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摘要 本文报告
”
��。 一丫线体外照射大鼠肺巨噬细胞��������� ���������� 简称 ���对胞浆膜和溶

酶体膜的损伤效应
。

大鼠 �� 在体外经
�
��。 丫线照射 卜�����后

，
培养�� �

，
以上清液中乳酸脱氢酶�����和小葡萄

糖醛普酶�月一���活性占全部酶活性的�变化
，
定最表达膜损伤的程度

。

实验结果 表 明
，
��接受 。 、

�
�

��
、

���
、

���
、

���和 �����后 �� � 内上清液中��� 和 卜��
� 活性占全部酶 活性的�随 剂量 增大而 增

高
，
上清液中��� 活性�‘分别为 ��

�

�
、
工�

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�和 ��
�

��，
上清液中价��

� 活性�分

别为�
�

�
、
�

�

�
、
��

�

�
、

��
�

�
、

��
�

�和 ��
�

��
，
说明辐射引起 ��胞浆膜和溶酶体膜损伤与剂址的依赖

关系
。

用扫描电镜和透射电镜均观察到 �� 胞浆膜和溶酶体膜受损的形态学证据
。

本文还就反映 �� 膜受损的指标
，
辐射致膜损伤的时相性以及膜损伤的意义进行了扼要的讨论

。

关健词 肺巨噬细胞
， ‘

乳酸脱氢酶
，
月一葡萄糖醛普酶

，
酶漏出

，
辐射致膜损伤

月��

、 、
��
响
�

�
‘助

甲

一
目�

�习

巨噬细胞����������� 简称 �扔是一类重要的免疫活性细胞
。

它的许多生物功能都需要膜的

介导
，

如吞噬异物 〔 ’ �、

杀伤肿瘤细��包�
�一 ‘ �

、

触发分泌活性物质��’。等肺 巨噬细胞�������������������

简称 ���在肺损伤的防御机制 中 起重要作用
。

已知吸入有害物质如二氧化硅对 �� 膜有明显的

损伤作用
，
其损伤在诱发肺纤维化和肺肿瘤方面可能起重要作用�。 一�’ 。 细胞是对辐射敏感的靶部

位
，
但辐射对 �� 膜的损伤报道很少

。

本文以 �� 培养上清液中胞浆和溶酶体标志酶活性变化和电镜观察膜的形态变化为指标
，
观

察辐射所致胞浆膜和溶酶体膜的损伤
，

为进一步分析辐射致 �� 细胞毒效应的变化机理提供依据
。

材 料 与 方 法

��� 动物 实验选用 ������ 雄性大鼠日龄 ����� 天
。

���试 剂 �
�

��� ����
·

���� �
�

�������� ������细胞破碎液� 刀一葡萄糖普酶底物
�
对硝

基酚葡萄糖������产品�
，
用时以无菌生理盐水配制

，
浓度为 �

�

������， 乳酸脱氢酶底物
�
乳

酸钠
，
用时以甘氨酸缓冲液配制 � 氧化型辅酶 工������公司产品�

，
用生理盐水配成 ��盯��的

浓度
，
冰箱保存

，
可用 �周 ， 二氧化硅系中国医学科学院卫生研究所制备的标 准 样品

， �阿 以

下的粒子占 ���以上 � 卡介苗�����
，
用时以无 菌生 理 盐 水 将 原浆��� ������稀 释 �倍

，
在

��℃热灭活 �� 分钟 ，
在 �℃冰箱保存备用 � 培养体系系含 ���新生 牛血 清 的 ��一���完全培养

液 � �����
�

�一����
����一�

、
�

、
�一����������

，
�����公 司 产 品�溶于 四 氢 吠 喃

，
配 成 ��

��
� “����� 的贮备液

。 �

���方法 大鼠经 ��� 激活后 �天活杀
，
灌洗全肺

，
取 出 ��

，
在 体 外 用

。
�� 。 一夕线照射

����� ��后
，
培养 �� 小时

，
分别测定上清液和细胞内乳酸脱氢酶�����和 刀一葡 萄 糖醛 普酶
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�口一����活性
，
以上清液中酶性占全部酶活性�上清液与细胞内酶活性之和��分别表示胞浆膜和

溶酶体膜损伤的程度
。

还用扫描电镜和透射电镜观察了 �� 胞浆膜和溶酶体膜的 形 态 变 化
。

此

外
，
还观察了二氢化硅对

，

�� 膜的损伤
。

��� 激活方法 给大鼠经尾静脉注射 ��� ，
剂量为 �

�

��������体重
，
七天 后 加 强 �次

，

�天后活杀取肺
。

��� 洗肺方法 在无菌条件下
，
用 �

�

�������
·

���灌洗全肺
，
每次 �� ��

，
根据所需要

的细胞数
，
酌情灌洗 �或 �� 次

。

���照射方法
“ “�� 源强度为 �

�

�� ��‘ ���
，
在距源 �

�

�米处的剂量率为 ��
�

�����
�

�����

���
。
�� 悬浮 于 ����

·

���液 中
，
在 �����℃ 条 件 下 受 照 射 ，

全 部 样 品 照 毕 约 ��一

�����
。

��� 酶活性测 定 取经照射和未照射的细胞悬液离心
，
细胞块用 ��一��� 培养液稀 释 成 ��

��
。
���的细胞悬液

，
取 ���接种到 �� �� 的平皿内

，
在 ��℃温箱内温育 �小时

，
待细胞贴壁后

弃上清
，
用 ��

��� 氏液 洗 �次
，
再加入 ��一���培养 液 ���

，
置 于 ��℃�����

的温箱内 温 育

���，
取上清液离心������加��

，
�����

，
此上清液为测定由 �� 中漏出的酶的样品

，
沉渣和贴

壁的细胞用 �
�

��的 ������ ���处理 �� ��� 以破碎细胞
，
此破碎液作为测 �� 内 酶 活 性 的 样

品
。

每测定管取 �
�

����相当于 �� ���个 ���
，
分别测定 ��� 活性�“ �和 卜��� 的活 怕三【

。 ’ 。 其 结

果用国际单位����即经酶作用后每分钟转化底物所生成的产物的 协��� 表示膜的损伤程度
。

结 果

�
�

�� 膜损伤的定�表达
’

以 �� 培养上清液中酶活性高低表达
“
�� 。 一夕线损伤细胞膜的程度

，
需要 明 确 两 个 前 提

，

��� 经 �� �培养 ��� 和 介��
� 的活性有无变化� ���

”
����线照射 对这两 种酶 活性 本身是否

有影响
。

为了观察培养期间酶活性的变化
，
将 �� 破碎

、

离心
、

制成含酶的无细 胞 悬 液
，
经 �� �培

养
，
分别测定培养前后 ��� 和 夕唱�� 活性��������

。

这两种酶的活性无变化
。

培养前���
� ��

�

�土�
�

�
，
���培养后 ��� � ��

�

�土�
�

�

培养前份��
� � �

�

�士�
。
��， ���培养后 压��� � �

�

�士�
�

��

� � �

��� �
。
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为证实
已。�。 一夕线照射对 ��� 和 刀一��� 活性的影响

，
观察 �� 在 体 外 接 受 。一��� ��的剂

量
，
再经 �� �培养

，
测上清液与细胞内酶活性的总和�见表 �

、
��

。

结果表明
，

激活和非激活的

�� 两种酶活性不受�照射剂量影响
。

由此看出
，
在本实验的剂量范围内

，
照射不影响 ��� 和 刀

�

��� 的活性
。

�
�

辐射对胞桨膜和溶酶体膜的影响

经上述实验证实
，
�� 培养上清液中 ��� 和 刀一��� 活性占全部酶活性�的变化 可 以 反映胞

浆膜和洛酶体膜受损的程度
。

本实验以它为指标
，
观察 �� 体外照射 ����� ��后膜的损伤

。

图

�
、
�和图 �

、
�分另��表示了激活与非激活的 �� 受照后

，
上清液中 ��� 和 刀

一��� 活 性 占全部酶

活性�随照射剂量的变化
。

，
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由图 �
、
�

、
�

、
�可见

， ① 上清液中 ��� 和 声一��� 的活性�随剂量的增加而增高
，
刀一��� 的变

化似更嚼显「② 照射剂量在 ��� ��以内上清液中两种酶 活性所占�随剂 量变化的幅 度较 大
，

���一�����间变化的幅度较小
� ③ �� 激活状态不同受照后的变化大致相似

。

�
�

辐射对 �� 膜损伤的形态观寮

用扫描电镜和透射电镜观察对照和照射的 �� 的形态变化
。

由图 �� 看出对照的 �� 表面皱

折多
，
伪足伸展

，
显示胞浆膜正常的图象

，
而图 ��为受 ��� ��照射的 ��

，
表面皱折变少

，
变

浅
、

有的已消失
，
伪足缩回

，
细胞变园， 图 �� 和 ��为透射电镜的照片

，
对照组细 胞 溶酶体结

构完整
，

革位膜清晰河见
，
而照射 �����的 �� 溶酶体膜破裂

，’

有的还见到溶酶体内 电 子密度

高的物质流入胞浆
。

从形态上为辐射所致的损伤提供了直接的证据
。

�
�

辐射对 �� 腆流动性的影响

正常膜是液态脂质镶嵌模型
，
膜中蛋白质和磷脂都处于流动状态

，

有害物质作用于膜
，
使膜分

子结构呀孪
， 导致膜流动性的变化

，
进而影响膜的生物功能

。

利用荧光探针 ��� 测 定 膜的流动

性
，
观察辐射对膜的损伤

，
以便在更深的层次上阐明辐射所致膜损伤的特点

。

由于 �� 贴壁的特

性
，
脱贴壁方法对膜结构有损伤

，
本实验仅观察了照后 �� 分钟 �� 在 ����

·

���悬浮状态时膜

的流动性变化�表 ��
。

由表 �结果看出
，
在 ��� �� 以内

，
未观察到膜流动性的变化

。
这提示在 照 后 �� ���

，
�� 膜尚

未发生由膜流动性所反映的膜微细结构的变化
。

讨 论

以往报道的研究膜损伤的指标
，
多采用酶的组织化学染色法 〔 ‘ 。 ， “ 〕， 这种方法 简 单

、

直观
，

但难于定量
。

本文报告了用培养上清液中亚细胞器内的标志酶活性�的变化
，
定量反映膜的损伤

程度
，
在辐射所致的膜损伤效应观察时

，
得到了有规律的结果

。

为了确定这种指标的代表性
，
还

用已知对 �� 膜有损伤的二氧化硅 。 、

��
、
���和 ���卜�与 �� 共同培养 ���，

也观察到上清液

中两种酶活性所占的�与所加的二氧化硅的剂量有明显的依赖关系
。

�中内含有丰富的浴酶体酶
，
过去多采用酸性磷酸酶�����作为标志酶

，
但它漏到细胞外很
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�，暇�月口��
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‘

一
易失活

。

��������〔 ’��研究了溶酶体酶在培养条件下的稳定性
。

腹 腔 �小经 �天 培 养
，
上清液内

夕一��� 活性不变
，
而 ���活性明显下降

。

本文也报告了 声一��� 稳定性的结果
，
说明以夕

一��� 作为

溶酶体标志酶
，
能较好地反映溶酶体膜的损伤程度

。

本文观察到照后 �� �胞浆膜
、

溶酶体膜发生了明显的损伤效应
，
而在照后 ��

一

��� 并 未 观察

到膜流动性的变化
，
这是否与辐射所致膜损伤的时相性变化有关� 以后又补充照后立 即 观察�约

��后 �上清液中两种酶活性的实验�见表 ��
。

��� �
�

��������� ������ ������ �� ����丫一��� �� ��� �������� ���� �����口��

���� ���� ��� 日一���

一
， �脚�口���叨���巨一，，�

一
一一

�
知‘ 口‘ ‘ ���目目�口一�“

��
。
��

��
。
��

��
。
��

�
。
��

�
。
��

�
。
��

�︸��
甘

八�八�，上亡口

由表内结果说明
，
照后 �� 内上清液中两种酶活性与对照组无明显差别

。

看来辐射所 致膜的

损伤是逐步显现出来的
。
这与������

’ �’观察到膜的辐射损伤效应在照后 �� �表现得最明显的结果

相符合
。

一
， 一 �

细胞膜具有重要的生物功能
，
是当前生物学领域研究中比较活跃的课题

。 一

����。 份川在 �� 年

代就提出膜特性改变导致畸变的机理
。

�������� “ �曾就肿瘤病因提出了
“
肿瘤 是 一 种

’

膜 病” 的假

说
。

许多自身防御的生物功能
，
如杀伤肿瘤细胞

、

吞噬异物都需膜的介导
。

可见膜的损伤势必引

起生物活性细胞的重要功能的变化
。
有关辐射致 �� 免疫功能的改变与膜受损之间的联系值得深

入研究
。
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