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!基础研究!

新生大鼠持续缺氧条件下水通道蛋白
.

与脑水肿的关系
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科技合作基地
!

.'''$.

&

01

重庆医科大学神经科学研究中心
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探讨水通道蛋白
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#在新生大鼠持续缺氧过程中与脑水肿的关系%方法
!

健康
$'2

龄
,R

大鼠!随机

分为对照组和实验组%实验组结扎右侧颈总动脉!然后缺氧不同时间分为缺氧缺血"

Z]

#

0A

组$

Z].A

组$

Z];A

组$

Z]$/A

组
.

个亚组!对照组行假手术%观察每组动物神经行为学改变!各组实验取脑组织!行苏木精伊红"

ZU

#染色$免疫组织化学染色$荧光

定量
O-)

!观察新生大鼠海马
-#$

区形态变化和
#̂ O.

表达水平%结果
!

实验组均出现不同程度的缺氧症状&实验组与对照组

比较!有不同程度的水肿!且随着时间的延长!水肿加重!神经元呈现不可逆损伤&

#̂ O.

蛋白和
)*#

的表达水平呈下降趋势%结

论
!

#̂ O.

表达水平下降参与新生大鼠持续缺氧缺血条件下脑水肿的形成%

关键词#水通道蛋白
.

&新生大鼠&缺氧缺血!脑&脑水肿
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新生儿缺氧缺血性脑病$
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Z]U

%是指围产期窒息导致的缺氧缺血性脑损伤#是新生

儿常见的死亡原因之一)其早期主要表现是脑水肿#水肿程度

是决定
Z]U

病情及预后的一个重要因素)目前#

Z]U

动物模

型已经很成功地用于实验研究#但是#

Z]U

模型是短暂缺氧缺

血后再复氧的过程#无法模拟长时间缺氧缺血的情况)本课题

主要在应用
Z]U

模型的基础上#延长缺氧时间#以对缺氧缺血

最敏感部位海马
-#$

区为主要观察点#通过比较不同缺氧时

间研究水通道蛋白
.

$

@

I

F@

C

3D49.

#

#̂ O.

%表达水平与脑水肿

的关系)

@

!

材料与方法

@1@

!

动物选择及分组
!

新生
$'2

龄健康
,R

大鼠#雌雄不限#

由重庆医科大学动物实验中心提供)随机分为对照组和实验

组#实验组依据持续缺氧缺血$

A

MC

3B4@:48GA=(4@

#

Z]

%时间的不

同分为
Z]0A

组*

Z].A

组*

Z];A

组*

Z]$/A

组#每组
;

只)

@1A

!

主要试剂及仪器
!

主要试剂!小鼠抗大鼠
#̂ O.

单克隆

抗体$

8G:%;/$0

#

,@9>@-DFNQ43>=GA93H3

?M

#

]9G1

%&

,#O

法检测

试剂盒$北京中杉金桥生物技术有限公司%&

)":O-)

试剂盒

$

OD3(=

?

@

公司%&

#̂ O.

引物和探针$上海生工生物工程有限

公司%)主要仪器!动物缺氧活动箱$深圳市瑞沃德生命科技有

限公 司 定 制%&水 浴 恒 温 摇 床 $

Z,5'

%&水 浴 箱 $

Z̀_[:

$$'h%'

%&实时定量
O-)

仪$

-Yh:6/Q43:)@2

%&普通
O-)

仪

$

-$'''

%)

@1B

!

实验方法

@1B1@

!

模型制作
!

借鉴足月
Z]U

损伤大鼠模型的制作方

法'

$

(

#取新生
$'2

龄
,R

大鼠#无水乙醚吸入麻醉#医用胶布固

定于手术板#

&%P

乙醇消毒颈部皮肤#分离结扎右侧颈总动脉#

缝合皮肤切口)投入缺氧箱中$氧浓度
;P

#氧流量
01%V

"

6%60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



(49

%#分别
Z]0

*

.

*

;

*

$/A

#观察新生大鼠神经行为变化#于不

同缺氧时间点取材)对照组仅分离右侧颈总动脉#缝合皮肤#

不予缺氧#直接取材)

@1B1A

!

灌注固定及石蜡切片
!

各组于相应时间点#依次心脏

灌注
0'(V

生理盐水$

5&S

预热%*

0'(V.P

多聚甲醛$

.S

预冷%#开颅取脑#置
.P

多聚甲醛$

.S

%中外固定
5/

!

.;A

)

常规脱水透明#石蜡包埋#切片#厚
%

"

(

#行苏木精伊红$

ZU

%

染色*免疫组织化学染色)

@1B1B

!

ZU

染色
!

石蜡切片常规脱蜡水化#

ZU

染色#光镜下

观察海马
-#$

区形态)

@1B1C

!

#̂ O.

免疫组织化学染色
!

石蜡切片常规脱蜡水化#

柠檬酸钠抗原修复液
6%S

修复
5'(49

&山羊血清工作液封闭

0'(49

$

5&S

%&小鼠抗大鼠
#̂ O.

单克隆抗体$

$j.''

稀释%

.

S

孵育过夜&生物素化二抗工作液
5&S

孵育
0'(49

&碱性磷酸

酶标记链霉卵白素
5&S

孵育
0'(49

&

Q-]O

"

*Q"

碱性磷酸酯

酶显色&水溶性封片剂封片)光镜下观察海马
-#$

区
#̂ O.

的表达#每组
.

张片子#每张片子
0

个高倍$

.'T$'

%视野#应用

](@

?

=:

C

D3OHF8/1'

图像分析软件分析#测定其平均光密度值

$

3

C

>4G@H2=984>

M

<@HF=

#

+R

值%)

@1B1D

!

#̂ O.

荧光定量
O-)

!

应用
*-Q]a=9=L@9K

和
OD4(:

=DUB

C

D=8851'

设计引物#并由上海生工生物工程有限公司合

成)

#

IC

.

0

Y

!

-""-"---##a-#-##""--#

&

#

IC

.

0

)

!

-#a#-#-## ##-"a--#""##-## "

&

#

IC

.

0

"@

I

:

!@9

探针!

%k:Y#!:-"a -a" a"a #-" "-:"#!)#:5k

&

a#ORZ

0

Y

!

"aaa"a"a##--#-a#a##

&

a#ORZ

0

)

!

aa-#"a a#-"a" aa"-#" a#

&

a#ORZ

0

"@

I

!@9

探

针!

%k:Y#!:-"a-#--#--##-"a-""#a-:"#!)#:

5k

)各组于相应时间点#无水乙醚麻醉#直接断头取右脑#置于

匀浆器中用
"D4N3H

裂解组织细胞#氯仿*异丙醇和
&%P

乙醇依

次萃取*沉淀#提取总
)*#

#溶解于
RUO-:Z

0

+

中#测定其浓

度和纯度)依据
)":O-)

试剂盒说明书取
)*#$(

?

进行逆

转录获得
GR*#

)

O-)

反应条件!

6%S

+

5(49

&

6%S

+

$'8

+

%%S

+

5'8

#

.%

次循环)根据
O-)

仪直接获得的
G>

值#应用

相对定量
0

W

##

G>法计算对照组和实验组各时间点
#̂ O.)*#

水平的相对差异)

@1B1U

!

统计学处理
!

采用
,O,,$51'

软件进行分析#计量资

料用
(b?

表示#组间比较应用独立样本
<

检验#以
!

$

'1'%

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A1@

!

神经行为学评价
!

对照组新生大鼠行为能力无异常改

变)实验组模型制成后#随着缺氧时间的延长#全部发生不同

程度的神经行为学改变#缺氧
;

!

$'(49

出现烦躁不安*翻滚#

偶见肢体抽搐&缺氧
$%

!

0'(49

口周*右侧肢体末端发绀#呼

吸加深加快&缺氧
0'

!

5'(49

站立不稳#爬行时左后肢拖步并

向右侧旋转或倾倒&缺氧
5%

!

/'(49

活动开始减少#嗜睡易激

惹&缺氧
$'A

后逐渐出现昏迷状态)

A1A

!

ZU

染色
!

实验组新生大鼠大脑右半球均出现不同程度

的水肿#其中以海马
-#$

区最明显)光镜下对照组海马
-#$

区层次清楚#细胞排列紧密#外形规则#胞浆丰富#核大而圆#核

染色质均匀清晰#间质无水肿)实验组神经元随着缺氧时间的

延长#呈现不可逆损伤#

Z]0A

组#细胞排列紊乱#胞浆着色浅#

核肿大明显#可见核膜裂解&

Z].A

组#核固缩深染或消失#胞

浆溶解*苍白#空泡状#间质疏松&

Z];A

组#可见双叶核或核消

失#胞浆溶解更严重#残留部分呈现筛网状#间质水肿更明显&

Z]$/A

组#呈现空洞状结构)各组海马
-#$

区形态见图
$

)

!!

#

!对照组&

Q

!

Z]0A

组&

-

!

Z].A

组&

R

!

Z];A

组&

U

!

Z]$/A

组)

图
$

!!

海马
-#$

区
ZU

染色&

.'T$'

倍$

左下角为每图箭头处放大'

表
$

!!

各组海马
-#$

区
#̂ O.

免疫组化表达

!!

平均光密度值&

(b?

'

组别 光密度值$

+R

值%

< !

对照组
'15'.b'1'05 W W

Z]0A

组
'10%6b'1'5$ 5155& '1''%

Z].A

组
'10'6b'1'.' W01&/6 '1'$%

Z];A

组
'1$.$b'1'5' 51;/0 '1''0

Z]$/A

组
'1$'6b'1'$5 W01&$5 '1'$&

!!

W

!表示此项无数据)

图
0

!!

各组海马
-#$

区
#̂ O.

免疫组织化学表达平均

光密度值比较

图
5

!!

对照组海马
-#$

区
#̂ O.

免疫组织化学

染色&

.'T$'

倍'

A1B

!

#̂ O.

免疫组织化学染色
!

#̂ O.

广泛表达于中枢神经

系统#以对缺氧缺血最敏感的海马
-#$

区为主要研究对象#光

镜下见海马
-#$

区
#̂ O.

主要表达于椎体细胞层#呈现葡萄

串状表达于胞膜)实验组与对照组比较#

#̂ O.

表达下调#差

异有统计学意义)实验组随着缺氧时间的延长#

#̂ O.

蛋白表

达水平呈现下降趋势#差异有统计学意义)见表
$

#图
0

!

.

)

'/60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



A1C

!

#̂ O.

荧光定量
O-)

!

实验组与对照组比较#

#̂ O.

)*#

的表达下调#且实验组随着缺氧时间的延长呈现下降趋

势#各时间点表达水平比较差异有统计学意义$

!

$

'1'%

%)各

组
#̂ O.)*#

的相对表达情况见表
0

#图
%

)

图
.

!!

实验组海马
-#$

区
#̂ O.

免疫组织化学

染色&

.'T$'

倍'

表
0

!!

对照组与实验组各时间点
#̂ O.)*#

!!

表达水平比较&

(b?

'

组别
#

G>

值
< ! )*#

相对值$

0

W

##

G>

%

对照组
;1/0b'1$6 W W $1'''

Z]0A

组
;1;;b'1'6 W01.%; '1'.6 '1;5%

Z].A

组
;166b'1$& W016.' '1'0/ '1&/;

Z];A

组
610.b'10; W51/;/ '1'$' '1/%'

Z]$/A

组
61/.b'1.& W.1'/& '1''& '1.65

!!

W

!表示此项无数据)

图
%

!!

各组
#̂ O.)*#

相对表达水平比较

B

!

讨
!!

论

水通道蛋白$

@

I

F@

C

3D498

#

#̂ O8

%是一组选择性水通透的跨

膜通道蛋白#目前共发现有
$5

个成员#具有共同的结构基础#

相对分子质量均在
5'dR@

左右#由
/

条
-

螺旋结构穿过细胞

膜#其氨基端和羧基端均位于细胞内#天冬酰胺
:

脯氨酸
:

丙氨

酸$

#89:OD3:#H@

#

*O#

%组成的
*O#

结构是水通道蛋白家族形

成跨膜孔道的共同结构基础'

0

(

)

#̂ O8

分布于哺乳动物的各

个系统#大脑中
#̂ O.

的表达最为丰富#主要分布在脑实质与

血液*脑脊液接触的界面'

5

(

)在血
:

脑屏障界面#主要表达在邻

近血管内皮侧的星形胶质细胞足突上#脑
:

脑脊液屏障界面#表

达在浆膜基侧的室管膜细胞'

.

(

#

#̂ O.

的分布特点与其功能密

切相关#可能是脑水肿形成的重要分子生物学基础'

%

(

)

缺氧缺血早期#在细胞毒性脑水肿过程中#为了避免神经

元受损#

#̂ O.

使水由细胞间隙进入胶质细胞内#从而加重了

胶质细胞水肿)新生大鼠脑内
#̂ O.

的表达较成年大鼠低#

新生大鼠缺氧缺血条件下胶质细胞水肿的程度可能比成年大

鼠低#但神经元的损伤较成年大鼠严重'

/

(

)新生大鼠由于血
:

脑屏障发育不成熟#缺氧缺血条件下#血管源性脑水肿的发生

可能更早#更严重'

&

(

)

本实验研究新生大鼠持续缺氧条件下#

#̂ O.

与脑水肿的

关系#发现随着缺氧时间的延长#脑水肿程度不断加重#神经元

呈现不可逆性损伤#

#̂ O.

的表达呈动态下降趋势)提示缺氧

缺血条件下脑水肿*脑损伤与
#̂ O.

的表达相关#

#̂ O.

对其

发生*发展起调控作用)

#̂ O.

表达的变化是星形胶质细胞适

应胞外环境改变做出的反应#是一种内源性保护机制)

在不同形式脑血管疾病和其他急性脑损伤中#

#̂ O.

对于

脑水肿的形成和消退起着关键性作用)中风实验
#̂ O.

基因

敲除模型提示
#̂ O.

促进缺血后细胞毒性脑水肿发生'

;

(

)大

脑中动脉暂时性闭塞致中风模型中#与血管接触的星形胶质细

胞足突上
#̂ O.

表达迅速上调#起病
$A

达高峰'

6:$'

(

)而大脑

中动脉远端永久性闭塞致较严重的中风模型中#并未出现早期

的
#̂ O.

表达上调'

$$

(

)脑外伤模型中#创伤
0.A

内
#̂ O.

表

达下调'

$0

(

)提示严重的缺氧缺血刺激#大脑组织不足以合成

足量的
#̂ O.

#与本实验的结果是一致的)

#̂ O.

是处于持续开放状态的膜通道蛋白#水分子通过水

通道的移动方向仅由膜两侧渗透压差决定#不需要消耗能量#

也不受门控机制影响)

#̂ O.

对于水肿的调节具有特征性#

#̂ O.

缺乏减轻细胞毒性脑水肿#加重血管源性脑水肿'

$5:$%

(

)

#̂ O.

水导向性机制并未明确#使
#̂ O.

与脑水肿的关系变得

复杂)探索
#̂ O.

在不同水肿形式下的作用通路#是以
#̂ O.

作为靶点治疗的关键#也是今后研究的重点)
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不同年龄组之间
,@+

0

的差异&
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$
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0
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%
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(b?
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组别
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)
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!

0%
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%
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张西洲和王引虎'

0

(研究认为#随着海拔高度的升高#大气

氧分压逐渐下降#

,@+

0

随之降低#机体缺氧更加严重#以上观

点和本研究的结果一致)这主要是由于在高海拔地区#空气中

的氧分压比较低#氧弥散的驱动力#即肺泡与肺毛细血管之间

的氧分压差明显小于平原地区#以致在短时间内氧不能完全弥

散到毛细血管中#造成
,@+

0

下降)

心率是评价机体高原缺氧程度和对高山低氧环境习服能

力的重要指标'

5

(

)随着海拔升高#

,@+

0

降低#但是心率却明显

增加#这是心血管系统为适应高原而发生的代偿性机能增强的

表现)缺氧引起心率增快的机制尚未完全阐明#有人认为缺氧

可刺激颈动脉和主动脉体化学感受器#反射性地引起心率增

快&也有人认为缺氧引起的化学感受性反射的效应主要是呼吸

加深加快'

.

(

&还有学者临床试验证明#缺氧引起的心率加快#可

能与抑制迷走神经张力有关)本研究与以往某些小样本研究

虽然结论一致#但是心率却明显快于某些研究的数值'

%

(

)

在本研究中#随着海拔的升高#心率逐渐加快#但
,@+

0

水

平并未升高或者保持在低海拔地区的水平)在海平面地区#肺

泡与毛细血管之间氧分压差为
;1'KO@

#海拔每升高
$'''(

#

其数值下降
$1'KO@

'

/

(

#这导致了氧弥散能力的下降#进而使

,@+

0

下降)而心率加快可使单位时间内肺泡的血流量增加#

即等效地使单位时间内机体的摄氧量增加#从而提高
,@+

0

水

平)但经过负反馈调节后#

,@+

0

并未达到低海拔的水平)这

提示随着海拔的升高#冠状动脉的
,@+

0

下降#导致心肌功能

减退#每搏输出量减少#心率加快并不能使单位时间摄氧量增

加或保持不变#综合的结果是心率加快#但
,@+

0

仍下降)

由于官兵大都是
$;

岁应征入伍进藏#所以#年龄越大#即

官兵入藏时间的越长)随着年龄的增加#虽然
,@+

0

没有变

化#但是心率逐渐减慢#提示机体对缺氧环境的适应)这与长

时间在高原暴露后#机体发生的一系列生理学变化#改变了其

对低氧环境的适应模式有关)对高原世居者*高原长期移居者

的
ZL

类型调查发现#

ZL

电泳图谱呈现
.

条带#即除了低海拔

地区的
ZL#$

*

ZL#0

和
ZLY5

种类型的血红蛋白外#还有另

外一种
ZL

$

ZLh

%#

ZLh

类似于胎儿早期
ZL

#对氧具有较强的

亲和力#有利于机体对低氧的适应#这种蛋白的出现可能和上

述现象有关'

&

(

)但对于入藏时间长官兵的
ZL

结构的调查#作

者尚需进一步研究)
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