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摘 � 要 � 近几年来, 光学标测技术已经成为心脏电生理研究中一种非常重要的手段。它利用对嵌在细胞膜

上的电压敏感染料随着膜电位变化而产生的荧光光谱迁移进行成像 , 来进行心律失常与电击除颤等电生理

研究。文章测量了常用的电压敏感染料 di�4�ANEPPS 的荧光光谱, 并根据该染料的光谱迁移, 设计了一套

包括一个通用 CCD 相机的单波长光学标测系统, 可以达到较高的时空分辨率。记录心肌细胞中的电兴奋传

导过程, 从而可以为今后国内心律失常作用机制的研究工作提供一个有力的工具。
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引 � 言

� � 光学标测( Opt ical mapping )技术是借助于电压敏感染料

( vo ltag e�sensitive dyes, VSDs)将细胞膜电位的变化转化成

光学信号进行记录的一种新的功能成像技术, 是� 细胞分子
电生理 研究中观测微观电兴奋传导 ( M icro scopic impulse

pr opagation)唯一的不接触不穿刺的工具。它不仅可以多位

点、同步、无损地记录心肌细胞群的膜电位变化, 测量细胞

与细胞间的电传导, 而且可以记录全心脏的电活动, 并转化

为细胞动作电位以及除极、复极等时图、等势图和动作电位

时程( APD)图等彩色的图像显示[ 1]。特别是由于微电极无法

记录电击除颤时刻的电信号, 使得光学标测技术成为研究电

击除颤最有力的工具之一。国外近十年来研究热点集中在利

用光学标测来探讨心律失常的发生机制、电击除颤的机理、

电场诱导心肌电活动及机械电反馈作用的影响等方面, 研究

主要在美国开展, 取得了不少意义非凡的研究成果, 但国内

鲜有报道。

目前最常用的电压敏感染料之一是 di�4�ANEPPS, 其荧

光光谱会随着膜电位的改变而移动[2�6] , 荧光光谱迁移越明

显, 则相同膜电位变化下荧光强度变化越明显, 通过测量其

荧光强度变化, 便可以还原细胞膜电位的变化。本文研究了

di�4�ANEPPS 的光谱移动特性, 并根据荧光光谱的变化与膜

电位变化的关系, 设计了一套快速荧光成像系统。

1 � 染料的光谱特性

� � 电压敏感染料是可以把灌注组织或者可激动细胞表面膜
电位变化转换为近似线性变化的光学信号的分子荧光探针。

快反应染料目前应用范围最广的是 ANEP ( amino naphthyl

ethenyl�py ridinium) 染料 di�4�ANEPPS 和 di�8�ANEPPS,

1985年 Loew 等发现它们的荧光光谱可以被膜电位强度所调

制[ 5] , 1992 年 Loew 等研究了它们在细胞膜、细胞、灌注组

织等不同模型上的光学特性[ 6]。通过这些研究, 大家发现

ANEP染料具有很高的时间响应速度, 每 100 mV 会导致

10%的荧光强度改变, 光稳定性很高, 而光毒性非常的小,

对于心脏电生理方面的应用, 是非常理想的, 在细胞膜上的

稳定度更高[ 7]。图 1 所示是 di�4�ANEPPS 和 di�8�ANEPPS
的结构图[ 8]。

Fig� 1� Structures of ANEP dyes, the upper one is

di�4�ANEPPS, the other is di�8�ANEPPS

� � di�4�ANEPPS 和 di�8�ANEPPS 的荧光光谱受外界环境
的影响非常大, 因此当细胞膜内外电位发生改变的时候, 染



料的结构由于电场力的作用而发生细微的变化, 从而造成光

谱迁移。图 2所示为 di�4�ANEPPS 在不同心肌细胞膜中的光

谱特性, 显示的是不同心肌细胞静息膜电位差异下的染料荧

光光谱迁移。实验中采用的仪器设备是 H IT ACH I F�4500 荧

光分光光度计和 JASCO V�550 紫外�可见分光光度计。实验
中使用 3 只 2 kg 左右的家兔的心脏, 离体采用 Langendo rff

法灌注 (台式液, mmo l ! L- 1, N aCl 130, KCl 4� 0, CaCl2

1� 8, M gCl2 1� 0, NaHCO3 24, NaH2PO4 1� 2, 葡萄糖 5� 6,

充入 95% 氧气与 5%二氧化碳的混合气) , 灌注 20 min 后加

入电压敏感染料 di�4�ANEPPS 350 �L ( 5 mg di�4�ANEPPS

溶解于 4 mL DMSO) , 灌注 1 h 后分别将左右心房心室组织

切片, 测量激发光谱和发射光谱, 观察到心室组织的最大激

发峰在( 485� 45 ∀ 0� 12) nm, 最大荧光峰在 ( 574� 05 ∀ 0� 33)
nm 处; 而心房组织的最大激发峰在 ( 482� 58 ∀ 0� 64) nm, 最

大荧光峰为( 570� 10 ∀ 0� 45) nm。

Fig� 2 � Shif ts of dye fluorescence emission spectra of ventricles and atriums with excitation at different wavelengths.

The dashed lines show the peaks of the fluoresence emission spectra

� � 当膜电位改变的时候, di�4�ANEPPS 和 di�8�ANEPPS
的荧光光谱也发生迁移, 随着膜电位的增大, 荧光光谱发生

蓝移, 如图 2 所示。因为测量用的是新鲜心肌组织 , 其细胞

膜存在静息电位。兔心房的平均静息电位为- 67 mV 而心室

是- 74 mV, 可以发现心房组织的最大荧光峰波长小于心室

组织。而且激发波长越大, 其光谱迁移越明显。激发波长 515

nm 时, 心房心室组织的发射光谱差异(可视为平均 7 mV 的

膜电位变化)明显大于 485 nm 激发[9 , 10]。根据实验中测得光

谱结果, 当激发波长大于 515 nm 时, 荧光信号明显减弱。参

考 Entcheva 等的研究, 当激发光波长小于 535 nm 的时候,

荧光强度和信噪比有着明显下降[ 11] , 选择 515 nm 作为激发

波长时, 系统信噪比会得到提高。Kao 等利用膜片钳技术,

得到不同膜电位下荧光的差分光谱( Difference spectra ) , 当

波长小于 570 nm 时, 随着电压的增大, 荧光强度增加, 而大

于 570 nm 时则荧光强度随着电压增大而减小, 而差分光谱

的峰值在 550和 630 nm [2]。荧光的差分光谱峰值 630 nm, 则

意味着荧光强度随电压的变化在 630 nm 附近最大 , 所以选

择荧光中心波长在 630 nm 附近。

2 � 单光源光学标测系统

� � 根据 di�8�ANEPPS 的荧光光谱迁移, 我们设计了一套

单光源光学标测系统, 如图 3 所示。光源采用中心波长 515

nm 的 LED 阵列, 经过滤光( Omega opt ical, XF1019, 520 ∀

30 nm) 和二向色镜 ( Omega optical, XF2016, > 580 nm 通

过) , 照射到灌注电压敏感染料的离体动物心脏上, 荧光信

号经过二向色镜 XF2016 和滤光片( Omega optica l, XF3015,

> 620 nm)后被 CCD相机( DALSA , 16K5H )采集。

Fig� 3 � Optical mapping system. We use 515 nm LEDs as ligth

resource, fluorescence of wavelength longer than 610

nm is passed to an emmission f ilter and imaging by a

CCD camera

� � 一般人心电信号的采样频率在 250 H z 以上, 而家兔的

心率比人快的多, 则动物实验中的数据采样频率至少要 300

H z, 也就是 CCD相机的帧速要达到每秒 300 帧以上 , 一般

心室肌电兴奋的传播速度为 0� 5 m ! s- 1 , 实验中的待测区域

为 20 mm # 20 mm, 则在 300 帧的采集速度下, 在一个周期

内, 可以采集到 12 帧有效信号。我们采用 DALSA 16K5H

相机, 数据采集卡是 METROX METTOR DIG/ ∃ , 自编基

于 Mil lite7� 5 和 Visual c+ + 6� 0 的双线程图像采集程序可
以实现图像每秒 300帧连续采集存储, 最大采集速度为每秒

768 帧, 每帧 128 # 128 像素, 12 级灰度图像, 动态范围

1 600% 1。根据记录下来的膜电位变化, 我们可以重构出目

标区域的各种功能图像。
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3 � 结果与讨论

� � 实验中在离体家兔心脏灌注染料 20~ 30 min 后拍摄荧

光图像(灌注方法如前)。相机采集速度 300 fps, 结果存储为

16 位灰度 tiff 格式。图 4 为拍摄到的荧光图像, 第一帧图像

为原始荧光图像(由于计算机只能显示 8 位灰度, 因此选择

显示 12 位灰度图像中的低 8 位) , 后面的图像是减去第一帧

图像后的荧光强度变化图。实验中家兔心率一般在每分钟

130 次以上, 图 4 中所示为每隔 4 帧显示 1帧, 则可以在 140

帧( 28 # 5)图像中观察到心室不同区域交替兴奋的过程(中间

一帧因为心脏振动而产生很大的伪迹 )。在 0� 47 s ( 140/

300 s)的时间内, 可观察到心房各区域交替兴奋了一遍(每个

区域都经历了从明到暗到明的变化) , 而心室不同区域则明

暗交替, 在图示 140 帧图像中, 心房传导比心室快显示可能

发生房室传导阻滞, 是因为电压敏感染料溶解必须使用 DM�
SO, 而 DMSO 造成的后果之一就是可能会发生房室传导阻

滞。根据前述荧光光谱迁移, 我们可以认为在 610~ 690 nm

的范围内, 荧光光谱的迁移和荧光强度的变化率成线性关

系, 因此膜电位的变化 �V m 和�F / F 成线性关系, 利用荧光

图像, 可以得到动作电位时程图等功能图像, 如图 5 所示。

Fig� 4� Optical mapping of action potential with an intact heart. It is 28 f rames of 140 consecutive frames

Fig� 5� The APD map, based on �F/ F

� � 由于心肌细胞收缩会引起运动伪迹, 所以在实验中必须

加入钙阻断剂 BDM, 但是无法从根本上消除由于细胞兴奋

时光学参数的改变所造成的伪迹。由于染料溶剂会对细胞电

活动造成部分影响, 因此还需要进一步实验来摸索染料灌注

方法 , 寻找合适灌注时间和速度。根据染料的荧光光谱漂

移, 当波长小于 570 nm 的时候, 染料荧光强度的变化随着

膜电位的升高而增大, 与波长大于 570 nm 的情况正好相反,

因此我们可以利用这一特性, 在今后的研究中, 采用双波长

检测, 利用不同荧光波长对膜电位改变的响应不同, 来减小

伪迹, 从而提高整个系统的信噪比。

基于 CCD相机的快速荧光检测技术在生物医学中的应

用越来越广泛[ 12�14] , 本文介绍了一种心电信号荧光检测系

统, 基于电压敏感染料 di�4�ANEPPS 的荧光光谱迁移, 利用

一个 CCD 相机, 可以对离体灌注的家兔心脏进行荧光成像,

根据得到的荧光图像, 得到动作电位时程图, 可以对心律失

常等复杂电生理模型进行研究, 为电生理研究提供一个有力

的工具。
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An Optical Mapping System Based on Spectral Shift of

Voltage�Sensitive Dyes
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Abstract � Recently, non� inv asive optical methods to monito r transmembrane electr ical po tent ial using voltage sensit ive dyes have

been applied w idely in the studies o f normal and patho lo gical hear t rhythms and defibr illation. In t he present paper, the aut ho rs

measured the excitation and t he emission spectr a o f the volt age�sensit ive dyes di�4�ANEPPS bound t o pho spholipid bilayer mem�

branes. And acco rding to the spectr al shift o f di�4�ANEPPS, the autho rs pr esented an optica l mapping system combining a DAL�
SA CCD camera and a LED light source. U sing this optical mapping system, the autho rs could r eco rd the action potential dura�

t ion of the hea rt cells w ith high spatial and temporal resolut ions. It can be a pow erful to ol in the study of cardiac arrhy thmia

mechanisms.

Keywords� Optical mapping ; Voltag e sensitiv e dyes; Di�4�ANEPPS; F luor escence spect ral shift ; CCD camera
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