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""%摘要&"光遗传学是一种将光能和基因学结合的技术"采用光介导的蛋白e蛋白相互作用控制活细胞内

信号转导通道的开启与关闭"或信号通路元件的激活与失活' 近年来新兴的光遗传工具为在时空方面控制生

命体细胞信号转导打开了一扇新的大门' 人眼本身就是一个光信号e生物电的光电转换系统"将光遗传技术

应用于视网膜相关疾病的治疗具有很大的优势"一些新型的光遗传工具层出不穷' 本文将重点探讨光遗传控

制细胞的主要方式及采用光遗传技术治疗视网膜相关疾病的研究进展与展望'

%关键词&"光遗传# 视蛋白# 视网膜疾病
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""光遗传学是将光能和基因工程学结合的技术"其通过光介
导的蛋白e蛋白相互作用"进而控制活细胞内通道的开启与关
闭或信号通路元件的激活与失活

+!, ' 近来新兴的光遗传工具
具有优越的时空分辨率(易转运(快速的可逆性(极少的错误靶
向以及可剖析复杂信号传导网等优势"为在时空方面控制生命
体细胞信号转导打开了一扇新的大门

+#, ' 将光遗传学应用于
活体可实时控制细胞内的信号转导' 眼是一个光信号e生物电
的光电转换系统"且眼自身是一个透光系统"因此将光遗传技
术应用于眼科疾病的治疗具有无需侵入性手术植入电极(实时
观测等优点' 目前用光遗传技术控制细胞主要有 # 种方式$一
种是用光控制基因性引入的视蛋白"另一种是用光控制细胞内
蛋白与蛋白相互作用进而调节信号通路'

@7基于基因编码视蛋白的光控制

视蛋白是一个由视基因编码(与视网膜感光细胞结合(D 次

跨膜(有光敏感特性的蛋白质家族 +$, ' 视蛋白的功能类似光反

应离子泵或感觉感受器"存在于包括真核细胞和细菌在内的所

有有机体内
+&, ' 视蛋白基因主要分为微生物型视蛋白和动物

型视蛋白 # 个家族' 微生物型视蛋白即(型"在原核细胞(绿

藻及真菌中被发现"以全反式构型利用视网膜编码蛋白质#动

物型视蛋白即!型"仅存在于更高级的真核细胞中并且主要用

于视觉"编码 i蛋白偶联受体 +B, '

@6@"微生物型视蛋白

光遗传中常使用的微生物型视蛋白包括光敏感通道蛋白

)./)--0+S/7R7OI*-" :/f* 和 光 驱 动 泵" 如 噬 盐 菌 视 紫 红 质
) /)+7S/7R7OI*-" \)+7f* 和古紫质 ) )S./)0S/7R7OI*-" <S./ * +5, '

!3D! 年">0IM0S/0+M等 +D,
发现了菌视紫红质"一种从盐生盐杆菌

的紫色膜提取的视紫红质样蛋白"可以在光照下泵质子' 微生

物型视蛋白捕捉光能后"可激活其跨膜离子泵功能"也可以打

开离子通道"使得离子流被动跨膜'
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:/f是绿藻来源(可被蓝光激活的非特异性阳离子通

道
+8, ' :/f! 和 :/f# 均发现于莱茵衣藻' 这 # 种蛋白表现出

快速的动力学"可使基因靶向细胞在光照下发生细胞靶向去极

化' 目前 被 广 泛 研 究 的 是 :/f#" 其 最 适 光 反 应 波 长 是

&D% -(+3e!!, ' 9*等 +!#,
在 #%%5 年第 ! 次将此光遗传工具用于治

疗视网膜退行性病变的研究'

\)+7f是一类古细菌来源的光驱动内向氯离子通道 +!$, '

当其表达在靶向细胞内并且受黄光刺激时"可将氯离子从细胞

外泵到细胞内"通过超极化介导靶细胞连续性抑制 +!&, ' 最先

被用于神经元的 \)+7f来源于一种名为法老)嗜*盐碱单孢菌

的古细菌"其最适光反应波长为 B8% -(+D"!B, '

<S./"例如 <S./J$"是从红皮嗜盐菌而来的光驱动外向质

子泵"其表达于神经元并受黄光或绿光刺激时"将正电荷泵到

细胞外"使细胞超极化' <S./ K是一个光敏感性更强的分子"

最近被应用于抑制大脑区域' <S./ 和 <S./ K兴奋光波波长最

大值约为 B55 -(+!5e!D, '

人类视觉具有宽光谱)&%%gD%% -(*和高时间分辨率的光

敏度' :/f# 的最适光反应波长为 &D% (("然而这种较短波长

的光对眼有损伤"为了恢复视力"研究人员需进一步发现优于

:/f# 的新型光遗传工具' 目前研究人员通过修饰将离子通道

红移到更安全的波长范围内' m/)-1等 +!8,
发现了来自团藻的

;:/f!"与 :/f# 相比"该通道的最适光反应波长为 B83 -(' 虽

然该红移通道有应用价值"但由于质膜整合效率低下"该通道

不能很好地表达' 红移嵌合通道 f0):/f和 (;:/f! 已被证明

对啮齿类动物有恢复视力的作用"且 f0):/f对灵长类动物有

恢复视力的效果
+!3, ' (;:/f! 是整个人类视觉光谱中唯一对

光有反应的离子通道"使其成为一种很有前途的基因治疗候选

靶点' 为了进一步提高光谱敏感性"同一组使用 (;:/f! 和

:/f# 来恢复致盲小鼠的视力"结果使用多个视蛋白在整个光

谱中产生的光反应比单独使用一个视蛋白更强
+#%, ' :/S*(I7-f

是另一种强有力的恢复视力光遗传基因治疗的候选靶点
+#!, "

目前正在进行临床试验'

i7L7SP-7L)等 +##e#$,
先后发现了 iM<:fI和 ZIP<:fr3D$ 这

# 种不同来源的阴离子通道型视紫红质"前者光敏感度较 <S./

增加了 ! %%% 倍"后者激活e失活时间较 iM<:f# 缩短了 3Bd"

而光电流幅度增加了近 &%d'

@6B"动物型视蛋白

动物型视蛋白"例如视紫红质和视黑素"属于天然的光驱

动 i蛋白偶联受体的庞大家族"并且它们是光遗传应用的重要

工具
+#&e#B, ' 与微生物型视蛋白相比"动物型视蛋白的光敏感

性更高"因为光信号可被 i蛋白偶联信号级联放大 +!&, ' 之前

的研究显示"脊椎动物的视紫红质或脊椎动物的视锥视蛋白可

以作为光遗传工具使用"在较低的光水平去控制神经的兴奋

性
+#5e#D, '

第 ! 个适用于视力恢复的动物性视蛋白是视黑素 +#8, "其

被称为本质上的光敏神经节细胞' 当通过玻璃体内注射到神

经节细胞层或视网膜下的视网膜细胞时"经视黑素处理的视网

膜对光的敏感性明显优于其他视蛋白
+#8, ' 视黑素的极性适合

光遗传学"但其信号传递速度极缓慢"不能满足人类高精度的

视觉需求' L)- _T̂等 +#B,
设计的 >ZK>J(i+Pf5 是对光敏感的

构建体"在中等强度日光照射下表达于视网膜退行性病变的双

极细胞中"从而产生视力'

B7基于基因编码的光激动蛋白的胞内信号通路的光控制

在基于遗传编码的光激动蛋白胞内信号传导途径的光学

控制中"胞内信号传导组分的活性与光诱导的光激动蛋白的构

象变化相关
+#3e$%, ' 光激动蛋白是胞内信号转导的光遗传控制

的核心成分"光敏感蛋白的变构在光遗传系统中是可逆的"并

且可以用来控制各种信号通路"常见的主要包括光敏色素

)O/TM7./S7(0I"Z\c*(隐花色素 ).STOM7./S7(0I":fc*(光氧电

压)+*1/MJ7YT10-JL7+M)10"?>;*结构域及 GS7-O)蛋白' 其中"前

$ 种蛋白属于光敏植物蛋白 +$!e$$, "GS7-O)蛋白是从珊瑚中分离

出的荧光蛋白
+$&, '

Z\c9是一种被红光)波长 5B% -(*激活而在红外光)波长

DB% -(*下失活的蛋白质 +$!, ' <O7JZ\c9无发色团"当其在细

胞中表达时"只有在自催化结合到 Z:9)一种存在于光合生物

体中的发色团*时才对光敏感' 当暴露于红光之下"与 Z:9结

合的 Z\c9构象发生改变并在数秒内结合光敏色素互作因子

蛋白' 当其处于红外光中"这种结合在数秒内会解离 +#B, '

:fc# 是一种来自拟南芥的对蓝光)波长 &%Bg&88 -(*敏

感的蛋白质' 当其暴露于蓝光中将发生 # 种变化$一种为光敏

:fc# 蛋白同质寡聚化 +$#, "另一种为 :fc# 结合到其配体 :=9!

).STOM7./S7(0*-M0S).M*-1Q)I*./0+*YJ+77OJ/0+*Y!*上 +$B, "这 # 种

变化均在数秒内发生
+$5, ' 然而"在黑暗中"之前被蓝光激活的

:fc# 约 B (*- 就可恢复到初始状态'

?>;结构域较小"由 !#B 个氨基酸构成"对蓝光)波长 &&%g

&D$ -(* 敏感"可结合黄素单核苷酸 ) N+)L*- (7-7-P.+07M*R0"

l̀a*的 Z<V)Z'fJ<faKJV=l*核心 )哺乳动物细胞无处不在

的内源辅因子* +$D, ' 用作光遗传工具的 ?>;结构域可来源于

不同的有机体"那么用光诱导其构象变化来调节细胞信号传导

的方式也有所不同' 其中一种方式是直接将 ?>;结构域融合

到效应蛋白上"并且依赖 ?>;结构域中的光诱导构象变化的

特点来减轻自抑制
+$8, ' 蓝光通过诱导 ?>;结构域上保守的半

胱氨酸残基的 l̀a和磺胺脒硫共价加合来激活该结构域"在

黑暗中半胱氨酰 e黄 素 键 的 水 解 使 得 ?>;结 构 域 返 回

基态
+$3e&%, '

GS7-O)蛋白是一种可被光活化的荧光蛋白"被光活化后不

仅改变了 GS7-O)的荧光"也改变了其 & 级结构 +&!e&#, ' 在黑暗

状态中"GS7-O)作为单体存在#当 GS7-O)被波长 $3% -(的光激

活时"其两端的结构域彼此结合"形成四聚体"通过阻碍或改变

活化构象来抑制目的蛋白的功能' 在青色光)波长 B%% -(*刺

激下"四聚体解离成单体 +$&, ' GS7-O)蛋白无小分子辅因子"其

使用色氨酸进行光感应"该聚合H解离反应是可逆的 +&!, '

在不同光的作用下"上述光激动蛋白通过聚合与解离实现

对 l<Zb( Z=$b( f)IHf)NH'fb( Z?:等胞内信号通路 的 调

控
+$$"&$e&5, ' 目前"还未发现有将此种方式应用于眼部疾病治疗
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的研究'

N7光遗传学在视网膜相关疾病的应用研究

大多数患有视网膜退行性疾病的患者"如视网膜色素变性

和黄斑变性"通常首先失去光敏感受器"存活的视网膜组织对

光不敏感' 然而"在光敏性消失之后"存活的细胞可保留原有

功能并且保持与大脑长久的连接
+&D, ' 自 a)10+等 +3e!%,

报道

:/fI后"9*等 +!#,
针对光遗传技术是否可用于恢复视力通过光

控制基因性引入的视蛋白进行了全面(系统的研究"其后在治

疗视网膜色素变性等视网膜退行性病变相关疾病中做了一系

列相关研究' 目前光遗传技术的研究大多针对视网膜色素变

性疾病"W).7QI7- 等 +&8,
提出将目标疾病扩大到一些诊断为

?0Q0S先天性黑曚等早发性疾病' 此外"VM)/+等 +&3,
使用光遗传

学技术在胆碱能神经元中特异表达 :/f#"并以此来研究小鼠

的眼球运动动力学'

N6@"针对视网膜内层神经元的修复

由视网膜退行性病变所致的视觉感受器细胞的死亡通常

导致视网膜对光反应的完全丧失' 为了将缺少视锥(视杆细胞

的视网膜赋予光敏性"并且探索将内层视网膜神经元转化为光

敏感性细胞"9*等 +!#,
通过由腺相关病毒载体介导的 :/7O#J

ì Z转运实现了在啮齿动物的视网膜内层神经元长期表达

:/f#' 此外"他们证明在小鼠退变的光感受器中尚存的内层视

神经元表达 :/f#"能够修复视网膜编码光信号的能力"并且能

将光信号传递给视皮质
+!#, '

通过在视网膜内层神经元表达 :/f#"9*等 +!#,
已证明视锥

和视杆光感受器死亡后视网膜 >a反应的修复' m/)-1等 +B%,

发现在视网膜神经节细胞 )S0M*-)+1)-1+*7- .0++I"fi:I*表达
\)+7f"其对光的反应伴随着快速的超极化和对尖峰活动的抑

制"能够有效修复视网膜退行性病变小鼠内层神经元的 >̀ `反

应#此外"他们发现在 fi:I中共同表达 :/f#H\)+7f能够产生

>a(>̀ `及 >aJ>̀ `反应"这取决于光刺激的波长' 该研究结

果表明"在视锥视杆感光器死亡后"通过视网膜上多种微生物

型视蛋白"如 :/f# 和 \)+7f的表达去修复 >a和 >̀ `光反应

是一种可行的方法'

=L)-7L)等 +B!,
将携带普通启动子的重组腺相关病毒 #

)S0.7(Q*-)-M)R0-7J)II7.*)M0R L*SPI#"S<<;#*注射到狨猴的玻

璃体腔后 $ 个月发现"在狨猴视网膜的内层神经元可以观察到

S<<;# 介导的 :/f# 表达' 在对视网膜退行性病变给予 :\f#

的基因治疗中"狨猴是一种有价值的非人灵长类动物模型'

虽然在仍存的视网膜内层神经元上表达 :/f# 对于感光器

退变后的视觉修复是一种潜在的方法"但这些神经元表达的视

蛋白 :/f# 对光的敏感性较低' Z)- 等 +B#,
创建出 :/f# 的突变

体 ?!$#:HK!B3:和 ?!$#:HK!B3V"与野生型 :/f# 相比"这 # 种

突变体对光的敏感性增加"从而使采用光遗传的方法恢复视力

更加可行'

视黑素经玻璃体腔注射到神经节细胞层或视网膜下的视

网膜细胞后"小鼠能够表现出一些基本的光反应行为"并表现

出更多的瞳孔光反应
+#8, ' 在视网膜退行性病变的双极细胞中

表达 7OM7J(i+Pf5"双极细胞和神经节细胞中也产生了明显的

光反应
+#B, '

N6B"靶向 fi:I的亚细胞结构

恢复感光器退变后视力的一个潜在方法就是在 fi:I上

表达光遗传工具"而靶向亚细胞结构更加精准' _P 等 +B$,
通过

用蛋白靶向模体而靶向亚细胞结构"在 fi:I树突状视野的中

央区和周边区分别表达去极化和超极化的光遗传工具"如

:/f# 和嗜盐菌视蛋白"表明蛋白靶向模体也是一个有价值的

治疗工具'

为进一步探究用光遗传工具靶向亚细胞结构"m/)-1等 +B&,

对小鼠 fi:I上的 S<<;介导的靶向表达携带 a);通道模体的

:/f#Jì Z进行了检测"结果表明轴突始段包括 a);在内的膜

通道群对于 fi:I产生持续的尖峰反应很重要"也表明光遗传

工具携带 a);通道模体靶向轴突始段是修复在 fi:I上产生

持续的光反应一种可能的方法' 为提高转染效率和实现靶向

某种细胞类型"?P 等 +BB,
用改良启动子 (i+Pf5 的 <<;载体靶

向双极细胞"结果显示其在普通狨猴视网膜中央凹及视网膜远

周区域有较强的表达' K7./*MÎT等 +B5,
向视网膜退化小鼠玻璃

体腔注射一种被称为 G'a<o的小分子使得 fi:I在自然白光

下即产生电脉冲"但其在玻璃体腔内存留时间短暂' 之后

K7./*MÎT等 +BD,
又发现 9'a<o可将单次注射的作用时间延长

至 ! 个月'

N6N"光遗传技术应用于眼部的优势和挑战

虽然将光遗传技术应用于眼科疾病的治疗具有无需侵入

性手术植入电极(实时观测等优点"但也存在一些挑战$:/fI

等修饰的靶标仍然不敏感"以至于它们需要极端的(非生理的

刺激#视黑素的作用机制未明"且其发挥的作用是持续的"阻止

了其他信号的传递#<<;传递给灵长类动物已经被证明是困难

的' 这些在很大程度上是生物工程方面的挑战"应该通过设计

更高灵敏度的光学系统(改进 <<;的靶向和设计优化的表达

系统来迅速解决' 与任何新技术一样"光遗传学也有其他挑

战"主要是道德和安全性问题"其中"伦理问题主要是人类基因

工程和病毒载体的未知毒性' 对各种视网膜疾病进行基因治

疗的临床前和早期临床试验结果显示视网膜转染相对安

全
+B8, ' 有研究表明":/f# 在啮齿动物中能长期)超过 ! 年*表

达"且没有严重的不良影响 +B3, '

C7光遗传学在视网膜相关疾病应用的展望

在无需侵入性手术情况下"光敏感微生物型视蛋白的表达

是修复视网膜退行性病变的潜在方法' 光遗传工具可通过病

毒载体在多种视网膜亚细胞群表达' 光遗传的关键之处在于

将光不敏感的神经元细胞转变为人工光感受器' 在感光细胞

中"将光信号转化成使细胞电生理兴奋状态的改变需十几个蛋

白协同工作"但在光遗传学中"只需一个光敏蛋白就可以使细

胞兴奋"甚至光敏通道这一种蛋白几乎可以代替整个感光细胞

这一精密(复杂的光电转换生物系统作为感光受体"因此光遗

传学在眼科中的应用前景光明' 从基因上恢复盲眼视力的目

标现在已经成为可能' 在原有 :/f# 研究的基础上"新发现和

!D&!!中华实验眼科杂志 #%#% 年 # 月第 $8 卷第 # 期":/*- W'YO >O/M/)+(7+" 0̀QSP)ST#%#%";7+6$8"a76#
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发展起来的光遗传学研究取得了新的进展' 通过红移离子通

道"研究人员用更宽的光谱做出了更安全的替代品' 新的 i蛋

白偶联受体正在加快速度"以满足视力所需的时间精度' 目前

光遗传技术应用于眼科疾病治疗的研究仅限于光控制基因型

引入的视蛋白"通过光控制信号通路的方式治疗眼科疾病尚未

有相关报道' 通过在不同光照下光激动蛋白的聚合与解离"实

现对细胞内信号通路实时可控的目的"也可能成为光遗传技术

治疗视网膜相关的新方向' 目前为止"还未发现该技术应用于

除视网膜疾病以外的其他眼部疾病"随着光遗传技术的发展"

其未来可能会应用于更多的眼科领域'
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