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基于光控蛋白质相互作用的光遗传学技术及其应用
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摘要　光遗传学技术是一种新型的生物技术,融合了光学及遗传学技术,可以实现光对细胞活动的控制.在光遗传

学应用当中,靶向细胞可用基因来改造和表达光敏蛋白质,并可被光所调控.光遗传学技术利用光敏离子通道蛋白

对特定神经细胞进行精准、快速的光控,已经掀起了神经科学研究领域的一场革命.除了光敏离子通道之外,能产生

蛋白质相互作用的光敏蛋白也已被广泛应用于光遗传学研究.本文讨论了常见的基于蛋白Ｇ蛋白相互作用的光敏蛋

白,然后介绍了基于光控蛋白Ｇ蛋白相互作用的光遗传学技术在光控基因表达、相分离、代谢工程和细胞器运输中的应用.
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１　引　　言

光遗传学技术是近年来在生命科学领域飞速发

展的一种新型技术,它是利用光来远程控制基因改

造过的靶向细胞.光信号在时间和空间上能被快速

精确地输送到目标细胞,因此光遗传学技术可以对

细胞的活动进行精准的时空控制.光遗传学技术的

时间准确程度可达到毫秒范围,在空间上可实现对

单一细胞甚至亚细胞范围的精确控制.经过基因改

造的靶向细胞会对特定波长的光作出快速应答,作
用明确、副反应少.使用传统的化学小分子配体或

拮抗剂往往无法实现对靶向细胞的精准定位,在时
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间方面也缺乏精准的控制,因此利用光来控制细胞

功能有着传统方法无法比拟的优势.
光遗传学的核心部件是可以响应光信号的光敏

蛋白.早期的光遗传学技术,利用的是光敏蛋白离

子通道,其已被广泛应用于神经科学领域的研究.
在神经细胞上表达的光敏离子通道在接受光刺激后

能选择性地让特定离子通过,致使细胞膜两侧的膜

电位发生变化,故可以实现对于特定神经细胞的精

准激活或者抑制.随着十几年来对光敏蛋白的进一

步开发,光遗传学技术的运用更加多样化.其中,基
于光响应蛋白Ｇ蛋白相互作用的光遗传学技术已经

成为许多生命科学领域中重要的研究方法.本文将

介绍能在光刺激下发生蛋白Ｇ蛋白相互作用的几类

常用的光敏蛋白,并讨论基于光控蛋白Ｇ蛋白相互作

用的光遗传学技术在光控基因表达、相分离、代谢工

程和细胞器运输中的应用.

２　基于蛋白Ｇ蛋白相互作用的光遗传学
工具

光敏蛋白是指接受特定波长的光刺激之后能够

改变自身结构的一类蛋白质分子.光敏蛋白存在于

自然界多种生物体中,使生物能够对环境光照变化做

出反应.有些光敏蛋白接受特定波长的光刺激后,会
与另一个蛋白发生异源二聚化(heteroＧdimerization)
[图１(a)],而有些光敏蛋白会发生同源二聚化或多聚

化(homoＧdimerizationorhomoＧoligomerization)[图１
(b)].这两类光调节的蛋白Ｇ蛋白相互作用被广泛使

用于光遗传技术当中以实现光控各种细胞行为.本

研究主要介绍三类广泛使用的光敏蛋白,分别是光敏

色素(phytochrome)、隐花色素(cryptochrome)和光Ｇ
氧Ｇ电 感 应 结 构 域 (lightＧoxygenＧvoltageＧsensing
domain)的性质、特点和功能.

２．１　光敏色素(Phytochrome)
光敏色素(Phytochrome,Phy)广泛存在于细

菌、蓝藻细菌、真菌及植物中,参与调节对光敏感的

生理机制[１Ｇ３].在光敏色素蛋白已经被鉴定出的５
个成员(PhyAＧE)中,PhyB在光遗传学研究的应用

中最为广泛[４].藻青素(phycocyanobilin,PCB)是
能与PhyB结合的发色团,PhyB在PCB的光异构

化诱导下会产生可逆的构象改变.非激发态(Pr)的

PhyB可以在６５０nm波长的红光光照下发生构象

变化并转换为激发态(Pfr)[３,５],Pfr会与其结合蛋白

(PIF３或PIF６)发生异源二聚化[图２(a)].由于

PhyB的构象变化稳定性较强,因此只需很短的脉

图１ 光遗传技术中常用的两类光信号激发的

蛋白Ｇ蛋白相互作用.(a)异源二聚化;(b)同源二聚化

Fig敭 １Two types of lightＧgated proteinＧprotein
interaction widelyusedinoptogenetics敭 a 
HeteroＧdimerization  b homoＧdimerization

冲红光即可使该系统保持长达数个小时的激活状

态[６].当被远红外光(７５０nm)照射时,激发态Pfr
会吸收一个光子,解除二聚化后回到原始的非激发

态Pr,整个过程耗时只需几毫秒[６Ｇ８].

２．２　隐花色素(Cryptochrome)
隐花色素(Cryptochrome,CRY)参与植物的生

长、发育和开花,以及植物和动物中的生物钟的调

节[９Ｇ１０].来源于拟南芥(Arabidopsisthaliana)的二

型隐花色素(Cryptochrome２,CRY２)在蓝光照射

下通 过 辅 助 因 子 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 (flavin
adeninedinucleotide,FAD)的作用,能与其结合蛋

白CIB１(cryptochromeＧinteractingbasicＧhelixＧloopＧ
helix)形成异源二聚体复合物[图２(b)],在黑暗中

则逐渐解离[１１Ｇ１２].蓝光照射也能同时引起CRY２Ｇ
CRY２自 身 的 多 聚 化 作 用 [图 ２(b)][１３].基 于

CRY２蛋白能够同时发生异源二聚和同源多聚的这

一特性,研究者们对CRY２进行了工程化改造.例

如,CRY２的突变体(CRY２olig[１４],CRY２high[１５],
CRY２clust[１５Ｇ１６])能够显著增强CRY２的同源多聚

效果,而另一种突变体CRY２low的同源多聚反应

则被极大抑制[１５].光诱导的CRY２异源二聚化和

同源多聚化反应都是可逆的———无光刺激时会逐渐

解离,这两个反应都已经被大量应用到对细胞生理

过程的光控研究中.

２．３　光Ｇ氧Ｇ电感应结构域 (LightＧoxygenＧvoltageＧ
sensingdomain)

光Ｇ氧Ｇ电 感 应 结 构 域 (LightＧoxygenＧvoltageＧ
sensingdomain,LOV)是在植物、藻类和真菌中均

广泛存在的一个蛋白感受器.除了参与控制植物的

向光性外,LOV结构域在应激反应的调节中也起到

重要 作 用[１７Ｇ１８].LOV 结 构 域 带 有 PAS(PERＧ
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图２ 不同光敏蛋白的光诱导构象变化示意图

Fig敭２ SchemeoflightＧinducedconformationalchangeinvariousphotoactivatableproteins

ARNTＧSIM)核心结构域,能够与发色团黄素单核

苷酸(flavin mononucleotide,FMN)相 结 合.如

图２(c)所示,在蓝光照射时,FMN与LOV结构域

结合,导致LOV结构域C端的Jα螺旋(JαHelix)
摆动离开 LOV 核心域.光照停止,FMN 解离,

LOV结构域回到基态[１９].这种依赖于光的构象变

化发 生 得 非 常 快,最 短 只 需 几 毫 秒[２０].通 过 对

LOV结构域序列的工程改造,研究者们基于LOV
结构域结合动力学设计了具有不同结合亲和力的光

遗传学工具[２０Ｇ２２].这些能够发生自 身 同 源 二 聚

化[２３Ｇ２４]或异源二聚化[２５Ｇ２６]的LOV结构域已经在各

种光遗传学技术的应用中广泛使用.

２．４　基于不同光敏蛋白优缺点的比较

光敏蛋白是光遗传学技术及其应用的核心.现

有常见的几类光敏蛋白各有优缺点.PhyB的优势

在于其激活光是红光,红光对细胞的毒性较小,可以

更有效地穿透组织;但动物细胞缺少PhyB作用所

需要 的 辅 助 因 子 PCB,因 此 在 动 物 细 胞 内 使 用

PhyB需添加外源性PCB或是额外地在动物细胞内

合成[２７].此外,PhyB蛋白分子(９０８个氨基酸)相
对较大,可能会影响到融合蛋白的功能.相比之下,

CRY２分子量稍小 (４９８个氨基酸),所需的辅助因

子FAD存在于大多数动物细胞中,不需要额外添

加辅助因子.但CRY２激活所需要的蓝光对细胞

有一定的毒性,且组织穿透性较弱.此外,CRY２独

特之处在于该光敏蛋白可以同时进行两种不同的蛋

白Ｇ蛋白相互作用:同源多聚化和异源二聚化.因

此,如果某些光遗传学应用需要同时使用这两类相

互作用,那么CRY２是最佳的选择.从另外一方面

来看,该独特之处又会变成劣势:如果某些光遗传学

应用只需要异源二聚化反应,那么CRY２同时进行

的同源多聚化反应可能会引入副作用,影响最后结

果.同时,CRY２的同源多聚化产生的多聚体的分

子量又难以保持一致,因此可能导致CRY２的使用

变得复杂.LOV结构域由于其自身的光诱导构象

变化较为独特,单个LOV结构域既可联合其他功

能蛋白完成光制动(photocaging),也可以通过改造

产生同源二聚化.每种光敏蛋白的性质和优缺点各

不相同.不同的光遗传学应用需要不同的光响应行

为,例如有些应用需要快速的启动和关闭以实现很

高的时间精准度,有些应用需要在细胞局部实现很

高的空间精准度,而有些应用则同时需要很强的同

源和异源二聚化反应.我们将在下文讨论使用了不

同光敏蛋白的光遗传学技术应用.

３　基于蛋白Ｇ蛋白相互作用的光遗传学
应用

本章节主要介绍基于光控蛋白Ｇ蛋白相互作用

０２０７０１０Ｇ３
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的光遗传学在光控基因表达、相分离、代谢工程和细

胞器运输中的应用.光遗传学技术也被广泛应用于

调控细胞内的各种信号通路[２８Ｇ３２],但该领域的应用

已有其他综述详细描述,因此不在此综述中赘述.
表１列出了现有的主要的光遗传学应用系统及其重

要的光学参数.
表１　光遗传学系统的主要光照参数

Table１　Majorparametersinoptogeneticssystems

Optogeneticsystem Wavelength Intensity Lightsource Illuminationtime Reference

PhyBＧPIF３
６６４nm(ON),

７４８nm(OFF)
N/A LEDarray ５,１０,３０min Ref．[７]

CRY２ ４８８nm ２５μW１cmfromobject AOTFlaser １５,１h,＞４h Ref．[１２]

VVD(LOV) ４６０nm ０．８４Wm－２ LEDlamp
Patterned

illuminationfor２４h
Ref．[３３]

LOVＧePDZ ４６５nm ０．００５Jcm－２s－１ BlueAlGaInPLEDs １s Ref．[２６]

IDRＧCRY２ ４８８nm
０．０２μW,０．０６μW,

１．５μW
NikonA１laser １s Ref．[３４]

IDRＧiLidＧSspB ４８８nm ８４μWμm－２ NikonA１laser ２．２s Ref．[３５]

iLidＧSspB ４８８nm ０．１μW NikonA１laser １s Ref．[３６]

LOV２ＧV１９L ４６５nm
５３,８２or

１３４μmolm－２s－１
LEDpanel

８hfulllight,

orlightpulsesof
１０sonand７０soff

Ref．[３７]

CRY２ ４５０nm ７３to８２μmolm－２s－１ LEDpanel ５min Ref．[３８]

CcaSRＧpgi
５２０nm(ON),

６５０nm(OFF)
１４．５２Wm－２

１５．２１Wm－２
LED Continuousupto１０h Ref．[３９]

CRY２ＧCIB１ ４８８nm ９．７Wcm－２
LED,LeicaDMI６０００B

microscope
２００mspulse
durationper１０s

Ref．[４０]

LOVＧePDZ ４８８nm １０Wcm－２
NikonEclipse
TE２０００E

１００ＧＧ１５０ms Ref．[４１]

图３ 光控蛋白Ｇ蛋白相互作用激活基因表达

Fig敭３ LightＧgatedproteinＧproteininteractionactivatesgeneexpression

３．１　基因表达

基因表达包括转录和翻译两个阶段.转录是指

一段特定序列的DNA被RNA聚合酶复制为mRNA
(MessengerRNA,信使RNA)的过程;翻译是指细胞

内核糖体以 mRNA为模板,根据遗传密码的中心法

则,生成对应的氨基酸序列、合成多肽链的过程,多肽

链最终被折叠为细胞内的功能蛋白质.转录因子是

指能够结合在某一段基因上游特异核苷酸序列上的

蛋白质,这些蛋白质能够通过调控RNA聚合酶与

DNA模板的结合对基因表达进行调控.在转录因子

结构中,DNA结合域(DNAＧbindingdomain,DBD)负
责识别并结合特定基因上游的DNA序列;激活域

(activationdomain,AD)负责与其他蛋白质作用,激
活RNA聚合酶,启动转录.启动子(promoter)是由

RNA聚合酶识别、结合的一段DNA序列.
长期以来,科研人员主要用一些化学分子对基

因表达进行调控,但化学分子的毒性、非特异性、难
以实现时空调控等特点限制了其应用.光具有毒性

低、易操纵、高时空分辨率等特点,因此光遗传学工

具被广泛用于精确调控基因表达[４２Ｇ４３].图３展示的

０２０７０１０Ｇ４
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是常用的光控基因表达方式,其中利用了光控异源

二聚化反应.为了方便描述,将进行异源二聚化的

光敏蛋白之一称作A,光敏蛋白的结合蛋白称作B.
光控基因表达体系中,光敏蛋白A融合了DBD,可
以通过识别DNA上位于启动子附近的特定序列而

与DNA分子结合;结合蛋白B则与 AD融合.在

特定波长的光照下,光敏蛋白A被激发从而改变形

态,使其能够与蛋白B相结合,从而将DNA激活域

招募到启动子附近,启动目的基因的转录和表达.

A与B的结合是可逆的,因此,无光照刺激时 AＧB
复合物解离,基因表达即停止.

Quail研究组首先在酵母中使用PhyBＧPIF３这

一对光敏蛋白进行光控基因表达的研究[７].他们设

计了两个融合蛋白,分别把PhyB与酵母Gal４蛋白

的DNA 结 合 域 相 连(PhyBＧGal４DBD),PIF３ 与

Gal４蛋 白 的 DNA 激 活 域 相 连(PIF３ＧGal４AD),

LacZ蛋白作为报告蛋白,其DNA序列置于启动子

之后.在包含PCB的培养介质中,无光照条件下

LacZ蛋白几乎没有表达,而红光光照后其表达量达

到原来的１０００倍.远红外光使这两个融合蛋白解

离,停止基因表达.PhyBＧPIF系统随后被Voigt研

究 组 应 用 在 哺 乳 动 物 细 胞 内 调 控 基 因 表 达[８].

Weber实验室也用PhyBＧPIF６光遗传系统控制哺

乳动物细胞中的基因转录[６],他们的研究结果表明,
报告蛋白在光照组细胞内的表达量相对于未光照的

细胞提高了６５倍,且蛋白表达量与PCB的浓度或

光照强度呈现相关性.CRY２ＧCIB１这一对光敏蛋

白也同样被用于光控基因表达.类似于PhyBＧPIF
系统,Kennedy等[１２]通 过 将 CRY２ＧCIB１分 别 与

Gal４蛋白的DNA结合域和激活域融合,在蓝光照

射４h后得到了报告基因Snl１蛋白的强表达.Liu
等[４４]也使用CRY２ＧCIB１和 Gal４构建的系统在斑

马鱼胚胎中实现了光控基因表达.Wang等[３３]利用

LOVdomain构建了名为LightOn的光控基因表达

系统.受到蓝光刺激后,LightOn触发的报告基因

表达量增加了２００~３００倍.随后研究人员在小鼠

体内验证了LightOn系统,将基因表达载体注射到

小鼠肝脏中并观察到了光照激活的 mCherry荧光

蛋白表达,但由于蓝光的组织穿透能力有限,可观测

的mCherry荧光仅限于距离表皮以下１mm的范

围内[３３].Strickland等[２６]基于光照下LOV 结构域

的异源二聚化创建了类似的策略并命名为TULIP
(tunablelightＧinducibledimerizationtags,可调光

控制的相互作用蛋白).TULIP系统在蓝光刺激下

发生异源二聚化,从而引发酵母中βＧ半乳糖苷酶报

告基因的表达增加５倍.
研究人员也通过设计光调控的DNA编辑和重

组来调控基因表达水平.Polstein和 Gersbach[４５]

提出了一种基于CRISPRＧCas９的光控基因编辑系

统(lightＧactivatedCRISPRＧCas９effector).该系统

包含融合了CRY２的激活结构域与融合了CIB１的

dCas９蛋白.蓝光光照后仅２h内,mRNA转录水

平显著增加了１１倍;在３０h光照内最大增加了约

４００倍.

３．２　细胞内相分离

光遗传学技术、用光控制细胞内相分离(phase
separation)的方法在近几年被开发出来.活细胞可

以将特定的生物分子划分到不同区室,使生化反应

相对独立、高效、有序地进行.一部分区室被生物膜

包被,另外还有大量的无膜区室,其中包括秀丽隐杆

线虫(caenorhabditiselegans)生殖细胞的P颗粒、
参与应激反应的应激颗粒、参与自噬活动的p６２颗

粒等,他们被称为“生物分子凝集体”.由于这些区

室具有无膜的特性,他们可与外部进行快速的分子交

换并在细胞内信号的传导中起重要作用.因此生物

分子凝集体的形成过程、物理性质、化学性质及细胞

功能已成为生物学及其交叉领域的研究热点.２００９
年,普林斯顿大学的学者Brangwynne和Hyman发表

了关于线虫中P颗粒的研究[４６],证明P颗粒实际上

是由“液Ｇ液相分离”现象形成的蛋白质聚集体,也就

是生物分子凝集体.随后科学家们逐渐发现大多生

物分子凝集体,例如核仁、应激颗粒等,均由“液Ｇ液相

分离”形成.这种相互作用通常由蛋白的固有无序区

域(intrinsicallydisorderedregions,IDR)的多聚化作

用驱使.利用光遗传学工具对细胞内相分离过程进

行精准操控,有助于研究人员加深对细胞内相分离具

体机制和调控过程的理解.

２０１７年,Shin等通过IDRＧCRY２融合蛋白在

蓝光光照下引发CRY２多聚体的形成,构建了一套

光控系统来控制细胞内的相分离过程[３４].该方法

可实现对细胞内相分离的可逆控制,并可以在细胞

局部激活相分离过程.为优化光控相分离,该研究

团队先后开发了Corelets[３５]和CasDrop[３６]两种光

控系统,成功利用光遗传学工具精确探测到细胞内

的相分离过程及其对染色体的影响.如图４所示,

Corelets 系 统 由 基 于 AsLOV２(Avena sativa
LOV２)改进后的光诱导二聚体工程蛋白(improved
lightinducedＧdimer,iLID)及其同源结合蛋白sspB
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(stringentstarvationproteinB)构建.Corelets系

统由两部分组成:iLIDＧGFPＧFTH１融合了iLID、绿
色荧 光 蛋 白 GFP 和 铁 蛋 白 重 链(ferritinheavy
chain,FTH１);IDRＧmCherryＧsspB融合了sspB、红
色荧光蛋白mCherry和IDR.首先,２４个FTH１自

组装成直径为１２nm的球状颗粒铁蛋白核心;随后,
通过iLID与sspB在蓝光光照下的结合作用,至多２４
个IDR可以被募集到铁蛋白核心.IDR通过多聚化

作用形成了细胞内的相分离.光照下快速响应、可量

化的Corelets系统被用于研究细胞内相分离的起始

阈值蛋白浓度和转化机制.同样基于iLIDＧsspB结合

的CasDrop系统则是将光遗传学工具和已经成熟的

CRISPRＧCas９基因编辑技术的结合,使IDR在染色质

局部特定的靶基因位点发生多聚,诱导局部相分离的

形成.由于相分离过程通过机械力作用在局部拉扯

并重塑了染色体结构,基于光遗传学工具的CasDrop
系统为调控基因表达提供了新的思路.光遗传学技

术以光为刺激媒介,可以实现对细胞活动精确的时空

调控,具有控制灵敏、靶向明确等优势,在相分离研究

领域表现出巨大的应用潜力.

图４ Corelets系统示意图.Corelets系统包括两个模块:第一个是GFP标记的２４个可光激活的iLID连接组成的铁蛋

白核心;第二个是带有 mCherry的结合蛋白SspB,并与固有无序蛋白区域IDR缀合.虚线表示光诱导异源二聚体单元

Fig敭４SchematicdiagramoftheCoreletssystem敭Coreletssystemconsistsoftwomodules aGFPＧtaggedferritincore
functionalizedby２４photoactivatableiLID domainsandiLID′scognatepartner sspB mCherryＧtaggedand
　　　　　　conjugatedtoIDR敭DashedlinesdesignatelightＧinducibleheteroＧdimerizingunits

３．３　代谢工程

光遗传学最近也开始被应用于代谢工程领域.
代谢工程(metabolicengineering)利用基因工程技

术对微生物细胞内的生化代谢途径进行修饰、改造

和调控,从而实现从廉价原料到目标化学品的生物

合成.这种生物合成方法相对于化学合成而言是一

种更加经济、环保和可靠的工业生产方法.目前已

经有大量的产品可通过微生物工业发酵的方式获

得,包括精细生化制品(氨基酸、维生素、抗生素等)、
药物前体(青蒿素、鸦片类药物等)、生物燃料(乙醇、
异丁醇等)和高分子聚合物(多聚乳酸、聚羟基脂肪

酸酯等).因此,代谢工程领域的进步极大地推动了

工业经济的发展.从工业原料到目标产品的生物合

成一般都经历数十步的酶促生化反应,因此研究人

员往往通过引入、敲除或调控酶基因来实现对细胞

内代谢网络的调控,这也构成了代谢工程研究领域

的一个主要分支.现有的基因编辑策略大致可以分

为以下几类:通过酶蛋白的优化和过表达来提高关

键反应节点的酶活性;通过抑制基因表达或敲除特

定基因来抑制生成副产物的代谢途径;通过提高转

运蛋白载体的运输效率来加快代谢反应过程等.
近几年来,光遗传学开始被应用于调控酶蛋白

的基因表达并优化细胞内的代谢通路.相较于传统

的小分子化学信号,光信号的引入和移除更为简单

易行,不需要更换介质或反应条件.２０１８年,来自

普林斯顿大学的学者Zhao等[３７]设计了一个基于

LOV结构域的光控“代谢阀”以调控酶蛋白的基因

表达,其基本原理与３．１节中所介绍的相同:研究人

员在波长为４５０nm的蓝光光照条件下,激活酵母

细胞中丙酮酸脱羧酶的表达,使酵母细胞在光照条

件下快速生长并产生乙醇;而在黑暗条件下的发酵

过程中,研究人员观察到酵母细胞停止生长,丙酮酸

被转化为异丁醇等产物.这一基于光遗传学蛋白的

“代谢阀”有效提高了目标产物的产量.作者的数据

表明,光遗传学蛋白“代谢阀”调控的葡萄糖发酵可

以 产 生 ８．４９±０．３１gL－１ 异 丁 醇 和 ２．３８±
０．０６gL－１的２Ｇ甲基Ｇ１Ｇ丁醇,分别达到了现有文献

报道最高产值的５倍和２０倍.通过周期性的光信

号调节,作者在发酵的不同阶段实现了对酶蛋白转

录表达水平的精准控制,进一步提高了生物燃料产
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品在发酵过程中的产量.
光遗传学还可以用于微生物代谢网络中创建一

个可调控的通路导向系统.Zhao等[３８]也研究报道

了一套光遗传学工具用于精准控制酶的动态聚集和

解散,用光诱导酶蛋白聚集从而提升目标产物的产

量.作者选用脱氧紫色杆菌素(deoxyviolacein)的
代谢 途 径 作 为 生 物 合 成 模 型,如 图 ５ 所 示,在

４５０nm波长的蓝光光照条件下,利用光遗传学蛋白

的多聚化反应触发了活性酶蛋白簇的聚集.由于在

酶蛋白聚集体内,酶蛋白的局部浓度大大提高,而中

间代谢物浓度和其他竞争代谢通路的通量都较为下

降,因此动态光调控的主要代谢通路不仅获得了６
倍的目标产物产量,其特异选择性也得到了极大的

提升.Tandar等[３９]报道了在大肠杆菌中通过光遗

传学工具实现EMP和oxPP两种糖酵解代谢通路

的切换.作者构建了通过绿光或红光分别激活或抑

制基因表达的CcaSRＧpgi系统,在５２０nm波长绿光

光照下,两者糖酵解代谢通量的比例为Φ(EMP)∶
Φ(oxPP)＝５０∶４９,而在６５０nm 波长的红光照射

下,这一比例切换为Φ(EMP)∶Φ(oxPP)＝０．５∶９９.
这些研究结果表明,光遗传学工具的介入能够对微

生物细胞内生物合成的代谢通路进行优化,在代谢

工程领域具有潜在的应用价值.

图５ 光触发活性酶蛋白簇聚集.代谢通路导向主要

产物,副产物的生成被抑制

Fig敭５GatheroflightＧinducedactiveenzymeprotein
clusters inwhichtheinputisshuntedtoward
majorproduct andtheproductionofunwanted
　　　　　byproductissuppressed

３．４　细胞器运输与分子马达行为

在真核细胞中,细胞器作为细胞内重要的功能

单位,其定位和分布对于细胞极化、信号传输、存活

与凋亡等都有着重大的影响.例如在神经元细胞

内,线粒体的定位可以影响突触功能和轴突的分

支[４７],高尔基体的定位被认为可以控制树突的发

育[４８Ｇ４９],而胞内体的特定定位则被认为能够帮助神

经元细胞的极化和局部生长[４８].为了让细胞器能

够在正确的时间到达正确的位置从而发挥其功能,
细胞内部通过一套运输系统将细胞器移动至细胞的

各个角落.该系统的基本机制是将细胞骨架作为

“轨道”,将分子马达(molecularmotor)作为连接细

胞器与骨架的“牵引车”,从而达到控制细胞器的运

输和定位之目的.细胞器可通过基于双向微管的交

通系统主动运输到适当的位置.两个用于输送货物

的主要分子马达分别为动力蛋白(dynein)和驱动蛋

白(kinesin).动力蛋白走向微管的负端,从而将货

物运送到细胞核附近.与之相反,驱动蛋白走向微

管的正端并将货物带到细胞边缘.虽然对于细胞器

运输的工作原理以及对于细胞器定位与细胞活动的

关联性已有广泛而深入的研究,然而了解特定细胞

器时空上的分布的作用仍然具有挑战性.以往的研

究使用药物干扰细胞骨架的元件和抑制分子马达来

改变细胞器定位,但是这些方法通常缺乏受体的选

择 性 以 及 空 间 特 异 性. 而 运 用 雷 帕 霉 素

(rapamycin)作为链接分子的FKBPＧFRB二聚化系

统,虽可以有选择性地在活细胞中控制细胞器分

布[５０],但对于化学辅助因子的依赖以及其不可逆性

仍然会限制其运用.具有精确时空调控能力的光敏

蛋白二聚化体系是用于精确控制细胞器运输的新

工具.
通过光敏蛋白的异源二聚化,特定的分子马达

蛋白可以被募集并连接到选定的细胞器上,从而实

现对细胞器运输的控制.如图６所示,mCherry荧

光蛋白标记的光敏蛋白 A融合了细胞器膜结合蛋

白,与细胞器结合;GFP标记的光敏蛋白B融合了

分子马达,在细胞骨架上运动.当A与B的异源二

聚化被特定波长的光信号激发时,细胞器与分子马

达相连,在分子马达的牵引下沿细胞骨架向特定方

向移动.光信号移除后,A 与B的异源二聚体分

离,细胞器脱离分子马达.

　　大多数已有的光遗传工具都可被用于这个可逆

的、作 用 于 特 定 范 围 的 控 制 体 系 的 构 建.Duan
等[４０]把CRY２连接在线粒体、过氧化物酶体或溶酶
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图６ 使用光遗传学工具控制细胞器运输与分子马达行为的基本机制

Fig敭６ Basicmechanismoptogeneticcontroloforganelletransportandmolecularmotors

体 上;CIB１ 则 与 KIF５A(Kinesin heavychain
isoform５A,驱动蛋白重链５A 亚型)或与BICDN
(NterminusofProteinbicaudalD,动力蛋白双锥

蛋白 D的 N 端)相融合.在蓝光信号的刺激下,

CRY２与CIB１发生异源二聚化,分子马达被召集至

细胞器,并开始引导细胞器向微管正端(细胞边缘方

向)或负端(细胞核方向)运动.该方法可实现空间

上的控制:只有受到蓝光照射的范围内的细胞器发

生了明显的分布变化.同时,该方法是可逆的,停止

光照后,线粒体在３h内逐渐恢复了蓝光激发前的

分布位置.vanBergeijk等[４１]使用LOV结构域二

聚体,在不影响其他细胞器的分布的情况下控制了

过氧化物酶体在细胞内的定向运输,并展示了在海

马体神经元细胞中光控RabＧ１１(RasＧrelatedprotein
RabＧ１１A)的运输和定位可以增强或抑制轴突生长

锥生长这一现象.Harterink等[５１]把这个系统应用

在秀丽隐杆线虫(caenorhabditiselegans)中实现了

各种细胞器的运输.这些研究证明了使用光遗传学

工具在活体内控制细胞器运输的可行性.

４　结束语

基于蛋白Ｇ蛋白分子相互作用的光遗传学是一

个正在快速兴起、蓬勃发展的领域.这类工具已经

广泛应用于光调控细胞内信号通路和基因表达的研

究当中.近几年来,光控的方法已被应用到更多新

的研究方向,包括本文中讨论的相分离和代谢工程

等.优化和改进现在已有的光敏蛋白的性能也是光

遗传学领域的重要课题之一.我们相信,新的光敏

蛋白会被开发出来,已有的光敏蛋白会被逐渐优化,
基于蛋白相互作用的光遗传学会被应用到越来越多

的领域中.
光源波长、强度和照射时间等参数是在选择光

遗传学系统作为研究工具时必须考虑的内容.目前

使用较多的光遗传学蛋白,其激发光大多是蓝光(例
如CRY２和LOV结构域),而蓝光作为短波长光源

面临着穿透能力受限的问题.为了突破此局限,

Chen 等[５２] 创 新 性 地 使 用 上 转 换 纳 米 粒 子

(upconversionnanoparticle)将长波长的近红外光

转化为短波长的蓝光,把近红外光的深穿透力和蓝

光光敏蛋白结合,实现了深层组织的光学激活.因

为长时间、大功率的光照可能会给细胞带来光毒性

(phototoxicity),研究人员一般通过调整光照时间、
设置光照间隔等方法尽量消除光照对细胞的影响.
光敏蛋白及其融合蛋白基本都是作为外源性蛋白引

入细胞内,但目前尚无报告明确指出外源性光敏蛋

白对细胞活性有明显影响.此外,表达了光敏蛋白

的部分细胞在无光照条件下可能被背景激活,这通

常可以在对照组实验中得以验证.
近年来,光遗传学工具已经被广泛用于以酵母

细胞和哺乳动物细胞模型为主的生命科学研究中,
但仍有许多机制、功能各异的信号通路和细胞行为

可成为光遗传学工具的调控对象.我们相信,光敏

蛋白将会被进一步用于动物、微生物甚至植物模型

中,通过与光学、生物物理和计算生物学的交叉,将
成为研究基本生命活动的有力工具.部分光敏蛋白

在细胞外环境下仍保持着光敏特性,能有效地进行

蛋白间的相互作用.因此,一方面,光遗传技术有望

促进体外蛋白质相互作用的研究,另一方面,光遗传

学工具有很大潜力与材料工程结合,将成为研发新

型生物材料的重要组成部分.
引人注目的是,光遗传学不仅被应用于基础领

域研究,亦正在成为潜在的生物医学新工具.例如,
人类临床试验已经开始运用光遗传疗法,通过表达

光控离子通道,为非光感性的视网膜细胞赋予光感

能力,从而使失明的眼球恢复视力.再如,全新的光

辅助药物筛选平台利用光遗传学方法来筛选药物,
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与传统的筛选方法相比,所需的操作步骤、原料成本

和潜在错误更少,并有更高的通量.在医药行业中,
拜耳公司已率先尝试此新型光遗传学辅助的药物筛

选平台,启动了对其药物库中的数以百万计的化学

成分的筛选.我们相信,光遗传学除了会在各个基

础研究领域当中大放异彩之外,还会应用到越来越

多的临床和生物医药领域.
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