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　　摘　要：目的　利用人脑微血管内皮细胞（ｈＢＭＥＣ）、脑周细胞（ＰＣ）和Ｕ２５１胶质瘤细胞（以下简称 Ｕ２５１）非接触共培养体外

构建稳定的三联血瘤（脑）屏障（ＢＴＢ／ＢＢＢ）模型。方法　３种细胞传代培养达一定数目，应用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽体外共培养构建

ＢＴＢ／ＢＢＢ模型，经４ｈ试漏试验、倒置显微镜等观察形态学改变、免疫荧光技术观察Ｃｌａｕｄｉｎ５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达情况及模型对辣根

过氧化物酶（ＨＲＰ）通透性试验评价模型屏障功能。结果　ｈＢＭＥＣ呈现出典型的鹅卵石样外观，非接触共培养后呈单层梭形生

长，出现其特有的“漩涡”状，形态呈长梭形；ＰＣ外形不规则，具有重叠生长特性；Ｕ２５１呈典型的肿瘤细胞生长特性。３种不同方

法构建的模型液面试漏实验均出现一定液面差；免疫荧光显示ｈＢＭＥＣ细胞间形成连续而致密的连接，但强弱不等。３种模型对

ＨＲＰ通透性显示：单纯 ｈＢＭＥＣ为４３．４９０％±３．５７２％、ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１为３６．５４０％±１．４７５％、ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１为

２６．４６０％±２．３７２％，差异有统计学意义（狋＝１９．３３０，犘＜０．０５）。结论　ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１非接触共培养模型的形态结构及屏

障功能均比单纯ｈＢＭＥＣ和ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１更优越，具备更完善的ＢＴＢ／ＢＢＢ基本特征和功能，为今后体外研究ＢＴＢ／ＢＢＢ的功

能和调控机制及药物筛选提供一种新型体外模型工具。
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　　血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）是维持脑组织内环境

稳定的重要结构，中枢神经系统疾病的发生、发展与ＢＢＢ功能

有着密切关系。正常的ＢＢＢ主要由脑血管内皮细胞、星形胶

质细胞终足、周细胞及血管基底膜构成，而脑毛细血管内皮细

胞之间的紧密连接结构是ＢＢＢ的结构基础
［１３］。在体研究所

受的影响因素较多，要从细胞和分子水平深入理解ＢＢＢ的功

能调控机制及药物筛选方面带来很大限制，因此，体外模拟在

体环境建立ＢＢＢ模型是目前研究ＢＢＢ的功能、调控机制及药

物筛选主要工具。

目前，体外构建ＢＢＢ模型主要有以下几种方式
［４５］：（１）单

层脑血管内皮细胞；（２）内皮细胞＋星形胶质细胞；（３）脑血管

内皮细胞＋周细胞；（４）脑血管内皮细胞＋星形胶质细胞＋周

细胞。血瘤屏障（ｂｌｏｏｄｔｕｍｏｒｂａｒｒｉｅｒ，ＢＴＢ）构建方式主要有

以下几种：（１）鼠脑血管内皮细胞＋Ｃ６胶质瘤细胞；（２）人脐静
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脉内皮细胞＋Ｃ６胶质瘤细胞。在ＢＴＢ的研究中，还存在着明

显不足，细胞种类不完善或者细胞种属来源不一致，都是影响

其研究的重要因素。国内外研究表明，脑周细胞（ＰＣ）在ＢＢＢ

的形成、结构和功能上具有不可替代的作用，在胚胎的发育过

程中对ＢＢＢ的结构完善方面也具有重要作用
［６］。另有研究显

示，ＰＣ有调节ＢＢＢ中内皮细胞特异性基因的表达作用，从而

改变ＢＢＢ的通透性
［７］。因而，在原有ＢＴＢ／ＢＢＢ研究的基础

上，构建一种有ＰＣ参与的ＢＴＢ／ＢＢＢ体外模型，对进一步研究

ＢＴＢ／ＢＢＢ各种功能调控机制具有重要意义。

本研究参考文献［４］报道，利用人脑微血管内皮细胞（ｈＢ

ＭＥＣ）、ＰＣ和Ｕ２５１胶质瘤细胞（Ｕ２５１）在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养系

统中非接触共培养构建体外ＢＴＢ模型，对该模型紧密连接和

通透性进行鉴定，并对其与单纯ｈＢＭＥＣ模型和ｈＢＭＥＣ＋

Ｕ２５１的二联模型的紧密连接性和通透性进行比较，为体外研

究ＢＴＢ／ＢＢＢ建立一种新型可靠的模型工具。

１　材料与方法

１．１　材料　ｈＢＭＥＣ购自上海通派生物技术有限公司，ＰＣ由

第三军医大学西南医院病理学研究所惠赠，Ｕ２５１购自上海中

科院细胞库，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，胎

牛血清购自杭州四季青有限公司，青霉素／链霉素双抗购自石

家庄中诺药业有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽（１．１２ｃｍ２，１．０μｍ孔

径）购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。鼠抗人多克隆闭合Ｃｌａｕｄｉｎ５抗

体、咬合蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；二抗：

ＴＲＩＴＣ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ购自北京中杉公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将冻存于液氮中的ｈＢＭＥＣ、ＰＣ和 Ｕ２５１

取出迅速放入事先预热的４０℃水浴箱中振荡溶解冻存细胞，

在无菌操作台内将冻存管中的细胞分别移入２５ｍＬ培养瓶

中，每瓶加入预先配制的含１０％胎牛血清、１％双抗的ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液，放入３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，２４ｈ换

液，每天在光镜下观察细胞生长情况，隔天换液，传代培养至后

续实验所需细胞总量。

１．２．２　体外ＢＴＢ／ＢＢＢ模型的构建　根据在体环境的ｈＢ

ＭＥＣ和ＰＣ的大致比例确定所需接种ｈＢＭＥＣ和ＰＣ的细胞

数量［８］。将培养瓶中培养的ＰＣ和 Ｕ２５１用０．０５％的胰酶消

化、离心和计数。首先将１２孔Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽倒扣在６孔培养

皿中，将ＰＣ（２．０×１０４ 个）接种于明胶包被的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ半透

薄膜下层上，同时在１２孔培养皿中接种 Ｕ２５１（每孔１．５×１０４

个），放入细胞培养箱里培养４ｈ，光镜下观察确认两种细胞完

全贴壁，分别将６孔培养板中的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ翻正移入接种有

Ｕ２５１的１２孔中。再用０．０５％的胰酶消化培养瓶中的ｈＢ

ＭＥＣ，离心和计数，在接种了ＰＣ和 Ｕ２５１的插槽上室中接种

２．０×１０５ 个ｈＢＭＥＣ和在只接种 Ｕ２５１的插槽上室接种相同

细胞数的ｈＢＭＥＣ，构建ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１三联模型和ｈＢ

ＭＥＣ＋Ｕ２５１二联模型，再设一组单独接种ｈＢＭＥＣ，同时设一

个未接种任何细胞的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ空白对照模型组。接种好各

组细胞后仍放回细胞培养箱中继续培养，以后隔天换液并在光

镜下观察细胞生长形态，非接触共培养５～７ｄ。

１．２．３　４ｈ液面试漏试验　参照文献［９］的试验方法，非接触

共培养５ｄ后，对３种模型进行液面试漏试验，在３种模型的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽的上、下室同时加入相同细胞培养液，上室液面

比下室高出０．５ｃｍ，放回原细胞培养箱中继续培养４ｈ，４ｈ后

分别与未接种任何细胞的空白Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽液面作对比，然

后３种模型的液面差分别做比较。

１．２．４　辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）检测体外ＢＴＢ／ＢＢＢ通透性　

参照文献［１０］的方法，取４ｈ液面试漏试验阳性的模型进行

ＨＲＰ通透性检测，去掉Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽原有的细胞培养液，然

后在插槽上室中加入含有 ＨＲＰ５００ｎｇ的通透性试验用培养

液（无酚红ＤＭＥＭ培养基，其余成分相同）９２０μＬ，受池中加入

相同培养基２２８０μＬ，使细胞插槽内外液面相平，以消除液面

差产生的静压力对通透性的影响。放回培养箱中继续培养２４

ｈ，细胞培养结束，从插槽下室中各取样１００μＬ，放入９６孔培

养板中，待所有取样结束后，每孔加入二甲基联苯胺溶液和

Ｈ２Ｏ２ 溶液各１００μＬ，显色１０ｍｉｎ，加入１００μＬ浓度为１ｍｏｌ／

Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，用酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸光度（犃）

值；取 ＨＲＰ１０ｎｇ／ｍＬ，用无血清ＤＭＥＭ 培养基倍比稀释，同

法显色并测定犃值，绘制浓度对应犃值的标准曲线。因为犃

值与 ＨＲＰ浓度（犆）具有良好的线性关系，线性方程为犃＝

０．３８１１犆＋０．０９８１，犚２＝０．９９６９，因而根据各个样品测得的犃

值，利用标准曲线公式计算各组细胞 ＨＲＰ通透率。ＨＲＰ通透

率＝（受池 ＨＲＰ浓度×受池培养液体积）／（供池 ＨＲＰ浓度×

供池培养液体积）×１００％。

１．２．５　利用免疫荧光技术鉴定紧密连接蛋白　通透性测定结

束后，用手术刀片将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ完整切下，用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）清洗３次，４％的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍，

加入１％用ｐＨ＝７．２的ＰＢＳ配置小牛血清封闭２０ｍｉｎ，ＰＢＳ

清洗３次，加入检测相应一抗（浓度均为１∶５０），４℃下过夜，

对照组用ＰＢＳ代替一抗，其余条件相同；次日，用ＰＢＳ将一抗

洗净，室温下加入适当浓度的二抗（浓度为１∶５０），室温下避

光浮育４０～６０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ将二抗彻底洗净，然后将细胞置

于荧光显微镜下检测两种蛋白在不同模型上的表达情况。

１．３　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　培养细胞光镜下生长情况　ｈＢＭＥＣ体外培养，光镜下呈

明显的“铺路石”样，符合典型的ｈＢＭＥＣ外形；培养的ＰＣ呈不

规则外形，重叠生长，符合典型的ＰＣ生长形态；培养的 Ｕ２５１

生长情况，见图１。

２．２　液面试漏试验比较　本试验中３种模型与设置的未接种

任何细胞的空白对照组相比，均有保留了一定的液面差，未接

种细胞的空白对照组不能维持液面差。３种不同模型相比较，

液面差维持情况依次为 ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１＞ｈＢＭＥＣ＋

Ｕ２５１＞ｈＢＭＥＣ，并且ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１的液面差几乎保持

到０．５ｃｍ。

２．３　体外ＢＴＢ模型的形态学鉴定　ｈＢＭＥＣ接种于明胶包被

的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽上，非接触共培养后仍呈单层贴壁生长，５ｄ

左右基本形成融合状态，出现其特有的“漩涡”状，ｈＢＭＥＣ生长

形态呈长梭形，表现出接触性抑制生长的特性，其生长特性符合

典型内皮细胞生长的特征；ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１和ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋

Ｕ２５１非接触共培养光镜下整体观，形成致密的连接（图２）。免

疫荧光检测ｈＢＭＥＣ中闭合蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ５和咬合蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，

均表达于ｈＢＭＥＣ的边缘。在不同的模型中ｈＢＭＥＣ上闭合蛋

白Ｃｌａｕｄｉｎ５和咬合蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达强度有差异，见图３。
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　　Ａ：ｈＢＭＥＣ；Ｂ：ＰＣ；Ｃ：Ｕ２５１。

图１　　３种细胞生长培养生长情况（×１００）

　　Ａ：单纯培养ｈＢＭＥＣ在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜上生长情况；Ｂ：ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１模型上生长情况；Ｃ：ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１模型上生长情况。

图２　　３种模型光镜下细胞生长整体形态（×１００）

　　Ａ：单纯ｈＢＭＥＣ模型上Ｃｌａｕｄｉｎ５（×２００）；Ｂ：单纯ｈＢＭＥＣ模型上Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（×２００）；Ｃ：ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１模型上Ｃｌａｕｄｉｎ５（×２００）；Ｄ：ｈＢＭＥＣ

＋Ｕ２５１模型上Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（×２００）；Ｅ：ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１模型上Ｃｌａｕｄｉｎ５（×１００）；Ｆ：ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１模型上Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（×１００）。

图３　　３种模型中ｈＢＭＥＣ上免疫荧光检测Ｃｌａｕｄｉｎ５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达情况
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２．４　体外ＢＴＢ模型通透性测定结果　３种模型对 ＨＲＰ通透

性大小为单纯ｈＢＭＥＣ４３．４９０％±３．５７２％、ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１为

３６．５４０％±１．４７５％、ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１为 ２６．４６０％ ±

２．３７２％，单纯 ｈＢＭＥＣ＞ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１＞ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋

Ｕ２５１。限制 ＨＲＰ通透作用按单纯ｈＢＭＥＣ、ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１、

ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１依次增强（图４），差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

图４　　３种不同方法构建ＢＴＢ／ＢＢＢ模型对 ＨＲＰ

通透性的比较

３　讨　　论

体外ＢＢＢ／ＢＴＢ的研究中，最常用到的细胞为内皮细胞，

内皮细胞的来源较为广泛，常见的有：人脐静脉内皮细胞、主动

脉内皮细胞、小鼠脑血管内皮细胞等。目前，体外ＢＢＢ研究主

要的方法为模拟在体状态，但在相关实验研究中细胞来源物种

却未统一，这样给实验研究带来一些不利因素。对细胞来源要

求并没有统一的标准，本研究利用ｈＢＭＥＣ、ＰＣ和 Ｕ２５１，将细

胞来源物种统一为人进行非接触共培养构建模型，比较接近人

体在体环境状态，也有较好的重复性，在同类研究原有基础上

的进一步改进。

对ＢＢＢ／ＢＴＢ研究认识，证实ｈＢＭＥＣ是ＢＢＢ／ＢＴＢ的主

要组成细胞，因而在本实验研究对ｈＢＭＥＣ细胞质量的要求

高，ｈＢＭＥＣ细胞的质量好坏对本研究有一定的影响。本研究

中所采用ｈＢＭＥＣ细胞系第４代细胞，该细胞优点在于细胞状

态好，纯度较高，可多次传代，可重复性好；其缺点是细胞代数

较原代培养细胞高，不如原代细胞接近在体细胞表型特征；另

外，在该模型中，３种细胞均为非接触共培养，ｈＢＭＥＣ在模型

中接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽上室，ＰＣ接种与Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ插槽明胶

包被的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ半透薄膜上，而Ｕ２５１则接种在１２孔培养皿

底部，虽然３种细胞均接种于同一个培养系统里，但３种细胞

间互不接触，缺乏了细胞之间直接接触相互作用影响，对模型

的通透性等功能结构也会有一定的影响。

液面试漏试验出现液面差，说明ＢＢＢ／ＢＴＢ屏障功能初步

形成。本研究中设置了一个未接种任何细胞的空白模型与３

种模型做液面试漏试验作对照，共培养５ｄ后，与空白组比较

均出现一定的液面差，但只有ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１维持的液

面差和初始设置的上下室液面差基本保持一致，说明在控制了

细胞浓度和培养时间相同的情况下ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１模型

组比ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１和单纯ｈＢＭＥＣ形成ＢＢＢ／ＢＴＢ结构功能

的时间短而且屏障功能好。从分子层面上看，ｈＢＭＥＣ的紧密

连接是ＢＢＢ／ＢＴＢ的结构基础，所以ｈＢＭＥＣ紧密连接是研究

ＢＢＢ／ＢＴＢ结构变化的核心。闭合蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ５和咬合蛋白

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ是ｈＢＭＥＣ紧密连接重要的跨膜蛋白，对ｈＢＭＥＣ紧

密连接条带具有不可替代的作用［１１］。在本实验中，利用免疫

荧光的方法检测了各模型上ｈＢＭＥＣ的主要紧密连接蛋白

Ｃｌａｕｄｉｎ５和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，在荧光实验中发现，ｈＢＭＥＣ的边缘间

形成致密而连续的紧密连接，表明模型具有很好的密封屏障的

功能。这些实验结果可以从形态学方面证明了在本研究中构

建的模型已经具备了ＢＢＢ／ＢＴＢ结构基础。由于实验室设备

的原因，本研究中未能测跨内皮电阻ＴＥＥＲｓ，没有从模型产生

电阻特征方面去证明３种模型特点，另外考虑到Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜

本身比较脆弱和膜上细胞容易被摩擦脱落的特点，电镜标本切

片制作困难，因此本研究未在电镜下观察３种模型的紧密连接

结构形成做比较。

建立一个良好的ＢＢＢ／ＢＴＢ模型，不仅要具备形态学方面

的特征，还有很重要的一点就是要鉴定评价其屏障功能的好

坏。在屏障功能鉴定方面有两个重要的参数，就是跨内皮电阻

ＴＥＥＲｓ和通透性
［１２］。在本研中选用了 ＨＲＰ检测评价３种方

法构建的模型的通透性，避免了放射性物质污染，而且具有实

验操作简单、快捷，仪器设备要求不高等优点。有文献报道该

细胞浓度的接种在共培养５～７ｄ屏障功能最好，因而本研究

选择第５天作为通透性检测的时间点，这与同类实验的参考文

献报道是相符合［１３］。本研究中，ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１和ｈＢ

ＭＥＣ＋Ｕ２５１及单纯ｈＢＭＥＣ做比较，液面试漏试验液面差结

果显示单纯ｈＢＭＥＣ＜ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１＜ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１；

免疫荧光检测显示 ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１的紧密连接蛋白

Ｃｌａｕｄｉｎ５和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ比ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１和单纯ｈＢＭＥＣ致密

而更加连续和封闭，而ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１和单纯ｈＢＭＥＣ作比

较，ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１相对于单纯ｈＢＭＥＣ更为连续致密封闭；

对 ＨＲＰ的检测结果也显示出相对应的趋势，对其通透性为单

纯ｈＢＭＥＣ＞ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１＞ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１，这一结果

表明紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ５和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达连续封闭致密性

越好，对 ＨＲＰ的通透性越差。从形态学和屏障功能上看是相

对应的，也说明了构建的ｈＢＭＥＣ＋ＰＣ＋Ｕ２５１的体外ＢＢＢ／

ＢＴＢ屏障功能比ｈＢＭＥＣ＋Ｕ２５１和单纯ｈＢＭＥＣ具有更优越

的屏障功能。

综上所述，ｈＢＭＥＣ和ＰＣ及 Ｕ２５１三联模型在形态、结构

和功能等方面都比另外两种模型更加完善和优越，更加接近在

体ＢＴＢ／ＢＢＢ状态，是一种可靠的体外ＢＴＢ／ＢＢＢ模型，而且在

本研究中采用的细胞物种来源均来自人，纠正了以往多数研究

报道的细胞不属于同一物种来源的现象，更接近人类在体环

境，为进一步研究ＢＢＢ／ＢＴＢ功能变化和研究ＢＢＢ／ＢＴＢ跨膜

药物筛选及各种脑血管疾病研究提供了一种新型体外模型构

建方式。另外，也为进一步研究周细胞参与ＢＢＢ／ＢＴＢ功能机

制调控提供了最新的体外模型工具。
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