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I. 导言 

19 世纪下半叶，Ringer 等报告了 Ca2+与肌肉的收缩有关。后来通过不断地研究发现，虽然 Ca2+在发挥生理

机能上有着非常重要的作用，但由于细胞内 Ca2+浓度([Ca2+]i) 非常低难以检测（数百 nmol/l），所以更好地观测

Ca2+成为大批研究人员长期的目标。 

1980 年，美国加州大学 Tsien 等发表了用 Quin 2 检测细胞内 Ca2+的方法 1)。他们开发的检测试剂（Ca2+探

针）具有「无需其他试剂便可进入细胞」「荧光强度随着细胞内 Ca2+浓度变化而变化」等优点。 

随着新的 Ca2+探针的不断开发及光学仪器技术的进步，可以说细胞内 Ca2+成像已经变成一种「很容易上手

的实验」了。确实，细胞内 Ca2+成像的实验不需要使用特殊的设备，通过荧光强度的变化就能够进行检测，对从

未涉及过该试验的研究者来说也不算很难的实验。 

不过，我们公司也经常会收到一些来自研究人员对于细胞内 Ca2+实验技术的询问。从中我们发现，如果没有

充分了解 Ca2+探针的性能和注意事项，很难得到与预期一样的实验结果。 

据该情况，我们公司整理了本手册，并想借此向初次检测 Ca2+的研究人员简单地介绍常见问题的解决方法及

实验中的注意事项等。 

 

 

II. 选择钙离子探针 

Ca2+荧光探针的种类繁多。所以大多数的初次使用者会犹豫需要选择哪种荧光探针。下面说明选择 Ca2+探针

时的要点。 

1. 探针名称中是否含有 AM 酯 

Ca2+探针名称中带有“AM”字样（例如；Fluo 4-AM、Fura 2-AM）。AM 指乙酰甲酯，表示螯合 Ca2+

的部分（羧基）被乙酰甲酯（AM 酯）保护。 

为什么需要 AM 酯保护？理由是为了有利于探针穿过细胞膜进入到细胞内部。也可以这样说，如果

Ca2+探针没有被 AM 酯保护将很难进入到细胞内部。所以需要检测细胞内 Ca2+浓度的话，一定要选择具

有 AM 酯的 Ca2+探针。探针进入细胞内后，AM 酯会通过细胞内酯酶水解变成能够螯合 Ca2+的结构，同

时探针无法再透过细胞膜从而留在细胞内（图 1）。 

 

图 1  AM 酯进入细胞内的模式图 
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2. 实验室是否有合适的检测仪器 

每种荧光物质都具有自己的最大激发波长和最大发射波长。如果不是在最大激发波长附近激发，则

荧光强度会降低。最理想的设备是具有全波长的仪器。但由于一般的仪器只有限定的滤光片，所以需要

判断 Ca2+探针的激发波长是否适用于自己的仪器、是否能检测荧光。 

由于 Fluo 3 和 Fluo 4 适用的滤光片是大多数仪器通用的滤光片（荧光显微镜的 488 nm）所以推荐

给第一次检测的客户使用。 

Fura 2 需要用 2 个波长（340 nm 和 380 nm）同时激发（发射波长均为 510 nm），所以需要双激

发波长的仪器。 

3. 荧光探针的解离常数（Kd值）是否适合测定对象 

Kd值指探针在 Ca2+浓度多少时容易与 Ca2+螯合的数值。一定要选择具有合适 Kd值的探针。 

例如，Kd值 0.2 μmol/l 左右的 Fura 2 和 Kd值 0.3 μmol/l 左右的 Fluo 4 适合检测细胞质。如果使用不合

适的探针，得到的信号变化非常小（图 2）。 

 

图 2  Ca2+浓度与信号强度的关系 

 

表 1  Ca2+荧光探针的种类与荧光特性 

产品名 激发波长 发射波长 Ca2+解离常数(Kd) 文献 

Quin 2 339 nm 492 nm 110 nmol/l 1) 

Fura 2 340 nm／380 nm 510 nm 224 nmol/l 2) 

Fluo 3 508 nm 527 nm 400 nmol/l 3) 

Fluo 4 495 nm 518 nm 360 nmol/l 4) 

Rhod 2 553 nm 576 nm 1,000 nmol/l 3) 
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【关于探针浓度】 

为了使探针和 Ca2+的充分结合，除了 Kd值和 Ca2+浓度（一般无法改变）之外，探针浓度也会对探

针和 Ca2+的结合造成影响。 

Kd = [Ca2+][探针]／[Ca2+·探针] 

以上为解离常数 Kd 的计算公式。探针浓度会影响探针和 Ca2+的充分结合。如果探针浓度太高，探

针不但会和细胞内的 Ca2+结合，同时还会与在细胞内和已结合蛋白质的 Ca2+反应（探针与 Ca2+的 Kd会

对蛋白质与 Ca2+的 Kd 造成影响）。细胞内 Ca2+实验的一般实验条件是探针浓度在 1-5 μmol/l 左右，孵

育时间 15-60 分钟左右。 

 

4. 是否需要算出细胞内 Ca2+浓度 

有些客户原以为探针是为了算出 Ca2+浓度而使用。其实通过检测可以得到的结果不是 Ca2+浓度，

而是荧光强度。如想算出 Ca2+浓度，需要将荧光强度用标准曲线变换成 Ca2+浓度。标准曲线笼统地说

有 2 种作法。 

1） 生物体内的标准曲线 

在模仿细胞内离子环境的盐溶液中，边改变 Ca2+浓度边检测荧光，作成荧光强度和 Ca2+

浓度的标准曲线。 

2） 生物体外的标准曲线 

将已载入探针的细胞用 Ca2+ 离子载体（ionomycin、Br-A23187 等）处理提高细胞膜对

Ca2+的通透性后，检测细胞外溶液中的荧光。根据探针对 Ca2+的 Kd值、最大荧光值、最小荧

光值等，使用公式算出细胞内 Ca2+浓度。计算细胞内 Ca2+浓度时，一般来说选择具有双激发

波长的 Fura 2-AM 的情况比较多（具有双激发波长不太会受细胞厚度和探针漏出等影响）。 

【关于标准曲线的注意点】 

通过标准曲线得到的不是完全正确的 Ca2+浓度的绝对值。关于 Fura 2-AM 的解离常数，一般用的

是 Tsien 等人报告 2)的 135 nmol/l 或 224 nmol/l，但是实际上会随着细胞内的条件变化。例如，一般所

知的如果细胞内蛋白质与 Fura 2 结合，Fura 2 的 Kd值会增加 5)。事实上，因为无法清楚有多少细胞内

的蛋白质与 Fura 2 结合，所以很可惜正确的解离常数并不为人知。因此，很难精确算出细胞内绝对的

Ca2+浓度。综上所述结合文献中报导，使用 Fura 2-AM 等双波长激发探针的话，可以得到双波长测定的

荧光强度的比率。使用 Fluo 4-AM 等单波长激发探针的话，可以得出荧光变化率。 

 

5. 选择单激发波长还是双激发波长 

如果是根据荧光强度变化的比率来讨论的话，推荐 Fluo 3-AM、Fluo 4-AM 等单激发波长的探针。

这种探针的特点是荧光强度会随着细胞内 Ca2+浓度变化而变化，而激发波长和荧光波长固定不变，所以

这类探针易于初次实验。 

可以得到「假设加入待测药物前的荧光强度（相对值）等于 5,000，添加药物之后的荧光强度（相

对值）变成 20,000」等的数据。但是，使用具有单激发波长探针需要注意的是荧光强度会根据进入细胞

内的探针量、细胞厚度与探针的淬灭而变化（图 3）。就是说，单激发波长的探针容易因为检测条件出现
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差错。具有双激发波长的荧光探针 Fura 2 可以解决这类问题。Fura 2 是随着 Ca2+浓度的上升，340 nm

激发的荧光强度会增强，而 380 nm 激发的荧光强度会减弱的探针（图 4）。用比率讨论的话，无论进入

细胞内的 Fura 2 的量有多少，比率都会一样，可以得到比较符合实际结果的数据。特别是要计算 Ca2+

浓度的时候，用这种双激发波长的探针比较多。 

 

荧光强度也会因为 Ca2+浓度增减以外的因素发生变化，而比率不太会因为这些因素产生变化 

图 3  探针信号的增减 

 

 

图４  Fura 2 激发光谱的变化 
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III. 选择测定设备 

对于细胞内 Ca2+的研究者，最常见的荧光测定设备是荧光酶标仪和荧光显微镜。经常有客户反应，例如「使

用荧光酶标仪检测 96 孔板内 Ca2+浓度，但是检测不了」等问题。下面将向您介绍，使用这两种设备检测时的注

意事项。 

① 荧光酶标仪 

由于药物应答引起的细胞 Ca2+浓度的变化一般都是从添加药物时就会开始。所以使用带有注射器的荧

光酶标仪检测比较理想。不过，也有添加药物之后，细胞内 Ca2+浓度逐渐上升，然后保持固定状态的情况。

这种情况的话，加入药物之后立刻检测，就可以看到荧光强度变化。但是，如果 Ca2+浓度变化比较迅速（例

如短时间内增加后迅速减少），那么，检测时 Ca2+浓度很有可能已经减少。此外，需要了解的是使用荧光酶

标仪检测的时候，检测的结果是很多细胞荧光强度的平均值。而一边使用荧光显微镜观察一边加入药物

（ionomycin 等），得到的结果是每个细胞的荧光变化都会是不同的。其中有些细胞是加入药物前已经发射荧

光，也有些细胞加入药物后荧光强度也不会发生变化的。荧光酶标仪是把在酶标仪激发光线上存在的细胞荧

光强度平均之后算出数值。因此，需要留意细胞状态影响的荧光强度变化，以及当激发光位置不存在细胞，

可能导致的平均荧光强度没有上升的情况。 

② 荧光显微镜 

一般的荧光显微镜是倒置型，可以利用落射荧光。通常将汞灯作为光源，但是使用具有双激发波长探针

（Fura 2-AM 等）的话，建议使用对能量的波长依存性比较均等的氙气灯更合适。Fura 2-AM 实验中，需要

可以交互转换的双波长设备。Fluo 3-AM 和 Fluo 4-AM 只需要含 B 激发滤光片就可以检测。 

带有 CCD 照相机的图像处理系统可以量化细胞的荧光强度。关于设备的原理和详细情况，请咨询设备

厂商。也有可以看单个细胞荧光强度变化的图像处理系统。 

 

IV. 探针的溶解方法 

具有 AM 的探针由于其高疏水性，不会轻易地在水中溶解，同时帮助探针进入细胞。因此，探针需要使用

DMSO 溶解，然后再与缓冲液混合。不过，AM 酯在溶液中会形成颗粒，且漂浮在溶液中。使用这种悬液，探针

进入细胞能力会大幅下降。所以需要使用少量的表面活性剂（Pluronic F-127、Cremophor ET 等）或超声波处理

提高探针进入细胞能力。 

   

图 5  Fluo 4-AM 进入到细胞后（左图：明视野，右图：荧光） 
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V. 使用酶标仪测定细胞内 Ca2+浓度的例子 

敝公司销售测定细胞内 Ca2+浓度的试剂盒(Calcium Kit)，试剂盒内包含所有该实验所需试剂。除 Ca2+探针以

外，还包括二甲基亚砜（DMSO，溶解 Ca2+探针时使用）、Pluronic F-127（表面活性剂）、Probenecid（阴离子

转运抑制剂），所以推荐给初次检测细胞内 Ca2+的客户。以下为使用试剂 Fluo 4-AM 的实验例。 

 

【实验例 1】使用 Calcium Kit 和装有注入器的荧光酶标仪(Infinite M200) 

1. 试剂 

 Calcium Kit-Fluo 4（货号：CS22） 

 药物：ATP 

 细胞：CHO 细胞（中国仓鼠卵巢细胞） 

 PBS（磷酸盐缓冲液：8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 0.2 g/l KH2PO4, 1.15 g/l Na2HPO4） 

 培养板：透明底板(Nunc) 

＊如果使用能够从上方激发荧光的仪器，使用透明底板以外的培养板也可以测定。 

不过，使用透明底板同时也可以使用光学显微镜观察细胞的状态，所以透明底板更适用于该实验。 

2. 配制试剂（1 块 96 孔板用量） 

1. 配制 Fluo 4-AM DMSO 溶液 

在 50 μg Fluo 4-AM（1 支）中加入 50 μl DMSO 后，吹打溶解。 

2. 配制 Loading Buffer 

在 5 ml Recording Medium(2×)中加入 50 μl Fluo 4-AM DMSO 溶液。按照需要加入终浓度为

0.04 %(w/v)的 Pluronic F-127（表面活性剂、能够更容易把 Ca2+探针进入到细胞内）、终浓度为 1.25 

mmol/l 的 Probenecid（抑制 Ca2+探针从细胞内漏出）后，加入纯水使总体积达到 10 ml。使用 Vortex

或超声波充分混匀。 

3. 配制 Recording Medium(1×) 

在 5 ml Recording Medium(2×)中加入 50 μl Probenecid(1.25 mmol/l)。加入纯水使总体积达到 10 ml、

充分混匀后，37 ℃加温。 

 

图 6  使用 Calcium Kit 测定细胞内 Ca2+的方法 
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3. 试验步骤（1 块 96 孔板用） 

1） 配制细胞悬液后，每孔加入 40,000 cells/100 μl 的细胞悬液。使用 37 ℃细胞培养箱过夜培养。 

＊如果细胞数量偏少，细胞偶尔会处在偏孔边缘位置。为了孔中央的光路处充满细胞，最合适的细胞 

  接种密度为 80-90 ％、即相对饱满的状态。 

2） 去除培养基（注意不要损伤细胞）。如有血清成分的残留，Fluo 4-AM 会分解，使用加温到 37 ℃的 PBS

洗涤细胞数次（如果细胞容易会拖落，请不要洗涤）。 

3） 在每孔中加入 100 μl Loading Buffer。 

4） 在 37 ℃细胞培养箱培养 1 小时。 

＊不推荐培养 1 小时以上，可能会引起探针的局部漏出。 

5） 去除 Loading Buffer（注意不要损伤细胞）。被水解的探针会引起背景的上升，使用加温到 37 ℃的 PBS

洗涤细胞数次（如果细胞容易脱落，不要洗涤）。 

6） 在每孔中加入已经加温到 37 ℃的 Recording Medium(1×)。 

7） 使用荧光酶标仪测定通过加入药物(ATP)的荧光强度变化。 

例）Infinite M200（荧光酶标仪）的设定条件 

    Plate Definition  ：96 well Flat Black microplate 

    Part of Plate   ：Select rows 

    Kinetic Cycle   ：100 cycles 

    Kinetic Condition  ：Handling for cycle 10 

    Injection    ：Injector A injects 20 μl with speed 100 μl/sec. 

    Fluorescence Intensity ：Ex.485 nm／Em.535 nm, gain 100 

4. 结果 

检测用终浓度 ATP(25 μmol/l)刺激的 CHO 细胞内 Ca2+浓度变化。开始检测 10 秒后加入 ATP，发现荧

光强度上升明显，说明 Ca2+浓度上升。 

 

图 7  使用 ATP 刺激 CHO 细胞时的荧光强度变化 
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【实验例 2】使用 Fluo 4-AM special packaging 和没有装注入器的荧光酶标仪(TECAN GENios) 

1. 试剂 

 Fluo 4-AM special packaging（货号：F312） 

 药物：ionomycin free acid(ALS) 

 PBS（磷酸盐缓冲液：8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 0.2 g/l KH2PO4, 1.15 g/l Na2HPO4） 

 Pluronic F-127(Sigma) 

 Probenecid（和光纯药工业） 

 细胞：CHO 细胞（中国仓鼠卵巢细胞） 

 培养板：透明底板(Nunc) 

 Recording Medium(1×) 

1） 在 1 l 烧杯中加入如下表 2 的试剂后，加入大约 800 ml 超纯水溶解。 

2） 使用 4 mol/l KOH 调制成 pH 7.4(25 ℃)后，加入超纯水，使总体积达到 1 l。 

3） 使用孔径为 0.2 μm 的无菌过滤膜灭菌后，在 4 ℃保存。 

＊不可使用高压蒸气灭菌锅灭菌。 

表 2  Recording Medium(1×)的配方 

浓度 试剂 需要量 分子量 

20 mmol/l HEPES 4.77 g 238.31 

115 mmol/l NaCl 6.72 g 58.44 

5.4 mmol/l KCl 0.40 g 74.55 

0.8 mmol/l MgCl2 0.076 g 95.21 

1.8 mmol/l CaCl2 0.20 g 110.98 

13.8 mmol/l glucose 2.49 g 180.16 

 

2. 配制试剂（1 块 96 孔板用量） 

1） 配制 Fluo 4-AM DMSO 溶液 

在 50 μg Fluo 4-AM（1 支）中加入 15.2 μl DMSO 后，吹打溶解（母液终浓度为 3 mmol/l）。 

2） 配制 Loading Buffer 

在 10 ml Recording Medium(1×)中加入 10 μl Fluo 4-AM DMSO 溶液（终浓度 3 μmol/l）。按照需要加

入浓度为 0.04 %(0.4 mg/ml)的 Pluronic F-127、浓度为 1.25 mmol/l(0.36 mg/ml)的 Probenecid。 

＊对于 CHO 细胞，不加入 Pluronic F-127、Probenecid 的话，探针进入细胞的效率特别低。 

＊如果 Pluronic F-127、Probenecid 难溶解，建议使用超声波溶解。 

3） 配制测定用 Recording Medium 

在 10 ml Recording Medium(1×)中加入 Probenecid（最终浓度 1.25 mmol/l, 0.36 mg/ml）。 

4） 配制刺激用 ionomycin 溶液 

在 ionomycin free acid 中加入 DMSO，调制 1 mmol/l DMSO Stock 溶液。使用 Recording Medium(1×)

或 PBS 稀释、调制 10 μmol/l ionomycin 溶液。 
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图 8  使用 Fluo 4-AM special packaging 测定细胞内 Ca2+的方法 

 

3. 试验步骤（使用 1 块 96 孔板时） 

1） 配制细胞悬液后，每孔中加入 40,000 cells/100 μl 的细胞悬液。37 ℃细胞培养箱过夜培养。 

＊如果细胞数量偏少，细胞偶尔会处在偏孔边缘位置。为了孔中央的光路处充满细胞，最合适的细胞 

  接种密度为 80-90 ％、即相对饱满的状态。 

2） 去除培养基（注意不要损伤细胞）。如有血清成分的残留，Fluo 4-AM 会分解，使用加温到 37 ℃的 PBS

洗涤细胞数次（如果细胞容易脱落，请不要洗涤）。 

3） 在每孔中加入 100 μl Loading Buffer（按照需要，加入 Loading Buffer 前使用加温到 37 ℃的 PBS 洗涤

细胞数次）。 

4） 在 37 ℃细胞培养箱培养 1 小时。 

＊由于培养 1 小时以上会引起探针的局部漏出，所以不推荐。 

5） 除去 Loading Buffer（注意不要损伤细胞）。被水解的探针会引起背景的上升，使用加温到 37 ℃的 PBS

洗涤细胞数次（如果细胞容易会剥落，不要洗涤）。 

6） 在每孔中加入已经加温到 37 ℃的 100 μl 检测用 Recording Medium(1×)。 

7） 使用动力学模式检测数次加入药物前的荧光强度。以动力学检测间隔时间最短的孔为指定孔检测。 

8） 取出培养板后，使用单枪加入 10 μl 药物（10 μmol/l ionomycin，最终浓度 0.9 μmol/l）。使用动力学模

式检测数次加入药物后的荧光强度。以动力学检测间隔时间最短的孔为指定孔检测。 

＊由于 Ca2+浓度的变化特别快，加入药物后，一定要马上检测。 

＊由于荧光强度是相对值，酶标仪的灵敏度设定一定要与加入药物前的条件一致。 

例）TECAN GENios（荧光酶标仪）的设定条件 

    Measurement mode ：Fluorescent Bottom 

    Kinetic interval  ：7 sec. 

    Fluorescence Intensity ：Ex.485 nm／Em.535 nm, gain 80(manual) 

    Measurement mode ：Fluorescent Bottom 

    Part of Plate   ：1 well 指定 

    Kinetic Cycle   ：20 cycles（加入前 4 cycles） 
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4. 结果 

检测用终浓度 0.9 μmol/l ionomycin 刺激的 CHO 细胞内 Ca2+浓度变化。 

 

 

图 9  使用 ionomycin 刺激 CHO 细胞时的荧光强度变化 

5. 测定时的注意点 

 Fluo 4-AM 需要冷冻保存。 

 使用 DMSO 溶解后的 Fluo 4-AM 长期保存或反复冻融的话，Ca2+探针可能会分解。如果一次用不完，

建议按照一次使用量分装后再冷冻保存。 

 Loading Buffer 需要现配现用。使用保存后的 Loading Buffer 会使 Fluo 4-AM 水解，进入细胞的效率也

会大幅降低。 

 

VI. 常见问题的分析和解决 

问题 1：加入目的药物后，能够观察荧光强度的变化（细胞内 Ca2+浓度的上升），但与预期不符。在此介绍解决问

题的基本方法。影响荧光强度变化的三个主要因素，如下； 

1. 设备参数、设置问题（滤光片、激发光、发射光等） 

2. Ca2+探针没有进入细胞内 

3. 药物不适合（浓度、种类等） 

虽然解决问题的方法麻烦，但仍然建议从 1. 开始一个个解决如上 3 个要点。如下介绍各种问题的确认方法。 
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图 10  解决问题的流程图 

 

A. 设备参数、设置（滤光片、激发光、发射光等）是否适用 Ca2+探针的确认方法 

将 Fluo 4-AM 强制水解后，确认荧光强度的上升。 

＜操作步骤＞ 

1） 在 96 孔板（无细胞）不同孔中分别加入 100 μl PBS、100 μl 含有 10 ％血清的培养基、100 μl 0.1 mol/l 

NaOH（图 11 上面）。 

2） 在步骤 1 溶液孔中分别加入 100 μl Loading Buffer 后，在 37 ℃培养 1 小时。Fluo 4-AM 会被碱和血清

水解。 

3） 使用荧光酶标仪测定。 

如与 PBS+Loading Buffer 孔的荧光强度比较，加入 NaOH 和血清孔的荧光强度没有区别，则设备设定

条件及滤光器可能有问题，需要再次确认设备设定条件。因为细胞内的荧光强度变化非常小，如果使用

降低荧光检测灵敏度的酶标仪，荧光强度的上升可能无法被测出。 

 

 

 

图 11  每孔溶液加入示意图（上） 

       及各孔 Fluo 4-AM 荧光强度结果（下） 
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B. Ca2+探针是否进入细胞内的确认方法 

使用荧光显微镜直接观察或使用 Ca2+载体（ionomycin、Br-A23187 等）处理、提高细胞膜的 Ca2+通透性后，

确认荧光强度的上升。 

＜操作步骤＞ 

1） 使用荧光显微镜，直接观察细胞。 

使用 Fluo 4-AM 时，如果 Ca2+探针进入细胞，能够观察到微小的荧光。由于 Fura 2-AM 和 Fluo 3-AM 的

荧光强度没有 Fluo 4-AM 高，偶尔无法观察到荧光。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 12  负载 Fluo 4-AM 的 CHO 细胞使用药物(ionomycin)刺激后每 15 秒观察 

 

2） 如无法使用荧光显微镜，可以选择以下两种方法中的一种确认。 

【方法 1】使用 Ca2+载体和 GEDTA(EGTA)的方法 

＜操作步骤＞ 

1） 在 10 μl ionomycin solution(1 mmol/l)中加入 990 μl PBS 制成 10 μmol/l ionomycin 溶液。 

＊建议使用 DMSO 溶解 ionomycin free acid 配制 1 mmol/l 母液。按照细胞种类，可以使用 

Br-A23187 等的离子载体。 

2） 加入 10 μl 大约终浓度为 1 μmol/l 的 ionomycin 溶液代替药物后，立刻测定荧光强度的变化。如果 Ca2+

探针进入细胞，荧光强度会变化。 

3） 加入 12 μl 100 mmol/l GEDTA solution（终浓度 10 mmol/l）、在 37 ℃培养大约 5 分钟后，测定荧光强

度的变化。如果 Ca2+探针进入细胞，会观察到荧光强度的减弱。 

＊100 mmol/l GEDTA solution 的配制方法 

  使用 10 ml PBS 或 10 ml Recording Medium(1×)溶解 380 mg GEDTA（货号：G002）。 
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图 13  在 CHO 细胞加入 ionomycin 和 GEDTA 时的荧光强度变化 

 

＊ionomycin 等的 Ca2+载体是会强制提高细胞膜对 Ca2+通透性的药物，如果 Ca2+探针进入细胞内， 

能够观察荧光强度的上升。且说，GEDTA(EGTA)是 Ca2+螯合剂，在加入 ionomycin 的状态， 

在细胞外加入 GEDTA，由于细胞内 Ca2+浓度下降，荧光强度会下降。 

＊如果通过加入 ionomycin 溶液及 GEDTA 没有观察到荧光强度的变化，Ca2+探针有可能没有进入细胞。 

参照如下解决问题【问题 1】来解决。 

 

【方法 2】裂解细胞膜后，确认在细胞中有无探针的方法 

＜操作步骤＞ 

1） 用 PBS 制成 10 ％ Triton X-100（溶解细胞膜的表面活性剂）。 

2） 加入 10 μl 终浓度为 1 ％左右的 Triton X-100 溶液代替药物，几分钟后检测荧光强度的变化。如果探针

进入到细胞内，通过溶解细胞膜从细胞中释放的 Ca2+探针与 Recording Medium 中的 Ca2+结合，可以观

察荧光强度的变化。 

＊加入 Triton X-100 溶液前需要洗涤、去除细胞外的 Ca2+探针。 

 

图 14  溶解含有探针细胞的细胞膜时的荧光强度变化 

 

＊如果加入终浓度为 1 % Triton X-100 时没有萤光强度的变化，说明探针可能没有进入到细胞内 

（仪器确认无误的情况下）。参照如下故障探测［故障 1］试试能否解决。 
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［故障 1］Ca2+探针没有进入到细胞内。 

考虑到的因素 解决方法 

Ca2+探针被水解， 

没有进入到细胞内。 

用新的 Ca2+探针配置 Loading Buffer。 

Ca2+探针会被 DMSO 中的水分水解。 

避免使用开封过长时间的 DMSO。 

细胞内 Ca2+探针外漏。 ① 调制 Loading Buffer 时加入 Probenecid 的浓度从 1.25 mmol/l 变成 2 mmol/l 左右。 

② 为了避免细胞内 Ca2+探针的漏出，在 Recording Medium 加入 Probenecid 溶液。 

Ca2+探针/DMSO 溶液

和 Recording Medium 

没有充分混合。 

① 如果没有使用 Pluronic F-127，就加入。 

② 在 Ca2+探针/DMSO 溶液和 Recording Medium 混合时用超声波混合几秒钟。 

细胞内酯酶活性极低 提高浓度，孵育时间，另外孵育工作液之后，在培养箱里放 30-60 分钟给酯酶点时间。 

药物是否合适（浓度及种类等）的确认方法 

虽然在 ionomycin 溶液中能够观察荧光强度变化，但在使用目的药物时观察不到荧光强度的变化或无法得到

理想的荧光强度变化时，参照如下［故障 2］、［故障 3］解决药物刺激的问题。 

［故障 2］使用目的药物观察不到荧光强度变化（在确定使用 ionomycin 能够观察荧光强度变化的情况下） 

考虑到的因素 解决方法 

药物浓度太高或太低。 

＊没有发生 Ca2+应答的性质。 

变化药物浓度后验证。 

在荧光强度没有变化时，有的研究者考虑加大药物浓度，但如果药物浓度太高， 

会导致细胞死亡，从而可能无法得到信号。 

也需要验证药物浓度低时的结果。 

［故障 3］细胞的 Ca2+应答信号弱、细胞的 Ca2+应答缓慢 

考虑到的因素 解决方法 

药物浓度太高或太低。 变化药物浓度后验证。在荧光强度没有变化时，有的研究者考虑

加大药物浓度，但如果药物浓度太高，会导致细胞死亡，从而可

能无法得到信号。也需要验证药物浓度低时的结果。 

由于被水解 Ca2+探针在 Recording Medium 中会

导致背景上升。去除 Loading Buffer 时的洗涤不

足。 

去除 Loading Buffer 后 37 ℃ PBS 洗涤几次。如果由于细胞容

易剥落，不能洗涤时，使用 Non-Wash 型的 Calcium Kit（货号：

CS32）可能会解决。 

细胞状态不好。由于加入药物会发生荧光强度变

化的细胞与不会发生荧光强度变化的细胞混在一

起，观察到的荧光强度可能会缓慢上升。 

① 延长预培养时间，恢复细胞状态后检测。 

② 缩短培养时间（1 小时 => 30 分钟）。培养时间太长会引起

细胞损伤。 

③ 降低 DMSO 含量及 Fluo 4-AM 的浓度（减低 DMSO 及 Fluo 

4-AM 的毒性）。 

④ 在含有血清的培养基中加入 Loading Buffer。由于含血清，

有可能会减低对细胞的影响。 
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VII. 相关产品 

 

＜试剂盒＞ 

产品名 规格 货号 备考 

Calcium Kit II - iCellux 10 plates CS34 Non-Wash 型。比 Fluo 4 的灵敏度高。 

Calcium Kit - Fluo 3 2,000 assays CS21 Wash 型。适用于高通量筛选。 

Calcium Kit - Fluo 4 10 plates CS22 Wash 型。适用于初次研究者。 

Calcium Kit II - Fluo 4 10 plates CS32 Non-Wash 型。使用容易剥落细胞时方便。 

Calcium Kit - Fura 2 10 plates CS23 Wash 型。可以 Ratiometry 检测。 

Calcium Kit II - Fura 2 10 plates CS33 Non-Wash 型。可以 Ratiometry 检测。 

 

＜Ca2+荧光探针＞ 

产品名 规格 货号 备考 

Fluo 3-AM special packaging 
50 μg 

50 μg×8 
F026 

50 μg 分装品。 

适用于使用量少的研究者。 

Fluo 3-AM 1 mg F023 适用于检测频率高的研究者。 

Fluo 3 1 mg F019 无法使用于细胞内 Ca2+浓度的检测。 

Fluo 4-AM special packaging 
50 μg 

50 μg×8 
F312 

50 μg 分装品。 

适用于使用量少的研究者。 

Fluo 4-AM 1 mg F311 比 Fluo 3 的灵敏度高。 

Fura 2-AM special packaging 
50 μg 

50 μg×8 
F025 

50 μg 分装品。 

适用于使用量少的研究者。 

Rhod 2-AM 1 mg R002 适用于高浓度领域的 Ca2+浓度检测。 

Rhod 2 1 mg R001 无法使用于细胞内 Ca2+浓度的检测。 

Quin 2 100 mg Q001 无法使用于细胞内 Ca2+浓度的检测。 

 

＜其他有关产品＞ 

产品名 规格 货号 备考 

GEDTA(EGTA) 5 g G002 Ca2+螯合剂，适用于标准。 

HEPES 25 g GB10 使用于 Recording Medium。 
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