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摘 要：【目的】钙火花是胞内基本的钙释放事件/ 既可以在静息的状态下随机产生，也可以被通过 !%型钙
通道内流的少量钙离子诱发产生。对钙火花特征和产生机理的研究极大地深化了我们对兴奋 %收缩耦联过程的
理解。本研究的目的旨在比较同一条件下自发钙火花和由 9EE<>%F7AD=方法诱发的可以准确测量的钙火花之间在
形态特征上的异同，以加深我们对钙火花的认识。【方法】激光共聚焦显微镜线扫描成像技术可记录到加载有荧

光染料 G9BE%$的成年大鼠心肌细胞中随机产生的自发钙火花；而非紧密封接膜片钳技术与激光共聚焦显微镜线
扫描成像相结合的方法（9EE<>%F7AD=方法）可准确记录诱发钙火花。【结果】总体上，在相同条件下共聚焦显微镜
线扫描方式记录到的自发钙火花与诱发钙火花的基本特征相似；但诱发钙火花的幅度高于自发钙火花的幅度

（-4 ## H #4 #&）"# ( #4 ’# H #4 #. +，$ I #4 #&），而空间扩散范围则小于自发钙火花的空间范围（-4 0& H #4 #&）!6
"# ( -4 1$ H #4 #’ +!6，$ I #4 #&）。【结论】自发钙火花和诱发钙火花因其记录方法不同而在形态特征上有不同表
现，这对于正确分析钙火花数据和准确理解胞内钙信号的实质有重要意义。
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离子钙参与包括肌肉收缩、突触传递、激素分

泌、基因转录以及细胞分裂、受精、代谢和凝血等多

种生理过程，是生物机体中最普遍、最重要的第二

信使之一 % #& ’ (。对心肌细胞来说，离子钙可将细胞的

电活动与细胞的收缩联系起来，此即为兴奋 )收缩
耦联（*+,-./.-01),01.2/,.-01 ,0345-16& 788）% ! (。胞内
钙释放是 788过程中的关键环节。正是由于胞内离
子钙浓度的瞬时升高即钙瞬变 （8/’ 9 .2/1:-*1.:），
才进而导致肌细胞的收缩 % !& ; (。胞内钙释放研究中

的一个划时代的进展是钙火花 （8/’ 9 :4/2<:）的发
现 % #& = (。钙火花（8/’ 9 :4/2<:）是激光扫描共聚焦显微
镜 （,01>0,/5 5/:*2 :,/11-16 ?-,20:,04*）下观察到的
孤立的、持续时间很短的细胞内基本的钙释放事

件 % #& @ (。钙火花不仅可以在静息的状态下随机产生，

而且可以被通过 !) 型钙通道内流的少量钙离子诱
发产生 % #& A (。对钙火花特征和产生机理的研究极大地

深化了我们对 788过程的理解 % B (。本研究的目的旨

在比较同一条件下自发钙火花和由 500:* )4/.,C 方
法 % @& " (诱发的可以准确测量的钙火花之间在形态特

征上的异同，以加深我们对钙火花的认识。

# 材料和方法

#D # 心室肌单细胞分离
心 室 肌 单 细 胞 取 自 成 年 EF 大 鼠

（E42/63*)F/G5*H 2/.:，’ I !月龄，体质量 ’JJ I !JJ
6）。采用通用的标准酶解分离技术分离细胞 % #J (。分

离过程中使用的 K*4*: 缓冲液成分如下 （单位为
??05·L M #）：#!A N/85，=D ; O85，#D ’ P685’，#D ’
N/K’QR;，# 8/85’，#J 653,0:* 和 ’JK7Q7E；4K用
N/RK调至 AD ;。
#D ’ 加载荧光染料
将分离好的心肌单细胞先与钙荧光指示剂

>530);)SP （终浓度为 #= !?05·L M #）（P05*,35/2

Q20T*:，U1,D ）共同孵育 = ?-1，之后以正常胞外液灌
流 #J ?-1，以便除去胞外多余的荧光染料并使进
入胞内的 >530);)SP 所携带的 SP 基团 （即 /,*)
.0+H?*.CH5 *:.*2，为一酯类基团，>530); 带上此基团
后即可自由过膜）被胞内相应的酶除去。加载好荧

光染料的细胞置于共聚焦倒置显微镜系统的载物

台上。

#D ! 选择合适的细胞
适合进行实验的细胞必需符合以下标准："横

纹清晰；#呈杆状；$表面干净平整；%观察 # ?-1
未发现有自发收缩活动。

#D ; 共聚焦显微镜钙成像
本研究采用 LEP)=#J共聚焦显微镜系统，对此

系统的基本配置要求为：波长 ;BB 1?的氩激光，;J
倍、#D ! NS（13?*2-,/5 /4*2.32*）的油浸镜头；其纵向
和水平的分辨率分别为 #D J !?和 JD = !?。共聚焦
成像一般采用快速线扫描方式 （5-1* :,/11-16）以更
好地显示钙信号的时空特征 （图 #）。时间 )空间采
样参数分别为：JD AA ?: V线，JD J;= !? V像素。所有
实验均在室温（’! I ’= W）条件下进行。
#D = 自发钙火花的记录
在放置扫描线之前先采用二维平面扫描方式，

以获得细胞的整体轮廓；接着通过调节焦平面位置

选取合适的细胞层面 （荧光分布均匀，且尽量避开

细胞核所在的层面）。然后将扫描线约置于细胞长

轴纵向正中切面的中央 （图 #S左），再转换为线扫
描方式。每个细胞一般采集 B幅线扫描图像，每幅
大小约为 =#’ X =#’（图 #S右），每两幅图像间间隔
时间约 #J :。
#D @ 诱发钙火花的记录
本研究采用 L00:*)4/.,C方法 % " ( 诱发心肌细胞

局部产生钙火花。具体方法为，"形成非紧密封接
的膜片钳细胞贴附实验模式。非紧密封接的膜片钳

技术 （500:*):*/5 4/.,C),5/?4）与膜片钳技术中的细

/?45-.3Y* % Z #D JJ [ JD J= \ "# Z JD BJ [ JD J@ \ & $ ] JD J= \ ( /1Y 1/220G*2 -1 G-Y.C % Z #D != [ JD J= \
!? "# Z #D "; [ JD JB \!?& $ ] JD J= ( .C/1 .C* :401./1*03: 01*:D 【801,53:-01】̂ C*2* /2* :0?* Y->>*2)
*1,* -1 ?024C0?*.2-,: T*.G**1 :401./1*03: 8/’ 9 :4/2<: /1Y *_0<*Y 8/’ 9 :4/2<: T*,/3:* 0> .C* Y->>*2)
*1. -?/6-16 ?*.C0Y:D ^C-: G035Y T* -?402./1. >02 Y/./ /1/5H:-: 0> 8/’ 9 :4/2<: /1Y 31Y*2:./1Y-16 .C*
*::*1.-/5 0> -1.2/,*5535/2 :-61/5-16D

!"# $%&’() 8/’ 9 :4/2<:‘ 4/.,C),5/?4‘ ,01>0,/5 5/:*2 :,/11-16 ?-,20:,04*‘ ?H0,H.*:& ,/2Y-/,
% a EbN c/.):*1 b1-_ ZP*Y E,- \，’JJ;& ’= Z= \ d !"J M !"; (
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图 ! 平均诱发钙火花与自发钙火花特征比较
"#$% ! &’()*$(+ ,-./0*/(.1, 2*! 3 ,-*)4 */+ (’.4(+ 2*! 3 ,-*)4

$% $&’()*’+ ’&,-’+ .)# / 01)(-0 )2 3’34()5’ 1,2’526)7 ,8 9 : !;
3< 8(,3 =#; )>26&)26,50% ?% $&’()*’+ 01,52)5’,@0 .)# / 01)(-0 8(,3 A"
)>26&)26,50% B(,3 2,1 2, 4,22,3C )&’()*’+ 765’D0>)5 63)*’0 ,8 .)# /

01)(-0C 263’ >,@(0’0 ,8 2E’ )&’()*’+ .)# / 01)(-0C )5+ 0@(8)>’ 17,20 ,8
2E’ )&’()*’+ .)# / 01)(-0% F’G 01)26)7 1(,867’ ,8 2E’ )&’()*’+ ’&,-’+
.)# /

图 5 诱发钙火花和自发钙火花的记录
"#$% 5 6(7.)+#/$ .8 ,-./0*/(.1, 2*! 3 ,-*)4, */+ (’.4(+
7*! 3 ,-*)4,

$% H1,52)5’,@0 .)# / 01)(-0C 5,2’ 2I, 2J16>)7 01)(-0 65 2E’
765’D0>)5 63)*’% ?% K&,-’+ .)# / 01)(-0 )2 3’34()5’ 1,2’526)7 ,8 9 :
!; 3<C 2I, )>26&)26,50 4J 2I, +’1,7)(6L)26,5 1@70’0C 5,2’ 2E’ 7,>)26,50
,8 2E’ 161’22’ 261 )5+ 2E’ 6*56265* 062’0 ,8 2E’ ’&,-’+ .)# / 01)(-0 )(’ 65
2E’ 0)3’ E,(6L,52)7 765’% M’82G ’N1’(63’52 0’2@1C 0E,I65* 2E’ >’77 3,+’7
)5+ 2E’ 7,>)26,50 ,8 0>)5 765’ )5+ 2E’ 161’22’ 261% O6*E2G 765’D0>)5 63D
)*’0% $((,I 0E,I0 2E’ 7,>)26,5 ,8 05)(- OP Q : R; 3<

胞贴附式膜片钳制方式 （>’77D)22)>E’+ 1)2>E >7)31D
65*）相似。但最终形成的封接电阻较低，约为 #; 9 S;
T!（一般的膜片钳实验要求形成的封接电阻为 =
U!以上）。关键之处在于，电极尖端在靠近细胞膜
时要非常小心，既要避免形成高阻抗封接 （以免变

形影响局部的兴奋 D收缩耦联关系），又要保证能稳
定钳制局部斑片膜的电压。其目的在于定点激发局

部钙释放，且可通过改变钳制电压自由控制激发条

件。此技术与共聚焦显微镜钙成像技术相结合即为

7,,0’D1)2>E方法（图 =），可对兴奋 D收缩耦联过程中
钙释放的基本事件即钙火花进行精确观察。"共聚
焦线扫描先进行一小段时间（如 9 V; 30），获得的
图像作为激发前对照。#共聚焦成像系统触发膜片
钳系统工作，使膜去极化至设定的膜电压水平 （如

9 : !; 3<）C 并持续一段时间（如 =;; 30），记录此
过程的钙信号变化。

=% W 图像处理和数据分析
实验结果均为共聚焦显微镜线扫描图像。钙火

花的探测和数据处理均采用自编的程序。编程语言

为 XYM （652’()>26&’ +)2) 7)5*@)*’，(’0’)(>E 0J02’30C
X5>% ）。钙火花的幅度以标准荧光强度的净变化
! ! Q! " # "; 表示，其中 B; 指静息状态下 87@,DS
的背景荧光强度 Z VC " [。钙火花的平均叠加方法为：将

钙火花以其峰值所在位置为中心裁取相同大小的

钙火花图像，将图像叠加平均即得平均的钙火花图

像（图 #$\?上）。统计方法为 H2@+’52 $ 2’02，检验水
准 ! Q ;% ;V。

# 结 果

#% = 自发钙火花的形态特征
图 =$右中箭头所指的局部区域为典型的自发

钙火花记录，其基本特征是具有一定的空间范围，

持续一定的时间，亮度随空间和时间的不同而发生

变化。自发钙火花的产生在时空范围上均具有较大

的随机性，因此钙火花可出现于激光共聚焦线扫描

过程中的任何时刻和任何钙释放位点处。为更好地

了解自发钙火花的总体特征，我们将随机获得的 A"
个自发钙火花进行叠加平均处理 （图 #?上），并显
示通过钙火花中心的局部范围内的平均的空间范

围曲线（图 #?上 DF0）和时间变化曲线（图 #?中）。
而图 #?下则以表面曲线 （0@(8)>’ 17,2）的方法更直
观地显示自发钙火花的时空特性。

#% # 诱发钙火花的形态特征
图 =?右中箭头所指的局部区域为两个从静息膜

电位 （9 :R; 3<）去极化至 9 :!; 3<、持续时间 9
=;; 30的脉冲刺激所诱发的典型钙火花，其基本特征
也是具有一定的空间范围，持续一定的时间，亮度随空

间和时间的不同而发生变化。但由图可看到，诱发的钙

火花的时空范围特别是空间范围要比自发的钙火花的

小一些。还有，虽然诱发钙火花的产生在时间上是随机

的 （指钙火花可以在去极化脉冲持续时程内的任何时

刻产生），但在空间上是固定的 （即只产生于微电极尖

中山大学学报 ]医学科学版 ^ 第 #V 卷
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端下受去极化脉冲影响到的一个小范围内）。同样地，

为更好地了解诱发钙火花的总体特征，我们将随机获

得的 567个诱发钙火花进行叠加平均处理（图 69上），
并显示通过钙火花中心的局部范围内的平均的空间范

围曲线（图 69上 KL*）和时间变化曲线（图 69中）。而
图 69下则以表面曲线 （,+?M)N* %;&(）的方法更直观地
显示诱发钙火花的时空特性。

6J ! 自发钙火花与诱发钙火花的形态特征比较
我们测量了钙火花的 >个主要特征，即钙火花

的幅度（):%;<(+4*，’，单位以! " @ "7表示）、上升时

间 （?<,<’C (<:*，OP，指钙火花起始处到峰值处所经
历的时间）、平均上升速率 （:*)’ ?<,<’C ?)(*，8OO，
8OO . 9 @ OP即 (8O . ’ @ $? 0）、持续时间（以图 69Q
R 中的时间变化曲线中高于峰值 5 @ 6 的曲线部分
所持续的时间计算 S 55 T，以 $>7表示）和空间范围（以
图 69QR上的空间变化曲线 L*和 L,中高于峰值
5 @ 6的曲线部分所对应的距离计算 S 55 T，以 L<4(E表
示）。结果如下表。

表 5 自发钙火花与诱发钙火花的比较

P)U;* 5 F&:%)?<,&’ U*(D**’ ,%&’()’*&+, F)6 G ,%)?3, )’4 *2&3*4 F)6 G ,%)?3,

由表中数据可以看到，总体上，在相同条件下

共聚焦显微镜线扫描方式记录到的自发钙火花与

诱发钙火花的基本特征相似；但诱发钙火花的幅度

高于自发钙火花的幅度 （5J 77 V 7J 7>）)* - 7J =7 V
7J 7/ 0，& I 7J 7>），而空间扩散范围则小于自发钙
火花的空间范围 （5J !> V 7J 7>）!: )* - 5J "B V
7J 7= 0!:，& I 7J 7>）。

! 讨 论

实验证明产生心肌细胞钙火花的钙均来源于

肌浆网（,)?N&%;),:<N ?*(<N+;+:H $O）内储存的钙，$O
膜上的 OWO,是胞内的钙释放通道 S >H = T。自发钙火花

因 OWO,的随机开放而产生，正常情况下其产生概
率较低 S = T。后来的研究发现，通过细胞膜上 XK型钙
通道内流的少量钙可以钙诱导钙释放（F)6 G K<’4+N*4
F)6 G ?*;*),*，FYFO）的方式诱发钙火花的产生 S A T。为

观察到单个孤立的诱发钙火花，研究者需要在降低

胞外钙浓度或利用药物（如 +K型通道阻断剂）大幅
减少 +K 型钙通道开放概率的情况下以较弱的刺激
来激发胞内的钙释放。但这种方法诱发的钙火花与

自发钙火花一样都是在全细胞的范围内随机产生

的，因而存在一个难以克服的弱点：无法将共聚焦

线扫描的扫描线准确地置于钙火花发生的局部，因

此难以测量钙火花的确切特征 S 5H / T。从理论上分析，

正常情况下自发钙火花与诱发钙火花的形态特征

在客观上应该是没有明显差别的。但以往记录的钙

火花的幅度由于方法学的限制而被低估，空间范围

则被高估 S / T。本研究中采用的 ;&&,*K%)(NE方法诱发
的钙火花可以被激光共聚焦显微镜准确记录。结果

发现，诱发钙火花的幅度高于自发钙火花的幅度，

而空间范围的情况则相反。这样的结果与预期是一

致的。但我们也注意到，以往有关的研究结果认为

自发钙火花的幅度约为 5J 77S56 T，高于本研究得到的

数值（7J =7），这可能与本研究所采用的激光共聚焦
系统和荧光染料较灵敏，能探测到较弱的钙释放事

件有关。准确记录诱发钙火花的方法有利于纠正和

深化人们对钙火花本质特征的认识。实际上，我们

刚完成的研究 S / T已经证实，钙火花在幅度和上升速

率上具有多态性，这结束了长期以来关于钙火花是

否可变的争论。综上所述，钙火花的研究对于理解

胞内钙信号的实质意义重大，同时也提醒我们，做

有关的数据分析时要特别注意方法学对于钙火花

真实特征的影响。
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