
基金项目：广东省自然科学基金资助项目（!"#$%&’(）

作者单位：广州中医药大学临床药理研究所（广州)*&(&)）

通讯作者：陈艳明；+,-：&.&/0’)%))0.；12345-：35-,678,9’!*’0#

7"3；
!为导师

冰片对血脑屏障体外模型细胞间紧密

连接和细胞吞饮囊泡的影响

陈艳明 王宁生!

摘要 目的 探讨冰片开放血脑屏障的机制。方法 制备含冰片的家兔血清，应用马丁达比狗肾上皮

细胞系作为血脑屏障的体外模型，观察冰片对血脑屏障细胞间紧密连接、细胞吞饮囊泡的影响。结果 冰片

能使血脑屏障体外模型细胞间紧密连接结构减少、细胞吞饮囊泡数量增加、粒径增大，冰片血清处理(8后先
打开细胞间紧密连接，处理.(8后才对细胞吞饮造成影响；移除冰片血清.(8后上述影响即消失，说明上述
作用具有可逆性。结论 冰片能明显使血脑屏障细胞间紧密连接松散，使物质经细胞间通道转运加速；冰片

能明显使血脑屏障细胞吞饮小泡数量增多、体积增大，从而使经细胞吞饮的物质转运加速。

关键词 冰片；血脑屏障体外模型；马丁达比狗肾上皮细胞；细胞间紧密连接；细胞吞饮囊泡
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血脑屏障（F-""G2FC459F4CC54C，HHH）是存在于脊
椎动物的血液循环与神经系统之间一层细胞屏障，起

到保护中枢神经系统、维持脑内外环境稳定的作用。

本实验试从HHH的体外模型入手，模拟脑内环境，评
价其代替HHH的可靠性，然后考察含冰片血清对于

HHH模型的影响，体外模型与体内实验相互对照，以
探讨冰片开放HHH的机制。

材料与方法

* 材料

*T* 试剂和细胞系 LK1K，;M7-"9,公司产品，
批号：?KS**.&’U；新生小牛血清，U5E,+,789"-"=5,6公
司产 品，批 号：*&’V’0)；二 甲 砷 酸 钠，!?:?U?R
+1WXY1R!: 产 品，批 号：K(Z$.)’；戊 二 醛，

!?:?U?R+1WXY1R!:产品，批号：K[\$.V)；冰片
（合成）、[6[(等，其它试剂如未注明则均为分析纯；马
丁达比狗肾（K4CG59L,CF,M:4959,O5G9,M，KL:O）上皮
细胞系购于中国预防医学科学院。

*#. 仪器 透射电镜，日本S1[U公司产品，型
号：S1K/*.&&1]；:培养箱 ，W49M"公司产品；纯水
机，K5-5/XB-I6，柱子为 K5-5B"C,公司产品，批号：

\UW!.$V)(；*033 *̂033盖玻片。

*#0 冰片及其含药血清的制备 健康雄性新西
兰家兔，体重.#%N=左右（购于广州中医药大学动物中
心），灌服冰片*&=／N=，每天*次，连续(天，于末次给
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药后!"取血，静置离心，上清液过#$%%!&的微孔滤
膜即得冰片血清。用气相色谱法测得冰片的浓度为

!’’$’’!(／&)。空白血清用同样方法取于同一受试兔
给药前的血清。

% 方法 复苏后的 *+,-上皮细胞，于完全

+*.*培养液（含!#/新生牛血清，青霉素!##0／&)
和链霉素!##&(），在1/,2%培养箱，’34条件下培
养，’"5天传代!次，隔天换液，传’代后用于实验。

*+,-细胞接种于!’&&6!’&&的盖玻片上，盖玻
片置于7孔培养板中并经完全+*.*培养液预处理
（!1&89），接种密度为16!#1个／&)，每孔!&)；接种

%5"后吸弃原培养液及未贴壁的细胞，换新的+*.*
培养液培养，于相应时间点换含#$#:7!&;)／<冰片
（!#/冰片血清）的+*.*培养液或新鲜完全+*.*
培养液，使冰片的作用时间分别为5"、%5"，实验分为
冰片作用5"组、冰片作用%5"组、冰片作用%5"后去
除冰片血清换新鲜完全+*.*培养液继续培养%5"
组和空白家兔血清作用%5"组等5种处理组；作用相
应时间后，立即吸弃原培养液，用含%$1/戊二醛的二

甲砷酸钠缓冲液（=>3$’1，54）固定!"，然后将细胞层
刮下（应呈连续的细胞膜片状），并用!/2?25固定

!"，不同浓度乙醇梯度脱水，.=;9@:!%包埋，超薄切
片，醋酸铅染色，电镜下观察细胞间紧密连接和细胞吞

饮囊泡的变化情况。

结 果

冰片对*+,-细胞之间的紧密连接有显著影响
与完全培养液组和空白家兔血清组比较，细胞间紧密

连接结构减少；同时，*+,-上皮细胞内吞饮囊泡的
数量增多、粒径增大。图!为未经冰片血清处理的

*+,-细胞，透射电镜下可见大量的细胞紧密连接结
构；图%为经#$#:7!&;)／<冰片处理5"后的 *+,-
上皮细胞，可见细胞间紧密连接已经开始打开，并且紧

密连接结构也变少，但此时并未见大量的囊泡形成；图

’为#$#:7!&;)／<冰片处理%5"后的 *+,-上皮细
胞，可见细胞紧密连接结构明显减少，细胞内细胞吞饮

囊泡数量明显增加、粒径明显增大；图5为经#A#:7

!&;)／<冰片处理%5"后去除冰片血清，换新鲜完全
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!"#"培养液培养$%&后的电镜图，可见细胞间紧密
连接、细胞内囊泡的数量和粒径又恢复到冰片血清作

用之前的水平；图’为空白家兔血清处理$%&后的电
镜结果图，可见较多的细胞间紧密连接结构，细胞内缺

乏细胞吞饮囊泡，与完全!"#"培养液处理的 "!(
)*细胞完全一样，说明在培养过程中空白家兔血清
对"!)*上皮细胞间紧密连接无影响。

讨 论

+++由脑微血管内皮细胞紧密连接构成，这些内
皮细胞是由侵入胚胎的神经外胚层外周神经血管丛微

血管内皮细胞通过血管形成机制分化而来，它们与外

周微血管内皮细胞之间至少存在有以下区别〔,，$〕：（,）
细胞之间的连接非常紧密，并且具有很高的跨细胞电

阻，抑制了经细胞间的分子透过；（$）具有相对缓慢而
少量的液体细胞吞饮过程，因为细胞内缺乏介导这一

过程的囊泡；（-）细胞上具有一些特殊的转运载体以及
一些特殊酶的大量表达，能让一些特殊的物质透过

+++。以上特性决定了+++具有选择性透过性，透过
率与物质的亲脂性成“.”形相关，只允许油／水分布系
数对数值（/012)油／水）!3的分子通过，反之则不
能。而临床应用的多种药物的/012)油／水"3，很少
能通过+++，治疗中枢性疾病时则不发挥作用。但由
于+++结构的特殊性，在体实验比较困难，故而建立
合适的+++体外模型是首要任务。自从40/5678#
发现+++的存在后，很多学者致力于这一方面的研
究，应用脑微血管内皮细胞体外培养建立血脑屏障体

外模型，取得了一定进展，但是发现脑微血管内皮细胞

在体外很容易丢失部分甚至全部的生理学特性，并且

有生存时间短、传代次数少等缺点。"!)*细胞系为
狗肾上皮细胞发展的一种细胞间连接非常紧密的细胞

系，其许多生理特性均与+++非常相似，如跨细胞高
电阻、细胞间的紧密连接、酶学特性、抗原性（97:;0<
===）、2(糖蛋白的表达等，国外常用其代替+++用于体
外药物透过+++的筛选模型〔-〕。
有文献报道〔%，’〕，冰片能促进庆大霉素、伊文思兰

等大分子亲水性物质的+++透过率，这些物质透过

+++的方式即为经细胞间的被动扩散，故认为冰片开
放+++与开放细胞间紧密连接有关。3>3?@!60/／A

的冰片作用%&后即能使 "!)*细胞间紧密连接开
放，细胞紧密连接点结构减少；3B3?@!60/／A的冰片作
用$%&，移除冰片血清再培养$%&后，"!)*细胞间紧
密连接结构又恢复至正常状态，也提示冰片对血脑屏

障的作用是可逆的。细胞间紧密连接结构的存在和发

育成熟主要与细胞间=)C"(,、DE(,（F08G/7H<0;IJ8）蛋
白分子以及)7$K浓度有关，DE(,蛋白的阳性表达或
表达量增大、细胞内)7$K浓度升高均可增强细胞间紧
密连接。另外+++细胞膜上的一些特殊蛋白质对其
屏障作用也有重要贡献，如H(糖蛋白等。本实验室先
前研究结果表明，冰片对"!)*细胞膜上H(蛋白的活
性一直具有抑制作用〔@〕，提示冰片开放血脑屏障的机

制可能也有H(蛋白的参与。
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