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3D血脑屏障类器官氧糖剥夺模型的构建及冠心宁注射液的

保护作用探究
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摘要: 血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 在维持中枢神经系统稳态方面发挥着重要作用。在许多神经系统疾

病如缺血性脑卒中、阿尔茨海默症等疾病中都会出现BBB损伤。中医药对于防治缺血性脑卒中潜力巨大, 但临床

相关模型的缺乏已成为其应用开发的瓶颈。本研究采用了由人脑微血管内皮细胞 (HBMEC)、人脑星形胶质细胞

(HA) 和人脑血管周细胞 (HBVP) 组成的BBB类器官模型, 并建立了细胞活力、屏障通透性及BBB标志物表达的氧

糖剥夺/复氧 (OGD/R) 条件。然后在该类器官模型中研究了中药冠心宁注射液 (GXNI) 对OGD/R诱导的BBB功能

障碍的保护作用。结果表明, OGD/R降低BBB类器官细胞活力, 增加屏障通透性 (渗漏), 降低紧密连接蛋白闭塞

带-1 (ZO-1)、claudin-5、闭塞素和P-糖蛋白 (P-gp) 的水平。GXNI可显著阻止OGD/R诱导的BBB破坏, 如细胞活力

降低和通透性增加。本研究为中枢神经系统靶向药物的研发提供了一种新的人类细胞源性 3D缺血性脑病模型, 并

证明了中药GXNI在体外可有效保护BBB功能障碍。
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Abstract: The blood-brain barrier (BBB) plays an important role in maintaining the homeostasis of the central

nervous system. BBB is disrupted in many neurological disorders such as ischemic stroke and Alzheimer's disease.

Traditional Chinese medicine has great potential to prevent ischemic stroke, but the lack of clinically relevant

models has been a challenge. We adapted a BBB organoid model formed by human brain microvascular endothelial

cells (HBMEC), human astrocytes (HA), and human brain vascular pericytes (HBVP), and established conditions

for oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) on the cell vitality, barrier permeability, as well as BBB

signature marker expression. The protective effect of Guanxinning injection (GXNI) on OGD/R-induced BBB

dysfunction was then investigated in the organoid model. The results showed that OGD/R decreased BBB organoid

cell viability, increased permeability (leakage), decreased the level of tight junction proteins zonula occludens-1

(ZO-1), claudin-5, occludin and P-glycoprotein (P-gp). GXNI significantly prevented OGD/R-induced BBB
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disruption such as the decreased cell viability and increased permeability. This study provides a new human cell-

derived 3D ischemic brain disease model for central nervous system-targeted drug research and development and

demonstrates that a Chinese injection medicine GXNI effectively protects BBB dysfunction in vitro.

Key words: blood-brain barrier; organoid; oxygen-glucose deprivation/reoxygenation; ischemic stroke;

Guanxinning injection

血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 由内皮细胞、

周细胞、星形胶质细胞以及由内皮细胞之间形成的紧

密连接和相应的细胞外基质构成, 对中枢神经系统的

物质调节及稳态维持发挥着关键作用[1]。在中枢神经

系统疾病如缺血性脑卒中、阿尔茨海默症等疾病中 ,

BBB都会发生明显的病理改变[2]。BBB损伤是缺血性

脑卒中的病理特征之一, 会导致水肿和出血性转化[3],

引起继发性脑损伤, 并导致认知功能障碍[4]。人们逐

渐意识到保护BBB对治疗缺血性脑卒中的重要性, 然

而体内研究BBB损伤较为困难, BBB体外损伤模型的

构建及应用成为挖掘脑部疾病的治疗靶点及发现新型

治疗药物的重要技术手段。

研究表明, 中药及其活性成分对脑缺血再灌注损

伤具有保护或治疗作用[5]。活血化瘀作为治疗心脑血

管疾病的重要方法, 其代表性中药如丹参、川芎及其活

性成分具有多种药理活性。丹参中主要活性成分如丹

酚酸 A[6]、丹酚酸 B[7]、丹参酮 IIA[8]均表现出对缺血性

脑卒中导致的BBB损伤具有一定的保护作用; 川芎及

其活性成分如川芎嗪、藁本内酯等也显示对BBB损伤的

保护作用[9-11]。冠心宁注射液 (Guanxinning injection,

GXNI) 是由丹参和川芎提取物组成的中药注射液, 基

于本课题组前期研究表明, GXNI能降低体内BBB透

过性, 改善脑缺血再灌注导致的脑损伤[12]。为了明确

GXNI是否能改善缺血性脑卒中进程中的 BBB 损伤,

本研究基于氧糖剥夺/复氧 (oxygen-glucose deprivation/

reoxygenation, OGD/R) 诱导 3D BBB类器官的损伤模

型, 研究了GXNI对BBB的保护作用。

中医药防治缺血性脑卒中潜力巨大, 但临床相关

模型缺乏已成为其应用开发的瓶颈。本研究基于 3D

BBB类器官模型优化并明确了OGD/R诱导的BBB损

伤模型的条件, 并对其细胞活力、透过性、紧密连接蛋

白、P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 等进行检测, 探究

了 GXNI对 OGD/R诱导的 BBB类器官损伤的保护作

用, 以期为在体外利用BBB类器官建立相关疾病模型

提供实验依据, 并为保护缺血性脑卒中进程中的BBB

损伤提供新的治疗方法。

材料与方法

细胞 人脑微血管内皮细胞系 (human brain micro‐

vascular endothelial cells, HBMEC)、人星形胶质细胞系

(human astrocytes, HA)、人原代脑血管周细胞 (human

brain vascular pericytes, HBVP) 均购自ScienCell公司。

试剂 DMEM 基础培养基、胎牛血清、含 EDTA

的胰蛋白酶 (美国 Gibco 公司); 无糖 DMEM 培养基

(上海中乔新舟生物科技有限公司); 周细胞生长补充

剂、周细胞培养基 (ScienCell 公司); 内皮生长培养基

(EGM-2-MV, Lonza Bioscience 公司); 青-链霉素溶液

(HyClone 公 司); CCK8 溶 液 (MCE 公 司); Hoechst

33342 (Merck公司); 钙黄绿素 (calcein AM)/碘化丙啶

(PI)、ZO-1 (zonula occludens-1) 鼠单抗 (33-9100) (Invi‐

trogen 公司); 琼脂糖、FITC Dextran 70 kDa、Rhoda‐

mine 123 (Sigma 公司); claudin-5 兔多抗 (ab15106)、

occludin 兔单抗 (ab216327)、P-gp 兔多抗 (ab129450)、

CD31 兔多抗 (ab32457)、CD13 兔单抗 (ab108310)、

GFAP (glial fibrillary acidic protein) 小鼠单抗 (ab10062)、

Alexa Fluor 488 (驴抗小鼠二抗)、Alexa Fluor 555 (山羊

抗兔二抗)、Alexa Fluor 647 (山羊抗兔二抗) (Abcam公

司); GXNI (国药准字 Z13020779, 神威药业集团有限

公司); 依达拉奉 (EDA, 国药准字 H20080056, 国药集

团国瑞药业有限公司)。

细胞培养 HBVP培养于含 2%胎牛血清、周细胞

生长补充剂和 1%青-链霉素的周细胞培养基中。HA

和HBMEC培养于含 10%胎牛血清和 1%青-链霉素的

DMEM完全培养基中。所有细胞于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养, 当细胞生长至 80%以上时, 消化传代, 进

行后续实验。

类器官形成实验 类器官形成参考 Cho等[13]建立

的类器官形成方法。将 500 mg琼脂糖加入 50 mL去

离子水中, 微波加热至融化, 高温高压灭菌, 制得无菌

10 mg·mL-1琼脂糖。将融化的琼脂糖溶液加入 96孔板

中, 每孔50 μL, 室温固化15 min后, 每孔加入100 μL的

内皮生长培养基。将 HBMEC、HA和 HBVP这 3种细

胞消化后重悬计数, 按照 1 500∶1 500∶1 500的比例接

种至琼脂糖凝胶包被的 96孔板中, 37 ℃、5% CO2恒温

培养箱中培养48 h, 使其自组装为3D BBB类器官。

2D HBMEC 细胞活力实验 为了确定 GXNI

给药浓度 , 将 HBMEC 以 5×103 个/孔接种于 96 孔板。

细胞贴壁后加入不同浓度的 GXNI (1、3、10、30、60、
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90 μL·mL-1), 作用 24 h后, 每孔加入 10 μL CCK8溶液,

37 ℃孵育 2 h, 采用酶标仪测定在 450 nm波长处的各

孔吸光度 (A) 值, 并计算HBMEC存活率。

2D HBMEC 细胞 OGD/R 造模及给药 HBMEC

OGD/R造模前分别预给药GXNI (1、3、10 μL·mL-1) 12 h

后, 将DMEM培养基更换为无糖DMEM培养基, 并置

于缺氧小室 (含 95% N2和 5% CO2) 中 6 h。缺氧完成

后, 将无糖DMEM培养基更换为DMEM培养基, 并予

GXNI (1、3、10 μL·mL-1), 置于 37 ℃、5% CO2常氧环境

中孵育12 h。

3D BBB 类器官 OGD/R 造模 为了模拟脑缺血

再灌注损伤, 将BBB类器官内皮生长培养基更换为无

糖 DMEM 培养基, 并置于缺氧小室 (含 95% N2和 5%

CO2) 中 2、4或 6 h。缺氧完成后, 将无糖培养基更换为

内皮生长培养基, 置于 37 ℃、5% CO2常氧环境中孵育

12 h以实现复氧。

3D BBB类器官给药 3D BBB类器官形成后, 预

给药GXNI (10 μL·mL-1) 12 h后, OGD 6 h造模, 并于复

氧条件下继续给予GXNI (10 μL·mL-1) 12 h。

荧光染色实验 3D BBB 类器官 OGD/R 造模及

给药后 , 于内皮生长培养基中将不同荧光染料稀释

至如下浓度 : Hoechst 33342 0.1 μg·mL-1、calcein AM

0.8 μmol·L-1、PI 1.5 μmol·L-1, 备用。弃去细胞培养板

中的内皮生长培养基, 将细胞用磷酸盐缓冲液 (PBS)

洗2次, 每孔加入荧光染料50 μL, 37 ℃避光孵育30 min

后PBS洗3次, 每次5 min。于Operetta二代高内涵筛选

系统 (Perkin Elmer公司) 成像, 并用Harmony 4.9软件

对Operetta成像进行细胞活力及荧光强度分析。

BBB 类器官透过性检测及形态学分析 将准备

好的类器官与 FITC Dextran 70 kDa (1 μg·mL-1) 在

37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中避光孵育 12 h 后 , 与

Hoechst 33342室温孵育 30 min, 随后PBS洗 3次, 每次

5 min。于 Operetta 二代高内涵筛选系统成像 , 并用

Harmony 4.9软件对成像进行 3D重构、荧光强度及形

态学参数分析。

免疫荧光实验 将已处理好的 BBB类器官在 96

孔板中用PBS洗 2次, 每次 5 min; 4%多聚甲醛室温固

定 15 min, 每孔 100 μL; PBS洗 2次, 每次 5 min; PBST

(含 0.1% Tween-20 的 PBS) 室温放置 1 h; PBS 洗 2 次 ,

每次 5 min; 2% 牛血清白蛋白 (BSA) 室温封闭 1 h, 每

孔 100 μL; PBS洗 2次, 每次 5 min; 适当稀释比例一抗

4 ℃孵育过夜 , 每孔 50 μL; PBST 洗 2 次 , 每次 5 min;

适当稀释比例二抗加 Hoechst 33342 室温孵育 2 h;

PBST洗 2次, 每次 15 min。于 Operetta二代高内涵筛

选系统成像, 并用Harmony 4.9软件对Operetta成像进

行荧光强度分析。

P-gp功能检测实验 将已处理好的 BBB类器官

与 Rhodamine 123 (0.05 mg·mL-1) 在 37 ℃条件下孵育

3 h, PBS 洗 3 次。于 Operetta 二代高内涵筛选系统成

像, 并用Harmony 4.9软件对Operetta成像进行分析。

数据统计分析 实验数据均以均值 ± 标准差

(x̄± s) 表示, 采用 SPSS 21.0数据统计软件。两组间比

较用独立样本 t检验, 多组间比较用单因素方差分析

(one-way ANOVA), 并采用 Bonferroni post hoc 校正方

法, 其中 P < 0.05表示差异有统计学意义。所有数据

由GraphPad Prism 8.0软件作图。

结果

1 BBB类器官细胞类型鉴定及不同造模条件下的细

胞活力检测

参考文献方法, 以CD31作为HBMEC的标志物[14],

CD13 作为 HBVP 的标志物[15], GFAP 作为 HA 的标志

物[16], 对构成BBB类器官的 3种细胞进行标记, 结果如

图1所示。

BBB 类器官分别在 OGD 2 h/R 12 h、OGD 4 h/R

12 h、OGD 6 h/R 12 h 条件下造模后 , 共染 Hoechst

33342、calcein AM、PI这 3种染料, 基于二代高内涵三

维检测成像细胞表型技术, 评价不同造模条件下BBB

类器官的细胞活力、活细胞 calcein AM荧光强度、死细

胞或凋亡晚期细胞 PI荧光强度。结果表明 (图 2), 与

对照组相比, OGD 2 h/R 12 h造模对细胞活力、活细胞

calcein AM荧光强度、死细胞或凋亡晚期细胞 PI荧光

强度均无影响 (图 2A、B); 但是 , OGD 4 h/R 12 h 及

OGD 6 h/R 12 h造模后, 与对照组相比, 模型组细胞活

力降低 , calcein AM 荧光强度降低 , PI 荧光强度升高

(图 2C～F), 表明OGD 4 h/R 12 h及OGD 6 h/R 12 h均

能导致BBB类器官细胞活力降低。

Figure 1 Cell type identification in blood-brain barrier (BBB)

organoids formed by human brain microvascular endothelial cells

(HBMEC), human astrocytes (HA), and human brain vascular peri‐

cytes (HBVP) by immunofluorescence staining. Nuclei were stained

blue by Hoechst 33342; HBMEC and HBVP were stained red by

CD31 and CD13 antibodies, respectively; HA were stained green by

glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody. Scale bar: 100 μm
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2 BBB类器官不同造模条件下的透过性检测

OGD 4 h/R 12 h和OGD 6 h/R 12 h造模后BBB类

器官的细胞活力有明显降低, 为了探究该条件下细胞

活力的降低是否会导致BBB类器官功能的改变, 进一

步研究了不同造模条件对 BBB类器官透过性的影响

(图 3)。FITC Dextran 70 kDa 染料分子可通过细胞旁

途径穿过BBB, 常用来检测BBB功能[17]。基于二代高

内涵三维检测成像及分析技术, 通过分析透过BBB进

入类器官内部的FITC-Dextran的荧光强度研究了其透

过性 (图3A～C)。结果表明, 与对照组相比, OGD 4 h/R

12 h造模后, 类器官内部的 FITC-Dextran的荧光强度

无明显改变 (图 3A); 而 OGD 6 h/R 12 h造模后, 类器

官内部的 FITC-Dextran 荧光强度明显升高 (图 3B)。

对类器官内部的FITC-Dextran的荧光强度进行定量分

析后发现, OGD 6 h/R 12 h造模后其差异有统计学意

义 (P < 0.05, 图3D)。

3 BBB类器官造模后的形态学检测

基于上述细胞活力及透过性的检测, 本研究选择

OGD 6 h/R 12 h造模条件, 评价了造模前后类器官的

形态学差异。首先观察了造模前对照组与模型组类器

官的直径, 结果表明, 造模前两组间直径无明显差异

(图 4A)。造模后, 利用二代高内涵三维检测成像及分

析技术选取类器官 (图 4B), 并定量分析类器官的体

积、表面积、球度、高度、最大直径。球度降低表明造模

后类器官不再保持完整的球形 (图 4C)。与对照组相

比, 模型组类器官体积、表面积、高度、最大横截面积均

减小 (图4D～G)。

4 BBB类器官造模后的紧密连接蛋白检测

为进一步评价 BBB 的完整性 , 对紧密连接蛋白

ZO-1、claudin-5、occludin进行免疫荧光染色, 利用二代

高内涵三维检测成像及分析技术对其进行分析。结果

显示, 与对照组相比, 模型组 ZO-1、claudin-5、occludin

表达均有所降低 (图 5A、B), 荧光强度定量分析结果显

示差异有统计学意义 (P < 0.01, 图5C～E)。

5 BBB类器官造模后的P-gp及其功能检测

BBB表达不同的ATP结合盒式蛋白, 其中研究最

为广泛的是P-gp, 脑缺血再灌注损伤过程中, P-gp的表

达水平改变可能会影响药物进入BBB[18]。Rhodamine

Figure 2 Cell viability of BBB organoid after different exposure to oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R). A, C, E: Images

of live and dead cells following different exposure to OGD/R (A: OGD 2 h/R 12 h; C: OGD 4 h/R 12 h; E: OGD 6 h/R 12 h); B, D, F: Corre‐

sponding quantitative analysis of cell viability, calcein AM fluorescence intensity, and propidium iodide (PI) fluorescence intensity (B: OGD

2 h/R 12 h; D: OGD 4 h/R 12 h; F: OGD 6 h/R 12 h). x̄ ± s, n = 3. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control. Scale bar: 100 μm
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123是常见的 P-gp的荧光转运底物, 常用于验证 P-gp

功能[13]。因此, 进一步通过免疫荧光实验评价了OGD

6 h/R 12 h造模后 P-gp的表达, 并以Rhodamine 123为

底物验证了P-gp的功能 (图6)。结果显示, 与对照组相

比, 造模后P-gp表达明显降低 (图 6A)。通过对类器官

内Rhodamine 123荧光强度进行分析, 结果显示, OGD

6 h/R 12 h造模后, 由于P-gp表达降低对Rhodamine 123

的转运功能减弱 , 导致类器官内的 Rhodamine 123 的

量增多, 荧光强度相应升高 (图 6B), 荧光强度定量分

析结果显示差异有统计学意义 (P < 0.01, 图6C、D)。

6 GXNI对 OGD 6 h/R 12 h诱导的 HBMEC 损伤的

保护作用

HBMEC是BBB类器官发挥作用的主要细胞, 本

研究基于 HBMEC 探索了 GXNI 是否减轻 OGD/R 诱

导的细胞损伤。首先利用 CCK8 法检测了 GXNI 对

HBMEC的细胞活力影响。结果表明, 1、3、10 μL·mL-1

Figure 3 Paracellular permeability of BBB organoid following OGD/R. A, B: Paracellular permeability of BBB organoids following OGD

4 h/R 12 h (A) and OGD 6 h/R 12 h (B), blue for cell nuclei, green for FITC-Dextran; C: Orthogonal view of the organoid and the core

region to be quantified (green lines). X, Y or Z represents the X, Y or Z axis, respectively; D: Quantitative analysis of the total mean fluores‐

cence intensity of the chosen region. x̄ ± s, n = 3. #P < 0.05 vs control. Scale bar: 100 μm

Figure 4 Morphological analysis of BBB organoids before and after OGD 6 h/R 12 h. A: Morphology of the organoids before OGD 6 h/R

12 h and the quantitative analysis of the diameters of the organoids; B: Orthogonal view of the organoids and the regions to be quantified for

morphological analysis following OGD 6 h/R 12 h (red lines); C-G: Quantitative analysis of morphological parameters analysis (C: Sphericity;

D: Volume; E: Surface area; F: Object height; G: Maximum cross section area) following OGD 6 h/R 12 h. x̄ ± s, n = 4. #P < 0.05, ##P < 0.01,
###P < 0.001 vs control. Scale bar: 1 nm
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Figure 5 Representative images of immunofluorescence showing expression of occludin (A), zonula occludens-1 (ZO-1) and claudin-5

(B) in BBB organoids following OGD 6 h/R 12 h. C-E: Quantitative analysis of fluorescence intensity (C: Occludin; D: ZO-1; E: Claudin-5).

x̄ ± s, n = 3. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control. Scale bar: 100 μm

Figure 6 Expression and function of P-glycoprotein (P-gp) of BBB organoid following OGD 6 h/R 12 h. A: Representative photomicro‐

graphs of immunofluorescence of P-gp (orange) following OGD 6 h/R 12 h; B: Fluorescence images showing influx of Rhodamine 123

following OGD 6 h/R 12 h; C, D: Quantification of fluorescence intensity of P-gp (C) and Rhodamine 123 (D), respectively. x̄ ± s, n = 3.
##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control. Scale bar: 100 μm
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的 GXNI 均对 HBMEC 的细胞活力没有影响 , 而 30、

60、90 μL·mL-1的GXNI会导致HBMEC细胞活力明显

降低 (图 7A)。因此研究了 1、3、10 μL·mL-1不同浓度

GXNI对 OGD 6 h/R 12 h 诱导的 HBMEC 损伤的保护

作用, 选择 EDA (0.1 μmol·mL-1) 作为阳性药。结果表

明, 1、3、10 μL·mL-1的GXNI均可保护OGD 6 h/R 12 h诱

导的HBMEC细胞数量降低 (图7B、C), 未发现明显的药

物药效的剂量依赖效应。因此后续选择10 μL·mL-1浓度

用于探究GXNI对BBB的保护作用。

7 GXNI对OGD 6 h/R 12 h诱导的BBB类器官损伤

的保护作用

基于以上结果, 进一步选择GXNI (10 μL·mL-1) 研

究其对OGD 6 h/R 12 h诱导的BBB类器官损伤的保护

作用, 选择EDA (0.1 μmol·mL-1) 作为阳性对照药。结果

表明, GXNI可显著改善OGD/R造成的细胞活力降低,

表现为绿色荧光减弱 (图 8A), 对细胞活力 (图 8B)、死

细胞 PI荧光强度 (图 8C)、活细胞 calcein AM荧光强度

(图 8D) 进行定量分析 , 差异有统计学意义。阳性药

EDA组显示出与GXNI组具有相同的保护作用。接着,

本研究探索了GXNI能否从功能上改善OGD 6 h/R 12 h

诱导的BBB类器官透过性增大。结果发现, 与模型组相

比, GXNI能显著降低BBB类器官的透过性 (图9)。

讨论

目前常见的体外 BBB 模型主要有基于 Transwell

的单层/共培养模型及三维培养模型[19]。有研究表明,

Figure 7 The effect of different concentrations of Guanxinning injection (GXNI) on cell viability (A) and nuclei number of HBMEC after

OGD 6 h/R 12 h (B, C). EDA: Edaravone (0.1 μmol·mL-1). x̄ ± s, n = 3. ###P < 0.001 vs control; ***P < 0.001 vs model. Scale bar: 100 μm

Figure 8 The effect of GXNI on the cell viability of BBB organoid following OGD 6 h/R 12 h. A: Representative images of live and dead

cells; B-D: Corresponding quantitative analysis of cell viability (B), PI fluorescence intensity (C) and calcein AM fluorescence intensity (D).

x̄ ± s, n = 3. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model. Scale bar: 100 μm
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相对于内皮细胞、星形胶质细胞、周细胞共培养的

Transwell模型, 由这 3种细胞形成的BBB类器官表达

更多的 P-gp、ZO-1等, 能更加真实地模拟体内BBB特

征[15]。这可能与类器官模型中的细胞在3D环境中生长,

且3种细胞间直接接触有关[15]。此外, 相对于Transwell

模型, 类器官模型易于培养, 操作简便, 与Operetta二代

高内涵系统结合, 在高通量开发用于治疗中枢神经系

统疾病的药物方面具有广泛的应用前景。

缺血性脑卒中进程中 BBB破坏的主要特征是细

胞旁透过性增加, 这主要是由于紧密连接蛋白的移位

和降解及内皮细胞活力降低。因此本研究首先评估了

不同缺氧时间下类器官的细胞活力及透过性。结果发

现, OGD 2 h/R 12 h后, 类器官的细胞活力没有明显改

变, 这与基于单层内皮细胞作为BBB模型的研究结果

类似[20]; OGD 4 h/R 12 h 及 OGD 6 h/R 12 h 都会使细

胞活力显著降低。对类器官 OGD 4 h/R 12 h及 OGD

6 h/R 12 h 条件下的透过性分析结果显示 , 只有在

OGD 6 h/R 12 h 条件下观察到进入 BBB 类器官的

FITC-Dextran 显著增加 , 表明 BBB 透过性增加。对

OGD 6 h/R 12 h造模后的类器官的形态学的分析结果

显示, 模型组类器官的体积、表面积、类器官高度、最大

横截面积均明显降低; 此外, 造模后模型组类器官周围

可观察到较多细胞碎片 (图片未展示)。这些结果表明

造模后类器官变小、且形状改变可能是由于造模后的

类器官细胞活力降低, 导致类器官不能维持密度均匀

的球体形状, 部分崩解所致。

BBB的紧密连接是内皮细胞形成的, 通过与星形

胶质细胞直接接触维持的大型多蛋白复合物[21], 主要

由特定的跨膜蛋白如 claudin、occludin 等与闭锁小带

蛋白 (ZO) 相互作用, 并与细胞骨架相连形成[22]。紧密

连接蛋白复合物的破坏是缺血性脑卒中 BBB损伤的

标志[3], 这主要是由于紧密连接蛋白的降解或重新分

布所致[23]。本研究观察到OGD 6 h/R 12 h造模条件下

ZO-1、occludin、claudin-5的表达均明显降低。此外, 还

观察到造模后, ZO-1在细胞膜上的表达变得不连续,

这可能是由于ZO-1在细胞中的重新分布所致。

缺血性脑卒中进程中 P-gp的表达可能有所改变,

本研究通过免疫荧光研究了 P-gp 在 OGD 6 h/R 12 h

造模过程中的表达, 并以 Rhodamine 123 为底物测试

P-gp功能。结果显示P-gp的表达在OGD 6 h/R 12 h条

件下表现降低趋势 , 且 P-gp 功能测试得出了同样结

论。这与体外以单层细胞作为BBB模型的结果不同,

Patak 等[24]采用基于 hCMEC/D3 细胞的单层 BBB 模

型, 发现缺氧 48 h后P-gp的mRNA表达水平和蛋白水

平没有明显变化。但也有研究显示, 原代和永生化的

大鼠脑内皮细胞在缺氧 6 h/复氧 24 h后观察到P-gp的

表达显著增加[25]。目前报道的关于 P-gp在缺氧/复氧

模型中的表达仍存在争议, 然而, P-gp表达下调可能允

许在生理条件下不能透过 BBB的药物进入中枢神经

系统发挥治疗作用。

本课题组前期研究结果表明GXNI能通过在体内

降低 BBB 透过性改善缺血再灌注导致的脑损伤[12]。

本研究基于 BBB类器官模型探索了 GXNI对缺氧/复

氧造成的BBB损伤的保护作用, 提示GXNI不仅能显

著改善OGD/R造成的类器官细胞活力降低, 而且能降

低造模引起的类器官透过性增加, 表明 GXNI可能通

过保护BBB改善缺血性脑卒中。然而, 关于GXNI保

护BBB的相关机制仍不清楚, 有望进一步研究。

本研究表明, BBB类器官能模拟缺血性脑卒中导

致的BBB损伤的病理特征, 在体外测试及开发治疗中

枢神经系统疾病的新疗法等方面具有巨大应用前景。

GXNI可能通过保护BBB改善缺血性脑卒中, 有望为

Figure 9 The effect of GXNI on paracellular permeability of BBB organoid following OGD 6 h/R 12 h. A: Paracellular permeability of

BBB organoids; B: Quantitative analysis of the total mean fluorescence intensity of the chosen region. x̄ ± s, n = 3. ##P < 0.01 vs control;
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs model. Scale bar: 100 μm
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缺血性脑卒中的治疗提供新的方案。
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