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　 　 【摘要】 　 神经环路由神经元之间通过突触结构相互连接而形成，是大脑信息传递和处理的基本单元，在神经

功能调控中发挥重要作用。 卒中后，脑梗死区域及梗死周围区域与远程区域的神经连接受损，导致患者出现神经

功能障碍甚至残疾。 然而，随着检测技术进步，越来越多研究已证实卒中患者在慢性期时能产生一定的功能恢复，
可能与突触连接和神经环路的重新建立有关。 因此，开发特定的技术来识别和操纵神经元活动模式，以及使用高

时空分辨率成像策略解读这些神经变化过程，使我们能够了解卒中恢复的全脑网络动力学和神经环路重建的发生

机制，从神经生物学角度理解卒中病理学发展到行为结果的闭环关系。 目前研究神经环路的技术主要集中于光遗

传学、化学遗传学、在体钙成像和功能磁共振成像技术。 本文将介绍这 ４ 种主要技术的工作原理，重点总结各自在

解析卒中后神经重塑研究中的应用成果，并简要分析了每种技术的应用场景、优劣性和未来发展趋势，帮助临床及

基础研究人员利用这些技术发现新的治疗策略以及评估康复策略的有效性。
【关键词】 　 卒中；神经环路；光遗传学；化学遗传学；成像技术
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　 　 卒中仍是全球范围内导致高致残率的主要原

因［１－２］，这是由于卒中会导致局部脑回路直接结构

的损伤和全脑网络的间接功能损伤。 卒中后能发

生一定程度的功能恢复，并在许多研究中被证明与

梗死附近或远端区域的神经重新连接有关［３－４］，这
一过程被称为“重映射”。 同时也有研究表明这种

“重映射”作用未必有利于卒中的功能恢复，异常的

神经连接和神经元的过度兴奋可能会加重功能缺

陷［５－６］。 因此，更好地理解神经连接的重塑过程是

未来发展脑卒中的治疗策略的关键。
脑内神经元相互连接形成传递特定信息的通

路，即神经环路。 中枢神经系统的神经环路不仅涉

及多个脑区，更具有复杂的连接结构，进而支配高

级神经功能。 要分析神经环路的组分以及他们的

功能，就需要把神经元的特性与神经系统的特定功

能对应起来。 因此，利用可视化脑回路神经解剖和

功能特性的技术，能为明确卒中后神经环路的重塑

过程提供关键支持。 目前此技术主要有两类：①通

过识别和操纵特定神经元，直接观察神经元与行为

功能之间的因果联系 （如分子生物学、遗传学技

术）；②使用高时空分辨率技术，记录下大脑中的神

经元的活动（如电生理、钙成像、磁共振成像技术）。
本文将对 ４ 种主要的神经环路研究技术在卒中

研究和临床应用中的进展进行介绍，其中光遗传学

和化学遗传学可操纵神经元活动，在体钙成像和功

能磁共振成像技术上主要用于识别神经元活动。
采用上述 ４ 种脑回路研究的可视化技术能够观察单

个神经元和突触、神经元群体和神经细胞种群以及

不同的脑区内部和区域间连接，在多层面上解读神

经环路组成和功能特性，帮助科学研究者们理解卒

中后神经环路的重建过程，有助于发现新的治疗措

施及关键靶点。

１　 光遗传学

　 　 ２００５ 年，光遗传学引入神经科学为解析哺乳动

物的皮质功能图提供有力的工具。 光遗传学是将

光控技术和遗传学技术相结合，将基因工程编码的

光敏感离子通道蛋白表达于可兴奋的靶细胞上，再
利用相应波长激活光敏感通道，以实现对神经系统

生理功能的精细调控［７］。 根据选择不同的光敏感

蛋白（如 ＣＨＲ２、ＣＨＥＴＡ、ＮＰＨＲ３􀆰 ０、ＡＲＣＨ 或 ＪＡＷＳ
等）、激发光源和光源递送方式能够选择性地激活

或抑制靶细胞，操纵远程轴突投射或与其他神经细

胞形成的环路连接，从而探索神经环路机制［７－９］。
相比于传统的药物注射和电刺激手段，光遗传学技

术具有高时空分辨率、高特异性、低毒性以及轴突

投射选择性，其时间准确度可达到毫秒范围，在空

间上可实现对单一神经细胞乃至亚细胞范围的精

确控制，并且能低损伤地控制特异性神经元活动，
尤其适用于在体、甚至清醒动物行为学实验［９－１０］。
因此，光遗传学技术在探索多种疾病背后神经环路

变化和脑网络运作的研究中展示出巨大潜力。
多项研究利用光遗传学技术结合行为学方法

探究特异性神经环路投射在卒中康复中的作用。
Ｃｈｅｎｇ 等［１１］采用将光纤植入 Ｔｈｙ１⁃ＣＨＲ２⁃ＹＦＰ 系 １８
转基因卒中小鼠的患侧初级运动皮层（ ｉｐｓｉｌｅｓｉｏｎａｌ
ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｔｏｒ ｃｏｒｔｅｘ，ｉＭ１）第 Ｖ 层兴奋性锥体神经

元，记录电极植入对侧初级运动皮质（ ｃｏｎｔｒａｌｅｓｉｏｎａｌ
Ｍ１，ｃＭ１）、患侧初级感觉皮质（ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ，
ｉＳ１）和患侧纹状体（ｓｔｒｉａｔｕｍ，ｉＳｔｒ）的双重记录方法，
通过重复性 ｉＭ１ 刺激可以观察到 ｉＳ１、ｉＳｔｒ 和 ｃＭ１ 产

生神经元放电，并且 ｉＭ１ 刺激组小鼠在转棒行为评

价中运动距离更长和速度更快。 这些行为功能的

改善伴随着 ｃＭ１ 和 ｉＳ１ 中突触可塑性标记物 ＧＡＰ４３
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的表达增加，以及脑血流量和神经血管耦合反应的

改善。 提示 ｉＭ１ 刺激可能通过激活梗死周边和 ｃＭ１
的皮质兴奋性来促进突触重塑和改善脑网络环境，
帮助卒中后的功能康复。 由于 Ｔｈｙ１ 是泛神经元启

动子，Ｔｈｙ１⁃ＣＨＲ２ 小鼠能够特异性激活刺激的神经

元，而不影响其他非神经元亚型，因此增加了该实

验的可靠性。 另一项研究也采用了相似的操作，改
为将光纤植入转基因小鼠的小脑齿状核 （ ｌａｔｅｒａｌ
ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ，ＬＣＮ）中，探索齿状核－丘脑－皮质

回路投射对卒中后神经功能的影响［１２］。 他们在刺

激 １５ ｄ 后比较 ｉＭ１ 和 ｃＭ１ 以及 ｉＳ１ 和 ｃＳ１ 中

ＧＡＰ４３ 的表达量，发现仅有 ｉＳ１ 的 ＧＡＰ４３ 表达显著

增加，ｉＭ１ 和 ｃＳ１ 呈增加趋势。 与对照组相比，刺激

组小鼠的运动功能改善更好。 该研究表明激活齿

状核－丘脑－皮质回路有利于促进脑内皮质尤其是

ｉＳ１ 的结构可塑性（如轴突发芽）并伴随着神经功能

恢复。 值得关注的是，该研究显示 ＧＡＰ４３ 的表达与

ｃＭ１ 的恢复呈强烈的负相关趋势，与激活皮质－皮
质回路的研究结果相反。 上述研究结果表明，ｉＳ１
的重塑可能对卒中的恢复显示出更有利的结果，而
对侧 Ｍ１ 皮层的激活与抑制对神经可塑性有不同的

影响，可能与不同通路的激活有关，值得在未来进

一步研究。
除了控制特定细胞和大脑区域的神经元放电

外，神经环路的研究还要有同步监测神经元群体活

动的方法，如功能磁共振成像（ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ， ｆＭＲＩ ）， 电 压 敏 感 染 料 成 像

（ｖｏｌｔａｇｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｙｅ ｉｍａｇｉｎｇ，ＶＳＤＩ） ［１３］，在体双光

子钙成像等。 Ｖａｈｄａｔ 等［１４］ 使用腺相关病毒（ａｄｅｎｏ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）搭载 ＣＨＲ２ 探针局部注射于

ｉＭ１，随后进行光刺激，通过 ｆＭＲＩ 技术评估了卒中

前和卒中治疗后的全脑神经动力学，并确定丘脑－
皮质和皮质－皮质回路的重映射有利于卒中康复。
此外，为了进一步研究皮质－丘脑回路在卒中康复

的具体贡献，他们将光纤植入患侧丘脑后核中选择

性地刺激 ｉＭ１－丘脑投射神经元，行为学评价显示皮

质－丘脑回路足以改善卒中后的功能障碍，提示卒

中早期丘脑－皮质回路干预可能是卒中康复的关

键。 Ｌｉｍ 等［１５］通过光刺激结合 ＶＳＤＩ 绘制了全脑皮

质功能网络连接。 他们首先比较了光刺激和感觉

刺激的 ＶＳＤＩ 差异，发现感觉刺激诱导的患侧脑半

球 ＶＳＤＩ 反应表现出延迟和抑制，而光刺激诱导的

ＶＳＤＩ 反应表现为抑制，并未表现出延迟，提示在探

索皮质内回路的功能时光遗传刺激可能比感觉刺

激更高效。 此外，该研究在卒中 １ 周观察到患侧脑

半球皮质网络连接整体被抑制，并影响到健康脑半

球，卒中 ８ 周时，这种抑制已得到显著改善。 他们通

过光刺激揭示了卒中 ８ 周时梗死周围的不同区域呈

现出不同的改善程度，如前－外侧区域仍处于抑制

状态，而后－内侧区域显示出恢复状态，表明梗死周

围区域的恢复不均匀。
光遗传学技术以高时空分辨率和高特异性的

优势为探索疾病状态下神经环路变化提供不可估

量的价值，在动物模型中成功证明光遗传学方法将

为临床开发新的深部脑刺激方案提供有利的信息。
此外，闭环记录和光刺激系统结合将有利于及时反

馈疾病的变化，而转录组测序结合光遗传操作可以

揭示卒中动物受刺激后表现出行为改善的转录组

谱，将有助于识别潜在的卒中恢复的新药物治疗靶

点。 但其还需克服许多技术障碍，当光被引入脑组

织时，会产生显著的光散射，而增加光功率会引起

由于光源热量造成光损伤的问题，可能会影响生理

和行为功能，因此在未来需要开发低热量光源和更

为敏感的光感蛋白，将有助于推进光遗传技术进入

临床转化阶段。

２　 化学遗传学

　 　 化学遗传学是在经典遗传筛选的基础上开发

的一种以化学小分子为工具来操纵基因工程改造

的生物大分子和化学药物分子相互作用的创新技

术，其中只由设计药物激活的设计受体 （ ｄｅｓｉｇｎｅｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｄｅｓｉｇｎｅｒ ｄｒｕｇｓ，
ＤＲＥＡＤＤｓ） 技术在操纵神经元活动中应用最广

泛［１６－１７］。 ＤＲＥＡＤＤｓ 技术是指经过修饰的 Ｇ 蛋白偶

联受体（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ）只能被药

理学惰性配体叠氮平 － Ｎ － 氧化物 （ ｃｌｏｚａｐｉｎｅ⁃Ｎ⁃
ｏｘｉｄｅ，ＣＮＯ）激活或抑制，激活或抑制后的 ＧＰＣＲ 会

选择性地作用于不同的 ＧＰＣＲ 级联反应来调节细胞

信号转导，从而调控神经元的放电过程。 常用的

ＤＲＥＡＤＤｓ 受体主要有两种，一种是经过改造的人毒

蕈碱受体亚型 Ｍ３（ｈＭ３Ｄｑ），其与 Ｇｑ 类的 ＧＰＣＲ 耦

合后激活神经元放电；另一种是 ｈＭ４Ｄｉ，其与 Ｇｉ 类
的 ＧＰＣＲ 耦合后抑制神经元放电［１７－１８］。 由于 ＣＮＯ
能被生物体代谢降解，以及能够随时调节 ＣＮＯ 的浓

度和加入或中止的时间，因此 ＤＲＥＡＤＤｓ 技术具有

可控、可逆和高安全性的特性，更适合应用于需要
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长 时 间 观 察 神 经 活 动 的 研 究 中［１７］。 此 外，
ＤＲＥＡＤＤｓ 技术与光遗传学技术具有很多相似之处，
但 ＤＲＥＡＤＤｓ 技术不需要进行开颅手术埋置光纤，
可实现在动物完全自由活动的情况下调控特定脑

区和神经元的活动，是一种非侵入性研究神经环路

的替代方法［１９］。
卒中早期由于生命体征不稳定，难以使用有创

的方式进行神经环路的研究，因此化学遗传学技术

在探索卒中急性期的特定神经元活动中发挥不可

替代 的 作 用。 Ｗａｎｇ 等［２０］ 建 立 了 一 种 Ｒ２６⁃ｌｓｌ⁃
ｈＭ４Ｄｉ⁃ＤＲＥＡＤＤ；Ｅｍｘ１⁃Ｃｒｅ（ｈＭ４Ｄｉ⁃ＴＧ）双转基因小

鼠，其中 Ｅｍｘ１⁃Ｃｒｅ 能够控制转基因 ｈＭ４Ｄｉ 主要表

达于包括海马和皮质内的前脑兴奋性神经元亚群。
在小鼠缺血前 １０ ｍｉｎ 或再灌注 ３０ ｍｉｎ 给予 ＣＮＯ 激

活 ｈＭ４Ｄｉ 后，场兴奋性突触后电位的波幅快速而持

续下降，钾离子诱导的皮质扩散性抑制 （ ｃｏｒｔｉｃａｌ
ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓ，ＣＳＤｓ）发作被抑制。 与对

照组相比，ＣＮＯ 处理组表现出显著的脑梗死体积和

神经功能评分改善。 提示卒中急性期抑制海马和

前脑兴奋性神经元亚群可能能够预防脑损伤扩大。
皮质中血管活性肠肽（ ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，
ＶＩＰ）中间神经元能够通过神经环路的去抑制来调

节皮质兴奋程度，卒中慢性期刺激 ＶＩＰ 神经元可能

帮助恢复卒中后的皮质兴奋性。 Ｍｏｔａｈａｒｉｎｉａ 等［２１］

在 Ｖｉｐ⁃Ｃｒｅ 小鼠的右前肢 Ｓ１ 中局部注射两种 ＡＡＶ

来驱动 ＶＩＰ 神经元中 ｈＭ３Ｄｑ 的表达，给予 ＣＮＯ ３０
ｍｉｎ 后观察到卒中小鼠的 ｉＳ１ 诱发场电位的振幅显

著增加。 ＶＳＤ 和在体钙成像结果显示卒中主要干

扰了 ＶＩＰ 神经元中高活性神经元的反应，并增加了

最小活跃神经元的比例，可能与卒中后的某些抑制

或者异常重新连接有关。 而 ｈＭ３Ｄｑ⁃ＤＲＥＡＤＤｓ 能够

使第 ２ ／ ３ 层兴奋性神经元产生阈下去极化，保留高

活性 ＶＩＰ 神经元，从而恢复感觉－功能障碍，即使在

停止注射 ＣＮＯ 后，行为学评分也持续改善。 提示参

与感觉－运动功能的高反应性神经回路的保留可能

在卒中的预后中发挥了重要作用，并且能够作为治

疗卒中的潜在靶点。
化学遗传学技术可以在不同时间、以不同剂量

和进行可逆操作，使得从事药物和行为之间相互作

用传统研究的科研人员可以在药物治疗的背景下

解析特定的脑功能的区域、神经环路甚至是细胞分

子水平的功能机制。 而许多行为药理学研究探索

了药物剂量与操作 ／靶向行为反应之间的关系，这
种关系也能够通过化学遗传学技术进行更精确的

调控。 基于这些优势，ＤＲＥＡＤＤｓ 在未来新药开发方

面提供丰富的可能性。 此外，化学遗传学和光遗传

学都被认为是操纵神经活动的等效方法，这些技术

可以在相同的实验设计中进行等价交换或者相互

补足，这两种方法结合将会提供非常广泛的应用领

域（表 １）。
表 １　 光遗传学和化学遗传学技术的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
光遗传学技术
Ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ

化学遗传学技术
Ｃｈｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃｓ

作用
Ｅｆｆｅｃｔ

识别和操纵特定的神经元群体，有助于揭示神经网络变化和行为之间的因果关系。
Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｎ ｈｅｌｐ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｃａｕｓａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ａｎｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒ．

原理
Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

将外源光敏感蛋白基因转入到靶细胞中，在细胞膜结构上
表达了光敏感通道蛋白。 在不同波长的光照刺激下能够控
制细胞膜结构上的光敏感通道蛋白的激活与关闭，从而控
制细胞膜上离子通道的打开与关闭，因此对阳离子或者阴
离子的通过产生选择性，进而造成细胞膜两边的膜电位发
生变化，达到对细胞选择性地兴奋或者抑制的目的。
Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｉｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔａｒｇｅｔ
ｃｅｌｌｓ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｈａｎｎｅｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃａｎ ｂｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｌｏｓｉｎｇ ｏｆ ｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ． Ｔｈｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ｃａｔｉｏｎｓ ｏｒ ａｎｉｏｎｓ， ｃａｕｓｉｎｇ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｎ ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ａｎｄ ｔｈｕｓ ａｃｈｉｅｖｉｎｇ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ．

通过将不同的 Ｇ 蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）进行改造，修饰后的
受体只能由人工合成的特殊化合物来激活或者抑制。 激活或
抑制后的 ＧＰＣＲｓ 会选择性地作用于不同的 ＧＰＣＲ 级联反应来
调节细胞信号转导，从而调控神经元的放电过程，引发细胞不
同的兴奋性变化。
Ｂｙ ａｌｔｅｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ （ ＧＰＣＲｓ）， ｔｈｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｃａｎ ｏｎｌｙ ｂｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｉａｌｌｙ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． Ｏｎｃｅ ｔｈｅｓｅ ＧＰＣＲｓ ａｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ｔｈｅｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐａｃｔ ｖａｒｉｏｕｓ ＧＰＣＲ ｃａｓｃａｄｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ， ｔｈｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ
ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｆｉｒｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｅｌｉｃｉｔｉｎｇ ｄｉｖｅｒｓｅ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｃｅｌｌｓ．
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续表１

光遗传学技术
Ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ

化学遗传学技术
Ｃｈｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃｓ

时间上
Ｔｅｍｐｏｒａｌｌｙ

在时间上的精确度可达到毫秒级别甚至是亚毫秒级别。
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｃａｎ ｒｅａｃｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉｌｌｉｓｅｃｏｎｄｓ ｏｒ ｅｖｅｎ ｓｕｂ⁃
ｍｉｌｌｉｓｅｃｏｎｄｓ．

小时级，化合物是被临床认可的副作用低的药物，可实现长达
数小时持续控制神经元活动而不影响细胞正常生理，具有较
高的安全性。
Ｏｎ ａｎ ｈｏｕｒｌｙ ｓｃａｌｅ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｓ ａ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｄｒｕｇ
ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ， ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｓｅｖｅｒａｌ ｈｏｕｒｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｓａｆｅｔｙ．

空间上
Ｓｐａｔｉａｌｌｙ

空间上的精确度能达到单个细胞级别。
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｃａｎ ｒｅａｃｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｃｅｌｌｓ．

空间上能控制某类特定的细胞，如 ＶＩＰ 神经元群。
Ｓｐａｔｉａｌｌｙ， ｉｔ ｃａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ＶＩＰ ｎｅｕｒｏｎ
ｇｒｏｕｐｓ．

操作上
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｌｙ

１． 可控性高，通过控制激光，可以精准地、随时地调节给神
经元刺激的强度；
１． Ｈｉｇｈ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｉｌｉｔｙ． Ｂｙ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌａｓｅｒ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ａｎｄ ｉｎｓｔａｎｔｌｙ
ａｄｊｕｓｔｅｄ；
２． 开颅手术埋置光纤，需要光纤、激光控制器等，操作相对
有难度；
２． Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｃａｌ ｆｉｂｅｒｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｒａｎｉｏｔｏｍｙ ｒｅｑｕｉｒｅｓ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｓｕｃｈ ａｓ ｆｉｂｅｒｓ ａｎｄ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒｓ， ｍａｋｉｎｇ ｔｈｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｉｎｇ；
３． 需要连接光控制器，可能对某些行为测量造成限制。
３． Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ａ ｌｉｇｈｔ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ
ｉｍｐｏｓｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｅｒｔａｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ．

１． 非侵入性手段，不需要进行开颅手术埋置光纤；
１． Ａ ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｈａｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｑｕｉｒｅ ｃｒａｎｉａｌ ｓｕｒｇｅｒｙ
ｆｏｒ ｆｉｂｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；
２． 实验要求较低，只需要注射或喂食化合物控制，操作简单。
２． Ｌｏｗｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ， ｏｎｌｙ ｎｅｃｅｓｓｉｔａｔｉｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｍａｋｉｎｇ ｔｈｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄ．

注意
Ｎｏｔｉｃｅ

１． 光源在脑组织中的透射率方面的影响；
１． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ；
２． 光源产生的热量对组织的影响。
２． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅａｔ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ．

１． 化合物的扩散范围、生理代谢等难以控制，时间和空间上的
精确度比光遗传学低；
１． Ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｒａｎｇｅ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｒｅ
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｌｏｗｅｒ ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ；
２． 刺激的强度无法掌控。
２． Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ．

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

１． 抑制或激活某个神经环路后观察动物行为学的改变；
１． Ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔ；
２． 深部核团向皮质的未知投射；
２． Ｕｎｋｎｏｗｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｄｅｅｐ ｎｕｃｌｅｉ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ；
３． 长程、多突触神经回路的投射；
３． Ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｎｇ⁃ｒａｎｇｅ， ｐｏｌｙｓｙｎａｐｔｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ；
４． 可以在体细胞或其末端进行，也可与跨突触示踪剂联合
进行，以分析卒中恢复过程中回路的各组分参与情况的
变化。
４． Ｃａｎ ｂｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｒ ｔｈｅｉｒ ｔｅｒｍｉｎａｌｓ ａｎｄ ｃａｎ
ａｌｓｏ ｂｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓ⁃ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｉｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｒｏｋｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ．

１． 抑制或激活某个神经环路后观察动物行为学的改变；
１． Ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔ；
２． 神经环路功能的验证，包括中枢内的神经环路、中枢到外周
的神经环路以及特定神经环路功能的验证；
２． Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｅｎｃｏｍｐａｓｓｉｎｇ ｎｅｕｒａｌ
ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ， ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｔｏ ｔｈｅ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｕｒａｌ
ｃｉｒｃｕｉｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓ；
３． 疾病治疗时，需要长期的神经环路调节；
３． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ；
４． Ｇ 蛋白偶联受体已被 ＦＤＡ 许可，为新药开发提供可能性。
４． ＧＰＣＲｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＦＤＡ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｄｒｕｇｓ．

３　 在体双光子钙成像技术

　 　 钙是位于细胞内的一个重要信使，神经元中钙

通量的动态变化可以反映局部皮质回路的功能变

化。 在静息状态下，大部分神经元的胞内钙离子浓

度为 ５０～１００ ｎｍｏｌ，而当神经元活动的时候，胞内钙

离子浓度能上升 １０ ～ １００ 倍，钙离子浓度与神经递

质的突触囊泡的胞吐释放等神经元活动过程密切

相关［２２］。 神经元钙成像技术的原理就是借助钙离

子浓度与神经元活动之间的严格对应关系，利用钙

离子指示剂将神经元中的钙离子浓度通过荧光强

度表现出来，最后通过荧光显微镜监测神经元活

动［２３］。 因此，当利用光刺激或化学刺激诱导神经元

活动发生改变时，钙成像技术能够实时反馈神经元

活动信号。 传统的宽场荧光显微镜由于光散射的

影响，只能够对大脑浅层的神经元或在离体组织上
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进行成像，共聚焦显微镜由于光损伤较大，一般也

只用于离体钙成像。 双光子荧光显微镜是结合了

激光扫描共聚焦显微镜和双光子激发技术的一种

新技术，其荧光分子可以同时吸收 ２ 个长波长的光

子来激发荧光。 在体双光子钙成像技术使人们能

够在活体动物内监测钙活动，并具有较高的 ３Ｄ 分

辨率，较低的信噪比和光损伤［２４］。
卒中会导致梗死周围皮质的轴突－突触连接被

破坏，并长期抑制丘脑－皮质突触扣的兴奋性。 光

刺激能够激活丘脑 －皮质回路并诱导功能连接

（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ，ＦＣ）重塑，这个过程涉及到

新的突触和轴突扣的形成，而这些新生突触和轴突

伴随着感觉诱发的钙瞬变。 通过 ＧＣａＭＰ６ｓ 标记这

些钙信号，能够非常清晰地观察到丘脑－皮质回路

的投射过程［２５］。 此外，神经元活动在卒中时期会产

生扩散性去极化（ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＳＤ）并向

梗死周围传播［２６］，病理性的神经活动所致的神经元

肿胀、树突棘损伤等问题越来越受到人们关注。 在

体双光子钙成像能够监测单个神经元或神经元群

体的活动模式，以更好地理解 ＳＤ 与卒中的关系［２７］。
在卒中急性期，ＳＤ 会促使梗死附近半暗带的快速的

树突珠状变化，引起树突和树突棘的急性损伤，从
而扩大缺血核心范围［２８］。 在缺血去极化波期间，小
鼠体感皮层顶端树突结构的丢失被证实与细胞内

钙离子水平的增加同步［２９］，因此钙浓度的变化可用

于评估脑损伤程度。 此外，体内双光子钙成像显示

ＳＤ 发 生 率 的 降 低 可 能 与 小 胶 质 细 胞 缺 失 有

关［３０－３１］。 在目前，小胶质细胞的作用仍受到争议，
利用高速活体双光子激光扫描显微镜记录缺血性

卒中急性期的小胶质细胞钙信号，将为评估小胶质

细胞在卒中的作用提供了必要的工具。
在基因编码的钙指示剂和高分辨率成像技术

的推动下，科学家们可以在更高通量的细胞中观察

特异性的神经元放电及其放电模式和规律。 例如，
双光 子 显 微 镜 显 示 通 过 注 射 表 达 钙 指 示 剂

ＧＣａＭＰ６ｓ 的 ６ ｓ⁃ＡＡＶ 转导的神经元被证明能够记

录大约 １５００ 个锥体神经元活动，而对皮质锥体神经

元中表达 ＧＣａＭＰ６ｓ 的转基因小鼠能够记录大约

２３００ 个神经元活动。 与被 ＡＡＶ 转导的神经元相

比，特异性的转基因 ＧＣａＭＰ 能够在较低的 ＧＣａＭＰ６
表达水平上有更快的荧光动力学，提示了 ＧＣａＭＰ
的递送方式可能会影响其性质［３２］。 另外，通过优化

双光子显微镜传递的激光功率和激发效率将允许

在相似的信噪比和采样频率下跟踪超过 １０ ０００ 个

锥体神经元，为追踪多个脑区域的代表性神经元种

群提供了更多可能性［３３］。 然而，钙成像技术也有局

限性，即需要在动物麻醉的情况下进行，而麻醉本

身可能也会影响神经元的活动。 最近的 Ｎａｔｕｒｅ 杂

志上报道了一种将显微镜改良为介观物镜面向大

脑上方，双光子物镜面向水平方向，最后通过微棱

镜成像的正交轴成像模式。 这种新型技术打破了

传统只能在麻醉状态下进行局部神经元活动监测

的成像方式，使科学家们能够对清醒小鼠同时进行

局部微电路细胞分辨率的双光子钙成像和整个大

脑皮质的介观广角钙成像［３４］。

４　 磁共振成像技术

　 　 磁共振成像在卒中的诊断和研究中发挥着重

要作用。 根据不同的研究目的，中枢神经系统的

ＭＲＩ 有多种方法，如弥散张量成像（ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｔｅｎｓｏｒ
ｉｍａｇｉｎｇ，ＤＴＩ）、ｆＭＲＩ、脑灌注成像等，其中 ｆＭＲＩ 被广

泛应用于研究激活脑区之间的 ＦＣ［３５］。 ｆＭＲＩ 是一种

依靠 血 氧 水 平 依 赖 信 号 （ ｂｌｏｏｄ ｏｘｙｇｅｎ ｌｅｖｅｌ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ＢＯＬＤ） 反应脑内神经元活动的成像方

式［３６］。 神经元活动时，局部脑血流量增加程度高于

耗氧量，这种差异使活动区的静脉血氧浓度较周围

组织明显升高，去氧血红蛋白相对减少。 由于氧合

血红蛋白的反磁效应和脱氧血红蛋白的顺磁效应，
脱氧血红蛋白浓度低的体素会导致 ＢＯＬＤ 信号升

高，而浓度高的体素会导致 ＢＯＬＤ 信号降低。 在

ｆＭＲＩ 的基础上还衍生出了许多分析 ＦＣ 的方法，如
独立成分分析［３７］、脑动力学分析［３８］、低频振荡振幅

分析［３９－４０］等。 这些分析方法能够从不同方面揭示

卒中的 ＦＣ 状态。
一项研究结合 ｆＭＲＩ 和 ＤＴＩ 分析纤维束的多模

态成像方式，运用独立成分分析发现卒中患者静息

态脑网络的背侧注意网络的双侧顶叶和扣带回的

ＢＯＬＤ 显著降低，提示存在 ＦＣ 异常。 ＤＴＩ 结果显示

ＦＣ 减少的大部分区域伴随着纤维数量的增加，而高

纤维浓度区域神经元较少，这是由于纤维束相较于

神经元需要更少的血供和更低的氧水平，因此 ＦＣ
的减少可能与大脑白质结构重塑有关［３７］。 额顶叶

网络包含额叶皮质，如 Ｍ１、背侧和腹侧运动前皮质

（ｄｏｒｓａｌ ａｎｄ ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｅｍｏｔｏｒ ｃｏｒｔｉｃｅｓ，ＰＭｄ ／ ＰＭｖ）以及

辅助运动区（ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｏｔｏｒ ａｒｅａｓ，ＳＭＡ）和顶

叶皮质，如后顶叶皮质和顶叶内沟内的节点，被认
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为在初级运动网络中起自上而下的作用，从而控制

运动输出。 ｆＭＲＩ 已被应用于临床评估额顶叶网络

内和额顶叶网络与其他脑区之间的 ＦＣ。 Ｓｔｅｗａｒｔ
等［４１］通过任务态 ｆＭＲＩ 横向揭示了卒中康复期的运

动选择可能与前运动－前额叶回路激活强度和 ＦＣ
相关。 该研究发现，卒中患者在执行任务时，其包

括右顶下小叶等多个患侧和健侧脑区域被激活。
运动反应能力较差的患者激活的脑区域主要集中

于患侧 ＰＭｄ 和背外侧前额叶皮质 （ ｄｏｒｓｏｌａｔｅｒａｌ
ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，ＤＬＰＦＣ），其脑内 ｉＭ１⁃ＰＭｄ 连接程

度升高，ｉＰＭｄ⁃ＤＬＰＦＣ 连接程度降低；相反，运动反

应能力较好的患者 ＰＭｄ 和 ＤＬＰＦＣ 的激活程度降

低，ｉＰＭｄ⁃ＤＬＰＦＣ 连接程度降低，ｉＰＭｄ⁃ＤＬＰＦＣ 连接

程度升高。 提示卒中后的康复程度可能与患侧运

动前区和前额叶脑区的参与模式有关。 Ｏｌａｆｓｏｎ
等［３８］则利用了脑动力学分析方法揭示了康复时期

卒中个体的纵向脑活动模式。 该研究表示卒中会

导致视觉网络、额顶叶网络，运动网络和默认模式

网络被激活，而卒中个体处于额顶叶高振幅激活状

态的时间越长，额顶叶网络内的 ＦＣ 增加，运动恢复

越好。 此外，Ｓｃｈｕｌｚ 等［４２］ 联合 ｆＭＲＩ 和动态因果模

型观察到卒中恢复良好的患者在简单的视觉引导

下用偏瘫手握拳时，ｉＭ１－前顶内沟的有效连接显著

增强，患侧额顶网络内的耦合模式接近正常。 上述

这些研究表明，额顶叶回路在卒中康复的过程中具

有重要作用，有利于卒中后的神经重塑。

ｆＭＲＩ 不仅应用于临床卒中研究，在识别遗传操

作后的神经元活动变化方面也被广泛使用。 Ｖａｈｄａｔ
等［１４］利用 ｆＭＲＩ 分别在小鼠卒中前后监测 ｉＭ１ 光刺

激所诱导的神经元活动变化。 ｆＭＲＩ 结果显示，在卒

中前， ｉＭ１ 刺激激活了脑内多个区域，包括 ｉＭ１、
ｉＭ２、ｉＳ１、ｉＳｔｒ 和同侧丘脑以及 ｃＭ１ 和对侧小脑；在
卒中后 １５ ｄ，ＢＯＬＤ 信号主要集中于同侧丘脑区，而
不是同侧皮质区，而卒中后的 ２９ ｄ ＢＯＬＤ 信号主要

集中在 ｉＭ１ 和 ｉＳ１，其中仅有 ｉＳ１ 的 ＢＯＬＤ 信号幅度

超过非刺激组，并与行为改善呈正相关，提示卒中

早期 ｉＭ１ 刺激可能首先诱导丘脑－皮质回路恢复，
随后皮质－皮质回路持续恢复。 最近报道的锰离子

增强 ＭＲＩ（ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＭＲＩ，ＭＥＭＲＩ）也被

应用于卒中后神经环路研究。 锰是一种 Ｃａ２＋ 类似

物，能够通过电压门控钙通道进入活跃的神经元

中，因此 ＭＥＭＲＩ 能够通过评估钙信号的动态变化

直接测量脑区的神经活动，进行神经连接示踪和脑

功能成像等研究。 由于低剂量的锰就能产生高激

活信号，其相对安全性和非侵入性可以连续或重复

地对同一只动物成像，因此 ＭＥＭＲＩ 能够在实验中

用于纵向观察，在神经环路研究中具有广泛的应用

前景［４３－４４］。 综上所述，在体双光子钙成像技术和磁

共振成像技术均能用于记录大脑神经元的活动，表
２ 比较了二者之间的区域，方便读者在后续研究中

选择合适的成像方法。
表 ２　 在体双光子钙成像和磁共振成像技术的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
在体双光子钙成像技术

Ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ
磁共振成像技术

Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ

作用
Ｅｆｆｅｃｔ

记录大脑中的神经元的活动，为光遗传或化学遗传刺激后的神经活动的变化模式提供直观的成像结果。
Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｎ ｈｅｌｐ ｕｎｖｅｉｌ ｔｈｅ ｃａｕｓａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒ．

原理
Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

钙离子是一类重要的神经元胞内信号分子，当神经元膜电位发生
去极化，产生的动作电位传导到神经元轴突末梢时，细胞膜上的
电压门控钙离子通道打开，大量钙离子内流，包含神经递质的囊
泡由突触前膜释放至后膜，下游神经元就得以接受到上游的信
号。 利用钙离子指示剂将神经元中的钙离子浓度变化通过荧光
强度表现出来，最后通过荧光显微镜监测神经元活动。
Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ ａｒｅ ｃｒｕｃｉａｌ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｐｏｌａｒｉｚｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｄｕｃｔｓ ａｎ ａｃｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｔｈｅ ａｘｏｎ ｔｅｒｍｉｎａｌｓ， ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｇａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｐｅｎ， ａｌｌｏｗｉｎｇ ａ ｌａｒｇｅ ｉｎｆｌｕｘ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ． Ｖｅｓｉｃｌｅｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ ａｒｅ ｔｈｅｎ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ｅｎａｂｌｉｎｇ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｔｏ ｒｅｃｅｉｖｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｆｒｏｍ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｎｅｓ． Ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｃａｌｃｉｕｍ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ， ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｎ ｂｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅｎ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ
ｕｓｉｎｇ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ．

利用射频电磁波对至于静磁场中含有自旋不为零的原子
核物质进行激发，发生核磁共振，用感应线圈采集磁共振
信号，按照一定数学方法进行处理而建立的成像方法。
Ｔｈｉｓ ｉｍａｇｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｗａｖｅｓ ｔｏ ｅｘｃｉｔｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｎｏｎ⁃ｚｅｒｏ ｓｐｉｎ
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ｂｙ ａｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｉｌ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｃｒｅａｔｅ ｉｍａｇｅｓ．
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续表２

在体双光子钙成像技术
Ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ

磁共振成像技术
Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ

优缺点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ
ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

优点：可以记录神经网络内单个神经元的活动或网络中神经元群
的活动，并可以进行细胞类型和神经元亚群特异性分析。
缺点：细胞分辨率水平的神经元活动只能在小视野中进行检查，
无法监测不同脑区之间的神经元群的集体活动。
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｌｌｏｗｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｒｏｍ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｏｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｔｗｏｒｋ， ａｎｄ ｅｎａｂｌｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｏ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｃａｎ
ｏｎｌｙ ｂｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｌｉｍｉｔｅｄ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｅｗ， ｍａｋｉｎｇ ｉｔ ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ．

优点：允许在同一动物的宏观解剖水平上监测神经元重
组过程；能够反映全脑功能状态改变和结构连接之间的
相互作用。
缺点：时间和空间分辨率低。
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｉｔ ａｌｌｏｗｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ａｎｉｍａｌ； ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｇｌｏｂａｌ ｂｒａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔａｔｅｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｌｏｗ ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

１． 活体记录神经元的活动和神经元树突和树突棘的活动；
１． Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｖｉｖｏ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅｉｒ ｄｅｎｄｒｉｔｅｓ ａｎｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ；
２． 对神经元突触前和突触后进行功能成像；
２． Ｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃ ａｎｄ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｓｉｔｅｓ
ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ；
３． 用于理解单个神经元与其所在的神经环路中的关系；
３． Ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｔｈｅｙ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ；
４． 新生突触和轴突伴随着钙瞬变，可以用于反映神经环路的神经
重塑过程。
４． Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｓｙｎａｐｓｅｓ ａｎｄ ａｘｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ
ｃａｌｃｉｕｍ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ， ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ．

１． ＤＴＩ 能够对感兴趣的神经环路进行纤维成像，反映疾
病状态下及恢复过程中神经环路的纤维变化；
１． ＤＴＩ ａｌｌｏｗｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｆｉｂｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｕｒａｌ
ｃｉｒｃｕｉｔｓ， ｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｆｉｂｅｒｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓ；
２． ｆＭＲＩ 能够反映控制神经元活动的操作中神经元活动变
化，以及在纵向研究中反映不同时期功能连接的变化；
２． ｆＭＲＩ ｃａｎ ｒｅｖｅａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ
ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ
ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ；
３． 检查全脑重塑情况。
３． Ｅｘａｍｉｎｅｓ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｒａｉｎ ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ．

５　 小结

　 　 本文回顾了当前应用于解析卒中后神经环路

重建的主要的先进技术，其中光遗传学和化学遗传

学技术用于操纵特定的神经元群体，有助于揭示神

经网络变化和行为之间的因果关系；而在体双光子

钙成像和 ＭＲＩ 等成像技术能够提供神经元的活动

模式和大脑区域之间激活模式，使人们能够更深入

地了解脑网络重组和神经环路形成。 这些技术相

结合将为分析神经可塑性过程以及开发卒中的新

疗法开辟了无限的可能性。 无论是使用药理学方

法还是使用神经调控手段治疗卒中的功能障碍，都
必须要了解清楚调节与治疗过程及行为康复相关

的神经机制，可视化技术最终为这些治疗方法提供

明确的治疗效果和精确的靶向性。 尽管目前这些

技术仍存在组织光损伤、成像延迟等局限性，相信

在未来的开发中，解决这些技术难题将有助于提供

更准确的神经活动机制，进一步推进其在临床神经

科学的应用。
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