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Abstract 
[Objective] To study the relationship between AQP4 and high altitude cerebral edema and effect of 
UC-MSCs. [Methods] The model of high altitude cerebral edema was established (N = 8). Brain 
edema was measured. The expression of AQP4 mRNA and protein were measured by RT-PCR, im-
munohistochemistry and Western Blot and to detect the effect of UC-MSCs in on Aquaporins-4 ex-
pression in high altitude cerebral edema in rats. [Results] The water content increased and the 
edema was evident. The expression of AQP4 mRNA and protein were up-regulated (P < 0.05) and 
UC-MSCs could inhibit the expression of AQP4 in mRNA and protein. [Conclusions] The expression 
of AQP4 mRNA and protein were up-regulated after hypoxia. UC-MSCs could inhibit the expression 
of AQP4 in mRNA and protein in high altitude cerebral edema. 
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摘  要 

[目的]探讨间充质干细胞对高原脑水肿大鼠水通道蛋白4表达的影响。[方法]成功制作大鼠高原缺氧损伤

模型8只，对照组及干细胞组各8只，测脑组织含水量，采用RT-PCR、免疫组织化学、Western Blot测
定脑组织高原缺氧损伤24 h后水通道蛋白4 mRNA和蛋白表达变及间充质干细胞对其影响。[结果]高原缺

氧损伤后，脑组织含水量增加，水肿明显，水通道蛋白4 mRNA和蛋白表达量上调(P < 0.05)，应用间充

质干细胞可有效抑制水通道蛋白4的表达。[结论]水通道蛋白4在高原缺氧脑水肿的形成过程中可能发挥

了重要作用，应用间充质干细胞可有效抑制水通道蛋白4的表达，减轻高原脑水肿损伤。 
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1. 引言 

Peter Agre在红细胞膜上发现了一种对水有特异性通透的蛋白分子，被定义为水通道蛋白(Aquaporins, 
AQPs)，其作为水液代谢的重要蛋白参与了水肿等病理过程的发生发展[1]。目前，已鉴定到多达 13 种之

多的 AQPs 亚型(AQP0~AQP12) [2]。AQPs 分布于机体多种组织和器官内，介导着多种类型的细胞膜跨膜

水转运的过程，在哺乳动物脑组织中的 AQPs 主要亚型为 AQP4 [3]-[8]。研究发现：在高原低压缺氧状态

时，中枢神经系统由于缺氧会产生一系列病理改变，其中最主要的病理学变化为高原脑水肿，脐带间充

质干细胞(Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells, UC-MSCs)因其强大的免疫调节功能和分化增殖的特性

广泛应用于再生医学领域，是许多疑难杂症治疗的曙光[9] [10]，本实验建立大鼠高原缺氧模型，采用

RT-PCR、免疫组化、Western Blot 等技术检测 UC-MSCs 对 AQP4 在基因、蛋白水平的表达分布、变化

的影响，初步探讨 UC-MSCs 对 AQP4 的影响，为高原缺氧脑损伤的治疗提供理论支持。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料   

健康成年雄性 SD 大鼠 24 只，(动物合格证号：SCXK(军) 2007-004)，军事医学科学院提供)，体质量

215 ± 10 g，等级：无特定病原体动物(Specific pathogen free, SPF)。AQP4 抗体试剂盒(购自北京博奥森生

物技术有限公司)。 
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2.2. 方法 

2.2.1. 动物分组与模型制备  
按照成组设计随机分为对照组和缺氧水肿 24 h 组以及细胞干预组，每组 8 只。根据 William 建立的

大鼠高原缺氧损伤模型自制缺氧装置[11]，密闭玻璃缸内放置温湿度表，连接进出气管和探头，放置带孔

托盘，缸底放适量钠石灰(吸收二氧化碳)和无水氯化钙(吸湿)，制成缺氧舱，连续 24 小时，进气口连接

气体流量计监测气流量，出气口连接真空泵抽气造成舱内缺氧环境，探头连接测氧仪监测舱内氧含量。

本模型的制作和实验动物的处理符合动物伦理学要求。 

2.2.2. 脑组织含水量测定  
采用干湿重法。动物处死后迅速取脑，手术分离大脑半球组织样本，先称湿重，然后放入 60℃烤箱

中烤干至恒重再称干重。脑组织含水量(%) = (湿重 − 干重)/湿重 × 100%。 

2.2.3. 常规病理学染色   
4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液固定 3d 脑组织样本。常规脱水、透明、浸蜡、包埋，做冠状石蜡切片，

片厚 5 μm，行常规苏木素–伊红染色，于镜下观察、拍照记录结果。 

2.2.4. RT-PCR 检测脑组织  
AQP4mRNA 表达变化：按 Trizol 试剂说明提取正常组和缺氧水肿组细胞总 RNA，采用逆转录试剂

盒按操作说明逆转录为 cDNA。反应体系 50 µl，PCR 扩增条件：94℃预变性 8 min；94℃变性 1 min，57℃
退火 1 min，72℃延伸 1 min，共循环 28 次，最后 72℃再延伸 10 min。PCR 产物以 1.5%琼脂糖凝胶电泳

检测，凝胶成像分析系统检测各扩增条带的光密度值，以同一样品目的基因扩增带的光密度与 β-actin 扩

增带的光密度)值计算出 RT-PCR 终产物的相对含量。 

2.2.5. 免疫组化检测脑组织 AQP4 蛋白表达分布  
按照免疫组化试剂盒使用说明，组织切片 PBS 清洗 3 次，每次 5 min；封闭用正常山羊血清工作液，

室温静置 20 min；加入一抗(Rabbit Anti-AQP4)，4℃过夜后，37℃复温 45 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min；
滴加试剂 B (生物素化山羊抗兔二抗工作液)，37℃ 1 h，PBS 洗 3 次，每次 5 min；滴加试剂 C (辣根酶标

记链酶卵白素工作液)，DAB 显色试剂盒显色 5~10 min，自来水浸洗 15 min，如上法常规脱水、透明、

封片，于镜下观察、拍照记录结果。 

2.2.6. Western Blot 检测脑组织 AQP4 蛋白表达变化   
取−80℃冰冻脑组织解冻，以适当比例 RIPA 蛋白裂解液于冰浴的玻璃匀浆器中研磨，制得 10%组织

匀浆，放入 4℃低温离心机中 3000 r/min，离心 5 min，取上清，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓

度。采用化学发光显影定影，图象处理系统分析目标条带的光密度值。 

2.2.7. UC-MSCs 的获取及移植  
脐带获取后常规消毒，生理盐水反复冲洗，以去除脐带内的红细胞。然后去除脐带表皮以及脐带内

部的血管(2 条动脉和 1 条静脉)，留取华通氏胶。将华通氏胶剪碎，冲洗、离心、培养，约 10 d 后有较多

的 UCMSCs 从华通氏胶组织块周围爬出。选取形态规则、活力旺盛的第 3 代 UCMSCs 用于后续实验。

干预治疗组将 1 × 106 个 UC-MSCs 经尾静脉注射(分两次注射)。 

2.2.8. 统计学处理  
实验数据均用均数 ± 标准差( χ  ± s)表示，两组之间均数的比较采用单因素方差分析。数据使用

EXCEL 统计软件进行分析，P < 0.05 为差异有显著性。 
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3. 结果 

3.1. 脑组织含水量   

与对照组相比，缺氧水肿组脑组织含水量明显增加，差异具有统计学意义(P < 0.05) (见表 1)。 
 
Table 1. The content of water in brain (%, χ  ± s, n=8)    
表 1. 脑组织含水量(%, χ  ± s, n = 8) 

 对照组 UC-MSCs 缺氧水肿组        

脑组织 76.82 ± 0.95 75.99 ± 0.95 80.66 ± 1.38* 

肺组织 78.11 ± 0.76 78.05 ± 0.95 80.63 ± 1. 10* 

*VS 对照组 P < 0.05。 

3.2. RT-PCR 检测脑组织 AQP4 mRNA 表达变化  

与对照组比较，模型组 AQP4 mRNA 表达明显升高，差异具有显著性(P < 0.05)；干细胞组的 AQP4 
mRNA 表达较模型组明显下降，差异具有显著性(P < 0.05) (见表 2)。 
 
Table 2. The expression of AQP4 in each group (Mean ± SD) 
表 2. 各组大鼠 AQP4 表达水平(Mean ± SD) 

组别 n AQP4mRNA AQP4 

对照组 8 0.32 ± 0.018 0.29 ± 0.009 

模型组 8 0.46 ± 0.088 a 0.48 ± 0.016 a 

干细胞组 8 0.35 ± 0.108 b 0.33 ± 0.104b 

注：AQP4，水通道蛋白 4，aP < 0.01；bP < 0.01。 

3.3. Western Blot 检测脑组织 AQP4 蛋白表达变化  

与对照组比较，模型组 AQP4 蛋白表达明显升高，差异具有显著性(P < 0.05)；干细胞组的 AQP4 表

达较模型组明显下降，差异具有显著性(P < 0.05) (见表 2)。 

4. 讨论 

水通道蛋白(Aquaporin, AQP)是一组构成水通道与水通透有关的细胞膜转运蛋白，广泛分布于动物、

植物和微生物的细胞膜。迄今为止，已从哺乳动物组织中分离克隆出 11 种 AQP。分布于中枢神经系统

的水通道蛋白主要为 AQP4 和 AQP1，其中尤以 AQP4 分布最为广泛，AQP4 具有高度快速转运水的能力，

比其它的水通道蛋白对水的通透性高 3~4 倍，在脑内水电解质平衡的调节上发挥着重要作用[1] [2]。 
通过研究发现，AQP4 在脑创伤、脑肿瘤及脑出血继发脑水肿的形成过程中发挥了重要作用。Manley 

[3]等用两个实验直接验证了 AQP4 参与了细胞毒性脑水肿的形成：一个为低钠血症诱导的急性水中毒，

另一个为局部缺血性脑卒中。两个实验均显示 AQP4 基因敲除大鼠比野生型鼠更易存活，其脑水肿程度

明显减轻，尤其是在星形胶质细胞突触处；而且 AQP4 基因敲除大鼠组的神经病理症状轻，临床结局明

显改善。Kiening [4] [5] [6] [7] [8]等对大鼠局灶性脑损伤后脑水肿形成与 AQP4 的表达、皮质的血流灌注

关系进行了研究，发现脑水肿在 24 h 达高峰，同时双侧的大脑半球的 AQP4 蛋白的表达均降低，但伤后

48 h 伤侧降低更明显，而皮质的血流灌注在伤后 4~8 h 降低后。于 24 h 恢复正常。AQP4 蛋白的表达下

降与脑水肿的发展同步进行，反映了机体内在的防御机制，有利于减轻胶质细胞的水肿。Sun [5]等发现，
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自由落体致大鼠脑损伤 24 h 后，损伤区脑水肿程度最显著，AQP4 的表达在损伤区肿胀的星形胶质细胞

上明显上调，在周边邻近区下调，在远处无明显变化，因此认为 AQP4 的上调可能是引起损伤区脑水肿

的主要途径和原因。 
Hiroyuki 等[6]对比高血压脑出血倾向组和正常组的大鼠，发现 AQP-4 与血脑屏障功能的完整性密切

相关，血脑屏障功能损伤时周围终足细胞内的 AQP-4 高表达，血肿周围 AQP-4 在脑出血后 12 h 表达开

始增强，1~3 d 达到高峰，7 d 后略高于正常，14 d 基本恢复正常。Hiroaki 等[7]发现，AQP-4 还参与了脑

出血后期(3 d 后)细胞毒性脑水肿的形成，可能是胶质细胞及细胞间隙多种离子浓度改变、渗透压升高而

激活了第一信使，继而活化了胶质细胞蛋白激酶 A，使 AQP-4 磷酸化，增加胞膜对水的通透性，导致细

胞内水肿。Qing 等[8]对脑出血后脑水肿大鼠模型第 1、3、7、14 天大脑含水量、铁沉积量、脑出血病灶

周围脑组织中 AQP-4 含量的进行检测，发现 AQP-4 在大鼠脑内毛细血管周围的神经胶质细胞高表达，在

观察期间，脑出血病灶周围脑组织中 AQP-4 的表达上调，在脑出血后 3~7 d 达到最大值，脑水含量的变

化与 AQP4 含量的变化相关，铁过载和 AQP-4 在脑出血后脑水肿中可能起着至关重要的作用。 
UC-MSCs 的治疗作用可能既包括损伤细胞的替代作用，又包括细干细胞代谢产物的“旁观者效应”。

MSCs 所分泌的生物活性物质可在促进血管再生及血管生成、免疫调节方面发挥强大的作用[9] [10] [11] 
[12] [13]。MSCs 外泌体在调节靶细胞功能中发挥重要作用，外泌体囊泡内含 MSCs 源 mRNA、微 RNA、

酶等成分，这些物质均参与受损组织的修复[14] [15]。 
本实验通过模拟高原低氧环境，光镜下观察，缺氧 24 h 后，细胞水肿较为明显，AQP4 mRNA 和蛋

白的表达较对照组明显升高，提示 AQP4 可能与高原脑水肿的形成密切相关，通过上调 AQP4 蛋白表达，

促进脑水肿的发生发展。而 UC-MSCs 可逆转 AQP4 蛋白表达，因此，如果在脑水肿形成的前期应用

UC-MSCs 能够抑制 AQP4 活性或表达，则可能减缓脑组织中水分子的聚集，达到治疗高原脑水肿的目的，

有可能为高原脑水肿的预防和临床治疗提供一个新的方法。 
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