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摘  要: 荧光蛋白 (Fluorescent protein，FPs) 可作为探针用以探究细胞内分子间相互作用，追踪特定代谢物的代

谢途径，对活细胞内的各种代谢过程和细胞通路进行详细、准确的描述。目前已有的 FPs 几乎已经覆盖了从紫外

光到远红外光的所有光谱波段，这些 FPs 借助高分辨率显微技术应用于生命科学的诸多领域，为生物学的发展作

出巨大贡献。橙色 FPs 通常指光谱区间在 540–570 nm 的 FPs，近几年来关于橙色 FPs 的研究进展较快，并且其

作为标记蛋白以及荧光共振能量转移技术 (Fluorescence resonance energy transfer，FRET) 中的荧光受体在生物学

及医学领域得到较多的应用。文中综述了近 15 年橙色 FPs 领域的相关研究，重点聚焦橙色 FPs 的发展和应用，

为今后橙色 FPs 的研究提供依据。 
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Abstract:  Fluorescent proteins can be used as probes to investigate intercellular molecular interactions and trace the 
pathway of specific metabolites, thus providing a detailed and accurate description of various metabolic processes and cellular 
pathways in living cells. Nowadays, the existing fluorescent proteins cover almost all spectral bands from ultraviolet to 
far-red. These fluorescent proteins have been applied in many fields of bioscience with the help of high-resolution microscopy, 
making great contributions to the development of biology. It is generally agreed that orange fluorescent proteins refer to the 
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fluorescent proteins at the spectral range of 540–570 nm. In recent years, researches on orange fluorescent proteins have made 
great progress, and they have been widely applied in the field of biology and medicine as reporter protein and fluorescence 
resonance energy transfer as fluorescent receptor. This paper reviews the studies in the field of orange fluorescent proteins 
over the last 15 years, with the special focus on the development and application of orange fluorescent proteins to provide the 
basis for the future studies. 

Keywords:  orange fluorescent protein, reporter protein, fluorescence resonance energy transfer, biosensor 

 

细胞生物学的研究需要对活细胞内的各种代

谢过程和细胞通路进行详细、准确的描述。各种荧

光染料由于其毒性所以不能在活体细胞中很好地

使用，而荧光蛋白 (Fluorescent protein，FPs) 可以

在光谱成像中显示出明亮的荧光[1]，在活细胞、深

层组织和全身的成像容易[2]，也就成为更好的替代

品。随着荧光显微技术的进步，FPs 可作为探针以

跟踪细胞内分子间相互作用，追踪特定代谢产物的

代谢途径，也可以结合到传感器中将细胞活动转化

为生物信号[3-4]。 
1962 年，下村修等在维多利亚管状水母 

Aequorea victoria 体内首次分离得到绿色 FPs[5]。

此后绿色 FPs 在生物学领域得到了广泛运用，但是

其发射光谱仅仅局限于 440–529 nm，细胞内成像

背景较高，且不能解决皮下深层组织的成像问   
题[6]。1999 年，Matz 等从印度洋-太平洋地区的珊

瑚虫  (Discosoma sp.) 中分离并改进得到红色

FPs——DsRed[7]，但由于其四聚体的特性限制了其

在生物技术领域中的应用[8-9]。 
近年来，蛋白质工程学已经成功地将天然荧

光蛋白的激发光谱扩展到整个可见光波段甚至远

红外波长，从而产生了一系列荧光蛋白[10]。当使

用 FPs 时，通常需要同时成像多个光谱通道的图

像以分析多种生物活动，或在定量研究中使用  
一个荧光团作为参照[11]，所以丰富多样的荧光蛋

白对生物学研究的推动作用显而易见。橙色荧光

蛋白的出现使荧光蛋白家族的光谱范围进一步完

善，它具有与常用的红色以及绿色荧光蛋白显著

差异的发射波峰，使研究者在进行多荧光标记等

实验时具有更多样的选择。同时它具有在显微镜

下细胞自身荧光背景较暗、光散射较少、可用于

活体组织成像、发射波长较长等优势。因此，现在

更多的研究集中在橙色 FPs 的开发中。 

1  橙色荧光蛋白的种类及其特点 

1.1  常规橙色荧光蛋白 
目前报道的常规橙色 FPs 主要来源于两种亲

本蛋白：Kusabira-Orange (KO)[12]、DsRed[13]。KO
最初是从石质珊瑚 Fungia concinna 中分离出来

的，通过在其 N 端引入 10 个氨基酸残基从而可为

蛋白质提供明亮的橙色荧光[12]，KO 激发和发射峰

分别为 548 nm 和 561 nm [14]。但由于 KO 是四聚

体结构，后来又通过引入另外 22 个氨基酸突变得

到了一个单分子变体 mKO，其保持了原有的亮度

和荧光特性，最大发射峰略有变化 (559 nm)，分

子量为 28.1 kDa[14]。mKO 被进一步改进，产生两

个亮度更高的变体 (mKO2[15]和 mKOk[16])。 
DsRed 衍生物中橙色 FPs 最多，共有 8 种，

Shaner 等在 DsRed 的单分子变体 mRFP1[17]基础上

改进得到了 mHoneydew、mBanana 和 mOrange[18]。

mOrange 的亮度比同为 DsRed 衍生物的 mCherry[18]

要高出 3 倍以上。虽然 mOrange 的亮度较高，但

它对酸的敏感性也非常高，pKa 值为 6.5。mOrange
的高消光系数和高量子产率使其成为潜在的荧光

共 振 能 量 转 移 技 术  (Fluorescence resonance 
energy transfer，FRET) 受体。随后，Shaner 等又

在 mOrange 的基础上，开发出 mOrange2[19]，其光

稳定性是 mOrange 的 25 倍以上。此外，Strack 等

通过改造 DsRed 获得一种低细胞毒性的四聚体红

色 FPs——DsRed-Express 2[9,20]，并以此蛋白作为

模板，在保留其低细胞毒性的基础上创造了橙色变

体 E2-Orange。 
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1.2  具有特殊表型的荧光蛋白 
此外，还有一些具有独特表型的橙色 FPs，

具有大斯托克位移 (Large stoker shift，LSS) 的橙

色 FPs 有两种：LSSmOrange[21]以及亮度更高的

CyOFP1[22]，LSSmOrange 是在 mOrange 的基础上

突变得到的变体，CyOFP1 是在 mNeptune2 的基

础上定向突变得到，具有激发光为绿色以及高亮

度的特点。除此之外还有具有从橙色到远红色荧

光 态 的 光 转 化 特 性 的 FPsPSmOrange 和

PSmOrange2[23]。 

另外，在 FPs 发色团中还有一种被称为光敏剂

的发色团，这种发色团被光照射后能够产生活性氧 
(ROS)，进而灭活目的蛋白，即发色基团辅助光失

活 (Chromophore-assisted light inactivation，CALI)

技术[29-30]，对 DNA、蛋白质、脂肪等造成损伤，

影响细胞的代谢或增殖，诱导细胞死亡 [31]。 

Sarkisyan 等报道了一种红色 FPsKillerRed 的橙色

突变体 KillerOrange，当其被蓝光或绿光照射时，

它会产生 ROS 从而杀伤细胞[32]，所有荧光蛋白特

性罗列在表 1 中。 

2  橙色荧光蛋白结构的研究 

2.1  蛋白质结构 
大部分橙色荧光蛋白具有相似的 β-桶状的结

构。以 mKO 为例 (图 1)，11 个 β-折叠链组成 β-

筒的外周结构，筒两端分别被一些分子量较小的短

α-螺旋覆盖，组成发色团的 3 个氨基酸残基与 α-

螺旋共价相连，位于圆筒中央螺旋中部。β-圆筒与

短 α-螺旋形成致密的结构域，使配体不能扩散进

入，发色团被严格保护在筒内，从而形成稳定的结

构，不易猝灭[33]。 

2.2  发色团的结构 
通过研究，FPs 发色团自成熟和光诱导化学

的基本原理已经相对清楚[34]。FPs 的光谱特性是

由其发色团的结构决定的，橙色荧光蛋白的发色

团由 3 个氨基酸残基组成，后两个较为保守，一

般为酪氨酸和甘氨酸，第一位的氨基酸变化最大，

也是此位氨基酸的侧链发生环化，形成特殊的三

环发色团结构，从而扩展电子共轭体系为荧光蛋

白提供橙色的荧光[18]。 
 
表 1  橙色荧光蛋白及其特性 
Table 1  Orange fluorescent protein and its characteristics 

Fluorescent protein Excitation 
maximum (nm) 

Excitation 
maximum 

(nm) 

Extinction coefficient per 
chain (L/(mol·cm)) 

Fluorescence 
quantum yield

Brightness of fully 
mature protein 
(% of EGFP) 

Reference

EGFP* 489 5 300 5 300 0.60 1.00 [24] 
KO 548 561 109 750 0.45 1.55 [12] 
mKO 548 559 51 600 0.60 0.97 [12] 
mKO2 551 565 63 800 0.57 1.14 [15] 
mKOK 551 563 10 500 0.61 2.01 [16] 
DsRed* 558 583 75 000 0.79 1.65 [13] 
mHoneydew 504 562 17 000 0.12 0.06 [18] 
mBanana 540 553 6 000 0.70 0.13 [18] 
mOrange 548 562 71 000 0.70 1.54 [18] 
mOrange2 549 565 58 000 0.60 1.09 [19] 
LSSmOrange 437 572 52 000 0.45 0.74 [25] 
CyOFP1 523 589 40 000 0.76 1.20 [23] 
PSmOrange 548/636 565/662 113 300/32 700 0.51/0.28 1.82 [26] 
PSmOrange2 546/619 561/651 51 000/18 900 0.61/0.38 0.98 [27] 
DsRed-Express2* 554 591 35 600 0.42 0.47 [20] 
E2-Orange 540 561 36 500 0.54 0.62 [28] 
*EGFP, DsRed, DsRed-express2 are not orange FPs, only used as a control. 
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图 1  mKO 的三维结构[33] 
Fig. 1  Representation of the three-dimensional structure of 
mKO[33]. 

 
mKO 和 KO 具有相同的发色团结构，发色团

都由 C-Y-G 三肽组成 (图 2A)，Cys 发生环化形成

第 3 个环，扩展了显色团共轭体系[35]。DsRed 的

发色团由 Q-Y-G 组成，连接发色团的咪唑啉酮环

和前一位氨基酸残基的酰基亚胺基团扩展了共轭

体系从而导致了红色的荧光，DsRed 中发色团的氨

基酸残基的改变产生了 3 种橙色 FPs：mHoney-dew 

(M-W-G)、mBanana (C-Y-G) 和 mOrange (T-Y-G)。

在 mOrange 中，位于 66 位的 Gln 被 Thr 取代，从

而形成色团中第 3 个杂环 (恶唑环)，导致橙色的

光谱特性 (图 2B)[7,34]。在 DsRed-Express2 的橙色

衍生物 E2Orange 的设计中，将相同的 Q66T 突变

体引入 DsRed-Express2 中，从而产生了橙色的激

发和发射峰。值得一提的是 mHoneydew 的发色团

的结构很特别，与其他 DsRed 衍生物不同，它的

发色团中的 Tyr 被取代为 Trp (图 2C)，但是这个特

殊的结构并没有给它带来良好的荧光表现，它的荧

光强度只有 DsRed 的 3%，包括同为衍生物的

mBanana，它们的特性都不是很良好，所以应用的

实例也较少。 

 
 

图 2  橙色荧光蛋白的发色团结构[36] 
Fig. 2  The structure of the chromophore of the orange 
fluorescent protein[36]. 
 

2.3  关键位点突变对二级结构的影响 
LSSmOrange、PSmOrange 和 PSmOrange2 与

亲本 mOrange 具有相同的显色团结构。它由对羟

基苯基、咪唑啉酮和由 T66 侧链环化的 2-羟基二

氢恶唑环组成。在 LSSmOrange 中，大斯托克位移

的产生源于分子内部的激发态质子转移[21]，而包

括 I161D、M163L 和 W143M 在内的关键突变对发

色团周围环境造成显著影响从而为激发态质子转

移的发生提供条件 (图 3)。W143M 置换使 L165
侧链向蛋白的内部转移，W143M 和 M163L 均使

发色团的结构趋向扁平，由这两个突变引起 S146
侧链构象的改变，从而使 S146 可以作为从发色团

的对羟基苯环到 D161的羧基之间激发态质子转移

的中间传递体[36]。与 LSSmOrange 不同，CyOFP1
的大斯托克位移源于 K160与发色团的酚基团之间

的氢键，激发态质子从发色团传递到 K160 的侧链

从而完成激发态质子的转移[22]。 
在 PSmOrange 和 PSmOrange2 中，Q64L 突

变对于其光转换特性至关重要。这种突变破坏了 
64 位谷氨酰胺和 95 位精氨酸之间的氢键，Y99 侧

链羧基与 I60 主链羰基形成新的水介导的氢键。这

两种变化导致的蛋白质可以被氧化剂或光刺激，从

而转化为远红外的发光状态 (图 4)。光转换伴随着

65 位 Phe/Ile (PSmOrange/PSmOrange2) 上 Cα1-C
键的断裂，使畸变的显色团恢复，并将 2-羟基二

氢恶唑氧 OH-基团转化为 C=O，使发色团共轭体

系得到扩展。这是 PSmOrange 和 PSmOrange2 中

大量(约 90 nm)荧光红移的主要原因。PSmOrange2 
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图 3  mOrange 与 LSSmOrange 的结构差异[36] 
Fig. 3  The difference between mOrange and 
LSSmOrange[36]. 
 

 
 
图 4  mOrange 与 PSmOrange 的结构差异[36] 
Fig. 4  The difference between mOrange and 
PSmOrange[36]. 

 
中 A217S 的取代使 215 位 Glu 向发色团靠近，并

使其与发色团形成氢键，增加了发色团的极化和量

子产率[36]。 
KillerOrange 以及 mKillerOrange 是 KillerRed

的突变体，三肽结构为 Q-W-G，Trp 替换 KillerRed
发色团中的 Tyr，在这两种 FPs 中，发色团的第

66 位 Trp 与第 159 位 Gln 形成氢键，以维持一种

不寻常的反式-顺式结构。这种顺反式构象与沿着

β-桶轴从发色团延伸到筒体末端的充水通道是关

键的结构特征，这两者为两种光敏剂提供了明亮的

橙色荧光和光毒性[37]。  

3  橙色荧光蛋白的应用 

3.1  橙色荧光蛋白作为标记蛋白的应用 
橙色荧光蛋白所在的发射光波段，在某些特殊

细胞中可以有效避开细胞自身的背景荧光。除此之

外，橙色荧光在哺乳动物的深部组织成像优势巨

大，因为相关组织对橙光及红光的通透性较好。某

些变体自身的优异特性也使其成为标记蛋白的良

好选择，比如大斯托克位移 FPs 在多荧光标记中的

应用。 
3.1.1  在微藻及植物中的应用 

蓝藻作为可以用于生物燃料和化学合成应用

的模式生物越来越受到关注[38]，蓝藻自身携带大

量的光合色素，当对蓝藻进行荧光标记时，这些光

合色素会与 FPs 竞争吸收激发光源，吸收 FPs 发射

的荧光，并且放出自身荧光信号干扰检测，所以选

择合适的标记蛋白对蓝藻的荧光标记至关重要。

Ruffing 等选择 mOrange 作为标记蛋白，探索其在

Synechococcus sp. PCC7002 中的标记性能，结果显

示可以在光谱图上区分转基因型和野生型蓝藻。这

为使用 mOrange 作为蓝藻生物中的标记蛋白提供

参考和依据[39]。之前的研究也表明，橙色和红色

FPs 适合莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii[40]的

胞质表达。 
除此之外，橙色 FPs 也在植物中作为标记蛋白

来使用。Mann 等将 mOrange 等 6 种 FPs 基因分别

转入烟草和拟南芥中进行表达。结果显示橙色荧光

蛋白可以用于植物转化[41]。在豆科植物中，过多

的根瘤形成会抑制植物生长。植物激素脱落酸

(ABA) 可以抑制根瘤的形成，ljglu1 基因是一种

ABA 反应基因。Osuki 使用 mOrange 标记 LjGlu1
蛋白，从而观察其在根组织和结节中的定位[42]，

表明 LjGlu1 的表达是植物自身对根瘤菌感染作出

的应激反应，并在根组织外发挥作用，从而抑制感

染。发动蛋白和网格蛋白参与植物包膜囊泡的形

成，Fujimoto 等用 GFP 和 mKO 分别标记参与其中

的发动蛋白以及网格蛋白，根据它们的聚集状况从

而观察它们在植物内吞过程中的分子机制[43]。 

3.1.2  在哺乳动物细胞中的应用 
Ⅱ型糖尿病是一种非胰岛素依赖型糖尿病，葡
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萄糖转运体 4 (GLUT4) 是将葡萄糖转运入细胞的

主要蛋白之一，是治疗Ⅱ型糖尿病的靶点，其广泛

分布于骨骼肌、心肌、脂肪组织、肾脏和大脑[44]。

Zhao 等通过构建融合表达 mOrange 和 GLUT4 的

细胞株系，从而观察细胞内 GLUT4 动态变化及其

与质膜融合状况[45]。在鸟类和哺乳动物的皮肤色

素沉着过程中，黑色素在黑素细胞中合成，然后转

移到邻近的角质形成细胞中，使含有黑色素的细胞

覆盖全身。Murai 等用 EGFP 和 mOrange 分别标记

黑素细胞以及角质形成细胞，探索两种细胞间的相

互作用[46]，以了解细胞间相互作用机制以及体内

皮肤色素沉着规律。 
值得一提的是，CyOFP1 的激发光为绿色，

发射光为橙色，其开发者 Chu 等[22]利用这一特性，

将其与绿色荧光蛋白分别标记到黑素瘤细胞的不

同部位，从而通过单一的激发光源同时观察两个

光通路的蛋白标记状况，这节省了布置双激光发

射器的成本。 
3.1.3  在病毒中的应用 

Etienne 等将包括 mOrange 在内的多种 FPs 融

合到单纯疱疹病毒 1 型 (HSV-1) 菌株的小衣壳蛋

白 (VP26) 上，并且进入人黑色素瘤细胞进行扩

增，从而探究病毒在体内的感染机制[47]。Chen 等

在竹花叶病毒 (BaMV) 感染宿主的过程中发现了

一个上调的基因，该基因编码的蛋白包括一个环状

结构与一个跨膜结构域，该蛋白可能具有泛素 E3
连接酶的功能，并将其命名为泛素 E3 连接酶

(NbUbE3R1)。实验者将其与橙色 FPs 融合表达，

进一步研究 NbUbE3R1 在 BaMV 积累中的功能 
作用[48]。 

3.2  橙色荧光蛋白在 FRET 技术中的应用 
基于荧光寿命成像显微镜 (FLIM) 的荧光共

振能量转移  (FRET) 测量正越来越多地用于探

索生命系统中的分子构象和分子间相互作用。在

适当位置的受体存在的情况下，可以根据供体荧

光团的兴奋状态时间的缩短来判断其标记的蛋白

质之间的分子构象。传统的青色 FPs 由于其耐光

性差、低量子产量等缺点在荧光共振成像中的应用

还达不到理想的效果[49]，mOrange、mKO 等由于

其较高的消光系数和量子产率使其具有成为

FRET 受体的潜力，有望成为优秀的 FRET。近几

年来使用 mOrange作为荧光受体的研究越来越多，

为研究细胞内生物大分子相互作用以及探究生命

过程提供有效工具。 
Ke 等通过将 mOrange 连接到哈氏弧菌荧光酶

素 α 亚基的 N 端，从而使该融合蛋白获得了新的

560 nm 的发射峰。这为通过将荧光素酶与其他合

适的 FPs 或发色团共价结合来改变细菌的生物发

光颜色提供思路[50]。De 等开发一种结合 mOrange
和荧光酶素的自发光融合蛋白 (BRET3)，新的融

合蛋白在光强上提升了几倍，且能解决体内荧光成

像等相关问题[51]。这两种应用都是将荧光酶素与

FPs 结合使用，利用荧光酶素本身利用生物底物发

光的性质以及橙色 FPs 的高消光系数和高量子产

率的优势进行创新的荧光标记手段，具有巨大的应

用前景，可以为后人的实验设计提供新的思路。 
植物依靠肌动蛋白细胞骨架来驱动基本的细

胞活动，这对它们的正常生长和发育至关重要，

包括与细胞分裂、细胞膨胀和膜重构等相关的生

命活动[52]。Bayle 等报道了在完整植物细胞中使

用绿色 FPs 突变体 TSapphire 作为 mOrange 的荧

光供体的应用。嵌合连接的 TSapphire 和 mOrange
之间发生大量的能量转移，导致 TSapphire 荧光

寿命缩短。并且验证了该系统在不同的亚细胞中

的通用性[49]。 
视网膜鸟苷酰基环化酶激活蛋白  (GCAPs) 

可以调节人类的视觉光反应。Peshenko 等对整个

GCAP1 蛋白表面残基进行诱导突变，并用

mOrange 标记，在细胞基础上测试每个突变体与

GFP 标记的视网膜鸟苷酰基环化酶的体外结合以

及激活能力，从而探索 GCAPs 与其靶酶相互作用

的关键位点[53]。研究发现 Orai1 蛋白以及 STIM1
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蛋白构建的 Ca2+储存通道在 Ca2+进入及信号传递

中发挥重要作用[54]。Huang 等用 EGFP 标记 Orai1
作为荧光供体，mOrange 标记 STIM1 作为荧光受

体在大鼠神经细胞中表达，探索两者之间的相互作

用[55]。肌动蛋白细胞骨架参与多种生物过程，包

括 T 细胞活化[56]。Larbret 等将 EGFP 和 mOrange
分别融合到 T 细胞株的肌动蛋白上，当游离的 G
肌动蛋白互相连接组成 F 肌动蛋白时，靠近的

EGFP 和 mOrange 之间发生能量转移，从而观测

活细胞中 G 肌动蛋白和 F 肌动蛋白之间的动态平

衡[57]。Goedhart 等构建 mKO-mCherry FRET 受体

供体对，用于检测活细胞中 NF-kB 转录因子复合

物亚族 p65 的同源二聚化，具有比 CFP-YFP 受体

供体对更高的 FRET 效率[1]。表明在单个活细胞

中，基于红色 FPs 的 FRET 方法更适合于检测蛋

白质之间的相互作用。 

4  总结与展望 

本文主要介绍了橙色 FPs 的研究和发展，以

及其在蛋白标记、FRET、生物传感器等方面的运

用。随着对 FPs 晶体结构研究的深入，人们大大

提高了对于荧光发色团的认识。通过对一些优秀

突变体的结构分析，我们了解了一些能够引起 FPs
性质改变的关键位点。结合目前现有的橙色 FPs
以及待发现的野生型橙色 FPs，相信可以设计和

研发出更多可应用的突变体。现有的常规橙色 FPs
如 mOrange、mKO 具有较高的消光性质和量子产

率，在 FRET 中有巨大的应用前景。除此之外还

有很多创新的应用，比如 FPs 与生物荧光酶素的

融合表达也趋于流行，以及大斯托克位移的 FPs
如 CyOFP1 在多荧光标记中的应用。有理由相信，

橙色 FPs 将会与众多 FPs 一起在未来的生物学研

究中起到重要作用。 
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