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【摘要】  光遗传学实验技术是一种通过联合使用光学技术和遗传工程技术实现对特定细胞功能进行精确干预的变革性研究手段，是近几十年来神经生物学领域最大的突破技术之一。但是该技术涉及多学科交叉的理论知识和方法，而且实验周期长，设备昂贵，除了仿真教学外不便于在本科生实验课堂上广泛开展。在本虚拟仿真实验中，通过仿真病毒包装过程，仿真动物选择、手术及病毒立体定位微注射过程，仿真光敏通道表达情况的观察过程，仿真光敏通道功能的在体细胞外验证过程，仿真光遗传抑制杏仁核谷氨酸能神经元影响动物恐惧行为的观察过程，学习光遗传学技术的基本原理、操作与应用，实验教学效果理想。本文对该虚拟实验的脚本制作的内容设计作一探讨。
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【Abstract】  Optogenetics is one of the biggest breakthroughs in neurobiology in recent decades that uses a combination of techniques from genetic and optics to control and monitor the activities of individual neurons in living tissue—even within freely-moving animals—and to precisely measure these manipulation effects in real-time. However, the technique involves the interdisciplinary theoretical knowledge and methods, and it needs expensive equipments and long experiment period. Thus, it is not convenient to carry out widely in experiment teaching for undergraduates except the virtual simulation teaching. In present virtual simulation experiment, we learn the basic principle, operation and application of optogenetics and experimental teaching get the desired results by simulating the process of the virus package, simulating the process of the animal selection, surgery and virus stereotactic microinjection, simulating the expression process of photosensitive channel, the extracellular verification process of photosensitive channel function in vivo, and simulating the observation process that optogenetic inhibition of glutamate neurons in the amygdala affect animal fear behavior. This paper introduced the content design of the script making of the virtual experiment. 
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光遗传学实验技术是一种通过联合使用光学技术和重组DNA技术实现对特定细胞或分子功能进行精确干预的变革性研究手段，具有高度的时间特异性和空间分辨率，是近几十年来神经生物学领域最大的突破技术之一
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。虽然该技术的出现和推广已逾十年，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远有跟上快速发展的神经科学研究的大趋势。其原因主要是光遗传学实验涉及交叉学科技术，成本高，周期长，设备昂贵，除了仿真教学外不便于在本科生实验课堂上广泛开展。鉴于光遗传学实验技术对于多学科领域研究和应用的重要性
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，我们近期以动物恐惧反应的干预效应为观察对象，对光遗传学技术的实验原理、操作与应用的过程进行仿真，这里我们就该项目建立过程中的脚本设计做一简单总结回顾，和同行分享该项目仿真和脚本制作的内容和体会，旨在推进国家虚拟仿真实验项目的建设与应用推广。
一．教学导入（该内容以图文方式展示，作为可选项供阅读学习）
光遗传学技术具有非常强的综合性和应用性，因此，该技术的教学过程也强调应用。我们建议的教学导入方案是，从实际问题特别是各类常见精神类疾病（抑郁，焦虑，恐惧，精神分裂，等）的研究出发，通过图文方式的展示，强调这些脑疾病的发生基础是相应的神经回路出现功能障碍，而神经回路（包括生理性或病理性回路）的研究长期以来因方法学的限制一直面临巨大的挑战，转而引出光遗传学技术在这方面的独特优势以及学习该技术的必要性、迫切性，进而提出以动物的恐惧反应的干预效应为观察对象开展该仿真项目的学习训练，切入后续内容，包括该技术的基本原理及实验步骤、关键环节、注意事项、和应用拓展。

二．实验目的和实验原理（该内容以图文和动画方式展示，供选择性阅读学习）
本仿真项目的实验目的是通过虚拟仿真光遗传学实验技术及应用的全过程，学习该技术的基本操作，特别是通过观察分析光激活神经元的对于恐惧行为的干预效应，促进对于光遗传学实验技术以及恐惧反应基本原理的理解。项目的基本原理我们主要强调了四项内容，包括：（1）通过病毒注射使杏仁核谷氨酸能神经元表达的特定的光敏通道；（2）细胞膜上的光敏通道的活动将引起细胞电活动的变化（表现为细胞兴奋或抑制，这里是抑制反应），并通过细胞外记录检测；（3）杏仁核的谷氨酸能神经元被抑制可引起动物恐惧反应的抑制；（4）杏仁核的谷氨酸能神经元被激活会引起动物的恐惧行为的增加。

实验涉及的相关理论和知识点包括：1）膜离子通道，包括去极化和超激化离子通道等；2）单细胞动作电位，是可兴奋细胞兴奋的标志；3）动物恐惧行为：以呆立即持续时间为重要的行为学指标；4）兴奋性神经元，这里强调的是以谷氨酸为神经递质的神经元主要位于外侧杏仁核的一组神经元，在恐惧过程中发挥关键性作用；5）光遗传学：是一种通过联合使用光学技术和重组DNA技术实现对特定细胞或分子进行精确操控的技术；6）常用的病毒载体；7）常用的神经元特异性启动子；8)常用的光敏感通道蛋白：兴奋性ChR2、抑制性eNpHR3.0等；常用的荧光蛋白：mCherry（红色荧光蛋白），EYFP（增强型黄色荧光蛋白），EGFP（增强型绿色荧光蛋白）等；9）免疫组化：通过应用免疫学基本原理——即抗原与抗体特异性结合的原理，使被荧光素

 HYPERLINK "https://baike.baidu.com/item/%E6%A0%87%E8%AE%B0%E6%8A%97%E4%BD%93/3446604" \t "_blank" 标记的抗体发生显色，以确定病毒表达的细胞类型；10）细胞外记录：细胞外记录技术检测光遗传学技术干预神经的动作电位（诱导或抑制神经元的动作电位）。
三．实验仪器设备和材料（该内容以图文方式展示，作为可选项供阅读学习）
根据我们前期开展实体实验的经验和体会，列出开展该项目必需的常见仪器和材料：

必需的实验仪器包括：工作电脑、双臂数显脑立体定位仪、垂直玻璃电极拉制仪、垂直微量注射泵、Hamilton微量注射器、颅骨钻、冷光源、冰冻切片机、荧光显微镜、差分放大器、生理信号记录仪、电刺激器、微步推进器、473nm激光器，等。实验动物选用：Wistar大鼠（250-350g）；实验器材：手术刀柄、22号手术刀、组织剪、眼科剪、显微弯镊、显微直镊、血管钳、棉球、手术无菌单、玻璃电极、载玻片、盖玻片、不锈钢螺丝钉、光纤插芯、光纤跳线、光电极，肌电电极、脑电电极；试剂、病毒载体：pAAV 2/9-CaMKIIα-eNpHR3.0-mCherry、0.9%氯化钠、1%戊巴比妥钠、牙托粉、75%乙醇、碘伏、4%多聚甲醛、0.01M PBS、30%蔗糖/4%多聚甲醛、O.C.T冷冻切片包埋剂、Fluorescent–G荧光封片剂。
四．实验方法与步骤（该内容需全程计算机仿真，并结合展示实体实验中关键步骤的视频和图片）

实验方法与步骤是脚本设计的重要内容，需要进行全程计算机仿真。考虑到该实验复杂的项目内容以及便于仿真的可行性需要，经过反复讨论，我们将全部实验步骤共分解为五大模块，共37步具体操作，其中包括16步交互操作（图1）。全部过程包括：1）仿真病毒包装过程：共分解为以下四步操作，包括模拟选择病毒载体类型；模拟选择启动子类型；模拟选择光敏感通道类型；模拟选择荧光蛋白种类；2）仿真动物的选择、手术及病毒立体定位微注射过程：共分解为以下九步操作，包括——动物选择、称重、麻醉、固定，头部手术，病毒抽取，病毒立体定位微注射，退针、缝合皮肤；3）仿真光敏通道表达情况的观察过程：共分解为以下八步操作，包括称重、麻醉，灌注、固定、脱水，冰冻切片，贴片封片，观察拍照；4）仿真验证光敏通道功能的在体细胞外电活动的验证过程，共分解为以下八步操作，包括称重、麻醉、固定、头部手术，选择激光器和连接光电极，光电极推进，光刺激激发或抑制神经元动作电位并记录，刺激参数变化效应观察；5）仿真光遗传学技术抑制杏仁核谷氨酸能神经元影响动物恐惧活动的过程：共分解为以下八步操作，包括称重、麻醉、固定，头皮手术，光纤和电极植入，电极固定，连接光刺激和记录设备，抑制杏仁核谷氨酸能神经元对恐惧行为的效应观察。
另外，在拓展实验中，设计了学生自主仿真实验，内容是激活表达在海马谷氨酸能神经元上的兴奋性光敏通道ChR2，观察如何影响的神经元电活动。学生需自行查阅相关资料并完成仿真以下过程，包括：1）选择病毒载体（AAV）、启动子(CaMKIIa)、光敏感通道蛋白(ChR2)、荧光蛋白(如：EFYP、mCherry)，选错一项扣1分，选择正确将进入后续界面；2）选择激光器：有2种，选错一次扣2分，选择正确将进入后续界面；3）选择激光器的输出光强，有3种，选错一次扣2分，选择正确将进入后续界面；4）选择放大器的高通和低通：有2种，选错一次扣2分，选择正确将进入后续界面；5）选择记录系统的采样频率，有3种，选错一次扣2分，选择正确将进入后续界面；f）完成后续操作。
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图1. 仿真项目的整体设计架构及关键实验步骤
五．对学生的基本要求（以图文方式展示可选项，供阅读学习）
本实验项目对于学生专业与年级要求：临床医学、药学、预防医学、检验医学、心理学、生物工程（专业基础课），要求大学本科三年级或以上；对于学生的基本知识和能力的要求：1）知识能力：要求具备生物学、人体解剖学、生理学、生物化学和分子生物学、神经生物学等课程的基础知识，对细胞膜结构和功能，膜离子通道、生物电生理、重组DNA技术、神经元兴奋与抑制、恐惧行为等具有较好的知识储备。2）技能能力要求：前期通过生物学、人体解剖学、生理学、生物化学和分子生物学、神经生物学等相关学科的基础实验或实训课程的学习，初步掌握小动物麻醉、头部立体定位固定、开颅手术、电极埋置等实验基本操作，了解生物信号采集处理系统的使用等。


六．成效与展望

从我们初步的实施效果看，光遗传学技术虚拟仿真项目的开展既能克服该实体实验中面临的教学实验条件限制，成为医科院校开展实验教学的补充，也通过虚拟仿真实验的互动功能和反复演示等自身优势，结合启发式教学，大大增强学生对该复杂技术和应用的整体把握度，以及对于重要知识点和实验关键步骤的理解和记忆能力，有效提高了学生的学习积极性，促进了学生对光遗传学技术及其研究应用的深刻认识，培养了学生发现问题解决问题的能力，提高了学生的综合技能，开阔了他们的视野，提高了他们对于相关前沿技术和应用的理解和求知欲。
长期以来被广泛接受和认同的观点是，教育改革的核心问题是学生的素质培养问题，应积极转变教育模式,不仅强调知识的传授过程，更应重视对学生的能力培养和素质提高8[]
。而高等院校实践教学的改革对于学生的能力培养和素质提高具有举足轻重的作用。医学生在前期学习解剖、生理、病生、生物化学和分子生物学、药理等课程的基础上，已具备基本的开展综合性和研究型实验的能力，通过对有深度和广度的研究型实验的全面仿真，能激发学习兴趣，提高教学效果，通过学习和仿真相对复杂的动物实验达成对重要的前沿技术和科研工作的初步了解，为其未来的临床和科研工作打下一定基础[9,10]。该项目的开展也有利于培养学生的自主学习习惯、创新思维和创新意识，有利于培养学生的独立探索和工作能力。
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