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摘要 基因编码荧光探针能够可视化探测活细胞中多种分析物及其相关分子事件, 已成为细胞生物学等生命

科学研究的强大分子工具. 本文介绍了基因编码荧光探针的类型和主要应用场景, 归纳了现有探针的优点和存在

的问题, 并对其未来发展进行了展望.
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1 引言

基因编码荧光探针源于1962年Shimomura等[1]
在

维多利亚多管发光水母中发现的野生型绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP). Chalfie等[2]1994年将

GFP用作基因表达标签. GFP由238个氨基酸组成, 分

子量约为26.9 kD, 分子结构含有1个α-螺旋和11个β-片
层, 形成一个“桶”状结构, 又称β桶, 发色团为三肽基团

(Ser65-Tyr66-Gly67),位于β桶的中心,免受外界环境干

扰淬灭. GFP在395和475 nm分别有主要和次要的激发

峰, 在509 nm处为发射峰
[3,4]. 1995年, Heim等

[5]
对野生

型GFP完成首个重大改变——S65T, 这个突变不仅大

幅提高了GFP的荧光强度和光稳定性, 也使主激发峰

从395 nm迁移至488 nm, 而发射峰保持不变. 随后的

突变F64L进一步增强了发射强度, 成为常用的增强型

GFP (EGFP). 目前已经发展出多种颜色的GFP突变体,

广泛用作基因表达荧光标签
[6]. 1997年, Miyawaki等[7]

构建了第一个检测细胞内Ca2+浓度的基因编码荧光探

针——Cameleons, 正式开启了基因编码荧光探针的

时代.

2 基因编码荧光探针的构建

基因编码荧光探针由识别元件和报告元件组成,
能够将探针与特定分析物的反应转化为荧光信号

[8],
其根据设计原理有以下几种(图1)[9], 每种设计具体适

合应用的被检测物种类详见表1.
(1) 具有识别和报告功能的单一荧光蛋白(图1A),

它们或依赖其发色团与分析物之间的直接相互作用产

生信号(A1), 或依赖于分析物改变发色团附近的静水

压力而产生信号(A2), 或依赖于荧光蛋白的特定修饰

产生信号(A3)[11,12,20].
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(2) 基于分析物与识别元件作用，荧光蛋白定位

发生变化的探针(图1B).
(3) 由识别元件和荧光蛋白(报告元件)组成的荧

光探针, 识别元件用于识别细胞特定分析物变化, 导

致荧光蛋白信号强度改变(图1C); 主要可以分为两种:
(i) 基于分析物与识别元件作用，荧光蛋白光谱学性

质改变的探针(C1); (ii) 由识别元件与环状排列荧光蛋

白(circularly permuted fluorescent protein，cpFP)组成

的探针(C2)[43].
(4) 由识别元件与荧光蛋白互补系统组成的探针.

双分子荧光互补技术(bimolecular fluorescence comple-
mentation, BiFC)将荧光蛋白在某些特定的位点切开,
形成不发荧光的N片段和C片段, 这两个片段在细胞内

共表达时不能自发地组装成完整的荧光蛋白, 不能产

生荧光; 但当这两个荧光蛋白的片段分别连接到一组

有相互作用的目标蛋白(识别元件)上, 由于特定分析

图 1 基因编码荧光探针的原理示意图. (A) 具有识别和报告功能的单一荧光蛋白探针示意图; (B) 基于荧光蛋白定位发生变
化的探针示意图; (C) 由识别元件和荧光蛋白(报告元件)组成的荧光探针示意图; (D) 由识别元件与荧光蛋白互补系统组成的
探针示意图; (E) 基于能产生荧光共振能量转移效应的荧光蛋白对的探针示意图; (F) 由两个荧光蛋白组成的比率式探针示意
图

[9](网络版彩图)
Figure 1 (A) Schematic diagram of a single fluorescent protein probe with sensing and reporting function; (B) Schematic diagram of fluorescent
sensing probe based on the change of fluorescent protein localization; (C) Schematic diagram of fluorescent sensing probe composed of sensing
element and fluorescent protein (reporting element); (D) Schematic diagram of fluorescent sensing probe composed of sensing element and fluorescent
protein complementary system; (E) Schematic diagram of fluorescent sensing probe based on two fluorescent protein that can produce fluorescence
resonance energy transfer (FRET) effect; (F) Schematic diagram of ratiometric sensing probes composed of two fluorescent proteins [9] (color online).
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物能够诱导识别元件之间的相互作用, 荧光蛋白的两

个片段在空间上互相靠近互补, 重新构建成完整的具

有活性的荧光蛋白分子, 发射荧光
[78,79](D1); GFP可以

拆分为β1~10和β11两部分, 可以在无外力参与的情况下

自发完成组装; 将β1~10和β11分别与识别元件相连, 在

无分析物时, 识别元件可使β1~10和β11无法靠近而不能

组装成完整的荧光蛋白, 因此不能产生荧光; 而当识

别元件识别分析物时, β1~10和β11在空间上互相靠近,
重新构建成完整的具有活性的荧光蛋白分子, 发射荧

光(1D2)[56,80].
(5) 由一对能产生荧光共振能量转移(fluorescence

resonance energy transfer, FRET)效应的荧光蛋白组成,
其中供体荧光基团的发射光谱与受体基团的吸收光谱

有一定重叠, 当这两个荧光基团间的距离合适时(一般

小于100 Å), 荧光能量由供体向受体转移, 即以供体的

激发波长激发时, 可观察受体发射的荧光. 当探针识别

特定分析物时, FRET信号发生变化(图1E1, E2)[7,31].
(6) 由两个荧光蛋白组成的比率式探针, 其中一个

荧光蛋白的荧光信号改变依赖于分析物的变化, 而另

一个荧光蛋白的荧光信号不受影响, 作为内参信号,
通过测定二者的比值对分析物进行比率式测定(图
1F)[13].

表 1 基因编码荧光探针

Table 1 The genetically encoded fluorescent sensing probes

分析物 探针 原理示意图 文献

pH

pHluorin 图1A2 [10]

mtAlpHi 图1A2 [11]

pHmScarlet 图1A1 [12]

FIRE-pHLy 图1F [13]

Redox

ROS
HyPer家族: HyPer、HyPer2,3,7、HyPerRed、TriPer 图1C2 [14~19]

cpYFP 图1A3 [20]

GSH/GSSG Grx1-roGFP2、Grx1-roGFP2-iL、hGrx1-sfroGFP2、Grx1-roCherry 图1C1 [21~25]

NAD+/NADH SoNar 图1C2 [26]

能量代谢

葡萄糖

FLIPglu系列: FLIPglu-170n、FLIPglu-600μ、FLIPglu-600μ-Δ(X)、
FLII(X)Pglu-Y、FLII12Pglu-Y; 图1E1 [27~30]

GIP系列: GIP、GIP C0Yi、AcGFP1-GBPcys-mCherry 图1E2 [31~33]

Glifons系列: Green Glifons、Red Glifons 图1C1 [34,35]

ATP
ATeams 图1E1 [36]

QUEEN、iATPSnFR 图1C2 [37,38]

Ca2+
Cameleons、YC-Nano 图1E1 [7,39]

TN系列、Twitch系列 图1E1 [40~42]

Camgaroo、GCaMPs、GECOs 图1C2 [43~50]

caspase-3

FRET类 图1E1, E2 [51~55]

自互补荧光蛋白类 图1D2 [56]

荧光蛋白定位发生变化类 图1B [57]

环化荧光蛋白类 图1C2 [58]

神经递质

CNiFERs系列、FLIPE、GluSnFR、SuperGluSnFR 图1E1, E2 [59~64]

iGluSnFR、R-iGluSnFR、iGABASnFR、GACh、GACh2.0、
GRABDA、GRABNE、RdLight1、R-GenGAR-DA 图1C2 [65~74]

其他

GPCRs探针 图1E2 [75]

磷脂酰丝氨酸探针 图1B [76]

乙酰化修饰探针 图1E1 [77]
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3 基因编码荧光探针的应用

3.1 细胞pH测定

细胞内pH在多项生理活动中起着至关重要的作

用, 如直接影响酶的活性, 调控细胞增殖与凋亡, 与细

胞离子运输及内吞作用等密切相关
[81,82]. 细胞内pH正

常水平在7.2左右
[83], 其水平异常往往与细胞功能的异

常密切相关
[84]. 目前检测细胞内pH的基因编码荧光探

针主要是pH敏感荧光蛋白(pH-sensitive fluorescent
proteins, pHluorins), 分为比率式和强度式. 如1998年
被报道的pHluorin蛋白 , 其有两个激发峰(395和
475 nm)和一个发射峰(508 nm), 在pH从7.5到5.5的变

化过程中, 395 nm激发峰下的荧光强度显著降低, 而

475 nm激发峰下的荧光强度显著升高, 可利用两个激

发峰荧光强度的比值测定pH, 以此为代表的pHluorins
称为比率式pHluorins[10]; 而强度式pHluorins荧光信号

强度随pH的变化而变化, 如由pH敏感的GFP突变蛋白

与线粒体靶向序列组成的mtAlpHi可以特异检测线粒

体的pH值, 其激发峰(498 nm)和发射峰(522 nm)的荧

光强度随着pH的降低而减弱
[11]. 2021年, Liu等[12]

开发

出一个亮度高、稳定性好、pH敏感性强的红色荧光

蛋白探针pHmScarlet, 其激发峰为562 nm, 发射峰为

585 nm, 荧光强度随着pH从5.5到7.5, 可增强26倍, 在
现有pH红色荧光蛋白探针中灵敏度最高. 最新的pH荧
光蛋白探针是2021年报道的FIRE-pHLy, 该探针由一

对荧光蛋白(mTFP1和mCherry)与LAMP1 (lysosomal
associated membrane protein 1)串联组成; 在pH
3.5~6.0范围内, mTFP1的荧光强度随着pH的升高而增

强, 而mCherry的荧光强度保持不变, 可以通过测定二

者的荧光强度比值而检测pH. FIRE-pHLy是第一个靶

向高酸性环境溶酶体的pH荧光探针
[13].

3.2 氧化还原测定

氧化还原(reduction-oxidation reaction, Redox)是
细胞内一系列氧化还原反应的统称, 参与调节多种细

胞功能, 如细胞稳态、分化、增殖及凋亡等, 保持细

胞中Redox平衡对维持细胞的正常功能发挥着关键作

用
[9,85]. 活性氧(reactive oxygen species, ROS)是具有活

跃化学反应性的含氧物质的统称, 其中H2O2是细胞内

含量最多的ROS种类之一, 可作为第二信使, 通过多

条信号通路调控细胞增殖、凋亡等多项生理活动
[86].

GSH是细胞内含量最丰富的抗氧化剂, 在生理条

件下, GSH主要以还原型谷胱甘肽(GSH)和氧化型谷

胱甘肽(GSSG)两种形式存在
[87]. GSH/GSSG不仅决定

着生物系统中的氧化还原状态, 还发挥着许多其他功

能, 如影响细胞周期进程、细胞死亡、转录因子活性

等
[88,89]. 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(reduced nicoti-

namide adenine dinucleotide, NADH)和氧化型NAD+
是

一种广泛存在的生物分子, NAD+/NADH是生物体内

重要的辅酶I, 参与诸多能量代谢过程中的氧化还原反

应
[90]. 目前最广泛使用的H2O2探针是HyPer家族

[14].
HyPer是由H2O2特异识别的调控元件Oxy-RD和环状

排列荧光蛋白cpYFP组成 , 有两个激发峰 (420和
500 nm)和一个发射峰(516 nm); 当HyPer暴露于H2O2

微环境中 , 420 nm激发峰下的荧光强度下降 , 而

500 nm激发峰下的荧光强度成比增加, 因此可通过测

定其荧光比值, 对H2O2进行比率式探测, 灵敏度可达

微摩级, 对H2O2具有高选择性, 对其他Redox指标如

O2·
−
、NO以及ONOO−

等均无显著响应
[14]. 近年来, 经

过对HyPer的改造, 已发展出具有广泛检测范围的Hy-
Per2 [ 1 5 ]

和HyPer3 [ 1 6 ]
、基于红色荧光蛋白的Hy-

PerRed[17]以及可用于内质网中H2O2检测的TriPer[18];
最新的Hyper家族成员是2020年报道的能对H2O2超灵

敏检测且对pH不敏感的HyPer7[19]. 此外, Wang等[20]
利

用cpYFP作为O2·
−
探针发现了线粒体超氧炫现象. 探

测GSH/GSSG的经典探针是Grx1-roGFP2[21]. 该探针

由对GSH/GSSG特异识别的调控元件谷氧还蛋白Grx1
和荧光蛋白roGFP2组成, 有两个激发峰和一个发射峰

(510 nm). 如果GSH/GSSG比值升高, 390 nm激发峰下

的荧光强度下降, 而480 nm激发峰下的荧光强度成比

增加, 因此可通过测定其荧光比值, 对GSH/GSSG进行

比率式探测
[21]; 后来经过对roGFP2的改造发展出可用

于内质网GSH/GSSG检测的Grx1-roGFP2-iL[22]
和适用

于小型细胞和细胞器内GSH/GSSG检测的hGrx1-
sfroGFP2[23,24]. 2019年最新报道的GSH/GSSG红色荧

光蛋白探针Grx1-roCherry, 由mCherry改造得来, 激发

峰和发射峰分别是589和610 nm, 可适用于活细胞中

GSH/GSSG的检测
[25]. Zhao等[26]

发展的SoNar探针是

目前应用较为广泛的NAD+/NADH探针, 其设计是将

cpYFP插入到嗜热水生菌来源的NADH结合转录因子

T-Rex中, 该探针有两个激发峰(418和500 nm)和一个

发射峰(518 nm). 如果NAD+/NADH比值升高, 418 nm
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激发峰与500 nm激发峰下的荧光强度比值降低. So-
Nar已在活细胞和活体动物水平实现了NAD+/NADH
的高时空分辨检测和成像

[91].
本团队利用经典的Redox荧光蛋白探针(HyPer、

TriPer和Grx1-roGFP2、Grx1-roGFP2-iL)在急性髓系

白血病(acute myeloid leukemia, AML)细胞中建立了可

以检测线粒体、内质网、细胞质及细胞核四种亚细胞

结构中多参数Redox (H2O2和GSH/GSSG)的传感平台

(图2), 实现了AML亚细胞中Redox的实时监测, 并评

估了主要化疗药物对AML多种细胞器中Redox水平的

影响, 或能贡献以氧化还原平衡为基础的肿瘤精准医

学
[92].

3.3 细胞能量代谢探测

葡萄糖和三磷酸腺苷(adenosine triphosphate,
ATP)分别是各种生物体的主要能量来源和能量货币.
哺乳动物细胞葡萄糖水平的异常与多种疾病密切相

关, 如糖尿病、肥胖等. 因此探测细胞内的葡萄糖水平

可以预防糖尿病及相关的并发症
[93]. 目前探测细胞内

葡萄糖的荧光蛋白探针主要包括基于FRET原理的

FLIPglu系列探针
[27~30]

和GIP系列探针
[31~33]

以及基于

单个荧光蛋白的Glifons系列探针
[34,35]. FLIPglu-170n

是将细菌的周质结合蛋白(periplasmic-binding pro-
teins, PBP)与一对FRET荧光蛋白相结合形成的葡萄糖

探针, 当葡萄糖浓度升高时, FRET信号增强, 检测范围

为0.02~1.5 μM, 但不适用于生理条件下细胞内葡萄糖

的检测
[28]; 经过对PBP改造得到的FLIPglu-600μ, 其检

测范围为0.07~5.3 mM, 已应用于非洲绿猴肾细胞

(COS7细胞)中葡萄糖的检测
[27]. 近年来, 通过对FLIP-

glu系列改造, 已发展出具有广泛的检测范围的FLIP-
glu-600μ-Δ(X)、FLII(X)Pglu-Y[28]

和FLII12Pglu-Y等探

针
[29,30]. GIP探针是将大肠杆菌葡萄糖结合蛋白(glu-

cose-binding protein, GBP)与一对FRET荧光蛋白相结

合形成的, 当葡萄糖浓度升高时, FRET信号减弱, 可检

图 2 H2O2传感元件在HL60不同亚细胞结构中的分布及其对化疗药物阿糖胞苷(Cytarabine)的响应. (A) 利用结构照明超分辨
显微镜观察HyPer在HL60细胞的细胞质(A1~A3)、细胞核(A4~A6)和线粒体(A7~A9)以及TriPer在内质网(endoplasmic reticu-
lum, ER) (A10~A12)中的稳定表达; 图A2和A5显示细胞核染料Hoechst 33342染色, 图A8显示线粒体染料Mito-Tracker Red染
色, 图A11显示ER染料ER-Tracker Red染色; 图A3和A6显示绿色和蓝色荧光通道合并结果, 图A9和A12显示绿色和红色荧光通
道合并结果; 比例尺: 5 μm. HL60细胞中稳定表达的H2O2探针对阿糖胞苷的响应: (B) Cyto-HyPer、NLS-HyPer和MLS-HyPer,
(C) ER-TriPer; 作用时间: 24 h[92](网络版彩图)
Figure 2 Intracellular localization of HyPer and TriPer targeted to various subcellular compartments in HL60 cells and their response to
chemotherapeutic drugs (cytarabine). (A) Panels represent the live-cell imaging of HyPer stably expressed in the cytosol (A1–A3), nucleus (A4–A6),
and mitochondria (A7–A9) while TriPer stably expressed in the endoplasmic reticulum (ER) (A10–A12) of HL60 cells by SIM. Panels A2 and A5
show staining with Hoechst 33342, A8 with Mito-Tracker Red, and A11 with ER-Tracker Red. Panels A3 and A6 are merged with Hoechst 33342
staining, A9 with Mito-Tracker Red, and A12 with ER-Tracker Red. Scale bar: 5 μm. The normalized response ratio (488/405 nm) of Cyto-HyPer,
NLS-HyPer, and MLS-HyPer (B), and ER-TriPer (C) to cytarabine by flow cytometry (≥ 10,000 cells). Drug treatment time: 24 h [92] (color online).
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测浓度低于20 μM的葡萄糖
[31];后续发展的GIP C0Yi在

pH 5.3~7.3之间较为稳定,适用于酸性环境如高尔基体

中葡萄糖的检测
[32]; 由FRET对和GBP组成的AcGFP1-

GBPcys-mCherry葡萄糖探针的稳定期高达三周, 适用

于长期持续监测
[33]. 2019年, Mita等[34]

将甲基半乳糖苷

B (MglB)中的葡萄糖结合域与GFP的突变体Citrine相
结合构建了Green Glifons葡萄糖探针, 可用于HeLa细
胞线粒体、细胞膜和细胞质以及秀丽隐杆线虫咽肌和

小鼠血液中葡萄糖的检测. 2022年最新报道的Red Gli-
fons是由MglB葡萄糖结合域与红色荧光蛋白mApple
组成, 也已应用于HeLa细胞及肠内分泌细胞中葡萄糖

的检测
[35].

ATP水平是反映细胞生理状态的重要指标, 其水

平异常与多种疾病相关, 如帕金森、恶性肿瘤等
[94~96].

因此探测细胞内ATP对研究外部因素对细胞能量代谢

的影响、细胞生化反应、能量异常相关的疾病等都具

有重要意义. 2009年, Imamura等[36]
报道了首个基因编

码的ATP探针ATeams, 该探针利用枯草芽孢杆菌F0F1-
ATP合酶的ε亚基将一对FRET荧光蛋白串联起来, 当

ATP浓度升高时, FRET信号升高, 实现了HeLa细胞中

ATP的检测. 2015年报道的ATP荧光蛋白探针QUEEN
是将cpEGFP插入到嗜热芽孢杆菌F0F1-ATP合酶ε亚基

两个α螺旋之间而形成, 该探针有两个激发峰(400和
494 nm)和一个发射峰(513 nm), 可通过测定两个激发

峰的荧光比值, 对ATP进行比率式探测, 灵敏度可达微

摩级
[37]. 2019年, Lobas等[38]

将cpsfGFP插入到嗜热芽

孢杆菌F0F1-ATP合酶ε亚基中构建成iATPSnFR, 激发

峰为 4 8 8 nm , 发射峰为 5 2 5 nm ; 检测范围为

30 μM~3 mM, 该探针对pH敏感性较低, 适用于探测

pH波动较大环境(如线粒体)中的ATP.

3.4 细胞Ca2+测定

Ca2+是整个细胞生命的主要调节者, 它控制着所

有真核细胞从起源(受精)到结束(细胞死亡)最重要的

活动, 包括基因表达、酶活性、ATP生成、突触传

递、肌肉收缩、增殖和学习记忆等
[97~99]. 检测细胞内

Ca2+浓度的荧光蛋白探针大致可分为两类(图3): (1)
含有两个荧光蛋白, 如基于FRET效应的Cameleons和
肌钙蛋白C (TN)系列

[7,39~42]. 1997年, 钱永健等
[7]
构建

了第一个检测细胞内Ca2+浓度的基因编码荧光探针

——Cameleons, 它由一对能发生FRET的荧光蛋白、

钙调素(CaM)和钙调素结合肽M13串联组成, Came-
leons与Ca2+结合后, CaM包裹M13进而增强FRET信
号, 实现Ca2+浓度的检测. 后续在Cameleons的基础上

发展了一系列基于FRET的Ca2+浓度探针, 如经过对

CaM和M13之间的接头(linker)改造而得到的超敏Ca2+

浓度探针YC-Nano, 灵敏度可达纳摩级, 可应用于检测

细胞间交流和神经元活动导致的细胞内轻微Ca2+浓度

瞬时变化
[39]. TN系列的Ca2+浓度探针是由肌钙蛋白C

(troponin C, TnC)作为Ca2+识别元件, 与一对FRET荧
光蛋白串联组成

[40];后来利用蟾蜍鱼中TnC的C末端结

构域与FRET荧光蛋白对组成的Twitch系列探针, 可用

于神经元强直性放电过程和T淋巴细胞中Ca2+浓度的

高灵敏检测
[41]. (2) 含有一个荧光蛋白, 如Camgaroo、

GCaMPs和GECOs[43~50]. Camgaroo是由CaM、M13和
cpGFP组成的Ca2+浓度荧光蛋白探针, 灵敏度可达毫

摩级
[43]. GCaMPs同样是基于CaM-M13与单个荧光蛋

白(如cpEGFP等)相结合的策略构建的一系列Ca2+浓度

探针
[44~46], 在检测灵敏度和信号强度等方面不断改进,

如超灵敏的GCaMP6适用于不同应用场景中Ca2+浓度

的检测, 如神经元胞体中导致单一动作电位的Ca2+浓
度变化或单一树突棘中定向调节突触中的Ca2+浓度瞬

时变化等
[47]; jGCaMP7探针荧光信号强度更强, 能够

更好地检测单一神经元、神经突和神经毡中的Ca2+浓
度

[48]. GECOs与GCaMPs原理类似, 选用多种荧光蛋

白, 如蓝色、绿色以及红色等, 开启了Ca2+浓度检测的

“多彩”时代
[49,50].

图 3 基因编码Ca2+探针Cameleons (a)和GCaMPs (b)示意
图

[100](网络版彩图)
Figure 3 Schematic diagram of genetically encoded Ca2+ sensing
probes: Cameleons (a) and GCaMPs (b) [100] (color online).
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3.5 细胞凋亡测定

细胞凋亡指为维持内环境稳定, 由基因严格控制

的细胞自主有序性死亡, 涉及一系列基因的激活、表

达以及调控等的作用. 它并不是病理条件下自体损伤

的一种现象, 而是为更好地适应生存环境而主动争取

的一种死亡过程, 在多细胞生物去除不需要或异常的

细胞中起着必要的作用. 诱导细胞凋亡是许多癌症治

疗药物的策略; 建立一种在单细胞水平能够方便可靠

地检测药物导致的细胞凋亡, 将是研究药物作用机制

及效果的强有力工具
[101~103]. 凋亡信号通过级联放大

激活细胞内多种caspase, 切割不同的底物而引起细胞

凋亡. caspase是一类非常保守的半胱氨酸依赖的蛋白

酶家族, 在介导细胞凋亡中起着核心作用. 其中作为

caspase中心效应因子的caspase-3是常见细胞凋亡途径

中的下游效应器, 能够传递和放大凋亡信号, 是细胞凋

亡的标志物之一
[104]. 目前caspase-3荧光蛋白探针是由

它的通用切割序列(如DEVD、DMQD)与荧光蛋白相

结合组成
[51~58], 可分为以下4种: (1) FRET类. 在一对

FRET荧光蛋白中插入caspase-3通用切割序列, 当cas-
pase-3切割后, FRET信号降低, 供体荧光蛋白信号增

强
[51~55]; (2) 自互补荧光蛋白类. GFP可以拆分为β1~10

和β11两部分, 二者之间相互作用力较强可以在无外力

参与的情况下完成自互补组装, 产生荧光; E5和K5是
类似于亮氨酸拉链的异二聚卷曲线圈, 能够形成异源

二聚体; 在β1~10和β11之间插入E5, 在β11末端通过

DEVD与K5连接, E5/K5可以形成异源二聚体阻止β1~10
和β11的结合; 当DEVD被caspase-3切割后β1~10和β11顺
反结构得到矫正, 进而正确组装产生荧光

[56]; (3) 荧光

蛋白定位发生变化类. 将核定位序列NLS (nuclear lo-
calization sequence)与GFP的N端融合, C端通过DEVD
和细胞质膜定位序列PLS (plasma membrane localiza-
tion sequence)融合; 正常情况下PLS强于NLS, 绿色荧

光信号位于细胞膜上; 当DEVD被caspase-3切割后,
GFP与PLS断开连接, NLS将引导GFP进入细胞核, 荧

光信号位于细胞核
[57]; (4) 环化荧光蛋白类. 将荧光蛋

白的N端和C端通过DEVD进行连接, 在恰当的位点利

用内含肽使荧光蛋白进行环化, 环化后的荧光蛋白失

去其天然构象而荧光消失, 当DEVD被caspase-3切割

后环化荧光蛋白恢复天然构像而产生荧光
[58]. 总体而

言, 已有caspase-3活细胞荧光传感器在荧光强度、响

应时间等方面仍有提升空间. 为此, 我们团队基于最

亮单体荧光蛋白(mNeonGreen2)发展了一种新型基因

编码荧光探针, 其原理是在荧光蛋白mNeonGreen2合
适位置插入DEVD序列, 利用内含肽将荧光蛋白进行

环化; 环化后的荧光蛋白因构像变化而失去荧光. 当

caspase-3将荧光蛋白中酶切位点(DEVD)进行切割后,
荧光蛋白恢复天然构像而产生荧光. 该探针具有响应

时间短、灵敏度高等优势, 已用于评价药物对肿瘤细

胞的凋亡诱导及抗病毒感染等(图4)[105].

图 4 基于mNeonGreen2的caspase-3基因编码探针的原理示意图
[105] (网络版彩图)

Figure 4 Schematic diagram of genetically encoded caspase-3 sensing probe based on mNeonGreen2 [105] (color online).
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3.6 神经递质测定

神经递质是神经元之间或神经元与效应器细胞

(如肌肉细胞、腺体细胞等)之间突触中传递信息的化

学物质
[106]. 神经递质在神经、肌肉和感觉系统的各个

角落都有分布, 它的正常释放对于维持机体正常生理

功能发挥着重要作用; 神经递质的释放与调节出现异

常时也与一系列的病理过程相关, 如帕金森和阿尔兹

海默病等
[107,108]. 目前检测体内神经递质的荧光蛋白

探针大致可分为以下两种: (1) FRET类. CNiFERs是将

代谢型神经递质受体与Ca2+敏感型FRET探针相耦合

的荧光探针. 当神经递质与受体结合后, 会引起Ca2+浓
度变化而被Ca2+探针检测到, 通过荧光信号的改变反

应神经递质浓度的变化, 目前已发展应用于乙酰胆

碱、5-羟色胺、多巴胺和去甲肾上腺素的CNiFERs探
针

[59~61]; 神经递质谷氨酸探针FLIPE[62]
、GluSnFR和

SuperGluSnFR[63,64]
由谷氨酸PBP和FRET组成, 两种荧

光的比值与谷氨酸之间存在剂量-效应关系. (2) cpFP
类. 2013年, Marvin等[65]

用cpGFP替换SuperGluSnFR中
的FRET荧光蛋白对构建的谷氨酸探针iGluSnFR, 提升

了信噪比, 并用于检测秀丽隐杆线虫、斑马鱼和小鼠

体内谷氨酸的释放; 2018年, Wu等[66]
利用cpRFP替换

iGluSnFR中的cpGFP进而发展了红色的谷氨酸探针R-
iGluSnFR; 2019年, Marvin等[67]

利用从荧光假单胞菌

中筛选出的γ氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)结
合蛋白替换iGluSnFR中的PBP, 发展了GABA探针

iGABASnFR, 用于检测斑马鱼和小鼠体内GABA的释

放; 2018和2020年, Jing等[68,69]
利用乙酰胆碱(acetyl-

choline, ACh) G蛋白偶联受体(G protein-coupled re-
ceptors, GPCRs)与cpGFP构建了ACh荧光蛋白探针

GACh及灵敏度更高的GACh2.0, 原理是GCPRs与ACh
结合后第五和第六个跨膜区的构象改变进而导致

cpGFP荧光发生变化, 已用于小鼠神经细胞和脑切片

中Ach的检测; 2018年, Patriarchi等[70]
和Sun等[71]

利用

相似的原理, 将cpGFP与多巴胺(dopamine, DA)的
GPCRs串联组合发展了DA荧光蛋白探针dLight和
GRABDA; 2019年, Feng等[72]

将cpEGFP与去甲肾上腺

素(norepinephrine, NE) GPCRs串联组合构建了NE荧
光蛋白探针GRABNE; Patriarchi等

[73]
和Nakamoto等[74]

分别在2020和2021年将荧光蛋白cpmApple与DA的

GPCRs串联组合发展了DA红色荧光探针RdLight1和
R-GenGAR-DA, 可与不同颜色的探针联用.

3.7 其他应用

基因编码荧光探针还应用于检测GPCRs[75,109~112]、
细胞脂类

[76]
、蛋白翻译后修饰

[77,113]
以及实时追踪病

毒在活细胞中的过程等. 如Janetopoulos等[75]
设计的检

测GPCRs的FRET探针; Yeung等[76]
利用磷脂酰丝氨酸

荧光蛋白探针检测了磷脂酰丝氨酸在巨噬细胞中线粒

体膜和内质网膜的分布; Nakaoka等[77]
利用FRET探针

检测COS7细胞中H3乙酰化修饰; 本团队
[114~116]

采用荧

光蛋白示踪病毒及其与宿主相互作用的研究, 创造了

“彩色病毒”技术(多组分标记技术), 分别示踪了HIV-I
病毒和Zika病毒进入细胞的途径及其在细胞中的

命运.

4 总结与展望

基因编码荧光探针具有以下优点: (1) 它是细胞本

身基因编码的产物, 对细胞而言属于内源性物质, 生物

相容性较好. (2) 它通过与细胞内不同亚细胞结构定位

序列融合表达, 能够定位于细胞的不同亚结构中, 可真

实反映细胞的动态变化, 且能够在细胞中稳定存在, 为
长时程准确探测提供保障; 它通过基因工程的方法能

够在细胞中稳定存在, 为检测结果的稳定性和再现性

提供了保障. (3) 基因编码荧光探针在活细胞中具有

高选择性和反应可逆性.
基因编码荧光探针也存在一些不足: (1) 许多荧光

蛋白探针的检测信号会受到pH的影响, 尤其是基于

cpFP类的探针; (2) 荧光蛋白探针的荧光强度和检测

范围有待进一步提高, 响应时间也需要改善; (3) 光在

生物组织内穿透深度达到最大值的波长区间被称为生

物组织光学窗口, 一般处于近红外波长范围内, 而大多

数荧光蛋白探针都是基于绿色荧光蛋白发展而来, 在

生物组织内穿透深度有限, 不利于其应用于活体检测.
因此, 未来可分别对基因编码荧光探针的识别元

件和荧光蛋白(报告元件)进行改造或重新设计, 以提

升其传感性能. (1) 识别元件. 随着多组学的发展有望

挖掘来源于新物种的识别元件; 结合人工智能(artifi-
cial intelligence, AI)指导的分子进化, 有望产生灵敏度

更高、响应时间更短等性能优越的识别元件; (2) 荧光

蛋白(报告元件). 发展可用于活体深处探测的近红外

荧光蛋白系统依然是重要研究方向. 本团队曾发展发

射波长最长的GFP-l ike单体红色荧光蛋白mNep-

崔萌萌等: 基因编码荧光探针的构建与应用

1706



tune684, 并建立了基于近红外荧光蛋白iRFP和iRFP2.0
的BiFC系统

[79,117~119]; Fabritius等[120]
建立了荧光蛋白

可视化筛选平台, 并通过对mNeptune684高通量分子

改造, 获得了荧光强度更强的近红外荧光蛋白; 此外

还可利用基因密码子扩展技术
[121]

将金属结合或化学

反应性非天然氨基酸引入荧光蛋白用于发展性能优越

的基因编码荧光探针
[122], 如将能够识别H2S的非天然

氨基酸pAzF (p-azidophenylalanine)引入cpGFP构建的

H2S荧光探针cpGFP-Tyr66pAzF[123]; 将非天然氨基酸

p-boronophenylalanine (pBoF)引入cpsGFP构建的荧光

探针pnGFP和pnGFP-Ultra可用于检测ONOO−[124,125].
先进的分子进化手段、高通量分子筛选平台, 以及机

器学习等人工智能算法的联合运用已成为开发新型蛋

白的主流趋势之一. 同时, 合成生物学的迅猛发展也将

从头合成全新荧光蛋白的梦想照进现实, 如2021年,
K l ima等 [ 1 2 6 ]

成功合成全新的小型敏感荧光蛋白

mFAPs, 其分子量比GFP的一半还少. 该策略或可拓展

用于更多基因编码探针的设计与合成.

致谢 谨以此文庆祝分析化学前辈汪尔康教授90寿辰.
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Abstract: Genetically encoded fluorescent sensing probes can image various molecular events in living cells and have
become powerful tools in studies of cell biology. This paper introduces their categories, designs and applications. We
also discuss their advantages, existing problems and solutions, and highlight the future development.
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