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　　［摘要］　目的　研究ＧＣａＭＰ（属于基因编码钙指示剂／蛋白钙指示剂）基因工程化的 Ｃ１７．２神经
干细胞的钙离子成像。方法　用慢病毒转染 Ｃ１７．２细胞，获得稳定表达 ＧＣａＭＰ基因的 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ
细胞。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定量检测Ｃ１７．２细胞及 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中神经干细胞标志物巢蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）
的表达情况。将Ｃ１７．２细胞（Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色后）和 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞置于定制数字荧光显微镜下进
行钙离子荧光检测。结果　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果提示Ｃ１７．２细胞及 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中 ｎｅｓｔｉｎ表
达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞较 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色 Ｃ１７．２细胞钙离子荧光锐波
（ｓｐｉｋｅ）波形持续时间长且相对荧光强度强（Ｐ＜０．０５），在Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色Ｃ１７．２细胞中能观察到钙离子荧
光慢波（ｗａｖｅ）波形，而Ｃ１７．２ＧＣａＭＰｗａｖｅ波形不典型。结论　Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞在保持神经干细胞干
性的同时能够监测细胞内钙离子变化，能够运用于神经干细胞移植治疗视网膜色素变性功能整合的研究。
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　　视网膜色素变性是一类遗传性致盲性眼病［１］，药

物治疗无效［２］，干细胞移植治疗具有良好前景。干细

胞移植治疗功能整合机制研究是干细胞移植治疗视网

膜变性疾病研究的重要方面。神经元通过整合形成突

触功能连接，钙离子在突触功能信号传递中发挥重要

作用［３］。ＧＣａＭＰ作为一种新型钙离子指示剂，属于基
因编码钙指示剂／蛋白钙指示剂（ＧＥＣＩ），由钙调蛋白、
ＧＦＰ、Ｍ１３三部分组成，其结合钙离子后构象发生变化
从而发出绿色荧光［４］。本研究采用 ＧＣａＭＰ５Ｇ钙离子
指示剂，是ＧＣａＭＰ的一种，通过荧光强度的变化反映
活细胞内钙离子浓度变化。Ｃ１７．２神经干细胞是小鼠
小脑来源的永生化的神经干细胞，性质稳定［５］，可用

于干细胞移植整合研究。稳定表达 ＧＣａＭＰ基因的
Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞，为在体研究移植干细胞功能整合
提供新的手段及思路。本研究对比 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细
胞与Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色钙离子成像特点，为
视网膜色素变性神经干细胞移植治疗功能整合机制研

究奠定前期研究基础。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、马血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛
血清（ＦＢＳ）、青链霉素双抗（ＰＳ）、胰蛋白酶 （Ｇｉｂｃｏ公
司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司），Ｆｌｕｏ４ＡＭ
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司），去 ＤＮＡ试剂盒（Ａｍｂｉｔｉｏｎ公
司），逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试
剂盒（ＢｉｏＲａｄ公司），数字荧光显微镜（奥林巴斯公
司），ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　Ｃ１７．２细胞培养
　　Ｃ１７．２细胞用含 １０％ＦＢＳ、５％马血清、１％ＰＳ的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。Ｃ１７．２
细胞生长密度达到８０％，用０．０５％胰蛋白酶消化传代。
１．３　Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞获取及培养
　　Ｃ１７．２细胞接种，２４ｈ后换液，在培养基中加入
ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（８μｇ／ｍＬ）以及以 ＣＭＶ为启动子携带
ＧＣａＭＰ５Ｇ基因的慢病毒进行转染，２４ｈ后换液，３ｄ后
流式筛选。筛选得到的阳性细胞，以１～２细胞／孔的
密度接种于９６孔板中进行 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞扩增。
Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ培养方法同Ｃ１７．２细胞。
１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｃ１７．２细胞及Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ

细胞ｎｅｓｔｉｎｍＲＮＡ表达
　　用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ２种细胞总 ＲＮＡ。将提取的总
ＲＮＡ按照去ＤＮＡ试剂盒方法去除ＤＮＡ。将纯化后的
总ＲＮＡ通过逆转录试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡ。逆转录
条件：３７℃ １５ｍｉｎ；８５℃ ５ｓ；４℃ ３０ｓ。ｃＤＮＡ通过
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒进行定量 ＰＣＲ检测 Ｃ１７．２细胞
及Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞ｎｅｓｔｉｎ表达情况。每种基因设３

复孔。引物序列及扩增产物长度见表１。

表１　引物序列及产物大小
基因名称 　　　　　　　引物序列 产物大小（ｂｐ）
ｎｅｓｔｉｎ 上游：５′ＧＣＡＧＧＧＴＣＴＡＣＡＧＡＧＴＣＡＧＡＴＣ３′ １０６

下游：５′ＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＣＴＧＴＡＴＧＴＡＧＣＣＡ３′
ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＣＴＡＣＡ３′ ８５

下游：５′ＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧ３′

１．５　Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ钙离子成像
　　配制胞外液：ＮａＣｌ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＣａＣｌ２ ２．０ ｍｍｏｌ／Ｌ， ＭｇＣｌ２ １．０ ｍｍｏｌ／Ｌ， ｇｌｕｃｏｓｅ
１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，用ＮａＯＨ调整ｐＨ
于７．２～７．４之间。将Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞接种于载有
１６ｍｍ小玻片的１２孔板中，接种后２４ｈ，用胞外液漂
洗２遍，将小玻片捞出，置于胞外液灌流槽中，行数字
荧光显微镜成像。拍摄条件：激发光波长：４８８ｎｍ，曝
光时间：４５ｍｓ，图片间隔时间（包括曝光时间）：１ｓ。
１．６　Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色钙离子成像
　　配制胞外液同上，将Ｃ１７．２细胞接种于载有１６ｍｍ
小玻片的１２孔板中。用 ＤＭＳＯ溶解 Ｆｌｕｏ４ＡＭ粉末
配制１ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，－２０℃保存。用胞外液及
Ｆｌｕｏ４ＡＭ母液配制５μｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｌｕｏ４ＡＭ工作液。
Ｃ１７．２接种２４ｈ后，用胞外液漂洗３遍，加入５μｍｏｌ／Ｌ
Ｆｌｕｏ４ＡＭ工作液覆盖过玻片，置于 ３７℃孵箱孵育
４０ｍｉｎ，吸除Ｆｌｕｏ４ＡＭ工作液，用胞外液漂洗３遍，置
于３７℃孵箱孵育２０ｍｉｎ。将小玻片捞出，置于胞外液
中灌流槽中，行数字荧光显微镜成像。拍摄条件：激发

光波长：４８８ｎｍ，曝光时间：４５ｍｓ，图片间隔时间（包括
曝光时间）：１ｓ。
１．７　图像分析
　　将 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞及 Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ
染色钙离子成像图片由 ＩｍａｇｅＪ处理分析：去背景后，
计算相对荧光强度：ｄｅｌｔａＦ／Ｆ０＝（Ｆ－Ｆ０）／Ｆ０（Ｆ０为初
始荧光值，Ｆ为瞬时荧光值，ｄｅｌｔａＦ为 Ｆ减去 Ｆ０的差
值）。荧光上升、下降速率是用相对荧光强度除以上

升、下降的时间得到。将得到的相对荧光强度数据导

入ＩｇｏｒＰｒｏ软件中进行数据分析。
１．８　统计学分析
　　数据采用ＳＰＰＳＳ１７．０软件进行分析。钙离子成像
波形数据通过聚类分析分成 ｓｐｉｋｅ和 ｗａｖｅ两类，ｓｐｉｋｅ
和ｗａｖｅ钙离子波形的时长、相对荧光强度、上升速率、
下降速率等数据运用独立样本ｔ检验分析组间差异。

２　结果

２．１　Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞表达ｎｅｓｔｉｎ及钙离子ｓｐｉｋｅ波形
　　Ｃ１７．２神经干细胞经过慢病毒转染流式筛选细胞
扩增后获得 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞
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中神经干细胞标志物ｎｅｓｔｉｎ与Ｃ１７．２细胞相比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１Ａ）。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞
能够发出绿色荧光，荧光强度随胞内钙离子浓度变化

而变化，呈现ｓｐｉｋｅ钙离子波形（图１Ｂ～Ｄ）。
２．２　Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色与 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细

胞钙离子ｓｐｉｋｅ波形比较
　　Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色与 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细
胞归一化后ｓｐｉｋｅ波形相似（图２Ａ～Ｅ）。Ｃ１７．２细胞
Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色 ｓｐｉｋｅ时长为（４５．６４±１３．６２）ｓ（ｎ＝
２５），Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞ｓｐｉｋｅ时长为（８０．０４±３３．７２）ｓ

（ｎ＝２５），两者比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色相对荧光强度为（０．９２６±
０６０２），上升速率为（０．０５４±０．０３２）ｓ－１，下降速率
（０．０３８±００２４）ｓ－１（ｎ＝２５）。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞相
对荧光强度为（２．６６７±１．９４８），上升速率为（０．１４５±
０．１４３）ｓ－１，下降速率（０．０５９±０．０５８）ｓ－１（ｎ＝２５）。
Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色与Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞相比
相对荧光强度差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），上升速
率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），下降速率差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

!"#

!"$

$%#

&

'
(
)
*
+
'
,
-
.
/
!
"
#
$
%

0!1%2 0!1%2340567

$%8$

$%#$

$%9$

$%:$

$%2$

$%!$

$

3$%!$

!
"
&
'
(
)

$ 2$$ 9$$ 8$$ ;$$ ! $$$

*+,!<)-

!& !,

"

#

$

& ) 9& ) ;& ) !2& ) !8& )

%

./

Ａ：Ｃ１７．２细胞与Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞ｎｅｓｔｉｎｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞呈现ｓｐｉｋｅ波形；Ｃ：Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ
细胞在荧光显微镜下发出绿色荧光；Ｄ：Ｃ中标记细胞的荧光强度随着时间变化而变化　（×４００）

图１　Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞表达ｎｅｓｔｉｎ及钙离子ｓｐｉｋｅ波形
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图２　Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色与Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞钙离子ｓｐｉｋｅ波形比较
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２．３　Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色及 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细
胞钙离子成像荧光交互图

　　Ｃ１７．２细胞经过Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色后发出绿色荧光
（图３Ａ）。Ｃ１７．２细胞经Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色荧光强度及分
布（反映钙离子浓度及分布）随时间变化而发生改变

（图３Ｂ、Ｃ）。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞发出绿色荧光（图
３Ｄ），Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞荧光强度及分布（反映钙离
子浓度及分布）随时间变化而发生改变（图３Ｅ、Ｆ）。

２．４　Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色呈现钙离子ｗａｖｅ波形
　　在Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色中发现除 ｓｐｉｋｅ波
形外的另一种钙离子 ｗａｖｅ波形（图４Ｂ），占细胞总数
（ｎ＝２２２）的４４．５９％。Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色ｗａｖｅ
波形时长（１４５８．８５±３９６．４７）ｓ（ｎ＝２７），相对荧光强度
为（３．２７２±２．０５２），上升速率（０．００４８±０．００２７）ｓ－１，
下降速率（０．００２３±０．００１０）ｓ－１（ｎ＝２７），上升速率
与下降速率比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。
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图３Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色及Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞钙离子成像荧光交互图
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图４　Ｃ１７．２细胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色呈现钙离子ｗａｖｅ波形
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３　讨论

　　在生物体内钙离子通过产生各种各样的信号，来
调控众多的细胞进程［６］。在神经系统中，由于神经细

胞形态的复杂性，钙离子作用复杂且广泛［７］。钙离子

指示剂对观察干细胞移植整合具有重要意义。钙离子

指示剂主要包括化学染料钙指示剂和基因编码钙指示

剂（ＧＥＣＩ），两种钙指示剂各有优点和局限［７］。化学染

料钙指示剂具有良好的信噪比及快速的动力学［８－９］，

但很难特异性标记到特定的某类神经元上，且不能进

行长达数天的慢性钙离子信号记录［７］。ＧＥＣＩ可以在
神经元内长时间起作用［１０－１２］，结合慢性窗口记录可以

进行数周至数月慢性成像［１３］。ＧＥＣＩ还可以通过细胞
特定启动子［１４］、打靶序列［１５－１６］、ＣｒｅｌｏｘＰ重组酶系
统［１７］记录细胞甚至亚细胞水平的钙离子信号。ＧＥＣＩ
的不足是大多数 ＧＥＣＩ胞内动力学缓慢［９］，其在细胞

内的长程表达可能会对细胞造成潜在影响［１２］。在细

胞移植研究中，ＧＣａＭＰ成像能够在体观察到移植细
胞，且能观察到移植细胞的钙离子活动。本实验使用

的 ＧＣａＭＰ为 ＧＣａＭＰ５Ｇ，具有良好的信噪比及动力
学［１８］。

　　ｎｅｓｔｉｎ是一种中间丝蛋白，作为 Ｃ１７．２神经干细
胞标志物，表达在未分化的中神经系统的细胞中［１９］。

当中枢神经系统的细胞分化为神经元或胶质细胞时，

ｎｅｓｔｉｎ的表达量下降［２０－２１］。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果
提示ｎｅｓｔｉｎ在 Ｃ１７．２细胞及 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中的
表达无显著差异，说明Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞较Ｃ１７．２细
胞干性无明显变化。

　　 化学染料钙指示剂 Ｆｌｕｏ４解离常数约为
３４５ｎｍｏｌ／Ｌ，Ｆｌｕｏ４ＡＭ是 Ｆｌｕｏ４的甲基酯形式，可穿
过活细胞膜［２２］。基因编码钙指示剂ＧＣａＭＰ５Ｇ解离常
数约为４６０ｎｍｏｌ／Ｌ［１８］，与Ｆｌｕｏ４相近。归一化后平均
Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色 ｓｐｉｋｅ波形与 Ｃ１７．２
ＧＣａＭＰ细胞 ｓｐｉｋｅ波形比较，形态相似。在 Ｃ１７．２细
胞Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色中存在钙离子ｓｐｉｋｅ波形和 ｗａｖｅ波
形［２３］，在 Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中存在钙离子 ｓｐｉｋｅ波
形，未见典型的ｗａｖｅ波形，仅见时长为３００～６００ｓ、相
对荧光强度为０．１～１．０的不典型钙离子振荡波形。
在观察的细胞中 Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４ＡＭ染色出现
ｓｐｉｋｅ波形阳性细胞数占细胞总数的１３．９６％，ｗａｖｅ波
形阳性细胞数占细胞总数的４４．５９％。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ
细胞 ｓｐｉｋｅ阳性细胞占细胞总数的３２．５４％。Ｃ１７．２
ＧＣａＭＰ细胞中钙离子ｓｐｉｋｅ波形较 Ｃ１７．２细胞 Ｆｌｕｏ４

ＡＭ染色增加，且时长更长、相对荧光强度更强，但
Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中未见典型 ｗａｖｅ波形。钙离子
ｗａｖｅ波形可被 Ｐ２Ｙ嘌呤受体诱导，ｓｐｉｋｅ波形可被
Ｐ２Ｘ嘌呤受体诱导［２４］。Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞中未见典
型ｗａｖｅ波形，推测可能由于 ＧＣａＭＰ基因在细胞内稳
定表达，与胞内游离钙离子结合，致使游离钙离子相对

减少，钙调蛋白和钙调磷酸酶敏感的转录因子表达发

生变化［２４］，从而嘌呤受体表达发生变化所致。细胞的

状态及周期分布等有可能影响钙离子波形。在神经发

生过程中，初期钙离子 ｓｐｉｋｅ现象增加，在神经成熟的
阶段ｓｐｉｋｅ现象减少［２５］。钙离子 ｗａｖｅ现象与神经活
动、生理过程相关［２６－２７］，与神经干细胞增殖相关［２８］。

Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞ｓｐｉｋｅ现象增加，ｗａｖｅ现象不典型，
提示Ｃ１７．２ＧＣａＭＰ细胞相较于 Ｃ１７．２细胞在维持干
性的情况下更易分化，能够应用于视网膜色素变性神

经干细胞移植治疗功能整合的研究。

参考文献：

［１］ＢｕｓｓｋａｍｐＶ，ＤｕｅｂｅｌＪ，ＢａｌｙａＤ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆｃｏｎｅｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓｒｅｓｔｏｒｅｓｖｉｓｕａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｒｅｔｉｎｉｔｉｓ
ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，３２９（５９９０）：４１３－４１７．

［２］ＷｏｎｇＩＹ，ＰｏｏｎＭＷ，ＰａｎｇＲＴ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｉｓｅｓｏｆｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｒｅｔｉｎａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＧｒａｅｆｅｓＡｒｃｈ

ＣｌｉｎＥｘｐＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１１，２４９（１０）：１４３９－１４４８．
［３］ ＢｅｒｒｉｄｇｅＭ Ｊ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，

１９９８，２１（１）：１３－２６．
［４］ＮａｋａｉＪ，ＯｈｋｕｒａＭ，ＩｍｏｔｏＫ．ＡｈｉｇｈｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅＣａ２＋

ｐｒｏｂｅｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆａｓｉｎｇｌｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００１，１９（２）：１３７－１４１．

［５］ＲｙｄｅｒＥＦ，ＳｎｙｄｅｒＥＹ，ＣｅｐｋｏＣＬ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓｕｓｉｎｇｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ
ｖｅｃｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｏｎｃｏｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，１９９０，２１
（２）：３５６－３７５．

［６］ＢｅｒｒｉｄｇｅＭＪ，ＬｉｐｐＰ，ＢｏｏｔｍａｎＭＤ．Ｔｈｅｖｅｒｓａｔｉｌｉｔｙａｎｄｕｎｉ
ｖｅｒｓａｌｉｔｙｏｆｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，
２０００，１（１）：１１－２１．

［７］ＧｒｉｅｎｂｅｒｇｅｒＣ，ＫｏｎｎｅｒｔｈＡ．Ｉｍａｇｉｎｇｃａｌｃｉｕｍｉｎｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．

Ｎｅｕｒｏｎ，２０１２，７３（５）：８６２－８８５．
［８］ＨｅｌｍｃｈｅｎＦ，ＢｏｒｓｔＪＧ，ＳａｋｍａｎｎＢ．Ｃａｌｃｉｕｍｄｙｎａｍｉｃｓａｓｓｏ

ｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｓｉｎｇｌｅａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎａＣＮＳｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃｔｅｒ
ｍｉｎａｌ［Ｊ］．ＢｉｏｐｈｙｓＪ，１９９７，７２（３）：１４５８－１４７１．

［９］ＨｅｎｄｅｌＴ，ＭａｎｋＭ，ＳｃｈｎｅｌｌＢ，ｅｔａｌ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆｇｅｎｅｔｉｃｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｓａｎｄＯＧＢ１ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｎｅｕ
ｒａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃａｌｃｉｕｍｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，
２００８，２８（２９）：７３９９－７４１１．

８６０１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５



［１０］ＡｎｄｅｒｍａｎｎＭＬ，ＫｅｒｌｉｎＡＭ，ＲｅｉｄＲＣ．Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｌｌｕｌａｒ
ｉｍａｇｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｖｉｓｕａｌｃｏｒｔｅｘｄｕｒｉｎｇｏｐｅｒａｎｔｂｅｈａｖｉｏｒａｎｄ
ｐａｓｓｉｖｅｖｉｅｗｉｎｇ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１０，４：３．

［１１］ＭａｎｋＭ，ＧｒｉｅｓｂｅｃｋＯ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｃｏｄｅｄｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｉｃａ
ｔｏｒｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍＲｅｖ，２００８，１０８（５）：１５５０－１５６４．

［１２］ＴｉａｎＬ，ＨｉｒｅｓＳＡ，ＭａｏＴ，ｅｔａｌ．Ｉｍａｇｉｎｇｎｅｕｒａｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｗｏｒｍｓ，ｆｌｉｅｓａｎｄｍｉｃｅｗｉｔｈｉｍｐｒｏｖｅｄＧＣａＭＰｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｉｃａ
ｔｏｒｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｔｈｏｄｓ，２００９，６（１２）：８７５－８８１．

［１３］ＨｏｌｔｍａａｔＡ，ＢｏｎｈｏｅｆｆｅｒＴ，ＣｈｏｗＤＫ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍ，
ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｍａｇｉｎｇｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｎｅｏｃｏｒｔｅｘｔｈｒｏｕｇｈａ
ｃｈｒｏｎｉｃｃｒａｎｉａｌｗｉｎｄｏｗ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｔｏｃ，２００９，４（８）：１１２８－
１１４４．

［１４］ＢｏｚｚａＴ，ＭｃＧａｎｎＪＰ，ＭｏｍｂａｅｒｔｓＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇ
ｏｆｎｅｕｒｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｂｅｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２００４，４２（１）：９－
２１．

［１５］ＭａｏＴ，Ｏ’ＣｏｎｎｏｒＤＨ，ＳｃｈｅｕｓｓＶ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆＧＣａＭＰｔｙｐｅｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｃｏｄｅｄ
ｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２００８，３（３）：ｅ１７９６．

［１６］ＳｈｉｇｅｔｏｍｉＥ，ＫｒａｃｕｎＳ，ＳｏｆｒｏｎｉｅｗＭＶ，ｅｔａｌ．Ａｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｔａｒｇｅｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｓｅｎｓｏｒｔｏｍｏｎｉｔｏｒｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｓｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１０，１３（６）：７５９－７６６．

［１７］ＬｕｏＬ，ＣａｌｌａｗａｙＥＭ，ＳｖｏｂｏｄａＫ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｎｅｕｒａｌｃｉｒｃｕｉｔｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２００８，５７（５）：６３４－６６０．

［１８］ＡｋｅｒｂｏｏｍＪ，ＣｈｅｎＴＷ，ＷａｒｄｉｌｌＴＪ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆａＧＣａＭＰｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｎｅｕｒａｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｍａｇｉｎｇ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１２，３２（４０）：１３８１９－１３８４０．

［１９］ＬｅｎｄａｈｌＵ，ＺｉｍｍｅｒｍａｎＬＢ，ＭｃＫａｙＲＤ．ＣＮＳｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ｅｘｐｒｅｓｓａｎｅｗｃｌａｓｓｏｆｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌ，１９９０，６０（４）：５８５－５９５．

［２０］ＦｒｅｄｅｒｉｋｓｅｎＫ，ＭｃＫａｙＲＤ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｏｆｒａｔｎｅｕｒｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，

１９８８，８（４）：１１４４－１１５１．
［２１］ＤａｈｌｓｔｒａｎｄＪ，ＬａｒｄｅｌｌｉＭ，ＬｅｎｄａｈｌＵ．ＮｅｓｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ

ｓｔａｔｅｉｎｍａｎｙ，ｂｕｔｎｏｔａｌｌ，ｒｅｇｉｏｎｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｃｅｎｔｒａｌ

ｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓＤｅｖＢｒａｉｎＲｅｓ，１９９５，８４

（１）：１０９－１２９．

［２２］ＧｅｅＫＲ，ＢｒｏｗｎＫＡ，ＣｈｅｎＷ Ｎ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏ４Ｃａ２＋ｉｎｄｉｃａｔｏｒｄｙｅｓ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＣａｌｃｉｕｍ，２０００，２７（２）：９７－１０６．

［２３］ＧｕＸ，ＯｌｓｏｎＥＣ，ＳｐｉｔｚｅｒＮＣ．Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｎｅｕｒｏｎａｌｃａｌｃｉ

ｕｍｓｐｉｋｅｓａｎｄｗａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕ

ｒｏｓｃｉ，１９９４，１４（１１Ｐｔ１）：６３２５－６３３５．

［２４］ＧｌａｓｅｒＴ，ＲｅｓｅｎｄｅＲＲ，ＵｌｒｉｃｈＨ．Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｐｕｒｉｎｅｒ

ｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｔｒａｎｓｉｅｎｔｓｉｎｎｅｕ

ｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｏｍｍｕｎＳｉｇｎａｌ，２０１３，１１（１）：

１２．

［２５］ＣａｒｅｙＭＢ，ＭａｔｓｕｍｏｔｏＳＧ．Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃａｌｃｉｕｍｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ

ａｒｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｎｅｕｒｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｍｕｒｉｎｅｎｅｕｒａｌ

ｃｒｅｓｔ［Ｊ］．ＤｅｖＢｉｏｌ，１９９９，２１５（２）：２９８－３１３．

［２６］ＳｐｉｔｚｅｒＮＣ，ＬａｕｔｅｒｍｉｌｃｈＮＪ，ＳｍｉｔｈＲＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｄｉｎｇｏｆ

ｎｅｕｒｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｃａｌｃｉｕｍｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｅｓ

ｓａｙｓ，２０００，２２（９）：８１１－８１７．

［２７］ＵｌｒｉｃｈＨ，ＡｂｂｒａｃｃｈｉｏＭＰ，ＢｕｒｎｓｔｏｃｋＧ．Ｅｘｔｒｉｎｓｉｃｐｕｒｉｎｅｒ

ｇｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

ｆｏｒＣＮＳｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｖ，２０１２，

８（３）：７５５－７６７．

［２８］ＩｌｌｅｓＰ，ＭｅｓｓｅｍｅｒＮ，ＲｕｂｉｎｉＰ．Ｐ２Ｙｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｎｅｕｒｏｇｅｎ

ｅｓｉｓ［Ｊ］．ＷＩＲＥｓＭｅｍｂｒＴｒａｎｓｐＳｉｇｎａｌ，２０１３，２（１）：４３－

４８．
（收稿：２０１５０２２６；修回：２０１５０３２２）

（编辑　张　维）

９６０１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５


