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摘　要：光遗传学技术因其低组织损伤性、高时空分辨率以及遗传特异性等优势，虽然历史并不长，但

却在近几年来成为最热门的技术之一，并在神经科学研究中迅速被应用。视紫红质通道蛋白 2 
(channelrhodopsin-2, ChR2) 作为光遗传学技术的代表性蛋白质之一，在系统神经科学领域中已成为非常理

想的工具并取得了一系列突破性的进展。现针对 ChR2 的背景、分子结构以及生理学功能，及其在体脑功

能区绘图和在体神经功能调控的研究进展，进行综述及展望。
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Application and outlook of channelrhodopsin-2 in system neuroscience
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Abstract: Optogenetics, a technique to precisely manipulate cell activity by genetically encoded light-sensitive 
proteins, has been widely and enthusiastically applied as a revolutionary tool in the field of neuroscience. As one of 
the most representational proteins, channelrhodopsin-2 (ChR2) has been regarded as a prominent tool that 
contributes to a series of breakthrough in the field of system neuroscience. In this paper, we review the discovery, 
molecular structure and function of ChR2. We also review the advances of using ChR2 to map cerebral functional 
connectivity and to study the modulation of neural function, with a prospect for its future application.
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在细胞及系统层面的神经科学研究中，历来十

分具有挑战性的工作之一就是中枢神经系统功能环

路图谱的绘制。神经元连接环路的连接方式、整合

和传递整合神经信息的研究在近些年来为大量的神

经科学工作者所关注。病毒转染研究上下游神经元

交联的顺向、逆向追踪技术，以及电生理观测研究

固有独立神经环路是截至目前为止解决当前问题的

主要手段。同时，基于现在的技术手段，利用基因

组学方法在特定类群细胞上实现即时诱发出精确电

生理活动业已成为神经科学领域常用的技术手段。

近些年来，研究者不仅可以在离体脑组织 [1-2] 和非

脊椎类动物模型 [3-5] 完成对神经元活动的准确调控，

在哺乳类动物神经系统中进行在体神经功能调控也

成为现实 [6-8]。

目前在解析神经元连接环路中，主要运用病毒

转染、活体组织染色，以及转基因表达系统等技术

来研究神经元形态以及它们的轴突投射 [9-11]。然而，

环路中某个特定功能连接的直接信息无法被显示是

这些解剖学方法普遍存在的缺陷。由此看出，在体

研究十分有价值 [12-14]。目前针对此目的的方法学的
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研究中，在限定的空间内针对某种特定类型的细胞

进行诱发反应是在体神经电生理研究关注的热点。

光解笼锁谷氨酸以及局部电刺激是目前激活神经元

较常用的方法。采用基因组学或遗传操作技术对特

定类群的神经元在空间、时间上实现精确调控神经

元活动，将使人们更为精准地绘制脑功能环路。寻

找一种可以简单快速控制神经元放电并且能够实现

基因操作的工具对神经元功能领域研究势在必行。

光遗传学技术就是一种光学和遗传学相结合的方

法，通过转基因技术使特定细胞表达光敏感通道蛋

白，进而利用光刺激控制细胞的功能活动。在体、

离体、病毒侵染等种种方式自 2003 年起，被诸多

实验室相继应用，其实验结果证实光控阳离子通道

蛋白 channelrhodopsin-2 ( 视紫红质通道蛋白 2，
ChR2) 是系统神经科学研究一个十分有效的工具，

蓝光刺激下 ChR2 的激活可以在空间和时间上精确

地调控特定区域神经元的放电活动
[15-17]。

1　ChR2的背景、构架和功能

视紫红质蛋白 (channelrhodopsin) 由真核生物、

古生菌以及原核生物表达，它是能通透阳离子的通

道蛋白，在光照刺激下激活。来源于团藻 (Volvox 
carteri) 的 VChR1、VChR2 蛋白，以及源自莱茵衣

藻 (Chlamydomonas reinhardtii) 的 ChR1、ChR2 蛋 白

是目前已被发现的 4 种通道蛋白。将光照条件控制

在最佳范围内，感受光刺激，让微藻具有趋光性，

使其能够进行趋光、背光运动，帮助微藻进行光合

作用，就是天然通道视紫红质蛋白家族的主要作用。

作为光遗传学技术的标志性蛋白，ChR2 是一种七

次跨膜的非选择性阳离子通道蛋白，分离自单细胞

绿藻莱茵藻，其中心波长 470 nm，光敏光谱范围

350~550 nm[18]。在 470 nm 波长光照时，ChR2 通道

开放，产生内向阳离子流，细胞膜电位去极化。当

神经细胞膜电位去极化水平达到钠离子通道激活阈

值时就能够产生动作电位，从而实现光刺激促发神

经细胞放电活动。470 nm 波长的蓝光刺激可激活

ChR2 通道蛋白，产生内向电流。此特异性的内向

电流可在 50 μs 内在神经元上被记录，并在 1~3 ms
内诱发动作电位 [19-20]。由此可见，ChR2 的响应速

度非常快。在哺乳类动物系统中，构建转基因动物、

局部注射病毒侵染细胞 [21] 以及胚胎电转染 [22] 等是

实现细胞表达 ChR2 的常用方法。一方面，激活一

个神经元细胞进而产生动作电位必须要有充足的

ChR2 蛋白通道开放才可以；另一方面，光刺激存

在窗口期，合适的刺激时间才能维持 ChR2 蛋白通

道的激活状态 [23]。

对 ChR2 蛋白通道的分子结构进行改造，可以

得到具有不同特性的变体，它们具有不同的激活光

谱，进而获得了更大的电导，更优的激活、失活时间，

使得这些变体可应用于更高效、更精准的神经调控

研究，并且具备更高光电流强度的特点 [24-25]。点突

变产物 C128A/S 和 D156A 可使得 ChR2 通道在光

刺激下维持较长时间的去极化状态，使得通道的失

活延迟。L132C-ChR2 通道对钙离子有更好的通透

性 [26]。另外，ChR (iC1C2) 是一种 200 倍光敏感的

氯离子电导，蓝光刺激下可以抑制神经元的活性。

除了对光更加敏感，iC1C2 作用时间更长，刺激后

可长达 1 min，并且红光照射可使其失活。这种高

度的敏感性和长时的通道开放可以缩短激光照射时

间，因此，可以减少对组织的热损伤。系统神经科

学的研究因为这些 ChR2 的突变体而有了更加多元

化的选择，ChR2 通道及其相关改造形式使得研究

者可在离体脑片水平 [27]、在体清醒状态 [28-30] 进行

系统神经科学的研究。ChR2 通道在这几年来的神

经科学领域中也得到科学家们的广泛应用，用于研

究神经功能抑制的光基因学工具，如 NpHR、Jaws、
Arch 等 [31] 也得以发展。

阶跃式视紫蛋白 (step-function opsins) 是 ChR2
受体家族的另一种类型，其激活态维持时间更加持

久，即使撤掉光刺激后其激活态仍能维持，并且在

黄光刺激下可立即呈现失活态。新发现的第三代稳

定型阶跃式视紫蛋白其失活态时间可恒定在 30 min
左右，其诱发的峰值电流可超过 200 pA[32]。这种特

性尤其适合于在没有持续的激光作用下的行为学研

究。高能的激光脉冲会对组织造成热损伤，在这种

情况下稳定型阶跃式视紫蛋白可以发挥优势 [7]。另

外，对光控制相关的信号通路的研究不断深入，包

括 Opto-XRs-G 蛋白偶联受体介导的信号通路 (Gq、
Gs 或 Gi/o-coupled)、光门控酶激活的通路和光敏感

蛋白 - 蛋白的交互作用通路等 [33]，使得对与疾病相

关的神经通路机制的探究过程，尤其是特异性的细

胞类型和环路得到进一步的发展。

2　基于光遗传学技术的在体脑功能区绘图

在神经元及皮层区域之间绘制结构及功能连接

图能够使人们更深入理解大脑内神经元的连接性。

研究神经系统连接性时可利用光敏感蛋白具有快速

激活和区域定位的特性轻易达到单个神经元水平以
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及毫秒级别的时间特异性。光遗传学的单点刺激技

术刺激啮齿类动物脑区并在体绘制脑功能图谱在近

年来越来越多地被报道，运动反应则由肌电记录、

电生理、诱发运动反应等技术来评估。

早期皮层绘图时区分皮层区域之间的界限主要

基于细胞构架以及解剖结构特点。要绘制皮层的功

能图谱，需要一种即时刺激皮层及检测信号输出的

技术手段。单根穿刺微电极刺激皮层并观察行为输

出是最早且应用十分普遍的方法 [34]。Hira 等 [23] 和

Ayling 等 [35] 在 2009 年报道了利用基于光刺激的绘

图技术 (light-based mapping, LBM) 在体绘制小鼠的

运动皮层图谱。转基因小鼠Thy1-ChR2-YFP (Jackson
实验室，line 18) 在大脑皮层第 V 层锥体细胞中特

异性表达光敏通道 ChR2，通过在运动皮层上给予

473 nm 波长的激光刺激并同时记录诱发运动反应

( 肌电活动 )，可以绘制小鼠运动皮层功能区。

皮层图谱的绘制虽然可以通过皮层内微电极刺

激 (intracortical microstimulation, ICMS) 的方法加以

实现 [34]，但无法真实代表内源性的皮层活动。因为

电刺激不加分辨地激活靶区域内所有的细胞和突

触，且将同时兴奋顺行及逆行的神经活动 [35-38]。此

外，需要长时间、多次刺激的研究并不适合采用

ICMS 的方法。ICMS 绘制的运动皮层拥有相对较

高的精度，但是 ICMS 不可避免地会对脑组织造成

损伤，影响部分大脑皮层的功能，操作过程效率低

下 ( 每一个刺激点均需插拔电极 )。然而，LBM 与

ICMS相比对组织的损伤更小，短时间之内 (几分钟 )
可以对数百个皮层位点进行刺激，并且可以在无创

情况下进行反复刺激绘图 [39]。另外，不同的麻醉深

度会对皮层活动产生影响，所以快捷的刺激方式对

于在体麻醉实验非常重要 [40]。

与 ICMS 对比，LBM 有许多优势，但重叠的

树突棘以及组织内的光散射会对其空间分辨率产生

影响 [35]。由于红光在组织中不如蓝光易发生散射，

红色激发波长的 ChR2[41] 可能会更具优势。ChR2
介导的 LBM 可在多物种模型得以实现，此亦为其

特点之一。目前，LBM 仅能在小鼠上绘制运动皮层，

且因其空间分辨率较低，尚不足以在相对小的小鼠

运动皮层上绘制精确的细节。转基因品系 ( 如大鼠 )
的研究进展 [42-43] 以及胚胎电转技术表达 ChR2[22] 等

技术手段的进一步成熟，将使得在相对更大的运动

皮层上精确绘图成为可能 [44]。Roe 等 [8] 利用病毒载

体技术表达 ChR2，在灵长类动物模型中，刺激弓

状沟前后侧的 ChR2 位点诱发快速眼动，以研究执

行眼球运动行为的额叶环路。另外，运动皮层内特

定细胞的图谱绘制基于特定细胞内表达 ChR2 技术

的进步得以实现 [8]。通过 LBM 来研究复杂前肢运

动已经被 Harrison 等 [39] 所报道，他们发现外展和

内收这两类的前肢运动通过对运动皮层持续地进行

光刺激可以稳定地被诱发，且外展动作的代表区位

于内收动作代表区前方。另外，LBM 也被应用于

在做舔舐动作的清醒小鼠 ( 头部固定 ) 中绘制舌部

运动皮层代表区图谱 [45]。今后，通过 LBM 在疾病、

外伤或运动、认知学习后的模型中研究皮层图谱随

时间发生动态变化将成为可能 [39,46]。

3　基于光遗传学技术的在体神经功能调控

基于 ChR2 的光遗传学技术与早前使用金属、

玻璃电极的电刺激技术相比，具备以下三大优势：

第一，ChR2 可以表达在特定类型的神经元或皮层

区域，光刺激蛋白通道激活后产生的电信号将沿着

神经通路固有的传导方向传递 [47] ；第二，由于是采

用特定波长的光照射在神经元上，避开与神经的直

接接触，避免对组织的刺激和损伤，可以进行多次

重复刺激；第三，通过在特定的神经元上表达光敏

感蛋白而实现选择性地兴奋特定类型细胞，如以

Thy1 为启动子的转基因 C57 小鼠中，在大脑皮层

的第五层锥体细胞高水平表达的 ChR2-YFP，为研

究活动依赖的或者发育相关的可塑性或者行为相关

的环路绘图提供了绝佳的模型 [48-49]。此外，Feng 实

验室利用细菌人工染色体 (BAC) 转基因技术构建了

多种细胞类型特异 ChR2 表达转基因小鼠 [49]。例如，

在蓝色激光下，通过转基因小鼠 (Pvalb-ChR2-EYFP、
TPH2-ChR2-EYFP 或 ChAT-ChR2-EYFP) 可以分别

选择性地激活和调控胆碱能、5- 羟色胺能或 PV 中

间神经元动作电位的发放。Gourine 等 [50] 在 2010
年的研究利用病毒载体 AAV 将 ChR2 在小鼠脑干

的星型胶质细胞中表达以控制其活动，详细阐述了

星型胶质细胞从血液中获得机体内环境信息，然后

将信息转递给调节呼吸频率的神经元，直接操控神

经元的活动。精确绘制神经连接及阐述行为背后的

神经环路基础需要这种细胞类型特异的 ChR2 小

鼠 [49]。此外，启动子 -ChR2 后接所需的荧光蛋白

可标识释放不同递质的神经元群。例如，接 GFP
则转染细胞在荧光镜下呈现绿色，Cherry 在荧光镜

下呈现樱桃红色，YFP 在荧光镜下则呈现黄色。

此外，基于光遗传学技术的发展，在精神疾病，

诸如自闭症、成瘾症、焦虑等研究领域的模型中对
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某一特定细胞类型或神经通路进行精确的在体功能

调控得以实现，为更深入地研究疾病的病理模式提

供了技术条件。Tye 等 [51] 将 ChR2 特异性表达在基

底侧杏仁核 (BLA)至中央杏仁核 (CeA)的神经通路，

研究小鼠焦虑样行为的神经机制。给予光照刺激激

活 ChR2 会产生急性的抗焦虑效应；反之，在相同

通路上表达抑制性光敏感蛋白 eNpHR 并给予光照

刺激，焦虑样行为加重。此外，Alilain 等 [52] 将
ChR2 转入颈部脊髓损伤动物的膈神经及其周围神

经元细胞内，在光照诱导下可以恢复呼吸运动。

Tomita 等 [43] 利用腺相关病毒将 ChR2 表达于遗传

性视杆细胞、视锥细胞变性小鼠视网膜内层神经细

胞后，在给予 460 nm 闪光刺激后记录到视觉诱发电

位 (VEP) 波形，但是在给予 580 nm 的闪光刺激后

记录不到 VEP，证实将 ChR2 转导入原先不能感光

的视网膜内层细胞后，光信号编码转变成电信号传

入视皮层，并引起视觉高级中枢的响应，但是，

Thyaqarajan 等 [42] 将视网膜退变的小鼠 (Pde6b) 与
以 Thy1 作为启动子在神经节细胞表达 ChR2 的序

列杂交，结果并未发现这些转基因小鼠较视网膜退

变小鼠表现出更好的视觉功能。

4　有临床转化潜力的研究进展

4.1　神经网络连接研究

Arenkiel 等 [21] 首次报道了在中枢神经系统表

达 ChR2-YFP 融合蛋白的转基因小鼠上进行在体光

刺激，并同时绘制神经环路。他们对麻醉后小鼠的

嗅球和梨状皮层区域进行研究，发现嗅球可以被光

刺激诱发出单个僧帽细胞的动作电位，并且其他共

激活的嗅小球 (co-stimulated glomeruli) 不会影响它

的发放频率。然而，在梨状皮层，靶区域的神经元

活动随着更大范围嗅小球被激活而增加。这一结果

进一步证明了嗅觉处理是依赖于僧帽细胞汇聚并整

合至皮层细胞的模式。同时，这一经典工作展示了

两个优势：(1) 在体精确调控哺乳类动物大脑皮层

神经活动可通过光遗传学方法实现；(2) 完整大脑

内探索复杂神经环路的功能连接可使用表达 ChR2
的小鼠。Choi 等 [53] 将 ChR2 特异地表达在小鼠梨

状皮层，对小鼠进行行为学方面的研究，发现这些

小鼠梨状皮层中的神经元集合在受到光遗传学随机

刺激之后，其可重复产生相同的厌恶或欲求行为，

证明同源神经元集合产生的兴奋在小鼠梨状皮层中

可使其产生不同类型的已习得行为。

Cre 诱导形成的 ChR2 转基因鼠或者病毒载体

表达 ChR2，结合能够表达跨突触传递的示踪物质

的病毒载体，使得光遗传学可用来研究特定的细胞

类型和神经环路，如植物凝集素中的麦胚凝集素

(WGA) 可以在突触后目标神经元进行逆行 / 顺行往

复运动。这种物质可以应用到各种研究特定环路的

方法中 [54]。Cheng 等 [55] 利用病毒载体将 CamKII-
ChR2 注入丘脑的特定细胞内，使其激活时表达

ChR2，结合示踪技术能够显示神经投射的特点，研

究丘脑特定细胞激活后运动前区皮质神经元等的激

活情况，以了解固有神经环路的功能联系。对于丘

脑和皮质之间未知投射关系的深部核团，可将逆行

示踪剂 WGA-Cre 和 Cre-dependent ChR2 分别注入

皮质和丘脑内的特定神经元，利用光遗传技术研究

两者之间的功能联系。

4.2　特异性新皮质定位研究

神经科学领域的研究者一直在寻找能够特异性

定位新皮质皮层的方法。如今，利用皮层特异性的

由 Cre 启动表达的蛋白技术或者子宫内电穿孔法 (in 
utero electropo-ration, IUE) 可以实现这一目的。多个

实验室利用行为学模型和神经网络拓扑模型已经成

功梳理出皮层特异性神经元的作用 [56]。光遗传学工

具可以很好地被利用到子宫电穿孔处理小鼠胚胎的

过程中 [57]。子宫内电穿孔法可以在胚胎发育的特定

时期将 DNA 转入神经元以标记特异性的皮质皮层。

同病毒转染相比，IUE 转基因小鼠的主要优势在于

视蛋白在出生时就已经表达，这使得在较早发育时

期就能获得准确的脑部切片，以研究特定皮层的功

能发育 [58]。不过，缺点是转基因小鼠通常表达较低

水平的视蛋白，原因可能是基因复制的数量下降。

5　展望

视紫红质通道蛋白在光遗传学领域日益成为一

个被广泛应用的重要工具，尤其是在神经科学研究

领域中更是突出。然而，它自身也存在着一些不足

之处，主要表现为通透离子的电导率仍不高，并且

非常容易失活。一些生物学研究因为通道视紫红质

蛋白的这些特点而不能开展。另外，天然的视紫红

质通道蛋白的吸收光通常都不会超过 520 nm，必须

要对通道视紫红质蛋白进行进一步的改造和优化，

才能对大脑这一类具有高光散射性质的深层结构进

行在体深入研究 [59]。

通过对视紫红质通道蛋白进行改造可以获得更

高性能的通道，从而扩大了它们在光遗传学领域里

的应用范围。这些改造有：新视紫红质通道蛋白的
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基因组发掘技术、不同视紫红质通道蛋白之间的结

构域调换技术、定点突变技术，以及视紫红质通道

蛋白 N 末端及 C 末端修饰技术。这些技术的实现

能够让通道视紫红质拥有以下新特性：(1) 改变视

紫红质通道蛋白的吸收光谱，因为光敏感度属于视

黄醛分子的内在特性，需要对现有视紫红质蛋白中

与视黄醇结合的区域进行改造；(2) 提高通道电导

率，改善易失活的特性，包括增强蛋白对阳离子的

转导效率、延长通道开放时间和提高蛋白表达水平。

改变视紫红质蛋白吸收光谱的同时又不影响它的功

能是技术难点，例如通道蛋白的稳定性、动力学特

性和蛋白的离子转运效率等。Yawo 实验室报道构

建了 ChR1 蛋白与 ChR2 蛋白的杂合体蛋白 ChRGR，
并与 Deisseroth 研究组合作获得了 VChR1 蛋白与

ChR1 蛋白的杂合体 C1V1 蛋白 [60]。然而，对于通

道视紫红质蛋白的吸光光谱受哪些因素的影响还不

太了解，因此，下一轮吸收光谱改造工作的首选也

许是 C1V1 和 ChRGR 这两种杂合蛋白。

借由不同种类的嗜神经工具病毒或其组合和

Cre-loxp 等系统，光敏感蛋白还可以顺向或逆向表

达在靶神经元下游或上游的神经元胞体，因此，光

遗传学技术又具有细胞空间投射的特异性，这对于

神经环路中各脑区特定细胞群的调控具有无与伦比

的精确性。工具病毒与光遗传学的结合可以实现光

遗传的细胞选择性表达以及神经网络上的选择性表

达。目前常用的方法基于 Cre/DIO、Flp/Fdio 等元件，

或者细胞特异性启动子，利用工具病毒载体注射特

定的转基因动物，即可实现对特定类型神经元的选

择性光遗传或化学遗传调控。而对于更近一步的需

求，例如只需要激活或抑制特异细胞类群的亚类等，

也可结合 Cre 和 Flp 转基因动物，构建 Cre-ON/Flp-
ON、Cre-ON/Flp-OFF 等工具病毒元件，实现对特

定类型神经元亚类等选择性光遗传或化学遗传调

控。此过程通常利用 AAV、HSV、LV 等实现，而

光遗传技术和各种工具病毒的联合亦是将来研究的

一个重要的方向。

除了进行神经调控，通过基因改造研发新型的

钙离子、pH 值、电压等敏感的荧光蛋白基因，共

同导入到大脑执行特定功能区域中的某几类神经细

胞中，在大脑执行感知觉任务的同时，可视化地调

控和记录细胞亚群的反应，然后让细胞将这种反应

进行重现，从而明确这一类细胞对生物个体行为的

功能性作用，这也是光遗传学发展的一个新的方向。

此外，在刺激 ChR2 时可能会发生相对更大的

细胞内钙离子浓度的瞬间变化，从而引起神经递质

释放与神经环路内的可塑性变化，这点在设计光遗

传学实验时需要注意
[61]。同时，神经的功能和其生

存能力可能会受到 ChR2 过度表达的影响 [62]。

6　结语

综上所述，ChR2 对于神经科学领域来说是具

有划时代意义的，它所带来的是革命性的变化。

Nature Method 也把以它为代表的光遗传学实至名归

地评选为 2010 年度方法学明星。目前，部分将表

达光感蛋白的灭活病毒基因注射入人类大脑的临床

试验已经得到美国 FDA 批准。对此，有理由相信，

与 ChR2 相关的技术手段，结合双光子激光扫描显

微镜、在体光纤以及基于受体 - 配体偶联或化学阻

断突触传递的异质性刺激方法，必定能够对神经系

统的整体连接和功能的在体研究产生更为深远的

影响。
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