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失血性休克时红细胞膜脂流动性及其相变温度的变化
`

法松敏 刘建仓 郭素清 王成英 刘光海 陈 ,.t 孙 (第三军医大学野战外科研究所第二研究室 )重庆
,
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提 要 采用家兔失血性休克模型
,

测定红细胞膜脂的流动性
,

膜脂区微粘度及相变温度
。

结果说明失

血性休克后红细胞膜的荧光偏振度 (P )升高
,

从 。
.

26 0士 0
.

0 20 升至 。
.

289 士 0
.

o 15( 尸 < 0
.

0 1 )
,

膜流动性降

低
。

膜脂双层分子排列有序性增加
。

相变温度伤前为 1 7
.

5 ℃
,

低血压 h3 后相变温度为 24
.

5℃
,

分子活化能升

高
。

说明失血性休克后红细胞膜从相对 比较流动变为相对固化
,

细胞膜更趋于凝胶相
。
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,
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,
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细胞膜的流动性是一个细胞水平较为灵敏的检测

指标
,

它反映细胞膜脂 区分子的运动状态和分子排列

的有序性
,

它是维持细胞正常生命活动所必需的
。

为了

更好地从细胞和分子水平研究休克机理
,

我们研究了

失血性休克条件下红细胞膜的流动性
、

微粘度
、

膜脂 区

相变温度
、

脂双层分子排列有序性 系数及分子运动所

需活化能
。
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,

于 2 5℃温

育 30 m in
,

在 M P F 一 4型荧光分光光度计上测定荧光偏振度

(P )
,

计算微粘度 (形和分子排列有序性系数 ( r )
。

测定时激发波

长为 3 6 5 n m
,

发射波长为 4 4 0 n m
。
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材料和方法

采用体重 2
.

5 k g 左右健康雄性家兔 20 只
,

分为对照组和

失血性休克组
,

每组 10 只
。

采用改良 w igg er
` s

模型
,

快速放血

至 5
.

3 k P a ,

维持 Z h
,

然后继续观察至 s h
。

分别于失血性休克

前
、

低血压后 1
、
2

、
3

、

h5 抽取静脉血 3 ml
,

测定红细胞膜脂流动

性 。微粘度 (劝和脂分子排列有序性系数 ( r )
。

2 红细胞膜的制备
·

全血 3 ml
,

3 0 0 x g 离心 10 m in
,

去上清及界面白色膜
、

留

压积红细胞
。

再用 p H 7
.

8一 8
.

0 0
.

01 m ol / L 磷酸盐缓冲生理

盐水溶液 (P BS )洗 3 次 (0 一 4 ℃ )
,

每次离心 5 m in
,

转速为 30 0

x g
,

得 3 m l P 3IS 红细胞悬液
,

以体积 1
,

80 的比例
,

用 s m m ol /

L rT is
一

H CI ( p H : 7
.

5~ 7
.

6 )缓冲液实行一次性溶血
,

于 4 ℃静置

z ~ Z h 取出
,

以 1 0 0 0 火 9 4 ℃离心 1 5 m i n
,

反复洗涤离心 4次得

白色红细胞膜
,

用 L o w yr 法定蛋白
。

取膜悬液 ( 3 0 0 拜 g /m l ) 3 m l
,

加入 2汉 2 0 一 `
浓度的 D P H ( 1

.

6
-

式中 Ivv 为起偏器光轴为垂直方向
,

检偏器光轴为垂直方

向时荧光强度
,

I
v H

为起偏器光轴为垂直方 向
,

检偏器光轴为水

平方向时荧光强度
.

G 为校正因子
,

G = IvH I/ HH
,

IvH 为起偏器光

的水平向
、

检偏器垂直向时荧光强度
.

IHH
:

二者均为水平向
.

膜相变温度的测定采用荧光偏振法
:

将已用 D P H 标记好

的红细胞膜悬液
,

置 O℃冰浴后
,

从。℃至 45 ℃每升高 5℃测定一

次荧光偏振度
,

再以 fo g ( P )对 1 / T 作图
,

其 曲线的拐点即红细

胞膜的相变温度
.

五一 A 一
。

ER/
T ,

式中 △E 为分子运动所需之活化能
。

ln 而二

In A +

击二
,
R 为阿伏加德罗气体常数

,

以 ,
n

砂寸令
作图

,

曲线

的斜率代表分子运动活化能
。

3 实验结果

3
.

1 失血性休克对红细胞膜流动性
、

膜 脂 区微枯度

(劝及脂双层分子排列有序性 亲数 ( r )的影响

在失血性休克低血压 Z h 后红细胞膜荧光偏振度升高 ( 尸

< 0
.

0 1 )
,

膜流动性降低
,

微粘度显著升高 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

脂双层

分子排列有序性增加 ( P < 0
.

0 1 )
。

随着休克时间的延长脂分子

排列更有序
,

分子运动减少
.

三者变化关系基本平行 (表 1 )
。

表 1 红细胞膜荧光偏振度 ( P )
、

微粘度 (币有序性系数 ( r )

T a b 1 E r y t h r
co y t i e m e m b r a n e P o l a r i az t io n ( P )

,

m ie r o v i s e
co i t y ( n ) a n d o r d e r p a r a m e t e r ( r )

C o n t r o l

A f t e r

s h o c k

( n = 1 0 )

l h ( n 一 1 0 )

Z h ( n = 1 0 )

3 h ( n = 10 )

s h ( 月 = 10 )

P o l a r i z a t i o n ( P )

0
.

2 6 0士 0
.

0 0 2

0
.

2 6 4士 0
.

0 0 3

0
.

2 8 1士 0
.
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0
.
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.
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2
.
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2
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.
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3
.

18 6士 0
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2 2 0拭 拭

3
.

0 9 8士 0
.

9 4 0 戏嵌

3
.

4 0 6士 0
.

4 9 7 汉贬

o r d e r Pa r a m e t e r ( r )

0
.

1 9 2士 0
.

0 0 3

0
.

1 9 3士 0
.

0 0 2

0
.

2 0 7士 0
.

0 0 5试 斌

0
.

2 1 5士 0
.

0 1 8试 减

0
.

2 1 6士 0
.

0 1 4叹 减

炭
:

P < 0
.

0 5
,
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:
P < 0

.
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2 失血性休克时红细胞膜相 变温度的 变化

伤前
、

失血性休克后 2
、

3
、

5 h红细胞膜在不同温度下的荧

光偏振度 P ()变化见表2
.

以 fo P g对令作图
,

曲线的拐点即为相

变温度
.

结果为
:

伤前红细胞膜相变温度为 17
.

5 ℃
,

失血性休克

后 h2 为 21 ℃
,

h3 为 24
.

5 ℃
,

h5 为 25
.

0 ℃
。

说明失血性休克后红

细胞膜分子结构和化学组成发生了变化
。

表 2 不同沮度下红细胞膜荧光偏振度 (P )

T a b 2 E r y t h r
oc yt l c m e m b r

an
e P o l a ir aZ t i o n ( P ) i n d i f f e r e n t t e m eP

r a t u r e

T e m P e r a t u r e ℃

o

T
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2
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::
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:;
3

::
C o n t r o l

A f t
e r s

h oc k Z h

A f t e r s h oc k 3 h

A f t
e r s

h oc k s h

0
.

2 9 7

士 0
.

0 2 7

0
.

3 4 9

士 0
.

0 1 3

0
.

3 1 8

士 0
.

0 5 6

0
.

2 6 4

士 0
.

0 4 8

0
.

3 0 4

士 0
.

0 3 7

0
.

3 4 6

士 0
.

0 13

0
.

30 3

士 0
.

0 55

0
.

2 5 2

士 0
.

0 4 2

0
.

2 90

士 0
.

0 32

0
.

3 36

士 0
.

0 9 6

0
.

2 8 9

士 0
.

0 6 4

0
.

2 5 2

士 0
.

0 4 4

0
.

28 7

士 0
.

0 2 7

0
.

33 9

士 0
.

0 70

0
.

28 2

士 0
.

0 51

0
.

2 3 1

士 0
.

0 6 9

0
.

2 69

士 0
.

0 30

0
.

3 0 6

士 0
.

0 4 4

0
.

2 5 6

士 0
.

0 4 6

0
.

2 4 4

士 0
.

0 5 1

0
.

2 5 8

士 0
.

0 1 9

0
.

2 9 6

士 0
.

0 2 5

0
.

2 5 7

士 0
.

0 4 8

0
.

2 22

士 0
.

0 4 2

0
.

2 5 6

士 0
.

0 2 8

0
,

2 6 6

士 0
.

0 3 1

0
.

2 2 2

士 0
.

0 6 2

0
.

2 0 7

士 0
.

0 4 0

0 2 3 2

士 0
.

0 2 0

0
.

2 5 4

士 0
,

0 0 6

0
.

2 0 7

士 0
.

0 3 0

0
.

1 9 5

士 0
.
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3 分子运动活化能

万~ A
·
e △E / R T

,

式中△ E 为分子运动活化能
,

nI 万~ nI A +

等
.

事
,

以 I
n

万对条作图
,

其斜率可代表分子活化能的相对大
R T
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失血性休克后
,

随着休克难逆程度增加
,

微粘度逐渐升高
,

曲

线斜率逐渐升高
,

分子运动所需的活化能增加
。

4 讨论

细胞膜的流动性指细胞膜
、

内质 网膜
、

线粒体膜系

统具有 类似于液体那样容 易流动的一种 物理 性质
。

1 9 7 2年 S i n g e r 和 N ie o l s o n
提 出细胞膜的结构的液态

镶嵌模型
,

即膜 中脂和蛋白质分子处于不停 息的运动

中
,

从而使膜处于一种动态结构中
。

这些运动和温度有

关
。

所以在不同温度下膜扩散速度和旋转速度及烃链

的活动均不同
,

使得膜在高温下更接近液态
,

而在低温

下更接近 固态
,

两种状态的转折点称之为相变温度
.

细胞膜的流动性和通透性是细胞的基本和最重要

的生物物理性质
,

膜流动性不仅能影响膜通透
,

且影响

膜上的酶的活性
、

受体功能及能量传递
,

也影响细胞膜

的保护功能
。

膜流动性反映着膜磷脂 的分子运动状态
,

包括侧 向扩散
,

绕分子长轴的旋转
,

异构运动和翻转运

动
。

流动性是脂双层中磷脂分子各种运动状态的总和

的平均表现
。

流动性越大
,

则意味着磷脂分子的活动度

增大
[ , 二。

膜流动性可用核磁共振
,

电子 自旋共振
,

荧光偏振

等方 法 来测 定
。

本研 究采 用 稳 态荧光偏 振 法
。

因为

D P H 能嵌于脂双层中和磷脂分子平行排列
,

烃链不活

动
,

则 D P H 排列整齐
,

荧光偏振度大
,

膜流动性 小
;
如

果分子运动大
,

脂分子呈不同程度的倾斜
,

则荧光偏振

度小
,

流动性就越大
。

影响膜流动性 的因素很 多
,

从构成膜的磷脂和蛋

白质来看
,

磷脂分子 中脂肪酸链的不饱和程度
,

脂与

脂
、

脂和蛋白质之间的相互作用均十分重要
。

膜磷脂的

化学组成
,

不饱和程度
,

脂肪链 的长短均起作用
。

O r ly

和 S e h r a m 报告减少不饱和程度
,

增加链长均可减少膜

流动性
。

磷脂中不饱和脂肪酸和饱和脂肪酸 比值越高
,

则膜流动性就越大
。

此外膜脂的构型
、

酸硷
、

氧张力
、

乙

醇胺等对流动性均有影响
。

磷脂酞胆硷和磷脂酞乙醇胺均是天然哺乳动物生

物膜的主要成份
。

H i r a t a 和 A x e l r o d 报 告
〔 , 〕
磷脂酞 乙

醇胺甲基化形成磷脂酞胆硷
,

从而增加膜流动性
。

休克

时膜成份分析指出
:

肝细胞膜中磷脂酞胆硷较多地被

水解
,

而磷脂酞 乙醇胺水解较少
。

磷脂酞胆硷 含量下

降
,

所以流动性下降
,

相变温度升高
。

磷脂酶 A
:
( P L A

Z
)在许多生化过程中和细胞膜改

变中是一个关键性的酶
,

是休克的重要启动因子
。

外源

性 P L A
Z

和嵌于细胞膜深层的 P L A
Z

对细胞膜流动性起

重要调控作用
,

调节着膜结构
,

改变膜流动性
。

外源性

P L A
Z

能消化细胞膜
,

水解不饱和脂肪酸的 C 一 2位
,

从

而增 加饱脂肪酸 /不饱和脂肪酸之 比
,

故此改变流 动
J

隆
,

使细胞膜从相 对地流动变得权对 固体化
。

iL u 一

M a w 一 S h u n g 等指出 P L A
Z

激活是 内毒素休克的重要

机制之一
。

我们的实验已证明失血性休克
、

内毒素休克

时
,

血浆
、

肝
、

心
、

肠中 P L A
Z

显著升高 .s[
` “ 。

本实验结果说明
:

失血性休克早期和晚期细胞膜

流动性降低
,

膜相变温度升高与分子排列有序性增加

和分子活化能升高有关
。

细胞膜从相对较 流动变得更
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趋于凝胶相
。

造成膜流动性变化的原因可能与磷脂酶

激活
、

膜脂成份改变
、

不饱和脂肪酸水解
、

不饱和脂肪

酸 /饱和脂肪酸之比改变有关
。

S t ar k 等s1[ 指 出
:

磷脂成

份变化主要原因是花生四烯酸及大量脂介质的释放
,

如溶血性磷脂酞胆硷
、

血小板激活因子
、

烷酸类
、

白三

烯等大量不饱和脂肪酸释放于脂肪池从而影响膜的流

动性
。

在休克时膜的蛋白和脂肪酸上的 N H
Z

可与脂质过

氧化物丙二醛交联
,

使流动性下降
。

同时不饱和脂肪酸

氧化后
,

不饱和键大量减少
,

膜脂相凝 固点相对升高
,

流动性降低
,

相变温度升高
。

P et kvo
a
等证明膜流动性

与膜上内源性 P L A
Z

呈负相关
,

即膜的硬化可激活内源

性 P L A
: 。

同时又指 出
:

改变脂质体的脂成份就改变了

膜的流动性闭
.

影响细胞膜流动性的因素很多
,

各种细

胞毒素因子的调控 作用
、

酞基转 移与基因表达的关系

等均待进一步深入研究 .[]
.

实验证明决定低血容量休克复苏后的存活率和存

活时间的因素之一是休克状态持续的时间
。

严重创伤

出血后第 1个小时之后活存率明显下降
,

第 1小时被称

为
“

黄金小时
” 。

朝鲜和越南战争的经验使军医相信这

段时间是关键时刻
。

而本实验报告了失血性休克后红

细胞膜生物物理参数的变化
,

说明休克后细胞膜流动

性下降
、

细胞膜从相对 比较流动变得 比较固化
,

红细胞

膜更趋于凝胶相
。

分子排列有序性增加
,

电子活化能升

高
,

电子在能级间传递和跃迁困难
。

同时流动性改变也

必然影响到膜上酶
、

受体等的功能
。

这与休克的发生发

展有关
。

本实验中细胞膜的流动性和膜脂相变温度在

失血性休克后 hl 无显著改变
,

h2 后产生了显著改变
,

提示了以上临床改变的分子生物学基础
。
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