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摘摇 要摇 人的大脑中存在数以亿计的神经元,而神经元之间的信息传递主要依赖于通过化学突触发挥作用

的神经递质。 精确研究神经递质的动态变化对于理解神经系统的功能和研究神经系统疾病的发病机理等均

具有重要意义。 本文从技术原理、应用以及局限性等方面总结了近年来发展的一系列检测神经递质的方法,
着重介绍了基于 G 蛋白偶联受体(G protein coupled receptor, GPCR)激活原理构建的可遗传编码荧光探针,此
系列探针在特异性、灵敏度及时空分辨率方面均有优异的表现,同时,在活体动物实验中也表现出良好的信噪

比。 此外,此类探针的构建原理具有普适性,可用于开发检测不同神经递质的荧光探针。
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1摇 引 言

在人类的大脑中存在数以亿计的神经元,后者通过数万亿的突触组成复杂的神经网络。 不同种类

的神经元通过近端或远程投射控制着一系列重要的生理活动,包括运动、感知、意识、情绪、学习和记忆

等[1]。 神经元之间的交流主要依赖于化学突触,突触前神经元发放动作电位,位于突触前膜上电压依

赖型的钙离子通道打开,并引起钙离子的内流,后者进一步导致突触小泡与突触前膜融合,并将小泡内

的神经递质释放到突触间隙,神经递质与位于突触后膜的受体结合,引起下游神经元兴奋性的改变,最
终实现神经元之间信号的转导[2]。

神经递质的正常释放对于维持机体正常的生理功能发挥着重要作用,同时,神经递质的释放与调节

出现异常时也与一系列的病理过程相关,如抑郁症(Depression)、成瘾(Addiction)、帕金森氏症(Parkin鄄
son's disease,PD)和阿尔兹海默症(Alzheimer's disease,AD)等[3 ~ 6]。 因此,在分子、细胞、环路等层面精

确地分析检测神经递质是如何参与并调节上述生理和病理过程,能够更深入地了解疾病的发病机制,并
为临床药物的开发奠定基础。 人类的大脑中存在上百种神经递质,包括氨基酸类神经递质(如谷氨酸

(Glu)、酌鄄氨基丁酸 (GABA))、单胺类神经递质(如多巴胺 (DA)、去甲肾上腺素(NE)、五羟色胺

(5鄄HT))、胆碱类神经递质(如乙酰胆碱(ACh))、多肽类神经递质(如阿片肽、催产素)等。 其中,大脑

主要的兴奋性神经递质谷氨酸以及抑制性神经递质 酌鄄氨基丁酸在突触前膜释放后,可快速地与位于突

触后膜的离子型受体结合,并引起神经元兴奋性的改变[7]。 但对于多巴胺、催产素这类神经递质而言,
其受体主要是代谢型受体,即 GPCR,这类受体介导的信号转导相较于离子型受体时程更长、空间更

广[8]。 不同种类的神经递质释放模式的复杂性、时间空间的差异、受体种类以及分布的不同,使得精确

检测神经递质释放的难度大大增加,传统的电生理检测方法很难实现此目标[9 ~ 11]。 近年来,为了实现

对神经递质释放的精确检测,已开发了包括生物化学和电化学等一系列检测方法。 同时,随着成像技术

的高速发展,可遗传编码的荧光探针也逐步发展起来。 本文对近年发展的可检测神经递质释放的新方

法进行了评述。
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2摇 神经递质的检测方法

2. 1摇 微透析法

微透析法(Microdialysis)是一种对待测组织损伤相对较小、灵敏度较高的方法,被广泛用于检测大

脑中的各种生物分子,包括神经递质、激素以及其它化学小分子的分布和动态变化过程。 微透析系统含

有一个微透析探头,探头前端被半透的中空纤维膜覆盖,两端与人工脑脊液(Artificial cerebrospinal
fluid, ACSF)的入口管和出口管相连。 使用该系统检测大脑中神经递质的动态变化,首先要将微透析探

头插入待研究的脑区,并对该系统灌流 ACSF, 使其以 0. 5 ~ 2. 0 滋L / min 的速度持续不断地通过微透析

探头前端的半透膜,与大脑中的脑脊液进行物质交换,在此过程中,细胞外液中的神经递质通过被动扩

散作用穿过半透膜进入 ACSF, 之后回收透析液, 利用高效液相色谱 ( High performance liquid
chromatography, HPLC)或气相色谱(Gas chromatography,GC)将不同的神经递质分离出来,通过质谱

(Mass spectroscopy, MS) 分析脑脊液中每种神经递质的含量,最终实现对神经递质的检测[12,13]

(图 1A)。 由于此系统持续地对微透析探头灌流 ACSF,因此在样品采集位置很难建立神经递质的化学

梯度平衡,导致透析液中的神经递质浓度低于采样位置的实际浓度。 为了提高对采样位置神经递质浓度

测量的准确度,可通过降低 ACSF 的灌流速度使其尽量建立平衡; 同时,为保证样品中神经递质的含量足

够在后续系统中被检测出来,只能在一定程度上降低该系统的采样频率,导致该系统的时间分辨率较低。
尽管微透析法可在复杂的神经系统中实现对各种神经递质相对精确、灵敏、长时程的检测,但由于其时

间分辨率比较低,单次采样时间通常约 10 min,因此很难实时地检测大脑中快速变化的神经递质[14]。
2. 2摇 电化学法

除了利用微透析的方法检测神经递质浓度的变化,基于氧化还原反应原理的电化学检测方法近年

也逐步发展起来。 安培法(Amperometry)被用于检测可被氧化还原的神经递质的动态变化[15]。 利用此

方法检测神经递质释放时, 需要将电极放置在被记录细胞表面附近,给予电极一个固定的电压,并保持

该电压高于被检测神经递质的氧化还原电位。 当神经递质从细胞释放并扩散至电极表面,会被氧化,进
而发生电子的转移,通过电极记录到的电流指示神经递质的释放[16]。 最初,由于电极的直径过大,很难

检测单个细胞的分泌反应,通过改进电极的尺寸、材料和记录方法,使得该方法可检测神经递质从单个

突触小泡的释放[17]。 由于氧化还原反应非常迅速,该方法能够以毫秒级别的时间分辨率检测神经递质

的动态变化。 然而,安培法是基于氧化还原的原理开发的,因此只能用于检测易于被氧化还原的物质,
而对于乙酰胆碱等难以被氧化还原的神经递质则比较困难。 此外,这种检测方法缺乏特异性,不能区分

不同的神经递质,凡是可被特定电位氧化还原的物质均能产生电子,并被电极记录,因此,这种方法通常

与 HPLC 联用,实现神经递质的特异性检测[18]。 目前,此方法已被应用于检测肾上腺嗜铬细胞去甲肾

上腺素的释放、肥大细胞五羟色胺的释放、活体大鼠伏隔核(Nucleus accumbens, NAc)内源多巴胺的释

放[19,20]等。
快速扫描循环伏安法(Fast scan cyclic voltammetry,FSCV)是基于氧化还原反应原理的方法,被广泛

用于检测可被氧化还原的神经递质的释放[21]。 FSCV 与 Amperometry 的区别在于 FSCV 给予电极的是

呈特定波形并不断变化的电压,而不是恒定的电压,不同的神经递质在不同的电压下发生氧化还原反

应,并产生相对应的电流,因此,该方法相比于安培法的优势是可在一定程度上区分不同的神经递质,已
被广泛用于小鼠脑片以及活体小鼠研究单胺类神经递质的释放。 如 Marcinkiewcz 等[22] 使用该方法在

小鼠脑片上记录到大脑中缝背核(Dorsal raphe nucleus,DRN)五羟色胺能神经元释放的五羟色胺

(图 1B); Saylor 等[23]也成功地在活动小鼠的海马(Hippocampus)中记录到不同发情周期内五羟色胺的

释放。 虽然 FSCV 具有较高的时间分辨率和一定的神经递质分子的特异性,但难以实现对多个区域的

同时检测。 此外,虽然碳纤电极的直径可达到微米级别,但是依然难以精确定位到特定突触,很难实现

亚细胞特异性检测。
2. 3摇 荧光成像法

2. 3. 1摇 检测下游报告基因的 Tango鄄assay摇 随着荧光共聚焦显微镜(Confocal microscopy)、双光子显微
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图 1摇 (A)利用微透析方法检测小鼠大脑中神经递质释放的原理示意图; (B) 利用 FSCV 在小鼠脑片上

检测五羟色胺的释放, 左图是不同电压下对应的五羟色胺氧化电流的伪彩图,右图是对应电流鄄电压曲

线图[22]

Fig. 1摇 (A) Schematic diagram of detection of neurotransmitter release in mouse brain in vivo by microdialysis
system; (B) Fast scan cyclic voltammetry detection of serotonin release in mouse brain slices with color plot
( left) and cyclic voltammograms trace (right) [22]

镜(Two鄄photon excitation microscopy)、受激发射损耗显微镜(Stimulated emission depletion microscopy)等
新型显微镜技术的发展,光学成像方法在各个领域得到广泛应用。 应用光学成像的方法解决生物学问

题具有很多优势,如将其与荧光蛋白联合使用可观察特定生物分子在细胞内的定位、基因的表达、蛋白

和蛋白之间的相互作用等过程。 在神经递质的检测方面,光学成像方法因其灵敏性高、对样品损伤小、
可实时观测等特点而得到了极快的发展。

2008 年,Barnea 等[24]开发了一种通过两种融合蛋白之间的相互作用启动下游报告基因表达检测

神经递质释放的方法,并命名为 Tango assay。 这种检测方法的原理是将一种细胞膜定位的受体(如
GPCR)与一种转录因子(如 tTA)融合在一起,并在这两种蛋白之间插入一段可被特异性蛋白酶识别的

酶切位点(如烟草花叶病毒 TEV 蛋白酶识别的酶切位点),同时,将一种在膜受体激活后可与之发生相

互作用的蛋白(如 茁鄄arrestin2)与相对应的蛋白酶相融合。 当神经递质激活 GPCR 后,茁鄄arrestin2 会被招

募到 GPCR 附近,并与之发生相互作用,此时 TEV 蛋白酶会对 GPCR 与 tTA 之间的酶切位点进行识别与

切割,继而 tTA 被释放,并进入细胞核,启动下游报告基因荧光素酶的表达,最终通过荧光素酶催化的荧

光反应实现对神经递质的检测(图 2A)。 基于此方法开发的 Tango鄄mapping 系统已被成功地用于检测

活体果蝇内源多巴胺的释放及其参与的神经环路[25]。 Tango assay 具有两方面的优势: 一方面,基于神

经递质的内源受体开发,具有较高的分子特异性; 另一方面,通过转录因子启动报告基因的表达对信号

产生放大作用,使得该系统具有较高的灵敏性。 由于技术层面的限制,该检测系统背景信号较高,信噪

比较低,且配体结合引起下游报告基因的表达是不可逆的,不能被特异的受体拮抗剂阻断,这些因素都

限制了该系统在活体动物中的应用。
2017 年,Lee 等[26]对 Tango assay 进行改造,并将新的系统命名为 iTango(图 2B)。 iTango 是一个包

含 3 组件开关的控制系统,该系统由两种融合的蛋白质组件以及一个带有四环素反应元件(Tetracycline
response element,TRE)的单个报告基因载体组成。 第一个组件是由一个膜神经递质受体融合表达一系

列其它的蛋白元件构成,包括一个截短的与隐花色素相互作用的元件(Cryptochrome鄄interacting basic鄄
helix鄄loop鄄helix, CIBN)、一个截短的对蓝光敏感的元件( Light鄄sensitive LOV2 domain of Avena Sativa
phototropin 1, AsLOV2)和一个受四环素调控的转录因子 tTA 相融合,AsLOV2 和 tTA 之间有一个 TEV
蛋白酶识别位点[27,28]。 第二个组件是将 茁鄄arrestin2 和 TEV 蛋白酶的 N 端部分融合; 最后一个组件是

将介导光反应的植物隐花色素光裂合酶的同源区域(Photolyase homology region of the CRY2 protein from
Arabidopsis thaliana,CRY2PHR)与 TEV 蛋白酶的 C 端部分融合。 为了降低 TEV 蛋白酶自发的酶切活

性,该系统用 TEV 识别位点代替与 PAS 序列紧密结合的蓝光敏感元件的 J琢 螺旋的 C 端。 在膜受体被

相应配体激活的情况下,茁鄄arrestin2 被招募与膜受体结合发生相互作用,使得 TEV 蛋白酶的 N 端靠近受

体; 同时给予蓝光照射,CRY2PHR 与 CIBN 也发生相互作用,使得 TEV 蛋白酶的 C 端部分也靠近受体,
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和 N 端部分相互靠近, 形成有功能的 TEV 蛋白酶并切割其识别位点,释放 tTA 进入细胞核,与 TRE 结

合,启动下游报告基因的表达。 随后,该研究组对该系统进一步优化,将 CRY2PHR鄄CIBN 这对光开关去

除,并将新系统命名为 iTango2(图 2C),该系统已被成功用来标记以及操纵小鼠大脑中接收多巴胺的神

经元。 相比于最初的 Tango assay,iTango2 具有背景信号低、信噪比高的优点,但由于转录因子启动下游

报告基因的表达需要数分钟至数小时,时间分辨率相对较低,在瞬息万变的神经网络里,依然很难检测

到神经递质的动态变化。

图 2摇 (A)Tango assay 通过下游报告基因检测配体与受体结合原理示意图; 基于 iTango assay(B)
与 iTango2 assay(C)原理构建的检测多巴胺释放的试验体系示意图

Fig. 2摇 (A) Schematic diagram of detecting binding between ligand and corresponding G protein coupled
receptor by Tango assay through downstream reporter gene; Schematic diagram of detecting dopamine
release by iTango assay (B) and iTango2 assays (C)

2. 3. 2摇 基于细胞系构建的神经递质探针 摇 基于细胞系构建的神经递质探针 M1鄄CNiFERs(Cell鄄based
neurotransmitter fluorescent engineered reporters)是 Nguyen 等[29]于 2010 年为检测内源乙酰胆碱的释放而

开发的。 他们将一个代谢型的乙酰胆碱受体(M1)与基于荧光共振能量转移(Fluorescence resonance
energy transfer,FRET)原理构建的钙离子探针 TN鄄XXL 表达在人胚胎肾细胞系 HEK293T 中,M1 与乙酰

胆碱结合会招募下游 Gq 蛋白,通过三磷酸肌醇(IP3)信号通路引起细胞中钙离子浓度的升高,钙离子

探针检测到钙离子浓度的变化,并通过改变荧光信号的强度最终反应乙酰胆碱浓度的变化(图 3A)。
由于此探针是基于内源乙酰胆碱受体与乙酰胆碱的结合引发下游信号通路的原理构建的,因此保留了

受体与配体结合的特异性与亲和力,而且通过下游信号通路的放大作用增强了探针的灵敏度。 通过将

表达 M1鄄CNiFERs 的细胞系种植在小鼠的大脑皮层,可检测到电刺激基底核(Nucleus basalis of meynert,
NBM)乙酰胆碱能神经元远程投射到皮层释放的乙酰胆碱。 此外,他们还构建了多巴胺探针(D2鄄CNi鄄
FERs)和去甲肾上腺素探针(琢1A鄄CNiFERs)的细胞系,并成功用于检测活体小鼠内源神经递质的释

图 3摇 基于 CNiFER 原理构建的分别可以检测(A)乙酰胆碱、(B)多巴胺以及(C)去甲肾上腺素的探针

原理示意图

Fig. 3摇 Schematic diagram of cell鄄based neurotransmitter fluorescent engineered reporters strategy for detection
of (A) acetylcholine, (B) dopamine and (C) norepinephrine
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放[30,31](图 3B 和 3C)。 此方法具有一定的时间和空间分辨率、对神经递质具有高度的特异性、灵敏度

和亲和力,但将外源细胞系植入动物大脑中存在一定的困难,包括细胞移植的操作要求较高、受体动物

的免疫排斥反应等。
2. 3. 3摇 化学遗传探针 Snifits摇 Snifits 探针通过一个荧光蛋白与一个发色基团或者两个发色基团之间

的能量共振转移检测神经递质浓度的变化[32]。 Snifits 是基于 SNAP鄄tag 以及 CLIP鄄tag 标记的探针,其中

SNAP鄄tag 可特异地与活细胞中的苄基鸟嘌呤(Benzyl guanine,BG)衍生物形成共价键。 这类探针通常包

含一个 SNAP鄄tag、一个荧光蛋白或者 CLIP鄄tag、一个可与神经递质结合的蛋白(Binding protein,BP)、一
个合成的可与 BP 结合的带发色团的配体分子(图 4A 和 4B)。 合成的配体通过相应的 BG 衍生物偶联

到 SNAP鄄tag 上,在分子内与 BP 结合。 神经递质不存在时,探针处于关闭的状态; 神经递质出现时,与
合成的配体分子竞争,后者从 BP 上解离下来, 探针切换到开放的状态,两个发色团之间的位置发生改

变,影响二者之间 FRET 的效率。 此方法已被用于开发 酌鄄氨基丁酸的探针,此探针以一个代谢型的

GABAB受体作为 BP,与 SNAP鄄tag、CLIP鄄tag 蛋白融合表达,同时,SNAP鄄tag 和 CLIP鄄tag 分别连接一个发

色团,作为 FRET 的供体和配体[33]。 除此之外,此方法还被用于开发谷氨酸和乙酰胆碱的探针,但此类

探针尚未用于活体动物中检测内源神经递质的释放[34,35]。 此类探针具有较高的灵敏度和特异性,但需

要将外源合成的发色团偶联到 SNAP鄄tag,导致较高的背景,限制了其在活体动物体内的应用。

图 4摇 (A)带有荧光蛋白的 Snifits 类探针和(B)带有 CLIP鄄tag 的 Snifits 类探针构建的原理示意图

Fig. 4摇 Schematic diagram of Snifits sensors with a fluorescent protein (A) and with a CLIP鄄tag (B)

2. 3. 4摇 可遗传编码的荧光探针摇 (1)基于细菌周质结合蛋白(Periplasmic binding protein,PBP)构建的

可遗传编码的神经递质荧光探针。 目前,已开发的可遗传编码、具有较高时空分辨率、高分子特异性以

及高灵敏度检测神经递质释放的荧光探针主要分为两类,一类以细菌 PBP 为骨架,另一类以 GPCR 为

骨架。 细菌 PBP 种类繁多,为构建神经递质探针提供了良好的蛋白骨架。 以检测谷氨酸释放的荧光探

针为例,早期的谷氨酸探针 FLIP鄄E 以及改良版的 SuperGluSnFR 均是基于 FRET 原理构建的,融合了来

自细菌中可与谷氨酸结合的蛋白 ybeJ 以及两个可发生 FRET 的荧光蛋白,但此类探针在体使用的信噪

比不高[36 ~ 38]。 后期的谷氨酸探针 iGluSnFR 依然使用了 ybeJ 蛋白,但是没有 FRET 原理,而是改用经过

循环重排并对构象变化敏感的绿色荧光蛋白(Circular permutated enhanced green fluorescent protein,
cpEGFP) [39](图 5A)。 iGluSnFR 相较于原来的 SuperGluSnFR 在信噪比方面有了较大的提升,更适合在

体检测内源谷氨酸的释放,此外,单个荧光蛋白占用的光谱相较于原来两个荧光蛋白占用的光谱更窄,
因此可与其它颜色的探针联合使用,更适用于多色成像系统[31,40]。 此后,基于单个荧光蛋白以及细菌

PBP 骨架构建的可遗传编码的神经递质探针被相继开发出来,包括可检测 酌鄄氨基丁酸的 iGABASnFR 及

可检测 ATP 的 iATPSnFR[41,42]。 来自细菌的 PBP 虽可与神经递质结合,作为探针的骨架蛋白,但并不适

用于大规模神经递质探针的开发。 一方面,并非所有的神经递质都能找到可与之结合的 PBP,尤其是神经

肽类; 另一方面,PBP 蛋白来自于细菌,将其表达在真核细胞中,容易出现膜定位差、表达量低等问题。
(2)基于 G 蛋白偶联受体(GPCR)构建的可遗传编码的神经递质荧光探针。 GPCR 是一大类膜蛋白受

体的统称,这类受体具有相对保守的七次跨膜结构,其配体包括气味分子、神经递质、激素、趋化因子等,
在真核细胞中发挥重要的信号转导作用[43]。 已知的大部分神经递质都有相应的 GPCR 作为受体,因
此,GPCR 作为一类可与神经递质结合的天然内源性受体是构建可遗传编码神经递质探针的首选骨架。
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其优势主要有两方面: 一方面, GPCR 来自于真核细胞,不存在由原核转移到真核细胞引起的蛋白表达

及包装运输方面的问题; 另一方面,GPCR 作为神经递质本身的内源受体,保留了二者之间的高选择性

和亲和力。 基于已解析的 GPCR 晶体结构,结构生物学家发现配体与 GPCR 结合后,主要引起后者的第

五和第六个跨膜区构象的改变,并且此变化在不同的 GPCR 中较为保守[44 ~ 47]。 因此,通过将cpEGFP插
入到连接第五和第六个跨膜区的第三个胞内环(Intracellular Loop 3,ICL3)的位置,配体与 GPCR 的结合

会引起后者构象的改变,而这种变化又引起cpEGFP发生构象的变化,进一步影响其发色团周围的微环

境,最终导致其荧光强度的改变。 基于 GPCR 激活原理构建的神经递质探针被命名为 GRAB(GPCR
Activation Based Sensor)探针(图 5B),如 GRABACh、 GRABDA、 GRABNE

[48 ~ 50]。

图 5摇 (A)基于 PBP 蛋白构建的可以检测谷氨酸释放

的荧光探针原理示意图; (B)基于 GPCR 激活原理构

建的 GRAB 系列探针的原理示意图

Fig. 5摇 (A) Schematic diagram of glutamate sensor based
on PBP; ( B) Schematic diagram of GPCR Activation
Based Sensor, GRAB

以 GRABDA为例,该探针将cpEGFP插入到人源

多巴胺受体 D2,通过对插入位点、连接肽段等一系列

条件的优化,该探针在培养的 HEK293T 以及原代培

养的大鼠皮层神经元中对饱和浓度多巴胺的荧光信

号响应可达到 90% 。 通过对 D2 受体上多巴胺结合

位点的突变,得到了具有不同亲和力的多巴胺探针

DA1m( EC 50 ~ 130 nmol / L) 和 DA1h ( EC 50 ~
10 nmol / L),用于检测不同浓度范围的多巴胺。
GRABDA信号的上升动力学是亚秒级别的,与内源

GPCR 配体结合的动力学速度类似,因此,该探针具

有相对较好的时间分辨率,适用于检测内源多巴胺

的动态变化。 GRABDA还具有较好的分子特异性,对
五羟色胺、组胺、乙酰胆碱等神经递质没有响应。 但

是,目前 GRABDA对一定浓度的去甲肾上腺素仍有一定的响应,这源于去甲肾上腺素和多巴胺的化学结

构非常类似,二者之间区别仅为一个羟基。 此外,GPCR 作为一个重要的内源信号转导分子,在使用基

于 GPCR 构建的探针检测神经递质释放时,是否会影响细胞本身的信号通路是一个需要考虑的因素。
通过对 GPCR 两条主要的下游信号通路的检测,即 G 蛋白和 茁鄄arrestin 介导的信号通路,发现多巴胺探

针的表达基本不与这两条信号通路偶联,其过量表达对细胞正常的生理功能没有明显影响[50]。 这可能

是因为在探针构建的过程中,一方面将 D2 受体的 ICL3 截短,另一方面将空间占位的cpEGFP插入到

ICL3,影响了下游 G 蛋白和 茁鄄arrestin 与胞内环的相互作用,最终导致探针与下游信号通路的去偶联。
综上,此探针可在不影响细胞正常生理功能的情况下检测内源多巴胺的释放。 GRABDA不仅可在急性小

鼠脑片检测由电刺激引起的伏隔核内源多巴胺的释放,而且还通过构建转基因果蝇将 GRABDA特异地

表达在果蝇蘑菇体(Mushroom body,MB)的单颗多巴胺神经元检测电刺激引发内源多巴胺的释放。 除

此之外,GRABDA成功地在活体小鼠中检测到不同情况下内源多巴胺的释放,包括光遗传刺激、联合型学

习、性行为等。 基于类似的原理,来自 UC Devis 的 Tian 课题组基于多巴胺 GPCR 受体 D1 开发了可检测

多巴胺的一系列探针 dLight,与 D2 受体相比,D1 受体对多巴胺的亲和力较低,但对于多巴胺和去甲肾

上腺素的区分度稍高,因此 dLight 探针也保留了这些特性[51]。 GRAB 以及 dLight 系列的探针都是可遗传

编码的,为活体应用提供了便利,可通过病毒注射或者构建转基因动物的方法将探针表达在目的区域,也
可通过一系列遗传学手段和工具将该探针表达在特定类型的细胞中。 除此之外,此系列的探针都具有较

高的分子特异性、高灵敏度、高信噪比以及时空分辨率,为研究内源神经递质的释放提供了强有力的工具。

3摇 总结与展望

神经递质作为大脑中一类重要的信息传递分子,参与了多种生理过程,神经递质的释放与调节出现

异常时,可引发多种疾病。 因此,精确地检测生理与病理过程中神经递质的释放与调控,可更好地理解

某些疾病的发病机理,并为临床治疗奠定基础。 然而, 神经递质释放模式、时间空间及化学性质的复杂

性,给神经递质的研究带来了重重阻力。 首先,神经递质的释放模式可分为紧张型释放(Tonic release)
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和相位型释放 (Phasic release),通常,紧张型释放是由神经元的自发性活动引起的,而相位型释放则与

神经元动作电位的成簇发放有关[11]。 其次,某些神经递质的结构和化学性质比较类似,如单胺类的神

经递质多巴胺和去甲肾上腺素,不论是电化学方法,还是可遗传编码的探针,对其区分度都有限。 此外,
还存在不同神经递质在同一脑区同时释放的情况。 这些都增加了检测神经递质的难度[52]。

传统的检测神经递质释放的方法包括基于生化的微透析法、基于电化学原理的安培法和快速扫描

循环伏安法存在时空分辨率不够高、分子特异性比较低等问题; 检测下游报告基因的 Tango assay 存在

时间分辨率较低、背景信号较高等问题; 基于细胞系的 CNiFER 存在免疫排斥、操作复杂等问题; 化学

遗传探针 Snifts 需要外源加入带荧光的发色基团, 不适合动物的活体研究。 基于 PBP 构建的可遗传编

码的神经递质荧光探针既保证了探针与神经递质之间的分子特异性,又保证了探针与配体之间的亲和

力,但此方法目前可否广泛用于神经递质探针的构建还有待研究,因为部分神经递质很难在细菌中找到

可与之结合的蛋白,而原核生物的蛋白在真核生物中的表达及运输也需要大量的优化工作。 目前,基于

GPCR 激活原理已成功构建了可检测乙酰胆碱、多巴胺和去甲肾上腺素的荧光探针,此系列探针表现出

了较高的灵敏度、分子特异性和时空分辨率,可在果蝇、斑马鱼和小鼠等多种模式生物的不同行为范式

中特异性地检测相应神经递质的释放。 同时,基于 GPCR 构建的神经递质探针相较于基于 PBP 构建的

探针存在以下优势: 大多数的神经递质都有相应的 GPCR 受体,较容易找到探针的骨架蛋白; 根据解析

出来的 GPCR 晶体结构,其构象变化相对保守,因此该原理普适于开发神经递质的探针。 此外,通过改

变荧光蛋白的颜色,可进一步拓宽神经递质探针的光谱,开发红色、蓝色等不同颜色的探针,用于多色成

像研究不同神经递质之间的相互调节。 随着各种新型遗传工具的发展(如 AAV(Adeno鄄associated virus)
病毒和 CRISPR(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)技术),以及显微成像技术的发

展(如大视场显微镜和三光子显微镜),可在哺乳动物(包括非人灵长类)中运用神经递质探针,实现同

时多色大范围对内源神经递质释放的检测,为研究生理和病理情况下各种神经递质的释放与调控奠定

基础,使得最终解释人类大脑的工作机制成为可能。
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Abstract摇 The human brain consists of billions of neurons, and the communication between neurons mainly
relies on various neurotransmitters which are released at chemical synapses. Therefore, it is important to
monitor neurotransmitter release with high temporal and spatial resolution to understand the functions of
nervous system and in turn provide insights into psychiatric disease mechanisms. In this review, we summarize
different categories of methods for monitoring neurotransmitters dynamics developed in recent decades in terms
of principles, applications and limitations. We focus on the G protein鄄coupled receptor (GPCR) activation
Based sensors, GRAB, which shows high temporal鄄spatial resolution, high sensitivity and high molecular
specificity. GRAB sensors also perform well in multiple organisms, including zebrafish, drosophila and mice.
In addition, the principle of GRAB sensors can be applied in general to develop sensors for detecting different
neurotransmitters whose receptors share the conserved conformational changes when activated by corresponding
ligands. In summary, these tools are useful for deciphering the dynamic regulation of a plethora of
neurotransmitters in various neural circuits, and may enhance the understanding of the complex
neuromodulation in both physiological and pathological processes.
Keywords摇 Neurotransmitters; Fluorescence imaging; G protein鄄coupled receptor; Review
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