
书书书

２０１２年８月
Ａｕｇ．２０１２

　　　　　　　　　　　

华南师范大学学报 （自然科学版）
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＳＯＵＴＨＣＨＩＮＡＮＯＲＭＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ

（ＮＡＴＵＲＡＬＳＣＩＥＮＣＥＥＤＩＴＩＯＮ）
　　　　　　　　　　　　

第４４卷第３期
　Ｖｏｌ．４４　Ｎｏ．３

收稿日期：２０１２－０４－２３

基金项目：国家自然科学基金项目（３１０７１２１８；６１１７８０７８）；广东省高教厅重点项目（ｃｘｚｄ１１５）

通讯作者，ｃｈｅｎｔｓｈ＠ｓｃｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

文章编号：１０００－５４６３（２０１２）０３－００１２－０６

荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）的定量检测及其应用

张建伟，陈同生

（华南师范大学生物光子学研究院生命科学教育部重点实验室，广东广州５１０６３１）

摘要：荧光共振能量转移（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｏｎａｎｃｅＥｎｅｒｇｙＴｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）技术被广泛应用于活细胞中生物大分子构
象变化和分子间动态相互作用的实时研究．针对光谱串扰和供体受体间的浓度比等困扰 ＦＲＥＴ效率定量检测的两
大难题，已经发展了多种定量检测ＦＲＥＴ效率的方法．作者结合自己的研究结果介绍了多种 ＦＲＥＴ效率定量检测技
术在细胞信号转导机制研究中的应用．
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１　ＦＲＥＴ原理及影响因素

荧光共振能量转移（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｏｎａｎｃｅＥｎ
ｅｒｇｙＴｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）是依赖于供体和受体分子间距
离的光物理进程，处于激发态的荧光团通过偶极子

间的相互作用将能量以非辐射的方式转移给邻近的

受体分子［１－２］，从而导致供体荧光淬灭和受体荧光

发射的增加．供体和受体之间的 ＦＲＥＴ效率（Ｅ）与
分子间的空间距离（ｒ）满足６次方的关系［３］：

Ｅ＝ １
１＋（ｒ／Ｒ０）

６， （１）

其中Ｒ０为Ｆｒｓｔｅｒ半径，是指 Ｅ为５０％时供体与受
体间的距离．Ｅ与供体受体分子间空间的６次方关
系决定了Ｅ对空间距离敏感，决定了ＦＲＥＴ技术特
别适合用于研究分子间的相互作用以及大分子间的

空间变化．
ＦＲＥＴ效率是依赖于供体与受体间的距离 ｒ和

Ｆｏｒｓｔｅｒ距离Ｒ０的．Ｒ０由下式给出
［３－４］：

Ｒ６０＝
９·（ｌｎ１０）·κ２·ＱＤ·εＡ·Ｊ（!）

１２８·π５·ＮＡ·ｎ
４ ， （２）

其中，ＱＤ为供体的量子产率，ｎ为介质的折射率，

κ２是２个荧光蛋白之间的偶极取向因子，ＮＡ是阿
伏伽德罗常数，εＡ是受体最大的消光系数，Ｊ（!）为
归一化的供体发射光谱 ＦＤ与受体吸收光谱 ＥＡ的

光谱重合系数［５］

Ｊ（
!

）＝∫
∞

０
ＦＤ（!）ＥＡ（!）!

４ｄ
!

， （３）

其中表明影响 ＦＲＥＴ效率的因素主要有：（１）供体
分子发射谱与受体分子吸收光谱需有相当部分的重

合，一般重合大于３０％时的ＦＲＥＴ效应才能被检测
到；（２）供体分子与受体分子的偶极矩空间取向不
能相互垂直，如果 ２个分子间的偶极取向互相垂
直，则κ２为０，就不会有ＦＲＥＴ作用．虽然κ２可以
从０到４之间变化，但是在具体的计算中，一般
取κ２在各个可能方向值的平均值２／３［６］；（３）供
体与受体分子的空间距离不能超过 １０ｎｍ，否则
很难检测到ＦＲＥＴ信号．影响ＦＲＥＴ的其它因素还
有供体的量子产率和受体的消光系数．为了测量
大范围的 ＦＲＥＴ信号，Ｒ０越大越好，也就是必须
选择有高量子产率的供体和有高消光系数的受

体，并且供体发射光谱与受体的激发光谱高度重

合的供体受体对．

２　ＦＲＥＴ定量检测的难点

已知主要有２个因素影响ＦＲＥＴ效率的定量检
测：一个是光谱串扰，包括供体荧光串扰到受体通

道（发射光谱串扰）和激发供体时直接激发受体（激

发光谱串扰）［７－８］．由于有机荧光团的光物理特性，



绝大数现有的 ＦＲＥＴ供体受体对都存在光谱串扰．
在定量检测ＦＲＥＴ效率时必须消除这些串扰，选择
２个发射光谱分离较大的供体受体对，能够减小串
扰，但同时Ｊ（

!

）会减小．影响ＦＲＥＴ定量检测的另
一个因素是参与ＦＲＥＴ作用的供体与受体对所占整
个荧光基团的比例［９－１０］．自由的供体与受体相互作
用时，往往不是所有的供体或受体分子都参与相互

作用．参与相互作用分子的百分数难以知晓，因
此，各种ＦＲＥＴ效率的定量检测方法对有自由的供
受体存在时都不能完全地反映 ＦＲＥＴ效率，只能测
量表观 ＦＲＥＴ效率．另外，活细胞中荧光蛋白表达
水平和背景噪音等其它因素也可能影响 ＦＲＥＴ效率
的定量检测．

３　ＧＦＰ与ＦＲＥＴ技术

绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＧＦＰ）
是从维多利亚水母中分离出来的，受紫外或蓝光激

发而发出绿色荧光［１１］．与 ＧＦＰ融合的蛋白在细胞
中仍然能够行使正常的功能，因此ＧＦＰ成为了检测
蛋白质分子间相互作用的报告分子．近年来又发现
了ＧＦＰ的多种变体，与迅速发展的荧光显微镜技术
结合极大地改善了活细胞成像和 ＦＲＥＴ技术在活细
胞中的应用，使得 ＦＲＥＴ技术在细胞生物学和化学
方面的应用得到了质的飞跃．基于荧光蛋白的
ＦＲＥＴ（ＦＰｓ－ＦＲＥＴ）技术已被广泛应用于活细胞实
验研究中，极大促进了生物学的发展［１２］．利用基因
转导技术和共聚焦荧光显微成像可以在活细胞中研

究蛋白质定位、信号的传递、蛋白质分子间的相互作

用和蛋白质分子的构象变化．将荧光蛋白（ＦＰｓ）接
到感兴趣的蛋白质分子上，可以对细胞进行实时动

态检测，也可视化监测细胞内蛋白质与蛋白相互作

用的生理过程［１３］．ＦＰｓ－ＦＲＥＴ传感器主要可以分
为３类：分子内的ＦＲＥＴ传感器、双分子ＦＲＥＴ传感
器和基于双分子荧光互补传感器（ＢｉＦＣ）［１３］．ＦＰｓ－
ＦＲＥＴ传感器已经成为在活细胞中实时检测钙离子
浓度、ｐＨ值、各种激酶活化、蛋白质磷酸化以及蛋白
质分子间相互作用等动态过程的重要技术［１３－１４］．

４　常用的定量检测 ＦＲＥＴ技术及其在
细胞信号转导机制研究中应用

　　ＦＲＥＴ定量检测的常用方法有寿命成像（ＦＬＩＭ

－ＦＲＥＴ），光谱成像（ｓｐｅｃｔｒａｌＦＲＥＴ），受体光漂白
（ａｃｃｅｐｔｏｒｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇＦＲＥＴ）和敏化发射测量
（ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｅｍｉｓｓｉｏｎＦＲＥＴ）等方法，下面介绍 ＦＲＥＴ
技术在细胞信号转导机制研究中的应用．
４．１　荧光寿命成像显微术（ＦＬＩＭ－ＦＲＥＴ）

ＦＬＩＭ方法主要是通过测量受体存在和不存在
时的供体分子的荧光寿命

" Ｄ和 " ＤＡ来确定 ＦＲＥＴ效
率Ｅ［５］，

Ｅ＝１－
" ＤＡ

" Ｄ
． （４）

但在实际应用中，一般是通过测量多分子的荧光强

度指数衰减来计算供体的荧光寿命，而且由于荧光

强度衰减呈现多指数衰减的特点，所以一般采用供

体的平均寿命来计算ＦＲＥＴ效率［１５－１６］．
ＦＬＩＭ方法检测的结果一般作为其他 ＦＲＥＴ定

量检测方法的对照标准．要求供体通道选择性探测
供体荧光，而且 ＦＬＩＭ系统价格昂贵，同时也需要
熟练的操作人员进行操作，这些都限制了 ＦＬＩＭ方
法的推广应用．事实上用时间相关单光子计数（ＴＣ
ＳＰＣ）进行精确地拟合时可能带来了其他的方法没
有的复杂问题［１０］，尤其是复杂的光物理性质增加

了寿命法分析的困难［１５，１７］．为了精确地对分子的
荧光寿命进行多指数拟合，在每个像素点上需有大

量的光子［１８］，这将大大延长成像时间，使得 ＦＬＩＭ
方法不适合于活细胞中的实时动态检测［１９－２０］．
４．２　光谱法（ｓｐｅｃｔｒａｌＦＲＥＴ，ｓＦＲＥＴ）

每一个荧光团都有各自的激发和发射光谱，不

同于采用荧光通道获得数据的强度测量方法和寿命

测量方法的是光谱法获得的分别是供体、受体和供

体与受体样本的发射光谱．通过供体和受体的光谱
对供体 －受体样本的光谱进行拟合得到 ＦＲＥＴ
效率．

ＴＨＡＬＥＲ等人［２１］提出了一种利用光谱成像的

ＦＲＥＴ效率定量测量方法．存在 ＦＲＥＴ时混合光谱
Ｆｃｏｍｐｌｅｘ包括３个部分：供体的荧光、受体的荧光和从
供体转移到受体的那部分荧光：

Ｆｃｏｍｐｌｅｘ＝ｄ×（１－Ｅ）×Ｆｄ＋ａ×Ｆａ＋ｄ×Ｅ×
　　（Φａ／Φｄ）×ｋ（!）×Ｆａ， （５）

式（５）中，Ｆｄ和 Ｆａ分别表示单位浓度的供体和受
体的发射谱，ｄ和ａ表示供体和受体的浓度，Φｄ和
Φａ分别表示供体与受体的量子产率，κ（!）表示波
长为

!

的激发光分别激发单位浓度的供体和受体所

得的荧光强度的比值．采用２种不同激发光分别得
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到的２个不同的混合光谱方程，通过对２个方程简
化处理及设定关系式就可以获得供体浓度、受体浓

度以及ＦＲＥＴ效率．
本研究小组最近也提出了一种基于荧光光谱拟

合的ＦＲＥＴ定量分析方法［２２］．该方法通过测量细胞
内供体－受体对的荧光发射谱，然后按照供体和受
体的荧光发射谱进行拟合得到 ＦＲＥＴ效率．该方法
有效地解决光谱串扰问题，可用于检测蛋白质之间

的相互作用．最近，ＬＥＶＹ等［２３］提出了基于２种不
同激发光条件的发射光谱测量 ＦＲＥＴ效率的方法，
该方法能够测量很小的ＦＲＥＴ效率和参与作用的供
体与受体摩尔比，而且能够通过仔细的校准来消除

自发荧光和背景光的影响．
ｓＦＲＥＴ方法是测量 ＦＲＥＴ效率最为灵敏的方

法，在目前已知的方法中只有光谱法能够探测出小

于５％ＦＲＥＴ信号．ｓＦＲＥＴ方法能够有效地解决光
谱串扰问题，也能够很好地消除背景光和自发荧光

的影响，因此ｓＦＲＥＴ方法可以用于测量蛋白质分子
间弱的ＦＲＥＴ信号．但是ｓＦＲＥＴ方法对于数据采集
要求很高，因为较小的干扰就可能对结果造成较大

影响，所以须对数据要进行严格的校正，特别是须

对背景光和自发荧光进行严格校正．
４．３　受体光漂白方法（ｃｃｅｐｔｏｒｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇＦＲＥＴ，

Ｐｂ－ＦＲＥＴ）
　　光漂白方法（Ｐｂ－ＦＲＥＴ）通过检测光漂白受体
前后供体的荧光强度来获得 ＦＲＥＴ效率，光漂白受
体会导致供体的荧光强度上升．光漂白方法分为完
全光漂白方法和部分光漂白方法．

供体和受体发生 ＦＲＥＴ时，供体的荧光减少，
即供体荧光会产生淬灭，而受体的荧光增加．一般
采用最大的受体激发光完全漂白掉受体后，供体就

不再把能量传递给受体，导致供体的荧光增加．通
过测量完全光漂白受体前后供体的荧光强度 ＩＢＤ和

ＩＡＤ就可以得出ＦＲＥＴ效率
［２４］：

Ｅ＝１－
ＩＢＤ
ＩＡＤ
． （６）

但是受体完全光漂白在现有的条件下很难做到，而

且随着光漂白程度的加深对细胞的损伤就越大，本

课题组的研究表明长时间的激光照射也可以引起细

胞的凋亡［２５］．
ＥＬＤＥＲ等［２０］提出了一种通过检测部分受体光

漂白前后供体的荧光强度和受体光漂白程度来测量

ＦＲＥＴ效率的部分受体光漂白方法，

Ｅ＝
１－Ｉ

ＤＤ

ＩＤＤＡＢ

１－Ｉ
ＤＤ

ＩＤＤＡＢ
（１－ＰＢ）

， （７）

其中ＩＤＤ是光漂白前在供体激发光下供体通道上的
荧光强度，ＩＤＤＡＢ是漂白后供体激发下供体通道的荧光
强度，ＰＢ是漂白程度因子．本研究小组最近也提出
一个在供体激发光条件下通过同时探测受体光漂白

前后供体和受体荧光强度变化获得 ＦＲＥＴ效率的部
分受体光漂白方法［２６］．通过设定一个带通滤波片
来选择性收集供体荧光，而另一个带通滤波片用来

同时收集供体和受体的荧光．同时记录光漂白前后
２个通道的荧光强度来测量ＦＲＥＴ效率Ｅ．

受体光漂白方法（Ｐｂ－ＦＲＥＴ）操作简单，在共
聚焦显微镜上也很容易实现．Ｐｂ－ＦＲＥＴ方法测量
ＦＲＥＴ效率既不依赖于系统参数，也不依赖于供体
与受体的量子产率和消光系数，只依赖于受体光漂

白前后供体的荧光强度变化．但是，受体光漂白会
对生物体造成的损伤，不利于在单细胞中进行多次

测量，也不能在细胞中进行实时动态检测［２０，２７］．必
须注意的是：受体光漂白过程中用最大的光强的受

体激发光也可能漂白掉供体分子，最近发现在光漂

白过程中ＹＦＰ分子可以光转换成ＣＦＰ分子［２８］．
４．４　敏化发射方法（ＳｅｎｓｉｔｉｚｅｄＥｍｉｓｓｉｏｎＦＲＥＴ，ＳＥ

－ＦＲＥＴ）
　　敏化发射测量（ＳＥ－ＦＲＥＴ）方法被广泛应用于
活细胞中ＦＲＥＴ效率的动态检测［２０，２７］．ＳＥ－ＦＲＥＴ
既可以在共聚焦显微镜上实现，也可以在宽场显微

镜上实现．传统的ＳＥ－ＦＲＥＴ方法是利用３个滤光
块组的方法，每个滤光块组都是采用一个激发带宽

滤光块来选择性激发供体或受体，并用发射滤光块

来收集供体或受体发射的荧光．可是，受体敏化发
射荧光包括直接激发受体的荧光和供体串扰到受体

通道的荧光，其串扰路径如图１．

图１　敏化发射方法光谱串扰路径示意图
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｉａｇｒａｍｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｌｃｒｏｓｓ－ｔａｌｋｓ

　　在实际的实验中，除了测量待测 ＦＲＥＴ样本实
验外，还需增加对３个参考样本来对系统进行串扰
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校正：只有供体荧光团的供体对照样本，只有受体

荧光团的受体对照样本和已知 ＦＲＥＴ效率的校正样
本．增加的供体对照样本测量供体发射串扰（图１
中ｐａｔｈ２），受体对照样本测定直接激发受体发射串
扰（图１中 ｐａｔｈ１），已知 ＦＲＥＴ效率的校正样本获
得给定条件下成像系统的校正因子Ｇ［２７］．也有文献
报道用２个化学计量比为１∶１且 ＦＲＥＴ效率差别较
大的参考样本来获得校正因子Ｇ［２９］．

ＳＥ－ＦＲＥＴ方法具有无损伤的特性，成为在活
细胞中最为适合于动态监测的方法［２０，２６］，而且能

够较好对光谱串扰和系统参数进行校正．但是，ＳＥ
－ＦＲＥＴ方法也有其自身的限制，需要利用对照样
本（至少３个）对光学检测系统以及荧光基团的光
学性质进行事先校正，一旦校正完成，后续实验不能

再改变任何系统参数，且每次实验都要重新校正，

极大地增加了ＳＥ－ＦＲＥＴ实验的工作量和难度，也
限制了该方法的推广应用．ＳＥ－ＦＲＥＴ实验必须同
时转染４个样本，其中的任何一个样本没有转染成
功，都会导致实验的失败．
４．５　ＦＲＥＴ技术在细胞信号转导机制研究中的

应用

　　ＦＲＥＴ技术已经成为在活细胞中研究蛋白质之
间相互作用和蛋白质分子构象变化的广泛应的工

具．本研究小组近几年利用 ＦＲＥＴ技术在活细胞中
研究了细胞增殖和细胞凋亡过程中的分析调控机

制［３０－３４］．通过构建基于 ＧＦＰｓ的 ＦＲＥＴ质粒，利用
共聚焦荧光显微镜在单个活细胞中研究各种诱导刺

激条件下细胞凋亡的分子调控机理［３２－３６］．
ＦＲＥＴ技术在生物上的重要应用是通过实时检

测荧光蛋白之间ＦＲＥＴ的效率变化来研究荧光蛋白
标记蛋白质分子间的相互作用．利用 ＦＲＥＴ技术并
结合共聚焦显微成像技术，本研究小组证明了在碱

性条件下诱导细胞凋亡过程中Ｂｉｄ被切割成ｔＢｉｄ并
转位到线粒体上，并且证明凋亡过程中 Ｃａｓｐａｓｅ－３
活化［３１］．为了在活细胞中实时研究 Ｃａｓｐａｓｅ－３的
动态活化过程，筛选了稳定表达 ＳＣＡＴ３的细胞系，
在此基础上通过检测细胞凋亡期间ＳＣＡＴ３ＦＲＥＴ效
率的动态变化，实现了在单个活细胞中实时检测

ｃａｓｐａｓｅ－３的动态活化过程［３２］．
利用ＥＣＦＰ标记 Ｂａｘ蛋白和 ＥＹＦＰ标记 ＰＵＭＡ

蛋白，本实验室利用 ＦＲＥＴ技术在活细胞中首次证
明了在紫外诱导的细胞凋亡过程中 ＰＵＭＡ可以直
接促进Ｂａｘ的活化和转位，并抑制 Ｂｃｌ－ＸＬ蛋白活

化［３７］．本研究小组还证明了低功率激光辐照能够
通过ＧＳＫ－３β未活化的机制来抑制 Ｂａｘ转位的上
游过程［３８］，以及Ｐ５３不依赖于ＰＵＭＡ转录因子而是
通过Ａｋｔ／ＦＯＸＯ３ａ介导的Ｂａｘ活化和细胞凋亡［３９］．

５　总结

ＦＲＥＴ技术已被广泛应用于活细胞中蛋白质之
间相互作用和蛋白质分子构象变化的动态研究．影
响ＦＲＥＴ定量检测的因素主要有光谱串扰和供体与
受体的浓度比．ＧＦＰ及其变种的发现以及显微荧光
技术的发展使得ＦＲＥＴ技术在活细胞中的应用更加
广泛．本文介绍了寿命测量法、光谱法、部分受光漂
白方法和敏化发射等几种常用的 ＦＲＥＴ定量检测方
法，并对上述各种方法在定量检测 ＦＲＥＴ效率上进
行了简单的评述．
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