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摘要 目的：研究光敏感通道蛋白（ChR2）选择性调控星形胶质细胞，对其细胞内钙离子水平的影响。方法：

离体培养SD大鼠星形胶质细胞细胞，采用慢病毒载体Lenti-GFAP-ChR2-YFP感染星形胶质细胞后，钙离子

荧光探针Rhod-2 AM作为钙离子活动的指示，以470 nm波长的蓝光刺激星形胶质细胞，实时在共聚焦荧光

下检测星形胶质细胞钙离子活动。结果：成功将光敏感通道蛋白（ChR2）表达在星形胶质细胞；激活光敏感

通道ChR2后，引起星形胶质细胞内钙信号活动，钙离子水平增加。结论：以光敏感通道ChR2为核心的光基

因技术可运用于调控星形胶质细胞钙离子活动。
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Abstract Objective: To study the effect of selective optogenetic regulation by Channelrhodopsin2 (ChR2) on

intracellular calcium levels in astrocytes. Methods: Astrocytes were cultured from SD neonate rats, and a lenti-

viral vector, Lenti-GFAP-ChR2-YFP, was used to transduce cultured astrocytes. Astrocytes were stimulated us-

ing blue light with a wavelength of 470 nm, and intracellular calcium signals, as indicated by the fluorescent Ca2+

indicator Rhod-2 AM, were recorded in real time by confocal fluorescence microscopy. Results: ChR2 was suc-

cessfully expressed in astrocytes. Photostimulation of ChR2 in astrocytes led to the activation of intracellular cal-

cium signaling and an increase in calcium levels. Conclusion: The use of ChR2 as an essential element of opto-

genetics could be a powerful tool in the regulation of calcium in astrocytes.
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星形胶质细胞是中枢神经系统中数量

最多的一类胶质细胞[1]。它通过细胞膜上的

各类受体和通道，维持离子平衡、ATP 和谷

氨酸稳态等，维系大脑的微环境，对神经元

具有营养、支持、修复和保护的作用[2,3]。星

形胶质细胞还具有调控神经元突触形成及

信息传递的功能 [4,5]。星形胶质细胞通过钙

信号与神经元网络发生双向通信 [6,7]。在各

种生理、病理情况下，星形胶质细胞细胞内

钙离子浓度增加，产生钙波震荡，释放各种

胶质递质（如谷氨酸、ATP、D-丝氨酸等）并

发挥相应的调控作用 [8,9]。星形胶质细胞参

与各种神经系统疾病的发病及修复，是治疗

的重要靶点之一。

化学药物治疗神经系统疾病，常因缺乏

细胞类型特异性而带来很多副作用。光基

因技术将光学技术与现代遗传学结合，将具

有兴奋或抑制作用的光敏感通道，靶向性地

导入特定的细胞或组织，以达到特异性地调

控的目的[10]。其中光敏感通道2（Channelrh-

odopsin2，ChR2）是光遗传学中核心的技术

工具之一[11,12]。

本研究拟采用光基因调控技术，将

ChR2 选择性地表达在星形胶质细胞中，探

讨该方法用于研究星形胶质细胞钙信号通

路及星形胶质细胞与其它细胞的相互作用

的前景和意义。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料

SPF 级新生 24 h 内的 SD 大鼠乳鼠，购

于华中科技大学同济医学院实验动物中

心。DMEM/F12、胎牛血清、胰蛋白酶购于

美国 Hyclone 公司，多聚赖氨酸购于美国
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Sigma公司，小鼠抗大鼠 GFAP 抗体、钙离子荧光探针

Rhod-2 AM购于美国 Neomarkers 公司，FITC标记羊抗

兔 IgG 购于美国 Jackson ImmunoResearch 公司。慢病

毒载体Lenti-GFAP-ChR2-YFP受赠于中国科学院深圳

先进技术研究院王立平教授课题组。

1.2 方法

1.2.1 星形胶质细胞的原代培养和纯化鉴定 在无菌

条件下取乳鼠大脑，D-hank’s液漂洗3遍，冰上取皮质

组织置于冰 D-hank’s 液中；剪碎、吹打分散为细胞悬

液，200 目筛网过滤；800 rpm、4 ℃离心 8 min，去除上

清，用全培养基（DMEM/F12培养液+20％胎牛血清）重

悬；调整细胞悬液中细胞密度为3.5×105/mL，接种于多

聚赖氨酸（0.1 mg/mL）包被过的培养瓶中，置于37 ℃、

95%O2、5%CO2培养箱中培养；2～3 d换液 1次；约 7 d

后，37 ℃恒温摇床摇动过夜，去除非星形胶质细胞；待

细胞生长汇合至 90%～95%时，按 1∶2～3传代至新培

养瓶培养或按所需密度接种于多聚赖氨酸包被过的盖

玻片中培养。实验所用细胞为传2代细胞。

当细胞爬片中星形胶质细胞融合率约 80%时，

弃去培养基，－20 ℃预冷冰甲醇于室温下固定细胞

15 min，PBS漂洗 3次，0.2% Triton X-100破膜 15 min，

5% BSA室温封闭 1 h，小鼠抗大鼠GFAP抗体（1∶200）

4 ℃孵育过夜，PBS漂洗 3 次，FITC标记羊抗小鼠 IgG

抗体（1∶200）避光室温孵育1 h，PBS漂洗3次，DAPI染

核室温10 min，PBS漂洗3次，50%甘油封片，荧光显微

镜进行观察，采集图片。

1.2.2 慢病毒感染星形胶质细胞 准备细胞：将状态良

好的星形胶质细胞传代接种到多聚赖氨酸（0.1mg/mL）

包被的6孔板中。细胞计数后，进行铺板。每孔加入

2 mL传代细胞全培养基（DMEM/F12培养液+10％胎

牛血清）。保证感染病毒时融合效率约为 40%。病毒

感染：感染前，弃去原培养基，每孔加入2 mL无血清培

养基。每孔加入慢病毒 1 µL（滴度为 1×109 TU/mL），

轻摇匀。放回 37 ℃、95%O2、5%CO2培养箱中培养。

感染24 h后全量换成传代细胞全培养基。72 h后观察

荧光表达，用于后续光刺激试验。转染慢病毒载体

Lenti-GFAP-ChR2-YFP 的为实验组，转染空载体的为

对照组。

1.2.3 细胞钙成像技术 染料孵育：取成功感染慢病

毒的星形胶质细胞，用 37 ℃平衡温度的 PBS 洗涤 2

次，于细胞孵育箱内 PBS 孵育 10 min。加入 Rhod-2

AM（终浓度5 µmol/L），37 ℃孵育20 min。PBS洗涤细

胞3次后，PBS孵育30 min脱酯，上机检测。挑出细胞

爬片，固定于专用皿上。采用 LED 光照系统激发

ChR2，波长为 470 nm，频率为 10 Hz，占空比为 1 ∶2，
LED亮灭时间比为 50 ms∶50 ms。400倍物镜观察，在

同一视野下，每复孔随机采集6个随机视野，每视野下

随机选择 4～6个细胞进行实时荧光记录。扫描间隔

为 1.5 s，记录总时间为 25 min。首先进行基线记录

120 s，然后打开光刺激系统，在光照刺激下连续记录荧

光变化。同样的方法进行 3次独立实验，每次各组设

立 3 个复孔。2 组各采集 100 个细胞的钙信号变化数

据。每个细胞在干预点前 120 s的数据取平均数作为

基线水平；各时间点的数据除以基线值，得到相对变化

值；数据按照干预点对齐，将各时间点数据（共 200个

样本）综合后进行统计学分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS17.0软件，计数资料以率表示。

2 结果

2.1 星形胶质细胞的培养与鉴定

星形胶质细胞接种 24～48 h后开始贴壁，折光性

较弱，细胞生长缓慢，3～5 d后，细胞生长速度加快，折

光性增强，向周围铺展，部分细胞开始伸出伪足。约

7～9 d后，细胞融合率可接近 100%。细胞呈梭型、多

边形或不规则形，以星形胶质细胞为主，含有少量的小

胶质细胞和少突胶质细胞。恒温震荡摇床过夜培养可

去除大部分小胶质细胞和少突胶质细胞。原代星形胶

质细胞经传代后，生长更加迅速，细胞胞体变大，分枝

多，多呈不规则形，小胶质细胞及少突胶质细胞几乎不

可见。星形胶质细胞标记抗体GFAP免疫荧光染色结

果显示，细胞计数星形胶质细胞占所有细胞的 98%以

上，见图1。

2.2 慢病毒成功感染星形胶质细胞

Lenti-GFAP-ChR2-YFP 为携带有 GFAP 启动子的

注：绿色荧光为GFAP，蓝色为细胞核DAPI染色；GFAP阳

性细胞占总细胞的98%以上（荧光显微镜，bar=100 μm）

图1 大鼠皮质星形胶质细胞鉴定
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慢病毒载体，光敏感通道蛋白ChR2在GFAP启动子的控

制下，选择性地表达于星形胶质细胞中，并且携带有黄色

荧光蛋白（YFP）标记，见图2A。Lenti-GFAP-ChR2-YFP

感染星形胶质细胞后约 4 d，感染效率高达 90%～

100%，见图2B。

2.3 激发光敏感通道可引起星形胶质细胞内钙离子浓

度升高

本研究应用了钙离子荧光探针Rhod 2-AM来指示

细胞内钙离子活动，见图3。实验组细胞在接受光照刺

激后，随即出现细胞内钙离子浓度的增加；在光照停止

后，细胞内钙离子浓度少许回落后，又继续上升，见图

4A。对照组细胞在接受光照刺激后，并不出现明显的

胞内钙离子浓度变化，见图4B。

3 讨论

星形胶质细胞所有大脑细胞的 20%～40%[13]。星

形胶质细胞作用广泛，如维持细胞外离子稳态、介导神

经递质清除、调控突触形成/清除，并参与神经元及血

管内皮功能的调控等[4,9,14]。星形胶质细胞钙信号被发

现后[15]，研究者们首次提出星形胶质细胞可能参与神

经回路功能[16]。

星形胶质细胞并不属于电兴奋性细胞。第二信使

Ca2+活动是星形胶质细胞活动的重要形式之一。星形

胶质细胞钙离子升高与胶质递质、大脑血流调节、神经

元活性等有关[17]。在病理情况下，胶质递质的释放可

引起神经元兴奋性增加和细胞死亡[18]。

采用光遗传学技术对于钙信号通路及神经回路进

行研究[19]，既可避免电刺激的不精确性和侵入性，又可

避免药物干预的非特异性[20]。通过光基因技术选择性

调控神经元放电和信息传递，可改变动物认知、奖赏、

呼吸、睡眠觉醒等行为[10,21,22]。ChR2是7次跨膜非选择

性阳离子通道蛋白，在强光刺激下，通道打开，细胞外

的阳离子进入细胞内形成离子流，即为光电流。ChR2

虽然是非选择性阳离子通道，但该通道对不同的阳离

子的通透性有所差异：Ca2+>Sr2+>Ba2+>Zn2+>Mg2+(≈0)。

本研究采用慢病毒载体，在 GFAP 启动子的控制

下，将ChR2导入星形胶质细胞中。波长为 470 nm的

蓝光刺激细胞后，有效地激发了星形胶质细胞钙波。

本研究证实了以 ChR2 调控星形胶质细胞的可行性。

本课题组后续将借助光基因技术，研究选择性地调控

星形胶质细胞，是否引起胶质递质的释放，是否引起胶

质细胞钙波向神经元的传递，星形胶质细胞通过何种

通路调控神经元的活性及功能等问题。
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工作中，有上述危险因素的急性大动脉粥样硬化型脑

梗死患者，早期应用TEG检测发现AR，可以通过以下

途径改善或减少AR的发生：①积极控制血糖，力争糖

化血红蛋白控制在6.5%以内；②转变不良日常行为方

式，包括戒烟、戒酒；③针对高Hcy血症患者，给予叶酸

及B族维生素的补充；④调整抗血小板用药方案，包括

加大阿司匹林剂量或换用/联合P2Y12抑制剂（氯吡格雷

或替格瑞洛）。总之，脑梗死的抗血小板治疗应该采取

个体化方案，针对危险因素进行精准医疗，达到最佳防

治效果。

参考文献
[1] 孙海欣, 王文志. 我国脑卒中流行状况及其防控策略[J]. 中华神经科
杂志, 2017, 50: 881-884.
[2] 许晶晶, 唐晓芳, 姚懿, 等. 阿司匹林抵抗与环氧化酶-1、环氧化酶-2
及血栓烷A2受体基因多态性相关性研究[J]. 中国循环杂志, 20 16, 31:
644-648.
[3] 王袢, 张鸿. 糖化白蛋白与阿司匹林抵抗的关系[J]. 中国脑血管病杂
志, 2017, 14: 491-495.
[4] 中华医学会神经病学分会, 中华医学会神经病学分会脑血管病学
组. 中国急性缺血性脑卒中诊治指南 2014[J]. 中华神经科杂志, 2015,
48: 246-257.

[5] MADDEN KP, KARANJIA PN, ADAMS HP Jr, et a1. Accuracy of
initial stroke subtype diagnosis in the TOAST study. Trial of ORG 10172
in Acute Stroke Treatment[J]. Neurology, 1995, 45: 1975-1979.
[6] 相春霞, 陈云霞, 陈景红, 等. 血栓弹力图在缺血性脑卒中抗血小板
治疗中的应用[J]. 标记免疫分析与临床, 2016, 23: 158-160.
[7] Englyst NA, Horsfield G, Kwan J, et a1. Aspirin resistance is more
common in lacunar strokes than embolic strokes and is related to stroke
severity[J]. J Cereb Blood Flow Metab, 2008, 28: 1196-1203.
[8] 徐如祥, 赵浩. 急性缺血性脑卒中溶栓治疗展望[J]. 中华神经医学杂
志, 2018, 17: 114-116.
[9] 中华医学会神经病学分会脑血管病学组急性缺血性卒中诊治指南
撰写组.中国急性缺血性脑卒中诊治指南 2010[J]. 中华神经科杂志,
2010, 43: 146-153.
[10] PASALA T, HOO JS, LOCKHART MK, et al. Aspirin resistance
predicts adverse cardiovascular events in patients with symptomatic
peripheral artery disease[J]. Tex Heart Inst J, 2016, 43: 482-487.
[11] Soaita I, Yin W, Rubenstein DA. Glycated albumin modifies platelet
adhesion and aggregation responses[J]. Platelets, 2017, 28: 682-690.
[12] Li J, Wang Y, Wang D, et a1. Glycated albumin predicts the effect of
dual and single antiplatelet therapy on recurrent stroke[J]. Neurology,
2015, 84: 1330-1336.
[13] CAI GY, ZHOU WJ, LU Y, et a1. Aspirin resistance and other
aspirin-related concerns[J]. J Neurol Sci, 2016, 37: 181-189.
[14] 董珍, 朱婷珂, 徐俊. 同型半胱氨酸与痴呆: 国际共识声明[J]. 中国
卒中杂志, 2019, 14: 142-148.
[15] 臧颖卓, 史立信, 王清涛, 等. 急性脑梗死合并高同型半胱氨酸血症
患者阿司匹林抵抗及相关因素分析[J]. 脑与神经疾病杂志, 2016, 24:
755-758.

197


	20200401-01
	20200401-02.pdf

