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基于荧光漂白恢复技术定量分析膜蛋白流动性的

实验设计
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摘要      荧光漂白恢复(fluorescence recovery after photobleaching, FRAP)技术作为定量分析细

胞质膜流动性的关键手段之一, 在细胞膜动力学研究领域具有广泛的应用价值。囊泡运输(包括胞

吞作用与胞吐作用)作为细胞内外物质交换的核心生物学过程, 其运行机制高度依赖于质膜的流动

性。基于科教融合的教学理念, 在“细胞生物学实验”研究生课程中融入FRAP技术实验模块, 其核

心目标在于引导学生探究“囊泡运输”与“细胞质膜流动性”的内在相关性。该实验教学体系不仅充

分凸显了FRAP技术在活细胞动态监测中的独特优势, 更通过“理论知识–实验操作–数据分析”的完

整训练体系, 强化了学生对膜流动性与囊泡运输等基础理论知识的理解; 并通过引导学生探究膜异

质性及微聚体空间组织特性等细胞生物学前沿科学问题, 拓展了其学术视野, 为后续开展膜蛋白相

关研究奠定了方法学基础。
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Experimental Design for Quantitative Analysis of Membrane Protein 
Mobility Based on Fluorescence Recovery after Photobleaching
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Abstract       FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) is a crucial technique for quantifying plasma 
membrane fluidity and is widely used in the study of cell membrane dynamics. Vesicle trafficking, which includes 
processes such as endocytosis and exocytosis, represents a fundamental cellular activity essential for the exchange 
of substances between intracellular and extracellular compartments. Its function efficiency is closely tied to the 
fluidity of the plasma membrane. Guided by the principle of integrating research and education, this project intro-
duces an FRAP module into the “Cell Biology Experiment” course for graduate students, aiming to elucidate the 
intrinsic relationship between “vesicle trafficking” and “membrane fluidity”. The experimental teaching framework 
emphasizes FRAP’s unique capability to monitor real-time live-cell dynamics, while establishing a comprehensive 
training system that integrates “theoretical knowledge-experimental operation-data analysis”. This approach deep-
ens students’ understanding of core scientific concepts, such as membrane fluidity and vesicle trafficking, as well as 
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membrane heterogeneity and nanocluster organization, laying a solid methodological foundation for future in-depth 
studies of membrane proteins.

Keywords       FRAP; plasma membrane fluidity; vesicle trafficking; live-cell imaging

细胞质膜作为细胞与外界环境进行选择性物

质交换的界膜 , 由脂质、膜蛋白和糖类组成。其中 , 
磷脂双分子层是组成质膜的基本结构成分 , 蛋白质

分子以不同方式镶嵌在磷脂双分子层中 , 执行物质

运输、信号转导等各种生物学功能 , 而单糖分子或

寡糖链以共价键的形式与膜中的脂质或蛋白质相结

合, 分别形成糖脂和糖蛋白, 参与细胞识别、黏附及

信号转导等过程。目前公认的“流动镶嵌模型”强调

膜脂分子和膜蛋白具有流动性 , “脂筏模型 ”提出膜

上富含鞘磷脂和固醇的相对有序区域 (即 “脂筏 ”)承
载特定功能蛋白 , 从而赋予质膜功能分区。膜脂分

子与膜蛋白的动态互作和协同作用使细胞质膜具有

流动性与功能多样性 , 这是细胞生命活动的重要结

构基础。

囊泡运输 (包括胞吞与胞吐作用 )作为细胞内

外物质交换的核心生物学过程 , 其运行机制高度

依赖于质膜的流动性。在细胞生物学教学体系中 , 
细胞质膜流动性及其相关的囊泡运输过程作为阐

释生物膜结构 –功能互作的核心理论基础 ,  其动

态特性的可视化表征和定性定量分析始终是教学

实践中的关键难点。传统教学模式主要依赖静态

示意图 , 致使学生在建构“分子动力学–靶向运输–
细胞生理应答 ”这一整合性认知体系时存在困难。

荧光漂白恢复(fluorescence recovery after photo-
bleaching, FRAP)技术整合了荧光分子探针标记、

活细胞动态成像和动力学分析 , 已成为分析细胞

表面或细胞内部膜脂分子与膜蛋白运动迁移速率

的重要研究手段 [1-3]。基于此 , 在实验课程中引入

FRAP模块 , 通过活体动态成像与定量分析相结合

的直观可视化教学策略 , 促使学生深入理解细胞

质膜流动性、囊泡运输与细胞功能调控机制的理

论知识。

基于此, 我们设计了以质膜定位的SYP121蛋白

为对象的教学案例。该蛋白通过囊泡运输途径运输

到质膜, 利用FRAP技术构建其运输过程的可视化教

学体系 , 可帮助学生突破对囊泡运输 (如胞吐作用 )
的静态认知局限 , 为细胞生物学核心概念的深度理

解提供可视化解决方案。

1   实验原理
1.1   SNARE蛋白

真核生物中高度保守的 SNARE(soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptor)家族成员在介导内膜系统之间及靶向质膜

的囊泡运输过程中发挥核心作用。大多数SNARE
蛋白的C-端均含有跨膜结构域 , 根据其亚细胞定位

的差异, 可将其分为囊泡膜定位的v-SNARE(vesicle-
SNARE)蛋白和靶膜定位的 t-SNARE(target-SNARE)
蛋白 [4]。值得注意的是 , SNARE蛋白的生物学功能

与其在膜系统中的动态分布密切相关 , 这种时空特

异性分布模式是其发挥功能驱动膜融合的重要基

础。已有研究表明 , 植物细胞中多个SNARE蛋白通

过调控囊泡运输过程参与植物生长发育、胁迫应

答、抗病反应及环境适应等众多生理过程 [5-9]。其

中 , t-SNARE蛋白SYP121通过胞吞作用和胞吐作

用动态分布于囊泡膜与质膜 [10], 该过程受多种蛋白

的精密调控。例如 , 组成激活型ROP2(constitutively 
active ROP2, CA-rop2)不仅促进SYP121通过胞吐作

用靶向运输到根毛顶端质膜 , 还可直接与质膜上的

SYP121互作 , 增强其与R-SNARE蛋白VAMP722的
结合能力 , 从而促进SNARE复合体的装配 , 最终提

高根毛细胞在顶端生长阶段的胞吐运输效率 [5]。基

于SYP121的膜定位特性, 该蛋白融合荧光蛋白(fluo-
rescence protein)后可作为分子探针, 结合FRAP技术

分析融合蛋白荧光信号在质膜上的动态恢复过程 , 
为研究植物细胞囊泡运输 (如胞吐作用 )动力学提供

了一种有效手段。

1.2   FRAP技术

在荧光探针标记的细胞中选取感兴趣区域 (re-
gion of interest, ROI), 利用高能激光束照射使该区域

内的荧光分子发生不可逆的淬灭 (光漂白 )。然后由

于周围未漂白区域的荧光分子不断向光漂白区域迁

移, 光漂白区的荧光强度逐渐恢复(图1)。
该技术可以对膜脂或膜蛋白分子的运动行为

进行定性定量分析 , 有助于学生深入理解膜蛋白与

脂质分子的动态特性 [5-6,11-13]。此外 , FRAP还被用于

某些功能蛋白(如受体、通道蛋白等)的研究, 旨在阐
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明它们响应特定信号后通过胞吞与胞吐途径在胞质

与质膜间动态重定位 , 进而调控不同细胞生命活动

的机制[5-6,14-15]。

2   实验教学课程设计
2.1   实验教学目的

教学团队以FRAP技术为核心 , 致力于实现“知
行合一 ”的教学效果。我们不仅要求学生在认知层

面掌握FRAP技术的核心原理与适用范围, 更注重在

实践层面培养学生独立完成样本制备、仪器操作与

数据分析的关键技能。最终 , 引导学生通过定量分

析荧光恢复曲线 , 将抽象的囊泡运输与细胞质膜流

动性等生物学概念转化为具象的动态过程 , 从而深

化学生对细胞复杂生命现象的理解。

2.2   教学难点与解决策略

本教学案例中所用到的转盘共聚焦显微镜属

于精密仪器, 操作复杂, 学生因对关键参数设置不熟

悉, 容易在数据采集阶段出现偏差; 开源图像分析软

件(如FIJI)的使用门槛较高 , 学生在从图像处理到动

力学参数拟合的全流程中常遇到技术障碍 , 影响分

析准确性。

针对上述难点 , 可通过以下策略进行改进 : 在仪

器操作方面 , 通过录制在线教学视频、小规模分组实

操培训等方式 , 强化学生规范操作设备的意识。在数

据分析环节 , 编写详细的图像分析操作指南 , 逐步阐

释关键参数的选取依据 , 引导学生从机械性的步骤执

行, 转向对数据内在生物学意义的解读与思考。

2.3   学时安排

本教学实验设计为4学时 , 具体安排如下 : 第1
学时聚焦于理论原理与操作规范的讲解 , 为学生奠

定必要的知识基础 ; 第2、3学时作为核心实操环节 , 
学生以5~6人小组为单位, 在教师指导下轮流使用共

聚焦显微镜进行独立的图像采集 , 确保每人均可获

得充分的动手训练; 第4学时则引导学生对自行采集

的数据进行处理与分析 , 从而完成从理论认知到实

践验证的能力进阶。

2.4   教学内容拓展

为进一步拓展学生的科研视野并深化其对技

在光漂白处理前, 采集未漂白区域的荧光信号作为初始荧光强度。通过高强度激光对选取的特定区域(ROI, 图中以黑色标示)进行快速光漂白, 
使荧光信号急剧衰减至最低值, 此时的荧光强度记为最小荧光值。随后采用低强度激光对漂白区域进行实时荧光强度监测, 直至信号达到稳

定。在此过程中, 细胞内未被漂白的荧光分子会借助扩散运动或囊泡运输过程进入漂白区域, 进而使得该区域的荧光强度逐步恢复, 这部分分

子群体被定义为可移动部分(mobile fraction), 其荧光恢复程度反映分子的动力学特性。初始荧光强度与光漂白后稳态荧光强度的差值所对应

的那部分分子, 即为不可移动部分(immobile fraction)。
A specific ROI (region of interest, indicated by black square) is imaged to record its pre-bleach fluorescence intensity. An intense, focused laser beam is 
briefly applied to the defined ROI. This high-intensity light permanently bleaches the fluorescence of the molecules, creating a non-fluorescent dark area 
without causing significant overall cellular damage. Then the laser intensity is immediately reduced back to a low monitoring level. Time-lapse imaging 
then captures the fluorescence signal in the bleached ROI over time. Fluorescence recovers as unbleached, mobile fluorescent molecules from the sur-
rounding areas diffuse or are actively transported into the bleached region. This population of molecules is defined as the mobile fraction, as indicated 
by the extent of fulorescence recovery to the pre-bleach level. In contrast, the immobile fraction is defined as the population of molecules corresponding 
to the difference between the initial fluorescence intensity and the steady-state intensity after photobleaching.

图1   荧光漂白恢复技术的原理

Fig.1   The principle of fluorescence recovery after photobleaching
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术应用的理解 , 本课程还可从以下三个维度进行丰

富与延伸。 
2.4.1   蛋白类型拓展      在掌握FRAP基础操作后 , 
可系统比较不同质膜定位蛋白 [包括具有多次跨膜

结构域的内在膜蛋白(如水通道蛋白PIP2;1[16]), 通过

胞吐途径靶向质膜的胞质类受体激酶(如LIP1[17]), 以
及脂筏定位蛋白 (如flotillin-like蛋白FLOT1[18])]的动

态特性。进一步利用相应的遗传材料 (如相关蛋白

的功能缺失突变体和转基因过量表达株系 ), 结合胞

吞 /胞吐过程的动态监测数据 , 利用FRAP技术对这

些膜蛋白的动态参数进行定量分析 , 旨在深入解析

其在质膜与胞内囊泡的时空分布差异 , 为阐明相关

蛋白的生理功能及其响应环境刺激信号的动态调控

机制提供重要依据。

2.4.2   细胞类型拓展      基于根毛细胞建立的FRAP
技术体系 , 可拓展至其他具有特定生物学意义的植

物细胞系统进行研究。例如 , 在根组织伸长区细胞

中 , 其快速的伸长生长依赖于高效的膜蛋白转运机

制。利用FRAP技术, 可定量分析该区域质膜定位蛋

白 (如生长素转运蛋白PIN2[19])的动态特性 , 探究其

极性定位是否受囊泡运输调控。此外 , 结合细胞骨

架动态研究 (如微管 /微丝成像 [20-21]), 可深入解析细

胞骨架网络对膜蛋白转运和极性定位的调控作用。

花粉管是典型的极性生长细胞 , 其顶端持续性生长

严格依赖于极性囊泡运输的精确调控及质膜的高度

动态性[22]。利用FRAP技术, 可量化花粉管质膜上关

键功能蛋白(如跨膜受体、离子通道)的动力学参数, 
进而阐明在植物生殖发育过程中 , 质膜流动性如何

通过动态调控机制 (如蛋白周转速率 )适应花粉管顶

端区域对快速膜融合及物质运输的生理需求。

2.4.3   交叉技术拓展      在掌握FRAP实验方法的基

础上 , 可协同整合多种先进光学成像技术 , 以拓展

研究思维。例如 , 结合全内反射荧光 (total internal 
reflection fluorescence, TIRF)技术研究质膜附近单

分子动力学特征 [23], 为深入解析膜相分离、脂筏动

态组装等前沿科学问题提供了关键技术支撑 ; 结合

校正光转换后荧光漂白恢复技术 (corrected fluores-
cence recovery after photoconversion, cFRAPc), 利用

光转化荧光蛋白 , 可更精准示踪新合成蛋白经囊泡

运输靶向质膜特定区域的时空动态 [14-15], 为阐明蛋

白质极性定位机制等核心生物学问题开辟动态追踪

新途径。

2.5   实验材料与设备

2.5.1   实验材料      稳定表达带绿色荧光蛋白标记

的 SYP121(GFP-SYP121)的拟南芥转基因植株由

本课题组之前所构建。Murashige & Skoog盐 (MS, 
PM1080)、蔗糖 (CS10581)、琼脂粉 (agar, CA1331)
均购于国产酷来搏生物技术有限公司。

2.5.2   实验仪器      实验仪器包括 : 配备Yokogawa
转盘共聚焦系统的Olympus IX81倒置显微镜、载

玻片(型号 : 帆船牌NO.7105)、盖玻片(型号 : 世泰

REF.10212450C)。

3   实验教学方法
3.1   固体培养基配制

称取 2.2 g MS盐、10.0 g蔗糖 , 加入 800 mL 
ddH2O, 用5 mol/L NaOH溶液调pH到5.7~5.9, 加入

ddH2O定容至1 L, 加入10.0 g琼脂, 高温高压(121 °C、
200 kPa)灭菌15 min。
3.2   拟南芥种植方法

根毛细胞采用改良的盖玻片斜面法培养[24]。具

体流程如下: 将4 mL灭菌后的1/2 MS固体培养基均

匀涂布于无菌的24 mm×50 mm盖玻片上 , 待其凝固

后 , 沿长边一侧切出水平切面。另取一无菌玻璃培

养皿 , 于其底部中央区域使用1/2 MS固体培养基固

定两组首尾相接的1 mL无菌移液器吸头 , 作为支撑

结构。在吸头支架一侧加入适量固体培养基以增强

支撑作用 , 待其凝固后 , 将制备好的盖玻片以约30°
倾角斜靠于吸头支架上 , 确保其水平切面朝上。随

后, 将经0.5%次氯酸钠消毒15 min并4 ℃暗处理2天
的拟南芥种子置于该水平切面上 , 并向皿底中加入

适量无菌ddH2O以维持培养皿内湿度 , 用封口膜密

封培养皿 , 并将其转移至光照培养箱中继续培养。

培养箱的环境参数如下 : 温度20~22 ℃、湿度70%、

光周期16/8 h(光照 /黑暗 )。待幼苗生长到5天后 , 进
行显微成像观察。 
3.3   药剂学处理实验

取萌发后 5天的拟南芥幼苗 , 在含 20 μmol/L 
BFA(brefeldin A)与50 μmol/L CHX(cycloheximide, 
一种蛋白质合成抑制剂 )的1/2 MS液体培养基中处

理 20 min, 诱导BFA小体形成。随后 , 将幼苗转移

至仅含50 μmol/L CHX的1/2 MS液体培养基中洗脱

40 min。分别取BFA处理后的幼苗及洗脱后的幼苗

制作临时装片 , 并于激光共聚焦显微镜下观察 (激
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发光波长为488 nm, 发射光波长为505~530 nm)。
3.4   细胞学观察

转盘共聚焦显微镜提前开机预热30 min, 待激

光光源稳定后 , 切换至 60× 油镜 (数值孔径为 1.42, 
Plan-Apochromat)。随后将载有幼苗的盖玻片直接转

移至倒置显微镜载物台 , 进行细胞学观察。首先 , 在
漂白前使用488 nm激发光, 以30%的激光强度采集漂

白前荧光本底信号的时间序列图像 (此激光强度可

在不引起明显预漂白的前提下获得足够信噪比 ); 随
后 , 选取ROI区域 , 在相同波长下将激光强度提高至

100%, 以每像素20 μs的曝光时间重复扫描100次, 以
确保充分淬灭ROI区域内的GFP-SYP121荧光信号。

在光漂白后仍使用488 nm激发光 , 将激光强度恢复

至30%, 并通过L-488通道(500~550 nm带通滤光片)以
100 ms的曝光时间和2 s的时间间隔连续采集141帧
图像 , 采集荧光恢复过程的时间序列图像。针对于

TRIF-FRAP实验 , 使用配备150× UAPON TIRF物镜

(NA 1.45)和sCOMS相机(Primer 95B, Teledyne Photo-
metrics)的可变角度荧光显微成像系统 , 对根毛细胞

表面进行延时图像采集。曝光时间为0.3 s, 时间间隔

为0.5 s。
3.5   图像处理与数据分析

3.5.1   ROI区域灰度值的定量分析      采用开源图像

处理软件FIJI(ImageJ 1.53c)分析数据。在序列图像第

一帧 , 沿根毛顶端质膜区域绘制一条长度为10 mm、

宽度为 2像素的曲线作为分析荧光信号恢复情况的

ROI区域。随后, 运用“Image>Stacks>Plot z-axis Profile”
功能 , 对序列图像每一帧中该ROI区域内根毛顶端质

膜的平均灰度值进行测定 , 获取其随时间变化的动态

数据, 并生成原始荧光强度–时间曲线。

3.5.2   数据归一化处理      利用以下公式 [5-6,25]对原

始数据进行归一化校正: 

其中 , Fn为标准化荧光强度 (%), Ft为漂白后实

时灰度值 , Fmin为漂白后最低荧光强度 (t=0时刻值 ), 
Fmax为漂白前稳定荧光强度峰值。标准化后的数据

以恢复时间 t(s)为横轴 , 以荧光恢复比例 (%)为纵轴 , 
绘制动力学曲线。

动力学曲线拟合: 使用Origin 2018软件(Origin-
Lab, USA)对标准化后的数据进行非线性拟合。将

标准化处理后的数据导入该软件, 点击菜单栏的“分
析(analysis)>拟合(fitting)>指数拟合(exponential fit)>
打开对话框 (open dialog)”进行设置 , 在对话框界面

选择“设置(settings)-函数选取(function seletion)”, 从
右侧的函数选项中选择合适的预置函数 , 最后点击

“拟合”完成数据拟合。本案例选取以下单指数方程

进行数据拟合: 

其中 , y0是漂白后第一帧的荧光强度值 , A是可

移动部分的振幅, τ是时间常数。

为了计算可移动部分荧光强度恢复一半所用

的时间, 采用以下公式[18]进行计算: 

其中 , t1/2 表示荧光强度恢复一半的时间点 , τ是
时间常数。

为了计算不可移动部分的比例, 采用以下公式[26]

进行计算: 

其中, FI表示初始荧光强度, FE表示恢复终点荧

光强度。

4   实验结果示例与分析
荧光漂白前GFP-SYP121在根毛细胞顶端呈现

明显的极性分布 , 主要定位于质膜及其相邻的胞质

倒三角区域(富集囊泡)(图2A), 该区域被认为是质膜

与胞内囊泡进行物质交换的活跃部位。为探究GFP-
SYP121在质膜与囊泡富集区的动态分布特性是否与

囊泡运输有关, 首先进行BFA洗脱实验。BFA是一种

真菌来源的脂肪酸衍生物类毒素 , 通过抑制分泌囊

泡的胞吐作用 , 导致内吞的膜蛋白聚集在胞质内 , 形
成特有的“BFA小体”(BFA body)。当洗脱BFA之后 , 
膜蛋白通过胞吐作用重新分布到质膜上, BFA小体消

失。我们发现, 经20 μmol/L BFA和50 μmol/L CHX共

同处理20 min后 , 野生型根毛细胞中形成富含GFP-
SYP121的BFA小体。随后 , 将经BFA处理的拟南芥

幼苗转移至只含50 μmol/L CHX的1/2 MS液体培养

基中洗脱40 min后 , 胞质内BFA小体消失 , 同时部分

GFP-SYP121重新定位于细胞质膜(图2B)。这证明拟

南芥根毛细胞内GFP-SYP121在质膜与囊泡富集区

的动态分布特性确实与囊泡运输有关。

接下来 , 采用荧光漂白恢复 (FRAP)技术进一步

证明SYP121的质膜分布受囊泡运输调控。实验采用
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转盘共聚焦显微镜 , 以高强度的488 nm激光 (激光强

度为100%)对根毛顶端质膜及相邻的胞质倒三角区

(图3A蓝色虚线框标记ROI区域 )的GFP-SYP121信号

进行选择性光漂白 , 随后采集荧光恢复过程中的时序

图。结果显示 , 漂白区域的荧光信号随时间推移逐渐

增强(图3B)。值得注意的是, 在光漂白后60 s时, 野生

型根毛中质膜SYP121信号明显恢复; 至120 s时, 除质

膜区域外 , 囊泡富集区的荧光信号亦呈现显著的恢复

(图3B)。已有研究结果表明 , ROP2通过促进SYP121-
VAMP722 SNARE复合体形成增强胞吐作用 , 进而调

控SYP121在质膜上的分布 [5]。因此 , 我们在ROP2组
成型激活突变体CA-rop2与野生型根毛细胞中设置了

平行实验, 发现了在光漂白后40 s时CA-rop2根毛顶端

质膜即出现GFP-SYP121荧光信号的明显富集 , 其恢

复速度快于野生型 , 说明组成激活型CA-rop2促进了

SYP121所在囊泡的胞吐作用。

为进一步定量分析 , 利用FIJI软件对根毛顶端

质膜特定区域(图2A红色实线标记)的荧光强度进行

量化, 进而获取质膜定位的GFP-SYP121荧光恢复动

力学参数 [5]。通过对原始数据进行归一化处理后发

现, 光漂白后40 s时, CA-rop2突变体质膜处荧光信号

恢复至初始水平的(32.1±2.7)%(均值±标准误), 高于

野生型[(26.0±1.4)%]。随后两者均呈缓慢上升趋势 , 
至120 s时 , 野生型恢复至(56.9±1.8)%, CA-rop2恢复

至 (58.5±2.2)%(图4), 二者间无显著差异。为了量化

胞吐过程的速率 , 进一步将可移动部分荧光信号恢

复一半所需的时间 (τ1/2)作为衡量指标。对可移动部

分的荧光恢复数值进行单指数方程拟合 (图4), 结果

显示 , 野生型细胞 τ1/2为84 s, 而CA-rop2突变体细胞

的τ1/2仅为45 s, 表明CA-rop2突变体中SYP121所在囊

泡的胞吐速率明显快于野生型。上述结果说明 , 组
成型激活的ROP2通过提高SYP121所在囊泡的胞吐

速率, 进而调控SYP121在质膜上的分布范围。

由此可见 , FRAP实验不仅揭示了SYP121蛋白

膜定位的动态模式 , 同时通过可移动组分的恢复动

力学比较 , 进一步验证了该技术在分析活细胞中胞

吐调控相关膜蛋白动态分布中的有效性与适用性。

由于FRAP技术仅能检测膜蛋白的群体迁移行

为 , 而无法实现对单个蛋白分子扩散过程的直接观

察 [27], 因此采用基于全内反射显微镜技术的荧光漂

白恢复实验 (TRIF-FRAP), 该技术可特异性观察质

膜及其邻近区域内单分子水平的蛋白质动力学行

为。如图5所示 ,  SYP121在根毛细胞质膜上形成微

聚体 (nanocluster), 提示其可能以二聚体或多聚体形

式存在 , 该结果与文献所报道的一致 [6]。激光漂白

使ROI区域荧光信号迅速衰减至背景水平。漂白结

束后ROI内信号随时间逐渐恢复, 在光漂白后10 s即
可观察到带有GFP-SYP121标记的微聚体出现, 在光

漂白后25 s, ROI区域内已明显重现微聚体结构。观

察结果说明GFP-SYP121具备侧向扩散能力 , 且该

过程很可能通过预形成的微聚体整体迁移的方式来

实现。因此 , TRIF-FRAP实验可在单分子层面证实

SYP121的膜动态行为具有结构自主性 , 为理解膜蛋

白在质膜微域中的组织模式与动态调控机制提了新

的视角。

综上所述 ,  本文通过 BFA抑制和洗脱实验、

A: GFP-SYP121在萌发后5天的拟南芥根毛细胞中的亚细胞定位。B: BFA处理可诱导GFP-SYP121聚集在BFA小体, 洗脱处理40 min后, 可在膜

泡(黄色箭头)和质膜(白色箭头)上观察到荧光信号。图中GFP为荧光通道, Merge为荧光信号与明场通道的叠加图像。

A: subcellular localization of GFP-SYP121 in 5-day-old Arabidopsis root hair cells. B: BFA treatment induced the aggregation of GFP-SYP121 into 
BFA compartments. After BFA washout treatment for 40 min, fluorescence signals were observed on vesicles (yellow arrows) and the plasma membrane 
(white arrows). GFP indicates the fluorescence channel, while Merge represents the overlay of the fluorescence signal with the bright-field channel.

图2   BFA处理与洗脱后GFP-SYP121在根毛细胞中的定位变化

Fig.2   Subcellular distribution of GPF-SYP121 in the root hair cell after BFA treatment and washout

(A) (B)GFP-SYP121 BFA washout+CHXBFA+CHX
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FRAP以及TRIF-FRAP三种实验策略的整合, 构建了

一个从囊泡运输、蛋白群体动态到单分子行为的跨

尺度研究体系 , 不仅确立了囊泡运输在SYP121质膜

动态中的主导地位 , 也彰显了多尺度方法所代表的

研究范式—从不同层次整合分析质膜蛋白的动态

行为机制。

进阶内容设计。为了深化学生对质膜蛋白动

态行为复杂性的理解 , 可在现有囊泡运输依赖的

质膜蛋白 (SYP121) FRAP实验体系基础上 , 增设

非囊泡运输依赖膜蛋白的 FRAP实验。拟南芥小

G蛋白ROP6的质膜定位依赖于其C-端的 S-酰基化

修饰 , 可用于此进阶内容。在实验条件与教学时

长允许的情况下 , 学生可使用稳定表达GFP-ROP6
的转基因材料 , 采用与上述 GFP-SYP121相同的

FRAP实验流程 , 获取GFP-ROP6的荧光恢复动力

学曲线 , 并将其与GFP-SYP121的荧光恢复曲线进

行对比分析。前人曾在拟南芥根细胞中通过FRAP
对GFP-ROP6的质膜定位进行分析 [28], 发现GFP-
ROP6的荧光强度恢复一半所需时间约为 10 s, 显
著短于 GFP-SYP121所需时间。通过开展该进阶

实验以及结合文献阅读 , 学生可直观比较囊泡运

输依赖型与非依赖型膜蛋白在质膜定位及动态行

为上的差异 , 从而系统认识不同膜蛋白质膜定位

机制的复杂性。

A: 根毛细胞示意图。蓝色虚线框为ROI光漂白区域, 红色实线为顶端质膜上GFP-SYP121荧光恢复信号的定量分析区域。B: 延时成像结果显

示萌发后5天的拟南芥野生型和组成激活型CA-rop2突变体根毛细胞中GFP-SYP121的荧光恢复过程。黄色箭头代表荧光信号在根毛顶端质膜

区域的恢复。

A: schematic diagram of root hair cell. The blue dashed box indicates the ROI for photobleaching, and the red solid line indicates the region for quan-
titative analysis of the GFP-SYP121 fluorescence recovery signal on the apical plasma membrane. B: FRAP analysis of plasma membrane-localized 
GFP-SYP121 in the root hair cells of 5-day-old Arabidopsis wild-type and CA-rop2 mutant plants. The yellow arrows indicated the recovery of fluores-
cence signals in the apical plasma membrane region.

图3   根毛细胞顶端质膜区GFP-SYP121荧光恢复动态过程

Fig.3   Trafficking of GFP-SYP121 to the apical plasma membrane region of root hair cells
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定量分析野生型Col-0和CA-rop2突变体根毛细胞内GFP-SYP121的荧光恢复速率。对ROI区域内的GFP-SYP121荧光强度进行归一化处理, 取
平均值后进行数据拟合, 数据以均值±标准误(mean±SEM)表示(n=13)。
Quantitative analysis of the fluorescence recovery rate of GFP-SYP121 in wild type and CA-rop2 mutant root hair. The GFP-SYP121 fluorescence in-
tensity of ROI was normalized, averaged, and fitted. The results are expressed as mean±SEM (n=13).

图4   GFP-SYP121荧光恢复动力学的定量分析

Fig.4   Quantitative analysis of the fluorescence recovery velocity of GFP-SYP121
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5   结语
我们利用 FRAP技术构建了囊泡运输和细胞

质膜流动性的定量分析教学体系 , 以拟南芥GFP-
SYP121蛋白为研究对象 , 定量解析了该融合蛋白荧

光漂白恢复的动态分布特征 , 为阐释细胞膜动态特

性提供了实验证据 , 实现了从理论认知到动态表征

的教学范式革新。该教学创新具有多维度的教育价

值 : 在认知层面 , 建立了“分子运动–膜特性–细胞功

能”的三维理论框架, 使学生突破静态结构的认知局

限 ; 在技能培养方面 , 系统训练了共聚焦显微镜操

作、FRAP技术实施及活细胞动态成像等关键技术 , 
强化了学生的动力学参数提取与数据分析能力 ; 在
科研思维培养上, 通过构建多技术联用方案, 提升了

学生在研究实践中对理论知识和技术的应用能力 , 
更为其开展创新性实验研究构筑了方法论根基。将

前沿科研技术转化为教学实践 , 采用 “基础操作–定
量解析–创新拓展 ”的递进式训练模式 , 有效提升了

学生的科研核心素养 , 其经验可为细胞生物学相关

实验教学提供参考。
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