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　　［摘要］　绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）是一种来源于水母的生物发光蛋白。ＧＦＰ基因作为报告基因已

被广泛应用于各种生物的研究中。白念珠菌感染在临床真菌感染中占有很大的比例，因此对白念珠菌进行深入研究具有重要

意义。ＧＦＰ在白念珠菌的研究中已得到广泛的应用。ＧＦＰ基因可与目的基因融合形成融合基因，融合基因可表达融合蛋白，

该融合蛋白可发出荧光信号，进行基因表达和蛋白定位等方面的研究。本文综述了ＧＦＰ在白念珠菌研究中的应用。
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　　近几年，随着艾滋病患者、接受化疗的癌症患者、使用免

疫抑制剂接受器官移植的患者和严重的糖尿病患者等免疫

低下患者的增加，致病真菌，特别是念珠菌属在免疫低下患

者身上引起非常普遍和严重的感染［１］。念珠菌属在所有的

血液感染中占８％～９％，致死率高达４０％［２］。而其中白念珠

菌占有重要的比例，治疗白念珠菌的感染已成为临床治疗工

作的重点。因此，深入研究白念珠菌的生物特性、耐药机制

和致病机制具有重要的科研价值和临床意义。

　　绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）自２０世

纪６０年代被发现以来，便作为报告和标记因子而得到了广

泛应用。如用于研究新的癌基因表达及相关功能［３］、示踪药

物蛋白［４］、建立细胞筛选模型［５］、检测基因转染细胞的效

率［６］以及细胞动态研究［７］等各个方面。ＧＦＰ在白念珠菌的

研究中也有重要的应用。为了更深入地研究白念珠菌致病

和耐药机制，已有３种旨在研究基因和蛋白功能的报告系统

在白念珠菌中应用，包括β半乳糖苷酶报告系统，荧光素酶

报告系统和ＧＦＰ报告系统。这３种报告系统都已被用于研

究基因表达和启动子的分析［８］。ＧＦＰ报告系统较β半乳糖

苷酶报告系统和荧光素酶报告系统具有更明显的优势，因此

在白念珠菌的研究中应用更加广泛。

１　ＧＦＰ概述

　　ＧＦＰ是一类生物发光蛋白，野生型ＧＦＰ主要来自于像

水母一类的海洋生物［９］。ＧＦＰ的发现、研究和应用都经历了

一段漫长的历史过程。ＧＦＰ由Ｓｈｉｍｏｍｕｒａ等［１０］于１９６２年

在水母中首先发现。随后，１９９２年Ｐｒａｓｈｅｒ等［１１］克隆了ＧＦＰ

基因的ｃＤＮＡ，分析了ＧＦＰ的一级结构，并得到了ＧＦＰ基因

的碱基序列。１９９４年由Ｃｈａｌｆｉｅ等［１２］第一次在大肠杆菌细胞

和线虫中在不添加任何辅助物质的情况下表达出ＧＦＰ，实现

了ＧＦＰ在除水母外的其他生物体内的表达。此项研究成果
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使ＧＦＰ的应用范围得到了扩展，使ＧＦＰ在作为基因标记方

面具有更加重要的意义。为了扩展ＧＦＰ的使用范围，使其在

生命科学研究中发挥更大的作用，需要对野生型的ＧＦＰ进行

改造优化。研究者对ＧＦＰ基因进行了一系列的改造优化，使

ＧＦＰ变体的立体结构发生变化，生色基团得到改造，拓展了

ＧＦＰ的发射光谱，提高了 ＧＦＰ在除水母外的其他生物体内

的稳定性和发光强度［１３１４］。

　　ＧＦＰ之所以被广泛的应用于生命科学研究的各个领域，

是因为它具有以下显著的优点：（１）ＧＦＰ的荧光反应不需要

其他辅助因子或基质，只需紫外光或蓝光激发，即可发出绿

色荧光；检测方便，用荧光显微镜甚至肉眼就可以观察到，且

灵敏度高。Ｎｉｅｄｅｎｔｈａｌ等［１５］利用ＧＦＰ的荧光信号很方便地

进行了基因表达水平的测定。（２）ＧＦＰ的相对分子质量相当

小，只有２７０００左右，它的 Ｎ和Ｃ端都能与蛋白融合，操作

方便，对功能基因蛋白基本无影响，可用于研究蛋白的定位

和细胞间蛋白的运动。文献报道将ＧＦＰ用于真菌中作为蛋

白定位的报告因子［１６］。（３）ＧＦＰ对受体细胞的生长繁殖基

本无毒害。Ｓｈｅｅｎ等［１７］证明在玉米转ＧＦＰ基因植株中，即使

ＧＦＰ在细胞中高表达，对细胞也不会产生明显毒害。（４）

ＧＦＰ没有种属特异性，也没有细胞种类和位置的限制。

Ｃｈａｌｆｉｅ等［１８］用ＰＣＲ方法扩增ＧＦＰ基因的ｃＤＮＡ后，克隆到

原核表达载体上，转化大肠杆菌，经ＩＰＴＧ诱导后，在紫外光

照射下转化细菌发出绿色荧光，说明ＧＦＰ在除水母外的其他

生物体内亦可表达。

２　ＧＦＰ在白念珠菌研究中的应用

　　ＧＦＰ被认为是进行细胞生物学研究的有力工具，也是许

多生物体内检测蛋白表达和定位的重要报告因子。ＧＦＰ已

用于动物、植物、细菌、真菌等多种生物，同样在白念珠菌中

也得到了广泛的应用，如菌体内基因表达检测和蛋白定位等

方面的研究。但白念珠菌的编码序列和水母的编码序列有

一定的差别，在白念珠菌的转录过程中，密码子ＣＵＧ代表的

是丝氨酸的密码子，而不是亮氨酸的密码子［１９］。因此野生型

ＧＦＰ基因改造后才能用于白念珠菌。Ｃｏｒｍａｃｋ等［２０］将野生

型ＧＦＰ基因进行重新构建，使ＧＦＰ２３９个氨基酸密码子都

得到优化，经优化的ＧＦＰ为酵母增强型绿色荧光蛋白（ｙｅａｓｔ

ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｙＥＧＦＰ），在白念珠菌应

用的ＧＦＰ多为ｙＥＧＦＰ。

２．１　基因表达　ＧＦＰ基因可与目的基因融合形成融合基

因，融合基因可表达出包含 ＧＦＰ的融合蛋白。由于含有

ＧＦＰ，融合蛋白在适当条件的诱导下可发出荧光信号。根据

发射的荧光信号的强度，可检测目的基因是否表达。Ｇｒｅｅｎ
等［２１］在白念珠菌中将ｙＥＧＦＰ基因置于启动子细胞凝集素相

关序列 （ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎｌｉｋｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＡＬＳ）的调控下，构建成

ＰＡＬＳＧＦＰ重组子。将ＰＡＬＳＧＦＰ报告菌株在培养液中培

养一段时间以后，利用流式细胞仪对报告菌株产生的荧光信

号进行检测，通过荧光信号的强弱来判断基因 ＡＬＳ的表达

水平。

　　Ｂａｒｅｌｌｅ等［２２］分别将ＰＣＫ１、ＩＣＬ１、ＰＦＫ２和ＰＹＫ１启动子

整合到ｐＧＦＰ载体ｙＥＧＦＰ的上游，并且稳定地整合到白念珠

菌基因组的 ＲＰＳ１位点，分别形成融合基因 ＰＣＫ１ＧＦＰ、

ＩＣＬ１ＧＦＰ、ＰＦＫ２ＧＦＰ和ＰＹＫ１ＧＦＰ。ＰＣＫ１ＧＦＰ中包含编

码磷酸烯醇丙酮酸羧激酶的编码序列，ＩＣＬ１ＧＦＰ包含编码

异柠檬酸裂解酶的编码序列，ＰＦＫ２ＧＦＰ和ＰＹＫ１ＧＦＰ包含

糖酵解过程中所需酶的编码序列。将上述４种融合基因转

染到白念珠菌体内，并将含有不同融合基因的白念珠菌在含

２％氨基酸和２％葡萄糖的培养液中培养。通过检测ＧＦＰ荧

光信号的强度，发现ＰＣＫ１ＧＦＰ和ＩＣＬ１ＧＦＰ在含有２％葡

萄糖的培养液中表达受到抑制，而ＰＦＫ２ＧＦＰ和ＰＹＫ１ＧＦＰ
在２种培养液中的表达未受到影响，说明葡萄糖抑制了磷酸

烯醇丙酮酸羧激酶基因和异柠檬酸裂解酶基因的表达。

　　ＧＦＰ也可用于白念珠菌基因表达的定量研究。Ｂａｒｅｌｌｅ
等［２３］为了定量分析感染组织中白念珠菌个体中基因的表达

水平，发展了一个基于质粒ｐＧＦＰ构建的检测系统。该系统

包括ＣａＡＤＨ１启动子，ＳｃＣＹＣ终止子以及位于ＣａＡＤＨ１和

ＳｃＣＹＣ之间的ｙＥＧＦＰ序列。构建重组质粒ｐＰＣＫ１ＧＦＰ和

ｐＭＥＴ３ＧＦＰ，并使其在白念珠菌中表达，利用定量荧光显微

镜观测个体细胞ＧＦＰ的表达水平。结果表明ＧＦＰ随着基因

诱导表达而迅速表达升高，随着基因抑制而迅速表达降低。

因此，单个细胞的荧光测定值可能准确反映了基因的实时表

达水平，说明ＧＦＰ可用于基因表达的监控。另外，他们发现

ｐＡＣＴ１ＧＦＰ基因无论是在白念珠菌生长的酵母型或菌丝型

期间，还是在白念珠菌感染老鼠模型的组织时，表达水平都

是恒定的，为将来定量分析真菌感染期间白念珠菌的分子反

应提供了参考。

　　除此之外，Ｇｒｅｅｎ等［２４］利用ＧＦＰ监测白念珠菌 ＡＬＳ基

因在传播性念珠菌的鼠科动物模型中的表达，以便研究ＡＬＳ
基因在白念珠菌的传播性和致病性中所起的作用。Ｂａｒｅｌｌｅ
等［２５］将ＧＦＰ基因与ＳＡＰ（ＳＡＰ４、ＳＡＰ５、ＳＡＰ６）基因融合，检

测到在唑类抗真菌药物的影响下，ＳＡＰ基因的表达水平有升

高趋势，因此他们认为ＳＡＰ基因与白念珠菌的致病性有密切

相关性。Ｖｏｇｅｌ等［２６］将 ＧＦＰ基因与 ＭＤＲ１基因融合，利用

ＧＦＰ荧光信号的强弱显示 ＭＤＲ１基因在不同化合物刺激下

的表达水平，结果表明利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ）对 ＭＤＲ１的表达水

平影响较大。

２．２　蛋白定位和功能的研究　ＧＦＰ基因可与感兴趣的目的

基因融合构成融合基因，并在生物体内表达出融合蛋白。

ＧＦＰ与目的蛋白融合并不影响目的蛋白的生物功能，可根据

ＧＦＰ的荧光信号位置来判断目的蛋白的位置，从而得出目的

蛋白的结合位点和结合特性与条件、目的蛋白的功能及其与

其他蛋白的功能差异。

　　Ｎｅｊａｄ等［２７］发明了一系列包含荧光蛋白基因的重组质

粒，可用于构建含由ＰＣＲ介导的标记基因的白念珠菌菌株。

他们利用基因工程技术将ＧＦＰ及ＧＦＰ的变种 ＹＦＰ和ＣＦＰ
的序列进行优化使其与白念珠菌的遗传密码子一致。并将

荧光蛋白的序列通过ＰＣＲ扩增后，直接转染到白念珠菌中。
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荧光蛋白基因通过同源重组整合到感兴趣基因的３′末端序

列，可对目的基因表达的蛋白进行定位。他们利用该技术构

建成融合基因Ｃｄｃ３ＣＦＰ和Ｔｕｂ１ＹＦＰ，通过荧光微克隆和定

位使结果可视化，对基因Ｃｄｃ３和 Ｔｕｂ１表达的蛋白进行定

位。此外，他们发现Ｔｕｂ１ＹＦＰ和Ｃｄｃ３ＣＦＰ可在同一个细

胞中表达，产生不同的荧光信号，可同时分别将２种不同蛋

白进行定位。这项技术可直接一步构建多种荧光蛋白的融

合，便于在白念珠菌中研究蛋白的共表达和共定位。Ｄｉａｓ
等［２８］将ＧＦＰ编码序列插入Ｔｎ５转座子中，构成重组转座子，

并转入白念珠菌中产生融合蛋白。重组转座子Ｔｎ５ＣａＧＦＰ
和Ｔｎ５ＣａＧＦＰＵＲＡ３：：ＦＬＩＰ能够产生Ｃ端融合的ＧＦＰ，通

过对白念珠菌的基因表达进行检测，可对蛋白分布定位。Ｄｉ

ａｓ等构建的重组转座子提供了一个新的系统来获得白念珠

菌内基因表达和蛋白定位的情况。

　　Ｐａｓｒｉｊａ等［２９］利用ＧＦＰ研究膜脂组成的改变对来自白念

珠菌不同超家族的２种膜药物外转移蛋白的影响。他们比

较白念珠菌的多药转运蛋白ＣａＭｄｒ１ｐ和转运蛋白ＣａＣｄｒ１ｐ。

ＣａＣｄｒ１ｐ定位在叫“筏”的抗去污剂的微结构域。ＣａＣｄｒ１ｐ和

ＣａＭｄｒ１ｐ作为ＧＦＰ标记的蛋白在缺失鞘脂或麦角固醇的基

因的异种宿主啤酒酵母中是过量表达的。当Ｃａｄｒ１ｐＧＦＰ在

上述基因突变菌中表达时，通过观察发现质膜上没有荧光信

号，说明Ｃａｄｒ１ｐ不能正确地结合到质膜上，这导致了耐药性

的严重受损。相反，ＣａＭｄｒ１ｐＧＦＰ在上述基因突变菌中表达

时，荧光信号的位置没有异常，说明ＣａＭｄｒ１ｐ能很好地定位

在表面，耐药性也没有发生变化。通过实验，他们认为

ＣａＣｄｒ１ｐ具有能选择性地结合到酵母质膜的膜抗去污剂微结

构域，并且任何“筏”脂组成的失衡都将造成ＣａＣｄｒ１ｐ的错误

排序。此实验利用ＧＦＰ发出荧光信号的位置，比较了２种目

的蛋白结合位置的不同，并进一步反映了２种蛋白之间结合

特异性之间的差异，即利用ＧＦＰ确定了目的蛋白的位置，并

由此对目的蛋白进行了功能比较。

　　ＧＦＰ应用于目的蛋白的研究不局限于利用其荧光信号，

也可利用抗ＧＦＰ抗体来识别含ＧＦＰ的融合蛋白，进行定位

和功能研究。ＧｏｎｚｌｅｚＮｏｖｏ等［３０］构建融合基因，表达了一

系列的由隔蛋白和 ＧＦＰ组成的融合蛋白（ＣＤＣ１０ＧＦＰ、

ＣＤＣ３ＧＦＰ、ＣＤＣ１２ＧＦＰ、ＳＥＰ７ＧＦＰ），利用抗ＧＦＰ抗体进行

蛋白印迹和免疫沉淀实验，验证蛋白间的相互作用及功能。

他们研究认为隔蛋白ＳＥＰ７在改变白念珠菌的胞裂动力学以

及在抑制白念珠菌的分离方面都起到了重要作用。

２．３　其他方面　Ｅｎｊａｌｂｅｒｔ等［３１］将 ＧＦＰ作为白念珠菌氧化

应激的生物检测器。他们将 ＧＦＰ基因与 ＣＴＡ、ＴＲＸ 和

ＴＴＲ１／ＧＲＸ２的启动子融合，分别组成ＣＴＡＧＦＰ、ＴＲＸＧＦＰ
和ＴＴＲ１／ＧＲＸ２ＧＦＰ报告因子，并且确证这些报告因子只对

氧化应激作出反应，而不对热休克应激、亚硝化应激和渗透

压应激作出反应。他们用这些报告因子检测到生物体内的

单个白念珠菌细胞氧化应激是由中性粒细胞的噬菌作用引

起，而不是巨噬细胞。此外，ＤａｖìｓＨａｎｎａ等［３２］将 ＧＦＰ用于

白念珠菌信号通路的研究，利用ＣＴＡ１ＧＦＰ、ＨＷＰ１ＧＦＰ报

告因子及其他实验，他们认为金合欢醇（ｆａｒｎｅｓｏｌ）和十二烷醇

对ＲａｓＣｄｃ３５通路有重要作用。Ｌｉ和Ｐａｌｅｃｅｋ［３３］利用含有

ＧＦＰ的报告因子进行了白念珠菌细胞间相互作用及细胞与

基底物相互作用的研究。

３　展　望

　　近年来，随着对 ＧＦＰ研究的深入，ＧＦＰ在哺乳动物、植

物、真菌中都有较为成功的应用。ＧＦＰ在致病菌白念珠菌中

已有广泛应用，如在基因表达的检测、目的蛋白的定位、蛋白

质间相互作用及细胞间相互作用等方面都取得了良好的实

验效果。但是由于ＧＦＰ的发光机制还不是很明确以及白念

珠菌的编码序列与野生型ＧＦＰ基因的编码序列有一定的差

异，ＧＦＰ在白念珠菌中的应用受到一定程度的限制。但是

随着对ＧＦＰ研究的深入和生命科学技术的发展，ＧＦＰ必将

得到更好的优化改造以更适于在白念珠菌中表达和应用，从

而在白念珠菌的研究中有更加广泛的应用。
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