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摘 要
:

【目的 ]肌浆网钙泵抑制剂 t h a p s ig a r g in ( TG )常被用于耗减肌浆网 (
s a r e o p la s m i e

er t ie u
l

u m
,

SR )的钙

容量
。

本课题旨在探讨 T G ( 100
n m ol

·

L
一 ’

) 对源自 SR 的胞内钙释放和 SR 钙容量耗减的时间效应以及 SR 内钙

对 s R 钙释放的调节机理
。

【方法】局部场刺激作用于成年大鼠心肌细胞
,

使其产生动作电位
,

进而诱发胞内钙瞬

变 (
a e t io n 一

p o 一e n t i a
l
一

i n
d

u e e
d e a , + tar n s i e n t s ,

A e T )
。

由 A c T 可估测胞内钙释放
。

s R 钙容量可由咖啡因 (2 0 m m o
l

·

L
一 ,

)诱发的钙瞬变 (
C

afet
in e 一 i n d u e e d e a , · tar n s ie n t s ,

e e T )估测
。

实验结果用激光共聚焦显微镜系统记录
。

【结果】
T G 对 AC T 峰值 (可衡量钙瞬变的大小 )的时间效应如下

: 0 m in
,

5
.

5 5 士 0
.

28 (单位为标准钙荧光强度即 F / 0F
,

0F 为静息钙荧光强度 ) ; 10 m in
,

4
.

8 9 士 0
.

3 6 ; 1 7 m i n ,

2
.

5 8 士 0
.

3 8 ; 2 5 m i n ,

2
.

1 1 士 0
.

19 ; 3 5 m i n ,

2
.

2 2 士 0
.

17 ; 5 0

m i n ,

2
.

2 7 士 0
.

2 7
。

T G 对 C C T 峰值的时间效应如下
: 0 而

n ,

6
.

7 3 士 0
.

1 7 ; 10 m i n ,

6
.

6 0 土 0
.

5 9 ; 17 m in
,

6
.

2 4 士

0
.

4 4 ; 2 5 m i n ,

3
.

9 9 土 0
.

2 5 ; 3 5 m i n ,

2
.

2 4 土 0
.

3 7 : 5 0 m in
,

1
.

14 土 0
.

0 1
。

以 e e T 为自变量
,

A C T 为因变量的曲线呈
“

J’’ 形
。

【结论」TG 对心肌胞内钙释放和 s R 钙容量呈非线性的时间依赖效应
。

S R 内钙部分耗减即可明显减少钙

释放
,

说明 SR 内钙对胞内钙释放具有重要的调节作用
。
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第二信使钙离子 ( aC
, `

) 在心肌细胞 的兴奋
-

收缩藕联中起重要作用
`” 。

在生理条件下
,

心肌细

胞产生的钙瞬变 (
C a l e i u m t r a n s i e n t s

) 中
,

约有 9 2 %

的钙来自肌浆网 (
s a cr o p la s m i。 er t ie u l u m

,

S R )
「, ’ 。

S R 释放钙的过程受多种因素的精细调节 川
。

S R

内的钙容量可能是其中重要的一种
。

S R 内钙增多

可提高 S R 释放钙的敏感性并增加钙释放量
。

这方

面的研究较多
{ ’

·

” 。

但有关降低 S R 的钙容量对钙

释放影响的研究则不多见
。

为降低 S R 钙容量
,

一般

使用 s R 钙泵抑制剂 t h a p s i g a r g i n
( TG )阻断 s R 从胞

浆摄取钙
。

研究者通常使用高浓度的 TG (如 5

林m o l
·

L
一 ’

)在短时间内 (如 < 2 m i n
)将 s R 的钙泵

完全阻断
`4 , 。

s on g 等
〔 , ’
曾探讨在较低的浓度下

,

不同浓度的 T G 在作用 10 m in 时对 S R 钙容量的不

同耗减作用
。

但关于较低浓度的 T G 对 S R 钙容量

以及胞内钙释放的时间效应尚未见有系统研究
。

本

研究 的 目的在 于 通过分析较低浓度的 TG ( 100
n m d

·

L
一 ,

) 对 s R 钙容量 和胞内钙释放的时间效

应
,

进而探讨 S R 内钙对 S R 释放钙的调节机理
。

1 材料与方法

1
.

1 心肌单细胞分离

心室肌单细胞取自成年 SD 大鼠 ( 2
一 3 月龄

,

体质量 2 00
一 3 00 9 )

。

采用通用标准酶解分离技术
「6 ’ 。

简要过程如下
: ①麻醉动物

,

按 10 0 m g
·

k g
一 `

腹腔注射戊巴比妥钠 ; ②打开胸腔取出心脏 ; ③用

胶原酶 ( w
o rt h i n g to n ty p e ll

,

1 m g
·

m l
一 ’

) 以 L a n -

ge dn
o ffr 法经主动脉逆向灌流心脏 ; ④切碎心肌并

经适当震荡即可获得单个的心肌细胞
。

分离过程使

用的 H eP es 缓冲液成分如下 〔单位为 m m ol
·

L
一 `

)
:

13 7 N a C I
,

5
.

4 K C I
,

l
、

2 M g C 1
2 ,

1
.

2 N a H ZP O
4 ,

1 C a -

C 1
2 ,

10 g l u e o s e 和 2 0 H Ep E S ; p H 用 N a 0 H 调至

7
.

4
。

1
.

2 共聚焦显微镜钙成像

分离好的心肌单细胞先与钙荧光指示剂 fl u o -

4 AM (浓度为 15 卜m o l
·

L
一 ’

) ( M o l e e u l a : P r o b e S ,

nI c
.

) 共同孵育 5 m in
,

之后以正常胞外液灌流 10

m in
,

以便除去胞外多余的荧光染料并使进人胞内

的 n uo
一

4
一

A M 除去 A M 基团
。

适合进行实验的细胞

必需符合以下标准
: ①横纹清晰 ;②呈杆状 ; ③表面

干净平整 ;④观察 1 m in 无自发收缩
。

加载好荧光

染料的细胞置于 eZ is s
LS M

一

41 0 倒置共聚焦显微镜

系统的载物台上
。

此系统的配置为
:
波长 48 8 n m 的

氢激光
,

4 0 倍
、

数值孔径 (
n u m e五e a l a p e rt u r e ,

N A )

为 1
.

3 的油浸镜头 ; 其纵向和水平的分辨率分别为

1
·

0 林m 和 0
.

5 林m
。

共聚焦显微镜的成像方式为线

扫描
,

采样速率为 2
.

09 m s / 线
,

空间分辨率为 0
.

31

林m / 像素
。

扫描线置于细胞长轴纵向正中切面的中

央
。

在有 T C 存在的情况下
,

任何一个选定的细胞

都只受到一次局部场刺激或被喷一次咖啡因
,

同时

以线扫描的方式记录一幅钙瞬变图像
。

所有实验均

在室温 ( 23
一

25 ℃ )条件下进行
〔 , ’ 。

1
.

3 给药方式

实验过程中
,

T G (终浓度为 100
n m d

·

L
一 ’ ,

购

自 e a lb io e h e m
一

N o v a b i o e h e m e o中 o r a t i o n
) 随细胞外

灌流液作用于心肌细胞
。

灌流液的成分为 (m m ol
·

L
一 `

)
: 1 3 7 N a e l

,

2 e a C 1
2 ,

4
.

9 K c l
,

1 M g e l
Z ,

1
.

2

N a H Z
p o

; ,

1 5 g lu e o s e 和 2 0 H E p E S ; p H 用 N a o H 调

至 7
.

4
。

1
.

4 局部场刺激诱发钙瞬变的记录

局部场刺激 ( l
o e a l if e ld s t im u xa ti o n

)由电子刺激

器通过一对刺激电极 (末端为裸露的白金丝 ) 以

1
.

5 倍于阑强度的脉冲电刺激 (约 巧 v ) 加于心肌

细胞的两侧 (图 1 )
,

从而触发细胞产生钙瞬变
。

共

聚焦线扫描在局部场刺激开始前 2 00 m s 即开始
,

起始部分作为刺激前的本底对照
。
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6 图像处理和数据分析

记录到的图像用自编的程序处理
,

编程语言为
ID L ( R

e s e a or h s y s te m s ,

In e
.

)
。

钙瞬变的大小以标准

荧光强度 (
n o

mr
a l i z e d n u o er s e e n e e

) 即 F / 0F 表示
,

其中 0F 表示静息状态 的荧光强度
〔81 。

数据以

M e a n 士 S E M 表示
。

统计方法为 S : u d e n t t
一
t e s r

,

检验

水准 a = 0
.

05
。

2 结 果

D i r e e t io n o f Pe r fu s i o n

图 1 局部场刺激诱发心肌细胞钙瞬变示意图
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5 SR 钙容量的记录

S R 钙容量越大
,

则 S R 内可释放的钙量也越

大
。

而 SR 内可释放的钙量可通过喷射咖啡因的方

法测量
〔 ,

,

” 。

咖啡因 ( s i gm a e o甲 o ar ti o n
)浓度为 2 0

m m ol
·

L
一 ’ ,

喷射时程为 500 m s 。

喷射装置为一尖

端直径约 4 林m 的微玻管
,

其另一端与微量喷射器

相连 ( p i e o s p ir t z e r ,

G e n e r a l v a lv 。 e o
. ,

N J
,

u s A )
。

微

玻管先置于 目标细胞下游约 200 卜m 处
,

喷射前则

快速移至 目标细胞下游 100 林m 处 (图 2 )
。

共聚焦

线扫描在喷射咖啡因前 200 m s
即开始

,

起始部分

作为喷射前的本底对照
。

P i p e t t e

i n d i d e
)

(
w i t h

m m 0 1
·

U
a f f e i n e

图 2 喷射咖啡因估测 S R 内钙容量方法示意图
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1 T G 对胞内钙释放的时 间效应

局部场刺激诱发的钙瞬变即动作电位诱发的

钙 瞬变 (
a e t i o n 一 p o t e n t i a l

一

i n d u e e d e aZ
·

t ar n s i e n t s ,

A C T )
,

可作为一个心动周期中钙释放量的指标
。

在

典型的细胞中 (图 3 A )
,

对照组 (即 T G 作用时间为 。

m in
,

下同 ) 的 A C T 峰值为 5
.

71 (单位为 F / 0F )
,

10

m i n
组 (即 T G 作用时间为 10 m i n ,

余类推 )为 4
.

5 9
,

17 m i n
组为 2

.

5 3
,

2 5 m i n
组为 2

.

1 1
,

3 5 m i n 组为

1
.

8 0
,

5 0 m i n
组为 1

.

5 6 ; 各组平均的 A C T 强度 (反

映一定时间内钙释放的总量 ) 依次 (从对照组到 50

m in 组
,

单位均为 F / 0F
,

下同 ) 为
: 3

.

36 士 0
.

06
,

3
.

3 9 士 0
.

0 4
,

2
.

2 2 士 0
.

0 1
,

1
.

9 2 土 0
.

0 1
,

1
.

7 1 士

O
·

0 1 a n d 1
.

7 6 士 0
.

0 1
。

A C T 的平均峰值依次为
:

5
.

5 5 士 0
.

2 8 (
n = 4 8 )

,

4
.

8 9 士 0
.

3 6 (
n = 1 5 )

,

2
.

5 8 土 0
.

3 8 (
n 二 1 0 )

,

2
.

1 1 士 0
.

1 9 (
n = 1 6 )

,

2
.

2 2 士 0
.

1 7 (
n 二 1 5 )

a n d 2
.

2 7 士 0
.

2 7 (
n = 1 2 ) (图

3 B )
。

以上数据说明 A C T 随着 T G 灌流时间的延长

而衰减
,

且呈非线性变化
。

也就是说
,

T G 对胞内钙

释放的效应为非线性的时间依赖效应
。

2
.

2 T G 对 SR 内钙容量的时间效应

咖啡因诱发的钙瞬变 (
c a

ffe i n e 一

i n d u e e d C aZ
·

t r a n s i e n t s ,

C C T ) 是反映静息状态下 s R 可释放钙容

量的常用指标
。

在典型的细胞中 (图 4 A )
,

对照组的

C C T 峰值为 8
.

4 6
,

10 m i n
组为 6

.

6 4
,

17 m i n
组为

6
.

3 6
,

2 5 m i n
组为 4

.

3 0
,

3 5 m in 组为 1
.

9 2
,

5 0 m i n

组为 1
.

08 ; 各组平均的 C C T 强度 (反映一定时间内

咖啡因诱发的可释放钙的总量 ) 依次为
: 7

.

28 士

0
.

0 6
,

6
.

3 2 士 0
.

0 5
,

5
.

5 7 士 0
.

0 5
,

3
.

7 9 士 0
.

0 3
,

1
·

7 6 士 0
.

01 和 1
.

01 土 0
.

01
。

C c T 的平均峰值依次

为
: 6

.

7 3 士 0
.

17 (
n = 70 )

,

6
.

6 0 士 0
.

5 9 (
n = 2 5 )

,

6
.

24 土 0
.

4 4 (
n 二 10 )

,

3
.

9 9 土 0
.

2 8 (
n = 1 6 )

,

2
.

2 4 士

0
.

3 7 (
n = 1 2 ) 和 2

.

24 士 0
.

0 2 (
n = 1 2 ) (图 4 B )

。
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以上数据说明 T C C随着 T G灌流时间的延长

而衰减
,

也呈非线性变化
。

也就是说
,

T G 对 S R 内

钙容量的效应为非线性的时间依赖效应
。

用时间的延长
,

A C T 的峰值逐渐接近 C C T 的峰值

(如 3 5 m in 组 ) 甚至超过 C C T 的峰值 (如 5 0 m i n

组 ) ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

这些结果表明
,

T G 对 A C T 的时间

依赖衰减效应与对 C C T 的效 应是不成比例关系

的
。

如果以 C CT 的平均峰值为横坐标
,

以相应的

A C T 的平均峰值为纵坐标作图
,

可得一陡峭的
`

,J
”

形曲线 (图 S C )
。

由于 A C T中包含了 S R释放的钙

和通过 L型钙通道内流的钙
” ’ ,

因此曲线 的平整部

分反映了对 S R 钙容量耗减不敏感的钙内流成分
。

曲线的斜率较大表明在心肌细胞兴奋
一

收缩祸联

过程 中 S R 的少量耗减即可导致钙释放量 的显著

减少
。
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3 讨 论

2
.

3 胞 内钙释放与 S R 钙容量的关系

将 T G 作用不 同时间后测得的对应的典型细

胞的 AC T 和 C C T 的标准荧光强度
一

时间曲线结合

在一起即成图 S A
。

而相应的 A C T 和 C C T 的平均峰

值相对于 T G 的作用时间作图即成图 S B
。

从结果发

现当 T G 的作用时间少于 35 m in 时
,

A C T 的峰值总

是小于相应的 C C T 的峰值 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

随着 T G 作

动作电位诱发的钙瞬变 ( A C )T 中包含两种成

分
:

一是 S R 释放 的钙
,

约 占 9 2 % ;二是通过电压依

赖性 L 型钙通道内流的钙
,

占 7% 一 8% ” ’ 。

我们的

结果表明
,

在正常情况下
,

AC T 总是小于相应的

C C T (图 S A& B
,

0 m in 组 )
。

这说明
,

在正常的
J

合动周期中
,

钙释放量 只是 S R 中可释放钙量的

一部分
。

这与有关研究是一致的
`9 ’ 。

S R 钙容量 主要决定于 S R 膜上的钙泵对胞浆

钙的摄取
。

T G 是一种广泛应用的 SR 钙泵的强力抑

制剂
。

它对 S R 钙泵的亲和力和选择性均较强
。

用 5

协m ol
·

L
一 ’ TG 灌流完整的心肌细胞

,

60
5
内即可阻

断高达 95 % 的钙泵功能
,

而 90
5 可完全阻断

’ 4 ’ 。

较
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低浓度的 T G (10 0 n m d
·

L
一 ’

) 可慢慢耗减 SR 的钙

容量
,

便于探讨 S R 不同钙容量对兴奋
一

收缩祸联

的 调节作用
。

TG 对钙泵 的高亲 和力 ( Kd < 2

mP ol
·

L
一 ’

)
`’ 0] 导致 T G 的作用实质上是不 可逆

的
。

这就是为什么在灌流 T G 后一个细胞只作一次

实验
、

记录一幅图像的原因
。

一旦所有或部分可

释放的钙自 S R 中释出
,

由于 T G 对钙泵的阻断作

用
,

S R 很难再从胞浆中摄取钙
。

实际上
,

只要作用

的时间足够长
,

低浓度的 TG 同样能够使 S R 中的

钙耗减到几乎与胞浆同样的水平
。

对本文中所用

的 T G ( 1 0 0 n m o z
·

L
一 ’

) 来说约为 5 0 m i n
(图

4 B )
。

这些事实提示
,

T G 与 S R 钙泵的结合可逐渐

使越来越多 的钙泵失去功能
,

这可能是我们所观察

到的 T G 作用具有时间依赖性的原因 (图 3 & 4 )
。

T G 的时间依赖效应可深化我们对 T G 的认识
,

从

而正确使用 T G 以操控 S R 的钙容量
。

不过 T G 的时

间依赖效应的确切机理尚需进一步的实验研究
。

通过分析 A C T 和 C C T 之间的相互关系 (图 5 )

可知 S R 释放钙有重要调节作用
。

在 T G 作用于 S R

钙泵后 10 m i n ,

AC T 为 4
.

8 9 士 0
.

3 6
,

而 1 7 m i n
时则

急剧下降至 2
.

58
士 0

.

3 8 ; 相对应的 C C T 分别为

6
.

60
土 0

.

59 和 6
.

2 4 士 0
.

4 4
。

说明轻微耗减即可使

钙的释放量不成比例地快速减少
。

此现象可能与
S R 钙容量下降到某个临界值而使 S R 释放钙的能

力 明显下降有关
【’ ` I。 S R 钙容量耗减到一定程度

时
,

通过 L 型钙通道内流的钙即无法再触发 S R 释

放钙
,

虽然此时 S R 腔内钙浓度仍高于胞浆的钙浓

度 (图 S B
,

25 m in)
。

此时记录到的微弱的 AC T 即对

应于
“
J
”

型曲线的平整部分 (图 S C )
。

我们有另外的

实验 (数据未发表 )证明
,

L 型钙通道的阻断剂尼卡

地平 l( 林m d
·

L
一 ’

)可使此微弱的 Ac T 不再出现
。

由此可知
,

此钙瞬变即是通过 L 型钙通道的内流

钙
。

以往的实验已证明
,

通过 L 型钙通道的内流钙

是 SR 释放钙的主要触发因素 川
。

随着 SR 钙容量

的耗减
,

钙释放量随之减少
,

但通过 L 型钙通道的

钙内流保持不变或有所增大
。

因为此时来自 S R 的

钙对 内流钙的抑制作用减弱 川
。

可见
,

S R 钙容量

的部分耗减 即可明显降低 S R 钙释放对内流钙的

敏感性
。

总之
,

T G 可致 S R 内钙容量产生非线性的时

间依赖耗减效应
,

也可致动作电位诱发的 s R 钙释

放呈非线性的时间依赖衰减效应
。

S R 钙容量对钙

容量释放有重要的调节作用
。

正常情况下
,

S R 钙容

量轻微下降
,

即可导致钙释放量的明显减少
。
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