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摘要 光刺激光遗传学调控技术通过精确调控波长、光强和时空分布, 为生命科学研究提供了非侵入性的高精 

度调控工具. 为满足不同应用场景的需求, 精准光刺激技术方案日趋多元化. 相较于电刺激、药物递送等传统的 

微观调控方法, 光刺激光遗传学调控技术不仅能实现对单细胞的靶向操控, 还可与显微成像系统结合, 在刺激的 

同时实时监测细胞或组织的动态响应, 因而在神经科学与细胞生物学等领域获得广泛应用. 本文系统梳理了高分 

辨率光刺激技术的研究进展, 介绍了扫描式与并行式两大技术路径的原理与特征, 并对单光子与双光子两种激发 

模式下的技术实现方法进行了详细评述. 最后, 文章展望了该领域的未来发展方向, 以期为相关研究者提供全面 

的技术参考. 
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1 引言  

在神经科学研究中, 揭示神经信号传导机制的核 

心在于实现对神经元活动的精准调控与读取. 长期以 

来, 电生理学在此领域占据主导地位, 但其技术瓶颈 

日益凸显: 刺激过程易引入电伪影干扰记录信号, 探 

针的植入性对组织造成损伤, 且难以在单细胞分辨率 

下实现对大规模神经元群体的并行操控 [1]. 
在此背景下, 光遗传学技术应运而生. 早在1979 

年, 剑桥大学的弗朗西斯·克里克便提出了利用光进行 

神经调控的构想 [2,3], 这一前瞻性观点为神经调控技术 

开辟了新途径. 如今, 光学方法与遗传学和分子技术相 

结合, 通过将光敏基因转入特定类型的细胞中表达特 

殊离子通道, 实现了对神经元的非侵入式精准调控. 
如图1 [4–21]所示, 这项技术具有毫秒级时间精度与亚微 

米级空间精度两大核心优势, 为在复杂神经环路中解 

析特定细胞功能提供了可能. 时间精度使研究人员能 

够以毫秒级刺激神经元, 模仿大脑中神经元的自然放 
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图 1 光遗传学在神经科学中的原理和实现方法. (a) 通过靶向兴奋(如蓝光激活的通道视蛋白)或抑制(如黄光激活的卤视蛋 
白), 实现细胞特异性刺激 [4]. (b) 通过宽场照明激活所有表达视蛋白的神经元, 进行细胞定向研究. (c) 通过光靶向策略选择性 
激活特定神经元, 实现有针对性的研究. (d) 近13年光遗传学发展关键节点 [5,6], 其中蓝色标注为单光子相关进展, 橙色标注为 
双光子相关进展, 包括2007年活体动物中通过光纤实现光刺激 [7], 2008年全息光场整形用于神经元激活 [8], 2009年基于螺旋扫 
描的双光子全息光刺激 [9], 2010年螺旋扫描实现双光子单细胞激活 [10], 2012年在活体实现全息多路复用实现多目标快速螺旋 
扫描刺激 [11], 2014年实现单光子、双光子神经回路全光学操控 [12], 2016年实现无扫描的双光子多目标刺激 [13]和在活体皮层中 
实现基于SLM的双光子全息光遗传 [14], 2019年双光子在体单细胞与神经元集合操控揭示感知与行为功能 [15–17], 2020年活体内 
多靶点的全光学操控与记录 [18–20], 以及2022年在哺乳动物组织中实现图案化光遗传刺激 [21] 

Figure 1 Principles and implementation methods of optogenetics in neuroscience. (a) Targeted excitation (as with a blue light-activated channel 
rhodopsin) or inhibition (as with a yellow light-activated halorhodopsin), enabling cellular-specific stimulation  [4]. (b) Cell-type genetically targeted 
investigations enabled by all opsin-expressing neuron activation via widefield illumination. (c) Targeted investigations enabled by selective activation 
of a specific pool of neurons via light-targeting strategies. (d) Timeline indicating critical optical developments that have enabled new optogenetic 
experiments throughout the past 13 year [5,6], with blue indicating single-photon-based advances and orange indicating two-photon-based advances. 
In 2007, in vivo optical stimulation was first achieved using an optical fiber [7]. In 2008, holographic light shaping was introduced for neuronal 
activation [8], followed in 2009 by two-photon holographic stimulation based on spiral scanning [9]. In 2010, spiral scanning enabled two-photon 
single-cell activation [10], and in 2012, in vivo holographic multiplexing allowed rapid multi-target spiral scanning stimulation [11]. By 2014, all- 
optical manipulation of neural circuits was realized with both single-photon and two-photon approaches [12]. In 2016, scanless two-photon multi- 
target stimulation was demonstrated [13]; and two-photon holographic optogenetics based on SLM enabled imprinting and recalling of cortical 
ensembles in vivo [14]. In 2019, two-photon in vivo single-cell and ensemble manipulation revealed functional roles in perception and behavior [15– 
17]. In 2020, all-optical interrogation of multiple targets in vivo [18–20], and in 2022, patterned optogenetic stimulation was successfully implemented 
in mammalian tissues [21].  
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电速率; 空间精度则允许在三维组织中精确操纵特定 

神经元群体的活动 [22,23]. 而光遗传学技术的核心价值 

在于提供了建立特定神经元活动与行为功能之间因果 

关系的手段, 科学目标直指界定神经编码的基本单位, 
解析复杂认知行为背后的环路机制以及在细胞及细胞 

亚细胞水平上破译脑疾病的病理环路. 
然而, 普通的光遗传学宽场照明技术一次性照亮 

整个视野 [24], 会无差别地激活所有表达光敏蛋白的神 

经元, 如图1(b)所示, 这严重限制了其在需要高空间选 

择性研究中的应用. 因此, 发展能够精准靶向单个或特 

定神经元集群的精准光刺激光遗传学技术, 成为推动 

该领域前进的关键 [1]. 为实现精确的空间控制, 研究人 

员开发了显微镜耦合的光遗传学平台, 这些光遗传学 

精准光刺激显微平台不仅提供高空间分辨率的光刺激 

能力, 还能实现对靶细胞的反馈控制操作 [25]. 
过去20年间, 光遗传学精准光刺激技术取得显著 

进展, 已在多种生物模型系统中实现细胞信号通路的 

精确光学调控 [26]. 
本文将详细描述这些高时空分辨率的光靶向策 

略, 包括它们的基本概念、光学原理以及在光遗传学 

中的适用性分析. 通过系统分析现有技术的优势与局 

限, 为相关领域的研究者提供全面的技术参考. 

2 光遗传学精准光刺激技术原理  

光遗传学光刺激的核心原理在于利用对光敏感的 

膜蛋白将外源光信号转化为细胞活动的精确调控, 从 

而以毫秒级的时间分辨率精确调节神经元乃至其他细 

胞功能 [27–30]. 光遗传学工具已发展出多种设计思路和 

功能模式. 一类是基于膜电位调控的离子流工具, 包括 

光驱动离子泵和光门控离子通道, 如视蛋白. 它们通过 

在细胞膜上引发跨膜离子流动, 导致膜电位去极化或 

超极化 [29,31]. 另一类是基于非离子流调控的光控分子 

工具, 例如利用BLUF (Blue-Light-Using-FAD)或LOV 
(Light-Oxygen-Voltage)等光敏结构域, 用于实现对基 

因表达、蛋白质定位等细胞内信号通路过程的精确光 

控 [32,33]. 其中在基于膜电位调控的分子工具中, 经典的 

兴奋性通道视蛋白ChR2在蓝光照射下允许钠离子等 

阳离子流入, 促使神经元快速去极化并触发动作电位, 
而抑制性视蛋白则通过泵入氯离子或增强其通透性, 
使细胞膜电位超极化, 从而降低或阻断放电概率. 不同 

视蛋白的吸收光谱决定了有效激发波长及其在组织内 

的穿透深度, 一般而言, 红光因在组织中散射与吸收较 

少, 更适用于深部脑区调控; 而蓝光则多用于浅层或透 

明组织实验 [34]. 光敏蛋白的开关动力学使其能够精准 

响应脉冲式光照, 其诱导的光电流幅值则受光照强度、 

光斑尺寸、蛋白表达水平及膜电导等多种因素调控. 
为实现细胞类型特异性操控, 研究者通常采用细胞特 

异性启动子、转基因技术或病毒载体, 将视蛋白的表 

达限定于特定神经元群体. 再结合光束整形与时间调 

制技术, 最终在空间与时间维度上实现对目标神经元 

的精准选择性刺激. 通过合理设计波长、照度、脉冲 

参数并优化蛋白表达与定位, 可以在减弱光毒性和热 

损伤的前提下, 有效驱动目标神经元兴奋或抑制, 从 

而以高时空分辨率调控神经环路活动 [8,35]. 
在实现精准光遗传学调控的技术路径中, 单光子 

激发与双光子激发是两种核心的物理机制. 如图2(a) 
所示, 二者在原理与生物效应上存在显著差异. 单光 

子激发通常使用波长较短(如400–550 nm的蓝绿光)、 

能量高于荧光分子激发阈值的光子, 使其电子从基态 

直接跃迁至激发态. 该方法具有光路简单、功率需求 

低、可同步照明较大视野等优点. 然而, 如图2(b)所 

示, 短波长光在生物组织中散射与吸收较强, 导致其 

有效穿透深度较浅, 且易在焦平面上下非特异性地激 

活视蛋白, 从而降低轴向分辨率并引入背景噪声 [36]. 
相比之下, 双光子激发是一种非线性光学过程, 依赖 

于两个近红外光子(波长约800–1100 nm)几乎同时被 

同一分子吸收以实现能级跃迁. 由于激发概率与光强 

的平方成正比, 有效激发被严格限制在高光子密度的 

聚焦焦点体积内. 近红外光在组织中散射较弱, 使双 

光子技术兼具卓越的轴向分辨能力和深层穿透能力, 
能实现接近1 mm甚至更深的组织穿透, 并能显著减少 

离焦背景激发与光损伤. 然而, 双光子激发依赖昂贵且 

复杂的脉冲激光系统, 多点并行激发亦受功率分配的 

限制. 因此, 单光子激发更适用于浅层、大范围、多 

细胞并行刺激的实验场景; 而双光子激发则在需要高 

轴向分辨率、深层组织成像与精确定点的研究中展现 

出独特优势 [37,38].  
目前, 实现单细胞光刺激的靶向策略主要分为串 

行扫描与并行照明两类. 图3(a)与(b)分别展示了这两 

种模式在激活多个神经元时的基本原理: 串行扫描通 

过逐点移动聚焦光斑依次激活目标; 而并行照明则可 
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在同一时间内在样品表面生成多个激发区域, 实现对 

多靶点的同步刺激. 
在精准光遗传学中, 串行刺激作为一种广泛应用 

的光激活策略, 其基本原理是通过聚焦形成亚微米级 

光斑, 并使其沿预设轨迹逐点移动, 实现对目标神经 

元的逐个激活 [39–41]. 图3(b)所示, 典型的扫描式串行刺 

激系统在单光子光遗传学中常借助光纤或扩展光源结 

合扫描器件实现定向照明. 而在双光子光遗传学中, 则 

多采用飞秒激光配合扫描系统进行定位扫描. 由于该 

策略本质上是串行操作, 其刺激速度受扫描路径长度 

和单点驻留时间的限制, 因而难以实现大规模神经元 

群体的同步激活 [42–44]. 
与之相比, 并行照明方法通过在样品焦面同时生 

成多个激发区域, 可实现多靶点的同步光刺激. 图3(c) 
展示了一种典型的并行图案化光刺激系统, 其基本原 

理是采用空间光调制器或者数字微镜器件等光场调控 

器件对光场进行强度调制, 再通过投影的方式实现高 

刷新率的光图案输出, 该方法适用于浅层组织的大范 

围刺激, 在刺激速度和覆盖范围上较串行扫描具有明 

显优势, 因而广泛用于神经环路功能研究及多平面同 

步调控. 然而, 并行照明对激光功率分配及系统稳定 

性有较高要求, 且在目标点数量增多时, 为维持各点 

的有效激发能量, 需大幅提升总激光功率. 

3 高分辨率单光子光刺激显微技术进展  

光遗传学为解析大脑神经环路功能及相关疾病机 

制提供了独特手段. 在众多技术路径中, 单光子光遗传 

学因光路构型简洁、功率需求低、可实现大范围并行 

刺激等优势, 长期在神经集合活动的操控中占据重要 

地位. 通过在特定波长下激活表达光敏蛋白的神经元, 
单光子系统能够在毫秒级时间尺度内同时调控大量细 

胞, 为研究群体神经动力学提供了有力工具 [45,46]. 已有 

研究表明, 与多光子全息光遗传学相比, 单光子方案在 

相同刺激面积下所需平均功率显著更低, 并且能够在 

二维平面上同时激活更多神经元 [47–49]. 如图4所示, 目 

前已发展出多种选择性刺激策略, 目前主要包括四类 

图 2 单光子与双光子激发过程示意图. (a) 单光子和双光 
子激发过程的能级跃迁示意图 [36]. 左: 单光子激发的雅布隆 
斯基图; 右: 双光子激发的雅布隆斯基图. (b) 组织内视蛋白 
激发空间特性: 左为单光子激发的弥散照明(蓝), 仅表层少 
量视蛋白激活(绿); 右为双光子局域化聚焦(红), 深层高效激 
发 
Figure 2 (a) Schematic representation of 1P and 2P excitation 
processes [36]. Left, Jablonski diagram of 1PE; right, Jablonski 
diagram of 2PE. (b) Spatial opsin activation: left, diffuse 1P 
illumination (blue) sparsely activates superficial opsins (green); right, 
localized 2P focus (red) enables efficient deep-tissue activation.  

图 3 串行与并行单光子光刺激模式及其实现技术示意图. 
(a) 串行光刺激一系列神经元的示意图. (b) 基于串行的扫描 
光刺激技术 [12]. (c) 并行光刺激一系列神经元的示意图. (d) 
基于投影的并行光刺激技术 [22] 

Figure 3 Serial and parallel single-photon photostimulation modes 
and their implementation techniques. (a) Schematic representation of 
the serial photostimulation of a series of neurons. (b) Optical scheme of 
scan-based light targeting techniques [12]. (c) Schematic representation 
of the parallel photostimulation of a series of neurons. (d) Optical 
scheme of projection-based light-patterning techniques [22].  
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技术路线: 基于振镜引导光束的扫描式刺激、基于投 

影的二维图案生成、计算生成全息(Computer Gener
ated Holography, CGH)以及三维多址随机访问光刺激 

方法(Threedimensional Multi-site Random Access 
Photostimulation, 3D-MAP) [50,51]. 然而, 由于单光子激 

发光在生物组织中易受散射影响, 其有效穿透深度和 

轴向分辨率均明显低于多光子方案, 这在深层组织刺 

激中构成了限制. 

3.1 单光子扫描光刺激技术  

扫描系统采用串行扫描机制, 通常搭载高功率激 

光源实现光遗传学刺激. 其照明光斑呈单点高斯分布, 
通过振镜或声光偏转器实现光斑的精确偏转, 可采用 

光栅或螺旋扫描轨迹在样本表面构建复杂刺激图案, 
不同扫描模式适用于特定实验场景. 为提升在散射组织 

中的靶向精度, 现代扫描系统整合了传输矩阵 [52–54]、 

相位共轭 [55–57]或机器学习辅助的波前校正技术 [58–60] 

来增强单光子系统的单细胞调控能力. 该技术既适用 

于单个神经元精准刺激, 也可实现神经元群体的协同 

调控, 在光敏蛋白激活方面表现优异. 其技术优势包 

括光路传输损耗极小、样品面照明强度均匀稳定、抗 

背景干扰能力强、时空分辨率高等特点. 使用振镜的 

扫描系统还具有操作友好、易于系统集成等优点, 可 

兼容体外培养和头部固定体内实验. 但该技术的核心 

局限在于时序性单点照明模式, 无法实现多区域同步 

刺激, 因而难以研究神经元群体对行为的瞬时协同调 

控机制 [1]. 

3.2 直接投影法二维图案化光刺激  

直接投影法二维图案化光刺激采用基于数字微镜 

器件(Digital Micromirror Device, DMD)的光学投影系 

统, DMD核心功能依赖于数百万个可独立翻转的微小 

反射镜. 如图5(a)所示, 这些微镜可精确控制为“开”或 

“关”状态, 从而实现对入射光场的二维空间调制与动 

态图案生成 [61–63]. 具体而言, DMD能够以极高的刷新 

率精确调节每个微镜的翻转角度, 这种控制方式有效 

规避了传统光栅或空间光调制器在模式切换时所需的 

物理移动, 显著提升了系统稳定性和图案切换速度, 保 

证了实验的高重复性和空间调控精度 [64]. 在典型的 

DMD光学投影系统中, 处于“开”态的微镜将光线反射 

至投影光路, 而处于“关”态的微镜则将光线反射至非 

成像区域, 实现高效的二值光场调制, 如图5(b)所示, 
配合后续光学系统, 可将DMD生成的二值图案缩放、 

聚焦并精确成像至目标神经细胞或组织的特定区域, 
该光路集成方式在光遗传学等研究中显著提升了光操 

控的精度与灵活性 [65,66]. 
另一方面, DMD投影法通过设计周期性条纹还可 

实现结构光照明显微(Structured Illumination Micro
scopy, SIM)中的超分辨成像和光切片功能 [67,68], 该技 

术利用光学传递函数的低通滤波特性, 可以将DMD产 

生的二值图案自动转换为接近理想状态的正弦条纹, 
从而实现高质量调制的光强分布, 极大提升空间分辨 

率和光学切片能力 [69–71], 进一步拓展了光刺激与成像 

的集成功能. 
近年来, DMD投影法凭借其高空间分辨率和时间 

分辨率已在光遗传学领域得到了广泛应用. 通过精确 

定位激发区域, 该方法能够对三维组织样本中实现空 

间选择性的光刺激, 例如, 结合光学成像及功能指示 

剂技术可有效支持神经活动的高分辨率观测与研究, 
且成本和复杂度低于传统电刺激技术 [72,73]. 此外, 该技 

术具有良好的光源兼容性, 可适配激光与非相干光源 

例如发光二极管(Light-Emitting Diode, LED), 便于满 

足多波长、多色光刺激及成像的复杂需求 .  然而 ,  

图 4 单光子图案化光刺激分类 [51]. (a) 使用振镜引导将聚 
焦光束投射到样品内不同位置. (b) 直接投影法产生二维图 
案, 通过顶部空间光调制器进行振幅调制. (c) 计算机生成全 
息图, 通过顶部空间光调制器进行相位调制产生多个单独光 
束的能量以高效的方式重定向, 创建全息图案. (d) 三维多址 
随机访问光刺激3D-MAP方法 
Figure 4 Classification of single-photon patterned photostimulation 
[51]. (a) Using galvanometer guidance to direct a focused beam onto 
different locations within a sample. (b) Direct projection method 
generates 2D patterns, with amplitude modulation via a top spatial light 
modulator. (c) Computer-generated holography creates holographic 
patterns, where phase modulation via a top spatial light modulator 
redirects the energy of multiple individual beams in an efficient way. (d) 
3D-MAP method.   
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DMD投影法也存在一定局限, 由于系统仅能利用部分 

“开”状态的光线, 其光能利用率受限, 在高光功率需求 

的实验中常需提升光源亮度或优化光路以作补偿. 同 

时, 目前DMD投影技术主要限于二维平面照明, 实现 

真正的三维并行照明仍面临技术挑战. 未来随着DMD 
芯片分辨率、刷新速率的提升及投影光路的优化, 该 

方法有望实现三维投影及多通道多色同步光刺 

激 [72,74,75]. 

3.3 计算机生成全息光刺激  

CGH通过空间光调制器(Spatial Light Modulator, 
SLM)对相干激光束的相位进行调控, 可在三维空间中 

并行生成多个可独立寻址的光斑, 实现对神经元集群 

的高时空精度刺激. 与DMD等强度调制器件相比, 相 

位型SLM能够更高效地利用入射光能, 显著提高系统 

的光能利用率. 该技术通常将单束激光在傅里叶平面 

分束, 并在像平面生成任意三维照明图案, 从而支持 

对三维样品内的并行光学操控. 2013年, Shoham团 

队 [11]基于铁电液晶SLM构建的全息系统, 利用473 nm 
激光在视网膜离体培养物中实现了单细胞光遗传激 

活, 为高时空精度的视觉恢复研究奠定了基础. 随后, 
2014年Emiliani团队 [76]开发的微型化系统在麻醉小鼠 

脑组织中实现了约横向5 μm和轴向4 μm的刺激分辨 

率, 并在自由活动小鼠小脑中结合光纤内窥镜实现了 

浦肯野细胞的单细胞光控与GCaMP5G荧光同步成 

像 [11], 显著拓展了该技术在生物活体中的应用范围. 
此外, 基于衍射型SLM的光场调控可在像平面生成与 

神经元形态高度匹配的任意形状光斑, 支持多神经元 

乃至亚细胞区室的同步激发, 并可通过迭代算法重建 

树突等精细的光斑结构, 实现接近衍射极限的微米级 

光斑尺寸与纳米级的三维定位精度 [66,77]. CGH的优势 

在于可一次性生成多焦点光斑并灵活分配其光功率, 
硬件结构相对简单、成本效益高, 且在大规模同时刺 

激时热效应低, 使得在完整脑组织中复现生理相关的 

神经活动模式成为可能 [1,11,76,78]. 然而, 该技术也受限 

于SLM的物理参数, 如像素数量、位深与有效孔径等, 
这些因素制约了其可寻址体素的数量. 其刷新率通常 

在数十至数百赫兹范围, 难以同时兼顾高灰度等级与 

高速调制. 同时, 三维相位掩模的迭代求解计算量庞 

大, 且对系统像差和器件的非理想特性较为敏感. 为 

保障光场重建的稳定性与精度, 自适应光学等校正方 

案正逐渐被引入 [79]. 未来, 随着高速SLM与高效计算 

算法的进一步发展, CGH技术有望在实现更大规模、 

更高通量的三维神经环路调控方面发挥关键作用. 

3.4 3D-MAP三维多址随机访问光刺激  

为克服传统CGH技术在可寻址体素数量和刷新 

率方面的限制, 研究者开始探索能在保持大规模刺激 

能力的同时, 进一步提升三维空间寻址速度与灵活性 

的新策略. 其中, 3D-MAP便是代表性成果. 
3D-MAP是一种创新的单光子全息技术, 它将高 

速扫描镜的角度调制与DMD的空间调制相结合, 在频 

率域与空间域实现高速协同控制. 该技术能在千赫兹 

级速率下生成三维照明图案, 并与成像系统同步运行, 
以实现高精度光遗传操控. 3D-MAP能够在CGH难以 

有效合成的大体积内生成高分辨率3D图案, 并且其图 

案投影速度远快于CGH. 
其工作原理如图6(a)所示, 准直激光束经扫描镜 

设定的自定义照明角度入射至DMD, 二者的同步驱动 

确保空间掩模与入射角度精确匹配, 实现三维空间中 

刺激焦点的灵活定位. 如图6(b)中, 与传统CGH在离焦 

面易产生非目标激发不同, 3D-MAP能有效阻断非目 

标光路, 显著提升空间选择性. 在功能验证方面, 如图 

6(c)和(d)所示, 通过在视蛋白表达相对稀疏的条件下 

进行传统电穿孔实验, 结果表明该技术既可实现单焦 

图 5 DMD功能原理以及DMD与光刺激光路的集成. (a) 两 
个DMD反射镜, 一个反射镜(左)处于“关闭”位置, 另一个反 
射镜(右)处于“打开”位置, 每个微镜将光反射到投影光学元 
件上 [64]. (b) DLP光刺激系统的光路示意图, 使用激光器和 
DMD将光反射到切片上的刺激部位 
Figure 5 Principal of DMD fuction and integration of a DMD into the 
photostimulation light path. (a) Two DMD mirrors with one mirror 
(right) in the “off” position and the other (left) in the “on” position. 
Each micromirror reflects the light either toward the projection optics or 
toward a light absorber [64]. (b) Schematic drawing of the light path for 
the DLP photostimulation system using a laser and the DMD to reflect 
light onto stimulation sites on the slice.   
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点三维映射, 也可在已知细胞群中完成多焦点并行刺 

激. 突触响应比较结果显示, 多点同步激发所诱发的 

生理信号与单点响应线性叠加之间存在差异, 提示其 

可揭示更接近真实情况的生物刺激效应. 此外, 通过 

多路复用照明图案并每次瞄准较小神经元子集以增加 

图案稀疏性, 还有助于降低并行刺激过程中的光学 

串扰. 
综上所述, 3D-MAP在刺激规模、操作速度、系 

统简洁性及成本控制等多个维度均展现出明显优势. 
与传统单光子技术相比, 其可刺激更多神经元且光功 

率需求降低2–3个数量级, 但仍需在分辨率与可寻址 

体积之间进行权衡. 相较于昂贵的双光子系统, 3D- 
MAP作为单光子技术具备更高的普及潜力, 为发展可 

扩展的无线高精度脑机接口奠定了基础. 该项革新性 

工具不仅有助于深入探索脑功能与疾病机制, 也为神 

经科学研究开辟了新的方向 [50]. 

4 高分辨率双光子光刺激显微技术进展  

前文讨论的选择性照明策略主要依赖单光子激 

图 6 3D-MAP技术原理与功能验证 [50]. (a) 准直激光束以扫描振镜设置的自定义照明角度照射DMD的表面. DMD与扫描镜 
同步, 以使空间孔径的2D掩模与照明角度匹配. (b) 由计算机生成全息术产生的焦点刺激焦点中的目标区域, 但也刺激非目标 
区域. 3D-MAP只能刺激感兴趣区域, 并通过关闭振幅光阑沿着投射到非目标区域的传播方向来避免非目标区域. (c) 左: 通过 
单焦点进行3D映射. 右: 对多个病灶进行同时刺激. (d) (c)中同时刺激ROI 1–5(蓝色)的实际突触响应与单独刺激ROI 1–5(红色) 
时进行线性求和计算的响应的比较 
Figure 6 Principle and functional validation of 3D-MAP technology [50]. (a) A collimated laser beam illuminates the surface of a DMD with a 
custom illumination angle set by scanning galvanometers. The DMD is synchronized with the scanning mirrors to match the 2D mask of the spatial 
aperture to the illumination angle. (b) A focus generated by CGH stimulates the targeted area in focus but also stimulates non-targeted areas. 3D-MAP 
can stimulate only the region of interest (ROI) and avoid non-targeted areas by closing the amplitude apertures along propagation directions that 
project to non-targeted areas. (c) Left: 3D mapping by a single focus. Right: simultaneous stimulation of multiple foci. (d) Comparison of the actual 
synaptic response by simultaneous stimulation of ROIs 1–5 in (c) (blue) with the response calculated by linearly summing when stimulating ROIs 1–5 
individually (red).  
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发, 其激发过程不可避免地作用于焦平面上下的整个 

光锥区域, 导致在高度散射的脑组织中难以实现精确 

的空间定位. 相比之下, 双光子激发凭借其固有的非 

线性光学特性, 可将激发效应严格限制在焦点体积内, 
从而提供更高的空间分辨率. 当与全息光学技术结合 

时, 双光子光遗传学能够实现对多个神经元的同步或 

准同步调控, 并在散射组织中兼具高时空分辨率与对 

表达视蛋白的神经元进行高密度刺激的能力 [51,80,81]. 
通过在样品表面投射计算生成的全息光图案, 该技术 

可精确靶向并并行控制三维脑区内的多个神经元, 为 

实现单细胞级别的成像与光学操控提供了理想平 

台 [70,82]. 
如图7 [83]所示, 双光子激发技术大体可分为基于 

空间聚焦的扫描式与基于时间聚焦的非扫描式, 它们 

的光场形成方式不同, 前者利用高数值孔径(Numerical 
Aperture, NA)物镜在后焦平面(Back Focal Plane, BFP) 
形成精细聚焦光斑, 并通过逐点扫描实现高分辨局部 

激发; 后者则结合低NA光束与脉冲时宽压缩, 在大视 

场范围内直接构建面状或体积激发, 无需机械扫描即 

可实现高效激发目标区域. 

4.1 基于时间聚焦的计算全息技术  

在双光子光遗传学中, 理想的刺激方案需同时满 

足低激发功率密度、大面积照明、毫秒级时间分辨率 

与微米级空间分辨率等关键要求. 然而, 传统的空间聚 

焦扫描方法在并行性和时间分辨率方面存在固有瓶 

颈, 尤其在需要快速激活多个神经元或进行大面积刺 

激时, 扫描速度成为主要限制因素. 为突破上述限制, 
时间聚焦技术(Temporal Focusing, TF)应运而生. 该技 

术通过在焦平面实现脉冲压缩, 使光子密度在轴向上 

高度集中, 从而在无需紧密空间聚焦的情况下实现高 

效的双光子吸收. 这一机制不仅显著提升了轴向分辨 

率, 还有效降低了非焦平面光损伤. 时间聚焦技术最 

早由Oron等人 [84]在2005年提出, 用于多光子激发中通 

过色散补偿实现脉冲在焦平面的时间压缩. 在此基础 

上, Papagiakoumou团队 [36]于2010年首次将时间聚焦 

与计算全息技术有机结合, 发展出基于时间聚焦的计 

算全息技术(TF-CGH). 该方法在双光子显微系统中实 

现了对大面积二维区域的短时并行激发, 突破了传统 

点扫描在并行性上的限制, 为后续三维光遗传学调控 

奠定了技术基础. TF-CGH的核心思想是将时间聚焦 

的轴向限制能力与计算全息的空间自由度相结合, 从 

而在散射组织中实现大规模、精确、快速的神经元刺 

激. 这种组合方式能够同时满足低激发功率密度、大 

面积平行照明、毫秒级时间分辨率与微米级空间分辨 

率等苛刻要求, 为高时空分辨率的光遗传学研究提供 

了强有力的技术支撑. 
与依赖空间聚焦的传统点扫描成像不同 ,  TF- 

CGH通过在目标焦平面的共轭面引入衍射光栅或棱 

镜等色散元件, 使不同频率成分在焦平面重新压缩成 

超短脉冲, 从而在无需紧密空间聚焦的情况下实现轴 

向限制的多光子吸收. 计算全息部分则利用空间光调 

制器或数字微镜器件对入射激光波前进行相位调制, 
将光能量灵活分配到任意二维或三维分布的目标区 

域, 实现真正意义上的无扫描并行照明 [85]. 这种组合 

策略不仅保留了双光子激发的高空间选择性, 还显著 

提高了时间分辨率, 使得在毫秒量级内同时激活数十 

至数百个神经元成为可能. 
2017年, Pégard等人 [13]在小鼠活体实验中提出并 

验证了三维无扫描全息光遗传学(Three-dimensional 
Scanless Holographic Optogenetics with Temporal Fo
cusing, 3D-SHOT)技术, 将TF-CGH扩展到三维空间, 
实现了在任意轴向平面上对定制化神经元集群的单次 

光激活, 且不受可寻址平面数量的限制. 该技术在体内 

图 7 空间和时间聚焦光束的轴向传播 [83]. (a) 具有空间聚 
焦光束和物镜后焦平面处的对应光束强度分布的扫描2PE 
的示意性表示和光子的时空分布. (b) 用于具有时间聚焦低 
NA光束的无扫描2PE示意图和光子的时空分布 
Figure 7 Axial propagation of spatially and temporally focused 
beams [83]. (a) Schematic representation of scanned 2PE with a 
spatially focused beam and the corresponding beam intensity 
distribution at the objective BFP, and the spatiotemporal distribution 
of photons. (b) Schematic of scanless 2PE with a temporally focused 
low-NA beam and the spatiotemporal distribution of photons.   
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表现出单神经元级别的空间分辨率和优异的定位精 

度, 能够在复杂的神经网络中实现高维度的功能解析. 
实验结果表明, 3D-SHOT不仅在横向分辨率上可达 

1–2 μm, 轴向分辨率也可稳定维持在5–10 μm范围内, 
同时在散射组织中具备数百微米至毫米级的穿透深 

度, 这对于深部脑区的光遗传调控尤为关键 [19]. 
然而, TF-CGH在实际应用中仍面临若干挑战. 首 

先, 光学散斑效应会降低照明均匀性, 影响刺激的精确 

性, 通常需借助相位优化算法或多模式干涉抑制等方 

法进行改善. 其次, 轴向分辨率受限于色散补偿精度 

和光学元件质量, 进一步优化光路设计和元件性能是 

提升成像与刺激质量的关键. 此外, 系统复杂度和功 

率需求也是制约其推广的重要因素. 未来可通过开发 

高效低功率的光敏蛋白、引入三光子激发以增强深部 

靶向能力, 以及结合自适应光学技术来补偿组织散射 

与像差, 有望进一步拓展TF-CGH在神经科学研究中 

的应用边界. 

4.2 基于双光子扫描的全息技术  

多光子光遗传学刺激除采用时间聚焦技术实现无 

扫描并行照明外, 还可通过相位调控的光束整形与高 

速扫描策略相结合, 实现对目标神经元的高精度、可 

编程光刺激. 其基本原理是在物镜后孔径的共轭面利 

用SLM对入射波前进行相位调制聚焦艾里斑并借助 

高速扫描器在选定的细胞轮廓或亚细胞结构上在胞体 

表面进行螺旋式或光栅式扫描. 与基于全息和时间聚 

焦的技术方案相比, 扫描式方法虽然能实现更快速的 

光刺激, 但每次可处理的神经元数量相对有限. 2015 
年, Packer研究团队 [12,86]提出通过空间光调制器实现 

光束分束, 结合快速扫描策略来优化神经元光刺激, 
在保证刺激速度的同时最大化单次刺激的神经元 

数量. 
典型双光子扫描系统由飞秒激光源、SLM、扫 

描单元、光束整形望远镜及高数值孔径物镜组成. 当 

扫描单元工作时, 显微系统产生的光斑在样品表面快 

速移动, 实现对一系列目标位点的连续刺激. 目前常 

用的扫描元件主要包括两类: 电流计扫描器和声光偏 

转器(Acousto-Optic Deflector, AOD) [1,87]. 针对精准光 

遗传学的应用需求, 电流计扫描器又可细分为两种主 

要类型: 标准检流计式扫描振镜和共振扫描振镜. 标 

准电流计扫描器支持任意波形驱动, 虽然受限于频率 

和幅度参数, 但特别适用于慢动力学单细胞光激活研 

究. 例如, Tank研究组 [42]首次实现双光子激活光敏蛋 

白的突破性实验, 就是采用标准检流计式光学扫描振 

镜完成的. 而基于共振扫描振镜的双光子扫描显微镜 

能实现三维实时活体成像, 因此常与双光子全息靶向 

调控技术联用, 用于神经集群活动与功能研究. 
为保证全视场内的均匀成像与刺激性能, 光路中 

常配置望远镜系统调节光束填充率, 并通过色散补偿 

与像差校正优化脉冲时宽和焦点质量. 在刺激策略上, 
常用的轨迹包括螺旋扫描和光栅扫描, 前者适合胞体 

均匀照明, 后者在复杂形态或密集分布的细胞中具有 

较高的覆盖稳定性. 对于树突或轴突等细长结构, 可 

采用线扫描或李萨如轨迹以提高覆盖效率并降低热积 

累. 相位全息与局部微扫描的结合, 可在一次刺激周期 

内覆盖更多目标, 同时保持单细胞级的空间精度和毫 

秒量级的时间分辨率. 
目前, 基于双光子扫描的光激活技术已成为精准 

光遗传学的主要研究方法, 在光敏蛋白的双光子激发 

验证、活体光遗传学刺激以及神经集群功能研究等领 

域均取得重要突破 [88]. 然而, 其并行规模受限于功率 

预算和光敏蛋白激发阈值, 高速扫描下的热积累与光 

毒性风险、AOD引入的色散与像差以及成像与刺激 

间的光谱串扰, 仍是需要解决的问题. 未来的发展方向 

包括提升激光源脉冲能量与重复率, 优化波前与扫描 

轨迹的联合控制算法, 开发高效低功率光敏蛋白, 引 

入远程调焦实现快速三维寻址, 以及与自适应光学结 

合以补偿组织散射和像差, 从而进一步提升深部、多 

目标、高精度的光遗传学调控能力. 

5 应用与展望  

光遗传学凭借高时空分辨率与细胞类型特异性, 
为神经元活动的非侵入式精准调控提供了强大工具, 
显著拓展了神经科学的研究边界. 目前, 该领域在基础 

技术突破、应用场景拓展与系统集成创新方面均取得 

显著进展. 
面向不同的研究需求, 光遗传学技术在技术层面 

已形成一套互补性技术体系, 为精准调控提供了关键 

基础. 现有光刺激方法在空间分辨率、时间分辨率、 

组织穿透深度及并行能力等方面各具优势, 形成了互 

补性强的技术体系. 单光子光刺激方案在系统简化与 
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大范围刺激方面更具优势, 其中声光偏转器以微秒级 

响应速度适用于稀疏分布目标的高速随机访问, DMD 
投影法在二维图案生成与多色光刺激中灵活高效, 而 

计算机生成全息技术凭借光斑形状可定制与低热效 

应, 在多目标同步刺激中具有独特价值 [89], 3D-MAP技 

术则通过快速三维寻址实现大规模神经元群体的高通 

量操控. 双光子光刺激技术则在深层组织的高精度定 

位与光学层析能力上表现突出, 其中基于时间聚焦的 

计算全息(TF-CGH)技术适用于大面积、无扫描的并 

行照明与多平面同步激活, 兼具微米级空间分辨率与 

良好的组织穿透力, 而基于双光子扫描的全息技术, 
适合于单细胞乃至亚细胞级别的精准刺激与快速轮廓 

扫描. 这些多样化技术体系的持续集成与创新, 显著推 

动了光遗传学在神经科学研究中的实用化进程. 特别 

是双光子技术与先进光场调控技术的结合, 成功应对 

了大深度组织选择性照明的挑战, 使得研究者能够深 

入活体全脑或深层皮层内部, 以单细胞精度和高效率 

并行调控的方式, 精准解析并因果验证特定神经环路 

的功能 [90–92]. 这种在单细胞水平上实现大规模、高效 

率、深穿透调控的能力, 是系统揭示复杂认知、情感 

及行为背后神经编码时空动态模式的关键支撑. 如表 

1所示, 不同方法在性能参数上的差异决定了其在具 

体实验场景中的适用性, 研究者可根据空间定位精 

度、时间控制需求、组织深度及系统复杂度等因素灵 

活选择或组合最优策略, 以实现对神经元活动的高效、 

精准调控. 
光遗传学选择性光刺激显微技术凭借其高时空精 

度的操控特性, 正通过多学科交叉融合不断拓展其应 

用维度. 其研究的根本意义在于提供了在活体、高精 

度细胞和亚细胞水平上对生物学事件进行主动精确干 

预的手段, 使得研究者能够对复杂生物功能和特定细 

胞活动之间的联系进行可控的干预与观察, 从而实现 

对复杂生命活动驱动机制的深入解析. 在神经科学领 

域, 光刺激技术与光敏蛋白工程 [93,94]、高通量电生理 

学、声遗传学、磁遗传学等技术的交叉融合, 持续拓 

展其应用边界, 在解析脑功能环路和行为神经编码方 

面展现出广阔前景, 包括精确界定神经元类型, 解析 

驱动行为效应的最小神经单元, 破译行为学效应的时 

空神经编码等 [95–99]. 这使得揭示大脑功能环路中神经 

元活动的因果关系和动态调控机制成为可能, 例如解 

析介导奖赏、焦虑或痛觉的关键通路中兴奋性和抑制 

性神经元的精细平衡及其动态变化, 同时还可借助光 

遗传技术在生物神经网络中精确调控并记录神经元活 

动, 拓展神经机器人系统的控制能力 [100]. 在发育生物 

学领域, 高时空精度的光遗传学操控具有特殊价值. 该 

技术不仅使研究者能够在体外调控细胞活动以建立基 

因活动、细胞信号转导与细胞命运决定之间直接的因 

果关系 [101], 还可结合活体实验深入揭示基因活动与发 

育表型之间的关联, 并以动态方式解析控制细胞迁移、 

细胞命运决定与组织器官形态发生的底层原理和生物 

力学调控机制 [102–104]. 在临床转化方面, 光遗传学技术 

已开始探索运动障碍疾病中的视力恢复 [105,106]、帕金 

森等疾病的深层脑刺激治疗 [106]. 尤为值得关注的是, 利 

用光遗传学工具操控类器官及干细胞衍生的组织结 

构 [107–109], 并结合因果分析方法实时解析神经元活动功 

能, 不仅为研究人类精神类疾病的病理机制提供了更接 

近生理状态的体外模型, 深化了对大脑工作机制的理 

解, 也为未来的药物筛选和精准临床转化奠定了基 

础 [110]. 此外, 在脑机接口领域, 光遗传学为精准调控神 

经活动提供了关键手段, 有望实现对特定神经环路的毫 

秒级操控, 推动脑机接口从单向“读取”向“读写双向交 

互”升级 [111], 提升运动修复与疾病治疗的精准度, 并有 

潜力与人工智能融合, 发展闭环式智能神经调控系统, 
为帕金森病、抑郁症等脑疾病带来新突破 [112,113]. 

在系统集成创新方面, 光遗传技术正朝着更高集 

成度、更强兼容性与更优性能的方向发展. 选择性刺 

激系统具有多重应用潜力, 不仅可用于神经递质光解 

和各类光活化分子操控, 还能精确定义荧光相关光谱 

的探测体积, 研究荧光漂白后恢复动力学以及调控光 

活化荧光蛋白 [114]. 尽管如此, 光遗传学技术仍面临多 

项挑战, 例如, 如何实现更快速、精确且深层的光刺 

激, 特别是在复杂深部组织中, 维持高分辨率刺激尤 

为困难. 近年来, 新兴的全光学原位层析技术为此提 

供了新思路 [115], 该技术通过融合多光子成像与飞秒激 

光微加工, 无需机械切片即可实现对异质性样本的高 

精度体积成像与移除, 为在深层组织中实现高保真光 

刺激与同步结构解析奠定了方法学基础. 与此同时, 
光场调控技术的快速发展也为光遗传学研究注入了新 

的动力. 除了多靶点同时光刺激, 使用空间光调制器可 

以对光场强度与相位进行编码, 在三维空间中实现对 

光场分布的精确控制, 从而支持多位点靶向刺激 [82]. 
这种方式不仅提高了刺激效率, 还能有效减少非靶向 
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区域的干扰, 增强实验结果的特异性与可靠性, 并有机 

会与STED (Stimulated Emission Depletion Micro
scopy) [116–118], PALM (Photoactivated Localization Mi
croscopy) [119–121], SIM [122–126]等超分辨成像方法结合, 
其融合的意义在于, 将光刺激的分辨率从细胞水平推 

向细胞器水平, 从而实现对突触后密度、线粒体、内 

质网等关键细胞器功能的因果操控, 将有助于在细胞 

器尺度上实时解析光刺激引发的细胞动态过程, 推动 

对生命活动机制的更深入理解 [48,127,128]. 此外, 偏振作 

为光的重要自由度, 在光与物质相互作用中扮演关键 

角色. 由于生物体系普遍具有各向异性与手性特征, 

偏振光能够诱发不同于非偏振光的生物效应, 为精准 

调控复杂生物过程提供了新的思路 [129]. 更为前沿的 

是, 近年来兴起的超构表面光场调控技术为光刺激的 

小型化与集成化提供了可能, 使得活体条件下的高精 

度光调控研究具备更广阔的发展前景 [123,130]. 
随着光学方法、光敏蛋白工程及系统集成技术的 

持续进步, 深层组织中的高分辨率刺激等问题有望逐 

步解决. 未来可以预见, 光遗传学选择性光刺激显微 

技术将在更高精度、更高效率和更高通量的方向上不 

断发展, 并在基础研究、疾病机理解析及临床应用中 

发挥愈加重要的作用.  

表 1 多种光刺激技术的性能比较与应用适配性分析 

Table 1 Comparative analysis of performance parameters and application suitability across photostimulation techniques 

方法 基本原理 优势 局限 适用条件 

单光子振镜扫描 

利用振镜控制聚焦单点光斑 
在样品平面逐点移动, 按预 
设轨迹串行照射目标, 实现 
高精度单细胞或多细胞 

依次刺激.  

光路简单、定位精度高、 
抗背景干扰能力强,  
可实现任意轨迹扫描,  
易与成像系统集成.  

串行扫描速度受限,  
无法多点同步; 穿透深度 

和轴向分辨率低. 

适合浅层组织的单细胞或小 
规模多细胞精确刺激, 适用 
于需要高定位精度、轨迹灵 
活但对同步性要求不高的实 

验.  

单光子声光偏 
转器扫描 

通过声光偏转器快速改变光 
束偏转角度, 实现无机械 
惯性的高速单点扫描,  
适合快速定位和复杂 

轨迹刺激.  

无机械惯性、响应速度快 
(微秒级), 可随机访问多点, 

适合高速多目标切换.  

存在色散与像差,  
需要补偿; 视场有限;  

光路复杂度高.  

适合需要高速扫描、快速定 
位的浅层实验, 适用于动态 
过程捕捉或复杂轨迹刺激,  
对穿透深度要求不高.  

单光子DMD投影 

采用数字微镜器件对入射光 
进行二维强度调制, 将生成 
的光图案直接投影到样品, 
实现大面积、多区域并行刺 

激.  

图案切换速度快, 可生成 
任意二维光照图案,  
硬件成本相对低,  
兼容多波长.  

光能利用率低, 轴向 
分辨率有限, 受散射影响大.  

适合浅层、大面积、多目标 
并行刺激, 适用于神经环路 
功能研究, 结合结构光 

光场调控.  

单光子计算生成全息 

利用空间光调制器对激光波 
前进行相位调制, 在像平面 
生成任意形状、多点分布 
的光斑, 实现空间并行 

选择性刺激.  

可一次生成多光斑并 
按需分配功率, 光斑形状可 
与细胞形态匹配, 热效应低.  

刷新率受SLM限制,  
三维相位计算量大,  

对像差和系统稳定性敏感.  

适合浅层组织中多点、 
任意形状光斑的并行刺激,  
适用于需要高空间自由度 

和形态匹配的神经元 
群体调控.  

单光子3D-MAP 

结合扫描镜角度调制与 
DMD空间调制, 在空间与角 

度域 
协同控制下高速生成三维多 

点光图案, 实现快速、 
灵活的体积刺激.  

结合角度扫描与空间调制, 
三维寻址速度快(kHz级),  
功率需求低于多光子.  

仍受单光子穿透深度限制,  
需权衡可寻址体积与分辨率.  

适合浅层或中等深度的 
三维多点高速刺激, 适用于 

大规模神经元群体的 
体积寻址和快速网络 

功能解析.  

双光子TF-CGH 

将时间聚焦的轴向限制能力 
与计算全息的空间自由度 
结合, 在双光子条件下 

实现大面积、高分辨率、 
多点并行刺激.  

无机械惯性, 微米级轴向 
分辨率, 对散射组织穿透力 

强, 响应速度快. 

散斑效应影响均匀性,  
轴向分辨率受色散补偿限制, 

系统复杂度高.  

适合深层组织的大面积、 
多点并行刺激, 适用于需要 
高轴向分辨率、低背景 
和深部靶向的精确 

神经调控.  

双光子扫描光刺激 

利用SLM光束整形结合高速 
扫描器, 在目标细胞或亚细 
胞结构上按轨迹扫描, 实现 

高空间精度的双光子 
定点刺激.  

单细胞/亚细胞空间精度高, 
轨迹灵活可编程.  

并行规模受功率限制,  
高速扫描下热积累与光毒性 
风险, AOD引入色散像差.  

适合深层组织的高精度、 
可编程定点刺激, 适用 
于单细胞或亚细胞 
结构的精细调控及 

功能研究.    
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Photostimulation and optogenetic manipulation, by precisely controlling wavelength, light intensity, and spatiotemporal 
distribution, offer a noninvasive, high-precision tool for life-science research. To meet diverse application requirements, 
precise photostimulation strategies have become increasingly varied. Compared with conventional microscale 
manipulation methods such as electrical stimulation and pharmacological delivery, optical stimulation not only enables 
targeted single-cell control but can also be integrated with microscopy to monitor cellular or tissue dynamics in real time 
during stimulation, and has thus seen widespread application in neuroscience and cell biology. This review systematically 
summarizes advances in high-resolution optical stimulation techniques, presents the principles and characteristics of the 
two major technical routes—scanning-based and parallel-based—and provides a detailed evaluation of implementation 
methods under both single-photon and two-photon excitation. Finally, future development directions are discussed to 
provide a comprehensive technical reference for researchers in related fields. 
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