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绿色荧光蛋白及其在转基因动物研究中的应用

李 夏，陈素文，喻达辉
(中国水产科学研究院南海水产研究所，广东广州510300)

摘要：绿色荧光蛋白(green nuorescent pmtein，GFP)是源于水母(Aeg∞n∞t衲D砌)、海笔(mn豇如M，l扣加蠡)

等海洋无脊椎动物的一种蛋白质，这种蛋白质在体外经适当波长的光激发便可发出绿光，所发出的绿光用普通

荧光显微镜或荧光激活细胞分拣器(FAcs)均可检测到。GFP基因是目前能在细胞内稳定表达的优良标记基因

之一，不需要任何反应底物及其它辅助因子，无种属、组织和位置特异性，对受体细胞基本无毒害，且检测简

单，灵敏度高，操作方便，结果可靠，无损于细胞或胚胎的完整性及活力，是一种非常实用的新型报告基因，

在细胞生物学和分子生物学领域有着广泛的应用前景。
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Green nuorescence protein and its application in

aIlimal tra璐geIlic study
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Abstmct：Green nuorescent protein(GFP)is a sort of pmtein produced by jell妒sh(Aeg∞M口幻fo砌)舳d sea pansy(mni玩re几i-

如，m厶)which absorbs blue light粕d emits green nuorescence wit}lout exogenous substrates or co-factors，粕d the nuorescence can be

easily detected埘th nuorescent microscope or nuorescence-activated ceU sorter(FACS)． Green nuorescent pmtein gene is an impor-

tant new reporter gene tllat can express in living cells without other extemal substmte and no specific in species，tissues or ceUs at pres·

ent． With features of sensitiVity in detection，simplicity加mallipulation，and reliability in result，GFP is粕important reponer gene of

practical． Being an effective 8elective marker，GFP has a great potential印plication in fields of cell，developmental舳d molecular biol—

ogy·

Key words：GFP；tmnsgenic肌imal

在研究基因的表达或蛋白质的定位与时序变化时常用

荧光物质或报告基因作为标记。传统的荧光标记是通过纯

化蛋白质再共价结合到荧光染料上，此方法难以控制化学

剂量和染料附着部位，若该标记蛋白用于活细胞内检测，

则难以通过细胞膜。因此，该方法已基本淘汰。现在常用

的报告基因如荧光素酶(Lux)基因和B·葡萄糖苷酶

(Gus)基因也不尽人意，Lux所检测到的荧光产生部位不

一定反映荧光素酶基因的特异表达部位；GUS则需要昂贵

的反应底物且由于其它因素的干扰，反应颜色的深浅有时

不能说明Gus活性的高低或有无。源于水母(Aeg∞reo口记一
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幻氘)等海洋无脊椎动物的绿色荧光蛋白(GFP)可吸收

蓝光而后发出绿光⋯，是生物发光现象中能量传递的受体

之一，它克服了上述缺陷，具有灵敏度高，操作简便，不需

要添加任何底物或辅助因子，不使用同位素，也不需要测定

酶的活性等优点，已成为目前最优良的标记基因之一㈨。

1 GFP的生化性质及其发光原理

1．1 GFP的生化性质

源于水母和海笔(Ren讹re咖觚)的GFP在生化特
征、发光光谱性质方面不尽相同，2种GFP的生化、发光

光谱及编码序列特征见表1。

1．2源于水母的GFP的发光原理

GFP之所以能产生绿色荧光是由于其蛋白分子多肽链

内含有特殊的生色基团结构，即第65—67位氨基酸se卜

Tyr-Gb链内环化加氧形成对羟苯甲基咪唑环酮，和周围其

它3个氨基酸形成六肽生色团‘31。但上述3个氨基酸残基

是如何控制光谱的特征目前还不十分清楚。

体外试验时，当ca2+与来自水母的发光蛋白质结合

时，便可以观察到一种蓝光，这种分子内的反应受一种在

结合了ca2+后转化为荧光素酶蛋白质的催化，产生c0：和

蓝色荧光蛋白(BFP)，BFP在反应中也是一种发光体，如

果在反应体系中加入GFP，即可以观察到绿光，这一体外

模拟试验与水母自然的发光现象一致‘”】。总的过程可用

下式表示：

ca2+
发光蛋白质——。—{卜BFP+CO：HV^max 470 nm

◆HV^m娃470 nm

GFP

上
HV^max 508 nm

表1 源于水母和海笔的GFP生化性质。发光光谱及编码序列的比较

Tab．1 C伽叩盯is蚰of bi眦hemicm cha眦risti娼，锄ission叩优t咖蛐d codi赡seq呦∞of GPF origi】嘣ted

fhm j棚y置ish(A．V画c细证)and s朗pa璐y(见瑚帅括)
水母GFP 海笔GFP

jeⅡ妨sh(A．口幻幻砌) sea p蚰sy(R．re，l扣珊厶)

分子量／kDa

-molecIll盯weigllt

结构

8tmCtln_e

稳定性

stabil时

氨基酸残基数

nu刊ber of砌ino acid

吸收／激发峰／nm
ab∞rbtion／irradiation pea玉【

最大发射峰／啪
ma】【imum emis8ion peak

消光系数／mM—cm—
a：bsorbtion co觚cient

量子当量数

qu锄ta eqIlivalent wei曲t

编码序号中内含子数
number of inn舳s

cDNA长度／bp

cDNA lengtll

一27

单体多肽

一54

同二聚体

稳定 更稳定

(65℃，pH 11，1％sDs，6 M盐酸胍等不同的处理荧光不消失)

未见报道

2个(主395，次475) 1个(498)

0．72～0．85

3

962

509

270

O．80

未见报道

未见报道

1．3 GFP：作为标记蛋白的优点

．(1)荧光特性稳定。GFP的嚣光非常稳定。只有在过
热、过酸、过碱或添加某些变柱剂的条件下，G押才会变

性，甚至荧光消失。一旦恢复中性环境，或是除去某些变

性剂，荧光就可恢复并具有和原来一致的发射光谱!在很

大的pH范围内(7一12．2)GFP的吸收、发射光谱基本相
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同。(2)检测方便。用荧光显微镜或肉眼就可以观察到，

且可进行活体观察，不会损伤正在生长的细胞和组织。

(3)无种属特异性，也没有细胞种类和位置的限制。

chalfie等冲1发现GFP cDNA既可以在大肠杆菌E c以中表

达，也可以在真核生物线虫C钾加舭6如蠡e妇n船中表达。
(4)GFP对受体细胞基本无毒害。sheen等¨1证实在玉米

转GFP基因植株中，即使GFP在细胞中的表达量很高时，

对细胞也不会产生明显毒害。(5)不受假阳性干扰。由于

其他生物本身不含有GFP，因此不会出现假阳性结果，GFP

作为分子探针可以代替荧光染料避免由于染料非特异性结

合造成的定位不准，使结果真实可靠旧1。(6)无需任何反

应底物和辅助因子。(7)可制成永久标本。GFP的荧光可

以耐受光漂白，也可耐受福尔马林的固定，因而可制成长

期保存的标本。(8)灵敏度高。GFP标记方法比免疫组织

化学方法具有更高的灵敏度和分辨率。

2 GFP基因的特征及其遗传改进

2．1 GFP基因的特征

1992年，Pr鹊her等归。根据GFP的氨基酸序列合成了相

应的寡核苷酸片断，以此为探针从水母A．∞#o旭o PBR322．

cDNA文库中分离到GFPl cDNA，以G肿1序列为探针筛选

另一噬菌体文库入gtlo-cDNA时，得到GFPl0，1l，12，13

共4个GFP重组子。以GFPl cDNA为探针，从水母

A．口泌幻ren的基因组文库中筛选到3种GFP克隆。通过对这

些阳性克隆限制性酶切和Soutllen blot分析，发现存在有3

种不同的内切酶图谱，这和天然存在3种不同GFP同分异

构体的结果相符合。对阳性克隆GFPl0的EcoRI酶切片段

的全序列分析发现：GFPl0 cDNA含有965个核苷酸，含有

一个编码238个氨基酸的开放阅读框(0RF)。对、GFP基因

结构进一步研究表明，它由3个外显子组成，分别编码69、

98和71个氨基酸残基。

尽管GFP基因作为报告基因或分子探针有许多无可比

拟的优点，但野生型GFP发光较弱，其次荧光反应不是酶

反应，不能通过添加某些物质来加强信号，且不易对荧光

进行定量检测。

2．2对GFP的遗传改进

针对上述存在的问题，进行了如下改进。

2．2．1更换GFP生色团氨基酸 由于Ty一和Gly67很保

守，是维持生色团活性所必需的，而ser65则相对易变，因

此可用其它氨基酸来替换Ser。Heim等¨驯发现当以Ala，

IJeu，cys，Thr取代ser时，荧光强度增加4—6倍，其中，

以rI'hr取代ser时，其激发光和发射光波最长分别为490和

510 nm，且生色基团的形成速度比野生型快4倍。可以更

快地在受体细胞中表达出来，能更好地应用于实验研究。

而以Arg，Asn，Asp，Phe和’I砷取代Ser时，其荧光强度

比野生型弱。Delag阻ve等¨u对64～69位氨基酸进行随机

突变，筛选出了激发波长向红光偏移的突变株(Red—shifted

GFP，RSGFP)，最大发射波长490 nm，很容易与野生型

GFP区分。因此，利用GFP和RSGFP共表达，再利用不同

波长的光激发标记物，可以分析比较同一细胞或组织内不

同蛋白质，启动子或其它调控元件的作用情况。

2．2．2改变碱基成分 R叫啪ndal等¨刘把密码子改为植

物偏爱的蛋白表达的密码子，增加G和c的含量，降低A

和T的含量，能有效地提高GFP基因在植物受体中的表达

效率。

2．2．3改变GFP基因序列 P趴g等¨到在gfplO cDNA的

第404与405位之间插入一个植物内含子，以增强其表达

并连接于强启动子之后，通过组织培养得到转基因植株，

可明显观测到荧光。同时由于第405～488位为隐蔽型内含

子(cryptic intmn)，该段序列转录的mRNA被植物误识别

为内含子，从而被错误加工，导致GFP不能正确表达。因

此要除去隐蔽型内含子，避免植物细胞的错误剪接¨“。

GFP在受体内的表达水平的提高还有赖于寻找到更为通用

的转录翻译的增强子和更强的启动子。

3 GFP在转基因中的应用

GFP应用前景很广¨“，可作为转基因动物和部分植物

的筛选标记，应用于基因表达与产物定位，用于研究病毒

与宿主的关系等等。

转基因动物研究在其问世后短短的十多年时间里已取

得了很大的进展，这一技术在农业、医药行业已显示出广

阔的应用前景。然而时至今日，转基因动物研究中还存在

着一些技术上难以克服的困难，突出地表现在制作转基因

动物的效率极低，从而极大地阻碍了这项研究的深入和拓

宽。GFP这一选择标志的应用，兴许能为克服这一困难带

来一线曙光。

从理论上讲，GFP的应用至少在以下2个方面对转基

因动物的研究有所帮助。

3．1 制作转基因动物的前期工作

GFP基因的表达产物极易检测，可以单独构建包含这

一报告基因的载体以检查基因构件中调控序列调控能力的

强弱以及表达的组织特异性，调控序列调控能力的强弱可

通过GFP荧光的强弱来反映。这一作用不能低估，不少报

道表明转基因的表达存在着表达过高或太弱的问题。转基

因表达水平低固然不是人所希望的，但也不是转基因表达

水平越高越好，因为外源基因的表达水平不仅会影响到宿

主动物本身的健康，也会影响到转基因产品的质量。

3．2提高转基因动物的制作效率

可以将待转的目的基因构件与GFP基因串联起来一并
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整合，由于GFP基因的表达产物在胚胎发育的早期即可检

测到，可以只选择那些表达了GFP的胚胎进行移植，这样

即可以减少移植胚胎的盲目性。由于GFP基因具有特性稳

定、检测方便等优点，所以将GFP应用于转基因动物研究

中，可以节约成本，提高效率。

日本的科技工作者在这方面作了一些卓有成效的尝试。

做ada等u刮将细胞巨化病毒(cMV)1E增强子，人延伸
因子1d启动子(EF．1a，包括5’侧翼区的一部分，完整的

外显子1，内含子1及外显子2的一部分，共计l 187 bp)，

GFP基因(S65T)以及sV40的早期加尾信号组成的基因

构件显微注入383个原核期小鼠胚胎，经过4 d的体外培

养，其中148个胚胎发育至囊胚期，应用普通荧光显微镜

研究者很简单地在其中59个囊胚期小鼠胚胎中检测到了

GFP。用聚焦激光扫描镜(激光波长480 nm)研究者在桑

椹胚及孵化囊胚期的小鼠胚胎中均检测到荧光(带通滤波

器500—530 nm)。将55个GFP阳性胚胎植入假孕母鼠子

宫，获得8只胎鼠和4只活鼠，PcR检测结果表明其中11

只属转基因阳性，Sou山em印迹杂交的结果证实其中8只属

真正意义上的转基因鼠。后期的研究工作表明，表达GFP

的小鼠生长正常，行为也无明显的异常，携带GFP基因的

母鼠与正常小鼠交配后，收集其胚胎并在体外培养，在半

数胚胎的4细胞至囊胚期胚胎中均可清晰地检测到GFP。

用上述同一基因构件研究者显微注射了389个牛胚胎，43

个在体外培养时发育至囊胚，在其中的4个胚胎中检测到

了GFP，2个是内细胞团表达了GFP，2个是滋养外胚层细

胞表达了GFP，研究者未报道关于牛胚胎移植后的结果。

作为先驱性的研究工作，wang等Ⅲ1将GFP基因与exu

基因串联后转入果蝇基因组，结果表明2种基因均得到高

水平的表达。这一尝试在研究exu基因的转入活动规律及

确定相应蛋白质的位置上获得了满意的结果。

4 GFP用于转基因动物研究时值得考虑的

问题

将GFP作为选择标记应用于转基因动物的研究中，为

研究工作带来了许多方便。但是，由此而产生的伦理学及

社会学等问题，更值得我们思考。

生物学家利用对生命运动规律的认识成果有目的、有

预见地改变动物的遗传组成，赋予动物一些新的生产性状

以求更好地服务于人类，这种行为能被生物学家接受并受

到推崇，然而社会学家、生态学家以及其它领域的人士对

以GFP标记的“发绿光”、“发红光”的转基因动物持何种

态度值得审慎考虑。
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