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精准光遗传学的关键技术及进展

王一帆 1，3，郑瑶 1，3，朱玥 1，3，徐晓滨 2，3，龚薇 2，3**，斯科 1，2，3*

1浙江大学光电科学与工程学院，浙江 杭州 310027；
2浙江大学脑科学与脑医学学院，浙江 杭州 310058；

3浙江大学教育部脑与脑机融合前沿科学中心，浙江 杭州 310058

摘要 光遗传学采用光学手段对大脑神经活动进行调控，为神经科学研究提供重要技术手段，促进了当代神经科

学里程碑式的发展。由于光在生物组织中的非侵入穿透深度极其有限，传统光遗传学一般采用损伤性植入光纤

的方式，导致光刺激的空间精度无法保证。近年来，随着光学技术的进步，精准光遗传学逐渐兴起。精准光遗传

学一般采用具备深穿透能力、高时空分辨率的光学系统，具有单细胞精度的神经调控能力和亚细胞精度的神经元

集群活动实时检测能力。从技术原理、光路构建和系统优化等几个方面对精准光遗传学研究进行分析和讨论，最

后讨论精准光遗传学研究中的技术局限和可能的解决方案，并展望精准光遗传学技术的未来发展方向和应用

场景。

关键词 成像系统；光遗传学；脑科学；自适应光学；机器学习；相位共轭；靶向调控

中图分类号 R318. 51 文献标志码 A doi：10. 3788/LOP202259. 0800001

Key Technologies and Progress of Precision Optogenetics

Wang Yifan1,3, Zheng Yao1,3, Zhu Yue1,3, Xu Xiaobin2,3, Gong Wei2,3**, Si Ke1,2,3*

1College of Optical Science and Engineering, Zhejiang University, Hangzhou, Zhejiang 310027, China;
2School of Brain Science and Brain Medicine, Zhejiang University, Hangzhou, Zhejiang 310058, China;
3MOE Frontier Science Center for Brain Science and Brain-Machine Integration, Zhejiang University,

Hangzhou, Zhejiang 310058, China

Abstract Optogenetics uses optical technologies to control brain neural activity, providing important techniques
and developing contemporary neuroscience. Because the noninvasive penetration depth of light is restricted in
biological tissue, traditional optogenetics implants an invasive optical fiber, resulting in the inability to guarantee
the spatial precision of light stimulation. Recently, with the advancement of optical technology, precision
optogenetics has gradually emerged. Precision optogenetics primarily uses a deep-penetration optical system with
a high spatiotemporal resolution, single-cell precision neuromodulation capabilities, and real-time detection
capabilities for subcellular precision neuronal cluster activity. In this study, we analyzed and discussed the
technical principles, optical path construction, and system optimization of precision optogenetics. Finally, we
look forward to the future developments and applications of precision optogenetics by discussing the technical
limitations and possible solutions.
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1 引 言

光遗传学的出现，为神经科学的研究开辟了新

的研究方向。光遗传学是一种整合了光学和遗传

学的技术，通过遗传学手段改造光敏感蛋白靶向神

经元，并通过光学手段改变这些光敏感蛋白功能，

进而影响神经活动。在光遗传学出现之前，电生理

一直作为研究神经环路与行为或疾病关联的主要

技术手段。电生理学在大脑神经环路研究中一直

通过插入电极探测神经活动，在本质上是一种侵入

性技术。然而，当需要细胞特异性识别或多细胞检

测时，基于电极的方法非常困难［1］。光遗传学则为

研究大脑神经活动提供了新的工具，基于光可以对

神经元活动进行非侵入性的读取和操控，并且可以

灵活、快速、精确地定位到特定的神经元集群，选择

性监测或者调控神经元［2-4］。多种发光波长的钙指

示剂［5］或电压传感器［6］被陆续开发出来，叠加各种

时间分辨率的失活特性，为光遗传学的研究提供了

强大的工具基础；同时，基于先进光学系统的神经

活动光调控方法也为神经环路与神经性疾病研究

乃至脑科学领域研究开辟了全新的研究范式。

光调控神经元的实现方式是照射表达光敏蛋

白的神经元［7］。基于扩展光源［8-12］或者光纤［13-16］的单

光子宽场光刺激装置在研究投射与特定行为相关

环路［13，17-19］、呼吸调节［20-21］、局部神经环路活动［13，22］、

病理与治疗的神经元环路［23-24］、视网膜功能［25-26］等领

域中发挥着重大作用。但是宽场照明的光激活范

围大，无法选择性激活某几个神经元，在探究大脑

中精细神经元集群功能时受到空间尺度上的限制，

比如行为活动与哪个脑区的哪些神经元直接关联、

是否存在足以影响特定行为的神经集群、神经元或

神经元集群之间信息传递的时序是怎样的等，探究

这些问题时需要将光调控的空间范围缩小到单个

神经元。单细胞分辨水平的光遗传学被称为精准

光遗传学［27-29］。精准光遗传学能够靶向调控目标神

经元且不照射到周围的邻近细胞，因此精准光遗传

学需要依靠高时空分辨率光学系统实现。

高时空分辨率光学系统使用散射补偿技术或

者长波光源克服组织散射，可以实现在生物组织内

部近衍射极限的聚焦。在过去的几年中，出现了两

类用于精准光遗传学研究的光学系统，分别为精准

光聚焦单光子光遗传学系统和双光子光遗传学系

统。由于短波光束受生物组织散射影响严重，因此

单光子光遗传学系统在生物组织内部精准聚焦时

需要依赖散射补偿技术。常见的散射补偿技术包

括传输矩阵、相位共轭技术和机器学习辅助的自适

应光学等，这些方法的出现使得短波光束在生物组

织中的聚焦深度和聚焦精度得到巨大的提升，并在

神经元激活的实验中得到了有效验证［30-31］。双光子

光遗传学利用双光子效应实现光激活，通常使用近

红外飞秒激光作为光源［32］，仅在聚焦光斑光强最集

中的中心位置实现双光子效应，因此能够穿透生物

组织形成近衍射极限的极小作用区域。与单光子

光遗传学相比，双光子光遗传学技术天然地具有在

体精准光激活的优势。两种常见的双光子光靶向

策略为串行扫描和并行图案刺激，这两种双光子刺

激方案均能实现活体的单细胞精度光靶向调控，在

研究神经元集群功能的相关领域中发挥了重要

作用。

本文对以上提出的高时空分辨率光学系统实

现方法进行详细介绍，阐述它们的基本原理、实现

方案和应用局限，并列举基于这些系统的精准光遗

传学在神经科学领域的应用案例。最后讨论精准

光遗传学研究中的技术局限和解决方案，展望精准

光遗传学技术的发展方向。

2 高时空分辨率光学系统

在真空中，光可以很容易地实现近衍射极限的

精准聚焦。然而，哺乳动物大脑是一个高度复杂的

器官，即使是小鼠的大脑皮层也有将近 1 mm的厚

度，海马、丘脑等深脑区核团更是深达 3~5 mm［33］。

由于不透明的脑组织中存在脂肪组织、纤维组织以

及其他软组织，光束在传播过程中存在米氏散射和

瑞利散射［34］，散射光强度与波长为负相关关系。单

光子光遗传学系统为短波光束激发，在进行大脑神

经活动研究中受脑组织的散射影响严重，它的精准

聚焦依赖散射补偿技术。双光子光遗传学系统普遍

为近红外光激发，对散射不敏感，因此对双光子光遗

传学系统的研究重点在于多种激活模式的开发。

2. 1 精准光聚焦单光子光遗传学系统

生物组织是一种高散射介质，各向异性会导致

光传输时发生多重散射，出射光场呈现散斑形状。

当光在生物组织中传播一段距离后，传播方向和相

位信息会随着生物组织微观尺度上折射率的不均

匀而随机变化。其中，单光子光遗传学系统所用光

源波长较短，受组织散射更为严重，导致单光子技
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术在精准光遗传学中的应用受到了阻碍。因此散

射补偿方法是突破上述问题的重要手段。

2. 1. 1 传输矩阵

传输矩阵是一种能够全面、准确地表征光学系

统成像能力和成像指标的方式。如果能够计算出

散射介质的传输矩阵，就可以相应地改变输入光的

分布，在成像面上得到期望的输出结果。

对于稳定的散射介质，输入光场 E in和输出光场

E out可以由传输矩阵联系起来，表达式［35］为

E in = T*E out 。 （1）
传输矩阵 T能够线性地表征入射光和出射光的

关系，通过测量散射介质的传输矩阵，利用传输矩

阵的逆矩阵或者时间反演算法［36］便可以实现散射

光的聚焦。传输矩阵法在精准光遗传中有着不可

替代的作用，对于特定的散射介质，只需对其进行

一次计算，便可以根据目标聚焦点的变化调制入射

光场，实现不同位点的聚焦。

散射介质的传输矩阵主要测量方式分为两种，

分别为干涉测量法［35］和倾斜测量法［37］。干涉测量

法首次由法国科学家 Popoff等［35］提出，该方法基于

空间光调制器（SLM）和全场干涉测量，利用 SLM
调制区域使入射光分为参考光和调制光两部分，并

发生干涉，利用四步相移法计算出出射光场，进而

计算出散射介质的传输矩阵。在此系统中，激光由

空间光调制器调制并反射，相位调制光束聚焦于散

射介质中，输出强度散斑由相机成像，传输矩阵 T对

应于散射样本和 SLM和 CCD相机之间的光学系统

组成的系统，图 1（a）所示。干涉测量法证明了这个

矩阵的统计特性与随机矩阵理论保持很好一致，并

且允许光通过随机介质进行聚焦和成像，为复杂介

质的介观性质提供重要的见解。倾斜测量法是 Kim
等［37］提出的，在系统中激光首先被分光棱镜分为两

束光，其中一束（样品束）通过样品继续传输，另一

束（参考束）仅在自由空间中传输。两束光被另一

个分光棱镜合束，在相机上形成干涉图像。对干涉

图像进行处理，获得样品光束的振幅和相位图。空

间光调制器用于改变样本光束波前，使之在样本中

聚焦。其中双轴振镜、空间光调制器、物镜入瞳和

相机都位于彼此的共轭平面上。入射光以不同角

度入射形成散斑，离轴散斑相互干涉，可以测量散

射介质的传输矩阵，光路如图 1（b）所示。倾斜测量

法可以在高度无序介质中单个传输通道实现散射

补偿，并且证明了在一定程度上散射介质能够提高

成像系统的数值孔径。

除了传输矩阵的计算方式以外，光路系统的优

化和算法的改进可以进一步扩大传输矩阵补偿介

质散射的应用范围。美国 Colorado大学的 Conkey
等［38］利用微电子机械技术中的数字可变形镜器件

（DMD）实现计算机生成全息图，在 33. 8 ms内测量

了具有 256种输入模式和单一输出模式的传输矩

阵。由于 DMD可以在高数据速率下更新，这种方

法提高了对光学传输矩阵的测量效率，对利用散射

介质的传输矩阵实现聚焦和成像具有推动作用。

di Leonardo等［39］将多模光纤当作散射介质，证明了

利用空间光调制器塑造输入光束的波前可以在多

模光纤的输出端产生结构光强模式，并且只要取对

应的纯相位全息图的复叠加的辐角，输出强度就可

以很容易地叠加。补偿多模光纤的散射为研究光

纤植入下清醒自由活动的小鼠的精准光遗传学奠

定了基础。2020年，Luo等［40］提出一种针对散射介

质的二值化传输矩阵计算方法，该方法利用 DMD
对入射光进行二值振幅调制，可以实现透过散射介

质的任意位置聚焦，扩展了基于传输矩阵的精准光

遗传学的生物应用范围，能够实现穿过散射介质不

图 1 用于传输矩阵测量的光路系统图。（a）干涉测量法测量光束传输矩阵［35］；（b）倾斜测量法测量光束传输矩阵［37］

Fig. 1 Diagrams of the optical system used for transmission matrix measurement. (a) Interferometry to measure the beam
transmission matrix[35]; (b) tilt measurement method to measure the beam transmission matrix[37]
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同位点的同时或序列刺激和成像。

传输矩阵法实现光穿透散射介质的精准聚焦，

不仅对散射介质特性的研究有重要意义，也大大推

动了光遗传学的进步。通过测量生物体散射介质

的传输矩阵，能够实现生物体内非侵入式单光子光

聚焦，非侵入的单细胞精度也扩展了光遗传学的应

用范围。但是，基于传输矩阵实现散射介质精准聚

焦的方法还没有用于生物实验，原因可能在于传输

矩阵需要的散射介质必须是随时间不变的，这对活

体生物的稳定性有着严苛的要求，生物体的呼吸、

心跳等微小的变化都会影响散射介质的稳定性，从

而破坏聚焦光斑的形成。但是在脑片等离体样本

上，传输矩阵法体现了巨大的优势。

2. 1. 2 相位共轭技术

相位共轭技术通过记录穿过散射介质的入射

光相位信息，利用非线性光学的方法产生入射光的

相位共轭光。相位共轭光与入射光相比，振幅、相

位、频率等参数均相等，传播方向相反。因此，相位

共轭技术可以实现某一光波的波前或相位逆转，使

光“回到”入射散射介质之前的状态，如图 2（a）所

示。Yaqoob等［41］利用 LiNbO3光折变晶体进行全息

记录，首次实现了生物组织散射光场的光学相位共

轭（OPC）。该方案引入了参考光，使之与被散射的

物光相干涉，利用光折变晶体记录干涉图。使用与

参考光相共轭的读出光再现全息图，即可产生相位

共轭的时间反演波前，在组织的另一侧得到了相位

恢复后的重建图像。之后，Cui等［42］用类似的方法

实现了穿过活体组织（兔耳）的光学聚焦，并揭示了

活体组织的三个主要扰动因素：组织的整体移动

（呼吸、心跳等）、微观的分子移动、组织内流体的布

朗运动等。若要实现穿过活体组织或活体组织内

的光学聚焦，波前记录和反演的周期就必须要小于

退相干时间。然而，光学相位共轭技术虽然可以穿

过散射介质实现光学聚焦，但焦点的峰值强度不足

以用于光遗传学。为此，Cui等［43］利用空间光调制

器代替光折变晶体 ，搭建了数字光学相位共轭

（DOPC）系 统 。 该 系 统 中 照 明 光 通 过 分 光 棱 镜

（BS）分为两部分，空间光调制器和相机（CMOS）到

分光棱镜的距离一致，保证两路光光程一致，如

图 2（b）所示。系统工作时先用CMOS记录物光和参

考光的干涉图，然后利用四步相移法计算物光相位，

之后再用与相机像素匹配的空间光调制器对参考光

进行调制，产生物光的相位共轭光，实现穿过散射介

质的光学聚焦［43］。相比于光学相位共轭技术，数字光

学相位共轭技术虽然信噪比有所下降，但具有更高的

聚焦能量和对比度，满足神经元激活的需求。

图 2 相位共轭技术原理示意图。（a）相位共轭镜（PCM）与普通反射镜（M）的对比；（b）数字光学相位共轭系统的两种装置［43］；

（c）TRUE系统原理图［44］

Fig. 2 Schematic of the phase conjugation technology principle. (a) Comparison between phase conjugate mirror (PCM) and
ordinary mirror (M); (b) two equipments of the DOPC system[43]; (c) schematic of TRUE system[44]

但是无论是光学相位共轭系统还是数字光学

相位共轭系统，都只能实现穿透组织聚焦，而无法

在组织内光学聚焦。为解决这一问题，Xu等［44］将光

学相位共轭技术与声光调制技术相结合，提出了时

间反演超声编码（TRUE）系统。该系统在数字光学

相位共轭系统的基础上，使用聚焦超声在样本内部

产生一个靶点。由于声光调制效应，该靶点区域的

激光会发生与超声频率一致的相移。通过记录产

生相移的物光相位，数字光学相位共轭系统进行时

间反演即可实现超声靶点区的光学聚焦，如图 2（c）
所示。

Lai等［45］首次利用反射模式下的 TRUE系统实

现了生物组织内的光学聚焦。 Si等［46］利用基于

DOPC的 TRUE系统实现了生物组织内部的高强

度光学聚焦。互补金属氧化物半导体（CMOS）具

有更高的灵敏度和更短的曝光时间，再现时也具有

更高的信号增益。由于穿过整个脑组织的透射光

难以采集，基于 DOPC系统的反射式 TRUE系统更

适合用于光遗传学研究。因此，Suzuki等［47］重新设

计了光路，通过迭代聚焦的方法在反射模式下实现

了组织内部的数字式TRUE光学聚焦。

基于超声调制的 TRUE系统的分辨率取决于

超 声 的 焦 点 尺 寸 。 为 了 进 一 步 提 高 分 辨 率 ，

Judkewitz 等［48］提 出 了 时 间 反 演 超 声 变 量 编 码

（TROVE）光学聚焦技术。该技术使用一系列随机

入射光场照明生物组织，使用 CMOS记录这一系列

入射光对应的全息图。如果记录时间足够长，就可

以用数学方法分解出超声聚焦区的中心点对应的

波前。当通过 DOPC对该中心点对应的波前进行

反演时，就可以实现横向分辨率约为 5 μm的光学

聚焦。

基于 TRUE系统，针对组织内部静态区域存在

扰动的情况，研究者们也提出了几种对运动物体进

行追踪成像的系统，如基于微粒运动的光学聚焦技

术（TRACK）［49］。这一技术进一步在超声聚焦点中

引入微泡，利用微泡移动前后的相位差进行相位共

轭，实现微泡尺寸的光学聚焦。为了消除微泡的损

伤，基于微扰的光学聚焦系统（TRAP）［50］进一步利

用组织微扰代替微泡实现高分辨率的光学聚焦和

成像。

基于 DOPC的 TRUE技术可以实现超声引导

的组织内部光学聚焦，使非侵入的光遗传学成为可

能。Ruan等［31］利用光学相位共轭技术首次实现了

脑片内部的目标神经元激活，穿透深度达到 2 mm，

而周围的非目标神经元没有受到影响。然而，目前

基于 DOPC的 TRUE系统仍然无法实现人脑的非

侵入无损光遗传刺激，这主要是因为反射式 TRUE
系统的时间反演周期远超过活体脑组织的退相干

时间。为此研究者们正尝试使用 DMD代替 SLM
提高光聚焦速度。

2. 1. 3 机器学习辅助的自适应光学技术

使用光学显微镜进行光遗传实验时，高数值孔

径（NA）物镜将穿过透镜光瞳的平面波前转换为聚

焦区域中的球面波前，如图 3（a）所示。光学系统中

图 3 自适应光学的简单模型。（a）理想的显微镜聚焦，平面波（平虚线）经物镜转换为会聚的球面波（弯虚线）；（b）生物样本组

织的各向异性（三角形和椭圆形）改变光线的传输方向和相位，导致波前失真和焦点体积扩大，焦点强度降低；（c）使用

有源光学元件（未显示）改变输入波前相位，抵消像差，恢复衍射极限焦点

Fig. 3 Simple models of adaptive optics. (a) Ideal microscope focus, the plane wave (flat dotted line) is transformed into a
convergent spherical wave (curved dotted line) through the objective; (b) anisotropy (triangle and oval) of the biological
sample tissue changes the transmission direction and phase of light, resulting in wavefront distortion, focal volume
enlargement, focal intensity lower; (c) an active optical element (not shown) is used to change the phase of the input

wavefront to cancel the aberration and restore the diffraction-limited focus
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在组织内光学聚焦。为解决这一问题，Xu等［44］将光

学相位共轭技术与声光调制技术相结合，提出了时

间反演超声编码（TRUE）系统。该系统在数字光学

相位共轭系统的基础上，使用聚焦超声在样本内部

产生一个靶点。由于声光调制效应，该靶点区域的

激光会发生与超声频率一致的相移。通过记录产

生相移的物光相位，数字光学相位共轭系统进行时

间反演即可实现超声靶点区的光学聚焦，如图 2（c）
所示。

Lai等［45］首次利用反射模式下的 TRUE系统实

现了生物组织内的光学聚焦。 Si等［46］利用基于

DOPC的 TRUE系统实现了生物组织内部的高强

度光学聚焦。互补金属氧化物半导体（CMOS）具

有更高的灵敏度和更短的曝光时间，再现时也具有

更高的信号增益。由于穿过整个脑组织的透射光

难以采集，基于 DOPC系统的反射式 TRUE系统更

适合用于光遗传学研究。因此，Suzuki等［47］重新设

计了光路，通过迭代聚焦的方法在反射模式下实现

了组织内部的数字式TRUE光学聚焦。

基于超声调制的 TRUE系统的分辨率取决于

超 声 的 焦 点 尺 寸 。 为 了 进 一 步 提 高 分 辨 率 ，

Judkewitz 等［48］提 出 了 时 间 反 演 超 声 变 量 编 码

（TROVE）光学聚焦技术。该技术使用一系列随机

入射光场照明生物组织，使用 CMOS记录这一系列

入射光对应的全息图。如果记录时间足够长，就可

以用数学方法分解出超声聚焦区的中心点对应的

波前。当通过 DOPC对该中心点对应的波前进行

反演时，就可以实现横向分辨率约为 5 μm的光学

聚焦。

基于 TRUE系统，针对组织内部静态区域存在

扰动的情况，研究者们也提出了几种对运动物体进

行追踪成像的系统，如基于微粒运动的光学聚焦技

术（TRACK）［49］。这一技术进一步在超声聚焦点中

引入微泡，利用微泡移动前后的相位差进行相位共

轭，实现微泡尺寸的光学聚焦。为了消除微泡的损

伤，基于微扰的光学聚焦系统（TRAP）［50］进一步利

用组织微扰代替微泡实现高分辨率的光学聚焦和

成像。

基于 DOPC的 TRUE技术可以实现超声引导

的组织内部光学聚焦，使非侵入的光遗传学成为可

能。Ruan等［31］利用光学相位共轭技术首次实现了

脑片内部的目标神经元激活，穿透深度达到 2 mm，

而周围的非目标神经元没有受到影响。然而，目前

基于 DOPC的 TRUE系统仍然无法实现人脑的非

侵入无损光遗传刺激，这主要是因为反射式 TRUE
系统的时间反演周期远超过活体脑组织的退相干

时间。为此研究者们正尝试使用 DMD代替 SLM
提高光聚焦速度。

2. 1. 3 机器学习辅助的自适应光学技术

使用光学显微镜进行光遗传实验时，高数值孔

径（NA）物镜将穿过透镜光瞳的平面波前转换为聚

焦区域中的球面波前，如图 3（a）所示。光学系统中

图 3 自适应光学的简单模型。（a）理想的显微镜聚焦，平面波（平虚线）经物镜转换为会聚的球面波（弯虚线）；（b）生物样本组

织的各向异性（三角形和椭圆形）改变光线的传输方向和相位，导致波前失真和焦点体积扩大，焦点强度降低；（c）使用

有源光学元件（未显示）改变输入波前相位，抵消像差，恢复衍射极限焦点

Fig. 3 Simple models of adaptive optics. (a) Ideal microscope focus, the plane wave (flat dotted line) is transformed into a
convergent spherical wave (curved dotted line) through the objective; (b) anisotropy (triangle and oval) of the biological
sample tissue changes the transmission direction and phase of light, resulting in wavefront distortion, focal volume
enlargement, focal intensity lower; (c) an active optical element (not shown) is used to change the phase of the input

wavefront to cancel the aberration and restore the diffraction-limited focus
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元件的匹配误差和样品的各向异性散射引入光学

像差，波前发生扭曲，如图 3（b）所示。可以在物镜

光瞳面进行波前探测和相位建模，通过可变形镜

（DM）或者 SLM等有源光学器件引入共轭的相位

进行波前补偿，在焦面上形成衍射极限聚焦光斑，

如图 3（c）所示。

自适应光学显微镜中波前探测有无波前传感

器［51-52］和有波前传感器［53-56］这两种探测方式。在无

波前传感器的自适应光学系统中，输入光经分束棱

镜正入射到 DM或 SLM，经过 4F系统中继后由物

镜聚焦，焦面图像由物镜收集后被相机探测，如

图 4（a）所示。基于波前传感器的自适应光学系统

的聚焦光路与无波前传感器的波前估计系统基本

一致，在探测光路中，由微透镜阵列和相机组成的

Shack-Hartmann波前传感器获得焦点阵列图像，物

镜后的分光平片分出一部分光用于聚焦光斑的探

测，如图 4（b）所示。这两种方法经过长期且持续

的发展，已经逐渐可以实现在生物组织内部近衍射

极限的三维成像。然而传统的基于波前传感器的

自适应光学显微系统需要质心定位［53-54，57］，基于无

波前传感器的自适应光学系统需要依靠爬山算法

或者遗传算法等随机算法［58-61］、光瞳分割方法［51］

等，在满足光遗传中毫秒级细胞快速动力学要求方

面还有一定的挑战性。机器学习在波前估计方面

的应用能够成为提高时间分辨率的一条可靠技术

路径。

机器学习辅助的无波前传感器的波前估计主

要依据点扩展函数（PSF）图像进行预测。人为生成

一组像差波前加载在有源光学元件上，得到一组对

应的 PSF。两组数据作为训练集输入卷积神经网

络（CNN）进行训练，由波前残差等作为损失函数对

网络进行优化。测试网络可行性时，人为生成一组

新的像差波前加载在有源光学元件上，对应的 PSF
图像输入网络后，网络输出预测的波前，通过对预

测波前与人为加载的波前进行对比，测试 CNN的

精度，如图 4（c）所示。早期，Paine等［62］应用具有

Google’s Inception V3架构的 CNN，调整模型进行

回归分析，最终输出预测波前的初始泽尼克系数。

之 后 ，Jin 等［63］使 用 基 于 AlexNet 结 构 的 CNN 对

300 μm厚的小鼠脑片进行波前测量，经过网络优化

和损失函数选择，像差波前的校准精度可以达到

90%以上。这些研究结果同时表明，使用的泽尼克

模式越多，波前重建的结果就越接近真实的原始相

位，但是校准时长也越长。比如校准精度高于 85%
时，网络运行时间为 0. 2 s［63］。近期，Saha等［64］构

建 基 于 PHASENET 架 构 的 CNN，实 现 了 多 点

（n=50）扫描的前 15项泽尼克多项式组成的像差波

前探测及近衍射极限的波前恢复，计算速度仅为

图 4 机器学习辅助自适应光学的示意图。（a）无波前传感器的波前估计系统示意图［63］；（b）基于 Shack-Hartmann波前传感器

的波前估计系统示意图［68］；（c）机器学习辅助的无波前传感器的波前估计的算法流程［63］；（d）机器学习辅助的基于波前

传感器的波前估计的算法流程［68］

Fig. 4 Schematic of machine learning assisted adaptive optics. (a) Schematic of wavefront estimation system without wavefront
sensor[63]; (b) schematic of wavefront estimation system based on Shack-Hartmann wavefront sensor[68]; (c) algorithm flow
of machine learning assisted wavefront estimation without wavefront sensor[63]; (d) algorithm flow of machine learning

0. 033 s。机器学习辅助的无波前传感器的波前校

正方法虽然相比于其他非线性计算方法计算速度

大幅提升，但是在探测高阶像差波前时仍然存在困

难，而生物组织中往往由于强的非匀质性而存在高

阶像差。因此与基于波前传感器的波前探测相比，

无波前传感器的波前校正方法虽然光路配置简单、

系统兼容性强，但在探测精度和计算时间上仍然存

在一定差距。

机器学习辅助的基于波前传感器的波前预测

应运而生，目前主要应用在基于 Shack-Hartmann波
前传感器（SHWS）的系统中。在该方法产生的早

期，机器学习主要用来更快更精确地计算 Shack-

Hartmann波前传感器获得的焦点阵列质心位置，根

据质心偏移进一步计算得到泽尼克系数和像差波

前的预测［65-67］。机器学习确定质心位置时可以加快

图像处理时间，但是无法发挥机器学习的最大优

势，会损失一部分原始图像信息，降低机器学习辅

助波前传感器的波前探测精度。因此，Hu等［68］提

出 LSHWS方法，基于 AlexNet架构的卷积神经网

络，从 Shack-Hartmann波前传感器获得的焦点阵列

中直接获得前 120项泽尼克系数，根据泽尼克多项

式得到高阶像差波前，如图 4（d）所示。训练完成的

LSHWS网络运行时间仅 10. 9 ms，对高阶像差的

探测精度高达 95. 56%，与基于模态的 SHWS 相

比，经过 300 μm厚脑片的激光聚焦的峰背比提高

了 30%以上。在自适应光学显微镜实验配置中，

当补偿像差的有源光学元件为可变形镜时，可用预

测像差得到的泽尼克系数直接获得可变形镜的控

制命令。但是当有源光学元件为空间光调制器时，

需要加载与像差波前共轭的相位图进行像差补偿，

因此如果能够将焦点质心阵列输入网络后对应输

出像差相位图，则可以进一步缩短像差补偿的时

间 。Hu 等［69］使 用 具 有 ResUnet 架 构 的 CNN，从

Shack-Hartmann波前传感器获得的焦点阵列中直

接获得像差波前，而不需要计算泽尼克系数，用于

测试的网络运行时间为 40. 2 ms，波前残差仅为

0. 0168λ。与无波前探测的研究结果类似，机器学

习辅助的基于波前传感器的波前预测能够大幅提

高波前估计的精度和预测时间，预测精度越高则花

费时间也越长。

机器学习辅助的自适应光学技术是近几年新

兴的一种探测像差波前的方法。在机器学习的帮

助下，波前探测的精度和速度都有了明显的提升。

但是，在实际生物组织散射的像差探测和补偿中还

没有得到广泛应用，这可能源于训练集与真实的生

物组织散射存在差距。后续有望通过改变和扩充

训练集克服这一问题。

包括传输矩阵、相位共轭技术和机器学习辅助

的波前校正技术在内的多种单光子光遗传学工具

经过不断优化，目前可以实现传统组织近毫米深度

的衍射极限聚焦。但是单光子光刺激有两个限制：

样本组织对连续光的散射和单光子光刺激焦点的

低轴向分辨率。目前，克服这两种限制的主要技术

手段是全息技术与单光子光遗传学系统的结合。

2013年，Shoham小组［70］通过基于铁电液晶空间光

调制器的全息光遗传学系统，用 473 nm的激光实

现了对体外培养视网膜的单细胞光活化，证明了光

遗传学和全息技术的结合能实现在体单细胞分辨

能力方面的光调控。2014年，Emiliani研究小组［71］

开发了包含定制微型物镜和光纤的单光子全息光

遗传学系统 ，在麻醉小鼠脑组织中生成直径为

5 μm的激发光点，测得横向和轴向分辨率分别为

5 μm和 14 μm；并对清醒且自由移动的小鼠小脑中

表达 ChR2（刺激光波长为 473 nm）和 GCaMP5G
（激发光波长为 491 nm）的浦肯野细胞进行选择性

的单细胞光激活，实现了单细胞分辨率全光学控制

和自由行为啮齿动物的神经元活动监测。由于多

种波前校正技术的单光子光遗传学工具在生物组

织中均可达到单细胞精度的聚焦水平，因此这些技

术应用于光遗传学中的性能可比拟单光子全息光

激 活 在 光 遗 传 实 验 中 的 性 能 ，且 基 于 DOPC 的

TRUE系统已经实现了 532 nm波长光下在 800 μm
厚急性脑片中空间分辨率提高 4倍的神经元光激

活［31］。这些可以充分证明，基于传输矩阵、相位共

轭技术或者机器学习辅助的波前校正技术有望帮

助单光子光遗传学系统实现单细胞精度的神经元

光调控。

2. 2 双光子光遗传学系统

双光子激发（2PE）具有高轴向分辨率和对散射

的强鲁棒性的固有属性，因此双光子（2P）光遗传学

能够提供非侵入式的精准神经元靶向［72-73］，非常有

助 于 探 究 单 个 或 2、3 个 神 经 元 在 环 路（neuron
microcircuits）中的作用。在双光子光遗传学研究进

程中，出现了两类针对单细胞光刺激的光靶向策

略，通常被称为串行扫描激发方法［29，74-76］和并行图

案化刺激方法［70，77-79］，如图 5所示。



0800001-7

封面文章·特邀综述 第 59 卷 第 8 期/2022 年 4 月/激光与光电子学进展

0. 033 s。机器学习辅助的无波前传感器的波前校

正方法虽然相比于其他非线性计算方法计算速度

大幅提升，但是在探测高阶像差波前时仍然存在困

难，而生物组织中往往由于强的非匀质性而存在高

阶像差。因此与基于波前传感器的波前探测相比，

无波前传感器的波前校正方法虽然光路配置简单、

系统兼容性强，但在探测精度和计算时间上仍然存

在一定差距。

机器学习辅助的基于波前传感器的波前预测

应运而生，目前主要应用在基于 Shack-Hartmann波
前传感器（SHWS）的系统中。在该方法产生的早

期，机器学习主要用来更快更精确地计算 Shack-

Hartmann波前传感器获得的焦点阵列质心位置，根

据质心偏移进一步计算得到泽尼克系数和像差波

前的预测［65-67］。机器学习确定质心位置时可以加快

图像处理时间，但是无法发挥机器学习的最大优

势，会损失一部分原始图像信息，降低机器学习辅

助波前传感器的波前探测精度。因此，Hu等［68］提

出 LSHWS方法，基于 AlexNet架构的卷积神经网

络，从 Shack-Hartmann波前传感器获得的焦点阵列

中直接获得前 120项泽尼克系数，根据泽尼克多项

式得到高阶像差波前，如图 4（d）所示。训练完成的

LSHWS网络运行时间仅 10. 9 ms，对高阶像差的

探测精度高达 95. 56%，与基于模态的 SHWS 相

比，经过 300 μm厚脑片的激光聚焦的峰背比提高

了 30%以上。在自适应光学显微镜实验配置中，

当补偿像差的有源光学元件为可变形镜时，可用预

测像差得到的泽尼克系数直接获得可变形镜的控

制命令。但是当有源光学元件为空间光调制器时，

需要加载与像差波前共轭的相位图进行像差补偿，

因此如果能够将焦点质心阵列输入网络后对应输

出像差相位图，则可以进一步缩短像差补偿的时

间 。Hu 等［69］使 用 具 有 ResUnet 架 构 的 CNN，从

Shack-Hartmann波前传感器获得的焦点阵列中直

接获得像差波前，而不需要计算泽尼克系数，用于

测试的网络运行时间为 40. 2 ms，波前残差仅为

0. 0168λ。与无波前探测的研究结果类似，机器学

习辅助的基于波前传感器的波前预测能够大幅提

高波前估计的精度和预测时间，预测精度越高则花

费时间也越长。

机器学习辅助的自适应光学技术是近几年新

兴的一种探测像差波前的方法。在机器学习的帮

助下，波前探测的精度和速度都有了明显的提升。

但是，在实际生物组织散射的像差探测和补偿中还

没有得到广泛应用，这可能源于训练集与真实的生

物组织散射存在差距。后续有望通过改变和扩充

训练集克服这一问题。

包括传输矩阵、相位共轭技术和机器学习辅助

的波前校正技术在内的多种单光子光遗传学工具

经过不断优化，目前可以实现传统组织近毫米深度

的衍射极限聚焦。但是单光子光刺激有两个限制：

样本组织对连续光的散射和单光子光刺激焦点的

低轴向分辨率。目前，克服这两种限制的主要技术

手段是全息技术与单光子光遗传学系统的结合。

2013年，Shoham小组［70］通过基于铁电液晶空间光

调制器的全息光遗传学系统，用 473 nm的激光实

现了对体外培养视网膜的单细胞光活化，证明了光

遗传学和全息技术的结合能实现在体单细胞分辨

能力方面的光调控。2014年，Emiliani研究小组［71］

开发了包含定制微型物镜和光纤的单光子全息光

遗传学系统 ，在麻醉小鼠脑组织中生成直径为

5 μm的激发光点，测得横向和轴向分辨率分别为

5 μm和 14 μm；并对清醒且自由移动的小鼠小脑中

表达 ChR2（刺激光波长为 473 nm）和 GCaMP5G
（激发光波长为 491 nm）的浦肯野细胞进行选择性

的单细胞光激活，实现了单细胞分辨率全光学控制

和自由行为啮齿动物的神经元活动监测。由于多

种波前校正技术的单光子光遗传学工具在生物组

织中均可达到单细胞精度的聚焦水平，因此这些技

术应用于光遗传学中的性能可比拟单光子全息光

激 活 在 光 遗 传 实 验 中 的 性 能 ，且 基 于 DOPC 的

TRUE系统已经实现了 532 nm波长光下在 800 μm
厚急性脑片中空间分辨率提高 4倍的神经元光激

活［31］。这些可以充分证明，基于传输矩阵、相位共

轭技术或者机器学习辅助的波前校正技术有望帮

助单光子光遗传学系统实现单细胞精度的神经元

光调控。

2. 2 双光子光遗传学系统

双光子激发（2PE）具有高轴向分辨率和对散射

的强鲁棒性的固有属性，因此双光子（2P）光遗传学

能够提供非侵入式的精准神经元靶向［72-73］，非常有

助 于 探 究 单 个 或 2、3 个 神 经 元 在 环 路（neuron
microcircuits）中的作用。在双光子光遗传学研究进

程中，出现了两类针对单细胞光刺激的光靶向策

略，通常被称为串行扫描激发方法［29，74-76］和并行图

案化刺激方法［70，77-79］，如图 5所示。
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2. 2. 1 串行扫描激发方法

由于双光子非线性吸收促使荧光的三维高分

辨率激发，同时红外光在组织中的散射少，双光子

扫描显微镜（2PLSM）能够以前所未有的深度和分

辨率对活脑进行结构和功能成像［80-81］。双光子串

行扫描系统一般由扫描单元、望远镜系统和物镜

组成，如图 6（a）所示。光聚焦为一个微米尺度的

高斯光斑，当扫描单元工作时，该光斑在样品面上

迅 速 移 动 ，从 而 连 续 刺 激 一 系 列 目 标 位 点 ，如

图 6（a）所示。通常使用的扫描元件有两类：电流

计扫描器和声光偏转器（AOD），分别如图 6（b）和

图 6（c）所示。

电流计扫描器一般由动磁力矩电机、反射镜和

光学位置传感器构成。根据精准光遗传学应用的需

求，有两类电流计扫描器被广泛使用：标准电流计扫

描仪器和共振扫描振镜。标准电流计扫描器可以由

任何类型的波形驱动，受频率和幅度限制，适用于慢

动力学单细胞光激活。比如双光子激活光敏蛋白

ChR2的首次演示是由Tank小组［82］使用标准检流计

振镜（6210 series，Cambridge Technology）完成的。

Tank等证明如果对单个神经元的扫描时间 TS小于

光门控电流的衰减时间 τoff，则将在细胞表面不同位

置引起的光电流相加，形成更大的光诱导尖峰。

共振扫描振镜只能由谐振频率的正弦波驱动，

工作频率最高可达 4~12 kHz。虽然共振扫描振镜

的速度比标准电流计扫描仪器高出近 1个数量级，

但是固定线路频率降低了部分光路灵活性，迄今为

止尚未发布基于共振扫描振镜的光刺激方案。但

图 5 神经元的双光子光刺激靶向策略。（a）基于双光子扫描显微系统的多细胞刺激示意图［87］；（b）基于并行图案照明的多细

胞双光子光激活［78］

Fig. 5 Two-photon target photostimulaion for neurons. (a) Schematic of multi-cell photostimulation based on two-photon
scanning microscopy system[87]; (b) multi-cell two-photon photoactivation based on parallel pattern illumination[78]

图 6 双光子扫描显微系统示意图［80］。（a）扫描光路图；（b）电流计扫描器结构示意图；（c）声光偏转器原理示意图

Fig. 6 Optical configuration of the two-photon scanning microscopy system[80]. (a) Scanning light path; (b) structure of the
galvanometer scanner; (c) principle of acousto-optic deflector

是基于共振扫描振镜的双光子扫描显微镜可以进

行三维实时在体成像，因此它常与双光子全息靶向

调 控 结 合 使 用 ，用 于 研 究 神 经 集 群 的 活 动 和

功能［29，79，83］。

电流计扫描器工作时动磁力矩电机使反射镜

偏转，进而改变光束偏角，但是这种机械转动不可

避免地存在转动惯性，响应时间略有延长。而声光

偏转器则可以克服这一问题，对光束进行无惯性扫

描。在声光偏转器中，声波在晶体（例如TeO2）中横

向传播，在晶体中形成相位光栅，然后光栅对入射

激光束进行多阶衍射。对于入射光束的特定入射

角（布拉格角），大多数激光被定向到衍射的一阶，

如图 6（c）所示。在这种情况下，一阶衍射角可以通

过改变声波的频率来调谐。对于 2D扫描系统，可

以依次使用两个方向垂直的声光偏转器。然而声

光偏转器的最大偏转角仅有 0. 3°~3. 5°，因此只适

用于小体积范围扫描。由于扫描速度快、扫描范围

小，至今还未出现基于 AOD的双光子光遗传刺激，

基于 AOD的双光子扫描系统主要用于快速三维钙

成像［84-85］。

基于双光子扫描的光活化为目前精准光遗传

学的主要研究方法，在进行双光子激发光敏蛋白有

效性验证［82］、活体光遗传学刺激［75-76］和神经集群功

能［86-87］等研究中都取得了重大突破。

2. 2. 2 并行图案化刺激方法

使用扫描光活化的方法，同步多神经元激活

仍然无法实现。基于全息的双光子多点照明可以

实现光刺激的并行化［77］，光束经空间光调制器进

行相位调制，在像面上形成多个靶点，以用于刺激

多个细胞。为了同时提供双光子成像和单细胞精

度的光刺激，在并行激发的光路中集成双光子共

振扫描系统。在光路系统设计中，用于刺激的飞

秒光首先经过偏振分光棱镜和半波片调整偏振

态，之后经过空间光调制器进行相位调制；调制之

后的光束经过望远镜系统中继后聚焦于管透镜匹

配的透镜，在聚焦过程中经二向色镜耦合进双光

子共振扫描系统；最终在显微镜焦面上形成多靶

点。两个飞秒脉冲激光束的独立操作能够以高时

空分辨率对神经元进行精确控制和记录［29，79，83］，

如图 7所示。

并行模式照明方案扩展了空间灵活性，可以匹

配不同实验的要求。然而，与基于扫描的策略相

比，光刺激的多目标时空灵活性需要功率更高的激

光源。事实上，同时照亮 N个神经元意味着激光源

必须提供相当于N×P的功率（P为激发单个神经元

的阈值功率），以激发神经元或检测到钙荧光响应。

通过对光束进行强度调制或者相位调制，多可以在

像面上获得任意定义的照明图案，从而能够同时进

行多靶点刺激。

并行照明的强度调制一般通过微型发光二极

管（LED）阵列［88-89］或者数字微镜器件（DMD）［88，90］

实现，如图 8（a）所示。微型发光二极管阵列通过独

立打开/关闭阵列中的每个二极管进行光束整形，

如图 8（a）上面板左侧所示。数字微镜器件的每个

微镜单元可以在两个角度之间切换，选择性地对光

部分反射进行光束整形，如图 8（a）下面板左侧所

示。强度调制的优势在于：光学设置简单且具有成

本效益，并且可以轻松适应商用显微镜；光源选择

图 7 基于 SLM的双光子扫描并行图案化光刺激系统［74］

Fig. 7 Two-photon scanning parallel patterned photostimulation system based on SLM[74]
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是基于共振扫描振镜的双光子扫描显微镜可以进

行三维实时在体成像，因此它常与双光子全息靶向

调 控 结 合 使 用 ，用 于 研 究 神 经 集 群 的 活 动 和

功能［29，79，83］。

电流计扫描器工作时动磁力矩电机使反射镜

偏转，进而改变光束偏角，但是这种机械转动不可

避免地存在转动惯性，响应时间略有延长。而声光

偏转器则可以克服这一问题，对光束进行无惯性扫

描。在声光偏转器中，声波在晶体（例如TeO2）中横

向传播，在晶体中形成相位光栅，然后光栅对入射

激光束进行多阶衍射。对于入射光束的特定入射

角（布拉格角），大多数激光被定向到衍射的一阶，

如图 6（c）所示。在这种情况下，一阶衍射角可以通

过改变声波的频率来调谐。对于 2D扫描系统，可

以依次使用两个方向垂直的声光偏转器。然而声

光偏转器的最大偏转角仅有 0. 3°~3. 5°，因此只适

用于小体积范围扫描。由于扫描速度快、扫描范围

小，至今还未出现基于 AOD的双光子光遗传刺激，

基于 AOD的双光子扫描系统主要用于快速三维钙

成像［84-85］。

基于双光子扫描的光活化为目前精准光遗传

学的主要研究方法，在进行双光子激发光敏蛋白有

效性验证［82］、活体光遗传学刺激［75-76］和神经集群功

能［86-87］等研究中都取得了重大突破。

2. 2. 2 并行图案化刺激方法

使用扫描光活化的方法，同步多神经元激活

仍然无法实现。基于全息的双光子多点照明可以

实现光刺激的并行化［77］，光束经空间光调制器进

行相位调制，在像面上形成多个靶点，以用于刺激

多个细胞。为了同时提供双光子成像和单细胞精

度的光刺激，在并行激发的光路中集成双光子共

振扫描系统。在光路系统设计中，用于刺激的飞

秒光首先经过偏振分光棱镜和半波片调整偏振

态，之后经过空间光调制器进行相位调制；调制之

后的光束经过望远镜系统中继后聚焦于管透镜匹

配的透镜，在聚焦过程中经二向色镜耦合进双光

子共振扫描系统；最终在显微镜焦面上形成多靶

点。两个飞秒脉冲激光束的独立操作能够以高时

空分辨率对神经元进行精确控制和记录［29，79，83］，

如图 7所示。

并行模式照明方案扩展了空间灵活性，可以匹

配不同实验的要求。然而，与基于扫描的策略相

比，光刺激的多目标时空灵活性需要功率更高的激

光源。事实上，同时照亮 N个神经元意味着激光源

必须提供相当于N×P的功率（P为激发单个神经元

的阈值功率），以激发神经元或检测到钙荧光响应。

通过对光束进行强度调制或者相位调制，多可以在

像面上获得任意定义的照明图案，从而能够同时进

行多靶点刺激。

并行照明的强度调制一般通过微型发光二极

管（LED）阵列［88-89］或者数字微镜器件（DMD）［88，90］

实现，如图 8（a）所示。微型发光二极管阵列通过独

立打开/关闭阵列中的每个二极管进行光束整形，

如图 8（a）上面板左侧所示。数字微镜器件的每个

微镜单元可以在两个角度之间切换，选择性地对光

部分反射进行光束整形，如图 8（a）下面板左侧所

示。强度调制的优势在于：光学设置简单且具有成

本效益，并且可以轻松适应商用显微镜；光源选择

图 7 基于 SLM的双光子扫描并行图案化光刺激系统［74］

Fig. 7 Two-photon scanning parallel patterned photostimulation system based on SLM[74]
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性多样，可使用激光或者其他非相干光源；照明模

式刷新速率高（kHz量级）。但是强度调制的光能利

用率很低，大部分光均被损失，因此基于强度调制

的并行照明方式已在单光子光遗传学中应用，但是

双光子激发的高阈值阻止了强度调制在双光子并

行照明方面的应用。因此对于组织深处的高精度

光激活实验，相位调制的双光子并行照明方式被广

泛使用。

并行照明的相位调制依靠三种技术：计算机生

成全息术（CGH）［91-93］、广义相衬对比［如图 8（b）所

示］［77，94］、扩展高斯光束照明［95-96］。在这三种技术

中，计算机生成全息术是一种更为方便的方法，具

有高度的时间和空间灵活性。计算机生成全息术

是通过改变显微物镜前焦面的相位对光束进行整

形的，相位调制一般由液晶空间光调制器完成。研

究人员首先对目标细胞或结构进行成像，然后设计

一个掩模或一系列掩模，光在对应位置形成图案。

通过光栅和透镜对应关系［97］或者傅里叶迭代算

法［98-99］计算寻址到空间光调制器对应的相位掩模。

虽然目前空间光调制器的刷新速率在数十到数百

赫兹，但铁电液晶模拟调制等新发展可能很快就会

实现千赫兹刷新速度。全息激发光斑的轴向分辨

率与横向图案大小成线性关系，导致大目标靶点的

全息照明的轴向分辨率损失严重，可以通过结合计

算机生成全息术与时空聚焦来压缩轴向分辨率［91］。

时空聚焦一般通过反射光栅实现，光栅在空间上分

散飞秒激光脉冲，光脉冲在沿焦平面传播时被压

缩，在焦平面达到最小值。时空聚焦技术使得大尺

寸全息照明图案的轴向分辨率也被限制在微米量

级 。 全 息 技 术 的 三 维 空 间 定 向 寻 址 相 继 提

出［92，94，96］，三维空间同时生成是依靠两个空间光调

制器实现的，如图 8（c）所示。第一个空间光调制器

分为多个子区域，加载不同靶点的相位掩模；第二

个空间光调制器在对应子区加载不同平面位置的

偏移相位，精准的三维定向多靶点激发为神经环路

的研究和光遗传学刺激方案提供了新的方法和技

图 8 并行图案化刺激的技术路径。（a）基于微型发光二极管和数字微镜阵列的强度调制光路［89］；（b）全息技术实验装置［94］，插

图显示全息技术的目标图像与对应结果；（c）全息技术的三维空间定向寻址实验装置［92］，插图显示两个空间光调制器分

区加载的相位掩模和最终像空间的三维结果

Fig. 8 Technical path of parallel patterned stimulation. (a) Optical system of intensity modulation based on miniature LED or
DMD; (b) holographic technology experimental device, the illustration shows the target image and corresponding results
of the holographic system; (c) three-dimensional directional addressing optical system, the inset shows the phase mask

loaded on the two spatial light modulators and the three-dimensional imaging results

术支撑。

双光子的非线性吸收使得它具体两个基本属

性：长波激发和焦域激发。由于组织散射对长波散

射影响小，因此双光子光遗传学技术本身就具有穿

透深度大和空间精准度高的优势。这两种固有属性

是双光子技术在光遗传学中广泛应用的基本原因。

串行扫描技术和并行图案化激发技术的不断发展以

及两种技术的结合使用也为节点神经细胞确定、神

经环路研究和神经集群功能研究提供了多种可行的

技术方案，光遗传学的发展也展开了新的局面。

3 精准光遗传学的应用

高时空分辨率的光学技术不断发展，为单细胞

或者多细胞的精准光激活提供了技术支撑，与电记

录或者功能成像相结合，对清醒、自由活动的模式

动物的神经活动进行在体检测，是解析神经集群功

能的重要研究手段。光刺激与电记录的结合使用，

经过长期发展已经在多方面取得了突破［100-101］。光

刺激与功能成像的结合使用被称为全光学的神经

元调控，可以通过光敏蛋白和基于荧光的神经活动

传感器（例如钙离子指示剂［5］或者电压敏感染料［6］）

调控和监测神经活动，这类研究为单细胞分辨率靶

向调控开辟了新的方向，也对精准光遗传学技术的

发展提出了新的挑战。

单光子光激活和钙成像结合的挑战在于激活

光敏蛋白和激发钙指示剂荧光的光波长存在光谱

重叠。光敏蛋白普遍拥有较宽的吸收光谱［102］。而

使用最广泛的绿色荧光钙指示剂（GCaMP）的激发

波长为 430~510 nm，与光敏蛋白结合使用后会出

现光谱重叠。为了解决上述问题，一些红移的钙荧

光指示剂被开发出来［103-105］，它们可以与蓝光激活的

光敏蛋白结合使用。单光子光激活与钙成像的成

功结合已经成功应用在线虫［103，106］、清醒小鼠［71］等模

式动物的神经环路功能研究中。

双光子光遗传学由于光谱分离、精准靶向等优

势，已逐渐从验证活体光激活进入到神经元集群功

能研究层面。Carrillo-Reid等［86］于 2016年使用基于

普通电流计扫描器的串行扫描光刺激方式，在清醒

小鼠的视觉皮层人工生成了具有单细胞分辨率的

神经元集群。该神经元集群由双光子重复激活进

行构建，当集群构建完成之后可以自发地产生群体

性活动或者对集群中的单个细胞进行光刺激诱发

群体活动。这种人工光刺激生成的神经元集群可

以连续几天保持协同作用，并且不会破坏生物体原

有的神经元集群功能。神经元集群的人工合成意

味着光刺激可以对神经集群活动，甚至于神经活动

对应的动物行为进行人为的光刺激干预，研究神经

活动和行为的对应关系。2017年，dal Maschio等［107］

使用全息光刺激实现了斑马鱼摆尾活动的控制。

研究人员首先通过迭代光刺激方式筛选出最少神

经元的神经元集群，控制斑马鱼摆尾，之后对该神

经元集群进行双光子全息光刺激激活，观察到斑马

鱼的尾巴弯曲。

对于小鼠等复杂模式动物，大脑中神经环路更为

复杂，因此在光遗传实验中需要提前进行奖惩训练以

解析神经集群和行为之间的对应关系。 2019年，

Jennings等［87］以双光子串行扫描刺激和共振成像为

技术依托研究了清醒小鼠眶额皮质的神经元集群

对社交和进食的影响。研究人员首先给小鼠喂养

高热量食物，确定进食敏感神经元；之后对进食敏

感神经元进行多次单细胞光刺激，发现这种刺激方

式可以增强小鼠进食行为和对热量奖励有关的神

经元活动；再研究小鼠社交对进食的影响，类似方

式确定社交敏感神经元后，光激活社交敏感神经元

并不会增强小鼠进食行为。这项研究证明了功能

定义的摄食和社交的神经集群的存在，并且说明通

过选择性光激活多个单一定义的神经元可以对哺

乳动物行为进行特异性控制。同年，Marshel等［108］

使用双光子全息光刺激和共振扫描结合的光学系

统对小鼠视觉皮层神经元集群功能进行研究。在

实验进行之前，研究人员对小鼠进行匹配的光遗传

学和视觉刺激的训练。实验结果表明，小鼠视觉皮

层的较小神经元集群被激活后，可以在更广泛的神

经网络中观察到选择性激活，同时伴随特定行为的

出现。光遗传学诱发的感知与相应的视觉感知相

似，验证了视觉相关的神经元集群的功能。

精准光遗传学技术的发展为神经集群控制特

定行为、高时空分辨率光控神经元环路实时调控动

物行为的相关研究提供了条件，在线虫、斑马鱼、清

醒小鼠等模式动物中均成功应用，揭示了神经集群

的功能性和可塑性。

4 结 论

光遗传学研究的常见范例中，植入的头戴式光

纤或者 GRIN透镜在清醒模式动物中靶向光激活/
抑制神经元，从而干预神经活动，进而影响动物行
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术支撑。

双光子的非线性吸收使得它具体两个基本属

性：长波激发和焦域激发。由于组织散射对长波散

射影响小，因此双光子光遗传学技术本身就具有穿

透深度大和空间精准度高的优势。这两种固有属性

是双光子技术在光遗传学中广泛应用的基本原因。

串行扫描技术和并行图案化激发技术的不断发展以

及两种技术的结合使用也为节点神经细胞确定、神

经环路研究和神经集群功能研究提供了多种可行的

技术方案，光遗传学的发展也展开了新的局面。

3 精准光遗传学的应用

高时空分辨率的光学技术不断发展，为单细胞

或者多细胞的精准光激活提供了技术支撑，与电记

录或者功能成像相结合，对清醒、自由活动的模式

动物的神经活动进行在体检测，是解析神经集群功

能的重要研究手段。光刺激与电记录的结合使用，

经过长期发展已经在多方面取得了突破［100-101］。光

刺激与功能成像的结合使用被称为全光学的神经

元调控，可以通过光敏蛋白和基于荧光的神经活动

传感器（例如钙离子指示剂［5］或者电压敏感染料［6］）

调控和监测神经活动，这类研究为单细胞分辨率靶

向调控开辟了新的方向，也对精准光遗传学技术的

发展提出了新的挑战。

单光子光激活和钙成像结合的挑战在于激活

光敏蛋白和激发钙指示剂荧光的光波长存在光谱

重叠。光敏蛋白普遍拥有较宽的吸收光谱［102］。而

使用最广泛的绿色荧光钙指示剂（GCaMP）的激发

波长为 430~510 nm，与光敏蛋白结合使用后会出

现光谱重叠。为了解决上述问题，一些红移的钙荧

光指示剂被开发出来［103-105］，它们可以与蓝光激活的

光敏蛋白结合使用。单光子光激活与钙成像的成

功结合已经成功应用在线虫［103，106］、清醒小鼠［71］等模

式动物的神经环路功能研究中。

双光子光遗传学由于光谱分离、精准靶向等优

势，已逐渐从验证活体光激活进入到神经元集群功

能研究层面。Carrillo-Reid等［86］于 2016年使用基于

普通电流计扫描器的串行扫描光刺激方式，在清醒

小鼠的视觉皮层人工生成了具有单细胞分辨率的

神经元集群。该神经元集群由双光子重复激活进

行构建，当集群构建完成之后可以自发地产生群体

性活动或者对集群中的单个细胞进行光刺激诱发

群体活动。这种人工光刺激生成的神经元集群可

以连续几天保持协同作用，并且不会破坏生物体原

有的神经元集群功能。神经元集群的人工合成意

味着光刺激可以对神经集群活动，甚至于神经活动

对应的动物行为进行人为的光刺激干预，研究神经

活动和行为的对应关系。2017年，dal Maschio等［107］

使用全息光刺激实现了斑马鱼摆尾活动的控制。

研究人员首先通过迭代光刺激方式筛选出最少神

经元的神经元集群，控制斑马鱼摆尾，之后对该神

经元集群进行双光子全息光刺激激活，观察到斑马

鱼的尾巴弯曲。

对于小鼠等复杂模式动物，大脑中神经环路更为

复杂，因此在光遗传实验中需要提前进行奖惩训练以

解析神经集群和行为之间的对应关系。 2019年，

Jennings等［87］以双光子串行扫描刺激和共振成像为

技术依托研究了清醒小鼠眶额皮质的神经元集群

对社交和进食的影响。研究人员首先给小鼠喂养

高热量食物，确定进食敏感神经元；之后对进食敏

感神经元进行多次单细胞光刺激，发现这种刺激方

式可以增强小鼠进食行为和对热量奖励有关的神

经元活动；再研究小鼠社交对进食的影响，类似方

式确定社交敏感神经元后，光激活社交敏感神经元

并不会增强小鼠进食行为。这项研究证明了功能

定义的摄食和社交的神经集群的存在，并且说明通

过选择性光激活多个单一定义的神经元可以对哺

乳动物行为进行特异性控制。同年，Marshel等［108］

使用双光子全息光刺激和共振扫描结合的光学系

统对小鼠视觉皮层神经元集群功能进行研究。在

实验进行之前，研究人员对小鼠进行匹配的光遗传

学和视觉刺激的训练。实验结果表明，小鼠视觉皮

层的较小神经元集群被激活后，可以在更广泛的神

经网络中观察到选择性激活，同时伴随特定行为的

出现。光遗传学诱发的感知与相应的视觉感知相

似，验证了视觉相关的神经元集群的功能。

精准光遗传学技术的发展为神经集群控制特

定行为、高时空分辨率光控神经元环路实时调控动

物行为的相关研究提供了条件，在线虫、斑马鱼、清

醒小鼠等模式动物中均成功应用，揭示了神经集群

的功能性和可塑性。

4 结 论

光遗传学研究的常见范例中，植入的头戴式光

纤或者 GRIN透镜在清醒模式动物中靶向光激活/
抑制神经元，从而干预神经活动，进而影响动物行
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为［71，109-111］。但是这种头戴式设备通常为宽场激发，

激发光束从端口出射后在脑组织中快速扩散［16，112］，

无法选择性激活特定的神经元，这阻碍了神经元集

群的识别和对神经元集群功能的进一步研究。精

准光遗传学将光激活的空间分辨率提高到亚细胞

精度，研究单个神经元或者多个神经元的兴奋或者

抑制对群体细胞的影响，从而打开了神经元集群研

究的大门［113］。

精准光遗传学光激活方案有单光子光刺激和

双光子光刺激两种。单光子光激活只需较低的光

功率就可以激活光敏蛋白。但是单光子受生物组

织影响散射严重，激发光很难在目标靶点聚焦，因

此在进行活体动物研究中，仍需要借助植入的头戴

式光纤将激发光束直接传输到目标靶区附近，减小

单光子光束在生物组织内部的传输距离［71］。由于

植入的头戴式设备可能会引发局部区域的胶质反

应或者导致血脑屏障破坏［16］，影响神经活动的调控

和记录，因此一般而言植入的位置需要距离目标靶

区一定范围。传输矩阵、相位共轭技术和机器学习

辅助的波前校正技术等方法相继被提出，用于克服

生物组织散射，实现单光子焦点能够准确定向聚焦

在目标靶点，为精准的单光子光遗传学研究奠定了

基础。双光子光激活由于固有的长波激发属性，对

脑组织中散射不敏感，因此它可以从根本上消除植

入设备给大脑带来的机械损伤［114］。双光子精准光

遗传学技术天然地具有微创无损、大深度、亚细胞

精度的特点。在三维空间的双光子靶向策略中，无

论是基于串行扫描还是并行图案化激发，都具有在

神经集群中以单细胞精度进行多靶区精准定向的

能力，进而调控光敏蛋白，产生对细胞神经活动激

活或者抑制作用。双光子光激活与双光子扫描成

像结合构成的全光学双光子光遗传学将使用光学

手段监测和神经元集群操控的空间分辨率均提高

至单个神经元水平，为大脑的神经功能研究提供了

更加精细的工具。

用于精准光遗传学的高时空分辨率光学系统

在应用中还存在一些局限性。虽然本文中提出的

技术能够实现单细胞或者亚细胞水平的光激活，但

是当照明点远离胞体时 ，光也能驱动细胞去极

化［115］。其主要原因是光敏蛋白并不仅仅在神经元

胞体中表达，而是遍布树突和轴突。因此，当靶细

胞胞体和周围神经元的轴突或者树突在空间上重

叠时，周围细胞会表现出明显的兴奋或抑制反应。

近期有研究提出新的病毒靶向策略，光敏蛋白仅在

神经元胞体上表达，且能够成功产生光激活的尖峰

信号［115-116］。这种胞体靶向的光敏蛋白可能有助于

解决靶细胞的邻近细胞激活问题。除此之外，光遗

传学刺激方面的大脑研究中，需要仔细评估光照引

起的组织热效应，同时对光遗传学的非侵入穿透深

度进行了限制。温度是生物体的关键变量，在神经

科学领域中已经报道了温度对神经活动和血液动

力学的影响［4，117-118］。具体到光遗传学领域，已有研

究表明高功率激光引起的热效应能够激活未表达

光敏蛋白的神经元［119］。目前已有特定探针可以用

于光激活期间局部温度的监测［120］。除了温度等环

境因素对细胞活动的影响，光照引起的细胞内分子

机制改变也会影响细胞的兴奋状态。近期已有研

究表明细胞内的 flavin作为 700 nm飞秒激光的感光

基团，控制细胞膜 SOC钙离子通道并影响细胞兴奋

性，且在这种情况仅需要极低的飞秒光能量［121］。因

此在光遗传学研究中，需要在预实验中检测细胞是

否存在对实验中使用的光束的内源性吸收，以确保

光遗传学研究的科学性和有效性。

精准光遗传学已经成为神经元集群功能研究

最重要的技术手段，为脑科学的探索开辟了全新的

研究方向。纵观精准光遗传学的发展历程，以下几

个方面可能会在未来取得重大的突破。一是光敏

蛋白和指示剂工具，更深层脑组织神经元的读取和

操控有赖于更长波长响应和激活的、更加灵敏的光

敏蛋白和离子指示剂；优化的转染方式和更低的毒

性也是神经元大规模标记的前提。二是同时观测

和调控的神经元数量，目前已有研究者将钙指示剂

荧光观测的神经元数量提高到了百万量级，如果未

来能够结合能力匹配的光调控量级，将为大规模神

经元集群的研究提供巨大推力。三是高级哺乳动

物甚至是灵长类动物的精准光遗传学研究，更大的

脑容量不仅对光遗传学系统提出了更高的要求，也

对模式动物的行为学与神经科学的建模研究提出

了更高难度的挑战。同时二、三两点也对大规模神

经活动数据的分析处理提出了更高的要求。随着

信号提取、分析算法的不断开发与深度学习方法的

不断优化，大规模数据处理的工作必然更加高速与

高效，有望在实验过程中实现全自动实时分析结果

显示，大大缩短实验周期。四是模式动物复杂活动

场景的精准光遗传学研究，当前的研究设备还局限

在模式动物头部严格固定的精准光遗传学实验，伴

随着微型化设备的开发和迭代，在可以预见的数年

内，头戴式精准光遗传学系统设备将被开发出来并

广泛应用，极大拓展模式动物的行为学研究范围。

精准光遗传学是一个集合了多学科的研究方式，伴

随着脑科学发展的国家需求与前沿突破，未来将有

更多的学科参与其中，全面推动系统开发与工具、

设备研制，为神经科学的研究开辟广阔的天地。
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随着微型化设备的开发和迭代，在可以预见的数年

内，头戴式精准光遗传学系统设备将被开发出来并

广泛应用，极大拓展模式动物的行为学研究范围。

精准光遗传学是一个集合了多学科的研究方式，伴

随着脑科学发展的国家需求与前沿突破，未来将有

更多的学科参与其中，全面推动系统开发与工具、

设备研制，为神经科学的研究开辟广阔的天地。
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