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技术讲座 离子通透红细胞膜的流速测定*

顾全保

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

大量的研究工作已经表明，细胞膜能够选

择性地输送肖子出入细胞，维持细胞质与外界

之间的渗透压平衡。细胞膜的这种输送功能是

细胞与外界进行物质交换的主要途径，担负输

送任务的膜结的是蛋白质分子，称之为载体。

离子由载体输送，且依赖于能量供应的叫做主

动输送F 而离子通过载体，却不需要供给能量

的输送叫做被动输送，两者都有别于离子穿过

细胞膜孔的自由扩散特性。研究物质通透细胞

膜的机理，认识物质通透细胞膜的速度所遵循

的规律以及外界因素对输送速度的影响，这是

膜输送动力学研究的主要目的。

现在，用于细胞膜输送功力学研究的实验

材料极广，本文仅以人红细胞作为介绍对象，

许多从事该领域研究的科学家认为，它确是比

较理想的实验材料之一。因为，成熟的人红细

胞具有无核，胞内物质简单，细胞膜较为稳定，

取材容易等优点;而且，它可被制备重新封闭

的膜空泡，方法又很简便。所以，直至今日，

红细胞膜仍作为膜输送研究的模式膜系，并应

用得更为广泛，再则，红细胞膜输送功能的研

究巳有悠久的历史，在这期间，业已开创了许

多实验方法和技术，这对研究其他细胞膜的输

送功能有着重要的指寻意义。

进行细胞膜输送动力学的研究，乃是解释

细胞膜输送这一复杂机制的良好途径。测定离

子或分子通透细胞膜的速度，是动力学研究中

首先应掌握的实验手段。为此，本文的主要目的

是简略地介绍流速测定的方法及其基本原理。

-、基本原理

1 .概述

在j在质i国j查 tl细胞膜的流速测定中，人们

图 1 离子遥远人红细胞醋的示意图

多半把完整的红细胞或红细胞膜空j包悬浮在一

定的溶液中，细胞内外被红细胞膜隔开(图 1 )。

倘若某一被测物 s .从细胞内透过细胞膜流向

细胞外，其单向流速用 J内叶表示， 同时该被

测物 S 也以相反的方向透过细胞股币流动，其

单向流速以 J外刊表示， 因此， 被告时物 S 的净
流速 J 应该是两个相对方向的单向流速 J内呻外

和 J歼呐之差。当被测物 S 在细抱内外达到平衡

时，即 S内 =S外，那么，它们的单 i~l] Ì1Ít速相互拇

销，净流速等于零，此时，细胞内和细胞外被

测物 S 的浓度保持恒量。

根据放射性和非放射性同位主的化学性质

相同之原理，运用同位素示踪技术，则定某一

被测物 S 通透细胞膜的流速是完全可能的。假

定当时间等于零时，在细胞内装入少量放剧性

同位素示踪物 S来，细胞内外为了保持平衡状

态，故被测物 s (包括放射性和非放射性物质)

开始通透细胞膜产生平衡交换，因此，在细胞

外出现了放射性物质驴，放射性量的变化与测

定时间之间产生一远的关系，从这一过变关系，

则可用适当的数学方法计算被测物的流速。下

面将要详细叙述。

2. 流出速度和速度常敏

被测物从细胞内通透细胞膜流向细胞外的

测定，简称流出测定。速度常数 k 和单向流速

·在写作过程中， 得到j王幽兰老师的指数，特此
致谢。
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40 细胞生物学杂志 1983 年

J 是流出测定实验中非常重要的两个参数。表

示被测物的输送速度与它的浓度关系的方程

式，称为流速方程式，或叫动力学方程式。譬

如，在 Donnan 平衡状态下，一些无机阴离子

通透人红细胞膜的流出测定实验确定其流速方

程式[I -2] 为

日J = k x [S] (1) 

式(1)中 J 左上角的 0 表示流出测定， k 为速

度常数， k 值表示细胞膜输送测定的时间间隔

之倒数， 即 k 的因次为时间 t-1，时间 t 一般

用秒、分或小时表示。速度常数 k 的计算式经

数学推导可写成以下的指数形式[3] ，

yt_ y曲 M
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式 (2 )和( 3 )中的 yO 、 yt 和 y∞分别表示时间

为零、 t 和无穷时的放射性计数(CPM) , e 为

指数函数， t 表示时间。根据式( 3) ，作半对

数座标图(参见图 2) ，求其斜率，即得 k 值。

式(1)中 [S] 表示细胞内被测物的浓度，

一般以每毫升红细胞中所含被测物的毫克分子

数表示。 1 毫升红细胞是指在标准条件(20 "C , 

pH 7.2 ，离心力 5000 x g，离心时间 10 分钟)下，

离心沉淀的红细胞所计量的体积。因此，流出

速度。J 的计算单位通常可用毫克分子数 x 1 
毫升红细胞-1 X 分-1表示。当然， OJ 的计算单

位也可根据实验需要按下列关系换算: 1 毫升

红细胞= 0.353克干重红细胞 =1.0x10 1日个红

细胞 =1. 4 X 10 4 厘米2 (红细胞膜表面积)。也可

换算成毫克分子数 x 1 升细胞水-1 X 分 -1 (需

测量细胞水所占总细胞重量的百分数，通常每

毫升人的红细胞含 0.7 毫升细胞7]<.) ，或换算为

离子数(或分子数) x 1 毫升红细胞-1 X 分 -1

(根据亚佛加德罗常数， 1 克分子数 =6.023x

10 23 个分子)来表示。

3. 流入速度

;被 jll!IJ4却从ill1胞外通透细胞膜流入细胞内的

输送测定，简称流入测定。由流入测定实验，

得到测定时间 t 与细胞内放射性电计数 yt 之间

的关系，由此可作出单位体积红细胞内流入被

测物量对测定时间 t 的座标图，从而计旦出流

入速度 iJo J 左上角的 i 表示流入测定。

首先，我们需要知道，在流入测定系统中，

当细胞悬浮液为均匀分布状态时，每取出一定

量的样品中，含有多少红细胞体积 (CV) 0 由于

实验中知道i 流入测定系统的细胞密度 CD

(%) ;每次取样的体积 SV (毫升)和测得加进

流入测定液前的红细胞容量 H(%) 。因此， CV 

应按下式叶算，

CV=SVxCDxH (4) 

然后，根据已知流入测定系统中被测物的

浓度和总的放射性量 (CPM) , 换算成每 CPM

相当于被测物的毫克分子数 CS，即

[S] xVT cs = ~~-:...~-~.-~~~ 
CP岛1YT

(5) 

式 (5) 中 [S] 表示流入测定液中被测物的浓度

(毫克分子浓度)， VT 表示计数总的 CPM 所取

出的细胞悬浮液量(毫升)， CPMYT 表示由 VT

所测得的放射性计数。

综合以上算式，并由实验得到各次测定时

间 t 时细胞内的放射性计数 yt，则可计算单位

红细胞体积中流入被测物的量 SU，计算式为

SU=yt × CS(6) 
CV 

SU 的计算单位为毫克分子数 x 1 毫升红细

胞-1 。 由此可作出 SU 对测定时间 t 的座标图

象〈参见图 3)。如果该图象为一线性关系，那

么，根据计算斜率即可直接得到流入速度 iJ ，

那就是

iT dSU 
• -一一"一 dt

iJ 的计算单位同土述。J。

(7) 

二、实验方法和数据处理

现以二价无机阴离子(SO~) ，在 Donnan 平

衡状态下，通j叠人红细胞)蜒的流 /H洲 íl~fl]流入

测定作为实例，介绍流速i则应方法以及数据处
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理过程。

1. SO'4通遭正常人红细胞膜的流出测定
按实验需要量，采取健康成人的新鲜血液

(每 80 毫升血液与 20 毫升 3.8% 拧棒酸纳混

合) ，离心 (5000 X g) 15 分钟，沉淀的红细胞经

生理盐水洗涤三次。量取洗净的红细胞，以50%

细胞密度悬浮在流出测定平衡液(122.5 mM氯

化纳， 5.0 mM 硫酸纳， 10.0 mM 磷酸纳缓冲

液和 1-2 微居里×毫升-1 放射性硫酸锅，

(Naz35SO,.), pH 6.3) 中，在 37"C下温育 90 分

钟，然后离心，取出相当于 1.0 微克分子数 S04'

的上请液量， 供计数 CPM ， 其余的上清液弃

去。沉淀的红细胞重新悬浮在不含放射性同位

素的冷平衡液 (4"C)中，洗涤三次。这时得到的

红细胞已被装进 35SO;，且达到细胞内外 SO，

的平衡[ 4]。将装有 35SO-; 的红细胞以 1.0% 细

皑密度悬浮在流出测定液(122.5 mM 氧化纳，

5.0 mM 硫酸呐和 10.0 mM 磷酸号内， pH 6.3) 

内，流出测定系统的总体积为 20 毫升，将该系

统温育在 8"C的震荡式恒温水浴槽内。加入红

细胞的同时，马表记时开始，接着按指定时间

间隔，取出一定量细胞悬液，用自心技术使细

胞从悬液中立即分开，离心上洁液与 10 毫升闪

烁液混合，在液体闪烁计数机上测定放射性量。

为了测定红细胞的精确容量，把装有 35SO';

的红细胞样品灌进毛细政璃管内，管子的一端

用封蜡封口，然后装在微量血球容量离心机内，

开至最大速度，离心 10 分钟，同心结束后，便

能直接读数红细胞的实际容量。

SO; 通透人红细胞膜流出测定的不同时间

t (小时〉与放射性计数 yt(CPM) 之间的关系见

表 1 0 将表 I 中实验数据代入公式( 3) ，作出

半对数座标图(图 2) ，图象洁楚地显示出一线

性关系，因此，只要计算其斜卒，就可得到速

度常数 k. 通常以 Oks 表示 ， k 右下角的符号表

示被测物，这哩的 S 代表 SO'4。由此可见，

表 1 不同割草时间 t 时吨0; 遇越人红细胞醺流出的量

t(小时〉 11 1213 1 <1 1 5i6 I 7 8 t ∞ 
yt(CP岛1) .2 I 166.0 I 3ωI 3川 i499.41588.81 毗o I 以 1 I 以7 4 

♀ 

-.04 

一 .08

~16 

叫，)lOl

回 2 SO~ 通遭人红细胞膜流出测

定的半对戴座标固

01 , dy 。‘ 1ks= r;. =0.40XIO-"X 分 -1"s dt 

拉'公式( 1 ) ，其 S 在本实验中走指 [SO刀，

它表示流出测定系统中所含的细胞 IJg SO; 的浓

度，下面我们推算[SO'4 J"

因为流出测定系统总体积 (TV) 为 20 毫

升，其中流出测定液为 19.8 毫升，红细胞为

0.2 毫升，而且，表 1 中所示 y∞的放射性计数

来自 0.5 毫升细胞悬液(V勺，实际上，y~ 所表

示的 CPM 中，还包含细胞外未洗净的少量

3GS0'4 的放射性量，即表 1 中 yO 的 CPM。所

以，流出测定系统中总的 CPM 应该按下列计

算=
TVx (y∞_ yO) 

CPM且二 V~ 

20 毫升 x (4985.2 CPM -;75.2 CPM) 
一 0.5 毫升

= 196400 CP岛f

已知，当 35SO; 装入红细胞达到胞内外平
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街时，测得1. 0 梅克分子带 SO: 的放射性计

数为 25970 CPII，1，因此，在流出测定液中，红

细胞带入的 SO. 总量为

1. 0 微克分子数 SO~ X CPM ,Il. 
S07挡一

也一 CPM 1.0 微克分子数 SO~

1.0 微克分子数 SÜ':; X 196400 CPM 
/.;5970 CPM 

== 7.5 微克分于数 so;

又知红细胞实际容量为 95% ，这说明加到

流出测定系统中的 0.2 毫升红细胞实际上只有

0.19(0.2 毫升 X 95%)毫升。因为 7.5 微克分

子数 80，;是来自 0.19 毫升红细胞，所以

7.5 微克分子数 SO';'
[SO:;;J = 一一一一-

0.19 毫升红细胞

= 39.5 微克分子数 SO:

Xl 毫升红细胞-1

综上计算结果，将 Oks 和 [SO';J值代入流出

速度方程式，即得 so，;的流出速度

。Js = oks X [SO:J 

== 0.40 X 10-3 X 分-1 X 39.5 微克分子数

SO:X 1 毫升红细胞-1

== 15.8 X 10- 8 微克分子数 SO;

x 1 毫升红细胞-1 X 分-1

2. SO.i里透正常人红细胞膜的流入测崽

将洗净的红细胞悬浮于流入测定平衡液

(100.0 mM 硫酸的， 20.0 mM 拧棒酸锅，

pH 6.4) 中，细胞密度为 50%，在 37'C下温育

90 分钟，离心沉淀红细胞，并精确地取出一定

量的沉淀红细胞，加到流入测定液(100.0mM

疏酸纳， 20.0 mM 拧攘酸纳， 0 ， 2 微居里×毫

升-1 放射性硫酸的 (Na2 3SSO) ， pH 6.4) 内，其

细胞密度为 2.0%，流入测定系统总体积为

25.0 毫升。实验在 27"C震荡式恒温水浴槽内

进行，以指立的温商时间间隔，取出 1.0 毫升

起;浮液，与 10 倍体帜的流入测定平衡液混合

(平衡液预先置于冰浴中冷却) ，立即离心，将

江细胞分离出来，然后虽复洗涤一次。离心沉

淀的红细胞和 0.5 毫升蒸馆水混和，使细胞解

离，再加入 0.5 毫升 21%三氯醋酸，使蛋白质

沉淀，取离心上清液，与 10 毫升闪烁挠和臼日，在

液体闪烁计数机上测 CPM。为了测得流入测定

系统中的总CPM，取 0.2 毫升细胞悬浮液，加

等体积21%三氯醋酸，离心，取上活被测 CPM。

根据实验已知数 SV:::: 1.0 毫升， CD= 

2.0% , H = 95 % ，由公式 (4)求得 CV，即

CV = 1.0 毫升 X 0.02 X 0.95 = 0.019 毫升

已知流入测定液中 SO; 的浓度为 100.0 毫

克分子浓度，又知 VT == 0.2 毫升和 CPMVT=

54024'CPM。将这些已知数代入公式( 5) 求得

100.0 毫克分子浓度 X 0.2 毫升
CS==.: 一←一一一→←→一← 一 一一

54024 CP岛4

=0.37X10- 3 微克分子数 SO; X CPM-l 

费 2 不同测定时间 t 时 35 5 04 避避人组

细胞睡流入的量

t (分〉 Jo.5l1.oi1.5i 辽 3.0
y〈cm〉 i74.oj队31肌51 帆。 (441·7

SO';' 通透人红细胞膜流入测定的实验结果

见表 2 ，现将 yt ， CV 和 CS 各值代入公式 (6) , 

计算结果列入表 3 中。根据表 3 ，作出 SU 对

时间 t 的座标图(图 3) ，图象清楚地表示， SU

与时间的关系成一直线，因此， SO:，通透红细

胞膜的流入初速度由公式 (7)得

IJ. ::;:等= 2.9 微克分子数叫
X 1 毫升红细胞-1 X 分 -1

褒 5 不同渭崽时间 t 时ìJIE入红细胞的 50:; 量

t 伽 zτ.0 11.5 :2.0 13.0 
一一一一一一一一一-一→一一一-一-一斗(一_1一一__!一 I 一一L一→-

su I I I 
〈微克分子数 x 1 毫升 11.4<112.7314.2215.90:8.60 

红细胞-1) ! ! | l | 

结

关于 Donnan 平衡状态下的流速测定，从

实验方法中已知，首先要使被测物达到细胞内

外平衡。这对于通透速度较快的物质，如一些

无机阴离子，只需将完整的红细胞悬浮在适当

的 pH，温度和电解质成分(包括一定浓度的被
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图 3 SO; 遇避人红细胞醺罐入量

对时间的座标圈

测非标记物质和放射性同位素标记物质〉的平

衡液中，温育适当时间，就能达到平衡。平衡

后，如进行流出测定，必须将细胞外的示踪物

尽量:洗涤去净，方能开始实验。但是，对于通

J~速度很恒的被测物，用温育平衡的方法实际

上难以达到，例如在肌酸分子通透红细胞膜的

实验中，即使rl，l育时间长达 25 小时之久，也未

能达到平衡[5]，因此，对此类物质的流出测定，

必需制备重新封闭的红细胞膜空也[810 将放射

性和非放射性被测物装入细胞膜空炮内，并使

被测物达到细胞膜空泡内外的平衡。

在物质通透细胞膜的流速测定中，有一个

很值得注忘的技术性问题，这就是如何使细胞

与流速测定液很快分肖的问题。在表 1 和表 2

中的 yt 表示当时间为 t 时，示踪物从细胞膜的

一边流入另-边的放射性量，这必须在该时刻

t 时，立即停止被测物继续通透细胞膜而流动，

否则所得的 yt 并非是时间 t 时刻的放射性计

数。为此，一般根据某种被测物通透某细胞膜

的速度快慢而决定选择何种方法。通常，对于

流速较慢的物质，可采用离心分离技术z 而对

于流速较快的物质，离心技术无法进行，因为

离心时间间隔至少需要 2 --3 分钟，因此可采

用过惊技术i71，即当细胞悬液被抽滤通过微孔

滤膜时，使细胞与流速测定掖分弈。某些离

子通透红细胞膜的速度极快，如 Cl- 通透红细

胞膜的半衰期(意指达到平衡所需要的一半时

间〉等于 4 秒钟，如此快速通透细胞膜，给实

验操作带来很大的困难。由于近年来对细胞膜

输送拥ilJ!J剂的深入研究，发现 4 ， 4'-二异硫氨基

二氢民一2 ， 2'-二磺酸(缩写为 HzDIDS..) 具在

对 CL- 和 so; 等离子通透红细胞膜的不可逆

性抑制效应，并且它的最大抑制效率可达百

分之百[8]。按此原理，当细胞;屋液注入含有

HzDIDS 的终止液〈阳市IJ最大仰 fljlJ 效率的浓度〉

中时，细胞膜两边的 CL- 或 SO.lì-..即停止交换

流动，这就叫做拥I jlJlJ剂终止技术，它足以每间

隔 2 秒钟取一样品[9] 。

测定某一肖子或分子通透细胞膜的速度，

按照不同的研究目的，可作多种不同的实验设

计，常用的有:同种物质的平衡交换测定 (S内=

S外) J 异种物质的平衡交换测定 (SJI = S~) ，同
种物质的不平衡交换测定 (S内斗 S川和1逆浓度

交换测定 (S内 >S外或 S内 <S)等。它们的交换

动力学特征由具体实验而走。水文所介绍的内

容属于同种物质的平衡交换，并j士以 S04'通透

红细胞膜的流出速度符合简单指数方程、流入

时间曲线为一线性芜系为例，这仅是提供一种

细胞膜输送一种离子的特殊例子。其实，溶质

通透细胞膜的流速测定极为复杂，它决定于不

同被测物通透不同的细胞膜的输送功力学特

点，一般可通过测定它们的 VlIIax {j主(最大输送

速度〉和 Km 值〈最大输送速度的一半所对应的

被测物浓度) ，然后按 Michealis-Menten 公式

进行数学计算。

近年来，随着膜输送动力学的深入研究，

越来越多的人对细胞在正常与病理情况下，甚

至在细胞老化过程中，它们的膜输送功能所发

川 H2DIDS: 4.4' -diisothiocyano dihydrostilbene 
-2 ,2'-disulfonic acid. 
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生的变化感兴趣。开展广泛的细胞膜输送功能

研究，这不仅仅是为了认识某肿物周通透某一

细胞膜的机理，弄清离子或分子究竟是通过什

么输送系统从膜的一边通透到膜的另一边，更

重要的是它必将能够提出和建立广义理论，找

到膜输送功能的普遍规律，促进院工艺的新发

展。
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中国细胞生物学学会在中国科学院

上海生理研究所举办冻冰蚀刻样品制备学习班

1983 年 3 月 22 日 -3 月 28 日，中国科学

院上海生理研究所也镜室，受中国细胞生物学

学会的委托， fF办了一期冰凉蚀刻样品制备学

习班。

这次学习班的目的是推广冰冻蚀刻技术的

应用。学习班的主要内容是讲解冰凉蚀刻的原

理、具体操作、图象分析和应用。首先由生理

所击'世楷副教授介绍冰凉蚀刻的基本原理。其

次由 /:1二理所张铁峰同志以小白鼠的肝脏标本为

例讲解操作步骤和作示范表演。然后由每个学

员只休操作，要求基本上学会。最后由细胞所

曾弥白教授讲解图象分析及介绍此技术在细胞

生物学方面的应用。

这次学习班只收 16 名学员，以南方为主，

少数边远地区适当照顾。学员们认为这种类型

的学习班很好，时间短、内容明确、达到目的。

他们为这次学习班送了六个字"少而精，学到

手。"最后学员们希望细胞生物学学会能多举

办这样的学习班，以满足四化的需要。

中圈科学院上海生理研究所

张铁峰 1983 年 4 月
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