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� 相互作用的二维反应动力学研究
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一

� 和 Ν+:
一

,= 与其配体细胞间粘附分子
一

� <ΚΜ ;Ν
一

,= 的相互作用在诸如肿瘤转移
、

炎症反

应等许多病理生理过程中起着重要的作用
。

研究表明
,

中性粒细胞<5ΝΠ =在特定环境下可通过
Χ
整合素与

Κ: ;Ν
一

� 的相互作用而增强黑色素瘤细胞的转移能力〔’〕
,

但是其动力学调控机制还不清楚
。

受体
一

配体键结

合和解离的二维反应动力学定量描述了分子结合的快慢和强弱
,

是回答
Χ
整合素与 ΚΜ ;Ν

一

� 相互作用如何调

控黑色素瘤细胞
一

中性粒细胞
、

中性粒细胞
一

内皮细胞之间粘附的关键
。

本文选取表达 ΚΜ ;Ν
一

� 的黑色素瘤细

胞系 Θ Ν2
、

表达整合素 ∋Ο;
一

� 和 Ν+:
一

� 的人中性粒细胞<从健康人血液中提取=
、

表达整合素 ∋Ο;
一

� 的人白

血病细胞系 Λ73Γ +∗ 和表达 ΚΜ ;Ν
一

� 的人肺微血管内皮细胞系 Ρ5ΝΣΜ ∀ΤΚ
%

Ε /
,

采用实验室独立发展的气体驱

动的微管吸吮技术<Υ6Ν;Τ= 川 以及图像处理算法
,

开展了以下三个方面的研究工作
Χ � =测定了 Θ Ν2

一

5ΝΠ

和 5ΝΠ
一

Ρ5ΝΣΜ 间
−
整合素与 ΚΜ ;Ν

一

� 相互作用的反应动力学参数
,

用于阐明 ∋Ο;
一

� 与 Ν+:
一

� 共同表达时
−

整合素
一

ΚΜ ;Ν
一

� 反应动力学的差异 ς−= 测定了 Θ Ν 2
一

Λ7 3Γ +∗ 和 Λ7 3Γ +∗
一

Ρ5ΝΣ Μ 间
Χ
整合素与 ΚΜ ;Ν

一

� 相互作用

的反应动力学参数
,

用于阐明 ∋Ο;
一

� 单独表达时
−
整合素

一

ΚΜ ;Ν
一

� 反应动力学的差异 ς Α= 采用 ΤΠΟ
一

Ω 刺激

Θ Ν2 和 Ρ5ΝΣΜ 细胞上调 ΚΜ ;Ν
一

� 表达
,

并重复上述两部分实验
,

用于阐明趋化因子对
Χ
整合素

一

ΚΜ ;Ν
一

� 反

应动力学的影响
。

实验中通过改变细胞间的接触时间可得到粘附频率 <5+ =随接触时间改变的粘附曲线
,

并

由小系统概率动力学模型拟合获低 整合素与 ΞΜ;Ν
一

, 相互作用的反应动力学参数
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其中;
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为接触面积
,

8
ς

和 8 ,

分别为受体和配体的分子密度
,

;: 8
ς

8 , Γ ,
和衅分别为有效正反应率和零力

下的负反应率
,

扣除受体和配体的分子密度后可得有效正反应率 ;
。
Γ ,
与有效反应亲和性 ;: ϑ+

。

初步实验结

果表明
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主要是

由 Ρ户ΝΣ : 和 Θ砖 表达的 Κ: ;Ν
一

� 分子密度不同所致<前者为后者的 Φ
%

Ζ 倍 = ς − =尸ΝΠ
一
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一

Ρ ΨΝΣΜ 的衅
影响不大

,

对 ;: 8
ς

8 ,
Γ1 的影响则主要来 自于对细胞表面 ΚΜ;Ν

一

, 分子密度的上调表达 ς Φ =Θ诵
一

Λ7 3Γ +∗ 及

Λ7 3Γ +∗
一

ΡΨ ΝΣΜ 的反应动力学与上述结果类似
。

上述研究工作对于深人认识
Χ
整合素与 Κ: ;Ν

一

� 相互作用

的二维反应动力学在肿瘤转移中的作用具有重要科学意义
。
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拟南芥原生质体分离影响因素的分析
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田继权

<重庆大学生物流变科学与技术教育部重点实验室=

在生物力学研究领域
,

拟南芥原生质体是一种基础的研究材料
。

目前的文献报道的拟南芥原生质体分

离并不一致
,

并且多数研究只涉及产量
,

而对后续工作有着重要影响的原生质体活力并没有作为指标量化
。

为了提高原生质体的产量与活力
,

以野生型拟南芥< ;3+9 #4 0 Ψ 6#6 ∗ +, #+ ∃ + , ( ( 0 ∗ΙΨ。 Μ0 ,7 8 9#+ =为材料
,

以原生

质体产量和活力为指标
,

研究了以下几种因素拟南芥叶肉细胞原生质体分离的影响
Χ � 不同预处理 � ! 小时

! “ ∀低温预处理
、

无处理 #∃ 不同酶解方式 �!% &∋ 州而 (
低速振荡 )小时酶解

、

静置酶解 ∗! 小时 # + 不同酶
解温度 � ,

“

∀酶解
、

 % “∀酶解 #−不同离心力水平 � .�/# &0 ∋ 1(
、

2 �/# &0 ∋ 1(
、

∗ 33 叮∋ 1( #4 不同材料来源 �生长

 , 天的拟南芥幼叶叶片
、

生长 ∗3 天的拟南芥子叶叶片#
。

对于原生质体产量的影响
,

结果如下
5 �  ! 小时 !

“ ∀低温预处理对原生质体产量没有显著影响
,

无处理组产量为  
6

.∗ 7 89 ‘
个

·

: 一’ ,

略高于低温处理组的  
6

3! 7 ∗3 .
个

·

:
一’ ,

但没有达到显著性水平
。

伽% &∋ ; 0 ∋ 1( 低速振荡 ) < 酶解会显著降低原生质体产量
。

其

对照样本静置酶解 ∗! < 的产量为  
6

犯 、 ∗3 ‘
个

·

: 一‘ ,

振荡酶解组产量为 3
6

%= 又 ∗3 . 个
·

: 一 ’ ,

两者相差高达

!
6

3% 倍
。

伽 , “ >酶解可以显著提高原生质体产量
。

结果显示
,

样本 . 产量为 )
6

.3 7 8护 个
·

:
一 ’ ,

对照组

 %
“

酶解的样本 8产量为  
6

3! 7 ∗3‘个
·

:
一 ’,

两者相差 ∗
6

= = 倍
。

−  33 洲∋ 1(
、

233 “∋ 1(
、

.33 “∋ 1( 离心组

的产量分别为 !
6

 % 7 ∗3 ‘个
·

:
一 ’ ,

)
6

.3 7 ∗3‘个
· : 一 ’,

 
6

2 ∗ 7 ∗3‘个
·

: 一 ‘,

∗ 33 “∋ 1( 离心组的产量分别

为 .3 3 &0 ∋ 1( 组的 ∗
6

!= 倍和? ≅ &0 而 (
组的 ∗

6

∗2 倍
。

4 在分离条件相同的情况下
,

生长 &9 天的子叶叶片所

得的原生质体产量为 3
6

% ∗ 、 ∗3 . 个
·

: 一 ’ ,

生长  , 天的幼叶叶片所得的原生质体产量为  
6

 . 7 ∗3 .
个

·

: 一‘ ,

前者为后者的 !
6

!) 倍
。

对于原生质体活力的影响
,

结果如下
5 �  ! 小时 ! “∀低温预处理对原生质体活力影

响显著
,

低温处理组原生质体活力为 ,∗
6

)% ?
,

为无处理组的 %!
6

 ! ? 的 ∗
6

%3 倍
。 �沙% &∋ ; 0 ∋ 1( 低速振荡 )

< 酶解对活力没有显著影响
,

振荡酶解组活力为 ,3
6

,. ?
,

静置酶解组活力为 ,3
6

3∗ ?
,

两者没有明显差异
。

即, “ ∀酶解对于原生质体活力没有显著影响
,

 ,
“>酶解组活力为 ,3

6

∗. ?
,

 % “ >酶解组活力为 ,3
6

., ?
,

两

者没有明显差异
。

−离心力对原生质体活力有显著影响
。

.33 &∋ Α0 ∋ 1( 能够提高原生质体活力到 ,!
6

3) ?
,

比 23 3 &∋ 州∋ 1( 提高了 % ?
,

接近显著性水平
。

∗ 33 &∋ ; 0 ∋ 1( 会降低原生质体活力到 = 
6

2 ∗?
,

与 233 &∋ ; 0

∋ 1( 相比降低了 &9 ?
。

4 在分离条件相同的情况下
,

生长 &9 天的子叶叶片所得的原生质体活力为==
6

%, ?
,

生长  , 天的幼叶叶片所得的原生质体活力为 =2
6

!% ?
,

两者差异不显著
。

拟南芥原生质体分离的最佳条件

为 !
“

∀低温预处理  ! <
,

 ,
“

∀静置离心 ∗! <
,

.33 &0 ∋ 1( 静置离心
,

其所得的原生质体活力最高为 ,!
6

3) ?
,

产量为  
6

2 ∗ 7 ∗3‘妇:
。
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