
新一代基于G蛋白偶联受体构建的高灵敏红色和绿色
荧光多巴胺探针
周小娟, 李莹*

北京脑科学与类脑研究所, 北京 102206
* 联系人, E-mail: liying@cibr.ac.cn

A new generation of highly sensitive green and red GRABDA sensors
Xiaojuan Zhou & Ying Li*

Chinese Institute for Brain Research, Beijing 102206, China
* Corresponding author, E-mail: liying@cibr.ac.cn

doi: 10.1360/TB-2023-1311

多巴胺(dopamine, DA)是哺乳动物神经系统中最重要的

神经递质之一. 从运动控制到学习动机, DA几乎直接或间接

参与中枢神经系统中所有生理过程[1]. 除了具有神经递质的

作用外, DA还是其他儿茶酚胺如去甲肾上腺素和肾上腺素

的前体, 参与体内稳态的维持[2]. DA失调可能导致许多精神

疾病, 如抑郁症、精神分裂症和帕金森氏症等[3]. 因此, 在分

子、细胞、环路等层面精确地检测DA如何参与并调节正常

生理和病理过程, 对更深入地了解疾病的发病机制和临床药

物的开发具有重要意义.
DA是由多巴胺能神经元产生和释放的, 这些神经元主

要分布在黑质致密部(substantia nigra pars compacta, SNc)和
腹侧被盖区(ventral tegmental area, VTA)[4]. 多巴胺能神经元

轴突末梢投射到整个中枢神经系统并具有高度空间异质

性[5]. 正因如此, DA释放模式呈现高度的时空差异性和复杂

性, 使得精确检测其释放的难度大大增加. 长久以来, 研究者

开发了一系列检测DA的方法, 如微透析法[6]
、电化学法[7]和

荧光成像法[8~13]. 其中, 近期逐步发展起来的可遗传编码的

荧光探针成像法, 尤其是基于G蛋白偶联受体(G protein
coupled receptor, GPCR)构建的DA荧光探针(GRABDA和

dLight等)表现出较高的灵敏度、分子特异性和时空分辨

率[10~13]. 大部分神经递质都有相应的GPCR作为受体. 基于已

解析的DA相应的GPCR受体晶体结构, 结构生物学家发现

DA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[14~17]. 因此, 通过将构象变化敏感的循环重排绿色

荧光蛋白(circularly permutated enhanced green fluorescent
protein, cpEGFP)或红色荧光蛋白(circular-permutated mAp-
ple, cpmApple)插入到人源多巴胺受体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, DA
与GPCR的结合会引起后者构象的改变, 而这种变化又引起

cpEGFP或cpmApple发生构象变化, 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(图1). 这些可遗传

编码的DA荧光探针, 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脑域, 为研究内源DA的释放提供

了强有力的工具.
早期一代GRABDA以及dLight系列的DA荧光探针在果

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DA的释放, 扩展了人们对奖励、强化学习和运动

功能中DA释放的时空动力学的了解[10,19], 这些研究主要在

接受多巴胺能神经元密集投射的背侧纹状体(dorsal striatum)
和伏隔核(nucleus accumbens, NAc)开展. 然而, 由于灵敏度的

限制, 这些探针难以追踪体内多巴胺能神经元投射相对稀疏

的脑区内DA水平的“微小”变化, 如内侧前额叶皮层(medial
prefrontal cortex, mPFC)和杏仁核(amygdala)[5]. 因此, 开发能

实现更高时空精度DA成像的、具有更高灵敏度和信噪比的

DA荧光探针, 对人们理解DA在整个大脑中活动的时空动态

十分必要. 此外, 多巴胺能信号往往与神经元活动或其他神

经调质(neuromodulator)共同作用进而调控生理过程. 为了了

解多巴胺能信号与神经元活动或其他神经调质之间的相互

影响, 高灵敏度测量DA的同时, 往往需要同步记录神经元钙

信号或其他神经调质信号. 因此, 开发光谱上不重叠的探针

十分必要. 与绿色荧光探针相比, 先前开发的红移DA探针的

性能还有待提高. 为了解决这些问题, 近期李毓龙团队[18]通

过理性设计和高通量筛选, 开发了具有极高灵敏度、信噪比

和更宽浓度检测范围的新一代系列红绿荧光GRABDA探针,
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该成果发表于Nature Methods杂志.
研究人员使用来自多个物种的各种DA受体亚型

(GPCRs)作为探针的骨架, 使用现有gDA2m、dLight1.3和
rDA1m等荧光探针的ICL3取代受体的ICL3. 首先, 通过对插

入位点、连接肽段等一系列条件的优化, 筛选得到了6个表

现大幅提升的DA探针, 包括绿色gDA3m探针(基于人源D1R)
和gDA3h探针(基于牛源D1R)、红色rDA2m和rDA2h探针(基
于红火蚁D2R), 以及红色rDA3m和rDA3h探针(基于人源

D1R). 然后, 通过一系列的实验验证了这些探针保持了各自

亲本受体的药理特异性, 且具有亚秒级动力学, 并且不会偶

联GPCR下游信号通路. 这些探针与之前的GRABDA和dLight
探针相比, 整体表现出更高的荧光强度、信噪比和分子特异

性. 研究者又利用双光子成像, 在急性脑切片中, 通过检测

NAc、纹状体和SNc内源DA动态, 评估gDA3m和rDA3m探

针的灵敏度和动力学. 和体外细胞中的结果一致, 与之前的

DA探针相比, gDA3m和rDA3m探针对DA灵敏度和响应能力

均显著提高.
为了进一步探索新一代DA探针在体内是否也有更高的

灵敏度和分子特异性. 研究者检测了小鼠在接受饮水奖励时

NAc中的DA动态 , 发现与之前的gDA2m、 rDA1m和

RdLight1探针相比, 新一代gDA3m和rDA3m探针的荧光反应

和信噪比均显著增加, 并可以有效区分奖励大小的变化. 在

此基础上, 研究者进一步探索灵敏度更高的新一代DA探针

能否记录多巴胺神经元投射稀疏的脑区DA的释放. 光遗传

激活VTA神经元 , 通过光纤记录的方法检测到gDA3h、
rDA2m和rDA3m探针荧光在mPFC和中央杏仁核具有稳健

的、瞬时的和激活强度依赖的增加. 在同时接受多巴胺能和

去甲肾上腺素能神经支配的mPFC检测新一代DA探针对DA
和去甲肾上腺素选择性, 发现rDA3m和gDA3h在生理相关浓

度下对DA表现出良好的选择性. 此外, 使用头部固定双光子

成像, 在M1/M2运动皮层监测到gDA3h和gDA3m探针荧光强

度随着强迫跑步和尾部电击的开始增加, 且表现出行为特异

的空间特征.而之前的dLight1.3b探针的灵敏度不足以报告这

些轻微的DA变化.
最后, 研究者利用红色DA探针与其他绿色荧光探针的

光谱兼容性, 使用光纤记录的方法, 在多个脑区多种行为过

程中对DA和其他神经化学物质的进行体内双色成像. 研究

者成功在NAc同时监测rDA3m和G-Flamp1(环磷酸腺苷

cAMP的绿色荧光探针)两种探针在雄性小鼠交配过程的信

号变化, 并发现DA信号与细胞内cAMP水平密切相关. 在小

鼠基底外侧杏仁核(basolateral amygdala, BLA)同时监测

rDA2m和eCB2.0(内源大麻素的绿色荧光探针)两种探针在施

加轻度足部电击时的信号变化, 并发现rDA2m和eCB2.0荧光

在足部电击时具有可重复的、时间锁定的短暂快速增加. 此

外, 还在小鼠NAc和mPFC中同时监测rDA3m和ACh3.0(乙酰

胆碱的绿色荧光探针)两种探针在听觉巴甫洛夫条件反射任

务中的信号变化, 揭示了DA和ACh释放在强化学习过程中的

动态关系.
该研究首先利用多种DA受体亚型开发了一系列具有高

灵敏度、选择性和信噪比, 具有亚秒级响应动力学的绿色和

红色的GRABDA荧光探针. 然后通过一系列在体实验证实这

些探针能够检测多个脑区不同水平的DA释放, 揭示了DA释

放时的高度时空异质性. 优化的红色GRABDA荧光探针能够

与其他的荧光探针(如cAMP、eCB和ACh等探针)同时使用,
促进人们更好地理解大脑生理过程中的复杂性. 研究者建议

使用者在选择DA荧光探针时, 需要根据自身实验需求综合

考虑探针的亲和力、动力学和光谱特性. 尽管研究者提到,
这些探针在体内对DA/NE有较高的选择性, 但这个选择性可

能在不同的行为环境中有所不同. 鉴于DA和NE在许多区域

共存, 开发具有不重叠的DA和NE特异性的下一代GRABDA

探针至关重要. 大脑内复杂的生理过程通常由多种神经调

质和不同神经元活动共同调控, 开发红绿之外的其他光谱

的下一代GRABDA探针, 有助于实现同时检测DA和多种其他

内源神经递质/神经活动的动态变化. 总之, 这些新一代

GRABDA探针将成为各种生理和病理条件下成像DA活动的

强大工具.

图 1 (网络版彩色)基于GPCR的DA荧光探针的设计原理和发展史
Figure 1 (Color online) The GPCR-based fluorescent dopamine sensor design principle and development history
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