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利用基于近场光学原理构建的全内反射荧光显微镜研究了大鼠单个心肌细胞中的钙信号 * 利用这种显微镜

的快速成像和高信噪比的特点，观察到单个细胞中复杂的二维钙波斑图 * 分析了单个钙信号释放事件在钙波形

成、运动过程中的作用 * 建立在 +,-./0,++12./+,-. 模型基础上的模拟显示，由基本钙释放事件组成的钙波可以在心肌

细胞中稳定存在 * 此研究对进一步认识活体可激发系统的微观动力学行为有指导意义 *
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% 通讯联系人 * :/;<,=：>?1@,ABCDE1* .01* FA

! G 引 言

钙离子是普遍存在的细胞信使之一，调控着诸

如肌肉收缩、神经传导、荷尔蒙分泌、基因表达和细

胞的生长、凋亡等重要的生理过程［!—$］* 在心肌细

胞中，钙离子的作用主要是调节肌细胞的收缩，为心

脏的正常跳动提供基本生理支持 * 钙离子从心肌细

胞的肌质网（2<FHD=<2;,F -.I,F1=1;，JK）释放到细胞基

质中 的 过 程 受 钙 致 钙 释 放（ 8<# L /,A01F.0 8<# L

-.=.<2.，8M8K）机理调控［3］，此过程通过 JK 上的钙通

道———兰尼定受体（-N<AH0,A. -.F.DIH-2，KNK2）完成 *
心肌细胞中的钙释放具有时空离散性，每次释放的

时间间断性和释放通道的空间间断性，使钙释放以

钙火花的形式呈现 * 并且由于 8M8K 的作用，当几个

近邻的钙火花在相近的时间出现时，其释放的钙离

子可能有足够的浓度扩散到下一个释放位点并引起

此位点的释放，当这一过程连续发生时就形成钙波 *
因此，钙火花和钙波是心肌细胞中钙离子表现的两

种基本形式 * 自从 8?.AB 等在 !77" 年首次发现钙火

花以来［)］，单个钙通道分子的生理学研究取得了很

大的进展［(］，与此相比，心肌细胞中钙波的动力学行

为研究的进展就相对缓慢，尤其是由钙火花形成钙

波以及钙波在钙火花干扰作用下的演变过程很少有

研究涉及，但是这正是生理系统中微观机理到宏观

机理的转变过程 * 因此，对此现象的研究对理解从

微观的生理现象到宏观的生理过程具有非常重要的

意义 *
在以往的研究中，更多地是使用扫描共焦显微

镜研究心肌细胞的钙信号，由于其扫描的特点，成像

速度较慢 * 对于较为快速的钙信号活动，多采用线

扫描方式，而观察二维空间分布的钙波斑图较为困

难 * 因此文献中所用的图形多为一维空间/时间图 *
我们用基于近场光学原理构建的全内反射荧光

显微镜（IHI<= ,AI.-A<= -.+=.FI,HA +=1H-.2F.AF. ;,F-H2FHD.，
OMKP6）［’—!&］进行钙信号的观察 * 全内反射现象是生

活中一种常见现象，如钻石的色彩斑斓和光纤中的

光线传播等等 * 当光线由较高折射率介质照向较低

折射率介质并在两介质界面发生全反射时，通过电

磁场理论计算可知在较低折射率介质中存在沿界面

平行传播的隐失场 * 对于可见光而言，隐失场约透

过界面小于 !&& A;，这正是激发界面处荧光分子的

良好光源 * OMKP6 的优点归因为其隐失波的照明特

性 * OMKP6 具有信噪比高（隐失波照明）、成像速度
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快（非扫描，!!" 成像）、对样品伤害小（隐失波能量

较小）等特点，是研究生物活体动态行为较为理想的

仪器 # 通过 $%&’(，我们观测到了心肌细胞钙信号

展现的复杂二维时空斑图 # 结果显示，钙火花在行

波、靶波及螺旋波的形成及演化过程中起着关键的

作用 # 基于 )*+,-.*))/0,-)*+,（’"’）模型的模拟证实，钙

火花组成的钙波可以在心肌细胞中稳定存在 #

1 2 实验方法和实验仪器

!"#" 实验方法

如文 献［33］所 述，将 成 年 4" 大 鼠（45+67/,-
"689,: +6;0，1—< 个月大，重 1==—<== 7）心室肌细胞

用标准酶液分离技术取得，存放在如下溶液中（单位

3=> ? @A9B.@< ）：3<C D6!9，E2F G!9，321 (7!91，

3 D6H1IJF，3 !6!91，1 葡萄糖，1= D-1-羟乙基哌嗪-
DK-1-乙磺酸（HLIL4）（5H 值为 C2F）# 实验观察钙信

号之前，在保存的心肌细胞中加入 ’9/A-F 钙敏荧光

染料，将含有细胞的溶液滴到盖玻片上，静置数分

钟，放置 $%&’( 上观察 # 所有实验都是在室温下进

行的 #

图 3 物镜式 $%&’( 成像系统结构示意图

!"!" 实验仪器

实验 采 用 的 是 本 实 验 室 自 行 构 建 的 物 镜 式

$%&’(系统 # 如图 3 所示，风冷氩离子激光器（EF<-
MI-M=3，(,99,0 N+*A;）发出的 FOO P@ 激光经过透镜组

聚焦 在 安 装 在 倒 置 显 微 镜（ %Q-C3，J9:@5/0）上 的

$%&’( 物 镜（M5A R S=，DM T 32FE， A*9，$%&’(，

J9:@5/0）的后焦面（U6VW )AV/0 596P,，X’I）上 # 这样，在

理想情况下从物镜出射的激光就为平行光 # 调节透

镜组的位置，使聚焦在物镜 X’I 上的光点偏离物镜轴

心，物镜出射的平行光变成斜照射，当斜照射的角度

超过临界角时，激光在盖玻片的上表面会产生全反

射，同时隐失场在盖玻片上表面形成，从而激发盖玻

片表面附近 3==—1== P@ 内细胞中的荧光分子 # 钙离

子与钙敏荧光染料 ’9/A-F 结合并被激发后形成的荧

光由 !!" 相机（!60V6., SE=，&A5,+ 4V*,P;*)*V）接收成像

（全幅 SE< R F?1 像素，1E 帧B秒；3S R 3S 像素，E3= 帧B
秒）# 成像过程由软件（%@67,-5+A LY5+,00，Z,+0*AP F2E，

(,.*6 !:U,+P,;*V0）通过计算机完成 #

< 2 实验结果与讨论

$"#" 行波的回转

图 1 显示行波在钙火花的作用下形成回转的过

程 # 心肌细胞中钙信号的释放与传播有如下三个特

点，一是每一个 4& 上的钙释放通道对钙的敏感性

有很大的不同，二是当一次钙火花发生后，此处释放

位点将进入不应期，即在将来一段时间内将不再继

续释放 # 另外，在钙离子传播的同时，4& 上的钙泵

会将钙离子从细胞基质中泵回 4& 中，以维持 4& 内

外的钙离子有一定的浓度差，并给下一次钙释放提

供一定的钙离子支持 # 这样整个心肌细胞就具有一

定的可激发性 # 正是由于第一个特点，我们观察到

行波的波前（图 1 中白实线）并不是平面波形状，而

是参差不齐的 # 并且，这种形状会随时间的推移，时

时不同（如图 1（6）和（U）的白线形状的不同）# 钙火

花的出现有一定的随机性［S，31］，我们观察到在行波

的传播同时，其他位置释放位点在没有波前的触发

的情况下，也有一些钙火花随机出现（图 1（6）中白

虚线）# 此处随后又发生了三个钙火花（图 1（U）中白

虚线），但是并没有传播出去 # 这一看似随机的微观

事件，却产生了整个行波传播的重大变化 # 正是由

于上述的 第二个特点，当钙火花释放过后，位点将

进入不应期，那么，当行波波前到来时，虽然此处的

钙浓度很高，也不能触发此处位点继续释放 # 这一

行为导致了 !%!& 机理在此处发生中断，后果是行

波波前变小，并绕着不应区域传播，形成回转现象

（图 1（,）—（[））# 为了更清楚地显示这一过程，我们

将所有形波波前及钙火花绘在一张图上（图 1（*）），

可以看出行波波前确实在提前钙火花释放点发生形

变 # 虽然细胞核等天然释放位点少的区域也能引起

这些现象［3<，3F］，但我们观察发现，随机的提前释放和
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图 ! 行波在钙火花作用下变成回转状态的过程 虚线表示的是钙火花，实线表示的是行波波前；（"）中每条线旁

边数字表示波前出现顺序；每幅图时间间隔为 #$% &’，图中标尺为 #$!&

()(*机理的中断是引起行波变成回转波的重要

原因 +

!"#" 靶波的形成

在静息状态下的心肌细胞中，单个的钙火花并

不能触发钙波［#,］+ 这是因为钙火花所释放的钙离子

一方面进行空间扩散，一方面由于钙泵的回收作用，

使得到达下一邻近释放位点的钙离子浓度不足以达

到释放位点的触发阈值 + 但是，当几个钙火花在释

放时间和空间上近邻时就有可能产生钙波 + 尤其是

当释放区域位于细胞的中间区域时，就会形成靶波

（由中心圆形对称向远处传播的波）+ 图 - 显示了这

一过程 + 图 -（.）"，#，$位置的自发的钙火花没有

产生钙波，分析其原因一是周围位点正处在不应期

内，比如"和#释放位点（此处刚有钙波传过，波后

在图的左上角可以看到），二是钙火花较小，不能触

发临近的位点释放（因为 ()(* 机理需要一定的阈

值），比如$释放位点 + 然而当以上情况都排出时，

钙波就有可能产生，如%处释放位点，由于其邻近细

胞膜，因此所形成的靶波为半圆形 + 可以看出，波形

在二维空间上非常接近圆形，这说明钙离子的扩散

速度在空间上是对称的 + 最新研究结果表明［#%］，空

间上释放位点在细胞的长轴和短轴方向排列距离并

不相等（长轴方向约是短轴方向的 ! 倍），这样要想

形成圆形对称的靶波，势必要求钙离子在长轴和短

轴方向的有效扩散系数不同［#/］，其形成的具体原因

还有待实验和理论进一步研究 + 如 -0# 节分析所

示，靶波的传播过程中也受着自发钙火花的干扰作

用 + 图 -（1）中箭头所指区域发生的一次提前钙释

放，导致当靶波传到这里时，产生对称的破坏（图

-（2）箭头处）+ 这种对称的缺失，有时可能产生螺旋

现象，引起可激发系统的持续震荡，-0- 节将阐述这

一过程 +

图 - 靶波的形成过程 每幅图时间间隔为 #$% &’，图中标尺为

#$!&

!"!" 螺旋波的形成

图 3 显示了两个靶波相互碰撞产生一对螺旋波

的过程 + 事实上，对可激发系统而言，两个单纯的靶

波相碰撞并不能产生螺旋波，而是形成一个较大的

不规则的纺锤状的波形［#4］（这与非可激发系统的机

械波比如水波的相遇不同，它们相遇时相互越过，继

续向前传播），螺旋现象的产生必然要求有对称的破

坏，即缺陷的产生 + 虽然也有报道说在活体体系的

可激发系统（比如心脏）螺旋波的产生是由于波的相

互碰撞产生的［#5］，但是，这只是表观现象 + 在我们的

观察中，两个靶波首先随机产生（图 3（.）白实线区
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域和虚线区域），随着时间的推移，其中的一个靶波

产生非对称状态（图 !（"）箭头所指处）这是由于提

前的钙释放导致的 # 这种非对称形状为另一靶波

（图 !（"）白虚线所指）产生螺旋提供了时空可行性 #
当另一靶波波前扩散到此区域时，如果它恢复了不

应期，那么，$%$& 就会在此处发生，从而形成波的定

向传播 # 如果没有其他突发事件的干扰，后续的

$%$& 过程将沿着不应期（另一靶波留下的）恢复先

后顺序进行，从而形成螺旋波（图 !（’）—（(））# 因此

我们得到这样的结论，钙螺旋波所形成的必要条件

———对称的破缺，来源于钙火花 #

图 ! 螺旋波的形成过程 虚线和实线分别表示两个独立的波

前，每幅图时间间隔为 )*+ ,-，图中标尺为 )*!,

!. 模型与模拟结果

随着钙火花的发现，人们更加清楚地认识了心

肌细胞内钙信号活动的规律 # 在实验基础上，建立

了心肌细胞中的钙信号动力学模型 # 心肌细胞中钙

离子释放特性与其他细胞有很大不同，因此在模型

上也是不一样的，最重要的区别之一是钙释放的空

间和时间上的分立特点，而对应发展起来的 /0/ 模

型［1*，1)］是比较准确的 # 我们综合改进了文献中提出

的模型建立了如下描述心肌细胞中钙信号活动规律

的方程：

"!
"" 2 3 #!!

$! 4 !! 4 %

#

1!

4!
&
!

’
!（ ! 3 !’）"（ " 3 (&

’ ）， （)）

"（ "）2#$%
（ "）%（$ 3 "）， （1）

(&
’（ !）2 {56( " !（ !，"）7 !"，

"!（ !，"）
"" 7 *，

(&
’（ !）7 (&3)

’ （ !）4$ }& ， （8）

其中，（)）式是反应扩散方程，! 表示为细胞质中的

钙离子浓度，等号右边第一项表示 9& 上钙泵将细

胞质中的钙离子转运回 9& 中，&和’为常数（&取

)*!:;-，’取 *.1!:），第二项为扩散项，% 为扩散

系数，最后一项为 9& 上钙释放通道释放钙离子项，

’ 和 & 表示第 ’ 个释放位点的第 & 次释放，!函数

表示只有固定间隔的位置才有钙通道，即钙通道是

分离的 #"函数表示每次释放特点，由（1）式描述，

即形状是方波，总强度为#，持续时间$# 何时释放

由（8）式决定，式中三个条件分别表示为钙浓度要大

于阈值 !"，钙离子浓度在上升过程［1)］，以及释放时

间间隔大于钙通道的不应期$& #

图 < 建立在 /0/ 模型基础上的心肌细胞钙信号模拟结果

（=）随机靶波的产生；（>）随机螺旋波的产生（% 2 )<!,
1 ;-，$& 2

1** ,-，#2 )!:·!,
1，$2 )* ,-，释放位点间距：)!,，随机释放

概率：（=）每秒中每个位点释放 *.) 次；（>）每秒中每个位点释放

*.< 次

将方程（)）差分化后并加入释放条件，即可迭代

模拟出心肌细胞内钙信号随时间和空间的变化 # 结

合钙火花释放的随机特点，我们在模型中加入了随

机释放的钙火花 #我们的模拟显示钙波在适合的初

始条件和释放条件下可以产生并稳定地传播（图

<（=））#当调节钙火花释放的随机频率，在程序执行

开始 8** ,- 时间步时，如第三节描述，系统中出现

螺旋波（图 <（>））# 模拟结果证实前文分析的合理

性，可以运用此模型对心肌细胞微观动力学性质进

行更加细致的研究 #
作为普遍存在的细胞信使之一，钙离子在心肌

细胞中展现了复杂的斑图，虽然这种情况在正常的

心肌细胞中并不常见，但其表现出来的性质为我们
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研究活体可激发介质提供了有力的手段 ! 尤为特别

的是，由于心肌细胞释放单元的非连续性和易观察

性，为研究可激发系统的微观或局域特性对系统的

影响提供了理想的模型 ! 从实际角度来讲，目前所

发现的活体可激发系统［""—"#］都是非常不连续的，比

如爪蟾卵中钙通道的不连续性、心脏的单细胞构成，

神经系统的单个神经元等，上述系统中所发现的螺

旋波还没有从微观角度进行研究，我们的研究方法

为观察它们当中的非线性现象的微观机理提供了可

能的手段 !

# $ 结 论

本文利用基于近场光学原理自行构建的全内反

射荧光显微镜研究了单个心肌细胞内钙信号的复杂

斑图 ! 分析了钙回转波、靶波、螺旋波产生的机理，

发现钙活动的微观基本单位———钙火花，其释放特

性决定宏观钙波斑图的演变 ! 在靶波的形成，行波的

回转，以及螺旋波的产生等各个过程，钙火花都起着

至关重要的作用 ! 建立在 %&% 模型基础上的模拟显

示由钙火花组成的钙波可以在单个心肌细胞中存在 !
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