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剪切流下 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板钙响应
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（华南理工大学 生物科学与工程学院，生物力学研究所， 广州 ５１０００６）

摘要：目的　 探讨血流剪切率和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 偶联介导的血小板钙响应。 方法　 以 Ｆｌｏｕ⁃４ ＡＭ 为胞内钙离子的荧光指

示剂，结合平行平板流动腔实验系统和荧光显微镜，实时观测血小板在不同剪切率下流经不同浓度 ＶＷＦ⁃Ａ１ 底板

滚动、黏附后胞内钙离子浓度的变化。 分析力、化学信号对钙响应强度及快慢的影响。 结果 　 在流场条件下，
ＶＷＦ⁃Ａ１ 可特异性介导血小板的黏附并发生钙响应。 血流剪切率和底板分子浓度正向调节血小板的激活比率，反
向调节钙响应的延迟时间。 剪切率 ５００ ｓ－１时激活比率是静息条件下的 ３７ 倍。 底板 ＶＷＦ⁃Ａ１ 的浓度从 ６０ ｍｇ ／ Ｌ 提

高到 ２４０ ｍｇ ／ Ｌ，钙响应延迟时间缩短 １０ ｓ。 结论　 血流剪切率和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 协同调控血小板的钙响应。 研究结果有

助于深化对血流环境下血小板凝血止血反应过程的理解。
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　 　 血管性血友病因子 （ ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，
ＶＷＦ）是最大的血浆糖蛋白，通常以多聚体的形式

存在血浆中，由 １１ 个结构域组成。 其中，Ａ１ 结构域

上含有血小板表面受体（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ιｂα， ＧＰΙｂα）
的结 合 位 点［１］。 生 理 止 血 过 程 中， ＧＰΙｂα 与

ＶＷＦ⁃Ａ１的相互作用是启动凝止血级联反应至关重

要的第 １ 步［２］，它不仅介导血小板在血管壁面的栓缚

和滚动［３］，还诱导血小板胞内钙离子（Ｃａ２＋）和 ＡＤＰ
释放，进一步活化整合素 αΙΙｂβ３，引起胞外 Ｃａ２＋内流，
促使血小板稳定黏附［４］。 随着下游信号的激活，稳定

黏附的血小板会表达 Ｐ⁃选择素［５］，通过 Ｐ⁃选择素和

白细胞膜上 Ｐ⁃选择素糖蛋白配体⁃１ （ Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｎｄ⁃１， ＰＳＧＬ⁃１）相互作用，招募并激

活白细胞，诱导白细胞整合素的构象改变［６］，从而

介导白细胞黏附到血管受损部位。
Ｃａ２＋作为胞内信号转导的第 ２ 信使，是血小板

活化的重要标志之一［７］，受到人们的广泛关注［８⁃９］。
胞浆内 Ｃａ２＋浓度提高的来源主要有两个，一是血小

板内 Ｃａ２＋（胞内钙库）的释放，二是外钙离子进入胞

内。 前者的过程为：磷脂酶 Ｃ （ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ，
ＰＬＣ）活化水解磷酸酰肌醇 （ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃４，５⁃
ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＰＩＰ ２），生成三磷酸肌醇（ ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃１，４，
５⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＩＰ ３），ＩＰ ３ 激活内质网上的受体（ＩＰ ３

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＩＰ ３Ｒ），ＩＰ ３Ｒ 作为直接的钙离子通道释放

Ｃａ２＋到胞浆中［１０］。 后者涉及膜上的多种离子通

路［８， １０］。 体外实验证实，螯合血小板胞内 Ｃａ２＋或添

加抑制剂阻断内钙释放均抑制了外钙内流［１１⁃１２］，说
明内钙释放对血小板胞内的信号转导有着极其重

要的作用。
大量的研究结果表明，力信号的影响贯穿正常

的生理止血和病理的血栓形成全过程。 剪切力不

仅通过调控 ＶＷＦ⁃Ａ１ ／ ＧＰΙｂα 相互作用［３］，进而介导

了血小板的流动增强型滚动黏附［１３］，还开启并调节

胶原和 ＶＷＦ 介导的血小板 Ｐ⁃选择素的表达［５］。 同

样，力信号对细胞的钙响应也有显著影响。 研究表

明，流场下Ⅰ型胶原可以介导血小板胞内两种不同

类型的 Ｃａ２＋波动［１４］。 本实验室研究结果也显示，剪
切率参与调节选择素介导的中性粒细胞和 ＨＬ⁃６０
的钙响应［１５⁃１６］。 采用微流控实验技术给淋巴内皮

细胞提供间歇性的剪切力，也观测到剪切力越大，
细胞的钙响应水平越高［１７］。 但有关力是如何调控

血小板钙响应，多数研究关注于外钙的内流，而内

钙的释放却鲜有报道。
本文采用平行平板流动腔结合荧光显微镜技

术，实时观测了剪切流下 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板钙

响应过程，揭示力⁃化学偶联调控血小板胞内 Ｃａ２＋释

放。 研究结果可深化理解血小板凝止血过程，并为

心血管疾病的临床治疗和康复提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、大肠杆菌、蛋白与试剂

ＶＷＦ⁃Ａ１ 重组质粒获赠于美国贝勒医学院 Ｃｒｕｚ
教授，大肠杆菌 Ｍ１５ ／ ＤＨ５α 购买于北京全式金生物

公司，ＶＷＦ⁃Ａ１ 蛋白的表达纯化工作同本实验室前

期工作［１８］。 三磷酸腺苷双磷酸酶（Ａｐｙｒａｓｅ）和牛血

清白蛋白（ＢＳＡ）均购买于 Ｓｉｇｍａ 公司（美国），荧光

染料 Ｆｌｏｕ⁃４ ＡＭ 购买于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司（美国），磷酸

缓冲液（ＰＢＳ）等溶液购买于 Ｇｉｂｃｏ 公司（美国）。
１􀆰 ２　 流动腔底板功能化

采用规格为 ２０ ｍｍ×２􀆰 ５ ｍｍ×０􀆰 １２７ ｍｍ 的流动

腔腔体。 将中间镂空区域为 ５􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 ５ ｍｍ 的硅

胶垫圈铺在直径为 ３５ ｍｍ 的圆形培养皿中间，将
２０ μＬ蛋白分子铺在工作区域，４ ℃过夜。 用含 ２％
ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 清洗底板 ３ 次，移除垫圈后加入 ８００ μＬ
含 ２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 室温孵育 １ ｈ。
１􀆰 ３　 血小板提取与标记

从两周内未服用阿司匹林等药物的健康成年

志愿者中，抽取 ２０ ｍＬ 静脉血，离心得到富含血小

板的血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ， ＰＲＰ） ［１３］，再向 ＰＲＰ
中加入 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａ２＋指示剂 Ｆｌｏｕ⁃４ ＡＭ，３７ ℃孵育

２０ ｍｉｎ［１１］。 同时，用不含 ２ 价离子的 ＨＥＰＥＳ⁃Ｔｙｒｏｄｅ
ｂｕｆｆｅｒ （ １４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ２􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３、
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ， ｐＨ ６􀆰 ５）洗

涤红细胞，重复 ３ 次。 标记结束后加入 ５ Ｕ ／ ｍＬ 的

Ａｐｙｒａｓｅ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭｇＣｌ２，再加入适量的洗涤

后的红细胞（红细胞的比容维持在 ０􀆰 ４２ ～ ０􀆰 ４５），混
合均匀后 １ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，去除上层的血浆。 将

下层的血小板和红细胞混合物重悬在含有丙磺舒

（ｐｒｏｂｅｎｅｃｉｄ，防止 Ｆｌｏｕ⁃４ ＡＭ 从血小板中泄漏［１９］ ）
的 ＨＥＰＥＳ⁃Ｔｙｒｏｄｅ ｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｃａ２＋，ｐＨ ７􀆰 ５）中，调
整血小板的浓度到（２～８）×１０７ ／ ｍＬ。 黏附实验时直
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接离心 ＰＲＰ，将下层沉淀的血小板重悬在含 ５％ 血

浆的 ＰＢＳ 中。
１􀆰 ４　 平行平板流动腔实验

１􀆰 ４􀆰 １　 黏附特异性实验 　 用负压泵（ ＰＨＤ ２０００，
Ｈａｒｖａｒｄ Ａｐｐａｒａｔｕｓ 公司，美国）将血小板以不同的流

速灌注到空白底板和功能化的底板，２０ 倍显微镜下

记录 ５ ｍｉｎ 内底板上黏附的血小板个数。
１􀆰 ４􀆰 ２　 钙响应实验　 将标记后的血小板灌注到功

能化的底板上，在 ６３ 倍显微镜（Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１，
ＺＥＩＳＳ 公司， 德国）下观察黏附的血小板荧光强度

变化，并采用彩色数码摄像机（２０００ Ｒ， Ｑｉｍａｇｉｎｇ 公

司，加拿大）以 ２０ 帧 ／ ｓ 录像 ３ ｍｉｎ。 用专业图像分

析软件 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 １（Ｍｅｄｉａｃｙ 公司，美国）分
析数据。
１􀆰 ５　 钙响应实验相关物理量的定义和测量

１􀆰 ５􀆰 １　 激活比率　 在不同实验条件下，以Ｆｌｏｕ⁃４ ＡＭ
作为荧光指示剂，若血小板活化并胞内 Ｃａ２＋释放，其
荧光强度会高于未活化的血小板。 因此，统计黏附于

底板发光的血小板数目（激活事件数）和总黏附数目

（黏附事件数），则血小板的激活比率为：

激活比率＝激活事件数
黏附事件数

×１００％

１􀆰 ５􀆰 ２　 延迟时间 　 血小板从黏附到底板至胞内

Ｃａ２＋浓度开始升高这段平台期的时间。
１􀆰 ５􀆰 ３　 达峰时间　 血小板荧光强度开始增强至荧

光强度达到最大值这段时间。
１􀆰 ５􀆰 ４　 半衰期　 血小板荧光强度从最大值到衰减

１ ／ ２ 时间。
１􀆰 ５􀆰 ５　 相对荧光强度与荧光增加比率　 血小板激

活后发生钙响应所导致的荧光强度变化，反映胞内

Ｃａ２＋浓度水平。 为扣除背景噪声，计算公式为：
　 相对荧光强度＝

　 　 实际荧光强度－背景荧光强度
背景荧光强度

荧光强度峰值与平台期荧光强度之间的差值

为峰值差，则荧光增加比率为：
荧光增加比率＝

峰值相对荧光强度－平台期相对荧光强度
平台期相对荧光强度

×１００％

１􀆰 ６　 数据统计分析

所有实验条件均进行 ３ 组独立平行实验，每组

统计的血小板数目均大于 １２ 个，采用均值±标准差

表示。 采用 ｔ 检验进行统计学分析，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差

异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 血小板与底板 ＶＷＦ⁃Ａ１ 的特异性黏附

为了检验血小板在底板上的黏附是否为黏附

分子特异性介导的，设置 ３ 种不同的流动腔底板：
空白对照组（ＰＢＳ）、实验对照组（２％ ＢＳＡ）、ＶＷＦ⁃
Ａ１＋２％ ＢＳＡ（ＶＷＦ⁃Ａ１ 的浓度为 １２０ ｍｇ ／ Ｌ），按照

１􀆰 ４􀆰 １ 节所述的实验方法进行实验。 实验结果表

明，在 １００ ｓ－１剪切率下，空白对照组中血小板与底

板有较强的物理黏附，黏附数高达 １０７ 个，而实验对

照组只黏附 ９ 个血小板，故 ２％ ＢＳＡ 可以有效阻断

血小板的非特异性黏附；与 ２％ ＢＳＡ 底板相比，包被

ＶＷＦ⁃Ａ１ 分子的底板上血小板黏附数目提高了９ 倍以

上，两者具有显著差异（Ｐ＜０􀆰 ０１），说明 ２％ ＢＳＡ 不会

影响 ＶＷＦ⁃Ａ１ 与血小板间的特异性黏附。 随着剪切

率的提高，血小板黏附数依次减少，但组别间的差异

保持不变（见图 １）。 因此，本文设计的流动腔底板功

能化方案可以保证血小板在底板上的黏附是由

ＶＷＦ⁃Ａ１ ／ ＧＰΙｂα 相互作用特异性介导。

图 １　 血小板与 ＶＷＦ⁃Ａ１ 结合的特异性（与同组 ＢＳＡ 比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１）

Ｆｉｇ．１　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗｉｔｈ ＶＷＦ⁃Ａ１

２􀆰 ２　 力触发并调控由 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板活化

和钙响应

为探究力是否与 ＶＷＦ⁃Ａ１ 偶联介导血小板胞

内 Ｃａ２＋的释放，观察比较静息和 ５００ ｓ－１剪切率条件

下血小板钙响应的差异，它们各自典型的钙响应荧

光变化历程如图 ２（ａ）所示。 流场条件下，血小板进

入视窗约 ４ ｓ 后稳定黏附下来，４（ ｔ１ 时刻） ～３３ ｓ（ ｔ２

５８
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时刻）期间荧光强度有缓慢、微弱提升；３３ ｓ 后（ ｔ２
时刻）荧光强度开始迅速增强，３５ ｓ（ ｔ３ 时刻）时达到

峰值；接着荧光快速下降，到 ３８ ｓ（ ｔ４ 时刻）时已达

到峰值一半，后下降趋缓，至 ５８ ｓ（ ｔ５ 时刻）时荧光

基本恢复到初始水平。 与之形成对比，２ ｍｉｎ 内静

止孵育的血小板荧光强度并没有出现类似变化

过程。
为探明剪切率对 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导血小板黏附的

钙响应的影响，在 ５０ ～ ５００ ｓ－１范围内，让血小板以

不同 剪 切 率 灌 注 流 经 底 板 包 被 有 １２０ ｍｇ ／ Ｌ
ＶＷＦ⁃Ａ１的流动腔，首先统计分析不同剪切率条件

下血小板的激活比率。 实验结果如图 ２（ｂ）所示：静
息条件下激活比率只有 １􀆰 ９４％，仅给血小板提供微

弱的流场环境 （ ５０ ｓ－１ ）， 激活比率就增加到了

２０􀆰 ３８％，两者具有显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０１）；１００ ｓ－１时

激活比率是 ５０ ｓ－１的 ２􀆰 ７９ 倍，并随剪切率的提高进

一步增加；但剪切率达到 ３００ ｓ－１后，其激活比率的

上升 趋 势 已 趋 于 平 缓；剪 切 率 为 ５００ ｓ－１ 组 与

３００ ｓ－１组激活比率无统计学差异。 上述结果表

明：静息时血小板几乎不发生钙响应，剪切流的参

与则可以显著地提高血小板的激活比率并触发钙

响应。

图 ２　 静息和剪切率下血小板钙响应（∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１）
Ｆｉｇ．２　 Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ 　 （ ａ） Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ， （ｂ） Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　 　 接着， 研究剪切率对血小板钙响应强度、 延迟

时间、达峰时间及半衰期等特征值的调控。 由于剪

切率为 ５０ ｓ－１时激活比率低（２０􀆰 ３８％），在高剪切率

（１ ０００ ｓ－１）条件下血小板难以稳定黏附到底板上，
故实验剪切率设定为 １００、３００、５００ ｓ－１，每组实验条

件下观察的事件数均大于 １２ 个。 由于是单细胞水

平的实验数据，尽管细胞个体间的差异很大，但还

是呈现了一定的趋势性。
通过检测血小板荧光强度的变化来判断胞内

Ｃａ２＋浓度的大小，荧光增加比率代表了血小板胞内

增加的 Ｃａ２＋ 浓度，反映了钙响应的水平。 在不同

剪切率条件下，荧光增加比率都达到了 ９６％ 以上

［见图 ３（ａ）］，表明血小板胞质内的 Ｃａ２＋浓度在激

活后有明显的提高，且剪切率的增加对荧光增加

比率几乎没有影响。 当血小板黏附在底板后要经

过一段平台期，钙响应才会启动，其时间的长短反

映了血小板将由 ＶＷＦ⁃Ａ１ ／ ＧＰΙｂα 接收到的外源力

信号传导到胞内的快慢，是钙响应的重要特征参

数。 当剪切率从 １００ ｓ－１提高到 ５００ ｓ－１时，延迟时

间也从２７􀆰 ７ ｓ缩短到了 ２０􀆰 ８ ｓ，力信号的增强加快

了钙 响 应 启 动 的 速 度，两 者 有 显 著 差 异 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ３（ｂ）。 同时，钙响应的达峰时间和半

衰期也保持着相同的趋势，随着剪切率的增大而

减小［见图 ３（ｃ）、（ｄ）］。
基于此，得出结论：只有经由血小板表面受体

ＧＰΙｂα 特异性地识别 ＶＷＦ⁃Ａ１，同时接收到外源力

学信号，才能触发血小板钙响应。 随着剪切率的增

加，作用在血小板上的剪切力越大，力信号强度的

增加不仅提高血小板产生钙响应的比率，而且缩短

延迟时间、达峰时间以及半衰期，即加速细胞内钙

库的释放和回收。 当血小板钙响应一旦开启，内质

网中储存的 Ｃａ２＋都将释放到胞浆中，瞬间提高胞浆

Ｃａ２＋浓度。 因为血小板胞内钙库的量有限，故在不

同剪切率下血小板胞内增加的 Ｃａ２＋ 浓度差异不显

著，这一实验结果验证了本研究关注的是胞内 Ｃａ２＋

释放而不是外钙的内流。
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图 ３　 不同剪切率下 １２０ ｍｇ ／ Ｌ ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板钙响应（∗Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．３　 １２０ ｍｇ ／ Ｌ ＶＷＦ⁃Ａ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ　 （ ａ） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｃｒｅａｓｅ， （ｂ） Ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅ， （ｃ） Ｔｉｍｅ ｔｏ ｐｅａｋ， （ｄ） Ｆｕｌｌ ｄｕｒａｔｉｏｎ ａｔ ｈａｌｆ⁃ｍａｘｉｍｕｍ

２􀆰 ３　 剪切率和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度对血小板钙响应的协

同影响

为了探明剪切率和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度对血小板

钙响应的协同影响，设置实验并统计血小板在

３ 组剪切率下 ３ 种浓度 ＶＷＦ⁃Ａ１ 底板上发生钙响

应过程的差异。 结果表明，剪切率对不同浓度

ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板钙响应的调控是一致的。
不同浓度 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板钙响应延迟时

间、达峰时间和半衰期均随着剪切率的增加而呈

递减的趋势，同时激活比率均呈递增的趋势。
当提供 １００ ｓ－１剪切率时，底板 ＶＷＦ⁃Ａ１ 的浓度

从 ６０ ｍｇ ／ Ｌ 增加到 ２４０ ｍｇ ／ Ｌ 时，血小板钙响应的延

迟时间从 ３０􀆰 １ ｓ 缩短到 ２７􀆰 ５ ｓ，两者无统计学差异。
提高剪切率到 ５００ ｓ－１，血小板在 ６０ ｍｇ ／ Ｌ ＶＷＦ⁃Ａ１
底板上黏附 ２３􀆰 ８ ｓ 才启动钙响应；浓度提高 １ 倍

后，钙响应启动时间缩短了 ３ ｓ；当浓度继续增加到

２４０ ｍｇ ／ Ｌ时，血小板启动钙响应的时间只需６０ ｍｇ ／ Ｌ
时的５８％，两者差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ４（ｂ）。 在

低剪切率下（１００ ｓ－１），３ 种不同浓度的 ＶＷＦ⁃Ａ１ 均

可以介导血小板发生钙响应，其激活比率都达到了

５４％ 以 上， 浓 度 间 差 异 不 显 著； 高 剪 切 率 下

（５００ ｓ－１），随着底板分子浓度的增加，发生钙响应

的血小板数目也在增加，浓度从 ６０ ｍｇ ／ Ｌ 提高到

２４０ ｍｇ ／ Ｌ，激活比率提高了 ８％，达到 ７６％［见图

４（ａ）］。 此外，钙离子的达峰时间和半衰期均在 ３ ｓ
以内完成，并随浓度的增加有减小的趋势［见图 ４
（ｃ）、（ｄ）］。 因此，增加 ＶＷＦ⁃Ａ１ 与血小板 ＧＰΙｂα
间的相互作用可以加快外源力信号转导，加速血小

板胞内 Ｃａ２＋释放。
　 　 同时，为了比较分析 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度、剪切率及

其它们对血小板钙响应特征参数的协同影响，对实

验数据进行双因素方差分析（见表 １）。 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓

度对血小板钙响应的激活比率和延迟时间均有显

著的影响（Ｆ＞Ｆ０􀆰 ０５），而力对两者的影响极显著（Ｆ＞
Ｆ０􀆰 ０１），力和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度之间的交互作用对延迟

时间也有显著的影响（Ｆ＞Ｆ０􀆰 ０５）。
基于上述实验结果可得出结论：剪切率和

ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度协同调控血小板的钙响应，正向调节

７８
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图 ４　 力和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 的浓度对血小板钙响应影响（∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１）
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＶＷＦ⁃Ａ１ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ　 （ａ） Ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，

（ｂ） Ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅ， （ｃ） Ｔｉｍｅ ｔｏ ｐｅａｋ， （ｄ） Ｆｕｌｌ ｄｕｒａｔｉｏｎ ａｔ ｈａｌｆ⁃ｍａｘｉｍｕｍ

表 １　 激活比率和延迟时间方差分析表

Ｔａｂ．１　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｃｔｉａｖｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅ

差异源
激活比率 延迟时间

ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ 值 Ｆ０􀆰 ０５ Ｆ０􀆰 ０１ ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ 值 Ｆ０􀆰 ０５ Ｆ０􀆰 ０１

浓度 ０􀆰 ０１５ ９ ２ ０􀆰 ００７ ９ ４􀆰 １８６９６∗ ０􀆰 ０３２ １ ３􀆰 ５５４ ６ ６􀆰 ０１２ ９ ９４􀆰 ８６５ ６ ２ ４７􀆰 ４３２ ８ ７􀆰 ８６０ ６∗∗ ０􀆰 ００３ ５ ３􀆰 ５５４ ６ ６􀆰 ０１２ ９
剪切率 ０􀆰 １５３ ７ ２ ０􀆰 ０７６ ８ ４０􀆰 ５３２６∗∗ ０􀆰 ０００ ０ ３􀆰 ５５４ ６ ６􀆰 ０１２ ９ ３６９􀆰 ６８８ １ ２ １８４􀆰 ８４４ １ ３０􀆰 ６３２ ６∗∗ ０􀆰 ０００ ０ ３􀆰 ５５４ ６ ６􀆰 ０１２ ９

浓度×剪切率 ０􀆰 ０１５ １ ４ ０􀆰 ００３ ８ １􀆰 ９９５８ ０􀆰 １３８ ４ ２􀆰 ９２７ ７ ４􀆰 ５７９ ０ ７７􀆰 ６８５ ８ ４ １９􀆰 ４２１ ４ ３􀆰 ２１８ ５∗ ０􀆰 ０３７ ０ ２􀆰 ９２７ ７ ４􀆰 ５７９ ０
误差 ０􀆰 ０３４ １ １８ ０􀆰 ００１ ９ １０８􀆰 ６１６ ０ １８ ６􀆰 ０３４ ２

总变异 ０􀆰 ２１８ ８ ２６ ６５０􀆰 ８５５ ５ ２６

血小板激活比率，反向调节延迟时间、达峰时间和

半衰期。

３　 讨论

鉴于 ＶＷＦ⁃Ａ１ ／ ＧＰΙｂα 相互作用在介导循环血

小板在血管壁上栓缚和滚动的重要作用，且血小板

的黏附和聚集均涉及复杂的力依赖的胞内信号转

导过程，而这一过程通常具有钙依赖的特性。 本文

观测了流场下 ＶＷＦ⁃Ａ１ 介导的血小板活化的指标

之一———钙响应的时间历程和特性，以深入探索力

对血小板黏附后活化过程的调控。
实验结果显示，力是启动血小板钙响应的“钥

匙”。 静息条件下发生钙响应的比率显著低于流场

条件下（见图 ２）。 这一实验结果和 Ｙｕａｎ 等［２０］研究

结果一致，他们利用微细管研究了表达有 ＧＰΙｂα 的

ＣＨＯ 细胞在牛 ＶＷＦ 上的钙响应，零力条件下未检

测到发生钙响应的细胞，而施加 １５０ ｓ－１或 １ ５００ ｓ－１

剪切率，均观察到了钙响应事件。 但 Ｎｅｓｂｉｃｔ 等［２１］

采用共聚焦显微镜观测抑制整合素 αΙΙｂβ３ 活化的

血小板胞内 Ｃａ２＋变化，结果表明，无力条件下 ＶＷＦ ／
ＧＰΙｂα 相互作用也足以导致血小板胞内 Ｃａ２＋波动，
该结果与本文结论相悖。 究其原因如下：① 该实验

采用共聚焦显微镜观测荧光，仪器的灵敏度更高，
能观察到更细微的 Ｃａ２＋波动，而未激活的血小板胞

８８
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浆中含有微量的 Ｃａ２＋；② 该实验在含有外钙的条件

下进行，血小板细胞膜上含有 Ｎａ＋ ／ Ｃａ２＋ 交换通

道［１０］，猜测静息条件下外钙离子会经此通道进入血

小板胞质，导致胞内 Ｃａ２＋浓度的波动。
同时，力正向调节了血小板下激活比率，低剪

切率（５０ ｓ－１）和高剪切率（５００ ｓ－１）的激活比率分别

为 ２０􀆰 ３８％、７１􀆰 ８２％，相差了 ５１􀆰 ４４％［见图 ２ （ ｂ）］。
利用人源的全长 ＶＷＦ 研究血小板的钙响应，在剪

切率为 ５００ ｓ－１左右时，激活比率只有 ２％～ ５％［１１，２０］，
与本文的统计结果相差较大。 推测造成上述结果

差异的原因是：自然状态的 ＶＷＦ 是球状结构，
ＶＷＦ⁃Ａ１Ａ２Ａ３ 为闭合状态，需要在更高的剪切率下

将闭合构象转变为开放状态，暴露 Ａ１ 上 ＧＰΙｂα 的

结合位点［２２］，而本文选用的分子 ＶＷＦ⁃Ａ１ 可直接与

血小板相互作用，不需要力介导构象的转变。 其随

后的实验也观察到当剪切率逐步提高到３ ０００ ｓ－１，
激活比率也随之逐渐上升［１１，２０］，这一结果与本文的

实验结果契合。
此外，力反向调节血小板钙响应的延迟时间、

达峰时间和半衰期。 这一结论也得到了相关工作

的支持。 Ｐ⁃选择素介导 ＨＬ６０ 细胞钙响应，剪切力

在 ２０、２００ ｍＰａ 时的延迟时间分别为 １６０、１００ ｓ，钙
响应启动时间缩短了 ６０ ｓ［１５］；采用流动腔系统研究

内皮细胞在流场下的胞内钙信号，发现达峰时间和

半衰期均随着剪切率的增大而缩短［２３］；Ｊａｆａｒｎｅｊａｄ
等［１７］利用线性拟合得出淋巴内皮细胞钙信号衰减

常数，也发现衰减常数随着力的增加而减小。

４　 结语

本文通过平行平板流动腔系统给血小板施加

流场环境，黏附后的血小板活化并启动钙响应具有

力依赖性和 ＶＷＦ⁃Ａ１ 浓度依赖性。 研究结果有助

于加深对血小板跨膜转导的力信号转导过程的了

解，为进一步探讨力对血小板黏附后活化的影响提

供参考。
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