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细胞内钙离子指示剂的光致荧光增强
李淑娜，　 霍　 波

（北京理工大学宇航学院力学系，北京１０００８１）

摘要：目的　 钙离子（Ｃａ２ ＋）指示剂的光学稳定性对于显示细胞胞浆内Ｃａ２ ＋浓度的时间特性非常重要，定量研究
Ｃａ２ ＋指示剂的光致荧光增强现象。方法　 分别用５种不同功率的光照射５种不同细胞系（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、ＲＡＷ２６４． ７、
ＭＬＯＹ４、ＭＥＦ３Ｔ３、ＨＥＫ２９３），研究两种Ｃａ２ ＋指示剂Ｆｌｕｏ４ ＡＭ和Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ的光致荧光响应。观察光致荧光增
强以及随后发生的荧光淬灭，并进一步利用毒胡萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＴＧ）刺激引起钙响应峰，分析响应峰的特征
参数。结果　 高功率光对于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ都可引起荧光增强现象，但Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色细胞的响应比
例以及光致响应峰的大小和时间跨度都显著小于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色细胞。结论　 使用低功率光照射Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染
色细胞显示细胞内Ｃａ２ ＋浓度变化具有更好的光学稳定性。
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　 　 作为重要的第２信使分子，钙离子（Ｃａ２ ＋）调控
着细胞内的大部分信号通路，研究通常采用Ｃａ２ ＋指
示剂来监测胞内Ｃａ２ ＋浓度，以阐明胞内的相关生物

学行为。诸如力学［１３］、温度［４］、电学［５］等方面的物
理刺激或者ｐＨ值［６］、激素［７］、缺氧［８］、盐度［９］等化
学因素都能引起胞内Ｃａ２ ＋浓度升高。但是有研究
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表明，在只有光照情况下胞内Ｃａ２ ＋浓度也会升高。
例如，光敏感的视网膜神经细胞在光刺激（波长
４７０ ｎｍ）下会引发胞内Ｃａ２ ＋浓度升高，并且Ｃａ２ ＋浓
度变化依赖于光刺激的强度和持续时间［１０］。此外，
光照能够调节不同种类细胞的生物功能。例如，低能
量激光（３ Ｊ ／ ｃｍ２，波长８３０ ｎｍ）可促进成骨细胞的增
殖［１１］，激光（５ Ｊ ／ ｃｍ２，波长６３５ ｎｍ）还能诱导骨髓间
充质干细胞向肌肉方向分化［１２］。但是，这种光致荧
光增强或者光致钙响应现象仍然缺乏定量化的研究。

胞内Ｃａ２ ＋浓度的变化通常采用Ｆｕｒａ２、Ｆｌｕｏ３、
Ｆｌｕｏ４、Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ ４８８ ＢＡＰＴＡ１等Ｃａ２ ＋指示剂
来显示。其中，Ｆｕｒａ２是一种比率荧光指示剂，激发
光波长为３４０和３８０ ｎｍ。Ｆｌｕｏ３［１３１４］及其衍生物
Ｆｌｕｏ４［１５］能够以可溶于细胞膜的乙酰羟甲基酯形式
进入细胞，并且与Ｃａ２ ＋亲和性较高。与Ｆｌｕｏ３和
Ｆｌｕｏ４类似，Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ也广泛用于显示受精、肌
肉收缩、神经活动过程中Ｃａ２ ＋的动态变化［８］。一种
优良的Ｃａ２ ＋荧光染料应该有较高的光学稳定性，即
较短的光激发和光漂白时间。人们熟知的一种光致
荧光强度变化现象是光淬灭，即在长时间光照下荧
光强度显著降低。事实上，在对荧光染色细胞施加
较高功率光照的初始阶段，还可以看到荧光强度随
着时间显著增加。对于这种光致荧光增强现象有两
种可能的解释，一种是强光照射下胞内Ｃａ２ ＋浓度的
确因为胞内钙释放或胞外钙内流而升高，另外还可
能源于在高能量光照下荧光染料是逐步激发的，从
而出现一个可见的激发峰。目前关于这种光致荧光
强度响应的定量研究还鲜有报道。

本文研究了两种Ｃａ２ ＋指示剂Ｆｌｕｏ４ ＡＭ 和
Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ的光学稳定性。采用５种不同强度的
光照射３种骨系细胞（成骨前体细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、骨
细胞ＭＬＯＹ４、破骨前体单核细胞ＲＡＷ２６４． ７），以
及２种非骨系细胞（小鼠胚胎成纤维细胞ＭＥＦ３Ｔ３、
人胚肾细胞ＨＥＫ２９３），然后记录并分析胞内钙信号
的实时变化图像。本研究结果表明，使用适当强度
的光或者Ｃａ２ ＋指示剂可以避免光致荧光增强现象
的发生。
１　 材料与方法
１． １　 标定光功率

利用倒置荧光显微镜（ＤＭＩ６０００Ｂ，Ｌｅｉｃａ公司）

测量光照细胞的荧光强度。实验中荧光激发波长为
４７０ ｎｍ。光强度设置可以通过调节显微镜视场光阑
或者外接光源上的光强调节按钮，５种不同等级的
光功率分别用Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４ 表示。将数码光功
率计（ＰＭ１００Ｄ，Ｔｈｏｒｌａｂｓ公司）探头放在六孔板中测
量光功率［见图１（ａ）］。３０ ｍｉｎ内将所测功率的平
均值除以光斑面积，定义为功率密度。此外，为检测
视野内光强分布的不均匀性，分别测量５个位置的
灰度值，即中心（ＣＥＮＴＥＲ）、左上角（ＬＵ）、右上角
（ＲＵ）、左下角（ＬＤ）、右下角（ＲＤ）［见图１（ｂ）］，测
量重复３次。

（ａ）原理图

（ｂ）视野中央光强分布的标定位置
图１　 光功率测量示意图　
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｏｗｅｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

（ａ）Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｄｉａｇｒａｍ，（ｂ）Ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃａｌｉｂｒａｔｉｎｇ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｅｗ

１． ２　 细胞培养
小鼠成骨样细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１购买自美国标准细胞

库（ＡＴＣＣ），培养基为含１０％ ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）和１％
ＰＳ（Ｓｉｇｍａ公司）的αＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），培养环境
为３７ ℃和５％ＣＯ２。小鼠骨样细胞ＭＬＯＹ４受赠于美
国密苏里堪萨斯大学的Ｌｙｎｄａ Ｂｏｎｅｗａｌｄ教授，培养于
包被有０． １５ ｍｇ ／ ｍＬ鼠尾胶原（Ｓｉｇｍａ公司）的表面上。
培养基为含有５％ ＦＢＳ、５％ ＣＳ和１％ ＰＳ的αＭＥＭ。
ＲＡＷ２６４． ７细胞系购买自欧洲细胞培养库（ＥＣＡＣＣ），
培养基为含有１０％ＦＢＳ和１％ＰＳ的ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
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司）。小鼠胚胎成纤维细胞ＭＥＦ３Ｔ３来自北京大学医
学院，人胚肾细胞ＨＥＫ２９３来自北京大学第一医院，其
培养基均与ＲＡＷ２６４． ７相同。
１． ３　 胞内钙的测量

当培养瓶中细胞融合度达８０％ ～ ９０％时，将其
消化并接种至２４孔板，密度约为１． ５ × １０４个／ ｃｍ２。
分别用两种荧光指示剂Ｆｌｕｏ４ ＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）
和Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）显示胞浆内的
Ｃａ２ ＋。细胞与５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ（溶于ＤＭＳＯ的
０． ０２％ Ｐｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ１２７）常温孵育２ ｈ，或者与
４． ４ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ（溶于ＤＭＳＯ的０． ０２％
Ｐｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ１２７）３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ。然后将２４孔板
的细胞用不含染料的培养基清洗３次。整个操作过
程尽量轻柔，以避免晃动引起细胞内提前发生钙响
应。将２４孔板放置于显微镜载物台上，先用光功率
水平Ｅ０设置的光照射细胞１ ｍｉｎ，并将其作为基准
值，然后分别施加Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３ 和Ｅ４ 设置的光照。为
了检验细胞钙池（如内质网）内是否仍有Ｃａ２ ＋存在，
在施加高强度光照射一段时间后，在细胞培养基中
加入毒胡萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＴＧ），使钙池内Ｃａ２ ＋
迅速释放进入胞质中。用显微镜ＣＣＤ记录细胞的
荧光强度，时间为２０ ｍｉｎ。最后将每个细胞的荧光
强度减去细胞周围的背景光强，再除以Ｅ０设置下的

基准值，得到归一化的相对荧光强度。
１． ４　 统计分析

每种细胞在每种光功率下进行３组以上独立实
验，且每组实验统计分析２０ ～ ５０个细胞。所有数据
采用均值±标准差表示。采用双因素方差分析法统
计荧光染料和照射功率对光致荧光增强的影响，采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）检验不同实验组间平
均值的差异，Ｐ ＜ ０． ０５表示差异具有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ５种等级的光功率有显著性差异

测量不同显微镜设置下细胞培养板内的光功
率，３０ ｍｉｎ内的变化曲线表明光功率基本稳定
［见图２（ａ）］。５种不同等级光功率Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３和
Ｅ４的光密度平均值分别为０． ０２、０． １０、０． ４２、０． ８４
和１． ５７ Ｗ ／ ｃｍ２［见图２（ｂ）］，且有显著性差异
（Ｐ ＜ ０． ０５）。为了观察视野内的光强分布是否均匀，
分别测量视野内５个不同位置的光强。视野中心处
的灰度值稍微高于矩形视野边缘的灰度值［见图２
（ｃ）］。随着光功率的增加，差异性变得更大。需要
注意的是，５种光功率的平均灰度值具有显著性差
异［见图２（ｄ）］，说明ＣＣＤ接收到的光功率和光功
率计测量值是类似的。

图２　 光功率密度的标定　 （ａ）光功率密度随时间变化图，（ｂ）不同等级功率下光功率密度平均值，（ｃ）５个位置处荧光光强的灰度值，（ｄ）不
同等级功率下荧光光强的灰度平均值（Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｆｉｇ． ２　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｏｗｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ　 （ａ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｏｗｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ，（ｂ）Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｏｗｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｗｅｒ
ｌｅｖｅｌｓ，（ｃ）Ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎ ｆｉｖｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ，（ｄ）Ａｖｅｒａｇｅ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｐｔｉｃａｌ ｐｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌｓ

２． ２　 成骨细胞内发生光致荧光增强
采用Ｅ０功率光初始照射１ ｍｉｎ，然后Ｅ４功率光

照射９ ｍｉｎ，Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色和Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色的成
骨细胞中荧光强度伪彩图如图３所示。由图可知，
当Ｅ４ ＝ ０． ８４ Ｗ ／ ｃｍ２时，成骨细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的荧
光强度值首先显著增强，随后渐渐降低至很低水平。

　 　 图４所示为成骨细胞荧光强度的典型曲线。首
先Ｅ０功率光照射１ ｍｉｎ，然后分别用Ｅ１ 和Ｅ２ 功率
光照射１９ ｍｉｎ或者Ｅ４功率光照射９ ｍｉｎ。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ
染色细胞用低能量光（Ｅ０）照射１ ｍｉｎ无荧光增强现
象，随后提高光功率，３ ｓ之内即可观察到荧光增强
［见图４（ａ）］。对于Ｅ１光功率，在光照射的１９ ｍｉｎ
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（ａ）

（ｂ）

图３　 成骨细胞中荧光强度伪彩图　 （ａ）Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色，（ｂ）Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｓｅｕｄｏｃｏｌｏｒ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｒ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ　 （ａ）Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ，（ｂ）Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ

内荧光强度趋于稳定，但是增加到Ｅ２、Ｅ３ 和Ｅ４ 时，
荧光强度出现１个峰值，随后会发生荧光淬灭。需
要指出的是，认定存在１个荧光峰的标准是其荧光
强度变化幅值大于Ｅ０ 功率基准值平均变化幅值的
４倍。Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色细胞有类似的光致荧光强
度响应峰［见图４（ｂ）］，但是只有Ｅ４ 功率光照射下
有响应峰。此外，即使发生光淬灭，在培养基中添加
ＴＧ之后仍会有１个峰值。为了定量研究光和ＴＧ
引起的峰值，定义以下几个参数：ｔ１为从第１个光致

响应峰值前面的峰谷到第１个响应峰的时间，代表
细胞荧光染色后光照引起响应的时间；ｔ２ 为从峰值
到峰值衰减到５０％的时间；ｔ３ 和ｔ４ 分别为ＴＧ引起
响应峰的响应时间和衰减５０％时间；ｍ１ 为光致响
应峰的峰值；ｍ２为ＴＧ引起的响应峰的峰值［见图４
（ｃ）］。在计算某一功率下荧光峰值时，采用此峰的
相对光强值减去同一功率下出现此峰前的谷的相对
光强值，以表示该功率光照引起的荧光强度变化。

图４　 成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１荧光强度变化典型曲线　 （ａ）Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色，（ｂ）Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色，（ｃ）钙响应曲线特征参数
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ （ｇｒａｙｓｃａｌｅ）ｉｎ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ　 （ａ）Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ，（ｂ）Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ，

（ｃ）Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

　 　 对于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色，９０％以上的细胞在光功
率Ｅ２、Ｅ３和Ｅ４时有光致响应峰［见图５（ａ）］。但是
对于Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色，光功率Ｅ２、Ｅ３和Ｅ４时的响
应比例分别降低至３３％、２１％或４３％。双因素方差
分析结果表明，荧光染料对响应比例有显著性影响，
不同等级光功率对响应比例也有显著性影响，但是
染料和光功率之间没有交互作用。单因素方差分析
表明，在光功率Ｅ２、Ｅ３ 和Ｅ４ 时，两种染料之间均有

显著性差异［见图５（ａ）］。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色时，光功
率Ｅ２时细胞大约需要２００ ｓ到达光致响应峰ｔ１，光
功率Ｅ３和Ｅ４时则需要１００ ｓ［见图５（ｂ）］。而Ｏｒｅ
ｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色组明显更快，只需要６０ ｓ。在光功率
Ｅ２、Ｅ３和Ｅ４时，两种染料之间均有显著性差异［见
图５（ｂ）］。荧光染料对ｍ１有显著性影响。在光功
率Ｅ２和Ｅ３时，两种染料之间均有显著性差异［见图
５（ｃ）］。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色细胞光致响应峰衰减时间
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ｔ２随着光功率的增强而降低，光功率Ｅ２时为２００ ｓ，
Ｅ３时为９０ ｓ，Ｅ４时为６０ ｓ［见图５（ｄ）］。荧光染料
对ｔ２有显著性影响。

为了研究光致荧光响应之后是否仍有Ｃａ２ ＋从
胞内钙池释放，向培养基中滴加ＴＧ，光功率Ｅ１ 和
Ｅ２时１７ ｍｉｎ左右加入，Ｅ３和Ｅ４时７ ｍｉｎ左右加入。
对于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色组，ＴＧ滴加之后，光功率Ｅ１和
Ｅ２时约９２％的细胞有响应，而光功率Ｅ３和Ｅ４时约
７５％的细胞有响应［见图５（ｅ）］。对于Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ
染色组，５０％ ～ ８０％的细胞在加入ＴＧ后有响应。
在光功率Ｅ２时，染料对响应比例均有显著性差异。
ＴＧ引起的峰值响应时间ｔ３ 为１０ ～ ５０ ｓ［见图５
（ｆ）］。不同等级光功率对ｔ３ 无显著差异。在光功
率Ｅ２时，染料对ｍ２均有显著性差异［见图５（ｇ）］。
衰减时间ｔ４为３０ ～ ７５ ｓ，不受荧光染料和光功率影
响［见图５（ｈ）］。
２． ３　 光致荧光响应依赖于细胞种类

除了ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，采用其他４ 种细胞系
ＲＡＷ２６４． ７、ＭＬＯＹ４、ＭＥＦ３Ｔ３和ＨＥＫ２９３研究光致
荧光响应是否依赖于细胞系的种类（见图６）。需要
指出的是，Ｅ０功率光照射１ ｍｉｎ之后，只用Ｅ１和Ｅ４
功率光照射细胞。与ＭＣ３Ｔ３Ｅ１类似，这４种细胞
系在Ｅ０和Ｅ１功率光照射时没有观察到光致荧光响
应。用最高功率Ｅ４时，Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色的５种细胞
的响应比例分别为９７％、６２％、３２％、７７％和９６％
［见图６（ａ）］。对于Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色组，ＨＥＫ２９３
没有荧光响应，ＭＬＯＹ４和ＭＥＦ３Ｔ３的响应比例分
别为３％和１６％，明显低于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色组。对
于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、ＭＥＦ３Ｔ３和ＨＥＫ２９３，两种染色组的光
致响应时间有显著差异［见图６（ｂ）］。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ
和Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色细胞的光致响应峰值ｍ１为３ ～
１８，只有ＭＥＦ３Ｔ３和ＨＥＫ２９３之间有显著性差异［见
图６（ｃ）］。衰减时间ｔ２ 为１０ ～ ６０ ｓ，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、
ＲＡＷ２６４． ７和ＨＥＫ２９３在两种染色之间无显著性差
异［见图６（ｄ）］。两种方法染色这５种细胞，在Ｅ１
［见图６（ｅ）、（ｇ）］和Ｅ４［见图６（ｆ）、（ｈ）］功率光照
射时，加入ＴＧ都能引起荧光响应。
２． ４　 荧光染料的孵育时间和曝光时间对荧光强度

的影响
采用Ｆｌｕｏ４ ＡＭ的两种孵育方法对细胞染色，即

３７ ℃孵育０． ５ ｈ或室温孵育２ ｈ。３７ ℃孵育０． ５ ｈ

图５　 Ｆｌｕｏ４ ＡＭ或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色的成骨细胞中光照和ＴＧ引
起荧光强度变化的特征参数　 （ａ）（ｅ）响应比例，（ｂ）（ｆ）第１
峰响应时间，（ｃ）（ｇ）第１峰峰值，（ｄ）（ｈ）第１峰衰减时间
（Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ＴＧｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｅａｋｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｒ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ

ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ｏｒ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ　 （ａ）（ｅ）Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅ
ｓｐｏｎｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ，（ｂ）（ｆ）Ｔｉｍｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ，（ｃ）（ｇ）Ｍａｇｎｉ
ｔｕｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ，（ｄ）（ｈ）Ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ

的细胞染色后有明显的线粒体／内质网区域滞留，细
胞核部分荧光强度低于周围胞浆［见图７（ａ）］。室温
孵育２ ｈ的细胞荧光强度则分布均匀［见图７（ｂ）］。
但是两种孵育方法的光致荧光响应特征参数之间并
没有显著性差异。为研究长时间曝光对荧光强度的
影响，分别用Ｆｌｕｏ４ ＡＭ 和Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ 染色
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，用Ｅ１功率光照射１００ ｍｉｎ。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染
色细胞有比较明显的光致荧光响应，而Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ
染色细胞并无响应［见图７（ｃ）～（ｆ）］。
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图６　 不同细胞系的荧光响应　 （ａ）～（ｄ）５种细胞系光致响应的响
应比例、第１峰响应时间ｔ１、第１峰峰值ｍ１ 和第１峰衰减时
间ｔ２，（ｅ）（ｇ）Ｅ１ 功率光照射Ｆｌｕｏ４ ＡＭ或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色
的５种细胞系加入ＴＧ后荧光响应典型曲线，（ｆ）（ｈ）Ｅ４ 功率
光照射Ｆｌｕｏ４ ＡＭ或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色的５种细胞系加入ＴＧ
后荧光响应典型曲线

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ　

（ａ）（ｄ）Ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ｔｉｍｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ ｔ１，
ｍａｇｎｉｔｕｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ ｍ１，ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅａｋ
ｔ２ ｏｆ ｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅａｋ ｆｏｒ ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ，（ｅ）（ｇ）Ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ
ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ＴＧ ｓｔｉｍｕｌａ

ｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｏ ｐｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌ Ｅ１ ｆｏｒ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ｏｒ Ｏｒｅｇｏｎ

ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，（ｆ）（ｈ）Ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉ
ｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ＴＧ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｏ ｐｏｗｅｒ

ｌｅｖｅｌ Ｅ４ ｆｏｒ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ｏｒ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图７　 孵育时间和温度以及曝光时间对荧光染色的影响　
（ａ）（ｂ）光功率Ｅ４照射时成骨细胞应用Ｆｌｕｏ４ ＡＭ在３７ ℃孵
育０． ５ ｈ或室温孵育２ ｈ荧光染色图片，（ｃ）～（ｅ）Ｆｌｕｏ４ ＡＭ
染色ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在Ｅ１ 功率光照射６、３５、１００ ｍｉｎ伪彩图，
（ｆ）Ｆｌｕｏ４ ＡＭ 或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色以及Ｅ１ 光率光照射
１００ ｍｉｎ细胞荧光强度变化典型曲线

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｄｙｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ

ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　 （ａ）（ｂ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａ
ｇｅｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ

０． ５ ｈ ｏｒ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ＲＴ）ｆｏｒ ２ ｈ ｗｈｅｎ ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｏ
ｐｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌ Ｅ４，（ｃ）（ｅ）Ｐｓｅｕｄｏｃｏｌｏｒ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎ
ｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｒ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ｗｈｅｎ ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｏ

ｌｉｇｈｔ ｗｉｔｈ ｐｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌ Ｅ１ ｆｏｒ ６，３５，１００ ｍｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，（ｆ）
Ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖｓ． ｔｉｍｅ ｆｏｒ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１

ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｏ４ ＡＭ ｏｒ Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ ｗｈｅｎ ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｏ ｌｉｇｈｔ

ｗｉｔｈ ｐｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌ Ｅ１ ｆｏｒ １００ ｍｉｎ

３　 讨论
本研究采用２种常用Ｃａ２ ＋指示剂Ｆｌｕｏ４ ＡＭ和

Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、ＲＡＷ２６４． ７、ＭＬＯＹ４、
ＭＥＦ３Ｔ３和ＨＥＫ２９３这５种细胞系。用５种不同功
率的光分别照射细胞，然后滴加ＴＧ释放胞内钙池
的Ｃａ２ ＋。观察光致荧光增强和随后的光淬灭现象，
以及滴加ＴＧ引起的响应峰，并进一步分析响应峰
的特征参数。

因为光致荧光增强现象可能会与一些特定因素
（例如化学物或力学刺激）引起的荧光增强现象发
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生混淆，通常采用降低激发光功率的方法来避免，而
目前鲜有文献定量研究Ｃａ２ ＋染料染色细胞的光致
荧光增强现象。本研究发现，成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
在Ｅ２功率光照射时，光致响应峰的峰值约为４，响
应时间约为２０１ ｓ，衰减时间约为１７０ ｓ；当光功率提
高至Ｅ４ 时，以上３个参数分别为５、１０２ ｓ和５９ ｓ。
有研究显示，在成骨细胞系ＲＯＳ１７ ／ ２． ８添加胞外核
苷酸ＡＴＰ时，响应峰值为３，响应时间为１０ ｓ，衰减
时间为６０ ｓ［１６］。本课题组曾用流体刺激ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，
得到的响应峰值为１． ６，响应时间为４０ ｓ，衰减时间
为５０ ｓ［１］；而对多核破骨细胞施加流体刺激，以上３
个参数分别为２． ５、５０ ｓ、６０ ｓ［１７］。这些对比表明光致
荧光增强现象不能被忽视，在使用Ｃａ２ ＋指示剂时一
定要控制光功率的大小。

事实上，光致荧光增强的机制尚不清楚。本研
究发现，在光致荧光增强之后滴加ＴＧ仍然能够引
起荧光强度峰值，推测与胞内钙池的Ｃａ２ ＋释放有
关。因此，之前的荧光增强可能不是因为钙池内
Ｃａ２ ＋释放，否则滴加ＴＧ不会在短时间内引起另一
个钙响应峰。光致荧光响应的一种可能原因是高能
量光的照射首先升高培养基和细胞体的温度，导致
细胞膜上的离子通道开放，进而引起胞外Ｃａ２ ＋进入
胞质。研究发现，当温度高于３５ ℃时，加热Ｈｅｌａ细
胞会引起内质网质膜上的ＳＴＩＭ１蛋白聚集，进而导
致Ｏｒａｉ１调控的Ｃａ２ ＋内流［１８］。究竟高能量光是否
可以激活热敏感Ｃａ２ ＋通道并进而引起胞外Ｃａ２ ＋内
流，已经超出了本文的研究范围，将在后续工作中加
以深入探索。

本研究结果表明，Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞的光致荧光响应峰特征参数，例如响应比例、响
应时间、衰减时间和响应峰值，都明显比Ｆｌｕｏ４ ＡＭ
染色细胞低，说明Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ的光学稳定性比
Ｆｌｕｏ４ ＡＭ好，而其他４种细胞系的实验结果也证明
了上述结论。当光功率为Ｅ０ 和Ｅ１ 时，没有观察到
荧光增强，且不依赖于细胞种类和荧光染料，表明低
于０． １０ Ｗ ／ ｃｍ２的光密度适合激活染色细胞，并可
以避免光致荧光增强现象。为检测这种光致荧光增
强是否不依赖细胞系种类，对比５种不同细胞系，结
果显示光致荧光响应峰对于不同细胞系有所不同。
例如，５种细胞系除了ＲＡＷ ２７４． ７，Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色
细胞的响应比例都比Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色细胞低。此外，

Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ和Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色ＭＥＦ３Ｔ３和ＨＥＫ２９３
的光致荧光响应的响应时间、衰减时间和响应峰值
均显著不同。

本文还研究了Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的孵
育条件对荧光强度的影响。Ｆｌｕｏ４ ＡＭ的推荐染色
方法为３７ ℃孵育细胞３０ ｍｉｎ，然后再孵育３０ ｍｉｎ以
脱脂。但是本研究结果显示，对于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，这种
染色方法可能会导致亚细胞结构区域滞留，与３７ ℃
孵育Ｈｅｌａ细胞之后放置３０ ｍｉｎ后的结果类似［１９］。
而ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在室温孵育２ ｈ后，细胞内的荧光分
布却很均匀，推测较高的孵育温度可能会引起质膜
中的阴离子转运体清空Ｃａ２ ＋指示剂［１９］。尽管两种
孵育条件下细胞染色分布不同，但是光致荧光响应
峰的参数并无显著性差异。

综上所述，在不同细胞系内，较高功率的光照都
会引起Ｆｌｕｏ４ ＡＭ或Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色细胞的荧光
增强。但是Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ染色细胞的响应比例、响
应峰值以及响应时间都低于Ｆｌｕｏ４ ＡＭ染色细胞，
表明Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ比Ｆｌｕｏ４ ＡＭ具有更好的光学稳
定性。因此，基于本文研究结果，建议在低功率光照
下采用Ｏｒｅｇｏｎ ｇｒｅｅｎ显示胞内Ｃａ２ ＋浓度变化。
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