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能量耗竭诱导红细胞锚蛋白外翻触发

巨噬细胞对红细胞的黏附
王玉林1,2  隆耀航1  叶远浓2  周厚明2  陈晋2  黄江涛1  唐福州2*

(1贵州医科大学贵州省免疫细胞与抗体工程研究中心, 贵阳 550025; 
2贵州医科大学生物与医学工程重点实验室, 贵阳 550025)

摘要      该研究的目的是探讨能量耗竭能否诱使红细胞锚蛋白外翻, 且巨噬细胞能否黏附锚蛋

白外翻的红细胞。在能量耗竭孵育后 , 该研究分别检测了红细胞锚蛋白外翻水平、胞内ATP浓度、

胞内钙离子水平、胞内蛋白激酶C的激活和巨噬细胞对红细胞的黏附数。结果表明, 红细胞经能量

耗竭孵育后, 胞内ATP水平孵育2 h后显著减少, 6 h后ATP基本被耗尽; 能量耗竭和胞外钙离子的共

同孵育, 促使红细胞胞内蛋白激酶C的激活以及红细胞锚蛋白外翻; 锚蛋白外翻的红细胞能够被巨

噬细胞黏附, 且整合素αvβ3明显抑制了巨噬细胞对红细胞的黏附。结果分析表明, 能量耗竭和胞外

钙离子的共同孵育促使红细胞锚蛋白的外翻, 这可能是在能量耗竭情况下红细胞被巨噬细胞清除

的一个潜在机制, 从而为研究能量代谢异常红细胞的清除提供潜在的分子基理。
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Ankyrin Exposure Induced by Energy Exhaustion 
Triggers the Adhesion of Macrophages
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Abstract       The aim of this paper is to study whether the energy exhaustion is associated with ankyrin expo-
sure, and whether erythrocytes with ankyrin exposure adhere to macrophages. The energy exhaustion-induced pro-
tein kinace C (PKC) activation, ankyrin exposure, and the levels of intracellular calcium and ATP were separately 
tested. Results showed that the level of intracellular ATP decreased significantly after incubation for 2 h, and the en-
ergy exhaustion showed after incubation for 6 h. The treatment of erythrocytes with energy exhausting in a calcium-
containing buffer led to ankyrin exposure and PKC activation. Moreover, ankyrin exposure induced erythrocyte 
adhesion to macrophages. Analyses of results suggested that the energy exhaustion induced calcium influx into the 
erythrocytes and PKC activation, ultimately leading to ankyrin exposure. This maybe provide a potential mecha-
nism for studying the clearance of erythrocytes under the condition of energy depletion as well as insights into the 
molecular mechanisms of the removing of diseased erythrocytes induced by the energy exhaustion.
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红细胞具有携带氧气 , 运输二氧化碳、电解质、

血液酸碱平衡等生理功能 , 维持生物体正常的生命

活动。成熟红细胞缺乏细胞核和线粒体这两个与细

胞凋亡有关的重要细胞器 , 然而在正常生理状态下

衰老及老化的红细胞却能被很好地去除。巨噬细胞

对红细胞的黏附是细胞清除的重要步骤[1-4]。红细胞

的过早清除及凋亡不足均与多种疾病相关, 如: 血细

胞凋亡过渡和再生障碍贫血症[5]、骨骼红系祖细胞调

亡不足和高原红细胞增加症[6]。糖酵解是成熟红细

胞的主来能量来源。老化红细胞胞内糖酵解水平明

显低于正常红细胞[7], 且老化红细胞呈现带3蛋白交

联[8]、PS 外翻等细胞调亡的信号[9]。同时, 在多种血液

疾病中研究人员也发现, 其红细胞胞内存在能量代谢

障碍及细胞凋亡信号[10-11]。因此, 探索能量耗竭对红

细胞程序性死亡的影响为研究红细胞异常死亡的相

关血液疾病提供分子基础 , 具有潜在的生理、病理

意义。

红细胞程序性死亡往往起始于胞内钙离子水平

的升高, 增加的钙离子一方面诱导胞内混杂酶的激活, 
继而诱使磷脂酰丝氨酸的非对称性破裂, 最终促使磷

脂酰丝氨酸的外翻[12-13]; 另一方面使胞内离子浓度发

生改变, 从而导致红细胞体积的减少、膜蛋白的磷酸

化、带3蛋白交联以及细胞力学性能的变化[14-17]。红

细胞锚蛋白的外翻也能促使巨噬细胞对红细胞的黏

附, 最终导致红细胞程序性死亡[1,17]。红细胞锚蛋白为

膜内在蛋白, 其与蛋白4.2、血影蛋白及带3蛋白相互

结合, 维护细胞膜的稳定。锚蛋白由89 kDa的N末端

膜蛋白结合区域, 中间的血影蛋白结合区域及C末端

的调控区域构成, 其中N末端的膜蛋白结合区域含有

由4个独立的褶曲子结构域构成的球状形态, 且膜蛋

白结合区域含有24个串联重复序列组成的超螺旋物。

该区域有类似弹簧的弹性性能, 在力的作用下可以可

被拉伸30 nm[18-20]。红细胞在钙离子孵育, 同时伴随剪

切力的作用下, 含有RGD序列端的锚蛋白能够外翻到

细胞表面, 与巨噬细胞表面的整合素αvβ3识别, 促使巨

噬细胞与红细胞的黏附, 继而诱发噬红细胞作用[1]。

能量耗竭能够激活红细胞胞内的可通透性的

钙离子通道, 从而诱使胞内钙离子水平的增加, 进一

步促使细胞磷脂酰丝氨酸的外翻, 及胞内蛋白激酶

C(PKC)的激活、膜蛋白的磷酸化, 巨噬细胞对红细

胞的黏附, 最终红细胞的程序性死亡。然而关于能

量耗竭能否诱导红细胞锚蛋白的外翻促使红细胞程

序性死亡还尚未清楚。

1   材料与方法
1.1   试剂

ATP检测试剂盒购自南京建成生物工程研究

所; Anti-PKCα抗体和山羊抗兔IgG-HRP购自Abcam
公司 ; 整合素αvβ3购自美国Bio-Techne公司 ; Anti-
ankyrin抗体和山羊抗小鼠 IgG-HRP购自Santa Cruz
公司 ; THP-1(TIB-202)购自American Type Culture 
Collection公司 ; 佛波酯 (Phorbol 12-myristate 13-ac-
etate, PMA)购自北京四正柏生物公司; Fluo-3 AM和

钙离子载体 A23187购自Sigma公司。

1.2   红细胞能量耗竭孵育

首先, 取健康成年人的血液5 mL(经贵州医科大

学医学伦理委员会审查批准, 并获得志愿者本人知情

同意), PBS洗涤, 离心分离红细胞。其次, 配制Buffer 
H(10 mmol/L HEPES, pH7.4, 145 mmol/L NaCl)。在

Buffer H溶液中加入10 mmol/L glucose、2 mmol/L 
CaCl2配制含有钙离子和葡萄糖缓冲液, Buffer H溶

液中加入10 mmol/L glucose, 1 mmol/L EGTA配制含

有葡萄糖、不含钙离子的缓冲液。然后, 配制能量

耗竭液 [21-22](10 mmol/L HEPES、130 mmol/L NaC、
2.7 mmol/L KCl、1 mmol/L EGTA、10 mmol/L 
inosine、6 mmol/L iodoacetamide、5 mmol/L sodium 
tetrathionate)。含有钙离子能量耗竭液用2 mmol/L 
CaCl2替代1 mmol/L EGTA)。分别孵育红细胞0 h、
2 h、6 h和12 h。含有钙离子组用Ca+组, 不含有钙离

子组于Ca–组表示, 含有钙离子和葡萄糖用Ca++Glu+

表示, 不含钙离子和含有葡萄糖用Ca–+Glu+表示。

1.3   胞内ATP浓度检测

对孵育的红细胞离心(2 000 r/min, 2 min)弃上

清, PBS洗涤2次, 按14׃的体积比加入双蒸水进行稀

释, 再混匀使溶血完全, 制备成溶血液, 取10 μL测血

红蛋白。然后将制好的溶血液沸水中加热煮 10 min, 
取出混匀抽提1 min, 4 000 r/min, 离心10 min, 取上

清。然后根据南京建成生物工程研究所ATP检测试

剂盒进行胞内ATP含量检测。

1.4   锚蛋白外翻检测

首先, 取待测红细胞样品, 加入预冷至4 °C的
4%多聚甲醛溶液, 4 °C孵育过夜, 对细胞进行固定。

其次, 洗涤后再加入5%的BSA溶液孵育, 对细胞进

行封闭。接着用锚蛋白鼠抗人单克隆抗体(1100׃)
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孵育红细胞, 4 °C过夜。然后, 洗涤后用山羊抗鼠

IgG-FITC的二抗室温37 °C孵育2 h。洗涤, 最后将红

细胞调整浓度在106/mL, 免疫荧光及流式检测。

1.5   胞内钙离水平检测

取待测红细胞样品, 悬浮在终浓度为 4 μmol/L 
Fluo-3 AM溶液中, 混匀, 37 °C恒温避光孵育30 min。
离心、洗涤后, 用含有1% BSA的HBSS缓冲液(HBSS: 
138 mmol/L NaCl、5.3 mmol/L KCl、4.2 mmol/L 
NaHCO3、0.45 mmol/L KH2PO4、0.34 mmol/L Na2H-
PO4、5.5 mmol/L glucose, pH7.4)孵育30 min。洗涤后

将红细胞调整浓度在106个/mL, 流式检测。阳性对照

组中在孵育Fluo-3 AM溶液前, 加入终浓度4 μmol/L
钙离子载体A23187孵育5 min。
1.6   蛋白激酶C激活检测

首先, 提取红细胞膜蛋白。将孵育好的红细胞, 
离心、洗涤, 溶于pH7.4, 0.01 mol/L的磷酸盐缓冲液

(1 mmol/L MgCl2和0.1 mmol/L PMSF), 置于4 °C, 2 h后, 
12 000 r/min离心洗涤3次, 得到白色红细胞膜蛋白。

然后, 用BCA法测定膜蛋白含量。最后, 采用SDS-
PAGE(8%)对膜蛋白进行电泳(上样量为20 μg), 待结

束后, 转膜, 封闭, 加入免单克隆抗体anti-PKCα抗体
C孵育过夜后, 洗去一抗, 加入辣根过氧° 4 ,(000 1׃1)

化物酶标记的抗兔二抗(1:2 000), 室温孵育1.5 h, 清
洗, 显色。

1.7   巨噬细胞噬红细胞检测

首先 , 将培养好的THP-1细胞 , 悬浮在RPMI-
1640培养基中, 调整浓度为105个/mL。再加入终浓

度为50 ng/mL的PMA, 37 °C、5%的CO2孵育48 h, 洗
涤去悬浮细胞, 贴壁即为巨噬细胞。最后, 将调整浓

度为106个/mL的红细胞与巨噬细胞共同培养2 h, 洗
去没有黏附的红细胞, 计数。

在整合素αvβ3介导的巨噬细胞噬红细胞作用的

抑制实验中, 将终浓度6 nmol/L αvβ3与106个/mL的红

细胞室温共同孵育2 h, 然后再进行巨噬细胞黏附红

细胞实验。

1.8   数据统计

用SPSS 11.5软件对所得数据进行统计学分析, 
统计指标均以x

_
±s形式表示。组间比较采用两个样

本均值的t检验。*P<0.05有显著性差异, **P<0.01有
极显著性差异。

2   结果
2.1   胞内ATP含量

在有、无胞外钙离子孵育的能量耗竭溶液中, 
分别在孵育0 h、2 h、6 h、12 h时取待测细胞进行

ATP含量检测, 结果如图1所示(设定各组分的初使

ATP浓度为100%): 在有胞外葡萄糖存在的情况下, 
有、无胞外钙离子的孵育, 在不同的时间点, 红细胞

胞内ATP含量均不变。在没有胞外葡萄糖的孵育, 
同时伴随能量耗竭液的孵育, 及有、无胞外钙离子

的条件下, 红细胞胞内ATP含量在孵育2 h后显著减

少, 并在6 h后ATP基本耗尽。

2.2   红细胞锚蛋白外翻

孵育6 h后, 在有、无胞外钙离子及无胞外葡萄

红细胞孵育在不同的条件下, 含有钙离子和葡萄糖(Ca++Glu+)、含有钙离子和不含葡萄糖(Ca++Glu–)、不含钙离子和葡萄糖(Ca–+Glu–)、不含钙

离子和含有葡萄糖(Ca–+Glu+), 孵育不同时间(0 h、2 h、6 h、12 h)后胞内ATP水平。

Erythrocytes were incubated in different conditions (containing calcium and/or glucose, without calcium or glucose) for 0 h, 2 h, 6 h and 12 h, 
respectively. 

图1   胞内ATP水平

Fig.1   The level of intracellular ATP
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糖的情况下, 红细胞胞内ATP基本耗尽, 且在孵育

更长的时间后(超过12 h), 红细胞开始溶血。因此, 
在研究中, 我们分别选取孵育红细胞6 h, 对其进行

锚蛋白外翻检测。结果表明, 在存在胞外钙离子及

无胞外葡萄糖的情况下, 红细胞的能量耗竭诱导红

细胞锚蛋白外翻(图2A)。进一步在孵育6 h后, 对不

同处理组的细胞进行锚蛋白外翻的免疫荧光检测, 
结果显示, 在能量耗竭并伴随胞外钙离子孵育的

情况下, 能够检测到红细胞锚蛋白外翻的信号(图
2B)。

2.3   胞内钙离子水平的变化及PKC的激活

孵育6 h后, 在胞外钙离子及无胞外葡萄糖的

能量耗竭溶液孵育的条件下, 红细胞胞内钙离子

水平明显增加, 然而并不是所有的红细胞都能检

测胞外钙离子的信号(图3A)。在钙离子水平检测

的阳性对照中, 对胞外钙离子和葡萄糖共同孵育

组进行钙离子载体A23187的孵育, 结果表明, 其诱

导几乎所有红细胞呈现胞内钙离子水平的增加。红

细胞存在蛋白激酶表达系统, 位于胞质间的PKC, 
在PMA、能量耗竭等情况下被激活, 从而转移到

A: 红细胞孵育在不同的条件下, 含有钙离子和葡萄糖(Ca++Glu+)、含有钙离子和不含葡萄糖(Ca++Glu–)、不含钙离子和葡萄糖(Ca––Glu–)、不

含钙离子和含有葡萄糖(Ca–+Glu+), 孵育6 h后锚蛋白外翻的红细胞占总红细胞数的比例; B: 锚蛋白外翻红细胞的免疫印迹。

A: erythrocytes were incubated in different conditions (containing calcium and/or glucose, without calcium or glucose) for 6 h, respectively, and energy 
exhaustion induced ankyrin exposure in a subpopulation of erythrocytes; B: fluorescent micrographs for ankyrin exposure of erythrocytes.

图2   能量耗竭诱导红细胞锚蛋白外翻

Fig.2   Energy exhaustion induced ankyrin exposure of erythrocytes  
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A: percentage of erythrocytes showed intracellular calcium content in different conditions (containing calcium and/or glucose, without calcium 
or glucose) for 6 h, respectively; B: PKC activation was induced by energy exhaustion in different conditions (containing calcium and/or glucose, 
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图3   能量耗竭对胞内钙离子水平和PKC激活的影响

Fig.3   Effects of energy exhaustion on the intracellular calcium levels and PKC activation
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细胞膜上[21]。对不同处理组红细胞膜的Western 
blot检测结果表明, 仅在能量耗竭并伴随胞外钙

离子孵育的情况下, 能够激活红细胞胞内的PKC。

这暗含能量耗竭诱导红细胞锚蛋白外翻与胞内离

子的孵育, 及胞内PKC的激活有关。

2.4   巨噬细胞噬红细胞作用    
在处理6 h后, 不同处理组的红细胞与巨噬细胞

的黏附实验结果表明, 仅在能量耗竭并伴随胞外钙

离子孵育的情况下, 红细胞能够被巨噬细胞黏附。

在整合素αvβ3介导的巨噬细胞噬红细胞作用的抑制

实验中, 整合素αvβ3明显抑制了巨噬细胞对红细胞的

黏附(图4)。这暗示, 能量耗竭并伴随胞外钙离子孵

育能够诱导红细胞锚蛋白外翻的巨噬细胞噬红细胞

作用。然而整合素并没有完全抑制巨噬细胞的锚蛋

白外翻红细胞的黏附。

3   讨论
异常及老化红细胞的清除是维持机体正常生

命活动的基础, 红细胞的过早清除及调亡不足均与

多种疾病的发生有关系。如红细胞膜蛋白异常诱导

的红细胞过早清除的阿尔茨海默症、down症、血红

蛋白疾病; 骨髓红系祖细胞凋亡障碍诱发的高原红

细胞增多症[6]。红细胞缺乏线粒体和细胞核这两个

对细胞凋亡重要的细胞器, 红细胞的清除主要通过

巨噬细胞对其表面受体的识别来实现。包括红细胞

磷脂酰丝氨酸外翻诱导的巨噬细胞表面的磷脂酰丝

氨酸受体(PSR)的识别[23], 及红细胞带3蛋白交联形

成的带3蛋白与其IgG的复合体诱导的巨噬细胞表面

的CR1或FC受体的识别[24]。近来年, 也有研究表明, 
红细胞锚蛋白外翻能够诱导巨噬细胞表面的整合素

αvβ3的识别、吞噬[1]。红细胞程序性死亡与其能量

代谢异常紧密相关。能量耗竭能够诱导红细胞胞内

钙离子水平的增加, 从而诱发红细胞磷脂酰丝氨酸

外翻的细胞程序性死亡[21]。能量耗竭也能够诱导红

细胞胞内PKC的激活, 从而与胞内带3蛋白交联有关

的磷酸酪氨酸激酶(phosphotyrosine kinase, PTKs)和
磷酸酪氨酸酶(phosphotyrosine  phosphatase, PTPs)
的活性有关[25-26]。然而, 能量耗竭在诱导红细胞程

序性死亡的关系中其与红细胞锚蛋白外翻的关联还

尚未清楚。

红细胞缺乏胞内钙离子的存储系统, 胞内钙离

子水平的增加来源于胞外钙离子的孵育。在生理情

况下, 由于血流剪切的作用, 红细胞在经历形变的膜

骨架重构、重排过程中, 胞外钙离子大量流入红细

胞, 然后在红细胞内钙泵ATP酶耗能的作用下, 将胞

内钙离子泵出胞外, 从而维持胞内钙离子的动态稳

定[27]。在能量耗竭及胞外钙离子孵育下明显观察到

胞内钙离子水平的增加, 同时锚蛋白的外翻(图1~图
3中的Ca++Glu–组)。然而, 并不是所有的红细胞都显

现锚蛋白的外翻(16.89±7.8, n=4)。表明能量耗竭诱

导红细胞锚蛋白外翻依赖胞内钙离子水平的增加, 
然而增加的胞内钙离子水平的红细胞数目明显多于

锚蛋白外翻的红细胞数目(图2和图3中的Ca++Glu–

组), 意味着胞内钙离子水平的增加与红细胞锚蛋白

巨噬细胞对不同处理组红细胞的黏附, 以及整合素αvβ3对黏附的抑制。**P<0.01。
Erythrocytes adhered to macrophages in different groups, and the adhesion was inhibited by αvβ3 integrin. **P<0.01.

图4   巨噬细胞对红细胞的黏附

Fig.4   Erythrocytes adhesion to macrophages
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的外翻并不呈一一对应的关系。因此, 红细胞胞内

钙离子水平的增加可能是锚蛋白外翻的必要条件。

红细胞存在蛋白激酶信使表达系统, 激活的

PKC由胞浆转移到细胞膜上, 从而诱导红细胞膜蛋

白的磷酸化以及红细胞程序性死亡信号的磷脂酰丝

氨酸外翻。研究人员发现, 激活的PKC(通过PMA孵

育或能量耗竭诱导)均能够诱导红细胞胞内钙离子

水平的增加, 继而诱导红细胞程序性死亡[21]。我们

先前的研究中也发现, PMA诱导PKC的激活与红细

胞锚蛋白外翻存在密切的相关关系[17]。激活的PKC
能够诱导红细胞膜蛋白4.1、红细胞膜蛋白4.9、内

收蛋白及锚蛋白的磷酸化, 进一步诱使胞外钙离子

的内流和红细胞磷酯酰丝氨酸的外翻[14,28]。在本研

究中, 仅在能量耗竭并伴随胞外钙离子孵育的情况

下, 对锚蛋白外翻的红细胞组进行进一步分析, 检
测到其胞内的PKC被激活(图3B)。这表明, 在能量

耗竭的情况下, 红细胞胞内PKC的激活与红细胞胞

外钙离子的孵育密切相关。在能量耗竭情况下, 对
锚蛋白外翻的红细胞组进行进一步分析, 检测到其

胞内钙离子水平的增加和胞内PKC的激活。这表明

在能量耗竭情况下, 红细胞锚蛋白外翻与胞内钙离

子水平的增加且和胞内PKC的激活均有关。整合素

αvβ3孵育明显抑制巨噬细胞对能量耗竭和钙离子共

同孵育红细胞的黏附(图4), 表明锚蛋白外翻的红细

胞能够被巨噬细胞黏附。然而能量耗竭也能诱导红

细胞PS外翻, 进而诱使巨噬细胞表面的PS受体分子

与磁脂酰-L-丝氨酸的识别, 黏附[21,23]。因此整合素

并没有完全抑制巨噬细胞的锚蛋白外翻红细胞的黏

附。锚蛋白外翻可能是在能量耗竭情况下红细胞被

巨噬细胞清除的一个新机制, 可以为研究能量代谢

异常红细胞的清除提供潜在的分子基理。
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