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新型钙离子指示剂ＧＣａＭＰ的发展与应用

董斐斐，安丽娜，王国坤，秦永文

第二军医大学长海医院心血管内科，上海２００４３３

　　［摘要］　新型钙离子指示剂 ＧＣａＭＰｓ是以单个荧光蛋白为基础构建而成，可以定位到特定的细胞亚型或细胞器，对细胞

或细胞器内钙离子敏感，荧光强度与钙离子浓度成正比，可用以观察钙离子介导的信号传递过程，研究机体发育、疾病、药物作

用等过程中细胞内钙信号的产生、传递和时空特点，近年来被广泛应用于生理学、细胞生物学和临床研究等领域，具有独特的

优势和广阔的前景。本文通过对ＧＣａＭＰｓ的原理、发展和应用进行综述，旨在为生命科学工作者介绍一种新的钙离子检测工

具，以利于更好地探索生理和病理状态下细胞的行为和功能，揭示其内在的病理生理机制。
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　　细胞内游离钙是重要的第二信使，参与对生物

体生长和发育的调控，对细胞的兴奋、收缩、分泌、代

谢、细胞周期等有重要作用，病理条件下可介导多种

细胞的损伤［１］。胞内钙离子含量及信号转导的研究

已成为生理学、生物学和临床医学的前沿课题。从

２０世纪５０年代起，人们就开始研究测定细胞内钙离

子含量的技术和方法。近年来，基因编码的钙离子

指示剂（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｃｏｄｅｄＣａ２＋ｉｎｄｉｃａｔｏｒ，ＧＥＣＩｓ）

成为应用最为广泛的钙离子检测工具之一，在研究

生物体不同组织、系统的生理功能和发育机制方面

做出了重要贡献［２］。

　　根据发光原理可将ＧＥＣＩｓ分成两大类：以单个

荧光蛋白为基础的 ＧＥＣＩｓ和由荧光共振能量转移

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）的荧

光蛋白对构成的 ＧＥＣＩｓ［３］。前者包括 Ｐｅｒｉｃａｍｓ、

Ｃａｍｇａｒｏｏｓ和 ＧＣａＭＰｓ等，后者包括 Ｃａｍｅｌｅｏｎｓ、

Ｄ３ｃｐＶ和ＴＮＸＸＬ等。运用分子生物学和转基因

手段，可将这些ＧＥＣＩｓ定位到靶细胞或亚细胞结构，

高效、直观、无创地在体检测胞内钙离子信号。本文

将着重对ＧＣａＭＰｓ的发展和应用进行综述。

１　ＧＣａＭＰｓ概述

　　ＧＣａＭＰｓ是单个绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）、钙调蛋

白（ＣａＭ）和平滑肌细胞肌球蛋白轻链激酶片段 Ｍ１３
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融合的产物。其中 ＧＦＰ是环状序列改变的增强型

绿色荧光蛋白 （ｃｐＥＧＦＰ），用六肽 ＧＧＴＧＧＳ 将

ＥＧＦＰ的Ｎ末端与Ｃ末端连接起来，同时将ＥＧＦＰ
氨基酸序列上特定位置的肽键断开，产生新的 Ｎ末

端与Ｃ末端［４］。Ｃ末端结合ＣａＭ，Ｎ末端结合 Ｍ１３
片段，作为ＣａＭ结合的靶序列。

　　ＣａＭ结合钙离子后发生变构，环绕在 Ｍ１３肽周

围，以其铰链区和 Ｍ１３结合，Ｃａ２＋ＣａＭＭ１３相互

作用，引起 ＥＧＦＰ 生色基团环境改变，从而使

ＧＣａＭＰｓ的荧光强度明显增加［４］。荧光饱和曲线说

明 Ｍ１３存在时钙离子和 ＣａＭ 结合有协同作用，

ＣａＭ和 Ｍ１３的结合与钙离子结合相偶联，钙离子浓

度高时钙离子结合动力学更快，而解离动力学与钙

离子浓度无关［５］。

２　ＧＣａＭＰｓ的发展历史

　　２００１年，Ｎａｋａｉ等［５］构建出第一代 ＧＣａＭＰ，称

为ＧＣａＭＰ１，用以观察 ＨＥＫ２９３细胞和小鼠肌管的

信号改变。但是由于固有信号强度低，反应非线性，

对低频信号敏感性不足，对温度不稳定，仅用于测量

低等生物细胞内钙信号。２００５年，Ｏｈｋｕｒａ等［６］对

ＧＣａＭＰ１做了改进，在ｃｐＥＧＦＰ内引入２处突变

（Ｖ１６３Ａ和Ｓ１７５Ｇ），得到了 ＧＣａＭＰ１．６，同时在其

ＣａＭ 的钙结合 位 点 引 入 Ｅ１４０Ｋ 突 变，得 到 了

ＣａＭＰ１．６ＣａＭ（Ｅ１４０Ｋ），两者的荧光强度、最大荧

光改变、钙离子敏感性、离子选择性都显著提高，后

者还减少了ＣａＭ与钙离子的结合，降低了指示剂对

钙离子的缓冲效应，能更准确地检测胞内钙离子浓

度，并减小对细胞生理的影响。但是，所有第一代

ＧＣａＭＰｓ在３０℃以上都不能维持稳定荧光，不能用

于在体检测哺乳动物细胞内钙离子浓度的改变。

　　为了解决这一问题，２００６年，Ｔａｌｌｉｎｉ等［７］在

ＧＣａＭＰ１．６的Ｎ末端第３５位氨基酸残基处引入了

由多聚组氨酸组成的前导序列，以加强ＧＣａＭＰｓ在

生理温度下的稳定性，同时在ｃｐＥＧＦＰ内引入３个

突变 （Ｄ１８０Ｙ、Ａ２０６Ｋ 和 Ｖ９３Ｉ），得到了第二代

ＧＣａＭＰ，称为 ＧＣａＭＰ２。此后，Ｍａｏ等［８］通过多次

突变，得到了多个 ＧＣａＭＰ２的亚型，进一步改善了

ＧＣａＭＰｓ的动力学范围和基线荧光。与第一代

ＧＣａＭＰｓ相比，第二代 ＧＣａＭＰｓ折叠效率更高，荧

光更强，生理温度下动力学快速稳定，对高频刺激反

应更明显，不受内源性ＣａＭ 的影响，不改变细胞的

生理状态和功能，可用于在体研究高等生物体内快

速信号改变。但是，总体而言，第二代ＧＣａＭＰｓ对单

个动作电位敏感性有限。

　　 为此，Ｔｉａｎ 等［９］在 ２００９ 年构建了第三代

ＧＣａＭＰｓ。 由 于 早 前 Ｖａｒｓｈａｖｓｋｙ
［１０］ 报 道 过

ＧＣａＭＰ２的Ｎ末端２位精氨酸会降低指示剂的稳定

性，Ｔｉａｎ等首先造成该位精氨酸缺失，并在此基础上

在ｃｐＥＧＦＰ内引入 Ｍ１５３Ｋ 和 Ｔ２０３Ｖ 双突变，在

ＣａＭ内引入Ｎ６０Ｄ突变，以增加少量钙离子瞬时流

动引起的荧光改变，将这种新型的指示剂称为

ＧＣａＭＰ３。与第二代 ＧＣａＭＰｓ相比，ＧＣａＭＰ３信噪

比更高，耐光性更好，基线荧光信号更强，动力学范

围更大，对钙离子的亲和力更高，一次可以稳定表达

数月，没有明显的细胞毒性和行为干扰，且由于

ＧＣａＭＰ３对钙离子浓度变化更为敏感，可用于检测

此前的ＧＣａＭＰｓ无法检出的低频自发性钙内流和单

个动作电位［１１］。

　　２０１１ 年，Ｍｕｔｏ 等［１１１２］在 ＧＣａＭＰ２ 中 诱 导

ｃｐＥＧＦＰ 不 同 部 位 突 变 （Ｓ３０Ｒ、Ｙ３９Ｎ、Ｎ１０５Ｔ、

Ａ２０６Ｖ），形成超折叠的绿色荧光蛋白，得到新一代

ＧＣａＭＰ，称 为 ＧＣａＭＰＨＳ。与 前 几 代 相 比 较，

ＧＣａＭＰＨＳ折叠效率更高，热变性后荧光恢复更

快，荧光强度和信号振幅更大，在静息状态更明亮，

在细胞内表达水平更高，对钙离子的亲和力和敏感

性更强，在钙离子浓度较低时仍可用于检测瞬时钙

离子的变化。

３　ＧＣａＭＰｓ在生命科学研究领域的应用

３．１　检测特定类型细胞或亚细胞结构内的信号变

化　ＧＣａＭＰｓ的一个突出的优点是可以通过特异的

启动子和定位序列实现在特定类型细胞或亚细胞结

构表达，从而检测目标细胞或亚细胞结构内的钙离

子信号的变化，记录生理条件下或给予外源性刺激

下不同细胞的反应方式、信号的起源和传递［１３］。

Ｗａｎｇ等［１４］和Ｊａｙａｒａｍａｎ等［１５］分别在果蝇蕈形体嗅

觉神经元和触角神经叶投射神经元内特异表达

ＧＣａＭＰｓ，根据不同种类和浓度的气味分子引起嗅觉

环路不同部位神经元的荧光改变，研究果蝇嗅觉环

路的构成和信号机制。Ｄｒｅｏｓｔｉ等［１６］将ＧＣａＭＰ２与

突触囊泡蛋白接合，形成可以定位到神经元突触小

泡的ＳｙＧＣａＭＰ２，记录斑马鱼视网膜双极细胞和视

顶盖细胞突触内的钙离子变化，研究视觉通路的形

成和机制。Ｔａｌｌｉｎｉ等［７］构建了心肌细胞条件表达的

αＭＨＣＣａＭＰ２ｔＴＡ双转基因小鼠，用于观察传导
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系统的发育和心肌的兴奋收缩偶联。Ｔｉａｎ等［９］用

ＧＣａＭＰ３检测小鼠躯体感觉和运动皮质神经元内钙

离子浓度改变，以研究皮质区神经元活动和信号传

递。Ｓｈｉｇｅｔｏｍｉ等
［１７１８］在星形胶质细胞和神经元细

胞膜上表达ＬｃｋＧＣａＭＰ２／ＬｃｋＧＣａＭＰ３，检测两者

活化后胞内和突起内的信号变化，观察微区钙信号

的时空分布，分析神经元和星形胶质细胞信号传递

的异同点，研究微区钙信号产生的机制。

３．２　研究神经网络控制的动物行为　ＧＣａＭＰｓ可

用于在体观察脊椎动物特定神经环路的活性，而神

经环路的活化调控动物行为。Ｍｕｔｏ等［１１１２］构建了

尾部初级（ｃａｕｄａｌｐｒｉｍａｒｙ，ＣａＰ）运动神经元特异表

达ＧＣａＭＰＨＳ的转基因斑马鱼，通过分析胚胎早期

自主收缩时躯干两侧ＣａＰ运动神经元激活的时空特

点和中间神经元的活动，揭示了参与自发性卷曲行

为的脊柱运动神经元回路的构成。Ｍａｒｅｌｌａ等［１９］在

果蝇味觉细胞特异表达 ＧＣａＭＰｓ，在体检测不同种

类和浓度的味觉信号引起的味觉细胞在脑中投射神

经元的电活动，观察这些细胞的激活与接受或逃避

行为的关系，建立行为反应和神经元信号改变的联

系，研究这些生物学行为的形成机制。Ｃｈａｌａｓａｎｉ
等［２０］在线虫感觉神经元和感觉通路上的两种中间神

经元中表达ＧＣａＭＰｓ，根据荧光信号的改变分析神

经元的活动，研究这些神经元在食物和气味引起的

行为反应中所起的作用。

３．３　研究疾病发生发展机制　生物体内钙离子介

导多种细胞损伤，与心血管疾病、肝肾损伤、神经系

统疾病等有关。哺乳动物心脏的正常功能依赖于钙

池内钙离子释放和再摄取的协同作用，这一过程异

常可导致各种心律失常，Ｃｈｉ等［２１］构建了心脏传导

系统特异表达ＧＣａＭＰｓ的转基因斑马鱼，可通过检

测传导束的位置和传导特性，分析某些传导缺陷引

起的心律失常的成因和机制。癫　灶脑细胞内钙离

子浓度升高达阈限以上是异常放电和脑损害的直接

原因；阿尔茨海默病患者脑内神经元和各种胶质细

胞钙通道异常，细胞内钙离子稳态破坏和钙信号改

变，导致突触退化、神经元损伤和凋亡［２２］；缺血性卒

中神经元细胞体内钙离子升高，树突棘结构改变［２３］，

结合ＧＣａＭＰＨＳ和ＬｃｋＧＣａＭＰ３模型可以检测参

与这些神经系统疾病病理过程的多种细胞内部的信

号变化和细胞间环路的激活情况，研究疾病引起的

脑功能的改变，分析疾病发生发展的基础和病理生

理机制，为疾病的治疗提供可能的靶点。

３．４　研究机体发育过程和内在机制　发育过程的

组织分化与生长调控涉及多条信号通路，钙离子作

为某些通路中重要的信号分子，参与调控细胞的生

长、增殖、迁移和凋亡，调节组织的分化方向，保证器

官的正常大小，维持系统功能的稳定。Ｔｉａｎ等［９］用

ＧＣａＭＰ３记录小鼠行为形成过程中所有皮质区神经

元的同步活动和信号传递，观察学习诱导的神经环

路活动的改变，研究神经系统发育中各级神经元的

突触 联 系 和 环 路 的 形 成 和 优 化。Ｃｈｉ等［２１］用

ＧＣａＭＰｓ研究斑马鱼心脏传导系统的发育，根据荧

光反应的变化辨别出斑马鱼心脏传导系统的４个生

理发育期，分析传导束的起止、传导速度、传导方向、

房室传导的延迟和心室发育过程中室内传导方式的

改变。Ｔａｌｌｉｎｉ等［７］构建了心肌条件表达指示剂的转

基因小鼠，发现心内膜、冠脉平滑肌或非肌肉组织不

表达ＧＣａＭＰ２，而肺的大动脉平滑肌可见表达，提示

这些组织可能从心肌分化而来，为研究组织来源和

发育提供了基础。

３．５　分析细胞间相互作用　细胞之间存在复杂的

相互作用，以维持机体内环境的稳定，在细胞间信号

传递的过程中，钙离子起着重要作用。Ｓｈｉｇｅｔｏｍｉ
等［１７］将星形胶质细胞和神经元共培养，用ＧＣａＭＰｓ
检测两者之间的信号传递，揭示神经元和星形胶质

细胞相互作用的细节和生理机制。Ｊｉ等［２５］用

ＧＣａＭＰｓ研究神经支配的平滑肌细胞内的突触后信

号，检测神经元释放的不同递质引起突触后不同阈

值和传导速度的信号改变，以研究神经肌肉接头处

的兴奋收缩偶联。同样地，用类似的方法可以研究

感觉和运动环路中各级神经元的活动和相互作用关

系，分析周围神经和感受器与中枢的功能联系和作

用机制，也可用于研究其他系统细胞间的相互作用。

４　发展和应用前景

　　在体观察胞内游离钙离子浓度变化成为生理学

和细胞生物学研究的重要环节，传统化学合成的指

示剂如Ｆｌｕｏ３、ｆｕｒａ２等荧光变化范围大，对ｐＨ不敏

感，对钙离子的特异性强，亲和力弱，过去常用于测

定细胞悬液及单个细胞内钙离子的原位动态变化，

但是这类指示剂需酯化后才能载入细胞，常由于负

载不完全导致利用效率低下，会随时间推移泄漏到

胞外，不能用于长时间测定，且有一定细胞毒性［２６］，

已渐渐被其他指示剂所取代。ＦＲＥＴ指示剂利用双

波长激发和比率技术，可用于定量测定胞内钙离子
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变化，避免了合成指示剂染料泄漏、房室化及非特异

性负载的问题，但不适于转基因的无脊椎动物和哺

乳动物细胞，且在体表达时动力学范围小，荧光变化

没有合成指示剂明显［２７］。ＧＣａＭＰｓ的出现和发展

大大弥补了以往指示剂的不足，扩展了细胞功能研

究的范围。尽管早期的 ＧＣａＭＰｓ因为荧光强度不

足、热稳定性差、信号滞后、阈值高、动力学慢、对低

频刺激不敏感等，应用受到了一定限制。但是近年

来，经过蛋白质工程的不断改进，ＧＣａＭＰｓ在胞内钙

离子信号检测方面体现出越来越多的优势：（１）在同

等实验条件及基线钙离子水平下，ＧＣａＭＰｓ与

ＦＲＥＴ指示剂相比，信噪比和敏感性更高、耐光性更

好、动力学更快、荧光延迟时间更短；（２）可以测量细

微结构如神经元树突棘中的钙离子改变，对突触信

号传递的检测能力优于化学合成的钙离子指示剂；

（３）可以检测特定细胞亚型的活性，测量特殊细胞器

的钙离子动力学；（４）可以长期在体观察细胞内钙离

子改变；（５）细胞毒性低，不影响组织本身的完整性

和所表达细胞的正常生理功能。

　　目前，ＧＣａＭＰｓ多用于观察可兴奋细胞内的钙

离子变化，但钙离子在非兴奋性细胞如血管内皮细

胞中也起着调节细胞功能、信号传递、介导损伤和凋

亡的重要作用，随着ＧＣａＭＰｓ的改进和光学成像技

术的发展，可以进一步研究非兴奋细胞在生理、损

伤、疾病等条件下与细胞功能相关的钙信号产生、传

递及时空效应，研究非兴奋性细胞内钙离子介导的

病理和生理过程。

　　此外，ＧＣａＭＰｓ在疾病和药理学方面的应用有

待扩 展。基 于 对 神 经 系 统 疾 病 的 研 究，可 用

ＧＣａＭＰｓ研究其他钙离子参与的疾病，如冠心病、肿

瘤等发生发展过程中细胞内信号改变，为研发新的

靶向药物提供基础；在体内和体外研究药物引起的

胞内钙离子浓度变化，观察药物的药理学特性，探讨

药物的生理和药理学机制，评价新药的药理作用和

毒性。

　　综上所述，新型钙离子指示剂ＧＣａＭＰｓ将成为

生命科学研究的重要辅助工具。

５　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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·消　息·

２０１２结构性心脏病介入治疗新进展高峰论坛成功举办

　　日前，由第二军医大学长海医院心血管内科牵头举办的“２０１２结构性心脏病介入治疗新进展高峰论坛暨疑难病例讨论会”

在上海成功召开，来自全国２０多个省市的２００余名医师和研究人员参会，该会议是目前国内结构性心脏病介入领域学术水平

最高、影响最广的会议之一。

　　长海医院钟海忠副院长、中国医师协会心血管内科分会先心病委员会主任委员朱鲜阳教授、中华医学会内科学分会副主

任委员曾智教授、北京阜外医院介入中心副主任徐仲英教授以及长海医院心内科秦永文教授、赵仙先教授等专家共同出席了

会议开幕式。

　　本届大会以“规范 创新 发展”为主题，围绕常见结构性心脏病的发病机制、介入治疗要点、难点及最新治疗方法，以及超声

心动图在结构性心脏病介入治疗领域的应用进展等重点问题进行了交流和探讨。本届大会坚持开放性的办会思路、浓厚的学

术氛围、基础和临床并重的方向，汇集了来自国内的３０余位顶尖学者，进行了３０场次的专题报告，为国内心血管介入医生提

供了技术交流和合作的平台。


