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现唯一能抑制人 1L3 与相应把细胞结合的髓系

单克隆抗休(啦抗)。本文研 究了此单抗对 1L3

刺激人造血泪细胞增殖分化的作用，结果发现

HI 98 可抑制JIL3 诱导的 BFU-E 和 CFU一GM

集落形成， 最大师制*分 别为 55%和 49% ，

但对 CFU-E 的生民无影响。对 GM-CSF 诱导

的 BFU-E 和 CFU-GM 也无作用。用 HI98 单

抗包被的 Sepharose 微 球进行 IL3 免疫吸附清

除实验证明， 其抑制作用不是抗体与 1L3 直接

结合的结果。本文还对 HI98 单抗识别的抗原

分子与 1L3 受体的关系进行了讨论。
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伴刀豆球蛋白 A 与巨噬细胞膜受体结合引起

膜蛋白和膜脂分子运动及电荷的变化

魏新华 王文王产 什士密 * 杨正红" 卢景芬忖 于桂芬… 苏雅钢

(北京医科大学细胞生物学教研室 100083) 

细胞膜上存在着多种生物活性物质的受

体，细胞膜受体与配体专一性结合后能启动信

号的传递，继而在细胞 内产生多种生物学效

应。伴刀豆球蛋白 A特异性地与膜受体结

合[汀，从而导致膜受体蛋白和膜脂分子的电荷

分布及运动状态的改变。这些变化是细胞膜受

体感受外源住配体刺激后所产生的早期行为，

是启动细胞反应的信号[ 2 ]。用生物物理技术来

探讨各种配体与膜受体作用所发生的膜分子动

力学变化均有重要生物学意义.

本研究为国家自然科学基金资助项目 .
. 中国科学院生物物理研究所。
.. 天然与仿生药物国家重点实验室.

... 生物物理教研室。
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本文研究小鼠腹腔巨 l应细胞与外源仕配体

伴刀豆球蛋白 A结合下膜生物物理性质改变，

主要探讨膜蛋白分于的侧向扩散运动和膜脂流

动性的变化以及细胞表而电荷的改变，从中为

信息传递机制!提供依据。

材料 与方法

一、材料、试剂、 仪器

昆明种小鼠、 雄性、 25-30 克， 来 自北京医科大

学动物学部。伴刀豆球蛋白 A ( concanavalin A ， 简称

ConA) ， 异硫额荧光素( Fluorescein-isothiocyanate , 

简称 FITC ) , FITC-ConA , 5 NS (5-Doxylstearic ac­

id)均购 自美国 sigma 公司 。 蛋白栋，北京红星生物化

学制品广3 生理盐水 ， 北京制药厂1 . 煎糖、 琼脂均为

化学分析纯。荧光漂白恢复仪 ， 中 国科 学院生物物理

研究所研制 。 顺磁共振谱仪 (ES酌，西德、 Brücker 公

司产品。 SX-2 细胞 电泳仪， 上海医科大学研制。

二 、 实验方法

1 、巨噬细胞悬液的哥哥备 [ 3 1 小鼠腹腔注射 1 mL 

l %(wjW ) 的蛋白栋生理 盐水溶液 ， 12 小时后断头处

死小鼠 ， 向其腹腔内注射生理盐水 4 ml ， 抽出腹腔

液， 经 30 0 目尼龙网过i虑到 培养皿中 ， 3rc保温 40 分

钟 ， 使巨噬细胞贴壁 ， 弃 上清后除未贴壁的细胞 ， 用

生理盐水轻洗两次 ， 吹打起已贴 壁的细胞 ， 经计数细

胞浓度为 1 x 1 0'jml。

2 、 荧光漂白恢复仪测量 [ ' 1将细胞悬液分成两组 a

实验组中含两种样品 ， 一种样品中加入 ConA (l mgj 

ml ) 60 ul ， 室温下作用 1 5 分钟使 ConA 与膜受体结

合 ， 8000 rpm 离心 2 分钟 ， 弃上清液后 ， 用生理盐水

洗一次， 加入 FITC ( 5 0 μ gjml ) 0 . 2 时， 室 温下标记

30 分钟。 另一种样品中直接加入 FITC-ConA (0. 8 mg 

jml )75 叭， 室温下作用 1 5 分钟。 对照组样 品中加入

FITC (50 ugjml )0. 2 ml ， 室温下标记 30 分钟。两种

样品以上述离心条件洗四次 ， 去除游离的荧光分子.

两种样品分别滴在载玻片 上 ， 盖 玻片封片(以生理盐

水为介质) ，静置 5 分钟，在荧光漂白恢复仪上测定巨

噬细胞膜上 ConA 与膜受体结合后膜表团蛋白分子(含

ConA 与其膜受体复合体)以及 ConA 与膜受体蛋白分

子复合世的刨向扩散系数 D 和恢复百分率 R。 重复两

批， 并注行 统计分析。激 光束 半径 2.2 ftm，漂白 .

时间为 25 ms ， 温度 22'C。数据计算公式，

字c ω'
…- --一4τI / J .~ 

式中 ω 为光斑的半径， τdl 为从漂白后的最小荧光

值恢复到稳定值的一半所需的时间 。 Tn 为与光斑形状

有关的一个常数。

n F (oc) - F (O) 
町 -

一 F (i ) -F(O) 

F (∞)为漂白后荧光恢 复的渐近强度 ， F ( O )为漂

白后的初始荧光强度 ， F (i )为 未漂白前的荧光强惊 。

3. ESR 测定[5 ， 61 将一定量的 5 NS 标 记物用无

水乙醇溶解后加磷酸缓冲液 (pH 7 . 4 】使 自旋标记物浓

度为 10- 3M， 其中 乙醇浓度不超过 0 . 5 % (VjV) 。

取巨I菇细胞悬液分成五等份各 1 ml， 实验组四个

样品中分 别 加 入 CoriA (l mgjml ) 30 μ1 、 60 μ1 、 90

μ1 、 1 20 [11 ， 对!照组只加 GO μ1 的生理盐水， 室温下作

用 1 5 兮钟， 使 ConA 与膜受体结合 ， 800 rpm 下离

心 2 分钟， 弃上清液， 用生理盐水洗一次， 上述五种

样品中各加入 5 NS (l O -3M )30μ1 ， 用于标记膜上脂肪

酸 ， 室温下作用 40 分钟后 ， 用生理盐水以 800 rpm离

心洗五次， 去除游离的 5 NS ， 对 第五次洗下的土清

液进行测定 ， 如无 ESR 信号则将已标记 5 NS 的巨噬

细胞立刻在 ESR 谱仪上进行测定，并将测得的数据

代入序参数公式:

Al !-A.l a 
S = 

A'7/"-才一 (Axx-M K 

AI1 与 A_L 是自旋 标记 样 品的 超精细 分裂，

Axx, Ayy、 Azz 为此 标记物在单晶状态时超精细分

裂常数(见图 1 ) 。 得出膜脂分子序参数值，再推出膜

脂流动性大小和变化。 实验重复五jtt。测量条件为微

波功率 10 mw ， 工作 频 率 9 . 7 4 GHZ，扫 描 范围

150 G ，调制频率 100 KHZ ，温度 23 0C ， A:<..x = 6.1 G , 

Ayy= 6.0 G , A '7.z = 32.800 a = 1j 3(A xx + Ayy + 

Azz , a' = 1j 3 (A' 11 + 2A' 止 。

4、细胞电泳测定( 71 将细胞悬 液分三等份各 1

ml ， 两实验组各加 ConA(1 mgjml )30 μI 和 60 μ1 ， 一对

照组加适量的生理盐水，室温下作用 15 分钟，将各组

细胞分别以 800 rpm 离心 2 分钟 ， 弃上清液 ， 用生理

盐水洗一次，将沉下的细胞分别悬于 0 . 3 m19 %族精

溶液中 ， 充分振荡后 ， 再分 别装满测试管， 放入电泳

槽中 ， 按常规操作，进 行测量。 按下列公式计算迁移

率。以巨噬细胞泳动的 能力大小， 推测细胞电荷的变

化，实验进行三批。

w =号
w-迁移率，V一-移动速率，E-一电场强度。
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样品 细胞数

袋 1 巨噬细胞膜表面蛋白和 ConA-受体复合体的侧向扩散~敛 D 和恢复百分率 R

D ( x 10-9cml / s) R ( % ) 

对照
ConA 
FITC-ConA 

t 检验 叩<0 . 01

。
只U
W
咽
'
A
P
气
υ

，

a
‘

nh
u
a
n
唱

33 . 004 土 3 . 94 3

12. 11 9 士 2.115"

4. 72 1 士1. 146'

30.175 土 12.654

4 2 . 113 土 16.8 8 7 '

36.0 85 士 14.664

品士...... 果

一、 ConA 对膜蛋白侧向扩散的影响

表 1 显示 ConA 与巨噬细胞膜受体结合前

(Control 组 ) 、 后 ( ConA组 )J民表面'蛋白质分子

及 ConA-膜受体蛋白分子复合体(FITC-ConA

组)侧向 扩散系数 D 和恢复百分率 R。结果

表明 ， 与对照组相比 ， ConA 与巨噬细胞膜受

体结合后， 膜表面蛋白 质分子侧向扩散系数

D 值减 /卜， R 值增大J ConA-膜受体蛋白质

分子复合体侧向扩散系数更小， R 值无 显著

差异 。

二、 CçmA与膜受 体结合后腰脂分子的序

参娘和流动性的变化

图 1 表示标记在巨噬细胞膜上的 5 NS 的

ESR 波话，以及 从波谱所 计算出的序参数 S

值。随着 ConA 浓度变化 ， S 值不同， 其量效

关系见图 2 。对Hìc'\组的 巨噬细胞膜脂分子的有

序性较弱， 即流动性大E 加入 ConA 作用后， 膜

脂分子的有序性变强，即流 动性变小。 当 ConA

的量达到 60 昭Iml 时，膜脂有!于性改变达饱

和度。
三、 ConA 对巨噬细胞电谅行为的影晌

表 2 显示 ConA 与膜受体结合后， 使巨 l瞌

L←2Ä~ 
因 1 巨噬细胞膜上 5 NS 标记物的 ESR 谱

. 
ω , .俨

0.70 

M帽
曲
嘲
怯 / , 

、庄、 "

1 
。. 65

o 30 60 90 120 
ConA(μg/ml) 

图 2 ConA 对巨噬细胞，嚷脂的序参数的影响

表 2 不同浓度的 ConA 与膜受体结合前后

巨噬纽胞的迁移率

ConA 
(μg/ml ) 

迁移It~

检验(x 10'um l /s . v) 

o 1. 167 土 0 . 051

、 30 1. 346 土 0 . Q 64

1. 24 9 ::1:'、 . 079

P<0 . 05 
60 P< 0. 05 

细胞的迁泳率增加 ， ~IHJJ包泳动速度加i;iz o ConA 

量为 30 问Iml 和 60 I-Lg /ml 时，细胞迁移率分

别增加 13% 和 16 % 。

讨论

1 、 ConA 与膜受体结合后导致巨噬细胞

膜表面蛋白分子(包括 ConA 与膜受体的复合

物)的侧向扩散速度的减慢。因为 ConA 与膜受

体结合后可使巨噬细胞膜下做丝组装加快， 微

丝量增多(未发表资料) ， 而微丝与膜表面蛋白

相连， 限制了膜表面蛋白分子的侧向扩散速

度， 导致 D 值减小[ 8 J 。

从实验结果可以看出， 巨噬细胞膜表面蛋

白质分子的侧向扩散系数 D 值较大，这可能是

因为巨 l堕细胞具有吞噬功能， 其肢表面蛋白或

脂分子的运动较活跃所致。
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ConA 与膜受体结合后导致膜表面蛋白质

分子侧向扩散的恢复百分二年二 R 值增犬，但还不

能肯定是否会导致膜表面"可动"蛋白的分数较

高， 或"不动"蛋 白质分子较低。出现这样结

果， 可能是因为在对照组中蛋白分子侧向扩散

速度快，致使荧光漂白恢复所需的时间短，而

在短的恢复时间内，会将一些侧向扩散非常慢

的蛋白质分子当作"不动"分子。在实验组中，

由于蛋白质分子侧向扩散速度慢，荧光漂白恢

复所需的时间辰， 在长的恢复时间里， 对照组中

被当作"不动"蛋白分子而在实验组中就当 作:

"可动"分子，使 R 值相对增大。其机制l还应进

一步研究。

对照组和实验组中 R 值都偏差较大(君主 1) ，

说明膜表面蛋白分子的大小，分布的不均匀以

及"可动"能力的差异。这一点符合细胞膜的"被

态镶嵌学说气

2 、 由图 2 可知， ConA 浓度为 60 问Iml

时膜脂有序性增加最大，或膜流动性减小得最

明显。 ConA 浓 度再高则出现饱和现象。

5 NS 标记在 细胞膜上， 与膜脂分子的脂

肪i"it~链相结合，其极性基团朝向膜双分子脂层

的表面， 而氮氧自由茸的部位接近于膜表层，

故序参数 S 宙的变化只反映膜表层的脂分子的

运动情况。

ConA 与膜受体结合后 使脱下微丝组装加

快， 微丝量明显增多，膜内层脂分子又是与做

丝相连的，可以通过脂分子之间的相互作用限

制膜外层脂分子运动。另外，从膜表面蛋白分

子的侧向扩散速度减慢说明运动自 由度较大的

部分减少，而运动自 由度较小的部分增多， 这

可 能进一步降低了膜脂流动性。

3 、 ConA 与膜受体结合的细胞表现出迁

移率比对照组增加。在较低浓度的 ConA 作用

下迁移率增加得多，而在较高的 ConA 浓度作

用下反而增加得少 ， 这说明 ConA 与膜受休的

结合不仅有与膜天体及膜脂电荷的相互作用，

而且可能改变了膜蛋白的分布。 K. B , Sainis 

报道[町， ConA 与正常的 AKR 大鼠淋巴细胞

相互作用也有类似结果。较高浓度的 ConA 与

细胞作用时分两步 进行:第一步， ConA的

结合导致 ConA 受体的在膜上重新分布，并

引起细胞电泳的迁 移率 增加F 第二步，再

装配的 ConA 的附加受体与 ConA 结合后减少

了电荷密度。

摘要

本文利用荧光漂白恢复，顺磁共振和细胞

电泳等技术研究外源性配体伴刀豆球蛋白 A 与

巨I蓝细胞膜受体结合后膜蛋白及膜脂分子运动

以及细胞表面电荷变化，结果表明 ，细胞膜表面

蛋白分子侧向扩散速度减慢; 膜脂分子流动性

减慢，怪链有序性增 强F 细胞电泳速度加

快。此等对阐明伴刀豆球蛋白 A作为外源信息

导致细胞膜分子动力芋'变化以及电荷改变有重

要的生物学意义。
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