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工具病毒载体在针刺镇痛相关脑环路
机制研究中的应用

马 翠，叶钰娟，严兴科

（甘肃中医药大学针灸推拿学院，兰州  730101）

【摘　要】　针刺镇痛临床疗效确切，但其中枢脑环路机制尚未完全阐明，工具病毒载体技术为针刺镇痛中

枢环路机制研究提供了有效手段。本文简述了工具病毒载体的分类及特性，以及近年来工具病毒载体及其

携载的功能元件光/化学遗传学技术在疼痛及针刺镇痛研究中的应用概况。目前，在针刺镇痛中枢机制研

究中，工具病毒结合化学遗传学技术主要用于研究前喙扣带皮层→腹外侧中脑导水管周围灰质（rACC→
vlPAG）、前扣带回皮层→丘脑（rACC→Th）及腹外侧中脑导水管周围灰质→海马（vlPAG→HPC）等神经环

路机制；工具病毒结合光遗传学技术主要用于研究内侧前额边缘下皮层→伏隔核（IL→NAc）等神经环路。

工具病毒及光/化学遗传学技术既可靶向性、精确性地标记特定神经元或神经环路，又能动态、实时监测神

经网络功能，为针刺镇痛脑环路机制研究带来了新的实验手段和突破口。
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【ABSTRACT】　The clinical efficacy of acupuncture analgesia is definite， but its mechanisms of the central nervous 

system have not yet been fully elucidated. The virus vector technique provides an effective means for the study of the 

central nervous system mechanism of acupuncture analgesia. We， in this article， briefly introduced the classification 

and characteristics of virus vectors， reviewed and analyzed their application and their functional components carried by  

and optical/chemical genetics technologies they carry in pain and acupuncture analgesia research in recent years. At 

present， in the research on the central mechanism of acupuncture analgesia， the viral vectors combined with chemical 

genetics technology is mainly used to explore the neural circuit mechanisms such as rostral anterior cingulate cortex 

（rACC） →ventrolateral periaqueductal gray （rACC→vlPAG） ， rACC→thalamus （rACC→Th） and ventrolateral 

periaqueductal gray→hippocampus （vlPAG→HPC）. The viral vectors combined with optogenetics technology is mainly 

used to explore the neural circuits from the prefrontal infralimbic cortex to the nucleus accumbens （IL→NAc）. The viral 

vectors and optical/chemical genetics technology can not only target and accurately mark the specific neurons or neural 

circuits， but also dynamically and real-time monitor the function of neural networks， bringing new experimental means 

and breakthroughs for the research of acupuncture analgesia mechanism of the brain circuits.

【KEYWORDS】　Virus vector tool ； Acupuncture analgesia； Optogenetics； Chemical genetics； Brain circuits

工具病毒载体是指利用基因工程技术对病毒

进行改造，成为外源基因运送的载体，其通过感染

细胞，将外源基因带入细胞，并进行长期的基因表

达 [1]。大脑核团间神经网络连接图谱的绘制有利于

大脑功能的解析，当前在神经环路研究领域中，工

具病毒载体扮演着重要的角色，其是神经环路示踪

的主要工具，同时也是重要的基因运载工具 [2]。工

具病毒载体可实现在全脑水平上解析多个脑区、多

种类型神经元之间的投射关系，还可对神经元树突

棘等精细结构进行详细描绘 [3]。近年来，工具病毒
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载体在针灸基础研究领域得到较多的应用，并逐渐

扩展到针刺镇痛中枢机制的研究中。工具病毒载

体可结合光遗传学、化学遗传学技术，靶向、精确、

动态、实时地调控大脑特定类型神经元及神经环路

的结构和功能 [4]，为针刺镇痛脑机制研究提供了有

效的工具和手段。

针刺治疗疼痛类疾病疗效显著、运用广泛，能

显著改善患者的疼痛症状 [5-6]。针刺镇痛的中枢环

路机制研究是当前针灸实验研究中创新成果最多、

影响力最大的领域。据此，本文以工具病毒载体为

出发点，综述近年来工具病毒载体应用于针刺镇痛

的研究概况，并探讨针刺镇痛研究领域中应用工具

病毒载体的技术特色和优势，以期为今后针刺镇痛

中枢机制研究提供新思路。

1　工具病毒载体分类及特征

目前，应用于神经环路标记的工具病毒载体多

由嗜神经病毒改造而来，根据工具病毒的遗传背

景、形态及其生活史等基本性质，可将常用的工具

病毒分为 3 大类，不同种属的病毒具有其各自的特

征，见表 1。
1.1　α 疱疹病毒科

α 疱疹病毒科主要包括伪狂犬病毒（PRV）[7]和

单纯疱疹病毒 1 型（HSV-1）-129[8]。这类病毒具有

在神经元中复制的能力，同时具有细胞毒性。因

此，当其感染神经元一定时间后，神经元可发生病

变、凋亡，甚至造成实验动物的死亡 [9]。α 疱疹病毒

科的 PRV 和 HSV-1-129 能够跨多级突触，可对神经

元进行特异性追踪，但无法确定神经网络的连接

级数[9]。

1.2　弹状病毒科

弹状病毒科主要包括狂犬病毒（rRV）[10]和水疱

性口炎病毒（VSV）[11]。低细胞毒性和低免疫原性

是 rRV 的明显特性，当感染神经元 5~12 d，内外源

基因能够被高效表达，同时神经元的形态和功能正

常；超过 5~12 d，感染的神经元会出现变性和凋亡，

但实验动物正常存活 [12]。VSV 感染神经元后，在极

短时间内可高丰度地表达目的蛋白。

1.3　假病毒载体

假病毒载体主要包括腺相关病毒（AAV）、逆转

录病毒和慢病毒 [13]。AAV、逆转录病毒和慢病毒这

类病毒不能在神经元中复制，不具备跨突触能力，

但其可以介导外源性基因表达。因此，这类病毒一

般常被用作表达外源基因的载体 [9]。其中，AAV 是

目前神经环路示踪中应用最广泛的病毒，具有毒性

低、感染能力强、基因表达持久、适用于多种动物等

特点 [14]。

2　工具病毒载体携载的功能元件

神经环路研究中，病毒载体常与光遗传学、

化学遗传学技术相结合 ，特异性调控神经元的

功能 [15]。

2.1　光遗传学

2.1.1　光遗传学简介

光遗传学技术结合了光学技术与现代遗传学

技术，能够对细胞中的基因进行在体调控，属于神

经调控技术 [15]。光遗传学技术主要通过病毒转染和

基因修饰，将光敏感蛋白表达在特定细胞或组织区

域内，然后其可被特定波长的光激活，从而调控神

经元的兴奋或抑制 [16-17]。兴奋性光敏感通道蛋白包

括光敏感通道蛋白（ChR2），当 473 nm 蓝光照射光

敏感蛋白 ChR2，通道开放，钠离子内流，细胞膜去

极化，神经元兴奋。抑制性光敏感通道蛋白包括法

老氏单胞菌盐视紫红质（NpHR），当 589 nm 黄光照

射光敏感蛋白 NpHR，通道打开，氯离子内流，细胞

膜超极化，神经元抑制 [18]。

表 1　工具病毒载体分类及特征

Table 1　Classification and characteristics of virus vector tools

分类

α 疱疹病毒科

弹状病毒科

假病毒载体

病毒名称

伪狂犬病毒

单纯疱疹病毒

狂犬病毒

水疱性口炎病毒

腺相关病毒

逆转录病毒

慢病毒

基因组类型

球形双链 DNA
球形双链 DNA

负链 RNA
负链 RNA

单链 DNA
单链 RNA
单链 RNA

跨突触能力

逆向跨多级突触

顺向跨多级突触

逆向跨多级突触

顺向跨多级突触

不跨突触

特征

可在神经元中复制

低细胞毒性、低免疫原性

感染多种动物、高感染特异性

介导外源性基因表达

局限性

具有细胞毒性

无

不能在神经元中复制
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2.1.2　光遗传学在疼痛神经环路研究中的应用

近年来，光遗传学技术被广泛运用到疼痛的神

经环路机制研究中，极大地促进了疼痛效应机制研

究的发展。Smith 等 [19]利用光遗传学技术证实前扣

带皮层（ACC）到伏隔核（NAc）的谷氨酸（Glu）能神

经元投射（ACCGlu→NAcGlu)参与了疼痛和镇痛的转

变过程。Gan 等 [20]采用病毒示踪和光遗传学技术观

察到，初级运动皮层（M1）到 NAc 神经环路可通过

M1 第 6 层神经元到中背侧丘脑（Th）通路，特异性

调节神经性疼痛的感觉和厌恶情绪成分，可用于缓

解疼痛。孟浅 [21]利用光遗传学抑制初级感觉皮层

（S1）Glu 能神经元投射到背外侧纹状体（cDLS）的

γ -氨基丁酸（GABA）能神经元（S1Glu→cDLSGABA）

神经环路，可缓解慢性炎性痛小鼠的焦虑样行为，

但对小鼠的炎性痛敏无影响。 Singh 等 [22]研究显

示，编码感觉疼痛信息的 S1 到 ACC 存在神经投

射，利用光遗传学抑制 S1Glu→ACC 神经环路可有

效缓解急性和慢性疼痛所致的厌恶行为。其他基

于光遗传学技术揭示的与疼痛相关的神经环路

见表 2。

2.2　化学遗传学

2.2.1　化学遗传学简介

化学遗传学技术可通过对生物大分子物质进

行改造，使其能和先前无法识别的小分子进行相互

作用，从而实现对神经元活动的调控 [28]。G 蛋白偶

联受体（GPCRs）是目前已被成功改造的大分子物

质之一 [29]。基于 GPCRs 改造的，只由特定药物激活

的受体（DREADDs）技术是目前应用最广泛的化学

遗传学技术 [30]。DREADDs 可以通过病毒载体导入

到靶标细胞中，从而被特定化合物叠氮平-N-氧化物

（CNO）激活或抑制 [15]。一般来说，人 M3 毒蕈碱型

DREADD 受体（hM3Dq）与 CNO 结合后可引起神

经元兴奋；人 M4 毒蕈碱型 DREADD 受体（hM4Di）
与 CNO 结合后，可抑制神经元 [31]。

2.2.2　化学遗传学在疼痛神经环路研究中的应用

Yin 等 [32]研究显示，自背内侧前额叶皮层的 Glu
能神经元（dmPFCGlu）可投射到腹外侧中脑导水管周

围灰质（vlPAG），采用化学遗传学激活 dmPFCGlu→
vlPAG 神经环路，导致小鼠疼痛和焦虑样行为的产

生。Liang 等 [33]研究显示，自 Th 室旁核后部的 Glu
能神经元（pPVTGlu）可投射到腹内侧前额叶皮层

（vmPFC），利用化学遗传学激活 pPVTGlu→vmPFC

神经环路可导致疼痛产生，抑制该神经环路可减轻

慢性疼痛小鼠的疼痛感受。 Alhadeff 等 [34]利用化

学遗传学证实，表达饥饿敏感的下丘脑刺鼠相关蛋

白→臂旁核（PBN）神经元的活动阻断了机体对炎

性疼痛的行为反应，且 PBN 中的神经肽 Y1 受体信

号传导可能是疼痛抑制的靶标。其他基于化学遗

传学技术揭示的与疼痛相关的神经环路见表 3。

3　工具病毒载体及其携载的功能元件在针

刺镇痛研究中的应用

近年来，工具病毒载体在针灸基础研究领域得

到较多的应用，并逐渐扩展到针刺镇痛中枢机制的

研究中，为针刺镇痛脑机制研究提供了有效的工具

和手段。

3.1　工具病毒结合化学遗传学用于针刺镇痛的研究

3.1.1　前喙扣带皮层→腹外侧中脑导水管周围灰

质（rACC→vlPAG）

Zhu 等 [39]在前喙扣带皮层（rACC）中注射顺行

示 踪 病 毒 ，观 察 到 自 rACC 的 Glu 能 神 经 元

（rACCGlu）可投射到 vlPAG，利用化学遗传学特异性

地激活输出到 vlPAG 的 rACCGlu，可诱导小鼠产生

痛觉过敏和焦虑样行为，化学遗传学抑制该神经

表 2　光遗传学技术在疼痛神经环路研究中的应用

Table 2　Application of optogenetics in the study of pain neural circuits

神经环路

背内侧丘脑→ACC［23］

PFC→NAc［24］

腹侧被盖区→NAc［25］

PBN→中央杏仁核［26］

基底外侧杏仁核→中央杏仁核［27］

中央杏仁核→终纹床核［27］

神经元类型

Glu 能神经元

-

多巴胺能神经元

Glu 能神经元

Glu 能神经元

GABA 能神经元

动物模型

神经病理性痛

神经病理性痛

神经病理性痛

炎性痛

炎性痛

直肠扩张模型

光遗传学作用

激活

激活

抑制

激活

激活

激活

结果

诱导疼痛相关厌恶反应

缓解痛觉过敏和厌恶情绪

镇痛

诱导焦虑、抑郁

镇痛；诱导条件位置偏好

加剧内脏痛

注：ACC 为前扣带皮层，PFC 为前额叶皮层，NAc为伏隔核，PBN 为臂旁核，Glu 为谷氨酸，GABA 为 γ-氨基丁酸。
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元，可减少神经病理性疼痛小鼠的痛觉和焦虑样症

状。同时他们观察到电针“足三里”“三阴交”能显

著减轻神经病理痛模型小鼠的痛觉过敏和焦虑样

行为，化学遗传学激活 rACCGlu→vlPAG 神经环路

可阻断电针对神经病理痛小鼠的镇痛作用，但不影

响慢性疼痛诱导的焦虑情绪，表明电针“足三里”

“三阴交”可通过调控 rACCGlu→vlPAG 神经环路发

挥对神经病理性疼痛的治疗作用。

3.1.2　rACC→Th
Shen 等 [40]向 rACC 内注射能特异性标记 Glu 能

神经元的顺行示踪病毒，观察到 rACCGlu 可投射到

Th，化学遗传学激活向 Th 输出的 rACCGlu，可诱导

大鼠产生焦虑样行为；反之，化学遗传学抑制该神

经元，可缓解完全弗氏佐剂（CFA）诱导的炎性痛大

鼠的焦虑样行为。同时他们观察到电针“足三里”

“三阴交”能有效减少 CFA 诱导的大鼠焦虑样行为，

而化学遗传学激活 rACCGlu→Th 神经环路有效阻断

了电针对 CFA 大鼠慢性疼痛诱导的焦虑样行为的

影响，表明电针可能通过调节 rACCGlu→Th 神经环

路干预慢性疼痛诱导的焦虑样行为。

3.1.3　vlPAG
Zhu 等 [41]利用病毒载体结合化学遗传学技术，

观察到电针可缓解慢性坐骨神经损伤模型和膝关

节骨关节炎模型小鼠的机械痛和热痛，发挥镇痛作

用 ，化 学 遗 传 学 抑 制 vlPAG 中 GABA 能 神 经 元

（vlPAGGABA）可发挥与电针相同的作用。而化学遗

传学激活 vlPAGGABA 和抑制 vlPAG 中的 Glu 能神经

元（vlPAGGlu）可有效逆转电针的镇痛作用。特异性

敲除 vlPAGGABA 上的大麻素受体 1（CB1）消除了电

针对疼痛超敏反应的影响，而特异性敲除 vlPAGGlu

上的 CB1 受体仅减弱了电针效应的一小部分。

3.2　工具病毒结合光遗传学用于针刺镇痛的研究

刘会 [42]利用工具病毒及光遗传学技术观察到电

针“足三里”可通过激活内侧前额边缘下皮层（IL）
和 NAc 的兴奋性 Glu 能神经元（ILGlu、NAcGlu）而降

低神经病理痛小鼠的热痛阈值，发挥镇痛效应，同

时可改善小鼠的条件性位置偏爱，产生奖赏效应；

光遗传学激活 ILGlu→NAcGlu神经环路可发挥与电针

同等的镇痛效应，表明电针可以通过调节 ILGlu→
NAcGlu神经环路，从而产生镇痛作用。

4　工具病毒载体用于针刺镇痛中枢机制研

究的优势分析

4.1　靶向性和精确性

蛋白质、染料、肽类标记物等方法是传统针灸

神经结构研究中常用的方法，其中使用最多的神经

示踪剂是辣根过氧化物酶和霍乱毒素亚单位 B[43]，

这些方法存在不能特异性标记神经元、信号间接、

跨突触后信号衰减严重等问题。因此，在针刺镇痛

研究中应用传统神经示踪剂仅可简单描绘出大脑

核团间的神经投射关系，从形态学方面提供神经结

构信息，但无法靶向性、精确地标记特定类型神经

元 [1]，难以直接证明神经环路与针刺镇痛效应间的

因果关系。病毒载体及其携载的光遗传学和化学

遗传学功能元件技术的出现扭转了这一局面。将

病毒载体用于针刺镇痛脑环路研究，不仅可在全脑

水平上阐明大脑核团间的神经投射关系，从结构方

面证实特定大脑核团间神经环路的存在，还可精确

操控特定类型神经元及神经环路 [44-45]，从功能方面

解析神经元兴奋或抑制状态与实验动物痛阈及其

他行为学之间的相关性，直接验证特定神经环路与

针刺镇痛效应机制间的因果关系。Li等 [46]采用重组

病毒和光遗传学技术，在小鼠背根神经节（DRG）注

射AAV5-TRPV1-ArchT-eGFP病毒，并采用 532 nm
绿色激光照射注射病毒载体的小鼠，验证了 DRG 神

经元参与镇痛的效应。

4.2　动态性和实时监测性

病毒载体等新兴神经技术的发展为更加精准

地描述神经环路在疼痛和情绪调控中的作用、精细

地调节和观察神经投射及神经递质的释放，提供了

表 3　化学遗传学技术在疼痛神经环路研究中的应用

Table 3　Application of chemogenetics in the study of pain neural circuits

神经环路

内侧隔区→rACC［35］

腹侧被盖区→海马齿状回［36］

蓝斑→PFC［37］

ACC→NAc［38］

神经元类型

胆碱能神经元

多巴胺能神经元

去甲肾上腺素能神经元

Glu 能神经元

疼痛类型

炎性痛

神经病理痛

神经病理痛

神经病理痛

化学遗传学作用

抑制

激活

激活

抑制

结果

缓解疼痛及负性情绪

改善空间记忆缺损

增加痛敏感、产生焦虑厌恶

诱导厌恶

注：rACC 为前喙扣带皮层，PFC 为前额叶皮层，ACC 为前扣带皮层，NAc为伏隔核，Glu 为谷氨酸。
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有效的技术平台。这些技术可在体、实时监测针刺

干预对神经元的调控作用，并实现对神经环路的激

活与抑制；进一步通过观察激活或抑制前后实验动

物行为学改变，明确针刺镇痛的中枢机制 [47]。针刺

治疗慢性疼痛所需疗程较长，具有重复针刺的累积

效应，与离体脑片观察技术相比，病毒示踪技术及

光遗传学、化学遗传学技术可在体、实时观察针刺

的累积效应及神经递质的变化趋势。此外，利用在

体病毒示踪及光遗传学、化学遗传学技术可直接观

察同一小鼠针刺前后痛阈及焦虑抑郁样行为学等

实验指标的变化，可避免实验动物个体间的差异，

缩小实验误差，提高实验数据的科学性和精确性 [48]。

5　讨论

当前，针刺镇痛研究领域的主要研究方向是针

刺镇痛的中枢环路机制研究，大脑核团间神经元相

互投射构成了神经环路的基本形态。如上文所述，

工具病毒载体及其携载的功能元件已作为有效的

科研工具，被广泛应用于针刺镇痛研究领域。为更

好地将工具病毒及光遗传学、化学遗传学技术应用

到针刺镇痛研究领域，笔者认为研究前要先了解其

基本原理，明确不同病毒载体、不同光敏蛋白的特

性及优缺点，同时需注意实验过程中的安全性，明

确该技术存在的问题及相关的解决方案，在保证实

验人员安全的前提下，根据实验的具体要求进行相

关设计。如在利用光遗传、化学遗传学技术的过程

中，需重视其存在的潜在危害和缺陷：①没有激光

刺激或配体激活的光敏感蛋白和 GPCRs 等外源性

蛋白具有一定的细胞毒性和生物活性 [49-50]；②光遗

传学技术在使用激光刺激组织时会产生热量，对细

胞造成影响 [51]；③化学遗传学技术在使用配体去激

活 GPCRs时，配体的代谢产物会产生不同的不良反

应 [52-53]。此外，在设计实验时可将多种技术相结合，

如可将光遗传学技术与神经电生理技术相结合，通

过光遗传学技术靶向、实时地调控特定神经环路功

能状态的同时，可结合神经电生理技术及时记录实

验动物脑区神经的自发电信号和受光遗传调控后

诱发的神经电信号变化 [54]。

综上所述，工具病毒、光遗传学、化学遗传学等

神经生物学相关技术在针刺镇痛研究中已变得越

来越重要。利用病毒载体标记神经环路结构，调控

其功能，从神经元、基因、蛋白及神经环路等层面多

维度评价针刺镇痛的效果，是目前揭示针刺镇痛效

应机制最有效的手段之一。在针刺镇痛研究中应

用病毒载体，有助于针刺镇痛效应机制的进一步挖

掘，为今后针刺镇痛中枢机制研究提供新的方向。
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