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方法是改变细胞培养基底的取向来进一步研究重力矢量对细胞的静态影响
。

本文选取 MC3 T3
一

E1 这一 力敏感的前成骨细胞系作为考察目标
,

将胶原包被并接种细胞的

玻片放人 自行研制的培养装置
,

使细胞在培养基底上分别处于正置
、

倒置 与侧置 (细胞所受的重力

矢量分别与基底法线方向呈 180
“ 、

0
“

和 90
“

)状态
。

通过考察细胞在 ,
一

7 天内的增殖 和细胞周期
,

发现细胞的增殖曲线在三种基底上基本重合
,

细胞周期分布也无显著性差异 ;采用成骨诱导液诱导

MC3 T3
一

E1 向成骨细胞分化
,

也发现细胞碱性磷酸酶表达没有显著性差异
,

表明基底取向对细胞

增殖和分化等生物学行为没有显著影响
。

同时
,

细胞在三种基底上培养 2 4 小时和 7 2 小时后固定

并对三种细胞骨架(acti n
,

tu 匕uli n
,

vi m e nti n) 染色
、

采用 Im a g e J 测量细胞的圆度
、

粘附面积和核位

移
,

发现在三种静态受力状态下形态学指标无显著性差异
。

然而
,

采用平均荧光强度来表征三种细

胞骨架的表达量
,

发现不论是 2 4 还是 7 2 小时
,

倒置和侧置基底上的细胞骨架与正置基底上 的相

比有显著性差异 ;对 a cti n 进一步定量分析发现
,

在倒置和侧置基底上细胞的 acti n 数量和强度都

远高于正置基底上细胞中表达 ;更有意思的是
,

研究中还观测到在侧置基底上细胞骨架排列与重力

矢量方向相关
。

上述结论说明
,

MC 3下3
一

E1 在倒置和侧置基底上通过自身骨架重组
、

从而维持其

正常的细胞形态和生物学行为
。

为探究其中的分子机制
,

进一步考察了细胞粘着斑蛋白(vi nc uli n

和 p axil lin )和 ? 1 整合素的表达
,

发现在倒置基底上细胞粘着斑数量和平均面积以及团 整合素的

表达与正置基底上有显著性差异 ;采用 si R NA 敲出团 整合素后
,

三种受力状态下细胞的粘着斑和

细胞骨架之间的差异有大幅减小
,

证明 MC 3 T3
一

E1 是通过 田 整合素/ 粘着斑/ 细胞骨架这一信号

通路调控自身对重力矢量的响应
。

上述研究不仅观测到 MC 3 T3
一

E1 在重力矢量与不同取向基底共同作用下典型生物学行为和

形态学特征
,

同时发现细胞骨架重组并发现其中的力信号感受与传导通路
,

对细胞的重力感受和传

导机制的进一步深 人研究提供了一 个新的视角 (国家 自然科学基金资助项 目 (31 1 101 0 391 8
,

1 10 7 2 2 5 1 )
,

国家重点基础研究发展计划项 目(20 l lCB7 1 0 9 0 4 ) )
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整合素作为细胞表面糖蛋白受体
,

介导细胞 一 细胞
、

细胞 一胞外基质以及细胞 一病原体间的粘

附
,

在炎症反应
、

肿瘤转移和创伤愈合等许多病理生理过程中起关键作用
。

其中 LFA
一

1 (Ly m Ph 。
-

eyte fu n e tio n
一
a s s o eiat e d a n tig e n l )

、

Ma c
一

1 (M a e ro Pha g e
一

1 a n tig e n )是表达于白细胞表面的 p
Z 整

合素亚家族成员
,

二者与表达于血管内皮细胞表面的配体 ICAM
一

1 之间相互作用
,

共同介导炎症级

联反应中白细胞在血管内皮细胞上的粘附川 二者功能上分工明确
,

以中性粒细胞为例
,

LFA
一

1 主

要介导前期中性粒细胞在血管内皮细胞上的慢速滚动 与稳定粘附
,

而 M a c
一

1 则专注于后期的爬
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。

从结构上来看
,

LFA
一

1 和 Mac
一

, 具有相同 p
。 亚基和序列一致性高达 3 4 % 的 。 亚基

,

均通过

Q 亚基头部的 l结构域与配体发生作用
,

且 I结构域均具有高
、

低亲和态构象和相似的变构模式 }1 l
r

LFA
一

1 1结构域比 M a c
一

1 1结构域更为灵活
,

表现为结构上更不稳定
,

目可以 自发地从低亲和态构

象向中间亲和态变构 !”’
。

变构是蛋白质行使功能的必要手段和表现形式
,

是否两者变构动力学的

差别可以解释其功能差别
,

目前尚不清楚
。

本文工作是基于已有 L「A
一

1/ M a c
一

1 1结构域及 IC AM
一

1 的晶体结构
,

综合运用 了包括同源模

建
、

分子对接
、

(拉伸)分子动力学模拟等模拟手段
,

构建了不同亲和态 } 结构域单体及与 IC AM
一

1

复合物的模拟体系
,

比较了 LFA
一

1 / M a c
一

, l结构域在有无配体
、

不同外力下变构动力学的异同及变

构对其与配体之间相互作用的影响 初步结果表明
:
1) 低亲和态 M ac

一

1 也可自发变构
,

但变构程

度及速度均低于低亲和态 LFA
一

1 ; 2 ) IC AM
一

1 配体可借助外力打开低亲和态 Ma c
一

1 1结构域的 口

袋
,

刺激其变构
,

并与之发生稳定的相互作用 ; 3) 受体 一 配体结合后外力可进一步刺激 l结构域的

变构
,

适当变构可增强受体 一配体间相互作用
。

因此
,

LFA
一

1 的柔性使其更易发生变构
,

更快与配体发生作用
,

则更适于需要较高正反应率介

导的滚动行为
,

而 M a c
一

1 需更多地刺激才能充分发挥其功能
,

则更适于主动的爬行行为
。

本文工

作将为深人理解 LFA
一

1
、

Ma c
一

1 的功能区别以及相应的微观结构基础提供线索(国家自然科学基金

资助项 目(1 1 0 7 22 51 )
,

中国科学院科研装备项 目 (Y2 01 0 0 30)
,

国家重点基础研究发展计划项 目

(2 0 1 1 C B7 1 09 0 4 ) )
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运动细胞初始极化阶段胞内信号的
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某些真核细胞 (e u ka ry o te s )
,

如
:
盘基网柄菌细胞 (D iety o s te liu m )

、

白细胞 (Le u ko eyte )
,

受到

胞外环境中信号分子的刺激
,

会朝向信号源而运动
。

初始极化(i nit ial pol ar iz at io n) 是这类细胞运

动前的准备阶段
,

是外信号激励胞 内信号分子相互激发/ 抑制
,

调控 R h。 家族小 G 蛋白(R a c 为代

表 )活性
,

进而引起细胞骨架重组 的过程
。

已有生化实验显示
:
细胞接受均匀外信号刺激时

,

胞内

负责信号转导的分子 Pl (3
,

4
,

5 )尸
3
浓度随时间变化呈

“

双相性
”

(b ip has ic )
,

即 :
先后出现一大一

小两个峰值
,

稍后平息 ; 接受梯度外信号刺激时
,

胞内物质 则发生两种方 向相反的运动
,

磷酸酶

PI 3 K 及其生成物 Pl (3
,

4
,

5 )尸
3 以 向前扩散的方式积聚到前沿

,

磷酸激酶 PT E N 及其生成物 Pl

(4
,

5 )P : 以向后扩散的方式积聚到质膜后边
,

细胞分出明显头 一尾 飞两种信号场刺激开启相同的


