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研究作用力对 T N F
一a 抗厉砂抗体二维反应的影响

,

不仅可以从二维反应动力学角度评价 T N F
一a 抗体的活性

,

而且

可以深人理解 T N F
一a 抗原和抗体分子相互作用的规律

,

对于医学上设计小分子 T N F
一。 抗体药物和评价其活性具有重

要的理论指导和实际意义
。

原子力显微镜 (At
o m ic Fo rc e

Mi er os co Py
,

A FM )可 以在皮牛量级测得不同力学条件下抗体/ 抗原分子间的作用

力 〔’一‘〕,

或键的解离力
。

选取抗 T N F 一 。 鼠源单克隆全抗体(Fc + F(, b )2

)
、

鼠源单克隆抗体功能片段(F(。h) 2

)和人源化

单克隆抗体功能片段(F(a l,) 2

)作为实验对象
,

前两种抗体为后一种 (具有重要临床治疗价值 )的对照
。

实验过程中
,

分

别将 T M
’
一 。 抗原和抗体分子物理吸附在云母片和 A FM 针尖上

,

然后用 1 % BS A 缓冲溶液封闭云母片和针尖上未吸

附抗原和抗体分子的位点
,

以减少非特异反应
。

通过靠近、接触一分离循环的重复实验
,

可 以测得抗原和抗体分子间

的成键概率和键的解离力
。

已经设计了一组空白和阻断实验
,

实验结果证明了抗原/ 抗体反应的特异性
。

实验结果表明
,

与选择素/ 配体解离的情形类似
,

T N F 一 a 抗原/抗体间的解离力满足正态分布
,

而非一定值 ; T N F

一 a 抗原/ 抗体解离力峰值大于选择素/ 配体的值
,

这主要是因为前者的反应亲和性较后者高 3 个数量级
。

同时
,

不同

进针速率 (作用力 )
、

回拉速率和接触时间等影响抗原/ 抗体反应的成键概率和键的解离力
。

基于小系统概率动力学模

型 [’
一
’“〕,

可从成键概率
一

接触时间曲线得到二维反应动力学常数
,

从而评价反应亲和性 ;在相同接触时间和回拉速率

下
,

进针速率对反应动力学常数和键解离力的影响可 以反映作用力对抗原与抗体分子结合过程结合能量变化和结合

状态的影响 ;在相同接触时间和进针速率下
,

回拉速率对键解离力的影响可 以反映作用力对抗原与抗体分子解离过程

解离能量变化和解离状态的影响
。

上述结果有助于进一步认识抗原与抗体分子相互作用的规律
,

其反应亲和性和键

解离力的测试和评价方法与抗体同源模建方法相结合
,

有可能为抗体活性中心的确定
、

从而为小分子药物设计平台的

建立提供方法学基础
。
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C o m

细胞的形态和力学性质或者说细胞的可变形性
,

决定了细胞对载荷的敏感程度
。

例如
,

剪应力持久作用可导致血

管内皮细胞长轴沿流场方向排列
,

同时伴随细胞弹性模量的显著增高以及作用在细胞表面的剪应力梯度的显著降低
。

与此相对应
,

同一剪应力条件不再能诱导重排后的血管内皮细胞产生相应的生物学效应
,

如细胞膜上牵拉敏感离子通

道的开放
、

胞内 ca
, ‘

浓度和血小板衍生生长因子(PD GF )B 链 m R NA 的转录水平的增高等
。

这些证据表明
,

细胞的可

变形性是细胞得以分辨其已经适应的和未适应的载荷的一种机制
。

细胞的可变形性取决于细胞骨架的三维结构和力学行为
,

剪应力持久作用诱导的血管内皮细胞重排就是微丝骨

架重排的结果
。

因此
,

深入理解细胞骨架的力学行为并建立相应的理论框架将有助于阐明细胞功能的力学调控现象
。

目前广为接受的一类理论框架是细胞的张力模型
,

认为细胞本身具有由微丝产生的张力
,

此张力是细胞抗拒变形的主

要因素
。

根据对胞内张力分布以及细胞如何平衡胞内张力的不同看法
,

此类模型主要分为两种
,

即弹性皮层
一

粘性胞

质模型(
e la stie e o rt ex 一 v is e o u s e yto s o l)和张力整体模型 (te n s e

护ty m o d el)
。

前者的实验基础是细胞的微管吸吮实验
,

认

为胞内张力主要存在于细胞膜下皮层中的微丝网络
,

胞内渗透压和胞外粘附位点是其主要平衡因素
,

而细胞质表现为

粘性液体力学行为
,

微管漂浮于其中
。

后者借鉴建筑学中的张力整体模型
,

认为细胞内存在连续张力元件和非连续压

力元件
,

张力元件主要是微丝网络
,

其产生的张力连续分布于整个细胞中
,

而压力元件包括胞外粘附位点和微管
,

因而

细胞质表现为固体力学行为
。

这两种模型之间的关键差别之一是微管在细胞可变形性中的作用
,

即微管能否抗拒微
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丝产生的张力
。

为了明确微管的作用
,

我们发展了氧等离子体硫化制作可变形硅胶薄膜培养基底的方法
。

其基本出发点是
,

建立

能够灵敏反应细胞力学平衡状态偏移的实验体系
,

通过工具药物选择性地破坏细胞骨架
,

观察细胞力学平衡的偏移
,

从而验证特定细胞骨架成分的力学作用
。

由于薄膜基底刚度很小
,

细胞与基底间的力学相互作用可使其产生显著的

皱褶变形
,

细胞力学平衡的偏移也可直观地表现为皱褶变形的变化
。

与 H a
rri

s

等人发展的加热硫化法相比
,

此法制作

的硅胶基底具有亲水表面和较高的表面张力
,

细胞可在 30
一

60 m in 内粘附并使基底产生皱褶
,

因而能够更加客观地显

示细胞的力学平衡状态
。

利用该体系我们进行了一些初步实验
。

培养在可变形硅胶基底上的人成纤维细胞和牛主动脉内皮细胞
,

以细胞松

弛素 D 和秋水仙素分别破坏微丝和微管
,

我们观察到
:

破坏微丝可使基底的皱褶变形迅速减少并趋于消失
,

表明基底承

受张力的减小 ;而破坏微管时
,

基底皱褶变形呈现双时相变化
,

即初期增强 ( < 20 m in) 和后期减弱( > 20 m in)
。

初期增强

表现为原有皱褶的延长和/ 或新皱褶的出现
,

此时细胞铺展面积没有明显变化 ;后期减弱则表现为基底皱褶逐渐消失
,

同

时伴随细胞铺展面积的减小
。

对此
,

我们的解释是
,

微管确实可以平衡微丝的张力
,

当微管逐渐破坏时
,

其承受的张力同

步转移到胞外粘附位点
,

基底皱褶变形因而增强
。

至于皱褶变形的后期减弱
,

可以这样解释
:

胞内张力的转移导致胞外

粘附位点承受的应力逐渐增高
,

达到一定程度后
,

粘附位点逐渐被拉断破坏
,

细胞铺展面积因而逐渐缩小
,

被破坏的粘附

位点所承受的张力也回转到细胞内
,

因而皱褶变形逐渐减弱消失
。

为了验证这一解释
,

我们以胰蛋白酶破坏胞外粘附位

点
,

处理初期即粘附位点少量减少时
,

皱褶变形确实显著增强
,

表明粘附位点承受应力增大可导致皱褶变形的增强
,

而当

大部分粘附位点破坏后即细胞铺展面积显著减小时
,

基底皱褶逐渐消失
,

表明张力向细胞内的转移
。

这些初步结果表明微管可以平衡微丝产生的张力
,

与张力整体模型相吻合
。
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盘基网柄菌( Di
c

tyo ste li u m di s
co ide

u m )因为其独特的生命周期成为发育生物学特别是生物模式形成广泛研究的

模式生物
。

网柄菌的单倍体细胞从抱子壳中孵化
,

像陆地阿米巴一样生活
,

并通过细胞有丝分裂无性生殖
。

当食物供

给耗尽时
,

阿米巴会在某个区域聚集
,

并在其点上集合成蜻瑜 (sl ug )状聚集体
。

而当此蛤喻迁移到适当的地方
,

又将形

成植物状的子实体并释放新的抱子细胞
。

网柄菌的生命周期对于多细胞生命体来说虽然是不典型的
,

但是它的一些

发育特征却可作为高等真核生物中相似事件如聚集
,

细胞分化
,

模式形成等的事例进行研究
。

盘基网柄菌的聚集主要是由环腺昔单磷酸 (
c A M P) 诱导的

。

饥饿的细胞脉冲发射
CA M P

,

将其邻域细胞引诱向一

个中央位置
。 c A M P信号只能传播大约 6 个跨膜细胞结构距离

,

在这个邻域内的细胞的表面受体蛋白检测到信号后将

做出两种应答
:

向信号发射源 以大约 2 个细胞直径每 100 秒的速度迁移 ; 经过大约 12 秒的延迟后发射自身的 cA MP 信

号
。

这样相当于中心细胞的
c A MP 信号逐步向周围传递开去

,

并诱导细胞向中心聚集
。

以往对盘基网柄菌的聚集模式的研究主要有两种思路
:

连续方法(建立
c A M P信号的波动方程和细胞的(反应 )扩

散方程
,

求解偏分方程)
,

半离散方法 (建立 cA M P信号传播的连续场方程和细胞在其中的离散运动 )
。

其中半离散方

法中
,

细胞对
c A MP 信号场的反应主要是对其梯度的应答

。

但是
,

很多实验证实
,

网柄菌细胞体对
。A M P信号的应答只

对其波前敏感
,

也就是说
c A MP信号只是起到一种诱导

“

开关
”

的作用
。

本文基于这种诱导
“

开关
”

的思想
,

将
。AM P信号的传播也离散化处理

,

提出一种完全离散的模型
,

并运用元胞自

动机 (ce llu la r
au to m at a) 方法分析模拟了盘基网柄菌的聚集模式

。

文中选用四边形元胞
,

每个网柄菌由网格中的一个

元胞表征
,

无内部结构
。

细胞在聚集过程中不增殖
、

分化
、

凋亡
。

蛋白质吸附和竞争吸附对 R O S 17 / 2
.

8 细胞粘附和生长的影响
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细胞在材料表面的粘附是贴壁依赖型细胞生长的前提
。

普遍认为细胞粘附过程受细胞表面的受体与细胞外基质


