医学院校本科生开展光遗传学实验技术的原理及应用教学初探
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【摘要】  光遗传学是一种通过联合使用光学技术和重组DNA 技术实现对细胞行为进行精确控制的变革性研究手段，在神经科学及其他相关领域已展示出巨大的应用价值。目前国内医学院校关于光遗传学实验技术原理及应用的课程教学远没有跟上快速发展的神经科学大趋势。本文对国内医学院校开展针对本科生的光遗传学实验技术原理与应用教学的必要性、主要内容、教学难点以及教学实施过程中应注意的理论和实践问题进行了初步分析，特别强调了应重点讲解的技术原理，包括其何以实现对特定的神经通路进行选择性干预，何以分别实现对细胞兴奋或抑制效应的双向控制，以及开展光遗传学实验的主要过程。最后对近期在授课过程中的体会进行了初步总结，以供相关院校基础医学实验教学参考，并推动国内医学院校本科生光遗传学实验教学的开展。
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【Abstract】  Optogenetics is a transformative research method combining optical technologies with recombinant DNA technologies to realize the precise control of cellular behaviors. Optogenetics has shown wide application in neuroscience and other related research fields. However, course teaching of the principle and application of the optogenetics experimental technology for undergraduates in domestic medical colleges has not kept up with the rapid development of neuroscience. Here we have made a preliminary analysis on the necessity, main contents and difficult points in teaching medical undergraduates the principles and applications of optogenetics experimental technology. We focused on the theory and practice teaching about this technique and emphasized on the most important technological principles, including how to achieve selective intervention of specific neural pathways, how to realize the two-way control, ie. excitation or inhibition, of neurons, and the main process of the experiment. Finally, we have summarized our recent experience in the teaching process, to provide reference for basic medical experiments teaching in related medical colleges, and to promote optogenetics experimental teaching in domestic medical colleges.
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光遗传学（optogenetics）又称光刺激基因工程（optical stimulation plus genetic engineering），是一种通过联合使用光学技术和重组DNA技术实现对细胞或分子进行精确操控的变革性研究手段[1-4]。该技术的关键在于首先在靶细胞表达外源性微生物视蛋白，如通道视紫红质（channelrhodopsin，ChR），然后进行光刺激干预。使视蛋白对光照发生相应的反应，进而使神经元产生兴奋或者抑制效应[5]。目前，世界上有越来越多的科学家正在利用该技术研究大脑的工作原理，并不断取得里程碑式的突破[6-8]。但是，目前国内医学院校本科生关于光遗传学实验技术原理及应用的课程设置似乎没有跟上快速发展的神经科学研究趋势。鉴于21世纪自然科学的重心已转移到生命科学特别是神经科学，以及该技术在神经科学的重要性，值得在本科生课堂教学中尝试介绍。为此，本文就在本科生课堂开展“光遗传学实验技术原理及应用”教学进行了相关探讨，就开展该课程的重要性、必要性、可行性及应注意问题进行了分析。
1  光遗传学实验技术特点及其在神经科学中的重要性
相对于传统的不可逆性的电毁损、机械性毁损技术，光遗传学实验技术对于神经细胞的操控具有的最大优点是对细胞类型的选择性强，并可分别实现兴奋或抑制双向调控[3-4]。而相对于神经药理学方法的可逆性失活技术，光遗传学技术对神经细胞操控的主要优点是时间分辨率高[1-2]。这些特点克服了传统电生理学或药理学手段控制细胞或整体活动的各种弊端，实现了针对特定的神经元及其特定的投射通路进行精确的操控干预，这对神经科学的重要性不言而喻。近年来神经科学采用该技术已在许多方面包括生理性回路和病理性回路研究领域取得突破性进展[9-11]，这些工作对阐明大脑的工作原理、解开大脑的奥秘具有划时代的意义。此外，通过光遗传学技术也可调控特定的信号传导通路，进而观察动物行为的改变。因此，光遗传学技术虽然起源于神经科学，但是随着其迅猛发展，其应用已逐步推广到细胞生物学、药理学等许多领域[12-14]。
2  医学院校本科生开展光遗传学实验技术原理与应用教学的必要性
虽然近年来光遗传学技术在神经科学被广泛应用，由该技术支持的实验研究不断获得突破，但是目前国内医学院校关于光遗传学实验技术的课程教学远没有跟上日新月异的神经科学研究趋势。受国内医学院校传统的教学内容安排的限制，关于神经科学理论和实验技术的课程在本科生多未开展，相关的研究进展更难以在实验课堂上得到演示。这种状况值得引起关注。神经科学研究目前采用最受重视的研究策略是分子细胞水平的测量联合整体水平的观察，整体水平的神经行为学实验结合特异性的神经通路干预研究备受重视，而光遗传学技术以其独特的选择性优势在各种神经回路分析过程被广泛采用[1-6]，应该尝试在本科生教学内容中加以介绍让本科生理解光遗传学技术的基本概念、实验的基本过程，及其在基础研究及应用研究中的应用。相关内容的学习不仅有助于本科生了解先进的研究方法和相关原理，对于了解脑科学研究的最近前沿也具有重要价值。
3  医学院校本科生开展光遗传学实验技术原理及应用教学的主要内容
光遗传学实验技术的主要过程[1-4,6-7]包括：①找寻合适的光敏通道蛋白，需要有天然光敏性，或经基因重组修饰。②遗传信息的传递，通过转染、转基因动物等方式将光敏基因遗传信息传递给目标细胞。③目的基因表达特异性确认及功能验证，包括功能学鉴定、形态学鉴定。④通过行为或离体脑片测试评估细胞活动干预后的在体或离体效果。
从上述具体内容看，光遗传学实验所需的背景知识并不深奥，本科生在学习过生物化学的基本知识后已完全可以理解该技术的原理和应用。为了便于理解，根据近年在我校本科生开展的光遗传学实验技术原理及应用教学的经验，鉴于其与技术相关的知识点相对分散，该课程的讲解可以“问题式”引导为宜，这样可以凝聚重点，引起学生思考，加强印象。我们建议，光遗传学实验技术原理及应用教学的主要内容可以按照以下六个问题按顺序进行由浅入深的讲授。
3.1 发展该技术理由
应强调是为了实现高时间及空间分辨率地干预特定的神经元活动以及特定的神经回路活动，甚至特定的蛋白分子功能的需要。这里需要与传统的干预技术包括电生理和药理学技术相对照。
3.2 实现选择性干预的基本策略
应强调光照本身并无选择性，病毒扩散过程也无选择性；但“目的基因是否表达”可被选择性控制，这是技术原理的关键所在。
3.3 如何选择性表达光敏分子
应强调通过细胞特异的启动子能够实现选择性转录和表达过程。应列出常用的细胞特异启动子。例如，谷氨酸能神经元的启动子是CaMKIIα；胶质细胞的启动子是GFAP，等等。
3.4 如何确定光敏通道表达的范围
通过荧光蛋白报告基因表达的荧光蛋白产物实现观察，这里要给出清晰的病毒表达荧光图片，并对照讲解。
3.5 如何验证光敏分子表达的特异性及功能
给出相关的荧光蛋白结合相关的组织化学实验结果，解释如何验证目的基因表达的特异性。解释以离体电生理实验验证光敏蛋白功能的基本原理。
3.6 如何分别实现对胞细胞的兴奋或抑制效应（双向控制）
取决于表达的光敏分子的类型。应强调阳离子通道蛋白对蓝光敏感，例如视紫红质通道蛋白2型（channelrhodopsin2，ChR2）；阴离子通道蛋白对黄光敏感，例如嗜盐菌视紫红质（halorhodopsin）。并简单回顾细胞的动作电位和静息电位基本概念。
以上问题并不深奥，只要层层递进，表述清楚，学生不难理解。
4  医学院校本科生开展光遗传学实验技术原理及应用教学中的难点
本科生经过生物化学的学习已具备基本的分子生物学知识，初步理解该技术的原理和应用。根据近年来在我校本科生开展的光遗传学实验技术原理及应用教学的实施情况和经验，与技术相关的以下知识点相对较难，需注意重点和细致讲解。
4.1如何实现对特定的神经通路的选择性干预
这里需要强调两种方式。对于简单通路而言，采用一般选择方法即转染胞体，而照射轴突即可，即针对轴突末梢而不针对细胞体的干预，可做到相对精确；而对于复杂通路的精确选择，需采用逆向选择法，即采用双病毒策略或转基因动物结合单病毒技术。这里涉及复杂的分子生物学技术前沿知识，应慎重取舍讲授的重点内容，确保学生理解。
4.2 如何对基于神经递质分类的不同类型神经元进行选择标记和干预
这是该技术的难点。应强调Ach能、GABA能、DA能等神经元的启动子过长，病毒包装困难，需联合Cre重组酶技术实现对其选择性标记。应细致讲解Cre重组酶的特殊作用及非特异性启动子的使用的关键策略。先将目的基因序列进行倒位，局部注射病毒使所有类型的细胞均受到转染，但只有存在Cre重组酶的细胞，才可实现目的基因的倒位，继而进行表达。
4.3如何选择性标记与特定功能相关的活动神经元并进行选择性干预
首先强调其理论假设是，特定的活动神经元群活动对应于特定的行为，然后细致讲解双启动子技术。即药物依赖型启动子TRE和活动依赖型启动子FOS的应用。最后应注意，需简单说明光遗传学实验技术的的局限及相关技术的发展[1-2,4,6]，包括对神经细胞的非生理性兴奋问题、转染效率问题、光敏蛋白长期表达的潜在安全性问题、启动子的特异性问题、光纤埋置的有创问题，等等。简单提及纳米技术驱动神经元兴奋、声遗传学技术、磁遗传学技术、化学遗传学技术。其中最成熟的是后者，可适当展开对于化学遗传学技术的介绍。最后，可选择几个生理及病理回路研究案例具体分析该技术的应用及相关实验发现，以进一步拓展学生的思维[9-13]。
5  医学院校本科生开展光遗传学教学的授课实施
本科生开展光遗传学实验技术原理及应用教学既可在前期基础课程中进行，也可在后期临床课程教学中完成。前者的优点是利于学生较早了解这一技术的原理及应用需求，对后续的相关学习特别是早期进入课题组以及相关文献的阅读具有支撑作用。后者的优点是学生已经建立系统的基础医学知识特别是分子生物学知识，课堂理解更为容易。但是，综合两种方式的优点及教学实施的可行性，并考虑到减少对于原有教学实施计划的冲击，我们建议在医学机能综合实验课程或医学实验设计课程的计划内理论教学中列入该内容。相关课程在国内各医学院校本科生均已开展，且有一定的理论内容设置，适当调整理论课安排即可加入该内容。
根据上述设想，近年在我校临床专业五年制和八年制本科生开展了光遗传学实验技术的原理及应用教学的初步尝试，并通过学生对于光遗传学相关研究文献的阅读理解程度分析了学生对于该实验技术的掌握情况。实验发现，与开展此内容教学之前的年度相比，学生对于相关研究文献的阅读理解能力大有提高，提示在具备的初步的分子生物学知识的基础上，学生完全可以理解光遗传学实验技术的原理和应用等相关内容。
此外，在八年制的实验课堂上，近期以大鼠海马电活动记录的干预效应为观察对象，尝试进行了光遗传学技术的实验教学。要求学生完成大鼠的手术及病毒立体定位微注射过程；观察光敏通道表达情况（教师已备好图片）；光敏通道功能的在体验证过程：利用前期的病毒注射大鼠，完成海马细胞电活动记录并观察激光照射效应——放电活动和场电位变化。从初步实施情况看，该实验项目的开展能促进学生对光遗传学技术及其应用的理解，有助于开阔学生的思维和视野，提高其综合技能，培养学生的求知欲。
总之，医学院校本科生开展光遗传学实验技术原理及应用教学有助于本科生对于相关学科前沿和进展的了解和兴趣培养，有助于发展他们对科学的爱好，有助于提升医学生的基本科学素养。
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