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Среди всего многообразия ретинальных белков канальные родопсины выделяются своей уникаль-
ной способностью к генерации пассивных ионных токов при фотовозбуждении. Благодаря этой 
способности канальные родопсины широко используются в нейрофизиологии и кардиологии как 
инструменты для оптогенетической манипуляции активностью возбудимых клеток. Впервые токи, 
генерируемые канальными родопсинами, были обнаружены в нативных клетках зеленых водорос-
лей в 1970-е гг. В этом обзоре мы прослеживаем историю этого открытия и обсуждаем современное 
состояние исследований в этой области.
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ВВЕДЕНИЕ

Бактериородопсин, у истоков изучения ко-
торого стоял Л.А. Драчев  [1–3], был первым 
ретинальным белком, обнаруженным не в тка-
нях животных, а у микроорганизмов. Открытие 
бактериородопсина Oesterhelt и  Stoeckenius  [4] 
в начале 1970-х  гг. стало сенсацией, а легкость 
выделения этого белка в больших количествах 
из организма-хозяина, галоархеи Halobacterium 
salinarum, и исключительная стабильность сде-
лали его излюбленным объектом интенсив-
ных биофизических, биохимических и струк-
турно-биологических исследований [5–8]. Без 
преувеличения можно сказать, что сегодня мы 
знаем о бактериородопсине не только больше, 
чем о любом другом ретинальном белке, но и 
больше, чем о любом интегральном мембран-
ном белке, моделью изучения которых он слу-
жит. В  отличие от зрительных родопсинов, 
выполняющих сенсорную функцию посред-
ством активирования энзиматического каскада, 
бактериородопсин  – электрогенная протонная 
помпа, осуществляющая трансмембранный пе-

ренос протона из цитоплазмы во внеклеточ-
ную среду и обеспечивающая основной меха-
низм утилизации солнечной энергии в клетках 
галоархей.

Обнаружение фотоэлектрической активно-
сти бактериородопсина стимулировало поиски 
подобных процессов у других микроорганиз-
мов. Большинство подвижных про- и эукариот 
способны реагировать на свет изменением ха-
рактера своего движения  [9, 10]. Первые сен-
сорные родопсины, SRI  [11–13] и  SRII  [14], 
были открыты у Hal. salinarum. При фотовоз-
буждении эти белки не генерируют транс-
мембранные электрические токи, а запускают 
энзиматический каскад, в конце концов при-
водящий к двигательным реакциям клеток. 
В  отличие от галоархей, реагирующих на свет 
изменением частоты реверсий направления 
движения, одноклеточные зеленые водоросли 
способны к настоящему фототаксису, т.е.  к 
ориентированному движению по направлению 
светового луча [15]. Обсуждение этого явления 
с Е.Н. Кондратьевой, известным специалистом 
по фототрофным микроорганизмам [16], а так-
же успешная регистрация фотоиндуцирован-
ных изменений потенциала изолированных 
хлоропластов высших растений  [17] способ-
ствовали началу работ по изучению возмож-
ной роли электрических процессов в фото-
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рецепции зеленых водорослей на кафедре 
физико-химической биологии биологического 
факультета  МГУ под руководством Ф.Ф. Лит-
вина. Электрические стадии трансдукции фо-
тосенсорного сигнала не удалось обнаружить, 
вводя микроэлектрод в клетку водоросли, 
как это делается для регистрации электриче-
ских явлений, связанных с фотосинтезом [18]. 
Только разработка нового метода внеклеточ-
ного отведения при помощи электрода-при-
соски вторым автором настоящего обзора по-
зволила этого достичь [19, 20].

При помощи этого метода было показано, 
что освещение в спектральной области, ха-
рактерной для фототаксиса, приводит к гене-
рации трансмембранного фоторецепторного 
потенциала в области мембраны, прилегаю-
щей к «глазку» (стигме)  – внутриклеточному 
органоиду, представляющему собой скопление 
каротиноидных гранул и служащему для моду-
ляции освещенности фоторецептора во время 
движения клетки. Изотоническое распростра-
нение деполяризующего фоторецепторного 
потенциала на мембрану жгутиков вызывает 
регенеративную электрическую реакцию, по-
добную потенциалу действия нейронов. Успех 
этих работ был в значительной мере связан с 
удачным выбором объекта  – Haematococcus 
pluvialis, зеленой водоросли относительно боль-
шого размера с эластичной клеточной стен-
кой. Разработка вторым автором этого обзора 
другого оригинального метода  – измерения 
фототоков в суспензии свободно плавающих 
микроорганизмов – позволяет регистрировать 
обе стадии этого фотоэлектрического сенсор-
ного каскада практически в любом организме, 
обладающем фототаксисом, независимо от его 
размера [21]. При помощи суспензиального 
метода удалось измерить фототоки у всех ис-
следованных зеленых и криптофитовых водо-
рослей [22–27].

В отличие от бактериородопсина, основ-
ного компонента пурпурных мембран, занима-
ющих ~50% поверхности клетки, фоторецеп-
торные белки, ответственные за фототаксис 
жгутиковых водорослей, присутствуют в их 
клетках в очень низкой концентрации [28] и не 
поддаются очистке биохимическими метода-
ми. На  основании анализа спектров действия 
фототаксиса Foster и Smyth [29] было высказа-
но предложение, что они могут быть ретиналь-
ными белками. Oбширный набор косвенных 
данных, полученных в 1980–1990-е  гг., вклю-
чая восстановление фототаксиса у «слепых» 
мутантов зеленой водоросли Chlamydomonas 
reinhardtii, не способных синтезировать ка-
ротиноиды, после добавления экзогенного 

ретиналя, позволил подтвердить это предпо-
ложение [30–32]. Идентифицировать же фото-
рецепторные белки хламидомонады (а точнее, 
кодирующие их гены) на молекулярном уровне 
удалось только после того, как были разрабо-
таны дешевые методы секвенирования поли-
нуклеотидных последовательностей, причем 
оказалось, что геном C. reinhardtii кодирует не 
один, а два таких белка [23, 33–35]. Примеча-
тельно, что по своей аминокислотной последо-
вательности, изомерному составу хромофора 
и первичным фотохимическим процессам ро-
допсины C. reinhardtii оказались ближе к бакте-
риородопсину, чем к зрительным родопсинам 
животных. Исследование фоторецепторных то-
ков генетических трансформантов хламидомо-
нады с пониженным содержанием родопсинов 
позволило установить, что эти белки служат 
фоторецепторами при фототаксисе и фото-
фобной (фотошоковой) двигательной реак-
ции этой водоросли, хотя генерируемые ими 
фоторецепторные токи различаются по своим 
свойствам [23, 28].

Но в полной мере уникальность родопси-
нов хламидомонады выявилась путем экс-
прессии их генов в клетках животных, таких 
как ооциты шпорцевой лягушки, выполнен-
ной Nagel  et al.  [33, 34] (ранее эта методика 
была успешно применена и к бактериоро-
допсину  [36]). Оказалось, что, в отличие от 
этого последнего, родопсины хламидомонады 
осуществляют пассивный транспорт катио-
нов (не только протонов, но и ионов натрия, 
калия и, в значительно меньшей степени, 
кальция) через клеточную мембрану, т.е. пред-
ставляют собой фотоактивируемые катионные 
каналы, единственные в своем роде. Эта осо-
бенность послужила основанием для введе-
ния специального термина для обозначения 
этих белков, «канальные родопсины» (chan-
nelrhodopsins,  КР), быстро вытеснившего их 
прежние наименования «сенсорные родопси-
ны хламидомонады» [23] и «родопсины архей-
ного типа» [35].

Широкую известность КР приобрели по-
сле того, как было показано, что с их помо-
щью можно стимулировать активность ней-
ронов освещением [37–39]. Эта методика, по-
лучившая название «оптогенетики», произве-
ла настоящую революцию в нейрофизиологии 
и смежных областях  [40–43]. Более того, есть 
основания надеяться, что КР  могут оказаться 
полезными для генной терапии многих нерв-
ных, психиатрических и сердечно-сосудистых 
заболеваний [44, 45]. Особый оптимизм вызы-
вает возможность оптогенетического восста-
новления зрения у пациентов с дегенерацией 
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сетчатки  [46]. Протонные помпы, подобные 
бактериородопсину, тоже находят примене-
ние в оптогенетике в качестве инструментов 
для подавления активности нейронов  [47], 
хотя они переносят против электрохимическо-
го градиента менее одного заряда на каждый 
поглощенный фотон и потому генерируют не 
такие большие токи, как КР, что требует более 
интенсивного и/или длительного освещения 
для изменения мембранного потенциала.

Массовое секвенирование геномов и тран-
скриптомов привело к открытию КР у эука-
риот из нескольких других базовых таксонов, 
помимо зеленых водорослей. Более того, вы-
яснилось, что кроме катионных  КР, у фото-
трофных  [48] и даже гетеротрофных  [49] 
протистов широко распространены КР, се-
лективно проводящие анионы. Катионная же 
проводимость, по всей вероятности, незави-
симо возникла по крайней мере дважды в эво-
люции  КР, причем в одном случае эти белки 
сохранили многие черты, роднящие их с бак-
териородопсином  [50]. Наконец, в прошлом 
году были обнаружены катионные  КР, про-
водящие ионы калия много лучше, чем ионы 
натрия  [51], и можно предполагать, что этим 
разнообразие КР еще не исчерпывается.

У ретинальных ионных помп, подобных 
бактериородопсину, все этапы ионного транс-
порта строго привязаны к определенным ста-
диям цикла фотохимических превращений 
пигмента (фотоцикла), регистрируемого опти-
ческими методами на очищенных белках или 
мембранах  [52]. В отличие от помп, фототоки 
КР различных семейств коррелируют с раз-
ными стадиями фотоцикла, предоставляя ин-
формацию о механизмах функционирования 
каналов [50, 53–55].

В этом обзоре мы рассмотрим методы ре-
гистрации канальной активности родопсинов 
в нативных клетках, фотоэлектрический ка-
скад жгутиковых водорослей, фоторецептор-
ную роль КР в фототаксисе, а также затронем 
их разнообразие и оптогенетическое примене-
ние. Более детальные сведения о молекуляр-
ных механизмах  КР могут быть почерпнуты 
из других обзоров  [56–59]. Истории и прин-
ципам оптогенетики также посвящено много 
публикаций [42, 60–65].

МЕТОДЫ РЕГИСТРАЦИИ КАНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ РОДОПСИНОВ В КЛЕТКАХ 

ЖГУТИКОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

Внутриклеточные микроэлектроды широко 
применяются для регистрации фотоиндуциро-

ванных изменений мембранного потенциала 
палочек и колбочек сетчатки, опосредованных 
закрытием каналов, регулируемых цикличе-
скими нуклеотидами  [66]. Малый объем кле-
ток жгутиковых водорослей, однако, затруд-
няет использование этого метода для изучения 
канальной активности их родопсинов. Некото-
рые зеленые жгутиконосцы, в первую очередь 
H. pluvialis, обладают эластичной клеточной 
стенкой, позволяющей всасывать их клетки в 
микроприсоску. При этом не образуется гига-
омного контакта мембраны клетки со стеклом 
присоски, необходимого для фиксации мем-
бранного потенциала (технология пэтч-кламп), 
но асимметричное распределение КР в мем-
бране позволяет регистрировать генерируемые 
ими фотоиндуцированные сигналы  [19,  20]. 
Тринадцать лет спустя этот метод (получив-
ший название метода электрода-присоски; 
рис. 1, а) был применен к мутанту C. reinhardtii, 
лишенному твердых слоев клеточной обо-
лочки [67], а еще через восемь лет – к мутанту 
Volvox carteri  [68]. C. reinhardtii  – модельный 
объект многих биологических исследований, и 
именно в его геноме впоследствии были иден-
тифицированы первые гены КР [23, 33–35].

Метод электрода-присоски позволил впер-
вые обнаружить, что восприятие света фото-
рецепторными молекулами жгутиковых водо-
рослей приводит к деполяризации их мем-
браны  [19, 20], что и заложило основу для 
развития оптогенетики четверть века спустя. 
Однако этот метод не только является доста-
точно трудоемким, но его применение еще и 
ограничено клетками с эластичной оболочкой, 
редко встречающимися среди жгутиконосцев. 
Кроме того, механическое всасывание клетки 
в присоску может стимулировать активность 
ее механорецепторов  [69] и в любом случае 
представляет собой неестественную ситуацию. 
Асимметричная локализация молекул-генера-
торов фототоков в разных участках клеточной 
мембраны, установленная методом «электро-
да-присоски», привела к мысли, что суммар-
ный ток тысяч клеток в суспензии может быть 
зарегистрирован и без искусственного уве-
личения сопротивления между различными 
участками мембраны стеклом присоски.

В первой модификации суспензиально-
го метода фотовспышка направляется вдоль 
линии, соединяющей электроды  (рис. 1, б). 
Фоторецепторный ток, генерируемый КР в 
клетках жгутиконосцев, повернутых в момент 
световой вспышки своими фоторецепторами 
в сторону источника света, превышает по 
амплитуде ток, генерируемый клетками, ори-
ентированными противоположным образом, 
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Рис. 1. Методы измерения и примеры фотоэлектрических сигналов, регистрируемых в клетках зеленых жгутиковых 
водорослей: а–в  –  схемы метода электрода-присоски  (а), измерений в суспензии неориентированных клеток  (б) 
и  измерений в суспензии предориентированных клеток  (в); г–е  – примеры сигналов, отводимых от одиночной 
клетки  (г), суспензии неориентированных клеток  (д) и суспензии предориентированных клеток  (е). Стрелками на 
панелях  г–е показан момент возбуждающей вспышки. ФТ  –  фоторецепторный ток; РР  –  регенеративная реакция; 
изм. – измеряемый

и разница между этими токами регистрируется 
погруженными в суспензию электродами. Дру-
гая модификация метода измерения фоторецеп-
торных токов в суспензии водорослей основана 
на предориентации клеток светом, вызываю-
щим фототаксис, или гравитационным полем, 
направленными перпендикулярно измеритель-
ной вспышке  (рис. 1,  в). В  этом случае элек-
троды регистрируют проекцию фоторецептор-
ного тока на направление предориентирующего 
фактора, что позволяет оценить и мгновенное 
значение степени ориентации [21, 70, 71].

При использовании обеих модификаций 
суспензиального метода регистрация произ-
водится в полностью физиологических усло-
виях и не ограничивается размерами микро-
организмов и строением их клеточной стенки. 
Универсальность и техническая простота по-
зволили распространить этот метод на иссле-
дование большого числа мутантов хламидо-
монады с нарушениями строения стигмы  [72] 
и дефектами фотоповедения  [73, 74]. Кроме 
того, при помощи суспензиального метода 
было установлено, что появление фототаксиса 

у «слепых» бескаротиноидных мутантов после 
добавления экзогенного ретиналя действи-
тельно связано с регенерацией самих фото-
рецепторных белков, а не, например, встраи-
ванием ретиналя в стигму  [31]. Более того, 
суспензиальный метод позволил обнаружить и 
охарактеризовать генерируемые  КР фотоинду-
цированные сигналы еще у целого ряда зеле-
ных водорослей, а именно, представителей 
родов Spermatozopsis, Hafniomonas, Polytomella, 
Mesostigma и Platymonas, а также у филогене-
тически далекой криптофитовой водоросли 
Cryptomonas  [24–27]. Наконец, суспензиаль-
ный метод измерения фоторецепторных токов 
был использован как косвенный подход для 
изучения гравирецепции  [21] и хеморецеп-
ции  [75] хламидомонады, а также послужил 
основой для разработки экспресс-биотеста 
для оценки степени загрязнения воды тяже-
лыми металлами и формальдегидом  [76, 77]. 
С  более детальным техническим описанием 
обоих методов, электрода-присоски и суспен-
зиального, можно ознакомиться в нескольких 
ранее опубликованных обзорах [25, 70, 71].
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Электрофизиологические исследования фо-
торецепторного тока предоставили сведения 
о фоторецепторных белках жгутиковых водо-
рослей еще до того, как были клонированы 
кодирующие их гены. Произведение квантово-
го выхода на оптическое сечение поглощения 
молекулы, полученное путем аппроксимации 
световой зависимости фоторецепторного тока, 
имеет характерное для ретинальных белков 
значение 0,8 Å  [78]. Восстановление фоторе-
цепторного тока после насыщающей вспышки 
позволило оценить длительность фотоцикла 
фоторецепторного пигмента  (100 мс). Иссле-
дования зависимости амплитуды фоторецеп-
торного тока от ориентации плоскости по-
ляризации светового стимула показало, что 
ретинальный хромофор расположен в плоско-
сти мембраны клетки  [79, 80]. Спектры дей-
ствия фоторецепторного тока и фотоповедения 
H. pluvialis имеют сложную многополосную 
форму, указывающую на то, что фоторецеп-
торная система жгутиконосцев может состоять 
из нескольких пигментов. Вклад двух фото-
рецепторных белков в фототаксис был непо-
средственно продемонстрирован на модельном 
организме C. reinhardtii  [23], а у других водо-
рослей обнаружено еще больше кандидатов на 
эту роль. Однако все эти белки представляют 
собой не светоактивируемые ионные помпы, 
как бактериородопсин, а светоактивируемые 
ионные каналы [33, 34].

ФОТОЭЛЕКТРИЧЕСКИЙ КАСКАД 
ПРИ ФОТОТАКСИСЕ 

ЖГУТИКОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

Фотоэлектрический сигнал, отводимый от 
клеток H. pluvialis, фиксированных на мик-
роприсоске, состоит из градуального фоторе-
цепторного тока и вызываемой им вторичной 
регенеративной реакции, протекающей по 
принципу «все или ничего». Сравнение знаков 
этих компонентов сигнала при всасывании в 
присоску различных частей клетки позволило 
установить, что первичный ток, направлен-
ный внутрь клетки, протекает только через 
небольшой участок мембраны, подстилающий 
стигму [19, 20, 67]. Первоначально предполага-
лось, что сам этот внутриклеточный органоид 
содержит фоторецепторный пигмент  [81], но 
впоследствии выяснилось, что он играет толь-
ко вспомогательную роль затеняющего и/или 
фокусирующего свет образования [29, 82, 83].

После клонирования генов  КР появилась 
возможность исследовать внутриклеточную ло-
кализацию кодируемых ими белков методами 

иммунофлуоресцентной микроскопии. Было 
показано, что КР C. reinhardtii сосредоточены 
главным образом в области стигмы  [35, 84, 
85], что полностью соответствует результатам 
электрофизиологических измерений. Анализ 
препарата изолированных стигм методами 
протеомики тоже показал наличие КР  [86]. 
Согласно текущим представлениям, молеку-
лы КР встроены в плазматическую мембрану, 
обнаруживающую особую ультраструктуру в 
области, прилегающей к стигме  [87]. У  клеток 
C. reinhardtii, выращиваемых при циклическом 
освещении, иммунофлуоресцентными метода-
ми КР найдены, помимо стигмы, еще в жгути-
ках и базальных телах, причем их количество 
в этих органоидах зависит от фазы цикла  [88, 
89]. Функциональное состояние локализован-
ных там родопсинов пока неизвестно.

Во время движения клетки жгутиконосцев 
вращаются вокруг своей оси, так что фоторе-
цепторный участок плазматической мембраны 
испытывает периодическое изменение осве-
щенности [9, 29, 90–94]. Для клетки, удержи-
ваемой на микроприсоске, эти условия можно 
смоделировать периодическим освещением с 
частотой около  1 Гц. При использовании ин-
тенсивности света, вызывающей фототаксис, 
у клетки H. pluvialis наблюдается увеличение 
частоты биения цис-жгутика (ближайшего к 
стигме) и снижение частоты биения транс-
жгутика на включение света, и противополож-
ные реакции – на его выключение [78, 90, 95]. 
У  свободно плавающей клетки такие асимме-
тричные изменения биения жгутиков должны 
приводить к изменению направления ee дви-
жения, т.е. фототаксису. Более детально иссле-
дованные фотоиндуцированные двигательные 
реакции жгутиков C. reinhardtii выражаются в 
изменении не только частоты, но и амплитуды 
и скорости биения [96–99].

Регенеративная электрическая реакция про-
текает в мембране жгутиков и потому часто 
описывается в литературе как «жгутиковый 
ток» [32, 67, 70]. Параллельная регистрация бие-
ния жгутиков фиксированной на присоске 
клетки и ее фотоэлектрического ответа пока-
зала, что регенеративная реакция вызывает 
изменение характера биения жгута, наблюдае-
мого у свободно движущейся клетки во время 
фотофобной реакции  [19, 20, 78, 95, 100]. Эта 
реакция представляет собой резкую остановку 
и/или изменение направления движения клет-
ки, наблюдаемую, когда интенсивность или дли-
тельность светового стимула превышает неко-
торый порог [9, 10, 91, 101, 102].

Амплитуда регенеративной реакции прак-
тически не зависит от интенсивности свето-
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вого стимула, в то время как длительность лаг-
периода от начала освещения до начала этой 
реакции обнаруживает обратную зависимость 
от интенсивности света. Интервал под кри-
вой фоторецепторного тока до начала регене-
ративной реакции остается постоянным при 
любой интенсивности и увеличивается при 
использовании красного фонового освеще-
ния, гиперполяризующего мембрану за счет 
фотосинтеза  [18, 78, 79, 103]. Это показывает, 
что для инициации регенеративной реакции 
требуется перенос через мембрану определен-
ного числа зарядов, деполяризующего ее на 
несколько мВ.

Выраженная зависимость регенеративной 
реакции от концентрации Ca2+ в среде и ее 
чувствительность к блокаторам кальциевых 
каналов свидетельствуют о том, что она явля-
ется результатом открывания потенциал-зави-
симых кальциевых каналов в мембране жгу-
тиков клетки  [19, 20, 67]. Анализ изменения 
амплитуды регенеративной реакции в процес-
се отрастания жгутиков у клеток C. reinhardtii 
после их ампутации показал, что опосредую-
щие ее каналы распределены по всей длине 
жгутика [104]. Наличие мутанта, не способно-
го к генерации регенеративной реакции  [74], 
позволило клонировать ген  cav2, кодирую-
щий эти каналы  [105]. Иммунофлуоресцент-
ная микроскопия выявила преимущественное 
сосредоточение белка  CAV2 в проксимальной 
части жгутика.

КОМПОНЕНТЫ 
ФОТОРЕЦЕПТОРНОГО ТОКА

Использование наносекундных лазерных 
вспышек и записи с высоким временны м раз-
решением позволило установить, что фоторе-
цепторный ток состоит из двух компонентов, 
различающихся по своим свойствам [25, 32, 78, 
95, 106, 107]. Эти компоненты выявляются у всех 
исследованных организмов, свидетельствуя об 
общих принципах организации их фоторе-
цепторных систем и цепей трансдукции сиг-
нала. Появление раннего фоторецепторного 
тока (РФТ) ограничено только скоростью про-
пускания измерительной системы (<30 мкс  – 
для клетки на присоске  [106] и  <3 мкс  – для 
суспензиального метода  [31]). Напротив, позд-
ний фоторецепторный ток  (ПФТ) регистриру-
ется с задержкой вплоть до нескольких мил-
лисекунд, длительность которой зависит от 
интенсивности светового стимула. По крайней 
мере два компонента выявляются и в кине-
тике спада сигнала. Световое насыщение РФТ 

определяется только фотохимическими про-
цессами поглощения света, в то время как 
насыщение  ПФТ наблюдается при интенсив-
ностях примерно в 1000  раз меньше. Только 
ПФТ, но не  РФТ, обнаруживает зависимость 
от температуры и красного фонового освеще-
ния, активирующего фотосинтез и приводя-
щего к гиперполяризации мембраны [18, 106]. 
Наконец, ПФТ обладает более выраженной 
зависимостью от концентрации Ca2+ в среде, 
чем РФТ  [25]. Таким образом, кинетика соб-
ственно ПФТ может быть определена как раз-
ностный сигнал до и после всех этих воздей-
ствий (рис. 2, а).

Максимальные амплитуды токов, наблю-
даемые в насыщении ПФТ и РФТ соотносятся, 
как < 1 : 10. Деполяризация мембраны, одна-
ко, пропорциональна не максимальному току, 
а числу зарядов, перенесенному через мембра-
ны, т.е.  интегралу тока. Медленное закрытие 
каналов  ПФТ приводит к тому, что деполяри-
зация мембраны благодаря РФТ и ПФТ оказы-
вается практически одинаковой в насыщении, 
хотя это насыщение отличается в 1000  раз по 
интенсивности (рис. 2, б).

Кальциевые каналы, через которые проте-
кает ПФТ, локализованы вблизи стигмы, но 
не обязательно в ее пределах. Именно эти вто-
ричные Ca2+-каналы обеспечивают крайне вы-
сокую, почти «single-quantum» чувствитель-
ность фототаксиса  [108]. Важно подчеркнуть, 
что, в отличие от каналов в мембране жгутика, 
они не являются потенциал-зависимыми, по-
скольку генерируют градуальный ток (т.е. ток, 
амплитуда которого меняется при изменении 
величины стимула). В  геноме C. reinhardtii 
идентифицировано по крайней мере 43  гена 
Ca2+- каналов  [109], но функции лишь немно-
гих из кодируемых ими белков были установ-
лены. В  изолированных препаратах стигм об-
наруживается несколько Ca2+-связывающих 
белков, но не Ca2+-каналы  [86, 110]. Одна из 
возможных причин  – недостаточная чувстви-
тельность методов протеомики для идентифи-
кации интегральных мембранных белков. Так-
же вероятно, что эти гипотетические каналы 
не являются гомологами каких-либо прежде 
известных Ca2+-каналов, и потому их последо-
вательности не распознаются как таковые.

Механизмы активации вторичных каналов 
при генерации ПФТ пока не ясны. В препаратах 
изолированных стигм, содержащих и фоторе-
цепторную мембрану, были обнаружены гете-
ротримерные ГТФазы, Ca2+-зависимые про-
теин-киназы и фосфатазы  [111–113]. Однако 
эти белки могут быть элементами других сиг-
нальных каскадов, например, запускаемых 
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Рис. 2. Характеристики компонентов фоторецепторного тока зеленой жгутиковой вородосли Chlamydomonas reinhardtii: 
а – кинетика раннего и позднего фоторецепторных токов, измеренных в суспензии клеток; б – световая зависимость 
пиковой амплитуды фоторецепторного тока (правая ось ординат) и интеграла под кривой тока (левая ось ординат)

фотовозбуждением фототропина, также обна-
руженного в препаратах стигм  [86, 110]. Было 
показано, что фототропин опосредует фото-
регуляцию размера стигмы и количества  КР 
в клетке [114].

Отсутствие лаг-периода и высокие интен-
сивости насыщения  РФТ позволили предпо-
ложить, что этот ток протекает непосредствен-
но через фоторецепторные пигменты [32, 103]. 
Попытки определить ионную селективность 
КР методом электрода-присоски у C. rein-
hardtii [115, 116] и V. сarteri [68] не дали отчетли-
вого результата из-за невозможности фикса-
ции потенциала и трудности разделения РФТ 
и  ПФТ в таких экспериментах. Ионная селек-
тивность КР этих и десятков других микро-
организмов была установлена только в пэтч-
кламп-экпериментах на культивируемых клетках 
животных, трансформированных соответствую-
щими генами.

Идентификация генов КР в геноме C. rein-
hardtii и развитие методов генетической транс-
формации этого модельного объекта позволило 
подтвердить роль кодируемых белков как фото-
рецепторов, опосредующих фототаксис и фо-
тофобную реакцию этой водоросли. При по-
мощи метода РНК-интерфереции К. Джангом 
в лаборатории Дж. Спудича были получены 
трансформанты с пониженным содержанием 
каждого из двух родопсинов, первоначально 
названных родопсинами  А и  В  [23, 28] и впо-
следствии известных как канальные родопси-
ны  1 и  2 (КР1  и  КР2). Интересно, что подав-
ление экспрессии гена, кодирующего  КР1, 
способствовало стимуляции экспрессии гена, 

кодирующего  КР2, что привело к дальней-
шему увеличению соотношения  КР2/КР1 у 
КР1-трансформанта. Ток, генерируемый  КР1, 
по своей кинетике сходен с  РФТ, а ток, гене-
рируемый КР2  – с  ПФТ. Более того, КР1-ге-
нерируемый ток обладает высоким световым 
насыщением, как и РФТ, а ток, генерируе-
мый КР2,  – низким световым насыщением, 
как и  ПФТ. Кроме того, различаются и спек-
тры действия двух токов, свидетельствующие 
о различии спектров поглощения двух ро доп-
синов: спектральный максимум тока, опо-
средованного КР1, приходился на 510 нм, а 
тока, генерируемого КР2, – на 470 нм, что под-
твердилось путем измерения абсорбционных 
спектров выделенных пигментов, полученных 
благодаря гетерологической экспрессии их ге-
нов [84, 117, 118].

Измерение фотоориентации клеток ме-
тодом регистрации фототоков в суспензии 
пред ориентированных клеток и фотофобной 
реакции путем записи траекторий движения 
показало, что оба КР служат фоторецепто-
рами в обоих этих фоторегуляторных процес-
сах [23, 28]. Измерение фотоориентации мето-
дом светорассеяния у независимо полученного 
штамма с пониженным содержанием КР1 под-
твердило фоторецепторную роль этого бел-
ка [84]. Тот факт, что задержанный ПФТ, обла-
дающий более низким световым насыщением, 
генерируется преимущественно  КР2, делает 
его основным фоторецептором при фототак-
сисе, в то время как КР1, преимущественно 
генерирующий РФТ, вносит основной вклад 
в фотофобную реакцию, возникающую при 



КАНАЛЬНЫЕ РОДОПСИНЫ 1887

БИОХИМИЯ том 88 вып. 10 2023

Рис. 3. Схема трансдукции светового сигнала при фототаксисе жгутиковых водорослей. КР1 и КР2  – канальные 
родопсины 1 и 2; РФТ и ПФТ – ранний и поздний фоторецепторный ток соответственно

более высоких интенсивностях света  (рис.  3). 
Следует, однако, отметить, что сравнительное 
содержание КР1 и  КР2 различается у разных 
штаммов дикого типа  [23, 84, 119], что может 
сказываться и на сравнительном вкладе этих 
белков в фотоповедение клеток.

Метод РНК-интерфереции позволяет сни-
зить содержание кодируемого белка в клетке, 
но не полностью подавить его синтез. Послед-
нее было достигнуто сначала при помощи 
инсерционного мутагенеза  [85, 120], а за-
тем  – путем целенаправленного разрушения 
генов КР [119, 121, 122]. У штамма, лишенного 
КР1 при помощи нуклеаз с цинковыми паль-
цами, чувствительность фотоориентации сни-
зилась на 3 порядка, разрушение гена, кодирую-
щего  КР2, имело менее выраженный эффект, а 
разрушение обоих генов практически полно-
стью подавило ответ [122]. При использовании 
же для редактирования генома метода CRISPR/
Cas9 разрушение только одного из  КР не ска-
залось на чувствительности фотоориентации, 
и только разрушение обоих генов подавило 
ее  [119]. Различие между этими результатами 
связано, по всей вероятности, с использова-
нием материнских штаммов, различающихся и 
по исходной пропорции КР1 и КР2 в клетках, 
и по выраженности компенсационной реакции 
после искусственного снижения концентрации 
одного из этих белков.

Метод CRISPR/Cas9 позволил не только 
разрушить гены  КР, но и получить штаммы 
C. reinhardtii, содержащие точечные мутации 
каждого из них  [119]. У  всех исследованных 
мутантов наблюдалось снижение чувствитель-
ности фотоориентации, однако и содержа-
ние большинства мутантных белков в клетке 
было пониженным по сравнению с контро-
лем. У мутанта КР2, обладающего пониженной 
проницаемостью для протонов по сравнению 
с ионами натрия, согласно исследованиям на 
модельных клетках, фоторецепторные токи 
удалось обнаружить только в присутствии на-
трия в среде, что подтвердило значение про-
тонных токов для фототаксиса у дикого типа.

РОЛЬ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО 
ФРАГМЕНТА КР

Молекулы всех известных КР состоят из, 
собственно, родопсинового домена, представ-
ляющего собой комплекс из семи трансмем-
бранных α-спиралей, и почти равного ему по 
числу аминокислотных остатков цитоплазма-
тического фрагмента. Как показала гетеро-
логическая экспрессия, для осуществления 
канальной функции необходим и достаточен 
только семиспиральный родопсиновый домен. 
Соответственно, для оптогенетических целей 
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и функциональных исследований КР в модель-
ных клетках используются почти исключитель-
но их трансмембранные домены. Изучение 
же функций цитоплазматических фрагмен-
тов в клетках C. reinhardtii потребовало раз-
вития методов редактирования генома этого 
организма [121]. Было показано, что удаление 
последних 78 С-терминальных аминокислот-
ных остатков КР1 приводит к смещению поло-
жения стигмы в переднюю часть клетки (тот 
же эффект наблюдается и после разрушения 
всего гена, кодирующего  КР1)  [122]. Более 
того, присоединение флуоресцентной метки к 
С-терминальному участку вызывает наруше-
ние транспортировки КР1 в плазмалемму. Эти 
наблюдения подтверждают ранее высказанную 
гипотезу, что цитоплазматические фрагменты 
КР отвечают за их правильную локализацию 
в клетке.

Важная роль цитоплазматического домена 
в функционировании микробных родопси-
нов была показана ранее на примере сенсор-
ного родопсина из сине-зеленой водоросли 
Anabaena  [123]. Модификации цитоплазмати-
ческого домена КР также влияют на кинетику 
фототоков  [124]. Фосфорилирование амино-
кислотных остатков в проксимальном цито-
плазматическом сегменте  КР1 и  КР2 было 
обнаружено при помощи масс-спектрометри-
ческого анализа препаратов C. reinhardtii  [110]. 
Быстрые изменения степени фосфорилирова-
ния КР1 коррелируют со знаком фототаксиса, 
т.е.  направлением движения клеток к источ-
нику света или от него  [125]. Очевидно, что 
как локализация фоторецепторов, так и изме-
нения характеристик его фототока определяют 
изменения знака фототаксиса.

Биоинформационный анализ цитоплазма-
тических фрагментов КР некоторых протистов 
(но не C. reinhardtii) выявил наличие гомологов 
разнообразных доменов, задействованных в 
энзиматических сигнальных каскадах других 
организмов  [126, 127], однако об их функции 
в клетках пока ничего не известно. Кроме 
того, цитоплазматические фрагменты КР не-
которых зеленых водорослей содержат сайты 
связывания белка SUMO (small ubiquitin-like 
modifier), а биохимические данные подтвер-
ждают обратимое связывание этого белка с КР1 
в лизатах C. reinhardtii и регуляцию стабильно-
сти последнего  [128]. Наконец, методом имму-
нопреципитации было показано связывание 
цитоплазматических фрагментов  КР1 и  КР2 
с малой ГТФазой ARL11, принадлежащей к 
семейству Arf ГТФаз, которые опосредуют 
транспорт белков в жгутики и реснички кле-
ток животных [128].

РАЗНООБРАЗИЕ КР 
И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ В ОПТОГЕНЕТИКЕ

Регистрация фотоиндуцированных элек-
трических сигналов в клетках зеленых жгути-
ковых водорослей показала, что КР широко 
распространены у представителей этой систе-
матической группы  [25–27]. Зеленые водо-
росли  – ближайшие родственники назем-
ных растений, что послужило основанием для 
секвенирования геномов многих их видов, 
включая те, что прежде были исследованы 
электрофизиологическими методами  [129, 130]. 
Биоинформатический анализ полученных дан-
ных выявил >200  индивидуальных последова-
тельностей КР у этих микроорганизмов (спис-
ки которых опубликованы в работах Rozen-
berg et al. [127] и Govorunova et al. [131]), далеко 
не все из которых были исследованы путем 
гетерологической экспрессии в модельных 
клетках. Подавляющее большинство из иссле-
дованных таким образом микроорганизмов 
представляют собой, как и КР C. reinhardtii, 
преимущественно протонные каналы, также 
способные проводить Na+, K+ и, в значитель-
но меньшей степени, Ca2+ [26, 27, 33, 132, 133]. 
В  совокупности эти белки известны в литера-
туре как «катионные КР» [58, 131, 134]. Эти КР 
широко используются в оптогенетике для сти-
муляции активности нейронов и других воз-
будимых клеток при помощи света [40–42].

Все исследованные криптофитовые водо-
росли способны к фотоориентации  [135–137], 
а у одного из их пресноводных представите-
лей регистрируются фоторецепторные токи, 
близкие по свойствам к токам зеленых жгу-
тиконосцев  [24]. Полностью отсеквенирован-
ный геном морской водоросли Guillardia theta 
кодирует несколько десятков родопсинов, сре-
ди которых есть КР [48, 138], протонные пом-
пы  [139] и белки, не обладающие транспорт-
ной функцией [24]. По крайней мере пять КР 
G. theta функционируют как катионные каналы 
при экспрессии в клетках млекопитающих [138, 
140, 141], и многие их гомологи об наружены 
у других криптофитов  [142]. Примечательно, 
что по своей первичной последовательности и 
некоторым деталям транспортного механизма 
эти белки больше похожи на галоархейные 
протонные помпы, чем на КР зеленых водо-
рослей, и потому получили название «бакте-
риородопсин-подобные  КР»  [50]. Это сходство 
подтвердилось еще и тем, что эти белки пред-
ставляют собой тримеры  [143, 144], а не ди-
меры, как КР зеленых водорослей  [145–147]. 
Большинство бактериородопсин-подобных КР 
генерируют маленькие токи при экспрессии 
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их генов в клетках животных, но по крайней 
мере один их представитель, известный как 
ChRmine, пользуется популярностью в каче-
стве оптогенетического инструмента для сти-
муляции нейронов зеленым светом [148, 149].

Другая группа КР G. theta обладает ис-
ключительно анионной селективностью  [48]. 
Гомологичные им белки были обнаружены у 
многих других видов криптофитовых водорос-
лей и получили название «анионные КР» [150, 
151]. Благодаря низкой концентрации Cl– в 
соме зрелых нейронов открывание этих КР 
приводит к вхождению Cl– внутрь клетки, ги-
перполяризации мембраны и подавлению ге-
нерации потенциалов действия. Анионные  КР 
были успешно использованы в качестве опто-
генетических ингибиторов нейронной актив-
ности и поведения червей, насекомых, рыб и 
млекопитающих [48, 152–158]. Кроме того, они 
нашли применение как инструмент для опто-
генетического контроля движения устьичных 
клеток и направления роста высших расте-
ний [159, 160].

Помимо криптофитов, анионные КР были 
обнаружены у гаптофитовых водорослей [49] и 
даже у некоторых представителей морских зеле-
ных вородослей [127]. Более того, гомологич-
ные белки (точнее, кодирующие их гены) были 
выявлены у гетеротрофных организмов, при-
надлежащих к надотделу страменопилов  [49, 
131, 161]. Примечательно, что большинство этих 
организмов, если не все, обладают жгутиками 
по крайней мере на одной из стадий своего 
жизненного цикла. Представляется вероятным, 
что в своих нативных клетках анионные  КР, 
так же как и катионные, служат фоторецепто-
рами при фототаксисе, хотя эта гипотеза тре-
бует экспериментальной проверки.

Применение анионных КР, ~200 последо-
вательностей которых известны в настоящий 
момент  [127, 131] как оптогенетические инги-
биторы, ограничено направлением их токов в 
клетках-реципиентах. В  терминалах многих 
аксонов концентрация Cl– выше, чем в соме, 
в результате чего фотовозбуждение анион-
ных  КР деполяризует мембрану и даже может 
приводить к генерации потенциалов действия 
[162–165]. В  какой-то мере эти побочные эф-
фекты удается преодолеть путем добавления 
к кодирующей последовательности так назы-
ваемых «направляющих сигналов», предот-
вращающих транспорт КР в аксоны  [163, 165, 
166], но полностью исключить возможность 
нежелательной деполяризации таким образом 
не удается.

Вот почему обнаружение в прошлом году 
КР, обладающих большей проницаемостью 

для К+, чем для Na+, привлекло внимание поль-
зователей. Первые два белка такого рода, на-
званные «калийными  КР», были найдены у 
гетеротрофного страменопила Hyphochytrium 
catenoides [51], а впоследствии их гомологи были 
обнаружены и у некоторых других организмов 
[167, 168]. Результаты первых опытов по подав-
лению нейронной активности при помощи 
калийных  КР выглядят очень обнадеживаю-
ще [51, 167, 169], так что можно надеяться, что 
в будущем именно они станут основным ин-
струментом для этой цели.

Необходимо отметить, что в настоящее 
время в оптогенетике, основанной на  КР, ис-
пользуется только одна функция этих пигмен-
тов  – прямой ток через молекулу. Вторая и 
важнейшая в нативных клетках функция – ге-
нерация задержанного фоторецепторного каль-
циевого тока с усилением в 1000 раз – пока не 
нашла практического применения, потому что 
осуществляющие ее кальциевые каналы пока 
не удалось идентифицировать на молекуляр-
ном уровне.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В 1970-е  гг., когда в МГУ начались иссле-
дования фотоэлектрической активности бак-
териородопсина и еще не идентифициро-
ванных на молекулярном уровне КР, было, 
конечно, невозможно предвидеть появление 
целой новой области биомедицины, извест-
ной сегодня как оптогенетика и основанной 
на использовании этих белков для манипуля-
ции мембранным потенциалом при помощи 
света. В настоящее время лишь одна из функ-
ций рецептров фототаксиса (их канальная ак-
тивность) применяется в оптогенетике. Слож-
ный и исключительно чувствительный каскад 
трансдукции светового стимула при фото-
таксисе еще ждет своего применения. Тем не 
менее этот пример служит наглядной иллю-
страцией важности фундаментальных иссле-
дований для научно-технического прогресса.
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Channelrhodopsins stand out among other retinal proteins because of their capacity to generate passive 
ionic currents following photoactivation. Owing to that, channelrhodopsins are widely used in neuroscience 
and cardiology as instruments for optogenetic manipulation of the activity of excitable cells. Photocurrents 
generated by channelrhodopsins were first discovered in the cells of green algae in the 1970s. In this review 
we describe this discovery and discuss the current state of research in this field.
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