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诺贝尔奖级科学成就究竟是怎样取得的?
———绿色荧光蛋白的发现、表达与开发

周 程

摘 要:第二次世界大战结束后不久，大科学开始兴起，科学知识按“指数规律”持续高速增长，但
生物学的发展却遇到一个瓶颈:人们无法观察蛋白质在活体细胞中的运动与变化情况。进入 20 世纪后
期，以绿色荧光蛋白为代表的一系列生物荧光标记材料的发现与应用，为生物学的大发展提供了一种全

新的工具。此后，科学家们能够很方便地观察活细胞的细微结构和生理过程，为深入研究脑细胞的发育
过程以及癌细胞的扩散方式等问题打下了良好的基础。论文基于已有研究，主要依据研发参与者撰写
的回忆文章和发表的论文，对多管水母绿色荧光蛋白分子的发现、基因的复制与表达、突变体的开发与
应用、类似体的筛选与改进等研究开发关键环节进行考察，揭示荧光蛋白标记法的诞生经纬，解释瑞典
皇家科学院将 2008 年的诺贝尔化学奖授予下村修、马丁·查尔菲和钱永健的主要原因。
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引 言

回顾科学史不难发现: 每当有人发明一种

新的技术或方法，使人们的观察视野大为扩展

之时，科学就会向前跨出一大步。望远镜的发
明，使伽利略( Galileo Galilei，1564—1642) 清楚
地看到月球上也有山峰，木星周围也有卫星，于

是古希腊的四元素说被彻底颠覆; 显微镜的发

明，使列文虎克 ( Antony van Leeuwenhoek，
1632—1723) 看到水滴中有许多小生物在蠕
动，血液中含有成千上万的红细胞，于是微生物

世界的大门被打开。
第二次世界大战结束后不久，大科学开始

兴起，科学知识按“指数规律”持续高速增长，
但生物学的发展却遇到一个瓶颈，那就是，尽管

显微镜的倍数在不断增加，人们仍无法观察蛋

白质在活体细胞中的运动与变化情况。蛋白质
乃生命活动的主要承担者，如果无法掌握细胞

中蛋白质的动向，人类就无法深入揭示生命活

动的奥秘。
20 世纪后期，以绿色荧光蛋白( green fluo-

rescent protein，GFP) 为代表的一系列生物荧光
标记材料的发现与应用，为生物学的大发展提

供了一种全新的工具。自此之后，科学家们似
乎炼成了火眼金睛，能够很方便地观察活细胞

的细微结构和生理过程，为深入研究脑细胞的

发育过程以及癌细胞的扩散方式等问题打下良

好基础。
GFP无需依赖荧光素酶或其他辅助因子的

作用，就可以在生物体内每一个被表达的细胞

中“自动”出现。而且，GFP 的荧光非常稳定，
在激发光照射下，其抗光漂白能力比荧光素强

很多。是故，GFP 及其变种今日被广泛地用作
分子标记。此外，GFP 还被用作砷和一些重金
属的传感器。正因为如此，瑞典皇家科学院决
定将 2008 年的诺贝尔化学奖授予对 GFP 的发

8



现、表达和开发做出杰出贡献的三位科学家:下
村修( Osamu Shimomura，1928—) 、马丁·查尔
菲 ( Martin Chalfie，1947—) 和钱永健 ( Ｒoger
Yonchien Tsien，1952—) 。
下村修、查尔菲和钱永健三人荣获 2008 年

诺贝尔化学奖的消息传开后不久，国内便涌现

出一批介绍他们的研究业绩以及 GFP 的性质
与用途之类的文章。这些文章无疑有助于加深
人们对三位科学家学术贡献以及对 GFP 的理
解。但是，这些文章并没有深入揭示下村修、查
尔菲和钱永健开展 GFP 研究的背景以及他们
的研究与其他学者之间的传承关系。实际上，
从绿色荧光蛋白的发现到荧光蛋白标记法的发

明应用，过程相当复杂。可以说，如果没有众多
科学家接力推进，使之成功穿越横亘在发现与

发明之间的“亚马孙丛林”，荧光蛋白标记法就
不可能获得普及。
以下，笔者拟在马克·季默 ( Marc Zim-

mer) ①、宫胁敦史②等人的研究基础上，主要依
据研发参与者撰写的回忆文章和发表的论文，

对 GFP分子的发现③、基因的复制与表达、突变
体的开发与应用、类似体的筛选与改进等研发
关键环节作一更为深入的考察，以期能够较为

全面地揭示荧光蛋白标记法的诞生经纬，从而

加深人们对诺贝尔奖级科学贡献的理解。

一、绿色荧光蛋白分子的发现

GFP革命的种子是由下村修于 1962 年埋
下的。因此，下村修被认为是 GFP 革命的始
祖。但是，下村当时并没有意识到，自己在从事
基础研究过程中不经意间发现的 GFP 后来竟
成为科学家们深入揭示生命活动奥秘的一个非

常重要的工具。
下村修的中学时代是在战乱中度过的。战

后初期，他在长崎医科大学( 长崎大学前身) 附

属药学专科部接受了三年的高等教育，毕业后

留校任分析化学实验室实验指导教师。1955
年，下村被选派到名古屋大学理学院化学系天

然有机化学研究室进修。报到当天，其指导教
授就把一个装满干燥海萤( Cypridina hilgendor-
fri) 的真空防潮容器拿给他，希望能将发光海萤
体内的荧光素提取出来并获得结晶，以便为最

终确定荧光素的分子结构奠定基础。由于海萤
荧光素遇到氧气后很快就会分解，这项工作难

度极大，以致普林斯顿大学哈维 ( Newton Har-
vey，1887—1959 ) 教授带着学生研究多年仍未
取得成功。可是这一难题却因下村的一项意外
发现而被解决了④。
下村修的工作引起了哈维的弟子———普林

斯顿大学生物学系教授约翰逊( Frank Johnson，
1908—1990) 的注意。在约翰逊的盛情邀请
下，刚被名古屋大学破格授予理学博士学位的

下村于 1960 年 9 月来到普林斯顿，开始从事为
期三年的博士后研究⑤。当时，每到夏季在美
国西北海岸的星期五港湾都可看到成群的多管

水母( Aequorea victoria) ，但是人们不知道这种
无色透明的水母为什么会发出绿光⑥。约翰逊
建议二人间的合作研究就从这种水母入手。由
于提取纯化多管水母体内的发光物质看似与自

己先前的研究跨度不大，下村欣然接受了这一

提议。
1961 年夏，下村修如约跟随约翰逊来到华
盛顿大学的星期五港湾研究所。令下村没有料
到的是，多管水母的发光机理好像和海萤的完

全不同，无论他和约翰逊采用哪一种降低荧光

素酶活性的方法或去氧措施，都无法让多管水

母发光物质提取液停止发光。在无法说服约翰
逊放弃原定研究方案的情况下，下村不得不独
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Marc Zimmer，Glowing Genes: A Ｒevolution in Biotechnology，New York: Prometheus Books，2005．
宮脇敦史:「GFPをめぐる半世紀の歴史」，『科学』2009 年第 79 卷第 1 期。
笔者曾对下村修发现绿色荧光蛋白的业绩进行过研究，具体可参见周程《杰出人才是怎样炼成的? ———下村修荣获诺贝

尔化学奖案例研究》( 《科学学与科学技术管理》2012 年第 4 期) 。出于本文整体结构上的需要，以下只对下村发现绿色荧光蛋白
的过程作一简要概述。
下村修:『クラゲの光に魅せられて――ノーベル化学賞の原点』，東京:朝日新聞出版，2009 年。
O． Shimomura，Autobiography，［2010 － 02 － 12］，http: / /nobelprize． org /nobel_prizes /chemistry / laureates /2008 /Shimomura．

html．
下村修:『GFP発見の歴史』，宮脇敦史編，『GFPとバイオイメージング』，東京:羊土社，2000 年，第 13 ～ 16 页。



自行动。经过数周的苦苦探索后，下村突然意
识到: 多管水母体内的发光物质很有可能是蛋

白质，若确实如此，则可通过改变提取液的 pH
值来降低蛋白质的活性，进而遏制发光物质发

光。之后的实验证明下村的判断是正确的。富
有戏剧性的是，当下村做完实验把含有多管水

母发光物质的溶液倒进污水池时，污水池里突

然蹿出一道蓝光。当时，正巧有人往污水池里
排放海水。于是下村推定，引起发光的主因极
有可能是海水中的钙离子。这意味着可以通过
降低提取液中的钙离子浓度来阻止发光物质发

光。实际上，有效遏制多管水母发光物质发光
的难题后来就这么简单地解决了①。

1961 年 9 月，在星期五港湾辛苦工作了三
个多月的约翰逊和下村等人带着冷冻多管水母

发光物质提取液回到普林斯顿。第二年春，他
们提取到 5 毫克高纯度多管水母发光物质，对
其进行分析后发现，该发光物质确实是一种蛋

白质，加微量钙离子后会发蓝光，而且在真空状

态下也能发光。下村等人将这种特殊蛋白质命
名为“aequorin”，即水母素②。在纯化水母素过
程中，下村等人还发现一个副产品———一种含
量很低、在自然光的照射下发浅绿色荧光的新
型蛋白质。在该年投给《细胞和比较生理学学
报》的论文脚注中，下村等人首次公开了这项
发现。当时，他们将这种新型蛋白质称为“绿
色蛋白质”③。
尽管下村和约翰逊等人在 1962 年就发现

了多管水母“绿色蛋白质”，但是他们当时还顾
不上对这种物质的生化性质展开深入研究，再

说他们当初积攒的“绿色蛋白质”数量有限，根

本满足不了实验最低需求。当时，下村和约翰
逊最为关心的是，既然水母素对钙离子非常敏

感，那么可否利用它的这一特性来测定血清和

牛奶中的钙离子含量? 1963 年初，他们把自己
在这方面所做的研究整理成文，美国的《科学》
杂志同年 6 月就刊发了该文④。

1963 年，35 岁的下村修回到日本，就任名
古屋大学水质科学研究所副教授。因其对生物
发光研究情有独钟，在鱼和熊掌不可兼得的情

况下，他于 1965 年底辞去待遇优厚的日本国立
大学的教职，带着夫人和一岁的儿子返回普林

斯顿，在约翰逊研究室当起了依靠申请研究经

费过活的博士后研究员⑤。20 世纪 60 年代后
期，下村急于探明的主要是水母素的化学结构

与发光机理⑥。为获得足量的水母素，他每年
夏天都要带上家人到星期五港湾去大量捕捞多

管水母。虽然非常辛苦，但他乐此不疲⑦。在
大量提取水母素的过程中，他也积攒了不少多

管水母“绿色蛋白质”，不过他当时并未对其展
开实质性的研究。

1969 年，哈佛大学的伍迪·哈斯廷( Woody
Hasting，1927—) 和詹姆斯·莫林 ( James Mor-
in，1953—) 在研究腔肠动物发光蛋白质特性时
再次“发现”了多管水母“绿色蛋白质”，并将其
命名为“Green Fluorescent Protein”，即绿色荧光
蛋白⑧。二人在研究过程中还注意到，水母素
遇到钙离子后发出来的光是蓝色的，而多管水

母受到刺激后发出的却是绿光。此后，水母素
发出的蓝光是怎样转变成绿色的，GFP 在中间
发挥了什么样的作用之类的问题便一直萦绕在

他们的脑海里。1971 年，他们提出了荧光共振
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下村修:「イクオリンとGFPの発見」，『バイオサイエンス最前線』1998 年第 22 期。
下村修:「イクオリンとGFPの発見」，『バイオサイエンス最前線』1998 年第 22 期。
F． H． Johnson，O． Shimomura，Y． Saiga，L． C． Gershman，G． T． Ｒeynolds，J． Ｒ． Waters，Quantum Efficiency of Cypridina

Luminescence，with a Note on that of Aequorea，Journal of Cellular and Comparative Physiology，vol． 60，no． 1( 1962) ，pp． 85 － 103．
O． Shimomura，F． H． Johnson，Y． Saiga，Microdetermination of Calcium by Aequorin Luminescence，Science，vol． 140( 1963) ，

pp． 1339 － 1340．
下村修:「発光生物研究 40 年」，『長薬同窓会会報』1995 年第 35 期。
O． Shimomura，The Discovery of Aequorin and Green Fluorescent Protein，Journal of Microscopy，vol． 217，no． 1( 2005) ，pp． 3

－ 15．
下村修:「イクオリンとGFPの発見」，『バイオサイエンス最前線』1998 年第 22 期。
J． W． Hasting，J． G． Morin，Comparative Biochemistry of Calcium － activated Photoproteins from the Ctenophore，Mnemiopsis，

and the Coelenterates Aequorea，Obelia，Pelagia and Ｒenilla，Biological Bulletin，vol． 137( 1969) ，p． 402．



能量转移理论 ( FＲET) ，对这类现象进行了解
释①。依据该理论，水母素生产的蓝光先以无
辐射的方式传递给 GFP，GFP 受到蓝光激发后
再以发绿光的方式将能量释放出来。产生荧光
共振能量转移必须满足两个条件: ( 1 ) 供体的
发射波长和受体的吸收波长重叠; ( 2 ) 供体和
受体的距离小于 3 纳米。1974 年，下村等人使
用自己提纯的水母素和多管水母 GFP 首次验
证了这一理论②。
由于水母素分子的发光机理已于 1973 年

被解明③，这样多管水母的发光机理问题于

1974 年被解决之后，弄清 GFP分子的发光机理
便成为当务之急。遗憾的是，下村等人多年积
攒起来的多管水母 GFP 被约翰逊带去参加学
术会议时丢失了④。而当时的生物技术还不甚
发达，做一次 GFP结构分析实验需要上百毫克
的 GFP。所以，此后数年下村不得不仍旧带着
家人去星期五港湾大量捕捞多管水母。由于多
管水母中的 GFP 含量远低于水母素，故直到
1979 年下村才攒足 100 毫克 GFP⑤。是年，下
村他们把手中的多管水母 GFP 全部酶解成肽
段，然后逐一检查这些肽段的光反应情况。结
果发现，这些肽段均不发光，像 GFP 一样吸收
光的也只有一段⑥。对纯化后只有 0． 1 毫克的
这片肽段展开深入研究后，下村惊奇地发现其

吸收光谱峰值和自己 20 年前在名古屋大学研
究海萤荧光素时合成的化合物的吸收光谱峰值

非常接近⑦。于是他很快就推测出多管水母
GFP发光基团的化学结构，并在《欧洲生物化
学学会联盟通讯》上公开了这一研究成果⑧。

1979 年用联想类比法推出多管水母 GFP
发光基团结构后不久，下村获知刚从佐治亚大

学转到罗格斯大学任教的威廉·瓦德( William
Ward) 也在星期五港湾大量捕捞多管水母，并
已重点展开对 GFP的研究。经过一番考量，对
基因工程兴趣不是很浓的下村决定专注于当时

被认为有着广泛应用前景的水母素的研究，不

再参与 GFP的研究开发竞争⑨。

二、绿色荧光蛋白基因的分离与复制

1981 年，下村修转到位于马萨诸塞州伍兹
霍尔( Woods Hole) 的海洋生物学实验室就任资
深科学家，同时兼任波士顿大学药学院教授。
六年后，在佐治亚大学跟随密尔顿·考弥尔
( Milton J． Cormier，1948—) 教授进行多年水母
素克隆研究的道格拉斯·普拉舍 ( Douglas
Prasher，1951—) 也来到海洋生物学实验室。在
这里，普拉舍成功地从多管水母的 DNA中分离
出 GFP 基因，并对其进行复制与测序，为 GFP
在异源生物体中的表达奠定了重要的基础。
普拉舍 1979 年在俄亥俄大学取得生物化

学博士学位后，到佐治亚大学跟随细菌遗传学

家悉尼·库斯纳( Sidney Kushner) 教授做了一
期博士后研究。在此期间，普拉舍结识了该校
的生物化学系创始人考弥尔瑏瑠。考弥尔 1958
年调入佐治亚大学后，便开始迷上一种大量生

活在佐治亚的浅水海湾里、受刺激后能发出绿
光的群体无脊椎动物———海肾( Ｒenilla renifor-
mis) 。在考弥尔的指导下，1977 年，一名研究

11

周程:诺贝尔奖级科学成就究竟是怎样取得的? ———绿色荧光蛋白的发现、表达与开发

①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

⑧

⑨

瑏瑠

J． G． Morin，J． W． Hasting，Energy Transfer in a Bioluminescent System，Journal of Cellular Physiology，vol． 77，no． 3
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生成功地分离出海肾荧光素酶;紧随其后，一名

博士后又提取到海肾 GFP①。1979 年，考弥尔
和其指导的博士后瓦德联名发表的有关海肾

GFP特性的那篇著名论文就是在此研究基础上
形成的②。当时的研究表明，海肾与多管水母
的发光机理非常相似，但也存在不少差别。为
加深对动物发光现象的理解，考弥尔决定做一

些有关海肾与多管水母发光机理的比较研究。
是故，进入 20 世纪 80 年代后，考弥尔把多管水
母也列作自己的重点研究对象。由于对生物发
光研究产生了浓厚兴趣，故完成一期博士后研

究后，普拉舍就转至考弥尔门下，开始从事水母

素的克隆研究③。
如众所知，20 世纪 70 年代初，重组 DNA

研究在美国取得重大突破。之后，基因技术获
得快速发展，以致进入 20 世纪 80 年代后发达
国家的不少实验室陆续掌握了使用微生物大量

表达外源蛋白质这项前沿技术。考弥尔实验室
是其中的一名佼佼者。在考弥尔的指导下，普
拉舍和实验室技术员麦坎 ( Ｒichard O． Mc-
Cann) 合作，于 20 世纪 80 年代初就确定了水母
素基因在多管水母 DNA中的位置。此后，他们
再接再厉，又成功地实现了脱辅基水母素

( apoaequorin) 基因在大肠杆菌中的表达。脱辅
基水母素在有氧环境下用腔肠素 ( coelentera-
zine) 进行处理后可转化为能够发光的水母素，
这意味着此后科学家们无需再去美国西北海岸

捕捞多管水母就可以大量制取水母素④。1985
年 2 月，普拉舍等人公开发表了这一研究成

果⑤。遵照考弥尔的建议，普拉舍随后又启动
了多管水母 GFP基因的分离与复制研究⑥。因
瓦德等人此前已对多管水母 GFP 的组成结构
与生化特性展开了一系列探索，故普拉舍以此

为基础很快获得一个多管水母 GFP 基因片段
的拷贝⑦。后因普拉舍转赴伍兹霍尔就任新
职，故此项研究被暂时搁置。

1988 年，也即在获聘担任海洋生物学实验
室助理研究员的第二年，普拉舍获得美国癌症

协会提供的为期三年、金额超过 20 万美元的研
究资助，于是他按照资助协议在伍兹霍尔重新

启动 GFP基因的分离与复制研究。毋庸赘言，
此项研究是同考弥尔等人合作进行的。尽管此
前已获得一个多管水母 GFP 基因片段的拷贝，
但它只含有 168 个氨基酸，而多管水母的 GFP
是由 238 个氨基酸组成的，这意味着分离出来
的 GFP基因片段少了 30%的密码子。为获取
完整的 GFP基因，普拉舍再次远赴星期五港湾
捕捞了一批多管水母，并用液氮对其进行速冻

处理。返回伍兹霍尔后，普拉舍将从多管水母
中提取的 DNA 酶切成 140 万个片段。普拉舍
原以为这些 DNA片段中含有 GFP 基因的怎么
也有成百上千个，可是逐个检测后发现，只有一

个片段含有 GFP基因。幸运的是，费尽千辛万
苦分离出来的 GFP 基因是一个完整的 GFP 基
因⑧。之后，普拉舍使用细菌的质粒作载体对
GFP 基因进行大量复制，并确定了多管水母
GFP的基因序列。1991 年 3 月，他把这项研究
成果整理成文，投给《基因》杂志。次年 2 月

21

安徽大学学报( 哲学社会科学版) 2016 年第 4 期

①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

⑧

M． J． Cormier，Nobel Prize Spotlights Basic Ｒesearch，UGA Ｒesearch Magazine，spring 2009，［2011 － 07 － 18］，http: / / re-
searchmagazine． uga． edu /aa /spring2009 /spotlight． php．

W． W． Ward，M． J． Cormier，An Energy Transfer Protein in Coelenterate Bioluminescence，Characterization of the Ｒenilla Green
－ fluorescent protein，The Journal of Biological Chemistry，vol． 254，no． 3( 1979) ，pp． 781 － 788．

M． J． Cormier，Nobel Prize Spotlights Basic Ｒesearch，UGA Ｒesearch Magazine，spring 2009，［2011 － 07 － 18］，http: / / re-
searchmagazine． uga． edu /aa /spring2009 /spotlight． php．
下村修:「イクオリンとGFPの発見」，『バイオサイエンス最前線』1998 年第 22 期。
D． Prasher，Ｒ． O． McCann，M． J． Cormier，Cloning and Expression of the cDNA Coding for Aequorin，a Bioluminescent Calci-

um － binding Protein，Biochemical and Biophysical Ｒesearch Communications，vol． 126，no． 3( 1985) ，pp． 1259 － 1268．
M． J． Cormier，Nobel Prize Spotlights Basic Ｒesearch，UGA Ｒesearch Magazine，spring 2009，［2016 － 06 － 16］，http: / / re-

searchmagazine． uga． edu /aa /spring2009 /spotlight． php．
M． J． Cormier，Nobel Prize Spotlights Basic Ｒesearch，UGA Ｒesearch Magazine，spring 2009，［2016 － 06 － 16］，http: / / re-

searchmagazine． uga． edu /aa /spring2009 /spotlight． php; D． C． Prasher，V． K． Eckenrode，W． W． Ward，F． G． Prendergast，M． J．
Cormier，Primary Structure of the Aequorea Victoria Green － fluorescent Protein，Gene，vol． 111，no． 2( 1992) ，pp． 229 － 233．

M． Zimmer，Glowing Genes: A Ｒevolution in Biotechnology．



《基因》正式刊发了这篇论文①。不过，普拉舍
并没有实现 GFP基因在异源生物体中的表达。
实际上，早在 1987 年，普拉舍就产生用多

管水母 GFP 做示踪分子来研究细胞内蛋白质
活动情况的想法②。这主要是因为: ( 1) 细胞中
的蛋白质太小，用最先进的电子显微镜也无法

观察。如果能把多管水母 GFP 和目的蛋白质
连在一起，无异于在目的蛋白质上装了一个灯

泡，人们可以通过观察 GFP 的荧光来了解目的
蛋白质的活动情况。( 2 ) 下村修多年前就已揭
示多管水母 GFP是一种非常小的蛋白质，将小
蛋白质连接到比较大的目的蛋白质上一般不会

对目的蛋白质的功能产生影响。不过，普拉舍
以为，多管水母 GFP发光基团的形成有可能需
要体内辅助因子或外源反应底物提供帮助③。
因为当时的研究表明，即使是在有氧环境下，从

生物体中提取的发光物质，如水母素、荧光素等
都不可能单独发光。这意味着除非多管水母
GFP是一个例外，否则人们很难实现其在异源
生物细胞中的表达，也即不太可能在其他生物

体中观察到多管水母 GFP发出的荧光。
由于对 GFP 基因在其他生物体中的表达

缺乏信心，故普拉舍在美国癌症协会资助的科

研经费告罄前都没有将其用 GFP 做示踪分子
的想法完全付诸实施。当他下决心启动 GFP
基因表达研究，并向美国国立卫生研究院等机

构申请有关资助时，却遭到拒绝，以致他不无遗

憾地将揭开 GFP 革命序幕的机会拱手让给了
别人④。不过，用细菌的质粒大量复制 GFP 基
因技术的掌握，使普拉舍等人得以更方便地对

GFP发光基团的结构展开深入研究，以致 1991
年普拉舍和瓦德等人用实验验证了下村修

1979 年提出的有关 GFP 发光基团化学结构的
主要推测，同时提出不少有关 GFP 发光基团分
子结构与发光机理的新见解。这些研究成果于
1993 年公开发表在《生物化学》杂志上⑤。
申请多管水母 GFP 基因表达研究资助遭

拒后，普拉舍接受美国海军研究办公室的资助，

开始开发与水银之类的重金属相遇后旋即发光

的水母素变种⑥。此后，普拉舍因未能通过海
洋生物学实验室的终身职位评审而不得不先后

转至美国农业部所属的奥的斯植物保护中心、
植物遗传资源与生物技术实验室，美国宇航局

旗下的 AZ技术公司等机构从事与 GFP无甚关
联的研究⑦。不断抛弃先前的研究积累，展开
全新的研究，要做出一番业绩谈何容易! 加上

时运不佳，以致普拉舍后来落魄时不得不跑到

丰田汽车专卖店当起了班车驾驶员⑧。

三、绿色荧光蛋白基因的表达

普拉舍放弃开展多管水母 GFP 基因在异
源生物细胞中的表达研究时，应哥伦比亚大学

从事线虫触觉神经研究的马丁·查尔菲教授的
请求，将含有多管水母 GFP 基因的质粒提供给
了查尔菲。此后，查尔菲和他的研究生合作，成
功实现多管水母 GFP 基因在大肠杆菌和线虫
中的表达，从而揭开 GFP革命的序幕。
查尔菲于 1977 年在哈佛大学获生理学博

士学位后，决定接受学友罗伯特·霍维茨( H．
Ｒobert Horvitz，1947—) 的建议，赴英国剑桥大
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学跟随悉尼·布伦纳( Sydney Brenner，1927—)
教授从事博士后研究①。布伦纳于 20 世纪 60
年代初期和 DNA 双螺旋结构发现者之一克里
克( Francis Crick，1916—2004 ) 合作解释了蛋
白质翻译的三元码问题之后，开始另辟蹊径专

注于秀丽隐杆线虫研究。他用这种身长仅一两
个毫米的透明线虫作模式生物，和其学生合作开

展一系列发育生物学研究。因在揭示器官发育
和细胞程序化凋亡的遗传调控机理方面做出创

造性的贡献，他和两名学生———霍维茨、苏尔斯
顿( John E． Sulston，1942—) 一起被授予 2002
年度诺贝尔生理学或医学奖②。在跟随布伦纳
研究线虫期间，查尔菲对这种体细胞总数不到

1000，寿命不超过 4 天，但在生理上与人体有着
众多相似之处的线虫产生了浓厚的兴趣，以致

1982 年到哥伦比亚大学就任教职后一直把线
虫作为主要研究对象。

20 世纪 80 年代中期，查尔菲在研究线虫
细胞中的基因和基因启动子的作用机理时，只

能使用具有糖解作用的 β －半乳糖苷酶基因作
标记，即将其连接在目的基因或基因启动子后

面。采用这种方法存在一个问题，那就是最终
必须把线虫杀死，否则无法深入了解线虫细胞

内的基因或基因启动子的活动情况③。1988 年
初，在哥伦比亚大学举办的一个以发光生物为

主题的讨论班上，查尔菲获悉人们已从多管水

母身上提取到一种叫做 GFP 的荧光物质。他
当即意识到可以尝试使用这种荧光物质的基因

作报告基因，以解决自己在研究线虫细胞过程

中遇到的诸多难题。经过数日的调查，查尔菲
了解到普拉舍正在从事多管水母 GFP 基因的

分离与复制研究。于是他与普拉舍取得联系，
并提出希望合作开展多管水母 GFP 基因在线
虫中的表达研究④。当时，普拉舍只解读完一
个不完整的多管水母 GFP 基因的碱基对，故谈
不上和查尔菲开展相关合作研究。1992 年初，
普拉舍解读完多管水母 GFP 基因的全部碱基
对后打电话通知查尔菲时，不巧查尔菲正在犹

他大学度婚假，因此双方没能联系上。普拉舍
当时误以为查尔菲已经离职⑤。

1992 年 9 月，一直没有收到普拉舍分离多
管水母 GFP 基因取得成功消息的查尔菲与研
究生奥伊斯基兴( Ghia Euskirchen) 讨论制定了
一份有关使用 GFP基因研究透明线虫的计划。
他们在进行文献检索时发现，普拉舍和考弥尔

等半年前在《基因》杂志上合作发表了一篇有
关多管水母 GFP一级结构的论文⑥。在这篇文
章中，普拉舍等人报告了他们从事多管水母

GFP基因分离、复制与测序研究所取得的进展，
不过在文章的末尾，他们把自己复制出的 GFP
称作脱辅基 GFP⑦。言下之意是这种蛋白质不
含发光基团，尚不能发光。尽管如此，查尔菲还
是满怀希望地联系上普拉舍，并获得普拉舍提

供的含有多管水母 GFP基因的质粒⑧。
收到含有多管水母 GFP 基因的质粒之后，

查尔菲便指示奥伊斯基兴使用刚刚兴起的聚合

酶链式反应( PCＲ) 技术扩增 GFP 基因，然后再
用大肠杆菌做 GFP 基因表达实验。在查尔菲
看来，无论这项实验成功与否，它对研究生来讲

都是一次很好的锻炼。经过一个月的努力，奥
伊斯基兴终于在显微镜中观察到大肠杆菌体内
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发出的绿光①。这意味着多管水母 GFP无需任
何辅助因子和反应底物，就可以自行形成发光

基团。这项研究使查尔菲深受鼓舞。
查尔菲此前从未接触过多管水母 GFP 基

因，而且其实验室里并未配备与荧光蛋白研究

有关的专用仪器设备。在这种情况下，向美国
国家科学基金会等机构申请 GFP 基因表达研
究资助很难通过同行评审，即使侥幸通过，那也

是半年后的事。深谙科技界竞争规则的查尔菲
没有缘木求鱼，他果断地决定先用自主经费启

动多管水母 GFP 基因在更为复杂的生物
体———线虫中的表达研究②。当克服重重困难
把多管水母 GFP 基因插入线虫目的基因及其
启动子之间后，他们在线虫的神经细胞内观察

到多管水母 GFP发出的荧光，并确认多管水母
GFP对线虫神经细胞无毒副作用。1994 年 2
月，美国《科学》杂志刊发了这一里程碑性的研
究成果，并在封面上刊登了查尔菲提供的带有

多个绿色荧光点的线虫配图③。
其实，当时不只是查尔菲团队在从事多管

水母 GFP基因的表达研究。不过，其他团队大
都未能在异源生物体上观察到 GFP 发出的荧
光。很多从事生物发光研究的学者研究受挫后
都以为 GFP 和此前发现的所有发光物质一样
需要特定的辅助因子或反应底物参与作用才能

发光，因此都没有去深究 GFP 基因未能在异源
生物体中获得表达是否是因剪切 GFP 基因时
出了问题④。换言之，从事生物发光研究的学
者主要是从化学方面，而非从生物方面寻找败

因。查尔菲是从事发育生物学研究的，他对生
物发光研究界流行的生物体内的发光物质独自

不能发光的观点认识有限，因此他果敢地向被

生物发光研究学者认为不可能的事发起了挑

战⑤。查尔菲团队研究后发现，很多团队之所
以在异源生物体中观察不到多管水母 GFP 发
出的荧光，主要是因为他们基于普拉舍的研究，

用限制性剪切酶剪切 GFP 基因时未将多余的
碱基切除，以致多管水母 GFP 基因未能在细胞
中获得表达⑥。
不过，1994 年 3 月，《欧洲生物学化学会联

盟通讯》刊发了一篇与多管水母 GFP 基因表达
有关的论文，它是由当时正在加州大学圣地亚

哥分校斯克里普斯海洋学研究所访问研究的日

本窒素肥料株式会社的井上敏( Satoshi Inouye)
与该所的研究员、日裔学者辻 ( Frederick I．
Tsuji) 合作完成的⑦。这是第二个在异源生物
细胞中表达多管水母 GFP 基因取得成功的团
队。1984 年，他们俩还与日本九州大学的几位
学者一起独立地克隆出水母素基因，但论文的

发表日期比普拉舍和考弥尔的相关论文也晚了

一个月⑧。
尽管美国《科学》杂志 1994 年 2 月刊发的

查尔菲等人的论文正文不足两页，但它标志着

科学家们已打开了用 GFP 对活细胞进行示踪
研究的大门。十年后，查尔菲也因此而荣幸地
当选美国国家科学院院士。

四、绿色荧光蛋白突变体的开发

普拉舍退出 GFP克隆研究前，还将其获得
的含有多管水母 GFP 基因的质粒无偿地提供
给加州大学圣地亚哥分校的钱永健。此后，钱
永健对多管水母 GFP 的结构与功能展开了一
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系列卓有成效的研究，并进而开发出一批发光

效率更高、性能更加稳定、颜色更为丰富的新型
荧光蛋白，为科学家们提供了一个将不同的蛋

白质或细胞“染上”不同的颜色，借以跟踪研究
其活动过程的工具箱。
出生于美国纽约的钱永健乃钱学森的堂

侄。钱永健在哈佛大学获得化学与物理学专业
的学士学位后，转赴英国剑桥大学留学。在剑
桥大学，他一开始迷上分子生物学，后来转向海

洋学，最后又转向生理学，并于 1977 年获博士
学位。之后，他留在英国从事一段时间的博士
后研究。1981 年，钱永健返回美国就任加州大
学伯克利分校教职，1989 年转任加州大学圣地
亚哥分校药理学教授以及化学与生物化学教授。
早在剑桥大学从事博士后研究期间，钱永

健就发明一种可检测细胞内钙离子浓度的染

料。当时，测量细胞内钙离子浓度的方法还相
当原始，即便使用下村修发现的水母素，也需要

将其注射到细胞内，这样很容易对研究用细胞

造成伤害。为此，钱永健发明了一种有机染料，
这种染料分子无需注射即可穿透细胞壁。1981
年获得加州大学伯克利分校的教职后，钱永健

又对自己发明的钙染料进行改进，使其使用更

方便，适用性更广①。
1989 年转到圣地亚哥分校后，钱永健的关
注点由细胞内的钙离子转向细胞内的环腺苷酸

( cAMP) 。环腺苷酸被称作细胞内的第二信
使，它通过激活蛋白激酶来实现对细胞功能的

调节。根据这一性质，钱永健团队开发了一种
荧光染料②。将蛋白激酶染上这种荧光染料
后，再将其注入细胞内，这样人们便可以通过观

察蛋白激酶被激活的程度来了解环腺苷酸的活

动情况。显然，使用这种方法甚为不便。因此，
1992 年 4 至 5 月间钱永健看到普拉舍和瓦德
等人在《基因》杂志上发表的那篇文章后，顿觉
眼前一亮，他仿佛看到了用多管水母 GFP 取代

化学荧光染料开展荧光标记研究的曙光③。
钱永健联系上普拉舍后，得到可以免费获

取多管水母 GFP 基因的答复。与长期从事线
虫触觉神经研究的查尔菲不同，主要从事化学

荧光染料开发的钱永健并不擅长基因重组操

作，而且其团队中当时并无这方面的专才，因此

其团队并没有马上开展 GFP 表达研究，以致率
先实现多管水母 GFP 基因在异源生物细胞中
的表达之功被查尔菲团队抢走。1992 年 9 月，
一位受过分子遗传学训练，名叫海姆 ( Ｒoger
Heim) 的瑞士籍博士后研究人员加盟钱永健实
验室。以此为契机，钱永健启动了对 GFP 的研
究④。其团队在研究过程中发现，多管水母
GFP在有氧情况下才会发光，于是他们推断，氧
分子是其发光的唯一辅助物。由于氧气无处不
在，故他们进一步推断多管水母 GFP 基因可以
在任何有机生物的细胞中获得表达。
因野生型多管水母 GFP 有两个激发峰，光

稳定性不好，而且荧光强度弱，需要紫外线照射

的时间长，故钱永健决定优先从解决野生型多

管水母 GFP的诸多不足处入手，以促进 GFP标
记技术的应用与普及。这样，对多管水母 GFP
结构进行解析与改造自然而然成为钱永健团队

的研究重点。当钱永健团队正在为如何下手才
能快速有效地改良多管水母 GFP 发光性质而
苦恼时，传来了凯利·穆利斯 ( Kary Mullis
1944—) 因发明 PCＲ 技术、迈克尔·史密斯
( Michael Smith 1932—2000 ) 因发明对 DNA 特
定位置实行定点突变的方法而获 1993 年诺贝
尔化学奖的消息。穆利斯虽然在 1984 年就完
成 PCＲ技术的发明，但这项技术直到其同事于
1988 年从温泉中分离出一株嗜热杆菌之后才
获得推广应用。PCＲ 技术的推广应用又为史
密斯于 1978 年初次提出、1985 年进一步完善
的基因定点突变方法的普及奠定了基础⑤。不
难看出，1993 年诺贝尔化学奖实际上奖励的是
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刚刚兴起的两项分子生物学技术。受这两项新
兴技术的影响，钱永健团队决定采用随机诱变

的方式来改组 GFP基因，进而筛选出激发峰和
荧光强度等都得到优化的 GFP衍生物。
钱永健团队先后制作 6000 种突变点不尽

相同的多管水母 GFP基因模型，并从其表达物
中发现若干激发峰由紫外区移至蓝光区、绿色
荧光强度明显增大的多管水母 GFP 变种，以及
一种发蓝色荧光和一种发青色荧光的多管水母

GFP突变体。进一步的研究表明，蓝色荧光蛋
白是因多管水母 GFP 中的第 66 位氨基酸———
酪氨酸被转换成组氨酸造成的;如果第 66 位的
酪氨酸被色氨酸取代后则发青色的荧光。1994
年 12 月，钱永健团队公开发表了这些研究成
果①。翌年 2 月，该团队又在英国的《自然》杂
志上发文重点介绍一种单点突变后形成的增强

型 GFP———S65T。这种荧光蛋白与野生型多
管水母 GFP相比，光稳定性和荧光强度获得大
幅度的改善，激发峰的波长也提高到更方便使

用的 488 纳米②。
多管水母 GFP 的发光性质是由其结构决

定的。尽管普拉舍等人已经测出组成多管水母
GFP的 238 个氨基酸的排序，并且阐明其发光
基团的一级化学结构，但是人们对多管水母

GFP的晶体结构，也即三维结构仍知之不详。
这显然不利于使用定点突变的方法改进 GFP
的发光性能。为此，钱永健和俄勒冈州立大学
的詹姆斯·雷明顿 ( S． James Ｒemington) 等人
合作，使用 X 射线晶体衍射分析法于 1996 年
解析出多管水母 GFP的 S65T突变体的晶体结
构③。同年，莱斯大学的乔治·飞利浦( George
Phillips) 团队也使用相同方法，独立解析出野
生型多管水母 GFP 的晶体结构④。结果表明，
多管水母 GFP是一个由 11 条 β －折叠绕成的

圆筒状结构，一条 α 螺旋的肽链沿圆筒中轴线
分布。由第 65 至 67 位的三个氨基酸( 丝氨酸
－酪氨酸 －甘氨酸) 组成的发光基团嵌在 α 螺
旋上，几乎被包埋在圆筒的中心。
弄清多管水母 GFP的三维结构后，人们便

不难理解为何将第 66 位的氨基酸———酪氨酸
转换成组氨酸或色氨酸后，所获得的突变体便

会发出蓝色或青色的荧光，因为 GFP 发光基团
的分子结构已经被改变了。那么，使用定点突
变的方法改变多管水母 GFP 发光基团周围的
氨基酸结构，是否能制造出科研所需的新的

GFP衍生物? 顺着这条思路，钱永健团队利用
与雷明顿合作所取得的有关多管水母 GFP 晶
体结构数据，通过使用计算机辅助设计，最终获

得一种新的 GFP 衍生物———黄色荧光蛋白。
黄色荧光蛋白是钱永健团队采用定点突变方法

将位于多管水母 GFP发光基团正下方的第 203
位氨基酸———苏氨酸换成酪氨酸制成的⑤。
蓝色、青色、黄色荧光蛋白的获得，不仅为

同时追踪多种蛋白质分子在细胞内的活动情况

提供了方便，而且还为依据荧光共振能量转移

理论研究不同蛋白质之间的相互作用提供了一

个有效工具。但是，在查尔菲用多管水母 GFP
作示踪分子取得成功后的最初几年里，无论钱

永健等人如何努力，都无法基于多管水母 GFP
分子结构改造出应用范围更广的红色荧光蛋

白。在各种可见荧光中，红光的穿透性最强，如
果有了红色荧光蛋白，人们便可以更方便地观

察非透明动物的细胞，乃至细胞内的蛋白质活

动情况。而红色荧光蛋白的发现乃钱永健团队
于 1996年“设计”出黄色荧光蛋白三年后之事。

五、绿色荧光蛋白类似物的筛选与改进

1999 年，俄罗斯科学院舍米亚金和奥夫钦
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尼科夫( Shemyakin － Ovchinnikov) 生物有机化
学研究所( 前身为天然化学产物研究所) 的谢

尔盖·卢科亚诺夫 ( Sergey Lukyanov，1963—)
团队，从珊瑚虫中发现了六种特性与多管水母

GFP相似的蛋白质，即 GFP 类似物( GFP － like
proteins，缩写为 GFPs) 。其中的四种发绿色荧
光，一种发黄色荧光，一种发红色荧光。在此之
前，没有一个人尝试从珊瑚虫中寻找多管水母

GFP类似物，因为珊瑚虫并非发光生物。红色
荧光蛋白的发现标志着荧光蛋白标记技术的发

展又跃上一个新台阶。
钱永健团队在全力开发多管水母 GFP 突

变体时，另外一些团队则在设法找寻多管水母

GFP类似物。如前所述，早在 20 世纪 70 年代，
瓦德和考弥尔就从发光海肾中提取到多管水母

GFP类似物。之后，人们又从其他发光生物中
提取到数种多管水母 GFP类似物①。这些 GFP
类似物与多管水母 GFP 一样，担负着第二级发
射器的使命，也即负责接收体内发光蛋白质生

产出的频率较高的光能，然后把它转换成频率

较低、波长更长的光能并将其发射出去②。由
于现有的 GFP类似物和多管水母 GFP 一样都
是从发光生物中提取出来的，而且其发光机理

与多管水母 GFP也很相似，所以那些试图寻找
新型 GFP类似物的团队大多以发光生物为研
究重点。尽管他们的筛选研究并非毫无收获，
但是历经千辛万苦寻获的几种 GFP 类似物都
没有太大的应用价值。筛选研究之所以收效甚
微，主要是因为这些团队被多管水母 GFP 及其
类似物都是从发光生物中提取出来的表象迷惑

了。此外，由于像多管水母这样的发光生物是
无色透明的，所以都以为多管水母 GFP 及其类
似物的存在与生物本身的颜色无关，关键是生

物要能够发光③。

和其他团队一样，卢科亚诺夫团队一开始

也打算从发光生物入手，以期能够从中筛选出

具有较高应用价值的新型 GFP 类似物，尤其是
红色荧光蛋白。卢科亚诺夫 1985 年毕业于莫
斯科大学胚胎学系，1994 年在俄罗斯科学院生
物有机化学研究所获博士学位后，留在该所再

生基因实验室担任资深科学家，主要从事选择

性抑制 PCＲ技术的改良研究和蝾螈、涡虫再生
基因的克隆与测序研究。后者主要是在该所博
士生米哈伊尔·马兹( Mikhail Matz) 的协助下
展开的④。由于 GFP类似物的筛选研究与其先
前从事的研究相近，故卢科亚诺夫决定抓住机

遇及时启动自身拥有一定竞争优势的 GFP 类
似物筛选研究。
但是，卢科亚诺夫和马兹的 GFP 类似物筛

选研究计划遭到俄罗斯科学院生态与进化研究

所主要从事生物发光系统进化研究的专家优

里·拉巴斯( Yulii A． Labas，1933—2008 ) 的质
疑。拉巴斯向前来听取意见的卢科亚诺夫和马
兹指出: 被他们列作筛选对象的发光生物大都

和多管水母没有近缘关系，且大都出现得比较

晚。虽然发光生物体内都含有发光蛋白质，但
是多数发光生物体内未必有 GFP类似物。GFP
类似物是荧光蛋白，它和光能的生产无关。因
此，不发光的生物体内未必没有 GFP 类似物。
一些珊瑚虫自身并不发光，但却能发出绿色的

荧光。为什么不发挥想象力，试一试这类自身
并不发光的荧光生物?⑤ 拉巴斯的建议对卢科

亚诺夫和马兹的触动很大。之后，二人便开始
将那些颜色鲜明并能发出荧光的珊瑚类物种确

定为优先筛选对象。
筛选研究过程中，若采用下村修当年所使

用的方法，即先将荧光蛋白设法从生物体中分

离出来，然后再进行纯化、分析，那么筛选研究

81

安徽大学学报( 哲学社会科学版) 2016 年第 4 期

①

②

③

④

⑤

M． Chalfie，Green Fluorescent Protein，Photochemistry and Photobiology，vol． 62，no． 4( 1995) ，pp． 651 － 656．
M． V． Mata，Y． A． Labas，J． Ugalde，Evolution of Function and Color in GFP － like Proteins，Green Fluorescent Protein: Prop-

erties，Applications and Protocols，Second Edition，eds． by M． Chalfie，S． Ｒ． Kain，New Jersey: John Wiley ＆ Sons Inc．，2006，pp． 139
－ 162．

M． V． Mata，K． A． Lukyanov，S． A． Lukyanov，Family of the Green Fluorecent Protein: Journey to the End of the Ｒainbow，
Bioessays，vol． 24，no． 10( 2002) ，pp． 953 － 959．

Laboratory of Molecular Technologies，Sergey A． Lukyanov，［2011 － 09 － 25］，http: / /www． ibch． ru / lgr /cv /cv_luk． htm．
M． V． Mata，K． A． Lukyanov，S． A． Lukyanov，Family of the Green Fluorecent Protein: Journey to the End of the Ｒainbow，

Bioessays，vol． 24，no． 10( 2002) ，pp． 953 － 959．



将会非常耗时，而且好不容易提取到的蛋白质

未必就是想要的 GFP 类似物。因此，卢科亚诺
夫团队只能另辟蹊径。在生物化学领域积累了
丰富研究经验的卢科亚诺夫经过一番分析后意

识到，如果珊瑚中确实有 GFP 类似物，那么它
的大小应该和多管水母 GFP 差不多，而且一些
重要部位的结构，譬如发光基团和 β －折叠拐
点处的氨基酸排序应该和多管水母 GFP 相同。
这意味着可以尝试采用普拉舍当年分离、复制
多管水母 GFP基因时所使用的技术，来解决从
珊瑚中提取 GFP类似物之难题①。研究技术路
线确定之后，接下来就是付诸行动了。
当时俄罗斯尚未从苏联解体后的混乱中恢

复过来，和西方同行相比科研经费谈不上充裕

的卢科亚诺夫团队一开始并没有跑到远离莫斯

科的热带海洋去采集荧光珊瑚。他们用来研究
的第一批荧光珊瑚是从莫斯科市内的水族馆商

店廉价买来的。几个月后，他们从一种被称为
海葵的荧光珊瑚中找到了 GFP 基因，并成功地
对该基因进行了克隆②。这项成就的取得证明
拉巴斯的推测是正确的，卢科亚诺夫确定的研

究技术路线是可行的。此后，卢科亚诺夫团队
士气大增，他们远赴印度洋、西太平洋采集了多
种色泽鲜明的珊瑚虫。在莫斯科的实验室里将
这些珊瑚虫中与颜色有关的 DNA分离出来，并
进行扩增之后，他们找出了重要部位的氨基酸

排序与多管水母 GFP 相同的六种蛋白质。进
一步研究表明，这六种蛋白质的荧光性质与多

管水母 GFP有着惊人的相似之处，且能在青蛙
和哺乳类动物细胞中获得高效表达。其中，一
种发红色荧光，一种发黄色荧光，剩下的四种则

发绿色荧光。1999 年 10 月，《自然—生物技
术》杂志刊发了这一研究成果③。

2000 年，已担任生物有机化学研究所分子
技术实验室 ( 前身为再生基因实验室) 主任的

卢科亚诺夫，率领团队使用错配 PCＲ技术筛选
发光速度更快、亮度更高的红色荧光蛋白突变
体时意外地发现，有一种突变体，它一开始发出

的荧光呈绿色，之后在 24 小时内逐渐转变为黄
色、橘黄色和红色。利用这一特性，他们开发出
一种荧光钟，借以了解基因启动子的活性随时

间变化的情况④。而且，有人据此推测 GFP 是
红色荧光蛋白受损后固化下来的产物。后来人
们发现，红色荧光蛋白中的第 83 位氨基酸被替
换之后，它就只能发绿色荧光⑤。这项研究为
上述推测提供了一个再好不过的注脚。此外，
2000 年，卢科亚诺夫团队还从非荧光生物沟迎
风海葵( Anemonia sulcata) 中提取到紫色的 GFP
类似物⑥。这样，与彩虹两侧同色的 GFP 类似
物都被卢科亚诺夫团队找到了。
由于波长较长的红色荧光蛋白的应用前景

非常广，所以它引起人们的高度关注。2000 年
10 月，马兹就和雷明顿团队合作完全解析清楚
了它的晶体结构⑦。与此同时，美国的另一个
团队也独立地解明了红色荧光蛋白的晶体结
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构，而且还抢先一个月发表了成果①。虽然红
色荧光蛋白的晶体结构与多管水母 GFP 的晶
体结构极其相似，但它通常都以四聚体形态出

现。这样，用其标记目的蛋白质时，很容易引起
目的蛋白质性质的变化。2002 年，钱永健团队
成功地开发出单体形态的红色荧光蛋白突变

体②。此后，红色荧光蛋白就和多管水母 GFP
一样，可以很方便地用于标记研究。由于红色
荧光蛋白基因是从生活在热带海洋中的珊瑚虫

里提取的，所以它在室温下的表达速度比从生

活在北太平洋的多管水母中提取的多管水母

GFP基因更快。

六、结 论

通过上述考察，我们可以得出如下结论:

1． 1962 年，在普林斯顿大学做博士后研究
的下村修在开展多管水母发光物质研究时，首

次发现“绿色蛋白质”。
2． 1969 年，哈佛大学的伍迪·哈斯廷和詹
姆斯·莫林在研究腔肠动物发光蛋白质特性
时，再次“发现”了多管水母“绿色蛋白质”，并
将其命名为“Green Fluorescent Protein”，即绿色
荧光蛋白。

3． 1979 年，下村修在研究多管水母绿色荧
光蛋白分子的发光机理过程中，受海萤研究的

启发，推测出多管水母绿色荧光蛋白分子发光

基团的化学结构。
4． 1991 年，道格拉斯·普拉舍在美国伍兹
霍尔海洋生物学实验室工作期间，用实验验证

了下村修推测出的结构。同年，他还成功地分
离出多管水母绿色荧光蛋白基因，并使用细菌

的质粒作载体对其进行复制，确定了多管水母

绿色荧光蛋白的基因序列。
5． 1993 年，在美国哥伦比亚大学执教的马
丁·查尔菲使用普拉舍提供的含有多管水母绿
色荧光蛋白基因的质粒，做绿色荧光蛋白基因

表达实验时取得成功，先后从大肠杆菌的体内

和线虫的神经细胞内观察到多管水母绿色荧光

蛋白发出的荧光，实现绿色荧光蛋白在异体内

的表达。
6． 1994 年，加州大学圣地亚哥分校的钱永
健基于普拉舍等人的研究，采用刚刚兴起的随

机诱变方法改组绿色荧光蛋白基因时，获得一

种光稳定性和荧光强度都好于野生型的多管水

母绿色荧光蛋白 S65T 突变体，以及一种发蓝
色荧光和一种发青色荧光的多管水母绿色荧光

蛋白突变体。
7． 1996 年，钱永健和俄勒冈州立大学的詹
姆斯·雷明顿等人合作，解析出多管水母绿色
荧光蛋白 S65T 突变体的晶体结构。同年，莱
斯大学的乔治·飞利浦团队也完整地解析出野
生型多管水母绿色荧光蛋白的晶体结构。

8． 1996 年，钱永健团队利用与雷明顿合作
所取得的有关绿色荧光蛋白晶体结构数据，通

过使用计算机辅助设计，成功地开发出一种新

的绿色荧光蛋白衍生物———黄色荧光蛋白。绿
色、蓝色、青色、黄色荧光蛋白的获得，为同时追
踪多种蛋白质分子在细胞内的活动情况提供了

方便。
9． 1999 年，俄罗斯的卢科亚诺夫团队在筛
选具有较高应用价值的新型绿色荧光蛋白类似

物，尤其是红色荧光蛋白的过程中，从珊瑚虫中

发现四种发绿色荧光、一种发黄色荧光和一种
发红色荧光的绿色荧光蛋白类似物。第二年，
该团队又从非荧光生物沟迎风海葵中提取到紫

色的绿色荧光蛋白类似物。
10． 2002 年，钱永健团队成功地开发出单
体形态的红色荧光蛋白突变体，解决了红色荧

光蛋白通常以四聚体形态出现，用其标记目的蛋

白质时容易引起蛋白质性质变化的难题。更适
合作为标识的红色荧光蛋白的问世，标志着荧光

蛋白标记法的应用与普及步入一个新时代。
很明显，自下村修 1962 年发现多管水母绿

色荧光蛋白，到查尔菲 1993 年实现多管水母绿
色荧光蛋白在异源生物体中的表达，整整经历
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了 31 年。在这 31 年里，尽管下村修推测出多
管水母绿色荧光蛋白分子发光基团的化学结

构，普拉舍成功地对多管水母绿色荧光蛋白基

因进行分离与复制，并确定其基因序列，从而深

化人们对多管水母绿色荧光蛋白结构与性质的

认识，使人们无须大量捕捞野生多管水母就可

以批量制备多管水母绿色荧光蛋白，但是，在此

期间，人们始终未能为多管水母绿色荧光蛋白

找到应用之途，科学发现始终未能转化为技术

发明。
多管水母绿色荧光蛋白的研究由基础研究

阶段迈入应用研究阶段的标志，是查尔菲成功

地实现了多管水母绿色荧光蛋白在异源生物体

中的表达。查尔菲 1993 年进行活细胞示踪实
验时，能够从大肠杆菌的体内和线虫的神经细

胞内观察到多管水母绿色荧光蛋白发出的荧

光，无疑与下村修、普拉舍等人开展的基础研究
有关。没有众多科学家的前期研究积累，便不
会有查尔菲的重大研究突破。查尔菲实现多管
水母绿色荧光蛋白在异源生物体中的表达，既

是一项科学发现，也是一项技术发明。说其是
科学发现，是因为查尔菲用实验证明多管水母

绿色荧光蛋白无需任何辅助因子和反应底物，

就可以自行形成发光基团。说其是技术发明，
是因为查尔菲用实验证明可以使用多管水母绿

色荧光蛋白来进行生物分子示踪。这种新方法
的发明，为生物学的大发展提供了一种全新的

工具，开启了使用生物荧光材料进行生物分子

示踪研究的先河。
尽管查尔菲首创了使用多管水母绿色荧光

蛋白进行生物分子示踪研究的新方法，但多管

水母绿色荧光蛋白并非理想的生物荧光标记材

料，而且只有绿色荧光蛋白时，人们无法同时进

行多细胞跟踪研究。这样一来，如何进一步改
进绿色荧光蛋白示踪效果，研制更多颜色的荧

光蛋白，就成为摆在科学家面前的一项重要课

题。针对这一需求，钱永健团队自 1994 年起使
用刚刚兴起的随机诱变方法，开发出多种不同

颜色的多管水母绿色荧光蛋白突变体。但是，
这些突变体的荧光激发波长都小于绿色荧光蛋

白。因此，在多管水母绿色荧光蛋白的晶体结
构被完全解明之后，钱永健 1996 年又通过改造
多管水母绿色荧光蛋白的分子结构，“设计”出
一种荧光激发波长更长的黄色荧光蛋白。钱永
健在 1994—1996 年的三年里所开展的绿色荧
光蛋白改良研究，可以说是在应用方向已经相

当明确的情况下开展的一种旨在满足分子生物

学发展需求的技术开发活动。
由于在可见光中，红色荧光蛋白的荧光激

发波长最长，所以更适合作示踪材料。问题是
如何开发这种能够更好满足生物研究需求的红

色荧光蛋白。经过不断探索，俄罗斯科学家卢
科亚诺夫最终独辟蹊径，于 1999 年从非发光生
物———珊瑚虫中分离出红色荧光蛋白基因。但
是，使用从珊瑚中分离出的红色荧光蛋白基因

制备的红色荧光蛋白通常都以四聚体形态出

现，仍然不适合做生物荧光标记材料。因此，研
制单体形态的红色荧光蛋白成为当务之急。最
终成功解决这一难题的仍然是钱永健，时间是

2002 年。此后，科学家们便可以很方便地将不
同的蛋白质或细胞“染上”不同的颜色，借以跟
踪研究其活动过程。
要而言之，尽管很多科学家都参与了多管

水母绿色荧光蛋白的研究开发竞争，而且很多

参与者都做出了原创性的贡献，但是做出具有

里程碑意义的开创性贡献的只有两人，一是下

村修，二是查尔菲。不过，如果没有钱永健的研
究贡献，使用生物荧光标记材料进行蛋白质或

细胞示踪研究便不可能快速地获得广泛普及，

分子生物学也就不可能获得像今日这样突飞猛

进的发展。因此，瑞典皇家科学院决定将 2008
年的诺贝尔化学奖授予对多管水母绿色荧光蛋

白的发现、表达和开发做出杰出贡献的三位科
学家下村修、马丁·查尔菲和钱永健，乃理所
应当。

责任编校:余 沉
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