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丹酚酸
H

对缺糖缺氧(复糖复氧的体外血脑屏障模型的影响"
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"摘要#

!

目的
!

探讨丹酚酸
H

对体外血脑屏障缺糖缺氧(复糖复氧的保护作用'方法
!

利用人脑微血管内皮细胞与
K)

细

胞非接触共培养建立体外血脑屏障模型并分为正常组&实验组和给药组'利用无糖
M;D@8S+

液代替培养液在
('P T

1

&

1P U

1

和

2PKU

1

条件下孵育
1<

模拟缺糖缺氧环境'辣根过氧化物酶通透性实验检测血脑屏障通透性变化'免疫荧光和电子显微镜观

察紧密连接变化情况'结果
!

给药组对辣根过氧化物酶的通透性明显低于实验组"

!

$

%&%2

%$免疫荧光和超微结构图片显示正

常的紧密连接连续和致密!而实验组紧密连结中断和疏松!给药组介于二者之间'结论
!

丹酚酸
H

能直接保护缺糖缺氧(复糖复

氧引起的血脑屏破坏和降低通透性!为丹酚酸
H

对血脑屏障的保护机制提供的研究基础'
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丹酚酸
H

$血脑屏障$缺氧
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缺血再灌注损伤是创伤*扩血管治疗*溶栓治疗*介入治疗

和休克复苏治疗后再损伤的主要病理基础'

$

(

)脑组织对缺血

很敏感#尤其是神经元#越来越多的研究表明血脑屏障$

?@""!.

?D;#,?;DD#8D

#

HHH

&对缺血也十分敏感'

1.'

(

)在脑缺血随后的灌

注中#

HHH

内皮细胞产生大量的活性氧和自由基可引起血脑

屏障的紧密连接破坏#血管内液体外渗#导致脑水肿从而加重

脑缺血'

$

#

0.2

(

)

HHH

是脑组织中的毛细血管#将脑组织和血液

分隔开#稳定和维持了脑组织特定的微环境)血液成分要通过

HHH

可经过跨细胞途径和细胞旁途径#后者由内皮细胞间的

紧密连接控制)紧密连接由
"==@C!#,

*

=@;C!#,2

*

YU.$

*

YU.1

*

YU.'

及辅助蛋白组成#受细胞内多条信号通路精确控制#调节

HHH

的通透性'

)./

(

)

丹酚酸
H

是从中药丹参提取的主要活性成分#分子式为!

K')Q'%U$)

#能透过
HHH

#因其含有酚羟基#具有很强的抗氧

化和清除自由基的作用#是治疗缺血性脑病代表性化合

物'

(.$%

(

)有研究表明#丹酚酸
H

通过抑制
R5Z[

通路减轻大

鼠脑缺血再灌注引起的
HHH

损伤'

$%

(

)该研究应用了动物的

活体模型证实了丹酚酸
H

对
HHH

的保护效应#然而缺血再灌

注损伤中是一个多环节的过程#其中涉及免疫细胞*炎症因子

等参与#故丹酚酸
H

对
HHH

的保护作用体现在免疫抑制还是

内皮细胞功能调节还有待进一步研究)本研究拟建立体外

HHH

模型通过缺糖缺氧"复糖复氧处理模拟缺血再灌注过程#

观察丹酚酸
H

对
HHH

的直接保护作用)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料
!

人脑微血管内皮细胞$

QHRMK

#上海通派生物技

术有限公司&#

K)

细胞$昆明市延安医院中心实验室&#

\RMR

"

]$1

培养基$美国
,̂7#9D"

:

8,

公司&#胎牛血清$杭州四季青有

限公司&#双抗$石家庄中诺药业有限公司&#

6D;,+G8@@

插槽

$

$&%

#

3

孔径#美国
K"D,#,

:

公司&#人
U==@C!#,

抗体$美国

F;,9;KDCO

公司&#丹酚酸
H

$上海远慕生物科技有限公司&#辣

根过氧化物酶$

Q4Z

#上海生工生物公司&)

=&>

!

方法

=&>&=

!

细胞培养
!

将冻存于液氮中的脑微血管内皮细胞和

K)

细胞取出迅速放入事先预热的
0%_

水浴箱中快速溶解$

$

3#,

内完成该步骤&#在无菌操作台内将冻存管中的细胞分别

移入
123N

培养瓶中#每瓶加入预先配制的
\RMR

"

]$1

培养

液#其中含
$%P

胎牛血清*

$P

双抗#放入
'-_

*

2P KU

1

的细

胞培养箱中培养#

10<

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)

=&>&>

!

HHH

模型建立和分组
!

本实验参照
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过
K)

和
QHRMK

细胞构建体外
HHH

的方法)将培养瓶中培

养的脑微血管内皮细胞用
%&%2P

的胰酶消化*离心和计数)

首先将
$1

孔
6D;,+G8@@

插槽按说明书插入
$1

孔培养板并使底

面悬空#分别向插槽内外加入
\RMR

"

]$1

$含
$%P

血清&的细

胞培养液)再将
QHRMK

以
1&%a$%

2

"

3N

接种于插槽上室

中#将
K)

细胞
%&2a$%

2

"

3N

接种于插槽下的
$1

孔板底#保持

插槽内外液面相平)待内皮细胞生长融合后通过
0<

试漏实

验初步确定
HHH

模型成立'

$1

(

)所建
HHH

模型分为
'

个组!正

常组*实验组*给药组#每组
'

个复孔)其中正常组不作任何处

理)实验组待
HHH

初步成立后第
1

天放入特定的培养环境

$

2PKU

1

*

1P U

1

和
('P T

1

&并用无糖
M;D@8S+

液代替培养液孵

育
1<

然后放回正常环境更换培养液继续培养)给药组缺糖缺

氧处理同实验组#在实验组更换为正常环境时每孔加入
$%3

:

"

N

丹酚酸
H

$其余组加等量的培养液&在
6D;,+G8@@

上室)

=&>&?

!

Q4Z

通透性实验
!

以实验组恢复正常环境后培养
10

<

和
-1<

为测量时间点测量各组对
Q4Z

的通透性)参照冯

洁等'

$'

(报道的方法#在加入丹参酚酸
H

时#弃
6D;,+G8@@

插槽

原有的细胞培养液#然后在插槽上室中加入含有
Q4Z2%%,

:

的通透性实验用培养液$无酚红
\RMR

&培养基#其余成分相

同&

0)%

#

N

#受池中加入相同培养基
$$0%

#

N

#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#于
10<

和
-1<

为时间点#从插槽下室中各

取样
2%

#

N

$同时向下室补充
2%

#

N

相同培养液&#放入
()

孔

培养板中#取样结束后#每孔加入二甲基联苯胺溶液和
Q

1

U

1

溶液各
2%

#

N

#显色
$%3#,

#加入
2%

#

N

浓度为
$3"@

"

N

的

Q

1

FU

0

终止反应#用酶标仪在
02%,3

处测定吸光度$

K

&值%取

Q4Z$%,

:

"

3N

#用无酚红
\RMR

培养基倍比稀释#同法显色

并测定
K

值#绘制浓度对应
K

值的标准曲线)因为
K

值与

Q4Z

浓度 $

K

&具 有 良 好 的 线 性 关 系#线 性 方 程 为
K b

%&'/$$Kc%&%(/$

#

C

1

b%&(()(

#因而根据各个样品测得的
K

值#利用标准曲线公式计算各组细胞
Q4Z

通透率)

Q4Z

通透

率$

P

&

b

'受池
Q4Z

浓度$

,

:

"

3N

&

a

受池培养液体积$

3N

&("

'供池
Q4Z

浓度$

,

:

"

3N

&

a

供池培养液体积$

3N

&(

a$%%P

)

=&>&C

!

免疫荧光和透射电镜观察内皮细胞间紧密连结
!

取加

入丹酚酸
H

后
-1<

的
'

组模型#用手术刀片将
6D;,+G8@@

完整

切下#用
ZHF

液清洗
'

次#

0P

的多聚甲醛固定
$23#,

#

ZHF

清

洗
'

次#加入
$P

用
E

Qb-&1

的
ZHF

配置小牛血清封闭
1%

3#,

#

ZHF

清洗
'

次#分别加入一抗$鼠抗人多克隆咬合蛋白

U==@C!#,

抗体#浓度均为
$d2%

&#

0_

下过夜#对照组用
ZHF

代

替一抗#其余条件相同%次日#用
ZHF

将一抗洗净#室温下加入

适当浓度的二抗$

64̂6K

标记的山羊抗鼠
^

:

e

#浓度为
$d2%

#

北京中杉公司&#室温下避光浮育
0%

!

)%3#,

后#用
ZHF

将二

抗彻底洗净#然后将细胞置于荧光显微镜下检测各组模型上的

表达情况)同时取各组模型#将插入器中内皮细胞层完整切

下#用
1&2P

的戊二醛固定
)%3#,

#经
ZHF

清洗#脱水#包埋等

处理后#透射电镜检查)

=&?

!

统计学处理
!

采用
FZFF$-&%

软件包进行统计学处理#

组间比较采用单因素方差分析#计量资料以
GJ?

表示#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

0<

试漏实验
!

在光学显微镜下观察
QHRMK

培养至汇

合后#所有
HHH

模型相对于未接种任何细胞的
6D;,+G8@@

小室

空白组均保持大于
%&2=3

的液面差#说明该体外
HHH

模型均

具备一定的屏障功能#继续在正常环境培养
10<

后可进行接

下来的分组处理操作#见图
$

)

!!

5

!

K)

细胞的生长情况%

H

!

QHRMK

细胞的生长情况%

K

!

6D;,+G8@@

小室同培养中
QHRMK

的生长情况#呈典型的漩涡状生长)

图
$

!!

细胞的生长情况%

a0%%

&

>&>

!

Q4Z

通透性试结果
!

正常组对
Q4Z

的通透率
10<

和

-1<

分别为$

(&/0J$&-2

&

P

和$

$1&//J$&)2

&

P

#给药组为

$

$/&21J$&/'

&

P

和$

12&)$J1&/)

&

P

#实验组为$

1'&'1J

1&2$

&

P

和$

0/&-'J'&'1

&

P

)对
Q4Z

的通透率在同一时间点

实验组
%

给药组
%

正常组#随着时间的增加#给药组和实验组

之间通透率差距增大$

Jb$%%&10-

#

!b%&%%%

&#见图
1

)

图
1

!!

'

组体外
HHH

模型对
Q4Z

的通透率变化情况

>&?

!

体外
HHH

的形态学变化结果
!

'

组体外
HHH

模型经过

上述处理
-1<

后在荧光显微镜下表现出各自的特点)正常

组!血管内皮细胞边缘清晰*连续#彼此连接紧密呈蜂窝状高亮

度荧光$图
'5

&%给药组!血管内皮细胞边缘部分清晰*连续#彼

此之间连接欠紧密亮度较正常组稍弱$图
'H

&%实验组!血管内

皮细胞边缘不清*不连续#彼此之间连接疏松亮度最弱$图

'K

&)同一时间点
'

组模型在电镜下紧密连接超微结构也表

现不同)正常组!内皮细胞间连接紧密#无间距#胞质内富含粗

面内质网#游离核糖体减少$图
05

&%给药组!内皮细胞间连级

出现裂隙#间距较小#胞质内富含粗面内质网#游离核糖体较正

常组多$图
0H

&%实验组!内皮细胞间裂隙明显连接疏松#间距

较大#胞质内含内质网稀少#有大量包涵体$图
0K

&)形态学结

果表明#正常组体外
HHH

结构最完整紧密#给药组次之#实验

组破坏明显)

1$)0
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K

!实验组)

图
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'

组模型免疫荧光
U==@C!#,

的表达情况%

a0%%

&

!!

5

!正常组%

H

!给药组%

K

!实验组)

图
0

!!

'

组模型电镜下紧密连接超微结构情况%

a12%%%

&

?

!

讨
!!

论

本研究主要探讨丹酚酸
H

对体外
HHH

的保护作用)在体

状态对
HHH

的研究受诸多因素影响#不利于分析内皮细胞对

紧密连接调节机制)体外建立
HHH

在以往有很多报道#最早

的是应用一种血管内皮细胞建立#逐渐改进的有内皮细胞和星

型胶质细胞二联及加入周细胞后的三联
HHH

模型#其中以三

联
HHH

模型最能模拟在体情况'

$1

(

)由于周细胞的获得困难#

本研究应用
K)

和
QHRMK

非接触共培养建立体外
HHH

模型#

虽然不如三联
HHH

模型接近在体状态#但是并不影响实验结

果#同时又具有较好的重复性和快捷性)

脑缺血再灌注是一个缺糖缺氧"复糖复氧的过程#能破坏

HHH

#导致大量液体外渗引起脑损伤)在分子层面#

HHH

的屏

障功能体现在紧密连接的完整性#其中咬合蛋白
U==@C!#,

是

紧密连接的主要成分#对屏障功能起到关键作用'

$0.$2

(

)本研

究采用体外
HHH

模型在缺糖缺氧条件下培养来模拟在体状态

下的脑缺血再灌注过程#从实验组结果可以看出
HHH

通透性

明显高于正常组#

U==@C!#,

免疫荧光显示
U==@C!#,

蛋白表达下

降#紧密连接不完整#表明
HHH

破坏)

丹酚酸
H

是治疗缺血性脑病药物丹参的主要成分)在大

鼠脑缺血再灌注模型中#丹酚酸
H

可能通过抑制
R5Z[

通路#

从而抑制
RRZ.(

和一氧化氮合成酶的表达#减少血管内免疫

球蛋白的渗出'

$%

(

)同时#丹酚酸
H

还能抑制血管内皮生长因

子$

fMe]

&引起的大鼠脑血管通透性增加'

2

(

)血管的通透性

与
fMe]

有着密切的关系#

fMe]

作用于血管内皮细胞的血

管内皮生长因子受体$

fMe]4

&诱导内皮细胞间的紧密连接中

的
U==@C!#,

磷酸化#导致其随后的泛素化进而通过泛素
.

蛋白

酶体系统介导其降解#使血管通透性增加'

$)

(

)血管内皮细胞

间的通透性一部分是通过细胞与细胞间的黏附连接的动态开

放和关闭#血管内皮钙黏蛋白$

fM.=;!<8D#,

&是黏附分子最主

要组成成分)

fMe]

作用于血管内皮细胞可通过诱导血管内

皮钙黏蛋白的络氨酸磷酸化#导致血管通透性增加和细胞的外

渗'

$-

(

)

fMe]

作用于血管内皮细胞也可通过血管内皮钙黏蛋

白的胞内保守的区域的丝氨酸
.

苏氨酸磷酸化来募集
$

.;DD8+.

9#,1

#介导血管内皮钙黏蛋白可逆性内吞#促进血管的通透性

增加#该过程依赖于
fMe]41.FD=.f;71.4;=.Z5[

信号轴#其

中
f;71

为鸟嘌呤交换因子$

eM]

&#

Z5[

为血管内皮钙黏蛋白

的丝*苏氨酸蛋白激酶'

$/

(

)以上研究都证实丹酚酸
H

对
HHH

的保护作用)然而#在体内试验中#脑缺血再灌注引起的
HHH

破坏有大量炎症因子的参与和对
HHH

基底膜的降解'

$%

#

$(

(

)因

此#在体内试验难以从血管内皮细胞紧密连接的调控机制上对

丹酚酸
H

保护
HHH

作出进一步解释)本研究通过体外
HHH

的建立#避免了体内复杂的影响因素#探讨丹酚酸
H

对缺糖缺

氧"复糖复氧条件下对
HHH

的保护作用)从
HHH

通透性实验

结果中#缺糖缺氧"复糖复氧处理后
10<

后对
Q4Z

的通透性

给药组稍低于实验组#而
-1<

后给药组则明现低于实验组#说

明丹酚酸
H

对
HHH

的保护作用是一个逐渐的过程#且效果明

显)从形态学角度分别比较了
'

组模型光镜下结构和超微结

构)结果显示#给药组从免疫荧光和电镜结构观察#紧密连接

的完整性和
U==@C!#,

的表达量都要优于实验组#但又弱于正

常组紧密连接的完整性和
U==@C=#,

的表达量)说明丹酚酸在

一定程度上能直接保护
HHH

#并能通过内皮细胞的调控机制影

响紧密连接关键蛋白的表达量)

综上#通过体外建立了
HHH

模型#并利用这种模型分析了

丹酚酸
H

对其在缺糖缺氧"复糖复氧环境下的保护作用#为丹

酚酸
H

保护
HHH

的机制提供了研究基础#为脑缺血再灌注损

伤的治疗提供了实验依据)
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