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【摘要】  目的　血脑屏障（blood-brain barrier, BBB ）主要由脑微血管内皮细胞组成。本研究以大鼠脑微血管内皮细

胞（rat brain microvascular endothelial cells, rBMECs）为模式细胞，探索正常生理、缺血低灌注和术后高灌注条件下的流体

剪切力（flow shear force, FSF）对 BBB 结构功能的保护、损伤和破坏的力学生物学机制。方法　以1×105细胞/cm2的密度

接种rBMECs培养48 h，对rBMECs分别施加0.5、2和20 dyn/cm2的FSF，模拟脑血管狭窄的低灌注、正常生理和搭桥术后高

剪切力作用下BBB结构的受力情况；同时设置静态培养组rBMECs作为对照（不施加力）。光学显微镜、扫描电子显微镜

（SEM）以及激光共聚焦显微镜（LSCM）观察细胞形态和骨架的变化。透射电子显微镜（TEM）观察细胞紧密连接，免疫荧

光染色检测紧密连接相关蛋白（claudin-5、occludin、ZO-1）、黏着连接相关蛋白（VE-cadherin、PECAM-1）分布的变化。

Western blot检测不同强度FSF下紧密连接相关蛋白（claudin-5、ZO-1、JAM4），黏着连接相关蛋白（VE-cadherin）和Rho

GTPases信号关键蛋白（Rac1、Cdc42、RhoA）的表达。结果　镜下观察发现：静态培养和低剪切作用（0.5 dyn/cm2）下细胞

骨架排列紊乱，取向无规律；正常生理剪切作用（2 dyn/cm2）下，细胞骨架顺应FSF方向重排，胞间观察到有效的紧密连接结

构；高剪切作用（20 dyn/cm2）下，细胞间间隙增大，未观察到有效的紧密连接结构。免疫荧光染色发现低剪切作用时，细胞

间距减小，但胞间连接处紧密连接相关蛋白和黏着连接相关蛋白分布较少；正常生理条件下细胞连接紧密，大部分紧密连

接相关蛋白的分布集中在胞间连接处；高剪切作用时，胞间距离显著增大，连接紧密和黏着连接的结构被破坏。Western

blot结果发现：低剪切作用下，claudin-5、ZO-1和VE-cadherin与对照组相比均上调（P<0.05）；正常生理剪切作用下，claudin-

5、ZO-1、JAM4以及VE-cadherin与对照组相比均呈现高表达（P<0.05）；高剪切作用下，claudin-5、ZO-1、JAM4以及VE-

cadherin的表达与正常生理剪切作用组比较下调（P<0.05）；生理条件下胞内的Rho GTPases（Rac1、Cdc42、RhoA）表达上

调，高于其他实验组（P<0.05），而低剪切和高剪切作用下的Rho GTPases表达均较正常生理剪切作用组下调（P<0.05）。

结论　正常生理条件下的FSF有助于维持BBB结构的完整性，而低剪切或高剪切均会损伤或破坏血脑屏障的结构，FSF对

BBB的调控与紧密连接相关蛋白和黏着连接相关蛋白的表达和分布密切相关。
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【Abstract】   Objective　To  explore  the  mechanobiological  mechanism  of  fluid  shear  force  (FSF)  on  the
protection,  injury,  and  destruction  of  the  structure  and  function  of  the  blood-brain  barrier  (BBB)  under  normal
physiological conditions, ischemic hypoperfusion, and postoperative hyperperfusion conditions. BBB is mainly composed
of brain microvascular endothelial cells. Rat brain microvascular endothelial cells (rBMECs) were used as model cells to
conduct the investigation. Methods　rBMECs were seeded at a density of 1×105 cells/cm2 and incubated for 48 h. FSF was
applied  to  the  rBMECs  at  0.5,  2,  and  20  dyn/cm2,  respectively,  simulating  the  stress  BBB  incurs  under  low  perfusion,
normal physiological conditions, and high FSF after bypass grafting when there is cerebral vascular stenosis. In addition, a
rBMECs  static  culture  group  was  set  up  as  the  control  (no  force  was  applied).  Light  microscope,  scanning  electron
microscope  (SEM),  and  laser  confocal  microscope  (LSCM)  were  used  to  observe  the  changes  in  cell  morphology  and
cytoskeleton.  Transmission  electron  microscope  (TEM)  was  used  to  observe  the  tight  junctions.  Immunofluorescence
assay  was  performed to  determine  changes  in  the  distribution of  tight  junction-associated  proteins  claudin-5,  occludin,
and  ZO-1  and  adherens  junction-associated  proteins  VE-cadherin  and  PECAM-1.  Western  blot  was  performed  to
determine  the  expression  levels  of  tight  junction-associated  proteins  claudin-5,  ZO-1,  and  JAM4,  adherens  junction-
associated  protein  VE-cadherin,  and  key  proteins  in  Rho  GTPases  signaling  (Rac1,  Cdc42,  and  RhoA)  under  FSF  at
different  intensities. Results　Microscopic  observation  showed  that  the  cytoskeleton  exhibited  disorderly  arrangement 
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and irregular orientation under static culture and low shear force (0.5 dyn/cm2). Under normal physiological shear force
(2 dyn/cm2),  the cytoskeleton was rearranged in the orientation of the FSF and an effective tight junction structure was
observed between cells.  Under high shear force (20 dyn/cm2),  the intercellular space was enlarged and no effective tight
junction  structure  was  observed.  Immunofluorescence  results  showed  that,  under  low  shear  force,  the  gap  between  the
cells  decreased,  but  there  was  also  decreased  distribution  of  tight  junction-associated  proteins  and  adherens  junction-
associated proteins at the intercellular junctions. Under normal physiological conditions, the cells were tightly connected
and  most  of  the  tight  junction-associated  proteins  were  concentrated  at  the  intercellular  junctions.  Under  high  shear
force,  the  gap  between  the  cells  increased  significantly  and  the  tight  junction  and  adherens  junction  structures  were
disrupted. According to the Western blot results, under low shear force, the expression levels of claudin-5, ZO-1, and VE-
cadherin were significantly up-regulated compared with those of the control group (P<0.05). Under normal physiological
shear  force,  claudin-5,  ZO-1,  JAM4,  and VE-cadherin were  highly  expressed compared with those  of  the  control  group
(P<0.05).  Under high shear force, the expressions of claudin-5, ZO-1, JAM4, and VE-cadherin were significantly down-
regulated compared with those of the normal physiological shear force group (P<0.05). Under normal physiological shear
force,  intercellular  expressions  of  Rho  GTPases  proteins  (Rac1,  Cdc42,  and  RhoA)  were  up-regulated  and  were  higher
than those of the other experimental groups (P<0.05). The expressions of Rho GTPases under low and high shear forces
were  down-regulated  compared  with  that  of  the  normal  physiological  shear  force  group  (P<0.05). Conclusion　Under
normal physiological conditions, FSF helps maintain the integrity of the BBB structure, while low or high shear force can
damage or destroy the BBB structure. The regulation of BBB by FSF is closely related to the expression and distribution of
tight junction-associated proteins and adherens junction-associated proteins.
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缺血性脑卒中是一种因脑部血管阻塞而引起相应供

血部位损伤的疾病，严重的脑血管狭窄或闭塞患者需要

血管搭桥手术进行治疗，重建闭塞脑血管的血供[1]。由于

患者病变血管长期暴露于低灌注和低剪切的应力环境，

进行血管搭桥手术治疗后，颅内搭桥段血管血流量的迅

速增加引起血流剪切力和灌注压急剧增大，导致血管末

端血脑屏障（blood-brain barrier, BBB）严重破坏，严重者

颅内出血后死亡[2]。

BBB维持脑部微环境动态平衡，主要由脑微血管内

皮细胞（brain microvascular endothelial cells, BMECs）构成[3]。

BMECs通过多种机械感受器和换能器响应切向流体剪切

力和周壁拉伸力，调节维持血管张力和稳态功能的各种

途径[4]。在持续的流体剪切力（fluid shear force, FSF）作用

下，脑血管内BMECs顺应FSF方向排列[5]。在正常生理状

态下血流剪切力对BBB的保护机制，长期缺血低灌注下

BBB的慢性损伤以及搭桥术后高剪切力作用下对BBB破

坏的确切机制尚未明确。本实验以大鼠脑微血管内皮细

胞（rat brain microvascular endothelial cells, rBMECs）为模

式细胞，分别施加0.5（低剪切力）、2（生理剪切水平）和

20 dyn/cm2 （高剪切力）的剪切力，模拟脑血管狭窄的低

灌注、正常生理和搭桥术后高剪切力作用下BBB 的受力

情况，观察细胞骨架和细胞间紧密连接（tightjunctions,

TJs）和黏着连接（adherensjunctions, AJs）结构的变化以及

相关蛋白表达和分布的影响，对FSF调控血脑屏障的力学

生物学机制进行初步探索。

 1     材料与方法

 1.1    主要材料和试剂

rBMECs细胞株（吉妮欧生物科技有限公司，广州），

Transwell®通透膜（Corning，美国），人血浆纤维连接蛋白

（fibronectin, FN）（Gibco，美国），Gluta固定液（索莱宝科

技有限公司，北京），四甲基异硫氰酸罗丹明（TRITC）标

记的鬼笔环肽（phalloidin）（索莱宝科技有限公司，北京），

Hoechst 33  342染色液（贝博生物科技有限公司，上海），

812包埋剂（SPI，美国），claudin-5兔单克隆抗体（Abcam，

英国），occludin小鼠单克隆抗体（Proteintech，美国），VE-

cadherin兔多克隆抗体（Abcam，英国），PECAM-1小鼠单

克隆抗体（Abcam，英国），ZO-1兔多克隆抗体（Affinity

Biosciences，美国），JAM4小鼠单克隆抗体（Santa Cruz

Biotechnology，美国），Rac1兔多克隆抗体（Santa Cruz

Biotechnology，美国），Cdc42兔多克隆抗体（Abcam，英

国），RhoA兔单克隆抗体（Cell Signaling Technology，美

国），GAPDH兔多克隆抗体（Signalway Antibody，美国）。

 1.2    确定rBMECs体外培养条件

Transwell小室培养rBMECs，设置3种不同接种密度

（1×104细胞/cm2，3×104细胞/cm2和1×105细胞/cm2），在接

种后12、24、36、48、60 h观察细胞形态，测量细胞层的跨

内膜电阻（transendothelial electrical resistance, TEER）确
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定rBMECs体外培养条件，测量TEER的方法见文献[6]。研

究表明，当TEER大于700 Ω·cm2时意味着rBMECs间形成

了较为紧密的连接 [7 ]。结果发现，在接种后的较短时间

内，TEER处于较低的水平，随着细胞趋于融合，TEER随

之上升。其中，在1×105细胞/cm2密度接种的情况下，48 h

后TEER大于700 Ω·cm2，因此我们在后续的实验中选定

1×105细胞/cm2的密度接种48 h的培养条件。

 1.3    FSF加载实验

接种细胞至载玻片上，放入流动腔中，安装循环灌流

系统（灌流量为100～150 mL）。以静态培养为对照，

对 r B M E C s持续2  h加载0 . 5、2、2 0  d y n / c m 2的F S F

（1 dyn/cm2=0.1 Pa）作为缺血低灌注、正常生理和搭桥术

后高灌注状态下的受力情况。对不同强度的FSF加载后

的rBMECs进行下述检测。

 1.3.1    光学显微镜和SEM观察细胞形态

力学加载后，倒置相差显微镜（CK X 41型，Olympus，

日本）观察细胞形态，拍照记录。

力学加载后，Gluta固定液固定，乙醇梯度脱水。临

界点干燥仪（EM CPD300型，Leica，德国）干燥。离子溅射

仪（MC1000型，HITACHI，日本）喷金。SEM（SU3500型，

HITACHI，日本）观察并拍照记录。

 1.3.2    激光共聚焦显微镜（LSCM）下观察细胞骨架免

疫荧光F-actin染色

力学加载后，体积分数为4%多聚甲醛固定，0.5%

Tri ton  X-100溶液透膜，TRITC标记的F-act in抗体

（1∶200）以及Hoechst 33 342室温避光孵育，LSCM荧光观

察并拍照记录。

 1.3.3    TEM观察细胞TJs

力学加载后，Gluta固定液固定，刮下细胞离心，重复

固定二次，乙醇梯度脱水，包埋剂渗透过夜。包埋板37 ℃

过夜，60 ℃放置48 h。超薄切片机（UC7型，Leica，德国）

切割样品为60～80 nm的薄片后捞片。2%醋酸铀饱+酒

精溶液和枸橼酸铅溶液染色，室温干燥过夜。TEM（JEM-

2100 Plus型，JEOL，日本）观察，采集图像分析。

 1.3.4    免疫荧光染色检测紧密连接相关蛋白、黏着连接

相关蛋白分布的变化

力学加载后，多聚甲醛固定，室温封闭，一抗claudin-

5（1∶200）、occludin（1∶200）、VE-cadherin（1∶200）、

PECAM-1（1∶200）、ZO-1（1∶200）4 ℃孵育过夜。荧光

二抗室温以及Hoechst 33 342避光孵育，LSCM荧光观察并

拍照记录。

 1.3.5    Western blot

力学加载后，裂解细胞离心，测定蛋白浓度，变性蛋

白。电泳后转膜，5%脱脂牛奶（TBST溶解）室温封闭，一

抗claudin-5〔（1∶500），ZO-1（1∶500），JAM4（1∶200），

VE-cadherin（1∶500），Rac1（1∶100），Cdc42（1∶1 000），

RhoA（1∶1  000），内参GAPDH（1∶5  000）〕4 ℃孵育过

夜。二抗反应液室温孵育。ECL显影液显色，化学发光

成像系统检测。Image LabTM 5.0软件分析灰度值。以各

组条带与内参条带灰度值的比值，为目的蛋白的相对表

达量。

 1.4    统计学方法

x̄± s数据以 的形式表示。所有实验均重复3次或3次

以上。多组间数据比较采用one-way ANOVA，Tukey's进

行事后检验。 P<0.05为组间差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    FSF对于rBMECs细胞形态、细胞骨架F-actin及TJs的

影响

结果如图1所示：静态培养（0 dyn/cm 2）和低剪切

（0.5 dyn/cm2）作用下的rBMECs排列方向无规律，细胞间

距较大，骨架清晰；正常生理剪切（2 dyn/cm2）可诱导

rBMECs顺应FSF方向排列，细胞边缘形成有效的相互嵌

合的“闭合”状TJs结构（图1C中红色箭头所示）；高剪切

（20 dyn/cm2）作用下胞间间隙显著增大，TJs结构被破

坏。结果表明：正常生理条件下的FSF有助于维持细胞紧

密连接，而低或高剪切均会损伤或破坏细胞紧密连接。

 2.2    免疫荧光染色检测FSF对于rBMECs紧密连接相关

蛋白claudin-5、occludin、ZO-1分布的影响

结果如图2所示：在对照组中，claudin-5主要分布在

胞膜区，occludin和ZO-1在胞膜和胞质区域均有分布，

occludin相较于ZO-1更多分布在胞膜上，细胞间隙较大，

连接不紧密；低剪切（0.5 dyn/cm2）作用时，细胞间距减

小，但胞间连接处紧密连接相关蛋白分布较少；正常生理

条件下（2 dyn/cm2）细胞连接紧密，大部分紧密连接相关

蛋白的分布集中在胞间连接处；高剪切（20 dyn/cm2）作用

时，TJs结构被破坏，胞间距离显著增大。该结果表明：正

常生理条件下的FSF有助于维持细胞紧密连接相关蛋白

结构的完整性，而低或高剪切均会损伤或破坏紧密连接

相关蛋白的结构。

 2.3    免疫荧光实验检测FSF对于rBMECs黏着连接相关

蛋白VE-cadherin、PECAM-1分布的影响

结果如图3所示：对照组中，VE-cadherin和PECAM-

1在胞膜和胞质区域均有分布，细胞间隙较大，连接不紧

密；低剪切（0.5 dyn/cm2）作用时，细胞间距减小，但胞间

连接处VE-cadherin、PECAM-1分布较少；正常生理条件下
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（2 dyn/cm2）细胞连接紧密，大部分VE-cadherin、PECAM-

1集中在胞间连接处；高剪切（20 dyn/cm2）作用时，AJs结

构被破坏，胞间距离显著增大。该结果表明：正常生理条

件下的FSF有助于维持细胞黏着连接相关蛋白结构的完

整性，而低或高剪切均会损伤或破坏黏着连接相关蛋白

的结构。
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Control 0.5 dyn/cm2 2 dyn/cm2 20 dyn/cm2

 
图 1  光学显微镜（A）、免疫荧光染色（B）和TEM（C）观察rBMECs在FSF作用下的形态变化

Fig 1  Morphological changes of rBMECs under the effect of FSF were observed by light microscopy (A), immunofluorescence assay (B), and TEM (C)

B, The yellow arrows indicate the cell gap; red: F-actin; blue: nucleus. C, The red arrows indicate the TJ structure.

 

Occludin
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0.5 dyn/cm2

2 dyn/cm2
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5 μm20 μm20 μm20 μm20 μm20 μm 20 μm20 μm

 
图 2  免疫荧光染色检测FSF作用2 h后，rBMECs紧密连接相关蛋白occludin、ZO-1、claudin-5的分布

Fig 2  Immunofluorescence assay was performed to determine the distribution of tight junction-associated proteins occludin, ZO-1, and claudin-5 in
rBMECs after 2-h action of FSF
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 2.4    Western blot检测FSF对rBMECs紧密连接和黏着连

接相关蛋白表达的影响

结果如图4所示：低剪切（0 . 5  d y n / c m 2）作用下，

claudin-5、ZO-1和VE-cadherin与对照组相比均上调

（P<0.05）；正常生理剪切（2 dyn/cm2）作用下，claudin-5、

ZO-1、JAM4以及VE-cadherin与对照组相比均呈现高表

达（P<0.05）；高剪切（20 dyn/cm2）作用下，claudin-5、ZO-

1、JAM4以及VE-cadherin的表达与2 dyn/cm2组比较下调

（P<0.05）。该结果表明：正常生理条件下的FSF有助于紧

密连接相关蛋白和黏着连接相关蛋白的高表达，而低或

高剪切均会使两类蛋白表达降低。

 2.5    Western blot检测Rho GTPases信号关键蛋白的表达

Rho GTPases的表达如图5所示：低剪切（0.5 dyn/cm2）

作用下，Cdc42和RhoA蛋白表达上调（与对照组相比）；正

常生理剪切（2 dyn/cm2）作用下，Rac1、Cdc42和RhoA呈现

高表达，高于其他实验组；高剪切（20 dyn/cm2）作用下，
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图 3  免疫荧光检测FSF对黏着连接相关蛋白VE-cadherin和PECAM-1分布的影响

Fig 3  Immunofluorescence assay was performed to determine the effects of FSF on the distribution of adherens junction-associated proteins VE-cadherin
and PECAM-1
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图 4  Western blot检测不同强度FSF刺激2 h后，紧密连接相关蛋白claudin-5、ZO-1、JAM4和黏着连接相关蛋白VE-cadherin的表达

Fig 4  Western blot was performed to determine the expression of tight junction-associated proteins claudin-5, ZO-1, and JAM4 and adherens junctions-
associated protein VE-cadherin under different intensities of FSF for 2 h

* P<0.05, vs, control group; # P<0.05. n=3.
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Rac1和RhoA的表达相较于2 dyn/cm2组下调。该结果同

样证实了：Integrin响应力学刺激后，调节Rho GTPases的

表达。

 3     讨论

脑微血管内皮细胞作为血脑屏障的主要部分，通过

TJs等调节底物进出，维持脑微环境稳定[8]。研究表明，血

流动力学因素会显著影响血脑屏障的结构和功能。短暂

性脑缺血损伤血脑屏障，而治疗后的脑血管再通引起的

相对高灌注可能会对抗脑血流返回的有益作用[9]，加重血

脑屏障损伤，相较于此，生理剪切条件能够保护血脑屏

障。本研究分别模拟缺血低灌注、正常生理和术后高灌

注环境对rBMECs的影响，以探究rBMECs对不同强度

FSF的响应。结果表明，生理条件下的FSF有利于rBMECs

的紧密连接，而低剪切或高剪切作用均使胞间TJs结构

破坏。

BMECs通过形成大量TJ以及与相邻BMECs的一些

AJs来降低细胞旁通透性，维持血脑屏障结构的完整[10-12]。

TJs包括跨膜蛋白如claudins、occludin、JAMs以及胞质蛋

白ZOs等，AJs包括VE-cadherin、PECAM-1等[13]。研究发

现，FSF可诱导BMECs中紧密和黏附的连接蛋白和基因显

著上调[14]。本研究通过免疫荧光和Western blot实验探究

了不同大小FSF通过TJs和黏着连接相关蛋白对血脑屏障

的调控机制。结果证实，生理条件下紧密连接相关蛋白

claudin-5、occludin、ZO-1和黏着连接相关蛋白VE-

cadherin、PECAM-1多定位于胞间连接处，蛋白表达量

高；低剪切或高剪切作用下，TJs和黏着连接相关蛋白在

胞间连接处定位较少，且蛋白表达水平下降。WALSH等[15]

研究发现BMECs在10 dynes/cm2的作用下, ZO-1在细胞边

界定位显著增强，而当FSF降低至1 dynes/cm2时，ZO-1定

位减弱且不连续。GARCIA-POLITE等[16]发现高剪切应

力（40 dyn/cm2）可下调ZO-1和claudin-5总表达，严重损伤

血脑屏障。因此，正常生理条件的FSF有助于维持血脑屏

障结构的完整，而低剪切或高剪切均会损伤或破坏血脑

屏障。

VE-cadherin的跨膜结构域与VEGF受体VEGFRs直接

连接可形成力学感受器 [17 ]。其中，VE-cadherin可介导

BMECs之间的黏附作用并调节BBB功能[18]。TIMMERMAN

等[19]指出，VE-cadherin通过Rac1的连接将生理剪切信号

传递到紧密连接闭塞素中，从而维持内皮屏障功能稳定。

本研究也显示，生理条件下胞内的Rho GTPases（Rac1，

Cdc42，RhoA）表达显著上调，而低剪切和高剪切作用

下的Rho GTPases表达均显著下调。由此推断得出，正常

生理条件下，来自血液的FSF直接作用于由VE-cadherin

所构成的机械感觉复合物，感受器将信号传递给Rho

GTPases，引起其表达上调；而在长期缺血低灌注或搭桥

术后骤变为高剪应力时，力学信号会抑制Rho GTPases的

表达。

TADDEI等[20]研究发现AJ和TJ成分之间存在直接的

细胞特异性关系。VE-cadherin的聚集可促进紧密连接相

关蛋白claudin-5的转录。因此，当流场强度变化时，

rBMECs上的力学感受器VE-cadherin-VEGFRs传递信号

至胞内，引起VE-cadherin易位和表达降低，进而抑制

TJs相关蛋白claudin-5、ZO-1、JAM4等的转录，最终导致

TJs和AJs结构损伤，引起细胞膜通透性改变。

综上所述，正常生理强度的FSF（2 dyn/cm2）可保护血

脑屏障结构和功能，而过低或过高的FSF均会损伤血脑屏

障。其中，FSF通过调控TJs和黏着连接相关蛋白的表达

和分布来调节细胞间的连接与细胞膜的功能，进而影响

血脑屏障的结构。但细胞力学相关的信号通路具有复杂

性，关于血脑屏障响应FSF变化的机制仍有待进一步

探究。
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图 5  Western blot检测不同强度FSF刺激2 h对Rho GTPases信号关键蛋白表达的影响

Fig 5  Western blot was performed to determine the effects of different intensities of FSF on the expression of key proteins in Rho GTPases signaling
* P<0.05, vs, control group; # P<0.05. n=3.
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