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摘要 光遗传学技术利用光作为输入信号，能够精准地调控细胞的生理功能，同时具有高度的时间和空间特异性，使得构

建高度动态的调控系统成为可能 . 近年来，随着新型光敏蛋白的发现和光照系统的创新，基于光遗传学技术的光控系统的效

率得到了显著提高 . 通过合成生物学方法构造各种生物回路，光控系统在细菌中的应用也日益广泛 . 将光控系统作为输入模

块，与其他生物功能模块相结合，能够实现对基因表达、蛋白质活性以及细菌生理功能的调控 . 本文主要介绍光遗传学技术

的基本原理及其在合成生物学和调控细菌生命活动方面的应用 .
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合成生物学旨在根据需求设计生物功能，它利

用天然的和新设计的生物部件构建具有特定功能的

生物回路，以满足相应的目的［1］ . 以前，对生物回

路的调控主要通过化学诱导物实现，然而，化学诱

导物的毒性和不可逆性限制了其应用［2-3］ . 相比而

言，光控具有无毒（或弱毒）、低延时和操作可逆

的特点，能够实现高度动态的生物回路调控［4］ . 因

为具有精准快速、特异性强等特点，光遗传学技术

被广泛地应用于动物神经细胞的研究，极大地推动

了神经科学的发展［5］ . 例如：对于患有早期阿尔茨

海默病的小鼠，利用光刺激海马体的记忆痕迹细胞

能够使小鼠恢复记忆［6］；对癫痫疾病而言，在海

马体中表达NpHR基因后，利用黄光照射能够缩短

癫痫发作的时间［7］ .

近年来，光遗传学技术在细菌研究中的应用也

越来越多 . 2005年，Anselm等［8］在细菌中构建了

第一个基于双组分系统的光控基因表达系统 . 2009

年，Tabor 等［9］将红光感应的 Cph8/OmpR 光控系

统与群体感应器结合实现了一个合成的边缘检测程

序 . 近年来，光敏蛋白在动力学、离子选择性和光

谱敏感性等方面的改进显著提高了光控系统的特异

性和灵敏性 . 目前，光遗传学技术在细菌等微生物

的研究中得到了越来越广泛的应用，极大地推动了

细菌生理功能和合成生物学的研究进展 . 本文概述

了光遗传学技术的基本原理及其在细菌生命活动调

控中的应用 .

1 光遗传学技术

光遗传学是利用光学系统和基因工程学技术精

准地控制和监测细胞生物学功能的一种新型技

术［10］ . 光遗传学技术主要包含光敏蛋白、递送方

法和光照系统 . 该技术通过运载体将特定的外源光

敏蛋白靶向导入指定细胞，并用特定的光源刺激光

敏蛋白，引发生物学响应，从而精准调控细胞的生

理状态和功能 .

1.1 光敏蛋白

1997年，Yeh等［11］在蓝藻中发现了Cph1光敏

蛋白 . Cph1是受光信号调控的组氨酸激酶，介导响

应调节因子的红光可逆磷酸化，其 N 端是光感受

区 ， 包 含 PAS （Per/Arnt/Sim）、 GAF （cGMP

phosphodiesterase/adenyl cyclase/FhlA） 和 PHY

（phytochrome） 结构域，其中 GAF 结构域是发色

团结合部位，其C端是光调节区，包含组氨酸激酶

区域（HKD），负责信号传递 . 同时，经典的光敏
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蛋白还有膜相关的组氨酸激酶CcaS，而CcaS是蓝

细菌光敏色素家族蛋白的成员，可借助绿光增强其

自磷酸化的效率以及向调节因子转移磷酸基团的

能力［12］ .

2002年，Losi等［13］在枯草芽孢杆菌中发现了

蓝光受体YtvA-LOV. YtvA的N末端与LOV域高度

同源，具有保守的半胱氨酸活性位点和LOV光化

学反应特性 . 2008年，Kojadinovic等［14］发现了来

自沼泽红假单胞菌的光敏蛋白BphP1，其效应模块

包含PAS/PAC和HOS两个结构域，且在红外照射

下与转录抑制子 RpPpsR2 结合，发挥其信号传递

功能 .

近年来，更多的新型光敏蛋白逐渐问世，例

如，新型光敏蛋白All2699具有更快的动力学特征

和光谱的偏移［15］，其出现标志着光敏蛋白工程方

面的突破以及光遗传学技术的发展 .

1.2 递送方法

光遗传学实验通常以病毒递送、质粒转化等方

式将体外特定的光敏蛋白基因靶向导入到受体细胞

中［16］ . 慢病毒能携带外源目的基因，并将其整合

到宿主细胞的基因组中，使得目的序列持久表达 .

腺相关病毒 （AAV） 通常需要腺病毒协助复制，

将目的基因高效定点地整合到染色体中 . 相比而

言，AAV具有更高的生物学安全性和组织感染的

特异性［17］ . 对于细菌，通常用光敏蛋白基因构建

质粒，然后将质粒转化到细菌中 .

1.3 光照系统

光照系统将特定波长和强度的光信号传递到含

有光敏蛋白的靶细胞，迅速、灵敏地调控靶细胞的

生物学功能和生理状态 . LED和激光是两种常用的

光源，其中，LED 光源构造简单，价格较低，对

于普通的体外实验能够满足要求，而激光光源的光

谱范围更窄，具有低发散性［18］，适用于体内实验，

可利用光导纤维准确地将光传输到指定区域，但价

格昂贵 .

2 光遗传学在细菌中的应用

2.1 光调控基因表达

可控的基因表达系统是生物学研究中不可缺少

的工具 . 以前主要使用化学分子诱导物调控基因表

达，但是化学分子的易扩散性、非特异性、毒性使

得化学调控系统的应用受到很多限制 . 相比而言，

光具有无毒（弱毒）、精准、高特异性等特点，是

一种更为理想的诱导方式［19］ .

光信号对细胞的毒性主要表现在以下几方面 .

细胞内部会产生具有毒副作用的光敏因子，这些光

敏因子在光照作用下会干扰细胞功能和细胞活

力［20］ . 光信号主要通过光照强度、持续时间和波

长影响细胞生长，毒副作用包括光照射下细胞内的

热变化、有毒副产物和活性氧（ROS），其中，过

量的ROS会造成蛋白质失活和细胞消融，而通过

精准地控制光照强度和光照时间能够减少光毒性对

细胞生长所造成的干扰［21］ . 为了防止长期光照下

光毒性引起的细胞损伤，通过加入抗氧化剂来消耗

细胞介质中的氧气，可以减少细菌等厌氧生物中与

氧气作用产生的有毒活性氧［22］ . 此外，所有可见

波长的光都对细胞存在潜在毒性，而且，波长越

短，毒性越强 . 红光波长>500 nm，穿透性比蓝光

更强 . 因此，研究者开始使用红光激发的光敏蛋白

来构建光控系统，例如，2018年Ong等［23］使用响

应近红外光（波长>700 nm，光毒性小且与大多数

波谱分离）的植物色素BphP1在大肠杆菌中构建了

近红外光传感器，提高了光遗传系统的安全性 .

光控双组分系统主要包含激酶和响应调节因

子［24］ . 2005年，细菌中首次出现基于双组分系统

的光控基因表达系统［8］ . 该系统由光敏蛋白 Cph1

与大肠杆菌 EnvZ/OmpR 双组分信号通路组成，

Cph1与EnvZ构成Cph8重组转录因子（图1a） . 在

无光照的情况下，Cph8自身磷酸化，然后磷酸基

团转移到响应调节因子OmpR，磷酸化后的OmpR

结合 ompC启动子，目的基因的表达被启动 . 在红

光照射下，Cph8 的自磷酸化过程被抑制，OmpR

无法被磷酸化，ompC启动子失去活性，目的基因

的表达受到抑制 . 2011 年，Tabor 等［25］利用 CcaS/

CcaR系统实现了红绿光控制的基因表达（图1b） .

在绿光刺激下，CcaS自身磷酸化，随后磷酸基团

转移到响应调节因子CcaR，磷酸化后的CcaR结合

cpcG2启动子，目的基因的表达被启动 . 在红光照

射下，CcaS的自磷酸化过程被抑制，CcaR无法被

磷酸化，cpcG2启动子失去活性，目的基因的表达

受到抑制 . 上述光控系统具有较强的稳定性和灵敏

性，但是其诱导效果一般，不能大幅度提高表达水

平 . 在 2014 年 ， Schmidl 等［26］ 对 Cph8/OmpR、

CcaS/CcaR光控系统的启动子和基因表达进行了优

化，将诱导倍数分别提高到 72 倍和 117 倍 . 2018

年，Ong等［27］敲除了CcaS传感器组氨酸激酶中两
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个未知功能的PAS结构域，将CcaS/CcaR光控系统

的诱导倍数提高到近600倍 . 而在2020年，Li等［28］

利用来自类球红细菌的新型LOV结构域（RsLOV）

构建了一种单组分光激活的细菌基因表达系统

（eLightOn），其具有高诱导倍数（>500倍）、活化

动力学快、活化水平高、适应能力强的特点 .

虽然有多种方式能够调控基因表达，但是大多

无法实现定量地调节表达水平 . 2014年，Wu等［29］

将光控系统与CRISPRi系统相结合，实现了利用不

同强度的蓝光信号定量地调控基因的表达水平 . 该

系统由 3 部分组成：受 YF1-FixJ-PFixK2 蓝光光控

系统调控的 gRNA、稳定速率表达的 dCas9蛋白以

及由电脑控制的光照装置 . 在该系统中，受蓝光信

号强度调控的gRNA与以稳定速率表达的dCas9蛋

白结合形成 dCas9∶gRNA复合物，随后该复合物

结合到DNA目标区域并在转录过程中阻断RNA聚

合酶，从而调节目标基因的转录水平 . 在不同光照

强度下，报告荧光蛋白的产量随着光照强度的增加

而逐步提升，最终增至两倍 .

光遗传学技术与计算机技术相结合也是重要的

发展方向，可实现对反馈信号的检测和光信号的精

确调整 . 2016 年，Miliasargeitis 等［30］ 利用 CcaS/

CcaR光控系统和荧光蛋白信号构建了自动反馈的

光控基因表达系统（图2a），通过检测报告荧光蛋

白信号，自动反馈并控制光信号的强度，更加精准

地控制基因的表达水平 . 2017年，Chait等［31］同样

采用CcaS/CcaR光控系统和荧光蛋白信号，通过对

单个细胞的光信号调控来调节细菌种群状态（图

2b） . 2018 年，Rullan 等［32］构建了实时的单细胞

水平转录调控光遗传学技术平台，实现快速、无记

忆性的转录激活和抑制，并通过光驱动的反馈回路

在单细胞水平上调控转录 . 该反馈回路能够显著减

少细胞间的差异性，为单细胞的动态转录研究提供

了灵活的手段 .

同时，光控基因表达系统在基因回路工程化方

面也有显著的发展 . 2019 年，Castillohair 等［33］首

次在枯草芽孢杆菌中实现了光控基因表达，其组成

包含基于绿/红光可逆双组分 CcaS/CcaR 系统的蓝

藻光传感通路、两种用于合成藻青素发色团的代谢

酶以及相应的启动子 . 这种在菌株中引入外源通路

的合成生物学方法有助于基因回路设计的工程化 .

本文列举了细菌中已实现的部分光控基因表达系

统，并简要归纳了其组成和特点（表1） .
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Fig. 1 Light-controlled gene expression system
图1 光控基因表达系统

（a）在无光照的情况下，Cph8自身磷酸化，然后将磷酸基团转移到响应调节因子OmpR，磷酸化后的OmpR结合启动子ompC，目的基因的

表达被启动. 在红光照射下，Cph8的自磷酸化过程被抑制，OmpR无法被磷酸化，ompC启动子失去活性. （b）在绿光照射下，CcaS自身磷

酸化，然后将磷酸基团转移到响应调节因子CcaR，磷酸化后的CcaR结合启动子cpcG2，目的基因的表达被启动. 在红光照射下，CcaS的自

磷酸化过程被抑制，CcaR无法被磷酸化，cpcG2启动子失去活性.
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2.2 光调控蛋白质活动

利用含有LOV结构域的光敏蛋白在光照条件

下构象会改变的特点，可以通过光照调控蛋白质降

解过程 . 2016年，Lutz等［38］通过将拟南芥的LOV2

光感受器结构域与鸟氨酸脱羧酶羧基末端的合成降

解子（cODC1）融合，获得了光敏感的降解子模

块，将该模块连接到目标蛋白的 C 端，用蓝光刺

激，引起 LOV2 区域的结构改变，从而激活降解

子，实现了融合蛋白的有效酶降解 .

在亚细胞水平上精准控制蛋白质相互作用的方

法是细胞生物学的重要工具 . 2016 年 Kaberniuk

等［39］利用BphP1与其天然伴侣PpsR2的可逆光诱

导结合，成功将指定蛋白质转移到细胞膜 . 此外，

通过光信号调控蛋白质的相互作用能够调节蛋白质

的相应功能 . 2020 年，Sheets 等［40］利用光二聚体

Vvd和拆分的重组酶Cre，在大肠杆菌中构建蓝光

激活的光遗传学重组酶，实现了对细菌DNA更精

准的切除（图3a） .

光遗传学工具能实现可逆的蛋白质活性调控，

为研究蛋白质的功能提供技术支持［37］ . 部分蛋白

质会通过二聚化或寡聚化激活，例如，受体酪氨酸

激酶［41］ . 因此，通过目标蛋白与光诱导二聚化/寡

聚化感光结构域（VVD、CRY2等）的融合，能够

实现光信号调节目标蛋白的聚集状态，从而调控目

标蛋白的活性（图3b） . 此外，通过共有的 Jα螺旋

结构，将枯草芽孢杆菌YtvA的LOV结构域与慢生

型大豆根瘤菌 FixL的组氨酸激酶结构域融合，能

够实现蓝光信号对激酶活性的抑制［42］ .

Table 1 Composition and characteristics of some light-controlled gene expression systems used in bacteria
表1 细菌中用到的部分光控基因表达系统的组成和特点

光敏蛋白

YF1

BphP1

Ccas

Cph1

UirS

Vivid

EL222

系统组分

YF1/FixJ，dCas9/gRNA

BphP1/PpsR2

CcaS/CcaR

Cph8/OmpR

UirS/UirR

LEVI

EL222

激活光源

蓝光

红外光

绿光

红光

绿光、紫光

蓝光

蓝光

生色团

FMN

BV

PCB

PCB

PVB

FAD

FMN

诱导倍数

2倍

2.5倍

2倍

10倍

6倍

10 000倍

5倍
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Fig. 2 Computer controller of bacterial optogenetics
图2 细菌光遗传学的计算机控制器

（a）含有CcaS/CcaR光控系统和荧光信号的细菌菌液与浊度控制装置结合，自动执行细菌取样和荧光信号测量［30］ . 计算单元基于荧光信号

强度信息计算出适当的光照信号和强度，并控制LED光照. （b）针对含有CcaS/CcaR光控系统的细菌种群，测量单个细胞的生长状态［31］ .

通过计算控制单元，针对单个细胞计算出合适的光刺激信号，并在单细胞水平上实行光信号刺激，从而控制整个种群的生长状态，每6 min

执行一次.
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2.3 光调控细菌生理功能

通过光感受器构建的光调控系统与细菌特定的

功能蛋白或代谢途径结合，实现光控制细菌生理功

能是光遗传学应用的重要领域 （图 4） . 2014 年，

Magaraci 等［43］利用成孔细胞毒素溶酶 A （ClyA）

和 pDawn 光控质粒构成的光激活细胞毒素分泌系

统改造了大肠杆菌，使其能够在蓝光或红光照射下

分泌强力的哺乳动物细胞毒素，达到杀伤肿瘤细胞

的目的（图4a），为治疗肿瘤提供新的思路和技术

手段 . 2017年，Tardu等［44］在霍乱弧菌中利用蓝光

信号调控抗 δ 因子 （ChrR） 和似金属调节蛋白

（MerR）的表达，调控部分基因转录水平，促进活

性氧化物的生成，从而有效地灭活霍乱弧菌 . 同

年，Vizsnyiczai等［45］采用视紫红质（PR）这种光

能驱动的质子泵来改造大肠杆菌，靠光子能量在细

胞膜上的电化学梯度泵送质子，利用光照强度控制

微型马达的速度，从而实现绿光控制细菌的运动速

度 . 2019 年，Tandar 等［46］利用光诱导的代谢开关

调节两个糖酵解途径之间的通量分布，即糖酵解途

径（EMP）和氧化戊糖磷酸通路（oxPPP） . 光诱

导的代谢开关是通过CcaS/CcaR光控系统控制代谢

基因 pgi的表达实现的，而 pgi的表达决定了EMP

和oxPP通路之间的通量分布 .

另外，基于光控蛋白相互作用的细胞代谢通路

调控也是光遗传学的重要应用方向 . 2016 年，

Kaberniuk等［39］利用细菌光敏色素BphP1与其天然

伴侣PpsR2之间的可逆光控结合，激活Cdc42信号

通路，将目标蛋白转移到细胞膜，并利用该光控系

统诱导细胞形态变化 . 2020年，Lindner等［47］利用

光控相互作用开关控制Ⅲ型分泌系统（T3SS）组

分SctQ和T3SS独立效应分泌物的结合，在耶尔森

氏菌中构建了LITESEC-T3SS系统，实现了分泌系

统迅速、特异、可逆地激活和失活，从而能够高

效、准确地将特定蛋白质分泌和转移到真核宿主细

胞中 . 该研究在细胞水平上实现了分子分泌和对靶

细胞功能的精准调控 .

光遗传学技术还被应用于细菌种群行为的调

控 . 2020年，Zhang等［48］将基因Chez与降解标签

YbaQ融合，并与蓝光诱导的启动子PBind共同组成

光控基因回路，在蓝光的照射下，细菌的定向移动

和迁移能力大大增强，使得细菌种群能够形成复杂

的图案 . 同年，Chen等［49］在细菌细胞膜表面分别

表达 nMag 与 pMag 黏附蛋白，并利用蓝光动态地

控制细菌间的黏附状态，从而调节细菌种群行为 .

同年，Martegani等［50］发现蓝光能够有效抑制铜绿

假单胞菌生物膜的形成，减弱其感染效果 .

此外，光遗传学技术也广泛应用于活细胞打印

方面 . 2017年，Chen等［51］利用蓝光将大肠杆菌特

异性地附着到基质上 . 他们通过在大肠杆菌膜表面

表达 pMag 蛋白，在基质上固定 nMag 蛋白，并利

用在蓝光照射下 pMag 与 nMag 蛋白相互结合的特

点［52］，能够在指定基质位置上固定大肠杆菌 . 该工

作提供了一种在基质上形成细菌图案的有效手段 .

环二鸟苷酸（c-di-GMP）会刺激生物膜黏性物质

(a) (b)

;�
�'

U�

nCre

Vvd

cCre

Vvd

Fig. 3 Protein activity induced by light
图3 光信号诱导的蛋白质活性

（a）光二聚体Vvd分别与拆分重组酶Cre的N端、C端结合，蓝光使光二聚体Vvd间发生相互作用，从而导致重组酶Cre的完整组合，激活重

组酶Cre的活性［40］ . （b）目标蛋白与光诱导寡聚化的感光结构域融合，光照下感光结构域聚集，从而使目标蛋白发生寡聚化，激活目标蛋

白的活性［37］ .
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和胞外聚合物的合成，且降解后会引起细菌分

离［53］ . 2018 年，Pu 等［54］将含有 EAL 结构域的功

能蛋白PA2133的基因引入到光控系统中降解 c-di-

GMP，从而以蓝光信号抑制铜绿假单胞菌生物膜

的形成，使得生物膜更加稀疏和薄化 . 2018 年，

Huang等［55］利用光遗传学工具调控铜绿假单胞菌

中c-di-GMP的含量（图4b），利用光照调节细菌的

聚集状态，从而实现铜绿假单胞菌的活细胞生物打

印 . 2018年，Jin等［56］在大肠杆菌中利用光控质粒

pDawn 调控黏附素蛋白（Ag43）的表达，在有图

案的蓝光照射下，能够在封闭的培养室内和各种基

质上形成空间分辨率达到 25 μm的活生物膜图案，

且该过程不需要表面预处理 . 这种“生物膜光刻”

工具比现有的细胞沉积/图案方法更具优势，可提

供可生长、结构化的生物膜 .

3 总结与展望

近年来，光遗传学技术得到了很大的发展，光

控系统的多样性和灵敏性显著提升，用光控制细菌

的生命活动成为重要的研究领域 . 光遗传学技术在

细菌中的应用极大地推动了生物工程和合成生物学

的发展 . 光遗传学技术应用于细菌基因回路的设计

和调控是一个新兴的技术领域 . 整合以光为输入信

号的基因模块和具有其他功能的基因模块，构造出

光控基因回路，调控基因表达与蛋白质活性，从而

实现对细菌细胞行为或生理状态的调控是当前的研

究热点 . 然而，光控系统目前还面临着光毒性、光

漂白等问题，有待改进，光控系统的稳定性、可诱

导性、可移植性都有待提高，不同频率的输入光顺

序或正交组合所构造的光控系统如何在细菌中进一

步应用还有待开发，外源引入的光响应蛋白是否会

影响细菌的正常生物功能也还有待检验 . 同时，将

光控系统自动化是合成生物学的重要研究方向，通

过使用计算机作为输入控制手段，添加光强的反馈

和动态校正是未来的发展方向，设计通用的基因回

路在不同菌株和环境下稳定发挥功能是未来需要解

决的问题 .
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Application of Optogenetics in The Regulation of Bacterial Life Activities*
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Abstract Using light as input signal, optogenetics technology can precisely regulate the physiological functions

of cells and has high specificity of time and space, which makes it possible to construct highly dynamic regulatory

system. In recent years, with the discovery of novel photosensitive proteins and the innovation of light systems,

the efficiency of optogenetics-based light control systems has been significantly improved. The application of

light control system in bacteria is becoming more and more extensive. By using the lightcontrol system as an

input module and combining it with other biological function modules, the regulation of gene expression, protein

activity and bacterial physiological function can be realized. This paper mainly introduces the basic principle of

optogenetics and its application in synthetic biology and the regulation of bacterial life activities.
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