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绿色荧光蛋白应用研究进展

徐飞虎龚兴国 普

(浙江大学生命科学学院杭州 310027) 

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP) 

是来源于发光水母(Aequorea V口orω 的一种功能

独特的蛋白质，分子量为 271山 ，具有 238 个氨基酸。

自 1992 年 Prasher[ ' ) 等人克隆到 GFP 的 cDNA 以

来，绿色荧光蛋白作为一种新型的标记基因 ，已日益

引起人们的兴趣。 以 GFP 为报告基因已成为基因

转移研究领域的热点之一，并成功应用在多种基因

转移系统和靶细胞。 迄今为止， GFP 已在大肠杆

菌、酵母 、果蝇、鼠及植物等异源细胞中表达成功，并

保存天然荧光活性 。 由于绿色荧光蛋白受光激发产

生荧光是一个特异性的独立过程[2 ] ， 并不需要任何

的协同因子、底物或其他来自水母的基因表达产物，

且由于其在异源细胞内融合表达后可自发环化成

熟 ， 自发产生荧光且对异源细胞内的生理过程无干

扰，因而可应用于活体细胞的实时检测 。 如用来在

活体内追踪某一特定蛋白的合成 、运输和定位，用于

观测细胞分泌过程等等[3) 。 将 GFP 与特定抗体或

细胞因子结合进行融合表达，可用于对肿瘤的检测 、

细胞因子受体的分布以及功能等方面的研究。 此外

绿色荧光蛋白还可应用于药物筛选等方面的研究。

本文拟就这些方面的研究进展作一简单综述，以期

为相关的研究提供一些有益的参考。

一、 GFP 的分子结构和发光机制

绿色荧光蛋白为一个由 238 个氨基酸残基组成

的单链， GFP 有两个吸收峰 ， 主峰在 395nm，次峰在

470nm，其荧光发射峰在 509nmo GFP 的化学性质
相当稳定 ，其变性需要在 90'C或 pH< 4 或 pH>12

的条件下用 6mol/L 盐酸肌处理，这一性质与 GFP

的结构特性相关。

Yang[4] 等的研究表明， GFP 是由两个相当规则

的内含一个 α-螺旋和外面包围 11 个 β折叠的 β桶

状结构组成的二聚体 ， ß-桶状结构直径约 3nm，高约

4nm。 日折叠彼此紧密结合 ，象桶板一样形成桶状结

构的外围，并且形成了一个规则的氢键带。 桶状结

构和位于其末端的短 α 螺旋以及环状结构一起组成

一个单独的致密结构域，没有可供扩散的配体进入

缝隙。 这种坚实的结构保证了其稳定和抗热、抗变

性的特点。

GFP 的生色基团附着于 α-螺旋上，几乎完美的

包被于桶状结构中心。 位于圆桶中央的 α-螺旋含有

一个由六肤组成的发光中心 ， 而发光团是由其中的

三肤Ser6S-Tyr66-Gly67 经过环化形成了对是基苯

眯瞠琳酣。 GFP 的生色基团是蛋白质自身催化环

化的结果，环化是一个有氧过程，在严格庆氧条件下

GFP 不能形成荧光，因为 GFP 的生色团形成需要

O2 使 Tyr66 脱氢氧化。 生色基团通过 Tyr66 的脱

质子(酣盐)和质子化状态(是酣基)的转换决定荧光

发射[4] ，此模型为 Yang 等的晶体学证据所支持。

二 、 GFP 在生物技术中的应用研究

1.分子标记

作为一种新型的报告基因， GFP 已在生物学的

许多研究领域得到应用。 利用绿色荧光蛋白独特的

发光机制， 可将 GFP 作为蛋白质标签 (protein tag­

ging) ，即利用 DNA 重组技术 ， 将目的基因与 GFP

基因构成融合基因 ，转染合适的细胞进行表达 ，然后

借助荧光显微镜便可对标记的蛋白质进行细胞内活

体观察。 由 于 GFP 相对较小，只有 238 个氨基酸，

将其与其他蛋白融合后不影响自身的发光功能 ， 利

用 GFP 的这一特性已经加深了我们对细胞内一些

过程的了解，如细胞分裂、染色体复制和分裂，发育

和信号转导等。 1996 年 ， Ehrd缸dt[ 5 1 等人首次报道

传通讯作者。 E-mail: gongxg@cls. zju . edu. cn 
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了利用 GFP 的特性研究细胞分化蛋白 FtsZ 的定

位。研究显示 FtsZ 在细胞分裂位点形成了一个环

状物，且至少有 9 种蛋白在细胞分裂中起重要作用，

尽管对这些蛋白功能仍然不是很清楚，但是利用

GFP融合蛋白已经搞清楚了它们聚合的顺序以及

在蛋白定位中的一些特征。 利用 GFP 来检测目标

蛋白的定位已为我们提供了一种对细胞内的一些基

本的生理过程进行更详尽观察的新方法。

除用于特定蛋白的标记定位外，GFP 亦大量用

于各种细胞器的标记如细胞骨架、质膜、细胞核等

等。 Shi 等人[6 J 曾报道将 GFP 融合到大肠杆菌细胞

膜表面用作标记蛋白 ，这一技术将有助于提高多肤

库的筛选效率、疫苗的研制、构建细胞生物传感器用

作环境检测以及探测信号转导过程等等。 这些都为

传统生物学研究提供了新思路和新方法，成为交叉

学科研究的热点。

2. 药物筛选

许多新发展的光学分析方法已经开始利用活体

细胞来进行药物筛选，这一技术能从数量众多的化

合物中快速筛选出我们所感兴趣的药物。基于细胞

的荧光分析可分为三类:即根据荧光的密度变化、能

量转移或荧光探针的分布来研究目标蛋白如受体、

离子通道或酶的状态的变化[ 7J 。荧光探针分布是利

用信号传导中信号分子的迁移功能，将一荧光蛋白

与信号分子相偶联，根据荧光蛋白的分布情况即可

推断信号分子的迁移状况，并推断该分子在迁移中

的功能。由于 GFP 分子量小，在活细胞内可溶且对

细胞毒性较小，因而常用作荧光探针。

在细胞体内分子之间的相互作用非常复杂，其

中很多涉及到信号分子在细胞器之间的迁移。例如

当信号分子和某一特殊受体结合后常会导致配体­

受体复合物从某一细胞区域迁移到另一区域，而这

一迁移过程通常会介导一重要的生理功能。因而，

这些受体常常被用作药物筛选的目标，若某一药物

具有与信号分子类似的功能，那么该药物即具有潜

在的医药价值。 利用 GFP 荧光探针，将很容易从数

量众多的化合物中判断出那些化合物具有与信号分

子相似的能引起配体-受体复合物迁移并介导生理

反应的功能，且这一筛选过程简单方便，所需成本也

很低。利用这一原理，已经成功构建了一个筛选模

型用于研究药物介导的糖皮质激素受体( hGR) 的迁

移过程[8 ] 。 在- 96 孔板中培养细胞，并以一编码

hGR-GFP 蛋白的质粒转染该细胞。当细胞用待筛

选的药物处理后， hGR-GFP 从细胞质迁移入细胞核

的过程可实时或在某一时段内被证实，根据荧光分

布即可推断哪一种药物具有与 hGR 配体相类似的

功能。 利用 GFP 来进行药物筛选由于受其必须与

迁移的信号分子相偶联，其筛选容量相对较低，但是

由于 GFP 在细胞内的穿透性强及独特的发光机制，

因而在药物筛选中具有相当大的应用潜力 。

3. 融合抗体

近二十年来，抗体生成技术有了飞速发展，已经

从细胞工程抗体(杂交瘤技术-单克隆抗体)发展到

了第三代抗体:基因工程抗体，尤其是噬菌体抗体库

技术的出现，解决了人源抗体的研制问题[9] ，促进了

各种性能优良抗体以及具有多种功能的抗体融合蛋

白的开发。 单链抗体 (Single-chain variable frag­

ment ，ScFv)是研究得较多的一种小分子抗体，其优

越性在于可在宿主细胞内大量表达，易于基因工程

操作，尤其易于构建抗体融合蛋白 。 近年来，关于绿

色荧光蛋白融合单链抗体的报道很多[ lO][ ll ] ，国内也

有相关报道，如程虹等报道将抗肝癌单链双功能抗

体融合 GFP 真核表达载体并导人小鼠成纤维细胞

NIH3T3表达并获得成功l 12] 。因融合抗体具有与

抗原结合及发射荧光两种特性，故这一人工分子可

用做免疫染色的检测试剂，直接应用于流式细胞仪

和免疫荧光的标记及肿瘤的检测等等。

由于技术上的的原因，一般融合抗体均置于原

核表达系统如 E.coli 中表达。为便于表达蛋白的分

离纯化，一般在单链抗体的 N 端或 C端插入-6 x

His 序列，便于用 Ni-NTA 亲和层析柱纯化目标蛋

白。但这一技术也存在一些问题。 由于抗体分子内

存在二硫键，而在原核表达系统内由于抗体不能正

确折叠，容易形成包涵体，表达出来的目标蛋白无活

性，需要在氧化还原体系中进行复性。 但近来也有

报道在动物细胞细胞质中成功表达出具有抗原结合

活性的单链抗体[ 13 旧 。 若能成功解决融合抗体的

表达问题，则在免疫染色及肿瘤检测这一领域融合

抗体将扮演极为重要的角色。

4 . 生物传感器

蛋白质工程技术已经开始采用将一具有信号传

导功能分子识别位点的分子结合到另一分子上来设

计生物感受器。 绿色荧光蛋白由于其独特的光信号

传导机制，以及在表达后易被周围化学环境和蛋白

之间的相互作用所影响的特性，因而极适于用做活

细胞体内的光学感受器。 第一个基于 GFP 的生物

感受器为 ea2 + 感受器，由 Romoser[ 16 1 和 Miya­

waki[ 17]几乎同时提出 。 这一感受器原理是利用钙
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调蛋白结合钙离子后引起的空间构象变化导致两种

GFP突变体间发生荧光共振能量转移。但是由于

大多数蛋白不能像钙调蛋白那样承受较大的空间构

象变化，为克服这一缺点，人们开始提出利用基因融

合技术将一新的分子识别位点结合到 GFP 上以构

建新的分子感受器。Doi 和 Yanagawa(l刨根据这一

原理将 TEMl 日-内酌胶酶 (Bla)融合到 GFP 上。 当

缺少目标分子时， GFP 处于静止状态不会产生荧

光。但是当目标分子 β内酷胶酶抑制蛋白 (BLIP)

与 Bla 结合后，即使 GFP 活化产生荧光，而这一变

化很容易被检测到。 将受体蛋白插入到 GFP 表面

的技术已经成为构建分子感受器的有力工具，这种

GFP 感受器能被用来检测多种分子，如蛋白质、核

酸、激素、药物、金属及其他的一些小分子化合物等，

其潜在应用前景极为广阔。

三、小结及展望

由于荧光蛋白的自发荧光特性，发光不需要其他

的协助因子，荧光生色团对热、pH、化学变性剂稳定，

具有较强的抗光漂白，因而在分子生物学的众多研究

领域中有广泛的应用，如基因表达，蛋白定位等等。

但是也存在着一些不足，主要表现在 GFP 表达后要

成为具有荧光活性形式的过程比较慢，因而对某些细

胞动力学过程不能实时监测。 检测的灵敏度也需要

进一步提高，某些细胞的荧光背景会影响 GFP 的检

测。随着对 GFP 研究的深入，预计将会有更多的突

变改进型 GFP 出现，能逐步克服上述的一些缺点，推

动 GFP在生命科学研究中更广泛的应用。

摘要

作为一种新型的报告基因，由于其自身独特的

发光机制， GFP 在分子生物学的研究中得到越来越

广泛深入的应用，如用于特定蛋白的标记定位，活体

内的肿瘤检测、药物筛选等等。 GFP 的运用，为传

统生物学研究提供了新思路和新方法。本文简要概

述了近年来相关方面的研究进展。
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HIV 的基因结构与功能及致病机理

王洪军 铃 王继群胡玲美

(沈阳军区军事医学研究所沈阳 110034 ) 

人获得性免疫缺陷病毒 ( HIV)是造成 AIDS 的

主要病原体。根据其基因结构特点、免疫反应和地

理分布，将 HIV 分为两大类，即人获得性免疫缺陷

病毒 I 型 (Human Immuncx:leficiency Virus Type 1) , 

人获得性免疫缺陷病毒口型 (Human Immuncx:lefi -

ciency Virus Type Il ) ( ' 、2]0 HIV- l 和 HIV-2 的同源

性仅为 40% ， 具有一定程度的免疫交叉反应，其基

因组结构和蛋白的组成也基本相同 l3J 。

·联系人。 E-rnai l : wanghongjun007@sina . ∞m 
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