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结构导向的可逆光激活绿色荧光蛋白探针的研制
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摘要　近几年,可逆光激活荧光蛋白的研制越来越受到人们的重视,这类荧光蛋白极大地促进了活细胞超高分辨显

微成像技术的发展及应用.可逆光激活荧光蛋白可被不同波长的光多次可逆地进行调制,因而被广泛地应用于高密

度数据的光存储、光致变色荧光共振能量转移的测量以及基于可逆饱和线性荧光跃迁原理的超高分辨率显微成像

中.从研制这类荧光蛋白所涉及的关键氨基酸位点出发,本文综述了近几年可逆光激活绿色荧光蛋白的研制进展,

并简要地讨论荧光蛋白结构与光学特性的关系,从而为后续结构导向的可逆光激活荧光蛋白的研制提供参考.
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Abstract　Inrecentyears peoplepaymoreandmoreattentionstothedevelopmentofreversiblyphotoswitchable
fluorescentproteins RSFPs  becausethosefluorescentproteinscangreatlypromotethedevelopmentand
applicationofliveＧcellsuperＧresolutionimagingtechniques敭Reversiblyphotoswitchablefluorescentproteincanbe
repeatedlyandreversiblymodulatedbydifferentwavelengthlights thusitcanbewidelyappliedinmanyfieldssuch
ashighdensitydataopticalstorage themeasurementofphotochromicfluorescenceresonanceenergytransfer and
superＧresolutionimagingbasedonreversiblesaturablelinearfluorescencetransitions RESOLFT principle敭The
recentdevelopmentofgreenRSFPsisreviewedfromthekeyaminoacidsinvolvedinRSFPsdesign敭Wealsomakea
briefdiscussionoftherelationshipbetweenstructureandopticalcharacteristicsofRSFPs servingasthereference
forfurtherstructureＧguideddevelopmentofbetterRSFPs敭
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１　引　　言
１９６２年,日本科学家Shimomura等从水母类动物AequoreaVictoria 中首次分离、纯化出一种荧光物

质,并将其定性为蛋白质,称为绿色荧光蛋白(GFP).３０年后,GFP基因从水母中克隆,之后人们又从很

多其他海洋生物物种如珊瑚、海葵和文昌鱼中克隆到了新的荧光蛋白.荧光蛋白可以通过基因编码的方式

标记生物分子或细胞,借助荧光显微镜特异地显示出生物分子的时空信息,因此荧光蛋白已经成为研究细
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胞结构和功能必不可少的工具.除了普通的荧光蛋白外,近些年,一类特殊的可逆光激活荧光蛋白的发现与

开发使超高分辨显微成像技术在细胞生物学研究中得到了更广泛的应用.本文综述近年来可逆光激活

GFP的开发进展,并简要介绍了荧光蛋白结构与其光学性质间的关系,从而为后续结构导向的可逆光激活

荧光蛋白的研制与开发提供参考.

２　荧光蛋白简介

图１　各色荧光蛋白生色团结构.(a)荧光蛋白及其生色团结构示意图;(b)各色荧光蛋白生色团生成步骤及化学结构

Fig敭１　Chromophorestructureofvariouscolorfluorescentproteins敭 a Schematicdiagramoffluorescentproteinsand
theirchromophorestructures  b variouscolorfluorescentproteinschromophorebiosynthesisstepsandchemicalstructures

华裔科学家钱永健率先研究并阐述了GFP发光的化学机制[１].GFP是一个分子量２７kD的筒状结构

蛋白,由１１个β折叠和一个中心α螺旋构成,如图１所示.GFP的荧光生色基团４Ｇ(对Ｇ羟基苯亚甲基)咪唑Ｇ
５Ｇ啉酮是由处于筒状结构中心的三个氨基酸:丝氨酸(Ser)６５、酪氨酸(Tyr)６６和甘氨酸(Gly)６７在氧气存在

下进行环化、脱水、氧化形成.野生型GFP(WTＧGFP)的生色基团有两种状态:质子化状态,在３９５nm出

现一个激发峰;非质子化状态,在４７５nm处出现另一个激发峰.而荧光最大发射在５０７nm.钱永健课题

组随后通过随机突变加定向筛选的方式研制出很多光谱性质发生改变的GFP变体,如蓝色荧光蛋白BFP,
青色荧光蛋白CFP/Cerulean以及黄色荧光蛋白YFP/Venus/Citrine.研究人员随后又从珊瑚海葵等物种

中克隆出光谱红移的红色荧光蛋白(RFP),大大拓展了荧光蛋白多色成像的应用[２Ｇ３].除了上述的普通荧

光蛋白外,研究人员在珊瑚中寻找红色荧光蛋白的同时还发现另一类“特殊”的荧光蛋白.这类荧光蛋白的
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荧光可以被外界不同颜色的光调控,所以人们称其为光可变荧光蛋白(phototransformableFPs)[４Ｇ５].这类

蛋白极大地促进了超高分辨显微成像技术在细胞生物学研究中的发展及应用.光可变荧光蛋白通常可被分

为三类:１)光激活荧光蛋白[６],这类蛋白最初处于没有荧光的暗态,在４０５nm紫色光激活后,才可释放出荧

光,例如PAＧGFP,PAＧmCherry;２)光转化荧光蛋白[７],这类蛋白最初发出一种颜色光(如绿色),在４０５nm
光激发下,不可逆地转化发出另一种颜色光(如红色),例如mEosFP,Dendra２,mMaple等;３)可逆光激活荧

光蛋白[８],这类蛋白可在暗态和亮态之间来回多次切换,如近年来报道的Dronpa及其变体,rsEGFP及其变

体,Dreiklang[９]以及刚报道的用于 NLＧSIM 成像的SkylanＧNS[１０]和用于并行 RESOLFT成像的 GMarsＧ
Q[１１].前两类荧光蛋白的特性依赖于荧光生色团和荧光蛋白内环境的不可逆化学变化,而后一类荧光蛋白

的特性大多依赖于荧光生色团可逆的顺反异构[１２],如图２所示,Dronpa荧光蛋白在亮态时其生色团处于顺

式构象,而当其在暗态时其生色团处于反式构象.

图２　可逆光激活荧光蛋白Dronpa生色团在其亮态和暗态的结构

Fig敭２　ChromophorestructureofreversiblyphotoswitchablefluorescentproteinDronpainonandoffstate

可逆光激活荧光蛋白又可根据激活光和激发光的不同分为三类[１２]:１)正向可逆光激活荧光蛋白,例如

Pardon,Kohinoor等.这种蛋白在用激发光(如４８８nm)激发蛋白发出荧光的同时,蛋白荧光被开启,而在

用紫色光(如４０５nm)或青色光照射时,蛋白荧光被关闭;２)负向可逆光激活荧光蛋白,例如 Dronpa,

rsTagRFP等.这种蛋白在激发光(如４８８nm)激发蛋白发出荧光的同时,蛋白荧光被关闭,而在用紫色激

活光(如４０５nm)或青色光照射时,蛋白荧光被开启;３)激发光解偶联可逆光激活荧光蛋白,例如Dreiklang.
这种蛋白可以在激发光(例如５１４nm绿光)的光照下发出黄绿色荧光,当用４０５nm光照射时,蛋白荧光被

关闭,而用３６５nm光照射时蛋白荧光则又被开启.
由于可逆光激活荧光蛋白可被不同波长的光多次可逆地进行调制,因而其可被广泛地应用于高密度数

据的光存储,光致变色荧光共振能量转移的测量以及基于可逆饱和线性荧光跃迁原理(RESOLFT)的超高

分辨率显微成像中[１２].表１归纳总结了常用的可逆光激活GFP的关键突变位点及其物理特性,并简要罗

列了其在超分辨显微成像上的应用[１３Ｇ３０].

３　基于水母来源荧光蛋白开发的可逆光激活荧光蛋白
基于水母GFP开发的可逆光激活荧光蛋白主要有两类:１)负向可逆光激活荧光蛋白如 E２GFP,

rsEGFP及其变体[包括rsEGFP２,rsEGFP(N２０５S),rsGreen系列,rsFolder系列等];２)激发光解偶联可

逆光激活荧光蛋白,例如Dreiklang.

３．１　单一E２２２Q突变将EGFP变成可逆光激活荧光蛋白

荧光蛋白的可逆光激活特性最早在水母来源的YFP中被报道,但这种可逆光激活的特性只能在单分子

层面被观测到.群体层面的可逆光激活现象只有在超低温下的GFP中才能被观测到[１３].２００９年,Bizzarri
等[１４]发现将水母来源GFP的第２２２位的谷氨酸替换成谷氨酰胺后,荧光蛋白变体Mut２Q,EQ１,EYQ１和

０３１８００２Ｇ３
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表１　常用的可逆光激活荧光蛋白物理特性

Table１　PhysicalcharacteristicsofcommonlyＧusedreversiblyphotoswitchablefluorescentproteins

Fluorescentprotein Keymutation(s) Characteristics Applications

rsEGFP[１５] Q６９L
LargeonＧoffratio
Slowmaturation

PointscanningRESOLFT

rsEGFP２[１６] T６５A
Fastswitching
Fatigueresistant

PointscanningRESOLFT
ParallelizedRESOLFT

rsEGFP(N２０５S)[１７] N２０５S
Slowswitching

Notfatigueresistant
ParallelizedRESOLFT

rsGreens[１８] sfGFPmutation
SuperfolderrsFPswith
differentcharacteristics

PointscanningRESOLFTSOFI

rsFolders[１９] sfGFPmutation
SuperfoldertworsFPsfunction
atoxidativeenvironments

PointscanningRESOLFT

Dronpa(M１５９T)[２２] M１５９T
Veryfastswitchingfatigueresistant

Lowphotonnumber
PointscanningRESOLFT
ParallelizedRESOLFT

SkylanＧNS[１０] H６２L
Slowswitchingfatigueresistant

Largephotonnumber
NLＧSIM

GMarsＧQ[１１] H７１Q/M１６８A
SlowswitchingasrsEGFP(N２０５S)

Extremelyfatigueresistant
ParallelizedRESOLFT

Kohinoor[３０] M１５９Y
PositiversFPRESOLFTimaging
underultraＧlowlaserpower

PointscanningRESOLFT

E２GFP都表现出显著的可逆光激活特性.后续研究发现第２２２位的谷氨酸是荧光蛋白激发态质子转移

(ESPT)过程中的质子受体,将谷氨酸突变成谷氨酰胺后,质子转移通路被打断,生色团中的质子传递受阻

并伴随着荧光蛋白内部大量氢键重排,从而解除了生色团顺反异构的阻力,进而使得在光照时生色团可以灵

活地顺反异构,荧光蛋白变体才具有可逆光激活的特性.因此对荧光蛋白第２２２位的氨基酸进行突变,可有

效地将水母来源的荧光蛋白变成具有可逆光激活特性的荧光蛋白.但是第２２２位氨基酸的突变也会影响荧

光蛋白其他的光学性质,比如亮度、抗光漂白特性等.所以结合第２２２位氨基酸定向取代后的随机突变和大

规模突变文库筛选是获得性能改进的可逆光激活荧光蛋白有效途径之一.

３．２　Q６９L突变将EGFP变成可逆光激活荧光蛋白

虽然E２２２Q突变 可 以 有 效 地 将 水 母 来 源 的 GFP 转 变 成 具 有 可 逆 光 激 活 特 性 的 荧 光 蛋 白,但

Grotjohann等[１５]发现E２２２Q的突变却减少了可逆光激活荧光蛋白开关的有效次数.通过对EGFP结构的

分析,Grotjohann将EGFP第６９位的谷氨酰胺用亮氨酸替代后,变体EGFP(Q６９L)表现出可逆光激活的特

性,但这种变体的亮暗态荧光对比度不是很大.通过再对一些位点的随机突变Grotjohann从３万个克隆中

成功筛选出５个位点突变的EGFP变体rsEGFP.这个变体展示出更大的亮暗态荧光对比度、更高的可逆

光激活效率和更好的光稳定性.Grotjohann将rsEGFP标记中间纤维 Keratin,在活细胞内实现了小于

４０nm的点扫描式RESOLFT超高分辨显微成像.

３．３　T６５A突变将EGFP变成快速开关的可逆光激活荧光蛋白

虽然rsEGFP可以用于活细胞点扫描式RESOLFT超高分辨显微成像,但rsEGFP开关速度还是显得

太慢,从而导致采用点扫描RESOLFT显微镜成像时,光点在单个像素上的扫描驻留时间太长,采集一张超

分辨图像需要很长时间,这限制了活细胞超高分辨成像的时间分辨率.２０１２年,Grotjohann等[１６]发现仅仅

将EGFP生色团第一个氨基酸从苏氨酸变成丙氨酸就可以使得EGFP变成一个快速开关的可逆光激活荧

光蛋白EGFP(T６５A).但这种变体的亮暗态荧光对比度不高,于是Grotjohann又将改造rsEGFP中的突变

应用到EGFP(T６５A)变体中,经过筛选获得了亮暗态荧光对比度较高,开关速度更快,更抗光漂白的可逆光

激活绿色荧光蛋白rsEGFP２.rsEGFP２非常适合用于点扫描的RESOLFT超分辨显微术,可以对活细胞内

的细胞器如内质网、过氧化物酶体的动态行为进行超高分辨率长时间成像.

０３１８００２Ｇ４
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３．４　N２０５S突变将rsEGFP变成慢速开关的可逆光激活荧光蛋白

２０１３年,Chmyrov等[１７]提出了并行RESOLFT显微术,这种超分辨显微术使用正交的驻波产生十万个

“面包圈”式的光点,可对样品进行并行扫描超分辨成像,从而大大提高了成像速度.这种并行RESOLFT
技术可以使用开关较快的可逆光激活荧光蛋白如rsEGFP２或Dronpa(M１５９T)进行快速大视野成像,也同

时因为快速开关的可逆光激活荧光蛋白通常具有较好的抗光漂白特性[１８],所以可以进行长时间超分辨成

像.但其缺点是快速开关的可逆光激活荧光蛋白每个开关周期中给出的光子数相对较少,用其得到的每张

超分辨图的信噪比较低.Chmyrov研制出了慢速开关的可逆光激活荧光蛋白rsEGFP(N２０５S),这种变体

开关相对较慢,所以每个开关周期中可以给出比rsEGFP多２倍的光子数,从而大大提高了每张超分辨图的

信噪比.但遗憾的是慢速开关的可逆光激活荧光蛋白通常抗光漂白性能较差,所以rsEGFP(N２０５S)并没有

在长时间并行RESOLFT超高分辨成像中得到广泛应用.

３．５　结合超折叠绿色荧光蛋白sfGFP突变的可逆光激活荧光蛋白

在活细胞体内表达rsEGFP时,rsEGFP的折叠成熟较慢,限制了其在RESOLFT成像中的应用[１８].

２０１５年,Duwé等[１８]选取了从EGFP到超折叠绿色荧光蛋白sfGFP里的突变,将其应用到rsEGFP的优化

上,并结合定向筛选的方式研制出一系列折叠和成熟效率大大提高的可逆光激活GFP,即rsGreen系列.

rsGreen系列中的典型代表是开关速度较慢的rsGreen０．７以及开关速度较快的rsGreenF.很有意思的是,

Duwé发现将rsEGFP中的第１４５位酪氨酸突变成苯丙氨酸后,rsGreen０．７变体的开关速度较rsEGFP显著

变慢,而当其突变成亮氨酸后,rsGreenF变体的开关速度较rsEGFP显著变快.这表明１４５位置的氨基酸

可以调节可逆光激活荧光蛋白的开关速度.

３．６　在细菌细胞周质里可以进行超高分辨成像的可逆光激活荧光蛋白

细菌的内膜和外膜之间的周质空间是一个氧化环境,在这种环境中,荧光蛋白常会因为被氧化而不发

光.２０１６年,Khatib等[１９]选取了从EGFP到超折叠绿色荧光蛋白sfGFP里的突变,将其应用到rsEGFP２
的优化上,成功研制出可以在细菌细胞周质里正常工作的荧光蛋白rsFolder.rsFolder除了可以在氧化环

境中正常折叠外,还表现出超乎寻常的热稳定性,其热稳定性是rsEGFP２的１５倍,也是迄今为止被报道的

热稳定性最强的可逆光激活荧光蛋白.但rsFolder的亮暗态荧光对比度比rsEGFP２小,限制了其在

RESOLFT超分辨成像上的应用.Khatib等随后又解析了rsEGFP２和rsFolder的晶体结构,通过比较荧

光蛋白在亮暗态的结构差异以及后续实验,发现将rsFolder的１４５位苯丙氨酸突变成酪氨酸后,变体

rsFolder２获得了更大的亮暗态荧光对比度.rsFolder虽因其相对较小的亮暗态荧光对比度不适合被用于

RESOLFT超分辨成像,但其被证明可以很好地用于pcSOFI成像中.而rsFolder２则特别适合细菌细胞周

质等氧化环境下的超高分辨率RESOLFT成像.

３．７　特殊的激发光解偶联可逆光激活荧光蛋白Dreiklang
２０１１年,Brakemann等[２０]发现通常的黄色荧光蛋白Citrine发出的黄色荧光(峰值５２９nm)可以在很小

程度上被３６５nm的紫外光(UV)和４０５nm的紫光调制.Brakemann通过对Citrine序列随机突变加定向

筛选的方式从约７万个突变克隆中得到可被 UV 光和紫光高效调制的荧光蛋白 Dreiklang.通过对

Dreiklang的晶体结构分析发现,Dreiklang可逆光激活的原理并不是通常的荧光生色团的顺反异构,而是生

色团可逆的脱水和加水过程.这种特殊的可逆光激活机制的解析为后续研制更好性能的激发光解偶联可逆

光激活荧光蛋白奠定了基础.

３．８　基于水母来源GFP改造的负向可逆光激活荧光蛋白结构和其光学特性的关系

虽然Bizzarri等将水母GFP的第２２２位的谷氨酸替换成谷氨酰胺使得其变体成为具有可逆光激活特

性的荧光蛋白,但真正较好地用于超高分辨RESOLFT成像的水母来源的可逆光激活荧光蛋白主要还是基

于rsEGFP或rsEGFP２改造的荧光蛋白.人们对水母GFP来源的可逆光激活荧光蛋白结构的认识也同样

源于对rsGreen０．７,rsEGFP２和rsFolder结构的解析.研究发现可逆光激活荧光蛋白在亮态和暗态分别对

应着生色团处于顺式构象去质子化状态和反式构象质子化状态[１８].对于绝大多数荧光蛋白而言,当生色团

处于顺式构象时,荧光蛋白为亮态,而当生色团处于反式构象时,荧光蛋白为暗态,并且生色团所处的内环境

影响了其顺式反式构象转变的效率.例如在荧光蛋白筒状结构的内部,与荧光蛋白生色团空间上接近的氨基
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酸可以通过其侧链以非共价键的形式(如氢键)与生色团发生相互作用,或通过氨基酸侧链的空间位阻作用与

生色团发生相互作用,进而影响了生色团的顺式反式构象转变的效率和光激活荧光蛋白的开关速度.

rsGreen０．７的结构及涉及的氨基酸突变位点与EGFP对比图如图３所示.图３中,荧光蛋白βＧ筒状结

构用绿色表示,其中心的生色团结构用球棍结构表示,紫色氨基酸位点的突变存在于rsEGFP蛋白中,青绿

色氨基酸位点的突变存在于超折叠sfGFP中,其余突变的氨基酸位点用黄色表示.可以影响可逆光激活荧

光蛋白开关性质的氨基酸突变位点用圆圈突出显示,这些氨基酸也都围绕在生色团附近.

图３　rsGreen０．７的结构及涉及的氨基酸突变位点与EGFP对比图[１８]

Fig敭３　StructureofrsGreen０敭７anditsrelevantaminoacidmutationscomparedwithEGFP １８ 

从图３可以看出空间结构上离荧光生色团很近的Q６９L和V１５０A突变加大了这两个位点离生色团的

距离,从而解除了生色团顺反异构的空间位阻,使得生色团更利于顺反异构.同时１６３位的丝氨酸和１８３位

的谷氨酰胺以及一分子水形成的氢键可以稳定处于反式构象的生色团,使得rsGreen０．７具有较好的热稳定

性.而２０５位的丝氨酸被天冬酰氨替代后,当荧光蛋白生色团处于顺式构象时,该区域的分子骨架会向外侧

移动,从而生色团有更大的空间进行顺反异构;而当荧光蛋白生色团处于反式构象时,该区域的分子骨架回

缩,天冬酰氨侧链较大的酰胺基团给荧光蛋白生色团提供了自发向顺式构象转变时的空间位阻,从而稳定了

处于反式构象的荧光蛋白生色团.这就解释了为什么单个N２０５S的突变,就可使得rsEGFP变成开关速度

更慢的变体rsEGFP(N２０５S).有意思的是,第１４５位的酪氨酸在空间结构上也接近荧光蛋白生色团.据推

测,rsEGFP中的１４５位酪氨酸突变为rsGreen０．７中的苯丙氨酸后,Phe１４５与 His１４８和Asn２０５的极性相

互作用减弱,但苯丙氨酸依然维持了足够的空间位阻,这使得相比于rsEGFP来说,rsGreen０．７开关速度变

的更慢;而当其变为rsGreenF中的亮氨酸后,空间位阻作用减弱,这使得相比于rsEGFP来说,rsGreenF开

关速度变快.因此第１４５位氨基酸可以作为调控基于水母来源GFP改造的可逆光激活荧光蛋白开关速度

的“旋钮”.在rsEGFP２中,当生色团处于顺式构象时,His１４８可以通过强的氢键作用稳定生色团,而当生

色团处于反式构象时,His１４８则与Tyr１４５形成氢键降低了生色团处于反式构象的自由能,这种可逆光激活

机制是与rsGreen０．７类似的.而在rsFolder中,则是另一番情景:在生色团处于顺式构象时,苯环上的酚氧

基团与２０３位的苏氨酸,１４８位的组氨酸以及水分子形成稳定的氢键;当处于反式构象时,苯环上的酚氧基

团与１４８位的组氨酸仍然形成氢键,但其余的两个氢键断开,这使得处于反式构象的生色团紧密地与荧光蛋
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白骨架相连,因此极大地稳定了生色团的反式构象.这也解释了为什么rsFolder具有超乎寻常的热

稳定性.

４　基于珊瑚来源荧光蛋白开发的可逆光激活荧光蛋白
基于珊瑚来源荧光蛋白开发的可逆光激活荧光蛋白主要有两类:１)正向可逆光激活荧光蛋白,例如

Pardon及Kohinoor;２)负向可逆光激活荧光蛋白,例如Dronpa及其变体、基于 mEos２蛋白改造的 mGeos
系列、基于mEos３．１改造的Skylan系列(例如SkylanＧS,SkylanＧNS),以及基于mMaple３改造的GMars系

列(例如GMarsＧQ)等.本文着重介绍负向可逆光激活荧光蛋白的研制及其结构特点.

４．１　第１５７,１５９,１７３位置的氨基酸的突变可将珊瑚来源的光转化荧光蛋白转变成可逆光激活荧光蛋白

可逆光激活荧光蛋白Dronpa已经被成功地用于多种显微成像实验中,这主要是因为Dronpa蛋白亮度

大,单体性好.人们对Dronpa蛋白结构以及可逆光激活特性的光物理、光化学的研究表明Dronpa的可逆

光激活过程同样涉及其生色团的顺反式构象转变及质子化和去质子化变化.当Dronpa的生色团处于顺式

构象时,生色团共平面性较好,发出强烈绿色荧光,而当生色团处于反式构象时,生色团的共面性被破坏,失
去荧光[２１].２００７年,Stile等[２２]解析了Dronpa的结构发现其第１５７位拥有较大侧链的缬氨酸会对生色团的

顺反异构造成空间位阻,而如果将缬氨酸变成侧链较小的甘氨酸后,变体rsFastline开关的效率比Dronpa
提高了５０倍.同样地,将第１５９位较大侧链的甲硫氨酸突变成侧链较小的丙氨酸后,变体Dronpa(M１５９T)
的开关效率更是提高了１０００倍.这种提高可逆光激活荧光蛋白开关效率的突变同样适用于来源于类似物

种的荧光蛋白如EosFP,Dendra２等.除以上两个关键位点外,Adam等[２３]发现如果将mEosFP的第１７３位

苯丙氨酸突变成丝氨酸,也可以间接改变第１５９位甲硫氨酸的构象,从而使 mEosFP在绿色和红色状态都

产生明显的可逆光激活特性.Adam也将Dendra２的第１７３位苯丙氨酸突变为丝氨酸,变体NijiFP在绿色

和红色状态也都能产生明显的可逆光激活特性.

４．２　mEos２荧光蛋白生色团组氨酸的改变也可以诱导光转化蛋白产生可逆光激活的特性

珊瑚来源的具有绿色和红色状态的光转化荧光蛋白在序列和结构上具有高度的保守性.例如

mEosFP,Dendra２,mMaple等荧光蛋白的生色团都是由 HYG三个氨基酸构成,其中第一位的组氨酸在荧

光蛋白从绿色状态转化到红色状态时起关键作用.２０１２年,Chang等[２４]将 mEos２荧光蛋白生色团第一位

的组氨酸改变成其他氨基酸后发现这类蛋白不能从绿色状态转变为红色状态,却在绿色状态具有不同效率

的可逆光激活特性,他们把这类蛋白命名为 mGeos.除此以外,Chang又将 mGeos蛋白第１７３位的苯丙氨

酸替换成丝氨酸,得到开关速度更快的可逆光激活荧光蛋白例如 mGeosＧFS,mGeosＧMS等.基于同样的原

理,２０１５年,Zhang等[２５]将光转化荧光蛋白mEos３．１生色团第一位的组氨酸改变成丝氨酸后,变体SkylanＧ
S不但具有可逆光激活特性,还具有光闪烁的特性,非常适合基于荧光涨落图像分析的超高分辨率成像[２６].

２０１６年,Zhang等[１０]又报道了另一种特别适合用于NLＧSIM 超分辨率成像的可逆光激活荧光蛋白SkylanＧ
NS,这种变体也是将 mEos３．１蛋白生色团第一位的组氨酸突变成了亮氨酸.这种变体相对Dronpa或

rsEGFP来说,具有更大的亮暗态荧光对比度以及很好的抗漂白特性,采用NLＧSIM技术在较低的激发光强

度下就可以实现６０nm的长时间超高分辨率活细胞成像.

４．３　通过联合改变生色团组氨酸和第１５９位氨基酸研制可逆光激活荧光蛋白

２０１４年,哈佛大学的庄小威教授实验室研制出了一种特别适合进行PALM 超高分辨成像的光转化荧

光蛋白mMaple３[２７].本实验组将第１５９位(mMaple３中的１６８位)的甲硫氨酸替换成丙氨酸后,发现变体

除了具有光转化特性外,还在绿色和红色状态都具有可逆光激活特性.把这种变体叫做“火星荧光蛋白”
(Mars).后续采用对生色团组氨酸饱和突变的方法又得到了一系列只有绿色荧光的可逆光激活荧光蛋白

GMars.随后又从GMars系列荧光蛋白中成功筛选出具有较高亮暗态荧光对比度和强抗光漂白特性的可

逆光激活荧光蛋白GMarsＧQ[１１].与已成功用于并行RESOLFT显微成像的慢速开关可逆光激活荧光蛋白

rsEGFP(N２０５S)相比,GMarsＧQ与rsEGFP(N２０５S)在群体水平具有相似的亮度和开关速度,可以保证每

个开关循环里给出足够的光子数以获取高信噪比的超分辨图像.然而,GMarsＧQ的亮暗态荧光对比度是

rsEGFP(N２０５S)的１０倍,其连续成像时间也是rsEGFP(N２０５S)的１０倍.同时,GMarsＧQ展现出在其他可
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逆光激活荧光蛋白中少见的双态光漂白现象,这也是GMarsＧQ可以进行长时间超高分辨的基础(图４).图

４(a)的标尺为５μm,图４(b)的数据来自１０组细胞的平均数值,图４(c)左图伪彩色显示３s(红色),３０s(绿
色)和６０s(蓝色)内质网的动态变化,右图为在总长５０张超分辨活细胞电影中截取的６张图片,箭头处标明

了内质网管化的动态过程,电影拍摄的总时长为３００s,标尺为１μm.在同一期杂志上,荧光蛋白权威专家

Nienhaus等[２８]也对这种蛋白的研制过程和可能的光漂白机理进行了分析报道.GMarsＧQ的研制很好地促

进了并行RESOLFT活细胞超高分辨率显微技术的应用.

图４　GMarsＧQ用于并行RESOLFT显微镜成像效果图[１１].(a)在相同成像条件下比较 H２B标记的rsEGFP(N２０５S)

和GMarsＧQ用于长时间活细胞并行RESOLFT成像;(b)归一化的信背比随着成像帧数的变化;
(c)将GMarsＧQ用KDEL序列定位于内质网,进行长时间活细胞并行RESOLFT成像

Fig敭４　PerformanceofGMarsＧQinparallelizedRESOLFTmicroscope １１ 敭 a ComparisonofthelongＧterm

parallelizedRESOLFTimagingperformancebetweenlivecellsexpressingH２BＧrsEGFP N２０５S andH２BＧGMarsＧQ 

 b normalizedsignalＧtoＧbackgroundratiochangeswiththeframenumbers  c longＧtermlivecellparallelized
RESOLFTimagingofGMarsＧQtargetingtotheendoplasmicreticulumwithKDELsequence

４．４　正向可逆光激活荧光蛋白Pardon和Kohinoor
虽然Pardon是正向可逆光激活荧光蛋白,与Dronpa展现出完全相反的光激活模式,但Pardon却是从

Dronpa改造而来[２９].关键的突变位点是Dronpa第１５９位的甲硫氨酸.当甲硫氨酸被替换成酪氨酸后,则
Dronpa变体Pardon展现出完全相反的光激活模式.２０１５年,Tiwari对Pardon进行了进一步优化,研制出

可以在极低功率下进行RESOLFT超分辨显微成像的荧光蛋白Kohinoor[３０],开辟了正向可逆光激活荧光

蛋白用于RESOLFT超分辨成像的先河.但Kohinoor在生理pH条件下荧光强度较低,这也限制了其进一

步的应用.

５　结　　论
可逆光激活荧光蛋白的研制,极大地促进了超高分辨活细胞成像技术的发展及应用.从研制这类GFP

所涉及的关键氨基酸位点出发,本文综述了近几年可逆光激活GFP的研制进展.荧光蛋白光学特性由其生

色团本身以及生色团所处的周围环境共同决定.从以上的研究分析可以看出生色团周围临近的某些氨基酸

的突变,可以显著改变生色团与其周围氨基酸残基非共价的相互作用,进而影响荧光蛋白一系列光物理化学
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特性.对荧光蛋白结构的进一步认识,使得人们可以根据已有知识来设计开发和筛选满足某些光物理化学特

性的荧光蛋白.对更多可逆光激活荧光蛋白晶体结构的解析也能为理解荧光蛋白光物理化学的机制提供理论

基础.
近年来,可逆光激活GFP的研制取得了较大的进展,但性能优越的可逆光激活红色荧光蛋白的研制一

直是个难点.红色荧光蛋白生色团结构更为复杂,涉及的各种非共价相互作用更多,这给研制性能优越的红

色荧光蛋白带来了巨大的挑战[３１].比起GFP,红色荧光蛋白整体亮度相对较低,成熟时间相对较慢,单体性

相对较差.近几年虽然也有可逆光激活红色荧光蛋白的报道[３２Ｇ３４],但相对GFP而言,其亮度、明暗态荧光对

比度、开关效率、抗光漂白性等都不令人满意,期待未来的研究可以更好地揭示可逆光激活红色荧光蛋白的

晶体结构以及其内在的光物理化学机制,从而为结构导向的可逆光激活红色荧光蛋白的研制提供理论基础.
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