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综  述 

基于荧光蛋白的生物探针设计策略及其应用 

张宁 1,2，田烨 1,2 
1. 中国科学院遗传与发育生物学研究所，北京 100101 
2. 中国科学院大学，北京 100093 

摘要: 荧光蛋白的发现为细胞生物学研究带来了革命性进展。通过将荧光蛋白与目标蛋白融合，构建荧光生物

探针，可以在活细胞和生物体内实时监测细胞事件的动态变化。荧光蛋白的独特理化特性，如光谱范围、发色

团成熟速度、pH 敏感性和稳定性等，为探针的设计提供了多样化的选择。基于这些特性，研究者开发了用于

监测不同分子事件的多种荧光生物探针。本文系统总结了荧光蛋白探针设计的主要策略及其在生物学研究中的

典型应用，为开发更高效、更专用的新型荧光生物探针以应对复杂生物学问题提供了参考。 
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Design strategies and applications of fluorescent protein-based 
probes 
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Abstract: The discovery of fluorescent proteins has revolutionized cell biology research. By fusing fluorescent proteins 

with target proteins, fluorescent biosensors can be constructed to enable real-time monitoring of dynamic cellular events in 

live cells and organisms. The unique physicochemical properties of fluorescent proteins, such as spectral range, 

chromophore maturation speed, pH sensitivity, and stability, offer diverse options for probe design. Researchers have 

developed various fluorescent biosensors based on these properties to monitor distinct molecular events. This review 

systematically summarizes the main strategies for designing fluorescent protein probes and highlights their typical 

applications in biological research. It provides a reference for developing more efficient and specialized fluorescent probes 

to address complex biological questions. 
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细胞功能受复杂信号网络的精密调控，研究这

些信号分子的定位、动态分布及相互作用，对于解

析信号通路并深入理解细胞命运具有重要意义。荧

光生物探针的出现，为研究人员提供了一种高时空

分辨率的工具，能够在单细胞或整个生物体水平上

可视化分子、大分子以及生化活动的动态过程。这

些探针通常由传感器模块和荧光报告模块构成。常

见的荧光报告模块包括以下几类：内源性荧光发色

团的荧光蛋白，如绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP)；需要外源性辅因子才能发光的分子，

如细菌光敏色素光受体(bacterial phytochrome pho-
toreceptors, BphPs)，其与胆绿素(biliverdin, BV)结合

后产生荧光；化学遗传标签系统，由小分子荧光团

与自标记蛋白组成，例如 SNAP、FAST、TMP/eDHFR
和 Halo 标签，通过与小分子荧光团的共价或非共价

结合实现发光；生物发光工具，如萤光素酶催化萤

光素发光[1]。 
以上不同类型的荧光报告模块各具优势及局限

性。需要外源性辅因子的探针因其信号不受背景荧

光干扰，且可通过调节辅因子添加量控制信号强度

和持续性，非常适合动态实验。然而，辅因子的补

充可能增加实验复杂性与成本，并在某些细胞类型

或模型中因辅因子摄取或代谢受限而影响其普适

性 [2]。化学遗传标签系统具有高特异性和灵活性，

不依赖细胞代谢，因此适用于多种细胞和组织。然

而，该方法的共标记过程不可逆，若需要重新标记

目标分子，需要换荧光团或进行额外的标记步骤，

从而降低了探针的可重用性[2]。生物发光工具由于

背景荧光干扰低且灵敏度高，非常适合体内研究。

然而，其依赖底物进行反应，实验复杂性较高，且

信号持续时间短，时空分辨率有限，因此不适合实

时动态监测或长期跟踪实验[3]。 
相比之下，荧光蛋白因其具有非入侵性、对生

理过程干扰最小、能够在细胞或细胞器中特异性表

达、生物相容性高且易于遗传编码等优势，得到了

广泛应用。不同荧光蛋白在理化性质方面存在差异，

包括光谱范围、颜色、亮度、发色团成熟时间、pH
稳定性及聚集倾向等[1]。基于荧光蛋白多样的理化

性质，研究者能够设计出满足不同需求的荧光生物

探针，用于研究蛋白质定位、信号通路动态监测等

多种生物学问题。本文将重点探讨基于荧光蛋白理 

化特性设计荧光生物探针的策略，并系统总结其在

生物学研究中的典型应用，为进一步开发新型探针

提供借鉴与参考。 

1  利用单一荧光蛋白的空间信息构建荧

光探针 

单一荧光蛋白通过简单的遗传编码，被广泛应

用于研究目标分子的表达、定位及动态变化。常见

方法包括：利用荧光蛋白基因作为报告基因，反映

目标基因的转录水平；或通过将荧光蛋白与目标蛋

白串联构建融合蛋白，直接观察目标蛋白在细胞中

的精确定位。 
除了蛋白质分子的研究，荧光生物探针的应用

还扩展到其他重要的细胞信号分子。例如，脂类信

号分子(如磷酸肌醇(phosphatidylinositol, PI)及其衍

生物磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸(PtdIns(4,5)P2)和磷脂酰

肌醇-3,4,5-三磷酸(PtdIns(3,4,5)P3))等，也能通过荧

光生物探针进行研究。尽管这些分子含量极低，仅

占细胞总磷脂的 1%[4,5]，它们在膜性细胞器的动态

调控及细胞生长、增殖、凋亡和极性等过程中发挥

着重要作用[6]。由于 PI 本身无法直接与荧光蛋白结

合，研究人员利用其特异性结合某些蛋白结构域的

特点，将荧光蛋白与这些特异结构域融合，开发了

用于监测 PI 的荧光探针。例如，PtdIns(4,5)P2 和

PtdIns(3,4,5)P3 分别与 PLCδ1 和 BTK 的 PH 结构域

结合，将荧光蛋白与这些结构域融合后，可用于实

时监测 PI 的分布及动态变化(图 1A)[7,8]。类似策略

还被用于开发其他脂类分子的探针，例如磷脂酰丝

氨酸 (phosphatidylserine, PS)和磷脂酸 (phosphatidic 
acid, PA)[9,10]。 

此外，该策略还可用于设计通过定位变化监测

酶活性的探针。例如，研究人员将激酶底物识别序

列与核定位信号(nuclear localization signal, NLS)和
核输出信号(nuclear export signal, NES)融合，再进一

步与荧光蛋白融合。当底物被磷酸化时，NLS 的活

性被抑制而 NES 的活性增强，导致荧光探针从细胞

核转移至细胞质。通过细胞质与细胞核中荧光信号

的动态变化，可分析激酶的活性(图 1B)[11]。另一种

新颖方法是利用液-液相分离现象设计探针来检测 
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图 1  利用单一荧光蛋白的空间信息构建的生物探针示例 
Fig. 1  Examples of biosensors constructed using the spatial information of a single fluorescent protein 
A：PtdIns(3,4,5)P3 荧光探针动态变化示意图。在细胞膜上，PI3K 催化 PtdIns(4,5)P2 生成 PtdIns(3,4,5)P3，PTEN 可拮抗这一过程。通

过设计能特异结合 PtdIns(3,4,5)P3 的荧光探针，可以实时监测其动态变化。B：指示激酶活性的荧光探针示意图。激酶底物序列由底

物识别基序、NLS、NES 和荧光蛋白组成。NLS 和 NES 上带有激酶磷酸化位点(如 T 位点)，当激酶介导底物磷酸化时，会抑制 NLS
的活性并激活 NES 的功能，导致荧光探针从细胞核转移至细胞质。通过观察荧光信号的空间分布变化，可评估激酶的活性。C：基

于液-液相分离的荧光探针响应分子事件的示意图。通过将荧光蛋白与响应分子事件的蛋白或多肽标记融合，再与具有液-液相分离能

力的分子融合构建探针。当目标分子事件发生时，响应分子间相互作用会促成液-液相分离，形成含有强荧光信号的液滴。通过观察

液滴的出现及分布，可实现对分子事件的灵敏检测。 

 
酶活。例如，研究人员将 EGFP 分别与激酶底物及

其相互作用蛋白融合，并连接到能形成液-液相分离

的不同分子上。通过观察强荧光液滴的出现，可判

断酶活[12]。类似策略还被用于检测小分子诱导的弱

相互作用，通过液-液相分离现象放大信号，实现更

灵敏的检测(图 1C)[13]。 
在使用单一荧光蛋白构建融合蛋白时，需要注

意不能影响目标蛋白的原始定位及功能[14]。为准确

监测目标分子的分布，应优先选择单体形式的荧光

蛋白。多聚体荧光蛋白(如二聚体的 StayGold)可能因

聚集倾向导致目标蛋白错误定位或异常聚集[15,16]。

因此，在设计探针时，应谨慎选择荧光蛋白的类型

及其融合方式，以确保研究结果的可靠性。 

2  利用荧光时钟设计探针 

荧光蛋白的发色团在翻译后需经历一个自催化

成熟过程，通过内部化学反应从非荧光的初始状态

转变为具有荧光的结构[17]。一些经过基因编辑的荧

光蛋白在成熟过程中会呈现时间依赖性的颜色变化，

被称为荧光时钟(fluorescent timer, FT) (图 2A)。荧光

时钟可用于追踪目标蛋白的动态变化、监测细胞老

化程度以及解析其他时间相关的生物过程[18]。 
首个荧光时钟是通过在 DsRed中引入 V105A和

S197T 突变开发的变体 DsRed-E5。其中，S197T 突

变类似于 GFP 中的 T203，直接接触发色团，使

DsRed-E5 在成熟前表现为绿色中间态[18]。然而，

DsRed-E5 的四聚体特性可能导致目标蛋白聚集，从

而干扰其正确定位和功能。为克服这一局限性，后

续研究开发了单体形式的荧光时钟。例如，通过在

mCherry 中引入 K69R、L84W 和 M18V/L 突变，得

到可随着时间推移从蓝色转变为红色的突变体。此

外，通过进一步引入 A224S 或 A179V 突变，可调控

发色团成熟速率，生成快速、中速和慢速的荧光时

钟。在这些荧光时钟中，蓝色荧光的峰值分别出现

在 0.25 h、1.2 h 和 9.8 h，而红色荧光的半峰值则分

别为 7.1 h、3.9 h 和 28 h。除了上述改良版本，还开

发了其他荧光时钟变体，如 mRubyFT、TagFT 和 
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图 2  利用 FT、pH 敏感荧光蛋白、cpFP 和 BiFC 设计生物探针的示意图 
Fig. 2  Schematic diagrams of designing biosensors using FT, pH-sensitive fluorescent protein, cpFP, and BiFC 
A：荧光时钟随时间变化的示意图。B：基于 pH 敏感荧光蛋白设计的探针示意图。通过将 pH 敏感的 GFP 与 pH 不敏感的 mRFP 串联

并融合 LC3 构建探针，用于监测自噬过程。当自噬体成熟时，其内部 pH 降低，导致 GFP 荧光强度下降，而 mRFP 的荧光强度保持

不变，从而反映自噬过程的动态变化。C：基于 cpFP 设计探针的示意图。目标信号分子诱导探针构象发生变化，从而增强 cpFP 的荧

光强度，实现对目标分子活动的灵敏监测。D：基于 cpFP 设计的检测 GPCR 激活的探针示意图。GPCR 激活后发生构象改变，驱动 cpFP
的荧光强度增加，指示 GPCR 信号的激活状态。E：基于 BiFC 设计探针的示意图。当目标蛋白发生寡聚化后，分离的 BiFC 片段(如
VN 和 VC)通过复合重构，生成可检测的荧光信号，用于监测蛋白相互作用或寡聚化过程。F：基于 TriFC 设计探针的示意图。FP 10
和 FP 11 单独时无法与 FP 1~9 重组。当 FP 10 和 FP 11 分别与目标蛋白融合后，通过目标蛋白的相互作用使它们相邻，随后与 FP 1~9
结合，重构完整的荧光蛋白并产生荧光信号，从而实现对目标蛋白相互作用的检测。 

 
mTagFT。这些变体的发色团也表现出由蓝色向红

色的转变，但在亮度和成熟时间上存在差异 [19,20]。

另一个荧光时钟 mK-GO，则展示了在成熟过程中

从绿色到橙色的颜色变化[21]。这些多样化的荧光时

钟为研究与时间相关的生物学过程提供了强有力

的工具。 
荧光时钟已被广泛应用于研究蛋白质、细胞器

和细胞的老化及动力学。例如，研究者将 FT 与多泡

体内的泛素样蛋白 3 (ubiquitin-like 3, UBL3)融合，

用于追踪 UBL3 在细胞内的动态变化 [22]；利用

mK-GO 标记神经肽 Y 或组织型纤溶酶原激活剂，探

索囊泡外排过程与其老化程度的关联[21]；采用中速

FT 检测溶酶体相关膜蛋白 LAMP2A 的老化情况[23]；

以 及 将 DsRed-E5 与 胰 岛 素 分 泌 颗 粒 膜 蛋 白

Syncollin 融合，研究在葡萄糖刺激下胰岛 β 细胞优

先分泌新合成的胰岛素颗粒的机制[24]。近年来，FT
被进一步应用于小鼠模型中，通过区分不同细胞周

期动力学的细胞研究其功能异质性[25]；并用于解析

T 细胞的转录时间动态以及抗原受体信号的调控过

程[25,26]。 
除了单一的 FT，通过串联具有不同成熟动力学

和光谱特性的荧光蛋白，还可以形成串联荧光蛋白

时钟(tandem fluorescent protein timer, tFT)。例如，

将几分钟内即可快速成熟的 sfGFP 与成熟半衰期为

40 min 的 mCherry 串联，通过红色/绿色荧光比值分

析目标蛋白的老化程度[27]。tFP 还被广泛应用于酵

母模型中，用于研究全基因组范围内蛋白质周转速

率的调控因子[28]。综上所述，基于 FT 开发的荧光

生物探针为研究蛋白质、细胞器和细胞的动力学及

衰老提供了强有力的工具。通过结合不同类型和组
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合的 FT，研究者能够更精确地解析复杂生物过程的

时间动态和功能机制。 

3  利用 pH 敏感荧光蛋白设计探针 

野生型 GFP 的激发光谱呈现 395 nm 和 475 nm
的双峰，分别对应发色团中 Tyr66 的质子化和去质

子化状态[29]。尽管 GFP 的关键残基能够与环境进行

质子交换，但其激发光谱在 pH 5.5~10.0 范围内保持

稳定，表明质子化-去质子化反应受到限制。通过氨

基酸突变改造其构象，可赋予 GFP 对 pH 的敏感性。 
研究者通过改变 GFP 中 Tyr66 质子中继网络的

氨基酸 (如 S202H、E132D 和 S147E 等 )开发了

pHluorin，这是一种对 pH 敏感的荧光蛋白。在

pH 5.5~7.0 范围内，pHluorin 在 475 nm 与 395 nm 处

的激发峰比值随 pH 增加而减小。进一步突变得到

ecliptic pHluorin，其在 475 nm 的激发峰强度随 pH
值降低而逐渐减弱，并在 pH 低于 6.0 时完全消失[30]。

通过在 ecliptic pHluorin 中引入 F64L 和 S65T 突变，

生成了亮度更高的 superecliptic pHluorin (SEP)，其

在生理 pH 范围内的荧光强度变化可达 50 倍[31]。此

外，还开发了多种颜色的 pH 敏感荧光蛋白，例如红

色荧光蛋白 pHTomato (来源于 mRFP 和 mStrawberry
的 改 造 )[32] 、 橙 色 荧 光 蛋 白 pHoran4 ( 改 造 自

mOrange)[33]，以及蓝色和青色荧光变体 SypHer 和

ECFP 等[34]。 
由于不同细胞器和亚细胞区室(如细胞质、线粒

体、ER、高尔基体和溶酶体等)具有不同的 pH 值，

pH 敏感荧光蛋白可用于指示这些区域的 pH 状态，

以评估细胞器健康并探究调控 pH异常的分子机制[34]。

此外，pH 敏感荧光蛋白在研究突触传递、外泌体释

放和自噬等动态过程中具有广泛应用。例如，将 pH
敏感荧光蛋白与突触囊泡蛋白融合，突触囊泡内的

酸性环境会导致荧光猝灭。当囊泡释放并与质膜融

合后，荧光蛋白暴露于中性的细胞外环境中，荧光

随之恢复，基于这一特性，可实现胞吐、胞吞及融

合过程的可视化[35~38]。外泌体的生命周期(包括多泡

体运输、与细胞膜融合释放外泌体，外泌体摄取及

内体酸化过程)同样可通过 pH 敏感探针研究。例如，

将外泌体标志蛋白 CD63 与 pHluorin 及其变体融合，

已被应用于 3D 细胞培养、原代神经元和体内系统研

究中[39,40]。 
在自噬过程中，自噬体与溶酶体的融合会导致

内部 pH 值下降并激活货物蛋白的降解[41]。将 pH 敏

感荧光蛋白与自噬体标志蛋白微管相关蛋白 1 轻链

3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3)
融合，可以通过荧光变化推测自噬进程[42~45]。例如，

串联的 pH 敏感 GFP 与 pH 稳定的 mRFP 标记 LC3，
通过检测红绿荧光的比值，推测自噬囊泡内 pH 变化

(图 2B)[46]。类似的，mCherry-GFP 串联标记也被用

于小鼠模型中量化线粒体自噬水平[47]。 
pH 敏感的荧光蛋白还可应用于药物筛选。例如，

将离子型谷氨酸受体 AMPAR 亚基 GluA1 与 SEP 或

SpHuji 融合，表达在哺乳动物神经元细胞中，用于

监测不同药物处理后荧光信号的变化。这为精神疾

病药物的筛选提供了工具[48]。 
综上所述，通过特定突变和光谱特性优化的 pH

敏感荧光蛋白，为研究细胞内 pH 动态变化及其调控

机制提供了高分辨率工具。这些探针在细胞器功能、

突触传递、自噬机制、外泌体生物学及药物筛选等

研究领域具有广泛应用，展现出重要的科研和医学

价值。 

4  利用循环重排荧光蛋白设计探针 

荧光蛋白在成熟折叠后，其 N 末端和 C 末端通

常位于同一方向，通过引入一段连接序列将两端连

接，并在靠近发色团的区域截断以生成新的末端，

这种改造后的荧光蛋白被称为循环重排荧光蛋白

(circularly permuted FP, cpFP)[49]。由于 cpFP 在发色

团附近的结构较为松散，保护力有限，其荧光强度

通常较低。然而，这一特性使 cpFP 对构象变化异常

敏感，适合用于检测蛋白质构象变化。当 cpFP 的两

个新末端与传感结构域融合后，传感结构域接收到

特定信号时发生构象变化，从而引发 cpFP 的构象重

排，导致荧光强度增强或减弱。通过监测荧光变化，

可以探测目标信号的动态变化(图 2C)。研究人员可

以根据研究需求选择合适的截断位置，以优化 cpFP
在构象重排后的荧光响应效果。 

Ca2+探针 GCaMP 是首个基于 cpFP 原理设计的
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探针，用于检测细胞内 Ca2+水平。它是通过将 cpGFP
的新末端分别与钙调蛋白(calmodulin, CaM)及其互

作蛋白 M13 融合而来，当 Ca2+与 CaM 结合后，CaM
与 M13 发生互作，引发 cpGFP 的构象重排，从而显

著增强荧光强度[50,51]。除 Ca2+探针外，基于 cpFP 已

开发出多种化学信号、代谢物和神经信号的探针，

包括离子探针如钙离子、锌离子、汞离子等[1]；代

谢物探针如氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotina-
mide adenine dinucleotide (oxidized form), NAD+)[52]、

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide adenine 
dinucleotide (reduced form), NADH)[53]、环状腺苷二

磷酸(cyclic adenosine diphosphate, cAMP)[54~56]、三磷

酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)[57,58]、乙酰辅酶

A[59]、乳酸探针[60,61]等；氧化还原信号探针如 H2O2

探针[62,63]；氨基酸探针如支链氨基酸(BCAA)包括亮

氨酸-异亮氨酸-缬氨酸探针[64]等；神经肽探针如食

欲素探针[65]；以及神经递质探针如谷氨酸、γ-氨基

丁酸(gamma-aminobutyric acid, GABA)和五羟色胺

等[66~68]。 
cpFP 不仅适用于细胞内信号监测，还可锚定在

细胞膜上，用于检测膜电位和机械力。例如，基

于 cpFP 开发的加速动作电位探针(accelerated sensor 
of action potentials, ASAP)[69,70]，可通过荧光信号实

时可视化活体神经元及动物中的膜电位动态[71]。此

外，通过结合机械力敏感通道蛋白的设计，cpFP 探

针还能用于研究细胞质膜张力的变化[72]。 
此外，cpFP 被广泛用于设计神经递质受体探针，

如 G 蛋白偶联受体 (G protein-coupled receptors, 
GPCR)[73]。这一策略通过将 cpFP 插入 GPCR 的胞内

环区域，当神经递质与受体结合后，受体发生构象

变化，引发 cpFP 的荧光变化，从而实现实时信号检

测。例如，多巴胺受体探针是首个基于 cpFP 开发的

神经递质受体探针，通过将 cpGFP 插入多巴胺受体

的胞内环 3 (intracellular loop 3, ICL3)中，当多巴胺

与受体结合时 ICL3 发生构象变化，从而增强 cpGFP
的荧光亮度(图 2D)[74,75]。类似方法已用于开发多种

神经递质受体探针，包括乙酰胆碱受体[76]、去甲肾

上腺素受体[77]、腺苷受体[78]及五羟色胺受体[79]等。

此外，基于 cpFP 还开发了胰高血糖素样肽-1-受体探

针 GLPLight1，用于研究司美格鲁肽激活受体的动

力学过程，为肥胖药物的开发提供了新思路[80]。 

循环重排荧光蛋白通过灵活的结构改造和功能

优化，为信号传递、生物化学反应和神经递质研究

提供了强有力的工具。cpFP 探针的应用范围广泛，

从小分子、离子检测到神经递质受体活性的实时监

测，其在膜电位、机械力等动态信号检测中也展现

了巨大潜力。随着技术的不断发展，cpFP 在基础研

究中的价值将进一步扩大，为解决复杂的生物学问

题提供新的思路和手段。 

5  利用双分子荧光互补原理设计探针 

荧光蛋白的发色团成熟过程具有相似的自催化

机制。以 GFP 为例，天然 GFP 由 238 个氨基酸组成，

其结构包括 4 个 α-螺旋和 11 个反向平行的 β-折叠片

段，这些 β-折叠通过短环连接，形成圆柱状的桶状

结构。发色团三肽 SYG (氨基酸 65~67)位于 β 折叠

桶的中央，蛋白质折叠完成后，经过自催化成熟过

程，发色团转变为功能性的荧光发色团，从而赋予

蛋白质荧光特性。β-折叠桶为发色团的成熟提供了

保护环境[81]。当 GFP 被分割为两个片段，例如 7 条

和 4 条 β 链时，破坏了 β-折叠桶结构，这两个片段

单独不发荧光，也无法自行重组。然而，当这两个

片段足够接近时，它们能够完全重组并恢复荧光，

这种现象被称为双分子荧光互补(bimolecular fluore-
scence complementation, BiFC)[82]。基于这一原理，

研究人员可以设计探针用于检测蛋白质间相互作用

(图 2E)。 
最早的 BiFC 探针系统基于黄色荧光蛋白

Venus，设计将其在第 154 位氨基酸处切割成 N 端

片段(VN154)和 C 端片段(VC155)[83]。随后，基于青

色荧光蛋白 Cerulean[84]，以及红色荧光蛋白如

mRFP、mCherry 和 mKate 等的 BiFC 探针系统也相

继被开发[85~87]。这些探针广泛用于指示蛋白质-蛋白

质相互作用。例如，将 VN154 和 VC155 分别与目

标蛋白 Fos 的 bZIP 结构域和 Jun 融合后，可以在活

细胞中观察到二者的相互作用[83]。 
BiFC 探针在研究蛋白质聚集相关疾病中得到

了广泛应用。以帕金森病为例，帕金森病的病理特

征之一是 α-突触核蛋白的异常聚集，形成路易小体[88]。

通过将 Venus 的 N 端和 C 端分别与 α-突触核蛋白融

合，研究人员能够通过荧光信号追踪蛋白聚集的动
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态过程，从而监测帕金森病的进程[89,90]。在阿尔茨

海默症的研究中，tau 蛋白的聚集是该疾病的重要病

理特征，BiFC 探针已被用于细胞和小鼠模型中，用

于观察 tau 蛋白聚集的过程，为阿尔茨海默症的机制

研究提供了新工具[91,92]。 
有研究发现，将 FP 分割为 1~10 条 β 链和第 11

条 β 链时，二者会自发重组。自发重组的 BiFC 探针

通常用于监测蛋白质的表达、溶解度、定位或细胞

运输。为了减轻目标蛋白的负担，可以将 FP 11 而

非整个 FP 连接到目标蛋白上，剩余的 FP 1~10 片段

单独表达，这样它将与标记了 FP 11 的目标蛋白重

组产生荧光，从而在活细胞中可视化目标蛋白[93]。

此外，也有研究将由 E5 和 K5 组成的异二聚体卷曲

螺旋连在 FP 1~10 和 FP 11 上，并将蛋白酶切割序列

加入其中，通过蛋白酶的作用释放 FP 1~10 和 FP 11
片段，从而发出荧光，来检测蛋白酶的活性[94]。 

随后，三部分荧光互补(TriFC)系统被开发出来，

将 GFP 分割为 β 链 1~9、10 和 11 三个部分。虽然

GFP 10 和 GFP 11 本身不会自发与 GFP 1~9 重组，

但当把这两条链分别与目标蛋白融合后，通过目标

蛋白的相互作用，GFP 10 和 GFP 11 会与 GFP 1~9
发生重组并产生荧光(图 2F)。与传统的 BiFC 相比，

TriFC 显著提高了信噪比[95]，并被用于检测 GPCR
结合蛋白以及确定 GPCR 的互作区域[96]。 

除了检测两种蛋白质的互作外，BiFC 系统也被

扩展用于检测多个蛋白质相互作用。例如，在多色

BiFC 系统(mcBiFC)中，通过同时表达多个荧光蛋白

变体，可以在同一细胞环境中监测多个蛋白质间的

互作事件[97]。结合核酸结合蛋白，BiFC 还可以实现在

活体内观察 RNA 与蛋白质的相互作用[98,99]；BiFC 与

CRISPR-Cas 系 统 、 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物

(transcription activator-like effectors, TALEs)的融合，

使得 RNA 和 DNA 分子的精确可视化和标记成为可

能[100,101]。 
BiFC 在疾病诊断和药物筛选领域展现出了巨

大的应用前景。通过构建大规模的蛋白质-蛋白质互

作网络，研究人员能够筛选与特定疾病相关的关键

信号通路，并进一步研究这些通路中的潜在药物靶

点[102~105]。例如，在人类免疫缺陷病毒(HIV-1)研究

中，病毒蛋白的二聚化是其与宿主细胞相互作用的

关键步骤之一。利用基于 BiFC 开发的 Venuc 系统，

将其分别与 HIV-1 病毒蛋白 R (Vpr)融合，利用高通

量筛选小分子库，研究不同小分子对 Vpr 二聚化的

影响，从而筛选潜在的抗病毒药物，并深入分析病

毒与宿主细胞的互作机制[103]。 
基于 BiFC 原理设计的探针为研究分子相互作

用、蛋白质聚集以及药物筛选提供了灵敏且多样化

的工具。然而，BiFC 探针涉及荧光蛋白片段的自组

装以及随后的蛋白质折叠和发色团成熟过程，这一

过程是不可逆的，因此，研究蛋白质动力学的时间

信息有限。此外，为了准确检测连接在 BiFC 系统上

的目标蛋白的相互作用，需要尽量减少荧光蛋白片

段的非特异性自组装，以避免假阳性信号。因此，

未来需要进一步优化 BiFC 探针设计，并结合其他技

术以克服这些挑战。 

6  利用二聚化依赖的荧光蛋白设计探针 

某些荧光蛋白只有在二聚化后才能发出荧光，

这 类 荧 光 蛋 白 被 称 为 二 聚 化 依 赖 的 荧 光 蛋 白

(dimerization-dependent fluorescent protein, ddFP)。
ddFP 探针系统可用于检测蛋白质间的相互作用

(图 3A)。该系统由两部分组成，分别将两个荧光蛋

白单体与目标蛋白融合，其中一个荧光蛋白单体包

含发色团，称为 copy-A，另一个则不包含，称

为 copy-B。在单独存在时，copy-A 的荧光强度较弱；

然而，当两个单体形成异源二聚体时，ddFP 探针的

荧光强度会显著增强[106]。因此，通过分析荧光强度

的变化，可以有效监测目标蛋白的相互作用。 
第一个 ddFP 探针系统是基于红色荧光蛋白

dTomato 开发的[106]。此后，研究人员又开发了绿色

和黄色的 ddFP 探针系统[107]。ddFP 探针在研究膜接

触位点的动态变化方面表现出色，如脂滴和线粒体。

当 ddFP 浓度较高时，Contact-FP 可驱动膜接触位点

的形成；而在低浓度下，系统能够实现内源性脂滴-
线粒体膜接触位点的可视化[108]。此外，ddFP 系统

还被用于研究完整的突触结构。通过将 ddFP 与突触

黏附分子结合，研究人员能够追踪突触结构的动态

变化[109]。值得注意的是，ddFP 探针系统还被巧妙

地应用于脂质代谢研究。研究者们通过将 ddFP 与脂

质转移蛋白 GRAMD1b 结合开发了胆固醇探针，为研

究胆固醇的分布及调控机制提供了新的创新工具[110]。 
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图 3  利用 ddFP、FRET、光激活、光转换、光开关荧光蛋白设计生物探针的示意图 
Fig. 3  Schematic diagrams of designing biosensors using ddFP, FRET, photoactivatable, photoconvertible, and 
photoswitchable FPs 
A：ddFP 原理示意图。B：基于 ddFP 与荧光蛋白交换策略设计的 Caspase-3 荧光探针示意图。Caspase 切割底物导致荧光探针由细胞

质转移到细胞核，以及荧光颜色由红色变为绿色。C：分子间 FRET 原理示意图。D：分子内 FRET 原理示意图。E：光激活、光转换、

光开关荧光蛋白示意图。 
 

由于不同颜色的 ddFP 探针系统中的 copy-A 会

竞争性地结合相同的 copy-B，研究人员提出了荧光

蛋白交换(fluorescent protein exchange, FPX)策略。

FPX 策略使得 ddFP 探针能够通过探针颜色变化来

显示蛋白质的活性。例如，基于 FPX 策略设计的分

子间 Caspase-3 探针由两部分组成：第一部分包括具

有 出 核 信 号 肽 的 红 色 荧 光 蛋 白 单 体 RA (red 
copy-A)-NES 和具有入核定位肽的 copy-B-NLS，它

们通过 Caspase-3 底物序列 DEVD 连接；第二部分

是含有入核信号的绿色荧光蛋白单体 GA (green 
copy-A)-NLS。在正常条件下，RA 和 copy-B 异源二

聚体在细胞质中发出红色荧光。当 Caspase-3 激活

后，Caspase-3 会切割 DEVD 序列，导致 RA-NES
与 copy-B-NLS 分离。释放的 copy-B-NLS 进入细胞

核，并与 GA-NLS 结合，发出绿色荧光(图 3B)。这

种基于 FPX 策略实现的亚细胞荧光颜色变化可用于

实时检测 Caspase-3 的活性。利用 FPX 策略，研究

人员还设计了分子内 Caspase-3 生物探针和分子内

Ca2+探针。值得注意的是，由于不同颜色的 copy-A
对 copy-B 的亲和力不同，在使用多色 ddFP 系统进行

定量分析时，需要特别注意避免颜色之间的干扰[111]。 

由于每个 ddFP 探针系统仅使用一种颜色的荧

光蛋白，ddFP 系统可以与其他颜色的荧光探针系统

结合使用，进而在单个细胞中同时监测多个信号事

件。这种多色 ddFP 系统为研究蛋白质-蛋白质相互

作用、细胞内信号转导以及其他分子事件提供了强

大的工具。 

7  利用荧光共振能量转移原理设计荧光

探针 

不同荧光蛋白各自具有独特的激发光谱与发射

光谱。当一种荧光蛋白的发射光谱与另一种荧光蛋

白的激发光谱重叠且两者之间的距离小于 10 nm 时，

会发生一种非辐射能量转移现象，称为荧光共振能

量 转 移 (fluorescence resonance energy transfer, 
FRET)[112]。由于许多细胞信号依赖分子间的近距离

相互作用，基于 FRET 原理设计的荧光探针广泛用于

检测这些分子间相互作用和研究分子间距离的动态变

化[113,114]。 
FRET 探针通常将供体荧光蛋白与一个目标蛋

白融合表达，受体荧光蛋白与另一个目标蛋白融合
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表达。当两个目标蛋白相互作用时，供体和受体之

间的距离接近，产生 FRET 信号(图 3C)。然而，由

于融合蛋白表达水平和亚细胞定位的差异，以及与

内源性蛋白的潜在相互作用，FRET 检测可能受到干

扰。为了克服这些问题，可将供体和受体荧光蛋白设

计在同一分子内，将分子间相互作用转化为分子内相

互作用，以消除表达和定位差异的影响(图 3D)[115,116]。 
分子内 FRET 探针可以通过在供体与受体荧光

蛋白之间插入蛋白酶的底物序列，构建酶活性探针。

当目标蛋白酶切割底物时，供体和受体荧光蛋白分

离，导致 FRET 信号减弱。基于这一策略开发的探

针包括检测 Caspase-3/7 (DEVD)、Caspase-8 (IETD)
和 Caspase-9 (LEHD)活性的 FRET 探针[117~119]。由于

底物切割过程是不可逆的，FRET 信号变化也具有不

可逆性。 
分子内 FRET 探针还可通过监测供体与受体之

间的距离变化，以探测配体结合、磷酸化修饰、GTP
水解等分子事件[120]。例如，通过在供体和受体荧光

蛋白之间插入弹性连接肽，可构建分子张力探针，

用于检测蛋白力学状态。当目标蛋白承受张力变化

时，供体和受体间的距离发生改变，FRET 信号随之

变化[121]。例如，将供体和受体分别连接在黏着斑蛋

白 Vinculin 的头部和尾部，发现细胞迁移过程中

FRET信号降低，表明 Vinculin承受的张力增加[122]。

FRET 探针还被用于监测分子和细胞器的拥挤程度。

例如，利用 FRET 信号变化指示细胞质或细胞器中

分子的空间分布及动态行为，为研究细胞内物质运

输和细胞器健康状态提供了工具[123,124]。 
为了使供体和受体荧光蛋白之间有效发生

FRET，需要注意以下几点：供体的发射光谱应与受

体的激发光谱高度重叠[125]；供体和受体之间的距离

应小于 10 nm，并且相对方向要适合能量转移；选

择高量子产率 (quantum yield, QY)和高消光系数

(extinction coefficient, EC)的荧光蛋白，以提高 FRET
效率和光稳定性[126]。 

一些荧光蛋白具有较大的斯托克斯位移(stokes 
shift, LSS)，即激发光谱和发射光谱之间的间隔较

大 [127]。结合这种 LSS 的荧光蛋白与传统 FRET 探

针，可以实现多色 FRET 检测，用于同时监测多个

分子事件。例如，通过联合使用 LSSmOrange-mKate2
和 CFP-YFP 对，可以在单个实验中同时监测细胞内

Caspase-3 活性和 Ca2+浓度。在该实验中，两个供体

CFP 和 LSSmOrange 均在 440 nm 处被激发，而两个

受体 YFP 和 mKate2 的发射波长分别为 530 nm 和

630 nm。通过分别检测这两个波长的信号，成功实

现了对两种分子事件的同时检测[128]。 

8  光激活、光转换和光开关荧光蛋白 

在光照射下，一些荧光蛋白的发色团会发生重

排或异构化，从而表现出特殊的光学性质[129]。这些

性质包括从非荧光状态变为荧光状态(光激活)[130]、

改变荧光颜色(光转换)[131]，或在特定波长光照下可

逆地开启和关闭荧光(光开关) (图 3E)[132]。这些具有

特殊功能的荧光蛋白为细胞过程的精细研究提供了

强大工具，并能与现有探针技术结合，拓宽其应用

场景。 

8.1  光激活荧光蛋白 

光激活荧光蛋白可通过特定波长光照局部激活

荧光信号，在动态追踪实验中展现出显著优势。例

如，光激活 GFP (photoactivatable GFP, PA-GFP)在蓝

光照射下，其绿色荧光强度可增强至原来的 100 倍[130]。

此外，还开发了光激活的 BFP 以及近红外荧光蛋白

PAiRFP1 和 PAiRFP2[133,134]。 
光激活荧光蛋白的典型应用包括：通过将

PA-GFP 与溶酶体相关膜蛋白 2 (LAMP2)融合，并在

细胞核附近进行光激活，研究溶酶体之间的膜交换

率[130]。此外，光激活荧光蛋白也被用于动态追踪轴

突内的运输过程[135,136]；结合 CRISPRi 系统，通过

光激活荧光蛋白标记已编辑细胞，从而区分编辑与

未编辑的细胞[137]。光激活荧光蛋白最重要的应用是

直接推动了基于单分子定位重构的超分辨显微镜技

术 (fluorescence photoactivation-localization micros-
copy, fPALM)，在超高分辨率下提供目标蛋白的精

准分布信息[138,139]。 

8.2  光转换荧光蛋白 

光转换荧光蛋白通过光照改变荧光颜色，例如

mEos 家族蛋白可以通过光照由绿色转变为红色。

mEos 家族包括 mEos2、mEos3.2、mEosBrite 和

mEos4b 等变体，每种变体具有不同的特点。其中，
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mEos2 能够在紫外光照射下迅速转换至红光荧光，

具有较高的转换效率，但在长时间使用中容易发生

光漂白，因此适用于对光转换效率要求较高的短时

间成像实验；mEos3.2 相较于 mEos2 具有更高的光

转换效率和光稳定性，尽管光转换速度稍慢，但适

用于超分辨率成像[140]；mEosBrite 拥有极高的荧光

亮度和较快的光转换速度，适用于单分子成像和超

分辨率显微镜技术[141]；mEos4b 具有较好的光转换

效率和亮度，光漂白较少，适用于长时间的成像实

验，但光转换速度相对较慢[142]。不同类型的 mEos
蛋白为研究者提供了多种选择，根据实验需要可以

选择最合适的变体。除了 mEos 家族蛋白之外，还

有其他颜色的光转换蛋白，例如由细菌光敏色素改

造的 miRFP，能在光照射下由近红外光转换为远红

光[131,143]。通过将光转换荧光蛋白与目标蛋白融合，

研究者可以利用局部光照改变目标蛋白的颜色，从

而实现双重颜色标记，这种特性被广泛应用于研究

蛋白质和细胞器动态行为、细胞迁移、胚胎发育等

过程[144~146]。 
光转换荧光蛋白还可以与循环重排荧光蛋白

(cpFP)技术结合使用。例如：Ca2+探针 CaMPARI 的

设计，由 cp-mEos 与 Ca2+传感结构域(CaM 和 M13)
组成。当 Ca2+与 Ca2+传感结构域结合时，cp-mEos
发出绿色荧光；在蓝光照射下，CaMPARI 的荧光从

绿色转换为红色。将 CaMPARI 表达于活体动物的神

经元中，通过分析蓝光照射下红色荧光的分布，可

追踪不同刺激条件下 Ca2+水平升高的神经元[147]。 

8.3  光开关荧光蛋白 

光开关荧光蛋白在特定波长光照下可逆地开启

和关闭荧光。例如，Dronpa 在 405 nm 光照射下激

发荧光，在 488 nm 的光照射下关闭荧光[132]。这种

特性使光开关荧光蛋白广泛应用于高分辨率成像和

动态研究领域。 
光开关荧光蛋白的典型应用包括：结合 BiFC 原

理，研究蛋白质相互作用，通过光开关荧光蛋白构建

的随机光学波动成像系统，可用于超分辨率成像[148]。

例如，将 Dronpa 两个组分分别与钙调节蛋白(stromal 
interaction molecule 1, STIM1)和钙通道蛋白(ORAI 
calcium release-activated calcium modulator 1, ORAI1)
融合，当 STIM1 与 ORAI1 相互作用时，Dronpa 发

出绿色荧光，通过光开关实现高精度的空间信息解

析。利用光开关荧光蛋白和 BiFC 技术，可以在超分

辨率尺度上研究蛋白质互作及其时空动态变化。 

9  结语与展望 

本文系统总结了多种基于荧光蛋白的理化性质

和分子生化方法的生物荧光探针设计策略。具体而

言，这些策略包括：直接应用荧光蛋白空间定位分

析；基于荧光蛋白发色团的成熟速度或 pH 敏感性进

行设计；通过循环重排荧光蛋白、分裂荧光蛋白重

构、ddFP 以及 FRET 等技术构建探针；以及利用光

激活、光转换或光开关荧光蛋白设计动态探针。根

据待监测的分子事件类型，可以选择最适合的设计

策略，并结合不同的荧光蛋白与设计方案，以开发

满足特定研究需求的生物探针。 
近年来，人工智能(artificial intelligence, AI)技术

的快速发展为荧光蛋白的优化和创新提供了前所未

有的机遇。深度学习工具如 DeepSeek 和 AlphaFold3
在荧光蛋白的结构预测和功能优化方面展现出巨大

潜力。DeepSeek 能够基于已有荧光蛋白的结构数据，

预测其荧光性能，从而在设计阶段筛选出高效荧光

蛋白，并实现定制化优化。目前已有研究者利用

DeepSeek 预测和筛选激发态质子转移(excited-state 
intramolecular proton transfer, ESIPT)荧光分子，推动

新型荧光探针的开发[149]。AlphaFold3 则能够准确预

测蛋白质、DNA、RNA 及配体等生物分子的结构及

其相互作用，助力开发更高灵敏度和特异性的荧光

蛋白探针。结合扩散模型和生成对抗网络(generative 
adversarial networks, GAN)，研究者甚至可以从头设

计全新的荧光蛋白结构，进一步提升其光学性能和

稳定性[150]。AI 技术的引入为荧光探针的智能优化

和个性化设计提供了新思路。除了基于荧光蛋白的

探针设计，荧光小分子和新型荧光探针近年来也在

生物成像、分子诊断及药物研究等领域受到广泛关

注[151~153]。荧光小分子探针包括荧光染料(如罗丹明、

BODIPY)，可用于蛋白质和核酸标记[154]；荧光小分

子与 RNA 适配体结合用于标记 RNA[155]；金属配合 
物，能与特定的金属离子结合并发出荧光，适用于

金属离子检测和电化学发光分析[156]；半导体量子点，

具备优异的光稳定性和窄带宽发射特性，适用于多
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色成像和长期监测[157]。它们在灵活性、靶向性和检

测精度等方面具有独特优势。新型荧光探针例如基

于 寡 核 苷 酸 适 配 体 (aptamers) 设 计 的 荧 光 探 针

Aptamer[158,159]，其结合了 aptamers 的高特异性和荧

光分子的显著信号增强作用，在检测小分子、蛋白

质、病毒、细胞表面受体等生物标志物的识别中展

现出独特优势，在生物标志物检测、病毒识别及临

床诊断中展现出广阔应用前景。 
未来的研究可以将荧光蛋白探针与新型探针以

及化学遗传标签系统等技术联合使用，进一步拓宽

荧光生物探针的应用范围[160,161]。这些探针的设计与

优化，不仅为解析细胞过程中的动态机制提供了新

工具，也为生命科学的深入探索提供了有力支持。

随着技术的不断进步，未来的荧光探针将具备更高

的灵敏度、更广泛的适用性及更精细的时空分辨能

力，进一步推动细胞生物学、分子生物学及精准医

学等领域的发展。 
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