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大鼠缺氧缺血脑组织 ＡＱＰ４蛋白和 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达的研究

付学锋１，张新宇１，万东君１，林　宏２，李柱一２　（１．兰州军区兰州总医院干三科，甘肃 兰州７３００５０；２．第四军医大学唐都医
院神经内科，陕西 西安 ７１００３８）

　　［摘　要］　目的　探讨 ＳＤ大鼠缺氧缺血过程中脑组织水通道蛋白４（ａｑｕａｐｏｒｉｎ４，ＡＱＰ４）和 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ的表达情况及意

义。方法　健康雄性ＳＤ大鼠６０只，分为缺氧缺血性脑损伤（ＨＩＢＤ）组和对照组。ＨＩＢＤ组经右侧颈总动脉结扎后建立模型，对照

组仅行假手术，不结扎颈总动脉缺氧。ＨＩＢＤ组和对照组于模型制成后０ｈ、６ｈ、１ｄ、２ｄ和３ｄ分别处死动物，对两组动物脑组织进

行病理学观察，并检测脑组织中ＡＱＰ４蛋白和ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达。结果　ＨＩＢＤ组在模型建立后６ｈ、１ｄ、２ｄ和３ｄ均出现脑水肿

并发生组织病学改变，随时间延长病理改变加重。与对照组比较，ＨＩＢＤ组脑组织 ＡＱＰ４蛋白和 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达从 ＨＩＢＤ后６ｈ

即开始下降，２ｄ内下降至最低，３ｄ出现恢复。结论　ＡＱＰ４可能参与了大鼠脑内渗透平衡的维持，ＡＱＰ４表达下降可能与 ＨＩＢＤ

脑组织水肿和病理学变化的发生发展相关。
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ＨＩＢＤｍｏｄｅｌｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ５ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝６），ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ０ｈ，６ｈ，１ｄ，２ｄａｎｄ３ｄａｆｔｅｒｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＨＩＢＤ．Ｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
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ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＩＢＤ；ｂｒａｉｎｅｄｅｍａ；ＡＱＰ４；ｉｓｃｈｅｍｉａ

　　水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＡＱＰｓ）是细胞屏障中膜
转移通道的蛋白质，溶于水并在细胞和它周围环境间

运动。脑水肿是围生期缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃ
ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）的病理生理发生过程中
最基本和重要的改变，而水通道蛋白４（ＡＱＰ４）在组
织器官水肿发生的分子机制中发挥重要作用［１３］。我

们用大鼠建立ＨＩＢＤ动物模型，检测大鼠脑组织ＡＱＰ４
蛋白和ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达情况，以探讨ＡＱＰ４在ＨＩＢＤ
脑水肿病理生理发生发展中的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　选用体质量为２１０～２４０ｇ健康雄性ＳＤ大鼠６０只，随机分

为ＨＩＢＤ模型组和对照组，每组３０只。ＨＩＢＤ组采用手术方法

结扎右颈总动脉进行缺氧处理，对照组不结扎右颈总动脉，其

余同ＨＩＢＤ组。于术后０ｈ、６ｈ、１ｄ、２ｄ和３ｄ时间点，用１０％

水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉动物，开胸后，用注射器于

左心室注入生理盐水１０ｍＬ，同时剪断颈外静脉直至流出液变

清，再注入４％多聚甲醛（ｐＨ＝７．４）１０ｍＬ后，立即断头取出全

脑置于４％多聚甲醛固定７ｄ后备用。

１．２　方法
　　将固定后的鼠脑从垂体水平沿冠状位分成前后两部分并

·１０６·
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用全自动脱水机脱水，石蜡包埋后进行冠状位切片，经 ＨＥ染

色后进行光镜观察病理变化。于０ｈ、６ｈ、１ｄ、２ｄ和３ｄ分别取

对照组和ＨＩＢＤ脑组织并进行适当改良提取蛋白备用［４］。采

用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法测定蛋白，先进行蛋白质单向 ＳＤＳ凝胶电

泳，然后进行图像采集，测定其光密度（ＩＯＤ）值。目的基因 ｃＤ

ＮＡ片断的扩增：引物由上海生物工程公司合成并经质量检测，

采用上海申能博彩公司的 ＴｗｏＳｔｅｐＲＴＰＣＲｋｉｔ，在 ＰＥ９６００

ＰＣＲ仪上进行目的基因扩增，得到模板 ｃＤＮＡ。荧光定量 ＰＣＲ

检测：制备标准动力学曲线确定目的基因在脑组织中的表达，

检测待测样品的Ｃｔ值。

１．３　统计学处理
　　分别用ＩＯＤ值和Ｃｔ值作为ＡＱＰ４蛋白和 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表

达的参数进行统计分析。数据采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，

使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　病理变化
　　开颅后，可见ＨＩＢＤ组的右侧脑组织向左膨出，并有肿胀，

脑回增宽和脑沟变浅，而对照组无变化。光镜下观察结果见图

１。ＨＩＢＤ组６ｈ～１ｄ可见少量神经元胞体肿胀，少量胶质细胞

增生，细胞间隙增宽，２～３ｄ上述病变更加明显，同时有细胞排

列杂乱，神经元变性，一些神经细胞核固缩且有强嗜碱性，胞质

红染加深，胶质细胞明显增生，在３ｄ时可见明显梗死灶。

２．２　蛋白表达
　　与对照组比较，ＨＩＢＤ组脑组织０ｈ时 ＡＱＰ４蛋白表达无

变化，６ｈ后开始逐渐下降，其中２ｄ下降明显，３ｄ后开始回

升。ＨＩＢＤ在６ｈ、１ｄ、２ｄ和３ｄ各时间点 ＩＯＤ值均较对照组

低，结果见表１。

２．３　ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达
　　常规 ＰＣＲ测定 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ扩增产物，脑组织中各时间点

ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达结果见表２，结果显示０ｈ变化不明显，６ｈ、１

～３ｄ均较对照组低，２ｄ时最低，３ｄ开始回升。

３　讨论

　　脑创伤、脑肿瘤和脑缺血继发性脑水肿的病理生
理过程均有ＡＱＰ４参与［５７］。无ＡＱＰ４基因大鼠脑缺
血引起的脑水肿不明显，提示抑制 ＡＱＰ４表达可能达
到治疗脑水肿的目的［６９］。脑组织周围的缺血缺氧可

破坏血脑屏障，导致细胞外大量兴奋性谷氨酸的积累，

从而激活谷氨酸受体引起大量Ｃａ２
＋的细胞内流，促使

Ｃａ２
＋敏感酶活性增加，产生大量自由基导致线粒体损

ａ：大鼠脑缺血缺氧后６ｈ；ｂ：大鼠脑缺血缺氧后１ｄ；ｃ：大鼠脑缺血缺氧后２ｄ；ｄ：大鼠脑缺血缺氧后３ｄ

图１　ＨＩＢＤ不同时间ＡＱＰ４表达的免疫组化染色（×４００）

表１　脑组织ＡＱＰ４蛋白条带的ＩＯＤ值（珔ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
ＡＱＰ４（ＩＯＤ）

０ｈ ６ｈ １ｄ ２ｄ ３ｄ

　　ＨＩＢＤ组 １３７８±１３１ １１６６±１２６ ９９７±１３５ ８７６±１４５ １０１２±１３２

　　对照组 １４０６±１４９ １４１８±１３８　 １３９７±１２９　 １４１９±１２５　 １４０９±１３７　

：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

表２　脑组织ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达（珔ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ０ｈ ６ｈ １ｄ ２ｄ ３ｄ

　　ＨＩＢＤ组 ２２．９１±５．４９ １１．０３±４．１８ ６．８３±２．３４ ４．３３±１．８７ ７．６８±２．８４

　　对照组 ２３．０６±６．５３ ２３．２０±６．３４ ２３．０６±６．７４ ２３．６６±７．０２ ２３．１９±７．４８

：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

·２０６·
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伤，细胞发生凋亡或坏死［１０］。艾芬地尔和硫酸镁可减

轻谷氨酸对血脑屏障的破坏，下调ＡＱＰ４的表达，使局
灶性缺血和创伤性脑损伤面积减少，减轻脑水肿，从而

认为减轻水肿可能是通过下调ＡＱＰ４表达实现的。
　　ＡＱＰ４在保持中枢神经系统水、电解质平衡中起
重要作用［８１０］。我们发现 ＨＩＢＤ早期 ＡＱＰ４表达减
少，３ｄ后 ＡＱＰ４表达出现回升趋势，这一过程同时伴
有脑损伤、脑水肿改变，提示大鼠 ＨＩＢＤ脑水肿与脑组
织中 ＡＱＰ４表达有一定关系，ＡＱＰ４可能对 ＨＩＢＤ脑
水肿的发生发展起调控作用［１３］。脑组织缺氧缺血时

ＡＱＰ４表达降低，多数研究认为 ＡＱＰ４可能通过调节
依赖蛋白激酶 Ｃ和 Ａ（ＰＫＣ，ＰＫＡ）而发挥作用。脑组
织缺血缺氧时，通过氧化磷酸化和激活ＰＫＣ和ＰＫＡ使
ＡＱＰ４磷酸化失活、表达降低［１０］。ＰＫＣ和 ＰＫＡ被激
活后，可从胞质转移到胞膜，并使 ＡＱＰ４蛋白磷酸化，
这时水的渗透性发生改变，形成或加重脑水肿。但真

正的调控机制尚不清楚，还需进一步研究。
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关闭胆囊窝时，应尽量贴近胆囊壁游离，如有胆囊下肝

管存在，需予以结扎，并妥善缝合胆囊窝浆膜，不留死

腔，术后放置引流，防止术中误损伤胆囊下肝管，造成

术后胆漏。

　　本组胆囊管与肝总管汇合方式有角形和平行型。
平行型胆囊管和肝总管相遇后（相遇点为假汇合点）

在结缔组织中下行一段距离再汇合（此点为真汇合

点），故在胆囊切除术时应紧靠真汇合点０．５ｃｍ左右
切断胆囊管，防止在假汇合点处切断，使胆囊管残端遗

留过长，可遗留结石感染或再扩大形成“假胆囊”，须

再次手术。临床医生读 ＣＴ片，寻找胆囊影像困难时，
可在ＣＴ片上经脊柱椎体中心画一水平线，再通过此椎
体中心画一偏左斜线，与水平线成角约４５°，通常在此
斜线上可寻找到胆囊影像。临床医生通过本组测得胆

总管相关数据，了解胆总管外径、各段长度及可能出现

的变异，对于判断胆管扩张和行胆管切开取石探查、

ＥＰＲＣ等手术具有重要意义。近年来，随着腹腔镜手术
的逐渐普及，微创手术为病人减少了不少手术痛苦，但

其医源性胆道损伤率并没有明显下降，主要在于术者

胆囊三角解剖结构辨认不清、盲目钳夹分离处理不当，

其次在手术器械产生的热电效应或放置钛夹不当等导

致的胆管损伤。总之，注意肝外胆道的变异，术中适当

运用胆道造影、超声或胆道镜，掌握副肝管、胆囊下肝

管、胆囊管与肝外胆道的局部解剖位置关系，了解肝

左、右管汇合形态，仔细处理胆囊三角结构，对肝外胆

道手术有重要的指导意义。
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