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用荧光探针法观察离体与整体照射

对大鼠红细胞膜流动性的影响

康 鑫 方允中
�军事医学科学院放射医学研究所

，
北京�

摘要 �����一苯胺
一�一蔡磺酸�和 �����

，
�一二苯基一�，

�
，
�

，一己三烯�作为探针
， ·

用子检测 丫射线对

大鼠红细胞膜的作用
。

离体照射大鼠红细胞膜
，
随着剂量的增加���一�� ���

，
��� 结合红细胞膜的荧

光强度降低
。

用 ��� 作为荧光探针
，
在整体实验中也得到了同样的结果

，
全身照射 �

�

��� 之后 的第
�

、
�和 ��

，
��� 结合大鼠红细胞膜的荧光强度下降

，
荧光偏振度增加

。

这些结果反映了照射使膜的
仇
流动性

‘

降低
，
可能是由于 �射线离体与整体照射诱导的膜不饱和脂肪酸的脂质过氧化及膜蛋白构象改变

引起的
。
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，
红细胞膜流动性

，
丫一射线

，
离体照射

，

整体照射

用荧光探针法研究离体照射红细胞膜结构的改变
，
已有较多的研究

，
但对整体照射后膜结构

的变化
，
尚未见报道

。

我们用 ���� �一苯胺一�一蔡磺酸�与 �����
，
�一二苯基 ‘ �

，
�

，
�一己 三 烯�两

种荧光探针分别观察离体与擎体照射对大鼠红细胞膜流动性的影响
，

一

均得到膜结构改变的实验依

据
。

材 料 与
�

方 法

�’
�

实验动物与照射条件

选择健康的雄性 ����
��大鼠

，

体重为 ���士���
。

���离体照射
�

从大鼠体内取出血液
，
用���素抗凝

，
分离出红细胞膜

。 �

分成四等份
，
分别用

日。�� 夕射线照射 。 、
��

、
��和 ����

，
剂量率为 ��

�

��������
。

���整体照射
�

将大鼠全身照射 �
�

���
，
剂量率为 �

�

��� ������
。

照射后第 �
、
�和 ��取

出血液
，

分离红细胞膜
。

�
�

红细胞提取

按照 ����� 等 �，〕方法
，

稍加改动
。
以 �

一

����
�

�
�

� 将抗凝血离心 ����
，
用 �

�

������磷酸盐

缓冲液��� �
�

��洗涤红细胞 �次
。

按照红细胞体积以 ���于比 例 加 入 冰 冷 的
、

含 有 �������

���� 的 �������磷酸盐缓冲液��� �
�

��
，
使红细胞溶破

，
搅拌 ���� ，

放置 �����
，
以 ����

�
�

�
�

� 离心 �� ���
。

用 �
�

������ 的磷酸盐缓冲液��� �
�

��将沉淀洗 �一�次
，
或洗 至沉淀显白

色
，
�℃下放置待用

，
但不得超过 ��

。

红细胞膜蛋白含量系以牛血清白蛋白作 为 标 准
，
用改良

�����法 �“ �测定
。

�
�

荧光探针标记及其测定方法
·

用 ���标记时
，
可将 ���溶解于 �

�

������的磷酸盐缓冲液��� �
�

��中
，

并加入到细胞膜

悬机 使 ���最终浓度为 �� 拼�����， 膜蛋自浓度为 �� ������
。

用 ��� 标记时
，
可将 ��� 溶
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解于四氢映喃
，
成为 �������

，
然后用 �

�

������的研酸盐缓冲液 ��� �
�

�� 稀 释 成为 �又 ��
“ “

�����
。

从中取出 �
�

���加入到 �
�

������的红细胞膜悬液
，
其最终浓度为 �欠 ��

一 ’
�����

。

将 ���及 ��� 标记液分别放置 �� ��� 及 ��后测定荧光强度
。

用 ���一�型荧光分 光光度

计
，
在 ��一��℃下进行荧光强度测定

。

采用 ���作用荧光探针时
，
发射波长为 �����

，
激发波

长为 ����� 或 ��� ��
，

但用 ��� 作为探针时发射波长为 �����
，
激发波长为 �����

。

荧光偏

振度的测定方法详见程龙生等 〔�，报道
，
按以下公式求出校正因子 �

、

荧光偏振度 �及 各 向 异性

� 。

膜中微粘度按 ������ 公式 『‘ �计算
。

� 二

孕
， � �

华票黔
匕

，

‘ � � 龟
几� � 门� 、 � 几� �

��� 一 ��� ��
� � 一奋 二奋 � 一 二 二 ，� 。

�� � � 艺��� �一 犷
子

万�微粘度�
�尸

一 �
�

��一 �
�

���

结 果

�
�

���结合红细胞膜的荧光光谱

图 �是 ���与红细胞膜结合后的荧光光谱
，
激 发 波 谱 在 ���

、
��� 和 ����� 处各有 一峰

值
，
发射波谱在 ��� �� 处有一峰值

，
测定时取 ����� 和 ����� 的激发波长

，
于 发射波长 ���

��处测定荧光强度
。

��� � ������ ������ �� �����������

��������一���������� ���

�����������

���� ����

�������� ������������ ���������

�����
� �����

�

������’��氛一﹃��。曰��

�

�
�

�

��

��

��
。

��士�
。

��

��
�

��土�
�

���

��
�

��士�
�

��
�

��
。
��士�

。
��带

帝

��
�

��士��
。
��

��
。

��士�
。
��

��
。

��士��
。
��

��
。
��士�

，
��

�

������川

�。�口况。﹄��一晌�之�巴‘闭

��� ��� —
���� ������������

��
汀

瑞�产
目

—飞对一
��犯 ������ ����二

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

�������� �� ���������� ���

�
，
���������� ��������

，

， 一

�������� ���������

��������� ������ � 又士���� � ��

带���������� ����������
， 一

���
�

��
，
一���

�

��

��� �
�

������ �� �����一���� ����������� ��

公��������� ��������一���������� ���

�
，

离体照射对 ���结合红细胞膜荧光强度的

影响

���与红细胞膜结合后发出很强的荧 光
，

照射后由于膜结构发生改变
，
结合能力相应减

弱致使荧光强度下降�表 ��
，

但用 场
、
为 ���

�� 时荧光强度下降程度较 ����� 处更大
，

这

与唐仲雄等 〔 “ �用狗红细胞膜照射后
，
与 ��� 结

合而测定其荧光强度的变化相一致
。

����一�����������

���

�������� ������������

���������

� ��
。

��士�
。
��

� ��
�

��士 �
�

��
帝 �

� ��
�

��士�
�

��未 带

� ��
�

��士�
�

��辛 �

���� �
�

���
，
��������� ������� 又土�� �� � ��

二 沙�������� ���� ������� �����一�����������

� ����
， ’

���
�

��

�
�

整体照射对 ���结合红细胞膜荧光强度与荧光偏振度的影响

��� 是两性分子
，
能与膜脂端的极性头部结合

， 用于探测膜
一水介面变化

。
��� 是 疏 水性
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用荧光探针法观察离体与整体照射对大鼠红细胞膜流动性的影响 ���

能结合到膜脂碳氢区
，
用于观察膜脂的变化

。

已知离体照射对 ���或 ��� 结合红 细 胞 膜荧光

强度均有降低的效应
，

但在整体照射实验中膜脂易发生过氧化
，
遂采用 ��� 作为探针观察红细

胞膜荧光强度与荧光偏振度的影响
。

测定中根据 ��� 与红细胞膜结合的
·

荧光光谱
，
用 �����作

为激发波长
，

并用 ����� 作为发射波长
。

��� ��� 结合红 细胞膜的荧光强度 变化 表 �显示
，
照射后第 �

、
�和 ��

，
红细胞膜 荧光

强度下降
，
第 ��虽略有回升

，

但仍低于照射前水平
，
其中照射后第 ��荧光强度下降 得 最为明

显
，
而且照射后第 �

、
�和 ��的荧光强度与正常值相比较

，
差另��都非常显著

。

������ 结合红 细胞膜的荧光偏振度的 变化 照射后第 �
、
�和 ��，

��� 与红细胞膜结合

的荧光偏振度���
、

各向异性
� 因子与微粘度�形增加

，
表明膜脂的流动性减少

。

��� �
。

��� ������� �� �
，
�

，
而 �� ����������� �������� �������� ���� ��� �� ���� ��

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

����

����一��������������

�
�
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�

���
来 �
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来 宋

�
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���士�
�

���密 帝

�
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���士�
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���
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���士�
�

���帝 �
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�

���士�
�

���
命 �

�
。

���士�
。
���� 帝

��������� ������ �� � � 又士���� � ��

二 ���哪��� ���� ������������一����������� � ����
，
���

�

��

讨 论

��� 和 ��� 作为探针
，
已广泛用于生物膜结构的研寥

，
因为探针分子的荧光对膜中的微环

境高度敏感
，
故可用于检测膜结构的微小变化

。

离体照射时所产生的活性氧可影响膜中微环境
，

但较大剂量照射才能使红细胞膜发生明显的脂质过氧化
。

程龙生等 〔“ 〕
，

曾在离体照射实验中观察到

���标记红细胞膜的荧光强度的影响远高于 ��� 标记
，
我们在探索性实验中也得到类似 结果

。

整体照射后
，
不仅瞬时产生活性氧会影响红细胞膜中微环境

，
而且在照后不同时间

，
由于内

源性活性氧的产生和清除失去平衡
，
活性氧可引发膜脂质过氧化���

。

在整体照射实验中
，
首次采

用 ��� 作为膜荧光探针
，
显示该技术的独特性及优越性

。

在另外实验中
，
也曾观察到红 细 胞膜

的脂质过氧化的变化 ���， 其结局是不饱和脂肪酸发生过氧化后
，
不饱和键减少

。

由于饱和脂肪酸

的凝固点高于不饱和脂肪酸
，
预料凝固点会升高

，
膜的流动性应变小 �“ 〕 。

整体照射 后 第 工
、
�和

��，
大鼠红细胞膜不仅显示标记 ��� 的荧光强度减少

，
而且从 �

�

�与 而的增加反映膜流动性确

变低
。

据此认为红细胞膜正常功能受到了影响
。

活性氧 以及脂质过氧化产物如 ��
’ 、
��二还可引

起膜蛋 白一�� 氧化
，

使蛋 白构象发生变化
，
更使膜的结构出现更明显的改变

。

离体照射时红细胞

膜的损伤主要是瞬时产生活性氧对膜分子的攻击
，
而整体照射后不同时间内红细胞膜的损伤可能

是内源性活性氧产生与清除的不平衡所致
。

循此途径深入研究
，
可能会进一步阐明辐射损伤与自

由基的关系
，
亦可促进自由基辐射生化研究的进展

。
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