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摘!要!遗传编码荧光激酶生物传感器&\C2Ĉ0TGMM̀eC2TLJCJ dMVLEC1TC2 D̂02G1CY0L1C21LE1'!又被称作为激酶活性报告探针

&D02G1CGT̂0c0̂̀ ECKLÊCE1! Q"*1'% 它是由串联的嵌合蛋白组成的 P*aR生物传感器!属于分子内的 P*aR荧光探针!它主要对活

细胞内的特定蛋白激酶进行实时监测!在探索酪氨酸激酶和丝.苏氨酸激酶活性研究中的应用广泛% 本文收集当前已报道的遗

传编码荧光激酶生物传感器并对其发展和应用进行综述%

关键词!遗传编码荧光激酶生物传感器!酪氨酸激酶!丝.苏氨酸激酶
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!!蛋白激酶是通过将 "R$或 [R$提供的磷酸基团

转移到特定底物蛋白质的丝.苏氨酸或酪氨酸的氨基

酸残基上激活底物的活性!在细胞内生理反应的信号

转导过程中起到重要作用% 蛋白激酶的这一特性!使

它与细胞的代谢"增殖"分化等功能有着密不可分的

关系!无论是蛋白激酶的定位异常还是激活异常都可

能导致许多疾病的发生% 因此!对活细胞内蛋白激酶

的实时监测有着重要的现实意义% 以往检测蛋白激

酶活性是用特定抗体!通过 8C1̂CE2 YML̂法和免疫组

化技术检测某个蛋白激酶底物的磷酸化水平!间接反

映蛋白激酶的活性% 这些检测手段的主要缺点是不

能够在活细胞内实时监测特定蛋白激酶的活性!因此

不能够精确反映蛋白激酶在细胞内相关生物事件中

的作用% 近年来!随着荧光显微镜与分子生物学技术

的发展!研究人员已开发出基于荧光共振能量转移

&P*aR'技术检测活细胞内蛋白激酶活性的遗传编码

荧光激酶生物传感器
-%.

%

一#遗传编码荧光激酶生物传感器

遗传编码荧光激酶生物传感器&\C2Ĉ0TGMM̀eC24

TLJCJ dMVLEC1TC2 D̂02G1CY0L1C21LE1'!通常又被称作为

激 酶 活 性 报 告 探 针 & D02G1C GT̂0c0̂̀ ECKLÊCE1!

Q"*1'

-'.

% 它是由串联的嵌合蛋白组成的 P*aR生

物传感器!属于分子内的 P*aR荧光探针% Q"*1的

两端是自发荧光蛋白 &GV L̂dMVLEC1TC2 K̂EL̂C021!"P4

$1'

-).

!分别为供体荧光蛋白&JL2LE'和受体荧光蛋白

&GTTCK L̂E',中间为底物 &1VY1̂EĜC'磷酸化位点和与

之配对的磷酸化氨基酸结合域 & KUL1KULG_02LGT0J

Y02J02\JL_G02!$""B>'% "P$1属于 Q"*1中的报告

基团!1VY1̂EĜC和 $""B>被共同称为特异的激酶底物

序列!1VY1̂EĜC被特定蛋白激酶磷酸化后与 $""B>结

合!使得这条单链生物传感器的空间结构发生了折叠!

两端的 "P$1被拉近到空间距离小于 %&2_!将识别的

生物相关信号以 P*aR的形式报告出来
-5.

%

遗传编码荧光激酶生物传感器!可以在活细胞内

实时检测特定蛋白激酶活性!具有广阔的应用前景!

当前发展较为迅速% 本文收集当前已报道的遗传编

码荧光激酶生物传感器!对这些文献进行分类"概括

与归纳!并对这些设计出来的基因编码的荧光激酶生

物传感器的应用进行评述%

二#酪氨酸蛋白激酶的遗传编码荧光激酶生物传

感器

%,a[P*($0TTUV 生物传感器 &#P$e#ED

"

e

jP$'可以用来研究表皮生长因子&a[P'刺激活细胞

时!发生在细胞内的磷酸化活动是如何产生和传播

的!它主要是由 #ED??及夹在两边的报告荧光基团

#P$ejP$构成% 即主要来检测活细胞被 a[P刺激

后 #ED

"

蛋白的活动!同时为了能够定向在细胞膜检

测!在探针的#端融合了一段#""7YLf!可以观察到

由 a[P促发的一系列磷酸化活动是由细胞边缘往细

胞中心传播移动的%

@9' 功能区与磷酸化的酪氨酸结合特异性高!不

会与未磷酸化的酪氨酸和磷酸化的丝.苏氨酸结合!

@9' 这一特性使其筛选成为活性报告探针中的酪氨

酸磷酸化结合域% 连接蛋白 #ED

"

参与了许多种信

号转导通路!例如在细胞增殖"迁移和凋亡!是由

@9'"@9) 结构域构成的!在两个 @9) 结构域中间 ''%

位上有一个酪氨酸残基!这个磷酸化的酪氨酸 ''% 可

以被 #ED

"

的 @9' 在分子内识别而相结合!从而实现

了从 #P$到 jP$的荧光共振能量转移!由此报告出

)&3%)
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的荧光可用于监测 #ED

"

被 a[P磷酸化时的活动%

相同的原理!另外一个监测 a[P*的生物传感器

&#P$e@9' eR̀E))6 ejP$'!同样能观察到在 a[P

的刺激下的细胞内磷酸化的活动是由细胞膜向细胞

质扩散的%

',@ET(@ET的遗传编码荧光生物传感器 &#P$e

@9' eR̀E)53 ejP$'!与 a[P*的 @9' 来源不同%

a[P*的 @9' 来源于 @UT!而 @ET的 @9' 来源于 @ET!

其中底物磷酸化位点也不同% 但是这一生物传感器

不够特异!同样对 "YM"bTD 和 a[P*发生反应!将其

底物序列中的 R̀E突变成 $UC并没有使 P*aR现象消

失!于是他们专门从 Te@ET中提取出 @ET的特有底物

序列 &8Ia>j>jA9bm['来取代原来的底物序列

&a?j[aP'!提高了对 @ET反应的特异性
-(.

% 改造后

的 @ET生物传感器!成功应用在人脐带静脉内皮细胞

用来监测动力传导的过程中 @ET激活的特性%

),BTEe"YM(遗传编码的 "YM生物传感器&#P$e

#ED ejP$'最早设计出来是在 $>[P的刺激下!检测

到 "YM的活动主要集中在肌动蛋白丰富的膜附近!说

明酪氨酸在调节细胞形态方面起着一定的作用% 在

人类的慢性粒细胞白血病&#Ib'中是 B#*e"Bb的

一个主要的酪氨酸激酶底物识别域!I0WV Ĝ20等
-+.

利

用 #EDb作为特异的激酶底物序列!设计了用来监测

B#*e"Bb的生物传感器 &AC2V1e#EDbea#P$'%

这是一种酪氨酸激酶传感器应用在临床上!对慢性粒

细胞白血病人目前以及未来的治疗及其耐药反应预

测是一种十分有前景的工具% 与此同时!RV2TCEL\MV

等
-3.

则是运用 B#*e"Bb是以 #ED

"

为特异的激酶

底物序列的 $0TTUV 生物传感器来对 #Ib进行耐药的

监测%

5,其他(局部黏着斑激酶&dLTGMGJUC10L2 D02G1C!

P"Q'也是一种酪氨酸激酶!在整合素介导的信号通

路中起到重要作用!也调节细胞对生长因子刺激产生

的细胞迁移和增殖!与肿瘤侵袭转移的高度相关性也

在一些研究中得到证实% @CL2\等
-6.

开发了 P"Q的

激酶活性探针!根据 @9' 对酪氨酸磷酸化的特异性!

设计了 P"Q的底物序列&aR>>j"a??>a'!对其在膜

微区的激活进行了探测% 随后又和 @ET激酶活性探

针一起运用到人骨髓间充质干细胞 &9I@#1'中!监

测到了当干细胞向骨细胞的诱导分化过程中!P"Q

的活性持续升高 '& ='3 天!而 @ET的活性持续降低

了 '3 天!揭示了两者的特异区别!并为我们对骨修复

和组织再造过程提供了新的理解
--.

%

h"$e3& 激酶对于 R细胞受体介导的信号转导

中起着很关键的作用!*G2JE0G_G_K0̂G等
-%&.

建造了

*:h"探针!活细胞内 h"$e3& 的活性进行了实时检

测!这个探针也是通过 @9' 与 b"R肽链中的 %3% =

%36 序列中酪氨酸磷酸化结合发生 P*aR报告信号

的!从而使得 h"$e3& 的活动在免疫突触中可视化%

三#丝(苏氨酸蛋白激酶的遗传编码荧光激酶生

物传感器

%,$Q"("*R&*[P*eQ?>eB[P$' 是第 % 个

$Q"激酶活性生物传感器!氨基酸激酶诱导域 & D04

2G1Ce02JVT0YMCJL_G02!Q?>'作为这个生物传感器主

要的一部分具有多个磷酸化位点!其中 @CE%)) 是

$Q"对其磷酸化的作用位点!磷酸化后会发生构象

的改变% 然而 "*R用蓝色荧光蛋白作为报告基团效

率较低!随后研制出了 "Q"*&#P$e%5 e) e)

1

e

1VY1̂EĜCejP$'!以 %5

$

) e)

1

作为磷酸化氨基酸

结合域可以与磷酸化的丝.苏氨酸相结合调节信号转

导的过程!但是由于 %5

$

) e)

1

分子对磷酸化的氨

基酸结合紧密!使得它对细胞内磷酸酯酶阻碍逆转后

的 P*aR反应灵敏度低!限制了 "Q"*生理研究的应

用% P9"%& ÛCdLEDUCGJ G11LT0ĜCJ JL_G02 %'结构域

能够识别磷酸化 RUE%) 的肽段!于是设计了相应的底

物序列 &b**"Rb>'!将此命名为 "Q"*' &a#P$e

P9"% e@VY1̂EĜCe#0Ê02C'!并成功得用这个探针评

估了 $Q"激活状态下慢性高表达胰岛素水平的效

应% 为了更好地监测 $Q"活动的细微变化!在没有

改变其特异的激酶底物序列的情况下!利用了拥有更

强信号的荧光蛋白突变体来改善这一探针!得到了

"Q"*) 和 "Q"*5!它们是分别用 C#P$eTKAC2V1"

#CEVMCG2 eTKAC2V1这两对供受体荧光基团的
-%%!%'.

%

"Q"*) 对 $Q"在细胞膜"细胞质"细胞核以及线粒

体的活动监测效率有了明显改善!并且说明了 $Q"

在线粒体的活动不同于细胞质的% 随后改进的

"Q"*5 又比 "Q"*) 有更精确的报告效率!在不同的

细胞膜微区中的膜筏和非膜筏区对 $Q"的动态活性

进行了监测!发现膜筏对 $Q"在细胞膜上的活性起

到了重要的调节作用!这个探针的发现和应用为进一

步对质膜上调节的信号转导的研究奠定了好的基础%

',"QR.$QB("D 又̂称为蛋白激酶 B&$QB'在磷

酸肌醇 ) 激酶介导的信号转导过程中起着重要的作

用% 起初人们为了研究 "D 在̂细胞内构造的改变!直

接以 "D 作̂为特异的激酶底物序列!两端融合了 [P$

ejP$作为供受体荧光蛋白!在没有任何处理的情况

下!这个探针在细胞中是处于 P*aR激活状态!而在

$>[P刺激后!P*aR在细胞膜出消失!说明了在酪氨

酸的作用下 "D 的̂空间结构发生了改变 % @G1GD0等

建造的 "D V̂1探针!是以 %5

$

) e)

5

作为 $""B>

)%3%)
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的!为了能定向研究 "D 的̂活性!在 #P$端又分别串

联了 CN:@ 和 RL_'& 可以靶向高尔基体和线粒体%

R10C2 等同样将 %5

$

) e)

5

替换为 P9"' 作为

$""B>建造了 BQ"*!检测到了 $QB的在细胞内磷

酸化以及去磷酸化的活动%

),$Q#"$Q>(#Q"*!用来检测蛋白激酶 #的活

性!发现特异的 $Q#信号转导取决于局部第二信使

的控制!是激酶与磷脂酶活动平衡调节的结果
-%).

%

为了能使 #Q"*能够在细胞内定位研究 $Q#的活

动!在 #Q"*的 N9' 或者 #::9末端连接对应靶向

序列!分别建造了 $I#Q"*& Ì E$GM_e#Q"*'"[LM4

\0#Q"*"I0̂L#Q"*" #̀ L̂#Q"*" NVT#Q"*! 证 实 了

$Q#信号的强度和长短具有位置特异性!并且每个

位置都受到磷脂酶活性水平和 >"[持续的控制% 检

测蛋白激酶 >的 >Q"*与 "Q"*"BQ"*"#Q"*有着

相似结构!证明了通过甘油二酯产生的正反馈调节抑

制 $Q>信号通路中 #G

' o

离子是一个重要的因素!揭

示了 $Q>激活过程中的一个新的机制
-%5.

%

5,其他(aQ"*生物传感器&_*P$% e88 e1VY4

1̂EĜCea[P$'!底物是从 #>#'(#中提取的一段可以

被 I"$Q磷酸化的序列&$*R$'!88磷酸化结合域主

要定位于核周围!在传感器的 #端融合了一段核输出

序列可以使其在细胞质中表达!在用 a[P刺激

9aQ'-) 细胞后检测出来 a*Q的活性情况
-%(.

% HNQ

激酶生物传感器 HNQ"*%&a#P$eP9"% e1VY1̂EĜCe

#0̂E02C'!以及 "I$Q激酶生物传感器 "I$Q"*&a#P$

eP9"% e1VY1̂EĜCeAC2V1'都成功应用在活细胞内检

测激酶的活性
-%+!%3.

% Te*Gd包括两种构象形式(开放

状态的激活形式和闭合状态的失活形式!根据这种构

象特点有了 Te*Gd的生物传感器 &jP$eTe*Gde

#P$'!并以此可监测活细胞内质膜处由 *"@ 到 *"P

的信号转变过程% [GcĈ等为了能更精确"详尽地了解

#̀TM02B% e#JD% 在哺乳动物细胞有丝分裂中是何时如

何激活的!构造了其生物传感器-j$Ĉe$B>&$MD%' e

@VY1̂EĜC&#*@' e_#CEVMCG2.% 以上这些都是蛋白激

酶生物传感器应用的成功例子%

四#展))望

综上所述!遗传编码荧光激酶生物传感器在活细

胞内实时监测酪氨酸激酶和丝.苏氨酸激酶活性方面

已有广泛和多样的应用!使得对特定信号分子在细胞

内的时空调节有了深入研究!鼓励我们运用 P*aR成

像技术应用在各个领域的疾病机制研究% 然而这门技

术还是新兴的技术!虽然已经发展了十几年!但是目前

在医学科研方面的实际应用还远远不够!需要优化探

针和呈像系统!从而提高从活细胞中获得信息的能力%
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