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　 　 【摘要】 　 钙是模型动物神经细胞内重要的第二信使,参与细胞多种功能的调节,可以产生多种细胞内信号,
这些信号在神经元功能调控及信息传递方面发挥着重要作用。 在明确的细胞亚区,钙信号发挥着高度特异性的功

能,尤其在大脑皮层中更能反映神经元的活性,因此神经元钙信号的检测对研究大脑皮层功能至关重要。 本文综

述了模型动物钙信号检测的方法,目前比较常见的方法包括双光子钙成像技术、深脑显微钙成像技术、光纤记录技

术。 通过文献回顾分析,了解了该领域的新进展,并综述了各种钙信号在体检测技术在模型动物神经元信号分析

和神经元可塑性研究的应用及前景。
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【Abstract】　 Calcium is an important messenger in mammalian nerve cells. It mediates a variety of intracellular signal
transduction pathways and plays an important role in regulating neuronal functions. Calcium signaling performs its highly
specific functions in a defined subregion of the cell, especially in the cortex. Detection of calcium signals in neurons is
particularly important to study neuronal functions. In this article, we review the method of detecting calcium signals in
model animals. The common method include two-photon calcium imaging technology, deep brain microscopic calcium
imaging technology, and optical fiber recording technology. Through a literature review and analysis, new developments in
this field are presented. We also discuss the prospects of calcium signal detection to study cortical neuronal signals and
plasticity in various animal models.
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　 　 钙(Ca2+)是调节真核细胞重要活动的第二信

使,介导去极化信号的传导,并参与突触活动的调

控及生物体内多种功能的调节,它对神经元的功能

至关重要。 当细胞受到外界各种刺激时,细胞外钙

离子内流或细胞内内质网钙库的钙离子释放,调控

钙离子在神经细胞质膜内外的浓度变化,转化为细

胞反应的信号,引起一系列生理反应。 细胞内钙离

子的测定是研究神经元钙信号的基础。 然而在细

胞内 Ca2+ 浓度比较低,而且变化迅速,加上 Mg2+、
Na+、K+等其他离子的浓度较高,通常要比它高出

104 ~ 106 倍,很容易造成较大的干扰,因此,测定细

胞内钙离子的浓度比较困难,需要发展灵敏度高、
特异性高的钙离子检测技术。

在早期的大脑皮层神经元的相关研究中,大多

数使用了电生理技术来研究神经元的活动,这项技

术尚存在许多缺点,尤其在长时程记录神经元活动

方面,特别不稳定,细胞记录的位置会随着时间改

变[1],这可能导致每天记录细胞的不同,极大地影

响了信号的稳定性。 钙成像是一项相对较新的技

术,它可以更好地解决电生理记录的主要弱点。 显

微成像技术的不断发展,以及新型钙指示剂的应

用,使得钙信号检测技术更加成熟[2]。 神经系统钙

成像技术的发展是一个长期的过程,这包括合适的

钙指示剂的选择,不同的染色加载技术的应用,以
及用于体内和体外最先进的钙成像设备的发现。

目前研究发现,双光子钙成像技术已经彻底改

变了钙成像领域的研究[3-4],得到了很大的普及与

应用;随着微光学的梯度折射率(GRIN)透镜系统的

出现,深脑显微钙成像技术促进了对大脑深层神经

活动的可视化,从而大大增加了大脑中可以被观察

和监控的神经元的数量[5];近几年,一种光纤钙信

号记录方法也得到了快速发展和应用。 本文就模

型动物视皮层钙信号检测的方法及其应用进行

综述。

1　 双光子钙成像技术

双光子钙成像技术已经成为一种在亚细胞水

平上探索神经元结构和功能的有效方法。 其应用

范围从亚细胞成像,如树突、轴突,到神经元或胶质

细胞的功能分析。 双光子显微镜可以对活体动物

的神经回路进行系统的成像,可以同时记录多个神

经元,允许在小鼠皮层上以单细胞分辨率对神经元

群进行活体功能成像[6]。 双光子显微镜的光源是

一种飞秒激光,它可以发出具有高峰值功率的周期

性脉冲序列的红外波段。 由于红外光对组织的穿

透性较深,因此双光子显微镜非常适合于组织成

像。 在典型的双光子显微镜中,一束飞秒激光被聚

焦到一个有限衍射点上,然后扫描整个目标皮层,
皮层被激发后,可以发射出被光电倍增管(PMT)收
集的荧光,最终由探测系统收集形成一个图像。 由

于样品是被激发的,信号是逐点收集的,这种方法

克服了散射组织的宽场成像中出现的像素干扰。
此外,较长的激发波长相比于单光子激发更能抵抗

组织的散射。 由于双光子显微镜具有较高的光采

集效率、穿透深度和较低的光毒性,因此它通常是

共聚焦显微镜在神经元功能成像方面较好的替代

物。 它使一系列关于啮齿类动物的神经科学的研

究成为可能,如分析皮层之间的功能连接、皮层对

各种感觉刺激的反应、行为过程中的神经活动、神
经血管耦合以及脊柱结构和功能等诸多研究[7]。

双光子成像允许深入组织观察,能够监测神经

元的 Ca2+变化。 使用双光子显微镜在模型动物的研

究已经取得了显著进展。 Tran 等[8] 运用双光子在

体成像技术对小鼠皮层进行钙成像,检测到了活跃

小鼠星形胶质细胞中频繁的 Ca2+ 瞬变。 Muir 等[9]

使用漂移光栅和格子模式的刺激来研究小鼠初级

视觉皮层(V1 区)对感觉特征的局部整合,同时用

双光子钙成像记录麻醉小鼠 V1 区Ⅱ/Ⅲ层视觉诱

发的神经元活动。 该成像系统是由 Ti:蓝宝石激光

发射系统提供波长为 830 nm 或 870 nm 的 100 fs 激
光脉冲来测量荧光变化,揭示了小鼠 V1 区神经元

群在移动光栅和格子模式的视觉刺激阶段的视觉

特征的整合水平。 McClure 等[10]利用双光子钙成像

技术成功地在清醒的小鼠上进行测量了 V1 层数千

个Ⅱ/Ⅲ层神经元,比较了 V1 区Ⅱ/Ⅲ层神经元在

单模态(仅视觉)或多模态(视、听)条件下的取向和

漂移光栅的方向表征,最终发现了声音通过调节神

经元的方向、方向调节特性以及响应振幅来改善

Ⅱ/Ⅲ层神经元中视觉刺激的方向和方向表征。
双光子钙成像在体检测技术在阿尔茨海默病

501



中国实验动物学报 2021 年 2 月第 29 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2021,Vol. 29, No. 1

(AD)小鼠模型的研究中也得到了巨大的应用,推
动了对疾病发病的认识和治疗机制的研究。 近年

来,尤其海马在体双光子钙成像检测技术是可以一

种直接评估阿尔茨海默病病理情况的有效方法。
海马体,位于丘脑和内侧颞叶之间,具有记忆存储、
空间定位、以及情绪调节等功能,同时也是阿尔茨

海默病最先产生病变的地方。 Busche[11] 通过双光

子显微镜和荧光钙指示剂对小鼠海马体成像,发现

小鼠皮质和海马体神经元的淀粉样蛋白依赖性异

常亢进是原发性神经元损伤的结果,这是以前的体

外分析很难做到的。 该方法为研究 AD 的发病机制

及治疗策略提供了一种理想的体内功能测定

方法[12]。
神经元树突在神经元信号传导过程中可以同

时计算电信号和化学信号,并将信号传向胞体,这
一过程对大脑的信息处理和交流至关重要。 分析

神经元树突上的信号最常用的方法之一是成像细

胞内 Ca2+浓度的动态变化[13]。 双光子显微镜的快

速发展和荧光 Ca2+指标的改进使我们能够更好地在

体外和体内条件下研究树突信号。 Ding 等[14] 利用

双光子钙成像和细胞内药理学操作,在体内同时监

测到了绒猴大脑视觉识别神经元的胞内电信号和

来自树突的 Ca2+ 化学信号。 Birkner 等[6] 使用双光

子显微镜超短激光脉冲进行成像,并结合新型荧光

钙指示剂 Cal-590 进行深度标记的方法,成功在小

鼠皮层的神经元群进行活体功能成像,证明了稳定

皮层的深层记录并不局限于麻醉的动物,而在清醒

的、有行为活动的老鼠中也是可行的。 该方法是对

传统双光子显微镜的成像的优化,大大地增强了双

光子成像的穿透深度。
双光子显微镜的改进及其与钙成像技术的结

合,使我们能够利用人工合成或基因工程编码的钙

指示剂来测量深层神经元群的活性,在神经科学研

究领域中应用广泛,极大地促进了脑科学的研究和

发展。

2　 深脑显微钙成像技术

深脑显微钙成像技术是一种轻量级的成像系

统,通过微型荧光显微镜系统观察自由行为的动物

大脑深处的神经活动,并可以记录数周内自由移动

的动物视皮层上的神经元钙信号,这对于理解认知

功能背后的神经编码机制具有重要意义。 微型荧

光显微镜系统由微型显微镜主体、数据采集控制器

和带换向器的数据传输电缆组成。 该系统允许在

小鼠的大脑深部区域进行 Ca2+成像,可以在自由移

动的动物视皮层上实现跨越 0 ~ 0. 5 mm2 区域的高

速细胞成像,同时跟踪跨越 9 个小脑微区的大于

200 个浦肯野神经元 Ca2+ 的峰值[15]。 与台式显微

镜相比,微型显微镜的主要优点是头戴式和低成

本[16]。 Ghosh 等[15]首次发现了带有荧光灯光源的

微型显微镜,该显微镜体积小,重量轻,易于安装在

小鼠头上,用于研究自由运动动物的复杂行为。
近年来,新兴的自定义设计的 GRIN 透镜系统,

利用其折射率的内部变化来引导光线从记录点来

回照射。 GRIN 透镜通常与微型头戴显微镜配合使

用,GRIN 镜头的长度大小可以定制,具有更大的视

野和更宽的焦距。 在与 GRIN 透镜相结合后,微型

显微镜成像系统可以记录数百个大脑深层区域的

神经元的钙活动长达数月。 这些透镜可以用来观

察位于大脑深部区域(如下丘脑)中带有基因标记

的神经元活动,从而大大增加了大脑监测的神经元

的数量,有助于解码特定行为背后的神经表征。
Zhang 等[17]在微型显微镜成像的基础上结合 GRIN
透镜系统,成功对行为动物大脑深部神经元进行钙

成像。 该系统从微型显微镜的设计、GRIN 透镜植

入的手术过程、微型显微镜在小鼠头部的安装以及

数据采集与分析进行改造。 其原理是利用表达钙

离子指示剂(GCaMP6)的病毒来标记靶脑区域,在
目标大脑区域上方植入一个 GRIN 透镜,在小鼠手

术恢复后,将微型镜安装在小鼠头部上方,最后将

自由活动老鼠的神经元活动记录下来。 Ziv 等[18]在

反复探索熟悉环境的自由活动小鼠身上,使用集成

显微透镜系统进行钙成像,在数周内跟踪了数千个

CA1 锥体细胞 Ca2+动态变化。 Barretto 等[19] 利用复

合双透镜梯度折射率(GRIN)微透镜,追踪了成年小

鼠的 CA1 海马锥体神经元树突,发现这些树突具有

极高的稳定性,而且它们的结构改变非常罕见。
Rehani 等[20]利用微型内窥镜成像系统,将 GRIN 透

镜植入大脑深处,成功地对自由运动小鼠纹状体胆

碱能间神经元钙活动进行成像,揭示了胆碱能中间

神经元神经纤维网的活动模式。
Sato 等[21] 开发了一种快速的双光子变焦显微

内窥镜系统,该系统具有 GRIN 透镜和显微内窥镜,
能够以较高的扫描速度对老鼠体内背侧海马 CA1
和杏仁核区域的神经元活动进行钙成像。 通过在

小鼠海马和杏仁核中呈现不同的神经元网络活动
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的多平面模式,证明了它在体内成像中的作用。 这

种多焦点显微内窥镜系统为目前的单平面深部脑

成像方法增加了一个新的维度。
该系统提供了直接进入大脑深部目标区域的

途径。 大脑皮层下的区域,如海马、丘脑和下丘脑,
甚至精细的结构,如 CA1 海马中的树突棘,都可以

成像[22],是目前对大脑中任何深度的神经回路活动

进行可靠的细胞分辨率成像最有前途的技术。 因

此可以用于研究脑内的皮层动态变化和信息交流,
从而阐明大脑信息编码的神经元机制。

3　 光纤记录技术

光纤记录技术,又称为光纤光度检测,是近几

年兴起的一种利用光纤记录钙信号的方法。 可以

通过灵活的轻型光纤传导来实时监测自由活动动

物大脑深处的神经元活性变化。 因其操作简单、方
便且允许检测特定细胞类型的神经元活动得到了

广泛应用[23]。 当受到外界行为刺激时,神经细胞会

产生一系列活动导致细胞内钙水平的升高,进而提

高 GCaMP 等荧光指示剂的荧光强度。 该系统通过

一根细的多模光纤进入大脑,然后通过同一根光纤

收集发射信号。 荧光通过埋植在特定脑区的光纤

陶瓷插芯导出,光电倍增管可以灵敏的检测其信

号,并将其转换为电信号。 电信号放大滤波后,被
计算机光纤记录系统采集到,进一步分析研究神经

元活动和行为的相关性。 因为这些光纤质量很轻,
可以弯曲,动物可以不受阻碍地移动,从而将神经

元活动与动物的特定行为联系起来。 这对于理解

特定神经元群在指挥或响应某个动作或刺激时所

扮演的角色至关重要[24]。
光纤记录可以长时程稳定检测神经元活性,

Zhang 等[25]成功采用了光纤记录技术检测小鼠在

自由运动过程中初级运动皮层和初级视觉皮层(M1
和 V1)第 5 层的 Ca2+信号。 这种方法通过微量注射

携带钙离子浓度指示蛋白的荧光指示剂 (常用

GCaMP 荧光指示剂)到特定脑区,利用指示剂的荧

光强度变化将神经元中钙离子的浓度变化表现出

来,通常可以检测到脑区神经元钙活动的范围大约

300 ~ 500 μm。 Stroh 等[26]同样应用光纤记录技术

证明了视觉诱发刺激产生的 Ca2+波首先发生在视觉

皮层。 Cui 等[27]设计了一套光纤系统来测量荧光生

物传感器在自由活动的小鼠大脑深部结构中表达

的强度、发射光谱和寿命,当与钙依赖选择性表达

基因编码的钙离子指示剂(GECIs)相结合时,该系

统可用于测量执行复杂行为任务的小鼠特定细胞

群的平均神经活动,并记录了执行杠杆压迫操作任

务的小鼠中与钙峰值相关的荧光变化。 大脑梨状

皮层是重要的嗅觉中枢,主要参与嗅觉信息的学习

和编码,并接受强烈的 5-羟色胺能(5-HT)神经支

配,但梨状皮层如何受 5-HT 的调节在很大程度上

仍是未知的。 Wang 等[28]利用钙光纤光度检测技术

和光遗传学技术研究了 5-HT 如何影响前梨状皮层

(the anterior piriform cortex,aPC)锥体神经元的活

性,发现了 5-HT 通过 5-HT2C受体、磷脂酶 C 和钙激

活钾(BK)通道直接降低锥体神经元的兴奋性。 此

外,内源性血清素能减弱 aPC 锥体神经元中气味引

起的钙反应。 这些发现确定了 aPC 的 5-羟色胺能

的调节机制,并阐明了其潜在作用。 中脑腹侧被盖

区(VTA)多巴胺能神经元在高度觉醒的各种依赖

行为中起着关键作用,然而,VTA 多巴胺能神经元

在觉醒调节中的作用尚未被完全了解。 Eban 等[29]

使用光纤光度检测技术记录了自由活动小鼠的钙

活性,发现了 VTA 多巴胺能神经元的不同投射对觉

醒有不同的调节作用,揭示了 VTA 多巴胺能回路在

维持清醒状态和与动物行为学相关的睡眠相关行

为中的基本作用。
光纤质量很轻,高度灵活,不需要对动物进行

固定,而且直径相对较小是收集深层脑组织荧光信

号的极佳选择。 该技术不仅适用于同一动物大脑

不同区域神经元活动的记录,也适用于不同模型动

物的记录。 因此,可以广泛应用于自由运动的模型

动物的行为学研究。

4　 钙离子荧光指示剂的发展与应用

近年来,钙成像技术在研究在体神经元方面变

得越来越重要,而钙离子荧光指示剂的发展与应用

起到了巨大的推动作用。 带有荧光示踪剂的钙成

像技术为监测神经元动作电位提供了一种光学方

法。 目前普遍作为微电极记录的补充,来测量神经

元在体内的活动,这种方法为小型模型动物大脑神

经元群活动的重建开辟了道路。
最早用于监测细胞钙信号动力学的钙指示剂

是生物荧光钙结合光蛋白。 随着技术的发展,更加

灵敏和通用的钙荧光指示剂被发现,钙离子的结合

引起分子构象的变化,从而导致荧光的强度变化。
第一代钙荧光指示剂由 Indo-1,Fura-2,Quin-2,和
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Fluo-3 等组成。 其中,Fura-2 是当时比较常用的一

种钙螯合剂与荧光团的结合物,其发射的荧光强度

随钙离子浓度的变化而变化,可以达到较高的空间

分辨率[30]。 但因其时间分辨率较低,组织分布不均

匀等缺点逐渐被代替。 现在最广泛使用的荧光指

示剂是 GCaMP,它是一种新型基因编码的钙离子指

示剂(GECIs),含有一种绿色荧光蛋白(GFP),可以

与钙调蛋白和一种来自平滑肌肌球蛋白轻链激酶

(RS20)的肽融合。 钙离子诱导钙调蛋白与 RS20 结

合,增加其结合的 GFP 分子的荧光[31]。 由于细胞

内的钙水平会随着动作电位的激发而升高,导致钙

自然流入细胞,当细胞内有足够的钙时,钙与钙指

示剂结合不到一秒钟,就能改变连接两个结构域的

GFP 蛋白的构象,从而诱导荧光增强[32]。 因此可以

作为一种测量钙信号的指标。 Chen 等[33] 利用慢病

毒(AAV)将 GCaMP 变异基因导入小鼠视觉皮层神

经元,通过体内成像检测到了单个树突棘神经细胞

内的钙瞬变。 随着基因编码的钙指示剂(GECIs)光
学技术的最新进展,已经有可能将这些荧光指示剂

表达到特定的神经元亚群中,并监测这些神经元的

荧光变化,可以实现体内实时监控的细胞和分子活

动[34]。 所以,这是用于研究脑皮层神经元的一种非

常好的记录方法。

5　 总结

不同的生物学问题将决定选择不同的研究方

法,各种方法最终将相互补充,共同揭示动物行为

的神经机制。 双光子钙成像技术可以特异性记录

大量神经元,但仅限于麻醉或头部受限的小鼠皮

层浅层区域[35-36] ,并且在头部固定下,一定的束缚

会对研究造成影响。 基于 GRIN 透镜系统的微型

显微镜对动物运动的限制比较小,且能在脑区深

部进行成像,是一种解决双光子成像问题比较好

的方法。 但由于成像装置价格昂贵,手术难度较

大[15,18] ,并且植入的 GRIN 透镜直径较大(通常≥
1 mm),可能会造成严重的组织损伤,组织损伤预

计是探头直径的二次函数,因此,即使成像探头的

直径稍微减小,也可能会导致组织损伤[27] 。 目前

基于光纤的钙信号检测技术随着钙荧光指示剂的

发展日趋成熟,但由于其空间分辨率效果差,信号

不特异,不能反映单个神经元活性,记录过程中形

成的光漂白和光毒性比较大等缺点,使其应用受

到一定限制。

6　 前景

未来几年,另一个重要的领域很可能会大力扩

展,那就是在清醒、行为正常的动物身上,对特定类

型的皮层神经元进行钙成像。 这些研究将不会局

限于大鼠,但很可能会扩展到其他模型,如雪貂,
猫,尤其是灵长类动物。 一个影响越来越大的应用

领域将是在各种神经元疾病研究中使用钙成像技

术来详细分析疾病的生物学机制[37]。 期待着钙成

像技术的进一步发展,相信未来 3D 成像和用于自

由移动动物的微型化设备的设计将成为可能。 随

着医学技术的发展,钙信号检测技术日新月异,极
大地促进了神经元细胞结构与功能的研究和发展,
在神经系统乃至神经科学领域中有更加深入的

应用。
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