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ВВЕДЕНИЕ
Расшифровка принципов функционирования нерв-
ной системы высших многоклеточных – крупнейшая 
фундаментальная проблема. Традиционным подхо-
дом к ее решению многие десятилетия был редук-
ционизм, т.е. экстраполяция результатов наблюде-
ний в простых модельных системах на сложнейшие 
нейрональные ансамбли, не поддающиеся прямому 
анализу (такие, как головной мозг млекопитающих). 
Многочисленные недостатки этого пути, а также по-

явление революционных технологий визуализации 
и стимуляции клеточных процессов подтолкнули 
нейробиологов к прямому изучению всех уровней 
организации нервной системы и сложных биологи-
ческих феноменов, связанных с ее функционирова-
нием.

Сегодня важное место в арсенале нейронаук за-
нимают малоинвазивные методы селективной сти-
муляции активности нервных клеток и мозговых 
структур. Здесь мы описываем главные из них – 
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РЕФЕРАТ Проблема специфического воздействия на биохимические процессы в клетке остается актуальной 
для современной биологической науки. Конечной целью такого воздействия на электровозбудимые клетки 
является управление электрической активностью: возбуждение с последующей генерацией потенциала 
действия или торможение с угнетением волны возбуждения. Особую значимость технологии управления 
активностью электровозбудимых клеток приобретают в контексте решения крупнейшей фундаментальной 
задачи – изучения функционирования нервной системы высших многоклеточных организмов. В текущий 
момент, когда нейробиология отказывается от редукционистского подхода в пользу прямого изучения 
сложных нейрональных систем, малоинвазивные методы стимуляции активности мозговых структур 
становятся основой технического арсенала этой науки. В настоящем обзоре мы описываем три группы 
подходов, основанных на доставке в нервную ткань чувствительных к внешним стимулам генетически ко-
дируемых молекул. Эти подходы – оптогенетика (ей посвящена первая часть работы), хемогенетика и тер-
могенетика (описаны во второй части обзора) – отличаются не только природой стимулов и структурой 
соответствующих эффекторных белков, но и своеобразием экспериментального применения. Последнее 
обстоятельство заставляет рассматривать их не как конкурирующие, а, скорее, как взаимодополняющие 
технологии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА оптогенетика, хемогенетика, термогенетика, потенциал действия, мембранный потенци-
ал, нейроинтерфейс, ионные каналы, канальный родопсин, хеморецепторы, GPCR, стимуляция активности 
нейронов, возбуждение нейронов, торможение нейронов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ИК – инфракрасный; AAV – аденоассоции-
рованный вирус (Adeno-Associated Virus); BLUF – sensors of Blue Light Using Flavin adenine dinucleotide; 
ChR – канальный родопсин (ChannelRhodopsin); CIB1 – Cryptochrome Interacting BHLH 1; COP1 – coat 
protein complex 1; DBS – глубокая стимуляция мозга (Deep Brain Stimulation); GFP – зеленый флуоресцент-
ный белок (Green Fluorescent Protein); LOV – Light-Oxygen-Voltage; PhoCl – фоторасщепляемый (Photo 
Cleavable); PHR – Photolyase Homology Related domain; PICCORO – PIxD Complex dependent COntROl of 
transcription; PIF – Phytochrome-Interacting Factor; UVR8 – UV-B resistance 8 protein.
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оптогенетику (первая часть обзора), хемогенети-
ку и термогенетику (вторая часть), – делая акцент 
на природе, физико-химических свойствах и прин-
ципах разработки эффекторных молекул, опосре-
дующих клеточную стимуляцию и задействованных 
в биохимических и нейробиологических эксперимен-
тах. Также мы остановимся на молекулярных меха-
низмах, лежащих в основе функционирования этих 
генетически кодируемых инструментов.

В обзоре уделено внимание ключевым характери-
стикам описываемых подходов (пространственному 
и временному разрешению, токсичности, инвазив-
ности и пр.), проведен сравнительный анализ этих 
характеристик применительно к актуальным зада-
чам современной нейробиологии, обсуждаются пер-
спективы совершенствования инструментов нейро-
стимуляции.

ОПТОГЕНЕТИКА
Оптогенетика – это группа методов, в которых об-
лучение светом видимой части спектра используют 
для контроля функциональной активности клеток 
посредством светочувствительных белков, гены ко-
торых вносятся в биологическую систему заранее 
(для детального обзора см. [1–7]). Свет – не только 
основной источник первичной энергии анаболиче-
ских процессов для всей биоты, но и важнейший фи-
зический стимул, играющий ключевую роль в физи-
ологии и биохимии организмов всех царств живого. 
В ходе эволюции сформировался богатый реперту-
ар светочувствительных молекул, различающихся 
по своим физическим и биохимическим свойствам, 
структуре и функциям [8–14]. Это обстоятельство 
создает предпосылки для применения в оптогенетике 
широкого спектра генетически кодируемых эффек-
торных молекул для воздействия на самые разно-
образные биохимические мишени [2, 3, 7].

До разработки оптогенетических инструментов 
для воздействия светом на клеточную физиологию 
использовали химические соединения, имеющие 
фотолабильные связи. Фотоэффекторы такого типа, 
включающие фотоактивируемые аминокислоты, 
олигонуклеотиды и соединения для светозависимого 
высвобождения других молекул, активно разраба-
тываются и применяются до сих пор, развиваясь не-
зависимо от генетически кодируемых инструментов 
[15–17]. 

Оптогенетика в молекулярной биологии
В молекулярной биологии оптогенетический подход 
применяется прежде всего для контроля и управле-
ния белок-белковыми взаимодействиями [2, 18, 19]. 
Эффекторными молекулами здесь служат природ-
ные белки или отдельные домены, олигомерное со-

стояние которых или взаимодействие с другими бел-
ками изменяется при поглощении света, например, 
фитохромы, бактериофитохромы и криптохромы.

Фитохромы – растительные фоторецепторы, не-
сущие ковалентно связанный тетрапиррольный хро-
мофор, чувствительный в красной области спектра 
[18, 20]. Оптогенетическое применение этих белков 
основано в первую очередь на природном светоза-
висимом обратимом взаимодействии фитохрома 
PhyB с транскрипционными факторами PIF3 и PIF6, 
а наиболее яркими примерами служат системы оп-
тического контроля активности фактора транскрип-
ции Gal4 [21] и активации белкового сплайсинга [22] 
в клетках дрожжей, быстрой обратимой трансло-
кации активаторов GTP-аз семейства Rho на плаз-
матическую мембрану клеток млекопитающих [23]. 
Криптохромы – FAD-содержащие, чувствительные 
в сине-фиолетовой спектральной области фото-
рецепторы, найденные во всех клеточных формах 
жизни, также способны к фотодимеризации с бел-
ками-партнерами. В частности, феномен фотодиме-
ризации растительного криптохрома CRY2 с транс-
крипционным фактором CIB1 [24–27] использовали 
для демонстрации светозависимой рекомбинации 
ДНК [28] и управления эпигенетическим статусом 
хроматина [29] в клетках млекопитающих. Описано 
также применение CRY/CIB-системы для управле-
ния транскрипцией в дрожжах [30] и контроля ак-
тивности метаболизма фосфоинозитида в клетках 
COS-7 с высоким пространственным разрешением 
[31]. На основе светочувствительных PHR-доменов 
CRY2 разработаны инструменты управления вы-
бросом внутриклеточного кальция [32], в том числе, 
функционирующие в индивидуальных T-клетках 
in vivo [33].

Трехмерная укладка некоторых фотобелков спо-
собна существенно изменяться в ответ на поглощение 
света [2, 18, 19]. В оптогенетике это свойcтво исполь-
зуется для воздействия на молекулярные мишени. 
Ярким примером здесь служат белки LOV (Light-
Oxygen-Voltage), крупного семейства светочувстви-
тельных флавопротеинов, обнаруженных в клетках 
растений, грибов и бактерий [34–36]. На основе LOV-
доменов созданы десятки оптогенетических методик 
[2, 18], например, управление генной экспрессией 
[37, 38], модуляция ферментативной активности [39] 
и сигналинга с участием циклических нуклеотидов 
[40], регулирование редактирования генома [41], фо-
тосенсибилизация [42].

Флавопротеины семейства BLUF (sensors of Blue 
Light Using Flavin adenine dinucleotide), имеющие 
в основном бактериальное происхождение, подвер-
гаются подобно LOV-доменам фотоактивации, сопро-
вождаемой структурными перестройками [43–47]. 
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Среди оптогенетических применений этих флавопро-
теинов – система активации транскрипции PICCORO 
[48], фотоактивация аденилатциклаз [49, 50] и гуани-
латциклаз [51].

Отдельную группу оптогенетических эффек-
торов образуют фоторецепторы UVR8, поглощаю-
щие в УФ-диапазоне за счет собственных остатков 
триптофана и задействованные в фотопротекторных 
реакциях у растений [52]. В растительных клетках 
гомодимеры UVR8 диссоциируют под действием 
ультрафиолета, а мономеры связываются с E3-
убиквитинлигазой COP1 [52–56]. Описано примене-
ние этого белка для направленной регуляции транс-
крипции [19, 57, 58] и управления внутриклеточным 
транспортом белков и их секрецией [59]. В оптоге-
нетическом контроле транскрипции находят при-
менение и прокариотические белки семейства ксан-
топсинов [60, 61], несущие ковалентно связанный 
хромофор на основе п-кумаровой кислоты и облада-
ющие необычным фотоциклом [62].

Обратимое светоиндуцируемое взаимодействие 
бактериального фитохрома BphP1 и его нативно-
го белка-партнера PpsR2 легло в основу еще одной 
платформы для оптогенетических экспериментов 
на основе бактериальных белков [63]. К уникальным 
характеристикам системы BphP1–PpsR2 относят-
ся ее активация в диапазоне волн ближнего ИК-
излучения (740–780 нм), способность использовать 
в качестве хромофора эндогенный биливердин эука-
риот, включая млекопитающих, а также спектраль-
ная совместимость с оптогенетическими системами 
на основе синего света [63]. Дальнейшее изучение 
системы привело к созданию ее модернизированно-
го варианта, где в качестве партнера BphP1 вместо 
нативного PpsR2 используется белок Q-PAS, полу-
ченный методами генной инженерии [64]. Система 
на основе Q-PAS не имеет ограничений, вызванных 
такими свойствами белка PpsR2, как крупный раз-
мер, мультидоменная структура и склонность к оли-
гомеризации [64].

Систему на основе бактериального фитохрома 
BphP1 также использовали для оптогенетического 
контроля активности рецепторных тирозинкиназ 
[65]. С этой целью каталитический домен тропо-
миозиновых киназ TrkA и TrkB, присутствующих 
на клеточной мембране в форме инактивированных 
димеров, слили с фоточувствительным кором BphP1. 
Димеризация BphP1 под воздействием дальнекрас-
ного (640–680 нм) и ближнего инфракрасного (740–
780 нм) излучения активировала киназный димер 
и позволяла обратимо модулировать активность фер-
мента при помощи света [65].

Белки семейства зеленого флуоресцентного белка 
(Green Fluorescent Protein, GFP) широко применя-

ются как полностью генетически кодируемые флу-
оресцентные метки. Вместе с тем, известно несколь-
ко примеров использования GFP-подобных белков 
в оптогенетике. Так, обнаружено, что у обратимо 
фотопереключаемого белка Dronpa одновременно 
с изменением флуоресцентных свойств изменяется 
олигомерное состояние – он мономеризуется после 
облучения синим светом [66]. Это свойство исполь-
зовали для светозависимого включения активности 
целевых белков (например, протеинкиназ), фланки-
рованных с N- и С-концов мономерами Dronpa и не-
активных в темноте из-за стерического блокирова-
ния димером флуоресцентного белка [66, 67]. Другой 
пример – создание фоторазрезаемого белка на основе 
mMaple [68], который характеризуется необратимой 
фотоконверсией из зеленого в красное флуоресцент-
ное состояние. Хотя эта фотоконверсия сопровожда-
ется разрывом полипептидной цепи перед хромофо-
ром, две части белка остаются прочно связанными 
за счет множества нековалентных взаимодействий. 
Получен [69] пермутированный вариант mMaple, на-
званный PhoCl (Photo Cleavable), который спонтанно 
диссоциирует на две части после воздействия светом 
405 нм. PhoCl использовали для создания белков со 
светоиндуцируемой активностью: рекомбиназы Cre, 
транскрипционного фактора Gal4, вирусной проте-
азы HCVp, а также фоторасщепляемого кадгерина, 
для изучения передачи механического натяжения 
между клетками [69, 70].

Отдельным направлением оптогенетики являет-
ся использование фототоксичных белков, т.е. белков, 
которые под действием света производят существен-
ные количества активных форм кислорода (АФК) 
[71, 72]. Наибольшую популярность получили фото-
токсичные белки KillerRed (GFP-подобный красный 
флуоресцентный белок) и miniSOG (флавинсвязыва-
ющий белок на основе LOV-домена), а также их му-
тированные варианты [42, 73–75]. К преимуществам 
таких генетически кодируемых фотосенсибилизато-
ров (по сравнению с обычными – химическими) от-
носится возможность направить их в любые клеточ-
ные компартменты и субкомпартменты с помощью 
белковых сигналов локализации, а на уровне орга-
низма – в целевые клеточные популяции с помощью 
тканеспецифических или индуцируемых промото-
ров. Локальная продукция АФК позволяет направ-
ленно влиять на биологические системы, например, 
инактивировать целевые белки [73, 76], запускать 
различные пути клеточной гибели [77–79], вносить 
повреждения в геномную ДНК [80], уничтожать це-
левые клетки в модельных организмах [81–83].

В конструировании оптогенетических систем 
широко применяется белковая инженерия [2, 18], 
что позволяет не только встраивать молекулы эф-
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фектора в контекст целевых внутриклеточных вза-
имодействий, но и адаптировать их функционирова-
ние к выполнению конкретной экспериментальной 
задачи. Подобную адаптацию можно проиллюстри-
ровать на примере optobody – оптогенетически акти-
вируемого внутриклеточного антитела (Intracellular 
antibody, intrabody, iB), построенного на основе моди-
фицированных LOV-доменов (а именно, так называе-
мых Magnets – химерных вариантов фоторецептора 
Vivid, способных к светозависимой гетеродимери-
зации [84]) и фрагментов наноантитела к GFP [85]. 
Составной оптогенетический инструмент на основе 
рекомбинантных iBs был использован для обратимой 
регуляции активности эндогенных белков в клетках 
млекопитающих [86]. Направляя эффекторы двух 
оптогенетических систем (BphP1-Q-PAS, чувстви-
тельной к ближнему ИК-излучению, и LOV, акти-
вируемой синим светом) с помощью флуоресцентно 
меченного iB, можно воздействовать на функциони-
рование эндогенного актина и GTP-азы RAS [86].

Выделяют две группы оптогенетических манипу-
ляций по их молекулярному механизму: аллосте-
рические, где светочувствительный домен влияет 
на ферментативную активность или доступ к сай-
ту связывания субстрата, и димеризационные, т.е. 
связанные со светозависимым изменением олиго-
мерного статуса эффекторных доменов, влияющим 
на активность целевых белков в составе химерной 
молекулы. Возможны и комбинации двух подходов 
[18]. Как мы проиллюстрировали выше, такое кос-
венное участие оптических эффекторов применяет-
ся в широком спектре модельных систем, однако оно 
не характерно для нейробиологической оптогенети-
ки. Для контроля активности электровозбудимых 
клеток используют эффекторные молекулы, ока-
зывающие прямое воздействие на физиологический 
статус клеток.

Оптогенетика в нейробиологии
Активность электровозбудимых клеток тесно связа-
на с электрическим потенциалом на их плазматиче-
ской мембране [87]. Он создается, в частности, благо-
даря функционированию управляемых потенциалом 
селективных ионных каналов, т.е. каналов, пропуска-
ющих определенные ионы при определенном уров-
не поляризации мембраны [87]. Благодаря наличию 
трансмембранного градиента ионов, к которым по-
тенциал-зависимые каналы селективны (в первую 
очередь, Na+, K+, Cl-), происходит кратковременный 
сдвиг мембранного потенциала, называемый потен-
циалом действия. При деполяризации мембраны 
ниже порогового уровня или при ее гиперполяриза-
ции возникающий ток быстро затухает или интегри-
руется с другими ионными токами, что может, в за-

висимости от направления интегрируемых токов, 
инициировать или наоборот препятствовать возник-
новению нового потенциала действия. Таким образом, 
путем изменения величин трансмембранных ионных 
токов и соотношения количеств ионов внутри и сна-
ружи клетки можно управлять функциональной 
активностью клеток, используя различные ионные 
транспортеры.

Первое сообщение об активации нейронов светом 
датируется 1971 годом, когда обнаружили, что ла-
зерное излучение способно неспецифически возбуж-
дать нервные клетки в тканях моллюска аплизии 
[88]. Способность генетически кодируемых эффек-
торных молекул влиять на трансмембранные ион-
ные токи при активации светом впервые наблюдали 
при гетерологической экспрессии бактериородоп-
сина в ооцитах Xenopus laevis [89]. В этой же систе-
ме показана индукция фототоков при экспрессии 
канального родопсина 1 (channelopsin-1) [90], рети-
нальсодержащего протонного канала из зеленой од-
ноклеточной водоросли Chlamydomonas reinhardtii. 
Примечательно, что этот фоторецептор, обладаю-
щий высокой гомологией с бактериородопсинами, 
играет роль в фототаксисе клеток водоросли [91]. 
Позже была осуществлена функциональная экспрес-
сия канального родопсина 2 (ChR2) из C. reinhardtii 
в клетках млекопитающих, описана его активность 
как светозависимого катионного канала, способно-
го деполяризовать клеточную мембрану [92]. Один 
из первых примеров применения оптогенетическо-
го инструмента для стимуляции нейронов связан 
с экспрессией родопсина из Drosophila в первичной 
культуре нейронов крысы [93]. В этом случае, одна-
ко, минимальный набор трансгенов, обеспечиваю-
щий функционирование эффектора, составлял три 
кодирующие последовательности (собственно родоп-
син, аррестин-2 и α-субъединица G-белка), латент-
ность электрических ответов – от сотен миллисекунд 
до секунд, а сам эксперимент требовал добавления 
к клеткам раствора ретиналя. Наконец, почти одно-
временно в четырех работах показано управление 
нейрональной активностью с помощью однокомпо-
нентных оптогенетических эффекторов на основе 
канального родопсина 2 (ChR2) [94–97]. С методоло-
гической точки зрения эти работы являются фунда-
ментом современной нейробиологической оптогене-
тики. Примечательно, что эффективность канального 
родопсина позволила уже в ранних экспериментах 
использовать сложные модельные системы, в частно-
сти, управлять поведением нематоды Caenorhabditis 
elegans [96] и частично восстанавливать зрительную 
чувствительность трансгенных мышей с дегенера-
тивными нарушениями сетчатки [97]. В этих пио-
нерских работах описано высокое пространственное 
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и временное разрешение активации: сообщается 
о стимуляции в миллисекундной временной шкале 
[94] или с частотами до 20 Гц [96], а также о возмож-
ности прицельного воздействия на тонкие субклеточ-
ные структуры нейронов. 

Эффекторные молекулы
Итак, важнейшим классом эффекторных молекул 
в оптогенетике электровозбудимых клеток служат 
родопсины [1, 3, 98, 99] (разнообразие родопсинов 
проиллюстрировано на рис. 1). Эти светочувстви-
тельные трансмембранные белки несут хромофор-
ную группу на основе ретиналя, которая в форме 
протонированного основания Шиффа ковалентно 
(через остаток лизина) пришита к седьмой транс-
мембранной спирали белкового остова [100, 101]. 
Родопсины образуют два независимых семейства – 
микробные родопсины (или родопсины типа 1) и ро-
допсины животных (или родопсины типа 2). Несмотря 
на структурное сходство, представители родопси-
нов этих двух типов характеризуются чрезвычайно 
низкой гомологией аминокислотных последователь-
ностей, возникнув, по-видимому независимо, в ре-
зультате конвергентной эволюции [102]. Родопсины 
типа 2 известны прежде всего как зрительные пиг-
менты, специфически экспрессирующиеся в клетках 
(палочках) сетчатки животных, однако белки этого 
семейства вовлечены и в другие физиологические 
процессы как связанные, так и не связанные с фото-
рецепцией [100, 102]. Механизм трансдукции сигнала 
при фоторецепции является важной отличительной 
особенностью родопсинов типа 2. Так, зрительный 
(палочковый) родопсин вовлекает в свой функцио-
нальный цикл как минимум три цитоплазматиче-
ских белка: G-белок трансдуцин, родопсинкиназу 
и аррестин. Это обстоятельство затрудняет исполь-
зование родопсинов животных в гетерологических 
системах и тем самым снижает их ценность как оп-
тогенетических эффекторов. Микробные родопси-
ны обнаружены в археях, бактериях, эукариотиче-
ских микроорганизмах (водорослях и грибах) и даже 
в составе гигантских вирусов [100–105]. Молекулы 
этого семейства выполняют широкий спектр функ-
ций, связанных со светочувствительностью: свето-
зависимая ферментативная активность, фоторе-
цепция, транспорт ионов [100, 103, 106]. Родопсины, 
участвующие в транспорте ионов, в свою очередь, 
подразделяются по принципу функционирования 
на ионные помпы и каналы. Именно ионтранспор-
тирующие родопсины, способные создавать токи 
в клеточной мембране и изменять ее поляризацию, 
применяются в оптогенетике в качестве эффекто-
ров (рис. 1). Среди микробных родопсинов дикого 
типа к ним относятся бактериородопсины, протон-

ные помпы, выкачивающие эти катионы из клетки; 
галородопсины, хлоридные помпы, закачивающие 
Cl- в клетку, и канальные родопсины – катионне-
селективные каналы, проводящие через мембрану 
ионы H+, Na+, K+ и Ca2+ [3, 107, 108]. Белки первых 
двух групп при фотоактивации (зеленым и желтым 
светом соответственно) вызывают гиперполяриза-
цию мембраны, что в случае электровозбудимых кле-
ток приводит к угнетению потенциала действия, вы-
ступая тем самым в роли ингибиторных эффекторов 
[107] (рис. 1). Канальные родопсины, поглощая синий 
свет, напротив, деполяризуют мембрану и способ-
ствуют возбуждению нервных клеток. Разрешение 
пространственной структуры канальных родопсинов 
[109] позволило применить принципы рационального 
дизайна при разработке химерных вариантов этих 
белков и изменить селективность ионной поры с ка-
тионной на анионную [110, 111], расширив репертуар 
оптогенетических ингибиторов. Чуть позже были об-
наружены и природные канальные родопсины, про-
водящие хлорид-анион [112]. Помимо отмеченных 
выше ингибиторных канальных родопсинов, метода-
ми белковой инженерии разработана целая палитра 
искусственных вариантов канальных родопсинов, оп-
тимизированных для решения частных оптогенети-
ческих задач. Сюда относятся «быстрые» канальные 
родопсины (например, ChETA, ChIEF, Chronos), по-
зволяющие, в частности, производить высокочастот-
ную (до 200 Гц) стимуляцию нейронов [1, 113–115], 
так называемые step-function-опсины [116], харак-
теризующиеся существенно увеличенным временем 
инактивации и позволяющие при малой продолжи-
тельности светового стимула сравнительно долго 
поддерживать соответствующий трансмембранный 
ток (существуют варианты как вызывающие деполя-
ризацию мембраны [117], так и ингибиторные, гипер-
поляризующие [110]).

Канальные родопсины дикого типа активируются 
синим светом, который плохо проникает в толщу био-
логической ткани и может быть токсичным для ней-
ронов. Кроме того, синим светом возбуждается 
большинство существующих флуоресцентных инди-
каторов катионов кальция, которые могут использо-
ваться совместно с оптогенетическими инструмен-
тами. В этой связи был разработан ряд спектрально 
оптимизированных вариантов канальных родопсинов 
с максимумами поглощения, сдвинутыми в красную 
область (к ним относятся VChR1, C1V1, Chrimson, 
ReaChR и др.) [1, 114, 117–120] (рис. 1). Родопсины 
с искусственно измененной катионной проницаемо-
стью представлены, в частности, таким вариантом, 
как CatCh (calcium-translocating channelrhodopsin), 
предпочтительно проводящим ионы Са2+ и востребо-
ванным в исследованиях, посвященных кальциево-
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му сигналингу [121]. Кроме того, у морских бактерий 
открыты уникальные родопсины, функционирую-
щие как Na+-помпы [122], на основе которых удалось 
создать селективные переносчики катионов калия, 
рубидия и цезия [123, 124]. Недавно был предложен 
изящный метод генно-инженерной модификации 
мутанта ChR2, приводящий к инверсии топологии 
встройки этого белка в клеточную мембрану и изме-

нению эффекта его фотоактивации с активирующего 
на ингибирующий [125, 126].

Последние несколько лет были насыщены от-
крытиями новых групп и даже целых семейств ро-
допсинов, которые могут рассматриваться как пер-
спективные оптогенетические инструменты. Так, 
канальные родопсины Gt_CCR1–4 жгутиковой одно-
клеточной водоросли Guillardia theta, представляю-

Рис. 1. Разнообразие родопсинов и их использование в оптогенетике. В верхнем ряду – четыре крупнейших 
семейства природных родопсинов. Во втором ряду сверху – основные группы микробных родопсинов. Ниже – 
химерные канальные родопсины (слева) и производные родопсинов высших многоклеточных животных (справа), 
оптимизированные для выполнения специальных оптогенетических задач. В двух верхних рядах серым цветом 
показаны семейства/типы родопсинов, пока не нашедшие применения в оптогенетике; спектральными цвета-
ми – задействованные в оптогенетике. Для химерных молекул введена цветовая дифференциация в связи с их 
функциональными особенностями (расшифровка цветовой легенды в нижней части рисунка)
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щие собой светочувствительные катионные каналы, 
оказались структурно ближе к родопсинам гало-
архей, чем к «классическому» ChR2 [106, 127, 128]. 
Недавно показали, что Gt_CCR4, имеющий схожую 
с ChR2 кинетику активации/инактивации, облада-
ет существенно большей светочувствительностью, 
а также большей селективностью в отношении кати-
онов натрия [106, 129]. В 2018 году методами функ-
циональной метагеномики открыли совершенно но-
вое семейство родопсинов – гелиородопсины [103]. 
Эти белки, как и родопсины типа 1, связывающие 
ретиналь в стереоконформации all-trans, широко 
распространены и обнаруживаются в археях, бак-
териях, микроводорослях и их вирусах. Данные 
о пространственной структуре гелиородопсинов 
[130, 131] подтверждают их структурное родство 
с бактериородопсинами и необычную, «переверну-
тую» относительно других родопсинов, ориентацию 
в мембране (с цитоплазматическим N- и внеклеточ-
ным С-концом, рис. 1). Биологическая функция этих 
пигментов пока неизвестна, однако неспособность 
гелиородопсинов к переносу ионов и их сравнитель-
но медленный (в секундной шкале) фотоцикл свиде-
тельствуют в пользу их фоторецепторной роли [103]. 
Наличие структурных данных высокого разрешения 
позволяет надеяться, что гелиородопсины в ближай-
шем будущем станут объектом белковой инжене-
рии, направленной, в том числе, на оптимизацию их 
молекул для нужд оптогенетики. Потенциальными 
оптогенетическими активаторами могут стать пред-
ставители двух семейств светозависимых протонных 
помп – ксенородопсины [132] и шизородопсины [133]. 
Интересно, что белки обоих семейств закачивают 
протоны внутрь клетки, что отличает их от ранее 
описанных бактерио- и археородопсинов, осущест-
вляющих транспорт H+ в обратном направлении. 

Наконец, самобытный класс оптогенетических ин-
струментов составляют химерные светочувствитель-
ные G-белок-сопряженные рецепторы (Opto GPCRs), 
например, optoXR. Эти молекулы построены на осно-
ве родопсинов типа 2 (зрительные родопсины живот-
ных), в которых внутриклеточные петли родопсина 
заменены петлями, например, из адренергического 
или дофаминового рецепторов [134, 135]. В этом слу-
чае фотостимуляция родопсина может инициировать 
в клетках различные внутриклеточные сигнальные 
каскады в зависимости от типа рецептора-«донора» 
внутриклеточных петельных участков (рис. 1) [136–
139]. Подробнее о работах, связанных с Opto GPCR, 
можно узнать из специализированных обзоров [5].

Биофизические свойства родопсинов, применяе-
мых в оптогенетике, детально изучены [100, 140, 141]. 
Так, разрешены трехмерные структуры канальных 
родопсинов из C. reinhardtii [109, 142], а фотоцикл 

микробных родопсинов исследован не только метода-
ми времяразрешенной спектроскопии [100], но и вре-
мяразрешенного рентгеноструктурного анализа [143, 
144] (подробное их описание выходит за рамки насто-
ящего обзора). Стоит, однако, упомянуть два факта, 
принципиальных для оптогенетического применения 
микробных родопсинов: (i) все родопсины типа 1 ис-
пользуют в качестве хромофора ретиналь в форме 
all-trans-стереоизомера. Успешное развитие так на-
зываемой однокомпонентной (т.е. использующей эф-
фектор, кодируемый одним трансгеном) оптогенети-
ки во многом предопределяется наличием в нервных 
тканях позвоночных достаточного количества эндо-
генного ретиналя, исключающим добавление этого 
кофактора извне [145]; (ii) в ходе фотоцикла ретиналь 
фотоизомеризуется в 13-цис-конформацию и затем, 
оставаясь ковалентно связанным с белковым осто-
вом, спонтанно возвращается в прежнее all-trans-
состояние [108]. Отсутствие в этом процессе стадии 
диссоциации определяет возможность многократного 
задействования эффекторной молекулы, а его про-
текание во временной шкале 10–20 мс – высокое вре-
менное разрешение оптической стимуляции. 

Оптогенетический эксперимент
Согласно свидетельствам ключевых исследователей, 
участвовавших в развитии методов нейробиологиче-
ской оптогенетики, примерно 5 первых лет ее разви-
тия были посвящены разработке и отладке методик 
оптогенетического эксперимента [3]. Помимо выбора 
удачных фотоэффекторных молекул (см. предыду-
щий раздел), важную роль здесь играет доставка 
трансгена в целевую модельную систему и конструк-
тивные особенности постановки эксперимента. Здесь 
мы кратко остановимся на этих аспектах.

В самом общем виде стратегии доставки и реали-
зации генетического материала родопсиновых эф-
фекторов могут быть сведены либо к транзиентной 
экспрессии в специфических популяциях нервных 
клеток с помощью вирусных векторов, несущих гены 
родопсинов [3], либо к стабильной экспрессии этих 
генов в мозгу трансгенных животных [3, 146–148]. 
В первом случае, как правило, вирусные частицы 
вводят в мозг животного. Если в ранних оптогене-
тических работах предпочтение отдавалось ретро-
вирусным векторам, то сейчас чаще всего применя-
ют высокие титры аденоассоциированных вирусов 
(AAV), последовательности геномов которых зача-
стую оптимизированы для обеспечения высокого 
уровня экспрессии в специфических типах клеток 
мозга [1]. В последние несколько лет для так на-
зываемой ретроградной (т.е. направленной к телам 
пресинаптических нейронов) таргетной экспрессии 
родопсинов используют модифицированные вирусы 
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бешенства [149, 150]. С целью увеличения селектив-
ности «мечения» при гетерологической экспрессии 
родопсинов используют промоторы, специфичные 
для определенного типа клеток [1, 3] (например, про-
мотор гипокретина (Hcrt) [151]). В экспериментах 
на живых срезах мозга эмбрионов трансген мож-
но доставлять с помощью электропорации in utero, 
а в организме трансгенных животных родопсин 
экспрессируется с рождения. Увеличение специ-
фичности оптогенетической стимуляции, эффек-
тивное как при транзиентной, так и при стабильной 
экспрессии родопсинов, может обеспечиваться гене-
тическими манипуляциями с использованием сайт-
специфической рекомбинации [1, 3]. Так, рекомбина-
зы типа Cre или Flp, которые могут быть доставлены 
в мозг отдельным вектором или стабильно экспресси-
роваться в клетках трансгенных животных, позволя-
ют с высокой селективностью включать/выключать 
экспрессию гена фотоэффектора в исследуемых кле-
точных популяциях [152].

Тканевая и клеточная специфичность оптогене-
тики применительно к стимуляции интактного моз-
га экспериментальных животных обеспечивается 
сочетанием генетического подхода (специфичной 
таргетированной экспрессии) и аппаратных реше-
ний для прецизионного оптического воздействия. 
Так, «подача» света в головной мозг обеспечивается 
при помощи оптоволоконного кабеля, закрепленного 
на черепе животного, через имплантированную оп-
тическую канюлю. Фиброоптический нейроинтер-
фейс – одно из ключевых технологических решений, 
обеспечивающих успех оптогенетического подхода 
[151, 153, 154]. Наиболее актуальная разработка в об-
ласти нейроинтерфейсов для свободно движущихся 
животных – автономные беспроводные имплантаты 
[155–157].

Важным аспектом экспериментов по оптическому 
манипулированию нейрональной активностью яв-
ляется контроль результатов стимуляции на уровне 
отдельных клеток и клеточных популяций. Наряду 
с классическими подходами к прямому мониторингу 
электрической активности (например, patch-clamp), 

часто ограниченно применимыми при стимуляции 
интактного мозга, здесь могут использоваться флуо-
ресцентные методы, такие, как визуализация генети-
чески кодируемых индикаторов кальция и мембран-
ного потенциала [1, 3]. Некоторые авторы относят 
к оптогенетическим инструментам не только фотоэф-
фекторные молекулы, но и флуоресцентные индика-
торы для нейробиологии [158, 159]. Получила разви-
тие концепция совмещения оптической стимуляции 
и мониторинга нейрональной активности в рамках 
одного эксперимента, или полностью оптическая 
электрофизиология (all-optical electrophysiology) [4, 
158, 160].

Современное применение
Уникальная особенность оптогенетического подхо-
да – его универсальная применимость в модельных 
системах разной сложности (рис. 2). Этот подход ис-
пользуется в изучении всех уровней организации 
нервной системы: на культуре нейронов in cellulo, 
на живых срезах мозга ex vivo, in vivo на целом мозге 
(в том числе бодрствующих свободнодвигающихся 
млекопитающих) [159, 161]. Молекулы, опосредую-
щие оптическую стимуляцию, могут быть достав-
лены в большинство высокоспециализированных 
типов клеток нервной системы и в их субклеточные 
компартменты, а функциональные параметры, кото-
рые отслеживаются по результатам оптогенетиче-
ской стимуляции, варьируют от электрической ак-
тивности единичной возбудимой клетки до влияния 
на высшие поведенческие функции млекопитающих, 
обучение, память и т.д.

Оптогенетические инструменты позволили нейро-
биологам контролировать активность нейронов и кле-
ток нейроглии с высоким временным и простран-
ственным разрешением. Это преимущество метода 
особенно важно при изучении физиологии тканей in 
vivo и поведения животных. Разрешение, свойствен-
ное оптогенетическим инструментам, не могло быть 
достигнуто ранее при использовании других нейро-
биологических методов, например, при глубокой сти-
муляции мозга (deep brain stimulation, DBS) или пу-

Рис. 2. Применение оптогенетики на разных уровнях организации нервной системы. Схематически показана 
фотоактивация родопсинов (слева направо): в синаптической терминали аксона, в единичном нейроне in cellulo, 
в нейрональной популяции in cellulo, в срезе нервной ткани ex vivo, в мозгу живой и свободнодвижущейся мыши 
in vivo. Адаптировано из [159]
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тем введения различных препаратов. Появление 
оптогенетических методов в арсенале нейробиологов 
способствовало значительному прогрессу в понима-
нии формирования и функционирования нейронных 
сетей и сигнальных путей в мозгу млекопитающих 
[1, 3, 162]. Оно дало возможность выявить причин-
но-следственные связи между клеточной активно-
стью и функциональным ответом, в частности, в экс-
периментах по изучению связи между активностью 
нейронных сетей и спецификой поведения животных 
[163], получить новую информацию о различных по-
веденческих паттернах в норме и при патологии [164, 
165]. 

Мелкие грызуны (мыши и крысы) – главный мо-
дельный объект нейробиологических исследований, 
в которые вовлечены инструменты оптогенетики. 
Опубликованы сотни работ, посвященных изучению 
нейрональных ансамблей, сетей, ритмической дея-
тельности мозга, передачи, запоминания и хране-
ния информации в мозгу, обучения, синаптической 
пластичности, нейрогенеза, регуляции двигательной 
активности, голода и жажды, сна и бодрствования, 
органов чувств, биологических ритмов, дыхательной 
деятельности, социального поведения этих животных 
[1, 3, 6, 148, 164, 166, 167]. Вовлечен оптогенетический 
арсенал и в изучение нейробиологии рыб [168], птиц 
[169], приматов [170, 171]. Разумеется, огромный ин-
терес представляет применение микробных родоп-
синов в медицине и изучении физиологии высшей 
нервной деятельности человека. Здесь можно выде-
лить несколько тесно перекликающихся направле-
ний исследований: это изучение механизмов нейро-
дегенеративных заболеваний (болезни Альцгеймера 
[172, 173] и Паркинсона [174, 175], эпилепсии [176] 
и др.), психических нарушений и болезней сердца 
на моделях животных и нейронов человека, поиск 
подходов к диагностике этих патологий на основа-
нии полученных данных и скрининг химических 
веществ, потенциально пригодных для их терапии 
[3, 158]. Наконец, разрабатываются подходы к непо-
средственному терапевтическому применению опто-
генетического инструментария. В настоящий момент 
в США проводятся два клинических исследования 
в области генной терапии восстановления зрения 
с помощью канальных родопсинов [177]. В ближай-
шей перспективе – лечение эпилепсии [176] и нару-
шений слуха [178].

Ограничения метода
Парадоксально, но именно необычайная широта ох-
вата и эффективность оптогенетического подхода 
заставляют исследователей уделять существенное 
внимание его недостаткам и ограничениям. Речь 
в данном случае идет не об абстрактных изъянах ме-

тодики, которую могут воспроизвести всего несколь-
ко лабораторий в мире, а об инструменте, ставшем de 
facto стандартом для десятков научных направлений.

Здесь мы приведем перечень наиболее значимых 
проблем однокомпонентной оптогенетики:

• Экспрессия микробных родопсинов с ограни-
чениями применима при работе с беспозвоночными. 
Как уже упомянуто, нейроны млекопитающих со-
держат достаточное количество ретиналя для вклю-
чения в состав гетерологически экспрессируемых 
родопсинов, но в таких моделях, как Drosophila 
или Caenorhabditis, требуется как минимум добав-
ление ретиналя в рацион экспериментальных жи-
вотных [3].

• Спектральный репертуар микробных родопси-
нов (во всяком случае, если отдельно рассматривать 
активирующие и ингибирующие молекулы) доста-
точно беден. Даже у новых вариантов канальных ро-
допсинов с максимумами поглощения, смещенными 
в красную область, велико спектральное перекрыва-
ние с пигментами дикого типа. И хотя потенциально 
использование нескольких эффекторов с отличаю-
щимися профилями активации позволяет селективно 
возбуждать отдельные популяции нейронов в мозгу 
[179], на практике эта возможность применяется ред-
ко.

• Сверхэкспрессия микробных родопсинов в нерв-
ной ткани может негативно сказываться на физио-
логии нейронов [180], а их активация синим светом 
потенциально фототоксична.

• Несомненное ограничение метода представляет 
необходимость использования сложных фиброоп-
тических устройств, закрепляемых на черепе жи-
вотных. Методики облучения тканей мозга без спе-
циального интерфейса [181, 182] оказались менее 
эффективными и пока не получили широкого рас-
пространения [3].

• Наконец, интенсивность оптогенетической 
стимуляции (как возбуждения, так и торможения 
нейронов) не всегда можно точно контролировать, 
и она может выходить за физиологические пределы. 
Проблема осложняется неоднородностью экспрессии 
эффектора и распределения световой энергии в тка-
ни мозга, а в глубине ткани прецизионная стимуля-
ция и вовсе невозможна [159].

Во II части обзора мы познакомим читателя с аль-
тернативными подходами к специфической нейро-
стимуляции – термогенетикой и хемогенетикой. 
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