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非侵入性光闪烁刺激对成年小鼠
初级视觉皮层功能特性的影响*
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摘要 目的　作为经典视觉通路的中枢门户，初级视觉皮层不仅负责视觉信息的编码处理，还与一些高级认知功能脑区存

在着密切的神经环路连接。研究表明，40 Hz闪烁刺激可以诱导脑内产生 γ振荡，显著改善神经退行性疾病引起的学习和认

知障碍。同时，自然界中也存在着部分光闪烁现象。初级视觉皮层是视觉信息传入大脑的第一站中枢皮层，深入解析非侵

入性闪烁光刺激对其信息处理的调控机制显得尤为关键。本研究系统探讨了非侵入性光闪烁刺激对成年小鼠V1神经元功能

特性的影响，以期了解非侵入性光闪烁对脑功能的影响。方法　本研究通过给3组成年小鼠施加不同频率的闪烁刺激（20、

40和60 Hz），利用在体多通道电生理技术探究了其对成年小鼠初级视觉皮层神经元感受野特性的影响。结果　连续2个月

不同频率的闪烁刺激使小鼠V1神经元的方位调谐能力增强，40 Hz和60 Hz的闪烁刺激还使神经元的对比敏感度得到改善，

而20 Hz没有明显影响。通过进一步分析，发现3种频率都可以使神经元的反应变异性下降，信噪比上升，神经元之间的噪

音相关性下降。结论　非侵入性的光闪烁刺激通过影响初级视觉皮层神经元的信息处理效率，改善了方位调谐能力和对比

敏感度，为多种闪烁光影响视觉感知提供了新的实验证据，也为深入理解特定频率的闪烁光如何改善脑功能的机制提供了

新的线索。
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视觉系统对于动物从复杂且动态的环境中提取

和解析信息至关重要，它不仅支持基本的感知功

能，还参与空间导航和物体识别等更高层次的认知

活动［1-2］。视觉处理的高效性和适应性依赖于对视

觉场景时空特征的精确编码。光闪烁现象普遍存在

于自然和人工环境中。研究显示，由于环境因素如

风吹树叶或水面反射，户外场景中的时域照明变化

会产生5~60 Hz范围内的光闪烁，且10~50 Hz是自

然界中能感知的最常见的闪烁频率［3］。此外，荧

光灯和发光二极管（light emitting diode，LED）等

人工光源通常在数百赫兹的频率下产生闪烁，城市

环境中生物体也常暴露于复杂的光闪烁模式之

下［4］。这些动态视觉输入要求视觉系统在时变条

件下保持特征编码的高效性和感知的稳定性。

越来越多的证据表明，节律性视觉刺激能够调

节神经活动和感知能力。特定频率的非侵入性光闪

烁已被证实能够诱发皮层反应，并影响视觉皮层的

信息处理过程［5-7］。特定频率的闪光可以在视觉皮

层诱导局部场电位能量强度的变化［5］，甚至可以

导致动物对物体运动检测能力的下降［7］。同时，  

γ频段（约 40 Hz）的光闪烁已被证明能够在皮层

诱导 γ波振荡，并改善神经退行性疾病等小鼠模型

的认知功能［8-10］。然而，大多数相关研究聚焦于病

理状态，或未系统比较不同频率闪烁在健康大脑中

的作用，也并没有聚焦视觉信息处理的最基本单元

——神经元是如何受到闪光调控的。与自然环境相

关、具备频率依赖性的皮层调控机制仍有待深入
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研究。

因此，一个关键的科学问题值得深入探究：长

期暴露于不同频率的光闪烁是否会通过改变初级视

觉皮层（V1）神经元的感受野特性，调节其功能

属性。V1作为大脑视觉信息处理的首个皮层环节，

是整合和重构来自视网膜输入的核心区域，对高级

视觉加工具有奠基性作用。V1神经元的感受野属

性决定了其对不同视觉特征的编码能力［11-12］，而神

经元反应的变异性、信噪比 （signal-to-noise，

SNR）等信息处理参数则直接影响了视觉系统对外

界刺激的分辨与适应能力，这些都是实现精确视觉

感知的基础［13-14］。已有理论和实验证据表明，感觉

输入能够显著影响V1中神经元的感受野特性、编

码效率及群体活动的精度［15-18］。节律性感觉输入调

节一些神经编码参数，可能是视觉系统适应动态环

境的关键机制之一［5，7］。然而，不同频率的非侵入

性光闪烁是否以及如何调节健康动物V1神经元的

感受野属性和信息处理效率，目前尚不明确。

本研究系统探究了20、40、60 Hz三种非侵入

性光闪烁对成年小鼠 V1 神经元功能特性的影响。

通过在体多通道电生理记录，评估不同频率闪烁对

V1神经元方向调谐性、对比敏感度以及信息处理

（如反应变异性和信噪比）等指标的影响。本研究

旨在阐明视觉皮层应对动态光环境的适应机制，并

为频率特异性的感觉皮层调控提供新的实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物

本研究使用的动物为 C57BL/6J 小鼠 （年龄：

12周；体重：（21±2） g）。每组小鼠的数量为5只。

所有实验小鼠均按照标准饲养于笼盒中，饲养环境

为 12 h∶ 12 h 的光照∶黑暗循环，恒温 （23~

25℃），恒湿 （60%） 的无特定病原体 （specific 

pathogen free，SPF）环境，食物和水均可自由获

得。本研究相关实验操作均通过了中国科学技术大

学动物伦理审查委员会的批准 （安全伦理号：

USTCACUC24120122084）。

1.2　闪烁光刺激

本实验自制了一个不透光的双层木制的箱子，

中间隔层放置隔音棉，避免外界声音干扰。闪光刺

激设备是由白色 LED 灯珠和 FeelTech FY3200S 双

通道任意波形数字显示 （digital display scope，

DDS）函数信号发生器组成。根据前人报道过的闪

烁光刺激方案［9，19］，首先选取 20 和 40 Hz 两种频

率，由于80 Hz频率已被发现未能缓解阿尔茨海默

病（Alzheimer’s disease，AD）或脑缺血模型小鼠

等的部分病理特征［9-10］，而 60 Hz可以使小胶质细

胞介导神经周围网重塑，恢复神经可塑性［20］。因

此，本研究选取20、40和60 Hz三种频率来探究非

侵入性闪烁光刺激对初级视觉皮层的影响。LED

灯珠与信号发生器连接，利用信号发生器设置灯珠

的频率，频率分别设置为 20 Hz （25 ms 灯亮，    

25 ms灯灭）、40 Hz （12.5 ms灯亮，12.5 ms灯灭）

和60 Hz （8.33 ms灯亮，8.33 ms灯灭），各组LED

灯珠均为白光，笼内不同位置平均光强范围为

100~200 lux。在每次开始闪光刺激前，会用示波

器检验校正信号发生器的频率，调试正确后，开始

实验。实验前，小鼠被送入箱中适应30 min，随后

打开信号发生器，设置好小鼠对应频率后进行 1 h

的闪烁刺激，刺激期间，小鼠未获得食物和水。刺

激结束后，小鼠被移至饲养笼中静置30 min，随后

送回饲养间。对照组小鼠会进行相同的操作，所给

的刺激为与实验组相同光强的恒定光，闪光刺激连

续2个月（图1）。

1.3　在体多通道电生理

1.3.1　动物手术

将小鼠从饲养笼转移至麻醉盒中，用棉签蘸取

异氟烷放到麻醉盒中，待小鼠进入深度麻醉后，迅

速拿出，转移至电生理台，利用耳夹、嘴夹将小鼠

头部固定，并给小鼠两侧眼睛都涂上红霉素眼膏，

以防长时间的光源照射损伤小鼠的眼睛，影响后续

实验。手术用的所有器具在手术前都用酒精进行消

毒。用手术剪剪去小鼠头部表面毛发，酒精擦拭

后，剪开小鼠头皮，将小鼠颅骨充分暴露出来。用

立体定位仪先将小鼠头部调平，然后定位小鼠双侧

V1皮层（前囟往后3.5 mm，中缝左右2.5 mm）的

位置。颅骨钻调至适当转速后打磨颅骨，直至暴露

出V1皮层。另外，还需在小脑位置用颅骨钻钻一

个直径约为1 mm的窗口，用于埋置螺钉，将螺钉

与电极用杜邦线连接，以排除小鼠身体有动作时带

来的噪音干扰。以上操作均在体视镜下完成。手术

全程都利用异氟烷气体麻醉系统（浓度为 1%~2%

异氟烷和氧气的混合气体）给小鼠持续低剂量的麻

醉，保证小鼠在实验过程中不会清醒。

1.3.2　在体多通道电生理记录

使用多通道密歇根线性硅电极（A1×32，间距

为25~50 μm）记录小鼠V1区域0~1 000 μm范围内

的神经元发放。给小鼠的视觉刺激是通过 Matlab
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软件编写程序生成正弦运动光栅，并呈现在显示屏

上。显示屏放置于距离小鼠眼睛30 cm，并与小鼠

身体轴线呈 45°夹角处。检测小鼠V1神经元活性、

方位调谐能力和信息处理能力的变化时，视觉刺激

的光栅包含12个不同方向，分别为0°、30°、60°、

90° 、 120° 、 150° 、 180° 、 210° 、 240° 、 270° 、

300°、330°，另外，还有一个无光栅的灰屏对照刺

激。每一轮完整的视觉刺激（包含所有的方向）记

为一个 sweep，而每一个 sweep中每个不同的刺激

方向记为一个 trial。光栅朝着与其方位垂直的方向

移动，每个光栅刺激呈现时间为 1 s。每次刺激之

间会有0.5 s的无光栅空白刺激。实验记录过程中，

不同朝向的光栅随机呈现，共呈现 10 个周期

（sweeps）（图2a）。检测小鼠V1神经元对比敏感度

的变化时，视觉刺激的光栅会固定为小鼠偏好的一

个方位，呈现该方位光栅不同的对比度，分别为

0%、5%、10%、15%、20%、25%、30%、40%、

50%、60%、70%、80%、95%。每个光栅刺激呈

现时间为 1 s。同样，每次刺激之间会有 0.5 s的无

光栅空白刺激。实验记录过程中，不同对比度的光

栅 随 机 呈 现 ， 共 呈 现 10 个 周 期 （sweeps）

（图2b）。

在记录小鼠神经元发放的过程中，所有的神经

元发放信号首先通过前端放大器的滤波 （750~       

4 000 Hz） 和放大 （cut-off frequency：10 kHz），

然后将其传递至神经信号处理系统 （sample 

frequency：30 kHz，16 bits），该系统会将所接收

到的电信号转换为数字信号，最终保存于计算机

中，用于后续的聚类分析。为了探究不同频率的闪

烁刺激对成年小鼠V1神经元功能特性的影响，本

研究分析了神经元的自发反应和峰值反应、方位偏

好指数（orientation bias index，OB）、对比度阈值

（contrast threshold）、半饱和对比度C50、法诺因子

（Fano factor，FF）、SNR以及神经元对的噪音相关

性（noise correlation，rsc）。

a. 神经元活性

本研究用神经元的自发发放速率和峰值发放速

率来表征神经元活性的变化。将灰屏刺激下神经元

的 反 应 强 度 定 义 为 神 经 元 的 自 发 反 应

（spontaneous response）；将偏好方位视觉刺激下的

20 Hz

4 0 Hz

6 0 Hz

25 ms

50 ms

12.5 ms

8.33 ms

16.66 ms

25 ms

(a)

(c)(b)

Holding

(30 min)
Light flicker

(1 h)

Holding

(30 min)

Electrophysiological

recording

For two months

Fig. 1　Schematic diagram of light flicker stimulation scheme
(a) Flowchart of experimental procedure. (b) Schematic diagram of light flicker stimulation device. The apparatus comprises a light-tight wooden box, 

soundproofing cotton, LED bulbs and a signal generator. (c) Schematic diagram of light flicker stimulation at different frequencies. The LED bulb is 

controlled by the signal generator, enabling it to flash at distinct frequencies: 20 Hz (25 ms on /25 ms off), 40 Hz (12.5 ms on/12.5 ms off) and 60 Hz 

(8.33 ms on /8.33 ms off).
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神经元反应强度定义为神经元的峰值反应（peak 

response）。

b. 方位偏好指数（OB）

OB计算公式［21］：

OB =
|

|

|

|
||
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其中，Rk表示当光栅刺激朝向为θk时神经元的反应

强度。OB的取值范围为 0~1，当OB值为 0时，代

表该神经元对任何方位的光栅刺激都没有显著偏

好；当OB值为 1时，则代表该神经元显著偏好某

一特定方位，表现出了强烈的方位选择性。OB值

越大，表示该神经元的方位调谐能力越好。

c. 对比度阈值

本研究中神经元的对比度阈值是通过受试者工

作 特 征 曲 线 （receiver operating characteristic 

curves，ROC）分析得出的。根据视觉刺激周期将

神经元自发反应和不同对比度下的诱发反应放电序

列划分为不同的时间窗（bin），构建不同对比度光

栅刺激的放电频率直方图（spike firing histogram，

SFH）。ROC曲线以命中概率为纵坐标，以虚报概

率为横坐标。其中，命中概率是指在 SFH 中神经

元响应刺激发放率超过标准发放率的概率，虚报概

率是指 SFH 中神经元自发活动发放率超过标准发

放率的概率。通过绘制不同标准发放率下的命中概

率和虚报概率，从而生成ROC曲线。ROC曲线下

面积（area under curve，AUC）表示神经元对每个

对比刺激反应的准确度。将准确度与视觉刺激对比

度之间通过Weibull方程进行拟合得到对比度反应

曲线。对比度阈值定义为在神经测量函数上响应概

率为0.75时的对比度［22］。

P (x) = a - (a - b) × e-( x
c
)d

其中，P指神经元的响应概率，a是饱和概率；b是

机会概率；x是光栅刺激的对比度；c是水平位置；

d是陡峭程度。本研究为确保结果的精确性，选取

拟合优度大于 0.7的神经元进行对比度阈值变化的

统计。

d. C50

根据Naka-Rushton函数拟合不同对比度光栅刺

激下神经元的发放率，方程如下［23］：

R = Rmax
Cn

Cn + Cn50
+ m

其中，Rmax指神经元的峰值反应；C为视觉刺激的

对比度，n为参数，决定调谐曲线的陡峭程度；C50

为半饱和对比度；m 为神经元的自发反应。选取

C50作为神经元对比敏感度的量化指标，C50值越大，

神经元对比敏感度越弱。

e. 法诺因子（FF）

本研究中FF是通过神经元反应的方差与反应

均值的比值计算得出的，通常用来表征神经元的反

0.5 s

�

�

1 s

1 s

1 s

0.5 s

0.5 s

0.5 s

�

�

1 s

1 s

1 s

0.5 s

0.5 s

0.5 s

0.5 s

(b)(a)

Fig. 2　Flowchart of in vivo electrophysiological visual stimulation program
(a) A sample stimulus map used to assess changes in mice V1 neuron activity, orientation tuning and information processing capabilities. (b) A sample 

stimulus map used to assess changes in the contrast sensitivity of mice V1 neurons.



·2364· 2025；52（9）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

应变异性。

FF计算公式［22］：

FF = σ2

Rmeans
其中，σ2指神经元对各个 trial的反应方差，Rmeans指

神经元对各个 trial的平均反应。

f. 信噪比（SNR）

SNR通常用于表示神经元区分有效信号与噪音

的能力，是衡量神经元信息保真度的关键指标［24］。

本研究通过使用ROC方法来计算 SNR。该方法的

优势在于综合考虑了神经元自发和诱发反应的变异

性和发放强度，能更全面地表征SNR。首先，实验

记录到了神经在其偏好方位刺激下的发放序列，将

其归一化，按时间窗划分。时间窗的大小取决于视

觉刺激的最优时间频率，换句话说，不同记录穿刺

的时间窗是不同的。找到该穿刺的最大发放，以1

为步长，将阈值设置为从 0到最大发放加 1。如果

当前时间窗中神经元的诱发发放高于阈值，将其记

为“Hit”；如果当前时间窗中神经元的自发发放高

于阈值，则记为“False”。由此得到一系列不同阈

值下Hit和 False的比率，以此绘制ROC曲线，曲

线下面积即为SNR的值。

g. 噪音相关性（rsc）

rsc指实验过程中在前后不同的 sweep中呈现相

同的视觉刺激 trial，两个神经元反应产生波动的线

性相关程度，定义为两个神经元对相同刺激反应变

异性的皮尔森相关系数。

rsc的计算公式［25］：

rsc = E ( )N1·N2 - E (N1 )·E (N2 )
σN1·σN2

其中，E是期望值，σ是标准差，N1和N2是两个神

经元反应波动的集合，集合中的元素为每个 trial下

神经元的反应波动幅度 z。

z的计算公式：

z = R trial - E (R )
σ

Rtrial是神经元在每个 trial 下的反应，E 是神经

元反应的均值，σ是神经元反应的标准差。

1.4　数据分析和统计

在体多通道电生理记录到的神经元发放的数据

利用Offline Sorter软件通过波形特征分离出单个神

经元，之后用 Matlab 软件进行进一步的拟合分析

计算。用 GraphPad Prism 10 进行数据分析，若数

据 为 两 组 独 立 数 据 且 符 合 正 态 分 布 ， 采 用

Unpaired two tailed t-test；若数据不符合正态分布，

采用 Mann-Whitney U test，当 P<0.05 时认为两组

数据具有显著差异。本研究还分析了实验组与对照

组之间的效应量和置信区间，其中，效应量用

Cliff’s delta （δ）值表示，具体的效应量和置信区

间报告见表S1~S8。

2　结 果

2.1　不同频率的闪烁刺激对神经元方位调谐能力

的影响

当小鼠年龄为12周左右时，分别给4组小鼠不

同频率的闪光刺激，连续2个月。闪烁完成后进行

在体多通道电生理记录（图 3a，b）。首先，探究

了长期的闪烁刺激对小鼠V1区神经元的方位调谐

的影响，通过检测小鼠V1区单个神经元对于不同

视觉刺激的响应，分析神经元活性及方位调谐的变

化。在实验记录过程中，为检测V1神经元活性的

变化，会呈现给小鼠两种刺激，分别为灰屏刺激和

不同方位的移动正弦光栅刺激。其中，当呈现灰屏

刺激时，记录到的为V1神经元的自发反应；而当

呈现移动的正弦光栅刺激正好为小鼠的偏好方位

时，记录到的为V1神经元的峰值反应。结果发现，

相较于对照组，20 Hz的闪烁刺激使神经元的自发

反应和最大反应活性均显著下降 （图 3c， f）；    

40 Hz和 60 Hz的闪烁刺激只影响了神经元的自发

反应活性（图3d，e，g，h）。

在实验过程中，小鼠V1区域的神经元对于不

同方位的光栅刺激会产生不同强度的响应，这种响

应被定义为方位调谐 （orientation tuning） 能力。

如果呈现的光栅刺激的方位恰好与某神经元的偏好

方位相同，那么此时该神经元的反应最强。在本研

究中，采用 OB 来表征神经元方位调谐的变化。

OB 值越大，说明这一神经元的方位调谐能力越

好，神经元对偏好方位和与其垂直的方位的反应差

异越大，神经元的方位调谐曲线就会越趋于扁平；

而OB值越小，说明这一神经元的方位调谐能力越

差，神经元对偏好方位和与其垂直的方位的反应差

异越小，神经元的方位调谐曲线就会越趋于圆滑

（图 4a~d）。电生理结果发现，相较于对照组，     

20 Hz、40 Hz 和 60 Hz 组的 OB 值显著上升 （图

4e~g），表明3种频率都改善了小鼠V1神经元的方

位调谐能力。
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Fig. 3　Effects of non-invasive light flicker stimulation on neuronal activity
(a) A schematic diagram of multichannel electrophysiological experiment in vivo. During recording, the electrode was inserted to depths ranging from 

600 to 1 000 μm, and the display screen presenting raster stimulation was placed 30 cm from the eye opposite the recorded brain region. The upper 

right corner illustrates a schematic representation of neuronal firing. (b) A schematic diagram of neuron classification. After processing the original 

neural release data, neurons were sorted into individual neurons using Offline Sorter software for subsequent analysis. The baseline is indicated in 

yellow, while green and blue represent two distinct neurons. (c) The change of spontaneous response of single neuron in V1 of 20 Hz group. Control: 

n=5, 165 cells; 20 Hz: n=5, 60 cells; δ=-0.61; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (d) The change of spontaneous response of single neuron in V1 of 

40 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 40 Hz: n=5, 110 cells; δ=-0.38; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (e) The change of spontaneous response of 

single neuron in V1 of 60 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 60 Hz: n=5, 70 cells; δ=-0.58; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (f) The change of peak 

response of single neuron in V1 of 20 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 20 Hz: n=5, 60 cells; δ=-0.26; Mann-Whitney U test, P<0.01. (g) The 

change of peak response of single neuron in V1 of 40 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 40 Hz: n=5, 110 cells; δ=0.03; Mann-Whitney U test, P=

0.625. (h) The change of peak response of single neuron in V1 of 60 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 60 Hz: n=5, 70 cells; δ=-0.14; Mann-

Whitney U test, P=0.090 5. The above data are expressed as Mean±SEM. **P<0.01, ***P<0.001, ns, no significant difference.
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2.2　不同频率的闪烁刺激对神经元对比敏感度的

影响

对比敏感度（contrast sensitivity，CS）是指机

体识别物体与背景间细微明暗差异的能力，是视觉

系统处理输入信息的基础之一，也是表征视觉功能

的重要指标［26-27］。神经元的对比度阈值越小，表

明神经元的CS越高。除了对比度阈值外，C50也可

以用来度量神经元CS的变化，它表示神经元对于

刺激的反应达到最大反应的一半时所对应的刺激对

比度。C50的值越小，表示神经元的CS越高，同时

它也体现了神经元内部的对比度增益，通过观察

C50的变化，可以评估神经元对比度增益控制的强

弱［28-29］。结果发现，相较于对照组，40 Hz 和 60 

Hz 组神经元的对比度阈值和 C50均显著降低 （图

5b， c， e， f），而 20 Hz 组没有明显变化 （图

5a，d）。
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Fig. 4　Effects of non-invasive light flicker stimulation on neuronal orientation tuning
(a-d) A sample diagram depicting the orientation tuning curves of a single neuron from the Control (a), 20 Hz (b), 40 Hz (c) and 60 Hz (d) groups. It 

demonstrates that the closer the end of the tuning curve is to the peripheral edge, the more sensitive the neuron is to orientation. The label “Opt.Ori” 

indicates the neuron’s preferred orientation, determined by fitting a double Gaussian curve. (e) The change of orientation tuning ability of single 

neuron in V1 of 20 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 20 Hz: n=5, 60 cells; δ=0.35; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (f) The change of orientation 

tuning ability of single neuron in V1 of 40 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 40 Hz: n=5, 110 cells; δ=0.17; Mann-Whitney U test, P<0.05. (g) The 

change of orientation tuning ability of single neuron in V1 of 60 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 60 Hz: n=5, 70 cells; δ=0.32; Mann-Whitney U 

test, P<0.000 1. The above data are expressed as Mean±SEM. *P<0.05, ***P<0.001.
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2.3　不同频率的闪烁刺激对神经元信息处理能力

的影响

上述结果表明，不同频率的闪烁刺激改善了神

经元的方位调谐能力和CS，而这可能与神经元对

于信息的传递能力有关。在初级视觉皮层，不同类

型的神经元对相同视觉刺激会表现出显著的放电差

异性 （图 6a），称为“反应变异性 （response 

variability）［30］”，这是 V1 区神经元信息处理机制

的重要特征，其动态调节可能反映了皮层网络对复

杂环境输入的适应性优化策略。在本研究中，用

FF来表征神经元反应变异性的大小，FF越大，表

明神经元的反应变异性越大，神经元处理信息的效

率就越低。除了FF外，SNR也是反映神经元信息

处理能力的一个重要指标。它与神经元提取有用信

息，排除噪音的能力有关。SNR越大，表明神经元

排除噪音的能力越强。本文统计分析了3组频率小

鼠V1神经元的FF和SNR。结果发现，相较于对照

组，20、40 和 60 Hz 组的 FF 显著降低，SNR 显著

增加（图 6b~g），表明 3种频率均使神经元信息处

理能力增强。

2.4　不同频率的闪烁刺激对神经元对rsc的影响

上述结果发现神经元反应变异性发生了变化，

而在局部的神经网络中，相邻的神经元会接收到一

些共同的信息输入，因而会共享一部分反应变异

性，也称为噪音，这种神经元对之间的反应变异性

共享程度就定义为 rsc。它直接决定了神经元处理信

息的精度，也决定了视觉系统的高精度编码［13-14］，

rsc越高，表明神经元越难处理大脑中的噪音信息。

因此，鉴于神经元对之间的 rsc与视觉系统神经元信

息处理能力的联系，本研究检测分析了对照组、

20 Hz、40 Hz 和 60 Hz 组小鼠 V1 区神经元对之间

的 rsc的变化，进一步探究不同频率的光闪烁刺激对

小鼠V1区神经元信息处理能力的影响。结果发现，

相较于对照组，20 Hz、40 Hz和60 Hz组神经元对
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Fig. 5　Effects of non-invasive light flicker stimulation on contrast sensitivity of neurons
(a) The change of contrast threshold of single neuron in V1 of 20 Hz group. Control: n=5, 59 cells; 20 Hz: n=5, 49 cells; δ=-0.05; Mann-Whitney U 

test, P=0.613 0. (b) The change of contrast threshold of single neuron in V1 of 40 Hz group. Control: n=5, 59 cells; 40 Hz: n=5, 102 cells; δ=-0.27; 

Mann-Whitney U test, P<0.01. (c) The change of contrast threshold of single neuron in V1 of 60 Hz group. Control: n=5, 59 cells; 60 Hz: n=5, 74 

cells; δ=-0.25; Mann-Whitney U test, P<0.05. (d) The change of C50 of single neuron in V1 of 20 Hz group. Control: n=5, 74 cells; 20 Hz: n=5, 54 

cells; δ=-0.01; Mann-Whitney U test, P=0.323 3. (e) The change of C50 of single neuron in V1 of 40 Hz group. Control: n=5, 74 cells; 40 Hz: n=5, 

112 cells; δ=-0.30; Mann-Whitney U test, P<0.001. (f) The change of C50 of single neuron in V1 of 60 Hz group. Control: n=5, 74 cells; 60 Hz: n=5, 

74 cells; δ=-0.20; Mann-Whitney U test, P<0.05. The above data are expressed as Mean±SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns, no significant 

difference.
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的 rsc显著下降（图 7a，d，g），说明这 3种频率均

显著改善了神经元之间的信息传递效率。有研究发

现，神经元对的 rsc会随着神经元之间的距离和发

放率的不同而发生变化［31-33］，结果发现，对照组

和3个闪烁刺激组神经元的 rsc随距离和发放率变化

的趋势基本一致（图7b，c，e，f，h，i），说明闪

烁刺激引起的 rsc变化没有受到神经元之间距离或

发放率的影响。

3　讨 论

本研究利用在体多通道电生理技术，探究了不

同频率的非侵入性闪烁刺激对成年小鼠V1神经元

功能特性的影响及其机制。结果表明，3种频率的

闪烁刺激均使V1神经元的方位调谐能力增强，神

经元自发反应活性降低；其次，40 Hz和 60 Hz的

闪烁刺激显著提高了神经元的 CS，而 20 Hz 的闪

烁刺激未影响神经元的CS；此外，3种频率的闪烁

刺激均增强了V1神经元的信息处理能力，并显著

降低了神经元对之间的 rsc。这些结果表明，光闪烁

刺激能够通过改善神经元的方位调谐能力、CS和

信息处理效率，从而优化V1神经元的功能调控。

研究发现，3种频率的闪烁刺激均显著降低了

V1神经元的自发反应，而在峰值反应方面，20 Hz

使神经元的峰值反应显著减弱，40 Hz和 60 Hz未

对峰值反应产生影响。这些结果表明，不同频率的

闪烁刺激可能通过不同的机制调控视觉皮层神经元

的活动状态。自发反应的降低可能与视觉皮层中抑

制性神经元活动的增强有关。已有研究表明，视觉

的节律性闪光刺激能够显著激活以PV+中间神经元

为主的局部抑制性网络，增强视觉皮层网络整体的

抑制性水平［34］，降低神经元的自发活性。值得注

意的是，20 Hz刺激在降低自发活动的同时，还显

著降低了神经元的诱发峰值反应，表明20 Hz刺激

可能诱导了视觉皮层网络更广泛、更整体性的抑制
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Fig. 6　Effects of non-invasive light flicker stimulation on neuronal information processing
(a) Schematic diagram of neuronal response variability. (b) The change of Fano Factor of single neuron in V1 of 20 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 

20 Hz: n=5, 60 cells; δ=-0.42; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (c) The change of Fano Factor of single neuron in V1 of 40 Hz group. Control: n=5, 

165 cells; 40 Hz: n=5, 106 cells; δ=-0.27; Mann-Whitney U test, P<0.001. (d) The change of Fano Factor of single neuron in V1 of 60 Hz group. 

Control: n=5, 165 cells; 60 Hz: n=5, 70 cells; δ=-0.40; Mann-Whitney U test, P<0.0001. (e) The change of SNR of single neuron in V1 of 20 Hz 

group. Control: n=5, 165 cells; 20 Hz: n=5, 60 cells; δ=0.62; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (f) The change of SNR of single neuron in V1 of        

40 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 40 Hz: n=5, 110 cells; δ=0.45; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. (g) The change of SNR of single neuron in V1 

of 60 Hz group. Control: n=5, 165 cells; 60 Hz: n=5, 70 cells; δ=0.72; Mann-Whitney U test, P<0.000 1. The above data are expressed as Mean±

SEM. ***P<0.001.
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效应。已有研究表明，β频段（15~30 Hz）视觉刺

激不仅能够调动PV+中间神经元网络，还可能更有

效地激活 SOM+ 等其他类型抑制性中间神经

元［35-36］，从而形成更广泛的抑制性网络活性，导致

网络整体兴奋性降低。此外，长期低频（β频段）

刺激可能导致缺乏有效的兴奋性网络稳态补偿机

制，最终表现为视觉诱发反应的明显降低。相比之

下，40和60 Hz的高频闪烁刺激未显著影响神经元

的诱发峰值反应，这可能与 γ频段（30~80 Hz）视

觉刺激更为选择性地增强PV+中间神经元网络的抑

制效能有关［37-38］。γ频段视觉刺激可能通过调控

PV+中间神经元与兴奋性锥体神经元之间的局部环

路，使视觉皮层神经元在基础状态（无视觉刺激

时）的活动明显降低（即自发反应降低），同时兴
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Fig. 7　Effects of non-invasive light flicker stimulation on neuronal noise correlation
(a) The change of noise correlation between neuronal pairs in 20 Hz group. Control: n (the number of mice)=5, n (the number of neuron pairs)=2 878; 

20 Hz: n (the number of mice)=5, n (the number of neuron pairs)=677; δ=-0.13; Mann-Whitney U test, P<0.001. (b) The variation of neuronal noise 

correlation with distance in 20 Hz group. (c) The variation of neuronal noise correlation with firing rate in 20 Hz group. (d) The change of noise 

correlation between neuronal pairs in 40 Hz group. Control: n (the number of mice)=5, n (the number of neuron pairs)=2 878; 40 Hz: n (the number of 

mice)=5, n (the number of neuron pairs)=550; δ=-0.19; Mann-Whitney U test, P<0.001. (e) The variation of neuronal noise correlation with distance 

in 40 Hz group. (f) The variation of neuronal noise correlation with firing rate in 40 Hz group. (g) The change of noise correlation between neuronal 

pairs in 60 Hz group. Control: n (the number of mice)=5, n (the number of neuron pairs)=2 878; 60 Hz: n (the number of mice)=5, n (the number of 

neuron pairs)=445; δ=-0.08; Mann-Whitney U test, P<0.01. (h) The variation of neuronal noise correlation with distance in 60 Hz group. (i) The 

variation of neuronal noise correlation with firing rate in 60 Hz group. The above data are expressed as Mean±SEM. **P<0.01, ***P<0.001.
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奋性网络可能出现稳态可塑性机制的补偿性增强，

从而在视觉刺激诱发时维持或提高神经元对视觉刺

激的响应选择性与信号处理效率［39-40］。这种选择

性抑制而伴随兴奋性补偿机制的模式，可能是维持

神经元峰值诱发反应稳定的关键所在。此外，上述

频率特异性的差异也可能与不同视觉刺激频率诱导

的神经振荡模式有关。γ频段（40和 60 Hz）的视

觉刺激更容易诱导 γ振荡，而 γ振荡被广泛报道有

助于增强神经元之间的功能连接，提高神经网络的

信息编码效率和选择性［41-42］。而 β频段 （20 Hz）

的视觉刺激可能更容易诱导 β振荡，已有研究表

明，SOM+抑制性中间神经元更倾向于参与β振荡，

PV+中间神经元也可适度参与其中［35］，这或许造成

了20 Hz刺激作用于更广泛的神经元群体，表现为

对视觉皮层神经元活动更整体、更广泛的抑制

效应［43］。

三种频率的闪烁刺激均显著提高了V1神经元

的方位调谐能力，表明光闪烁刺激能够普遍增强视

觉皮层神经元对特定方位刺激的选择性响应。此前

的结果显示，40和60 Hz的节律性闪光刺激显著减

弱了自发反应的强度，但对诱发反应并无明显影

响。这表明，这两种节律性闪光刺激对低强度兴奋

性活动具有选择性抑制作用，而对高强度兴奋性活

动不产生抑制。由此，神经元对非最优刺激的响应

减弱，但对最优视觉刺激的响应不受影响。这种机

制缩窄了神经元的方位调谐带宽，从而增强了方位

选择性。长期的 20 Hz 闪光刺激则能够激活包括

PV+和 SOM+抑制性神经元在内的更广泛的抑制网

络，这些抑制效应通过重塑神经元的方位调谐曲

线，进一步提高了方位选择能力［44］。

在对比敏感度方面，40和60 Hz的闪烁刺激显

著降低了神经元的对比度阈值和C50值，表明高频

闪烁刺激增强了神经元对低对比度刺激的感知能力

和对比度增益控制能力；而20 Hz的闪烁刺激没有

造成影响，这可能是因为 40 和 60 Hz 均属于 γ频

段，可以诱导产生 γ振荡，这有助于神经元活动同

步化［45］，增强对低对比度的响应，从而提高对比

敏感性。相比之下，20 Hz无法诱导 γ振荡，因此

未能影响神经元的CS。此外 40和 60 Hz的闪光刺

激都降低了神经元的反应变异性，神经元反应变异

性的降低会增加对视觉刺激的敏感性［46］，这也是

观察到40和60 Hz的闪烁刺激增强了神经元对比度

感知能力的重要原因。

在神经系统中，单个神经元在面对重复刺激时

理应保持高度一致的放电模式，以实现外界信息表

征的保真度。神经元反应变异性的变化会对其自身

的编码信息以及传递信息的效率产生影响［30］。当

神经元的反应变异性较小时，它能够将所接收到的

信息编码到更为精确的发放序列中，从而提高处理

信息的效率；而当神经元的反应变异性较大时，它

将所接收到的信息进行进一步的处理时会更耗时，

导致处理信息的效率降低［47］。而在视觉系统中，

它每天所接收到的信息都是大量且多变的，所以需

要神经元具有更加准确高效的处理信息的能力，解

析神经元反应变异性的大小也就显得十分重要。另

外，在很多研究中会将神经元的反应变异性看作是

一种“噪音”，所以，与噪音相关的另一个指标

——SNR 的变化也同样值得探究。神经元的 SNR

是衡量神经系统辨别有效信号（如特定刺激诱发的

动作电位）与背景噪声（如随机神经活动或外界干

扰）能力的关键指标［24］。高 SNR表明神经元能够

精确地编码和传递有效信息，从而提高感知、决策

或行为的表现。本研究结果发现，20 Hz、40 Hz和

60 Hz 的闪烁刺激均使小鼠 V1 神经元的反应变异

性下降，SNR上升，说明3种频率的闪烁刺激都可

以改善V1区神经元的信息传递和编码能力。

上述反应变异性和 SNR的变化均是分析了V1

区单个神经元的变化，为了进一步观察神经元整体

水平上处理能力的变化，本研究继续分析了神经元

之间协同处理信息的能力——rsc的变化。相关研究

已经表明，神经元之间的 rsc会直接影响群体编码

的信息容量［48］，过高可能会降低群体编码的信息

容量，例如，当多个神经元的噪音波动高度正相关

时，其冗余性会削弱群体信号的 SNR，导致感知

或决策等任务中的表现下降（如视觉辨别任务的准

确性降低）［31，49］。本研究结果发现，20 Hz、40 Hz

和 60 Hz组小鼠V1区神经元对的 rsc均出现显著下

降，并且这种变化没有受到神经元之间的距离或发

放率差异的影响。这说明闪烁刺激使神经元群体协

同处理信息的能力得到了改善。

本研究是在小鼠闪光刺激结束后进行在体电生

理记录，主要探究了不同频率的非侵入性光闪烁刺

激对初级视觉皮层神经元功能特性的影响，但没有

关注闪光刺激引起的效应所持续的时间，未来可以

针对急性光闪烁后检测神经元反应的变化和慢性光

闪烁后引起的神经元反应变化的持续时间进行进一

步的研究。而对于小鼠行为水平上的影响，

Adaikkan等［8］发现，在CK-p25模型小鼠中，为期
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6周的40 Hz光刺激使小鼠空间记忆能力得到改善；

另有研究发现，7 d的40 Hz光刺激改善了野生型小

鼠的新物体识别表现［50］；21 d的40 Hz光刺激使应

激小鼠的认知功能增强［51］等。He等［52］为了验证

长期闪光刺激的安全性和可行性，给AD患者进行

了为期 8周的 40 Hz光闪烁，结果表明，长期闪烁

刺激没有任何明显的安全性和耐受性问题，并且还

增强了神经网络连接。同时，有研究将成年弱视大

鼠暴露于丰富的环境中，电生理结果与视觉行为任

务结果一致，均证明丰富的环境使弱视大鼠的视锐

度提高［53］。而本研究已经在神经元水平发现，特

定频率的闪烁光对小鼠方位调谐能力等的改善，所

以，本研究猜测长期非侵入性闪烁刺激可能会改善

小鼠在行为任务中的表现，但未来仍需要进一步结

合神经调控技术来探究。此外，本研究发现，闪光

刺激可能对视觉皮层的兴奋/抑制平衡产生了影响，

但是缺乏对抑制系统最直接的检测，例如对特定亚

型（如 PV+、SOM+或 VIP+）抑制性中间神经元的

活动进行直接的记录和分析，也未对 GABA 合成

酶（如GAD67）、突触囊泡转运体（如VGAT）或

抑制性受体（如 GABA 受体亚型）的表达和功能

变化进行分子生物学或电生理学层面的验证。因

此，本研究尚不能明确揭示不同频率闪烁刺激在视

觉皮层中具体作用于哪些抑制性神经元类型，也不

能完全排除其他类型的中间神经元或非特异性抑制

效应的影响。未来的研究需要进一步结合特异性的

转基因动物模型、光遗传学或化学遗传手段以及分

子生物学实验，明确闪烁刺激引起的视觉皮层兴

奋/抑制平衡变化背后的具体细胞和分子机制，以

更加深入地揭示不同频率闪烁刺激调控神经网络活

动的精细机制。

本研究使用特定频率（20、40和60 Hz）的视

觉闪烁刺激，观察到视觉皮层神经元的自发活动和

诱发活动发生了频率特异性的变化。然而，值得注

意的是，我们呈现给实验动物的是视网膜层面的特

定频率刺激，而这种节律刺激信号从视网膜经外侧

膝状体（LGN）传递至视觉皮层（V1）的过程中，

可能并不一定以完全相同的频率或强度被神经系统

编码和传递。已有研究提出，从视网膜到视觉皮层

的信息传递过程中，频率特征可能会发生一些变

化，包括信号强度的衰减、特定频率的选择性增强

（共振现象）或抑制（频率筛选现象），以及局部神

经元环路的非线性整合作用［36，54-55］。例如，视网

膜和LGN神经元可能能够较好地响应特定频率的

视觉刺激，但视觉皮层神经元可能仅对特定频率范

围内的刺激表现出强烈的频率锁相效应，而对其他

频率的锁相效应则较弱［55］。因此，视觉皮层记录

到的局部场电位（LFP）信号频率可能并不总是精

确地对应于视觉刺激的频率。本研究虽然观察到不

同频率的视觉刺激对V1神经元活动状态产生明显

不同的调控效应，但并未直接测量视觉皮层LFP与

刺激频率之间的相位锁定效应或频率响应特征。因

此，目前尚无法明确视觉皮层神经元网络是否以与

视觉刺激相同的频率可靠地响应，或是否存在频率

相关的衰减或增强效应。未来研究中，建议进一步

使用视觉刺激与V1局部场电位或多通道记录技术，

明确视觉皮层神经元网络对不同频率刺激的频率追

随能力、频率依赖的锁相效应及共振特征，以更深

入地理解视觉刺激频率在视网膜-LGN-视觉皮层通

路上的传递与整合机制。明确视觉皮层频率响应特

性不仅对于理解视觉刺激如何调控神经网络活动具

有重要意义，也对于视觉刺激相关的临床干预策略

的优化具有重要指导意义［8-9，52］。频率刺激的有效

性可能取决于视觉通路对刺激频率的传递和整合效

率，因此未来的研究和临床干预策略需要考虑视觉

皮层频率响应特性，以优化刺激频率选择。

此外，本研究所采用的是长期（数周）的视觉

闪烁刺激，而非短期或急性刺激。这种长期的视网

膜输入节律性变化可能不仅影响视觉皮层神经元的

功能活动，也可能引起视觉皮层网络的结构可塑性

变化［20，56-57］。例如，本研究观察到长期 20 Hz    

（β频段）视觉刺激显著降低了视觉皮层神经元的

自发和诱发反应，提示可能存在更广泛的抑制效

应。相比之下，长期 40和 60 Hz （γ频段）刺激仅

降低自发活动而不显著影响诱发反应，这可能反映

了选择性增强PV+抑制性网络，同时兴奋性神经元

可能出现稳态结构补偿以维持视觉信息处理效率。

然而，本研究尚未直接测量这些潜在的结构变化，

未来研究需要进一步采用免疫组织化学等手段，更

深入地明确长期频率视觉刺激诱发视觉皮层结构重

塑的具体机制及其功能意义。

本研究揭示了不同频率的光闪烁刺激对初级视

觉皮层神经元功能特性的显著调控作用，进一步证

明了光闪烁作为一种动态视觉信号对视觉感知的潜

在影响，为闪烁刺激对大脑功能的影响机制提供了

新的线索。
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4　结 论

本研究将成年小鼠分为 4 组，分别为 20 Hz、

40 Hz和 60 Hz和对照组，各组小鼠接受其相应频

率的闪烁刺激，对照组为与实验组相同光强的恒亮

光，连续刺激2个月，利用在体多通道电生理技术

探究了 3种不同频率对成年小鼠V1区神经元感受

野特性的影响及其潜在机制。首先发现，20 Hz使

神经元的自发和峰值反应降低，40 Hz和 60 Hz使

神经元的自发反应降低。随后，分析神经元的方位

调谐能力和对比敏感度的变化，发现3种频率均使

方位调谐能力增强，而对于对比敏感度，40 Hz和

60 Hz有明显增强效果。进一步分析其中可能的原

因，发现3组小鼠神经元的反应变异性下降，SNR

上升，且神经元对的 rsc下降。这些结果表明，视

觉系统可能通过对不同频率光的选择性适应，优化

感受野特性，从而在复杂的光环境中实现高效的信

息编码和感知能力，同时，本研究也为理解闪烁刺

激对大脑功能的影响提供了重要的实验依据。
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Abstract　Objective  As the central hub of the classical visual pathway, the primary visual cortex not only 

encodes and processes visual information but also establishes dense neural circuit connections with higher-order 

cognitive brain regions. Numerous studies have shown that 40 Hz flicker stimulation can induce γ oscillations in 

the brain and significantly improve learning and cognitive impairments in patients with neurodegenerative 

diseases. Moreover, flickering light phenomena naturally occur in daily environments. Given that the primary 

visual cortex serves as the brain’s first cortical hub for receiving visual input, it is essential to comprehensively 

understand how non-invasive light flicker stimulation modulates its information processing mechanisms. This 

study systematically investigates the effects of non-invasive light flicker stimulation at different frequencies on 

the functional properties of neurons in the primary visual cortex of adult mice, aiming to uncover how such 

stimulation modulates this region and, consequently, affects overall brain function. Methods  Three groups of 

adult mice (approximately 12 weeks old) were exposed to light flicker stimulation at frequencies of 20 Hz, 40 Hz, 
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and 60 Hz, respectively, for a duration of two months. A control group was exposed to the same light intensity 

without flickering. Following the stimulation period, in vivo multi-channel electrophysiological recordings were 

conducted. During these recordings, anesthetized mice were presented with various types of moving sinusoidal 

light gratings to assess the effects of different flicker frequencies on the functional properties of neurons in the 

primary visual cortex. Results  The experimental results demonstrate that two months of light flicker stimulation 

at 20 Hz, 40 Hz, and 60 Hz enhances the orientation tuning capabilities of neurons in the primary visual cortex. 

Specifically, 40 Hz and 60 Hz stimulation improved contrast sensitivity, whereas 20 Hz had no significant effect. 

Further analysis revealed that all three frequencies reduced neuronal response variability (as measured by the 

Fano factor), increased the signal-to-noise ratio, and decreased noise correlation (rsc) between neurons. 

Conclusion  Non-invasive light flicker stimulation enhances orientation tuning (e.g., orientation bias index) and 

contrast sensitivity (e.g., contrast threshold and C50) in neurons of the primary visual cortex. This enhancement is 

likely due to improved information processing efficiency, characterized by reduced neuronal variability and 

increased signal-to-noise ratio. These findings suggest that the primary visual cortex can achieve precise and 

efficient information encoding in complex lighting environments by selectively adapting to different flicker 

frequencies and optimizing receptive field properties. This study provides new experimental evidence on how 

various types of light flicker influence visual perception and offers insights into the mechanisms through which 

specific frequencies enhance brain function.

Key words　non-invasive light flicker, primary visual cortex, in vivo electrophysiology, information processing
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