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针对核质运输的高通量小分子筛选方法 
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摘要: 核质运输是真核细胞的重大基本生命活动。核质运输小分子抑制剂不仅可以广泛应用并促进核质运输相

关的基础研究, 同时也为相关疾病、尤其是病毒性疾病的药物开发提供有利线索。然而, 目前针对核质运输的

商业化小分子仅有 Leptomycin B 一种。建立一个针对整个核质运输通路的小分子筛选平台, 将有利于筛选与获

得多种干扰核质运输的小分子。文章利用 NZGFP和 CZGFP可以重组为具有荧光 GFP的特性, 构建 NZGFP-NES

和 CZGFP-NLS, 将 NZGFP 和 CZGFP 分别定位在细胞质与细胞核中; 当核内运或核外运通路被干扰, NZGFP

和 CZGFP 定位发生改变并聚集重组为具有荧光的 GFP。该方法可以有效检测核外运小分子抑制剂 LeptomycinB

的作用, 为针对整个核质运输通路的高通量小分子筛选提供了一个有效平台。 
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An efficient high-throughput screening assay against nuclear trans-
port 
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Abstract:  Nuclear transport, an essential cellular process of eukaryotic cells, plays critical roles in differentiation , de-
velopment, as well as viral disease and oncogenesis, making the small molecules that target this process very intriguing not 
only in fundamental research but also in disease treatment. However, only one compound, Leptomycin B, is commercially 
available to inhibit nuclear transport. Therefore, it will be a great advantage to establish an assay that targetsthe whole nu-
clear transport pathway for screening and obtaining small moleculethat regulates nuclear transport. In this study, we estab-
lished an efficient nuclear transport assay based on the reconstitution of GFP by NZGFP and CZGFP. We constructed 
NZGFP-NES and CZGFP-NLS, making them locate in cytoplasm and nucleus separately. Their distribution will be 
changed when nuclear transport is interfered, resulting in co-localization of NZGFP-NES and CZGFP-NLS and subsequent 
reconstitution of fluorescent GFP. The inhibiting effect of Leptomycin B on nuclear transport can be sensitively detected by 
NZGFP-NES/CZGFP-NLS report system, providing an efficient assay for high-throughput screening of small molecule 
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against nuclear transport. 

Keywords: nuclear transport; high-throughput screening assay; NZGFP/CZGFP; Leptomycin B 

核质运输是细胞核与细胞质之间蛋白质等生物

分子进行主动运输的过程, 是真核细胞的重大基本
生命活动, 在正常组织发育、病毒感染以及癌症发
生等过程中具有重要作用[1~4]T。例如在病毒感染宿

主细胞的过程中, 岀病毒蛋白需要进入细胞核或 核, 
促进病毒DNA复制、整合或诱导特异基因转录, 以
完成病毒复制或逃避宿主免疫攻击等, 故此, 相关
蛋白的核质运输也被视为抗病毒药物开发的一个重

要药物靶点[2, 5~7]。 
核质运输分为两种：核内运与核外运。分子量

大于 45 kDa的蛋白进入细胞核需要其含有特异的核
定位信号序列(Nuclear localization signal, NLS)。核
定位信号被内运蛋白(Importin)识别后介导蛋白进入
细胞核[8, 9]。介导方式有两种：一种为NLS被Impor-
tinα/β 复合体中的 Importinα 识别后 , 在 Importinβ 
的介导下进行转运 ; 另一种不依赖 Importinα, 由
Importinβ或其他Importin蛋白自身完成识别与介导。
无论哪种情况 , Importin-NLS复合物进入细胞核后
都在RanGTP酶的作用下发生解离, 释放出NLS蛋白
[1, 8]。核外运的过程与此类似, 需要蛋白含有特异的
核外运信号(Nuclear export signal, NES), 在外运蛋
白(Exportin)的介导下转运出细胞核, 最为常见的外
运蛋白是Crm-1[1, 4]。 

核质运输小分子抑制剂不仅可以广泛应用于核

质运输相关的基础研究, 同时也为相关疾病、尤其
是病毒性疾病的药物开发提供有利线索。然而, 目
前针对核质运输的商业化小分子仅有Leptomycin B
一种, 该小分子是外运蛋白Crm-1的特异性抑制剂。
另外报道的几种小分子, 如ratjadone、短肽抑制剂以
及其他几种天然产物小分子等 , 其作用靶点均为
Crm-1, 并且作用效果低于Leptomycin B[5~7, 10, 11]。最

近, Wagstaff等 [12, 13]发现几种小分子可以特异性抑

制HIV整合酶与Importinα/β的结合, 并抑制HIV整合
酶进入细胞核 , 但其作用机制以及其是否抑制
Importinα/β介导的核内运通路并不清楚。之前研究
所利用的平台作用靶点过于单一, 只针对Crm-1 或

Importinα/β与其感兴趣的蛋白的结合。鉴于目前核
质运输相关小分子的稀缺, 建立一个针对整个核质
运输通路的小分子筛选平台, 将有利于筛选与获得
多种干扰核质运输的小分子。 

本研究利用NZGFP和CZGFP可以重组为具有
荧光GFP的特性 [14], 构建NZGFP-NES和 CZGFP- 
NLS, 将NZGFP和CZGFP分别定位在细胞质与细胞
核中 ; 当核内运或核外运通路被干扰 , NZGFP和
CZGFP定位发生改变并聚集重组为具有荧光的
GFP。该方法可以有效检测核外运小分子抑制剂
LeptomycinB的作用 , 为针对整个核质运输通路的
高通量小分子筛选提供了一个有效平台。 

1  材料和方法 

1.1  质粒构建 

利用表 1 所列的引物(利用 Primer5 软件设计, 上
海生工生物工程技术服务有限公司合成), 以 pEGFP- 
C2(Clontech 公司)为模板扩增 NGFP 与 CGFP 片段, 
其中 NGFP 通过 HindⅢ/BamHⅠ、CGFP 通过 Hind
Ⅲ/XhoⅠ酶切后分别连入 pcDNA3.1-puro(Addgene)
和 pcDNA3.1(Invitrogen公司)载体, 测序正确, 获得
pcDNA3.1-puro-NGFP和 pcDNA3.1-CGFP。 

为将亮氨酸拉链(Leucinezipper)引入 NGFP 与
CGFP 中, 我们合成拉链结构的正反链 oligo(表 1); 
分别取 100 μmol/L的 oligo 22.5 μL, 加入 5 μL 10× 
Annealling Buffer(1 mol/L NaCl, 100 mmol/L Tris, 
pH7.4), 利用 PCR 仪梯度降温进行复性(95℃～25℃,  
2 min/℃); 将复性产物用 0.5×Annealing Buffer稀释
100倍后, 取 3 μL与 50 ng酶切回收后的载体进行连
接(其中 pcDNA3.1-puro-NGFP 利用 BamHⅠ/XhoⅠ酶
切, pcDNA3.1-CGFP利用HindⅢ/BamHⅠ酶切), 测序正
确, 获得 pcDNA3.1-puro-NZGFP和 pcDNA3.1- CZGFP。 

利用同样的复性方法, 将 NES 和 NLS 序列(表
1)通过 EcoRⅤ/XhoⅠ位点分别连入 NZGFP和 CZGFP
载体中 , 测序正确 , 获得 pcDNA3.1-puro-NZGFP- 
NES和 pcDNA3.1-CZGFP-NLS。 
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表 1  引物及 oligo 序列 
名称 序列(5′→3′) 备注 

NGFP-For CTTAAGCTTGCCACCATGGCCAGCAAGGGCGAGG 扩增 NGFP 
NGFP-Rev GCCGGATCCACCCTGCTTGTCGGCCATGATATAG  
NES-oligo-For ATCGGAGGATCTGGATCTGGAATGAACAGCAATGAATTAGCCTTAAAAC

TAGCAGGCCTTGATATCAACAAGACAGAATGAC 
PKI基因的 NES序
列合成 

NES-oligo-Rev TCGAGTCATTCTGTCTTGTTGATATCAAGGCCTGCTAGTTTTAAGGCTAA
TTCATTGCTGTTCATTCCAGATCCAGATCCTCCGAT 

 

NLZ-oligo-For GATCCGGCAGCGGCGCACTCAAGAAGGAGCTGCAAGCCAACAAAAAG
GAACTGGCCCAGCTGAAATGGGAACTGCAGGCTCTGAAAAAAGAGCTC
GCCCAGGATATCTGAC 

NZGFP中亮氨酸拉
链的序列合成 

NLZ-oligo-Rev TCGAGTCAGATATCCTGGGCGAGCTCTTTTTTCAGAGCCTGCAGTTCCC
ATTTCAGCTGGGCCAGTTCCTTTTTGTTGGCTTGCAGCTCCTTCTTGAGT
GCGCCGCTGCCG 

 

CGFP-For1 GCCAGCGGCGGATCCGGCAAGAACGGCATCAAGGTG 扩增 CGFP 
CGFP-For2 CTTAAGCTTGCCACCATGGCCAGCGGCGGATCCGGC  
CGFP-Rev AGACTCGAGTCAGATATCGTTGTACAGCTCGTCCAT  
NLS-oligo-For ATCGGTGGATCTGGCAGCGGCCCTAAGAAGAAAAGGAAGGTGTGAC 
NLS-oligo-Rev TCGAGTCACACCTTCCTTTTCTTCTTAGGGCCGCTGCCAGATCCACCGAT 

SV40 基因的 NLS
序列合成 

CLZ-oligo-For AGCTTGCCACCATGGCCAGCGAGCAACTGGAAAAAAAGCTGCAGGCCC
TGGAGAAGAAGCTGGCGCAGCTGGAGTGGAAGAACCAAGCCCTCGAA
AAGAAACTGGCCCAGGGCG 

CZGFP中亮氨酸拉
链的序列合成 

CLZ-oligo-Rev GATCCGCCCTGGGCCAGTTTCTTTTCGAGGGCTTGGTTCTTCCACTCCA
GCTGCGCCAGCTTCTTCTCCAGGGCCTGCAGCTTTTTTTCCAGTTGCTC
GCTGGCCATGGTGGCA 

 

NES-Red-oligo-For TCGACGATGAACAGCAATGAATTAGCCTTAAAACTAGCAGGCCTTGATA
TCAACAAGACAGAACGG 

PKI 的 NES 序列, 
构建 NES-DsRed 

NES-Red-oligo Rev GATCCCGTTCTGTCTTGTTGATATCAAGGCCTGCTAGTTTTAAGGCTAAT
TCATTGCTGTTCATCG 

 

 
利用同样的复性方法, 将 NES 序列(表 1)通过

SalⅠ/BamHⅠ位点连入 DsRed-N1(Clontech 公司)载
体中, 测序正确, 获得 NES-DsRed-N1。 

1.2  细胞培养、转染、稳定细胞系的构建及
Leptomycin B药物处理 

HeLa细胞在 DMEM培养基(DMEM高糖, 10%
胎牛血清, 1%双抗, 1%谷氨酰胺)中培养。 

DNA 转染及稳定细胞系筛选：质粒 DNA 利用
Qiagen 质粒提取试剂盒纯化; HeLa 细胞培养在 3.5 
cm平皿中至 80%～90%密度, 转染前 1 h换液, 取 2 
μg DNA 利用 Lipofectamine(Invitrogen 公司)进行转
染, 6 h后换液, 24~48 h时利用荧光显微镜(Zeiss)进
行荧光观察; 为筛选稳定表达 NZGFP-NES/CZGFP- 
NLS 的细胞系, 质粒 DNA 经 MluⅠ酶切线性化后, 
利用 lipofectamine转染 HeLa细胞, 转染 24 h后, 换
液为药物筛选培养基 (G418：终浓度 300 ng/mL; 
Puromycin：终浓度 1 μg/mL)筛选 7~10 d。 

Leptomycin B药物处理：在细胞培养基中加入
终浓度 6 ng/mL的 Leptomycin B处理 3 h, 立即进行
荧光观察或流式细胞分析。 

1.3  细胞质与细胞核的分离及Western blotting 

细胞用 PBS洗一遍后 , 置于低渗溶液 (10 
mmol/LHepes, pH 7.4, 10 mmol/L MgCl2, 42 mmol/L KCl, 
10 mmol/L lactacystin)进行细胞裂解 10 min, 利用匀
浆器在冰上破碎细胞; 600 r/min、4℃离心 10 min, 上
清和沉淀分别为细胞质和细胞核的粗提物; 将细胞
质粗提物继续 100 000 r/min、4℃离心 90 min, 取上
清即为纯化的细胞质组分; 将细胞核粗提物继续利
用低渗溶液处理 10 min, 然后置于 2 mol/L蔗糖垫上, 
150 000 r/min离心 60 min, 沉淀即为纯化的细胞核
组分。 

Western blotting：蛋白样品利用 6%~15%梯度
SDS-PAGE 胶进行电泳后, 半干转印至硝酸纤维素
膜上; 取转印膜利用 5%脱脂奶粉-TTBS 室温封闭 1 
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h后, 与一抗(抗GFP多克隆抗体, 抗 Lamin B1抗体, 
均购自 Santa Cruz 公司)孵育 1 h, TTBS 换洗 3 次,   
10 min/次, 继而与 HRP偶联的二抗(Santa Cruz公司)
孵育 1 h, TTBS换洗 3次, 10 min/次, 利用 HRP底物
(Pierce公司)和 X光片进行曝光和显影。 

1.4  多功能酶标仪检测及流式细胞检测 

细胞培养在 96孔白板中, 药物处理后利用多功
能酶标仪(TECAN infinite 200)读取 GFP荧光值, 继
而利用 MTT 试剂盒(Promega 公司)检测孔板中的细
胞数量 , 将 GFP 荧光值除以细胞数量 , 获得标准
GFP荧光值。 

细胞经胰酶(Invitrogen 公司)消化后, PBS 洗涤
一次, 重悬于含 2%胎牛血清的 PBS中; 上样前加入
终浓度 1μmol/L的 PI(Sigma公司), 利用流式细胞仪
进行流式分析(FACS Calibur, BD)。 

2  结果与分析 

绿色荧光蛋白GFP可以拆分成两段 , N-GFP和
C-GFP; 分别在N-GFP和C-GFP的C端接上亮氨酸拉
链(Leucine Zipper)形成NZGFP和CZGFP; 在细胞中
单独表达NZGFP或CZGFP均没有荧光, 然而两者共

表达后, NZGFP和CZGFP可以在细胞内重组成具有
荧光的GFP[14](图 1A)。 

故此, 我们拟利用该特性, 构建NZGFP-NES和
CZGFP-NLS, 使 NZGFP和 CZGFP分别定位在细胞
质与细胞核中 ; 当核内运或核外运通路被干扰 , 
NZGFP 和 CZGFP 定位发生改变并聚集重组为具有
荧光的 GFP(图 1B)。 

2.1  NZGFP-NES/CZGFP-NLS体系的建立 

为建立和验证以上模型, 首先构建 NZGFP 和
CZGFP。即首先构建 C-GFP和 N-GFP, 再将亮氨酸
拉链(Leucine zipper)利用正反链 DNA复性方法分别
连入 C-GFP和 N-GFP, 构建成 CZGFP和 NZGFP(图
2A)。将 NZGFP和 CZGFP共转入 HeLa细胞, 结果
与报道一致, 细胞可以观察到绿色荧光(图 2B), 表
明所构建的 NZGFP与 CZGFP可以有效重组为完整
的 GFP。 

继而, 我们在 NZGFP 和 CZGFP 的基础上构建
CZGFP-NLS 和 NZGFP-NES, 其中 NLS 为 SV40T
的核定位信号序列, 而 NES为 PKI的核外运信号序
列。利用同样的正反链 DNA复性后连接的方法, 分
别将核定位信号(NLS)和核外运信号(NES)连接在 

 

 
 

图 1  核质运输检测体系的策略示意图 
A：GFP的两个片段在分别连接上亮氨酸拉链后 , 形成NZGFP和CZGFP, 二者在亮氨酸拉链的作用下结合并重组成具有荧光的完整
GFP[14]; B：在CZGFP和NZGFP的末端分别连接核内运信号(NLS)和核外运信号(NES), 形成CZGFP-NLS和NZGFP-NES, 二者由于NLS
和NES的作用分别定位在细胞核与细胞质中, 故此不能发生重组; 当核质运输途径被抑制后, 将导致CZGFP-NLS岀核或NZGFP-NES
入核, 进而二者发生结合并重组为有荧光的完整GFP。 
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图 2  NZGFP-NES/CZGFP-NLS 体系的建立 
A：NGFP及 CGFP系列衍生物的结构示意图, 相关氨基酸序列见表 2; B：将 NZGFP、NZGFP-NES分别与 CZGFP和 CZGFP-NLS转
染 HeLa细胞, 24~36 h在荧光显微镜下观察; 转染时同时共转 NES-DsRed, 作为细胞质参照; C：将 B中共转的细胞分别提取细胞质与
细胞核组分, 电泳后利用 GFP抗体进行Western blotting检测; Lamin B1只存在于细胞核中, 在实验中作为对照, 检测是否存在核质污染。 
 
表 2  CZGFP-NLS 及 NZGFP-NES 中相关元件的氨基酸序列 

名称 氨基酸序列 备注 
CGFP MASGGSGKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLS

TQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYN 
CGFP的氨基酸序列 

C-LZ EQLEKKLQALEKKLAQLEWKNQALEKKLAQ CZGFP的亮氨酸拉链的氨基酸序列 

NLS PKKKRKV CZGFP-NLS中的NLS氨基酸序列, 来
源于 SV40基因 

NGFP KGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPV
PWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNY
KTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQ 

NGFP的氨基酸序列 

N-LZ ALKKELQANKKELAQLKWELQALKKELAQ NZGFP中的亮氨酸拉链的氨基酸序列

NES NSNELALKLAGLDINKTE NZGFP-NES中的NES氨基酸序列, 来
源与 PKI基因 

 
CZGFP 和 NZGFP 的 C 端, 构建出 CZGFP-NLS 和
NZGFP-NES(图 2A)。 

将 CZGFP-NLS、NZGFP-NES、NZGFP和 CZGFP
按不同排列组合转染 HeLa 细胞, 结果显示共表达
CZGFP-NLS 和 NZGFP 的细胞中, 绿色荧光仅出现
在细胞核中; 共表达 CZGFP和 NZGFP-NES的细胞
中, 绿色荧光出现在细胞质中; 共表达 CZGFP-NLS

和 NZGFP-NES 细胞中, 含绿色荧光的细胞比例明
显减少 , 绿色荧光在细胞质与细胞核中均有分布 , 
但荧光强度明显偏弱(图 2B)。为进一步证明观察到
的荧光与重组 GFP 定位的一致性, 分离这些细胞的
细胞核与细胞质进行 Western blotting 检测, 结果显
示共表达 CZGFP-NLS/NZGFP-NES的细胞中, 大部
分CZGFP-NLS和NZGFP-NES蛋白仍然分别定位在
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细胞核与细胞质中, 只有少部分蛋白发生异位, 与
荧光结果一致(图 2C)。以上结果表明, 核定位信号

NLS 与核外运信号 NES 可以将 GFP 的两个片段有
效地定位在不同的细胞区域中。 

 

 
 

图 3  NZGFP-NES/CZGFP-NLS 体系可以有效检测 Leptomycin B 针对核外运的抑制效果 
A：Leptomycin B处理前与处理 3h后, 同一视野下的细胞荧光观察结果; B：利用多功能酶标仪检测 Leptomycin B处理前与处理 3h
后的 GFP荧光值变化; C：收集 Leptomycin B处理前与处理 3h后的细胞, 分离其细胞质与细胞核组分, 并利用抗 GFP抗体进行Western 
blotting检测, Lamin B1作为检测是否存在核质污染的对照; D、E：收集 Leptomycin B处理前与处理 3h后的细胞进行流式细胞检测, 选
取 PI阴性细胞进行 GFP分析, 其中 D为点状图, E为峰形图。 
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2.2  NZGFP-NES/CZGFP-NLS 体系可以有效检测
核外运通路抑制剂 Leptomycin B的抑制效果 

为检测该体系是否可以用于筛选核质运输的小

分子

一步对 Leptomycin B的抑制效果进行量化, 
我们

3  讨 论 

核质运输是真核细胞的重大基本生命活动, 在
正常

, 将 CZGFP-NLS 和 NZGFP-NES 共转至 HeLa
细胞中, 利用 G418 和嘌呤霉素(Puromycin)筛选获
得稳定表达这两个基因的细胞系。其中约有 15%的
细胞可以观察到微弱 GFP 荧光, 并主要呈全细胞分
布(图 3A)。利用核外运通路抑制剂 Leptomycin B对
细胞进行处理, 可以观察到细胞 GFP荧光强度增强, 
并聚集在细胞核中; 另外, 处理前检测不到 GFP 荧
光的细胞在 Leptomycin B处理后可以观察到明显的
GFP 荧光 (图 3A), 利用多功能酶标仪 , 发现
LeptomycinB处理后 GFP荧光值上升至约 3.5倍(图
3B), 表明有新的 GFP被重组产生。同时, 分离这些
细胞的细胞核与细胞质组分进行 Western blotting检
测, 结果显示 Leptomycin B 处理后, 定位在细胞质
中的 NZGFP-NES 大量聚集到细胞核中(图 3C)。以
上结果表明, Leptomycin B抑制 NZGFP-NES 岀的 核, 
使其聚集在细胞核中与 CZGFP-NLS 重组产生新的
GFP。 

为进

对 Leptomycin B处理前后的细胞进行流式细胞
分析。由于 Leptomycin B可以诱导一定程度的细胞
死亡, 为排除死细胞的干扰, 对细胞进行 PI 染色, 
并选取 PI 阴性细胞进行 GFP 重组分析。结果发现
Leptomycin B处理后, GFP阳性细胞由~14%增加至
~34%, 而 GFP阳性细胞的 GFP荧光强度则增加至 6
倍多(图 3：D, E)。以上结果显示 Leptomycin B抑制
NZGFP-NES 岀的 核, 导致 NZGFP-NES聚集在细胞
核中并与 CZGFP-NLS 进行有效重组形成完整的
GFP, 表明 NZGFP-NES/CZGFP-NLS 体系能有效检
测 Leptomycin B的抑制核外运的作用。 

组织发育、病毒感染以及癌症发生等过程中具

有重要作用[1~4]。利用小分子化合物抑制核内运或核

外运不仅对 究核质运输相关机制具有重要意义 , 
同时也为相关疾病的治疗提供理论基础

研
[2, 5, 7]。然而

目前针对核质运输的商业化小分子抑制剂仅有

LeptomycinB一种, 且只针对核外运通路。其中一个

往的检测平台利用体外蛋白结合实验, 如Importinα/β
与NLS蛋白的结合, 对小分子进行筛选, 靶点单一, 
而在体内的效果也需要进一步的测试, 所获得的小
分子往往只抑制特异检测蛋白的核质运输

重要原因是缺乏有效检测核质运输通路的平台。以

[12, 13]。本

研究所建立的NZGFP-NES/CZGFP-NLS体系直接在
细胞体内进行测试, 并且其靶点针对整个 运输

通路, 包括核内运和核外运。另外, 当发现阳性小分
子后, 可以直接通过荧光观察GFP出现在核内还是
核外以鉴定小分子是作用在核外运通路还是核内运

通路。 
我们利用 NZGFP-NES/CZGFP-NLS 体系对

Leptomy

核质

cin B进行检测, 发现 Leptomycin B处理后, 
GFP

用效果, 但只能通
过荧

FP 的特性 , 构建基于 NZGFP- 

阳性细胞由~14%增加至~34%, 而 GFP 阳性细
胞的 GFP 荧光强度则增加至 6 倍; 表明干扰核质运
输途径后, NZGFP-NES 或 CZGFP-NLS 的定位发生
变化, 导致二者聚集在一起重组产生新的 GFP荧光; 
这同时也证明, 利用 NZGFP-NES/CZGFP-NLS检测
核质运输的策略是有效地。在核质运输途径未被干

扰的情况下, 表达 NZGFP-NES/CZGFP-NLS的细胞
中约有 15%可以观察到微弱的 GFP 荧光, 这很有可
能是因为在细胞分裂过程中 , 核膜崩解导致
NZGFP-NES 和 CZGFP-NLS 聚集在一起发生 GFP
的重组, 而分裂完成之后, 重组 GFP在 NLS与 NES
的作用下发生解离, 但仍有部分未发生解离, 导致
背景荧光的出现。由于未解离的重组 GFP同时含有
NLS 与 NES, 这些 GFP 荧光呈全细胞分布, 这与
Western blotting的结果也一致。 

在细胞中单独表达 NLS-GFP 或 NES-GFP 也可
以检测核质运输途径的小分子作

光显微镜观察 GFP的定位变化。而 NZGFP-NES/ 
CZGFP-NLS 体系所检测的不仅仅是荧光定位所发
生的变化, 同时也包含了 GFP 荧光的增加, 使其可
以利用流式细胞仪或多功能酶标仪进行高通量检

测。由于许多小分子引起细胞死亡, 导致核膜破裂
致使 NZGFP和 CZGFP发生接触和 GFP重组, 而多
功能酶标仪方法难以区分 GFP 荧光的来源, 流式细
胞分析则可以通过 PI 染色去除死细胞的干扰, 故此
更为准确和灵敏。 

综上所述, 本研究依据 NZGFP 和 CZGFP 可以
重组为具有荧光 G
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/CZGFP-NLS 的核质运输检测体系, 正常状态
下 NZGFP和 CZGFP分别定位在细胞质与细胞核中, 
不具有荧光 ; 当核内运或核外运通路被干扰 , 
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