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CFP荧光蛋白文库构建及FRET技术
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摘要      钙调素(Calmodulin, CaM)是细胞内Ca2+信号的主要受体, 能够与靶蛋白相互结合调

节靶蛋白的活性, 在细胞增殖、分化、凋亡、迁移等过程中都起着重要作用。荧光共振能量转移

(fluorescence resonance energy transfer, FRET)技术是目前研究蛋白质相互作用比较成熟的方法之

一。作者通过Cre-loxP位点特异性重组技术构建了带有CFP荧光蛋白标记的文库, 与YFP-CaM共同

转染HEK293细胞, 应用荧光共振能量转移技术(FRET)进行检测, 挑取发生FRET作用的单个细胞, 
并进行单细胞PCR检测。由此扩增出的片段通过测序和蛋白序列数据库NCBI进行序列比对后, 筛
选出与CaM产生相互作用的蛋白。目前, 已经通过这种方法成功地筛选到了一些与CaM相结合的

蛋白, 从而为进一步研究CaM蛋白在生理环境下的作用提供有利条件。
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Construction of CFP-labeled Protein Library and Screening Calmodulin 
Binding Proteins by FRET Technology
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Abstract       Calmodulin (CaM), the main receptor for intracellular Ca2+ signals, regulates the activity of its 
target proteins by interacting with them and plays an important role in the cell proliferation, differentiation, apop-
tosis, migration, etc. Fluorescence resonance energy transfer (FRET) technology is one of the mature methods for 
studying proteins interactions. By applying Cre-loxP site-specific recombination technology we constructed CFP-
labeled library, cotransfected HEK293 cells with YFP-CaM plasmids, and used fluorescence resonance energy 
transfer (FRET) technology to detect the protein interaction. We picked up the cells which generated FRET and 
applied single-cell PCR detection. By sequencing the PCR products and comparing them with the database NCBI, 
we screened the unknown proteins which interacted with CaM. Taken together, we have found some CaM binding 
proteins through the construction of CFP-labeled protein library and applying the FRET technology. Our study pro-
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钙离子作为细胞内重要的信号分子, 参与细胞

内多种生理生化反应。它可以调控包括细胞增殖、

发育、迁移、学习记忆等一系列生理活动[1-2]。钙调

素(Calmodulin, CaM)作为钙离子的主要受体[1], 广泛

存在于真核及原核生物中, 是一类在结构和功能上

具有高度保守性的钙离子结合蛋白。CaM本身并没

有酶活性, 但能够与靶蛋白结合并调节靶蛋白的活

性从而使其发挥生物学功能。Ca2+/CaM信号在细胞

周期调控中具有重要的作用, 它参与调控了细胞周

期有丝分裂期的进入, 促进了核膜的破裂, 同时也调

控了细胞分裂中后期的转换, 并且参与了胞质分裂

的调控等。因此, CaM参与信号通路只能通过其与

下游靶蛋白CaMBPs作用才能调节细胞功能[3]。为

了更好地研究CaM在细胞周期调控中的重要作用, 
我们试图找到CaM在周期细胞中的下游效应因子。

在本研究中, 我们设计了一种新型的结合了Cre-loxP
技术和荧光共振能量转移(FRET)技术的大规模筛选

CaM结合蛋白的实验方法。

Cre-loxP系统是一种位点特异性重组, 发生在

两条DNA链特异位点之间, 重组的发生需要一段同

源序列即特异性位点和位点特异性的蛋白因子即重

组酶Cre酶参与。Cre-loxP系统由于其简单易操作目

前广泛受到青睐[4]。本实验所采用的是Clontech公
司的Cre-loxP系统, 该系统采用基因的直接转移法, 
与传统的亚克隆技术相比, 不会引起目的基因的删

减。另外, 它可以进行目的蛋白N-端或C-端标签。

整个过程只需要一种重组酶, 操作简单方便。该系

统利用了氯霉素抗性的正筛选和蔗糖的负筛选作为

筛选标记。其原理是, 当发生Cre酶介导的重组反应

时, 供体载体上的两个loxP位点之间的氯霉素抗性

也一起转入受体载体中, 因而重组子上也含有氯霉

素抗性。另外, 供体载体上含有一个sacB基因, 该基

因能够编码一种将蔗糖转化为果聚糖的酶, 当含有

该基因的菌在一定浓度的蔗糖培养基上生长时, 由
于果聚糖积累在细胞周质空间, 而导致大肠杆菌死

亡。因此, 我们可以利用氯霉素和蔗糖来筛选重组

克隆。含有sacB基因的供体载体不能在蔗糖培养基

里生长, 同样不能编码氯霉素抗性的受体载体也无

法在氯霉素抗性中生长。这种双筛选的机制在理论

上来说是可以保证99%的正确重组率。本实验拟通

过Cre-loxP系统在体外构建一个带有青绿色荧光蛋

白(CFP)标记的cDNA文库, 再利用FRET技术去筛选

与CaM在特定的时空条件下发生相互作用的蛋白。

FRET技术是在活细胞生理条件下对蛋白质

相互作用进行实时、动态的研究技术。足够靠近

(1~10 nm)的两种不同的荧光基团, 其中一种荧光

基团(供体)的发射谱与另一种荧光基团(受体)的激

发谱有一定的重叠, 当供体被激发时, 供体和受体

之间通过偶极–偶极耦合作用以非辐射方式将供

体激发态能量转移到受体激发态的过程。如果发

生FRET现象, 则供体通路信号将淬灭而受体通路

信号将激活或增强[5]。以GFP的两个突变体CFP和
YFP为例简要说明其原理: CFP的发射光谱与YFP的
吸收光谱有相当的重叠, 当它们足够接近时, 用CFP
的吸收波长激发, CFP的发色基团将会把能量高效

率地共振转移至YFP的发色基团上, 所以CFP的发射

荧光将减弱或消失, 主要发射的是YFP的荧光。两

个发色基团之间的能量转换效率与它们之间的空

间距离的6次方成反比, 对空间位置的改变非常灵

敏[6-7]。FRET的发生通常要满足四个条件: (1)供体

受体之间的距离≤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)供体与受体的偶极具有

合适的相对取向。已有报道, 研究者通过将受体与

FRET受体、一个大的候选肽配体库与一种FRET供
体进行基因融合, 实现了在大肠杆菌细胞质中进行

最佳相互作用伴侣的高通量光学筛选。此外, FRET 
杂交相互作用筛选也为发现细胞中可能具有重要意

义的蛋白质配体提供了一种强大的工具[8]。

我们通过Cre-loxP位点特异性重组技术构建了

一个带有CFP荧光蛋白标记的文库, 与YFP-CaM共

同转染细胞, 进行荧光能量共振转移(FRET)检测。

FRET技术最大的优点就是能够在活体细胞生理条

件下对蛋白质相互作用进行实时、动态和定量研究。

鉴于CaM在时间和空间的特异分布对其功能重要性

的考虑, 我们采用FRET结合活细胞显微观察技术, 
建立可在时间和空间上对CaM结合蛋白进行实时检

测分析的方法, 以分离鉴定在特定时间、特定位置

vides the conditions for further study of CaM protein in physical environment.
Key  words        Calmodulin; Cre-loxP; FRET; single cell PCR
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与CaM发生相互作用的蛋白质。发生荧光能量共振

转移并且计算结果在可信值范围内, 则认为与CaM
发生相互作用。

1   材料与方法
1.1   CFP和YFP荧光表达载体

构建plpAcCFP1-C真核表达质粒: 以pECFP-C1
作为模板, Nhe I和Xho I双酶切获取cfp真核表达基因, 
并将其构建到plpAcGFP1-C真核表达载体中, 双酶

切鉴定, 测序验证。plpAcGFP1-C载体购自Clontech
公司。pECFP-C1和YFP-CaM载体为本实验室保存。

采用碱裂解方法大量制备上述构建的质粒[15]。

1.2   细胞培养、质粒转染和荧光显微观察

HEK293细胞培养于含10%胎牛血清DMEM培养

基中, 培养基添加100 IU的青霉素、链霉素, 在37 °C、
含5% CO2、湿度饱和的培养箱中培养。将细胞接

种于直径35 mm、厚度0.17 mm的玻璃培养皿中, 
细胞密度长至70%时, 采用磷酸钙共沉淀转染法将

plpAcCFP1-C载体转染HEK293细胞, 转染前2~4 h换
液, 转染后12~16 h换液。24 h后用Olympus IX81活
细胞观察站进行青绿色CFP荧光观察。

1.3   CFP-cDNA荧光蛋白文库构建及鉴定

按照Clontech公司提供的DNA Cloning Kits进行Cre-
loxP重组。供体为人睾丸组织cDNA文库pDNR-LIB, 由
南京医科大学李建民老师馈赠。受体为上述构建的载

体plpAcCFP1-C。Cre-loxP重组方法如下: 充分混合体

系中液体, 室温22 °C孵育15 min, 70 °C加热5 min, 终止

反应。取1 μL DNA混合物加入50 μL感受态细胞

进行转化, 依次0 °C 30 min, 42 °C 90 s, 0 °C 2 min, 
加入800 μL SOC培养基, 菌液于37 °C 180 r/min转速

培养, 1 h后别取100 μL及300 μL涂板, 在含有7%蔗

糖、30 μg/mL氯霉素抗性的培养皿上37 °C培养过

夜。30 h左右挑取大菌落, 进行菌落PCR鉴定。小

菌落可能为包含供体和受体载体的混合基因。通

过PCR鉴定来判断是否重组上, 如果扩增出356 bp
的条带, 则为阳性克隆。引物对序列: PCP-1: GCT 
CAC CGT CTT TCA TTG CC(供体文库pDNR-LIB
载体上序列), PCP-2: TCC GCT CAT GAG ACA ATA 
ACC(受体载体pAcCFP1-C载体上序列)。
1.4   荧光观察FRETR值计算并标记细胞位置

将细胞接种于特制的直径35 mm、厚度0.17 mm
的玻璃培养皿中, 转染24 h后用Olympus IX81活细胞

观察站进行荧光观察。共转YFP-CaM和CFP-cDNA
文库, 使用Olympus IX81活细胞观察站进行FRET观
察及拍照, 并且使用Metamoroh软件进行计算荧光

能量共振转移效率FRETR值。从中挑选出FRETR
值在可信范围内的细胞进行标记。根据带有特殊刻

度的皿底, 确定细胞的具体位置。 
1.5   单细胞PCR

使用膜片钳的微电极吸取已作标记的单个细胞, 
放入5 μL浓度为400 ng/μL的蛋白酶K以及17 μmol/L的
SDS混合溶液中; 50 °C孵育1 h, 然后99 °C灭活30 min; 
于冰上加入40 μL PCR反应体系进行扩增, 其中包括

25 pmol/L引物、5 mmol/L MgCl2、300 nmol/L dNTPs
和2 IU Taq酶; 取1 μL PCR反应产物加入20 μL的PCR
反应体系, 其中包括10 pmol/L引物以及和上个步骤

相同的MgCl2、dNTPs和Taq酶, 再次进行扩增; 在浓

度为2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。将扩增出

的条带送到上海生工生物技术公司进行测序, 并将

测序结果与已知基因序列库进行比对, 从而确认扩

增出的基因名称。

2   结果
2.1   CFP荧光表达载体的构建及其在HEK293细
胞系中的表达

将cfp基因以正确的读码框插入表达载体

plpAcGFP1-C中, 获得重组质粒plpAcCFP1-C。质粒

经Nhe I和Xho I酶切鉴定后, 得到约750 bp的片段(图
1A), 同预期的结果相一致。挑取单个菌落送上海英

骏生物技术公司进行序列测定, 测序结果完全正确。

将测序正确的plpAcCFP1-C载体以磷酸钙转染法转

染HEK293细胞, 转染前2~4 h换液, 转染后12~16 h换
液, 在转染24 h后用Olympus IX81活细胞观察站进

行CFP荧光观察, 可观察到青绿色荧光(图1B)。
2.2   CFP-cDNA荧光蛋白文库构建和鉴定 
2.2.1   Cre-loxP重组实验      按照Clontech公司提供的

DNA Cloning Kits进行Cre-loxP重组, 重组后取2 μL转
化100 μL DH5α感受态细胞(购自TaKaRa公司), 加入

800 μL SOC培养基培养1 h, 分别取100 μL及300 μL
涂板, 在含有7%蔗糖、30 μg/mL氯霉素抗性的培养

皿上37 °C培养过夜。在培养皿中生长30 h左右, 可
以看到大小差异明显的克隆, 其中大克隆为重组后

的阳性克隆, 小克隆可能为文库和CFP载体的混合

克隆。从培养皿上挑取大克隆进行PCR鉴定, 能够
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HEK293 cells transfected with plpAcCFP1-C

A: 泳道1~3: 重组后克隆进行Nhe I和Xho I双酶切, 释放出750 bp条带, 为阳性克隆; 泳道4: DNA marker, 2 Kb; B: plpAcCFP1-C质粒转染HEK293
细胞, 24 h后观察CFP荧光。左右两图均为表达CFP荧光的HEK293细胞。标尺=10 μm。

A: Lane 1~3: recombination colonies after digestion by Nhe I and Xho I, which released 750 bp fragment; Lane 4: DNA marker, 2 Kb; B: expression of 
plpAcCFP1-C plasmid in HEK293 cells. HEK293 cells were transfected with plpAcCFP1-C plasmid, and CFP fluorescent can be detected after 24 h. 
Both the left and right photo indicated CFP fluorescence in HEK293 cells. Scale bars=10 μm.

图1  plpAcGFP1-C载体构建以及其在HEK293细胞系中的表达

Fig.1  Construction of plpAcGFP1-C plasmid and expression in HEK293 cells

泳道1~100: 重组文库中随机挑取100个克隆进行菌落PCR鉴定, 51个泳道扩增出阳性条带。 M: DNA marker, 2 Kb。
Lane 1~100: PCR identification of 100 recombination colonies. M: DNA marker, 2 Kb.

图2  PCR鉴定重组克隆

Fig.2  PCR identification of recombination colonies

扩增出356 bp条带的则为阳性克隆。随机挑取100
个大克隆进行PCR鉴定, 从而大致确定重组文库的

重组率。鉴定结果如图2和图3所示, 100个克隆中有

51个扩增出阳性条带, 重组率为51%。

2.2.2   CFP-cDNA荧光蛋白文库的鉴定      将CFP荧光

标记的文库克隆cDNA进行混合大量提取, 使用磷酸

钙转染法将cDNA转染HEK293细胞, 转染前2~4 h换
液, 转染12~16 h后更换新鲜细胞培养液。转染24 h后
用Olympus IX81活细胞观察荧光显微镜进行CFP荧
光检测, 在100倍物镜下可观察到青绿色荧光(图3)。
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(A)

(B)

(C)

(D)

CFP YFP FRET

CFP

A B

HEK293 cells transfected with plpAcCFP1-C

100个文库重组克隆混合质粒转染HEK293细胞, 24 h后检测荧光表达。100倍镜下有较多细胞可观察到CFP青绿色荧光。A和B均为表达CFP荧
光的HEK293细胞。标尺=10 μm。

The mixture of 100 recombination plasmids were transfected into HEK293 cells, and the CFP fluorescent can be detected after 24 h. A and B indicated 
CFP fluorescence in HEK293 cells. Scale bars=10 μm. 

图3  重组克隆的荧光鉴定

Fig.3  The fluorescent identification of recombination colonies

A~D: 显微观察共同表达CFP和YFP荧光蛋白并发生FRET作用的单细胞, 见白色箭头所示。标尺=10 μm。

A~D: microscopic observation of the co-expression of CFP and YFP fluorescent protein and FRET in HEK293 cells, represented by the white arrow.
Scale bars=10 μm. 

图4   HEK293细胞中共转YFP-CaM质粒和CFP-cDNA文库FRET成像

Fig.4   FRET imaging of YFP-CaM plasmids and CFP-cDNA library in HEK293 cells
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2. 3   利用FRET技术筛选钙调素结合蛋白

2.3.1   FRET成像观察      共转YFP-CaM质粒和CFP
标记cDNA文库, 使用Olympus IX81活细胞观察站进

行FRET观察及获取图像(图4), 并使用Metamorph软
件计算FRETR值。从中挑选出FRETR值在可信范

围内的细胞进行标记。我们使用带有刻度的皿底标

记细胞在皿底的具体位置。借助于膜片钳的微电极

吸取做好标记的细胞, 放入到已经配好的蛋白酶K
的溶液中, 裂解细胞并作为单细胞PCR扩增的模板。

2.3.2   单细胞PCR检测筛选出的蛋白基因      将吸取

出的单个细胞放入5 μL浓度为400 ng/μL的蛋白酶K
及17 μmol/L的SDS混合溶液中, 50 °C孵育1 h, 然后

99 °C灭活30 min。将装有细胞的Eppendorf管放置于

冰上, 加入40 μL的PCR反应体系, 其中包括25 pmol/L引
物、5 mmol/L MgCl2、300 nmol/L dNTPs和2 IU Taq酶, 
进行扩增。取1 μL PCR反应产物加入20 μL的PCR反
应体系, 其中包括10 pmol/L引物以及和上个步骤相

同的MgCl2、dNTPs和Taq酶, 再次进行扩增。取5 μL
用2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物(图5)。
2.3.3   扩增出的条带进行测序并进行碱基序列比对      
将单细胞PCR扩增出的条带送到上海生工生物技术

公司进行测序, 得到结果后将序列与NCBI上Gene 
Bank进行比对, 从而确定扩增出的基因为何种基因, 
其中一些比对结果见表1。

根据以上结果我们把这些基因序列在钙调素

靶蛋白数据库(Calmodulin Target Database)进行钙

调素结合位点比对, 结果显示, TTC29、PSMB7、
MGC26647、Sestrin-1有钙调素结合位点, 其中Ses-
trin-1序列中有多个结合位点, 并且该基因在细胞的

有丝分裂过程中起着重要的作用, 目前未有报道其

跟钙调素结合。已知TTC29蛋白分布于细胞质和

细胞核中, 但没有其功能的相关报道。PSMB7广泛

分布于细胞质、细胞外、蛋白酶体核心复合物, 主

表1  FRET技术筛选出与钙调素相结合的蛋白

Table 1  Calmodulin binding proteins screened by FRET technology
蛋白名称

Protein
编码基因

Gene

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain 29 (TTC29) TTC29

Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, PSMB7 PSMB7

Homo sapiens hypothetical protein MGC26647 (MGC26647) MGC26647

Sestrin-1 Sestrin-1

Ras-like without CAAX1 –

要功能是参与依赖于泛素的降解作用[9]。PSMB7公
认的结合蛋白是PLK1和PSMA2。MGC26647分布

于细胞质中, 迄今没有其功能的相关报道。Ras-like 
without CAAX1则分布于细胞质、细胞质膜, 参与小

G蛋白介导的信号转导, 能够与GTP、钙调素发生结

合作用。Sestrin-1则为P53蛋白的靶基因, 在细胞有

丝分裂过程中起着重要的作用, 其中已经明确的报

道过对DNA的损伤刺激起调节作用, 可以导致细胞

周期停滞并且对细胞增殖起负调控作用, 但目前未

有与钙调素结合的报道。

3   讨论
Cre-loxP系统是一种位点特异性重组技术, 可

以用来构建载体, 它比常规的亚克隆技术更为方便

快捷, 仅需一种酶, 即可在短时间内完成DNA连接, 
且筛选阳性克隆简单方便, 效率较高。国内外已有

大量将Cre-loxP系统应用噬菌体抗体库和单链抗体

库方面的研究, 并在不同程度上极大地提高了抗体

库的多样性[10-12]。1994年, Griffiths等[13]首先将Cre-
loxP重组系统应用于构建大容量抗体库, 他们应用

双载体, 经过VL和VH的重组配对, 构建大容量抗体

库。这提示我们在构建带荧光标记的cDNA文库时

1 2 3 4 5 M bp

2 000

1 000

750

500

泳道1~5的条带代表能够与CaM结合的蛋白的基因片段。

Lane 1~5 indicated the gene fragments of unknown proteins which in-
teracted  with CaM.

图5  单细胞PCR电泳条带

Fig.5  Single-cell PCR
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可以使用这一技术, 从而简化构建文库的步骤, 提高

实验的成功率。

在本实验中由于供体文库pDNR-LIB带有sacB
基因, 导致蔗糖对其具有致死作用, 因而文库pDNR-
LIB无法在蔗糖培养基上生长。然而在具体实验中

我们发现, 蔗糖致死作用并不明显, 供体文库在蔗糖

培养基上仍然有大量生长, 导致挑出克隆的重组率

较低。经过试验, 我们在蔗糖培养基中加入了Kan+

抗性作为筛选因子。由于plpAcCFP空载带有Kan+

抗性, 所以重组成功的克隆可以在培养基上生长, 而
供体文库则不带此抗性, 因而不能生长。从而提高

了挑取克隆的重组率, 后期的重组率达到了80%左

右。我们总共挑取了大约8 000个重组克隆, 以此作

为筛选钙调素结合蛋白的文库。经过分批混合在一

起大量提取质粒, 并转染到HEK293细胞中, 观察到

标记文库的CFP荧光表达正常。至此, 带有CFP荧光

标记的cDNA文库构建完成, 我们可以利用FRET技
术进行筛选钙调素结合蛋白。随着荧光成像技术的

发展, FRET与其相互结合, 联合应用于细胞内蛋白

质相互作用的研究中[14]。将蛋白质标记上荧光探针, 
当蛋白质间不发生相互作用时, 其相对距离较大, 无
FRET现象, 而当蛋白质发生相互作用时, 则FRET发
生。目前已有报道, 通过将受体与FRET受体、一个

大的候选肽配体库与一种FRET供体进行基因融合, 
实现了在大肠杆菌细胞质中进行最佳相互作用伴侣

的高通量光学筛选。此外, FRET杂交相互作用筛选

也为发现细胞中可能具有重要意义的蛋白质配体提

供了一种强大的工具[8]。

本文主要目的在于研究一种新型的大规模筛

选相互作用蛋白质的方法, 此方法能够在活细胞中

进行操作。在真核细胞中这种具有时间和空间特异

性地研究蛋白相互结合的作用更接近于生理条件下

的真实情况。大规模筛选蛋白质相互作用的方法很

多, 研究时要根据不同的实验目的及条件选择不同

的实施策略。常规的研究方法主要有酵母双杂交、

免疫共沉、化学交联法、噬菌体表面展示、荧光共

振能量转移(FRET)、质谱法等, 但各自有其优势及

局限。本文着重阐述了一种利用FRET技术的在活

细胞体内进行的具有时空特异性的大规模的筛选方

法, 并且成功地筛选出了已有报道的和几种未有报

道的跟钙调素结合的蛋白。其中, Sestrin-1基因在

细胞有丝分裂过程中起着重要的作用, 其中已经明

确的作用中包含其对DNA的损伤刺激起到一定的

调控作用, 可导致细胞周期停滞并且对细胞增殖起

负调控作用。我们相信, 结合荧光蛋白文库构建和

FRET技术不仅可以成功运用在筛选与钙调素结合

的蛋白, 同时由于这种技术采用活细胞实时检测方

法, 最接近于细胞真实的生理条件, 该方法适用于高

通量大规模筛选出相互作用的蛋白质, 较常规的体

外蛋白质结合技术具有更加深远的意义。
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