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·研究报告·

亚低温对心搏骤停大鼠大脑皮质水通道蛋白4基因表达的影响

周保纯 刘励军 郭梅凤 肖盐
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人工亚低温治疗已成为脑复苏的重

要治疗措施之一【l。]，但其促进神经功能

恢复或脑保护的机制尚未完全阐明。多

项研究表明，水通道蛋白4(AQP一4)与

脑水肿的形成关系密切，提示AQP一4蛋

白表达水平下调可能是减轻脑水肿的机

制之一“{]。本研究中通过观察亚低温对

复苏后大鼠脑皮质组织AqP一4 tuRNA

表达及皮质含水量变化的影响，旨在阐

明AQP一4与脑水肿间的关系。

1材料与方法

1．1主要试剂：一步法RNA抽提试剂

盒TRIzoI(美国INVITROGEN公司)，

M—MVL反转录酶和核糖核酸酶抑制剂

Rnasin[普洛麦格(北京)生物技术有限

公司]，焦碳酸二乙酯(DEPC，加拿大

BBI公司)，Ex Taq“R—PCR Version

2．1试剂(大连宝生物)。

1．2动物分组及模型制备：96只健康

雄性SD大鼠(由中国科学院上海动物

实验研究所提供)，体重(350士45)g。按

随机数字表法分为对照组、常温复苏组

和亚低温干预组，各组再分为自主循环

恢复(ROSC)1⋯3 6 9 h 4个亚组，每个
亚组8只大鼠。对照组仅进行麻醉和气

管插管，股动、静脉置管，不进行窒息及

心肺复苏。对照组和常温复苏组大鼠肛

温均控制在(36．5士1．O)℃；亚低温组

在ROSC后即给予全身亚低温干预，维

持大鼠肛温在32～34℃。于机械通气

l、3、6、9 h后参照经典窒息法制备心搏

骤停后心肺复苏动物模型C“。整个实验

过程按国际复苏实验Utstein模式[7]进

行。实验过程中动物处置方法均符合动

物伦理学标准。
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1．3检测指标及方法：常温复苏组和亚

低温干预组分别于ROSC后1⋯3 6 9 h，
经静脉注射氯化钾处死大鼠后留取标本

待测。

1．3．1脑皮质含水量测定：处死大鼠后

立即开胸、暴露心脏，冰生理盐水灌注I

断头取左半脑大脑皮质，称湿重，80℃

干燥箱内烘烤72 h后称干重，计算脑皮

含水量。脑皮质含水量一[(湿重一千

重)／湿重]×roo％。

1．3．2 AQP一4 mRNA表达测定：采用

逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)测定。

用TRIzol抽提RNA；逆转录mRNA至

eDNA，由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成引物。AQP一4引物：上游

5’一TTG GAC CAT CAT AGG CGC一3’，

下游5'-GCA TGT GAT CGA CAT

TGA CC一37，扩增产物大小250 bp}三磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物：上游

5'-GCA AGT TCA ACG GCA CAG一

3’，下游5’—GCC AGT AGA CTC CAC

GAC AT一3’，扩增产物大小180 6p。反

应条件：94℃变性5 min；94℃变性

30 s，58℃退火30 s；72℃延伸1 min，

共30个循环；最后72℃7 min。电泳后

摄片，应用UVID0c图像分析系统进行

吸光度(以)扫描，以目的条带与GAPDH

的积分A值比值表示AQP一4的相对表

达量。

1．4统计学分析：应用SPSS 12．0统计

软件，计量资料以均数士标准差(。士s)

表示，组间均数比较采用成组t检验或

单因素方差分析，并进行相关性检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组大鼠复苏前后基本参数的比

较(表1)：各组大鼠在窒息前基本生理

参数[体温、心率、平均动脉压、pH值、动

脉血氧分压(Pao：)、动脉血二氧化碳分

压(PaCO：)]比较差异均无统计学意义。

常温复苏组与亚低温组大鼠从窒息开始

至心搏骤停时间、总窒息时间和复苏时

问以及基础条件下和处死前动脉血气分

析比较差异也无统计学意义。

裹1各组大鼠窒息至自主循环恢复

相关参数的比较(；士s)

组别
动物窒息至心搏总窒息 复苏

数骤停时间(s)时间(s)时间(s)

2．2各组大鼠脑皮质含水量的动态变

化(表2)：常温复苏组大鼠RoSC后1、

3、6、9 h，脑皮质含水量均较对照组明显

升高(均尸<0．05)；亚低温组含水量均

较常温组明显下降(均尸<o．05)。

2．3 各组大鼠脑组织AqP一4 mRNA

表达变化(表2；图1～2)：常温复苏组

AQP一4 mRNA表达于RoSc后1、3、6、

9 h均较对照组明显增加(均P<0．01)；

亚低温组AQP一4 mRNA表达均较常温

复苏组明显下调(均P<O．01)。

2．4 复苏各组大鼠脑皮质含水量与

AQP一4 mRNA表达的相关性：直线相关

分析表明，常温复苏组及亚低温组大鼠

脑皮质含水量与AQP一4 mRNA表达呈

明显正相关(，．1—0．771，r2—0．780，

均P<0．01)。

3讨论

心搏骤停后脑水肿发生的病理机制

比较复杂，不同于外伤、出血和缺血性脑

卒中后脑水肿[“。心搏骤停后早期由于

脑组织缺血、缺氧，迅速出现细胞性脑水

肿。随着复苏后再灌注时间的延长，各种

细胞因子、氧自由基及大分子物质如蛋

白水解酶的释放，使血脑屏障受损而出

现血管源性脑水肿[2]。本研究结果表明，

ROSC后1 h大鼠大脑皮质含水量已开

始增加，并随着复苏后再灌注时间的延

长而升高；RT—PCR结果显示，ROSC后

1 hAQP一4 mRNA表达已有增高，并随

着复苏后时间的延长，相对表达量逐渐

增高，持续至RoSC后9 h；且其AQP-4

tuRNA相对表达量与皮质含水量呈明

显正相关。Yamamoto等[8]在大鼠星形
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表2各组大鼠心肺复苏后脑皮质含水量、AQP一4 mRNA表达的变化比较(；士5)

注：AQP一4：水通道蛋白4，ROSC：自主循环恢复}与对照组比较，aP<O．05，“P<0．01；与常温复苏组比较，。P<o．05，4P<0．01

胶质细胞培养的研究中发现，低氧可使

AQP一4、AQP一9的蛋白和mRNA表达

下调，复氧后AQP一4表达水平迅速恢

复。对大鼠脑缺血／再灌注(I／R)模型的

研究也发现，AQP一4 mRNA表达与I／R

后脑水肿的形成呈正相关，并且随再灌

注时间延长，AQP一4 mRNA表达增加

且脑水肿加重印】。提示，从低氧至复氧、

从缺血到再灌注的初始阶段就促发了

AQP一4 mRNA的转录。这个过程类似于

本研究中从心搏骤停至ROSC过程中

AQP-4 mRNA表达增加，并参与心搏骤

停后脑水肿形成。最近研究发现，脑出血

6 h后患者脑组织AQP一4 mRNA表达

明显增加，除胶质细胞水肿外，毛细血管

内皮细胞和神经细胞开始水肿，紧密连

接逐渐开放，12～72 h AQP一4 mRNA

表达达到高蜂[1“，进一步证实了AQP一4

mRNA和脑水肿的相关性。

自Busto提出亚低温(32～34℃)

概念以来[1“，研究已证实亚低温具有脑

保护和减轻脑水肿的作用¨“。近期的多

中心临床试验也证实，亚低温不仅可明

显改善心肺复苏后患者神经系统的转

归，而且可以明显降低病死率¨]，但其具

体的作用机制尚不明确。陈俊等n朝应用

七叶皂苷研究提示，复苏组ROSC后

AQP一4 mRNA表达随脑皮质含水量的

增加而显著上升且两者呈正直线相关。

Xiao等[41研究发现，心搏骤停前预先给

予亚低温治疗，可使心搏骤停后大鼠脑

水肿减轻，脑组织AQP一4表达下调。另

外，还有研究报道应用地塞米松、艾芬地

尔及大剂量利多卡因可减少大鼠脑损伤

后AJQP-4的表达及减轻脑水肿u““。本

研究结果显示，在大鼠心肺复苏ROSC

后给予亚低温干预，1 h时脑皮质含水

量和AQP一4 mRNA表达同步降低，且

亚低温组ROSC后各时间点均较常温

复苏组明显降低；相关分析发现，亚低温

作用下，皮质含水量和AQP一4 mRNA

表达仍保持良好的相关性，进一步表明，

复苏后立即给予亚低温治疗也可得到相

l～5分别为ROSC 1、3、6、9 h，对照组，

M：100 bp Marker AQP一4：水通道蛋白4，

GAPDH；三磷酸甘油醛脱氢酶

圈1逆转录一聚合酶链反应检测常温复苏组

心搏骤停大鼠脑组织AQP一4 mRNA表达

似的治疗结果，且复苏后给予亚低温治

疗更具临床意义。
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