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基底硬度对人正常肝细胞生物力学特性的影响
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目 的
：
肝纤维化是慢性肝脏病变 晚期的组织学变化 ，

是一种在创伤因子持续作用下渐变的病理过程 。 在肝纤

维化的发生发展过程中 ，肝脏的硬度随纤维化程度的加剧而逐步增大 。 目前对肝纤维化病理机制 的基础研究 ，
很

多着重于生化环境的改变及其影响 ，忽略了这一过程 中环境物理硬度的改变 ，
因而构建

一个可 以模拟肝纤维化进

程中肝脏组织硬度变化的体外细胞培养模型 ，
对于研究肝纤维化 的机制 尤 为重要 。 基底硬度可 以改变细胞增殖 、

迁移 、分化等特性 。 目前
，

对肝纤维化进程中 细胞力 学性能改变与肝纤维化机制的研究 尚未 深人 。 探究基底硬度

的变化对人正常肝细胞的生物学及力学特性的影响 ，
以进一步研究肝细 胞力学特性与肝纤维化进程的关系 。 方

法 ： 以聚 乙烯醇水凝胶 （ ｐ
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，
ＰＶＡｈ ｙｄ ｒｏｇｅ ｌ ） 为基底

，构建与正常肝组织 、
肝纤维化早 、 中后

期肝脏组织硬度相当的体外培养模型 ，培养人正常肝细胞 （ ｈｕｍａｎｎｏｒｍａ ｌ ｌ ｉ ｖｅ ｒｃｅ ｌ ｌ

，
Ｌ 0 2

） 。 流式细胞术检测不 同

硬度水凝胶基底对细胞生长周期 、凋亡的影响 ，
免疫荧光和 Ｗｅｓ
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ｎ ｉ ｎ 蛋白 的定位与表达情况
，
原子力检测细胞杨氏模量变化 。 结果 ：构建了 硬度可控的不 同硬度的聚 乙烯醇水凝胶

体外培养模型
；
不 同硬度基底上细胞的凋亡率均低于 1 〇％ ，且随着硬度的增加 ， 细胞凋亡程度下降 ，证明 ＰＶＡ 水凝

胶具有优 良的生物学相容性 ，
适用于 Ｌ 0 2 细胞体外培养 。 细胞变形指数 （ ｃｅ ｌ ｌ ｄｅ ｆｏｒｍｆａｃｔｏ ｒ

，
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胞周长 ，
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－

细胞面积 ） 随基底硬度的增加变大
，
基底硬度增强 了细胞的形变能力 。 免疫荧光结果显示

，
生长于软基

底上的细胞呈多边形 ，
胞间微丝连接密切 ，伪足呈片状 ；而较硬基底上的细胞骨架被拉长 ，胞间连接削弱 ， 伪足呈丝

状
；软基底上 ｌ ｎｔｅｇ ｒ

ｉ

ｎ
－

ｐｉ 主要分布于细胞胞间连接处 ，
硬基底上主要分布 于细胞与基底连接处 ，说明硬基底削弱 了

细胞与细胞的胞间连接 ，
增强 了细胞与基底的连接

；
原子力显微镜检测细胞杨氏模量 ，

发现细胞模量随基底硬度增

加有所变化 。 结论 ：基底硬度变化影响了 Ｌ 0 2 细胞的生物学及力学特性
，
这提示 Ｌ 0 2 细胞力 学特性改变可 能与肝

纤维化机制有密切联 系 。 （ 国家 自 然科学基金面上项 目 ，
Ｎｏ ． 3 1 2 7 0 9 9 0

； 高等学校学科创新 引 智计划 （

“
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划
”

）
，

Ｎｏ ．Ｂ 0 6 0 2 3
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人胚胎干细胞力学应答机制的研究
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目的 ：胚胎干细胞 ＥＳＣ具有 自我更新能 力并能分化 为内 胚层 、 中胚层 和外胚层细胞 ， 可用作研究胚胎和原肠

形成等发育过程的模型 ，而且在再生医学 、药物研发和体外毒理学的研究过程具有着重要的作用 。 在胚胎发生时 ，

除了生化 因素外 ，
细胞还会受到流体剪切 、拉伸 、

压缩等各种力学的作用 ，

且力学刺激具有不 同的振幅
、
频率 、

时间 、

模态等参数 。 上述力学因素与生化 因素协同作用 ， 可调控单个 ＥＳＣ 细胞形成原肠 ，
最终转化为具有 内胚层 、 中胚

层和外胚层结构 的胚胎 。 现 己知细胞形状 、
ＲｈｏＡ 信号通路和骨架张力 能使 ＥＳＣ 对力学刺激做出 应答

，
但 尚不清
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楚这些调控因素是否会收敛于单个力学敏感的细胞结构或分子 ，
对其力学应答 的整体规律也不清楚 。 基于此前提

出 的
“

力学组学
”

思想
，
尽可能在体外重现细胞受到 的生理力学刺激 ，

从系统角度重点回答 ＥＳＣ 对力学刺激应答机

制 的科学问题 。 方法 ：采用平板流动腔和 Ｆ ｌ ｅｘｃｅｌ ｌ 细胞张应变加载系统对人胚胎干 细胞 Ｈ 1 施加 力学刺激 （ 流体剪

切振幅为 〇 ． 1 、 1 ． 1 Ｐａ
，频率为 0 、 1Ｈｚ

，时间为 1 、 2 4 ｈ
，拉伸振幅为 2 0 ％

， 模态为连续拉伸 和 间歇拉伸 ， 时间 为 1 、

1 2 ｈ ）ＪＴＲＡＱ 蛋 白质组学技术检测 不同刺激下 的蛋白 质组变化 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 及生物信息学方法对 ｉＴＲＡＱ 数据进行

验证和分析 。 形态学观察法确定细胞表 型变化 。 结 果 ：
ｉＴＲＡＱ 实验具有很好的 技术重复性和 生物学重复性 ，

与

Ｗｅｓ
ｔ
ｅｒｎ 结果一致性为 7 0％

；
在分子水平上 ，

1 6 种刺激条件下共同鉴定到了 1 1 7 8 种蛋白质 ，
其中有 6 0 种 可同时

对流体剪切和力学拉伸做出应答 ，
且在基因组上分布均匀 ， 刺激类型的影响最大 ； 在细胞水平上 Ｈ 1 集落在各种流

体剪切下均呈现 出面 向来流 的极性 。 结论 ：在分子水平上 ，
ＥＳＣ 细胞可 以对不 同拉伸刺激和流体剪切刺激做出共

同应答
，
在细胞水平上可对不同模态流体剪切刺激做出 应答 ， 提示 ＥＳＣ 中可能存在保守的力学信号转导通路 、收

敛于某些蛋 白质分子 ， 并表现 出 相应 的表型 。 （
国 家 自然科学基金资助项 目

，

Ｎｏｓ ． 3 1 1 1 0 1 0 3 9 1 8
， 3 1 2 3 0 0 2 7

，

3 1 4 7 0 9 0 7 ； 国 家重点基础研究发展计划
，

Ｎｏ ． 2 0 1 1 ＣＢ 7 1 0 9 0 4
；
中 国科学院先导专项 ，

Ｎｏ ．ＸＤＡ 0 1 0 3 0 6 0 4
； 国 家高

技术研究发展计划 ，
Ｎｏ ． 2 0 1 1 ＡＡ 0 2 0 1 0 9

）

白细胞表面 Ｌ－选择素 实时水解动力学理论与实验研究
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炎症反应过程中
，
血流下 白细胞的跨 内皮细胞转移过程主要由 选择素 、整合素 与其配体之间的相互作用协同

介导 。 其中
，
选择素

－

配体相互作用主要介导白 细胞的捕获和滚动 。 作为选择素家族成员之
一

，表达在 白细胞表面

的 Ｌ
－选择素一方面介导白 细胞滚动 ， 同时 由于炎症 因 子导致的 白细胞激活而引 发其水解

，
进而调控其生物学功能 。

虽然已有研究考察 了 完全水解后 Ｌ
－选择素－

配体的相互作用 ， 然而 Ｌ
－

选择素水解动 力学过程如何 ，
其在水解过程中

如何调控与配体相互作用 的反应动力学等 尚不 明确 ；
另外 ， 由 于水解作用

，
生理环境中存在膜表达与 可溶性两种 Ｌ－

选择素
，
两者之间存在竞争 ，但 内在竞争机制研究较少 。

基于此 ，采用实验与理论相结合 ，
对 Ｌ

－

ｓｅ
ｌ

ｅｃｔ
ｉ

ｎ 实时水解对其与配体相互作用反应动力学特征进行研究 。 在实

验方面
， 分别基于 Ｊｕｒｋａ ｔ 细胞系与实时分离人源 ＰＭＮ 两种细胞体系 ，

针对 ＰＭＡ 与 ＦＭ ＬＰ 两种 不同水解刺激剂 ，

首先采用流式细胞仪技术定量测量 了不 同刺激剂条件下 ，

Ｌ －选择素水解的 时间和 浓度依赖性 。 然后采用微管吸吮

技术 （ ＭＡＴ ）
，
测量了在三维可溶性 Ｌ －选择素竞争条件下 ，

Ｊ ｕ ｒｋａｔ 或 ＰＭＮ 膜表面表达的 Ｌ －选择素 与配体 ＰＳＧＬ－

1

的相互作用反应动 力学
，
并考察了不同接触时间 的调控规律 。 在理论方面

，
基于 已有二维三维竞争理论模型 ，

耦合

实时水解作用对 ｂ选择素表达的影 响 ，对 ＭＡＴ 的实验结果进行数值拟合计算 ，
获得 Ｌ

－

选择素与其配体随水解作用

时间变化的反应动力学参数 。 结果显示 ，
Ｌ

－选择素
－ ＰＳＧ Ｌ

－

1 相互作用的零力负反应率最初随水解时间而升高 ，
然

后达到平台 ，初步验证了二三维竞争理论模型的正确性和适用性 。 本文工作
一方面为深人理解 Ｌ －选 择素水解的机

制及生物学功能提供基础数据
，
另
一

方面为认识其他细胞黏附分子 的水解机制提供参考 。 （ 国家 自 然科学基金资

助项 目 ，
Ｎｏ ． 3 1 2 3 0 0 2 7

； 国 家重点基础研究 发展计划 项 目 ，
Ｎｏ ． 2 0 1 1 ＣＢ 7 1 0 9 0 4

；
中 国 科学院科研装 备项 目 ，

Ｎ ｏ ．Ｙ 2 0 1 0 0 3 0
）


