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1. Structure and mechanism of enzymes. 

 

2. Visualizing rhodopsin mimics at atomic resolution. 

 

3. Engineering domain swapped dimers and the 

creation of new allosteric proteins. 

 Structural Biology Using X-Ray Crystallography 
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 Bioorganic Chemistry 
• Design protein mimics 

 

 
 Synthetic Chemistry 
• Develop new reactions 

 

 
 Organic Spectroscopy 
• Develop host/guest 

systems for absolute 

stereochemical 

determination of chiral 

compounds 
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研究背景 

 荧光蛋白优化目标：高的光稳定性、长波长发射、高荧
光量子产率(QY)、高摩尔消光系数(ε)和大斯托克斯位移
(≥100 nm)。 

优点： 
减少自吸收和内滤效应产生的干扰,                                        
有利于单激发多色成像实验的进行。 

Adv Colloid Interface Sci, 2020, 285, 102286 



研究背景 

成功关键是在酚羟基附近放置氢
键受体以促进ESPT 



设计策略 

如果弱酸或弱碱在光激发下表现出其酸性（pKa
*< pKa ）或碱性（ pKa

*>pKa ）
的增加，那么就称之为光酸或光碱。 

SS > 250 nm 

碱性增加 

亚胺 亚
胺
鎓
离
子 



荧光染料初选 

如何实现荧光蛋白的选择性？ 

1. 形成的亚胺系统在质子溶剂中表现出弱的ESPT。 

2. 加速蛋白质/荧光团相对于非特异性亚胺形成的动力学。 

3. 控制目标蛋白结合口袋中所得亚胺的 pKa 。 



蛋白质突变体筛选 

对hCRBPII蛋白质突变体的要求： 

1. 含有活性位点赖氨酸残基，与荧光染料结合形成亚胺。 

2. 含有为ESPT过程提供质子的氨基酸残基，且位置妥当，既可以避免亚胺在基态

被质子化，又可以促进蛋白腔中高水平ESPT的发生。 

• 小的、具有高表达率和出色结构弹性的胞质蛋白。 

• 该蛋白质众多突变体的结构稳定。 

人类细胞视黄醇结合蛋白 II（hCRBPII） 



蛋白质突变体筛选 

将距离亚胺氮原子
10埃内的残基突变
为谷氨酸获得的可
溶性突变蛋白 

引入谷氨酸残基作为质子供体。 

谷氨酸（E） 



蛋白质突变体筛选 

谷氨酸（E） 亮氨酸（L） 

280 nm处的吸收可能属于 hCRBPII中的Trp残基 

正电荷沿π体系的共轭减少 



蛋白质突变体筛选 

M3有着相对较高的荧光量子产率和ΦESPT，但无法得到适合结构分析的衍射良好
的晶体。 



晶体结构分析 

TD-1V/M11 

Glu40 羧酸盐氧原子距
离亚胺氮原子约 5 埃 

Glu40 作为水分子的氢
键供体参与其中 



其他可电离残基的评估 

半胱氨酸 
苏氨酸 
组氨酸 
赖氨酸 

精氨酸 
谷氨酰胺 
酪氨酸 



荧光染料扩展 

203 nm 



用于活细胞成像的荧光团选择 



活细胞成像 



活细胞成像 



总结 

合理设计并成功得到了基于光碱的LSSFR-1V/M3复合物 

FR-1V/M3的斯托克斯位移大于200 nm，荧光量子产率高达70% 

FR-1V/M3具有快速标记动力学、高亮度和染色特异性 


