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摘要　目的：研究脑缺血后铁跨膜转运蛋白：转铁蛋白受体（ＴｒａｎｓｆｅｒｒｉｎＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＦＲ）、膜铁转运蛋白（Ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ，Ｆｐｎ）、
二价金属离子转运体（ＤｉｖａｌｅｎｔＭｅｔａｌＩｏｎＴｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＤＭＴ１）、人类猫白血病Ｃ亚类病毒受体（ＦｅｌｉｎｅＬｅｕｋｅｍｉａＶｉｒｕｓＳｕｂ
ｇｒｏｕｐＣＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＬＶＣＲ）、胸腺癌抵抗蛋白（ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＰｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）在益气活血法脑泰方（黄芪、川芎、地
龙、僵蚕）干预后的表达变化。方法：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、２７ｇ／ｋｇ）。各组
大鼠预处理灌胃给药连续３ｄ，大脑中动脉栓塞法（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型制备术后连续灌胃给药３
ｄ，１次／ｄ。术后３ｄ取材，免疫组织化学及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＦＲ、Ｆｐｎ、ＤＭＴ１、ＦＬＶＣＲ、ＢＣＲＰ的表达。结果：脑泰方高剂量
组缺血海马ＣＡ２区ＴＦＲ表达明显降低（Ｐ＜００５），ＤＭＴ１量的表达减少（Ｐ＜００５），Ｆｐｎ表达明显增高（Ｐ＜００５）。脑泰
方各剂量组ＦＬＶＣＲ表达明显增高（Ｐ＜００５），各脑泰方治疗组ＢＣＲＰ表达与模型组无差异。结论：脑泰方通过减少ＴＦＲ、
ＤＭＴ１的表达，抑制铁的细胞内转运，增加Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ的表达，促进胞内铁的外排，调节铁代谢，起到神经元的保护作用。
关键词　脑泰方提取物；铁跨膜转运蛋白；脑缺血
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　　铁是神经元功能和生存的一个重要微量元素。
铁在ＤＮＡ和蛋白质合成中，及神经递质和电子传递
链中起重要作用。铁离子也是一种催化剂，显著增

加活性氧（ＲｅａｃｔｉｖｅＯｘｙｇｅｎＳｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的浓度。

已有研究表明脑缺血后铁聚集导致神经元氧化应激

损伤［１３］。关于细胞内外铁离子转运，我们提出“两

个中心，３个体系，网络调控”的工作模式［４］。非血

红素铁跨膜转运蛋白有：转铁蛋白受体（Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ
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Ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＦＲ）、二价金属离子转运体（ＤｉｖａｌｅｎｔＭｅｔ
ａｌＩｏｎＴｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＤＭＴ１）、膜铁转运蛋白（ｆｅｒｒｏｐｏｒｔ
ｉｎ，Ｆｐｎ）。血红素铁转运蛋白包括：人类猫白血病 Ｃ
亚类病毒受体（ＦｅｌｉｎｅＬｅｕｋｅｍｉａＶｉｒｕｓＳｕｂｇｒｏｕｐＣ
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＬＶＣＲ）和胸腺癌抵抗蛋白（ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ
ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＰｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）。铁的吸收和外排是通过
各种铁跨膜转运蛋白来实现的，前期研究表明益气

活血中药脑泰方提取物具有良好的脑缺血治疗的临

床效果［５］，本实验通过观察脑泰方干预脑缺血后铁

跨膜转运蛋白 ＴＦＲ、ＤＭＴ１、Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ、ＢＣＲＰ的表
达，研究益气活血中药脑泰方干预治疗脑缺血的新

机制。

１　材料
１１　实验动物　１５０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄性大
鼠，体重２５０～２８０ｇ，清洁级，８周龄。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０００４，符合清洁级实验动物标准。
１２　药物　脑泰方提取物分别为黄芪、川芎、地龙、
僵蚕４味药，按照８∶２∶３∶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），１ｇ浸膏粉含４ｇ生药粉。临用时以生理盐
水调成所需浓度。

１３　试剂与仪器　ＴＦＲ多克隆抗体（ＳＡＮＴＡ
ＣＬＵＺ），Ｆｐｎ多克隆抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），ＤＭＴ１（博奥
森），ＦＬＶＣＲ多克隆抗体（ＳＡＮＴＡＣＬＵＺ），ＢＣＲＰ
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），三羟甲基乙二胺（Ｔｒｉｓ，Ｇｅｎｖｉｅｗ），甘氨
酸（北京鼎国），丙烯酰胺（Ｓｉｇｍａ），Ｎ，Ｎ亚甲基双丙
烯酰胺（Ｇｅｎｖｉｅｗ），ＡＰ（过硫酸胺，Ｓｉｇｍａ），ＴＥＭＥＤ
（Ｎ，Ｎ，Ｎ，Ｎ四甲基乙二胺，Ｓｉｇｍａ），蛋白预染Ｍａｒｋ
ｅｒ（１０５ＫＤ２ＫＤ，Ｇｅｎｖｉｅｗ），ＥＣＬ发光液（Ａｍｅｒｓｈａｍ），
电泳仪（北京百晶生物技术），垂直电泳槽（ＢＩＯ
Ｒａｄ），转移电泳槽（ＢＩＯＲａｄ），转移脱色摇床（海门
其林贝尔仪器），制冰机（ＡＦ１０ＳＣＯＴＳＭＡＮ），日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＢＸ５１光学显微镜，彩色图像分析系统
（Ｏｐｔｉｍａｓ，美国）
１４　分组及给药方法　ＳＤ大鼠１５０只，随机分 ５
组，每组３０只，分别为脑泰方提取物（ＮＴＥ）低、中、
高剂量组（灌胃剂量分别是３ｇ／ｋｇ，９ｇ／ｋｇ，２７ｇ／ｋｇ）
和假手术组（灌胃生理盐水）、模型组（灌胃生理盐

水）。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。每次灌胃容量为 １
ｍＬ／１００ｇ大鼠，１次／ｄ，术前灌胃３ｄ，术后灌胃３ｄ。
于最后１次给药后１ｈ麻醉，取标本。
１５　大鼠局部性脑缺血模型的建立　大脑中动脉

栓塞法（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）
ＭＣＡＯ大鼠模型参照ＧａｒｃｉａＴＨ建立的方法［６］改进。

实验选择２５０～２８０ｇＳＤ大鼠，线栓用直径为０２８
ｍｍ的鱼线，前端蘸蜡成光滑的球形。动物麻醉用
１０％水合氯醛（３５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射。仰卧位固定，
于颈正中线切口，沿胸锁乳突肌内侧缘分离肌肉和

筋膜，分离右侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）及
颈内动脉（ＩＣＡ），在 ＣＣＡ的远心端和近心端及 ＥＣＡ
处挂线备用。微动脉夹暂时夹闭 ＩＣＡ，近心端结扎
ＣＣＡ、ＥＣＡ。然后在距ＣＣＡ分叉４ｍｍ处剪一小口，
将拴线插入ＩＣＡ，用眼科镊轻推拴线，从血管分叉处
开始算距离，当插入深度１８ｍｍ时，紧紧系牢 ＣＣＡ
远心端的细线。血管外的栓线不要留得过长，不需

缝在皮外，以防大鼠醒来后自行拔出。缝合伤口，单

笼饲养观察。

１６　免疫组化　石蜡切片烘烤，脱蜡，蒸馏水冲洗
３ｍｉｎ×２次，３％Ｈ２Ｏ２孵育 １０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗 ３
ｍｉｎ×２次，完成微波修复，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，分
别加入稀释 １００倍的兔抗鼠 ＴＦＲ、Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ、
ＢＣＲＰ３７℃ ２ｈ，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ×３次，加入二抗
ＰＶ６００／山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗５
ｍｉｎ×３次，然后ＤＡＢ显色。阳性细胞浆或细胞核着
棕黄色，切片于光镜下放大４００倍，经图像分析仪对
每个切片随机选择５个视野。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６０软件进行检测，得出每张图片积分光密度（ＩＯＤ）
值。

１７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　１）ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制。２）样
品变性及电泳：加入相应体积的总蛋白样品与５×
蛋白质凝胶电泳上样缓冲液，９５℃变性１０ｍｉｎ，将
样品轻轻加入凝胶孔中，接通电源，电泳仪设置成稳

压状态，将电压调至８０Ｖ使样品通过浓缩胶与分离
胶（电压约８Ｖ／ｃｍ）。１１０ＫＤ左右的 Ｍａｒｋｅｒ跑至凝
胶中间位置，停止电泳。３）凝胶转膜及检测：凝胶电
泳结束，将凝胶上分离到的蛋白条带通过转移电泳

方式转印至固相支持物上，一抗反应：将一抗用封闭

液稀释１０００倍；将封闭后的膜直接置入一抗工作
液中，４℃反应过夜。二抗反应：将二抗用１×ＴＢＳＴ
稀释３０００倍；将洗涤后的一抗反应膜放入二抗工作
液中（室温、避光缓慢摇动）６０ｍｉｎ。曝光及洗片：曝
光完成后将膜用ＰＢＳＴ洗１０ｍｉｎ，用膜再生液洗涤３０
ｍｉｎ，再用ＰＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３，将膜封闭后再加一抗进
行下一个抗体的检测。

２　结果
２１　各治疗组血红素铁及非血红素铁转运蛋白免
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疫组化结果　与模型组比较，假手术组及各 ＮＴＥ组
ＴＦＲ的积分光密度值（ＩＯＤ）较低（Ｐ＜００５）；与假手
术组比较，ＮＴＥ高剂量组 Ｆｐｎ的积分光密度值
（ＩＯＤ）明显增高（Ｐ＜００５），模型组和 ＮＴＥ低、中剂
量组ＩＯＤ值无统计学意义；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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０５）；与模型组比
较，假手术组ＢＣＲＰ积分光密度值（ＩＯＤ）增高（Ｐ＜
００５），与假手术组比较，其他各组 ＢＣＲＰ表达的
ＩＯＤ均降低（Ｐ＜００５），ＮＴＥ各剂量组与模型组ＩＯＤ
无统计学意义（见表１，图１）。

表１　免疫组化检测脑缺血后各治疗组ＴＦＲ、Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ、ＢＣＲＰ的ＩＯＤ值（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＦＲ（ＩＯＤ） Ｆｐｎ（ＩＯＤ） ＦＬＶＣＲ（ＩＯＤ） ＢＣＲＰ（ＩＯＤ）

假手术组 １０ ２６４４１±２７５６△ ２４４１３±６１７２ ２１８８５２±２０６６５△ １４３９８９±９５９４△

模型组 １０ １０９３８７±１０７９１ ３６６７５±２６０１ ３７７０９±８９４４ １０８９２８±６１６７

ＮＴＥ低剂量组 １０ ５００２７±４６７９△ ４５３７９±２７２３ ６７７９５±９２０７ ７０３４７±６３７４

ＮＴＥ中剂量组 １０ ４１６３１±３６３７△ ３４８１０±５２６０ ８２０３９±１６９０２ ８１９９２±４９２８

ＮＴＥ高剂量组 １０ ３０３３６±３４６５△ ７０６３６±９１３２△ １８７７８７±２５２０４△ １００６９０±６０６０

　　注：与假手术组比较：Ｐ＜００５；与模型组比较：△Ｐ＜００５。

图１　免疫组化检测脑缺血后各治疗组海马ＣＡ２区ＴＦＲ、
Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ、ＢＣＲＰ表达的ＩＯＤ值

　　注：与假手术组比较：Ｐ＜００５；与模型组比较：△Ｐ＜
００５。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑缺血后不同治疗组
ＴＦＲ、ＤＭＴ１和Ｆｐｎ的表达

　　注：Ａ脑缺血后ＮＴＥ低剂量组３ｇ／ｋｇ，ＮＴＥ中剂量组９
ｇ／ｋｇ、ＮＴＥ高剂量组２７ｇ／ｋｇ、假手术组和模型组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果Ｂ脑缺血后不同治疗组 ＴＦＲ／Ａｃｔｉｎ、ＤＭＴ１／Ａｃｔｉｎ和
Ｆｐｎ／Ａｃｔｉｎ灰度比值，与假手术组比较（Ｐ＜００５），与模型
组比较（△Ｐ＜００５）。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑缺血后不同治疗组ＦＬＶＣＲ
和ＢＣＲＰ的表达

　　注：Ａ脑缺血后ＮＴＥ低剂量组３ｇ／ｋｇ，ＮＴＥ中剂量组９
ｇ／ｋｇ、ＮＴＥ高剂量组２７ｇ／ｋｇ、假手术组和模型组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果Ｂ脑缺血后不同治疗组 ＦＬＶＣＲ／Ａｃｔｉｎ和 ＢＣＲＰ／Ａｃｔｉｎ
灰度比值，与假手术组比较（Ｐ＜００５），与模型组比较（△Ｐ
＜００５）。

２２　非血红素铁转运蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　脑缺
血后ＮＴＥ干预海马ＣＡ２区：与模型组比较，假手术
组及ＮＴＥ中剂量组的ＴＦＲ表达降低（Ｐ＜００５）；假
手术组和ＮＴＥ高剂量组较模型组的 ＤＭＴ１表达明
显减少（Ｐ＜００５）；与假手术组比较，模型组的 Ｆｐｎ
的表达降低（Ｐ＜００５），与模型组比较，假手术组和
ＮＴＥ高剂量组Ｆｐｎ表达明显增加（Ｐ＜００５）。见图
２。
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２３　血红素铁转运蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　脑缺血
后ＮＴＥ干预海马ＣＡ２区：与模型组比较，假手术组
及 ＮＴＥ各剂量组的 ＦＬＶＣＲ表达明显增加（Ｐ＜
００５）；与假手术组比较，ＮＴＥ低、中、高剂量组及模
型组 ＢＣＲＰ表达均明显增加（Ｐ＜００５），ＮＴＥ低、
中、高剂量组与模型组 ＢＣＲＰ表达无统计学意义。
见图３。
３　讨论

急性脑血管病归属于中医学中风病的范畴，中

风病又名“卒中”。是以猝然昏仆，不省人事，半身

不遂，口眼歪斜，语言不利为主的病症。因起病急

骤，变化迅速，症见多端，与自然界善行数变之风邪

特征相似，故名为“中风”。按病位深浅分为中脏腑

和中经络，按病性分为缺血中风和出血中风。临床

证明中药治疗脑缺血中风具有肯定效果。随着中药

治疗脑缺血损伤机制的研究，提出“多途径、多靶

点”［７９］，为中药治疗脑缺血的基础研究及临床合理

用药提供了依据。

方中选用黄芪为君药，黄芪借其力专、性走，周

行全身，大补脾胃元气，令气旺则血活，血活则瘀除，

以治其本；川芎活血行气，气行则血行，是为臣药；地

龙、僵蚕具有通经活络，化痰熄风的功效，两者均为

佐药，诸味配合，共奏益气活血通络，祛风化痰之效。

实验组获得脑泰方提取物，是采用正交设计的方法，

有效的优选乙醇提取黄芪、川芎，水提地龙和僵蚕。

通过对黄芪、川芎、地龙和僵蚕的定性鉴别以及对有

效成分黄芪多糖、川芎嗪、阿魏酸含量测定研究，建

立有效和稳定的控制制剂的质量标准，从而更好的

保证药品的疗效及安全。有研究表明黄芪和三七治

疗脑缺血可能是通过 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１［１０］途径抑制 ＮＦ
κＢ表达、调节内质网应激及抗炎、通过 ＪＮＫ［１１１２］达
到抗凋亡的作用。川芎降低脑缺血后血脑屏障渗透

性保护神经元［１３］，川芎嗪通过抑制氧化应激和 Ｂｃｌ
２、Ｂａｘ蛋白减少脑缺后细胞凋亡，通过抑制炎性因
子ＴＮＦα、ＩＬ８减少炎性反应发生［１４］。僵蚕可以抑

制脑缺血后兴奋性谷氨酸导致的神经元损伤［１５］。

前期研究表明益气活血中药脑泰方通过 ＨＩＦ１α／
ＶＥＧＦ通路［１６］及上调 ＶＥＧＦＮｏｔｃｈ１信号通路［１７］促

进脑缺血再灌注后血管新生。通过抑制 ＭＭＰ９、ＰＡ
及增加ＴＩＭＰ１的表达脑泰方保护血脑屏障，以此减
少脑水肿的发生［１８１９］。

铁广泛存在于脑组织中，铁跨膜转运蛋白在维

持铁平衡过程中具有重要作用。脑微血管内皮细胞

浆膜的ＴＦＲ通过结合ＴＦ能完成约５０％以上的铁吸

收［２０］。除ＴＦＲ外，ＤＭＴ１也是跨膜铁离子转运体。
在周围神经系统中雪旺细胞摄取非 ＴＦ结合铁是通
过ＤＭＴ１完成［２１］。研究发现在大脑皮质、海马、丘

脑、脑干和小脑的神经元胞体，少突胶质细胞及脉络

丛均有Ｆｐｎ的表达［２２］。神经元轴突损伤后，星形胶

质细胞可通过Ｆｐｎ分泌铁离子来促进髓鞘再生［２３］。

ＢＣＲＰ作为血红素铁输出蛋白，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［２４］。近年来，研究发现

ＢＣＲＰ与阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）中
Ａβ肽沉积的发病机理具有关联［２５２６］。脑缺血后铁

聚集导致大量羟自由基生成，促进膜脂质和活性氧

生成，细胞毒性损伤［１］。本课题组研究脑泰方提取

物干预脑缺血后非血红素铁转运蛋白 ＴＦＲ、Ｆｐｎ、
ＤＭＴ１及血红素铁转运蛋白 ＦＬＶＣＲ、ＢＣＲＰ的表达。
实验表明与模型组比较，ＮＴＥ高剂量组缺血海马
ＣＡ２区 ＴＦＲ表达明显降低（Ｐ＜００５），ＤＭＴ１量的
表达减少（Ｐ＜００５），Ｆｐｎ表达明显增高（Ｐ＜
００５）。ＮＴＥ各剂量组 ＦＬＶＣＲ表达较模型组明显
增高（Ｐ＜００５），各 ＮＴＥ治疗组 ＢＣＲＰ的表达与模
型组无差异。本课题组提出，益气活血中药脑泰方

可能是通过减少ＴＦＲ、ＤＭＴ１的表达，抑制铁的细胞
内转运，增加 Ｆｐｎ、ＦＬＶＣＲ的表达，促进胞内铁的外
排，调节铁代谢，起到神经元的保护作用。
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［２８］黄澈，闵鹤鸣，闵连秋．原青花素对脑缺血再灌注大鼠海马内质

网应激相关分子ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ表达的影响［Ｊ］．中国新药杂

志，２０１１，２０（２）：１５６１５９．
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