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Fura一2探针对希土 Y 跨 P 2细胞膜行为研究 

李海山 王金 啼 朱卫华 陈瑶 朱克涤 

． (南京大学配位化 学研 完所，配位化 学 国家重点 实验 室，南京 21 0093) 

o Lf) ( 镇江医学院，镇江 2l20⋯ 

使用 AR MIC CM阳离 测定系统，发展 Fura 2荧光测定技术 ．将其应用于测定细胞内蝣离希 

土离子 Y¨，井 此研究了 Ÿ 跨 PC12细胞(太鼠嗜铬细胞瘤细胞)膜的行为=结果表明：在模拟细 

咆 l匈各离子组分，pH=7 O5的溶液中，测得表观解离常数为 4、59 tool·L 对于 PCI 2细胞，静 岜 

条件下 yz+不能跨越细胞膜进入胞内 与钙离子通道相关的 KCI和去甲肾上腙素均不能刺激希土 

Y +过膜 用 Ouabain(哇巴困)使胞内 Na 超载后， 可过膜进入细胞内，且过膜量与胞外 Y 浓度 

和胞内 Na+超载程度育一定的浓度依赖关系，提示 Y +可 经由Na ／Ÿ 交换机制过膜而进入细胞 

内 
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我国希土的广泛应用已使其越来越多地进入环境和食物链。因此希土的生物效应尤其是 

其毒理作用，是迫切需要解决的基础研究课题之一 。从细胞水平研究希土的跨膜行为是较为 

直接的方法，希土离子与钙离子的理化性质较相似 ，但希土离子有更大的离子势，故对一般生 

物配体其结合常数更大。生物实验中常用 La”作为钙通道阻断剂 ，用 Tb 作为离子探针研究 

细胞膜上的结合 ca 。大量的实验未观察到希土离子进入健康活细胞 ，而 Wendt—Gallitalli等 

用更灵敏的 X射线微探针技术却检测到了胞内的 La”口]；Peeters等应用 lndo一1荧光技术也观 

察到心肌细胞 La。 内流现象 ]。总之希土离子跨膜行为的研究结果随方法的不同而有明显差 

别。我们推广了荧光探针 Fura一2测定胞内游离Ca 浓度的方隆  ，用于测定细胞内游离 Y 浓 

度．其灵敏度高，检测方便，测量过程对细胞无损伤，并且可观察胞内Y 浓度的动态变化。 

l 实验部分 

】．1 仪器与试剂 

AR CM MIC型单细胞阳离子测定系统，美国SPEX公司；Diapho—TMP型倒置荧光显微镜， 

日本 Nikon公司；RF一540荧光分光光度计 ，日本 Shimadzu公司；pHS一3C型酸度计，上海雷磁仪 

器 厂。 

Fura 2钾盐、Fura 2 AM 和 HEPES皆为美国 Sigma公司产品 ．小牛血清为国产生化试剂。 
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其余各试剂为国产分析纯 所有溶液用双蒸水配制 。 

PC12细胞株由上海药物研究所提供。 

1．2 Y”一Fura一2配合物体系荧光光谱圈测定方法 

模拟细胞 内溶液 A，各组分浓度如下(单位 ：mmol·L )：KCI 120．0 NaCI 20．0，MgCl 

1．0，HEPES l 0．0，EGTA 1．O0，Fura一2 0．25×l0 ，并用 KOH调节 pH值至 7．O5。希土 Y 溶 

液 B中除含 Y 8．O0Wtm~l·L 外 ，其他各组分同溶液 A。取溶液 A l0．O0mL，依次向其中加 

入 0，1．O0，0．1 5，0．10 0．05，0．07，0．02，0．02 0．20ml的溶液 B，每次加入溶液 B后用 

0．5 m叫·L KOH溶液调节pH至 7．。5，在发射波长 505 11113 激发波长 300~400 nm测定荧光 

激发光谱 。 

1．3 PC12细胞培养 

经复苏后的 PC12细胞接种于 25 mL培养瓶中 ，置于CO：培养箱中培养(37c 5％CO ) 

隔日更换培养液，培养液的成分如下：CMEM 90 ，小牛血清 lO ，青霉素 100 U／ml，链霉素 

lO0~tg／ml，pH为 7．2～7．4 待细胞铺满瓶底 ，用 0．25 胰蛋 白酶 消化，消化完全后加入 

DMEM+10 小牛血清终止消化，用吸管吹打均匀，接种人六孔培养板(内含预先用 D．1 多 

聚赖氨酸(Poly—L-Lysine)处理的载玻片)中。培养 24 I1后用于细胞内离子浓度测定 

1．4 细胞内游离 Y 浓度(EY”]i)测定过程 

荧光染料 Fura一2／AM溶液(溶于二 甲亚砜，浓度 0．5 mrrlol·L )10 LtL和灭活小牛血清 

0 1 mL混合均匀 ，经超声波振荡 5min，加至 0．9mL无钙 HEPES液中．Fura一2一AM 终浓度为 5 

Ltrn~l·L 。无钙 HEPES液各组分(单位；rnrno／·L )：NaCI l40．0，KCI 4．7 Mgcl!1．2，葡萄 

塘 10．0，EGTA 0．1'灭活小牛血清 0．2 ，NaOH调节 pH至 7．4 贴壁培养的细胞载玻片浸泡 

在负载溶液中(可以根据需要在负载液加入 0uabain溶液)，37℃培育 20 min，让荧光染料充分 

进入细胞 ，随后取出戴玻片在无钙 HEPES溶液 中浸泡 10 min左右，让 Fura一2一AM水解，再用 

无钙 HEPES溶液洗二次，在阳离子测定系统上测定单个细胞的荧光强度。激发波长为 340 nm 

和 380 ilm，发射波长为 505 nm。在一定时刻内用微量进样器小心加入一定体系、浓度的 Y”溶 

液，观察它对所测细胞内的荧光影响。 

2 结果与讨论 

2．1 Fura一2荧光光谱和 Y 一Fura一2配合物的解离常数 

Fur~t．2在不同浓度的 Y 溶液中，其荧光激发光谱如图 1所示 。图 l中各试液中游离Y 

浓度[Y ]是通过加入 】。OO×1O tool·L EGTA作为缓冲，由所加入的金属离子总浓度计 

算出来 。根据 EGTA的四级酸式解离常数和它们与 的结合常数 ，在生理条件 pH=7．05 

条件下，EGTA和 Y 的表观结合常数为 lO ～ 当加入 Y”的总浓度[Y”]|小于 EGTA的总浓 

度[EGTA]1时，Y抖绝大部分形成 Y —EGTA，由于 Futa一2的总浓度《[EGTA]̈ 故[Y ．Furn- 

2]《[Y仆．EG丁lA]，因此可认为平衡时，[Y抖一EGTA]=[Y计]．，[EGTA]=[EGTA]．一[Y ]，本 

实 验[EGTA] 为 1．00×1 0 m01·L_。，则：[Y蚪]=113 [Ÿ 3／(1 0Q×10一一[Y ]．)。当 

[Y _]．>[EGTA]．，且[Y ]1一[EGTA]．~Fura-2总浓度时，则[Y蚪]=[Y什]|一[EGTA] 。只要 

知道加入的 Y”浓度，即可知平衡时游离 Y 的浓度[Y ]。图 1中在 340 nm处从下向上各试 

液[Yh]分别为 0，0 7O，1 24，2 09，3．03，7 05，10．7，23．7×10 tool·L一‘和 L 09×1 0叫tool 
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· L 。 

图 l用希尔(Hil1)作图法来处理 即将 log(Fura一2 bound／Fura一2 free)X~log[Y ]作图，得 
一

直线(图2)。该直线的斜率表示 Fura 2与金属离子配位时的计量关系．而在X轴上的截距则 

为两者的解离常数，其倒数为结台常数。其中： 

c 2 bound 州 [ ·妾] 
其值可由图 l得到。 为加入定量 Y。一后 3 0 

rim／380 nm荧光比值}如 为完全不含 Y 时 

34 0 nm／380 nm荧光比值，即最小值， 为 Fu 

ra一2被 Y 所饱和时的 340 nm／380 nlTl荧光 比 

值，即最大值 s0／蝇 为 自由态 Fura 2与 Y 一 

Fura一2在 380 nm 处荧光强 度之 比。 

由图 2直 线 知 该 配 台 物 解 离 常 数 为 

K (Y。 )一 4．5p tool·L一 

2．2 胞内 Y 浓度计算 

Fura一2可 和许 多二、三价金属 离子螯 

合。通 常情 况下，由于 在细胞 内除 了 Ca 、 

Mg 一外，基本不含其他多价金属离子；而 Fura 

2结合Mg '的能力远小于ca ．所 通常在细 

胞内Fura一2仅和 Ca 结合。但如细胞内存在 

Y 等希土离子时，Fura一2也会和这些离子结 

台，由图 l，当Fura一2和 Y 结合后其荧光激发 

光谱最大吸收峰的位置向短波方向移动．且峰 

强 度 也 明显增 大 。即当 溶液 中 Y“浓度 增大 

时，Fura一2在 340和 380[1ift处的荧光 比值 R 

就升高，同时 一>R一  ，所以可 根据 Fura一 

2荧光 比值 R的变化来测定溶液 中的 Y”溶 

液，且灵敏度高于 ， 

当 Fura一2来检测细胞内微量 Y 等希 

土金属离子时，必须考虑到细胞中还存在着 

ca 。 由于 在实验过 程 中细胞培 养液 中 无 

ca ，可 认为在实验 中细胞内Ca”浓度基本 

不变。在用 Fura 2测定时，如无 Y 进入细胞 

则 R不会发生明显变化；如 Y”进入细胞 ，则 

ca“+和 Y。 同时和 Fura一2作用，使 值升高 

用类似 于 Jose L．Tomsig等 的方法 ]，可推导 

出细胞内 Y 的浓度与荧光比值的定量关系： 

^(Nm 

(nm ) 

图 1 在不同 Ÿ 浓度时，Fura一2的荧光激筮光谱 

Fig．1 Excitation sDec【他 of Fura一2 in the presence of dif 

ferent concentration of Y 

^  

1． 

t 

0． 

女 
0． 

§一0 

§一1． 

亘一l| 

图 2 logfFura一2 bound／Fura一2 ffee)对 ]og[Y 一 作 

图 

F／g·2 P／or of log(Fura一2 bound／Fura 2 free J vs log 

[Y¨] 
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R ·S ⋯  ( 
一 圮 )( ⋯ n 。) ⋯  

式(1)中 ，， 分别为加入 Y 前后 340 Dm和 380 Flirt处的荧光比值， ⋯ ， ⋯ 分别为 

Fura 2被 凸 和 Y”饱和时的荧光比值 ，而 R⋯为 自由态 Fura一2荧光比值 可见：加八Y 前后 

荧光比值的变化 (圯 R )的大小即表示了细胞内游离 Y 浓度的高低 

2．3 检测 Y 跨 PC12细胞膜的实验 

2．3．1 静息状态下 Y 过 PC[2细胞膜的研究 

静 息状态下 ，3j 37c时在负载Fura 2后正常PC12细胞外液中分别加入 Y”0．02 0 1． 

0．5，0 64．1 0．50 mmol·L一后 ，在 3 4 0 nm 和 38 0 nm 的荧光强 度均 不发生变 化 ．这说 明在此 

条件下 Y”不能通过细胞膜内流。 

2．3 2 钾离子去极化时对 Y 过膜行为的影响 

本 实验观察 了 1 0．25．55，75 mmol·L。。KC1对 Y”(浓度分别为 ：0．02，0．5，l，4．1 0 

mmol-L )过膜行为的影响，结果表明无论向细胞外液中先加入 Y 再加入 KCI还是先加八 

KC1再加 入 Y ，K 均不能刺激 Y”通过 PCI2细胞 膜 

2．3．3 去甲肾上腺到 Y”过膜行为的影响 

去甲肾上腺素可以作用于细胞膜上受体依赖性钙通道，而使得细胞外钙内流，引起内钙升 

高 0，本实验结果表明它不能促使 Y 内流 

2．3．4 离子载体 lonomycin对 Y”过膜行为的影响和 的测定 

lonomycin是一种 Ca 载 。本实验证 明它也能运载 Y”。因此可能通过加入它将胞外 

Y”载入胞内．使 Fura 2全部和 Y。 结合 测得 ⋯ 。八个样本的平均结果为 ⋯ 一8．1± 

1．9 ⋯ — l0．2± 2． ， 一 0．55± 0．08。 

2．3．5 Y“十经过 Na⋯／Y 交换机制过膜而进入细胞内 

当细胞在 Fura一2负载时，加入微摩尔量级的 Ouabain(哇巴困)同时进行钠负载 ，在观察单 

细胞荧光强度时，加八 Y”(毫摩尔量级)后胞 内荧光比值有明显变化(部分结构见图 3)．由于 

实验中无外 ca“-．因此该变化可以解释为 Y”通过细胞膜进入胞浆而与 Fura 2结合所致 l O0 

mmo]·L Ouabain进行钠负载的结果示于图 3中，从下向上四条曲线的胞外 Y”浓度依次 

为 0．16，0．3 3，0．75．】．6 mmol·L (每条曲线均为六次实验的平均结果 ，三次培养的细胞 ． 

一  

。。l———— ———— ———— ————一  

图 3 Y“。对 Fura 2和 Na。负载细胞荧光的影响 

Fig、3 Effect of Y 。n fluotescettce。f Fura 2 and Na 

loaded cells 

】_ 

￡ 0． 
三 

己 0 

图 4 胞外 Y 浓度对 Na 负载细胞内 Y 浓度的 

影响 

Fig 1 Effect 0f Y concentration of exttacel 10 Y 2一 

~20~lCerllration of m traceceH of N 2 loaded eeE 

耄 一 一 — ● 0 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 J期 李海山等 ：Fura一2探针对希土 Y +跨 PC12细晦膜行为研究 ·87· 

每批细胞各测定二次，20 s处加入 Y 溶液)，而在胞PF JJ~,x．更多 后荧光 比值不再明显升 

高，根据 2．2节计算公式(1)得出胞 内：Y ] 结果示于图 4，图中曲线同图 3， 

实验结果表明．当胞外 Y _浓度 Y～]。较 

小时 ，引起 [Y ]随 [Y”] 增加而升 高 ，当加 

入[Y ]。浓 度 较 大 (大 于 1．6m mmo]·L。。) 

时，[Y ]不再继续 升高，此 时胞内 Y 浓度 

可达 p Enol· 。 

用于钠 负载 的 Ouabain浓度变 化时 ．显然 

将影响 Na一负载量，进而影响 Y 进入细胞内 

的数量 ，此时即使加入等量 Y ，引起：Y i 

也不会相同 因此 ．Y 的过膜程度与 OuabaJn 

进行 Na一负载的浓度存在着一定的剂量依赖 

关 系。图 j中 从 下 向 上 用 于 Na 负 载 的 

Ouabain浓度依次分别为 25、50、75、100 mol 

· L’(图中每点均为六次实验的平均值---8D， 

三次培养的细胞，每批细胞各测定二次) 该结 

果提示 Y 可以经由 Na ／ca 交换机制过膜 

及D．A．Powis E“ 等人的结果相一致 

[Y3 ]0(retool-L一) 

5 [Y 。： 时[ ̈ Jo及 Oua0ain设载难度的依 

赖关系 

Fig．5 Plot[Y J]vs[Y ]。and Ouabain concen~la 

这可称之为 Na一／Y”交换机制，结论与 Peter 

希土离子 Y 与 ca 半径相近，但 Y”的电荷高于 ca ，因而离子势大 。对 离子键为主 

的化台物 ，则它们的结台稳定性要高于 Ca“ 本实验结果表明：Y”和Ca |跨膜运动的行为不 

完全相同 Y 和 Ca“不同，细胞静息状态下，用 KC1去极化或加八去甲肾上腺素刺激条件下 ， 

Y 均不能通过细胞膜进入细胞内，表明在所做实验条件范围内，Y 不能经 由电压依赖眭钙 

通道或受体依赖陆钙通道进入胞内 Y 和 ca 相同，均可通过 Na⋯／'Ca 交换机制进八细胞 

内 
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RESEARCH ON TRANSM崛M BRANE BEH AVIoRS oF 

Y BY Fura一2 FLUoRESENT PRoBE 

LI Hal—Shan W ANG JJn—Xi ZHU W ei—Hua CHEN Yao ZHU Ke—Di 

( Coordi~lym C~mdstey， Key h咖  

( r血 啪 Cl~ ry． m斜 fⅧ 竹卿 ， m脚 210∞ 3) 

(。撕 l棚  B c g 212001) 

By the line of the ap pJled research cation measurement system ，Fura一2 fhior~ ence measurment 

method was~ rwarded to de~ct the intracellular Y” concentration．and used for investigating the 

transm embrane behaviors of Y to PC1 2 cells． An apparent dissociation constant of Y 34_Fura一2 was 

4．5p mol·L in solutions simulating intracellular ionic composition．with pH 7．05．Y ions could 

not enter PC12 cell under the normal condilion．and also could not enter the cell via the calcium chan 

nel stimulated by KCI and norpinephrine． However Y ions entered I~C12 cell after Na ions wi~in 

the cell were overloaded  using Ouabain． Amonlit of Y entering P12 cell were related to both outer 

cellular Y concentration and intracellular overloaded  Na concentration． It is suggested that Y en 

ter the cell in Na一一Y exchanging mechanism． 

Keywords： Furs一2 Ytlrium(I)ion ⅣI十一Y exelmn~ qg mechanism 
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