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七叶皂苷对心肺复苏后大鼠脑水肿期 

脑水通道蛋白4 mRNA变化的作用 

· 245 · 
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【摘要】 目的：观察大鼠心肺复苏后脑水肿期大脑皮质水通道蛋白4(AQP4)mRNA表达的变化及七叶皂 

苷的治疗作用。方法：采用窒息法制备心搏骤停大鼠模型，制备成功后进行相应复苏(复苏组)；达到自主循环恢 

复(ROSC)标准后 ，药物组即刻经颈动脉插管推注七叶皂苷(药物组)；对照组除不进行窒息／复苏外，其余操作 

同复苏组。于 ROSC后 0．5、3、6和 12 h用干／湿比重法测定各组脑组织含水量；用半定量逆转录一聚合酶链反 

应(RT—PCR)测定各组大脑皮质AQP4 mRNA变化。结果：复苏组ROSC后 AQP4 mRNA表达随脑组织含水 

量的增加而上升，与对照组比较差异均有显著性(P<O．05或 P<O．01)，且两者呈正直线相关(r一0．681，P< 

0．01)；药物组脑组织含水量和 AQP4 mRNA表达在 ROSC后 0．5 h和 3 h显著增高 <O．05或 尸<O．O1)， 

但在 6 h和 12 h明显回落，与对照组比较差异均无显著性(P均>0．05)。结论：心肺复苏后脑水肿的发生与 

AQP4 mRNA表达上调有关 ；七叶皂苷具有减轻复苏后脑水肿、调节 AQP4 mRNA表达的作用，可能是其抗脑 

水肿作用的机制之一。 
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[Abstract] Objective：To observe the expressions of aquaporin一4(AQP4)mRNA in cerebral cortex 

and the therapeutic effect of aescine(七 叶皂 苷)following cardiopulmonary resuscitation (CPR)in rats． 

M ethods：A rat model with asphyxia cardiac arrest was used．The animal models were resuscitated (CPR 

group)．After the return of spontaneous circulation(ROSC)standard was reached，aescin injection was given 

to the animals promptly via a carotid artery catheter(drug—treated group)．The control group had the same 

operative processes except asphyxiation and resuscitation．Brain water content was measured by wet／dry 

weight method at 0．5，3，6 and 1 2 hours after ROSC．AQP4 mRNA in cerebral cortex changes of different 

groups were measured by semi——quantitative reverse transcription—‘polymerase chain reaction (RT —’PCR) 

method．Results：The expressions of AQP4 mRNA were elevated when the brain water content increased in 

CPR group，comparing the results in the CPR group and those in the control group or sham —operation group， 

there were significant differences(尸< 0．05 or尸< 0．01)，and a positive correlation was found between the 

expression of AQP4 mRNA and the water content(r一0．681，P<O．01)．The expression of AQP4 mRNA 

and brain water content in drug—treated group were also ascend at 0．5 and 3 hours(P< O·05 or P< O·O1)， 

but then decreased back at 6 and 1 2 hours，which had no significant differences compared with those of the 

sham —operation group(both P> 0．05)．Conclusion：Brain edema following cardiopulmonary resuscitation is 

associated with up—regulation of AQP4 mRNA expression；aescin can alleviate brain edema and regulate 

AQP4 mRNA expression，and this is possibly one of the mechanisms of aescin in the control of cerebral 

edema． 
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心肺复苏(CPR)后脑损伤是心搏骤停(CA)致 

残及致死的主要原因之一，其中脑水肿是复苏后脑 

损伤的主要病理改变 ，防治脑水肿是脑复苏研究的 

重点。自从 1994年在实验室克隆获得水通道蛋白4 

(AQP4)以来，许多研究已证实其与脑水肿的形成 

密切相关“ 。研究表明，七叶皂苷具有较好的抗脑 

水肿效应 ，但有关其对复苏后脑水肿的作用以及 

与AQP4的关系尚无研究报道。为探索CA早期脑 

水肿阶段 AQP4变化规律并寻求其药物干预治疗 

的可能性及其机制，进一步为临床早期脑复苏提供 

实验依据，本研究拟观察大鼠CPR后脑水肿期大脑 

皮质 AQP4 mRNA表达的变化以及七叶皂苷对其 

的影响作用，报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物分组：雄性清洁级 SD大 鼠 96只，平 

均体重(340±70)g。按随机数字表法分为对照组、 

复苏组和药物组，每组 32只；各组按复苏后不同时 

间点分为 0．5、3、6和 12 h 4个亚组 ，每亚组 8只。 

1．2 模型制备及取材 ：参照本室设计的方法 加以 

改进建立窒息致大鼠CA复苏模型；实验参数设计 

和记录参照 Utstein模式 ；将大鼠窒息 7 rain后开 

始行 CPR。复苏组快速推注肾上腺素 0．02 mg／kg， 

呼吸机辅助通气，供纯氧，通气频率 8O次／min，潮 

气量 10 ml／kg，同时予以胸外按压，按压和放松时 

间比例为 1：1，按压频率 160次／min，按压深度控 

制在保 持挤 压期 血 压 达 60 mm Hg(1 mm Hg一 

0．133 kPa)；药物组按上述复苏达到 自主循环恢复 

(ROSC)标准后，即刻经颈动脉插管推注七叶皂苷 

注射剂 10 mg／kg；复苏组给予等量生理盐水。达到 

R0SC的大鼠继续术后监护，自主呼吸恢复平稳者 

予以撤机。ROSC超过 3 h，意识和四肢活动恢复良 

好者予撤除颈动脉置管 ，缝闭创 口，气管切开处保留 

置管 ，腹腔注射 5 ml生理盐水，置 鼠笼 ，加热灯保 

温。对照组除不行窒息／复苏的步骤外 ，余操作同复 

苏组。实验室室温维持在 22～24 C。按时间点对各 

亚组大鼠开胸 ，剪开左心室，经左心室插 管至主动 

脉 ，同时打开右心房，10 rain内经插管灌注生理盐 

水 150 ml。然后将大鼠置于冰垫上，快速开颅，去颅 

骨和硬脑膜 ，用滤纸吸去表面血液，经纵裂切为左右 

半球 ，弃嗅球 ，留取两块大脑皮质。将一块大脑皮质 

置入冻存管 ，置一8O℃深低温冰箱保存备用；另一块 

大脑皮质用于测定脑组织含水量 。 

1．3 观察标准判定：①CA的标准：动脉血压波形 

消失；平均动脉压(MAP)降至 30 mm Hg。@ROSC 

的判断标准 ：出现 明显动脉血压波形；动脉收缩 压 

60 mm Hg持续 10 rain以上 。 

1．4 检测指标及方法 

1．4．1 脑组织含水量测定：将取出的脑组织迅速放 

在烘烤过的玻片上，用分析天平精确称重即湿重，放 

入电热烤箱中烘干(11O℃，24 h)至恒重 ，取 出并称 

干重 ，按 Elliott方法计算脑组织含水量 。 

脑组织含水量 ( )一(湿 重一干重 )／湿重 ×100 

1．4．2 大脑皮 质 AQP4 mRNA 表 达检测 ：取 出 

一 8O℃保存的大脑皮质，按照 Invitrogen公司提供 

的 Trizol试剂盒说明书步骤提取总 RNA，用紫外分 

光光度计检验 RNA纯度，要求波长 260／280 nm 处 

吸光度(A)比值(A 。／A 。)为 1．6～2．0。AQP4引 

物与 —actin引物均采用 Primer5．0计算机软件设 

计 ，经 BLAST验证 。AQP4引物序列为 ：上游引物 

5 GAACCAAGGCGTAAACCG 一3 ，下 游 引 物 

5 一GTCCCTGGAAATGACTGAGAA一3 ，产 物 

长度为 256 bp； —actin引物序列为：上游引物 

5，_GCCCCTCTGAACCCTAAG一3 ，下 游 引 物 

5L GAGCCACCAATCCACACA一3 ，产物长度为 

710 bp。 

逆 转 录一聚合酶链反应 (RT—PCR)实验采用 

Takara公 司的 BcaBEST RNA PCR Kit Ver．1．1 

试剂盒，逆转录体系为：25 mmol／L MgSO 4 1，2× 

Bca 1st Buffer 10 1，去 RNA 酶 蒸 馏水 1．5 1， 

dNTP混合 物 1 1，RNA 酶抑制剂 0．5 1，Bca 

BEST 聚合酶 1 1，Oligo dT 引物 1 1，实验样 品 

RNA 1 1。PT反应条件 ：65℃ 1 rain，30℃ 5 rain， 

20 rain内匀速升 温到 65℃，65 C 20 rain，98℃ 

5 rain，5℃ 5 rain。PCR反应 体 系：25 mmol／L 

MgSO4 1．2 1，5×Bca 2nd Buffer 3．6 1，灭菌蒸馏 

水 12．8 1，Bca—Optimized Taq 0．1 1，AQP4弓l物 

(上下游 ，100 pmol／~1)0．2 1， —actin引物 (Ac下 

游，100 pmol／t~1)0．1 1，cDNA 2 1。PCR反应条件 

为：94℃预变性 5 min；94 C变性 30 S，47 C退火 

30 S，72℃延伸 1 min，共 38个循环，循环结束后继 

续于 72℃延伸 5 min。用质量分数为 1．5 的琼脂 

糖电泳，电压 100 V，至加样缓冲液中的溴酚蓝迁移 

至足够分离 DNA片段的距离。用 Biosens SC620凝 

胶成像系统照相存盘后应用 genescope v1．60凝胶 

图像采集分析系统进行灰度扫描分析。以目的基因 

与 B—actin的PCR产物条带灰度之比作为反映目 

的基因mRNA水平的相对指标。 

1．6 统计学处理：所有数据以均数±标准差( ±s) 
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表示，采用SPSS13．0统计软件进行统计分析；多组 

比较用单因素方差分析，用 Levene法检验方差齐 

性，方差齐时多组 间均数 比较采用 LSD检验 ，方差 

不齐时采用 Tamhane S检验 ；两变量 间相关分析用 

Pearson相关 ，P<O．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 大脑皮质组织含水量变化(表 1)：与对照组比 

较，复苏组大鼠ROSC后 0．5 h起脑组织含水量即 

明显升高，并一直持续增长至 12 h，两组差异有高 

度显著性(P<O．05或P<O．01)。药物组在ROSC 

后 0．5 h和 3 h脑组织含水量较对 照组 也明显 增 

高，差异均有显著性(P均<O．01)，但 ROSC后 6 h 

和 12 h脑组织含水量回落，与对照组比较差异无显 

著性(P均>0．05)。 

表 1 各组大 鼠 CPR后大脑皮质组织含水量变化( ± ，n=8) 

Table 1 Changes of rats cerebral cortical water 

content following CPR in each group(x+s，，l=8) 

注 ：与对照组比较 ： P<O．05，一 P<0．01 

2．2 大脑皮质 AQP4 mRNA表达变化(表 2，图 1， 

图 2)：对照组 APQ4 mRNA表达一直处于较低水 

平，各时间点比较差异无显著性(P均>O．05)。复苏 

组 在 ROSC后 0．5 h起 表 达就 出现增 强 ，而且 在 

ROSC后 3、6和 12 h继续升高，与对照组比较差异 

有显著性(P<0．05或 P<0．01)。药物组同样在 

ROSC后 0．5 h和 3 h出现大脑皮质 AQP4 1"1"1RNA 

表达增强，与同时间点对照组比较差异有显著性 

(P<O．01和P<O．05)，但ROSC后 6 h和12 h检测 

值 有所 下 降，与 对照 组 比较差 异均 无显 著 性 

(P均>0．05)。其 中 ROSC后 12 h AQP4 mRNA 

表达较复苏组显著下降(P<O．05)。 

表 2 各组大 鼠 CPR后大 脑皮质 AQP4 mRNA 

表达的变化( ±s，，l=8) 

Table 2 Changes of rats cerebral cortical AQP4 mRNA 

expression following CPR in each group( 土 ，n 8) 

注：与对照组比较： P<o．05，一 P<o．Ol；与复苏组比较： 

P< O．05 

2．3 大脑皮质含水量和 AQP4 mRNA表达的相关 

性：大鼠CPR后大脑皮质 AQP4 mRNA表达与脑 

皮质含水量呈直线正相关 (r一0．681，P<O．01)。 

1 2 3 4 5 M 

1～5依次为对照组，复苏组 R0Sc后 

0．5、3、6和 12 h组；M ：Marker 

图 1 对照组和复苏组 AQP4 mRNA PCR 

产物的琼脂糖电泳 图 

Figure 1 Agarose gel eleetrophoresis of PCR product of 

AQP4 mRNA in CPR group and sham—operation group 

1 2 3 4 M 

1～4依次为药物组 ROSC后 0．5、3、6和 12 h组 ；M：Marker 

图2 药物组 AQP4 mRNA PCR产物的琼脂糖电泳图 

Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR product of 

AQP4 mRNA in drug—treated group 

3 讨 论 

CA导致的脑损伤是一个复杂、多因素存在的 

过程，CA及其复苏后脑损伤的一个主要病理变化 

就是脑水肿。CA时组织缺血、缺氧，细胞能量代谢 

障碍，迅速出现早期的细胞毒性脑水肿。随着缺血、 

缺氧／再灌注的发生发展，多种细胞因子、炎症介质 

释放，氧自由基和一氧化氮生成过多，一系列的蛋白 

水解酶分泌和活化，毛细血管通透性增加，血脑屏障 

功能受损，血管源性脑水肿迅速进展。研究发现， 

ROSC后 6 h大鼠血脑屏障已受损并开放。 。 

APQ是一族广泛存在于原核和真核生物细胞 

膜中高效选择性转运水分子特异孔道，由Agre等 

(1988年)发现并 因此获诺贝尔化学奖 (2003年)，到 

目前为止，在哺乳动物中共有 11个成员(AQPO～ 
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AQP10)。APQ 的基本结构是一 个同源四聚体结 

构，每个单体都有独立的水通道功能，AQP4的基本 

结构同其他家族成员大致相同。全身多个脏器均有 

AQP4分布 ，而在大脑和脊髓 的广泛表达相较于其 

他家族成员尤为明显。特别是在参与形成血脑屏障 

的星形胶质细胞足突处，以及与脑脊液直接接触的 

室管膜和软脑膜上皮处高表达，并且其表达呈极化 

性的特征。此外 ，在小脑、海马齿状回、下丘脑的室上 

核和室旁核等部位也有表达。Taniguchi等。 研究了 

局灶性脑梗死大 鼠，发现在 7 d的观察期内梗死皮 

质周边区域 AQP4 mRNA 的表达基本上与脑水肿 

的变化相对应，呈现增强状态，高峰期出现在3 d。 

Manley等 发现，AQP4基 因敲除小 鼠未表现出明 

显的精神异常，但 AQP4缺失使小鼠对急性水中毒 

和缺血性脑卒 中引起的脑水肿有明显拮抗性 ，表现 

为水肿程度减低，死亡率下降。培养出来的源于 

AQP4基因敲除小鼠的星形胶质细胞对水的渗透性 

下降了 7倍“ 。这些发现提供 的证据表明，AQP4 

促进 了脑水肿 的形成 ，选择性 AQP4抑制剂可能可 

以减轻脑组织含水量。但也有研究认为，AQP4不 

仅参与了水肿的形成，而且参与了过量脑水吸收清 

除过程 ，AQP4抑制剂可能会增 加脑水肿。”，在 缺 

氧、缺血性脑损伤中，AQP4参与了水从血管周围到 

血管腔内的转运过程。扪。Xiao等。∞在研究亚低温 

对复苏后脑水肿影响的实验中发现，窒息致 CA模 

型大鼠ROSC后1 h大脑皮质的AQP4免疫活性表 

达随着脑水肿的发生而明显增强，而复苏前的低温 

诱导可以减轻这种表达水平。我们的实验结果显示， 

窒息模型大鼠在 ROSC后随着脑水肿程度加重，与 

其时间点配对的大脑皮质 AQP4 mRNA表达水平 

呈现同步上调，至 12 h达最高值，脑组织含水量与 

AQP4 mRNA表达呈直线正相关。提示 AQP4对 

CA复苏后早期脑水肿的形成具有促进作用，其持 

续的调节效应值得进行更长的时间窗研究。 

七 叶皂苷钠为三萜皂苷钠盐，含 a和 B两种异 

构体 ，其 中B一七叶皂苷是主要的活性异构体 。研究 

认为 ，七叶皂苷具有抗水肿、抗炎症、静脉紧张活性 

等主要作用，选择性血管通透性改变是其作用的基 

础分子生物学机制。 。有报道证明，七叶皂苷可用 

来治疗脑创伤、脑血管病所致的脑水肿。景文记等 

观察到，联合应用七叶皂苷和甘露醇治疗多例重型 

颅脑损伤患者取得了较好的疗效。陈旭等“ 在大鼠 

脑出血模型上发现，B一七叶皂苷能减轻脑组织含水 

量，并且存在量一效关系，在剂量达 10 mg／kg时效 

果最佳。本研究显示，达到 ROSC后 ，给大鼠应用七 

叶皂苷 ，6 h和 12 h脑组织含水量和 AQP4 mRNA 

表达明显回降，提示七叶皂苷具有减轻复苏后脑水 

肿、调节脑内AQP4 mRNA表达可能是其抗脑水肿 

作用机制之一 ，但其下调 AQP4 mRNA表达的作用 

在 ROSC后 6 h血脑屏障损伤并开放、血管源性脑 

水肿出现后更加明显 ，12 h AQP4 mRNA表达 明显 

回降，提示给复苏模型大鼠应用七叶皂苷的剂量值 

得进一步探索。药物组的 AQP4 mRNA 表达值在 

0．5 h和 3 h高于复苏组，但差异无统计学意义，是 

否提示七叶皂苷对复苏后早期脑 AQP4 mRNA表 

达的影响有可能在时序存在着从上调到下调的过 

程 ，以及是否与 AQP4对脑水肿作用机制上 的清除 

与促进双重意义相联系，其确切的效用及机制有待 

深入研究 。 
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糖皮质激素联合中剂量丙种球蛋白治疗特发性 

血小板减少性紫癜的临床观察 

· 经 验 交 流 · 
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1996-- 2006年 ，我 们用 中等剂 量丙 

种球蛋白(总剂量 1 g／kg)联合糖皮质激 

素治疗重症特发性血小板减少性紫癜 

(ITP)与单用大剂量丙种球蛋白(总剂 

量 2 g／kg)所取疗效相似，现报告如下。 

1 病例与方法 

1．1 病例：61例 ITP患者中男 18例， 

女 43例 ；年 龄 14～72岁 ，平 均 (28．0土 

2．4)岁；病程<6个月 22例，>6个月 

39例 ；血 小板 计数 (PLT)< 10×10。／L 

34例 ，(1O～40)×109／L 27例 。所有病 

例均有明显的出血症状，诊断均符合文 

献[1]标准。 

1．2 治疗方法：按照随机原则将患者分 

为丙种球蛋白中剂量组(31例)和大剂 

量组(30例)。两组采用相同的对症、支 

持疗法，中剂量组用丙种球蛋白 1 g／kg 

(以 0．2 g·kg ·d 静脉滴注，连用 

5 d)联合糖皮质激素(使用氢化可的松 

琥珀酸钠，天津生物化学制药厂生产， 

100~200 mg／d静脉滴注5～7 d)治疗； 

大剂量组丙种球 蛋 白用量 为 2 g／kg(以 

0．4 g·kg ·d-1静脉滴注，连用 5 d)。 

当两组患者 PLT升至 8O×1O。／L以上 

改用泼尼松 1．5～2．0 mg·kg ·d 

口服 1～2周，然后缓慢减量，维持治疗 

2～4个月 。 

1．3 疗 效判定：①显 效：PI T恢复正 

常，无出血症状；持续 3个月以上；维持 

2年以上无复发者为基本治愈。②良效： 

PLT升 至 5O×1O ／L或 较 原水 平上 升 

作者简介：曹维彬(1964一)，男(汉族) 

山东省人，副主任医师。 

3O×109／L以上者，无或基本上无出血 

症状，持续 2个月以上。③进步：PLT有 

所上升，出血症状改善，持续 2周以上。 

④无效：PLT及出血症状无改善或恶 

化 。总有效 =显效+ 良效+进步。 

1．4 统计学处理：率的比较用 x。检验， 

P< O．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 疗 效 比较 (表 1)：中剂量组总有 效 

率与大剂量组比较差异无显著性( = 

0．05，P> 0．05)。 

表 1 两组疗效 比较 

组别 例数 疗效(例) 总有效 

(例)显效 良效 进步 无效 [例( )] 

中剂量组 31 1 6 5 2 8 23(74．2) 

大剂量组 30 1 7 3 3 7 23(76．7) 

2．2 病程与疗 效 的关 系(表 2)：病 程< 

6个月者(中剂量组、大剂量组各 11例) 

的总有效率显著高于病程>6个月者 

(中剂量组 2O例、大剂量组 19例， 一 

7．46，P< 0．01)。 

表 2 病程与疗效的关系比较 

病程 例数 疗效(例) 总有效 

(例)显效 良效 进步 无效 [例( )] 

<6个月 22 16 3 2 1 21(95．5) 

>6个月 39 1 7 5 3 14 25(64．1) 

注 ：与病程<6个月比较： P<0．01 

3 讨 论 

大剂量丙种球蛋 白治疗重症 ITP 

的机制在于能封闭单核／巨噬细胞Fc受 

体，使 PLT破坏减少，又能增加骨髓中 

PLT的产生，与使用常规剂量糖皮质激 

素 的传 统方 法 比较 ，PLT 的上 升 更迅 

速 ；大剂量糖皮质激素的作用机制是 

能抑制单核／巨噬系统吞 噬功能和抗 

PLT抗 体形成 ，从而减少 PLT破坏 ，减 

低毛细血管的脆性。 ；将二者联用可产 

生协同作用“ 。乔丽津等 研究表明，单 

纯使用常规剂量泼尼松 (2 mg／kg)治疗 

小儿重症 ITP可使 PLT回升，但起效 

慢，短期内难以奏效；但由于大量使用丙 

种球蛋白费用较高，且存在血液传播性 

疾病感染的危险；而使用大剂量糖皮质 

激素会增加其不良反应。 

我们先将二者剂量减量后再联用， 

显示联用的总有效率与单用大剂量丙种 

球蛋 白的疗效基本一致；病程<6个月 

者的总有效率显著高于病程>6个月 

者，说明这种方法既经济又相对安全。 
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