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摘要　　胞浆钙离子浓度的规律性增加 , 已经在动物 、 植物 、 微生物等许多重要生命活动中得以

证明 , 如肌肉收缩 、 细胞分泌 、卵子授精 、 神经传导 、 个体发育 、 细胞凋亡以及病原生物(寄生

虫 、细菌 、 病毒)对哺乳动物细胞的侵袭过程中的重要性 , 已经得到广泛认可.因此 , 活细胞不同

微区中钙离子浓度规律性变化的成像研究已受到越来越多的关注.虽然目前多个厂家可以提供钙

离子成像系统 , 但用户在根据需要进行选择时 , 往往得不到有关设备的足够信息 , 因此很难做出

正确的选择.文中详细比较了 4种不同配置的钙离子浓度测量系统在检测胰腺腺泡细胞和肝脏实

质细胞胞浆钙离子浓度的振荡样增加时的性能差异 , 分析了这些差异的原因及解决方法 , 为钙离

子成像系统的使用者和制造商提供参考信息.
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　　胞浆钙离子浓度的规律性增加 , 在肌肉收缩 、

细胞分泌 、卵子授精 、神经传导 、 个体发育 、 细胞

凋亡等生理病理过程中 , 是关键的调控信号
[ 1—3]

.

钙离子信号适用于动物 、 植物 、 微生物的重要生命

活动
[ 4—7]

, 在寄生虫 、 细菌 、 病毒对哺乳动物细胞

的侵袭中也至关重要[ 8—10] .因而活细胞胞内不同微

区钙离子浓度规律性变化的成像研究 , 受到越来越

多科学家的关注.激光共聚焦显微镜的时间扫描功

能可以用于一些简单的钙离子浓度测量 , 更加系统

的研究往往需要一套专用的钙离子成像系统.多个

厂家可以提供钙离子成像系统 , 但是用户根据自己

的需要进行选择时 , 可以利用的现成文献往往不

多.系统配置的不同所引起的测量参数的变化 , 在

一般文献中也往往语焉不详 , 使得在仪器购置或配

置时感到很难做出取舍.本文中 , 我们详细比较了

4种不同配置的钙离子浓度测量系统 , 并用于检测

胰腺腺泡细胞和肝脏实质细胞中胞浆钙离子浓度的

振荡样增加.希望通过这些比较研究 , 能够对国内

同行自己购置钙离子成像系统 , 或国内厂家研制相

关产品时 , 有所裨益.

如上所述 , 多种细胞受到一定刺激后 , 胞浆钙

离子浓度呈规律性增加.当这些刺激是低强度生理

性刺激时 , 钙离子浓度往往呈振荡样升高:钙离子

浓度以周期性钙离子峰的形式出现.胰腺腺泡细胞

属于典型的外分泌细胞 , 在受到生理浓度的乙酰胆

碱(ACh)和胆囊收缩素(CCK)刺激后 , 出现典型的

胞浆钙振荡
[ 1 1—15]

.类似地 , 肝脏实质细胞在受到生

理性浓度的去甲肾上腺素(N E)、血管加压素(vaso-
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pressin , VP)、 血管紧张素(angio tensin)等的刺激

后 , 也出现典型的胞浆钙振荡[ 16—19] .本文将主要利

用上述两种细胞进行检测.

进行钙离子荧光成像时 , 可以利用的钙离子荧

光指示剂多种多样.使用激光共聚焦显微系统成像

时 , 多数学者使用可被可见光激发的荧光指示剂.

这主要是因为受到了仪器的限制:多数激光共聚焦

显微系统没有配置 A 段紫外激光器 , 不能使用双波

长紫外激发指示剂 Fura-2 , 只能使用可见光激发的

Fluo-3 类指示剂.而使用单波长指示剂的主要缺点

是在成像时 , 细胞不同部位荧光强度的分布可能受

到指示剂浓度不均匀分布的干扰.而双波长指示剂

因为得到的是两个波长荧光强度的比例 , 不存在此

问题.所以重点介绍使用 Fura-2进行钙离子浓度的

测量和成像.

1　材料与方法

1.1　试剂

胆囊收缩素八肽(CCK-8), 牛血清白蛋白

(BSA), 胰酶抑制剂(soybean trypsin inhibitor),

苯基肾上腺素(PE)购自 Sigma-Aldrich 公司(S t.

Louis , MO , USA).胶原水解酶 P(co llagenase P)

和胶原水解酶 H(collagenase H), 缓冲剂 4-(2-

hydroxyethy)-1-piperazineethane-sulfonic acid(HEPES)

为 Roche(Mannheim , Germany)产品 , MEM 氨基

酸混合液为GIBCO-BRL(G rand island , NY , USA)

产品 , Fura-2 AM 为 Molecular Probes(Eugene ,

OR , USA)产品 , Cell-Tak 为 BD Biosciences(Bed-

fo rd , MA , USA)产品.

1.2　大鼠胰腺腺泡细胞的制备

大鼠胰腺腺泡细胞的制备如文献[ 12 , 14]报道.

雄性 Sprague-Daw ley 大鼠(维通利华 , 北京)250—

350 g , 断颈处死 , 取出胰腺.置于预先加有缓冲液

的培养皿中 , 去除脂肪及大血管 , 取 P 型胶原水解

酶液(800 U / 10 mL)5 mL(用缓冲液配制), 注射

器注射充分 , 37℃, 120 r/min 40 min.小心吹打分

散胰腺组织 , 经 150目滤器过滤至含 4%BSA 的缓

冲液中自然沉降 , 缓冲液将细胞洗 3次 , 即可得新

鲜分离的胰腺腺泡细胞
[ 12]

.实验中所用胰腺腺泡细

胞分离缓冲液 , 是 Krebs 平衡液 , 具体成分如下

(mmo l/L ):N aCl 118 , KCl 4.7 , CaCl2 2.5 ,

MgCl2 1.13 , NaH 2PO 4 1.0 , D-葡 萄 糖 5.5 ,

HEPES 10 , L-谷氨酰胺 2.0 , 牛血清白蛋白(BSA)

2mg/mL , MEM 氨基酸混合液 2%, 大豆胰酶抑制

剂 0.1 mg/mL , 用 NaOH 4 mol/ L 调 pH 至 7.4 ,

充氧 30min后待用.胰腺腺泡细胞进行灌流时 , 配

制上述缓冲液时不加谷氨酰胺 、 BSA 、 氨基酸混合

液和大豆胰酶抑制剂.

1.3　大鼠肝细胞的分离

肝细胞的分离如文献[ 18 , 19]报道.断颈处死

SD大鼠 , 将肝门静脉及其一分支结扎.插管灌流 ,

先用灌流液 150mL , 30mL/min灌流 , 接着灌流酶

解液 80 mL , 20 mL/min , 酶解液可循环使用.灌

流结束后剪下尾状叶及其相邻的一叶放入 5 mL 酶

解液中 , 用刀片切成小块 , 在 37℃恒温摇床中振摇

2min(120 r/min).吸管轻轻吹打 , 150目的尼龙网

过滤 , 将滤液转移至含有 BSA 3 mg/mL 的缓冲液

中 , 离心 2min(1000 r/min).然后用标准缓冲液洗

细胞 3次 , 重悬细胞.分离肝细胞所用缓冲液成分

如下(mmol/ L):N aCl 118 , KCl 4.7 , CaC l2 2.5 ,

MgCl2 1.13 , N aH 2PO4 1 , D-葡萄糖 5.6 , HEPES

10 , 牛血清白蛋白(BSA)2 g.L-1 , MEM(×50)

2%, L-谷氨酰胺 2 , 丙酮酸钠 2 , 用 NaOH 4mol/L

调 pH 值到 7.34 , 缓冲液充氧 30min.肝细胞进行

灌流时 , 配制上述缓冲液时不加 BSA 、氨基酸混合

液 、谷氨酰胺和丙酮酸钠.

1.4　钙离子浓度的测量

分离所得胰腺腺泡细胞 、肝脏实质细胞重悬浮后

在 37℃振荡水浴中与 Fura-2 孵育(终浓度5μmol/ L)

30min.将负载好的细胞加入已涂有 Cell-TAK 并固

定于 Sykes-Moore灌流槽的盖玻片上粘贴细胞.将灌

流槽放置在钙离子测量/成像系统的倒置荧光显微镜

载物台上 , 选择细胞区域后进行测量.

1.5　钙离子测量 /成像系统的配置

实验用了 4种不同配置的系统对细胞钙信号进行

测量 , 系统的配置情况见图 1.图 1(a)显示系统分解

框图 , 图1(b)显示不同系统对应于图 1(a)的组分名

称 , 图1(c)—(d)显示金属卤素灯泡(图 1(c):系统

(I))、 氙灯灯泡(图 1(d):系统 II—IV)的发射谱.
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图 1　钙离子检测系统的配置

(a)系统由独立外置光源 、 倒置荧光显微镜 、 检测装置PM T / CCD和

计算机及软件构成;(b)系统 I— IV的具体配置:光源分别来自 Prior

Scient ific(I), Hamamatsu(II), PT I(III— IV);显微镜分别来自 Nikon

(I), Oly mpus(II— III), Nik on(IV);检测装置分别是 H amamatsu

CCD ORCA-AG(I)和 Hamam atsu CCD ORCA-HR(C4742-95-12HR)

(II), H am amatsu PMT 814(III), Roper S cienti fic CCD QuantEM

512SC(IV);软件分别是H am amatsu / Compix Inc Sim ple PCI 6.2(I),

Hamamatsu AquaCosm os(II), PT I Felix 1.42B(III)和 PTI EasyRaio-

Pro(IV).PTI 是指 Photon Technology Internat ional;(c)—(d)系统

I— IV 光源灯泡的发射谱.(c)金属卤化物灯泡(系统 I 的 Lumen 200

Pro);(d)氙灯灯泡(系统 II 的 Hamamatsu C7773 、 系统 III— IV 的

DeltaRam V/X).灯泡发射谱修改自(Prior S cientif ic Inc.和 Photon

Techn ology In ternational 公司网站(Prior S cien tif ic Inc.:h ttp://

www .prior.com/ dow nloads/ user  files/ en/ Lumen200PRO  Datashe-

et.pdf;Ph oton T ech nology In ternation al:h ttp:// www.pti-nj.com/

UVvis/ UVHardw are.html)

1.5.1 　系统 I 　如图 1 所示 , 系统 I 所用光源为

Lumen 200 Pro(Prior Scientif ic Inc., Fulbourn ,

Cambridge , UK).这款 Prio r Scienctific光源配置

的是金属卤化物(metal halide lamp)灯泡.Lumen

200 Pro光源的光谱带范围为 350—650 nm .所用金

属卤化物灯泡功率为 200 W , 寿命约 2000 h.Lu-

men 200 Pro光源内嵌一个马达驱动 、 直径 25 mm

的转轮;转轮具有 6个滤光片孔 , 可实现滤光片之

间的相互转换 , 同时光源快门可控制光强.转盘滤

光片孔安装有 340和 380 nm 滤光片 , 可实现 340 /

380 nm 两个波长之间的快速切换 , 相邻的两个滤光

片转换需时 55 ms.转盘外接一控制盒 , 可手动控

制 340 / 380 nm 波长之间的切换.Lumen 200 Pro

通过 2m 长的液体导光管(liquid light guide)将激发

光输送到荧光显微镜的入口 , 避免光源和显微镜直

接相连以及热量向显微镜的传递.

系统 I 所配显微镜为 TE-2000 U(Nikon , Ja-

pan).显微镜激发块配置了 Fura-2 专用滤光片块组

合(Chroma 74500-二色镜片和发射滤光片组合;激

发滤光片放置在上述光源的滤光片转轮中).TE-

2000U所配 40 X超级荧光物镜(油镜)在 340 nm 处

透过率 52%, 380 nm 处透过率 74%.系统 I 所用

CCD 为 ORCA-AG (Hamamatsu , Japan), 像素

1344×1204 , 致冷温度-30℃, 470—570 nm 范围

内量子产率 70%.

系统 I所配软件为 Simple PCI 6.2(Hamamatsu /

Compix Inc.).软件自动生成数据工作文件 , 自动

存储所有获得图像 , 分析数据和图表.软件提供了

模组化设计 , 能根据自己的需要选择相对应的功能

模块.实验中主要使用软件的以下模块:AIC:自

动控制图像捕获及显微多位成像模块 , 其中又包括

CCD相机驱动模块 , 标准设备驱动模块 , 高级驱动

模块 , 和实验计划者 4个模型组合.IPA:图像处

理分析模块 , 主要是结合 AIC模块完成在线的捕获

和分析以及优化 , 并可以进行后期的图像分析处

理.DIA:动态光密度分析模块 , 可处理 Ca2+浓度

测定 , 双波长比率 , pH 值比率测量等.DNN:去

模糊模块 , 采用快速算法去除图像模糊.

1.5.2　系统 II　系统 II(图 1)光源是一个内置氙灯

的高速扫描单色仪(Hamamatsu C7773).氙灯灯泡

150W , 呈连续光谱.单色仪 C7773 在 340/380 nm

之间的转换需时 3ms , 适用双波长快速交替激发.

系统 II的显微镜是 Olympus IX71 倒置荧光显

微镜.Olympus高紫外透过物镜取材于低自发荧光

玻璃(全反射镀膜和连接材料), UAPO40X3/340在

340 nm 处的光透过率超过 50%.系统 II 的 CCD

ORCA-HR(C4742-95-12H R)像素 4000×2624 , 最

短曝光时间 330μs , 适合于高速 、弱信号成像.

系统 II 配 置 的 软 件为 AquaCosmos 2.5

(Hamamatsu , Japan), 软件内设操作向导.实验时
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可将荧光图像(340 和 380 nm)、 荧光比例图像

(F340/F380)、荧光及其比例变化曲线实时展现出

来.实验结束后可对实验结果重新划 ROI 并进行各

种分析计算.

1.5.3　系统 III　系统 III(图 1)的光源是美国 PT I

公司生产的 DeltaRam V 单色仪 , 使用 75W 氙灯灯

泡 , 在紫外和可见波段连续发射.其优秀的光学设

计使得其输出功率在单一波长可达到 19mW.Delta-

Ram V具有高速波长转换功能 , 速度 80 nm/ s.

系统 III 显微镜是 Olympus IX-70 , 与系统 II

类似.Olympus IX-70 配置了 Fura-2专用激发块.

发射光的检测使用 Hamamatsu R1527P 型 PMT

(PTI PM T814型), 可进行模拟和数字(光子计数)

两种检测模式 , 可检测波长范围 200—680 nm.

PMT 灵敏度高 , 动态范围广.

系统 III的数据获取和分析软件是 Felix 1.42B ,

可根据硬件的配置自己设置数据获取程序 , 将荧光

强度和比例值实时显示.

1.5.4　系统 IV　系统 IV(图 1)的光源与系统 III 类

似 , 是美国 PTI 公司生产的单色仪 DeltaRam X.

DeltaRam X单色仪内置氙灯灯泡功率 75 W , 使用

时无须制冷 , 不产生臭氧.DeltaRam X 可多波长

高速转换 , 波长范围 250 —680 nm.DeltaRam X 与

DeltaRam V 一样 , 具有双侧可调狭缝 , 在 0—

24 nm范围连续可调.Del taRam V 的340/380nm 激

发光切换速度<2ms , 能在 15ms 内完成 4个不连

续波长的转换.

系统 IV 的显微镜与系统 I 相同 , 是 T E-2000U

(Nikon , Japan).配置了 40X 超级荧光 物镜 ,

340 nm处光通过率为 43%.系统 II —IV 荧光显微

镜的激发块都配置有 Fura-2滤光片组合 , 但是因为

光源是单色仪(而不是系统 I 中的滤光片转轮), 所

以在购置 Fura-2滤光片组合(如 Chroma 的 71000)

时 , 可省去激发滤光片.系统 IV 的 CCD 是 Roper

S cient ific的高灵敏度增强型 QuantEM 512 CS , 具

有双放大器 , 制冷温度为 -30℃, 量子效率大于

90%.使用软件是 PTI 公司配置的 EasyRatioPro.

这套高级荧光成像和分析软件专门为一个非常现代

化的WarpDrive定制 , 操作方便.能在获取荧光图

像的同时 , 实时生成比率图像 , 实时显示荧光强度

和比例曲线.

为了便于总结 , 表 1—2是光源 、 检测器的性

能比较一览表.

表 1　光源性能比较一览表

系统 名称 灯泡/W 类别主要波峰/

发射范围

/ nm

340/ 380

转换速度

/m s

输出单色

光带宽

(nm)/

功率(mW)

I Lum en

Pro200

金属卤化

物(200)
滤光

片轮

360 400

430 540

570

55 25 / -

II C7773 氙灯(150)单色
仪

330—650 3 可调/ 3.5
(at 500 nm)

III DeltaRam V 氙灯(75)单色
仪

250—680 2 0—24 / —

IV Del taRam X 氙灯(75)单色

仪

250—680 2 0—24 / 19

(at 473 nm)

表 2　检测器性能比较一览表

系统 名称 类别 曝光时间/

读出速率

量子

产率/ %

像素 制冷

温度/ ℃

I ORCA-AG CCD 10μs—

4200 s

70 1344×

1204

-30

II ORCA-HR CCD 330μs—
10 s

50 4000×
2624

5—7

III 1527P PMT - 10—20 - -

IV Quan tEM 512SC CCD 1.5—

10M Hz

90 512×

512

-30

2　结果

2.1　系统 I

利用系统 I 在明场的视野中观察到胰腺腺泡细

胞的形态如 图 2(a)所示 , 腺泡中每个腺泡细胞的

界线清晰可见 , 细胞富含酶原颗粒的顶部与基底部

分界明显.图 2(a)显示成像时选取了 3个候选区域

(region of interest , ROI):ROI 1.1 为胰腺最右侧

的一个细胞 , 测量整个细胞的平均胞浆钙离子浓

度;ROI 1.2 选取细胞的基底部 , ROI 1.3 选取细

胞富含酶原颗粒的顶部 , 分别测量该细胞基底部 、

颗粒顶部的平均胞浆钙离子浓度.图 2(b)显示 3个

ROI 平均胞浆钙离子浓度随时间的变化.CCK

10 pmo l/L刺激诱发胰腺腺泡细胞规则胞浆钙振荡.

但是钙离子峰值出现的先后 , 在细胞不同部位明显

不同.刺激早期 , 细胞顶部首先出现钙离子峰;刺

激后期 , 细胞基底部首先出现钙离子峰.全细胞的
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峰值出现时间是二者的中间值.同时 , 细胞不同部

位钙离子峰幅值也明显不同.基底部的峰值明显高

于细胞顶部.细胞顶部和基底部振荡频率基本一

致 , 但是在刺激初期细胞顶部出现小的钙离子峰 ,

在细胞基底并没有体现(图2(c)).

图 2　系统 I检测大鼠胰腺腺泡细胞胞浆钙信号的变化

(a)胰腺腺泡细胞的明场相差图 , 显示绿色 ROI 1.1—1.3的位置 ,

分别是同一个细胞的全细胞ROI 、 细胞基底部 ROI和细胞顶部 ROI;

(b)ROI 1.1—1.3在受到 CCK 10pmol/ L , ACh 25 , 100nmol/ L 刺

激后胞浆钙离子浓度随时间变化的曲线;(c)是图 b中记录的部分

放大 , 时间如图所示.(b)中方框显示给药时间

这些不同 ROI 区域的钙离子振荡信号 , 在刺激

后逐渐衰减并最后消失.在洗掉 CCK 之后 , 再依

次加入 CCK 10 pmo l/L , ACh 25 nmol/L , ACh

100 nmol/L , 都不能再次引发胞浆钙离子浓度的升

高(图 2(b), N =6).

2.2　系统 II

利用系统 II 选取视野中不同 ROI(图 3(a),

(b)), 发现用 CCK 10 pmol/ L 刺激胰腺腺泡细胞 ,

在不同细胞均引发腺泡细胞胞浆规则钙振荡;刺激

期间振荡幅值变化不大 , 洗去 CCK 后钙振荡消失

(图 3(c), (d), N =7).利用系统II可以直接观察到

图 3　系统 II检测大鼠胰腺腺泡细胞胞浆钙信号的变化

(a), (b)胰腺腺泡细胞 340 nm(a)、 380 nm(b)激发所得荧光

图像.图中所画圆圈显示所选择的 ROI 1—7的位置.图右侧

彩灰度条表示 F340/ 380荧光的强度;(c)显示 ROI 1—7 在

受到 CCK 10 pmol/ L 刺激后胞浆钙离子浓度变化的情况;(d)

单独显示 ROI 1的情况;(e)ROI 1(a), (b)中重点标出的细

胞)在所示时间点的 F340 荧光图 , 注意与 11′30″相比 , 11′

50″、 12′10″时 ROI 1的 F340荧光强度明显增加 , 12′30″、 12′

50″时又有所回落.图右侧彩条表示 F340 荧光的强度;(c),

(d)中方框显示给药时间
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视野内不同 ROI 的 340 , 380 nm 荧光图像 、 340/

380比例图像以及不同 ROI 平均荧光强度比值

(F340/F380)随时间的变化曲线.也可以通过图像

伪彩颜色的变化直接观察到钙信号的变化(图3(e)).

图 3可以看到在同一腺泡内 , 不同腺泡细胞的

钙振荡并不同步 , 其振荡频率和振幅均有所不同.

同一细胞的不同区域(图 3(c)中 ROI 6与 ROI 7)其

振幅也有所不同 , 基底部振幅较大.图 3(d)显示

ROI 1 随时间的变化 , 图 2(e)显示在 11′30″—

图 4　系统 III测量单个胰腺腺泡细胞的钙信号

测量时首先利用光路中 PMT 前的 pin-h ole装置((a), 虚

线所框部分), 通过调整装置中的 4个转钮的位置(图中所

示 1—4)将所感兴趣的细胞(ROI)框住 , 通过垂直观察桶

(视窗)观察所框位置是否合适.检测方形 ROI 中平均荧

光强度和 F340/ F380比例.(b)显示胰腺腺泡细胞受到

CCK 5pmol/ L刺激后胞浆钙离子浓度的振荡样增加.(b)

中方框显示给药时间.(a)中图片修改自 Photon Tech-

nology International 公司网站:ht tp:// www.pti-nj.com/

RatioMaster/Rat ioMaster.pdf

12′50″期间 ROI 1实际的 F340荧光强度变化.

2.3　系统 III

利用系统 III进行实验 , 每次只能通过一个 pin-

hole 装置(图 4(a)).手动框取一个方形的 ROI , 检

测 ROI中的平均钙离子浓度.通过调节 4个不同的

转钮 , pin-hole装置可以框取视野中特定 ROI.与

系统 II所得结果类似 , CCK 5 pmo l/L 刺激胰腺腺

泡细胞 , 出现持续的胞浆钙振荡;洗去 CCK 后振

荡消失(图 4(b)).但是系统 III因为每次只能框取

一个 ROI , 所以每次实验只能测量一个细胞.实验

时不能同时比较同一视野不同细胞的钙信号变化的

差异.系统 III 的优势在于 , 因为检测装置是

PMT , 动态反应范围广 , 检测灵敏度高 , 可以获取

快速反应数据.

2.4　系统 IV

用系统 IV 对胰腺腺泡细胞和肝细胞进行了钙

信号的检测.系统 IV 与系统 I , II一样 , 可以进行

多个 ROI(多个细胞)的同时检测.CCK 10 pmol/ L

刺激胰腺腺泡细胞后引发规则钙振荡 , 洗去 CCK

后振荡消失(图 5(a), 5(c), N =6).所得结果与系

统 II 和 III 相似.PE 刺激肝脏细胞 , PE 1μmol/ L

在肝脏细胞引发规则胞浆钙振荡;在 PE 刺激持续

存在时 , 这种钙振荡也持续存在 , 洗掉 PE 后振荡

消失(图 5(b), 5(d), N =6).

3　讨论

胰腺腺泡细胞的主要分泌刺激物受体包括

CCK-1受体 , 低浓度激活后引发持续胞浆钙振荡.

钙离子浓度的升高进一步调节腺泡细胞消化酶合成

与分泌等[ 14 , 15 , 20] .本文中 , 4种配置的钙离子测量

系统 , 都可以检测到胰腺腺泡细胞的振荡样胞浆钙

离子浓度升高.系统 IV也用于检测肝脏实质细胞 ,

发现细胞受到刺激后 , 钙离子浓度的振荡样升高 ,

与文献报道相似[ 19] .其中系统 I 在检测胰腺腺泡细

胞变化的过程中 , 胞浆钙振荡逐渐衰弱并最终消

失;而其他系统(II—IV)都在刺激细胞的过程中全

程检测到规则钙振荡信号.系统 III因为是利用 pin-

hole 装置和 PMT 检测 , 每次只检测一个细胞;系

统 I , II和系统 IV都可以检测多个细胞或 ROI钙离

子浓度的平行变化.

在 4种系统中 , 系统 I 光源灯泡为金属卤化物

灯 , 而系统 II , III 和 IV 均为氙灯.两种灯泡的发

射谱显示(图 1(c)—(d)), 氙灯的连续光谱在本文
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图 5　系统 IV测量胰腺腺泡细胞和肝细胞的钙信号

(a), (b)实验中所记录的胰腺腺泡细胞和肝脏实质细胞.(a)

中绿色 ROI 为选定的单个胰腺腺泡细胞轮廓;(b)显示所记录

的 3个肝脏实质细胞;(c)ROI 1—6在受到 CCK 10pmol/ L 刺

激后 , 胞浆钙离子浓度的振荡样增加;(d)图(b)中的 3个肝

细胞在受到 PE 1μmol/ L 刺激后胞浆钙离子浓度的振荡样增

加;(c), (d)中方框显示给药时间

的兴趣区(UVA)有较好的发射(图 1(d));金属卤

化物灯的不连续光谱在 360 , 400 , 430 , 540 ,

570 nm处有特征发射峰(图 1(c)), 但在本文的兴趣

区 , 只在 380 nm 显示有发射 , 在 340 nm 发射数据

不详(图 1(c)).Lumen 200 Pro 的灯泡功率是

200W , 可能也能保证有足够的 340 nm 光到达样

品.但是过多的光可能在一定程度上对细胞有损伤

作用 , 所以在 CCK 刺激胰腺腺泡细胞期间 , 钙振

荡峰开始降低 , 最后导致细胞对 CCK 和 ACh 的刺

激完全没有反应(图 2(b)).系统 I光源内置光强衰

竭器 , 可以 1%光强为单位在 0—100%范围内调节

光的强度.细胞失活的问题可能在适当调节光强后

得到解决.系统 I 光源的输出是通过滤光片转轮来

实现激发光波长的选择的.其输出激发光的带宽取

决于所配备的滤光片的带宽 , Fura-2 滤光片的带宽

一般在 25 nm 左右(参见:ht tp://www .chroma.

com/).这个带宽在决定了滤光片后是不可调的.

带宽过宽 , 可能导致了对细胞的损伤.

系统 II , III 和 IV 的光源是单色仪 , 其输出的

发射光是单色光.系统 II 光源 Hamamatsu C7773

是一款高速变换激发光的光源 , 发射光光谱范围为

330—650 nm , 灯泡 150 W , 在 500 nm 输出功率

3.5mW.C7773狭缝宽度可调 , 通过调节狭缝宽度

来调节光强.系统 III 和 IV的光源分别是 PTI公司

的 DeltaRam V 和DeltaRam X单色仪 , 单色仪的可

调狭缝范围 0—24 nm , 也可用来调节光强.本实验

中所用的 DeltaRam V 和 X狭缝均设为 1 nm .Delt-

aRam X是计算机控制的高速连续可调波长单色仪 ,

输出光波长 250—680 nm .PTI 光源 DeltaRam X在

300 nm 输出功率为 18 mW , 在 473 nm 输出功率

19 mW(Allan Stevenson and Xiao Dong Zhang ,

PTI , personal communicat ion).Del taRam V 和 X

都使用 75 W 的氙灯灯泡.灯泡发射范围宽 , 实验

所涉及的波段 UVA 是连续发射(图 1(d)).因为系

统 II —IV 所用的都是狭缝连续可调的单色仪 , 所以

可以控制光的带宽范围 , 同时光强通过带宽的变

化 , 连续可调.当带宽为 1nm 时 , 光强可以满足实

验的需要 , 对细胞没有损伤作用(图 3—5).

因为使用的钙离子荧光探针是 Fura-2 , 所以

340/380 nm 激发光的高速转换是必需的.而波长转

换的速度 , 在一定程度上决定了获得最终 F340/

F380 比值的速度.Prio r Scienti fic Inc.声称 Lu-

men 200Pro 滤光片转轮上两个相邻的滤光片最高转

换速度是 55 ms , 则 340/380 nm 转换一圈需时

110ms , 所以获得 F340/F380 比值的最快速度是

9/ s;Hamamatsu C7773 单色仪在 340/380 nm 之间

的转换最快可在 3ms内完成 , 与 HiSCA CCD配套

使用时 , 可以保证 80/ s 的成像速度;Del taRam X

单色仪在 340/380 nm 之间的转换最快可在 2 ms内

完成 , 340/380 nm 转换一圈需时 4 ms , 获得 F340/

F380比值的速度可能将主要取决于检测装置.利用
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PMT 检测 , 速度显著高于CCD检测.与 QuantEM

52SC配套使用 , 成像速率为 30/ s.

测量胞浆钙离子浓度变化时 , 首选倒置荧光显

微镜.系统 I 和 IV 所用 显微镜 均为 Nikon

TE2000U , 系统 II 的显微镜为 Olympus IX71 , 系

统 III 的显微镜为 Olympus IX70.因为本文主要涉

及 Fura-2 , 激发光在紫外区域 , 所以选择或配置显

微镜时必需考虑到物镜的紫外透过率 , 尤其是在

340 nm 处的透过率.尼康的 S Fluo r 40x 和 S Fluor

40xH 超级荧光物镜在 340 nm 处的透过率分别为

43%和 52%, 在 380 nm 处的透过率分别为 69%和

74%(T adashi Iida , Nikon , per sonal communica-

tion).Olympus的 40倍荧光物镜(UAPO40X/340)

在 340 nm 处透过率可达到 50%, 380 nm 处透过率

可达到 75%;40X 荧光物镜(UA PO40XOI3/340)

340 nm 处透过率可达到 55%, 380 nm 处透过率可

达到 80%(Jing Jing Qi , Olympus , personal com-

municat ion).Nikon和 Olympus这些 UVA 高透过

率物镜都可以非常好地满足 Fura-2荧光检测的需

要.

荧光信号可以用 CCD或 PMT 检测.系统 I 的

CCD为 Hamamatsu O RCA-AG , 有效像素 1344×

1204.CCD致冷温度-30℃, 在红绿光谱区最大量

子效率 70%.系统 II 的 CCD 为 Hamamatsu OR-

CA-HR(C4742-95-12HR), 有效像素 4000×2624 ,

最短曝光时间可为 330μs , 量子产率在 460 nm左右

可达 50%, 可致冷 至 5 —7℃.系统 III 使 用

Hamamatsu 1527P(PTI PMT814)进行检测 , 其量

子产率在 300 —500 nm 之间为 0.11 —0.2(0.2 at

300 nm , 0.19 at 400 nm , 0.11 at 500 nm , 参见

http:// jp.hamamatsu.com/ resources/products/

e td/pdf/R1527  TPM S1007E02.pdf).系统 IV 所

用的 CCD 为 Roper Scientific 的 QuantEM 512SC ,

有效像素为 512×512 , 致冷温度-30℃, 高量子效

率 90%.需要高速度 、 超灵敏 , 但是不需要空间分

辨时 , 可选用 PM T .选择 CCD时 , 空间分辨率和

量子产率是主要的考虑参数.检测较弱信号时 , 需

要选择高量子效率的 CCD.

系统 I所用软件是 Simple PCI 6.2 , 操作简单 ,

自动存储所有的实验图像 , 分析数据和图表 , 可在后

期的实验数据处理中方便快速的查找.系统 II的软

件是 AquaCosmos 2.5 , 这款软件操作简单快捷 , 可

以通过系统设置的向导操作.系统 III 软件为是 Felix

1.42b , 可实时显示出实验中钙信号的变化.系统 III

现在已有更新的软件 Felix 32;PMT 检测的优点包括

数据所占空间小 , 实验室不用考虑随时扩展硬盘空

间.系统 IV 的软件为 EasyRatioPro , ERP 除了可以

通过计算机鼠标操作外 , 还提供了一个外置的高度人

性化的 WarpDrive 操作界面 , 可以更直接的进行操

作 , 避免了繁琐的窗口切换 , 应用十分方便.

4个检测系统中系统 III是唯一以 PMT 为检测

装置的系统.PM T 的高灵敏度可以检测极弱的荧

光信号 , 且动态反应快范围广.缺点是实验时每次

只能检测一个 ROI , 并且一旦确定所要检测的细胞

后便不能再更改 , 即在实验数据处理时只有事先选

择好的细胞的数据.与 PMT 对单个 ROI 平均荧光

强度的检测相比 , 钙离子浓度荧光成像研究可以同

时检测多个 ROI(不同细胞以及同一细胞不同部位)

的钙离子浓度变化.如系统 I(图 2)同时检测了胰腺

腺泡细胞全细胞 、细胞基底部 、 顶部的钙振荡发生

情况.发现 3个 ROI 的钙振荡频率完全一致 , 但是

基底部振幅最高 , 顶部振幅低 , 全细胞振幅也低于

基底部.胰腺腺泡细胞的分泌颗粒集中在顶部 , 内

质网主要分布在基底部.这种特殊的亚细胞结构分

布决定了钙离子浓度变化的极性分布.对于系统 I

中出现的 CCK 引发的钙振荡衰减和消失 , 可能是

其激发光过强引起的.所用的金属卤化物灯在 340

nm 处发射较弱 , 而增加此波长的光的强度可能导

致相应的340nm 左右光的大幅增加 , 从而导致对细

胞的损伤.通过光源的衰减器将光强更进一步减

低 , 可能避免这种损伤.

系统 II也可同时测量多个 ROI 的钙信号变化 ,

比较同一腺泡 、 不同腺泡的细胞以及同一细胞的不

同部位的钙信号.在测量的过程中 , 表示 F340/

F380比值变化的伪彩图颜色变化非常明显 , 可以直

观地从图上看出同一团块细胞不同区域钙信号的强

弱和变化情况.系统 II 最多可同时检测 10个 ROI ,

ROI中不能再画 ROI , 所以不能比较细胞不同部分与

整个细胞钙信号的差别;但是这些差别可以通过实验

完成后的数据后处理实现 , 对实验结果影响并不大.

系统 IV 对 ROI 数量没有限制 , ROI 中可以再

画小的 ROI , 而且在实验进程中可以随时增加新的
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ROI , 可以方便地实时增加对感兴趣区域的检测.

图 5 显示 CCK 刺激胰腺腺泡细胞 , PE 刺激肝细

胞 , 都引发胞浆规则钙振荡.胰腺腺泡细胞的基础

F340/F380比较一致 , 说明细胞间基础钙离子水平

差别不大;而肝脏细胞不同细胞间其基础钙离子水

平有一定差别.两种细胞受到低浓度刺激后 , 均可

见均匀钙振荡.系统 IV 所配备的专用计算机 , 可

以将实验成像数据直接写在外置硬盘上 , 保证了测

量速度.但在测量过程中 , 只能分别显示 F340 ,

F380 , 或荧光比例(F340/F380)图像的变化 , 不能

同时显示 3个图像的变化 , 这种变化只能通过实时

计算的 F340/F380比值数据变化曲线来体现;3 个

图像的同时显示可能在今后的软件升级中会得到改

善.建议将来把 3个图像作为 3个独立的窗口显示.

同时因为 F340 , F380荧光强度和 F340/F380荧光比

例显示在同一个窗口 , 往往同时显示时看不到 F340/

F380 , 建议将来把 F340/F380作为独立窗口显示.

总结以上结果 , 在配置钙离子测量/成像系统

时 , 建议做如下考虑:光源一般可选择氙灯类光

源 , 如果对检测频率要求不高 , 可以考虑经济型的

滤光片轮光源 , 但是如果对检测/成像速度有较高

的要求 , 应该考虑专用的单色仪光源;最好是输出

单色仪带宽可调.对于 Fura-2的检测来说 , 需要重

点考虑荧光显微镜物镜在 340 nm 的紫外透过率.

CCD的分辨率和量子产率之间可根据自己的需要进

行取舍 , 对于弱的以及变化频率快的荧光信号建议

CCD的量子产率要高一些.软件的配置应该人性

化 , 易操作 , 能实时显示所检测的信号 , 能存储为

多种格式 , 如图片 、 数据以及图像伪彩变化情况.

进行成像实验时应该配置足够大的存储空间.

本文主要介绍了使用 Fura-2 时检测仪器的配

置.使用单波长探针如 Fluo-3时 , 实际实验时只设

置系统的一个激发波长就可以了.进行钙离子荧光

比例成像时 , 也可以使用单波长激发 、双波长发射

探针如 Indo-1.使用 Indo-1时 , 只需要一个激发波

长(350 nm), 因而不需要两个激发光波长之间的高

速转换 , 对激发光光源的要求相对较低 , 但是最好

是激发光的带宽可调.但是使用 Indo-1等双波长发

射探针时 , 需同时检测两个发射波长的荧光强度.

如在上述系统 III , 仪器可以配置两个 PMT , 将发

射光在 PMT 前通过分光镜和两个滤光片(分别通过

390 nm 和 475 nm的光)分光后 , 两个 PM T 分别检

测 390 nm 和 475 nm 的发射光 , 得到荧光比例

F390/F475.钙离子比例荧光成像时 , 在 CCD 前加

入一个 dual view 图像分解装置(websi te:ht tp://

www .magbio sy stems.com/products/mult ichannel.

php), 将图像分解为 F390 nm 图像和 475 nm 图像.

可以配置两个 CCD(需使用 dual view 图像分解装置

DC2), 也可以只配置一个 CCD(需使用 dual view 图

像分解装置 DV2), 都可以得到比例图像 F390/F475.
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