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三化汤改善缺血性脑水肿水通道蛋白4的机制 

张长国，郑 国庆 ，黄汉津，王小同 

(温州医学院附属第二医院神经内科，浙江 温州 325027) 

【摘要】 目的：探讨三化汤对脑缺血／再灌注(I／R)后早期脑含水量、血脑屏障通透性及水通道蛋白 4 

(AQP4)表达的影响。方法：用线栓法制备大鼠局灶性I／R模型。将 SD大鼠随机分为假手术组、模型组及三化 

汤组，每组再按 I／R后 6、12、24、48和 72 h分为5个亚组。用湿／干重比值反映脑含水量，用伊文思蓝(EB)含量 

反映血脑屏障通透性 ，用免疫组化和逆转录一聚合酶链反应(RT—PcR)分别测定 AQP4蛋白和AQP4 mRNA 

表达。结果：与假手术组比较，模型组在 I／R后各时间点脑含水量、EB含量及 AQP4的蛋白和 mRNA表达均明 

显增高(尸<O．05或 P<0．01)；与模型组比较，三化汤组 I／R后各时间点脑含水量、EB含量及 AQP4的蛋白和 

mRNA表达均明显降低(P<O．05或 P<0．01)。结论 ：三化汤能减轻脑 I／R后早期脑含水量及血脑屏障通透 

性，下调 AQP4的表达，从而减少水向细胞内的转运可能是其改善脑水肿的机制之一。 
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Mechanism of Sanhua decotion(三化汤)on aquaporin4 in rats with brain edema after acute cerebral ischemia／ 

reperfusion ZHANG Chang—guo·ZHEN Guo—qing，HANG Han一 ，WANG Xiao—Tong．Department of 

Neurology， e Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College，Wenzhou 325027，Zhejiang，China 

Corresponding auther：HUANG Han—jin(Email：wzsjnk@ 163．com) 

[Abstract] Objective：To investigate the effective of Sanhua decotion(三 化 汤)on early brain water 

content，penetration of blood brain—barrier and the expression of aquaporin4(AQP4)in rats with acute 

cerebral ischemia／reperfusion(I／R)．Methods：The string inserting method was employed tO reproduce the rat 

model of focal cerebral I／R SD rats were randomly divided into sham operation group，model group and Sanhua 

decotion group．After I／R，each group was then divided into 6 hours，12 hours，24 hours，48 hours and 

72 hours five subgroups．The brain water content was detected by the ratio of wet／dry weight tO evaluate 

cerebral edema and the blood—brain barrier(BBB)damage was observed by Evan S blue (EB)staining．The 

AQP4 mRNA and protein expressions were measured by reverse transcription—polymerase chain reaction 

(RT —PCR) and immunohistochemistry respectively．Results：Compared with sham operation group，the 

brain water content，EB content，AQP4 protein and AQP4 mRNA expressions were increased at every time 

point after I／R in the model group(P<O．05 or P<O．01)；compared with the model group，the brain water 

content，EB content，AQP4 protein and AQP4 mRNA expressions were decreased significantly in every time 

point after I／R in Sanhua decotion(三化汤)group(P<O．05 or P<O．01)．Conclusion：Sanhua decotion may 

reduce the early cerebral edema and the penetration of blood—brain barrier，and down regulate the expression 

of AQP4 after I／R，thus the transfer of water into the cell is decreased that may be one of the mechanisms of 

improving brain edema． 

[Key words] cerebral ischemia／reperfusion injury；Sanhua decotion；brain water content；blood—rain bar— 

rier；aquaporin4 

脑水肿是急性脑血管病的共同病理过程，早期 

主要是细胞毒性水肿，后期则为血管源性水肿，水肿 

的形成又可加重循环障碍及脑缺血损伤，扩大缺血 

范围，并最终导致脑疝形成，因此，阻止和消除脑水 
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作者简介：张长国(1981一)，男(汉族)，安徽省人，硕士研究生， 

住院医师，主要研究方向为脑血管病的发病机制和中西医结合治疗。 

肿是治疗急性脑血管病的关键n 。近年来研究发现 ， 

水通道蛋白(AQPs)家族中的水通道蛋白4(AQP4) 

与脑水肿密切关联。郑国庆等 。。 的系列理论研究指 

出，玄府和某些离子通道在组织结构上有其共同基 

础，在阐释中风病的病机、治则上有其共性内涵，且 

通腑攻下具有开通玄府之功。三化汤是通腑开玄的 

代表方剂，因此，有必要把玄府和 AQPs的相关性 

作为中风病中西医结合深入研究的切入口，本实验 
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旨在通过建立大鼠缺血／再灌注(I／R)模型，探讨三 

化汤开通玄府改善缺血性脑水肿的机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及给药：体重 260~300 g成年SD大 

鼠 225只 ，雌雄不拘 (温州医学院实 院动物 中心提 

供)。按随机数字表法分为假手术组、模型组、给药 

组，每组 75只，各组再按 I／R后 6、12、24、48和 72 h 

分为 5个亚组 。三化汤由大黄 20 g，厚朴 20 g，枳实 

20g，羌活 20g组成 ，水煎至含生药 1 kg／L。各组术 

前灌胃3 d，术后继续灌胃3 d；假手术组和模型组分 

别灌胃等量生理盐水。 

1．2 I／R模型建立：采用线栓法阻断大脑中动脉制 

备局灶性 I／R模型 。常规麻醉动物，颈正中切口， 

分离右侧颈总动脉(CCA)、颈内动脉(ICA)及颈外 

动脉(ECA)，结扎 ECA及 CCA近心端，在 CCA近 

分叉处剪一小口，将直径约 0．25 mm的尼龙线一头 

涂 5 mm 的硅胶 ，经 CCA插入至 ICA距 分叉 处约 

18 1Tim，达大脑前动脉人 口处，用丝线 固定栓在 

CCA 内，2 h后拨除线栓 ，结扎 CCA；假手术组除插 

线深度为 12 mm外，其余处理同模型组。在麻醉动 

物清醒后 24 h进行评分，0分：无神经损伤症状； 

1分：不能完全伸展对侧前爪；2分：向对侧转圈； 

3分：向对侧倾倒；4分：不能自发行走，意识丧失。 

0分及 4分动物弃之不用。 

1．3 脑含水量和伊文思蓝(EB)含量测定：各时间 

点处死 5只动物，在缺血灶周围取 1O0 mg脑组织， 

置人 1O0℃恒温中 24 h后取 出称干重，以(湿重一 

干重)／湿重×100 计算脑含水量，以此代表脑水肿 

程度。另取 5只动物，按 Belayev等 介绍的方法测 

定 EB含量：各组动物在处死前 2 h按 2O mg／kg自 

股静脉注入质量分数为 2 的EB溶液，缺血侧标本 

取出后加甲酰胺 3 ml，避光，在 54℃水浴箱中提取 

24 h，在紫外分光光度计下、波长为 632 nm处测量 

提取液吸光度(A)值，以脑组织 EB含量(~g／g)代 

表血脑屏障通透性。 

1．4 免疫组化测定 AQP4蛋白：各组在相应时间 

点取 5只动物，深度麻醉大鼠后暴露心脏，进针至主 

动脉起始端，剪开右心耳，快速灌注体积分数为 4 

的多聚甲醛，至大鼠四肢强直。取前囟后 1～3 mm 

处脑组织冠切制作4 m厚的石蜡切片，组织切片经 

脱蜡至水 ，置于体积分数为 3 的过氧化氢 甲醇中 

2O rain灭活过氧化酶，微波抗原修复 20 rain，牛血 

清封闭 30 min，分别加兔抗 AQP4(1：400，美国 

Chemion公司)4℃过夜，加二抗及辣根酶标记的链 

霉卵白素，37℃孵育 20 min后，3，3L二氨基联苯胺 

(DAB)显色(DAB及二抗购自北京中山生物技术公 

司)，苏木素复染、透明、封片。磷酸盐缓冲液(PBS) 

代替一抗作阴性对照，显微镜下棕黄色颗粒为阳性 

细胞，每张切片选 6个高倍视野进行观察。 

1．5 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术检测 

AQP4 mRNA：用 TRIzol提取组织总 RNA，逆转录 

试 剂盒(上海捷瑞)进行逆转录，所得 cDNA加入 

AQP4引物，用 Takara Taq酶扩增，以B—actin为 

内参照。反应条件：97℃预变性 4 rain，95℃变性 

1 rain，54℃退火 1 rain，72℃延伸 1 min，口一actin 

为 27次循环 ，AQP4为 29次循环 ，最后 72℃延伸 

5 min。AQP4引物上游序列为 5L GATGTTAC 

TGGTTCCGTTGCTTT一3 ，下游序列为 5L AGT 

TTGCAGCGATTTCCTTC一3 ，扩 增 片段长 度为 

244 bp； ～actin引物上游序列为 5L ATCCTGC 

GTCTGGACCTGG一3 ，下游 序列 为5L TAGGC 

ATTTCTGGAGAT一3 ，扩增片段长度为 365 bp。 

扩增产物用质量分数为 1．5 的琼脂糖凝胶证实， 

测定其 A值，计算目的系带与内参照的A值比值。 

1．6 统计学分析：应用 SPSS11．0软件进行统计分 

析，结果以均数±标准差(z土s)表示，采用 t检验， 

P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 脑含水量测定 (表 1)：I／R 12 h后 ，模 型组脑 

含水量开始升高，各时间点与假手术组比较差异有 

统计学意义(P均<O．01)；三化汤组 I／R 12 h后各 

时间点脑含水量均明显低于模型组(P均<O．01)。 

2．2 EB含量测定 (表 2)：模型组脑组织 EB含量从 

I／R 6 h即开始升高，在 48 h升高到最高值，各时间 

点与假手术组比较差异均有统计学意义(P均< 

0．01)；三化汤组在 I／R各时间点均低于假手术组 

表 1 各组大鼠I／R后不同时间点的脑含水量变化(Jr士 ，n一5) 

Table 1 Changes of brain water eonte~t after acute cerebral I／R in different time in each grou0(x士 ，Jl一5) 

注：与假手术组比较：一P<O．01；与模型组比较：zxzxp~0．01 
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表 2 各组大鼠 I／R后不 同时间点的 EB含量变化 ( ± ，n一5) 

Table 2 Changes of EB content after acute cerebral I／R in dlffirent time in each group(xis，n一5) tag／g 

注：与假手术组比较：一P<O．01；与模型组比较：zxzXp(o．01 

表3 各组大鼠I／R后不同时间点的 AQP4蛋白表达水平变化G~s， 一5) 

Table 3 Changes of AQP4 content after acute cerebral I／R in different time in each group(x~s，n一5) 

注：与假手术组比较：一P<O．01；与模型组比较：zXp~o．05 

表 4 各组大鼠 I／R后 不同时间点 的 AQP4 mRNA表达水平 ± ，n一5) 

Table 4 Changes of AQP4 mRNA after acute cerebral I／R in different time in each group(x+s，n一5) A值 

注：与假手术组比较： P<O．05；与模型组比较： P<O．05 
1 2 3 4 5 M M 

B—actin 

AQP4 

00 bp 

00bp 

00 bp 

00 bp 

6一actin 

AQP4 

C 

6一actin 

AQP4 

A：假手术 组}B：模型组 ；C：三化汤组 ；M：Marker；1～5依次为 I／R后 6、12、24、48和 72 h 

围4 RT—PCR检测各组大鼠I／R后不同时间点 AQP4 mRNA表达 

Figure 4 Expression of AQP4 mRNA after acute cerebral I／R by RT—PCR in different time in each group 

和模型组(P均d0．01)。 达呈上升趋势，各时间点与假手术组比较差异显著 

2．3 AQP4蛋白表达(表 3，彩色插页图 1，图 2)：免 (P均d0．01)；三化汤组 AQP4水平也逐渐升高， 

疫组化结果显示 AQP4阳性细胞主要表达于缺血 各时间点AQP4水平均低于模型组(P均d0．05)。 

周围的皮质，在血管内皮细胞最为明显，另外在胶质 2．4 AQP4 mRNA表达(表 4，图4)：模型组在 I／R 

细胞和室管膜细胞也有 AQP4阳性细胞表达。模型 6 h后 AQP4 mRNA表达开始升高，并逐渐升高到 

组 I／R 24 h后梗死灶周围阳性细胞增多，染色增 较高水平，各时间点与假手术组比较差异有统计学 

强，细胞形态、结构基本完整；48 h后阳性细胞体积 意义(P均<0．05)；三化汤组 AQP4 mRNA表达也 

增大，胞膜呈强染色；72 h后梗死侧脑组织细胞间 随时间的推移逐步增高，但各时间点AQP4 mRNA 

隙扩大，细胞形态不完整，呈强阳性表达，染色进一 表达都较模型组低(P均d0．05)。 

步增强。三化汤组 I／R 24 h后梗死灶周围皮层阳性 3 讨 论 

细胞也增多，但较模型组阳性细胞数减少；48 h后 

阳性细胞形态学上也发生变化，但染色较模型组减 

弱；72 h后细胞水肿也较明显，阳性细胞表达增多， 

但较模型组弱。随着时间的推移，模型组 AQP4表 

AQPs是一组具有水选择性的细胞膜转运蛋 

白，它可以增加细胞膜对水的通透性，在哺乳动物组 

织中共有 10种 AQPs(AQPo 9)，脑组织中有 1、 

3、4、5、8、9共 6种，除 AQP1外，另外 5种AQPs均 
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可在星形胶质细胞上表达 。AQP4在脑组织中分 

布最广，主要分布在中枢神经系统的星形胶质细胞 

膜、室管膜细胞、脉络丛、下丘脑渗透压感受区等部 

位。研究发现，AQP4与脑组织的水盐代谢、分布和 

渗透压的调节有着密切的关系，在脑水肿的发病机 

制 中发挥 了重要作用 ，在脑水肿组织 中可见 AQP4 

的表达上调0 。在急性水中毒的脑水肿模型中， 

AQP4(一／一)鼠的成活率比AQP4(+／+)鼠高；在 

局灶性缺血性脑水肿模型中，AQP4(一／一)鼠神经 

功能恢复程度比AQP4(4-／4-)鼠明显，其24 h肿胀 

大脑半球含水量 比 AQP4(4-／4-)鼠减少 了35 。 

Verkman等。 在 AQP基因敲除 (knockout)研究 中 

也发现 ，敲除 AQP4基 因可使急性水 中毒或缺血性 

中风引起的鼠脑肿胀明显减轻 。另有研究发现，敲除 

AQP4基 因，除了对 鼠肾脏 的尿液浓缩功能有轻 度 

影响外，对鼠的生长、存活、发育和神经肌肉功能几 

乎没有影响，说明抑制 AQP4表达可能对脑水肿的 

治疗产生积极的影响 。 

Taniguchi等0”研究显示，在局灶性脑缺血模 

型中，缺血 1 d AQP4 mRNA表达有弱的上调 ，3 d 

达高峰，随后逐渐下调，这一变化与磁共振(MR)检 

测脑水肿的形成和消退时程一致；而且 AQP4主要 

在梗死周围区非神经元细胞上表达，增高的AQP4 

mRNA持续 7 d后下调，此时脑水肿也开始消退， 

提示 AQP4可能也是水肿消退时水 分子退出细胞 

的主要通道。用免疫组化方法检测非肿瘤及肿瘤患 

者脑组织中 AQP4的表达，用 CT增强扫描检测血 

脑屏障通透性，发现血脑屏障的开放和 AQP4表达 

的上调之间关系密切 。李慧等n 用地塞米松治疗 

脑出血后脑水肿大鼠，发现随着地塞米松治疗时间 

的延长，其减轻脑水肿的作用越为显著；同时，地塞 

米松在一定程度上保护了血脑屏障免受血肿周围各 

种毒性 因子的损 伤，在 AQP4蛋 白表达上，早期改 

变不明显，中晚期 AQP4蛋白表达较脑出血组增 

加。本实验中通过大鼠局灶性 I／R模型也观察到， 

在I／R早期，脑含水量和EB含量均高于假手术组， 

提示局灶性脑缺血后形成了脑水肿 。同时，免疫组化 

检测显示 AQP一4阳性细胞存在于血 管内皮、胶质 

细胞 和室管膜 细胞上 ；RT—PCR 检测显示 AQP4 

mRNA的表达水平也随着时间的推移而上升 ，说明 

AQP4是缺血引起脑水肿的机制之一 。 

三化汤(《素问病机气宜保命集 ·中风论第十》) 

由厚朴、大黄、枳实、羌活各等份组成，由小承气汤加 

羌活而成 ，是开通玄府之功的名方，玄府可能属于中 

医学经络系统中细小的孙络进一步分化，是迄今为 

止中医学有关人体结构层次中最为细小的单位，其 

存在的普遍性、形态的微观性，以及进行物质交换、 

信息交流等特征。 。付于等n 在比较了玄府与血脑 

屏障后指出：玄府与血脑屏障具有分部广泛、结构微 

细、气液流通之所、贵开忌合等共同特点，在人体正 

常生理条件下，血脑屏障对血液中的物质进入脑内 

有一定的限制或选择，为中枢神经系统正常的功能 

活动创造了一个稳定的内环境。血脑屏障作为一种 

进出大脑的开合关 口，维持正常的生理功能即是玄 

府以开通为顺的状态，而脑缺血血脑屏障的破坏是 

缺血性脑损伤的重要病理基础 ，这也是玄府以闭阖 

为逆的表现。推测通腑法治疗缺血性中风能起到神 

经保护作用的机制，可能与通腑法对脑 I／R后血脑 

屏障通透性及超微结构的良性调节有关。 

本实验中观察到三化汤能改善大鼠缺血后的脑 

水肿和血脑屏障通透性，免疫组化和 RT—PCR证 

实，三化汤可以减轻脑水肿与降低 AQP4水平，而 

AQP4正是存在于血脑屏障上一个重要的水转运蛋 

白，因此 ，推测三化汤开通玄府治疗缺血性 中风的机 

制之一可能为抑制 AQP4的表达 ，通过减少细胞外 

水 向胞 内转运而实现的。 
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微创清除术配合活血化瘀通络中药治疗 

高血压脑出血 127例临床观察 
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我院于 2000年 9月一2OO6年 1O月 

采用微创清除术配合活血化瘀通络中药 

及西医救治手段治疗高血压脑出血取得 

满意疗效，现报告如下。 

1 临床资料 

1．1 病例：患者符合文献0 中“高血压 

脑 出血诊 断要点”，经颅脑 CT证实 。入 

选标准：发病 6 h～5 d；年龄 30~85岁； 

单侧脑叶或基底节出血；脑叶出血 1O～ 

6O ml或基底节出血 1O～120 ml；意识 

清醒或嗜睡、昏迷。排除标准：幕下出血； 

出血量<1O ml；多灶性出血；混合性卒 

中；血肿破入脑室；颅 内动脉瘤、动静脉 

畸型或肿瘤出血；有严重并发症，如心、 

肝、肾功能不全，糖尿病等。127例患者 

中男 78例，女 49例；年龄 32~82岁，其 

中<40岁 27例，41～5O岁 46例，51～ 

7O岁 39例，71～8O岁 13例，>8O岁 

2例；有不同程度意识障碍，嗜睡 44例， 

昏睡38例，浅昏迷 23例，昏迷 22例(其 

中 6例伴脑疝)。颅脑 CT示：基底节出 

血 78例，脑叶出血 49例。按多田公式计 

算，出血量 30~120ml，平均 58．2ml；发 

病至手术时间 6 h～5 d。 

1．2 治疗方法 

1．2．1 微创清除术 ：采用颅脑 CT定 

位，局麻下进行一次性颅内血肿粉碎 ，抽 

吸血肿；用生理盐水反复冲洗至澄清时， 

作者简介：张凤强 (1965一)，男 (汉族)， 

河北省人，副主任医师(Email：Hbczxxlme@ 

sina．com)。 

向血肿 内部 喷注 1O～ 30 kU 尿激酶 

3～5 ml，夹闭 4～6 h后开放引流，8 h重 

复 1次；如有新鲜出血，向血肿内注入立 

止血 1～2 kU。根据动态颅脑 CT结果 

及 引流液 的色泽决定拔针时间，多在 

3～7 d拔 针0)。 

1．2．2 中医治疗：入院后 口服活血化瘀 

通络中药，每 日1剂，昏迷者鼻饲。基本 

方 ：丹参 30 g，鸡血藤 30 g，赤芍 10 g，红 

花5 g，牛膝 15 g，地龙 15 g。血压偏高者 

加石决明40 g，夏枯草 30 g；血压偏低者 

加红参 5 g，菟丝子 25 g；口眼歪斜重者 

加白附子 10 g，全蝎 3 g；言语蹇涩者加 

胆南星 9 g，郁金 9 g，石菖蒲 9 g，羚羊角 

粉 1 g；气血不足者加生黄芪 50~100 g， 

当归 20~40 g；肢体麻木者加钩藤 15～ 

25 g，桂枝 15 g；抽搐者加全蝎 3 g，蜈蚣 

1条 呛咳者加天麻 3 g，白附子 3 g；大 

便不通者加大黄 10 g，枳实 10 g。 

1．2．3 西医治疗 ：降颅 压 ，调整血 压，控 

制感染，吸氧，吸痰，亚低温疗法及维持 

水、电解质平衡。 

1．3 治疗结果 ：存活 118例，死亡 9例。 

术后 1 d意识、失语等症状明显好转、血 

压稳定 62例，术后 1周肢体功能改善 

78例；15 d出院 57例，20 d出院 44例， 

1个月出院 17例。死亡原因：4例脑疝， 

3例再出血，2例出血量>100 ml。3个 

月后随访，瘫痪肢体肌力进步 4级以上 

49例，进步3级以上 56例，进步 1～2级 

1O例，无改善 3例。 

2 讨 论 

高血压脑出血微创清除术具有损伤 

小、密闭性好、不易感染、可通过碎吸器 

冲洗血肿无盲区、有效降颅压、并应用生 

物酶技术保留血肿部位残存神经组织等 

特点0 。活血化瘀药治疗脑出血，具有改 

善微循环、降低血液黏稠度、促进出血吸 

收及组织修复的作用“ ；早期使用活血 

化瘀药可显著改善高血压脑出血患者的 

意识状态和神经功能缺损程度评分 ，对 

高血压脑出血具有 良好的治疗作用，且 

安全有效0 。本组患者采用微创手术配 

合活血化瘀通络中药治疗疗效显著，并 

能促进血肿的吸收及神经功能的恢复。 
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