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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e m e c h a n i s m o f 
brain edema in cirrhotic rats with hepatic 
encephalopathy, and to provide the theoretical 
basis for management of brain edema.

METHODS: Rats were divided into 4 groups 
randomly: normal group (n = 10), normal am-
monia burden group (n = 10), cirrhosis group (n 
= 20), cirrhosis ammonia burden group (n = 20). 
After models were generated successfully, the 
arterial plasma ammonia was measured by dry 
biochemical method, and the evans blue (EB) 
content was examined by colorimetric method; 
the brain water content (BWC) was measured by 
means of dry-wet method and the aquaporin-4 
(APQ-4) in the brain tissue was assessed by im-
munohistochemistry.

RESULTS: In comparison with that in the nor-

mal group and nomal ammonia burden group, 
the arterial plasma ammonia was significantly 
increased in the cirrhosis group and cirrhosis 
ammonia burden group (420.18 ± 75.91, 97.20 ± 
29.66 μmol/L vs 42.62 ± 10.11, 59.33 ± 15.06 μmol/L; 
P < 0.05 or P < 0.01). The EB content (1.96 ± 0.55 
μg/g) and brain water content (75.14 ± 5.68) in 
the cirrhosis ammonia burden group were high-
er than those in the nomal group, nomal ammo-
nia burden group, and cirrhosis group (1.96 ± 0.55 
μg/g vs 1.05 ± 0.18, 1.19 ± 0.38, 1.41 ± 0.46 μg/g; 
75.14 ± 5.68 vs 62.14 ± 2.29, 66.27 ± 4.57 65.58 ± 
4.14; all P < 0.05). The location of APQ-4 expres-
sion in cirrhotic rats was consistent with that in 
normal rats, but both the intensity and area of 
APQ-4 expression were increased as compared 
with those in normal controls (P < 0.05).

CONCLUSION: APQ-4 expression is up-regulat-
ed in cirrhotic rats with hepatic encephalopathy, 
suggesting that APQ-4 may play a role in the oc-
currence of hepatic encephalopathy. 

Key Words: Aquaporin-4; Brain edema; Blood am-
monia; Blood-brain barrier; Liver cirrhosis; Immu-
nohistochemistry
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摘要
目的: 探讨肝硬化肝性脑病脑水肿的发生机
制, 为治疗脑水肿新方法的发现提供理论依据. 

方法: 实验大鼠随机分为正常组(n  = 10)、正
常氨负荷组(n  = 10)、肝硬化组(n  = 20)和肝硬
化氨负荷组(n  = 20). 后2组给予400 g/L CCl4

橄榄油, 按0.2 mL/kg腹腔注射, 2 次/wk, 共12 
wk. 前两组给与橄榄油, 注射剂量、部位、频
次、时间同后两组. 正常氨负荷组、肝硬化氨
负荷组分别在最后1次给药2 d后, 给与乙酸胺
盲肠注射. 4组大鼠通过尾静脉注射伊文思蓝
(EB)应用干式生化法测量动脉血氨, 比色法测

®

■背景资料
肝性脑病又称肝
昏 迷 ,  是 各 种 严
重肝病并发的、

以代谢紊乱为基
础、中枢神经系
统功能失调为表
现的常见并发症, 
其主要表现是意
识障碍、行为异
常和昏迷. 肝性脑
病的发病机制迄
今未完全明了. 本
研究采用CCl4制
备大鼠肝硬化动
物模型, 探讨肝硬
化大鼠在氨负荷
前后脑组织含水
量、BBB通透性
和AQP4的变化情
况, 从而探索肝硬
化肝性脑病的发
生机制. 
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量EB含量, 干-湿重法测量脑含水量, 免疫组
化法染色并通过图像分析系统分析脑组织中
AQP4的表达. 

结果: 肝硬化组动脉血氨与正常组、正常氨
负荷组比较有差异性(97.20±29.66 μmol/L 
vs  42.62±10.11, 59.33±15.06 μmol/L, 均
P <0.05), 肝硬化氨负荷组的动脉血氨(420.18
±75.91 μmol/L)与其他各组比较有明显的差
异性(P <0.01). 肝硬化组EB和脑含水量与正
常组、正常氨负荷组比较没有差异性, 而肝
硬化氨负荷组与其他各组比较有差异性(1.96
±0.55 μg/g vs  1.41±0.46, 1.19±0.38, 1.05±
0.18 μg/g; 75.14±5.68 vs  65.58±4.14, 62.14
±2.29, 66.27±4.57, 均P <0.05). 肝硬化大鼠
AQP4表达部位与正常大鼠一致, 但肝硬化大
鼠给与氨负荷后, 无论是平均吸光度还是显色
阳性面积均较正常组增高(P <0.05).

结论: AQP4可能在肝硬化肝性脑病大鼠脑水
肿形成中起一定的作用.

关键词: 水通道蛋白4; 脑水肿; 血氨; 血脑屏障; 肝

硬化; 免疫组化
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0  引言

肝性脑病又称肝昏迷 ,  是各种严重肝病并发

的、以代谢紊乱为基础、中枢神经系统功能失

调为表现的常见并发症, 其主要表现是意识障

碍、行为异常和昏迷. 肝性脑病的发病机制迄

今未完全明了. 一般认为产生肝性脑病的病理

生理基础是肝细胞功能衰竭和门腔静脉之间有

手术造成的或自然形成的侧支分流, 从而导致

主要来自肠道的许多毒性代谢产物-氨、芳香族

氨基酸和一些假性神经递质, 未经肝脏解毒和

清除, 经侧支循环直接进入体循环, 透过血脑屏

障而至脑部, 引起大脑功能紊乱. 另外, 肝性脑

病时常常出现脑水肿[1]. 最近有学者提出即使在

肝硬化阶段也普遍存在脑水肿且发现脑水肿存

在与肝性脑病密切相关[2-5]. Miese et al [6]对非酒

精性肝硬化患者的研究中也观察到了类似结果. 
本研究采用CCl4制备大鼠肝硬化动物模型, 

探讨肝硬化大鼠在氨负荷前后脑组织含水量、

BBB通透性和AQP4的变化情况, 从而探索肝硬

化肝性脑病的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠60只, 体质量250-300 g, 
由中国医科大学动物中心提供. 国药集团化学试

剂有限公司生产的CCl4溶液, 甲酰胺溶液; 武汉

博士德生物工程有限公司生产的AQP4试剂盒; 
瑞士Fluka公司生产的伊文思蓝(EB).
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: SD大鼠60只随机分为4组: 正
常组(n  = 10)与剩余的50只大鼠一同饲养, 不加

外界干预因素; 正常氨负荷对照组(n  = 10)与其

他50只大鼠一同饲养, 实验末给予氨负荷; 肝硬

化组(n  = 20)与其他40只大鼠一同饲养, 制备肝

硬化模型, 不加外界干预因素; 肝硬化氨负荷组

(n  = 20)与其他40只大鼠一同饲养, 制备肝硬化

模型, 实验末给予氨负荷. 
肝硬化组和肝硬化氨负荷组大鼠共40只, 

给予400 g/L CCl4橄榄油ip, 按0.2 mL/kg给药, 2 
次/wk, 给药时间为12 wk; 另两组大鼠给予同等

量的橄榄油ip, 2 次/wk, 时间为12 wk. 注射期间, 
观察大鼠的毛色、精神状态、体质量. 肝硬化

模型制备后, 应用角膜反射及翻转反射的存在

与否判断是否伴有HE的发生[7].
1.2.2 氨负荷的方法及测定: CCl4 12 wk最后一次

给药后2 d, 开腹后, 经盲肠给予乙酸氨(500 mg/kg, 
用0.5 mL蒸馏水稀释); 正常组及肝硬化组经盲

肠给予蒸馏水0.5 mL, 正常氨负荷组经盲肠给予

乙酸氨, 用量同肝硬化氨负荷组. 制造模型结束

后, 沿中线剪开腹腔, 暴露腹膜后的主动脉, 于
肾动脉下方约1 cm处进行腹主动脉穿刺, 抽取2 
mL动脉血肝素抗凝管密闭保存, 2 h内用上海强

生950干化学分析仪, 干式生化法检测动脉血氨

浓度.
1.2.3 血脑屏障通透性的检测: (1)建立标准曲线[8]: 
取伊文思蓝(EB)10 mg溶于100 mL生理盐水中, 
取出0.1 mL加入1.9 mL甲酰胺中, 混匀作为第1
管, 从第1管中取0.1 mL加入1.9 mL甲酰胺中, 混
匀作为第2管, 再从第2管中取1 mL加入1 mL甲
酰胺中混匀作为第3管, 以此类推共做6管, 其浓

度分别为5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0313和0.0156 
mg/L, 37℃避光水浴48 h, 于紫外分光光度仪上

(波长632 nm)进行比色, 蒸馏水作空白对照, 制
作出标准曲线. (2)血脑屏障(BBB)通透性的检

测: 动物尾静脉注射2% EB(2 mg/kg)2 h后, 迅速

断头(为清除血液中染料, 向左心室灌注生理盐

水, 直至右心室流出透明液体为止). 取脑称质

量, 加入3 mL甲酰胺, 37℃避光水浴48 h. 1500 

■研发前沿
肝性脑病是急性
或慢性肝衰竭的
主要并发症. 尽管
经过几十年的临
床和基础研究, 肝
性脑病发病的确
切机制仍然不十
分明确.
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r/min, 取上清于波长632 nm进行比色, 根据标

准曲线计算出EB含量, 结果以EB含量/脑质量

(μg/g)表示. 
1.2.4 脑含水量的测定: 应用干-湿重的方法测定

脑含水量[9]. 将脑组织用电子分析天平称湿质量

后, 置入100℃恒温箱中, 24 h后取出称干质量. 
以(湿质量-干质量)/湿质量×100%来计算脑含

水量, 以此代表脑水肿程度.
1.2.5 大脑组织免疫组化及图像分析: 处死后取

大脑组织, 4%甲醛溶液固定, 脑组织切片厚度

5-7 μm, HE染色, 脑组织切片抗原修复后, 内源

性过氧化物酶阻断, 链亲和素-酶复合物方法(SP
法)免疫组织化学染色, 滴加第一抗体: APQ-4
抗体(1∶1500)后, 4℃孵育过夜, 24 h后, 再加入

生物素标志第二抗体-链霉素抗生物素蛋白-过
氧化物酶(SP)-酶底物显色剂(辣根过氧化物酶, 
DAB), 光镜下观察组织细胞呈棕色, 即终止反应

并封片. 采用高清晰度彩色病理图文报告分析

系统对免疫组化图像进行分析(光密度和显色阳

性面积).
统计学处理 采用统计学分析: 血氨, EB值, 

脑含水量, AQP-4表达阳性面积和平均光密度值

等数据以mean±SD表示, 应用SPSS12软件进行

方差分析, 方差不齐时用Tamhane's方法检测, 方
差齐同时用Bonferroni方法检测. P值小于0.05认
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 模型建立情况及肝、脑组织病理改变 肝硬

化组大鼠死亡5只(12 wk末在肝硬化组大鼠中

随机处死2只, 以确定模型制备情况), 肝硬化氨

负荷组大鼠死亡8只, 正常组及正常氨负荷组大

鼠没有死亡. 活体观察: 肝硬化组及肝硬化氨负

荷组大鼠毛色蓬乱、不光洁、进食减少; 其中

仅肝硬化氨负荷组大鼠角膜反射与翻转反射消

失, 证明出现肝性脑病. 正常组及正常氨负荷组

大鼠没有上述改变. 病理: 肝硬化组及肝硬化氨

负荷组大鼠肝叶体积缩小, 部分可见尾叶代偿

性增大, 肝包膜起伏不平, 肝实质呈大小不等的

结节样外观, 质地硬. HE染色: 小叶结构破坏, 中
央静脉结构不清, 门汇管区扩大, 肝细胞排列紊

乱, 肝窦间隙消失, 小叶内可见肝细胞变性坏死

并伴有淋巴细胞浸润. 纤维组织增生有假小叶

形成, 见部分胆小管扩张及淤胆改变(图1). 正常

组及正常氨负荷组肝脏体积及肝叶形态比例正

常, 颜色红润, 质地柔软, HE染色: 肝小叶分界清

楚, 中央静脉与门汇管区结构关系正常, 辐射状

排列的肝细胞索整齐, 肝窦间隙均一. 脑组织除

肝硬化氨负荷组HE染色可见有细胞水肿, 部分

血管外隙增大, 以大脑的皮层灰质区明显, 皮质

下白质区及基底节区的改变不如上述区域, 其
余组脑细胞间隙正常, 无细胞肿胀、细胞外隙

和血管周围间隙改变(图2).
2.2 动脉血氨 肝硬化大鼠在未给与氨负荷前就

已经存在明显的血氨升高(97.20±29.66 μmol/L), 
与正常组(42.62±10.11 μmol/L)大鼠及正常氨

负荷组(59.33±15.06 μmol/L)大鼠比较均有显

著差异(P <0.05); 给与氨负荷后(420.18±75.91 
μmol/L)差异更加显著(P <0.01). 说明肝硬化大鼠

体内存在氨代谢紊乱, 当给与氨负荷后, 这种紊

乱表现更加显著(图3A).

■相关报道
最近, Papadopoulos 
et al又在肺炎球菌
脑膜炎模型中发
现AQP4敲除的大
鼠脑水肿及死亡
率明显低于野生
型大鼠. 说明不同
原因所致的脑水
肿, 其中AQP4所
起的作用不尽相
同. 

图  1  肝硬化假小叶形成(HE×40).

A

B

图  2  大鼠脑组织病理观(HE×200). A: 正常组; B: 肝硬化

氨负荷组.
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2.3 EB含量 肝硬化组大鼠EB含量(1.41±0.46 
μg/g)、正常氨负荷组大鼠EB含量(1.19±0.38 
μg/g)与正常组大鼠EB含量(1.05±0.18 μg/g)比
较没有显著差异(P >0.05); 肝硬化氨负荷组大鼠

EB含量(1.96±0.55 μg/g)与正常组大鼠EB含量

比较有明显的差异性(P <0.05). 结果表明肝硬化

肝性脑病时存在血脑屏障通透性的增高(图3B).
2.4 脑含水量 正常氨负荷组大鼠脑含水量(66.27
±4.57)与正常组大鼠(62.14±2.29)比较没有

差异性(P >0.05); 肝硬化组大鼠脑含水量(65.58
±4 .14)与正常组大鼠比较没有显著差异性

(P >0.05); 肝硬化氨负荷组大鼠脑含水量(75.14
±5 .68)与肝硬化组大鼠比较有显著差异性

(P <0.05). 结果表明肝硬化氨负荷组大鼠存在脑

水肿, 高血氨可以引起肝硬化大鼠脑水肿的发

生, 而肝硬化实验大鼠的脑水肿不明显(图3C).

2.5 脑组织A Q P-4免疫组化  免疫组化显示 : 
AQP-4表达主要于脑组织毛细血管周围, 高倍镜

观察可见沿细胞膜呈棕色条带状染色, 细胞质

无染色, 血管周围星形胶质细胞足突处染色尤

其明显呈连续条带状, 管状和点圆状, 肝硬化大

鼠AQP4表达部位与正常大鼠一致, 但肝硬大鼠

给与氨负荷后, 无论是平均光密度还是显色阳

性面积均较正常组增高(P <0.05, 图3D-E, 图4).图4).4).

3  讨论

肝性脑病是急性或慢性肝衰竭的主要并发症. 
尽管经过几十年的临床和基础研究, 肝性脑病

发病的确切机制仍然不十分明确. 尽管如此, 氨
中毒学说仍被认为是肝性脑病最重要的发病机

制. 本研究中分别给正常大鼠和肝硬化大鼠氨

负荷观察血氨水平, 结果表明, 肝硬化组、肝硬

■应用要点
通过肝硬化肝性
脑病发生机制的
研究, 可为肝性脑
病的治疗新方法
的发现提供理论
依据.

B

图  3  大鼠氨浓度、EB含量、脑含水量、APQ4光密度及阳性面积的比较. A: 动脉血氨浓度; B: EB含量; C: 脑含水量; D: 

APQ4光密度; E: APQ4阳性面积. 1: 正常组; 2: 正常氨负荷组; 3: 肝硬化组; 4: 肝硬化氨负荷组.A
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化氨负荷组大鼠的血氨均明显高于正常组的血

氨且肝硬化氨负荷组大鼠均出现肝性脑病, 提
示肝硬化大鼠在未给氨之前, 就已经存在氨代

谢紊乱. 氨负荷后, 这种紊乱更加加重, 引起脑

功能障碍, 进一步证明了肝硬化时氨对中枢神

经系统毒性作用的学说. 这种毒性作用的机制

可能是: (1)氨在星形胶质细胞内, 通过谷氨酰胺

合成酶合成谷氨酰胺. 谷氨酰胺是一种很强的

细胞内渗透剂, 其增加导致星形细胞肿胀并最

终导致脑水肿[10]. 影像学也提示谷氨酰胺增高与

脑水肿一致. (2)肝衰竭时, 过高的血氨可能抑制

丙酮酸脱氢酶和α-酮戊二酸脱氢酶, 干扰脑的能

量代谢以致大脑不能维持正常的功能而出现神

经精神症状[11]. (3)但也有学者提出是由于氨在

星形胶质细胞内合成谷氨酰胺时消耗的底物没

能及时补给所致[12]. 这都说明氨中毒在肝性脑病

发生中的重要性. 
本研究发现氨诱导的肝硬化肝性脑病大鼠

均存在脑水肿. 脑水肿形成除与血氨升高有关

外, 最近研究与BBB通透性增强也是相关的[8]. 
Mínguez et al [13]也发现, 血脑屏障通透性改变与

肝性脑病时脑水肿的发生有关. BBB是由脑微

血管内皮细胞及其形成的紧密连接、基膜和星

形胶质细胞足板构成的复杂系统, 一方面是分

隔血液与大脑的屏障, 阻止物质在两者间的通

透, 另一方面又是营养成分、代谢产物以及多

种化学信号分子等的进出通路, 从而构成一个

扩散性屏障[14]. 肝硬化时, 正电子发射体层显像

(positron emission tomography, PET)显示肝性脑

病患者血氨水平增高, 血脑屏障对氨的通透表

面积增大及大脑氨的代谢增高[15]. 本研究发现

氨诱导的肝硬化肝性脑病大鼠存在BBB通透性

增强. 这可能是由于星形胶质细胞的水肿, 引起

BBB间紧密连接破坏所致. 
本研究也发现肝硬化大鼠在给与氨负荷

后, 脑组织内AQP4表达增加明显且脑含水量

亦是增加的. 这进一步说明: 肝硬化肝性脑病

时, 脑内水转运可能存在跨膜转运过程. 目前研

究证实AQP4主要分布在脑组织的星形胶质细

胞膜上, 尤以脑血管周围的星形胶质细胞膜、

脑室脉络丛上皮细胞、室管膜细胞的膜上丰 
富[16-17], 还分布在渗透压感受的区域如视上核, 
下丘脑也有分布[18]. Nielsen et al [19]研究了大鼠

出生后发育过程中AQP4表达水平及细胞分布. 
显示AQP4在出生后第1周含量低, 在第2周明显

增加, 从生后7 d的2%增加到生后14 d的25%. 因

此认为从生后第2周, AQP4就开始发挥生理作

用. AQP4在脑组织中分布广泛、含量丰富, 提
示AQP4具有功能的多样性. 他可能参与中枢

渗透压的感受、脑脊液的分泌和重吸收、脑内

水平衡的维持、血浆渗透压调节、垂体加压素

的分泌等. Vizuete et al认为AQP4 mRNA表达

水平调节与血脑屏障破坏, 胶质细胞肿胀有关. 
在BBB中, 内皮细胞和胶质细胞都表达AQP4. 
AQP4表达水平改变使毛细血管内皮细胞及其

周围的胶质细胞肿胀, 持续的肿胀将导致BBB
结构破坏、通透性增加. 在脑缺血或创伤性损

伤后AQP4表达增强与脑水肿的程度呈正比关

系[16]. 以上结果说明AQP4在脑水肿的发生和发

展中发挥了重要作用, 其表达水平的变化导致

细胞膜通透性改变及水的重新分布, 从而改变

脑内水平衡状态. 另外, Rama Rao et al [20]发现

在用氨培养的星形细胞中, AQP4表达增加出现

A

B

C

图  4  大鼠脑组织AQP-4表达(SP×400). A: 正常组; B: 肝硬

化组; C: 肝硬化氨负荷组.

■同行评价
本文研究肝硬化
大鼠脑水肿的因
素及其机制, 对进
一步认识肝性脑
病的病理生理有
一定的意义, 具有
较好的学术价值.
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在培养的10 h后, 星形细胞水肿的2 h前. 说明

AQP4表达的增加与星形细胞水肿有着因果关

系. 这可能是由于氨通过氧化应激[21]和改变线

粒体通透性[22]使APQ4表达增加而导致的星形

细胞水肿. 并且, 这一过程可分别被抗氧化剂[23]

和线粒体通透性改变的抑制剂[24]阻断. 本实验

发现肝硬化肝性脑病脑水肿时, AQP4表达是增

高的. 推测AQP4可能通过一系列作用改变BBB
的通透性, 改变脑内水平衡状态, 引起脑水肿发

生. Papadopoulos et al [25]发现脑内恶性肿瘤周围

AQP4表达上调与细胞外容积减小密切相关, 并
因此限制了来源于肿瘤血管床的细胞外液向正

常脑实质渗漏. 这提示AQP4表达上调是机体对

脑水肿的适应性改变. 但是Manley et al [26]对剔除

AQP4基因后大鼠水中毒和脑缺血模型进行观

察, 发现AQP4基因敲除的大鼠存活率明显高于

野生型大鼠, 而且脑水含量和星形胶质细胞周

围毛细血管水肿减轻. 最近, Papadopoulos et al [27]

又在肺炎球菌脑膜炎模型中发现AQP4敲除的

大鼠脑水肿及死亡率明显低于野生型大鼠. 说
明不同原因所致的脑水肿, 其中AQP4所起的作

用不尽相同. 
肝性脑病的发病机制是复杂的. 本研究提

示高血氨可使肝硬化肝性脑病大鼠脑水肿加重, 
肝硬化肝性脑病时BBB通透性增强. 肝硬化肝

性脑病与脑水肿密切相关且这时AQP4表达是

增加的. AQP4在肝硬化肝性脑病大鼠脑组织中

表达增加, 其确切的作用还有待进一步研究. 通
过肝硬化肝性脑病发生机制的研究, 可为肝性

脑病的治疗新方法的发现提供理论依据. 
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