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摘要 :在炎娘反应中
,

白细胞在内皮细胞上滚动由选择素分于与其配体分于相互作用所导致
,

选择素分子有 3 种
,

P选择素

分子(P 一 目晚血)
、

E 选择素分子(E 一 妇仪万n)
、

L 选择素分于(L 一 此b 币n )
,

选择素分子与其对应的 P一 选择素格蛋白配体 一 l(界
GL

一 1) 的相互作用起若t 要的作用
。

用等离于共振
、

流动腔
、

原子力显徽镜等技术能定 1 分析选择素分子与其配体分于相互作

用的动力学反应
。

关扭词 : 选择素 ; P 一 选择素粉蛋白配体 一 1; 动力学
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前言

粘附分子是一类介导细胞与细胞间或细胞与细胞外基质

间相互作用的分子
,

大多为跨膜糖蛋白
,

含腆外区
、

跨膜区
、

胞

浆区
。

粘附分子广泛分布于各类细胞
,

枯附分子以配体 一 受

体结合的形式作用
,

参与细胞识别
、

信号转导以及细胞活化
、

增殖
、

分化与移动等
,

是免疫应答
、

炎症反应
、

肿瘤转移等一系

列重要生理和病理过程的分子基础
。

枯附分子按其分子结构

特点可分为 5 个家族
,

即整合素
、

选择素
、

粘蛋白样
、

免疫球蛋

白超家族及钙粘蛋白五类
。

在炎症反应和淋巴细胞归巢过程中
,

粘附分子的作用使

白细胞在血管内皮上滚动
、

粘附从而启动一系列反应
,

最终使

白细胞在炎症反应区城集中
。

白细胞粘附
、

穿越血管内皮细

胞向炎症部位移行是炎症过程的重要特征
,

其分子荃础是白

细胞与血管内皮细胞表面粘附分子间的相互作用以及细胞因

子对粘附分子表达的调节
。

白细胞粘附是一个多步骤的过

程
,

参与的分子很多
,

分别在白细胞粘附的不同阶段起作用
。

许多研究表明
,

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 [1, 2 ]
。

选择素是细胞粘附分子家族成员之一
,

选择素家族参与

炎症发生
、

淋巴细胞归巢
、

凝血以及肿瘤转移等
。

选择素根据

表达可分为三类
: P一 选择素(P 一 妇以五n) 表达于活化的血小板

和血管内皮细胞表面 ; E 一 选择家(E 一 妇点无n )表达在活化血

管内皮细胞表面 ; L 一选择素(L 一

妇以石n) 则表达在白细胞表

面
。

1 选择素家族的组成和基本结构

三种选择素皆为 I型膜分子
,

其膜外区结构相似
,

由三个

结构域构成
: N 端的 C 型凝集素结构域

,

表皮生长因子 (EG F)

样结构域
、

重复次数不同的补体调控蛋白结构城组成
。

其中
,

凝集素结构域是选择素分子结合糖脂分子上的糖配体的部

位
。

P一 妇忱血 又称口尧Zp 是一种分子质t 约为 1钓 kD 的跨

膜糖蛋白
,

通常储存于血小板的
Q

硕粒
、

血管内皮细胞的

w 七违d 一 P目“卜小体中
。

P一 况1巴山 由不同的结构域组成 :凝集

素样结构域(l刀而1 一

血 山曰‘n )
、

表皮生长因子样结构域(甲
-

山m 目 G心汕 F以出万
,

EG F)
、

九个补体调节蛋白样功能区重复

序列(。”吮朋朋 凡碑川
,

cR )
、

跨膜功能区和胞质区川
。

P -
一

】忱血识别的配体包括 P选择素糖蛋白配体 一 l( 只犯L 一 1)
、

苗a-

lrl 玩衍
.

x(
s
玩

x

)等精荃结构的糖蛋白
、

精脂等
,

P 一 能b ‘
n

与

其配体识别和作用是钙离子依赖性的[’]
。

选择素作为粘附和信号分子在白细胞介导的炎症免疫反
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应中起! 要作用
。

研究发现
,

当血小板或内皮细胞受凝血酶
、

组胺
、

肿瘤坏死因子等刺激而活化后
, 。 顺粒和 W七山d 一 P目“卜

小体膜与胞膜迅速融合
,

可导致这些部位已储存的 P一 妇忱血

在细胞表面快速表达
,

从而介导活化的内皮细胞和血小板与

中性粒细胞
、

单核细胞
、

啥酸性粒细胞及 T 琳巴细胞亚群相互

作用[, 1
。

P一 此】即血与其配体结合
,

可调节白细胞在血管内皮上滚

动
,

已证实缺乏 P 一 妇忱血
、

E 一 妇晚血 的小鼠受创伤或感染

时
,

早期可出现白细胞滚动迟缓的现象
,

这进一步证明 P 一 二
-

,忱血是白细胞介导炎症反应的早期参与因素t6]
。

近期还发

现
,

选择素参与介导的白细胞浸润及炎症免疫反应
,

与介导细

胞间枯附启动或参与了细胞内信号传导途径有关川
。

P 一 曰川山作为中性粒细胞和单核细胞受体
,

其介导细胞

枯附的功能区域位于分子 N 一末端的玩血 区和 EG F区
,

通过

钙离子的参与来调节细胞粘附过程
,

并使中性粒细胞在内皮

细胞表面向前滚动[s]
。

E 一 此b 币n 分子t 为 n s kD 由 5即个氮基酸残基构成
,

E

一选择素表达于活化的内皮细胞
,

主要介导中性粒细胞与内

皮细胞的起始猫附作用
,

其配体是唾液酸化的 玩衍. X 寡精
。

内皮细胞受刺激后
,

E 一选择素于 4 h 表达达高峰
,

可维持洲h

然后从胞膜上脱落进人血液
,

成为可溶性 E 一选择素
。

经研

究证实
,

E 一选择素有介导活化内皮细胞与中性粒细胞粘附作

用
。

内皮细胞上 E 一选择素可锚定白细胞
,

继而介导其活化
.

有助于白细胞稳定的枯附于内皮细胞
,

继而迁移至血管外组

织
。

L 一曰忱石n 分子盘为卯 kD 由 3对 个氛墓酸残荃组成
,

表

达于白细胞
。

研究表明
,

L一选择素成簇存在于中性粒细胞徽

绒毛顶端
。

在细胞激活过程中
,

L一选择素迅速下调
,

这种下

调既发生在转录水平
,

亦发生在翻译水平
。

这有利于其始粘

附的白细胞与内皮细胞脱离
,

还可形响琳巴细胞向外周淋巴

结的归集[9]

圈 1 选择众的组成和‘本摘构

纯 1 1触 成n 此加民 过 曰. 万朋

2 选择素分子的配体

选择素分子识别或结合的配体是一些寡糖基团
,

主要是

唾液酸化的路易斯寡糖(‘训 I渭‘。
,

山叹 或 cD 巧s) 或类似结

构的分子
,

此类配体主要分布于白细胞
、

血管内皮细胞及某些

肿瘤细胞表面
。

P一 选择素箱蛋白配体 一 1 (P 一 免阮血 伪叫卿山 吨
-

词 1
,

R ‘L 一 l) 是选择素的主要糖蛋白配体
,

它与选择家相互

作用
,

在介导炎症和损伤时白细胞的滚动过程中起重要作用
,

该配体由两个单体通过二硫健构成分子t 为 2月O KD 的同源

二聚体
,

其主要表达在白细胞的微绒毛体上
。

只裕L 一 1在细胞

膜突起徽绒毛上的定位对于白细胞在血管内皮细胞表面的滚

动和猫附有重要愈义咖〕
。

l卯2 年 Moo 民等首先用 W翻e m 杂交方法在中性较细胞和

IIL
一 印细胞上提出该膜糖蛋白

。

P以二L 一 1 表达于几乎所有类

型的白细胞表面
。

可以与表达于血管内皮细胞表面的 P 一 se
-

k兄d n

和 E 一 能】图面 及表达于白细胞表面的 L 一 此b 改访相互作

用
,

从而完成介导白细胞粘附的起始过程[3. 川
。

2
.

1 1酬3L 一 1的分子结构

决裕L 一 1是一种跨膜的籍蛋白分子
,

由 412 个氮基酸组

成
。

胞外部分有 3 18 个氛基酸
,

其中富含丝氛酸/ 苏氛酸 / 脯氛

酸
,

跨膜结构域有解个氮墓酸
,

C一 末端的胞浆尾部有 70 个氮

基酸
。

位于 N翻口一末端的第 46
、

第 48 和第 51 位的 3 个酪氛酸

易被硫酸化 t5, 川
。

胞外部分的第翔位的半脱氛酸恰好位于

膜外
,

对于 只犯L 一 l分子的二聚体形成起关键作用〔’2 ]
。

决毛L

一 l分子上的一些氛基酸可以通过
“ O ”

连接或
“N ”

连接与相应

的寡糖基团结合
,

在蛋白质的骨架上形成很多精链
。

精链的

组成和结构对于决犯L 一 l的功能是十分重要的
。

2
.

2 只犯L 一 l与选择索的相互作用

作为选择素的配体
,

只犯L 一 l的功能是通过与选择素的相

互作用实现的
。

决犯L 一 l最初是作为 P 一曰以币n 的配体被发

现的
,

随后体内和体外实验都证明
,

决犯L 一 1是惟一与 P 一 se
-

胶血具有高度亲和性的配体
,

抗 决石L 一 l的单克隆抗体(几l)

可以完全阻断血流状态下白细胞在表达 P 一 州晚石
n

细胞上的

滚动和静止状态下白细胞与表达 P 一 目以石n 细胞的粘附
。

P -

叱1创血主要表达于激活的血管内皮细胞和血小板的表面
,

巧
.

GL
一 l与 P一 耽k犯tin 的相互作用主要介导白细胞与血管内皮

细胞的起始粘附
,

即介导白细胞的滚动过程[6]
。

只‘L 一 1 与 P

一 既l配血 的识别和作用需要酪氨酸的硫酸化
,

而与 E 一目即血



作用则不需要〔131
。

图 2
.

是 P一 目以范n 与决‘L 一 1 相互作用示 惫图

圈 Z P 一 此l以石n
与

R g Z 压昭皿 n 苗 in l。侧无.

3 选择素分子与配体作用的研究

选择素及其配体相互作用可以用不同的实验手段来定量

侧t 如
:

等离子共振(S J
面此 n

~
R~ 四犯e ,

牙服)
、

流动腔

(n 洲 Cha d 盯)
、

徽吸管 (筋c
呷 ilx 戴e

)
、

原子力显徽镜(儿“‘C

Fb民e 猫C功傲期卿
,

人IM )
、

激光摄子(‘此r T州哭此口)等超灵敏力

传感器
。

P别; L一 1 相互作用示宜圈

b日
~

I P 一
司忱石

n . 司 】裂 ; L一 1

侧定 E 一 即b 比 n 与 此L 一 1 相互作用的动力学和亲和力
。

结果

表明有较快的分离率 4
,

6 一 ’和结合率为 7
.

4 、 1护 M
一 ’ 。一 ’解

离常数〔Kd )为公闷 与 L 一目份血 与糖基化粘附分子作用相

似
。

3
.

2 平行流动腔技术《日眯 口砚倒比r

)

3
.

1 等离子共报《反以比e n

~
凡即

一
,

SPR 》

牙服一种利用物理光学原理分析生物大分子间相互作用

的生物传感分析技术
,

生物分子相互作用分析方法是基于表

面等离子共振技术的一种生物分子相互作用分析方法
。

实验

时
,

先将一种生物分子固定在生物传感芯片表面
,

将与之相互

作用的分子溶于溶液或细胞提取液流过芯片表面
,

检侧器能

实时检侧两者生物分子间的相互作用
,

并定量求出其相互作

用强弱的结合常数和解离常数
。

Ni e l创以抓等用表面等离子共振(SPR )技术研究 L 一 目忱血

与表达在高内皮静脉上的砂沁姗
一 1 分子的作用

,

游离态的

单体 L 一妇伐石n 与固定在芯片上的砂沁姗
一 1 分子的解离常

数(Kd )为 1佣声
,

L 一 目即石n 从 砂沁椒
一 1 分子以较快的分离

率分离 l伪
一 ’,

结合常数为 l护 M
一 ’。一 , 。 [ ,‘]

。

侧反h巨等研究白细胞表面上的 厌羌L 一 1 在 p 一 鱿坛无
n

或在

激活的内皮细胞上的滚动的作用
,

同样用表面等离子共振

(牙吸)技术侧定游离态的单体 p 一 妇即石n 分子与固定在芯片上

的 只犯L 一 1 的亲和力和动力学常数
,

用含 k兄血和上皮样生长

因子和 9个 CR 与仅有 lec 血和上皮样生长因子与 晓石L 一 1作

用这两种分子与 决犯L 一 1 分子作用的动力学常数是一致的
,

其解离常数为 3灿山
,

分离率(与 )是 1
.

4 。一’结合率 (枷)为

4
.

4 ‘ 1护 M
一 ’。一’,

得出 p 一 目叨面 与 决犯L 一 1 有较高的结合率

和分离率
,

这些性质对白细胞在血管内皮上的滚动是非常重

要的[ 15一
。

E 一 韶b 比n 表达在内皮细胞上
,

也是介导白细胞在血管内

皮上滚动的重要粘附分子
,

E 一 州晚血 不但能与 1习; L 一 l分子

作用
,

同时能与表达在骨倪细胞表面上的 EsL 一 1 (E 选择素 -

1糖蛋白)相互作用
,

w ud M 裕161 用表面等离子共振(, 日1)技术

‘润田 . 肠
,

等第一次用平行流动腔技术研究分子间相互作

用的动力学
,

研究了 E 一 州晚山 与其配体的作用〔I,]
,

随后相继

有 R ‘
,

肠枕眠 等学者用该方法研究了 L 一 妇仪五
n ,

p 一 能b 币n

等选择素与其配体的作用
。
〔’卜刻

。

3
.

3 原子力皿徽镜【儿“‘c Fo 既 浦即吟, 伴
.

冉fM )

随着 人FM技术的迅速发展
,

在生命科学领域的应用日趋

广泛
,

能以皮克牛顿(户)的精确度直接侧盘生物分子间及分

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侧最
,

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
。

用 AFM技术所研究的配体

一受体反应的分子系统中
,

P 一 曰印血 和 只犯L 一 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 一 目以范耐只乡

GL
一 l相关作用的定量描述有重要意义

。

“以【2 ,」是最早用 人fM 系统对 P 一 曰即血 和 王叹; L 一 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

一 曰以无
n

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
,

决姐L 一 l也是通过转染而得到游离相分

子
。

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徽吸

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
,

产生较多非特异性枯附现象
,

用 Ar M

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 托词叮[川等用 人FM 技

术探测 P别〕L 一 l和 P 一 哭leC tin 的相互作用时
,

探针包被游离相

的 P 一 妇即d n

(叨山le P一 刻忱石
n ,

确 )
,

而表达 代石L 一 l分子的

单核粒细胞样本被固定在培养皿上
,

硅烷化的探针漫泡于抗
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