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■背景资料
过去 ,  研究者们
因 不 能 实 时 动
态、非侵袭性、
直观肿瘤的进展, 
只能从静态结构
上来探讨肿瘤的
特性 ,  进而使肿
瘤的研究受到许
多限制 .  荧光蛋
白的广泛应用后, 
以前在体内不能
观察到的现在可
以 清 楚 地 看 到 , 
革新了肿瘤的基
础研究.
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Abstract
Fluorescent proteins have been applied in 
multiple tumor research fields, including tumor 
cell growth, invasion, metastasis, angiogenesis, 
the interaction between tumor cells and host 
cells, and antitumor drugs. Fluorescent imaging 
has enabled what was formerly invisible to be 
seen clearly in vivo with fluorescent proteins. 
This article will make a brief review of the 
application of fluorescent proteins in tumor 
research. 
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摘要
荧光蛋白作为一种新型的标记技术, 广泛应
用于肿瘤学的研究中, 包括肿瘤的生长、侵
袭、转移、血管生成、肿瘤与宿主之间的
关系、抗肿瘤药物等等. 荧光蛋白结合荧光
成像技术, 使以前在体内不能观察到的现在
可以清楚地看到, 将肿瘤在体内的研究引领
到一个新的领域. 本文将对该方面进行综述. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 荧光蛋白广泛应用于监测肿瘤的进

展及血管生成、发现肿瘤的微小转移灶及融合

细胞和被诱导恶变的宿主细胞、探讨肿瘤与宿

主之间的关系、抗肿瘤药物的研发、术中荧光

导航等方面, 具有非侵袭性、方便、直观、实

时动态观察肿瘤进展等优点.
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■研发前沿
近几年来 ,  荧光
蛋白有效地应用
肿瘤于放化疗疗
效的评估, 耐药性
的检测, 肿瘤新药
物的研发及术中
荧光导航等. 未来
研发一种特异性
标记肿瘤细胞的
荧光蛋白, 将其广
泛应用于临床工
作中是我们亟待
解决的问题.

0  引言

1962年Shimomura等[1]首次从水母中分离出绿

色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP), 后
来, 一些研究者深入研究GFP的工作原理, 并
在此基础上对GFP进行化学改造, 不但大大增

强了他的发光率, 还研究出了红色荧光蛋白

(red fluorescent protein, RFP)、蓝色荧光蛋白

(cyan fluorescent protein, CFP)、黄色荧光蛋白

(yellow fluorescent protein, YFP)等. 近年来, 人
们试图将这些荧光蛋白用来标记体内不可直

观的基因或细胞, 就好像对基因或细胞装上了

“摄像头”, 并结合荧光成像技术, 使原本不

可见的部分在荧光显微镜下清晰可见. 在上个

世纪90年代, 美国Hoffman实验室, 通过采用荧

光蛋白标记技术结合荧光成像技术, 在动物活

体内探讨了肿瘤的进展和转移, 从而揭开了肿

瘤研究的“荧光蛋白时代”的序幕[2,3]. 此后, 
荧光蛋白被广泛应用于生物医学研究领域, 为
肿瘤的研究带来了许多革命性的突破[4,5]. GFP
的发现者及改造者因此而获得了2008年的诺

贝尔化学奖. 
目前常用的荧光标记方法有: 荧光蛋白

(fluorescent proteins), 有机小分子染料(organic 
dyes)、荧光半导体量子点(quantum dots). 有机

小分子荧光染料标记的细胞会随着时间的推移

和细胞的增殖而脱色, 只能短时间标记细胞[6]; 
荧光半导体量子点对细胞产生毒性, 而且荧光

成像的灵敏度低[7], 所以有机小分子染料和荧

光半导体量子点在标记活细胞时存在一些局

限性. 而荧光蛋白标记活细胞具有如下独特的

优点[8-10]: (1)只标记活细胞, 若标记的细胞死亡

后, 细胞内的荧光蛋白很快扩散并降解, 因此

在标记细胞时不会产生假阳性; (2)对细胞不产

生毒性, 不影响细胞的生物学特性; (3)敏感性

高, 在活体内能够稳定持续表达, 适合用来实

时非侵袭性成像; (4)荧光成像时无需底物, 可
直接在荧光显微镜下检测到. 

1  常见的荧光蛋白及基本特性

GFP是一种能发出绿色荧光的特殊蛋白, 他
是由238个氨基酸构成的27 kDa单体蛋白, 含
有由环化三肤构成的生色基团, 生色基团性

状稳定, 其在原核及真核细胞中均能表达, 并
且不影响细胞的正常生长. GFP在激发光为

470 nm, 发射光为508 nm无需底物参与, 即可

在荧光显微镜下发出绿色荧光[11]. 1999年Matz
等[12]从珊瑚虫中分离出最早的RFP DsRed, 各
种优化的RFP突变体不断涌现, 如: mCherry、
rsTagRFP、mKate2、mApple等. DsRed的最

大吸收波长为558 nm, 发射波长为583 nm, 与
GFP相比, RFP的发射波长更长, 灵敏度比GFP
高, 聚光度较好, 适合深部组织的荧光成像, 为
GFP提供了一个很好的互补工具, 拓展了肿瘤

的研究的视野[13,14].

2 荧光蛋白在肿瘤研究中的应用

2.1 建立肿瘤荧光动物模型 目前在荧光蛋白介

导下已建立了乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、

胶质瘤等多种肿瘤的荧光动物模型[15-18]. 肿瘤

荧光模型在活体荧光成像仪下, 不仅能够实时

动态非侵袭性观察肿瘤的生长、侵袭、转移, 
还为筛选理想的抗肿瘤药物提供了方便快捷的

平台. 而在传统的无荧光模型中, 只能将动物处

死解剖后才能看到肿瘤在体内进展情况[19]. 我
们所在的课题组也将稳定高表达RFP的人肝癌

细胞株HepG2-RFP接种于全身表达增强型绿

色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, 
EGFP)的裸小鼠肝右叶, 成功建立了一个双色

荧光示踪的人肝癌原位移植瘤模型, 分别在接

种后第3、5、7周进行实时活体成像, 观察到

了早期肉眼无法看到的肿瘤团块及微小转移

灶, 同时红色肿瘤团块随着移植时间的延长而

增大、增多, 并从肝区向肝外组织迁移.  
2.2 肿瘤亚细胞动力学改变 在GFP发现以前, 
因传统的荧光分子对细胞产生毒性大, 所以通

常人们仅能够研究死亡肿瘤细胞的静态结构. 
而荧光蛋白对细胞的毒性非常弱, 适于标记活

细胞, 因此观察肿瘤亚细胞的动力学的改变成

为了可能. Hoffman等[20]将GFP标记肿瘤细胞

核, RFP标记肿瘤细胞质, 高分辨率荧光显像

可在活体内非侵袭性实时动态看到肿瘤细胞

核质在整个细胞周期中极力拉长, 试图通过

“瘦身”改变进入毛细血管和新生的肿瘤血

管中. Yamamoto等[21]在双色标记肿瘤细胞的

基础上, 进一步观察了细胞的整个凋亡过程: 
首先是胞浆和核畸形改变, 然后是核膜破裂, 
最后发展为核碎裂, 染色质被挤出, 肿瘤细胞

即凋亡. 也可通过观察肿瘤亚细胞的动力学改

变, 来明确抗肿瘤药物对肿瘤细胞起作用的部

位, Yang等[22]将双色标记的肿瘤细胞(GFP标

■相关报道
美 国 H o f f m a n
实 验 室 将 表 达
绿 色 荧 光 蛋 白
(green fluorescent 
protein, GFP)的
人结肠癌细胞首
先 接 种 于 表 达
红 色 荧 光 蛋 白
(red fluorescent 
protein, RFP)的
裸鼠皮下 ,  2 wk
后 ,  取出肿瘤组
织接种于表达蓝
色荧光蛋白(cyan 
fluorescent protein, 
CFP)的裸鼠皮下. 
再2 wk后, 观察到
肿瘤组织是由表
达GFP、RFP、
CFP的3种颜色细
胞组成 ,  即宿主
本身也参与了肿
瘤组织的 “重构
体”组成.
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记肿瘤细胞核, RFP标记肿瘤细胞质)接种于

GFP转基因鼠, 建立了一种三色荧光蛋白的肿

瘤模型, 观察到多柔比星在抗肿瘤的过程中主

要作用于肿瘤细胞的细胞核, 而对细胞质几乎

不起作用. 
2.3 肿瘤与宿主之间的相互关系 肿瘤的发生

发展离不开宿主提供的微环境[23]. 如果我们将

肿瘤与宿主分别标记不同颜色的荧光蛋白, 就
能够更清楚更准确的辨别肿瘤与宿主在肿瘤

进展中各自扮演着怎样的角色. Yang等[15]将表

达RFP的黑素色瘤、前列腺癌细胞等分别接

种于C57/B6-GFP转基因小鼠, 建立双色荧光

示踪的移植瘤模型, 在荧光显微镜下观察发现

黑素色瘤细胞B16F10-RFP接种于GFP转基因

小鼠3 wk后, 新鲜的红色肿瘤组织中心及周围

浸润着大量绿色宿主源性的树突状细胞及淋

巴细胞, 形成一个肿瘤局部微环境下的免疫系

统. 甚至还可以在单细胞水平上直观绿色宿主

源性巨噬细胞接触、包绕、吞噬、消化表达红

色荧光的前列腺癌细胞. 崔宝乾等[24,25]、吴金鼎

等[26]在红绿双色荧光蛋白示踪的胶质瘤模型

基础上, 分离出浸润在肿瘤组织中的绿色巨噬

细胞、树突状细胞及胶质细胞, 体外培养并研

究发现绿色的巨噬细胞、树突状细胞及胶质

细胞已发生了癌变, 具有无限增殖力和致瘤力. 
这暗示着在肿瘤进展过程中宿主的部分免疫

细胞(巨噬细胞、树突状细胞等)不再对肿瘤起

免疫监视作用, 而是在肿瘤的诱导下“哗变”

为癌变的肿瘤相关免疫细胞(tumor-associated 
immunocyte, TAIC), 甚至宿主本身的主细胞也

被肿瘤细胞改造, 成为肿瘤的增殖、侵袭及转

移的“帮凶”[27]. 
Dong等[28]在探讨胶质瘤干祖细胞在肿瘤

组织重构中如何发挥作用的实验中发现在肿

瘤组织中, 除了红、绿色细胞, 还有少量的由

红色肿瘤细胞与绿色宿主细胞融合而成的黄

色融合细胞, 进一步研究表明黄色融合细胞的

恶性程度相对于红色肿瘤细胞要高; 我们在双

色荧光肝癌组织中也发现了黄色融合细胞. 
2.4 肿瘤新生血管 在过去, 通常采用测定新生

血管密度的方法来评估肿瘤生长情况, 这种方

法组织均需要经过固定、脱水、染色等步骤, 
部分新生血管在这个过程可能会出现变形而

无法显示, 所以传统的方法不仅复杂而且不准

确. Hoffman等[29]将HT-1080-RFP纤维肉瘤移植

于ND-GFP转基因裸鼠, 直接在荧光显微镜下

就能够清晰的观察到发绿色荧光的肿瘤新生

血管. 因肿瘤和宿主分别被标记上不同颜色的

荧光蛋白, 所以可以直接鉴别肿瘤新生血管的

主要组成成分是宿主源性的细胞还是肿瘤源

性细胞. 张金石等[30]在双色荧光蛋白示踪的胶

质瘤组织中发现肿瘤新生血管的起源细胞除

了绿色宿主细胞, 还有红色肿瘤细胞和肿瘤细

胞与宿主细胞融合后的黄色融合细胞. 
Amoh等[31]将乳腺癌细胞(RFP标记细胞质, 

GFP标记细胞核)分别原位种植于免疫活性正

常和免疫活性缺陷的ND-GFP小鼠. 早期, 在荧

光显微镜下观察到免疫活性缺陷的ND-GFP裸
小鼠肿瘤组织中有许多表达GFP的新生血管, 
而免疫活性正常的ND-GFP小鼠体内却没有发

现任何新生血管, 这说明了肿瘤血管的生成与

机体免疫力也有着密切关系. 
2.5 循环肿瘤细胞及肿瘤休眠细胞 有研究[32,33]

表明, 部分肿瘤细胞脱落后在血管中运动, 我
们称这类细胞为循环肿瘤细胞(c i r c u l a t i n g 
tumour cell, CTC), 他是肿瘤向远处转移的重

要前提条件之一. 由此可见新生肿瘤血管既可

为肿瘤生长提供营养, 又为肿瘤转移提供了有

利的条件. Yamauchi等[34,35]将肿瘤细胞质标记

上GFP, 细胞核标记上RFP, 然后在荧光显微镜

下观察到肿瘤细胞在毛细血管中通过时需变

形缩小以适应血管的宽度, 肿瘤细胞在毛细管

中的平均长度是本身的平均长度的4倍, 而细

胞核是其本身平均长度的1.6倍, 肿瘤细胞在血

管中每小时迁移距离约为8.0-48.3 µm不等, 实
时双色荧光成像表明肿瘤细胞从血管迁徙出

的过程中, 细胞核和细胞质都经过了“瘦身”

改变, 细胞质先从血管中溢出, 然后细胞核跟

随其后. 
Goodison等[36]将GFP-NM2C5(NM2C5为

一个非转移性的基因)标记的人乳腺癌细胞接

种于裸鼠的乳腺后, 荧光显像发现有少量几个

肿瘤细胞转移到肺部. 切除原发肿瘤的半年内, 
通过活体成像仪实时动态观察, 转移到肺的少

量肿瘤细胞未见增殖和凋亡, 一直保持着“静

止”状态定居在肺中. 但这些细胞在体外培养

仍然具有肿瘤细胞的生物学特性, 我们将这类

称为“休眠细胞”, 他们在体内具有潜在的复

发能力. “休眠细胞”的发现及其特性的研究

解释了为什么当原发肿瘤被彻底切除后, 部分

■创新盘点
本文系统地介绍
了荧光蛋白在肿
瘤的早期诊断、
肿瘤的进展、抗
肿瘤疗效监测及
新药研发方面具
有非侵袭性、方
便、直观、准确
等突出优点 .  同
时 ,  因荧光蛋白
的应用 ,  我们更
深入的了解了融
合细胞及被诱导
恶变的宿主细胞. 
这些都有较好的
创新性.
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患者仍存在复发的风险[37,38]. 
2.6 肿瘤的转移 传统的病理方法需要将动物处

死才可以看到肿瘤的转移灶, 而将荧光蛋白标

记肿瘤细胞时, 不仅可以在活体内发现肿瘤的

转移灶, 甚至早期的单个细胞形成的微小转移

灶也能看到[39,40]. Hoffman[41,42]通过双色荧光蛋

白标记的肿瘤细胞, 在亚细胞水平上动态观察

肿瘤细胞的转移, 肿瘤细胞进入血管后, 通过

血流及自身的动力运输到远处, 核质形态发生

改变, 肿瘤细胞从血管中外渗到其他组织中, 
并定居在此处形成转移灶. 除上述循环肿瘤细

胞外, 宿主提供的微环境在肿瘤转移过程中也

扮演着重要的角色. Bouvet等[43]将RFP标记的

人结肠癌细胞HCT-116 接种于GFP转基因小鼠

脾脏后, 在肝脏组织中观察到由肿瘤细胞和脾

脏细胞形成的转移灶; 将GFP脾脏细胞和RFP
肿瘤细胞混合静注入门静脉, 同样也可以在肝

脏组织中看到脾脏细胞和肿瘤细胞形成的远

处转移灶; 而当HCT-116-RFP单独静注入门静

脉, 6 h后, 肿瘤细胞质发生了广泛的崩解, 肿瘤

细胞几乎全都死亡, 实验结果表明宿主的脾脏

细胞能够协助结肠癌肝转移. 
2.7 肿瘤的治疗 肿瘤荧光模型结合荧光活体成

像技术, 可用来研究活体内肿瘤对药物的敏感

性、耐药性及药物作用肿瘤的机制等. 同传统

的动物模型相比, 建立的荧光肿瘤荧光模型, 
有利于实验的序贯性研究, 减少了药物研发所

需的动物的数量, 加快了筛选新治疗方案的进

程[44,45]. Tanaka等[46]将表达RFP人结肠癌细胞

(HT29-RFP)接种到表达GFP裸鼠的脾脏, 活体

双光子激光扫描显微镜发现结肠癌肝转移后, 
将5-氟尿嘧啶和伊立替康两种化疗药物分别

注射于荷瘤鼠的腹腔, 实时动态观察转移到肝

脏的结肠癌细胞对两种化疗药物的反应. 其结

果表明这两种化疗药物治疗结肠癌肝转移的

疗无差异无统计学意义. 
国外学者Metildi等[47-49]已报道了将荧光蛋

白标记及显像技术引用于外科切除结肠癌、

胰腺癌等手术中, 总体提高了动物的存活时间. 
因肿瘤细胞被标记上了荧光蛋白, 肿瘤的边界

能够真实准确显示, 所以荧光介导的外科手术

能够彻底清除肿瘤, 包括小转移病灶, 从而提

高了手术的疗效. 

3  结论

荧光蛋白示踪技术已广泛用于探索肿瘤的生

长、转移、肿瘤与宿主之间的关系, 肿瘤血管

的生成, 亚细胞的动力学、抗肿瘤药物的筛选

等众多方面, 结合荧光成像技术, 肿瘤能够在

活体内进行实时、动态、非侵袭性成像, 为肿

瘤的基础研究带来了飞跃的进展, 也为今后

临床实践中早期诊断肿瘤、提高抗肿瘤的疗

效、术中成像等带来了希望. 
未来, 荧光蛋白成像也将极大可能改变传

统手术模式. 很显然, 现在临床上使用的CT和
MRI等检测肿瘤的手段, 都只是术前成像[50]. 
Kelly等[51]借助一种可以同时在腹腔内进行荧

光成像及探查的多功能内窥镜, 对荷瘤鼠模型

中的卵巢癌腹腔转移现象进行成像. 如果我们

能够将荧光蛋白成像技术与内窥镜技术相结

合, 应用于临床外科手术中, 不仅可以清楚地

分辨出肿瘤的真实边界, 还可以较早地检测出

微小转移灶, 尽可能地减小手术损伤, 提高手

术的疗效. 这将在外科手术中具有极高的应用

价值, 希望在不久的将来我们能够将荧光蛋白

标记技术应用于临床工作中.  
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本 文 内 容 新 颖 , 
展现了荧光蛋白
在肿瘤研究中的
先进进展 .  逻辑
清晰, 文笔流畅, 
可读性好.


