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基于微流控芯片的体外血脑屏障模型构建与应用研究进展
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摘要: 血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 能控制血脑两侧的物质转运, 保证中枢神经组织内环境的稳定, 对神

经系统疾病药物的研发有着重要的影响。建立体外高保真BBB模型对BBB功能进行研究, 对药物、毒素等的屏障

渗透性的评估等具有重要意义。然而, BBB结构的复杂性导致其难以在体外较好的复制, BBB芯片可以使系统微

型化、减少细胞和培养基用量, 同时可以诱导剪切力产生, 与传统体外BBB模型相比具有一定优势。本文对BBB芯

片模型的建立, 模型的表征方法及其在神经炎症、脑肿瘤研究和药物评价方面的应用进行综述, 为建立更可靠的体

外BBB模型提供参考。
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Abstract: The blood-brain barrier (BBB) not only maintains the stability of the environment within the central

nervous system by controlling the transport of substances on both sides of the blood and brain, but also plays an

important role in the R&D of new drugs for neurological disorders. The establishment of an in vitro high-fidelity

model to study BBB function is imperative for assessing barrier permeability of drugs and xenobiotics. However,

the complexity of the BBB structure makes it difficult to replicate with an in vitro model. Compared to the tradi‐

tional in vitro BBB model, the BBB-on-chip provides certain advantages in miniaturizing the system, reducing the

amount of cells and medium required, and allowing simultaneously induction of shear stress. We review here the

BBB-on-chip models from their establishment and characterization to applications in research of neuroinflamma‐

tion, brain tumor and drug evaluation.
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血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 是血液循环

和神经组织之间一种特殊生物界面, 主要由无窗孔脑

微血管内皮细胞 (brain microvessel endothelia cell,

BMEC) 及紧密连接 (tight junctions, TJs)、毛细血管基

底膜及周细胞、星形胶质细胞足突共同组成[1,2]。它可

以控制中枢神经系统 (central nervous system, CNS) 与

血液、脑脊液、脑间质液之间的物质交换, 阻挡病原生

物和其他大分子物质由血液循环进入脑室和脑组织,

并将脑内代谢产物排出, 在维持脑内环境稳态和药物
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向CNS的运输中起着至关重要的作用[3,4]。

神经系统疾病和脑部肿瘤的治疗需要透过 BBB

从而有效地将药物输送到CNS[5], BBB对CNS候选药

物的渗透性将直接影响药效。目前, 一些脂溶性小分

子已用于治疗癫痫、精神分裂症[6], 而 98%以上的小分

子化合物和几乎全部的大分子神经药物无法透过

BBB产生药效, 因此, CNS新药研发的失败率远高于

其他药物, 开发能透过BBB并对CNS疾病有疗效的药

物仍然是一个艰巨的挑战[7,8]。

微流控芯片技术将微反应腔、微通道和其他功能

单元集成到一块几平方厘米 (甚至更小) 的芯片上, 通

过连接这些功能单元和通道网络来操纵微流体从而实

现在芯片上进行样品制备、反应、分离、检测等操作[9]。

微流控芯片因其微纳尺度与细胞大小匹配、密闭培养

方式接近生理环境、微流体网络灵活可控、可高通量设

计应用等特点, 具备模拟可控生物化学和物理因素的

优势, 已逐渐成为体外细胞培养的理想技术平台[10,11],

对于建立BBB体外高保真模型具有一定优势。本文

主要综述了近年来微流控芯片在建立BBB模型方面

的研究进展。

1 血脑屏障

1.1 血脑屏障结构与功能

BBB中, BMEC之间重叠覆盖, 跨膜蛋白、胞质附

着蛋白 (zonula occludens protein, ZO) 及细胞骨架蛋白

共同组成了TJs, 使相邻的内皮细胞更加紧密地连接在

一起, 形成结构致密的屏障[12-14]。其中, 跨膜蛋白包括

咬合蛋白 (occludin)、闭合蛋白 (claudin) 和连接黏附分

子 3 种完整的膜蛋白 ; 胞质附着蛋白有 3 种 , 即闭合

小环蛋白 ZO-1、ZO-2 和 ZO-3; 而纤维状肌动蛋白

(F-actin) 是一种重要的细胞骨架蛋白[13,14]。约 85%脑

毛细血管表面被基底膜外大量的星形胶质细胞终足包

被。镶嵌在内皮基膜上的周细胞与内皮细胞紧密连

接, 夹在脑微血管内皮细胞和星形胶质细胞终足间, 形

成三明治结构[15] (图1)[4]。

BBB既可以用作调节被动和主动转运的功能性

物理屏障, 也可以用作代谢和免疫屏障[16]。TJs将相邻

内皮细胞质膜紧密连在一起形成了物理屏障, 限制了

离子和亲水小分子物质通过旁细胞途径渗透。主动转

运屏障通过特定膜转运蛋白、囊泡机制和多药耐药转

运蛋白调节潜在有害物质外排。代谢屏障则由胞内外

代谢有毒化合物的酶构成, 它们可以将底物转化为低

渗、低毒的化合物。物理和代谢屏障使 98%的小分子

和几乎全部大分子物质不能通过BBB, 免疫屏障可以

阻止细菌和病毒进入大脑。

1.2 BBB转运机制与体内外BBB模型

亲脂性小分子化合物可通过被动扩散透过BBB,

亲水性化合物则被 TJs 限制通过旁细胞扩散透过

BBB。大脑所必需的极性分子可通过各种转运蛋白转

运, 分子量较大的肽和蛋白质主要通过与血-脑膜表面

的受体结合促进内吞作用进行转运, 而外排转运系统

可主动将毒性代谢物和异源性物质外排, 以维持大脑

正常的生理功能[17,18]。

目前, BBB研究采用体内和体外模型。体内模型

直接利用整个活生物体, 而体外模型则利用细胞构建

人工环境来模拟体内BBB结构和环境[19]。体内模型

的优势在于它们可以反映BBB环境的复杂性, 提供更

接近人类表型的环境[20]。但是, 体内模型成本高、费时

费力且具有伦理争议[21]。体外模型则具有成本低、简

单易控、模型相对稳定、适合高通量筛选的特点[22]。体

外BBB模型多建立在静态Transwell培养系统中, 但该

模型无法复制 BBB 的关键特征 , 如血流、剪切力等。

近年来, 体外动态 BBB模型 (DIV-BBB) 被开发出来,

它们利用中空纤维模拟BBB结构, 通过变速泵将培养

液抽入到装置中产生剪切力从而模拟体内环境[23-25]。

然而 , DIV-BBB 壁厚 (150 μm) 显著高于 Transwell 膜

厚度 (10 μm), 不利于细胞间相互作用, 且模型达到稳

态需要更长的时间[26]。

2 BBB芯片模型的构建

BBB芯片是指利用微流控芯片技术构建易调控、

接近在体微环境的体外BBB。与现有模型相比, BBB

芯片模型具有许多优点: ① 功能体积小、节约材料、成

本低[27]; ② 介质交换快、能快速达到稳态; ③ 可提供

平行、可控的动态微环境; ④ 培养膜更薄可以减少共

培养细胞间距; ⑤ 高通量; ⑥ 易于对被测物进行分析

和受控递送; ⑦ 能够整合到生物传感器中以长期监测

BBB功能[28]。但是目前BBB芯片仍无法完全反映体

内复杂的微环境, 无法替代体内模型。

2.1 BBB芯片设计

2.1.1 BBB芯片结构 BBB芯片结构主要分为两类,

一类是血管结构 (图 2)[29-31], 另一类是神经血管单元

Figure 1 The cells that make up the blood-brain barrier and the

neurovascular unit[4]
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(neurovascular unit, NVU) 的生理结构 (图3)[32-35]。

血管结构芯片复制脑微毛细血管的 3D管状结构

和脑微血管的微观尺寸并模拟其功能。Marino等[30]

采用双光子光刻技术制成平均直径为 10 μm的多孔血

管状结构。Kim等[29]用微针和 3D打印框架制造了一

系列由 I型胶原组成的微通道, 通过在圆柱形胶原微

通道的腔表面培养脑内皮细胞 , 在体外重建了脑微

血管。

NVU的体内生理结构可分为两种: 垂直双培养腔

结构[36-38]和平面并列多通道结构[39], 它们均有血管室

和脑室, 通过向血管室连续注入培养液, 可模拟血管内

流体状态, 更接近人体真实内环境。其中垂直双培养

腔结构中间由多孔薄膜分割且上、下两层细胞培养腔

均与微流体通道和芯片微电极相连[32], 通过芯片微电

极对电阻抗信号进行采集, 实时监测芯片内细胞层的

生理活性情况。垂直双培养腔结构细胞共培养有效面

积更大, 适合进行药物筛选但无法实现接触式共培养。

平面并列多通道结构可通过通道间多孔栅栏结构和柱

状结构[35]实现细胞的接触培养且适合显微观察与操

作, 适用于分析BBB结构中细胞间相互影响, 但难以

集成电极对细胞层进行实时监测。

2.1.2 BBB芯片膜材料 垂直双培养腔BBB芯片中

使用的膜材料主要为聚碳酸脂 (polycarbonate, PC) 膜,

聚对苯二甲酸 (polyethylene terephthalate, PET) 膜[38,40]、

聚乙烯 (polyethylene, PE) 膜[33]使用较少。PC薄膜耐

冲击性好, 可支持剪切力下细胞的黏附。但PC薄膜是

光学半透明的, 无法通过相差显微镜观察细胞, 需要对

细胞进行荧光染色且不能随时观察。PE膜透明度更

高, 但比较柔软, 对细胞的黏附支撑不如 PC膜。Sell‐

gren 等[41]分别采用聚四氟乙烯 (poly tetra fluoroethyl‐

ene, PTFE) 膜与 PE膜, 将小鼠星形胶质细胞与 bEnd.3

细胞进行共培养, 用相差显微镜观察发现, 在生理剪切

力作用下, PTFE膜能支持细胞单层存活, 而PE膜上细

胞脱落。免疫荧光以及渗透性测定结果均表明 PTFE

膜比PE膜更适合在剪切力下支持细胞附着, 成功利用

亲水化PTFE纳米多孔膜建立了BBB芯片模型。

2.2 芯片上细胞培养

2.2.1 培养模式 BBB芯片模型和其他体外BBB模

型大多使用动物来源的细胞。一般认为牛、猪等大型

动物细胞更适合建立体外BBB模型, 但是由于取材难

度较大[42-44], 所以常采用大鼠细胞作为实验材料。

Figure 2 Examples of microfluidic BBB models (mimic cerebral

microvascular structure). A: By seeding brain endothelial cells in

the collagen microchannels, array of brain microvessels embedded

within collagen is formed[29]; B: The microfluidic system consists

of the porous tubes that simultaneously scaffolds the cells and

allows for species transport toward the external environment[30]; C:

A 3D BBB model consists of endothelial cells (EC) arranged in a

cylindrical monolayer, separating a“blood”compartment from an

array of capillaries presenting chemotactic gradients[31]

Figure 3 Examples of microfluidic BBB models (mimic NVU structure). A: The multi-layer BBB chips are divided by a porous mem‐

brane, the upper and lower cell culture channels are integrated electrical impedance sensor array for TEER analysis[32]; B: 3D illustration

showing the multi-layer structure[33]; C: The apical and basolateral sides separated by 3 mm gaps formed by microfabricated pillars[34]; D:

Schematic layout of the 3D neurovascular chip (NVC) and enlarged view of the channels[35]
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根据BBB芯片模型所包含细胞种类数不同, 可以

分为单培养模型和共培养模型。单培养模型的优点是

简单, 缺点是只培养 BMEC一种细胞, 缺乏不同类型

细胞间的交流。共培养模型除了内皮细胞外, 还包含

了BBB中的其他细胞, 因此能更好地模拟其体内组织

结构, 形成更紧密的屏障。现阶段有以下几种共培养

模式: 内皮细胞-星形胶质细胞二元共培养模型[45-47]以

及内皮细胞-星形胶质细胞-周细胞[48,49]、内皮细胞-星

形胶质细胞-神经元[35,37]、内皮细胞-周细胞-神经元三

元共培养模型[37]。

脑微血管内皮细胞-星形胶质细胞共培养模型中,

两种细胞的相互作用能增强内皮细胞间的TJs, 促进细

胞表现型更接近于体内状态 , 增强其屏障性。Jeong

等[32]用组胺对内皮细胞单培养、内皮细胞与星形胶质

细胞共培养BBB芯片的屏障功能进行了测试和比较,

组胺可破坏紧密连接屏障增加内皮细胞通透性。结果

发现: 组胺处理前, 共培养芯片跨膜电阻 (trans-endo‐

thelial electrical resistant, TEER) 值显著高于单培养芯

片, 组胺处理后, 共培养芯片TEER值无明显改变而单

培养芯片 TEER值迅速下降; 单培养模型小分子葡聚

糖的渗透系数是共培养模型的 2.48倍。结果表明星形

胶质细胞与内皮细胞相互作用形成的屏障更紧密且具

有更高的弹性。Walter等[38]在芯片上建立了两种不同

的BBB模型: hCMEC/D3单培养模型和脑血管内皮细

胞-神经胶质细胞-周细胞三元共培养模型, 发现三元

共培养BBB模型显示出更高的TEER值、更高的TJ蛋

白表达和更低的渗透率, 说明周细胞和星形胶质细胞

对BBB的完整性有协同促进作用。

2.2.2 培养环境 BBB 芯片上细胞培养环境包括生

物和物理的微环境, 其中生物培养环境主要由一些细

胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 形成。脑毛细血

管基底膜在细胞相互作用和细胞行为调控中起着关键

作用, 它由一层连接性细胞外基质蛋白 (约 50 nm) 组

成, 如 IV型胶原蛋白、层粘连蛋白、硫酸乙酰肝素蛋白

多糖和纤连蛋白[50]。ECM可以形成间质基底膜, 提供

细胞附着的框架, 因此在体外BBB模型中需要可靠的

ECM[51]。目前, BBB芯片模型通常通过在微通道上涂

覆纤连蛋白、胶原蛋白或层粘连蛋白来模拟 3D体内微

环境。除此之外, 也会使用多聚阳离子化合物多聚赖

氨酸 (poly-L-lysine, PLL) 对微通道表面进行修饰, 促

进细胞的贴壁和生长[52]。Achyuta等[53]采用模块化方

法建立了由神经元单元、血管单元组成的NVU芯片系

统。神经元单元将大鼠皮质细胞在涂有PLL的孔中培

养 10天, 血管单元通道用纤连蛋白包被后, 静态培养

大鼠脑内皮细胞2天。通过活/死染色、免疫荧光、渗透

性实验对 BBB芯片模型进行表征, 结果表明 NVU芯

片建立的BBB功能良好, 可为药物筛选、神经系统基

础研究等提供一个新的平台。近年来, 利用凝胶材料

实现细胞 3D 培养成为体外模拟 ECM 环境的重要手

段。凝胶材料大多具有良好的生物相容性, 尤其是从

动物组织内提取的基质胶, 不仅含有转化生长因子、上

表皮生长因子等多种细胞生长因子, 而且含有胶原蛋

白、层粘连蛋白、纤连蛋白等蛋白质骨架, 能够提供细

胞黏附的特异位点, 较好地模拟了细胞在体内存活的

微环境[32,54]。

流体剪切力是细胞力学微环境中一种重要的机械

力, 是细胞培养的物理环境构成因素, 它通常由血液或

组织间液流动产生, 并普遍存在于生命体内[55]。病理

性剪切力会导致内皮功能障碍, 并扰乱促动脉粥样硬

化、抗动脉粥样硬化, 血栓形成和炎症状态之间的微妙

平衡, 导致各种血管病变, 包括缺血性卒中[56,57]。正常

生理水平剪切力对内皮细胞分化和细胞功能具有积极

作用[58,59]。脑微毛细血管 (直径 10 μm) 中, 血流流速

通常为 6～12 nL · min-1, 相应的剪切力为 0.3～2 Pa。

细胞接种到芯片上后, 可以通过注射泵、重力等方式引

入流动流体向细胞施加一定剪切力。在BBB芯片模

型上已经证实了剪切力可以使 BBB 更加紧密 , 但剪

切力的应用尚未标准化。Cucullo等[60]在流体中培养

hCMEC/D3, 与静态培养相比TEER 值增加了近 20倍,

表明了流体流动和剪切力对 BBB 形成的重要性。

Jeong等[32]通过调节施加到BBB芯片上的培养基的流

速而获得不同的剪切力, 检测了 8种不同剪切力条件

下培养的内皮细胞的ZO-1表达程度。当BBB芯片上

的剪切力增加时, ZO-1表达程度显著的增加, 当剪切

力过高时, ZO-1表达水平降低。

2.3 BBB芯片模型表征与评价

测量跨膜电阻值 (TEER)、分析渗透性和对已知标

记物进行免疫荧光染色是评价BBB功能的3种基本方

法, 可以提供足够的信息来评价BBB模型屏障融合的

均匀性和紧密性 (表1)[19,29,31,33-41,45-48,53,61-68]。

2.3.1 跨膜电阻值的测定 TEER是评价生物屏障严

密性的一种常用方法[69-72], 常将其与体内值 (通常为

1 800～2 000 Ω ·cm2) 进行比较, 用于确定体外BBB的

完整性和紧密性。

通过在细胞层上施加一定的电位差, 可以确定测

量区域的跨细胞层的离子流电阻。TEER主要代表细

胞旁转运的电阻: 细胞层越紧密, 离子和其他带电物质

可通过的细胞屏障间隙越少, 电阻越高[71]。

目前, BBB芯片模型大多依赖于集成电极和交流

电流测量, 以分别减少离子路径和电极表面结垢。电
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阻与通道的横截面积成反比, 因此, 微流体通道通常具

有高电阻, 集成电极时需注意将电极固定在适当位置,

以防止电极位置的差异导致测量误差。使用适当频率

的交流电流可防止电极和浓度极化以及其他直流电对

细胞产生的影响, 优于用直流电测量 TEER。除此之

外, 温度和培养基的离子组成等因素会影响 TEER值

测量, 应尽量保持不变。Brown等[37]使用四点阻抗传

感方法测量其设计的NVU芯片的TEER, 电流源探针

连接在“H”层的入口和血管腔出口之间, 确保激发电

流流过脑室并通过内皮层, 感应电压探针连接在血管

腔室入口和“H”层出口之间, 通过监测阻抗与探头频

率变化, 可以确定监测屏障 TEER值具有最高灵敏度

的频率 (图 4)[37]。结果表明在 15 kHz时阻抗的变化灵

敏度最高且内皮细胞在培养 12天期间 TEER 显著增

加。将NVU芯片在 33 ℃冷刺激 12 h, 细胞活性不变,

TJs受损, TEER显著降低。

与渗透率测定相比, TEER测量是一种快速、非侵

入性的评估屏障紧密度的方法 , 将电极材料集成到

BBB芯片上可以进行实时测量, 跟踪评价特定模型中

细胞层的完整性, 并记录实验诱导的屏障特性变化, 具

有更大的优势。此外, 在BBB芯片上应用组胺可以观

察到 TEER值的瞬时下降和恢复, 可以验证模型用于

长期测试的稳定性。

2.3.2 渗透性实验 除了测量 TEER外, 渗透性测定

同样是评价 BBB 完整性的重要方法。通过使用荧

光标记的分子示踪剂, 可以量化透过BBB的分子, 量

化屏障的渗透性 , 将 BBB 芯片模型与其他体内外模

型进行比较[73]。渗透性测定中通常使用的分子有小分

子蔗糖、荧光素钠或大分子多糖如异硫氰酸荧光素

(fluorescein isothiocyanate isomer, FITC) 葡聚糖。通过

使用分子量不同的荧光示踪剂, 可以评估TJs的质量。

例如大分子葡聚糖在不成熟的内皮层中也可能具有低

渗性, 而小分子蔗糖仅能被高度分化的内皮层有效阻

断。体外实验中, 蔗糖的渗透系数为 1×10-6～30×10-6

cm·s-1, 4 kDa葡聚糖为5×10-6～10×10-6 cm·s-1。

通过将示踪剂加入 BBB 芯片模型的血管室 , 然

后收集脑室中的流出物, 可以测定其渗透性。如果这

种渗透性与生理水平一致, 则表明建立的BBB芯片可

用于测试候选药物[20]。与Transwell系统相比, BBB芯

片中的分析物可以以恒定的流速从顶端通道透过细胞

层和微孔膜到达下层通道并被收集, 因此, 在整个测定

过程中分析物跨膜浓度差可以保持恒定 , 而在静态

Transwell系统中, 浓度差随时间推移而降低。

评价BBB芯片功能的另一个重要方法是通过已

知底物研究多药耐药泵的外排。其中一种常用方法是

用 P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 的荧光底物 (如罗

丹明 123) 注入血管腔中, 随着时间的推移追踪细胞的

荧光强度。此外, 也可以进行药物渗透性测定, 测量值

与已知的体外/体内渗透性数据相关, 也可以表征BBB

芯片功能的完整性。Wang等[61]用大分子荧光示踪剂

FITC-葡聚糖 (4、20和 70 kDa) 和模型药 (咖啡因、西咪

替丁和多柔比星) 全面评估建立的 BBB 芯片的渗透

性, 通过微量培养板分光荧光计测定腔内外 FITC-葡

聚糖或多柔比星的样品浓度, LC-MS/MS测定咖啡因

和西咪替丁的浓度。FITC-葡聚糖的低渗性、渗透的尺

寸依赖性以及与体内数据相当的模型药物渗透系数证

实了构建的BBB的完整性, 表明该模型能够模拟生理

BBB功能, 可成为筛选候选药物的工具。

2.3.3 显微观察 显微镜分析广泛用于研究 BBB的

形态和结构。采用免疫化学方法对细胞进行染色, 并

通过荧光显微镜检测BBB相关蛋白表达, 如黏附和紧

密连接蛋白 (ZO-1, occludin, claudin-5), 外排转运蛋白

和NVU的不同细胞类型 (如内皮细胞的血管性血友病

因子、星形胶质细胞的胶质纤维酸性蛋白和周细胞的

α-平滑肌肌动蛋白), 是表征BBB芯片细胞屏障最直观

的方法。

Adriani 等[35]采用对芯片上构建 BBB 模型的不

同细胞以及 TJ 蛋白进行染色 , 研究三维微流控装置

中的多种细胞类型。双皮质素 (doublecortin, DCX) 是

特异于未成熟神经元的微管相关蛋白, 抗DCX抗体可

以清晰地显示细胞体和神经突; 用抗胶质纤维酸性蛋

白的抗体可以鉴定星形胶质细胞 ; 细胞间连接蛋白

Figure 4 The three-layered NVU (L in and L out-ports used

for cell and ECM loading; P in and P out-ports used for perfu‐

sion; red=vasculature; semi-transparent white=filter membrane;

turquoise=brain compartment; blue=brain perfusion)[37]
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VE-cadherin 和 ZO-1、F-actin 可以表征内皮细胞及其

TJs; 即刻早期基因 c-Fos作为神经元激活的标志。结

果显示: 神经元呈现突起生长, 星形胶质细胞呈典型的

星型形态 , 内皮细胞在通道中形成紧密单层并表达

ZO-1 (图5)[35]。

3 BBB芯片模型的应用

目前, BBB芯片模型已逐渐应用于CNS疾病的病

理生理研究、药物BBB渗透性的筛选以及治疗药物的

研发等领域。

3.1 神经炎症模型

在神经退行性疾病中, 通过星形胶质细胞和小胶

质细胞分泌致炎细胞因子诱导神经元损伤是神经炎症

产生的主要机制之一[74]。在此病理生理过程中, 血管

内皮细胞和单核细胞等直接或间接参与细胞间的相互

作用, 是产生炎症反应所必需的。因此, 建立BBB芯

片模型来模拟神经炎症和神经退行性疾病并对其进行

研究是必要的。

Cho 等[31]将 hBMEC 接种在包被有 PLL 和 I 型胶

原的微通道中 , 应用肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis

factor-α, TNF-α) 诱导神经炎症状态并通过注入中性粒

细胞建立氧糖剥夺缺血模型。结果表明, 该模型暴露

于TNF-α以及处于缺血条件下, BBB被破坏。但该模

型有一定局限: ① 未使用星形胶质细胞或其他神经元

细胞; ② TNF-α是一种细胞分泌蛋白, 而不是有毒物

质或神经炎症的诱导物质。为了更好地理解神经炎症

间的复杂关系及其对BBB功能的影响, Brown等[36]建

立了双培养腔 NVU 芯片 , 应用脂多糖以及白细胞介

素-1β、TNF-α和单核细胞趋化蛋白的细胞因子混合

物, 通过细胞因子检测和质谱分析以研究BBB对两种

不同神经炎症驱动因子的响应。研究表明, 该系统能

够模拟神经炎症和促炎细胞因子激活对BBB损伤的

初始影响。相反, 当BBB暴露于细胞因子时, 代谢途

径的改变可以诱导BBB的恢复。

目前, 利用微流控技术模拟神经炎症的研究很多,

但大多研究集中在内皮和血管的相互作用, 而不是免

疫细胞的免疫反应引起的神经元损伤和功能丧失。

3.2 脑肿瘤研究

脑部的肿瘤细胞转移涉及通过BBB上的生物化

学和物理复杂微环境的细胞迁移。BBB芯片模型可

以应用于对血脑屏障功能的影响、肿瘤细胞的迁移、外

渗等行为的研究。

Shumakovich 等[75]利用不同通道宽度 (50、10 和

3 μm) 的BBB芯片来研究乳腺癌细胞在星形胶质细胞

条件培养基 (astrocyte conditioned medium, ACM) 中的

迁移能力。结果表明, 10 μm通道中肿瘤细胞的侧向

诱导和核畸形达到最佳平衡, 细胞迁移速度最快。该

模型可用于研究特定环境中肿瘤细胞的迁移能力。

Tourovskaia等[76]利用微流控技术模拟了血管新生, 建

立了 BBB 和癌细胞外渗模型 , 研究了前列腺癌细胞

(PC3, 高转移性) 或乳腺癌细胞 (BT-474, 低转移性) 的

迁移情况。

Xu 等[77]设计了一种含 16 个功能单元的 BBB 芯

片, 每个功能单元具有4个BBB区域, 每个区域由血管

室和脑室组成, 用于研究不同肿瘤细胞的迁移。结果

发现 , 肺腺癌细胞 (A549) 和乳腺癌细胞 (MDA-MB-

231) 显示出比黑素瘤细胞 (M624) 更大的迁移, 均对

BBB有一定损伤, 而肝癌细胞 (BEL-7402) 在72 h内未

透过 BBB。通过进一步研究肺腺癌细胞 (A549) 在

TNF-α诱导的炎性微血管系统中的黏附/外渗 , 发现

A549细胞增加了对炎症性内皮的黏附[78]。

3.3 药物评价

由于体外研究缺乏合适的生理性BBB模型, 严重

阻碍了抗脑肿瘤药物及其他神经系统疾病治疗药物的

研发和筛选进程 , BBB 芯片模型的发展有望为体外

CNS药物的筛选提供快速高效的平台。

Booth 课题组[63]在 μBBB 芯片上进行胶质瘤细

胞和 bEnd. 3 细胞的共培养 , 在具有功能性屏障的

μBBB上测量 7种脑靶向药物 (乙琥胺、加巴喷丁、舍曲

林、舒尼替尼、曲索罗地、伐尼克兰、PF-3084014) 亚

毒性水平的渗透系数。结果表明, 7种药物浓度低于

Figure 5 Immunocytochemistry of primary neurons, primary

astrocytes and endothelial cells with specific cell type markers[35].

A: Representative images showing top and side views of the three

cell types in 3D co-culture: neurons (red), astrocytes (white),

GFP-labeled HUVEC (green); B: 3D view of the neuron gel

region; C: Representative images showing immature neurons

identified by DCX, astrocytes characterized by GFAP, HUVEC

and hCMEC / D3 expressing ZO-1 and GFAP positive astrocytes

(red) residing in close proximity with GFP-labeled endothelial

cells (green) in the NVC
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10 μmol·L-1时, 对动态BBB模型中的脑内皮细胞没有

毒性作用。当体内脑/血浆比率 (B/P) 从 0.42 增加到

26.8时, 每种药物的相应渗透系数平均对数值从−4.06

增加到−3.63。在该动态模型中测得的渗透系数与体

内B/P有很好的相关性 (R2>0.85), 证明该模型具备预

测BBB药物清除率的潜力。

Shao等[67]在多孔膜上对HCMEC/D3进行动态培

养并模拟药物入脑, 以诱导靶细胞产生细胞毒性。模

型药物舒尼替尼输送到微通道中被动透过BBB, 经固

相萃取预处理后, 用电喷雾四极杆飞行时间质谱仪直

接对其渗透量进行定量分析。此外, 将渗透药物与下

游的胶质瘤细胞U251 (培养在琼脂糖凝胶内) 共同孵

育, 以研究药物诱导的细胞毒性。舒尼替尼的渗透性

与文献报道高度相关, 在48 h的治疗后, 在三维支架中

培养的U251细胞的存活率比二维高出近 6%, 与现有

报道结果一致。这些结果表明, 该平台为药物渗透性

和细胞毒性检测提供了有效的工具, 对CNS药物的研

究和开发具有重要价值 (图6)[67]。

Terrell-Hall等[79]在芯片的外室和中央室中分别接

种内皮细胞、星形胶质细胞或乳腺癌细胞并在外室施

加流体以模拟生理流动条件, 建立BBB和血液肿瘤屏

障 (blood tumor barrier, BTB) 模型, 用于评估两种系统

对潜在抗癌药物的渗透性。结果表明, BTB的屏障虽

然遭到一定程度破坏, 但仍然保留了对药物的选择性

渗透以及 P-gp的有效外排, 与体内尽管屏障在许多病

变中遭到破坏, P-gp功能仍能保留的报道一致; 曲妥珠

单抗抗体可透过BBB和BTB模型, 但是数量很少, 低

于有效水平[80]。

4 小结与展望

BBB芯片技术为仿生人BBB模型的发展提供了

新的机遇。BBB芯片可以与其他仿生器官连接, 以研

究大脑与其他组织之间的信息传递。BBB芯片主要

有血管、NVU两种结构类型, 通过在芯片上进行细胞

单培养以及二元、三元共培养来构建体外 BBB模型,

并通过测定 TEER值、渗透率以及显微观察来评价芯

片模型。目前, BBB芯片主要应用于建立神经炎症模

型、模拟脑肿瘤的转移以及对药物的药效和毒性评价。

随着微流控技术的不断发展, BBB芯片将可用于发展

BBB的疾病模型; 预测健康和疾病状态下药物透过人

体BBB的渗透性; 评估药物透过BBB进入脑组织的疗

效; 并确定BBB在与仿生脑组织整合后对神经退行性

疾病或脑肿瘤进展的贡献。

当前 , BBB 芯片开发领域还面临许多问题 : ①

BBB芯片构建生物环境技术尚未成熟, 缺乏规范的量

化参数及评价标准; ② 目前用于建模的细胞多是大鼠

脑内皮细胞, 但不可避免的物种差异阻碍了它们对临

床药物开发的可译性。原代 hBMEC表型漂移和高成

本阻碍了其广泛使用, 而永生化 hBMEC表现出较差

的单层完整性和 TJ蛋白的低表达。迄今为止开发的

各种基于干细胞的BBB模型报告的TEER和渗透率存

在较大差异。③ BBB芯片多数还停留在建立表征阶

段, 实际应用还比较少。未来BBB芯片发展方向应着

重于将评估芯片BBB模型的可测量参数标准化, 形成

规范化技术体系, 为其实际应用奠定坚实的基础。相

信随着微流控芯片技术的发展, BBB芯片模型将在不

久的将来对生物医学科学和药物开发产生深远的

影响。
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