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　 　 【摘要】 　
 

钙离子是生物体神经系统中重要的信使,可产生多种细胞信号,对神经元兴奋性的调控起着关键

作用;钙离子在明确的细胞亚区发挥着高度特异性功能。 钙信号间接反映神经元的活性,检测神经元钙信号对研

究大脑皮层功能尤为重要。 双光子钙成像技术对检测大脑皮层中的钙信号有独特的优势,可在体以单细胞分辨率

实时观测皮层神经元的活动。 研究非人灵长类动物的大脑皮层对提高人类神经系统的高级认知、精神疾病的治疗

及推动康复医学的发展有重大意义。 本文综述了双光子钙成像技术在非人灵长类动物皮质功能研究中的应用。
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【Abstract】　
 

Calcium
 

ions
 

are
 

important
 

messengers
 

in
 

the
 

nervous
 

system,
 

which
 

produce
 

various
 

cellular
 

signals
 

and
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

neuronal
 

excitability.
 

Calcium
 

ions
 

in
 

the
 

clear
 

cell
 

area
 

perform
 

highly
 

specific
 

functions.
 

Calcium
 

signals
 

indirectly
 

reflect
 

the
 

activity
 

of
 

neurons,
 

calcium
 

signal
 

detection
 

in
 

neurons
 

is
 

especially
 

important
 

to
 

study
 

cerebral
 

cortex
 

functions.
 

Two-photon
 

calcium
 

imaging
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

has
 

a
 

unique
 

advantage
 

by
 

revealing
 

real-time
 

in
 

vivo
 

activity
 

of
 

cortical
 

neurons
 

at
 

the
 

single
 

cell
 

resolution.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

application
 

of
 

two-photon
 

calcium
 

imaging
 

in
 

the
 

study
 

of
 

cortical
 

functions
 

in
 

non-human
 

primates.
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　 　 钙离子可以产生多种细胞信号,介导着多条信

号通路的传导,对神经元的调控起着关键作用[1] 。
当皮层神经元受到刺激时,胞内钙离子的浓度会发

生变化,随即转化为细胞信号,引起细胞响应。 钙

信号间接反映神经元的活性,精确测量钙离子利于

对神经元功能的研究。 目前,检测钙信号比较常见

的方法有双光子钙成像、光纤记录和深脑显微钙成

像等技术[2] 。 双光子钙成像起初是一项用于记录

啮齿类动物体内神经活动的高分辨率技术,尤其在

啮齿类动物视觉皮层的研究中发挥了重要的作

用[3-5] 。 近年来,研究人员克服了由非人灵长类动

物大脑的大小、曲率、生理脉动和免疫系统防御作

用等问题带来的挑战[6] ,成功将双光子钙成像技术

应用于非人灵长类动物大脑皮层的研究。
非人灵长类动物的大脑皮层是生物体的高级

中枢,具有多种高级功能[7] ,是研究人类高级认知

功能和神经康复机制的理想模型动物。 在早期非

人灵长类动物大脑皮层功能的研究中,常使用电生

理技术来研究皮层神经元的活动。 该技术存在着

若干不足,如在长期记录神经元活动方面相对不稳

定,电极的位置会随着时间改变导致多次记录的神

经元不一致,影响信号记录[8] 。 双光子钙成像技术

可在较大程度上弥补电生理技术主要不足,使单个

细胞反应特性可被准确检测。 采用双光子钙成像

技术检测各皮层神经元的钙信号,为探索神经元的

功能提供帮助。 本文就双光子钙成像技术在非人

灵长类动物大脑皮层神经元功能的研究现状作一

综述。

1　 双光子钙成像技术概述

神经元钙成像技术的原理就是借助钙离子浓

度与神经元活动之间的严格对应关系,利用特殊的

荧光染料或者蛋白质荧光探针,将神经元当中的钙

离子浓度通过荧光强度表现出来,从而达到检测神

经元活动的目的[9] 。
双光子显微镜是结合了激光扫描共聚焦显微

镜和双光子激发技术的一种新技术[10] 。 双光子显

微镜主要由激光发射器、光速扩展器、二向色镜、物
镜、探测系统和数据采集系统组成[11] 。 双光子激发

的基本原理是[10] :在高光子密度的情况下,荧光分

子可以同时吸收 2 个长波长的光子,在经过一个很

短的所谓激发态寿命的时间后,发射出一个波长较

短的光子;其效果和使用一个波长为长波长一半的

光子去激发荧光分子是相同的。 双光子激发需要

很高的光子密度,为了不损伤细胞,双光子显微镜

使用高能量锁模脉冲激光器。 这种激光器发出的

激光具有很高的峰值能量和很低的平均能量。 在

使用高数值孔径的物镜将脉冲激光的光子聚焦时,
物镜的焦点处的光子密度是最高的,双光子激发只

发生在物镜的焦点上,所以双光子显微镜不需要共

聚焦针孔,提高了荧光检测效率。
双光子钙成像技术有许多优点,例如具有高分

辨率的特性,可以在亚细胞水平上探索神经元;不
仅可以观测到神经元和胶质细胞的活动,还可以观

测到树突和轴突的功能结构和动态变化[6] ;并且还

可以在同一脑区对几百个神经元的活动进行监

测[12] ;还允许对清醒非人灵长类动物进行长时程观

测[13-14] ,在该模型动物大脑皮层研究中得到了广泛

的应用。

2　 非人灵长类动物脑功能研究的重
要性
　 　 在康复医学临床实践中,中枢神经系统受损的

患者大多会伴有认知功能障碍等高级脑功能受损

表现。 虽然,已有非侵入性神经调控、认知功能障

碍训练等多种康复治疗技术手段可帮助患者改善

认知功能,但具体神经元机制尚不明确。 大脑皮层

神经元编码机制的深入研究对康复治疗技术的优

化至关重要。 非人灵长类动物的脑结构和认知功

能、感官系统等脑功能与人有高度的相似性[15] ,利
用非人灵长类动物的高级脑功能来解释认知功能

的机制很有必要,这将推动康复医学的长足进步。

3　 双光子钙成像技术在非人灵长类动
物大脑皮层研究中的应用
3. 1　 在视觉皮层研究中的应用

3. 1. 1　 视觉皮层的可塑性

突触的稳定性严重影响脑回路的功能,并可能

是维持神经元功能特性的完整性所必需的。 与此

同时,在感知学习过程中观察到的皮层反应的改变

或感觉输入的中断可能是由于需要突触可塑性的

连接性的变化造成的。 前人对成人大脑皮层突触

稳定性的研究主要集中在树突上,但轴突的变化程

度尚不清楚。 为探究这个问题,Stettle 等[16] 重复对

猕猴初级视觉皮层(V1)进行双光子成像,发现轴突

大规模的分支模式是稳定的,但每周都有 1 个与末

端扣相关的小分支( smallbranches),以及 1 个传递
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扣的子集出现和消失。 为适应经验改变,大脑的可

塑性会延伸到初级感觉皮层区域,这在感觉丧失后

的相应皮层改变中表现得最为显著。 Marik 等[17] 使

用双光子钙成像研究成年猕猴视网膜病变后病变

投射区(lesion
 

projection
 

zone,LPZ)神经元的结构变

化,发现位于病变投射区内的抑制性神经元的轴突

经过修剪(pruning)和生长(growth)跨越了病变投射

区的界限。 证明病变投射区的抑制性神经元通过

轴突结构的变化与周围区域产生的兴奋相平衡。
这就引出了一个问题:视网膜病变后出现的轴突变

化是否也可以解释知觉学习过程中发生的功能改

变。 而后,该团队为解决这个问题在猕猴知觉学习

过程中对轴突进行双光子成像,发现在与视觉训练

相关视皮层区域神经元的轴突树枝发生了发芽

(sprouting)和修剪( pruning) [18] 。 这表明轴突树枝

结构的变化是知觉学习回路机制的组成的一部分,
为学习到的信息至少部分编码在初级视觉皮层的

观点提供了新的依据。
3. 1. 2　 视觉皮层的功能性

(1)颜色识别功能

从视网膜锥光感受器输入的信息包括形状和

颜色,在初级视觉皮层转换为方向选择性和颜色选

择性。 对此,一般模型认为颜色和方向是由初级视

觉皮层的不同神经元提取的。 事实上,结果是相反

的。 Garg 等[19]使用双光子钙成像探测了一个非常

大的彩色视觉刺激空间,并以单细胞分辨率绘制了

数千个神经元的功能微结构。 发现相对于消色差

刺激,V1 神经元更倾向于均匀颜色和定向选择,结
果表明 V1 中单个神经元可以精确并明确地编码颜

色和方向,方向和颜色是由重叠神经元环路相互处

理的。 该研究还发现在 V1 中,细胞更喜欢红色和

蓝色,但未能识别斑点之间的颜色异质性。 有研究

通过电生理技术表明标准颜色通路从 V1 的 CO 斑

点通过 V2(次级视觉皮层)的 CO 细条纹传递到 V4
(第四视觉皮层) 的颜色专一区域和后颞下皮层

(PIT),然而解剖颜色模块中的色调映射是如何随

着从 V1 到 V4 的分层处理而进化的尚不清楚。 为

研究此问题,Liu 等[20] 对清醒猕猴 V1、V2 和 V4 的

钙信号进行了更高分辨率的双光子成像。 发现与

V1 相比,V2 中的色素特异性细胞聚集增强。 一种

在 V1 中清晰的端谱(红蓝) 响应现象,在 V2 中消

退,而在 V4 中几乎不存在。 这表明视觉皮层中对

色差的处理是具有层次性的,由每个区域统一的点

状结构对颜色进行表征。 与此类似, Chatterjee
等[21]给予猕猴不同空间均匀的颜色刺激,同时使用

双光子钙成像技术检测 V1 神经元的活动,发现对

空间均匀的颜色刺激有反应的神经元形成了明确

的簇,与斑点相一致。 运用双光子成像清晰地展示

了颜色表征的结构。 非人灵长类动物的脑结构和

认知功能、感官系统等脑功能与人有高度的相似

性[15] ,人类在色彩空间的 3 个维度上感知数百万种

颜色:色相、亮度和色度。 大脑皮层中这些特定的

维度是如何代表的,以及它们之间是如何联系的尚

不清楚。 为研究这些问题,Li 等[22]使用双光子钙成

像对 V1 区神经元进行成像,发现色调和亮度在皮

质图上呈正交方向排列,色度由神经元反应的强度

表示。
(2)选择性特征

视觉皮层的神经元不仅对颜色有选择性,还对

一些特征,如定向、眼部优势和空间频率具有高度

选择性。 定向和空间频率调谐是 V1 神经元的显著

特征。 这些特殊的皮层空间调谐特性的组合组织

将强烈地塑造 V1 群体对不同视觉输入的反应,但
具体是如何组织的尚不清楚。 Nauhaus 等[23]利用双

光子钙成像展示了猕猴 V1 的空间频率和方向调谐

的 3D 细胞逐个细胞布局,并对其结构进行了更深

的观察和研究,推断出方向和空间频率映射是密切

相关的。 然而,这个观点在最近的研究中受到反

驳,Guan 等[24] 利用双光子钙成像以单细胞分辨率

构建了 5 只清醒固定猕猴 V1 浅层的第一个空间频

率图,并研究了空间频率神经元的调节特征和功能

组织特性。 发现空间频率有关神经元在 V1 猕猴中

的聚集性太弱的结果,这无法支持 Nauhaus 的观点:
空间频率和方向功能映射正交重叠。 Nauhaus 等[25]

还通过双光子钙成像揭示了猕猴 V1 区空间频率和

眼优势之间:空间频率和眼优势区域梯度平行,但
各自具有独特的空间周期。 Chen 等[26] 使用双光子

钙成像揭示了首选空间频率的局部可变性与整体

空间射频之间的联系:V1 的首选空间频率和感受场

的大小差异很大,随着偏心度以尺度不变的方式增

加。 证明了表面 V1 中的体系结构可以用一个集成

比例不变感受野的模型来描述,称之为集合比例

不变。
猴 V1 中的大部分神经元都是根据刺激方向调

整的。 不同的 V1 神经元偏好不同的方向和调节强

度。 V1 神经元是如何通过定向调节强度来排列的,

159
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以及神经元定向调节强度的排列是否与定向偏好

图有关,目前仍存在争议。 Ikezoe 等[27] 通过双光子

钙成像检测了单细胞水平上方向调节的局部空间

组织。 发现 V1 第 2 层和第 3 层附近的神经元在偏

好方向和调谐强度方面都很相似。 在邻近神经元

间偏好取向不同的区域(如取向断裂),定向调节强

度较弱,而在偏好取向相似的神经元区域(即取向

域),定向调节强度不同。 后来发现 V2 中也存在方

向选择性神经元,Hu 等[28]通过猴 V2 区的双光子钙

成像详细描述了猕猴方向选择神经元的反应特性。
与之类似,Ju 等[29]利用双光子钙成像研究了 5 只清

醒猕猴 V1 浅层的方向功能神经元的微观结构

(microstructures)和群体调节特性。
(3)形状识别功能

形状提取是物体识别的关键,是灵长类视觉皮

层的主要功能之一。 许多视觉皮层的神经元能选

择性地对复杂的形状特征做出反应,然而这些形状

选择神经元的分布仍不清楚。 叶芷[15] 利用双光子

钙成像首次在 V1 区中发现了对弧形视觉刺激有特

异反应的弧形识别神经元。 Guan 等[30] 用双光子钙

成像记录了清醒猕猴对光栅和平台的 V1 反应,结
果表明格子和光栅反应神经元是不同的亚群。 Tang
等[31]用使用双光子钙成像观察到 V4 的亚毫米功能

域,其中包含的神经元更偏好曲线轮廓而不是直线

轮廓。 Jiang 等[32]利用双光子钙成像以单细胞分辨

率证实了曲线或角选择神经元在空间上聚集成功

能域。
3. 1. 3　 视觉皮层的结构特点

感觉信息处理的一个基本原则是,大脑必须通

过减少处理相同信息的神经元的数量来优化效率。
神经元群中感觉表征的稀疏性反映了神经编码的

效率[33] 。 Tang 等[33]对非人灵长类动物呈现大量的

自然视觉刺激,同时使用双光子钙成像来检查表层

V1 区大量神经元的反应。 发现,有 0. 5%的神经元

对任何给定的自然图像都有明显的反应,证明了 V1
区神经编码是超稀疏和高效的。 Ikezoe 等[34] 在向

猕猴展示自然电影剪辑的同时利用双光子钙成像

技术记录了来自 V1 区神经元的荧光信号。 对于每

个记录下来的神经元,构建了一个编码模型。 进一

步分析发现,V1 区附近神经元间兴奋性射频亚场

(excitatory
 

RF
 

subfields)的范围和分布是共享的,而
抑制性射频亚场(suppressive

 

RF
 

subfields)的范围和

分布不同。 证明他们的编码模型分析应用于神经

元对自然电影反应的双光子钙成像,提供了一种可

靠和有效的方法来分析局部区域多个成像神经元

的广泛感受野特性。
3. 2　 在其他大脑皮层研究中的应用

(1)躯体感觉皮层:Sadakane 等[35] 使用双光子

钙成像技术检测了躯体感觉皮层中树突和轴突对

特定触觉刺激的选择性活动,证明了神经元对触觉

刺 激 的 反 应 可 以 在 亚 细 胞 分 辨 率 成 像。
Santisakultarm 等[36]使用双光子钙成像技术纵向显

示了躯体感觉皮层表面以下 500
 

μm 的血管系统和

神经元。 对清醒和麻醉狨猴大脑血流动力学和神

经活动进行了研究。 丁冉[37] 利用双光子钙成像技

术记录狨猴躯体感觉皮层神经元树突树突棘钙信

号特点。
(2)运动皮层:行为动物的双光子钙成像技术

揭示了在单细胞分辨率下与行为和认知功能相关

的神经元活动。 Ebina 等[38]训练头部固定的普通狨

猴执行上肢运动任务和同时对运动皮层 2 / 3 层神经

元进行双光子钙成像,并在细胞和亚细胞分辨率下

检测多个神经元的任务相关活动。 Trautmann 等[39]

通过双光子钙成像技术对恒河猴的顶端树突成像,
实现了对通过背侧前运动区和脑回初级运动皮质

的大量深层和浅表皮层神经元的神经元环路。
(3)听觉皮层:Zeng 等[40] 利用体内双光子钙成

像来检测麻醉狨猴的初级听觉皮层( A1)神经元种

群的张力偏好,发现狨猴 A1 神经元在宏观和微观

水平上都以张力位的方式分布。 在初级听觉皮层

中存在特定物种的局部张力位组织,这种组织可能

对灵长类动物大脑的听觉回路的组织很重要。
(4)前额叶皮层:Xie 等[41] 利用双光子钙成像

技术
 

记录猕猴在执行序列记忆过程中,前额叶皮层

数千个神经元的活动。 发现序列记忆维持期间的

神经活动状态空间,由相互正交的顺序子空间(rank
 

subspace)构成,每个事件( item)存储在对应的顺序

子空间中,各顺序子空间采用分布式群体编码。 该

研究揭示了大脑神经元群存储序列记忆的简单编

码规则。

4　 总结与展望

近年来,双光子钙成像技术在研究神经元的功

能方面变得越来越重要。 随着新钙指示剂的发现

和植入式人工硬膜窗设计的成功[42] ,双光子钙成像

技术在非人灵长类动物大脑皮层功能结构研究中
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起到了巨大的推动作用。 尽管该技术得到了广泛

的应用,但仍存在一些局限性。 例如:该技术目前

仅能观测到皮层表层,想要观测更深的皮层还比较

难;另外使用该技术时,受双光子显微镜体积的影

响,清醒非人灵长类的活动会受到限制,这使行为

认知活动与神经元活动之间联系的研究受到了很

大的限制。 该技术下一步发展可能会与梯度折射

率透镜折射系统( GRIN)结合来达到观测更深的皮

层的目的;也有望利用微型的双光子显微镜对清醒

非人灵长类动物成像,扩大动物的活动范围。 将来

该技术不仅可以在上述提到的皮层中应用,还可以

用于研究更多的脑区,如顶叶和颞叶;或可以做到

同时观测多个脑区。 除此之外,还可以应用于研究

自闭症等神经精神类障碍模式动物。 总之,双光子

钙成像技术在神经生物学和神经康复领域中是一

个很有应用前景的技术,它将推动神经系统研究的

快速发展。
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