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摘要：【目的】检测缺氧对肉鸡心肌细胞内 Ca

2+
浓度的影响，阐明缺氧对心肌细胞影响的机制。【方法】利

用体外细胞培养技术，以 Fluo-3/AM 为 Ca
2+
指示剂，用 LSCM 检测缺氧对体外培养的肉鸡心肌细胞内游离 Ca

2+
浓度

的影响。【结果】与常氧组比较缺氧显著引起心肌细胞内游离Ca
2+
升高（常氧99.3±13.1；缺氧129.4±24.3,P<0.01）,

钙通道拮抗剂 Verapamil（Ver）和 Nifedipine（Nif）可显著抑制缺氧引起的游离 Ca
2+
升高（缺氧＋Ver 100.9±

28.2,缺氧＋Nif 107.6±27.7）。【结论】缺氧能够增强心肌细胞的游离 Ca
2+
跨膜转运导致细胞内 Ca

2+
浓度升高，

Ca
2+
通道拮抗剂能够减弱缺氧引起的心肌细胞膜上 Ca

2+
的跨膜转运。 
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Abstract: 【Objective】The purpose of this experiment was to study the effect of hypoxia on the Ca2+ concentration in broiler’s 

Cardiac Muscle Cell. 【Method】The concentration of Ca2+ in the CMC was observed by laser scanning confocal microscope (LSCM). 
【Result】The results showed that hypoxia could significantly increase intracellular Ca2+ of CMC (CMC: normal oxgen: 99.3±13.1, 
hypoxia:129.4±24.3, P<0.01.). The Ca2+ antagonist (nifedipine, Nif; verapamil, Ver) can significantly restrain the Ca2+ influx across 
the cell membrane of CMC treated by hypoxia (CMC: hypoxia + Ver: 100.9±28.2, hypoxia+Nif:107.6±27.7, P <0.01). 【Conclusion】
Hypoxia could increase intracellular Ca2+ of CMC, The Ca2+ antagonist can restrain the Ca2+ influx across the cell membrane of 
CMC treated by hypoxia. 
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0  引言 

【研究意义】Ca2+具有钙化、肌肉收缩、形成膜

电位等基本生理功能，但过量游离 Ca2+导致钙超载对

细胞也具有损伤作用。胞外的刺激信号在引起细胞出

现相应的病理生理变化时需要细胞信号转导系统的传

递，其中钙信号转导系统对细胞分化增殖肥大具有重

要作用。因此细胞内游离 Ca2+的变化影响细胞的功能

状态。研究细胞在不同条件下 Ca2+浓度变化在一定程

度上能够揭示细胞的病理过程[1]。缺氧是诱发肉鸡腹

水综合征（ascites syndrome，AS）的主要因素，AS
患鸡出现严重的右心肥大扩张[2]，因此，研究缺氧对

心肌细胞内游离 Ca2+浓度的影响能够揭示 AS 的发病
机制。【前人研究进展】 研究细胞内游离 Ca2+浓度

一直受测定方法的困扰。由于 Ca2+浓度变化快速，就

要求检测探针灵敏度高、特异性强、不受胞内结合钙

和细胞器内游离 Ca2+的干扰。同时检测仪器能够灵敏

地反映出探针显示的细微变化。Fluo-3/AM 是目前检

测细胞内 Ca2+浓度变化的较好探针，与 Ca2+结合特异

性强灵敏度高，能够检测细胞内低浓度的 Ca2+的变化。
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酯化的 Fluo-3/AM能够穿膜进入细胞，被胞内酯酶水
解出 Fluo-3，Fluo-3与 Ca2+络合，受 488 nm激光激发
而产生荧光，其荧光值与 Ca2+浓度呈正相关，即能够

以荧光值变化表示 Ca2+浓度的相对值。水解后的

Fluo-3不具备穿膜能力，因此细胞器内的 Ca2+不影响

测定结果。测定与 Ca2+络合后 Fluo-3的荧光变化常用
荧光分光光度计和激光共聚焦显微镜（laser scanning 
confocal microscope，LSCM），其中 LSCM能够动态
测定细胞内 Ca2+浓度变化，成为研究胞内 Ca2+的主要

手段[3,4]。张鑫[5]等研究表明钙离子通道拮抗剂对缺氧

复氧心肌细胞具有保护作用。Akhmat [6]证实缺氧促使

肺动脉平滑肌细胞内钙离子浓度升高，导致缺氧性肺

动脉收缩过程。Lih[7]研究发现急性缺氧促进肺动脉平

滑肌细胞胞内钙库释放，导致肺动脉收缩。Wang Jian[8]

急性缺氧导致胞外钙离子内流，引起肺动脉平滑肌细

胞收缩，出现缺氧性肺动脉高压。Letitia [9]钙离子通道

拮抗剂阻止钙离子的流动，抑制缺氧性肺动脉收缩，

抑制肺动脉高压的出现。利凯，孙茂红等[10,11]等发现

钙离子通道拮抗剂维拉帕米和硝苯地平能够显著抑制

低温诱发肉鸡腹水综合征的发生率，减轻右心肥大和

肺动脉高压。【本研究切入点】利用培养的细胞研究

缺氧与心血管疾病发生发展的内在联系已经成为现代

医学研究的重要手段[12]。有关缺氧对心血管系统疾病

影响的研究多数探讨缺氧引起肺动脉收缩进而导致肺

动脉高压的机制。在缺氧对心肌细胞的影响方面研究

较少。本研究在钙离子通道拮抗剂能够降低腹水发生

率和缓解右心肥大的基础上，进一步利用细胞培养方

法，揭示缺氧与心肌细胞钙离子浓度的关系，阐明肉

鸡腹水综合征的发病机制。【拟解决的关键问题】肉

鸡腹水综合征（ascites syndrome，AS）是常发于肉仔
鸡，以心肌肥大为特征的疾病，目前研究表明缺氧是

引起 AS 的主要原因。研究缺氧与心肌肥大的关系对
于阐明 AS 的发病机制具有重要意义。对体外培养的
肉鸡心肌细胞（cardiac muscle cell ，CMC）进行缺氧
处理可以较好地模拟 AS 发病过程中肉鸡心功能的变
化。研究缺氧对心肌细胞内游离 Ca2+的影响，有助于

阐明 Ca2+在 AS 发生发展过程中的作用，为控制 AS
的发生提供理论基础。目前尚未见相关研究报道。  

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  材料  心肌细胞为本实验室自行培养鉴定的
细胞[13]。 

1.1.2  试剂  Fluo-3/AM，M199，Nifedipine（Nif），
Verapamil(Ver)均为 sigma 产品；胎牛血清 浙江三利
生物制品厂；其它试剂均为国产分析纯。 
1.1.3  试剂配制 Fluo-3/AM 配制  取 Fluo-3/AM 
500 µg，用无水 DMSO配成浓度为 10 mmol·µl-1的浓缩

液，分装冷冻保存，使用浓度为 5 µmol·L-1；Nifedipine
和 Verapamil使用三蒸水配制，Nifedipine 使用浓度为
1 µmol·L-1； Verapamil 使用浓度为 1 µmol·L-1。 

M199培养液：取M199 15.1 g溶于 1 000 ml三蒸
水中，0.22 µm 滤器过滤除菌，使用前加入胎牛血清
200 ml并加入 10万 IU青霉素和 100 mg链霉素，调
节 pH 7.0～7.2。 
含钙液的配制：KCl 0.4g；KH2PO4 0.06g；NaCl 

8.0g；葡萄糖 1 g；NaHCO3 0.35g；Na2HPO4·7H2O 
0.06g；CaC2 l0.14g；1 %酚红 2 ml；加三蒸水至 1 000 
ml，高压灭菌，4℃保存。 
1.1.4  主要试验仪器  激光共聚焦显微镜，型号为
MRC1024（Bio-Rad，USA）采用氩氪（krypton-argonm）
激光光源；荧光显微镜型号为BH−2（Olympus，Japan）；
无菌操作台 VBM-42BI BAKEI.CO.USA；二氧化碳培
养箱 Forma Scientific；倒置显微镜（Nikon，Japan）。 
缺氧装置：低氧装置为自制有机玻璃小室，以 25 

ml·min-1连续通入 2%O2+5%CO2+93%N2混合气体，测

得小室内氧气浓度在 6～7 h内逐渐降至 3%左右（Cr-2
测氧仪监测），小室置于 37℃培养箱内。常氧对照细
胞置于 5%CO2培养箱内。 
1.2  培养细胞的分组 

依据本实验室建立的细胞培养鉴定方法，培

养 CMC 飞片，待细胞生长均匀分布后将细胞分成 4
组。（1）缺氧＋N组（H+N）：在培养液中加入 Nifedipine
使终浓度为 1 µmol·L-1；（2）缺氧＋V组（H+V）：
加入 Verapamil使终浓度为 1 µmol·L-1；（3）缺氧组
（H）：加入等量M199；（4）常氧对照组（NO）：
加入等量 M199。将前 3 组细胞培养皿置缺氧装置
中进行缺氧处理。第 4组置 CO2培养箱中常氧培养。

缺氧处理 1 h 后，取各组细胞飞片测定细胞内 Ca2+

的含量。  
1.3  激光共聚焦显微镜测定细胞内 Ca2+浓度 

1.3.1  钙荧光探针的孵育  将培养的 CMC 用 M199
漂洗两次，在细胞飞片上加 150 µl M199，加入
Fluo-3/AM 使终浓度为 5 µmol·L-1，37℃暗室孵育 40 
min后用M199冲洗 4次，洗去胞外的 Fluo-3/AM。 
1.3.2  激光共聚焦显微镜使用参数  试验采用的激 
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发光波长为 488 nm，发射光波长为 515 nm，物镜为
20×镜头，参数 zoom为 8.0，图象采集为 512×512象
素。实验采用四维扫描（XYZT）方式，相邻三维（XYZ）
扫描的相邻时间间隔为 2 min。采集到的细胞三维立
体图象存放于计算机硬盘上。启动 tmie-course程序测
定细胞内的 Ca2+荧光值随时间的即时变化[3,4]。 
1.3.3  细胞内 Ca2+浓度的测定  将 Fluo-3/AM 孵育
后的细胞飞片倒置于有盖玻片架桥的载玻片上，加

200 µl含 Ca2+液。置 LSCM下，在荧光镜下找到形态
良好的单个细胞，选取细胞内数个测定点，然后用激

光扫描使用 time-course程序测定细胞内Ca2+的浓度时

间变化曲线。以平均荧光强度代表 Ca2+的浓度。每个

处理组测定不少于 50个细胞。 
1.4  数据统计分析  

试验测定后的图象处理采用 Cas 4.0和 Photoshop  

7.0软件。数据分析利用 SPSS 10.0软件进行单向方差
分析。 

2  结果与分析 

2.1  缺氧引起肉鸡心肌细胞内游离Ca2+浓度显著升高 

细胞内 Fluo-3与 Ca2+络合后，激发的荧光强度能

够反映 Ca2+浓度。本试验测定缺氧处理的肉鸡 CMC
荧光值为 129.4±24.3，极显著高于常氧组的 99.3±13.1
（P<0.01）。 
2.2  钙通道拮抗剂能够显著降低缺氧引起心肌细胞

Ca2+浓度的变化 

利用钙通道拮抗剂 Verapamil 和 Nifedipine 抑制
Ca2+跨膜流动，减少缺氧的影响。缺氧＋V 组荧光值
为 100.9±28.2；缺氧＋N 组为 107.6±27.7。与常氧组
相近但显著低于缺氧组（P<0.01）。

 
表  不同处理 CMC 内 Ca

2+
荧光值比较 

Table  Fluorescence intensity of Ca2+ in CMC in groups 

 常氧组(NO) 缺氧组(H) 缺氧＋V组(H+V) 缺氧＋N组(H+N) 

样本数 Number（n） 63 54 55 51 

Ca2+荧光值 
Fluorescence intensity of Ca2+ 

99.3±13.1 129.4±24.3abc 100.9±28.2 107.6±27.7 

a：与常氧组比较 P＜0.01；b:与缺氧＋V组比较 P＜0.01；c:与缺氧＋N组比较 P＜0.01 
NO: Normal oxygen group; H: Hypoxia group; H+V: hypoxia and ver.; H+N:Hypoxia and nif. a: Significantly different from NOP<0.01; b: Significantly 
different from H+V; c: Significantly different from H+N  

 

3  讨论  

有关哺乳动物的钙信号研究表明，在不良刺激或

损伤状态下，细胞信号转导系统产生相应的变化将刺

激信号通过胞浆向细胞核传递，引起核内 DNA 的转
录和表达，做出针对刺激的生理或病理应答[14]。在已

知的多个信号转导系统中，钙信号是各个信号转导系

统的枢纽，构成生物机体信号系统网络。钙超载是细

胞损伤和死亡的共同归路。张鑫等在培养的 CMC 中
加入Nif测定细胞内 Ca2+的跨膜运转，表明Nif对 Ca2+

的跨膜转运具有显著影响[5]。本试验结果显示缺氧刺

激后 CMC 内 Ca2+荧光值从常氧组的 99.3±13.1 升高
到 129.4±24.3。由于 Ca2+荧光值与 Ca2+浓度成正比，

表明缺氧后细胞 Ca2+的跨膜转运显著增强，导致胞内

Ca2+浓度发生显著变化。Ca2+跨膜转运是钙信号产生

的前提，Ca2+浓度改变是钙信号产生与终止的物质基

础，因此本试验结果表明钙信号系统可能参与缺氧对

肉鸡 CMC刺激的过程。 

硝苯地平（nifedipine）是第一代的双氢吡啶类钙
通道拮抗剂。对冠状动脉和外周肺动脉平滑肌的舒张

作用非常突出，对处于较正膜电位的肺动脉平滑肌（如

高血压、冠心病时）的舒张作用尤为明显。它对血管

的作用强于对心脏的作用。硝苯地平增加冠状动脉血

流量的作用明显，降压作用强，起效迅速，外周血管

阻力降低而心排血量增加，心率无明显变化[15,16]。维

拉帕米（verapamil）是苯烷胺类人工合成的罂粟碱衍
生物，是最早应用的钙通道拮抗剂，商品名异搏定。

维拉帕米可扩张冠状动脉和外周血管，增加冠状动脉

流量、降低外周阻力。通过抑制 Ca2+的内流降低血压，

同时阻止甚至逆转心肌肥大和肺动脉平滑肌改建[17,18]。

本试验结果显示，在 CMC 中缺氧＋N 组和缺氧＋V
组的 Ca2+荧光值显著低于缺氧组，而与常氧组差异不

显著。表明 Ca2+通道拮抗剂能够有效阻止在缺氧条件

下 CMC 内 Ca2+浓度的升高。为利用钙通道拮抗剂控

制生产中 AS的发生发展提供了理论基础。 
体外培养细胞虽然与体内环境差异较大，但是原 
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代和低代次培养的细胞仍然保持其特有的性质，是模

拟在体实验的良好材料。利用培养细胞进行的试验结

果在一定程度上能够反映机体内的变化。本实验室在

前期研究肉鸡低温诱发 AS 过程中，使用硝苯地平和
维拉帕米干预。结果显示使用硝苯地平和维拉帕米组

AS发生率和肺动脉压均显著低于低温处理组，而且维
拉帕米效果比硝苯地平更加显著[10,11]。本试验结果表

明 Ca2+通道拮抗剂能够干预缺氧引起 CMC的 Ca2+跨

膜转运，与在体试验结果相似。细胞内 Ca2+浓度的变

化是钙信号产生的物质基础。本试验结果显示缺氧显

著影响肉鸡 CMC 内 Ca2+浓度的变化，提示钙信号转

导可能介导了缺氧诱发 AS 的过程，至于这个过程在
肉鸡 AS发病中所起作用的大小尚待进一步研究。 

4  结论 

通过本试验，发现缺氧刺激能够增强心肌细胞的

游离 Ca2+跨膜转运导致细胞内 Ca2+浓度的显著升高，

Ca2+通道拮抗剂 nifedipine 和 verapamil能够减弱缺氧
引起的心肌细胞膜上 Ca2+的跨膜转运。为进一步研究

缺氧刺激在诱发心肌细胞肥大过程中钙信号转导系统

的作用提供了试验基础。 
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