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血脑屏障体外模型研究进展
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摘要 脑毛细血管上的特殊结构单元为大脑提供氧气和养分，与此同时形成一种限制性屏障，称为血脑屏障（BBB），该结

构单元由单层脑微血管内皮细胞构成，内皮细胞外侧的周细胞、基膜以及星形胶质细胞的足突也参与了血脑屏障的形成 . 血

脑屏障是一种选择性渗透屏障，大多数中枢神经系统候选药物在血脑屏障中的渗透性差，用实验动物进行药物筛选具有成

本高、周期长、成功率低等缺点 . 此外，直接在人体中试验有违道德伦理，但建立可靠的体外血脑屏障模型可以简化实验过

程、缩短试验周期、实验结果更易测定，因此建立体外BBB模型可以极大地加快中枢神经系统药物的研发 . 目前已研究的

模型主要可以分为3类：单培养、共培养、三培养，这些模型由简单到复杂，与体内血脑屏障的相似性也越来越高 . 本文就

目前现有的血脑屏障模型进行综述，以期未来在体外BBB模型设计中有新的思路 .
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人中枢神经系统的一大典型特征就是血脑屏

障［1］（blood-brain barrier，BBB）（图 1），它由单

层 的 脑 微 血 管 内 皮 细 胞 （brain microvessel

endothelial cells，BMECs） 和包裹着 BMECs 的周

细胞 （brain microvessel pericytes，BMPC）、星型

胶质细胞 （astrocytes，AS）、神经元 （neurons）、

小胶质细胞（microglia）组成［2］ . 其中血管内皮细

胞间存在紧密连接［3］，并且被一层连续不断的基

膜包裹着 . 除此之外，脑毛细血管表面还缺少外周

毛细血管所具有的小孔，使得外源性的物质进出脑

组织更加困难［2，4-5］ . 血脑屏障是一种选择性渗透

屏障［6］，其严格控制物质进出大脑，保护脑组织

不受有害物质攻击，维持脑组织正常生理环境和

稳态 .

血脑屏障是一种选择性渗透屏障，大多数中枢

神经系统 （central nervous system，CNS） 候选药

物在血脑屏障中的渗透性差，进行CNS药物筛选

最为准确的方法是在人脑中进行实验，其可以真实

地反映药物分子的透过情况，但有违道德伦理 . 此

外利用实验动物进行药物筛选成本高、周期长、成

功率低，得到的结果大约有 50％不能转化为准确

的人体反应结果［2］ . 为了克服以上两种方式的缺

陷，基于细胞培养的体外BBB模型应运而生，建

立可靠的体外血脑屏障模型可以简化实验过程、缩

短试验周期、使实验现象更加可视化、并且实现高

通量筛选，这些优势可以极大地加快中枢神经系统

药 物 的 研 发 . 测 量 跨 内 皮 细 胞 间 电 阻

（transendothelial electrical resistance，TEER）、分析

渗透性和对已知标记进行免疫染色的3种方法可以

为BBB模型提供适当信息，反映模型屏障的完整

性和紧密度 . TEER是一种广泛使用的参数，用于

表征和评估内皮细胞和上皮细胞单层屏障紧密连接

的完整性 . 跨屏障测量TEER可以提供有关屏障性

能的实时信息［7］ . 目前，已构建出使用猪、鼠或人

细胞进行单培养、共培养和三培养的模型［6］ . 在几

种体外 BBB 模型研究中显示，BMECs 与 AS 共培

养可诱导BMECs形成体内血脑屏障的特性，例如

形成紧密连接［8-10］ .

微流体系统正在成为细胞培养和系统分析的新
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自动化技术平台［2］，微流控芯片细胞实验室可以

看做是把细胞操作及控制等部件集成或基本集成到

一块几平方厘米的芯片上， 由微通道形成网络，

以可控流体贯穿整个系统，整个体系灵活可

控［11］ . 我们将这些系统的性能与传统的 Transwell

小室模型进行了比较 . 本文旨在介绍和评价BBB的

各种不同模型 .

1 单培养的BBB模型

1.1 单细胞培养Transwell模型

Shi等［12］为了验证5种新型磁流体在血脑屏障

的渗透性，依据 Bennett 等［13］文献中记载的方法

制作了一种Transwell血脑屏障模型 . 他们将胶原包

被好的 0.4 μm 四氟乙烯膜铺在 6.5 mm Transwell-

COL上，并将整个装置插入到 24孔板中，将小鼠

脑微血管内皮细胞（b.End3）按照一定的密度接种

于膜上，用DMEM完全培养基培养至汇合，之后

替换为无血清DMEM / Ham's F12培养基培养 96 h.

用异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖验证其模型的渗透

性 . 随着无血清培养基培养时间的增加，渗透性的

下降显示血脑屏障模型的成功收紧［14］，这与

Bennett 等［13］结果相似 . Su 等［15］为验证一种新型

纳米复合材料 G23-alg-Fe3O4 NPs 能否通过 BBB，

也将 b.End3铺在Transwell膜上，进行单培养以构

建体外BBB模型（图2a），但均未验证内皮细胞之

间形成屏障的完整性，以及是否形成了BBB特有

的膜蛋白及紧密连接，也未用阴性和阳性药物作为

对照证实该模型的可靠性，所以该模型的可靠性及

与体内BBB的相似程度，有待深究 .

1.2 微流控芯片BBB
Prabhakarpandian等［16］利用深反应离子刻蚀技

术加工硅基底片，研制了微流体的血脑屏障微血管

模型（synthetic microvasculature model of the blood-

brain barrier，SyM-BBB） . SyM-BBB平台（图 2b）

由塑料和光学透明的微流体芯片组成，包含顶侧腔

室和基底侧隔室两个室，两个室之前由微材料间隔

并留有 3 μm的孔间隙，由分别独立的微脉管道在

顶层腔室注入和排出永生化大鼠脑内皮细胞系

（RBE4），基底侧注入星形胶质细胞条件培养基一

起培养，该设计模拟了人体微脉管系统的发散和会

聚分叉特性 . 生化分析显示紧密连接分子表达的上

调，渗透性研究显示完整的 BBB. 最后，在 SyM-

BBB中成功进行转运蛋白测定，验证了该模型的

功能，目前尚不清楚阻隔层在这项研究中的有效

性 . 由于缺乏星形胶质细胞的诱导，单细胞培养的

结果通常应该谨慎对待 . Yang等［17］的研究结果表

明，星形胶质细胞对诱导和维持血脑屏障的限制作

用是至关重要的 . 但与传统的Transwell模型相比，

SyM-BBB 是有所进步的 . 该模型模拟了体内微脉

管系统的分叉和会聚的特点，这一点的设计更加符

合人体的生理特征，并且微流体系也提供了一定的

剪切应力 .

Shao等［18］为了测定CNS药物的渗透性和细胞

毒性，进行CNS药物筛选，基于膜的微芯片技术

构建了一种血脑屏障模型（图2c） . 其将多孔聚碳

Fig. 1 The blood-brain barrier structural unit
图1 血脑屏障结构单元

BBB靠近血液层为脑微血管内皮细胞，周围环绕着周细胞、神经元、小胶质细胞和星形细胞末端足底.
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酸酯（PC）膜组装在两个刻蚀好微流通道的聚二

甲基硅氧烷（PDMS）片中间，形成第一微芯片 .

该微芯片上部为 μBBB 单元，底部为 3D 细胞室，

以分别重建体内BBB结构和3D脑微环境，细胞培

养室之间由通道连接（图2c） . 与Prabhakarpandian

等［16］不同的是，Shao等［18］采用的是人脑微血管

内皮细胞 （hCMEC / D3） 接种在 μBBB 室膜的上

侧，排除了种间差异［19］ . 3D细胞腔室注射包封于

琼脂糖溶液中的U251 （人胶质瘤细胞）细胞，用

于3D细胞培养 . Summerfield等［20］的文献介绍了用

负载脑细胞的琼脂糖凝胶来重建大脑微环境，可以

更好地模拟体内药物的扩散 . 为了验证其药物筛选

的可行性，将舒尼替尼作为阳性药物，以确定整个

BBB的渗透性和对脑瘤细胞的细胞毒性 . 对于渗透

性测定，在用μSPE （微固相萃取）柱消除离子源

基质后［21］，连接到质谱仪（ESI-Q-TOF MS），直

接测定渗透的舒尼替尼含量，所得渗透性数据和细

胞毒性数据与先前报道的结果一致 . 这些结果表

明，该模型为药物渗透性和细胞毒性研究提供了有

效的工具，对CNS药物的研发具有重要价值 . 在以

单培养为基础的BBB体外模型中，此模型是新颖

且较为先进的，在应用和渗透性测定方法上都远远

优于 Transwell 模型，也为今后血脑屏障体外模型

研究提供了一定思路，值得在此基础上向共培养体

系发展 .

2 共培养的BBB模型

2.1 共培养 Transwell模型

张水华等［22］利用 Transwell 小室将 BMECs 和

AS 共培养制作 BBB 模型（图 3a） . 其首先将大鼠

脑微血管内皮细胞接种于鼠尾胶原包被好的

Transwell上室聚碳酸酯膜上，培养 3 d后，去除嘌

呤霉素，将细胞培养池置于底部含有AS的12 孔板

内，7 d后聚碳酸酯膜上形成致密的单层内皮细胞 .

虽然Transwell 模型在设计上相对简单，成本也较

低，但其一大缺点在于忽略了腔内血细胞与血液的

流动，缺乏剪切应力，以及无法很好地模拟体内

BBB生理结构特征 . 已经证明剪切应力可以促进内

皮细胞的进一步分化，并在促进BBB表型分化和

维持脑血管系统中发挥关键作用［9，23］ .

Varga 等［24］按照 Wilhelm 等［25］的方法分离原

代大鼠脑内皮细胞（RBEC）、周细胞和神经胶质

细胞，构建与图 3a相似的模型，通过将周细胞铺

Fig. 2 Single cell culture BBB mode
图2 单培养BBB模型

（a）脑微血管内皮细胞单培养Transwell模型；（b）微流体微血管血脑屏障模型；（c）质谱联用微流体平台.
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板到12孔Transwell过滤器（孔径0.4 μm）的背面，

并将RBEC铺在上侧来构建体外BBB模型 . 并将此

模型置于含有神经胶质的 Cell Zscope 仪器中，测

量 TEER及核-壳纳米粒子靶向介导的犬尿酸通过

血脑屏障的渗透性［24］ . 培养至一定密度后，向上

室内皮细胞层提供550 nmol/L氢化可的松 . 相关研

究已经证实，向培养基中补加氢化可的松可增加单

层细胞之间的紧密性［26-27］，调控紧密连接蛋白的

表达［28-29］ .

尽管使用 Transwell 模型有很多的缺点，但共

培养Transwell体系优于单培养体系，形成的屏障

作用也更加紧密 . Paradis等［30］利用类似Transwell

模型模拟二维的血脑屏障，通过测定模型的TEER

和单核细胞迁移率也证明了这一点，BMECs单培

养5 d的TEER为（98±10）Ω·cm2 ，单核细胞迁移

率为2.01%，AS单培养的TEER为（47±6）Ω·cm2，

单核细胞迁移率为 1.14%，BMECs与AS共培养的

TEER 为 （180±19） Ω·cm2，单核细胞迁移率为

0.89%. 由测试数据分析可知，共培养的TEER显著

提升，但与人体实际数据有一定差距，据报道人体

跨BBB电阻值在（1 500~8 000）Ω·cm2之间［31-32］，

（150~200）Ω·cm2被认为是体外 BBB 具有限制性

作用的最低限值［33］ . 而用PGE2（前列腺素E2）处

理的BMECs与AS共培养组，趋化因子CCR7表达

上调，单核细胞的迁移率显著增加，TEER无明显

下降 . 这再次说明了与星形胶质细胞共培养可以明

显提高 BBB 屏障的紧密性和完整性，同时证明

PGE2处理可以提高BBB的渗透性 . 因此，在今后

的 BBB 模型构建时，可以考虑用 PGE2 处理细胞

体系 .

2.2 3D流动系统共培养

在BBB模型构建中，原代人脑内皮细胞的可

用性是有限的［34］，因此Takeshita等［35］用温敏猿猴

病毒-40 大 T 抗原（ts-SV40-LT）转染 BMECs，得

到了永生化的人脑微血管内皮细胞（hBMVEC）；

用 ts-SV40-LT转染AS，得到了永生化的人星形胶

质细胞（hAST）［36］ . 为了实现在流动下测定白细

胞迁移率，其利用 hBMVEC 和 hAST 构建了体外

BBB模型，该模型由 3D流量泵、3D流动室、3D

流动膜3部分组成 . 3D流动室有3个独立的储存器，

可与 3D流动膜组装在一起（图 3b） . 3D流动膜由

轨道蚀刻的聚碳酸盐制成，具有 3 μm 的孔径 . 将

hAST接种于鼠尾胶原包被的膜近腔背面，33℃孵

育 1 h 后，用镊子轻轻翻转膜； 将 hBMVEC 接种

于腔侧，33℃星形胶质细胞条件培养基 （ACM）

中共培养 2 d；然后置于 37℃培养，24 h后在培养

基中添加一定的 TNF-α和 IFN-γ （37℃活化细胞

24 h），将膜小心转入3D流动室中；通过蠕动泵灌

Fig. 3 Co-culture BBB mode
图3 共培养BBB模型

（a）脑微血管内皮细胞与星型胶质细胞共培养Transwell模型；（b） 3D流动培养体系的3D流动室和膜；（c）流动的中空纤维模型.
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注PBMC （外周血单核细胞），血细胞计数器计数

PBMC 迁移量 . 使用该模型，作者证明了 hAST 可

以促进白细胞迁移并增加 hBMVEC 的 BBB 功能 .

但该模型形成BBB屏障的完整性以及和体内BBB

的相似性仍未知 . 此外这种将脑内皮细胞与星形胶

质细胞在多孔膜的相对侧培养的方式，与脑毛细血

管的解剖组织结构不匹配［5］，在脑组织中内皮细

胞实际上是由周细胞（平滑肌细胞）包裹，在维持

毛细血管结构的完整性和增强内皮细胞的屏障特性

方面起关键作用［37-38］ . 但与共培养Transwell模型相

比，该模型是有所进步的，弥补了 Transwell 模型

无法提供模仿血流的剪切应力的缺点 .

2.3 流动的中空纤维模型

Cucullo 等［39］的研究证明，与 Transwell 模型

相比，使用中空纤维流动系统可以显著增加TEER

值，该模型降低了亲水性分子蔗糖和菊粉的渗透

性，并且有着更长的使用寿命 . 为了验证药物分子

在血脑屏障的渗透性，从而辅助药物优化设计，

Neuhaus 等［40］构建了一种基于流动的中空纤维来

培养细胞系的BBB体外模型（图3c） . 此模型由中

空纤维筒、中间源（储存瓶）和泵系统组成，中空

纤维固定在透明的聚碳酸酯室中，并通过管道连接

到中型储液瓶，介质（星形胶质细胞条件培养基）

通过泵系统循环，推动内腔入口注射器，并拉动内

腔出口注射器使永生化的猪脑微血管内皮细胞系

（PBMEC / C1-2） 接种在内腔中空纤维的内表面

上，所使用的PBMEC / C1细胞系在体外BBB模型

研究中被证明是有价值的［41］ . 而大鼠神经胶质瘤

细胞 （C1） 则接种在毛细管外空间 （ECS），在

ACM中进行共培养 . 其渗透性研究选择用中枢神经

系统药物苯并二氮卓类进行测试 . 结果表明，单层

PBMEC / C1-2的紧密度显著增强 . 此模型虽然可以

重复利用，但是笨重的设计忽略了系统的可伸缩

性，并且无法直接观察到脑微血管内皮细胞的形态

变化，可视性差，具有一定的局限性 .

2.4 3D微流动态装置模拟

Xu 等［42］ 利 用 空 气 泵 和 聚 二 甲 基 硅 氧 烷

（PDMS）制作了一种 3D微流体装置 . 该微流体装

置利用 PDMS制作了 16个独立功能单元，每个功

能单元之间由微通道相互连接，并且每个功能单元

由 4个均一的血脑屏障模型组成 . 每个血脑屏障单

元有两根管，一根位于模拟的脑区可输注天然细胞

外基质（ECM）、胶原，另一根位于模拟的血管区

用于引入流体流动 . 其BBB构建时，先将胶原明胶

和ECM输入，之后将星形胶质细胞悬浮于血管区

通道中，并附着于凝胶化 ECM 的内侧表面 . 星形

胶质细胞贴壁之后，将BMECs悬浮于血管区通道

中，并附着于星形胶质细胞，最后引入流体 . 在连

续流动下，血管通道中将BMECs和星形胶质细胞

共培养（图 4） . 作者通过检测BMECs的紧密连接

蛋 白 （ZO-1， Claudin-5） 和 黏 附 蛋 白 （VE-

Cadherin）的表达情况、TEER、不同癌细胞透过

BBB 向脑区的迁移能力、亲水小分子荧光素钠的

透过率、亲脂性分子替莫唑胺（TMZ）和亲水性

分子CBP、DDP、5-Fu的透过率，并且测定了替莫

唑胺对不同肿瘤细胞的 IC50. 实验结果表明，TMZ

可以顺利透过血脑屏障界面抑制肿瘤细胞生长，而

亲水性的药物分子无法通过BBB. 证实了该模型的

有效性，也突显了其可作为抗脑瘤药物筛选模型的

应用价值 .

Fig. 4 3D microfluidic dynamic BBB model building block
图4 3D微流动态BBB模型结构单元

附着在凝胶化天然细胞外基质上的为星形胶质细胞，脑微血管内皮细胞与星形胶质细胞之间无聚碳酸酯膜，整个屏障区域在连续流动的流

体中共培养.



林兰，等：血脑屏障体外模型研究进展2019；46（10） ·971·

与传统 Transwell 模型相比，微装置的分隔通

道配置可以操控血管流动并独立地将细胞和营养物

输送到血管区或脑区 . Partyka等［43］的研究结果表

明，血流所产生的机械应力是物质穿过脑微血管壁

或沿着脑微血管壁传输的重要调节因子，而这种微

流动态模型恰恰模拟了体内的血流情况 . 功能单元

的平行设计有助于以高通量方式进行药物渗透性测

定 . 血管内皮细胞和星型胶质细胞相互作用并紧密

融 合 在 一 起 ， 其 TEER 值 最 高 可 达 （1 298±

86）Ω·cm2，与体内电阻值基本相符，并且两种细

胞之前没有 Transwell 小室中的聚碳酸酯膜载

体［44］，这与传统Transwell试验常见的间接相互作

用明显不同 . 与中空纤维模型相比，该模型也弥补

了其在伸缩性和可视性上的缺点 . 作者在 ECM 上

创建了内皮-星形胶质细胞层共培养的、生理学相

关的BBB模型，具有模拟血管流动和平行进行多

个实验的能力，并且该模型测试了药物透过BBB

对多种脑瘤细胞的抑制活性，这为在体外进行抗脑

瘤药物筛选提供可能，可以说其在体外血脑屏障的

研究上是有突破性进展的，为体外BBB研究提供

了新的方法和思路 .

3 三重共培养体系

3.1 三培养的Transwell模型

随着对BBB体外模型的深入研究，科研人员

认识到单培养脑微血管内皮细胞容易使体外BBB

失去其在体内的特定特征，神经血管单元的细胞在

诱导形成BBB体内特征中起重要作用［45］，从体内

脑部微血管解剖组织结构考虑，三培养的体系更符

合体内组织结构［5］ . 因此，脑内皮细胞的单培养物

逐渐被共培养系统取代 . 周细胞是形态上最接近脑

内皮细胞并且共享共同基底膜的细胞［46］ . Hayashi

等［47］发现，共培养周细胞（BMPC）能够收紧脑

内皮细胞中的细胞旁屏障，类似于星形胶质细胞 .

利用这一特点，Nakagawa等［7］设计了一种大鼠脑

微血管内皮细胞与周细胞、星形胶质细胞三培养的

BBB 模型（图 5a） . 将 AS 接种在 12 孔板的底部，

而在共培养开始的前一天将 BMPC 铺在倒置的薄

膜上，BMPC贴壁后将RBEC铺在腔室内，并放置

在含有星形胶质细胞的12孔板中 . 结果发现，在周

细胞和星形胶质细胞存在的情况下，大鼠脑内皮细

胞的紧密连接蛋白occludin、claudin-5和ZO-1表达

增强，并在细胞边界处有典型的定位 . 测得其

TEER为 400 Ω·cm2，荧光素钠的内皮渗透性系数

（Pe）为 3×10 -6 cm/s. 为了进一步表征该模型，作

者使用 19 种已知体内 BBB 渗透性参数的化合物，

进行药物渗透性分析 . 结果显示，体外与体内BBB

渗透性数据具有良好的相关性（R2=0.89），说明一

定程度上三培养体系的结构与体内环境相似 .

Transwell 虽然设计制备难度不大，但是其无法模

拟体内的微环境，比如体内血液的流动等 . 三培养

体系与单培养的Transwell模型相比，仍是具有优

势的，例如模型的跨内皮细胞电阻明显提高，紧密

连接蛋白表达增强，这也预示着今后的BBB模型

设计应该向三培养体系甚至多培养体系靠近 .

3.2 三培养3D微流体模型

Wang 等［48］利用软光刻 SU-8 硅晶片和 PDMS

制成的单层装置，将 0.4 μm 的聚碳酸酯膜夹在单

层装置之间，上下层都有独立的微流通道，胶合上

下两层模型后得到外部模型 . 前期处理用鼠尾胶原

包被后灭菌，在下层通道中注入鼠的周细胞后将装

置倒置，使周细胞贴在聚碳酸酯膜的背侧稳定后，

将鼠的星型胶质细胞注入下层通道，最后在上层通

道中注入鼠的脑微血管内皮细胞，形成一个三培养

体系的 BBB 体外模型（图 5b） . 活/死测定表明所

有培养细胞的存活率高达 21 d. 跨内皮电阻

（TEER）值证实培养 3 d 后完整单层细胞的形成，

并且与单一和共培养模型相比，显示出更好的统计

学数据 . 测定水溶性药物［14 C］ -甘露醇和［14 C］

-脲、脂溶性药物地塞米松的渗透性，其结果发现

三培养模型具有更好的选择渗透性 . 此外，培养

18 d后［14 C］ -甘露醇在整个培养模型中的渗透性

参数 （0.3×10 -6 cm/s） 与报告的体内 BBB 参数

（0.2×10 -6 ~ 0.6×10 -6 cm/s） 相符 . 数理统计显示，

三培养模型中紧密连接孔半径（r = 1.2 nm）与报

道的体内 BBB 半径（r = 0.8 nm）近似 . 最后，模

型显示出 P-糖蛋白外排泵有功能性表达，并随着

培养天数的增加而增强 . 这些结果共同表明，三培

养模型是BBB的稳健体外模型，与体内反应结果

也更为相似 .

3.3 3D神经血管微流体模型

神经血管单元是一个复杂的，相互依赖的系

统，由神经元和神经支持细胞，如星形胶质细胞，

以及血管系统的细胞如内皮细胞、周细胞和平滑肌

细胞组成 . 神经血管单元中的每种细胞在传递和处

理神经信号或维持神经正常功能中起着重要作

用［49］ . 虽然BBB体外模型研究已经取得了很大进

展，但是目前仍没有体外模型能够在筛选中枢神经
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系统药物的同时，定量评估它们对神经细胞生长和

功能的影响 . Adriani等［50］构建了一种3D神经血管

微流体模型（图5c），在一些2D微流体平台中已经

研究了类似的培养条件，总结了部分的神经血管功

能，但它们未能解决对体内许多细胞过程至关重要

的三维（3D）细胞组织［51-53］ . Adriani等［50］构建的

微流体装置是由PDMS制成的单层装置，然后通过

软光刻 SU-8 硅晶片得到外部模型 . 其中两个中央

3D水凝胶通道用于培养神经组织的神经元和星形

胶质细胞，两侧有两个流体介质通道，其中一个用

于培养人脑微血管内皮细胞 . 每个水凝胶通道设置

了 9 个梯形结构，使得每个通道之间可以相互连

通 . 使用10 ku和70 ku的葡聚糖作为荧光追踪剂来

评估内皮屏障的渗透性 . 神经元的形态学和功能分

析能够定量评估神经元反应，抗DCX抗体可以清

晰显示细胞体和神经突，抗胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）的抗体鉴定星形胶质细胞，免疫细胞化学

和共聚焦成像结果显示共培养系统中的每种细胞类

型都表现出细胞特异性形态并表达特征性细胞标记

物，如脑内皮细胞的紧密连接蛋白（ZO-1）及 F-

肌 动 蛋 白 （F-actin） 和 VE- 钙 黏 蛋 白 （VE-

cadherin） . 其 BBB 屏障功能的完整性评估未用测

量TEER来评估，而是用分子荧光葡聚糖在不同培

养条件下的渗透系数与结合蛋白质的免疫荧光标记

相结合来表示屏障的完整性 . 作者新颖地采用神经

递质谷氨酸能否通过BBB屏障、激活神经元引起

钙浓度的变化来验证单层内皮细胞的选择性 . 钙成

像技术的应用为体外BBB研究提供了新的测试理

念与方法，但无法测得TEER，仅通过渗透性测验

和紧密连接蛋白荧光标记，可能在BBB屏障完整

性上存在质疑 . 与 Transwell 模型相比，3D 微流体

平台具有许多优势，例如减少样品体积、降低成

本、精确控制介质流量和试剂输送［53-54］ . 除此之外

该平台还支持制备更复杂 3D 体外神经血管模型，

包括添加存在于神经血管系统中的其他细胞类型，

例如周细胞和小胶质细胞 . 因此，随着 3D神经血

管微流体模型研究的深入，定会建立出更加完善、

更加符合体内BBB生理特征的模型 .

4 结 语

随着对体内血脑屏障生理组成结构研究的更为

深入，体外模型的模拟程度越来越相似，从

BEMCs单培养模型，到与AS共培养，再到与AS、

BMPC三培养模型，同时也运用了很多新的材料来

构建外部模型，赋予了模型构建的可变性与可塑

性，而不是纯粹、简单的Transwell小室模型 . 目前

Fig. 5 Triple culture BBB model
图5 三培养的BBB模型

（a）脑微血管内皮细胞与星型胶质细胞、周细胞共培养Transwell模型；（b）三培养3D微流体BBB模型；（c） 3D神经血管微流体模型.

使用较多的制作模型材料是PDMS和SU-8硅晶片，

通过软光刻得到各类的外部模型 . 但有些模型设计

忽视了提供模仿血液流动的剪切应力，还有些模型

忽视了与周细胞共培养的作用，相关文献记载了剪

切应力［43］与周细胞对建立体外BBB的作用［47］ .

目前我们认为构建体外BBB模型应有以下几

个要点：a. 三培养或多培养体系；b. 有循环流动的

模仿血流剪切应力的微流通道；c. 可以进行抗脑瘤

细胞活性筛选测试；d. 模型可检验细胞形态及屏障

完整性（TEER）、紧密连接蛋白、渗透性，还需要

设计阳性与阴性药物进行对比验证，以此来证明体

外模型的可信度及与体内的相似程度 . 相信随着

BBB模型的深入研究，其模型设计会越来越合理，

并且会有更加先进的与细胞培养更加贴合的分子材

料应用于BBB模型制作，在模型可信度、相似性

验证方面会有更多、更加权威的方法，在应用方面

可以进行高通量中枢神经系统药物筛选 . 目前很少

有将体外BBB模型用于筛选抗脑瘤化合物的实例，

也缺乏模型能够进行高通量筛选能通过BBB的小

分子，在这些方面的研究可能成为下一步BBB模

型设计的创新点 . 本文通过分析和评价各种不同的

BBB模型，提出了构建BBB体外模型的要点，以

期为BBB模型研究提供新的思路 .
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使用较多的制作模型材料是PDMS和SU-8硅晶片，

通过软光刻得到各类的外部模型 . 但有些模型设计

忽视了提供模仿血液流动的剪切应力，还有些模型

忽视了与周细胞共培养的作用，相关文献记载了剪

切应力［43］与周细胞对建立体外BBB的作用［47］ .

目前我们认为构建体外BBB模型应有以下几

个要点：a. 三培养或多培养体系；b. 有循环流动的

模仿血流剪切应力的微流通道；c. 可以进行抗脑瘤

细胞活性筛选测试；d. 模型可检验细胞形态及屏障

完整性（TEER）、紧密连接蛋白、渗透性，还需要

设计阳性与阴性药物进行对比验证，以此来证明体

外模型的可信度及与体内的相似程度 . 相信随着

BBB模型的深入研究，其模型设计会越来越合理，

并且会有更加先进的与细胞培养更加贴合的分子材

料应用于BBB模型制作，在模型可信度、相似性

验证方面会有更多、更加权威的方法，在应用方面

可以进行高通量中枢神经系统药物筛选 . 目前很少

有将体外BBB模型用于筛选抗脑瘤化合物的实例，

也缺乏模型能够进行高通量筛选能通过BBB的小

分子，在这些方面的研究可能成为下一步BBB模

型设计的创新点 . 本文通过分析和评价各种不同的

BBB模型，提出了构建BBB体外模型的要点，以

期为BBB模型研究提供新的思路 .
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Advances of Blood-brain Barrier Model In Vitro

LIN Lan, SUN De-Qun*

(College of Life Science and Engineering, Southwest University of Science and Technology, Mianyang 621000, China)

Abstract The special structural unit on the brain's capillaries supplies oxygen and nutrients to the brain, while at

the same time forming a restrictive barrier called blood-brain barrier (BBB). The structural unit is mainly

composed of a single layer of brain microvascular endothelial cells, surrounding by endothelial cells, as well as

the neurons, microglia, and astrocytes, are involved in the formation of the blood-brain barrier. The blood-brain

barrier is a selective permeation barrier, most of the central nervous system drug candidates have poor

permeability in the blood-brain barrier. The disadvantages of drug screening experiments in laboratory animals

are high cost, long cycle, and low accuracy. Besides, directly test in the human body is unethical. But establishing

a reliable model of extracorporeal blood-brain barrier can simplify the experimental process, shorten the test

period, and make the experimental results easier to determine. Therefore, the establishment of an in vitro BBB

model can greatly accelerate the development of central nervous system drugs. The models that have been studied

can be divided into three categories: single culture, co-culture, and triple culture. These models range from simple

to complex, and more similar to blood-brain barrier in vivo. This article reviews the current blood-brain barrier

model, and we expect it can provide new ideas for the design of in vitro BBB models in the future.
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