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综 述                                                               

应用荧光分析法检测酶的研究进展 

邢艳珑, 毛相朝, 王舒, 王华磊, 魏东芝 
中国科学院青岛生物能源与过程研究所, 青岛 266101 

摘  要: 酶是细胞新陈代谢的基础, 酶的检测在生物技术、疾病诊断及药物开发等领域都具有十分重要的意义。在检测

酶的诸多方法中, 荧光法因其灵敏度高、检测限低等优势发展迅速。以下简述了近年来荧光法在酶检测领域的研究, 根

据检测方法的不同分为直接荧光检测法和间接荧光检测法, 其中直接检测法又根据不同的底物标记及检测机理进行分

类。以下介绍了各种方法的应用, 并展望了此类方法的前景和发展趋势, 为酶工程及生命科学其他领域的相关研究提供

信息。 
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Abstract: Enzymes play such a pivotal role in cellular metabolism that enzyme assays are important for bio-engineering, disease 
diagnoses and drug discovery. Among the reported methods, fluoremetry has attracted more and more attention due to its high 
sensitivity and possibility of continuous dynamic monitoring. The recent progresses and applications in enzyme assays using 
fluorescent probes were reviewed. Different methods were classified into direct fluorescence detection and indirect fluorescence 
detection according to their labeled substrates and detection mechanisms. Our writing purpose is to provide the readers with a flavor 
of the kinds of tools and strategies available in enzyme assays with fluorescent probes. Also, the research situation and prospects 
were discussed. 
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酶与生物体新陈代谢的各种化学反应紧密相关, 

研究其性质及作用机理对于从分子水平研究生命现

象具有重要意义。而且随着生物学与化学交叉学科

的发展 , 酶作为高效生物催化剂越来越受到关注 , 

酶工程已在生物技术领域占有重要地位[1]。酶活检

测是对酶功能的检测, 可使酶催化化学转化的功能

“可视化”, 是发现新酶和对酶进行表征不可或缺

的工具[2]。已报道的检测酶活的方法包括同位素标

记法 [3]、电化学法 [4]、分光光度法 [5-7]、荧光法 [8-10]

等, 其中分光光度法和荧光法是最大的一类检测方

法。当在成分复杂的反应体系中, 酶活较低时, 就可

以充分利用荧光法高度灵敏的优势[11]。而且由于荧

光法操作简便需样量少, 在酶的高通量筛选方面也

有重要应用。以下综述了不同荧光分析法用于检测
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酶的研究。 

1  直接荧光检测法 

直接检测法是用修饰后的酶底物作为荧光探针, 

通过检测催化作用前后底物的荧光信号变化来进

行。具体分为用荧光团标记的底物做探针、基于荧

光共振能量转移(FRET)的荧光探针及无标记的底物

探针等。 

1.1  荧光团标记的底物作为探针 
1.1.1  以香豆素衍生物进行标记 

目前在酶检测领域发展成熟的一种方法是以伞

形酮作为底物的内置荧光团结合β-消除反应的检测

法[12], 伞形酮又称 7-羟基香豆素, 是一种强荧光染

料, 以伞形酮标记底物作为探针, 在酶催化作用下

产物发生分子内β-消除反应而使底物上的伞形酮脱

落, 通过荧光强度的变化反映酶活。该方法被应用

于检测多种酶, 包括转羟乙醛酶[13]、β-内酰胺酶[14]

等。但是在以上检测中, 酶催化初级产物需要经过

二次转化才可生成荧光产物, 反应速度慢不利于某

些酶的酶促反应动力学测定。Sicard 等[15]设计合成

一系列脂肪族 2-香豆氧基酮, 并以其做底物检测了

重要的膜结合酶—Baeyer-Villiger 单加氧酶(BVMO)

的活性。在 BVMO 作用下, 2-香豆素基酮生成极不

稳定的产物醚, 醚可以迅速释放伞形酮。该反应无

动力学延迟, 而且不需辅助试剂。 

进行酶的筛选时, 传统的高通量法采用微量滴

定板或多通道加样法, 在操作时酶和底物的移液和

混合难以实现准确微量操作, 而且溶剂挥发和底物

沉淀都会对测定造成影响。因此, Babiak等[16]开发了

一种新型的高通量酶活检测法, 先将荧光底物伞形

酮羧甲基醚和 4-甲基伞形酮溶解在硅胶板上并挥

干。用液相层析仪自动注射器在硅胶板上均匀滴加

酶液, 通过酶催化作用后显现的伞形酮的蓝色荧光

可筛选有活性的脂肪酶或酯酶。该方法取样量少、 成

本低、精确度高, 能用于底物不溶于水的酯酶、底

物溶于水的糖苷酶及底物为全蛋白的蛋白酶的快

速、高通量检测。 

1.1.2  其他荧光染料进行标记 

除香豆素外, 其他荧光染料如可见光区的荧光

素、罗丹明及其衍生物, 近红外光区的花菁等标记

的底物也用作检测酶的荧光探针。 

微流体技术是一种新型的检测酶的实验技术 , 

具有节省试剂用量、提高效率、改善分析有效性等

优点。Miller 等[17]在研究微流体装置检测酶的可行

性时, 选择荧光素磷酸酯-碱性磷酸酯酶作模型。酯

酶催化底物水解释放出荧光素, 通过酶标仪测荧光

信号检测酶活。选用同样的酶-底物模型, Huebner

等[18]将碱性磷酸酯酶在大肠杆菌中表达, 实现了皮

升级微液滴中的酶活检测。 

近年来 , 随着对活体细胞酶功能的深入研究 , 

越来越多的荧光染料标记的底物探针被用于成像领

域。Chandran等[19]以罗丹明 110标记的底物作荧光

探针, 罗丹明的氨基被邻羟基肉桂酸基取代形成内

酯结构导致荧光猝灭, 在酯酶的作用下, 内酯水解

断裂, 罗丹明荧光恢复。该探针成功用于人宫颈癌

细胞中具有高酯酶活性的脂质体、胞液等亚细胞区

的观测。萘荧光素在修饰后被标记于蛋白质 N端半

胱氨酸上, 用于检测胞内酯酶活性[20]。Messerli等[21]

在研究能引起细胞凋亡的关键酶白介素 1 β转换酶

(Caspase1)时, 设计合成 N端为花菁 Cy5.5修饰的肽

底物荧光探针, 利用 Caspase1 可以特异性打断探针

中的天冬氨酸-谷氨酸酰氨键从而释放荧光基团的

特性进行生物活体的 Caspase1 活性检测, 进而进行

细胞凋亡的预测。 

有机小分子荧光染料具有量子产率高、光化学

物理稳定性高等优点, 被用于设计合成检测酶的荧

光探针。而且由于其较好的细胞穿透性而用于在活

体细胞酶功能成像的研究。 

1.2  基于荧光共振能量转移(FRET)的荧光探针 
FRET 探针带有一个电子供体和一个受体, 二

者之间由酶识别部位连接。供受体的空间距离达到

一定的数量级(1~10 nm), 且受体的吸收光谱与供体

的发射光谱相重叠时, 发生 FRET。此时供体发射光

被受体猝灭, 只发出受体发射光。在酶催化作用下供

受体之间的连接桥断裂, FRET 消失, 供体发射光被

观察到, 通过荧光强度或波长的变化反应酶活[22]。 

1.2.1  小分子荧光探针 

此类荧光探针是以有机小分子荧光染料作能量
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供受体对, Farber 等[23]在研究斑马鱼脂质代谢实验

中合成了含氟硼荧染料(BODIPY)荧光供受体对的

磷脂作为探针, 在鱼体内的磷脂酶催化作用前后探

针会呈现不同颜色的荧光, 通过荧光显微成像技术

研究了斑马鱼体内脂质代谢途径, 对研究脊椎动物

消化系统疾病遗传基因也有非常重要的意义。基于

同样的机理 , Takakusa 等 [24-26]研究开发出一系列

FRET 荧光探针 CPF1-4 用于检测磷酸二酯酶, 其探

针用香豆素-荧光素作为荧光能量供受体对, 并用二

苯基磷酸酯键连接供受体。通过在水溶液中检测比

率荧光变化测定了磷酸二酯酶的活性。该研究中基

于 FRET 机理, 通过酶断裂荧光传感器检测酶活的

方法也为其他水解酶的检测提供了研究基础。 

1.2.2  荧光蛋白探针 

荧光蛋白也被设计成 FRET 探针, Kohl 等[27]研

究蛋白质 -蛋白质相互作用时 , 用绿色荧光蛋白

(GFP)和红色荧光蛋白 (DsRed)作为荧光供受体对 , 

以一段烟草蚀刻病毒(TEV)靶向识别蛋白连接肽连

接构成 FRET探针, TEV蛋白酶催化作用后, 通过双

光子技术定量监测蛋白荧光, 从而实现了单分子水

平上纳摩尔级酶浓度的动态监测。 

1.2.3  量子点荧光探针 

量子点(Quantum Dots, QDs)是能接受激发光产

生荧光的半导体纳米粒子, 因其独特的光学特性而

应用于新型生物化学传感器的设计[28-29]。用于检测

酶活的量子点荧光探针一般选择酶特异性识别的肽

链或 DNA 链为识别部位, 其一端连量子点, 另一

端连猝灭剂(如金纳米粒子 AuNPs)或有机小分子荧

光染料及荧光蛋白。 

Chang 等[30]设计合成蛋白酶活化的量子点探针

QDs-肽链-AuNPs, 核壳结构 CdSe/CdS 量子点为供

体, AuNPs 为猝灭剂, 中间肽链为胶原酶特异性识

别肽。QDs的荧光由于 FRET作用被AuNPs猝灭, 加

入胶原酶后肽链打断, QDs荧光恢复。该方法的缺陷是

由于量子点-金纳米晶体簇的聚集, 探针对酶的响应时

间较长。为改善量子点探针的性质, Rosenzweig[31-32]

研究小组在合成用染料标记的肽包覆量子点方面的

研究取得了一定进展。他们用三辛基氧化磷(TOPO)

修饰的 CdSe/ZnS 与标记了罗丹明红-X 的四肽进行 

配体交换, 成功合成了肽包覆 CdSe/ZnS量子点作为

FRET 探针, 并通过荧光显微成像将其用于实时监

测正常及癌变乳腺细胞的胞外基质金属蛋白酶活

性。该法可用于快速鉴别两种细胞, 并可为开发酶活

化剂和抑制剂提供研究基础[31]。基于同样的机理, 他

们还测定了胰岛素的活性和胰岛素抑制剂的抑制效

率[32]。Mattoussi 研究小组[33]研制了新型的量子点-

小肽自组装纳米传感器, 一段特异性小肽一端连有

染料或猝灭剂, 另一端带有组氨酸标签, 通过组氨

酸与量子点配位自组装得到 FRET 探针, 实验中高

效检测了一系列蛋白水解酶, 包括组织半胱氨酸蛋

白酶、凝血酶、胶原酶、胰凝乳蛋白酶等。 

在以上研究基础上, QDs 的功能得到了进一步

开发：在 Rao小组的工作中, 为避免 QDs 作为多个

受体的能量供体时会发生荧光自猝灭或受体荧光发

射强度低的现象[34], 他们研制了以 QDs 作能量受体, 

发光蛋白荧光素酶作供体的自组装纳米探针, 并成

功检测了蛋白水解酶的活性[35]。此外, QDs还被用于

进行二元检测, 即在单一激发波长下同时检测两种

酶[36]。 

1.2.4  时间分辨-荧光共振能量转移(TR-FRET)

探针 

时间分辨荧光探针是一种新型的基于长寿命发

光的稀土元素的探针, 以稀土螯合物为电子供体。

该探针灵敏度高、选择性好、发光稳定。Karvinen

等[37]报道了用 TR-FRET探针检测蛋白酶的方法。肽

链底物的一端连接铕螯合物作发光基团, 另一端连

接合适的荧光染料作猝灭剂, 铕螯合物与染料之间

发生 FRET 而荧光猝灭, 在半胱氨酸蛋白酶、蜗牛

酶、磷脂酶等的水解作用下, 铕螯合物或荧光染料

一端断裂, 从而使铕螯合物发光。但该方法存在探

针合成复杂、探针浓度大时对 FRET 有影响等缺点, 

因此 Mizukami 等[38]开发了用乙酰苯胺与铽螯合物

相连的新型探针, 该类探针克服以上缺点, 且检测

蛋白酶时样品溶液中其他荧光物质不干扰, 成功用

于测定钙调蛋白和亮氨酸胺肽酶的活性。 

1.3  非标记的荧光探针 
此类荧光探针, 底物自身无荧光团, 但在酶催

化作用下产物分子由于共轭结构的变化可产生荧光

信号, 此法常用于进行某些醇脱氢酶及醛缩酶催化
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抗体的活性测定。 

2  间接荧光检测法 

当底物分子在酶催化作用下无荧光变化时, 可

以用外加荧光探针检测产物的方法来间接检测酶

活。Bornscheuer等[39]发展了一种高通量筛选酯酶或

脂肪酶的方法, 在有机溶剂中酯酶可催化乙烯酯和

醇发生酯交换反应生成酯和乙醛。用无荧光的肼试

剂NBD-H与醛反应生成强荧光的腙, 由此实现了酯

酶活性的高通量实时检测。Khersonsky 等[40]在检测

内酯酶活性时, 用硫代烷基取代的五元环内酯作底

物, 水溶液中在血清对氧磷酶的催化下内酯键断裂, 

生成的醇自发断裂生成醛同时脱落一个含巯基的小

分子。巯基可以用荧光探针 Ellman 试剂检测, 由此

间接测得内酯酶的活性。 

3  荧光探针检测酶活的应用 

3.1  生物技术领域 
该领域的酶活检测用于发展酶的高通量筛选 , 

进行遗传选择和指纹分析。从微生物资源和突变酶

构成的巨大样品库中获得新酶需要采用先进的技术

手段, 荧光探针法是其中一种。借助荧光活化细胞

分选法等先进的技术手段, 酶活检测在微生物筛选

和定向进化实验中扮演着重要的角色[41]。而且酶的

功能也可以通过活性图谱或称指纹来直观表象。   

3.2  疾病诊断及药物开发领域 
借助荧光显微镜等先进仪器, 可以实现用荧光

探针在活细胞或生物体内定位有活性的酶。认识细

胞内酶的作用及功能可揭示生理和病理条件下细胞

内酶作用变化机制, 阐明生命作用机理, 在疾病诊

断和药物筛选领域有重要的意义。 

4  结论与展望 

酶活检测的主要目的为发现新酶和对酶进行表

征, 在多种检测方法中, 荧光法以其高灵敏的独到

优势在酶活检测中发挥了重要作用。借助于微孔板

荧光仪、荧光显微镜、激光共聚焦显微镜等高科技

先进仪器, 用荧光探针检测酶活在高通量筛选、细

胞及活体生命分析、新药开发及实时监测等方面的

研究进展迅速, 并将在生物技术领域高通量筛选新

酶、开发高效生物催化剂、利用酶功能活体成像技

术开发酶源抑制剂等方面得到更广泛的应用。 
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