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摘要 来源于发光水母的绿色荧光蛋白(GFP)于 1994年首次被作为报告基因应用。其内源的荧光基团受到紫外 

光或蓝光激发时可高效发射清晰可见 的绿光 ，并可在细胞内稳定表达 ，不需 要任何反应底物及其他 辅助因子 ，不影响细 

胞 功能，检测直观方便 ，可在活体内进行 ，已成为 当今生命科学各领域 中应用广 泛的新型标记基因。作为一种性 质独 特 、 

理想 的荧光示踪标记物 ，GFP在角膜内皮疾病的基因治疗研究中 ，也展 示了广 阔的应 用前景。就 GFP的特性 及 GFP标 

记示踪技术在角膜 内皮疾病基因研究 中的应用进展进行综述 。 
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绿色荧光蛋 白(green fluorescent protein，GFP)是 
一 类存在于水母、水螅和珊瑚等腔肠动物体内的生物 

发光蛋白，由 Shimomura等 首次从多管水母属 中分 

离纯化 ，因受到紫外光或蓝光激发时能发射绿色荧光 

而得名。Prasher等 成功分离 出维多利亚水母 GFP 

的基因结构，Chalfie等 首次在大肠杆菌中克隆表达 

了 GFP。此后 GFP作为一种功能独特的新型标记物， 

被广泛应用于基因治疗 、蛋白在活细胞 内的功能定位、 

移植干细胞的活体示踪等领域 ，在眼科领域的应用也 

日益增多。本文就 GFP的特性及 GFP标记示踪技术 

在角膜内皮疾病基因研究中的应用进展进行综述。 

1 GFP概 况 

1．1 GFP的结构及发光机制 

医学研究中使用 的 GFP来源于维多利亚水母 ，其 
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基因由 3个外显子组成 ，全长2 600 bp，蛋 白产物是由 

238个氨基酸残基组成 的单链多肽 ，相对分子质量约 

27 000。Ormo等 研究得出 GFP的晶状体结 构呈圆 

柱体 ，直径约 3 nm，高约 4 nm，外 围由 11条片层 B一折 

叠链绕成 1个圆柱体，内部轴心处含 1条 ．螺旋，两 

端由短的螺旋片段封闭，组成单独的致密桶状结构域 ， 

称为 B一罐结构。GFP的活性部位是氨基酸主链上由 

65～67位的“丝氨酸 一酪氨酸 一甘氨酸”形成 的特殊 

生色基团，它附着在 一螺旋上，包埋于圆柱体的中心。 

GFP肽链表达后发生折叠 ，在有氧条件下，丝氨酸 一 

酪氨酸 一甘氨酸残基环化加氧形成对羟苯甲基咪唑环 

酮 ，和周围其他 3个氨基酸形成六肽生色团 。该发 

光过程可以自动催化完成 ，关于其确切机制 ，目前普遍 

赞同的是 Prasher等 提 出的模式，认为 GFP是在荧 

光素酶的参与下被 ca 激活 ，使蛋 白质的共价键发生 

一 定的变化，形成不稳定的中间体，中间体分解后，释 

放能量，产生荧光。但这一模式还需要进一步证实。 
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1．2 GFP的理化性质 

GFP在紫外光激发下发绿色荧光的最大吸收峰为 

395 nltl，另一小吸收峰为 470 nm，最大发射峰为 509 nm， 

在 540 nm处有一尖峰。GFP的生色基团受到外层致 

密结构的保护，其荧光 表达非常稳定。在激发光下 ， 

GFP荧 光在 哺乳 动物 细胞 内至 少能 保持 30 min以 

上 。GFP还能耐受高温处理 ，甲醛 固定和石蜡包埋 

不影响其荧光性质 ，长时间照射后也无光 漂 白现象。 

用酸、碱或盐酸胍处理 ，GFP的荧光消失，但恢 复中性 

环境或去除变性剂后 ，荧光即可恢复。野生型 GFP荧 

光较 弱 ，因 而 科 学 家 们 研 究 合 成 了 增 强 型 GFP 

(enhanced GFP，EGFP)，它的激发峰偏移到 488 Hill，发 

射的荧光强度 比野生型高 35倍 ，比野生型更适合作为 

报告基因。替换 GFP肽链 中的氨基 酸还 能生成很多 

产生不同颜色荧光的 GFP的突变体 ，如蓝色荧光蛋 白 

发射蓝色荧光 ，黄色荧光蛋 白发射黄色荧光，这便于同 

时检测多标记基因的表达 。 

2 GFP作为报告基因的特点和优势 

2．1 检测方便直观 

GFP的生色基 团是其蛋白质一级序列固有的，所 

以产生荧光不需加任何底物或辅助 因子 ，只要有足够 

的表达 ，在激发光照射下，通过荧光显微镜或激光扫描 

共焦显微镜就能清晰观察到荧光 ，检测方便直观 ，能实 

现活细胞 内的实时定位观察 。结合定 量聚合酶链 

反应 、荧光激活细胞分选系统等方法，还可以进行定量 

检测。 

2．2 荧光性质稳定 

GFP的荧光表达只有在过热(>65 oC)、过酸(pH 

<4)、过碱 (pH 12～13)或其他变性剂(如 6M胍基盐 

酸)存在的条件下，才会 因 GFP变性而消失。一旦恢 

复中性环境或去除变性剂 ，荧光就可恢复并具有与原 

来一致的发射光谱。 

2．3 适合构建融合基因转染载体 

GFP基因序列仅有2 600 bp，容易与一些 目的基因 

构建融合基因，融合后既不影响 目的基因产物 的空间 

构象和功能 ，也不影 响 GFP圆柱体结构 的形成 ，使得 

融合蛋 白同时具有 GFP的荧光特性和 目的蛋 白质的 

功能 。 

2．4 对标记细胞基本无毒性 

GFP标记后不影 响细胞的正常功能，大量表达对 

细胞无毒性作用。使用 GFP质粒标记胚胎干细胞 、神 

经干细胞、造血干细胞，对它们的基本生物学特性，如增 

生功能和体内多向分化潜能等，均无明显影响  ̈“ 。 

2．5 表达无种属限制 

GFP的生色基团 由常见的氨基酸组成 ，无物种特 

异性 ，GFP基因在不同种类原核细胞或真核细胞中均 

可完美表达 ，蛋 白产生不需水母的其他基因产物 ，表达 

后在激发光下均能产生强烈荧光。 

2．6 检测结果真实可靠 

由于其他生物本身不含 GFP，因此不会 出现假 阳 

性结果 。GFP作为分子探针仅标记活细胞，可以代替 

荧光染料 ，能避免 由于染料扩散造成的定位不准 ，使结 

果真实可靠。 

3 GFP在角膜 内皮疾病基因治疗研究中的应用 

角膜内皮细胞 (corneal endothelial cells，CECs)的 

屏障作用和主动转 运的“液泵”功能是角膜能够保 持 

高度透明性的关键 因素。但其 自身不具备分裂活性 ， 

损伤后容易发生功能失代偿 ，引发严重的视力损害和 

剧烈的刺激症状。近年来基 因疗法为 CEC异常眼病 

的治疗开辟了新的思路。角膜是适合进行基因研究的 

理想靶器官 ：解剖层次分明，结构简单 ，CEC为单层结 

构 ，利于外源基因的导入和定位 ；位置表浅 ，清晰透明 ， 

基因转染的操作和观察都很方便 ；体外培养保存 时间 

长 ，利于评估转染效果  ̈。而 GFP具备众多特性 ，在 

CEC的基因研究中得到了广泛应用。 

3．1 GFP在 CEC基因转染方式研究中的应用 

基 因转染能否成功取决于外源性 目的基 因能否转 

移到靶组织并有效、适度地表达 ，转染载体的选择是关 

键 因素之一。基因转移应用的载体分为病毒载体和非 

病毒载体两大类 。Lai等 以巨细胞病毒 (CMV)为 

启动子 ，将 GFP与重组腺 病毒相关病毒 (recombinant 

adeno—associated virus，rAAV)构 建 为 重 组 质 粒 SS— 

rAAV2一CMV．GFP，体外转染人角膜片1 h后于 31℃下 

继续培养 2周 ，荧光显微镜下以 GFP阳性表达作为细 

胞转染成功的标志，结果 24 h内角膜 内皮层 即有 GFP 

荧光表达并可持续 2周 ，CEC转染率超过 90％。袁进 

等 将白细胞介素．1受体拮抗剂 (IL一1ra)eDNA片断 

中插入 PEGFP—C2质粒构建成 PEGFP．hIL一1 ra质粒 ，在 

阳离子聚合物介导下转染 培养的人 CEC，在荧光显微 

镜下通 过 GFP示 踪观察到 24 h后转染 细胞 内出现 

GFP荧光表达 ，转染率 为 20％ ～25％。结合 Western 

blot法证实转染 CEC内人 IL一1 ra—GFP融合蛋 白能够 

持续表达 9 d以上，说明阳离子聚合物能够介导对 

CEC的有效转染并持续表达 目的蛋白。Nguyen等 

也以 GFP作为报告基因，研究发现 2种非病毒载体 

FuGENE6和 TransiT—LT可以有效转染培养的兔 CEC， 



转染效率分别达到 28．8％和 38．8％ ，同时 CEC形态 

正常，活性染色无细胞死亡。 

转染途径是基因治疗的另一个重要环节。体外转 

染 CEC法有广阔的应用前景 ，但很多角膜内皮疾病的 

治疗也需要在活体内进行。Challa等 利用延伸因 

子作为启动子，将 GFP与慢病毒构建 的重组质粒注入 

大鼠前房 ，3周后于荧光显微镜下观察眼冰冻切片，发 

现在角膜内皮和小梁网有广泛而持久的 GFP荧光表 

达。Borrds等⋯ 则将有复制缺陷的腺病毒与 GFP重 

组构建的 Ad—GFP质粒注入猕猴眼前房 ，其 中 1只猕 

猴 7个月内注射 了4次。荧光显微镜下观察到角膜 内 

皮层和小梁网均可见到 GFP的绿色荧光。在接受连 

续质粒注射的猕猴 ，前 3次基 因转染均获得成功，但第 

4次失败 ，角膜也出现 了异常改变 ，停药后恢复正常。 

说明腺病毒作为载体可以连续多次眼内给药，但用量 

过大则会产生毒性作用。 

上述实验表明，病毒和非病毒载体都可以有效并 

稳定地介导针对 CEC的基因转染，而利用 GFP作为报 

告基因，既不影响 目的基因的表达和 目的蛋 白质的功 

能，允许对载体的基因转移效率进行比较客观的评价， 

又能通过非侵人性手段观察转基因过程 ，是一种理想 

的检测方法。 

3．2 GFP在角膜内皮移植追踪研究中的应用 

角膜内皮移植术仍是 目前治疗角膜内皮不 良所致 

盲的唯一有效方法，排斥反应是造成手术失败的主要 

原因。因此 ，人们设想在移植前对供体 CEC行原位基 

因转染 ，可能有利于控制移植术后的排斥反应。 

Qian等 将供 体鼠角膜片与 Ad—GFP质粒共同 

孵育 2 h后用于角膜移植术 ，1周后检测部分角膜切片 

见 GFP的荧光仅局限表达于内皮层 ，活体角膜检测发 

现 ，以同基因角膜移植组 中4℃下转染 的植片中 GFP 

荧光强度最 大，高峰期为 3 d～2周 ，可持续表 达 12 

周 ，植片始终保持透 明；而同种异体移植组 的 GFP荧 

光表达仅持续 1～3．5周，高浓度转染时还发生明显的 

植片混浊。说明腺病毒载体转染同基因移植的供体植 

片不 良反应较小，提示可 以对遗传性角膜内皮病实施 

早期离体基因转染后的自体角膜移植术，以减缓细胞 

凋亡速度，尽量避免行排斥率较高的同种异体角膜移 

植。绵羊 CEC的分裂活性 和角膜移植手术过程被认 

为和人类 的非常相似，Klebe等 就利用 Ad—GFP质 

粒与 2种免疫调节因子 p40 IL．12和 IL_4的 cDNA重 

组转染质粒，在室温下与供体绵羊角膜片共同孵育 2 h 

后行同种异体角膜移植术 。结果显示 ，供体角膜残片 

培养 24 h即观测到 GFP的荧光表达 ，说明转染成功。 

IL4质粒转染组与未治疗组的植片平均存活期分别为 

18．5 d和 20 d，而转染 p40 IL．12质粒的植片平均正常 

存活 45 d，说 明 IL一12的表达显著延迟 了排斥反应 的 

发生。同时，活体观察显示，绝大多数(18／21)受体角 

膜持续至移植后 36 d仍有明显的 GFP荧光表达 ，且仅 

限于植片范围内。即使在动物处死后的眼组织切片 

中，GFP的荧光仍不 同程度地存在于大部分 CEC中 

(16／21)，甚至在 1只动物术后 121 d处死的绵羊眼组 

织植片中仍有少量分布。 

由此可见，由于角膜观察方便 ，用 GFP标记供体 

CEC进行示踪，能直观精确地区分供体细胞与宿主细 

胞，并观察供体细胞的转归。GFP自身对转染的 CEC 

无明显毒性作用，是理想的供体植片标记物，可以满足 

角膜内皮移植术的研究需要。 

3．3 GFP在角膜内皮移植免疫赦免研究中的应用 

角膜移植免疫赦免状态的破坏会引发角膜内皮移 

植术后的排斥反应 ，其中以内皮型最多见 ，破坏性也最 

大 ，是导致移植最终失败的重要原因。因此 ，许多学者 

针对这种免疫赦免状态的具体机制进行了大量研究 ， 

GFP也已被引入其中。 

由于 MHC—II类抗 原，尤其是表达于骨髓来源 的 

“过客”细胞 的 MHC一Ⅱ类抗原 ，在触发移植排斥反应 

中起着重要作用 ，Liu等 于激光共 焦显微镜 下，对 

GFP转基因小 鼠角膜植片 中的 GFP(+)抗原递呈细 

胞在移植术后的迁移路线进行追踪，发 现移植后 24 h 

内供体来源 的 GFP(+)转基因细胞就可以迁移至受 

体的同侧颈淋巴结 中。随时间推移，这些细胞 由原来 

表达 MHC—I类抗原逐渐转变为表达 MHC-Ⅱ类抗原， 

这种变化在高危角膜移植术后尤为明显。提示这些细 

胞在角膜移植免疫中起到过客白细胞的作用，通过直 

接通路来激活 T细胞，推翻了以往被广泛接受的角膜 

移植的免疫赦免性是由于植片中缺乏过客 白细胞或移 

植抗原与全身免疫系统隔离的理论。Nakamura等 

则提取 GFP转基 因小鼠的骨髓细胞 和骨髓造血干细 

胞，经静脉注入受体鼠体内，结果发现，GFP(+)细胞 

于移植 后 2周 自角膜缘逐 渐移入角膜 内，于移植 后 

2～6个月散布于整个角膜。免疫组织化学检测表明， 

部分 GFP(+)细胞是树突状细胞和巨噬细胞这样 的 

抗原递呈细胞。该实验首次得到了骨髓来源细胞在正 

常鼠角膜内分布的直接证据 ，证 明一些抗原递呈细胞 

可以在角膜内持续存在，也说明自GFP转基因动物中 

分离得到的干细胞标记较 GFP质粒转染更加稳定，不 

易丢失，是进行免疫赦免机制研究的理想选择 。 
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4 应用前景及存在的问题 

综上所述 ，与其他 常用标记物 如 8一半乳糖 苷酶 

(B—ga1)和 5·溴脱氧尿嘧啶核苷 (Brdu)相比，GFP应用 

于角膜内皮疾病基因治疗领域的主要优势在于分裂或 

静息状态下的 CEC都可以被成功标记，同时活体观察 

可使基 因转染过程可视化 ；GFP仅标记活细胞 ，细胞死 

亡荧光便随即消失 ，无扩散干扰 ；携带 GFP的转基 因 

动物的转染效果更加稳定 ，表达时间可大大延长 。当 

然，GFP也存在一些不足，如 GFP的表达 随载体 的不 

同和体内外环境的转换 ，转染效率可以差别很 大；GFP 

突变体能表达不同颜色的荧光，但性质还欠稳定，使得 

GFP双标记或多标记技术的推广受限等。随着对这些 

问题的深入研究 ，GFP在 CEC的基 因转染效果检测 、 

细胞 内定位、移植 CEC来 源鉴别及命运追踪 、创伤愈 

合机制等方面的应用空间将进一步扩大。 
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玻璃体视网膜手术治疗严重眼外伤的临床观察 

贾乃伟 李 兵 李 寅伟 张 爽 张晓飞 李玉娟 

开放性眼外伤合并眼内异物常伴有多种并发症，若不及时 

治疗，则 发 展 为 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 (proliferative 

vitreoretin0pathy，PVR)，重者导 致 眼球萎 缩 。我 院对 严 重 眼外 

伤患者进行玻璃体视 网膜 手术 治疗 和随访观察 ，报告如下。 

作者单位：473000南 阳市眼科医院 
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(本文编辑 ：王莉 红) 

· 临 床 经 验 · 

1 资料与方法 

1．1 一般资料 本组病 例 为 2004--2008年 在本 院住 院治疗 

的开放性眼外伤患者 45例 (46眼 )，其 中男 39例 (40眼)，女 6 

例(6眼)；右眼22眼，左眼 24眼；年龄 8—63岁。术前视力无 

光感者 1例(1眼)，光感 一0．05者37例(37眼)，0．06～0．1者 7 

例(8眼)。其中眼球破裂伤 l3眼，眼球穿通伤 8眼，眼内异物 

25眼；非磁性异物9眼，磁性异物 l6眼。术前合并外伤性 白内 

障27眼，晶状体脱人玻璃体腔4眼，晶状体脱失 3眼，视网膜脱 


