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摘要 荧光膜片钳(patch-clamp fluorometry，PCF)是将离子通道蛋白局部的构象变化和门控紧密结合，实时记录同一膜片上

离子通道的荧光和电流信号的创新型生物物理学技术，其特点是将经典的膜片钳和现代光学记录结合起来，实时同步完美呈

现离子通道执行其功能时的蛋白质构象信息．与研究结构的 X 射线和冰冻电镜不同，荧光膜片钳提供离子通道处于真实细

胞膜生理环境并执行功能的实时动态结构信息．随着新的光学技术、显微成像技术、图像分析技术等的进步，大大地扩展了

荧光膜片钳技术的记录范围、分辨精度及敏感度，使研究者以前所未有的时空分辨率来实时观察和记录离子通道蛋白的结构

变化．
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离子通道和转运蛋白是一类复杂的细胞膜蛋

白，其存在使得细胞 - 细胞间以及细胞 - 环境间离

子交换及相关的信息交流成为可能，其功能的执行

同蛋白质结构变化息息相关．离子通道的开放和关

闭的过程称为门控，离子通道门控的过程是以蛋白

质构象重排的形式实现的，精确地观察解析构象变

化及其在信号转导中的作用是揭示通道蛋白功能的

分子机制的关键．长期以来，对离子通道门控的研

究通常采用膜片钳这个“金标准”技术来实现．随

着对离子通道研究的深入，简单地记录离子电流显

示出了它的局限．首先，离子电流反映的是通道在

开放状态下的功能指标，它无法直接反映通道蛋白

在门控的过程中结构变化的特性；其次，由于离子

电流仅存在于开放状态，在多重关闭状态以及过渡

状态的信息是缺失的．

荧光膜片钳(patch-clamp fluorometry，PCF)[1-4]

是用来研究这些缺失的信息的一种新的实验技术．

荧光膜片钳借助特异位点荧光记录使在细胞膜环境

下直接实时观察蛋白质分子活动成为可能，实现同

时记录细胞膜片上的离子通道蛋白的局部结构变化

和功能状态．为了获取各种与功能相对应的结构构

象信息，荧光膜片钳利用小荧光分子作为定位探

针，荧光团被嵌入到通道蛋白或通道配体分子的特

异位点(图 1)，研究者可同时记录特异位点的实时

荧光和电流[5-6]．荧光膜片钳技术的应用为膜蛋白

及相关转运蛋白、膜受体蛋白结构功能的关系研究

提供了一个全新的工具．

1 荧光电压钳技术

在过去的几十年里，电生理技术的应用使离子

通道的功能和调控被广泛研究，通道蛋白的详细结

构信息则采用 X 射线和冰冻电镜的方法获得，特

别是冰冻电镜技术的使用，在近两年提供了大量存

在于膜环境中的通道蛋白的结构信息．然而，这些

方法要么单纯跟踪功能变化，要么只显示蛋白质结

构，没有一种方法可以直接将离子通道的构象变化

和功能状态结合起来．为了克服这一缺陷，不同的

光谱技术被尝试着与经典的电生理学方法结合，将

同时检测通道功能和构象变化直接联系起来．
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20 世纪 90 年代，Dr. Isacoff 等[7]建立了荧光电

压钳(voltage-clamp fluorometry，VCF)技术，研究

钾离子通道蛋白的电压敏感域在电压激活过程中的

运动．最初荧光电压钳用来记录爪蟾卵母细胞全细

胞模式下的功能性离子通道．在实验前几天，编码

包含半胱氨酸离子通道蛋白的 mRNA 通过显微注

射，表达于非洲爪蟾卵母细胞，随后将卵母细胞浸

入包含可与半胱氨酸反应的荧光团的溶液中，在卵

母细胞胞外暴露的半胱氨酸残基即可与荧光团分子

通过形成共价键被荧光标定．通常选取卵母细胞富

含色素且胞体组分中产生的自发荧光较少的动物极

进行荧光记录．实验中电压钳记录电压敏感离子通

道的激活及检测通道的功能状态，荧光变化直接记

录暴露于细胞外侧的蛋白质结构的实时运动，其开

发者将这一技术命名为荧光电压钳(VCF)．随着该

项技术的发展，结合荧光电压钳和荧光共振能量转

移(fluorescence resonance energy transfer，FRET)技

术，研究人员证明了电压敏感钾通道的第四跨膜域

在电压门控通道的激活过程中经历了原子水平分辨

率的转动和可能的平移运动[7-9]．同时荧光电压钳

也被应用到不同家族的离子通道及膜转运蛋白、受

体蛋白的研究[10-17]．然而，研究者发现荧光电压钳

受其电压钳制模式和敏感性的限制，无法解决对于

离子通道胞内部分的结构变化问题．

2 荧光膜片钳技术

2援1 荧光膜片钳技术及其应用

2000 年，受荧光电压钳的启发，Zheng 与

Zagotta[1]共同努力，一种新的结合荧光记录和内面

向外膜片钳模式的荧光膜片钳(PCF)技术应运而生，

该技术最初设计解决环核苷酸门控(CNG)通道蛋白

与 cGMP 结合所产生的化学能如何驱动通道被激

活的问题．首次报道的荧光膜片钳研究中，将马来

酰亚胺用 Alexa488 荧光标记后，观察其修饰 CNG

通道蛋白上的半胱氨酸(胞内 C 端环核苷酸结合域

的 C481 位点)的作用，通过记录荧光信号判断修饰

所引发的通道蛋白结构变化，从而影响 cGMP 与

CNG 通道蛋白结合以及通道的激活．实验时，采

用一根开口大约为几微米的抛光玻璃电极，封接表

达于包含半胱氨酸的离子通道蛋白的细胞膜表面，

通过拉回玻璃电极使细胞表面撕下的一小块细胞膜

附着于玻璃电极尖部，荧光团标记和记录都在这一

平方微米尺度的细胞膜片上进行．荧光膜片钳允许

在通道蛋白的胞内及胞外两侧记录荧光信号．由于

荧光信号记录的是从一小片游离膜上包含的离子通

道信息，由胞内组分所产生的自发荧光造成的污染

Fig. 1 Site鄄specific fluorescent labeling as a molecular sensor of conformational change of ion channel protein
图 1 荧光定位标记作为蛋白质结构变化的分子感受器

蛋白质构象变化影响到荧光发射强度的变化(荧光团亮度)或波长的变化(荧光团颜色). (a) 蛋白质局部构象变化引起荧光信号的变化. (b) 由于

蛋白质相互作用使荧光团相距变近,发生荧光共振能量转移. (c) 蛋白质相互作用促使荧光信号变化.

(a)

(b)

(c)
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Fig. 2 The schemetic diagram of voltage鄄clamp fluorometry and patch鄄clamp fluorometry
图 2 荧光电压钳和荧光膜片钳的结构示意图比较

(a) 荧光电压钳操作示意图. (b) 荧光膜片钳操作示意图.电压钳钳制模式为全细胞而膜片钳为一片独立膜片形式.

被除去．这使得荧光信号的信噪比增加，从而得到

更高的分辨率．当结合高度敏感性、低噪声的荧光

探测器，荧光膜片钳可以记录到单独一个蛋白质分

子，实现单分子实时记录．

基于内面向外的荧光膜片钳被称为经典荧光膜

片钳，而后不同的研究小组也陆续报道了全细胞模

式、细胞贴附模式的荧光膜片钳，作为荧光膜片钳

技术的扩展．Yang 等 [6]将荧光膜片钳技术应用到

HEK 全细胞模式下温度敏感 TRP 离子通道的温度

激活的实验研究中，采用全细胞模式，同时记录通

道电流和荧光信号，使得荧光膜片钳最初的大部分

优势得以保留，在电流发生阶段，全细胞荧光膜片

钳只记录胞外标定的荧光团．到目前为止，荧光膜

片钳被应用于 CNG 通道门控及构象变化关系[1,18]、

CNG 通道蛋白亚基配比[19]、HCN 通道在超极化激

活下配体结合和门控间的关系研究[20-23]．Mony 等[24]

应用荧光膜片钳结合荧光电压钳，对质子通道 Hv1

的门控研究揭示了通道激活过程中 S1 和 S4 的结

构重排，指出两部分在通道活动中既相互独立又相

互影响的特性．最近 Nomura 等[25]将荧光膜片钳技

术应用于细菌源的机械刺激敏感通道在人工构建的

脂质膜中重组的方向特性研究．毫无疑问，膜片钳

的多种钳制模式使开发荧光膜片钳新方法具有了许

多优势．

2援2 荧光膜片钳技术优势

荧光膜片钳技术对胞膜上离子通道的特异位点

采用荧光标记，研究者可以直接观察发生在特定通

道结构上的实时构象重排．半胱氨酸通过基因突变

技术被引入到通道蛋白的兴趣位点，如果必要，通

道蛋白上原有的半胱氨酸可以通过基因突变被全部

替换以确保所有记录信号的特异性．半胱氨酸残基

作为与巯基特异反应的荧光团的定位点，允许特异

位点荧光团标定．电流和荧光信号被同时从同一组

离子通道蛋白记录，这是荧光膜片钳与荧光电压钳

的主要区别之一．电流信号，作为通道开放和离子

流动的结果，可做为通道功能的指示器．当半胱氨

酸附近的蛋白质结构重排影响到荧光团的量子产

出、迁移率、与邻近的荧光团的距离变化等因素

时，荧光发射也发生改变．这样，荧光团可作为蛋

白质构象变化的高度敏感的报告基团．因为荧光信

号不像离子电流信号那样依赖于离子通道孔区的开

放，荧光记录为探究离子通道蛋白到达开放状态前

的构象变化的时空信息提供了一个新的手段．荧光

膜片钳作为一种全新的研究正常功能下通道蛋白分

子活动的方法，可以广泛应用于任何通道类型，甚

至可以尝试非通道的膜蛋白，如转运蛋白、受体蛋

白等．研究也表明，荧光记录也可以成为高通量药

物筛选中电流记录的有效替代[26]．

与直径 1 mm 的卵母细胞相比，分离的膜片要

小得多．那么为什么还能得到足够强的荧光信号

呢？这其中的原因主要有两个．第一，在 HEK 细

胞膜上可以高密度地表达通道蛋白，对许多离子通

道而言，从一片分离的细胞膜上可以得到几百到几

千个通道分子，因为敏感的光学探测器(如 CCD 相

机)可以观察单个荧光分子，成百上千个荧光分子

所发出的荧光在检测上自然没有问题．第二，因为

膜片很小，这样就可以使用高采光效率的光学镜头

(如 40 倍数值孔径 NA 值大于 1.4 的高分辨物镜)采

集整个膜片上所有的荧光信号．与之相比，卵母细

胞虽然很大，但大多数荧光都没有被收集到．

荧光膜片钳记录提供了优越的敏感性和时间分

辨率，而且同荧光电压钳记录相比(图 2)，荧光膜

片钳可以直接控制胞内环境，优势如下：第一，可

以面对离子通道胞内一侧并对相关区域进行标定；

第二，排除了由胞内环境所造成的自发荧光，荧光

探测敏感性大为提高；第三，可以施加胞内配体及

荧光电压钳

非洲爪蟾卵母细胞

玻璃电极

物镜
电压钳放大器

物镜

荧光膜片钳

膜片钳放大器

膜片钳电极
(a) (b)
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通道调节分子来调节通道的门控；第四，电流记录

具有更高的时间分辨率[1, 27]．

荧光膜片钳利用小的荧光分子作为定位分子探

针，这些荧光团被嵌入到通道蛋白或通道配体分子

的特异位点，荧光发射过程对荧光团周围环境变化

具有高度的敏感性，如疏水性、电荷或是偶极、空

间制约等等，在荧光团附近的通道蛋白构象重组影

响这些参数会改变其荧光发射，这种变化可以从记

录到的荧光强度、颜色、各向异性等指标的变化中

反映出来．该技术的优势在于其将通道功能状态与

通道结构变化完美关联起来[1, 5-6, 27]．

2援3 荧光膜片钳结合 FRET技术的应用

随着荧光膜片钳技术的发展，荧光膜片钳结合

荧光共振能量转移(FRET)等技术使研究者获得了

更多的关于结构变化的细节部分．FRET 是被广泛

应用于蛋白质 - 蛋白质相互作用、域 - 域相互作用

及构象重排的有力工具．结合 FRET 技术监测通道

构象变化时，通道蛋白两个或更多位点被供体和受

体荧光团同时标记，荧光共振能量转移发生．

FRET 可以敏感地探测微小距离的变化，使其成为

离子通道研究的有力工具[28]．Miranda 等[29]应用荧

光膜片钳并结合 FRET 技术检测 BK(大电导、电压

及钙离子依赖的钾通道)通道蛋白构象重排，观察

到了钙离子的结合诱发通道门控环区域的蛋白质构

象发生变化，较之于应用 X 射线测定离体蛋白的

晶体结构后所预测的构象变化幅度要大得多．应用

FRET，Yang 等观察到 TRPV1 外孔区在热激活过

程的结构变化：通过采用荧光素 - 马来酰亚胺(FM)

和四甲基罗丹明 - 马来酰亚胺(TMRM)荧光标记位

于温度敏感 TRPV1 通道蛋白孔区的两个半胱氨酸

测定其 FRET 效率的变化，从而确定温度激活过程

引起孔区结构变化从而使通道开放[5-6]．

新的小分子荧光团及过渡金属离子的引入使得

荧光检测的范围更广、灵敏度更高．利用过渡金属

与小分子荧光团之间的能量转移(tmFRET)，可以

更加准确地记录蛋白局部的微小结构变化．新的超

敏感光学探测器如电荷耦合(CCD)相机为荧光膜片

钳技术的更新提供了便利基础，而光谱仪

(spectrograph)的引入极大地提高了荧光信号的分

辨、分离及信息提取能力．

3 结 语

荧光膜片钳技术是膜片钳技术和光学记录完美

结合的一项创新型生物物理学技术，该技术利用蛋

白质巯基可被氧化修饰的特点实现了实时动态检测

离子通道蛋白的结构和功能，从而达到同时记录在

同一膜片上的同一(组)离子通道的荧光信号和电流

信号．这一技术可以应用于研究离子通道的结构和

功能关系，也可应用于膜蛋白、转运蛋白、受体蛋

白等的动力学研究，甚至可以作为高通量药物筛选

的有效手段．

但是，目前世界范围内能够成功应用此技术的

实验室仍然很少．无论是膜片钳操作，还是荧光标

记对于实践者的技能操作要求都非常高，这也是目

前为止阻碍这项技术得以推广的主要挑战．同时将

荧光标记扩展到如荧光蛋白、小分子荧光团等更广

范围，将使研究者有更多的选择．只有这些问题都

得到解决，伴随着光学技术、成像技术的创新发

展，荧光膜片钳技术将会为研究者提供洞悉蛋白质

结构功能的更进一步的微观细节，而不断更新的

荧光膜片钳技术必将为生命科学研究领域带来新的

曙光．
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Abstract Patch-clamp fluorometry is a powerful biophysical method that allows the researcher to monitor

conformational changes of ion channel in real time, and to correlate dynamic structural information to functional

states. As a natural combination of the classic patch-clamping method and state-of-art optical methods,

patch-clamp fluorometry is applicable to a wide spectrum of channel studies with unprecedent spatial-temporal

resolutions. Unlike other structure-oriented methods such as X-ray crystallography and cryo-EM, patch-clamp

fluorometry provides dynamic structural information of channel proteins in intact cell membrane under

physiological conditions.
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