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摘要:荧光蛋白标记由于其独特的颜色感官,在医学、遗传育种和草地植被抗病中占有重要的位置。荧光蛋白分子

标记的选择与方法与其特异性的DNA有关,基因的结构是荧光蛋白标记、进行基因交流和促进基因表达的重要部

分。荧光蛋白标记技术主要包括热激转导和电击转化两种不同的类型,需通过大肠杆菌作为载体结合菌株,不影

响其任何生物功能,是目前大分子示踪检测及研究定殖的主要方法,研究荧光蛋白标记对病原菌和根际促生菌的

定殖和良好利用优良菌株有着重要意义。但是,荧光蛋白标记是在分子水平,对研究的方法增加了难度。根据目

前国内外已有的部分荧光蛋白标记研究,评述了标记的原理,标记的适用性以及标记的不同方法等内容,并展望了

不同标记方法对利用荧光蛋白的可能性,以期为研究荧光蛋白标记提供系统的方法参考和技术借鉴。
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Abstract:Fluorescentproteinlabelingisanimportantmethodforresearchinthefieldsofmedicine,genetic

breeding,andgrasslandvegetationresistance.Theselectionof,andmethodsforusing,fluorescentprotein

molecularmarkersarerelatedtotheirspecificDNA-bindingproperties.Genestructureaffectsfluorescentpro-
teinlabeling,genecommunication,andgeneexpression.Fluorescentproteinlabelingtechnologyinvolvestwo

typesoftransformation;heatshockandelectricshocktransformation.Inbothmethods,Escherichiacoliis
usedasacarrierofthegeneconstructencodingthefluorescentproteinlabel.Monitoringoffluorescentprotein

labelsisthemainmethodusedformacromoleculartracerdetectionandforobservingcolonization.Studiesin-
volvingfluorescentproteinlabelinghavebeenusedformonitoringthecolonizationofpathogensandrhizosphere

bacteriaandforoptimizingtheuseofexcellentstrains.However,itisdifficulttostudyfluorescentproteinla-
belingbecausetheinteractionsoccuratthemolecularlevel.Inthispaper,wereviewfluorescentproteinlabe-
lingintermsofitsprinciples,theapplicabilityofvariousmarkers,anddifferentmethodsofusingmarkers

basedonpublishedliterature.Variousfluorescentproteinlabelingmethodsarealsodiscussed.Thisreview

providesareferenceforfurtherstudiesonfluorescentproteinlabelinginChina.
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荧光蛋白标记(fluorescentproteinlabeling)是指利用不同颜色荧光质粒通过某种方式结合其他生物,最终

携带有颜色荧光且不影响生物正常生理生长的一种方法[1],因其高灵敏度倍受各位学者的不断研究,成为目前生

物大分子检测的主要方法,有着发光强和稳定的优点。荧光标记不需要其他辅助生物发光标记系统,能够简化对

定殖的研究,促进植物机理的研究,增加物种研究的可视性。不同颜色的荧光标记结合不同的生物是进一步研究

的重要条件,有着重要的影响,因此荧光蛋白标记是分子标记的重要手段与方法。荧光蛋白标记包括热激转导和

电击转化两种不同的类型,并且荧光蛋白质粒导入细菌的技术一直在不断完善之中[2],荧光蛋白无毒性,保持荧

光时不影响生物体功能[3],已在生物学中有重要地位,广泛应用在生物的研究[4],然而,荧光蛋白标记必然会有一

定的难度和相对不稳定性,比如转导不成功或者荧光颜色较暗等问题,但同时会促进动植物之间的转基因效率和

检测基因的表达水平等[5],近年来,荧光蛋白标记已经是分子标记研究中的一个热点领域,并且逐渐形成了较为

稳定成熟的标记方法。

荧光蛋白主要包括绿色、黄色和红色3种颜色,绿色荧光蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)最初从水母

(Scyphozoa)中分离,Matz等[6]从不发光的海洋生物群克隆到了GFP 基因,可在细菌、真菌、植物、动物中广谱

表达产生绿色荧光[7],黄色荧光蛋白(yellowfluorescentprotein,YFP)最初来自维多利亚多管水母(Aequoria

victoria),发射波长为527nm,是GFP的一种突变体[8],红色荧光蛋白(redfluorescentprotein,RFP)最初从珊

瑚虫中分离,发射波长为583nm,是GFP的同源荧光蛋白[6,9]。荧光蛋白标记技术可以充分利用不同颜色的荧

光稳定特性,能快速标记且检测简单,并能稳定遗传且有最佳的示踪结果[10],本研究对国内外荧光蛋白标记进行

了综述,总结了现有的科研成果,分析研究荧光蛋白标记面临的挑战,同时对其应用研究进行了展望。

1 荧光蛋白标记的原理

不同颜色荧光蛋白的标记条件略有差异,但归纳起来,标记原理都大体一致,主要是利用荧光致发光的现象

观察,通过紫外线或X射线照射,使得波长进入激发态,发出比入射光波长的出射光。荧光蛋白标记是利用大肠

杆菌(Escherichiacoli)作为辅助菌载体,进行质粒重组,以达到基因定位、基因表达的目的。随着标记技术的发

展,打破了单一的单色标记,进行不同颜色荧光蛋白双色或者多色标记,不同颜色的荧光蛋白标记的发展不一,例

如绿色荧光蛋白标记,田涛等[11]在果蝇(Drosophilidae)、大肠杆菌等生物体内成功表达GFP 基因,GFP标记系

统作为分子标记物的历史不长,但如今越来越多的研究人员将其作为一种高效快速的研究工具。

2 荧光蛋白标记的主要内容

2.1 荧光蛋白标记的对象和类型

目前的研究发现大多数质粒标记都能与大肠杆菌结合,通过大肠杆菌的辅助作用得以实现标记,大肠杆菌遗

传背景较为清晰,是构造简单的原核生物,比较容易培养,常将质粒通过转化转移到大肠杆菌,质粒为游离在大肠

杆菌中细胞染色体外能自主复制的分子量较小的环状DNA分子,通过荧光蛋白的标记,可以直接观察菌株的迁

移和定殖,为菌株的作用机制研究打下基础。随着分子生物技术的不断发展,蛋白质粒能稳定的导入至细菌

中[12],荧光蛋白在植物、动物、微生物中均有研究,都可被荧光蛋白通过辅助菌帮助标记,胡迎青等[13]研究证明

利用分子生物学鉴定的体外重组表达质粒,在PCR反应时对模板纯度的要求不高,比较容易完成荧光蛋白的标

记。

2.2 标记方式

国内外荧光蛋白标记的方式主要有转化和转导两种,在研究中质粒都能成功与大肠杆菌结合,近期研究表明

转导更高效更稳定[14]。

2.2.1 转导  最先研究发现的转化现象是在细菌中吸收不同DNA基因型改变自身的基因型和表型[15],革兰
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氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌均能进行自然转化,转导的过程一般包括感受态的出现、DNA的结合和进入、

DNA的整合3个阶段,感受态提供吸取DNA的生理状态,可用Ca2+或 Mg2+诱导细胞产生感受态,转导在大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)中研究时间较长较深入。

2.2.2 转化  转化是以噬菌体为介质,使供体菌的目的DNA转移到受体菌内部的现象。转化分为普遍性转

化和局限性转化,在普遍性转化中,任何供体的染色体均可转移至受体细胞,而在局限性转化中,被转化的DNA
片段仅是一些靠近染色体溶源化位点的基因[16]。转化的DNA位于噬菌体蛋白壳外,不易被水解较为稳定,大部

分细菌均具有噬菌体,可进行转化。目前,大肠杆菌在转化中研究最多。

2.3 标记条件

荧光标记需辅助菌的参与,方能进行DNA的转移,由于荧光蛋白发光团无物种专一性,且不依靠任何介质

发光,所以转入宿主细胞的荧光蛋白基因很稳定,并对大多数宿主细胞无影响,能显示单个或多个基因的表达情

况[17]。

2.4 检测方法

目前,常用检测荧光标记的方法有以下6种:1)用手提蓝光或长波紫外灯直接在黑暗环境下照射菌落或者菌

液,可肉眼直观地观察出标记菌发出的荧光,进行快速的平板计数并做记录。2)具有适当滤光片的荧光显微镜,

被检测菌落规范的放于载玻片,可观察到单个标记菌体并在相应软件保存照片计数记录。由Omega公司开发的

Openlab图像处理软件可对图像进行必要的处理[17]。3)以激发光为氩原子488nm激光的共聚焦激光扫描显微

镜(confocallaserscanningmicroscope),能快速准确的分析荧光标记菌在生物膜中的空间定位,具有高分辨率及

三维成像的主要功能[18],为比较实用理想的荧光检测仪。4)使用流式细胞仪快速计算荧光标记菌数量及荧光强

度,能对荧光细胞进行定性和定量分析,具有速度快、准确性好和精度高等特点[19]。5)双光子激光扫描显微镜克

服了普通荧光显微镜及CLSM(激光共聚焦扫描显微镜methodsconfocallaserscanningmicroscope)的光漂泊现

象,能长时间对荧光标记菌进行分析与追踪[20-22]。6)根据荧光标记菌的序列大小使用分子杂交、PCR检测和基

因探针等分子生物学的方法进行检测。

在荧光检测中,背景荧光会直接影响荧光信号的强弱。在植物中,影响荧光信号检测的自发荧光源主要是叶

绿体和细胞壁[23],可通过减少进光量或者转换合适的滤光片来解决。Smith[24]认为在检测荧光基因材料时,荧

光信号与背景信号的比值较大的容易得到比较清晰的图像。

3 荧光蛋白标记的研究方法

荧光蛋白标记是检测和示踪侵染最直观、精确且易于操作的方法[25],不同的荧光蛋白标记方法各有优缺,使

用的标准原因各异,但归纳起来,荧光蛋白标记的研究方法主要有以下两种。

3.1 热激转导

热激转导是利用温度水热变化导致质粒之间的转移接合,需要感受态细胞的参与才能顺利进行,具体方法操

作较为复杂[26]。热激转导的方法较为传统,便于控制,试验耗费较低,但国内具有转导所需的所有设备,是一种

实验室经过高温变化混合沉淀的过程,实验室的研究大多数皆采用传统热激转化的方法。通过热激转导,众多研

究学者均能较直观的跟踪目的基因,不断优化转导条件,李翠等[27]指出热激蛋白和热激转录因子在热激转化和

耐热性的产生过程中发挥了极其重要的作用。培养大肠杆菌的最适温度为37℃水浴5min,大肠杆菌感受态细

胞最大转化效率的温度为4℃保存18h[28],韩颖等[29]利用热激法,用大肠杆菌辅助成功构建关键酶基因载体。

孙彦等[30]成功利用热激转化构建白颖苔草(Carexrigescens)转录因子的真核表达载体。

3.2 电击转化

电击转化是通过电击仪设定1700V电压和药剂诱导进行质粒之间的转化,具体操作方法需要特定设置[31]。

电击转化因其需要特定耗费较高的实验器材,转化时间较短不易掌握,该方法在植物中的研究甚少,而在昆虫动

物等方面研究比较广泛[32],其原理为通过高温胁迫改变酶活性及蛋白的稳定,使质粒能在辅助菌的作用下表达

和利用。
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4 应用

近几十年,荧光蛋白在植物和微生物中的应用发展很快,荧光蛋白作为报告基因的特殊性,解决了许多研究

中的难题。

4.1 荧光蛋白作为报告基因

荧光蛋白作为报告基因能直接有效的监测基因转移的效率,无须底物的参与。程在全等[33]用构建的含有编

码绿色荧光蛋白的质粒,转入到水稻(Oryzasativa)愈伤组织,60d后取叶片成功分析了绿色荧光蛋白的表达。

Chiu等[34]用突变型GFP(S65T)基因转化烟草(Nicotianatabacum)叶肉组织和拟南芥(Arabidopsisthaliana)
得到成功。Más等[35]、Jach等[36]用DsRED 作为植物报告基因对烟草进行试验,发现DsRED 对植物的生长发

育无负面影响,孙金钰等[8]的研究为YFP在生物学领域的广泛应用提供充足的原料来源。其中,绿色荧光蛋白

因其研究较深容易检测,在各转化中为常用的报告基因。

4.2 荧光蛋白作为追踪标记基因

荧光蛋白通常分子量较小,能与多种不同的蛋白质端融合且不破坏原始蛋白特性,故荧光蛋白是一种直观性

很强的遗传标记物,能特异地对植物细胞器进行定位。Kohler等[37]的研究发现绿色荧光蛋白可以直接观察到植

物发育过程细胞的数目、分配和运动,GFP还能研究高等植物细胞器之间的分子交换。还有应用较广泛的绿色

荧光蛋白亚细胞标记物,构建GFP和内质网定位信号KDEL(keydevelopedelementlength)的融合蛋白,结果观

察到转化内质网膜质皮层的网状结构[38]。

4.3 荧光蛋白在生物防治中的应用

目前生物农药的杀虫效果并没有准确的评估,Chao等[39]通过观察GFP标记AcNPV 的荧光表达,可以准确

地评估杀虫剂作用下害虫个体变化,为土地资源的最优利用有很重要的意义和应用价值。王延松等[40]运用农杆

菌介导法获得GFP标记菌株,研究病原菌与新疆大枣(Ziziphuszizyphus)的互作,直观观察病原菌在寄主体内

的侵染过程。邹晓威等[41]通过构建玉米丝黑穗菌(Sphacelothecareiliana)荧光标记菌株,分析及预防致病相关

基因。

4.4 荧光蛋白在微生物领域的应用

利用荧光蛋白来标记根际微生物及代谢物,可直观的追踪和观察出根际微生物的定殖、分布及其变化规律,

确定根际微生物与植物的相互作用,有利于促进优良固氮菌、溶磷菌和生防菌的开发利用和推广应用。利用荧光

蛋白检测方便,可对活细胞进行实时动态的追踪,在微生物领域是一种比其他检测方法更有优势的定殖方法。殷

幼平等[42]利用GFP标记枯草芽孢杆菌生防菌株CQBS03在柑橘(Citrusreticulata)叶片上的定殖规律,研究得

出该工程菌株能在柑橘叶片定殖,且接种42d后仍能检测到工程菌,并对柑橘溃肠菌(Xanthomonascitrisub-
sp.)有生防作用,与原始菌株并无明显差异。

5 研究不足及思路

荧光蛋白基础理论研究不足。荧光蛋白独特的发光特性给研究带来了新进展,同时也是一种挑战。采用荧

光蛋白标记技术研究受体菌或者定殖时,首先面临的一个挑战就是对荧光蛋白基础理论的深度研究,这样才能有

效合理的利用荧光蛋白的特性。目前,国外已对绿色荧光蛋白的研究技术相对成熟,在细胞中能够精确定位,作
为标记蛋白保持荧光的同时不影响目标蛋白的活性,在生物体内也能高效表达不影响生物体的功能[3]。但是,不
同颜色的荧光蛋白转化条件和荧光特性各异,不同颜色荧光蛋白之间的通用性较差。国内在研究荧光蛋白时,荧
光蛋白基础理论研究未能赶上应用的速度,目前还存在若干问题,除绿色荧光蛋白[43]外的其他颜色还未能熟悉

应用,进而阻碍了双色标记或多色标记的后期研究。

荧光蛋白的荧光时效性短。研究者建议检测荧光强度时不得用过长的时间,这就需要增加检测的灵敏度。

因为灵敏度越高,荧光强度越强,检测的时间也就越快速,信号转导的越充分。但是灵敏度则与荧光蛋白的基础

有颇大的关系,绿色荧光蛋白的光谱较短,灵敏度较好,而其他颜色荧光蛋白灵敏度较差,时效性较短,荧光强度

弱,这些都为荧光蛋白标记和转化研究带来了挑战。虽然目前尚无直接证据证明红色荧光蛋白和黄色荧光蛋白
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相比绿色荧光蛋白各功能较差,但对植物标记的转化率的影响还是客观存在的[44]。还有,荧光的个体数量庞大

不一,只能判断荧光的有无,而难以对荧光数量用于统计学分析。这些都是影响到荧光蛋白在标记研究中的应

用。

分子生物学研究的挑战。尽管分子生物学技术近年来在遗传多样性研究和功能基因多样性中发挥了重要的

作用,但国内外文献报道主要集中在荧光蛋白的应用[45-46],而对荧光蛋白本身的功能多样性和遗传动态的研究

报道不是很多[47]。制约因素主要是试验成本高、技术应用存在局限性、操作过程对试验技术的要求较高[48]等,

使得对于荧光蛋白的功能多样性研究的方法很少。其次,分子标记技术的兴起,熟练有目的的利用计算机软件和

网络信息对数据的合理分析处理也将成为一项挑战。最后,仅依靠分子生物学技术还不能全面透彻地解决荧光

蛋白的发光标记机理等[49]问题,应与其他方法结合从而促进荧光蛋白研究的发展。

6 展望

荧光蛋白是研究生物细胞遗传等生物现象的标记基因。我国学者已经认识到荧光蛋白研究的重要性,主要

集中在绿色荧光蛋白的报告基因、生物传感器、检测pH及离子等[50]。这些研究主要集中在已报道出的荧光蛋

白等方面,并没有研究其新型突变体荧光蛋白的标记效果。荧光蛋白检测的荧光强度非线性性质是否有直接影

响;新生荧光蛋白要通过折叠和加工才具有活性形式,过程的可获得性较低;紫外激发对一些荧光蛋白有光漂白

和光破坏的不良影响;多数生物有自发荧光的现象,是否干扰荧光蛋白的正常检测等,都是影响荧光蛋白标记成

功的关键。当前人们对荧光蛋白结构功能的理解比在过去有了很大的提高,但仍有很多谜团和争议急需解决。

在现有知识的基础上,可设计和改进已得到新型突变体荧光蛋白[51]。目前已有一些对荧光蛋白激发态的理论研

究,但仍要努力阐明发射荧光的调节机制。

荧光蛋白研究由于其分子探针和标记基因的特性,难于直接肉眼观察而面临很多的挑战。但是随着科学技

术的发展,将分子生物学和荧光蛋白有效的结合,已经应用到众多植物之中[52]。荧光蛋白标记早在20世纪90
年代就被应用到低等植物研究中,随着荧光蛋白的颜色和突变型荧光的增多,国外已用红色荧光蛋白和黄色荧光

蛋白成功研究其根系的定殖等内容。分子生物学技术[53-56]的发展为荧光蛋白的报告作用提供了新的研究手段,

对于荧光蛋白的研究不仅是理性工程,也要将随机诱变和高通量筛选技术相结合以达到荧光蛋白分子有效进化

的目的。可通过一些新的克隆或者突变来不断拓宽研究内容,对优良突变体结构进行分析可以确定引起荧光蛋

白性质变化的准确位点。因此,将分子生物学技术和荧光蛋白基础研究相结合,可以为荧光蛋白标记作用研究提

供很好的研究思路。

荧光蛋白作为当代生物科技研究中最重要的工具之一[57],可时空监测生物体内的基因表达、蛋白质定位、细
胞内转运途径等生物现象,用于检测荧光的荧光显微镜也在不断进化硬件和软件的功能[58],研究学者利用荧光

显微镜清晰观察酿酒酵母(saccharomyce)GFP和RFP标记定位的目标蛋白[9]。近年来,荧光蛋白工程和荧光

基因工程的迅速发展,使其随着基因工程技术和细胞工程技术的日益成熟,产生更大的应用价值。但是,荧光蛋

白是受转化条件的制约,还是受自身条件资源限制,并无系统研究。若能深入了解荧光蛋白发光机理,标记条件

与自身资源的关系、荧光蛋白的广用性、不同荧光蛋白的适用结构,就能相应的采取适用颜色的荧光有针对性地

进行定位研究,对指导荧光蛋白的精准定位具有重要意义。
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