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摘要 神经元通过动作电位及突触传递来使动物对内外刺激做出快速而准确的反应. 钙信号通过介导或调控上

述生理过程, 成为神经元活动的标志. 凭借高度的时空特异性, 光遗传学成为探究神经元钙信号的一种理想手段.
近年来, 基于一系列光敏蛋白所开发出的光控钙信号工具, 在不断完善和改进下, 被成功地应用于神经生物学研

究中. 利用这些工具在多种模式动物中进行了低损伤性的光遗传学操作, 实现了从神经元钙信号到动物记忆及行

为的光操纵, 体现了这类工具巨大的潜在应用价值. 本文总结了钙信号相关光遗传学工具的最新研究进展, 介绍

了不同光控钙信号工具的设计原理及其在神经生物学中的应用, 并对后续发展进行了展望.
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钙信号介导、调控着神经元的众多生理功能, 如

兴奋性的产生、神经递质的释放、轴突的生长以及突

触可塑性等, 因而为神经元维持正常生理功能所必

需
[1]. 钙信号的异常会导致神经元功能失常, 与阿尔兹

海默病(Alzheimer’s disease, AD)、帕金森病(Parkin-
son’s disease, PD)等多种神经性疾病的发生、发展密

切相关
[2~5]. 光遗传学作为一种强大的技术手段

[6,7], 其
应用革命性地推动了对神经元钙信号的探究, 增强了

对相关功能及机制的理解, 从而获得了越来越多的关

注. 广义上的光遗传学是指通过遗传学方法在细胞内

表达光敏蛋白, 再利用光来指示或操纵细胞生命活动

的技术
[8]. 通过使用细胞特异性的启动子或亚细胞器

定位的靶向序列等, 可以人为地控制感光元件的细胞

或亚细胞定位、再结合光照的时间、强度与范围, 共

同赋予了光遗传学高度的时空特异性, 使其成为一种

非常理想的技术手段
[9].

广义的光遗传学钙工具包括遗传编码的钙指示剂

(genetically encoded calcium indicator, GECI). 与化学

性钙指示剂相比, GECI能在胞内长期稳定存在, 并能

灵敏地指示细胞钙信号或细胞活动, 特别适用于在体
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实验, 因此被广泛地应用于神经生物学研究中
[10~12],

详见Li等人
[13]

的综述. 狭义的光遗传学钙工具是指遗

传编码的钙信号操纵工具(genetically-encoded calcium
channel modulators, GECM). 本文主要聚焦于GECM,
总结讨论了其设计原理及在神经生物学中的典型

应用.

1 GECM的设计原理

光遗传学之所以能够利用光来操纵细胞的生命活

动, 是由于使用了多种已发现的光敏蛋白, 如能够感受

紫外光的受体UVR8、感受蓝光的视蛋白(opsin)、光-
氧-电结构域(light-oxygen-voltage, LOV)、隐花色素

(crytochrpmes, CRY)、核黄素蓝光受体、光敏黄蛋

白、荧光蛋白Dronpa、感受绿光的钴胺素以及感受红

光/远红光的光敏色素、胆绿素等
[14]. 在吸收光能后,

光敏蛋白发生构象变化, 这些变化或是继续传递至效

应元件, 或是改变蛋白与蛋白之间的相互作用, 形成

同源或异源二聚体等, 从而引发下游反应. 其中opsin,
LOV和CRY为GECM设计中最常用的三种感光元件.
通过蛋白质工程的手段, 将上述感光元件引入到介导

或调控钙信号的蛋白质中, 从而开发设计出一系列

GECM工具
[15,16](图1).

1.1 基于opsin设计的GECM工具

视蛋白是一种广泛存在于微生物及动物细胞中的

膜蛋白. 视蛋白分子含有共价连接的感光分子视黄醛,
后者在接受光照后会发生构象变化进而激活视蛋白.
视蛋白可分为两类: 存在于微生物中单组分的Ⅰ型视

蛋白, 如细菌视紫红质(bacteriorhodopsin, BR)[17]、盐

视紫红质(halorhodopsin, HR)[18]和通道视紫红质(chan-
nelrhodopsin, ChR)[19,20]等. Ⅰ型视蛋白本身即为离子

通道, 可在光照下直接介导跨膜离子流动. 存在于动物

体中的为多组分Ⅱ型视蛋白, 为质膜上的G蛋白偶联

受体(G-protein-coupled-receptor, GPCR), 其胞内环

(loop)上具有不同的G蛋白结合位点, 被激活后会活化

下游的磷酸二脂酶, 催化环磷酸鸟苷(cyclic guanosine
monophosphate, cGMP)的水解, 从而使受cGMP调控的

离子通道关闭
[21].

基于两种不同类型的opsin, GECM工具的改造也

主要采用两种不同的方法(图1A). 对于Ⅰ型视蛋白,

由于本身即为可被光调控的离子通道, 因此无需过多

改造, 已可作为GECM工具使用. 如在绿藻中发现的

ChR2可在光照下直接引发包括钙离子在内的阳离子

内流, 造成神经元膜电位的改变
[20]. 相比于其他ChR工

具, ChR2能产生更大的光电流, 因此被广泛地应用于

神经生物学领域
[22~24]. 但作为GECM工具, ChR2的非

选择性会造成很多非钙依赖性的反应. 后续研究尝试

在ChR2中引入突变, 试图提高其钙选择性, 但改善效

果有限
[25]. 此外, ChR2产生的信号响应非常迅速, 更适

用于调控快速的神经活动, 而不便直接用于调控细胞

钙信号转导、基因转录以及神经突触可塑性等较为缓

慢的过程, 因此亟待开发钙特异性更高、适用性更广

的GECM工具.
另一类基于Ⅱ型视蛋白改造的设计思路是: 保留

视蛋白中感光的胞外及跨膜区, 将其胞内激活G蛋白

的反应区域替换为其他能引发钙信号的GPCR所对应

的区域. Airan等人
[26]

首次使用这一概念, 将视蛋白中

用于激活磷酸二酯酶的胞内loop区, 分别替换为来自

于α1型肾上腺素能受体(adrenergic receptor, AR)中结

合Gq型G蛋白的胞内区; 或来自β2型肾上腺素能受体

(β2AR)中结合Gs型G蛋白的胞内loop区, 进而得到了名

为optoXR的新型光控GPCR嵌合体: opto-α1AR与opto-
β2AR. opto-α1AR可在(504±6) nm光照下激活磷脂酶C
(phospholipase C, PLC), 后者催化磷脂4,5-二磷酸脂酰

肌醇(phosphatidylinositol biphosphate, PIP2)水解为二

酰甘油酯(diacylglycerol, DAG)和三磷酸肌醇(inositol
triphosphate, IP3), 进而激活内质网上的IP3受体, 产生

钙释放, 引发胞内钙信号. opto-β2AR则是在光照下激

活腺苷酸环化酶, 生成环腺苷酸(cyclic adenosine
monophosphate, cAMP). 当在细胞中同时表达opto-
β2AR与cAMP门控的钙通道时, 也能通过光照产生胞

内钙信号. 类似的, van Wyk等人
[27]

保留了视网膜光色

素黑视蛋白(melanopsin)的感光结构域, 并将其胞内

loop区替换为C类GPCR家族中的代谢性谷氨酸受体6
(metabotropic glutamate receptor, mGluR6)所对应区域,
设计构建得到“opto-mGluR6”. Opto-mGluR6不需要高

强度的光激活, 在日光照射下便可激活, 通过Gq-PLC-
IP3通路产生钙信号 . 这类基于Ⅱ型视蛋白设计的

GECM的优点是能通过级联效应放大信号, 但由于各

级下游信号在胞内的扩散, 该工具的空间分辨率稍差.
另外, 复杂的下游级联反应同时也会产生如DAG等其
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他的第二信使, 会导致一些非钙信号相关的副反应, 因
而特异性较差.

1.2 基于LOV设计的GECM工具

为了解决上述opsin类GECM工具存在的问题, 研

究者将目光转移到其他感光元件和钙反应蛋白. Huala
等人

[28]
发现燕麦的蓝光受体(phototropin)中有一段结

构域, 其序列与原核及真核生物中感受光、氧、电的

蛋白具有同源性, 因此称为光-氧-电(light-oxygen-vol-
tage, LOV)结构域. LOV含有一个PAS(period/ARNT/
single-minded, PAS)核心区域, 可以与黄素单核苷酸

(flavin mononucleotide, FMN)结合
[29]. 根据N端PAS结

构域的不同, LOV可分为LOV1和LOV2, 其中LOV2是
调控燕麦phototropin产生感光性的主要原因

[30], 因而

图 1 现有的主要光遗传钙操纵工具. A:基于视蛋白(opsin)的光遗传钙操纵工具; B:基于LOV2的光遗传钙操纵工具; C:基于
CRY的光遗传钙操纵工具
Figure 1 Schematic diagram of currently available genetically encoded calcium channel modulators (GECMs). A: GECMs based on opsin; B:
GECMs constructed from LOV2; C: GECMs based on CRY

中国科学: 生命科学 2022 年 第 52 卷 第 8 期

1175



被广泛用于GECM的构建中. 黑暗状态下, PAS区域的

β-折叠与C端的Jα-螺旋互作, 形成稳定的锚定结构; 在
蓝光的照射下, FMN与PAS中半胱氨酸的巯基共价结

合, 引发PAS区域β-折叠内部扭曲, 构象改变传递至C
端的Jα-螺旋区, 使其螺旋展开与PAS分离. 光照结束

后, LOV又逐步恢复至基态. 通过在Jα-螺旋C端连接

不同的效应蛋白, 设计开发了许多GECM[31](图1B).
Fukuda等人

[32]
将LOV2感光元件插入至钙调素

(calmodulin, CaM)与其靶肽M13组成的融合蛋白中,得
到了一个光激活的钙离子释放器(photoactivatable Ca2+

releaser, PACR). PACR能够在黑暗状态下螯合钙离子,
在蓝光照射下, 释放出钙离子, 从而达到调控钙信号的

目的. 另外, 研究者还设计了多种亚细胞器定位的

PACR, 突破了以往光控钙工具只定位于质膜的局限.
与ChR2及optoXR相比, PACR具有很好的钙特异性,
不会引发其他非钙反应, 但其问题在于钙调素在静息

状态下对钙离子的螯合会破坏细胞的钙稳态. 另外,
相比于内质网钙库中及胞外毫摩尔级别的钙浓度, 一

个钙调素分子只结合4个钙离子, 能提供的钙离子数

量有限, 因而PACR能引发的钙信号较小, 在HeLa细胞

中只能产生峰值在10~90 nmol L−1
之间的钙信号.

为解决这一问题, 研究者转向目前已知的钙选择

性最高的钙释放激活钙(calcium release activated cal-
cium, CRAC)通道.经典的CRAC通道由Orai1和基质相

互作用分子1(stromal interaction molecule, STIM1)组
成. 其中Orai1是位于质膜上的通道亚基, STIM1是定

位于内质网膜上的钙感受器蛋白. CRAC通道介导钙

库操纵性钙内流(store operated calcium entry, SOCE),
当内质网腔内钙离子浓度降低时, STIM1的胞浆片段

会发生构象变化, 释放出STIM1上激活Orai1的最小片

段(STIM1 Orai activating region, SOAR)[33]. 激活的

STIM1在内质网-质膜连接区富集, 发生寡聚化, 形成

斑块(puncta)并与Orai1互作, 使得通道蛋白Orai1产生

协同变构效应, 打开其中的孔道, 介导钙离子内流. 利
用CRAC通道构建GECM工具的一种思路是对STIM1
进行光控改造: 保留STIM1中用于激活Orai1产生钙信

号的胞浆片段(cytosolic terminus, ct), 但将STIM1的N
末端钙响应区及跨膜区替换为LOV2感光元件,从而将

STIM1由内质网钙水平操纵的分子改为光控激活的分

子. Pham等人
[34]

将截短的STIM1ct(STIM1233–450)连接

在LOV2的C端 , 构建出光控激活的STIM1分子 ,

LOVS1K. 在黑暗状态下, LOVS1K中的LOV2与Ja互
作, 产生的空间位阻抑制了STIM1233–450对Orai1的结

合; 而当其受到蓝光激活后, STIM1233–450被释放出来,
结合并激活Orai1, 引发钙内流. 该工具的缺点是被蓝

光激活的程度不高, 只有30%左右的LOVS1K光照后

能与Orai1结合. 另外, 可逆性稍差, 表达LOVS1K的细

胞被重复光照40 min后, 整个胞浆钙水平会从静息的

100 nmol L−1
上升至500 nmol L−1

左右. 2015年, He等
人

[35]
与Ishii等人

[36]
各自进行了进一步的优化, 分别设

计出Opto-CRAC和蓝光激活的钙通道开关(blue light-
activated Ca2+ channel switch, BACCS)两种GECM工

具. 通过对不同长度的STIM1ct进行一系列筛选, Opto-
CRAC采用了STIM1336–486区域, 而BACCS则选择了

STIM1347–448区域. 相比于LOVS1K, Opto-CRAC与
BACCS两个工具都减少了STIM1的CC1区域来提高工

具的钙反应大小. CC1区域可能与LOV2竞争结合

SOAR, 导致LOVS1K激活Orai1的能力较弱. Ishii等
人

[36]
在BACCS的基础上还进一步设计了3种不同的形

式: BACCS的二聚体形式(hBACCS2)、BACCS2与
Orai1的融合蛋白以及果蝇源的BACCS2(dmBACCS2).
其中 dmBACCS2只能激活果蝇源的Or a i 1 , 当

dmBACCS2与dmOrai同时表达时, 能产生较大的光控

钙信反应. 同样的原理, 小鼠(Mus musculus)或者人源

的Opto-CRAC组件也可以连在哺乳动物Orai1通道C-
端来达到光控钙离子内流的效果.

Jα C端连接的效应分子会降低LOV2的PAS结构

域在黑暗状态下的锚定Jα能力, 导致基于LOV2的
GECM有较明显的暗激活现象. 为此, 许多研究在

LOV2上引入了突变, 对其进行了改造, 从而加强了

LOV2在黑暗状态下构象的稳定性, 并进一步提高其

光控异构化能力
[37]. 这类GECM的另一局限是效应分

子只能连接在Jα的C端, 因此He等人
[38]

设计了一种环

化重排的cpLOV2(circularly permuted LOV2), 增加了

LOV2的结合表面, 使效应分子可同时连接在cpLOV2
的N/C两端, 增加了设计GECM的灵活性. 在此基础上,
他们设计了一种名为LOCCa-v9的光激活工具. 其设计

策略是将cpLOV2插入至STIM1ct中的CC1与SOAR区
之间, 使SOAR区在黑暗状态下被CC1区锚定. 蓝光照

射后, 随着cpLOV2的构象变化, SOAR区被释放从而

激活Orai1. 这些工具都具备了前所未有的钙选择性,
但缺点是需要细胞有内源或外源表达的Orai1. 另外,
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光激活的STIM1有可能会干扰内源STIM1的功能, 也

可能通过STIM1其他靶点而产生副反应. 这些缺点均

限制了这些工具的潜在应用范围.
为了解决上述问题, He等人

[39]
创造性地将LOV2

感光元件直接引入到Orai1通道蛋白上. 经过多轮筛选

和优化后,通过在Orai1-H171D-P245T持续激活突变体

的胞内loop区域插入LOV2, 构建了首个单元件的光控

钙内流工具: LOCa3. 黑暗状态下, LOV2将其中的

Orai1-H171D-P245T钳制于无活性状态; 蓝光照射引

发LOV2构象改变, 经协同变构效应打开通道, 引发钙

内流. LOCa3的激活无需STIM1的参与, 也不依赖于细

胞内源或外源表达的Orai1, 从而避免了上述光控

STIM1工具的缺点. 同时, LOCa3还具有暗激活小、可

逆性强、钙选择性高等优点. 综上, LOCa3有着非常好

的潜在应用价值.
除了上述几种光激活的钙信号工具,基于LOV2还

设计出几种光抑制型GECM工具如opto-RGK及LOC-
Ca-v10等[38,40]. 大肠杆菌(Escherichia coli)中的SsrA肽
段与LOV2的Jα含有相同的序列, 并能够与SspB蛋白

结合. Lungu等人
[41]

将SsrA融合表达在LOV2的C端,
设计构建出LOV-ssrA, 使其在蓝光照射下与SspB蛋白

结合. Guntas等人
[42]

在此基础上引入突变, 调节LOV-
ssrA与sspB的亲和性, 设计得到iLID(improved light-in-
duced dimer). 基于iLID, Ma等人

[40]
设计出一种光抑制

型GECM: opto-RGK. Opto-RGK的原理是将iLID与
SspB分别表达: iLID被定位于质膜; SspB与电压门控

钙通道的抑制蛋白Rem融合表达, 黑暗时均匀分布于

胞浆. 蓝光照射后, iLID暴露出ssrA区域, 通过与SspB
的结合将Rem蛋白募集在钙通道附近, 从而抑制通道

的开放. 另外, He等人
[38]

将STIM1胞浆区插入在Zdk2
(LOV2黑暗状态下的一种结合蛋白)与cpLOV2之间,
开发了一种名为LOCCa-v10光抑制钙工具. 黑暗时,
Zdk2与cpLOV2结合, 暴露出SOAR区域, 可激活Orai1.
蓝光照射后, Zdk2与cpLOV2的结合被破坏, SOAR重
新被CC1锚定, 从而抑制其激活Orai1的能力, 达到光

抑制钙信号的效果.

1.3 基于CRY设计的GECM工具

隐花色素CRY也是一种常用的感光蛋白, 普遍存

在于真核生物中. CRY由两大功能基团构成: 辅酶基

团黄素腺嘌呤二核苷酸(flavin adenosine dinucleotide,

FAD)和由N端PHR(photolyase-homologous region)与C
端CCE(cryptochrome C-terminal extension)结构域组成

的脱辅基基团
[43]. 黑暗状态下, PHR与CCE结合, 处于

未激活状态. FAD接收到蓝光刺激后将信号传递给脱

辅基蛋白, PHR结构域与CCE结构域发生解离, 并通

过PHR之间的互作介导CRY发生同源二聚化或寡聚

化,从而使CRY变为激活状态.蓝光激活的CRY可结合

SPA1和CIB1等多种下游蛋白. 基于CRY的GECM的设

计思路主要分为两种: 一是将CRY引入到通过二聚化

激活的钙信号相关蛋白中, 利用蓝光诱导的CRY同聚

化过程, 构建出钙激活工具; 二是将钙通道调控蛋白

分为功能被破坏的两个片段, 并分别连接CRY及其互

作蛋白, 利用光诱导的二聚化来恢复该蛋白的正常功

能
[44](图1C).
根据同聚化思路, 受体酪氨酸激酶(receptor tyro-

sine kinase, RTK)是一类具有潜力的改造目标. RTK是
质膜上一类单次跨膜的受体蛋白, 由胞外配体结合

区、跨膜区以及含酪氨酸蛋白激酶活性的胞内结构域

构成. RTK的激活依赖配体介导的二聚化, 二聚化后酪

氨酸蛋白激酶结构域发生磷酸化, 从而引发下游包括

PLC-IP3-Ca
2+
在内的多种信号反应. Chang等人

[45]
将

CRY2PHR结构域连接在RTK成员原肌球蛋白相关激酶

(tropomyosin-related kinase, Trk)的C端, 构建得到opto-
TrkA/B/C三种光开关元件, 使其不再依赖神经营养因

子的激活, 可在蓝光照射下发生二聚化, 进而激活下

游PLC-IP3通路, 产生钙信号. 类似的, Kim等人
[46]

选择

了RTK中的成纤维细胞生长因子受体 ( f ibroblas t
growth factor receptor, FGFR)进行设计改造. 他们删除

了FGFR的胞外配体结合域, 使之丧失了由配体激活产

生二聚化的能力; 并在其胞浆区域的C端连上CRY2PHR
结构域以及信号肽序列, 赋予其光控二聚化的能力, 从
而构建出了optoFGFR1. optoFGFR1可被蓝光照射下

发生二聚化, 进而激活下游信号. 这类RTK型GECM工

具与上述提及的Ⅱ型视蛋白型光控工具类似, 均为通

过级联反应激活下游钙信号, 因此也存在同样的空间

分辨率差、钙信号特异性差等问题.
由于CRAC通道激活同样需要STIM1分子发生寡

聚化, 因而多个研究团队将光控寡聚化的开关引入

STIM1分子, 构建了一类光控激活的STIM1. Kyung等
人

[ 4 7 ]
在CRY2PHR结构域C端融合全长的STIM1ct

(STIM1ct, 或STIM1238−685), 得到“optoSTIM1”. optoS-
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TIM1可在蓝光诱导下发生寡聚化, 使STIM1ct激活, 进
而结合并激活Orai1. optoSTIM1可介导较大光控钙信

号 (Fm a x /F 0 =8 . 2 ) , 但有光开关速度较慢的缺点

(t1/2,on=(38.4±2.1) s, t1/2,off=(320±37.2) s)[16]. 在optoS-
TIM1的基础上, 有研究在CYR2PHR中引入E490G等突

变, 显著增大了光控钙反应
[48]. Kim等人

[49]
在CRY2中

引入了破坏其结合表面的E281A突变, 并于CRY2的C
端添加9个氨基酸(ARDPPDLDN, 简称为A9), 增强其

聚集能力, 设计得到了monSTIM1. 相比于optoSTIM1,
monSTIM1暗激活现象显著减弱, 而光反应大小增加5
倍, 特别是光敏性增加了55倍, 显著提高了该工具的使

用性. 最近Ma等人
[44]

尝试了更多光控元件与STIM1ct
片段的组合, 构建了多种新型GECM. 其中利用被锚

定在内质网膜胞浆侧的CRY2, 可以模拟生理条件下

形成的STIM1 puncta状态, 并能产生类似的钙信号

微区.
基于CRY与CIB1互作的设计思路, Hannanta-Anan

和Chow[50 ]
设计了一种光诱导的钙信号抑制工具 :

opto-RGS. 将G蛋白信号的调控因子(regulators of G-
protein signaling, RGS) C端的催化区(RGS-box)结构域

与CRYPHR结构域连接表达; 将RGS N端具有质膜定位

功能的螺旋区与CIBN(CIB1的N端)融合表达. 黑暗中,
CRY2-R2-box失去螺旋区的定位引导, 分布在胞浆, 蓝
光激活后, 通过CRYPHR与CIBN的互作, 使R2-box募集

在Gαq附近, 而发挥对Gαq的抑制作用, 进而抑制下游

钙信号.

1.4 基于其他感光元件设计的GECM工具

上述基于opsin, LOV, CRY等感光元件的GECM工

具, 均是蓝光激发, 其吸收光谱与蓝色、青色和绿色荧

光蛋白重叠, 因而限制了GECM在多荧光成像中的应

用. 另外, 蓝光的穿透性较弱, 在小鼠等模型中应用时

需要特定的光导设备来激活深层组织中的GECM. 为

此, Leopold等人
[51]

转向更适用于多色成像且穿透力更

强的近红外光, 将能响应近红外光的耐辐射奇球菌光

敏色素(Deinococcus radiodurans bacterial phyto-
chrome, DrBphP)引入对RTK成员TrKA的改造中.
DrBphP包括N端的核心感光元件(photosensory core
module, PCM)与C端的组氨酸激酶(histidine-kinase,
HK)结构域, 两者通过一段α螺旋连接. 近红外光照下,
DrBphP可发生二聚化, 红光照射下, DrBphP可转变为

单体. 通过将Trk的胞外配体结合域及跨膜区替换为

DrBphP的光敏PCM结构域, 得到了Dr-TrkA. 近红外

光照射下, PCM结构域介导Dr-TrkA发生二聚化, 激活

其C端的组氨酸激酶, 引发钙信号. DrTrkA利用穿透力

较强的近红外光, 拓展了光谱使用范围, 增强了其应用

性. 虽然DrTrkA具有RTK类型工具普遍存在的钙特异

性差及空间分辨率低等问题, 但其为开发其他近红外

激发的GECM工具提供了思路.

2 GECM工具在神经生物学中的应用

光遗传学钙信号工具在神经生物学中的应用也面

临与其他光遗传学工具类似的困难或挑战, 即如何以

干扰更小的方式实现对特定脑区的光激活. 研究者因

而不断开发出新的光控工具及相关技术来实现对神经

系统钙活动的光学操纵.
最为简单便利的方法是选择组织光透性较强的小

型动物模型, 如线虫(Caenorhabditis)、斑马鱼(Danio)
和果蝇(Drosophila melanogaster)等. 对这类动物导入

光遗传学工具相对比较简便, 可直接使用光源照射动

物来激活转入的GECM工具. 如Kyung等人
[47]

在斑马

鱼胚胎中注射OptoSTIM1的mRNA, 之后在其神经管

与脊髓中观测到了光照引发的胞浆钙信号. 而Fukuda
等人

[32]
选择了秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)

进行实验. 当线虫的头部被触碰, 触觉神经元会被激

活产生钙信号, 从而引发线虫转向. 在触觉神经元中

表达PACR的秀丽隐杆线虫中, 检测到了蓝光直接照

射引发的, 与触碰头部后相似的转向行为. 根据研究

报道, AD的发生发展与异常的神经元钙稳态密切相

关. He等人
[39]

利用LOCa3探究果蝇神经元钙稳态改变

对AD相关症状的影响, 并发现在神经元中表达LOCa3
的AD模型果蝇在接受蓝光照射培养后, 显著减缓了其

爬行能力随年龄增长而衰退的现象. 该工作体现出光

控钙工具在治疗神经退行性疾病中的应用潜力.
而对于小鼠这类蓝光难以直接穿透的模式动物,

表达在深层脑区的光敏性较弱的光控元件难以被直接

光照激活. 研究者一般会在小鼠的头部开口, 将光纤植

入小鼠脑中, 从而将蓝光引入至深层脑区. Airan等
人

[26]
在小鼠伏隔核神经元中表达opto-α1AR, 发现给

予蓝光刺激后, 转基因小鼠对具有光刺激的空间具有

更高的偏好性. Ishii等人
[36]

在小鼠嗅觉神经元中表达
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Orai1与hBACCS2,发现蓝光刺激下的转基因小鼠嗅觉

神经元能产生类似气味分子引发的感觉反应. Kyung
等人

[47]
在小鼠参与背景记忆形成的海马体CA1区神经

元中表达optoSTIM1后, 发现表达optoSTIM1的小鼠在

蓝光照射后背景记忆加强.
虽然将光纤植入实验动物脑中是目前较为常见的

光遗传学操作手段, 但该方法会对实验动物造成创伤,
光纤的存在也会对动物行为造成一定的干扰. 这些操

作不仅对实验检测造成一定的影响, 而且对未来临床

应用以及多脑区应用都构成了较大的限制. Kim等

人
[49]

利用具有更高光敏性的monSTIM1摆脱了这些限

制. 研究者在小鼠的不同脑区兴奋性神经元或星形胶

质细胞中表达monSTIM1后, 不再对小鼠进行开颅与

去除毛发, 而是直接将小鼠处于安装有LED光源的笼

子中, 并用1 mW/cm2 473 nm的蓝光直接照射小鼠

30 min. 1 h后在小鼠大脑各区域均检测到了表达有钙

依赖性早期相应基因c-Fos的的阳性细胞. 研究者还进

一步测试了小鼠的行为学实验, 并观察到前扣带回区

域表达monSTIM1的小鼠在蓝光照射后, 社会学习性

恐惧反应加强; 海马CA1区表达monSTIM1的小鼠在

蓝光照射后, 其背景记忆加强. 这些结果表明, 无需埋

置光纤也能用蓝光通过monSTIM1激活深层脑区的光

控钙信号.
虽然利用monSTIM1可实现无损伤性地光控深层

脑区的钙信号, 但这对光控元件的光敏度有较高的要

求. 随着脑区的深入, 蓝光穿透性降低, 光控效率也显

著下降, 从皮层74%的阳性率到海马区降低至21.5%.
另外, 为了达到蓝光对深层脑区的操控效果, 不得不

设定足够高的光照强度, 这会引发光热反应与氧化应

激反应, 并容易造成STIM1的激活. 目前, 上转化纳米

颗粒(upconversion nanoparticles, UCNPs)对于解决这

些问题展示出巨大的应用价值
[52]. UNCPs能够吸收能

量较低、穿透性强的近红外光转变为波长较短能量更

高的可见光发射 , 如β-NaYF4:Yb/Tm@β-NaYF4,
NaYF4:Yb/Tm@SiO2等UNCPs则可以将980 nm的近红

外光转变为470 nm的蓝光发射, 非常适用于大多数的

光控钙工具. He等人
[35]

将孵育过UNCPs并表达有opto-
CRAC的HeLa细胞种植于小鼠皮下, 近红外光照射种

植区域后, 可检测到该区域响应钙信号的转录因子入

核显著增加. Chen等人
[53]

在小鼠的腹侧被盖区的多巴

胺神经元中表达ChR2并注射UNCPs, 近红外光照后,

小鼠多巴胺神经元的c-FOS表达显著上调, 多巴胺释

放也显著增加. 当表达有ChR2的小鼠齿状回颗粒细胞

被UNCPs激活后, 则能引发小鼠产生对过去恐惧记忆

的回忆.

3 总结与展望

钙离子是神经元活动中非常关键的信号分子, 因

此, 指征神经元钙信号的GECIs和操控神经元钙信号

的光控工具均在神经生物学中得到非常广泛的应用.
同时, 利用光遗传学技术操控神经元活动, 进而研究单

个神经元、神经环路以及各脑区的功能也已经是神经

生物学中非常常用的手段. 目前以ChR2为代表的光遗

传学工具是通过光控离子流动改变膜电位来快速激活

或抑制神经元活动. 然而它们的离子选择性不高, 难以

对神经元中与基因表达、突触可塑性密切相关的钙离

子动态及稳态进行调控, 因而适用范围有限. 而利用光

遗传钙工具则能够实现对胞内钙离子浓度的操纵. 利

用这类工具一方面可以具体地探究神经元钙信号相关

的功能、机制以及改变细胞钙稳态后细胞各生理变

化, 如He等人通过改变神经元钙稳态, 缓解了果蝇阿

尔兹海默病相关症状. 另一方面, 光遗传钙工具还可

以被用于激活非兴奋细胞, 如激活免疫细胞产生免疫

反应等, 进一步扩大了光遗传学工具的应用范围.
经过逐步发展与改造后, 光遗传钙工具在钙选择

性、光敏性、可逆性、动态范围以及光反应速度等各

个方面都得到了非常大的提高, 但仍然存在着如暗激

活大及光反应小等问题, 有待进一步改善(表1). 此外,
目前的光控钙信号工具大多依赖蓝光激活, 而高强度

的蓝光照射不仅具有光毒性, 还会在同时进行钙信号

检测时限制对GECI探针的选择. 目前开发了一款直接

由近红外光激活的GECM: DrTrkA, 可避免由蓝光激

发而产生的弊端, 但仍然存在空间分辨率差、钙特异

性不高等RTK类型工具常见问题, 因此未来亟待开发

其他近红外光激活的更具时空分辨率与钙信号特异型

的光控元件.
目前空间分辨率高的光控钙信号工具主要来源于

对质膜定位的ChR2与CRAC通路相关蛋白的改造. 这

些光控工具或是缺少钙离子选择性, 或是光反应较小,
因而限制了其应用. 选择新的设计模板, 也许能给目前

的难题带来新的解决方法. 质膜上除了Orai, 也存在着

中国科学: 生命科学 2022 年 第 52 卷 第 8 期

1179



多种钙选择性高的离子通道, 如电压门控的钙通道等.
目前, 针对这类型钙通道的光控改造只涉及光抑制型

工具, 缺少光激活型的电压门控的钙通道. 开发改造

这类钙通道, 或可突破Orai通道引发的钙信号较小的

问题, 有望产生更大的光反应. 除此之外, 细胞中内质

网也是极有潜力的改造目标. 内质网是细胞中的钙库,

其游离钙离子浓度可达400~800 μmol/L[56]. 内质网膜

上存在着多种钙选择性较高的通道如IP3受体、兰尼

碱受体(ryanodine receptors, RyR)等, 这些通道蛋白都

具有成为光控钙释放元件的潜力. 另外, 设计构建内质

网光控钙释放工具还能为探究细胞器之间的钙信号调

控, 如内质网-线粒体之间的钙信号交流, 提供技术

表 1 各GECM的性能及应用总结
a)

Table 1 Genetically encoded calcium channel modulators (GECM): design and applications in neurobiology

光控工具 感光元件 激发光
激活时间
(t1/2, s)

失活时间
(t1/2, s)

优点 缺点
神经生物学中的

应用
参考文献

ChR2

opsin

蓝光 0.002 0.01 响应迅速灵敏,
已被广泛使用

离子选择性弱, 钠钾
电流大, 但钙信号小,
不适用于钙特异性

活动的调节

光学操纵小鼠的
过度进食、逃避

行为等
[54,55]

opto-XR 蓝、绿光 N/A N/A 通过级联反应
放大反应信号

空间分辨率差,
易引发非钙信号

的副反应

调控小鼠空间
偏好性

[26]

opto-mGluR6

蓝光

N/A N/A N/A [27]

PACR

LOV2

0.006* 41.7 多种细胞器定位
工具可选

影响钙稳态, 且
引发的钙信号小

调控线虫转向 [32]

LOVS1K N/A N/A

钙离子选择性高
有暗激活, 细胞需表
达有Orai,且易引发

副反应

N/A [34]

optoCRAC 23.4±4.2 24.9±4.8 N/A [35]

BACCS <30 30-60 光控模拟小鼠
嗅觉的产生. [36]

LOCa3 48.69 ± 4.5 56.84 ± 3.8
钙离子选择性高,
暗激活小, 可逆性
强, 单元件使用简单

钙信号稍小, 有
待进一步提高

缓解阿尔兹海默病
模型果蝇的爬行衰

退的现象
[39]

LOCCa-V9
cpLOV2

N/A N/A 钙离子选择性高,
可逆性强

细胞需表达有Orai,
可能会引发副反应

N/A [38]

LOCCa-V10 N/A N/A CRAC通道的
抑制工具

黑暗下持续激活
内源Orai1 N/A [38]

optoRGK iLID 3.2±1.0 23.0±2.4 L型钙通道
抑制工具

双元件, 在体转
染稍难

N/A [40]

opto-TrkA/B/C

CRY

<30 N/A
通过级联反应
放大反应信号

空间分辨率差,
易引发非钙信号

的副反应

N/A [45]

opto-FGFR1 <30 N/A N/A [46]

opto-STIM1 64.5±4.8 274.5±23.7 钙离子选择性高
钙信号的光开关

速度慢

斑马鱼神经元钙信
号的光开关, 以及调
控小鼠背景记忆的

形成.

[47]

monSTIM1 24.8±1.0 513.5±25.8 钙选择性高, 暗激
活小, 光敏性强

N/A 调节小鼠社会学习
性反应与背景记忆. [49]

opto-RGS 19.7±2.0 396±45 钙信号抑制工具

双元件, 在体转染稍
难; 空间分辨率差,
易引发非钙信号的

副反应

N/A [50]

Dr-TrKA DrBphP 近红外 ~7 ~10 NIR 可穿透深层
组织, 无蓝光毒性

空间分辨率差, 易
引发非钙信号的

副反应
N/A [51]

a) *: 以1/Koff指示的激活时间
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基础.
此外, 利用光遥控细胞钙信号活动, 除了遗传学手

段 , 使用光化学药物也是一种极具应用价值的方

式
[57~59]. 光化学型钙信号工具不再依赖光控工具的转

基因表达, 不涉及这一社会伦理障碍. Yang等人
[60]

设

计的piCRAC、Udasin等人
[61]

设计的LOCI, 均是靶向

CRAC通道蛋白, 具有光开关功能的化学药物. 它们可

在紫外光照射下发生构象变化, 激活或者抑制Orai通
道. 当然, 光化学药物虽然有着无需过表达光控工具

的便利性, 但同时也具备化学药物普遍存在的问题,

如药物呈递困难、细胞毒性大及因代谢而不能常驻动

物体内等. 未来光化学与光遗传学的联用, 也许可弥补

各自方法的不足, 得到更加完善便利的光控钙信号

体系.
光控钙信号作为光遗传学中的新兴技术, 具有其

独特的优势, 也存在着待改进完善之处. 目前相关工

具虽已成功地应用在免疫、神经生物学等多个领域,
仍待进一步的推广. 相信在不久的将来, 光遗传学钙信

号工具将会获得更多的改进, 实现更多更广泛的应用,
进而推动各领域学科的发展.
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Animals rely on neurons to respond quickly and accurately to various stimuli. Calcium (Ca2+) signal has become a well-established
index for neural activities, as it is essential for the generation of action potentials and synaptic transmissions, which are two
fundamental functions of neurons. To control neural Ca2+ signaling with high spatiotemporal precision, optogenetics has become an
ideal approach. Recently, by incorporating photosensory modules into Ca2+-handling machinery, various genetically encoded calcium
channel modulators (GECMs) have been engineered and further improved. These tools enable less-invasive optical control of multiple
neural activities, ranging from Ca2+ signaling to animal memory and behaviors, showing great potential for the dissection and
modulation of neuronal function and related diseases. This review summarizes recent progress in GECMs, with a focus on their
design strategies and representative applications in neurobiology.
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