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千叶素 A 对缺氧损伤下血脑屏障通透性的影响及其机制研究 
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摘  要：目的  研究千叶素 A 对缺氧损伤下血脑屏障通透性的影响及其调控机制。方法  利用原代培养大鼠脑微血管内皮

细胞（BMEC）建立体外血脑屏障模型，缺氧诱导损伤。荧光分光光度法检测千叶素 A 对 BMEC 异硫氰酸荧光素（FITC）-
葡聚糖的荧光强度，观察其对体外血脑屏障模型通透性的影响；RT-PCR 法检测千叶素 A 对 BMEC 紧密连接蛋白 ZO-1、
claudin-1 基因表达的影响，Cell-Based ELISA 法检测千叶素 A 对 BMEC 中 ZO-1 蛋白表达的影响。结果  缺氧使体外血脑屏

障模型对 FITC-葡聚糖的通透量明显增加，脑微血管内皮细胞 ZO-1 基因和蛋白表达下调；千叶素 A 能明显拮抗缺氧造成的

上述损伤。结论  千叶素 A 对缺氧损伤体外血脑屏障具有保护作用，其机制与其影响 ZO-1 表达有关。 
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Effect of oroxylin A on blood-brain barrier permeability induced by hypoxic 
injury in vitro and its mechanism 
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Abstract: Objective  To study the protective effect of oroxylin A on blood-brain barrier (BBB) permeability induced by hypoxic 
injury and its possible mechanism. Methods  The BBB model in vitro was established by primarily culturing brain microvascular 
endothelial cells (BMEC), and the hypoxic injury was induced. To observe the changes of BBB permeability, fluorospectrophotometry 
was used to detect the fluorescence intensity of oroxylin A on fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextran in BMEC. The effects of 
oroxylin A on the mRNA expression of ZO-1 and claudin-1 were assayed by RT-PCR, and the effect on the ZO-1 protein expression 
was measured by Cell-Based ELISA. Results  Hypoxia significantly increased FITC-dextran permeability, decreased the expression 
of ZO-1 mRNA and protein, while oroxylin A could antagonize these effects caused by hypoxia. Conclusion  Oroxylin A has a 
protective effect on BBB permeability induced by hypoxia in vitro, and the mechanism is involved in the regulation of ZO-1 
expression. 
Key words: oroxylin A; hypoxic injury; blood-brain barrier; permeability; ZO-1 expression 

 
血脑屏障是中枢神经系统和血液的分界面，它

一方面允许脑组织需要的营养物质通过，另一方面

阻挡有害物质的入侵，维持脑环境稳定[1]。脑受到

缺血、缺氧、炎症等损害时，血脑屏障结构的完整

性被破坏，导致血脑屏障开放，引起一系列脑血管

损害。有研究显示，川芎嗪、灯盏细辛等能保护血

脑屏障的完整性和脑环境稳定，其作用机制主要是

增强紧密连接蛋白、抑制金属蛋白酶的表达等[2]。 
千叶素 A（oroxylin A），又名木蝴蝶素 A、千

层纸素 A，属黄酮类化合物，是唇形科植物黄芩的

主要药效成分之一，能有效抑制细胞凋亡，抑制脂

多糖诱导的诱生型一氧化氮合酶（iNOS）、环氧合

酶-2（COX-2）基因表达和 P-糖蛋白（P-gp）表达，

提高 P-gp 底物的利用率[3-5]。然而其是否具有维持 
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血脑屏障稳定性的作用则鲜见报道。本实验利用原

代培养大鼠脑微血管内皮细胞（brain microvascular 
endothelial cells，BMEC）建立体外血脑屏障模型，

探讨千叶素A对细胞缺氧损伤下血脑屏障通透性的

保护作用及可能的机制。 
1  材料 
1.1  药物与试剂 

千叶素 A（质量分数＞90%），天津大学苏艳芳

教授提供；DMEM 培养基，Gibco 公司；胎牛血清

（FBS）、牛血清白蛋白（BSA），索莱宝公司；II 型
胶原酶、胶原酶/分散酶、内皮细胞生长因子

（ECGF），罗氏公司；异硫氰酸荧光素（FITC）-葡
聚糖，Sigma 公司；PrimeScript TMRT 试剂盒、

SYBR®Premix Ex TaqTM，TaKaRa 公司；ZO-1 抗

体，Invitrogen 公司；β-actin、ZO-1、claudin-1 引物

由上海生物工程技术服务有限公司合成。 
1.2  动物 

Wistar 大鼠，20 日龄，体质量（40±5）g，雌

雄不限，购自中国医学科学院放射医学研究所，许

可证号：（津）2012-0001。 
1.3  仪器 

Transwell 套筒，BD 公司；FlexStation 3 多功能

酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；C1000PCR
扩增仪，美国伯乐公司；ABI®7300 实时荧光定量系

统，美国 Applied Biosystems 公司。 
2  方法 
2.1  BMEC 培养 

BMEC 培养采用本实验室已建立的方法[6]。取

约 20 日龄 Wistar 大鼠，颈椎脱臼处死，浸泡于 75%
乙醇中消毒 3～5 min，取出全脑置于盛有冷

D-Hanks 液的玻璃培养皿中解剖去除小脑、间脑，

剥除血管、软脑膜等，保留大脑皮质，用虹膜剪将

其剪成约 1 mm3，加入 0.7 mg/mL II 型胶原酶，37 
℃消化 1 h，1 000×g 离心 10 min，弃上清，加入

20% BSA 悬浮混匀，1 000×g 离心 20 min，去除

中上层神经组织及大血管，保留底部沉淀。加入 1 
mg/mL 胶原酶/分散酶，37 ℃消化 1 h，700×g 离

心 6 min，弃上清，用 DMEM 漂洗 2 次，去上清

液，加入 DMEM 完全培养液（含 20% FBS、2 
mmol/L L-谷氨酰胺、30 μg/mL ECGF、100 μg/mL
肝素钠）悬浮后接种于 75 cm2 培养瓶中，2 d 换液

1 次，直至长成细胞单层，70%～80%融合时传代。

以 0.25%胰蛋白酶和 0.02% EDTA 等体积组成的消

化液混合消化，终止后轻轻吹打制成细胞悬液，离

心，弃上清，细胞重悬于 DMEM 完全培养液中，以

所需密度种于培养板中。 
2.2  对 BMEC 缺氧损伤下血脑屏障通透性的影响 

将传代的 BMEC 调整密度至 4×105/mL，吸取

0.5 mL 种植于 Transwell 套筒内，使多聚酯膜上细

胞密度约 2×105/cm2，向 Transwell 套筒外侧培养孔

内加入 DMEM 完全培养基（内容物同“2.1”项）

1.5 mL，放入 5% CO2、37 ℃培养箱继续培养，2 d
换液 1 次。待细胞生长至融合时分为 3 组：对照组

Transwell套筒上下两侧均加入DMEM完全培养液，

正常孵育 10 h；缺氧组 Transwell 套筒上下两侧加入

平衡盐溶液，缺氧孵育 10 h；千叶素 A 组 Transwell
套筒上侧加入终浓度为 10 μmol/L 的千叶素 A（预

实验结果显示，千叶素 A 浓度只有在 10 μmol/L 时，

对血脑屏障通透性和 ZO-1 蛋白表达有明显作用，

因此这 2 项实验只选用 10 μmol/L），下侧加入平衡

盐溶液，缺氧孵育 10 h。取出培养板，倒掉上清液，

用D-Hanks洗2遍，Transwell套筒上侧加入1 mg/mL 
FITC-葡聚糖，下侧加入 1.5 mL 平衡盐溶液，4 h
后分别取上下 2 侧液体各 100 μL，加入到 96 孔板，

酶标仪检测，激发波长为 494 nm，发射波长为 520 
nm，计算血脑屏障通透率。 

血脑屏障通透率＝下侧荧光值 / 上侧荧光值 

2.3  RT-PCR 法检测 ZO-1、claudin-1 基因表达 
将传代的 BMEC 调整至 2×104/cm2，接种于 6

孔培养板中，培养至细胞 80%融合。实验分为对照

组，缺氧组，千叶素 A 0.1、1.0、10 μmol/L 组。在

千叶素 A 作用细胞 10 h 后，各组用 Trizol 提取细胞

总 RNA，按 Two-Step RT-PCR 试剂盒说明书反转录

合成 cDNA。反转录体系（20 μL）：10×RT Mix 2 μL，
Super Pure dNTP 2 μL，Oligo（dT）15 2 μL，Quant
逆转录酶 1 μL，总 RNA 按实际的量加入 200 ng，
用无 RNase 酶水补足至 20 μL，混匀。反转录条件：

37 ℃，60 min。PCR 反应体系（25 μL）：2×SuperReal 
PreMix 12.5 μL，正反相引物（10 μmol/L）各 0.75 μL，
cDNA 模板 2 μL，50×ROX Reference Dye 0.5 μL，
无 RNase 酶水 8.5 μL，混匀。β-actin 引物（138 bp）
序列：正向引物 5’-AGAGGGAAATCGTGC-3’，反

向引物 5’-CGATAGTGATGACCT-3’；ZO-1 引物（64 
bp）序列：正向引物 5’-GAGCTACGCTTGCCA- 
CACTGT-3’，反向引物 5’-TCGGATCTCCAGGAA- 
GACACTT-3’；Claudin-1 引物（202 bp）序列：正
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向引物 5’-AGGTCTGGCGACATTAGTGG-3’，反向

引物 5’-TGGTGTTGGGTAAGAGGTTG-3’。反应条

件：95 ℃、预变性 15 min；95 ℃、10 s；60 ℃、

32 s；循环 40 次。反应结束后自动生成溶解曲线，

结果以 Ct 值表示，采用 2−ΔΔCt 法[7]对目的基因进行

相对定量分析。 
2.4  Cell-Based ELISA 法检测 ZO-1 蛋白表达 

将传代的 BMEC 调整至 2×104/cm2，种植于

96 孔培养板中，培养至细胞 80%融合。实验分为对

照组、缺氧组、千叶素 A 10 μmol/L 组。在千叶素 A
作用 10 h 后，各组倒掉细胞上清液，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 3 次，4%多聚甲醛固定 20 min，PBS 洗 3
次，加入 0.6% H2O2 淬灭 20 min，PBS 洗 3 次，加

10% FBS 封闭 1 h，倒掉封闭液，加入 ZO-1 抗体

50 μL（1∶300），37 ℃放置 2 h，PBS 洗 3 次，加

入生物素标记免疫球蛋白 G（IgG），室温放置 1 h，
PBS 洗 3 次，加入 50 μL 显色剂，避光室温放置 15 
min，加入 50 μL 终止液终止反应，酶标仪检测 450 
nm 处吸光度（A）值。 
2.5  统计学分析 

数据以 ±x s 表示，采用 SPSS 11.5 统计软件包

进行分析，组间比较采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  对 BMEC 缺氧损伤下血脑屏障通透性的影响 

BMEC 缺氧损伤后，与对照组比较，缺氧组

BMEC 的 FITC-葡聚糖荧光强度明显增强（P＜
0.05），表明血脑屏障通透性增大。与模型组相比，

千叶素 A 能明显拮抗血脑屏障通透性增大（P＜
0.05）。结果见图 1。 
 

 
与对照组比较：#P＜0.05；与缺氧组比较：*P＜0.05 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs hypoxia group 

图 1  千叶素A 对BMEC 缺氧损伤下血脑屏障通透性的影响 
( 4=± n , sx ) 

Fig. 1  Effect of oroxylin A on BBB permeability  
in hypoxic injury of BMEC ( 4=± n , sx ) 

3.2  对 BMEC 缺氧损伤下 ZO-1、claudon-1 基因

表达的影响 
    BMEC 缺氧损伤后，与对照组比较，缺氧组

ZO-1、claudon-1 基因表达显著降低（P＜0.01）。与

缺氧组相比，千叶素 A 0.1、1、10 μmol/L 组均可上

调 ZO-1 基因表达，其中 1、10 μmol/L 组的作用更

为显著（P＜0.05、0.01），但千叶素 A 各浓度组对

claudon-1 基因表达无明显影响。结果见图 2。 
 

 
与对照组比较：##P＜0.01 

与缺氧组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 
##P < 0.01 vs control group 
*P＜0.05  **P < 0.01 vs hypoxia group, same as below 

图 2  千叶素 A 对 BMEC 缺氧损伤下 ZO-1、claudin-1 
基因表达的影响 ( 6=± n , sx ) 

Fig. 2  Effects of oroxylin A on mRNA expression of ZO-1 
and claudin-1 in hypoxic injury of BMEC 
( 6=± n , sx ) 

3.3  对 BMEC 缺氧损伤下 ZO-1 蛋白表达的影响 
BMEC 缺氧损伤后，与对照组比较，缺氧组

ZO-1 蛋白表达明显减弱（P＜0.01）。与模型组相比，

千叶素A 10 μmol/L组能明显增强ZO-1蛋白的表达

（P＜0.01）。结果见图 3。 
4  讨论 

BMEC 是血脑屏障形成的主要结构，它们之间

形成的紧密连接是血脑屏障的主要物质基础[8]。紧

密连接蛋白表达量的改变、位置分布的变化或结构

功能的异常均可能破坏 BMEC 紧密连接的完整性，

引起细胞间连接的开放，导致血脑屏障通透性的改

变[9]。ZO-1 是紧密连接蛋白复合体中非常重要的结

构蛋白，在维持上皮细胞极性、细胞骨架的形成和 
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图 3  千叶素 A 对 BMEC 缺氧损伤下 ZO-1 蛋白表达的 
影响 ( 6=± n , sx ) 

Fig. 3  Effect of oroxylin A on protein expression of ZO-1 
in hypoxic injury of BMEC ( 6=± n , sx ) 

构成紧密连接中均起到重要作用[10-11]，ZO-1 缺失会

导致紧密连接结构的破坏[12]。本实验利用原代培养

大鼠 BMEC 建立体外血脑屏障模型，缺氧诱导损

伤，考察千叶素 A 对缺氧损伤下血脑屏障通透性的

影响及其可能调控机制，结果表明，千叶素 A 能使

ZO-1 蛋白基因和蛋白表达上调，抑制缺氧造成的血

脑屏障通透性增高，维持血脑屏障稳定性，作用机

制与其影响 ZO-1 蛋白的表达有关。 
Claudin-1 是构成内皮细胞紧密连接的骨架蛋

白，参与维持紧密连接特有的栅栏功能和屏障功能，

是形成紧密连接超微结构、决定紧密连接屏障特性

和离子通透性的主要元件和紧密连接形成的必要条

件[13]。在很多神经系统疾病中，clandin-1 表达下降已

被证明与血管通透性增加密切相关[14]。然而本实验发

现，千叶素 A 对 BMEC 缺氧损伤下的 claudin-1 基因

表达无明显影响，可能是千叶素 A 仅对内皮细胞间

紧密连接蛋白有影响，而对骨架蛋白的影响不大的缘

故，或者是千叶素 A 作用时间尚短，不足以对骨架

蛋白表达形成影响，具体原因有待进一步研究。 
本实验发现 BMEC 缺氧损伤后，FITC-葡聚糖

的通透量明显增加，细胞中 ZO-1 基因和蛋白表达

下降，而千叶素A能部分逆转缺氧造成的上述损伤，

提示其对缺氧诱导的体外血脑屏障通透性增高具有

保护作用，作用机制与其影响血脑屏障紧密连接蛋

白 ZO-1 表达有关。这一结果为千叶素 A 神经保护

作用的进一步研究提供了实验依据。 
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