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流体剪应力作用下 CP选择素介导的中性粒细胞钙响应
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摘要"目的>探讨流场下,%选择素介导的中性粒细胞钙响应过程& 方法>采用平行平板流动腔结合荧光显微镜$
在" K&"" -H.流体剪应力"X06/: JW9.DJ7D9JJ$ N]]#下$实时观察中性粒细胞在不同浓度,%选择素上的黏附及随后产
生的钙响应& 结果>在流场环境下,%选择素可特异性介导中性粒细胞的稳定黏附和钙响应$细胞的黏附数和激活
比率随浓度的提高而逐渐增加& 只有固定的,%选择素才能传递力信号来有效触发细胞的钙响应$N]]的增加不仅
提高了细胞的激活比率"从 !*!增至 $"!#$增加了钙响应的强度"从 "@=! 增至 #@)(#$而且大大缩短了细胞自黏
附到钙响应启动的时间"从 $" J减为 !$ J#& 结论>N]]和,%选择素协同调控中性粒细胞的钙响应$N]]对钙响应
的速度和水平实行正向调节& 研究结果可深化血流环境下白细胞免疫响应过程的理解&
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>>当炎症发生时$中性粒细胞会被募集到受损部
位的血管壁$进而发生捕获’滚动’稳定黏附和变形
迁移等行为(#) & 这一复杂的级联反应过程不仅涉
及内皮细胞和中性粒细胞表面许多重要的黏附分
子对$如选择素和配体’整合素和细胞间黏附分子%#
"/<79D;90060.D;900.:W9J/F< -F09;609%#$ TRA+%##$而
且受周围血流环境的影响(!) & 因此$这些黏附分子
如何介导中性粒细胞滚动黏附过程中的活化一直
是初始免疫研究中的一个热点问题(*) $将有助于对
于相关生理和病理过程的深入理解&

局部组织受外来细菌或病毒入侵时$会产生并
释放VUN%#’TI%#*’TI%& 和TI%’ 等炎症因子()) $这些
炎症因子将诱导周围血管内皮细胞表面 ,%选择素
的上调$进而介导白细胞在血管壁的滚动黏附$并
与H%选择素共同介导白细胞募集到炎症部位(() &
目前已知的 ,%选择素配体有 H%选择素糖蛋白配
体%#"H%J909;7/< G0M;FODF79/< 0/G.<:%#$ H]YI%##’,%选
择素配体蛋白%# ",%J909;7/< 0/G.<:%#$ ,]I%# #’
RS))’I%选择素’RS)* 等(&) & H]YI%# 是在流场环
境下参与白细胞初始黏附和滚动的重要分子($) !体
外实验证实$RS)) 可以介导滚动白细胞上 ,%选择
素依赖的I%选择素的重分布(’%#") !I%选择素同 ,%选
择素的结合也可以支持活化白细胞的滚动转运行
为(##) & 但人类中性粒细胞上没有发现 ,]I%#$故不
能观察到其与,%选择素的作用(#!) &

血流中的中性粒细胞被内皮细胞上的选择素
捕获到血管壁$其后发生的活化过程对白细胞发挥
其免疫功能至关重要(#*) & 而胞内 R.!t浓度的上升
"即钙响应#往往是中性粒细胞活化早期的重要标
志之一$胞内R.!t增加会激发细胞活化相关的超氧
化物生成$激酶释放$肌动蛋白凝胶转运等下游信
号和细胞响应(#)) & 因此$胞内 R.!t浓度作为一个
重要的观察指标$被广泛应用于各种化学和物理信
号刺激下细胞活化水平及相关信号通路的检测(#() &
例如$C6.<G等(#*)研究流动腔中H%选择素介导的中
性粒细胞和白血病细胞 CI%&" 的钙响应$并证实钙
响应主要来源于内钙的释放$其信号通路涉及
H]YI%#胞质区’细胞骨架’-F9J/< 蛋白和脾酪氨酸
激酶"]O099< 7MDFJ/<92/<.J9$ ]M2#等$并导致细胞膜
上整合素的激活(#&) & I/6 等(#$)采用微吸管实验研
究V细胞抗原受体"V;900D9;9O7FD$ VR?#结合主要

组 织 相 容 性 复 合 体 " -.5FDW/J7F;F-O.7/4/0/7M
;F-O09[$ +CR#介导的V细胞钙响应$结果表明$外
力对胞内R.!t水平的调控与 VR?BO+CR的逆锁键
机制有关!];W.XX等(#’)研究发现$高剪切力可以显
著增加TI%’ 和 ,%选择素共存时胞内 R.!t浓度$并
推断其钙流可能源自膜上 R.!t通道打开所引发的
外钙内流& 但至今为止$有关,%选择素介导中性粒
细胞钙响应的力学调控过程鲜有系统的报道&

本文利用平行平板流动腔系统结合荧光显微
技术$实时观察流体剪应力"X06/: JW9.DJ7D9JJ$ N]]#
作用下,%选择素介导的中性粒细胞的钙响应过程$
并考察激活比率’相对钙峰强度’细胞从黏附到钙
响应启动所需时间"延迟时间#等参数$揭示N]] 下
钙响应的强弱和快慢& 结果表明$在流场环境下
,%选择素特异性的介导了中性粒细胞的稳定黏附
和钙响应$并且随着,%选择素浓度的提高而逐渐增
强!同时$只有固定的 ,%选择素且存在 N]] 时才能
有效激活钙响应$而 N]] 的提高可以增强并加速这
一过程& 这些结果可以深化对白细胞在各种血流
微环境下免疫响应过程的理解$为炎症过激反应和
相关疾病的诊断和治疗提供依据&

%!材料与方法

%M%!试剂
重组人 ,%选择素BRS&!,N;嵌合蛋白"?uS

]MJ79-J公司$美国#$该分子属于二硫键联接的同
源二聚体!HQ]’C/J7FO.169#"$$ 和 C/J7FO.169###=
"Y/4;F公司$美国#!荧光染料N06F)%A+"T<L/7DFG9<
公司$美国#!N/;F00"]/G-.公司$美国#&
%M#!人中性粒细胞的提取和纯化

从两周内未服用阿司匹林等药物的成年健康
志愿者中抽取 ( -I静脉血$采用密度梯度离心法
提纯中性粒细胞(#=) & 分离沉淀的中性粒细胞待用&
%M"!钙荧光染料的加载

将中性粒细胞重悬于加载液"!" --F0BIC,H,]$
!" --F0BIY06;FJ9$#!Q]A#中$并调整细胞浓度至
# P#"& B-I& 然后向细胞液加入 N06F%) A+至终浓
度为 # &-F0BI(#&$!") $避光于 *$ o温箱中的垂直搅
拌器上温柔地搅拌 *" -/<$接着 )"" H离心 #" -/<$
弃上清& 重悬细胞于不含染料的加载液中$避光清
洗后的中性粒细胞待用&

#(#
张>力!等:流体剪应力作用下CP选择素介导的中性粒细胞钙响应
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%M’!平行平板流动腔实验
流动腔底板功能化及 ,%选择素位点密度的检

测方法参考文献(!#%!!)& 使用负压泵"HCS!"""$
C.DL.D: AOO.D.76J公司$美国#将已重悬浮于成像液
"##" --F0BIU.R0$#" --F0BIiR0$#" --F0BIY06%
;FJ9$*" --F0BIC,H,]$#@( --F0BIR.R0!$#!Q]A
和 #!!N/;F00$ OC\$@*(#的细胞以不同 N]]"!" K
&"" -H.#灌注到底板功能化了的流动腔中$!" 倍镜
下以 #"" 帧BJ录制近壁面中性粒细胞的黏附及黏
附后的荧光强度变化(#&$!*) &
%MX!细胞钙响应相关物理量的定义和测量
%MXM%!活化率>不同实验条件下$采用 N06F%) A+
作为钙荧光指示剂$若中性粒细胞活化产生钙响
应$胞内R.!t浓度高于未发生钙响应的中性粒细
胞& 因此$统计黏附于流动腔底部发光的细胞数
"激活事件数#及总黏附数"黏附事件数#$两者之比
即为中性粒细胞的活化率%

活化率 0激活事件数 C黏附事件数 "##
%MXM#!相对荧光强度>中性粒细胞激活后钙响应
所导致的荧光强度的变化$反映胞内 R.!t浓度水
平& 为扣除背景噪声$计算公式如下%

相对荧光强度 0"实际荧光强度 3背景荧光
强度#C背景荧光强度 "!#

%MXM"!延迟时间>细胞从黏附下来到胞内 R.!t浓
度开始提高的这段平台期时间&
%MXM’!峰值强度>黏附细胞相对荧光强度的最大
值与初始值之差&
%MZ!数据统计分析

所有实验条件下均进行 * 组独立平行实验$每
次观察的细胞数不小于 #( 个$采用均值 n标准差
表示!当实验处理组数为 * 或以上时$先采用单因
素方差分析$再进行 U9Z-.<%i960J检验!当实验处
理组数为 ! 时$直接采用 %检验& *b"@"( 表示差
异有统计学意义$*b"@"# 表示差异有高度统计学
意义&

#!结果

#M%!中性粒细胞与底板CP选择素的特异性黏附
为了鉴定中性粒细胞在流动腔底板上的黏附

是由 ,%选择素的特异性介导的$特设下列对照实
验& ! 实验组%按 #@) 节所述的方法$底板铺有

!" &I,%选择素!" 实验对照组%底板仅用 # -I
#!Q]A的HQ]溶液填充$温育 ! W后倒去!# 空白
对照组%底板不做任何处理& 将中性粒细胞分别灌
注到 * 组不同底板的流动腔中$在 !"" -H.N]] 下$
观察并记录 ( -/<内在底板上稳定黏附的中性粒细
胞& 定义在 # -/<之内移动不超过 #" &-"大约# 个
细胞直径#的细胞为稳定黏附细胞&

!"" -H.N]] 下$空白对照组的黏附细胞数极
显著高于Q]A实验对照组(见图 #".#)!而实验对
照组又极显著低于实验组(见图 #" 4#)$提示 #!
Q]A能够有效阻断中性粒细胞与底板之间的物理
黏附$但又不影响中性粒细胞与,%选择素间的特异
性相互作用& 因此$本研究设计的流动腔功能化方
案$可以保证中性粒细胞与底板上的黏附是由 ,%选
择素特异性介导的& 同时$实验结果表明$随着包
被在流动腔底部,%选择素浓度的上升$稳定黏附的
细胞数显著增加$提示中性粒细胞的黏附是 ,%选择
素浓度依赖性的&

图 %!#$$ 6E- ATT下中性粒细胞与 CP选择素结合的特异性

"与 #! Q]A比较$""*b"@"##

A3N:%!53,23,N 8=143/343BD )/,1*B+)=73.8L3B7CP81.14B3,*,21+

#$$ 6E- ATT!".# S/XX9D9<77D9.7-9<7FXX0FZ;W.-49D

J6DX.;9$ "4# T<;64.7/F< J6DX.;9FX:/XX9D9<7-F09;60.D

#M#!流场条件下CP选择素可以激活中性粒细胞钙
响应
为确定 #" -GBI,%选择素是否可以诱导中性粒

细胞钙响应$将加载有N06F%) A+的细胞以!"" -H.
N]]灌流到底面铺着 ,%选择素的流动腔中$实时检
测黏附细胞荧光值并记录整个钙响应的时间历程$
荧光的强弱反映胞内 R.!t浓度的高低& 实验结果
表明$黏附下来的细胞有产生钙响应的$也有不产

!(#
医用生物力学!第 "" 卷!第 # 期!#$%& 年 ’ 月

()*+,-.)/01234-.53)6147-,348! 9).:""!;):#! <=+:#$%&
>



生钙响应的$其实时荧光图像如图 !".#所示&
一个典型的钙响应事件包含 * 个阶段%当随流

细胞被捕获至流动腔底面$需要经过一段较为缓慢
的等待"延迟时间#$胞内 R.!t浓度才有所增加!而
一旦开始上升$荧光强度会迅速达到峰值!然后逐
渐下降到初始黏附时的水平& 若细胞不产生钙响
应$则其荧光强度基本无变化& 对于无钙响应及有

钙响应产生的细胞$它们对应的荧光强度的时间历
程如图 !"4#所示$其中主要的特征观察指标为延迟
时间和峰值强度$表征,%选择素诱导嗜中性粒细胞
钙响应所需的时间及胞内 R.!t浓度上升的水平&
该时间历程与 ];W.XX等(#’)发现的存在趋化因子TI%’
的条件下$中性粒细胞在,%选择素上滚动黏附的钙
响应过程较为类似&

图 #!钙响应示意图
A3N:#!T4716-B3423-N+-6 )/4-.43*6 83N,-.3,N! ".# ?9.0%7/-9/-.G9J6<:9DX06FD9J;9<;9-/;DFJ;FO9$ " 4# RW.D.;79D/J7/;;6DL9FX

;.0;/6-J/G<.0/<G

#M"!外力是CP选择素诱导中性粒细胞钙响应的启
动开关
生理环境中趋化因子’选择素和 N]] 协同调控

着中性粒细胞的黏附和活化$在炎症反应和免疫反
应中发挥着重要作用(#&$#’) & 为探明 N]] 如何影响
,%选择素诱导的钙响应过程$特设定静止和流动两
种情形下$分析比较中性粒细胞钙响应的差异&

首先$在成像液中加入不同浓度可溶性 ,%选择
素$静态下孵育中性粒细胞 #" -/<$在荧光显微镜
下观察细胞的荧光变化& 结果显示%当可溶性 ,%选
择素浓度从 "@"! -GBI按 #" 倍关系递增至!" -GBI
时$产生钙响应的细胞比率即活化率均低于 !"!$且与
空白对照组",%选择素浓度为 " -GBI#比较无统计学
差异(见图 * ".#)& 然后$再将不同浓度 ""@# K
#" -GBI#,%选择素固定在流动腔底部$观察静止与
&" -H.流场条件下细胞的黏附和钙响应$比较它们
的活化率和钙响应过程& 无流场情况下$当底板上
,%选择素浓度从 "@# -GBI按 #" 倍关系递增至
#" -GBI时$细胞产生钙响应的比率有上升趋势$但
均处于很低的水平& 但在&" -H.流场条件下$随着
,%选择素浓度的提高$黏附细胞的活化率明显上
升$尤其在 # 和 #" -GBI时$活化率极显著地高于静

止情形(见图 *"4#)& 从流场和静态条件下细胞黏
附在 #" -GBI,%选择素底面上典型的钙响应过
程***荧光强度随时间的变化可知$两者之间存在
明显的区别$N]]为 &" -H.时有更高的相对荧光强
度和更短的延迟时间(见图 *";#)& 因此$这两种
钙响应事件很容易区分$可将无力状态下荧光强度
弱且延迟时间长" c#!" J#的钙响应事件定义为+自
响应,事件& 上述结果说明%静态时$无论是可溶性
还是固定在流动腔底板的,%选择素$均不能有效激
活中性粒细胞$其产生的钙响应也仅为非常缓慢’
低强度的+自响应,事件!只有在流场环境下$,%选
择素不仅捕获随流滚动的细胞$而且有效激活这些
黏附细胞产生钙响应$激活比率呈现,%选择素浓度
梯度依赖性$即随,%选择素浓度的增加而上升& 因
此$外力是,%选择素诱发中性粒细胞钙响应的重要
启动开关&
#M’!外力对 CP选择素诱导中性粒细胞钙响应的

调控
为进一步探索外力对 ,%选择素诱导的中性粒

细胞钙响应的调控$设定 ( 个不同 N]]""’!"’&"’
!"" 和 &"" -H.#$将细胞液流经包被 ,%选择素的流
动腔底部$观察和记录黏附细胞的钙响应过程& 当
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图 "!中性粒细胞在不同条件底板和CP选择素作用钙响应",%J909;7/< \#" &GB-I$ ""*b"@"##

A3N:"!F-.43*683N,-.3,N )/,1*B+)=73.8),G-+3)*8B+1-B12238718L3B7CP81.14B3,!".# ]7.7/;JF06409,%J909;7/<$ "4# T--F4/0/_9: ,%J909;7/<$

";# R.0;/6-J/G<.0/<G;6DL9

,%选择素浓度低于 #" -GBI""@# 和 # -GBI#时$因
细胞与底板之间的分子键太少不足以抵抗 !""’
&"" -H.流体的冲刷$细胞能稳定黏附下来并产生
钙响应的数目极少!而浓度过高时黏附的细胞数太
多$观察单细胞的 R.!t荧光强度会相互干扰$故选
择 ,%选择素浓度为 #" -GBI& 统计分析细胞活化
率’峰值强度和延迟时间等关键参数& 随着 N]] 的
提高$黏附细胞的活化率逐渐增加$由 !" -H.的
!*!左右逐渐提高到 &"" -H.的 $"!左右 (见
图 )".#)& 从黏附细胞的典型钙响应时间历程可
以发现$当N]]从 " 逐渐增加至 &"" -H.时$伴随着
钙峰的左移$峰值强度不断上升(见图 )"4#)&

>>从钙信号的特征曲线中$特提取钙响应的峰值
强度和延迟时间$分析 N]] 对其影响& 随着外力的
提高$钙响应的峰值强度也逐渐变大$由 " H.的
"@$$’&" -H.的 #@*$ 再到 &" -H.的 #@( 左右$说明
胞内R.!t浓度随N]]的增加而逐渐提高$但&" -H.
以后N]] 的增加对峰值强度已无显著影响(见图
)";#)& 从延迟时间看$随着N]] 的提高$钙响应的
激活速度越来越快$由 !" -H.的 $" J左右缩短到
&" -H.的 !$ J左右$均远低于静态的 #!" J(见图 )
":#)& 这些结果说明$N]]对,%选择素介导的中性
粒细胞的活化率实现正向调控$并正向调节钙响应
的峰值强度$反向调节钙响应的延迟时间&

图 ’!中性粒细胞在不同ATT条件和 %$ 6NeQCP选择素作用钙响应"与 " -H.组比较$""*b"@"##

A3N:’!F-.43*683N,-.3,N )/,1*B+)=73.8*,21+23//1+1,BATTL3B7366)H3.3Y12%$ !Ne6QCP81.14B3,!".# ?.7/FFX.;7/L.7/F<$ "4# R.0;/6-J/G<.0

;W.D.;79D/J7/;;6DL9$ ";# H9.2 /<79<J/7M$ ":# S90.M7/-9

"!讨论

,%选择素可以介导中性粒细胞的滚动黏附行
为$并且该行为受 N]] 调控(!#) & 然而$,%选择素诱
导人中性粒细胞钙响应的力学作用机制仍然未知&
本文采用平行平板流动腔结合实时荧光显微镜的

检测手段$观察不同 N]] 环境下中性粒细胞在,%选
择素底板上黏附及随后发生的钙响应过程$并通过
比较静止情形时可溶性 ,%选择素或固定 ,%选择素
发现$,%选择素和N]] 协同调控着中性粒细胞的钙
响应&

实验结果表明%无流场条件下$无论可溶性或
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固定的,%选择素浓度有多高$均不能有效激活中性
粒细胞产生钙响应!流场条件下$随着底板 ,%选择
素浓度的增加$细胞的黏附数及黏附后产生钙响应
的比率"激活比率#也随之提高& 这可能源于 ,%选
择素浓度增加时$底板 ,%选择素位点密度提高$单
位细胞接触面上形成更多的 ,%选择素%配体复合
物$更容易达到诱发钙信号所需要的刺激阈值&

与化学因子诱导的钙响应不同(!)%!() $,%选择素
诱导的中性粒细胞的钙响应不仅需要外力的存在$
而且外力起着非常重要的调控作用& 一方面只有
固定在流动腔底部的 ,%选择素才能有效感受力信
号$与化学信号偶联并传递至下游信号!另一方面
也可能源于 ,%选择素与白细胞上配体的相互作用
亦受外力调控$具有逆锁%滑移的力学性质$外力的
适当提高可延长键的生存时间以充分启动下游信
号(!!$!&) & 本研究结果表明%N]] 可通过固定在流动
腔底部的,%选择素有效’快速激发中性粒细胞的钙
响应$激活比率随着 N]] 的增加而增加$同时正向
调节钙响应的峰值水平和激活速率$大大缩短细胞
的延迟时间&

在 !"" -H.N]] 条件下$C6.<G等(!*)得到同样
浓度H%选择素介导中性粒细胞钙响应的延迟时间
为 $( J(#&) $CI%&" 细胞的延迟时间为 #(( J$均高于
本文得到的 ,%选择素介导中性粒细胞钙响应的延
迟时间 *) J$即同样条件下,%选择素介导的细胞钙
响应速度更快& 这可能跟中性粒细胞膜上表达
H]YI%#’RS))’I%选择素’RS)* 等多种 ,%选择素配
体有关$而 H%选择素的主要配体仅有 H]YI%#(#!) &
a.GF等(!$)研究中性粒细胞滚动行为$结果发现$
,%选择素可以通过 H]YI%# 和 RS)) 激活下游相同
的信号通路去诱导整合素 +I*! 依赖的慢速滚动&
但是这些不同配体的功能及在炎症反应过程中各
自的作用至今仍不清楚$它们之间是竞争还是协同
作用关系$以及如何激活后续信号通路等问题$都
有待进一步探索&

本研究结果有助于对血流环境中 ,%选择素介
导白细胞免疫响应过程的理解$为后续信号通路的
研究和相关临床治疗药物的开发提供前期基础&
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