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摘 要：细胞功能的精确调控依赖于高度复杂的信号网络系统，中心碳代谢作为细胞代谢的核心枢纽，通过将营养

物质转化为生物质和能量前体，维持着生命活动的基本需求。然而，传统生化分析方法难以获取活体系统中代谢

物的时空动态信息。基因编码荧光生物传感器的出现突破了这一技术瓶颈，其能够在活细胞及活体水平实现代谢

物的快速、灵敏、特异性和实时检测，为代谢调控研究提供了革命性工具。本综述系统总结了近五年来基因编码荧

光生物传感器在中心碳代谢研究中的最新进展，重点阐述了我们团队在代谢物动态监测技术方面的创新性突破，

包括谷氨酰胺代谢、能量状态和脂质代谢监测系统的开发与应用。
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Abstract：The precise regulation of cellular functions relies on a highly complex signaling network system， with 
central carbon metabolism serving as the core hub of cellular metabolism.  Central carbon metabolism maintains 
the fundamental requirements for life activities by converting nutrients into biomass and energy precursors.  
However， traditional biochemical analysis methods face challenges in obtaining spatiotemporal dynamic informa⁃
tion of metabolites in living systems.  The advent of gene-encoded fluorescent biosensors has overcome this 
technical bottleneck， enabling rapid， sensitive， specific， and real-time detection of metabolites at both the cellu⁃
lar and in vivo levels.  This breakthrough provides revolutionary tools for metabolic regulation research.  This re⁃
view systematically summarizes the latest advances in gene-encoded fluorescent biosensors in central carbon me⁃
tabolism research over the past five years， with a focus on the innovative breakthroughs made by our team in the 
development and application of dynamic monitoring systems for metabolites， including systems for monitoring 
glutamine metabolism， energy status， and lipid metabolism.
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0　引言

中心碳代谢（Central Carbon Metabolism， CCM）

作为细胞代谢调控的核心网络，通过糖酵解（Gly⁃
colysis）、磷酸戊糖途径（Pentose Phosphate Pathway，
PPP）和三羧酸循环（TCA cycle）三大代谢通路的协

同作用，在细胞生命活动中发挥着双重关键作用［1］

（图 1）。首先，CCM 通过分解代谢产生 ATP 和还原

当量（NADH/FADH2）满足细胞的能量需求；更重

要的是，它为核酸、蛋白质和脂质等生物大分子的合

成提供了必需的前体物质［2］。这一精密的代谢调控

系统通过动态平衡关键代谢物的浓度，直接决定了

细胞的命运抉择和能量稳态［3］。

糖酵解途径作为葡萄糖分解代谢的核心通路，

通过一系列酶促反应将葡萄糖转化为丙酮酸（图 1）。
该代谢过程起始于葡萄糖的磷酸化生成葡萄糖-6-
磷酸（G6P），随后经过多步反应生成关键的甘油醛

-3-磷酸中间体，最终形成代谢枢纽分子丙酮酸［4］。

值得注意的是，丙酮酸的代谢去向具有组织异质性，

在含氧充足的生理环境下，丙酮酸通过线粒体丙酮

酸转运体进入三羧酸循环进行完全氧化；而在缺氧

条件下，则经乳酸脱氢酶（LDH）催化还原为乳酸［5］。

特别需要强调的是，鸟苷三磷酸/鸟苷二磷酸（GTP/
GDP）动态比率作为细胞能量状态的核心生物传感

器，通过变构调节糖酵解限速酶，如磷酸果糖激酶-1
（PFK-1）的活性，实现对糖酵解通量的精确调控［6］。

作为葡萄糖代谢的重要分支途径，磷酸戊糖途径主

要产生 5-磷酸核糖和 NADPH。5-磷酸核糖不仅是

核酸（DNA/RNA）合成的必需前体，也是腺苷三磷

酸（ATP）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD⁺）、黄素腺

嘌呤二核苷酸（FAD）和辅酶 A（CoA）等辅因子的

基本结构单元，为细胞增殖及能量代谢提供原料［7］。

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）则具

有多重生理功能：一方面作为还原力参与脂肪酸、

胆固醇等生物合成的还原反应，另一方面通过维持

谷胱甘肽（GSH/GSSG）、硫氧还蛋白等抗氧化系

统的还原状态，保护细胞免受氧化损伤。此外，

NADPH 还支持解毒反应和免疫防御功能［8］。该途

径的代谢通量能动态响应细胞的生物合成需求与

氧化应激水平，其调控异常与肿瘤代谢重编程、糖

尿病并发症及神经退行性疾病等多种病理过程密

切相关［9］。

图 1　中心碳代谢网络

Figure 1　Central carbon metabolic network
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三羧酸循环（TCA 循环）是中心碳代谢的核心

枢纽，在能量代谢和生物合成中发挥双重作用。该

循环通过氧化乙酰辅酶 A（主要来源于葡萄糖、脂肪

酸和氨基酸的分解代谢）生成还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸（NADH），还原型黄素腺嘌呤二核苷酸

（FADH2）和 GTP，为氧化磷酸化提供还原当量

（图 1）。同时，TCA 循环中间产物是多种生物合成

途径的重要前体：柠檬酸可转运至胞质裂解为乙酰

辅酶 A 用于脂肪酸合成；α-酮戊二酸（α-KG）不仅是

谷氨酰胺代谢的枢纽产物，还是 α-KG 依赖性双加

氧酶的必需辅因子，参与低氧感应和表观遗传调

控［10］；琥珀酸通过稳定缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）
和激活 G 蛋白偶联受体 91（GPR91）受体参与炎症

反 应［11］；苹 果 酸 则 可 通 过 苹 果 酸 酶 反 应 生 成

NADPH，维持细胞的还原力平衡。值得注意的是，

谷氨酰胺代谢通过生成 α-酮戊二酸补充 TCA 循环

（回补反应），在快速增殖的肿瘤细胞中尤为活跃，表

现为“谷氨酰胺成瘾”现象［12］。TCA 循环关键酶的

突变会导致代谢异常：异柠檬酸脱氢酶（IDH）突变

致 2-羟基戊二酸累积［13］，竞争性抑制 α-KG 依赖性

酶；延胡索酸水合酶（FH）缺陷引起延胡索酸蓄

积［14］，两者均可通过干扰表观遗传调控促进肿瘤发

生。这些发现凸显了 TCA 循环在细胞代谢调控和

疾病发生中的核心地位。

近年来，随着代谢组学技术和活细胞成像技术

的快速发展，特别是高时空分辨率代谢监测技术的

突破性进展，我们对 CCM 复杂调控机制的认识正

在经历革命性的转变［15］。这一认知的深化不仅为

基础生物学研究提供了新的视角，更为代谢性疾病

的 精 准 诊 断 和 靶 向 治 疗 带 来 了 前 所 未 有 的 机

遇［16］。在这一背景下，开发具有高时空分辨率的

代谢监测技术，尤其是基因编码荧光生物传感器技

术（Genetically Encoded Fluorescent Biosensors），对
解析中心碳代谢的动态调控网络具有不可替代的

重要意义［17］。基因编码荧光生物传感器作为一种

革命性的分子工具，通过将荧光蛋白与特异性代谢

物结合域巧妙融合，实现了对活细胞内代谢活动的

实时、动态、无创监测［18］。与传统代谢检测方法相

比，这类生物传感器具有以下突出优势：（1）亚细胞

器特异性的靶向能力，可实现对线粒体、内质网等

特定区室内代谢变化的精确监测［19］；（2）毫秒级的

时间分辨率，能够捕捉代谢信号的瞬时波动［20］；

（3）非破坏性的检测方式，支持长时间动态观察［21］。

这些特性使其成为研究代谢网络时空动态的理想

工具。

本综述系统梳理了荧光生物传感器在中心碳代

谢研究中的最新进展。首先，从分子识别机制和信

号转导原理两个维度深入解析了传感器的设计策

略。其次，基于近五年的研究突破，我们全面梳理了

四大类关键代谢监测传感器的研究进展：（1）糖酵解

途径关键中间体实时监测传感器；（2）三羧酸循环

代谢物动态追踪传感器；（3）吡啶核苷酸代谢平衡传

感器；（4）细胞能量状态指示传感器。最后，重点展

示了本团队在超高灵敏度中心碳代谢生物传感器研

发中的创新性突破，包括新型分子识别元件的设计

及其在活细胞动态监测中的应用。

1　基因编码荧光生物传感器的分类与结构

特征

基因编码荧光生物传感器作为新一代分子传感

工具，通过精巧的分子设计将特异性感知结构域与

荧光报告模块有机结合，构建出高效的生物分子检

测系统［22］。这类生物传感器的核心工作机制依赖

于感知结构域对目标生理信号（包括但不限于代谢

物浓度［21，23-27］、pH 动态［28-29］及膜电位变化［30］）的特异

性识别，进而诱导蛋白质构象重排，最终通过荧光共

振能量转移（fluorescence resonance energy transfer，
FRET）或荧光强度调制等机制转化为可定量检测

的光学信号输出［31］。相较于传统化学荧光生物传

感器（如 Ca²⁺指示剂 Fluo-3［32］），基因编码生物传感

器具有革命性的突破，其完全由遗传密码决定，无需

外源化学处理即可通过分子内自催化环化形成功能

性荧光团［33］。这一独特性质赋予了其在活细胞研究

中的四大核心优势：（1）卓越的生物相容性，最大程

度降低对细胞正常生理的干扰；（2）精准的亚细胞定

位能力，通过添加靶向序列实现特定细胞器微环境

的原位监测；（3）稳定的遗传持续性，确保长期实验

中的生物传感器表达一致性；（4）超高的时空分辨

率，支持毫秒级动态追踪和亚微米级空间解析。正

是这些突破性特征，使基因编码荧光生物传感器成

为揭示中心碳代谢网络动态调控机制不可替代的研

究工具，为细胞代谢研究提供了前所未有的时空解

析维度。

基因编码荧光生物传感器根据其工作原理和结

构特征主要可分为三大类：基于循环重排荧光蛋白

（circularly permuted fluorescent protein，cpFP）的

cpFP 生物传感器、基于荧光共振能量转移（FRET）

的 FRET 生物传感器，以及基于荧光寿命成像（fluo⁃
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rescence lifetime imaging microscopy，FLIM）的 FRET-
FLIM 生物传感器（图 2）。这三类生物传感器在结

构设计和应用特性上各具特色，为细胞代谢研究提

供了多元化的技术选择（表 1）。

1. 1　cpFP生物传感器的结构与特性

cpFP 生物传感器通过基因工程技术对荧光蛋

白进行 N 端和 C 端的重新排列，使荧光团对局部微

环境变化（如 pH 波动、离子浓度梯度或配体结合）

具有更高的敏感性［34］。从结构上看，这类生物传感

器通常采用单荧光蛋白架构，通过将荧光蛋白在 β-
桶状结构的 loop 区域进行切割并重新连接，暴露出

对微环境敏感的荧光发色团［35］（图 2a）。这种设计

使其具有分子量小（约 25~30 kDa）的结构优势，最

大程度降低了对宿主蛋白功能的干扰［36］。在性能

方面，cpFP 生物传感器展现出显著的响应幅度（最

高可达 500%），配合其优异的光学信噪比，特别适

用于低丰度代谢物的高灵敏度检测［28］。然而，这类

生物传感器也存在明显局限：其荧光信号易受细胞

内 pH 和氧化还原状态的影响，可能导致假阳性结

果；此外，相对较低的光稳定性限制了其在长时间活

细胞成像中的应用［37］。

1. 2　FRET生物传感器的结构原理

FRET 生物传感器采用双荧光蛋白系统，基于

供体荧光团与受体荧光团之间的非辐射能量转移机

制工作［38］。其典型结构包含：特异性结合靶分子的

传感结构域、供体荧光蛋白（如 CFP）和受体荧光蛋

白（如 YFP），三者通过柔性 linker 连接形成功能单

元［39］（图 2b）。当靶分子结合引起传感结构域构象

变化时，供受体间的距离（1~10 nm）和相对取向发

生改变，导致 FRET 效率变化，表现为供体荧光淬

灭和受体荧光增强的双重信号［40］。这种设计赋予

FRET 生物传感器出色的稳定性，使其对细胞内环

境波动具有较强的抗干扰能力，特别适合长时间动

态监测。但值得注意的是，较大的分子量（通常>
54 kDa）可能影响目标蛋白的正常功能，且受限于能

量转移效率，其信号动态范围通常仅为 10%~150%，

在复杂组织中的成像应用面临挑战［40］。

1. 3　FRET-FLIM 生物传感器的技术革新

FRET-FLIM 生物传感器代表了新一代的检测

技术，其创新性地将 FRET 原理与荧光寿命检测相

结合［41］（图 2c）。这类生物传感器在结构上虽然保

留了 FRET 生物传感器的基本架构，但通过检测供

图 2　基因编码荧光生物传感器的技术分类与结构特征

Figure 2　Technical classification and structural characteristics of genetically encoded fluorescent biosensors

表 1　基因编码荧光生物传感器的特性比较

Table 1　Characteristic comparison of genetically encoded fluorescent biosensors

生物传感器类型

cpFP 生物传感器

FRET 生物传感器

FRET-FLIM 生物传感器

结构特征

单荧光蛋白重构

双荧光蛋白系统

FRET+寿命检测

分子量

约 25~30 kDa
>54 kDa
>54 kDa

动态范围

可达 500%
10%~150%
依赖系统

优势

响应快、信号强

稳定性高

定量准确

局限性

易受环境干扰

分子量大、信噪比低

设备复杂、速度慢
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体荧光寿命（通常 1~4 ns）的变化来定量 FRET 效

率，而非传统的荧光强度比值［42］。这种检测方式具

有三大独特优势：（1）荧光寿命作为荧光团的固有物

理参数，不受生物传感器浓度分布、激发光强度波动

和光漂白效应的影响，数据可靠性显著提高；（2）仅
需监测供体荧光寿命变化，简化了生物传感器设计

并避免了受体荧光团特性的干扰；（3）可实现代谢物

浓度的绝对定量，在活细胞微环境研究中具有不可

替代的价值。然而，该技术需要配备时间相关单光

子计数（TCSPC）等精密光学系统，设备成本较高；

且受限于信号采集速度（通常秒级时间分辨率），目

前尚难以捕捉神经元电活动等毫秒级生理过程［43］。

综上所述，基因编码荧光生物传感器在活细胞

代谢动态监测方面具有不可替代的价值。这类生物

传感器作为完全由基因编码的蛋白质分子，其核心

优势在于：通过简单的 DNA 转染即可实现生物传

感器高效表达，避免了传统方法中复杂的样品前处

理过程；其次，利用组织特异性启动子可实现生物传

感器的细胞类型特异性表达；最重要的是，这类生物

传感器能够实现亚细胞器分辨率（~200 nm）和毫秒

级时间分辨率的实时监测，这是传统色谱技术无法

企及的。这些特性使基因编码荧光生物传感器成为

研究中心碳代谢网络时空动态调控的理想工具，特

别是在解析代谢异常相关疾病机制方面展现出巨大

潜力。目前，已开发出多种用于检测中心碳代谢的

基因编码代谢物传感器。本综述将它们分为四类：

糖酵解相关传感器、三羧酸循环相关传感器、吡啶核

苷酸代谢相关传感器和能量相关传感器，详细介绍

近 5 年中心碳代谢相关生物传感器的发展、优势、劣

势和应用。

2　基因编码荧光生物传感器在中心碳代谢

实时监测中的应用

基因编码荧光生物传感器技术的发展为实时、

动态监测中心碳代谢网络提供了革命性工具。这些

生物传感器不仅能够实现亚细胞水平的高时空分辨

率成像，还能在活细胞中无创地追踪代谢物的动态

变化，为研究细胞能量代谢调控机制开辟了新途径。

根据代谢通路和检测靶点的不同，重点介绍近五年

开发的核心碳代谢关键生物传感器（表 2）。

表 2　中心碳代谢相关生物传感器

Table 2　Biosensors related to central carbon metabolism

分类

糖酵解

传感器

iGlucoSnFR
Red Glifons300

Red Glifons3000
qmTQ2-glucose

Pyronic
PyronicSF

GreenPy1Highest
GreenPy1High
GreenPy1Low

GreenPy1Lowest
ApplePy1Highest

ApplePy1High
ApplePy1Low

ApplePy1Lowest
iLACCO1

iLACCO1. 1
iLACCO1. 2
R-iLACCO1

R-iLACCO1. 1
R-iLACCO1. 2

GEM-IL3. 0

检测靶点

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

丙酮酸

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸

响应

（~% & ~ns）
232
430
330

0. 5 ns
120
250

1 960
4 430
4 100
4 820
2 160
2 740
2 760
3 200
2 970
1 520
2 840
2 000
2 200
1 500
220

Kd or KR

（~µmol/L）
7 700
320

3 000
13. 8
195
480
35

200
370

2 730
74

240
470

1 630
360

4 600
17
74

230
350
661

检测方式

cpGFP
mApple
mApple
FLIM
FRET
cpGFP
cpGFP
cpGFP
cpGFP
cpGFP

cpmApple
cpmApple
cpmApple
cpmApple

cpGFP
cpGFP
cpGFP

cpmApple
cpmApple
cpmApple

FRET

文献

［44］
［45］
［45］
［46］
［47］
［48］
［49］
［49］
［49］
［49］
［49］
［49］
［49］
［49］
［50］
［50］
［50］
［51］
［51］
［51］
［52］
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续表 2　中心碳代谢相关生物传感器

Continued Table 2　Biosensors related to central carbon metabolism

分类

糖酵解

三羧酸循环

吡啶核苷酸代谢

能量代谢

传感器

CanlonicSF
FiLa

FiLa-H
LiLac

Lapronic
Malon

DcuS-cpGFP
Citron1
Citroff1

Citroff1 S244A
Citroff1 R250A

Citroff1 S244A Y199F
qmTQ2-citrate

PancACe
Malibu

LACSer

LACSerHR
GlutaR

GlutaR-M
iGluSnFR3. v82

iGluSnFR3. v857
Peredox-mCherry

FiNad
NAPstar1
NAPstar2
NAPstar3
NAPstar6
NAPstar7

NAPstar3b
NAPstar4. 3

OAS1. 0
iATPSnFR2. A95A. A119L.

HaloTag-JFX650
iATPSnFR2. A95K. HaloTag-

JFX650
iATPSnFR2. S29W. A95K.

HaloTag-JFX650
qmTQ2-ATP

qMaLioffG
GRISerHR

HIPSer

检测靶点

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸

乳酸/丙酮酸

苹果酸

苹果酸

柠檬酸

柠檬酸

柠檬酸

柠檬酸

柠檬酸

柠檬酸

乙酰辅酶 A
丙二酰辅酶 A

长链脂肪酰辅酶 A

长链脂肪酰辅酶 A
谷氨酰胺

谷氨酰胺

谷氨酸

谷氨酸

NADH
NAD+

NADPH/NADP
NADPH/NADP
NADPH/NADP
NADPH/NADP
NADPH/NADP
NADPH/NADP
NADPH/NADP

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP
ATP

GTP/GDP
IP6

响应

（~% & ~ns）
290

1 500
2 600
-1. 2 ns

120
1 000
180
900

1 900
2 000
1 700
1 100
0. 8ns
200
198

C14：0： -50%
C16：0： -60%
C18：1： -60%

292
1 000
800

1 310
5 400
220
800
150
150
150
150
150
150
150
-90%

1 200

1 000

1 400

-1. 1 ns
-1. 1 ns

600
400

Kd or KR

（~µmol/L）
293
130
20

2 660
0. 2

2 200
35

1 100
5

35
153
965

4 600
274
360

C14：0： 0. 657
C16：0： 0. 322
C18：1： 0. 45

0. 104
407

2 100
32

196
1. 2

Up to AXP
0. 000 6
0. 007 2
0. 028 4
0. 077 4
0. 045 7
0. 018 2
0. 284 2

1 200

530

16

4

1 300
2 200
0. 07
3. 4

检测方式

cpGFP
cpYFP
cpYFP
FLIM
FRET
cpGFP
cpGFP

GFP
GFP
GFP
GFP
GFP

FLIM
cpGFP

cpEGFP

cpYFP

cpYFP
cpYFP
cpYFP

cpVenus
cpVenus
FRET
cpYFP
FRET
FRET
FRET
FRET
FRET
FRET
FRET

cpVenus

cpSFGFP

cpSFGFP

cpSFGFP

FLIM
FLIM
cpYFP

cpEGFP

文献

［53］
［54］
［54］
［55］
［56］
［57］
［57］
［58］
［58］
［58］
［58］
［58］
［46］
［59］
［60］

［61］

［62］
［63］
［63］
［64］
［64］
［65］
［66］
［67］
［67］
［67］
［67］
［67］
［67］
［67］
［68］

［69］

［69］

［69］

［46］
［70］
［71］
［72］
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2. 1　糖酵解相关荧光生物传感器

糖酵解作为细胞能量代谢的核心途径，其代谢

物动态变化直接反映了细胞的能量状态。新一代糖

酵解生物传感器通过基因编码设计，实现了对葡萄

糖、丙酮酸和乳酸等关键代谢物的精准监测。其中，

iGlucoSnFR 生物传感器［44］以其 232% 的高响应幅度

和 7 700 μmol/L的 Kd值，成为研究葡萄糖动态变化的

利器；而 Red Glifons系列生物传感器［45］则利用 mApple
荧光蛋白的红移特性，为多色成像实验提供了理想选

择。在丙酮酸检测方面，GreenPy1系列生物传感器［49］

通过不同亲和力变体（Kd=35~2 730 μmol/L）的设

计，满足了从基础研究到病理模型等不同应用场景

的需求。FiLa 系列生物传感器［54］，实现活体实时监

测乳酸变化，并证实线粒体中含有乳酸。特别值得

一提的是，Lapronic 生物传感器［56］创新性地实现了

乳酸/丙酮酸双底物检测（Kd=0. 2 μmol/L），为研究

两者代谢平衡提供了独特工具。

2. 2　三羧酸循环相关荧光生物传感器

三羧酸循环是细胞能量代谢的中枢，其代谢中

间物的动态变化蕴含着丰富的调控信息。最新开

发的 TCA 循环生物传感器通过精巧的蛋白质工程

设计，实现了对多种关键代谢物的特异性检测。

DcuS-cpGFP 生物传感器［57］（Kd=35 μmol/L）以其

快速的响应特性（180%），为研究苹果酸的瞬时变化

提供了可能。在柠檬酸检测方面，Citroff1 系列生物

传感器［58］通过定点突变策略，实现了从 5 μmol/L 到

965 μmol/L 的宽范围 Kd 调节，可适应不同细胞类

型的检测需求。特别值得注意的是，LACSerHR 生

物传感器［62］对长链脂肪酰辅酶 A 的检测灵敏度达

到惊人的 0. 104 μmol/L，为研究脂代谢与 TCA 循

环的交互作用提供了关键工具。

2. 3　吡啶核苷酸代谢相关荧光生物传感器

细胞氧化还原状态的精确调控对维持生命活动

至关重要。新一代吡啶核苷酸生物传感器 Peredox-
mCherry［65］（Kd=1. 2 μmol/L）利用 FRET机制，可灵

敏反映 NADH/NAD+比值的变化。而 NAPstar系列

生物传感器［67］更是将检测灵敏度推向新高度，其中

NAPstar1 对 NADPH 的 Kd 值低至 0. 000 6 μmol/L，

为研究氧化应激等生理过程提供了前所未有的分辨

率。这些生物传感器的开发使研究者能够实时观测

细胞在代谢应激、氧化损伤等条件下的动态响应。

2. 4　能量代谢相关荧光生物传感器

ATP 等能量分子的实时监测是理解细胞能量

代谢调控的关键。最新开发的能量代谢生物传感器

通过多种技术路线的创新，实现了对高能分子的精

准追踪。 iATPSnFR2. S29W. A95K 生物传感器［69］

（Kd=4 μmol/L）以其高亲和力特性，可检测微摩尔

级的 ATP 浓度变化。而 qmTQ2-ATP 生物传感

器［46］采用 FLIM 检测模式，有效避免了传统荧光强

度检测中的信号干扰问题。在 GTP 检测方面，

GRISerHR 生物传感器［71］（Kd=0. 07 μmol/L）的高

灵敏度设计使其成为研究小 G 蛋白信号转导的理

想工具。HIPSer 生物传感器［72］（Kd=3. 4 μmol/L）
则填补了 IP6 检测的技术空白，为研究磷酸肌醇代

谢提供了新手段。

这些生物传感器通过 cpFP、FRET、FLIM 等不

同检测机制的巧妙组合，构建了一个完整的代谢监

测工具包。从基础机制研究到疾病模型分析，从单

细胞成像到组织水平观测，这些工具正在推动代谢

研究进入一个全新的时代。随着生物传感器性能的

持续优化和应用场景的不断拓展，我们有望更深入

地揭示细胞代谢网络的动态调控规律，为代谢性疾

病的诊疗提供新的思路和方法。

3　本课题组开发的中心碳代谢相关荧光生

物传感器

本课题组系统性地开发了一系列基因编码荧光

传感器（图 3），实现了对中心碳代谢关键节点的动

态可视化监测。通过构建“代谢物-能量-脂质”多维

传感体系，我们不仅突破了传统代谢检测技术的时

空分辨率限制，更在代谢调控机制研究方面取得重

要进展。这一研究体系的建立，不仅为代谢基础研

究提供了强有力的工具，更为相关疾病的精准诊断

和治疗靶点发现奠定了技术基础。通过实时监测这

些关键代谢节点的动态变化，我们得以在分子水平

上揭示细胞代谢调控的时空特征，为理解生命过程

的化学本质提供了新的视角。

3. 1　谷氨酰胺基因编码荧光传感器

谷氨酰胺作为中心碳代谢的关键节点分子，同

时也是人体血液循环中浓度最高的条件必需氨基

酸，其代谢网络在细胞能量和物质代谢中占据核心

地位。该分子不仅作为重要的碳氮供体参与蛋白质

生物合成、三羧酸循环能量代谢、核苷酸合成及蛋白

质糖基化修饰等基础代谢过程，更通过调控核内三

羧酸循环（nuclear TCA cycle）直接影响组蛋白乙酰

化和 DNA 甲基化等表观遗传修饰过程。谷氨酰胺

代谢紊乱与肌肉萎缩性疾病、肝性脑病及肿瘤代谢

重编程等病理过程密切相关。
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针对谷氨酰胺代谢动态监测的技术需求，新一代

荧光生物传感器 GlutaR 展现出卓越性能［63］（图 3a）。
该传感器具有三大技术突破：1）检测灵敏度显著

提升，在生理浓度范围内（0. 1~10 mmol/L）可产生

10 倍的荧光信号响应，能够精确捕捉微环境中的代

谢波动；2）时间分辨率达到亚秒级，可实时动态监

测不同亚细胞区室（如线粒体、细胞核）内谷氨酰胺

的快速代谢变化；3）特异性显著提高，有效区分谷氨

酰胺与其他结构类似氨基酸。这些特性使其成为研

究中心碳代谢网络时空动态的理想工具。需要指出

的是，由于谷氨酰胺代谢过程常伴随显著的细胞内

pH 波动（如肿瘤微环境中的“瓦氏效应”），而 Glu⁃
taR 传感器的荧光信号对 pH 变化较为敏感，未来研

究可通过开发双参数校正系统或构建 pH 稳定性突

变体等策略进一步优化。

综上所述，作为目前最先进的谷氨酰胺荧光生

物传感器，GlutaR 为揭示谷氨酰胺在中心碳代谢网

络中的时空动态调控机制提供了强有力的研究工

具，其应用将极大促进对代谢性疾病和肿瘤发生发

展机制的深入理解。该传感器的开发也代表了代谢

物检测技术的重要进步，为其他关键代谢物的实时

监测提供了新的技术思路。

3. 2　GTP/GDP基因编码荧光传感器

GRISerHR 作为首个特异性监测细胞内 GTP/
GDP 动态比率的荧光生物传感器，在中心碳代谢研

究中具有开创性意义。该传感器的核心突破在于其

图 3　本课题组开发的中心碳代谢相关基因编码荧光生物传感器

（a）谷氨酰胺基因编码荧光传感器［63］；（b）GTP/GDP 基因编码荧光传感器［71］；（c）长链脂肪酰辅酶 A 基因编码荧光传感器［62］； 
（d）肌醇六磷酸基因编码荧光传感器［72］

Figure 3　Genetically encoded fluorescent biosensors related to central carbon metabolism developed by our group
（a） Glutamine genetically encoded fluorescent sensor［63］； （b） GTP/GDP genetically encoded fluorescent sensor［71］； （c） Long-chain 
fatty acyl-CoA genetically encoded fluorescent sensor［62］； （d） Inositol hexakisphosphate genetically encoded fluorescent sensor［72］
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能够直接捕捉 GTP/GDP 这一关键“代谢天平”的动

态变化，而非传统方法所测量的单一核苷酸绝对浓

度［71］（图 3b）。基于其独特的比率型荧光响应机制，

GRISerHR 展现出 6 倍的信号动态范围和秒级时间

分辨率，使其能够：（1）灵敏检测能量应激（如葡萄糖

剥夺）或鸟苷三磷酸酶（GTPase）信号异常导致的比

值波动；（2）实时追踪 ATP 耗竭引发的 GTP 水解加

速过程；（3）精确解析线粒体基质中琥珀酰辅酶 A
合成酶（GTP 生成型）介导的底物水平磷酸化与磷

酸烯醇式丙酮酸羧激酶（线粒体型）驱动的脱羧反应

等核心代谢事件。这些特性为揭示 TCA 循环与磷

酸烯醇式丙酮酸（PEP）循环的代谢活性，以及鸟苷核

苷酸代谢网络的调控机制提供了前所未有的时空分

辨率。作为代谢监测领域的重大突破，GRISerHR
不仅为理解中心碳代谢与能量传感的分子机制提供

了关键工具，更为代谢性疾病和肿瘤治疗的创新策

略开发奠定了重要技术基础。

3. 3　长链脂肪酰辅酶 A基因编码荧光传感器

长链脂肪酰辅酶 A（LCACoAs）是中心碳代谢

中一类关键的信号分子和代谢中间体，在能量代谢

调控中具有枢纽地位。作为具有多重生物活性的脂

质分子，LCACoAs 不仅参与脂质合成和 β-氧化等

基础代谢过程，更通过以下机制调控细胞功能：1）调
节胰岛素分泌和葡萄糖代谢；2）调控细胞凋亡和自

噬；3）影响免疫炎症反应和巨噬细胞极化；4）驱动神

经元突触重塑。其代谢紊乱与脂肪肝、糖尿病、神经

退行性疾病及肿瘤转移等多种重大疾病密切相关。

然而，由于 LCACoAs 具有高度动态的亚细胞区室

化分布特征，且其纳摩尔级浓度波动即可显著影响

细胞功能，传统检测技术难以满足实时监测需求。

为此，研究者开发了新一代荧光生物传感器 LAC⁃
SerHR［62］（图 3c），该传感器在前代 LACSer 基础上

实现了三大技术突破：1）检测灵敏度显著提升，亲和

力达到生理相关范围（0~200 nmol/L），对棕榈酰辅

酶 A 的 Kd 值为 104 nmol/L；2）信号响应强度提高

至 2. 92 倍；3）荧光亮度提升约 3 倍。这些改进使其

能够精确捕捉 LCACoAs 在亚细胞器水平的动态变

化。尽管 LACSerHR 已展现出良好的应用前景，但

仍需增强对特定碳链长度 LCACoAs的选择性，以区

分不同家族成员的功能差异。作为目前唯一能够实

时监测 LCACoAs 的荧光生物传感器，LACSerHR
为解析 LCACoAs 代谢网络与疾病关联提供了革命

性研究工具，将极大推动代谢性疾病和肿瘤研究的

进展。

3. 4　肌醇六磷酸基因编码荧光传感器

肌醇六磷酸（IP6）作为真核细胞内最丰富的肌

醇磷酸代谢物，在中心碳代谢调控中扮演着核心角

色。这一多磷酸化分子通过调控细胞信号转导、

DNA 损伤修复、程序性死亡等基本生命过程维持细

胞稳态，同时在肿瘤抑制、胆固醇代谢和抗氧化防御

等病理生理过程中发挥关键作用。随着研究发现

IP6 参与整合体介导的非编码 RNA 加工等新功能，

对其动态代谢网络的解析需求日益迫切，而传统检

测方法因依赖细胞裂解且成本高昂难以满足研究需

要。在这一背景下，荧光生物传感器 HIPSer的开发

实现了重大技术突破。该传感器首次实现了活细胞

内 IP6 的实时动态监测，通过特异性分子识别机制

产生约 4 倍的荧光信号响应，相比传统的放射性标

记或质谱技术，不仅大幅降低了检测成本，更重要的

是保留了代谢过程的时空动态信息［72］（图 3d）。这

一技术进步为揭示 IP6 在细胞代谢调控中的精确作

用机制提供了全新研究工具。然而，HIPSer 传感器

对结构相似的 IP5 存在显著交叉响应，对 IP7、IP8 等

衍生物也有一定识别能力，这在富含多种肌醇磷酸

异构体的细胞微环境中可能导致信号解读偏差。这

一局限性尤其影响其在 IP6 特异性代谢通路研究中

的应用价值，如整合体依赖的 RNA 加工或 DNA 损

伤修复过程。未来研究需要重点优化传感器的分子

识别特性，通过改进结合口袋设计或引入辅助识别

模块来提升对 IP6 的特异性，从而为深入解析 IP6 代

谢网络与疾病关联提供更精准的研究工具。

4　总结与展望

基因编码荧光传感器已成为代谢研究领域的

重要技术突破，其独特的亚细胞级空间分辨率（约

200 nm）和毫秒级时间分辨率特性，使其在活细胞

及体内代谢动态监测中展现出不可替代的优势。这

类传感器从根本上克服了传统生化分析方法在实时

性和空间特异性方面的固有局限，实现了从单细胞

到亚细胞器水平的精准定量检测，为全面解析代谢

物的摄取、转化和排泄动态过程提供了革命性研究

工具。目前，基因编码荧光传感器已在多个研究领

域取得重要应用进展：在基础研究方面，实现了代谢

调控网络的可视化解析；在药物研发领域，为作用机

制研究提供了高通量筛选平台；在临床诊断方向，展

现出疾病相关代谢异常早期检测的潜力。然而，该

技术发展仍面临显著挑战：中心碳代谢关键节点的

传感器覆盖率不足（仅约 30%），达到临床应用标准
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的性能优化传感器数量有限，现有生物传感器的光

谱覆盖范围主要局限于 500~600 nm 波段。为应对

这些挑战，未来研究应重点关注三个发展方向：①开

发多色生物传感器系统，特别是近红外区传感器，以

实现代谢网络的多参数同步成像；②整合代谢组学

和核磁共振等互补技术，构建更全面的代谢分析体

系；③建立跨尺度、多维度的新型代谢研究范式。这

种多技术融合的创新策略将为我们提供前所未有的

代谢调控全景视角，不仅推动基础研究的重大突破，

更为精准医学和转化研究开辟新的可能性。值得强

调的是，随着光学成像技术、计算生物学和人工智能

等领域的快速发展，基因编码荧光传感器正迎来新

的技术革新机遇。通过跨学科协同创新，这一技术

平台有望在未来实现更广泛的应用突破，为生命科

学研究和医学发展做出更大贡献。
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