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大鼠脑缺血后海马 CA2 区 FLVCR 和 BCRP 的表达及
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究脑缺血后血红素铁转运蛋白人类猫白血病 C 亚类病毒受体( feline leukemia virus subgroup C
receptor,FLVCR)及胸腺癌抵抗蛋白(breast cancer resistance protein,BCRP)随时间表达及益气活血法脑泰方(黄芪、
川芎、地龙、僵蚕)提取物干预对 FLVCR 及 BCRP 表达的影响。 方法摇 实验分两步进行,第一部分实验:随机将 SD
大鼠分为 2 h、6 h、12 h、24 h、72 h 组,采用大脑中动脉栓塞法(middle cerebral artery occlusion,MCAO)行大鼠局灶性

脑缺血模型制备,分别在术后 2 h、6 h、12 h、24 h、72 h 各时间点取材,通过免疫组织化学及 RT鄄PCR 检测 FLVCR 和

BCRP 及 FLVCR mRNA 和 BCRP mRNA 随时间表达的变化。 第二部分实验,随机将 SD 大鼠分为假手术组、模型

组、脑泰方低、中、高剂量组(3、9、27 g / kg)。 各组大鼠预处理藻胃给药连续 3 天, MCAO 模型制备术后连续藻胃给

药 3 天,每日 1 次。 术后 3 天取材,电镜检测海马神经元内铁样颗粒分布,免疫组织化学及 RT鄄PCR 检测 FLVCR 和

BCRP 及 FLVCR mRNA 和 BCRP mRNA 表达。 结果摇 72 h 组 FLVCR 表达明显降低(P < 0郾 05),BCRP 的表达 2 h、6
h 较高,12 h、24 h、72 h 表达明显降低(P < 0郾 05);电镜下脑泰方各剂量组神经元内铁样颗粒聚集较模型组减少。
脑泰方高剂量组 FLVCR 及 FLVCR mRNA 表达明显增加(P < 0郾 05),BCRP 表达无明显改变。 结论摇 大鼠脑缺血后

第 72 h FLVCR 表达下降,益气活血中药脑泰方提取物干预可增加脑缺血后 FLVCR 的表达,促进血红素铁的外排,
可能是治疗脑缺血损伤的新机制。
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Research on Expression of FLVCR and BCRP in Hippocamp CA2 of Rats Subjected
to Cerebral Ischemia and Traditional Chinese Medicine of Supplementing Qi and Ac鄄
tivating Blood Circulation Intervention Effects
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(Hunan University of Traditional Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410208, China)
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the expression of FLVCR and BCRP at different time points and effects of traditional
herbal medicines NTE ( extract of HuangQi,Chuan Xiong,Di Long,Jiang Can) on FLVCR and BCRP after Focal Cerebral Ische鄄
mia in rats. 摇 摇 Methods摇 The experiment is carried out by two steps. 摇 Firstly , SD rats were randomly divided into 2 h, 6 h,
12 h, 24 h, 72 h groups, after operation of middle cerebral artery occlusion(MCAO), FLVCR , BCRP and FLVCR 鄄mRNA ,
BCRP 鄄mRNA expressions were detected by immunohistochemistry and RT鄄PCR just at 2 h, 6 h, 12 h, 24 h, 72 h time points.
Secondly , The rats were randomly allotted 5 groups as following : sham operation group, model group, low dose group of NTE(3
g / kg), medial dose group of NTE(9 g / kg), large dose group of NTE(27 g / kg). 摇 After 3 days of corresponding therapy by in鄄
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tragastric administration once every day, the regional cerebral ischemia model was reproduced by middle cerebral artery occlusion
(MCAO)with suture method郾 Following 3 days, the rats were treated with previous method. 摇 On the third day , The iron parti鄄
cles of neurons were observed by Electron microscopic. 摇 FLVCR and BCRP in hippocampal CA2 region were measured by immu鄄
nohistochemical method and FLVCR鄄mRNA and BCRP 鄄mRNA were detected by RT鄄PCR with marketable kit. 摇 摇 Results摇 Ex鄄
pression of FLVCR in hippocamp CA2 descend at the point of 72nd hour after operation (P <0郾 05), and expression of BCRP de鄄
creased at 12 h after operation, and at 24 h and 72 h maintained low level (P <0郾 05); each dose group of NTE showed less iron
particles of neuron in the electron microscope scanning; expression of the FLVCR and FLVCR鄄mRNA increased in each NTE
dose group (P <0郾 05), the expression of BCRP had no obvious change. 摇 摇 Conclusion摇 Expression of FLVCR in hippocamp
CA2 descend at the point of 72 hour after operation, the large dose group of NTE can increase the expression of FLVCR and
FLVCR 鄄mRNA after cerebral ischemia. 摇 Increased expression of FLVCR and excessive iron efflux, may be the mechanism of
Yiqihuoxue Naotai formula extract for treatment of cerebral ischemic injury.

摇 摇 脑部动脉因痉挛或栓塞导致该动脉供血区的

血流减少称为脑缺血。 脑缺血后无氧代谢,ATP 生

成减少,乳酸生成,及兴奋性氨基酸生成增多等原

因导致局部脑组织及其功能损害[1]。 铁是人体内

必需的化学元素之一,是神经递质及髓鞘蛋白合成

的重要酶的辅基。 近年来,研究发现血红素铁聚集

与阿尔茨海默病(alzheimer爷s disease,AD)中 茁 淀粉

样蛋白沉积的发病机理相关联[2鄄3]。 人类猫白血病

C 亚类病毒受体(feline leukemia virus subgroup C re鄄
ceptor,FLVCR)和胸腺癌抵抗蛋白(breast cancer re鄄
sistance protein,BCRP)为两种血红素铁输出蛋白。
本实验通过观察脑缺血后不同时间点 FLVCR 和

BCRP 的表达,及脑泰方提取物( naotai formula ex鄄
tract,NTE)干预对 FLVCR 和 BCRP 的影响,研究血

红素铁作为导致脑缺血损伤发生的机制,及益气活

血脑泰方提取物干预治疗脑缺血的新机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 动物

摇 摇 100 只 SD 雄性大鼠,体重 250 ~ 280 g。 由湖南

斯莱克景达实验动物有限公司提供,合格证号:
SCXK(湘)2009鄄0004,符合清洁级实验动物标准。
1郾 2摇 药物

脑泰方提取物分别为黄芪、川芎、地龙、僵蚕四味

药,按照 8颐 2颐 3颐 3 比例组成,经水煎、醇提后制成浸膏粉

(由湖南中医学院药学院制剂教研室提取),1 g 浸膏粉

含 4 g 生药粉。 临用时以生理盐水调成所需浓度。
1郾 3摇 试剂与仪器

FLVCR 多克隆抗体( SANTA CLUZ);BCRP 多

克隆抗体 (Proteintech);RNAprep pure 动物组织总

RNA 提取试剂盒;TIANScript cDNA 第一链合成试

剂盒;2 伊 Taq PCR MasterMix(合成染料);TRIzol鄄in鄄
vitrogen( Invitrogen);马头牌 GPS 型双极电凝器(上

海医用激光仪器厂生产);彩色图像分析系统(Opti鄄
mas,美国);Eppendorf PCR 仪;Eppendorf PCR 仪;
HT7700 型透射电镜(日立)。
1郾 4摇 分组及给药方法

第一部分实验:SD 大鼠 50 只 ,随机分 5 组,每
组 10 只,分别为 2 h、6 h、12 h、24 h 和 72 h 组。 按

照 MCAO 造模后 2 h、6 h、12 h、24 h 和 72 h 时间点

取材分组。 第二部分实验:SD 大鼠 50 只 ,随机分 5
组,每组 10 只,分别为高剂量脑泰方组(27 g / kg),
中剂量脑泰方组 (9 g / kg),低剂量脑泰方组 (3
g / kg),假手术组,模型组。 药物剂量按人鼠体表面

积折算等效比率计量表 ,计算出大鼠的等效剂量。
模型组予生理盐水,治疗组分别给予相应药物术前

灌胃 3 天,术后灌胃 3 天,每日 1 次。
1郾 5摇 大脑中动脉栓塞法(middle cerebral artery oc鄄
clusion,MCAO)大鼠模型制备

参照 Garcia 建立的方法[4]改进。 实验大鼠选用

250 ~280 g SD 大鼠,线栓用直径 0郾 28 mm 的鱼线,前
端蘸蜡成为光滑膨大的球形。 动物用 10%水合氯醛

(35 mg / kg)腹腔注射麻醉。 仰卧位固定,颈正中线切

口,沿胸锁乳突肌内缘分离筋膜和肌肉,分离右侧颈

总动脉(CCA)、颈外动脉(ECA)和颈内动脉( ICA),
在 CCA 远心端和近心端及 ECA 处挂线备用。 用微

动脉夹暂时夹闭 ICA,然后近心端结扎 CCA、ECA。
在距 CCA 分叉部 4 mm 处剪一小口,将拴线插入到

ICA。 从血管分叉处开始算距离,当插入深度在 18
mm 时(一定要将血管放松至原来状态, 且保证标记

点在分叉处,由于是黑色标记所以容易看的),紧紧系

牢 CCA 远心端的细线,此时的关键是动作轻柔,不要

使 ICA 有任何的牵拉,否则栓线会脱出 。 血管外的

栓线不要留得过长,不要缝在皮外,以防大鼠醒来后

自己拔出。 缝合伤口,单笼饲养观察。
1郾 6摇 电镜检测

2郾 5%的戊二醛,固定 24 h;2%的锇酸固定 2 h;
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梯度脱水:50% 、70% 、90% 、100%的丙酮脱水,每级

10 min 伊 3 次;环氧树脂混合液颐 纯丙酮 = 1颐 1,37益,
浸泡 24 h; Epon812 ( epoxiaquivalentgewicht 145鄄
160)、 DDSA ( dodecenylsuccinic anhydride)、 MNA
(methyl nadic anhydride)、DMP30 (dimethylaminom鄄
ethyt phenol),60益,24 h 包埋成块;半薄切片,甲苯

氨蓝染色观察,选取所需要的部位;瑞典产 LKB鄄芋
型超薄切片机切片,厚约 500 埃;醋酸铀,硝酸铅双

重染色;日立 HT7700 型透射电镜观察、照片。
1郾 7摇 免疫组织化学染色

石蜡切片烘烤,脱蜡,蒸馏水冲洗 3 min 伊 2, 3
﹪ H2O2 孵育 10 min, 蒸馏水冲洗 3 min 伊 2,微波修

复,PBS 冲洗 5 min 伊 3 ,加稀释 100 倍的兔抗鼠

FLVCR 及 BCRP 37益 2 h,PBS 冲洗 5 min 伊 3 ,加
二抗 PV鄄600 / 山羊抗兔 IgG 37益 孵育 30 min,PBS
冲洗 5 min 伊 3 ,DAB 显色 。 阳性细胞浆或细胞核

着色呈棕黄色,切片于光镜下 400 倍放大,经图像分

析仪每个切片随机选择 5 个视野 。 采用 Image鄄Pro
Plus 6郾 0 软件检测每张图片 IOD 值。
1郾 8摇 RT鄄PCR

提组织总 RNA,将约 100 mg 组织加到 1 mL
TRIZOL 中,用组织匀浆机匀浆(加 TRIZOL 的量可

为 1 mL / g 组织,样品体积不能超过加 TRIZOL 的

10% );mRNA 逆转录;2X pcr mix: 10 滋L,Template:
3 滋L,Primer F: 1 滋L,Primer R: 1 滋L, ddH2O: 5
滋L,PCR 程序:94 益 :4 min,94 益:15 s,56 益:30 s,
72 益: 30 s,72 益:5 min,28 个循环。

FLVCR 引物设计:Sense 5忆鄄CTCCTGGCTCACA鄄
CACAGAA 鄄3忆; Antisense 5忆鄄 GGGATGTTTCTGCA鄄
CAGGTT 鄄3忆。

BCRP 引物设计: Sense 5忆鄄 AGTCCGGAAAA鄄
CAGCTGAGA 鄄3忆 ;Antisense 5忆鄄 CCCATCACAACGT鄄
CATCTTG 鄄3忆 。

Actin Sense: 5忆鄄CCCATCTATGAGGGTTACGC鄄3忆;
Actin Antisense: 5忆鄄TTTAATGTCACGCACGATTTC鄄3忆。
1郾 9摇 统计方法

采用 SPSS 11郾 0 统计软件进行统计学处理,数
据以x 依 s 表示,多组间比较采用单因素方差分析,
两两比较用 t 检验,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 免疫组织化学检测海马 CA2 区 FLVCR 和

BCRP 表达

与 12 h 组比较,72 h 组 FLVCR 的积分光密度

值(IOD)较低(P < 0郾 05),2 h、6 h、24 h 组与 12 h 组

IOD 值无明显差异; 12 h、24 h、72 h 组 BCRP 的 IOD
值较 2 h、6 h 组显著降低(P < 0郾 05;表 1)。

表 1. 免疫组化检测脑缺血后各时间组 FLVCR 和 BCRP 的

IOD 值(x 依 s)
Table 1. IOD of FLVCR and BCRP expression in Hipp鄄
ocampal CA2 area at different time points by immunohisto鄄
chemical detection

分摇 组 n FLVCR(IOD 值) BCRP(IOD 值)

2 h 组 10 567郾 38 依 52郾 57b 1074郾 32 依 71郾 28ab

6 h 组 10 574郾 03 依 57郾 56b 1079郾 55 依 65郾 82ab

12 h 组 10 457郾 24 依 33郾 26b 718郾 80 依 61郾 77

24 h 组 10 485郾 51 依 45郾 78b 650郾 51 依 58郾 31

72 h 组 10 195郾 95 依 43郾 77a 829郾 11 依 39郾 44

a 为 P < 0郾 05,与 12 h 组比较; b 为 P < 0郾 05,与 72 h 组比较。

2郾 2 摇 RT鄄PCR 检测海马 CA2 区 FLVCR mRNA 及

BCRP mRNA 表达

72 h 组 FLVCR mRNA 灰度比值较 2 h、6 h、12
h、24 h 组低(P < 0郾 05),2 h、6 h、12 h、24 h 组间无

差异;脑缺血后 12 h、24 h 、72 h 组较 2 h 及 6 h 组

BCRP mRNA 灰度比值降低(P < 0郾 05),12 h、24 h 、
72 h 组间差异无显著性(图 1)。

图 1. 各时间组 RT鄄PCR 检测脑缺血后海马 CA2 区不同时

间点 FLVCR mRNA 和 BCRP mRNA 的表达 摇 摇 A 为脑缺

血后第2、6、12、24 和 72 h RT PCR 结果,B 为脑缺血后不同时间组的

FLVCR / mRNA 和 BCRP / mRNA 灰度比值。 a 为 P < 0郾 05, 与 12 h 组

比较,b 为 P < 0郾 05,与 72 h 组比较。

Figure 1. RT鄄PCR detection of different time points group
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2郾 3摇 电镜检测结果

电镜下海马神经元胞体膨大,胞核大而圆[5]。
假手术组胞核及细胞器基本正常,无高密度颗粒;
模型组细胞胞浆重度水肿,核圆形,裸核,核内及胞

浆内聚集铁样高密度颗粒; NTE 高剂量组胞浆内质

网扩张,水肿,内有少量铁样高密度颗粒;NTE 中剂

量组胞核及胞浆内少量高密度颗粒 ,内质网扩张,
水肿 ;NTE 低剂量组核内及胞浆内质网及线粒体高

密度颗粒较多,内质网扩张,线粒体水肿(图 2)。

2郾 4摇 海马 CA2 区 FLVCR 和 BCRP 表达

与模型组比较,假手术组及 NTE 高剂量组

FLVCR 的积分光密度值( IOD)较高(P < 0郾 05),与
假手术组比较,模型组和 NTE 低、中剂量组 IOD 值

明显降低 (P < 0郾 05);与模型组比较,假手术组

BCRP 积分光密度值( IOD)增高 (P < 0郾 05),与假

手术组比较,其他各组 BCRP 表达的 IOD 均降低(P
< 0郾 05),NTE 各剂量组与模型组 IOD 差异无显著

性(表 2)。

图 2. 电镜检测( 伊 1000)
Figure 2. electron microscope detection( 伊 1000)

表 2. 脑缺血后各治疗组 FLVCR和 BCRP的 IOD值(x 依 s)
Table 2. IOD of FLVCR and BCRP expression in Hipp鄄
ocampal CA2 area at different doses by immunohistochemi鄄
cal detection

分摇 组 n FLVCR(IOD) BCRP(IOD)

假手术组 10 2188郾 52 依 206郾 65a 1439郾 89 依 95郾 94a

模型组 10 377郾 09 依 89郾 44b 1089郾 28 依 61郾 67b

NTE 低剂量组 10 677郾 95 依 92郾 07b 703郾 47 依 63郾 74b

NTE 中剂量组 10 820郾 39 依 169郾 02b 819郾 92 依 49郾 28b

NTE 高剂量组 10 1877郾 87 依 252郾 04a 1006郾 90 依 60郾 60b

a 为 P < 0郾 05,与模型组比较; b 为 P < 0郾 05,与假手术组比较。

2郾 5摇 海马 CA2 区 FLVCR 及 BCRP mRNA 表达

与模型组比较,假手术组及 NTE 高、中剂量组

FLVCR mRNA 灰度比值较模型组增加,FLVCR mR鄄

NA 表达明显增高(P < 0郾 05); 各组 BCRP mRNA 灰

度比值差异无显著性(图 3)。

3摇 讨摇 论

铁是人体内必需的化学元素之一,是神经递质

及髓鞘蛋白合成重要酶的辅基。 铁离子也是一种

催化剂,能显著增加活性氧(reactive oxygen species,
ROS) 的浓度 。 因此,组织细胞内的铁聚集会导致

氧化损伤。 有研究表明 1 天龄 Witer 大鼠发育过程

中因脑缺氧导致少突胶质细胞铁聚集,脂质过氧

化[6]。 肾缺血再灌注损伤与促进游离铁生成的血

红素氧合酶 1 (Human heme oxygenase,HO鄄1)相关

联[7]。 我们在脑缺血前期研究中,通过蛋白芯片技

术检测到模型大鼠术后 24 小时内出现血清及脑脊
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图 3. 各治疗组 RT鄄PCR 检测脑缺血后不同治疗组 FLVCR
和 BCRP mRNA 的表达摇 摇 A 为脑缺血后 NTE 低剂量组(3 g /
kg)、中剂量组(9 g / kg)、高剂量组(27 g / kg)、假手术组和模型组 RT鄄
PCR 结果;B 为脑缺血后不同治疗组 FLVCR mRNA 和 BCRP mRNA
灰度比值。 a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较,b 为 P < 0郾 05,与模型组

比较。

Figure 3. RT鄄PCR detection of different treatment group

液中转铁蛋白浓度明显升高,而脑泰方提取物灌胃

后人血红素氧合酶表达上调。 因此,我们推测铁代

谢失衡可能是脑缺血损伤的机制。 人体内铁包括

非血红素铁与血红素铁两种形式。 血红素铁是血

红蛋白降解产物,以原卟啉形式聚集于脑组织中,
血红素铁是氧化代谢、氧储存和运输,信号传递及

药物代谢等生物过程中的重要辅助因子[8]。 铁聚

集后,通过 Fenton 反应大量羟自由基生成,促进膜

脂质和活性氧生成,导致细胞毒性损伤[9鄄10]。 细胞

膜上血红素铁输出蛋白 FLVCR、BCRP 可以起到重

要的调节作用[11]。 FLVCR 为膜转运蛋白超家族,起
到输出胞浆血红素, 保护细胞免受血红素的毒性作

用[12]。 BCRP 作为另一种血红素铁输出蛋白,在血

脑屏障内皮细胞及脑实质细胞上均有表达,临床研

究中常作为药物通过血脑屏障的载体[13]。 近年来,
研究发现 BCRP 与阿尔茨海默病(Alzheimer 's dis鄄
ease AD)中 A茁 肽沉积的发病机理具有关联[14]。 局

部缺血可诱导 BCRP 的表达,并可抑制缺血早期脂

肪组织衍生的干细胞死亡[15]。 细胞缺氧时,缺氧诱

导因子(HIF鄄1)上调 BCRP ,当 BCRP 与血红素特异

性结合后,可清除细胞内血红素和卟啉,抑制活性

氧的产生,提高脑细胞低氧状态的生存率。 由此提

出假设,血红素铁代谢失调可能是脑缺血病理机制

之一,而血红素铁跨膜转运蛋白的研究具有重要意

义。 本实验通过 SD 大鼠脑缺血后 2 h、6 h、12 h、24
h、72 h 各时间点,观察海马 CA2 缺血区血红素铁跨

膜转运蛋白 FLVCR 及 BCRP 的动态变化。 研究发

现大鼠 MCAO 术后海马 CA2 区 FLVCR 维持高表

达,72 h 降低。 BCRP 术后 2 h、6 h 表达较高,12 h、
24 h、72 h 的表达明显降低(P < 0郾 05)。 由此推测,
脑缺血早期 FLVCR 及 BCRP 的表达增加,促进神经

元内血红素铁的输出,缺血后 FLVCR 于 72 h 及

BCRP 于 12 h 开始表达减少,导致神经元内血红素

铁聚集,神经元继发损伤。 因此,我们证实血红素

铁代谢失调可能是导致脑缺血损伤发生的新机制 。
有研究表明黄芪多糖可抑制脑缺血后神经元

凋亡[16],阿魏酸通过促进一氧化氮生成起到神经元

保护功能[17]。 前期研究证实益气活血中药 NTE 具

有良好的脑缺血治疗的临床效果[18],能提高纤溶酶

原激活物(t鄄PA)的活性, 保护血管内皮细胞,加强

纤溶效应,促进大鼠缺血脑组织的血管新生[19鄄20];
抑制血小板的聚集,舒张血管,增加脑血流量,减轻

脑组织的损伤[21]。 保护血脑屏障,抑制脑水肿[22]。
本次实验表明, NTE 各剂量组电镜下海马神经元内

铁聚集减少,神经元形态较正常。 NTE 高剂量组

FLVCR 及 FLVCR鄄mRNA 的表达明显增高。 因此,
我们推测,增加 FLVCR 的表达,促进胞内血红素铁

的外排,调节铁代谢,可能是益气活血中药 NTE 保

护缺血后神经元的新机制。
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