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摘要  本工作用 41Ca 示踪 PC12 细胞，以 CaF2作为最终测量样品，用加速器质谱计(全称 AMS) 测量 41Ca。 从

谷氨酸毒性对 PC12 细胞的时间效应，MK-801 对 PC12 细胞受体门控钙通道(全称 ROC)阻断效应两方面进行

分析，以激光扫描共聚焦显微镜的检测结果作为参照，结果表明 41Ca 的加速器质谱(AMS) 测量方法能有效地

检测到在不同情况下谷氨酸引起 PC12 细胞中外钙内流的情况。综合两种方法推测在谷氨酸引起的钙超载中，

NMDAR 介导的外钙内流起了重要作用。 
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钙离子作为细胞内的第二信使控制着细胞的代

谢、分化和增殖，准确测定胞内钙离子浓度具有重

要的意义。迄今为止，胞内钙离子的分析技术已发

展了多种方法：如，原子吸收分光光度法、焦锑酸

钾沉淀法和电子分光成像技术、电子探针Ｘ线微区

分析法、荧光法。其中荧光法是最常用的方法[1]。

但在Ca2+信号的定量变化过程以及定量区分外源钙

和内源钙引起胞内[Ca2+]i 升高方面远未建立灵敏的

测量方法。在区分外钙内流和内钙释放方面常使用
45Ca 示踪方法[2,3]，或者用荧光法对外钙内流和内钙

释放分开检测[4]。但外钙内流和内钙释放并非是两

个独立无关联的过程。 
41Ca 是一种理想的生物医学示踪剂。用 41Ca

作为示踪，无需像荧光法那样用 EDTA 鏊合外钙将

外钙内流和内钙释放两个过程分开来研究。与 45Ca
相比，41Ca 的衰变方式为电子俘获，只发射 3.3keV
的 Χ射线，半衰期长( T1/2=1. 0×105a ) [5]。由于加速

器质谱仪（Accelerator mass spectrometer，AMS）检

测 41Ca 的灵敏度极高，其所需示踪剂量可以更少，

对生物体的辐射损伤极其微弱，比正常饮食造成的

内照射损伤要小得多[6]。基于此，本实验采用谷氨

酸致 PC12 细胞（大鼠嗜铬细胞瘤细胞系）钙超载

为研究对象，用荧光标记-激光扫描共聚焦显微镜

（Laser scanning confocal microscope，LSCM）技术

和 AMS 两种方法检测谷氨酸和 NMDAR 受体拮抗

剂 MK-801 对 PC12 细胞游离钙的影响，旨在进一

步发展新的细胞钙离子检测技术，探索适合 AMS
检测的生物样品的制备，定量地检测兴奋性氨基酸

谷氨酸致神经细胞损伤在钙离子方面的影响。在靶

样制备方面，本实验室已采用不同于以往的 CaH2

制备方法制备 CaF2 样品，已有结果显示该方法将能

够继本实验室已实现的 CaH2-AMS 方法之后，为
41Ca 示踪剂在生物医学中的进一步应用提供新的、

更简捷的技术支持[7]。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

主要试剂：L-glutamate、MK-801、胰蛋白酶、

二甲基亚砜（DMSO）为 Sigma 公司产品；DMEM
购自 Gibco 公司；胎牛血清（FBS）购自 Hyclone
公司；Fluo-3/AM、PluronicF-127 为 Molecular Probe
公司产品；HF 为优级纯，其余试剂均为国产分析

纯。 
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细胞系：将 PC12 细胞(大鼠嗜铬细胞瘤细胞系，

中国科学院生物物理所捐赠）置于 DMEM 培养基

中，其中含 10%马血清，5%胎牛血清，100ku/L 的

青霉素，100mg/L 的链霉素。在 37℃，5% CO2 的

孵箱中培养。每 2―3d 换液 1 次，待细胞增长至 70%
融合时，消化以 1:3 分瓶传代。 

药物处理与分组：待细胞至 70%融合时，加入

药物处理：（1）对照组；（2）glu 1h 组（1mmol/L Glu
处理 1h）；（3）MK-801 阻断组（在加入 1mmol/L Glu
前 15min 加入 5µmol/L MK-801）；（4）glu 1h 组
（1mmol/L Glu 处理 4h）。 

1.2 方法 

1.2.1  激光扫描共聚焦显微镜检测 PC12[Ca2+]i 
Ca2+荧光探针的负载：将 PC12 细胞以 2×105

接种于 Petri 小皿，药物处理如上所述，于不同时相

点用 PBS 液漂洗 2―3 次后，往小皿中央的凹槽中

加入 100µL 含有 Fluo-3/AM(终浓度为 5µmol/L)和
PluronicF-127（终浓度为 0.0625%重量比）的负载

液，37℃温育 45min。吸去负载液，再用 PBS 漂洗

2―3 次，加入 1mL DMEM 溶液，待上机检测细胞

内钙离子浓度[Ca2+]i。 
PC12 细胞钙离子荧光强度的检测：将负载好的

细胞放在 LSCM 载物台上，调节焦平面使荧光图象

清晰。测定条件：激发波长 488nm，发射波长 530nm，

xy 扫描，PMT591。每组结果来自 3 次独立实验。

统计学处理：结果以 x ±s 表示，组间比较采用成组

t 检验，应用 spss11.0 统计软件处理。 
1.2.2  41Ca-AMS 法对 Ca 的检测 

细胞的示踪：将含有 41Ca 的 CaCO3 示踪剂

{η(41Ca/40Ca)=4.2×10-5} 以 CaCl2 的形式加入到

DMEM 完全培养液中（终浓度为 100mg/L），将原

培养液弃掉，换上含示踪剂的 DMEM 完全培养液，

按上述分组药物处理细胞（附加流程空白组：不加

示踪剂，不加药物处理），每组总细胞样品来自三瓶

相同独立处理的细胞，由于 DMEM 中 Ca(NO3)2的

存在，此时培养液中 η(41Ca/40Ca)=2.9×10-5。 
细胞胞浆的提取：差速离心法提取胞浆，参见

文献[8]。 
AMS 测量生物样品的制备：CaF2 样品的制备

主要包括以下几个步骤： 
①载体的加入及消解：在上述提取的胞浆中加

入 5—10mg 的 CaCO3 载体，在电热板上蒸干水分，

加入 5mL 的混合酸（HNO3:HClO4 为 4:1），溶解残

渣后再蒸干，用 0.08 HNO3 溶解剩余物。 
②形成 CaC2O4 沉淀去除部分 K+ ：取上述溶解

液 5mL，加入等体积 5mol/L 的(NH4)2C2O4 形成沉

淀。2000 r•min-1 离心 10min，去上清，用 2mL 2.5% 
(NH4)2C2O4洗两次，再以 2mL 去离子水洗两次。 

③通过阳离子交换柱进一步去除 K+：将上述沉

淀用 4mol/L HNO3 溶解并稀释，经阳离子交换柱，

用 0.8mol/L HNO3 洗掉其他干扰离子，再以 4mol/L 
HNO3 洗脱钙离子并收集。 

④CaF2 的形成：向上述收集液中加入 HF 形成

CaF2 沉淀，用去离子水悬浮，再 3000r•min-1 离心

10min，重复此过程两次，于 100℃烘干沉淀。 
生物样品的 AMS 测量： 
取 4—5mg CaF2 样品与 200 目筛银粉混合（质

量比约为 1:1），用压靶器压入靶锥，靶盘在 180℃
下烘烤数个小时后，装入离子源。AMS 测量时的工

作端电压选定为 8.5 MV，离子源引出 CaF3，碳膜

剥离后的电荷态选择 7+，用 AMS 法拉第筒测量
40Ca 束流强度，基本步骤参见本实验室对 CaH2 的

测量[8]。 
进入胞浆的 41Ca 和 40Ca 由公式(1)和(2)推算： 
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ηs：生物样品中的 41Ca/40Ca 比值(AMS 所测值)；η0：

加入示踪剂后培养液中的 41Ca/40Ca 比值(2.9×10-5)；
Nm：AMS 所测得的 Ca 原子个数；Ni：进入细胞的

Ca 原子个数；Nc：所加载体含有的 Ca 原子个数。 

2 结果与讨论 

2.1 LSCM 对谷氨酸引起 PC12 细胞游离钙影响

的观察 

钙离子作为第二信使调控着细胞内许多重要的

生理和病理过程。胞外钙离子内流是钙离子浓度

[Ca2+]i 升高的主要原因之一。钙内流主要通过细胞

膜上三类钙离子通道实现：电压门控的钙通道

(VOC)、受体门控的钙通道(ROC)和钙库控制的钙通

道(SOC)[9]。PC12 细胞是一种在含有神经生长因子

（NGF）的培养条件下，其形态、结构功能都与交

感神经元类似的细胞，常被用做细胞模型来研究神

经细胞递质的合成、储存和释放、离子通道规律及

受体[10]。谷氨酸是一种兴奋性氨基酸，在缺血性脑

损伤、阿尔茨海默病（AD）、帕金森病（PD）等疾
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病中，谷氨酸都有着高水平的释放[11,12]。在谷氨酸

受体中 N-甲基 P-天门冬氨基酸受体(NMDA 受体)
对[Ca2+]i 通道最为重要。它的过度兴奋可引起钙通

道开放，Ca2+内流而导致神经细胞损伤[13]。我们用

1 mmol/L 的谷氨酸来刺激细胞，在不同时段观察细

胞内的钙成像，见图 1。随着谷氨酸刺激时间的延

长，PC12 细胞钙离子荧光强度和细胞形态也发生变

化；到 4h，多数细胞变圆，呈死亡状态。 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  谷氨酸刺激下 PC12 细胞钙离子荧光成像图 
a.对照；b.谷氨酸刺激 1h；c.MK-801 阻断谷氨酸刺激 1h；d.谷氨酸刺激 4h 

Fig.1  Calcium fluroscence imagines of PC12 exposed to glutamate 
a. Control；b. PC12 cells grown in the presence of glutamate for 1h；c. PC12 cells grown in the presence of glutamate for 1h  

and with pretreatment of MK-801；d. PC12 cells grown in the presence of glutamate for 4h 

由表 1 可见，谷氨酸的刺激对 PC12 细胞的游

离钙影响具有时间效应，即随着时间的延长，钙离

子荧光强度显著升高。MK-801 对 NMDA 受体进行

阻断，与单独用谷氨酸刺激 1h 相比，外钙内流显著

减小，说明 MK-801 能占领离子通道结合位点，阻

止细胞外 Ca2+通过 NMDA 受体门控通道（ROC）
进入细胞内。结合过去的实验中，电压门控通道阻

断剂Verapamil对谷氨酸引起的PC12细胞的外钙内

流没有阻断作用，动态扫描中，谷氨酸在刺激细胞

30min 后，钙离子荧光强度又有升高的现象，初步

推测在谷氨酸引起 PC12 细胞钙超载的过程中，

NMDAR 介导的外钙内流可能起了重要作用，由此

可见该实验培养的 PC12 细胞对谷氨酸毒性极为敏

感，毒性水平的谷氨酸引起的细胞游离钙变化较明

显。用谷氨酸 PC12 损伤模型作为 41Ca-AMS 方法学

研究的生物模型比较合适。 
 

表 1  钙离子荧光强度统计表 
Table 1  The calcium fluorescence intensities detected by LSCM ( x ±SD) 

Fluorescence intensity  
Control 1h group 4h group 

Glutamate 64.85±9.58 112.54±9.17* 187.17±16.668*# 
MK-801  90.99±4.04#  

*P<0.05，与对照组比较；# P<0.05，与谷氨酸刺激 1h 比较；n=3，每组数据来自 3 个平行样，每个样至少包括 10 个细胞 
*P<0.05 as compared to control cells；# P<0.05 as compared to glu 1h alone；n=3 experiments with at least ten cells per experiment 

 

2.2 AMS 对 41Ca 的测量结果 

中国原子能科学研究院与北京大学医学部合

作，在 41Ca 示踪细胞、AMS 检测胞浆钙方法研究

方面已取得初步进展[14]，但所选择的生物模型还不

够灵敏，不能很好地验证 AMS 结果，也限制着 41Ca 
-AMS 方法在细胞钙离子检测方面的深入研究；而

在生物样品的制备方面还存在制样繁琐的问题。基

于此，本实验采用上述谷氨酸致 PC12 细胞损伤为

模型，制备 CaF2 样品，以期能进一步发展 AMS 在

细胞钙离子检测方面的作用。图 2 是 AMS-41Ca 测

定的两维能谱图，该能量谱显示出用 CaF2 样品同样

可以排除 K+的干扰，用 ΔE 能量谱可以很好地鉴别
41Ca。图 2 中(a)为对照组，在 DMEM 培养液中加入

含有 41Ca 的 CaCO3 示踪剂，但不用谷氨酸刺激，

用 AMS 检测无谷氨酸刺激时胞浆中的 41Ca，

η(41Ca/40Ca)=2.76×10-9。图 2 中(b)和(c)分别为 Glu
刺激 1h 组和 4h 组，在与对照组等剂量示踪剂的情

况下，用 AMS 检测谷氨酸刺激 1h、4h 后胞浆中的

η(41Ca/40Ca)，分别为 8.77×10-9 (1h)和 1.20×10-8 (4h)。
图 2 中(d)为 MK-801 阻断组，在与谷氨酸刺激 1h
组等剂量示踪剂的情况下，预先用 MK-801 与 PC12
细胞作用 15min，用 AMS 检测谷氨酸刺激 1h 后胞

浆中的 41Ca，η(41Ca/40Ca)=6.42×10-9。 
由以上 AMS 所测 η(41Ca/40Ca)值可推算出各组

进入细胞的 40Ca(见表 2)。示踪 1h 对照组，进入细

胞 40Ca 为 1.61×109/个 cell，该组实验也说明了在静

息状态下，细胞的钙稳态是一种动态的稳定状态，

细胞内外仍存在钙离子交换。谷氨酸刺激 1h 和谷氨

酸刺激 4h 组进入细胞的 40Ca 分别为 7.66×109/个
cell、1.26×1010/个 cell，说明毒性水平的Glu(1mmol/L)
对 PC12 细胞的游离钙影响的过程中，外钙内流具
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有时间效应，可能是随着时间的延长，膜上钙泵衰

竭，细胞将内钙泵出细胞外的能力下降或丧失导致

大量的外钙涌入。MK-801 阻断 1h 组内流入的 40Ca
相应减少到 5.54×109/个 cell，但与对照组相比，外

钙内流的 40Ca 还是有所增加，这也说明了 PC12 细

胞除了 NMDA 受体操纵的 ROC 外，还存在其他钙

离子通道如 VOC、SOC 等。 

 
 
 
 
 
 

 

图 2  41Ca、41K 的 E1 和 E2 能量合成双维谱 
(a) 对照；(b) 谷氨酸刺激 1h；(c) 谷氨酸刺激 4h；(d) MK-801 阻断谷氨酸刺激 1h 

Fig.2  Two-dimensional energy spectra for the measurement of 41Ca and 41K 
(a) Control；(b) PC12 cells grown in the presence of glutamate for 1h；(c) PC12 cells grown in the presence of glutamate for 4h； 

(d) PC12 cells grown in the presence of glutamate for 1h and with pretreatment of MK-801 

表 2  AMS 检测到的外钙内流(40Ca 个/cell) 
Table 2  The η(41Ca/40Ca) detected by AMS and corresponding influx of 40Ca 

Group η(41Ca/40Ca) Influxing 40Ca(×108)/cell ( x ±SD) 
Control 2.76×10-9 Nout=16.1 ±1.1 
Glu 1h 8.77×10-9 Nout=76.6±13.6 
Glu 4h 1.20×10-8 Nout=126±49 
MK-801 6.42×10-9 Nout=55.4 ±13.8 

注：最后进入单个细胞的钙原子个数由样品测量 3 次所得的 η(41Ca/40Ca)推算而来 
Note：Results of influxing 40Ca(×108) /cell were deduced by η(41Ca/40Ca) detected by AMS 3 times 

2.3 AMS、LSCM 结果的综合讨论 

AMS 检测到的是细胞的外钙内流，而以荧光标

记法 LSCM 检测到的是细胞中的游离钙，钙离子荧

光强度的升高既由外钙内流也由内钙释放引起。以

对照组为基本值，各组与对照组比值的柱状分析图

如图 3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  LSCM 和 AMS 结果定性分析比较图 
Fig.3  The qualitative analysis and comparison of the results from LSCM and AMS 

如图 3 左所示，Glu 1h 组、Glu 4h 组、MK-801
组由 AMS 检测到的外钙内流分别是对照组的 4.76、
7.83 和 3.44 倍；而图 3 右表明，Glu 1h 组、Glu 4h
组、MK-801 组由 LSCM 检测到的游离钙分别是对

照组的 1.74、2.89 和 1.40 倍。可见外钙内流随着谷

氨酸刺激时间的延长，其升高的幅度高于细胞胞浆

游离钙升高的幅度。这验证了前面 LSCM 的推测，

即在谷氨酸引起 PC12 细胞的钙超载中，外钙内流

起了主要作用，MK-801阻断谷氨酸刺激1h后，AMS

检测到 MK-801 的阻断效应与 LSCM 检测到的阻断

效应相似，说明 AMS结果的可靠性。41Ca 示踪-AMS
技术对细胞外钙内流的定量检测，可以弥补荧光标

记-LSCM 方法的一些缺点，不必以 EDTA 螯合外钙

或者以 Thapsigargin 排空钙库来研究细胞受刺激后

钙升高的来源（外钙内流和内钙释放），不必像荧光

法那样受到胞内 pH 值、荧光指示剂的不完全水解、

泄漏等因素对测量结果的影响。 
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3 结论与展望 

本实验表明在选择较为灵敏的生物模型和合适

的 AMS 样品的条件下，41Ca 加速器质谱(AMS) 测
量可以发展成一种新的钙离子检测方法，这将为细

胞生物学中钙离子的检测提供一种新的手段。41Ca
示踪-AMS 技术能够定量检测神经模拟细胞 PC12
细胞在谷氨酸、MK-801 等作用下外钙内流的变化。
41Ca- AMS 将为 AD、PD、心血管疾病的治疗、为

钙离子通道阻断剂新药的筛选和细胞钙离子通道的

研究提供一种新的检测手段。在许多神经疾病中，

亚细胞器线粒体参与了钙超载引起的损伤，以谷氨

酸致 PC12 细胞损伤为模型，以 41Ca 示踪-AMS 技

术进一步研究钙超载中 41Ca 在线粒体中的定量储

存可能对探讨线粒体在神经疾病中的作用有积极的

意义。41Ca 示踪-AMS 技术结合荧光标记法 LSCM
技术可能是研究细胞内钙离子动力学的一种有利手

段，值得进一步的探讨和研究。 
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Detecting the effects of glutamate toxicity on influxing calcium in PC12 cells by AMS 
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Abstract  The PC12 cells were traced by 41Ca and the final biological sample, CaF2, was measured by  Accelerator 

Mass Spectrometry (AMS). The results were analyzed from two aspects： the time effect of glutamate on free calcium 

in PC12 cells；and the blocking effect of antagonist, MK-801, on receptor operated channel (ROC). Comparing with 

the results detected by laser scanning confocal microscope (LSCM), the results show that 41Ca AMS measurement 

can be used for detecting the change of calcium influx in PC12 cells effectively in different situations. 

Key words  41Ca, Accelerator mass spectrometry (AMS), Laser scanning confocal microscope (LSCM), PC12 cell, 

Glutamate, MK-801 
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