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摘   要：遗传密码扩充 (genetic code expansion, GCE) 技术利用终止密码子将非天然氨基酸掺入

到蛋白质中，再结合点击反应对蛋白质实现定点标记。相较于荧光蛋白、标签抗体等其他标记工

具，该技术在蛋白标记中使用的化合物分子较小、对蛋白空间结构影响较小，且能通过点击反应

实现蛋白分子与染料分子 1︰1 的化学计量比，从而能够依据荧光强度对蛋白质定量。因此，在活

细胞单分子追踪和超分辨率显微成像等需要细胞长时间暴露在高激光功率下的研究中，GCE 技术

具有极大的优势。同时，该技术也为提高活细胞成像过程中的定位精度和分子计数准确度奠定了

基础。文中旨在总结近年来 GCE 技术在蛋白质研究中的应用进展，特别是在蛋白质标记成像方面

的应用进展。 
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Abstract: Genetic code expansion (GCE) allows the incorporation of unnatural amino acids into 
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proteins via using stop codons. GCE may achieve site-specific labeling of proteins in combination with 

the click reaction. Compared with other labeling tools such as fluorescent proteins and tagged 

antibodies, the compound molecules used in protein labeling by GCE technology are smaller, and 

therefore, may less interfere the conformational structure of proteins. In addition, through click reaction, 

GCE allows a 1:1 stoichiometric ratio of the target protein molecule and the fluorescent dye, and the 

protein can be quantified based on the fluorescence intensity. Thus, GCE technology has great 

advantages in the researches that require the exposition of living cells under high laser power for longer 

time, for example, in the context of single molecule tracing and super-resolution microscopic imaging. 

Meanwhile, this technology lays the foundation for improving the accuracy of positioning and molecule 

counting in the imaging process of living cells. This review summarized the GCE technology and its 

recent applications in functionally characterizing, labeling and imaging of proteins. 

Keywords: genetic code expansion; unnatural amino acids; live cell imaging; proteins 

 
 
 
 
 
 
 

近年来，研究分子功能及分子之间的相互

作用成为生物分子研究的一个重要方向，如何

在活细胞甚至活体状态下对这些分子进行长时

间示踪成像成为一大难点与挑战；同时，不同

类型的显微成像技术应运而生[1]。新成像技术的

出现开辟了生物学研究的一个新领域，即在单细

胞水平上理解细胞变化过程和分子动力学改  

变[2]。然而，当前常用的荧光蛋白、标签抗体等

标记及检测工具由于分子量过大、光物理特性等

限制，仍无法满足更为严苛精确的示踪要求[3]。

因此，亟需既能减少荧光标记复合物对蛋白的

外源干扰又能实现精确示踪蛋白的标记技术。 

遗传密码扩充  (genetic code expansion, 

GCE) 是指在生物正交对——氨酰化 tRNA 合

成酶  (aminoacyl-tRNA synthetase, aaRS)/转运

RNA (tRNA) (即 aaRS/tRNA 对) 的帮助下，使

无义密码子 (通常为琥珀密码子 UAG) 执行有

义编码功能，并在相应位点引入非天然氨基酸 

(unnatural amino acid, UAA)，由此增加遗传密

码的多样性。GCE 技术依据上述原理，利用基

因工程技术将目的蛋白中的氨基酸密码子突

变为无义密码子，并外源引入 UAA 及其特异

aaRS/tRNA 对；在 aaRS 催化下，tRNA 携带

UAA 与无义密码子进行特异性识别，将 UAA

插入到肽链相应位置，实现多肽链的顺利通读。

其中，外源引入 aaRS/tRNA 使琥珀密码子 UAG

执行有义密码子功能，进而导致多肽链顺利通

读，UAG 原本的终止翻译功能被抑制的过程被

称为琥珀抑制[4] (图 1)。 

GCE 技术结合生物正交点击反应能够实

现精准定位到氨基酸的特异性荧光标记。用于

氨基酸标记的点击反应主要有 3 类 (图 2A)：

(1) 应变促进的逆电子需求迪尔斯-阿尔德环加

成 (strain-promoted inverse-electron-demand Diels- 

Alder cycloaddition, SPIEDAC) 反应[5]；(2) 应

变促进叠氮化物 -炔环加成  (strain promoted 

azide-alkyne cycloaddition, SPACC) 反应[5]；(3)

铜催化的叠氮化物-炔环加成  (Cu(I)-catalyzed 

azide-alkyne cycloaddition, CuAAC) 反应[6]。其

中，侧链为环烯烃的 UAA可以与四嗪 (tetrazine, 

Tet) 基团发生 SPIEDAC 反应，侧链为环炔烃

的 UAA 可以与叠氮基-荧光染料发生 SPACC 或

者 CuAAC 反应。由此，UAA 可以与携带 Tet

或者叠氮基的荧光染料高度特异结合，最终实

现对蛋白中特定氨基酸的精准标记。机体内的

天然氨基酸不具备环状结构，则不能发生上述
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点击反应，由此保证了 UAA 的特定荧光标记。 

与其他蛋白质标记技术相比，GCE 标记技

术具备以下关键优势：(1) 荧光团改造的灵活性

较高，凡是能够通过化合反应生成携带四嗪的

荧光团，均可以通过 SPIEDAC 反应快速整合到

掺入 UAA 的蛋白中[3]；(2) 能够最大化降低荧

光标记物对目标蛋白的干扰。当前，GCE 技术

已被应用于蛋白质的构象、功能及作用机制研

究、胞内标记成像等方面[7-8]，为生物分子功能

及分子之间相互作用的深入研究提供了极有价

值的手段。下文将简要综述 GCE 技术的优化及

其在蛋白质标记示踪研究中的应用。 

1  GCE 技术的核心要素及优化 

GCE技术有以下 3个核心要素 (图 1)：(1) 容

易被目标生物体吸收、代谢稳定、无毒的 UAA。

为赋予蛋白不同功能，UAA 由人工合成并在侧

链基团上携带了不同性质的官能团。目前，通

过 GCE 技术已有 150 多种 UAA 可用于掺入到

目的蛋白中[9]。(2) 引入到目的基因中的无义密

码子。通常，首选琥珀密码子 UAG 作为无义密

码子，有少数研究也选择四联密码子，将目的氨

基酸的密码子突变为四联密码子 (如 AGGA)，

同时，构建相应反密码子 tRNA (如 tRNAUCCU)，

目的在于降低引入终止密码子所致突变出现回

复的可能性[10]。(3) 由 aaRS/tRNA 对组成 UAA

正交翻译系统  (orthogonal translation system, 

OTS)。OTS 的正交性表现为：OTS 中的 tRNA、

aaRS 组分不会与胞内原有的任何一类内源性

氨基酸、aaRSs 或 tRNAs 发生相互作用，彼此

之间不相互干扰。同样，内源性的 aaRSs、tRNAs

也不会与 OTS 中的 aaRS、tRNA 以及 UAA 发

生相互作用[11]。 

OTS 的正交性可以通过筛选来得到提高。

最初人们发现，原核、真核生物的翻译系统难

以识别古菌的 aaRS/tRNA 对，因此，古菌中琥

珀密码子的 aaRS/tRNA对就为 OTS提供了初始

水平的正交性[12]。随后，通过对 tRNA 进行突

变改造以及连续轮次的正  (负 )  筛选来提高

OTS 正交性[11]。最后，对 aaRS 的底物结合域 

 

 
 

图 1  遗传密码扩充技术原理 
Figure 1  The principle of genetic code expansion. UAA: unnatural amino acid. EF: elongation factor. RF: 
release factor. 
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进行定点突变，并选择能够与目的 UAA 良好结

合的突变体[11]。通过上述工作将会得到高效选

择的 OTS，保证 UAA 与正交 tRNA 的结合。 

高效表达掺入 UAA 的蛋白依赖于优化的 

3 个核心要素，其中优化措施包括改进编码 OTS

的表达载体、增强 aaRS 的工作效率、优化正交

延伸因子 (elongation factor, EF)、降低释放因子 

(release factor, RF) 1 的影响等[13]。 

除去上述优化条件，影响蛋白表达的实验变

量还包括：(1) 选择的蛋白质[14]；(2) 翻译蛋白所

用的细胞类型[15]；(3) 胞浆中 UAA 的浓度[15-16]；

(4) 在 mRNA 内引入琥珀密码子位置的上下游

序列[17-18]。 

当前，尚未充分了解这些实验变量对于蛋

白表达效率影响的程度，但一些研究结果表明，

高表达水平的正交 tRNA 与 aaRS 的胞浆定位、

胞内高浓度的 UAA 能够促进蛋白的生产[14]。 

2  GCE 技术在蛋白质功能研究中的

应用 

2.1  蛋白功能研究 

研究蛋白质的功能及作用机制，往往需要

精细化到某一功能区甚至是某一残基。但很多

蛋白分子的某些功能区或小分子蛋白对蛋白修

饰较为敏感，不易耐受外源标记对其的改变，

因而研究其功能遇到极大障碍。 

近年来，研究者们应用 GCE 技术，把 UAA

引入到蛋白质的不同位点，将对蛋白分子的干

扰降到最小，同时实现了对其特定功能位点的

标记，创造出更多的蛋白质变体，为研究蛋白

的功能及作用机制提供了更为直观有利的方

法。Lacoursiere 等在研究泛素功能中，利用

GCE 技 术 构 建 了 所 有 可 能 的 乙 酰 化 泛 素 

(acetylated ubiquitin, acUb) 变体[19]。在将这些

变体用于泛素化实验时，发现了 acUb 能与 E3

连接酶结合，并证明这些用 GCE 技术得到的

acUb 变体能用于发现、识别潜在泛素化模式的

研究[19]。这项研究展示了 GCE 技术在蛋白质改

造中的灵活应用，即通过制备出所有可能的

acUb 变体分析其下游发生的反应，进而进行对

比研究，发现潜在的泛素化模式。 

不过，作者是在已知泛素仅有 7 个氨基酸

残基会发生乙酰化的前提下，构建了所有 acUb

变体。若在乙酰化的残基数未知或者残基数过

多的情况下，构建变体并逐一研究下游反应的

工作量和难度将大大增加。因而，类似研究方

法只适于需要探讨的蛋白分子功能位点及可能

的变体较少的情况。通过引入特定 UAA 到蛋白

的单一残基研究某些位点或区域的功能，是  

一种新的、精准研究手段，特别对不易耐受外

源标记的蛋白分子有更重要的意义。 

2.2  蛋白功能改造 

目前，采用化学修饰手段可以灵活改造

UAA 的侧链基团，使其具备不同的功能。因此，

通过 GCE 技术引入研究所需特定 UAA，对一

些蛋白进行改造，可以赋予其新的功能及应用。

已知细胞内诸如内体、溶酶体等细胞器内部的环

境是酸性的[20]；而大多数荧光蛋白以及由荧光

蛋白衍生出的 pH 传感器却仅在中性或微碱性环

境下发出荧光，在酸性环境中荧光会淬灭[21]。

因此，Wang 等将含有喹啉基团的一种非天然氨

基酸 Qui 掺入到增强型绿色荧光蛋白 (enhanced 

green fluorescent protein, EGFP) 的生色团中，

研制出能在酸性微环境下产生明亮荧光的酸增

亮荧光蛋白 (acid-brightening fluorescent protein, 

abFP)[22]。当 abFP 暴露于酸性环境时，Qui 发

生质子化产生阳离子生色团增强荧光，在生理

pH 值或高于生理 pH 值条件下则几乎不会发出

荧光[22]。同时，他们还建立了在大肠杆菌和哺
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乳动物细胞中表达 abFP 的方法，并成功应用在

δ阿片受体-abFP 融合蛋白在哺乳细胞的内吞作

用研究中，证明了 abFP 在酸性环境中应用的可

行性。abFP 的出现打破了荧光蛋白酸性环境荧

光成像的应用局限。 

通过对荧光蛋白关键生色团进行改造，改

变了荧光生成方式。这种策略同样适用于其他

荧光蛋白，通过掺入不同 UAA 赋予荧光蛋白新

的颜色或功能。增加荧光蛋白的多样性，也为

荧光成像提供了更多的选择，例如对多种蛋白

同时成像等。最近，Roman-Arocho 等用特定

UAA 替代荧光蛋白生色团中的 Tyr66 残基，研

制出基于荧光蛋白的传感器，进一步拓展了该

蛋白的功能及应用[23]。 

通过 GCE 技术改造蛋白质，本质上是通过

改造 UAA 的理化性质来实现功能的改变。迄

今，已有 150 多种 UAA 可被掺入到蛋白质中[9]。

对这些 UAA 的侧链基团进行改造，获得具备

不同功能的 UAA 并应用于蛋白新功能的开

发，已经显露出在蛋白类药物研制、蛋白质疫

苗设计、探针设计、药物递送等方面的应用 

前景 [11,24]。 

3  GCE 技术在蛋白质标记成像中的

应用 

基于 GCE 技术的标记方法已实现了对各

种活细胞内成分 (包括溶酶体、内质网、细胞

膜等)、受体的标记和成像[7]。其中，GCE 技术

成功应用于无法使用蛋白质标签标记的小蛋白

和不易耐受外源标记物的大分子蛋白的研究

中。例如，Peng 和 Hang 首次报道了利用 GCE

技术对仅有 137 个氨基酸的干扰素诱导跨膜蛋

白 3 (interferon-induced transmembrane protein 3, 

IFITM3) 标记成像[25]；Sakin 等将 GCE 技术首

次应用于动态记录人免疫缺陷病毒  (human 

immunodeficiency virus, HIV) 包膜糖蛋白的迁

移运动[16]。 

3.1  应用 GCE 技术标记成像的优势 
传统的标记技术依赖于荧光蛋白或荧光抗

体。通常，荧光蛋白通过基因工程被直接引入

到目的蛋白中，因而在进行分子示踪时有高度

特异性。但与荧光染料相比，荧光蛋白分子量

较大 (荧光染料约 0.5 nm，荧光蛋白约 4.2 nm，

荧光抗体大于 10 nm) (图 2B)[26]、光稳定性更

差，因此，并不是适宜的标记探针。荧光染料

可在较低的激光强度下进行长时成像，且小分

子荧光染料的定位测量精度更高、对蛋白质的

结构及生理特性干扰更小；但荧光染料要通过

特定的复杂方法才能附着到蛋白分子上，缺乏

分子特异性。 

GCE 标记方法结合了上述两类标记探针的

优势，弥补了不足。基于 GCE 技术的荧光标记

依赖于 Tet 与 UAA 侧链环烯烃或环炔烃之间发

生的点击反应，将 Tet-荧光染料掺入到蛋白分

子中实现荧光标记。 

由于生物体内的 20 种天然氨基酸不具备

UAA 的侧链基团，所以，GCE 标记系统中

Tet-荧光染料与 UAA 之间的点击反应保证了标

记的更高特异性。此外，与其他荧光标记系统

相比，GCE 标记具有以下更为关键的优势：(1) 

由于荧光染料比荧光蛋白小一个数量级，因此

对目的蛋白的结构与功能的干扰最小[16,25]；(2) 

荧光染料通常比荧光蛋白更亮，更具光稳定性，

能够在较低的激光功率和较高的时间分辨率下

进行活细胞成像[3]；(3) 荧光染料种类多、可适

用于包括近红外光在内的全光谱，即能够在对

细胞光毒性较小的长波长下成像，比荧光蛋白

在此波长下的光物理性质更好[27]；(4) 对点击

反应可以进行化学计量 (Tet-荧光染料以 1︰1
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的比例结合 UAA)，从而能够基于异源表达系

统中的荧光强度对蛋白质进行定量 (图 2A)[28]。

以上优势使 GCE 标记突破了荧光蛋白标记的

应用限制，特别是在单分子及超分辨率显微镜

成像等需要细胞长时间暴露在高激光功率下的

应用中可能是划时代的。典型的实例是 Sakin

等构建的琥珀突变型 Env 并成功可视化了这一

蛋白[16]。琥珀突变型 Env 结构改变微小，能够

最大化接近天然状态的 Env。作者证明了琥珀

突变后的 Env 在质膜定位、糖基化程度、假病

毒组装、感染性和融合活性等方面与野生型有

相同的特性与功能[16]。进而，作者用受激发射

损耗 (stimulated emission depletion, STED) 显

微技术成功可视化了琥珀突变型 Env，发现了

在病毒组装位点处所形成的环形 Env 簇。作者

通过荧光漂白恢复 (fluorescence recovery after 

photo bleaching, FRAP) 技术测量出 Env 向细胞

膜迁移的迁移速率；同时他们发现，与先前用

免疫荧光方法所得结果相比，GCE 标记方法最

大限度地减少了由额外质量引起的迁移率测量

中的伪影[16]。 

3.2  GCE 技术用于蛋白质标记成像 

3.2.1  GCE 技术与超分辨率显微技术的联

合应用  
基于 GCE 技术的上述优势，研究者们逐渐

将 其 与 超 分 辨 率 显 微 技 术 如 结 构 光 照 明 

(structured illumination microscopy, SIM)、单分

子定位 (single molecule localization microscopy, 

SMLM) 和随机光学重建显微 (stochastic optical 

reconstruction microscopy, STORM)、STED 显微

术等联合应用，极大地提高了标记的荧光强度

及分辨率[29-31]。 

Schvartz 等发现，在 GCE 技术标记微管蛋

白的 SIM 成像中，可以分辨相隔距离小于 100 nm

的纤维[32] (图 3A)。Serfling 等使用 GCE 结合单

粒子跟踪技术及图像相关光谱法标记 G 蛋白偶

联受体发现，GCE 标记与荧光蛋白标记产生的

荧光信号强度呈线性相关[28]；而且，采用单粒 

 

 
 
图 2  GCE 标记方法的特点   A：GCE 技术所用的点击反应类型；B：荧光标记物大小 

Figure 2  The characteristic of click chemistry GCE labeling. (A) The type of click reactions used in GCE.  
(B) The scale of fluorescent labeling. 
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子跟踪技术测量蛋白扩散率的实验结果显示，

GCE 标记技术获得了比荧光蛋白标记更多且更

长的蛋白扩散轨迹[26]。Neubert 等把 UAA 引入

N-甲基-D-天冬氨酸受体 (N-methyl-D-aspartate 

receptor, NMDAR)，用 STORM 成像发现，GCE

标记产生的荧光密度明显高于荧光抗体标记，

证实了 GCE 标记用于蛋白成像的效果更佳[33] 

(图 3B)。 

上述研究结果充分证明，联合 GCE 技术不

但能够提高超分辨率显微成像的分辨率，同时，

保证甚至增强了对蛋白的标记效果；而 1︰1 的

化学计量比特点，也为提高成像过程中的定位

精度和分子计数奠定了良好基础。 

3.2.2  GCE 技术与荧光共振能量转移系统

的联合应用  
荧光共振能量转移 (fluorescence resonance 

energy transfer, FRET) 是指两个荧光发色基团

在足够靠近时，供体分子吸收一定频率的光子

后被激发到更高的电子能态，在该电子回到基

态前，通过偶极子相互作用，实现了能量向邻

近的受体分子转移 (即发生能量共振转移)[34]。

其中，发生能量转移的供体和受体组成了 FRET

对。通过 GCE 技术可将 UAA 掺入到 FRET 对

中，与荧光蛋白构成新的 FRET 系统。例如 Park

等构建了由 Hsp70-YFP 融合蛋白和掺入了

ANAP (一种荧光UAA) 的Bax蛋白组成的FRET 

 

 
 
图 3  GCE 技术与超分辨率显微技术联合应用实例 
Figure 3  Examples of the application of GCE technology and super-resolution microscopy. (A) SIM 
imaging of UAA-tubulin labeled with SiR-Tet. Scale bar, 10 μm[32]. i) Enlarged image of the red rectangle in 
the SIM image. ii) Intensity profile drawn between the arrows in enlarged image i. Scale bar=1 μm. (B) 
STORM image of UAA-NMDAR in basal regions of the cell[33]. Bioorthogonal click-labeling with H-tet-Cy5 
in NMDAR (upper panel). Antibody labeling with antibody anti-NR1 and Alexa Fluor 647 as secondary antibody 
was performed (lower panel). The lower triangle in the upper left panel shows a diffraction-limited wide-field 
image. Scale bar: 2.5 µm (overview images) and 0.5 µm (enlarged images i and ii). NR1: NMDAR subunit. 
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对，探究 Bax 在凋亡过程中从与 Hsp70 的复合

物中解离的因素[35]。FRET 系统可以实时监测

蛋白质的运动和相互作用，但很少有 FRET 对

不破坏蛋白质折叠和功能。因此，Jones 等又

提出利用 GCE 技术构建分子量最小的 FRET

对 [36]。他们分别将甲氧基香豆素马来酰亚胺 

(methoxycoumarin maleimide, Mcm-Mal) 和吖

啶基丙氨酸 (acridonylalanine, Acd) (一种荧光

UAA) 掺入到蛋白质中，构建半胱氨酸/Acd 双

突变蛋白组成 FRET 对。其中，Acd 作为受体，

Mcm-Mal 作为供体通过与半胱氨酸反应发出荧

光。这种标记策略提供了一个构建简单方便的

FRET 对，且能够实现能量转移的距离范围达到

1.5–4.0 nm，是监测大多数分子运动的理想选 

择[36]。此外，Mcm/Acd 还可与色氨酸结合 (色

氨酸具有荧光特性)，通过三色荧光监测多种蛋

白质的分子运动及分子间的相互作用[36]。 

常规 FRET 技术用荧光蛋白、荧光素等荧

光物质作为探针，往往容易干扰蛋白结构、影

响功能；同时，过大的标记分子且离蛋白主链距

离相对远，也为 FRET 测量增加了不确定性[36]。

而Mcm-Mal和Acd分子与天然氨基酸大小基本

一致，避免了对目的蛋白的干扰作用，同时，

Mcm 吸收光谱峰值与 Acd 吸收光谱最小值重

合，避免了 Acd 的直接激发，进一步提高了

FRET 的精准测量。因此，Mcm/Acd 对是一个

较为适宜的 FRET 对。该构建策略体现了 GCE

技术应用于 FRET 系统中的潜力。通过改造

UAA 侧链基团，使其具备荧光，由此解决荧

光团干扰蛋白结构或者测量不准确的问题。随

着技术的不断优化改进，UAA 将会在 FRET

系统中得到广泛应用，成为研究蛋白质胞内动

态变化、构象改变、亲和力分析，以及与其他

蛋白质相互作用的机制中极为有力的研究手段

与工具。 

3.2.3  GCE 双色标记策略 
除了用单个 UAA 进行点击标记的标记方

法外，近年研究提出了在不同实验需求下的

GCE 双色标记策略，可以实现同时标记同一细

胞内的不同蛋白。 

2018 年，Saal 等首先报道了双色标记系统。

作者分别将两种 UAA 整合到两个细胞中的不

同目的蛋白上，然后用灭活的乙型副流感病毒

将细胞融合，实现融合细胞的双色 STED 成像[29] 

(图 4A)。但由于该方法的成像仅限于在固定细

胞以及融合细胞中的蛋白质对，因此在细胞生物

学中的适用性受到限制。继而，有几个研究团队

相继报道了单个细胞内双色标记的方法。他们采

用两种荧光特性不同的 Tet-荧光染料对同一

UAA 进行竞争性标记，构建单分子荧光共振能

量转移 (single molecular fluorescence resonance 

energy transfer, smFRET) 成像系统并用不同的

成像方式同时从单个细胞获取数据。目前，该

方法已被用于蛋白质寡聚化研究[26,28,37]。 

Meineke 等开创了基于两套相互正交的

GCE 表达及标记体系从而标记活细胞内同一

蛋白不同位点的双色标记方法[38] (图 4B)。作

者优化出两组 aaRS/tRNA 正交对，分别识别琥

珀密码子和赭色密码子 (UAA)，依次编码轴向

反式-环辛-2-烯-赖氨酸 (axial trans-cyclooct-2- 

ene-Llysine, TCO*K) 和 N-炔丙基-L-赖氨酸 

(N-propargyl-L-lysine, ProK)。TCO*K 通过

SPIEDAC 点击反应被四嗪 -荧光染料标记，

ProK 通过 CuAAC 点击反应被叠氮基-荧光染料

标记。 

双无义密码子的成功抑制取决于两大条

件：(1) 两类无义密码子各自所属的 OTS 具备

正交性；(2) 两套 OTS 之间相互正交。其中，

aaRS 负责与 UAA 特异性识别，tRNA 负责与无

义密码子特异性识别，而 aaRS 与 tRNA 之间 
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图 4  GCE 双色标记原理   A：Saal K 团队建立的双色标记方法；B：Meineke B 团队建立的双色标

记方法 

Figure 4  The principle of GCE dual-color labeling. (A) The dual-color labeling method established by Saal 
K team. (B) The dual-color labeling method established by Meineke B team. 

 
的催化同样也需要高度特异。由上述列举的种

种条件可以看出，双无义密码子的表达标记要

求极为严苛。因而，当前 GCE 双色标记策略往

往选择用两种染料标记同一 UAA，或者一种无

义密码子掺入两种 UAA 再随机生成具有双重

标记的分子[37,39]。Meineke 等所创建的标记方法

打破了双色标记的局限性，展示了两套完全独

立的表达标记体系在同一蛋白表达中共用的可

能[38]。这为蛋白研究提供了新的视角与思路，

尤其是对蛋白构象改变、组装迁移或转运、免

疫学研究等。但是，双无义密码子抑制效率低

下，不易表达出掺入两种 UAA 的全长蛋白。而

且，细胞实验涉及的质粒、UAA 的添加、荧光

染料的添加等因素较为复杂。因此，该双色标
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记方法应用难度较大。 

3.3  利用 GCE 技术研发荧光探针工具 
3.3.1  GCE 标签的构建  

由于 GCE 技术对蛋白的成功标记依赖于

OTS 的正交性，以及选择蛋白中合适的标记位

点等因素。为了构造出既能保证表达量同时又不

干扰蛋白功能的 UAA 蛋白，往往需要对目的蛋

白进行大量烦琐的突变位点筛选实验。因此，

Segal 等着手设计一个 GCE 标签，使用流感病毒

血凝素 (hemagglutinin, HA) 表位作为骨架优化

出含有 14 个残基的 N 末端标签，将 UAA 掺入

到标签 C 端[7]。通过标记细胞内不同结构及细胞

间隔，包括细胞膜、溶酶体、过氧化物酶体和内

质网等，证明了这个 GCE 标签用于标记哺乳动

物活细胞中蛋白质、细胞器的可行性。 

该方法的最大优势在于省略了烦琐的位点

筛选步骤，可直接用 GCE 标签标记细胞蛋白进

行活细胞成像，节省了很多时间及经济成本。

相较于其他标签抗体而言，GCE 标签能够进一

步降低对蛋白结构的干扰。但 GCE 标签只能连

接在蛋白质 N 端，这降低了标记的灵活性，限

制了蛋白标记的选择范围。因此，GCE 标签对

于示踪目的蛋白位置的意义更大，对蛋白具体功

能区的成像或研究而言并不是一个适宜的选择。 

3.3.2  携带 UAA 的荧光蛋白传感器的构建  

除了构建独立的 GCE 标签标记蛋白质外，

当前也有研究者利用将特定功能 UAA 直接引入

荧光蛋白修饰其理化性质，构建新型荧光探针来

满足不同研究需求，例如构建荧光蛋白传感器对

生物体内生成的物质进行检测及追踪等[40]。 

Roman-Arocho 等提出了对荧光蛋白生色

团的保护-去保护策略，并设计了 UAA 荧光蛋

白传感器[23]。荧光蛋白的发光依赖于其蛋白内

部的生色团 Ser65-Tyr66-Gly67，其中 Tyr66 会

在脱质子 (酚盐) 状态和质子化 (羟酚基) 状态

之间转化从而发出荧光[41]。当 Tyr66 的羟基被封

闭，则无法发生状态转化，继而不能形成关键的

酚盐阴离子，最终导致了荧光缺失。作者用 UAA

替代 Tyr66，使酚盐阴离子缺失，生色团无法发

出荧光，即为生色团的保护策略。然而，在 UAA

与所要检测的离子之间发生特定反应后，会形成

酚盐阴离子，生色团继而发出明亮荧光，即为

生色团的去保护策略[23]。当前，这类传感器设

计策略已应用于如汞离子等小分子代谢物的检

测与定量分析[23,42-43]。 

GCE 技术与荧光蛋白的结合，为构建基因

编码类型传感器检测活细胞中的小分子代谢物

提供了有力的工具，也扩展了荧光蛋白传感器

在体内体外所能检测的分析物范围[23]。上述荧

光蛋白传感器的设计是基于氧化还原反应原

理，UAA 替换了生色团的关键残基 Tyr66，阻

止了酚盐的形成。这改变了荧光蛋白的光谱性

质，导致荧光的消失。但当 UAA 与检测物发生

反应时，生色团会重新生成，继而发出明亮的

荧光[23]，携带 UAA 的荧光蛋白传感器的构建，

在研究活细胞中离子转运和运输机制方面具有

潜在的应用价值。但该传感器仍存在不足，UAA

掺入水平较低[23]，这可能会导致在检测过程中

真正发挥检测作用的荧光蛋白较少，影响了检

测的准确性。因此，在荧光蛋白传感器的设计

应用中，还应大力优化 UAA 的掺入效率。 

4  总结与展望 

当前，在蛋白质的构象、功能及作用机制

研究、胞内标记成像等方面，GCE 技术已有应

用，该技术为生物分子功能及分子之间相互作

用的深入研究提供了开创性的手段。GCE 技术

与新的显微成像技术、定量技术联合应用，为

动态研究蛋白质功能、细胞成分的功能、设计

荧光探针、研发疫苗等诸多领域提供了极具价



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

630 

值的支撑。 

理论上，UAA 可以被整合到蛋白质的任何

位置，荧光染料与 UAA 发生点击反应即可实现

对蛋白质的标记。然而实际上，在 GCE 技术及

应用的每一个环节都还有大量的问题没有解

决。其中，由于 UAA 掺入蛋白效率低导致蛋白

产量不高，即改造蛋白在任何体系中的顺利合

成是一个关键问题。针对这一问题，未来应不

断优化 OTS，研制新的正交对，提高 aaRS/tRNA

正交对在原核表达系统及真核表达系统中的正

交性，提高其与表达系统内释放因子竞争结合

的能力。同时，还需优化 UAA，不断改进侧链

基团的特性，增强其与 tRNA 结合的能力等，

从根本上解决 UAA 掺入效率低下的问题。而

且，在标记实践中，为保证蛋白加工折叠后掺

入的 UAA 保持与荧光染料发生反应的能力，仍

需要不断筛选出新的、具有特定功能的 UAA。

尽管仍存在局限与明显不足，但随着技术的不

断改进与完善，GCE 技术将会是蛋白质功能及

活细胞成像研究的强大工具。 

致谢：感谢本课题组徐鑫钰同学协助绘制本文  

图片。 
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