
医用生物力学　 第 38 卷　 第 5 期　 2023 年 10 月
Journal

 

of
 

Medical
 

Biomechanics,
 

Vol. 38　 No. 5,
 

Oct.
 

2023

收稿日期:2022-12-14;
 

修回日期:2023-01-30
基金项目:国家自然科学基金项目(11872129,11532003),江苏省科技厅自然科学基金项目(BK20181464)
通信作者:邓林红,教授,E-mail:dlh@ cczu. edu. cn;欧阳明星,教授,E-mail:

 

mxouyang@ cczu. edu. cn
#为共同第一作者,∗为共同通信作者

文章编号:1004-7220(2023)05-0924-07

利用 FRET 技术检测不同力学条件下 T 细胞中
ERK 活性的脉冲现象
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摘要:目的　 探索 Jurkat
 

T
 

细胞中胞外调节蛋白激酶(extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinases,ERK)活性动力学以及基

质刚度对 ERK 活性的影响。 方法　 利用荧光共振能量转移( fluorescence
 

resonance
 

energy
 

transfer,FRET)技术实时

观测 Jurkat 细胞中 ERK 活性的变化,或细胞处于 I 型胶原基质胶中检测其影响。 结果　 部分 Jurkat 细胞中存在

ERK 活性脉冲现象,频率约为 3 次 / h,FRET 振幅变化约为 20% 。 在抗体激活 T 细胞抗原受体( T-cell
 

receptor,
 

TCR)的条件下,ERK 脉冲依然存在,频率和振幅无显著变化。 当细胞处于 I 型胶原水凝胶中,随着胶基质刚度增

加,脉冲频率有所下调。 结论　 Jurkat
 

T 细胞中存在自发的
 

ERK
 

活性脉冲现象,初步实验显示其频率受基质刚度

影响。 而该信号波动的生理意义和分子机制仍有待探索。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

study
 

kinetics
 

of
 

extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinase
 

(ERK)
 

activity
 

in
 

Jurkat
 

T
 

cells
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

matrix
 

stiffness
 

on
 

ERK
 

activity.
 

Methods　 ERK
 

activity
 

in
 

cells
 

was
 

visualized
 

by
 

fluorescence
 

resonance
 

energy
 

transfer
 

(FRET)
 

biosensor,
 

and
 

the
 

cells
 

were
 

embedded
 

into
 

type
 

I
 

collagen
 

(COL)
 

hydrogel
 

to
 

detect
 

the
 

biomechanical
 

effect.
 

Results　 Pulsation
 

of
 

ERK
 

activity
 

was
 

found
 

in
 

a
 

sub-group
 

of
 

Jurkat
 

cells,
 

the
 

frequency
 

was
 

about
 

three
 

times
 

per
 

hour,
 

and
 

the
 

average
 

change
 

in
 

oscillating
 

magnitude
 

was
 

about
 

20% .
 

Under
 

the
 

condition
 

of
 

T-cell
 

receptor
 

(TCR)
 

activation
 

with
 

antibodies,
 

ERK
 

pulse
 

still
 

existed,
 

but
 

the
 

frequency
 

and
 

amplitude
 

did
 

not
 

change
 

significantly.
 

ERK
 

showed
 

a
 

decreased
 

frequency
 

of
 

pulsation
 

in
 

COL
 

hydrogel
 

with
 

an
 

increased
 

matrix
 

stiffness.
 

Conclusions 　 ERK
 

has
 

autonomous
 

pulsating
 

activity
 

in
 

Jurkat
 

T
 

cells,
 

and
 

preliminary
 

experiments
 

show
 

that
 

the
 

frequency
 

is
 

regulated
 

by
 

matrix
 

stiffness.
 

The
 

physiological
 

implication
 

of
 

ERK
 

oscillation
 

and
 

the
 

underlying
 

molecular
 

mechanism
 

need
 

further
 

study.
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　 　 T
 

淋巴细胞(T
 

lymphocyte)简称
 

T
 

细胞,在胸腺

发育完成后,通过淋巴系统和血液循环分布到全身

的免疫器官和组织中发挥免疫功能[1] 。 T 细胞免疫

是机体防御肿瘤细胞和病原生物的屏障,其功能对

人类抵御疾病至关重要[2] 。
胞外 调 节 蛋 白 激 酶 ( extracellular

 

regulated
 

protein
 

kinases,ERK) 信号传递遵循丝裂原活化蛋

白激酶( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK) 家

族蛋白的三级酶促级联反应,即 Ras-Raf-MEK-ERK
途径[3] 。 研究表明,Ras / Raf / MEK / ERK 信号通路

不仅参与细胞的增殖、分化、凋亡和转移等过程,而
且在大部分肿瘤细胞中,该信号通路有相应的表达

上升[4] 。 MAPK 信号传输通路在控制细胞的多种

生理过程中起重要作用,其中 ERK
 

参与细胞生长、
发育和分裂相关的调节作用[5-6] 。 ERK 属于丝氨

酸 / 苏氨酸蛋白激酶,是一种传递有丝分裂原信号

的信号转导蛋白[7] 。 两个同位蛋白 ERK1 / 2 位于细

胞质中,激活后 ERK1 / 2 部分转移到细胞核,并通过

磷酸化作用调节多种转录因子的活性,从而调节细

胞代谢和功能,影响细胞的特定生物学效应[8-10] 。
近期的活细胞成像研究显示

 

ERK
 

活性具有波

动和传播特征,例如在小鼠的表皮层中,ERK
 

活性

可呈波浪状传播到邻近细胞[11] ;MCF-10A
 

乳腺上

皮细胞在稳态条件下,ERK
 

活性的脉冲频率和持续

时间受到高于生理范围的
 

EGF
 

浓度调节[12] ;大鼠

肾上皮细胞( NRK-52E) 的延时荧光共振能量转移

(fluorescence
 

resonance
 

energy
 

transfer,FRET) 成像

显示,在培养基中存在 10% 胎牛血清( fetal
 

bovine
 

serum,FBS)的情况下,细胞表现随机
 

ERK
 

活性脉

冲[13] 。
本文通过 FRET 分子探针可视化观测,证实

Jurkat
 

T 细胞中存在自发的 ERK 活性脉冲现

象[14-15] 。 研究发现,ERK 活性的脉冲现象已存在于

不同种类细胞中,包括 HeLa 细胞、COS7 细胞和小

鼠胚 胎 肝 细 胞、 Madin-Darby 犬 肾 ( Madin-Darby
 

canine
 

kidney, MDCK ) 细 胞、 人 乳 腺 上 皮 细 胞

等[11,13,16] ,普遍的脉冲频率为 1. 5 ~ 2. 0 次 / h。 T 细

胞抗原受体(T
 

cell
 

receptor,TCR)信号是 T 细胞免

疫激活中的关键通路[17] 。 本研究使用分子簇 3
(CD3)和 T 细胞表面共刺激受体 CD28 抗体激活

TCR 信号的方法[18] ,检测该信号是否影响 ERK 活

性脉冲现象。 此外,ERK
 

活性也受基质刚度调控,
并且已证明基质刚度会影响

 

T
 

细胞的活性[19] 。 本

文还初步探讨了不同力学微环境下的 ERK 活性

脉冲。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

　 　 人 T 淋巴白血病细胞(Jurkat,Clone
 

E6-1 细胞)
购自北纳创联生物科技有限公司;FBS、RPMI-1640
培养基购自美国 Gibco 公司;多聚赖氨酸(PL)购自

上海麦克林生化科技股份有限公司;CD3 抗体购自

Biolegend(北京)生物科技有限公司;
 

CollagenⅠ购

自美国 Advanced
 

BioMatrix 公司;激光共聚焦培养

皿(直径 20
 

mm)购自无锡耐思生物科技有限公司;
CD28 抗体、电转仪( Neon,

 

0. 5 ~ 2. 5
 

kV)及相关试

剂购自美国 Thermo 公司;FRET 显微镜平台和倒置

显微镜 Primo
 

Vert 购自德国 Zeiss 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 Jurkat 细胞转染 FRET 探针　 采用电转方法

将 ERK
 

FRET 探针转染进入 Jurkat 细胞中,具体操

作如下:①
 

在 24 孔细胞培养板中,用移液枪在每个

孔加入 500
 

μL
 

RPMI-1640 培养液(10%
 

FBS),置于

细胞培养箱中预热;②
 

每孔接种 2×105 个细胞,通
过计数取适量细胞悬液离心(1

 

000
 

r / min,3
 

min),
用磷酸盐缓冲盐溶液( phosphate

 

buffered
 

solution,
 

PBS)清洗细胞两次;③
 

用电转缓冲液重悬细胞,加
入 ERK 质粒并混匀,用电转移液枪吸 10

 

μL 细胞悬

液(注意无气泡);④
 

将移液枪插入电转仪中,设置

电压为 1
 

325
 

V,时间为 10
 

ms,冲击数为 3 次;⑤
 

电

转结束后,将细胞液体转入预热的培养基中,于

37
 

℃
 

继续培养。
1. 2. 2　 不同浓度 I 型胶原( collagen,

 

COL)水凝胶

包埋 Jurkat 细胞 　 在冰上将 45
 

μL 不同浓度 COL
分别和 5

 

μL 中和液于 300
 

μL
 

EP 管内混合,然后加

入 Jurkat 细胞混匀,COL 终浓度分别为 1、4
 

mg / mL。
用移液枪将细胞混合液转移至共聚焦皿中,置于

37
 

℃培养箱中 15
 

min 成胶后,加入 1
 

mL 培养基进

行显微镜成像。
1. 2. 3 　 原 子 力 显 微 镜 检 测 胶 原 弹 性 模 量 　
(1)

 

PDMS 模具制备:称取 10
 

g
 

PDMS 胶于 10
 

mL
小烧杯中,加入 1

 

g
 

胶对应的交联剂,混合搅拌
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15
 

min,随后将其放于真空抽吸仪中除去气泡,倒入

内径为 9
 

cm 大皿内铺展,然后置于烘箱内成胶,最
终得到 PDMS 膜。 将 PDMS 膜用小刀制作成多个

中空小方框模具,泡于酒精中除菌待用。
(2)

 

胶原弹性模量测量:由于胶原价格昂贵,
为保证基质胶均匀形成,把 PDMS 模具置于洁净载

玻片上,将基质胶在冰上混匀后铺于 PDMS 框中,
于 37

 

℃培养箱中成胶 15
 

min 后,去除 PDMS 模具。
选择测量样品合适的探头安装于原子力显微镜上,
样品上机前滴加三蒸水,使样品处于湿润状态。 设

置好各项参数后,在原子力显微镜下检测样品的弹

性模量。
1. 2. 4　 抗体激活 Jurkat 细胞 TCR 实验　 抗体激活

TCR 实验条件包括以下情况:共聚焦皿包被非特异

性吸附的抗体 IgG(10
 

μg / mL),或者包被 CD3 抗体

(10
 

μg / mL) 并在培养基中加入 CD28 抗体( CD3 /
CD28);然后将转染 ERK

 

FRET
 

的 Jurkat
 

T 细胞接

种在皿底上,进行 FRET 成像。
1. 2. 5　 FRET 显微镜采集 Jurkat 细胞图像 　 将

ERK
 

FRET 质粒电转入 Jurkat 细胞,培养在含 10%
 

FBS 的 1640 培养基中。 转染 48
 

h 后,吸取 100 ~
200

 

μL 细胞悬液置于共聚焦皿上,用 FRET 显微镜

进行荧光成像。 通过多点定位功能选择细胞群体

进行延时 FRET 成像,每个拍摄循环间隔 2 ~ 3
 

min,
采用 FluoCell 软 件 分 析 获 得 FRET 荧 光 比 值

(FRET / ECFP)和代表比值高低的细胞彩图。 FRET
显微镜 ECFP 成像通道的荧光滤片参数为激发

436 / 20
 

nm、分光 455
 

nm、发射 480 / 40
 

nm;FRET 成

像通道的荧光滤片参数为激发 436 / 20
 

nm、分光

455
 

nm、发射 535 / 30
 

nm。
1. 2. 6 　 FRET 图 像 数 据 统 计 分 析 　 通过软件

Fluocell 对 FRET 图像进行数据分析。 采用软件

Origin 和 GraphPad
 

Prism
 

6 进行统计处理,实验定

量数据以平均值±标准差表示。 采用 t 检验分析显

著性差异,P<0. 05 表示差异有统计学意义。
本研究中,以 ERK

 

FRET 变化幅度超过 10% 定

义为 1 个有效脉冲,虽然可能会忽略小的脉冲变

化,但有助于统计中消除实验系统误差所引起的

FRET 波动,并比较不同实验条件下的脉冲变化。
脉冲分析包括上升或下降的变化,依据平均 1

 

h 内

变化数计算脉冲频率。

2　 结果

2. 1　 FRET 成像显示随机的 ERK 活性脉冲

　 　 本研究使用一种高度灵敏的 ERK
 

FRET 生物

传感器 EKAREV, 用以测量单细胞中的 ERK 活

性[20-21] 。 转染 ERK
 

FRET 质粒的 Jurkat 细胞接种

在 10
 

μg / mL
 

IgG
 

抗体包被的共聚焦皿上(抗体球蛋

白增加细胞非特异性黏附),进行延时 FRET 成像,
通过软件计算分析 FRET 荧光比值( FRET / CFP)。
结果发现,一部分 Jurkat 细胞中(占比 20% ~ 30% ),
ERK 活性呈现自发的上升和下降波动现象[见图 1
(a)]。 其中,细胞的颜色代表 FRET / CFP 的荧光比

值变化,从蓝到红代表 ERK 活性从低到高的分布。
在同一观测视野中,细胞有明显的 FRET 变化,也有

细胞保持相对稳定,其作为参照有助于证实 ERK 活

性脉冲的客观性。 本文以 “ FRET 变化幅度超过

10% ”定义为 1 个有效脉冲变化,以消除实验系统误

差引起的波动。 在量化分析的细胞样品中,反映

ERK 活性脉冲的
 

FRET
 

比值变化区间主要位于

1. 5 ~ 2. 5 之间[见图 1( b)]。 此前有研究报道了单

个原代人类新生儿角质形成细胞
 

( human
 

normal
 

keratinocyte,HNK)中的
 

ERK
 

活性进行实时成像,脉
冲频率范围为 0 ~ 4. 5

 

个 / h,其 ERK 活性脉冲的

FRET 变化区间主要位于 1. 0~1. 5[22] 。 Jurkat 细胞中

的 ERK 脉冲频率呈类似现象,活性变化 1 ~ 5 次 / h,
平均变化幅度约为 20%[见图 1( c)]。 同时,也注

意到所观测的细胞样品中,总体上 ERK 活性呈现一

种下降趋势[见图 1(d)、(e)]。
2. 2　 TCR 激活作用下 Jurkat

 

T 细胞中 ERK 活性

脉冲现象

　 　 接下来探索不同物理或化学作用条件下,Jurkat
 

T 细胞中是否存在 ERK 活性脉冲现象。 首先初步

检测 TCR 信号是否与 ERK 活性脉冲有相关性。
TCR 接合时产生的信号在 T 淋巴细胞功能的调节

中至关重要。 TCR 信号转导经由数种酪氨酸激酶

在胞内 侧 介 导, 其 协 同 作 用 激 活 多 种 信 号 分

子[23-24] 。 这些下游效应物中包括磷脂酶 C-γ1
(phospholipase

 

C
 

gamma
 

1,PLCγ1)和 ERK,两者需

要被激活才能使 TCR 参与导致 T 细胞活化。 CD3
和 CD28 是 T 细胞免疫活化的激活因子[25-26] 。 将转

染 ERK
 

FRET
 

的 Jurkat
 

T 细胞接种在 CD3 抗体包
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图 1　 FRET 检测 Jurkat
 

T 细胞内 ERK 活性脉冲现象

Fig. 1　 Pulsation
 

of
 

ERK
 

activity
 

in
 

Jurkat
 

T
 

cells
 

by
 

FRET
 

detection　 (a)
  

FRET
 

imaging
 

of
 

ERK
 

pulations
 

on
 

IgG-coated
 

glass,
 

(b)
 

ERK
 

activity
 

pulsations,
 

( c)
 

Frequency
 

and
 

magnitude,
 

( d)
 

FRET
 

imaging
 

with
 

decreasing
 

activity,
 

(e)
 

Decreasing
 

ERK
 

activity
注:图 1(a)右上角为成像的时间点(min);箭头指示 FRET

 

比值的上升或下降趋势。

被的培养皿上,培养基中加入 CD28 抗体 ( CD3 /
CD28),CD3 抗体浓度为 10

 

μg / mL,CD28 抗体浓度

　 　

为 5
 

μg / mL,进行 FRET
 

成像。 结果表明,T 细胞中

ERK 仍呈现了活性脉冲现象(见图 2)。

图 2　 FRET 检测 Jurkat
 

T 细胞内 TCR 激活后的 ERK 活性脉冲现象

Fig. 2　 ERK
 

activity
 

pulsations
 

detected
 

by
 

FRET
 

after
 

TCR
 

activation
 

in
 

Jurkat
 

T
 

cells
注:从蓝到红代表 ERK 活性从低到高的分布。

　 　 同时,本文发现,FRET 比值的波动范围也主要

位于 2. 5~2. 8 之间[见图 3(a)]。 在抗体刺激的作

用下,T 细胞中 ERK 活性有上调,与之前报道相似,
即 CD3

 

抗体刺激使 Jurkat 细胞中 ERK 激活[27-28] 。
因此,在 TCR 通过抗体激活作用下,ERK 活性脉冲的

现象仍然存在,而且和非特异性 IgG 抗体包被的共聚

焦皿上的细胞相比,其脉冲频率变化没有显著性变化

[见图 3(b)],其脉冲的振幅变化(平均 20% )无显著

性差异[见图 3(c)]。 该结果提示,Jurkat 细胞中 ERK
活性的自发脉冲频率不受 TCR 信号的直接调控。
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图 3　 CD3、CD28 共刺激对 ERK 脉冲的影响

Fig. 3　 Effects
 

of
 

CD3
 

and
 

CD28
 

co-stimulation
 

on
 

ERK
 

pulsations　 (a)
 

ERK
 

activity,
 

(b)
 

Frequency
 

of
 

ERK
 

pulsations,
 

(c)
 

Magnitude
 

of
 

ERK
 

pulsations

注:∗∗∗∗P<0. 000
 

1,∗∗P<0. 01,∗P<0. 1。

图 4　 在不同浓度 I型胶原水凝胶中 ERK
 

FRET 脉冲变化

Fig. 4　 ERK
 

FRET
 

pulsations
 

within
 

different
 

concentrations
 

of
 

type
 

I
 

collagen
 

hydrogels　 (a)
  

0
 

mg / mL,
  

(b)
 

1mg / mL,
 

(c)
 

4
 

mg / mL
注:从蓝到红代表 ERK 活性从低到高的分布。

2. 3　 胶原水凝胶中的 ERK 活性脉冲现象

　 　 细胞周围基质刚度的变化同样也会影响细

胞生化信号 [ 29-30] ,故进一步检测在胶原基质胶中

的 ERK 活 性 是 否 有 脉 冲 现 象。 将 转 染
 

ERK
 

FRET
 

的
 

Jurkat
 

细胞分别包埋于 1、4
 

mg / mL
 

I 型

胶原 ( collagen
 

I ) 中, 于 37
 

℃ 培 养 箱 中 成 胶

15
 

min 后,进行显微镜成像。 结果表明,细胞在

溶液中或包埋在不同浓度的胶原水凝胶中( 0、1、
4

 

mg / mL) , ERK 活 性 脉 冲 现 象 仍 然 存 在 ( 见

图 4) 。 在溶液或胶原水凝胶中的同一个成像视

野下,有的细胞出现明显 FRET 上升或下降,有

的细胞保持 FRET 相对稳定,从而为脉冲变化的

细胞提供了同一观察条件下的对照,显示了 ERK
活性脉冲的客观存在。

测量水凝胶刚度,随着胶原浓度增加,水凝胶

的刚度升高[见图 5 ( a) ] ,该结果和文献报道相

似[31-32] 。 进一步定量分析发现,与溶液态中的细

胞相比较,在胶原水凝胶中的细胞 ERK 活性脉冲

频率出现下调,并且随刚度增加呈下降趋势[ 见

图 5( b) ] ,而对脉冲振幅的影响没有明显的规律
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图 5　 刚度胶原水凝胶对 ERK 脉冲的影响

Fig. 5 　 Effects
 

of
 

collagen
 

hydrogel
 

stiffness
 

on
 

ERK
 

pulsations 　 ( a )
 

Elastic
 

modulus,
 

(b)
 

Frequency
 

of
 

ERK
 

pulsations,
  

(c)
 

Magnitude
 

of
 

ERK
 

pulsations

注:∗∗∗∗P<0. 000
 

1,∗∗P<0. 01,∗P<0. 1。

性变化[见图 5( c) ] 。 这些结果初步显示,细胞基

质刚度环境对 ERK 脉冲现象具有调节作用,其中

的力学信号机制有待进一步的深入探索。

3　 讨论

　 　 体内
 

T
 

细胞正常活化是实现机体免疫功能的

基本要求,具体表现为
 

T
 

细胞增殖、分化、分泌免疫

因子等,其中 ERK 激酶参与调控 T 细胞的生长和分

化[33] 。 研究发现,ERK 脉冲与细胞增殖和组织形

态发生有关,如生长因子 EGF 刺激上皮细胞产生的

ERK 活性脉冲[22] 、贴壁培养的上皮干细胞在分化

过程中的 ERK 活性振荡[22] 。 本文利用 FRET 技术

发现 Jurkat
 

T 细胞中存在自发的 ERK 活性脉冲,并
证实这个现象在不同的培养条件下仍然存在,并且

可能受力学微环境的影响。
本文初步探索了 Jurkat

 

细胞中产生 ERK 活性

脉冲的影响因素,如激活 TCR 信号、包埋在胶原基

质中以改变细胞微环境刚度。 T
 

细胞能够通过 T 细

胞抗原受体
 

TCR
 

辅助受体
 

CD3
 

和
 

CD28
 

使 ERK 激

活,CD28
 

是细胞激活的共刺激信号[26] 。 实验结果

表明,使用 CD3 和 CD28
 

抗体激活 TCR 后,ERK 活

性上调且仍存在 ERK 活性脉冲,与非特异性的对照

抗体相比,脉冲频率和振幅没有显著性变化。 该结

果初步提示,TCR 信号不直接参与 ERK 活性脉冲

频率的调控。
胶原纤维是动物细胞外基质中的主要机械成

分,为组织提供稳定的构架。 研究表明,胶原蛋白

促进 Jurkat
 

T 细胞的增殖和存活能力提升,细胞内

信号通路观测显示黏着斑激酶 ( focal
 

adhesion
 

kinase,FAK)和 ERK 活性增加[34] 。 本文使用胶原

基质包埋技术改变细胞的物理微环境,结果表明,
与培养液中的细胞相比,在水凝胶中的脉冲频率明

显下调。 该结果提示,力学微环境可能参与调节

Jurkat
 

T 细胞中的 ERK 活性脉冲现象。 考虑基质刚

度影响多个细胞内信号通路,如肌丝骨架聚合、黏
着斑和收缩力相关的信号[35] ,胶原水凝胶刚度如何

调控 ERK 脉冲的力学信号转导途径,还有待进一步

阐明。
细胞信号通路的波动越来越被认为是组织发

育的关键决定因素,这些波动的多方面特征,如频

率和幅度,在细胞命运方面提供了潜在的不同输出

效果。 通过 FRET 成像观测,本研究发现 T 细胞中

的 ERK 活性存在自发波动现象,其生理意义和分子

调控机制仍有待探索。
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