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摘要 神经递质的释放在神经信号传导中起着至关重要的作用．神经递质释放严格依赖 SNARE蛋白的动态组装和钙离子触
发的膜融合过程．最新研究发现，神经递质释放还受到神经退行性疾病中关键的标志蛋白分子的影响．当前研究者以体外膜

融合重组体系为基础，发展了多种单分子生物物理技术，为进一步阐明神经递质释放的分子机制和神经退行性疾病的发病机

理提供了新的视角和手段．
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大脑的结构及其功能始终都是人类自我认知过

程中的重要研究目标，而对传递和释放神经递质的

分子机制的研究又是重中之重．在中枢神经系统

中，神经元之间的信号传导都是通过神经突触来完

成的：携带神经递质的突触囊泡在相关蛋白质和蛋

白质复合物的调控下，经过一系列转运步骤，最终

到达突触前膜的活性区域，并在相应信号刺激下与

突触前膜发生融合，迅速释放出的神经递质作用于

突触后膜受体，最终完成整个信号传导的过程[1]．

对神经递质传递和释放机制的研究，一方面能为研

究神经认知功能打下基础，另一方面也有助于了解

神经退行性疾病(如阿尔茨海默病，帕金森病和亨
廷顿病等)的发生机制，进而指导其临床的预防和
治疗．

本文总结了最近 2～3年国内外运用单分子生
物物理技术研究神经递质释放的最新进展，并进一

步概括了与此相关的神经退行性疾病关联蛋白质研

究．我们期望能起到抛砖引玉的作用，启发更多的

学者采用单分子生物物理技术开展相关研究．

1 神经递质释放的分子机制

在神经递质的释放过程中，最重要的步骤是突

触小泡与突触前膜的融合．在真核细胞中，膜融合

(membrane fusion)由可溶性 NSF 附着蛋白受体
(soluble NSF attachment protein receptor， SNARE)
介导[2-3]．SNARE蛋白通过 SNARE基序相互结合，
两者配对共同构成一个完整的 SNARE系统，形成
一个像发卡形状的复合物结构来介导膜融合的过

程．此 SNARE 复合体由 15 层盐桥保守位点作
用．根据 SNARE复合物晶体结构[4]形成的零层处

盐桥保守位点的氨基酸残基种类或者所处位置，

SNARE可简单分为两大类，即位于突触囊泡膜上
的提供一个精氨酸的 R-SNARE 或 v-SNARE 和位
于靶膜上的提供 3 个谷氨酰胺的 Q-SNARE 或
t-SNARE [5]．在神经系统中，小突触小泡蛋白 2
(synaptobrevin-2， 又 称 为 vesicle associated
membrane protein 2，VAMP2)提供 1 个 R-SNARE
基 序， syntaxin-1 和 SNAP-25 蛋白提供 3 个
Q-SNARE基序，构成 4个 琢螺旋平行排列的结合
区[4]．与其他系统不同，神经系统中 SNARE蛋白
负责神经元间神经递质的亚毫秒级超快速释放[6]．
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动作电位向神经细胞内传递信号的过程是通过钙离

子实现的．去极化的突触前膜向细胞内快速转运钙

离子，钙离子与突触小泡上的突触结合蛋白

(synaptotagmin)结合使后 者激活， 激活后的
synaptotagmin 促进 v-SNARE 与 t-SNARE 的结合，
进而实现膜融合，完成神经递质的释放[7]．在整个

过程中，还有其他多种蛋白参与，如 complexin、
Munc13、Munc18 等 [8-9]．四位科学家 (Randy W
Schekman、James E. Rothman、Thomas C. Sudhof、
Richard H. Scheller)因为对该机制的研究分别获得
了 2002 年和 2013 年的拉斯克 (Lasker)基础医学
奖．他们其中的前三位还分享了 2013 年诺贝尔
(Nobel)生理学 /医学奖．

2 若干神经退行性疾病相关蛋白影响神经

递质释放过程

SNARE复合物的组装及其介导膜融合过程受
到多种蛋白的影响，其中包括与神经退行性疾病密

切相关的半胱氨酸字符串蛋白 (cysteine-string
protein-琢， CSP琢) 和 突 触 核 蛋 白 (琢-synuclein，
琢-Syn)等 [10]．CSP琢 是一种突触前膜蛋白，它能够
与 HSC70[11]、SGT[12]形成复合物．该复合物可直接

与单体可溶性 NSF附着蛋白(SNAP)-25 结合，防
止后者发生自身聚集，最终促进 SNARE复合物的
形成．敲除 CSP琢 会导致 SNAP-25 形成异常的构
象并发生泛素化后被蛋白酶体降解，并且可以损伤

突触功能进而引起小鼠的神经退行性病变 [13]．

CSP琢 被敲除的小鼠中会出现两个显著变化：
SNAP-25表达降低 50%以及与其对应的 SNARE复
合物组装能力下降[14]；相反，CSP琢的过表达则能
够抑制自然条件下 SNAP-25 的降解 [15]．这些研究

表明，CSP琢在维持 SNARE快速循环的过程中具
有重要作用．琢-Syn蛋白是一种由 140个氨基酸残
基组成的多肽，可以在突触前膜上大量以单体形式

表达[16]．该蛋白与神经递质的转运和释放有关，在

帕金森病个体中存在多种突变体，在路易氏体中含

量很高．最新的研究发现，在正常的生理条件下

琢-Syn具有维持 SNARE正常组装的功能，具体机
制 为 ： 琢-Syn 直 接 结 合 R-SNARE 蛋 白

synaptobrevin-2/VAMP2，促进 SNARE复合物的组
装[17]．琢-Syn被敲除的小鼠会出现严重的衰老依赖
性的神经功能障碍，而过表达 琢-Syn 则能够抑制
CSP琢敲除引起的致死性神经退变[18]，这种保护正

是通过促进 SNARE组装而实现的．茁淀粉样蛋白
(茁-amyloid，A茁)是阿尔茨海默病的关键标志分子
之一，它是由淀粉样前体蛋白 (amyloid precursor
protein，APP)经过 茁 及 酌分泌酶剪切生成的，含
有 38～42个氨基酸的剪切体．A茁 单体以 茁 折叠
的形式在神经元胞外聚集，形成淀粉样沉淀[19]．一

般认为 A茁沉积是阿尔茨海默病患者中突触功能损
伤及认知功能障碍的必要条件．最新研究发现，生

理条件下，通过抑制胞外 A茁降解而升高 A茁浓度
的方法可以促进海马神经元神经突触的神经递质释

放活性，这就提示了 A茁可能有利于 SNARE复合
物组装[20]．但同时也有其他研究发现 SNARE复合
物的组装在阿尔茨海默病患者脑内受到了抑制[21]．

综上所述，越来越多的研究表明，神经退行性

疾病(包括阿尔茨海默病和帕金森病)中若干标志蛋
白分子，不同程度地影响了由 SNARE介导的膜融
合及神经递质的释放过程．它们之间的相互关联和

机制研究已经成为了国际研究的热点．

3 单分子生物物理技术研究神经递质毫秒

级释放分子机制的若干进展

在突触前膜活性区域，携带神经递质的突触囊

泡需要经历拴系、锚定、成熟和膜融合 4个重要过
程，每个过程都涉及重要蛋白质、磷脂及其相关复

合物的协同作用．然而，目前该领域的研究工作仍

然不能解释为何在神经突触前膜、突触囊泡和质膜

的融合过程在毫秒级别就可以完成．因为传统研究

中获得的膜融合信号来源于大量形态不一的囊泡膜

融合事件的平均值．另外，传统的集群式研究中，

囊泡的拴系、锚定、成熟和膜融合的动态过程被平

均化，无法被区分开来，导致难以探究 SNARE诱
导囊泡进行膜融合的动态过程．

当前，基于荧光能量共振转移(FRET)的体外
人工囊泡重组技术已经广泛应用于突触蛋白介导的

膜融合机制研究[22]．荧光共振能量转移是一种用于

对生物大分子之间相互作用定性、定量检测的有效

方法．通过在人工囊泡上标记成对的 FRET分子，
可以观察到由膜融合导致的 FRET变化，从而研究
膜融合机制．单分子探测可对体系中的单个分子进

行探测，通过与时间相关过程的测量，实时了解生

物大分子构象变化的信息．相对于集群式的群体分

子或囊泡水平研究，可以在单个囊泡水平上，结合

荧光显微技术，分析多种蛋白在融合前后和超快速
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Fig. 1 In vitro protein鄄reconstitution system
for vesicle鄄vesicle fusion assay

图 1 体外蛋白质重组的囊泡鄄囊泡融合系统
syntaxin: 突 触 融 合 蛋 白 ； SNAP: 可 溶 性 NSF 附 着 蛋 白 ；

synaptotagmin:突触结合蛋白；synaptobrevin:小突触小泡蛋白.

膜融合过程中的作用．此技术还可以观测蛋白质与

蛋白质、蛋白质与磷脂分子、蛋白质复合物和生物

膜之间在某一时刻的空间分布，以及它们的实时相

互作用和动态结构变化．这将会大大推进我们对大

脑神经系统分子机制的认知．

为此，世界各国研发了一系列用于研究细胞膜

融合的单分子荧光能量共振技术[22-24]，此技术将单

分子荧光能量转移技术巧妙地应用到了细胞膜融合

的研究中．其中比较成功的例子是基于不同蛋白质

重组的囊泡 -囊泡融合技术(vesicle-vesicle fusion)[25-28].
研究采用荧光受体(acceptor)和供体(donor)分别标识
膜分子(lipid)或者内容物(content)的囊泡，再在囊
泡上重组待研究的膜蛋白(图 1)．当两种不同的囊
泡在膜蛋白的作用下发生融合时，标识用的受体和

供体之间就会发生荧光共振能量转移．运用单分子

荧光能量转移技术可以准确地探测到以前无法观测

的如锚定(docking)、半融合(hemifusion)以及全融合
(full fusion)等分步骤，并大大提高了探测的时空分
辨率[29]，为揭示膜融合的分子机制提供了有力的工

具．最新研究采用了单分子技术观察快速融合中神

经递质释放的分子机制．研究者采用 SNARE 和
synaptobrevin-2重构的脂质体，研究在有钙离子参
与的情况下 100 ms内 2个相互融合的囊泡膜结构
的变化，并在冷冻电镜下观察到了同步融合和异步

融合两种融合途径．值得注意的是，在研究钙离子

触发的立即融合过程中，他们发现，从膜与膜相互

接触开始到彻底融合，并没有出现一个“半融合”

的中间体，即使真的存在中间体，也是 2个囊泡之

间先形成一层相对稳定的半融合的隔膜，数秒钟或

更长时间后才完成彻底的融合 [29]．他们还发现

complexin蛋白在体内神经递质的快速释放中起着
至关重要作用：这种蛋白可以促使囊泡立即融合．

在目前常用的单分子技术方法有：分别观测膜融合

(lipid mixing)或内容物融合 (content mixing) [30-31]，

以及能同时观测膜分子融合(lipid mixing)和内容物
融合(content mixing)的单分子荧光共振能量转移技
术[32-33]．与传统测量不同，这些单分子技术还可以

观测膜融合之前的膜相互作用[34-35]，这为研究诸如

complexin 和 Munc18 等辅助蛋白在整个膜融合过
程中的作用打下了基础[36-38]．

4 单分子生物物理技术研究神经退行性疾

病相关蛋白对膜融合的影响

通过构建体外的神经元 SNARE单分子荧光技
术研究 CSP琢、琢-Syn及 A茁在神经元 SNARE介导
膜融合不同阶段的作用及机制，可以为神经退行性

疾病的 SNARE假说提供理论支持和实验证据．很
多课题组使用单分子荧光能量共振技术对神经退化

相关联蛋白进行深入研究，发现了与帕金森病相关

的 琢-Syn 蛋白在神经递质释放过程中的重要作用
(图 2)：即单体 琢-Syn 蛋白通过同时与膜和
synaptobrevin-2蛋白作用，促成神经突触囊泡的聚
集，为其他蛋白质调控提供基础[39-40]，而非正常聚

集的 琢-Syn 蛋白 [41]会阻碍快速膜融合 [42]．该过程

中，琢-Syn蛋白聚合体主要影响的是囊泡锚定过程
而不是融合的过程．琢-Syn蛋白对膜融合的影响可
能存在多种机制，在高浓度的情况下，琢-Syn蛋白
会与带负电磷脂而不是与 v-SNARE结合，进而抑
制锚定过程；在浓度很低的情况下，琢-Syn蛋白会
直接影响 v-SNARE在膜融合中的介导作用[40]．此

外，Yeon-Kyun Shin团队最新研究表明，A茁聚合
物可以通过与 SNARE蛋白中的 syntaxin-1 结合来
抑制 SNARE 复合物的形成，从而直接影响
SNARE介导的胞吐作用来阻碍膜融合，这可能就
是与阿尔茨海默病相关的神经突触障碍的形成机

制 [43]．在膜融合被抑制的过程中，存在 A茁 和
琢-Syn蛋白的协同作用，两者之中任何一个的单独
存在都无法抑制膜融合过程，琢-Syn蛋白聚合体需
要 A茁的参与才能形成，A茁 和 琢-Syn 蛋白聚合体
能够选择性识别 synaptobrevin-2/VAMP2，进而直
接抑制 SNARE的锚定过程[44]．

Synaptobrevin-2

v-SNARE重组囊泡

Synaptotagmin-1

t-SNARE重组囊泡

Syntaxin-1 & SNAP-25
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Fig. 2 Through interactions with membrane and
synaptobrevin鄄2，琢鄄Syn monomers promote SNARE

formation，while large oligomers inhibit neuronal
SNARE鄄mediated vesicle docking

图 2 通过与磷脂膜和 synaptobrevin鄄2蛋白的相互作用，
琢鄄Syn单体促进 SNARE形成．而大块的多聚体阻碍

SNARE介导的入坞过程
Syn:突触核蛋白；synaptobrevin:小突触小泡蛋白；syntaxin:突触融

合蛋白；SNAP:可溶性 NSF附着蛋白.

5 总 结

在过去 20年中，科学家们利用体外膜融合体
系成功模拟了神经递质释放过程，并体外重现了参

与神经递质释放相关蛋白的重要功能．这将有益于

加深我们对神经信号传递过程的认识，开发新的神

经系统相关疾病的治疗方式．随着单分子技术的发

展，蛋白质介导的膜融合实验研究将会愈发成熟，

神经细胞中神经递质释放相关的膜融合机制也将会

越来越清晰，该研究将会朝着实时监测活体神经细

胞释放神经递质过程中膜融合的方向发展．

今后，越来越多的研究将会利用先进单分子生

物物理技术来探测神经递质释放受神经退行性疾病

相关蛋白的影响．相对于研究比较深入的帕金森病

相关的触突核蛋白，与阿尔茨海默病密切相关的 茁
淀粉样蛋白在神经递质释放的影响还处于起步阶

段．此方向需要更进一步解决关键的问题在于：

A茁促进神经递质释放的作用是否为 A茁直接结合
并调控 SNARE复合物组装的结果；以及在不同生
理和病理条件下，不同种类的 A茁剪切体和 A茁自
身构象及聚合形式是否对 SNARE复合物组装发挥
着不同的作用．另外，A茁 具体如何与 SNARE蛋
白相互作用，与 SNARE蛋白中的哪个蛋白相互作
用，如何影响 SNARE复合物组装，以及 A茁的功

能差异与 A茁自身构象的关系等问题都需要进一步
研究．
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Single鄄molecule Biophysical Studies of Neurotransmitter Release*

TIAN Zhi-Qi, HU Ya-Chong, LONG Jian-Gang, LIU Jian-Kang, DIAO Jia-Jie**

(Center for Mitochondrial Biology and Medicine, The Key Laboratory of Biomedical Information Engineering of Ministry of Education,
School of Life Science and Technology, Xi忆an Jiaotong University, Xi忆an 710049, China)

Abstract Fast neurotransmitter release plays an important role in neuron communications. The membrane fusion
process mediated by SNAREs can be significantly influenced by proteins related to neurodegeneration. In order to
understand the molecular mechanism, a series of single molecule biophysical assays have been developed for
observing content mixing rather than (or in addition to) lipid mixing at the single-vesicle level. Based on
proteoliposomes reconstituted with v- or t-SNARE proteins, people have developed single vesicle-vesicle fusion
assays that monitor lipid or content mixing and both lipid and content of individual vesicle-vesicle pairs. By
simultaneously observing lipid and content mixing indicators of single vesicle pairs, these assays provide a
foundation to investigate the influence of other regulation factors on SNARE-mediated membrane fusion.
Furthermore, these single vesicle-vesicle fusion assays have been applied for systematically characterizing proteins
related to neurodegeneration (CSP琢, 琢-Syn, and A茁) during different stages (docking, hemifusion, and full fusion)
of SNARE-mediated membrane fusion.
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