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永生化小鼠 c#)$PM 细胞株
具有脑微血管内皮细胞的屏障特性

何芳%尹飞%彭镜%李孔昭%吴丽文%邓小鹿

"中南大学湘雅医院儿科!湖南 长沙%S!$$$V$

%%!摘%要"%目的%评价永生化小鼠脑微血管内皮细胞株@-)16T 是否具有脑微血管内皮细胞的屏障特性* 方

法%将小鼠脑微血管内皮细胞株@-)16T 接种于细胞培养插内#跨内皮细胞电阻抗',32)>-)1+,'-5(25-5-:,3(:253->(>,Y

2):-#LGG9(和辣根过氧化物酶''+3>-321(>' /-3+N(12>-# 9̂0(通透性实验检测其屏障功能* d->,-3) <5+,法和直接

荧光染色法观察其紧密连接相关蛋白K::581())hKY! 的表达及细胞骨架蛋白 DY2:,() 的分布* 结果%@-)16T 细胞

的LGG9随培养时间延长逐渐升高#!$ 1达 V"6T f#6$

3

&:.

"

#与培养 T 1时的 TU6T fT6!

3

&:.

"相比#差异有统

计学意义'Ce$6$W(* 其培养 !$ 1和 T 1的平均 9̂0通透率在 !"$ .()分别为'"6" f$6$W(X和'S6T f$6"$(X#

差异有统计学意义'Ce$6$W(* 培养 !$ 1时该细胞表达高浓度的紧密连接蛋白 K::581())hKY!#且 DY2:,() 主要分

布在细胞周边#线条完整连续#未见明显缝隙形成* 结论% 小鼠脑微血管内皮细胞株@-)16T 具有脑微血管内皮细

胞的屏障特性#且其屏障功能在接种 !$ 1后可达到最理想的状态* !中国当代儿科杂志#?@A@#A?$B%&CDC ECDT"

!关%键%词"%屏障$紧密连接$脑微血管内皮细胞株$小鼠

!中图分类号"%9aTT%%!文献标识码"%F%%!文章编号"%!$$V aVVT$'"$!$($# a$SUS a$W

6//(".,0%O#$/(2&#8",%)#)$(.3#0%,0-#000%)#c#)$PM $%&'0,1&.3#-(/',",.%5#8,"L

"%#"-3,",-.#"%&.%-&,&.3#'"%/,"1 8",%)/%-"(5,&-20,"#)$(.3#0%,0-#00&

9*!"-M# J+'!0&# C*'8S&-M# 1+=4-MKL$"4# QE1&KQ0-# 2*'8P&"4K15?20@"%AB0-A4.C06&"A%&D/# P&"-M<" 94/@&K

A"G# H0-A%"G>45A$ E-&F0%/&A<# H$"-M/$" S!$$$V# H$&-" 'J&- !# *B"&G% <."T"TJ$4AB"&G?D4B(

%%78&.",-.% 98:#-.%5#%L'-/83/+>-+I,'(>>,81BP2>,+2>>->>P-2,'-3,'-(..+3,25(Q-1 .+8>-<32() -)1+,'-5(25:-55

5()-@-)16T 1(>/52B>,'-:+./232,(;-<233(-3:'232:,-3(>,(:>2>,'-/3(.23B<32() .(:3+;2>:8523-)1+,'-5(25:-55>'@G?&(6

;#.3($&%H..+3,25(Q-1 .+8>-<32() -)1+,'-5(25:-555()-# @-)16T :-55>P-3-:85,83-1 () ,32)>P-55()>-3,>2)1 ,'-(3

3->,3(:,(;-:'232:,-3(>,(:>P-3-2>>->>-1 <B,32)>-)1+,'-5(25-5-:,3(:253->(>,2):-'LGG9( 2)1 '+3>-321(>' /-3+N(12>-

' 9̂0( /-3.-2<(5(,B2>>2B>6d->,-3) <5+,2)1 1(3-:,I58+3->:-),>,2()()A.-,'+1>P-3-8>-1 ,+1-,-:,,'-,(A',c8):,(+)

/3+,-() -N/3->>(+) 2)1 DY2:,() 1(>,3(<8,(+)6<#&20.&%L'-LGG9() @-)16T :-55>():3-2>-1 P(,' ,'-/3+5+)A-1 :85,83-,(.-

2)1 ():3-2>-1 ,+V"6T f#6$

3

&:.

"

!$ 12B>2I,-3:85,83-# P'(:' P2>>(A)(I(:2),5B'(A'-3,'2) ,'2,T 12B>2I,-3:85,83-

'TU6T fT6!

3

&:.

"

$ Ce$6$W(6L'-3-P-3->(A)(I(:2),1(II-3-):->() ,'-/-3.-2<(5(,B32,->I+3̂ 90T 2)1 !$ 12B>2I,-3

:85,83-!'S6T f$6"$(X ;>'"6" f$6$W(X" 'Ce$6$W(6d->,-3) <5+,()1(:2,-1 '(A' 5-;-5-N/3->>(+) +I,(A',c8):,(+)

/3+,-()>+::581() 2)1 hKY! () @-)16T :-55>!$ 12B>2I,-3:85,83-6DY2:,() P2>;(>825(Q-1 23+8)1 ,'-:-55.-.<32)-2)1

/3->-),-1 >:3+<(:852,-5()-23I58+3->:-):-!$ 12B>2I,-3:85,83-6=()-02&%()&% @-)16T :-55>'2;->(.(523<233(-3

:'232:,-3(>,(:>,+@G?&# 2)1 ,'-(3<233(-3I8):,(+) .2B3-2:' ,+,'-<->,-II-:,!$ 12B>2I,-3:85,83-6

!=3%)> =().#/'!#$%,."# ?@A@# A? 'B(%CDC ECDT"

%%F#1 G("$&%%@233(-3$ L(A',c8):,(+)$@32() .(:3+;2>:8523-)1+,'-5(25:-555()-$ ?(:-

%%血脑屏障'<5++1Y<32() <233(-3#@@@(是存在于血

管和脑之间的一种选择性地阻止某种物质由血入脑

的.屏障/#对维持脑内环境恒定#保障中枢神经系

统的正常活动具有重要意义!!"

* 要深入研究血脑

屏障的功能与调控机制#构建一种简单可靠)接近在

体状态的体外 @@@细胞模型至关重要* 脑微血管

内皮 细 胞 ' <32() .(:3+;2>:8523-)1+,'-5(25:-55#

@?G&(是构成 @@@屏障的最主要成分及结构基

础!""

#因此目前大多数@@@模型利用原代培养的脑

微血管内皮细胞构建而成!TYS"

* 然而随着对 @@@功

能的深入研究#@G?&生长周期长)体外培养传代数

代即失去特性的特点限制了研究人员采用如稳定转

&SUS&
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染等新的分子生物学技术对 @@@各类信号通路进

行研究#同时 @?G&体外培养代数有限)不能完全

排除杂细胞污染的缺陷使得利用 @G?&进行 @@@

体外调控研究的结果稳定性较差* 为了弥补上述原

代细胞在@@@调控和分子信号机制研究方面的缺

点#有人提出了利用永生化的细胞替代原代细胞#并

进行了许多尝试性研究* 目前在国内被广泛采用的

是利用G&4T$S 细胞株替代原代脑微血管内皮细胞

建立体外血脑屏障细胞模型!W"

* 虽然该细胞排除了

上述原代培养细胞的缺点#但其非内皮细胞来源#在

生长过程中表现出膀胱癌上皮的特征#不能真实反映

各种实验条件下作为@@@主要成分的内皮细胞的病

理生理过程* 而国外目前已报道的一系列内皮细胞

系如9@GS)Z4Ŷ&G&等#与原代细胞相比其 LGG9

值低得多#提示它们未有足够紧密的细胞旁屏障作

用!#"

#不适合用于血脑屏障紧密连接的研究* 以前有

报道永生化小鼠脑微血管内皮细胞株@-)16T 具有较

好的细胞旁屏障功能!U"

* 因此本研究运用跨内皮细

胞 电 阻 抗 ' ,32)>-)1+,'-5(25-5-:,3(:253->(>,2):-#

LGG9(和辣根过氧化物酶' '+3>-321(>' /-3+N(12>-#

9̂0(通透性实验检测 @-)16T 的屏障功能$d->,-3)

<5+,法和直接荧光染色法检测其紧密连接相关蛋白

K::581())hKY!的表达及细胞骨架蛋白 DY2:,() 的分

布状态#以评价@-)16T 细胞是否存在与原代培养的

@?G&一致的屏障功能和生理特性*

AK材料与方法

A6AK材料与仪器

小鼠脑微血管内皮细胞株@-)16T'美国芝加哥

大学章坚教授馈赠(#细胞培养插'&+3)()A#$6S

&

.

孔径#"S 孔板#美国(#?(55(:-55YGZ9电阻仪 '?(55(Y

/+3-# 日本(#胎牛血清'](<(:+#美国(#兔抗鼠+::58Y

1()一抗'Z2),2&38Q#美国(#兔抗鼠hKY! 一抗'Z2)Y

,2&38Q#美国(#鼠抗兔 ,8<5() 一抗 ' Z2),2&38Q#美

国(#罗丹明Y鬼笔环肽'H);(,3+A-)#美国(#其余生化

试剂均为进口分装或国产分析纯试剂*

AP?Kc#)$PM 细胞培养

培养基为完全培养基'S6W A[\葡萄糖#T6U A[\

碳酸氢钠#S .?谷氨酰胺#!$X胎牛血清(#在 WX

&K

"

#TUp培养箱中培养#约 T 1 传代一次* 每次以

! m!$

S 个[.5的密度将@-)16T细胞悬液 $6T .\接种

于细胞培养插内池#并于 "S 孔板培养插外池加入完

全培养基 !6" .\#保证培养插内外池两侧液面相等#

倒置相差显微镜下每日观察@-)16T细胞形态变化*

APMKc#)$PM 细胞屏障功能检测

!6T6!%LGG9的测定%%从细胞接种入细胞插内

开始#以未接种细胞仅在细胞插内加入等量相同培

基的样品为空白对照#利用 GZ9Y电阻仪每天测量细

胞LGG9读数* 为保证数值的准确性#整个过程在

恒温'"Tp(下进行#每个细胞插均取不同方向的 T

个点#重复测定 T 次* LGG9 '̀接种有细胞的样品

读数a空白对照样品读数( m$6TT*

!6T6"% 9̂0通透性实验%%细胞培养 !$ 1后利用

9̂0作为示踪剂检测单层细胞的通透性* 以细胞

插内培养 T 1的细胞为实验对照'此时镜下可观察

到细胞已在细胞插内完全汇合(* 未接种细胞仅在

细胞插内加入等量相同培基者的样品为空白对照*

将 9̂0溶解于实验用培养基'无酚红高糖 C?G?

培养基(中* 弃去细胞插原有的培养基#然后在供

池中加入含有 W$

&

A[.\̂ 90的实验用培养基#受池

中加入实验用培养基#使细胞插内外液面相平* 分

别于 W)!W)T$)#$)!"$ .() 后#在受池取出 W$

&

\培

养基#加入 !$$

&

\底物 T#W#Tb#WbY四甲基联苯胺

'L?@(#室温反应 T$ .() 后#用 ! ?的 ^

"

ZK

S

终止

反应#用酶联免疫检测仪测定'SW$ ).(#按下述公

式计算通透率% 0

9̂0

X `' &

9̂0受池 m4

9̂0受池 ([

'&

9̂0供池 m4

9̂0供池( m!$$X*

APCKd#&.#")80(.

提取培养 !$ 1 的 @-)16T 细胞总蛋白#定量后

aU$p保存* 取 W$

&

A总蛋白样品#!"X聚丙烯酰

胺双向凝胶电泳#!$$ 4恒压湿转 !$$ .()使蛋白转

移至 04CD膜上#Sp封闭过夜* 紧密连接蛋白

K::581())hKY! 和内参 L8<5() 的一抗稀释倍数分别

为 !xV$$)!xTW$ 和 !xW$$#室温下结合 " '* L@ZL

洗膜#!$ .()#S 次* 兔和鼠二抗稀释倍数分别为

!xU $$$和 !xS $$$#室温下结合 ! '* L@ZL洗膜#

!$ .()#S 次* 加入等量发光剂和增强剂#反应

" .()*O光胶片感光后显影)定影*

A6SK直接荧光染色

以 W m!$

S

[.\的密度将@-)16T 细胞接种于 "S

孔板内#每孔接种 $6W .\* 镜下观察细胞基本于

T 1 左右汇合#再继续培养 U 1#行 DY2:,() 染色%予

0@Z 漂洗 T 次#SX多聚甲醛固定 !W .()#0@Z漂洗 T

次#$6!X,3(,+)OY!$$ 作用 !$ .()#0@Z 漂洗 T 次#加

入罗丹明Y鬼笔环肽 " R[孔#室温)避光的条件下反

应 SW .()#0@Z 漂洗 W 次#每次 " .()* 荧光显微镜

观察拍照#激发光为绿光*

A6BK统计学处理

数据以均数f标准差'If/(表示* 多样本均数

&WUS&
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比较采用方差分析#两样本均数比较采用 A检验#

Ce$6$W为差异有统计学意义* 全部资料用 Z(A.2Y

/5+,!$6$)GN:-5U6$ 和 Z0ZZ !S6$ 统计软件处理*

?K结果

?6AK形态学结果

倒置显微镜下观察培养 !$ 1 的脑微血管内皮

@-)16T 细胞* 见细胞长梭形#单层紧密排列#没有

向多层生长的趋势#互不重叠#汇合成片呈典型的铺

路卵石样结构'图 !(*

%%图 AK光镜下观察培养培养 A@ $的 c#)$PM 细胞K细

胞长梭形#汇合成典型铺路石样结构*

?P?Kc#)$PM 细胞的屏障功能

"6"6!%LGG9结果%%@-)16T 细胞的 LGG9随培

养时间的延长逐渐升高#在培养 !$ 1 后#稳定于一

个较高的水平* 细胞培养 T 1 时#镜下见细胞基本

汇合#LGG9读数为 TU6T fT6!

3

&:.

"

#培养到第

!$ 天#细胞 LGG9读数增加至 V"6T f#6$

3

&:.

"

#

与培养 T 1 相比#差异有统计学意义'Ce$6$W(*

培养 !$ 1 后#细胞 LGG9维持在与 !$ 1 相近的读

数#差异没有统计学意义'Cl$6$W(* 见图 "*

!

!

!"

#

$%%

&%

'%

(%

#%

%

!
"

)
*
*
+

% # ( ' & $% $# $(

#$%&

,

%%图 ?Kc#)$PM 细胞培养时间与相对I[[<值变化关系

K

2%与培养 T 1相比#Ce$6$W*

"6"6"% 9̂0通透性结果%%表 ! 结果显示培养

!$ 1 的@-)16T 细胞表现出良好的限制物质通透的

能力#其平均 9̂0通透率在 W .())!W .())T$ .())

#$ .())!"$ .()与培养 T 1 的细胞样品和空白对照

比较#差异均有统计学意义'Ce$6$W(*

表 AK各组c#)$PM 细胞V<!平均通透率K

'If/# X(

W .() !W .() T$ .() #$ .() !"$ .()

空白对照 "6SW f$6$W "6#T f$6$# T6"$ f$6$W S6#$ f$6TU =6U$ f$6!#

培养 T 1样品
"6TS f$6$"

<

"6S" f$6$W

<

"6W" f$6$W

<

"6WU f$6$#

<

S6T$ f$6"$

<

培养 !$ 1样品
!6VV f$6$"

2#<

!6=" f$6$T

2#<

!6== f$6$T

2#<

"6$T f$6$"

2#<

"6"$ f$6$W

2#<

%%2%与培养 T 1样品比较# Ce$6$W$ <%与空白对照比较# Ce$6$W

?PMKc#)$PM 细胞表达紧密连接相关蛋白

@-)16T 细胞培养到第 !$ 天#可见其高浓度表

达K::581())hKY!'图 T(*

!""#$%&'

(!)*

+$,#&'-

!"

.

%%图 MK培养 A@ $的 c#)$PM 细胞 9--02$%)'e9LA 蛋白

的d#&.#")80(.结果K

@-)16T 细胞高浓度表达紧密连接蛋白

K::581())hKY!*

?PCK\L,-.%)染色

@-)16T 细胞培养 !$ 1 左右时#直接荧光染色

可见于DY2:,()主要分布在细胞周边#形成肌动蛋白

丝带#线条完整连续#未见明显缝隙形成* 见图 S*

%%图 CKc#)$PM 细胞\L,-.%)染色
' m"$$(%@-)16T 细胞的

DY2:,()主要分布在细胞周边#荧光显微镜下见线条连续#无明显

缝隙*

&#US&
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MK讨论

@@@是由无窗孔的 @?G&及细胞间紧密连接)

基膜)周细胞)星形胶质细胞足突和极狭小的细胞外

隙共同组成的一个细胞复合体* 其中 @?G&数量

最多#是构成 @@@的最主要成分#同时 @?G&之间

的紧密连接',(A',c8):,(+)#L*(又是保证@?G&屏障

功能的重要结构!V"

* 因此寻找一个适当的体外模

型用于研究 @?G&及其间的紧密连接的屏障功能

及调控机制对深入了解 @@@各种病理生理过程来

说尤为重要*

目前国内外研究 @@@多以各种种属原代培养

的@?G&为基础#但是原代细胞一系列明显的缺

点#如操作复杂)生长缓慢#体外培养传代数代即失

去内皮特征#难以排除杂细胞污染等#制约了其在基

础研究中的广泛使用* 为了进一步深入研究 @@@

的各类分子调控信号#有人利用多种永生化的细胞

株来代替原代培养的@G?&进行研究!=Y!$"

* 但目前

研究表明#这些细胞株由于其自身的各种缺陷不能

很好地代表 @G?&* 比如 G&4T$S 细胞#虽然培养

操作简便)细胞纯度高#具有较好的细胞旁屏障作

用#但其并非内皮细胞来源#不适用于以 @?G&为

研究主体的实验* 又如目前在国外被广泛应用于

@@@药物转运实验的 9@GS 细胞株#来源为小鼠的

内皮细胞#能表达一系列的内皮标记物和转运蛋白#

但目前发现其LGG9仅在 T$

3

&:.

" 左右#提示其

细胞旁屏障功能与原代细胞相比较有较大的差异#

不能用作@@@细胞旁通透途径和紧密连接的研究*

"$$U 年#@3+P) 等!U"提出永生化小鼠脑微血管

内皮细胞株@-)16T 具有较好的细胞旁屏障功能#这

给我们提供了一个新的用于替代原代培养 @?G&

的选择#但目前对于该细胞株的屏障特性的研究较

少* 本研究将@-)16T 细胞培养于细胞培养插的微

孔滤膜上#并在形态学)LGG9变化) 9̂0通透性实

验)紧密连接蛋白的表达和细胞骨架蛋白的结构分

布等方面对该细胞进行了研究* 结果证实 @-)16T

细胞具有类似@?G&的屏障特性#并且表达紧密连

接蛋白#可能是目前一种较好的原代 @?G&替代

细胞*

@@@的屏障作用包括细胞旁屏障作用和跨细

胞屏障作用* 前者限制了 @@@对小分子以及无机

离子物质的通透#而后者的主要作用是阻止大分子

细胞通过 @@@#从而保持了大脑内微环境的稳

定!!!"

* 因而细胞旁屏障作用和跨细胞屏障作用是

评价 @@@功能必不可少的指标* 细胞旁屏障作用

可藉由测量内皮细胞单层融合状态下的跨内皮电阻

'LGG9(来完成#LGG9越高说明细胞的屏障作用越

强* 该法较其他方法更为简便)敏感#而且可以实时

跟踪测量#有助于发现细胞旁屏障能力的动态变化*

本研究对接种于细胞插内的 @-)16T 细胞样品进行

了连续 !" 1 的 LGG9测量#发现其 LGG9随培养时

间的延长逐渐升高#并于第 !$ 天达到 V"6T f

#6$

3

&:.

"

#其后可稳定于 UW j=$

3

&:.

" 的范

围* 上述数值与 @3+P) 等!U"的实验结果'LGG9在

V$ j!S$

3

&:.

"

(基本一致#并与大多数目前发表

的各个种属原代培养获得的 @?G&的 LGG9值

'W$ j!V$

3

&:.

"

(相当!!"Y!T"

#这说明培养 !$ 1 后

@-)16T 细胞具有良好的限制物质通透的细胞旁屏

障功能* 同时本研究发现#在培养第 T 天镜下即可

见到细胞在细胞插内已经完全汇合#然而此时

LGG9读数为 TU6T fT6!

3

&:.

"

#仅为培养 !$ 1 时

的 SWX#差异有统计学意义* 此提示 @-)16T 细胞

刚汇合时屏障功能并不完善#至少在汇合后 ! 周该

细胞才具有较好的细胞旁屏障作用* 对大分子物质

的通透性'即跨细胞屏障作用(也是评价 @@@的重

要功能指标#但目前对@-)16T 跨细胞屏障作用的研

究报道罕见* 本研究采用了辣根过氧化物酶 9̂0

'相对分子质量 S$ EC(来研究该细胞的对大分子物

质的屏障功能'跨细胞屏障(#同一时间 9̂0通透

率越低说明细胞的屏障功能越好* 该法灵敏度高)

方法简单)实验操作无污染#且吸光度与 9̂0浓度

具有良好的线性关系#加入底物后可直接用酶标仪

测定#避免了核素和荧光素以及其它放射性物质标

记* 本实验结果显示培养 !$ 1 的@-)16T 细胞表现

出良好的限制物质通透的能力#其平均 9̂0通透率

为培养 T 1的细胞样品的 W!6"X#差异有统计学意

义* 此结果与LGG9结果具有一致性#证明该细胞

汇合并继续培养 U 1其限制大分子物体通透性能力

方面较刚汇合时得到了明显的提高#提示接种 !$ 1

后@-)16T 细胞可获得较好的大分子屏障功能* 李

曼霞!!S"利用原代培养的大鼠 @?G&为基础建立的

体外@@@模型的 9̂0通透率为 T6W#X#而本研究

培养 !$ 1 @-)16T 细胞的 9̂0通透率仅为"6"X#显

示培养 !$ 1 @-)16T 细胞大分子屏障功能与原代

@G?&类似甚至更优*

@?G&的屏障功能的主要结构基础是@?G&之

间的紧密连接* 紧密连接是一种细胞一细胞膜在空

间上的连接#主要由跨膜蛋白)胞质附着蛋白和细胞

骨架蛋白组成* 本研究已证实培养 !$ 1 的 @-)16T

&UUS&



第 !" 卷第 # 期
"$!$ 年 # 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6#

*8)6"$!$

细胞具有较好的类似原代 @?G&的屏障功能#那么

此时该细胞是否有与 @?G&类似的紧密连接蛋白

的表达和分布+ 本研究证实了 @-)16T 细胞有高浓

度的紧跨膜蛋白 K::581() 和胞质附着蛋白 hKY! 表

达#与@3+P) 等!U"结果一致#并且与原代培养的@GY

?&中的表现相符!!W"

* 本研究并应用直接荧光染色

法观察了细胞骨架蛋白 2:,()#发现在培养 !$ 1#

@-)16T 细胞的 DY2:,() 主要分布在细胞周边#形成

肌动蛋白丝带#线条完整连续#未见明显缝隙形成*

此与既往在原代培养的大鼠 @?G&中的发现相

符!!W"

*

综上所述#本实验证实小鼠微血管内皮细胞株

@-)16T 表达紧密连接相关蛋白#具有@?G&的屏障

特性#且屏障功能在培养 !$ 1达到最理想的效果*
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