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摘要    目前，实现对细胞神经递质释放过程的高时空分辨实时监测，仍存在诸多挑战。近

些年来，通过发展不同的电化学检测技术实现了对细胞胞吐（exocytosis）释放以及细胞内

部囊泡的定量化分析；一些研究使用这些技术，进行了细胞释放模式的探究。通过在电极

表面修饰小分子或者调控电极尺寸，可实现高分辨率和高灵敏度的监测。文章重点介绍了

神经递质电化学检测的机理、微米电极以及纳米电极检测技术的发展，对电化学传感与成

像技术的联用进行了评述，并对电化学传感检测技术未来发展方向进行了展望。在此基础

上，文章综合各种不同监测技术的优点，提出构建纳米电极与成像以及其他检测手段的联

用技术，以大幅提高纳米电极在神经递质检测方面的能力。
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胞吐（exocytosis）是神经细胞之间信息交流的基本方式，作为生物体内一项非常重

要的生物进程，胞吐以及它的分子机制引起人们广泛的关注。细胞通过胞吐释放直径 50—

1 000 nm 的囊泡到环境中，这些囊泡中的物质组成以及他们的释放动力学主要取决于细胞的

种类和活性状态，这也就导致了细胞内部的囊泡在不同时间段、通过不同检测方式所得到

的结果在性质以及数量上存在很大的差异和不均匀性[1-4]。囊泡膜是由磷脂层构成的复杂结

构，其中包含一些跨膜蛋白和来自于细胞膜表面的亲水化合物，其非正常释放会影响相邻

受体细胞的正常生理机能[5]。

磷脂与不同的蛋白、信号复合物发生作用，调节囊泡裂变、融合、释放位点上特异性

酶的活性以及蛋白质的运输和补充[6-9]。α- 突触核蛋白（α-synuelein）的异常聚集和基因突
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变与家族性帕金森病（PD）有密切关系。有报道指出，

α- 突触核蛋白通过调控突触末端的囊泡储存池来控制囊

泡运输动力学，从而控制在神经递质释放期间停靠在细

胞膜表面的囊泡数量[10,11]，而 β- 淀粉样蛋白也会对阿尔

茨海默病（AD）的发病存在类似的影响。这些蛋白通常

会处于神经细胞末端，在神经递质释放中所发挥的作用

尚不明确。但有些研究表明，在神经细胞或者嗜铬细胞

中，这些蛋白的表达量提高会导致囊泡融合孔扩大从而

加速囊泡的释放，降低胞吐释放事件的数目[12]。tau 蛋白

在病理状态下会产生累积，引起突触前端功能障碍，进

而导致肌动蛋白聚合，使得囊泡之间产生交联并抑制囊

泡在细胞膜上面的停靠，导致细胞无法正常胞吐释放以

及疾病发生[13-16]。

综上所述，能够及时、准确、快速地对胞内囊泡及

其释放情况进行检测，是近些年来神经科学领域面临的

一个非常重大的问题。电化学技术由于其快速便捷的特

点，可以实现对生物系统中快速胞吐释放过程的实时定

量分析[17,18]，大幅度提高疾病早期检测的能力，其中微

电极电化学能够在实现单细胞监测的基础上提升检测的

灵敏度、特异性以及抗干扰能力。但是，由于胞吐囊泡

通常比较小（直径一般为 30—100 nm）且聚集状态不固

定，亟需一种更高分辨率的技术来优化检测效率与分辨

率之间的关系。在这方面，纳米电化学技术的出现为纳

米尺度囊泡的传感检测带来了新机遇，纳米电化学技术

与生物传感技术的有机结合，可以在深入研究纳米尺度

囊泡碰撞作用机制的基础上，针对生物传感领域面临的

挑战性问题，达到单囊泡、单分子水平的分析，实现高

灵敏度、高特异性以及高时空分辨率的检测。

1 微电极监测机理

信息以极快的速度通过神经突触进行传输[19]，大多

数突触的传递时间虽然只有几毫秒，但是这个速度对于

大脑的整体运作至关重要。当动作电位沿轴突末梢传导

时，它会使神经末梢去极化并打开突触前膜的 Ca2+ 通

道，Ca2+ 内流后 1 ms 内触发神经递质释放。

突触前端的神经递质释放是膜介导的，突触前端内

部充满囊泡，尺寸不等（30—100 nm），每个囊泡中包含

高浓度的神经递质。当 Ca2+ 诱发囊泡膜与突触前端细胞膜

的特异性区域（俗称活性区域）快速融合的同时，释放发

生（图 1）。活性区域通常位于突触后端包含神经递质受

体较为密集方位的对面区域。囊泡在整个突触前端的膜

运输循环过程包括：（1）突触前端循环囊泡形成，以及

填充神经递质（NT）；（2）囊泡运输到接近突触前端细

胞膜的位置，并在此聚集等待胞吐发生；（3）在囊泡膜

上的蛋白以及细胞膜活性区域蛋白的共同作用下，囊泡

停靠并被控制在释放活性区域；（4）囊泡处于待融合阶

段；（5）Ca2+ 引发融合孔打开，神经递质释放。胞吐过

程中，囊泡存在不同的释放方式，包括：囊泡完全与细胞

膜融合的全释放模式，融合孔闪烁开关导致的“kiss and 

stay”（部分融合且停留）模式，以及依赖于网格蛋白的

图 1    突触部位囊泡释放以及循环图 [25,36]

（a）囊泡从突触前端运输至突触间隙产生释放的过程；（b）神经细胞突触间隙中胞吐释放的神经递质分子数统计结果
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“kiss and run”（部分融合即离开）模式[20-25]。

神经递质释放过程包含了复杂的物理化学过程[26-28]，

亦有不同检测方法。本文针对不同的胞吐释放模式，以碳

纤维纳米电极对细胞胞吐的实时监测为例进行介绍。理想

状态下，外界对单细胞某个部位施加刺激，使细胞表面活

性区域的囊泡发生释放，囊泡中的分子碰撞到位于细胞表

面的电极界面，在一定氧化电压的作用下失去电子发生氧

化。同时，电化学设备将这种失电子行为转化为电信号输

出。在细胞内部的监测中，电极表面存在一些羧基官能

团，由于静电吸引作用，这些羧基官能团容易与亲水性的

囊泡发生碰撞，导致囊泡破裂同时释放出其内部的分子，

而这些分子在电极表面发生氧化[29-31]。

因此，碳纤维纳米电极在纳米囊泡监测方面的应

用，不仅克服了电极与细胞内蛋白之间的非特异性吸

附，同时也提高了检测的分辨率和灵敏度。神经细胞内

部囊泡中包含各种不同类型的神经递质，包括多巴胺、

羟色胺、肾上腺素、去肾上腺素等，嗜铬细胞中囊泡主

要包含多巴胺，而巨噬细胞中则包含一些活性氧以及活

性氮成分[32]，这些分子都很容易发生氧化。在监测过程

中，只有超过监测对象的氧化电压才能将其氧化，并产

生电化学信号。通过调整电极所加电压或者细胞类型来

控制可检测的分子种类，通过在电极表面修饰特定分子

增加电极与待测对象之间的相互作用力[33-38]，均可使检测

具有更高的灵敏度、特异性以及更低的检测限。

影响胞吐释放的因素也是多种多样的，研究人员通

常对细胞作一系列处理来控制细胞释放分子的数量或释

放事件的多少。比如：利血平可以使囊泡释放分子数减

小[39]；L-DOPA作为多巴胺的前体，可以增加释放的分子

数；顺铂在不同浓度下对细胞释放的影响有显著差别，

高浓度抑制，低浓度促进，这可能与细胞内的某种蛋白

作用有关[40]；锌离子不会改变释放分子数，但是它会使融

合孔减小，改变释放动力学的速度，并引起更高的释放比

例[41]。单个囊泡的电化学信号非常微弱，在皮安（pA）级

别，很容易导致信号湮没，因此在监测过程中合理选用处

理细胞的方法对于细胞实时监测来说同样重要。

2 基于高时空分辨率的囊泡检测方法

关于细胞的实时监测，现在最普遍的方法是成像，

但是成像方法虽然比较直观，也存在诸多挑战[42-47]，例

如：细胞胞吐释放神经递质的实时监测，成像技术在时

间以及空间分辨率上还存在一定的局限性[48]。对于单细

胞而言，特别是在神经科学中神经递质的释放研究中，

微电极的应用已经相对成熟。微电极相对于宏观尺寸电

极而言具有更小的尖端尺寸以及更高的灵敏度，非常适

合单细胞研究，现在已经成功应用于检测蛋白[49]、小分

子[50]以及一些离子[41]和病毒等[51-54]。Wightman 等最先开

展通过电化学方式进行细胞胞吐的实时监测工作，通过

制备直径为 2 μm 的碳纤维微米电极，监测嗜铬细胞表面

若干个微米区域的胞吐释放情况[55-58]。后来，越来越多的

研究者针对不同种类的细胞以及人工制备的囊泡进行检

测并加以分析。近些年随着囊泡检测工作的不断进行，

检测对象也在发生变化，从最初的单细胞到单囊泡以及

单分子[59-63]。与此同时，检测方式也在发生变化，逐渐影

响了检测的分辨率以及灵敏度[41,64-66]。

2.1 微米电极

微米电极尺寸在微米级别，尖端足够覆盖整个细

胞体，具有高的信噪比，可以测量非常小的电流强度并

保证监测的效率。在细胞以及活体检测中所用的微米电

极主要有金属电极和碳纤维电极两种，其中碳纤维微米

电极是微电极中非常重要的一个组成部分，自从应用以

来，微电极伏安法就被认为是研究大脑中神经递质传递

的一项不可或缺的技术，一直在生物学领域发挥重要作

用（图 2）[49,50,52,53,67,68]。通过碳纤维微米电极，可以从单

细胞水平对神经递质的释放进行监测[69-75]。

通过微电极电化学检测单细胞释放事件是非常强

有力的方法，它可以实时监测分子释放过程并且提供囊

泡释放事件的动力学信息，实现在单细胞水平的定量分

析。传统微米电极使用环氧树脂封闭玻璃管尖端，然后
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用胶体石墨回填玻璃管，该方法存在 4 个缺点：（1）会

导致玻璃/碳纤维的接触面都存在环氧树脂，严重影响了

电极性能；（2）不可避免的封闭不完全甚至泄露，会

导致低信噪比、低灵敏度、低电极寿命以及液体污染；

（3）不能保证胶体石墨的填充成功率，电极制作成品率

比较低；（4）环氧树脂可以溶解在有机溶剂中，因而

不能在有机溶剂中监测或者进行特殊修饰。为了克服这

些缺点，Strein 和 Ewing[76]、Malinski 和 Taha[77]用火焰刻

蚀法制备电极。但是，电极尖端仍然存在环氧树脂，增

加了刻蚀难度并且难以调控刻蚀进程，电极表面不够平

滑。在此方法的基础上，黄卫华课题组[74]报道了一种新

的改进方式，其中没有环氧树脂对尖端的处理，通过火

焰熔融将玻璃管和碳纤维融合在一起，形成了比较高效

的封闭，这样制备的电极尖端比较平滑，具有很好的电

化学特性，电化学检测中检测灵敏度高，主要应用于监

测细胞胞吐释放神经递质以及活体研究。

细胞释放有很多种模式，要正确判断当前的模式种

类，需要分别对细胞内部囊泡以及细胞胞吐释放的囊泡

进行监测。对细胞内囊泡中分子的准确定量，最常用的

方法是将细胞裂解后进行检测[73]。细胞裂解释放和超速

离心分离出囊泡，然后通过微米电极进行电化学检测，

检测结果可以得到若干个信号峰，而其中每个峰都代表

一个囊泡的碰撞破裂后的氧化事件。很多研究都发现，

胞吐过程中，囊泡仅仅释放一部分神经递质[78]，剩余未

释放部分以另一种形式循环或者继续释放，而神经细胞

中大多为“kiss and run”模式。

微电极在活体检测中的应用已经有几十年的历史，

将碳纤维微米电极或者镀金的微电极通过显微操控技术置

于小鼠大脑中进行实验，可以在整个时间范围内进行高灵

敏检测。这种设计被广泛应用于神经生物学中，尤其是纹

状体中多巴胺的检测。最初 Adams 研究发现活体电化学分

析技术非常适用于实时监测大脑中的神经递质[71]。后来，

很多研究人员也对大脑中多种神经递质（羟色胺、多巴胺

等）进行检测并分析[68,79-85]。

图 2    微电极监测的相关应用
（a）微流控芯片监测细胞团簇受刺激后的释放 [67]；（b）镀金的碳纤维微电极检测小鼠脑中的神经递质 [68]；（c）微电极监测液滴中的电化
学活性物质 [52]；（d）微电极监测病毒颗粒 [53]；（e）微电极监测细胞内部的低拷贝数蛋白 [49]；（f）微电极监测单细胞中的葡萄糖 [50]
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2.2 纳米电极

化学突触之间信息的正常传递对于脑功能运行具有

非常重要的作用。突触是由突触前端、突触后端以及之

间的间隙（20—50 nm）组成。纳米尺度的间隙使得实时

监测细胞之间神经递质的突触释放成为巨大的挑战。在过

去很多年里，人们很少关注到电极尺寸和电极表面的几何

形状对电化学过程带来的影响，以及尺寸和检测信号之间

的直接性关系。细胞大小通常在几微米到几十微米之间，

每个细胞中包含上千个纳米级别的囊泡[2,5,86-88]，每个囊泡

中储存着大量的信息传递分子。传统的微米电极可以反

映整个细胞表面一部分区域的胞吐特性，但是并不适用

于区分每一个单独释放位点的性质[75]，也不能探测纳米

尺寸突触间隙之间神经递质释放的机理（图 3a） [89]。

纳米电极的发展为高分辨率的检测带来了机遇，很多报

道 [90-92]已经指出了小尺寸的纳米电极在神经科学以及生

命科学中的应用潜力。

胞吐实时监测过程中，纳米电极与细胞之间的距离

控制在 5 μm 以内，这样能够最小化扩散产生的影响。通

过人工模拟细胞以及囊泡[93,94]发现，细胞膜与电极之间的

距离会影响单囊泡释放的瞬时电流（图 3b）[95]。假如囊

泡尺寸比电极小且囊泡融合区域没有靠近电极表面边缘

区域，则我们假设的定量氧化行为完全有效，但是现实

监测中往往没有如此精确。监测过程中，神经递质通过

流动和扩散到达膜外区域，它们从释放位点释放并呈半

球几何形状稀释并碰撞氧化。在此过程中，大电极可以

有效封阻分子在 X 轴方向上面的传递，只能在膜和电极

之间移动，检测效率非常高[95-97]。但是，电极增加会大大

降低电极的时间和空间分辨率，以至于难以区分单一囊

泡和多个囊泡聚集体的情况。因此，选择一种与囊泡相

匹配的电极，并调控好检测效率与时空分辨率之间的关

系，在细胞监测中是重要且具有挑战性的问题。

利用碳纤维纳米电极进行实时监测可以得到囊泡中

分子的定量化信息以及动力学参数（图3c）[90,92]。一个正

常的信号峰是由峰脚、上升阶段和下降阶段组成。峰脚是

囊泡与细胞膜开始融合阶段，此时融合孔比较小，因此释

放速度比较慢；上升阶段是融合孔张开，大规模释放神经

递质并氧化的过程，初期因为囊泡中递质含量比较高，通

常上升阶段比较陡峭；下降阶段是囊泡监测后期，分子浓

度降低，氧化进程变慢，表现为比较平缓和更延展的曲线

形式，通过对信号峰进行积分以及数学运算可以得到囊泡

尺寸、包裹分子数以及分子浓度信息[89,98-100]。半峰宽为峰

高一半时候的峰宽度，表明囊泡从释放初始阶段到释放完

毕速率的大小，是释放动力学的体现，半峰宽的大小与监

图 3    纳米电极在细胞监测中的应用
（a）不同的细胞胞吐释放模式猜想 [89]；（b）模拟细胞和囊泡体系，探
索电极尺寸与信号之间的关系 [95]；（c）纳米电极监测神经细胞突触部
位胞吐释放的神经递质以及动作电位，得到其释放的定量信息以及动力
学参数 [90]；（d）微米电极与纳米电极监测细胞覆盖位点对比 [75]；（e）
纳米电极在细胞外部监测以及穿透细胞进行内部监测 [41] 
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测囊泡大小及内部包裹神经递质的量直接相关。

纳米电极研究表明，细胞表面存在活性区域和非活

性区域，而其中大部分表面都是非活性的[74,75]。同时在活

性区域还存在特殊活性位点，同一个位点可能存在多个

囊泡连续释放的情况，只有纳米电极恰好处于活性位点

位置时才能监测到信号（图 3d）。黄卫华课题组首次报

道了通过纳米电化学方法，利用纳米电极在同一释放位

点监测到多个囊泡释放出多巴胺的情况[75]，这主要归因

于纳米电极的高分辨率，可以区分多个囊泡连续释放。

后来他们又对神经细胞之间连接部位的神经递质释放进

行监测并分析[92]，得到囊泡中分子含量以及释放动力学

方面的信息。纳米电极尖端尺寸只有 100 nm 左右，既满

足了与囊泡之间的匹配性质，穿透细胞膜的同时又不会

对细胞造成伤害。因此，纳米电极在外部监测的同时，

还可以实现对细胞内部囊泡的实时监测。Majdi 等通过碳

纤维纳米电极穿透细胞膜检测了单细胞内部囊泡中的神

经递质含量[101]，并将之与外部监测对比，发现胞吐释放

的量确实少于囊泡中实际量[102]（图 3e），当然胞外扩散

也占一定的比重。相对于细胞裂解的方法，现在可以直

接在细胞环境中进行检测，这是一种更为准确和直接的

对细胞内囊泡中分子定量的手段。金属电极[51,103,104]在纳

米电极中也占了很大的比重，如施国跃等[105]用金纳米电

极（尖端尺寸 3 nm）对细胞的胞吐释放进行研究。金电

极电子传输速率快，检测灵敏度高，但是也容易吸附细

胞内部的复杂蛋白，造成污染，严重影响电极寿命。目

前，碳纤维纳米电极在单细胞乃至单囊泡检测领域仍占

有至关重要的地位。

2.3 其他联用技术

纳米电极具有很高的空间分辨率以及与胞吐释放动

力学相匹配的毫秒级别以下的时间分辨率，但是缺乏一

定的直观性（图 4a）[73]，无法准确定位细胞表面的释放

位点；微流控具有很好的控制性能，但是分辨率通常比

较低[67,106]（图 2a）；全内反射荧光显微镜（TIRFM）具

有一定的空间分辨率，借助荧光可以实现囊泡释放位点的

追踪，却缺乏探索动力学参数以及定量分析所需要的时间

分辨率，另外其他的一些细胞监测手段也同样存在优势和

局限性[107,108]。考虑到这些方法之间的互补性，如果将两

种或两种以上的技术联用，就能够更直观且高分辨率的对

胞吐事件进行监测。

 图 4    细胞内部囊泡不同检测方法联用展示
（a）碳纤维微米电极通过细胞裂解法检测完整囊泡中的分子量 [73]；
 （b）全内反射荧光显微镜（TIRFM）与微流控芯片连用监测囊泡
释放 [64]；（c）基于等离子体的电化学阻抗显微镜成像 [65]；（d）扫
描电化学显微镜成像 [66] 

微流控通量高，通过设计通道宽度，检测限可以

达到单细胞水平；而电化学检测方法灵活性强，两者与

碳纤维微电极联用，可对细胞中裂解的囊泡进行快速检

测。因为检测过程中囊泡会不断碰撞到电极表面，检测

效率高[72]。将 TIRFM 与微流控芯片以及电化学技术相结

合（图 4b）[64]，可以通过记录荧光强度来观察囊泡分泌

过程，通过对比产生的氧化电流峰的不同对整个释放事
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件定量，两者相关联能够获得具有高时空分辨率并且可

视化的表征[64]。

基于等离子体的电化学阻抗成像技术[65]，将等离子

体成像与电化学阻抗结合在一起（图 4c），能够在不需

要标记的情况下对神经细胞在刺激状态下的动作电位成

像。同时，简化了样品准备时间，并且排除在神经细胞

上面标记荧光基团对相关功能带来的不良影响，可以与

传统的膜片钳以及荧光显微镜相媲美。

扫描电化学显微镜（SECM），是一种扫描探针显

微技术 [66,109,110]，利用高分辨率的微电极作为测量工具

（图 4d），已经应用于细胞的新陈代谢、呼吸作用以及

细胞膜对化学试剂的渗透作用等研究，并且能够作用于

单个细胞。研究过程中盘状微电极放置在一个包含氧化

还原物质的溶液中，在超过其氧化电压的条件下，能够

得到典型的 S 型循环伏安曲线和稳态电流。电极位于非

常靠近样品的位置，根据样品性质的不同分为负反馈和

正反馈，得到微电流减小或增大的曲线。而反馈的程度

取决于电极与细胞之间的距离，可以同时对细胞表面的

形态以及释放的化学分子进行扫描。

综上所述，联用技术可以发挥多种不同检测手段的

优势，克服单一技术的不足，也将是未来检测发展的一

种主流趋势。

3 总结与展望

近些年来，人们已经发展了多种检测方法，包括

微流控、微米电极、纳米电极、荧光、高效液相色谱、

TIRFM、SECM 等。其中，电化学方法具有快速、便

捷、检测效率高以及灵敏度高等特点，应用最为广泛。

细胞内部囊泡尺寸非常小，随着技术的不断进步，单纯

荧光的方法已经不足以满足研究的需求，纳米电极的出

现为囊泡的高时空分辨率传感检测创造了条件。纳米电

极尖端尺寸非常小，并且能够可控的进行调整，可以与

囊泡达成很好的匹配性，在不损失分辨率的状态下尽量

保持高的检测效率，实现真正意义上的单囊泡检测。同

时，纳米电化学技术还可以提供较为详细的分子数、浓

度以及尺寸等定量化信息，通过调整电极表面所加电

压，来调控检测的分子种类。

基于高时空分辨率的实时监测以及可视化的需求，

监测方式不再只是局限于单一的某种技术，迫切需要发

展多种技术联用方法，在满足分辨率的同时又能直观观

察到目标所在的具体方位。为了能够适应当前需求，未

来继续发展高分辨率的成像技术，并且在纳米电极制备

方面进行更精确的调整，实现检测过程可视化，检测结

果定量化，并能将其一一对应。
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Electrochemical Sensing of Neurotransmitters with 
High Temporal and Spatial Resolution

Zhang Yueyue1,2     Zuo Xiaolei1     Fan Chunhai1

（1  Shanghai Institute of Applied Physics, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 201800, China;

2  University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China）

Abstract    Currently, real time monitoring the release of neurotransmitters from living cells with high temporal and spatial resolution remains 

challenging. In recent years, quantitative analysis of neurotransmitter releasing has been achieved by developing different electrochemical 

monitoring techniques, and cell release patterns have been investigated. In addition, monitoring with high resolution and sensitivity can be 

achieved by modifying the electrode surface or regulating the electrode dimensions. The combining of different monitoring techniques can 

further improve the monitoring capability. This paper reviews the mechanism of electrochemical detection of neurotransmitter, the development 

of microelectrode and nanoelectrode for neurotransmitter detection, the coupling of electrochemical technology and imaging technology to 

realize the high temporal and spatial resolution. The paper also provides some outlooks in the future direction. Based on these reviews and 

future perspectives, taking the advantages of different monitoring techniques, the paper proposes the coupling among the nanoelectrode and 

imaging technology, as well as other monitoring techniques, aiming at greatly elevating the capability of nanoelectrode in neurotransmitter 

monitoring.
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