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光遗传学技术用于调控细胞信号通路的研究
南  迪1,2  许迎科1,2*

(1浙江大学生物医学工程系, 杭州 310027; 2生物医学工程教育部重点实验室, 
浙江省心脑血管检测技术与药效评价重点实验室, 杭州 310027)

摘要      光遗传学技术结合蛋白的遗传学表达与激光的光控和成像, 可实现对细胞内特定信

号通路分子的快速激活与调控, 在细胞生物学的研究中具有广阔的应用前景。至今为止, 越来越多

的光控元件被发现, 它们具备不同的结构特征及光反应特性, 极大的扩展了光遗传学技术的生物医

学应用。该综述将对不同种类的光控元件及其应用于活细胞中信号通路调控的研究进行总结。
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Abstract       Optogenetics combines genetic expression with optical controlling and imaging, which permits 
rapidly activation and regulation of the activities of intracellular signaling molecules. Optogenetics has great 
promise in cell biology applications. To date, a variety of photoactivatable modules have been identified. They 
have distinct structure and photoactivation features, and those have greatly extended optogenetics in the biomedical 
research. In this review, we will introduce different species of photoactivatable modules, their distinct photon 
properties, and with an emphasis on their applications in using light to control intracellular cell signaling.
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光遗传学(optogenetics)作为一门新兴的学科在

以神经科学为主的很多领域被广泛应用[1]。光遗传

学技术结合蛋白的遗传学表达与激光的光控和成像, 
为细胞生物学提供了崭新的研究思路。常规信号通

路的研究手段, 包括如蛋白突变、敲除等由于作用于

细胞时间较长, 会对细胞功能造成非特异性的影响。

另外, 特定的化学抑制剂虽能较快的阻断某些特定的

信号通路, 但由于药物作用的不可逆性及缺乏空间上

的控制等, 也就很难对信号通路的时间及空间上的转

导与调控有深入的了解。光遗传学技术不但具备无

损、非侵入、时空分辨率高、高度可逆等众多优点, 
而且通过结合显微成像手段能实现对信号通路分子

及其控制的细胞生命活动进行高时空分辨率记录, 进
而揭示信号通路的传递与时空调节机制。 

1   目前常用的光控元件及其特性
已有的光控元件大致包括以下六类: 视紫

红质类(rhodopsins)、视黄质类(xanthopsins)、光
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敏色素类(phytochromes, Phy)、隐花色素类(cry-
ptochromes, CRY)、光 –氧 –电势传感 (light, oxyg-
en, or voltage, LOV)包含域类和具有黄素腺嘌呤

二核苷酸的蓝色感光(blue light sensor using flavin 
adenine dinucleotide, BLUF)包含域类等。根据其

感受光信号后的蛋白反应情况, 又可分为单元件

光异构化蛋白 [如LOV、Dronpa和UV-resistance 
locus 8(UVR8)等 ]与双元件光结合蛋白[如CRY-
CIB1(cryptochromes-interacting basic helix-loop-
helix1)、Phy-PIF(phytochromes-interacting factor)]和
含LOV结构域的双元件系统等。各种光敏蛋白光化

反应的特性及其示意图分别见表1及图1。
1.1   基于单元件的光异构化蛋白

吸收光能之后, 光敏蛋白的构象发生改变, 获
得或失去其原有的空间抑制作用是光异构化蛋白发

挥其作用的基础。

1.1.1   光–氧–电位势传感域(LOV domain)      光–
氧–电位势传感域首先在植物向光素中被发现。向

光素是一种丝氨酸和苏氨酸激酶, 负责调节细胞的

各种活动。而且, 哺乳动物细胞内含有内源性的黄

素单核苷酸(flavin mononucleotide, FMN)。在蓝光照

射下, LOV结构吸收光能之后与FMN结合, 开启光循

环。当失去蓝光照射时, 光化反应就会恢复至基态。

暗逆转时间从向光素LOV域的10~100 s[18]到拟南芥

的几小时不等[19]。 
1.1.2   UVR8结构域      与大多数光敏蛋白不同, 
UVR8的光活化过程不需要其他的小分子辅助因子, 
只需要其本身的色氨酸残基作为感光元件。在暗环

境中, UVR8以同源二聚体的形式存在, 当有紫外光

线照射时会破坏两个单体之间的色氨酸和精氨酸连

接, 致使同源二聚体解离。UVR8单体在离体情况下

的暗逆转过程会持续数个小时[16]。

1.1.3   Dronpa荧光光敏蛋白域      荧光蛋白Dronpa
在蓝紫光(~400 nm)照射下能形成四聚体, 而在蓝绿

色光(~500 nm)刺激下能解离成单体的形式[13]。与

UVR8一样, Dronpa的光活化过程不需要其他的小分

子辅助因子, 利用其经修饰后的氨基酸残基作为感

光元件。同时, 它的光活化反应也是可逆的。

1.2   基于双元件的光敏结合蛋白

当吸收光子之后, 光敏蛋白构象发生改变使得

其能与光敏蛋白配体、效应器或是其他蛋白发生结

合反应是双元件光敏结合蛋白发挥功能的基础。

1.2.1   隐花色素(cryptochrome, CRY)      隐花色素

是自然界中普遍存在的一种蓝光和紫外光敏蛋

白。它的结构中包含一个N-端DNA光裂合酶同源

区(photolyase homology region, PHR)和 一 个 对 于

信号传导至关重要的C-端[20]。隐花色素可分为三

大类: 植物CRYs、动物CRYs和CRY-DASH(CRY-

表1   各种光遗传学元件的光调节与反应性质一览(根据参考文献[2]修改)
Table 1   Optogenetic modules and their optical responsive characteristics (modified from reference [2]) 

光激活蛋白

Photoactivatable protein
大小(氨基酸数目)
Size (amino acids)

辅助因子

Cofactor
聚合/解离波长(nm)
Association/
dissociation wavelength (nm)

聚合/解离时间

Association/
dissociation time

参考文献

References

PhyB(FL)-PIF3 1 211/524 PCB 650/750 s/s [3-4]

PhyB(NT)-PIF3 621/524 PCB 650/750 s/s [5]

PhyB-PIF6 908/100 PCB 650/750 ms/ms [6]

CRY2-CIB1 612/335 FAD 450/dark s/6 min [7]

CRY2-CIB1 498/170 FAD 450/dark s/6 min [8]

CRY2-CRY2 498/498 FAD 450/dark s/6 min [9]

CRY2olig 498 FAD 450/dark s/23 min [10]

FKF1-GI(LOV fast cycler) 619/1 173 FMN 450/dark min/h [11]

LOVpep-ePDZ 153/194 FMN 450/dark s/s [12]

Dronpa-Dronpa 257/257 None 400/500 s/s [13]

UVR8-COP1C340 440/340 None Dark/290~310 1~4 h/s [14]

UVR8-UVR8 440/440 None Dark/280~315 2~24 h/s [15-17]

PIF: 光敏色素反应子; PhyB(FL): 全长B型光敏色素; PhyB(NT): B型光敏色素N-端; CIB: 隐花色素碱性螺旋–环–螺旋反应子; CRY2olig: 低聚2
型隐花色素; UVR8: 紫外抗性位点8; COP1C340: 光形态建成调控因子1的C-端340个氨基酸。 
PIF: phytochrome-interacting factor; PhyB(FL): full length PhyB; PhyB(NT): N-terminal of PhyB; CIB: cryptochrome-interacting basic helix-loop-
helix; CRY2olig: oligomerization CRY2; UVR8: UV-resistance locus 8; COP1C340: C-terminal 340 amino acids of constitutively photomorphogenic 1.
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Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Human)蛋
白。隐花色素首次被发现于拟南芥中, 目前, 常用

的有CRY1和CRY2。CRY2在蓝光刺激下会与它的

配子CIB1结合; 相反地, 在黑暗环境中会与其分离, 
CRY2与CIB1的结合具有光可逆性。 
1.2.2   光敏色素(Phytochrome-Phy)      光敏色素共有

五类成员(PhyA、PhyB、PhyC、PhyD和PhyE), 在
植物众多的光介导生长过程中发挥重要作用。在动

物细胞的光遗传学应用中, 使用最为广泛是PhyB-
PIF系统。不同于CRY和LOV蛋白, PhyB-PIF的结合

需要以蓝藻素(phycocyanobilin, PCB)作为底物, 对红

光(650 nm)/红外光(750 nm)光谱敏感[21]。PhyB吸收

了红光后从非激活状态(photoactivated red-absorbing, 
Pr)转变到激活的红外吸收状态(photoactivated far-
red-absorbing, Pfr)。在Pfr状态吸收了红外光线后能

重新恢复到Pr状态, 整个过程同样具有可逆性。

1.2.3   含LOV结构域的双元件系统      此外, 还有

几种基于LOV结构域的双元件系统, 如FKF1(flavin-
binding、kelch repeat、F-box1), FKF1是一种含有LOV
结构域的蓝光感受性光敏元件, 在蓝光(450 nm)照
射下会与其配体GIGANTEA(GI)相结合, 利用了双

元件结合蛋白的原理实现光控功能[11]。此外, 研
究人员利用LOV空间变构这一特性设计出了基于

LOV的双元件光基因工具, 他们将LOV的Jα结构

域与一小段多肽LOVpep(LOV polypeptide)相连接, 
而这小段多肽能与ePDZ[engineered post synaptic 
density protein (PSD95)、Drosophila disc large tumor 
suppressor (Dlg1) and zonula occludens-1 protein 
(zo-1)]蛋白结合。在黑暗状态中, Jα处于螺旋状态

能阻止多肽与ePDZ结合。当有蓝光照射的时候, Jα
解旋并释放多肽使得其能与ePDZ结合[12]。

2   光调控细胞内信号通路的应用研究
常规的实验手段, 如蛋白突变、敲除等往往需

要几天的时间才能检测细胞信号分子改变所造成的

细胞功能的影响, 而在这一过程中往往还会造成非

特异性影响, 如某些功能蛋白的代偿性表达或蛋白

过表达造成的假象等。截止目前, 研究人员通过对

上述各种光控元件的科学改造, 已经实现了对多条

重要细胞信号通路的光学调控。如受体酪氨酸激酶

Ras-MAPK信号通路[12,22-23]、PI3K-Akt信号通路[24-27]

和Rho GTPase激活相关通路[6,11-12,28]等, 通过对上述

信号通路的快速、有效以及特异性的开关控制, 有
助于我们了解信号通路的级联传递规律以及不同信

号分子的作用效能。这些手段对于与信号通路密切

相关的疾病研究, 例如, 癌症、糖尿病及其相关的炎

症反应等探索也有十分重要的意义。 
2.1   Ras-MAPK信号通路

MAPK信号通路是高度保守的, 普遍存在于包

左边的光谱标明用于激发光基因元件反应的光波长以及发生暗逆

转的光波长。右边表示各类光基因元件在相应激发光的刺激下发

生的相互作用以及暗逆转的过程。其中, PhyB-PIF、CRY2-CIB1和
LOVpep-ePDZ三种是典型的双元件系统, 光激发时与配子发生结合

反应。UVR8、Dronpa、CRY2和LOV是典型的单元件系统, 光激发

时自身分子构象发生改变。

The left bar illustrates the color of light (wavelength) that is used to 
activate and inactivate photoreaction. Various protein pairs are shown 
on the right with or without activation. PhyB-PIF, CRY2-CIB1 and 
LOVpep-ePDZ are typcial two components modules interacting with 
their partners after stimulation. UVR8, Dronpa, CRY2 and LOV are 
typcial single component modules, whose intramolecular change occurs 
after stimulation.

图1   光照条件下多种光敏元件发生光化反应的示意图

(根据参考文献[2]修改)
Fig.1   Scheme of light-induced photochemical reaction of 

optogenetics modules (modified from reference [2])

UVR8 280~315 nm
UVR8 UVR8 UVR8 UVR8

CRY2

CRY2CRY2

CRY2

LOV

LOVLOV

LOV

ePDZ

ePDZ

pep
pep

DronpaDronpa

PhyBPhyB

PIFPIF

Dronpa
Dronpa

CIB1CIB1

450~488 nm

450~488 nm

440~473 nm

440~473 nm

390 nm

490 nm

650 nm
PhyB-PIF

750 nm

CRY2-CIB1
LOV
Dronpa

Dark

Dark

Dark

Dark

Dark

X N



南    迪等: 光遗传学技术用于调控细胞信号通路的研究 1563

括酵母和哺乳动物在内的多种生物细胞中, 参与调

控细胞生长、发育、分化、凋亡等多种生理过程。

研究者最早利用PhyB-PIF6光控元件实现了在酵母

细胞中MAPK信号通路的光遗传学调控[12]。紧接

着基于PhyB/PIF6光基因元件调控哺乳动物细胞中

MAPK信号通路研究也取得成功, 实验中研究者把

PhyB锚定到细胞膜上, 同时将SOS(son of sevenless)
[一种鸟苷酸交换因子(guanine nucleotide-exchange 
factors, GEF)]的催化域SOScat与PIF6融合表达到酵母

细胞质中。在红光(650 nm)的刺激下, PhyB与PIF6
结合同时将SOScat这个GEF催化蛋白转运到膜上, 在
这里它能够激活Ras/Raf/MEK/ERK信号通路[22]。

利用同样的原理 , Zhang等 [23]使用CRY2/CIBN(N-
terminal of CIB)光基因元件, 实现了光控哺乳动物细

胞中Raf/MEK/ERK信号通路。首先, CIB1被锚定到

细胞膜上, 同时将CRY2与Raf1结合。当有蓝光刺激

时, 细胞质中的CRY2会主动地迁移到细胞膜附近与

CIB1进行结合, 并将融合在一起的Raf1运送到细胞

膜附近。运送到细胞膜附近的Raf1将发挥其信号蛋

白的功能, 紧接着激活其下游信号分子MEK和ERK, 
实现了在缺少神经生长因子刺激条件下的精确时间

尺度光控制PC12细胞神经突的生长。

2.2   PI3K-Akt信号通路

磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphoinositide-3-kinase, 
PI3K)既具有Ser/Thr激酶活性, 又具有磷脂酰肌醇

激酶活性。当其募集到膜附近时可以催化膜上的

PI-4-P(phosphatidylinositol-4-phosphate, PI4P)生成

PI-3,4-P2[phosphatidylinositol-(3,4)-bisphosphate, 
PI(3,4)P2], 催化 PI-4,5-P2[phosphatidylinositol-
(4 ,5)-bisphosphate ,  PI(4 ,5)P2] 生成 PI-3,4 ,5-
P3[phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate, PIP3]。
膜上生成的PIP3为多种信号转导蛋白提供锚定位

点, 进而介导PI3K的下游信号通路, 其中就包括

Akt。有研究者就利用CRY2/CIBN光基因元件来

调控PI3K/PIP3/Akt信号通路。他们将CIBN与细胞

膜定位序列CAAX融合使其表达在细胞膜上, 同时

将PI3K的iSH2(intra-Scr homolog 2)结构域与CRY2
的融合蛋白表达在细胞质中。当有蓝光照射时, 
CRY2-iSH2会迅速转位到细胞膜上, 膜上的iSH2
将激活内源性的PI3K, 并通过磷酸化作生成PIP3, 
PIP3会激活其下游的信号蛋白如Akt、Rac/actin和
PKC(protein kinase C)等[26]。此外, Idevall-Hagren等[26]

还利用CRY2-CIB1实现了光调控细胞内磷酸肌醇的

代谢, 他们研究发现细胞局部区域PIP3的产生, 会导

致细胞膜褶皱的形成以及细胞膜的波动, 而这一过

程是完全光激活依赖性的, 且可逆。应用同样的机

理, Toettcher等[24]利用PhyB-PIF6系统也实现了光控

PI3K-Akt信号通路的研究。 
2.3   Rho GTPase酶活性

Rho GTPase属于Ras家族成员 , 它在调节骨架

肌动蛋白、细胞迁移以及细胞器的发生等过程发

挥重要作用。Rho GTPase可包括Rac1、Cdc42和
RhoA等。Rho GTPase在GEFs的作用下释放GDP, 
结合GTP进入激活状态, 也能在GTP活化酶(GAP)
的作用下从活化状态再次进入失活状态。GEF和
GAP在Rho GTPase的激活状态调控中起着重要作

用。已有较多的研究利用上述的光敏蛋白元件实现

了光控Rho GTPase的活性。Wu等[29]将持续激活型

的Rac1突变体与LOV2-Jα融合共表达。在黑暗情况

下, LOV结构域在蛋白空间上抑制Rac1的活性区域, 
在蓝光照射时LOV结构域吸收光能, 使其Jα结构解

旋并释放LOV蛋白的空间抑制, 进而激活Rac1。他

们利用这一光控系统对细胞的局部区域实施光激活

后, 发现在光照区域能形成细胞膜的褶皱和突出, 且
细胞膜的动态变化随光照的情况具有可逆性。这一

实验充分显示了光遗传学技术的超高时空分辨率, 
为我们理解局部信号通路是如何影响细胞整体提供

了帮助。此外, Levskaya等[6]利用Phy/PIF系统开展

了类似的调控胞内Rho GTPase活性的研究。他们

将PhyB表达到细胞膜上, 然后将Tiam(Rac的GEF)、
intersectin(Cdc42的GEF)和Tim(Rho的GEF)分别与

PIF融合表达。当给细胞光刺激后, GEF蛋白被转

运到细胞膜上, 在膜附近激活相应的Rho GTPase
酶活性。在3T3细胞中, 研究发现光激活Tiam和

intersectin蛋白会引发细胞膜附近板状伪足和丝状

伪足的生长, 而光刺激Tim则会引发细胞胞体的收

缩。此外, 局部光诱导细胞的Tiam也会引发该区域

的板状伪足突出性生长。类似的, 研究者们还利用

了FKF1-GI、Dronpa和LOVpep-ePDZ等元件实现了

光控Rho GTPase活性的研究[12-13]。

2.4   细胞内其他功能活性

光控元件除了在上述三条重要信号通路的研

究中提供极大地便利以外, 在控制细胞的其它生理

活性方面也同样发挥了重要作用。在基因水平上, 
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研究者利用CRY2-CIB1[8]、FKF1-GI[11,30]、UVR8-
COP1[14]和LOV蛋白[31]等元件来调控哺乳动物细

胞中特定基因的转录表达。有研究将GAL4基因的

DNA结合域 (GAL4 DNA-binding domains, GBDs)
与双元件的其中之一PhyB或CRY2等结合, 同时

将GAL4基因的DNA转录激活域(GAL4-activation 
domains, GADs)与PIF3、PIF6或是CIBN结合并在细

胞中表达, 当有光照时光基因元件之间发生相互作

用使得GBDs与GADs相互接近并启动相关标记基因

的转录, 并且实验证实光基因调控基因的转录过程

是可逆的[5], 此外, 也有利用光基因元件通过连接Cre
重组酶来调节DNA转录的研究。我国的杨弋教授率

先在国内开展真核细胞中的光控基因转录的研究, 
其构建了LOV蛋白结构域(Vivid)与GAL4的融合表

达载体(Vivid-GAL4), 在蓝光照射下, 激活的LOV将

导致GAL4发生二聚化, 进而激活下游的基因转录。

在蛋白水平上, 研究者利用光控元件控制细胞内蛋

白的合成、分泌[32]、活性抑制[10,33]和降解[34-35]等。例如, 
Chen等[15]将两到三个UVR8与疱疹性口腔炎病毒糖

蛋白G(vesicular stomatitis virus glycoprotein, VSVG)
的C端融合到一起, 在黑暗状态下UVR8成低聚状态, 
VSVG-YFP-UVR8聚合在内质网上, 当有紫外光线

照射时VSVG-YFP-UVR8聚合体解离, 使得蛋白可

以沿着细胞分泌路径进入高尔基体之后运转至细胞

膜,由此可以实现细胞中蛋白分泌的光控调节。此外, 
还有的研究利用LOV和Dronpa等光控元件, 实现了

哺乳动物细胞凋亡过程的光控制。他们将凋亡激活

蛋白caspase-7的活性结构域与LOV结合, 在黑暗环

境中LOV在空间上抑制caspase-7的活性, 当有蓝光

照射时LOV解旋释放caspase-7活性, 使细胞在一小

时之内发生凋亡[36]。

3   总结与展望
光遗传学技术为开展细胞内信号通路研究提

供了前所未有的便捷手段, 但距其广泛地应用仍有

一段路。例如, 现有光控元件的数量、种类以及调

控特性等仍然不够丰富; 不同种类的光敏蛋白的激

活光谱存在重叠, 且多数时候与光学成像的常用荧

光光谱也有重叠, 这在一定程度上限制了很多应用; 
光控元件的系统稳定性仍需评价, 以减少表达量差

异造成的误差等。总之, 光遗传学技术为我们研究

细胞功能提供了一种非侵入、可逆、高时空分辨率

的有效手段。正如荧光蛋白的发现与应用极大地促

进了生物学的研究发展, 我们可以想像光遗传学技

术的深入应用及其与相关的学科[24,37-38], 如合成生物

学、光学等领域的交叉必将会引起生物学研究的另

一场革命。
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