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摘  要  过量谷氨酸所致神经兴奋毒性是脑卒中等严重神经系统疾病中脑细胞损伤的主要原因。电化

学技术是当前研究中枢神经系统谷氨酸递质的重要检测手段，可对病灶内神经兴奋毒性的特性、程度

等进行快速准确的检测评估。因此，谷氨酸传感器的研究与应用对制定更为全面的治疗方案、脑保护

策略以及研发新药等都具有重要意义。基于纳米技术、新型生物酶、光刻与印刷技术、晶体管技术的

发展，电化学检测谷氨酸技术与应用也得到了大力推动。该文对适用于中枢神经系统谷氨酸检测的电

化学传感器的检测原理、传感器设计与制备工艺及其应用等方面的研究进展进行了综述，并对其未来

发展趋势进行了展望。
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Abstract The excessive glutamate-induced neuroexcitotoxicity has been widely thought as the main cause of 
brain cell damage in severe neurological diseases (such as ischemic stroke). Electrochemical technology is the 
most commonly used tool for glutamate monitoring at present. It could be applied to provide rapid and accurate 
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1 引  言 

  谷氨酸是哺乳动物中枢神经系统内最主要的

兴奋性神经递质，在认知[1]、学习记忆[2]、神经

发育[3]等生命活动中发挥重要作用。在生理条件

下，谷氨酸在脑内的浓度及分布均受到了严格的

调控。胞浆中的谷氨酸浓度为 1～10 mmol·L－1[4]，

囊泡中的浓度则大于 0.1 mol·L－1[5]。经囊泡释放

到突触间隙的谷氨酸浓度可在几毫秒内迅速升至

约 1 mmol·L－1，之后通过神经元与星形胶质细胞

膜上的兴奋性氨基酸转运体得到快速清除[6]，使

胞外谷氨酸浓度保持在 μmol·L－1 水平[4]。而在病

理条件下，特别是在一些严重的神经疾病，如脑

卒中[7]、脑瘤[8]、神经退行性疾病[9]、药物难治

性癫痫等[10-11]的发病过程中，神经细胞的氧化磷

酸化与腺嘌呤核苷三磷酸生成受到阻滞，引发细

胞膜内外离子浓度失衡，进而抑制谷氨酸转运体

的再摄取。滞留在胞外的过量谷氨酸导致神经元

上的谷氨酸受体过度活化，通过 N-甲基-D-天冬氨

酸和电压门控钙通道引发大量 Ca2＋ 内流，最终导

致 Ca2＋ 过载引起神经元死亡，这一机制即神经兴

奋毒性[12-15]。

  神经兴奋毒性被广泛认为是脑卒中等神经系

统疾病产生脑细胞损伤的主要原因。以往的实验

显示：神经元在谷氨酸浓度为 20 μmol·L－1 的溶

液中很难存活超过 24 h[16]。在缺血性脑卒中病

灶内，谷氨酸浓度甚至可骤升至 100 μmol·L－1 以
上[17]，这将对脑细胞产生严重损伤。此外，神

经兴奋毒性常伴随着氧化应激、炎症等一系列变

化[12]。虽然在体外实验中使用 N-甲基-D-天冬氨

酸受体阻断剂等起到缓解过量谷氨酸引起的神经

兴奋毒性[18]。但是，近年来的临床研究显示：在

脑卒中等疾病的病程中使用谷氨酸受体阻断剂并

不能起到预想的治疗效果[19]。更多的研究显示，

源于 N-甲基-D-天冬氨酸受体过度激活途径的神经

兴奋毒性作用在疾病发病的初期最为关键；而胞

外过量的谷氨酸所导致的能量代谢失衡则是产生

疾病后期谷氨酸毒性现象的主要原因[12]。上述研

究说明，在以神经兴奋毒性为靶点的神经疾病治

疗中，仍有很多疑点待解开。因此，针对上述脑

疾病产生的神经兴奋毒性的特性、程度与范围等

特征，以及其与其他脑损伤途径的关联性，进行快

速准确的检测评估，对制定合理有效的治疗方案、

脑保护策略以及研发新药等都具有重要意义。

  在临床上，计算机断层成像[20]、磁共振成

像[21]和多普勒超声[22]等医学影像学技术常用于

揭示脑卒中等严重神经疾病的病变部位和性质，

但不适用于对神经兴奋毒性现象进行快速直接的

观测。目前，可用于谷氨酸检测的技术手段包括

高效液相色谱[23]、荧光探针显微成像[24]、毛细

assessment of the neuroexcitotoxicity for patients and animal disease models. Research advances in glutamate 
sensors will be important in establishing efficient therapies and brain protection strategy, and developing new 
drugs for severe neurological diseases. Application of nanotechnology, new enzymes, photolithography, printing, 
transistor technology in fabrication of glutamate sensors have greatly boosted developments in electrochemical 
monitoring of glutamate. In the present paper, research progress of sensing principles, design and preparation 
technology as well as the applications in medical studies have been reviewed, and future trends and prospective 
have also been discussed.
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管电泳法[25]与电化学技术[26]等。高效液相色谱

法基于被测物质与色谱柱中固定相的差异性相互

作用获得特征峰信号，由此可精确分析成分类型

及含量[27]；同时，凭借其较强的安全性，已在

临床研究中得到应用[23]。但其时间分辨率仅为

分钟级，且其采样针尖端尺寸通常在亚毫米级，

因此，探测区域只能在组织层面[28-29]，难以用于

微观检测分析。适用于检测谷氨酸的荧光成像技

术的出现主要得益于可与递质选择性结合的遗传

性荧光探针的开发[30]。该技术基于激光共聚焦

显微成像原理，具有较高的空间分辨率，且成像

采样频率可下探至约十毫秒级[30]，可用于同时

检测多个突触的活动。但缺乏有效的浓度标定方

法，目前只能定性或半定量分析局部的递质水平

变化。此外，遗传性荧光探针难以在短时间内表

达，且存在一定的生物安全风险，尚不适合临床

应用。毛细管电泳法是利用离子在电场作用下迁

移速度的不同对组分进行分离和分析的方法，具

有分离效率高和样品用量少等优点，可用于单细

胞水平的痕量分析[31]，并已应用于临床患者脑脊

液中谷氨酸等成分的检测分析[32-33]。但其时间分

辨率在分钟级(甚至更长)[34-35]，因而不适用于递

质释放等现象的观察。相对而言，电化学技术对

谷氨酸的选择性和灵敏度均较高，且响应迅速，

时间分辨率可达毫秒级，可用于快速精准测定神

经兴奋毒性的程度变化；电化学传感器具有微型

化优势，可在多种环境下进行记录，实现自宏观

的活体脑水平至微观的细胞水平的全面而深入的

探索[36]；检测方便快捷，可与电生理记录等技术

结合，实现多目标的同步检测，有助于研究谷氨

酸与其他脑损伤途径之间的联系；此外，电化学

技术检测谷氨酸对设备的要求相对较低，成本相

对低廉，易于推广。基于上述优势，电化学技术

已经成为时下谷氨酸检测研究的重要手段[6]。本文

对适用于神经兴奋毒性评估的谷氨酸传感电化学

技术的最新进展进行综述。

2 谷氨酸电化学检测的工作原理进展

2.1 酶基检测原理

  与单胺类递质和抗坏血酸等具有较强氧化还

原特性的电化学活性物质相比，呈电化学惰性的

谷氨酸很难用一般的电化学方法直接检测到。

因此，谷氨酸电化学检测通常涉及生物酶的应

用。目前，使用最广泛的生物酶是谷氨酸氧化酶

(glutamate oxidase，GluOx)。在该酶作用下，谷

氨酸可被氧化，并产生电化学活性较强的中间产

物 H2O2，后者作为报告分子可在施加一定电压

的电极表面发生氧化还原反应，产生的电子可被

电极监测到(如图 1(a)所示)[6]。由于所测得的 
H2O2 信号幅值与反应底物谷氨酸浓度在一定范

围内呈线性关系，因此可通过定标推算出测试液

图 1 酶基谷氨酸传感器的检测原理

Fig. 1 Sensing principles of enzyme-based glutamate sensors
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中的谷氨酸浓度[37]。

  近年来，纳米科技的蓬勃发展使大量可供生

物传感使用的纳米材料涌现[38]。以碳纳米管、氧

化石墨烯等为代表的碳基纳米材料表面具有大量

的功能活性基团[39]，与等量微米或毫米材料相

比，具有更多的金属纳米颗粒的锚定位点[40-41]，

有助于特定形态纳米复合物的生长[42]。使用金

属纳米颗粒制备的电极表面比等质量普通金属电

极表面提供更多的活性位点，极大地提高反应效

率[43]。使用单一纳米材料[44]或者多种材料整合成

的纳米复合物[45]可使传感器的灵敏性、选择性、

响应时间等技术参数均得到大幅改善。2010 年，

Jamal 等[46]将铂纳米颗粒与 GluOx 一同装载于金

纳米线阵列上，显著增强了电极对 H2O2 的检测能

力，制成了线性传感范围为 0.02～20 mmol·L－1，

检出限为 1.0 μmol·L－1 的酶基谷氨酸传感器。2017 
年，Dalkiran 等[47]将 Co3O4、石墨烯与壳聚糖制成

的纳米复合物修饰于玻碳电极表面，发现该方法

可显著增强 GluOx 对谷氨酸的亲和性。2019 年，

Maity 等[48]将固定 GluOx 的铂纳米颗粒修饰到玻

碳电极表面的多壁碳纳米管上，获得较快的电极

响应(3 s)，线性范围为 10～100 μmol·L－1，检出

限低至 0.88 μmol·L－1，适于神经兴奋毒性检测。

  然而，报告分子 H2O2 的氧化峰电位相对较

高(＋0.6～＋0.8 V)。在该电势下，脑内广泛存

在的抗坏血酸、尿酸，以及在记录区可能共存的

其他递质均会干扰谷氨酸检测的特异性和准确

性。为了解决这一难题，近年来已发展出多种方

法。其中，最常用的是干扰物隔离方法，即利用

表面负电荷互斥或聚合物材料孔隙限制等原理，

用特异性隔绝膜对上述生物活性物质进行选择性

隔离[37]。此外，可以采用自参比记录方法。这一

方法通常需借助微电极阵列来完成，通过将酶涂

层记录位点记录的电流减去无酶对照位点记录的

电流，可获得去除了干扰的谷氨酸信号[49]。为了

进一步增强抗干扰性能，自参比记录方法也可联

合隔绝膜[50]。这一方法的优势在于不仅可以去除

抗坏血酸等物质的干扰，还可以将疾病产生的包

括 H2O2 在内的氧化应激产物(非谷氨酸酶催化来

源的 H2O2)干扰去除，是目前在体电化学检测谷

氨酸的重要记录方法[51]。除以上两个方法之外，

还有改良电极表面修饰物方法。有些学者在引入

谷氨酸氧化酶之前，在电极表面修饰作为氧化还

原介体的普鲁士蓝[52]或锇氧化还原聚合物[53]介导 
H2O2 的还原反应。在谷氨酸检测时，工作电势可

设定在 0 V，甚至负电势，传感器的谷氨酸选择

性得到增强，这一类电极称作第二代传感器(如

图 1(b)所示)[26]。也有报道通过碳纳米管与纳米

金颗粒的联用将 GluOx 工作产生的电子直接传递

给电极，而无须经由报告分子。这一类电极被称

作第三代传感器(如图 1(c)所示)[54]。

  综上，基于 GluOx 发展的酶基谷氨酸传感器

及其检测方法已较为成熟，适用于生理条件和一

般病理条件下的谷氨酸电化学检测。然而，谷氨

酸在 GluOx 作用下的氧化过程需要 O2 的参与[37]，

而缺血性脑卒中等疾病所产生的局部缺氧环境显

然对该反应不利[55]，在一定程度上可能会影响谷

氨酸检测的准确性，从而造成结果偏低的情况。

因此，Andreescu 实验室在 2014 年尝试将具有氧

转移能力的 CeO2 纳米颗粒嵌入到电极表面的壳

聚糖基质中，并发现该方法可使 GluOx 涂膜铂

电极在无氧环境中对谷氨酸的灵敏度仍能保持在

有氧环境中的 80% 左右，检出限可保持在有氧

环境的 2 倍左右[56]。但这一方法仍无法完全摆脱

对 O2 的依赖[57]，因此，在不同程度的缺氧条件

下所得到的谷氨酸检测结果缺乏可比性。为了从

根本上解决这一问题，其他以谷氨酸为底物且

无须 O2 参与氧化过程的生物酶也开始进入人们

的视野。其中，较早得到研究的生物酶是谷氨酸

脱氢酶[58]。但其缺点是在检测过程中需要辅酶 
NADP＋ 的参与，这不仅增加了检测的复杂性，

也在一定程度上增加了研究成本。2018 年，中国
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感器的浓度检测范围不适用于生物环境。神经

兴奋毒性状态下的胞外谷氨酸浓度最高可升至

100 μmol·L－1[17]，但也只是探及上述非酶电极的

检测范围下限。第三，检测环境要求为强碱性。

这一要求使得上述电极均无法在活体条件下对细

胞或组织进行直接检测。虽然非酶检测技术应用

于中枢谷氨酸递质的检测仍面临很多问题，但随

着纳米材料的发展，相信不远的将来可实现具有

良好实用性的谷氨酸非酶检测技术。

2.3 受体介导检测原理

  受体介导谷氨酸检测技术的概念最早由 
Maeda 等[66]于 1995 年提出。首先，他们用一根

玻璃微电极通过“外面向外”膜片钳技术获取一

张含有谷氨酸受体的锥体细胞膜膜片。然后，将

该玻璃微电极靠近所要记录的细胞表面，当细胞

释放的谷氨酸与电极尖端膜片上的谷氨酸受体结

合后，受体通道开放产生电流，从而记录到谷氨

酸的释放信号。与上述的酶基与非酶谷氨酸检测

方法相比，该技术虽然适用于单细胞研究，但其

制备工艺与操作较复杂，后续报道少见。2019 
年，Li 等[67]在以还原性氧化石墨烯为基础的场

效应晶体管上固定了代谢性谷氨酸受体，并将分

离的海马神经元也培养到同一场效应晶体管上。

当神经元释放的谷氨酸与所固定的受体结合时，

即可产生电流信号。这一方法的灵敏度极高，谷

氨酸的检测范围为 0.001～100 pmol·L－1，检出限

低至 10 fmol·L－1，且响应迅速。而通过在针灸针

或柔性材料等基底上构建场效应晶体管传感器，

该技术可用于活体动物脑内递质的检测，具有较

好的发展前景[68-70]。

3 谷氨酸传感器的设计与制备工艺进展

3.1 工作电极的设计

  以最常见的酶基谷氨酸传感器为例，其工作

电极的基本结构可大体分为[71]：记录电极(通常

科学院化学研究所的毛兰群研究组发现铁氧化还

原蛋白依赖的谷氨酸合成酶的逆反应可用于测定

谷氨酸，该过程不依赖 O2，也无须辅酶参与，

线性范围为 1～20 μmol·L－1，适用于痕量谷氨酸

的检测[59]。这一新酶的发现为电化学检测谷氨酸

领域提供了一种全新的思路，有望在不远的未来

应用于新型谷氨酸传感器的制备。

2.2 非酶检测原理

  酶基谷氨酸传感器是当下谷氨酸检测研究

中的主要工具，由于涉及的生物酶——GluOx 是
目前市面上价格最高的酶之一，导致酶基传感器

的成本居高不下。近年来，纳米技术的兴起推动

了以新型纳米材料为传感元件的非酶检测技术，

已成为近年来替代酶基传感技术的热点方向，

并在糖类检测领域得到了广泛应用[41,60]。2009 
年，Heli 等[61]利用铜纳米颗粒首次以非酶检测

原理测定了线性范围为 100～1 000 μmol·L－1 的
谷氨酸含量，检出限为 30 μmol·L－1。2013 年，

Jamal 等[62]发现镍纳米线阵列电极也可用于检测

谷氨酸，线性范围为 0.5～8.0 mmol·L－1，检出限

为 135 μmol·L－1。上述检测方法的基本原理是碱性

溶液中的铜或镍等金属纳米材料可在特定的电势

条件下形成具有极强氧化活性的高价态 Cu(III)[63]

或 Ni(III)[64]，从而对氧化还原电位较高的有机物

进行氧化。与 GluOx 不同的是，上述非酶检测过

程无须 O2，适用于缺氧条件下的谷氨酸检测；

此外，由于不需要生物酶，因此使得非酶传感器

的整体造价比较便宜。

  然而，至今尚缺乏可供在组织或细胞水平使

用的谷氨酸非酶传感器。究其原因，主要为三

点。第一，较差的选择性。铜纳米颗粒除了能够

检测到谷氨酸之外，对赖氨酸等其他类型氨基酸

也有响应[61]。镍纳米线对抗坏血酸与尿酸的抗

干扰性能较好，但无法较好地区分谷氨酸与葡萄

糖[62]，而在脑中，葡萄糖浓度[65]显著高于谷氨

酸[4]，因此成为该方法的主要干扰物。第二，传
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为贵金属或碳基材料)、酶涂层和隔绝膜涂层。

根据实验需求，可将工作电极的结构设计分为三

类。第一，用于活体记录的埋植电极。多为经光

刻[72]或印刷技术[73]加工而成的微电极阵列，其

基底为陶瓷片或硅片，方便插入脑组织中，且损

伤较小，可同时记录多个空间位置的谷氨酸信

息[51]。第二，用于检测胞外提取液的电极，多与

微透析管配合[74]。该类电极无须与脑组织接触，

主要采用平面记录槽样结构，当提取液通过引流

管流经平面电极表面时进行检测[75]。第三，用于

细胞水平记录的微电极。常采用微米级碳纤维电

极，借助微操纵器可将其移动至感兴趣的细胞或

神经末梢附近，以记录谷氨酸释放信号[76]。这一

类传感器的适用范围较广，稍作改良也可在前两

类的应用场景中使用[52]。

  上述工作电极多采用电导联方式将检测信号

经金属导线传递至记录设备。近年也发展出可通

过蓝牙传输信号的无线型电化学传感器[77]，可对

自由活动状态下的动物模型或患者开展实时电化

学检测，有助于研究人员获得更接近生理条件下

的信息，具有较好的应用前景。

3.2 适用于多目标同步检测的传感器设计

  神经兴奋毒性在诸多严重脑疾病的发病过程

中并非独立出现，常伴随着氧化应激、炎症、凋

亡等一系列变化[12]。这意味着在对患者或疾病动

物模型的脑损伤情况进行综合评估时，仅采用单

一的谷氨酸检测是不全面的。因此，近年来，多

个研究团队开始尝试对谷氨酸与其他物质进行联

合检测，或将电化学技术与其他研究手段(如电

生理技术、光遗传学技术)相结合，以期对疾病

的发病与治疗过程进行更为综合深入的研究。

  目前，针对多物质同步检测的设计可分为三

类。第一，两个或多个独立传感器的联用。2019 
年，Zhao 等[78]首次将酶基谷氨酸传感器与全固

态 Ca2＋ 选择性微电极联用，在缺血模型上同步

记录到了因血管夹闭引起的纹状体、海马与皮层

等处谷氨酸浓度的缓慢上升与 Ca2＋ 含量的迅速

下降。第二，微电极阵列的应用。凭借微电极阵

列的多个记录位点，可以完成谷氨酸与其他生物

活性物质的同步记录[79]。基于光刻技术的微电极

阵列制备工艺已较为成熟，位点间距可以控制在 
30～50 μm，因而可确保多个记录位点都集中在

同一核团中，有利于对核团的生理功能进行综合

解读。第三，基于同一根工作电极，利用不同活

性物质(包括报告分子)在电极表面独特的氧化还

原特性[80]，使用快相循环伏安法等电化学方法进

行同步监测[77]。可以预见，通过将该检测策略与

微电极阵列结合，可以极大地扩展所能检测的物

质种类和信号类型。

  对电化学传感器进行改良，制成多功能传

感探头，可实现多种研究手段的有机整合。2018 
年，Budai 等[81]在同一根玻璃毛坯内装入直径为

9 μm 的碳纤维与直径为 125 μm 的光纤，制得一

种兼具光刺激与电化学检测能力的新型传感器。

此外，Lindau 实验室提出的膜片钳电化学技术可

以实现使用单个记录探头对单细胞进行电生理与

电化学的同步记录[82]，但这一方法目前尚难以在

神经元上进行。而经改良的微电极阵列也可用于

同步记录谷氨酸电化学信号与电生理信号[83]。

3.3 酶涂膜固定方法

  目前，对第 3.1 小节中所述第一类与第二类

电极进行酶涂膜固定多采用滴涂法，将含有酶与

基质的混合液滴加到电极表面，待干燥后完成酶

固定[37]。对第三类电极进行酶涂膜固定以蘸取法

为主，将电极尖端多次插入含酶的混合液中(另

包括交联剂和/或基质)，直至足量的酶黏附于电

极表面[52]。随着研究的深入，出于对痕量样品

测定的需求，以及期望尽可能减少埋植过程对脑

组织的损伤，传感器微型化已成为一个主要趋

势[84]，而这也对电极表面的酶固定方法提出了

更高的要求。

  壳聚糖(chitosan)是一类多糖凝胶，因拥有
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大量氨基基团而具有良好的生物相容性，已在

多种传感器的制备工艺中用作酶固定基质[85]。

2014 年，Shi 等[86]将 GluOx、氧化还原反应介

体与壳聚糖混合，通过电化学方法提高微电极

阵列表面附近混合溶液的 pH 值，直至超过壳聚

糖的 pKa 水平(为 6.3)，最终使得壳聚糖沉淀析

出，并将其裹挟的酶分子也一同沉积到电极表

面，这显著提高了酶固定位点的选择性。交联剂

是用于促进酶与电极表面基质紧密连接的材料，

常见的交联剂包括戊二醛和聚乙二醇二缩水甘油

醚。2013 年，Vasylieva 等[87]发现，以戊二醛(而

非 聚乙二醇二缩水甘油醚)为交联剂的谷氨酸传

感器可能会降低 GluOx 的底物选择性，导致所

测的谷氨酸浓度偏高。但同年，Gerhardt 实验室

建议将戊二醛与作为基质的小牛血清蛋白混合均

匀后再与酶混合，随后使用该混合液进行酶涂

膜[88]，而不建议采用各个组分分开独立涂膜的

方法[89]。经过测试，证明戊二醛影响 GluOx 对
谷氨酸的选择性主要源于采用了不合理的酶固定

方法，而采用建议的方法则可以较好地避免这一

问题。

3.4 隔绝膜的使用策略

  隔绝膜是传感器能够实现高选择性检测的重

要因素，常用的隔绝膜材料主要包括 Nafion 与
聚苯二胺(单体为邻苯二胺或间苯二胺)[37]。其

中，Nafion 通过材料表面积聚的负电荷来隔离抗

坏血酸与尿酸等带有负电荷的干扰物，涂膜可通

过蘸取法；聚苯二胺主要依靠聚合材料中的孔隙

大小来限制尺寸较大的抗坏血酸、多巴胺等物质

的通过，涂膜需借助电镀法。需要注意的是，

Nafion 涂覆电极在不使用时需保存在高湿度环境

或液体中，否则，涂层易开裂，无法再起到隔离

干扰物的作用。为了确定电化学测量谷氨酸的最

佳隔绝膜材料，2012 年，Westerink 研究组对常

用隔绝膜材料做了一份详细的分析研究[90]。在

体外实验中，发现单一使用聚间苯二胺的电极对

谷氨酸的选择性最强，对抗坏血酸、多巴胺、二

羟苯乙酸与尿酸均展现出良好的抗干扰特性。此

外，也有学者提出，在电极表面电镀生成聚邻苯

二胺时加入小牛血清蛋白，以进一步增强其对谷

氨酸的选择性[52,91]。

4 电化学技术检测中枢神经系统谷氨酸

水平的应用进展

4.1 检测样品的选择

  动物疾病模型可以复制模拟出与患者相似的

发病过程，是电化学技术研究神经兴奋毒性现象

和损伤机制等问题的极佳实验对象。通过埋植电

极对活体脑组织直接进行电化学记录[78]，或通过

微透析管将胞外液连续提取后进行体外检测[92]，

是目前电化学技术评估神经兴奋毒性程度的重要方

法。但在体实验仍具有一些局限，例如：对于细胞

水平的谷氨酸损伤机制，以及与其他损伤途径间的

沟通机制等方面的研究，很难在在体水平开展。因

此，也有学者在脑片或者培养细胞中通过一些方法

模拟特定的神经疾病或创伤，如通过创建缺氧缺糖

环境来模拟缺血性脑卒中[93]，从而使用微电极或 
场效应晶体管技术进行记录。另外，考虑到以埋

植电极方式对人脑谷氨酸水平进行检测具有一定

感染风险，也有学者尝试对体液(如血液)中的谷

氨酸含量进行研究[94]。

4.2 电化学检测中枢神经系统谷氨酸在生理学

研究中的应用

  量子化递质释放是突触神经递质释放的最主

要特征。这一概念由 Katz 等[95]于 20 世纪 50 年
代研究蛙的神经肌肉接头处终板电位时提出，即

突触信号以“阶跃叠加”方式进行编码，而量子

为突触信号的基本单位。随后，Heuser 等[96-97]

的电镜结果证实突触囊泡为量子化释放的结构基

础，说明量子的大小取决于突触囊泡内递质的含

量。2019 年，Cans 实验室对体外分离纯化后获
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得的谷氨酸能囊泡进行电化学检测，测得的谷氨

酸量子水平约为 8 000 个分子[98]。然而，由于囊

泡分离过程存在较大的递质丢失概率[5]，因此，

该数值可能显著偏小。而黄卫华实验室利用铂纳

米颗粒修饰工艺和聚乙二醇二缩水甘油醚交联固

定法，制得 5 μm 直径的谷氨酸碳纤电极，可用

于抵近体外培养的海马神经元上的神经末梢，并

进行记录，测得的单个谷氨酸量子为 126 000 个
分子[99]。精确评估量子大小对更好地理解量子化

释放的精细调控机制及其对神经信息处理的影响

具有重要生理意义。

4.3 电化学检测中枢神经系统谷氨酸在疾病研究

中的应用

  脑卒中是目前世界上第二大死亡原因和第三

大致残原因[100]，并因此成为电化学研究领域的

热点之一。与其他缺血性脑卒中模型相比，十一

血管闭塞模型被认为可以更好地模拟前脑缺血情

况[101]。Caragine 等[101]在这一大鼠模型上将谷氨酸

检测与脑电图和脑血流记录联合，发现当血管闭

塞后，脑电图几乎陷入静默，脑血流也基本跌至 
0，而病灶内谷氨酸浓度在约 2 min 后开始升高，

当血管闭塞 5～10 min 后可达 84～140 μmol·L－1。

在再灌注阶段可看到脑血流恢复，甚至超过原有

水平，谷氨酸水平缓慢抬升片刻后也开始下降，

但脑电图却始终处于静默状态[17]，说明已造成明

显的脑功能损伤。

  癫痫作为最常见的神经疾病之一，在全球范

围内约有 5 000 万患者，以反复、短暂的痫性发

作或异常的行为、感觉为主要特征。癫痫的具体

发病机制复杂多样，但究其核心通常认为是“兴

奋/抑制失衡”导致的神经系统异常的过度或同

步活动[102]。Spencer 实验室在 20 世纪 90 年代初

通过在体微透析采样联合高效液相频谱方法，首

次在颞叶癫痫患者病灶内检测到与癫痫发作相关

的谷氨酸释放增强现象[103]。但受限于高效液相

频谱的采样频率，癫痫发作期间，谷氨酸的释放

模式仍不确定。Gerhardt 研究组借助在体谷氨酸

电化学检测技术，发现当给予药物诱发大鼠局灶

性癫痫发作时，可在病灶区出现瞬时的谷氨酸浓

度上升，其后伴随大量高频棘突状谷氨酸释放信

号[104]。以上研究表明，谷氨酸的高频释放现象

可能成为癫痫病灶判定的新型标记物。

  阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)是

目前痴呆症最常见的病因，患者主要表现为持续

的进行性智能衰退，而 Tau 蛋白与特征性病理表

现之一的神经元纤维缠结密切相关[105]。近期，

有研究显示，Tau 蛋白可能引起海马体的过兴

奋，从而产生 AD 伴发的癫痫[106]。为证明这一

机制，Reed 研究组在 AD 模型鼠上发现，P301L 
Tau 蛋白的表达可导致齿状回与海马 CA3 区的

高钾溶液刺激诱发谷氨酸释放水平分别增高 4 和 
7 倍，并显著降低谷氨酸清除效率。而相应地，

负责囊泡谷氨酸填充的囊泡谷氨酸转运体含量上

升，以及负责清除胞外谷氨酸的海马区谷氨酸转

运体 1 含量下降[107]。而黄卫华实验室则发现与 
AD 相关的 Aβ1-42 寡聚体可以显著降低体外培养的

海马神经终末处的谷氨酸能量子水平[108]。以上研

究使人们对 Tau 蛋白与 Aβ1-42 寡聚体在 AD 发病

过程中的作用有了更深的理解。

5 总结与展望

  近年来，应用于中枢神经系统谷氨酸检测评

估的电化学技术在检测原理、传感器设计与制备

以及应用等方面都获得了长足的进展。目前，新

型纳米材料与新型生物酶的开发以及晶体管技术

在生物传感器领域的应用都大力推动了谷氨酸检

测原理的多元化发展，尤其是以谷氨酸合成酶逆

反应检测、非酶检测以及受体介导检测等为代表

的新方向，有望在不远的未来用于下一代谷氨酸

传感器的制备。随着光刻与印刷技术的推广应

用，以及酶固定与隔绝膜材料使用策略的深入
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验证，谷氨酸传感器的制备工艺已得到极大的完

善，可在活体脑组织、胞外液与体液，以及细胞

层面进行神经兴奋毒性相关谷氨酸浓度的检测。

出于对患者和动物疾病模型的病理机制与治疗过

程进行更为全面深入评估的需求，将谷氨酸与其

他物质进行联合检测，或将电化学检测方法与其

他研究手段(如电生理技术、光遗传学技术)相结

合，成为这一领域的新热点。基于以上方法学进

展，电化学技术已广泛应用于严重脑疾病中谷氨

酸所致脑损伤的机制研究。这些研究对制定合理

有效的治疗方案、脑保护策略，以及研发新药等

领域都具有重大而深远的意义。

  随着近年来活体人脑电化学研究的进步，

相信谷氨酸电化学检测也将于不远的将来突破

现有的技术与伦理等方面的限制，而最终应用

于人脑。这一突破将有利于脑内病灶位置的精确

判定、神经干预方案的参数选择与调整等方面

的发展。而考虑到临床电化学应用在安全性、稳

定性、低损伤性等多方面的要求，未来面向临床

应用的谷氨酸电化学传感器也需要在材料、制备

工艺、微型化、外形设计以及相应的植入方法等

方面作为重要的落脚点，开展新一阶段的研发

工作。
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