
AAV-CaMKIIa-GCaMP6f-P2A-nls-dTomato

产品说明书
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血清型：AAV2/9、AAV-PHP.eB

滴度：≥1E+13vg/mL

规格：5uL 500.00 20ul 1500.00 50uL 2500.00;100uL 4500.00



1. 背景

1.1 CaMKIIa 启动子介绍

在神经科学领域，精准靶向特定类型的神经元是研究复杂神经环路的基本前提。CaMKIIα启动子正是实现这

一目标的核心工具之一，主要应用于兴奋性神经元中特异性表达。

CaMKIIα启动子来源于编码钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶 IIα亚基的基因（基因 ID：12322，启动子长度约 1.3kb）。

CaMKIIα是一种受细胞内 Ca²⁺浓度调控的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在突触可塑性、学习记忆等过程中发挥关键作用。

在前脑区域，CaMKIIα亚基特异性表达于兴奋性（谷氨酸能）主神经元中，因此其启动子序列被分离出来，用作驱

动外源基因在同类神经元中的表达。

CaMKIIα启动子被视为前脑谷氨酸能神经元的特异性启动子，尤其是在大脑皮层和海马体等区域。在不同脑

区，CaMKIIα启动子的表现存在差异。例如，在杏仁中央核（CEA）区域，被标记的主要是兴奋性神经元；而在相

邻的杏仁基底外侧核（BLA），标记特异性则有所不同。这种区域差异提示，使用该启动子时需要充分考虑目标脑

区的特性。

1.2 GCaMP6f荧光介绍

GCaMP6f是基因编码钙离子指示剂（GECI）GCaMP6家族中的“快速反应”蛋白。（其余两个为 GCaMP6s，

GCaMP6m），被广泛用于将神经电活动转化为可视的荧光信号，能以较高的时间分辨率报告单个动作电位，是研究

快速神经环路动态的关键工具之一。

表 1 GCaMP6各变体的关键性能指标比较

指示剂 GCaMP6s GCaMP6m GCaMP6f

单动作电位ΔF/F₀ 13.3 ± 0.5 中等水平 10.8 ± 0.7

衰减半衰期 t₁/₂ 慢（~100-150 ms） 中（~75-100 ms） 快（~50-75 ms）

基线亮度（相对 6m） 1.45 ± 0.57 1.00 ± 0.28 1.11 ± 0.20

衰减时间常数τ（s） 8.4 ± 5.0 6.3 ± 2.9 2.7 ± 2.0

单 AP检测率 99 ± 0.2% 略低于 6s 略低于 6s

GCaMP6f是一个经过工程改造的融合蛋白，由三部分组成：第一部分为M13肽段，为钙调蛋白的互作蛋白；

第二部分为 cpGFP，作为信号的发光基团；第三部分为钙离子的探针“感应器”。当神经元放电导致细胞内 Ca²⁺浓度

升高时，Ca²⁺与钙调蛋白结合，引发M13肽段与钙调蛋白的相互作用，进而诱导 cpGFP的构象变化，使其荧光强度

显著增加。而当 Ca²⁺浓度回落，荧光强度也随之恢复，直接反映了神经元的活跃程度。

在 GCaMP6基础上的系统性优化。通过定向进化筛选，jGCaMP7在多个性能维度实现了同步提升，同时衍生出

四个变体：jGCaMP7s（高灵敏度）、jGCaMP7f（快速）、jGCaMP7b（高基线亮度，适合树突棘成像）和 jGCaMP7c

（特性介于 b和 f之间）。以及最新一代 jGCaMP8指示剂，jGCaMP8指示剂得关键创新在于钙调蛋白结合肽的替换



——从传统的 RS20或M13肽段更换为来自内皮型一氧化氮合酶的 20个氨基酸残基肽段，使 jGCaMP8的响应速度

达到毫秒级别，可与化学合成染料相媲美。jGCaMP8同样提供三个主要变体：jGCaMP8s（高灵敏度）、jGCaMP8m

（中速/平衡）、jGCaMP8f（快速型）。

表 2 GCaMP6、jGCaMP7、jGCaMP8比较

对比参数 GCaMP6 jGCaMP7 jGCaMP8

代表变体 6s, 6m, 6f 7s, 7f, 7b, 7c 8s, 8m, 8f

核心技术特征 CaM-M13肽设计 定向进化优化 eNOS结合肽替换

灵敏度（单 AP响应） 高（6s最高） 更高（7s比 6s提升~90%） 高（8s优化）

响应速度 快（6f上升 50-75ms） 中（7f慢于 6f） 最快（毫秒级）

基线亮度 中等 最高（7s为 6m的 2.6倍） 高

高频发放追踪 受限（>50Hz困难） 优秀（7b检出率提升 73%） 潜力巨大

数据积累 最丰富 有限 有限

技术成熟度 极高 高 中等（部分待验证）

1.3 NLS-dTomato荧光介绍

dTomato是一种红色的荧光蛋白，由来源于珊瑚（Discosoma sp.）的红色荧光蛋白 DsRed 改造而来。激发峰

554nm，发射峰 581nm，发出明亮的橙红色荧光，这个光谱特性让它可以轻松地与 GCaMP6f的绿色荧光区分开，实

现多通道同时成像，互不干扰，NLS 是一段由带正电荷的氨基酸组成的短肽序列，能引导 dTomato穿过核膜，进入

细胞核，而 GCaMP6f位于细胞质，共同完成细胞清晰成像和检测，做比率校正（GCaMP6f 绿色 ÷dTomato 红色），

消除病毒表达量差异、成像光照波动带来的误差。

二、病毒注射方式

2.1 脑立体定位注射

（1）、实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻醉。将大鼠或小

鼠头部固定于脑立体定位仪上，保证左右耳杆位于同一水平，将左右耳杆通过外耳道插入动物实验耳内，动物眼部

涂抹青霉素眼药膏。

（2）、颅骨暴露与定位：剃除头部毛发并用无色消毒液对头皮进行消毒清理，沿头皮中线切开，去除结缔组织，暴

露颅骨。

（3）、病毒注射位置定位：根据大鼠脑立体定位图谱第六版《The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Sixth Edition》

或小鼠脑立体定位图谱第四版《The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates》，确定目标注射脑区的位置，并确定注射

点的三维坐标（AP: 前囟后，ML: 中线旁开，DV: 颅骨表面下深度），确定注射针位置。



（4）、颅骨钻孔：移开注射针，使用牙科钻在定位点钻开颅骨，钻孔时需小心，避免损伤脑组织。

（5）、病毒注射：用微量注射器吸取 AAV病毒液，固定在定位仪上，根据设好的坐标进行注射，注射病毒速率介

于 0.1-0.15uL/min，注射完成后，必须将注射针在注射位点原位停留 10-15分钟。这个步骤至关重要，能让病毒充分

扩散并有效防止病毒沿针道回流，停留结束后，以极其缓慢的速度拔出注射针。

（6）、缝合与消毒：缝合伤口，可在术后几天内给予适当的镇痛或抗生素，防止动物感染。

2.2 RO （Retro-orbital venous sinus，RO）注射

眶后静脉窦（Retro-orbital venous sinus，RO）注射是一种将 AAV病毒通过眼部内侧眼角后方的静脉窦快速递送

至小鼠循环系统的方法，操作简便、每只动物耗时短（通常<3分钟）、可重复性好等优势，适用于需要系统性递送

AAV载体以实现全身或特定器官（如中枢神经系统、视网膜等）转导的实验研究，常用于成年小鼠和新生小鼠 AAV

病毒注射方式。

（1）、实验动物称重，使用麻醉剂（异氟烷、氯胺酮、赛拉嗪混合液等）或者小动物麻醉机进行麻醉。确认麻醉深

度：轻轻夹捏后肢趾部，应无缩爪反射。

（2）动物体位固定，操作者用非惯用手持鼠：将麻醉小鼠背靠操作者手掌，拇指和食指轻轻握住小鼠头部两侧。

将拇指轻柔放置于小鼠气管侧面并施以温和压力，使小鼠眼球微微向外凸出，以充分暴露内侧眼角。确保小鼠处于

稳定姿态但不受过度压迫。

（3）进针，将针尖置于小鼠内侧眼角（靠近鼻梁侧的眼角）位置，将注射器针头斜面朝下（bevel down），以 30-45°

角向眼球后方插入，成年小鼠进针深度约 3-5 mm，针尖应进入眶后静脉窦，确认位置：针尖进入静脉窦后，通常会

有血液从注射部位渗出，这是确认进入血管的标志。

（4）病毒悬液缓慢匀速推入，总注射时间控制在 10-20秒左右。成年小鼠单次注射体积通常为 50-200 μL，一般不超

过 200 μL。注射过程中持续观察注射部位，不应出现明显皮下隆起或大量出血，若有则提示针尖位置不当。

（5）退针与止血，注射完毕后，等待 5秒再缓慢抽出针头，保持斜面朝外以避免划伤眼角膜。立即用无菌纱布轻压

注射部位 5-10秒，直至出血停止。

2.3 尾静脉注射

尾静脉注射（Lateral Tail-Vein Injection）是 AAV病毒系统性递送最常用的途径之一，通过将病毒载体直接注入

小鼠尾部的侧静脉，使其随血液循环分布至全身各器官。这种方法尤其适用于靶向肝脏、心肌、骨骼肌等组织，也

应用于能穿越血脑屏障的工程化 AAV血清型的全身递送。

（1） 小鼠固定：提取小鼠尾巴，将其放置于鼠笼盖或手臂上，进行适当安抚，减少应激，将小鼠装入固定器（可

使用商用小鼠固定器或自制的 50 mL 离心管改造），使头部处于固定器内部，尾巴从后端开口露出。确保固定器大

小合适-小鼠在固定器内应能自由呼吸但不能转身，尾部自然伸直。

（2）酒精擦拭，用 70%乙醇棉球反复擦拭鼠尾，可同时起到消毒和轻度扩张血管的作用，擦至尾部皮肤略微发白，



紧靠尾骨两侧可见两根红色静脉

（3）定位与固定，将擦干的鼠尾置于操作台上，使一侧静脉朝上。用拇指和食指捏住鼠尾的远端（靠近尾尖），轻

轻绷直尾巴。识别尾静脉：小鼠尾部有四条主要血管，腹侧一条为动脉，背侧一条为静脉，两侧各有一条静脉。两

侧的静脉因位置固定、容易暴露，是尾静脉注射的首选部位。从尾部的远端（靠近尾尖）开始首次注射，若失败可

向近端（靠近身体）移动，避免在同一位置反复穿刺。

（4）进针：针头斜面朝上，以几乎与尾巴平行（小于 30°）的角度，沿静脉走行方向平稳刺入皮肤。

进针深度约 2-3 mm，应感觉到针尖进入静脉腔的"突破感"。注射前可轻轻回抽针栓，如有血液回流入针头，确认已

位于血管内。若未回血或推注阻力明显，说明未进入静脉，应退针重新定位。

（6）注射：确认针头在血管内后，匀速缓慢推注病毒溶液。大鼠的推荐推注速度约为 20 μL/秒；小鼠应根据注射体

积适当调整，总量 100-200 μL通常控制在 10-20秒内完成。推注时感觉不到明显阻力，部分品系小鼠可见注射点近

端静脉瞬间变白（液体替代血液）。

（7）退针与止血，推注完成后，等待 5秒再缓慢抽出针头，使液体充分弥散。立即用无菌纱布或棉球按压注射点 1

分钟，直至出血完全停止。
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