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摘 要 本实验试图建立一套蜜蜂脑神经细胞游离钙离子浓度(［Ca2 +］i)的体外测定方法。采用 Fura-2 acetoxy-

methyl ester(Fura-2 AM)作为荧光指示剂，对体外培养的意大利蜜蜂 Apis mellifera ligustica Spinola 脑神经细胞的
［Ca2 +］i 测定方法进行了探索，研究了不同浓度的 Fura-2 AM 及不同的孵育时间对细胞钙离子测量 ratio 值的影

响。结果测得细胞 ratio 值随 Fura-2AM 浓度的增大而降低，孵育时间也会影响 ratio 值，综合比较得到最佳孵育时

间以及最佳染料浓度，并在此基础上制订了一套意大利蜜蜂蜜蜂脑神经细胞钙离子浓度的测定方法，这对进一步

建立以蜜蜂神经细胞钙离子浓度变化作为衡量环境有毒物质对蜜蜂的风险研究具有重要意义。
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cells was developed and tested． Fura-2 AM was used as a florescence indicator to measure intracellular calcium ion

concentration ratio values and incubation time ratio was also recorded and analyzed using META FLOUR software． The

results revealed that cell ratio values decreased among groups with increased concentration of Fura-2 AM during cell

incubation，and there were highly significant differences between groups ( P ＜ 0. 01 ) ． Similarly， it was clear that

incubation time can potentially affect ratio values; for example only 10 mins incubation resulted in ratio values significantly

lower than the other treatments．
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意大利蜜蜂 Apis mellifera ligustica Spinola 由
于其产蜜及产王浆的能力强，是我国饲养的主要
经济蜂种，同时又是我国进行农业授粉的主要蜂
种，为农业增产增质发挥了重要的作用。但是现
在随着人类在农作物生产中大量使用农药等化药
产品，环境中各种有害物质的增多，使得蜜蜂在为
人们做出巨大贡献的同时，也受到了很多毒害。
因此，在细胞水平研究农药等有毒物质对蜜蜂的
影响，对于保护这种农业重要的授粉昆虫具有重
要的价值。此外，作为一种公认的环境污染的“生

物指示器”，以蜜蜂作为工具进行环境毒理学的研
究同样具有重要的理论及现实意义。

神经细胞内游离钙离子浓度( ［Ca2 +］i)的稳
定为正常的生命活动提供保障 ( Limbrick et al．，
1995;Chen et al．，1996)，细胞内钙调控的轻微变
化便可显著影响神经元功能 (Mayer，l989 )，而
［Ca2 +］i 平衡的破坏往往也是细胞功能异常甚至
死亡的关键因素和外在表现(耿东进等，1994;陈
良怡等，2000)，因此测定神经细胞内游离钙离子
浓度［Ca2 +］i 变化可作为评定一种物质对神经细
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胞毒性的重要指标之一。研究测定蜜蜂神经细胞
钙离子浓度的方法可以为今后进一步进行蜜蜂神
经细胞的毒理研究提供基础。

细胞内［Ca2 +］i 的测量方法有很多(陈立华，
1996)，其中以荧光标记法应用最广。Fura-2 是目
前测定胞内［Ca2 +］i 应用最广的荧光指示剂
(Tsien et al．，1985;Malgaroli et al．，1987;Goldman
et al．，1990;Sharif，1993)，它可以测定细胞内高浓
度的 Ca2 +浓度，对微量［Ca2 +］i 的变化也很敏感，

且方法简单易用(陈立华，1996)。
本项研究拟通过实验分析比较 Fura-2 AM 不

同孵育时间以及不同孵育浓度对胞内［Ca2 +］i 的
影响，得到 Fura-2 AM 最佳的孵育时间以及孵育浓
度，并最终确定测定意大利蜜蜂脑神经细胞钙离
子浓度的优化方法。

1 材料与方法
1. 1 供试蜜蜂

意大利蜜蜂 Apis mellifera ligustica Spinola 来
自中国农业科学院蜜蜂研究所蜜蜂保护与生物安
全研究室，实验时取即将出房的封盖子脾置入
32℃的培养箱，随时抓取从封盖子新出房的工蜂
用于脑神经细胞的解剖培养。

1. 2 主要试剂及仪器
Leibovitz’s L-15 Medium，powder ( GIBCO 公

司，Cat． No． 41300-039);99. 7%溴氰菊酯标准品
GBW ( E ) 060138; DIMETHYL SULPHOXIDE
(DMSO) (SIGMA );Fura-2 AM (SIGMA);胎牛血
清(GIBCO 公司);双抗［青霉素(10 000 U /mL) /
链霉素 ( 10000μg /mL ) ( GIBCO ); HEPES ( 北京
KEHAOZE);酵母粉(OXOID)。

荧光倒置相差显微镜 Eclipse Ti-U (日本
Nikon ); Lambda DG-4 ( 美 国 Sutter Instrument
Company);Meta Imaging Series 7. 5( 美国 Universal
Imaging Corporation ); 细 胞 恒 温 培 养 箱 (日 本
SANYO)。

实验中主要用了 1 倍的 PBS 缓冲液 ( 1x
phosphate-buffered saline)，L-15 培养液，1 × HEPES
缓冲液以及 HBSS 缓冲液。下面依次介绍了试验
中所需营养液及缓冲液的配制及保存方法。

配制 1 L PBS 缓冲液: 8. 00 g NaCl，0. 20 g
KCl，1. 44 g Na2HPO4，0. 24 g KH2PO4，溶于 950

mL 蒸馏水，用 HCL 或 NaOH 调 pH 至 7. 0，加蒸馏
水定溶至 1 L。高压蒸汽灭菌锅 121℃ 灭菌 30
min，放至室温后保存于 4℃冰箱。

表 1 L-15 培养液配制成分
Table 1 Components of the L-15 medium

培养液成分
Medium composition

各组成成分含量
Component content

L-15 Medium powder 13. 7% (w / v)

葡萄糖 Glucose 3. 4 g /L

蔗糖 Sucrose 32. 0 g /L

果糖 Fructose 2. 1 g /L
L-脯氨酸 L-proline 0. 4 g /L

双抗 Double-resistance 0. 9% ( v / v)

酵母粉 Yeast powder 0. 4% (w / v)

胎牛血清
Fetal bovine serum

13% ( v / v)

按表格 1 所示准确称量葡萄糖、蔗糖、果糖、
L-脯氨酸、酵母粉及袋装 L-15 粉末放于烧杯，加入
950 mL 蒸馏水(少于所需体积 5% )，慢慢搅拌使
所有固体充分溶解，加入 9 mL 双抗，用 1 mol /L
NaOH 或 1 mol /L HCl 将培养液 pH 调为 7. 0，用蒸
馏水定溶至 1 L，并立即用 0. 22 μm 的滤膜过滤
分装，按 13%的体积比加入胎牛血清，置于 4℃保
存。

表 2 2 × HEPES 缓冲盐溶液配方
Table 2 Components of the 2 × HEPES buffer saline

缓冲液成分
Composition of the buffers

各物质含量( g)

Component content

NaCl 1． 6
KCl 0． 074

Na2HPO4·2H2O 0． 027

葡萄糖 Sucrose 0． 2
HEPES 1

将表 2 中所有物质溶解在 90 mL 的蒸馏水
中，用 0. 5 mol /L NaOH 调节 pH 值至 7. 0，再用蒸
馏水定容至 100 mL，用 0. 22 μm 滤膜过滤并分装
保存于 － 20℃，使用时稀释为 1 × HEPES。

准确称取表 3 中各物质，溶于 1 L 蒸馏水，用
5. 6%的 NaHCO3 调节 pH 至 7. 0，用 0. 22 μm 滤膜
过滤，保存于 4℃冰箱。
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表 3 HBSS 配方

Table 3 Components of the HBSS

缓冲液成分
Composition

of the buffers

各成分浓度
(mmol /L)

Concentration

各物质含量
( g /L)

Component content

CaCl2 (无水) 1． 3 0． 14
KCl 5． 4 0． 4

KH2 PO4 0． 4 0． 06
Mg Cl2·6H2O 0． 5 0． 1
MgSO4·7H2O 0． 4 0． 1

NaCl 136． 9 8
NaHPO3 4． 2 0． 35

Na2HPO4·12H2O 0． 3 0． 11
D-Glucose 5． 5 1
HEPES 8． 0 2． 08

1. 3 实验设计与方法
1. 3. 1 蜜蜂脑细胞的原代培养 关于蜜蜂脑神
经细胞的贴壁培养已有研究报道(周婷等，2008)。
本实验中对蜜蜂脑神经细胞的贴壁培养在文献
(Kreissl and Bicker，1992;赵佼等，1999;周亚竞等，
2000;尹毅青等，2002)的基础上进行了改进，使细
胞生长状态更好。

贴壁细胞的培养:高温灭菌的 PBS 缓冲液在
4℃冰箱中预冷。在培养皿中滴入一滴浓度为 0. 1
mg /mL 的多聚赖氨酸( P-L-L)，并标记位置，置于
30℃培养箱，10 min 后将多余的多聚赖氨酸吸走，
继续将培养皿放入 30℃温箱中自然风干。取新出
房的工蜂，用 75%酒精消毒全身，用 PBS 缓冲液清
洗 2 遍，没入盛有预冷 PBS 的蜡盘，快速解剖取出
蜜蜂的完整大脑，放入盛有冰 PBS 的 1. 5 mL 离心
管中，4 ～ 5 个脑 /管，用 PBS 清洗 2 ～ 3 遍。加入木
瓜蛋白酶，30℃消化 15 min，1 000 r /min 离心 4 ～ 6
min，吸走消化液，加入 L-15 培养液静止 5 min，使
其停止消化。大脑用 L-15 培养液洗 2 遍，小心吸
去培养液，重新加入 1 mL L-15 培养液，用枪头轻
轻吹打使成细胞悬液，将细胞浓度调至 1 × 106个 /
mL，吸取 150 μL 细胞悬液滴在涂有多聚赖氨酸
(P-L-L)的培养皿中，将培养皿置于恒温培养箱中
(28℃ )，贴壁 2 ～ 3 h 后在加入 2 ～ 4 mL 的 L-15 培
养液，30℃进行培养，培养时间大于 2 d 时，每 2 d
换一次培养液。
1. 3. 2 Fura-2 AM 孵育条件对蜜蜂脑细胞钙离
子浓度影响的研究 Fura-2 AM 首先用 DMSO 溶

解配制成 1 mmol /L 的储备液，部分分装于 5 mL
的离心管中，每管装 8 μL，避光保存于 － 20℃冰
箱，每次使用时用 1 × HEPES 缓冲液稀释为所需
工作液浓度。
1. 3. 2. 1 不同 Fura-2 AM 浓度对蜜蜂脑细胞钙
离子浓度的影响 分别将 Fura-2 AM 的工作液浓
度设定为 1、2、8、32、128 μmol /L。细胞培养 36 h
待细胞贴壁牢固以后，吸走培养液，用 HBSS 冲洗
1 遍并加入 1 mL 稀释好的 Fura-2 AM 工作液，避
光放入 30℃温箱中进行孵育。孵育时间统一选用
45 min，孵育完成后吸走荧光染料，用 HBSS 冲洗 2
遍，并加入 1 mL 的 HBSS 作为细胞外缓冲液，立即
上机测量细胞钙离子浓度 ratio 值。
1. 3. 2. 2 不同孵育时间对蜜蜂脑细胞钙离子浓
度的影响 试验中 Fura-2 AM 浓度统一选用 2
μmol /L，避光放入 30℃ 温箱中进行孵育，孵育时
间依次分别选择:10、30、50、70、360 min。孵育完
成后吸走 Fura-2 AM 工作液，用 HBSS 冲洗 2 遍，
并加入 1 mL 的 HBSS 作为细胞外缓冲液，立即上
机测量细胞钙离子浓度 ratio 值。
1. 3. 3 蜜蜂脑神经细胞钙离子浓度的测量 利
用 META FLOUR 软件，设置激发光 2 个分别为
340 nm 和 380 nm，发射光为 510 nm。记录时间间
隔设为 3 s，测量并记录细胞 340 /380 的 ratio 值。

1. 4 数据统计与分析
因 ratio 值即可直观反应胞内钙离子浓度的高

低，故直接采用 ratio 值进行结果的统计分析。实
验数据利用 SAS V8 软件进行单方面分类的方差
分析进行差异显著性分析，P ＜ 0. 05 时有显著性差
异，P ＜ 0. 01 时有极显著性差异。

2 结果与分析
2. 1 不同浓度荧光染料 Fura-2 AM 对意大利工
蜂脑神经细胞钙离子浓度的影响

由图 1 可以看到不同浓度的 Fura-2 AM 孵育
的细胞所测得 ratio 值不同。 ratio 值随 Fura-2 AM
浓度的增大而降低，由单方面分类的方差分析结
果 n≥30，P ＜ 0. 0001，组间多重比较得到不同浓度
的 Fura-2 AM 孵育所得到 ratio 值每两组间均具有
极显著性差异(n≥30，P ＜ 0. 01)。

2. 2 不同孵育时间对 ratio 值的影响
图 2 中显示了用 Fura-2 AM 孵育不同时间所
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图 1 不同浓度 Fura-2 AM 对 ratio 值影响
Fig． 1 Different concentrations of Fura-2 AM

affect the ratio value

柱上不同小写字母表示差异显著(P ＜ 0. 01)。

下图同。

Histograms with different small letters indicate

significantly different at 0. 01 level． The same below．

测得的 ratio 值，将 5 组数据通过 SAS 进行单方面
分类的方差分析:n≥30，P = 0. 0001，组间多重比
较得到孵育 10 min 所测 ratio 值与其它处理有极
显著差异 ( n≥30，P ＜ 0. 01)，而孵育 30、50、70、
360 min，所得 ratio 值之间无显著差异(n≥30，P ＞
0. 05)。

图 2 不同孵育时间对 ratio 值影响
Fig． 2 Incubation time affect the ratio value

3 讨论
3. 1 蜜蜂脑神经细胞的原代培养

关于蜜蜂脑神经细胞的原代培养的方法，前
人已做过相关研究(周婷等，2008)，本实验在原有
研究基础上进行了改进，昆虫细胞一般喜欢高糖
(赵佼等，1999)，本实验将 L-15 培养液中蔗糖浓
度提高，并将培养液的 pH 调为 7. 0，结果证明改
进后的的培养液更适于蜜蜂脑神经细胞的生长，
细胞较亮，轴突正常生长并能够连接到一起，克服
了之前轴突生长较少不能正常生长的问题。图 3

是用改进后的 L-15 培养液培养蜜蜂脑神经细胞
72 h 后的生长状态。

图 3 蜜蜂脑神经细胞
Fig． 3 Honeybee brain nerve cells

注:利用改进后的 L-15 培养液，培养 72 h 后，相差

显微镜放大 600 倍。

The improved L-15 culture medium is used，cultured for

72 h，magnified 600 times under a phase contrast

microscope．

3. 2 不同浓度的 Fura-2 AM 对蜜蜂脑神经细胞
钙离子浓度测量 ratio 值的影响

从实验结果得知荧光染料 Fura-2 AM 对蜜蜂
脑神经细胞钙离子浓度可以产生显著影响，浓度
越高，所测得 ratio 值越低。而据文献报道在哺乳
动物细胞中［Ca2 +］i 基本不受荧光剂 Fura-2 AM
浓度的影响(Malgaroli et al．，1987)，正常状态下测
得 ratio 值一般为 0. 5 ～ 1. 0 ( Ong et al．，2007;
Monika et al．，2008) 。可能原因是蜜蜂脑神经细
胞对该荧光染料的耐受力与哺乳动物的不同，高
浓度的 Fura-2 AM 虽然在测量时间内并没有造成
可观察到的细胞外部形态的变化，但仍对蜜蜂神
经细胞钙离子浓度造成了显著影响，而这种影响
必然会造成细胞状态和功能的异常，从而影响实
验结果的准确性。综合考虑上述情况，在蜜蜂脑
神经细胞钙离子浓度测量的实验中，为保证足够
的荧光亮度以确保测量的准确性，而又尽量减少
Fura-2 AM 对细胞的影响，认为将 Fura-2 AM 浓度
定为 2 μmol /L 最为合适。

3. 3 不同孵育时间对蜜蜂脑神经细胞钙离子浓
度测量 ratio 值的影响

试验中相同浓度的 Fura-2 AM 孵育 10 min 所
得到的 ratio 值显著低于其它处理，而其它处理间
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没有显著差异。根据 Fura-2 AM 工作原理，Fura-2
AM 进入细胞内，被酯酶水解成 Fura-2 后可与胞浆
内游离的 Ca2 +结合从而表现荧光波段的迁移，该
结合具有可逆性，而 Fura-2 AM 本身不能与 Ca2 +

结合。分析上述实验结果的原因可能是 Fura-2
AM 孵育 10 min 时间太短，Fura-2 AM 进入细胞并
被细胞内酯酶分解的量不足，从而不能与细胞内
全部的游离钙离子结合，这就导致了所测得 ratio
值的偏低，即所测得的数值仅为胞内部分钙离子
的量。孵育时间为 30 ～ 70 min 时，所测得结果无
显著差异，说明超过 30 min 以后 Fura-2 AM 已有
足够的量进入细胞并充分脱脂化与胞内全部游离
钙离子结合。因此孵育时间应至少大于 30 min，
可以选择 30 ～ 70 min 之间，此结果与哺乳动物细
胞孵育所需时间相似 (Yermolaieva et al．，2004)。
建议选择 45 min 最为合理。

4 小结

经过上述实验，建立了优化的从细胞贴壁培
养到钙离子比例测量技术的一套较完整的方法，
该方法将有望改变过去确定有毒物质(包括农药
等)对蜜蜂毒性研究多采用蜂群生物学实验的粗
放的方法，为建立一套依托细胞［Ca2 +］i 变化为衡
量指标的评价体系奠定基础。
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