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高渗液对体外培养星形胶质细胞中 

水通道蛋白4 mRNA表达的影响 

李燕华 刊、善全 

【摘要】 目的 研究体外培养星形胶质细胞高渗状态下水通道蛋 白 4(AQP4)mRNA表达的变化特 点 

及其所起的作用 。方法 取生后 2 d的新生 Wistar大 鼠大脑皮质进行星形胶质细胞纯培养 ，分别用不同渗透 

压的高渗培养液作用于星形胶质细胞，建立星形胶质细胞对高渗反应的实验模型；采用原位杂交、乳酸脱氢酶 

(LDH)活性测定及图像分析等方法，研究体外培养星形胶质细胞对高渗液的反应和 AQP4 mRNA的表达规 

律 。结果 320、333和 345 mmol／L的高渗培养液作用于星形胶质细胞 3、6、12和 24 h后，LDH 活性测定的吸 

光度 值在各时间点均显著高于对照组(P均<0．05)；原位杂交分析表明，AQP4 mRNA表达明显增高，与 

正常组相比有显著意义，尤以高渗液作用 12 h时最明显，而且与作用时间及渗透压相关。结论 在高渗状态 

下，细胞活性明显下降，AQP4 mRNA表达增强。AQP4可能在高渗性脱水的早期起重要的调节作用。 
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[Abstract] Objective To investigate the expression of aquaporin 4(AQP4)mRNA and the role in 

cultured rat astrocytes after exposured to hypertonic medium．Methods Rat cerebra1 cortica1 astrocytes from 

2一day newborn W istar rats were seperated for the pure culture in vitro and the model of cell dehydration was 

established by exposed cultured astrocytes to hypertonic medium．The reactivity and rules of AQP4 mRNA 

expression of astrocytes to hypertonic medium were studied by in situ hybridization．the activity of 1actate 

dehydrogenase(LDH )was detected，and image was analyzed．Results After astrocytes cultured for 3，6， 

12，24 hours with hypertonic medium(320，333 and 345 mmol／L)，the activity of LDH showed a significant 

increase than that in the contro1 group after astrocytes exposed to hypertonic medium (al1 P< 0．05)．In situ 

hybridization analysis confirmed that the expression of AQP4 mRNA was markedly increased，and especially 

it was significantly increased in hypertonic medium for 12 hours． Conclusion The cel1 viability iS 

significantly decreased and the expression of AQP4 mRNA is remarkably increased in hypertonic medium．The 

results suggest that AQP4 plays an important role in the early stage of the hypertonic dehydration． 
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高渗性脱水也称原发生脱水，多见于d,JL高热、 

昏迷、长期拒食、大量呕吐、严重腹泻等疾病引起的 

摄入障碍或水分排出过多，导致机体水分不足，失水 

大于失盐，细胞外液渗透压高于细胞内液，而致细胞 

内脱水，其发病较急、病情危重，部分严重者脑组织 

充血，脑细胞裂解，出现高渗性昏迷、脱水热，使原发 

病恶化，甚至引起患者死亡。因此，在发病早期及时 

抢救对于阻断高渗性脱水的发展有重要临床意义。 

近年 来的研 究表 明，水通道 蛋 白 4(aquaporin 4， 

AQP4)在脑组织 中的含量最高，其作为介导水转运 

的重要调节因子，已证实在脑组织水的运输和调节 
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生，讲师 ，主要从事脑水肿发生机制的研究 

代谢中起关键作用“ ，并推测其可能是细胞外渗透 

压感受器或受体 ，然而，目前并无相关的直接研 

究资料。本实验中试图通过用高渗液作用于星形胶 

质细胞，观察 AQP4 mRNA的表达变化及 AQP4 

在细胞脱水中的作用，旨在为高渗性脱水的防治提 

供新的理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 ：Wistar大鼠由重庆 医科大学实验 

动物中心提供。Dulbecco改良培养液(DMEM)和小 

牛血清均购自美国Hyc|one公司，乳酸脱氢酶一L试 

剂购自南京建成生物工程研究所，胶原纤维酸性蛋 

白(GFAP)抗体为美国 Sigma公司产品，3，3L二氨 

基联苯胺 (DAB)和氨基乙基 咔唑(AEC)为北京中 

山生物制品公司产品。 
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1．2 星形胶质细胞的体外培养及鉴定：取 2 d龄新 

生 Wistar大 鼠，体积分数为 75 的乙醇浸泡消毒 

后 ，断头取皮质组织 ，入冰冷的 D—hanks液中剥除 

脑膜和血管，D—hanks液冲洗．2遍，反复轻柔吹打 

制成细胞悬液，用 200目金属滤网过滤，收集滤液 ， 

转入 7O ml培养瓶中，37℃、体积分数为 5 的 CO 

孵箱培养 24 h，细胞贴壁后换液 。继续培养，待细胞 

生长至约 8O 融合后，体积分数为 0．25 的胰酶消 

化细胞、传代，重复传代 2～3次，得到纯化的星形胶 

质细胞。星形胶质细胞鉴定采用免疫细胞化学方法 ， 
一

抗为 GFAP抗体 ，星形胶质细胞纯度达 95 以 

上。本实验中均使用培养第 3代的星形胶质细胞。 

1．3 细胞脱水模型的建立及实验分组：按照正常人 

体血浆渗透压的标准 (280~320 mmol／L)设计 3组 

高于上述范围的高渗培养液，用NIKKISOOSA一21 

型渗透压计(日本)测定高渗培养液的渗透压，其值 

分别为 320 mmol／L、333 mmol／L、345 mmol／L(正 

常 DMEM 培养液渗透压为 282．5 mmol／L)。将星 

形胶质细胞接种在 24孑L板中，每孑L均放有盖玻片， 

星形胶质细胞生长在盖玻片上，达 8O ～9O 融合 

后 ，置换为高渗培养液 ，并按不同的时间点继续培 

养。实验分为对照组和高渗组，高渗组又分为 3、6、 

12和 24 h共 4个小组。 

1．4 检测指标 ：细胞形 态学、乳酸脱氢酶 (1actate 

dehydrogenase，LDH)活性及 AQP4 mRNA表达。 

1．4．1 LDH活性测定：24孑L培养板 ，每孑L吸取细 

胞培养液约 0．3 ml，用 LDH—L试剂测试样品 中 

LDH 活性“ ，测定 340 nm 波长处产生的还原性辅 

酶 I(NADH)所升高的吸光度( 值)而得出结果。 

1．4．2 原位杂交检测 AQP4 mRNA 的表达 ：分别 

取 3组高渗培养液各时间点培养的星形胶质细胞进 

行原位杂交分析。参考 Taniguchi等 的方法，根据 

大鼠AQP4的 DNA序列，用 Primer Premier 5软 

件设计寡核苷酸探针，序列为：5LGAC TCC TGT 

TGT CCT CCA CCT CCA TGT AGC TCC CTT 

TTG TT一3 ，经 DNA合成仪合成探针，采用地高 

辛标记试剂盒作末端标记(均 由上海生工合成)。取 

出细胞后用 0．1 mol／L磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗 

5 min×2次 ，体积分数为 4的％多聚甲醛室温固定 

10 min，0．1 mol／L PBS漂洗 5 min×2次，在探针 

浓度为 5 ng／／~l(5 mg／L)的杂交液中 43 C水浴箱 

孵育 30 h；用系列标准柠檬酸盐一氯化钠(SSC)洗涤 

阻断反应后，加入抗地高辛抗体 ，37℃孵育 4 h，用 

检测缓冲液洗涤并平衡，在过氧化物酶显色体系中， 
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室温 DAB显色，光镜下观察，以棕黄色沉淀为杂交 

阳性信号。原位杂交阴性对照采用杂交液中未加探 

针的方法，其余与前相同。 

1．4．3 图像分析：原位杂交的结果在显微镜下经图 

像分析系统(北航 CM一2000B)进行密度扫描 ，检测 

每个视野内平均吸光度 值。 

1．5 统计学方法：应用 SPSS统计软件 ，计量资料 

用均数±标准差( ±S)表示，并对各组数据进行单 

因素方差分析 ，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 星形胶质细胞纯化培养 ：接种于培养基中的细 

胞培养 24 h后 ，存活细胞贴壁生长，6～8 d后分层 

铺满瓶底，上层主要为多突或纺锤形细胞 ，下层为扁 

平多角细胞，胞体肥大，胰酶消化传 2代后，大致呈 

均一的单层多角形、扁平细胞，GFAP染色呈阳性 。 

2．2 高渗液对星形胶质细胞存活能力的影响 ：图 1 

示 ，当细胞膜完整性被破坏时，胞浆内 LDH漏出， 

因此，检测培养液中 LDH活性可反映细胞死亡程 

度 。结果显示 ，与对照组相 比，高渗组各时间点 LDH 

活性均有明显变化(P均<0．05)，而且随着高渗程 

度和作用时间的增加，LDH的活性亦明显增强。 

图 1 禹渗状 态 F星形 胶质细 胞 LDH活 性的 变化 

Fig．1 Changes of LDH activity after astrocytes exposed 

to the hypertonic medium 

2．3 高渗状态下 AQP4 mRNA的表达：细胞爬片 

原位杂交结果显示，正常对 照组细胞 可见到 弱的 

AQP4 mRNA表达，杂交阳性信号主要分布在细胞 

膜、胞浆和胞核上，当渗透压为 320 mmol／L的高渗 

液作用于星形胶质细胞 3 h后，AQP4 mRNA表达 

明显增加，随着作用时间的延长 ，AQP4 mRNA 的 

表达亦逐渐增强 ，与对照组相比，差异有显著意义， 

尤以高渗液作用 12 h后增强最明显，此后逐渐下 

降，但仍高于对照组；不同程度高渗液在同一时间作 

用于星形胶质细胞后，其表达亦随渗透压的升高而 

增强。见表 1和彩色插页图 2～5。 
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表 1 高渗状态下星形胶质细胞 

AQP4 mRNA的表达变化( ±s，，l=6) 

Tab．1 Changes of AQP4 mRNA expression after 

astrocytes exposed to the hypertonic medium (x~ s，，l一 6) 

注 ：与对照 组 比较 ： P<0．05 

3 讨 论 

高渗性脱水是临床常见的并发症，其发病较急， 

主要病 因为水摄入不足或水丢失过多，水的丢失多 

于 Na 等电解质，血浆渗透压大于 310 mmol／L为 

高渗性失水的特点。其发病机制是由于细胞外液容 

量减少而电解质浓度升高，故血浆渗透压升高，细胞 

外液呈高渗，常因高热、大汗、脱水、缺氧、酸碱紊乱、 

水和电解质失衡而造成机体多脏器功能损害；重度 

高渗性脱水患儿可遗留有不同程度的后遗症，如智 

能减退、体力下降 。AQP4是新近发现的与水转运 

密切有关的膜蛋白，AQP4是否参与了这一过程的 

调节 ，是我们想研究的主要内容。 

水通 道蛋 白(AQP)是 一系 列具有 同源性 的 

内在膜蛋 白家族成 员，迄 今为止，已克隆 出 10种 

AQP“ ，它们广泛分布于动物、植物和微生物的细 

胞膜上。每种水通道都有组织分布特异性，不同水通 

道蛋白具有相似结构，均以四聚体形式存在，每一个 

单体构成一个功能单位 (水通道)，具有转运水的功 

能。其中，AQP4在脑组织中含量最高 ，主要分布于 

脑室系统的室管膜 、蛛 网膜下腔及血管周围的星形 

胶质细胞以及渗透压感受区“ 。AQP4在脑组织的 

分布提示其对脑组织水分子的转运起主导作用，据 

推断 AQP4涉及到水、钠 吸收，水、钾平衡，并兼有 

细胞外渗透压感受器和水平衡调节器的功能 。 

因此 ，本实验中选择体外培养星形胶 质细胞，检测 

AQP4在高渗液中的表达变化及其作用，表明细胞 

在 3组高渗培养液作用 24 h后 ，AQP4 mRNA的表 

达均明显高于对照组，差异有显著意义，尤以高渗液 

作用 12 h后 AQP4 mRNA表达最显著，此后逐渐 

下降，但仍高于对照组，与对照组相比仍有显著意 

义；在相同作用时间下，不同程度高渗液作用于细胞 

后 ，AQP4 mRNA表达亦呈现一个增高趋势。这提 

示高渗状态下星形胶质细胞内AQP4合成与AQP4 

mRNA转录合成的增加密切相关。由于高渗状态下 

的细胞脱水类似于高渗性脱水，从而证实AQP4 

mRNA表达与渗透压直接相关。结合我们的实验结 

果推测其作用机制可能如下：在高渗状态下，细胞外 

离子浓度增高，细胞内的水流入细胞外，随着作用时 

间的延长，细胞内逐渐形成一个相对的高渗环境， 

AQP4表达上调 ，水通道开放，AQP4主动转运水进 

入细胞内，然而细胞处在高渗状态下，AQP4导致的 

水转运远远不能满足细胞的需要；当高渗液作用达 

12 h后 ，AQP4表达逐渐下降。表明 AQP4在高渗 

性脱水的早期起重要的调节作用。 

I DH是组织、细胞无氧酵解中的一个关键酶， 

病理情况下 ，细胞膜通透性增高，LDH漏出增加，因 

此 ，测定 LDH 的活性 ，可反映细胞损伤的程度 ，吸 

光度 值越大 ，活细胞存活越少，即细胞损伤越多。 

LDH测定结果显示，不同程度高渗液作用下，细胞 

存活率明显下降，其与高渗液作l用的时间和渗透压 

有关，说明高渗液对星形胶质细胞有直接的损害和 

毒性作用。因此不难看出，在高渗液的作用下，细胞 

不仅不能良好生存 ，而且影响细胞的增殖，同时也提 

示高渗环境可使中枢神经系统的功能受损。 

在生理条件下，星形胶质细胞对维持体内环境 

的稳定和细胞外液离子平衡起重要作用 。利用体 

外分离培养星形胶质细胞作为研究 AQP4的功能 

具有许多优点，因为星形胶质细胞在培养基生长比 

较稳定，不易发生自发转化，保持了在体情况下的生 

理功能和对外界刺激的良好反应 ，对星形胶质细胞 

施加的各种干扰因素也比较容易控制。因此我们认 

为，利用体外培养星形胶质细胞作为研究细胞脱水 

的模型，有一定的实用意义。 

尽管我们的实验显示，AQP4在细胞脱水的早 

期可能起重要的调节作用，然而，AQP4在高渗性脱 

水中的作用是利、是弊，目前尚不明确。因此，进一步 

研究 AQP4在高渗性脱水中的作用机制，探索其在 

高渗环境中的有利和不利反应以及与之相关的调控 

因素，就可以为今后研究高渗性脱水发生发展过程 

中适时给予干扰措施，抑制不利反应，促进有利方面 

等，提供更多的理论依据。 
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急性药物中毒血液透析中的补液治疗 
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对急性药物中毒患者进行血液透析 

(血透 )治疗的同时，给 以补液 ，以加速中 

毒药物从尿液中排出，发挥患者肾脏的 

排毒功能 ，能够起到非常好的治疗效果。 

对我科 1988--2003年所治疗的 21例透 

析患者的补液情况谈几点体会。 

1 临床资料 

1．1 病例 ： 

1．1．1 一般资料：21例患者中男 8例， 

女 13例；年龄 18～65岁，平均 32．8岁； 

单种药物中毒12ff,J，混合药物中毒7ff,J， 

2例中毒药物不明；中毒药物有雷米封、 

氯丙嗪、多虑平 、安定、硝基安定、卡马西 

平 、利福平、去痛片、尼群地平、复方降压 

片，2例为灭 鼠药 (a-体成分不详)。 

1．1．2 中毒程度及伴随症状 ：深度 昏迷 

16例，中度 昏迷 3例 ，轻度 昏迷 2例 ；患 

者都存在血压偏低，伴发热 2例，伴呼吸 

缓慢、出现呼吸中枢受抑制表现者 4例， 

伴瞳孔缩小 8例 ，伴心动过缓 7例。 

1．1．3 血透前处置：除 3例因来诊时间 

较 晚、并出现休克及深度 昏迷未 予洗胃 

外 ，其余 18例均按急性药物中毒的常规 

治疗，予以急诊洗 胃、补液、利尿 等对症 

处理 ，洗胃在服药后 2～15 h进行 。 

1．1．4 接受透析时间：服药后 3～18 h 

进行透析 ，共透析 28例 次，根据病情每 

人透析 1～3次不等 。 

1．2 治疗方法 ：采用碳酸氢盐透析方式 

进行透析 ，透析液 K 浓度 4．0 mmol／L； 

取桡动脉、足背动脉或股静脉直接穿刺 
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建立引血通路，由周围静脉给予回血 ，血 

流速 度为 180～230 ml／min；每次透 析 

时间 3～7 h不等，多为 4～6 h；首次肝 

素 0．75 mg／kg，维持 量为 4～5 mg／h。 

开始透析后为稳定提升血压采用 706代 

血浆 500 ml予以补充血容量，继给质量 

分数为 5 的葡萄糖氯化钠液或 5 葡 

萄糖注射液 以及 0．9 氯 化钠注射液 进 

行常规交叉补液，补液方式 为前置补液 ， 

并监测血压，观察心功能 ，如果出入量平 

衡 ，则可适当增加补液 量。最大补液量 

6 000 ml，维持在 l 00o～l 500 ml／h，透 

析结束前 0．5 h减慢补液速度 

1．3 治疗结果 ：21例全部治愈，无死亡 

者，透析过程顺利，透析后血压稳定。意 

识于透析结束前 1 h或血透结 束后 6 h 

转清，平均时间 4．3 h，回访所有患者均 

未 留有后遗症 。 

2 讨 论 

2．1 血透 中补液的优点 ： 

2．1．1 在把握出入量平衡的前提下，通 

过较大量的补液能够促进入血的药物加 

快从 肾脏中排泄，相 当于在血透过程中 

增 加了一个血液滤过 (血滤)装置 ，但又 

异于血滤“ ；增加了尿量 ，充分发挥 了肾 

脏的排毒功能，从而减少了血滤过程中 

氨基酸、蛋白质和体 内生物活性 物质的 

丢失 ；对于中分子毒性物质的清除有 

利 ，可弥补血透 只能清除小分 子毒性 物 

质的不足。 。对于尚未开展血滤和血液 

灌流的医院 ，补液可作为药物中毒治疗 

中的补充，有利于清除中毒药物。 

2．1．2 血透联合补液能预防或纠正中 

毒患者的水、电解质紊乱 。透析器前补 

液能保持进液温度 ，靠透析液 对流平 稳 

维持液温在生理体温之间 ，减少患者的 
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不适；还能起到补充血容量、稳定血压的 

作用。由于药物中毒而 昏迷的患者，补液 

还可满足不能进食患者的生理需求。 

2．1．3 补液可稀释中毒药物的血中浓 

度 ，减慢其吸收速度，稳定病情。 

2．2 血透 中补液注意的问题 ：①严密观 

察血压变化，掌握出入量平衡，防止因补 

液而诱发心力衰竭 、肺水肿和脑水肿 。增 

加补液对血压不会有 明显 的提高 ，所 

以准确记录尿量尤为重要 ，并根据尿量 

来决定补液量和补液速度 ，以防止补液 

合并症的发生。②透析时应检测血电解 

质和尿常规。药物中毒患者可能存在严 

重的 电解质紊乱及酸碱失衡 ，补液时可 

适时给予择量补充，并可根据需要调节 

透 析液 电解质 浓度及 pH 值 ，一般 药 

物中毒患者透析时可给予含 K 浓度为 

4．0 mmol／L的透析液，以防病情 影响和 

因补液增加尿量而致低血 K 现象 。而 

尿常规检验及尿液外观的观察又可发现 

中毒药物对肾脏的损害情况。 
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水下冲 击波致犬腹部脏器 损伤 的病理形态 学改变 

图1 空肠和回肠多处穿孔 

Fig 1 Multiple perforations in the jejunum 
and ileum 

(正 文 见226页) 

图2 升结肠和横结肠结合部穿孔 
Fig．2 Perforation in the joint position of 
ascending colon and transverse colon 

图3 横结肠浆膜下血肿和浆膜撕裂 图4 胃体穿孔 
Fig．3 Hematorna and rupture in the Fig．4 Perforation in the 

SUbserosa of transverse colon bodies of stomach 

图5 肝星芒状破裂 
Fig．5 Stelliform ruptures 
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图2 正常星形胶质细胞AQP4 mRNA 
的表达(DAB，X 200) 

Fig．2 Expression of AOP4 mRNA 

in normal astrocytes(DAB，X 200) 

图4 高渗液(333 mmol／L)作用1 2 h，星形胶质细胞 
AQP4 mRNA的表达(DAB，X 200) 

Fig．4 Expression of AQP4 mRNA of astrocytes at 1 2 hours 

in 333 mmol／L hypertonic medium(DAB，X 200) 
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图3 高渗液(333 mmol／L)作用6 h，星形胶质细胞 

AQP4 mRNA的表达(DAB，X 200) 
Fig．3 Expression of AQP4 mRNA of astrocytes at 6 hours 

in 333 mmol／L hypertonic medium(DAB，X 200) 
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图5 高渗液(333 mmol／L)作用24 h，星形胶质细胞 

AQP4 mRNA的表达(DAB，X 200) 
Fig．5 Expression of AQP4 mRNA of astrocytes at 24 hours 

in 333 mmol／L hypertonic medium(DAB，X 200) 
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