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摘要    荧光探针法是痕量蛋白质检测的重要方法, 其中多肽荧光探针得到了广泛的应用. 本

文综述了 3 种主要类型多肽荧光探针，即单荧光标记探针、双荧光标记探针和与其他材料形成

复合物的探针的结构特点、检测原理以及不同类型多肽荧光探针在蛋白质定性、定量检测和酶

活性测定等方面的应用, 并对多肽荧光探针的未来发展方向进行了展望.  
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1  引言 

蛋白质是生命活动的物质基础, 在生命现象和生

命过程中起决定性的作用. 机体细胞中种类繁多的蛋

白质各具不同的生理功能, 从而使细胞对胞外信号做

出不同的生物学反应. 蛋白质之间的相互作用能够整

合来自不同信号通路的信号并协调细胞内部的调节机

制[1]. 实现蛋白质准确灵敏的检测, 对生命奥秘的揭

示、疾病诊治和药物筛选等领域均具有重要意义.  

自蛋白质组学(proteomics)诞生以来, 建立简单、

灵敏、快速、特异性强、高通量的蛋白质检测方法, 受

到越来越多的关注, 已成为分析科学的研究重点之

一. 荧光检测法因其具有灵敏度高、选择性好、动态

响应范围宽和测定条件更接近生命体生理环境的优

点而在蛋白质检测中应用广泛. 荧光探针法以靶向

目标蛋白的荧光分子通过荧光增强或猝灭检测目标

对象, 成为痕量蛋白质检测的重要方法. 新近的技术

产生了各种各式智能探针, 其中多肽探针最为成功[2]. 

一个理想的多肽探针对目标物具有很高的亲和性和

专一性. 迄今, 靶向于与不同疾病相关的受体和生物

标记物的特定多肽已经出现. 这些目标多肽在精确

的荧光标记技术帮助下形成多肽荧光探针, 通过与

受体蛋白结合或被受体蛋白作用而发生荧光, 达到

检测目标蛋白的目的. 多肽荧光探针检测目标蛋白

主要采用 3 种策略: (1) 单荧光标记, 荧光标记多肽

与目标蛋白结合使目标蛋白获得荧光标记; (2) 双荧

光标记, 标记后的多肽并不显示荧光, 受目标蛋白作

用后荧光激活; (3) 单荧光标记多肽与其他材料构成

复合材料, 同样也不显示荧光, 受目标蛋白作用后荧

光激活. 3 种多肽荧光探针均以发生荧光作为检测蛋

白质的信号, 因而可以用于靶向蛋白的分子成像, 成

为现代诊断中不可缺少的技术[3], 提供疾病信息精确

和专一的诊断.  

2  单荧光标记多肽探针 

目前发展的单荧光修饰基团有近 30 种, 应用较

为广泛的是羧基荧光素(FAM)、硫氰酸荧光素(FITC)、

丹磺酰氯(dansyl chloride)、2,4-二硝基苯(Dnp)、羧基

罗丹明 110 (carbo-xyrhodamine110)、德克萨斯红

(Texas Red)、五甲川菁染料(Cy5)和七甲川菁染料(Cy7)

等, 在多肽 N 端、Lys 或 Cys 侧链上引入荧光基团.  

生物体内广泛存在的蛋白质特异识别的多肽是

构建多肽探针的最佳来源. RGD 肽广泛存在于生物

体内, 是细胞外多种配体蛋白与整合素(integrin)结合

的位点. 整合素v3 在肿瘤生长、侵袭、转移过程
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中起关键作用, 在正常血管内皮和上皮细胞中很少

表达, 但在肿瘤细胞和肿瘤新生血管内皮细胞中却

过度表达[4]. 外源性 RGD 肽可与肿瘤细胞表面整合

素结合. 因此, 将 RGD 肽与近红外荧光染料偶联, 利

用 RGD 肽对整合素v3 特异结合的性质实现整合素

的检测, 将有可能对特定恶性肿瘤近红外成像, 从而

达到实时无损在位监测早期恶性肿瘤和抗整合素治疗

效果的目的. Ye 等[5]发展了多价 RGD 多肽探针, 用

A549 细胞系筛选得到一系列亲和力较强的含 RGD 序

列单元的多肽单体和多聚体, 并以近红外荧光染料

cypate 进行标记, 结果表明, RGD 八聚体衍生物 cypate- 

[(RGD)4–NH2]2 在肿瘤细胞内的浓度明显高于其他衍生

物, 显示该多肽探针在肿瘤显像中具有良好的应用前

景. Wu 等[6]将近红外荧光染料 Cy7 与 RGD 环肽共价结

合构建了 RGD 肽复合物 Cy7-c(RGDyK)和 Cy7-PEG-c 

(RGDyK) (y 表示 D-型酪氨酸), 对整合素v3 阳性的

胶质细胞瘤 U87MG 肿瘤模型进行体内成像. 研究结果

显示, 在肿瘤细胞、血管内皮细胞等整合素v3 高表

达的部位有更强的荧光信号, 而且 Cy7-c(RGDyK)在肿

瘤部位比 Cy7-PEG-c(RGDyK)有更高的荧光强度. Chen

等[7]将另一种近红外荧光染料 Cy5.5 与 RGD 肽偶联构

成 RGD 多肽探针, 用于三维成像.  

Kurzawa 等[8]利用荧光多肽同时检测了细胞周期

蛋白依赖性激酶(CDKs)和细胞周期蛋白(cyclin). 

CDKs 在细胞生长和分裂中起着中心作用, 与癌症细

胞的持续增殖有关 ,  因而成为重要的药理靶标 . 

Kurzawa 将结合 CDKs 和 cyclin 的底物多肽通过一段

15 个氨基酸的多肽连接, 构建了能同时结合 CDKs

和 cyclin 的多肽底物 HHAGPRKRVHERYCSPTAG- 

SAKRRLFGED, 并通过中间的半胱氨酸 C 引入荧光

基团 Cy3, 能同时检测活细胞内的 CDKs 和 cyclin. 

Reszka 等[9]基于半胱氨酸蛋白酶-8 (caspase 8)四肽底

物 IETD 合成了荧光标记多肽 Ac-IETD-AXX, 其中

荧光报告基团 AXX 为 3-取代和 4-取代的香豆素或喹

啉-2-酮, 用于酶的评价. Shi 等[10]用荧光基团四苯基乙

烯基(TPE)单标记蛋白酶底物多肽, 基于 TPE 与多肽

是否结合疏水性质的改变而产生荧光检测蛋白酶. 将

疏水基团 TPE 与半胱氨酸蛋白酶专一的多肽 DEVDK

连接, 在水溶液中几乎无荧光, 而受半胱氨酸蛋白酶

切割后, TPE 发生聚集而引发荧光发射, 如图 1 所示. 

用该荧光多肽探针检测半胱氨酸蛋白酶-3/-7, 可用于

酶抑制剂的筛选和细胞凋亡相关药效的评价. 本课 

 

图 1  TPE-DEVDK 检测半胱氨酸蛋白酶示意图[10] 

题组致力于运用荧光多肽探针检测蛋白类生物毒素

的研究. 生物毒素是生物源化学物质, 蛋白类生物毒

素是其中的重要一类, 具有广泛的民用价值和潜在

的生化威胁, 发展毒素检测、鉴别和防护手段的需求

日益迫切. 通过筛选与生物毒素特异结合的多肽, 对

其进行单荧光标记, 根据结合前后荧光性质的变化, 

能够用于蓖麻毒素、相思子毒素等蛋白类生物毒素的

检测. 

Imperiali 等[11]对运用溶剂敏感荧光基团监测蛋

白质相互作用和动力学进行了综述. 溶剂敏感荧光

基团具有对局部微环境性质敏感的荧光性质, 引入

到多肽或蛋白质中, 构成荧光探针, 可应用于从蛋白

质结构动态变化研究到蛋白质相互作用检测的领域. 

溶剂敏感荧光基团包括内源性和外源性荧光基团 . 

色氨酸中吲哚荧光基团是内源性的, 对溶剂敏感, 在

蛋白质体外研究中应用最广泛, 深化了对蛋白质折

叠、配体作用等生化性质的理解; 而荧光性质不断改

善的外源性合成染料的出现, 伴随着将荧光基团位

点选择性或专一性地引入到多肽或蛋白质中方法的

发展, 正在开启研究复杂生物体系之门. 例如, 份菁

染料(merocyanine dyes)显示特别大的消光系数, 具

有较长的激发波长, 可以尽可能减小紫外光对细胞

的损伤、消除自身荧光干扰, 适用于细胞研究. 在多

肽或蛋白质中引入荧光基团的方法有直接共价修饰

法和引入非天然氨基酸法. 常用的直接共价修饰法

是通过半胱氨酸或赖氨酸侧链巯基或氨基等活性基

团, 借助特异性反应引入荧光基团; 引入非天然氨基

酸法即通过合成或半合成(表达蛋白的连接)等引入

带有荧光基团的非天然氨基酸.  

3  双荧光标记多肽探针 

双荧光标记多肽探针是运用构成供体/受体对的

两个基团标记而成 . 其中一个称为荧光猝灭基团
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(quencher); 另一个称为荧光发射基团, 即报告基团

(reporter). 当多肽完整时, 由于猝灭基团与报告基团

空间相近, 表现出内部的荧光猝灭; 但猝灭基团与报

告基团空间分离时, 报告基团就会释放出荧光, 因此

称为荧光可激活多肽探针. 由于其原理类似于 Förster

共振能量转移(FRET), 因此也可称为 FRET 肽探针. 

双 荧 光 基 团 组 合 有 Dabcyl/Edans 、 Mca/Dnp 、

Cy5/QSY21和 DNP/DACIA等. 双荧光标记多肽探针

可用于各类能以多肽为底物的酶的检测、动力学和抑

制剂的筛选研究.  

3.1  切割型多肽探针 

由于蛋白酶大多能特异性切割其底物多肽, 因

此基于其底物多肽设计的切割型双荧光标记多肽探

针在蛋白酶检测中应用广泛, 是最主要的荧光多肽

探针类型. 其原理如图 2 所示, 蛋白酶使连接猝灭基

团与报告基团的肽键断裂, 猝灭基团与报告基团分

离, 报告基团发生荧光, 表明蛋白酶的存在.  

周永列等[12]建立了用双荧光标记多肽探针连续

监测蛋白酶体活性的方法, 用特异性荧光多肽底物

Suc-LLVT-AMC、Z-VVA-AMC 和 Z-LLG-NA (AMC

和-NA为报告基团, AMC即7-氨基甲基香豆素)分别

测定蛋白酶体的糜凝乳蛋白酶样(chy-motrypsin- like)、

胰蛋白酶样(trypsin-like)和肽基谷氨酰肽水解酶样

(PGPH-like)的活性, 并研究其在筛选蛋白酶体抑制

剂中的应用价值. Wan 等[13]以邻氨基苯甲酸(Abz)为报

告基团、2,4-二硝基苯基乙二胺(Eddnp)为荧光猝灭基

团 ,  设计合成了双标记荧光多肽 H2N-E(Eddnp) 

STLQSGLK(Abz)-CONH2. 该多肽底物能被 SARS- 

CoⅤ 3CL 蛋白酶识别, 并在QS 之间被专一性酶解. 此

荧光多肽底物可以作为荧光探针, 应用于 SARS-CoV  

 

 

图 2  切割型多肽探针检测蛋白酶原理示意图 

3CL 蛋白酶活性的测定及其抑制剂的筛选. Chevalier

等[14]基于 Black Hole Quencher-3 (BHQ-3)对偶氮染料

具有很好的荧光猝灭作用, 建立了偶氮染料与 BHQ-3

体系, 用于检测肿瘤侵袭和转移中至关重要的蛋白

酶——尿激酶型纤溶酶原激活因子. 日本的 Kondo 

等[15]以 MOCAc 为荧光报告基团、2,4-二硝基苯(Dnp)

为猝灭基团, 构建了荧光肽底物 MOCAc-APAKFFRL-     

Dnp, 基于蛋白酶 A 能分裂 F–F (Phe–Phe)键, 对啤酒

中的蛋白酶 A 进行了准确、迅速的评价, 蛋白酶 A

的活力可以根据荧光强度进行评价 . 凝血酶

(thrombin)在凝血系统的许多疾病中发挥着关键性作

用. Van Berkel 等[16]基于荧光多肽检测凝血酶, 开发

出一种新的凝血酶特异性荧光肽 Cbz-GGR-AMC, 其

能够在凝血酶生成测试实验(thrombin generation test, 

TGT)中准确地测定凝血酶浓度. 由于蛋白酶是某些

微生物的生物标记物, 有特异结合的底物多肽, 因此

通过设计对微生物蛋白酶特异结合的底物多肽探针, 

可以特异性地检测微生物. Kaman等[17]合成了炭疽芽

孢杆菌蛋白酶的底物多肽, 其序列中含有 D-氨基酸, 

不仅对炭疽芽孢杆菌的蛋白酶高度特异, 也适用于

营养细胞和孢子, 提供了灵敏精确地检测芽孢子的

方法, 在临床和生物防护应用中至关重要.  

基质金属蛋白酶(MMP)在癌症、骨关节炎和类风

湿性关节炎等病理条件下含量丰富. MMP 的生物检

测为 MMP 相关疾病的诊断、预测和治疗监控提供重

要的临床信息. Ryu 等[18]利用荧光多肽探针固定化的

诊断试剂盒“一步”检测 MMP. 通过将 MMP-13 专一

性地由荧光基团 Cy5.5 和猝灭基团 BHQ-3 构成的荧

光多肽固定化在 96 孔板上, 发展了一种高通量诊断

试剂盒. 当 MMP 存在时 , 荧光得以恢复, 对目标

MMP 具有很强的专一性, 其强度与 MMP 浓度成正

比. 研究发现, 荧光强度与骨关节炎的发病情况直接

相关, 此试剂盒也可用于 MMP 抑制剂效果的快速简

便评价. Lee 等[19]利用黑暗猝灭(dark quenched)荧光

多肽检测了 MMP-13, 并用于骨关节炎发展的细胞内

成像. Akers 等[20]利用三股螺旋多肽光学探针检测细

胞内 MMP-2 和 MMP-9 活性. 该探针以 3 股螺旋多肽

为底物 , 对 MMP-2 和 MMP-9 有很高的专一性 . 

MMP-2 和 MMP-9 也称为明胶酶, 与肿瘤细胞入侵和

肿瘤相关血管生成特异关联. 每个多肽股的中心是

明胶酶敏感序列, 两翼经由 Lys残基共缀NIR荧光染

料. 当 3 股螺旋结构自组装后, 3 段多肽链互相缠缚, 
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使荧光基团距离接近, 荧光猝灭; 而当酶切割 3 股螺

旋肽后, 6 个标签多肽链释放出来, 荧光信号增强. 

荧光信号的增强受 MMP 抑制剂的抑制, 表明观察到

的荧光信号是由酶介导的. Zhu 等[21]设计了 c(RGDyK)

缀合的双功能受体靶向的荧光探针, 不仅用于肿瘤

区域胞外 MMP 的检测, 同时也能测定V3 整合素. 

Zhu等[22]还首次利用 FRET多肽检测了膜型基质金属

蛋白酶(MT-MMP) (MMP-14)的活性. 当用于体内检

测时, 与靶向细胞外蛋白可溶型蛋白酶的荧光探针

不同, 其荧光信号激活后会随血流而被清除掉, 而由

MT-MMP 激活的荧光信号, 能够维持清晰的信号长

达24 h. 这些发现将被广泛用于各种膜型蛋白酶的体

内检测.  

双荧光标记多肽也被用于特定蛋白质或蛋白质

翻译后修饰的检测. Li 等[23]利用由报告基团 Cy5.5 和

猝灭基团 QSY21 组成的可激活近红外荧光多肽探针, 

检测到成纤维细胞活化蛋白(FAPα). Vázquez 等[24]通

过镧系元素-多肽缀合物的分子间敏化反应检测磷酸

化状态. 一段设计的多肽与配位不饱和镧的复合物, 

其化学发光受序列中丝氨酸的磷酸化状态调控. 磷

酸化状态时, 发光很弱, 而去除磷酸化后, 敏感基与

金属络合, 产生强烈发光的超分子复合物. 运用荧光

多肽实时检测蛋白激酶已成为一种重要的方法[25].  

3.2  非切割型多肽探针 

Thurley 等[26]引入了一种新的探针概念, 设计了

一种发夹型多肽信标(hairpin peptide beacons, HPB)作

为检测蛋白质的探针, 如图 3 所示. 其中心是蛋白特

异的多肽, 两侧是互补的肽核酸手臂, 两端用两个发

色团分别标记. 当没有目标蛋白存在时, 其通过肽核

酸互补形成稳定的发夹; 当目标蛋白与中心多肽特

异相互作用后, 引起结构重组, 导致发夹打开, 使两

端靠近的发色团分离, 产生荧光增强. 因此, 该方法

可以检测蛋白质间相互作用, 可成功用 HPB 概念设

计非切割型探针用于检测蛋白酶血管紧张肽原酶的

活性. 由于探针是非切割型的, 荧光信号可逆性使其

可以连续监测蛋白酶活性的升高和降低.  

3.3  LBP 型多肽探针 

Vuojola 等[27]通过基因编码将蛋白酶底物序列插

入到绿色荧光蛋白(GFP)和能结合铽的镧系元素结合

多肽(LBP)之间, 建立了蛋白酶的门控荧光检测方法. 

结合铽的 LBP 与 GFP 以一段蛋白酶专一识别序列多

肽连接构成 FRET 体系, 其在 280 nm 紫外光激发下, 

发射 520 nm发射光, LBP发射光被猝灭; 而当底物受

蛋白酶切割后, 结合铽的 LBP 发射出 545 nm 发射光, 

如图 4 所示 . 该体系被用来检测半胱氨酸蛋白酶

(caspase)的活性. 镧系元素标记用作光子供体, 具有

长的发射时间, 可以使用门控手段, 大大提高分析的

灵敏度. 通过改变荧光蛋白和连接多肽的序列, 可以

广泛用于蛋白酶活性的测定.  

4  基于复合材料的多肽探针 

发展杂化的检测和传递生物合成纳米材料对临

床诊断和治疗至关重要. 纳米材料包括石墨烯、纳米

金和量子点.  

4.1  石墨烯复合多肽探针 

石墨烯作为一种单原子厚二维的碳材料, 近年

来引起了广泛的兴趣. 石墨烯或石墨烯氧化物对核

酸和多肽等生物材料具有很大的吸附能力, 加之强

大的荧光猝灭效率, 成为生物传感器发展的很好平

台[28]. Wang 等[29]利用石墨烯氧化物-多肽辍合物检测

细胞内蛋白酶-半胱氨酸蛋白酶-3 (caspase-3). 将石

墨烯氧化物与多肽底物结合形成纳米共辍物. 石墨

烯氧化物表面既固定了细胞穿透多肽 TAT, 又用

FAM 标记的 caspase-3 底物多肽 DEVD 修饰. 由于石

墨烯氧化物的荧光猝灭效应, 形成的共辍物没有荧

光; 而当 TAT 将石墨烯氧化物带入到细胞内后, 受 
 

 

图 3  发夹型多肽信标检测蛋白质原理示意图[26] 
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细胞内蛋白酶 caspase-3 降解, 荧光基团从石墨烯氧

化物释放出来 , 荧光强烈增强 , 从而达到检测

caspase-3 的目的. Feng [30]和 Ma 等[31]分别将 FITC 标

记的多肽固定化至石墨烯氧化物上, 简便灵敏地检

测了 HeLa 细胞分泌出的 MMP2 (图 5)和蛋白酶解活

性的前列腺特异抗原(PSA). Bhunia 等[32]将作为酶底

物的荧光多肽经过双层涂层 (interdigited bilayer 

coating)固定化至胶状的石墨烯上, 当酶切割多肽后

产生荧光, 用以检测酶. Chen等[33]利用纳米尺度的石

墨烯-多肽生物传感器, 对细胞表面的生物标记物进

行实时特异检测. 将多肽 RGD 与芘和石墨烯构建成

纳米生物传感器, 检测癌细胞表面的凝集素v3. 此

方法具有简单、实用、灵敏和选择性高的特点, 同时

也适用于其他标记物的检测, 如黏液素 1 (MUC1). 

MUC1 存在于上皮细胞恶性肿瘤中, 也是著名的肿

瘤生物标记物. Pang 等[34]利用基于石墨烯氧化物的

荧光适体传感器荧光恢复检测 MUC1.  

4.2  纳米金复合多肽探针 

金纳米粒子具有优异的猝灭性能, 其表面修饰

化学也不断发展成熟, 使纳米金复合多肽探针得到 

 

 

图 4  镧系元素结合多肽(LBP)检测蛋白酶原理示意图[27] 

 

图 5  石墨烯氧化物复合的 FITC 标记多肽探针对 MMP2 检

测的示意图[30] 

大量应用[35]. Sun 等[36]将染料 Cy5.5 通过半胱氨酸蛋

白酶专一的多肽 DEVD 固定在金纳米粒子表面, 构

建了半胱氨酸蛋白酶敏感的纳米粒子, 用于细胞凋

亡的检测. 由于金纳米粒子的荧光猝灭效应而不显

荧光, 但当半胱氨酸蛋白酶作用后, 染料 Cy5.5 离开

表面, 荧光得以迅速恢复, 如图 6 所示. 其可用于活

细胞中半胱氨酸蛋白酶活性的实时监测, 具有简便

高效的优势. Yi 等[37]构建了基质金属蛋白酶敏感的

金纳米棒, 用于检测基质金属蛋白酶. 将 Cy5.5 通过

基质金属蛋白酶专一的多肽固定在金纳米棒表面 , 

当基质金属蛋白酶作用后, 染料 Cy5.5 离开表面, 在

近红外激光照射下, 荧光得以迅速恢复, 并产生热量. 

其可作为肿瘤的热疗试剂和肿瘤成像和治疗. 金纳

米粒子在不同聚集状态下发光性能不同, 这一原理

被应用到纳米金复合多肽探针的设计. Lee 等[38]将蛋

白酶专一的荧光多肽固定化在聚合纳米微粒上, 利

用蛋白酶使其解聚而发生荧光来检测蛋白酶. Zhao

等[39]用多肽包覆的金纳米粒子通过显色法灵敏、定量

检测人血清中的溶菌酶. 多肽 CALNN 包覆的金纳米

粒子能在溶菌酶的特异作用下聚集, 产生颜色变化. 

通过优化条件, 线性响应范围为 1~25 ng/mL, 最低检

测限为 80 pg/mL, 是目前检测限最低的检测方法. 

Hou 等[40]利用点印迹金纳米粒子免疫分析法检测生

物素多肽, 能够达到 zeptomole (1021 mol). 生物素与

多肽共价连接, 并被吸附到硝酸纤维膜上, 用抗体包

覆的金纳米粒子与生物素多肽结合形成红点. Xie 等[41]

合成了复合纳米粒子, 大大提高了其功能. 利用花状

Au–Fe3O4 纳米粒子作为模板, 在氧化铁和金的表面

分别用 Cy5.5-GPLGVRG-TDOPA 和 SH-PEG5000 修

饰构建了光学探针, 能够特异性地被肿瘤中 MMP 激

活. 金纳米粒子具有优异的猝灭性能, 但体内表面 

 

 

图 6  纳米金粒子复合多肽探针检测蛋白酶示意图[36] 
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化学不稳定, 而氧化铁纳米粒子并非最佳的能量受

体, 却提供了稳定的表面化学. 通过二者结合, 产生

了一个整体结构, 具有两者独立成分所不能获得的

性能, 能够进一步用于分子成像和治疗试剂.  

4.3  量子点复合多肽探针 

近年来, 量子点在生物医学领域的应用前景越

来越多地引起科学工作者的广泛关注. 量子点与生

物技术的结合, 极大地促进了生物领域的发展, 同时

量子点自身性质的优化问题也引起人们的更加关注, 

如增加量子点的水溶性及生物相容性、降低量子点的

毒性等. 量子点复合多肽探针较好地满足了量子点

性质优化的要求. Chen 等[42]发展了 RGD 多肽修饰的

近红外量子点, 如图 7 所示, 在氨基修饰的碲化镉量

子点上引入 c(RGDyK), 能以凝集素为靶标进行红外

光学成像, 显示活体动物体内癌细胞血管系统, 有助

于癌症检测和成像指导的手术. 后来, Chen等[43]又发

展了双功能探针, 在碲化镉量子点上引入 c(RGDyK)

的同时, 又引入螯合剂 DOTA (1,4,7,10-四氮杂环十

二烷-N,N′,N″,N′″-四乙酸), 由于 DOTA 能够螯合金属

离子, 因此其既能用于肿瘤血管的正电子发射断层扫

描(positron emissio tomography, PET), 也能用于近红

外荧光成像. Zhao 等[44]基于多肽与量子点的相互作用, 

构建了新型无标记荧光开光型生物传感器, 用于胰蛋

白酶(trypsin)的检测. 设计的特异序列多肽能与量子

点相互作用使量子点聚合而不发射荧光, 当受胰蛋白

酶酶解后, 量子点分散开, 发生荧光, 此方法检测限

达 到 20 ng/mL. Xu 等 [45] 将 激 酶 底 物 多 肽

CGGGGLSARRL 与 CdTe 量子点缀合用于激酶活性的

无标记评价. 未修饰多肽缀合的量子点发生聚集, 发

出黄光, 而当激酶存在使底物多肽发生磷酸化后, 由

于电荷的改变, 缀合量子点发生解聚分散, 发出绿光. 

通过绿光强度测定可以测定激酶的活性. Liu 等[46]则将

量子点技术与基质辅助激光解析串联飞行时间质谱仪

(MALDI-TOF-MS)结合, 首次提出直接可视化“目标

点”策略, 大大提高了 MALDI-TOF-MS 检测多肽及其

混合物或磷酸化多肽的灵敏度和可重复性.  

 

图 7  RGD 多肽修饰 CdTe 量子点的制备[42] 

5  展望 

蛋白质的检测分为活体内与活体外检测. 对于

活体外检测, 需要将蛋白质纯化后进行化学标记, 再

纯化后使用一些侵害性方法(如显微注射 [47])将其引

入活体细胞中. 然而, 此方法对蛋白质进行标记的同

时也引入了人为干扰, 可能对蛋白质的功能产生一

些不可消除的影响, 干扰细胞的正常功能. 在其自然

状态下对蛋白质进行检测, 尽可能地减少人为影响, 

才能最真实地反映蛋白质的分布和性质. 因此, 对蛋

白质进行活体内检测是目前最重要的思路.  

多肽作为检测探针, 相对于蛋白质、核酸等, 具

有化学合成简便、容易标记、稳定性高和非特异吸附

弱等优点. 随着新型荧光试剂、新型标记技术和新型

复合材料的发展, 必将产生更多更新的荧光多肽探

针, 对生物检测, 特别是蛋白质活体内检测将起到很

大的推动作用. 多肽探针还面临着诸多挑战, 如特异

性多肽的发现较难、基质材料的表面处理技术还不够

成熟等, 对多肽探针的研究应主要集中在运用噬菌

体展示技术和组合多肽化学加快特异性多肽的发现

与筛选, 改进基质材料的表面处理技术. 未来的发展

方向是将多肽探针发展成靶向性强、生物兼容性好的

生物成像探针、监测和治疗试剂.  
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Abstract: Peptide-based fluorescent probe as a kind of fluorescent probes has been widely applicated in tracing protein 
detection. The structure and detection principle of three main types of peptide-based fluorescent probes including 
mono-labelled peptide probe, dual-labelled peptide probe and composite peptide probe conjugated with other materials, 
as well as their applications in qualitative or quantitative protein detection and enzyme activities evaluation were 
reviewed. The future devlopement of peptide-based fluorescent probes was highlighted. 
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