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细胞内钙的含量极微
,

静息 时约为 1 0
一 a

一 10 ”

m ol / L
,

而细胞外钙含量高达 1 0 ’ 3

一 1。 一 ’
m ol / L

,

胞内

外形成极高的 C a , +
跨膜电化学梯度

,

因此胞 内 C a ’ 十 浓

度的微小变化将影响活细胞内重要的生理
、

生化过程
。

细胞内游离〔C a , + 〕
;

的测定对 了解正常细胞功能的启

动
,

加强或抑制以及与 C a ’ +
有关的疾病的发生机理均

有重要意义
.

近 10 年来
,

出现数种胞内游离 [ C a , +
]

.

测

定方法
,

如钙激活的光蛋白
、

离子选择性微 电极
、

金属

铬指示剂等
,

普遍反应速度慢
、

灵敏度低
。

80 年代以来

相继合成 T C a ,十

荧光探针 Q
u i n

一

2 ( 1 9 5 2 )
,

F u r a 一 2 及

In d o 一 1
、

F u l o
一

3 等 ( 19 8 5 ) [`口
。

近年来 F u r a 一

2 应用最为

广泛
,

因具有高灵敏度
、

波长漂移
、

反应速度快等特点
。

突触体 ( s y an p t os o m es )是指脑组织匀浆经超速离

心
,

神经末梢的细胞膜从轴突上断裂
、

封闭而形成的神

经末梢单位
,

内含胞浆和各种细胞器 (包括线粒体 )
,

膜

上有 C a ’ 十通道 〔 , 〕 。

自 1 9 6 0年 G r a y 和 W h i t t a k e r
将其

引入神经化学的研究以来
,

突触体 已成为研究神经递

质和受体的基本工具
。

A s hl ey 等 ( 1 9 8 4) 率 先 应 用

Q iu n 一

2 测定 突触体胞浆游 离 C a ,十 浓度 (简称 S C F

〔C a Z+ 〕
i
)

,

K o m u l a i n e n
等 ( 1 9 8 7 )报道 F u r a 一 2测定 S C F

〔C a , 十

〕
;

具有更大优越性
〔 3〕 。

但 由于这一方法刚起步
,

在技术上仍存在不少问题
,

在文中对突触体分离
、

F u -

r a 一 2 负载等方面进行了探索
。

F ur a 一 2 荧光探针测 [ C
a , ` 」

.

的原理

1 9 8 5年美国加州大学伯克利分校 G
.

G
r y n

k i e n i e z 「` 」合成了

C a Z+

荧光探针 F盯
a 一

2
。

F盯
a 一 2与钙鳌合剂 E G T A 一样

,

具有四

梭酸的 C
a歼赘合中心

,

能特异性与 C
a , 十
结合

,

不同的是 F ur
a 一 2

可发出荧光
,

并且与 aC
, +

结合后其荧光光谱发生变化
。

F ur
a 一 2

为极性大的酸性化合物
,

难以进入细胞
,

在其负性基 团部位结

合上亲脂的乙酞轻甲基醋成为 F ur
a 一

2/ A M ( C 4 ; H ; 7 0 2` N 3 一

10 01
.

8 6 )
,

它不能与 C
a Z+

结合
。

F盯
a 一

2/ A M 与细胞温孵时很容

易透过细胞膜
,

胞浆内的非特异性酷酶将其水解为 F 。 r a 一
2

,

后

者与胞浆内游离 C
a Z+

结合形成 F盯
a 一 2

一
C a Z+

复合物
。

F盯
a 一 2 及

凡 ar
一

2
一

C a “ 十
复合物的最大激发光波长分别为 38 。和 3 40

n
m

,

其

翩寸光的强度与aC 汁 浓度呈正比
,

据此可测定 c[
a +2 ]

i

及其变化
。

2 材料与方法

2
.

1 突触休分 离

W ist ar 大鼠
,

体重 20 。~ 25 0 9
,

断头后迅速取出额 叶皮层

和海 马
,

称重
,

按 l
:

1 0( W / v )加入冰浴的 0
.

32 m ol / L 等渗蔗

糖液 ( p H 7
.

4 )中
,

以 s o o r
/ m in 匀浆 2~ 3 次

,

每次 1 5~ 2 5 5 。

匀

浆液经 1 1 00 X g 离心 10 m in
,

线粒体
、

小片的髓鞘及自发形成

的突触体留在上清 ( 5 1 )中
。

将 s ,

在 1 2 o o o x g 离心 2 0 m i n ,

突

触体
、

线粒体及髓鞘形成沉淀 (P
2 )

。

以 。
.

8 m ol / L 和 1
.

2 m ol / L

蔗糖液造成密度梯度
,

将 P
Z

用 0
.

32 m ol /L 蔗糖液混悬后
,

小

心铺在 0
.

8 m ol /L 蔗糖液表面
,
1 00 0 00 X g 离心 l h

。

收集 。
.

8

与 1
.

2 m ol / L 界面液体悬浮在 0
.

32 m ol / L 蔗糖液中
,

15 。。 o X

g 离心 3 0 m in 取沉淀
,

加人工脑脊液 ( A C S F )
,

5 5 0 0 火 g 离心

2 0 m in
,

沉淀悬浮在 A C S F 中
,

用 L o
w yr 法测定蛋白

,

最后调蛋

白浓度至 1
.

5~ 2
.

5 m g / m l
。

上述步骤均在 。~ 4 ℃ 下操作
。

2
·

2 F u r a 一 2 / A M 负载

取 1 m l 上述溶液 ( 1
.

5 ~ 2
.

5 m g /m ] 蛋白 )
,

加入 F u r a 一 2 (终

浓度为 5 拜m / L )
,

对照管加入等体积的 D M S O
;

通以 9 5 % O
:

+

5环c o
:
的混合气体

,

并加入牛血清白蛋白 (终浓度 。
.

1片)帮助

F u r a 一
2 负载

,
3 7 oC 恒温振荡 2 0 m i n 后各加入 9 m l A C S F

,

继续

温孵 1 5 m i n ,

从负载 F
u r a 一

2管中取 6 m l
,

分为 6管 ( 1 m l /管 )
,

对

照管取 2 m l
,

分为 2管
.

将此 8管温孵液离心 ( 1 2 3 。。 火 g 离心 5

m in )
,

沉淀悬浮在 1 m l 冰冷的 A C S F 中
,

测定前各管再离心一

次 ( 一Z 0 0 0 x g
,
3 0 5 )

,

沉淀悬浮在 2
.

5 m l A C S F 中
。

2
.

3 关光沮
,

J定及 〔C a , 二
]
`

的计算

采用 H i t ac ih
一

4 0 1 0荧光分光光度计
,

首先需扫描测定标准

液
、

负载液以及细胞内 F ur
a 一

2的激发波长和发射波长
,

正常情

况下激发波长为 3 40
n m 和 380

n m
,

发射波长为 50 0 n m
.

然后将

样本倒入石英比色杯进行测定
。

K CI
、

lG
u

等激动剂 以及其它药

物均通过盖外一小孔加入
。

实验时
,

分别测量静息期和加入激

动剂
、

拮抗剂或药物后的荧光强度以及最大荧光 比值 (R m
a

x)
、

最 小荧光 比 ( R m i n )
。

R m a x

是 指加入 T
r i t o n

x
一
1 0 0 ( 0

.

1 % ~

1% )破坏细胞膜
,

使 F盯
a 一

2被胞外 C a Z+

全部饱和时的荧光比

值
;
R m in 是 F

u r a 一
2所结合 C

a , +
被 EG T A 全部鳌合时的荧光比

值
。

根据下面公式可算出 [C
a Z十

〕 {4]

[e
a Z+ 〕一 K d膺二坚些共) (黔) ( n m

o l / L )

工、 I l l d 久 一
J、 r s

R 是观察到 的荧光比值 ( F
3 `。

/ F
3 8。 )

,

K d 是 F
u r a 一 2与 C a Z+

反应

的解离常数
,

K d 一 2 24
n m , F D

和 F
、

分别为零 C
a “ +
和 C

a “ +
饱和

时 3 8 0 n m 激发光产生的荧光强度
.
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3结果

在 ACS
F 中含 C

a
CI

:

为零时
,

测得突触体胞浆游离 [ C
a Z+

]
:

为 1 8 3
.

2士 29
.

1
,

随着 A C S F C a Z十
浓度增加

,

突触体胞浆游离

〔C a , + 〕
、

也升高 (表 i )
。

当在 A C S F 加入激动剂 K C I 时
,

随 K C I

浓度递增
,

突触体胞浆游离【C
a +2 ]

i

逐渐增加
,

在 30 m m ol / L 时

达到最高值 (表 2 )
。

表 1 F u r a 一 2测定静息状态下 S C F〔C a Z+

]
.
汀士 , )

A C S F 中仁C
a Z+ 〕

1

( m nr o ] / L ) 突触体胞浆游离 〔C a Z+ 〕、 ( n nr o l / L )

1 8 3
.

2士 2 9
.

1

2 7 1
.

1士 4 3
.

2减

3 3 9
.

7士 5 2
.

2减

狱
:

尸 < 0
.

0 1
,

与 A C S F 中 C
a Z+
为零组相比

。

表2 不同浓度 K C I 作用下 S C r [C
a Z+

]
.
厅士

: )

K C I ( nr m o l / L ) 突触体胞浆游离 [ C
a Z+ 〕

;
( n m o l / L )

5

l 0

2 0

3 0

50

3 3 9
.

7士 5 2
.

2

4 11
.

1士 6 2
.

2 减

4 8 2
.

1士 6 9
.

2 减

5 2 2
.

0 士 7 6
.

3 斌

4 9 8
.

2士 7 1
.

1 《

汉
:

P < 0
.

0 1
,

与 A C S F 中 K C I浓度 5 m m o
l / L 相比

。

4 讨论

K o m u l a i n e n
等

仁3三采用 F u r a 一 2荧光探针 测得 S C F

〔C a ’ 一
]

;

为 3 0 0一 4 0 0 n m o l / L
,

V e r
h a g e ( 1 9 8 5 ) 「

5〕应用不

同的提取突触体方法
,

测得的 S C F [ C
a ’ + 」

;

范 围从 2 04

一 6 2 6 n m o l / L
,

他指 出 S C F [ C a ’ 一

〕
;

还 与 F u r a 一 2负载

量
、

负载时间
、

温度等有密切关 系
。

本实验采用蔗糖密

度梯 度法 制备 突 触体
,

F盯
a 一

2/ A M 负载终 浓度 为 5

拜m ol / L
,

突触体悬液蛋 白含量 1
.

5一 2
.

5 m g /ml
,

负载

温度为 3 7 oC
,

温孵时 间 3 5 m i n ,

并以 9 5% O
:

+ 5旦百C O
Z

的混合气体和牛血清白蛋白 (终浓度 0
.

1 % ) 帮助负载
,

测得的静息 S C F 〔C a ,一 〕
、 3 3 2

.

2士 6 2
.

1 ( A C S F 含 C a C 1
2

1 m m o l / L )
,

在激动剂 K C I 作用下
,

S C F [ C
a 卜〕

`

迅速

升高
,

与文献 [ 3
,

5〕报道的结果相似
,

表明本实验方法

是可靠的
。

实验中值得注意的是
:

4
.

1 突触体分 离

突触体功能的好坏是影响测定结果的关键因素
,

若突触体破裂
,

一方 面其脂酶可将 F盯 a 一

2/ A M 水解

成 F ur a 一 2 ,

使其负载减少
,

另一方 面可将胞 内 F ur a 一

2

排出胞外
;突触体功能受损

,

则对荧光剂的负载和对激

动剂反应不明显
;
若 突触体活性丧失则影响更大

,

因为

死亡细胞 内 〔C a Z ,
]

;

比正常细胞高出十几倍
。

因此
,

突

触体分离的每一步骤均必须在 。一 4 ℃进行
。

4
.

Z F盯 a 一 2的 荧光受下 列因素影响

① p H 值
:

荧光素发光的最有利条件是它们的离

子化状态
,
p H 值可影响荧光指示剂 的离子化程度

,

因

此溶液的 p H 值应严格控制
。

生理情况下 p H 值的变化

( 7
.

0一 7
.

4) 对 F ur a 一

2的荧光谱影响不大
。

②温度
:

温

度升高则分子运动增加
,

分子间的相互碰撞使得荧光

减弱
,

测定细胞悬液时可以在室温下进行
。

③ F盯 a 一 2光

漂白
:

激发光能量过强会造成荧光探针化学键断裂
,

从

而损失荧光
。

减少光漂白效应可降低激发光强度和缩

短光照时间
。

④淬灭剂
:

包括 卤酸盐
、

氧化剂
、

重金属离

子等
。

实验时要求采用纯水
,

以去除水 中重金属离子对

F u r a 一 2荧光的影响和 防止水中 C a , +

饱和 F盯 a 一 2
。

另

外
,

由于玻璃管壁可释放出 C a , + ,

所 以实验中应使 用

塑料试管
。

⑤贮存
:
F盯 a 一

2和 F ur
a 一

2/ A M 贮存液分装

置一 20 ℃保存
,

每次测定取一管
,

有效期大于 2个 月
,

干

粉于 一 20 ℃保存 1年有效
。

4
.

3 缺 陷及改善办法

①染料 的泄漏
:

染料随时间延长而漏到细胞外是

较常见的问题
,

可以通过测定前冲洗细胞
、

添加牛血清

白蛋白或缩短测量时间 ( < 10 m in) 来解决
。

②房 室化

现象
:

部分 F u r a 一 2/ A M 进入亚细胞器 官如胞浆 网
、

分

泌囊泡
、

线粒体等变成 F盯 a 一 2
,

后者与 F u r a 一

2荧光相

似
,

但无 C a Z +

结合能力
,

因而影响 F ur a 一 2的测定结果
。

降低 F盯 a 一 2 / A M 的量
、

缩短负载 时间
、

在 室 温负载

F u r a 一

2可能减少这一现象
。

关键词 钙 /分析
.
突触体

;
荧光探针
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