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摘要 红细胞受 �射线照射后
，
需在 ��℃保温 �小时和 �小时

，

溶血程度随剂量增 加而 增 加
。

照

射 �� �����时溶血达 ���
，
加 �

�

�� ��
一 ������ ����� 到红细胞悬液中

，
可以防止溶血

，
说明溶 血

主要是 �� 自由基对膜作用而引起的
。
下射线对完整红细胞和对红细胞膜的作用是有差别的

。

辐射能使

红细胞膜形成交联
，
不能引起完整红细胞的膜形成交联

，
能使红细胞和红细胞膜类脂过氧化 形成 脂 褐

素
。
丫辐射对红细胞膜膜蛋白琉基的氧化和膜类脂过氧化作用要比对红细胞的作用为大

。

关键词 �辐射 ， 红细胞膜
，
溶血 ， 脂褐素

�

引 言

关于电离辐射对细胞的作用
，
过去认为 ��� 是主要的靶

，
近�� 年来人们又强调细胞膜在辐

射细胞中是重要的靶
，
特别在氧效应中占重要的位置

。 ‘

实验表明真核细胞核的核膜是辐射对真核

细胞最敏感的部分
，
而在原核细胞中

，
细胞核的核膜也是辐射最敏感的地方

，
它的核膜有着类似

如真核细胞的功能
。

因此辐射对生物膜的损伤引起了广泛的兴趣弓做了不少的工作
。

发现辐射能

引起生物膜上酶活性的降低
、

膜蛋 白筑基和类脂过氧化等变化
，
这些变化能导致膜功能的丧失

，

最终引起细胞死亡
。

辐射对红细胞膜的损伤已有报道 【 ‘ 一 ‘ ’ ， 但 夕射线对完整红细胞的影响报道却不多
。 ’

本文主要
�

研究 夕辐射对完整红细胞的损伤
，
选用数种化学修饰剂

、

自由基清除剂和抗氧化剂对辐射损伤进

行研究
。

同时与辐射对红细胞膜的损伤作比较
。

，

材 料 与
�

方 法
’

�
�

试剂

����� � �一��一�����咏�����卜�一�������� ���� �一对 氨基 苯 甲
’

酞 基一�一谷 氨 酸 系 美 国

����� 公司产品
。

���
� �一�������������� �一乙基顺�烯二酞亚胺系 ����� 公司产品

。

�����
� �一��������������������������� ����对氯汞苯基磺酸系 ����� 公司产品

。

���
� ��������� �������������� �

�

�一双一特丁基对甲苯酚系 �����
�

公司产品
。

�
�

红细胞膜的制备
、

膜蛋白含�和疏基的测定
、 、

类脂过氢化的测定
，
以及膜蛋白 ���凝胶电泳

等浏定均参照前文���
。

�
�

红细胞溶血的测定

人红细胞购自血库
，
在 �℃保存 ，

每次实验时茄等渗的磷酸缓冲 液��� �
�

��
，
离心去掉白细

帝
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胞和 ������ ����。 洗净的红细胞用 ���溶液稀释
，
在 �����

’

处测 �
�

� 值
，
以此作 为标准 红细

胞浓度
。

每次实验时将红细胞校准到此浓度
，

‘

取定量红细胞用 夕射线照射不同剂量和温育不同时

间后的样品先用 ���稀释一倍
，
然后离心取上清液 ‘ �，再加 ” ��一定量

，
在 ��” ” �处比 色

。

对照组取相等量的红细胞
，
用水稀释一定量作为 ��� 溶血

。

实验组样品与它比较则可算出溶血百

分数
，
即为溶血度

。

�
�

脂揭素������������的测定
一 、

经 夕辐照的红细胞在 ��℃保温 �小时后
，

�

用氯仿与甲醇的混合液�����充分萃取
，
然后取 出

脂溶部分
，
在 日立 ���型荧光分光光度计上测定荧光强度

。

激发波 长 为 �����
，
发 射 波 长 为

����� 时
，
如有荧光峰出现

，
则表明有脂褐素生成

。

一

�
�

辐射条件

样品放置离
“ “�� �辐射源中心 ���� 处

，
剂量率为 �� ������

。

实 验 结 果

照射后红细胞的溶血

红细胞经 夕射线照射后
，
溶血程度见图 �

。

可以看出照射后立即 测 溶 血 度
，
溶血很少

。

在

��℃温育 �小时和 �小时后
，
随 夕辐照剂量的增加而溶血也增加

，
表明 夕辐射对红细胞膜的作用

，

·

“
主要表现在辐射的后效应

，
这意味着 丫辐射对膜的损伤

，

孟 可能是间接的自由基链式反应的结果
。

此外从图 �还可看

�� ��

创缝 ���� �������

图 � 下辐照红细胞后溶血程度

� 辐照后置 ��℃温育 ��

▲ 辐照后置 ��℃温育 ��

△ 辐照后置 ��℃温育 ��

���
�

� ��������� ����� �����������

���� 下一���

� ���������� ��� ����� �����
·

�����
���� ��� �� �� ��℃

▲ ���������� ��� ����� �����

��������� ��� �� �� ��℃
△ ���������� ��� ����� �����

��������� ��� �� �� ��℃

出
， 夕射线对红细胞溶血影响的闭值是在 ���

�

�� �丁 ��

之间
，
低于此值未发现红细胞溶血

。

之
�

自由基清除剂
、

抗氛化荆和疏基修饰剂 对 辐照红细胞

溶血的影响

各种化学试剂加入后对红细胞溶血的影响见表 �
。

由

表中可以看出
， ��

·

清除 剂 �一对 氨 基苯 甲 酞一卜谷氨酸

�������对红 细 胞溶血有很好的保护作用
，
浓 度为 �

�

�

������时
，
虽照射 �� ��“��也能防止溶血

。 ·

而甲酸钠浓

度需在 �
�

������时才能有效地保 护膜防止溶血
。

抗氧化

剂 ���和 ���� 对膜无保护作用
。

琉基修 饰 剂 �����和

��� 对膜也无保护作用
。

从以上的实验 结果来看
，
辐射

引起红细胞溶血主要是 ��
·

的作用
，
不是琉基氧化和膜类

脂过氧化作用
。

�
�

膜蛋白疏基的变化
，

夕射线照射红细胞不同剂量后
，
在 ��℃保温 �小时

，

然后制备红细胞膜
，
并测定膜蛋白琉基 含 量 的 变化

。

受

�又 ��
���照射后的红细胞

，
筑 基 含 量 减 少 ���

，
加入

����� 对 红细胞的膜蛋白琉基的辐射损伤无 保 护 作 用

·

加加

︵护节里公‘出山

�﹄�，

︸沪︼创封注

�图���
。
丫射线 �� 工护��照射红细胞膜

，
膜蛋 白琉基含量下降 ����图 ���

，
比辐 射 对完整红

细胞的影响要大些
。
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�
�

膜类脂过鼠化作用

红细胞受照后
，
在膜上没有检测到丙二醛

，
但在红细胞悬液中却测到了丙二醛

，
其含量随照

射剂量的增加而增加
，
剂量达 �欠 �����时

，
丙二醛的量增加 ���

，
加入 ����� 对膜类脂过氧

表 � 化学修饰剂对 下辐照红细胞的影响

����� �
。
������ ��比������ �比������� �� 下 一��� ���������� �����

������������

�几��卜�口月���������

�
�����
�卜�卜���、���几�����卜

��
、、�� 卜

�七�
�

�������������

��������

修
�

饰 剂

��������

功 能

�
�丫

一
�

一

逻
，

�
、 �

���������� �
��

、

望
’溶血度

�

�时�

������

�时�

������

�时�
·

浓 度 剂量
��������

�
。
� �

。
��一�一�一�一�一�一�︸�︷�，‘一月了一，︸��二一，上一，孟一�︸一�占︼月任一�﹄一，��一。一�﹃�一�一�一�一�一�一。一�

������� �������

对 照

�� ��� ��
。

� ��
。
�

对 照
�� ��� ��

。
� ��

。
�

�
︸︸，孟一亡公︻，上一︸只︸一�眨一‘以︸，，八�一丹‘一飞﹃一。�八�一�，工︸��一�︸

一一一︼��︸一一丹匕

�����

�一
对

·

氨基苯甲酞

基一�一谷氨酸

����������

��
。

清除��，�

�
。
� �

。
�

�
�

�� ��
一������ �又 ��� �

。

�

�� ��� �
。
�

�
·

�

�� ��
一������ �� ��� �

。
�

�� ��� ��
。
�

������ ������� �����力����

�� �

洁除��
。

��
�

�� ��
一�扣����

甲 酸 钠

卜址
� “ · “

止�
�

�
�
�一

压二
�

卜

·

��，
‘

�

二三刃巫二�亘二
西

�

����压
�一牛一一肆月

二

座」尘生
�一

“ ‘

咒
’

�

�
·

�
’
�

甲
’ ‘

�
‘
���

�
“ � ��

’
�

� ” ·
� ���

·
� ���

·
�

� �
卜

�
�

。 ���� 门���
·

��”
�

�

�� ��
一������ �又 ��� ��

。
� ��

。
� ��

。
�

���

�
。
��双一

特丁基对

甲 苯 酚

�������������
�

�� ��� ��
。

� ��
。
� ��

。

�

抗氧化作用 �
。
� ��

。
� ��

。
�

�
�

�� ��
一，�����

�︸�工��月咬︸比」����一一�������︸��
洛
丹了一︸吕

�� ���

�义��� �
。
� ��

。
�

�
。
� �

。
�

��
。
� �������������

�
。
� ��

。
�

川�一。门一����一�一�

维生素 � 抗氧化作用 …
‘

。

一
’��

�
。
� ��

。
�
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�
一
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�
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�
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�

�

辐照剂量

图 �

��

红细胞

口�
�

� ������
、

〔习�
�

� �����

�� ��

上七一�习�
���������� ������

� �
·

� � �� �� ����，以犯了�
辐照剂最�亡��������� ����

����������� ����

丫辐射引起完整红血细胞和红细胞膜筑基和类脂过氧化的变化
��

红细胞膜

口���

〔���
���

�

� 丫一�������� ������� ��
���� �� �� ������

�

��� ����� ������������ �� ������ ��� ����� ���坛

��� ����������� ����比����

�� ��� ����� ����� �� ����������� �������弓�

口�
�

� ��� ��� 口���

厂�
�

� ����� 口��

化没有抑制作用�图 ���
。

当红细胞膜受照
，
剂量达 �

�

�欠 �����时
，
膜类脂过氧化最 厉 害

，
丙

二醛的量也随剂量增加而增加 ���
，

但剂量增至 �又 ��
���时

，
丙二醛的量有些 下 降�图 ���

。

从辐射对膜类脂过氧化程度来看
，
辐射对红细胞膜的影响比对红细胞影响为大

。

肠
，

交联的生成
‘
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图 � 完整红细胞和红细胞膜受照后膜蛋白的 ���聚丙烯酞胺凝胶电泳图谱

工�

红细胞 亚
�

红细胞膜
�

�

对照 ��

照射 ��
���

�
�

照射 �又 ����� � �
�

�� ��
一������ ����� �

�

照射 �火 �����

细胞照射 下射线不同剂量后
，
在 ��℃保温 �小时再进行电泳分析

。

所有样品均加 ���
。

���
�

� ��� �������������� �������������������� ���������� �������� ������������ ��� �����

����� ��� ����������� ���������

��
��� ����� ����� � � ����������� ���������

�
�

��
����� �� �� �����

�� �又 ����� � �
·
�� ��一������ �����

�

� � 忍 � �����

����
� ���� ���������� ���� ��������� 下一�� ����� ��� ������������ ��������� ��� �� �� ��℃ �

���

��� ����� �� ������ �������

夕射线照射红细胞后的膜蛋白 ���聚丙烯酞胺凝胶电泳图谱见图 � �
，
未见膜蛋 白发 生 变

化
。

但红细胞膜受照后
，
膜蛋白发生交联 � 照射 �护��后

，
交联生成较少

，

膜蛋白的收 缩 蛋 白

���������
，
即条带 �和 ��消失较快 � 照射 �� �����后

，
交 联 生 成 较 多

。

如照射时膜 中加 入

�����
，
能清除 ��

·

对膜的作用
，
膜收缩蛋 白被保护

，
免受 夕辐射的影响

，
但其他 膜 蛋 白�条

带 �和 ��的含量有些减少
，
交联仍然发生�见图�丑�

。

这些结果表明
�
膜收缩蛋白在辐照时主要

受 ��
·

的攻击
，
也表明夕辐照引起的膜蛋 白交联的一部分是来自收缩蛋白的辐射损伤

，
另外还有

其他膜蛋白受损而形成的
。
在电泳前所有膜样品均加 ���处理

，
电泳后交联未见消失

，
表 明 交

联不完全是膜蛋白琉基氧化形成
一�一�的原因

。

�
�

脂福索����
��������的生成

受照的红细胞和红细胞膜在��℃保温 �小时后
，
用甲醇与氯仿的混合液萃取

，
取抽提液测荧

光
，
结果见图 �

。

发现红细胞和红细胞膜的抽提液在激发波长 ���
�

��
，

发射波长 为 ���一�����

处有荧光峰
，
表明有荧光物质即脂褐素生成

。

照射剂量为 �� �����时
，
荧光强度最高

，
如在红

细胞悬液中加入 �
，
�� ��

一 ”�叫� 以��� 照射
，
能有效地抑制脂褐素的生成

。



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第 �卷

��� 任�� ��� ���� ����

波长�������������飞�

图 � 红细胞和红细胞膜受照后脂褐素

的生成
人�

红细胞 ��

红细胞膜
�� 对照 �� 照射

�

�����

�� 照射 �� ����� �� 照射 �只
一

������

�
�

�汉 ��
一������ �����

���
�

� ��������� ��������￡��� �����

����������� ����� ����� ����� ���

厂 �介�������� ���������

�� ��� ����� �����

��

�����
������ �������邻

�� ������� �� �� ����� �� �� �����

�� �� ����� 魂
一

�
�

��� �����
�

讨
’

论
�

我们实验的结果
� 夕射线照射人红细 胞剂量率为

�� ��加��
，
总剂量达 ��� �� 以 上时

，
照 后在 ��℃

保温 �小时和 �小时才观察到溶血 现 象
。 ’

�������� ’等

用 夕射线照射人和牛红细 胞 ��� ��
，
剂 量 率 为 ���

������
，
在 �℃放置 �天后溶血可 达 ��� 多

，
这结

果与我们的实验结果相似
，
仅照后放置时间和温度不

同
， �������〔��用�射线照射 牛 红 细 胞剂量率为 �

�

�

���加��
，
剂量为 �

�

���时
，
就发 现牛红细胞中血

红蛋白有损失
，
说明�射线对红细胞溶血较 夕射线敏

感
。

由实验结果来看
，
射线引起红细胞溶血均发生在

辐照后放置一段时间
，
说明这种辐射效应是间接作用

引起的
。

夕射线照射红细胞时
，
在细胞悬液中加入 ��

·

清

除剂 �����，
�

能有效地保护红细胞 防止溶血
，
但加

入琉基保护剂和抗氧化剂
，
在我们实验所用的试剂浓

度不仅未看到对红细胞溶血的抑制作用
，
反而增加红

细胞溶血
。

������ 等 〔“ �使用乙醇
、

乙二醇和二甲基亚

矾能很好地抑制 夕射线对牛红细胞的溶血
，
但二甲基

亚讽不能抑制人红细胞的辐射溶血
‘
这些药物主要清

除辐照过程所产生的 。 �
� ，·

因此认为丫射线引起红细胞的溶血是 ��
�

的作用
。
��弓�起溶血的机

理可能与光致溶血相同
，
是辐射作用于膜

，
引起膜的阳离子通透性增加

，
导致胶质渗透而溶血 〔 吕，，

夕辐射对红细胞及红细胞膜蛋白的辐射损伤是不同的
， 尹辐照红细胞膜

， �

膜的收缩蛋 白对 辐

射是非常敏感的
，
在电泳图谱上很快消失

， ，

出现交联物
。

在膜液中加入
‘

��
·

清除 剂 �����
，
则

能有效地保护收缩蛋 白
，
但在电泳图谱上仍出现交联物

，
用还原剂 ��� �二硫苏糖醇�处理 膜 试

样
，
交联不消失

。

说
�

明交联的形成可能是
，
其他膜蛋 白辐射氧化或膜类脂过氧化产生的丙二醛与蛋

白质
、

类脂作用的结果
。 夕辐照完整红细胞则未见膜蛋 白形成交联

。 ‘

而�射线对红细胞的辐射 作

用则不同
，
����������芝” �等用 �射线照射红细胞后

，
随保温时间的延长和照射剂量的增加

，
所形

成的各种不同分子量的多聚物也随之增加
，
并证明多聚物的形成主要是 �� 基氧化成一�一�键

，
同

’

时收缩蛋 白不完全消失
，
这一点也不同于 夕射线对红细胞膜的影响

。

夕射线照射完整红细胞和红细胞膜均能生成 脂 褐 素
，
在 激 发 波 长 �����

，
发 射 波 长 在

�巧������ 处有荧光峰
。
�����������

。�等用脂质体作实验
，
所测得的脂褐素荧光峰发 射波长 为

�����
，
可能是样品的差异

，

而发射波长稍有不同
。

脂褐素的生成可能是红细胞和红细胞膜
，
受

夕辐 照后引起不饱和脂肪酸过氧化产生丙二醛
，
丙二醛与含游离氨基的蛋白质

、

磷脂酞乙醇胺和

磷脂酞丝氨酸及核酸等形成 ����� 碱
，
产生大分子交联物

，
此交联物具有特 征的荧光峰

，
称为荧

光色素
，
又称脂褐素

。
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