
Fig. 1 Chromophore structure of GFP(top)
and GFP66鄄Cl鄄Tyr(bottom)
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摘要 蛋白质翻译后修饰产生的 3-氯酪氨酸 (3-Cl-Tyr)与多种疾病相关，包括帕金森病、哮喘、动脉粥样硬化等． 在动脉粥
样硬化患者中发现 AopA1 192位酪氨酸有高水平的氯化，显示此种修饰可能会促进病变．为了研究酪氨酸氯代对蛋白质功
能的调控作用，我们发展了将 3-Cl-Tyr定点特异插入到蛋白质中的方法． 因为 3-Cl-Tyr酚羟基上的质子比酪氨酸(Tyr)更容
易解离，具有更低的 pKa，在绿色荧光蛋白 GFP及其突变体，以及光转化荧光蛋白 mEOS2荧光活性中心中分别用 3-Cl-Tyr
取代 Tyr，使得 GFP发色基团的 pKa降低到 4.7，并且具有与 EGFP相似的量子产率，使 mEOS2发色基团的 pKa降低到 4.2.
这样使得荧光蛋白的发色基团在酸性条件下仍然能以去质子化形式存在，在 500 nm以上仍然具有较强吸收，避免了用 400 nm
左右激光激发及其对细胞及细胞器造成的光损伤．这种新型的荧光蛋白突变体将适用于溶酶体、吞噬酶体等酸性细胞器．
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生物体产生的活性氧物质一方面可以起到防御

和免疫作用，另一方面会对自身蛋白造成氧化损

伤，其中酪氨酸氯代是一种常见的氧化修饰，目前

已知这种氧化修饰与帕金森氏病、哮喘、动脉粥样

硬化、急性心肌梗死等疾病密切相关[1-2]．

载脂蛋白 ApoA1 是高密度脂蛋白主要成分，
介导胆固醇从血管壁到血液的反向传输．ApoA1
192位酪氨酸是髓过氧化物酶氯代修饰的主要位
点，在动脉粥样硬化患者中发现有高水平的

ApoA1氯代[3]．目前研究 ApoA1氯代与功能主要
采用位点突变和次氯酸氯化的方法，除了 192位酪
氨酸可以被氯化，其他氨基酸和位点也可以被氯化

或氧化，从而使目前 ApoA1氯化氧化与功能损伤
的关系仍然存在争议[4-5]．

我们发展了基因密码子扩展的方法，进化出特

异性识别 3-Cl-Tyr的氨酰 tRNA合成酶 /tRNA正交
对，为体内和体外研究蛋白质中酪氨酸氯代修饰对

其功能的调节作用提供了有力的方法．另外，

3-Cl-Tyr比 Tyr的酚羟基更容易解离去质子化，具
有更低的 pKa 值．在绿色荧光蛋白 GFP 包含有
Ser-Tyr-Gly交联形成的荧光活性中心[6](图 1)，我
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们设想在 GFP 荧光活性中心用 3-Cl-Tyr 取代 Tyr
会降低荧光活性中心 pKa，使其在酸性条件下，荧

光活性中心主要以去质子化形式存在．在质子化状

态，GFP发色基团吸收峰波长为 397 nm，在紫外
区域．这个波段的光会给细胞带来光损伤，且较容

易造成荧光蛋白的漂白．在去质子化状态，GFP发
色基团激发波长在 488 nm左右，给细胞带来光损
伤较小．因此，在活细胞中标记和追踪蛋白质，需

要 GFP发色基团具有较低的 pKa，吸收最大峰在可

见光范围．

生物体内有一些酸性的环境，如溶酶体

(lysosome)、与溶酶体相关的自噬体(autophagosome)
及抗原呈递过程中的吞噬酶体(phagolysosome)，其
内部 pH在 4～5之间．当 EGFP进入酸性细胞器
内部，会引起 488 nm 吸收减弱[7]．目前有引入红

色荧光蛋白 mRFP来标记自噬体[8]．由于 mRFP发
色基团 pKa为 4.5，在自噬体中不影响其荧光亮度.
虽然有红色荧光蛋白 dsRed pKa 4.3[9]、青色荧

光蛋白 ECFP pKa 4.7[10]，但是目前使用的绿色荧光

蛋白 EGFP pKa 6.0，黄色荧光蛋白 pKa 5.6 均不适
合在溶酶体等酸性细胞器中进行蛋白质标记．而多

种蛋白质的动态相互作用，往往需要多种不同颜色

的荧光蛋白来标记．因而，开发低 pKa的绿色荧光

蛋白，黄色荧光蛋白及光转化荧光蛋白可以完善在

酸性细胞器内的荧光标记方法[11]．

1 材料和方法

1.1 试剂

3-Cl-Tyr购自吉尔生化公司；引物来自上海生
工公司；DH10B菌株、pet24a-GFP基因载体由本
实验室保存；mEOS2基因由中国科学院生物物理
研究所徐涛研究员惠赠．

1.2 质粒构建

GFP 系列突变体均用 Pet24a-GFP 载体进行
PCR获得．利用 PCR方法，将 mEOS2基因扩增
末端带有 Nde玉、Xho玉酶切位点，酶切连接到
pet24a 载体上．将筛选出来的 3-Cl-TyrRS 构建到
pEVOL 载体上，pEVOL 含有两个氨酰 tRNA 合
成酶，一个由阿拉伯糖操纵子控制，酶切位点为

Bgl域和 Sal玉,一个是 Gln启动子和终止子控制, 酶
切位点为 Nde玉和 Pst玉．首先用末端带有 Bgl域和
Sal玉酶切位点的引物扩增 3-Cl-TyrRS，使用 pfu-
Taq酶, PCR条件：预变性 94℃ 4 min；变性 94℃
45 s，退火 48℃到 60℃梯度 1 min，延伸 72℃

1.5 min，30个循环；最后延伸 30 min．酶切 PCR
产物：20 滋l 体系 0.5 滋g，Bgl域和 Sal玉各 1 滋l，
缓冲液 H 2 滋l 37℃ 4 h．pEVOL质粒酶切条件同
PCR产物，1 滋g．连接：20 滋l 体系，50 ng酶切
质粒，50 ng酶切 PCR产物，2 滋l缓冲液，1 滋l T4
连接酶，16℃连接过夜．孕st玉、晕de玉酶切位点酶
切连接方式相同，所使用酶为 孕st玉和 晕de玉．

Pet24a-EGFP的构建是通过 overlap PCR方法，
在 GFP基因上引入 F64L、S65T．pet24a-YFP的构
建是通过 overlap PCR 方法，引入 S65G、S72A、
K79R、 T203Y． 同样方法，在 GFP、 EGFP、
YFP66 位引入 TAG 突变，在 GFP、YFP203 位引
入 TAG，mEOS2 63位引入 TAG突变．
以上突变位点引入是在包含有目标基因的

pet24a载体上引入，由正反向引物扩增整个质粒，
使用 TaKaRa La-Taq酶，PCR条件：预变性 94℃
4 min；变性 94℃ 45 s，退火 48℃到 60℃梯度
1 min，延伸 72℃ 10 min，30 个循环；最后延伸
30 min．PCR 产物取 9 滋l，加 1 滋l Dpn玉 37℃
酶切 4～6 h，降解模板甲基化质粒，转化感受态
细胞．

以上基因克隆及构建突变体所用引物如表 1
所示．

1.3 筛选 3鄄Cl鄄Tyr特异性氨酰 tRNA合成酶
为了位点特异性地插入 3-Cl-Tyr，需要在

E. coli引入的氨酰 tRNA合成酶 /tRNA正交对[12]，

这个正交对来源于 Methanococcus jannaschii琥珀抑
制酪氨酰 tRNA(MjtRNACUA

Tyr
)/酪氨酰 tRNA合成酶

(MjTyrRS)对． MjTyrRS突变库构建在卡那霉素抗
性质粒在 E. coli谷氨酰胺合成酶的启动子和终止
子之间. 所使用合成酶突变库 pBk-lib-jw1[13].
通过正负筛选来进化特异性识别 3-Cl-Tyr的氨

酰 tRNA 合成酶．正筛选质粒 pRep-2YC 包含有

MjtRNACUA

Tyr
、TAG 突变的氯霉素乙酰转移酶基

因、启动表达绿色荧光蛋白的琥珀突变的 T7 RNA
聚合酶、四环素抗性基因．负筛选质粒包含有

MjtRNACUA

Tyr
、在阿拉伯糖操纵子下的琥珀突变芽孢

杆菌 RNA酶基因以及氨苄青霉素抗性基因．
包含有正筛选质粒 pRep-2YC及合成酶突变库

pBk-lib-jw1的 E. coli DH10B细胞作为正筛选寄主
细胞．涂布在含有 1 mmol/L 3-Cl-Tyr、50 mg/L卡
那霉素、60 mg/L氯霉素、15 mg/L四环素的 LB琼
脂糖培养基盘上，并于 37℃培养 60 h．收取细胞，
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Primer type Forward Backward

External START END
3-Cl-TyrRS Bgl域, Sal玉 5忆 GGAAGATCTATGGACGAATTTGAAATG

ATAAAG 3忆
5忆 ACGCGTCGACTTATAATCTCTTTCTATT

GGCTC 3忆
ApoA1 Nde玉, Xho玉 5忆 GGGAATTCCATATGCCGGAGCAGAGTC

CATGGGATCGCGTGAAGGAC 3忆
5忆 CGCTATCTCGAGCGGCGGGTCATCCTG

GGTGTTAAGCTTCTTAGTGTACTCTTC 3忆
mEOS2 Nde玉, Xho玉 5忆 GGGAATTCCATATGATGAGTGCGATTA

AGCCAGACATG 3忆
5忆 CGCTATCTCGAGTCGTCTGGCATTGTC

AGGCAAT 3忆
Internal

F64L，S65T 5忆 CACTACTCTGACCTATGGTGTTCAATG

CTTTTCC 3忆
5忆 ACCATAGGTCAGAGTAGTGACAAGTG

TTGGCCATG 3忆
S65G-S72A-K79R 5忆 TGCTTTGCGCGTTATCCGGATCACATG

CTGCGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATG 3忆
5忆 ATAACGCGCAAAGCATTGAACACCATA

GCCGAAAGTAGTGACAAGTGTTGGCCATG 3忆
T203Y 5忆 CTGTCGTATCAATCTGCCCTTTCGAAA

GATC 3忆
5忆 AGATTGATACGACAGGTAATGGTTGTC

TGGTA 3忆
GFP-Y66TAG 5忆 TTCTCTTAGGGTGTTCAATGCTTTGCG

CGTTATC 3忆
5忆 TGAACACCCTAAGAGAAAGTAGTGACA

AGTGTTG 3忆
EGFP-Y66TAG 5忆 CTGACCTAGGGTGTTCAATGCTTTGCG

CGTTATC 3忆
5忆 TGAACACCCTAGGTCAGAGTAGTGACA

AGTGTTG 3忆
YFP-Y66TAG 5忆 TTCGGCTAGGGTGTTCAATGCTTTGCG

CGTTATC 3忆
5忆 TGAACACCCTAGCCGAAAGTAGTGACA

AGTGTTG 3忆
Y203TAG 5忆 CTGTCGTAGCAATCTGCCCTTTCGAAA

GATC 3忆
5忆 AGATTGCTACGACAGGTAATGGTTGTC

TGGTA 3忆
ApoA1-Y192TAG 5忆 GCCGAGTAGCACGCCAAGGCCACCGA

GCATCTG 3忆
5忆 GGCGTGCTACTCGGCCAGTCTGGCGCC

GCCG 3忆
mEOS2-Y63TAG TTCCATTAGGGCAACAGGGTATTCGCCA

AAT
GTTGCCCTAATGGAATGCAGTGGTCAGGA
TA

提取质粒 DNA，电泳分离，胶回收．经过正筛选
的 pBK-lib-jw1 转化到包含负筛选质粒 pNeg 的
DH10B感受态细胞中，SOC培养基中恢复 1 h．之
后涂在包含 0.2 %阿拉伯糖的 LB 固体培养基，
37℃培养 8～12 h．如此进行 3轮正负筛选．最后
一轮挑选 384个克隆，挑选在 1 mmol/L 3-Cl-Tyr、
120 mg/L氯霉素培养基生长，而在没有 3-Cl-Tyr、
40 mg/L氯霉素培养基中不生长的克隆．生长差异
最明显的克隆命名为 3-Cl-TyrRS．
1.4 表达肌红蛋白 (myoglobin) TAG4 3鄄Cl鄄Tyr
突变体，质谱鉴定分子质量

将 pBad-myoglobin (4TAG)质粒和 pBk-3-Cl-
TyrRS质粒共转到 DH10B细胞中，于 37℃培养到
A 600为 0.5时，在培养基中加入 1 mmol/L 3-Cl-Tyr,
0.2%阿拉伯糖，对照不加入 3-Cl-Tyr．12 h之后，
取 100 ml菌液离心加入 20 ml lysis缓冲液重悬细
胞．Lysis 缓冲液：pH 8.0，0.06 mol/L NaH2PO4，

0.3 mol/L NaCl，5 mmol/L咪唑．超声破碎：冰浴，
200W，超声 6 s，停 6 s，总时间 20 min，离心后

取上清和 1 ml Ni-NTA填料于冰上震荡结合 1 h．
在自重柱上先用 4 ml Lysis缓冲液洗 1次，然后用
4 ml洗涤缓冲液洗 2次，洗涤缓冲液其他盐分浓
度与裂解缓冲液相同，咪唑浓度为：20 mmol/L．
之后用 2 ml 含 250 mmol/L 咪唑的洗脱缓冲液洗
脱．3 KD Millipore超滤管超滤除盐．2 g/L蛋白质
溶解在 2.5 mmol/L Tris缓冲液中，ESI-TOF质谱检
测分子质量，质谱仪型号 CapLC-Q-Tof micro．
1.5 表达插入 3鄄Cl鄄Tyr的荧光蛋白
共转 pEVOL-3-Cl-TyrRS及相应的荧光蛋白载

体到 Bl21(DE3)细胞． 细胞生长到 A 600为 0.8时，
加入 1 mmol/L 3-Cl-Tyr、 0.5 mmol/L IPTG、 0.2%
阿拉伯糖，37℃培养 12 h．收集细胞，Ni-NTA柱
纯化蛋白，超滤脱盐，纯化条件同肌红蛋白

(myoglobin)纯化．Electrospray LC-MS质谱鉴定分
子质量，质谱仪型号：Agilent Technologies 6110
mass spectrometry． 荧光蛋白表达载体如下，
括号内为相应突变位点： pet24a-GFP (66TAG)，
pet24a-GFP(203TAG), pet24a-EGFP(66TAG), pet24a-

Table 1 Primers used for cloning and mutation
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Table 2 Clones of aminoacyl鄄tRNA synthetase for 3鄄Cl鄄Tyr and mutation sites
Clones Y32 I63 L65 H70 F108 Q109 Y114 D158 I159 L162 V164

1 A S S

2 E T T S G S Q

3 E G I T V T T G

YFP (66TAG), pet24a-YFP (203TAG), pe24a-mEOS2
(63TAG)．
1.6 荧光蛋白发色基团 pKa测定

20 滋mol/L荧光蛋白置于 pH 3.0～10.8缓冲溶
液中，测定去质子化状态吸收峰． 设定 pH 10.8时
去质子化比例为 1．其他 pH值时，去质子化状态
最高吸收峰波长的光吸收与 pH 10.8时光吸收的比
例为相应去质子化比例．测定值做图，pH值为 x
轴，去质子化比例为 y 轴，根据 Henderson-
Hasselbalch公式：

pH=pKa + lg [A-]
[HA] = pKa - lg [HA]

[A-] (1)

lg [HA]
[A-] = pKa- pH (2)

[HA]
[A-] = 10pK a - pH

(3)

y = [A-]
[A-]+[HA] = 1

[HA]
[A] +1

= 1
10pK a - pH +1

= 1
10pK a - x +1

(4)

测定的 pH值(x)，去质子化比例(y)根据公式 4
拟合曲线，计算 pKa．

测定荧光蛋白 pKa 时所使用的不同 pH 值的
缓冲液：0.1 mol/L 柠檬酸 -0.2 mol/L Na2HPO4 缓

冲液， pH 3.0～7.0； 50 mmol/L Tris 缓冲液，
pH 7.5～10.0；0.1 mol/L Na2CO3-NaHCO3缓冲液，

pH 10.5，10.8．SHIMADZU UV-1800 紫外分光光
度计测吸光度，扫描范围 240 nm～700 nm．
1.7 荧光蛋白光学性质检测

Hitachi F4500 荧光分光光度计检测．发射波
谱测定：EFP66-Cl-Tyr (66 位被 3-Cl-Tyr 取代 )、
EFP、GFP66-Cl-Tyr激发波长设定为 450 nm，扫描
450 nm～700 nm 发射谱．GFP203Y、GFP203-Cl-
Tyr、GFP激发波长设定为 375 nm，扫描 380 nm～
700 nm发射波谱. YFP、YFP203-Cl-Tyr、YFP66-Cl-
Tyr激发波长设定为 470 nm, 扫描 470 nm～700 nm
发射波谱． 激发波谱测定： EGFP66-Cl-Tyr、
EGFP、 GFP66-Cl-Tyr发射波长设定为 545 nm，扫

描 200 nm ～540 nm 光激发波谱 ．GFP203Y、
YFP66-Cl-Tyr、GFP 发射波长设定为 565 nm，扫
描 200 nm ～560 nm 光 激 发 波 谱 ．YFP、
YFP203-Cl-Tyr 发射波长设定为 560 nm，扫描
200 nm～555 nm光激发波谱．mEOS2发射光谱和
激发光谱使用 Thermo Scientific Varioskan Flash光
谱扫描多功能读数仪测量．

1.8 荧光量子产率

GFP66-Cl-Tyr、EGFP、 EGFP66-Cl-Tyr、GFP
溶于 pH 7.0 50 mmol/L Tris缓冲液，488 nm光吸
收为 0.1，514 nm光激发，扫描 495 nm～700 nm
发射波谱．积分 495 nm～620 nm发射波谱，以已
发表的 EGFP 荧光量子产率 0.60 为标准．YFP、
YFP66-Cl-Tyr、 YFP203-Cl-Tyr、 GFP203-Cl-Tyr、
GFP203Y溶于 pH7.0 50 mmol/L Tris缓冲液中，稀
释至 514 nm 光吸收为 0.1，514 nm 光激发，扫
描 520 nm～700 nm 光发射波谱．积分 520 nm～
620 nm发射波谱，以已发表的 YFP量子产率 0.60
为标准[14]．

2 结 果

2.1 筛选 3鄄Cl鄄Tyr的氨酰 tRNA合成酶
因为 3-Cl-Tyr是 Tyr的衍生物，所以我们选择

了 Mj-酪氨酸氨酰 tRNA合成酶 /MjtRNACUA

Tyr
正交

对筛选．选择合成酶突变库 pBk-lib-jw1[13]． 筛选

出 3个克隆，在含有 1 mmol/L 3-Cl-Tyr, 120 mg/L
氯霉素的 LB固体培养基上，于 37℃培养 24 h有
明显菌斑．不加 3-Cl-Tyr，40 mg/L氯霉素培养基
上 37℃，培养 24 h，几乎不生长． 测序结果如
表 2．其中克隆 1非天然氨基酸插入效率最高，命
名为 3-Cl-TyrRS，突变位点为 H70A、 D158S、
I159S(图 2)．3-Cl-Tyr 取代 Tyr 需要更大的空间，
而 H70A及 D158S突变都是由大侧链氨基酸突变
为小侧链氨基酸，可以提供足够的空间来容纳 Cl
原子．更加详细的 3-Cl-TyrRS 与 3-Cl-Tyr 识别的
机制将有赖于晶体结构的解析，有关工作正在进

行中．
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Fig. 3 Coomassie blue鄄stained SDS鄄PAGE gel
showing expression of the myoglobin TAG4 mutant in the

presence(+1) and absence(-1) of 1 mmol/L 3鄄Cl鄄Tyr

Fig. 4 ESI鄄TOF mass spectra of myoglobin TAG4 3鄄Cl鄄Tyr mutant
Theoretical mass: 18 465.5 u, experimental value: 18 465 u.

Fig. 2 Active site structure of MjTyrRS with Tyr bound
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2.2 3鄄Cl鄄Tyr 插入效率的验证
含有 C端 6个组氨酸(6His)标签的抹香鲸肌红

蛋白(myoglobin)4位 Ser突变为琥珀密码子，在存

在MjtRNACUA

Tyr
、3-Cl-TyrRS、1 mmol/L 3-Cl-Tyr的

情况下在 LB 培养基中表达． 对照组不加

3-Cl-Tyr．6His 标签的 myoglobin 用 Ni-NTA 柱纯
化 ．SDS-PAGE 分析 (图 3)表明，只有存在
3-Cl-Tyr的情况下才能纯化出全长的 myoglobin，说
明 3-Cl-TyrRS可以特异性地识别 3-Cl-Tyr．LB培
养基中 3-Cl-Tyr myoglobin 产率为 2～5 mg/L．为
了检测 3-Cl-Tyr是否高效特异插入到 myoglobin第
4 位琥珀突变位点，我们对 3-Cl-Tyr myoglobin
进行了 ESI-TOF质谱检测，其分子质量为 18 465 u
(图 4)，与计算分子质量 18 465.5 u 吻合．

2.3 GFP系列荧光蛋白 66 或 203 位点 3鄄Cl鄄Tyr
突变体光学性质

我们进一步将 3-Cl-Tyr插入到绿色荧光蛋白的
系列突变体：GFP(66TAG)、EGFP(66TAG)、YFP
(66TAG)、GFP203(TAG)、YFP(203TAG)．进一步
测定了插入非天然氨基酸，以及野生型绿色荧光蛋

白的吸收光谱和摩尔消光系数(表 3，图 5)．
在 pH 7.0情况下，从最大光吸收峰来看，66

位 Tyr替代为 3-Cl-Tyr后引起光吸收向红光方向偏

移约 5～10 nm．值得注意的是，GFP最大光吸收
为 396 nm，是质子化荧光活性中心的光吸收，而
GFP66-Cl-Tyr 最大光吸收是 488 nm，对应于去质
子化状态荧光活性中心光吸收．

从摩尔消光系数来看，荧光活性中心氯代对比

野生型荧光蛋白摩尔消光系数均有增加．其中

EGFP66-Cl-Tyr 消光系数增加 41%．而在 203 位
3-Cl-Tyr取代 Tyr没有显著影响绿色荧光蛋白光吸
收和摩尔消光系数．
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Mutation 姿ex 姿em QY(quantum yield) 着M(姿max) pKa

GFP 397 507 0.79 依 0.01 22 305 >10.8

EGFP 491 508 0.60 依 0.01 36 708 6.0

GFP66 3-Cl-Tyr 492 509 0.57 依 0.02 29 515 4.7

EGFP66 3-Cl-Tyr 500 514 0.49 依 0.01 51 882 4.7

GFP203-Tyr 510 518 0.34 依 0.01 22 309 >10.8

0.23 依 0.01

GFP203-Cl-Tyr 510 524 0.37 依 0.02 21 717 >10.8

0.39 依 0.01

YFP 515 527 0.60 依 0.05 65 226 5.6

YFP66Cl-Tyr 520 534 0.37 依 0.07 68 814 4.9

YFP203-Cl-Tyr 516 524 0.35 依 0.02 63 954 5.6

姿ex is the wavelength (nm) of absorption maxima. 姿em is the wavelength (nm) of emission maxima. 着M (姿max) is the absorbance

extinction coefficient (mol-1·L·cm-1) at absorption maxima.

Table 3 Absorbance and fluorescent property of GFP and YFP and 3鄄Cl鄄Tyr mutants

Fig. 5 Absorption (a) and fluorescence (b)
spectra of GFP mutants
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我们进一步在 pH 7.0情况下，测定了绿色荧
光蛋白不同突变体的荧光性质(表 3，图 5)． 突变
体比野生型蛋白荧光量子产率有所降低．但是

GFP203-Cl-Tyr 突变体比 GFP203-Tyr 在 405 nm左
右光激发荧光量子产率有所提高，由 0.23 增高
到 0.39．
通过测定不同绿色荧光蛋白突变体在不同 pH

下光吸收情况，pH从 3.0到 10.8，我们测定了不
同绿色荧光蛋白突变体的 pKa(表 3，图 6)．其中
GFP、GFP203-Cl-Tyr、GFP203-Cl-Tyr在 pH 3.0到
10.8范围内光吸收没有明显的变化，故其 pKa高于

我们测定的 pH范围，在 pH 10.8以上．其他绿色
荧光蛋白突变体的 pKa如图 6和表 3所示．
发色中心氯代能够明显降低绿色荧光蛋白的

pKa，其中 EGFP66-Cl-Tyr 和 YFP66-Cl-Tyr 的 pKa

均比野生型降低 1左右．而 GFP66-Cl-Tyr降低 pKa

最明显，由原来的 pH 10.8以上，降低到 pH 4.7．
2.4 mEOS2荧光蛋白 63位 3鄄Cl鄄Tyr突变体光学
性质

我们将 mEOS2 Tyr63 替换为 3-Cl-Tyr，对于
mEOS2的绿色荧光状态，其吸收光谱最大吸收峰
为 506 nm，发射光谱峰值为 519 nm． 对于
mEOS2-63-Cl-Tyr的绿色荧光状态，测得吸收峰为
502 nm，发射峰为 518 nm．可见吸收峰向短波长
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Fig. 7 Absorption, excitation and fluorescence
spectra of mEOS2鄄63 3鄄Cl鄄Tyr

: Absorbance; : Fluorescence emission (556em); :

Fluorescence excitation (465ex).

Fig. 8 mEOS2鄄6 3鄄Cl鄄Tyr pH titration
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移动 4 nm，而发射峰几乎没变(图 7)．对于绿色
荧光状态的 mEOS2-63-Cl-Tyr，随着 pH 的降低，

502 nm吸收峰逐渐降低，在 381 nm出现吸收峰并
逐渐升高(图 8)．在 pH 3.0时，502 nm吸收峰几乎
完全消失．与野生型类似，3-Cl-Tyr-mEOS2 的
381 nm吸收峰对应着发色团质子化状态的光吸收，
而 502 nm 吸收峰对应着去质子化发色团的光吸
收．发色团的质子化与去质子化发生在酪氨酸的酚

羟基上．3-Cl-Tyr使得质子化状态的吸收峰向短波
方向移动了 14 nm．吸收光谱随 pH变化的过程中，
在 426 nm处存在一个等消光点，其吸光值不随 pH
的变化而变化．3-Cl-Tyr mEOS2在 502 nm的吸收
峰随 pH的变化可以用 Henderson-Hasselbalch方程
拟合，得到 pKa=4.2．与之相比较，野生型 mEOS2
的 pKa为 5.6．
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3 讨 论

通常研究蛋白酪氨酸氯化损伤影响蛋白质功

能，在体外研究主要采用次氯酸等氧化剂进行体外

氯化，这种方法的缺点是没有特异性，很多酪氨酸

位点都可以氯化，同时又会引起假阳性，因为其他

氨基酸被氧化同样会引起功能损伤，且这种方法不

能应用于活体或活细胞研究．我们通过基因密码扩

展方法，在目标蛋白任意位点引入 TAG琥珀密码
子，可以特异地将 3-Cl-Tyr定点特异插入到目标蛋
白，从而可以研究特定位点酪氨酸氯化引起的蛋白

质结构功能的变化．

多数荧光蛋白荧光活性中心包含有酪氨酸交联

形成的共轭体系，具有质子化和去质子化两种状

态. 由于氯原子的电负性较大, Cl-Tyr的 pKa为 8.3,
低于 Tyr 的 pKa (10.5) [15]，因此在荧光活性中心

用 3-Cl-Tyr 取代 Tyr 会降低发色基团的 pKa．

EGFP66-Cl-Tyr，以及 YFP66-Cl-Tyr突变的 pKa均

比 EGFP 或 YFP 降低 1 左右. 从荧光量子产率来
看，荧光活性中心氯代的突变体比野生型量子产率

有所降低．但是 GFP66-Cl-Tyr 荧光量子产率为
0.57，与 EGFP荧光量子产率 0.60相当．

mEOS2由于在 400 nm强光照射情况下，会由
发绿色荧光转化为发红色荧光，是研究超高分辨率

荧光成像的理想标记物．其荧光活性中心由

His62-Tyr63-Gly64共轭交联形成[11, 16]．绿色状态的

mEOS2 pKa 为 5.6，我们通过用 3-Cl-Tyr 取代 Tyr
使其 pKa降低到 4.2，使其可以在溶酶体和吞噬酶
体中保持去质子化状态，在 502nm光照情况下发
绿光．

我们根据非天然氨基酸的理化性质，理性地设

计出了 pKa降低的绿色荧光蛋白 GFP，黄色荧光蛋
白 YFP以及光转化荧光蛋白 mEOS2突变体.由于
这种策略在 GFP、YFP、mEOS2中都适用，验证
了此种方法的普遍可行性．传统的进化酶或蛋白质

的方式是通过在酶活中心或附近做定点突变库，或

者易错 PCR来引入随机突变．这往往需要很大的
库容量以及合适的筛选策略．而这种根据氨基酸性

质定点引入突变的理性设计提高了目标的靶向性．

在动脉粥样硬化及冠心病患者的高密度脂蛋白

中检测到高水平的 ApoA1酪氨酸残基氯代 [3]．从

ApoA1结构上来看，192位 Tyr在 2个 琢螺旋之间
的铰链区，处于与溶液接触的亲水区域，使其容易

被髓过氧化物酶氯代氧化，从而影响了胆固醇从血

管壁到血液的 ATP 结合盒式转运 A1 途径
(ABCA1)，导致动脉粥样硬化等疾病[17]．目前有实

验研究，在体外通过髓过氧化物酶催化次氯酸氧化

ApoA1，发现 192位酪氨酸被氯代，以及甲硫氨酸
被氧化，但是通过用不能被氯代氧化的苯丙氨酸取

代 192位酪氨酸，以及用还原剂还原甲硫氨酸，可
以部分地恢复 ApoA1 的胆固醇转运功能，证明
ApoA1的功能损伤与 192位酪氨酸氯代以及甲硫
氨酸氧化有关[18]．Smith在 ApoA1上用苯丙氨酸取
代酪氨酸，通过次氯酸氧化同样发现了 ApoA1的
功能损伤[5]．由于目前对 ApoA1氧化损伤的研究主
要是采用次氯酸氧化，以及位点突变的方法，由于

次氯酸氧化不具有位点特异性，以及除了可以氧化

酪氨酸以外，还可以氧化甲硫氨酸、赖氨酸等氨基

酸，这样往往导致非特异性，从而为研究 ApoA1
氯代氧化与功能损伤的关系带来困难．而位点突变

的方法不能提供酪氨酸氯代带来蛋白质氧化损伤的

直接证据．我们通过扩展基因密码的方法，可以在

蛋白质给定位点特异性引人 3-Cl-Tyr，从而为
ApoA1蛋白氯代氧化损伤研究提供了新的方法．

我们推断，ApoA1 192位酪氨酸氯化引起的功
能损伤与 3-Cl-Tyr具有较低的 pKa有关，在将来的

研究中，我们还将通过这种方法，将 ApoA1 192
位 Tyr 替换为 3-Cl-Tyr，并与野生型 ApoA1的结
构功能相比较，从而解析酪氨酸氯代与功能关系，

并研究氯代 ApoA1介导的胆固醇反向运输，提供
酪氨酸氯代与胆固醇反向运输障碍的新方法和直接

证据．

总之，我们进化出了可以位点特异性插入

3-Cl-Tyr的氨酰 tRNA合成酶，为体内外研究蛋白
质氯代损伤提供了新的方法．我们通过荧光活性中

心氯代，得到了具有更低 pKa，以及荧光波谱有红

移的突变体．这些突变体将有可能成为标记溶酶

体、吞噬酶体(内部 pH 4～5)等酸性细胞器的合适
荧光蛋白．这种理性设计进化荧光蛋白方法，突破

了传统定向进化中突变库容量和筛选策略的限制，

引入了带有新性质的非天然氨基酸，为酶和蛋白质

定向进化提供了新的思路．
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Fluorescent Protein Engineering Through Genetic Incorporation
of 3鄄Chlorotyrosine*
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Abstract Posttranslational chlorination of tyrosine residues in proteins produce 3-chlorotyrosine (3-Cl-Tyr),
which is associated with several diseases, including Alzheimer's disease, asthma, atherosclerosis and acute
myocardial infarction. High level of 3-chlorotyrosine has been found in ApoA1 protein in atherosclerosis patients,
indicating that it may play important role in disease. Here we report a new method to facilitate the site-specific
incorporation of 3-chlorotyrosine into proteins at specific sites. Such a new method may be very useful to probe the
regulatory role of tyrosine chlorination in protein function. Compared to tyrosine (Tyr), 3-Cl-Tyr has lower pKa.
We replaced the green fluorescent protein (GFP) and photoactivatable protein mEOS2 chromophore Tyr (Tyr66 in
GFP) by 3-Cl-Tyr, lowering the chromophore pKa to 4.2 and 4.7, respectively. These mutant fluorescent proteins
with lower pKa may be advantageous for labeling proteins in acidic organelles such as lysosome and phagosome.
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