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水通道蛋白9表达与大鼠缺血性脑水肿形成的关系 
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【摘 要】目的：研究水通道蛋白9(Aquaporin9，AQP9)在大鼠缺血性脑组织中的表达及其与脑水肿形成之间的关系。方法：采用 

线拴法制作大鼠局灶性脑缺血模型，通过光镜、电镜技术观察脑水肿区的病理变化，干湿重法检测脑含水量，采用原位杂交 、免 

疫组化方法观察 AQP9及其 mRNA在脑组织中的表达。结果：缺血后细胞及血管周围间隙明显扩大，部分细胞坏死，胶质细胞 

增生；大鼠穹隆下器官 、脉络丛 、大脑皮质、视上核、海马等部位 AQP9及其 mRNA的表达上调，48—72h达峰值；脑组织含水量亦 

在 72h达高峰。结论：随缺血性脑水肿的出现，AQP9及其 mRNA表达上调，提示 AQP9可能在缺血性脑水肿的形成中发挥重 

要作用。 
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Relationship between AQP9 expression and formation 

of ischemic cerebraI edema in the rats 

RAN Jianhua，et ol 

(Department of Neurobiology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the role of AQP9 and its mRNA expression in the formation of ischemic cerebral edema in the 

rats．Methods：MCAO models were established by occluding unilateral middle cerebral artery(MCA)of the rats with the suture 

method．The morphological changes were observed with HE stain and transmission electron microscope (TEM)．Brain water 

content(BWC)was measured by using wet-dry weighing method．The expression of AQP9 and its mRNA in the edema brain 

tissue were detected with in situ hybrilization (ISH)and immun0hist0chemjstry (IHC)．Results：The space around the neurons 

and perivaseular space became larger．Some neurons showed necrosis phenotype，and the number of the neurogliocyte increased
．  

The expression of AQP9 and its mRNA were up—regulated in subfornical organ (SFO)、choroid plexes、brain cortex、supraoptic 

nuclei、hippocampus and other regions，and reached its peak at 48-72h after MCAO．The brain water content(BWC)in ischemic 

cerebral tissue reached its peak at 72h．Conclusions：the expression of AQP9 and its mRNA were up—regulated following the 

brain edema．The results imply that AQP9 might play an important role in the formation of i~hemie cerebral edema． 

【Key words】AQP9；Rat；Ischemic cerebral edema 

脑水肿是缺血性脑血管病最常见的并发症之 
一

，其形成机制的研究一直是神经科学重点探讨的 

课题。近年来，水通道蛋白(Aquaporins，AQPs)在脑 

水肿形成中的作用引起了人们的关注【1． 。目前在哺 

乳动物体内发现 AQPs有 13个成员，其中，AQP9在 

脑组织中的分布广泛 ，含量丰富，可能参与了脑组 

织水的运输平衡调节及能量代谢 。B d t[41观察到， 

AQP9在缺血再灌注后小鼠梗塞灶周围脑组织中的 
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表达显著增高，推测其与脑水肿的形成和发展有 

关。然而，目前对于AQP9在大鼠缺血性脑损伤组织 

中的表达及与脑水肿形成的关系尚缺乏相关研究。 

为此，我们制作大鼠局灶性脑缺血模型，通过光镜、 

电镜技术观察脑水肿区的病理变化，干湿重法检测 

脑含水量，采用原位杂交、免疫组化方法，分别从转 

录和翻译水平观察 AQrO及其 mRNA在脑组织中 

的表达，探讨大鼠脑缺血后 AQP9的表达及其与脑 

水肿形成的关系，为脑水肿形成机制的研究提供实 

验依据。 
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1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 主要仪器 、试剂及动物 主要仪器：冰冻切片机(CM 

1850，Leica)、石蜡切片机(RM 2135，Leica)、多通道电子蠕动 

泵(DDB一300，浙江象山石浦海天电子仪器厂)、生物研究显 

微镜(BM—E，Leica)、透射电子显微镜(H一600，Hitachi)、原位 

杂交专用载玻片和盖玻片(武汉博士德生物有限公司)。 

主要试剂 ：AQP9多克隆抗体(美国 Sigma公司)、免疫 

组化试剂盒 (通用型 SABC试剂盒 ，北京中山生物有限公 

司 )、BCIP／NBT和 AEC试剂盒 (北京中山生物有限公司)、 

AQP9 cRNA探针(上海生工生物技术公司 )、原位杂交专用 

试剂盒(武汉博士德生物有限公司)等。 

实验动物 ：健康成年 Wistar大鼠 160只，雌雄不拘，质量 

200～280g，由重庆医科大学实验动物中心提供 ，符合国家二 

级实验动物标准。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型的制作 Wistar大鼠术前禁食 12h、禁水 

6h，随机分为大脑中动脉栓塞(MCAO)组和假手术对照组。大 

鼠麻醉后 ，取颈部正中切口，分离右侧颈总 、颈内和颈外动 

脉，结扎颈总动脉和颈外动脉 ，在颈总动脉近分权处剪一“v” 

字形切口，将多聚赖氨酸处理过的 d=O．26mm的鱼线经切口 

插入颈内动脉约 18—20mm (根据动物大小调整插入鱼线的 

深度)，阻塞右侧大脑中动脉 ，固定外端的鱼线，缝合皮肤，腹 

腔注射青霉素预防感染 ，假手术组除不插鱼线外，其余操作 

与手术组相同。大鼠清醒后回笼自由进饮食，给予正常进食 

饮水，观察神经症状和体征，依据 Zea longa 5分制评分标 

准，神经缺损评分大于 2分者判为造模成功，分别于脑缺血 

后 3h、6h、24h、48h、72h后取脑。 

1．2．2 病理组织学观察 (光镜及电镜) 到达预定时相点的 

大鼠经左心室生理盐水冲洗，4％多聚甲醛灌注固定 ，迅速取 

脑，4％多聚甲醛后固定 ，常规石蜡包埋，切片，HE染色，观察 

病变区及附近脑组织病理变化。 

到达预定时相点的大鼠经左心室生理盐水冲洗 ，2．5％ 

戊二醛灌注固定 ，迅速取脑，于水肿组织处取 1mm3大小脑组 

织，分别经 2．5％ 戊二醛、1％ 锇酸后固定，系列丙酮脱水，环 

氧树脂 618包埋 ，超薄切片，双铅染色，置于透射电镜下观 

察、照相。 

1．2．3 脑组织含水量(Brain water content，BWC)的测定 

采用干湿重法。不同时相点大鼠处死后迅速取脑，去除皮质 

表面的软脑膜、小脑、脑干，取梗死侧大脑半球置于称量杯中 

称湿重(w)，然后放人电热恒温箱中 100％烘烤至恒重，再称 

干重(D)(两次干重之差≤0．2mg)。按如下公式计算： 

脑组织含水量(％)=(湿重一千重)／湿重 ×100％ 

1．2．4 免疫组化检测 AQP9蛋 白的表达变化 造模成功的 

大鼠在各相应时间点经灌流固定 、后固定后 ，在冰冻切片机 

上作连续冠状切片，片厚 20IXm，室温晾干备用 ，采用 SABC 

法检测 AQP9表达变化。实验操作步骤按试剂盒说明书进 

行，用 PBS代替一抗作阴性对照，已知阳性切片作阳性对照。 

1．2．5 原位杂交检测 AQP9 mRNA的表达 用 Primer Pre— 

mier 5软件设计寡核苷酸探针 ，序列为：5’一CATGCAGAG— 

GCTGGCCCTGAAGAGC一3’，经 DNA合成仪合成探针 ，采用 

地高辛标记试剂盒(上海生工产品)作末端标记。 

造模成功的大鼠在各相应时间点经灌流固定 、后固定 

后，在冰冻切片机上作连续冠状切片，片厚 20 m，室温晾干 

备用 ，原位杂交实验的操作步骤按试剂盒说明书进行，用 

PBS代替 AQP9探针作阴性对照 ，已知阳性切片作阳性对 

照 。 

注：杂交前所用容器 、液体及其它物品均经高温高压消 

毒和0．1％DEPC处理。杂交前操作时每一步均戴口罩和无菌 

手套，以避免外源性 RNA酶的污染。 

1．2．6 图像分析及统计学处理 光学显微镜下 ，随机选取原 

位杂交和免疫组化同一部位切片的 10个不同视野进行观 

察。采用北航 CM一2000B生物医学图像分析系统进行 自动分 

析。分析结果以细胞平均光密度值(A)表示。数据以均数 ±标 

准差( ±s)表示，用 SAS 8．1统计分析程序对各组数据进行 

重复测量数据的方差分析和相关性检验，P<0．05为差异有显 

著性。 

2 结 果 

2．1 MCAO后大鼠生理行为和活动的改变 

MCAO后大鼠活动减少，精神萎靡，右侧Homer’ 

S征阳性 ，不能伸左前肢 ；行走时向左侧转圈；爬板 

时，向左侧跌落；提尾时，左前肢内收，头弯向左上。 

有的大鼠完全不能 自主运动，甚至出现大小便失 

禁。 

2．2 MCAO后大鼠脑组织形态学的病理观察 

肉眼观察可见手术组动物缺血侧的脑组织不 

同程度的肿胀，对照组无明显变化。光镜下，对照组 

的脑组织结构完整，神经元和胶质细胞形态正常。 

MCAO 3h可见缺血组织 中星形胶质细胞胞质淡 

染；MCAO 6h组织水肿明显，星形胶质细胞和血管 

内皮细胞肿胀，细胞间隙、血管周围间隙明显增宽； 

MCAO 24h脑组织变得疏松，部分肿胀的星形胶质 

细胞胞膜破裂。MCAO 48～72h脑组织疏松更加明 

显，病灶中心坏死区可见少量残存的神经元和大量 

增生的胶质细胞，其边缘仍可见肿胀的神经细胞。 

MCAO 3h，电镜下可见水肿区星形胶质细胞的 

胞浆和胞核出现轻度肿胀 ，神经元结构无明显改 

变。MCAO 6h后，毛细血管周围星形胶质细胞的足 

突肿胀明显，但仍与毛细血管基底膜相连，毛细血 
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管管腔受压变小；MCAO 24～72h，脑组织肿胀明显 

加重，星形胶质细胞足突与毛细血管基底膜已分 

离，间隙明显扩大，血管内皮细胞肿胀明显，有少量 

神经元和胶质细胞坏死、崩解(图 1 o 

(▲示肿胀的星形胶质细胞终足) 

图 1 MCAO后 6h脑水肿区毛细血管周围 

间隙增宽(TEM x12000) 

2_3 脑组织含水量的变化 

假手术组脑组织含水量随时间延长，没有明显 

变化。MCAO 3h后，手术组缺血侧脑组织含水量较 

假手术组相比明显增加(P<O．05)，随缺血时间的延 

长，脑组织含水量增加显著(P<0．05)。其中3-24h脑 

含水量增加较快，48～72h增加放缓，72h达到峰值 

(表 】、图2)。 

3h 6h 24h 48h 72h time 

图 2 MCAO后不同时间段脑组织含水量 

2．4 免疫组化染色检测 AQP9蛋白 

阴性对照未见 AQP9蛋 白表达。假手术组和 

MCAO组中，在海马、室旁核、视上核、皮质 、脑室及 

脉络丛等处，都可以见到密集排列、轮廓清楚 、胞膜 

呈紫蓝色或紫红色、胞浆及胞核不着色的AQP9表 

达阳性的细胞。AQP9在假手术组的表达呈弱阳性， 

MCAO 3h后，AQP9表达开始上调(P<0．05)，并随缺 

血时间延长表达增加(P<O．05)，其中 MCA048～72h 

表达最强。在脑缺血组织中，AQe9蛋白的表达与脑 

含水量的变化呈正相关，r=0．9139，P<O．05。见表 2 

和图 3。 

图 3 MCAO后 3h缺血侧脉络丛 AQrO蛋白的 

表达(IHC．BCIP／NBTx100)一(示脉络丛 ) 

2．5 原位杂交检测 AOP9 mRNA的表达 

阴性对照未见 AQP9 mRNA阳性表达。假手术 

组和 MCAO组 AQP9 mRNA在脑组织中表达的部 

位(缺血灶周边的水肿区、血管周围及白质的星形 

胶质细胞、脉络丛 、室管膜、视上核和室旁核、海马 

等)同免疫组化结果显示的部位基本一致。但 

AQP9 mRNA阳性产物主要分布在细胞的胞膜和胞 

浆，染色呈紫蓝色或紫红色，同时胞浆着色明显比 

胞膜浅 ，随缺血时间的延长，在缺血最为严重的组 

织中可见部分细胞的胞核着色。 

假手术组 AQP9 mRNA在脑组织表达为弱阳 

性。MCAO 3h后，AQP9 mRNA的表达与对照组相 

；g ∞ 他 

一 一u暮∞ 
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比开始增高(P<0．05)，并随时间的延长而染色逐渐 

增强(P<0．05)；其中，MCAO后 24～48h阳性表达增 

加较快 ，MCAO后 48h到达峰值开始缓慢降低 ， 

MCAO后 72h其表达水平仍保持在高表达水平。 

MCAO后手术组脑组织中AQP9 mRNA与 AQP9的 

表达变化呈正相关 ，r=0．9068，P<0．05。见表 3、图4 

和图 5～9。 

0 7 

0．6 

0．5 

0．4 

喜0．3 
0 2 

善0 l 
0 

图 4 缺血脑组织AQP9 mRNA的表达变化 (ISH) 

表 1 MCAO后不同时段脑组织含水量(％)结果( ±s) 

对照组 25 0．067±0．01：3 0．071±0．014 0．070±0．016 0．075±0．014 0．072±0．012 

缺血组 25 0 095±0．01 1 0．142±0．034 0．199±0．029 0．284±0．024 0．320±0．018 

△与假手术组比较P<0．05；※与 3h组比较 P<0．05 

表 3 缺血脑组织 AQP9 mRNA的表达水平(A值)(ISH) 

△与假手术组比较 P<0．05；※与 3h组 比较 P<0．05 

3 讨 论 

脑水肿是继发于脑外伤 、脑缺血 、脑肿瘤 、颅 

内感染等多种脑疾病之后出现的病理现象。近年 

来的研究【51表明，脑水肿的关键问题是脑细胞膜内 

外水、电解质的分布失衡。但用传统的理论如：乳 

酸中毒、自由基损害、兴奋性氨基酸的神经毒性作 

用、细胞膜 Na+一K+一ATP酶活性降低 、内膜素的作 

用、脑细胞膜磷脂代谢障碍、细胞内 Ca2+超载等理 

论[61均无法完全合理解释脑组织中水、电解质的运 

输平衡。近十年来的研究表明，水的转运存在着一 

种由水通道蛋白【l1z】介导的主动运输和快速调节过 

程 ，为研究脑组织水代谢的分子机制提供了新的 

途径 。 

3．1 水通道蛋 白 9(Aquaporin一9 ，AQP9)在脑组织 

中的分布及其生理意义 

AQP9是 1997年进行人类脂肪组织基因序列 

分析过程中发现的一种水通道蛋白，随后的基因转 

染实验证实其具有增加细胞膜快速转运水及一些 

中性溶质的功能，并广泛分布于哺乳动物的脑、肝 

脏、生殖系统、外周白细胞等部位【3I 7】。其中，AQP9在 

脑组织中含量丰富，主要分布于脑组织中特殊类型 

的星形胶质细胞(包括室管膜细胞、伸长细胞 、脉络 

丛上皮细胞)以及海马、隔核 、杏仁核、视上核、室旁 

核部位的星形胶质细胞、血管内皮细胞和儿茶酚氨 

能神经元细胞的胞体和突起上[8-1o1。 
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图 5 

图 6 

图 7 

图 8 

图 9 

MCAO后 24h大脑皮质 AQW mRNA的表达(ISH，BCIP／NBTx200)(一示皮质颗粒层细胞 ) 

MCAO后 48h大脑皮质 AQP9 mRNA的表达(ISH，BCIP／NBTxl00)(一示皮质颗粒层细胞 ) 

MCAO后 72h室旁核 AQP9 mRNA的表达(ISH，BCIP／NBTx100)(一示室旁核 ) 

MCAO后 3h视上核 AQP9 mRNA的表达(ISH，BCIP／NBTxl00)(一示视上核，▲示视交叉) 

MCAO后48h海马 AQP9 mRNA的表达(ISH，BCIP／NBTx200) 

本实验观察结果显示，AQP9蛋白及其基因不 

仅在包括穹隆下器官(Subf0mical organ，SFO)和脉 

络丛等脑室周围器官 (Circumventricular organs， 

CVOs)、脑室周围实质的星形胶质细胞中有表达，而 

且在下丘脑视上核、室旁核、大脑皮质中强烈表达， 

这与国外研究报道的结果基本一致 0】。除此之外， 

我们还首次观察到 AQe9及其 mRNA在海马齿状 

回锥体细胞层中有表达。由于海马锥体层细胞富含 

心钠素(ANP)，具有调节水 、钠摄入的功能，提示 

AQP9可能与水、电解质的平衡调节密切相关[Ill。由 

此可见，AQP9可能在生理条件下脑组织水运输平 

衡、渗透压调节等过程中发挥重要的功能。 

3．2 AQP9在缺血性脑水肿组织中的表达规律及与 

病理变化的关 系 

随着研究的不断深入，AQP9在脑水肿形成中 

的作用也引起人们的关注。Badaut等[41发现小鼠大 

脑中动脉缺血再灌注后，梗死灶周围星形胶质细胞 

AQP9的免疫标记明显增强 ，推测 AQP9的过度表 

达与脑水肿的形成密切相关，但对其在脑水肿发生 

发展过程中表达变化的时空规律及与脑水肿病理 

变化的关系尚缺乏系统的研究。 

本研究通过建立大鼠缺血性脑水肿模型，研究 

AQP9在缺血性脑水肿形成中的表达规律。结果显 

示 ，AQP9在缺血性脑水肿中的表达为一动态变化 

过程。脑缺血 3h后，脑水肿区AQP9 mRNA和蛋白 

质的表达均开始上调 ，随缺血时间的延长，AOP9 

mRNA和蛋白质的表达同时增加，在缺血性脑水肿 

形成和发展过程中，AQP9 mRNA及其蛋白的表达 

呈正相关(仁O，9068，P<0．05)。与此同时，脑含水量 

在 MCAO 3h后开始增加，随着缺血时间的延长持 

续上升。直到72h，这与临床上缺血性脑水肿的发展 

过程基本相符。脑含水量变化与 AQP9的表达变化 

呈正相关(忙O．9139，P<0．05)，提示 AOP9 mRNA及 

其蛋白的表达变化与脑水肿严重程度有密切的关 

系，其可能参与了缺血性脑水肿的发生和发展过程。 

病理观察结果显示 ，脑水肿的形成是细胞毒性 

水肿和血管源性水肿共同发展的结果。由此推测， 

广泛分布在星形胶质细胞上的AQP9在缺血缺氧等 

《  。 
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病理因素的作用下，可能是导致细胞毒性脑水肿形 

成的主要原因之一；而大量分布于血管内皮细胞的 

AQP9可能通过促进水和某些渗透活性物质的转运 

导致血管源性脑水肿的发生。 

3．3 AQP9在缺血性脑水肿中的作用 

研究证实，AQP9在生理条件下可协助清除体 

内的乳酸 ，当DH值降低到 5．5时，AQP9对乳酸 

盐的通透性可提高 4倍，同时伴随着水分子的大量 

转运，由此推测脑缺血引起的乳酸酸中毒可能导致 

AQP9表达异常上调，促进脑水肿的发生发展[13,14】。 

实验结果显示，MCAO 3h后 ，AQP9在海马锥 

体细胞层 、视上核、室旁核、大脑皮质等区域表达上 

调，并随缺血时间的延长而表达增加(P<0．05)。其 

中，缺血灶周围的星形胶质细胞表达尤其强烈。同 

时还发现，在脑水肿的初期 ，缺血灶周围的脑组织 

水肿较轻，主要表现为星形胶质细胞肿胀和轻度缺 

血等可逆性变化；随着缺血时间的延长 ，星形胶质 

细胞发生不可逆损伤，并进一步引起神经元的功能 

障碍。由此可推测：缺血、缺氧发生时，脑组织的无 

氧糖酵解增加，细胞内外乳酸堆积，引起细胞 H+- 

Na+交换、C1--HCO3-交换增加，细胞内Na+、Cl一聚集， 

导致渗透压发生改变【旧，激活胞膜上具有渗透压感 

受器功能的AQP9，通过细胞内信号转导机制大量 

转录、合成 AQP9；持续的缺血、缺氧引起组织酸中 

毒加剧，PH值下降，导致 AQP9合成增加，胞膜对乳 

酸盐的通透性大大提高，在转运乳酸的同时带动水 

分子的内流，造成细胞渗透性水肿的发生。同时，酸 

中毒可使血管内皮细胞肿胀，脑血管阻力增加，进 
一 步加重组织缺血，形成恶性循环，最终导致内皮 

细胞破裂、BBB破坏，血液内的蛋白质、无机离子渗 

入组织间隙，组织液渗透压上升，带动水分子的转 

运，又导致血管源性脑水肿的形成。由此可见，在脑 

水肿的发生发展过程中，胶质细胞膜 AQP9的表达 

上调具有双重作用 ：在脑缺血发生的早期 ，局部渗 

透压的改变导致 AQP9适时表达，调节水分子和乳 

酸的转运以维持内环境的稳定及脑细胞的正常代 

谢；随着缺血、缺氧的持续发生，AQP9的表达增加， 

在转运乳酸的同时带动水进一步向细胞内转运，最 

终导致胶质细胞水肿的发生。 

综上所述，AQP9表达的异常增高与缺血性脑 

水肿的严重程度密切相关，提示 AQP9参与了缺血 

性脑水肿的形成，是导致脑水肿组织损伤的重要因 

素之一。因此，如果能在脑水肿形成的早期及时改 

善脑组织的血氧供应，控制 AQP9的过度表达，将有 

利于减轻脑水肿的程度。在基因水平上对其表达进 

行调控，可能成为治疗脑水肿的新突破。然而，目前 

对其表达调控机制还知之甚少，有待于对其系统深 

入地研究。 

(通讯作者：孙善全教授 ，电话 ：023—68485763，E—mail： 

sunsq2151@sohu．c0m。重庆医科大学解剖学教研室) 
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径，并且其中一个重要的途径与肿瘤细胞增殖相同 

即 Ras／Raf／MAPK／J~,径[41。有学者发现肿瘤细胞受照 

后 ，能使 c—raf一1基 因活化l5．61，从而激活 Ras／Raf／ 

MAPK／J~,径导致放射疗效的改变。这为对有辐射抗 

性的肿瘤细胞进行有针对性的基因治疗提供了线 

索，对提高肿瘤细胞辐射敏感性，降低辐射剂量，从 

而减少放疗并发症开拓了思路。Jones HA等学者用 

raf基因的上游基因 ras的抑制物逆转肿瘤辐射抗 

性取得很好的效果 。已有研究明确了c—raf-1基因 

在肝细胞性肝癌辐射抗性产生过程中的作用『8】。目 

前有关抑制辐射信号和增殖信号转导途径中的枢 

纽元件 c—ra 1用于放射增敏的研究较少。 

本研究利用反义技术抑制 c—raf一1基因，可使 

其在宫颈癌细胞中的基因表达率下降约50％。抑制 

c—raf．1基因后，受照宫颈癌细胞集落形成率较正义 

寡核苷酸组及单纯照射组明显下降，其下降率大于 

单独转染反义寡核苷酸组与单独照射组集落形成 

下降率之和，提示转染 c—raf．1反义寡苷酸对人宫 

颈癌 HeLa细胞具有辐射增敏作用 ，这可能与 c— 

raf一1反义寡核苷酸抑制了辐射抵抗信号转导途径 

及照射后癌细胞的凋亡增加有关，因为我们还观察 

到反义寡核苷酸组照射后细胞凋亡率明显增加，由 

c—raf一1正义寡核苷酸组和脂质体组 的 12．82％、 

1 1．36％增加至 35．13％。癌基因bcl一2有抗凋亡的功 

能，我们使用免疫荧光试验测定 Bcl一2蛋白在各实 

验组中的表达发现反义寡核苷酸组 Bcl一2蛋白表达 
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