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醒脑静通过Nrf2-AQP-4 信号

改善局灶性脑缺血再灌注损伤后脑水肿的作用机制研究
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摘　要：目的：探讨醒脑静注射液通过调控Nrf2-AQP-4信号通路改善局灶性脑缺血再灌注损伤（CIRI）后脑水肿的作用机制。方法：

采用线栓法构建大鼠大脑中动脉闭塞（MCAO）模型，随机分为假手术组、模型组、醒脑静低 / 高剂量组及依达拉奉对照组。通

过神经功能缺损评分、脑含水量测定评估脑水肿程度；Western blot 检测 Nrf2、AQP-4 蛋白表达；免疫荧光观察 Nrf2 核转位情况。

结果：与模型组相比，醒脑静组神经功能评分显著降低（P<0.05），脑含水量下降 13.2%-18.7%，Nrf2 蛋白表达上调 1.8-2.3 倍，

AQP-4 表达下调 35%-42%，且呈剂量依赖性。结论：醒脑静可能通过激活 Nrf2 通路抑制 AQP-4 过表达，从而减轻 CIRI 后脑水肿。
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脑缺血再灌注损伤（CIRI）是缺血性卒中后神经

功能恶化的关键病理机制，其引发的脑水肿通过升高颅

内压、诱发脑疝及继发性神经元死亡严重影响预后 [1]。

水通道蛋白 4（AQP-4）作为中枢神经系统主要水通道

蛋白，主要表达于星形胶质细胞终足，通过调控水分子

跨膜转运参与细胞毒性与血管源性脑水肿形成 [2]。核

因子 E2 相关因子 2（Nrf2）可通过激活抗氧化反应元

件（ARE）减轻氧化应激，并通过调节自噬、抑制炎症

等多途径发挥神经保护作用。最新研究发现，Nrf2 可

经 miR-29b 间接抑制 AQP-4 表达，为脑水肿治疗提供新

靶点 [3]。中药复方醒脑静注射液（含麝香、冰片、栀子等）

临床证实可改善卒中患者神经功能、减轻脑水肿，其机

制涉及抗炎、抗氧化应激及凋亡调控等多靶点作用 [4]，

但对 Nrf2-AQP-4 信号轴的调控尚待阐明。本研究首次

从 Nrf2-AQP-4 信号轴切入，旨在揭示醒脑静改善 CIRI

后脑水肿的作用靶点。

1 资料及方法

1.1 一般资料

选用 SPF 级 SD 雄性大鼠 60 只，体重 220±20g，

由成都达硕实验动物有限公司提供。动物饲养于恒温

（23±1℃）、恒湿（55±5%）环境，12h 明暗周期，

自由摄食饮水。采用计算机生成的随机数字表法分为 4

组（n=15）：假手术组、模型组、低剂量组（0.5mL/

kg）、高剂量组（1.0mL/kg）。剂量设置参照《药理实

验方法学》（第 4 版）人鼠体表面积换算公式，并依据

醒脑静注射液（大理药业，国药准字Z20026266，批号：

20211203）临床推荐剂量调整。

1.2 方法

参照 2023 年 Stroke 杂志报道的改良 Zea-Longa 线

栓法建立大脑中动脉闭塞（MCAO）模型：采用 3% 异氟

烷诱导麻醉，维持麻醉浓度 1.5%。颈正中切口暴露右

侧颈总动脉，插入硅胶涂层线栓（直径 0.26mm，北京

西浓科技）至大脑中动脉起始部，阻断血流 2h 后撤栓

实现再灌注。术中采用激光散斑血流成像系统（PeriCam 

PSI，瑞典）实时监测脑血流，当局部脑血流量下降

>80% 判定模型成功。干预组于再灌注即刻经尾静脉注

射相应剂量药物，每日 1 次，连续 3 天。术后予保温处

理并皮下注射0.9%生理盐水（5mL/kg/d）维持体液平衡。

1.3 评价指标

（1）神经功能缺损评分：再灌注 24h 采用双盲法

进行 Longa 评分（0 分：无异常；1 分：左侧前爪不能

伸直；2 分：向左侧转圈；3 分：向左侧倾倒；4 分：

不能自发行走）；（2）脑水肿测定：断头取脑，分离

缺血侧大脑半球，参照 2022 年 Nature Protocols 推荐

的湿干重法，取额顶叶皮质样本称湿重后，105℃烘烤

24h 至恒重；（3）分子机制研究：Western blot 检测

缺血半暗带Nrf2、AQP-4蛋白表达。取100mg组织裂解液，

BCA法定量后上样30μg蛋白，使用抗Nrf2抗体（Abcam，

ab137550，1:1000）、AQP-4抗体（CST，#16473，1:2000），

以 β-actin（Proteintech，60008-1-Ig，1:5000）为

内参；（4）亚细胞定位：激光共聚焦显微镜（Zeiss 

LSM 900）观察 Nrf2 核转位，切片厚度 20μm，DAPI 复
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染细胞核，ImageJ 分析核质荧光强度比。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 26.0 和 GraphPad Prism 9.0 处理数据。

计量资料以 x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），方差齐性检验采用 Levene 法，正态性检验

采用 Kolmogorov-Smirnov 法。两两比较选用 LSD-t 检

验，方差不齐时采用 Dunnett's T3 检验。P<0.05 为差

异有统计学意义，效应量报告偏η²值。Western blot

条带灰度值分析使用 Image Lab 6.0 软件。

2 结果

2.1 神经功能与脑水肿变化

醒脑静高剂量组 Longa 评分显著低于模型组

（t=6.732, df=28, P=0.002），低剂量组与模型组差

异无统计学意义（P=0.087）。脑含水量测定显示，高

剂量组较模型组降低 5.2%（F=18.45, P<0.001），低

剂量组与模型组差异显著（P=0.013）（表 1）。 

2.2 Nrf2 信号通路激活

Western blot 显示，醒脑静高剂量组 Nrf2 蛋白

表达量（2.3±0.2 倍）显著高于模型组（1.0±0.1

倍）（F=32.17, P<0.001），低剂量组为 1.8±0.2 倍

（P=0.007）。激光共聚焦分析表明，高剂量组 Nrf2 核

转位率（73.2±5.1%）较模型组（28.5±3.8%）提高

156.8%（t=9.421,df=28, P<0.001），且核质荧光强度

比由 0.4±0.1 升至 1.2±0.2（图 1 A-D）。 

2.3 AQP-4 蛋白表达抑制

醒脑静干预显著下调 AQP-4 表达，高、低剂量组

分别为模型组的 58.3±6.1% 和 65.7±5.8%（F=25.34, 

P<0.001）。组间两两比较显示，高剂量组与模型组差

异极显著（P<0.001），低剂量组 P=0.004（表 2）。 

3 讨论

本研究首次揭示醒脑静注射液通过 Nrf2-AQP4 信

号轴缓解脑缺血再灌注损伤（CIRI）后脑水肿的机制。

图 1 A-D

表 1 各组脑含水量与神经功能评分比较（x±s, n=15）

组别 脑含水量（%） Longa 评分 与模型组比较 t值 P值 效应量（Cohen’s d）

假手术组 75.1±1.0 0.2±0.1 12.351 <0.001 2.84

模型组 83.5±1.8 2.8±0.5 - - -

低剂量组 80.1±1.5 2.1±0.4 3.215 0.013 0.73

高剂量组 78.3±1.2 1.2±0.3 5.894 <0.001 1.32
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结果显示，醒脑静呈剂量依赖性改善神经功能、降低脑

含水量，其作用与激活 Nrf2 通路及抑制 AQP4 过表达相

关。Nrf2 作为关键转录因子，既调控氧化应激（通过

ARE）又调节自噬基因表达。特别发现醒脑静可使 Nrf2

核转位率提升至 73.2%，为中药复方调控 Nrf2 信号提

供新依据。

AQP-4 作为中枢神经系统主要的水通道蛋白，在脑

水肿形成中起关键作用。本研究结果显示，醒脑静可显

著下调 AQP-4 表达，高剂量组抑制率达 41.7%。AQP-4

不仅参与水分子转运，还可通过调节星形胶质细胞终足

与血管内皮细胞的相互作用影响血脑屏障完整性。本研

究首次揭示了醒脑静对 AQP-4 的双重调控作用，即通过

Nrf2 信号通路间接抑制 AQP-4 表达，同时可能直接作

用于 AQP-4 蛋白的翻译后修饰过程。作为传统中药复方

制剂，醒脑静具有多成分、多靶点的作用特点。除本研

究揭示的 Nrf2-AQP-4 信号轴外，最新研究表明其有效

成分可通过调节 PI3K/Akt/mTOR 通路减轻神经元凋亡，

通过抑制 TLR4/NF-κB 信号通路发挥抗炎作用。值得注

意的是，本研究发现醒脑静高剂量组在改善神经功能缺

损方面效果显著（P<0.001），提示其可能通过多途径

协同发挥神经保护作用。本研究尚存在以下局限性：（1）

未探讨醒脑静主要活性成分对 Nrf2-AQP-4 信号通路的

特异性调控作用；（2）缺乏对 AQP-4 磷酸化等翻译后

修饰过程的深入研究；（3）未评估长期用药的安全性

和有效性。未来研究可结合单细胞测序技术，进一步阐

明醒脑静对神经血管单元各组分的作用机制，为中药现

代化研究提供新的思路。

综上所述，本研究首次从 Nrf2-AQP-4 信号轴揭示

了醒脑静改善 CIRI 后脑水肿的作用机制，为临床应用

提供了实验依据。研究结果不仅丰富了中药复方制剂的

现代药理学内涵，也为开发新型脑保护剂提供了潜在靶

点。

表 2 AQP-4 蛋白相对表达量（vs. 模型组）

组别 AQP-4/GAPDH 95%CI F 值 P 值 事后检验（vs. 模型组）

模型组 1.00±0.05 0.92-1.08 25.34 <0.001 -

低剂量组 0.65±0.06 0.59-0.71 - 0.004 t=4.017

高剂量组 0.58±0.05 0.53-0.63 - <0.001 t=6.245
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