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　　提　要　目的: 研究内皮细胞内 Ca2+ 。方法:应用共聚焦激光扫描显微镜术 ( CLSM )研究体外培养人脐

静脉内皮细胞 ( HUV EC)胞浆内游离 Ca2+ 变化。结果: 5μmo l / L Fluo-3 /AM恒温 ( 37℃ )孵育体外培养 HU-

VEC60 min即可达到最佳负载效果 ,孵育时间的再延长只能增加背景染色 ,随着观察时间的延长荧光强度

逐渐减弱 ,可能是荧光淬灭的结果。另外 ,胞浆内游离 Ca2+ 浓度 ( [Ca2+ ]i)在整个细胞内的分布是不均匀的 ,

其确切意义尚不清楚。结论:胞浆内游离 Ca2+ 的标记需要适宜的条件 ,并尽早检测。Ca2+ 在细胞内的分布是

不均匀的。
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　　血管内皮细胞具有重要的生理和病理学意义 [1 ]。

随着研究的深入 ,人们迫切希望能直观地看到细胞各

种生理特性 (离子通道、离子浓度、 pH等 )的动态变

化 ,看到比普通光学显微镜图像更精细的三维结构。新

近发展起来的共聚焦激光扫描显微镜术 ( Confocal

laser scanning microscopy , CLSM )的应用满足了这

一要求。现简要介绍 CLSM在体外培养人脐静脉内皮

细胞 ( Human umbilical v ein endo thelial cells, HU-

V EC)胞浆内游离 Ca
2+ ( [Ca

2+ ]i )研究中的初步应用。

1　材料与方法

1. 1　 CLSM原理
[2 ]

　　传统的光学显微镜使用场光源 ,标本上每一点的图像都受

到其邻近的衍射和散射光的干拢。CLSM使用点光源 ,扫描标

本焦平面上的每一个点。标本点发出的散射光或反射光重复原

入射光路穿过物镜 ,见图 1,实线 ,通过双向色镜 (对荧光图像而

言 )或半银镜 (对反射光图像而言 )聚焦成象于第二个光孔 (探

测孔径 )。共聚焦技术的关键在于 ,相对于焦平面上的标本点 ,

照明孔径与探测孔径是共轭的。这样 ,焦平面之外大部分的残

余散射光 ,见图 1,点线和短划线 ,由于不能聚焦于探测孔径处

而不被探测器所接收 ,从而在理论上使焦平面上的图像分辨率

达到普通显微镜分辨率的 1. 4倍。

　　用微动马达控制载物台的升降 ,使焦平面位于标本的不同

层面上 ,从而得到整个标本的“光学切片”。为了探测标本的深

层结构 ,只有采用高亮度的光源 (如激光 )、反射率高的标本或

荧光标本。荧光或反射光图像经光电倍增管 ( PM T )和冷电耦合

器件 ( cCCD)摄象机 ,以数字方式输入计算机 ,可以完成各类图

像处理工作 ,得到荧光强度随时间变化的图像和曲线。

图 1　 CLSM原理示意图

Fig 1　 Schematic diagram of the principle of CLSM

1. 2　实验仪器和实验条件
　　本实验采用德国 Leica仪器公司制造的 CLSM系统 (由上

海医科大学医学神经生物学国家重点实验室提供 )。整个系统

主要由一台倒置荧光相差显微镜、氪氩混合离子激光器、控制

和输入命令的 486DX50微型计算机、进行图像运算处理的工作

站以及图像打印设备 ( U P-5200 MDP型彩色打印机 )构成。

　　 Fluo-3的激发波长为 488 nm,发射波长为 525 nm ,本实验

采用波长为 488 nm的激光束为激发光 , Fluo-3阻挡滤色镜波长

为 515 nm,光电倍增管收集波长大于 498 nm的发射荧光。所用

显微镜物镜为 40× 1. 3油镜。

205

第 20卷第 3期

1998年 6月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 ACT A ACADEMIAE MEDICIN AE MIL ITARIS TERTIAE 　
　

Vo l. 20, No. 3

Jun. 1998

 

  姚忠祥 ,男 , 32岁 ,讲师 ,博士

国家自然科学基金资助项目 , N o. 39670382

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1998. 03. 009



　　本实验在连续监测胞浆内 [Ca2+ ]i的变化时 ,采用 IDQ ( Ion

domain quantify )软件 (由 Leica公司提供 )对所选定的区域进

行荧光强度的数据采集。由该软件提供的窗口可对荧光强度的

变化进行实时观察。数据输入到 Mic roso ft Excel 5. 0中作进一

步分析处理。

1. 3　细胞培养
　　参见我室改建的 HUV EC体外培养方法 [3 ] ,无菌条件下取

胎龄为 37周～ 40周的新生儿脐带 (距离胎儿 10 cm) ,胰蛋白酶

消化收集 HUV EC进行体外培养。

1. 4　钙敏染料 Fluo-3 /AM的负载及 [Ca
2+

]i动态观

察方法 [4 ]

　　培养 72 h的 HUV EC, 37℃避光孵育于分别含 2μmol /L、

3μmo l /L、 4μmol / L、 5μmol / L、 6μmol /L Fluo-3 /AM的无血

清 RPM I-1640培养液中 30 min、 60 min、 90 min、 120 min后 ,用

不含 Fluo-3 / AM的同样培养液冲洗 3遍后 ,即可用氪氩离子激

光激发 ,在 CLSM下观察胞内荧光物质的分布及强度变化。每

间隔 10 s记录一次图像 ,曲线则连续记录 ,每个样本记录

10 min。

2　结果

2. 1　体外培养 HUV ECFluo-3 /AM的负载

　　应用 ( 2～ 6)μmol / L Fluo-3 / AM恒温 ( 37℃ )孵育体外培养

HUV EC 30 min～ 120 min后 ,分别观察 Fluo-3与游离 Ca2+ 结

合后被激光束激发出的荧光 ,结果显示: 5μmol / L Fluo-3 / AM

恒温 ( 37℃ )孵育体外培养 HUVEC 60 min即可达到最佳负载

效果 ,孵育浓度的进一步提高和孵育时间的再延长只能增加背

景染色 ,若降低孵育浓度或缩短孵育时间则难于达到最佳效

果。

2. 2　游离 Ca
2+
在体外培养 HUV EC中的分布特点

　　 Fluo-3与游离 Ca2+ 结合后 ,在激光束激发下发出黄绿色荧

光 ,荧光不均匀的分布于胞浆中 ,核周胞浆内的荧光强度明显

强于其它区域 ,在远离胞核的胞浆中荧光分布亦不均匀 ,呈网

状或团块状 ,在细胞周围伸出的短小胞质突起和细长的分枝状

突起中分布亦不均匀 ,见图 2;另外 ,利用 C LSM的“光学切片”

特性及进行三维重建后观察整个细胞内荧光强度时可见不同

层面之间的荧光强度亦存在明显差异 ,见图 3。

图 2　游离 Ca2+ 在体外培养 HUVEC中的平面分布

Fig 2　 The two dimensional distribut ion of f ree calcium ion in the cultured HUVEC in vitro

图 3　游离 Ca2+ 在体外培养 HUVEC中的立体分布

Fig 3　 The three dimentional distr ibution of f ree calcium ion in the cultured HUVEC in vitro

2. 3　胞浆内 [Ca2+ ]i的动态观察
　　与空白对照组相比 , 5μmol / L Fluo-3 / AM恒温 ( 37℃ )负

载 60 min后体外培养 HUV EC胞浆内荧光强度明显增强 ,其强

度变化均随时间延长而减弱。

3　讨论

　　应用 CLSM技术 ,我们观察到 5μmo l /L Fluo-3 /

AM恒温 ( 37℃ )负载体外培养 HUV EC 60 min为显

示胞浆内游离 Ca2+分布和浓度的最适宜条件。CLSM

是新近发展起来的一种新技术 ,最近几年才逐步得到

应用 ,它与普通显微镜和电镜相比具有明显的优点
[5 ]
:

CLSM样品处理过程与普通荧光显微镜无异 ,不需电

镜样品的特殊制作过程。CLSM结合倒置相差显微镜

可对活体细胞进行动态观察 ,记录其形态及生理变化

过程。我们对体外培养的活体 HUV EC胞浆内 [Ca
2+

]i
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进行了动态观察 ,其荧光强度随着观察时间的延长逐

渐减弱 ,可能是荧光淬灭的结果。CLSM可在对样品结

构无物理上破坏的情况下对样品进行断层扫描 ( Opti-

cal section)并可由计算机图像处理系统完成三维重

建 ,我们应用这一特点对体外培养 HUV EC胞浆内游

离 Ca
2+ 在细胞内的立体分布结果说明胞浆内游离

Ca
2+
在整个细胞内分布是不均匀的 ,其确切意义尚不

清楚。CLSM的主要应用之一是对活体细胞胞浆内

[ Ca
2+

] i、 pH等的动态观察 ,并可用于离子分布的研

究。快速发展的荧光标记技术还可进行特异性标记 (如

标记胞膜、核膜、细胞骨架、细胞器等 ) ,并可同时标记

两种或三种物质。

　　 Fluo-3的乙酰甲氧基 ( Acetox y methy1, AM )酯

化形式容易扩散入细胞 ,在胞内又被酯酶重新水解成

Fluo-3
[6 ]
。我们对体外培养 HUV EC胞浆内 Ca

2+
荧光

强度的检测是利用钙敏荧光物质 Fluo-3的四羧酸结

构与 Ca
2+
结合后荧光强度增强 40倍的特性

[7 ]
,借助

CLSM良好的空间和时间分辨率直接观察其变化 ,为

进一步研究 HUV EC的生理功能及形态结构提供了

一种崭新的手段。
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Observation of human umbilical vein endothelial cells in vitro with confo-

cal laser scanning microscopy
 

Yao Zhongxiang , Cai Wenqin ( Depa rtment of Histo log y and Embryo log y , Third M ilitary Medica l Univ ersity , Chongqing ,

400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the intracellular f ree ca lcium ion ( [Ca2+ ]i) o f human umbilical v ein

endo thelial cells ( HUVECs ) . Methods: Afte r the HUV ECs we re cultur ed in vitro , the concentra tion of

[ Ca2+ ]i was labeled by the indicato r o f dye Fluo-3 /AM and detected by confocal laser scanning micro scopy

( CLSM ) . Results: 5μmol / L Fluo-3 /AM loading a t 37℃ fo r 60 min was the best condition for observ a tion of

the [ Ca2+ ]i in the cultur ed HUVECs in vitro . The distribution of [ Ca2+ ]i w as h etero geneous in a cell. Con -

clusion: Appropriate condition is needed to label and detect [ Ca2+ ]i a nd the dist ribution o f [Ca2+ ]i is h etero-

geneous in a cell.

　　 Key words　 confo ca l laser scanning mic roscopy; endo thelial cell; umbilica l v ein
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