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中产生的热量从中心向表团发散， 散热快。间

歇微波照射使照射时在样品中心产生的热量有

足够长的间歇期向样品表面传递， 最后被固定

液所吸收，减少了热量在样品中的积累，从而

防止了由于微波照射而使样品升温过高、 过快

而产生的损伤。固定液温度受低温水浴控制保

持恒定， 因此我们使用的固定液仅为 3 ml，比

国外通常使用的 10 ml 少得多，节省了昂贵的

固定剂。

微波照射后不立即取出标本，适当延长样

品在固定液中浸泡的时间 ( 30 分钟)， 使组织

中不溶蛋白质由初始 的 44 .3 % 升高到

79.6% [川大幅度改善了样品固定质量， 使细

胞超微结构得以更好的保存。

摘 要

在电镜酶细胞化学技术中，我们在样品的

固定 、 温育、包埋剂浸溃和聚合等主要过程中

均使用微波照射， 不仅缩短了制样时间， 而且

由于使用了小标本、 间歇微波照射、低温水浴

及适当延长样品在固定液中的时间等改进技

术， 使细胞超微结构和酶的活性都得以更好保

存。酶染色清晰， 无扩散， 定位准确。
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用 Fura吃测定缺氧时海马细胞内游离钙离子浓度的变化

生rJ ~丘伟 王福庄妥 航 丁爱石 荧燕华

(军事医学科学院基础医学研究所 北京 100850 ) 

缺氧时神经元胞内 游离 Ca2 + 离子浓度升

高， 这是缺氧所致神经元及突10虫传递发生不可

逆损伤的重要机tl11J 之一[1 ， 2]。我们以往的工作

发现，缺氧能迅速阻断大鼠海马脑片的突触传

递， 而无 Ca2 + 及高 Mg2 + 液能减轻突触传递

的缺氧损伤，提高复氧后脑'片突触功能的恢复

率[气 间接说明 Ca2 + 参与了神经元 与突触功

能的缺氧损伤。 为进一步观察缺氧时神经元胞

内游离 Ca2 + 浓度升高 的动态变化，本工作用

Fura-2 荧光测定技术，连续 监测了缺氧时海

马细胞胞内游离 Ca2 + 浓度 ( [Ca2 +Jj) 的变化特

征， 并对其变化的可能机制进行了初步分析。

材料 与方法

实验参考 Di1dy 及 Leslie 的方法[叫，用新生 1一

2 天的 Wistar 大鼠， 在解剖显微镜下剥离出双侧海

马， 剪碎后置于 37 0C 、 0 . 125% 的胶蛋白酶溶液中消化

20 min。用含 10 %马血泊的 MEM 培养基中止消化，

200 目过筛。 滤液 1000 r/min 离心 5min。沉淀细胞

以 10 %马血清的 0 . 2%BSA-MEM 液配制成 3 ml 细

胞悬液。加入 Fura一2/AM (终浓度为 5 μmol /L ) ， 在

37 0C水浴中恒温振荡 45 m..n-50 min ， 并不断地通入

95 % 02 + 5%C02 混合气体以维持细胞功能[飞负载

后 ， 细胞:悬液以 1000 r/min 离心 5 min ， 去上清液，

用 8 ml 0 . 2 %BSA-Hank 氏液洗 1 一 2 次。 Hank 氏液

成分为 (mmol/L ) ， NaCI1 37 . 0;KCI 5.0;CaCI21.31 

MgS040 . 8;Na2HPO. 0 . 6;KH2PO. 0. 4 ;NaHC0 3 3.0 1 

葡萄糖 5.0 ， pH7 . 2.沉淀物最后用 0. 2%BSA-Hank

氏液配成细胞悬液，用台盼蓝染色检查细胞存活率达

· 中科院上海生理所低氧生理开放实验室资助项
目 。
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85%-90 %左右， 并调整细胞密度至 2 X 10 6个/ml .

荧光测定采用日本岛津 RF-540 型荧光分光光度

计， 激发 、 发射光栅分别为 5、 10 nm ， 发射波长 50 0

nm ， 以 300 nm- 420 nm 激发波长扫描， 固定激发波

长在高峰波长， 测定不同实验条件下悬液荧光强度值

的变化。 测试温度为室温(18 "C - 20 "C), 整个测试过

程在 20 分钟内结束。胞内游离钙浓度由下式计算 :

[Ca2+J , = kd x (F-Fmin)/(Fmax-F ) 

(nmol/ L){ SJ 

式中 kd 为 Fura-2/ Ca2 + 的 解离常数， 为 224

nmol / Ll F 为在不同条件下测定的高峰荧光强度值g

Fmax 为加入 Triton X-100(终浓度 0 .1 %)后的 最大

高峰荧光值: Fmin 值为在 Fm日 值基 础上 再 加入

EGTA (终浓度 5 mmol /L )测得。

Fura-2/AM 为中科院生理研究所 产品，用二甲

基亚枫(DMSO )配成 1 mmol/L 浓度，分装后置于 -

20 "C备用。 EGTA 购自中国医药公司北京分公司，进

口分装。 其余试剂均为市售分析纯。 实验结果以 X士

SD 表示， 全部数据采用 t 检验。

纱
，口 果

静息状态下海马细胞[Ca2 牛 J j

选择在 20 分钟连续监测中 [Ca2 -JI值变化

不大的细胞悬液进行观察， 这些悬液较稳定，

细胞功能状态较好。在 细胞外钙浓度为 1. 3

mmoJ /L 情况下 ， 新生大鼠海马细胞[Ca 2 丁 i 为

6 0 .0 … 

随 40.0 '

1j{ 
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在武
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回 ， Fura-2 负戴海鸟细胞的激发光谱

26 0 .2 士 55.7 nmol/ L (n = 11 ) 1 在去除细胞外

Ca 2
" ( Hank 氏液中去除 CaC1 2 ' ， 并加入 0 . 1 ffi­

mOl / L EGTA) 肘 ， [Ca 2叮 i 为 192. 4 土 43 . 8nmol

/L ( n = 8) ， 低于胞外有 Ca 2 '" 情况 (P< O .O l) 。

因 l 为实测的 Fura-2 负载海马细胞的激发光

谱图。

二、缺氧对海马细胞[Ca2丁 i的影响

在细胞悬液中通入无氧混合气(9 .5%N2 + 

5%C02 ) ， 连续观察[Ca 2 ' JI的瞬时变化， 发现

Wç氧后海马细胞 [Ca 2 ' Ji急剧升高 ， 缺氧 10 min 

fJ，j 为 6 62 . 0 士 63 . 5 nmol / L (n = 7) ， 较缺氧前

升高了 400. 4 士 64 . 6 nmol / L (n =7 , P< O.Ol) 。

进一步碗察发 现， 在缺氧 1 min 和 6-8 min 

时 ， [Ca2丁 E 各有 一个较大的越迁， 显示出缺

氧时 [Ca 2 • J ，升高 自台 时 相性变化(图 2 ) 。 当去

除细胞外 Ca2 令 时， 缺氧 10 min , [Ca2 +J ，为

398.4 士 59.0 nmol/ L (n = 5) ， 较缺氧前升高了

206.3 土 36.7 nmol / L (n = 5, P<O .Ol ) ，但与

胞外有钙情况相比， [Ca2勺 1的升高有较大幅度

降低 (P< O.O l) ; 另外，此时'[Ca2丁 i升高的时相

性变化特征不再出现。
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图 2 不同浓度细胞外钙情况下缺氧对海马
细胞[Ca2+ 丁，的影晌

图申可见= 胞外 Ca2+ 为 1 . 3 mmol/L 的情况下，

缺氧 1、 6-8分钟时[Ca 2+J，各有一较大的越迁。
• P< O . 01 ， 与正常对照组比较。

讨 论

本文用 Fura-2 荧光测定技术观察到1缺氧

可引起海马细胞[Ca2勺 i急剧升高E 去 除细胞
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外 Ca2~ 时，缺氧仍可使[Ca2+ Jj升高，但其升

高幅度明显降低。上述结果表明，缺氧所致海

马细胞[Ca2丁 i的升高过程 中有胞外 Ca2 + 内流

与内源 Ca2 + 的释放同时存在， 但主要是胞外

Ca2丰的内 流。

另外，观察缺氧 10 min 的整个过程 ， 发现

[Ca2丁 t的升高呈明显时相性变化。缺氧可引起

海马脑片及海马培养细胞谷氨酸的大量释放，

使细胞[Ca2 +Ji升高 [6 ， 7] 0 Zinkand 等人报道[町 ，

谷氨酸介导的 45Ca2+内流表现出初次钙内流和

再次钙内流的时相性特征 ， RandaW 9] 等人用

Ca2 + 指示剂 indo-1 也观察到了谷氨酸引起海

马培养细胞[Ca2 +Ji升高的时相性变化，本实

验缺氧过程中亦看到[Ca2 + Ji存在两个大的越

迁， 与文献报道相类似，由 于去 除细胞外

Ca2 + 后上述特征性变化消失(图 2 )，表明这 '

一变化为胞外 CaH 的内流引起，此与 Zinkand

等人的观点符合，有关这一特征性变化的机制

目前还不十分清楚。

摘 要

本文用 Fura-2 荧光测定技术直接监测了

缺氧时大鼠海马细胞内游离钙离子浓度[Ca2寸 i

敬 主K
c 

的变化。实验发现，缺氧可使海马细胞[Ca 2 +Jj

显著增高， 并且在缺氧过程中其增高呈现明显

的时相性变化。 在去除细胞外钙的情况下， 缺

氧仍能使[Ca2+ J i增高 ， 仅增高 I幅度有所降低;

另外[Ca 2 +Ji不再出现时相性变化特征。结果

提示， 胞外 Ca2 + 的内流以及内源 Ca2 毒 的释放

均.参与了缺氧所致海马细胞[Ca2丁 i的增高过

程， 缺氧时[Ca2 令 Ji升高的时相性变化为胞外

Ca2忐内流引起。

读
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