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摘　要：RNA 根据其定位、结构、修饰以及与其他生物分子的动态相互作用，复杂而精确地执行丰富多彩

的功能。RNA- 蛋白质相互作用和 RNA 在细胞内定位的异常与多种疾病的发生发展密切相关。活细胞

RNA 标记和成像技术已成为研究 RNA 定位和运动、基因转录调控及 RNA- 蛋白质相互作用等生物学过程

的有力工具。活细胞 RNA 标记和成像技术的开发已成为国际科学研究领域的热点。将目前存在的活细胞

内 RNA 标记和成像技术方面的研究进展进行概述。
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The technologies of RNA labeling and imaging in living cells
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Abstract: RNA performs a variety of important biological functions. The disorder of RNA-protein interactions and 
RNA localization is closely related to the occurrence of disease. The technologies of RNA labeling and imaging in 
living cells have been useful tools for studying RNA location and movement, gene transcription regulation and 
RNA-protein interactions. The exploitation of the technologies for RNA labeling and imaging has also attracted the 
attention of many scientists.
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RNA 是生物体内一种重要的生物大分子，其

在蛋白质翻译、基因表达调控等生物学过程中扮

演着极其重要的角色。RNA 在活细胞内存在明确

的亚细胞定位，RNA 的不同亚细胞定位决定着其

执行不同生物学功能。因此，开发活细胞中 RNA
的特异标记和成像技术对我们精确理解 RNA 的生

物学功能具有十分重要的意义。目前，在活细胞中

RNA 的特异标记和成像技术主要有以下几种 ：(1)
MS2- 荧光蛋白成像技术 ；(2) 双分子荧光互补标记

技术 ； (3)RNA 适配子技术 ；(4) 荧光杂交探针标记

技术。本文拟将以上技术方法的优缺点进行详细的

王江云课题组主要研究方向为合成生物学及化学生物学。主要研究内

容包括：(1) 发展蛋白质及 RNA 标记的新方法，研究蛋白质及 RNA 的动

态构象变化、定位、折叠以及相互作用。(2) 发展基因密码子扩展方法，

并在此基础上进行酶的定向进化。这些新的方法揭示了细胞色素 c 氧化酶、

光合作用中心及细胞骨架组装的重要机理，并且在药物蛋白优化、细胞工

厂及生物工程上已有重要应用。

王江云 研究员
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阐述。

1　MS2-荧光蛋白成像技术

MS2- 荧光蛋白系统是目前应用最为广泛的

RNA 成像技术，其最初被用于酿酒酵母 ASH1 基因

mRNA的标记
[1]
。MS2-荧光蛋白系统由两部分组成，

一是 MS2- 荧光蛋白融合蛋白的表达。MS2 是噬菌

体的外壳蛋白，它可以与噬菌体 MS2 RNA 长度为

19 nt 的茎环区结合，两者之间的解离常数为 5 
nmol/L。由此可见，MS2 与 RNA 之间的强亲和力

决定了它们之间的结合基本上是不可逆的
[2]
。二是

表达融合多个拷贝 ( 至少 6 个拷贝 )MS2 RNA 茎环

区的目标 RNA。由于 MS2 是以二聚体的形式存在，

因此，6 个拷贝的 MS2 RNA 可以结合 12 个 MS2-
GFP 蛋白

[1]
。最后，上述两部分在细胞内的共表达

可以实现活细胞内特定 RNA 的可视化标记 ( 图 1)。
目前 MS2- 荧光蛋白已经被广泛应用于果蝇、

神经元、哺乳动物及植物细胞中 RNA 的成像
[3-9]

。

在果蝇的卵母细胞中，MS2-GFP 系统揭示了 nanos
基因 mRNA 向细胞后极的转运需要细胞骨架蛋白

actin 的辅助
[3]
。由于 MS2-GFP 系统具有高灵敏度，

其已被用于单分子检测
[10]
。在哺乳动物细胞中，通

过单分子检测，融合 24 个拷贝的 MS2 RNA 茎环

区的 lacZ RNA 展示了其快速直接向微管移动的能

力
[11]
。MS2- 荧光蛋白系统能否正确反应 mRNA 在

细胞内的定位取决于 MS2 茎环区在目标 mRNA 的

位置。在实际操作中，MS2 茎环区通常置于 mRNA
的 3'-UTR。然而，mRNA 的 3'-UTR 通常包含影响

mRNA 稳定和定位的功能元件。因此，在对特定

RNA 进行标记前需要对其 3'-UTR 的功能元件有着

清晰的了解
[12]
。目前 MS2- 荧光蛋白成像技术存在

游离 MS2- 荧光蛋白引起高背景值的问题，因此，

在进行 RNA 标记的时候需要掌握 MS2- 荧光蛋白

和目标 RNA 表达的比例。对于胞质定位的 RNA，

通常在 MS2- 荧光蛋白上加上核定位序列以降低其

背景值
[1]
。

2　双分子荧光互补标记技术

针对游离的MS2-荧光蛋白所引起的高背景值，

双分子荧光互补 (bimolecular fluorescence comple-
mentation, BiFC) 被开发用于活细胞 RNA 的标记。

这种方法基于 GFP 或其他荧光蛋白能被拆分为两

个结构域，然后荧光蛋白结构域分别与 RNA 结合

蛋白融合表达
[13-14]

。当它们与目标 RNA 结合时，

荧光蛋白两个结构域之间的距离足够近时，将导致

荧光发射团的重组而发荧光，进而实现活细胞 RNA
的可视化成像。BiFC 技术已被用于活细胞中多种

RNA 的成像。在 COS-7 细胞中，β-actin 存在顺式

A：MS2-GFP标记酿酒酵母ASH1基因mRNA；B：MS2-GFP 
RNA成像系统的描述

图1  利用MS2-GFP系统进行活细胞RNA可视化成像

图2  基于RNA适配子的双分子荧光互补RNA标记技术
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作用定位元件，同时荧光素酶 mRNA 包含 β-actin
顺式作用定位序列。通过 MS2 蛋白分别与 Venus
荧光蛋白结构域和 IMP1 (insulin-like growth factor II 
mRNA-binding protein 1) 融合表达，荧光素酶 mRNA
将被标记且观察到其在 β-actin 蛋白上的定位

[15]
。

BiFC 技术也被用于在 HeLa 细胞中标记线粒体

RNA 以及大肠杆菌中 lacZ mRNA 和 5S rRNA 的成

像
[16-17]

。为了在大肠杆菌中标记 RNA，真核翻译

起始因子 eIF4a 被用于与 GFP 融合表达。eIF4a 由

两个球状结构域组成，其与理性化设计的 RNA 适

配子 (aptamer) 具有高亲和力
[18]
。eIF4a 的两个球状

结构域可以通过与 RNA 适配子结合而重新组装为

eIF4a ( 图 2)。当 eIF4a 的两个球状结构域分别对应

于 GFP 的两个结构域融合，同时与 RNA 适配子融

合的 lacZ mRNA 或 5S rRNA 在大肠杆菌中共表达

时，lacZ mRNA 和 5S rRNA 将被荧光标记且可以

观察到它们在活细胞中的动态变化。虽然相对于

MS2- 荧光蛋白系统，双分子荧光互补标记技术极

大地降低了 RNA 成像的荧光背景，但是当拆分的

荧光蛋白表达量过高时，它们之间也会结合重组而

发出荧光。

3　RNA适配子技术

2011 年，康乃尔大学 Jaffrey 研究小组
[19]

的科

研人员利用 RNA 能够折叠形成复杂三维形状的特

性，通过筛选的方法得到一段形成特定结构的

RNA 序列 ——RNA 适配子，同时得到一个小分子

化合物 DFHBI (3,5-difluoro-4-hydroxybenzylidene imi-
dazolinone)。DFHBI 本身没有荧光，但当 RNA 适

配子与它结合时发出类似于绿色荧光蛋白的绿色荧

光，其亮度可与荧光蛋白相媲美。他们将“RNA
适配子 -DFHBI”复合物命名为“Spinach”。Spinach
具有显著的抗光漂白作用，Spinach 融合的 RNA 可

以用于活细胞内定位。他们将 Spinach 与 5S RNA
的 3' 端融合，并将该融合基因转染进入人类胚胎肾

HEK293T 细胞中，通过荧光检测发现 5S RNA-
Spinach 复合物与正常 5S RNA 具有相同的细胞定

位，并观察到在细胞压力应激反应中 5S RNA 发生

了快速的积聚；但是这种方法由于 RNA 适配子与

DFHBI 是一种非共价作用，故 DFHBI 的使用浓度

很高 (20 µmol/L)，这将会对细胞产生一定的毒性
[19]
。

4　荧光杂交探针标记技术

上述活细胞 RNA 标记的方法都是针对外源的

RNA 进行标记。荧光杂交探针标记是通过合成带

荧光染料的 RNA 互补序列以实现内源 RNA 的特异

性标记。目前荧光杂交探针主要有两种：线性寡核

苷酸探针和分子信标。现就这两种探针的使用进行

简单的介绍。

4.1　线性寡核苷酸探针

线性寡核苷酸探针为长度 12~25 nt 的单链

RNA 互补序列，在其 3' 或 5' 端共价连接荧光染料。

当将线性寡核苷酸探针导入细胞内，它将与目标

RNA 互补配对进而实现内源特定 RNA 的标记。在

摇蚊中，巴尔比尼氏环 2 (BR2) 信使核糖核蛋白

(mRNP) 通过线性荧光探针的杂交实现了可视化成

像，发现 BR2 mRNP 在细胞内的运动是一种随机且

不连续的行为
[20]

；但是这种方法同样存在游离探针

所引起的高背景值的问题。已有研究通过用多色的

寡核苷酸探针对目标 RNA 进行杂交或单个寡核苷

酸探针对目标 RNA 的重复序列进行杂交以提高

RNA 成像的分辨度。

4.2　分子信标

分子信标 (molecular beacon) 是另一种杂交探

针标记 RNA 的方法
[21-22]

。分子信标为分子内互补

形成发卡结构的核苷酸序列，其一端连接荧光染料，

而另一端连接荧光染料淬灭剂。分子信标本身没有

荧光，其只有与内源的目标 RNA 杂交时才会产生

荧光。因此，我们可以利用连接不同荧光染料的分

子信标以实现在活细胞内同时对多个目标 RNA 的

标记。分子信标已被用于鸡胚成纤维细胞的 β-actin 
mRNA、非洲爪蟾卵母细胞的 VegT 和 Xlsirts RNA
以及果蝇卵母细胞的 oskar mRNA 的标记

[23-25]
。由

于分子信标具有高灵敏度，其也被用于单分子 RNA
的检测；但是线性寡核苷酸探针和分子信标技术对

RNA 的标记效率均受限于 RNA 与蛋白质的结合及

内源 RNA 的二级结构。

5　展望

随着科学研究的深入，RNA 所扮演的丰富多

彩的生物学角色逐渐被认识，RNA 所执行的生物

学功能不亚于蛋白质。目前已开发的活细胞内 RNA
标记和成像技术极大地促进了 RNA 的功能研究，

加深了我们对 RNA 功能的认识。但是已有的活细

胞内 RNA 标记和成像技术都存在某种程度上的不

足，这阻碍了 RNA 功能的广泛研究。因此，发展

新的活细胞内 RNA 标记和成像技术将会极大提高

RNA 功能研究的水平，这对广大科研工作者来说
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也是任重而道远的。
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王江云报告讨论
沈晓骅 ( 清华大学生命科学学院 )

Q ：你所报告的酶能识别特异性的 RNA 序列，然后将叠氮加入上去，请问你的 RNA 有多大？特异性

如何？如何识别？效率如何？你的这个方法能检测到体内多少拷贝数的 RNA ？

A ：100 nt，同时能够提供较高的特异性，是结构和序列共同识别的。实验效率目前如果在体内高表达

特异的 RNA，则跑胶可见，具体反应效率还有待检测。目前尚不知道能够检测到多少拷贝的 RNA。此方

法具有潜在高特异性，与 RNA 适体方法不同，是利用亲和力及共价连接的方法，经过改造，希望能够得

到类似荧光蛋白的效果。

付向东 ( 加州大学圣地亚哥分校 )
Q ：接上面问题，你所谓的共价连接是指什么？方法需要特异性去表达某段 RNA 吗？能否直接定位

到某段 RNA 上？

A ：共价连接是指先将叠氮连接到 tRNA 上，再通过光点击将荧光基团连接上去。是的，必需要表达

目的 RNA。目前我们正在改善，希望能够通过环丙烯和四氮唑的反应去优化体系。

沈晓骅 ( 清华大学生命科学学院 )
Q ：能否将 Biotin 连接上去？

A ：可以，目前我们连接的是更难合成的分子。

王阳明 ( 北京大学生命科学学院 )
Q ：100 nt 的 RNA 序列加到靶 RNA 上，如 mRNA 上，polyA 会否影响标记吗？你提到的 Jeremy 所报

导的 RNA 荧光标记是否会对蛋白质之类的也有标记作用？其 Kd 是 4.5 μmol/L，目前已知的最高效率的标

记物有多少？

A ：目前我们还没有试过是否有影响，我们的目标是将环丙烯带到 RNA 上。Jeremy 所报导的 RNA 荧

光标记对蛋白质是否有影响还不知道。效率最高的标记物我们还不知道，我们希望通过共价连接的方法，

突破结合效率的限制问题。

张钠 ( 合肥强磁场研究中心 )
Q ：你所用的三元环环丙烯是否稳定？有无细胞毒性？

A ：我们做过检测，很稳定。目前实际生活中所用的水果保鲜剂就是 1- 甲基环丙烯，它是无毒性的，

但是我们光交联的诱发过程可能有一定毒性。


