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基于FP的生物传感器——FRET
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基于FP的生物传感器——循环排列
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基于FP的生物传感器——双分子荧光互补(BiFC)

Chem Soc Rev (2009) 38, 2876-2886



基于FP的生物传感器——非规范氨基酸ncAAs
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遗传密码扩展技术
遗传密码扩展技术：利用不寻常的密码子（无义密码
子或四碱基密码子）实现蛋白质中非规范氨基酸 
(ncAAs) 的定点引入。

作用元件:、特异性识别不寻常密码子的tRNA 
(suppressor tRNA) 及特异性识别ncAA和相应tRNA的
氨酰 tRNA 合成酶(aminoacyl-tRNA synthetase，
aaRS) ，这些元件在蛋白质翻译过程中必须保证正交
性从而使 ncAAs 被引入到蛋白质的特定位置上。

正交性：aaRS不应识别细胞内源性tRNA和氨基酸，
并且tRNA不得与任何内源性aaRS发生作用，只能特
异性识别不寻常密码子。这种tRNA /合成酶对被称为
正交对。

Chem Biol (2009) 16(3): 323–336
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遗传密码扩展技术
正交

AutoDock Vina：成本低，快；部分合
成酶的交叉作用可能无法区分。

ROSETTA：当所有估计的界面能一起
分析时，无明显的阈值来区分有利、不
利的相互作用。

MD-MM：计算量大，成本高，不适合
大批量筛选。

MM：相较于MD-MM成本低、精确度
高。

Sci Rep (2015), 5:12632



Introduction

MjaYRS-aY



Design——大肠杆菌中aY的遗传编码

MjTyrRS突变体（3-碘酪氨酸）

MjaYRSMjaYRS

sfGFP(残基66位酪氨酸
突变为琥珀密码子)

+琥珀抑制tRNA

aY-sfGFP
荧光增强、高产率的
全长蛋白、高特异性

+aY

AutoDock 筛选

截断蛋白
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Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移



Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移
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Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移



Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移

aY修饰的G-GECO1（Ca 2+传感器） aY修饰的ZnGreen1（Zn 2+传感器）



Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移

aY修饰的iGluSnFR（谷氨酸传感器） aY修饰iGABASnFR（a，b，GABA传感器）和
dLight1.2（c，d，多巴胺传感器）



Results——aY引起的FPs和基于FP生物传感器的红移

aY修饰的SoNar（NAD+ / NADH传感器） aY修饰的iNap1（NADPH传感器）



Results——MIN6胰腺β细胞代谢动力学的延时成像
Ca2+ ATP

NAD+/ NADH

NADPH

Ca2+、ATP⬆ 、NAD+/ NADH⬆ 后⬇

NADPH先⬇ 后⬆



Results——MIN6胰腺β细胞代谢动力学的延时成像

Cyto-SoNar、Mito-aY-SoNar

NAD+/ NADH 
立即⬇

NADPH
先⬇ 后⬆

胞质NAD+/ NADH 
的减少存在延迟，平
均延迟时间3.3Min



THANKS!


