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光遗传学技术在疼痛研究中的应用

李 毅，郝 瀚，张海林，杜肖娜
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摘  要：疼痛是影响广泛的临床问题，目前对于疼痛还缺乏非常有效的特异性药物和治疗方法。疼痛的传导通路涉及外周、

脊髓和脊髓上多个水平，具有复杂多样性的特点。要解决疼痛方面的问题，首先要对疼痛感觉通路和神经生物学机制有清

晰的认识。光遗传学方法是一项能够选择性激活体内特定类型神经元的技术，该技术的发展为深入解析神经系统多种传导

通路以及调控机制提供了可能。本文综述了迄今在疼痛研究领域的光遗传学技术研究进展，并列举了在疼痛研究中有潜在

应用价值的新型光遗传学方法。
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Application of optogenetic technique in pain research
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Abstract: Chronic pain represents a major clinical issue which so far is still in shortage of selective and effective treatment. Multiple 
components are involved in the pain processing, including peripheral, spinal and supraspinal levels of the nervous system. The core to 
fight the pain problem effectively is to have a good understanding of nociceptive mechanism and the neurobiology of pain perception. 
Optogenetic technique allows selective activation of subpopulation neurons and provides possibility for better understanding of com-
plex pathway and modulation mechanism in nervous system. Here we review the researches to date that used optogenetic tools for 
studying pain pathway, and we also provide a brief overview of some new development in optogenetic techniques that may have great 
potentials in pain research.
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综　述

疼痛感觉起始于外周疼痛感受器的激活，随后

伤害性感受信号通过脊髓背角传输到感觉疼痛的多

个脑区，外周伤害性感受神经纤维兴奋性增加 ( 外
周敏化 ) 或中枢伤害性刺激传递过程的变化 ( 中枢

敏化 ) 是导致难治性疼痛的主要原因 [1, 2]。尽管近

年来针对疼痛的研究不断取得重要进步，但是关于

疼痛传导通路和行为学机制方面仍有很多悬而未决

的问题。与此相对应，目前对于疼痛还缺乏非常有

效的特异性药物和治疗方法，疼痛仍然是重要的、

影响广泛的临床问题。目前，解决疼痛问题的“瓶颈”

主要是对于疼痛感觉通路和疼痛产生的神经生物学

机制缺乏深入的了解。如果有一项能够选择性激活

体内特定的疼痛相关神经元亚型的技术，将有助于

我们深入地对疼痛传导通路加以解析，并为寻找疼

痛信息传递过程中的新靶点和研发特异性镇痛药物

提供强大的基础研究支持。光遗传学正是这样一种

技术，它可以通过光刺激特异性激活某种类型细胞。

光遗传学正在疼痛研究中发挥着重大的作用，在此

我们综述了迄今为止在疼痛外周水平、脊髓水平和

脊髓以上水平的传导通路所采用的光遗传学研究。
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此外，我们还列举了某些在疼痛研究中具有潜在应

用价值的新型光遗传学方法。

1  复杂的疼痛通路

疼痛不像某些神经生物学疾病可以归因于特定

的大脑区域，而是由外周、脊髓和脊髓上水平的多

个神经系统组件共同参与形成。其中，外周伤害性

感受器是疼痛通路中的第一个组件，具有复杂多样

性的特点。外周伤害性感受器可根据髓鞘特性、感

受刺激类型、肽类释放功能和电压门控钠通道的表

达特征等多种方式加以分类 [3]。因此，已知的基于

外周伤害性感受器特异性特征的转基因小鼠在证明

不同伤害性感受器的不同功能方面具有非常重要的

应用价值：如证明感受热痛和机械性疼痛是由不同

的伤害性感受器感知 [4, 5] ；另外参与不同慢性疼痛

如炎性和神经性病理痛的伤害性感受器也有所不

同 [5–7]。同样，基于外周伤害性感受器特异性特征

的光遗传学技术，可在整体系统中激活特定的伤害

性感受器，有助于进一步了解疼痛通路以及确定新

的疼痛治疗靶点。

脊髓背角是大部分初级感觉传入神经末梢的投

射部位，是疼痛通路的二级神经元存在部位 ( 三叉

神经伤害性感受器是一个例外 )[8]。脊髓背角是中枢

神经系统痛觉信息整合加工的重要部位，由初级感

觉传入末梢、脊髓中间神经元、脊髓投射神经元和

脊髓内的下行纤维组成，构成复杂的神经网络，是

感觉信息传入的门户和整合的初级中枢，在疼痛信

息传递过程中发挥着重要作用。脊髓背角大部分的

神经元是中间神经元 [9]。在慢性疼痛状态下脊髓背

角的兴奋和抑制之间的平衡可能被打乱。例如，脊

髓背角 GABA 能和甘氨酸能中间神经元功能下降

参与神经病理性疼痛的痛觉过敏反应 [10, 11] ；而且不

同亚型的脊髓谷氨酸能中间神经元可能在急性、炎

性和神经性疼痛状态中有不同的作用 [12]。迄今为止，

我们对于背角中间神经元通路的认识主要是基于电

生理和药理学方法的研究。鉴于中间神经元在疼痛

的门控制理论中的关键作用 [13]，利用光遗传学将特

定区域特定细胞类型特异性激活 ( 或抑制 ) 在研究

脊髓背角神经环路中有重要价值。

背角神经元直接投射的主要目标是臂旁核区和

丘脑。从臂旁核区和丘脑开始，躯体感觉皮层、前

扣带回、前额叶皮层 (prefrontal cortex, PFC) 和杏仁

核也相继被激活 [14–16]。值得注意的是慢性疼痛状态

常伴随心理症状，如焦虑和抑郁 [17]，因此了解脑区

中关于疼痛感觉和情感部分的相互作用对探究新的

疼痛治疗方法也非常重要。疼痛通路中需要考虑的

另一个重要环节是下行疼痛调节系统，下行疼痛调

节系统是由大脑高级中枢下传给脊髓背角的调节信

号。光遗传学方法是研究动物的疼痛行为中这些上

行通路和下行通路的重要手段。

2  疼痛研究中光遗传学技术的发展及应用

2.1  伤害性感受器的光遗传学研究

利用光遗传学技术刺激特定的外周伤害性感受

器，是研究不同外周伤害性感受器亚型与相关的脊

髓通路的重要手段 [18]。Dong 和 Zylka 等的研究表

明 Mas 相关 G 蛋白耦联受体 D (Mas related G pro-
tein coupled receptor D, Mrgprd) 主要特异性地表达

于大鼠和小鼠背根神经节 (dorsal root ganglion, DRG)
和三叉神经节 (trigeminal ganglion, TG) 的非肽能神

经元 [19, 20]，因此可以用来标记非肽能伤害性感受器。

这些神经元似乎只参与介导机械伤害感受，而不参

与感受伤害性热或冷刺激 [6]。尽管解剖学上已知这

些 Mrgprd 阳性的传入纤维主要终止于脊髓背角浅

II 层，但对于其与脊髓背角神经元怎样建立联系还

知之甚少 [18, 21]，相对于外周伤害性感受器神经元的

特异性标记物的研究，已知的脊髓背角神经元特异

性标记物相对较少。所以，为了研究与 Mrgprd 阳

性传入纤维联系的脊髓背角神经元，Wang 和其同

事使用了一种将光遗传学和电生理学相结合的方

法 [18]。他们首先建立了在 Mrgprd 基因位点敲入

channlerhodopsin-2 的小鼠，使得此伤害性感受器可

以被蓝光特异性激活，然后在脊髓切片中通过短波

高频蓝光刺激 Mrgprd 表达的纤维末端，同时用膜

片钳方法记录背角浅 II 层神经元电流变化，发现激

光刺激可在 50% 的 II 层神经元中诱发兴奋性突触

后电位。因此，背角 II 层中其它没有应答的神经元

有可能是接收其它纤维 ( 如肽能伤害性感受器神经

纤维 ) 的传入。在该实验中脊髓切片并没有附着神

经节 (DRG)，说明对轴突末端 channelrhodopsin-2
的刺激就足以引起突触后激活。这一研究突显了光

遗传学在理解背角内复杂的疼痛相关通路方面的潜

力，不像传统电生理方法需要对传入纤维行无选择

性的电刺激或伤害性刺激，光遗传学方法可以精确

地刺激特定的伤害性感受器亚群，这对理解外周伤

害性感受器和脊髓神经元之间的联系有很大帮助。
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Nav1.8 主要在伤害性感受器中表达，表达

Nav1.8 的初级传入神经元与炎性痛和神经性疼痛有

关。已经有许多研究使用 Nav1.8 基因控制的 Cre
重组小鼠作为背景来研究特定基因在伤害感受和疼

痛行为中的作用 [22]。Daou 等在 Nav1.8 Cre 小鼠的

基础上将 channelrhodopsin-2 特异性表达于 Nav1.8
阳性的疼痛感受器中，随后通过蓝光刺激该小鼠的

爪部可诱导小鼠的伤害性反射的行为。此外该研究

中通过背角浅层的 I、II 层 c-Fos 标记显示激光激活

了包括肽能伤害性感受器和非肽能伤害性感受器。

而且，Daou 等还发现光遗传学刺激 Nav1.8 的伤害

性感受器也能引发长时间的机械超敏和热刺激超敏

反应，这与小鼠慢性疼痛模型状态类似。由于疼痛

具有重要的情感成分，该研究也观察到在光刺激下

动物可以产生条件性位置厌恶。总之，这是第一次

通过光遗传学方法刺激外周伤害性感受器从而在清

醒和自由活动动物触发疼痛行为
[23]。

2.2  疼痛脊髓水平调控的光遗传学研究

近些年随着转基因动物等技术的发展，人们对

脊髓背角的神经网络结构和功能有了更深入的了

解。但基于脊髓的解剖结构特点，目前还没有对整

体动物脊髓水平疼痛环路的光遗传学研究。原因是

脊髓处于脊柱的包围之下，而动物清醒状态下脊柱

活动范围大，光纤的固定有一定的难度。所以到目

前为止脊髓水平疼痛调控环路的光遗传学研究基本

采用脊髓切片的离体实验。如 Honsek 等 [24] 将

VGlut3-cre 小鼠和 cre 依赖的 channelrhodopsin-2 小鼠

杂交，使 channelrhodopsin-2 特异性地表达在 VGlut3+

神经元中，然后通过制备保留 DRG 及脊神经的脊

髓切片，用激光刺激 DRG 部位即可在脊髓背角记

录得到 VGlut3+ 神经末梢兴奋诱发的突触后效应。

通过运用不同类型受体阻断剂，Honsek 等发现投射

于脊髓背角的 A 型和 C 型 VGlut3+ 神经末梢的突触

前抑制受不同受体调控，如 μ 型阿片受体主要对 C
型 VGlut3+ 神经末梢产生突触前抑制，δ 型阿片受

体对两类 VGlut3+ 神经末梢不产生明显突触前抑制

作用，而 GABAB 受体对两类 VGlut3+ 神经末梢均

有强大的突触前抑制作用。这一研究通过光遗传

学方法证实了不同感觉传入神经末梢受体的特异分

布，这对未来有针对性地研发调节痛觉或非痛觉神

经信息传导的药物有重要的理论指导意义。此外，

最近 Zhang 等 [25] 运用狂犬病毒逆标和光遗传学结

合方法证明了延髓头端腹内侧区 (rostroventral 

medulla, RVM) 的 GABA 能神经元发出下行调控纤

维对脊髓背角的传入神经纤维末梢起到突触前抑制

性调节作用。

如前所述，脊髓由初级感觉传入末梢、脊髓中

间神经元、脊髓投射神经元和脊髓内的下行纤维组

成复杂的神经网络。虽然目前对这一脊髓痛觉调控

环路的认识还比较片面，但随着转基因动物技术的

发展和新型光遗传学技术的产生 ( 如下述 )，人们

对脊髓水平痛觉调控环路将有进一步认识。

2.3  通过光遗传学技术研究与疼痛相关的特定脑区

迄今为止，运用光遗传学技术研究啮齿类动物

疼痛相关脑区的报道相对较少。Crock 和其同事在

2012 年发表的文章中通过光遗传学刺激来探究内脏

疼痛动物模型中杏仁核的作用 [26]。Crock 等在研究

中采用膀胱扩张来模拟内脏痛，使用腹肌的肌电图

(VMR) 作为内脏敏感性的指标。杏仁核部位主要参

与疼痛的情感反应，以前的研究已经表明内脏疼痛

可诱导杏仁核 c-fos 的表达增加 [27]。为了进一步研究

这个问题，Crock 等在右侧杏仁核注射可以表达

channelrhodopsin-2 的单纯疱疹病毒 (HSV) 病毒载

体。在膀胱扩张之前、期间和之后进行激光刺激 30 
min，结果发现膀胱扩张前激光刺激增加可上调

VMR 敏感性，此超敏反应可维持至停止激光刺激

后长达 15 min，这个结果为杏仁核神经元激活诱发

内脏疼痛提供了直接的证据。

已知参与疼痛调节另一个重要脑区域是 PFC，
与杏仁核一样，该区域也与疼痛经历里的情感成分

密切相关。最近的一项研究表明，将由钙离子 / 钙
调素依赖的蛋白激酶 II alpha 启动子 (CaMKIIa) 控
制的 channelrhodopsin-2 在 PFC 的锥体神经元 ( 该
区域主要的兴奋性神经元 ) 表达后 [28]，激光激活

PFC 的下边缘皮质 (IL) 区不仅使该区域的神经元自

发性兴奋性增加，而且使动物对外周伤害性及非伤

害性刺激的反应更为敏感 ；相反，IL 的激光刺激

会使同在 PFC 区的前边缘皮质 (PL) 区域神经元兴

奋性降低，这说明 IL 区域对 PL 区域具有抑制性调

节作用。该研究也表明光遗传学方法和与电生理学

方法联合应用对研究疼痛的脑内调节环路有重要的

价值。

另有研究应用光遗传学方法探索参与阿片类药

物镇痛的新的大脑区域。阿片类镇痛药物有重要的

临床意义，但由于其耐受性及成瘾性而受到限制 [29]，

对参与阿片耐受和成瘾性的脑区和细胞类型的了解



生理学报 Acta Physiologica Sinica, October 25, 2016, 68(5): 655–660 658

有助于解决这个问题。Nestler 等研究 [30] 证实 RGS9-2 
(regulator of G protein signaling 9-2) 对吗啡耐受起负

性调节作用，而且证明了 RGS9-2 在伏隔核 (NAc)
中的吗啡耐受调控中发挥重要作用。Gaspari 等利

用光遗传学方法证明 NAc 区域表达 RGS9 的神经

元的活化会导致热板实验中镇痛耐受性的快速形

成 [31]。NAc 神经元有两类亚群：一类是主要表达

多巴胺 D1 受体 (D1 型，直接通路 ) 的神经元，另

一类是富含多巴胺 D2 受体 (D2 型，间接通路 ) 的
神经元。利用受 Cre 重组酶控制的、选择性地激活

上述两类 NAc 神经元亚群中的 channelrhodopsin-2，
结果表明吗啡耐受主要被 D1 型神经元调控，D1 型

神经元是主要表达 μ 阿片受体的神经元 (MORs)[32]。

3  新型光遗传学研究方法

3.1  新型的“类”光遗传学方法

虽然基础神经生物学研究证明光遗传学是一种

非常有用的工具，但是，因为它需要外源光敏感分

子在目标系统中表达，使得这种方法的在体应用复

杂繁琐，有局限性。最近出现了一种新的 “opto-
pharmacology” 方法，即通过某种化合物应用使得

特定细胞类型产生光敏感特性 [33]。例如 Kokel 等最

近发现一种新型的小分子 “optovin”，这个小分子可

以赋予瞬时受体电位阳离子通道成员 A1 (TRPA1)
光敏感性 [34]。该离子通道是瞬时受体电位家族 (TRP)
的一部分，TRP 家族在外周存在有害刺激时充当换

能器，TRPA1 可以被伤害性冷刺激激活，也可以对

化学刺激物 ( 如福尔马林和芥子油 ) 产生反应，并

且也可以介导机械性伤害感受 [35, 36]。Optovin 是通

过筛选斑马鱼胚胎的一个化合物库而鉴定到的。

Optovin 对紫外线敏感，可以使小鼠 DRG 细胞的一

个亚群对光产生反应，经鉴定这个细胞亚群为表达

TRPA1 的伤害性感受器。Kokel 等的研究中还证实

Optovin 也可以赋予转染 TRPA1 的人类胚胎肾

(HEK) 细胞光敏感性，该研究的意义在于不需要基

因操作就可以赋予调节疼痛感受的 TRPA1 神经元

光敏感性 [34]。这种方法可以用于未来疼痛的研究和

治疗。

光遗传学的另外一个弊端是必须首先在测定部

位植入光纤，这也限制了该方法多个部位的广泛应

用 ( 如脊髓 )。化学遗传学是另一种常用人工控制

神经元兴奋性的方法，如 DREADDS 方法 [37, 38]，这

种方法的本质与光遗传学方法类似，即人为调控特

定细胞功能 ( 神经元兴奋性 )，通过构建特异的受体 -
配体对达到这一目的。但这种方法的缺点是其反应

速度慢 ( 依赖于胞内 G 蛋白信号通路 )，不能像光

遗传学技术那样瞬时控制细胞功能。2016 年 Ber-
glund 等 [39] 在其研究工作中新建立了一种光遗传学

与化学遗传学相结合的方法。他们将细菌的荧光素

酶 (luciferase) 与 channelrhodopsin 融合在一起，荧

光素酶在其底物荧光素 (luciferin) 存在的条件下催

化后者产生化学荧光，该荧光可瞬间有效地激活

channelrhodopsin，进而激活相应的神经元。这一方

法结合了光遗传学与化学遗传学的优点，在神经科

学研究中有较大的应用前景。

3.2  光敏感受体方法

2013 年 Barish 等 [40] 研发出了一种光敏感 μ 阿

片受体 (opto-MOR)，这是一种介导吗啡镇痛作用的

主要受体类型。该研究将视紫红质分子的光学活性

部分和 MOR 受体中与 G 蛋白信号传导部分组合在

一起，这种组合受体在 HEK 细胞系统中能被光激

活，并具有激活内源性 MOR 受体细胞内信号通路

的能力。2015 年 Siuda 等 [41] 通过同样的策略建立

了另一种 opto-MOR，并将其转染在包括 DRG 神经

元、脑水管周灰质 (PAG) 和中脑腹侧被盖区 (VTA)
的 GABA 能神经元，证明了光刺激 opto-MOR 可很

好地模拟 MOR 激活后的体内作用。这些研究结果

提示 opto-MOR 方法有望在未来痛觉研究中发挥重

要作用，特别是在解决长期吗啡治疗患者的中枢神

经系统成瘾性问题中有重要的潜在应用价值。

3.3  新型“柔性”光遗传学技术

如前所述，由于在脊髓插入光遗传学纤维具有

很大的技术困难。迄今为止，几乎没有在整体动物

水平的直接作用于脊髓背角的光遗传学研究。而

Rogers 的实验小组在 2015 年研究建立的“柔性可

伸展可植入微型光电无线光遗传技术”是光遗传学

技术的一项突破性进展。这一方法采用一种柔性生

物可容性高分子材料，与射频 (radio frequency, RF)
接收装置和 LED 装置整合起来。其大小可为 0.7 
mm × 3.8 mm × 6 mm，重量仅约 16 mg。这一组合

装置可植入外周神经周围或脊髓硬膜下，直接激活

外周神经或脊髓背角特定类型神经纤维或神经元，

以观察自由活动动物的疼痛行为变化 [42]。此外，该

装置还可进一步对柔性材料加以改造，使其同时兼

具光学刺激和给药功能 [43]，这对研究外周或中枢疼

痛信号传递及功能调节等具有重要意义。
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光遗传学的强大之处在于实现了特异性激活某

个区域和细胞类型，这些方法为探究复杂的外周、

脊髓和脊髓以上水平疼痛通路提供了一个前所未有

的机会，而伴随 ( 平行 ) 光遗传学发展起来的调控

特定神经元功能的新技术进一步拓宽了疼痛研究的

可能性。本文所综述的这些研究都是利用这些新技

术对疼痛通路及机制进行的新探索，相信随着光遗

传学及相关技术的不断发展，人们将会解决更多的

关于疼痛通路的未知问题。

         *                         *                        *
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