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橙色荧光蛋白

———绿色荧光蛋白 F;G<> 的改造

罗文新 陈 敏 程 通 管宝全 李少伟 李少菁 张 军 夏宁邵"

（厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，厦门 %3!$$:）

摘 要 最近报道了从大型多管水母中分离出新的 1-3 基因。经大肠杆菌表达并纯化出的绿色荧光蛋白（F;G<>）

具有 7H3-> 的激发峰和 7"3-> 的发射峰，但是只能在低温下成熟的缺点限制了它的应用。这里进一步报道 F;G<>
的 !# 种突变型。在大肠杆菌中的表达结果表明，有 H 种突变型在 %HI条件下产生高的荧光强度。在 #:、%# 和 %HI
条件下表达 3 J，F;G<>!3、F;G<>!2 和 F;G<>!" 的相对荧光强度均高于增强型绿色荧光蛋白（=F;G），而 F;G<>!3 和

F;G<>!3% 在 7#I高温表达时仍能保持高的荧光强度。这 H 种突变型中的 7 种在哺乳动物细胞中已获得良好表达。

此外，有 3 种突变型的荧光光谱红移，目前所达到的最长激发峰为 :!7->、最长发射峰为 :#:->。另外有 % 种突变型

具有包括紫外在内的两个激发峰，! 种突变型只有单一的紫外激发峰。首次报道具有橙色荧光的突变型 K;G<>，它

的激发峰为 :$"->、发射峰为 :#%->。:#%-> 属于黄绿色，但肉眼看到的蛋白为橙色。K;G<> 在高温下可得到高水

平表达且很好地成熟，但是因为低的量子产率而荧光强度相对较低。

关键词 绿色荧光蛋白，橙色荧光蛋白，突变型，荧光光谱，荧光强度

中图分类号 4H:7 文献标识码 5 文章编号 !$$$1%$3!（#$$%）$!1$$:31$2

发光水母的绿色荧光蛋白（F;G）作为良好的细

胞、发育、分子生物学的活体标记，用于监测各种体

系中的基因表达、蛋白定位以及多种细胞活动，从而

革新了细胞生物学、生物技术等多个研究领域。随

着生物信息学、定点突变、L*51@J.MM(?-C 等一系列理

论和技术的运用，荧光蛋白的家族成员不断扩 ; 大，

出现荧光光谱、量子产率、溶解性、密码子嗜性、温度

敏感性等改变的多种变异型。目前已有的具不同光

谱的代表性的突变型有 =N;G、=6;G、=F;G、=O;G，

分别呈现蓝、青、绿、黄 7 种颜色。迄今所获得突变

型的最大发 射 波 长 为 :#"->，实 际 上 为 黄 绿 色 荧

光［!］。具有不同光谱特性的 F;G 突变体的获得进

一步拓宽了 F;G 的应用范围，解决了许多单独运用

F;G 不能解决的问题。P1射线晶体学、超速光学显

微镜（Q(R/,M,@R ’SR?E,( @S9ER/’@E’S0）以及定点突变技术

的应用，较好地解析了 F;G 的生物物理特性，但是

目前的结果并不表明完全明确了绿色荧光的物理化

学基础，令人惊讶的反向光漂白等现象的发现同时

预示着新的用途［#］。更多的荧光蛋白的发现及其性

质研究将使人们更深入地走进多彩的荧光蛋白世

界，探索新的光物理化学性质，掌握结构与功能关系

的规律，更为随意地改变荧光的颜色，使名符其实的

活的色彩得到更广泛的应用。

本课题组已从大型多管水母分离出一种新的绿

色荧光蛋白基因，并已在大肠杆菌中获得高效表达。

来自大型多管水母的绿色荧光蛋白 F;G<> 与来自

维多利亚多管水母的野生型 F;G，具有 2%T3U的氨

基酸同源性，存在 %" 个氨基酸残基的差异，但是大

多数差异属于类似氨基酸残基，只有 " 个位点的氨

基酸差异完全不具有相似性［%］。这就导致两种不同

来源的 F;G 具有很多相似的荧光性质，也必然有所

差异。本论文报道对 F;G<> 进行的一系列突变研

究，试图获得具有新的荧光光谱或理化性质的荧光

蛋白。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌 !"#$%% 株购自 &’()
*+,- 公司，质粒 ./0)/1、./0)/1!23&、./23&4* 由

本室 构 建 保 存［5］，.!23&、.!63&、.!23&78、.!93&
质粒购自 :;(<=+>? 公司。

!"!"# 酶及其它生化试剂：限制酶、/5 @AB 连接酶

购自美国 &’(*+,- 公司，@AB 柱式胶回收试剂盒购

于上海华舜生物工程公司，&:" 用 /-C 酶、DA/& 购

自上海生工生物工程公司，@A-E+ F 购自大连宝生物

工程有限公司，3F/: 购自美国 &’(*+,- 公司。&:"
引物合成和 @AB 测序由上海博亚生物技术有限公

司完成。

!"# 方法

!"#"! 定点突变：将目的基因克隆至 ./0)/1 载体

并以此为模板，采用 &:" 方法对 23&4* 及其变异型

的氨基酸残基进行盒式定点突变。设计并合成 5 条

特异性引物，其中两条引物与载体上的 /1 启动子和

/1 终止子一致；另两条引物则位于目标氨基酸残基

处，上游引物为兼并引物即在其中引入核苷酸突变，

下游引物则与兼并引物的 $G端完全互补。其中 %5
位可替换的氨基酸为 3、H，%$ 位为 B、2、/、I，%% 位

为 "、J、K、:、L、6，%M 位为 H、K、N，#OP 位为 6、:、

3、J、"、H、K、L，在定点突变中将各位点单独或组合

使用。定点突变方法参见分子克隆操作指南［$］。

!"#"# 用 @AB E?QRR;S<, 方法对 23&4* 进行突变：将

!23&、!63&、23&QT、!93& 分别克隆 至 经 !"#J FU
$%&D FFF 双酶切的 ./0)/1 载体，然后各质粒与 ./0)
/123&4*、./0)/123&4*V%、./0)/123&4*VW、./0)/1)
23&4*VM 同量混合后，用 /13U/1" 引物扩增，得到 W
种基因的 @AB 混合物作为初级文库。@AB E?QRR;S<,
按 :’-*+’S 等［%］的方法进行。

!"#"$ 23&4* 突变型的筛选：突变基因库克隆至

./0)/1 载体，连接物转化 !"#$%% 菌株，挑单个菌落

于装有 P*H H9 液体培养基的试管中，P1X摇床培养

到 ’(%OO为 OYW 左右时，以 F&/2 诱导，#$X诱导 % ?
以上，用荧光全谱仪（俄罗斯 HQ*-4 公司）直接测定

菌株的荧光光谱。对荧光特征改变的菌株进行测序

及核苷酸、氨基酸序列分析。

!"#"% 23&4* 突变型的表达及纯化、荧光光谱测定

及量子产率测定按本室建立的方法进行［1］。

!"#"& 表达温度和时间对 23&4* 突变型的表达量

和荧光强度的影响：将表达质粒转化 !"#$%% 菌株，

挑单个菌落于装有 P*H H9 液培的试管中，P1X摇床

培养到 ’(%OO 为 OY# Z OYP 左右时，以 F&/2 诱导，分

别于 #$X、P#X、P1X、5#X表达 % ?，并于 P1X表达

时每隔一小时取出部分样品。将所有样品的 ’(%OO

调至 OY##$，用 3)5$OO 荧光光度计（JS=->?S）测定样品

的荧光强度（激发和发射狭缝为 $<*），然后菌体总

蛋白进行 I@I)&B2! 电泳，用 78F[-<D 进行蛋白含量

分析（78F9BA@ E(R=\-’+ R(’ \S<D(\E，8]MM），样品总蛋

量以 VOO 计。样品的相对荧光强度是以样品荧光强

度除以蛋白含量所得到的数值。

!"#"’ 23&4* 突变型在哺乳动物细胞中的表达：将

23&4*V%、 23&4*VW、 23&4*VM、 23&4*V%P、 23)
&4*VMQT、03&4* 基因片段，分别插入 !"#J FU)*+F
双酶切的真核表达载体 .>@ABPYV 中，得到的质粒

分别 用 ;S.(R+>= B^FA! 转 染 法 转 染 :J0、J+;- 和

J+.2# 细胞，#5? 后用 AS_(< @S-.?(= POO 倒置显微镜

观察细胞荧光。

!"#"( @AB 序列分析：@AB 序列分析、蛋白质序列

同源性比较用 @ABI/B" 软件。

!"#") 2+<9-<_ 登录号：23&4* B6OVPW#5，23&4*V%
B6OVPW#$，23&4*VW B6OVPW#%，23&4*VM B6OVPW#1，

23&4*V%V B35P$5#1， 23&4*V%# B35P$5#W， 23)
&4*V%P B35P$5#M， 23&4*VMVQT B35P$5PO， 23)
&4*VMQT B35P$5PV， 03&4* B35P$5P#， I?2#5
B35P$5PP。

# 结果及分析

#"! *+,-. 突变型的获得

根据已知的 23& 突变结果［V］，选择 %5)%% 位、%M
位、#OP 位作为突变氨基酸位点，其替换氨基酸的选

择亦根据已知突变结果，又由于兼并引物的引入而

增加了其它的氨基酸。经定点突变和 @AB E?QRR;S<,
突变，共获得 V# 种 23&4* 突变型，它们的荧光特征

见表 V，荧光光谱见图 V。将 V# 种突变型的表达质

粒分别转化 !"#$%% 菌株，P1X诱导 5? 后，表达的蛋

白在菌体总蛋白中的含量都在 P#‘左右，没有明显

差别（图版 F)B）。

#"!"! 高温表达下荧光强度增强的突变型：野生

型 23&4* 在低于室温表达时的折叠缓慢，V$X表达

#5 ? 以上才能看到荧光，在高温条件下表达则几乎

看不到荧光。但是多数情况下的应用要求 23&4*
在 P1X能够有高水平的表达并且折叠快速和正确。

对 23&4* 的 %5)%% 位氨基酸进行定点突变，从

约 $1OO 个单菌落中筛选出了 # 株 23&4* 突变型
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———!"#$%&’、!"#$%&(，在 )*+高温表达产生明亮

的绿色荧光。氨基酸序列分析表明，!"#$%&’ 发生

了 ",-.、/,01 突变，而 !"#$%&( 发生了 ",-.、2,(.
突变，估计第 ,( 位氨基酸的突变是由 #34 错配引

起。两组氨基酸的替换只引起了激发和发射峰的微

小移动。

!"#"! 具 有 紫 外 激 发 峰 的 突 变 型：突 变 型 !"#5
$%&(&67、!"#$%&(67、!"#5$%&’&67 具有包括紫外在

内的 8 个激发峰。!"#$%&(&67 在 -(’9% 有一个激

发主峰，是 )(-9% 激发肩峰的 ) 倍高。!"#$%&(67

的激发主峰为 )()9%，次峰为 -*,9%，主峰的高度为

次峰的 8 倍。!"#$%&(67 的荧光光谱与维多利亚

!"#的一种突变型 3:;<= ) 相似［,］。!"#$%&’&67 的

荧光光谱与 !"#$%&(67 相似，但荧光强度相对较

弱。

当 !"#$%&’ 发 生 >8?)@ 突 变 时 获 得 !"#5
$%&’67，它 具 有 单 一 的 紫 外 激 发 峰，激 发 波 长 为

-??9%，发射波长为 0&)9%。其荧光光谱类似于维多

利亚多管水母 !"# 的突变型之一 A @(，它的激发峰

为 )((9%，发射峰为 0&&9%［’］。

表 # $%&’( 及其突变型的荧光特征

)*+,- # %,./0-12-34 25*0*24-0614621 /7 $%&’( *38 641 (.4*341

B6CDCEF9 3F%%F9 9D%= !=$; G9% !=%G9% 26D9C6% :E=<H 4=<DCE7= I<6FJ=K;=9;= E9C=9KECE=K!

BE$C6J= FI 9=6CJD< LM=9F< D9H D9EF9E; LM=9F<DC=

",-. !"#$%&(67 )()（-*,） 0?0 &??

",-. 2,(. >8?)3 !"#$%&(&67 -(’（)(-） 0&? 8)

",-. /,01 >8?)@ !"#$%&’&67 )(’（0??） 0&- -N*

"88?.

#M=9F<DC= D9EF9

OECMF6C !"#$% -*, -(, & A

",-. /,01 !"#$%&’ -*8 0?8 ?N(, &??

",-. 2,(. !"#$%&( -*0 0?8 ?N* *8

",-. /,0! !"#$%&, -’0 0?, ?N*- *0

P&&Q Q&-P P&,Q /M!8- -’, 0?, ,?

",-. /,0! 2,(.

",-. /,0! >8?). !"#$%&,& 0?? 0&? A

R=6CJD< LM=9F<

",-. /,01 >8?)@ !"#$%&’67 -?? 0&)

#M=9F<DC= D9EF9 SECM KCD;T=H "5=<=;CJF9 K:KC=%

",-. /,0! >8?)" !"#$%&,8 0&- 080 &&

",-. /,0! >8?)U !"#$%&,) 0&8 08) & &??

P&&Q Q&-P P&,Q V"#$% 0?( 08) ?N80 )N0

",-. /,0! 2,(.

>8?)U

!W$LJ=KKEF9 J=K6<CK DC )*+ X >M=: MD7= Y==9 DJYECJDJE<: 9FJ%D<EZ=H CF &?? IFJ CM= YJE[MC=KC %=%Y=J FI =D;M ;<DKK D9H ;D99FC Y= 6K=H CF ;F%LDJ= HEII=J=9C

;<DKK=K X >M= I<6FJ=K;=9C E9C=9KEC: %=DK6J=%=9CK FI CM= IEJKC ;<DKK S=J= 69H=J CM= ;F9HECEF9 FI 67 =$;EC=%=9C X“ A ”KMFS =$CJ=%=<: <FSX >M= FCM=J LDJD%=C=JK S=J=

9FC H=C=;C=HX

!"#"9 激发和发射光谱红移的突变型：经突变获得

, 种激发和发射光谱红移的突变型。突变型!"#$%
&, 中两个氨基酸的替换使激发峰移至 -’09%，发射

峰移至 0?,9%。由 \R1 KM6II<E9[ 突变获得的具有 ,

个氨基酸突变位点的突变型 /M!8-，其激发和发射

光谱的形状及最大值都与 !"#$%&, 极为相似。这

两种突变株在高温下都能有效而快速地成熟并且产

生很高的荧光强度。根据亮度和荧光光谱，这两种

’0 生 物 工 程 学 报 &( 卷



图 ! "#$%& 突变型的荧光光谱

#’()! *%+’,-,’./01&’22’./ 231+,4- 5.4 "#$%& &6,-/,2
7) 831+,4- .5 9’:;0,<31 "#$%&（,=’/ :’/12）-/; "#$%&!>（&1;’6& ,=’+?

:’/12）-/; "#$%&!@（(41< ,=’+? :’/12）；A) 831+,4- .5 "#$%&!B（2.’:;

,=’+? :’/12）-/; 8="CD（ ,=’/ :’/12）；E) 831+,4- .5 "#$%&!@6F（2.:’;

,=’+? :’/12）-/; "#$%&!@!6F（ ,=’/ :’/12）；G) 831+,4- .5 "#$%&!>6F
（2.:’; ,=’+? :’/12）-/; "#$%&!>!6F（,=’/ :’/12）；*) 831+,4- .5 H#$%&
（2.:’; ,=’+? :’/12）-/; "#$%&!BI（,=’/ :’/12）

突变株与维多利亚多管水母 "#$ 的一种突变型 *"0
#$ 相似［@］。当 "#$%&!B 的第 CJI 位氨基酸由 K 突

变成 # 时，得到了目前所达到最长的发射峰 LCL/&。

这个突变株称为 "#$%&!BC，其荧光强度比较低。

在 "#$%&!B 的第 CJI 位氨基酸处进行的 KCJIM
突变，得 到 突 变 株 "#$%&!BI，其 激 发 和 发 射 峰 为

L!C/& 和 LCI/&。"#$%&!BI 的荧光强度和颜色与维

多利亚多管水母 "#$ 的一种突变型 *M#$ 相似［N］。

!"#"$ 具橙色荧光的突变型：在 8="CD 的第 CJI 位

氨基酸处进行的 KCJIM 突变，得到突变株 H#$%&
（H4-/(1 #:6.412+1/, $4.,1’/），其荧光光谱与 "#$%&!BI

极为相似。然而有趣的是二者产生的荧光绝然不

同，"#$%&!BI 产生黄绿色荧光，H#$%& 产生的是橙

色荧光（图版 O0A）。虽然 LCI/& 仍然属于绿色，但是

在长波长处的尾峰使荧光呈现出黄色。H#$%& 同样

具有 LCI/& 的发射峰和长波长处的尾峰，但是它的

荧光是橙色，全无绿色的痕迹，所以称之为橙色荧光

蛋白（H#$%&）。

!"! 表达温度和时间对 %&’() 突变型荧光强度的

影响

!"!"# 表达温度对 "#$%& 突变型荧光强度的影响：

在细胞生物学应用过程中，各种 "#$%& 突变型在高

温下的正确折叠非常重要。L 种 "#$%& 突变型在不

同温度下表达 B = 后的相对荧光强度如图版 O0A 所

示，其中以 *"#$ 和 *M#$ 作为阳性对照。所有类型

"#$ 的相对荧光强度随温度的升高而下降。在 CL、

IC 和 INP 条件下，"#$%&!B、"#$%&!> 和 "#$%&!@
的相对荧光强度高于 *"#$，其中 INP条件下"#$%&
!> 的相对荧光强度最高，是 *"#$ 的 !QL 倍。当温

度上升至 DCP时，"#$%&!B 的相对荧光强度最强，

是 *"#$ 的 CQI 倍。随着表达温度的上升，H#$%&的

相对荧光强度下降并不显著，但是相对来说比较低

（图版 O0E0-）。在任何温度下，"#$%&!BI 的相对荧

光强度是所有 "#$%& 突变型中最强的，但是仍稍低

于 *M#$（图版 O0E0R）。

!"!"! 表达时间对 "#$%& 突变型荧光强度的影响：

转化了 "#$%& 突变型质粒的 *SCLBB 菌株在 INP培

养至光密度为 JQC T JQI 时，用 O$K" 诱导。INP诱

导 JQL= 后，"#$%&!B、"#$%&!> 和 "#$%&!@ 都显示高

的荧光强度（图 C07），其中表达 "#$%&!> 的菌株可

以用肉眼看到强的绿色荧光。"#$%&!> 的荧光强度

是 *"#$ 的 !QB 倍，而 "#$%&!B 与 *"#$ 相当，"#$%&
!@ 的荧光相对低一些。蛋白含量分析结果显示，这

些样品中表达的蛋白在菌体总蛋白中的含量都在

CBU T C>U之间，没有显著差别。图 C07 中所有曲

线的形状都类似，说明这些 "#$ 的表达水平及折叠

速度相近。"#$%&!BI 的荧光强度随着诱导时间的

延长而迅速升高，速度与 *M#$ 相似，但稍低于 *M0
#$ 的荧光强度（图 C0A）。因为荧光强度较低，在诱

导 D = 后才能看到 H#$%& 的橙色荧光。在 INP条件

下诱导，所有 "#$%& 突变型的荧光强度在 B T N= 后

达到最高值。

!"* %&’() 突变型在哺乳动物细胞中的表达

将 B 种 "#$%& 突变型基因克隆至真核表达载

体 3+GV7IQ! 中，得 到 的 真 核 表 达 质 粒 分 别 转 染

EWH、W1:- 和 W13"C 细胞。CD = 后检测荧光，发现突

变型 "#$%&!B、"#$%&!>、"#$%&!@ 和 "#$%&!BI 在这

I 种哺乳动物细胞中获得良好的表达，与 *"#$ 的表

达 情 况 相 似。 而 "#$%&!@6F 的 表 达 不 大 理 想，
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图 ! "#$%& 突变型的荧光强度随诱导时间的变化

#’()! *+,-(. /0 012/3.45.-5. ’-6.-4’6’.4 /0 "#$%&
&26,-64 7’6+ ’-8256’/- 6’&.

9#$%&的检测需绿光激发，因为整个视野都呈现红

色而难以区分（表 !）。

表 ! "#$%& 突变型在哺乳动物细胞中的表达

’()*+ ! ,%-.+//012 13 "#$%& &45(25/ 02 &(&&(*0(2 6+**/

"#$%& &26,-64
:,&&,1’,- 5.114

*;9 ;.1, ;.<"!

"#$%&=> ? ? ? ? ? ? ? ?

"#$%&=@ ? ? ? ? ? ? ? ?

"#$%&=A ? ? ? ? ? ? ? ?

"#$%&=>B ? ? ? ? ? ? ? ?

"#$%&=A2C ? ? ? ? ?

9#$%& D D D

7 讨 论

本研究运用定点突变和 EFG 4+2001’-( 的方法，

获得 了 =! 种 "#$%& 突 变 型，其 中 H 种 突 变 型 在

BHI条 件 下 产 生 高 的 荧 光 强 度，而 "#$%&=> 和

"#$%&=>B 在 J!I高温表达时仍能保持高的荧光强

度。此外，有 > 种突变型的荧光光谱红移，有 B 种突

变型具有包括紫外在内的两个激发峰，= 种突变型

只有单一的紫外激发峰。首次报道具有橙色荧光的

突变型 9#$%&。

789 突变氨基酸与光谱移动

根据发色团的组成差异，K4’.- 将已知的 "#$ 变

异型分成 H 个类型［=］，而 "#$%& 的 =! 种突变型可

归属于 H 类中的 J 类。

野生型 "#$%& 具有 JH>-& 的单一激发峰，属于

酚盐阴离子类型，而野生型 "#$ 有 ! 个激发峰，属

于中性酚和阴离子酚盐的混合物类型。虽然二者存

在 BA 个氨基酸的差异，但是其中只有 ! 个氨基酸位

于发色团附近，"#$%& 中的氨基酸为 L>@MGH!，而野

生型 "#$ 的相应氨基酸为 N>@MOH!。推测是因为这

两个氨基酸的不同引起光谱的差异。在 "#$%& 中

的 L>@ 和 GH! 使 >> 位的 KP3 处在唯一的酚盐阴离子

形式。

"#$%&=A2C、"#$%&=A=2C 和 "#$%&=@=2C 的发色

团同时存在中性酚和阴离子酚盐两种形式。而突变

型 "#$%&=@2C 就只有单一的紫外激发峰，因此发色

团只存在中性酚形式。维多利亚多管水母 "#$ 的

突变过程中发现，第 !QB 位的 K+3 被 L1. 代替的时

候，极大地抑制了野生型 "#$ 的 JHR-& 激发峰，而

只留下 BAA-& 的短波长激发峰［=Q］。在 "#$%&=@2C
中，引起激发峰向紫外移动的突变是 K!QB;，不同于

维多利亚多管水母的 K!QBL 突变。

突变型 "#$%&=>!、"#$%&=>B、9#$%& 的发色团

都属于含有!电子堆积的酚盐盐离子，其 O.3>R 由

"1P 取代以增强生色团的离子化，K!QB 突变为芳香

残基 #、S，芳香环在酚盐阴离子后面堆积，二者的!T
!电子相互作用可减少激发能，使激发波长和发射

波长都加长。这一结果进一步证实了 93&/ 等［==］基

于维多利亚多管水母 "#$ 晶体结构的推论。

"#$%&=>B 与 9#$%& 的 颜 色 差 异 让 人 感 到 迷

惑。它们仅存在 J 个氨基酸的差异，其中的 B 个氨

基酸残基位于 F 端的第一个"折叠内，属于同类氨

基酸变异。从野生型 "#$ 的突变结果来看，未发现

由于 F 端的氨基酸残基改变而引起的突变，因此位

于 F 端的这 B 个氨基酸差异不是问题的关键。另

一个不同的氨基酸在发色团附近，"#$%&=>B 中的 >A
位为 U，是极性氨基酸，而即 9#$%& 中的 >A 位为 V，

是疏水氨基酸。推测 > A 位氨基酸的差异加上相同

的 K!QBS 突变，导致两个发色团的微环境的差异，

产生不同的颜色。如何解释光谱近似而色彩明显不

同，需要在蛋白晶体结构、光物理化学等方面进行深

入研究以找出可能解答。

78! 荧光形成的温度敏感性与速度

作为活体标记，"#$ 应具有在高温下正确折叠

成熟 的 能 力。 除 了 "#$%&=>=、"#$%&=>!、"#$%&

Q> 生 物 工 程 学 报 =A 卷



!"!#$、%&’()!"#$ 和 *&’()，%&’() 的其余突变型在

+,-表达都能达到高的荧光强度，而 %&’()!.+ 和

%&’()!. 甚至在 /0-表达也能保持高的荧光强度。

与野生型相比，这些突变型的量子产率和表达水平

并没有提高。但在 +,-条件下表达出的野生型 %&1
’()聚集成包含体的形式，而表达出的 %&’() 突变

型主要以可溶性形式存在。因此推测，高温表达影

响野生型 %&’() 翻译后的成熟过程，与 %&’ 的特征

一致［!0］。发色团的形成过程由 + 个有序的步骤组

成：蛋白折叠成具催化能力的构像形式，.21., 位三

个氨基酸的环化，环化的发色团的氧化［!3，!+ 4 !/］。561
7)7869: 等已证明 %&’ 发色团的氧化无温度敏感性，

因此前面两步可能引起 %&’ 成熟过程中的温度敏

感性。在高温下，野生型 %&’() 不能正确折叠，%&1
’() 突变型则能折叠成催化活性构像形式或者提高

了发色团的环化率。多数的 %&’() 突变型都存在

大体积的氨基酸残基被小体积残基代替，如 &./;、

5.2<、5.2% 和 =.>;。在 %&’ 突变型中也有相同的

情况，这 种 替 换 可 促 进 %&’ 在 高 温 下 折 叠 的 能

力［>］。

对于细胞生物学和发育生物学应用而言，能够

影响荧光形成的速度而不是最终强度的 %&’ 突变

型是很有价值的。本研究中，+,-诱导 +3)69 后就

能看到 %&’()!" 的荧光，但其突变是否提高了荧光

形成的速度仍然未知。

总之，多数 %&’() 突变型的特征与 %&’ 突变型

相似，也进一步证实了来自大型多管水母的 %&’()
与维多利亚多管水母的 %&’ 在生化、结构和功能等

多个方面非常相似。但是具有完全不同颜色的橙色

荧光蛋白突变型的获得证明了 %&’() 和 %&’ 之间

的差异。

根据对维多利亚多管水母 %&’ 的基因突变结

果，有 !3 多个突变位点可以增强荧光强度、降低温

度敏感性［!2 4 !"］。其中一些突变在 %&’() 中已经存

在，而 ?..@、?..A、&>>5、5!/,’、B!2+C、D!.+<、

503";、C03+E 等位点在 %&’() 突变中的单独或组合

使用，很有可能获得更好、更新的突变型。
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《生物工程学报》Y@@= 年对英文摘要撰写的新要求

Y@@Y 年 ?@ 月 YZ 日，本刊召开了新一届的编委会会议，各位专家对《生物工程学报》的发展提出了很多好的建议。他们认

为，要进一步提高刊物的水平，应尽快与国际接轨，其中很重要的一点就是要提高英文摘要的水平，加大英文摘要的容量，并

使之符合国际惯例，便于被国际检索机构收录。

因此，从 Y@@= 年第 Y 期开始，各位作者在投稿及修改稿件时，请按以下要求完善自己的英文文摘。具体要求如下：

一、篇幅

综述性文章要求不少于 Y@@G1IKL，学术性文章要求在 S@@ ‘ >@@ G1IKL。
二、内容

综述性文章的文摘主要应对所述的某研究或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术在目前的发展水平、自

己的评论及未来展望等。

学术性文章的文摘应主要从以下几方面来写：

?）目的：主要说明作者写此文章的目的，或说明本文主要要解决的问题；

Y）过程及方法：重点说明作者的主要工作过程及使用的方法，应用性文章如需要，可注明条件、使用的主要设备和仪器。

=）结果：本文最后得出的结果和结论。如系基础研究，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部分表述的观点；如系应用

性研究，应尽可能提及本文结果和结论的应用范围和应用情况或应用前景。

三、写作要求

?）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句开头。

Y）用过去时态叙述作者工作，用现在事态叙述作者结论。

=）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达⋯⋯

该文摘完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请英文较

好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

《生物工程学报》编辑部

Y@@Y 年 ?? 月
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