
…机……
阐
…

红细胞膜生物物理特性的测定方法来

许 红 用 汉i青张志鸿

(复旦大学生理学和生物物理学系 上海 200433 )

血液流贯全身，许多生理现象、 病理变化

都可能在红细胞膜的结构和功能变化中得到反

映。 红细胞取材容易，具膜结构、 骨架结构及

胞内主要组分一一血红蛋白 (Hb) 的结构均是

目前生物材料中了解得最为详情的， 因而作为

模型被广泛用于理论研究和各种痕病的病因 、

诊断及治疗的研究中。

目前，对红细胞膜的研究重点已从简单的

膜组分含E、流动性变化等转向功能特异性指

标的研究，现有的常用有关方陆有各 自特点，

但也存在不足: 有的难以追踪快速的动力学过

程(如同位素标记、酶-底物反应法等) , 有的

需特制或昂贵的大型测定装置 (如 光散身仁 磁

共振波谱仪等)，有的仅适用于血影膜(如荧光

探剂法等) 。

本实验室用于红细胞膜生物物理特性的系

列测定方法是由同一套以常用分光光度计为基

础 、 配上微机实时控制采样及数据处理的装置

组成，能快速、 方便地检测完整红细胞膜对阴

离子的通透性、对葡萄糖的跨j民运输、 渗透脆

性及低惨溶血速率等结构和功能性指标，且样

品用血量约 1 ml 即可完成上述所 有 指标的测

定。本文中多数方法我们已 陆 续 作过初步报

道I l -B]，但鉴于这些指标的理论意义和应 用价

值， 最近又对这些测定 方法 作 了进一步的改

进 、 完善和综合， 期望能引起有关研究工作者

的兴趣或有所启发。

材料 与方 法

一、 材料

购自上海中心血站的少浆全血或由医院提供的患

者血样，用 pH7 . 4、 155 mmolj L NaClj 5 mmoljL 磷

酸盐缓冲液(PBS)洗涤三次 (1500 rpm , 5 min )获得人

红细胞。 然后根据不同测定要求对细胞进行预处理并

将细胞浓度调整到测定范出1(~3X108 细胞jm! ) 。 所

用试剂均为分析纯级。

二、红细胞膜生物物理特性的测定装置

本实验所用的系列测定方法， 主要是根据不同测

定条件下由于细胞体积或吸收光谱的改变而导致悬浮

液光密度值发生变化的原理设计的， 因而用一台常用

的 722 型光栅分光光度计即可。测量时用定量加液器

将 50 μl 红细胞样品悬浮液快速注入含 2 ml 测量液的

比色血中 ， 在某一特定波长处采集悬浮液光密度的经

时变化电信号， 经 12 位 AjD 转换器〈型 号 AD 574 , 

最高采样频率 40 kHz )输至 286 微机，采集数据rJ-盘。

一次测定的总采样点为 1000 ， 采样频率及总时间随不

同测定要求而定。在对测定作 5 次以上累加平均后，

根据不同测定要求用相 应的 Quick BASIC 程序对数

据进行处理和拟合 ， 并给出相应的表征特性的参数。

测定时 为保证加入的红细胞和比色皿中的测定

液快速混合， 在分光光度计的比色皿架下改装安置了

电磁搅拌装置， 比色皿中放一1cm 的圆柱形搅拌子即

能达到充分的混合， 混合死时间约 1 s。另外， 在样

品架四周设置了循环水恒温夹层。以下诸种测定， 除

特别指明温度外， 都是 16-21"c下的测定值。

三、 红细胞iB:渗溶血速率、 渗透脆性的测定

低渗条件下， 红细胞膜破裂的时间进程和膜流动

性、 粘弹性、 膜-Hb 相互作用等密切相关，通过测定

低渗溶血速率及渗透脆性参数能给出红细胞膜在这方

面的结构信息。 本实验室根据"渗透休克"的原理， 设

计了测定红细胞溶血速率的方法[1] : 将样品悬浮液注

入低渗液 (3 1 mmol j L N aCl j 5 mmol/L 磷酸盐缓冲液，

pH7.心中， 红细胞就会快速膨胀并溶血。大于 620

nm 波长时 ， Hb 及溶血后的血影膜对光吸收的贡献很

* 国家自然科学基金资助项目 。

本文中有关尿毒症、 糖尿病患者的血样由上海

第二医科大学附属新华医院内科冯菌芳医生提供， 其
他血液病患者血样由第二军医大学附属长海医院血液
科李津婴医生提供， 在此一并致谢.
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小， 因此可选取在 GG0 nm 波长处进行 细胞悬浮液的

OD 值测定， 根据尚剩细胞的 OD 值追踪溶血的进

程 [1 ， 6J。一般认为低渗浴血速率应包括快速过程 kj 及

慢速过程 k2 两个分量， 整个过程符合两个分量的指数

函数加和 [7J : OD1/ODo = Aexp( - k1t) + Bexp ( - k 2 t) 。

为此， 对测证数据按该方程进行 了拟合， 求 1-1:\ k 1 及

k2 值。

渗透脆性的测庄则是用恒流泵 定 速 (0 . 0 1 6 ml/ s ) 

地将低渗液 (5 mmoJ/L 磷酸盐缓冲液， pH 7 . 4) 泵入

红细胞悬浮液中 ， 悬浮液的盐浓度逐渐下降， 达到一

定浓度时开始溶血， 同样在 660 nm 处追 踪 包含整个

浴血过程的光密度变化， 换算成各低渗盐浓度下红细

胞的溶血百分率(H%) ， 从而 得到IJ 100 s 测定期间内

H%~NaC1%渗透脆性曲线， 并由微机搜寻出与浴血

盘 50%对应的盐浓度 Hso 及溶 血孟从 25一75% 间变

化时对应的盐浓度变化 H2S - H7S 这两个表征渗透脆性

的特征参数。

四、 红细胞膜对阴离子逍遥性的测定

红细胞膜对阴离子的通透特性是红细胞最重要的

功能之一， 这一过程主 要由膜上 的 阴 离 子交换蛋

向一一带 3 蛋白 (Band 3) 所介导 ， 由此 通过 C1 - / 

HC03 - 的跨膜交换完成组织和肺泡之 间 CO2 和 O2 的

交换[8 J。文献中经常采用 36CJ 等同位素标记法进行ì>>m

定 [9 J 。 本实验室近几年来则建立了两种快速的测定法。

①钱盐等渗膨胀法[ 2J__在等渗 NH，C1 (1 57 mmol/ 

L NH♂1/5 mmoJ / L 磷酸盐缓冲液 ， pH 7 . 4) 中， 通

过红细胞膜上 Band 3 对 OH-/CJ - 的交换运输， 介质

中 NH3 不断进入细胞，造成 NH，+在细胞内积累 ， 细

胞逐渐膨胀并最终溶血。追踪 660 nm 处体积膨胀过

程而导致的细胞悬浮液光密度值 OD 的经时变化， 按

Y55[(300/ A2')(ODo/ OD -1) + l J2= 1 + 66525 Pt 方模

拟合， 即可得到膜对 OH-/C1 - 交换运输 的通透系数

P 值(cm/s) ， 式 中 OD。为 t = 0 时的 OD 值 1 A2 ' 为

红细胞悬浮液光密度倒数和介质渗透压 π 倒数之间的

比例常数(ODo/OD = AI + A2' /时 ， 该数值由 实验给

出〈典型值为 1 0 3 mOsm).基本测定原理参见文献[ 3 J 。

② N02- 测定法[ èJ_一在含 15 . 5 mmo1/ L N02 - 的

PBS(pH 7 . 4)测量液中 ， 通过 Band 3 的介导 ， N02-

跨膜扩散进入红细胞， 并与 细胞内氧合血红蛋白

(Hb02 )作用使之变成高铁血红蛋 白 (MetHb ) , 从而

改变细胞的光谱吸收特性。在 576 nm 处 (此处 Hb02

和 MetHb 光谱差异最大)追踪这一过程的光密度经时

变化， 得到光密度下降幅度达 50 %时所需时间 口，

并通过 KT-T. 关系图， 得出膜对 N02 的跨膜 通透

速率常数 KT。

五、 葡萄糖跨膜运输的测定

几乎所有的细胞膜上都存在着葡萄糖的 运输载

体 ， 箱此将葡萄糖有效地运输进细胞供代谢之用。 本

测定法以红细胞膜上的葡萄粉1运输体 (GLUT-l) 为对

象I10] ， 采用细胞内但!IJ和葡萄粉1旦饱和结合后糖分子向

外输出 (Infinite-cis ex it)的方式[飞测定前首先进行

红细胞预我葡萄糖处理， HIl将压积红细胞按 1:1 5 ( V/

V)之比和含 76 mmo1/L 葡萄糖的 PBS 溶液混合，

37 0C振荡温育 30 min 使细胞内外的葡萄糖浓度达到平

衡， 然后注入浓度为 C(Q-12 mmo1/L)葡萄糖的 PBS

溶液中， 红细胞在瞬间膨大后 ， 因糖分子的跨膜外流

使细胞体积缩小直至重新平衡。 35 0C 时， 在 660 nm 

处追踪这一过程的光密度经时变化， 族 At== 何 ~ / (π:

- CC ~ ) )t = {to/ Km) C +to 方程拟合得 to 及 Km 值。

工飞中 πa 为 PBS 渗透压 (300 mOsm) , C 为测定介质中

葡萄糖浓度 (mmol/L ) ， CS I 是红细胞预载葡萄糖时介
质中的精浓度 (76 mmol/ L ) , t 为细胞内葡萄糖是从

c ; 降罕: C 时所需的时间 (s) ， 由 1 /0D 的时间 关系曲

线外拥而得。 K m 是表征葡萄糖跨膜通透性的一个参

数一一半饱和浓度 (或亲和常数) , 另一重要参数一一

最大速率 Vm •粟， 则 RI V mu = (C! + Km)/ to 给出。 详

细百!IJ定原理参见文献[ 5 J 。

结 果与 讨 论

1 . 红细胞低渗溶血速率及渗透脆性参数

在低渗浴血研究中， 采用反映溶血快速过

程及慢速过程的两参数 k1 及 k z 作为指标， 图

1 为一例典型的恪血速率测定曲线，图中 k 1 =

O. 2 32 Ç l, k 2 = O.068s - 1
o k 1 主要与膜流动性

相关， kz 则与 Hb-膜结合程度 相关 [ II J 。 结合

荧光猝灭实验， 我们曾研究过红细胞内 Hb 状

态的改变对溶血速率参数的影响[l z ， l 3 1 ， 发现

脱氧血红蛋白 、 MetHb及苯脐作用后形成的高

铁血色原都能增强和膜的相互作用;应用到病

例上， 对 1 5 例血小板减少性出凝血不止病人

的测定结果表明， k 1 增加 12% ， 可见这种病

人的膜流动性出现了异常。

图 2 为一例典型的渗透脆性测定曲线， 图

中 H50 =O.376 NaCl % , H 25-H7S =O.05 9 NaCl 
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图 1 典型的溶血速率测定曲线

圆圈为测定值， 点线为拟合曲线。
插图为半对数坐标图 ， 图中同时表明了 kl 和 k 1 组分。
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图 2 典型的渗透脆性测定曲线

%。红细胞渗透脆性主要用来表征红细胞膜的

抗张能力，它和红细胞骨架结构密切相关， 本

实验室曾做过精胶对渗透脆性的影响[ 3]，结果

显示精胶作用后渗透脆性减小，这与精胶作用

于收缩蛋白 (spectrin)使膜骨架更为坚固是一

致的，应用到病例上，本实验室对糖尿病患者

做过初步的研究，结果显示大多数患者的渗透

脆性有减小的趋势。本测定法是一种快速的连

续沽， 在精度、用血量及用时上都要优于传统

的"多试管法"。

2 . 红细胞膜对阴离子的遭遇性

本实验室早先用 NO; 作为"探剂 " 来研究

膜对阴离子的通透特性， 图 3 为一例 T. 的测

定曲线，图中 T.=24.5S，对应 KT =0.30

mmol/L/s，之后，我们又建立了钱盐等渗膨

胀沽，图 4 为一测定实例，得到的 PC1 = 1.40 

x 10 - 7cm/s。我们的研究曾表明， Band 3 介

导的阴离子交换过程对周围环境的变化较为敏

感， 胞质组分、 细胞骨架蛋白甚至膜上的其他

蛋白质的改变都能影响到这一通透特性Il310

概括起来， 我们发现z ①凡能增强胞质组分

Hb 和膜相互作用的因子看来都会导致红细胞

膜对阴离子通透性的增加【8刑。②作用于细胞

骨架蛋白的因子因作用机制不同而产生不同的

效应，如低浓度(<1 mmol/L)pCMBS(作用于

Band 4.1 、 4.2 或锚定蛋白 (Ankyrin) )能抑制

膜对 CI - 的通透， 而精胶(能抑制收缩蛋白四

聚体的解聚)则加快了膜对 cr 的通透[3]。③

膜上 其 他 蛋白质(如 Na+ ， K+-ATPase 及

GLUT-1)通过和 Band 3 结成复合体的形式也
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0 .55 

50 ~O 3() 

图 3 Ts 测定曲线

j斤线为拟合曲线， 由此定出 Ts 值。

) 
-RP 

( t 20 10 
0.35 

0 

0.7 
0 

1.7 

~ 40 

图 4 ÞC1 测定曲线

PC1 值由拟合直线的斜率算出.

t (.) 

20 JO 

~ 1.0 

J Jl 

(醺
E

同
)a
4

~ 

J2 4 
C(nunol( L) 

。-Km 

葡萄糖跨膜通透参敏的测定曲线

GLUT-l，膜对 NO ; 的通透也有增大的趋势。

应用到病例上， 本实验室曾对尿毒症做过较系

统的研究[l4] ， 发现患者对 NO; 的通透速率仅

图 5

能对阴肖子迪透产生影响， 其中用 乌本昔对

Na +, K+-ATPase 进行专一性抑制，导致膜对

NO; 的通透增大，师入葡萄糖直 接作用于

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



86 细胞生物学杂志 1994 年

沟健康人的一半， 且可 能与 Band :3细胞外侧

片段受损有关j 此外4 血小板减少性出凝血不
止患者的阴离子通透为健康 人的1. 69 倍 ， 而

淋巴性 、 巨噬性白JÛU与患者的通透约为正常的

0.62 倍。

3. 葡萄糖的跨膜运输

图 5 为一例葡萄糖跨膜运输通透特性参数

的测定曲线 ， 由拟合方程得 ， K m = 4 . 3 mmol /L , 

V max = 147 mmol /L/m in , 和文献值 [ 1 日]一致 ，

表明了红细胞膜上的葡萄糖运输体 主要 i亟 过

类似于酶一底物反应的促进扩散 模式对葡萄

糖进行跨膜运输[15) 的机理。在这基础上， 我

们将系统研究细胞骨架 、 胞质组分及膜上其他

蛋白质 、 脂质组分对葡萄糖跨!民运输的影响;

此外， 新近 Bistritz町等[ 1 6) 的研究报道，非j民

岛素依赖型糖尿病患者红细 胞 膜上 GLUT-1

存在缺陷，其对葡萄糖的吸收 量 较正常人为

高， 我们正就这一病例在细胞分子水平上病理

变化的机理进行探讨。

上述诸种参数的测定将有助于我们对红细

胞膜的结构和功能有较为深入的了解， 我们期

待本法也能在细胞分子病理研究中得到进一步

的推广和应用。

摘 要

本文介绍几种完整红细胞膜生物物理特性

的系列测定方法，包括膜别阴离子的通透性、

膜对葡萄糖的跨膜运输、 渗透脆性、低渗 j容j缸

速率等， 以期对红细胞膜结构和功能特性的研

究在完善理论意义的同时更具 临床等实用意

• 蝇-同--

义 。
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简讯 宁波经济技术开发区科生仪器厂引进美国先进技术自行研制而成的系列化祖声波细胞粉碎机，有

250 W、 450 W、 900 W、 1 2 0 0 W 电功率等不同规格。 适用于生物工程的科研、 中试和批扯生产。 厂方为用户提

供能够在 2 ml 至 500 ml ì'ê:固超声的各梢尺寸铁合金变幅杆。 国内广大生物工程科研人员应用本厂系列的超卢议

细胞粉碎机后已取得了良好的科研成效和经济效益。用户认为该产品可替代同类进口产品。

欲购该厂产品可与宁波经济开发区科生仪器厂业务联络处茵友生联系 (地址g 宁议市云石街 l 号， 邮编

31 50 10 ， 电话。574-73('5 84 2 ， 传真 0574-7 3 6584 2 ， 传真 0574 -622134 9 ) 。
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