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摘要 神经元树突上树突丝(filopodia)的形成及其运动，是神经元探索胞外环境、寻找突触前膜结构的一种方式．为研究星
形胶质细胞的兴奋对神经元树突上树突丝运动的调节机制，在与神经元混合培养的星形胶质细胞中转染光敏感通道

(channelrhodopsin-2)．Channelrhodopsin-2是一种可表达于细胞膜表面的非选择性阳离子通道，可被特定模式的蓝光激活，导
致大量钙离子内流并进一步诱发星形胶质细胞产生钙波，从而实现了选择性激活星形胶质细胞的目的．研究结果显示，在混

合培养的神经元与星形胶质细胞模型中，激活的星形胶质细胞可以抑制神经元 filopodia的运动，与外源性 ATP、谷氨酸的
作用效果一致．这表明星形胶质细胞激活后可能通过释放 ATP和谷氨酸等递质来抑制神经元 filopodia的运动．
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星形胶质细胞作为中枢神经系统中最主要的胶

质细胞，不仅对神经元起到营养、支持和保护的作

用，而且参与神经元与胶质细胞之间的信号调节，

对神经元的发育也有重要的影响[1-2]．神经元发育

过程中树突上树突丝(filopodia)的形成及其运动，
是神经元探索胞外环境、寻找突触前结构的一种方

式，在建立树突和轴突的联系、形成突触过程中具

有非常重要的生理意义[3-5]．但是星形胶质细胞是

否对神经元树突丝发育有重要的影响，可否通过释

放信号分子来调节树突丝的发生和运动，目前还不

清楚．原因之一是，没有一个可行的方案可以通过

选择性激活星形胶质细胞，观察星形胶质细胞的兴

奋对神经元树突丝的形成和运动状况的影响．

光敏感通道(channelrhodopsin-2, ChR2)是一个
7次跨膜的非选择性阳离子通道蛋白，在 470 nm
左右的激发光激活后可通透大量钙离子，从而引起

细胞内钙升高和细胞膜去极化[6]．ChR2 在神经系
统研究中已有较多应用，主要用于诱发神经元动作

电位，从而研究神经元活动在特定生理过程中的作

用，如神经元活动在突触形成的调节作用 [7-8]．本

研究首次用 ChR2转染星形胶质细胞，在神经元与

胶质细胞混合培养的条件下，实现了用激光选择性

激活胶质细胞的方法，为进一步研究星形胶质细胞

对神经元树突丝发育的影响提供了可能．

1 材料与方法

1援1 细胞培养

星形胶质细胞取自新生 SD大鼠的皮层细胞，
在含 10% FBS 的 MEM培养液中培养．胶质细胞
长满培养瓶后，置摇床过夜，使小胶质细胞脱落，

贴在瓶壁上就是纯度达 95%以上的星形胶质细
胞．神经元细胞取自 E17天的 SD大鼠胚胎皮层细
胞，用含 2% B27，1%谷氨酰胺的 Neurobasal培养
液中培养．培养前小玻片先进行多聚赖氨酸包被，

然后放入培养皿．细胞均放在 37℃、5% CO2的培

养箱培养．
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Fig. 1 Fluorescence image of cDNA expression
in astrocytes and neurons

(a) ChR2-GFP expressed in astrocytes. (b) GFP expressed in DIV4

neurons. (c) ChR2-GFP expressed in astrocytes and mCherry expressed

in neurons.

1援2 材料

DMEM， MEM， FBS， F12， Neurobasal，
B27，Glutamate购自 GIBCO公司；脂质体转染试
剂 Lipofect2000购自 Invitrogen公司；电转试剂盒
购自德国 Amaxa 公司；ATP 和谷氨酸购自美国
Sigma公司；钙指示剂 Rhod2购自 Invitrogen公司；
玻片购自美国 Warner instrument 公司； ChR2、
mCherry、GFP质粒由中国科学院上海神经生物研
究所惠赠．

1援3 神经元和星形胶质细胞的质粒转染及混合培

养模型

纯培养神经元：先将 E17的 SD大鼠胚胎皮层
取出，在 0.25%胰蛋白酶中消化 12 min，然后用
血清终止，加入适当的培养基轻轻吹打组织，使成

均匀的细胞悬液．取含 1伊106个细胞的细胞悬液离

心后弃去上清，留下细胞沉淀．电转液与 5 滋g
GFP质粒混合静置 5 min后与细胞混匀并转移至电
转杯．电转后将细胞转移至在培养箱预热的 D/F培
养液，1 h后换成 Neurobasal．
纯培养星形胶质细胞：取纯化后的星形胶质细

胞，用 0.25%胰酶消化约 3min，并用血清终止．
调整细胞浓度，使接种在培养皿内的细胞密度在

60%～70%．继续培养 2～3 天，使细胞密度达
80%左右．将 5 滋g ChR2 与 5 滋l 脂质体分别与
OPTIM 混合静置 5 min，再将两者混匀静置
20 min，然后加入到星形胶质细胞的培养皿内，3 h
后换成新的MEM培养液(含 2% B27)．
神经元与星形胶质细胞混合培养：原代培养的

星形胶质细胞转染 ChR2，24 h 或 48 h 后将电转
mCherry的神经元接种到星形胶质细胞上，1 h之
后换成 Neurobasal培养液．
1援4 星形胶质细胞胞内钙检测及 ChR2 的光刺激
模式

将纯培养及混合培养的细胞在激光共聚焦显微

镜下观察(Fluoview 500；Olympus，Tokyo，Japan),
鉴定质粒表达情况．转染 ChR2的星形胶质细胞培
养液用终浓度为 5 滋mol/L的 Rhod2在 37℃的培养
箱孵育 30～40 min．激光共聚焦显微镜的激发光选
择 488和 cy3，物镜为 20伊．圈出转入 ChR2的星
形胶质细胞进行序列扫描 (Timelapse)，参数为：
Interval，3.0 s；Number，500；Total time，25 min；
Resolution，512伊512．为了防止 Rhod2 荧光猝灭和
激活星形胶质细胞，实验时激发光强 度调低，

HeNe：0.5%～1.0%，荧光信号放大倍数调高，

PMT：700～800．光刺激星形胶质细胞前，我们
用 cy3 扫描星形胶质细胞约 3 min，未见钙兴
奋，再给予光刺激． 刺激 ChR2 的光源来自
LASER-WAVE域和石英光纤(南京宝光公司提供)，
选用的刺激模式为 470 nm，1 Hz，800 ms / 次，
10次 /组，功率计测得到达细胞表面的激光强度约
为 10 mW/mm2．

1援5 对神经元 filopodia运动的观察
DIV4～DIV5纯培养神经元给予 100 滋mol/L ATP

或者 100 滋mol/L谷氨酸，观察这两个递质对神经
元 filopodia 运动的影响．混合培养的神经元，
同样选择 DIV4～DIV5这个发育阶段进行观察，所
选的神经元细胞靠近转染光敏感通道的星形胶质细

胞并且树突与轴突形态区别明显．同时星形胶质细

胞给予光刺激，刺激模式同上．观察纯培养神经

元激发光选择 488，观察混合培养的神经元激发光
选择 cy3，物镜为 60伊水镜．Filopodia 的观察采
用 Timelapse序列扫描，参数为：Interval，10 s；
Number， 121；Total time， 20 min；Resolution，
2048伊2048．
1援6 数据分析

星形胶质细胞胞内钙的测量，先通过

Metamorph软件分析得到图片中该细胞的平均荧光
强度的大小，再通过 Excel软件分析计算可以得到
胞内钙含量随着时间的变化情况．Filopodia运动能
力的强弱以 filopodia端点的运动速度来衡量，通
过 Metamorph 软件可以得到每两张图之间端点的
移动距离，再通过 Excel计算出端点的运动速度．
两组数据间的统计学差异采用 t-test．

2 结 果

2.1 星形胶质细胞和神经元的质粒表达鉴定

(a) (b) (c)

50 滋m 50 滋m 50 滋m
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Fig. 2 Intracellular Ca2+ of astrocytes increase after activation of ChR2 by 470 nm blue light
and show some different dynamic patterns

(a)Rhod2 combined with intracellular Ca2+ of astrocytes emitting red fluorescence; astrocytes transfected with ChR2 emitting green fluorescence. (b)The

selected astrocytes response to the light stimulation with different dynamic of Ca2+ concentration. (c～ f) Four major dynamic patterns of astrocyte Ca

wave after stimulation. (g) Rhod2 combined with intracellular Ca2+ of astrocytes emitting red fluorescence; astrocytes transfected with GFP. (h)

Astrocytes transfected with GFP have no response to light stimulation.

图 1a显示 ChR2-GFP转染 24 h后在星形胶质
细胞中的表达情况．ChR2-GFP脂质体转染效率在
20%～30%，在星形胶质细胞膜表面可以稳定表达
一周之久．图 1b是体外培养第 4天的神经元，电
转 GFP神经元 filopodia形态结构．该时间为神经
元树突发育的关键时期，树突上 filopodia的运动
性比较强[9]．图 1c为星形胶质细胞和神经元混合培

养的模型，星形胶质细胞转染带绿色荧光蛋白的

ChR2，神经元转染带红色荧光蛋白的 mCherry．
黄色箭头所指为树突上的 filopodia．
2援2 星形胶质细胞 ChR2激活后胞内钙升高及其
不同的钙波形式

图 2a中所圈出的黄色细胞是转染带绿色荧光
ChR2且用红色荧光染料 Rhod2标记胞内钙的星形
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胶质细胞．在实验开始时，我们先用激光共聚焦显

微镜 cy3通道对细胞扫描一段时间．当星形胶质细
胞钙荧光基线稳定约 3 min左右，我们再给予光刺
激．为了防止 Rhod2荧光猝灭和激活星形胶质细
胞，实验时激发光强度调低，HeNe：0.5%～1.0%，
荧光信号放大倍数调高，PMT：700～800．图中每
个箭头代表一组刺激，刺激模式为 470 nm，
1Hz，800 ms/次，10 次 /组．刺激后星形胶质细
胞内 Ca2+浓度呈现出不同的变化方式，相应钙波

如图 2b所示．我们发现 ChR2激活引起星形胶质
细胞不同程度的兴奋表现为不同形式的钙波，主要

有 4种形式：a．图 2c一次短时程钙波，即光刺激
过程中星形胶质细胞出现一次短暂的钙波．一次短

时程钙波的出现时间并不一致，可能出现于一组刺

激之后也可能出现在多组刺激之后．b．图 2d多次
短时程钙波，光刺激过程中星形胶质细胞出现多次

短暂的钙波．一组或多组光刺激后诱发细胞产生两

个或两个以上钙波，钙波的个数和出现形式不固

定． c．图 2e单次长时程钙波，光刺激过程中星形
胶质细胞出现一次较长时间钙波．单个钙波的维持

时间一般在 60 s之内，但是也发现少数细胞被激
活后胞内钙处于高浓度水平长达 10多分钟．d．
图 2f多次即时钙波，光刺激过程中每组刺激都能
立即诱发一个钙波．这种钙波与光刺激对应性较

好，每组刺激对应一个钙波，这种情况下光控开关

控制星形胶质细胞的钙活动．图 2g, 2h这组对照实
验表明，星形胶质细胞的兴奋是由于刺激光敏感通

道而非 GFP引起的．
2援3 ATP、谷氨酸及兴奋的星形胶质细胞对神经
元 filopodia运动的影响

对神经元树突上 filopodia 运动的观察结果如
图 3所示． filopodia的端点随着 filopodia的伸长、

Fig. 3 Astrocytic Ca2+ waves induced by ChR2 activation as well as ATP and glutamate inhibit filopodia motility
(a) The positions of filopodia tips change with filopodia extension or retraction. or switching. (b) To evaluate motility of filopodia, confocal images

were collected for 20 min at 10 s intervals. The velocity of the filopodia movement and distance of the filopodia from the start point were analyzed by

Metamorph. 1: ATP; 2: GLU; 3: Light sti GFP; 4: Light sti ChR2. : Before; : After.
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缩短和摆动等活动方式在平面内移动．以 filopodia
端点的运动作为 filopodia 活动的参考指标进行观
察．整个 Timelapse过程由时间间隔为 10 s的 121
幅图组成，给药前或者光刺激前观察 10 min，给药
后或者光刺激后再观察 10 min．图 3a组图展示的
是一个神经元 filopodia 随着时间变化其端点位置
相应发生了变化．用 Matamorph软件选取该神经
元上的 7个 filopodia，跟踪这些 filopodia的端点．
每个 filopodia 在两幅图之间的移动距离可以由软
件读出，filopodia 的运动速度就是移动距离除以
时间．

ATP 组： filopodia 的平均运动速度是来自
13 个神经元的 40 个 filopodia，给药前的运动速
度为(0.23 依 0.03) 滋m/min，给药后的运动速度为
(0.19依0.02) 滋m/min，P<0.05；谷氨酸组：filopodia
的平均运动速度是来自 13 个神经元的 41 个
filopodia,给药前的运动速度为(0.30依0.03) 滋m/min，
给药后的运动速度为(0.20依0.02) 滋m/min, P < 0.05；
光刺激转染 GFP的星形胶质细胞：filopodia 的平
均运动速度是来自 11个神经元的 40个 filopodia，
刺激前的运动速度为(0.26 依 0.05) 滋m/min，刺激后
的运动速度为(0.25 依 0.05) 滋m/min，P > 0.05；光
刺激转染 ChR2的星形胶质细胞：filopodia的平均
运动速度是来自 11个神经元的 40个 filopodia，刺
激前的运动速度为(0.30 依 0.08) 滋m/min，刺激后的
运动速度为(0.25 依 0.06) 滋m/min，P < 0.05．结果
表明，ATP和谷氨酸这两种神经递质，可以抑制
神经元 filopodia的运动，ChR2介导的星形胶质细
胞的兴奋也可以抑制神经元 filopodia 的运动，并
且可能是通过释放 ATP和谷氨酸实现的．

3 讨 论

以往研究星形胶质细胞对神经元发育的影响存

在一些限制，原因之一是缺乏选择性和特异性强的

刺激手段．我们首次将 ChR2转入星形胶质细胞，
通过激活 ChR2来激活星形胶质细胞，从而观察星
形胶质细胞对神经元 filopodia 运动的影响．通过
特定模式的光刺激选择性激活星形胶质细胞的方法

与药物激活星形胶质细胞的方法相比，特异性强、

选择性高．如果使用 ATP和谷氨酸刺激星形胶质
细胞，不仅对星形胶质细胞产生作用，而且对混合

培养中的神经元也产生刺激作用．光刺激则只对星

形胶质细胞产生,刺激作用一旦停止，则相当于排
除外界的干扰作用．另外，我们在实验过程中发

现，光刺激激活的星形胶质细胞经过一段时间的恢

复可被再次激活的现象．这一现象未有记录，提示

我们光敏感通道的激活在星形胶质细胞很可能也具

有可逆性．

星形胶质细胞的兴奋一般表现为钙波的形

式 [10-11]．激活 ChR2引起的星形胶质细胞的兴奋，
其钙波形式多种多样，原因可能有以下几点．a．
星形胶质细胞胞内 Ca2+升高的机制比较复杂．当

ChR2激活开放后，大量的胞外 Ca2+内流激活星形

胶质细胞，使星形胶质细胞处于激活状态，内质网

和线粒体内储存的 Ca2+也随即释放到胞浆内 [12]．

b．ChR2的刺激模式，要根据 ChR2光学异构特性
作进一步的优化．对 ChR2的光刺激模式，在不同
的研究中有不同的选择[13-14]．本实验中主要设计

了 5种刺激模式：(1) 470 nm，1 Hz，200 ms/次，
6次 /组；(2) 470 nm, 1 Hz, 250 ms/次, 10次 /组；
(3) 470 nm, 1 Hz, 500 ms/次, 10次 /组；(4) 470 nm,
1 Hz，800 ms/ 次，10次 /组；(5) 470 nm，1 Hz，
800 ms/次，30次 /组．实验结果显示第(3)种和第
(4)种刺激模式较容易激活转染 ChR2的星形胶质细
胞．c．导入星形胶质细胞的 ChR2质粒的量还不
能得到控制，因此在细胞上表达量不均一．我们实

验室已有神经元光敏感通道的转基因小鼠，但本实

验需要星形胶质细胞带光敏感通道，目前尚在联

系中．

谷氨酸是星形胶质细胞与神经元之间互相交流

的主要信号分子，胞外谷氨酸可通过 AMPA受体
抑制神经元轴突上 filopodia 的运动 [15-16]．研究发

现，外源性 ATP 和谷氨酸能抑制神经元树突上
filopodia的运动，同时光刺激激活的星形胶质细胞
也抑制神经元树突上 filopodia的运动．星形胶质
细胞的兴奋伴随着 ATP、谷氨酸等递质的释放[17-18],
我们考虑 ChR2被激活而兴奋的星形胶质细胞可能
是通过释放 ATP、谷氨酸等递质从而发挥其抑制
神经元树突 filopodia 运动的功能．由星形胶质细
胞转染 GFP的对照实验结果可知，光刺激本身不
会引起星形胶质细胞的兴奋，也不会对神经元树突

丝运动产生影响．

本研究通过 ChR2的应用选择性地激活星形胶
质细胞，发现星形胶质细胞兴奋后可能通过释放的

ATP和谷氨酸抑制神经元 filopodia 的运动，为研
究星形胶质细胞是否通过信号分子调节神经元树突

发育提供了前期探索．
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The Effects of Activity of Astrocytes on Neuron
Dendritic Filopodia Motility*
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Abstract The motile behavior of dendritic filopodia is a way by which neurons explore extracellular environment
and could serve to connect dendrites with axons forming early synapses. It is unclear whether activity of astrocyte
affects the motility of neuronal filopodia. To explore this possibility, astrocytes were transfected with
channelrhodopsin-2 in a neuron-astrocyte mix culture model first. Expressing on cytoplasic membrane,
channelrhodopsin-2 was activated by pulses of blue light and caused activation of astrocyte, in which different
dynamic patterns of Ca2+ current were shown after the stimulation. Activated astrocytes have an inhibitory effect on
filopodia motility similar to extracellularly administrated ATP and glutamate. This indicates that activated
astrocytes could probably inhibit dendritic filopodia motility through releasing ATP or glutamate. A method of
selectively activating astrocytes in the mix culture of neuron and astrocyte was established, which provides a novel
way for studying astrocytic signal regulation of neuronal development.
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