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　 　 【摘要】 　 目的　 探究下调 AQP-4 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠的干预效果及作用机制。 方法　 选取 40 只

SD 健康雄性大鼠,分 10 只为正常组,其余 30 只 SD 健康雄性大鼠分为模型组、下调 AQP-4 组、上调 AQP-4 组,对四

组大鼠分别进行干预。 使用 Western blot 法检测 AQP-4、BMP4、P-Smad 表达,使用散射比浊法检测 TNF-α、IL-1β 水

平。 对各组大鼠学习记忆能力、神经功能。 脑组织含水量进行检测。 结果　 与正常组比较,其他三组大鼠各时间

点逃避潜伏期较长,穿越平台次数较低(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下调 AQP-4 组大鼠各时间点逃

避潜伏期较短、穿越平台次数高(P<0. 05);与正常组相比,模型组、上调 AQP-4 组、下调 AQP-4 组神经功能评分上

升,脑组织含水量增多(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下调 AQP-4 组神经功能评分下降,脑组织含水量

减少(P<0. 05);与正常组比较,其他三组大鼠 TNF-α、IL-1β 水平升高(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,
下调 AQP-4 组大鼠 TNF-α、IL-1β 水平下降(P<0. 05);与正常组比较,其他三组大鼠 AQP-4 表达上升、BMP4、P-
Smad 表达下降(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下调 AQP-4 组大鼠 AQP-4 表达下降、BMP4、P-Smad 表

达上升(P<0. 05);与正常组比较,其他三组大鼠 Na+、P-dp 含量上升(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下
调 AQP-4 组大鼠 Na+、P-dp 含量下降(P<0. 05)。 结论　 下调 AQP-4 能够通过 BMP4 / Smad 通路对脑缺血再灌注损

伤模型大鼠进行干预,修复脑内血脑屏障,改善大鼠学习记忆能力,降低大鼠的炎症反应。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore the therapeutic effect and mechanism of downregulating AQP-4 in cerebral
ischemia-reperfusion injury model rats. Methods　 A total of 10 healthy male SD rats were used as the normal group and 30



rats were divided into model, downregulated AQP-4, and upregulated AQP-4 groups. AQP-4, BMP4, and P-Smad
expression was examined by Western blot, TNF-α was detected by resonance light-scattering turbidimetry, and IL-1β levels
were measured. Learning and memory abilities as well as neurological functions were evaluated in each group of rats. Water
content was measured in brain tissue. Results　 Compared with the normal group, rats in the other three groups had a longer
escape latency and lower number of crossings of the platform at each time point (P < 0. 05). Compared with model and
upregulated AQP-4 groups, the downregulated AQP-4 group had a shorter escape latency and higher number of platform
crossings at each time point (P < 0. 05). Compared with the normal group, neurological scores of model, upregulated
AQP-4, and downregulated AQP-4 groups were increased, while water content in brain tissue was increased (P < 0. 05).
Compared with model and upregulated AQP-4 groups, the downregulated AQP-4 group showed decreases in neurological
scores and brain water content (P < 0. 05). Compared with the normal group, the other three groups of rats had increased
TNF-α and IL-1β levels (P < 0. 05) Compared with model and upregulated AQP-4 groups, TNF-α and IL-1β levels were
decreased in the downregulated AQP-4 group (P < 0. 05). Compared with the normal group, the other three groups showed
an increase in expression of AQP-4 and decreased expression of BMP4 and P-Smad (P < 0. 05). Compared with model and
upregulated AQP-4 groups, the downregulated AQP-4 group showed a decrease in expression of AQP-4 and increased
expression of BMP4 and P-Smad (P < 0. 05). Compared with the normal group, Na+ and P-dp were increased in the other
three groups (P < 0. 05). Compared with model and upregulated AQP-4 groups, the contents of Na+ and P-dp were
decreased in the downregulated AQP-4 group (P < 0. 05). Conclusions 　 Downregulation of AQP-4 rescues the blood-
brain barrier, improves learning and memory abilities, and reducea the inflammatory response in cerebral ischemia-
reperfusion injury model rats through the BMP4 / Smad pathway.

【Keywords 】 　 cerebral ischemia-reperfusion injury; neurological function; learning and memory ability;
inflammatory response

　 　 大脑是人体对缺氧最为敏感的器官,脑组织缺

血的情况下会导致大脑局部组织及其功能的损害,
损害的程度大多数和缺血时间的长短以及残存血

流量的多少有着一定的关联[1]。 短期的不完全缺

血只会引起可逆性的损害,长时间的完全缺血或严

重性缺血会引起梗死,组织学病变下最明显的组织

学变化是脑水肿以及细胞的坏死[2]。 脑缺血在一

定时间后恢复血供,其功能不但不会出现恢复,反
而会出现更加严重的脑功能障碍,该症状被称之为

脑缺血-再灌注损伤[3]。 脑缺血-再灌注损伤是一

个包括花生四烯酸代谢障碍在内的一种多因素参

与的较为复杂的病理过程,其中包括了缺血期的原

发性损伤和再灌注期的继发性损伤[4]。 本研究中

建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型,靶向调控 AQP-4,
旨在探究下调 AQP-4 对脑缺血再灌注损伤模型大

鼠的干预效果及作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 选取 40 只清洁级 SD 健康雄性大鼠购自广州

赛业百沐生物科技有限公司 [ SCXK (粤) 2020 -
0055],大鼠饲养在青海省大学附属医院 [ SYXK
(粤)2020-0242],体重 210 ~ 243 g,平均(226. 5 ±

13. 2)g。 在 12 h 光照,湿度 45% ~ 55%,温度 25℃
环境下喂养大鼠一周。 本研究通过我院伦理委员

会批准((2020)年伦审(45)号),且遵守 3R 原则

进行。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 兔抗大鼠 AQP-4 抗体 (Hyclone 公司;货号:
PAB28892);大鼠抗大鼠 IL-1β、 IL-6、 TNF-α 抗体

( Selleck 公 司; 货 号: ATA31401; FNab04283;
ATA38860);大鼠抗兔 BMP4、P-Smad 抗体 ( Gibco
公司;货号:FNab00919;H00004091-B01P);Na+、P-
dp 试剂盒(南京建成生物工程研究所;货号:CK-
E10708;FT-P91045 T)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 造模及分组干预

　 　 随机选取 10 只大鼠作为本文研究正常组,不做

任何处理。 其余 30 只大鼠建立脑缺血再灌注损伤

模型:对大鼠进行麻醉干预后固定,颈中皮肤剪开,
将颈内、外动脉、左侧颈总动脉暴露于手术视野之

中并分离,结扎颈外动脉、翼腭窝。 使用线栓对颈

总动脉远端切口至颈内动脉 2 cm 处进行穿线,对脑

组织中动脉近端血流进行阻塞,2 h 后去除线栓并

再灌注 1 d。 将 30 只脑缺血再灌注损伤大鼠随机分

为模型组、上调 AQP-4 组、下调 AQP-4 组各 10 只,
上调 AQP-4 组 大 鼠 尾 部 静 脉 注 射 30 mg / kg
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agoAQP-4,下调 AQP-4 组大鼠尾部静脉注射 30 mg /
kg antagoAQP-4,正常组、模型组大鼠尾部静脉注射

等量生理盐水。
1. 3. 2　 大鼠脑组织含水量测定

　 　 选取相同时间点各组各 1 只大鼠,处死后提取

完整脑部,分批处死,切除前端的嗅球以及后部的

小脑和脑干,随后沿大脑的正中线切开,提取左侧

的半脑组织,使用电子分析天平对半脑组织进行称

量湿重,称重后记录,随后防止红外线干燥箱内进

行烘干,直至恒重,干重后再次进行测量记录并进

行计算,计算公式为:脑组织含水量 = (湿重 -干

重) /湿重×100%。
1. 3. 3　 大鼠学习记忆能力检测

　 　 提前准备高 50 cm、直径 150 cm 的圆形水池,在
水池内标注 4 个点位,标注好之后注入半池温水,水
温为 25℃。 随后在水池中央内放入高 30 cm、直径

10 cm 的平台。 分别于已标记的 4 处点位在造模成

功后 1 周后将大鼠置于水中,统计各组大鼠自如水

点游至预置平台时间,将 120 s 内未游至平台的大

鼠引至平台之上,将潜伏期记为 120 s,大鼠在平台

上停留 30 s 之后,再将其放置其他不同入水点进行

重新测试。 所有大鼠均连续测试 4 d,在第 5 天时将

平台撤除,将大鼠从入水点放至水中,记录 60 s 以

内大鼠穿越平台的次数。
1. 3. 4　 制作标本和 HE 染色

　 　 标本制作:取各组大鼠尾部静脉血 2 mL,离心

处理 15 min 后分离上清液,放置-80℃环境下保存

待测。 各组大鼠麻醉处死,提取大鼠海马区组织,
固定浸泡至 4%甲醛中,于 24 h 后行常规石蜡包埋

以及连续切片。
HE 染色:将切片烤干后,进行包埋脱蜡处理,

处理后顺序置入不同浓度的乙醇中个复水 3 min。
随后使用苏木精染色 15 min 后进行清洗,清洗 3 次

后使用盐酸乙醇分化处理 30 s,充分清洗后使用 1%
伊红进行染色,使用乙醇进行脱水处理后进行脱蜡

处理,封片后使用显微镜进行观察。
1. 3. 5　 各组大鼠 TNF-α、IL-1β 水平检测

　 　 使用散射比浊法检测 TNF-α、IL-1β 水平:根据

待检验 TNF-α、IL-1β 中提取的血清样品在凝固的

过程中发生变化的散射光确定检测,在光探检测器

为九十度直角的单色光源中向血清样本加凝血激

活剂,在样品凝块的过程中,散射光的强度会慢慢

增加,当血清样本完全凝固后,光探测器会发生变

化,会送到检测器上处理并且描出凝固曲线后检测

TNF-α、IL-1β 的变化。
1. 3. 6　 Na+、P-dp 含量检测

　 　 大鼠处死后取脑组织,去掉嗅球、小脑和地位

脑干,在冰上将大脑组织按照 1 ∶9的生理盐水制成

10%的组织均浆进行离心处理,离心后提取上清液

随后使用试剂盒测定,测定时严格按照试剂盒说明

书进行。
1. 3. 7　 AQP-4、BMP4、P-Smad 表达检测

　 　 使用 Western blot 法检测 AQP-4、BMP4、P-Smad
表达:首先使用 PBS 缓冲液对标本进行冲洗,随后

裂解 30 min,裂解后测定其蛋白浓度。 取 20 μg 蛋

白质进行电泳,电泳的同时加入蛋白缓冲液,10 min
后把电转膜放置到浓度为 10%的牛奶中进行浸泡,
常温环境下封闭 2 h。 封闭后结合一抗孵育 1 d,第
2 天取出后使用 TBST 液进行冲洗,随后结合二抗。
1 h 后进行清洗、显色,对蛋白 AQP-4、 BMP4、 P-
Smad 表达进行检测。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 20. 0 软件分析。 计量资料使用平均

数±标准差(􀭰x±s)进行描述,两组间比较进行独立样

本 t 检验;计数资料以%表示,两组间比较进行 χ2 检

验,多组对比行联合假设检验(F 检验)检验,以 P<
0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 大鼠学习记忆能力比较

　 　 如表 1 所示,与正常组比较,其他三组大鼠各时

间点逃避潜伏期较长、穿越平台次数较低 ( P <
0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下调 AQP-4
组大鼠各时间点逃避潜伏期较短、穿越平台次数高

(P<0. 05)。
2. 2　 各组大鼠脑组织病理 HE 染色图

　 　 如图 1 所示,正常组大鼠脑组织细胞排列规则,
结构完好,细胞核较为清晰。 模型组与上调 AQP-4
组脑组织细胞排列顺序错乱,细胞核出现破裂情

况,并且伴随着水肿的存在,炎症细胞入侵。 下调

AQP-4 组大鼠脑子细胞排列较为规则,细胞核破裂

情况、水肿、炎症入侵情况较轻。
2. 3　 各组大鼠神经功能和脑组织含水量对比

　 　 如表 2 所示,与正常组相比,模型组、上调 AQP-
4 组、下调 AQP-4 组神经功能评分上升,脑组织含水

量增多(P<0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,
下调 AQP-4 组神经功能评分下降,脑组织含水量减

少(P<0. 05)。

37中国比较医学杂志 2021 年 12 月第 31 卷第 12 期　 Chin J Comp Med, December 2021,Vol. 31,No. 12



2. 4　 各组大鼠 TNF-α、IL-1β水平比较

　 　 如表 3 所示,与正常组比较,其他三组大鼠

TNF-α、IL-1β 水平升高(P<0. 05);与模型组和上调

AQP-4 组相比,下调 AQP-4 组大鼠 TNF-α、IL-1β 水

平下降(P<0. 05)。
2. 5　 各组大鼠 AQP-4、BMP4、P-Smad 表达比较

　 　 如表 4、图 2 所示,与正常组比较,其他三组大

鼠 AQP-4 表达上升、BMP4、P-Smad 表达下降(P<

0. 05);与模型组和上调 AQP-4 组相比,下调 AQP-4
组大鼠 AQP-4 表达下降、BMP4、P-Smad 表达上升

(P<0. 05)。
2. 6　 各组大鼠 Na+、P-dp 含量比较

　 　 如表 5 所示,与正常组比较,其他三组大鼠

Na+、P-dp 含量上升 (P < 0. 05);与模型组和上调

AQP-4 组相比,下调 AQP-4 组大鼠 Na+、P-dp 含量

下降(P<0. 05)。
表 1　 各组大鼠学习记忆能力比较(􀭰x±s,n= 10)

Table 1　 Comparison of learning and memory abilities of rats in each group

组别
Groups

逃避潜伏期(s)
Avoiding the incubation period

第 1 天
Day 1

第 2 天
Day 2

第 3 天
Day 3

第 4 天
Day 4

穿越平台次数(次)
Number of crossing
platforms (times)

正常组 Normal group 34. 58±3. 25 29. 85±3. 25 24. 55±2. 25 19. 92±2. 54 1. 85±0. 26
模型组 Model group 43. 87±5. 13a 38. 62±3. 95a 33. 34±3. 25a 28. 65±3. 30a 1. 21±0. 19a

上调 AQP-4 组
Upregulated AQP-4 group 53. 29±5. 25ab 46. 32±5. 31ab 41. 15±5. 01ab 38. 64±5. 15ab 0. 86±0. 11ab

下调 AQP-4 组
Downregulated AQP-4 group 38. 56±3. 25abc 34. 22±3. 35abc 27. 61±2. 97abc 22. 39±2. 58abc 1. 64±0. 32abc

F 32. 134 12. 548 14. 337 15. 464 16. 634
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与正常组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与上调 AQP-4 组相比,cP<0. 05。
Note. Compared with normal group, aP<0. 05. Compared with model group, bP<0. 05. Compared with the upregulated AQP-4 group, cP<0. 05.

图 1　 各组大鼠脑组织病理 HE 染色图

Figure 1　 HE staining of the pathological brain tissue of rats in each group

表 2　 各组大鼠神经功能评分和脑组织含水量
对比( x-± s ,n= 10)

Table 2　 Comparison of nerve function score and brain tissue
water content of rats in each group

组别
Groups

神经功能评分(分)
Neurological function

score (score)

脑组织含水量(%)
Brain tissue
water content

正常组 Normal group 0. 00 77. 61±0. 72
模型组 Model group 2. 35±0. 26a 83. 56±1. 20a

上调 AQP-4 组
Upregulated AQP-4 group 4. 23±0. 59ab 89. 21±1. 35ab

下调 AQP-4 组
Downregulated AQP-4 group 0. 96±0. 02abc 80. 56±0. 96abc

F 15. 235 16. 358
P <0. 001 <0. 001

注:与正常组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与上调 AQP-4
组相比,cP<0. 05。
Note. Compared with normal group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP<0. 05. Compared with the upregulated AQP-4 group, cP<0. 05.

表 3　 各组大鼠 TNF-α、IL-1β 水平比较( x-± s ,n= 10)
Table 3　 Comparison of TNF-α and IL-1β levels in each group

组别 Groups TNF-α(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

正常组 Normal group 3. 56±0. 59 3. 51±0. 64

模型组 Model group 8. 69±1. 58a 10. 46±1. 58a

上调 AQP-4 组
Upregulated AQP-4 group 11. 58±2. 55ab 13. 78±2. 06ab

下调 AQP-4 组
Downregulated AQP-4 group 6. 58±0. 35abc 5. 56±1. 05abc

F 13. 256 14. 235

P <0. 001 <0. 001

注:与正常组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与上调 AQP-4
组相比,cP<0. 05。
Note. Compared with normal group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP < 0. 05. Compared with the upregulated AQP-4 group,
cP<0. 05.
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表 4　 各组大鼠 AQP-4、BMP4、P-Smad 表达比较
(􀭰x±s,n= 10)

Table 4　 Comparison of expressions of AQP-4, BMP4 and
P-Smad in each group

组别 Groups AQP-4 BMP4 P-Smad
正常组

Normal group 0. 35±0. 05 1. 58±0. 79 1. 53±0. 69

模型组
Model group 1. 03±0. 12a 0. 75±0. 12a 0. 57±0. 10a

上调 AQP-4 组
Upregulated
AQP-4 group

1. 24±0. 15ab 0. 61±0. 09ab 0. 49±0. 09ab

下调 AQP-4 组
Downregulated
AQP-4 group

0. 59±0. 09abc 1. 32±0. 56abc 1. 00±0. 54abc

F 15. 235 13. 582 13. 215
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与正常组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与上调 AQP-4
组相比,cP<0. 05。
Note.Compared with normal group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP < 0. 05. Compared with the upregulated AQP-4 group,
cP<0. 05.

注:A:正常组;B:模型组;C:上调 AQP-4 组;D:下调 AQP-4 组。

图 2　 AQP-4、BMP4、P-Smad 表达 Western blot 蛋白图

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Upregulated AQP-4
group. D, Downregulated AQP-4 group.

Figure 2　 Western blot protein expression of
AQP-4, BMP4 and P-Smad

3　 讨论

　 　 脑出血是目前人类死亡率较高的疾病之一,但
该病的发病严重机制尚未明确[5]。 当脑缺血-再灌

注发生时,不仅会造成脑水肿,还会对机体神经功

能造成严重的损伤[6]。 截止到目前,临床众多学者

仍并未将脑缺血再灌注损伤发病机制研究透彻,所
以临床的治疗不太理想。 有学者指出,AQP-4 的分

布于脑内水分子的运转有一定的关联,其对于维护

大脑中的水平衡起到了一定的作用。 脑缺血再灌

注损伤中 AQP-4 呈现异常的表达[7]。 但是目前关

于调控 AQP-4 表达对脑缺血再灌注损伤干预效果

的研究还鲜有报道。

表 5　 各组大鼠 Na+、P-dp 含量比较(􀭰x±s,,n= 10)
Table 5　 Comparison of Na+ and P-dp contents in each group

组别
Groups Na+(mg / g) P-dp(U / g)

正常组
Normal group 0. 25±0. 05 7. 51±2. 23

模型组
Model group 1. 02±0. 12a 12. 52±3. 59a

上调 AQP-4 组
Upregulated AQP-4 group 1. 13±0. 15ab 13. 54±3. 79ab

下调 AQP-4 组
Downregulated AQP-4 group 0. 41±0. 09abc 8. 21±2. 21abc

F 14. 859 20. 135
P <0. 001 <0. 001

注:与正常组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与上调 AQP-4
组相比,cP<0. 05。
Note. Compared with normal group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP < 0. 05. Compared with the upregulated AQP-4
group, cP<0. 05

AQP-4 作为一种水通道蛋白,广泛的存在于中

枢神经系统中,其能够构成胶质细胞和脑脊液以及

血管之间的水调节和运输的重要结构基础[8]。 临

床研究显示,AQP-4 的表达与脑脊液的分泌、重吸

收、电解质等生理过程密切相关[9]。 大量学者在研

究中提到,水通道蛋白是一类存在于所有生命细胞

屏障中膜转移通道的蛋白质,它们能够容许水分子

在细胞和它的周围环境间运动,其主要分布在脑组

织内面向毛细血管内皮细胞、软脑膜等细胞膜的足

突上[10-11]。 本文研究中显示,脑缺血再灌注损伤大

鼠 AQP-4 表达异常升高,对其进行下调能够对大脑

提供保护作用,改善脑缺血再灌注损伤大鼠认知功

能、神经功能,使学习记忆能力得到提升,由此可

见,对大鼠 AQP-4 表达进行下调对大脑有着较好的

保护作用。
大量临床研究显示,脑缺血再灌注损伤与炎症

因子有着一定的关联,TNF-α、IL-1β 是临床最常用

的检测因子,对其进行检测能够对较为直观的观测

出脑缺血再灌注损伤的发生和发展[12]。 有临床研

究显示,脑缺血再灌注损伤时炎症因子异常表达,
对其进行有效的干预能够对其进行调控,说明炎症

因子和脑缺血再灌注损伤有着密切的关联[13]。 本

文研究中发现脑缺血再灌注损伤大鼠 TNF-α、IL-1β
水平较高,说明脑缺血再灌注损伤常常伴随着炎症

反应的发生,与上述表达一致。 本文研究中还发

现,下调 AQP-4 表达的脑缺血再灌注损伤大鼠 TNF-
α、IL-1β 水平下降,说明下调 AQP-4 表达能够减轻

脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织的炎症反应程度,进
而达到保护脑组织的作用。
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大量研究表明,BMP4 / Smad 通路在细胞凋亡、
分化等过程中均有所参与,BMP4、Smad 为 BMP4 /
Smad 通路的最主要配体[14]。 目前临床对 BMP4 /
Smad 通路和 AQP-4 表达的相关性尚未有报道。 本

文研究中发现,脑缺血再灌注损伤大鼠 BMP4、Smad
表达较低,下调 AQP-4 表达的脑缺血再灌注损伤大

鼠 BMP4、Smad 表达上调,说明脑缺血再灌注损伤

伴随着脑组织神经细胞凋亡,对 AQP-4 表达进行下

调,能够通过 BMP4 / Smad 通路抑制脑缺血再灌注

损伤大鼠脑组组织的自噬和凋亡,对脑组织进行

保护。
综上所述,对脑缺血再灌注损伤模型大鼠进行

下调 AQP-4 表达,能够改善大鼠的学习记忆能力、
神经功能,减轻脑缺血在灌注损伤大鼠的炎症反

应,出现上述情况的原因可能与调控 BMP4 / Smad
通路有关,为脑缺血再灌注损伤的临床治疗提供了

新的研究方向和理论依据。
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