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摘要　由于天然克服光谱串扰的能力以及高灵敏和无损伤的特性,基于光谱分离的荧光共振能量转移(FRET)定
量检测(spFRET)方法被公认为是最有应用潜力的活细胞定量FRET检测技术.首先简要介绍FRET定量检测方

法以及国内外的相关研究进展;其次重点介绍基于发射光谱线性分离(EmＧunmixing)和基于激发发射光谱线性分

离(ExEmＧunmixing)的两种定量FRET检测技术的原理、发展进程,并比较了这两种检测技术的稳健性;最后对这

两种spFRET技术在活细胞FRET应用中的潜在优势进行展望.
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Abstract　Owingtoitsinherentabilitytoovercomethespectralcrosstalk highsensitivity andnonＧdestructivity
characteristic fluorescenceresonanceenergytransfer FRET quantitativemeasurement spFRET methodbased
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１　引　　言

荧光共振能量转移(FRET)是一种处于激发态

的供体(d)分子通过偶极子间的相互作用将部分能

量以非辐射的形式转移给邻近处于基态的受体(a)
分子的非辐射的退激过程[１Ｇ２].供、受体之间发生

FRET的程度一般采用FRET效率来表征.FRET

效率E 定义为供体转移给受体的能量占供体发射

总能量的比例,表示为供体能量的转移程度.根据

Förster理论,E＝１/[１＋(r/R０)６],其 中 R０ 是

Förster半径,r是E 等于５０％时供、受体间的空间

距离.R０ 与供体的发射光谱和量子产率、受体的吸

收光谱和消光系数、介质的折射率以及供、受体间的

空间取向有关.根据Förster理论,r即使有微小的
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变化也会对E 值产生较大的影响.FRET效率E
在r处于０．５R０~２R０ 时能表现出较好的线性特性.
大部分供、受体分子之间的R０ 为１~１５nm,这个距

离恰好属于蛋白分子和生物膜厚度的尺度范围[３],
因此FRET也被称为“分子尺”[４].FRET过程能

导致供、受体的光谱红移,因此FRET技术也被称

为光谱尺.

FRET技术已经被国内外的科研工作者广泛应

用于在活细胞中,以研究核蛋白机制、细胞外基质、
生物膜功能、信号传导、细胞凋亡、细胞骨架等生化

事件.在实际应用中,特别是在生物领域的应用中,
主要是通过测量供、受体之间的FRET效率来反映

分子构象变化[５]、分子之间的相互作用[６Ｇ８]、离子浓

度[９Ｇ１０]、蛋白激酶活性[１１]等.Mochizuki等[１２]利用

FRET技术研究了细胞内 Ras和 Rap１的激活机

制.Verveer等[１３]基于FRET技术研究细胞膜局

部 受 刺 激 后,膜 受 体 活 化 的 横 向 扩 散 效 应.

Miyawaki研究小组[１４]基于FRET技术首次证实了

细胞凋亡线粒体中CasepaseＧ３酶的激活是一个非

常快速的过程.２００９年,厦门大学单光存课题组[１５]

研究了光学微腔机制对单分子对FRET实验的影

响,发现当供体分子被一束强激光激发但受体分子

的自发辐射衰减太慢时,光学微腔机制可以用来放

大单分子对的荧光信号.因此,在腔体中进行单分

子对共振能量转移实验可以提高相应的分子荧光信

号,得到更高的时间分辨率.太原理工大学邱诚玉

团队[１６]制备了高品质因子的FabryＧPerot光学微

腔,该结构结合光微流控技术,利用三种荧光染料作

为增益介质,实现了低阈值的级联FRET光微流激

光的产生,可极大地降低光微流激光产生的阈值,提
高激光产生过程中的转换效率,同时可在单一泵浦

源的情况下,把激光发射波长向长波长方向扩展.
福建师范大学利用基于光谱仪的双光子激发的发射

光谱线性分离方法测定了活细胞中受体与供体的截

面比[１７],实验结果表明,在７００~７９０nm的激发波

长范围内受体与供体的吸收截面比随激发波长的增

大而减小,在７９０~９６０nm的激发波长范围内受体

与供体的吸收截面比随激发波长的增大而增大.江

苏大学He团队[１８]于２０１８年提出一种基于FRET
原理的针对多巴胺的灵敏探测的新型荧光探针,该
探针 可 实 现 多 巴 胺 的 可 视 化 检 测.Patowary
等[１９Ｇ２０]利用高斯FRET光谱法分析技术发现荧光

蛋白标记的 M３Rs(毒蕈碱 M３乙酰胆碱受体)可作

为稳定的二聚体复合物,其很大一部分因动态相互

作用而形成四聚体,不存在三聚体、五聚体及六聚体

等.Mishra小组[２１]揭示了在３７℃下,在中国仓鼠

卵巢(CHO)细胞中表达的视蛋白会以各种大小寡

聚体的形式存在,在较低浓度的受体下,视蛋白为二

聚体或四聚体,且四聚体呈近菱形,在较高浓度的受

体下,视蛋白开始形成更高级的低聚物.Singh小

组[２２]在最近的一项研究中,利用高斯FRET光谱法

分析技术研究细菌 ABC转运蛋白 Wzm和 Wzt亚

基的寡聚化,发现 Wzm和 Wzt亚基形成的寡聚体

与正方形四聚体模型预测的一致.
定量FRET 检测是学术交流以及准确解释

FRET信号科学内涵的必然要求[２３].FRET定量

检测主要有两个关键难点:１)光谱串扰;２)参与

FRET作用的供体与受体对所占整个荧光基团的比

例.由于供体发射光谱和受体吸收光谱有较大部分

重叠是FRET产生的前提条件,因此供、受体之间

的光谱串扰很难避免[２４].光谱串扰主要包括激发

光谱串扰(即激发供体的同时激发了部分受体)和发

射光谱串扰(即供体发射串扰到受体发射通道).
由于供体和受体的光谱差异性,根据光谱的线

性叠加原理,光谱线性分离技术显然可以用于供、受
体光谱的分离.Robert等[２５]于１９９２年提出利用光

谱分离的原理来测量的观点,其基本思想是通过线

性分离得到供体与受体的发射荧光强度比率,以衡

量FRET相互作用的程度.早期的光谱分离方法

都是半定量的方法,即光谱比率的方法(spectral
ratio),得到的结果只能定性地说明FRET相互作

用的程度,这就造成了在不同仪器和不同方法甚至

不同的测量环境下测量的结果不能进行相互交流与

比较[２６].随着光学器件与光学技术的进步,基于光

谱法的FRET定量检测技术日渐成熟.清华大学

黄国亮团队[２７]于２００９年利用基于荧光强度的三通

道定量 FRET 检测技术对溶液和微阵列中双链

DNA的样品进行了准确、全面的定量测量.该课题

组通过确定供体串扰因子Rd、受体串扰因子Ra和

系统校正因子G,提出了适用于双色微阵列实验系

统的FRET校正方法,该方法为基于DNA微阵列

技术的基因表达谱提供了更可靠的分析基础[２８Ｇ２９].
该研究小组于２０１７年发展了一种基于高光谱干涉

的无荧光标记法,使用加权相位算法对DNA微阵

列上纳米尺度分子间的相互作用进行定量测量,并
使用基于荧光强度的三通道定量FRET方法对发

展的新方法进行了验证[３０].Schaaf团队[３１]开发了

一种可以在真实的高通量筛选(HTS)条件下记录

０２０７００９Ｇ２
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完整的荧光发射光谱的微平板光谱探测器,并结合

光谱的线性分离技术实现了活细胞快速和灵敏的定

量FRET测量.Arsenovic团队[３２]提出了一种不需

要额外参考样本校正,基于激发和发射光谱显微成

像的定量FRET检测方法(SensorFRET),由于不

需要额外的校准图像,且不依赖于激光功率和增益

设置,该方法的每幅图像可以独立调整,以实现最佳

的成像条件.而近年出现的高斯FRET光谱法作

为一种单分子灵敏度的荧光成像技术,为确定蛋白

质复合物中原子(即四级结构)的化学计量和相对构

型提供了必要的工具[３３Ｇ３４].基于光谱分离的定量

FRET检测技术丰富了目前可用于在活细胞领域内

的进行定量生物化学研究的工具包,而基于光谱检

测和线性分离的定量FRET检测技术有望成为活

细胞定量FRET检测的主要技术[３５].本文分别介

绍了基于发射光谱线性分离(EmＧumixing)和基于

激发发射光谱线性分离(ExEmＧumixing)的定量

FRET检测技术的原理、发展进程和技术特点.

２　基于发射光 谱 线 性 分 离 的 定 量

FRET测量方法

基于发射光谱线性分离的定量 FRET(EmＧ
spFRET)测量方法是将FRET样本分别在两个不

同波长的光激发下收集到的发射光谱按照供体的发

射光谱、受体的发射光谱和自发荧光的发射光谱进

行线性分离[３６Ｇ３８].

Si
M(λ)＝Wi

DSD(λ)＋Wi
ASA(λ)＋Wi

ZSZ(λ),
(１)

式中:λ为激发光的波长;i＝１,２,表征第i个不同

波长的激发光;SD(λ)、SA(λ)和SZ(λ)分别为供

体、受体和自发荧光的指纹发射光谱(也被称为基矢

发射光谱);Wi
D、Wi

A 和Wi
Z 分别为对应三个基矢的

线性分离权重系数;下标D、A、Z、M 分别为参与计

算的供体浓度、受体浓度、自发荧光浓度、供受体

FRET结合对浓度.
根据 供 体 和 受 体 的 发 射 光 谱 差 异 性,EmＧ

spFRET测量方法可以直接消除供体发射串扰.但

由于直接激发受体的发射光谱与敏化受体的发射光

谱谱型一致,EmＧspFRET测量方法仍然不能直接

消除 直 接 激 发 串 扰.为 解 决 这 一 问 题,在 EmＧ
spFRET测量过程中需要通过一个受体样本事先测

量特定条件下的激发串扰系数,以作为系统修正因

子来消除激发串扰[３９].
基于双激发光激发的EmＧspFRET测量方法主

要分为５个步骤:１)校正光学系统;２)测量供体、受
体和自发荧光的基矢发射光谱SD(λ),SA(λ)和
SM(λ);３)测量系统校正因子;４)分别采用两个激发

光激发FRET样本受体发射光谱,然后利用(１)式
进行线性分离获得权重系数;５)根据步骤２)~４)测
量的结果,计算FRET效率E 和供、受体间的浓度

比RC.
根据对自发荧光处理方式的不同可以将EmＧ

spFRET测量方法分为２类,即直接扣减自发荧光

的EmＧspFRET测量方法和将自发荧光作为基矢光

谱进行线性分离的EmＧspFRET测量方法.

２．１　直接扣减自发荧光的EmＧspFRET测量方法

直接扣减自发荧光的EmＧspFRET测量方法一

般适用于自发荧光很弱的细胞,例如宫颈癌 Hela、
肝癌HepG２和HuhＧ７等细胞系[４０Ｇ４２].对于这类细

胞系,一般事先测量多组未转染质粒的空白细胞分

别在两个激发光激发下的荧光发射光谱,以此作为

平均背景值,并在后期的光谱探测中统一扣除[４３Ｇ４６].
此时(１)式变为

Si
Z(λ)＝Wi

DSD(λ)＋Wi
ASA(λ). (２)

　　Thaler研究小组[４３]于２００５年提出一种EmＧ
spFRET测量方法(sRET方法),该方法中的基矢

发射光谱是通过激发纯荧光蛋白测量得到的荧光光

谱.sRET方法中的基矢发射光谱SD(λ)和SA(λ)
分别利用单位浓度纯化供体荧光蛋白和受体荧光蛋

白的发射光谱测量得到.由于荧光发射光谱依赖于

激发光强度、激发光波长以及系统参数,该方法每次

进行定量检测时一般都需要重新测量供体和受体的

基矢发射光谱.而荧光基团所处的生理环境不同,
活细胞中荧光蛋白的光谱性质可能发生改变,因此

sRET方法可能不适用于活细胞定量FRET检测.
为避免纯荧光蛋白与细胞内表达荧光蛋白之间

光学特性的差异,２００８年,Wlodarczyk等[４４]提出另

一种通过分别测量单转供体和受体细胞的荧光光谱

并以 其 作 为 基 矢 光 谱 的 EmＧspFRET 测 量 方 法

(luxＧFRET方法).研究表明,在不同水平供体和

受体的不同细胞系中测得的归一化发射光谱是一致

的,这 就 证 明 荧 光 蛋 白 的 发 射 光 谱 是 非 常 稳 定

的[４６Ｇ４８].每次实际测量得到的供体和受体基矢光谱

强度不仅依赖于激发光强度,还依赖于供体和受体

的表达水平,因此光谱线性分离得到的权重系数以

及权重系数之比严重依赖于每次测量得到的基矢光

谱,这就意味着每一次实验都必须对基矢光谱进行

重新测量.

０２０７００９Ｇ３
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luxＧFRET方法以单转供体和受体的活细胞为

参考样本,将在两个不同激发光激发下得到的供体

的发射光谱和受体的发射光谱作为基矢光谱SD(λ)
和SA(λ).在保证单转受体样本和FRET样本测

量条件相同的情况下,luxＧFRET方法引入特定波

长激发光激发下的供体与受体的激发比率rex,i来消

除直接激发串扰.rex,i的表达式为

rex,i＝
QaSA(λ)eA(λ)
QdSD(λ)eD(λ)

, (３)

式中:Qa 和 Qd 分别为受体和供体的量子产额;

eA(λ)与eD(λ)分别为供体与受体按面积归一化的

发射光谱;ex表示激发.对两个不同波长激发光激

发下得到的两个FRET样本光谱进行光谱线性分

离,得到４个权重因子后,FRET样本的效率EfD
、

EfA
和受、供体的浓度比RC

[４４]为

EfD ＝
W２

A －W１
A

(rex,２－rex,１)W１
D ＋W２

A －W１
A
, (４)

EfA ＝
Dref

Aref
W２

A －W１
A

W１
Arex,２－W２

Arex,１
, (５)

RC＝
Aref

Dref
W１

Arex,２－W２
Arex,１

(rex,２－rex,１)W１
D ＋W２

A －W１
A
,(６)

式中:ref表示参照样本;fA 是用３３ＧFRET法确定

的FRET效率,与敏化发射受体和直接激发受体的

比例成正比;fD 为用EＧFRET方法计算的FRET
效率.为了确定FRET样本的受体与供体的浓度

比,需要确定参照样本的受体与供体浓度比Dref

Aref.

该浓度比可利用一个已知供、受体浓度比的标准质

粒,通过光谱线性分离后由(５)式获得.
由于luxＧFRET方法中对FRET样本光谱进行

线性分离的基矢光谱也是未归一化的供、受体发射

光谱,且用于校正激发串扰的受、供体激发比率rex,i

与特定实验仪器设置下的激发光强度和供、受体的

吸收光谱特性相关,因此利用luxＧFRET方法进行

定量测量,需要同时准备供体单独表达、受体单独表

达以及供、受体连接结构的样本,并且所有测量样本

的激发光的强度、系统设置和探测系统的设置必须

保持一致.由于各个细胞中荧光蛋白的表达水平存

在差异,尤其是在细胞图像中各个像素上对应的荧

光强度也不同,在相同的成像条件下无法灵活地改

变成像参数.这些严格的限制条件使得该方法在活

细胞 的 动 态 应 用 中 难 以 快 速 而 准 确 地 测 量

FRET[４４].
为了在最佳的成像条件下进行FRET定量检

测,陈同生研究小组[４５]于２０１５年发展了一种不依

赖于激发光强度和探测器增益系数的EmＧspFRET
测量方法(IemＧspFRET方法),该方法克服了所有

测量样本的成像条件必须保持相同这一严格限制.

IemＧspFRET方法将单独表达供、受体的活细胞的

测量得到的发射光谱按面积归一化后的光谱作为基

矢发射光谱SD(λ)和SA(λ).由于基矢发射光谱为

面积归一化的发射光谱,不同的激发光强度只影响

线性分离得到的权重大小而不影响权重之间的

比值.

IemＧspFRET方法定义供体在第i个激发光激

发下供体与受体的权重比为δi＝
Wi

D

Wi
A
,通过预先测

量一个FRET效率已知的串联结构FRET样本来

测量供体与受体的消光系数比γ(λi
ex).γ(λi

ex)与

luxＧFRET方法中供体与受体的激发比率rex,i的关

系式[４５]为

γ(λi
ex)＝

εA(λi
ex)

εD(λi
ex)

＝
QD －QAEδi－EQD

QAδi ＝rex,iD
ref

Aref
,

(７)
式中:FRET 效 率 E 可 以 通 过 部 分 受 体 光 漂 白

法[４７Ｇ４９]或荧光寿命法[５０]等FRET定量检测方法测

量得到;εA(λi
ex)和εD(λi

ex)分别为特定激发波长λi
ex

下的受体消光系数和供体消光系数.特定激发波长

下的γ(λi
ex)不受激发光强度和供、受体的荧光团浓

度影响.由于基矢光谱和消光系数比都不依赖于激

发光强度和探测器增益,因此IemＧspFRET方法不

依赖于激发光的强度和探测器增益.故在实际测量

过程中,可以通过调节激发光强度和探测器增益获

得最佳的成像,在此条件下进行定量FRET成像,
能提高活细胞定量检测的成功率[４５].

在定量IemＧspFRET检测过程中,校正光学系

统、测量供受体的归一化发射光谱和测量供受体的

消光系数比γ(λi
ex)这３个步骤一旦完成就不再需要

重复 操 作.在 荧 光 表 达 比 较 弱 的 情 况 下,IemＧ
spFRET方法也可以通过调整仪器中与强度相关的

参数,从而采集到较好的光谱图像,极大地提高了实

验的成功率.

sRET、luxＧFRET和IemＧspFRET方法都是属

于直接从原始光谱中扣除自发荧光的EmＧspFRET
测量方法.由于不同的激发光强和不同细胞之间的

背景光有所差异,对相较于FRET结构的荧光、背
景荧光和自发荧光较弱的细胞系,采用统一扣除未

转质粒细胞的平均背景来测量是可行的[４３Ｇ４５].但是
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对于自发荧光很强的细胞系,采用直接扣除的方法

会导致测量结果存在偏差[３９],事实上,在精确的

FRET定量中,自发荧光在荧光较弱的细胞中是不

能被忽略的.研究表明,用４８８nm波长激发可以

在HuhＧ７细胞中产生较强的自发荧光,而且植物细

胞很容易产生自发荧光[４１].因此自发荧光的发射

光谱作为基矢光谱参与到线性光谱分离中,理论上

可以 进 一 步 提 高 EmＧspFRET 测 量 方 法 的 稳 健

性[４２].

２．２　将自发荧光作为基矢光谱的EmＧspFRET测量

方法

对于自发荧光很强的细胞系,例如人胚肾成纤

维细胞株２９３(HEK２９３)细胞[５１],由于细胞自发荧

光的差异性很大,将自发荧光作为背景值直接扣减

的方法不再适合活细胞定量FRET检测[４１,４５].对

于这类细胞系,在利用EmＧspFRET测量方法进行

FRET定量测量过程中,待测样本在两个不同波长

的激发下分别得到面积归一化的供体发射光谱

SD(λ)和受体发射光谱SA(λ),在同样成像设置条

件下,从未转染荧光蛋白(FPs)的细胞中测得的细

胞的背景和自发荧光的发射光谱按单位面积归一化

得到Si
M(λ).

Levy等[３９]于２０１１年提出一种通过限制一个

激发波长选择性激发受体的EmＧspFRET方法(SpＧ
FRET),该方法需保证待测FRET样本和单受体样

本的测量条件相同,以此来消除受体直接激发串扰.
该方法以归一化的供体、受体和自发荧光的发射光

谱为基矢,并通过单独表达受体的参考样本光谱的

线性分离权重系数来确定直接激发串扰的比例.该

比例表达式为

XSF＝
W１

A

W２
A
, (８)

式中:XSF为直接激发串扰系数.那么,FRET样本

中受体敏化发射信号XSE为

XSE＝(W１
A －W２

A)×XSF. (９)

　　则样本的FRET效率与受体、供体的浓度比[３９]

为

E＝
XSE×Qd

XSE×Qd＋W１
D ×Qa

, (１０)

RC＝PAD ×
W２

A ×Qd

XSE×Qd＋W１
D ×Qa

, (１１)

式中:PAD＝KA/KD 为受体与供体的消光系数和之

比,可以由一个只含有一个供体和一个受体的连接

结构的标准质粒来确定[４８].由于PAD 与供、受体的

吸收光谱特性和成像设置参数有关,因此当测量系

统发生改变时需要重新测量.光学参数的精密校准

和基于光谱分离方法的多次迭代和表征使得SpＧ
FRET方法具有高灵敏度和良好稳健性,能够校准

消除自发荧光和背景光的影响.
在IemＧspFRET方法的基础上,陈同生研究小

组[４５]于２０１５年将细胞自发荧光作为光谱分离的一

个基 矢 分 量,提 出 改 进 型 的 EmＧspFRET 方 法

(IIemＧspFRET 方 法).相 对 于 SpＧFRET 方 法,

IIemＧspFRET方法能解除定量检测对激发光强度

和探测器增益等系统参数的依赖.该方法利用两个

激发波长处(λ１、λ２)的δ１、δ２,确定E 和受、供体浓度

比RC,又引入激发光λ１、λ２ 所对应的受、供体消光系

数比的比值(ρ).通过单转供体和受体的样本测量出

两种激发波段下对应的消光系数比的比值ρ＝
γ２

γ１
,得

到ρ就可以求出待测样本的FRET效率[４５],即

E＝
δ２ρ－δ１

δ１δ２(ρ－１)(QA/QD)＋δ２ρ－δ１
,(１２)

RC＝
(δ１－δ２)/γ１

δ１δ２(ρ－１)(QA/QD)＋δ２ρ－δ１
,(１３)

式中:γ１ 只用来确定待测样本受、供体的浓度RC,
对于特定的供受体对和光学系统γi 和ρ 的值是恒

量.因此 γ 值 仅 需 用 一 个 FRET 效 率 未 知 的

FRET质粒来确定.
一 方 面,相 对 于 IemＧspFRET 方 法,IIemＧ

spFRET方法在进行光谱线性拟合时也将细胞的

背景光和自发荧光的归一化发射光谱作为光谱线

性分离的基矢光谱,从而消除了由不同背景细胞

的荧光产生的干扰,增加了抗干扰的能力;而且

IemＧspFRET方法不依赖于其他定量FRET检测

方法就能得到γ,使得γ 的光学测量更加简单、快
速,同时也降低了对系统的配置要求.尽管受体

光漂 白 法 是 FRET 定 量 测 量 最 为 直 接 的 方

法[５２Ｇ５５],过程较为简单,但是对受体的光漂白程度

要求较为严格,需要熟练的实验操作,并且整个测

量时间较长.漂白前后光的波动性、细胞的流动

性和细胞受到光漂白的损伤都可能对测量的结果

产生影响[６,４２,４８Ｇ４９].另一方面,相较于SpＧFRET方

法,IIemＧspFRET方法能解除所有测量样本的成

像条件必须保持相同这一严格限制,只需对实验

样本 进 行 直 接 测 量.基 于 稳 定 性 和 抗 干 扰 性,

IIemＧspFRET方法能够拓展FRET显微术在细胞

生物学领域的应用范围.
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３　基于激发发射光谱线性分离的定量

FRET测量方法

因为供体和受体的发射光谱有着明显的差异,

EmＧspFRET方法可以轻松地将FRET样本中供体

的荧光和受体的荧光(敏化荧光)分离.但遗憾的

是,受体激发串扰使得分离出来的受体荧光(敏化荧

光)中包含了直接激发受体的荧光,这一问题成为

EmＧspFRET方 法 中 定 量 FRET 测 量 的 主 要 障

碍[２５].与EmＧumixing的原理类似,由于供体和受

体的激发光谱(或称吸收光谱)也不同,因此从原理

上通过对供体和受体激发光谱的线性分离也可以解

析FRET信号[２５].由于早期缺乏有效激发荧光基

团的多个波长的激发光,基于激发发射光谱线性分

离的方法(ExEmＧspFRT方法)并未在FRET定量

检测领域中得到广泛应用[５６].显然,供体和受体的

激发发射光谱以及供受体敏化的激发发射光谱是完

全不一样的[４３],因此ExEmＧspFRT方法具有天然

分离供体、受体和供受体激发发射光谱的能力,可解

决光谱串扰的问题[５７].

Ecker小组[５８]于２００４年首次提出利用三个不

同强度值的激发发射矩阵进行定量FRET测量的

方法,但该方法实际上仍然是基于EmＧumixing的

思想.Corry小组[５７]于２０１３年首先提出了利用激

发光谱和发射光谱联合线性分离方法进行定量

FRET检测的思想,并首次在４０５nm和４８８nm激

发波长的激光扫描共焦显微镜上实现基于激发发射

光谱线性分离(ExEmＧunmixing)的定量FRET测

量.与EmＧspFRET处理基矢光谱的原理类似,早
期部分ExEmＧspFRET方法也是采用直接扣除平

均背景值的方法来减小测量误差[４９,５５],因此将自发

荧光和背景光作为激发发射光谱指纹参与到线性光

谱分离中,理论上可以进一步提高ExEmＧspFRET
方法的稳健性[３５].

ExEmＧspFRET方法将FRET样本的激发发

射光谱SZ(λex,λem)线性分离为供体的激发发射光

谱SD、受体的激发发射光谱SA、供受体敏化的激发

发射光谱SS 和自发荧光的激发发射光谱SM４个部

分[３８],其中下标em表示发射的荧光.

SZ(λex,λem)＝WDSD(λex,λem)＋WASA(λex,λem)＋
WSSS(λex,λem)＋WMSM(λex,λem), (１４)

式中:WD、WA、WS、WM 分别为对应４种光谱成分的

线性分离权重系数[５７].激发发射光谱指纹的表达

式为

SD(λex,λem)＝Sex
D 􀱋Sem

D

SS(λex,λem)＝Sex
D 􀱋Sem

A

SA(λex,λem)＝Sex
A 􀱋Sem

A

SM(λex,λem)＝Sex
M 􀱋Sem

M

ì

î

í

ï
ïï

ï
ïï

, (１５)

式中:Sex
D 和Sem

D 分别为面积归一化的供体的激发光

谱和发射光谱;Sex
A 和Sem

A 分别为面积归一化的受体

的激发光谱和发射光谱;Sex
M 和Sem

M 分别为面积归一

化的自发荧光的激发光谱和发射光谱;符号􀱋为外

积运算,也称张量积.通过(１４)式线性分离得到四

个权重系数后,可计算出EA、ED 和RC.

EA ＝
KA

KD
×

WS

WA
, (１６)

ED ＝
WS

WS ＋WD(QA/QD)
, (１７)

RC＝
WA

KA

KD
[(QA/QD)WD ＋WS]

, (１８)

式中:QA

QD
为受体与供体的量子产额比;KA

KD
为受体与

供体的消光系数和之比.KA

KD
与系统的激发光谱、

激发光源的光谱性质、测量系统激发通道的传输函

数、供体和受体的荧光基团的光学性质有关.
在利用 ExEmＧspFRET方法进行定量FRET

测量的过程中,供体和受体的弱自发荧光细胞在两

个不同激发波长的激发下分别得到供体的激发发射

光谱SD 和受体的激发发射光谱SA,供受体敏化的

激发发射光谱SS 由供体的激发发射谱SD 和受体

的激发发射谱SA 外积得到.从未转染FPs的强自

发荧光细胞系在同样成像设置条件下测得细胞的背

景和自发荧光的激发发射光谱SM.为了得到ED

和RC,需要预测量系统修正因子
QA

QD
和
KA

KD
.在很多

研究中都是直接引用文献中供体和受体的量子产额

用于定量FRET测量[２６,５８Ｇ５９].系统中真正的
QA

QD
不

仅依赖于受体和供体的光学性质,还与测量系统的

发射性质有关.尽管供体和受体的荧光蛋白的吸收

光谱非常稳定,但是基于激发通路响应函数的非线

性特征,通过供受体荧光蛋白的吸收谱和激发通路

的响应函数以及激发光源的光谱来计算
KA

KD
非常困

难,因此对于特定的测量系统和供受体荧光蛋白对,
在激发光源稳定性良好的情况下只需定期直接测量
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KA

KD
值.利用一个ED 和RC 已知的供受体串联结构

可以预测量
QA

QD
和
KA

KD

[４３]

.

QA

QD
＝
WS －WSED

WDED
, (１９)

KA

KD
＝

WA

RC[(QA/QD)WD ＋WS]
. (２０)

　　在此基础上,基于Lee等[６０]提出的一种同时测

量系统参量消光系数比与量子产额比的思想,本文

提出一种同时测量 ExEmＧspFRET 方法中
QA

QD
和

KA

KD
的新方法[６１].该方法测量由一个供体和一个受

体组成的FRET串联质粒(不少于两个)的激发发

射光谱,经过线性分离得到对应的权重系数.

WS

WD
＝
WA

WD
×

KD

KA
－

QA

QD
, (２１)

以
WA

WD
为自变量,WS

WD
为因变量,线性拟合由一个供

体荧光分子和一个受体荧光分子组成的FRET标

准质粒(不少于两个)的WA

WD
和

WS

WD
,线性方程斜率的

倒数即为
KA

KD
,线性方程的截距的绝对值即为

QA

QD
.

研究表明,从表达不同水平供体和受体荧光蛋

白的不同细胞系中测得的归一化发射光谱是一致

的,这就进一步证明了荧光蛋白的激发和发射光谱

是非常稳定的[４６Ｇ４７].虽然发射荧光强度正比于激发

光的强度,但是由于４个激发发射光谱指纹都是按

单位体积归一化的,不同的激发光强度只影响分离

得到的权重而不影响权重之间的比值,因此ExEmＧ
spFRET方法不依赖于激发光的强度.

随着光学器件与光学技术的进步,基于光谱线

性分离的FRET定量检测技术也在不断发展与完

善.Thaler研究小组[４３]提出sRET方法,每次进行

定量检测时都需要重新测量供体和受体的基矢光

谱,且sRET方法不适用于活细胞定量FRET检

测.Wlodarczyk等[４４]提出luxＧFRET方法,避免了

纯荧光蛋白与细胞内表达荧光蛋白光学特性之间的

差异,但利用luxＧFRET方法进行定量测量需要同

时准备供体单独表达、受体单独表达以及供受体连

接结构的样本,并且所有测量样本的激发光的强度、
系统设置和探测系统的设置必须保持一致,从而使

得该方法在活细胞的动态应用过程中难以快速而准

确地进行FRET测量.Levy等[３９]于２０１１年提出

的SpＧFRET方法具有高灵敏度和良好的稳健性,
能够消除自发荧光和背景光的影响,但该方法依然

依赖于激发光强度和探测器增益等系统参数.IemＧ
spFRET方法解决了SpＧFRET方法的约束条件,不
依赖于激发光强度和探测器增益系数,能打破所有

测量样本的成像条件必须保持一致这一严格限

制[４４].IIemＧspFRET方法在IemＧspFRET方法基

础上,将细胞的背景光和自发荧光归一化的发射光

谱也作为光谱线性分离的基矢光谱,从而消除了不

同背景下细胞荧光产生的干扰,增加了抗干扰的能

力,而ExEmＧspFRT方法具有天然分离供体、受体

和供受体激发发射光谱的能力[５７,６２].陈同生研究

小组[６２]在自己搭建的光谱型宽场荧光显微成像系

统上评估了EmＧspFRE方法和ExEmＧspFRET方

法的稳健性,测量结果表明ExEmＧspFRET方法的

稳健性优于EmＧspFRET方法.

４　定量spFRET检测仪器

近年来,随着荧光光谱检测技术和显微技术的

发展,基于ExEmＧspFRET方法的FRET技术逐渐

发展起来[４６,５７].Mustafa研究小组[５７]于２０１３年利

用分光光度计对表达了ceruleanＧvenus串联结构的

细胞进行基于ExEmＧunmixing的FRET测量,并
证明ExEmＧspFRET方法最少只需要两个激发波

长就可以得到准确的ED 值.他们还在共聚焦显微

镜上用４０５nm和４８８nm 激发光实现了单细胞定

量ExEmＧspFRET成像.同年 Hoppe小组[６３]提出

适合n 个荧光蛋白的 NＧWay理论,但是他们只是

在宽场显微镜上用三激发三通道实现了６Ｇcube的

三色(蓝、黄、红)FRET定量检测,实际上该实验仍

然用的是基于通道探测的光谱法,而且这两个小组

在实验过程中都要求所有样本成像条件一致.
目前的光谱FRET定量成像一般通过具有光

谱检测功能的共聚焦荧光显微系统和宽场显微荧光

成像系统实现.共聚焦荧光显微镜的光谱成像功能

集合显微成像与光谱探测,既能对单细胞实现显微

成像,又能实现光谱探测.与此不同,陈同生研究小

组[６４]于２０１５年搭建了一套简单实用的能同时对单

个活细胞进行显微成像及光谱探测的基于便携式光

谱仪的宽场显微成像系统(MSM),实验结果表明,
宽场显微成像系统的状态和性能在至少３个月内保

持稳定.２０１５年,本研究小组首次在一套装备了液

晶可调谐电压滤光片(LCFT)的光谱型宽场显微
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FRET定量成像(SWFMＧFRETI)系统上 实 现 了

spFRET定量成像[６５].尽管LCFT的设计初衷是

为了实现光谱扫描,但LCFT在４６０~４８０nm波段

的低通过率严重阻碍了它在FRET定量检测中的

应用,这限制了我们获取基于绿色荧光蛋白(CFP)
的FRET结构的全光谱信息,进而限制了结果的精

确性.为克服这一难题,２０１８年,陈同生小组[６２]改

进了早期搭建的SWFMＧFRETI系统,将一个激发

滤光片转轮代替LCFT集成到激发光路中,并在该

系 统 上 实 现 了 EmＧspFRET 方 法 以 及 ExEmＧ
spFRET方法的定量FRET测量.２０１９年,陈同生

小组[６６Ｇ６７]搭建了一台多模定量FRET显微成像仪,
该成像仪又称自动的显微成像与光谱探测系统

(AutoＧMS),该 系 统 能 够 结 合 EmＧspFRET 和

ExEmＧspFRET两种FRET定量测量方法,能实现

活细胞的定量 FRET 显微成像及单细胞的定量

ExEmＧspFRET测量,为研究生物信号的转导和蛋

白质的活化等问题提供了一个非常有力的工具.
最近,陈同生研究小组[６２]在自己搭建的光谱型

宽场荧光显微成像系统上评估了EmＧspFRE方法和

ExEmＧspFRE方法的稳健性,对分别转染了不同模型

质粒的细胞同时进行定量 EmＧspFRET和 ExEmＧ
spFRET测量.实验过程中分别转染了不同模型质

粒CTV、C５V、CVC、VCV、C＋V以及 C３２V＋C[C:

cerulean,V:venus,CTV: CeruleanTRAFVenus
(TRAFisatumournecrosisfactorreceptorassociated
factordomainincluding２２９aminoacids)],并对不同

信噪比(SNR,RSN)条件下的同一个细胞分别实施定

量IIemＧspFRET和 ExEmＧspFRET测 量.图１(a)
为不同模型质粒的细胞荧光图像[６２],其中标有“BG”

图１CTV、C５V、CVC、VCV、C＋V和C３２V＋C的活 HepG２细胞的发射光谱和激发发射光谱[６２].(a)不同FRET结构的

细胞荧光图像.比例尺为１０μm;(b)细胞１与细胞２在Ex４０５和Ex４３６激发下的单位面积归一化的发射光谱图;

　　　　　　(c)细胞１与细胞２在Ex４３６和Ex４７０激发下的单位体积归一化的激发发射光谱图

Fig敭１EmissionspectraandexcitationemissionspectraoflivingHepG２cellsCTV C５V CVC VCV C＋VandC３２V＋

C ６２ 敭 a FluorescenceimagesofcellswithdifferentFRETconstructs敭Scalebaris１０μm  b unitＧareanormalized
emissionspectrameasuredfromthecorrespondingcell１andcell２atEx４０５orEx４３６excitation  c unitＧvolume
normalizedexcitationemissionspectrameasuredfromthecorrespondingcell１andcell２atEx４３６orEx４７０excitation
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字样的圈代表背景区域(无细胞),而标有数字符号

的圈代表感兴趣区域(ROI),分别指示高SNR的细

胞１和低SNR的细胞２.SNR定义为ROI内平均

背景荧光强度除以背景区域内平均背景荧光强度.
图１(b)、(c)分别为从细胞１和细胞２中测得的单

位面积归一化的发射光谱SZ１(λ)和SZ２(λ)及单位

体积归一化的激发发射光谱SZ
[６２].对于细胞１,两

种方法得到的RC 值均与文献值和期望值一致;对
于细胞２,两种方法都得到了一致的E 值,但是用

IIemＧspFRET方法得到的RC 值与期望值存在明显

的偏差.结果表明,两种方法都适用于高SNR细胞

的定 量 FRET 测 量,而 对 低 SNR 细 胞,ExEmＧ
spFRET方法的稳健性优于IIemＧspFRET方法.

图２为从不同SNR的细胞中测得的E 与RC

的统计 结 果[６２],原 始 数 据 如 表１[６２]所 示.对 于

RSN＞９的细胞,两种方法得到的E 与RC 值是一

致的;对于３＜RSN＜９的细胞,两种方法都能得到

一致 的 E 值,但 是 用IIemＧspFRET方 法 得 到 的

C５V的RC 值是不稳定的,而且 VCV的RC 值是

不准确的;对于 RSN＜３的细胞,用IIemＧspFRET
方法得到的C５V和CVC的RC 值都不稳定,而且

VCV的E 和RC 值都与文献值和期望值存在偏

差.这些结果进一步证明ExEmＧspFRET方法的

稳 健 性 优 于IIemＧspFRET方 法,尤 其 当 RSN＜３
时.虽然很高的FPs表达水平有利于提高SNR,
但是随机碰撞有可能导致高估E 值.例如,在共

表达未连接C和 V的细胞１中,自由的供体和受

体有很高的表达水平,此时E 值仍然不为零(约为

０．０７),这很可能是因为供体分子和受体分子在细

胞内是随机碰撞的,因此,进行定量FRET测量时

不应选择那些特别亮的细胞.ExEmＧspFRET方

法测得的 VCV的RC 值略高于期望值(表１),可
能是因为模型质粒VCV的E 值比较大(＞０．６６),

４６０~５００nm波段内激发发射光谱信号非常微弱

(供体荧光淬灭),所以两种方法测得的 VCV的

RC 值都存在偏差.

图２ 不同SNR的 HepG２细胞CTV、C５V、CVC、VCV、C＋V、C３２V＋C的E、RC值的统计[６２].(a)RSN＞９时统计的E
值;(b)RSN＞９时统计的RC值;(c)３＜RSN＜９时统计的E 值;(d)３＜RSN＜９时统计的RC值;(e)RSN＜３时统计的

　　　　　　　　　　　　　　　　　　E 值;(f)RSN＜３时统计的RC值

Fig敭２StatisticalE andRCofHepG２cellsCTV C５V CVC VCV C＋VandC３２V＋C withdifferentSNR ６２ 敭

 a StatisticalEwithRSN＞９  b statisticalRCwithRSN＞９  c statisticalEwith３＜RSN＜９  d statisticalRC

　　　　　　　 with３＜RSN＜９  e statisticalE withRSN＜３  f statisticalRCwithRSN＜３
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表１　ExEmＧspFRET方法和IIemＧspFRET方法测得的细胞１和２的统计E 值和RC值
[６２]

Table１　StatisticalEandRCvaluesincell１andcell２measuredbyExEmＧspFRET

andIIemＧspFRETmethod[６２]

Construct Condition
E RC

ExEmＧspFRET IIemＧspFRET ExEmＧspFRET IIemＧspFRET
RSN＞９ ０．０４±０．０１ ０．０４±０．０１ ０．９４±０．０３ ０．９５±０．０３

CTV ９＞RSN＞３ ０．０４±０．０１ ０．０４±０．０１ ０．９２±０．０３ ０．９４±０．０５
RSN＜３ ０．０２±０．０１ ０．０２±０．０１ ０．９１±０．０４ ０．９８±０．１２
RSN＞９ ０．４７±０．０２ ０．４７±０．０２ １．００±０．０３ １．０５±０．０５

C５V ９＞RSN＞３ ０．４５±０．０１ ０．４５±０．０１ ０．９８±０．０３ １．０４±０．１４
RSN＜３ ０．４２±０．０２ ０．４１±０．０２ ０．９５±０．０７ ０．９８±０．２０
RSN＞９ ０．４１±０．０２ ０．４２±０．０２ ０．５２±０．０１ ０．４４±０．０５

CVC ９＞RSN＞３ ０．４０±０．０１ ０．４０±０．０１ ０．５３±０．０１ ０．４６±０．０６
RSN＜３ ０．４１±０．０２ ０．４０±０．０２ ０．４９±０．０１ ０．４６±０．２９
RSN＞９ ０．６９±０．０２ ０．６９±０．０３ ２．２７±０．１６ ２．２５±０．２４

VCV ９＞RSN＞３ ０．６７±０．０２ ０．６６±０．０２ ２．２８±０．０８ ３．１２±０．５０
RSN＜３ ０．７０±０．０２ ０．６４±０．０３ ２．３１±０．０２ ４．２８±１．３７
RSN＞９ ０．０４±０．０１ ０．０３±０．０１ ０．７３±０．２２ ０．７６±０．２３

C＋V ９＞RSN＞３ ０．０４±０．０２ ０．０３±０．０２ ０．８１±０．２２ ０．８５±０．２３
RSN＜３ ０．０４±０．０１ ０．０１±０．０１ ０．８３±０．４８ ０．８３±０．５２
RSN＞９ ０．２３±０．０５ ０．２３±０．０５ ０．６７±０．１３ ０．７６±０．１８

C３２V＋C ９＞RSN＞３ ０．２３±０．０４ ０．２３±０．０５ ０．７０±０．１３ ０．６８±０．２１
RSN＜３ ０．２２±０．０６ ０．２２±０．０６ ０．６６±０．１９ ０．６３±０．２３

５　结　　论

EmＧspFRET技术已经比较成熟,并被广泛应

用于活细胞信号转导机制的研究中.由于不能完全

消除直接激发串扰,利用 EmＧspFRET 方法进行

FRET定量测量时,要么实验前用参照样本确定供

受体的消光系数比[４５],要么保持所有样本的成像条

件一致[４４],要么使其中一个激发光选择性激发受体

并增加一个与FRET样本成像条件相同的单受体

样本[３９],要求同时准备所有校正样本.以上苛刻的

测量要求严重限制了活细胞定量FRET测量的成

功率和效率.

ExEmＧspFRET方法具有天然克服光谱串扰的

能 力,具 有 良 好 的 稳 健 性.实 验 证 明,ExEmＧ
spFRET方法不需要在测量过程中保持实验条件不

变,可使荧光蛋白表达水平不一致的细胞都能在最

佳的成像条件下进行FRET定量测量,从而极大地

减轻了活细胞定量FRET测量的难度.研究表明,

ExEmＧspFRET方法相比于EmＧspFRET方法具有

更好的稳健性,即使对于信噪比比较低的细胞也能

获得较为准确的测量结果[６２].随着光谱成像技术

的发展,定量ExEmＧspFRET检测技术在细胞生物

学领域会有越来越广阔的应用前景.而基于EmＧ
spFRET方法和ExEmＧspFRET方法的定量FRET

测量自动显微仪,必将为活细胞内生化动态的实时

检测分析提供重要的技术手段.
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