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实验研究
。

用 荧 光 染 料 f ru a 一 2 法 测 定

心室肌细胞内游离钙离子浓度

潘敬运 黄晓笛 詹澄扬

生理学教研室 )

祖 要 用 加 t a
一
2 荧光染料测定了静息时的酶解分离心室肌细胞内游离 C a犷浓度

,
40 m M K C I

和 s m M 咖啡因都能使心室肌细胞内游离 C a Z十 浓度增加
,

但 K cl 增加游离 C a Z十 浓 度需要细胞外液

中存在 C a Z十 ,

而咖啡因则否
,

提示 K cl 增加 细胞内游离 C a卜 浓度可能是通过细胞外 C a卜 内流
,

咖啡因则使细胞内贮存 C a “ 今释放
。

关工饲 心室肌细胞 细胞内游离 C护
十

浓度 K CI 咖啡因

细胞内钙离子 (aC
“ 十

) 是重要的细胞信使
,

参与许多重要的生理过程
。

细胞内游 离 C a “ 十

浓度取决于细胞外的 C a “ +

内流和细胞内C a “ 十

释放
。

细胞外的 C a “ 十 内流通过电压依从性钙

通道 和受体操纵钙通道
「’ 一 3 ’ 。

本研究用荧光染料 f ur a 一 2 法测定游离心

室肌细胞内游离 C护
+

浓度
,

观察 K CI 引起的

去极化和咖啡因对细胞内游离 C a “ 十

浓度的影

响
。

材 料 与 方 法

游离心室肌细胞的制备

实验用 S rP a gu e

一aw ley 大鼠
,

体重 1 20 ~

1 50 9 。

在戊巴比妥钠麻醉后
,

剪开胸腔取出心

脏
,

用改良 L a n s e n d o f f 灌 流 装 置
,

通 过 主

动脉插管灌流心脏
。

灌流液由 J Okl ik 培养液
、

i o m M H E p E s 和 2
.

2 5m M c a C I: 组 成
。

用

5% C叭 + 95 % o : 混 合气饱和灌流液
。

灌流温

度为 37 ℃ , p H约 7
.

4
。

用上述灌流液灌流 sm in

后
,

改用无钙灌流液灌流
。

s m in 后 加入 1型

胶原酶 ( 1 2 5单位m/ l) 和牛血清蛋白 ( B S A ) l m g

/ m l 到灌流液中
,

维持循环灌流 20 m in
。

此后
,

以递增方式
,

每隔s m in 加入 1
.

o m M或0
.

sm M

伽 C I:溶液
,

使灌流液的C a c l Z
浓度在 Z o m i n 内增

加至 1
.

2 5m M
。

总消化时 间 约 4 0~ 4 5m i n
。

消

化完毕后
,
分离心室肌细胞

,

再将获得的心室

肌细胞重新悬浮于新鲜配制含 2% B S A 的有钙

灌流液中
。

在显微镜下可见 75 %以上细胞呈典

型杆状
,

横纹清晰
。

将细胞置细胞培养瓶内
,

在室温下培养备用
。

细胞内 C扩
+

浓度测定

1
.

f u r a 一 2 荷载 ( l o a d i d g ) 用 离 心 方 法

( 1 0 0 9
, i m i n ) 浓集 细 胞

,

用 1% B S A 的灌流

液稀释
,

使含 5 x 10
4

个 / m l 细胞
。

然 后 加入

f u r a 一 2 / A M ( S i g m a ) 4俘s ,

在 3 7 ℃恒温 水 浴震

荡器中震荡 40 m in
,

使 f ur a 一 2 / A M 进 入细胞

并充分反应
。

然后用离心 沉 淀 细胞
,

弃去含

fu ar 一2 /A M 上清液
,

用含钙灌流液冲洗 2~ 3

次
,

再将细胞置于不含 f ur a 一 2 / AM 的有钙灌

流液中 1 0 m i n ( 室温 )
。

2
.

测定细胞内游 离钙 浓 度 将细胞移至

K er bs 一

eH sn el ie t 溶液中
,

溶液成分 ( 以m M 单

位 ) 9 8 N a C I
,

1 0 N a H C几
, 1 0 N a H p o ` , 4

.

7

K C I
, 1

.

2 K H : P o
` , 1

.

2 M s SO
. ,

2
.

2 5 aC C I :
,

1 0 H E p E s
, 1 0葡萄糖

,

用 5% C认 + 9 5% o :

混

合气饱和后加 1% B S A ( p H约 7
.

4 )
。

将细胞浓度

稀释至 1 ~ 2 x i o 4

/m l
。

用荧光分光光度计 (H it ac h i) 测定荧光
,

激发波长 3 40n M
,

裂隙宽度 3n M , 发 射 波 长

s o o n M
,

裂隙宽度 10n M
。

将细胞移入石英杯

内
,

用磁珠搅拌以维持细胞悬浮
,

测试温度为

; 7℃ , 1 0m i马 平衡后加入4 0m M K C I , 或 s m M
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咖啡因
。

最后加 入 3 3卜g / m l D ig i t o n i n 测得最

大荧光强度 (F m a )x
,

再加入 10 m M E G T A 测

得最小荧光强度 (F m i n)
。

细胞内游离 C a Z+

浓

度〔 C a “ +

〕
;

按下式计算
:

〔C a Z十〕; = K d ( F
es F m i n声m a x一 ) (n M )

K d 为解离常数 ( 2 2 4n M )
。

F为测定荧光弘

度 ( 图 i )
。

4 〔) r ll 入1 k c )
\ \

} !
一

’ rn M c “ 「“ n “

`
-

一一卜一

去EG T A

图 2 40 m M K C I 和 s mM 咖啡因对悬浮液

荧光的作用
〔 C a 〕,

。

M

t c a 〕 1 10 0

图 1 先加咖啡因和后加 K C I 对心室肌

细胞内游离钙浓度的作用
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结 果

静息时心室肌细胞内游离 C a 艺+

浓度

静息时 2 组心室肌细胞内游 离 C a “ 十

浓度

分别为 9 9
.

5 士 2
.

4 n M和 9 4
.

5 士 2
.

4 n M
。

K CI 或咖啡因对心肌细胞内游离钙浓度的

作用

加入 4 o m M K C I 或 s m M 咖 啡因到无细胞

混悬液中对荧光没有影响 ( 图 2 )
,

在细胞棍

悬液中加入 40 m M K CI 使细胞内游离 aC
“ 十

浓

度增加至 24 5 士 4 3 n M
,

再加入咖啡因后细胞内

游离钙浓度进一步增加 ( 4 25
.

8 士 61 n M ) ( 图

3 )
,

先加入 s m M 咖啡因后加 入 4 0m M K C I

亦有类似作用 ( 图 1 )
。

预先加入 E G T A 于 悬浮液中以络合细胞

外 C a Z十

后
,

加入4 om M K C I 不能使心肌细胞

灸光强度升高
,

再加入咖啡因可使荧光强度升

高 ( 图 4 )
。

讨 论

fu ar 一2 是新一代的荧光染料
,

可用于测定

细胞内游离C妒
十

浓度
〔̀ ;

。

本文用 f ur a 一 2法测定

心肌细胞内游离钙浓度
,

在 1 小时内其荧光强

图 3 先加 K C I 和后加咖啡因对心室肌

细胞内游离钙浓度的作用

广 e n l f l n e s n一M

k c ’ `

数厂一
`

图 4 在悬浮液中加入 EG T A络合 ca 卜 后
, K Q

和咖啡因对心室肌细胞内游离钙浓度的作用

度不变 ( 图 5 )
,

表明心室肌细胞功能良好
。

K cl

和咖啡因本身无荧光
。

我们测定的静息时心室

肌细胞内游离钙浓度分别 为 94
.

5 士 2
.

4n M 和

9 9
.

5 土 2
.

4 n M
,

比 Y o u n s t 6 ] 等 报道的静息时

心室肌细胞 6 7 土 2 6 n M 稍高
,

比 W i e r 〔。 ,
等报

道 1 3 4 土 4 3n M 稍低
。

细胞内游离 ca
Z+

浓
{

度受电压依从性钙通

道的影响
。

我们观察到 4 o m M K cl 使心室肌细

胞内游离 C妒
十

明显升 高
。

用 E O T A 络合了
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图 5 大鼠心室肌细胞内游离钙浓度

的细胞外的 Ca 针 后
, 4 Om M K CI 不 再 引 起

细胞内游离 C a Z十

浓度 升 高
,

表明 K CI 引起

细胞内游离 aC
Z十

浓度升高需要细 胞 外 C a “ 十

存在
,

是 C a “ +

内流造成的
。

因为钙拮抗剂硝

毗咤 ( n i f e d i p i n e ) 可抑制 K c l 引 起的细胞 内

游离钙浓度升高
〔 7 ’ 。

40 m M K cl 使心室肌细胞

去极化
,

细胞外 C a Z +

通过电压依从性钙通道

进入细胞内
,

引起细 胞 内游 离 aC
“ 十

浓度升

高
。

咖啡因可使细胞内游离 aC
“ 十

浓度升高
。

这种升高不受细胞外 C a Z 十

浓度影响
,

因为除

去细胞外 C a “ +

后
,

咖啡因仍可使细胞内游离

C a “ 十

升高
。

据报道
,

咖啡因可使肌浆网C a“ 十

池

释放 C a Z十

和抑制肌浆网 摄 取 aC
“ + 〔 8J

。

可见

咖啡因是释放细胞内 ca
“ +

池的 C扩
十

引起细

胞内游离钙浓度升高
。
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