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摘要
血－视网膜内屏障是维持视网膜内环境稳态的重要结构
基础ꎬ其完整的结构和功能仍缺乏更为深入的研究ꎮ 体外
血－视网膜内屏障模型具有可控、高效、快速、稳定等特
点ꎬ已成为研究屏障具体构成和功能的一种有效工具ꎮ 本
文主要对血－视网膜内屏障的结构组成、功能以及体外模
型的构建进行综述ꎬ有助于推进血－视网膜内屏障生理生
化、病理药理及临床等方面的研究ꎬ并为糖尿病视网膜病
变等眼底血管性疾病的研究提供一种共性与关键的实验
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０引言
血－视网膜屏障(ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬＢＲＢ)是视网膜

重要的生理结构ꎬ能够调节眼血管床和视网膜组织间液体
和分子运动ꎬ防止大分子和其它有害物质渗入视网膜ꎬ在
维持正常血管功能的生理屏障、保持视网膜和视网膜神经
元微环境方面具有重要的作用[１]ꎮ ＢＲＢ 包括内层视网膜
屏障和外层视网膜屏障两部分ꎮ 由于血－视网膜内屏障
(ｉｎｎｅｒ ＢＲＢꎬｉＢＲＢ)功能的损害是引起糖尿病视网膜病变
等视网膜血管性疾病发生的主要原因ꎬ因此该领域研究正
愈加被关注ꎮ 阐明 ｉＢＲＢ 的结构组成及功能并建立一个
理想的体外模型对推进生理生化、病理药理及临床等方面
的研究具有较大的理论与临床意义ꎮ
１血－视网膜内屏障的结构组成

ｉＢＲＢ 是由单层紧密附着的视网膜微血管内皮细胞
( ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ ＲＭＥＣ )、 周 细 胞
(ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ ｃｅｌｌꎬＰＣ)、星形胶质细胞(ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｃｅｌｌꎬＡＣ)及
基底膜共同构成的神经血管单位ꎬ它存在于视网膜神经层
的血管与神经组织之间ꎬ是一个动态的调节结构[２]ꎮ
１.１ 视网膜微血管内皮细胞 　 视网膜微血管内皮细胞位
于视网膜血管内壁ꎬ形态扁平ꎬ单层生长ꎬ具有复杂的紧密
连接(ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬＴＪｓ)ꎬ提示 ＲＭＥＣ 是屏障内皮细胞ꎬ
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能严格筛选药物及外源性物质的通透ꎻＲＭＥＣ 具有丰富的
线粒体ꎬ能为细胞主动转运物质提供高能量ꎬ所以 ＲＭＥＣ
对维持血管的正常通透和物质的正常转运起到了关键性
作用ꎮ ＲＭＥＣ 是构成 ｉＢＲＢ 和维持其功能完整性至关重要
的结构ꎬ与其直接接触的星形胶质细胞和周细胞共同保持
着 ｉＢＲＢ 的完整及致密性ꎮ ＲＭＥＣ 不仅能够确保视网膜的
营养及氧气的供应ꎬ还有助于 ｉＢＲＢ 将循环产生的毒素分
子、炎症免疫细胞等排出体外ꎬ以达到保护视网膜的作
用[３]ꎮ 所以ꎬＲＭＥＣ 在保证正常的 ｉＢＲＢ、正常的微血管功
能方面发挥着十分重要的作用ꎮ
１.２ 周细胞　 ＰＣ 是广泛分布于全身毛细血管壁的结构细
胞ꎬ典型的成熟组织内周细胞位于微血管内皮细胞的外侧
壁ꎬ两者间存在着紧密连接、缝隙连接、针－槽复合体和黏
着斑等多种连接方式ꎬ并由共同的基底膜包绕ꎬ维持了血
管壁的完整性[４－６]ꎮ ＰＣ 不仅提供机械支持ꎬ而且与内皮
细胞一起构成微血管和组织间隙的屏障ꎬ并通过物理接触
与旁分泌信号与内皮细胞进行相互作用ꎬ调节血－视网膜
屏障的通透性、视网膜血流以及应激反应ꎬ是维持内环境
稳定的重要因素[７－９]ꎮ 视网膜具有很高的 ＰＣ 密度ꎬＰＣ 与
内皮细胞的比例约为 １∶ １ꎬＰＣ 在不同组织器官分布密度的
差异与其调控毛细血管屏障、内皮增殖及维持毛细血管张
力及直径等生理作用是一致的[１０－１１]ꎮ 普遍认为ꎬＰＣ 数量
越多ꎬ被覆盖率越高ꎬ微血管的屏障功能就越好[１２－１３]ꎮ 有
学者发现ꎬ同血－脑屏障的发育相似ꎬＰＣ 可能通过为视网
膜内皮细胞形成屏障特性提供合适的微环境而参与 ｉＢＲＢ
的早期形成ꎮ 虽然 ｉＢＲＢ 的紧密性主要是由内皮细胞之
间紧密而黏附的连接介导的ꎬ但 ＰＣ 已被证明是 ｉＢＲＢ 的
重要组成部分[１４]ꎮ
１.３星形胶质细胞　 ＲＭＥＣ 被 ＰＣ 覆盖ꎬ而 ＰＣ 又由 ＡＣ 支
持[１５]ꎮ 视网膜中的 ＡＣ 包括原浆型星形胶质细胞、纤维型
星形胶质细胞ꎬ还有脊椎动物视网膜中特有的视网膜
Ｍüｌｌｅｒ 胶质细胞[１６](ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＲＭＧＣ)ꎬＲＭＧＣ
仅在视网膜中发现ꎬ并且是唯一的几乎覆盖整个视网膜厚
度的视网膜细胞ꎮ ＡＣ 的突起发出分支ꎬ借助血管足附着
于血管壁上ꎬ形成毛细血管的外围界膜ꎬ不仅维持了视网
膜毛细血管的完整性[１７]ꎬ而且在内皮细胞由非屏障细胞
向屏障细胞转变的诱导、维持和增强屏障特性等方面发挥
着重要的作用[１８－２０]ꎮ 同时ꎬＡＣ 还具有很强的分泌作用ꎬ
通过分泌各种因子(如转化生长因子－ｂ、胶质细胞源性神
经营养因子、碱性成纤维细胞生长因子和血管生成素－１
等)ꎬ调节 ｉＢＲＢ 的屏障作用ꎬ并调节血管张力和血流
量[２１－２３]ꎮ 所以说ꎬＡＣ 在维持 ｉＢＲＢ 结构和特性方面均起
着关键作用ꎮ
１.４基底膜　 基底膜是 ｉＢＲＢ 的重要组成部分ꎬ它是位于
ＲＭＥＣ 和 ＰＣ 之外的一层无定形的连续性膜结构ꎬ两者通
过共享的基底膜连接进行交流ꎬ起到调节和限制物质交换
的作用ꎬ是血液和组织间的一道屏障[２４]ꎮ 基底膜由 ３ 个
并列蛋白组成ꎬ它们分别为结构蛋白(胶原蛋白和弹性蛋
白)、特殊蛋白质 (纤连蛋白和层黏连蛋白) 和蛋白聚
糖[２５]ꎬ这些蛋白又由不同的细胞外基质分子组成ꎮ 除了
内皮细胞自身可合成部分基底膜成分以外ꎬＰＣ 和 ＡＣ 也
是这些细胞外基质的重要来源ꎬ它们共同参与形成并维持
视网膜毛细血管的基底膜[２６]ꎮ 基底膜的破坏势必影响
ｉＢＲＢ 的屏障功能ꎮ
１.５紧密连接 　 研究发现ꎬ屏障功能最重要的部件是

ＴＪｓ[２７]ꎮ ＴＪｓ 是功能性的细胞间结构ꎬ它们封闭细胞间隙ꎬ
在相邻细胞之间形成屏障ꎬ通过不断地密封和解封ꎬ以调
节液体、离子和小分子等的运输ꎬ控制内皮细胞的细胞旁
通透性[２８]ꎮ 除了对细胞旁通道的屏障功能外ꎬＴＪｓ 还具有
另一种屏障功能ꎬ阻碍顶端和基底外侧膜蛋白和脂质的扩
散ꎬ从而参与细胞极性[２９]ꎮ ＴＪｓ 是由含有跨膜蛋白(封闭
蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ、闭锁蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和连接黏附分子 ＪＡＭ)和
外周胞质蛋白 (如带状闭合蛋白 ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１ － ３ꎬ
ＺＯ１－３)的多蛋白复合物形成的独特组合[３０]ꎮ 屏障功能
的改变与 ＴＪｓ 蛋白的蛋白表达、磷酸化、泛素化和亚细胞
分布的改变有关[３１]ꎮ 现已有大量研究证明ꎬＴＪｓ 是 ｉＢＲＢ
的结构及功能的重要基础ꎬ视网膜病变能够导致 ＴＪｓ 的改
变ꎬ从而对 ｉＢＲＢ 造成破坏[３２－３５]ꎮ
２血－视网膜内屏障的功能

ｉＢＲＢ 通过视网膜内皮细胞间的紧密连接及周细胞、
星形胶质细胞等其它细胞的参与形成了结构屏障ꎬ这种
“屏障”起到了视网膜和血液循环之间选择性分隔的作
用ꎬ并维持了高度专业化的神经紧密连接环境ꎮ 应该强调
的是ꎬＢＲＢ 并不是分子从循环到视网膜交换的绝对障碍ꎮ
相反ꎬ它提供了一种选择性机制ꎬ允许和促进营养物质进
入视网膜ꎬ并且排除和阻止潜在危险性物质通过ꎬ以便视
网膜可以顺利调节其内环境ꎬ以应对不同的新陈代谢需
求ꎮ ｉＢＲＢ 是一个动态变化的结构ꎬ可以通过多种途径和
细胞间的相互作用来调控视网膜在生理、病理情况的功
能ꎬ如对紧密连接蛋白[３６－３７]、转运载体[３８－３９]及酶类[４０－４１]的
调控ꎮ ｉＢＲＢ 功能的改变与许多病理过程联系紧密ꎬ若屏
障功能遭到破坏ꎬ会引发甚至加剧许多视网膜血管性疾病
的发生发展ꎬ如糖尿病视网膜病变、视网膜静脉阻塞、葡萄
膜炎等ꎮ 所以ꎬｉＢＲＢ 结构的完整和功能的维持是拥有正
常视力所必需的ꎮ
３血－视网膜内屏障体外模型的构建

建立体外 ｉＢＲＢ 模型是重要的研究手段ꎬ便于我们能
对 ｉＢＲＢ 病理生理状态进行更加深入的研究ꎮ 只有使用
比较理想的体外模型ꎬ所得出的结论才能更接近体内实际
情况ꎬ预测才更具有实际意义ꎮ 一个理想的体外 ｉＢＲＢ 模
型不仅要有和体内一致的细胞形态和生理结构分布ꎬ还要
具有尽可能多的 ｉＢＲＢ 的生理特征ꎮ 现体外 ｉＢＲＢ 模型的
建立在不断发展和完善ꎮ
３.１ ＲＭＥＣ模型
３.１.１ 单视网膜微血管内皮细胞模型　 ＲＭＥＣ 是 ｉＢＲＢ 的
核心成员ꎬ单独培养的 ＲＭＥＣ 能够较好地保持在体特征ꎬ
基本可以模拟 ｉＢＲＢ 功能ꎬ这是最简单可行也是最常见的
用于研究 ｉＢＲＢ 通透性的体外模型ꎮ 目前使用的 ＲＭＥＣ
来源各异ꎬ国内外已可以将人、鼠、猪、兔、山羊、恒河猴和
牛的视网膜内皮细胞进行体外培养实验ꎬ其中对于 ｉＢＲＢ
的研究常采用人、鼠和牛来建立体外模型ꎬ通常采用机械
的方法或者某些消化酶来分离视网膜微血管ꎬ并通过添加
不同生长因子、磁珠标记法、物理刮除法等密度沉降分离
法等来得到纯度较高的内皮细胞ꎮ 体外 ＲＭＥＣ 单层模型
大多是在静态系统培养条件下ꎬ将 ＲＭＥＣ 直接接种于培
养皿或跨膜小室(Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ)上培养ꎬ待细胞成功融合会呈
现单 层 铺 路 石 样 排 列ꎬ 并 出 现 接 触 抑 制ꎬ 可 通 过
ＰＥＣＡＭ－１、ＣＤ３１、Ⅷ因子等特异性标记物进行鉴定ꎬ通过
测量跨内皮细胞电阻值(ＴＥＥＲ)、ＨＲＰ 通透性等方法进行
生理特性的鉴定[４２－４３]ꎮ

２９９
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３.１.２二元培养模型　 ｉＢＲＢ 上的各种细胞均有自身独特
的空间定位ꎬ这是细胞之间进行相互作用以及维持屏障功
能的基础ꎮ 研究认为随着时间的推移ꎬ单独培养的 ＲＭＥＣ
会逐渐丧失 ｉＢＲＢ 在体内的许多特性ꎬ有学者选择将
ＲＭＥＣ 与组成 ｉＢＲＢ 的其它细胞进行共同培养ꎬ发现
ＲＭＥＣ 加入其它细胞后能更好模拟体内微环境状态ꎬ具有
更好的屏障特性ꎮ Ｔｒｅｔｉａｃｈ 等[４４]测量了在小孔径(０.４μｍ)
和大孔径(３μｍ)聚碳酸酯 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 过滤器上的牛视网膜
毛细血管内皮细胞单培养的电阻ꎬ并将其与内皮细胞和
Ｍüｌｌｅｒ 细胞的共培养进行了比较ꎬ然后将每组中电阻最高
和最低的制剂固定并在培养 ８ ~ ９ｄ 后进行电子显微镜检
查ꎬ发现在 ０. ４μｍ 滤膜上ꎬ尽管共培养的内皮细胞和
Ｍüｌｌｅｒ 细胞在滤膜两侧之间没有直接接触ꎬ但共培养组的
ＴＥＥＲ 显著高于内皮细胞单独培养ꎬ表明在内皮细胞附近
的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞对屏障功能有积极的影响ꎬ而不仅仅是内皮
细胞和 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的相加作用ꎮ 之后 Ｔｒｅｔｉａｃｈ 等[４５] 又通
过对 ＴＥＥＲ 和菊粉通量测量ꎬ发现在常氧条件下ꎬＲＭＥＣ
与 ＲＭＧＣ 共培养组较 ＲＣＥＣ 单层具有更佳的屏障功能ꎮ
郭斌[４６]将 ＲＭＥＣ 与 ＲＭＧＣ 在微孔膜上共培养建立了体外
大鼠 ｉＢＲＢ 模型ꎬ发现 ＲＭＧＣ 可以促进 ＲＭＥＣ 之间的 ＴＪｓ
形成ꎬ提高屏障功能ꎮ 通过多位学者的研究ꎬ得出了
ＲＭＥＣ 与 ＲＭＧＣ 共培养模型制备的方法一般是将 ＲＭＥＣ
与 ＲＭＧＣ 分别接种于 ０.４μｍ 孔径微孔膜的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室
的内、外底面ꎬ共培养后两种细胞均能贴壁生长ꎬ由于微孔
膜的存在ꎬ细胞之间可以进行相互作用但并未直接接触ꎬ
示踪剂通透性试验和 ＴＥＥＲ 可证实内皮屏障的形成ꎮ

周细胞在 ｉＢＲＢ 中同样具有重要的作用ꎬ近年来ꎬ有
学者将 ＲＭＥＣ 与周细胞进行共培养用于研究两种细胞之
间的联系、可溶性分子的交换或仿生组织微环境内的相互
作用ꎮ Ｄｉａｎａ 等介绍了三种人视网膜微血管内皮细胞
(ＨＲＥＣ)与牛视网膜周细胞(ＢＲＰ)共培养的方式ꎬ其中包
括了二维(２Ｄ)直接和间接共培养方法[４７]ꎮ 直接培养的
方式是将 ＨＲＥＣ 与 ＢＲＰ 按 １ ∶ １ 的比例在培养板中共培
养ꎬ间接培养是将周细胞接种在 ６ 孔或 ２４ 孔板上过夜ꎬ第
２ｄ 将内皮细胞以 １∶ １ 的比例接种在相应的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上腔
中继续培养ꎬ从而将两种细胞进行共培养ꎮ
３.１.３三元培养模型 　 Ｎａｋａｇａｗａ 等[４８] 采用大鼠脑微血管
内皮细胞、星形胶质细胞和周细胞ꎬ发现不同共培养模型
的 ＴＥＥＲ 值明显不同:三元共培养>周细胞二元共培养>胶
质细胞二元共培养>脑微血管内皮细胞单培养ꎬ由于 ｉＢＲＢ
与血－脑屏障(ＢＢＢ)高度的相似性ꎬ学者们在此基础上建
立了 ｉＢＲＢ 的三元培养模型ꎮ Ｗｉｌｋｅｒｓｏｎ 等[４９] 将原代
ＨＲＥＣ、视网膜周细胞和 Ｍüｌｌｅｒ 细胞分别以 ３∶ １∶ １ 的比例
在载玻片中建立 ｉＢＲＢ 的 Ｔｒｉｃｅｌｌ 培养模型ꎮ 更多的三元培
养模型是将 ３ 种细胞同时接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养池中ꎬ
ＲＭＥＣ 被接种在微孔膜上方ꎬ周细胞在膜下方贴膜接种ꎬ
星形胶质细胞在培养池底部贴壁接种ꎬ同样可以使用荧光
示踪剂及 ＴＥＥＲ 测量等方法对屏障完整性进行评定[１５ꎬ５０]ꎮ
３.２永生化细胞模型　 自从 Ｇｒｅｅｎｗｏｏｄ 等[５１] 提出了“由大
鼠 ＢＢＢ 和 ＢＲＢ 衍生的永生细胞系是研究特殊细胞屏障有
用工具”的观点后ꎬ以 Ｈｏｓｏｙａ 等[５２－５３]为代表的一些学者进
行了更为深入的研究ꎬ他们成功建立的条件永生的视网膜
毛细血管内皮细胞系(ＴＲ－ｉＢＲＢ)ꎬ具有视网膜毛细血管
内皮细胞的特性ꎮ 这种由 Ｔｇ 大鼠建立的屏障细胞系具有
体内转运功能ꎬ不仅是药物转运至视网膜的良好体外模

型ꎬ并且是筛选可能传递至视网膜的药物的良好模型[５４]ꎮ
Ｓｈｅｎ 等[５５]将 ＴＲ－ｉＢＲＢ 细胞接种在可渗透膜滤膜上生长ꎬ
通过测定一些药物化合物成分在跨培养细胞层的转运ꎬ以
确定表观渗透系数(Ｐａｐｐ)ꎬ发现此模型为预测整个 ＢＲＢ
的渗透性提供了有用的工具ꎬ但该模型对眼后部候选药物
的高通量筛选和排序在治疗眼病方面的有效性需要通过
与活体数据的相关性进行进一步的论证ꎮ ２０００ 年ꎬＨｏｓｏｙａ
从 Ｔｇ 大鼠中获得了九种永生化的大鼠视网膜毛细血管内
皮细胞系(ＴＲ－ｉＢＲＢｓ)ꎬ并将其命名为 ＴＲ－ｉＢＲＢ１－９ꎬ到目
前为止 ＴＲ－ｉＢＲＢ２ 应用最为广泛ꎮ Ｋｕｂｏ 等[５６]根据初始吸
收率(Ｖ)和 Ｐａｐｐꎬ研究了 ＢＲＢ 渗透率与膜渗透率之间的
关系ꎬ其中对 ＴＲ－ｉＢＲＢ２ 细胞的摄取研究表明ꎬ它在基于
体外分析的被动扩散和载体介导的药物转运的系统 ＢＲＢ
通透性评估中具有很好的应用前景ꎮ ＴＲ－ｉＢＲＢｓ 取材于具
有温度敏感的 ＳＶ４０ 大 Ｔ 抗原基因的转基因大鼠(Ｔｇ 大
鼠)中ꎬ温度维持在 ３３℃时ꎬＴＲ－ｉＢＲＢｓ 细胞将永生并迅速
生长ꎮ 这种细胞能够表现出内皮特征性的纺锤状纤维状
形态ꎬ同时还表达 ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄ 因子作为内皮细胞标志
物ꎬ并且是乙酰化低密度脂蛋白 ( Ａｃ － ＬＤＬ) 的清除剂
受体ꎮ
３.３通过 ３Ｄ细胞外基质建立 ｉＢＲＢ体外模型　 迄今为止ꎬ
大多数基于细胞的测定法都使用传统的二维培养方法ꎬ即
将细胞培养在平面环境中ꎬ但在体内ꎬ细胞则被其他细胞、
组织和细胞外基质(ＥＣＭ)重重包围ꎮ 尽管历史悠久的 ２Ｄ
细胞培养已被证明是用于细胞研究的一种有价值的方法ꎬ
但 ２Ｄ 细胞培养无法充分考虑细胞的自然 ３Ｄ 环境ꎬ其局
限性已得到越来越多的认识ꎮ 于是ꎬ研究人员开始尝试
３Ｄ 细胞培养ꎬ并观察它与 ２Ｄ 培养的差异ꎮ 而最近几年出
现了三维水凝胶、ＥＣＭ 和固体支架所建立的 ３Ｄ 培养模
型[５７－５８]ꎬ已经有越来越多的证据表明 ３Ｄ 细胞培养与 ２Ｄ
培养系统相比可以更准确地表示细胞在组织中驻留的实
际微环境ꎮ Ｄｉａｎａ 等将猪小肠做成 ＥＣＭ 支架ꎬ先在支架上
接种 ５×１０４个 ＨＲＥＣꎬ孵育 ２ｈ 后ꎬ加入等量的 ＢＲＰꎬ使两种
细胞共培养以研究它们在 ３Ｄ 仿生环境中的相互作用[４７]ꎮ
Ｂｅｈａｒｒｙ 等[１７] 分别将 ＨＲＥＣ 和人视网膜星形胶质细胞
(ＨＲＡ)在 Ｔｒａｎｓｗｅｌ(２Ｄ)及 ＡｌｇｉＭａｔｒｉｘ、Ｇｅｌｔｒｅｘ 基质等 ２ 种
可生物降解的 ３Ｄ 水凝胶支架上共培养ꎬ其中 ＡｌｇｉＭａｔｒｉｘ
是一种非动物来源的海绵ꎬ由冷冻干燥的海藻酸凝胶制
成ꎮ 接种细胞前ꎬ 将细胞重悬ꎬ 并加入 １０％ (ｖ / ｖ) 的
ＡｌｇｉＭａｔｒｉｘ 固化缓冲液ꎮ 用细胞悬液接种在海绵上ꎮ ５ｍｉｎ
后ꎬ再向海绵中加入不含固化缓冲液的培养基ꎬ进行孵育ꎮ
对于 ＨＲＥＣ 和 ＨＲＡ 的共培养ꎬ首先接种 ＨＲＡꎬ４８ｈ 后ꎬ将
海绵翻转用于接种 ＨＲＥＣꎻＧｅｌｔｒｅｘ 基质是一种基底膜提取
物ꎬ含有 ＩＶ 型胶原、层黏连蛋白和其他基质蛋白和生长因
子ꎬ在 １５℃以上 ５~１０ｍｉｎ 内形成凝胶先将 Ｇｅｌｔｒｅｘ 基底膜
在 ４℃下解冻过夜ꎮ 第 ２ｄꎬ培养皿表面包被 Ｇｅｌｔｒｅｘ 基质ꎬ
置于培养箱 ３０ｍｉｎ 后先接种 ＨＲＡꎬ４８ｈ 后在 ＨＲＡ 上直接
接种 ＨＲＥＣꎬ使两种细胞共培养ꎮ 将实验进行比较后ꎬ他
们发现 ＨＲＡ 增强和促进间歇性缺氧状态下 ＨＲＥＣ 的反
应ꎬ并且在 ３Ｄ 支架上培养的细胞表现出较少的氧化应激
反应ꎬ所以认为在 ３Ｄ 支架上共培养的 ＨＲＥＣ 和 ＨＲＡ 可能
概括了动态 ｉＢＲＢ 的药物反应ꎬ在临床眼科药物的发现和
开发上有很好的应用前景ꎮ
４总结和展望

由于体内实验耗时耗力ꎬ且存在动物种属差异、伦理
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限制等多种复杂因素的干扰ꎬ而体外模型更加可控、经济ꎬ
故体外模型的建立具有十分重要的意义ꎮ 选取适合的体
外培养模型是实验的关键ꎬ这就需要根据研究目的并结合
各种模型的优缺点进行选择ꎮ

单层 ＲＭＥＣ 模型能够较好地保持在体特性ꎬ其显著
优点是易操控并可表达多种重要的转运蛋白ꎬ可应用于研
究信号通路、转运动力学、药物的高通量筛选以及结合亲
和力的测量ꎮ 因 ＲＭＥＣ 培养技术已比较成熟ꎬ应用较广
泛ꎬ故它是药理学研究中最常用的体外培养模型之一ꎮ 但
原代培养的 ＲＭＥＣ 需多次重复传代纯化才能获得足够数
量的实验细胞ꎬ且这种模型结构单一ꎬ其忽略了其它细胞
群之间的信号传导和机械性刺激的致敏性调节ꎬ且不易形
成单层 ＴＪｓꎬ很大程度限制了长期维持 ｉＢＲＢ 模型特性的
能力ꎮ 同时模型 ＴＥＥＲ 较低ꎬ渗透性较高ꎬ与体内实际情
况差距较大ꎮ

据以往研究可知ꎬ周细胞和胶质细胞均在调节 ＲＭＥＣ
紧密连接及维持 ｉＢＲＢ 结构和功能方面起着重要的作用ꎮ
这种将细胞共培养的多元培养形式所反映的细胞间的移
动以及动态的相互作用与体内更加相似ꎬ能够增加 ｉＢＲＢ
的紧密连接ꎬ更加充分地模拟在体微环境ꎬ体现内皮细胞
的屏障作用ꎬ同时在展示结构复杂性的研究中更具有代表
性ꎮ 多细胞共培养模型可通过对各种细胞之间及细胞与
内环境之间的相互作用进行研究ꎬ也可进一步探究药物对
细胞的作用和疾病的损伤机制ꎮ 但由于各种细胞的培养
较复杂ꎬ成本较高ꎬ共培养操作步骤较为繁琐ꎬ在模型的广
泛应用方面具有一定的局限性ꎮ 并且这些模型培养的细
胞往往缺乏极性ꎬ故只具有部分屏障功能ꎬ只适合于进一
步的物质通透性研究ꎮ

永生化细胞是已知增殖效果好ꎬ能保留亲本重要形
态、特性及功能的细胞ꎬ而且可以避免原代细胞提取过程
的繁琐步骤ꎬ也排除了其他细胞的污染ꎬ有利于细胞的纯
化ꎮ 模型的来源稳定ꎬ制备成本较低ꎬ效率高ꎮ 但是此种
模型分化程度较低ꎬ并不能完全体现 ｉＢＲＢ 的特点ꎮ 而且
模型渗漏性较高ꎬＴＥＥＲ 值小ꎬ不宜进行通透性筛选试验ꎬ
多通过细胞摄取试验研究生理或病理条件下 ｉＢＲＢ 的转
运机制[５９]ꎮ

通过 ３Ｄ 细胞外基质建立的 ｉＢＲＢ 体外模型比 ２Ｄ 培
养系统更具有生理学意义ꎬ可较好地表现出细胞和细胞外
基质的相互作用ꎬ并且能更好地模拟细胞在组织中生长及
作用的实际微环境ꎬ能更加准确地反映出体内细胞的各种
反应ꎮ 细胞在三维支架上的共培养模型可以作为临床前
药物发现和开发的强大仿生模型ꎬ可以应用于新药开发及
筛选的最初几个阶段用于靶点识别ꎬ药物剂量优化ꎬ以及
在后期Ⅱ/ Ⅲ期试验中减少药物毒性和治疗失败等多方
面[６０]ꎮ 水凝胶基质ꎬ是一种水溶性聚合物ꎬ由于其高含水
量ꎬ与玻璃体液体相似ꎬ因此非常适合眼科应用ꎮ 而且它
们另外一个优点是可以保护药物ꎬ延长平均停留时间ꎬ并
能持续给药ꎮ 但这种 ３Ｄ 微环境也存在着许多缺陷ꎮ 例
如缺乏剪切应力或细胞培养时ꎬ氧气、营养以及可溶性的
生长因子的分布在整个培养层中可能会是不均匀的ꎬ而且
凝胶也会随着介质的扩散出现梯度[６１]ꎮ

随着对 ｉＢＲＢ 生理、病理的研究逐渐深入ꎬ在体外建
立 ｉＢＲＢ 模型的研究也从简单的单细胞培养逐步发展到
多元共培养、永生化细胞系及 ３Ｄ 细胞外基质等方法ꎬ
ｉＢＲＢ 模型的模拟程度越来越高ꎬ具有更多的功能性ꎬ并且

更贴近体内微环境ꎮ 但目前所有的体外 ｉＢＲＢ 模型各有
其优缺点ꎬ使得体外 ｉＢＲＢ 模型的研究需不断完善ꎬ以便
为人们在科研道路上取得更多进展提供更好的基础ꎮ
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ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ. Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ １９９３ꎻ５５ ( １):
２９１－３０１
２１ Ｓｈｉｎ ＥＳꎬ Ｈｕａｎｇ Ｑꎬ Ｇｕｒｅｌ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｌｔｅｒｓ ｒｅｔｉｎａｌ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１４ꎻ９(７):ｅ１０３１４８
２２ Ｖｅｒｋｈｒａｔｓｋｙ Ａꎬ Ｐａｒｐｕｒａ Ｖꎬ Ｐｅｋｎａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓ ２０１４ꎻ ４２ ( ５ ):
１２９１－１３０１
２３ Ｚｈｕ ＬＸꎬ Ｚａｎｇ ＪＫꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＣ
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ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ＨＵＶＥＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｅｘｏｓｏｍｅｓ. Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ ２０２０ꎻ２３５(１０):７３９２－７４０９
２４ 何宇ꎬ 谢学军. 星形胶质细胞与血－视网膜屏障. 中国中医眼科杂
志 ２００５ꎻ１５(２): １１４－１１６
２５ 孟凡荣. 体外血脑屏障模型的建立及纳米药物的中枢靶向效应研
究. 军事科学院 ２０１８
２６ Ａｂｂｏｔｔ ＮＪꎬ Ｒöｎｎｂäｃｋ Ｌꎬ Ｈａｎｓｓｏｎ Ｅ. Ａｓｔｒｏｃｙｔｅ － ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ － ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ. Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２００６ꎻ７(１):
４１－５３
２７ Ｔｅｒｖｏｎｅｎ Ａꎬ Ｉｈａｌａｉｎｅｎ ＴＯꎬ Ｎｙｍａｒｋ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ
２０１９ꎻ１４(４):ｅ０２１４８７６
２８ Ｓｈｉ ＪＨꎬ Ｂａｒａｋａｔ Ｍꎬ Ｃｈｅｎ ＤＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１８ꎻ１９(１２):Ｅ３８６２
２９ Ｃｏｎｇ Ｘꎬ Ｋｏｎｇ Ｗ. Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ ２０２０ꎻ
６６:１０９４８５
３０ Ａｎｇｕｌｏ－Ｕｒａｒｔｅ Ａꎬ ｖａｎ ｄｅｒ Ｗａｌ Ｔꎬ Ｈｕｖｅｎｅｅｒｓ Ｓ. Ｃｅｌｌ－ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ
ａｓ ｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｆｏｒｃｅｓ. Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ
Ｂｉｏｍｅｍｂｒ ２０２０ꎻ１８６２(９):１８３３１６
３１ Ｍｏｌｉｎｓ Ｂꎬ Ｍｏｒａ Ａꎬ Ｒｏｍｅｒｏ－Ｖáｚｑｕｅｚ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ１８７:１０７７５１
３２ Ｈｕｄｓｏｎ Ｎꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｍ. Ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ. Ａｄｖ Ｅｘｐ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ ２０１９ꎻ１１８５:３２９－３３３
３３ Ｏｕｙａｎｇ Ｈꎬ Ｍｅｉ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｖｉａ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ. Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１８ꎻ８４０:２０－２７
３４ Ｋａｄｙ ＮＭꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｌｙｄｉｃ ＴＡꎬ ｅｔ ａｌ. ＥＬＯＶＬ４－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｖｅｒｙ ｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎ ｃｅｒａｍｉｄｅｓ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｄｉａｂｅｔｅｓ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ. Ｄｉａｂｅｔｅｓ ２０１８ꎻ６７(４):７６９－７８１
３５ Ｉｗａｍｏｔｏ Ｎꎬ Ｈｉｇａｓｈｉ Ｔꎬ Ｆｕｒｕｓｅ Ｍ. Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｕｌｉｎ－１ / ＬＳＲ ａｎｄ
ｔｒｉｃｅｌｌｕｌｉｎ ａｔ ｔｒｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｎｔａｃｔｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｖｉｖｏ. Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｕｃｔ Ｆｕｎｃｔ ２０１４ꎻ３９(１):１－８
３６ ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｉｊｋ ＡＥꎬ Ｃａｎｎｉｎｇ Ｐꎬ ｖａｎ Ｈｅｉｊｎｉｎｇｅｎ ＲＰꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ ｅｘｅｒｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ. Ａｃｔａ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１９ꎻ ９７ ( ２):
２１４－２２４
３７ Ｌｉ Ｙꎬ Ｂａｉ ＹＪꎬ Ｊｉａｎｇ ＹＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｅｌｉｎ－ １３ ｉｓ ａｎ ｅａｒｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａ ｖｉａ ＰＩ－３Ｋ / Ａｋｔ
ａｎｄ ＭＡＰＫ / ｅｒｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ ２０１８ꎻ２０１８:３２４２５７４
３８ Ｋｕｂｏ Ｙꎬ Ａｋａｎｕｍａ ＳＩꎬ Ｈｏｓｏｙａ ＫＩ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＳＬＣ６Ａ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｔａｕｒｉｎｅ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｔ ｔｈｅ Ｂｌｏｏｄ－Ｒｅｔｉｎａｌ Ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ
Ｌｉｖｅｒ. Ｂｉｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｂｕｌｌ ２０１６ꎻ３９(１２):１９０３－１９１１
３９ Ｕｓｕｉ Ｔꎬ Ｋｕｂｏ Ｙꎬ Ａｋａｎｕｍａ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Β － ａｌａｎｉｎｅ ａｎｄ ｌ － ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ: ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ
Ｌ－ｃａｒｎｏｓｉｎｅ ｓｕｐｐｌｙ. Ｅｘｐｅｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１３ꎻ１１３:１３５－１４２
４０ Ｍｏｎｉｃｋａｒａｊ Ｆꎬ ＭｃＧｕｉｒｅ Ｐꎬ Ｄａｓ Ａ. Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｄ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ－ ｐｅｒｉｃｙｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. ＦＡＳＥＢ Ｊ ２０１８ꎻ３２(５):２５３９－２５４８
４１ Ｐｌａｔａｎｉａ ＣＢＭꎬ Ｌａｚｚａｒａ Ｆꎬ Ｆｉｄｉｌｉｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄａｍａｇｅ: Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ.
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１９ꎻ１６８:２４９－２５８
４２ 李建桥ꎬ 江静波ꎬ 罗燕ꎬ等. 体外培养人视网膜微血管内皮细胞屏
障功能的研究. 中国病理生理杂志 ２００９ꎻ２５(４):７４９－７５４
４３ Ｙａｃｃｉｎｏ ＪＡꎬ Ｃｈａｎｇ ＹＳꎬ Ｈｏｌｌｉｓ ＴＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ.

Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ １９９７ꎻ１６(８):７６１－７６８
４４ Ｔｒｅｔｉａｃｈ Ｍꎬ ｖａｎ Ｄｒｉｅｌ Ｄꎬ Ｇｉｌｌｉｅｓ ＭＣ. Ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｐａｔｔｅｒｎｓ: ａｎ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｔｕｄｙ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２００３ꎻ３１
(４):３４８－３５３
４５ Ｔｒｅｔｉａｃｈ Ｍꎬ Ｍａｄｉｇａｎ ＭＣꎬ Ｗｅｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｃｏ －
ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎ
ｎｏｒｍｏｘｉｃ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔ ２００５ꎻ３７８(３):１６０－１６５
４６ 郭斌. 体外内层血视网膜屏障模型中紧密连接与细胞旁通透性变
化研究. 第四军医大学 ２００６
４７ Ｓｎｃｈｅｚ － Ｐａｌｅｎｃｉａ ＤＭꎬ Ｂｉｇｇｅｒ －Ａｌｌｅｎ Ａꎬ Ｓａｉｎｔ － Ｇｅｎｉｅｚ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.
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ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ( ＴＲ － ｉＢＲＢ ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
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