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大鼠轻度脑外伤后水通道蛋白 ! 在大脑皮质及海马的表达变化

刘) 辉，孙善全，杨) 美，余维华) ) （重庆医科大学基础医学院解剖学教研室，重庆 %"""!*）

) ) 摘) 要：目的) 研究轻度脑外伤（ +,-./-+01 2,-03 034.,5，678）后水通道蛋白 9（:;<9）在脑组织中的表达变化规律，初
步探讨 :;<9 对脑外伤的作用。方法) 采用 =>>3>5自由落体法制作大鼠轻度脑外伤模型。用 66?法、免疫组织化学法、
@6#<?@分别检测脑组织缺血程度、:;<9 的表达及双侧大脑皮质和海马 :;<9 /@A: 的变化。结果 ) 66? 染色结果显
示，损伤早期脑缺血灶不明显，但随时间的推移，逐渐扩大，于 B& C 达最大面积。:;<9 及 :;<9 /@A: 表达变化基本一
致：678后 ! C，所测区 :;<9 /@A:的含量均无明显变化，至 ( C，双侧大脑皮质及对侧海马 :;<9 /@A:的含量明显增高，
* C后降低；&% C后，双侧大脑皮质及海马均再次明显增高，并于 %’ D B& C达峰值。结论) 678早期和继发性损伤期 :;<9
表达的上调可能分别与 678应激和能量代谢调节有关。
) ) 关键词：水通道蛋白 9；脑外伤
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) ) 脑外伤后，大脑组织将发生一系列病理生理变化。
其中能量代谢的变化以及水电解质平衡的紊乱始终贯

穿于脑外伤的原发损伤期和继发损伤期。有研究表

明，水通道蛋白 9（:;<9）与大脑能量代谢、水电解质
平衡密切相关［!］。因此研究轻度脑外伤（ +,-./-+01
2,-03 034.,5，678）后 :;<9 的表达变化规律，探索其在
脑外伤各阶段中的作用，将为进一步阐明脑外伤后的

病理生理机制提供实验依据，并期望对临床治疗脑外

伤提供新的思路。
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;< 材料与方法

!E !) 实验动物及分组
) ) 健康成年 IY 大鼠 !"& 只，雄性，体质量 &"" D ($" Q，由本
校实验动物中心提供。实验动物按随机数字表分为假手术组

（! [ %*）和脑外伤组（! [ $*）。两组分别于术后 !、(、*、&%、%’、
B& C、! 周取材。
!E &) 动物模型制作及选入标准
) ) 采用 =>>3>5 自由落体法［&］，制作轻度脑外伤模型。动物
称体质量后，(E $\水合氯醛 !" /S ] ^Q腹腔注射麻醉，固定于立
体定位仪上。沿正中线切开头皮并剥离骨膜，切口长 & 1/。用
骨钻于前囟后 (E $ //，中线右边 (E $ // 处钻开颅骨，以此为
中心，用蚊式血管钳咬开直径为 %E $ // 的圆形骨窗，保持硬脑
膜完整。将钝头铜钉置于骨窗上，使钉体刚好伸入骨窗内（钉

体长 $ //，直径 % //，钉帽直径 !" //）。垂直悬空的光滑铜
杆头端正对圆形钉帽，中央有孔的硬塑料击锤重 %" Q，铜杆穿
过击锤的中央孔，使得击锤沿铜杆从 !$ 1/处自由落下撞击钉
帽，下陷深度 $ //，造成右顶叶局部脑损伤，硬脑膜保持完整，
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缝合头皮。对照组除不用击锤打击钉帽外，其余步骤相同。依

据 %&&’&(等［)］的平衡木实验选择建模成功的大鼠作为脑外伤
组。

*# !" 实验方法
*# !# *" 脑组织缺血程度的测定" " 采用 ++,（-./01234，美国）
染色检测 +-5 后大脑缺血程度的变化：大鼠于相应时相点以
!6 78水合氯醛麻醉，取脑，9 :; <冷冻 ) =.’，等间距冠状切
7 > ?片，移入 )8 ++,溶液中，!@# 7 <水浴 *7 > !; =.’，之后用
A8多聚甲醛固定 !; =.’。
*# !# )" 免疫组化检测 BCD$ 蛋白的表达变化" " 大鼠于相应
时相点以 !# 78水合氯醛麻醉，)7; =E生理盐水经心脏灌注后，
开颅取脑。移入冰冻切片机中速冻，F,+包埋，连续冠状切片，
片厚 *; !=。吹风机吹干切片后，用 B%B 液（A8 多聚甲醛
*7 =E，$78乙醇 :; =E，冰醋酸 7 =E）固定 !; =.’，;# ;* =/E G H
D-I（*7 =.’ J ! 次）洗片。按 IBDK$*;;（中杉金桥）免疫组化试
剂盒说明书，先加 B液 !@ <封闭 ); =.’，再加 BCD$ 兔抗鼠多
克隆抗体（*L A;;，美国 ,1&=.M/），A <过夜，随后按说明书完成
操作。用 N-+ G -,5D（碱性磷酸酶显色试剂盒，中杉金桥）显色，
适时终止反应，水溶胶封片，光镜下观察并拍照。阴性对照以

;# ;* =/E G H D-I置换一抗，其他步骤不变。
*# !# !" O+KD,O 检测脑组织 BCD$ =ONB 的含量变化 " " 动
物模型于各时相点以 !# 7 8水合氯醛麻醉，冰生理盐水快速心
脏灌注，快速取脑，于冰袋上分别取双侧皮质、海马，各 7; =P。
按 +3.Q/E（+2R2O2）试剂说明书提取组织总 ONB，紫外分光光度
仪测定 ONB含量，分装后 9 :; <保存备用；按 BST逆转录试
剂盒（上海生工）操作说明将组织总 ONB中的 =ONB逆转录合
成 MUNB。用以下引物对 BCD$ 及 "K2MV.’ 的 MUNB 进行扩增：
BCD$ 上游 7WKXBBBXXB,XX+X,,BBXBBXK!W，下游 7WKX+K
XB+XB+,,,X,,BBBB,K!W，扩增片段长 *?7 Y4。"K2MV.’上游
7WK,+X,,X,B+,,+,++,,+,K!W，下游 7WK,+,,+X,++X,+XB+K
,,B,B+K!W，扩增片段长 !$: Y4。D,O 产物行 )# 78琼脂糖凝

胶电泳检测，紫外分析仪下观测并照相，电泳结果用 -2’Z0M2’
7# ; 软件进行光密度分析，计算 BCD$ 产物与 "K2MV.’产物光密
度的比值，作为 BCD$ =ONB的表达水平。
*# A" 统计学方法
" " 数据以!! [ "表示，用 IDII *!# ;统计软件对O+KD,O结果进行
两组完全随机设计的方差齐性检验和两样本均数比较的 #检验。

!" 结果

)# *" 脑组织的缺血程度
" " ++,染色表明，+-5后 * > ? 1，脑缺血灶并不明显，)A 1 后
脑缺血灶仅局限在脑组织打击处，至 @) 1局部缺血灶达最大面
积，但直至 * 周时，未出现大面积缺血灶。
)# )" BCD$ 的表达变化
" " 免疫组化结果显示，脑外伤组中，BCD$ 在术后 * 1 呈低水
平表达，至 ! 1，BCD$ 广泛表达于双侧大脑皮质、海马、脑室和
导水管系统的室管膜、软脑膜和脉络丛的星型胶质细胞上。

? 1 皮质、海马表达减弱，脉络丛仍有较强的表达。)A 1及其以
后各时相点全脑表达广泛上调，A: > @) 1 表达最强，随后略有
减弱，但至 * 周时仍明显高于正常水平。此时穹隆下器官的胶
质细胞、下丘脑神经元也有较强的表达（图 *）。假手术组呈低
水平表达，各时相点没有明显差别（$ \ ;6 ;7）。
)# !" BCD$ =ONB含量的变化
" " 结果显示对照组各时相点均与正常大鼠无显著差异（$ \
;6 ;7），故对照组以各时相点的均值表示。脑外伤组双侧皮质
和对侧海马 BCD$ =ONB含量于 * > ! 1开始明显增加，其中对
侧皮质于 * 1，伤侧皮质及对侧海马于 ! 1 出现显著增加（$ ]
;6 ;7，$ ] ;6 ;*），至 ? 1基本又降至正常水平，其中伤侧海马明
显低于正常水平（$ ] ;# ;7）。)A 1 及以后各时相点均明显高
于正常水平（$ ] ;# ;7），其中伤侧皮质于 A: 1 达峰值，对侧皮
质及双侧海马均于 @) 1达峰值。见表 *。

!! !" !# !$
B：伤后 )A 1穹隆下器官"（ J A;;）；-：伤后 A: 1伤侧侧脑室脉络丛"（ J A;;）；,：伤后 )A 1下丘脑神经元"（ J );;）；U：伤后 A:
1侧脑室室管膜"（ J );;）

图 #" $%&后大鼠脑组织 ’()* 的表达变化"（IKD）

表 #" 外伤后大脑皮质及海马的 ’()* +,-’含量的变化（"! . "）

脑外伤组
部位 对照组

* 1 ! 1 ? 1 )A 1 A: 1 @) 1 * 周
伤侧皮质 ;# )@* [ ;# *77 ;# !;) [ ;# ;@; ;# 7;: [ ;# ;):2 ;# **7 [ ;# ;)@ ;# A$? [ ;# **)Y ;# :?? [ ;# ;7:2 ;# 7@; [ ;# )*AY ;# 7@@ [ ;# *;!2

对侧皮质 ;# **! [ ;# ;); ;# )?; [ ;# **:Y ;# A$$ [ ;# ;AA2 ;# *A; [ ;# ;?* ;# !?$ [ ;# *;?2 ;# )$; [ ;# ;:*2 ;# ?!@ [ ;# ;::2 ;# !7) [ ;# ;?;2

伤侧海马 ;# )); [ ;# ;7A ;# *$7 [ ;# ;!! ;# )?A [ ;# ;)) ;# *)@ [ ;# ;)@2 ;# ?@; [ ;# ;?)2 ;# :$A [ ;# ;@A2 *# A$7 [ ;# *?@2 ;# ?*A [ ;# ;7:2

对侧海马 ;# *7! [ ;# ;A7 ;# *:A [ ;# *)$ ;# !!@ [ ;# ;A*2 ;# *!! [ ;# ;7$ ;# A:$ [ ;# *!A2 ;# ?!* [ ;# *?:2 ;# @)A [ ;# A7!Y ;# !A* [ ;# ;$:2

2：$ ] ;6 ;*，Y：$ ] ;6 ;7，与对照组比较

*))



!" 讨论

! ! 水通道蛋白家族（"#$%）是一组与水电解质运输
平衡相关的膜通道蛋白。根据其功能的差异，"#$%可
分为仅对水通透的水通道以及对水和甘油通透的水甘

油通道。"#$& 属于水甘油通道，且在脑组织中含量
丰富，其主要分布在脑组织星型胶质细胞、血管内皮细

胞和儿茶酚胺类神经元的细胞膜上［’，( ) *］。除水分子

外，"#$& 对尿素、甘油、多元醇、乳酸等多种小分子溶
质均有通透性，可能与组织中水的转运，水电解质的平

衡调节、渗透压的感知及能量代谢有关［* ) &］。

! ! 本实验结果显示，在 +,- 原发性损伤期，+,- 后
( .双侧大脑皮质及对侧海马 "#$& /01" 的含量明
显增高，"#$& 在皮质、海马、穹隆下器官、脉络丛的胶
质细胞均有广泛表达。于伤后 * .，"#$& /01" 表达
下降，其蛋白表达也随之减弱。在损伤早期，一方面由

于 +,-造成组织损伤和血脑屏障的破坏，使得血管内
大量蛋白、血浆及其他物质进入细胞间隙，使得细胞间

液增多，渗透压增高。另一方面，当大脑遭受外力打击

时，大鼠脑干和下丘脑受到外力的强烈刺激，可通过脑

干、下丘脑与大脑半球的广泛投射联系，使神经细胞电

兴奋性瞬间变化，开启了膜上电压依赖性 234 5通道，

使 234 5内流增加，从而激活了钙依赖性 6 5通道［’7，’’］，

细胞内 6 5 大量外流，到达细胞间隙，造成细胞内外

6 5分布失衡，引起细胞内外渗透压及电化学梯度变

化。由于 "#$& 与水电解质平衡有关，此时 "#$& 的
适时高表达可能参与细胞内外水电解质平衡的调节。

! ! 本课题组对 +,-的相关研究表明［’’］，在 +,-后脑
干蓝斑去甲肾上腺素（1"）能系统以及下丘脑8垂体8
肾上腺系统功能明显增强，1" 合成增加，促肾上皮质
腺素（"2+9）与糖皮质激素（:2）大量释放，使机体处
于 +,-应激状态。在此应激状态下，细胞能量代谢加
快，神经内分泌活动加强。研究表明，"#$& 与能量代
谢平衡、应激及分泌调节有关［*，;］。因此，我们认为

"#$& 在原发损伤期的表达上调，可能是 +,- 应激反
应的一部分；"#$& 参与了能量代谢调节和神经内分
泌的精细调节。而 +,- * .后 "#$& 表达的下调，可能
与应激反应的逐渐减弱有关。

! ! 以上表明，在 +,- 的原发损伤期 "#$& 及 "#$&
/01"表达的上调，可能与 +,-应激时的水电解质、渗
透压平衡调节以及能量代谢有关，是 +,- 应激时的一
种保护性反应。

! ! 本实验结果显示，在 +,- 继发损伤期（4< . 以
后），"#$& /01"含量继早期 * .低谷之后再次升高，
至 4< .及以后各时相点，无论伤侧还是对侧、海马还
是皮质，"#$& /01"的含量均明显增加，除伤侧皮质

于 <; .达峰值外，其余区域均于 =4 . 达峰值。在 +,-
继发损伤期，由于血管的破坏以及原发损伤期的病理

生理变化，使大脑处于持续的缺血缺氧状态。加之各

种继发性损伤因子的大量释放，使得缺血、缺氧进一步

加重；而缺血缺氧的加重又引起更多继发性损伤因子

的释放。这种恶性循环造成大脑能量供应不足，加之

损伤早期能量的过度消耗，糖的无氧酵解增加，乳酸堆

积，促使组织内环境酸化。在生理条件下，"#$& 可以
介导水分子和乳酸根的转运；在酸性环境下，"#$& 对
乳酸根的通透性可增加 < 倍；"#$& 还可通过乳酸穿
梭机制，将乳酸从星型胶质细胞传递给神经元，使乳酸

作为神经元能量代谢的供能物质［*］。因此，在 +,- 继
发损伤阶段，"#$& 及 "#$& /01"在胶质细胞及神经
元的表达上调，可能是将乳酸从胶质细胞传递给神经

元，以维持神经元能量代谢平衡。综上所述，+,- 后
"#$& /01"含量及 "#$& 表达增高，可能与 +,-后渗
透压及水电解质平衡、能量代谢调节有关。然而，目前

对于 +,- 后 "#$& 表达上调的调控机制以及它与
"#$%其他成员间的关系，还有待进一步研究。
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