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　　［摘要］　目的　对腺相关病毒 ＡＡＶ２／８ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ在大鼠内侧前额叶谷氨酸能神经
元中表达的组织学及通道功能予以鉴定。方法　 以立体定位注射技术将腺相关病毒 ＡＡＶ２／８
ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ注射到ＳＤ雄性大鼠内侧前额叶，当病毒注射３～４周后，采用免疫荧光组织化
学技术检测标记蛋白（ｍＣｈｅｒｒｙ）在谷氨酸能神经元（特异启动子 ＣａＭＫＩＩα）的表达情况；利用在体细胞
外记录技术观测谷氨酸能神经元所表达的通道蛋白（ＣｈＲ２）对不同光刺激频率的电生理反应特性。
结果　 病毒成功注射到内侧前额叶并特异表达通道蛋白于谷氨酸能神经元的细胞膜上，表达成功率为
（９４．６±０．９）％；表达ＣｈＲ２通道蛋白的谷氨酸能神经元对蓝光（４７０ｎｍ，２０ｍＷ／ｍｍ２，５ｍｓ波宽，５～
８０Ｈｚ）产生稳定的光激活反应，并且对低频光刺激（５、１０、２０Ｈｚ）的反应性优于高频光刺激（４０Ｈｚ和
８０Ｈｚ；Ｐ＜０．００１）。结论　 腺相关病毒 ＡＡＶ２／８ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ能成功表达在谷氨酸能神经
元的细胞膜上，对光刺激有频率选择性。
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　　光遗传学是基于分子生物学和光电工程学之上所
诞生的一门新兴交叉学科［１－２］。光遗传学技术通过分

子生物学手段将来源于低等生物体的视紫红质，如来

源于衣藻属的通道视蛋白２（Ｃｈａｎｎｅｌｒｈｏｄｏｐｓｉｎ２，
ＣｈＲ２），通过基因工程的方法包装成腺相关病毒，把腺
相关病毒转染到特定表达在高等哺乳类动物的某类细

胞中，同时依据不同的光敏蛋白，对不同波长可见光反

应的不同，实现对某一类型细胞或神经元精确调

控［３］。最为重要的是，光遗传学技术能够实现自由活

动动物神经行为学的毫秒级操控。事实上，在所有的

行为学研究方法上，眨眼条件行为却是为数不多的可

以精确到毫秒级的行为，然而，目前为止未见任何有关

于光遗传学技术应用于眨眼条件行为的研究。我们拟

采用大鼠从不同方面结合光遗传学技术对眨眼条件行

为进行分析［４］。本实验明确针对腺相关病毒 ＡＡＶ２／
８ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ在大鼠内侧前额叶谷氨酸
能神经元中表达的特异性及其光电效应进行探讨，旨

在为进一步在大鼠上探索光遗传学技术解构眨眼条件

行为的因果联系提供最基础的材料。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　实验动物选用雄性ＳＤ大鼠３０只，体质量为３００～
３５０ｇ（重庆医科大学实验动物中心提供）。实验期间，
所有动物单笼饲养，给予自由进食和饮水，饲养环境保

持１２ｈ循环灯照。
１．２　病毒注射
　　氯胺酮（１００ｍｇ／ｋｇ）和甲苯噻嗪（９ｍｇ／ｋｇ）复合
腹腔麻醉大鼠后，将其头部固定在脑立体定向仪上

（Ｍｏｄｅｌ９４０，ＤａｖｉｄＫｏｐｆＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＵＳＡ），沿颅骨中
线切开皮肤和皮下组织暴露前后囟。在右内侧前额叶

上颅骨钻一个直径约０．７ｍｍ的小孔（前囟前＋１．９ｍｍ，

旁开０．９ｍｍ）。然后将吸取１．０μＬ病毒载体ＡＡＶ２／
８ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ以及空壳病毒载体 ＡＡＶ２／
８ＣａＭＫＩＩαｍＣｈｅｒｒｙ（上海纽恩生物科技有限公司提
供）的微量注射器垂直进入内侧前额叶（前囟前

＋１．９ｍｍ，旁开０．９ｍｍ，深度２．３ｍｍ；图１Ａ）。通过
微量注射泵 （５３３１１；Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ，ＵＳＡ）控制注射速度
（００５μＬ／ｍｉｎ），注射完毕后留针１０ｍｉｎ，然后缓慢出
针，充分止血，缝合皮肤。
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Ａ：病毒在大鼠右内侧前额叶注射位点示意图；Ｂ：荧光显

微镜观察病毒标记蛋白 ｍＣｈｅｒｒｙ成功表达在大鼠右内侧

前额叶

图１　大鼠右内侧前额叶经立体定向注射示意图

１．３　免疫组化
　　病毒注射３～４周后，用１０％水合氯醛（１０００ｍｇ／ｋｇ）
腹腔麻醉大鼠，经左心室进入升主动脉快速注入生理

盐水５００ｍＬ，然后输入４℃的４％多聚甲醛溶液５００ｍＬ，
先快后慢。剥开颅骨，小心取出全脑，置于４℃ ４％多
聚甲醛２４ｈ，然后再置于４℃３０％蔗糖／４％多聚甲醛
４８ｈ。用ＯＴＣ进行包埋，在冰冻切片机中冰冻连续切片，
片厚３０μｍ，收集于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。脑片用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ清洗后，１０ｍｉｎ×３次，置于 ＰＢＳＴ（ＰＢＳ＋０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００）和 ２％牛血清中 １ｈ。然后加入一抗
（ＭｏｕｓｅａｎｔｉＣａＭＫＩＩα１∶１００，Ｃ２６５，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）４℃中放置２４ｈ后，用 ＰＢＳＴ清洗一
抗，１０ｍｉｎ×３次。接着加入二抗（Ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅ
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ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｔｏＦＩＴＣ，１∶１００，ＺＦ０３１２，ＺＳＧＢＢＩＯ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，
Ｃｈｉｎａ）室温避光摇床上孵育１ｈ，用 ＰＢＳＴ清洗二抗，
１０ｍｉｎ×３次。脑片然后置入 Ｈｏｅｃｈｓｔ（１∶１０００，
８６１４０５，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）溶液５ｍｉｎ，
用ＰＢＳ清洗，１０ｍｉｎ×３次。然后封片在荧光显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３Ｆ）和激光共聚焦显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ
ＬＳＭ７８０）下观察拍照。
１．４　在体光诱发细胞外记录
　　病毒注射３～４周后，用１０％水合氯醛（１０００ｍｇ／ｋｇ）
腹腔麻醉大鼠，沿颅骨中线切开皮肤和皮下组织暴露

前后囟，用颅骨钻去除右内侧前额叶上的颅骨，并小心

去除硬脑膜。用电动微推进器（ＰＣ５Ｎ，Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ，
Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）将１个光电极（由１根光纤和１６根微电
极丝构成）缓慢推到右内侧前额叶病毒注射位置。光

电极的光纤连接到 １个 ４７０ｎｍ的 ＬＥＤ（Ｍ４７０Ｆ１，
Ｔｈｏｒｌａｂｓ，Ｎｅｗｔｏｎ，ＮｅｗＪｅｒｓｅｙ，ＵＳＡ）上，并通过刺激器
控制器触发模式（Ｍａｓｔｅｒ９，Ａ．Ｍ．Ｐ．Ｉ．，Ｊｅｒｕｓａｌｅｍ，
Ｉｓｒａｅｌ）。当记录到光反应细胞后，给予一串光刺激
（４７０ｎｍ，２０ｍＷ／ｍｍ２，５ｍｓ波宽，５～８０Ｈｚ），神经元
的动作电位通过多通道细胞外放大器（ｍｏｄｅｌ３６００，Ａ
ＭＳｙｓｔｅｍｓ，Ｓｅｑｕｉｍ，ＷＡ，ＵＳＡ）放大后（×１０００，０．３～
５ｋＨｚ），用生理记录仪（Ｐｏｗｅｒｌａｂ１６／３５，ＡＤＩｎｓｔｕｍｅｎｔｓ，
ＮｅｗＳｏｕｔｈＷａｌｅｓ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）记录。放电数据通过
ＮｅｕｒｏＥｘｐｌｏｒｅｒ４（ＭｉｃｒｏＢｒｉｇｈｔＦｉｅｌｄ，Ｗｉｌｌｉｓｔｏｎ，ＶＴ，ＵＳＡ）
分析。

１．５　统计学方法
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１８．０软件中单因素
方差分析，进行统计学处理，两两之间的多重比较采用

Ｔｕｋｅｙ。

２　结果

２．１　免疫组化证实ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ特异表达在谷氨酸
能神经元上

　　病毒经立体定向注射，在特异性启动子 ＣａＭＫＩＩα
的控制下，ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ成功在大鼠右内侧前额叶神
经元上表达（图１Ｂ）。免疫组化分析结果显示（９４６±
０９２）％（图２）的ＣａＭＫＩＩα表达的谷氨酸能神经元表
达ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ蛋白，提示该病毒具有很高的感染
率。另外，（９８．８７±０．３５）％表达 ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ的神
经元是ＣａＭＫＩＩα表达的神经元，提示该病毒感染的特
异性很高。

!

"

#

$

Ａ：细胞核染色；Ｂ：病毒表达的荧光蛋白；Ｃ：谷氨酸能神经

元免疫荧光；Ｄ：Ａ，Ｂ，Ｃ三幅图片合成

图２　免疫组化检测病毒表达的细胞选择性鉴定

（激光共聚焦显微镜×４０）

２．２　在体光诱发细胞外记录
　　通过在体细胞外记录，给予不同频率的４７０ｎｍ蓝
光刺激，观察其诱发的细胞动作电位特点。我们观察

到，表达有光敏基因 ＣｈＲ２的内侧前额叶谷氨酸能神
经元对蓝光（４７０ｎｍ，２０ｍＷ／ｍｍ２，５ｍｓ波宽，５～８０Ｈｚ）
产生稳定的反应（图３Ｂ～Ｆ），在５、１０Ｈｚ及２０Ｈｚ的
光刺激模式下，动作电位发放概率未见明显差异（Ｐ＝
１．０２５，图３Ａ～Ｄ），但是在４０Ｈｚ和８０Ｈｚ的刺激模式
下，动作电位发放概率相对低频刺激呈现显著下降改

变（Ｐ＜０．００１，图３Ａ、Ｅ、Ｆ）。空壳病毒载体 ＡＡＶ２／８
ＣａＭＫＩＩαｍＣｈｅｒｒｙ虽能特意表达在谷氨酸能神经元
上，但不能对蓝光诱发出时相锁定的动作电位。总体

结果符合谷氨酸能神经元ＣｈＲ２对于高低频刺激反应
差异性的特性［１５］。

３　讨论

　　神经科学界长期以来一直追求能从整体水平来认
识大脑的高级功能。然而神经科学研究中传统的药理

学及电刺激手段缺乏细胞特异性及时间空间选择性，

然而在很多研究方面受到很大限制［５－６］。然而光遗传

学具有高度的细胞选择性，是区别其他神经科学研究

手段的重要特征之一，本文中主要依靠启动子的选择
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Ａ：光刺激频率与表达了ＣｈＲ２的谷氨酸神经元发生动作电位概率统计图；Ｂ：谷氨酸能神经元对５Ｈｚ光刺激反应

特性一次记录；Ｃ：谷氨酸能神经元对１０Ｈｚ光刺激反应特性一次记录；Ｄ：谷氨酸能神经元对２０Ｈｚ光刺激反应

特性一次记录；Ｅ：谷氨酸能神经元对４０Ｈｚ光刺激反应特性一次记录；Ｆ：谷氨酸能神经元对４０Ｈｚ光刺激反应特

性一次记录

图３　不同的光刺激频率对诱发表达了ＣｈＲ２谷氨酸能神经元发生动作电位情况

性来达到ＣｈＲ２在内侧前额叶的谷氨酸能神经元上的
表达。ＣａＭＫⅡα是广泛表达在中枢神经系统内的一
类第二信使相关的蛋白激酶分子，在被证实可作为兴

奋性的谷氨酸能神经元的遗传性标志［５－６］。携带

ＣａＭＫⅡα启动子的病毒载体可特异性的感染在包括
前额叶、听皮层、视皮层、海马、丘脑、杏仁体等的兴奋

性谷氨酸能神经元，在 ＣａＭＫⅡα启动子控制下携带
有ＣｈＲ２基因的病毒载体可将 ＣｈＲ２基因选择性的表
达在谷氨酸能神经元上，并亦应用在帕金森症、药物成

瘾、抑郁、焦虑、精神分裂症、恐惧以及学习记忆相关的

研究中［７－１３］。

　　光遗传学技术具有特异性以及空间和时间上的优
越性使得该技术具有广泛的应用前景，其通常采取的

两种遗传策略将视蛋白表达于特定细胞学类型的神经

元中［８］：一是通过细胞类型特异性启动子，二是通过

转基因动物。本研究采用的是第一种方式，通过立体

定向手段，将携带有细胞特异性启动子的视蛋白病毒

载体注射到大脑特定核团。然后利用光神经界面，将

来自于激光或发光二极管的光源植入表达有视蛋白的

脑区，利用不同波长的光刺激，从而实现对清醒、自由

活动动物进行功能获得或缺失的实验目的［９］。功能

获得或缺失是通过两大类微生物视蛋白实现的［８］。

第一类是执行功能获得性方式的微生物视蛋白，如本

文使用的ＣｈＲ２，本身为光敏感的阳离子通道，当被蓝
光激活后可使神经元产生去极化乃至动作电位。第二

种为执行功能屏蔽性微生物视蛋白，如盐细菌视紫红

质又名光驱动氯离子泵，当被黄光激发时会使细胞产

生超极化［７－１３］。

　　腺相关病毒 ＡＡＶ２／８ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ中
的 ＣｈＲ２是一种非选择性阳离子通道蛋白，光照下
ＣｈＲ２蛋白发生光学异构反应，ＣｈＲ２蛋白上的全反式
视黄醛转变为 １３顺视黄醛。ＣｈＲ２蛋白的构象改变
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导致其通道打开，大量的细胞外阳离子发生内流，形成

光电流［９］。ＣｈＲ２的最大吸收波长是４６０ｎｍ，并且对
光刺激的反应极为迅速，在几个微秒内就能形成光电

流。虽然ＣｈＲ２对不同的阳离子没有非选择性，但其
对不同的阳离子通透性有差异，对 Ｃａ２＋的通透性最
大，是形成光电流的主要离子［１４－１５］。虽然 ＣｈＲ２对光
照能稳定地、快速地产生反应，本文结果证实谷氨酸能

神经元表达 ＣｈＲ２后对４０Ｈｚ以下的光刺激反应性较
好，随着光刺激频率的提高，其动作电位的发放频率动

作电位发放概率显著下降。本实验结果不仅能为光刺

激参数的选择提供重要参考，而且为不同光刺激模式

下的在体实验提供了电生理学依据。

　　本实验通过立体定向技术将腺相关病毒ＡＡＶ２／８
ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ注射在大鼠内侧前额叶，组织
学方法证实 ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ特异表达在谷氨酸能神经
元上，电生理方法进一步证实 ＣｈＲ２特异表达在谷氨
酸能神经元上，结果证实 ＡＡＶ２／８所承载的 ＣａＭＫＩＩα
ＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ信息能特异性的靶向呈递到大鼠的谷
氨酸能神经元上。这为我们下一步应用光遗传学技术

在大鼠上探索和了解眨眼条件行为的相关神经机制提

供了直接的可行性技术支持。

　　总之，本研究结果为以后在大鼠神经系统行光遗
传学研究时选择光刺激参数提供了参考依据。更为重

要的是，本研究直接证明了腺相关病毒 ＡＡＶ２／８
ＣａＭＫＩＩαＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ在大鼠能较特异性表达在谷
氨酸能神经元上，为今后在大鼠神经系统利用这一类

腺相关病毒作行为学研究打下了坚实的基础。
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