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紧密连接蛋白 ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ａｃｔｉｎ参与缺氧缺血
诱导的血脑屏障通透性增加

吴丽文，尹飞，彭镜，王卫东，甘娜

（中南大学湘雅医院儿科教研室，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　探讨血脑屏障紧密连接（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＢＢＢＴＪ）蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ａｃ
ｔｉｎ在缺氧缺血诱导的血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性增加中的变化及其机制。方法　利用人脐静脉内
皮细胞系ＥＣＶ３０４与星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ，ＡＳ）共培养建立体外ＢＢＢ模型，模型随机分为正常对照组和缺氧缺
血两组。透射电镜观察两组间ＢＢＢＴＪ的变化，直接免疫荧光观察细胞骨架蛋白ａｃｔｉｎ分布的改变。γ计数仪检测
大分子物质 １２５Ｉ牛血清白蛋白（１２５ＩＢＳＡ）通透曲线观察ＢＢＢ通透性的改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞骨架蛋白ａｃｔｉｎ，
胞浆附着蛋白ＺＯ１，跨膜蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达量的改变。结果　透射电镜观察培养第１０天的体外ＢＢＢ模型，可见
内皮细胞连接紧密，细胞间形成光滑、连续、较高密度的紧密连接。缺氧缺血后５ｈ，内皮细胞间连接开放，形成裂
隙。直接免疫荧光下检测可见周边Ａｃｔｉｎ丝带模糊，部分断裂，形成细胞间裂隙。缺氧缺血组 １２５ＩＢＳＡ的通透量增
加，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。同时ＺＯ１的表达量显著减少，而ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ａｃｔｉｎ的表达量无明
显改变。结论　 缺氧缺血诱导ｏｃｃｌｕｄｉｎ的位置分布改变和ＺＯ１的表达量减少进而促使ａｃｔｉｎ蛋白发生重排，是导
致缺氧缺血后ＢＢＢ通透性增加的可能机制之一。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（４）：５１３－５１６］
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ｗｈｉｃｈｗａｓｓｍｏｏｔｈ，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓａｎｄｏｆｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙ，ｉｎｔｈｅＢＢＢｍｏｄｅｌｓ．Ａｆｔｅｒ５ｈｒｓｏｆＨＩ，ｔｈｅＴＪｗａｓｏｐｅｎｅｄｗｉｔｈ
ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｇａｐｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｔｅｓｃｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｆｉｌａｍｅｎｔｂａｎｄｓｂｅｃａｍｅｂｌｕｒｒｅｄ，ｔｈｅ
ｃｅｌｌｃｅｌｌｊｕｎｃｔｉｏｎｌｏｏｓｅｄａｎｄｆｉｓｓｕｒｅａｐｐｅａｒｅｄｉｎｔｈｅＨＩｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ１２５ＩＢＳＡｉｎｔｈｅＨＩｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１ｄｅｃｒｅａｓｅｄｍａｒｋｅｄｌｙ，ｗｈｉｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｃｔｉｎａｎｄｏｃｃｌｕｄｉｎｗａｓｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｈｅＨＩｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎ
ｏｃｃｌｕｄｉｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１ｌｅａｄｔｈｅｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＢＢＢａｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆ
ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｏｆＢＢＢｆｏｌｌｏｗｉｎｇＨＩ．［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００８，１０（４）：５１３－５１６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ；Ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；Ａｃｔｉｎ；ＺＯ１；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ；Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ；Ｃｕｌｔｕｒｅ

　　缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍ
ａｇｅ，ＨＩＢＤ）是造成新生儿伤残的重要原因之一，其

发病机制尚不完全清楚。早期病理改变之一为血脑

屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性增加所引起的

·３１５·
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脑水肿，脑水肿的发生又会进一步加重脑组织的缺

氧缺血，从而形成恶性循环［１］，最终造成脑组织不

可逆的损伤。但目前，有关缺氧缺血导致ＢＢＢ通透
性增加的机制尚不完全清楚，因而阐明此变化的机

制有可能为临床治疗ＨＩＢＤ提供新的思路。
ＢＢＢ的基础结构是脑微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎ

ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＢＭＥＣ），ＢＭＥＣ及
ＢＭＥＣ间广泛的紧密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）构成了
ＢＢＢ的第一道屏障，有助于维护脑组织微环境的稳
定［２］。ＴＪ由跨膜蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ等）、胞浆附着蛋白
（ＺＯ１等）与细胞骨架蛋白相连而组成。ＴＪ是细胞
间的通透屏障，通过细胞旁路径调控水、离子和大分

子物质的跨膜转运［３］。有多项研究表明［４，５］，ＴＪ蛋
白表达量的改变，位置分布的变化和／或结构功能的
异常均可能破坏ＴＪ的完整性，引起细胞间连接的开
放，导致ＢＢＢ通透性的改变。

当前的研究表明 ＢＭＥＣ上 ＴＪ蛋白和细胞骨架
的改变是引起 ＢＢＢ通透性增高的主要原因之一。
但目前有关 ＨＩＢＤ的研究大多数以在体为主，而系
统性体外ＢＢＢ模型在缺氧缺血时改变的报道尚不
多见，尤其是缺氧缺血导致离体 ＢＢＢ通透性改变的
机制研究较少。为此我们想通过本研究来探讨在缺

氧缺血条件下体外ＢＢＢ通透性改变时ＴＪ蛋白ａｃｔｉｎ
、ＺＯ１和ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的变化以及他们之间的相互
关系，以期进一步阐明缺氧缺血导致的 ＢＢＢ通透性
增加的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
健康新生２日内 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（清

洁级），雌雄不限，由中南大学湘雅医学院动物部提

供。ＥＣＶ３０４人脐静脉内皮细胞系由中南大学湘雅
医学院基础部细胞培养中心提供。Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ、ａｃｔｉｎ
兔抗人多克隆抗体、ＺＯ１兔抗人多克隆抗体和 ｏｃ
ｃｌｕｄｉｎ兔抗人多克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　离体ＢＢＢ缺氧缺血性损伤模型的建立　　
取新生１～２ｄＳＤ大鼠，无菌条件下断头取脑，参照
ＭｃＣａｒｔｈｙ方法［６］分离纯化培养大鼠 ＡＳ。参照彭镜
方法［７］建立体外 ＢＢＢ模型，将 ＥＣＶ３０４及第 ３～５
代的ＡＳ分别接种至细胞培养插，共培养至第 １０
天。随机分为两组：正常对照组（ＣＯＮ组）和缺氧缺
血组（Ｈ／Ｉ组）。去除原培养液后，ＣＯＮ组用含糖
Ｅａｒｌｅ′ｓ液（ＮａＣｌ１１６．４，ＫＣｌ５．４，ＣａＣｌ１．８，ＭｇＳＯ４

０．８，ＮａＨ２ＰＯ４２．６，ＮａＨＣＯ３２６．２，葡萄糖 ５．６，
ＨＥＰＥＳ２０．１，ｐＨ７．４）洗 ２次，再加入含糖液
Ｅａｒｌｅ′ｓ置于３７℃，９５％空气和５％ ＣＯ２培养箱中继
续培养。缺氧缺血组用无糖 Ｅａｒｌｅ′ｓ液（不含葡萄
糖，其他成分同含糖Ｅａｒｌｅ′ｓ液）洗２次，再加入无糖
Ｅａｒｌｅ′ｓ液置于３７℃，９５％Ｎ２和５％ ＣＯ２的密闭缺氧
室中，在缺氧状态下培养５ｈ。
１．２．２　透射电镜观察细胞间ＴＪ的变化　　将一孔
培养插多孔滤膜剪下，２．５％戊二醛固定２４ｈ以上；
２％的锇酸固定２ｈ；丙酮梯度脱水；环氧树脂混合液
３７℃浸泡２４ｈ；包埋时将明胶束注满包埋剂，反盖在
单层细胞上，用 ＥＰＯＮ８１２（Ｅｐｏｘｉａｑｕｉｖａｌｅｎｔｇｅｗｉｃｈｔ
１４５－１６０）、ＤＤＳＡ（ＤｏｄｅｃｅｎｙｓｕｃｃｉｎｉｃＡｎｈｙｄｒｄｅ）、
ＭＮＡ（ＭｅｔｈｙｌＮａｄｉｃＡｎｈｙｄｒｉｄｅ）、ＤＭＰ３０（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｉｎｏｍｅｔｈｙｔｐｈｅｎｏｌ）６０℃固化２４ｈ，将多孔滤膜与包
埋块一同放入液氮中分离；修块、定位后制出超薄切

片；用醋酸铀、硝酸铅双重染色；透射电镜观察、照

相。

１．２．３　直接免疫荧光检测ａｃｔｉｎ连接与分布的变化
　　取分组处理后待用模型，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ，４％多聚
甲醛（ｐＨ７．４）固定 １５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ，以
０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透明处理１０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗１遍后
滴加６％正常山羊血清，室温下１ｈ。弃去山羊血清
后，滴加Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（用 ＰＢＳ稀释成１２５∶１），置于室
温下３０ｍｉｎ。ＰＢＳ振洗 １ｍｉｎ×１０次，荧光显微镜
下观察ａｃｔｉｎ在细胞内的分布。
１．２．４　γ计数仪检测１２５ＩＢＳＡ通过量评价 ＢＢＢ通
透性　　取分组处理后待用模型，吸出培养液反复冲
洗内外池，重新向内外池内加入不含血清的 ＤＭＥＭ
培养基，并向培养插内加入１２５ＩＢＳＡ２００μＬ，置二氧化
碳培养箱中培养，于５ｈ时从外池中取液２０μＬ，γ计
数仪检测其３０ｓ放射强度计数，计算出其Ｂａｋｅ值。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法分析　　参考《分子克隆实
验指南》的方法［８］。

１．３　统计学处理
数据以 ｘ±ｓ表示。多组样本间均数比较采用

方差分析，两组样本间均数比较采用成组 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５被认为有统计学差异。全部资料用 ＳＰＳＳ
１２．０软件包统计软件处理。

２　结果

２．１　透射电镜观察细胞间ＴＪ的变化
透射电镜观察培养第１０天的 ＥＣＶ３０４细胞显

示，ＣＯＮ组ＥＣＶ３０４细胞间可见较为光滑、连续、较
·４１５·
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高密度的紧密连接；Ｈ／Ｉ组细胞间连接开放，形成裂
隙（图１）。

! "

　　图１　透射电镜观察（×１００００）　　Ａ：ＣＯＮ组，ＥＣＶ３０４
细胞间可见较为光滑、连续、较高密度的紧密连接（箭头所示）。　

Ｂ：Ｈ／Ｉ组，可见细胞间连接开放，形成裂隙（箭头所示）。

２．２　免疫荧光检测ａｃｔｉｎ连接与分布的变化
正常培养条件下，ａｃｔｉｎ主要分布在细胞膜及细

胞核周边，形成肌动蛋白丝带，细胞间连接紧密；缺

氧缺血，周边肌动蛋白丝带模糊、部分断裂，细胞间

裂隙５ｈ后形成（图２）。

! "

　　图２　免疫荧光染色（ＦＴＴＣ×４００）　　Ａ：ＣＯＮ组，可见
ａｃｔｉｎ主要分布在细胞膜和细胞核周边，形成肌动蛋白丝带，细胞间
连接紧密。　Ｂ：Ｈ／Ｉ组，肌动蛋白丝带模糊，部分断裂，细胞间连接
松散，可见细胞间裂隙形成。

２．３　ＢＢＢ通透性实验
经缺氧缺血干预５ｈ后，ＣＯＮ组、Ｈ／Ｉ组的Ｂａｋｅ

均数分别为：２０１．７７±９．６４、４８０．３６±８．７２。Ｈ／Ｉ
组与ＣＯＮ组比较其通透性显著增加，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＣＶ３０４中 ａｃｔｉｎ、ＺＯ１和
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达

ＣＯＮ组和Ｈ／Ｉ组的 ａｃｔｉｎ表达量都没有显著变
化。同时光密度值检测也显示两组间细胞骨架蛋白

ａｃｔｉｎ的表达量差异无显著性（表１和图３）。
ＣＯＮ组可检测到ＺＯ１蛋白的表达；Ｈ／Ｉ组 ＺＯ

１的表达量与ＣＯＮ组比较明显减弱，差异有显著性
（Ｐ＜０．０１），（表１，图４）。

ＣＯＮ组和Ｈ／Ｉ组的ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达量没有显
著变化。同时光密度值检测也显示两组间的 ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ的表达量差异无显著性（表１和图５）。
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　　图３　ＥＣＶ３０４骨架蛋白ａｃｔｉｎ表达Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，
可见两组间ａｃｔｉｎ表达量差异无显著性（ＧＡＰＤＨ
为内参）
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　　图４　ＥＣＶ３０４胞浆附着蛋白 ＺＯ１表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
分析，可见Ｈ／Ｉ组ＺＯ１表达明显减弱
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　　图５　ＥＣＶ３０４跨膜蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分
析，可见两组间ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达量无显著差异。

　表１　ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ａｃｔｉｎ蛋白的表达 （ｎ＝６，ｘ±ｓ）

分组 ａｃｔｉｎ表达量 ＺＯ１表达量 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达量
ＣＯＮ组 １５８±１５．１ １９６±１３．３ａ １６６±１６．２
Ｈ／Ｉ组 １６７±１６．４ １６５±１２．９ １６１±１６．８

　　注：经ＶＤＳ图像分析系统对ＮＣ膜图像处理量化后，以光密度强
度参数做比较，进行统计学处理。　ａ：与Ｈ／Ｉ组比较Ｐ＜０．０１

３　讨论

本实验采用给体外培养的细胞充以惰性气体和

ＣＯ２的混合气体来造成低氧或无氧环境的物理性缺
氧合并培养基缺糖模型，从而模拟体内缺氧缺血病

理改变。结果显示，缺氧缺血后５ｈ，ＢＢＢ对大分子
物质１２５ＩＢＳＡ通透性明显增高，与正常模型组的通
·５１５·
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透性比较差异有显著性意义（Ｐ＜０．０１），说明缺氧
缺血使ＢＢＢ屏障功能受损。

ＢＭＥＣ的细胞骨架有三种结构：微丝、微管和中
间丝，维持着细胞的形态和运动功能，以微丝在维持

ＢＭＥＣ细胞形态和完整性中所起的作用最重要。微
丝主要由肌动蛋白 ａｃｔｉｎ组成，ａｃｔｉｎ在细胞连接和
细胞屏障功能上发挥着重要的作用，ＴＪ的完整性取
决于ａｃｔｉｎ结构组装和功能状态。ａｃｔｉｎ由跨膜蛋白
和胞质附着蛋白组成的连接复合物固定在细胞内，

维持ＴＪ的稳定［９］。Ｂｒｏｗｎ［１０］在缺氧／低糖对内皮细
胞的刺激实验中发现有骨架蛋白ａｃｔｉｎ结构的改变。
我们的研究发现缺氧缺血５ｈ后，Ｈ／Ｉ组对１２５ＩＢＳＡ
的通透量明显增高，透射电镜及免疫荧光显示内皮

细胞胞膜及胞核周边肌动蛋白丝带模糊、部分断裂，

细胞间连接松散，出现细胞间裂隙。而 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，ＣＯＮ组、Ｈ／Ｉ组 ａｃｔｉｎ的表达量差异无显
著性（Ｐ

#

０．０５），提示缺氧缺血刺激对 ａｃｔｉｎ总体
表达水平无明显影响。上述结果说明缺氧缺血导致

ＢＢＢ通透性改变可能与 ａｃｔｉｎ发生重排有关，而与
ａｃｔｉｎ的表达量无关。

在ＴＪ的组成中，ｏｃｃｌｕｄｉｎ通过胞膜外部分与相
邻细胞发生结合而产生细胞旁封闭，对 ＢＢＢ跨膜电
阻及细胞间水通道的形成发挥一定的作用。而 ＺＯ
１则在连接 ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ａｃｔｉｎ中起桥梁作用，它不仅
起着ＴＪ形成的装配平台作用，同时又是 ｏｃｃｌｕｄｉｎ与
细胞内骨架系统连接及信号传导机制中的一个重要

结构［１１］。Ｋａｇｏ等［１２］研究发现脑缺血导致 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的酪氨酸磷酸化，且 ＺＯ１的表达显著减少，从而引
起ＢＢＢ的功能紊乱。另外有研究［１３］证实氧化剂诱

导的内皮细胞屏障功能的破坏过程中，ＺＯ１的表达
显著减少，ｏｃｃｌｕｄｉｎ在细胞中的位置分布发生改变。
本实验通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定其蛋白表达，发现缺氧
缺血的作用对跨膜蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达量无显著改
变，而ＺＯ１的表达则显著减少，与正常对照组 ＺＯ１
的表达量比较差异有显著意义（Ｐ＜０．０１），说明缺
氧缺血性刺激后可能通过改变 ｏｃｃｌｕｄｉｎ在细胞中的
位置分布，减少 ＺＯ１的表达，进而导致 ＢＢＢＴＪ的
开放，引起ＢＢＢ通透性增高。

综上所述，缺氧缺血可以促使 ＢＢＢＴＪ开放从
而导致体外 ＢＢＢ模型通透性增加，其 ＴＪ的开放可
能与ｏｃｃｌｕｄｉｎ的分布改变，ＺＯ１的表达减少及 ａｃｔｉｎ
的重组密切相关。对这一问题的深入研究，将为临

床防治缺氧缺血性脑损伤提供新的思路［１３］。
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