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脑出血后水蛭素干预对水通道蛋白 4 表达的影响

朱加应 1，2， 伍国锋， 刘伯仁 2， 张 谦 2

（1. 贵州省人民医院急诊科，贵州 贵阳 550002；
2. 贵阳医学院附属医院急诊科，贵州 贵阳 550004）

[摘要] 目的：在脑出血后不同时段应用凝血酶抑制剂水蛭素干预，观察其对脑水肿、水通道蛋白 4 (aquaporin-4,
AQP4) 及其 mRNA 表达的影响。 方法：将 40 只健康雄性大鼠随机分为 4 组，每组 10 只，采用自体动脉血注入尾状核

法制成大鼠脑出血模型，其中 1 组作为对照组，造模后不予水蛭素干预，另 3 组分别于造模后 6 h、12 h、18 h 在血肿

内注入水蛭素进行干预，32 h 后提取脑组织，应用反转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测 AQP4 mRNA 在脑水肿组织的

表达，并采用 Western blot 和免疫组化检测 AQP4 蛋白在脑水肿组织中的表达，同时用干重、湿重法计算脑组织含水

量来表示脑水肿程度。 结果：与对照组相比，凝血酶抑制剂水蛭素能减轻脑出血后脑组织的水肿程度，并降低脑组织

中 AQP4 mRNA 及 AQP4 蛋白的表达， 在 6 h 和 12 h 干预组中其抑制作用最为明显 (P＜0.05）， 且 AQP4 mRNA 及

AQP4 蛋白的表达减少与脑水肿变化趋势一致。 18 h 干预组的脑水肿程度、AQP4 mRNA 及 AQP4 蛋白的表达虽有低

于对照组的趋势， 但差异无统计学意义。 结论： 脑出血后， 凝血酶抑制剂水蛭素能减少脑组织水肿的程度、 降低

AQP4 mRNA 和 AQP4 蛋白的表达，水蛭素干预组中以 6 h 及 12 h 干预组的作用最为明显。
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Effect of hirudin intervention on expression of aquaporin-4 after intracerebral hemorrhage ZHU Jia-ying1，2, WU Guo-
feng1, LIU Bo-ren2, ZHANG Qian2. 1. Department of Emergency, Guizhou Provincial People’s Hospital, Guiyang Guizhou
550002, China; 2. Department of Emergency, Affiliated Hospital, Guiyang Medical College, Guiyang Guizhou 550004, China

[Abstract] Objective To investigate the effect of thrombin inhibitor, hirudin, on brain edema and expression of
aquaporin-4 (AQP4) after intracerebral hemorrhage. Methods Forty male Wistar rats were randomly divided to 4 groups.
Self nonheparinized fresh blood was injected into nucleus caudate to construct intracerebral hemorrhage model. No
intervention was transected in the control group, while in the other three groups hirudin solution was injected into the
hematoma at 6, 12 and 18 h, respectively, as intervention. The brain tissue was taken at 32 h and the expressions of AQP4
mRNA and AQP4 protein were determined by RT-PCR and Western blot, respectively; the wet and dry weight of the brain
tissue was determined to assess the degree of brain edema. Results Compared with the control group, thrombin inhibitor
hirudin intervention ameliorated the brain edema and decreased the expression of AQP4 mRNA and AQP4 protein after
intracerebral hemorrhage. This effect was most prominent in 6 h and 12 h intervention groups (P<0.05). Although
difference was also seen between control group and 18 h intervention group, yet it was not statistically significant.
Conclusions Hirudin intervention could reduce the brain edema and suppress the expression of AQP4 mRNA and AQP4
protein in brain tissues after intracerebral hemorrhage, especially given within 6 h and 12 h after formation hematoma.
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脑出血是严重威胁人类健康的疾病， 其发病

急、进展迅速。 脑出血造成死亡及严重后遗症的原

因是发病后血肿占位效应导致高颅压、脑疝形成和

继发性脑损害，而脑水肿是其最严重的并发症。 由

于社会不断发展，医疗条件不断改善，大部分脑出

血患者可得到及时救治，如通过手术、微创颅内血

肿清除术等手段早期清除血肿、减少压迫。 但目前

对于继发性脑损伤，临床治疗尚无有效措施，脑水

肿的发生机制亦尚未完全阐明。 近年发现凝血酶、
水通道蛋白 4（aquaporin-4, AQP4）等在脑水肿的形

成中起重要作用，且许多研究已证实脑水肿程度与

AQP4 蛋白的表达成正相关。 本研究在大鼠脑出血

后 不 同 时 间 段 应 用 凝 血 酶 抑 制 剂 水 蛭 素 ， 观 察

AQP4 mRNA 和 AQP4 蛋白表达的变化， 为探讨水

蛭素治疗脑水肿的机制及临床应用时间窗提供理通讯作者：伍国锋 E-mail: zhujy321@163.com
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论依据。

资料与方法

一、资料

Wistar 大鼠由贵阳医学院实验动物中心提供。
水蛭素购自天津泰德生物制品有限公司，Trizol 试

剂和 SuperscriptⅡ反转录试剂盒购自 Invitrogen 公

司，PCR 扩增试剂盒购自 Promega 公司，SDS 蛋白

上样缓冲液购自上海生工生物工程有限公司，BCA
法蛋白浓度测定试剂盒购自 Pierce 公司，兔抗人多

克隆抗体 AQP4、GAPDH 单克隆抗体和辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG 购自 Santa Cruz 公司，蛋白

分 子 量 标 记 物 和 ECL 蛋 白 印 迹 发 光 试 剂 盒 购 自

Amersham Bioscience 公司， PVDF 膜购自 Millipore
公司，免疫组化试剂盒购自 GeneTech Co.， DAB 显

色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司。
二、方法

1. 动物分组：选择健康雄性大鼠 40 只 8 周龄，
SCHK（黔）2002-0001，体重 350～450 g，将其随机分

为 4 组，每组 10 只。 1 组为对照组, 造模后不予水

蛭素干预，另 3 组为水蛭素干预组，即分别在大鼠

造模后 6 h、12 h、18 h 于尾状核血肿内注入含 15 U
水蛭素药液 4 μL。

2. 大鼠脑出血模型的建立：用 10%水合氯醛腹

腔麻醉大鼠（0.035 mL/kg），将其固定在立体定位仪

上，头顶正中切口，暴露前囟，于前囟前 0.2 mm、中

线向右旁 3 mm 处钻 1 个直径为 1 mm 进针孔，用

固定于立体定位仪上的微量加样器沿进针孔进针，
进针深度为 6 mm（即尾状核位置），将 50 μL 自体

血（剪断尾部收集）以 5 μL/min 的速度注入大鼠右

侧尾状核，留针 4 min 后缓慢退出。 缝合切口，术毕

将大鼠放回笼中，自由活动、进食。
3. 大鼠脑组织水肿的检测：4 组大鼠均于造模

后 32 h 开胸， 于心脏灌注生理盐水后断头取脑组

织。 电子天平分别称重脑组织的湿重后再将脑组织

块置于 100 ℃烘箱中烘烤 24 h 至完全干燥,再称其

干重。 利用公式 [脑组织含水量=（湿重-干重）/湿
重×100%]计算出脑组织含水量。

4. 反转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测 AQP4
mRNA 在大鼠脑组织中的表达：用 Trizol 试剂提取

脑组织中的 RNA， 然后利用 SuperscriptⅡ反转录

试剂盒将 RNA 转换为 cDNA。 引物用 Primer 5 程

序设计， 由上海生工生物工程 有 限 公 司 合 成，序

列 如 下。 β-actin 引 物 为 5′-GCCAGCTCACCATGG
ATGAT-3′（正义）、5′ -AGAAGGTGTGGTGCCAGAT-
3′ （反 义）； AQP4 引 物 为 5′ -GTCTTTCCCCTTCTT
CTCCTCTCC-3′ （ 正 义 ）、5′ -TGCATTCACATTTGT
TGTGC-3′（反义）。 PCR 反应体系（25 μL）包含 10×
缓冲液 2.5 μL, Mg2+ 1.5 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 μL,
Primer 1（300 ng/μL）0.5 μL, Primer 2（300 ng/μL）
0.5 μL, Taq （5 U/μL） 0.125 μL,模 板 1 μL,H2O
18.375 μL。 扩增条件为 94 ℃ 2 min； 94 ℃ 45 s、
62 ℃ 1 min、72 ℃ 1 min，共 35 个循环；72 ℃ 10 min。
每组实验重复 3 次。 PCR 产物用 12%琼脂糖凝胶

电泳，电压为 80 V，时间为 30 min。 用 Bio-Rad 图

像分析系统照相，用 Quantity One 软件分析，以目

的产物吸光度（A）值/GADPH A 值的比值表示最终

结果。
5． Western blot 检测 AQP4 蛋白在大鼠脑组织

中的表达：脑组织匀浆后，取 100 mg 加入 100 mL
的 1×SDS 凝胶加样液， 按 BCA 试剂盒方法测蛋白

浓度。配制 12％聚丙烯酰胺分离胶及 5%积层胶，取

总蛋白 100 μg 变性后加样，在 120 V 条件下加样，
电泳 2 h，电泳缓冲液为 Tris-甘氨酸。 在 180 mV、
4 ℃下电转膜 1.5 h, 将硝酸纤维素膜置于 37 ℃封

闭液中 2 h[含有 5%牛血清白蛋白（BSA）]，洗膜后

加入 AQP4 兔抗人多克隆抗体 （1∶200），4 ℃过夜，
再分别加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（1∶
2 000），用 ECL 法显色。

6. 免疫组化检测 AQP4 蛋白在大鼠脑组织中

的表达：采用免疫组化 SP 法，检测步骤按试剂盒说

明进行。 载玻片防脱片处理后，组织经 6 μm 厚连

续切片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，予 3%过氧化

氢室温下处理 5～10 min， 以阻断内源性过氧化物

酶 ，经 磷 酸 缓 冲 液 （PBS）（pH 7.2）振 荡 洗 涤 后 置

0.01%柠 檬 酸（pH 6.0）中，微 波 修 复 抗 原 20 min，
滴加 5% BSA 封闭 20 min。 玻片甩干后直接滴加

一抗 AQP4（1∶200），4 ℃过夜；滴加生物素标记的二

抗在 37 ℃ 下孵育 20 min，用 PBS 洗涤 3 次；滴加

试 剂抗生物素-生物素-过氧化物酶 复 合 物（avidin-
biotin-peroxidase Complex，ABC）， 在 37 ℃下 孵 育

20 min，PBS 洗涤 4 次，二氨基联苯胺显色，蒸馏水

洗涤，苏木精复染、脱水、透明、封片。 在显微镜下读

片并摄影， 应用美国 Image-Pro Plus 图像分析软件

计数分析。 每张切片用 0.01 mol/L PBS 代替一抗作

为空白对照。 免疫组化结果判定标准为观察棕黄或

棕褐色颗粒的分布情况，有棕黄或棕褐色颗粒且强
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度高于背景的非特异性着色细胞为阳性，细胞内无

棕黄或棕褐色颗粒为阴性细胞。
三、统计学处理

采用美国 SAS 6.12 软件进行数据分析， 计算

均数用 Means 过程，数据用x±s表示，组间比较用方

差分析（ANOVA）。

结 果

一、脑组织含水量的变化

6 h 干预组及 12 h 干预组大鼠脑组织中的含

水量明显低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），
而 18 h 干预组大鼠脑组织中的含水量较对照组有

降低的趋势，但差异尚无统计学意义（P>0.05）（见

表 1）。

二、AQP4 mRNA 在大鼠脑组织中的表达

RT-PCR 结 果 显 示 ，AQP4 mRNA 在 6 h、12 h
干预组大鼠脑组织中的表达明显低于对照组 （P<
0.01）, 18 h 干预组大鼠脑组织中 AQP4 mRNA 表

达明显高于 6 h 及 12 h 干预组 （P<0.05），6 h 干预

组与 12 h 干预组大鼠脑组织中的 AQP4 mRNA 表

达差异无统计学意义（P>0.05）（见图 1 和表 2）。

三、Western blot 检 测 AQP4 蛋 白 在 大 鼠 脑 组

织中的表达

Western blot 结果显示，与对照组相比，水蛭素

干预后，6 h 及 12 h 干预组大鼠脑组织中 AQP4 蛋

白的表达明显低于对照组 （P<0.05），18 h 组 AQP4
蛋白表达略有减少， 但明显高于 6 h 及 12 h 干预

组。 6 h 干预组与 12 h 干预组间 AQP4 蛋白表达差

异无统计学意义（P＞0.05）（见图 2、3 和表 3）。

四、免疫组化检测 AQP4 蛋白在大鼠脑组织中

的表达

免疫组化检测显示，AQP4 蛋白在脑水肿组织

中的表达结果如下（见表 4、图 4）。 经 Image-Pro Plus
软件分析，6 h 干预组大鼠脑组织中 AQP4 蛋白表

达量为 22.7±10.6, 12 h 干预组为 34.5±12.9, 18 h干

预组为 46.5±16.7, 对照组为 64.5±19.8。水蛭素可抑

制 AQP4 蛋白在脑水肿组织中的表达 （P<0.05）,并
在 6 h、12 h 和 18 h 干预组中显示干预的时间越早

其抑制脑水肿的效果越明显。

表 4 AQP4 蛋白在大鼠脑组织中的相对表达量

组别 AQP4 蛋白相对表达量（x±s）
对照组 64.5±19.8
6 h 干预组 22.7±10.61）

12 h 干预组 34.5±12.91）

18 h 干预组 46.5±16.7

1）与对照组比较，P<0.05

1）与对照组相比，P<0.05

组别 脑组织含水量（x±s）
对照组 78.33058±0.01011
6 h 干预组 76.62401±0.005911）

12 h 干预组 77.21002±0.007561）

18 h 干预组 78.21028±0.00449

表 1 脑组织含水量（%）

1: 对照组；2: 6 h 干预组；3: 12 h 干预组；4:18 h 干预组

图 1 RT-PCR 检测水蛭素对 AQP4 mRNA 表达的影响

表 2 AQP4 mRNA 在大鼠脑组织中的相对表达量

组别 AQP4 mRNA 相对表达量（x±s）
对照组 1.0000±0.07864
6 h 干预组 0.2133±0.011491）

12 h 干预组 0.2347±0.029431）

18 h 干预组 0.7625±0.06487

1）与对照组比较，P<0.01

1） 与对照组比较，P<0.05

组别 AQP4 蛋白相对表达量（x±s）
对照组 4.78600±0.33980
6 h 干预组 1.61300±0.104601）

12 h 干预组 1.23200±0.201001）

18 h 干预组 3.11400±0.16480

表 3 AQP4 蛋白在大鼠脑组织中的相对表达量

图 2 Western blot 检测水蛭素对 AQP4 蛋白表达的影响

图 3 AQP4 蛋白在脑组织中的相对表达量
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讨 论

一、AQP 在脑组织中的表达及作用

脑出血后神经功能恶化的最重要原因是脑水

肿形成、血肿周边神经细胞和轴突的损害及血肿扩

大， 其中脑水肿是患者病情恶化和死亡的主要原

因。 研究表明，血凝块产生的凝血酶在脑出血后脑

水肿的形成中起重要作用[1-8]，而凝血酶抑制剂水蛭

素可抑制凝血酶诱发的脑水肿。
目前对于脑水肿的发生机制尚不完全清楚。 近

年研究认为，AQP4 在脑水肿的发生中起重要作用，
而其表达增加是加重脑水肿的重要环节[9-16]。

AQP4 是一种膜蛋白， 广泛分布于机体的不同

组织器官中，介导不同类型细胞膜的跨膜水转运[17]。
目前人们已从 哺 乳 动 物 组 织 中 鉴 定 出 10 种 水 通

道 蛋 白 [18]，其中 AQP4 是脑组织中含量最多、分布

最广的水通道蛋白，其是由 4 个独立的、具有活性

的亚基单位组成的异四聚体结构。 AQP4 在脑内主

要分布于星形胶质细胞、脑表面的软脑膜、脑室系

统的室管膜、脉络丛、下丘脑的视上核和室旁核，特

别是在靠近蛛网膜下腔位于血管周围的星形胶质

细胞表面，尤其是星形胶质细胞的终足紧密包绕毛

细血管壁形成的一层胶质界膜上有 AQP4 高表达，
此界膜构成血脑屏障的第 2 道隔膜，故 AQP4 可能

在脑内的水调节中发挥重要作用[19-20]。
AQP4 在颅内出血后脑水肿组织中的表达是 1

个动态变化过程，脑出血后 6 h，血肿周围组织AQP4
蛋白表达明显增强， 于出血后第 3 天达到高峰，以

后逐渐回落，但仍高于对照组，这与临床上脑出血

患者病情多在 2～3 d 内恶化相一致，提示 AQP4 参

与脑出血后脑水肿的损伤过程 [21-22]，且 Manley 等 [23]

在敲除 AQP4 基因的小鼠上进行水中毒实验，结果

显示敲除 AQP4 基因的小鼠其脑出血后脑组织内

水含量及星形胶质细胞周围毛细血管水肿明显较

轻，成活率要高于对照组。 Vajda 等[24]在缺乏肌营养

蛋白的肌营养不良小鼠上进行水中毒实验，结果亦

发现该小鼠脑水肿形成具有延缓表现，究其原因可

能是由于其脑内 AQP4 水平下 降 和 AQP4 不 能 正

常定位在细胞膜上而丧失了相应的生物学活性，该

结果证实了 AQP4 蛋白表达的增加是引起脑水肿

程度加重的原因，而凝血酶是否是经上调 AQP4 的

表达而加重脑水肿则仍有待证实。
二、本研究结果分析

本研究通过水蛭素干预阻断凝血酶的作用后，
采 用 RT-PCR 检 测 AQP4 mRNA 在 脑 水 肿 组 织 中

的表达及 Western blot、 免疫组化检测 AQP4 蛋白

在脑水肿组织中的表达，结果显示 6 h、12 h 水蛭素

干预组 AQP4 mRNA 和相应蛋白的表达均减少，且

与脑水肿的减轻程度呈正相关。 由此推断，凝血酶

可 能 通 过 某 种 途 径 上 调 AQP4 mRNA 的 表 达，使

AQP4 蛋白的表达增加， 而 AQP4 通过增加水的转

运加重脑水肿的发生，水蛭素能阻断该过程从而减

轻脑水肿的发生。
本研究中于脑出血大鼠模型造模后 6 h、12 h、

18 h 采用水蛭素干预后能减轻脑水肿的程度，与其

他学者的研究结果一致，但既往尚无相关水蛭素干

预有效时间窗的研究。
本 研 究 中 6 h、12 h、18 h 水 蛭 素 干 预 组 大 鼠

的脑组织含水量、AQP4 mRNA 及 AQP4 蛋白的表

达量均低于对照组， 其中 6 h 和 12 h 干预组表现

明显，其大鼠脑组织含水量、AQP4 mRNA 及 AQP4
蛋白表达量与对照组间存在显著差异， 而 6 h 与

12 h 干预组间比 较， 差 异 则 无 统 计 学 意 义，18 h
干预组与对照组间差异亦 无 统 计 学 意 义，提 示 在

12 h 内 进 行 水 蛭 素 干 预 能 有 效 减 轻 脑 水 肿 的 发

生。 本结果为临床采用水蛭素治疗脑水肿时间窗

提供了依据。

图 4 免疫组化显示水蛭素干预后大鼠脑组织中 AQP4 蛋白的表达（DAB 显色×400)

D：18 h 干预组A: 对照组 B: 6 h 干预组 C：12 h 干预组

DA B C
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