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摘要 目的：探讨表皮生长因子受体（EGFR）抑制剂PD168393对体外氧糖剥夺/复氧（OGD/R）诱导的血脊

髓屏障（BSCB）损伤的保护作用及其可能的机制。方法：体外培养大鼠来源的脊髓微血管内皮细胞和混合

胶质细胞，应用 transwell培养体系建立体外BSCB模型；将培养的细胞分为3组：对照组（正常培养）、损伤

组（OGD/R处理）和治疗组（OGD/R后给予 10 nM PD168393干预）。损伤组和治疗组复氧 3 h、6 h和 12 h

后，应用荧光素渗漏实验及内皮细胞跨膜电阻值（TEER）测定来评估各组BSCB通透性变化；应用免疫荧

光、Western Blot技术检测各组内皮细胞间紧密连接蛋白ZO-1、Occludin表达的差异；应用ELISA法检测各

组细胞分泌致炎因子白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和诱导型一氧化氮合酶（iNOS）的差

异。结果：损伤组在各个时间点的荧光素渗漏量均高于对照组（均P＜0.05），而治疗组荧光素渗漏量均低于

损伤组（均P＜0.05）；损伤组TEER值显著低于对照组（均P＜0.01），而治疗组TEER值显著高于损伤组（均

P＜0.05）；损伤组紧密连接蛋白ZO-1和Occludin的表达量低于对照组（均P＜0.05），而治疗组ZO-1和Oc-

cludin的表达量较损伤组显著提高（均P＜0.05）；损伤组分泌的致炎因子 IL-6、iNOS、TNF-α均显著高于对

照组，治疗组在各时间点致炎因子 IL-6、iNOS、TNF-α的分泌均低于损伤组（均P＜0.05）。结论：EGFR抑制

剂PD168393有助于维持OGD/R损伤后BSCB的完整性；其机制可能与抑制致炎因子的表达及减少BSCB

紧密连接蛋白的破坏有关。
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Abstract Objective: To investigate the protective effect and possible mechanism of epidemical growth factor

receptor (EGFR) inhibitor PD168393 on the blood spinal cord barrier (BSCB) damage induced by oxygen glu-

cose deprivation/re-oxygenation (OGD/R) in vitro. Methods: Primary microvascular endothelial cells and

mixed glial cells from the rat spinal cord were cultured using the transwell culture system to establish the in vi-

tro BSCB model. The cultured cells were divided into three groups: control group (untreated), injury group

(BSCB damage induced by OGD/R), and treatment group (10 nM PD168393 intervention after OGD/R). The

permeability of endothelial cells in the injury and treatment groups was evaluated by the fluorescein leakage test

and transepithelial electrical resistance (TEER) at 3 h, 6 h, and 12 h after reoxygenation. The expression of tight

junction proteins ZO-1 and Occludin in the endothelial cells of each group was determined by immunofluores-

cence and Western blot. The differences in proinflammatory factors interleukin-6 (IL-6), tissue necrosis factor-α

(TNF-α), and inducible nitric oxide synthase (iNOS) secreted by each group of cells were measured by ELISA.

Results: The fluorescein leakage test showed that the amount of fluorescein leakage in the injury group was

higher than that in the control group at every time point (all P<0.05), while the amount of fluorescein leakage in

the treatment group was significantly lower than that in the injury group (all P<0.05). TEER value of the injury

group was significantly lower than that of the control group (all P<0.01), while TEER value of the treatment

group was significantly higher than that of the injury group (all P<0.05). The expression of ZO-1 and Occludin

in the injury group was significantly lower than those in the control group (both P<0.05), and the expression of

these proteins in the treatment group was significantly higher than those in the injury group (both P<0.05). The

expression levels of IL-6, TNF-α, and iNOS in the injury group were significantly higher than those in the con-

trol group at every time point, and the levels in the treatment group were lower than those in the injury group at

every time point (all P<0.05). Conclusion: The EGFR inhibitor PD168393 can preserve the integrity of the
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脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）后往往会造成受

损平面以下肢体和躯干严重的运动、感觉功能缺损，大

小便及性功能障碍，且这些缺损往往不可逆[1]。SCI后

的神经功能缺损由原发性损伤和继发性损伤所造成。

原发性损伤是指原发疾病对脊髓造成的直接损伤，而

继发性损伤与 SCI 后过度炎症反应及血脊髓屏障

（blood-spinal cord barrier，BSCB）的破坏密切相关 [2]。

因此，SCI后如何控制炎症反应和保护BSCB结构和功

能的完整是减轻继发性损伤的关键环节。

BSCB 是中枢神经系统（central nervous system，

CNS）特有的屏障结构，与血脑屏障（blood-brain barrier，

BBB）类似，其主要由脊髓微血管内皮细胞、星形胶质

细胞、血管周围的小胶质细胞、周细胞及基膜组成，是

维持脊髓神经组织微稳态的高选择性屏障结构[3]。目

前有研究证实，在SCI后，BSCB结构的主要组成细胞

（微血管内皮细胞、星形胶质细胞及小胶质细胞）出现

表皮生长因子受体（epidemical growth factor recepter，

EGFR）的大量活化[4-6]。EGFR是位于细胞质膜上的受

体型酪氨酸蛋白激酶（tyrosine-protein kinase，TPK），在

细胞存活、生长、分化、增生及凋亡等信号转导通路中

起着关键性调节作用[7]。研究发现，EGFR信号通路参

与细胞屏障功能的调节，而微血管损伤、肺损伤及肠道

内膜的通透性异常改变均与EGFR活化相关[8]。

有研究证实EGFR抑制剂能改善SCI后神经功能

缺损症状[5,6,9]，推测其机制可能与维持SCI后BSCB完

整性，减轻脊髓继发性损伤有关。本实验通过建立

BSCB 体外模型，给予氧糖剥夺/复氧（oxygen and

glucose deprivation/reoxygenation，OGD/R）处理，应用

EGFR抑制剂PD168393对损伤的BSCB进行干预，观

察内皮细胞通透性、紧密连接蛋白的表达及BSCB细

胞 分 泌 炎 症 因 子 的 变 化 ，以 探 讨 EGFR 抑 制 剂

PD168393对BSCB通透性的影响及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

①实验动物：新生24 h内SD大鼠10只，购自常州

卡文斯实验动物有限公司。②主要试剂：PD168393购

于德国Calbiochem公司；异硫氰酸荧光素（fluorescein

isothiocyanate，FITC）-右旋糖酐（dextranum）（F-D）购

于美国Sigma公司；兔抗Occludin、小鼠抗ZO-1抗体均

购于 Invitrogen公司；白细胞介素（interleukin，IL）-6、肿

瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）-α ELISA试剂

盒均购于美国 R&D 公司；诱导型一氧化氮合酶

（inducible nitric oxide synthase，iNOS）ELISA试剂盒购

于AVIVA公司。

1.2 方法

1.2.1 建立体外BSCB模型 培养原代大鼠来源的脊

髓微血管内皮细胞和混合胶质细胞，细胞 95%融合后

进行消化，重悬后以 5×104/mL密度取 1 mL接种在 12

孔板 Transwell（聚酯膜，直径 12 mm，孔径 0.4 μm）下

室，作为滋养层；脊髓微血管内皮细胞取 200 μL接种

在上室（Transwell嵌套内），建立上下双层细胞共培养

体系。贴壁后每 2 天换液 1 次。常规培养约 7 d 后，

Transwell嵌套内脊髓微血管内皮细胞即可形成内皮细

胞屏障样组织，模拟BSCB组成细胞间的相互作用，建

立体外BSCB模型[10]。

1.2.2 细胞分组 ①将体外培养的BSCB模型分为 3

组：对照组、损伤组和治疗组。②损伤组和治疗组细胞

用PBS清洗上、下室3次，加入无糖无血清DMEM培养

基；将 Transwell 及校准的测氧仪放入预缺氧小室中，

通入 95%N2，5%CO2直至测氧仪调至 0.0～0.2，制造无

氧环境。在培养箱内培养 6 h后，将 2组细胞取出，更

换为正常糖、血清的培养基，放入饱和湿度、正常含氧

细胞培养箱中进行复氧（此时氧浓度约 20%），复氧时

间分别为3 h、6 h和12 h；其中治疗组在复氧开始时即

给予10 nM PD168393进行干预（给药浓度参照既往研

究报道）[11]。对照组细胞用含糖、含血清的 DMEM/

F-12完全培养基洗涤 3次，然后继续放入正常温度和

含氧度的培养箱中培养。

1.2.3 荧光染料渗漏实验 将上述处理3组的上室培

养液除去，在Transwell嵌套中加入 200 μL FITC-右旋

糖酐（F-D）（1 mg/mL），置于培养箱中 30 min。从各组

底室分别取100 μL（每孔取3次）置于96 孔板，加入不

同已知浓度的F-D，用荧光检测仪在 540 nm处读取各

孔溶液的荧光强度。根据标准曲线，计算各组渗透到

底室的F-D浓度，评估渗透性随时间的变化趋势。

1.2.4 跨膜电阻（transepithelial electrical resistance，

TEER）测量 使用来自美国 EMD Millipore 公司的

BSCB after OGD/R. The mechanism may involve reducing the expression of proinflammatory factors and suppressing the destruction of

tight junction proteins in the BSCB.

Key words blood spinal cord barrier; epidemical growth factor receptor inhibitor; proinflammatory factor; tight junction protein
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Millicell ERS-2 电阻仪测量 3 组在不同复氧时间点的

TEER值。单位面积电阻/(Ω×cm2)=(所测得电阻值-空

白电阻值)×有效膜面积（本实验采用 12孔板Tranwell

系统，有效生长膜1.13 cm2）。

1.2.5 免疫荧光染色 当各组细胞爬片的细胞长至

95% 融合时，取出爬片，常规 4%多聚甲醛固定 15～

20 min，0.2% Triton/PBS液室温透膜 15 min，山羊血清

白蛋白室温封闭 1 h，加预先用抗体稀释液稀释的一

抗，于4 ℃冰箱中孵育过夜，用PBS替代一抗作为阴性

对照；滴加二抗(1∶300)，室温避光孵育 1 h；加核染料

DAPI工作液（1 mg/mL），室温复染 5 min；50%甘油封

片；于荧光显微镜下观察并照相；上述每一步操作间均

用PBS洗5 min/次×3次。

1.2.6 Western Blot法 OGD/R后6 h，收集各组细胞，

加入裂解液冰上孵育并彻底匀浆，离心后留取上清，

BCA法测定蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白；

全湿式电转法转移到PVDF膜上；5%封闭液封闭 2 h，

分别加入一抗兔抗Occludin、小鼠抗ZO-1（1∶1000）；内

参为GAPDH（1∶500），4 ℃孵育过夜。用TBST溶液洗

涤 10 min/次×3次；加入HRP标记羊抗鼠、羊抗兔 IgG

二抗（1∶1000），4 ℃过夜；TBST 洗膜 10 min/次×3 次，

加 ECL发光显示液在暗室中摄像，凝胶成像分析系统

进行分析。

1.2.7 ELISA法 ELISA法测定各组细胞分泌的致炎因

子 IL-6、TNF-α、iNOS，具体操作步骤按ELISA试剂盒

的说明进行。

1.3 统计学处理

采用SPSS 22.0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，组间比较采用单

因素方差分析；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EGFR抑制剂对OGD/R诱导的BSCB损伤模型通

透性的影响

对照组渗透到底室 F-D 的平均浓度为（230±

34）nmol/L；损伤组的 F-D 浓度在复氧 3 h、6 h 和 12 h

分别为（280±53）nmol/L、（300±57）nmol/L 和（270±

42）nmol/L，均高于对照组（P＜0.05或P＜0.01）；治疗组的

F-D浓度在复氧3 h、6 h和12 h分别为（240±39）nmol/L、

（250±40）nmol/L和（238±33）nmol/L，均低于损伤组（均

P＜0.05），见图1 A。损伤组的TEER值在复氧3 h、6 h、

12 h后均低于对照组（均P＜0.01），而治疗组在这 3个

时间点，所测 TEER 值均高于损伤组（均 P＜0.05），见

图 1B。

2.2 EGFR抑制剂对OGD/R诱导的BSCB损伤模型紧

密连接蛋白表达的影响

与对照组相比，损伤组紧密连接蛋白 ZO-1 和

Occludin 的表达量显著降低（均 P＜0.05），而治疗组

ZO-1和Occludin的表达量较损伤组显著升高（均 P＜

0.05），见图2A、B。免疫荧光染色结果显示，对照组细

胞排列紧密，呈条索状排列，符合正常内皮细胞生长形

式，紧密连接蛋白ZO-1和Occludin在细胞间呈连续性

的线条样外观，见图 2C1、D1；损伤组ZO-1和Occludin

表达量显著下调，线条显著变细，部分线条断裂或部分

缺损，见图2C2、D2；治疗组ZO-1和Occludin荧光线条

虽仍有缺损，但较损伤组的断裂和缺损均明显减少，表

达均有所增加，见图2C3、D3。

2.3 EGFR抑制剂对OGD/R诱导的BSCB损伤模型致

炎因子表达的影响

ELISA结果显示，与对照组相比，损伤组分泌的致

炎因子 IL-6、iNOS、TNF-α均显著上调。IL-6 在 OGD/

R 6 h 时表达量增幅最大，见图 3A。 iNOS、TNF-α在

OGD/R后的表达也增加，呈缓慢上升的趋势，见图3B、

C。OGD/R 12 h时，损伤组 IL-6、iNOS分泌逐渐减少，

而TNF-α仍有持续的高表达。治疗组在各时间点致炎

因子 IL-6、iNOS、TNF-α的分泌均较损伤组显著下调

（均P＜0.05），见图3。

3 讨论

BSCB是CNS高度分化的神经血管特殊化内皮结

构，而微血管内皮细胞是BSCB重要组成细胞[3]。紧密

连接蛋白是微血管内皮细胞分泌的一种特殊蛋白，可

填补内皮细胞间隙，使内皮细胞形成紧密连接状态，对

BSCB 的功能维持有极其重要的意义 [12]。ZO-1 和

Occludin是紧密连接的主要蛋白质，也被认为是CNS

屏障结构正常或损坏时的敏感标记物 [12]。Occludin

是第 1 个被发现的完整的紧密连接膜蛋白，分子量

56 kDa，可以通过羧基与 ZO-1 连接 [12]。Occludin 在

CNS血管内皮上的表达较非神经组织的高，这是BBB

与BSCB通透性明显低于其它血组织屏障的重要原因

之一[12]。ZO-1蛋白不仅作为细胞内多个信号通路的支

架，也涉及紧密连接蛋白的调节功能[12]。在SCI的过程

中，ZO-1通过辅助紧密连接装配、传递相邻细胞间的

信号、影响血管内皮细胞的基因表达等途径，参与

BSCB通透性变化的过程[13]。

有研究证实在SCI后BSCB通透性增大，紧密连接
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蛋白表达减少[14,15]。本研究构建体外BSCB模型OGD/

R损伤后，免疫荧光显示损伤后的BSCB紧密连接蛋白

表达减少，荧光染料渗漏实验及内皮细胞跨膜电阻检

测均证实BSCB在损伤后通透性明显增加，说明BSCB

的结构破坏、屏障功能受损。在western blot和免疫荧

光检测中发现，治疗组紧密连接蛋白的表达较损伤组

增加，说明EGFR抑制剂有助于减轻BSCB损伤后紧密

连接蛋白的破坏。本研究结果还显示，体外BSCB在

OGD/R损伤后致炎因子（TNF-α、IL-6、iNOS）分泌明显

增加，而应用EGFR抑制剂干预后致炎因子的表达明

显下调。有研究证实致炎因子的表达与紧密连接蛋白

表达呈负性相关，抑制过度的炎症反应可减少紧密连

接蛋白缺失，保护BSCB完整性[10]。

目前有多个研究证实EGFR抑制剂对CNS损伤有

保护作用[5-7,9]，但其作用机制一直未完全明确。目前有

研究证实SCI后活化的星形胶质细胞和小胶质细胞均

出现EGFR大量活化，EGFR抑制剂既能有效抑制星形

胶质细胞和小胶质细胞EGFR活化，又能明显抑制过

度的胶质增生[5,6,9]。SCI后BSCB的破坏和胶质细胞活

化引发的炎症反应是导致脊髓继发损伤的2个关键病

理改变[16]。SCI后BSCB破坏导致血液中白细胞和致

炎因子进入神经组织，激活星形胶质细胞、小胶质细

胞[2]。胶质细胞活化后引发炎症损伤反应，不仅导致神

经元和少突胶质细胞损伤，还进一步破坏BSCB的完

整性，使脊髓继发性损伤作用不断放大，形成脊髓组织

炎症损伤的恶性循环（即正反馈损伤）[10,17]。阻断这一

炎症损伤的恶性循环是治疗SCI的一个重要策略。根

据本研究结果，我们推测在BSCB损伤后应用EGFR抑

制剂，可能通过抑制胶质细胞EGFR的活化而减缓胶

质细胞的过度增生，减少过度的炎症反应所造成的炎

症损伤，起到保护BSCB的作用。

综上所述，EGFR 抑制剂 PD168393 可减少 BSCB

在OGD/R损伤后致炎因子的表达，并减少BSCB紧密

连接蛋白的脱失，维护BSCB的完整性。
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图3 EGFR抑制剂对OGD/R处理后BSCB分泌致炎因子的影响
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图2 EGFR抑制剂对OGD/R处理后BSCB紧密连接蛋白

ZO-1和Occludin表达量的影响
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图1 各组BSCB在OGD/R处理后的通透性
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扰了研究结果的准确性。

综上所述，本研究结果提示，在 H 型高血压患者

中，血浆Hcy水平可能是促进和加重认知功能障碍的

重要因素，PI值可考虑作为反映深部小血管病变及认

知障碍的重要指标，应用TCD探测MCA的PI可能具

有重大意义，积极控制高血压病患者血浆Hcy水平、运

用药物降低PI值可能推迟脑小血管认知功能障碍的发

生或延缓其发展。
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