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摘要  荧光共振能量转移(FRET)可用于对生物大分子之间的距离进行定性、定量检测, 所采用的材料、方法在近年

都有了很大的发展,在核酸、蛋白质、细胞器结构功能检测、免疫测定、配体2受体相互作用测定等方面都有巧妙而有

效的应用,应用前景十分广阔。

关键词  荧光共振能量转移,分子间距离, 生物检测

Progress of the studies and applications of

fluorescence resonance energy transfer in the field of biology

XIE Xiao2Yan, XIA Ning2Shao
(The Key Laboratory of the Mimistry of Education for Cell Biology and

Tumor Cell Engineering, Xiamen University , Xiamen 361005, P . R. China )

Abstr act  The phenomenon of fluorescence resonance energy transfer(FRET) can be utilized to evaluate or to detect the distance

between macromolecules. Recently, many newmaterial and methods have been introduced into the use of this phenomenon, which

has facilicated the strucuture and function study of nuclear, protein, cellular orgams and the interaction between ligand and recep2

tor. All the application of FRET implys that it has a bright future.
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  生物学的发展一向有赖于各种物理、化学研究手段的提

高和迅速渗入,对于分子生物学来说, 分析手段的进步更是

阐明机理、应用开发的必要。为了研究生物大分子的结构和

生物大分子之间的相互作用, 人们应用了电子显微镜、X2线

晶体衍射技术、核磁共振等方法, 而仅诞生 50 年的荧光共振

能量转移( fluorescence resonance energy transfer, FRET)理论引

入生物学也有 30多年时间, 作为一种极为有效的光学分子

尺它在不断完善的过程中大大推动了生物检测的发展。

1  FRET的发生、应用原理

一对合适的荧光物质可以构成一个能量供体 ( donor)和

能量受体( acceptor)对, 它们之间由于偶极2偶极的相互作用,

激发供体分子的光子能量 hM可能被传递至受体分子, 而后

受体分子通过发射出光子 hMc ( hM> hMc )而松弛, 这就是 1948

年由 FÊrster 首先提出的荧光共振能量转移理论[ 1]。其直观

的表现就是供体和受体之间达到合适的距离内( 1~ 10 nm) ,

以供体的激发光激发,供体产生的荧光强度比它单独存在时

要低得多, 而受体发射的荧光却大大增强, 同时伴随它们的

荧光寿命的相应缩短和拉长。能量传递的效率和供体的发

射光谱与受体的吸收光谱的重叠程度、供体与受体的跃迁偶

极的相对取向、供体与受体之间的距离等有关。用公式表示

就是能量传递效率 E= R0
6P( R6 + R0

6 ) , 其中 R0 为能量传递

达到 50%的距离, 它依赖于供受体双方的光物理性质以及

它们之间的取向[ 2] ,选定能量供受体对之后,可以将 R0 看作

恒量。利用这个临界转移距离 R0 和实验测得的能量转移效

率 E 就可测出能量供体与受体间的距离 R。

据此, Stryer和 Haugland在 1967 年提出, FRET 可以作为

光学尺, 用以测量 1. 0~ 6. 0 nm之间的距离[ 3]。由于发生荧

光共振能量传递将改变能量供体的去偏振程度、荧光寿命及

荧光强度,而能量受体也有相应参数的变化, 测定这些参数

值就可以得出能量传递效率 E。其中能量供体的荧光强度

的变化最容易测量, 是最常用的检测参数。此外,荧光体的

去偏振程度、荧光寿命的变化也能用特殊的仪器测出, 用以

推算能量传递效率。

人们利用生物体自身的荧光或者将荧光物质标记到所

研究的对象上, 构建出大量合适的能量供受体对,应用在核

酸检测、蛋白质结构、功能分析、免疫分析等许多方面, 在应

用中产生的新的需要随着新的荧光物质的发现、更灵敏精确

的仪器的制造以及分析手段的提高不断得到满足 ,以下分别

加以阐述。
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2  FRET研究方法的改进

2. 1 FRET 能量供受体对的新成员

作为FRET 的能量供受体对, 荧光物质必须满足以下条

件:¹供受体的激发光谱要分得足够开;º供体的发射光谱

与受体的激发光谱要重叠; »供受体的发射光谱要足够分

开;其中受体可以是只有吸收光、没有发射光的荧光淬灭剂,

而供体也可以是只有发射光、没有吸收光的化学方法发光

物。由于生物体的自身荧光往往太微弱或缺乏特异性, 因此

研究中常用的能量供受体多是些合成的荧光物质,通过化学

方法标记到研究对象上, 罗丹明与荧光素就是最常用的一

对。将荧光物质进行修饰,还可以使它针对特定的基团如巯

基、羧基等进行标记[ 4]。

1992年, Prasher 等人首先从维多利亚水母中分离并克隆

出了一种生物荧光物质 ) ) ) 绿色荧光蛋白 ( green fluorescent

protein, GFP) [5] ,由于它的稳定、高量子产率、无生物毒性、荧

光反应不需要任何外源反应底物及表达无物种或细胞组织

的专一性的优点,很快就作为一种活体的标记得到了广泛的

应用。1994年以来, Heim等人通过定点突变等方式,得到了

多种荧光光谱不同或量子产率更高的荧光蛋白[6, 7] ,这样, 就

产生了许多新的 FRET 能量供受体对, 它们适合于活体观

察,通过基因工程的手段可以与各种感兴趣的蛋白融合表

达,其特异性远远高于化学标记法。迄今, 荧光蛋白是唯一

的一种活体标记物,特别适用于观察活体内生物反应的动态

变化;其融合蛋白用于体外研究,由于标记的特异性不需要

高度纯化就能加以应用。

GFP应用中也有一些不足之处,主要是相对分子质量偏

大,有 238 个氨基酸残基, 而且目前可选择利用的光谱范围

小。针对这些问题, Griffin 等人设计了一对紧密结合的分

子,包括一个小的受体结构域, 含 6 个氨基酸 CCXXCC, 可以

进行基因上的融合重组;一个小的穿膜配体 FLASH2EDT2, 它

的相对分子质量不到 700, 本身没有荧光, 但当 EDT 被受体

上的多肽 CCXXCC取代后却能发出明亮的荧光, 这样, 其游

离物不会产生有干扰的背景荧光, 更适合于 FRET 分析[8]。

当然,富半胱氨酸的受体结构可能影响融合蛋白的结构和功

能,而配体结构中含有 As3+ 也可能存在毒性, 这些都是应用

中需要注意避开的缺点。

另一方面, Selvin 等人也发现, 以常规的有机染料进行

FRET检测, 对于许多生物用途来说能够测到的最大距离还

是过小了;常用的供体荧光团的寿命太短(典型的只有几秒

钟) , 而且应用复合指数使得寿命的测量很困难且准确度有

限;供受体间的相对角度对能量传递效率的影响使精确的距

离很难加以确定;背景荧光对结果的影响又不可忽略, 因此

他们提出通过引入一个发光 Tb 的螯合物作为能量供体, 有

机染料四甲基罗丹明作为能量受体, 拓展 FRET 技术[ 9]。实

际上,早在 1988 年Morrison就提出将稀土元素与时间分辨荧

光检测相结合,改进 FRET检测[ 10]。由于稀土元素中的镧系

元素荧光寿命长,电子转移是复合式的,可以克服测量荧光

寿命的困难以及方向因子的不确定性对测量准确性的影响

而且使信噪比也大大提高, 在这种情况下, R0 值甚至提高到

了 9 nm[ 11] ,通过 FRET 也能测到大于 10 nm的距离, 对于体

外检测特别有利。这种方法有时也被单独划分出来称为长

距离电子转移( long2range electron transfer, LRET) [12]或发光共

振能量转移( luminescence resonance energy transfer, LRET) [ 9]。

2. 2  FRET 分析方法和检测仪器的提高

在不寻找新的荧光物质构成能量供受体对的同时,

FRET 的检测也出现了许多新的形式, 以满足复杂多样的生

物检测的需要。

一些荧光物质具有光漂白的特性, 即激发态供体分子按

一定几率通过光致过程分解。应用可以被光漂白的能量受

体,如果对它进行破坏将发现供体的发射光增强,证实原来

发生了 FRET[13]。这种方法适合于检测固定化分子之间的

相互距离。

能够被光漂白的供体分子, 它们能发射荧光的激发态分

子数是衰减时间Sc的函数, 而Sc又是荧光寿命S 的函数, 这

样通过光漂白实验可以间接地得出S 和E。由于Sc比S 的数

量级高 106~ 109 倍, 测量对仪器的精度要求较低, 可能会有

更广泛的应用。Jovin等人就将光漂白技术与荧光显微镜结

合起来对活细胞进行单细胞水平的测定[ 14]。

为了研究一些细胞内的生理过程, 经常将 FRET 与显微

技术结合起来, Mupam等人就通过荧光显微镜、电感偶合相

机( charged coupled device, CCD)和光谱仪来进行完整细胞中

FRET 发生的定位,将细胞内的理化反应研究提高到细胞器

的水平[ 15]。

数码免疫荧光显微镜和 FRET 相结合成为数码显微镜

的一种特殊形式 ) ) ) FRET 成像 ( imaging FRET) ,它将荧光显

微镜的分辨率提高到了分子水平 ( < 10 nm) , 可进行单细胞

膜的定量测量[ 13]。

荧光活化细胞筛选仪( FACS)可以分离与纯化特殊类型

的细胞, 它与 FRET 相结合,对处在生理反应的不同时期、从

而导致不同的 FRET 效果的细胞加以分析和分选[16]。而利

用微球体的表面作为组装平台,可以将研究对象结合上去,

再以流式细胞仪研究它们之间的相互作用, 可以使检测的灵

敏度高于溶液中获得的结果, 对检测更为有利[17] [18]。

1988年Morrison 首先提出了时间分辨荧光共振能量转

移( time resolution FRET, TR2FRET) [10] , TR2FRET 测定可以得到

在固定波长的荧光强度2时间曲线和在固定时间的荧光发射

光谱, 对于动态的生物体系的检测尤为重要。利用时间分辨

FRET 技术,当能量供受体之间的距离在激发态供体寿命期

间不变且 R0 保持恒定时, 供体荧光强度随时间衰减的动力

学曲线 I( t)与距离分布 F( r)有关。由此从时间分辨 FRET 实

验中记录的 I( t)曲线中可以得到 F( r)的信息。

运用激发态寿命很长的镧系元素铕、铽等作为荧光标记

的能量供体, 由于背景荧光(自发荧光)的激发态寿命很短,

标记物和背景很容易就能区分开。当供体染料具有很长的

激发态寿命时, 能量转移能通过时间分辨(延迟时间)以及光
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谱分辨(滤波器)与受体的荧光区别开来。由于能量转移的

发生要求近距离,只有特异的复合物才能发出长寿命的受体

发射光。这样的TR2FRET作为一种简单、快速而灵敏的技术

在免疫分析和其它特异的结合分析中都得到了应用[11, 19]。

在 TR2FRET 的基 础上又 出现了 spFRET ( single2pair

FRET) [ 20] , 能量供受体都被标记在同一分子上,通过时间分

辨计量一定时间内不同能量传递出现的信号数目并绘制直

方图,将单分子的波动以及相应的荧光强度的变动都减到了

最小,这样可以将具有不同的能量转移效率 E的亚群区分开

并计算出它们之间的数量比率。这种方法拓展一步就可以

用于研究生物多聚体的组成动力学、DNA限制性内切酶酶切

反应以及 DNA 发夹结构的去折叠等,进一步可以拓展于研

究不同条件下的反应、监测异质体系中每个亚群的动力学。

近来, sp2FRET还用于观察干燥表面的两个荧光染料之间的

距离, 用于膜上配体2受体的结合研究以及研究固定蛋白和

溶液中的蛋白和 DNA 的相互作用[21~ 23]。

近场扫描光学显微镜( near2field scanning optical microsco2

py, NSOM)是一种相对较新的技术, 它允许在亚波长的分辨

率上进行光学测量,以一个极小的定位于所研究样品近距离

内(近场, < 10 nm) 的激发源激发来检测单分子的荧光强度

及其寿命,此外由于近场中的光辐射在沿着它传播方向有一

个电子场成分,还允许以三维的形式图示出单个荧光分子的

转移偶极方向。NSOM和 FRET 的结合使得测量中可以同时

得到距离和方向的信息,再加上 spFRET, 监测单个生物大分

子内的构造变化,例如旋转及纳米水平上的距离变化已经成

为可能[21]。

另一方面,用微液流和小体积的微型化 FRET 分析可以

事现超高产量的分析扫描, Aurorac s系统就已推出一种 3456

孔的分析板,用于大量快速的分析研究[ 24]。

3  FRET在生物研究中的应用发展

自 Stryer和 Haugland 提出将FRET 作为光学尺应用于生

物研究后,出现了很多应用的例子。

3. 1 核酸检测

核酸杂交技术与 FRET 相结合, 可用于突变检测、同源

性分析和核酸定量分析等方面。在这些检测中,标记在核酸

上的能量供受体之间的距离会因探针结合状态的不同而改

变,可通过荧光的变化检测出来。能量供受体可以分别标记

在探针和靶上,当探针与靶结合后发生 FRET;也可以标记在

探针的不同部位,当探针与靶结合后解链或改变构象而使原

有的 FRET消失;还可以标记在不同的探针上, 当靶序列存

在时同时结合两个探针而发生 FRET。其中选用芘、么两种

物质作为能量供受体经 Masuko 等人验证结果严格服从

FÊrster方程, 很可能得到广泛的开发应用[ 25]。

一种新型的基因检测技术 ) ) ) 分子灯标 (molecular bea2

con)就在这一基础上诞生,它是一种能形成茎环结构的寡核

苷酸,两端分别标有 FRET 的能量供体和受体, 茎部是一段

长 4~ 12 bp的互补的发夹结构( hairpin) ,而中间环状结构所

包含的寡核苷酸就是探针的基因识别、配对部分。当探针未

与靶序列结合时, 它是正常的茎环结构, 可以检测到 FRET;

而探针一旦与靶序列结合, 茎环结构打开, FRET 就消失了。

由于互补配对的特异性的差别将导致探针和靶序列的杂合

体的解链温度的不同, 通过改变温度, 检测 FRET 的发生与

否可以确定靶序列与探针之间的同源性的大小[ 26, 27]。

利用两条在序列上头尾相接的探针 ,在临近的 3c或 5c端

分别标记上 FRET能量供受体对, 二者序列在与 PCR扩增出

的 DNA 片段杂交时, 两种染料能互相接近, 因而能进行

FRET。荧光讯号的强度和 DNA 的产量成正比, 由于受体荧

光染料只在两个探针都与靶杂交时才产生讯号, 所以检测荧

光的步骤是在退火后进行的, 准确性高,对其他的双链 DNA

的存在不予反应[ 28, 29]。RNA 转录合成的实时监测也可以这

样完成[30, 31]。在突变检测中同样也用到了这样的两条探针,

其中的一条杂交探针横跨要研究的突变, 使得杂交的稳定程

度与突变的发生与否正相关, 如果存在突变,在低温下稳定,

能发生 FRET的杂交体稍一升温就达到变性温度, 这条探针

解离出来, FRET 就将消失[32, 33]。

FRET 还被运用到 DNA 结构研究、核酸调控、核酸降

解[34]、寡核苷酸从核糖体上的释放[35]的研究等许多方面, 通

过在核酸的不同部位标记能量供受体对, 能量转移的效率会

因核酸结构的改变而改变, 从而获得与分子构象相关的信

息。例如 Askok 等人用 spFRET技术检测了 DNA 发夹结构变

性的动力学过程[ 20] ; Mergny 研究了胱氨酸富集的寡脱氧核

苷酸经分子内折叠形成的 I2DNA结构模并推测FRET 可用于

揭示多链 DNA的结构的形成[ 36]。在研究核酸调控中, 由于

蛋白、核酸的相互作用将导致核酸变构和活性的改变, 据此,

Lorenz等以 FRET研究了噬菌体Hc位点及其结合蛋白宿主整

合因子( intergration host factor, IHF)之间的相互作用[ 37]。他们

设计了几条双链 DNA 底物, 在每条单链的 5c端分别标记供

体和受体荧光染料, INF 的二聚体能结合 Hc位点并使 DNA

发生弯曲, 双链 DNA 的两端靠近从而发生 FRET。由于 INF

是结合在 DNA的小沟上的, 当小沟关闭时, INF结合变弱, 这

时观察到 FRET 的效率由 0. 49 ? 0. 01 降到 0. 37 ? 0. 01。这

样的 FRET 和模型技术已有足够高的分辨率来区别核酸蛋

白质复合物在生物关系中的微妙变化。Matsumoto 等人也用

这样的方法筛选与 HIV21 TAR RNA特异结合的分子, 快速地

获得了大量的结果[ 38]。

以常规的荧光检测仪就可以测定 FRET 的变化, 它已具

有和放射性探针同样的灵敏度, 在核酸杂交中可以测定 100

Ll体积中 10- 18 mol数量级的反应, 却避免了操作的繁琐和

危险性, 应用前景十分广阔。

3. 2  蛋白质结构、功能分析

蛋白质的研究是 FRET的应用中进展最大的一个方面,

新的荧光物质和检测方法在这里起了很重要的作用。

在蛋白质活性部位微环境的研究中, FRET 技术可以轻

松地分析生物大分子三维结构及特定位点间的距离。早期
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的生化研究中就曾对胰朊酶分子中的 Trp 与标记的丹酰

( Dansyl)基两者之间的能量转移效率降低进行研究, 从而了

解酶构象的变化,随后 FRET也常用于确定蛋白质分子内部

特定位点之间的距离, 研究大分子内部波动、多亚基蛋白的

装配或是直接用来测量分子的大小。采用稀土荧光探针后,

由于它的长激发寿命易于与生物的背景荧光区分开来, 以稀

土螯合物标记蛋白质成为研究蛋白质构象的一种新途径。

王守业等人提出以铽(Ó)及铕(Ó)为能量受体标记蛋白, 由

于能量的转移而使蛋白的内源荧光得到淬灭,当底物与蛋白

质(酶)结合只改变蛋白质的构象却不影响铽(Ó)、铕( Ó)在

蛋白质中的结合部位时,则可通过对比蛋白质结合前后能量

供受体间距离的改变观察其构象变化[39]。如对比人血清白

蛋白结合苯甲二氮前后其 214位 Trp 残基与结合铽( Ó)间的

距离。

由于 FRET 技术对生物大分子结构的分析在溶液中进

行,无需复杂的结晶等样品处理步骤, 因而快速、灵敏, 同时

还有实时监测的能力,与 X2线晶体衍射法相比, 其测定结果

更能反映生物大分子结构与功能间的关系,体现生物大分子

反应的动态过程。Thomas等人用 FRET 研究了肌球蛋白头

( S1)在不同状态的 ATP 酶的结合下催化域和调控域之间及

调控域内部的距离,发现它们的相对运动并不显著, 据此对

常规的肌肉能量转化的理论提出了置疑[40]。

引入绿色荧光蛋白及其多种变异型后, FRET 的应用又

向前迈进了一大步,进入活体水平。

在蛋白酶底物的研究中, Heim和Tsien 用一段25 个氨基

酸残基的小肽连接 BFP和 GFP, 维持这样的近距离可以发生

由激发态 BFP向 GFP的能量传递, 而胰蛋白酶 ( trypsin)可以

使这段小肽完全水解, 随反应的进行 BFP和 GFP 分散到溶

液中,其浓度不足以使它们的距离达到发生共振能量传递的

范围内, 直接表现为 FRET 逐渐消失[41]。Mirtra 等人用一段

Úa因子水解位点连接 BFP和 eGFP,加入 FXa就观察到 3 倍

的发光效率的变化[42]。

在活体水平上,由于荧光蛋白可适合多种哺乳动物细胞

表达,许多类似的荧光蛋白连接体基因就用于作为细胞内的

报告基因,以检测定位于胞质或高尔基体的蛋白酶。Xu 等

人也利用一段保守的含DEVD的多肽连接 BFP 和 eGFP,由于

DEVD是 Caspase3的识别位点,在凋亡细胞中会逐渐被剪切,

使原来发生在 BFP 和 eGFP 之间的 FRET 消失。这样

Caspase3在凋亡过程中的活性可以用 FRET 加以监测[43]。

过去研究蛋白质间的相互作用用的是酵母双杂合体系

统和哺乳动物双杂合系统,在反应完成后才能进行检测, 检

测时还要加入特殊的底物, 而以荧光蛋白为基础的 FRET 应

用在这方面则可以满足实时、原位检测的需要。例如 Day为

了证实细胞中 Pit21转录因子是否是形成同源二聚体才能发

挥功能,在 HeLa 细胞中将 Pit21 分别与 BFP、eGFP融合表达,

两种融合蛋白由于 Pit21 的相互作用而结合, 发生了 FRET,

证实 Pit21同源二聚体的存在。利用相同的方法, 他又证实

了Pit21 和 Ets21之间存在聚合作用而 Pit21 和雌激素受体之

间没有相互结合的能力[ 44]。

细胞中外膜磷酸酶 A( outer membrane phospholipase A,

OMPLA)的活性必须严格调控以防无控制的膜脂的破裂, 一

般认为这种调控是通过二聚体的形成与否进行的。就此

Ubarretxena2Belandia 等人对 OMPLA 进行了三个单胱氨酸突

变,得到突变体H26C、H234C和 S144C,将能量供受体对都分

别标记在这三种蛋白上, 观察 FRET 的发生情况, 发现H26C

能有效地交联而 H234C和 S144C则不能。提示 OMPLA地第

26位氨基酸位于二聚体形成的轴心附近。FRET 效率还与共

轭因子 Ca、存在的底物相关, 提示二聚体的发生是特异的。

他们得出 OMPLA二聚体的活性是膜的聚集性被打乱, 膜双

分子层的物理性状的改变而导致的[ 45]。

自由肌肌球蛋白轻链激酶 (MLCK)中有一段 26 个氨基

酸残基的钙调蛋白结合域, Ronoser 等人取出这段多肽作为

柔性连接子连接 BFP 和 eGFP, 其嵌合基因的表达产物可以

发生 FRET,加入 Ca2+ 后使钙调蛋白浓度增加, 相应地结合这

段 26氨基酸多肽, 使柔性连接转化为刚性, BFP 和 eGFP 之

间距离加大, FRET 将大大减弱, 也证实这段多肽确实是

MLCK的钙调蛋白结合域[46]。Miyawaki等人也重新确证了这

段定名为M13 的多肽, 他们构建了 BFP2Calmodulin2M132eGFP

和 CFP2Calmodulin2M132YFP两种嵌合体, 当细胞内 Ca2+ 浓度

增加,M13与钙调蛋白 (Calmodulin) 结合, 将观察到 FRET 的

增加[47]。类似的嵌合体大量应用到观察与 Ca2+ 浓度密切相

关的细胞生理变化中[ 48, 49]。

在凋亡相关蛋白的研究中, Mahajan 等人也用到了

FRET [50]。首先他们将 FRET用于研究在线粒体内蛋白的相互

作用,构建的嵌合体 eGFP2Bax、BFP2Bcl22 在活细胞中可以发

生聚合, 在足够近的距离内发生 FRET, 并保持野生的 Bax 和

Bcl22的活性。以此为基础, 他们还将近一步研究在凋亡过

程中 Bax2Bcl22的结合和对凋亡的影响。

可以说荧光蛋白的出现是活体检测的一大进展, 配合

FRET 观察细胞内的一些动态生理变化, 将解决许多常规的

免疫组化、电镜观察等所不能解决的问题。

3. 3  免疫分析

免疫分析是目前疾病检测的一项重要手段, 在现有的免

疫检测方法中, 固相免疫法以放射免疫检测法( RIA)和酶免

疫检测法(EIA)应用最为广泛, 但操作复杂, 存在误检;而液

相法的免疫反应和信号测定在溶液中一步完成, 没有固相的

参与, 因此反应速度较快,操作也相应简单, 其中均相荧光免

疫测定( homogeneous fluoroimmunoassay, hFIA)应用最为广泛。

FRET 则是最简便的均相测定方法之一。

早期的检测包括夹心法和竞争法两种。在夹心法中能

量供受体分别标记针对同一抗原的抗体, 形成 D2Ab1 和 A2

Ab2,加入抗原后形成的抗原抗体复合物有可能是 (D2Ab1)2

Ag2(A2Ab2)的形式, 由于它把能量供受体拉近 , 通过检测

FRET 的发生就证实了免疫反应的发生。而在竞争法中, 能

量供受体分别标记一对抗原、抗体中的一种, 例如形成 D2Ag

和A2Ab 的形式, 它们可因免疫反应而聚集在一起, 发生
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FRET, 当待测样品中存在相应的未标记的抗原或抗体时, 就

可能与已标记的抗原或抗体竞争, 发生取代而生成无 FRET

的免疫复合物。该体系已用来检测蛋白质和半抗原分子(例

如吗啡) [51]。

此后,均相免疫测定又得到了一些改进。

Ueda等人提出了开放三明治荧光免疫测定( open sand2

wich fluoroimmunoassay) [52, 53] , 通过对基因工程获得的重链可

变区(VH )和轻链可变区(VL)分别标记或融合表达荧光能量

供受体,形成一个检测体系, 加入特异抗原,组合出免疫复合

物,VH 和 VL 被重组到一起, 标记的能量供受体对也就检测

到了FRET 的发生。通过这种方法, 它们检测了鸡蛋熔菌酶

(HEL)及其抗体 HyHEL210 的可变区之间的特异性结合。并

且预测这将是取代传统的复杂而昂贵的免疫检测的一种快

速而廉价的检测方法。

引入镧系元素后, Blomberg 等人用 Tb 作为荧光标记物

进行均相荧光免疫测定, 他们用时间分辨荧光测定法将 Tb

的长寿命荧光与生物材料的背景荧光区分开, 以 Tb 为能量

供体, 罗丹明为能量受体对抗原或抗体进行标记, 检测因免

疫反应造成的 FRET 现象的变化, 发现它的灵敏度只比异相

免疫反应略低,但具有高速和简单的优点, 更适用于要求高

效的分析中[54]。

3. 4 其它方面的应用

在糖类的结构分析中也有 FRET 的运用。Young等人以

FRET证实了加入 NaOH 能使 3 螺旋 1 y 3B2D2葡聚糖部分打

开并使其活性上升[55]。

配体与受体作用的分析也用到了 FRET。Szabo 等人就

通过FRET 方法,发现 T细胞受体 TCR2CD3 与 CD4必须以适

当的方式相互作用之后才能激活T 细胞引发免疫反应[ 56, 57]。

Karolina等人将作为能量供体的 Eu 螯合物标记 IL22,而作为

能量受体的 Cy5标记 IL22 受体 A链单克隆抗体, 随着配体、

受体的结合及受体与其抗体的反应,形成了 Donor2配体2受体

2抗体2Acceptor形式的复合物, 以时间分辨检测 FRET,证实了

IL22及其受体的相互作用并计算出它们的饱和度[58]。

FRET的应用对象还被扩展到分子水平以外, 用于解释

一些细胞器和细胞水平的现象。最常见于对细胞膜的研究,

在单分子膜组成的描述、跨膜电压的变化的研究以及观察膜

脂的转移等实验中都有应用。Cacciatore等人在细胞外膜上

连接香豆素( coumarin) ,膜疏水核上连接 Oxonol, 这一疏水核

可以在膜内外转移,香豆素和 Oxonol能构成一对能量供受体

对,在膜电压为 0 mV 时有 FRET 的发生, ? 100 mV 时无

FRET。长期测量后他们得出了神经元有节律得电子输出的

模式[59]。Mattjus等人构建了一套膜供体和膜受体囊泡, 膜

供体由能量供体2糖脂、能量受体2甘油三酯及一种磷脂酰胆

碱POPC组成,而膜受体仅含 POPC,反应启始时 FRET 最强,

不断加入特异的糖脂转移蛋白后, 能量供体2糖脂被转移到

膜受体囊泡上, FRET 逐渐减弱, 实现了实时、持续观察脂质

转移的目的[60]。

Kenworthy 等人用 FRET 成像技术对目前流行的脂质皮

筏模型进行了验证, 他们对一种 GPI 锚定蛋白 5c2核苷酸酶

( 5c2NT)的抗体分别标记能量供受体, 抗体与该蛋白结合后

将发生 FRET,而能量传递的效率将取决于 5c2NT 在膜上的聚

集程度。他们发现 5c2NT 并不象皮筏模型所说的那样成束

存在、漂浮于脂双分子层中,而是散在分布的, 以此对流行的

理论模型提出了置疑[ 13]。

4  FRET应用的优劣势及发展前景

FRET 作为 1. 0~ 10. 0 nm距离范围内的光学尺, 具有高

时间分辨率(可以达到 ms、Ls级)、高灵敏度及适用与复杂体

系等优点。对比常规的 X2衍射、核磁共振等研究生物大分

子的仪器技术, 它不需要通过繁琐的手段制备晶体, 在溶液

中就能进行检测;进行合适的标记后, 对纯度的要求可以降

低许多,用荧光蛋白融合表达甚至可以不考虑杂质的影响;

它还特别适用于动态体系的测定并且已经获得了活体检测

的能力;它可以测定 10. 0 nm左右的分子间距, 这比核磁共

振技术仅限于零点几纳米的测定范围要有利而实用得多。

在 FRET 检测中, 存在一个不确定的方向因子 J 2 的取值

的干扰;在具体的研究中, 如何选择一对合适的能量供受体

并把它们标记到研究对象上有时候也是个棘手的问题,必须

靠继续寻找能量供受体对和采用更精密的仪器来解决。

荧光蛋白的开发和稀土元素的应用已大大拓宽了 FRET

的应用范围,时间分辨荧光检测、荧光显微镜等都已开始与

FRET 结合应用,新材料、新技术的作用都是不可估量的, 未

来 FRET除了用于研究生物大分子的结构功能之外, 还可能

用于细胞器功能研究、细胞信号传导以至对在自然环境中的

生活细胞进行分析。而在核酸检测、免疫测定、生物大分子

相互作用的测定方面也会出现更多的实际应用价值,联系目

前迅速发展的 PCR2ELISA、生物芯片等技术, FRET 将对生物

检测的发展起到巨大的推动作用。
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