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【摘要】 目的  探讨富氢液对大鼠创伤性颅脑损伤（TBI）后脑水肿及水通道蛋白 1（AQP1）表达的影响。

方法  将 90 只成年雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术（Sham）组、TBI 模型组和富氢液干预组，每组 

30 只。采用颅脑撞击法制备 TBI 模型；Sham 组只开颅窗、骨蜡封闭缝合，不撞击。富氢液干预组于制模后经

腹腔注射富氢液 5 mL/kg，Sham 组和 TBI 组注射等量生理盐水，均每日 1 次，共 5 d。各组分别于术后 6、12、24、 

48 h 和 5 d 取 6 只大鼠进行神经损伤严重度评分（NSS）；取大脑皮质，光镜下观察脑组织病理学变化；采用免疫

组化染色，镜下观察大脑皮质AQP1阳性表达；采用实时荧光定量反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测大脑皮

质 AQP1 mRNA 表达；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测大脑皮质 AQP1 蛋白表达。结果  ① Sham 

组各时间点 NSS 评分均为 0 分；TBI 组 NSS 评分随时间延长呈升高趋势，24 h 达峰值后逐渐降低；富氢液干

预后可明显降低 NSS 评分，24 h 与 TBI 组比较最为明显（分： 9.83±2.78 比 13.50±2.42，P＜0.05）。② 光镜下

显示，TBI 组大鼠 6 h 大脑皮质神经细胞排列即明显紊乱，24 h 脑水肿和出血最为严重，之后水肿逐渐消退；各

时间点软脑膜处 AQP1 阳性表达明显增加，以 24 h 时最为明显。富氢液干预组术后 12 h～5 d 脑组织病理学

改变均较 TBI 组明显减轻；软脑膜处 AQP1 阳性表达较 TBI 组明显减少。③ 与 Sham 组比较，TBI 组脑组织

AQP1 的 mRNA 和蛋白表达均随时间延长逐渐升高，并于 24 h 达峰值〔AQP1 mRNA（2-ΔΔCt）：7.50±0.26 比 1，

AQP1 蛋白（灰度值）：1.986±0.110 比 0.336±0.034，均 P＜0.05〕，之后逐渐下降；富氢液干预可明显下调脑组

织 AQP1 的 mRNA 和蛋白表达〔24 h AQP1 mRNA（2-ΔΔCt）：5.40±0.21 比 7.50±0.26，24 h AQP1 蛋白（灰度值）：

1.246±0.137 比 1.986±0.110，均 P＜0.05〕。结论  TBI 大鼠大脑皮质 AQP1 mRNA 和蛋白表达上调，可能参与

了 TBI 后脑水肿的病理生理过程；早期腹腔注射富氢液可能通过下调 AQP1 的表达，减轻 TBI 后脑水肿，从而

起到脑保护作用。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effect  of  hydrogen-rich  water  on  cerebral  edema  and  aquaporin  1 

(AQP1) expression in rats with traumatic brain injury (TBI).  Methods  Ninety male Sprague-Dawley (SD) rats were 

randomly  divided  into  sham  operation  group,  TBI model  group,  hydrogen-rich water  treatment  group  (H  group),  with  

30 rats in each group. TBI model was reproduced by weight dropping method. The skulls of rats in sham operation group 

underwent only craniotomy without direct hit and with bone wax sealed suture. 5 mL/kg of hydrogen-rich water injection 

was given intraperitoneally after model reproduction in H group, and equal amount of normal saline was given in sham 

and TBI groups, once a day for both groups for 5 days. Six rats from each group were sacrificed at 6, 12, 24, 48 hours 

and 5 days after evaluating neurological severity scores (NSS). The cerebral cortex was harvested, and the pathological 

changes in morphology of brain tissue were observed with light microscope. The positive expression of AQP1 in cerebral 

cortex was observed with immunohistochemistry by light microscopy, the AQP1 mRNA expression in cerebral cortex was 

determined by  real-time  fluorescent  quantization  reverse  transcription-polymerase  chain  reaction  (RT-PCR),  and  the 

AQP1 protein expression in cerebral cortex was determined by Western Blot.  Results  ① All rats in sham operation 
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  创伤性颅脑损伤（TBI）是创伤急危重症之一，

继发性脑损伤者较原发性脑损伤者危害更大［1］；脑

水肿为其最常见的并发症，可引起脑组织肿胀、受

压、缺血缺氧、颅内压增高等，使病情进一步恶化，

导致更高的病死率和致残率［2］。目前治疗脑水肿

的常用方法有外科减压、高渗性脱水、渗透性利尿

等，但疗效并不满意，如何安全有效地缓解脑水肿已

成为目前治疗 TBI 的重中之重［3］。研究表明，富氢

液能减少 TBI 大鼠脑组织含水量，减轻脑水肿，起到

神经功能保护作用［4］，但其具体机制尚不清楚。水

通道蛋白 1（AQP1）与 TBI 后脑水肿的发生和消退

密切相关［5］。本研究旨在探讨富氢液对 TBI 大鼠

大脑皮质水肿和 AQP1 表达的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1  实验动物及分组：健康清洁级成年雄性 SD 大

鼠 90 只，体质量 250～300 g，由第三军医大学实验

动物中心提供，合格证号：SCXK（军）2012-0011。

按随机数字表法将大鼠分为假手术（Sham）组、

TBI 组和富氢液干预组，每组再按术后时间点分为 

6、12、24、48 h 和 5 d 5 个亚组，每个亚组 6 只。

1.2  模型制备及处理：腹腔注射 10% 水合氯醛麻

醉大鼠后，固定于脑立体定位仪上，采用改良Feeney

法自由落体撞击制作 TBI 模型［6］；Sham 组仅开颅

窗并以骨蜡封闭缝合，不撞击。富氢液干预组于制

模后经腹腔注射富氢液 5 mL/kg，Sham 组和 TBI 组

给予等量生理盐水，均每日 1 次，共 5 d。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3  检测指标及方法：于术后各时间点断头处死大

鼠，取损伤灶周边大脑皮质组织备检。

1.3.1  神经功能缺损程度评价：结合神经损伤严重

度评分（NSS）［7］及改良 NSS［8］方法进行评估，NSS

评分为 0～18 分，分值越高表示损伤越重。

1.3.2  脑组织含水量测定：取损伤处大脑皮质组织

2 mm 称湿质量，95 ℃恒温干燥烤箱烘烤 48 h 至恒

重后称干质量，计算脑组织含水量。脑含水量＝湿

质量－干质量）/ 湿质量 ×100%。

1.3.3  免疫组化热修复法测定 AQP1 蛋白表达：

取脑组织切片，常规脱蜡，经滴加 AQP1 兔单克隆

抗体（单抗）和山羊抗兔辣根过氧化物酶标记 IgG 

（IgG-HRP）二抗后孵育、洗涤、复染、显色，光镜下

观察 AQP1 阳性表达呈黄棕色。应用 Image-Pro 

Plus 6.0 软件进行 AQP1 蛋白表达半定量分析，取平

均吸光度（A）值。

1.3.4  反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测

AQP1 mRNA 表达：用 Primer express 6.0 及 Oligo 6

生物软件分析，AQP1 基因序列设计及引物合成由

上海生工生物工程有限公司完成。采用 TRIzol 法

提取大脑皮质总 RNA，反转录合成 cDNA。PCR 反

group had a NSS of zero at each time point. NSS of TBI group was obviously raised with time prolongation, and peaked 

at 24 hours followed by a lower tendency, while the score in H group was significantly lower than that of TBI group, and 

the difference was the most obvious at 24 hours as compared with TBI group (9.83±2.78 vs. 13.50±2.42, P < 0.05). 
② It was shown by light microscope that in the TBI group there were pathological changes in cerebral cortex, including 

obvious irregular arrangement of nerve cells, cerebral edema, obvious bleeding, especially at 24 hours, then the cerebral 

edema became vanished gradually;  and  the positive expression of AQP1  in  the pia mater at  all  the  time points  in  the 

TBI group was significantly increased, and it was most obvious at 24 hours. Compared with TBI group, the pathological 

changes at time points of 12 hours to 5 days in H group was significantly lessened, and the positive expression of AQP1 

in  the  cerebral  pia  mater  was  reduced  obviously. ③  Compared  with  sham  operation  group,  the  mRNA  and  protein 

expressions  of  AQP1  in  cerebral  cortex  in  TBI  group  were  significantly  elevated,  peaked  at  24  hours  [AQP1 mRNA  

(2-ΔΔCt):  7.50±0.26  vs.  1,  AQP1  protein  (gray  value):  1.986±0.110  vs.  0.336±0.034,  both  P  <  0.05],  then  they 
gradually declined. The mRNA and protein expressions of AQP1  in cerebral  cortex were  significantly decreased after 

hydrogen-rich  water  treatment  [24-hour  AQP1  mRNA  (2-ΔΔCt):  5.40±0.21  vs.  7.50±0.26,  24-hour  AQP1  protein 

(gray  value):  1.246±0.137  vs.  1.986±0.110,  both  P  <  0.05].  Conclusions  The  up-regulation  of  AQP1  mRNA 

and protein  in  rats'  cerebral  cortex after TBI perhaps participates  in edema  formation which might be  involved  in  the 

pathophysiology of cerebral edema in TBI. Early treatment with an intraperitoneally injection of hydrogen-rich water is 

capable of attenuating the extent of TBI-induced up-regulation of AQP1 mRNA and protein, alleviating cerebral edema, 

and achieving its protective effects.
【Key words】  Traumatic brain injury;  Aquaporin 1;  Brain edema;  Hydrogen-rich water;  Cerebral cortex

Fund program:  Key  Technologies  Research  and  Development  Program  of  Guizhou  Province  (SY[2010]3079); 

Research  Fund  for  Distinguished  talents  of  Guizhou  Province  (TZJF-2011-25);  National  Key  Clinical  Specialist 

Construction Program (2011-170); Key Clinical Programs of Guizhou Province (2011-52)



·  462  · 中华危重病急救医学  2016 年 5 月第 28 卷第 5 期  Chin Crit Care Med，May 2016，Vol.28，No.5

应体系体积 20 μL；反应条件：95 ℃预变性 10 min；

95 ℃变性 15 s、60 ℃退火 / 延伸 60 s，扩增 40 个循

环；60 ℃延伸。采集荧光信号，并作空白对照和溶

解曲线检测引物特异性，以 2-ΔΔCt 法计算 AQP1 表

达量，以对照组数值为基数，计算基因表达的倍数。

1.3.5  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

AQP1 蛋白表达：提取脑组织细胞浆蛋白，BCA

法测定蛋白浓度。蛋白样品经凝胶电泳分离、转

膜、脱脂后，分别与兔单抗 AQP1 和 β-肌动蛋白

（β-actin）一抗、IgG-HRP 二抗作用，电化学发光反

应（ECL）自动曝光，用 Image Analysis 系统采集并分

析灰度值，以目的蛋白与内参照蛋白的灰度值比值

作为表达量。

1.4  统计学方法：使用 SPSS 17.0 软件进行数据分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间两

两比较用 t 检验，多个样本均数比较用单因素方差

分析；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  NSS 评分（表 1）：Sham 组各时间点 NSS 评分

均为 0 分。TBI 组 NSS 评分随术后时间延长逐渐升

高，24 h 达峰值后逐渐降低；各时间点均较 Sham 组

明显升高（均 P＜0.05）。富氢液干预组 NSS 评分随

术后时间延长呈持续降低趋势；除 6 h 外各时间点

NSS 评分均明显低于 TBI 组（均 P＜0.05）。

2.2  脑组织含水量（表 1）：Sham 组各时间点脑组

织含水量无明显变化。TBI 组脑组织含水量随术后

时间延长逐渐升高，24 h 达峰值后逐渐降低；各时

间点均较 Sham 组明显升高（均 P＜0.05）。富氢液

干预组除 6 h 外各时间点脑组织含水量均明显低于

TBI 组（均 P＜0.05）。

2.3  脑组织病理学改变：Sham 组各时间点大鼠大

脑皮质均无明显病理学改变（图 1A）。TBI 组大鼠

大脑皮质于术后 6 h 即有明显的细胞排列紊乱，并

出现以血管性水肿为主，伴随神经细胞性水肿的混

合型脑水肿；24 h 脑水肿最严重（图 1B）；48 h 血管

性水肿已基本消退，神经细胞性水肿开始消退；5 d

时脑水肿明显消退，但细胞排列仍紊乱。富氢液干

预组术后 6 h 脑组织病理学改变与 TBI 组相似，随

后脑组织损伤较 TBI 组明显减轻（图 1C）。

表 1 富氢液对 TBI 大鼠术后各时间点 NSS 评分、脑组织含水量、AQP1 阳性表达及 AQP1 mRNA 和蛋白表达的影响（x±s）

组别 动物数（只） NSS 评分（分） 脑组织含水量（%） AQP1 阳性表达（A 值） AQP1 mRNA（2-ΔΔCt） AQP1 蛋白（灰度值）

Sham 6 h 组 6 0 77.35±0.22 0.278±0.005 1 0.330±0.040

Sham 12 h 组 6 0 77.44±0.32 0.278±0.004 1 0.335±0.037

Sham 24 h 组 6 0 77.47±0.33 0.274±0.004 1 0.336±0.034

Sham 48 h 组 6 0 77.46±0.16 0.282±0.004 1 0.343±0.283

Sham 5 d 组 6 0 77.53±0.39 0.283±0.005 1 0.341±0.029

TBI 模型 6 h 组 6 12.16±2.48 a 80.67±0.82 a 0.307±0.002 a 2.51±0.22 a 0.821±0.004 a

TBI 模型 12 h 组 6 13.16±2.71 a 82.88±0.76 a 0.335±0.002 a 6.29±0.30 a 1.694±0.100 a

TBI 模型 24 h 组 6 13.50±2.42 a 84.83±0.67 a 0.417±0.006 a 7.50±0.26 a 1.986±0.110 a

TBI 模型 48 h 组 6 11.83±2.14 a 81.28±1.44 a 0.333±0.010 a 5.38±0.22 a 1.323±0.116 a

TBI 模型 5 d 组 6 10.50±2.42 a 79.98±0.61 a 0.309±0.006 a 2.46±0.27 a 0.846±0.065 a

富氢液干预 6 h 组 6 11.00±2.82 80.27±0.64 0.303±0.002 2.39±0.26 0.816±0.014

富氢液干预 12 h 组 6 9.83±2.32 b 80.52±0.65 b 0.314±0.001 b 4.48±0.29 b 1.080±0.096 b

富氢液干预 24 h 组 6 9.83±2.78 b 80.78±0.62 b 0.342±0.003 b 5.40±0.21 b 1.246±0.137 b

富氢液干预 48 h 组 6 7.50±2.07 b 79.72±1.18 b 0.305±0.004 b 3.43±0.18 b 0.814±0.100 b

富氢液干预 5 d 组 6 5.50±1.87 b 78.78±0.65 b 0.297±0.004 b 1.39±0.26 b 0.477±0.058 b

注：TBI 为创伤性颅脑损伤，NSS 为神经损伤严重度评分，AQP1 为水通道蛋白 1；与假手术（Sham）组同期比较，aP＜0.05；与 TBI 组同期

比较，bP＜0.05

图 1  光镜下观察各组大鼠术后 24 h 大脑皮质病理学改变 

假手术（Sham）组（A）大脑皮质无明显病理学改变；创伤性

颅脑损伤（TBI）模型组（B）大脑皮质细胞结构排列明显紊

乱，血管及神经细胞性水肿明显；富氢液干预组（C）病理学

改变较 TBI 组明显减轻　HE 染色　高倍放大
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图 2  光镜下观察各组大鼠术后 24 h 脑组织水通道蛋白 1

（AQP1）阳性表达（呈黄棕色）　假手术（Sham）组（A）软脑

膜处仅有少量 AQP1 阳性表达；创伤性颅脑损伤（TBI）模

型组（B）软脑膜处有明显的 AQP1 阳性表达；富氢液干预

组（C）AQP1 阳性表达较 TBI 组明显减少　免疫组化　高

倍放大

2.4  AQP1 阳性表达（表 1；图 2）：Sham 组各时间

点仅在软脑膜处有少量 AQP1 阳性表达；TBI 组各

时间点 AQP1 阳性表达较 Sham 组明显增多（均 P＜
0.05）；富氢液干预后大鼠软脑膜处 AQP1 阳性表

达较 TBI 组明显减少，12 h 起差异具有统计学意义 

（均 P＜0.05）。

2.5  AQP1 mRNA 表达（表 1）：TBI 组 AQP1 mRNA

表达于术后 6 h 即明显上调，并随术后时间延长逐

渐升高，24 h 达高峰后逐步下降，但 5 d 时仍明显高

于 Sham 组（均 P＜0.05）；富氢液干预后 12 h 起大

脑皮质 AQP1 mRNA 表达较 TBI 组明显下调，差异

均有统计学意义（均 P＜0.05）。

2.6  AQP1 蛋白表达（表 1；图 3）：Sham 组脑组织

仅有低水平的 AQP1 蛋白表达；与 Sham 组比较，

TBI 组术后 6 h 脑组织 AQP1 蛋白表达即开始增高，

24 h 达高峰后逐渐下降，但 5 d 时仍明显高于 Sham

组（均 P＜0.05）；富氢液干预后 12 h 起 AQP1 蛋白

表达均较 TBI 组明显降低（均 P＜0.05）。

Western blot为蛋白质免疫印迹试验，AQP1为水通道蛋白1，β-actin

为 β-肌动蛋白，Sham 组假手术组，TBI 组为创伤性颅脑损伤模型组

图 3  Western Blot 检测各组大鼠术后 24 h 大脑皮质 AQP1 蛋白表达

生物膜分子结构紊乱引起的，而 AQPs 的发现为此

提供了有力的证据［10］。

  AQPs 是一类表达于多种细胞的高选择、低活

化的跨膜通道蛋白，能快速转运水分子［11］。AQP1

主要分布于脑组织，在脑脉络丛顶膜、室管膜和软

脑膜等处表达，与 Na+-K+-ATP 酶共同定位于脑组

织中［12］，参与脑脊液的生成与回流，并调节脑脊液

中水和离子的平衡［13］。AQP1 在质膜中以四聚体形

式存在，一级结构为 6 次跨膜的单肽链［14］。已有研

究证实，AQP1 蛋白中的沙漏模结构可介导水分子

运输［15］；AQP1 结构中的水孔中心是其选择性水分

子筛的主要机制［16］；还有研究表明，AQP1 与 TBI

后脑水肿的发生与消退密切相关［5］。

  本实验结果显示，AQP1 在正常大鼠大脑皮质

中少量表达于与脑脊液回流密切接触的软脑膜处，

与文献报道结果［13］一致。另外，TBI 组大鼠 NSS 评

分及脑组织含水量明显增加，提示存在神经功能缺

损和脑水肿；组织病理学结果显示，TBI 后 6 h 已出

现以血管性水肿为主并伴随神经细胞性水肿的混

合型脑水肿，24 h 达高峰期，随后逐渐消退；同时大

脑皮质 AQP1 的 mRNA 及蛋白表达变化趋势与 NSS

评分、脑组织含水量及病理学改变一致，推测 AQP1

参与了 TBI 后脑组织水肿的发生与消退［14-16］。

  研究表明，吸入氢气或腹腔注射含氢液体可通

过其抗氧化、抗炎、抗凋亡等作用，改善不同原因引

起的肺损伤［17-18］；富氢液对离体及在体脑损伤模

型均有保护作用［19-21］。本课题组前期研究表明，富

氢液可以通过上调 TBI 大鼠脑组织核因子 E2 相关

因子（Nrf2）的表达，减轻脑组织氧化应激造成的水

肿、出血、坏死等损伤［22］。本研究从跨膜通道蛋白

AQP1表达的角度，进一步探讨富氢液改善TBI后脑

水肿的机制，结果显示，富氢液干预组 NSS 评分、脑

组织含水量及 AQP1 表达显著降低，脑组织病理学

改变明显减轻。我们推测富氢液减轻脑组织水肿可

能与其下调 AQP1 mRNA 及蛋白表达有关，但其具

体启动靶点尚不清楚，还需进一步深入研究。另外，

富氢液干预组术后 6 h NSS 评分、脑组织含水量及

AQP 表达与 TBI 组均无统计学差异，可能与 TBI 后 

脑组织原发性创伤较重，使用富氢液时间较短有关。

  综上，TBI 早期即有脑组织水肿及 AQP1 mRNA

和蛋白表达增高；早期腹腔注射富氢液可下调大脑

皮质 AQP1 的 mRNA 及蛋白表达，减轻 TBI 后脑组

织水肿，从而达到脑保护作用。 

3 讨 论

  目前 TBI 后继发脑水肿的机制十分复杂，有血

脑屏障学说、钙超载学说、微循环学说、膜分子结构

紊乱学说等［9］。各原因造成的脑水肿最终都是由
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