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提要：在介绍了钙信号在生物生长发育过程中的信息传递�对各种内外刺激的生理反应中的作用的基础上综述了实现细胞内钙信号产生及传
导的胞质自由钙离子的浓度变化的荧光测定方法�在荧光测定法中对 Ca2＋指示剂的选择进行分类说明�为荧光测定方法中指示剂的选择提供
依据。
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Abstract：Mainly introduce the function of calcium signals in the message transmission of many procedures for biology growth and development involves physi-

ology reactions to internal and external stimulation．In this base overview the measurement of fluorescence for analyzing the change of calcium concentration in cyto-
plasm which realiz the production and transduction of calcium signals．In addition the sort description of Ca2＋ indicator in the measurement of fluorescence is re-
viewed in this paper．Providing the evidence for the choice of inditor in the fluorescence measurement．
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　　70年代初�Ca2＋受体蛋白－钙调素（CaM）的发
现极其功能研究使 Rasmussen 在1978年提出 Ca2＋

第二信使学说。钙离子作为第二信使调控细胞内许
多重要的生物和病理过程�例如�受精时钙离子激发
生命�并控制细胞的生长分化；钙离子信号调控细胞
的运动�并能触发细胞损伤和死亡等病理过程。因
此近年来�钙作为第二信使在细胞信号转导中的作
用一直是细胞生物学和生物光学研究的热点〔1－5〕。

●

细胞内自由 Ca2＋的分布与转移是形成 Ca2＋信
号的基础。一般认为�细胞对许多外界环境和激素
等刺激作出的反应是通过胞质中自由 Ca2＋浓度变
化来传递的。当受到刺激时�胞外 Ca2＋通过 Ca2＋通
道的开启进入胞内或胞内钙库（如内质网�液泡等）
向胞质释放出 Ca2＋〔2〕�使细胞溶质 Ca2＋浓度增加�
继而与 Ca2＋能够高度亲和的蛋白质或酶（靶分子）
结合�使其激活�引起细胞反应�从而起到传递细胞
外信号的作用。

Ca2＋信使的靶分子范围很广�种类很多�因而增
加了 Ca2＋信号途径的多样性和复杂性。钙调素
（CaM）是目前已知胞内 Ca2＋信号受体中最重要的一
种�参与了多种生理活动的调节。钙调素介导的
Ca2＋信号转导�是在 CaM与其目的蛋白相互作用中
对Ca2＋依赖性的不同使得细胞对其胞质中 Ca2＋的
升高作出各种复杂的生理反应。

细胞内存在多种多样的信号途径以便应答复杂

的环境刺激�钙信号的时空多样性使其能更准确的
传递各种复杂信号。其中钙波反映了整体钙信号的
空间性质�钙峰体现了振幅特异性而钙振荡则体现
了时间特异性。钙波是从一个钙库扩散到另一个钙
库释放钙离子产生的�不同的信号会诱导细胞产生
形状�形式�动力学各不相同的钙波。钙峰虽然有各
种各样的表现�但常有恒定的基线�就钙峰的停滞
期�升高时间和保持时间而言�每一种刺激所引起的
胞质 Ca2＋信号在这三方面都有其明显的特性。以
不同形式的重复性和连续性周期出现的 Ca2＋峰�称
为钙振荡�钙振荡的幅度和频率编码了钙信号的特
异性。如：集中于花粉管尖端的 Ca2＋浓度梯度存在
的振荡与花粉管生长速率密切相关�百合花粉管尖
的〔Ca2＋〕水平在700－3000nmol／L 范围内波动�与
此相关�花粉管生长速率也在0．1－0．38μms－1范围
内波动〔6〕。因而�准确测定细胞内钙离子的浓度
（〔Ca2＋〕）具有非常重要的生物学意义。所以近年来
钙离子的荧光测定法得到不断发展�已能使我们在
亚细胞水平实时、原位、无损伤的研究细胞内
〔Ca2＋〕。
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1　荧光测定法中的关键参数 Kd
荧光测定法是通过测定荧光强度来反映细胞中

钙离子浓度的�而连接荧光信号和 Ca2＋浓度的关键
转换参数就是 Ca2＋荧光指示剂的离解平衡常数
（Kd）�它的单位为纳摩尔（nM）。当〔Ca2＋〕在0．1×
Kd至10×Kd 范围内发生变化时�Ca2＋荧光指示剂
的吸收／发射光谱或荧光强度通常会发生变化。Kd
受很多环境因素的影响�包括温度�PH值�离子强度
以及指示剂和蛋白质的相互作用等。

单波长测量时�Ca2＋浓度与所测荧光强度的关
系为〔Ca2＋＝Kd（F－Fmin／（Fmax－F）。其中�F 为实验
所测得的荧光强度�Fmin和 Fmax分别为无 Ca2＋和
Ca2＋饱和时所测得的荧光强度。比率测量时�
〔Ca2＋〕＝KdQ（R－Rmin／（Rmax －R）�其中�R 为实验
中在两个不同波长位置所测得的荧光强度比�Rmin
和 Rmax分别为无 Ca2＋和 Ca2＋饱和时所测得的荧光
强度比�Q 为选取 R 定义中处于分母的波长时无
Ca2＋和 Ca2＋饱和时所测得的荧光强度比〔7〕。

高亲和力（低 Kd 值）的 Ca2＋荧光指示剂可发出
较强荧光�但它却对细胞内 Ca2＋具有缓冲作用�而
且高亲和力的 Ca2＋荧光指示剂在低 ［Ca2＋ ］时容易
饱和�易导致细胞内［Ca2＋ ］分析的误差。因此近来�
低亲和力（高 Kd 值）的 Ca2＋荧光指示剂被广泛应用
于分析细胞器内［Ca2＋ ］的变化。
2　荧光测定法中常用的 Ca2＋荧光指示剂
2．1　紫外激发的 Ca2＋荧光指示剂

表1列出了常用紫外激发的 Ca2＋荧光指示剂
的基本参数：

表1　常用紫外激发的 Ca2＋荧光指示剂的基本参数

Ca2＋Indicator Salt AM Ester Dextran Mode Kd（nM）
Fura2 有 有 有 Ex340／380 145
Indo－1 有 有 有 Em405／485 230

Bis－fura 有 Ex340／380 370
Quin－2 有 有 Em495 60
Fura－4F 有 有 Ex340／380 770
Fura－5F 有 有 Ex340／380 400
Fura－6F 有 有 Ex340／380 5300

Benzothiaza－1 有 有 Ex340／380 660
Benzothiaza－2 有 有 Ex340／380 1400

BTC 有 有 Ex400／480 7000

注：AM Ester为指示剂的酯化型式�Dextran为指示剂的 Dextran轭合物�Ex
为激发波长�Em为发射波长�单位为 nm

Fura－2和 Indo－1是紫外激发的双波长 Ca2＋

指示剂�他们在许多实验中是可以互换的。Fura－2
是双激发波长荧光指示剂�可作为比率成像显微法
的染料。图1分别给出 Fura－2和 Bis－Fura－2的
激发荧光谱�从图1（A）可以看出捆绑 Ca2＋后�Fura
－2的最大激发波长从372nm转移到340nm�而荧光
发射强度仍为510nm。相反的�Indo－1通常由351
－364nm 氩离子激光器激发�是双发射波长荧光指
示剂�可适用于流式细胞术仪法。在捆绑 Ca2＋后�
Indo－1的激发波长不变仍为353nm�最大发射波长
却从472nm转移到400nm。Fura－2和 Indo－1的Kd
值都接近于哺乳动物细胞的基本 Ca2＋ 水平
（100nM）。

Bis－fura－2吸收率大概是 Fura－2的两倍�但
量子产额及捆绑 Ca2＋后的光谱几乎和 Fura－2一样
（从图1可以看出）。细胞内注入低浓度的 Bis－fura
－2就可发射出高强度的荧光�Bis－fura－2的低亲
和力降低了对胞内 Ca2＋的缓冲作用�制造出反应更
快的钙闪烁信号�而且它带有的负电荷增强了指示
剂的持久力。

Ouin－2属于被Tsien 发现的第一代Ca2＋指示剂。
Quin－2比Fura－2�Indo－1�Fluo和Calcium Green的吸
收率和量子产额低�但需要更高的注入浓度�其酯化形
式Quin－2AM被用来衰竭胞液中的自由Ca2＋�以确保
Ca2＋的单向性内流。

BTC具有高选择性�可用来研究胰腺β－细胞�
CHO纤维细胞原的胞外分泌的 Ca2＋。用低亲和力
的Ca2＋指示剂 BTC 和 Mag－fura－2探测神经细胞
的Ca2＋瞬间变化要比用高亲和力的Ca2＋指示剂Fu-
ra－2和 Calcium Green－2反应更迅速。

紫外激发的 Ca2＋荧光指示剂常用于 ［Ca2＋ ］的
比率分析。比率测量能够减少由于光漂白效应�指
示剂泄漏�以及细胞厚度�细胞内荧光指示剂非均匀
分布等因素造成的测量误差。
2．2　可见光激发的 Ca2＋荧光指示剂

表2列出了常用可见光激发的 Ca2＋荧光指示
剂的基本参数：

Fluo－3的 Kd 值较高�可用于测量高达5－
10mmol．L－1的细胞内钙离子浓度�有利于观察钙峰�
不易发生钙缓冲作用。Fluo－3与 Ca2＋结合后荧光
信号可增强50－250倍�敏感度较大。Fluo－3的最

2 　　《激光杂志》2003年第24卷第1期　　　　LASER JOURNAL（Vol．24．No．1．2003）



大激发波长为506nm�最大发射波长为526nm 普通
荧光素滤片也可用�无需昂贵的石英镜片。Fluo－3
的激发波长可避开一些蛋白质及某些复合物的自发

荧光区�可在其他指示剂不能测量的情况下进行测
量〔8〕�近年来国内对植物中 Ca2＋的研究�多使用
Fluo－3�在植物中已用于根�原生质体�胚发育和受
精过程中的 Ca2＋测定〔9〕。

Fluo－5N�Rhod－5N�X－rhod－5N 极其衍生物
的离解平衡常数 Kd 大约为1μM可以被用来探测微
摩尔范围的胞内钙离子水平�低亲和力的 Ca2＋指示
剂拥有高的离子离解速率�使它们比 Kd ＜1μM 的
Ca2＋指示剂更适于跟踪快速流动的 Ca2＋。
表2　常用可见光激发的 Ca2＋荧光指示剂的基本参数

Ca2＋Indicator Salt AM Ester Dextran Mode Kd（nM）
Fluo－3 有 有 Em525 390
Fluo－4 有 有 Em525 345

Fluo－5N 有 有 Em520 90�000
Rhod－5N 有 有 Em580 320�000

X－rhod－5N 有 有 Em600 350�000
Calcium Green－1 有 有 有 Em530 190
Calcium Green－2 有 有 Em535 550
Calcium Orange 有 有 Em575 185
Calcium Crimson 有 Em615 185

Fura Red 有 有 Ex420／480 140

Calcium Green有以下几个重要特征：①Calcium Green
在死细胞中比 Fluo－3产生更多的荧光�测量 Ca2＋
浓度更准确；②Calcium Green－1是首选的用于多光
子激发活组织中 Ca2＋浓度测定的指示剂；③Calcium
Green－1的亲和力在没有Mg2＋时（Kd＝190nM）高于
Fluo－3（Kd ＝390nM）或 Calcium Green －2（Kd ＝
550nM）；④像 Fluo－3AM一样Calcium Green的酯化
形式自身也是没有荧光的；⑤Calcium Green 对细胞
的光线损害小于 Fluo－3。

Calcium Orange和 Calcium Crimson可以以 AN酯
化形式被注入细胞�捆绑 Ca2＋后荧光发射强度增
强。Calcium Orange 的最大激发波长接近550nm�
Calcium Crimson的最大激发波长为590nm�是波长最
长的 Ca2＋指示剂�适用于有自荧光干扰问题的样
品。

Fura Red是由可见光激发的 Fura－2的衍生物�
也是唯一由可见光激发的用荧光显微镜和流式细胞

术测定的比例测量法中使用的 Ca2＋双波长荧光指
示剂。可见光激发波长（450－500nm）�最大发射波
长为660nm的Fura Red将组织中自荧光和色素沉着

的干扰减小到最低。
综上所述�可见光激发的 Ca2＋荧光指示剂和紫

外激发的 Ca2＋荧光指示剂相比有以下几个优点：①
更适用于荧光显微镜和流式细胞仪；②发射光谱受
细胞自荧光和背景散射光影响较小；③可见光辐射
对细胞的损伤较 UV 辐射要小得多；④可见光辐射
对染料的吸收率更大�从而允许活细胞内注入低浓
度的染料�降低了对活细胞的毒性。但这些 Ca2＋荧
光指示剂多数为单波长指示剂�与钙离子结合前后
其最大吸收波长和发射波长都是相同的�主要应用
于钙离子的动态变化�钙离子分布特点的测定�而在
钙离子定量方面的应用则受到了一定的限制。
2．3　Ca2＋生物发光指示剂：水母发光蛋白

Ca2＋生物发光指示剂（例如水母发光蛋白）是基
于测定生物发光蛋白与 Ca2＋通过分子内反应发射
的可见光来分析细胞内 ［Ca2＋ ］〔10�11〕。近年来�水母
发光蛋白的基因已经被克隆出来�并且通过基因重
组可以将其基因整合到多种细胞中�在这些细胞中
表达出发光蛋白。水母发光蛋白与钙离子亲和力
高�所发出的荧光强度比较大。目前钙离子测定方
法中水母发光蛋白法定位最准确�测量精度最高。
3　荧光测定法中 Ca2＋荧光指示剂的装载方
法

3．1　显微注入法　水母发光蛋白和 Dextran偶联的
指示剂不能透过细胞膜�必须通过显微注射的方法
装载进入细胞内�但这种方法对细胞有一定程度的
损伤�而且不适用于批量细胞和个体较小的细胞。
3．2　酸化导入法　离子型指示剂在周围介质呈酸
性条件下与氢离子结合成为不带电的分子形式�可
以进入细胞内部�在细胞内近中性的环境下�又重新
解离成为可以结合钙离子的离子型指示剂�这种方
法特别适用于植物细胞。
3．3　常温孵育法　AM 酯化型的指示剂分子是酯
溶性的�可以穿过质膜进入细胞内�在细胞内酯酶作
用下分解形成离子型指示剂。由于植物细胞壁中存
在的非特异性酯酶的影响常使装载失败�这种方法
多用于动物细胞中。
3．4　低温导入法　1998年 Zhang和 Rengel 报道了
这种方法�其原理是�低温条件下细胞壁中的酯酶活
性受抑制�因而无法水解酯化型指示剂�但指示剂分
子扩散进入细胞内的过程受低温的影响并不大�它
可以穿过细胞质膜进入细胞内部�以低温处理一段
时间后�细胞内可以积累一定量的指示剂分子�回到
常温下后�细胞内酯酶活性即回升�从而将进入胞内
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的指示剂分子水解成离子形式而与钙离子结合�于
是在一定波长光的激发下便发出荧光〔12〕。于低温
下将钙离子指示剂 Fluo－3AM 导入百合花粉粒细

胞�结果对花粉的活力并不造成明显影响。在蚕豆
叶片气孔保卫细胞和茎维管束薄壁细胞以及小麦根

毛细胞中也取得良好效果。〔13〕。

图1　Fura－2（A）的激发荧光谱�Bis－fura－2（B）的激发荧光
谱

图2　比率荧光成像法实验装置图　1弧光灯　2可调整狭缝
　3激发单色器　4光学纤维　5光学纤维适配器　7加强型
CCD照相机

此外�还有 ATP诱导渗透法�阳离子输送法�Hypoos-
motic shock�Influx pinocytic cell－loading reagent 等多
种装载方法。
4　钙离子浓度的荧光测定方法
4．1　荧光分光光度计法

利用比色法测定悬浮液中细胞群体的平均荧光

强度�其结果受细胞密度�大小�状态�钙离子指示剂
装载量�着色细胞所占比例等因子影响�很难得到准
确数值�现在已很少使用。
4．2　流式细胞仪法

流式细胞仪法用于测量流动溶液中悬浮细胞的

荧光和散射光�其原理是利用压力使细胞悬浮液通
过一根极细的小管�使之成为单细胞液流�利用激光
作为激发光源使细胞产生荧光�利用灵敏的光电管
以对单个细胞的荧光进行检测�还可以设置2－3个
光路系统同时获得多个信息�可以用于钙离子浓度
测定�特异蛋白含量测定以及在细胞多参数定量分
析的基础上将群体中特定的细胞亚群单独分选出

来�例如�Tarnok利用流式细胞仪法无菌分离药物刺
激后细胞内 Ca2＋浓度生高的细胞�然后扩大培
养〔14〕。
4．3　CLSM（激光扫描共聚焦显微镜）法

CLSM是一种新的三维成象设备�可获得普通
光学显微镜无法达到的分辨率。同时具有深度识别
能力及纵向分辨率�可对200－400μm的切片进行扫
描�因而能看到较厚生物标本中的细节。它利用置
于光路中与激光焦点位置共轭的针孔抑制离焦区荧

光和杂散光�通过在样品上移动扫描点�收集通过针
孔的发射荧光而获得图象�因而提高成像的纵向空
间分辨率（〈1mm）实现对目标区域三维成像。其主
要优点是：成像清晰�可以对单细胞进行测量�可进

行活体实验�三维重组功能。主要的局限在于激发
波长有限（常用光源为氩离子或氩氪激光器）和时间
分辨率不高。采用紫外激发共焦扫描显微术�时间
分辩率可提高到图象速率30桢／秒〔15�16〕在钙离子
测定方面�CLSM 主要应用于单波长 Ca2＋荧光指示
剂的测定。
4．4　双光子激光扫描共聚焦显微镜法

分子的多光子激发需要的光子能量比单光子

低�例如�双光子激发需要的光子能量大约是单光子
激发所需能量的一半�因此多光子激发能够用红外
或者近红外光代替紫外光。实际测量中只在焦点附
近激发并产生荧光�具有固有的三维成像能力�大大
减弱离焦区的光化学作用�减小对活细胞的损伤作
用。在 CLSM基础上发展起来的双光子激光扫描共
聚焦显微镜具有成像穿透深度深�光学三维分辨率
高等特点�为实时�原位观察生物活体提供了最佳方
法。
4．5　比率荧光成像法

比率荧光成像法不同于一般的显微镜成像法�
主要应用于双波长荧光指示剂的测定�它使用的仪
器是比率荧光光谱仪�其光源为普通的氙弧灯�可产
生适于双波长 Ca2＋指示剂的两种不同波长�这两种
波长以交互的方式激发置于倒置式显微镜载物台上

的样品�样品发射的荧光由 CCD同步接收从而获取
高分辨率的图象。所有的系统运行都是由计算机控
制�数据的采集和分析由软件完成�相应的软件还可
以加工处理去除聚焦平面以外的杂光�以获得精确
的聚焦效果。比率荧光成像法可对单细胞或多细胞
内的离子动态变化进行实时观测。
5　结论与展望

近二十年来�细胞内钙离子的荧光测定法得到
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快速发展�我们已经得到在亚细胞水平实时�原位�
无损伤的研究细胞内钙离子浓度变化情况的技术。
未来�各种新型 Ca2＋荧光指示剂的应用�可能提供
许多有关 Ca2＋信号的必要信息�其中�水母发光蛋
白的转基因材料在钙离子荧光指示剂中会占有越来

越重的比例。在双光子激光扫描共聚焦显微镜的基
础上会发展出三光子激光扫描共聚焦显微镜�甚至
更多光子激光扫描共聚焦显微镜�以进一步改善成
像质量�提高成像速度。我们希望在这些技术的发
展下�使我们更深入的研究和了解钙离子在细胞内
的动态变化过程和生物调控机制�得到关于信号时
空特性的详细图谱及鉴定解释这一信号的靶蛋白�
从而通过物理解析的方法�弄清楚各信号系统之间
的相互关系�找出细胞中不同类型 Ca2＋信号能引起
不同基因表达的直接证据�以获得钙离子作为胞内
第二信使在信号转导过程中的更多信息。
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·激光医学与医学·

CO2激光治疗尖锐湿疣的治疗与护理

刘美玉　尉京成

（山东省莱阳中心医院�莱阳　265200）
　　我院自1994年8月至2002年8月�应用 CO2激光治疗
尖锐湿疣69例病员。愈后取得了满意疗效�现将临床观察
结果报告如下。

1　临床资料：所有病例均经妇科门诊、皮肤门诊（包括性病
门诊）肉眼诊断、病理诊断证实尖锐湿疣。69例病历�年龄8
－70岁�青壮年多数。传染途径：婚外性行为�夫妻传染。病
程最长1年�最短1个月。湿疣好发于大、小阴唇、阴道口、
肛周、会阴。

2　临床表现：外阴奇痒、破溃、出血�外形：粉色赘生物�呈扁
平状、乳头状、菜花状、树枝状赘生物�或灰白色�质脆、易破
溃出血�甚至继发感染。

仪器：采用激光机�波长10．6cm�输出功率250V。
手术方法：常规月经干净5－7天�治疗方法：女性取膀

胱截石位�0．5％磺伏棉球消毒疣体�采用1－2％利多卡因在
疣体基底部�浸润麻醉1分钟后�激光功率80－150V�激光聚

集点光束进行全凝烧灼�汽化后�新洁尔灭棉球轻擦�露出新
鲜的硬化表皮底面�勿烧邻近正常皮肤和粘膜�深度不超过
表皮基底层�如果疣体比较多、大者可多次治疗。
3　术后护理

①术后创面深烧伤湿润膏2小时一次消毒止痛。
②术后利君沙片0．2、6小时一次口服�阿昔洛韦片0．2、

4小时一次口服。
③术后1个月禁止性生活。
CO2激光治疗尖锐湿疣有以下优点：操作简便易行�一

次治疗只需5－15分钟�痛苦小�安全�出血少�感染少。CO2
激光治疗妇科、皮肤科、外科疾病�激光治疗随访 一年�观察
其疗效优于其他治疗方法�值得推广。
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