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  血脑屏障 2  由脑毛细

血管内皮细胞构成 存在于循环血液和中枢神经系

统之间 起到保持脑内环境相对稳定的作用 是外来

物质向脑内转运的重要屏障 ∀近年 神经营养因子

等生理活性蛋白对帕金森氏病等中枢系统疾病显示

出了较高的疗效 ≈  ∀但是 由于 的存在 这

些蛋白和编码基因都不能通过 进入脑实质 ∀

靶向脑内的基因转运已经成为当今中枢神经系统疾

病治疗研究的重要课题 ∀本研究中 作者首次提出

了利用分泌蛋白本身的分泌能 跨越 转运治疗

蛋白的方法 ∀为了验证以上途径是否可行 作者将

分泌蛋白基因导入脑毛细血管内皮细胞 基因在细

胞内表达后 利用分泌蛋白本身所具有的分泌能 驱

动活性蛋白转运进入脑 ∀本研究将小鼠神经胶质细

胞来源的神经营养因子 ⁄ƒ的基因导入传代

脑毛细血管内皮细胞 对基因产物的分泌以及分泌

的方向性进行了探讨 为脑部疾病基因治疗的制剂

开发提供理论基础 ∀

材料与方法

材料  神经营养因子 ⁄ƒ的全长 ⁄

 µ Γ∆ΝΦ 由  ∞提 供    ∀

 ∞≥2√质粒购自 ≤公司 ∀质粒纯化
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系统 ±∞ °   购自 ±∞

公司 ∀ 购自 ≤  公司 ∀

⁄ƒ测定用 ∞≥分析试剂盒购自 °公

司 ∀细胞培养液 ⁄2 ∞  ⁄∏χ  

∞χ∏购自 ≤  公司 ≠  ≥∀

构建和制备 ∆ΝΑ质粒  将小鼠神经胶质细胞

来源的神经营养因子  ⁄ƒ 的全长 ⁄

 µ Γ∆ΝΦ  ∞    重 组 入

 ∞≥2√∀所得质粒在 ⁄Α大肠杆菌进行

扩增 使用 ±∞ °  进行分离和

纯化 ∀纯化后的质粒用 琼脂糖凝胶电泳 在溴

化乙锭溶液中染色 确认质粒纯度 ∀纯化后的质粒

稀释后 于  波长 用紫外分光光度法测定

⁄的浓度 ∀

细胞培养  传代小鼠脑毛细血管内皮细胞

 ∞≤细胞 在  ε  ≤培养箱中培养 ∀培

养液为含有 小牛血清 ! ∏# 
青霉素和

 Λ# 
链霉素的 ⁄2 ∞ ∀

µ Γ ∆ΝΦ转染和阳性克隆的筛选   ∞≤细

胞在转染  前以细胞数  ≅ 

培养板 孔 ∀

接种 转 染 使 用 ∀ 主 要 过 程 为 

 Λ和质粒  Λ分别在细胞培养

液 无血清  Λ稀释后 混合 室温静置  

所得的混合液 加到事先洗净的细胞上进行基因转

染 培养  除去 和质粒混合溶液 加

入培养液 转染  得到 ⁄ƒ的一过性表达细

胞 ∀或者转染  后 将细胞梯度稀释后 在 

 ≥ ≥中进行筛选 筛选浓度为

 # 
 ∀筛选  后 细胞开始死亡 约 周

后 形成阳性细胞克隆 ∀以上所得到的一过性表达

细胞和阳性细胞克隆 用于以下实验 ∀

ΕΛΙΣΑ法测定细胞中以及培养液中 µ Γ ∆ΝΦ

的浓度  细胞培养  每天更换新鲜培养液 ∀ 

取培养液后 收集细胞 用 ⁄ƒ的 ∞≥分析试

剂盒测定所取的培养液以及细胞总蛋白抽提液中

⁄ƒ的浓度 ∀

测定 Γ ∆ΝΦ的极性分泌  将 ⁄ƒ的一过性

表达细胞和阳性克隆接种于 ×  ≅


个细胞 培养板   

培养面积  进行培养 ∀

培养  后 进行 ∞√∏∃牛血清蛋白结合

物 ∞的透过性实验 确认细胞单层是否已经形

成了紧密连接 ∀ ∞溶液配制是将 ∞√∏

和牛血清蛋白 Μ 在室温混合 终浓度为 

培养液中含有  ∞√∏和  牛血

清蛋白 ∀于  ε 静置  得到 ∞溶液 ∀将

配制好的 ∞溶液加入到 ×一侧的培养液

中 在  ε 培养箱中放置  从 ×的另

一侧取培养液 用荧光分光光度计进行测定 激发波

长  吸收波长  空白培养液作对照 ∀

细胞单层的紧密连接形成后 ∞将不能从细

胞的一侧向另一侧扩散 ∀ ∞透过性实验完成后 

细胞两侧的培养液换为新鲜的培养液 ∀继续进行

 培养 取细胞两侧培养液 进行 ⁄ƒ的 ∞≥

检查 ∀取样后细胞单层再次进行 ∞透过性实验 

以确认实验中细胞单层的不可透过性 ∀

结果和讨论

1  表达 µ Γ ∆ΝΦ的培养脑毛细血管内皮细胞单层

的透过性

细胞单层 ∞透过性测定 细胞培养    

后 测定的结果表明 加入 ∞溶液的相反一侧 没

有检出 ∞说明 ∞不能自由透过细胞单层 ∀由

此可以推断细胞单层已经形成了紧密连接 大分子

蛋白不能通过被动扩散通过细胞单层 ∀

2  µ Γ ∆ΝΦ基因转染细胞来源的基因产物的分泌

细胞以及培养液中 ⁄ƒ 蛋白的含量用

∞≥法进行测定 结果见图 ∀所有 筛选出

的阳性细胞克隆以及一过性转染细胞都检测出有

⁄ƒ蛋白表达 ∀ 阳性细胞克隆的细胞内表

达水平有较大差异 ∀而且 一过性转染细胞却表现

出高于 阳性细胞克隆的细胞内表达水平 ∀一

过性转染细胞中 ⁄ƒ的表达是与转染进入细胞的

质粒 ⁄的量相关 而 阳性细胞克隆的细胞

内表达水平是与插入细胞基因组的 ⁄ƒ的 ⁄

的表达相关 因此造成了这种表达水平上的差异 ∀

ƒ∏   ⁄ƒ   √∏ 

  ∞≤ 

 ≥2⁄ƒ √
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图 显示了 阳性细胞克隆以及一过性转

染细胞的细胞培养液中 相对于细胞总蛋白的细胞

分泌出的 ⁄ƒ蛋白量 ∀一过性转染细胞的分泌

量随着细胞的培养天数略有增加 ∀随着细胞的不断

生长 阳性细胞克隆的分泌量略有下降 ∀图 

显示了细胞的总分泌量 ∀随着培养天数的增加 培

养板中的细胞总蛋白增加 总分泌的 ⁄ƒ的蛋白

量也随之增加 但是相对于细胞总蛋白的分泌率却

显示减少的趋势 ∀

ƒ∏   ≤  ⁄ƒ   

∏ 

 ∞≤   ≅ 

 

      

 ∞≥2⁄ƒ √     

         

  ∏  ∞≥   2
 ∞≤  √⁄ƒ  ∏∏

∏ 

ο ) ο ×∏⁄ƒ  ∏∏∏ #   υ ) υ

⁄ƒ ∏ ∏∏ ∏ #   ¬

τ ) τ × ∏Λ#  

ƒ∏ ⁄ƒ  ∏∏ 

2 ∞≤  ∂ ∏ 

ξ ? σν  

在脑毛细血管内皮细胞中没有内源性的 ⁄ƒ

的表达 如图 和图 所示 ∀ ⁄ƒ基因传染后的

 ∞≤细胞 不仅检出了外来基因的表达而且基因

产物也可以向细胞外分泌 ∀脑毛细血管内皮细胞形

成 其主要功能是血液与脑之间的生理屏障 ∀

最近发现 ≈
脑毛细血管内皮细胞在生理或病理条

件下 也可以产生分泌蛋白 比如 2∀另

外 已有研究 ≈报道将一段分泌标识序列连接于人

纤维细胞生长因子  2ƒƒ2

的 ⁄序列 转染大鼠脑毛细血管内皮细胞后 

可以驱动本身不具有分泌特性的 ƒƒ2蛋白向细

胞外分泌 ∀因此 脑毛细血管内皮细胞不仅具有内

源性蛋白的分泌途径 而且 可以识别外来基因产物

的分泌序列 推动其向细胞外分泌 ∀ ⁄ƒ的全长

⁄应编码一个具有分泌序列的 ⁄ƒ前体 ≈ ∀

本研究中所使用的小鼠 ⁄ƒ的全长 ⁄中也含

有 ⁄ƒ的分泌标识序列 ∀ • 等 ≈报道 

⁄ƒ基因转染 ≤≥细胞后 细胞可以分泌出与

生物体内 ⁄ƒ完全相同的 ⁄ƒ蛋白 ∀同样 在

作者的研究结果中 转染后的脑毛细血管内皮细胞

不仅表达了 ⁄ƒ而且向细胞外分泌基因产物 ∀

因此 作者认为 ⁄ƒ的分泌是由其本身所具有的

分泌标识序列所决定 与转染的细胞类型无关 ∀

3  脑毛细血管内皮细胞的 Γ ∆ΝΦ的极性分泌

在 ×系统 转染后的细胞形成不可透过

性细胞单层 ⁄ƒ的蛋白主要在细胞单层的基底

层侧存在 为细胞顶层侧的   倍 ∀与细胞内

⁄ƒ的表达量相对应 一过性表达细胞的分泌量

大于 阳性细胞克隆 图 ∀

能否将治疗蛋白通过脑毛细血管内皮细胞转运

进入脑 一个最为重要的因素是基因产物的分泌方

向 是向血管侧还是向脑侧 ∀  ∞≤细胞在形成细

胞单层时 它的顶侧为血管侧 基底侧为脑侧 这已

经在体外模拟血脑屏障时 被用于药物转运的研

究 ≈ ∀本研究中 由 ∞的透过性实验可知 在细

胞单层形成后 大分子不能从细胞一侧以扩散方式

进入另一侧 ∀因此 细胞两侧 ⁄ƒ的量反映出细

胞分泌出 ⁄ƒ的方向性 ∀实验结果显示 稳定表

达克隆和一过性表达细胞中 ⁄ƒ蛋白的分泌都偏

向于细胞基底侧 即脑侧的分泌为优势分泌 ∀目前 

通过使用一些极性上皮细胞 如  ⁄≤细胞

 2⁄  已经对蛋白向细

胞膜的转运机制进行了研究 ∀结果表明上皮细胞内

存在某些识别机制 可以识别蛋白上的某一段氨基
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酸序列 导致蛋白向上皮细胞的基底膜转移 ≈ ∀然

而 脑毛细血管内皮细胞中的蛋白转运机制尚未被

探讨 ∀已知脑毛细血管内皮细胞中的一些蛋白只存

在于细胞基底膜 比如中性氨基酸转运担体

2≈
由此可推测脑毛细血管内皮细胞也

存在着向细胞基底膜的蛋白转移识别机制 这种机

制很可能也推动 ⁄ƒ向脑毛细血管内皮细胞基底

膜方向的分泌 ∀虽然证实这个推测需要进一步的实

验 但是在本研究中 作者认为这种 ⁄ƒ的主动分

泌方向可以成为基因产物进入脑实质的动力 ∀

ƒ∏  °   ⁄ƒ  

¬ ⁄ƒ    ∞≤  

  ∞≤  ≤ ∏∏  

  ∏  ∏ 

∏¬ 

∏  ∏ ∏ ∏ 

⁄ƒ  ∏∏∏ ∏√

⁄ƒ  ∏∏∏  ×

√∏   ξ ? σ  ∏



本研究中 作者建立了一种将治疗性分泌蛋白

转运进入脑内的新途径 ∀至今为止 脑毛细血管内

皮细胞一直被认为限制外来活性物质进入脑实质的

屏障 以上建立的方法 可以利用这个屏障并且跨越

这个屏障将外源性治疗蛋白转运进入脑 ∀分泌蛋白

在生物体水平上的脑内转运有待进一步探讨 ∀
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