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［摘要］ 目的 观察脑缺血再灌注后多药耐药蛋白 （Mrp1） 在脑内的表达变化，探讨其与缺血再灌注的关

系．方法 24 只大鼠随机分为假手术组 （n＝6） 和缺血再灌注后 １、3、7ｄ 组 （n＝６） ．应用颈内动脉线栓法

建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型，以抗 Mrp1 抗体进行免疫组化染色，检测缺血再灌注后脑组织中 Mrp1 的表

达变化．结果 Mrp1 在正常脑内的神经元及胶质细胞中均有表达．缺血再灌注后 １d、3 d、7ｄ 组中，缺血再灌

注区的皮质、海马及纹状体内可见Mrp1表达升高，阳性细胞数量增多，在３ｄ组达高峰（ ＜0.05）．结论 大鼠脑缺

血再灌注后细胞中Mrp1的表达增高，可能是细胞受损时的自我保护反应，但同时也可能与临床耐药性的发生有关.
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［Abstract］ Objective To explore the expression changes of multidrug resistance protein-1 in brain

ischemia/reperfusion in rats．Methods The models of ischemia-reperfusion were established by focal middle

cerebral artery occlusion （MCAO） method. 24 adult male SD rats were randomly divided into sham and ischemia/

reperfusion group （I/F） including 1day，3days，7days after I/F （n＝6）；the expression of Mrp1 was observed by

immunohistochemistry．Results Mrp1 was expressed in cells in cerebral cortex， hippocampus and corpus

striatum of normal brain and ischemia/ reperfusion brain. The over expression of Mrp1 was found in infarct region after

I/R，especially in 3 d group （ ＜0.05） ．Conclusions The over expression of mrp1 can be found in brain after

I/R. It suggests that over expression of mrp1 induced by ischemia/ reperfusion injuring brain tissue may be related

with neural self-protection or multidrug resistance.
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脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 （ischemia/reperfusion

injury，I/R） 是指脑缺血致脑细胞损伤，恢复血液

再灌注后，其缺血性损伤反而进一步加重的现

象．随着溶栓术，血管内介入治疗等手段的广泛

应用，脑缺血再灌注损伤的机制及预防治疗也受

到越来越多的重视．在血脑屏障 （blood-brain

barrier，BBB） 上存在转运系统 -- 腺苷三磷酸结

合盒转运蛋白 （ATP-binding cassette transporter ，

ABC 转运蛋白），如多药耐药相关蛋白（multidrug

resistance protein，Mrp） 和 P 糖蛋白（P-glycoprot-



图 1 脑缺血后大鼠脑组织TTC染色

Fig. 1 TTC staining after MCAO

ein，P-gp） 等，该类蛋白在各种生物包括细菌、

植物和哺乳类中广泛表达，并具有多样的功能，在

维持细胞正常的生理活动中有着不可忽视的作用，

如有害物质排出、营养吸收、离子和肽类的转运、

细胞信号转导等，同时也可将细胞中的药物、致癌

物等转运到毛细血管腔而保护脑组织 [1]．一方面防

止脑组织受有害因素的影响，但另一方面也妨碍治

疗脑内疾病药物的进入．Mrp1 （Multidrug resistan-

ce protein-1） 是转运蛋白家族中的重要成员，在损

伤因子进入细胞内的同时，也能引起多药耐药进而

降低临床疗效．

目前，有研究发现 Mrp1 可在脑肿瘤及癫痫的

神经细胞中大量表达，从而影响药物的治疗效果．

但对于脑缺血损伤时 Mrp1 在脑内的表达情况，目

前尚不完全清楚，本研究将探讨正常脑组织以及缺

血再灌注损伤时脑组织中 Mrp1 的表达变化，以期

进一步揭示缺血再灌注与多药耐药的相关关系．

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

成年健康雄性 SD 大鼠 24 只，体重 260～280

g，购于昆明医科大学实验动物中心．动物均于实

验前置于实验室适应环境 1 周，自由进食、饮水；

室温控制在 （23±2） ℃，自然光照，术前禁食 12

h．随机分为假手术和缺血再灌注 （I/R） 后 1 d 、3

d 、7 d 组共 6 组 （n＝6） ．整个实验过程均遵循

昆明医科大学动物保护伦理委员会的相关规定进行

研究．

1.2 模型建立和切片制备

用 10％水合氯醛按 0.3 mL/100 g 腹腔注射麻

醉，动物仰卧位固定于手术台上，采用 Zea-Longa

线栓法[2]制备大鼠右侧大脑中动脉栓塞模型．线栓

直径 0.26 mm，从颈外动脉将线栓插至大脑中动脉

起始处，插入深度约 18～20 mm，90 min 后拔出线

栓，结扎颈外动脉断端，缝合皮肤，缺血再灌注 /

损伤模型制备完成，在温床复苏后回笼饲养．将各

组动物依不同时间点腹腔注射 10％水合氯醛麻醉

后仰卧固定，依次用生理盐水、4％多聚甲醛溶液

经心脏灌注固定后断头取脑，置于 4％多聚甲醛溶

液后固定 24 h，梯度酒精脱水后进行石蜡包埋．之

后连续石蜡切片，切片厚 10 滋m，每个脑组织间隔

3 片取 1 片，贴于多聚赖氨酸包被的载玻片上，室

温晾干后保存备用．

1.3 TTC染色

复制大鼠 MCAO 模型，缺血后 1 d 断头取脑，

去除嗅球、小脑和低位脑干，生理盐水漂洗后，

置 -20℃冰箱中冷冻 30 min，由前向后沿冠状面切

成 5 片，浸入含 1％2，3，5－氯化三苯基四氮唑

（triphenyltetrazolium chloride， TTC） 10 mL 和 0.2

mL K2HPO4 的溶液中 37 ℃避光孵育 30 min，其间

每隔 10 min 翻动一次脑组织片，使其染色均匀．

染色后，将脑组织片置于 4％的多聚甲醛液中固

定，数码相机摄片．

1.4 免疫组织化学染色

取上述切片脱蜡水化后，以 0.01 mol/L 枸橼酸

盐缓冲液微波修复，滴加兔抗 Mrp1 抗体 （1：

200，Santa Cruz 公司），置湿盒中孵育，阴性对照

用 0．01 mol/L PBS 代替上述抗体，4 ℃过夜．用

S-P 羊抗兔二抗试剂盒 （福州迈新公司） 按说明书

完成，DAB 显色后以中性树胶封片．光学显微摄

像系统 （BX31，Olympus， Japan） 观察并摄片．

1.5 统计学处理

对皮质及纹状体中的 Mrp1 阳性细胞进行计

数．应用 SPSS 软件包对分析测定的结果进行 检

验，数据采用均值±标准差 （x±s） 表示， ＜

0.05 为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 脑缺血后TTC染色结果

TTC 染色显示，大鼠脑右侧有大面积黄白色区

域，即缺血梗死区，包括大部分皮质、海马和纹

状体，与大脑中动脉供应区域相吻合，其余红染

部位为正常非缺血区 （见图 1） ．

2.2 免疫组织化学染色结果

免疫组化染色显示，正常脑组织的神经元及

神经胶质细胞中呈现 Mrp1 免疫反应阳性产物，以

散在的点状颗粒形式分布于细胞中，并具有一定

的表达水平．在皮质、海马及纹状体中均可见体
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3 讨论

在 Mrp 蛋白家族中， Mrp1 [3] 最为重要且被研

究得最多，它是一种分子量为 190 kD 的跨膜糖蛋

白，由 1 531 个氨基酸残基组成，是 Mrp 基因的编

码产物，Mrp 基因含 6 500 bp，定位于染色体

16P13.1．Mrp1 广泛分布于多种正常组织的上皮细

胞，是组成血脑屏障的重要部分，协同调节脑组织

对生理代谢产物的分泌和重吸收，阻止药物、毒物

的进入，但同时也使药物进入脑组织的量减少[4]．

在人体内 Mrp1 可分布于几乎全身的主要组织，尤

其在肾、肺、睾丸和胎盘中有高度表达[5]，2004 年

有学者发现 Mrp1 可存在于人的血脑屏障上，之后

有学者发现在脑内星形胶质细胞和小胶质细胞上也

A1 B1 C1

A2 B2 C2

图 2 Ｍrp1免疫组化染色

Fig. 2 Ｍrp1 immunohistochemistry staining

A:Mrp1 在大脑皮质的表达；B:Mrp1 在海马的表达；C:Mrp1 在丘脑的表达；白色箭头：神经元；黑色箭头：神经胶质细

胞；A1-C1:假手术组， A2-C2：3 d 组，Bar＝50 滋m.

图 3 脑缺血后不同时间点皮质与纹状体Mrp1阳性细胞数

Fig. 3 The number of Mrp1 immunoreactive cells in

cerebral I/R area in different postoperative

days
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积大，多突起，核区空染且大而圆的神经细胞，另有

许多体积较小的细胞散在分布，可能为胶质细胞（见

图2，A1-C1）．

缺血再灌注后，缺血区可见神经元及胶质细胞

中 Mrp1 免疫反应阳性细胞数增多，阳性产物的表

达明显增高，神经元胞质中的颗粒物增多，细胞深

染 （见图2，A2-C2） ．经过对皮质及纹状体的阳

性神经元进行计数后，显示缺血再灌注后 Mrp1 阳

性神经元数量增加，并持续到手术后 7 d，其中以

手术后 3 d 组达高峰，与对照组比较差异有统计学

意义 （ ＜0.05），见图3．
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有一定量的 Mrp1 表达[6]，并且 Mrp1 在脑星形细胞

瘤中有高度表达，在正常组织中 Mrp1 主要分布于

胞浆中而在肿瘤组织中主要表达于细胞膜上，提示

Mrp1 的作用在两者中有所不同[7]．

Hirrlinger 通过体外实验发现，培养的星形胶

质细胞、神经元、小胶质细胞和少突胶质细胞均可

表达 Mrp1，且星形胶质细胞的表达更为明显[8]．在

小肠、肾、肺等器官中，Mrp1 主要表达在细胞膜

上，而在 HeLa 和 HEK293 细胞中，80%～90%的

Mrp1 却定位在细胞质中，说明 Mrp1 在不同细胞上

的分布有所不同，既可定位于胞膜也可定位细胞质

膜[8，9]，可能对细胞以及亚细胞结构均具有保护作

用．本实验通过免疫组化实验发现，正常脑组织的

皮质、海马及纹状体内有大量神经元和胶质细胞表

达 Mrp1，免疫反应阳性产物以小颗粒形式散在分

布于神经元细胞核周围及突起的胞质中，但对于

Mrp1 在星形胶质细胞及小胶质细胞中的表达量有

何不同，还需要进一步的实验观察．正常脑组织中

广泛表达 Mrp1，说明生理状态下神经元及胶质细

胞能合成一定量的多药耐药蛋白，可能对维持细胞

的多种生理功能有着重要意义．

实验还观察到，手术后 Mrp1 在缺血再灌注区

皮质、海马及纹状体中的免疫反应阳性表达明显增

高，细胞中核周胞质区出现大量的阳性深染颗粒

物，同时免疫阳性细胞数在手术后 1 d 组即开始增

多，在 3 d 时达高峰，并一直持续至 7 d 时仍未恢

复至正常水平，统计结果表明 3 d 组与对照组比较

有统计学意义．说明缺血再灌注损伤可引起脑内神

经元和胶质细胞中的多药耐药蛋白表达升高．在伴

发癫痫的胶质瘤患者、接受化疗的脑肿瘤患者及药

物诱导的动物癫痫模型中均发现 Mrp1 阳性细胞增

多，同时 Western blot 和 QPCR 表明脑内 Mrp1 的

水平升高[10，11]．这些研究证实，在缺血性损伤、药

物、肿瘤及癫痫中，脑内均可出现 Mrp1 的过表

达．

脑缺血再灌注时，由于兴奋性氨基酸毒性作用

及离子失衡，缺血区组织周围的 pH 值下降，酸中

毒可加重神经细胞的损伤引起脑细胞死亡，同时也

能活化基质金属蛋白酶 （MMPs），降解细胞外基质

的所有成分，如胶原成分和层粘蛋白、弹性蛋白及

纤维蛋白，促进了基底膜的降解，使其完整性遭受

破坏，引起血脑屏障通透性增加[12]．血脑屏障的改

变使得定位于血脑屏障上的多药耐药蛋白也会受到

相应的影响．

本实验进一步证实了脑缺血再灌注能够诱导

Mrp1 在神经组织中的过表达，这可能是脑损伤后

的一种自我保护机制，但与此同时也可能与缺血再

灌注表现出的耐药性有一定的联系，对于缺血再灌

注后神经组织如何引发 Mrp1 增高的具体机制，今

后将进一步探讨．
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