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摘要 用 ���一���
， �， �，

�一�����������一竣一���������一���������一�一�����作为自旋标记物研究�

电离辐射对大鼠红细胞膜蛋白的影响
。

本文探索到
�

一

��� ���一�����离体照射对红细胞膜中自旋标 记

琉基显示的��� 波谱无明显影响
。
����

�

���全身照射
一

可使红细胞膜的 ��� 波谱中弱固定化与强固定

化波峰高度之比�����增加
。

上述结果表明了动物体或红细胞中内源性活性氧产生与清除的不平衡导致

活性氧的损伤作用
。

关键词
�

自旋标记
，

膜蛋白筑基
，
离体照射

，’

整体照射

自旋标记是将理化性质已十分清楚的顺磁体作为标记物嵌到或连接到生物大分子 的 某 墓 团

上
，
然后通过电子自旋共振�����参数的变化

，
可 以探测到生物大分子的空间构象变化

。

采用自旋

标记技术
，

可应用于研究电离辐射对红细胞膜琉基状态的影响�‘ ’ ，
如将马来亚酞胺氮氧自由基与膜

蛋白的琉基结合
，
�������

���� 等 〔��曾观察到 ��“
一�。 魂 ��照射后自旋标记红细胞膜 ��� 波谱中弱

固 定化波峰高度�� �与强固定波峰高度���之比�����随着照射剂量增高而增加
，
但小于 ��

���

照射后 ���是否会有类似变化以及致死剂量全身照射后 ���的变化
，
尚未见报道

，
为此

，

我们

用自旋标记技术观察了离体照射与整体照射对大鼠红细胞膜琉基状态的影响
。

材 料 与 方
一

法

�� 实验动物
，
照射条件与生化试剂

实验动物为体重 ��� 士���的雄性 ������ 大鼠
。

离体照射大鼠红细胞或红细胞膜时
，
用

日

�� 。 夕射线
，’

分别照射 。 、
���

、
���或 ��� ��

，

剂见

率为 ������加��
。

全身照射大鼠时
，
一次剂量为 �

�

���
，
剂量率为 ���

�

���加��
。

自旋标记试 剂 为 ��卜���
， �，

�
， �一�����一������一�一���������������

������一�一�����
，
购自

�������公司
。

�
�

离体与全身照射后样品的检测

��� 样品 来源及处理 离体照射时
，
从 ������ 大鼠的眼眶取血

，
肝素抗凝

，
离心

，

取出红细

胞
。

红细胞数为 �� ���个���
，
用 。

�

������ 磷酸缓冲液��� �
�

���稀释 �� 。 倍
，
配成悬液

，
置于 ���

离心管内
，
照射后 在 ��℃ 水 浴 中 � �

。

或者将提取的红细胞膜均分成四等分
，
分别照射不同剂

量
，
照射后在 ��℃水浴中 �� ��今 整体实验时样品来源为经全身照射大鼠的眼眶血

。

除不再照

射外
，
处理方法与离体实验相同

，
而且所有样品自旋标记和 ��� 信号检测手续也一致

。

咨
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���红细胞膜的提取 按照 ������等 〔 “ �方法提取红细胞膜
，
但稍改动

。

以 �������加�� 将

全血离心 ����
，
弃去上清液

，
用 �� �

�

�的 �
�

������磷酸盐缓冲液洗涤 红细胞两次
。

按 ���。

的比例
，
加入冰冻的含有 ������� ���� 的 �� �

�

�的 �
‘ 、

������磷酸盐缓冲液
，

搅拌 ����
。

放

置 �����
，
使成溶血液

。

以 ��������加�� 离心 ����� ，
弃去上清液

，
将沉淀用 �

�

��������

磷酸盐缓冲液洗 �一 �次
，

或洗至沉淀显白色
，
再用 �

�

������磷酸盐缓冲液洗 �一 �次
，

在 �℃

放置
，
但放置时间不超过两天

。

红细胞膜蛋白含量是以牛 血清白蛋白作为标准
，
用 ����� 法川

测定
。

��� ���
一�标记红细胞膜 将 ��卜�用无水乙醇溶解

，
加入 �� �

�

�的 �
�

������ 磷酸盐缓

冲液
，
使 ���一�的浓度为 �� ��

一 “�����
，
乙醇浓度不超过 �

�

����八�
。

���一�标记完整红细

胞膜时 ���
一�加入到照射后的红细胞悬液中

，
使其浓度为 �

�

�� ��
� 落�����

，
振荡后

，
置��℃保

温 ��
，
然后将被标记的红细胞洗涤 �次

。

���
一�标记提取的红细胞膜时

，
���一�加入到 ������

的膜悬液中
，
使其最终浓度为 ��

’ ‘ �����
，
搅拌

一

����
，
�℃过夜

。

次 日用 �� �
�

�的�
�

������ 磷

酸盐缓冲液洗 �一 �次
，
直至上清液不出现游离的自旋标记物信号为止

，
表示实验中所测量到的

��� 波谱信号确系来自红细胞膜的自旋标记物
。

所有样品均用无 ��� 信号的
、

内径约 �
�

��� 石

英毛细管封装
，
外加石英套管

，
放入 ��� 波谱仪的谐振腔中

，
于 ��一��℃进行检测

。

������ 波谱及测 定条件�‘ � 使用 ������ ���一������ 波谱仪测定
。

条件为
�

中心磁场�
�

��

�，
扫描宽度 ���

�

��
，
调制频率 ������ ，

调制幅度 ��
，
增益 �

�

���
，
时间常数 ��

�

����
，
功

率 ����
，
频率 �

，

���
。

结 果 和 讨 论

���一�能特异地与膜蛋白琉基结合 【“ ’ 。

忻文娟等 〔” 将羊红细胞预先用 工。
一 “ ����� ����

�

处

理封闭膜上的琉基
，
再进行自旋标记所得的 ��� 波谱

，
其信号强度显著下降

，
也证明了马来酞

��� �
�

��� �������� �����一� ���� �����

�������� �� ��������� �����������

��� �
�

��� �������� �� ��
一������ ���一�

��������

���� �����������

亚胺氮氧自由基主要结合到膜上琉基
。

从 ���一�水溶液得到等强度
、

等 距离的三峰谱线的 ���

波谱�见图 ��
。

���一�与 正常大鼠红细胞膜结合后的 ���波谱�见图 ��
，
其三条等距离的谱线的裂距和线

宽逐渐增加
，
是弱

、

强固定化成分的叠加
。

弱固定化和强固定化的两种波谱对应着琉基的两种不

同位置
。

弱固定化���表示马来酞亚胺氮氧自由基与处于表面结构的琉基形成特异结合
，

具有较大
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用自旋标记技术观察离体与整体照射对大鼠红细胞膜琉基状况的影响 ���

的自由度
。

强固定化���表示马来酞亚胺氮氧自由基与处于内部结构的琉基形成特异结合
，
其运动

受到限制
，
通过测定 ��� 波谱的弱

、

强固定化波峰高度之比�����
，
以表征膜蛋白琉基结合的性

质�“ �。

自旋标记方法十分灵敏
，
因此

，
比较不同样品的 ��� 值

，

样品的环境�如 ��
、

温度
、

离子

强度等�
，

标记物的浓度
，
标记时间及 ��� 测定参数都必须严格控制�“

， 。 ，’ “ �。

�
�

离休照射对红细胞膜疏基的影响

照射 ��� ��和正常红 细胞的 ���值
，
其平均值 士标准误分另��为

� �
�

��� 士�
�

���与 �
�

�� 士

。
�

���
。

照射 ���和 ����� 的红细胞出现明显的溶血现象
。

因此
，
我们在另一实验中

，
将红细胞

膜提取出来
，
分别照射 。 、

���
、
��� 和 ��� ��来观察离体照射对红细胞膜疏基的影响

。

表 �是

经不同照射剂量 照射后红细胞膜筑基自旋标记后的 ��� 波谱的 ���值的变化
，
但从表中看出

，

���值随着照射剂量的增加并无增高的倾向
，
��� 没有明显的改变

。

刘智峰与方允中 【 “ ’离体照

射卵磷脂脂质体
，
也观察到 ���一��� ��未引发明显脂质过氧化

，
但 �

，
��� ��照射后脂质过氧化

值异常增加
。
����������� 等�‘ �用 ��七��

毛��照射牛红细胞膜后
，

自旋标记膜 �� 的 ��� 波谱中的

��� 值增高
，
���值变化明显

。

我们认为
，
���一��� ��照射所产生的氧自由基可能不易使红细

胞膜发生明显脂质过氧化
，
从而也不易导致膜蛋白琉基状况变化

。

��� �
�

������ �������������
·

��
���

�����一� ���� �����

�������� �� ��� �����������

����������� �������� ���

�
。

��士 �
。
���

�
。

��士�
。

���

�
。

��士�
。

���

�
。

��士�
。
���

�������
︸�土�︼�
︸

��������� ������� ����士�� � 二 �

�
�

全身照射对红细胞膜筑基的影响

全身照射大鼠 �
�

���后第 �
、
�和 � �分别取血

，
提取红细胞膜

，
用 ���

一�标记
，
测定

��� 信号
。

表 �为全身照射后不同时间红细胞膜 ��� 值的变化
。

照射后第 �
�

�的 ���值与正常

组比较
，
相差不显著

，
但第 � �和第 � �的 ��� 值较正常组显著增加

。

��� �
�

���
�����一� ���� ������������� �� ��� ����������� ��

������������������ ����� �����一���� �����������

����一����������������� ���

�
。
��士�

。
������

�
。

��土�
。

������

�
�

��土�
。
���

命

���

�
�

��士�
。

���
庵
���

��������� ������� ����士�� � �
� ������� ������

� �������� ���� �������
，
���

�

��

从整体实验结果来看
，
随着照射时间的延长

，
���升高

，
说明致死剂量照射的效应已相当于

比它高百倍以上的离体照射剂量的效应
。

在整体照射对小鼠组织脂质过氧化影响研究中
，
方允中

与刘智峰 〔 ‘ �’也得到类似结果
。

���增高反映照射使膜结构发生了改变
，
膜蛋白的三级结构趋于

松散
，
使���浦 更易于与内部琉基结合

， 因而呈现出一部分弱固定化组分的波谱
，
照射的瞬问
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产生的活性氧对膜蛋白虽有损伤作用
，
但照射后膜蛋白的继续损伤在很大程度上来自内源性活性

氧
。

虽然照射后活性氧产生是否增加尚无直接证据
，
但根据全身照射后红细胞膜脂质过氧化增加

的实验结果 〔 ‘ “ ’， 氧 自由基引发的脂质过氧化过程中��
’ 、

��二及 ���� 一定增加
，
其中 ��

‘

有

较强的损伤作用 〔 ’ ‘ ’ ，
而一些重要的氧自由基清除剂如维生素 � 〔 ‘ “ ’ ，

超氧化物歧化酶 〔 ‘ “ ’等在全身

照射下清除能力下降
，
照射后活性氧的产生和清除的不平衡会导致氧自由基对膜蛋白和其它生物

大分子的损伤仁’ ‘ 〕 ，
我们拟进一步研究其机制

。

参 考 文 献
〔 ���

�

�
�

��������、 ����
�

����
�

����
�

���
�

�
�

�
�

�
� ，
��

， �������
�

〔 �〕 �
�

����������
，
�

�

�������
，
�

�

����������� ����
�

�����
，
���

�

�
�

������
�

����
� ，
�����

，
���������

�

〔 � 〕 �
�

�
�

������
，
�

�

�������� ��� �
�

�
�

�������
，
����

�

�������
�

�������
� ，
���

， ��� ������
�

〔 吐 〕 �
�

�
�

�����
，
�

�

�
�

����������
，
�

�

�
�

��
�� ��� �

�

�
�

�������
，
�

�

����
�

����
� ，
���

，
���������

�

〔 �〕 �
�

�
�

��������
，
�

�

�������
，
�

�

�
�

����� ��� �
�

�
�

�����
，
�

�

�������
�

�������
� ，
土�

， ���

������
。

〔 �〕 �
�

�
�

��������
，
�

�

�
�

������ ��� �
�

�
�

������
，
����

�

�������
�

�������
� ，
���

， ���������
�

〔 � 〕 沂文娟
，

赵保路
，
张建中

，
科学通报

，�， ���������
。

��〕 忻文娟
，

赵保路
，
张建中

，

中国科学
， �， ‘�� ����峨�。

〔 �〕 �
�

�
�

�������
，
����

�

���
�

�������
� ，
��

，
��� ������

�

〔��」�
�

����
�

���� ��� �
�

�
�

���������
，
��

�

�
�

���
�

�����
� ，
��

， ���������
�

〔��〕 刘智峰 ，
方允中

，
军事医学科学院院刊

，
�����

， � ������
。

〔��〕 方允中
，
刘智峰

，
军事医学科学院院刊

，
�����

，
���������

。

〔��〕 康 鑫
，
方允中

，
陈吉中

，
辐射研究与辐射工艺学报

，
����

，
��������

。

〔��〕 方允中
，
生物物理学报

，
����

， ���������
。

���〕 陈 缓
，
周 玫

，
辐射研究与辐射工艺学报

，
����

，
��������

。

〔��〕 方允中
，

刘智峰
，
李益新

，
科学通报

，
��

， 。�� ������。

�稿件收到 日期
�����年 �月 � 日�

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

�� ����� ��� �� ���� �� ��� ��一�����

�� ��� ����������� �������� ��

���� ����� �������

���� ���
，

��
�� ��������

，
��� ����主��� � ��� ��� �������

����艺����� �����乞�艺玄。 牲 ���，�乞” �
，
�����机� ���乞�云���� ������乙����托����

�������� ���一���
， �

，
�

，
�

，一�����一������一�一���������一�������主�一�一��������

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

������ �������
�

�� ���� ��������
，

�� ��� ����� ���� ���
�

���一��� �� ����������� ��

����� ���� �� ������� ������� �� ��� ������� �������� �� ���� �����一�� ����� �� ���

����������� ��������
�

���
�

�����
一���� ����������� ���� �

，

� �� ������ �������� ��

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

�

�� ��� ��������� ���� ��� ���������������� ������� ����� �� ����������
‘

�� ��� ���

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

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

��� ����� ���� �����
，

�� ����� ���������� �������
，

����������� �� ����� ��� �� ����

�
丁�������弓 ������������， ���口���� ������


