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摘要 随着神经科学研究的深入, 基因编码神经调质荧光探针因其高灵敏度和选择性、高时空分辨率、高细胞

特异性及低侵入性, 成为实时监测神经调质动态变化的重要工具. 本文总结了近年来基因编码神经调质荧光探针

的设计原理、优化策略及取得的显著进展, 并展望了未来探针的发展方向, 为神经调质荧光探针技术的发展提供

新的思路.
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人脑由数十亿个神经元组成, 其中大多数神经元

通过化学突触释放不同种类的神经调质来相互通信,
从而控制感知、运动、学习和记忆等不同的生理功

能. 神经调质是神经系统信息传递的核心分子, 其动

态变化直接调控神经环路的功能. 然而, 传统的检测

方法(如微透析、电化学检测)受限于时空分辨率, 难

以实时监测神经调质的动态变化, 特别是在活体动物

的复杂行为过程中. 近年来, 基因编码的神经调质荧

光探针技术迅速发展, 因具有更高的时空分辨率、细

胞特异性和较低的侵入性, 为神经科学研究提供了强

大的工具. 这些探针能够在包括果蝇、斑马鱼和小鼠

等活体动物中实时、高分辨率地精确监测神经调质

在生理及病理条件下的释放和动态变化, 极大地推动

了神经科学领域的研究进展. 本文综述了近十余年基

因编码神经调质荧光探针的设计原理、最新进展及

其应用, 并展望了神经调质检测技术领域未来的发展

方向.

1 神经调质荧光探针的设计原理

基因编码的神经调质荧光探针通常由荧光报告模

块和特定的配体识别单元构成, 能够选择性地与目标

神经调质结合, 从而引发荧光信号的变化. 探针的原

理主要依赖于荧光信号与神经调质浓度变化之间的关

联, 根据荧光模块设计策略的不同, 探针可以分为非单

一荧光分子和单一荧光分子两大类(图1).

1.1 非单一荧光分子

非单一荧光分子探针通常由两个荧光分子和配体

识别单元构成. 通过配体结合导致两个荧光分子间偶

极子距离或方向发生变化, 发生分子间能量共振转移

效应, 实现配体分子的特异检测. 但由于非单一荧光

分子构建的探针, 其荧光信号的动态变化受限于最大

的荧光能量转移效率, 常常无法达到在体记录所需的

信噪比[1].
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荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy
transfer, FRET)探针是利用两个具有光谱重叠性质的

FRET荧光蛋白对之间的能量转移效应而构建的探针.
FRET荧光蛋白对包括一个荧光蛋白供体和一个荧光

蛋白受体, 当荧光蛋白供体受激发光激发后, 供体荧光

蛋白的激发态能量可以通过非辐射弛豫过程转移到受

体荧光蛋白上, 导致受体发出荧光. 神经调质结合到与

荧光蛋白对相连的配体结合口袋时, 配体识别单元的

构象变化可通过改变荧光蛋白供体和受体之间的距离

或排列方式, 从而导致FRET信号的变化. 例如, 基于蓝

色荧光蛋白-黄色荧光蛋白对发展的FLIPE[2]和al-
pha2AR-cam[3]等探针, 能够在活细胞中检测谷氨酸和

去甲肾上腺素等神经调质.
与FRET不同,生物发光共振能量转移(biolumines-

cence resonance energy transfer, BRET)探针是使用生

物发光分子作为供体, 荧光蛋白作为受体. 当探针与目

标分子结合并发生构象变化时, 生物发光供体的发光

能量部分传递给荧光受体 , 产生特定的荧光信号 .
BRET的优势在于它不依赖于外部光源, 可适用于高

通量药物筛选、小型化或便捷化检测仪器的制造及复

杂生物环境中的活体成像. Galés等人[4]基于β2肾上腺

素受体与BRET供体-受体对萤光素酶Rluc和绿色荧光

蛋白(green fluorescence protein, GFP)构建了首个利用

BRET原理检测受体与下游G蛋白互作(同时可用于检

测去甲肾上腺素释放)的探针. 然而, 由于BRET探针的

信号依赖于大量萤光素酶底物的催化, 其应用场景受

到一定限制, 例如不适合长时间的信号稳定性和不同

个体间信号的可重复性.

1.2 单一荧光分子

单一荧光分子探针通常采用环化重排的荧光蛋白

(circular permutated fluorescent protein, cpFP)作为荧光

报告模块, 具有分子小、适用配体种类多和荧光变化

动态范围大等优势. 通过将其与配体识别模块相连,
配体结合时的构象变化引起荧光分子的荧光强度发生

改变, 从而实现配体浓度变化的报告. 另外, 不同于非

单一荧光分子探针, 构建单一荧光分子探针可以通过

选择不同光谱特性的荧光分子(如具有光谱不重叠特

性的一系列荧光蛋白), 构建多色荧光探针, 从而实现

对复杂神经系统中多种神经调质的多通道检测. 根据

配体识别模块的不同, 单一荧光分子的神经调质荧光

探针通常可分为基于细菌周质结合蛋白(periplasm
binding protein, PBP)和基于G蛋白偶联受体激活(G-
protein coupled receptor activation based, GRAB)原理

构建的两类.
PBP类探针通常由细菌来源的结合蛋白和一类对

环境敏感的cpFP构成. 细菌周质结合蛋白能够特异性

图 1 根据荧光模块设计策略不同的神经调质荧光探针示
意图. A: 由荧光蛋白供体和受体与G蛋白偶联受体GPCR配
体识别单元构成的FRET神经调质荧光探针, 此处展示的是
在GPCR第三个胞内环插入受体荧光蛋白和在GPCR C端连
接供体荧光蛋白的情况; B: 由萤光素酶供体、荧光蛋白受
体和GPCR识别单元构成的BRET神经调质荧光探针, 此处
展示的是在GPCR C端连接萤光素酶供体和G蛋白的α亚基
(Gαs)连接荧光蛋白受体的情况. A和B中虚线箭头均表示荧
光共振能量的转移方向. C: 由细菌周质结合蛋白(PBP)与环
化重排荧光蛋白构建的探针; D: 由GPCR和第三个胞内环插
入环化重排荧光蛋白构成的GPCR激活原理(GRAB)荧光探
针. 图中紫色圆球代表对应的配体分子
Figure 1 Schematic representation of neuromodulator fluorescent
sensors based on different design strategies. A: FRET-based
neuromodulator fluorescent sensors composed of a fluorescent protein
donor, an acceptor, and a G protein-coupled receptor (GPCR) ligand
recognition module. The diagram illustrates an example where the
acceptor fluorescent protein is inserted into the third intracellular loop
of the GPCR, while the donor fluorescent protein is fused to the GPCR
C-terminus; B: BRET-based neuromodulator fluorescent sensors
composed of a luciferase donor, a fluorescent protein acceptor, and a
GPCR recognition module. The diagram shows an example where the
luciferase donor is fused to the GPCR C-terminus, and the Gαs subunit
of the G protein is fused to the fluorescent protein acceptor. Dashed
arrows in (A) and (B) indicate the direction of FRET. C: Periplasmic
binding protein (PBP)-based sensors composed of a bacterial PBP and a
circularly permuted fluorescent protein; D: GPCR activation (GRAB)-
based sensors composed of a GPCR with a circularly permuted
fluorescent protein inserted into its third intracellular loop. The purple
spheres in the figure represent the corresponding ligand molecules
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识别和结合特定的目标神经调质, 在结合目标分子后

发生构象变化, 从而引发与其相连的cpFP荧光信号的

变化. 由于细菌来源的结合蛋白可通过细菌体系进行

探针信号的高通量筛选, 这类探针通常可达到较高的

亮度和灵敏度, 适用于精确监测特定神经递质的释

放[5,6]. 然而, 在一些情况下, 细菌来源探针在哺乳动物

细胞中的表达、转运和折叠可能受到限制[7]. 另一方

面, 由于神经调质释放检测的特殊性, 需要相应的探

针以正确的结构表达在细胞膜上才能检测细胞外的调

质浓度变化, 而细菌来源的神经调质探针实现较好的

细胞膜定位和行使功能具有一定的难度. 近年来, 也

有研究者通过添加不同膜定位序列来提升细菌来源神

经调质探针在哺乳动物细胞中的上膜情况[8]. 此外, 由
于原核生物与真核生物的进化距离较远, 细菌周质结

合蛋白对配体的亲和力和响应速率可能不能真实反映

哺乳动物中内源神经调质的动力学[9]; 更重要的是, 人
们无法在细菌等原核生物中对哺乳动物的所有神经调

质, 特别是神经肽类, 都找到一一对应的结合蛋白. 通
过机器学习等方法改造周质结合蛋白的配体结合口

袋, 虽然可以调整配体亲和力, 或使其响应其他神经调

质分子, 但这样同时会导致探针分子特异性的下降[8],
极大影响其在体应用的精准性.

GRAB探针由结合特定神经调质的G蛋白偶联受

体(G-protein coupled receptor, GPCR)和cpFP组成, 通
过将神经调质与GPCR结合后引发的构象变化转化为

cpFP的荧光亮度变化来检测神经调质浓度的变化. 这

种设计方法已被广泛应用于监测多种神经调质分子,
如乙酰胆碱 [ 1 0 , 1 1 ]、单胺类神经调质 [ 1 2 ~ 2 0 ]、嘌呤

类[21~24]、脂类[25,26]和神经肽[27~33]等.
GPCR是最大的膜蛋白家族, 作为天然的神经调

质传感器进化而来, 可用于检测包括神经递质和神经

调质在内的多种细胞外信号分子, 具有适用于哺乳动

物在体的高灵敏度、特异性和时间分辨率. 目前已发

现许多神经调质具有多种GPCR受体亚型, 它们对配

体的结合具有多样的亲和力和响应速率. 例如, 人类

中已鉴定出五种亚型的乙酰胆碱GPCR, 每种亚型具

有不同的乙酰胆碱亲和力和/或药理学特性[34]. 此外,
从原核生物到真核生物的不同物种中GPCR的保守性

较好, 这种跨多物种GPCR天然的多样性为GRAB探针

的设计和优化提供了广泛的选择.
在配体结合后, GPCR会迅速发生构象变化, 其中

构象变化最大的部分位于第五和第六个跨膜区之间的

第三个胞内环[35]. 构建基于单个荧光分子的神经调质

探针时, 通常将cpFP插入这一区域, 并表达在培养的

哺乳动物细胞中, 通过以下五步进行筛选和优化. (ⅰ)
筛选GPCR受体种源和亚型: 将cpFP插入每个种源或

亚型GPCR的第三个胞内环中, 评估嵌合体的表现, 包
括膜运输、动态范围、亲和力和特异性等, 从而确定

受体骨架蛋白. (ⅱ) 优化cpFP在GPCR上的插入位置:
以步进的方式(例如从5, 2到1个氨基酸为步进)迭代筛

选cpFP的插入位置. (ⅲ)第三个胞内环的截短: 系统性

地截短第三个胞内环,也就是cpFP两侧的连接肽段,从
而增加配体结合诱导的构象变化与荧光信号变化之间

的耦合程度, 确定cpFP插入的最佳位置. (ⅳ) 连接肽段

重要位点的饱和突变: 对连接区域的重要位点进行饱

和突变, 获得具有最高信噪比的探针. (ⅴ) 调整探针

亲和力: 为了适应不同脑区或条件下释放的神经调质

浓度, 针对GPCR的配体结合口袋或其他影响配体结

合的位点进行饱和突变, 获得具有不同亲和力的探针

变体. 同时, 还可以获得对配体不敏感的突变体探针,
作为实验对照.

GRAB探针的优化过程具有重复性和迭代性, 通

过在原代神经细胞、急性脑切片、果蝇、斑马鱼和活

体小鼠等体系中检测探针的表达、上膜以及对外源和

不同生理及病理条件下内源神经调质释放的检测, 可

为下一轮在培养哺乳动物细胞中探针的优化提供

方向.
在对一系列GRAB探针的刻画中, 研究者们发现,

它们均不会通过偶联GPCR内源的下游信号通路(包括

G蛋白通路和β-Arrestin通路)而引起内源信号传递的

改变[10~20,26]. 另外, 研究者还发现, 过量表达GRAB探
针也不会影响内源性调质受体在配体结合后引起下游

信号的浓度依赖曲线[14,26]. 同时, 在体过量表达GRAB
探针与不表达探针时, 内源钙信号没有显著区别[17,19].
这一系列结果显示, GRAB探针并不会影响内源神经

调质信号的传递, 也不会与内源性的调质受体产生竞

争效应.

2 神经调质及其荧光探针的应用

2.1 单胺类神经调质及探针应用

单胺类神经调质是一类重要的神经调质, 包括多

中国科学: 生命科学

3

 https://www.sciengine.com/doi/10.1360/SSV-2025-0038



巴胺(dopamine, DA)、去甲肾上腺素(norepinephrine,
NE)、五羟色胺(serotonin, 5-HT)和组胺(histamine,
HA). 它们在神经系统中广泛分布, 参与调控多种生

理过程, 如运动控制、情绪调节、睡眠-觉醒周期、

学习与记忆等. DA主要与奖赏、动机和运动功能相

关, 其异常与帕金森病、成瘾和精神分裂症等疾病密

切相关. NE在应激反应、注意力和心血管功能中起

关键作用. 5-HT则调控情绪、食欲和睡眠, 其功能异

常与抑郁症、焦虑症等精神疾病相关. HA参与免疫

反应、睡眠-觉醒周期和认知功能. 单胺类神经调质

之间化学结构相似, 功能上有共同协同、也有相互独

立. 为更好地研究单胺类神经调质在生理和病理过程

中的作用, 人们需要一类能够实时、灵敏、特异地检

测不同单胺类神经调质的工具, 以研究在活体模式生

物中、复杂行为模式下单胺类神经调质信号的动态

变化情况.
2018年, Sun等人[20]和Patriarchi等人[36]基于不同

多巴胺受体亚型与环化重排的绿色荧光蛋白(circular
permutated enhanced green fluorescent protein,
cpEGFP)融合 , 分别开发了初代绿色荧光DA探针

GRABDA和dLight, 首次实现在活体动物中, 包括果

蝇、斑马鱼和小鼠, 对内源释放DA精准、特异地动

态检测. 2020年, 研究团队[18,37]进一步拓展了DA探针

的光谱性质, 利用环化重排的红色荧光蛋白(cpmAp-
ple)开发了红色荧光DA探针, 其中Sun等人[18]开发的

具有不同DA亲和力的rDA1m(m代表medium, 中DA
亲和力版本)和rDA1h(h代表high, 高DA亲和力版本)
可与其他绿色荧光探针(如钙离子探针、神经递质探

针等)共同使用, 实现两种神经信号的同时记录, 优化

的第二代绿色荧光DA探针(DA2m和DA2h), 较第一代

探针在反应幅度上提升了2~3倍. 2024年, Zhuo等
人[15]再次优化红绿双色DA探针, 获得第三代绿色荧

光(DA3m和DA3h)以及红色荧光(rDA3m和rDA3h)探
针. 应用新一代超灵敏的GRABDA探针, 研究者在小鼠

执行多种行为时, 具有空间分辨地监测到皮层中空间

异质性的多巴胺释放. 这些多样化DA探针的开发和

在体的应用大大增强了对DA在奖励、学习和运动等

过程中发挥作用的理解.
2019年 , Feng等人 [ 19 ]开发了第一代绿色荧光

GRABNE探针, 并首次实现斑马鱼和小鼠体内光遗传

和行为刺激引起的内源去甲肾上腺素释放的检测 .

2024年, Feng等人[13]继续优化得到了第二代具有不同

NE亲和力的NE2m和NE2h探针, 与第一代GRABNE探

针和2023年Kagiampaki等人[38]开发的nLight探针相比,
在体内外均表现出优越的亮度、灵敏度和响应能力.
利用NE2m和NE2h, 研究人员在自由运动的小鼠蓝斑

和下丘脑等关键脑区中精确地监测到特异性去甲肾上

腺素的动态变化. 为了便于使用并进一步提升多通道

成像的能力, 研究团队还开发了Cre依赖性转基因小

鼠, 这些小鼠能够同时表达绿色荧光的NE2m和红色

荧光的钙离子指示剂jRGECO1a. 利用该转基因小鼠

表达NE和钙离子的指示剂, 成功在小鼠的睡眠-觉醒

周期、感知处理和运动行为中同步监测NE和钙离子

的动态变化. 章鱼胺(octopamine, OA)是一种在无脊椎

动物中类似于脊椎动物NE的重要单胺类神经递质, 在
包括嗅觉联想学习等多种生物功能中发挥关键作用,
Lv等人[12]开发GRABOA绿色荧光探针OA1.0, 成功监

测果蝇厌恶学习模型中OA在学习中枢蘑菇体中的

释放.
2021年, 利用GRAB策略, Wan等人[17]基于内源5-

HT受体与cpEGFP融合, 通过一系列蛋白质工程优化,
成功开发了初代5-HT绿色荧光探针5-HT1.0. 同期开

发的例如iSeroSnFR[8], PsychLight[39]和sDarken[40]等
5-HT探针在荧光变化幅度、灵敏度或分子特异性上

仍有所限制. 2024年, Deng等人[14]基于GRAB探针策

略, 加入不同物种骨架蛋白的筛选, 进一步优化得到

新一代绿色荧光5-HT探针5-HT3.0, 并拓展其光谱范

围至红色荧光的r5-HT1.0探针, 这些探针在灵敏度、

特异性和时空分辨率上具有显著优势. 特别地, 绿色

荧光探针g5-HT3.0能够在体外实现高达1300%的荧

光增幅, 而红色荧光探针r5-HT1.0则更合适用于多色

成像, 并能提供超过300%的荧光响应. 这些探针不仅

能够捕捉到皮层下5-HT的释放, 还能够在自由活动的

小鼠中监测到5-HT在不同脑区的释放模式, 并通过大

尺度成像揭示不同生理及病理条件下5-HT的分布和

变化. 此外, 红色荧光探针因其较长的激发波长, 具有

在体内成像中更好的光学特性, 如更深的组织穿透

性、更低的自发荧光和较低的光毒性, 适合用于多通

道成像.
2023年, Dong等人[16]开发了两种具有不同亲和力

的基因编码的绿色荧光GRABHA探针HA1m和HA1h.
这些探针具有优异的光稳定性、亚秒级响应动力学、
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纳摩尔亲和力和高特异性, 能够实时监测组胺的释放.
在小鼠的急性脑切片中, 使用这些探针成功地监测了

电刺激诱导的组胺释放; 在自由活动的小鼠中, 研究

者也能记录到下丘脑前视区和前额叶皮层在睡眠-觉
醒周期中的组胺释放, 发现不同脑区的组胺动态表现

出显著差异. 这些新型的GRABHA探针, 可以帮助人们

深入揭示组胺在健康与疾病中的作用, 具有广泛的应

用前景.

2.2 其他小分子神经调质及探针

乙酰胆碱(acetylcholine, ACh)参与如肌肉收缩、

心血管功能、神经可塑性、注意力和记忆等功能的调

控. 通过将人源M3型ACh受体(M3R)与cpEGFP结合,
Jing等人[10]率先开发了GACh2.0(简称ACh2.0)绿色荧

光探针, 该探针能够将ACh诱导的M3R构象变化转化

为敏感的荧光响应. ACh2.0对生理浓度的ACh具有选

择性响应, 亲和力(EC50)为2 μmol/L, 并已被应用于多

种模式生物中检测胆碱能信号的内源性释放和调控.
Jing等人[11]通过定点突变和细胞高通量筛选技术, 进

一步优化了GRABACh的性能, 使用优化的ACh3.0绿色

荧光探针, 研究者在转基因果蝇的嗅觉中枢中揭示了

ACh信号的区域性响应, 尤其是在气味和身体电击等

外部刺激下的反应. 此外, 通过光纤光度测量和双光

子成像技术, 还成功检测了小鼠在执行各种行为时多

个脑区中的单次实验ACh动态变化 . 这些新型

GRABACh探针为研究胆碱能信号在复杂神经系统中的

时空动态提供了强有力的工具. Borden等人[7]曾在

2020年报道了一种基于PBP构建的ACh荧光探针

iAChSnFR, 但其对内源ACh的检测灵敏度和信噪比较

为受限.
谷氨酸和γ-氨基丁酸(gamma-aminobutyric acid,

GABA)通过激活离子型受体(如谷氨酸受体、GABA
受体)引发膜电位变化, 从而启动快速且空间限制的突

触通信. 它们是中枢神经系统最为重要的兴奋性和抑

制性的小分子神经递质. Marvin等人[5]基于PBP策略,
将cpEGFP插入谷氨酸转运蛋白Gl t1中 , 开发了

iGluSnFR. 为了提高探针的灵敏度和响应速度 ,
iGluSnFR系列经过多次改进, 成功优化为iGluSnFR3
探针[41], 它在双光子激发下的灵敏度提高了约20倍,
且响应速度约为前代版本的两倍. 另外, Marvin等
人[42]还利用PBP原理开发了首个遗传编码的GABA荧

光探针, iGABASnFR. 2023年Magloire等[43]利用优化

的iGABASnFR2与膜片钳技术, 发现周期性的癫痫样

放电前会出现瞬时的、区域范围内的GABA波动. 但

由于iGABASnFR系列的探针由PBP策略构建, 其来源

于细菌的结合蛋白在哺乳动物细胞中的表达和折叠受

限, 其在活体内的信噪比较低, 仍较难广泛用于自由移

动动物中递质释放机制的研究.
嘌呤类神经调质, 包括三磷酸腺苷(adenosine 5′-

triphosphate, ATP)和腺苷(adenosine, Ado)等, 在神经

系统中扮演着重要角色. ATP不仅是细胞内的能量分

子, 还作为细胞外信号分子(嘌呤类调质)参与疼痛感

知、机械感觉传递等多种生理过程. ATP通过激活离

子型P2X受体和代谢型P2Y受体发挥作用, 其异常信

号传导与多种病理过程相关. Ado则参与睡眠-觉醒周

期、学习与记忆、心血管功能和免疫反应等生理过

程, 其信号异常与疼痛、癫痫、中风和神经退行性疾

病等疾病密切相关. 基于PBP优化的iATPSnFR[9]可成

功用于检测胞内ATP的变化, 提供了较高的时空分辨

率, 但其灵敏度和信噪比限制了其在活体中作为神经

调质荧光探针检测胞外ATP的应用. Wu等基于GRAB
策略开发了用于实时监测胞外ATP和Ado动态变化的

绿色荧光探针ATP1.0[23]和Ado1.0[24]. 其中ATP1.0成功

在海马原代培养细胞检测到刺激诱导和自发的ATP释
放, 在斑马鱼模型中观察到损伤诱导的ATP释放以及

小鼠皮层中脂多糖诱导的星形胶质细胞ATP释放. 而

利用Ado1.0的研究发现在小鼠控制睡眠和觉醒的关键

脑区基底前脑中细胞外Ado浓度在神经元活动依赖下

迅速增加.
另外, Umpierre等人[21]利用GRAB系列UDP1.0绿

色荧光探针, 发现尿苷二磷酸(uridine diphosphate,
UDP)释放可能是大脑不同区域对癫痫和兴奋性毒性

的保守反应. 这一发现揭示了UDP在神经系统病理过

程中的潜在作用, 为进一步研究其功能提供了新的

视角.

2.3 脂类分子及探针

内源性大麻素(endocannabinoids, eCBs)是一类重

要的逆行神经调质, 参与突触可塑性、情绪调节、疼

痛感知、睡眠-觉醒周期等多种生理过程. Dong等
人 [ 26 ]基于人内源大麻素1型受体开发了GRABeCB,
eCB2.0能够以高时空分辨率检测在体eCB的动态变
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化. 特别是在癫痫模型中, 研究者观察到eCB释放波与

钙离子波在海马中的传播过程, 揭示了eCB在病理状

态下的动态特征. Sang等人[25]利用全新开发的基于前

列腺素D2受体1型构建的GRABPGD2(PGD2-1.0)绿色荧

光探针检测到睡眠剥夺时大量升高的大脑中的前列腺

素D2(PGD2)及引起炎症反应的机制. 中枢和外周系统

中重要的脂质分子还有很多, 仅前列腺素就有D2, E2,
F2α等多种不同的分子结构, 因此在开发脂类分子探

针时, 高分子特异性及选择性将是一个需要十分关注

的优化目标.

2.4 神经肽类及探针

神经肽自近70年前首次被发现作为内分泌系统的

激素调节因子以来, 逐渐被认为是中枢和外周组织中

重要的信号分子. 在大脑中, 神经肽调节诸如消化、

代谢、睡眠、昼夜节律、生殖和高级认知等多种生理

功能. 由于神经肽信号主要通过GPCRs介导, 因此利用

GRAB策略开发神经肽类的荧光探针具有极大的优势.
2023年, Wang等人[28]利用GRAB探针结合嫁接策略,
系统性地开发了一系列神经肽类绿色荧光探针, 用于

检测体内多种神经肽, 包括生长抑素(somatostatin,
SST)、促肾上腺皮质激素释放因子(corticotropin-re-
leasing Factor, CRF)、胆囊收缩素(cholecystokinin,
CCK)、神经肽Y(neuropeptide Y, NPY)、神经降压素

(neurotensin, NTS)和血管活性肠肽(vasoactive intest-
inal peptide, VIP)等, 并成功实现在体检测内源SST、
CRF和催产素(oxytocin, OT)[29]的动态变化. 这些荧光

探针能够在纳摩尔浓度下检测特定神经肽的结合, 为

研究神经肽的释放、功能及其在生理和病理条件下的

调节提供了强有力的工具.
基于类似GRAB探针的策略, Duffet等人[33]基于人

源的2型食欲素受体开发了OxLight1, 报道了在不同脑

区自发跑步行为、急性应激以及睡眠-清醒转换相关

的食欲素释放. 2023年, Duffet等人[32]基于人源胰高血

糖素样肽-1(GLP-1)受体开发了GLPLight1, 可用于

GLP-1和衍生物的检测, 然而这一探针是否可用于内

源GLP-1释放的监测还有待研究.
阿片类神经肽通过激活κ, δ和μ阿片受体(κOR,

δOR和μOR)调控疼痛、奖赏、厌恶等生理过程, 具有

重要的临床意义. Dong等人[31]基于不同的阿片受体开

发了一类基因编码荧光探针, 分别称为κLight, δLight
和μLight. 在小鼠实验中, 研究者成功利用这些探针检

测了伏隔核中阿片肽在恐惧和奖赏条件下的快速释

放, 揭示了阿片肽在不同行为状态下的亚区域特异性

释放动态. 此外, 痛敏肽/孤啡肽(nociceptin/orphanin-
FQ, N/OFQ)是近年来备受关注的另一种关键阿片肽,
在动机、应激、摄食和睡眠等多种中枢行为过程中具

有重要的调控功能. Zhou等人[30]开发了NOPLight, 能

够灵敏地检测组织和自由行为动物中N/OFQ阿片肽信

号的动态变化. 这些工具为研究阿片类神经肽的功能

及其在行为调控中的作用提供了新的可能性.
神经肽与小分子神经调质在单个神经元中的共存

和共传递是跨物种观察到的基本特征. Xia和Li[27]利用

GRAB策略, 基于果蝇的短神经肽F(sNPF)受体蛋白开

发了sNPF1.0绿色荧光探针, 并研究揭示了sNPF和
ACh在释放过程中具有不同的时空动态和分子调控方

面的独特机制.

3 总结与展望

基因编码的神经调质荧光探针技术在复杂神经科

学研究中提供了革命性的工具, 使得我们能够在活体

动物中实时、动态地监测各种神经调质的释放和变

化. 在选取特定神经调质荧光探针时, 除应选择最新发

表的版本外, 还应综合考虑不同版本的荧光反应强度、

亲和力和骨架蛋白的药理学特性等特征(表1). 随着神

经调质荧光探针信噪比的不断提升和检测物种类的不

断扩展, 未来我们能够实现对更广泛神经调质分子和

更复杂生物体系的解析. 这将为神经科学的基础研

究、疾病机制的探索以及神经药物的开发提供强有力

的支持.
未来的发展可能会集中在以下几个方面: 一是发

展更高通量的方法进一步优化提高探针的灵敏度和选

择性, 以便能够特异地检测更低浓度的神经调质和更

少的释放; 二是逐渐完善神经调质荧光探针库, 开发

更多类型的探针以满足不同的研究需求, 包括针对新

检测物和新光谱特性; 三是提升探针的多重性, 拓展

可同时监测多种神经调质的通道数量; 四是从“定性”
到“定量”探针的开发, 将这些探针用于疾病模型中,
为精神类疾病的早期诊断和治疗提供新的思路.
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表 1 神经调质荧光探针汇总

Table 1 Summary of neuromodulator fluorescent sensors

荧光 检测物种类 神经调质
最新版本探针名

称
骨架蛋白

最大荧光反应
(%)

亲和力
(EC50)

参考文献

绿色

单胺类

5-Hydroxytryptamine (5-HT)
5-HT3.0

Mouse 5-hydroxytryptamine receptor 4
(HTR4)

1300 150 nmol/L
[14]5-HT2m 1400 1.1 μmol/L

5-HT2h 600 80 nmol/L

Dopamine (DA)
gDA3m Human dopamine receptor D1 (D1R) 1000 89 nmol/L

[15]
gDA3h Bovine dopamine receptor D1 (D1R) 1240 22 nmol/L

Norepinephrine (NE)
NE2m Human alpha-2 adrenergic receptor

(α2AR)
381 380 nmol/L

[13]
NE2h 415 190 nmol/L

Histamine (HA)
HA1h Human histamine receptor H4 (H4R) 180 17 nmol/L

[16]
HA1m Water bear histamine receptor H1 (H1R) 320 380 nmol/L

Octopamine (OA) OA1.0 Drosophila octopamine receptor beta 2
(Octβ2R) 660 200 nmol/L [12]

乙酰胆碱 Acetylcholine (ACh) gACh3.0 Human muscarinic acetylcholine receptor
M3 (M3R) 280 2.2 μmol/L [11]

谷氨酸 Glutamate
iGluSnFR3 v857 Escherichia coli glutamate transporter

(Glt1)
1750 8.2 μmol/L

[41]
iGluSnFR3 v82 700 4.5 μmol/L

γ-氨基丁酸
Gamma-aminobutyric acid

(GABA) iGABASnFR2 Pseudomonas fluorescens Pf622 500 6.4 μmol/L [43]

嘌呤类

Adenosine (Ado)
Ado1.0

Human adenosine A2A Receptor (A2AR)
110 30 nmol/L

[22]
Ado1.0m 350 3200 nmol/L

Adenosine 5′-triphosphate
(ATP)

ATP1.0 Human purinergic P2Y1 receptor (P2Y1R)
Human P2Y1R

500 80 nmol/L
[23]

ATP1.0-L 1000 32 μmol/L

Uridine diphosphate (UDP) UDP1.0 Chicken purinergic P2Y6 receptor
(P2Y6R) 600 91 nmol/L [21]

脂类
Endocannabinoid (eCB) eCB2.0 Human cannabinoid receptor 1 (CB1R) 300

3.1 μmol/L (2-AG);
0.2 μmol/L (AEA) [26]

Prostaglandin D2 (PGD2) PGD2-1.0 Bat prostaglandin D2 receptor 1 (DP1R) 200 10 nmol/L [25]

多肽类

Vasoactive Intestinal Peptide
(VIP) VIP1.0 Human vasoactive intestinal peptide re-

ceptor 2 (VIPR2) 360 19 nmol/L

[28]

Cholecystokinin (CCK) CCK1.0 Human cholecystokinin B receptor
(CCKBR) 840 4 nmol/L (CCK-8s);

2.9 nmol/L (CCK-4)

Neuropeptide Y (NPY) NPY1.0 Human neuropeptide Y receptor 1
(NPY1R) 490 43 nmol/L

Corticotropin-Releasing Factor
(CRF) CRF1.0 Human corticotropin-releasing factor re-

ceptor 1 (CRF1R) 1200 33 nmol/L

Somatostatin (SST) SST1.0 Human somatostatin receptor 5 (SSTR5) 430 13 nmol/L (SST-28);
69 nmol/L (SST-14)

Neurotensin (NTS) NTS1.0 Human neurotensin receptor 1 (NTSR1) 250 6 nmol/L
Oxytocin (OT) OT1.0 Bovine oxytocin receptor (OTR) 410 3 nmol/L [29]

Short Neuropeptide F (sNPF) sNPF1.0 Culex quinquefasciatus short neuropeptide
F receptor (sNPFR) 300 64 nmol/L [27]

Orexin OxLight1 Human orexin 2 receptor (OX2R)
906 (Orexin-A);
859 (Orexin-B)

75 nmol/L
(Orexin-A);

47 nmol/L (Orexin-B)
[33]

Glucagon-like Peptide 1
(GLP-1) GLPLight1 Human glucagon-like peptide 1 receptor

(GLP1R) 528 27.6 nmol/L [32]

Opioids

κLight Human kappa opioid receptor (κOR) 113 10.5 nmol/L (DynA8)

[31]δLight Human delta opioid receptor (δOR) 246 6.5 nmol/L (ME)

μLight Human mu opioid receptor (μOR) 55 1.61 μmol/L
(β-endorphin)

Nociceptin/orphanin FQ
(N/OFQ) NOPLight Human nociceptin/orphanin FQ receptor

(NOPR) 388 28.65 nmol/L [30]

红色 单胺类

Dopamine (DA)

rDA2m (D2) Red fire ant dopamine receptor D2 (D2R)
red fire ant D2R

530 210 nmol/L
[18]

rDA2h (D2) 240 9.8 nmol/L
rDA3m (D1) Human dopamine receptor D1 (D1R)

human D1R
1460 140 nmol/L

[15]
rDA3h (D1) 1420 22 nmol/L

5-hydroxytryptamine (5-HT) r5-HT1.0 Mouse 5-hydroxytryptamine receptor 4
(HTR4) 330 790 nmol/L [14]
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Research progress and prospects of genetically encoded
neuromodulator sensors

FENG JieSi & LI YuLong*

State Key Laboratory of Membrane Biology, School of Life Sciences, Peking University, Beijing 100871, China
* Corresponding author, E-mail: yulongli@pku.edu.cn

With the advancement of neuroscience research, genetically encoded neuromodulator sensors have become essential tools for
monitoring the dynamic changes of neuromodulators because of their high sensitivity and selectivity, high spatiotemporal resolution,
high cell specificity, and low invasiveness. This review summarizes the recent design principles, optimization strategies, and
significant progress of genetically encoded neuromodulator sensors, and discusses the future directions for neuromodulator sensor
development. The article aims to provide new insights for the advancement of neuromodulator sensor technology.
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