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流体动力学环境中嗜中性粒细胞在
固定血小板上的滚动黏附

潘雨平，　 冯晶晶，　 蒋笑嫣，　 凌颖琛，　 吴建华
（华南理工大学 生物科学与工程学院，生物力学研究所， 广州 ５１０００６）

摘要：目的　 在流体剪切应力条件下，探究力学微环境对嗜中性粒细胞在活化血小板上滚动黏附的影响。 方法　 实

验在平行平板流动腔中进行。 流动腔底板通过吸附 ｖＷＦ⁃Ａ１ 而功能化，黏附于功能化底板的血小板通过灌注 ＰＢＳ 施

加 １ Ｐａ 壁面剪切应力（ｗａｌｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＷＳＳ）刺激，力学刺激时间分别为 ０、２ ５ 和 ７ ５ ｍｉｎ。 利用高速摄像机观察和

记录 ＷＳＳ＝５０ ｍＰａ 条件下白细胞在活化血小板上的滚动黏附行为，提取黏附事件数、细胞拴缚停留时间及滚动速度

等参数。 结果　 中性粒细胞能特异性的结合到 ｖＷＦ⁃Ａ１ 介导的稳定黏附于流动腔底部的血小板上；白细胞在血小板

上的拴缚停留时间不依赖于力学刺激，但力学刺激会显著促进白细胞在血小板上的黏附，降低白细胞在血小板上的

滚动速度。 结论　 力学刺激血小板将显著提高血小板捕获循环白细胞的能力，促进白细胞在血小板上的滚动黏附。
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　 　 当血管破损后，奔赴并黏附到血管破损部位

的血小板将被激活，发生聚集，实现止（凝）血功

能 ［１］ 。 同时，这些激活了的血小板还会捕获循环

中的白细胞，启动白细胞炎症反应 ［２］ 。 在这一过

程中，血小板和白细胞之间的相互作用，不但调

节冠脉斑块的早期形成与发展，还会影响斑块破

裂后的血栓形成，受到黏附和趋化因子的介导和

血流动力学环境的调控 ［３］ 。 然而目前有关活化

血小板捕获循环白细胞的力学调控机制，还尚不

明确。
在血流动力学环境下，白细胞与血小板的相

互作用是一个多步级联反应过程 ［４］ 。 血管性血

友病因子（ ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ， ｖＷＦ） 是诱导血

小板黏附和激活的关键分子，作为一种多聚体糖

蛋白，ｖＷＦ 表达在破损的血管部位 ［５］ 。 在流体剪

切应力（ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＦＳＳ）作用下，它的 Ａ 结

构域将从闭合的低亲和力构象转换成伸展的高

亲和力构象，识别血小板糖蛋白受体 ＧＰＩｂα，介
导血小板的黏附，触发下游信号传导并导致血小

板活化 ［６⁃７］ 。 血小板活化后，原先储存于血小板

α⁃颗粒内的 Ｐ⁃选择素将被释放到血小板表面 ［８］ ，
通过识别白细胞 ＰＳＧＬ⁃１，招募并激活白细胞，诱
导白细胞表面 β２ 整合素的激活 ［９］ ；活化了的整

合素通过 ＩＣＡＭ⁃１ 结合，使白细胞和血小板两者

形成稳定黏附，实现稳定的胞间通讯 ［１０⁃１１］ ；同时，
激活了的血小板还将分泌细胞类趋化因子 ＣＤ４０ Ｌ，
后者亦通过识别白细胞表面受体 ＣＤ４０，促进血小

板和白细胞结合，介导血小板与白细胞间的胞间

通讯［１２⁃１３］。
本课题组前期研究表明，一方面，无论是 Ｐ⁃选

择素通过识别 ＰＳＧＬ⁃１ 所介导的循环白细胞的滚

动黏附［１４］ ，还是 ＩＣＡＭ⁃１ 通过识别 β２ 整合素所介

导的白细胞稳定黏附［１５］ ，均受到 ＦＳＳ 调节；另一

方面，血小板 Ｐ⁃选择素表达不仅受到 ＦＳＳ 和 ｖＷＦ
的协同调控，还与力信号刺激的时间长短呈正相

关［１６］ 。 然而，ＦＳＳ 对白细胞在血小板上黏附的影

响尚未阐明。 本文通过流动腔实验，研究力学刺

激血小板对白细胞在血小板上拴缚滚动黏附行为

的影响，探明循环血流中黏附分子介导的血小板

与白细胞相互作用的力学调控机制，深化相关生

理病理过程的理解。

１　 材料与方法

１ １　 细胞、蛋白与试剂

使用人类嗜中性粒细胞及血小板，取自两周内

未服用阿司匹林等抗炎症药物的健康志愿者静脉

全血。 参照本实验室前期工作，表达及纯化 ｖＷＦ⁃
Ａ１ 蛋白［１７］。 ｖＷＦ⁃Ａ１ 的重组质粒源自美国贝勒医

学院 Ｃｒｕｚ 教授的馈赠，感受态细胞 Ｍ１５ ／ ＤＨ５α 购

自北京全式金生物技术有限公司；梯度离心液 Ｈｉｓ⁃
ｔｏｐａｑｕｅ⁃１０７７、Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ⁃１１１９ 和牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＡＣＫ 红细胞裂解液、
磷酸缓冲液（ＰＢＳ）和 Ｈａｎｋ’ ｓ 平衡盐溶液（ＨＢＳＳ）
购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，６Ｈ２Ｏ·ＣａＣｌ２购自天津市大茂

化学试剂厂。
１ ２　 细胞处理

１ ２ １　 血小板提取 　 抽取静脉全血，１５０×ｇ 离心

１５ ｍｉｎ 得到富含血小板的血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ，
ＰＲＰ）。 将获得的 ＰＲＰ 进一步离心 （ １ ０００ × ｇ，
１５ ｍｉｎ），得到含少量血小板的血浆 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｐｏｏｒ
ｐｌａｓｍａ， ＰＰＰ）和血小板沉淀。 将沉淀的血小板重悬

于含 ５％ ＰＰＰ 血浆的 ＰＢＳ 中，稀释到（２ ～ ８） ×１０７

个 ／ ｍＬ。
１ ２ ２　 白细胞提取 　 抽取静脉全血，５ ｍＬ 全血加

到依次装有 １０７７、１１１９ 梯度离心液的 １５ ｍＬ 离心管

中，７００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ；使用长胶头滴管吸取 １０７７
和 １１１９ 之间的粉红色细胞层（微黄色）至离心管

中，加入 ＰＢＳ 至 １５ ｍＬ，４００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，去上清；
加入 ３ ｍＬ 红细胞裂解液（室温，避光），在垂直旋转

仪上混合 １０ ｍｉｎ（５ ｒ ／ ｍｉｎ），加 ＰＢＳ 至 １５ ｍＬ 清洗细

胞， ４００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，去上清；加入细胞悬液（２％
ＢＳＡ 的 ＨＢＳＳ，含约 １ ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａ２＋）稀释至（０ ５ ～
１ ０）×１０６ 　个 ／ ｍＬ，备用。
１ ３　 流动腔实验

实验在华南理工大学细胞分子生物力学实验

室的平行平板流动腔实验系统中进行。
１ ３ １　 流动腔底板功能化　 流动腔垫圈尺寸规格

为：长×宽×高＝ ２０ ｍｍ×２ ５ ｍｍ×０ １２７ ｍｍ。 将中空

的键盘膜（５ ｍｍ×２ ５ ｍｍ）固定在小的细胞培养皿的

中央。 取 ２０ μＬ ｖＷＦ⁃Ａ１ 蛋白分子（２００ μｇ ／ ｍＬ）滴加

于实验区域中，４ ℃ 孵育过夜。 用含 ２％ ＢＳＡ 的

ＨＢＳＳ溶液清洗 ３ 次，移除垫圈，加入 １ ｍＬ ２％ ＢＳＡ
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的 ＨＢＳＳ 包被整个培养皿，在室温下孵育 １ ｈ，置于

４ ℃备用。
１ ３ ２　 血小板黏附的特异性实验 　 以能产生

１００ ｍＰａ壁面剪切应力（ｗａｌｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＷＳＳ）灌注

速度，将血小板悬浮液分别缓慢地灌注到空白

（ＰＢＳ）、经 ２％ ＢＳＡ 处理和已功能化（ｖＷＦ⁃Ａ１）的流

动腔底板上，使用高速摄像机（２０ 帧 ／ ｓ，２０ 倍镜）分
别记录 ５ ｍｉｎ 内底板上黏附的血小板个数。
１ ３ ３　 白细胞滚动黏附实验　 提取的血小板缓慢

灌注到功能化了 ｖＷＦ⁃Ａ１ 的底板上后，再静止孵育

１０ ｍｉｎ；随后，以ＷＳＳ＝ １ Ｐａ 用 ＰＢＳ 持续冲刷稳定黏

附在流动腔底部上的血小板 ０、２ ５ 和 ７ ５ ｍｉｎ；最
后，以能产生ＷＳＳ＝ ５０ ｍＰａ 灌注速度，将（０ ５～１ ０）×
１０６ 　个 ／ ｍＬ 白细胞悬浮液匀速灌注到流动腔中，利
用高速摄像机观察记录白细胞在固定血小板上的

滚动黏附行为，数据处理采用专业图像分析软件

Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ １ 进行。
１ ４　 统计分析

所有实验条件均进行 ３ 组独立平行实验。 成

组实验的统计学差异采用双尾 ｔ 检验；３ 种或以上

实验处理的数据采用 ＡＮＯＶＡ，证实有统计学差异

后再进行两两组间比较。 Ｐ＜０ ０５ 表示组间存在显

著统计差异性，Ｐ＜０ ０１ 表示组间具有极显著统计

差异性。

２　 结果

２ １　 ｖＷＦ⁃Ａ１ 介导血小板的特异性黏附　
为检验 ｖＷＦ⁃Ａ１ 可以介导血小板的特异性黏

附，将血小板悬浮液以匀速（ＷＳＳ＝ １００ ｍＰａ）灌注到

不同的流动腔底板上，记录并统计血小板在不同底

板上的黏附事件数。 流动腔底板分为空白对照组

（ＰＢＳ）、实验对照组（２％ ＢＳＡ） 和功能化组（ ｖＷＦ⁃
Ａ１＋２％ ＢＳＡ）。 结果表明，空白底板上血小板的黏

附事件数达 ７４ 个，用 ２％ ＢＳＡ 阻断物理吸附后，血
小板的黏附事件数只有 ５ 个，２％ ＢＳＡ 阻断与空白

（ＰＢＳ）对照组间存在极显著性差异（Ｐ＜ ０ ０１），提
示 ２％ ＢＳＡ 能有效阻断血小板在流动腔底板上的物

理吸附；在 ｖＷＦ⁃Ａ１ 功能化的底板上，血小板黏附事

件数极显著高于 ＢＳＡ 对照组（Ｐ＜０ ０１），显示 ｖＷＦ⁃
Ａ１ 特异性地介导了血小板在流动腔底部的黏附

（见图 １）。

图 １　 血小板在 ｖＷＦ⁃Ａ１ 功能化流动腔底部上的黏附（∗∗Ｐ＜０ ０１）
Ｆｉｇ． １ 　 Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｎ ｖＷＦ⁃Ａ１⁃ｃｏａｔｅｄ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｆｌｏｗ

ｃｈａｍｂｅｒ

２ ２　 力学刺激上调白细胞在血小板上的黏附水平

为了探究力学刺激对血小板捕获白细胞能力

的影响，在 ＷＳＳ ＝ ５０ ｍＰａ 条件下，将 （ ０ ５ ～ １） ×
１０６ 个 ／ ｍＬ白细胞悬浮液灌注到流动腔中，观察记录

白细胞在（经由 ｖＷＦ⁃Ａ１ 而固定于流动腔底板上

的）血小板上的黏附事件。 被 ｖＷＦ⁃Ａ１ 稳定拴缚于

流动腔底部的血小板受到持续时间分别为 ０、２ ５
和 ７ ５ ｍｉｎ、ＷＳＳ ＝ １ Ｐａ 持续刺激。 对照组以及 ０、
２ ５ 和 ７ ５ ｍｉｎ 力学刺激预处理组在 １ ｍｉｎ 内的平

均细胞黏附数分别为 ８、３９、６５ 和 ４５ 个。 结果表明，
当流动腔底部未铺有血小板时，流经流动腔底板的

白细胞黏附是稀有事件，黏附频率的事件数低于

２％ （对照组）；当流动腔底部铺有血小板后，流经固

定血小板的白细胞黏附事件数将显著增加，这是因

为循环白细胞的黏附是由血小板上的受体与白细

胞上的配体相互作用所特异介导的；在未做力学刺

激预处理的稳定黏附血小板上的白细胞黏附频率

仅为０ ０６２±０ ００７，而以 ＷＳＳ ＝ １ Ｐａ 持续力刺激稳

定黏附的血小板 ２ ５ ｍｉｎ 后，流经流动腔铺有血小

板底部的白细胞黏附频率便达到了 ０ １９２±０ ０３１；
随着力学刺激时间的延长（７ ５ ｍｉｎ），白细胞黏附到

底板上的黏附频率将进一步增加到 ０ ２６０±０ ０３５。
力刺激血小板持续时间对血小板捕获循环白细胞

的能力的调节的分子机制，可能与 ｖＷＦ 介导、力依

赖的血小板Ｐ⁃选择素的表达相关（见图 ２）。
２ ３　 力学预处理不影响白细胞在血小板上的拴缚

生存时间

在血流动力学环境中，循环白细胞的拴缚是
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图 ２　 中性粒细胞在不同力学预处理过血小板上的黏附比率

（∗∗Ｐ＜０ ０１）
Ｆｉｇ．２　 Ａｄｈｅｓｉｖｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｏｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

白细胞在活化血小板上黏附的早期事件，它始于

循环白细胞上的配体被血小板上的黏附分子所识

别，并导致循环白细胞的停留，终于黏附分子键的

断裂，使白细胞重新回归循环血流之中。 细胞拴

缚停留时间的长短，受到黏附分子反应动力学的

调控。 为探明力学刺激血小板对循环白细胞拴缚

停留时间的影响，通过先施加 １ Ｐａ ＷＳＳ 持续刺激

稳定黏附于流动腔底部的血小板 ２ ５ 或 ７ ５ ｍｉｎ，
再在 ＷＳＳ ＝ ５０ ｍＰａ条件下，仔细观察循环白细胞

在已或未实施力学刺激预处理的激活血小板上的

拴缚事件。 结果发现，０、２ ５、７ ５ ｍｉｎ 力学刺激预

处理组细胞黏附数分别为 ７７、１１４ 和 ２２３ 个。 在

未做力学刺激预处理的稳定黏附血小板上的白细

胞拴缚停留时间大约为 １ ５ ｓ；经过力学刺激预处

理的血小板后，并不会导致白细胞拴缚停留时间

的延长（见图 ３）。 上述结果提示，受到不同力学

刺激预处理的血小板上介导循环白细胞拴缚、黏
附滚动的黏附分子是相同的，导致在这些血小板

上的白细胞的拴缚停留时间是相同的，即循环白

细胞在血小板上的拴缚停留时间不依赖于血小板

事前所受力学刺激。
２ ４　 血小板所受力学刺激降低循环白细胞在血小

板上的滚动速度

ＷＳＳ 持续刺激将上调 ｖＷＦ 介导的血小板 Ｐ⁃选
择素的分泌，提高血小板 Ｐ⁃选择素的表达水平，进
而促进循环白细胞在固定血小板上的滚动黏附，导
致细胞滚动速度的下降。 为证实这一推测，在

ＷＳＳ＝ ５０ ｍＰａ条件下，观察循环白细胞在经过不同

图 ３　 中性粒细胞在活化血小板上的拴缚停留时间（ ＃Ｐ＞０ ０５）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｅｔｈｅｒ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ　

（ａ） Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｓｔａｎｔａｎｅｏｕｓ
ｖｅｌｏｃｉｔｙ， （ｂ） Ｔｅｔｈｅｒ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

力学刺激预处理后血小板上的滚动黏附事件。 ０、
２ ５、７ ５ ｍｉｎ力学刺激预处理组滚动细胞数分别为

１７、８４ 和 ７８ 个。 取白细胞在不同情形下的运动轨

迹。 由于在对照实验中，流动腔底板仅孵育有 ｖＷＦ⁃
Ａ１，并没有铺盖血小板，这导致白细胞不能拴缚黏

附到流动腔底部，呈现高速的随流流动特征，其流

动速度很快，可达２２０ μｍ ／ ｓ左右；在流动腔底部上

具有 ｖＷＦ⁃Ａ１ 介导的稳定黏附的血小板后，在血小板

未作力学刺激预处理的情况下（０ ｍｉｎ），只观察到极

少量的白细胞滚动黏附事件；随着血小板力学刺激预

处理持续时间的增加，不但滚动黏附事件增多，而且

细胞滚动停留时间变长，滚动速度变慢（见图 ４）。

３　 讨论

循环白细胞与稳定黏附血小板之间的相互作

用及其力学调控机制，还是一个需要进一步阐明的

事件。 本文利用恒稳的 １ Ｐａ ＷＳＳ，力学刺激稳定黏
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图 ４　 中性粒细胞在血小板上的滚动速度

Ｆｉｇ．４　 Ｒｏｌｌｉｎｇ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ　 （ａ） Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｒａｃｋｓ， （ｂ） Ｒｏｌｌｉｎｇ ｖｅｌｏｃｉｔｙ

附于铺有 ｖＷＦ⁃Ａ１ 流动腔底板上的血小板，采用流

动腔实验技术和高速摄像仪，在 ＷＳＳ＝ ５０ ｍＰａ 环境

中，观察分析循环白细胞在这些经力学刺激预处理

后固定血小板上的滚动黏附。 结果表明，力学刺激

血小板将正向调节循环白细胞在固定血小板上的

黏附，促进中性粒细胞与血小板的相互作用。
力学刺激血小板促进循环白细胞在血小板上

黏附的可能分子机制是：通过上调血小板 Ｐ⁃选择素

或 ＣＤ４０Ｌ 的表达水平，力学刺激提高了血小板识别

循环白细胞的能力，促进白细胞与血小板之间的相

互作用。 事实上，Ｂｕｔｔｒｕｍ 等［１８］研究结果表明，中性

粒细胞在固定血小板上的黏附数随着灌注时间的

增加而增加。 同时，本课题组先前的研究发现，ＦＳＳ
刺激不但会正向调控血小板的激活［１９］，而且会促进

血小板 Ｐ⁃选择素的表达［１６］，尽管力学刺激对血小板

ＣＤ４０Ｌ 的分泌和表达还是一个未知事件。
另一方面，本文结果还表明：力学刺激血小板

的持续时间越长，白细胞在固定血小板上的滚动速

度越低。 这是因为力学刺激上调了识别白细胞的

血小板跨膜黏附分子（如 Ｐ⁃选择素、ＣＤ４０Ｌ 等），导
致一个分子键断裂之前，至少有一个新的分子键已

经形成，进而介导了越来越稳定的滚动黏附过程。
与之不同，循环白细胞拴缚停留时间并不依赖于血

小板所受力学刺激持续时间长短，推测细胞拴缚停

留时间可视为单分子事件［２０］，与黏附分子的表达水

平无关。 在 ＷＳＳ ＝ ５０ ｍＰａ 条件下，文献［２１⁃２２］中

获得的 Ｐ⁃选择素 ／ ＰＳＧＬ⁃１ 分子键生存时间的测量

值约为 ０ ３ ｓ，本课题组在 ＷＳＳ＝ １０～４０ ｍＰａ 范围内

测得的 Ｐ⁃选择素 ／ ＰＳＧＬ⁃１ 分子键生存时间亦小于

０ ６ ｓ［１４］，均显著低于本研究所测 １ ５ ｓ 左右的细胞

拴缚停留时间。 该结果提示白细胞在活化血小板

上的黏附，除了受到 Ｐ⁃选择素和 ＰＳＧＬ⁃１ 相互作用

的介导，还可能涉及其他尚不明晰的黏附分子间的

相互作用。

４　 结语

在血管破损触发的血小板止血与白细胞炎症

反应过程中，涉及活化血小板与白细胞的相互作用

这一关键事件。 本文发现，持续的力学刺激将显著

提高血小板招募白细胞的能力，促进白细胞在血小

板上的黏附。 因此，本文推测，上述血小板和白细

胞间相互作用的力学调控特征，与受到力学刺激上

调的黏附分子表达水平相关。 本文研究结果将有

助于深入理解生理及病理性血流动力学环境下血

小板诱导的白细胞炎症反应及其在血栓及动脉粥

样硬化斑块形成过程的力学生物学机制。
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冯元桢先生百年纪念感言

吴建华

　 　 冯元帧先生以期颐之年，驾鹤西去，饮瑶池玉

液，观“长袖转回鸾”。 今饮水思源，献拙文，寄缅

怀先生之情。 华南理工大学生物力学学科的形成

和发展，与冯先生的关怀密不可分。 华南理工生

物力学研究所 （ １９８７ －） 创所所长岑人经教授

（１９３７－）在 ２０ 世纪 ８０ 年代初开展的关于“血管入

口流动问题”的研究（该工作获 １９９３ 年广东省自

然科学一等奖），乃是冯先生于 １９８２ 年所建议的。
岑先生不仅利用在 １９８６ 年访学美国期间到圣地

亚哥亲聆了冯先生的教诲，而且还持续得到冯先

生的书信鼓励和指导。 冯先生的母国情怀、学术

视野、远见卓识，探索未知世界的好奇心与勇气，
曾经并将继续激励、指引我辈后来者对生命奥秘

的不懈探索与追求。
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