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血脑屏障体外细胞模型的建立与比较
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摘要：目的 构建不同培养模式的血脑屏障（ＢＢＢ）体外细胞模型并进行结构和功能的比较和分析。 方法 用人脑

微血管内皮细胞系（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３）、人脑星形胶质母细胞瘤细胞系（Ｕ８７ＭＧ）和人脑血管周细胞系（ＨＢＶＰ）３ 种细

胞在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 装置中构建细胞模型。 根据细胞种类和细胞位置的不同，将模型分为单培养、双培养（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３＋

Ｕ８７ＭＧ 或 ＨＢＶＰ）、不接触共培养、半接触共培养和全接触共培养 ５ 种血脑屏障体外细胞模型。 检测模型的通透性

和渗透性以及相关蛋白和基因的表达，比较不同模型的结构和功能特点并分析。 结果 与单培养和双培养模型相

比，共培养模型的渗透性降低，紧密性升高，血脑屏障相关的基因和蛋白的表达也升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在共培养模型

中，半接触和全接触培养模型具有更低的渗透性（Ｐ＜０􀆰 ００１），全接触细胞培养模型的紧密性更高（Ｐ＜０􀆰 ０１），部分血

脑屏障相关蛋白和基因的表达也更高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 全接触共培养细胞模型具有更优的血脑屏障相关性质，更
适用于血脑屏障研究。
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　 　 作为血液和中枢神经系统之间的动态复杂界

面，血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ）具有双重功

能，即屏障和载体功能［１］，既能输送脑细胞正常代

谢所必需的营养物质，又能阻隔许多有毒化合物和

病原体，具有保护作用［２⁃３］。 血脑屏障是一种选择

性渗透屏障，大多数中枢神经系统候选药物在血脑

屏障中的渗透性差，无法通过。 基于细胞培养的体

外 ＢＢＢ 模型应运而生，利用原代细胞、永生化细胞

系［４］或者干细胞［５］ 建立可靠的体外血脑屏障模型

可以更准确地模拟体内屏障，这样的系统允许探索

神经疾病恢复的新可能性。
星形胶质细胞包被中枢神经系统血管并赋予内

皮细胞 ＢＢＢ 特性［６］。 周细胞与神经血管单位的各

种成员相互作用，支持内皮细胞的萌发、分化和成熟

来促进血脑屏障的发育［７］。 本研究旨在探究星形

胶质细胞和周细胞对血脑屏障结构和功能的影响，
探究不同培养方式下血脑屏障细胞模型结构和功能

的变化。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞：人脑微血管内皮细胞系 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３、
人脑星形胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ、人脑血管周

细胞系 ＨＢＶＰ（上海信裕公司）。
１􀆰 １􀆰 ２ 　 主要试剂： ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 细胞专用培养基

（ＸＹ⁃ｈ０７０⁃００１６）（上海信裕公司）；细胞培养用胎牛

血清、ＤＭＥＭ 培养基（１６０００⁃０４４、１１９９５⁃０６５） （Ｇｉｂｃｏ
公司 ）； ＰＢＳ、 ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶、 青 霉 素 链 霉 素

（ＣＣ００８、ＣＣ０１７、ＣＣ００４） （Ｍａｃｇｅｎｅ 公司）；１０ ｋＤ 异

硫氰酸荧光素⁃葡聚糖 （ ＦＤ１０Ｓ） （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）；ＰＥＣＡＭ⁃１（ＣＤ３１）抗体、Ｇｌｕｔ１ 抗体、ＬＲＰ⁃１ 抗体

（ ａｂ７６５３３、 ａｂ１１５７３０、 ａｂ９２５４４ ） （ Ａｂｃａｍ 公 司 ）；
Ｐ Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ 抗 体 （ ａｂ１７０９０４ ） （ Ａｂｃａｍ 公 司 ）；
Ｔｒｉｚｏｌ（１５５９６０１８）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ｃＤＮＡ 合成试剂

盒（Ｒｏｃｈｅ 公司）。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 血脑屏障体外细胞模型的构建（图 １）：对
人脑微血管内皮细胞 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３、人脑星形胶质

母细胞瘤细胞 Ｕ８７ＭＧ、人周细胞 ＨＢＶＰ 进行常规

细胞培养。 模型分为 ５ 组：１）单培养模型（仅培养

ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３）：在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 正面铺 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３，在

上室加入 １００ μＬ 浓度为 ２×１０４ 个 ／ ｍＬ 的 ｈＣＭＥＣ ／
Ｄ３ 细 胞 悬 液； ２ ） 双 培 养 模 型 （ ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 与

Ｕ８７ＭＧ 或 ＨＢＶＰ 双培养）：将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 装置翻转，
铺 ＨＢＶＰ 或 Ｕ８７ＭＧ，用移液枪小心吸取 ５０ μＬ 浓

度为 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ 的 ＨＢＶＰ 细胞悬液或浓度为 ４×
１０４个 ／ ｍＬ 的 Ｕ８７ＭＧ 细胞悬液，培养 １２ ｈ 后正置

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，继续铺 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３，在上室加入 １００ μＬ
浓度为 ２×１０４个 ／ ｍＬ 的ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３细胞悬液，在细

胞培养箱中孵育培养； ３） 不接触共培 养 模 型

（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 与 Ｕ８７ＭＧ 及 ＨＢＶＰ 均不接触）：在孔

板底面铺 ＨＢＶＰ，加入浓度为 ２􀆰 ８ × １０４ 个 ／ ｍＬ 的

ＨＢＶＰ 细胞悬液 ３００ μＬ，１２ ｈ 后继续加入浓度为

２×１０４个 ／ ｍＬ的 Ｕ８７ＭＧ 细胞悬液 ３００ μＬ，细胞培养

箱中继续培养 １２ ｈ，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上铺 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３，
在上室加入 １００ μＬ 浓度为 ２×１０４ 个 ／ ｍＬ的 ｈＣＭＥＣ ／
Ｄ３ 细胞悬液；４）半接触共培养模型（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 与

ＨＢＶＰ 通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 膜接触， 不接触 Ｕ８７ＭＧ）：
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ装置翻转，铺 ＨＢＶＰ，加入浓度为 ５×１０４个 ／
ｍＬ 的 ＨＢＶＰ 细胞悬液 ５０ μＬ，１２ ｈ 后在孔板底面铺

Ｕ８７ＭＧ，加入浓度为２×１０４个 ／ ｍＬ的 Ｕ８７ＭＧ 细胞悬

液 ３００ μＬ， 培养 １２ ｈ 后正置 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ， 继续铺

ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３，在上室加入１００ μＬ浓度为 ２×１０４个 ／ ｍＬ
的 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 细胞悬液； ５） 全接触共培养模型

（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 通 过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 膜 接 触 ＨＢＶＰ 和

Ｕ８７ＭＧ）：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 装置翻转，铺 ＨＢＶＰ，加入浓度为

２􀆰 ８×１０４个 ／ ｍＬ 的 ＨＢＶＰ 细胞悬液 ５０ μＬ，１２ ｈ 后继

续铺 Ｕ８７ＭＧ，加入浓度为 ２×１０４个 ／ ｍＬ 的 Ｕ８７ＭＧ
细细胞悬液 ５０ μＬ， 培养 １２ ｈ 后正置 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，
继续铺 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 在上室加入 １００ μＬ 浓度为 ２×
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Ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ（ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３）， Ｕｐｐｓａｌａ ８７ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｇｌｉｏｍａ （Ｕ８７ＭＧ） ｃｅｌｌ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｃｙｔｅ
（ＨＢＶＰ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ； ＢＥＣ􀆰 ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ； Ａ􀆰 ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ； Ｂ－Ｇ􀆰 ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ： Ｂ􀆰 ｏｎｌｙ ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ；
Ｃ􀆰 ｂｉ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ （Ｕ８７＋ＢＥＣ）； Ｄ􀆰 ｂｉ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ （ＨＢＶＰ＋ＢＥＣ）； Ｅ􀆰 ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ）； Ｆ􀆰 ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｔａｃｔ）；
Ｇ􀆰 ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ｆｕｌｌ⁃ｃｏｎｔａｃｔ）

图 １　 血脑屏障体外细胞模型的示意图

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ

１０４个 ／ ｍＬ 的 ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３ 细胞悬液。 恒温细胞培养

箱培养（３７ ℃、５％ ＣＯ２）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 渗透性检测：待细胞形成致密单层之后，对
模型进行通透性检测实验。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室加入

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ的 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖溶液 （无血清、无酚红

ＤＭＥＭ 配制） ０􀆰 １ ｍＬ，下室加入 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的无

ＦＩＴＣ 标记的葡聚糖溶液（无血清、无酚红 ＤＭＥＭ 配

制）０􀆰 ６ ｍＬ。 置于细胞培养箱孵育 １ ｈ 后分别从

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ装置的上、下室提取样品，进行荧光分光光

度计检测。 计算细胞层的 Ｐｄ 值。 Ｐｄ （ ｃｍ ／ ｓ） ＝
（Ｃ ／ ｔ）（１ ／ Ａ）×（Ｖ ／ Ｌ） （Ｃ 是下室 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖浓度，
ｔ 是时间间隔，Ａ 是表面积，Ｖ 是下室溶液体积，Ｌ 是

上室 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖浓度）。 因为葡萄糖浓度可用样品

荧光强度表示，不同模型的 ｔ、Ａ 及 Ｖ 均相同，所以利

用 Ｐ ＝Ｆ１ ／ Ｆ２（Ｆ１－上室样品荧光强度，Ｆ２－下室样品荧

光强度）来表示各模型的通透性。 检测未培养细胞的

空白对照组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的渗透性 Ｐ０，以各模型 Ｐ 值与

Ｐ０ 的比值来进行模型组间渗透性的比较。
１􀆰 ２􀆰 ３　 紧密性检测：电阻仪 ＥＶＯＭ２ 的 ＳＴＸ２ 电极分

别插入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 装置的上室和下室管腔侧。 测量并

记录细胞层的电阻值 ＴＥＥＲ。 检测未培养细胞的空白

对照组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的紧密性 Ｔ０，以各模型 ＴＥＥＲ 值与

Ｔ０ 的差值来进行模型组间紧密性的比较。

１􀆰 ２􀆰 ４　 血脑屏障相关基因表达检测：胰蛋白酶消化

细胞后收集细胞，使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法及氯仿分层法分离

提取 ＲＮＡ。 用 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录

成 ｃＤＮＡ 后进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测（引物见表 １）。 结

果以 ２－ΔΔＣｔ进行相对定量计算。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

ＧＡＰＤＨ ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴ

ｒｅｖｅｒｓｅ： ＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＧＡＣ

ＰＥＣＡＭ⁃１ ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＡＡＡＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＡＴＧＣＣＧ

ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＧＡＧＣＡＧＧＧＣＡＧＧＴＴＣＡＴＡＡ

ＧＬＵＴ⁃１ ｆｏｒｗａｒｄ： ＴＧＧＣＡＴＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣＴＴＣＴ

ｒｅｖｅｒｓｅ： ＣＴＡＧＣＧＣＧＡＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴ

ＰＧＰ ｆｏｒｗａｒｄ： ＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＡＴＴＣＣＴＧＧＧＡ

ｒｅｖｅｒｓｅ： ＴＴＴＧＡＣＣＣＧＣＡＣＴＴＣＡＧＣＴＡ

ＬＲＰ⁃１ ｆｏｒｗａｒｄ： ＴＣＴＧＣＴＴＣＧＴＧＴＧＣＣＴＡＴＣＣ

ｒｅｖｅｒｓｅ： ＣＡＧＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＴＧＴＣＧＣＡＴＣＴ

１􀆰 ２􀆰 ５　 血脑屏障相关蛋白表达检测：胰蛋白酶消化

细胞后收集细胞，制得蛋白样品。 １６６ Ｖ 恒压进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离蛋白， ２４０ ｍＡ恒流进行

转膜，后利用相应的抗体进行孵育及处理后显影，检
测血脑屏障相关蛋白的表达水平。
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１􀆰 ３　 统计学分析

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行

统计学分析，实验数据表示为均值±标准差（ｘ±ｓ）。
两组数据比较使用 ｔ 检验进行组间差异分析，
Ｐ＜０􀆰 ０５认为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同培养方式的血脑屏障（ＢＢＢ）体外细胞模

型的紧密性和通透性变化

半接触细胞共培养模型和全接触细胞共培养模

型的紧密性比单培养和双培养以及不接触共培养模

型的紧密性明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与半接触细胞共培

养模型相比，全接触细胞共培养模型的紧密性更高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２Ａ）。 与单培养和双培养以及不接触

共培养模型相比，半接触和全接触细胞共培养模型

具有更低的渗透性（Ｐ＜０􀆰 ００１）；且全接触细胞共培

养模型的渗透性比半接触细胞共培养模型更低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ２　 不同培养方式的血脑屏障（ＢＢＢ）体外细胞模

型的相关基因表达差异

ＢＢＢ 相关的结构基因 ＰＥＣＡＭ⁃１，在全接触共培

养模型中的表达最高（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ３Ａ）。 ＢＢＢ 相

关的功能基因 ＰＧＰ 和 ＬＲＰ⁃１ 在半接触共培养模型

和全接触共培养模型中的表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）
（图 ３Ｂ，Ｃ）。 与其他培养模型相比，ＢＢＢ 相关功能

基因 ＧＬＵＴ１ 在全接触共培养模型中表现更高的水

平（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ３　 不同培养方式的血脑屏障（ＢＢＢ）体外细胞模

型的相关蛋白表达

结构蛋白 ＰＥＣＡＭ⁃１、功能蛋白 ＧＬＵＴ１ 在全接

触共培养模型中的表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４Ａ，
Ｃ）。 功能蛋白 ＬＲＰ⁃１ 在半接触共培养和全接触共

培养模型中的表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４Ｂ）。 与

单培养模型相比，双培养模型和共培养模型都表现

出一定程度的 ＢＢＢ 相关功能蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 表达水平的

提高，尤其全接触共培养模型表现出较高的 Ｐ⁃ｇｐ 表

达（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４Ｄ）

３　 讨论

血脑屏障在外周与中枢的物质传递和信息交

流中具有重要作用，构建血脑屏障体外模型是研

究血脑屏障的重要一环。 血脑屏障的性质并不仅

仅是内皮细胞自身的性质决定［８］ ，而是由大脑中

的微环境决定的。 胶质细胞和周细胞作为血脑屏

障的重要组成部分，对血脑屏障的结构以及功能

发挥有着重要的作用［７，９］。 全接触共培养模型的紧

ＴＥＥＲ􀆰 ｔｒａｎｓ⁃ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； Ｔ０􀆰 ＴＥＥＲ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｅｌｌ； Ｐ􀆰 ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ； Ｐ０􀆰 ｔｈｅ ｐｅｒ⁃
ｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｅｌｌ； ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｉｇｈｔｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｅｎｅｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＥＥＲ ｖａｌｕｅ； ＢＥＣ􀆰 ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ； Ａ􀆰 ＴＥＥＲ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ；∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｂ􀆰 ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ２　 不同模型的紧密性和渗透性比较

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐａｃｔｎｅｓｓ ａｎｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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ＢＥＣ􀆰 ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ； Ａ􀆰 ＰＥＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃
ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｂ􀆰 Ｐ⁃ｇｐ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃
ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｃ􀆰 ＬＲＰ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅ； Ｄ􀆰 ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ，＃Ｐ＜０􀆰 ０１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ３　 不同模型血脑屏障（ＢＢＢ）中相关基因表达的比较

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＢＢ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

密性最强，反映出周细胞和星形胶质细胞的确能够

对血脑屏障的结构生成和功能发挥产生积极影响，
而且星形胶质细胞和周细胞不与内皮细胞接触，仅
释放某些影响因子在培养基中进而作用于内皮细

胞，这种方式对于血脑屏障紧密性的影响并没有

直接接触产生的影响更强。 相较于其他模型，全
接触共培养模型表现出最低的渗透性，即最强的

物质屏障功能。 对血脑屏障相关结构基因和蛋白

ＰＥＣＡＭ⁃１ 的表达水平检测也印证了这一点。
ＢＢＢ 相关的基因和蛋白的表达在全接触模型

中的表达都呈现高水平，证明星形胶质细胞和周

细胞的存在及细胞之间的相互接触对血脑屏障的

功能蛋白和基因的表达产生积极影响。 但像 Ｐ 糖

蛋白（Ｐ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ， Ｐ⁃ｇｐ）基因在半接触和全接

触共培养模型中都有较高的表达，这可能是因为

星形胶质细胞除了通过接触内皮细胞对 ＢＢＢ 产生

影响外，还可能通过释放因子在培养基中，继而影

响 ＢＢＢ 的形成，而这种间接作用对内皮细胞这些

基因的表达影响比较大。 综合来看，全接触共培

养血脑屏障体外细胞模型的紧密性更强，渗透性

更低，ＢＢＢ 相关的基因和蛋白的表达也水平也更

高，是更接近血脑屏障生理状态的体外细胞模型。
在接下来的研究中，可以利用这种体外模型探索

某些营养物质的输送以及血脑屏障对某些有害物

质的阻挡功能。
随着技术的不断发展，血脑屏障模型的建立也在
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ＢＥＣ􀆰 ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ； Ａ􀆰 ＰＥＣＡＭ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｔａｃｔ
ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ， ＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｂ􀆰 ＬＲＰ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｃ􀆰 ＧＬＵＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃
ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｄ􀆰 Ｐ⁃ｇｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ， △△Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＥＣ（ｏｎｌｙ ｈＣＭＥＣ ／ Ｄ３）

图 ４　 不同模型血脑屏障（ＢＢＢ）相关蛋白表达的比较

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＢＢ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

不断地推陈出新。 现在模型构建已经向微流控模型

和 ３Ｄ 模型方向以及干细胞方向［１０］ 发展。 总之，现
有实验证明了血脑屏障体外模型作为人类相关疾病

模型的多方面潜力，并有助于器官功能障碍的研究。
建立可靠的体外血脑屏障模型可以极大地加快中枢

神经系统药物的研发。
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