
本身就难于进入细胞浆的外源 DNA通过跨膜运动使

既得 DNA又外出丢失 ,进而提高了细胞的基因转移

效率。

　　p SV -β这种瞬时表达载体进入细胞内的表达情况

主要与载体的属性相关 ,转染方法主要影响表达载体

进入细胞内的数量 ,选择 Lipofect AM IN E结合 10%

甘油休克转染 pSV -β ,观察表皮细胞内 pSV-β表达情

况。图像处理结果表明 ,基因转染后细胞表达报告基因

的高峰时期在 72 h。统一将 72 h作为检测报告基因表

达载体的不同转染方法的转染效率是最佳的时相点 ,

能够得到真实的转染率。

　　实验证明 ,脂质体结合 10%甘油休克转染表皮细

胞是一种高效率的表皮细胞基因转染方法 ,同时也证

实了甘油 ,二甲亚砜等的应用对原有方法的转染效率

均有明显的影响。

　　关键词　表皮细胞 ;基因转染

　　中图法分类号　 R394- 3
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荧光探针法测定原代培养家兔肾脏内髓集合管细胞内 pH

Fluorenscent measurements of intracellular pH in primary cultured inner

medullary collecting duct cells of rabbit kidney

夏前明 　 黄　坚　 赵志强　 钱桂生　　 (第三军医大学附属新桥医院全军呼吸研究所 ) 重庆 , 400037

　　提　要　目的:建立稳定的原代培养肾脏内髓集合管 ( Inner medulla ry collec ting duct, IM CD )细胞的

p Hi测定方法 ,为进一步研究 IM CD细胞功能奠定基础。 方法:将家兔肾脏 IMCD细胞用盖玻片培养成细胞

单层 ,制备 IM CD细胞 p Hi标准曲线 ,然后测定 IM CD细胞的 BCEC F / AM的荧光强度比值 ( FIR) ,进而将

FIR转换为 IM CD细胞的 p Hi。 结果: 本实验观察到 IM CD细胞的 FIR在 pH 6. 8～ 7. 8范围内呈显著正相

关 ,回归方程为 Y= 0. 848± 1. 089X ( r= 0. 988, P < 0. 01)。 15份标本的 pHi结果为 7. 255± 0. 030,与

Mankus等报告的结果最接近。结论:以上结果表明 BCECF /AM荧光探针法测定 IM CD细胞的 pHi,具有简

单、可靠、经济等优点 , IMCD细胞 pHi测定是研究 IM CD细胞功能的基础测定之一。

　　细胞功能活动的许多过程是 pH敏感的 ,全面评

价细胞内 pH( pHi)变化对细胞功能活动的影响需要

了解 pHi详细的调节机制。反之 ,通过测定 pHi的快

速变化 ,也可推知细胞的功能活动。 因而 , pHi测定久

已为人们所重视
[1, 2 ]
。肾脏内髓集合管细胞是哺乳动物

　　 　夏前明 ,男 , 43岁 ,副主任医师 ,博士 ,现在成都军区总

医院呼吸内科　成都 , 610083

肾小管的最末节段 ,有“尿液 pH的最终调节器”之称。

IM CD细胞的 pHi测定是研究 IM CD细胞多种离子交

换功能的基础 [3～ 5 ] ,国内尚未见报道。我们采用 2′, 7′-

双 ( 2-羧乙基 ) -5( 6) -羧基荧光素三乙酰甲酯酶 [2′, 7′-

bis( 2-carboxyethyl )-5( 6) -carboxy-fluorescein t riace-

toxymethyl ester, BCECF /AM ]荧光探针 ,成功地进

行了 IM CD细胞的 pHi测定 ,现将结果报告如下。
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1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂
　　台式常温离心机 (上海医用分析仪器厂 ) , CO2恒温孵箱

(美国 Shell-Lab公司 ) , PE-50型荧光磷光分光光度计 (美国

PE公司 ) , Nig ericin、 HEPES和氯化胆碱 (美国 Sigma公司 ) ,

BCECF / AM(美国 Eugene公司 ) , DM EM / F12(美国 Gibco公

司 )。 其余试剂为国产分析纯产品。

1. 2　 IM CD细胞培养

　　按本实验室方法进行 ,方法略。

1. 3　溶液的配制
　　 pH标准缓冲液 ( A液 )和稳态液 ( B液 )的组成如表 1所

示 , A液 pH分别为 6. 6、 6. 8、 7. 0、 7. 2、 7. 4、 7. 6、 7. 8, B液 pH

为 7. 40,溶液配好后置 4°C冰箱保存。

表 1　溶液的组成 ( mmol /L )

溶液

A B

NaCl 0 135

KCl 133 5

Cholin-Cl 7 0

CaCl2 1 1. 8

Mg Cl2 1 0

Mg SO4 0 0. 8

K H2 PO4 2 0

Glucos e 5 5

HEPE S 6 10

　　 Nigericin用双蒸水稀释为 14μmol /μl, - 20°C冰箱保存 ,

测定时 1 ml A液或 1 ml B液加 Nigericin储备液 1μl。BCECF /

AM用二甲基亚砜稀释为 1μg /μl, - 20°C冰箱避光保存 ,测定

时 1 ml A液或 1 ml B液加 BCECF / AM储备液 1μl。

1. 4　 pHi标准曲线的制备

1. 4. 1　无菌条件下取出培养好的 IMCD细胞单层 ,用小镊子

轻轻插入专用支架 (荧光磷光分光光度计配套用于细胞单层测

定的支架 ,以下简称支架 ) ,旋紧固定螺钉。

1. 4. 2　将支架放入无菌比色杯中 ,用 B液漂洗 2次 ,每次 5

min。

1. 4. 3　将支架置于盛有 B液 (含 BCECF /AM 1μg /ml)的另一

无菌比色杯中 , 37°C、 5% CO2孵育 1 h。

1. 4. 4　取出支架 ,将其分别放入不同的 pH( 6. 6、 6. 8、 7. 0、

7. 2、 7. 4、 7. 6、 7. 8) A液中 ,漂洗 2次 ,每次 5 min。

1. 4. 5　分别将支架放入步骤 1. 4. 4相应的 A液中 (含

Nigericin 14μl /ml) , 37°C、 5% CO2孵育 15 min。

1. 4. 6　测定杯中加入与步骤 1. 4. 4相应的 A液 1 ml,将孵育

好的支架插入测定杯中。

1. 4. 7　将测定杯放入荧光磷光分光光度计的测定室 ,应用荧

光磷光分光光度计配套的 FLM IN LAB程序测定荧光强度。激

发光波长 495 nm、 440 nm ,发射光波长 530 nm ,狭缝 10 nm,每

份标本测定时间设定为 1 min。

1. 4. 8　采用 FLM INLAB程序 ,将 495 nm /440 nm荧光强度

比值 ( FIR)与相应的 A液 pH进行直线回归和相关分析 ,制成

p Hi标准曲线。

1. 5　稳态 pHi测定

　　测定的操作过程与标准曲线基本相同只是将步骤 1. 4. 4、

1. 4. 5、 1. 4. 6的 A液换为 B液 ,步骤 1. 4. 8为将测定的 F IR,查

出其相应的 p Hi,即为该标本的 p Hi。

2　结果

2. 1　 IM CD细胞 pHi标准曲线

　　 pHi在 6. 6～ 7. 8范围内与 F IR呈显著正相关 ,回归方程

为: Y= 0. 848± 1. 089X ( r= 0. 988, P < 0. 01) ,见图 1。

图 1　 IMCD细胞的 pHi标准曲线

激发波长 495 nm和 440 nm荧光强度在 7种不同 pH

的 A液中获得。 495 nm与 440 nm比值作为细胞内

p H( p Hi)的函数作图

2. 2　 IM CD细胞稳态 pHi结果

　　测定 IM CD细胞稳态 p Hi标本 15份 ,结果为 7. 255±

0. 030。

3　讨论

　　 BCECF是一种 pH敏感的双激发荧光探针 ,为多

电荷螯合剂 ,不能穿透非极性的细胞膜。它与乙酰氨基

甲酯 ( AM )结合成非离子型的 BCECF /AM ,能迅速透

过细胞膜进入细胞内 ,立即被细胞内的非特异性酯酶

水解为有活性的激离型 BCECF,就能与 H
+ 结合 ,而不

能通过细胞膜而被扣押在细胞内。当用 495 nm和 440

nm两个波长的激发光轮流照射时 ,均可发射 530 nm

的荧光。但用 440 nm照射时 ,产生的荧光很弱 ,对 pH

不敏感。而用 495 nm光激发时 ,发射 530 nm ,其强度

与 pH成正比
[7 ]
。采用计算机辅助的荧光信号 495 nm /

440 nm的 FIR测定 ,不仅增加了信号强度使测定更准

确 ,易于识别可能出现的假信号 ,而且还具有以下优

点:① FIR与细胞内探针总浓度无关 ;② FIR与探针负
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载程度无关 ;③ FIR与细胞厚度无关 ;④ FIR可减少因

探针泄漏及光漂白作用等导致的误差。因此 ,目前荧光

探针法大多采用 FIR来测定 pHi。

　　在一定范围内 ,每一 pHi对应与一个 FIR。通过这

一对应关系建立 FIR对 pHi的回归方程 ,即可得到

pHi标准曲线。本实验用 K+通道开放剂 Nigericin打

开细胞膜 K
+ 通道 ,使细胞内外 K

+平衡 ,同时 H
+ 也达

到平衡。当 BCECF /AM负载入细胞内 ,洗去细胞外

BCECF /AM ,在已知 pH的系列溶液中 ,加入一定量

的 Nigericin,使细胞内外的 H
+
相平衡 ,测定此时的

FIR就可得知相应的 pHi ,由此建立的 FIR对应于

pHi的回归方程 ,得出 pHi标准曲线。

　　荧光探针法测定 IM CD细胞的 pHi的关键是准

确配制标准 pH溶液 ,我们采用酸度计和血气分析仪

双重校正 ,以确保标准溶液的 pH准确。由于 BCECF/

AM溶液的荧光自动衰减 ,测定时均需制备当天的标

准曲线。此外 ,配制标准溶液一般不要存放一月以上。

　　原代培养 IM CD细胞的稳态 pHi,各家报告的结

果不一致。 Weil等
[5 ]
报告的家兔 IM CD细胞 pHi为

7. 00± 0. 03, Kraut等 [ 3]报告的大鼠 IM CD细胞 pHi

为 7. 33± 0. 06, Mankus等 [7 ]报告的大鼠 IM CD细胞

pHi为 7. 25± 0. 04,可能与测定条件的差异有关。 本

实验测定的家兔 IM CD细胞 pHi为 7. 255± 0. 001,与

Mankus的结果最接近 , IM CD细胞的稳态 pHi似乎

与种属关系不大。

　　由上可见 ,荧光探针法测定 IMCD细胞的 pHi ,具

有操作简便、稳定可靠、经济安全等优点。 此外 ,

BDECF /荧光探针无放射性污染 ,购买、保存和测定均

较方便。以往虽有多种 pHi测定方法 ,除核磁共振外 ,

均因各种问题而受限。 如微电极法要求所测定的细胞

体积较大 ,电极插入部位渗漏较少。溶细胞液法需要破

坏细胞 ,测定的 pHi为整个细胞 pH的平均值 ,不能反

映 pHi的变化过程。标记同位素弱酸 (或弱碱 )分布法

反映的是稳态 pH的跨膜梯度 ,也不能反映 pHi的变

化过程 [ 2]。因此 ,开展荧光探针法测定 IM CD细胞的

pHi具有重要的意义。

　　关键词　家兔 ;肾脏 ;内髓集合管细胞 ;细胞内 p H

　　中图法分类号　 R322. 61; R394
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2　讨论

　　本例寒冷季节急性起病 ,发热、头痛、呕吐、昏迷、脑膜刺激

征及病理反射阳性 ,有口唇疱疹 ,加之外周血象和脑脊液呈化

脓菌感染样改变 ,诊断暴发性流行性脑脊髓膜炎脑膜脑炎型依

据较充分。 并根据呼吸功能恶化及血气改变 ,考虑合并了

ARDS[1]。目前普遍认为 , ARDS的发生是在严重感染等条件下

产生大量炎性介质进入肺循环作用于血管壁 ,使其通透性显著

增加 ,大量血浆外尖 ,产生肺泡间质水肿 ;缺氧、酸性代谢产物

等对肺血管及Ⅱ型肺泡上皮细胞损害 ,导致血管通透性升高 ,

表面活性物质产生减少 ,从而使肺顺应性降低。 本例患者属流

行性脑膜炎重型 ,易导致 ARDS。 维生素 E是一种天然的抗脂

质过氧化物质 ,具有还原性 ,极易与氧及自由基结合 ,防止生物

膜上不饱和脂肪酸被氧化 ,稳定细胞膜 ,阻止Ⅱ 型肺泡上皮细

胞的破坏 ,增加表面活性物质的合成 ,提高肺顺应性 ;维生素 E

具有保护血管壁 ,使其通透性降低 ,减少血浆外渗 ,阻止肺泡间

质水肿 ,维生素 E具有增强免疫功能作用 ,有利于机体对病原

体的清除 [2]。 本例患者加用维生素 E乳剂治疗 ,起到了明显的

疗效。

　　关键词　维生素 E;流行性脑脊髓膜炎 ;成人呼吸窘迫综

合征 ( ARDS)

　　中图法分类号　 R515. 2; R563. 8; R977. 25
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