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　　［摘要］　目的　建立膜片钳激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制系统，并将其应用于体外心肌细胞膜钙离子通道的研

究，验证其应用效果。方法　通过在激光扫描共聚焦显微镜上加装膜片钳装置，采用计算机自动控制技术建立膜片钳与激光
扫描共聚焦显微镜的同步实时控制系统；将建立好的装置应用于观察体外雄性大鼠心肌细胞膜钙离子通道，并分析观察结果。

结果　成功建立膜片钳激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制系统；当刺激心肌细胞时，激光扫描共聚焦显微镜膜片钳同步
实时控制系统在通过激光扫描共聚焦显微镜观察钙火花的同时可通过膜片钳记录心肌细胞膜钙离子通道电流信号。定量分

析结果表明相邻两个钙火花之间的时间间距分别为（１０．０５５±０．０２１）、（１０．０７９±０．０２１）、（１０．０８７±０．０２１）ｓ，符合膜片钳设定

的刺激间隔（１０ｓ）；单个钙火花在空间上均局限于２μｍ直径范围，在时间上平均经历了约３０ｍｓ，从出现至达到最高浓度平均

需１０ｍｓ，从达到最高浓度到消失平均需２０ｍｓ，与钙火花理论吻合。结论　成功建立膜片钳激光扫描共聚焦显微镜同步实
时控制系统，在心肌细胞实现了在利用膜片钳进行全细胞记录观测和测定钙离子通道电流及其开闭时程的同时，利用激光扫

描共聚焦显微镜获得了钙火花的显微结构形态图像，测定钙离子的位点变化，有助于进一步了解质膜钙离子通道的内部机制。

　　［关键词］　膜片钳术；共焦显微镜检查；同步控制；钙通道
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　　在目前的生物医学基础研究中，最常用的技术

方法主要有两类：一是功能分析技术［１３］，二是形态

分析技术［４５］。这两类技术各有优缺点，功能分析技

术可以获得生物信号发生、转导的信息，但无法知道

生物信号发生源的蛋白表达和结构变化；形态分析

技术能够方便、准确地观察、定位细胞内外结构变化

及蛋白在细胞内的表达，但是无法对生理变化时的

组织及细胞进行同步信号变化（如电信号）分析。

　　膜片钳技术和激光扫描共聚焦显微镜技术是当

前质膜钙离子通道的功能形态研究中两种最常用

的技术。膜片钳技术是以微弱电流信号测量为基

础，利用玻璃微电极与细胞膜高阻封接技术，可测量

多种膜通道电流［１，６７］，其值可小到ｐＡ（１０－１２Ａ）量

级［１］，被广泛应用于生物组织、细胞的生理功能研究

中。激光扫描共聚焦显微镜是２０世纪８０年代末期

发展起来的一项具有划时代意义的高科技新产品，

是当今世界上最先进的生物医学形态分析仪器之

一。利用激光扫描共聚焦显微镜可以得到用传统光

源看不到的样品深部形态图像，从而得以看到样品

真实的三维结构图像。同时，激光扫描共聚焦显微

镜能对活体细胞和组织进行实时的结构变化观测；

利用荧光标志物，可以对细胞内蛋白变化及离子变

化进行测量［８１０］。

　　膜片钳技术与共聚焦显微镜技术都存在着各自

的优点，但是亦存在各自的不足和局限性。膜片钳

技术能获得质膜钙离子通道的离子电流，但不能对

离子的移动进行实时定位，不能定量分析离子浓度。

激光扫描共聚焦显微镜技术可以对钙离子的移动进

行实时定位，但不能对单个离子通道的离子移动信

号（如单通道电流）进行分析。

　　因此，膜片钳技术与激光扫描共聚焦显微镜技

术的结合就成为理想的生物组织生理功能形态分

析研究方式。本研究通过在激光扫描共聚焦显微镜

上加装膜片钳装置，采用计算机自动控制技术建立

膜片钳与激光扫描共聚焦显微镜的同步实时控制系

统，并应用于质膜钙离子通道的研究，实现了在利用

膜片钳进行全细胞记录观测和测定质膜钙离子通道

电流及其开闭时程的同时，利用激光扫描共聚焦显

微镜的实时线扫、面扫描技术同步获得了钙火花的

显微结构形态图像，测定钙离子的位点变化，取得初

步成效。

１　材料和方法

１．１　膜片钳激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制

系统的建立

１．１．１　系统架构　膜片钳和激光扫描共聚焦显微

镜同步实时控制系统由１个控制台及３个被控制端

［分别是膜片钳（ＥＰＣ１０，德国 ＨＥＫＡ公司）和激光

扫描共聚焦显微镜（ＬＥＩＣＡＴＣＳＳＰ２，德国ＬＥＩＣＡ
公司）所连接的计算机，加药器所连接的计算机也可

作为被控端］组成，控制台和被控制端通过网络进行

连接。系统架构如图１所示。

１．１．２　实现方法　本研究所用的膜片钳激光扫描

共聚焦显微镜同步实时控制系统，是在ＶｉｓｕａｌＢａｓｉｃ
集成开发环境中通过基于 ＷｉｎｄｏｗｓＡＰＩ（Ｗｉｎｄｏｗｓ

ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍＩｎｔｅｒｆａｃｅ）调用的远程控制技

术来实现的。其中的关键步骤如下，第一步：通过调

用 ＷｉｎｄｏｗｓＡＰＩ函数实现膜片钳和激光扫描共聚

焦显微镜控制计算机键盘和鼠标的模拟控制。在膜

片钳和激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制系统中

核心功能是根据实验操作的要求远程设置和控制膜

片钳和激光扫描共聚焦显微镜所连接计算机的键盘

或鼠标。通过调用 ＷｉｎｄｏｗｓＡＰＩ函数实现了远程

模拟控制膜片钳和激光扫描共聚焦显微镜控制计算

机的键盘和鼠标。第二步：采用多线程技术实现膜

片钳和激光扫描共聚焦显微镜的同步实时控制。为

了保证膜片钳和激光扫描共聚焦显微镜控制的实时

性和同步性，系统软件采用多线程的设计模式。所

创建的线程将会分别控制膜片钳和激光扫描共聚焦

显微镜所连接计算机的键盘和鼠标，按指定的工作

模式和工作时序，执行预先定义好的工作流程，实现

膜片钳和激光扫描共聚焦显微镜的同步实时联用。

第三步：基于Ｓｏｃｋｅｔ技术完成控制台与膜片钳和激

光扫描共聚焦显微镜控制机之间的指令和数据传

输。通过Ｓｏｃｋｅｔ技术，控制台可设置远程膜片钳和

激光扫描共聚焦显微镜主机的属性并监听它们的端
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口，完成指令控制和数据传输。

１．１．３　系统界面　按照图１所示的系统架构，在控

制台计算机（图１Ａ）上安装服务程序，在每个客户端

计算机（图１Ｂ、１Ｃ、１Ｄ，它们分别连接和控制膜片钳、

激光扫描共聚焦显微镜和加药器）上安装客户程序。

这些计算机通网络进行连接，控制台的服务程序通

过Ｓｏｃｋｅｔ技术控制各个客户端程序，从而实现膜片

钳和激光扫描共聚焦显微镜的同步控制。

图１　膜片钳激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制系统模式图

Ｆｉｇ１　Ｍｏｄｅｏｆｐａｔｃｈｃｌａｍｐａｎｄｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｒｅａｌｔｉｍｅｃｏｎｔｒｏｌｓｙｓｔｅｍ

　　膜片钳和激光扫描共聚焦显微镜同步实时控制

系统的软件界面如图２所示。图２Ｃ是控制台服务

程序的软件界面。在服务程序界面中，我们可以设

置客户端计算机的ＩＰ地址和端口，还可以预定义客

户端计算机之间的工作流程，完成控制台和客户端

之间命令和数据传输。图２Ａ是客户端（激光扫描

共聚焦显微镜控制计算机）的软件界面。图２Ｂ是客

户端（膜片钳控制计算机）的软件界面。

图２　膜片钳与激光扫描共聚焦显微镜的同步实时控制系统界面

Ｆｉｇ２　Ｕｓｅｒｉｎｔｅｒｆａｃｅｏｆｐａｔｃｈｃｌａｍｐａｎｄｃｏｎｆｏｃａｌｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｒｅａｌｔｉｍｅｃｏｎｔｒｏｌｓｙｓｔｅｍ
Ａ：Ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：Ｐａｔｃｈｃｌａｍｐ；Ｃ：Ｃｏｎｓｏｌｅ
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１．２　心肌细胞膜钙离子通道的观察

１．２．１　心肌细胞样品制备　实验动物：雄性ＳＤ大

鼠，体质量２５０～３５０ｇ，购自第二军医大学实验动物

中心。心肌细胞的急性分离［１１１２］：利用酶解方法分

离得到单个心室肌细胞。雄性ＳＤ大鼠经乌拉坦

（１ｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，开胸迅速取出心脏，置于

４℃无钙台氏液中，游离主动脉根部，剪除周围结缔

组织，将心脏悬挂于Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ系统行逆行灌流，

灌流液温度３８℃，流速约１０ｍｌ，并以１００％ Ｏ２饱

和。先以无钙台氏液灌流５ｍｉｎ，再以含６０μｍｏｌ／Ｌ

Ｃａ２＋、１％ＢＳＡ和０．６ｍｇ／ｍｌⅠ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公

司）的台氏液灌流８～１２ｍｉｎ，直至心脏变软、流出液

出现“拉丝”现象。将心脏从Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流装置

上取下，剪去心房和基底部组织，然后将心室肌剪

碎，并用广口吸管缓慢吹打１ｍｉｎ，用２００目的尼龙网

过滤，心肌细胞在室温下沉淀１０ｍｉｎ后将细胞外液钙

浓度逐步复钙到１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，在室温下静置２～３ｈ备

用。Ｆｌｕｏ３ＡＭ负载：心肌单细胞与钙荧光指示剂

Ｆｌｕｏ３ＡＭ（５μｍｏｌ／Ｌ）共同孵育３０ｍｉｎ，室温、避光，

之后用细胞外液漂洗３次，每次５ｍｉｎ。

１．２．２　心肌细胞的观察　将负载好的心肌细胞悬

液加入细胞池内，并置于倒置显微镜工作台上，室温

下待细胞贴壁。适合进行实验的心肌细胞具有如下

特点：横纹清晰，杆状，表面干净平整，无自发收缩。

膜片钳全细胞记录采用Ｐ９７型玻璃电极自动拉制

仪制备玻璃电极，用电极内液冲灌，电极电阻通常为

２～５ＭΩ。利用三维操纵器移动电极，并轻压在细

胞表面，稍加负压后即可形成１ＧΩ以上的高阻封

接，补偿快电容后再用较大负压吸破细胞膜，补偿电

容电流和电极串联电阻，形成全细胞记录模式［３，１３］。

信号 经 Ａｇ／ＡｇＣｌ电 极 引 导，由 膜 片 钳 放 大 器

（ＥＰＣ１０，德国）放大，计算机通过软件（Ｐｕｌｓｅ／Ｐｕｌｓｅ

ｆｉｔ）经模／数转换系统采集数据，并进行数据分析。

　　刺激方案：将细胞膜电位钳制在－４０ｍＶ，先给

予持续３００ｍｓ的－４０ｍＶ刺激已失活钠电流，再给

予持续４００ｍｓ的＋１０ｍＶ刺激激活Ｌ型钙电流，

刺激频率每１０ｓ一次。心肌细胞钙火花图像则通

过ＬＥＩＣＡＴＣＳＳＰ２激光扫描共聚焦显微镜采用线

扫描的方式获得。激光扫描共聚焦显微镜的成像方

式为线扫描，采样速率为２ｍｓ／线，物镜放大倍数为

４０倍，油镜，Ｎ．Ａ．：１．２５。扫描频率为４００ Ｈｚ，

１０２４像素／线，５１２线／页。采用 Ａｒ／ＡｒＫｒ激光管，

激发波长：４８８ｎｍ，发射波长：４９８～５６０ｎｍ。

　　观察时，启动激光扫描共聚焦显微镜膜片钳同

步实时控制系统，分别连通ＬＥＩＣＡＴＣＳＳＰ２激光

扫描共聚焦显微镜和ＥＰＣ１０膜片钳控制系统。设

定先启动激光扫描共聚焦显微镜，１０ｓ后启动膜片

钳系统，实时记录心肌细胞膜钙离子通道电流以及

捕获心肌细胞中的钙火花现象和测定钙离子浓度变

化的情况。

２　结　果

２．１　定性观察结果　当刺激心肌细胞时，激光扫描

共聚焦显微镜膜片钳同步实时控制系统在通过激光

扫描共聚焦显微镜观察钙火花（图３）的同时通过膜片

钳记录心肌细胞膜钙离子通道电流信号（图４）。

图３　电刺激后心肌细胞中钙火花图像

Ｆｉｇ３　Ｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｉｍａｇｅｉｎｃａｒｄｉａｃ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

图４　刺激心肌细胞时膜片钳记录的
心肌细胞钙离子通道电流信号

Ｆｉｇ４　Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｓｉｇｎａｌｏｆｃａｌｃｉｕｍｒｅｌｅａｓｅ

ｃｈａｎｎｅｌｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

２．２　定量验证结果　
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２．２．１　心肌细胞钙火花发生与刺激信号发生的相

关性　结果（图５）显示了２次连续刺激信号对应的

钙火花图像（钙火花图像采集时间由激光扫描共聚

焦显微镜自动记录）。左图原始图像文件为０６１１

０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０３７＿ｃｈ００．ｔｉｆ，采集时间为２１：４２：

１６．１８０；右图原始图像文件为０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿

Ｎｔ０４５＿ｃｈ００．ｔｉｆ，采集时间为２１：４２：２６．６３８。左图

钙火花（白色箭头所指）爆发时间为２１：４２：１７．１７１，

右图钙火花（红色箭头所指）爆发时间为２１：４２：

２７．２２５，两个钙火花之间的时间间隔为（１０．０５５±

０．０２１）ｓ，符合膜片钳设定的刺激间隔（１０ｓ）。表１是

３组线扫描序列中所有相邻钙火花的时间间隔数据。

３组线扫描序列中相邻两个钙火花之间的时间间距分

别为（１０．０５５±０．０２１）、（１０．０７９±０．０２１）、（１０．０８７±

０．０２１）ｓ，符合膜片钳设定的刺激间隔（１０ｓ）。

图５　两次连续刺激对应的钙火花图像

Ｆｉｇ５　Ｉｍａｇｅｓｏｆｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｔｗｏｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ

Ａ：Ｒｅｃｏｒｄｔｉｍｅ２１：４２：１６．１８０，ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｉｓｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓ；Ｂ：

Ｒｅｃｏｒｄｔｉｍｅ２１：４２：２６．６３８，ｒｅｄａｒｒｏｗｉｓｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓ

表１　相邻钙火花时间间隔数据

Ｔａｂ１　Ｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｄａｔａｏｆｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ ＩｍａｇｅＩＤ Ｓｔａｒｔｔｉｍｅ Ｄｕｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｉｎｔｅｒｖａｌｔ／ｓ

１ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０３７＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４２：１６．１８０ ２１：４２：１７．１７１ １０．０５５±０．０２１
１ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０４５＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４２：２６．６３８ ２１：４２：２７．２２５
２ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ００６＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４３：１５．９３６ ２１：４３：１６．８９０ １０．０７９±０．０２１
２ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ０１４＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４３：２６．３９４ ２１：４３：２６．９６９
３ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ０３７＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４３：５６．４６１ ２１：４３：５７．２０３ １０．０８７±０．０２１
３ ０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ０４５＿ｃｈ００．ｔｉｆ ２１：４４：０６．９１９ ２１：４５：０７．２９０

２．２．２　实验数据的验证　根据文献［１４１６］，钙火花现
象被描述为在表面上均一的细胞静息钙信号的背景

中，突然爆发式地出现一个或几个明亮的球形信号，
在１０ｍｓ内到达它的最高亮度，又经２０ｍｓ后消失。
典型钙火花的局部Ｃａ２＋浓度在１０ｍｓ可达到２００～
３００ｎｍｏｌ／Ｌ。钙火花的空间传播（空间半高宽）约

２μｍ，时间常数（时程半高宽）约２５ｍｓ。图６是本实
验中观测到的部分典型钙火花（钙火花为图像中的
红色区域，垂直红色线条的高度代表２μｍ，水平红
色线条的长度代表５０ｍｓ，图像大小为８０像素×５０
像素）。钙火花的时空分布如图７所示。

图６　钙火花图像

Ｆｉｇ６　Ｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓ
Ａ：１００９１１′Ｓｅｒｉｅｓ０６０Ｎｔ０３０ｃｈ００；Ｂ：１００９１１′Ｓｅｒｉｅｓ０６０Ｎｔ０３７ｃｈ００；Ｃ：１００９１１′Ｓｅｒｉｅｓ０６０Ｎｔ０４５ｃｈ００；Ｄ：１００９１１′Ｓｅｒｉｅｓ０６３Ｎｔ００６
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图７　钙火花的时空域分析

Ｆｉｇ７　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｌｃｉｕｍｓｐａｒｋｓｉｎｔｉｍｅｄｏｍａｉｎａｎｄｓｐａｃｅｄｏｍａｉｎ
Ａ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０３０＿ｃｈ００；Ｂ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０３７＿ｃｈ００；Ｃ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６０＿Ｎｔ０４５＿ｃｈ００；Ｄ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿

Ｎｔ００６＿ｃｈ００；Ｅ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ０１４＿ｃｈ００；Ｆ：０６１１０２′＿Ｓｅｒｉｅｓ０６３＿Ｎｔ０３７＿ｃｈ００

　　通过对这些典型钙火花的形状参数（图６）和时

空分析（图７），可以看到单个钙火花在空间上均局

限于２μｍ 直径范围，在时间上平均经历了约３０

ｍｓ，从出现至达到最高浓度平均只需１０ｍｓ，从达到

最高浓度到消失平均需要２０ｍｓ。实验结果与钙火

花理论吻合。

３　讨　论

　　随着计算机技术的迅猛发展，生物医学研究领

域中的测量技术、数据分析技术也随之向更快速、更

精确的方向发展，特别是对功能形态同步实时分析

处理、极弱信号的分析处理等，已经成为生物医学研

究领域一个重要的发展方向。本研究结合使用膜片

钳技术与激光扫描共聚焦显微镜技术进行钙离子通

道功能形态的同步研究，可以在同一时刻将所研究

的钙离子通道的形态和功能两方面信息同时记录下

来，解决了以往实验中只能记录某种单一信号的局

限性问题。通过应用于心肌细胞膜钙离子通道的研
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究，表明该膜片钳与激光扫描共聚焦显微镜的同步

实时控制系统作为生物组织功能形态同步研究的

一种新手段，不仅在质膜钙离子通道研究中大有可

为，也可以推广应用到生物组织功能形态同步分析

研究的各个领域，且该系统无需对实验设备进行软、

硬件改动，便捷易用、经济实惠，功能扩展性较强。
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