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用于基因表达调控及蛋白定位研究中的新型标记) ) 绿色荧光

蛋白
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α  绿色荧光蛋白 2 ∏ ƒ°

是许多腔肠动物所特有的生物荧光素蛋白∀ 年

等≈ 发 现 维 多 利 亚 水 母 Αεθυορεα

ϖιχτορια 发出的绿光不是缘于水母发光蛋白 而是另

一种蛋白 ) ) ƒ° 造成的∀ 年 等≈ 首次

证明在维多利亚水母体内发出的绿光 是钙离子激活

的水母荧光蛋白 发蓝光 将能量传递给 ƒ° 后产生

的 ƒ° 是一种接收及最终放射能量的物质 所接收

的能量来自荧光素酶2氧化荧光素的复合体或钙离子

激活的发光蛋白∀ 纯化的 ƒ° 是具有 个氨基酸

分子量为 ⁄ 的单体蛋白≈ ∀ ƒ° 的构像十分

稳定≈ 只有在极端的条件下才会变性≈ ∀ 它吸收蓝

光 最大吸收在 在 有一个最小吸收

峰 放射绿光 有一峰 有一肩 ≈

ƒ° 这种光谱上的特性 是由一个共价结合的发色团

造成的 不同物种由于有不同的发色团而有许多 ƒ°

的衍生物 单一发色团所发出的荧光非常稳定 没有漂

移≈ ∀≤ • ≤ 等从维多利亚水母的 ƒ° 的木瓜酶

分解产物中发现了以已肽形式释放出来的发色团 这

种已肽位于第 个氨基酸位点 由一个环化的丝氨酸

2脱氢酪氨酸2甘氨酸残基同原有的氨基酸序列相

连≈ ∀ 发色团的形成依赖于氧 通常在翻译之后形

成≈ 而且也不需要酶的催化≈ ∀为了检测在维多利亚

水母中是否有其他的因子帮助 ƒ° 发光 ≤

等在异源细胞中对 ƒ° 的表达作了检测 发现在其他

的原核及真核细胞中 ƒ° 在蓝光激发下 仍可发出

绿光 从而证实了这种荧光的产生不需任何协助因子

而发色团的形成也不具物种特异性≈ ∀

随着分子生物学!细胞生物学的不断发展 转基因

技术!细胞生物遗传育种技术的日臻完善 人们不但要

将外源目的基因转入生物体内并获得表达 而且需要

了解外源基因在生物体内的发育命运及表达调控!特

异蛋白在生物体内随时相变化的分布 从而对生物的

发育!进化!所培育的新品种同环境因子的相互作用以

及生物体内蛋白与蛋白的相互作用很直观地进行评

估∀ 由于 ƒ° 的一些独特性 使其作为新的荧光标记

进行活体检测的研究重新得到重视∀ 自 年 ⁄ ≤

° 纯化了 ƒ° 后 编码 ƒ° 的 ƒ° 基因也由

哥伦比亚大学的科学家们分离获得∀ ≤ × ∞≤ 公

司也将 ƒ° 的有关产品包括真核报告载体!重组 ƒ°

及抗2 ƒ° 小鼠血清等制成成品出售∀ 许多研究人员

期待着 ƒ° 这一新生事物能为分子生物学!细胞生物

学及医学带来方法学上的突破∀

 用于基因表达调控的研究

通过重组 ⁄ 技术将相关调控区域同易检测的

报告基因相融合 来研究编码难于或不可能直接检测

的蛋白质的基因调控 这一方法近几年来已广泛应用

于哺乳动物细胞和胚胎的基因表达调控的研究 成为

研究基因表达调控的有力工具∀到目前为止 有几种细

胞内蛋白定位及基因表达的检测方法 包括利用编码

Β2半乳糖苷酶!萤火虫荧光酶!细菌荧光酶的融合基因

进行检测≈ 但这些方法都需要有底物或辅助因子

在活组织的应用十分有限 因此 仅用紫外光或蓝光便

可检测的 ƒ° 便为研究者提供了一种十分有效的活

体检测基因表达调控的方法∀ 2 基因编码的 Β2微

管蛋白在 Χαενορηαβδ ιτισ ελεγ ανσ的 个感觉神经元中

大量表达 而在其他神经元中基本上没有表达

≤ 等≈ 在 Χ ελεγ ανσ的体内用 2 基因的启动

子来控制 ƒ° 的表达 检测出所表达的部位同用

2 抗体及 2 2 融合基因所检测的表达部
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位相同∀ 最明显的荧光在 Χ ελεγ ανσ的 个感觉神经

元 ° ° 及其神经索中发

现 在刚孵化出的一期幼虫中没有产生荧光 二期晚期

幼虫中的 四期早期幼虫的全部 早期成体的

产生荧光∀

将 ƒ° 基因转移至由甜橙分离的细胞中

后 用蓝光照射并在显微镜下观察 细胞发出强烈

的绿光∀ 准备将 ƒ° 基因连接到所希望的基因

上 如耐寒性基因 再插入受试植物中 从而将 ƒ° 基

因作为报告基因∀与目的基因一起向植物中转移≈ 并

作为检测基因转入与否的手段∀

 用于蛋白定位的研究

βιχοιδ βχδ 蛋白是激活合子基因表达的转录因

子 βχδ 在亚细胞的分布决定了 βχδ 蛋白的分

布 ≥ • ×
≈ 将控制 βχδ 分布

的果蝇 εξ υπεραντια ¬∏ 基因同 ƒ° 基因融合后 在

雌性生殖细胞中表达 融合后的蛋白在活体或固定的

细胞中都发出强烈的荧光∀融合蛋白集中于环管 营养

细胞同卵母细胞物质传递通道 的微粒中 秋水仙素等

影响微管稳定性的化学试剂可改变这些微粒的分布∀

从而推测这些颗粒是在微管中运输 βχδ 的核

蛋白复合体或液泡∀这种高分辨率的 ƒ° 标记为研究

¬∏在亚细胞的分布提供了新的数据∀

° 和 ∞ ƒ
≈ 将 ƒ° 基 因 同

ƒ 肌动蛋白基因的 °≤ 扩增产物 包括 个

核苷酸的 ⁄ 相融合后 同果蝇的转化载

体 ≤ ≥ 相结合 并导入果蝇的染色体中 在对转

基因果蝇用表面荧光显微镜进行活体检测时 发现

ƒ° 在蛹化早期开始积累 在成肌细胞融合!增长时

ƒ° 在所有的发育阶段的肌纤维中都可以发现∀ 将

ƒ° 分别在野生型及突变型果蝇中表达 并比较其不

同之处 用此方法 等对果蝇的间接翅肌的

发育及病理学进行了研究∀

根据 ƒ° 发色团的不同 从野生型绿光发色团到

蓝光发色团及红移衍生物 已建立起来具不同颜色的

≤ ¬ 用 ƒ° 标 记 的 荧 光 共 振 能 量 转 移

ƒ ∞× 来测量蛋白间距即将成为现实 蛋白与蛋白

之间的相互作用也利用 ƒ° 在酵母的两个杂交系中

得到评估≈ ∀ 并由此产生了崭新的药物研究的战略∀

 结论

ƒ° 对细胞生长没有任何毒害作用≈ 且发光不

需蛋白!底物或其他的协助因子 只需在蓝光或紫外光

照射下便可发出绿光 便于检测观察∀ 由于 ƒ° 基因

的诸多优点 使它有希望成为基因工程实验中常用的

标记基因来取代目前常用的 基因 基因需

反应底物染色 从而对基因表达及蛋白定位真正做到

活体!原位!瞬时地检测 极大地方便了研究者∀ 同时

从大肠杆菌中得到的工程重组 ƒ° 还可用于蛋白胶

及 • 杂交的标准∀利用发出不同荧光的 ƒ° 衍

生物作 ƒ ∞× 来观察单细胞内标记的蛋白的相互作

用 或将此作为标记 显微注射到组织或细胞中 用于

荧光激活细胞分类术 ƒ ≤ ≥ !荧光光度计!共聚焦显

微镜上 其方法学上的价值也是不可估量的∀ 此外 由

于在甲醛固定的细胞内也可发出荧光≈
ƒ° 还可同

其他荧光标记一起作双标记实验∀

完全有理由相信 随着不断深入的研究与应用

ƒ° 必将在分子生物学!细胞生物学及医学的研究中

发挥其巨大的潜力∀
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反演大气动力系统与中小尺度天气预报
Ρ ΕΤΡ ΙΕς ΙΝΓ ΣΨΝΟΠΤΙΧ ∆ΨΝΑΜΙΧ ΣΨΣΤΕΜ ΑΝ∆ ΦΟΡ ΕΧΑΣΤΙΝΓ

ΜΕΣΟ−ΜΙΧΡ Ο ΣΧΑΛΕ Ω ΕΑΤΗΕΡ

张 韧

空军气象学院 南京

α  天气预报目前对于不同类型的具体天气系统 还

难以较好地给出表现其特定运动规律的流体力学和热

力学方程的具体形式 对中小尺度天气系统由于缺少

相应分辨率的观测资料这一目前尚难以克服的困难

其数值预报结果还很不理想 难以投入实际业务工作

之中∀ 解决和处理好上述困难对于改进和提高天气分

析和预报水平无疑提供了新的途径∀ 近年来的一些理

论研究和应用实践对这个问题进行了积极的探索 得

到了一些有益的思路和启示∀

 利用观测资料反演天气系统的动力

模型

在许多实际业务工作和具体天气预报中 常常不

知道描述这些系统的确切的数学 模型 因而难以建立

针对具体对象的动力或数值预报模式∀ 最近 一些研

究≈ 提出了解决这个问题的新思路 将某一具体天气

系统发展演变过程中积累下的多年观测资料作为该天

气系统动力模式的一系列特解 即在其相空间中留下

的运动轨迹 这样 尽管不知道描述该系统的动力模

型 但如果把这些观测资料看成是该动力模型的一系

列离散值 去解出与数值求解相反的问题 即可反演出

较为理想的表现该具体天气系统的非线性动力模型∀

基于所反演出的动力模型 即可较有针对性地建立起

对应天气系统的数值预报或诊断预报的模式∀

 基本的反演方法≈

设系统的状态 随时间演变的物理规律可表示

为

δ θι
δ τ

φ ι θ θ , θν ι , ν

函数 φ ι 为 θ θ , θν 的一般非线性函数∀ 一般情况

下 不知道 φ ι θ θ , θν 的具体形式 但知道 式的

一系列特解 即 θι
ϕϖ τ ϕ , µ µ 为资料序列的

长度 可将 式写成差分形式

θι
Ζ ϖ τ θι

Ζ ϖ τ ϖ τ

φ ι θ ϕϖ τ θ ϕϖ τ , θν
ϕϖ τ ϕ , µ

进一步根据系统的物理性质 将 φ ι 设为某种非线

性函数 并用反演方法确定其具体形式和各参数值∀设

φ ι θ θ , θν 中有 Γ κ 项和相应的 Πκ 个参数 κ

, Κ 即 φ ι θ θ , θν Ε
Κ

κ
Γ κΠκ 且设观测资料能

够组成 Μ Μ µ 个方程 写成向量和矩阵形式

为

∆ ΓΠ

其中

∆

δ

δ

δ Μ

θι
ϖ τ θι

ϖ τ ϖ τ

θι
ϖ τ θι

ϖ τ ϖ τ

   

   

θι
µ ϖ τ θι

µ ϖ τ ϖ τ

Γ

Γ Γ , , Γ Κ

Γ Γ , , Γ Κ

ΓΜ ΓΜ , , ΓΜΚ

  Π

Π

Π

ΠΚ   

Γ 为 Μ ≅ Κ 阶矩阵 它是由非线性多项式变量用

观测资料求得的∀ 式中除向量 Π以外 其余都是已

知的∀给定一个向量 ∆ 要求一个向量 Π 使其满足

式∀
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