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体外共培养模式下小胶质细胞影响内皮细胞紧密连接
廖宇洁，于晓彦，金轶平，朱皓皓

复旦大学附属上海市第五人民医院眼科，上海 200240

【摘要】 目的 探讨体外共培养模式下活化的小胶质细胞对人脐静脉内皮细胞(HUVECs)紧密连接的影响。

方法 原代培养大鼠视网膜小胶质细胞分成4组，分别用不同浓度的脂多糖(LPS) (0 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL

和1 000 ng/mL)激活小胶质细胞24 h，通过ELISA检测LPS激活后小胶质细胞分泌肿瘤坏死因子-α (TNF-α)的水

平。小胶质细胞接种于Transwell的上室，用含100 ng/mL LPS的DMEM/F12培养24 h后用于实验。共培养体系作如下

分组：A组，上室空白，下室HUVECs；B组，上室为未激活的小胶质细胞，下室HUVECs；C组，上室为用100 ng/mL LPS

激活 24 h 的小胶质细胞，下室 HUVECs。三组培养体系共培养 24 h 后，将 HUVECs 行细胞免疫荧光染色，观察

claudin 1的表达，并行Western Blot检测claudin 1和occludin蛋白表达变化。结果 四组不同浓度的 LPS (0 ng/mL、

10 ng/mL、100 ng/mL和 1 000 ng/mL)激活小胶质细胞 24 h后，小胶质细胞分泌TNF-α的水平不同，分别为(16.36±

3.90) pg/mL、(378.46±11.46) pg/mL、(507.11±11.20) pg/mL、(754.55±53.43) pg/mL，组间比较差异有统计学意义(P<

0.05)；小胶质细胞和HUVECs共培养24 h后，细胞免疫荧光染色显示C组HUVECs的 claudin 1的表达较A组和B

组减弱；Western Blot检测共培养体系A组、B组和C组的 claudin 1和occludin相对蛋白量，claudin 1蛋白相对表达

量在A组、B组和C组分别为0.233±0.010、0.244±0.010、0.171±0.001，occludin蛋白相对表达量在A组、B组和C组分

别为 0.474±0.045、0.323±0.029、0.139±0.017，三组间比较，claudin 1 和 occludin的相对蛋白量差异均有统计学意义

(P<0.05)，C组的 claudin 1和 occludin相对蛋白量下调。A组和B组 claudin 1的表达差异无统计学意义(P>0.05)。

结论 活化的小胶质细胞能产生大量的TNF-α，可能通过上调TNF-α的表达使HUVECs紧密连接蛋白的表达下调。

【关键词】 小胶质细胞；内皮细胞；紧密连接；血-视网膜屏障；肿瘤坏死因子-α
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Effect of microglia on the expression of tight junction in human umbilical vein endothelial cells by co-culture in
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of microglia on the expression of tight junction in human umbil-

ical vein endothelial cells (HUVECs) by co-culture in vitro. Methods Primary microglia of rat was cultured and divid-

ed into four groups activated with lipopolysaccharide (LPS) in different concentration for 24 h, including normal control

group (0 ng/mL LPS), 10 ng/mL LPS group, 100 ng/mL LPS group, and 1 000 ng/mL LPS group. The protein levels of

tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) in the culture media were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELI-

SA). Retinal microglia were cultured onto Transwell permeable support membrane inserts, then activated by lipopolysac-

charide (LPS) (100 ng/mL) for 24 h. HUVECs were randomly divided into three groups: HUVECs with empty inserts

without cultured microglia (group A), HUVECs with untreated microglia (group B), and HUVECs with 100 ng/mL
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在视网膜微环境的调节方面，血-视网膜屏障

(blood-retinal barrier，BRB)的作用非常重要，同时它还

能够影响视网膜稳态的维持效果[1]。各类视网膜血管

性疾病的病例中，多数患者具备BRB破坏的特征，正

是由于BRB受到了破坏，血管才会发生渗漏，才有视

网膜水肿的发生[2]。现阶段，很多学者都关注BRB的

通透性增高的问题，认为细胞旁途径的组成部分—紧

密连接是实现其增高的主要途径，BRB在紧密连接特

定蛋白解体的作用下受到破坏。糖尿病视网膜病变

是内层BRB功能障碍的代表性眼病，越来越多的研究

探讨和揭示了糖尿病视网膜病变和小胶质细胞的活

化有着密切的关系[3-6]。本研究中，体外共培养体系的

建立用Transwell小室来实现，旨在探讨活化的小胶质

细胞分泌 TNF-α的水平及其对人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells，HUVECs)的紧

密连接的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞和动物 美国 ScienCell 公司是

HUVECs 的来源供应商；实验用新生 SPF 级 SD 大鼠

由上海斯莱克公司提供，并按《实验动物管理条例》进

行实验动物的使用。

1.1.2 主要试剂及仪器 兔抗大鼠 claudin 1 抗

体和 β-actin 购自英国 Abcam 公司，小鼠抗大鼠的

occludin 抗体以及二抗使用美国 Invitrogen 公司的产

品，大鼠 TNF-α ELISA 试剂盒为美国 R＆D 公司产

品，内皮细胞培养基(endothelial cell medium，ECM)从

美国 ScienCell 公司购得，Transwell 小室购自美国

Corning公司。使用美国ProteinSimple公司化学发光

影像分析仪。用德国Leica公司的荧光显微镜拍照。

1.2 方法

1.2.1 小胶质细胞培养 采用常规方法培养视

网膜小胶质细胞[7]，用断头的方式处死新生SPF级SD

大鼠，将其浸泡到碘伏当中5 min，保持操作环境的无

菌状态，将眼球取出并漂洗，视网膜取出后剪碎，用胰

酶消化处理，保持 37℃的温度，终止消化时使用胎牛

血清含量为 10%体积的DMEM/F12，在无菌离心管当

中放置过筛后的滤液，进行5 min离心处理，弃上清后

细胞重悬，置入细胞培养瓶中，置入 37℃温度环境的

二氧化碳培养箱进行培养。培养液的更换每 3 d 一

次，第 14天时，用恒温摇床以 20 g/min的速度对细胞

培养瓶摇振1 h，将收集到的上清液放置到离心机中进

行离心处理，并于 10 min 后重悬收集到的小胶质细

胞，备用。

1.2.2 HUVECs的复苏和传代 将HUVECs从液

氮中取出并置于37℃的水中复温，用ECM培养，每3 d

消化传代1次。实验时将HUVECs接种于Transwell下

室，Transwell下室置圆玻片，用于细胞爬片。

1.2.3 测定小胶质细胞释放TNF-α含量 小胶质

细胞单独培养，并分成四组，对照组不用脂多糖(LPS)，

其余三组分别用 10 ng/mL、100 ng/mL和 1 000 ng/mL

的LPS激活小胶质细胞24 h。对小胶质细胞培养液内

TNF-α的含量进行测定，按照 ELISA 试剂盒的说明方

法来进行。OD 值的读取在全自动酶标仪上完成，绘

制标准曲线，并以此进行 TNF-α的质量浓度的计算。

450 nm为测量波长，655 nm为参考波长。

1.2.4 体外共培养模式的建立 Transwell 的上

室接种小胶质细胞并静置2 h，PBS轻轻洗去未贴壁细

胞，培养液DMEM/F12中的LPS含量保持100 ng/mL，

激活时间 24 h。共培养分为三组：A组的上室无小胶

质细胞，下室是贴壁培养的HUVECs；B组的上室接种

没有被激活的小胶质细胞，下室为贴壁培养的

HUVECs；C组的上室接种被LPS激活的小胶质细胞，

下室为贴壁培养的 HUVECs。Transwell 小室共培养

24 h，用细胞免疫荧光染色的方法观察 HUVECs 的

claudin 1 的表达，并 Western blot 检测 claudin 1 和

occludin 蛋白量。

1.2.5 共培养模式下 HUVECs 的 claudin 1 表

达 Transwell 小室共培养 24 h 后，移去 Transwell 上

室，PBS 清洗下室爬片的 HUVECs，多聚甲醛固定，

LPS-treated microglia (group C). After co-cultured for 24 h, immunocytochemistry was applied to observe claudin

1 expression in these HUVECs. The protein expression of claudin 1 and occludin were analyzed by Western blot.

Results The protein levels of TNF-α 24 h after activation in the microglia culture media of the four groups (0 ng/mL,

10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 000 ng/mL LPS) were (16.36±3.90) pg/mL, (378.46±11.46) pg/mL, (507.11±11.20) pg/mL, and

(754.55±53.43) pg/mL, with statistically significant differences among the four groups (P<0.05). HUVECs co-cultured

with 100 ng/mL LPS-treated microglia (group C), compared to group A and group B, expressed lower level of claudin 1.

Claudin 1 protein levels in group A, group B, and group C were 0.233±0.010, 0.244±0.010, 0.171±0.001, respectively.

Moreover, the expression of occludin in group A, group B, and group C were 0.474±0.045, 0.323±0.029, 0.139±0.017.

Western Blot analysis revealed downregulations of claudin 1 and occludin in HUVECs co-cultured with LPS-activated

microglia (P<0.05). Comparison between group A and group B showed that there was no significant differences in the ex-

pression of claudin 1 protein (P>0.05). Conclusion Microglia activated by LPS can generate a large amount of TNF-α
and inhibit the expression of tight junction in HUVECs.

【Key words】 Microglia; Endothelial cells; Tight junction; Blood-retinal barrier; Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)
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PBS 再漂洗，加 1∶80 的一抗 claudin 1，4℃过夜，1：

800羊抗兔二抗，37℃ 孵育 1 h，PBS 漂洗，甘油封片，

荧光显微镜观察claudin 1的表达。

1.2.6 共培养模式下 HUVECs 的 claudin 1 和

occludin 蛋 白 量 的 测 定 共 培 养 24 h 后 ，移 去

Transwell上室，HBSS清洗HUVECs，将裂解液加入后

刮下HUVECs，经离心处理取上清备用。按说明书进

行 BCA 蛋白浓度测定，将上清行蛋白变性并电泳转

膜。一抗 claudin 1为 1∶500，occludin为 1∶800，4℃

过夜后加入相应二抗孵育 1 h，扫膜使用化学发光法。

采用Alphaview SA软件分析，使用β-actin为内参。

1.3 统计学方法 应用 Stata15.1 软件对实验结

果得到的全部数据进行统计分析，计量资料以均数±

标准差(x-±s)表示，成组资料平均水平比较采用单因素

方差分析(ANOVA)，并用Bonferroni统计方法进行组

间两两比较，均以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 LPS 激活的小胶质细胞释放

TNF-α含量比较 LPS 激活小胶质细胞 24 h 后，按

ELISA 试剂盒的说明方法测定TNF-α的浓度，结果显

示，四组间的TNF-α含量比较差异有统计学意义(P<

0.05)。小胶质细胞被激活后，可产生 TNF-α，并随

LPS的剂量增大而递增，分别与对照组比较，差异均有

统计学意义(P<0.05)，见表1。

2.2 小胶质细胞对 HUVECs 的 claudin 1 表达的

影响 对三组共培养模式的 HUVECs 进行细胞免疫

荧光染色，结果显示：claudin 1在A组和B组主要集中

在相邻细胞的边界，呈线状分布，连续性佳；C 组的

claudin 1的表达减弱，部分区域连续性中断(图1)。

2.3 HUVECs 的 claudin 1 和 occludin 的表达情

况 HUVECs的claudin 1和occludin的蛋白量用West-

ern blot方法检测，并用β-actin对蛋白表达值进行内参

校正。claudin 1的相对蛋白表达在细胞共培养体系A

组、B组和C组三组之间不全相同(图2、表2)，差异有统

计学意义(F=66.90，P<0.05)，三组间两两比较，claudin 1

的蛋白表达在 A 组和 B 组间差异无统计学意义(P>

0.05)，C组分别与A组和B组两两比较，差异均有统计

学意义(P<0.05)。三组间occludin蛋白的表达也不全相

同(图3、表3），差异有统计学意义(F=80.35，P<0.05)，三

组间两两比较差异亦均有统计学意义(P<0.05)。

3 讨论

在视网膜的生理和病理过程中，紧密连接及其所

形成的屏障功能起着非常重要的调节作用，可以说视

网膜的功能状态是否稳定与屏障功能密切相关。紧

密连接是通过多种相关蛋白之间的相互作用来维持

其稳定性的，其中 claudins和occludin均是紧密连接中

非常重要的组成成分，是形成屏障的物质基础。紧密

连接作为一种蛋白复合体，其与肌动蛋白细胞骨架进

行连接时是通过闭锁小带蛋白ZO来完成。目前研究

表1 不同浓度LPS激活的小胶质细胞释放 TNF-α含量比较(x-±s)
组别

对照组

10 ng/mL LPS组

100 ng/mL LPS组

1 000 ng/mL LPS组

F值

P值

例数

4

4

4

4

TNF-α (pg/mL)

16.36±3.90

378.46±11.46a

507.11±11.20a

754.55±53.43a

484.43

0.000

注：分别与对照组比较，aP<0.05。

图1 三组HUVECs细胞免疫荧光染色（×200）
注：三组HUVECs免疫荧光染色显示，A组和B组 claudin 1集中在相邻

细胞边界，连续呈线状，C组的claudin 1表达减弱，连续性部分中断。

表2 claudin 1在各组HUVECs中的表达情况(x-±s)

组别

A组

B组

C组

F值

P值

claudin 1蛋白相对表达量

0.233±0.010

0.244±0.010

0.171±0.001a

66.90

0.000 1

注：C组分别与A组和B组比较，aP<0.05。

图2 各组HUVECs的claudin 1蛋白表达的Western Blot结果图

表3 occludin在各组HUVECs中的表达情况(x-±s)
组别

A 组

B组

C 组

F值

P值

occludin蛋白相对表达量

0.474±0.045a

0.323±0.029a

0.139±0.017a

80.35

0.000

注：三组间两两比较，aP<0.05。

图3 各组HUVECs的occludin蛋白表达的Western Blot结果图
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认为，有两种主要原因会对紧密连接(TJ)蛋白造成破

坏：一种是TJ蛋白本身的破坏，另一种是TJ蛋白在细

胞之间收缩的作用下遭到破坏[8]。TJ蛋白的破坏是经

细胞旁途径增加细胞通透性的重要因素。有证据显

示，糖尿病患者的血-视网膜屏障会受到破坏[9-10]，糖尿

病视网膜病变早期的血管病变有内层血视网膜屏障受

损、周细胞丢失等。同时还有学者研究发现，糖尿病视

网膜病变和小胶质细胞之间也有着密切关系[3-6，11-13]，但

尚不知小胶质细胞和BRB之间是否存在必然联系。

前期研究主要是对起着分子支架作用的ZO-1是

否受小胶质细胞的影响做了初步探讨，发现LPS激活

的小胶质细胞可以影响ZO-1的表达[7]，本研究继续用

Transwell 建立小胶质细胞和 HUVECs 体外的共培养

体系，将紧密连接的重要成分 occludin和 claudin 1作

为研究对象，从而了解小胶质细胞对屏障构成的最重

要的物质基础—紧密连接的影响是否具有普遍性。

通过细胞免疫荧光染色发现，和活化的小胶质细胞共

培养的C组HUVECs的claudin 1的表达较A组和B组

减弱，A组和B组中的 claudin 1在相邻细胞间呈线状

表达，在C组却有部分区域连续性中断；同时，Western

blot亦显示C组的 claudin 1和occludin的表达下调，说

明活化的小胶质细胞可通过紧密连接 claudin 1 和

occludin表达的下调影响内层血视网膜屏障，和既往

研究的小胶质细胞对ZO-1的影响类似，说明小胶质

细胞在视网膜微血管病变的病理过程中发挥着不可

忽视的作用。

很多研究都证明了多种眼科疾病和小胶质细胞

有着或多或少的联系，但至今仍然没有详尽的研究数

据能够对小胶质细胞和眼血管性疾病之间的关系进

行充分的说明。BRB可将视网膜的血管和其他组织

成分分开，因此视网膜曾被认为是免疫豁免器官，但

随着科学研究不断地深入，人们发现当BRB受损时，

小胶质细胞可以迁移，通过抗原递呈、细胞因子的分

泌等方式进行免疫调节。对于视网膜来说，小胶质细

胞具有相当重要的诱导炎症的作用，在各种各样的视

网膜病变中，小胶质细胞几乎都保持着激活状态且可

以发生迁移，释放多种因子，如TNF-α和 IL-1β等。李

静文等[14]研究发现糖尿病大鼠无论在视网膜还是在血

清中，TNF-α含量均增高，视网膜中ZO-1、claudin 5和

occludin的表达则降低，同时伊文思兰在糖尿病大鼠

视网膜渗透量增高，而抑制 TNF-α，则可上调 ZO-1、

claudin 5 和 occludin 的蛋白表达。小胶质细胞释放

TNF-α 是其处于活化状态的表现之一。本研究中，活

化的小胶质细胞可以产生 TNF-α，即LPS在10 ng/mL、

100 ng/mL 和 1 000 ng/mL 时均可诱导小胶质细胞产

生 TNF-α，且随剂量递增。TNF-α和血管内皮生长因

子的水平具有相关性。小胶质细胞的活化可使血管

内皮生长因子的蛋白表达上调，ZO-1表达下调[7]。那

么，消除小胶质细胞活化的因素或者说抑制小胶质细

胞的活性是否可以终止血视网膜屏障的损伤？炎性

介质究竟是通过什么途径来影响细胞间的TJ？目前

研究比较多的信号转导途径级联有环磷酸腺苷、蛋白

激酶C、促分裂素原活化蛋白激酶等，但各信号通路之

间相互交叉影响，错综复杂，无法用某一独立因素来

解释[8]。未来需要更多的实验研究来探讨小胶质细胞

和血视网膜屏障之间的关键作用靶点，以期寻找治疗

视网膜血管性疾病的新途径新方法。
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