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水通道蛋白９在缺氧缺血性脑病新生小鼠认知功能障碍中的作用

巴庆华

（河南中医药大学附属人民医院／郑州人民医院神经内科，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨水通道蛋白９（ＡＱＰ９）在缺氧缺血性脑病（ＨＩＥ）新生小鼠认知功能障碍中的作用及其机制。
方法　将９０只昆明新生小鼠随机分为对照组、模型组和ＡＱＰ９组，每组３０只。对照组小鼠正常喂养，不建立ＨＩＥ模
型，模型组和ＡＱＰ９组小鼠采用电凝法闭合颈总动脉建立ＨＩＥ模型；建模成功后３０ｍｉｎ，ＡＱＰ９组小鼠给予单次腹腔
注射２０μｇＡＱＰ９，对照组和模型组小鼠腹腔注射等量的生理盐水。分别于干预后第１、３、７天，每组选取１０只小鼠颈
椎脱臼处死，取海马组织。采用反转录聚合酶链反应法检测对照组和模型组小鼠海马组织中 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ表达，免
疫荧光法检测小鼠海马组织中ＡＱＰ９蛋白（对照组和模型组）和Ｋｉ６７蛋白（对照组、模型组和ＡＱＰ９组）表达，干预
后第３～７天处死小鼠前进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测３组小鼠空间学习记忆能力。结果　干预后第１、３、７天对照组
小鼠海马组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组小鼠干预后第３天时
海马组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量显著高于干预后第１、７天（Ｐ＜０．０５），模型组小鼠干预后第１天与第７
天时海马组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预后第１、３、７天，模型组小
鼠海马组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。对照组小鼠干预后第１、３、７天海马组
织中Ｋｉ６７蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；模型组和 ＡＱＰ９组小鼠干预后第７天时海马组织中
Ｋｉ６７蛋白相对表达量显著高于干预后第１、３天（Ｐ＜０．０５），模型组和 ＡＱＰ９组小鼠干预后第１、３天时海马组织中
Ｋｉ６７蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预后第１、３、７天，模型组小鼠海马组织中Ｋｉ６７蛋白相对
表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），ＡＱＰ９组小鼠海马组织中 Ｋｉ６７蛋白相对表达量显著高于对照组和模型组（Ｐ＜
０．０５）。干预后第３～７天，对照组和ＡＱＰ９组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期均逐渐缩短（Ｐ＜０．０５），而模型组小
鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期无显著变化（Ｐ＞０．０５）；干预后第３、４、５天，３组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预后第６、７天时，模型组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期显著长于对照组
（Ｐ＜０．０５）；干预后第６天，ＡＱＰ９组与对照组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
干预后第７天，ＡＱＰ９组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期显著短于模型组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＩＥ小鼠海马组织中
ＡＱＰ９表达上调，外源性ＡＱＰ９蛋白可以改善ＨＩＥ小鼠的空间学习记忆能力，其机制可能与外源性 ＡＱＰ９蛋白促进
Ｋｉ６７表达有关。
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ｔｈａｔｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｔｈｉｒｄｄａｙａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｋｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＱＰ９ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｔｈｉｒｄｄａｙａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（Ｐ＞
０．０５）．Ｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔ，ｔｈｉｒｄａｎｄｓｅｖｅｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＱＰ９ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）．Ｆｒｏｍｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙｔｏｔｈｅｓｅｖｅｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅ
ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＱＰ９ｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ
ｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄ，ｆｏｕｒｔｈａｎｄｆｉｆｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅ
ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｏｎ
ｔｈｅｓｉｘｔｈａｎｄｓｅｖｅｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭｏｒｒｉｓ
ｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡＱＰ９ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｓｉｘｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅ
ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＱＰ９ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｏｎ
ｔｈｅｓｅｖｅｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ９ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｏｆＨＩＥｍｉｃｅ．ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＡＱＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＩＥｍｉｃｅ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｅｘｏｇｅｎｏｕｓＡＱＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ；ａｑｕａｐｏｒｉｎ９；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｋｉ６７；ｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｙ

　　新生儿缺氧缺血性脑病（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｅｎ
ｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＨＩＥ）是指围生期各种原因导致的新生
儿缺氧缺血性脑部病变［１］。ＨＩＥ是新生儿死亡和继
发性脑性瘫痪及智力障碍等的重要原因，发病机制

复杂［２］。随着医疗技术的发展，ＨＩＥ患儿病死率逐
年下降，但存活新生儿常遗留认知功能障碍，严重影

响患儿的生存质量［３４］。水通道蛋白９（ａｑｕａｐｏｒｉｎ９，
ＡＱＰ９）广泛存在于脑组织，在皮层和海马组织中均
有表达［５６］。有研究显示，ＡＱＰ９对甘油、乳酸、尿素
的强通透性不仅参与水的运输和平衡，而且参与脑

组织能量代谢［７］。田培超等［８］研究发现，ＨＩＥ小鼠
脑组织中ＡＱＰ９表达水平显著升高，提示 ＡＱＰ９可
能在ＨＩＥ的发生和发展中发挥作用。有研究发现，
小鼠海马组织损伤后 ＡＱＰ９表达水平升高［９］，而海

马是中枢神经系统中对空间记忆和学习至关重要的

区域［１０］，因此，ＡＰＱ９可能与认知功能损害有关。
陆蔚天等［１１］建立了阿尔茨海默病小鼠模型，发现小

鼠学习记忆能力明显下降，并且海马和齿状回组织

中ＡＰＱ９表达明显上调，推测ＡＰＱ９与阿尔茨海默
病小鼠的学习记忆损伤有关。本研究通过建立ＨＩＥ

小鼠模型，观察ＨＩＥ小鼠空间学习记忆能力的变化
和海马组织中ＡＰＱ９及增殖细胞核抗原Ｋｉ６７的表
达，探讨ＡＰＱ９在ＨＩＥ小鼠认知功能损伤中的作用
及可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　９０只健康无特定病原级雄性昆明
新生小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０２１０００６，７日龄，体质量
（６．２５±１．０２）ｇ。
１．２　主要试剂和仪器　抗 ＡＱＰ９和 Ｋｉ６７多克隆
抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，免疫荧光试剂盒购自上
海卧宏生物科技有限公司，重组鼠 ＡＱＰ９购自上海
钰博生物科技有限公司，ＡＱＰ９和甘油醛３磷酸脱
氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）引物购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，生物素标记的
羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ、聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）相关试剂盒购自上海碧云天生
物技术有限公司。ＰＣＲ扩增仪购自美国 ＡＢＩ公司，
ＷＤ９４１３Ｃ型凝胶成像分析系统购自北京六一生物
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科技有限公司，ＣｈａｍｐＣｈｅｍｉＴＭ Ｔｏｐ６１０全自动化学
发光荧光分析仪购自西安中团生物科技有限公司，

ＣＲ２２ＧⅢ高速离心机购自日本日立公司，Ｅｔｈｏ
ＶｉｓｉｏｎＸＴ７．０行为影像采集系统购自荷兰 Ｎｏｌｄｕｓ
公司。

１．３　实验方法
１．３．１　实验分组和 ＨＩＥ模型制备　将９０只昆明
小鼠随机分为对照组、模型组和 ＡＱＰ９组，每组３０
只。对照组小鼠正常喂养，不建立 ＨＩＥ模型。模型
组和ＡＱＰ９组小鼠参照ＮＥＭＥＴＨ等［１２］报道的方法

构建 ＨＩＥ小鼠模型，模型制备方法：异氟烷吸入麻
醉下行颈部正中切口，分离右侧颈总动脉，采用电凝

法闭合颈总动脉，随后缝合伤口；术后将动物放置于

３７℃密闭舱内，通入含体积分数５％ ＣＯ２的氮气，
将氧体积分数调至８％，１．５ｈ后取出，送回母鼠笼
中继续喂养。建模成功后３０ｍｉｎ，ＡＱＰ９组小鼠给
予腹腔单次注射２０μｇＡＱＰ９进行干预，对照组和
模型组小鼠腹腔注射等量的生理盐水。

１．３．２　脑组织取材　分别于干预后第１、３、７天，每
组选取１０只小鼠颈椎脱臼处死，剪下小鼠头部后立
即在冰上解剖，分离并取出海马组织，标记后于－７０℃
冰箱中保存备用。每次随机选取５只小鼠的海马组
织制备石蜡切片，进行免疫荧光检测；另５只小鼠的
海马组织分为２份，一份用于提取 ＲＮＡ，另一份用
于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测。
１．３．３　反转录ＰＣＲ法检测小鼠海马组织中ＡＱＰ９
ｍＲＮＡ表达　取对照组和模型组小鼠海马组织，采
用ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，以提取出的总 ＲＮＡ为模
板，采用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，然后进行 ＰＣＲ，
反应条件：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，共计４０
个循环，以ＧＡＰＤＨ为内参。ＡＱＰ９上游引物序列为
５′ＧＣＡＧＴＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＡＧ３′，下游引物序列为５′
ＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物序列为
５′ＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＧＧＡＣＡＴＡＧ３′，下游引物序列为
５′ＧＴＴＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＧＡＣＡ３′。将扩增产物进行
琼脂糖凝胶电泳，应用凝胶图像分析系统扫描条带

的灰度值，采用２－ΔΔＣｔ法计算 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ的相对
表达量。实验重复３次，取均值。
１．３．４　免疫荧光法检测小鼠海马组织中ＡＱＰ９和
Ｋｉ６７蛋白表达　取小鼠海马组织，４０ｇ·Ｌ－１多聚
甲醛固定、水冲洗、梯度乙醇脱水、二甲苯中浸泡、石

蜡包埋，制作５μｍ厚的石蜡切片；将切片进行二甲
苯浸泡脱蜡、抗原修复、体积分数 ５％山羊血清封
闭；加ＡＱＰ９（对照组和模型组）和 Ｋｉ６７（对照组、

模型组和 ＡＱＰ９组）兔抗小鼠一抗（滴度 １
１０００），４℃孵育过夜；磷酸盐缓冲溶液清洗３次，
每次 ５ｍｉｎ；加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二
抗（滴度１５００），室温孵育１ｈ；４′，６二脒基２苯
基吲哚染色１５ｍｉｎ，用 Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液洗涤５ｍｉｎ；
封片，荧光显微镜下观察并拍照。ＡＱＰ９、Ｋｉ６７蛋白
阳性表达为细胞质着红色，细胞核着蓝色，Ｍｅｒｇｅｄ
指２种染色同时出现。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析
软件分析图像的吸光度值，以吸光度值表示ＡＱＰ９和
Ｋｉ６７蛋白的相对表达量。
１．３．５　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测小鼠空间学习记忆
能力　干预后第３～７天处死小鼠前进行 Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫测试。将３组小鼠分别从４个象限放入水中，
记录小鼠爬上平台所用时间（平台置于第３象限，低
于水位２ｃｍ），应用ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ７．０行为影像采集
系统记录小鼠６０ｓ内爬上平台所需时间（逃避潜伏
期）。逃避潜伏期越短，提示小鼠学习记忆力

越好［１３］。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据
统计分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　对照组和模型组小鼠海马组织中 ＡＱＰ９
ｍＲＮＡ表达比较　结果见表１。干预后第１、３、７天
对照组小鼠海马组织中 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对表达量
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组小鼠干
预后第３天时海马组织中 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对表达
量显著高于干预后第 １、７天，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；模型组小鼠干预后第１天与第７天时
海马组织中 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。干预后第１、３、７天，模型
组小鼠海马组织中 ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对表达量显著
高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　对照组和模型组小鼠海马组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对
表达量比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＱＰ９
ｍＲＮＡｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＱＰ９ｍＲＮＡ相对表达量

第１天 第３天 第７天
Ｆ Ｐ

对照组 ５ ０．６５±０．０８ ０．６７±０．１０ ０．６６±０．０７ ０．０７０ ０．９３２
模型组 ５ １．２５±０．０８ ２．５４±０．２３ａ １．５６±０．２１６５．７７９ ０．０００
ｔ １１．８５９ １６．６７３ ３９．３９６
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与第１、７天比较ａＰ＜０．０５。

·８０６· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２２年　第３９卷



２．２　对照组和模型组小鼠海马组织中ＡＱＰ９蛋白
相对表达量比较　结果见图１和表２。干预后第１、
３、７天对照组小鼠海马组织中ＡＱＰ９蛋白相对表达
量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组小鼠
干预后第３天时海马组织中 ＡＱＰ９蛋白相对表达
量显著高于干预后第 １、７天，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；模型组小鼠干预后第１天与第７天时
海马组织中 ＡＱＰ９蛋白相对表达量比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。干预后第１、３、７天，模型组
小鼠海马组织中 ＡＱＰ９蛋白相对表达量显著高于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　干预后第３天对照组和模型组小鼠海马组织中ＡＱＰ９

蛋白表达（免疫荧光染色，×２００）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆ

ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙ

ａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

表２　对照组和模型组小鼠海马组织中 ＡＱＰ９蛋白相对表

达量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＱＰ９

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＱＰ９蛋白相对表达量

第１天 第３天 第７天
Ｆ Ｐ

对照组 ５ ７８５．２６±１０１．２３ ７８０．２６±１２４．３１ａ ７８３．３３±１１８．９４ ０．００２ ０．９９８
模型组 ５ １０４２．３１±１８５．３６ａ１４２４．３５±２０１．３４ａ １１２４．３６±２１４．３５ ５．０２１ ０．０２６
ｔ ２．７２２ ６．０８７ ３．１１１
Ｐ ０．０３５ ０．００１ ０．０２１

　　注：与第１、７天比较ａＰ＜０．０５。

２．３　对照组、模型组和 ＡＱＰ９组小鼠海马组织中
Ｋｉ６７蛋白相对表达量比较　结果见图 ２和表 ３。
对照组小鼠干预后第１、３、７天海马组织中 Ｋｉ６７蛋
白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
模型组和ＡＱＰ９组小鼠干预后第７天时海马组织
中Ｋｉ６７蛋白相对表达量显著高于干预后第 １、３
天，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；干预后第１、３、７
天，模型组小鼠海马组织中 Ｋｉ６７蛋白相对表达量
显著高于对照组，ＡＱＰ９组小鼠海马组织中Ｋｉ６７蛋

白相对表达量显著高于对照组和模型组，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　干预后第７天对照组、模型组和ＡＱＰ９组小鼠海马组
织中Ｋｉ６７蛋白表达（免疫荧光染色，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＱＰ９ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ７ｔｈ

ｄａｙａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
表３　对照组、模型组和ＡＱＰ９组小鼠海马组织中Ｋｉ６７蛋
白相对表达量比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＫｉ６７
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＱＰ９ｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
Ｋｉ６７蛋白

第１天 第３天 第７天
Ｆ Ｐ

对照组 ５ ４６９．３２±８５．２６ ４８５．３６±１００．０２ ５２４．３３±１１５．３２ ０．３９３ ０．６８４

模型组 ５ ５１２．３６±７１．３３ａ ５６９．３２±６３．３５ａ ６８９．２１±８６．５４ａｂ ４．４０３ ０．０２６

ＡＱＰ９组 ５ ６３９．２１±９６．５４ａｃ ６８５．３６±８４．３９ａｃ ８３６．２５±９６．３２ａｂｃ ６．３８６ ０．０１３

Ｆ ３．９５７ ６．０８７ １２．１４９

Ｐ ０．０４１ ０．００９ ０．００１

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与第１、３天时比较ｂＰ＜０．０５；与模

型组比较ｃＰ＜０．０５。

２．４　对照组、模型组和ＡＱＰ９组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫实验逃避潜伏期比较　结果见表４。干预后第３～
７天，对照组和 ＡＱＰ９组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃
避潜伏期均逐渐缩短（Ｐ＜０．０５），而模型组小鼠
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期无显著变化（Ｐ＞
０．０５）。干预后第３、４、５天，３组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
实验逃避潜伏期比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；干预后第６、７天时，模型组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫实验逃避潜伏期显著长于对照组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。干预后第６天，ＡＱＰ９组与对照
组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预后第７天，ＡＱＰ９组小鼠
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期显著短于模型组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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表４　对照组、模型组和ＡＱＰ９组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏期比较
Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｉｎＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＱＰ９
ｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
逃避潜伏期／ｓ

第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
Ｆ Ｐ

对照组 １０ ４５．２３±９．３２ ４２．３０±６．３８ ３６．０２±７．０３ ３３．２８±４．３９ ２５．３９±６．１２ １０．２６５ ０．００９
模型组 １０ ４６．２５±５．３６ ４５．２６±７．１４ ４２．３６±１１．５２ ４４．３９±８．０７ａ ４３．２５±６．２７ａ ０．２０１ ０．６８１
ＡＱＰ９组 １０ ４５．０２±１０．００ ４３．２９±８．１７ ３８．６９±１３．０７ ３６．３２±９．０１ ３１．５２±５．０１ｂ ６．３５２ ０．０３９
Ｆ ０．５３６ ０．４９６ ２．０２５ ４．０２１ ７．０２１
Ｐ ０．６８０ ０．８２１ ０．１０２ ０．０３８ ０．００８

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

　　ＨＩＥ是新生儿死亡和发生神经系统后遗症的主
要原因，近年来，随着医疗技术的发展，ＨＩＥ患儿存
活率显著提高，但ＨＩＥ患儿往往存在不同程度的神
经系统后遗症，给患儿及其家庭、社会造成沉重的负

担［１４］。ＨＩＥ发病机制复杂，是一个多环节、多因素
的病理生理过程。因此，阐明导致新生儿 ＨＩＥ的发
病机制对降低ＨＩＥ的伤残率具有重要意义。
　　学习和记忆是人类赖以生存、不可缺少的高级
神经生理活动，缺血缺氧会导致局部脑组织损伤，损

害大脑的学习记忆功能，海马主要负责长时记忆的

存储转换和定向等功能，与学习和记忆功能密切相

关［１５］。ＡＱＰ９广泛存在于细胞膜上，是具有促进水
分子快速跨细胞膜转运作用的水通道蛋白［１６］。

ＡＱＰ９在神经系统中的主要作用是参与水平衡和能
量代谢，对脑内水转运和脑脊液循环有重要作

用［１７］。田培超等［８］研究发现，ＨＩＥ小鼠建模后３０、
６０、９０、１２０ｍｉｎ，顶叶组织中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的
相对表达量显著高于正常小鼠，提示 ＡＱＰ９可能在
ＨＩＥ的发生、发展中发挥重要作用。本研究结果显
示，干预后第 １、３、７天，模型组小鼠海马组织中
ＡＱＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量显著高于对照
组，模型组小鼠干预后第３天时海马组织中 ＡＱＰ９
ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量显著高于干预后第１、７
天，提示ＡＱＰ９在 ＨＩＥ小鼠海马组织中表达上调，
且ＡＱＰ９的表达可能有时间窗，ＡＱＰ９可能与小鼠
ＨＩＥ的发生、发展有关。小鼠脑部缺血缺氧可导致
细胞膜上Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶功能障碍，上调蛋白激酶Ａ
的表达，激活ＡＱＰ９ｍＲＮＡ表达，从而使ＡＱＰ９蛋白
表达升高。本研究采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验观察３组
小鼠的空间学习记忆能力，结果显示，随着测试时间

延长，对照组和ＡＱＰ９组小鼠逃避潜伏期均明显缩
短，而模型组小鼠逃避潜伏期未见明显变化；干预后

第６、７天，模型组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验逃避潜伏
期显著长于对照组，提示 ＨＩＥ小鼠的空间学习记忆

能力受损。干预后第７天，ＡＱＰ９组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫实验逃避潜伏期显著短于模型组，提示外源性

ＡＱＰ９可以显著改善 ＨＩＥ小鼠的空间学习记忆能
力。ＨＷＡＮＧ等［１８］研究发现，沙鼠脑缺血缺氧

５ｍｉｎ后海马ＣＡ１区胶质细胞中ＡＱＰ９ｍＲＮＡ表达
明显上调。ＪＩ等［９］研究发现，缺血缺氧后小鼠海马

神经元明显丢失，血管生成明显减少，且海马中

ＡＱＰ９蛋白表达水平明显上升。
　　Ｋｉ６７是细胞增殖的内源性标志物。王骅等［１９］

研究发现，ＨＩＥ新生小鼠脑组织中 Ｋｉ６７表达水平
明显下降，提示缺血缺氧损伤会降低神经细胞增殖。

本研究结果显示，干预后第１、３、７天，模型组小鼠海
马组织中 Ｋｉ６７蛋白表达显著高于对照组，ＡＱＰ９
组小鼠海马组织中Ｋｉ６７蛋白表达显著高于对照组
和模型组，提示外源性 ＡＱＰ９蛋白可能通过上调
Ｋｉ６７蛋白表达而诱导神经细胞增殖，从而改善ＨＩＥ
小鼠的空间学习记忆能力。

　　综上所述，ＡＱＰ９在 ＨＩＥ小鼠海马组织中表达
上调，且表达有时间窗；外源性 ＡＱＰ９可能通过促
进Ｋｉ６７蛋白的表达而诱导神经细胞增殖，从而改
善小鼠的空间学习记忆能力。本研究尚存在不足之

处，虽然发现外源性 ＡＱＰ９可能通过促进 Ｋｉ６７蛋
白表达而诱导神经细胞增殖，但未明确其具体的机

制；另外，本研究检测了海马组织中 ＡＱＰ９的表达，
未检测大脑皮层及基底节区 ＡＱＰ９的表达，而这些
脑区与认知功能密切相关；这些方面有待于后期实

验进一步研究。
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