 

h,然后孵育 Cx43 一抗(1 ∶ 500)过夜;次日加二抗

(Alexa
 

Fluor
 

488,1 ∶ 200)37℃ 孵育 2
 

h,DAPI 染核

后再加抗淬灭封片剂封片,最后用共聚焦显微镜

观察[10] 。
1. 2. 5　 小鼠 SMA 血管舒张 / 收缩功能检测

取小鼠 SMA 制备血管环,并将其挂于盛有 K-H
液的恒温器官灌流槽。 每 30

 

min 更换 1 次 K-H 液,
更换 4 次后加入高钾溶液诱导血管预收缩,待收缩

达到平台期后再换 K-H 液稳定 30
 

min,然后向恒温

槽中依次加入去甲肾上腺素( NE,终浓度为 10-9、
10-8、10-7、10-6、10-5

 

mol / L),待收缩达到平台期后

向恒温槽中依次加入乙酰胆碱 ( ACh, 终浓度为

10-9、10-8、10-7、10-6、10-5
 

mol / L)。 读取加高钾溶液

前的基础张力值为 T1、高钾液刺激后血管环收缩达

到平台期的张力值为 T2,加 NE 前的基础张力值为

T1’、加 NE 后血管环收缩达到平台期的张力值为

T2’、加 ACh 后血管环舒张达到平台期的张力值为

T3,分别采用最大收缩张力和舒张率来反映收缩和

舒张反应性,血管收缩反应性 = ( T2 ’ -
 

T1 ’) / ( T2 -
T1) ×100%;血管舒张反应性 = ( T2 ’ -

 

T3 ) / ( T2 ’ -
 

T1’) ×100%
 [11-12] 。
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1. 3　 统计学分析

用 SPSS
 

18. 0 统计软件进行统计分析,实验数

据以平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,采用 t 检验比较两

组之间的差异。 以 P
 

<
 

0. 05 表示差异具有显著性。

注:M:Marker(biomed, BM2000 或 BM2000+ );A: Tie2-Cre / Cx43flox / flox 小鼠鉴定图( 1 ~ 6 为同窝小鼠的编号,其中,2 号和 3 号是 Tie2-Cre /

Cx43flox / flox 小鼠);B:Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠鉴定图(7 ~ 12 为同窝小鼠的编号,其中,11 号是 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠)。

图 1　 小鼠基因型的鉴定结果

Note.
 

M.
 

Marker
 

( biomed,
 

BM2000
 

or
 

BM2000+ ) .
 

A.
 

Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

Tie2-Cre / Cx43flox / flox
 

mice
 

( 1 ~ 6.
 

The
 

number
 

of
 

mice
 

littermates,
 

2
 

and
 

3
 

are
 

Tie2-Cre / Cx43flox / flox
 

mice) .
 

B.
 

Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mice
 

( 7 ~ 12.
 

The
 

number
 

of
 

mice
 

littermates,
 

11
 

is
 

a
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mouse) .

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

offspring
 

mice

2　 结果　
2. 1　 小鼠基因型鉴定

基因组中 Flox 纯合电泳结果为 580
 

bp 条带,杂
合则为 580

 

bp 和 490
 

bp 双条带,野生型则为 490
 

bp
条带;Tie2-Cre 阳性电泳结果为 481

 

bp,阴性则无条

带[13] 。 图 1A 中编号 1 ~ 6 是同窝小鼠,1、2、3、4 号

是 Tie2-Cre 阳性小鼠;2、3、5、6 号是 Cx43flox / flox 小

鼠。 综 合 结 果 表 明, 2 号 和 3 号 是 Tie2-Cre /
Cx43flox / flox 小鼠。 图 1B 中编号 7 ~ 12 是同窝小鼠:
11 和 12 号是 Tie2-Cre 阳性小鼠; 8 和 11 号是

Cx43flox / + 小鼠。 综合结果表明, 11 号是 Tie2-Cre /
Cx43flox / +小鼠。 后续实验以同样的鉴定筛选方式,
由于 Tie2-Cre / Cx43flox / flox 纯合子小鼠发育缓慢、出
生后不久即死亡,选取同窝中的野生型和杂合子敲

除型小鼠进行后续实验。
2. 2　 血管内皮 Cx43 敲除小鼠蛋白表达验证

图 2A
 

中 Western
 

Blot 结果显示,Cx43 敲除杂合

子小鼠 SMA 中 Cx43 蛋白表达水平明显降低,与野

生型小鼠比较差异有显著性(P
 

<
 

0. 01)。 图 2B,2C
中免疫荧光结果显示,野生型小鼠 SMA 管腔内皮面

Cx43 连续表达,而 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA 管腔

内皮面 Cx43 表达降低,连续性变差并出现断裂和缺

失,与野生型小鼠比较明显降低。
2. 3　 敲除 Cx43 后对小鼠 SMA 血管舒张 /收缩功

能的影响

　 　 图 3A 为野生型和 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA
的代表性收缩 / 舒张曲线,图 3B 的血管收缩功能检

测的统计结果显示,血管内皮细胞条件性敲除 Cx43
杂合子小鼠 SMA 对 NE 诱导的收缩反应性与野生

型小鼠相比无明显差异。 而图 3C 的血管舒张功能

检测的统计结果显示,Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA
对 ACh 诱导的内皮依赖性的舒张反应性显著降低

(P
 

<
 

0. 01),仅为野生型小鼠 10%左右。
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注:M:Marker(Thermo
 

scientific,26616);WT:野生型;KO:Cx43 敲除杂合子;A:Western
 

Blot 检测 SMA 中 Cx43 的表达;B:荧光比值的统计图;

与野生型相比,∗∗P
 

<
 

0. 01;C:IF 检测 SMA 中 Cx43 的表达。

图 2　 验证 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA 中 Cx43 的表达情况(n= 3)
Note.

 

M.
 

Marker
 

(Thermo
 

scientific,
 

26616).
 

WT.
 

Wild
 

type
 

mice.
 

KO.
 

Heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice.
 

A.
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

B.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

fluorescent
 

ratio.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗∗P
 

<
 

0. 01.
 

C.
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

detected
 

by
 

IF.

Figure
 

2　 Verification
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

in
 

heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice(n= 3)

注:WT:野生型,KO:Cx43 敲除杂合子;A:代表性血管收缩 / 舒张曲线;B:血管收缩反应性的统计图;C:血管舒张反应性的统计图;与野生型

相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 3　 敲除 Cx43 后对小鼠 SMA 血管舒张 / 收缩功能的影响(n
 

=
 

8)
Note.

 

WT.
 

Wild
 

type
 

mice.
 

KO.
 

Heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice.
 

A.
 

Representative
 

curve
 

of
 

vascular
 

relaxation / constriction.
 

B.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

contractile
 

response.
 

C.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

relaxation
 

reactivity.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗∗P
 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

Cx43
 

knockout
 

on
 

the
 

vascular
 

relaxation / constriction
 

of
 

SMA(n
 

=
 

8)
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3　 讨论

近年来国内外研究表明,血管中连接蛋白 43
(Cx43)的表达变化及其构成的缝隙连接通道与多

种血管疾病(如高血压、动脉粥样硬化等)的发生发

展密切相关[14-16] ,但是其具体作用机制仍不十分清

楚。 血管平滑肌细胞和内皮细胞是构成血管的主

要细胞,它们之间的相互调节是血管病理生理研究

的重要内容。 因此,构建血管平滑肌细胞或内皮细

胞特异性敲除 Cx43 的动物模型对深入研究 Cx43 在

血管功能中的作用机制具有重要意义。 血管反应

性(包括收缩和舒张反应性)是指在生理或病理条

件下,器官毛细血管或中小动脉通过收缩或舒张调

节器官血流量,以维持器官血流稳定、适应器官功

能变化的能力,是反映血管舒缩功能以及血管储备

功能的重要指标[17-18] 。 血管平滑肌细胞或内皮细

胞之间的缝隙连接通道所传导的信号能协调血管

的收缩和舒张[19] 。
连接蛋白(connexin,

 

Cx)属于高度保守的膜蛋

白,可通过形成缝隙连接通道参与细胞内外及细胞

间的物质信息交流(包括直接的电和化学交流等),
进而调节细胞的增殖、分化及凋亡等多种病理生理

反应[20] 。 有研究显示,在哺乳动物中发现的连接蛋

白有 21 种,心血管系统中表达的连接蛋白主要有

Cx43、Cx40、Cx37 以及 Cx45,其中,Cx43 因其在心血

管系统中的重要作用而受到关注,它在血管平滑肌

细胞与血管内皮细胞中都有分布[19] 。 既往对广泛

性敲除 Cx43 的杂合子小鼠的研究显示,乙酰胆碱诱

导的肺血管舒张反应性与野生型小鼠比较明显

降低[7] 。
Cre-loxP 重组系统目前是敲除效率相对较高、

应用较广的一种位点特异性的条件性基因打靶系

统。 该系统是通过两类小鼠来获得条件性基因敲

除小鼠模型,一类是基因锚定的 flox 小鼠(各种目的

基因同源重组引入 loxP 位点),另一类是 Cre
 

重组

酶转基因小鼠(各种组织 / 细胞特异性或可诱导调

控表达 Cre 重组酶) [21] 。 本研究将 Cx43flox / flox 小鼠

与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小鼠进

行交配,先通过基因组 DNA 鉴定,筛选出血管内皮

细胞 Cx43 敲除的杂合子小鼠,然后进一步验证

Cx43 在血管中的蛋白表达,并初步探讨了特异性敲

除 Cx43 对血管舒缩功能的影响。 研究结果显示,血
管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠肠系膜上

动脉中 Cx43 蛋白表达水平与野生型小鼠比较明显

降低,其舒张反应性与野生型小鼠比较显著降低。
本研究在早期实验中拟建立血管内皮特异性敲除

Cx43 的纯合子小鼠模型,但在实验过程中发现,虽
然能够繁殖获得 Tie2-Cre / Cx43flox / flox 纯合子小鼠,
但其发育缓慢、体型与体重均明显不如同阶段其他

基因型小鼠,并且均在 4 ~ 5 周内死亡。 我们推测其

可能原因在于 Cx43 在多种脏器(尤其是大脑与心

血管系统)的发育与功能调节中起重要作用[22] ,尽
管我们采用了血管特异性的 Cre 小鼠进行杂交,但
由于不是诱导型的 Cre 小鼠,仍然可能出现 Cx43 纯

合子小鼠发生重要器官的发育畸形和功能异常的

情况,这就导致纯合子小鼠在胚胎期或者出生后不

久就会死亡。 我们下一步拟采用诱导型的 Tie2-Cre
小鼠进行繁殖,以获得血管特异性敲除 Cx43 的纯合

子小鼠模型。 此外,基因组测序在研究中越来越受

到人们的关注,具有高分辨率、结果精确等优点。
我们拟在下一步研究中进一步完善对 Tie2-Cre /
Cx43flox / +杂合子小鼠和其他基因型小鼠的测序检测

实验,以更精确证明小鼠模型结果的正确性。
综上所述,本研究完成了血管内皮细胞条件性

敲除 Cx43 杂合子小鼠的构建并进行鉴定,对 Cx43
敲除的杂合子小鼠血管功能的研究也证实了 Cx43
在血管功能调节中的重要作用,尤其是对血管内皮

依赖性的舒张功能的调节作用,可为深入研究 Cx43
在血管功能调节中的作用与机制提供较好的动物

模型。
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