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·论著·

亚低温通过 p38MAPK 信号通路调控 CPR 大鼠
脑组织 AQP4 表达并减轻脑水肿
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【摘要】 目的  探讨 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p38MAPK）信号通路在亚低温降低心肺复苏（CPR）大鼠

脑组织水通道蛋白 4（AQP4）表达中的作用。方法  按随机数字表法将 48 只健康雄性 SD 大鼠分为假手术组、

常温组和亚低温组，每组 16 只。采用窒息法建立大鼠心搏骤停心肺复苏（CPR）模型；假手术组仅行动静脉置

管、气管插管。亚低温组在自主循环恢复（ROSC）后 0.5 h 给予亚低温治疗（维持食道温度在 32～34 ℃）；常温

组则置于室温下治疗（维持食道温度在 36～38 ℃）。各组均于 ROSC 6 h 取脑组织，采用苏木素-伊红（HE）染

色观察脑组织病理学改变；采用干- 湿比重法测定脑组织含水量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测

定脑组织磷酸化 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p-p38MAPK）、p38MAPK 及 AQP4 蛋白表达。结果  与假手术组比

较，常温组脑组织神经细胞体积缩小，胞质疏松，核固缩，凋亡小体形成，脑组织含水量增加〔（83.64±2.53）%

比（77.95±0.94）%，P＜0.05〕，脑组织 p-p38MAPK、p38MAPK、AQP4 蛋白表达均明显升高（p38MAPK/β- actin： 

1.010±0.217 比 0.427±0.090，p-p38MAPK/p38MAPK：0.451±0.172 比 0.191±0.141，AQP4/β- actin：

3.129±0.754 比 1.598±0.464，均 P＜0.05）。与常温组比较，亚低温组神经细胞坏死程度减轻，脑组织含水量明

显降低〔（80.49±2.05）% 比（83.64±2.53）%，P＜0.05〕，脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 和 AQP4 表达明显降

低（p38MAPK/β- actin：0.590±0.162 比 1.010±0.217，p-p38MAPK/p38MAPK：0.298±0.076 比 0.451±0.172，

AQP4/β- actin：2.061±0.340 比 3.129±0.754，均 P＜0.05）。结论  亚低温可能通过 p38MAPK 信号通路调控

CPR 大鼠脑组织 AQP4 表达，并减轻脑水肿，从而发挥脑保护作用。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  role  of  p38 mitogen-activated protein kinase  (p38MAPK)  signaling 
pathway in the expression of aquaporin 4 (AQP4) in brain tissue of rats with cardiopulmonary resuscitation (CPR) during 
mild  hypothermia.  Methods  Forty-eight  healthy male  Sprague-Dawley  (SD)  rats were  divided  into  sham operation 
group, normal temperature group and mild hypothermia group according to random number table method, with 16 in each 
group. The  rat model of  cardiac arrest-cardiopulmonary  resuscitation  (CPR) was established by asphyxia method. The 
sham operation group only experienced venous catheterization and tracheal intubation. The mild hypothermia group was 
treated with hypothermia 0.5 hours after restore of spontaneous circulation (ROSC, maintaining esophageal temperature 
at  32-34 ℃);  the  normal  temperature  group  was  treated  at  room  temperature  after  ROSC  (maintaining  esophageal 
temperature at 36-38 ℃). Brain tissue was harvested at 6 hours after ROSC, and histopathological changes were observed 
by hematoxylin-eosin (HE) staining. The water content of brain tissue was determined by dry-wet specific gravity method. 
The protein expressions of phosphorylation of p38 mitogen-activated protein kinase (p-p38MAPK), p38MAPK and AQP4 
in brain tissue were determined by Western Blot.  Results  Compared with the sham operation group, the nerve cells 
in  the normal  temperature group were reduced in size, cytoplasmic  loosening, nuclear pyknosis, and in apoptotic body 
formation, water content of brain tissue was significantly increased [(83.64±2.53)% vs. (77.95±0.94)%, P < 0.05], the 
protein expressions of p-p38MAPK, p38MAPK, AQP4 were significantly increased (p38MAPK/β- actin: 1.010±0.217 
vs.  0.427±0.090,  p-p38MAPK/p38MAPK:  0.451±0.172  vs.  0.191±0.141,  AQP4/β- actin:  3.129±0.754  vs. 
1.598±0.464, all P < 0.05). Compared with the normal temperature group, the degree of necrosis of nerve cells in the 
mild  hypothermia  group  was  reduced,  the  water  content  of  brain  tissue  was  significantly  decreased  [(80.49±2.05)% 
vs.  (83.64±2.53)%,  P  <  0.05],  the  protein  expression  of  p38MAPK,  p-p38MAPK  and  AQP4  in  brain  tissue  were 
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  心搏骤停后心肺复苏（CPR）经历了严重的全

脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤，脑复苏是 CPR 成功的

关键亦是最终目标。有研究表明，CPR 后脑水肿是

患者病情恶化甚至死亡的主要原因［1］。研究表明，

水通道蛋白 4（AQP4）在 CPR 后脑水肿的发生发展

中起重要作用［2］。亚低温对 CPR 后脑组织具有保

护作用［3］，但其具体机制尚不明确。本研究通过观

察亚低温对 CPR 大鼠脑组织磷酸化 p38 丝裂素活

化蛋白激酶（p-p38MAPK）及 AQP4 表达的影响，探

讨亚低温与 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p38MAPK）

信号通路在调节 CPR 大鼠脑组织 AQP4 表达中的

关系，为临床应用亚低温治疗提供理论依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：48 只健康雄性 SD 大鼠，体

重（300±30）g，购自军事医学科学院实验动物中心，

动物合格证号：SCXK（军）2014-0001。按随机数字

表法将动物分为假手术组、常温组和亚低温组，每

组 16 只。大鼠术前 12 h 禁食、不禁水。

1.2  CPR 动物模型制备：采用窒息法建立大鼠心搏 

骤停 CPR 模型［4］。腹腔注射 10% 水合氯醛 3 mL/kg 

麻醉大鼠并固定于手术台，经口气管插管接小动物

呼吸机，右侧股动脉、股静脉置管分别用于生理数

据采集及给药。待呼吸机基线达到平稳状态，于呼

气末夹闭气管导管，心搏骤停后3 min 开始CPR。假

手术组仅行麻醉、气管插管和血管穿刺，不进行窒 

息及CPR。 依据复苏实验研究Utstein模式标准，心搏 

骤停定义为心电图示心室纤颤（室颤）、停搏或无脉

性电活动，收缩压≤25 mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa）； 

自主循环恢复（ROSC）定义为出现自主心律，收缩

压＞60 mmHg 并持续 10 min。大鼠 ROSC 后监测血

压、心率，出现角膜反射和疼痛反射后拔除右侧股

动脉、静脉插管，结扎、缝合，拔除气管导管。

1.3  亚低温实施方案：亚低温组 ROSC 0.5 h 后用

乙醇擦浴协同冰袋物理降温诱导亚低温，并于 0.5 h 

内使食道温度维持在 32～34 ℃［4］。假手术组及常

温组在室温下治疗， 维持食道温度在 36～38 ℃。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学要求，

并经本院伦理委员会审批（审批号：2017B017）。

1.4  检测指标及方法：ROCS 后 6 h，过量麻醉处死

大鼠，迅速取脑组织备检。

1.4.1  组织病理学观察：取脑组织固定、石蜡包埋，

苏木素-伊红（HE）染色后光镜下观察。

1.4.2  脑组织含水量测定：取左侧大脑半球，用滤

纸吸去脑组织表面水分称湿重，然后置于 110 ℃ 烤

干箱烘烤 24 h，称干重。计算脑组织含水量。脑组

织含水量＝（湿重－干重）/ 湿重 ×100%。

1.4.3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测脑

组织 p-p38MAPK、p38MAPK、AQP4 蛋白表达：取

右侧大脑皮质于液氮冷却后置 -70 ℃冰箱储存备

检。将脑组织研磨成粉，蛋白裂解液处理后 4 ℃离

心取上清液，用 Bradford 法检测蛋白质含量。取

20 μg 总蛋白经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE），印记膜用 5% 脱脂奶粉常温封

闭 1 h，加兔抗鼠 p38MAPK（1∶1 000）、p-p38MAPK

（1∶1 000）、AQP4（1∶300）一抗（美国 Santa Cruz 公

司）及内参 β-肌动蛋白（β- actin，1∶500），4 ℃孵

育过夜，磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗后，加入辣根过

氧化物酶（HRP）标记的二抗羊抗兔 IgG（1∶1 000，

碧云天生物技术公司），37 ℃孵育 1 h，PBS 漂洗，

免疫荧光化学法（ECL）曝光、显影。图像扫描后

用 Quantity One 系统分析各条带吸光度（A）值，以 

p-p38MAPK与p38MAPK的A值比值作为p-p38MAPK 

表达量，以 p38MAPK、AQP4 与 β- actin 的 A 值比值

作为 p38MAPK 和 AQP4 的表达量。

1.5  统计学分析：采用 SPSS 19.0 软件进行统计学

处理。计量资料以均数 ± 标准差（x±s） 表示，组间

比较采用方差分析，两组均数比较采用 t 检验。P＜
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  3 组大鼠基线指标（表 1）：3 组大鼠体重、基础

平均动脉压（MAP）、ROSC 时间、肾上腺素用量比较

差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。

significantly  decreased  (p38MAPK/β- actin:  0.590±0.162  vs.  1.010±0.217,  p-p38MAPK/p38MAPK:  0.298±0.076 
vs.  0.451±0.172,  AQP4/β- actin:  2.061±0.340  vs.  3.129±0.754,  all P <  0.05).  Conclusion  Mild  hypothermia 
may regulate the expression of AQP4 in brain tissue of CPR rats through p38MAPK signaling pathway, and reduce brain 
edema, thereby exerting brain protection.

【Key words】  Cardiopulmonary  resuscitation;  Mild  hypothermia;  Aquaporin  4;  p38  mitogen-activated 
protein kinase;  Brain protection
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3 讨 论 

  CPR 是组织器官 I/R 的过程，全脑 I/R 损伤是引

起CPR 后神经功能损害的最主要原因［5］。CPR 后因

全脑 I/R，导致复苏后脑水肿形成、脑 I/R 损伤以及

脑组织血流动力学、病理形态及代谢紊乱［6］，ROSC 

后 0.5 h 即可出现脑组织肿胀［2］。亚低温治疗因可

降低脑氧代谢率、改善 CPR 后脑功能恢复［7］，而被

“2015 年美国心脏协会（AHA）CPR 和心血管急救指

南”［8］推荐。本研究显示，与常温组比较，亚低温组

大鼠神经细胞坏死程度明显减轻，进一步证实亚低

温治疗在 CPR 后的脑保护作用，而亚低温治疗 CPR 

后脑保护的具体分子生物学机制尚不十分明确。

  AQPs 又称水孔蛋白，是一组分布于细胞膜上

与跨膜水转运密切相关的膜通道蛋白家族，目前已

发现 13 种 AQPs 存在于哺乳动物组织中［9］。分布

在脑组织中的 AQPs 有 6 种，AQP4 作为一种具有

水双向转运功能的水通道蛋白，在中枢神经系统的

星形胶质细胞（血脑屏障和脑-脑脊液屏障）高度表 

达，对维持脑组织水平衡至关重要［10］。AQP4 参与

脑水肿的发生发展，研究显示，在细胞毒性脑水肿模

型中，敲除 AQP4 基因大鼠的星形胶质细胞足突肿

胀及脑水肿程度均明显减轻［11］，而 AQP4 基因过表

达大鼠的脑水肿程度明显增高［12］。本课题组前期

研究显示，AQP4 在局灶性脑 I/R 损伤的脑水肿形成

中起关键性作用，抑制脑组织 AQP4 表达，可减少脑

组织含水量，减轻脑水肿［13-14］。一项亚低温对复苏

后脑水肿影响的实验研究显示，ROSC 后 1 h 大鼠脑

皮质 AQP4 表达随脑水肿的发生而明显增强，而复

苏前的低温诱导可以降低 AQP4 的表达水平［15］。

  本研究显示，大鼠 ROSC 后脑组织中 AQP4 表

达增高，脑组织含水量增加，提示 AQP4 的异常表达

可能是 CPR 后脑水肿的重要机制之一。亚低温治

疗后 CPR 大鼠脑组织中 AQP4 表达显著降低，脑组

表 1 3 组大鼠基线指标比较（x±s）

组别
动物数

（只）

体重

（g）

基础 MAP

（mmHg）

ROSC 时间

（min）

肾上腺素  

用量（μg）
假手术组 16 290.4±9.5 103.6±3.8
常温组 16 289.9±7.1  103.6±4.0 2.81±0.36 50.88±3.85
亚低温组 16 287.6±8.3  103.8±4.8 2.72±0.52 51.53±3.08

F 值 0.919 0.395 1.955 0.299
P 值 0.354 0.277 0.698 0.715

注：MAP 为平均动脉压，ROSC 为自主循环恢复；1 mmHg＝ 

0.133 kPa；空白代表无此项

表 2 3 组大鼠脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 
和 AQP4 蛋白表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

p38MAPK/

β- actin

p-p38MAPK/

p38MAPK

AQP4/

β- actin

假手术组 8 0.427±0.090 0.191±0.141 1.598±0.464
常温组 8 1.010±0.217 a 0.451±0.172 a 3.129±0.754 a

亚低温组 8 0.590±0.162 ab 0.298±0.076 ab 2.061±0.340 ab

F 值 0.218 1.545 1.927
P 值 0.001 0.037 0.003

注：p38MAPK 为 p38 丝裂素活化蛋白激酶，p-p38MAPK 为磷

酸化 p38 丝裂素活化蛋白激酶，AQP4 为水通道蛋白 4，β- actin 为

β-肌动蛋白；与假手术组比较，aP＜0.05；与常温组比较，bP＜0.05

2.2  脑组织含水量：常温组及亚低温组脑组织含水

量较假手术组明显增多〔（83.64±2.53）%、（80.49± 

2.05）% 比（77.95±0.94）%，均 P＜0.05〕；但 亚 低

温组脑组织含水量较常温组显著减少〔（80.49± 

2.05）% 比（83.64±2.53）%，P＜0.05〕。

2.3  脑组织病理学改变（图 1）：假手术组脑组织结

构正常，胞质及胞核清晰。与假手术组比较，常温组

脑组织神经细胞体积缩小，胞质疏松，核固缩，凋亡

小体形成。与常温组比较，亚低温组神经细胞坏死

程度明显减轻。

2.4  脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 和 AQP4 蛋白

表达（表 2；图 2）：与假手术组比较，常温组及亚低

温组脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 和 AQP4 蛋白

表达均明显升高（均 P＜0.05）。与常温组比较，亚

低温组脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 和 AQP4 蛋

白表达均明显降低（均 P＜0.05）。

p38MAPK 为 p38 丝裂素活化蛋白激酶，p-p38MAPK 为磷酸化 
p38 丝裂素活化蛋白激酶，AQP4 为水通道蛋白 4， 

β- actin 为 β-肌动蛋白

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠 
脑组织 p38MAPK、p-p38MAPK 和 AQP4 蛋白表达

图 1  光镜下观察各组大鼠脑组织病理学改变　假手术组
（A）胞质、胞核清晰；常温组（B）凋亡小体形成；亚低温组（C）
细胞坏死较常温组轻　HE 染色　中倍放大



·  483  ·中华危重病急救医学  2019 年 4 月第 31 卷第 4 期  Chin Crit Care Med，April   2019，Vol.31，No.4

织含水量明显减少，表明亚低温能够调节 CPR 大鼠

脑组织中 AQP4 的表达水平，推测亚低温对 CPR 后

的脑保护作用与其对 AQP4 表达水平的调节有关。

  p38MAPK 是 MAPK 信号通路的重要成员，其可

在多种条件下（I/R 损伤、渗透压变化和生理应激等）

被激活，在调节炎症反应和细胞凋亡中具有重要作

用［16］。研究显示，p38MAPK 在 CPR 大鼠脑组织中

的表达明显增强［17］，亚低温能显著降低其在 CPR

大鼠脑组织中的表达［18］。本课题组前期研究显示，

在大鼠脑 I/R 损伤模型中，p38MAPK 信号通路可通

过调控下游因子 AQP4 在脑组织中的表达水平来调

节脑水肿［13-14］。本研究结果显示，CPR 后大鼠脑组

织 p38MAPK、p-p38MAPK 及 AQP4 的蛋白表达均

明显增高；亚低温治疗后上述蛋白表达均明显下调。

提示亚低温可调节 CPR 大鼠脑组织 AQP4 的表达，

p38MAPK 信号通路参与了亚低温对 CPR 大鼠脑组

织 AQP4 表达的调节。

  综上所述，心搏骤停后 CPR 可激活大鼠脑组

织 p38MAPK 信号通路及调节 AQP4 在脑组织中的

高表达，而亚低温能够抑制 p38MAPK 信号通路的

激活而降低 AQP4 表达水平。推测亚低温治疗 CPR

大鼠脑水肿的脑保护机制可能是其通过抑制脑组织

p38MAPK 信号通路的激活，调控 AQP4 表达水平，

减少过多的水分流入细胞内，改善脑组织的水转换。

但是，脑组织 AQP4 表达亦可能有其他影响因素或

信号通路参与，其机制有待进一步阐明。
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