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人红细胞摄入 Cd2+ 离子的动力学和机理
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不同 Cd2+ 离子浓度引起的人红细胞相对溶血率及临界溶血浓度 CH
0 已经测定, CH

0= 2. 5 � 10- 4mol�

L
- 1
。Cd

2+
跨膜进入人红细胞遵从一级动力学过程, 其一级速率常数为 1. 2 � 10

- 2
h

- 1
。阴离子通道抑制剂

DIDS 及 K+ , N a+�ATPase 抑制剂均可部分抑制人红细胞摄入 Cd2+ , Cl- 浓度和介质 pH 也影响 Cd2+ 的细胞

摄入,细胞摄入镉量随胞外 Cd2+ 浓度增加线性增加。这些实验结果证明,人红细胞摄入 Cd2+ 是涉及简单被

动扩散、阴离子通道转运及主动传送的复杂过程。

关键词: � � 镉 � 细胞摄取 � � 人红细胞

分类号: � � O614. 24

镉是有毒金属元素, 慢性镉中毒可引起肝、肾、心、肺及骨骼的病理改变。研究表明, 血中

的镉大部分存在于红细胞内,血清镉含量仅为 1~ 7%。人红细胞对镉的摄入虽然已有一些研

究,但其跨膜转运机制仍不十分清楚。早期的研究认为 Cd2+ 可能通过主动输运机制而不是简

单扩散方式跨膜[ 1]。赵升皓和张槐耀的研究表明, Cd2+ 极易进入人红细胞, 葡萄糖及钙离子

载体 A23187 均可加速 Cd
2+
在红细胞内的蓄积, 但进入胞内的 Cd

2+
很难从胞内排出

[ 2]
。

Ngugen和 Chien
[ 3]
的研究则证明,人红细胞对 Cd

2+
的摄入包含有可饱和及不可饱和两部分,

前者需要载体的帮助,后者具有简单扩散的动力学特征, 他们根据 Cd2+ 与 Zn2+ 和 Cu2+ 化学

上的类似性,推测 Cd2+ 可能利用 Zn2+ 和 Cu2+ 这些必需元素的输运部位或输运蛋白进入红细

胞,但这些推测无直接的证据。本文在体外详细研究了人红细胞对 Cd2+ 的摄入及其影响因

素,给出了阴离子通道蛋白参与 Cd2+ 输运的直接证据,并认为 Cd2+ 是通过多种途径进入红细

胞内。

1 � 实验部分

1. 1 � 材料和仪器

1. 1. 1 � 材料
人红细胞由北京红十字血液中心提供。三(羟甲基)氨基甲烷( T ris)、DIDS ( 4, 4��diisoth�

iocyanato�2, 2� �stilbenedisulfonic acid, disodium salt )、哇巴因( ouabain)均为 Sigm a产品, 其余试

剂如 CdCl2、NaCl等均为分析纯。本实验中所用的血浆等渗缓冲液( P IB)的组成为 NaCl

154mmol�L - 1, KCl 5mmol�L - 1, 葡萄糖 10mmol�L- 1, T ris 10m mol�L - 1, pH = 7. 4。所用溶

液均用去离子水配制。

1. 1. 2 � 仪 � 器



LG10�2A和 LD4�2A 离心机, 北京医用离心机厂产品; Zeeman�5100 原子吸收分光光度

计, Perkin�Elmer产品; 721�分光光度计,上海第三分析仪器厂产品。

1. 2 � 实验

1. 2. 1 � Cd
2+
对人红细胞相对溶血率及临界溶血浓度的测定

为了保证人红细胞摄入 Cd2+ 的试验是在 Cd2+ 浓度不引起细胞溶血的条件下进行,我们

首先测定了不同浓度 Cd2+ 对人红细胞的相对溶血率 H %及临界溶血浓度 CH
0( mol�L- 1 ) ,测

定方法同文献[ 4]。

1. 2. 2 � Cl- 浓度对 Cd2+ 引起的人红细胞溶血的影响

固定 Cd2+ 浓度为 0. 50 m mol�L- 1, 以不同浓度的 NaNO3 代替 NaCl和 KCl, 并始终维持

血浆等渗缓冲液中 NaNO3 与 NaCl的浓度之和为 150 mmol�L- 1, 按文献[ 4]的方法测定不同

Cl- 浓度下人红细胞的相对溶血率 H%。

1. 2. 3 � 人红细胞摄入 Cd2+ 的测定及 DIDS和哇巴因的影响

用PIB洗涤过的人红细胞按压积比 1�1制备成 PIB的悬浮液。将此人红细胞悬浮液 0.

50mL 与用 PIB配制的 1. 50mL 0. 50m mol�L - 1的 CdCl2 溶液混合, 在 37 � 下温育不同时间,

按文献[ 5]的步骤分离胞浆, 并用石墨炉原子吸收分光光度法测定不同时刻胞浆内的镉浓度

C in,再由温育介质的初始镉浓度 C0, 求出不同时刻的胞外镉浓度 C t ( C t = C 0- C in ) , 进而求

出跨膜转运速率常数。按同样方法及条件测定在 8. 00�mol�L- 1 DIDS 存在下人红细胞对

Cd2+ 的转运速率常数。

将红细胞与含 0. 30mmol�L - 1 Cd2+ 及 8. 00�mol�L - 1哇巴因的 PIB 混合液, 在 37 � 温育

90分钟后用同法测胞浆的镉浓度。同时, 以不加哇巴因的同样系统做对照。

1. 2. 4 � Cd2+ 浓度对人红细胞摄入镉的影响

按 1. 2. 3的步骤,在 PIB介质中将人红细胞与不同浓度的 CdCl2 温育 1h( 37 � )后,测定

胞浆内镉浓度。

1. 2. 5 � pH 对人红细胞摄入 Cd2+ 的影响

固定 CdCl2 的浓度为 0. 30mmol�L - 1, 改变温育介质 PIB的 pH 值, 按 1. 2. 3 的方法测定

不同 pH 下红细胞胞浆内的镉浓度。

1. 2. 6 � Cl- 浓度对人红细胞摄入 Cd2+ 的影响

以不同浓度的 NaNO3 代替 PIB中的 NaCl和 KCl, 并维持 PIB中 NaNO3 和 NaCl的浓度

和为 150 m mol�L - 1,每种溶液中 Cd( NO3) 2 浓度均为 0. 30mmol�L- 1, 在 37 � 与红细胞温育

1h后, 按 1. 2. 3的方法测定不同 Cl- 浓度下人红细胞胞浆中的镉浓度。

2 � 结果和讨论
2. 1 � Cd2+ 对人红细胞相对溶血率的影响及临界溶血浓度

人红细胞的相对溶血率 H%可以通过测定释放出的血红蛋白的量来确定
[ 4]
。血红蛋白

在 540nm 有特征吸收。H %可按下式计算:

H% = [ ( A - A 0) / ( A 100%- A 0) ] � 100%

式中 A 0 及 A 分别为红细胞在 37 � 下,在无和有 Cd2+ 存在的 PIB溶液中温育 1h 后上清液在

540nm处的光吸收。A 100%为红细胞在纯水中 37 � 温育 1h后上清液在同样波长下的光吸收。

表 1给出了不同 Cd2+ 浓度下上清液中血红蛋白的光吸收 A 540nm及人红细胞的相对溶血率。
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图 1� 人红细胞相对溶血率与 Cd2+ 浓度的关系

F ig. 1� Relation between relative hemolysis r ate of human erythrocytes and Cd2+ concentrations

图 1给出了相对溶血率 H %与 Cd
2+
浓度的关系。

从表 1和图 1可以看出, 在 PIB 介质中, 人红细胞的相对溶血率 H %随 Cd2+ 浓度增加而

增大。在 37 � , Cd2+ 离子浓度为 0. 250mmol�L - 1时,其上清液的光吸收 A540nm与红细胞在不

含 Cd2+ 的 PIB介质的上清液的光吸收相同,其 H% = 0。因此, Cd2+ 对人红细胞的临界溶血

浓度为 0. 250mmol�L- 1。金属离子的临界溶血浓度一定程度上反映了金属离子对人红细胞

的作用强度和毒性。通常, Pb2+ 、H g2+ 、Cd2+ 被列为对人体有害的三种极毒离子。已经测定

Pb2+ 和H g2+ 的 CH
0分别为 1. 0�mol�L- 1和 0. 10�mol�L- 1[ 6] ,远低于 Cd2+ 的 CH

0, 说明 Cd2+

对人红细胞的作用强度和毒性远低于 Pb2+ 和 Hg2+ 。

下面的研究一般均在小于或约等于 Cd2+ 对人红细胞临界溶血浓度 CH
0的条件下进行。

2. 2 � Cl- 浓度变化对 Cd2+ 引起的人红细胞溶血的影响

表 2及图 2给出了在 Cd
2+
浓度维持为 0. 500mmol�L - 1

条件下,以不同浓度的 NO3
-
代替

PIB中 Cl- 时,人红细胞溶血率的变化。

从表 2及图 2可以看出, Cd
2+
引起的人红细胞溶血与血浆等渗液( P IB)的组成有关。当

PIB中的 Cl- 被 NO3
- 取代, Cl- 浓度大于 60m mol�L - 1而 NO3

- 浓度小于 90mmol�L- 1时,

Cd2+ 基本上不导致红细胞溶血, 而 Cl- 浓度小于 60mmol�L- 1, NO3
- 浓度大于 90mmol�L - 1
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时, Cd2+ 引起的溶血明显增加。

图 2� P IB溶液中 Cl- 浓度对 Cd2+ 引起的红细胞溶血率的影响

Fig. 2� Effect of concentration of Cl- in P IB medium on the Cd2+ �induced hemolysis r ate of erythrocytes

PIB介质中 Cl
-

(或 NO3
-

)浓度对 Cd
2+
导致的红细胞溶血的影响可以从 Cd

2+
的配位化

学得到解释。对于 Cd
2+

, Cl
-
是远比 NO3

-
强的配体, NO3

-
基本上不与 Cd

2+
配位。OH

-
虽然

有一定配位能力( Cd( OH) 4
2- 的 lgK 1= 4. 6, lgK 2= 3. 4, lgK 3 = 2. 6, lgK 4= 2. 3) [ 7] , 但计算表

明,在 pH = 7. 6时,即使在 NO3
- 离子全部取代了 PIB溶液中的 Cl- 的情况下,形成的羟合镉

( �)配合物物种也不到镉( �)总量的 1%, 因此 Cd2+ 的水解可以忽略不计。表 3 给出了在忽

略羟合镉( �)配合物和 OH- 及 Cl- 同时配位的配合物形成情况下, PIB溶液中镉物种分布的

近似计算结果, CdCl4
2-
的各级稳定常数取自文献

[ 8]
,计算方法参见文献

[ 9]
。

� � 从表 3可以看出,当 PIB 中 Cl- 浓度小于 0. 06mol�L- 1时, 游离 Cd2+ 离子为主要存在形

式,可能与带负电荷的红细胞表面发生强烈作用而引起溶血。当 Cl- 浓度大于 0. 06mol�L - 1

时,由于 Cd
2+
大部分呈络合态,游离的 Cd

2+
相对较少,与细胞表面作用较弱,因此诱导细胞溶
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血的能力也较弱。

2. 3 � 人红细胞摄入 Cd2+ 的动力学

表 4给出了在 PIB介质中,人红细胞与 0. 30mmol�L - 1
C d

2+
温育不同时刻的胞浆内镉浓

度 C in及 Y 值, Y= - ln( C t / C0) ,这里 C 0及 C t分别为 0及 t时刻细胞外的镉浓度。

以 Y= - ln( C t / C0)对 t作图得到直线(见图 3)。直线的斜率为人红细胞摄入镉的速率

常数 k= 1. 15 � 10- 2h- 1。

图 3 � 人红细胞摄取 Cd2+ 的动力学曲线

F ig. 3 � Kinetic curve of uptake of Cd2+ by human erythro cytes( pH7. 4, 37 � )

2. 4 � 人红细胞摄入 Cd2+ 的机理

DIDS是人红细胞阴离通道的特异性抑制剂。从表 4 和图 3可以看出, 在 DIDS存在下,

人红细胞摄入 Cd2+ 的能力明显降低, 速率常数 k = 7. 2 � 10- 3 h- 1, 为无 DIDS时的 63% ,即

DIDS对人红细胞摄入 Cd2+ 的抑制率约为 37%。

DIDS的抑制作用证明相当一部分 Cd
2+
离子利用阴离子通道蛋白(即带 3蛋白)进入红细

胞内。Cd2+ 带正电荷,它不能直接利用阴离子通道进入人红细胞, 但它可以与某些阴离子配

体形成配阴离子利用阴离子通道进入细胞。在本实验条件下,计算表明(见表 3) , 在 0. 15mol�
L- 1 Cl- 浓度条件下,它可形成大约 15%的 CdCl3

- 和 0. 8%的 CdCl4
2- 配阴离子。虽然这些物

种占的份额不是很大,但由于阴离子通道蛋白有较高的转运效率,因此,在总转运量中仍占有

较大的比重(约 37%)。

阴离子通道蛋白是负责人红细胞内外 HCO3
- / Cl- 的交换的。因此, 介质 pH 值及 Cl- 浓
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度的改变应该对镉�配阴离子的摄入有影响, 表 5及图 4给出了 pH 对人红细胞摄入镉的影

响支持镉以络阴离子形式进入细胞。

图 4 � 溶液 pH 值对红细胞摄入 Cd2+ 的影响

Fig . 4� pH effect on the uptake of Cd2+ by human erythrocy tes

从表 5及图 4可以看出, 在 pH 6~ 7范围内人红细胞摄入镉量较少, 而且受 pH 变化影响

较小。但在 pH 7~ 9范围内,人红细胞摄入镉量随 pH 升高而升高。一般认为当 pH< 7时,阴

离子通道蛋白(带 3蛋白)质子化, 使带 3蛋白变为非活性状态, 不利于一价阴离子的转运。当

pH > 7时,带 3蛋白带一个正电荷,对一价阴离子是活性状态,有利于转运[ 10]。本研究的结果

表明, 人红细胞摄入量随 pH 的变化具有利用阴离子通道蛋白转运的特征。此一价配阴离子

物种很可能是 CdCl3
- (参见表 2)。

血浆等渗溶液中 Cl- 浓度的变化对人红细胞摄入 Cd2+ 量的影响如表 6及图 5所示。

图 5� Cl- 浓度对人红细胞摄入 Cd2+ 的影响

Fig . 5 � Effect of concentrations of Cl- on the uptake of Cd2+ by human erythr ocy tes
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� � 从表 6及图 5可以看出, 人红细胞摄入镉量随介质中 Cl- 浓度升高而增大。这与CdCl3
- 、

CdCl4
2- 络阴离子含量随 Cl- 浓度升高而增加是一致的(见表 3) ,这也是 Cd2+ 形成络阴离子利

用阴离子通道进入人红细胞的一个证据。

实验表明, 37 � 在无和有哇巴因存在的 PIB介质中,人红细胞摄入镉量分别为 1. 386( �

0. 047) mg�L - 1
及 0. 981( � 0. 045) mg�L- 1

, 因此哇巴因对 Cd
2+
的摄入有一定的抑制作用,抑

制率约为 30%。哇巴因是 K+ , Na+ �ATPase酶的抑制剂。它对 Cd2+ 的人红细胞摄入的抑制

说明 Cd2+ 可以利用某些主动输运机制进入人红细胞。

从图 3可以看出,人红细胞摄入 Cd2+ 服从一级动力学方程, 说明这种摄入服从简单被动

扩散的机制。由于正常的人红细胞内含有痕量的 Cd
2+

;虽然我们把 Cd
2+
与人红细胞悬浮液

混合后立即置冰水中降温 1min终止反应,然后离心 3min以使 Cd2+ 与人红细胞分离, 在这些

操作过程中 Cd2+ 完全有可能进入人红细胞内,这些因素都将导致零时刻胞内镉浓度不为零,

其一级动力学曲线不过零点。但这不影响直线的斜率即一级摄取速率常数的值。

图 6� Cd2+ 浓度对红细胞摄入 Cd2+ 的影响

F ig. 6 � Effect of Cd2+ concentrations on the uptake of Cd2+ by human eryt hrocytes

图 6表明, 人红细胞摄入 Cd2+ 量随胞外介质中 Cd2+ 浓度增加而呈直线增加。这也是存

在简单被动扩散机制的证明。表 3的数据表明,在 pH 7. 4, Cl- 浓度等于 0. 15mol�L - 1的情况

下, CdCl2 仍占镉总量的 20%左右, 这种电中性的物种是有利于通过简单被动扩散方式进入胞

内的。

文献[ 11~ 13]表明 Zn2+ 和 Cu2+ 可以和 Cl- 、OH- 、HCO3
- 等形成络阴离子如[ Zn ( HCO3 )

Cl] - 、[ Cu( OH) 2Cl] - 等利用阴离子通道进入人红细胞。在周期表中, Cd 和 Zn 属于同一副

族,它们具有相似的化学性质。本研究证明, Cd2+ 也能与 Cl- 形成络阴离子利用阴离子通道进

入人红细胞。

许多研究表明, 重金属离子进入细胞往往不只是一种途径, 而是多种途径并存的。至于是

哪些途径,一方面与是什么细胞有关;另一方面还与这种金属离子在介质中可能以哪些物种形

式存在有关。本研究就证明 Cd2+ 进入人红细胞存在着简单被动扩散、利用阴离子通道及主动

输运等途径,是一个复杂的过程。
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Kinetics and Mechanisms of the Uptake of Human Erythrocytes for Cd
2+

Ions

WU Gang � LI Rong�Chang � � QIAO Xiu�Wen � WANG Kui

( D epar tment of Bioinorganic and Inorganic D rug Chemis tr y , Beij ing Medical University , Beij ing 100083)

T he Cd2+ �induced relative hemolysis rate and crit ical hemolysis concentrat ion( CH0) of hu�
man erythrocythes w ere determined, CH

0 is 0. 25mmol�L- 1. T he uptake of human erythrocythes

for Cd2+ followed a f irst�order kinet ic process w ith rate constant k= 1. 2 � 10- 2 h- 1. DIDS and

Oubain, the former is inhibitor of anion channel and the lat ter is of Na+ , K+ �AT Pase, all inhib�
ited part ly the cellular uptake of Cd2+ . The concentrat ion of Cl- and pH values in medium effect�
ed the cellular uptake. The uptake amount of Cd increased lineally w ith concentrat ions of Cd

2+

outside the cells. These results indicated that the uptake of human ery throcytes for Cd2+ is a com�
plex process involving simple passive diffusion, carrier transfer through aniom channel and act ive

transport.

Keywords: cadmium cellular uptake human erythrocytes
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