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神经疾病诊断与研究中的神经递质检测技术
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摘摇 要摇 神经递质的在体检测不仅可能作为帕金森氏症、阿尔兹海默症、抑郁症等多种神经疾病的生物标记

物,同时,这类传感器也可作为研究奖赏、成瘾、厌恶等多种行为产生机制的重要工具。 近年来,多种检测神经

递质的分析技术已得到了长足的发展,但目前应用于疾病研究和在体检测的传感技术与材料尚面临一些困

难,只有较少的应用实例。 本文主要介绍了癫痫、帕金森氏症、脑卒中、阿尔兹海默症、精神分裂等疾病中神经

递质发挥的重要作用及其检测的科学意义,探讨了在体传感器技术的进展,以及可能用于解析疾病神经环路

机制的相关技术和器件,重点探讨了多种纳米材料、导电聚合物材料和生物分子作为在体传感器组成成分的

应用技术,以及未来这些新技术、新材料面临的机遇与挑战。
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1摇 引 言

神经递质是体内负责在神经元与其它细胞类型间传递或调控特定信号的化学分子。 常见的神经递

质分子包括谷氨酸、酌鄄氨基丁酸、多巴胺、乙酰胆碱、肾上腺素、血清素、去甲肾上腺素和一氧化氮等[1]。
神经递质分子在行为与认知发生等脑功能中都发挥着重要作用; 同时,它们在调控心率、学习记忆、睡
眠、觉醒、意识、情绪和食欲等方面具有重要意义。 以谷氨酸为例,它是大脑最重要的兴奋性神经递质,
在学习记忆、大脑发育、情绪情感调节等过程中都发挥了重要作用。 谷氨酸能神经元的异常也与多种疾

病相关,如神经退行性疾病和精神类疾病等[2]。 本文重点介绍了一些重要神经递质分子在多种神经系

统疾病中的作用机制,如图 1 所示[3 ~ 9]。 本文还介绍了神经递质检测技术和器件、目前用于神经系统疾

病相关的环路研究机制、为满足疾病诊疗需求开发的相关技术,以及为递质传感器界面开发的多种类别

的电极材料。 最后,简要介绍了这些递质传感技术在疾病与神经科学应用中面临的机遇与挑战。

2摇 神经递质在脑功能与神经疾病中的作用

各种神经递质分子在神经系统的活动中各自发挥着不同的作用,并且很多神经疾病都以一种或数

种神经递质系统的突触传递发生改变为特征。 神经递质检测技术既可帮助研究者更好地理解这种递质

在生理和病理方面的作用,又可有效地验证针对特定神经递质系统的治疗方法与某些特定的疗效或行

为改变的相关性。 以下对 5 种高发的神经疾病及其密切相关的神经递质系统功能异常做简要介绍,这
些病理神经递质系统有可能成为神经递质传感器重要的在体应用研究方向。
2. 1摇 癫痫

大脑中最普遍的兴奋性神经递质谷氨酸和最普遍的抑制性神经递质 酌鄄氨基丁酸在多数脑区和核

团中都普遍存在,也介导了多数长程神经投射的功能,而谷氨酸与 酌鄄氨基丁酸对神经功能的作用最直

接、最显著,其中研究最多的疾病就是癫痫。 在患者大脑中,一些细胞集群活动的增强和同步可能导致

癫痫发作,并且,有些细胞亚群可能会产生内源性的爆发性发放状态,这些机制的产生可能与 酌鄄氨基丁

酸、谷氨酸作用机制密切相关,特别是 NMDA 受体介导的兴奋性谷氨酸电流[10,11]。 这些兴奋性和抑制

性神经递质系统在癫痫疾病发作中的异常,特别是其与癫痫起始、持续放电和传播之间的关系已有大量
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的经典研究支持[12 ~ 14]。 然而,这种过度的兴奋性发放究竟是由于 酌鄄氨基丁酸能神经元死亡而导致的抑制

性活动减弱,还是由于 酌鄄氨基丁酸本身释放减少或者受体减少导致突触传递功能减弱,目前仍然不清楚。
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图 1摇 神经递质传感器技术、器件与材料等方面均有很多进展,这些进展可与神经科学环路研究技术结

合, 成为有力的在体研究工具,同时也可用于检测患者体液或大脑中的递质浓度变化,从而确定新型的

疾病生物标记物或开发新型诊疗工具[3 ~ 9]

Fig. 1摇 Significant advancements in neurotransmitter sensing techniques, devices and materials. They can be
combined with in vivo electrophysiology and optogenetics techniques to develop powerful tools for neural circuitry
mechanism research underlying various disorders. Novel diagnosis and treatment devices can be based on these
tools as well[3-9] .

在脑内直接给予谷氨酸或者其受体激动剂(如 N鄄甲基鄄D鄄天冬氨酸(N鄄methyl鄄D鄄aspartate,NMDA))
即可直接诱发癫痫。 并且,大多数神经元的谷氨酸浓度可达到 10 mmol / L,远高于其它兴奋性递质的浓

度。 一旦神经细胞受损,胞内谷氨酸就会泄漏出来,而胞外普遍存在谷氨酸受体。 另外,一旦神经组织

的结构产生病变,如脑中的瘢痕组织、肿瘤的发生和生长,以及其它产生胶质细胞病变的情况,都很可能

损伤胞外的高效率谷氨酸转运重吸收系统[15],这些系统能稳定地将胞外的谷氨酸浓度维持在5 mmol / L
以下,最多不超过 10 mmol / L。

相关研究表明,在癫痫灶点位置 酌鄄氨基丁酸可使神经元或神经末梢有一定的损伤[16,17],但也有人

体组织研究表明,患者海马体内 酌鄄氨基丁酸神经元的群体未见变化[18]。 动物模型中,点燃癫痫模型的

大鼠杏仁核内 酌鄄氨基丁酸能神经元或神经末梢显著下降(约 30% ~ 50% ),杏仁核内 酌鄄氨基丁酸的浓

度也观测到类似比例的下降[19,20]。 作为颞叶癫痫密切相关的脑区,海马与杏仁核的递质系统病变对于

癫痫研究有重要的指示作用。 有研究表明,在人体颞叶癫痫灶点位置手术切除的组织中,用神经化学检

测的方式可测得 酌鄄氨基丁酸能突触传递明显下降[21,22],然而现有研究未能证实该结果[18]。 有研究证

明,点燃癫痫模型大鼠的杏仁核胞外微透析实验测得的 酌鄄氨基丁酸浓度显著下降了 60% ~ 70% [23],
一定程度上反映了癫痫动物中枢神经系统中酌鄄氨基丁酸的合成明显降低。 针对兴奋 /抑制递质系统失

衡的特点,长期的经验和研究表明,采用可影响胞外 酌鄄氨基丁酸代谢的药物增加中枢神经系统中的 酌鄄
氨基丁酸浓度, 可作为抑制癫痫的手段,但通过谷氨酸脱羧酶(Glutamic acid decarboxylase, GAD)抑制

剂降低 酌鄄氨基丁酸浓度, 则会导致癫痫发生。
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2. 2摇 帕金森氏症

帕金森氏症的病理特征中,最显著的标志是在所有向端脑脑区投射的多巴胺能神经元突触前化学

递质的减少[24 ~ 26]。 这种多巴胺能投射减弱的最主要原因是黑质及其相关的黑质旁核中的多巴胺能神

经元胞体减少。 研究表明,密集投射到纹状体、伏隔核、嗅觉脑区和边缘皮层区域的多巴胺能神经纤维

主要源自黑质的致密区[27,28]。 一旦以药物抑制或物理损伤等方式破坏黑质投射到基底神经节的多巴

胺能神经元,基底神经节的正常功能就会受到严重影响。 无论在动物模型, 还是人体中,这种纹状体中

多巴胺能投射的减少都介导了帕金森氏症中的主要症状(运动迟缓、肌强直、静止性震颤)。 在帕金森

氏症患者脑内的黑质、尾状核、壳核、苍白球等脑区中,无论是多巴胺浓度, 还是其代谢产物(高香草酸)
的浓度,都明显减少[29 ~ 31]。 在原发性帕金森氏症中,整体多巴胺损伤程度略轻,并且壳核受损比尾状核

严重[29]; 而在脑炎性帕金森病症中,多巴胺能投射均有相对均匀的严重损伤。 这种差异的主要原因为

脑炎型帕金森氏症中,黑质多巴胺神经元受到普遍的严重损伤,而原发性帕金森氏症中的黑质多巴胺神

经元损伤相对较轻,且主要影响特定区域的多巴胺能神经元胞体,如尾侧黑质中的多巴胺能神经元[29],
而这些神经元主要投射到壳核中。 因此,在多巴胺能投射丰富的脑区测定多巴胺浓度的空间分布对研

究各种症状的环路机制和开发针对性诊疗工具都具有重要的作用。
2. 3摇 脑卒中

脑卒中是另一大类发作率非常高的神经系统疾病,谷氨酸兴奋性毒性导致的皮层损伤是卒中最严

重的后果之一[32]。 尽管卒中方面的基础研究已取得了很多进展,临床上针对这种严重病情所做的各种

治疗和预防尝试都还未能达到很好的效果。 在脑缺血发生后,神经元释放的大量谷氨酸会激活多种突

触前和突触后的谷氨酸受体,从而导致胞内 Ca2+浓度上升,进而导致氧自由基产生,线粒体功能异常,蛋
白酶、磷酸酯酶、限制性内切酶等多种酶的激活,从而造成细胞死亡。 同时,脑缺血发生后,兴奋性氨基

酸转运体(Excitatory amino acid transporter 1,EAAT1)和 EAAT2 均有明显损失,造成了胞外谷氨酸浓度

升高,最终导致神经元死亡[33 ~ 35]。 另一种重要的细胞星形胶质细胞对长时间的乳酸中毒非常敏感[36],
直接导致它们在酸性环境无法维持三磷酸腺苷(Adenosine triphosphate,ATP)产生[37]。 ATP 浓度下降进

一步导致星形胶质细胞的跨膜离子浓度梯度无法维持,钠钾离子 ATP 酶的活性被抑制,进而导致 Na+内

流,胞内 Na+浓度升高,星形胶质细胞胞内的谷氨酸由于其转运受到 Na+浓度的影响而被转移到胞外[38],
相当于谷氨酸转运体的功能被逆转[39鄄41]。 这一过程与神经细胞的谷氨酸系统异常联合将导致胞外谷氨酸

浓度进一步升高。 因此,在相对温和的脑缺血状态下,星形胶质细胞通过谷氨酸转运体将一些谷氨酸转移

到胞内,实现神经保护,但在严重缺血状态下, 星形胶质细胞会起反作用,进一步加剧毒性[42]。 在脑缺血

的过程中,大脑白质中的细胞会受到严重影响,少突胶质细胞和它们产生的髓鞘会受到兴奋性毒性的严

重影响[43 ~ 47],而白质中的轴突则会由于胞内 Ca2+浓度剧烈升高导致的毒性而严重受损[48 ~ 50]。
2. 4摇 阿尔兹海默症

关于阿尔兹海默症的理论已有多方面的研究,其中一种与神经递质系统功能异常密切相关的神经

毒性理论认为,当局部谷氨酸浓度过高时,会对脑组织产生毒性[51]。 一种假说认为,谷氨酸兴奋性毒性

会激活代谢型谷氨酸受体及下游的一系列分子通路,导致阿尔兹海默症的发生。 同时,这些通路也被认

为是可能的药物治疗靶点,因此,针对代谢型谷氨酸受体的调控通路,研究者也在开发多种阿尔兹海默

症的潜在治疗药物[52]。 这些受体下游有大量复杂的 G 蛋白偶联受体相关通路,因此可能的调控干预方

式也存在各种差别。 另一种对阿尔兹海默症十分重要的神经递质分子乙酰胆碱不仅在大脑中发挥重要

的作用,也在脊髓和其它组织中调控多种重要功能。 分泌乙酰胆碱的神经元被称为胆碱能受体, 而乙

酰胆碱在认知和运动等多个功能的执行中都有不可替代的作用。 近年,针对谷氨酸和乙酰胆碱等递质

开发了一系列基于酶反应的体内及体外生物传感器系统[53]。 而主流的研究认为,脑内乙酰胆碱含量增

多与阿尔兹海默症的症状改善密切相关,因而多种乙酰胆碱和谷氨酸传感器均有可能在阿尔兹海默症

相关研究中发挥重要作用。
2. 5摇 精神分裂症

一种重要的精神分裂症成因假说是谷氨酸能神经元的功能弱化导致该病发生[54]。 在患者脑脊液
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中测得的谷氨酸浓度降低及谷氨酸拮抗剂可导致部分症状产生的现象均可在一定程度证明该假说。 特

别是盐酸苯环己哌啶的使用可诱导一种类似于精神分裂症的疾病状态, 使得该假说被相对广泛地接

受[55,56]。 另一方面,苯环己哌啶及类似物(如盐酸氯胺酮和地卓西平马来酸盐)均可通过结合谷氨酸的

NMDA 受体而非竞争性抑制该受体作用,从而诱导精神分裂症的行为学表征[57]。
一些研究也证实了精神分裂症患者脑中的谷氨酸能系统异常。 在精神分裂症患者大脑皮层组织

中, 突触小体中谷氨酸释放明显缺陷,而使用氟哌啶醇预处理这些组织可部分逆转该作用[58]; 同时,精
神分裂症患者前额叶皮层中,谷氨酸再吸收和海人酸受体的结合均增强[59, 60],一定程度上反映了患者

谷氨酸突触传递活动的降低。 相比之下,患者的壳核、海马体及旁海马皮质中的海人酸受体结合有一定

程度降低[61,62],在基底神经节中谷氨酸的重吸收[63]和 NMDA 受体的表达[64]也有一定程度的降低。 这

些研究充分证明了谷氨酸传递在精神分裂症患者大脑中发挥了重要作用,且病理下谷氨酸系统的增强

和减弱也有强烈的脑区特异性。

3摇 神经递质检测的技术和器件

目前, 神经递质检测技术的技术和元器件开发已得到了多方面发展[51, 65 ~ 69]。 在检测递质的电化

学方法中,采用伏安法可测定多种自身具有氧化还原特性的神经递质,典型的包括多巴胺、去甲肾上腺

素、血清素等; 通过酶在电极表面与递质发生反应并用电化学方法检测该过程的酶传感器也得到了多

种应用,包括谷氨酸、乙酰胆碱等递质的检测; 而为了在各种生物实验设定下得到脑组织内递质浓度分

布的空间信息,细胞表达的荧光探针结合成像技术也已可探测多种神经递质分子; 综合考虑检测的时

间分辨率、样品使用量、电极生产的稳定性和可重复性等方面的需求,进一步使用微流控器件和场效应

管(Field effect transistor,FET)等器件的开发也已取得了多方面应用。 本节将就这些方面分别举例说明

神经递质分子检测技术和器件的研究展。
3. 1摇 伏安法测定递质浓度

在多种电化学技术中,快速循环伏安法(Fast scan cyclic voltammetry, FSCV)被用于神经递质分子

监测,也是在体神经递质浓度监测较成熟的技术。 这种技术可在单个位点上准确测量一些种类神经递

质分子的浓度变化,并且时空精度高于微透析等测量方式。 除 FSCV 外,差分脉冲伏安法(Differential
pulse voltammetry, DPV)和方波伏安法(Square wave voltammetry, SWV)等方法在递质检测中也发挥了

重要作用。 关于 FSCV 测定递质浓度的生物传感器已有大量研究报道,且多数 FSCV 方法采用碳纤维电

极[70]。 同时,近期还有一些研究基于新材料的循环伏安法测定神经递质浓度,如一种免疫传感器表面

采用了多巴胺单克隆抗体修饰的磁性纳米颗粒[10]。 在磁性纳米颗粒的表面附着了碳纳米管(Carbon
nanotubes, CNTs),将这种复合物颗粒通过磁力吸附在金电极的表面上,可采用循环伏安法测定多巴胺

的浓度,测定范围可达到 780 pmol / L ~ 50 mmol / L,检测限(Limit of detection, LOD)可达到 120 nmol / L。
另一项研究中,通过碳纤维电极测定血小板悬浮液分泌的血清素[71],采用了 FSCV 方法,可得到较好的

时间分辨率和灵敏度,并且可通过循环伏安法针对性研究血清素的氧化还原特性。 近期开发的一种无

线传输的实时电化学传感器也可通过 FSCV 方法测定血清素的浓度[72],该研究使用的 1000 V / s 的 N 型

快速线性扫描电流(+0. 2 V 到-0. 1 V,再到+0. 2 V)可在背侧中缝核的脑片上检测电刺激诱发释放的

血清素浓度,这种传感器可检测到 10 mmol / L 的血清素。
除 FSCV 外,还有多种伏安法可用于生物传感器。 如血清素传感器利用分子与配体相互作用的检

测方式,采用金电极表面的自组装巯甲丙脯氨酸和苯硫醇单分子层[73]。 血清素分子可被选择性强吸附

在电极表面,从而检测到阳极溶出电流或观察到氧化还原探针的电荷转移电阻升高。 此研究中差分脉

冲阳极溶出伏安法和电化学阻抗谱检测血清素的 LOD 可分别达到 28 nmol / L 和 1. 2 nmol / L。
3. 2摇 酶传感器

如图 2A 所示,采用计时电流法的酶传感器可测定谷氨酸等多种分子的浓度[74], 但酶的制备且活

性易损, 也有研究者以如图 2B 中的核酸适配体制备无酶传感器[75]。 又如在金电极表面修饰谷氨酸氧

化酶( Glutamate oxidase, GluOx)、羧基化多壁碳纳米管 ( Carboxylated multi鄄walled carbon nanotubes,
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图 2摇 酶反应、荧光探针和核酸适体传感器的原理示例: (A)胆碱氧化酶制成的酶反应传感器的检测原

理[74] ; (B)多巴胺核酸适体传感器的检测原理[74] ; (C) 谷氨酸荧光探针传感器的检测原理[82]

Fig. 2 摇 Mechanism examples of enzyme sensors, fluorescent probe sensors and aptamer sensors:
(A) Acetylcholine (ACh) enzyme sensor based on Choline oxidase ( ChOx) oxidation of ACh[74] ; ( B)
Dopamine aptamer sensors based on aptamer specific binding to dopamine molecules[74] ; (C) fluorescent probe
sensor for glutamate based on protein structure change[82]

COOH鄄MWCNTs)、金纳米颗粒和壳聚糖的电极。 实验发现这种电极可在 5 ~ 500 mmol / L 范围内测定谷

氨酸的浓度,LOD 可达到 1. 6 mmol / L[76]。 多种基于胆碱氧化酶、胆碱酯酶的乙酰胆碱生物传感器也可

用于快速测定乙酰胆碱的浓度[77],这种传感器常将酶固定在各种膜层材料或固相表面上,采用计时电

流法测定乙酰胆碱的浓度。 另一种胆碱和乙酰胆碱的酶传感器采用了碳纤维表面电聚合的聚邻苯二胺

膜层[78],同时在膜层固定乙酰胆碱酯酶和胆碱氧化酶,随后沉积的是 CNT 和萘酚膜。 这种计时电流法

传感器可检测胆碱和乙酰胆碱的浓度,LOD 可达 45 nmol / L。 为了提高传感器的灵敏度,酶传感器需要

达到近似于单分子层的覆盖条件[79]。 降低膜层的厚度可有效地提高酶传感器的时间精度,因为这种结

构可有效地降低检测对象分子扩散到达酶层的时间。 这项研究中,纳米薄层石墨烯修饰的碳纤维电极

表面以摩尔比 1颐 10 固定了胆碱酯酶和胆碱氧化酶,这样可达到最佳的酶反应效率。 计时电流法可在

10 滋mol / L ~ 4 mmol / L 范围内线性检测乙酰胆碱浓度,LOD 为 10 滋mol / L。 另一种基于 14 ~ 70 nm 微管

结构的乙酰胆碱传感器,可采用计时电流法测定 250 滋mol / L ~ 6 mmol / L 的乙酰胆碱浓度[80],其 LOD 为

205 滋mol / L。
尽管循环伏安法已被成功用于各种在体和离体的多巴胺浓度测定,也有研究通过在碳纤维电极表

面交联固定的酪氨酸酶开发针对多巴胺检测的酶传感器[81]。 在反应中,酪氨酸酶可催化多巴胺和 o鄄多
巴醌的转化,从而实现电流法测定多巴胺浓度, 在 10 nmol / L ~ 220 mmol / L 浓度范围内线性关系良好,
LOD 为 1 nmol / L。
3. 3摇 在体分子遗传荧光探针

光学成像神经递质检测技术是一种可通过检测递质与荧光探针结合发光强弱变化测定分子浓度的

方法[82],图 2C 显示了一种谷氨酸荧光探针的原理[82]。 与微透析、电流记录、电化学检测技术相比,这
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是一种相对无创且高通量的检测方式。 为了通过光学成像方法检测某种神经递质分子的动态变化,这
种检测荧光蛋白需要满足以下条件:必须直接、特异地与目标分子发生结合,并导致蛋白构型的改变;
荧光强度必须随着这种蛋白构型的改变而发生变化。

目前,已开发的具有一定代表性的递质分子荧光探针已可在多种性能方面实现相对较好的递质浓

度检测,如 酌鄄氨基丁酸荧光探针传感器。 酌鄄氨基丁酸鄄Snifit 的 Kd = 100 滋mol / L,荧光强度变化(驻F / F0)
可达到 0. 5,时间常数 Ton =1. 5 s,Toff = 2. 8 s[83]; 谷氨酸荧光探针传感器 iGluSnFR 的Kd = 4. 9 滋mol / L,
荧光强度变化可达到 1. 03,时间常数为 92 ms[8]; 多巴胺荧光探针传感器 D2鄄CNiFER 的 Kd =
2. 5 nmol / L, 荧光强度变化可达到 0. 57,时间常数小于 7 s[84]; 乙酰胆碱荧光探针传感器 GACh 的 Kd =
0. 78 滋mol / L,荧光强度变化可达到 0. 9,时间常数为 280 ms[85]; 去甲肾上腺素荧光探针传感器 a2AAR鄄
cam 的 Kd =17 nmol / L,荧光强度变化可达到-0. 05,时间常数为 40 ms[86]。

总之,尽管很多种神经递质荧光探针仍然在信噪比和时间精度方面仍有一定局限性,但这些可通过

遗传操作表达的神经递质传感器可提供较好的分子选择性、空间精度和细胞特异性,而对于在体研究,
这些属性均具有重要作用。
3. 4摇 微流控器件

微流控器件在充分发挥电极材料优势并可重复生产等方面具有独特的优势,因此在近年受到越来

越多的重视。 NO 在调控突触传递方面发挥着重要作用,通过在金 /氧化铟锡电极表面沉积一层催化

NO 转化成 N2 的铁氰化物镀层作为工作电极而构建的微流控装置,可用于测定 NO 的浓度,进一步通过

透气膜层增加传感器对 NO 的选择性,这种传感器对 NO 的 LOD 可达到 1 nmol / L[87]。 在中枢神经系统

中抗坏血酸可有效地对抗谷氨酸诱导的神经毒性作用,并且星型胶质细胞可通过抗坏血酸和谷氨酸分

子的胞内外跨膜交换而实现降低胞外谷氨酸浓度[88,89]。 针对在体抗坏血酸浓度的检测,一种单通道的

微流控期间可达到很好的检测效果[90]。 这种方法采用了氧化铟锡玻璃上修饰 CNT 的方式制备工作电

极,从而促进抗坏血酸在电极表面的氧化。 通过这种技术观察到,在脑缺血的过程中, 抗坏血酸浓度的

逐渐降低; 而在脑缺血再灌注过程中, 抗坏血酸浓度明显升高。 另外,由于 Mg2+可通过阻断钙通道的

方式对 NMDA 受体发挥重要的调控作用[91 ~ 93],针对抗坏血酸和 Mg2+实现同步检测的新型微流控器件

技术可能在谷氨酸能传导的研究中发挥起到重要作用。
通过光蚀刻技术制备的微流控芯片通常具有灵敏度高、快速响应、检测限低且线性检测范围较好的

优势, 可应用于生物传感器[73]。 如一种基于计时电流法的双电极微流控芯片, 采用在芯片上固定乙酰

胆碱酯酶和胆碱氧化酶的方式检测乙酰胆碱的浓度, 在优化的基底材料上分别固定这两种酶, 制成的

传感器可提供更宽的动态区间,更低的检测限及优良的稳定性和可重复性,因此可提高乙酰胆碱传感器

的检测效率[94]。
3. 5摇 场效应管传感器

由于神经递质的释放通常发生在毫秒量级,基于场效应管的快速生物传感器可在研究中起到独特

的重要作用,因而这些场效应管传感器在生物传感器领域也逐渐引起关注,如一种 SWCNT 场效应管传

感器采用了表达 m 型乙酰胆碱受体的大肠杆菌修饰,这样可提高乙酰胆碱检测的灵敏性和选择性。 这

种传感器对乙酰胆碱的 LOD 可达到 100 pmol / L[95]。
另外一项研究中,使用多晶硅线场效应管制成的多巴胺传感器,可在 fmol / L 级别检测多巴胺的浓

度,并且这种传感器的制备可通过现有的商用半导体制造技术实现,因此可能迅速实现稳定生产[96]。

4摇 神经递质检测的电极材料

很多种新型电极材料已被用于制作检测神经递质的生物传感器,不同材料在各种递质的检测中发

挥各自的独特作用。 其中,金属纳米结构材料可通过模仿酶活性中心的方式, 实现递质的无酶检测,而
核酸适体材料则可通过测定构像改变后氧化还原电流的变化或电极阻抗变化的方式实现递质的无酶检

测。 这些不依赖电极表面固定酶的生物传感器材料既可解决酶作为蛋白质可能变性失活的问题,又可

大幅度降低传感器的制作成本,从而方便技术的推广应用。 但体外传感器技术取得的检测效果在转移
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到体内应用时都面临多种问题,如电极表面的细胞和蛋白质生物污损更加复杂多样等。
4. 1摇 碳纳米管和石墨烯

采用在电极表面镀导电膜层的方式可一定程度上改进对多巴胺的检测性能[97]。 例如,带正电的多

巴胺分子和带负电的卟啉修饰石墨烯电极间可通过分子间芳环作用和静电力加速电子转移,图 3A 展

示了石墨烯分子的常见结构形态。 相比之下,带负电的干扰分子(如抗坏血酸和尿酸分子)可被带负电

的卟啉电极表面抑制,这种电极对多巴胺的检测 LOD 可达到 10 nmol / L。 Prasad 等[98]以整合了 CNT 的

聚合材料网络构成中的肾上腺素分子作为模板分子,在石墨电极表面使用这种复合材料制成分子印迹

传感器电极,采用差分脉冲阳极溶出伏安法(Differential pulse anodic stripping voltammetry, DPASV)测定

肾上腺素的浓度,线性范围在 0. 5 ~ 32 nmol / L 之间, LOD 可达到 10. 9 nmol / L。
在血清素检测方面, 碳纳米材料也有多种应用。 例如, Sun 等[99]采用 CNT 和离子液体的复合电极

材料,可同时检测血清中的血清素和多巴胺的浓度,血清素的 LOD 可低至 8 nmol / L。 然而, 由于多种

生物组织液中都普遍存在尿酸, 而尿酸在这种电极上的干扰信号可达到 10 倍以上,因此限制了其应

用。 Han 等[100] 在卟啉修饰的玻碳电极上采用还原的氧化石墨烯材料检测血清素, LOD 可低至

4. 9 nmol / L。 但由于缺乏实际样品的测试,尚不确定该电极是否可能用于临床样本检测。 由于低阻抗

和大的反应面积, 碳纳米管在多种递质的检测中均已展现出一定优势,图 3B 展示了一种 MWCNT 修饰

的电极可实现的大比表面积多孔三维结构[101]。 Goyal 等[102] 采用 MWCNT 修饰电极,基于方波脉冲法

测定了吸烟人群血液中的肾上腺素,相较于未修饰的电极, MWCNT 修饰电极可对肾上腺素氧化发挥催

化活性, 进而升高电流并降低氧化电位, LOD 可达到 0. 15nmol / L。
Xiang 等[103]基于在碳纤维表面垂直排布的 CNT 阵列检测了大鼠脑中抗坏血酸的浓度; 并通过在

这些 CNT 阵列表面沉积铂层的方法,制备了可检测脑缺血 /再灌注过程中氧气浓度变化的传感器[104]。
4. 2摇 金属纳米镀层和纳米颗粒

大量研究证明, 在电极表面合成和沉积金属纳米材料是一种相对简单的提高生物传感器性能的方

式[105,106]。 垂直排列的镍纳米线和镀铂镍纳米线修饰的电极可在不依赖酶的条件下实现谷氨酸浓度的

电化学检测。 这些检测电极总体检测较灵敏并且比酶电极成本低,利于推广(图 3C) [107]。 研究表明,
这种材料制成的电极可检测浓度低于 8 mmol / L 的谷氨酸,而镍纳米线和镀铂镍纳米线修饰电极的 LOD
可分别达到 68 和 83 滋mol / L[108]。

A

0.5 滋m

B DC

1 滋m 20 nm1 mm5 mm

图 3摇 典型传感器材料的微观结构示例:(A)石墨烯的透射电子显微镜图像(SEM) [97] ; (B)聚 3,4鄄乙烯

二氧噻吩)鄄碳纳米管的 SEM 图像[101] ; (C)镀铂镍纳米线阵列的扫描电子显微镜图像(TEM) [107] ; (D)
金纳米颗粒的 TEM 图像[76]

Fig. 3 摇 Structure example of electrode materials for neurotransmitter sensors: ( A) Transmission electron
microscope (TEM) image of graphene[97] ; (B) SEM image of poly(3,4鄄ethylenedioxythiophene (PEDOT)鄄
CNTs[101] ; (C) Scanning electron microscope (SEM) image of Pt coated Ni nanowire arrays[107] ; (D) TEM
image of gold nanoparticles[76]

另一种方式是基于仿生的原理, 通过金属材料实现类似酶催化作用的电极材料[109],因为多种酶的

催化中心都通过不同的金属离子实现催化作用,如使用铜离子复合物和银纳米颗粒修饰的玻碳电极可

制备多巴胺传感器。 这种铜离子复合物材料可模仿酪氨酸酶的循环催化作用,特别是用双氧水预处理
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电极的条件下可提高多巴胺检测的峰电流值,从而提高检测性能。 另外,金属纳米颗粒在递质传感器中

也有重要的应用,图 3D 展示了一种金纳米颗粒的结构特点[76], 这种纳米颗粒制成都的复合材料可有

效检测谷氨酸浓度。 研究发现,银纳米颗粒对多巴胺的电催化效果远强于未修饰的普通金属电极。 而

通过在玻碳电极表面修饰氧化镍纳米颗粒和 CNT 材料, 并采用针对肾上腺素的双十六烷基磷酸盐膜

覆盖的方式制备的传感器也可通过差分脉冲伏安法测定肾上腺素的浓度[110],检测范围为 0. 3 ~
9. 5 滋mol / L, LOD 可达到 82 nmol / L。
4. 3摇 核酸适体

如图 2B 所示,除了使用酶检测神经递质的方法,也可用通过检测核酸适体的构像改变方式实现递

质分子的检测[12,111]。 即如图中展示的多巴胺核酸适体传感器[75]。 针对各种神经递质分子的核酸适体

均可通过指数富集的配体系统进化(Systematic evolution of ligands by exponential Enrichment,SELEX)过
程筛选出来[112],为传感器的开发提供了便利条件。 人工合成的适体分子易于化学修饰,从而提高选择

性、响应时间和稳定性等多种性质[113, 114]。 通过适体 5'端的巯基结合到金电极上,且在 3'端结合亚甲基

蓝的方式,适体可在目标分子存在的时候改变构像从而拉近亚甲基蓝分子和电极的距离,检测电流变化

即可测定目标分子浓度[115],图中 ET 表示电子传递(Electron transfer)。 此技术响应时间为 45 ~ 100 s,
亲和力可达微摩尔级, 并且可实现生理浓度下的分子检测,而且该技术也被证实可在体检测 4. 5 h 以

上。
Farjami 等[116]通过计时电流法测定带负电的核酸适体和带正电的半胱氨酸修饰电极之间的相互作

用,实现多巴胺浓度的测定,检测范围为 100 nmol / L ~ 5 mmol / L,采用电极表面镀萘酚膜的方式,抗坏血

酸和尿酸的干扰均可基本排除。 通过调控适体与电极表面结合的静电力[74],还可进一步提高多巴胺分

子的亲和力,在最佳状态下, 适体解离常数可达到(0. 12依0. 01 )mmol / L。
然而, 核酸适体传感器也面临一些挑战,由于缺乏稳定的电极表面膜层, 可通过限制扩散而筛选

带电大分子,这类电极通常不能用于测定大分子浓度。 但这些传感器通常都可以测定药用小分子在特

定组织内的浓度。 这些核酸适体有时会与不同的待测药物分子反应,但对于药用分子浓度测定而言,
这些限制通常不是决定性因素,因为在一般情况下, 这种药物分子在体内不存在结构过度类似的分子,
但这些传感器测定神经系统内源性生物标记物分子可能会遇到困难,因为在组织内部这些分子的代谢

过程中常有结构近似的分子,可能需要通过更多轮次的 SELEX 正向 /负向选择, 提高适体的特异性。
另外,核酸适体等具备传感功能的分子,由于其结构基础与生物体本身的遗传物质 DNA 相同,可能受到

体内核酸内切酶等多种酶的催化降解作用。

5摇 神经递质检测技术的局限与展望

目前,递质检测技术受到了越来越多的重视,特别是与电生理和光遗传等技术联用的可能性吸引了

神经科学和工程材料领域的共同关注。 目前,基于导电聚合物和 CNT 等修饰材料的电极已被成功用于

在体电生理研究[9,108,117 ~ 120],神经电极修饰的 COOH鄄CNT 一方面可用于共价连接特定的修饰分子(如
酶分子),从而实现在体传感器的制备,也可用于快速循环伏安法测定多巴胺等递质[121]; 另一方面,一
些柔性神经电极材料也引起越来越多的关注[122],而这些电极的聚合物导电尖端或者绝缘层也可能与

在体电化学传感器联用,实现慢性植入下生物相容性更好的电化学检测。 一些新型的神经界面电极材

料(如碳纳米管束电极等)也可实现在体的分子检测[123,124]。
然而,电生理和电化学检测技术由于互相之间的电流渗漏而难以直接在系统中整合联用,而开发异

步分时采集电化学和电生理信号的技术相对易于实现[66]。 一些实验已证实,可在黑质中进行电生理记

录, 并在新纹状体中采用电化学方法检测下游的多巴胺浓度[125]。 也有一些研究尝试采用同一个电极

阵列上不同位点分别采集电生理信号和电化学信号的方法,当记录位点距离为 200 滋m 时,计时电流法

对场电位和单神经元活动的影响较小[126]。
一些电化学修饰材料除了可降低神经电极的阻抗,也可用于精准控制药物释放[127],这项技术可与

电化学传感器联用, 而实现对某种或某些神经递质的闭环调控。 这种对神经递质闭环调控的概念逐渐
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受到研究者的重视[128]。
另一方面,光遗传技术在神经科学中的应用日趋广泛,如本能恐惧行为的皮层下通路[129, 130] 与癫

痫[131]、老年痴呆[132]等疾病的研究。 目前,FSCV 技术与光遗传技术的结合已在社交孤立模型的环路机

制研究等方面取得了一些重要进展[133]。 但光遗传技术与在体传感器的结合仍处于应用早期,有广阔

的发展空间[134]。 由于光遗传技术使用的光纤也可用于在体荧光测定递质浓度,两者的结合可能为局

部环路的闭环递质浓度检测与调控技术提供新的解决方案。 另外,由于光遗传技术本身并不受电流的

影响,因此光遗传学调控神经元活动可与电化学递质浓度检测结合起来,从而避免电生理方法等与电化

学联用检测递质浓度过程中存在的各种障碍。
尽管面临诸多机遇,但由于大脑的复杂性,在不破坏整体组织完整性的前提下检测某种特定递质浓

度,仍要面对多种干扰物分子同时游离在检测电极周围的复杂情况,因而在体传感器也面临着许多挑

战:(1)电极尺寸需足够小,从而能在尽可能不破坏大脑本身组织结构的情况下测定递质浓度,而小电

极尺寸也为具有更高空间精度的递质检测提供了可能; (2)在体递质传感器必须满足快速响应和灵敏

度高等特征,因而目前的各种技术均面临一定挑战,而高性能传感器中,有的器件结构复杂、精密度高,
会影响成品的优良率,且会提升在体应用中丧失功能的风险; (3)高选择性对分析技术十分重要,但是

体内分子种类复杂多样,因此生物传感器检测信号的解读需格外慎重,多种在体检测信号的联用和交叉

检查可能提供更具参考性的信息,但可能显著增加难度和开发周期; (4) 某些用于修饰的纳米材料等

对生物组织有潜在毒性,需谨慎考虑并测定这些因素的影响程度,特别是对潜在的在体应用; (5)蛋白

质和细胞组织在电极表面的贴附会导致电极的生物污损或生物毒性效应,特别是利用多肽和核酸适体

等分子的电极材料需慎重考虑内源性酶对这些分子的潜在降解,及其对传感器在体寿命的影响。
通过递质传感器技术的改进、与其它神经技术的联用以及针对在体环境设计与测试等方面的方法

学推进,递质检测技术有望在阐明神经系统中各种疾病发生的机制和提供针对性治疗方案等方面发挥

更重要的作用。
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Abstract摇 Neurotransmitters are critical molecules for nervous system to transmit and modulate information
between neurons and other cell types such as glia cells. Measurement of neurotransmitter concentration in vivo
can develop and verify numerous novel biomarkers for identifying neurological disorders such as Parkinson's
disease, Alzheimer's disease, post鄄traumatic stress disorder, epilepsy and schizophrenia etc. Meanwhile, in
vivo biosensors for neurotransmitters can facilitate neuroscience research in many aspects, such as
understanding the basis of cognition, reward, addiction, aversion, learning and memory, as well as the
circuitry mechanisms of various neurological disorders. Whilst the in vitro application of neurotransmitter
sensors has improved greatly with the advancement of nano materials, microfluidic devices, multielectrode
arrays, and many other techniques, in vivo biosensors have not seen many applications in neuroscience field.
This review focuses on recent advancement in biosensing techniques for in vitro and in vivo applications. Some
techniques use the potential to improve the detection sensitivity and precision of many diseases, and others
may be combined with in vivo electrophysiology, optogenetics for improving neural circuitry research. This
review also emphasizes novel materials as components of sensors, such as carbon nanomaterials, conducting
polymers, aptamers and metal nano鄄particles.
Keywords摇 Neurotransmitters; Biosensors; Nanomaterials; Imaging; Disease diagnosis; Review
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