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摘要 神经活动即神经兴奋的产生与传递，阐明神经活动的基本过程是现代脑科学的目标之一．神经活动的光控制用光作为

激活和抑制神经活动的手段，主要通过笼锁化合物、光敏感蛋白、光开关蛋白等物质的光活化或直接光刺激来实现．光控制

神经活动的方法具有操作简单、非接触、高时空分辨、可定量重复等优势，因此在基础和临床神经生物学研究中具有广阔的

应用前景．综述了各种光控制神经活动方法的原理、特点及最新进展，分析了其技术发展的趋势．
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大脑是一个复杂的多级系统，大致可分为分

子、突触、神经元、神经回路、投射区和系统等不

同层次，大脑功能是由各神经细胞功能逐级整合而

成．在研究神经细胞如何完成各种功能时，往往需

要激活或抑制特定细胞以确认其在神经回路中的作

用[1]，因此，神经活动的活化和抑制是神经科学研

究中不可或缺的技术手段．

目前神经活动的控制主要通过电刺激和神经药

理学方法等实现．电刺激方法通过向细胞内注入电

流或在细胞外给予场电势来激活神经活动．虽然该

方法时间精度非常高，但是细胞内注入电流会对被

刺激细胞产生不可逆的损伤，并且难以实现多个细

胞或多个部位的同时刺激，而细胞外场电势刺激方

法的细胞特异性和空间精度很低．神经药理学方法

通过兴奋性或抑制性神经递质等来激活或抑制神经

活动．由于受加药方式和药物扩散等影响，该方法

的时间和空间精度、细胞特异性不高．尤其是在厚

组织或活体实验中，药物难以精确作用于特定部位

调控特定细胞的活动．

用光作为调控手段是一种研究神经活动的新方

法．1971年，Fork[2]用 488 nm激光照射海兔神经
节细胞时记录到细胞的动作电位，于是提出了这一

开创性的方法．近年来，随着各种光活性物质的合

成和光学技术的发展，很多研究小组对光控制方法

进行了改进并初步应用于神经生物学领域．通过光

活性物质控制神经活动只需要特定光束扫描预选的

活化位点，实验操作非常简单．结合荧光标记及成

像技术，可以同时记录所调控神经细胞的形态、位

置信息以及功能信号，易于同时确定该细胞在神经

网络中的结构定位和功能，因此具有广阔的应用前

景．斯坦福大学的 Zhang和Wang等[3]2007年发表
在《自然》(Nature)上关于光控制神经回路的文章，
被该杂志评为该年度最受欢迎的论文之一，并被麻

省理工学院技术综述评为该年度十大最有影响的技

术之一．本文对光控制神经活动方法的原理、特点

与最新应用进行综述，并提出神经活动研究对光控

制技术的新要求，分析光控制技术的发展趋势．

1 光控制神经活动原理及比较

神经活动的光控制即通过光活性物质的光活化

实现激活和抑制神经活动的目的．根据所使用光活

性物质的特性，将光控制方法分为 4类，分别为：
a．笼锁化合物的光解笼锁．对笼锁化合物光活化
解笼锁，将其从封闭状态转变为活性状态调控神经

活动[4]．b．光活化光敏感蛋白．激活表达于神经
细胞膜上的光敏感蛋白质，如视紫质通道，诱导细
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Fig. 1 Optical activation of neural activities via
uncaging of MNI鄄Glu

图 1 光解笼锁MNI鄄Glu诱导神经活动
:神经元; : MNI-Glu; :谷氨酸; :解笼锁激光.

胞膜电位的去极化或超极化[5]． c．光活化光开关蛋
白．光照连有光致异构的化学基团的通道，打开或

关闭该通道，调控神经活动[6]．d．激光直接刺激.
激光直接刺激诱导神经元产生神经活动[7]．

1援1 光解笼锁

笼锁化合物是一类功能被屏蔽的生物活性分

子，其全称为光致不稳定笼锁化合物．该物质一旦

吸收特定波长的光子，分子结构就发生改变，释放

出活性分子，这一光活化过程称为光解笼锁．笼锁

化合物的种类很多，主要包括第二信使、核苷酸、

神经递质、钙离子等．一种理想的笼锁神经递质具

备以下特性：a．具有热稳定性，尤其不能水解；
b．光解释放快速高效，能满足突触事件对递质释
放的时间 (ms) 和浓度 (滋mol/L) 需求；c．笼锁物
质、反应中间产物以及光分解的副产物均应完全惰

性，且对递质的受体、转运体和释放的递质代谢等

没有影响．

常用的笼锁神经递质有笼锁谷氨酸和笼

锁 酌- 氨基丁酸．早期合成的笼锁谷氨酸(如 N-1-
(2-nitrophenyl) ethoxycarbonyl-L-glutamate)因无法满
足上述条件，未能得到广泛应用．目前神经科学研

究中常用的笼锁谷氨酸 MNI-Glu (4-methoxy-7-
nitroindolinyl-glutamate)是 2001 年 Canepari 等 [4]合

成的．笼锁 酌-氨基丁酸(如 NI-caged GABA)的工作
原理与笼锁谷氨酸类似，吸收特定波长光子释放出

活性 酌-氨基丁酸发挥作用．本文以 MNI-Glu为例
对笼锁化合物进行简介．

MNI-Glu的活化光谱范围为 300～380 nm，最
大活化波长约为 355 nm．实验通常采用紫外激光
或氙灯配合适当的滤光片进行光解笼锁[8]．光活化

释放活性谷氨酸的量取决于激发光的强度、激发体

积以及笼锁谷氨酸的浓度等．该方法空间精度取决

于光源类型、激发光的波长、物镜倍数及数值孔径

等，时间精度依赖于激发光的波长、强度以及系统

的光束控制能力等．MNI-Glu的光活化过程如下式
所示：

光解笼锁释放的活性谷氨酸可与各种谷氨酸受

体结合引起细胞响应，如图 1所示，MNI-Glu光解
笼锁释放的谷氨酸激活神经元树突上的谷氨酸受体

引起神经活动．MNI-Glu满足上述理想笼锁神经递
质的所有必要条件[4]．首先，MNI-Glu的热稳定性
好，在生理 pH下几乎不发生水解，即使在 pH值
为 12和温度为 30℃环境下其半衰期仍大于 6 h．
其次，MNI-Glu光分解速度大于 3 000 s-1，在氙灯

闪烁光分解中，AMPA 受体(琢-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor，谷氨酸受
体的一种)介导电流的上升时间小于 1 ms．此外，
MNI-Glu、光分解副产物对谷氨酸受体没有拮抗和
激动作用，而且光解笼锁释放的谷氨酸介导的电流

与内源性谷氨酸介导的电流形状完全一致．

1援2 光敏感蛋白

光敏感蛋白( light-sensitive proteins )是光活化膜
蛋白的统称，广泛分布于原核生物、植物以及动物

的视觉系统中．目前用于神经科学研究的光敏感蛋

白主要为 Channelrhodopsin-2(ChR2)和 Natronomonas
pharaonis halorhodopsins(NpHR)两种．

ChR2 是从单细胞绿色藻类 Chlamydomonas
reinhardtii 上分离出来的一种感光性蛋白质．其
N端的 315个氨基酸残基高度保守，组成 7 个跨
膜螺旋构成了一个光门控的阳离子通道．ChR2的
光活化光谱在 350～550 nm 范围内(中心波长为
470 nm)．表达 ChR2 的细胞在此波段的光照下，
ChR2通道打开，Na+，Ca2+等进入胞内，产生一内

向电流，引起细胞去极化产生动作电位．ChR2的
响应速度非常快，光刺激后 50 滋s内即记录到光介
导的电流[9]．2005年，Boyden等[5]将 ChR2表达于
哺乳动物神经元的细胞膜上，用于神经活动的光

活化．
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NpHR 是从一种嗜盐古细菌 Natronomonas
pharaonis 上分离出来的光驱动氯泵，其分子结构
与 ChR2 类似，包含一个 7 次跨膜螺旋结构．
NpHR 的光活化光谱为 525～650 nm(中心波长为
578 nm)．表达 NpHR的哺乳动物细胞在该波段光
照射下启动氯泵，胞内氯离子浓度增高产生超极化

反应．光照射表达 NpHR的细胞引起的光电流出
现和消失的时间分别为 68 ms和 73 ms．2007年，
斯坦福大学的 Zhang等[3]和麻省理工大学 Han等[10]

同时将 NpHR表达于神经元上，用于神经活动的
光抑制．由于 ChR2和 NpHR 的光活化谱较少重
叠，如图 2所示，这两种蛋白质被联合用于双向控
制神经活动 [10]．ChR2/NpHR体系的时间精度依赖
于系统对光束的控制能力以及激发波长和强度等，

而空间精度则与刺激光的波长、光激发体积以及该

体系在细胞上的表达量等有关．

此外，Rhodopsin 4(RO4)是另外一种被用于抑
制神经活动的光敏感蛋白．将该蛋白质与 G-蛋白
偶联，当波长 355 nm的光照表达 RO4蛋白的细胞
时，产生 G- 蛋白偶联的抑制效应[11]．由于光电流

出现和消失的时间延迟较长，即电流出现时刻较光

照开始时刻延长约 300 ms，电流消失时刻较光照
停止时刻延迟约 6 s[11]，因此 RO4应用较少．
1援3 光开关蛋白

光开关蛋白(light-switchable protein)是一类连
接有偶氮苯基团(azobenzene)的离子通道或者受体.
偶氮苯基团具有光致异构效应，500 nm/380 nm波
长的光照射下，会发生顺式(臂长约 1 nm)和反式
(臂长约 1.7 nm)之间异构转化，即基团臂长发生改
变 [6]．将偶氮苯基团与受体或离体通道的功能域

共价结合，即可通过光照射改变基团的臂长来控制

光开关蛋白中配体与受体的结合与解离或者通道

的开放与关闭．偶氮苯基团光致异构效应如下式

所示：

目前用于神经科学研究的光开关蛋白有钾通道

(synthetic photoisomerizable azobenzene-regulated K+,
SPARK)、离子型谷氨酸受体 LiGluR等．2004年，
Banghart等[12]将偶氮苯基团连接在 Shaker钾通道上构
建出一种光开关的钾通道(synthetic photoisomerizable
azobenzene-regulated K+，SPARK)．SPARK通道光
控神经活动的原理如图 3所示，在波长为 500 nm
的光照下，偶氮苯基团呈反式，其臂长约为 1.7 nm,
Shaker钾通道的孔道封闭．在 380 nm光照下，偶
氮苯基团转为顺式，偶氮苯基团的臂长只有 1 nm，
Shaker 孔道打开，钾离子顺着浓度梯度流到细胞
外，引起细胞超极化．2005年，Volgraf等 [6]将偶

氮苯基团连接谷氨酸受体上构建出一种光控离子型

谷氨酸受体 (LiGluR)．LiGluR 的工作原理与
SPARK类似．500 nm光照下，与偶氮苯基团臂连
接的受体激动剂因与受体活性部位距离太远而不能

结合，通道无法打开．380 nm光照下，激动剂与
受体活性部位结合，通道开放，细胞产生去极化效

应．此外，2005年美国耶鲁大学 Lima等[13]还构建

了一种光开关的 P2X受体(ATP受体)．
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Fig. 2 Optical modulation of neural activities
via ChR2 and NpHR

图 2 光活化光敏感蛋白调控神经活动

:表达 ChR2的神经元; :表达 NpHR的神经元; : ChR2;

: NpHR; : 530/470 nm光照.

Fig. 3 Modulation of neural activities via
photoisomerzation of SPARK

图 3 光活化 SPARK调控神经活动
:神经元; :孔道封闭; :孔道开放; : 500/380 nm光照.
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4种光控制方法各有其特点和适用范围．光解
笼锁方法容易控制加药浓度，适用于培养神经细胞

和脑片的实验，但需要添加笼锁化合物而难用于活

体动物的研究．光敏感蛋白具有基因靶向性，可以

选择性表达于特定类型细胞上，适于进行活体动物

神经活动的研究，但该方法的应用需要进行细胞的

转染或构建转基因动物．光开关蛋白同样可以通过

基因手段表达于特定的神经细胞，用于活体动物神

经活动的研究，但应用该方法不仅需要表达光开关

蛋白，还需要添加偶氮苯基团．激光直接刺激方法

不需要添加外源底物，但该方法诱导神经活动的机

制尚不完全清楚．

2 光控制神经活动的主要应用

光控制方法具有操作简单、非接触、高时空分

辨、可定量重复等优势，已被初步用于神经可塑

性、神经信息整合、神经网络结构、神经病理学及

动物行为学等神经科学研究中．下面以几个代表性

研究为例对光控制方法在神经科学中的应用进行简

单介绍．

2援1 神经可塑性研究

光控制神经活动的重要应用之一是突触可塑性

研究[15]．大脑皮层锥体神经元的突触可塑性一直被

光控制方法 膜电位变化 活化波长 /nm 时间精度 /ms 空间分辨率 /滋m 外源化合物 参考文献

光解笼锁

(MNI-Glu)
去极化 355 < 1 ～1 MNI-Glu [4, 9]

光敏感蛋白

(ChR2)
去极化 480 1～3 ～1 - [3, 5, 9]

光开关蛋白

(LiGluR)
去极化 380/500 100 ～1 受体激动剂 [6, 9]

激光直接刺激 去极化 800 30 ～1 - [7]

Table 1 Parameters of optical control methods
表 1 光控制方法主要参数

1援4 激光直接刺激

激光直接照射神经细胞能够诱导神经活动．

Fork 用 488 nm 的激光聚焦到海兔的神经节细胞
时，记录到细胞产生电活动．2002年，Yuste等用
高强度的锁模飞秒激光直接刺激锥体神经元，诱导

细胞去极化产生动作电位[7]．光刺激诱导神经细胞

产生的响应依赖于激光聚焦的部位以及激光波长和

平均功率、锁模状态等．激光直接刺激诱导神经活

动，如图 4所示，其机制可能与激光诱导内源性细

胞色素产生氧自由基以及光诱导内质网的钙库释

放、细胞膜光穿孔引起阳离子内流等效应有关[14]．

当刺激激光能量较低时引起细胞产生生化反应：作

用于细胞内产生活性氧自由基，引起生理和病理改

变；作用于细胞膜引起化学键断裂和分子重排等．

当激光能量较高时，光刺激主要引起的是物理化学

变化：当聚焦在细胞膜结构上的飞秒激光功率密度

达到 1011 W/cm2时产生光致穿孔现象，引起胞外的

钙离子内流或者内质网中游离钙的释放．

1援5 光控制神经活动方法比较

光控制神经活动只需要对光束进行时间和空间

上的精确控制就可以实现神经活动的调控，4类光
控制方法的技术参数对比如表 1所示[9]．从表 1中
可知光敏感蛋白和光开关蛋白方法均是通过基因靶

向标定细胞，可以构建转基因动物进行在体研究．

光敏感蛋白和直接刺激方法则不需要添加任何外源

底物，直接用光照进行神经活动控制．

Fig援 4 Activation of neural activity via photonstimulation
图 4 激光直接刺激诱导神经活动

:生色团; :光照; :细胞膜光穿孔; :氧合作用.
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认为是大脑学习和记忆的基础，在单个树突棘水平

是否存在可塑性仍不清楚．2004年, Matsuzaki等[15]

应用笼锁谷氨酸在脑片上研究单个树突棘突触可塑

性．在对单个树突棘周围的笼锁谷氨酸进行反复光

活化后，同样光照引起的电流增大，并且伴随着树

突棘的体积持续性增大，这是首次证实在单个树突

棘水平存在突触可塑性．海马体 CA3区到 CA1区
的 Schaffer侧枝是突触可塑性研究中最常用的神经
回路之一．Zhang等将光敏感蛋白用于 CA3区到
CA1区投射神经突触可塑性的研究．他们将光敏
感蛋白 ChR2特异性表达于突触前 CA3 区的锥体
神经元上，用波长 470 nm的激光照射 CA3区神经
元的轴突末端，同时记录 CA1区锥体神经元的响
应电流．反复光照后，同样的光脉冲诱导的 CA1
区神经元的电流幅度增大，该实验同样证实光活化

诱导出长时程增强现象．

2援2 神经信息整合研究

神经元树突信号计算和整合的研究是光控制神

经活动的另一种突出应用[16]．神经元的树突具有强

大的运算能力，空间分布不规则的树突分支、受体

和电压门控的通道均与树突信息整合和突触可塑性

中的各种法则有关．Andresen等对笼锁谷氨酸进
行不同时空模式光解笼锁来研究树突的信号整合机

制，结果发现同一个树突具有两种信息整合模式．

树突对时间间隔在 10～100 ms之内非同步输入信
号进行线性整合，而对同步输入信号进行超线性整

合．空间信息对非同步信号的整合影响较小，但对

同步信号的整合影响显著，当输入的同步信号集中

在 20 滋m范围内时，在树突上可记录到一个大幅
度的超线性整合局部电流，而当这些同步信号在空

间分布较分散时，超线性程度降低甚至消失[16]．光

控制方法具有非接触、可定量重复等优势，便于模

拟各种模式生理信息，因此将会在树突的信息运算

与整合研究中发挥重要作用．

2援3 神经回路图谱研究

Arenkiel等[17]用 ChR2-YFP融合蛋白进行在体
神经回路的活化及图谱绘制．他们以中枢神经系统

表达 ChR2-YFP的转基因小鼠的嗅球和梨状皮层为
研究对象，根据被照射神经细胞的分布和响应细胞

的分布来绘制神经连接的结构图谱．结果发现，单

个僧帽状细胞对光照发放动作电位，增加光照射嗅

球的面积时，激活的嗅小球数目增加，皮层细胞的

活动也随之增加．这些实验结果支持嗅觉处理的一

个模型，即嗅觉处理依赖于僧帽状细胞向皮层细胞

信息的集中与整合．这一结果不仅展示了一种可以

利用光对无损哺乳动物的大脑进行神经回路精确操

作的新体系，并且证实了 ChR2转基因小鼠在探索
复杂神经回路功能连接中的作用．Farber等则采用
光直接刺激的方式绘制神经元输入图谱．他们采用

电压敏感的荧光染料标记水蛭的神经元，记录一个

神经元电响应信号时，依次采用激光刺激激活其

他多个神经元，成功绘制出记录细胞的输入图谱．

2援4 神经病理学研究

光控制神经活动还被用于神经病理学研究和疾

病的治疗[18]．正常动物的视神经节细胞自身没有光

敏感特性，其功能是接受光敏感细胞(视锥细胞和
视杆细胞)的光信号输入，将其转变成电信号并上
传至视皮层．视网膜退行性疾病会引起正常光敏感

细胞的死亡，导致视网膜对光反应消失．Bi等将
ChR2表达于遗传性的失明模型动物(光敏感细胞缺
失)视网膜的视神经节细胞上，使其转变成光敏感
细胞．表达 ChR2 的视神经节细胞可以被 470 nm
光照激活，并将光信号编码转变成电信号传入视皮

层，引起视觉高级中枢的响应．在视皮层记录到光

照引起视皮层的神经活动，表明失明小鼠对光反应

的建立．ChR2表达于视网膜的视神经节细胞是视
锥细胞和视杆细胞发生退行性病变动物复明的一种

可能策略．

2援5 动物行为学研究

由于光敏感蛋白和光开关蛋白具有基因靶标的

优势，因此被用于动物行为学研究[19]．体感皮层表

达光敏感蛋白 ChR2的转基因小鼠被用于学习行为
的研究．Huer等[19]采用胚胎电转染技术，将 ChR2
特异地表达于小鼠桶状皮层域/芋层锥体神经元细
胞膜上．采用发光二极管(470 nm，11.6 mW)对小
鼠桶状皮层的神经元进行照射，同时结合奖励进行

学习行为训练：当有光照时，小鼠向左运动，可以

得到一滴水喝，作为正确识别的奖励；而当没有光

照时，小鼠向右运动，也得到一滴水喝，是对正确

否定的奖励，其余情况没有水喝．训练后的小鼠行

为正确比例与照射光强的相关性很强，证实光控制

神经活动可用于动物学习行为的建立与研究．2005
年，美国耶鲁大学的 Lima等[13]构建一种光开关的

P2X受体用于遥控果蝇爬行、跳跃或飞行等行为．
在 ATP存在时，紫外线激光照射果蝇，激活连接
光开关的 P2X受体．实验显示，将该受体表达在
控制果蝇爬行的多巴胺能神经元上，本来懒散的果

蝇在光照下变得非常活跃，而将该受体表达在控制
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果蝇逃跑反应的大神经元上时，光照则会使果蝇展

翅飞走．

3 光控制神经活动的发展趋势

对清醒动物神经活动进行研究是当前神经科学

的发展趋势．几乎所有机体感觉和运动都是由神经

回路对信息的动态编码完成，神经回路信息处理机

制是研究热点．由于缺少合适的技术手段，活体动

物的各种神经细胞在神经回路信息处理中的贡献还

不清楚，与行为相关的神经回路活动机制研究更是

停滞不前．光控制神经活动技术将在这一研究领域

发挥重要作用．同时，为应对这一挑战，需要发

展新的光活性物质，并研发快速有效的光束控制

技术．

光活性物质的发展方向是提高光活化速率、效

率与稳定性，并将激发光谱向长波段(红外波段)
推进．2007 年，Graham 等合成的笼锁谷氨酸
(4-carboxymethoxy-5,7-dinitroindolinyl glutamate, CDNI-
Glu)量子释放效率更高、光响应时间更短[20]，因此

较 MNI-Glu更为有效．同时，由于近红外激光能
够对 CDNI-Glu光解笼锁释放出活性谷氨酸，因此
该光活性物质也将更适用于活体动物和厚组织的

研究．

光束控制技术的改进包括扫描方式的改进和刺

激仪器的光纤化．目前多点扫描多采用机械式顺序

扫描模式，由于机械惯性限制了扫描点间的切换速

度，在模拟再现生理信号时表现出很大的局限性．

Bullen等利用声光偏转器实现了单波长激光的无惯
性快速扫描，能够在扫描范围内对光束进行离散点

间的随机控制．Shoham等[21]采用声光偏转器控制

紫外激光，1 ms内可对 20个不连续位点进行准同
步光活化．而飞秒激光声光扫描理论与技术的最新

进展使得可用飞秒激光进行多点快速的光控制，

其时间精度达到 10 滋s / 点[22]，比机械扫描方式的

1 ms/点提高了两个数量级．三维随机扫描可用于
实现快速的三维刺激，多焦点激发技术[23]等则可实

现多点同步刺激，而飞秒激光声光可调谐滤波技术

则可用于快速活化和观测．

仪器的微型化、光纤化便于在活体动物研究

中进行光控制．光子晶体光纤、成像光纤束等光纤

成像核心器件发生了质的飞跃，光纤的集成度、数

值孔径等重要指标显著提高．光纤多光子内窥显微

成像技术取得了重要进展．双光子荧光显微镜的发

明人 Denk等将光纤化系统用于自由运动小鼠神经

活动的成像研究．斯坦福大学的 Aravanis等[24]结合

光敏感蛋白遗传技术和光纤显微技术建立了一种

光 -神经活动控制界面，并初步用于啮齿类动物运
动行为的控制．这种光纤化仪器用于与行为相关的

神经回路活动机制的研究，具有广泛的应用前景，

给出了技术发展的方向．
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Abstract Neural activity is a process of induction and propagation of neural excitability, clarifying whose
mechanism is one of the basic goals of modern neuroscience. It is necessary to manipulate, stimulate or silence
specific sets of neurons, when determine their role in brain function, and to achieve this goal with light is a new
approach to control neural activities. Photostimulation techniques have been achieved through four approaches:
light-mediated uncaging of chemically modified signaling molecules, excitation of light-sensitive proteins
introduced into neurons, chemical modification of ion channels and receptors to render them light-responsive, and
optical stimulation of neurons. Optical controlling of neural activity proves to be noninvasive, noncontact, and easy
to repeat, which has been harnessed to rapidly activate or silence neurons. This optical control allows precise,
millisecond control of neural circuits, which possesses a wide application prospect in fields of the foundation and
clinical neuroscience. Here it the principles and applications of these optical controlling methods were reviewed,
and their development trends in technical improvements and applications were discussed.
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