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人脐带间充质干细胞对传统胎盘屏障模型屏障功能的影响及作用机制

韩巧巧 1，2，王 泽 2*，郭宇竹 3，孙英辉 4，5，赵天宇 2，慈小燕 4，5，崔 涛 2，5，傅 鹏 1*，伊秀林 4，5，

闫凤英 2，4，5

1. 安徽医科大学  药学院，安徽  合肥    230032

2. 天津药物研究院有限公司，药物成药性评价与系统转化全国重点实验室，天津    300301

3. 澳门科技大学  药学院，澳门    999078

4. 天津市细胞技术创新中心，天津和创生物技术有限公司，天津    300301

5. 中国医学科学院  药物代谢新技术创新单元，北京    100730

摘 要：目的  通过构建体外胎盘屏障模型，研究人脐带间充质干细胞（hUC-MSC）对传统胎盘屏障模型功能的影响及其

可能的分子机制。方法  将 hUC-MSC、人脐静脉内皮细胞（HUVEC）和人滋养层细胞（HTR-8）共同培养于 transwell中建

立体外胎盘屏障模型，设置对照组（HUVEC＋HTR-8）、forskolin组（HUVEC＋HTR-8＋forskolin）、MSC组（HUVEC＋

HTR-8＋hUC-MSC）、MSC＋forskolin组（HUVEC＋HTR-8＋hUC-MSC＋forskolin），通过测量跨膜电阻值、荧光黄CH的

渗透性以及P-糖蛋白（P-gp）的活性，评估各组体外胎盘屏障模型的功能；利用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）和Western 

blotting检测各组体外胎盘屏障模型中P-gp、紧密连接蛋白 5（Claudin-5）、闭合小环蛋白-1（ZO-1）、ZO-2、血小板-内皮细

胞黏附分子（CD31）的mRNA及蛋白表达水平；利用LC-MS/MS检测阿替洛尔、米诺地尔、美托洛尔 3种渗透性工具药透

过各组体外胎盘屏障模型的表观渗透系数（Papp），验证模型的功能完整性。结果  与对照组相比，forskolin、MSC、MSC＋

forskolin组的跨膜电阻值均显著增高（P＜0.05、0.001）、P-gp外排功能均增强、荧光黄的 Papp值均显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），且二者联用后作用效果尤为显著，表明该模型具备完整的屏障功能，且MSC＋forskolin屏障功能最好；qRT-PCR

和Western blotting结果显示，与对照组相比，forskolin组P-gp、ZO-1、ZO-2、CD31的表达显著增加（P＜0.05、0.01、0.001），

MSC组P-gp、Claudin5、ZO-1和CD31的表达也显著增加（P＜0.05、0.01、0.001）；联合应用后，各蛋白的mRNA及蛋白表达

水平均更显著增加（P＜0.01、0.001），表明 hUC-MSC增强传统胎盘屏障功能；与对照组相比，各实验组的 Papp值均降低，

MSC＋forskolin组 3个工具药均差异显著，美托洛尔差异最显著。结论  hUC-MSC通过增强传统胎盘屏障模型中紧密连接

蛋白和外排蛋白的表达，进一步增强了传统胎盘屏障模型的屏障功能。
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Abstract: Objective To investigate the effect of human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSC) on the function of the 

traditional placental barrier model and its molecular mechanism by constructing an in vitro placental barrier model. Methods hUC-

MSC, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), and human trophoblast cells (HTR-8) were co-cultured in a transwell to 

establish an in vitro placental barrier model. The experiment included the following groups: HUVEC+HTR-8 (control group), 

HUVEC+HTR-8+forskolin (forskolin group), HUVEC+HTR-8+MSC (MSC group), and HUVEC+HTR-8+MSC+forskolin (MSC+

forskolin group). By measuring the transmembrane resistance, permeability of fluorescent dye CH, and the activity of P-gp, we 

assessed the functionality of the in vitro placental barrier models in each group. Using real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-

PCR) and Western blotting, we detected the mRNA and protein expression levels of the efflux protein P-gp, as well as the tight 

junction proteins Claudin5, ZO-1, ZO-2, and CD31 in the in vitro placental barrier model of each group. Additionally, LC-MS/MS 

was used to detect the apparent permeability coefficient (Papp) of atenolol, minoxidil, and metoprolol, three drugs with different 

permeabilities, to validate the integrity of the model. Results Compared with control group, the transmembrane resistance values of 

forskolin, MSC and MSC+forskolin groups were significantly increased (P < 0.05, 0.001), the effection function of P-gp was 

enhanced, and the Papp value of fluorescence yellow was significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). The combined effect of the 

two was particularly significant, indicating that the model had complete barrier function, and MSC+forskolin had the best barrier 

function. qRT-PCR and Western blotting results showed that compared with control group, the expressions of P-gp, ZO-1, ZO-2 and 

CD31 in forskolin group were significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the expressions of P-GP, Claudin5, ZO-1 and 

CD31 in MSC group were also significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and after combined application, the mRNA and 

protein expression levels of each protein were significantly increased (P < 0.01, 0.001), indicating that hUC-MSC enhanced the 

traditional placental barrier function. Compared with control group, Papp values of all experimental groups were decreased, and there 

were significant differences among the three instrumental drugs in MSC+forskolin group, the most significant difference was 

metoprolol. Conclusion This study revealed the molecular mechanisms by which MSC enhance the expression of tight junction 

proteins and efflux proteins in the traditional placental barrier model, thereby enhancing the barrier function of the traditional 

placental barrier model.

Key words: human umbilical cord mesenchymal stem cells; human umbilical vein endothelial cells; human trophoblast cells; 

placental barrier; P-gp

胎盘屏障是一种重要的生物屏障，位于胎盘绒

毛组织和子宫血窦之间，由内皮细胞、滋养细胞和

两者之间的基底膜组成［1］。胎盘屏障的主要功能是

防止胎儿和母体间的血液混合，保护胎儿免受母体

免疫系统攻击和感染［2］。从生理功能上，胎盘屏障

不仅能够调节母亲和胎儿之间各种内源性和外源

性物质的交换，还具有防御功能，能够阻挡病毒、细

菌等有害物质［3］。药物早期研究中使用的传统胎盘

屏障模型是由滋养层细胞和内皮细胞共培养建立

的［1］。最新的研究显示 ，人脐带间充质干细

胞（hUC-MSC）具有促进血管内皮细胞增殖、促细胞

迁移，诱导细胞紧密连接蛋白表达的能力［4］。为进

一步探索 hUC-MSC对胎盘屏障模型功能的影响机

制，为体外药物评价提供更接近人体正常生理功能

的评价体系，在本研究中，将 hUC-MSC与传统胎盘

屏障模型细胞共培养，构建屏障能力更强的体外共

培养模型。

细胞中紧密连接是上皮和上皮细胞间形成的

细胞旁屏障，是影响屏障通透性的关键因素［5］，其中

闭合小环蛋白（ZOs）是细胞-细胞接触的关键分子，

是紧密连接的重要调控因子［6］。在正常胎盘中，

ZOs主要定位于合胞体的顶端、合胞体与绒毛滋养

层细胞之间的接触中，也定位于胎儿血管内皮中，

ZOs参与了胎盘的正常发育，维持了不同组织成分

的功能［7］。血小板-内皮细胞黏附分子（CD31）可调

节内皮细胞的通透性，可促进内皮细胞完整性，

CD31 的表达越高，细胞表现出更强的稳态屏障功

能［8］。hUC-MSC不仅具有多向分化潜能，而且可以

旁分泌多种生物活性因子，对血管内皮细胞的增

殖、迁移、成管等生物学行为有重要的影响［9］。有研

究表明 hUC-MSC 分泌的外泌体能够诱导细胞中

CD31、紧密连接蛋白 5（Claudin-5）和 ZO-1 的表

达［10-11］。文献报道长期使用腺苷酸环化酶激活剂

forskolin不仅可以促进滋养层细胞的合胞化，还能
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通过调节 ZO-1和 P-糖蛋白（P-gp）的表达水平影响

胎盘屏障的药物通透性，对维持屏障的紧密性、防

御有害物质进入胎儿体内具有重要作用［12］。

本研究利用 transwell和细胞共培养技术，通过

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）、人绒毛膜滋养层细

胞（HTR-8）与hUC-MSC共培养，建立与体内生理条

件更相似的胎盘屏障模型，阐明了 hUC-MSC 对胎

盘屏障功能的影响和可能作用机制，该模型可为孕

期用药对胎儿的安全性研究提供更有效的评价

方法。

1　材料

1.1　药品与试剂

美托洛尔（MCE公司，批号122513，规格 50 mg，

质量分数≥99.0%）；阿替洛尔（MCE 公司，批号

C2303185，批号 1 g，质量分数≥99.0%）；米诺地

尔（阿拉丁公司，批号 G1717005，规格 1 g，质量

分数≥99.0%）；forskolin（腺苷酸环化酶激活剂，

MCE公司，批号HY-15371，规格 10 mg，质量分数≥
99.0%）；荧光黄CH（Sigma公司，批号 2670479，质量

分 数≥98.0%）；罗 丹 明 123（Sigma 公 司 ，批 号

R8004，质量分数≥98.0%）；奎尼丁（Sigma公司，批

号 10138583，质量分数≥98.0%）；ECL发光液（上海

碧云天生物技术有限公司，批号 111921220509）；无

酶 无 菌 水（Solarbio 公 司 ，批 号 20200813）；

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit（Roche

公司，批号 4897030001）；FastStart Universal SYBR 

Green Master（Roche公司，批号57313500）。

1.2　主要仪器

倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；细胞电阻

仪（美国 WPI公司）；LightCycler 480高通量实时荧

光定量 PCR（罗氏公司）；电泳、转膜槽（Bio-Rad 公

司）；超灵敏全自动成像分析仪（美国 Protein Simple 

公司）；台式高速离心机（Eppendorf 公司）；酶标

仪（美国Molecular Devices公司）；液质联用仪（美国

SCIEX公司）。

1.3　细胞株

hUC-MSC 由天津和创生物技术有限公司提

供；HUVEC（资源编号 4201PAT-CCTCC00692）购自

国家实验细胞资源共享平台；HTR-8细胞（货号CL-

0765）购自普诺赛生命科技有限公司。

2　方法

2.1　细胞培养

将 hUC-MSC、HUVEC和HTR-8细胞分别置于

含有 10% FBS和 1%青、链霉素的 DMEM/F12培养

基、ECM培养基、RPMI 1640培养基中，置于 37 ℃、

5% CO2和相对湿度 90%的CO2培养箱中培养，待细

胞融合度为80%～90%时用胰酶消化、传代，然后取

对数生长期、生长状态良好的细胞用于体外胎盘屏

障模型的构建。

2.2　体外胎盘屏障模型的构建

分别将HUVEC细胞接种于 transwell小室聚酯

膜的顶侧，HTR-8细胞接种于 transwell小室聚酯膜

的底侧，hUC-MSC细胞接种于 transwell下室底部，

建立体外胎盘屏障模型。即将HTR-8细胞以 1.0×

105个·mL−1的密度接种于基质胶包被的 transwell小

室聚酯膜底侧，待细胞贴壁生长后翻转 transwell置

于培养板，小室两侧分别加入相应体积的培养基，

置于 37 ℃、相对湿度 90% 的 CO2培养箱中继续培

养，隔天换液。待HTR-8细胞融合率达85%后在上室

内接种HUVEC（1.0×106个·mL−1），下室内以1.0×106

个·mL−1的密度接种hUC-MSC细胞。实验设置对照

组 （HUVEC＋HTR-8）、 forskolin 组 （HUVEC＋

HTR-8＋forskolin）、MSC 组（HUVEC＋HTR-8＋

hUC-MSC）、MSC＋forskolin 组（HUVEC＋HTR-

8＋hUC-MSC＋forskolin）（图 1），置于 37 ℃、5% 

CO2、相对湿度90%的培养箱中共培养7 d。

2.3　hUC-MSC对传统胎盘屏障功能的影响

2.3.1　跨内皮细胞电阻测定 使用 EVOM2跨膜细

胞电阻仪分别于培养第 1、3、5、7 天（D1、D3、D5、

D7）对 4 组体外共培养模型的跨膜电阻（TEER）进

图1　体外胎盘屏障模型的建立

Fig. 1　Establishment of an in vitro placental barrier model

··1004



Drug Evaluation Research第47卷 第5期  2024年5月 Vol. 47 No. 5 May 2024

行测量和记录，以评估 4组胎盘屏障模型的完整性。

使用前在 transwell的下室和上室中分别加入相应体

积的Hank's平衡盐溶液（HBSS）平衡 20 min，测量时

电极应垂直插入细胞培养板，长臂在小室外侧，短

臂在小室内侧，避免电极接触细胞破坏细胞膜，当

电阻仪显示数据稳定后记录读数，小室 3个方向各

测定1次，每组模型3个复孔。

2.3.2　细胞间隙完整性测定 荧光黄CH是细胞旁

渗透性药物，因其具有较低的跨膜渗透性，被广泛

用作工具药来评价体外屏障模型细胞间隙的完整

性。将共培养 7 d 后的 transwell 孔板弃去培养

基，加入 37 ℃预热的 HBSS 溶液平衡 20 min；取

出板子后，在细胞顶侧（AP）加入 0.5 mL 含荧光

黄 CH（50 μmol·L−1）的 HBSS 溶液，37 ℃恒温振荡

器孵育 60 min后吸取转运液，酶标仪测定其中荧光

黄CH的浓度。

2.3.3　P-gp功能测定 罗丹明 123是跨细胞膜转运

药物，是 P-gp的外排转运底物，常作为工具药验证

模型细胞 P-gp 的外排功能。将共培养 7 d 后的

transwell孔板弃去培养基，加入 37 ℃预热的 HBSS

平衡20 min；在细胞AP侧加入0.5 mL含30 μmol·L−1罗

丹明 123 的给药液 ，在细胞基底侧（BL）加入

1.5 mL HBSS 溶液；在细胞 AP 侧加入 0.5 mL 的

HBSS溶液，在细胞BL侧加入 1.5 mL含 30 μmol·L−1

罗丹明 123的给药液进行双向转运研究。37 ℃恒

温振荡孵育 30 min后采集转运液，酶标仪测定其中

罗丹明 123的浓度，计算表观渗透系数（Papp），推测

药物透过细胞膜的能力以及药物吸收的速度，以外

排率代表药物外排能力的大小，通过外排率可以预

测药物在吸收时是否存在药物转运蛋白介导的外

排，当所测药物的外排率≥2时，表示药物可能为屏

障外排转运蛋白的底物。30 μmol·L−1罗丹明 123 与奎

尼丁（P-gp抑制剂，50 μmol·L−1）共同给药后再次进

行实验。

Papp＝（dc/dt·V）/（A·C0）

外排率＝Papp（BP→AP）/Papp（AP→BP）

dc/dt为单位时间药物转运量，V为溶液体积，A为有效渗透面

积，C0为初始药物浓度

2.4　hUC-MSC对传统胎盘屏障蛋白表达的影响

2.4.1　hUC-MSC对传统胎盘屏障mRNA表达的影

响 将共培养 7 d后的 transwell小室聚酯膜用镊子

取出，加入 TRNzol总RNA提取试剂并按照说明书

提 取 总 RNA。 按 Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit逆转录试剂盒说明书制备 cDNA，按照

Fast Start Universal SYBR Green Master（Rox）实时

定量试剂盒说明书进行 Claudin5、ZO-1、ZO-2、

CD31、P-gp 和 GAPDH 基因的扩增，采用 2−∆∆Ct法计

算对照组和实验组 mRNA 表达差异。引物序列

见表1。

2.4.2　hUC-MSC 对传统胎盘屏障蛋白表达的影

响 将共培养 7 d 后的 transwell 小室聚酯膜用

镊子取出，加入 RIPA 裂解细胞提取总蛋白，并

测定蛋白浓度。采用 SDS-PAGE 电泳法分离细

胞蛋白，湿转法将蛋白转移到 PVDF 膜，5% 脱

脂牛奶室温封闭 40 min，一抗溶液 4 ℃过夜孵

育。TBST 溶液洗涤 3 次，每次 5 min，二抗溶液

室温孵育 1 h，TBST 溶液洗涤 3 次，每次 5 min。

采用 ECL 化学发光法曝光成像，Image J 软件分

析蛋白条带的灰度值。

2.5　hUC-MSC对传统胎盘屏障渗透性的影响

为了验证 hUC-MSC对胎盘屏障模型渗透性的

影响，采用LC-MS/MS测定不同渗透性的工具药透

过胎盘屏障模型的透过量［13］，计算 Papp。在测量

TEER 值后，弃去 transwell 孔板中的培养基，加

入 37 ℃预热的 HBSS 溶液平衡 20 min；取出板

子后，在细胞AP侧分别加入 0.5 mL含 1 mmol·L−1

阿替洛尔、0.1 mmol·L−1 米诺地尔、0.1 mmol·L−1 美

托洛尔的 HBSS 溶液，BL 侧加入 1.5 mL 预热的

HBSS溶液，37 ℃恒温振荡器孵育 30 min后吸取转

运液，100 μL转运液加入 400 μL甲醇溶液，涡旋振

荡 1 min，14 000 r·min−1 高速离心 10 min；取 5 μL上

清液进行LC-MS/MS定量分析。

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物名称

H-GAPDH-F

H-GAPDH-R

H-Claudin-5-F

H-Claudin-5-R

H-ZO-1-F

H-ZO-1-R

H-ZO-2-F

H-ZO-2-R

H-CD31-F

H-CD31-R

H-P-gp-F

H-P-gp-R

碱基序列（5'→3'）

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

GCTGGATCGCCAATATCGTCATTAC

CCAAGCAGGAGCAGGGAAGTG

ACATTGCCGCCAGCCATCTC

ATCTATCCACACCATCAGCTTCAGG

CCAGCACACGAGTTCCAGACC

TACTCCTCCTCCTCGGCATCAC

AAGGTGGTGGAGTCTGGAGAGG

CTGGGTGGCATTTGAGGTCATTTG

GGTGCTGGTTGCTGCTTACATTC

AGCCTATCTCCTGTCGCATTATAGC
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2.6　统计学分析

实验数据采用 GraphPad Prism 8 统计分析，所

有数据以 x
—
±s 表示。两组比较采用独立样本 t 检

验，多重比较采用单因素方差分析。

3　结果

3.1　体外胎盘屏障完整性评价

3.1.1　TEER 测定 结果显示，随着培养时间的延

长，每组体外胎盘屏障模型的TEER逐渐增加，且在

培养 7 d时实验组的TEER均显著高于对照组（P＜

0.05、0.001），尤其是MSC＋forskolin组，其TEER可

达 180 Ω ·cm2，与对照组相比差异极其显著（P＜

0.001），图2。

3.1.2　细胞间隙完整性测定 各组体外胎盘屏障

模型共培养 7 d后，给予 50 μmol·L−1 荧光黄CH 1 h，

酶标仪检测每组体外胎盘屏障模型的荧光黄CH的

跨膜渗透性，结果显示，与对照组相比，所有实验组

均呈现荧光黄 CH 渗透性不同程度的下降（P＜

0.05、0.01、0.001），尤其是 MSC 和 forskolin 联用组

极显著低于传统胎盘屏障模型（P＜0.001）（表2）。

3.1.3　P-gp 功能测定 胎盘屏障中外排转运蛋白

P-gp 的功能对发挥药物跨膜屏障功能有很大的影

响。共培养 7 d 后，给予罗丹明 123 30 μmol·L−1，

给药 30 min后检测各组 P-gp的外排功能。结果显

示，与对照组相比，各实验组外排活性均有不同程

度增强，且添加奎尼丁（P-gp抑制剂）后，罗丹明 123

的外排率显著降低，明显抑制了P-gp蛋白的外排活

性，其中MSC和forskolin联用组的罗丹明123的外排

率从2.14增加至3.18，P-gp活性增强了约1.5倍（表3）。

3.2　 hUC-MSC 对传统胎盘屏障 mRNA 表达的

影响

结果显示（图3），与对照组相比，forskolin组P-gp

的 mRNA 表达极显著增加（P＜0.001），ZO1、ZO-2、

CD31的mRNA表达显著增加（P＜0.05、0.01）；MSC

组 P-gp 、Claudin5 、ZO-1 、CD31 的 mRNA 表 达

显 著 增 加（ P ＜ 0.05 、0.01）；MSC 和 forskolin

联 用 组 P-gp 、Claudin5 、ZO-1 、CD31 的 mRNA

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group.

图2　各组体外胎盘屏障模型中细胞电阻值（x
—

±s， n=3）

Fig. 2　TEER values in in vitro placental barrier model for 

each group (x
—

±s, n=3)

表2　荧光黄CH在各组体外胎盘屏障模型中的Papp值（x
—

±

s， n=3）

Table 2　Papp of fluorescent yellow in each group in in vitro 

placental barrier model (x
—

±s, n=3)

组别

对照

forskolin

MSC

MSC+forskolin

 Papp AP→BL/（×10−6 cm·s−1）

10.41±0.12

  9.18±0.38*

  6.73±0.38**

  5.29±0.38***

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group.

表3　罗丹明123在各组体外胎盘屏障模型中双向转运的Papp值和外排率值（x
—

±s， n=3）

Table 3　Papp values and efflux rate values for bidirectional transport of rhodamine 123 in each group in in vitro placental 

barrier model (x
—

±s, n=3)

组别

对照

forskolin

MSC

MSC+forskolin

药物

罗丹明123

罗丹明123+奎尼丁

罗丹明123

罗丹明123+奎尼丁

罗丹明123

罗丹明123+奎尼丁

罗丹明123

罗丹明123+奎尼丁

Papp/（×10−6 cm·s−1）

AP→BL

9.85±0.32

10.23±0.11

10.28±0.38

10.50±0.01

8.66±1.79

9.81±0.42

10.54±0.07

11.25±0.16

BL→AP

21.06±0.86

12.12±0.54

31.17±0.39

11.17±0.02

22.03±1.71

11.19±0.65

33.51±1.60

12.64±0.58

外排率

2.14

1.18

3.03

1.06

2.54

1.14

3.18

1.12
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表达极显著增加（P＜0.001），ZO-2的mRNA表达显

著增加（P＜0.01）。

3.3　hUC-MSC对传统胎盘屏障蛋白表达的影响

结果显示（图 4），与对照组相比 ，forskolin

组 P-gp、Claudin5、ZO-1、CD31 的蛋白表达显著增

加（P＜0.05、0.01），ZO-2 的 蛋 白表达极显著增

加（P＜0.001）；MSC 组 Claudin5、ZO-1 的蛋白表达

极显著增加（P＜0.001），P-gp、CD31 的蛋白表达显

著增加（P＜0.05、0.01）；MSC 和 forskolin 联用组

Claudin5、ZO-1 、ZO-2 、CD31 的 蛋 白 表 达 极 显

著增加（ P ＜ 0.001），P-gp 的蛋白表达显著增

加（ P ＜ 0.01）。

3.4　hUC-MSC对传统胎盘屏障渗透性的影响

通过LC-MS/MS检测 3种工具药透过各组体外

胎盘屏障模型的渗透率，结果显示，与对照组相比，

各实验组模型的 Papp 值均有所降低，其中 MSC 和

forskolin联用组下降最为显著，阿替洛尔从 10.76下

降为 8.07（P＜0.01），米诺地尔从 25.48 下降为

20.90（P＜0.01），美 托 洛 尔 从 35.31 下 降 为

24.54（P＜0.001），见表4。

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group.

图4　各组体外胎盘屏障模型中蛋白的表达（x
—

±s， n=3）

Fig. 4　Protein expression in each placental barrier model (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group.

图3　各组体外胎盘屏障模型中Claudin5、ZO-1、ZO-2、CD31、P-gp mRNA的表达 （x
—

±s， n=3）

Fig. 3　Claudin5, ZO-1, ZO-2, CD31, and P-gp mRNA expression in each group of in vitro placental barrier models (x
—

±s, n=3)
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4　讨论

选择适当的胎盘屏障模型是孕妇用药毒理学

研究和药物安全性评价的重要挑战之一［14］。研究

表明作为研究药物渗透性的体外模型应具备类似

生理上真实的细胞结构，HUVEC 和 HTR-8 细胞共

培养可模拟体内胎盘屏障的生理结构，细胞间紧密

连接与细胞膜外排蛋白功能表达的完整性是建立

体外屏障模型的必备条件［15］。这种模型有助于更

准确地评估药物在体内的渗透性和穿透性，对于药

物研发和胎盘屏障研究具有重要意义。本研究构

建并表征了一种由HUVEC、HTR-8、hUC-MSC三重

共培养构成的新型胎盘屏障模型，旨在为胎盘屏障

生理学、病理学和药理学研究提供一种可靠的体外

工具。本研究使用的 transwell培养技术能够开发出

更接近真实生理结构的层状微观结构［16］。将

HUVEC细胞培养在 transwell小室顶侧，HTR-8细胞

培养在小室底侧 ，下室培养 hUC-MSC 细胞 ，

transwell允许HUVEC细胞的足突通过聚酯膜上的

微孔，能够与 HTR-8 细胞直接接触，hUC-MSC 在

transwell下室培养所分泌的细胞因子和外泌体等可

影响上室细胞，这可以模仿胎盘屏障的生理结构，

促进胎盘屏障特性形成。本研究主要探讨 hUC-

MSC对传统胎盘屏障模型的屏障功能产生的影响

极其可能的分子机制。研究显示，hUC-MSC 细胞

能够促内皮细胞增殖，诱导内皮间紧密连接的形

成，主要是由于其分泌的细胞因子和外泌体可上调

传统胎盘屏障中Claudin5、CD31、ZO-1的表达［17-18］，

foskolin不仅可促进滋养层细胞的合胞化，同时还能

上调屏障中Claudin5、ZO-1、ZO-2和P-gp的表达，极

大的增强了传统模型的屏障功能。此外，为进一步

验证新型胎盘屏障模型的屏障功能，选择 3种不同

程度渗透性的生物药剂学分类系统（BCS）药物用于

检测新模型的渗透性［19］。这 3种化合物通常被选作

评估其他人体屏障，如血脑屏障模型和胃肠道模

型［20-21］。结果显示，3种化合物透过该新型胎盘屏障

的渗透规律基本符合其BCS分类。因次，充分说明

了该新型胎盘屏障模型功能完整，可作为一种有价

值的研究工具，用于评估更多化合物跨膜屏障的

情况。

本研究通过研究 hUC-MSC对传统胎盘屏障的

积极影响，建立了具有更强屏障性的新模型，为体

外胎盘屏障模型的研究提供了新思路。此外，该研

究可为孕妇用药对胎儿的安全性评价提供一种可

靠的体外细胞模型，对于指导孕妇临床安全用药具

有十分重要的意义。
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