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摘要 从珊瑚中来源的各种红色荧光蛋白(red fluorescent protein, RFP)经过一系列体外进化，其波谱范围覆盖了 570～ 655 nm,
极大地丰富了细胞内或体内光学成像的荧光探针．简要阐述了来源于 Discosoma sp., Entacmaea quadricolor, Anemonia sulcata,
Heteractis crispa, Actinia equina 5种珊瑚的红色荧光蛋白的光学特征、结构、体外分子进化及其应用．
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荧光蛋白作为分子标签，在分析生物技术和细

胞内分子示踪方面具有广泛的应用．尤其是在细胞

分子影像的应用方面，可以通过融合蛋白技术，将

荧光蛋白融合到细胞内的某个靶标蛋白上，以标记

和分析靶标蛋白在细胞内的定位、分布和运动以及

与其他细胞内分子的相互作用．目前已经出现了许

多基于荧光蛋白的细胞内蛋白质相互作用的动态分

析技术，如荧光共振能量转移技术(FRET)和双分
子荧光互补技术(BiFC)等，它们是当今细胞内分子
事件“可视化”的主流技术．

从水母(Aequorea victoria)中克隆的绿色荧光蛋
白(GFP)[1]通过一系列体外突变进化，发展出荧光强

度更强(EGFP)，波长不同的各种突变体，如蓝色
(EBFP)、青色 (ECFP， Cerulean)、黄色 (EYFP，
Citrine)荧光蛋白[2～5]．这些荧光蛋白已经广泛用于

蛋白质分子标记和细胞内分子示踪，极大地促进了

生物学的研究，不足的是，这些荧光蛋白的发射光

谱局限在 440～529 nm，激发和发射波长较短，能
激发细胞内的某些物质产生荧光，因此细胞内成像

时背景较高．

1999 年报道了第一个红色荧光蛋白 drFP583
(DsRed)[6]，其优点显而易见：可与 GFP 系列荧光
蛋白共用，且激发和发射波长更长，细胞内成像背

景低，因此迅速被关注．短短数年，对红色荧光蛋

白的一系列研究，极大地丰富了荧光蛋白的光谱多

样性，为细胞内的多色标记提供了更多的荧光标

签．迄今所有的红色荧光蛋白都是从珊瑚纲下的类

珊瑚目或海葵目的不同种中分离进化而来．最初发

现并报道的红色荧光蛋白通常采用 Matz等[6]的命

名原则，即用小写字母表示蛋白质来源的珊瑚种

类，FP表示荧光蛋白(fluorescent protein)，紧接着
的数字表示荧光蛋白的发射波长．如 drFP583，表
示从 Discosoma sp．分离出来的荧光蛋白，最大发
射波长为 583 nm．eqFP578 [7]和 eqFP611 [8]表示从

Entacmaea quadricolor分离出来的荧光蛋白，最大
发射波长分别为 578 nm和 611 nm．荧光蛋白的成
熟过程即发色团的形成过程．荧光蛋白表达后发生

自体催化，将发色团的三个氨基酸环化氧化形成一

个 仔共轭体系，进一步氧化增加一个酰基，形成
成熟发色团．由于野生型的红色荧光蛋白成熟速度

较慢以及常以四聚体或二聚体形式出现且易于聚

合，对细胞或组织具有一定的毒性，影响所标记蛋

白的功能，其应用受到限制．因此，体外分子进化

技术便被用来对野生型红色荧光进行改造．改造的

目标包括：缩短成熟时间；消除四聚化，发展单体

红色荧光蛋白；改变发射波长，发展远红光荧光蛋

白；提高其荧光强度等．本文对这方面的进展进行

简要综述．
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2 红色荧光蛋白的特征及体外分子进化

2援1 源于 Discosoma sp援 的红色荧光蛋白 DsRed
(drFP583)
2援1援1 DsRed (drFP583)的特征和结构．drFP583的
商品名为 DsRed，由 225个氨基酸残基组成，最大
吸收波长为 558 nm，最大发射波长为 583 nm．该
荧光蛋白有较高的量子产率和光稳定性，并且受

pH值影响小，在 pH 5～12范围内吸收和发射光强
度没有明显变化[6, 16]．野生型 DsRed成熟速度很慢，
体外成熟过程需经过两个阶段．在室温下，最初的

激发发射波长分别为 475和 499 nm(为绿色荧光蛋
白的特征波长)，约 7 h后，绿色荧光的光强达到

最大值，随后开始衰减，2天之后，绿色荧光完全
消失．而红色荧光需要 27 h才达到其最大荧光强
度的一半，至少 48 h 才能达到最大荧光强度的
90%[16]．Tubbs等[17]从晶体结构角度分析了 DsRed
红色发色团(Gln 66-Tyr 67-Gly 68)的荧光形成过
程．发色团在成熟过程中先形成一个 GFP的发色
团，进一步氧化形成 DsRed的发色团．DsRed的发
色团比 GFP的发色团多一个酰基(图 2)．DsRed的
生物化学、生物物理学实验[16]以及晶体结构[12, 18]表

明，DsRed在体外或体内均会形成四聚体，其四聚
体的每个单体结构与 GFP蛋白相似，由 11个 茁折
叠形成一个桶状结构，一个 琢螺旋从桶中心穿过，
而发色团位于桶中央的 琢螺旋上．四聚体的形成

1 红色荧光蛋白的光谱多样性

克隆于珊瑚的荧光蛋白具有荧光光谱多样性．

既有绿色，也有黄色，且有各类红色[6～9]．不同野

生型的红色荧光蛋白经过一系列体外进化，得到各

种不同发射波长的突变体，发射光谱可以覆盖

574 nm到 655 nm(图 1)．Verkhusha 等[10]认为荧光

蛋白光谱多样性源于两个因素：一是发色团与其所

处的微环境之间的非共价相互作用的多样性，二是

发色团本身的多样性．该分析已经被后来的实验所

印证．Shu等[11]从晶体结构角度，通过比较 DsRed
来源的不同单体荧光蛋白发色团和所处微环境的非

共价相互作用，解释了不同突变体发射光谱相异的

原因．随着多种红色荧光蛋白的晶体结构解析，发

现了多种发色团如 drFP583 (DsRed)的发色团为
(Gln66- Tyr67-Gly68)[12], eqFP611和 asFP595的发色
团为(Met63-Tyr64-Gly65)[13, 14]， hcRed的发色团为
(Glu64-Tyr65-Gly66)[15]．红色荧光蛋白的光谱多样

性提供了多样的红色荧光蛋白选择，以实现不同的

标记及成像目的．

Fig. 2 Chromophore formation steps of DsRed[18]

图 2 DsRed发色团的形成过程[18]

Fig. 1 Emission wavelength and relative brightness of various RFPs
图 1 不同红色荧光蛋白的发射波长及其相对亮度示意图

相对亮度是以 DsRed1的亮度为 1，其他荧光蛋白与 DsRed1相比较所得数值． 图中数据来源于表 1所列文献.
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会影响融合的目标蛋白定位及功能，而且易聚

集[19]，对细胞产生毒性．为了克服野生型红色荧光

蛋白 DsRed成熟速度慢以及四聚化的缺点，研究
人员对其进行了一系列分子改造．

2援1援2 DsRed的分子进化．
a．DsRed的各种四聚体形态突变体．Clontech

公司将野生型的 DsRed密码子进行人源型密码子
优化，产生了 DsRed1．DsRed1 成熟时间仍然很
慢，半成熟时间约 11 h．该公司将 DsRed1进一步
改造，突变其中 6个氨基酸得到 DsRed2，其可溶
性和成熟速度都得到改进，半成熟时间缩短为约

6.5 h[20]．Bevis等[21]以 DsRed1为模板，采用随机和
定向突变技术，经过多轮筛选，获得 3个成熟时间
大大缩短的突变体(成熟速度比野生型 DsRed 快
10～15 倍 )，分别命名为：DsRed.T1 (商品名为
DsRed-Express)，DsRed.T3 和 DsRed.T4．在这些
突变中，氨基酸改变 N42Q对加速荧光蛋白成熟贡
献最大，且能够减少绿色荧光的激发及发射．

DsRed.T3和野生型 DsRed一样，荧光团的成熟是
个多步过程，只是速度比野生型快约 10倍，半成
熟时间约 1.3 h．而 DsRed.T1和 DsRed.T4几乎不
再能被激发发射绿色荧光，成熟速度约为野生型的

15倍，半成熟时间缩短为约 0.7 h．在这一阶段的
分子进化中，DsRed的成熟时间被大大缩短，但是
上述 5个 DsRed的突变体在细胞内或体外仍以四
聚体形式存在．

b．DsRed的各种二聚体形态突变体．为了解
决 DsRed易聚集的缺陷，Campbell 等[22]对 DsRed.
T1进行改造．其策略及突变如下：根据 DsRed的
晶体结构，用定向突变技术破坏单体界面相互作用

的关键氨基酸，然后通过随机突变技术拯救荧光蛋

白的优良性状．形成四聚体的 4个单体分别用 A、
B、C和 D表示，且 AB界面和 CD界面之间的相
互作用相同，AC界面和 BD界面之间的相互作用
相同[18, 23]．将每个单体界面处的关键氨基酸突变为

带正电的氨基酸．这样由于正电荷相斥以及不能通

过金属离子螯合各个单体，使得两个单体不能再形

成聚合物．将 DsRed.T1 进行一个点突变 I125R，
破坏 AB界面之间相互作用，得到只能形成二聚体
的突变体 DsRed.T1(I125R)．在 DsRed.T1(I125R)的
基础上进行多轮随机突变，进行荧光蛋白优良性质

的拯救，得到了荧光亮度较亮和成熟速度较快的二

聚体红色荧光蛋白，命名为 Dimer2．与野生型
DsRed 相比，Dimer2 含有 17 个突变位点 (包括

DsRed.T1 上的突变位点)．根据 DsRed 的晶体结
构，用一个不易被蛋白酶水解的 12个氨基酸残基
的 linker(GHGTGSTGSGSS)将 Dimer2的两个单体
串联，使两个单体自身可以形成二聚体，相当于一

个类单体荧光蛋白，由此构建成荧光蛋白 tDmier2
(tandem dimer)． tDimer2 和 Dimer2 具有完全相同
的半成熟时间(约 2 h)以及荧光特征光谱(激发和发
射波长分别为 555 nm 和 579 nm)，但 tDimer2 比
Dimer2更亮．Shaner等[24]在 Dimer2的基础上进行
5轮定向突变，筛选到成熟时间更短(半成熟时间
约 1 h)、不发绿色荧光的突变体．并将该突变体的
N端 7个氨基酸残基替换为 EGFPN端的 7个氨基
酸序列，同时将 EGFP C端的 7个氨基酸序列追加
到该突变体的 C端，以减少红色荧光蛋白对融合
蛋白的影响．得到一个新的可形成二聚体的荧光蛋

白 dTomato，其激发和发射波长分别为 554 nm和
581 nm．然后采用构建 tDimer2的策略，用一个多
肽 linker将两个 dTomato蛋白串联在一起，构建成
类单体荧光蛋白 tdTomato． tdTomato 的亮度比
dTomato提高了一倍，比野生型的 DsRed蛋白还要
亮． (t)dTomato 比(t)Dimer2 的成熟时间提高了一
倍，而且其荧光蛋白性能受外源融合蛋白的影响较

小，因此可以作为一种红色荧光标签．

c ．DsRed 的各种单体红色荧光蛋白 ．
Campbell等[22]在二聚体红色荧光蛋白 Dimer2的基
础上，进一步破坏单体 AC 界面的相互作用，将
AC界面相互作用的 2个关键氨基酸残基 H162和
A164分别突变为带正电的 Lys和 Arg．再进行多
轮随机突变筛选，最终得到有较高亮度和较快成熟

速度的单体荧光蛋白 mRFP1(也称为 mRFP)．与野
生型 DsRed相比，mRFP1含有 33个位点突变．单
体荧光蛋白mRFP1的激发和发射波长(584/607 nm)
比野生型以及各种聚合体形态的突变体都长，且半

成熟时间不到 1 h．
Shaner等[24]在 mRFP1的基础上，对发色团附

近的位点进行突变，发现 Q66M的突变能促进单
体红色荧光蛋白的成熟，并且其激发和发射波长红

移，分别达到 587 和 610 nm．该突变体 mRFP1
(Q66M)被命名为 mRFP1.1．为了减少荧光蛋白对
融合蛋白的影响，将突变体 mRFP1.1的 N端 7个
氨基酸替换为 EGFP 的 N 端 7 个氨基酸序列
(MVSKGEE)，在第 7个氨基酸后添加 4个氨基酸
NNMA(标记为 6a～d)，得到 mRFP1.2．将 EGFP
的 C端 7个氨基酸添加到 mRFP1.2的 C端，得到
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突变体 mRFP1.3．从 mRFP1.3出发，筛选出有利
于荧光蛋白折叠的 mRFP1.4 (含点突变 V7I 和
M182K)．将 mRFP1.4 的位点 M163 突变为 Q163
得到能消除绿色荧光发射的突变体．在此基础上进

行两轮突变，对荧光蛋白进行优化，得到一系列波

长不同的第二代单体荧光蛋白，如 mHoneydew,
mBanana. mOrange, mTangerine, mStrawberry 及
mCherry．其中mCherry最为优秀．与mRFP1相比，
mCherry的激发和发射波长更长(587 nm/610 nm)，
荧光亮度更亮，成熟时间更短 (半成熟时间约
15 min)，光稳定性好．体内和体外实验表明，
mCherry在 N 端和 C端融合外源蛋白时，荧光蛋
白活性和被融合的目标蛋白功能相互没有明显影

响[24]．mCherry是从 DsRed演化来的性能最好的一
个单体红色荧光蛋白，可以和 GFP系列荧光蛋白
共用，实现多色标记．

为了获得更长波长的红色单体荧光蛋白，Wang
等[25]采用体细胞超突变技术(somatic hypermutation,
SHM)，在细胞内对 mRFP1.2进行多轮突变筛选．
在第 10 轮 SHM 筛选中得到含 3 个突变 (F65C,
A71G, I161M)的 mRaspberry．mRaspberry 的最大
激发和发射波长分别为 598 nm和 625 nm，半成熟
时间约 55 min．在第 23 轮 SHM筛选中得到发射
波长更长的一个单体红色荧光蛋白 mPlum．mPlum
的最大激发和发射波长分别为 590 nm和 649 nm，
达到了组织成像光学窗口(650～900 nm)[26]，能用于

组织或动物在体成像．但是其成熟速度较慢(半成
熟时间约 100 min)，亮度较低(荧光量子产率只有
0.1)．
2援2 源于 Entacmaea quadricolor的红色荧光蛋白
2援2援1 eqFP578 和 eqFP611 简 介 ． 从 不 同 的
Entacmaea quadricolor(可能来源于不同的变种[7])中
分离出两个红色荧光蛋白，eqFP578[7]和 eqFP611[8].
eqFP578的亮度约为 DsRed2的 1.5倍，是一个二
聚体红色荧光蛋白，其激发和发射波长分别为

552 nm和 578 nm，成熟时间较快． eqFP611 是一
个可以形成弱四聚体的红色荧光蛋白，其成熟过程

中形成绿色荧光蛋白的发色团，然后进一步成熟为

红色荧光蛋白，半成熟时间约 6 h，快于野生型
DsRed 的成熟速度． eqFP611 的特征波长分别为
559 nm 和 611 nm． eqFP578 和 eqFP611 具有 76%
的序列同源性． eqFP578的晶体结构尚未被解析，
而 eqFP611的结构类似于 DsRed[13]．对这两个蛋白

质进行的一系列分子进化，发展出了远红光

(far-red)二聚体或单体的红色荧光蛋白．尤其从
eqFP578 演化而来的两个荧光蛋白 Katushka 和
mKate，由于其极好的荧光亮度和较长的发射波长
(635 nm)，是组织光学成像的理想探针．
2援2援2 对 eqFP578的分子进化．野生型的 eqFP578
成熟时间较慢．Merzlyak 等 [7]采用随机突变的方

法，得到一个成熟时间短，亮度比 DsRed2亮 1.7
倍的一个二聚体突变体，命名为 TurboRFP．
TurboRFP 的激发和发射波长分别为 553 nm 和
574 nm, 荧光量子产率为 0.67，消光系数为
92 000 mol-1·L·cm-1.参照 eqFP611的晶体结构，采
用定点突变和随机突变相结合的方法(半随机突
变)，得到一个 eqFP578 的单体突变体，命名为
TagRFP，激发和发射波长分别为 555 nm和 584 nm，
半成熟时间约 100 min，亮度约为 mCherry的 2.8
倍．Shcherbo 等 [27]参照 eqFP611 的晶体结构，对
TurboRFP 发色团附近的 3 个位点 (氨基酸位点
148，165，181)进行突变筛选，随后将得到的波长
较长的突变体进行随机突变筛选，最终得到一个波

长长，亮度高的突变体，命名为 Katushka．
Katushka是一个可以形成二聚体的远红光红色荧光
蛋白，激发和发射波长分别为 588和 635 nm，半
成熟时间为 20 min，其量子产率为 0.34，消光系数
为 65 000 mol-1·L·cm-1．参考二聚体 TurboRFP到
单体 TagRFP的突变位点，将 Katushka进行突变得
到单体形式的突变体，命名为 mKate．mKate作为
长波长的单体红色荧光蛋白比 mPlum亮约 3.5倍，
成熟时间更短[27]．

2援2援3 对 eqFP611的分子进化．野生型 eqFP611在
生理条件下可以形成较弱的四聚体复合物[28]．从

eqFP611晶体结构[13, 29]可知，其四聚体复合物和野

生型的 DsRed类似， AB和 CD界面间相互作用较
弱．Wiedenmann 等 [28]根据 eqFP611 的晶体结构，
将 T122突变为 R122或将 V124突变为 T124，均
可得到二聚体形态的 eqFP611突变体．二聚体突变
体 eqFP611(T122R)和 eqFP611(V124T)的激发和发
射波长与野生型 eqFP611 相同，分别为 559 和
611 nm．在 21℃时，半成熟时间均为 7.5 h．2008
年，Kredel等[30]对 eqFP611进行了进一步改造，采
用半随机突变的方式获得了能在 37℃成熟的一系
列突变体，分别命名为： RFP611， RFP630，
RFP618，RFP637，RFP639(RFP指红色荧光蛋白，
紧接着的数字表示发射波长；eqFP611和 RFP611
的区别在于后者以及所有标记 RFP的红色荧光蛋
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白可以在 37℃成熟)，然而这些突变体仍以四聚体
形式存在．Kredel等根据Wiedenmann等的研究结
果，将 RFP611和 RFP639引入突变 T122R，发展
了只形成二聚体的突变体，并将两个单体用连接肽

(linker)串联，构建了可以自身二聚化的类单体荧光
蛋白 tdRFP611和 tdRFP639，并在细胞中验证了这
些突变体作为荧光标签的可靠性．

2援3 源于 Anemonia sulcata的红色荧光蛋白
Lukyanov等[31]从 Anemonia sulcata触角的顶端

分离出一个红色的荧光蛋白 asFP595，为四聚体形
式[14]，激发与发射波长分别为 572 nm 和 595 nm,
但荧光量子产率非常低，小于 0.001．当用绿光
(～570 nm)持续激发时，595 nm的发射光强度迅速
增强．当去掉绿光时，红色荧光缓慢地消失．若用

蓝光(～450 nm)照射，其荧光迅速淬灭．当再次用
绿光激发时，红色荧光又迅速增强．红色荧光的强

度和产生速度和绿色激发光强度正相关，其红色荧

光的淬灭速度也与蓝光的强度正相关．因此，这个

红色荧光蛋白又称为光开关(photoswitch)或可点燃
的荧光蛋白(kindling fluorescent protein)[14, 31, 32]．将野

生型 asFP595 的 143 位氨基酸突变，突变体
asFP595(A143S)的荧光量子产率比野生型的高出
12倍以上，且当停止绿光照射时，红色荧光的自
发消失比野生型慢约 35倍，约需要 400 s，而用蓝
光照射时，红色荧光迅速淬灭[14]． asFP595(A143S)
用绿光激发，用蓝光淬灭，再用绿光激发，可以循

环 30多次，是个很好的荧光开关[14]．由于其特殊

的荧光性质，asFP595可被用于细胞、细胞器或蛋
白质运动的精确追踪[33]．

2援4 源于Heteractis crispa的红色荧光蛋白
Gurskaya等[9]从 Heteractis crispa中分离到一个

类似于 GFP 的色蛋白 (chromoprotein)，命名为
hcCP．hcCP在 570 nm到 580 nm范围内有最大光
吸收，但不能发射荧光．突变体 hcCP(C148S)能发
射红色荧光 (640 nm)，但该突变体和野生型的
hcCP一样对温度敏感．对 hcCP(C148S)进行随机
突变，筛选到含 A5S和 P208L的突变体可以消除
温度敏感，在 37℃可以成熟．进一步随机突变筛
选，最终得到亮度提高 6倍，发射波长红移 5 nm
且对温度不敏感的一个远红光红色荧光蛋白

hcRed．与野生型 hcCP相比，hcRed含有 6个点突
变，其最大激发和发射波长分别为 592 nm 和
645 nm．凝胶过滤分析表明 hcRed以四聚体形态
存在．将 hcRed 的 L126 突变为 H126 后，hcRed

以二聚体形式存在[9, 34]，光学性质无变化．Clontech
公司将其商品化，命名为 hcRed1．目前 hcRed1仍
然为二聚体红色荧光蛋白，尚未进一步改造成单体

荧光蛋白．Fradkov 等 [35]用 4 个氨基酸 linker
(Arg-Ser-Pro-Gly)将两个单体 hcRed1连接起来，构
建了可以自身二聚化的类单体突变体 tHcRed1．
2援5 源于 Actinia equina 的红色荧光蛋白

Shkrob等[36]从 Actinia equina中分离出一个类
似于 GFP的色蛋白，命名为 aeCP597． aeCP597在
597 nm处有最大的光吸收，然而不能发生荧光．
对 aeCP597 进行一系列突变后，获得一个可以发
射荧光的突变体 AQ14．AQ14在 595 nm有最大光
吸收，最大发射波长为 663 nm，是迄今发现的发
射波长最长的远红光红色荧光蛋白．然而 AQ14对
光很敏感，即使在暗室和较高温度下，荧光也会

自发消失．对 AQ14进行随机突变，筛选到了较稳
定的突变体 AQ143．AQ143的荧光不能自发消失，
其最大激发和发射波长分别为 595和 655 nm，然
而其亮度较低(荧光量子产率为 0.04，摩尔吸光系
数为 90 000 mol-1·L·cm-1)．

3 红色荧光蛋白的应用

红色荧光蛋白的发现以及不懈的体外分子进化

尝试，产生了各种具有不同特点的红色荧光蛋白

(表 1)． 这些红色荧光蛋白的广泛应用极大地促进
了多个领域的生命科学研究．红色荧光蛋白主要有

以下两大方面的应用．

3援1 用于标记个体、组织、细胞、亚细胞、病毒

颗粒及蛋白质定位

作为荧光标签，目前已有的单体红色荧光蛋白

所具备的优良特性可以和 GFP系列荧光蛋白相媲
美，用于细胞，亚细胞及病毒颗粒的标记．而在个

体或组织水平荧光标记中，红色荧光蛋白(尤其是
远红光红色荧光蛋白)所具有的较长激发和发射波
长更成为其特有的优势．此外，红色荧光蛋白还可

以和 GFP系列荧光蛋白共用，进行多色标记，扩
展了人们的视野．

红色荧光蛋白有较长的特征波长，许多还具有

高的量子产率和荧光亮度，有利于个体或组织的荧

光标记与成像．如用 DsRed2，tdTomoto，mCherry
及 mPlum标记小鼠体内的多种肿瘤细胞，从个体
水平研究肿瘤的生长、肿瘤组织和正常组织间的关

系、肿瘤组织周围新血管的形成以及肿瘤的转

移[37～40]．将 Katushka 用于爪蟾的整体成像时，甚
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1)亮度值为消光系数和量子产率的乘积,相对亮度以 DsRed1为标准进行计算. 2)不同浓缩方法所测值. n.a.,未获得数据(Not available).

Table 1 Optical properties of different red fluorescent proteins
表 1 不同红色荧光蛋白的光学性质

至可以观察到爪蟾深部的心脏[27, 41]．

单体红色荧光蛋白或串联的二聚体红色荧光蛋

白广泛应用于在细胞及亚细胞水平成像，如用

eqFP611标记细胞内的线粒体和过氧化物酶体[42]，

mRFP 标记酵母高尔基体 [43]，TagRFP 标记线粒
体[7]等．

红色荧光蛋白用于标记病毒颗粒，研究病毒和

宿主细胞之间的相互作用．如用 mRFP [44, 45]或

mCherry[44]标记 HIV病毒颗粒，研究 HIV和宿主细
胞间的相互作用以及 HIV侵染宿主细胞的过程．
用 mRFP[46]标记腺病毒颗粒，研究腺病毒在小鼠体

内的复制过程． tdtomato[47]用于狂犬病毒标记，研

究病毒在细胞内的运动行为等．

红色荧光蛋白还被广泛应用于细胞内蛋白质的

定位．如 mCherry用于定位细胞内的微管蛋白 [24]

和细菌内的类肌动蛋白 Mre B[48]及 Mre C[49]以及核

仁蛋白[50]． tHcRed1[35]和 TagRFP[7]用于定位核仁纤

维肌动蛋白及微管肌动蛋白．此外，红色荧光蛋白

还可以和 GFP系列荧光蛋白共用，检测活细胞内
的基因表达[51]．

3援2 用于研究活细胞内蛋白质相互作用

荧光共振能量转移技术(FRET)[52]是目前研究活

细胞内蛋白质相互作用的常用技术之一．常用于该

技术的供体和受体荧光蛋白对 CFP/YFP在体内蛋
白质相互作用研究中取得了极大成功，然而这组荧

光蛋白仍有其不足之处，如 CFP 的发射光谱和
YFP的激发光谱很近，有严重的串扰(cross-talk)现
象[53]，CFP的激发波长过短，会导致细胞较高水平
的自发荧光，此外，这组荧光蛋白有可逆的光漂白

现象[54]．将红色荧光蛋白引入 FRET技术，极大地
改善了这些不足，并且当使用长波长的供体和受体

荧光蛋白组合时，FRET的效率也极大地提高[55]．

目前有红色荧光蛋白参与的 FRET荧光蛋白组
合有 CFP/DsRed, CFP/mRFP, CFP/mCherry, CFP/
tdTomato, CFP/tHcRed1, GFP/DsRed, GFP/mRFP,
GFP/mCherry, GFP/tdTomoto, GFP/tHcRed1,
mOrange/mCherry, mKO/mRFP1, mKO/mCherry 和
YFP/tHcRed1．Goedhart 等 [55]和 van der Krogt 等 [56]

系统地研究了有红色荧光参与的各项 FRET技术指
标，并进行了一系列比较，推荐了较为理想的组

荧光蛋白 姿(激发)/nm 姿(发射)/nm 消光系数 /( mol-1·L·cm-1) 荧光量子产率 相对亮度 1) 半成熟时间(t0.5= h) 参考文献

558
561
554
552
554
584
548
574
587
598
590
553
555
588
588
559
558
587
588
589
592
590
595
595

583
587
586
579
581
607
562
596
610
625
649
574
584
635
635
611
609
637
639
631
645
637
663
655

52 000
43 800
30 100
120 000
138 000
50 000
71 000
90 000
72 000
86 000
41 000
92 000
100 000
65 000
45 000

120 000/151 0002)

70 000/144 0002)

72 000/ 141 3002)

69 000/110 4002)

90 400/110 0002)

70 000
160 000

n.a.
90 000

0.68
0.55
0.42
0.68
0.69
0.25
0.69
0.29
0.22
0.15
0.1
0.67
0.48
0.34
0.33
0.48
0.47
0.23
0.18
0.16
0.05
0.04
n.a.
0.04

1.00
0.68
0.36
2.31
2.69
0.35
1.39
0.74
0.45
0.36
0.12
1.74
1.36
0.63
0.42

1.63/2.052)

0.93/1.912)

0.47/0.922)

0.35/0.562)

0.41/0.502)

0.10
0.18
n.a.
0.10

～11
～6.5
0.70
～2

1
<1
1

0.83
0.25
～0.9
～1.7
n.a.
1.7
0.33
1.25
1.83
3.75
n.a.
1.5
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

[6]
[20]
[21]
[22]
[24]
[22]
[22]
[22]
[24]
[25]
[25]
[7]
[7]
[27]
[27]
[30]
[30]
[30]
[30]
[30]
[34]
[35]
[36]
[36]

DsRed1
DsRed2
DsRed. T1
tDimer2
tdTomato
mRFP1
mOrange
mStrawberry
mCherry
mRaspberry
mPlum
TurboRFP
TagRFP
Katushka
mKate
RFP611
tdRFP611
RFP637
RFP639
td-RFP639
hcRed
tHcRed1
AQ14
AQ143
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合: GFP/mRFP, GFP/mCherry, GFP/tdTomato, mKO/
mCherry, mOrange/mCherry．
红色荧光蛋白还被开发成双分子荧光互补

(BiFC)系统，用于体内蛋白质相互作用研究． Jach
等 [57]将 mRFP1 进化出一个较亮的红色荧光蛋白
mRFP-Q66T，并将其开发为红色的 BiFC系统，在
植物细胞内研究了植物转录因子 CPC和 GL3之间
的相互作用．Fan等[58]将 mCherry开发为 BiFC 系
统，在哺乳动物细胞内可视化研究了 SV40大 T抗
原(LTag)与 P53蛋白间相互作用，并与基于 venus
的黄色 BiFC系统共用，实现了同一细胞内 LTag
与 p53 蛋白以及早幼粒细胞白血病蛋白(PML)和
sp100两组蛋白质间相互作用的同步共检测．

4 结 语

许多红色荧光蛋白已经具备了优良的性质，并

广泛应用于生命科学研究． 但即使是性能优良的

红色荧光蛋白，仍然有较大的定向改造余地． 例

如，发展高亮度、远红外发射的单体荧光蛋白，将

在深部组织成像方面有重要意义．
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Optical Spectra Diversity and in vitro Molecular
Evolution of Red Fluorescent Proteins*
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Abstract Red fluorescent proteins (RFPs) produced from a number of Anthozoa species have been subjected to a
series of in vitro molecular evolution, resulting in various emission spectra ranging from 570 nm to 655 nm and
thus providing powerful tools for cellular imaging or even body imaging. This article briefly reviewed the optical
properties, structures and mutagenesis of RFPs and their applications.
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