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Col003对大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑屏障的保护作用

谢育良，周克剑，邓梦雨，谢晓云，梁婷婷，李浩英，刘竞丽

（广西医科大学第一附属医院神经内科，南宁    530021）

摘要    目的：探讨热休克蛋白 47 （HSP47）抑制剂Col003对大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑屏障（BBB）的保护作用及其可能机

制。方法：将大鼠随机分成假手术组、模型组、丁苯酞组、Col003组，采用线栓法构建大鼠大脑中动脉栓塞（MCAO）模型模拟

脑缺血再灌注损伤，拔除线栓后丁苯酞组大鼠经腹腔注射丁苯酞（5 mg/kg），Col003组大鼠经尾静脉注射Col003（50 μmol/L），

两种药物的给药频次和持续时间均为每天 1次，连续 3 d，假手术组仅分离颈总动脉。采用蛋白免疫印迹法（western blotting）

检测HSP47在大鼠脑缺血再灌注损伤后脑组织中的表达水平。通过TTC染色、神经运动功能评分、伊文思蓝渗透性实验评估

大鼠脑功能障碍及BBB的损伤程度。通过western blotting检测大鼠脑组织中紧密连接蛋白（ZO-1、Occludin、Claudin5）以及间

充质标志蛋白（a-SMA、Collagen I）的表达来观察Col003对大鼠脑缺血再灌注诱导的内皮—间质转化（EndMT）的影响，以进一

步探讨Col003影响大鼠脑缺血再灌注后BBB损伤的可能机制。结果：在大鼠脑缺血再灌注后24 h、72 h，HSP47在脑组织中的

表达水平均显著高于假手术组（P＜0.000 1）。与模型组比较，丁苯酞组和Col003组MCAO大鼠的神经功能评分（P＜0.05）和

运动功能评分（P＜0.01）均得到显著改善，脑梗死面积均显著减小（P＜0.000 1），伊文思蓝渗透性均显著降低（P＜0.000 1）。

与模型组比较，Col003组大鼠脑组织中紧密连接蛋白的表达显著增高（P＜0.01），间充质标志蛋白的表达显著降低（均 P＜

0.01）。结论：Col003 可改善脑缺血再灌注后 BBB 的损伤，具有保护 BBB 的作用，其对 BBB 的保护作用可能是通过抑制

EndMT实现。
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Protective effect of Col003 on the blood-brain barrier after cerebral ischemia-reperfusion in⁃
jury in rats
XIE Yuliang, ZHOU Kejian, DENG Mengyu, XIE Xiaoyun, LIANG Tingting, LI Haoying, LIU Jingli. (Depart‐

ment of Neurology, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, China)

Abstract    Objective: To investigate the protective effect of Col003, an inhibitor of heat shock protein 47 

(HSP47) on the blood-brain barrier (BBB) after cerebral ischemia-reperfusion injury in rats and its possible 

mechanism. Methods: The rats were randomly divided into sham group, model group, butylphthalide group, and 

Col003 group. The middle cerebral artery occlusion (MCAO) model in rats was constructed using the suture oc‐

clusion method to simulate cerebral ischemia-reperfusion injury. After removing the suture, the rats in the bu‐

tylphthalide group were intraperitoneally injected with butylphthalide (5 mg/kg). The rats in the Col003 group 

were injected with Col003 (50 μmol/L) through the tail vein, and the frequency and duration of administration of 

both drugs were once a day for 3 consecutive days. In the sham group, only the common carotid artery was iso‐

lated. Western blotting was used to detect the expression level of HSP47 in the brain tissues of rats after cerebral 

ischemia-reperfusion injury. The degree of brain dysfunction and BBB damage was assessed using TTC staining, 

neurological motor function scores, and Evans blue permeability assays. The effects of Col003 on endothelial-

mesenchymal transformation (EndMT) induced by cerebral ischemia-reperfusion in rats were evaluated by detect‐

ing the expression of tight junction proteins (ZO-1, Occludin, Claudin5) and mesenchymal marker proteins         
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(α -SMA, Collagen I) in rat brain tissues by using western blotting, so as to further explore the possible mecha‐

nism of Col003 affecting BBB injury after cerebral ischemia-reperfusion in rats. Results: At 24 h and 72 h after 

cerebral ischemia-reperfusion, the expression level of HSP47 in the brain tissue of rats was significantly higher 

than that in the sham group (P＜0.0001). Compared with the model group, the neurological function scores (P＜

0.05) and motor function scores (P＜0.01) of MCAO rats in butylphthalide group and Col003 group were signifi‐

cantly improved, the cerebral infarction area was significantly reduced (P＜0.0001), and the Evans blue perme‐

ability was significantly decreased (P＜0.0001). Compared with the model group, the expression of tight junction 

protein in the brain tissue of Col003 group was significantly increased (P＜0.01), and the expression of mesen‐

chymal marker protein was significantly decreased (all P＜0.01). Conclusion: Col003 can improve BBB injury 

after cerebral ischemia-reperfusion, and has a protective effect on BBB. Its protective effect on BBB may be 

achieved by inhibiting EndMT.

Keywords    heat shock protein 47; Col003; ischemic stroke; ischemia-reperfusion injury; blood-brain barrier; 

endothelial-mesenchymal transition

缺血性脑卒中是全球范围内导致死亡和残疾的

主要疾病之一，但其治疗和干预措施却十分有限[1]。

血脑屏障（blood-brain barrier, BBB）损伤是急性缺

血性卒中的主要病理改变，内皮细胞作为BBB的核

心构成，其功能障碍后紧密连接蛋白的破坏是导致

卒中后BBB通透性增高的关键因素，恢复内皮细胞

功能是减轻缺血性卒中后BBB损伤的一项有效策

略[2]。缺血、缺氧、炎症等刺激对内皮细胞具有“重

塑性”，此时内皮细胞丧失了原有的功能（如细胞间

紧密连接的丢失）而获得间质细胞的特性（如 a-

SMA表达及胶原合成增多），即发生了内皮—间质

转化（endothelial mesenchymal transition, EndMT）[3]。

在缺血性卒中等疾病的动物模型中，研究者发现，

阻断EndMT可以恢复内皮细胞功能，上调紧密连接

蛋白的表达，降低 BBB 通透性，改善疾病的临床

预后[4-5]。

热休克蛋白 47 （heat shock protein 47, HSP47）

是一种参与胶原成熟的伴侣蛋白[6]，在器官的缺血

再灌注后内皮损伤导致的EndMT扮演着重要的角

色[7-8]。在大鼠中，脑缺血后 2 h、4 h、8 h、16 h、24 h

和 48 h，大脑皮层中的 HSP47 mRNA 表达上调，提

示 HSP47 与脑缺血存在着密切联系[9]，HSP47 可能

同样参与了脑缺血再灌注损伤诱导的 EndMT。

Col003是HSP47的特异性抑制剂，可以通过竞争性

结合HSP47上的胶原结合位点，有效抑制HSP47与

胶原的相互作用[10]。本课题组先前的研究表明， 

Col003可以抑制胶原诱导的血小板聚集，减轻大脑

中动脉栓塞（MCAO）模型大鼠的脑缺血再灌注损

伤[11]，具有神经保护的作用。然而，Col003对于脑缺

血再灌注损伤后BBB的作用仍未明确。结合文献

及前期研究，推测 Col003 可能通过抑制 EndMT 改

善脑缺血再灌注后BBB的损伤。本研究通过构建

大鼠MCAO模型，探讨HSP47在脑缺血再灌注后的

表达量变化及其抑制剂 Col003对脑缺血再灌注后

BBB 及 EndMT 的影响，旨在探讨 Col003 在保护缺

血性卒中后BBB的作用。

1   材料与方法

1.1    药品与实验试剂

HSP47 抑制剂 Col003（MedChem Express，美

国）；丁苯酞（石药集团恩必普药业有限公司，中

国）；2 %TTC染色液（北京索莱宝科技有限公司，中

国）；伊文思蓝、三氯乙酸（上海阿拉丁生化科技股

份有限公司，中国）；一抗：鼠抗 HSP47（Novus Bio‐

logicals, 美国）、兔抗 ZO-1（Proteintech，中国）、兔抗

Occludin（Cell Signaling Technology，美国）、兔抗

Claudin5（Novus Biologicals，美国）、兔抗 a-SMA

（Signalway Antibody，美国）、Collagen Ⅰ（Affinity 

Biosciences，中国）、鼠抗 β-Tubulin（Abmart，中国）；

二抗：山羊抗兔 IgG HRP、山羊抗小鼠 IgG HRP（Sig‐

nalway Antibody，美国）。

1.2    实验动物及分组

健康的雄性SD大鼠，SPF级别，体重250～270 g，

购自广西医科大学实验动物中心，严格按照 SPF 级

实验室的各项操作规程和饲养方法，分笼饲养，每
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笼 3～5 只，饲养环境安静、12 h的明暗循环。室内

湿度控制在 55%～65%，温度保持在 22～24 ℃。将

大鼠随机分成假手术组、模型组、丁苯酞组、Col003

组，每组 4只。假手术组仅分离颈总动脉，模型组在

插入线栓堵塞大脑中动脉 2 h后拔除线栓，丁苯酞

组于造模成功拔除线栓后经腹腔注射丁苯酞       

（5 mg/kg），Col003组于造模成功拔除线栓后经尾静

脉注射Col003（50 μmol/L），两种药物的给药频次和

持续时间均为每天 1次，连续 3 d。本实验研究均符

合 广 西医科大学实验动物伦理委员会的要求

（No.202304005）。

1.3    大鼠MCAO模型的建立

参照文献[12]，采用线栓法制备大鼠大脑MCAO

模型：大鼠麻醉后取仰卧位，沿颈部正中切开，分离

并结扎颈外动脉（ECA），将线栓通过颈总动脉插入

颈内动脉，阻断大脑中动脉（MCA）的起始部，插入

线栓长度18～22 mm，固定线栓尾部，缝合皮肤。大

鼠脑缺血 2 h后拔出线栓。假手术组仅分离出颈部

血管。待大鼠完全清醒时采用Longa 5分制法进行

神经功能缺失体征评分，剔除造模后评分为 0分和  

4 分的大鼠，评分 1～3 分且存活 24 h 的大鼠为

MCAO模型成功大鼠。假手术组仅分离颈动脉。

1.4    大鼠神经运动功能测试

在成功建立MCAO模型后的第 3天，参照文献

[13-14]对各组大鼠的神经和运动功能进行评估。

神经功能评分方法（采用 Bederson test）：抓住尾部

提起大鼠至一定高度，或者将大鼠放置于地面上，

观察其反应，具体评分标准：0分表示提起尾部后大

鼠前爪伸直且无神经功能缺损；1分表示提起尾部

后大鼠脑部病变对侧上肢的腕、肘关节屈曲，肩关

节内收屈曲；2分表示在 1分基础上，向病灶侧推阻

力下降，但无转圈现象；3分表示大鼠在地面上活动

时会向病灶侧转圈。运动功能评分方法（采用Grip 

test）：选取一根长度 50 cm、直径 3 cm的麻绳，麻绳

两端固定并拉直，高于地面约 40 cm。将大鼠放置

在绳上并观察其运动表现，评分标准：0分表示大鼠

无法抓住麻绳并掉落；1分表示大鼠可用两只前爪

抓住麻绳；2分表示大鼠能够用两只前爪抓住麻绳

并试图往上爬；3分表示大鼠用两只前爪和一只或

两只后爪抓住麻绳；4分表示大鼠前爪、后爪抓住麻

绳，同时尾巴缠绕住麻绳；5分表示大鼠成功通过麻

绳从一端逃脱到另一端。

1.5     TTC染色及脑梗死面积测量

末次给药结束 24 h 后，处死大鼠，快速分离大

脑，切成 6个 2 mm厚的冠状面。立即在 37 ℃下将

大脑切片浸入 2% TTC染色液中孵育 20 min。随后

拍摄切片，并使用 Image J软件计算各组大鼠脑组织

的梗死面积，结果以脑梗死面积占总大脑半球面积

的百分比来表示。

1.6    伊文思蓝渗透性实验测定BBB通透性 

取材前 2～6 h，经尾静脉向大鼠体内注射 2%

伊文思蓝染料，剂量为 4 mL/kg，待染料充分经体循

环后可见大鼠皮肤黏膜呈现蓝色，麻醉大鼠，剪开

胸腔，经心脏灌入 PBS，确认灌流成功后断头取脑，

先将大脑切成 6个 2 mm厚的冠状面并进行拍摄，接

着分出左右半球，称重后放置于研磨管中，加入

50%三氯乙酸溶液，充分研磨后放置于预冷好的离

心机中，设置条件为 4 ℃，12 000 r/min离心 20 min，

取上清液，制作标准曲线，测量每组样本在 632 nm

处的吸光度（OD）值，代入标准曲线换算出伊文思蓝

的含量，并进行比较。

1.7    蛋白免疫印迹法（western blotting）检测大鼠脑

组织中紧密连接蛋白和间充质标志蛋白的表达量 

每组样本取 50 mg大鼠脑组织，加入含蛋白酶

抑制剂的高效裂解液，充分匀浆后置于冰上裂解  

30 min，加入蛋白上样缓冲液，100 ℃加热 10 min使

蛋白变性。取适量蛋白样品在聚丙烯酰胺凝胶上

进行电泳，并转印到 PVDF膜上。使用快速封闭液

室温封闭 15 min后，用TBST溶液洗涤 3次，将膜放

入含有ZO-1（1 ∶ 1 000）、Occludin（1 ∶ 1 000）、Claudin5

（1 ∶ 1 000）、α-SMA（1 ∶ 1 000）、Collagen I（1 ∶ 1 000）

和 β-Tubulin（1 ∶ 20 000）的一抗稀释液中 4 ℃孵育

过夜，TBST 溶液洗涤 3 次后，加入二抗稀释液       

（1 ∶ 10 000）室温孵育 1 h，经 TBST洗涤 3次后进行

扫膜，获取条带成像，Image J 软件对条带进行半定

量分析。

1.8    统计学方法 

采用 GraphPad Prism 9.0对所有数据进行统计

分析。计量资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采

用 Tukey多重比较检验， 以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。
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2   结   果

2.1    HSP47在大鼠脑缺血再灌注后 24 h、72 h脑组

织中的表达水平

模型组HSP47在大鼠脑缺血再灌注后24 h、72 h

的表达水平显著高于假手术组（P＜0.000 1），见图 1。

2.2    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠神经运动

功能及脑梗死面积的作用

与模型组的大鼠比较， 丁苯酞组和Col003组大

鼠脑梗死面积显著减小（P＜0.000 1），神经功能和

运动功能都得到了显著改善（神经功能评分，P＜

0.05；运动功能评分，P＜0.01），提示 Col003具有神

经保护作用，见图2。

A：HSP47 western blotting蛋白条带图；B：HSP47蛋白表达

量统计分析图；组间比较，****P＜0.000 1。

图 1    HSP47在大鼠脑缺血再灌注后 24 h、72 h脑组织中的

表达水平

A：各组大鼠神经功能对应图（a：假手术组；b：模型组；c：丁苯酞组；d：Col003组）；B：神经功能评分；C：运动功能评分；D：

TTC染色图；E：脑梗死面积；组间比较，*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.000 1。

图2    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠神经运动功能及脑梗死面积的作用
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2.3    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠BBB通透

性的作用

与假手术组比较，模型组的大鼠脑切片伊文思

蓝渗透性显著增高（P＜0.001），提示BBB通透性增

加。与模型组比较，丁苯酞组和Col003组的伊文思

蓝渗透性均显著降低（P＜0.000 1），提示两种药物

对于 MCAO 大鼠的 BBB 具有保护作用；进一步比

较丁苯酞组和Col003组的伊文思蓝渗透性，两组比

较差异无统计学意义（P＞0.05），提示这两种药物对

于MCAO大鼠的治疗效果相同，见图3。

2.4    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠紧密连接

蛋白及间充质标志蛋白的表达水平的影响

与模型组比较，Col003组大鼠缺血半球梗死周

边区紧密连接蛋白 ZO-1（P＜0.01）、Occludin（P＜

0.01）、Claudin5（P＜0.001）的表达增高，间充质标志

蛋白 α-SMA（P＜0.01）和Collagen Ⅰ（P＜0.01）的表

达降低，提示 Col003 可能通过抑制 EndMT 实现其

对MCAO大鼠BBB的保护作用，见图4。

A：伊文思蓝染色图；B：伊文思蓝含量统计分析图；各组

间比较，****P＜0.000 1。

图3    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠

BBB通透性的作用

A：各组 western blotting 蛋白条带图；B～F：各组蛋白表达量统计分析图；组间比较，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图4    HSP47抑制剂Col003对MCAO大鼠紧密连接蛋白及间充质标志蛋白的表达水平的影响
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3   讨   论

BBB的破坏是缺血性卒中的关键病理改变，维

护BBB的完整性对改善脑梗死患者的预后非常重

要[15]。缺血性卒中时间—进程相关研究表明，在大

鼠 MCAO 模型中，缺血性卒中后出现双相 BBB 完

整性破坏，涉及缺血和再灌注两个因素：第一次发

生在再灌注后 6～12 h，而第 2 次发生在再灌注后

72 h[16]。缺血性卒中后启动的病理生理事件，包括

兴奋性毒性、氧化应激、炎症和细胞凋亡等导致的

级联反应可能是BBB结构和功能出现变化的重要

因素[17]。BBB 保护作为急性缺血性卒中的治疗策

略，其完整性破坏的时间变化对临床用药有着重要

的参考价值。内皮细胞是BBB的主要结构，在正常

生理条件下，相邻的内皮细胞及细胞之间紧密连接

使大多数分子不能自由地通过 BBB，对于维持BBB

的完整性以及中枢神经系统内环境的稳态有重要

作用[18]。缺血性卒中发生后，缺氧、炎症因子等病理

因素的刺激会诱导EndMT的发生，内皮细胞间的紧

密连接结构被破坏，α-SMA、Collagen Ⅰ等间充质标

志蛋白表达增多，导致内皮功能障碍，BBB完整性

被破坏，进一步加重卒中后的脑损伤[4, 19-20]。在短暂

大脑中动脉栓塞（tMCAO）小鼠模型中，Chen等[19]和

Bai 等[4] 均证实了通过脑缺血再灌注后会发生

EndMT，抑制EndMT可以恢复内皮细胞功能，减少

BBB渗漏，改善 tMCAO小鼠的预后。由此可见，抑

制EndMT可以作为一种可行的干预途径，可用于保

护BBB的完整性。

HSP47 是一种应激诱导的胶原特异性分子伴

侣，参与前胶原的加工和（或）分泌[21]。此外，HSP47

在缺血、缺氧、压力过载等各种因素刺激导致的心

脏、肾脏等器官内皮细胞损伤中所扮演的角色也引

起了研究者的重视[22- 23]。Hemanthakumar等[24]发现，

TGF-β 和 ROS 等炎症介质可诱导人心脏内皮细胞

中HSP47表达增多，过表达HSP47会增加人心脏内

皮细胞应激纤维的形成，并且减弱了细胞间细胞连

接，同时还促进间充质相关基因的表达；而沉默

HSP47不仅可抑制胶原沉积，同时也减少了获得间

充质特征的内皮细胞数量，表明HSP47可以作为调

控EndMT过程、恢复内皮细胞功能的靶点。在本研

究发现在脑缺血再灌注损伤后 72 h，HSP47 在

MCAO大鼠的梗死周边区表达水平仍持续增高，这

与先前提到的缺血性卒中后BBB损伤的持续时间

一致，鉴于 HSP47 与内皮损伤后 EndMT 的密切联

系，因此可以推测 HSP47 在脑缺血再灌注后的

EndMT中同样扮演着重要作用。Col003作为HSP47

的特异性抑制剂，可能可以通过抑制EndMT改善脑

缺血再灌注后BBB损伤。

首先，本研究通过 TTC实验、神经运动功能评

分以及伊文思蓝渗透性实验确定 Col003是否可以

减轻MCAO大鼠BBB损伤。丁苯酞在临床上常用

于治疗急性缺血性卒中，对BBB具有保护作用，故

本研究选择丁苯酞作为阳性对照药。实验结果显

示，经Col003治疗后，与模型组比较，MCAO大鼠的

梗死面积减小，神经运动功能、BBB的渗透性均得

到改善，与丁苯酞的治疗效果相当。其次，为了进

一步探讨 Col003 对于 MCAO 大鼠 BBB 的保护机

制，通过 western blotting实验我们观察到在缺血再

灌注后MCAO大鼠脑组织中紧密连接蛋白（ZO-1、 

Occludin、Claudin5）表达降低，间充质标志蛋白     

（α-SMA、Collagen Ⅰ）表达增加，表明脑缺血再灌注

导致了 EndMT，这与上述文献的结果一致；使用

Col003干预 MCAO大鼠后紧密连接蛋白的表达增

高，间充质标志蛋白表达降低，表明Col003对MCAO

大鼠BBB的保护作用机制可能通过抑制EndMT实

现，初步验证了本课题组的猜想。 

Wnt/β-catenin 信号通路在中枢神经系统 BBB

的形成和维持中起着关键的调节作用[25]。糖原合成

酶激酶 3β（GSK3β）是 Wnt/β-catenin 信号通路的重

要调控因子，GSK3β的磷酸化可抑制其活性，从而

促进 β-catenin 的稳定并激活 Wnt/β-catenin 信号通

路[26]。研究表明，银杏内酯B、甲磺酸盐等药物能够

通过上调GSK3β的磷酸化水平抑制其活性，进而激

活Wnt/β-catenin信号通路，改善小鼠脑缺血再灌注

后BBB的损伤[27-28]。此外，GSK3β的磷酸化水平可

通过调控下游转录因子（如 Snail、Slug等）的表达，

影响EndMT的发生[3]。前期研究发现，Col003可以

影响GSK3β的磷酸化水平，抑制胶原诱导的血小板

活化。基于上述研究结果，推测Col003可能通过调

控GSK3β的磷酸化水平，进而激活Wnt/β-catenin信

号通路抑制EndMT，发挥保护BBB的作用，但其确
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切的分子机制仍需通过后续的实验加以证实。

综上，HSP47抑制剂Col003可以改善脑缺血再

灌注后BBB的损伤，具有保护BBB的作用，可能是

通过抑制 EndMT 实现。因此，本研究为 Col003 用

于改善脑缺血再灌注后BBB损伤提供理论依据，为

缺血性卒中急性期新药的开发提供实验依据，但其

确切的保护机制仍需进一步探讨。
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