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摘  要: 神经递质是神经系统中至关重要的组成部分，神经递质释放的时间和空间变化是神经网络中信息处理的

核心，可视化监测神经递质的生物传感器是探究各类生理和病理活动的重要工具。文中综述了近年来具有较高时

间和空间分辨率的监测神经递质时空分布变化技术的研究进展，介绍了对谷氨酸、多巴胺、γ-氨基丁酸和乙酰胆

碱这 4 类重要的神经递质的检测方法，并归纳总结了各类检测方法的基本原理和优缺点，为设计具有高时空分辨

率的神经递质传感器提供一个较为系统的参考。 
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Abstract: Neurotransmitters play an important role in nervous system. Temporal and spatial changes of neurotransmitter 

distribution are crucial to information processing in neural networks. Biosensors that can visually monitor neurotransmitters 
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are one of the vital tools to explore a variety of physiological and pathological activities. This article reviews recent advances 

in monitoring neurotransmitters with high temporal and spatial resolution, and introduces the latest fluorescent imaging 

methods for typical neurotransmitters, including glutamate, dopamine, γ-aminobutyric acid and acetylcholine. The article also 

summarizes the basic principles, advantages and disadvantages of various visually detection methods, and provides systematic 

suggestions for designing neurotransmitter sensors with high temporal and spatial resolution. 

Keywords:  neurotransmitter, visualization, fluorescent protein, fluorescence resonance energy transfer 

神经递质主要是指在神经化学传递中完成信

号转导的特定化学物质，促使肌体完成特定的生

物学反应[1]。测定脑神经递质的浓度变化和空间

分布，是探索人类感知和思维的基础，同时也是

预防和诊断治疗脑神经疾病的基础。但是由于人

体是一个复杂的环境，内源性成分干扰大[2]，体

内神经递质含量少，往往在特定的神经环路中处

于不断的更新变化和代谢的动态平衡中，且疾病

的发生往往是多种神经递质含量变化的共同结  

果[3]。因而，对神经递质的高时间和空间分辨率

的可视化检测一直是生物医学分析的难点。 

近年来光致发光的荧光蛋白和通过低分子物

质催化而发光的发光蛋白被广泛地应用于生物小

分子的检测中[4]，基于荧光和发光蛋白发展起来

的检测方法相较于传统的方法具有较高的时间和

空间分辨率，有效解决了传统分析方法不能实时

检测活细胞中神经递质分布规律或不能反映神经

递质活性变化的弊端。开发针对神经递质的生物

探针一直是国际神经科学上的重大课题，旨在复

杂的生物体系中实现高时间和空间分辨率的检测

快速变化的特定神经递质。这要求神经递质探针

设计时，选择恰当的受体蛋白和荧光蛋白，构建

具有高特异性、能精确反映神经递质真实动态信

息的生物传感器。本文综述近年来利用荧光和发

光蛋白开发的可视化监测技术和在不同神经递质

中的应用情况，包括了具有较好研究基础的谷氨

酸  (Glutamic acid ， Glu) 和 γ- 氨 基 丁 酸 

(γ-aminobutyric acid，GABA)，以及近几年新发展

的 多 巴 胺  (Dopamine ， DA) 和 乙 酰 胆 碱 

(Acetylcholine，ACh) 探针，归纳总结了不同方

法的优缺点，并对未来神经递质探针发展进行了

展望，为神经递质的可视化监测提供较为系统的

参考。 

1  神经递质的荧光可视化方法 

目前神经递质的体内检测技术主要分为    

3 类。第一类经典检测技术是微透析，但是由于

其采样量大、采样率低和时间分辨率低，使其不

适用于复杂和快速演变的行为中检测神经递质的

动态变化[5]。第二类技术是快速扫描循环伏安法 

(Fast scan cyclic voltammetry，FSCV)，FSCV 具

有出色的时间分辨率 (亚秒级)、高灵敏度 (纳摩

尔级) 和空间分辨率 (微米级)。然而，FSCV 难

以区分结构相似的神经递质，例如 DA 和去甲肾

上腺素 (Norepinephrine，NE)[6]。此外，微透析和

FSCV 都需要将相对较大的探针  (直径约为

70–300 mm) 植入脑组织，这限制了对内源性神

经递质释放空间的精确测量[7]。第三类是随着荧

光蛋白和发光蛋白发展起来的各类神经递质生物

传感器。这类生物传感器具有更加优良的时间和

空间分辨率，可以实现对细胞内不同区域中的神

经递质快速释放过程的可视化监测，如细胞器 

(0–10 μm)、脂筏 (70 μm 左右) 等，是现阶段最

具研究价值的神经递质监测方法。目前，第三类

检测方法主要包含两种较为成熟的技术：基于荧

光共振能量转移 (Fluorescence resonance energy 

transfer，FRET) 技术的生物传感器和基于单荧光

蛋白的生物传感器。 

1.1  基于 FRET 的生物传感器 

近年来荧光技术发展迅速，基于 FRET 技术

的神经递质传感器发展日趋成熟，因其可以实现
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活体、原位条件下信号分子的动态实时检测而被

广泛应用于生命科学研究中，通过蛋白构象改变 

(结合/解离) 诱导两个荧光基团产生荧光共振现

象，不仅可以检测神经递质活性，还可以实现神

经递质在突触间隙 /细胞内的动态空间分布的可

视化[8]。FRET 生物传感器的设计需要考虑两个主

要问题，首先是选择恰当的感知结构域，能对目

标神经递质产生特异性的生物反应，发生构象的

变化；其次是两个荧光基团 FRET 效率的变化必

须足够大，确保荧光强度比 Ia/Id 的变化足够明

显，便于相关成像设备检测。与传统的技术相比，

基于 FRET 的神经递质传感器能够在不损伤活细

胞的前提下研究神经递质在不同脑功能区的时空

分布，可以高特异性地实现在视网膜切片、突触

间隙和活体等多个模型的长期稳定成像，具有更

加优良的时间和空间分辨率。 

1.2  基于单荧光蛋白的生物传感器 

单荧光探针也是实现可视化监测神经递质的

理想工具。比如，构象敏感的绿色荧光蛋白的突

变 体  (Circularly permutated green fluorescent 

protein，cpGFP)，它是由 GFP 序列前后置换改造

而来，其荧光强度可由多肽链 N 端和 C 端不同的

结合状态而改变。探针蛋白与目标神经递质结合

后，由于构象改变而引发 cpGFP 荧光强度的变化。

与 FRET 探针相比，cpGFP 探针的结构更加简单，

单荧光记录模式适用范围更广，特别适合于组织

切片以及在体内可视化检测神经递质释放的时空

规律。通过病毒转染实现体内表达，记录不同脑

功能区中单个细胞的活动，甚至可以分辨单个树

突棘中的神经活动。cpGFP 作为荧光输出模块，

具有荧光强度高、表达效率高和荧光稳定好的优

势，是构建结构更简单的神经递质传感器的理想

工具。典型代表包括了检测 Glu 的 iGluSnFR[9]、

检测 GABA 的 iGABASnFR[10]、检测 DA 的

GRABDA
[11] 和 dLight1[12] ， 以 及 检 测 ACh 的

GACh[13]。 

2  可视化方法在不同神经递质中的

应用 

2.1  谷氨酸 

谷氨酸是脊椎动物中枢神经系统中主要的兴

奋性氨基酸神经递质 [14]，介导着复杂的信号传

递，基本上影响所有形式的行为，精神分裂症和

帕金森等神经类疾病的发生都是由于谷氨酸浓度

和分布的变化而引发的[15]。经过多年研究，谷氨

酸探针已经成为发展最为成熟且种类最多的神经

递质可视化监测技术。 

Okumoto 等[16]通过将绿色荧光蛋白变体 FP

附着到成熟天冬氨酸结合蛋白 ybeJ (也称为 GltI)

的 每 个 末 端 构 建 了 初 代 谷 氨 酸 纳 米 传 感 器

FLIPE。谷氨酸结合会触发 GltI 内的构象变化，

从而使得 cpGFP 的去质子化和荧光增强。FLIPE

能够靶向定位于亚细胞区室，可用于监测活细胞

表面的宽浓度范围内的谷氨酸浓度变化，适用于

测量胶质谷氨酸代谢和转运、可视化溢出效应和

生物体中神经元活性等。在视网膜中，谷氨酸含

量和分布的变化是导致糖尿病引起的视网膜神经

退行性病变[17]、急性青光眼节细胞死亡等重要原

因[18]。为了揭示谷氨酸在视网膜中释放的时空变

化规律与信息传递的关系，Firl 等[19]创建了基于

FRET 的优化谷氨酸传感器 FLII81E-1μ。表达该

探针蛋白并孵育视网膜切片，记录到了突触间隙

中类似于钙波的谷氨酸波，揭示了通过内网状层

传播的谷氨酸释放的时空变化规律与信息传递的

关系。 

iGluSnFR[9]系列的生物传感器也是实现可视

化检测谷氨酸的一种重要的技术  ( 图 1) ，

iGluSnFR 是一种由大肠杆菌 GltI 和 cpGFP 构建

的单波长 Glu 传感器，突破性地实现了在完整组

织中可视化谷氨酸释放过程。iGluSnFR 具有适合

于体内成像的信噪比和动力学，可对原位谷氨酸

特异性反应。应用 iGluSnFR 在树突棘上观察到了

大而快速的 Glu 信号，测量了视网膜中双极细胞
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的感受野，有效地实现了在体细胞、树突、视网

膜、蠕虫、斑马鱼和老鼠中长期稳定的成像。

iGluSnFR 具有高谷氨酸亲和力和大的动态范围，

但目前的时间分辨率不适用于监测突触中谷氨酸

快速释放。因此，Helassa 等[20]通过对连接子和结

合 亲 和 力 优 化 ， 开 发 了 两 个 可 快 速 检 测 的

iGluSnFR 变体 iGluf (用于“快速”) 和 iGluu (用于

“超快速”)，实现了在高频传输过程中准确跟踪突

触中谷氨酸动态，并精确调控同谷氨酸结合过程

中产生荧光的明亮程度。与 iGluSnFR 相比，iGluf

和 iGluu 在体外的构象变化速度提升 6 倍，在突触中

的动力学速度提高了5倍，并且能够直接报告100 Hz

的离散突触谷氨酸释放事件。最近报道的红色荧

光的 R-iGluSnFR1 进一步扩展了谷氨酸传感器的

颜色[21]。 

Masharina 团队[22]基于 FRET 技术研发的半

合成荧光传感器蛋白  (Snifits) 在神经递质的检

测 中 也 占 据 着 重 要 的 地 位 。 Snifits 是 由

SNAP-tag[23]、CLIP-tag[24]和分析物结合蛋白组成

的融合蛋白 (图 2)。Snifit 利用天然受体-拮抗剂

对，为细胞表面荧光代谢物传感器的设计提供了思

路。例如，基于离子型谷氨酸受体 5 (iGluR5) 设计 

 

 
 
图 1  iGluSnFR 结构示意图[9] 
Fig. 1  iGluSnFR structure diagram[9]. 

 

 
 
图 2  Snifit-iGluR5 结构示意图[22] 
Fig. 2  Snifit-iGluR5 structure diagram[22]. 

的针对 Glu 的传感器 Snifit-iGluR5。Snifit-iGluR5

能在 HEK 293 细胞表面显示对 Glu 最大的荧光比

率变化为 1.56，高于任何其他现有的谷氨酸生物

传感器。此外，Snifit-iGluR5 在细胞表面上用远

红色荧光基团进行的专有标记将有助于在组织样

品上或体内应用以及与其他生物传感器组合使

用，进一步优化和表征将允许原位检测 Glu 的生

理水平。 

2.2  γ-氨基丁酸 

GABA 是抑制性神经递质，调控多种神经疾

病，如癫痫[25]、焦虑症和精神分裂症[26]。GABA

功能的详细表征需要以高时间和空间分辨率测量

其浓度。目前 GABA 探针已有一定基础，但结构

较复杂，应用仍不够广泛。 

基于 FRET 的荧光生物传感器非常适合测量

体内的小分子浓度。Masharina 等[27]利用 Snifit 构

建了第一个用于测量活细胞表面 GABA 浓度的荧

光比率传感器 GABA-Snifit (图 3)，可以在活哺乳

动物细胞的表面上以高特异性和时空分辨率检测

GABA。当在细胞表面组装时，GABA-Snifit 允许

感测微摩尔至毫摩尔 GABA 浓度。此外，可以使

用 GABA-Snifit 来定量 GABAB 受体激动剂、拮抗

剂和变构调节剂的作用的相对结合亲和力。

GABA-Snifit 是研究 GABA和 GABAB受体在生物

系统中功能的有价值的工具。然而，它在神经元

系统中的效用是有限的，添加两个单独的小分子 

 

 
 
图 3  GABA-Snifit 结构示意图[27]  
Fig. 3  GABA-Snifit structure diagram[27]. 
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使传感器的结构复杂化，并且其对 GABA 的亲和

力非常弱 (约 400 μmol/L)。此外，GABA 受体的

过表达可能破坏细胞信号传导，GABA 受体的异

源寡聚化可能降低传感器功能。 

Marvin 等[10]基于谷氨酸受体 iGluSnFR 的原

理，开发出可检测 GABA 浓度的荧光探针

iGABASnFR。实现了对培养神经元和急性小鼠脑

切片中 GABA 释放效用的观测。应用 iGABASnFR

追踪了线粒体中 GABA 含量，在体内观察到小鼠

视皮层中的大量 GABA 瞬变，并利用癫痫模型进

一步检测 iGABASnFR 的可行性。最后，在斑马

鱼中，利用 iGABASnFR 将小脑中的 GABA 能信

号与运动输出相关联。 iGABASnFR 具有现有

GABA 传感器中最佳的性能，是唯一适合体内使

用的 GABA 传感器。未来的 iGABASnFR 将向着

可控的亲和力、动力学和更优的信噪比发展。 

针对以上 GABA 探针结构较复杂且需一定时

间等待基因表达的问题。Hu 等[28]在 GABAB 受体

的胞外区两端连接荧光蛋白，构建了基于 FRET

的 GABA 探针 FGB1-VFT。在体外表达该探针蛋

白并孵育脑片，可实现对神经组织中突触释放的

快速检测。 

2.3  多巴胺 

DA 是非常重要的单胺类神经递质，参与调

节广泛的复杂过程，包括奖励信号[29]、感知学习、

注意力的变化和运动控制[30]。在人脑中，DA 的

传播和受损同多种神经类疾病有着紧密的联系，

如精神分裂症[31]和帕金森[32]。 

CNiFERs[33]可以测量通过 G 蛋白偶联受体 

(G protein-coupled receptors，GPCRs) 发出信号的

任何神经递质的释放，且具有天然 GPCR 的特性，

保留了内源表达受体的化学特异性、亲和力和时

间动力学。迄今为止，利用 CNiFERs 已经实现了

对体内 ACh、DA 和 NE 的检测。Muller 等[34]创

建的检测 DA 的 CNiFERs (图 4)，它具有纳摩尔 

 
 
图 4  CNiFERs 结构示意图[33] 
Fig. 4  CNiFERs structure diagram[33]. 
 
 
的高灵敏度、秒的时间分辨率以及较宽的动态范

围，并且对大脑的影响较小。目前，已有报道利

用 CNiFERs 传感器研究学习期间脑内神经递质

DA 释放过程的动力学，并将 CNiFERs 移植到小

鼠额叶皮层内，得到小鼠学习与奖励时，神经信

号的变化。CNiFERs 传感器为研究 DA 在神经系

统中更复杂的行为提供了更高的时间和空间分

辨率。 

dLight1[12]在急性脑切片和行为期间小鼠中能

进行动态的高分辨率成像，亚微摩尔亲和力和快速

动力学造就了高时间分辨率，能够长期跟踪监测由

学习引起的纹状体中 DA 毫秒级的变化情况。 

GRABDA
[11]将 cpGFP 作为荧光输出模块偶联

到神经递质受体上，构建受体-cpGFP 嵌合体，随

后通过突变、筛选和表征得到性能优异的神经递

质传感器 (图 5)。GRABDA 能够在离体和体内的

多个模型系统中，对内源性 DA 动态进行特异性

的实时检测。与现有的检测方法相比，GRABDA

具有更高的灵敏度，较大的表观亲和力，优异的

膜运输性；相对较小的基因编码区，可适用于转

基因和病毒包装；对 DA 具有高度特异性；具有

快速响应动力学，适合快速检测神经递质的释放

情况。 
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2.4  乙酰胆碱 

ACh 介导中枢和外周神经系统以及非神经系

统的细胞间通讯。ACh 释放含量和分布同注意力、

感知力、联想学习和睡眠/清醒平衡[35]都有密切关

系。CNiFERs 传感器也可以实现对 ACh 的检   

测[33]，CNiFER 直接植入大脑，能够以小于 100 μm

的空间分辨率感知神经递质 ACh 释放。 

Jing[13]通过将 cpGFP 耦合到毒蕈碱型 ACh 受

体 (Muscarinic receptor，MR) 中构建一种更加用

户友好、广泛适用的 GACh 传感器 (图 6)。利用

病毒或者遗传学手段转染 ACh给十几种不同动物

来源的神经元及非神经元细胞，从而验证了

GACh 传感器的性能。GACh 传感器具有高灵敏

度、信噪比、对细胞生理学干扰小和强的光稳定

性，适用于监测体外、离体和体内不同组织中的

胆碱能信号。 

 

 
 
图 5  GRABDA 结构示意图[11] 
Fig. 5  GRABDA structure diagram[11]. 
 
 

 
 
图 6  GACh 结构示意图[13] 
Fig. 6  GACh structure diagram[13]. 

3  总结与展望 

神经递质释放是神经网络中信息处理的核心

部分，在神经科学的研究中神经递质浓度的时间

和空间变化可视化是完全理解神经网络工作原理

的必要部分。神经递质的可视化检测一直是科学

研究中的一大难题，主要是由于：第一，在神经

系统中存在化学或结构同神经递质类似的物质，

这会对检测的特异性、准确性造成干扰；第二，

神经递质在人体中浓度较小且处于不更新变化和

代谢的动态平衡中，想要实时观察神经递质的释

放过程就要求检测工具具有足够高的时间和空间

分辨率，较强的荧光比率；第三，如果是针对某

一特定区域监测神经递质浓度的变化情况，还要

求监测工具具有一定的靶向性，以特异性分析特

定位置神经递质的浓度变化情况；第四，对神经

递质的研究一般是针对单细胞 /突触水平以及神

经元或体内小网络中神经递质释放规律，这就要

求监测工具的结构/体积尽量不要太复杂/大。 

要实现神经递质的可视化，还需在以下几个

方面进行努力。首先，选择恰当的感应模块和荧

光报告模块成为提高神经递质传感器特异性和简

化传感器结构/体积的关键；其次，提高传感器的

分辨率和动态响应范围，一方面可以通过改造发

色团偶极取向，另一方面可以通过突变发色团附

近的氨基酸残基，筛选特异性更好、灵敏度更高

和动态响应范围更大的发色基团[36]；最后，利用

遗传编码等技术持续开发更多的检测工具，寻找

更优的荧光和发光蛋白都将为神经递质的可视化

带来突破性进展。 

在过去二十年里，各类荧光探针的开发所取得

的成果为未来实现神经递质的可视化监测奠定了

坚实的基础。其中 DA 和 ACh 两种神经递质的受

体为单亚基结构，近年来基于 cpGFP 的荧光探针

发展逐渐成熟，使二者的探针可以用于体外、体内

等不同组织[11,13,37]。而 Glu 和 GABA 的探针虽然

发展时间较长且种类较多，但由于其受体的双亚基
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结构，所开发出的探针往往结构复杂，以体外应用

为主。作为神经系统中最主要的两类神经递质 Glu

和 GABA 的检测仍需要更有效的探针。神经递质

可视化生物传感器各具特色，在不同的性能指标上

具有一定的差异 (表 1)，合理的选择和优化检测工

具将推进神经递质传感器解决更多的现实问题。除

以上神经递质外，其他神经递质的可视化工具也值

得进一步研究，现有的神经递质探针多以受体为目

标进行改造，限制了探针的空间移动性。Ca2+探针

是神经影像学中广泛使用的工具，借鉴 Ca2+探针

的理念，荧光探针进入细胞膜内，和细胞内的酶发

生反应，生成装载细胞内的生物探针。这类神经递

质探针不受细胞膜的空间限制，将突破性地提高神

经递质探针的应用范围。 

另一方面，对神经递质可视化检测技术的研究

可以以需求为导向，利用神经系统中的经典模型或

者久未解决的问题推动研究工作的开展。比如在视

网膜的外网状层中，GABA 是否参与了负反馈调节

一直是争论的焦点[38]。当免疫荧光、电生理等传统

技术都无法解决这一问题时，寻找合适的 GABA 释

放实时可视化监测技术可能是解决问题的关键。 

除了为不同的神经递质开发新的可视化监

测技术外，生物发光技术的不断进步也引发了用

于脑成像的生物发光传感器的革命。相关研究通

过将现有的基于 FRET 的生物传感器中的供体与

荧光素酶交换，开发了新的基于生物发光共振能

量 转 移 技 术  (Bioluminescent resonance energy 

transfer ， BRET) 的 生 物 传 感 器 。 特 别 是 用

NanoLuc 替代 FRET 传感器中的 CFP 使得 BRET

传感器具有良好的灵敏度和响应幅度。由于大多

数基于 FRET 的生物传感器是模块化的，因此该

方法原则上可适用于开发各种生物分子或功能的

BRET 生物传感器。目前，已经开发了针对

ATP[39]、膜电压[40]和 Zn2+[41]的 BRET 传感器。未

来将基于 BRET 的生物传感器引入对神经递质的

可视化监测是必然的趋势。此外，可以将萤光素

酶 (例如 NanoLuc和 teLuc) 直接插入适当的感知

结构域中，以得到高荧光强度的生物传感器。 
 

表 1  可视化神经递质传感器性能指标列表  
Table 1  A list of neurotransmitter sensor performance indicators  

Indicators Type 
Reporting 
module 

Dynamic
range 

Affinity 
Temporal 
resolution

Selected applications References

FLIPE FRET ECFP, Venus <5% ~600 nmol/L ~1 ms 
Rat hippocampal neurons, 
PC12 cells, Retina 

[16] 

iGluSnFR Single-FP cpGFP 450% (107±9) μmol/L ~5 ms 
Cultivate neurons, retinas, 
worms, zebrafish and mice 

[9] 

iGABASnFR Single-FP cpGFP 250% ~9 μmol/L 1–10 s 
Cultured neurons, acute 
hippocampal slices, mouse 
visual cortex, mice, zebrafish

[10] 

Snifit-iGluR5 FRET 
SNAP-tag 
CLIP-tag 

156% (15±5) μmol/L <1 s HEK 293T cells [22] 

GABA-Snifit FRET 
SNAP-tag 
CLIP-tag 

180% ~400 μmol/L 1–10 s HEK 293T cells [27] 

CNiFER FRET 
calcium 
concentration 

~9% (2.5±0.1) nmol/L 1–10 s HEK 293T cells [33] 

GRABDA Single-FP cpGFP ~90% 130 nmol/L ≤100 ms  
HEK 293 cells, cultured 
neurons, acute brain slices of 
mice, flies, fish and mice 

[11] 

GACh Single-FP cpGFP 90.1%±1.7% 100 μmol/L 
(280±32) ms,
(762±75) ms

Culture neurons, 
non-neuronal tissue, brain 
slices, fruit flies, mouse 
visual cortex 

[13] 

dLight1 Single-FP cpGFP 340%±20% (330±30) nmol/L
10 ms on and 
100 ms off 

Acute brain slices of mice, 
HEK 293 cells 

[12] 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1058 

 

各类荧光探针的发展还同相关的光学仪器和

成像数据处理技术有着紧密的联系，近年来多光

子成像[42]、数字光片显微镜[43]、像差校正多焦点

显微镜 [44]和空间光调制器显微镜 [45]的发展将为

各类荧光探针的发展提供保障。总的来说，神经

递质的可视化研究已经具备较好的基础，未来的

神经递质检测技术必然向着无创、定量特异、信

号增强和实时可视化发展，具有更高时间和空间

分辨率的神经递质检测工具在神经生物学中将有

十分良好的应用前景。  
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