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基于荧光蛋白的荧光共振能量转移探针的构建及应用
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摘要      荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy transfer, FRET)是基于荧光基团供体

和荧光基团受体间偶极子–偶极子耦合作用的非辐射方式的能量传递现象。基于荧光蛋白的FRET
技术已被广泛用于研究细胞信号通路中蛋白质–蛋白质活体相互作用检测、蛋白质构象变化监测

以及生物探针的研制中。基于荧光蛋白的荧光共振能量转移探针使得人们可以在时间和空间层面

上研究细胞信号的转导过程。该文简要介绍了四大类基于荧光蛋白的FRET生物探针的设计、研

制以及其在生物信号分子检测、活细胞成像以及药物筛选中的应用和进展情况。
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细胞信号转导中活体蛋白质间的时空相互作

用、蛋白质的生物修饰以及生物信号小分子动态调

控过程是当前生命科学研究的重大课题。以往人们

对细胞信号转导过程的认识很大一部分是建立在非

活体细胞的生物化学与分子生物学基础之上的。荧

光共振能量转移(fluorescence resonance energy trans-
fer, FRET)技术因其可以实现活体、原位条件下的

信号分子的动态实时检测而被广泛用于生命科学研

究中。基于荧光蛋白的活细胞探针的研制和运用为

人类实时、在体可视化细胞信号转导的过程提供了

可能[1-2]。在过去的五到十年中, 基于绿色荧光蛋白

(GFP)及其变体的荧光共振能量转移探针已被用来

实时检测和在体成像诸如离子、蛋白酶、激酶、单

糖等多种生物分子的活细胞生物行为[3-4]。荧光共振

能量转移探针为人类实时研究活细胞甚至动物整体

的生物化学以及信号转导过程带来了前所未有的便

利, 同时也为人类揭示单细胞内生物分子的活动规

律提供了新的视角和窗口。本文介绍了四大类基于

荧光蛋白的FRET生物探针的设计、研制以及其在

生物信号分子检测和药物筛选应用中的最新进展。

  

1   荧光共振能量转移技术原理
当一个荧光团(供体)处于激发状态时, 通过偶

极子–偶极子作用, 会将其能量以非辐射形式传递给

相邻的分子(受体), 引起受体的激发, 这个过程被称

为förster共振能量转移(förster resonance energy trans-
fer)[5-6]。通常情况下, 受体也是一个荧光分子, 因此

也称为荧光共振能量转移(FRET)。当荧光团供体和

荧光团受体间靠近达到合适的距离发生FRET现象

时, 其直观体现是: 如果以供体的激发光激发, 供体

的荧光强度比它单独存在时要低得多, 而受体的荧光

却大大增强(sensitized emission)。发生FRET一般要

满足四个条件: (1)供体和受体距离≤10 nm; (2)供体

的发射光谱与受体的激发光谱有一定的重叠; (3)供
体的量子产率和受体的光吸收系数足够高; (4)供体

受体的偶极具有合适的相对取向。FRET是一种距

离依赖的物理过程, 其效率与供体荧光基团和受体

荧光基团距离的六次方成反比。由于其能量传递效

率与供受体之间距离的高度依赖性, 使得人们可以

利用FRET现象来分析两个分子间的相互作用或同

一分子间构象的变化[7]。同时, 基因编码的GFP及其

变体在活体标记技术上的发展也极大促进了FRET
技术在细胞生物学、分子生物学研究中的运用[8-9]。

2   绿色荧光蛋白及其变体
1962年, Shimomura等首先从水螅水母类动物

Aequorea Victoria中分离、纯化出一种荧光物质, 并
将其定性为蛋白质, 称为绿色荧光蛋白。1992年, 绿
色荧光蛋白基因从水母体内克隆, 之后人们从很多

的海洋生物物种中克隆到了新的荧光蛋白, 它们能

特异地“照亮”生物分子或细胞, 并显示出生物分子
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的活动情况, 为我们揭示这些分子或细胞的活动规

律及本质提供了前所未有的便利。Tsien等[10]率先研

究并阐述了GFP发光的化学机制。GFP是一个分子

量为27 kDa的桶状结构蛋白分子, 由11个β折叠和一

个中心α螺旋构成。β折叠通过相对无序的富含脯氨

酸的环连接, β折叠氨基酸侧链交替从表面投射到蛋

白质的内侧或外侧。与大多数可溶性蛋白不同, 许
多内侧氨基酸残基带电荷或具有极性, 这些氨基酸

残基通过氢键结合许多水分子。如图1, GFP主要的

荧光生色基团是位于桶状结构中心的三个氨基酸: 
丝氨酸(Ser)65、酪氨酸(Tyr)66和甘氨酸(Gly)67。三

个关键氨基酸残基空间位置非常接近, 在这种特殊

环境里, Ser65的羧基碳和Gly67的氨基氮反应形成

咪唑啉-5-酮环, 并进一步氧化导致咪唑啉环与Tyr66
轭合及荧光的成熟。自然GFP的发色基团有两种形

成状态: 质子化状态, 在395 nm出现一个激发峰; 非

质子化状态, 在475 nm出现一个激发峰。无论激发

光波长多少, 荧光发射最大值为507 nm。Tsien组随

后又通过单点突变(S65T)技术获得了荧光强度和光

稳定性大大增强的GFP突变体(GFP-S65T)[11], 并进

一步通过对GFP荧光生色基团氨基酸的突变和筛选, 
获得了蓝色荧光蛋白(blue fluorescent protein, BFP)、
青色荧光蛋白(cyan fluorescent protein, CFP)和黄色

荧光蛋白(yellow fluorescent protein, YFP)。随后, 研
究人员又从珊瑚和海葵等物种中克隆出光谱红移的

红色荧光蛋白(red fluorescent protein RFP), 大大拓

展了荧光蛋白多色成像的应用[12-13]。绿色荧光蛋白

及其荧光变体在培养细胞以及整个动物体的基因表

达研究中作为报告基因特别有用, 在活细胞成像中

经常用于追踪蛋白质及细胞器的定位。除了通常被

用作报告基因外, 基于荧光蛋白构建的荧光共振能

量转移探针还可以对活细胞中的实时信号转导过程

A: 绿色荧光蛋白筒状结构示意图; B: 绿色荧光蛋白发光基团形成步骤; C: EBFP、ECFP、EGFP、EYFP发光基团。

A: β-barrel architecture and approximate dimensions; B: steps in the formation of the EGFP chromophore; C: chromophore structures of EBFP, ECFP, 
EGFP and EYFP.

图1　GFP结构、EGFP发光基团产生步骤和GFP变体发光基团结构

Fig.1　Structure of the GFP β-barrel, EGFP chromophore formation and GFP variants’ chromophore structures
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及小分子进行检测和成像[14-16]。通常用于探针构建

的FRET荧光蛋白供体和受体包括: BFP/GFP、CFP/
YFP、GFP/RFP、Cerulean/Venus、Cerulean/Citrine等。

3   基于荧光蛋白的分子内荧光共振能量

转移活细胞探针
3.1  金属离子类FRET探针 

金属离子类FRET探针的典型代表是基于荧光

蛋白的钙离子成像探针Cameleon。1997年, 日本科

学家Miyawaki及其同事[17]将钙调素(CaM)与其结合

小肽M13通过基因工程方式构建在一起并在其融合

蛋白两端再分别连入蓝色荧光蛋白(BFP)和绿色荧

光蛋白(S65T GFP), 构建成功了最初的钙离子检测

探针Cameleon1(图2)。这种探针的工作原理是基于

分子内FRET现象。探针质粒在细胞中表达后, 如果

细胞内钙离子浓度在受到信号刺激后上升, 细胞中

的钙离子就会与探针融合蛋白中的钙调素结合, 使
钙调素发生结构变化, 并与其相连的M13小肽结合, 
从而导致融合蛋白结构整体的变化, 使得原先分子

内相距较远的FRET供体荧光基团BFP和FRET受体

荧光基团GFP相互靠近, 分子内FRET效率在结合钙

离子后显著上升, 通过检测钙离子结合前和钙离子

结合后绿色荧光与蓝色荧光强度比例的变化来反映

细胞中钙离子浓度的变化。Cameleon1虽然可以在

活细胞内检测钙离子浓度的动态变化, 但其仍然有

很多缺点, 比如供体BFP荧光蛋白的激发光在紫外

范围, 会对细胞造成伤害, 而且Cameleon1的灵敏度

较低, 钙离子结合后, 其荧光比例变化范围(dynamic 
range)较小。之后的十多年间, 全世界不同实验室对

Cameleon1进行了优化。比如用更利于活细胞成像

的CFP/YFP荧光蛋白替代了原先的BFP/GFP荧光蛋

白[18]。针对EYFP荧光蛋白易于受到细胞中酸碱度

和氯离子影响的问题, 人们又将FRET受体置换为

更稳定的黄色荧光蛋白变体Citrine或Venus, 从而

大大提高了Cameleon在活细胞生理状态下运用的性

能[19]。2004年, 为了提高Cameleon的灵敏度, Nagai
等[20]又用环化重排黄色荧光蛋白cpVenus173替代通

常的Venus荧光蛋白作为FRET钙离子探针受体, 并
将供体ECFP的C末端11个氨基酸去掉, 研制成功了

钙离子探针Yellow Cameleon 3.6(YC3.6)。YC3.6极

将钙调素蛋白(CaM)与其钙离子依赖性结合肽M13融合表达, 并在融合蛋白的N末端和C末端分别连入蓝色荧光蛋白(BFP)和绿色荧光蛋白

(GFP), 构建成探针Cameleon1。当环境中处于低钙离子状态时候, Cameleon1整体结构成舒展状, 此时BFP和GFP相对距离较远, 分子内FRET效
率很低; 而当环境中钙离子浓度升高, 钙离子与CaM结合, CaM构象改变并与M13小肽结合, 从而使得Cameleon1整体结构由舒展变成紧缩, 使得

BFP和GFP相对距离靠近, 分子内FRET效率上升。

Cameleon1 consist of tandem fusions of blue and green fluorescence protein, Calmodulin, the Calmodulin-binding peptide M13. Binding of Ca2+ makes 
Calmodulin wrap around the M13 domain, increasing the intramolecular FRET between the flanking BFP and GFP.

图2　Cameleon1结构图(根据参考文献[17]修改)
Fig.2　Schematic representation of Cameleon1(modified from reference [17])
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大地提高了原先Cameleon探针的动态范围(dynamic 
range)。这里用到的cpVenus173荧光蛋白的构建方式

是在原Venus蛋白基础上将荧光蛋白C-端的174-238
位氨基酸与荧光蛋白N-端的1-173位氨基酸通过首

尾互换重新连接形成新的N-端和C-端[21]。这个事例

说明可以通过改变荧光蛋白供受体荧光基团发生

FRET时的相对取向来提高分子内FRET发生的效

率[22]。2010年, Horikawa等[23]又通过优化CaM和M13
分子间的连接肽进一步提高了Cameleon的灵敏度, 
并将高灵敏度的yellow Cameleon-Nano用于斑马鱼

胚胎上钙离子的成像。钙离子FRET探针除了基于钙

调素蛋白的Cameleon系列外, 还有另一类是基于钙离

子结合蛋白TroponinC(TnC)的探针[24-25]。TroponinC
是一类骨骼肌和心肌细胞中特有的钙离子结合蛋

白, 将荧光蛋白ECFP和cpCitrine分别构建在Tropon-
inC蛋白的N-端和C-端。探针结合钙离子后, Tropon-
inC蛋白会发生结构变化, 从而使得分子内ECFP和
cpCitrine的FRET效率提高。通过实时监测cpCitrine
黄色荧光和ECFP青绿色荧光强度的比例, 就可以

得知细胞内钙离子浓度变化。由于TroponinC蛋白

只在高度分化的骨骼肌和心肌细胞中存在, 所以基

于TroponinC蛋白的钙离子探针就比Cameleon更适

合于神经细胞中钙离子的成像。钙离子活细胞探

针比起原先的经典的化学小分子钙离子探针(例如: 
Quin-2、Fura-2、Indo-1、Fluo-3以及Rhod-2)的优

势在于这类探针是基因编码的, 易于导入细胞, 生物

相容性较好, 并且可以很方便地通过基因工程的方

式在探针上加上一些细胞器定位序列(如核定位序

列、线粒体定位序列、内质网定位序列等)来测定

亚细胞结构的实时离子浓度变化。例如: Nagai等[20]

在YC3.6探针的C末端通过基因融合方式加上了Ki-
Ras蛋白上的一段细胞膜定位序列, 从而将YC3.6探
针成功定位于细胞膜上用来测定组胺刺激下细胞膜

附近的钙离子浓度的实时动态变化。除了上述经典

的钙离子FRET探针外, 基于同样的思路, 利用金属

离子特异性结合蛋白, 人们又设计构建出其他金属

类离子FRET探针, 例如: 铜离子探针、锌离子探针

等[26-27], 这些探针已被广泛用于实时监测信号转导

过程中细胞内金属离子浓度的动态变化。

3.2  蛋白酶类FRET探针

蛋白酶类FRET探针的典型代表是基于荧光蛋

白的Caspase-3活性监测探针。1998年, Xu等[28]将

FRET供体荧光蛋白BFP与FRET受体荧光蛋白GFP
直接通过18个氨基酸小肽连接起来融合表达, 而连

接肽含有蛋白酶Caspase-3底物的识别序列DEVD。

当细胞内Caspase-3没有被激活时, 细胞内表达有大

量的BFP-DEVD-GFP融合蛋白。因为此时BFP和GFP
荧光蛋白融合表达, BFP和GFP荧光蛋白会发生分

子内FRET现象。而当细胞受到凋亡因子刺激, 发生

凋亡时, 细胞内Caspase-3蛋白酶大量激活并识别含

有DEVD氨基酸序列的BFP-DEVD-GFP融合蛋白探

针, 并从DEVD处切割, 使得BFP荧光蛋白和GFP荧
光蛋白分离, 从而分子内FRET现象消失。这类探针

的特点是含有蛋白酶底物序列的小肽被具有活性的

特异性蛋白酶不可逆的切割, 探针的FRET效率在此

过程中会明显减小, 因而这类探针具有高特异性和

高灵敏性的特点。而且探针分子内FRET的效率与

Caspase活性呈现负相关, 所以可以直接从FRET效
率的变化来监测Caspase蛋白酶在细胞凋亡中活性

的变化。基于这样的构建思路, 人们又设计出实时

监测Caspase-6、Caspase-8、Caspase-7活性的FRET
蛋白酶探针[4,29-30]。基质金属蛋白酶(MMP)是降解

细胞外基质及基底膜的一系列内肽酶, 其活性往往

与肿瘤的转移、浸润相关[31-32]。2007年, Yang等[33]

将MMP2识别序列MSS作为连接肽序列连入CFP和
YFP荧光蛋白之间, 并将其定位于细胞膜表面, 成功

地观测到MMP2的激活过程。这种MMP-FRET探针

现在已被用来高通量筛选具有抗肿瘤活性的基质金

属蛋白酶抑制剂。2007年, Vinkenborg等[34]通过对绿

色荧光蛋白二聚化表面结构区域的研究, 发现S208F
以及V224L的突变可以显著加强水母来源的荧光蛋

白彼此之间的二聚化, 从而使连接肽连接的两个荧

光蛋白分子内FRET效率大大提升(图3)。当含有蛋

白酶底物序列的连接肽被蛋白酶切割后, 会产生更

大的FRET效率变化, 大大提高了蛋白酶类探针的灵

敏度。据报道, 运用CFP和YFP荧光蛋白经过S208F
和V224L的突变后构建的Caspase探针其YFP荧光和

CFP荧光的比值变化由原先的4倍增加到16倍。因此, 
现在认为对荧光蛋白二聚化表面关键位点的突变可

有效地改变蛋白酶类探针的灵敏度。利用FRET原
理构建的蛋白酶类FRET探针的优势在于可以在活

细胞生理状态下实时监测蛋白酶的活性, 并可以结

合流式细胞仪进行高通量的蛋白酶类抑制剂药物的

大规模筛选。
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3.3  激酶类FRET探针

蛋白激酶是一类细胞内信使依赖的、在蛋白质

磷酸化过程中起中介和放大作用并帮助完成信号传

递过程的酶。蛋白激酶用ATP或GTP作为磷酸基团

供体, 靶蛋白中的丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸作为

磷酸基团的受体, 将磷酸基团转移到特定底物蛋

白上[35-36]。蛋白质的磷酸化在信号转导过程中具有

举足轻重的地位。特定蛋白激酶的活性往往与肿瘤

细胞的恶性程度密切相关[37-38]。激酶类FRET探针的

典型代表是基于荧光蛋白的蛋白激酶A(PKA)活性

检测探针。2001年, Zhang等[39]将PKA激酶的底物序

列LRRASLP与从14-3-3蛋白中得到的一段磷酸化丝

氨酸结合序列14-3-3τ(1-232)通过基因工程的方式连

接在一起, 并在融合蛋白的N末端和C末端分别连入

FRET供体荧光蛋白CFP和FRET受体荧光蛋白YFP, 
成功构建了特异PKA激酶活性成像探针AKAR1(图
4)。这种探针的原理类似于金属离子类FRET探针, 
当PKA没有活性或活性很低的时候, 融合蛋白探针

分子折叠成舒展状态, 此时分子内FRET效率较低; 
但当加入PKA激动剂FsK时, 细胞内PKA被激活并

磷酸化分子探针内底物序列中的丝氨酸。丝氨酸被

磷酸化后, 磷酸化丝氨酸结合序列14-3-3τ(1-232)就
可以特异识别并结合磷酸化了的底物序列, 从而导

致融合探针蛋白分子结构的巨大变化, 融合蛋白探

针分子由舒展状态变成紧缩状态, 使得CFP和YFP蛋
白空间距离靠近, 分子内FRET效率在丝氨酸磷酸化

前后发生较大变化。通过实时监测YFP与CFP荧光

强度的比例变化就可以反映PKA被激活的状况。通

过在分子探针加上细胞器定位序列, 还可以将FRET
探针定位到细胞的亚细胞结构上来对蛋白激酶活性

成像。这种探针的最大优势是可以在生理状况下实

时反映出蛋白激酶活性在活细胞中的特异性时空分

布。基于这样的思路, 2005年, Wang等[40]通过将与

磷酸化酪氨酸结合的蛋白质结构域SH2与Src激酶的

特异磷酸化底物序列WMEDYDYVHLQG相连, 并
在其融合蛋白的N末端和C末端连入荧光蛋白CFP
和YFP, 成功构建了Src激酶的活细胞探针。Wang等
结合光镊(Laser Tweezer)技术研究了力学刺激下的

Src激酶激活和信号传导过程。这类蛋白磷酸化探

针构建的基本方式是选择特异的与磷酸化的丝苏氨

酸或酪氨酸结合的蛋白质结构域, 如14-3-3τ(1-232)
或FHA, 或者SH2, 并将其与优化了的待检测激酶

A: 将青色荧光蛋白(ECFP)与黄色荧光蛋白(EYFP)用含有蛋白酶切割序列的小肽连接起来, 融合表达, 构建成蛋白酶类FRET探针。此时探针内

有中等程度的FRET现象发生。当蛋白酶被激活后, 可以识别含有其切割序列的小肽, 使得ECFP和EYFP分离, FRET效率大大降低; B: 将ECFP
和EYFP蛋白做V224L和S208F双突变构建蛋白酶探针, ECFP与EYFP会形成弱二聚体, 从而增加了蛋白酶探针分子内FRET的效率。

A: in the classical sensor design the linker assumes a random-coil distribution, which results in intermediate energy transfer; B: introduction of S208F 
and V224L mutations in both domains promotes intramolecular-complex formation, which results in an increase in energy transfer prior to cleavage. 
The interaction between the mutations of ECFP and EYFP is weak enough to result in dissociation of ECFP and EYFP after proteolytic cleavage. 

图3　蛋白酶类FRET探针结构图(根据参考文献[34]修改)
Fig.3　Schematic representation of protease FRET biosensor(modified from reference [34])
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的底物序列融合表达, 并在融合蛋白的N末端和C
末端分别连入FRET供体和受体荧光蛋白[41]。2008
年, Ouyang等[42]又将原先的Src探针的FRET荧光对

CFP/YFP置换成CFP/YPet, 显著提高了此类探针的

灵敏度。他们认为这是因为CFP和YPet荧光蛋白比

CFP和YFP荧光蛋白更易形成弱二聚体, 从而提高

了分子内FRET效率的缘故。因此, 现在利用CFP和
YPet荧光蛋白代替CFP和YFP荧光蛋白来构建高灵

敏度的蛋白激酶类FRET探针, 被认为是一种提高分

子内FRET探针灵敏度的有效方式。迄今为止, 人们

已成功构建了针对诸如: ERK、FAK、PKA、PKB、
PKC、PKD、Rac、RhoA以及Src等激酶的FRET活
细胞探针[43-51]。激酶类FRET探针使人们能在时间

和空间层面上在活细胞内更好地研究激酶活性调控

过程, 并且人们可以利用这类探针结合流式细胞技

术来高通量地筛选一些激酶抑制剂类的药物, 为治

疗肿瘤提供前期基础。

3.4  单糖类FRET探针

单糖类FRET探针的典型代表是基于荧光蛋白

的麦芽糖(Maltose)检测探针[52]。其基本思路是将

FRET荧光蛋白供受体与单一的麦芽糖结合蛋白结

构域以“三明治”方式相连, 当麦芽糖与麦芽糖结合

蛋白发生结合的时候, 导致麦芽糖结合蛋白分子内

的构象变化, 从而使得FRET供受体相对距离靠近, 
产生FRET效率上的显著变化(图5)。这种分子内

FRET探针的原理与前述的钙离子探针类似, 只是这

A: 蛋白激酶A(PKA)检测探针融合蛋白包括青绿色荧光蛋白(CFP)、特异结合磷酸化丝氨酸的蛋白质结构域14-3-3τ(1-232)、含有PKA激酶的

底物肽LRRASLP以及黄色荧光蛋白(YFP)。当细胞中的PKA被激活后, 会磷酸化探针底物肽的丝氨酸(Ser)位点, 丝氨酸被磷酸化后, 磷酸化丝

氨酸结合结构域14-3-3τ(1-232)会与底物肽结合, 从而探针分子构象发生变化, 使得原先相聚较远的CFP和YFP荧光蛋白位置靠近, FRET效率大

大提升。pS代表磷酸化丝氨酸; B: 表达PKA探针(AKAR1)的细胞在PKA激动剂FsK处理后, 监测YFP荧光与CFP荧光强度随时间变化的比例, 
并做成伪彩色图。细胞图中红色区域表示YFP与CFP荧光强度比例高的区域, 蓝色区域表示YFP与CFP荧光强度比例低的区域。YFP与CFP荧
光强度比例的高低及变化反应了活细胞中PKA活性的高低及变化。

A: Domain structure of PKA FRET biosensor consist of tandem fusions of ECFP, a phosphoserine binding domain 14-3-3τ(1-232), a consensus sub-
strate for PKA, and EYFP. Activated PKA caused changes in the ratios of yellow to cyan emissions in live cells by phosphorylation-induced changes 
in fluorescence resonance energy transfer. pS stands for the phosphorylated serine. B: FRET response of HeLa cells transfected (24 h) with PKA FRET 
biosensor. The CFP-only image on the far left shows that the reporter distributes evenly throughout the cytosol. Pseudo color images depict the FRET 
response of the reporter to FsK stimulation.

图4　蛋白激酶A的FRET探针结构图(根据参考文献[39]修改)
Fig.4　Schematic representation of PKA FRET biosensor(modified from reference [39])



1264 · 综述 ·

类探针中运用的是单一的麦芽糖结合蛋白。这类探

针构建的思路主要是要寻找到一些具有底物结合特

异性, 并且在结合底物后构象会发生巨大变化的蛋

白质或蛋白质结构域。这类探针的一大运用是可以

在体外直接表达纯化这种探针, 并开发成检测试剂

盒, 在体外对待测物进行高效并且方便的检测。

4   荧光蛋白FRET探针构建的优化
基于分子内的荧光共振能量转移探针因其能

在活细胞内对信号转导过程进行时空成像而具有

巨大的应用潜力。但构建一个高效、特异的FRET
探针并非易事。FRET效率除了受到供受体荧光蛋

白相对距离的影响外, 还受到荧光分子间相对取向

的影响。大多数情况下, 人们并不能很好地预测探

针蛋白在细胞内的具体构象。所以对FRET探针的

设计、构建以及优化都需要经过漫长而反复的试

错过程, 因而给高效FRET探针的研制带来了种种阻

力。不同类型的FRET探针有不同的优化方式, 具体

问题还要具体分析, 但有些通用原则, 例如如前所述

在设计蛋白酶类探针时, 可以将供受体荧光蛋白做

成双突变(S208F和V224L)形式增加分子内FRET的
效率; 在设计激酶类探针时, 运用CFP和YPet荧光蛋

白可以显著改善探针的灵敏度和动态范围。2011年, 
Komatsu等[53]通过设计长的灵活的EV连接肽, 消除

了分子取向对FRET效率的影响, 从而使得设计的探

针其FRET效率只受供受体荧光蛋白相对距离的影

响, 这种设计方式大大促进了高灵敏度FRET探针的

设计和研制。

5   荧光蛋白FRET探针在药物高通量筛

选中的运用
药物高通量筛选(high-throughput screening, HTS)

是20世纪80年代后期形成的寻找新药的高新技术。

采用的筛选方法一般是以药物作用靶点为主要对

象的细胞和分子水平的筛选模型。FRET探针已被

广泛用于新药的高通量筛选中, 如G蛋白偶联受体、

蛋白激酶以及膜蛋白受体的激动剂或拮抗剂的筛选

中。Liu等[54]将HTS与FRET探针技术有机结合, 筛选

出抗SARS-CoV 3CL的蛋白酶, 为开发抗SARS病毒

药物提供了依据。Lauer-Fields等[55]通过FRET探针

技术筛选到基质金属蛋白酶MMP-13的抑制剂, 从
而为骨关节炎的治疗提供了基础。Tian等[56]结合流

式细胞和FRET探针技术建立了抗肿瘤药物筛选平

台, 并成功用于中草药抗肿瘤药物的筛选。2010年, 
Mizutani等[57]设计了一种监测癌细胞中BCR-ABL激
酶活性的荧光蛋白FRET探针, 并将其运用于抗肿瘤

药物的筛选和药效的评价中, 为慢性粒细胞白血病

(CML)的临床治疗提供了可靠的基础。

6   荧光蛋白FRET探针的开发前景及挑战
荧光蛋白FRET探针为人类揭示活细胞信号转

导的时空性提供了可能。目前, 越来越多的基于荧

在麦芽糖结合蛋白(MBP)的N-端和C-端各自连上青色荧光蛋白(ECFP)和黄色荧光蛋白(EYFP), 构建成麦芽糖荧光共振能量转移探针。当麦芽

糖结合到探针上, 麦芽糖结合蛋白由原先分子开放结构变成分子闭合结构, 从而连接在麦芽糖结合蛋白两端的荧光蛋白CFP和YFP间的FRET
效率发生显著变化。

ECFP donor and EYFP acceptor were genetically attached to the C- and N-termini of Maltose binding protein (MBP), respectively. Upon the addition of 
maltose, the donor emission intensity is expected to decrease, and the acceptor emission will subsequently increase based on the conformation alteration 
from open to close status of MBP.

图5　麦芽糖FRET探针结构图(根据参考文献[52]修改)
Fig.5　Schematic representation of Maltose FRET biosensor(modified from reference [52])
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光蛋白的FRET探针被开发和运用于高通量药物的

筛选中。但荧光蛋白FRET探针也具有其局限性, 尤
其是用荧光蛋白来做FRET的供受体时, 荧光蛋白自

身分子量较大可能会影响到探针整体分子不同结构

域蛋白间的独立折叠。另外, 现有FRET荧光蛋白对

间的förster半径仍然太短, 易导致FRET信号太弱而

无法检测到。再者就是缺乏性能较好的红色荧光

蛋白。如今的大多数红色荧光蛋白都有自身聚集

的倾向[58], 容易在细胞中形成大的蛋白聚集体, 对活

细胞造成伤害, 并且由于缺乏性能优越的红色荧光

蛋白, 使得荧光蛋白探针很难从细胞水平成像运用

到动物整体水平成像。目前, 在具体研制荧光蛋白

FRET探针过程中所面临的问题则主要在于如何提

高探针在活细胞中检测的特异性和灵敏性。在探针

检测特异性上, 人们可以通过结合计算机模拟和生

物信息学方法来预测蛋白质与小分子相互作用后的

构象变化, 并通过基因工程方式设计改造靶蛋白, 从
而提高蛋白与小分子的结合的特异性。在提高探针

灵敏度上, 运用优化了的或新开发的具有某种特异

光学性质的荧光蛋白作为FRET荧光供体和荧光受

体可以显著提高探针的灵敏度[59]。在信号检测方式

上, 利用更高端的成像检测手段, 也可以提高FRET
信号检测的灵敏度[60]。相信随着荧光蛋白和显微成

像手段的不断发展, 结合计算机和生物信息学手段, 
人们未来可以根据自己的需要通过基因工程和蛋白

质工程来定向设计和研制高特异性和高灵敏度的

FRET探针。

7   展望
综上所述, 基于荧光蛋白的荧光共振能量转移

探针为人类在时间和空间二维层次上认识活体细胞

信号转导的过程提供了前所未有的便利。随着绿色

荧光蛋白及显微成像技术的发展, FRET荧光探针检

测的特异性及灵敏性都得到了大大提高。FRET荧
光探针照亮了细胞内部生命现象, 使我们在活细胞

状态下, 对细胞信号转导的过程和本质看得更加清

楚。基于荧光蛋白的荧光共振能量转移探针也必将

在药物的高通量筛选以及新药的药效评价中发挥巨

大的作用。
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Design and Application of GFP-based FRET Biosensor

Wang Sheng, Chen Dianhua, Jiang Chizhou, Wu Qiong, Li Huang, Hua Zichun*
(School of Life Science, State Key Laboratory of Pharmaceutical Biotechnology, Nanjing 210093, China)

Abstract        FRET is distance-dependent physical process by which energy is transferred non-radiatively 
from an excited molecular fluorophore (the donor) to another fluorophore (the acceptor). GFP-based FRET tech-
niques have been widely used and applied in protein-protein interaction detection, protein conformation change 
monitoring and biosensors designing. GFP-based FRET biosensor greatly facilitates the research of cell signal 
transduction both at spatial and temporal levels. Herein, recent progress of design and application of GFP-based 
FRET biosensor has been reviewed, with emphasizes on its application in live cell imaging and drug screening.

Key  words        fluorescence resonance energy transfer; fluorescence protein; fluorescence probe; live cell im-
aging; drug screening
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