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脑缺血性卒中血脑屏障破坏模型建立与功能障碍
的定量检测方法及进展
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(云南省第一人民医院放射科,昆明　 650000)

　 　 【摘要】 　 回顾缺血性脑卒中过程总血脑屏障(blood brain barrier,BBB)的动态病理改变与关于 BBB 在脑缺血

性卒中过程中的破坏过程以及当前实验方法在 BBB 的破坏评估量化过程中的新进展。
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Establishment of blood-brain barrier damage model for cerebral ischemic stroke
and the quantitative detection methods and progress of its dysfunction
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(Department of Radiology, Yunnan First People’s Hospital, Kunming 650000, China)

　 　 【Abstract】　 This article reviews dynamic pathological changes of the total blood-brain barrier (BBB) in the process
of ischemic stroke as well as the destruction process of BBB in the process of ischemic stroke and the progress of current
experimental method in the quantification of BBB destruction.
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　 　 脑卒中(stroke)尤其是占大部分的脑缺血性卒

中(ischemic stroke,IS)是当前威胁人类的尤其是发

展中国家人民健康的首要因素[1-2],IS 主要是由突

然流向大脑的局部脑血流量减少引起的,脑血性卒

中后不久,代谢紊乱和能量失衡在细胞和亚细胞水

平传播到继发性损伤机制中如炎症、神经胶质细胞

增生和氧化应激等,继而导致神经元,神经胶质细

胞和血管内皮细胞死亡。
血脑屏障(BBB)是中枢神经系统的独特而重

要的特异性结构,早期认为 BBB 可以调控脑组织血

流供应,在控制物质交换功能上也具有重要的调节

的作用[3],参与维持脑组织液中水和电解质的平

衡,并且必须保护神经元免受血液中潜在有害物质

的侵害[4],BBB 损伤和功能障碍是脑缺血后卒中的

突出病理特征,缺血卒中后的脑细胞水肿、凋亡到

坏死过程 BBB 的破坏程度与发病的严重程度有着

密切的关联,但既往的实验仅仅关注 BBB 的破坏与

否,既 0 或 1,对于 BBB 破坏程度的量化仍是实验中



的一项难题,本文将针对各种动物模型及相关 BBB
影像学评估手段的最近进展进行阐述及回顾。

1　 与 BBB 构成结构破坏的相关检测敏感标记物

　 　 BBB 内侧为血管内皮细胞以及其周围的紧密

连接(tight junction,TJ)构成的,参与构成 TJ 主要结

构蛋白包括 ZO-1、occludin 与 claudin-5 等,在脑缺

血卒中发生后可以通过免疫组化与蛋白质印迹实

验评估连接蛋白的表达,继而反映血脑屏障的破坏

情况(BBB 破坏时连接蛋白表达、分布减低) [5],实
验证实,缺血 2 h 后,BBB 在体外和体内均受到破

坏, 在 体 外 细 胞 实 验 中, BBB 的 破 坏 主 要 由

caveolin1 介导的 claudin-5 重新分布和 MMP 介导的

闭合蛋白降解导致快速内皮屏障破坏引起的氧葡

萄糖剥夺[6],因此 ZO-1、occludin 与 claudin-5 的表

达改变提示了血脑屏障破坏与重建,BBB 内皮细胞

较周围毛细血管内皮细胞较为明显的特点是丰富

的线粒体量,有实验发现在梗塞后 30 min,约 60%
受缺血影响的血管显示出了内皮水肿,并伴有水肿

星形细胞,证实在缺血性脑卒中发生后血管内皮水

肿早于 BBB 破坏[7],同时也暗示 BBB 的破坏是一

系列级联反应引起的,是一个动态变化的过程。
周细胞除了血脑屏障(BBB)的发育和维持,跨

BBB 的白细胞运输和血管生成外,调节神经组织血

流以配给相应的神经代谢也起到了重要作用[8]。
周细胞对于缺血较敏感且容易受损而产生大量的

过氧化酶如烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)、
氧化酶 4(NOX4)等[9-10],这种酶会在梗塞周围区域

的微血管周细胞中表达上调,这有助于激活金属蛋

白酶 9(MMP-9)加剧 BBB 分解[11],发生 IS 后,血浆

基质金属蛋白酶(MMP)首先升高,MMP 是一种蛋

白水解酶,可以降解细胞外的大多数成分并重塑细

胞外空间,其中如 MMP-9 异常升高与脑卒中的加剧

存在关联[12],实验证实血脑屏障的破坏与MMP-9表
达增加呈明显相关[13],这些机制会加重缺血卒中后

的组织损伤和脑水肿[14],因此,预防周细胞功能障

碍可通过促进微循环再灌注并预防出血和水肿来

改善再通疗法的疗效。 在梗塞周围组织中,周细胞

与微血管分离并促进血管生成和神经发生,对中风

预后产生积极影响,有研究证实血小板衍生生长因

子-β(PDGFR-β)在周细胞中表达上调[15-16],其数

量增加并开始从微血管壁迁移至新形成的脉管芽

以促进缺血性损伤后的成熟。

2　 脑缺血卒中 BBB 破坏的模型建立与 BBB 破坏

的实验检测方法进展

2. 1　 体外 BBB 细胞培养模型及与其局限性

　 　 体外 BBB 模型的构建主要是基于原代细胞或

永久脑内皮细胞系(BCE)的细胞培养模型,目前主

要应用于研究 BBB 的渗透性筛查、各种药物向脑内

转运的模式检验与脑血管毛细血管内皮细胞物质

转运机制及病理生理研究[17]。 与基于动物的 IS 体

内模型相比,体外模型具有多种优势:(1)研究缺

氧 /葡萄糖糖减低对细胞死亡的影响更为直接和容

易;(2)可以在血脑屏障内的细胞水平上进行代谢

研究,而不会使其他器官的其他细胞复杂化;(3)可
以容易地研究培养细胞之间复杂的细胞内信号传

导途径及其在疾病过程中的潜在作用[18]。
不同物种的 BBB 体外模型构建采用以进行各

方面的研究工作,其中小鼠或大鼠来源的脑内皮细

胞培养物的优势在于其来源已充足,并且经常被用

作临床前研究的首选[18],在脑缺血性卒中的 BBB
研究主要聚焦于氧气葡萄糖剥夺(OGD)条件下脑

血管内皮细胞的病理改变与各种蛋白、水解酶、核
酸等物质的表达检测及 BBB 其他细胞如周细胞在

缺血缺氧状态下的功能改变与保护 /破坏作用机制

研究[19-22],尽管大 /小鼠的脑容易获得,但这些物种

中内皮细胞的普遍产量较低,实验的可重复性也受

到各种因素影响。 其他动物如牛、猪等动物细胞的

体外模型也应用于 BBB 的相关研究当中,但是鉴于

不可避免的物种差异,一种可靠的人源性体外 BBB
模型将对高通量筛选以识别脑穿透分子或研究

BBB 的发育,调节和疾病途径显然具有更高的实验

价值。
采用完全分化的表型的人脑内皮细胞的原代

培养对于药物开发和临床前研究是一种理想的建

模工具[23],但新鲜的人脑组织很难保证持续的获

取。 人类干细胞模型目前正在完善[24],有学者通过

模拟类似于胚胎脑体外的微环境使得人多功能干

细胞(hPSC)成功向脑内皮细胞分化[25],所得的内

皮细胞具有许多 BBB 属性,包括组织良好的紧密连

接,营养转运蛋白的适当表达和极化的外转运蛋白

活性,成功检测到葡萄糖转运蛋白 GLUT-1、连接蛋

白 occludin-5、claudin-5 以及 p-糖蛋白在内皮细胞

中共表达[26],如果证明这种体外建模方法易于处理

并具有良好的可重复性,将为该领域的研究人员提

供巨大的机会。
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虽然体外的细胞培养技术逐渐进步,体外的

BBB 结构及功能也越来越接近实验动物(人)体内,
但 BBB 是一个复杂的结构,其病理生理改变有多重

复杂的细胞间相互作用,且研究过程中关注的仅仅

是与 BBB 功能有紧密关系的相关蛋白,并没有将体

外的 BBB 结构作为一个有机动态的整体进行研究。
新鲜的原代细胞获取一直是限制体外 BBB 研究的

瓶颈,已经有将星形细胞及周细胞与内皮细胞共同

培养以模拟体内环境以提高内皮细胞相关功能高

表达的方法[27],但始终无法达到内环境的复杂调

节,有学者通过评估永生化的 hCMEC / D3 和原代

hpBEC 细胞系的总体基因表达谱,发现脑微血管内

皮细胞(BEC)中重要的功能相关基因的表达出现

了明显的减低[28],证明 BEC 中高表达并被描述转

录 BBB 功能的特异性蛋白的相关基因表达受到分

离培养细胞的影响,这可能与天然内环境的剥夺密

切相关,故体外研究在相关的病理生理研究中仍然

有较明显的局限性。
2. 2　 脑缺血卒中动物模型建立与 BBB 的破坏检测

　 　 多种动物(小鼠、大鼠、兔、犬、山羊、猪、灵长动

物)等用于脑卒中后 BBB 功能观察及脑缺血在再灌

注的神经病理生理及显微解剖相关的研究。 在各

类文献中,占大多数的是鼠(约 80%),这是因为鼠

(小鼠 /大鼠)的缺血性脑卒中模型的建立具有简单

方便、具有较高的可重复性与成功率。 目前使用的

缺血性脑卒中建模方法最常用的是 MCAO(线栓法

大脑中动脉局灶性脑缺血模型),闭塞时间一般为

60~120 min 不等,具体实验步骤不再赘述[29-30],需
要注意的是在 MCAO 处理后可能由于丘脑受损而

导致体温过低,故需要一定的保温措施,使其体温

保持在约 37℃。
目前对于脑卒中动物模型与 BBB 功能的相关

研究主要集中在 BBB 在 IS 后的动态变化,既 BBB
在 IS 后的各个时间段的显微结构、功能与相关蛋白

表达的变化研究,与之相关的各种神经保护药物的

应用及药物对 BBB 的功能保护机制研究等方面。
对于 BBB 的功能失调的定量研究主要包括染色剂

的定量检测既伊文斯蓝(EB)的定量检测与异硫氰

酸荧光素 -右旋糖酐 ( FITC-Dextrans) 免疫荧光检

测,下面主要针对两种检测方法进行探讨。
2. 3　 伊文思蓝(EB)进行 BBB 渗漏定量检测

　 　 EB 染料具有很强的结合血清白蛋白的能力,
可作为示踪剂检测血管渗漏并定量 BBB 分解,EB

的定量检测是一种公认且敏感的技术,已被用于

评估包括缺血性中风在内的神经疾病中的血脑屏

障完整性和功能[31-33] 。 该方法经济简便、高效,具
有较高的可重复性,并且可以适用于任何实验室,
目前广泛应用于各种相关 BBB 的功能紊乱研究

中[34] 。 具体方法为:在 MCAO 建模成功后,采用

静脉注射法(鼠尾静脉 /颈静脉 /股静脉)缓慢注射

EB 染色剂(5 min 注射完成),按照期望的时间(缺
血后指定时间或再灌注指定时间等)处死,取出大

脑,解剖大脑半球,锐器分离左右半球并分别称

重,在磷酸盐缓冲盐水中制匀浆,然后使用涡旋仪

将其与 2. 5 mL 三氯乙酸(60%)混合之后进行离

心 15 ~ 30 min,随后静置于并低温保存约 10 min,
吸取上清液,使用分光光度计在 610 nm 处估计 EB
吸收[33,35] ,根据 EB 的标准曲线估计 EB 渗漏的

量,并将结果表示为 ug / g。
EB 染色剂的定量评估主要用于以下方面:(1)

BBB 相关研究如各种疾病模型的 BBB 功能变化,使
用 EB 染色剂渗漏量衡量 BBB 的破坏程度,结合金

属激酶 MMP 等 BBB 破坏相关联的水解酶[36],继而

分析 BBB 破坏程度的动态变化及与相关疾病病程

变化的相关性[37-38],通过 BBB 结构蛋白 ( ZO-1、
occludin-5、claudin-5)等相关功能蛋白的表达检测以

了解 BBB 破坏的机制[36];(2)在药物研究中用于评

估某种药物(刺激因素)对疾病模型的治疗 /缓解效

果[38-41],将染色剂的定量分析作为评估 BBB 破坏

情况的客观指标,继而了解实验 /对照组在进行干

预后的 BBB 功能差异,并对药物效果进行评估;(3)
用于验证 BBB 诱导破坏模型建模是否成功[42]。

虽然 EB 定量检测法简单易行,但是 EB 染色在

检测过程中需要进行血管内的冲洗灌注然后再进

行脑实质内的染料提取,这一过程中可能造成脑内

小血管再破裂导致脑实质内染色剂增多[43-45],且操

作的人员个体及技术差异可能导致结果的差异,对
于定量检测来说其客观性会受到质疑。 分光光度

计测量的 EB 染料浓度,在大体上无法进行 EB 染色

区域的定量(BBB 破坏范围),Reeson 等[46] 在研究

抑制 VEGF 信号转导对脑卒中的保护作用中应用免

疫荧光图像定量分析的方法,将梗死区域内荧光体

积减去血管官腔内荧光面积,之后将周围皮层的染

料荧光面积减小鼠相对应深度的对侧染料荧光以

量化 EB 的渗漏,在将来的研究当中值得进一步

应用。
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2. 4　 异硫氰酸荧光素-标记物荧光(FITC-)进行定

量检测

　 　 使用异硫氰酸荧光素(FITC)标记不同分子量

的物质 (白蛋白、高 /低分子量右旋糖酐、葡萄糖

等),尤其是 FITC-Dextrans 是用于检测 BBB 渗漏常

用试剂[44,47-49],该物质具有不同的分子量,一般为

了使 BBB 渗漏实验效果明显,常选用分子量相对小

的试剂用以标记 BBB 渗漏的感兴趣区[50-51],高分

子量(2000×103)的 FITC-Dextrans 可以很好地吸附

于血管壁内,继而作为标记血管管腔的高亮荧光标

志而被识别,且在 BBB 出现明显破坏渗漏时,大分

子 FITC-Dextrans 也可以在管腔外被识别,故也可以

用于 BBB 渗漏的定量研究中,Chen 等[52] 在使用大

鼠进行脑缺血卒中 BBB 破坏对周围脑组织研究中

通过半自动测量 FITC-Dextrans 标记的荧光总面积,
再根据高亮区域(既血管管腔内的 FITC-Dextrans 富

集)调整亮度阈值,计算血管面积,继而计算出渗漏

的荧光面积值,证明了 BBB 破坏程度(高分子 FITC-
Dextrans 周围渗漏面积)与脑组织损伤的体积密切

相关;Michalski 等[47]利用高分辨率扫描仪结合图像

后处理工具对 FITC-白蛋白(70×103)的连续切片进

行荧光面积计算,并逐层累计( ×层厚) 最后得出

BBB 渗漏组织的体积;Jin 等[53] 将大鼠前囟作为基

点作冠状切片,将前囟至后方 2 mm 的切片作为观

察切片,使用图像处理软件进行多层面荧光定量检

测(显微镜下 FITC-Dextrans 亮度最高、面积最大)荧
光面积总和,并得到平均渗漏面积作为定量指标继

而验证不同分子大小的 FITC-Dextrans 在大鼠 IS 不

同时间点的渗漏,继而反映 BBB 在 IS 后的动态变

化与相关机制;Bankstahl 等[51]在其进行大鼠癫痫发

病后 BBB 功能变化研究时应用半定量分析法(每只

动物分析了 4 个冠状脑切片,根据 FITC-白蛋白的细

胞外分布进行评分,无 = 0 分,靠近血管的极小的细

胞外分布= 1 分;局灶性的细胞外聚集 = 2 分;大量

的弥散分布的聚集= 3 分,计算平均值)进行 BBB 渗

漏情况的评价以了解 BBB 在癫痫发作后的动态改

变;上述实验由于重复性及样本量等因素影响,目
前尚未形成一种公认的、标准的定量评估方法。

Xu 等[48]利用 EB 的荧光染色与大分子量(2000
×103) FITC-Dextrans 免疫荧光染色特性,由于大分

子 FITC-Dextrans 会聚集在血管管腔内,故可以利用

这一特性计算 FITC-Dextrans 覆盖面积以估算血管

面积,使用显微图像处理软件对切片进行分析并得

到 EB 荧光染色的集合光密度 ( integrated optical
density,IOD)与 FITC-dextrans 渗漏面积,计算两者

的比值( IOD / AreaFITC-Dextran),这种做法可以降

低血管荧光对于 BBB 渗漏量化的影响,但是这种方

法目前仅应用于诱导的 BBB 渗漏,并未用于 IS 引

起的 BBB 渗漏中,根据既往研究,当 IS 发生后发生

BBB 渗漏严重程度更重,故血管内外均可见 FITC-
Dextrans 分布,如果可以结合 Chen 等[52] 的研究策

略,分析 EB 荧光的 IOD 值与 FITC-Dextrans 荧光的

面积渗漏面积(总面积-血管面积)的关系以发现更

好的 BBB 渗漏评估手段,值得进一步探讨。
3　 影像学方法对于血脑屏障破坏的相关检测技术

进展

　 　 在正常生理条件下,CT 增强检查中所应用到的

对比剂如碘对比剂与 MRI 增强所用到的对比剂如

钆类对比剂均为大分子物质,无法通过功能正常的

BBB 进入脑组织质微环境内,故在正常增强造影时

脑实质不会强化,如果 BBB 功能发生破坏,则会发

生对比剂通过 BBB 进入脑实质,使得脑实质异常强

化,故对于 BBB 的破坏评估实际上是对原本不能通

过 BBB 的物质(对比剂)进行量化以反映 BBB 破坏

程度。
已经有研究通过检测脑实质中大分子对比剂

量来反映相关疾病如脑退行性疾病等对于血脑屏

障功能的影响,如应用 Patlak 模型的 CT 灌注成像

中的渗透系数-渗透性-表面积乘积( permeability-
surface area product, PS) [54],使用这种参数来反映

肿瘤、脑缺血卒中等病变对于 BBB 破坏的检测,也
有应用这种模型进行动态增强技核磁共振(dynamic
contrast enhanced MRI, DCE-MRI),产生类似的参数

如容积转移常数 Ktrans( transfer constant),目前这种

技术主要在中枢神经系统疾病主要应用,进行脑内

小血管渗透性定量评估和脑小血管疾病器质性评

价[55],但是以上技术方法都是基于数学模型的模拟

计算,对于脑组织内真实的对比剂渗漏情况无法切

实反映。
目前已经有对于脑实质内对比剂定量分析的

技术,主要为 CT 双能量碘分析技术与磁共振检查

的高强度急性再灌注标记物(HARM)检测技术。 对

于碘对比剂,双源双能量 CT 于图像重建后在图像

空间域使用三物质解析算法,应用碘图可对特定区

域组织内的碘含量进行定量,目前双能量扫描可以

将水平在 0. 3 ~ 0. 5 mg / mL 的极低量碘进行精确的
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定 量 评 估[56]; 高 强 度 急 性 再 灌 注 标 记 物

(hyperintense acute reperfusion marker,HARM),被定

义为急性卒中患者对比后 FLAIR 图像上蛛网膜下

腔或蛛网膜下腔的延迟增强,并被认为与 BBB 的通

透性变化有关,已经有文献对于脑梗死后对比剂的

外渗与出血的 HARM 改变与 CT 进行对照及脑短暂

性缺血后的在今后的研究领域中[57-58],HARM 与双

能量 CT 在对比剂外渗的相关性与脑缺血卒中的研

究潜力。

4　 总结与展望

　 　 综前文所述,对于脑缺血性卒中后 BBB 的相关

研究目前主要在脑缺血后的 BBB 功能变化与相关

机制,各种干预因素(药物)在脑缺血后对 BBB 功能

的保护机制与疗效评估,根据新近文献对卒中后后

BBB 破坏的探讨,随着无创检查技术的进步(MRI、
CT 功能成像),虽然相关技术已经有报道,但目前

尚无相关实验发现明确的与 BBB 实验定量相关性

或衡量手段,如果可以在无创检查与活体 BBB 破坏

之间寻找到相关的实验数据可以支撑其高相关性,
使得 BBB 的破坏检测可以通过影像学检测发现,继
而应用于高级动物模型中,在今后的 BBB 相关实验

中将是飞跃性的进展。
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