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摘要 目的：探讨Adam10基因对于星形胶质细胞与周细胞之间信号交流及对血脑屏障（BBB）完整性的影

响。方法：利用Cre-loxp技术得到星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因小鼠（Gfapcre-Adam10lox/lox）纳入敲除

组，将同胎基因型为Adam10lox/lox的小鼠纳入对照组。免疫荧光双标技术检测周细胞心肌素（myocardin）蛋白

和平滑肌肌动蛋白（SMA）的表达；电镜分析周细胞的变性和凋亡、基底膜和BBB的破坏；激光散斑衬比成

像技术观察脑组织局部血流灌注的改变。结果：特异性敲除星形胶质细胞Adam10基因后，可影响相邻的星

形胶质细胞和周细胞之间的信号交流，导致周细胞表达myocardin蛋白和SMA蛋白减少；敲除组呈现出更

为明显的周细胞变性、凋亡和BBB破坏；进而影响血管密度和血流速度。结论：Adam10基因可能影响星形

胶质细胞与周细胞之间的信号交流，并可能因此而影响BBB完整性和脑组织的血流灌注。
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Abstract Objective: To investigate the effect of Adam10 gene on the cross-talk between astrocyte and peri-

cyte, and on the integrity of blood-brain barrier (BBB). Methods: Adam10 gene knockout mice (Gfapcre-Ad-

am10lox/lox) were obtained by Cre-loxp technique. Adam10lox/lox mice were used as control. The expression of myo-

cardin and smooth muscular actin (SMA) protein in pericytes was detected by double immunofluorescence label-

ing technique. The degeneration and apoptosis of pericytes, destruction of basement membrane and BBB were an-

alyzed by electron microscopy. Laser speckle imaging was used to observe the changes of regional cerebral blood

perfusion. Results: Specific knockout of Adam10 gene in astrocytes affectted the signal exchange between astro-

cyte and pericyte; decreased the myocardin and SMA protein expression in pericytes; induced pericyte degenera-

tion and apoptosis; damaged BBB; and affected vascular density and blood flow velocity in brain cortex. Conclu⁃
sion: Adam10 gene may affect the signal exchange between astrocytes and pericytes, thus affecting the integrity

of BBB and cerebral blood perfusion.
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Yinga,

血脑屏障（blood brain barrier，BBB）由

星形胶质细胞、周细胞和血管内皮细胞及血

管基底膜等组成，维持中枢神经系统的正常

生理功能并保护神经血管单元免受缺血、炎

症、外伤和肿瘤等病理因素的损伤，是中枢

神经系统重要的结构和功能单位 [1-3]。在

BBB中，星形胶质细胞和周细胞覆盖包绕血

管内皮细胞表面，参与神经元和血管之间的

营养物质交换、神经递质转运和维持血管内

外水和离子平衡；在这个过程中，星形胶质

细胞和周细胞以及内皮细胞间存在复杂的

信号交流 [4-6]。星形胶质细胞和周细胞之间

可通过直接接触、自分泌和旁分泌信号分子

进行信息联系。周细胞的收缩和舒张在局

部微血管血流的调控中起关键作用，可改变

脑微血管的直径，影响局部的血流灌注和血

流再分布 [7-9]。周细胞的持续收缩可导致脑

组织缺血缺氧。

本研究借助于Cre-loxp技术特异性敲除

星形胶质细胞Adam10基因，观察星形胶质

细胞对于周细胞的影响，免疫荧光双标技术

检测周细胞心肌素（myocardin）蛋白和平滑

肌肌动蛋白（smooth muscular actin，SMA）的

表达，电镜分析周细胞的变性和凋亡、基底膜

和BBB的破坏，并进一步借助激光散斑衬比

成像技术观察脑组织局部血流灌注的改变。
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1 材料与方法

1.1 基因敲除动物的获得与取材

Gfapcre 和 Adam10lox/lox 转基因小鼠购买自美国

Jackson Laboratory公司。在SPF级环境下将Gfapcre转

基因鼠和 Adam10lox/lox 转基因配对饲养并杂交，得到

Gfapcre-Adam10lox/- 转 基 因 鼠 ； 进 一 步 将

Gfapcre-Adam10lox/-鼠与Adam10lox/lox鼠杂交，获得星形胶

质 细 胞 特 异 性 敲 除 Adam10 基 因 小 鼠

（Gfapcre-Adam10lox/lox）（敲除组）；利用同胎 Adam10lox/lox

基因型的小鼠作为对照（对照组）。按照 Jackson

Laboratory公司网站说明所示PCR引物完成PCR扩增

和基因型鉴定。

1.2 方法

1.2.1 冰冻切片与免疫荧光双标染色 所有动物麻醉

后行 4 ℃预冷的 4%多聚甲醛（0.1 mol/L PB配制，pH=

7.4）心脏置管灌注前固定，继而置于 4%多聚甲醛溶

液 4 ℃过夜后固定；30%蔗糖脱水沉底；OCT 胶包

埋，－80 ℃冰箱冷冻，Leica 冰冻切片机切片，厚度为

10 μm。组织切片置4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液中（4 ℃）

固定15 min；牛血清封闭2 h；分别滴加一抗：兔抗人血

小板衍生生长因子受体（platelet-derived growth factor

receptor-β，PDGFR-β）抗体（1 ∶ 100）（购于 LSBio 公

司）、小鼠抗人 myocardin 抗体（1 ∶ 100）（购于 R&D

Biotech 公司）和小鼠抗人 SMA 抗体（1 ∶100）（购于

R&D Biotech 公司），4 ℃孵育 24 h；PBS 溶液震荡清

洗 3 次；滴加 FITC（1∶100）和Cy3（1∶100）标记的二抗，

避光室温孵育1 h；PBS振荡清洗3次；流水冲洗30 min

后，50%甘油封片。Olympus 荧光显微镜（FITC 绿色

荧光激发/发射波长为 488/525 nm；Cy3 红色荧光激

发/发射波长为 550/565 nm）拍照，借助 NIH 图像分析

软件分析结果。

1.2.2 电镜样本的制备、切片及观察 小鼠麻醉急性

处死后，解剖出脑皮质，用解剖剪剪取一小块脑皮质，

1%锇酸固定液预固定后将其切成 1 mm3的小块，逐一

放入盛有冷的新鲜 1%锇酸固定液的Ep管里，４℃固

定 2 h以上。0.1 M磷酸缓冲液漂洗后置入 1%醋酸铀

块染2 h，梯度丙酮脱水，包埋液浸透后包埋聚合（45 ºC

烘箱3 h，65 ºC烘箱48 h）；制备超薄切片后将切片捞在

有支持膜的载网上，铅染液染色10～20 min，电镜观察

照相。

1.2.3 激光散斑衬比成像 腹腔注射 1%戊巴比妥钠

（40 mg/kg）麻醉小鼠，切开头皮暴露颅骨，将动物置于

体视显微镜的正下方，调整焦聚至可清晰观察动物大

脑皮质。利用华中科技大学研制的激光散斑成像系

统，先用白光，透过颅骨和硬脑膜获得动物大脑皮质血

管白光图；再改用激光，透过颅骨和硬脑膜，在不同的

时间点（0 min和 10 min）连续采集 20帧大脑皮质血管

的原始散斑图像（图像分辨率 640 像素×480 像素，放

大倍数 1.5 倍，激光照射面积 3 mm ×2 mm，CCD 曝光

时间 20 ms）。借助 MATLAB 2016 处理原始散斑图

像，并获得散斑衬比图和各时间点的伪彩色血流图，以

0 min时的伪彩色血流图为基准，10 min时的伪彩色血

流图与其相比较，计算得出相对血流速度。

1.3 统计学分析

采用SPSS 13.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用独

立样本均数 t检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对周细胞

myocardin蛋白和SMA蛋白表达的影响

免疫荧光双标染色显示，敲除组 PDGFR-β + 、

myocardin+双标阳性细胞比率为（18.2±2.01）%，明显低

于 对 照 组 的（35.6 ± 1.75）%（P＜0.05）；敲 除 组

PDGFR-β+、SMA+双标阳性细胞比率为（13.7±0.76）%，

明显低于对照组的（28.5±0.98）%（P＜0.05）；提示星形

胶质细胞特异性敲除 Adam10 基因可抑制周细胞

myocardin蛋白和SMA蛋白的表达，见图1。

2.2 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对BBB的

影响

扫描电镜结果显示，与对照组相比，敲除组呈现出

更为明显的周细胞变性，甚至可见周细胞凋亡；血管基

底膜不完整，可见红细胞位于BBB外侧，提示敲除组

存在明显的BBB破坏，见图2。

2.3 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对局部脑

皮质血管密度及血流灌注的影响

激光散斑衬比成像结果显示，与对照组相比，敲除

组皮质局部血管密度明显减少，血流速度明显下降，提

示星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因会影响脑组

织血流动力学，见图3。

3 讨论

本研究通过Cre-loxp技术特异性敲除星形胶质细

胞 Adam10 基因，发现相邻星形胶质细胞和周细胞之

间的信号交流受到影响，周细胞表达myocardin蛋白和

SMA 蛋白减少；敲除组呈现出更为明显的周细胞变
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性、凋亡和BBB破坏；血管密度和血流速度受到影响。

作为血清应答因子（serum response factor，SRF）的

辅助因子，Myocardin通过Q-rich功能区与 SRF结合，

绑定相关基因启动子 DNA CarG box [CC(A/T)6GG

box]，激活包括心肌钙离子通道基因、心脏发育相关基

因、结构基因和应激诱导的肥厚特异性基因等重要基

因的转录[10]。大量研究也证实了周细胞的收缩受钙离

子浓度的影响。缺血再灌注后，脑组织局部产生大量

的活性氧自由基，显著影响胞内钙离子水平[11,12]，激活
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注：（A1）星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对周细胞myocardin蛋白表达的影响；（A2）myocardin阳性周细胞比率；（B1）星

形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对周细胞SMA蛋白表达的影响；（B2）SMA阳性周细胞比率

图1 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对周细胞myocardin蛋白和SMA蛋白表达的影响
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C注：A：星形胶质细胞；PC：周细胞；E：血管内皮细胞；V：血

管；黑色箭头所示为血管外的红细胞被周细胞吞噬

图2 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对BBB的

影响（电镜）

注：（A）激光散斑衬比成像伪彩图；（B）黑白图；（C）血流速

度

图3 星形胶质细胞特异性敲除Adam10基因对局部脑皮质血

管密度及血流灌注的影响
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收缩蛋白SMA的磷酸化，导致周细胞收缩蛋白的过度

收缩[13]。本研究显示星形胶质细胞敲除Adam10基因，

可减少myocardin蛋白在周细胞的表达，进而可能通过

影响周细胞钙离子的浓度，减少周细胞 SMA 蛋白表

达，最终影响周细胞的收缩功能。

周细胞包绕于微血管周围，周细胞的聚集和覆盖

影响BBB的形成和通透性。星形胶质细胞Adam10敲

除后，可能通过影响周细胞钙离子浓度的改变，导致周

细胞变性、凋亡；还可能影响周细胞分泌血管基底膜蛋

白，导致基底膜损伤，最终破坏BBB。

周细胞参与控制大脑血流灌注。通过周细胞的收

缩和松弛，可调节脑组织小血管的管径并影响脑组织

血流灌注；当周细胞表达高浓度的收缩蛋白时，周细胞

缩紧，毛细血管收缩，脑组织血流灌注减少；反之周细

胞松弛引起毛细血管扩张，脑组织血流灌注增加[14,15]。

本研究显示星形胶质细胞特异性敲除 Adam10 基因

后，脑组织血管密度减低，血流速度减慢，可能是由于

周细胞SMA蛋白减少，周细胞松弛，毛细血管管径扩

大，同时周细胞破坏造成血管发育障碍，引起血管密度

下降。

作为调控脑组织小动脉、毛细血管和小静脉等微

血管收缩和舒张作用的关键细胞，周细胞还影响微血

管的发育；作为神经血管单元的一员，周细胞和神经血

管单元各成员细胞之间也存在着复杂的信号交流。研

究周细胞对于神经血管单元各组分的作用，对于阐明

脑血流灌注的具体分子机制具有重要的意义，有助于

说明缺血性、变性等神经系统疾病的发病机制，寻找新

的有效治疗措施。
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