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摘要　　用共聚焦显微术在不同温度下记录非冬眠动物大鼠和冬眠动物黄鼠心肌细

胞钙瞬变 , 并分析钙移除速率.结果表明:大鼠细胞钙瞬变舒期水平随降温显著升

高 , 黄鼠基本不变;相同温度下 , 黄鼠钙瞬变时程较短 , 钙移除速率较快.CPA(cy-

clopiazonic acid)的药理作用显示肌质网是细胞钙移除的主要机制 , 黄鼠肌质网摄钙

速率较大鼠快.肯定了肌质网在冬眠动物心肌细胞耐受低温适应中的关键地位 , 否

定了钠钙交换发挥重要作用的观点 , 提出了改善非冬眠动物心肌低温耐受性的

可能性.

关键词　　心肌细胞　钙瞬变　钙移除　肌质网　冬眠　低体温　共聚焦激光扫描显微术

低温下 , 非冬眠动物心肌收缩机能发生障碍 ,而冬眠动物仍可保持有力的收缩[ 1 ,2] .我

们[ 3]最近的研究表明 ,大鼠心肌细胞胞内游离 Ca2+浓度([Ca2+] i)在低温下显著升高 ,冬眠动

物黄鼠基本不变.但这些测定是在静息心肌细胞进行的 ,不足以说明收缩机能的变化与胞内

钙调节的关系.

另一方面 , 冬眠动物心肌细胞避免发生钙超载[ 3]必然在钙移除机制上有特殊适应 ,但具

体机制尚有争论.研究显示 ,冬眠动物离体心肌肌质网相对非冬眠动物有较高钙摄取能力[ 4] ,

而且冬眠动物进入冬眠状态 , 心肌肌质网体积成倍增加 , 离体肌质网摄钙功能增强[ 5 ,6] .这

些证据提示肌质网在心肌耐低温适应中有重要地位.但另一些人认为 ,钠钙交换不直接消耗

ATP , 可缓冲低温下细胞能量供应 , 因而可能在冬眠动物心肌耐低温适应中有特殊地位.冬

眠金花鼠心肌动作电位的低位平台
[ 7]
, 豚鼠和冬眠动物黄鼠心肌冷处理后胞内离子恢复的差

异[ 8] , 冬眠黄鼠和刺猬动作电位复极化对胞外 Ca2+和Na+的敏感性(未正式发表的结果)等 ,

都支持这一观点.我们认为 ,肌质网和钠钙交换在耐低温适应中的地位之所以未能阐明 , 是

因为以往有关肌质网钙摄取的测定都是离体进行的 , 不能说明其在细胞钙移除中的实际贡

献 , 更不能对比它与钠钙交换的相对地位.
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　　本文将运用共聚焦显微系统记录非冬眠动物大鼠和冬眠动物黄鼠心肌细胞在兴奋收缩周

期中胞内Ca2+浓度的动态变化(钙瞬变), 并用钙瞬变下降相拟合法直接测定两种动物肌浆钙

移除速率常数 , 借助肌质网钙泵选择性抑制剂 CPA (cyclopiazonic acid)分析其中肌质网钙摄

取所占的比例 , 从而揭示冬眠动物心肌耐低温 、避免钙超载的适应性机制.

1　方法

1.1　细胞标本

本研究采用非冬眠动物大鼠和冬眠动物黄鼠(Citellus dauricus), 雌雄不拘.心室肌细胞

的分离和 Ca2+荧光探针 indo-1的导入方法与我们已有的报道[ 3]相同.简言之 ,实验动物以乙

醚麻醉后取心 ,以无钙生理溶液 37℃恒温灌流 5 min 后改灌含 0.5 mg/mL胶原酶(Sigma 1A

型), 1 mg/mL牛血清白蛋白(Sigma , 组分Ⅴ, 无脂肪酸型)和 75μmol/L CaCl2的生理溶液.约

15 min后取心室组织剪碎 ,在酶液中保温 ,然后逐步收获细胞.细胞储存和测定的生理溶液成

分为(mmol/L):140 NaCl , 4 KCl , 2.0 CaCl2 , 1.2 MgCl2 , 1.2 NaH2PO4 , 10 glucose , 5 HEPES , pH

调至 7.4.使用前 ,细胞在含 2.5μmol/L indo-1 AM的生理溶液中 37℃避光保温 10 min ,将 in-

do-1导入细胞.

1.2　标本槽及温度控制

实验所用标本槽是一玻片底的培养皿 ,内置环形玻璃管 ,围成直径1 cm的小室 ,最多可盛

放0.5 mL溶液(图 1).环形玻璃管与Cole-Parmer低温循环水浴相连 , 用以控制温度.电子温

度计的探头紧贴皿底放置 , 用以监视温度.当皿内盛有0.3 mL溶液时 , 小室底部中心与周边

温差小于 0.5℃.标本槽盖上镶了 1对银丝电极 , 一端平行伸入标本槽溶液中 , 另一端与电

子刺激器相连 , 以波宽 2 ms ,频率 0.2 Hz的方波对细胞进行场刺激.为防止细胞收缩时位置

移动 , 标本槽在使用前用 0.5%的明胶进行处理.

1.3　荧光信号的记录和计算

荧光图像的记录在ASCS Meridian 575UV共聚焦激光扫描荧光显微成像系统上进行.硬

件设置与以往的报道
[ 3]
相同.由于此共聚焦系统的线扫描速度很慢 , 本文用点方式记录钙瞬

变 , 采样频率 100 Hz.为提高信噪比 ,本文将相同条件 8个连续记录进行叠加平均.荧光强

度所对应的Ca2+浓度由下式[ 9]计算:

[Ca
2+
] =Kd

FR-FRmin

FRmax -FR· β , (1)

其中 , FR为 405 nm探测器 PMT2 与 480 nm波长探测器 PMT1所测荧光强度的比值 ,FRmin和

FRmax分别是无钙和饱和钙溶液的 FR , β为波长 480 nmol/L的信号在无钙和饱和钙溶液中的

比值 , Kd采用我们α定态下细胞原位标定的数据
[ 3 ,10] .钙移除速率常数 v 通过钙瞬变下降相

进行一阶指数拟合得到 , 拟合范围是钙瞬变下降相中[ Ca
2+
] i 低于 1 μmol/L的部分(详见讨

论),公式为

[ Ca2+] i =A· exp(-vt +B), (2)

式中 A和B 为拟合参数.

1.4　统计

数据经统计表示为平均值±标准误差的形式.温度影响及种间差异的显著性由单因素或
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图 1　实验标本槽及温控和刺激装置

(a)俯视图;(b)垂直断面

双因素有重复试验的方差分析检验 , P<0.05认为显著.假定统计数据 X ±δX 和Y ±δY 依函

数 f(X , Y)运算 , 得到结果 Q , 则 Q 的标准差为:

δQ =
 f(X , Y)

 X

2

δ
2
X +

 f(X , Y)

 Y

2

δ
2
Y. (3)

2　结果

2.1　钙瞬变的记录和比较

本文用点方式记录钙瞬变.图 2是记录的示例 ,其中 PMT1与PMT2的荧光信号呈镜像变

化 ,二者之比(PMT2/PMT1)是以 FR表示的钙瞬变 ,第 4条线是连续 8个记录的平均 , 可见信

噪比明显提高.同一细胞不同部位记录到的钙瞬变在幅度 、舒期水平 、时程等指标上是很接近

的.我们以往也观察到 , 细胞Ca2+浓度的分布是相对均匀的[ 3] , 因而点方式记录的钙瞬变虽

然是细胞内某一局部的情况 , 但能够反映细胞整体的性质.

实验研究了大鼠和黄鼠心肌细胞钙瞬变随温度的变化.图 3显示二者的钙瞬变峰值均随

降温逐渐上升 , 不同之处是大鼠心肌细胞钙瞬变的舒期[Ca
2+
] i 随温度下降显著上升 , 从而

其动态幅度明显减小 , 黄鼠心肌细胞在低温下舒期[ Ca2+] i 变化不大 , 保持较大动态幅度.

虽然大鼠与黄鼠钙瞬变的半峰时程都随温度降低而延长 , 但在各温度下黄鼠的半峰时程显著

较短.
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图 2　用共聚焦系统点方式记录大鼠心肌细胞钙瞬变

PMT1和PMT2分别为 480 nm和 405 nm波长 indo-1荧光强度变化 , 第 3条记录为 PMT2/PMT1的

荧光强度比 , 第 4条记录为 8个连续记录叠加平均的结果

2.2　钙移除速率常数的测定和分析

细胞钙移除速率常数由(2)式对以[ Ca2+] i表示的钙瞬变下降相进行拟合得到.根据已有

研究 , 大鼠心肌舒期张力[ 1 ,2]和细胞[Ca2+] i
[ 3]在 25℃以上变化不大;图 3显示钙瞬变的变化

也是如此.但 15℃以下 , 尤其是 CPA作用下的大鼠心肌细胞 , 钙瞬变逐渐变得不稳定.因

此 , 本文选择 25℃和 15℃进行钙移除速率常数的测定分析.在这两个温度间钙移除速率常

数随降温而下降 , Q10在大鼠和黄鼠分别为 2.9和2.4.相同温度下 ,黄鼠的钙移除速率常数高

于大鼠(图 4(a)).

为分析肌质网在细胞钙移除中的贡献 ,我们用 50 μmol/L CPA 选择性抑制肌质网钙泵.

为了保证降低温度时 CPA仍为饱和药理作用 , 此剂量是 Balke等人[ 11]在23℃进行同类实验的

5倍.在 CPA作用下 ,钙瞬变下降相缓慢 ,但仍可很好地为单指数方程所拟合(图 5).拟合结

果显示 , CPA使大鼠心肌细胞钙移除速率常数在25℃和15℃分别下降72.7%和81.3%, 黄鼠

细胞相应地分别下降 78.0%和 84.9%.其中大鼠的下降比例与文献报道[ 11 ,12]一致 ,肯定了我

们测定方法的可靠性.CPA的效用之大 ,证明大鼠和黄鼠心肌细胞的钙移除均以肌质网的摄

取为主.CPA 作用之后 , 大鼠和黄鼠心肌细胞钙移除速率常数的种间差异已不显著(图 4

(b)).用对照数据(图 4(a))与CPA作用下的数据相减 , 得到 CPA 敏感的肌质网钙摄取速率

常数.此常数在黄鼠约为大鼠的 2倍(图 4(c)).在 25℃和 15℃间 ,CPA 不敏感成分的 Q10在

大鼠和黄鼠分别为 4.1和3.6 ,CPA不敏感成分的 Q10分别为 2.0和 1.6 ,显示肌质网钙摄取是

一种温度系数较低的钙移除机制.
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图4　大鼠(n=12)和黄鼠(n=6)心肌细胞钙移

除速率常数(a)以及其中 CPA不敏感成分(b)和

CPA 敏感成分(c)

(a)和(b)中的数据由实验结果统计得到 , (c)为(a)和

(b)相减得到.t 检验.＊示 P<0.05 , ＊＊示 P<0.01

图 3　大鼠(n=9)和黄鼠(n=5)心肌细胞钙瞬

变舒期[ Ca2+] i(a)、峰值[ Ca2+] i(b)和半峰时程

(c)随温度的变化

有重复试验的双因素方差分析显示温度与物种之间

在舒期[ Ca2+] i(P<0.05)和半峰时程(P<0.01)上交

互作用显著 , 但在峰值上不显著(P>0.05)

3　讨论

3.1　关于钙移除速率的研究方法

钙移除速率的测定可以用分离的细胞膜组分 ,也可以在细胞原位进行.肌质网钙摄取的

研究常用分离肌质网囊泡的方法[ 5 ,6] .这种方法在解释活细胞钙移除功能方面有局限性 ,因

为肌质网在细胞中的密度和分布可能不同[ 6] ,其他钙移除机制的贡献也会不同[ 12] .为比较两

类动物细胞的钙移除功能差异 ,本文通过钙瞬变下降相拟合法原位测定细胞钙移除速率常数.

由于我们实验条件控制(例如温度)比较特殊 ,为保证结果可靠 ,我们对此方法的适用条件进行

了分析.
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图5　50μmol/ L CPA抑制肌质网前后大鼠心肌细胞

15℃下钙瞬变的典型记录

图中实线为钙瞬变下降相中[ Ca2+] i<1μmol/ L部分的

一阶指数拟合曲线 , v 为速率常数

设细胞内有 n 种钙移除过程 , 其中第 j

种过程的速率为Vj , Ca2+进入细胞胞浆的速率

为 L , 则[ Ca2+] i 随时间 t 的下降过程可描述

为

-d
dt
[Ca2+] i =∑

n

j=1

Vj -L , (4)

设 C0 ≡[ Ca2+] i(t=0), C∞≡[ Ca2+] i(t※∞), 假

定 L ∑V且 V与[ Ca2+] i满足线性关系 V=

v·([ Ca2+] i-C∞), 则对(4)式求解得到

[ Ca
2+
] i =(C0 -C∞)· exp - ∑

n

j=1
vj t +C∞.

(5)

　　(5)式是拟合公式(2)的解析形式 , 其导出过程说明 , 钙瞬变的下降相拟合法有赖于两个

假设:第 1假设是 L  ∑V.钙瞬变下降相后期 , L 由于有关通道失活而减小 , 因此下降相后

期的拟合较可靠.第 2假设是 V与[Ca2+] i满足线性关系 ,这要求各钙移除过程近似一级动

力学.已知37℃至 5℃间肌质网钙摄取在[ Ca2+] >1 μmol/L时才趋向饱和动力学[ 4] , 钠钙交

换在[Ca2+] i为 1 ～ 5μmol/L时达到最大速度的一半[ 13] .本文对钙瞬变下降相中[ Ca2+] i 低于

1 μmol/L的部分进行拟合 , 照顾了第 2假设.

(5)式还证明了速率常数具有可加性 , 这是本文用 CPA作用前后钙移除速率常数相减 ,

得到肌质网钙摄取速率常数的理论基础.

3.2　低体温下的细胞钙稳态机制

我们最近报道 ,静息的大鼠心肌细胞[ Ca2+] i随降温显著上升 ,黄鼠则几乎不变
[ 3] .本文

将[ Ca2+] i研究扩展到搏动的细胞 ,用以解释低温对心肌收缩功能的影响.我们观察到 ,大鼠

心肌细胞不能在低温下维持舒期[Ca
2+
] i稳定 ,这是其与黄鼠的主要区别.这一结果从细胞生

理学角度解释了非冬眠动物心肌低温下舒期张力的增加和收缩性的下降[ 1 ,2] ,证明了胞内钙

超载是非冬眠动物心肌低温下功能障碍的重要环节;冬眠动物心肌低温下保持收缩功能的关

键是其保持了[Ca2+] i基本水平的稳定.

兴奋收缩过程后 ,细胞通过钙移除过程恢复其[ Ca2+] i的基本水平.其中肌质网钙摄取和

细胞膜的钠钙交换是主要的钙移除机制 ,线粒体钙摄取和细胞膜钙泵的贡献很小
[ 11 ,12]

.本文

证实了冬眠动物黄鼠心肌细胞比非冬眠动物大鼠有较强的钙移除能力.CPA 的药理作用指

出 ,黄鼠钙移除较快的原因在于肌质网的钙摄取 ,而不是其他机制.

曾有观点认为钠钙交换不直接消耗 ATP , 可能对低温下心肌细胞的钙移除有利.我们的

结果中 ,肌质网以外的机制对钙移除的总贡献不足 1/4 , 而且本文和文献[ 14]的数据都证明钠

钙交换的温度系数甚至比肌质网的还要高.它在低温下钙移除过程中的地位不是增强了 , 而

是减弱了.由此可以肯定 , 钠钙交换对低温下心肌细胞钙移除的适应性意义不大.

以往对冬眠过程的研究表明 , 动物入眠后 , 在心肌低温耐受性增强[ 15]的同时 , 肌质网从

形态到钙摄取功能都上调了[ 5 ,6] .本文结果说明 , 冬眠动物与非冬眠动物之间也存在肌质网
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功能与耐低温的相关性.反过来 , 我们也发现用咖啡因抑制黄鼠心肌肌质网功能 , 其低温耐

受性近乎丧失 , 表现为比大鼠更严重的舒期张力上升 、后收缩 , 以及收缩性的丧失[ 1] .以上

证据共同证明 ,肌质网对心肌耐低温适应具有关键意义.既然这一原理被冬眠哺乳动物用以

保护自身 ,人类也有可能将其用于医学目的.通过某种调节改善肌质网功能或其他细胞钙稳

态机制 , 有可能为防治有关低体温和钙超载的心脏疾患提供有效借鉴.
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