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　　摘要　选择素 (select in)与配体相互作用在诸如炎症反应、肿瘤转移等生物学过程中具有重要作用; 作用力影

响受体2配体键解离。本文发展了基于光阱技术的新实验方法,用于考察 P2选择素 (P2select in)与 P2选择素糖蛋白
配体21 (P2select in Glycop ro tein L igand 1, PSGL 21)相互作用的解离过程。采用黏滞力法对光阱刚度系数进行标定,

并通过分子在玻璃小球表面的功能化表征,研究力作用下 P2select inöPSGL 21键的解离,得到了在较低加载率 (<

25 pN ös)下键解离的断裂力分布,发现键的最可几断裂力随加载率而增加。实验结果在较低加载率下补充和验证

了已有的结论。
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　　Abstract　Select inöligand in teract ion p lays an impo rtan t ro le in such b io logical p rocesses as inflamm ato ry

react ion, tumo r m etastasis, etc. Ex ternal fo rces affect dissociat ion of recep to r2ligand bonds. A novel app roach,

upon op tical trap techn ique, w as developed in th is study to invest igate the dissociat ion of P2select inöPSGL 21 (P2
Select in Glycop ro tein L igand 1) b indings. St iffness of op tical trap w as calib rated w ith laser pow er using a viscous

drag m ethod. W h ile P2select in and PSGL 21 mo lecu les w ere functionally coated on su rfaces of glass beads,

respect ively, the dissociat ion of in teract ing mo lecu le bond w as studied by m easu ring the rup tu re fo rce distribu t ion.

It w as found that mo st p robab le rup tu re fo rce increased w ith loading rate at < 25 pN ös. T hese resu lts

comp lem en ted and validated the cu rren t theo ry at low loading rates.
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1　引　言

在 (单)分子水平对生物大分子相互作用的定量

测量对于认识生物分子的结构2功能关系及生物物
理特性是非常重要的。但是,对于单分子水平分子间

相互作用强度的研究,采用传统的热力学及统计方

法是难以完成的, 直至 pN önm 尺度检测方法的出

现。随着实验技术的不断发展,用于研究生物大分子

间相互作用的主要工具包括:微吸管 (M icrop i2
pet te) [ 1, 2 ] , 微悬臂梁 (M icrocan t ilever) [ 3 ] ,原子力显

微镜 (A tom ic Fo rce M icro scope,A FM ) [ 4 ]、生物膜
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力探针 (B iom em b rane Fo rce P robe, BFP) [ 5 ]以及光

阱 (或光镊) (Op t ica l T rap öOp tica l Tw eezers) [ 6～ 8 ]

等等。由于不同生物大分子间作用强度从pN 到 nN

不等[ 9 ] ,因此任何一种实验技术都难以覆盖所有生

物大分子间作用力的测量范围。比如,原子力显微镜

技术可以测量从 10～ 4000 pN [ 10 ]范围的作用力,而

微吸管、微悬臂梁和生物膜力探针方法的测力范围

一般从十几个pN 到几十个pN [ 1, 3, 5 ]。光阱技术的测

力范围一般不超过 100 pN ,其主要技术优势在于能

测量分子之间作用力很小的情形, 如 10- 2～ 100

pN。在光阱实验发展的 20多年里,已经实现了对微

米量级的活细胞、细胞器的固定、分选、细胞融合等

等,只是近几年光阱才被用于生物系统中皮牛和亚

皮牛量级微小力的测量。

光阱刚度系数的标定是应用光阱技术准确测力
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的前提。光阱是依靠光与物体间动量传递引起的光

力学效应来实现的,如图 1插图所示。a、b 两条光线

在进入和穿出小球时光的传播方向发生改变,导致

光的动量发生改变。根据动量守恒,这些光线施加给

小球一个与它们动量改变值相等、但方向相反的力

(F a、F b)。若小球处于强度分布存在梯度的光场中,

小球在光场中获得一个指向光最强处的合力 (F )。

基模高斯光束经物镜聚焦所形成的三维梯度光场能

将小球束缚在物镜焦点附近。生物分子的尺寸一般

来说小于光波波长,光阱无法对其进行直接操控,通

常的做法是用微米量级的二氧化硅或聚苯乙烯小球

作为光阱施加力作用的“手柄”,将蛋白质分子用物

理吸附或化学耦联的方法包被在小球上,通过测量

小球的运动来了解分子的受力状况。因此,对光阱刚

度系数的标定实际上是对光阱施加在小球上的力和

小球受力后在光阱中平衡位置的标定,它不仅与光

源的强度以及光束的性质有关,也与被作用的小球

的形状、大小、成分等几何、物理性质有关。

细胞黏附分子相互作用为细胞间提供物理连接

并维持作用力存在。比如,表达在白细胞微绒毛上的

PSGL 21 分子与表达在内皮细胞膜上的 P2select in

分子之间的相互作用,可导致在血流剪切作用下白

细胞在内皮细胞表面的滚动,这正是白细胞从血流

中浸润、迁移到炎症部位级联过程的第一步。由于血

流剪切作用下 P2select inöPSGL 21 相互作用可介导

白细胞与内皮细胞的结合与解离、从而调控其生理

功能, 因此对 P2select inöPSGL 21 键在不同外力作

用下断裂力 (R up tu re fo rce) 的研究可深化对 P2
select inöPSGL 21 相互作用的定量认识。 Evan s

等[ 11, 12 ]提出了分子键解离与加载率成正相关的理

论, 并应用BFP 技术证实了在加载率为 101～ 106

pN ös范围内键解离的断裂力随加载率而呈指数增

加的假设。F ritz等[ 13 ]采用A FM 系统对P2select inö

PSGL 21 键的断裂力进行了研究, 得到了不同加载

率下分子键解离的断裂力分布,发现不同加载率下

分子键解离的断裂力的最可几值 (M o st p robab le

va lue )随着加载率增大而增大; 但由于所采用的

A FM 探针刚度较大 (60 pN önm ) ,导致实验的加载

率非常大 (> 18 000 pN ös)。

本文采用黏滞力法[ 14 ] (D rag Fo rce M ethod)标

定了光阱刚度系数,并通过分子在玻璃小球表面的

功能化表征, 测量了低加载率 ( < 25 pN önm ) 下

P2select inöPSGL 21分子复合物的断裂力分布。实验

结果不仅验证了光阱技术在分子力学测试中的可行

性,而且在较低加载率下补充和验证了 P2select inö

PSGL 21键解离的断裂力随加载率而增加的结论。

2　材料与方法

2. 1　光镊实验装置

图 1为光阱实验装置结构示意图。双光阱实验

系统 (M icro2Com b inesystem , 德国 PALM 公司)基

于倒置荧光显微镜 (Zeiss A x iovert 200, Germ any) ,

配高数值孔径物镜 (O il P lanneofluar 100XöNA 1.

3 )。激光光源为 二 极 管 泵 浦 YA G 激 光 器

(COH ER EN T , 4 000M CW ) , 波长为1 064 nm , 最

大输出功率为 4W。激光从激光器输出后,由分束器

(BS1)一分为二,其中的一束激光固定不动,称为固

定光阱,它对微粒的操控可由载物台相对运动来完

成; 另一束激光由透镜组 (L 3、L 4)控制,可相对于载

物台自由移动,称为可动光阱。两个光阱的能量分配

由偏振片 (Po larizer)的转动来控制。扩束后的两束

激光经外荧光通道耦合进入显微镜,充满物镜后瞳,

然后由物镜 (O b ject ive)聚焦。显微镜配有电动载物

台,其移动由计算机控制步进电机完成。显微图像由

电荷耦合元件 (CCD )接受并送入计算机,进行数据

分析。

图 1　光镊实验装置示意图

M (M irro r)为反射镜,BS (Beam Sp lit ter)为分束器; L (L ens)为透镜;

DM (D ich ro ic M irro r)为双色分色镜;其中插图为光镊工作原理图

F ig 1　Schematic of optica l trap setup

M rep resen ts M irro r, BS rep resen ts Beam Sp lit ter, L rep resen ts

L ens, and DM rep resen ts D ich ro icM irro r. T he insert illustrates the

wo rk ing p rincip le of op tical trap

2. 2　实验材料

Ф2. 32 Λm (SS04N , Silica)和Ф5. 66 Λm 玻璃小

球 (SS06N , Silica)购自美国 Bangs L abo ra to ries,

Inc. 。 P2select in 胞外片段 ( so lub le P2select in,

sP s) , 抗 P2select in 单抗 (mA b s) S12 (捕获单抗)、

G1 (阻断单抗)和抗 PSGL 21 单抗 PL 1 (阻断单抗)
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由美国俄克拉荷马医学研究基金会 (O k lahom a

M edica l R esearch Foundat ion) Rodger P. M cEver

博士赠送[ 15, 16 ]。PSGL 21由本实验室从人白细胞中

提取并纯化; 抗 PSGL 21 单抗 PL 2 (捕获单抗)购自

美国B iodesign 公司。所有单抗均为鼠2抗2人免疫球
蛋白 1 (m IgG1ϑ)。牛血清白蛋白 (Bovine Serum

A lbum in, BSA )购自美国 P ierce 公司。

2. 3　光阱刚度系数的标定

本实验中采用黏滞力法对刚度系数进行标定。

实验采用悬浮在磷酸盐缓冲液 (PBS)中的 Ф2. 32

Λm 玻璃小球为对象进行标定。实验时,用光阱抓住

小球,移动电动载物台带动 PBS以一定的速度相对

于小球运动,流体对小球产生的黏滞力使得小球偏

离光阱中心位置。当黏滞力与光阱力大小相等、方向

相反时,小球就停留在某一平衡位置。由于小球尺度

很小,雷诺数在 10- 5左右,因此惯性项可以忽略。根

据 Stokes公式有:

F = 6ΠΓav (1)

其中: Γ为流体黏性系数; Α为粒子半径; v 为流体速

度。当小球偏移光阱中心的位移不超过小球半径时,

可以近似地认为小球所受的光阱力正比于小球的位

移,即

F = kx (2)

其中: x 为小球位移; k 为光阱刚度系数。实验采用

录像的方式记录在不同激光功率下小球偏离光阱中

心的位移。录像的采样速度为 25 fram eös,显微图像

系统的空间分辨率为 125 nm öp ixel。

2. 4　分子在玻璃小球表面的功能化表征及特异性

测试

玻璃小球蛋白质功能化是将 P2select in 和

PSGL 21 分子分别包被在不同的玻璃小球表面, 使

其具有功能化构象,从而介导分子间特异性黏附 (图

3 In sert)。首先将捕获单抗 S12和 PL 2采用物理吸

附方法 (10 Λgöm l, 4℃, 孵育过夜) 分别包被到

Ф2132 Λm 和Ф5. 66 Λm 玻璃小球表面,再将包被好

S12和 PL 2的小球分别与 sP s和 PSGL 21溶液反应

(20 ngöm l, 4℃, 孵育过夜) ,从而使 sP s和 PSGL 2
1被捕获固定在小球表面。同时,为了减少非特异性

黏附, 采用 3% BSA 对两种玻璃小球表面进行封

闭。

为了证明Ф2. 32 Λm 小球与Ф5. 66 Λm 小球间

的黏附是由 sP söPSGL 21 特异性相互作用所介导

的,设计了相应的对照实验和阻断实验。对照实验分

为两组: 一组采用包被 S12并捕获了 sP s的Ф2. 32

Λm 小球与只包被了 PL 2的Ф5. 66 Λm 小球作碰撞

黏附实验; 另一组采用只包被了 S12 的 Ф2. 32 Λm

小球与包被 PL 2并捕获了 PSGL 21的Ф5. 66 Λm 小

球作碰撞黏附实验。阻断实验分为三组:第一组采用

G1 单克隆抗体与 sP s 的L ect in 区结合、从而阻断

sP s与 PSGL 21 相互作用的结合位点; 第二组采用

PL 1 单克隆抗体与 PSGL 21 的氨基端结合、从而阻

断 PSGL 21 与 sP s相互作用的结合位点; 第三组采

用 ED TA 络合溶液中的钙离子 (Ca2+ ) , 由于 sP sö

PSGL 21 反应具有Ca2+ 依赖性,当钙离子被络合后

其反应就不能进行。

2. 5　不同加载率下P- selectinöPSGL -1键断裂力的

测量

用光阱捕获包被了 sP s的Ф2. 32 Λm 小球与沉

降在载玻片上的包被了 PSGL 21的Ф5. 66 Λm 小球

进行碰撞, 观测并记录黏附现象,实验循环分为靠

近、接触、回拉三步。如果Ф2. 32 Λm 小球上的 sP s

与Ф5. 66 Λm 小球上的 PSGL 21 发生结合, 光阱在

进行回拉的时候,受键的约束,Ф2. 32 Λm 小球就会

偏离光阱中心,直至 sP söPSGL 21 键断裂,小球重新

回到光阱中心。采用 CCD 对实验过程进行记录

( 25fram eös) , 对每桢的图像用灰度重心法进行处

理,算出小球偏离光阱中心的最大位移,乘以光阱的

刚度系数,就能得到 sP söPSGL 21 键的断裂力分布。

实验时通过变化回拉速度和光阱刚度系数改变加载

率 (回拉速度和光阱刚度系数的乘积) ,得到分子键

断裂的解离力与加载率之间的关系。

3　实验结果

3. 1　光阱刚度系数的标定

　　图 2给出了用黏滞力法标定的光阱刚度系数与

物镜后瞳入射的激光功率之间的关系。从图中可以

看出,随着物镜后瞳的入射功率的增大,光阱对应的

刚度系数也呈线性增大。因此,对特定的小球和溶液

环境,可以通过直接改变激光功率来控制光阱的刚

度系数。

3. 2　特异性测试

图 3 给出了两种小球表面分别包被 sP s 和

PSGL 21分子的特异性测试结果。结果表明,包被于

Ф2. 32 Λm 小球上的 sP s与包被于Ф5. 66 Λm 小球

上的 PSGL 21的特异性黏附概率为 17%。当小球只

包被有捕获抗体 (S12和 PL 2)而不耦联相应受体和

配体 ( sP s 和 PSGL 21) , 或溶液中加入 ED TA 络合

Ca2+ 时,黏附概率降低至非特异性水平 (～ 6% )。上
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述实验证明了两个小球间黏附是由 sP söPSGL 21特

异性相互作用所介导的。

图 2　光阱刚度系数标定

实验数据为 10次标定的平均值,方差为S. E. M ;实线为拟合曲线

F ig 2　Trap stiffness ca l ibration. Trap stiffness was plotted aga in st

laser power

Experim ental data (po in ts) , ob tained from 102t im e calib rations and

p resen ted as the m ean±S. E. M , w ere compared to the p redictions

(so lid line) , ob tained by linear fit t ing to the data

3. 3　低加载率下 sPsöPSGL -1键断裂力的测量

实验所设计的加载率为 0. 45、4. 25、13. 70、

24139 pN ös。测量每一加载率下所有黏附事件对应

的断裂力值,每个加载率下断裂力的样本量为 60～

90不等。将所测量的断裂力值排序、以 2 pN 为区间

分区平均后作直方图 (图 4 (a)实心柱) ,并用高斯分

布拟合实验数据 (图 4 (a)空心柱)。结果表明,实验

值与预测值相符 (R 2= 0. 97)。同时,从拟合得到的

高斯分布中还可以获得该加载率下断裂力的最可几

值, < f> (参见图 4 (b) )。图 4 (b)给出了 sP söPSGL 2
1分子键解离过程中断裂力最可几值与加载率的相

关性。结果表明,在较低的加载率 (< 25 pN ös)下断

裂力随加载率呈近似指数增加。与A FM 实验结果相

比较,无论是在高加载率还是在低加载率下,键解离

的断裂力与加载率的相关性与 Evan s 的理论一致。

图 3　玻璃小球蛋白质功能化特异性测试

每个实验数据都来自 10对小球,每对小球碰撞 100次,方差为S. E.

M ;其中插图为功能化分子系统

F ig 3　Spec if ic ity of sPsöPSGL -1 bindings

A dhesion frequency fo r each condit ion w as obtained from 102bead

pairs w ith 100 contacts each pair. D ata w as p resen ted as the m ean±

S. E. M. T he insert demonstrates the functionally coated mo lecu le

pair

图 4　键解离的断裂力与加载率的关系

(a)加载率为 4. 25 pN ös时 sP s öPSGL 21键的最可几断裂力分布。 ööö代表实测分布,□代表高斯拟合分布; (b)加载率与 sP söPSGL 21键最

可几断裂力的关系。●为采用光镊技术的测量值 (样本量N = 60290) ;○和∀为采用探针刚度分别为 10[17 ]和 60 pN önm 的原子力显微镜的测

量值[13 ]。方差为 S. D.

F ig 4　D ependence of rupture force on loading rate
(a) Comparison of m easured (hatched bars) and p redicted (open bars) , using a Gaussian distribu tion, rup ture fo rce h istogram of sP söPSGL 2
1 bonds at loading rate of 4. 25 pN ös; (b) D ependence of mo st p robable rup ture fo rce of sP söPSGL 21 dissociation on loading rates. P lo tted

together w ere data m easured by an op tical trap (●; samp le size N = 60～ 90) , and by an A FM at the sp ring constan t of 10 (○) and 60 pN ö
nm (∀ ) , respectively. E rro r bars are the standard deviations of m ean value
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4　讨　论

本文发展了基于光阱技术的分子力学新方法用

于 sP söPSGL 21 分子键解离的测量, 发现在较低加

载率下断裂力随加载率而增加。在已有的A FM 实

验中, F ritz 等[ 13 ]采用探针刚度为 60 pN önm 的

A FM 对 sP söPSGL 21 键施加的加载率为18 000～

240 000 pN ös,而我们则采用探针刚度为 10 pN önm

的A FM 对 sP söPSGL 21键在加载率为 500～ 5 000

pN ös下的断裂力进行了测量[ 17 ];但是由于A FM 的

探针刚度和加载速度无法再减小,因此未能对加载

率小于 500 pN ös的键断裂力进行测量。光阱系统正

好克服了A FM 在低加载率方面的限制,是对A FM

实验结果进行了补充,由此得到的完整键断裂力谱

可以用来分析键内部的结构2功能关系。
壁面效应对光阱刚度系数标定的影响必须考

虑。由于玻璃小球非常靠近样品池的底面,当用黏滞

力法标定小球的刚度系数时,靠近样品池底面的壁

面效应导致流体对小球的作用力发生改变。实验样

品液池高度为 d= 2 mm ,光阱捕获小球在距液池底

面 Z = 2. 8 Λm 的高度运动。在 Z与小球半径相当

时,小球受到的流体力学作用力为

F = 6ΠΓavΚ (3)

其中: Κ为修正系数,它与小球和样品池底面之间的

距离 Z 以及小球的半径 a 有关,并满足如下关系[ 18 ]

Κ= [1-
9

16
(aöZ ) +

1
8

(aöZ ) 3-
45

256
(aöZ ) 4-

1
16

(aöZ ) 5 ]- 1 (4)

本实验中的修正系数为 1129。

5　结　论

通过微米尺寸的小球作为光阱的“手柄”来操纵

分子或分子的集合体将光阱的应用从细胞、亚细胞

层次推向了分子层次。在我们的实验中不仅得到了

10- 3 pN önm 量级的光阱刚度系数,而且测量了在较

低加载率 (< 25 pN ös)下 sP s öPSGL 21键断裂力分

布。实验结果还显示了光阱技术在单分子研究中所

能够达到的纳米量级位移以及亚皮牛量级力的测量

精度,与其它研究方法比较具有其独特的优势。
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