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［摘要］　血脑屏障（BBB）是中枢神经血管单元的重要结构，通过紧密连接及转运蛋白阻止神经毒性物质与病

原体入侵，维护中枢神经系统内环境稳定。相较于体外模型，理想的动物模型可更好地模拟 BBB 生理机制，在血流

动力学、屏障完整性、信号转导和物质交换等研究中起重要作用。在 BBB 动物模型评价方法的研究中，减少创伤、

动态评估成为评价方法的重要需求；BBB 动物模型的构建由经典模型动物（果蝇、非人灵长类动物）转变为转基因、

人源化动物（斑马鱼、小鼠），说明在新技术发展下，与人类蛋白表达相近、适合高通量筛选的 BBB 动物模型是该

领域的主流发展趋势。
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［ Abstract ］ Blood-brain barrier (BBB) is an important structure of the neurovascular unit, and it can prevent 
the invasion of neurotoxic substances and pathogens through tight junctions and transporting proteins, maintaining the 
stability of the environment in the central nervous system. Compared with the BBB models in vitro, the ideal animal models 
can better simulate the physiological mechanism of BBB and play an important role in studying hemodynamics, barrier 
integrity, signal transduction, material exchange and so on. Reducing trauma and dynamic evaluation have become important 
needs in evaluating BBB models. The BBB model animals have changed from classical model animals (fruit flies and  
non-human primates) to transgenic and humanized animals (zebrafish and mice). With the development of new technology, 
BBB animal models with humanized protein expression and high-throughput screening are becoming the mainstream trend in 
this field.
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血 脑 屏 障（blood-brain barrier，BBB） 是 中

枢神经血管单元（neurovascular unit，NVU）的重

要组成部分，由脑微血管内皮细胞、紧密连接蛋

白、周细胞、神经胶质细胞和基底膜共同构成［1］。 
BBB 对 维 持 中 枢 神 经 系 统（central nervous 
system，CNS）内环境稳态起重要作用［2］。BBB

的特殊结构可阻止有害物质进入 CNS，但同时也

导致大多数药物无法穿透 BBB 而影响对 CNS 疾病

的治疗。因此，研究 BBB 生理及病理功能十分重

要。虽然已有多种体外模型用于 BBB 结构及机制

研究，但这些体外模型均难以模仿 NVU 内复杂的

分子转运及细胞间相互作用机制［3-5］。BBB 动物模
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型具有生理近似性，可更加准确地模拟人类 BBB
的生理结构及功能。理想的动物模型不仅可以研究

BBB的外排机制、物质交换功能及信号转导功能，

还可用于筛选治疗 CNS 疾病的新型药物，预测其

在人体中的作用效果。近年来，随着基因敲除和动

物模型人源化技术的迅速发展，利用动物模型进行

研究并在此基础上预测人类 BBB 作用机制的想法

得以实现。本文就 BBB 动物模型的研究进展进行

综述，主要介绍模型的评价方法及常用模型的特点

及其应用。

1 BBB动物模型的评价方法

1.1 伊文思蓝渗透法 BBB可调控血浆中各种溶质

的通透性，当溶质分子量大于 450 时便难以穿过［6］。

伊文思蓝作为一种生物染料，理化性质稳定，分子

量为 961，易与血浆中的白蛋白结合为高分子量

（69 000）蛋白示踪剂，极难透过正常生理状态下

的 BBB［7］。因此，检测一定时间内伊文思蓝渗入

脑组织的剂量，可作为 BBB 完整性的评价指标，

研究中常使用该方法检测 BBB 完整性及紧密连接

蛋白分布［8］。伊文思蓝渗透法操作便捷、准确、

安全且性价比高，可通过测定匀浆组织的光密度或

显微镜观察染色切片 2 种方式来评定染料渗透结 
果［9］。但该方法仅能检测 BBB 的总体完整性，无

法反映某种蛋白缺失对通透性的具体影响。

1.2 免疫荧光成像法 免疫荧光技术是利用抗原

抗体结合原理，在已知抗体上连接荧光分子，使抗

体作为探针与组织内对应抗原结合后，应用显微镜

观察荧光分布。免疫荧光成像可以检测特定蛋白，

直观反映静态 BBB 的完整性［10］。采用动物 BBB 离

体毛细血管进行蛋白荧光定量显微图像分析，可动

态显示 BBB 对特定化合物的吸收和转运过程［11］。

然而，免疫荧光技术易发生非特异性染色，难以客

观评价结果，技术程序也较为复杂，限制了其在实

验研究中的应用。

1.3 脑微透析法 脑微透析是一种有创脑化学采

样技术，具有较高的时间与空间分辨率，现多采用

微透析探针 -液相二级质谱仪耦合系统进行高精度

分析，可动态监控 BBB 对特定分子的转运情况［12］。

脑微透析探针尖端通道可进行采样，外部的半透析

膜用于物质交换，不同孔径的探针可以限定采集物

质的分子量大小，在探针出口端直接取样分析。该

技术广泛应用于 BBB 动物模型药代动力学研究，

如监测脑肿瘤药物递送情况、脑损伤后神经毒性物

质变化水平等［13-14］。但脑微透析技术易受多种因

素影响（包括透析膜的面积、回收率、截留分子

量、脑血流灌流速度、探头放置位置和大脑损伤程

度等）［15］，且实验操作复杂、价格昂贵，限制了

该技术的进一步应用。

1.4 无创成像分析法 MRI、PET-CT及单光子发射

计算机断层扫描（single-photon emission computed 
tomography，SPECT）均可通过无创手段监测 BBB
完整性，用以研究脑血流动力学、脑摄取动力学和

脑外排机制［16］。这 3 种技术都能做到对 BBB 功能

的无创动态评估，可使用无创方法对 BBB 的结构

和功能进行分析。MRI 技术具有较高的图像分辨

精度，对结构测量准确；PET-CT 及 SPECT 技术则

具有较高的图像分辨率，对结构动态变化敏感。但

这 3 种无创成像分析法都存在价格昂贵、操作复杂

等问题。此外，PET-CT 及 SPECT 存在示踪剂分解

干扰现象，无法对 BBB 进行长效研究，而 MRI 成
像时间长，较难进行 BBB 实时动态观察，这些因素

限制了无创成像技术的推广应用。

2 常用BBB动物模型

开发 BBB 动物模型是为了研究人类 BBB 的生

理和病理变化，为临床治疗和药物开发提供经验。

因此，理想的 BBB 动物模型生理结构及蛋白表达

应与人类近似，且适用于现有评价方法。此外，用

于药物筛选开发的模型还应具有易于繁殖、性价比

高的特点。本文按照与人类亲缘关系的远近，介绍

几种广泛应用的 BBB 动物模型。

2.1 果蝇模型 在果蝇动物模型中，其脑 -血淋巴

屏障是由鞘内神经胶质细胞、副鞘内神经胶质细

胞、神经板脂肪体层共同构成［17］。果蝇的基因组

较小，基因操作技术简单成熟，突变体易于成活，

实验中常使用引导编辑技术研究特定基因在 BBB
中的作用［18］；果蝇的繁殖周期短，培养成本低，

可多代育种，适合进行 CNS 药物开发的高通量实

验［19］。然而，果蝇与哺乳动物属于不同的门类，

BBB 生理功能及药代动力学都与人类存在差异，实

验结果类推至临床存在较大困难，限制了该模型的

进一步应用。

2.2 斑马鱼模型 斑马鱼 BBB 结构与人类有许多
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相似之处，由紧密连接的内皮细胞及周细胞构成。

现已开发出终生透明的斑马鱼品系，便于观测动态

发育变化，可用于体内复杂系统的直视研究［20］。

此外，斑马鱼易于培育繁殖，适用于高通量检测实

验。因此，幼年及成年斑马鱼被广泛应用于 CNS 研

究，并针对脑部疾病开发了多种 BBB 模型，可分类

为野生型斑马鱼模型、转基因斑马鱼模型、人源化

斑马鱼模型。

2.2.1 野生型斑马鱼模型 野生型斑马鱼幼鱼在发

育的前 14 d 通体透明，仅有少量色素表达，可通过

光学手段观察体内 BBB 变化。野生型斑马鱼可大

量繁殖后代，其幼鱼长度约几毫米，可在每孔体积

约 100 μL 的 96 孔板内存活，适合进行高通量化合

物筛选。有研究表明，斑马鱼拥有与哺乳动物相似

的 BBB 结构及神经递质调控机制［21］。因此，通过

斑马鱼筛选获得的结果有很大潜力向临床转化。然

而，目前对于斑马鱼 BBB 转运蛋白的研究并不充

分。虽然斑马鱼 BBB 中存在许多人类转运蛋白同

源物，但其具体功能尚不明确［22］。

2.2.2 转基因斑马鱼模型 转基因斑马鱼常用于构

建 CNS 肿瘤 BBB 模型，研究各种 CNS 肿瘤发生、

发展过程中的 BBB 特定变化，并通过模型进行高

通量筛选，开发新的抗肿瘤疗法。通过化学物质诱

变或基因操作，以转基因斑马鱼为基础构建的模

型可以用于模拟基因突变造成的原发性 CNS 肿瘤

BBB［23］。此外，通过干扰特定基因，可在斑马鱼

中构建癫痫、焦虑症、阿尔茨海默病等多种 CNS
病变，并通过高通量实验筛选有效药物［24-25］，有助

于药物研发。

2.2.3 人源化斑马鱼模型 人源化动物模型携带有

可表达人类功能的基因、细胞、组织、器官或免疫

系统，适用于生物学研究及临床治疗药物开发。构

建人源化肿瘤细胞脑转移模型的前提是癌细胞成功

定位并穿过 BBB，但人类肿瘤细胞异种移植后难以

追踪，植入后不易定位至脑部，且内环境变化可导

致细胞无法穿过 BBB。这些问题使得脑转移模型在

大多数动物中难以构建。通过在斑马鱼中植入肿瘤

细胞建立的人源化斑马鱼模型可一定程度上解决上

述问题，无论采取皮下注射还是循环系统输注，都

可以做到单细胞分辨率下动态观察肿瘤细胞生长进

展。研究发现人源化斑马鱼巨噬细胞可通过细胞物

质传递，增加人类黑色素瘤细胞的运动和传播［26］。

另一项研究显示，输注人类嗜脑性肿瘤细胞后，肿

瘤细胞在人源化斑马鱼中存在脑靶向性，提示人源

化斑马鱼体内环境具有影响病变发展的特性，可引

导嗜脑性肿瘤细胞向 BBB 的增殖、运动、定位、

停滞或凋亡［27］。移植肿瘤细胞的人源化斑马鱼模

型为肿瘤疾病脑转移的发病机制和临床治疗提供了

有效的研究平台。

2.3 小鼠模型 小鼠模型常用于研究 BBB 通透性

及分子转运功能。小鼠亲缘关系与人类更近，闭合

循环系统与人类相似，可提供多种药物输注途径；

小鼠 BBB 转运蛋白表达量高，可模拟人类复杂的

BBB 分子转运机制。

2.3.1 野生型小鼠模型 野生型小鼠 BBB 与人类

结构相似，由脑微血管内皮细胞、神经胶质细胞、

周细胞、神经末梢构成，可用于模拟人类 BBB 生

理结构及转运功能，进行 CNS 药物转运及 BBB 促

炎 -抗炎机制研究［28-29］。但是，野生型小鼠模型在

血管周径［30］、信号转导［31］、免疫活化［32］、受体

表达及底物代谢［33］方面与人类存在较大差异，这

为实验结果临床化造成了阻碍。因此，了解人类与

啮齿类动物间的遗传、分子、免疫差异，构建精确

模拟人类 BBB 的小鼠模型十分重要。

2.3.2 转基因小鼠模型 哺乳动物 BBB 大量表达

药物转运蛋白，将小分子底物泵回血液，导致 CNS
内环境无法达到治疗浓度。转基因小鼠模型可研究

BBB 蛋白在限制药物脑渗透方面的作用，评估小分

子的 BBB 通透性。Kikuchi 等［34］利用聚合酶 δ 相互

作用蛋白基因杂合小鼠证明该种蛋白缺失可减轻脂

多糖造成的 BBB 损伤。Robey 等［35］对基因缺陷小

鼠的研究发现，同时抑制 ATP 结合盒亚家族 B 成员 
1 及 ATP 结合盒亚家族 G 成员 2 转运蛋白才能明显

改善 CNS 治疗药物效果，证明转运蛋白在多重靶向

疗法中具有协同作用。由此可见，转基因小鼠模型

的应用研究可为现有CNS治疗方案提供新的思路。

不过，现有检测方法均无法准确测定大分子的 BBB
通透性。大分子半衰期长、转运慢，不适用于抗体

检测（抗体无法透过 BBB）、无创成像（血液中

存在大量未清除分子）及脑微透析技术（半透膜无

法单独滤过大分子），目前转基因小鼠模型难以对

BBB 的生物大分子转运进行评估。

2.3.3 人源化小鼠模型 野生型和转基因型小鼠

与人类间存在的种间差异造成了靶向受体、转运蛋
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白、细胞分布模式和BBB 转运蛋白丰富度差异［36］， 
这对小鼠模型的实验结果整合并外推至临床造成

了影响。通过人源化操作在小鼠体内整合人类蛋

白或免疫系统，构建人源化小鼠模型有助于解决

上述问题［37］。Main 等［38］使用人源化载脂蛋白 E4
（apolipoprotein E4，APOE4）小鼠对创伤性脑损伤

进行研究，确认 APOE4 蛋白参与 BBB 修复过程。

人源化小鼠模型可鉴定并分析BBB主动转运蛋白，

研究人类的BBB免疫反应及药物动力学代谢变化，

减少动物实验与临床间的预测差异，从而提供具有

成本效益的临床前平台。但也有文献报道，一些人

源化小鼠模型存在人源化蛋白表达量减少、功能降

低及鼠源表达物无法完全抑制等问题［39］。

转基因和人源化小鼠可以减少动物模型与人

类的差异，但也使模型的应用成本高昂且更具挑

战性，难以用于高通量分析。因此，开发成本更低

廉、人源化程度更高的模型是完善小鼠 BBB 动物

模型的主要任务。

2.4 非人灵长类动物模型 灵长类动物与人类在

进化关系上最为接近，其生理结构和基因序列具有

高度相似性。非人灵长类动物 BBB 由内皮细胞、

周细胞、星形胶质细胞和基底膜构成；相邻内皮细

胞之间存在紧密连接，并在内皮细胞表面极化表达

不同的转运蛋白［40］。这为非人灵长类动物模型模

拟人类 BBB 生理和病理机制提供了有利条件。

由于非人灵长类动物与人类的相似性，许多

嗜神经病原体以人畜共患病的方式感染非人灵长

类动物，发病过程的 BBB 生理病理变化与人类相

似［41］。猕猴常用于构建乙型脑炎、脊髓灰质炎和

朊病毒等 CNS 疾病的病理模型，研究病原体通过

BBB 侵犯 CNS 机制。Obregon-Perko 等［42］使用幼

猕猴研究 HIV 感染造成的儿童 CNS 受损，发现该

模型可较好地模拟 HIV 穿过 BBB 侵犯 CNS 的发病

过程。Samiotaki 等［43］应用恒河猴模型研究聚焦超

声对 BBB 通透性的影响，认为聚焦超声可诱导人

类 BBB 开放，为 CNS 疾病治疗提供新的策略。应

用非人灵长类动物 BBB 模型开展生理变化及发病

机制研究，可用于改进诊断及治疗方法，并开发新

型药物。不过，使用非人灵长类动物模型研究受到

成本高昂、难以大规模实验、饲养条件苛刻及伦理

问题约束等限制，这些因素阻碍了非人灵长类动物

模型的推广与发展。

3 小 结

CNS 对人类生命活动至关重要。BBB 作为人

类神经系统的重要组成部分，能够阻止神经毒性物

质进入并维持内环境稳定，从而保证 CNS 发挥正

常生理功能。然而，治疗 CNS 疾病时 BBB 的屏障

功能成为 CNS 内环境药物输送的最大阻碍。这对

建立合适的 BBB 模型以研究其生理病理机制提出

了迫切要求。

体外模型难以研究复杂的 CNS 内环境，相较之

下，动物模型可在血流动力学、屏障完整性、蛋白

表达、分子转运、免疫转导和物质交换等方面模拟

人类 BBB 功能。利用 BBB 动物模型可研究 CNS 生

理功能及疾病发生机制，改进诊断和治疗方法，为

新型 CNS 治疗药物提供实验平台。过去主要通过

非人灵长类动物模型研究 BBB，不过因其饲养成本

昂贵，存在伦理问题约束，现已较少应用。果蝇模

型易于繁殖，可进行高通量筛选实验，但与人类生

理机制差异大，现已被转基因及人源化斑马鱼模型

取代。小鼠模型在 BBB 研究中应用广泛，其与人类

相似的生理结构常用于研究 BBB 发病机制及药物

转运功能。然而，BBB 动物模型与人类存在基因表

达与生理结构差异，导致实验结果与临床应用存在

偏差，因此需要通过构建转基因及人源化 BBB 动物

模型以获得更准确的预测结果。今后，构建与人类

BBB 生理功能及基因表达相近、可进行 CNS 药物

开发实验、适合药物高通量筛选的转基因或人源化

BBB 动物模型将是该领域的发展方向。
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