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流体剪切力下趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 诱导
Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的钙响应机制

胡　 兵，　 吴建华，　 凌颖琛，　 方　 颖
（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　 探究流体剪切力（ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＦＳＳ）条件下趋化因子诱导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应的力⁃化学耦合调控

机制。 方法　 通过流动腔系统与荧光显微镜结合，在静止或流场条件下，观察分析有或无胞外 Ｃａ２＋时固定化趋化

因子 ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应过程，提取相应特征参数。 结果　 ＣＸＣＬ１２ 可以介导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的稳定

黏附且呈现浓度依赖性；力是细胞钙响应的开关，当 ＦＳＳ 从 ０ 提高到 ２０ ｍＰａ 时，钙响应激活比率从约 ４％ 提高到约

７５％ ；在 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 下，胞外 Ｃａ２＋可以通过缩短延迟时间（缩短约 ２３ ｓ）加快钙响应，增加爬坡时间（约 ７ ｓ）和半衰

期（约 ２０ ｓ）提高钙响应强度。 结论　 ＦＳＳ 和胞外 Ｃａ２＋协同作用，加快、加强 ＣＸＣＬ１２ 介导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应，提
示一条依赖机械敏感钙离子通道的“外钙内流⁃内质网钙库释放”的快速通路。 研究结果有助于深入理解 Ｔ 细胞的

活化过程，为相应病理和药物研究提供参考。
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　 　 当机体受到病毒或细菌等病原体入侵时，被感

染组织释放趋化因子，并以浓度梯度的形式向周围

扩散，其中一部分被附近血管壁内皮细胞上的糖萼

捕获而固定［１］。 选择素和趋化因子联合介导血液

中的白细胞栓缚至血管壁发生滚动，并随着整合素

“由内而外”及“由外而内”信号通路激活至高亲和

力状态，从而实现稳定黏附以及之后的跨膜迁移和

穿过中间组织进入感染部位，最终发挥其免疫功

能［２⁃４］。 淋巴细胞归巢同样具有类似过程［５］。 在这

个多步的级联反应过程中，趋化因子起着导向和活

化作用［６⁃８］，而流体剪切力（ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＦＳＳ）
也是重要的调控因素［９⁃１３］。

当胞外信号通过受体传递至胞内，白细胞的激

活对其功能的正常发挥至关重要［１４］。 白细胞激活

的早期标志性事件主要有整合素的激活和胞质

Ｃａ２＋浓度提高（钙响应），前者涉及白细胞的稳定黏

附和 Ｔ 细胞免疫突触的形成［４，１５］；而后者作为重要

的第 ２ 信使，可广泛激活胞内 Ｃａ２＋依赖型的信号分

子以及激酶的活化［１６］。 Ａｌｏｎ 等［１７］ 研究表明，只有

固定的趋化因子才能传递力信号，使循环 Ｔ 淋巴细

胞的 β２ 整合素构象伸展，从而可以与内皮细胞上

细胞间黏附分子⁃１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１，
ＩＣＡＭ⁃１）结合，介导细胞的稳定黏附。 本课题组前

期工作进一步探明， 流场下， 固定的趋化因子

ＣＸＣＬ１２可在 ０􀆰 ２ ｓ 内快速激活 Ｊｕｒｋａｔ 细胞上的整合

素 ＬＦＡ⁃１，大大延长细胞的栓缚时间，而且该过程受

到 ＦＳＳ 正向调控［１８］。
一般认为，趋化因子通过结合白细胞膜上的 Ｇ

蛋白耦联受体（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＧＰＣＲ）
激活磷脂酶 Ｃ（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ，ＰＬＣ） ［４，１４，９］，ＰＬＣ 可

以分解膜磷脂产生肌醇三磷酸 （ ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃１， ４， ５
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰ ３），ＩＰ ３ 游离到胞质区与内质网膜上

的 ＩＰ ３ 受体结合，激活内质网 Ｃａ２＋通道，快速释放钙

库中 Ｃａ２＋［５］；而内质网内 Ｃａ２＋浓度降低使其膜上的

Ｃａ２＋浓度感受分子 ＳＴＩＭ１ 寡聚化，寡聚 ＳＴＩＭ１ 分子

结合并活化质膜 Ｃａ２＋ 通道 Ｏｒａｉ１， 导致外钙内

流［２０⁃２１］。 研究表明，ＦＳＳ 激发选择素所介导的嗜中

性粒细胞钙响应，并随着 ＦＳＳ 增加，发生钙响应细

胞的比率上升、启动时间缩短，受到一条涉及力敏

感信号通路的调控［２２⁃２３］。 但是，趋化因子和选择素

对应的白细胞膜受体不同，ＦＳＳ 是否在趋化因子介

导的 Ｔ 细胞钙响应中扮演同样重要的角色？ 胞内

钙库释放与胞外 Ｃａ２＋ 内流究竟存在怎样的关系？
这些问题至今尚未探明。

本文结合平行平板流动腔系统、荧光显微镜和

高速摄影仪，以 Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 作为钙荧光指示剂，实时

观察记录 ＦＳＳ 作用下趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 介导的

Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应过程。 通过对比分析，揭示 ＦＳＳ
以及胞外 Ｃａ２＋对细胞激活比率、钙响应启动速度和

强弱的影响。 研究结果可深化对血流环境中免疫

响应过程的理解。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂和细胞

重组人 ＣＸＣＬ１２ ／ ＳＤＦ⁃１α 购于美国 Ｒ＆Ｄ 公司；
Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０ 培养基、胎牛血清 （ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ ）、 青 链 霉 素 （ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，
Ｐ ／ Ｓ）、 ＨＥＰＥＳ （ Ｎ⁃２⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ⁃Ｎ⁃２⁃
Ｅｔｈａｎｅ Ｓｕｌｆｏｎｉｃ Ａｃｉｄ）购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；无血清

细胞冻存液 ＣＥＬＬＳＡＶＩＮＧＴＭ购自苏州新赛美生物科

技 有 限 公 司； 牛 血 清 蛋 白 （ ＢＳＡ ） 购 于 美 国

Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；ＥＧＴＡ、Ｆｉｃｏｌｌ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞购于中国典型培养物保藏中心（Ｃｈｉｎａ
Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＣＣＴＣＣ）。
１􀆰 ２　 流动腔底板功能化

流动腔工作区长、宽、高分别 ５、２􀆰 ５、０􀆰 １２７ ｍｍ。
流动腔底板的功能化参考文献［１３］，即将 ２０ μＬ
ＣＸＣＬ１２（２ μｇ ／ ｍＬ）滴加到底板工作区，４ ℃ 下孵育

１２ ｈ，用 ２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 溶液冲洗 ３ 次，再加入 １ ｍＬ
２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 溶液，室温孵育 ２ ｈ 即可。
１􀆰 ３　 Ｃａ２＋荧光染料的加载及平行平板流动腔实验

Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞加载 Ｃａ２＋荧光染料方法及平行平板

流动腔实验见文献［２３］。 加载荧光染料 Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 的

Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞分别用含 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａ２＋或不含 Ｃａ２＋

（但含有 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＴＡ）的成像液重悬细胞至浓度

约为 １×１０６ 个 ／ ｍＬ，将细胞悬液滴加到底板功能区或

以 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 将其灌注到流动腔中，通过荧光显微

镜记录功能区黏附的细胞荧光强度变化。
１􀆰 ４　 细胞钙响应相关物理量的定义和测量

钙响应相关参数通过尼康 ＮＩＳ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＡＲ 软

件进行提取，包括活化率（ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ）、延迟时
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间（ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅ）、爬坡时间（ ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｔｉｍｅ）、半衰期

（ｈａｌｆ ｔｉｍｅ）、相对荧光强度（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）和峰值

强度（ｐｅａｋ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）。 具体定义如下：① 活化率，
即黏附于流动腔底部发光的细胞数（激活事件数）
与总黏附数（黏附事件数）之比。 ② 延迟时间，即
从细胞稳定黏附下来到胞内荧光强度开始提升的

时间段。 ③ 爬坡时间，即细胞荧光强度自提升至到

达峰值的时间段。 ④ 半衰期，即细胞荧光强度从峰

值下降到一半所用的时间。 ⑤ 相对荧光强度，即
Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞激活后钙响应所导致的荧光强度的变

化，反映胞内 Ｃａ２ ＋浓度水平。 为扣除背景噪声，相
对荧光强度 ＝ （实际荧光强度－背景荧光强度） ／背
景荧光强度。 ⑥ 峰值强度，即黏附细胞相对荧光强

度的最大值。

图 １　 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 下 ＣＸＣＬ１２ 介导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞特异性结合（∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１）
Ｆｉｇ．１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｉｒｍ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｊｕｒｋａｔ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＸＣＬ１２ ｕｎｄｅｒ ２０ ｍＰａ ＦＳＳ

（ａ） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｈａｍｂｅｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ， （ｂ） Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１２ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１􀆰 ５　 数据统计分析

所有实验至少有 ３ 组独立平行实验，每组观察

的细胞数至少 １５ 个，数据采用均值±标准差表示。
单因素实验，当处理组数大于或等于 ３ 时，先采用

单因素方差分析，再进行 Ｎｅｗｍａｎ⁃Ｋｅｕｌｓ 检验；当处

理组数为 ２ 时采用 ｔ 检验。 对于 ２×２ 板因设计，采
用二因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意

义，Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示显著性差异，Ｐ＜０􀆰 ００１ 表示有极显

著差异。

２　 结果

２􀆰 １　 趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 介导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的特

异性黏附

在流动腔实验过程中，随流的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞也

可能因重力沉降和静电吸附而黏附、停留在流动腔

底部。 为了排除底板非特异性物理吸附，保证黏附

的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞是由 ＣＸＣＬ１２ 特异性介导，设置如

下实验：① 空白对照组，底板不做处理；② 实验对

照组，底板用 ２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 溶液孵育；③ 实验组，
底板不同浓度 ＣＸＣＬ１２ 的 ＰＢＳ 溶液孵育＋ ２％ ＢＳＡ。

由于 ＣＸＣＬ１２ 与 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞上受体 ＣＸＣＲ４
的结合不是 Ｃａ２＋依赖，用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＴＡ 螯合细胞

悬液中 Ｃａ２＋，Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞在 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 下被灌注

到各组底板的流动腔中，在 １０ 倍镜下观察，并记录

６ ｍｉｎ 内稳定黏附的细胞数。 定义 １ ｍｉｎ 内细胞的

位移不大于 １２ μｍ（约等于细胞直径）为稳定黏附。
结果显示，２０ ｍＰａ ＦＳＳ 下，实验对照组的稳定

黏附细胞数极显著低于空白对照组，说明 ２％ ＢＳＡ
的 ＰＢＳ 溶液可以有效阻断 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的非特异性

黏附。 而实验组均极显著高于实验对照组，并随着

ＣＸＣＬ１２ 浓度提高，黏附的细胞数逐渐增加；当浓度

达到 ２ μｇ ／ ｍＬ 时，黏附数开始趋于稳定。 上述结果

表明，ＣＸＣＬ１２ 可以介导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞发生稳定黏

附，且黏附具有浓度依赖性（见图 １）。 ＣＸＣＬ１２ 浓

度为 ２ μｇ ／ ｍＬ，细胞的黏附已达到峰值，故后续实验

均采用该浓度。
２􀆰 ２　 无外钙时，外力启动 ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ

Ｔ 细胞钙响应

固定化 ＣＸＣＬ１２ 虽然可以介导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞黏

附于底板，但能否有效激活细胞产生钙响应，及 ＦＳＳ
在这一过程中的角色仍有待探索。 为排除外钙的

影响，本文仅研究 ＣＸＣＬ１２⁃ＣＸＣＲ４ 诱导的胞内钙库
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释放，并特设 ＦＳＳ 为 ０ 和 ２０ ｍＰａ 两种情形，对比分

析钙响应特征值的差异。 为此，将加载有荧光染料

Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞在用无 Ｃａ２＋ 成像液（含
１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＴＡ）重悬之后，分别滴加在 ２ μｇ ／ ｍＬ
ＣＸＣＬ１２ 功能化的底板上或者以 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 灌注

到同样功能化底板的流动腔中，通过荧光显微镜实

时监测，并记录每个稳定黏附细胞的荧光强度

变化。
无论静止还是流场下，在观察时间内有些黏附

的细胞产生钙响应，而有些则无钙响应，荧光显微

镜下观察到的钙响应过程如图 ２ （ ａ） 所示。 在

２０ ｍＰａ流场中，ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞发生钙

响应的典型曲线可分为 ３ 个阶段：① 延迟时间，对
应图 ２（ａ）Ａ～ Ｂ 之间，长度约 １ ｍｉｎ，该时间段内胞

内 Ｃａ２＋浓度不变；② 快速上升期，即爬坡期，对应

图 ２（ａ）Ｂ ～ Ｃ 之间，小于 １０ ｓ，此短暂时间内胞内

Ｃａ２＋浓度大大提高；③ 衰减期，对应图 ２（ａ）Ｃ～ Ｅ 之

间，长度 ６０～８０ ｓ 不等，该时间段内胞质中的 Ｃａ２＋被

慢慢回收到内质网中［见图 ２（ｂ）］。 静止条件下的

钙响应尽管也经历了类似的 ３ 个阶段，但特征值则

显示有极大差异，不仅钙响应强度大大减弱，而且

延迟时间也从 １ ｍｉｎ 延长至 ２􀆰 ５ ｍｉｎ。 此外，对细胞

的激活比率进行统计分析。 结果表明，静止条件

下，ＣＸＣＬ１２ 介导产生钙响应的比率仅为 ３􀆰 ８６％ ；
２０ ｍＰａ ＦＳＳ 可以极大地将激活比率提高至 ７６􀆰 １９％
［见图 ２（ｃ）］。 ＦＳＳ 不仅有效地激活了 ＣＸＣＬ１２ 介

导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的活化，而且大大加快了钙响应

的启动，大幅度地提高了钙响应的强度。 因此，本
文认为，ＦＳＳ 是触发 ＣＸＣＬ１２ 诱导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞发生

钙响应的扳机。

图 ２　 无外钙时细胞钙响应示意图（∗Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ　 （ａ） Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｉｍａｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

（ｂ） Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｊｕｒｋａｔ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＸＣＬ１２， （ｃ） Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

２􀆰 ３　 流场下有外钙时 ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ
细胞钙响应

在人体内环境中，细胞周围遍布着 Ｃａ２＋，且

Ｃａ２＋浓度远高于细胞静息时胞质 Ｃａ２＋ 浓度［２０］。 为

了更贴近真实生理条件，研究 ＣＸＣＬ１２－力协同调控

的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应，特在加载荧光染料后的

Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞重悬液中添加 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｃａ２＋，观
察胞内外 Ｃａ２＋共存时细胞的钙响应过程。

首先，为探明溶液中 Ｃａ２＋存在是否对ＣＸＣＬ１２介
导的细胞黏附有影响，特设细胞悬液中分别加 Ｃａ２＋

和 ＥＧＴＡ 两组实验。 在 ＣＸＣＬ１２ 浓度为２ μｇ ／ ｍＬ、
ＦＳＳ 为 ２０ ｍＰａ 时，观察 ６ ｍｉｎ 中细胞的黏附数，结
果表明，两者非常接近，不存在统计学差异，即外钙

的存在并不影响 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞在固定化 ＣＸＣＬ１２ 上

的黏附［见图 ３（ａ）］。
另外，由 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞产生钙响应的比率即活

化率可知，无论静止还是流场情形，外钙的加入尽

管些微增加了细胞的活化率（静止时从 ３􀆰 ８６％ 到

４􀆰 １２％ ，流场时从 ７６􀆰 １９％ 到 ７８􀆰 ４％ ），但两者同样

不存在统计学差异［见图 ３（ｂ）］。 双因素方差分析

结果表明，外钙和 ＦＳＳ 两个因素中，ＦＳＳ 在激活细胞

钙响应中发挥关键作用。
通过对 ２０ ｍＰａ ＦＳＳ 实验组钙响应历程的细致

观察发现，有外钙时 ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞

的钙响应相对复杂。 经聚类后，可以分为 ３ 种类

型：① 类型 １，与无外钙时相似，具有典型平台期即

明显长的延迟时间，爬坡时间长度小于 １０ ｓ；② 类

型 ２，有典型的平台期，延迟时间较类型 １ 短，但上
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升速度相对较慢，爬坡时间大于 １０ ｓ；③ 类型 ３，没
有典型的平台期，爬坡时间更长，表现为荧光强度

的缓慢上升。 对 ３ 次独立平行实验总计 １５３ 个细胞

的钙响 应 分 类 统 计， 类 型 １、 ２、 ３ 占 比 分 别 为

１２􀆰 ５％ 、６８􀆰 ８％ 和 １８􀆰 ７％ ；而无外钙时仅有类型 １、２
两种，其占比分别为 ９０％ 、１０％ ［见图 ３（ｃ）］。

上述结果表明，外钙并不影响 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞在

固定化 ＣＸＣＬ１２ 上的黏附以及细胞钙响应的活化

率，无论胞外是否存在 Ｃａ２＋，力同样是开启细胞钙

响应的开关。 但有外钙时，细胞钙响应的时间历

程更加多样，出现了大量无平台期或延迟时间大

大变短而爬坡时间相应延长的事件该结果提示，
细胞一旦黏附或黏附后不久，便能快速引发胞外

Ｃａ２＋内流。

图 ３　 有外钙时，静止或 ＦＳＳ 下细胞钙响应示意图（ ＃Ｐ＞０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ　 （ａ） Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ， （ｂ） Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， （ ｃ） Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， （ ｄ） Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

２􀆰 ４　 外钙加速细胞钙响应进程

细 胞 静 息 时， 胞 质 中 Ｃａ２＋ 浓 度 维 持 在

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，而 胞 外 Ｃａ２＋ 浓 度 在 １ ～ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
相差 ４ 个数量级 ［２０］ 。 为进一步探明溶液中 Ｃａ２＋

对ＣＸＣＬ１２介导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞钙响应特征参数的

　 　 　

影 响， 采 用 ＦＳＳ 为 ０ 和 ２０ ｍＰａ、 胞 外 Ｃａ２＋

浓度为 ０ 和 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ２ × ２ 板 因 设 计，
研究静止及流场条件下外钙对钙响应的延迟时

间、爬坡时间、半衰期以及峰值强度的影响 （见

图 ４） 。

图 ４　 有、无胞外 Ｃａ２＋时细胞钙响应（∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，＃Ｐ＞０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．４　 Ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ　 （ ａ） Ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅ， ｈａｌｆ ｔｉｍｅ，

ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｔｉｍｅ，　 （ｂ） Ｐｅａｋ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

　 　 为比较力和外钙以及它们对细胞钙响应的协同

影响，对实验数据进行双因素方差分析。 延迟时间、
半衰期、峰值荧光强度等均受到力、Ｃａ２＋以及两者交

互作用的影响。 爬坡时间方面，力和外钙具有极显著

影响，但两者交互作用的影响不具有统计学意义。

对细胞钙响应延迟时间而言：与静息情况比

较，在胞外 Ｃａ２＋浓度为 ０ 和 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，２０ ｍＰａ
ＦＳＳ 可分别将前者从 １５３􀆰 ０ ｓ 降至 ６１􀆰 ０ ｓ，后者从

１０８􀆰 ６ ｓ 降至 ３８􀆰 ０ ｓ；无论静息还是流场情况，外钙

均加快了钙响应的产生，前者从 １５３􀆰 ０ ｓ 提前至

５３３
胡　 兵，等． 流体剪切力下趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 诱导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的钙响应机制

ＨＵ Ｂｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ＣＸＣＬ１２⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｊｕｒｋａｔ Ｔ Ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ Ｆｌｕｉｄ Ｓｈｅａｒ Ｓｔｒｅｓｓ



１０８􀆰 ６ ｓ，后者从 ６１􀆰 ０ ｓ 提前到 ３８􀆰 ０ ｓ。 当胞外 Ｃａ２＋

浓度为 ０ 时，ＦＳＳ 对细胞钙响应的半衰期没有影响；
只有胞外存在 Ｃａ２＋ 时，ＦＳＳ 才能显著将半衰期从

３４􀆰 ３ ｓ 延长到 ５４􀆰 ０ ｓ。 与延迟时间类似，ＦＳＳ 可显

著降低爬坡时间，将无钙时的 １１􀆰 １ ｓ 降至 ７􀆰 ７ ｓ，有
钙时的 ２０􀆰 ２ ｓ 降低至 １４􀆰 ３ ｓ；但是外钙则显著延长

了爬坡时间， 将静止时的 １１􀆰 １ ｓ 延至 ２０􀆰 ２ ｓ，
２０ ｍＰａ时的 ７􀆰 ７ ｓ 延至 １４􀆰 ３ ｓ。

另外，静息时无论胞外是否有 Ｃａ２＋，不仅细胞

钙响应的激活比率极低，且钙信号的荧光峰值也极

弱；只有 ＦＳＳ 才能提高细胞的钙响应激活比率和钙

响应峰值强度，而外钙的流入则进一步增加了胞质

中的 Ｃａ２＋浓度，使峰值强度从 ０􀆰 ８ 提高到 １􀆰 ２ 水平。
综上所述，无外钙时，ＦＳＳ 通过缩短延迟时间加

快细胞内钙库的释放，提高钙响应速度；而胞外 Ｃａ２＋

的流入则缩短了延迟时间，但延长了爬坡时间和半衰

期，从而进一步提高了细胞钙响应的强度。 因此，外
力和外钙均可以加快细胞内钙水平的提高。

３　 讨论与结论

趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 通过结合 Ｔ 淋巴细胞上的

ＣＸＣＲ４ 激活 Ｇ 蛋白，从而启动下游信号级联反应，
是一条关系 Ｔ 细胞功能的重要信号通路。 本文模

拟血流环境中 ＣＸＣＬ１２ 如何诱导 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞胞质

Ｃａ２＋浓度的变化，正如选择素诱导的粒细胞系，力同

样是触发胞内钙响应的扳机，ＦＳＳ 不仅增加钙响应

的激活比率和钙响应强度，而且加快钙响应的启

动。 当 ＦＳＳ 为 ２０ ｍＰａ 时， 文献 ［ ２２⁃２３］ 中获得

１０ μｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃选择素和 Ｅ⁃选择素诱导的嗜中性粒细

胞钙响应的延迟时间分别为 １２０ ｓ 和 ７０ ｓ，同等浓

度的 Ｐ－选择素在 ＨＬ６０ 细胞则大于 １５０ ｓ；而本文

在 ２ μｇ ／ ｍＬ ＣＸＣＬ１２ 诱导的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞中得到的

延迟时间约为 ６１ ｓ（胞外无 Ｃａ２＋）和 ３８ ｓ（胞外有

Ｃａ２＋）。 这意味着力信号可协同化学信号加快、加强

细胞的钙响应，但协同能力的大小或强弱会因化学

信号、细胞的不同而有所差异。
另外，本文发现，胞外远高于胞内的 Ｃａ２＋ 环境

也对力⁃化学信号协同调控的钙响应过程发挥重要

作用。 Ｊａｆａｒｎｅｊａｄ 等［２４］采用微流控装置在人真皮淋

巴内皮细胞上多次间断性加载流场，发现外钙离子

可以提高第 １ 次钙响应的峰值强度并主导第 ２ 次钙

响应； Ｓｃｈｏｒｒ 等［２５］研究表明，白介素 ８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８，
ＩＬ⁃８）诱导的嗜中性粒细胞钙响应过程包括两个阶

段，不依赖于外钙的初始钙瞬变阶段和依赖于外钙

的缓慢的外钙内流阶段。 由于选择素与其配体的

结合是 Ｃａ２＋ 依赖性，研究发现，选择素介导嗜中性

粒细胞和 ＨＬ⁃６０ 细胞钙响应时未能在无外 Ｃａ２＋ 情

形下操作，仅通过膜上 Ｃａ２＋ 通道抑制剂和内质网

ＩＰ ３Ｒ 抑制剂对照，胞内 Ｃａ２＋浓度的提高主要源于内

钙释放［２２⁃２３，２６］。 因此，目前主流的观点是胞质 Ｃａ２＋

浓度提高首先并主要源于内质网钙库的释放，而后

才是钙库操纵的、通过细胞膜钙释放活化钙通道

（ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｌｅａｓｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ， ＣＲＡＣ）
的外 钙 内 流［１６，２０⁃２１，２７］。 本 文 对 ＣＸＣＬ１２ 介 导 的

Ｊｕｒｋａｔ Ｔ细胞钙响应过程的细致分析和比较，揭示在

流场条件下外 Ｃａ２＋ 可以通过缩短钙响应的延迟时

间（从 ６１􀆰 ０ ｓ 降至 ３８􀆰 ０ ｓ）、延长爬坡时间（从 ７􀆰 ７ ｓ
升至 １４􀆰 ０３ ｓ）和半衰期（从 ３４􀆰 ３ ｓ 升至５４􀆰 ０ ｓ）加快

钙响应启动、加强钙响应幅度。
近年来研究者陆续发现若干细胞膜表面存在

许多机械敏感离子通道 （ｍｅｃｈａｎｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ＭＳ）。
例如，Ｔ 细胞膜上的 ＴＲＰＶ２ 和 Ｐｅｉｚｏ１ 通道蛋白均可

在局部拉力的作用下介导外钙内流，提高胞内 Ｃａ２＋

浓度［２８］。 本文实验数据表明，随流的 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞

一旦被固定的 ＣＸＣＬ１２ 捕获，键合的膜受体 ＣＸＣＲ４
即受到机械力的作用，从而打开附近的 ＭＳ 通道，导
致局部、少量的外钙内流，进而极快激活周边的

Ｃａ２＋依赖型信号分子，该时间尺度应该接近固定的

ＣＸＣＬ１２ 激活整合素 ＬＦＡ⁃１ 所需的 ０􀆰 ２ ｓ，最终加快

内质网钙库的释放；这种持续的外钙内流同时也解

释了钙响应爬坡时间、半衰期和峰值强度的提高。
因此，流场情况下很可能存在一条与传统通路“化
学信号⁃内质网钙库释放⁃钙库操纵的外钙内流”相
反的钙响应快速通路：力⁃化学信号⁃ＭＳ 通道开启外

钙内流⁃内质网钙库释放。 有多少 ＭＳ 蛋白及 ＭＳ 离

子通道，有哪些信号分子涉及该快速通路，这些问

题有待进一步探索。
综上所述，本文的研究结果有助于对血流环境

中 ＣＸＣＬ１２ 介导 Ｔ 细胞免疫响应过程的理解，同时

为非兴奋细胞外钙内流模式提供新的思路，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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