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摘要:在炎症反应中, 白细胞在血液流动动力和粘附分子的作用下在血管内皮上的滚动, 是白细胞从流动的血液中浸润、迁

移到炎症部位整个过程的第一步。白细胞在内皮细胞上滚动由选择素分子与其配体分子相互作用所导致, 其中 P选择素分子( P

- selectin)与其对应的 P- 选择素糖蛋白配体- 1( PSGL- 1)的相互作用起着重要的作用。原子力显微镜技术能定量分析 P- se-

lectin/ PSGL- 1 相互作用的动力学反应。
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ABSTRACT: Leukocytes roll along the endothelium of postcapillary venulae in response to inflammatory and thrombotic processes, which

is, under hydrodynamic shear forces, the first step in directing leukocytes out of the blood stream into sites of inflammation, and mainly resulted

from the interaction between P- selectin on the endothelial cell membrane and P- selectin glycoprotein ligand- 1( PSGL- 1) on the leucocyte

microvilli. Kinetics of P- selectin/ PSGL- 1 interaction was made a quantitative analysis by using atomic force microscope ( AFM) .
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1  前言
在免疫反应中, 白细胞与内皮细胞的粘附起着重要的作

用。细胞粘附分子间相互作用可用反应动力学参数来描述,

如反应速率、反应亲和性等。正是这些参数决定着受体- 配

体反应发生的可能性、快慢、以及键的强弱和寿命。表达在白

细胞微绒毛上的 PSGL- 1 与表达在内皮细胞膜上的 P- se-

lectin 的相互作用,导致血液流动动力学作用下白细胞滚动, 这

正是白细胞从流动的血液中浸润、迁移到炎症部位整个过程

的第一步。选择素与配体分子亲和性强且结合速率非常快,

二者结合所形成的复合体能承受较高的拉力且能控制其结合

而不至于使其自身的分子从细胞膜拔出, 表明选择素及其配

体耦合了力学和生化的特征; 同时这对分子的生物化学性质

以及相应结构和功能已描述的很清楚, 是在分子水平上研究

反应动力学及粘附力进行机制的一对典型分子系统[ 1]。

那么如何定量地描述 P- selectin 和 PSGL- 1的相互作用?

以及其相互作用后所形成键的强弱和键的寿命?

白细胞在激活的内皮细胞上滚动, 可以认为是白细胞上

PSGL- 1 与内皮细胞 P- selectin 相互作用的动力学过程, 其核

心是相互作用时键的形成和键的解离, 而键的形成和解离与

时间的关系就是反应动力学, 表现为分子间结合时正反应率

和零力时键解离时负反应率, 以及键在外力作用下的负反应

率。那么,要了解 P- selectin 和PSGL- 1 相互作用所形成键的

强弱,就得用力学的方法定量地测量键的断裂力, 之所以可用

力学方法来测量化学反应, 是因为作为反应产物的分子键的

功能,恰恰是为两个细胞提供物理连接, 因此反应的结果便可

从力学的角度来检测[ 2]。细胞粘附可以用不同的实验手段来

定量测量如:流动腔( Flow Chamber) [ 3]、微吸管( M icropipette) [4]、

离心机 ( Centrifugation) [5]、原子力显微镜 ( Atomic Force Micro-

scope, AFM) [ 6- 9]或激光镊子 ( Laser Tweezers) [ 10] 等超灵敏力传

感器来测量。

2  原子力显微镜的工作原理及特点
AFM 是在扫描隧道显微镜 ( Scanner tunnel microscope,

STM)的基础上发展起来的。1982 年, 第一台 STM 问世。1986

年由 Bining Quate和 Gerber 推出 AFM[ 11]。AFM 是通过探针与

被测样品之间的相互作用力(原子力)来获得物质表面形貌的

信息。AFM工作原理是将探针装在一弹性微悬臂的一端, 微

悬臂的另一端固定, 当探针在样品表面扫描时, 探针与样品表

面原子间的排斥力会使得微悬臂轻微变形, 这样, 微悬臂的变

形就可以作为探针和样品间排斥力的直接量度。一束激光经

微悬臂的背面反射到光电检测器, 可以精确测量微悬臂的微

小变形,这样就实现了通过检测样品与探针之间的原子排斥

力来反映样品表面形貌。

随着 AFM 技术的迅速发展,在生命科学领域的应用日趋

广泛,主要涉及以下几方面:一是能在液体等多种环境中得到
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生物分子及细胞等样品的表面三维图象; 二是能以皮克牛顿

( pN)的精确度直接测量生物分子间及分子内的作用力。

在分子水平对生物分子表面的各种相互作用进行测量,

是原子力显微镜的一个十分重要的功能, 这对于了解生物分

子的结构和物理特性是很有用的。生物分子间作用力的大小

一直为人们所关注。原子力显微技术问世以来,许多研究者将

其用于分子间的力学测定
[ 12- 14]

。

1994年 Moy 等人利用原子力显微技术的单分子力谱方法

研究了生物素分子和亲和素分子间的特异性相互作用[ 15]。他

们在实验过程中,将一层生物素分子固定于氮化硅针尖上, 亲

和素分子通过特异性识别作用与生物素分子结合。用表面修

饰有生物素分子的琼脂糖颗粒与结合了亲和素分子的针尖接

触,当针尖进一步逼近琼脂糖颗粒时,亲和素分子的另两个结

合位点与生物素分子发生配体- 受体识别并特异性作用而结

合;当针尖远离琼脂糖颗粒时, 这种粘附力使悬臂发生偏转,

随着悬臂弯曲度增大,针尖与颗粒间相互作用受到不断拉伸,

直至这种作用断裂, 由探针的偏曲程度及弹性系数可知作用

力的大小。

基于AFM 技术的单分子力谱方法对生物素分子和亲和素

分子间的特异性相互作用力的研究成功, 其它的一些生物分

子系统也相继被研究, 如抗原/抗体[ 16- 18]、受体/配体 [ 9,18, 19]、DNA

与蛋白之间的作用[ 20]等。

3  AFM 技术对 P- selectin和 PSGL- 1

相互作用的研究

用AFM技术所研究的配体- 受体反应的分子系统中, P-

selectin 和 PSGL- 1 相互作用力的研究以及键的寿命与作用力

之间的关系, 对 P- selectin/ PSGL- 1 相关作用的定量描述以

及将来在相关药物评价等方面有重要意义。

Friet
[ 9]
是最早用 AFM 系统对 P- selectin 和 PSGL- 1 相互

作用所形成的复合物断裂力进行研究。所采用分子系统中 P

- selectin 是通过基因转染细胞表达获得的只有 6 个 CR 序列

无跨膜的游离相分子, PSGL- 1也是通过转染而得到游离相分

子。

具体实验:硅烷化后的探针和玻片与亲和素浸泡, 然后探

针与生物素化的 PSGL- 1 作用;玻片与生物素化的 P- selectin

作用,使 PSGL- 1和 P- selectin 分子分别包被到探针和玻片表

面。AFM实验时探针与样本接触的时间为 40ms, 最大压力为

500 pN。通过加 EDTA络合 Ca2+ 、Mg2+ 等离子从而阻断 P- se-

lectin 与 PSGL- 1 相互作用的实验,以及无功能化的 PSGL- 1

包被的探针与 P- selectin 相互作用因缺少 sLex 而无粘附反应

的空白对照实验等一系列特异性验证实验, 说明用 AFM 能够

测量 PSGL- 1 和 P- selectin 的特异性反应。

将特异反应的粘附力做直方图, 显示一峰值, 用高斯方程

拟合得最可几力,键的解离力的大小没有一固定值, 但随回拉

速度的增加而连续性的增加直到 165 pN。实验中不同加载速

度与对应的解离力用贝尔模型方程来分析, 通过拟合可得零

力条件下的解离率 kr0 = 0. 02 s- 1, 贝尔常数 a= 0. 25nm。作

者用这些参数和回拉速度 2800nm/ s 作Monte Carlo 模拟, 模拟

的断裂力的分布与实验结果一致。

与流动腔技术所测的系数比较,用 AFM 技术能够详尽分

析单位时间力的关系和单分子间相互作用的随机性。在选择

素与其配体动力学研究中, 最早采用的是流动腔技术和微吸

管技术且观察的对象是细胞之间作用, 由于细胞表面的不规

则和拓扑结构的复杂性, 产生较多非特异性粘附现象, 用 AFM

研究提纯蛋白分子的相互作用, 能够减少非特异性, 且较为方

便和精确地测量分子间的相互作用力。

但在分子提纯过程中分子的原始功能性可能有所影响。

故Hanley[21]等用 AFM技术探测 PSGL- 1 和 P- selectin 的相互

作用时, 探针包被游离相的 P- selectin ( souble P- selectin,

sPs) , 而表达 PSGL- 1 分子的单核粒细胞样本被固定在培养皿

上,硅烷化的探针浸泡于抗人 IgG/ Fc 抗体, 然后与带 IgG/ Fc

片段的 P- selectin 结合, 使P- selectin 的Lectin 区表达,以利于

与白细胞上的 PSGL- 1相互作用。

AFM实验时探针回拉加载速度从 500nm/ s- 到 30000nm/

s, 探针与样本接触时间为 0. 001s, 其目的是减少多个粘附事件

的发生。实验结果中将粘附力统计做直方图(在给定的速度

下)可得一个单独峰值的分布。作者由此认为这是由一个 P-

selctin/ PSGL- 1 复合体解离所得,力单峰分布同时也表明实验

中非特异反应没有显著的作用。该实验结果得出 P- selctin/

PSGL- 1 的解离力为 175 pN, 零力条件下解离速率为 0. 20 s-

1,同时作者用Monte Carlo 模拟键解离, 所得的力分布与实验

一致。

Marshall等[ 22]用 AFM 研究 P- selectin/ PSGL- 1 相互作用,

发现了逆锁键的存在, 该文在 Nature杂志上发表。具体方法

是将探针浸泡在 PL2( PSGL- 1 的捕获抗体)溶液里过夜, PL2

通过物理吸附于探针表面, 然后捕获 PSGL- 1分子,因为 PL2

结合 PSGL- 1 的重复序列, 使其与 P- selectin 结合的位点表

露。对应的 P- selectin 分子通过脂质体的制备和脂双层铺展,

其跨膜的 P- selectin 锚定于脂双层上,使与 PSGL- 1 结合位点

的 Lectin 区向上展露。针尖与样本接触压力为 20pN, 探针以

250nm/ s的速度回拉并停留在一定位置,保持力的恒定直到键

的断裂,这时所记录的键持续时间就是键的寿命。实验结果

表明 P- selectin/ PSGL- 1相互作用所成的键在外力作用下有

逆锁键产生,即在一定力的范围如 10- 20pN随着力的增加键

的寿命增加而负反应率 kr 减少, 但当外力超过 20 pN 以后这

一现象消失,即随着力的增加键寿命降低而负反应率 kr增加。

综上所述:用 AFM 方法定量描述 P- selectin 和 PSGL- 1

分子间相互作用以及键的寿命与作用力之间的关系, 使我们

更深入地了解蛋白质分子相互作用的机理。并为将来在相关

药物的设计、药效的评估、药物靶向性等方面提供重要的方法

和有价值的数据。
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4  小结
中医学中的脾与肾在生长发育与衰老、饮食物的消化吸

收、血液生成以及水液代谢等诸多方面均有密切的联系, 都涉

及西医的多个系统和器官 ,尤其表现在神经、内分泌、免疫系

统等方面。对于脾肾相关证型的实验研究目前大多集中于对

脾肾阳虚证、脾肾阴虚证的探讨. 通过综述, 我们认为对脾肾

相关证型的研究还可进一步完善提高。如在造模方法上应尽

可能接近中医理论的病因, 在观察指标的确定上应根据中医

理论选择相关性、特异性强的指标。中医学中的脾与肾在生

长发育、饮食物的消化吸收以及水液代谢等诸多方面均有密

切的联系, 故我们可以拓宽思路, 从不同角度对脾、肾的关系

加以研究。
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