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细胞RNA影像解析技术的研究进展
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摘　要：RNA具有独特的三维结构和种类繁多的生物学功能，广泛参与细胞的各类生命活动，与多种疾病

的发生与发展密切相关。长期以来，科学家们一直在追求可以对细胞中RNA的丰度和分布进行解析的技

术。该文将对多种细胞RNA影像解析技术的研究进展进行介绍，并将对最有希望成为活细胞RNA理想标记

成像技术的荧光RNA进行重点介绍，包括它的种类以及在活细胞RNA成像中的应用，同时还将探讨细胞

RNA影像解析技术未来的发展方向以及面临的挑战。
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The advances in cellular RNA imaging technology
CHEN Xian-Jun, ZUO Fang-Ting, XIE Xin, FANG Meng-Yue, YANG Yi*

(State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of 
Science and Technology, Shanghai 200237, China)

Abstract: RNAs exhibit unique three-dimensional structures and a variety of biological functions, and have been 
widely involved in diverse life activities and closely related to the occurrence and development of many diseases. 
During these years, scientists have been persuing technologies that can analyze the abundance and distribution of 
RNA in cells. In this review, we describe the recent advances in cellular RNA imaging technology, and focus on 
fluorescent RNA, which is the most promising tool as an ideal technology for RNA imaging in live cells, including 
its types and applications in RNA imaging, and meanwhile we discuss the direction and challenge of future 
development of cellular RNA imaging technology.
Key words: RNA imaging; fluorescence in situ hybridization; enzymatic modification; molecule beacon; fluorescent 
protein-RNA binding protein; fluorescent RNA
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生物大分子标记技术是生物分子成像的关键，

它对于理解各种细胞生命过程至关重要。在科学历

史上，科学家们利用荧光蛋白“点亮”细胞内蛋白

质，实现了生命动态过程中蛋白质分子的可视化。

荧光蛋白成像技术是当代生物科学研究中最重要的

工具之一，2008年诺贝尔化学奖就授予三位为荧光

蛋白做出重要贡献的科学家。在活细胞中，RNA也

具有独特的结构、种类繁多的生物学功能以及复杂

的时间空间分布。与蛋白质相比，RNA种类更多，

但它们中的大部分功能尚未被鉴定，也因此被称为

基因组中的“暗物质”。不同种类的RNA及其修饰

形式的鉴定、功能与调控研究现已经成为了国际前

沿。RNA研究也迫切需要一种类似于荧光蛋白这样

的颠覆性标记技术，可以允许人们实时监测RNA在

活细胞中各种代谢行为，如生成、运输、翻译、降

解等。如何对活细胞RNA特异标记与成像，这是深

入研究RNA功能机制极为有用的工具和所需要解决

的重要技术挑战，也一直是RNA研究的前沿方向。

到目前为止，用于细胞RNA的影像解析技术主

要包括荧光原位杂交技术、生物酶修饰的RNA标签

技术、分子信标技术、荧光蛋白-RNA结合蛋白技

术以及荧光RNA技术，其中前两种技术只能用于固

定细胞即死细胞中RNA的荧光标记，而后三种技术

可以实现活细胞RNA的荧光标记与成像。本文接下

来将对这些RNA影像解析技术的研究进展进行介

绍，并将对最有希望成为活细胞RNA理想标记成像

技术的荧光RNA进行重点介绍，包括它的种类以及

在活细胞RNA成像中的应用，同时还将探讨细胞

RNA影像解析技术未来的发展方向以及面临的挑战。

1　荧光原位杂交技术

在RNA成像领域，荧光原位杂交技术(fluorescence 
in situ hybridization, FISH)是被广泛用来研究RNA在

细胞内水平与分布的方法，它是通过碱基互补配对

的原理将含荧光团标记的核酸探针与目的RNA分子

进行杂交，进而进行荧光成像的技术(图1A)[1-2]。由

于未结合的探针也存在荧光，因此在标记过程中需

要进行多次清洗去除未结合的探针，降低非特异性

背景荧光。为了进一步增加成像的信噪比，科学家

们发展了单分子FISH技术(smFISH)，他们设计多个

探针对单个 RNA分子进行标记(图1B)[3]，或者在目

的RNA的3' 端非编码区插入多个拷贝的重复序列，

每个重复序列又可以杂交多个探针(图1C)[4]，最终

使得单个RNA分子上被标记上多个荧光基团，进而

实现单分子RNA成像。

随后，科学家们在smFISH基础上又陆续发展

了多种RNA标记技术，包括RNAscope [5]、SABER-
FISH [6]、bDNA-smFISH [7-8]、MERFISH [9-10]。其中

RNAscope技术已经被商业化，它利用独特的双Z 
(ZZ) 探针可以有效防止探针的非特异性结合，同时

降低背景干扰。由于结合在非特异性位点的单个Z
探针不会产生完整的信号放大分子结合位点，并且

会在杂交过程中被洗掉，从而防止非特异性信号的

放大，使得探针的信号具有高度的特异性 [ 5 ]。

SABER-FISH利用交换反应信号扩增法(SABER)实
现利用长单链多联体DNA作为FISH探针进行RNA

(A)荧光原位杂交技术示意图。它通过碱基互补配对的原理将含荧光团标记的核酸探针与目的RNA分子进行杂交，进而对目

的RNA进行荧光成像。(B、C)基于荧光原位杂交的单分子RNA标记技术。通过针对目的RNA序列设计多个荧光探针(B)，或

者在目的RNA序列上融合多个与探针结合的重复序列(C)来实现单分子RNA成像。

图1  荧光原位杂交技术
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标记的目的。由于多联体DNA上聚集了一连串短的

荧光成像互补序列，它可以将RNA的信号增强

5~450倍[6]。bDNA-smFISH与RNAscope类似，包含

由preamplifier、amplifier和探针组成的树状结构，

经两步的信号放大实现高信噪比的单分子RNA标记

成像。bDNA-smFISH允许使用标准的自动化流程

来对数千个细胞中的RNA定位和丰度进行高通量分

析 [7-8]。MERFISH是由华人科学家庄小威教授发

明，它是基于组合标签和连续成像的一种高度多重

化smFISH成像技术，通过error-robust编码方案抵消

单分子标记和检测错误，可以鉴定分析单个细胞中

数千种RNA的丰度和空间定位 [9-10]。

综上，荧光原位杂交技术为检测固定样本中

RNA的丰度与分布提供极具价值的工具。然而，尽

管近些年在信号的复杂扩增方面取得了较大的进

展，但是如何以更高的效率和更简易的流程来进行

RNA的标记成像仍然具有挑战性。此外，这种方法

只能用于固定化细胞即死细胞中RNA的研究，不能

用于实时监测活细胞中RNA的动态变化过程[11]。

2　生物酶修饰的RNA标签技术

在哺乳动物细胞中，各种tRNA修饰酶可以催

化约100种tRNA的转录后修饰 [12]。科学家们基于这

样的原理开发了位点特异性的RNA标记技术。例

如，我国王江云教授课题组利用转录后tRNA修饰

酶tRNAIle2-agmatidine合成酶(简称Tias)特异性识别

tRNAIle2序列，促使含有叠氮化物或炔基官能团的

小分子与含有tRNA Ile2标签的目标RNA之间产生位

点特异性共价结合，进而通过荧光基团与官能团的

化学反应来实现目标RNA的特异性标记与成像(图
2A)[13]。他们将tRNAIle2与哺乳动物细胞的5S RNA融

合表达，并成功利用Tias实现对tRNAIle2-5S的特异

性标记与成像。

此外，Devaraj研究小组利用tRNA鸟嘌呤转糖

基化酶(TGT)特异性识别一段短茎环结构的RNA序

列(transglycosylation at guanosine, TAG)，并在特定

的鸟嘌呤核苷酸位点进行交换修饰，通过连接了荧

光基团的PreQ1 (TGT的含氮碱基底物)来实现目标

RNA的特异性共价标记(图2B)[14]。他们将TAG与靶

标RNA融合并在CHO细胞中表达，成功利用TGT和
PreQ1-Cy7实现对细胞中目的RNA的特异性标记与

成像。随后，他们又利用两步标记的策略对RNA-
TAG系统进行了拓展，第一步是使用含具有生物正

交的四嗪官能团PreQ1对RNA进行标记，第二步是

通过四嗪连接将荧光基团或靶向试剂偶联到RNA
上 [15]。这种更加通用的标记方法可以使RNA功能

化，为获得具有各种诊断和治疗功能的编码和非编

码RNA提供潜在的可能性。然而，RNA-TAG系统

在对RNA标记时需要反复的清洗去除未反应的基

团，降低成像时的背景荧光，增加信噪比。这个操

作过程比较繁琐。为了克服这个缺点，该课题组发

展了免洗的RNA-TAG系统，他们将噻唑橙(thiazole 
orange, TO)衍生物与PreQ1连接合成新的探针。该

探针与细胞内核酸分子的非特异性结合能力显著降

低，而一旦与靶标RNA共价连接后会显著增加探针

的有效摩尔浓度，促使探针与RNA结合并产生明亮

的荧光 [16]。利用这个技术，他们实现了CHO细胞

中目的RNA的免洗标记与成像。

相对于其他的标记方法，基于生物酶修饰的

RNA标签技术可以实现RNA的特异性共价标记，因

此可以实现对细胞中丰度极低的RNA进行标记和纯

化[13]。然而，该技术需要对细胞进行固定后再进行

标记，尚不能对活细胞中RNA进行动态监测与分析。

3　分子信标技术

分子信标技术是最早发展起来的活细胞RNA成

像技术，是由Tyagi和Kramer[17]于1996年首次报

道。它包含在5'和3'末端自身形成发夹结构的茎环

(A) Tias可以特异性识别tRNAIle2，促使含有叠氮化物或炔基官能团的小分子与含有tRNAIle2目标RNA之间产生序列及位点特异

性共价结合，随后通过荧光染料与官能团的化学反应来实现目标RNA的特异性标记与成像。(B) TGT可以特异性识别短茎环结

构的RNA序列，并在特定的鸟嘌呤核苷酸位点进行交换修饰，通过连接了荧光基团的PreQ1来实现目标RNA的共价标记。

图2  生物酶催化的RNA标签技术
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双标记寡核苷酸探针，标记的基团分别为荧光基团

和猝灭基团。当探针与目的RNA结合后，标记在一

端的猝灭基团对荧光基团的猝灭作用消除，荧光基

团的荧光得到恢复(图3A)[18]。然而直到2003年，分

子信标技术才真正被用于活细胞RNA的动态标记与

成像，Bratu等[19]利用双荧光共振能量转移探针对果

蝇黑色卵母细胞中的oskar mRNA进行标记(图3B)，
他们的结果证实了卵母细胞成熟过程中oskar mRNA
可能会暂时积累在卵母细胞中心的观点。随后，科

学家们还通过在目的RNA序列上融合多个与分子信

标结合的靶标RNA序列(图3C)[20]，或者针对目的

RNA设计多个分子信标探针(图3D)[21-22]，来实现单

分子RNA成像。例如，Vargas等[20]将96个拷贝的分

子信标探针靶标RNA序列与绿色荧光蛋白的mRNA
融合，利用2Me修饰的探针对新生成的RNA单分子

进行标记与成像，他们发现RNA在核质以类似布朗

运动的方式进行自由扩散，不需要消耗能量，且它

们由细胞核转运进入细胞质，与转录点是否位于核

周边附近无关。我国陈匡时研究员在这一领域也做

出了一系列出色的工作，包括发展了比率型分子信

标 [23]、优化分子信标修饰方法 [24-25]、发展单分子

RNA成像技术[21]等。例如，他们发现8个分子信标

探针即可实现活细胞单分子RNA成像，精确度可达

90% [21]。

分子信标技术需要解决探针进细胞困难与假阳

性信号的问题。由于探针的分子量较大(~10 kDa)且
带负电荷，它不能自由穿越同样带负电荷的细胞质

膜。虽然细胞可以通过内吞作用摄入一定数量的探

针分子，但进入细胞的探针大都聚集在晚期内吞体

和溶酶体内，不能对细胞其他区域的RNA进行标

记 [26]。针对这一问题，研究者使用链球菌溶血素

(streptolysin-O, SLO)处理细胞，使得细胞膜上产生

30 nm直径的孔，进而允许分子量小于150 kDa的分

子自由穿梭进入细胞。由于SLO存在一定的细胞毒

性，高递送效率会带来细胞活力的降低，因此需要

大量的实验来摸索最佳的标记浓度、孵育时间和细

胞铺板密度[18]等。第二个解决方案是利用电转的方

法，它的效率可以达到近100%，对细胞的活力影

响也比较小，是目前最常用的递送方法。针对假阳

性信号的问题，目前常用的分子信标探针是利用天

然存在的DNA或2'-O-甲基(2Me)修饰的核苷酸合

成，它会被细胞内的核酶消化或者蛋白质非特异性

结合后会产生假阳性信号。为此，科学家们在合成

分子信标探针时引入非天然的核苷酸类似物，如

LNA、2Me/PS等[27]，或将探针与tRNA或siRNA连

接 [23, 28]，或利用双荧光共振能量转移探针 [29]，它们

通过增加探针的稳定性或降低探针在细胞核内的含

量来降低假阳性信号。尽管上述问题得到一定的解

决，分子信标还存在非遗传编码、易受RNA二级结

构的影响，且需要对每条RNA专门定制合成寡核苷

(A)分子信标工作原理示意图。它是利用在5’和3’末端自身形成发夹结构的茎环双标记寡核苷酸探针，标记的基团分别为荧光

基团和猝灭基团。当探针与靶标RNA结合后，标记在一端的猝灭基团对荧光基团的猝灭作用消除，荧光基团从而产生强烈荧

光。(B)基于双荧光共振能量转移的分子信标工作原理示意图。(C, D)基于分子信标的单分子RNA标记技术。通过在目的RNA
序列上融合多个与分子信标结合的重复序列(C)，或者针对目的RNA序列设计多个分子信标探针(D)来实现单分子RNA成像。

图3  分子信标技术
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酸探针等缺点[11, 18, 30]，可能会限制它更广泛的应用。

4　荧光蛋白-RNA结合蛋白技术

荧光蛋白-RNA结合蛋白是目前最常用的活细

胞RNA成像技术，它是通过RNA结合蛋白与特异性

RNA序列的相互作用，将荧光蛋白锚定(tethering)
到含相应特异RNA序列的目的RNA分子上，进而可

以通过追踪荧光蛋白的信号对靶标RNA进行示踪

(图4A)[31-33]。目前常用的RNA结合蛋白包括来源于

噬菌体的MCP [34]、PCP [35]、λ N22 
[36]，它们分别结

合MS2、PP7和boxB发夹RNA。由于融合蛋白是遗

传编码产生，因此不存在类似分子信标技术中探针

进细胞困难的问题。然而，没有与目的RNA结合的

融合蛋白会扩散到整个细胞中，进而产生较强的非

特异性背景荧光。为此，科学家们在融合蛋白上添

加核定位信号，让多余的融合蛋白进入细胞核，进

而降低胞浆中的未结合融合蛋白产生的非特异性背

景荧光。此外，人们基于双分子荧光互补原理改造

得到的荧光蛋白-RNA结合蛋白技术也可实现降低

背景荧光的目的。例如，Wu等[37]将荧光蛋白拆成

两部分，分别连接到MCP和PCP RNA结合蛋白。当

目的RNA含相邻位置融合的MS2和PP7 发夹RNA
时，MCP和PCP分别与MS2和PP7 RNA结合，促进

荧光蛋白的N端和C端重组形成完整的荧光蛋白，

进而恢复荧光(图4B)。Valencia-Burton等[38]则是将

eIF4A-GFP融合蛋白拆成两部分，在没有相应靶标

RNA存在时，这两部分不会结合重组；当靶标RNA
存在时，RNA结合蛋白的两部分会在靶标RNA介导

下重组结合，同样会促进荧光蛋白的两部分重组形

成完整的荧光蛋白，使其恢复荧光。基于双分子荧

光互补的方法虽然可以降低背景荧光，但系统因引

入多个组分而稍显复杂。为了解决这个问题，Jaffrey
课题组基于非常巧妙的设计发展了新型活细胞RNA
成像系统 [39]。在该系统中，tDeg是一个具有双功能

的肽段，它不仅具有降解蛋白质的功能，还包含精

氨酸富集的RNA结合肽段Tat，可以特异性识别结

合称为Pepper的RNA序列。当Pepper RNA不存在

时，tDeg-FP会被细胞内的蛋白质降解系统识别并

降解；当Pepper RNA存在时，Pepper RNA会与

tDeg-FP结合，使其不能被识别降解(图4C)。因此，

利用该系统进行RNA标记成像时，没有结合靶标

RNA的tDeg-FP会被降解，可以大大降低系统的非

特异性背景荧光[39]。

虽然目前科学家们在降低背景荧光方面做出了

一系列工作，但荧光蛋白-RNA结合蛋白技术更多

应用在单分子RNA的成像领域。人们在目的RNA上

融合多个拷贝的RNA结合蛋白的结合序列，通过锚

定多个融合蛋白分子来增加单分子RNA的荧光信号

强度和成像信噪比，实现活细胞单分子RNA实时动

态标记与成像[40-43]。科学家们也利用具有生物正交

(A)荧光蛋白-RNA结合蛋白技术示意图。RNA结合蛋白与对应的靶标RNA序列相互作用，将荧光蛋白锚定(tethering)到含相

应靶标RNA序列的目的RNA分子上，进而可以通过追踪荧光蛋白的信号对靶标RNA进行示踪。(B)基于双分子荧光互补原理

的荧光蛋白-RNA结合蛋白技术示意图。荧光蛋白的N段和C段分别连接两种生物正交的RNA结合蛋白，当目的RNA含相邻位

置融合的RNA结合蛋白识别结合的RNA时，RNA结合蛋白便会与之结合，促进荧光蛋白的N端和C端重组形成完整的荧光蛋

白，进而恢复荧光。(C)基于tDeg与Pepper的成像技术示意图。在Pepper RNA存在下，Pepper会与tDeg-FP融合蛋白结合，阻

止tDeg-FP被蛋白质降解系统识别并降解。(D)基于CRISPR-Cas9系统的成像技术示意图。失去核酶活性的Cas9蛋白在靶向目

的RNA的sgRNA存在下可以特异性识别结合目的RNA，实现RNA的标记成像。

图4  荧光蛋白-RNA结合蛋白技术
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的RNA结合蛋白，如MCP和PCP，实现同一细胞中

两种不同RNA的单分子标记与成像[44]。此外，庄小

威教授以及其他科学家将该技术与SunTag技术结合

起来，实现活细胞中单个mRNA分子翻译过程的实

时动态监测 [45-46]。

近期，目前最火热的CRISPR基因编辑系统也

被用于发展活细胞RNA成像技术。2016年，Yeo课
题组利用来源于Streptococcus pyogenes的失活Cas9
蛋白在靶向目的RNA的sgRNA存在下可以特异性识

别结合目的RNA (图4D)，实现哺乳动物细胞中

ACTB、CCNA2等胞浆RNA的标记与成像[47]。我国

科学家在这方面也做出了非常出色的工作。中科院

陈玲玲研究员课题组对多个物种来源的CRISPR-
Cas13蛋白进行酶活突变，筛选出了具有较好RNA
标记能力的dPspCas13b和dPguCas13b蛋白。他们使

用优化后的CRISPR-Cas13系统对活细胞中NEAT1、
SatIII、MUC4和GCN4 等多种非编码RNA和mRNA
进行标记成像，并研究了散斑相关的NEAT1的动力

学。此外，他们还将该系统与MS2-MCP系统结合起

来，实现同一细胞中两种不同RNA的标记与成像[48]。

在荧光蛋白-RNA结合蛋白技术中，一直存在

的潜在问题是蛋白质与RNA的结合很可能会影响

RNA的正常代谢行为，包括RNA的剪接、转运、翻

译、降解等[49]。此外，未结合蛋白产生的背景荧光

会干扰RNA的真实含量与分布信息，使得该技术并

不适合高通量分析单细胞中RNA的分布和含量。

5　荧光RNA技术

自然界存在天然的荧光蛋白，但尚未有天然的

荧光RNA被报道。荧光RNA的概念最初是由荧光蛋

白的诺贝尔化学奖获得者之一钱永健(Roger Tsien)
教授于2003年提出，他认为可以利用RNA适配体特

异性识别结合并激活染料分子，进而实现对RNA的

可视化(图5A)[50]。基于这样的原理，他的课题组筛

选获得了可以结合并激活三苯甲烷染料孔雀石绿

(MG)染料分子的RNA适配体，荧光增强倍数可达

2 360倍 [50]。受这一发现的鼓舞和启发，在过去的

10多年里，科学家们还发展了其他的RNA适配

体——荧光团复合物。相比较其他RNA成像技术，

人们只需要将RNA适配体编码序列与靶标RNA编码

序列融合表达，加入染料分子即可对RNA标记成

像，无需引入其他核酸或蛋白质分子，因此是最直

接的一种RNA成像方法，也最有希望成为理想的活

细胞RNA标记与成像技术。

5.1　基于Hoechst衍生物的荧光RNA
Hoechst是一种非常常用的核酸标记染料，它

可以嵌入DNA双螺旋中发出明亮的蓝色荧光。2008
年，Sando等[51]合成了一种Hoechst衍生物Hoechst 
1，它通过引入两个邻位的tBu基团来降低对富含AT
双链DNA的结合亲和力(图6)。随后，他们利用指

数富集的配体系统进化技术(systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment, SELEX)筛选获得

了称为I-mini3-4的RNA适配体(图7)，它对Hoechst 1
有着很高的亲和力，复合物的平衡解离常数(KD)为
35 nmol/L，荧光激活倍数可达近30倍。由于Hoechst 1
依然可以非特异性结合细胞核内的基因组DNA，因

此I-mini3-4只能用于体外转录RNA的检测 [51]，而

不能用于活细胞RNA的标记与成像。

5.2　基于花菁类染料的荧光RNA
噻唑橙(TO)是一种不对称的花菁类染料，它包

含一个通过单次甲基桥与喹啉环共价连接的苯并噻

唑环(图6)。TO1在水溶液中的荧光很弱，但当其非

特异性插入到核酸的双螺旋结构中后，分子中连接

两个杂环的单次甲基桥的刚性增强，进而显著增加

TO1的荧光[52-53]。基于TO1的这种性质，Dolgosheina
等[53]在2014年利用SELEX技术筛选获得了可以特异

性识别结合TO1的RNA适配体Mango。Mango以很

高的亲和力(KD = 3 nmol/L)结合TO1-biotin，发出黄

色荧光，量子产率为0.14。此外，Mango RNA适配

体还可以结合TO1的衍生物TO3-Biotin产生红色荧

光。在2018年，同一课题组利用竞争性配体结合微

流控技术筛选获得了可以特异性结合TO1-Biotin荧
光团的Mango II、Mango III和Mango IV RNA适配

体。其中，Mango II与TO1-Biotin的亲和力极高，KD

可达以亚纳摩尔的0.7 nmol/L，而Mango III和Mango 
IV的亲和力则相对弱一些，KD分别为5.6 nmol/L和
11.1 nmol/L。然而，由于TO1-Biotin染料存在分子

量大、进细胞困难的缺点，Mango系列荧光RNA只

能对固定细胞中的RNA (如5S、U6、scaRNA)进行

成像，或者将体外转录的RNA与染料预孵育后导入细

胞，因此不能对活细胞RNA进行实时监测与成像。

除了TO1和TO3外，另一种花菁类染料二甲基

吲哚红(dimethylindole Red, DIR)也被用于发展新型

荧光RNA (图6)。2008年，Constantin等[54]筛选获得

了称为DIR-Apt1的RNA适配体(图7)，它与DIR结合

的KD为86 nmol/L，复合物发出明亮的红色荧光。

2017年，Tan等[55]筛选获得了另一种可以特异性结

合DIR染料的RNA 适配体DIR2s-Apt。进一步的研
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(A)荧光RNA的原理示意图。RNA适配体特异性识别结合并激活荧光团分子，使其发出明亮的荧光，进而实现对RNA的可

视化。(B)基于荧光团-猝灭基团的荧光RNA的原理示意图。RNA适配体特异性识别结合荧光团-猝灭基团(F-Q)中的荧光团分

子，阻止能量从荧光团转移到猝灭基团，进而恢复荧光团的荧光。

图5  荧光RNA技术

图6  不同荧光RNA中的荧光团结构
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究结果还发现，DIR2s-Apt同样可以激活DIR的类似

物，包括DIR-Pro、OTB-SO3和OTB-T-SO3(图6)，
其中OTB-SO3和OTB-T-SO3的光谱产生明显的蓝

移，它们的最大激发波长和发射波长均为380 nm和

421 nm。然而，同样受限于染料分子的高背景荧

光，无论是DIR-Apt1还是DIR2s-Apt均未实现对活

细胞RNA进行实时监测与成像。

5.3　基于荧光团-猝灭基团的荧光RNA
2011年，Murata等[56]提出了一种全新的设计理

念，他们利用RNA适配体特异性识别结合荧光团-
猝灭基团中的荧光团分子，阻止能量从荧光团转移

到猝灭基团，进而恢复荧光团的荧光(图5B)。具体

地，他们通过偶联荧光团和猝灭基团(black hole 
quencher 1, BHQ1)合成了一系列荧光团-猝灭基团

(图6)，并利用SELEX技术筛选获得了称为A1的

RNA适配体。A1 RNA适配体与三种荧光团-猝灭基

团有着微摩尔级的亲和力，可以显著提高它们的荧

光强度。1998年，Wilson课题组开发了一种称为

SRB-2的适配体(图7)，它可以识别并结合荧光团磺

基罗丹明B(SR)[57]。直到2013年，Jäschke课题组利

用SRB-2 RNA适配体结合SR来恢复SR在SR-猝灭基

团中的荧光(图6)，发展新型RNA实现活细胞RNA
标记与成像 [58]。我国蒋健晖教授课题组就基于

SRB-2开发了可以对哺乳动物细胞microRNA进行标

记成像的探针[59]。2015年，同样是Jäschke课题组针

对猝灭基团DN筛选了特异性识别结合的RNA适配

体DNB (图7)，DNB与DN的结合会阻止荧光团-猝
灭基团中能量由荧光团向猝灭基团的转移，进而恢

复荧光团的荧光。他们随后通过更换不同的荧光团

获得了从绿色到红色不同光谱的荧光RNA[60]。随

图7  不同荧光RNA中RNA适配体预测的二级结构
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后，同一课题组又合成了一种新的荧光团-猝灭基

团，称为5-羧四甲基罗丹明-二硝基苯胺(TMR-DN)
(图6)，它与SRB-2 RNA适配体的结合可以发出明亮

的橙色荧光[61]。SRB-2-TMR-DN复合物首次实现将

这一类荧光RNA用于哺乳动物细胞RNA的标记成

像。随后，他们又针对硅罗丹明(SiR)筛选优化获得

了称为SiRA的RNA适配体(图7)，SiRA-SiR复合物

具有非常优良的光稳定性，甚至可以实现大肠杆菌

中RNA的受激发射损耗(STED)荧光成像[62]。

在另一项研究中，Braselmann等[63]开发了一种

以钴胺素(Cbl)核糖开关作为RNA标签的荧光RNA，

它可以特异性识别结合以钴胺素作为猝灭基团的荧

光团-猝灭基团(图6)，进而显著激活荧光团的荧

光。研究者通过优化荧光团和连接头获得了光谱涵

盖绿光到远红光的一系列荧光RNA，复合物的KD从

3.0 nmol/L到1.3 μmol/L不等。这些荧光RNA允许对

哺乳动物细胞中的mRNA应激颗粒和小非编码RNA 
U1进行成像。但是，由于这些荧光团-猝灭基团的

荧光激活倍数偏低(< 10倍)，使得它们在活细胞中

有着明显的背景荧光。此外，Cbl-荧光团的分子量

较大(MW > 2000)，这使它们难以穿过细胞膜。虽

然可以利用微珠装载方法来促进这些探针进入细

胞，但微珠对细胞会产生不可逆的损伤且操作过程

复杂，因此并不实用。

5.4　基于荧光蛋白生色团的荧光RNA
荧光蛋白桶状结构中三个氨基酸构成的生色团

是其荧光产生的关键，这些生色团属于分子转子，

具有小分子量、电中性、膜穿透性、背景荧光弱的

特性。科学家们期望基于类似的原理用一个RNA适

配体去结合、包裹并激活生色团的荧光，进而获得

类似荧光蛋白性能的“拟荧光蛋白RNA”。直到

2011年，Jaffrey课题组基于绿色荧光蛋白的生色团

衍生物DFHBI (图6)筛选获得了称为Spinach的RNA
适配体[64](图7)。在没有Spinach RNA适配体存在

下，DFHBI的荧光极低，当其与Spinach结合后会产

生很强的绿色荧光。由于DFHBI进细胞容易且背景

荧光极低，Spinach-DFHBI复合物可用于细菌[65]、

酿酒酵母[66-67]、哺乳动物细胞[60]，甚至是衣藻的叶

绿体[68]中RNA的标记与成像。然而，Spinach存在

热不稳定性和折叠效率差的缺点，使得其在活细胞

中的亮度很低。Jaffrey课题组通过突变获得了“超

折叠”的Spinach2 RNA适配体(图7)，相比较Spinach，
Spinach2的熔融温度(Tm)提高了4 °C，在37 °C条件

下的折叠效率也更高(37%对13%)，因此可以对哺

乳动物细胞中的多种RNA进行成像，包括7SK小核

RNA和CGG三核苷酸重复序列 [69]。为了进一步优化

Spinach在活细胞RNA成像中的应用，他们将SELEX
技术与流式细胞术结合，筛选优化获得了称为Broccoli
的RNA适配体(图7)。Broccoli有着比Spinach2更高

的亲和力和熔融温度，以及更低的镁离子依赖性[70]。

与此同时，Autour等[71]利用微流控技术也对Spinach
进行了优化，获得了称为iSpinach的RNA适配体，

它可以在无K +的环境中工作，这非常有利于很多的

体外应用，如生物传感或高通量筛选。

此外，研究者们对DFHBI荧光团结构进行修

饰，获得了具有不同光谱性质的RNA适配体-荧光

团复合物[64, 72]。例如，Song等[72]在DFHBI的甲基或

C2上引入三氟乙基取代基，分别获得了DFHBI-1T
和DFHBI-2T (图6)，它们与Spinach2或Broccoli结合

产生波长略微红移的荧光RNA。Li等[73]基于RNA适

配体的结合口袋对DFHBI进行优化，获得了称为BI
的衍生物(图6)，它对Broccoli有着显著提高的亲和

力，结合KD可达51 nmol/L。此外，他们还合成了另

一种衍生物OBI (图6)，它与Broccoli结合后可以发

射590 nm的橙光[74]。

尽管经过一系列优化，Spinach和Broccoli仍然

存在一些缺点而限制了它们的应用，包括细胞亮度

低、光稳定性差、不具备生物正交性等。Spinach和
Broccoli的上述部分缺点被一种称为Corn的新型荧

光RNA弥补[75]。Corn是一个含28个碱基的RNA适配

体(图7)，它可以选择性识别结合红色荧光蛋白生色

团衍生物DFHO (图6)，并发出545 nm的黄色荧光。

Corn与DFHO结合的KD为70 nmol/L，远大于Spinach
和Broccoli与DFHBI的结合能力，且对Mg2+的依赖

性更低。更重要的是，与Spinach和Broccoli相比，

Corn-DFHO有着显著改善的光稳定性，即使在长时

间连续的光照条件下依然保留较高的荧光信号。由

于Corn-DFHO复合物有着良好的光稳定性，Corn-
DFHO可被用于实时监测不同mTOR信号通路抑制

剂对III型启动子活性的影响。然而，研究结果表明

Corn是以二聚体的形式存在，不适合作为RNA标签

用于RNA的成像，因为这种二聚体性质可能会改变

靶标RNA的代谢行为。

在另一项研究中，Steinmetzger等[76]对HBI的咪

唑啉酮杂环进行芳香族或阳离子取代合成了一系列

HBI类似物。有趣的是，他们发现其中的三个荧光

团DMHBI-Imi、DMHBI+和DMHBO+ (图6)可以被

13-2 RNA适配体(由Jaffrey课题针对DFHBI荧光团
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筛选优化获得)结合并激活，分别发出绿色、黄色

和红色的荧光。此外，这些新型的荧光RNA有着

130 nm的大斯托克斯位移，类似LSSmOrange和
LSSmKate荧光蛋白[77-78]，这种独特的性质可应用于

基于荧光共振能量转移(FRET)或生物发光共振能量

转移(BRET)的RNA-RNA或RNA-蛋白质相互作用检

测。但是，这些荧光RNA能否用于活细胞中的RNA
成像仍有待进一步探究。

与荧光蛋白类似，理想的荧光RNA应该是单

体、稳定性好、亮度高且光谱范围广，这也一直是

荧光RNA的发展方向[79]。2019年，我国杨弋教授课

题组与朱麟勇教授课题组构成的联合攻关团队在荧

光RNA领域取得了突破性进展，他们基于全新的分

子设计理念设计合成了全新的荧光团分子HBC (图
6)[80]。HBC在水溶液中几乎没有荧光，一旦分子转

动被限制便会发出强烈的荧光。此外，HBC有着极

低的细胞毒性且容易进入细胞。他们利用SELEX技

术筛选优化获得了可以特异性结合并激活HBC的

RNA适配体，称为Pepper (图7)。Pepper对HBC有着

很强的结合力，KD为3.5 nmol/L，结合后的荧光增

强倍数超过3 000倍。相对于Broccoli和Corn，Pepper
在大肠杆菌细胞和哺乳动物细胞中的荧光亮度要高

一个数量级以上。Pepper可以插入到不同的天然非

编码RNA与编码RNA分子序列中，进而在活细胞内

对各种RNA进行荧光标记和实时成像，而不影响它

们的转录、定位、翻译、降解等正常代谢。值得注

意的是，Pepper甚至可以用于哺乳动物细胞中II型
RNA聚合酶介导转录的信使RNA (mRNA)的成像，

相比较rRNA和tRNA，这些mRNA的丰度要低几个

数量级，这对于其他的荧光RNA很难实现。研究者

还将多个Pepper串联起来，获得的Pepper串联体的

荧光随着串联数目的增加而增加，从而提高了单分

子RNA适配体的荧光亮度。

HBC具有典型的分子转子结构，由电子给体、

π共轭结构和电子受体构成。研究者通过调节芳香

族π共轭结构或电子给体和受体的能力实现了

Pepper光谱从青色到红色的大范围拓展。这些荧光

RNA都表现出很好的热稳定性，Tm最高可达66 °C，
这比Spinach和Broccoli要高出近20 °C。此外，

Pepper599和Pepper620有着非常优良的光稳定性，

甚至优于mCherry荧光蛋白，其中Pepper620可被用

于哺乳动物细胞中RNA的结构光照明超分辨率成像

(S IM)，这是其他荧光RNA无法实现的。由于

Pepper与HBC的结合是非共价的，因此可以通过加

入不同荧光团的方法，随意改变细胞内荧光RNA的

颜色，这种灵活性对于荧光标记稳定细胞株和转基

因动物的构建十分有利，因为不需要针对每一种颜

色都构建一种细胞株或转基因动物。

与基于荧光蛋白-RNA结合蛋白的RNA成像方

法相比，Pepper具有更高的信噪比和类似，甚至更

高的荧光亮度，这使得Pepper可用于高通量分析单

细胞中mRNA含量和蛋白质含量间的相关性。 与此

前的其他荧光RNA相比，Pepper在亲和力、稳定

性、信噪比、活细胞荧光亮度等方面提升了一到三

个数量级，体现了荧光RNA从概念到实用的进步，

为活细胞中RNA的功能研究提供极具价值的工具。

表1总结了各种荧光RNA的性质。

6　总结与展望

RNA作为DNA与蛋白质间遗传信息传递的中

间载体为人们所熟知。随着测序技术的快速发展，

人们发现mRNA只占哺乳动物细胞总RNA很小的一

部分，绝大多数的RNA是不编码蛋白质的非编码

RNA。即使不编码蛋白质，这些非编码RNA仍发挥

着至关重要的生物学功能，广泛参与RNA剪接、

DNA复制、蛋白质表达、分子感应和应答催化等多

种细胞生命过程，与多种疾病的发生与发展密切相

关。为了揭示RNA的功能和作用机制, 有必要发展

高性能RNA成像技术对细胞内RNA分子的丰度和分

布进行解析。目前常用的细胞RNA影像解析技术主

要包括FISH技术、生物酶修饰的RNA标签技术、

分子信标技术、荧光蛋白-RNA结合蛋白技术以及

荧光RNA技术，这些技术都有自己的特点和特定的

应用场景，例如FISH技术可以实现单细胞中上千种

RNA的高通量分析，生物酶修饰的RNA标签技术可

以对RNA进行共价标记，然而这两种技术只能用于

固定细胞中RNA的分析；分子信标技术可以允许对

活细胞内源RNA进行标记与成像，但它是非遗传编

码且存在探针进细胞困难、较高的非特异性背景荧

光等问题；荧光蛋白-RNA结合蛋白技术可以实现

对活细胞单分子RNA进行长时间动态监测与成像，

但也存在背景荧光偏高以及蛋白质与RNA的结合会

影响RNA的代谢行为的缺点。

与细胞中的蛋白质和代谢物类似，活细胞中的

RNA是高度时空动态变化的，它们具有特定的时

间、空间分布及不同的转录后修饰状态，因此需要

发展类似荧光蛋白的标记技术，可以对活细胞中的

RNA进行实时动态标记与成像，而不影响它们的生
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表1  荧光RNA的性质

Fluorophore Aptamer Ex max (nm) Em max (nm) ε (M -1 · cm -1 ) QY (-) Fold KD  Reference
      activation (nmol/L) 
MG  N.A 630 650 z 150 000 0.187   2 360    117  [50]
Hoechst 1 II-mini3-4 345 470 N.D 0.26        56      35 [51]
TO1-Biotin Mango-I 510  535    77 500  0.14   1 100       3.2  [53]
TO3-Biotin Mango-I 637  658      9 300  N.D N.D   6~8  [53]
TO1-Biotin Mango-II 510  535  N.D  0.21 N.D       0.7  [81]
TO1-Biotin Mango-III 510  535    43 000  0.56 N.D       5.6  [81]
TO1-Biotin Mango-IV 510  535    32 000  0.42  N.D      11.1  [81]
TO3-Biotin Mango-II 637  658  N.D  N.D N.D        1.8  [81]
TO3-Biotin Mango-III 637  658  N.D  N.D N.D      15.0  [81]
TO3-Biotin Mango-IV 637  658  N.D  N.D N.D      10.4  [81]
DIR DIR-Apt1 602  645  N.D N.D        60      86  [54]
DIR DIR2s-Apt 600 646 150 000 0.26        20    966 [55]
DIR-pro DIR2s-Apt 600  658  164 000  0.33         45    252  [55]
OTB-SO3 DIR2s-Apt 380  421    73 000  0.51        76    662  [55]
OTB-T-SO3 DIR2s-Apt 380 421   71 000 0.17 N.D 1 071 [55]
Alexa594-PEG-BHQ1 A1 594 617 N.D N.D       4.5 4 700 [56]
Cy3-PEG6-BHQ1 A1 554 568 N.D N.D       7.4 N.D [56]
Fluorescein-PEG6-BHQ1 A1 490 525 N.D N.D       1.9 N.D [56]
SR-DN SRB-2 579 596 N.D 0.65        25 1 400  [58]
RG-DN DNB 507 534   37 350 0.32          4  4 480  [60]
TMR-DN DNB 555 582   47 150 0.9        11    350  [60]
SR-DN DNB 572 591   50 250 0.98        36    800  [60]
Cbl-FAM AT 490 513 N.D N.D       2.5 N.D [63]
Cbl-C6-ATTO 488 AT 501 523 N.D N.D       1.3 N.D [63]
Cbl-5xPEG-ATTO 590 A 594 624 N.D 0.31       4.9      34 [63]
Cbl-5xPEG-ATTO 590 AT 594 624 N.D N.D       4.0 1 300 [63]
Cbl-5xPEG-ATTO 590 D 594 624 N.D 0.31       2.9        3.0 [63]
Cbl-C6-ATTO 633 AT 629 657 N.D N.D       1.9 N.D [63]
Cbl-Cy5 A 646 662 N.D 0.26       2.7 N.D [63]
DFHBI Spinach 452 496   24 271 0.72   1 029    537  [64]
DFHBI Spinach2 454 498   26 100 0.70   1 000    430 [69]
DFHBI-1T Spinach2 482 505   31 000 0.94      959    560  [72]
DFHBI-2T Spinach2 500 523   29 000 0.12      100 1 300 [72]
DFHBI-1T Broccoli 472 507   29 600 0.94      959    360  [70]
BI Broccoli 470 505   33 600 0.669   1 390      51 [73]
OBI Broccoli 541 590   47 300 0.67 16 750      23 [74]
DFHO Corn 505 545   29 000 0.25      417      70  [75]
DFHO Orange Broccoli 513 562   34 000 0.28      311    230 [75]
DFHO Red Broccoli 518 582   35 000 0.34      567    206 [75]
DMHBI-Imi 13-2 min 463 545 N.D 0.08 N.D      71 [76]
DMHBI+ 13-2 min 413 542 N.D 0.40 N.D      63 [76]
DMHBO+ 13-2 min 456 592 N.D 0.10 N.D      12 [76]
HBC485 Pepper 443 485   49 100 0.42      691        8.0 [80]
HBC497 Pepper 435 497   54 700 0.57 16 601        6.7 [80]
HBC508 Pepper 458 508   42 500 0.30   9 091      27.0 [80]
HBC514 Pepper 458 514   44 100 0.45   4 748      12.0 [80]
HBC525 Pepper 491 525   74 100 0.70      585        3.8 [80]
HBC530 Pepper 485 530   65 300 0.66   3 595        3.5 [80]
HBC599 Pepper 515 599   54 400 0.43      708      18.0 [80]
HBC620 Pepper 577 619 100 000 0.58 12 600        6.1 [80]
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成、剪接、转运、翻译、降解等代谢行为与功能。

目前看来，荧光RNA是最接近类似荧光蛋白对蛋白

标记成像的技术，它可以避免上述其他四种技术的

缺点，允许对活细胞中各种RNA进行实时动态标记

与成像，而不影响它们的代谢与功能。自2003年钱

永健教授提出荧光RNA的概念后，过去十几年的快

速发展已经使得荧光RNA从概念逐渐走向实用，展

现出它们应用于活细胞RNA标记与成像以及其他生

命科学研究领域的巨大潜力。然而，荧光RNA未来

的发展仍旧存在很多挑战。首先，目前仍缺少具有

优良性质(高亮度、低背景、高稳定性、多光谱等)
且生物正交的荧光RNA。基于花菁类染料和荧光

团-猝灭基团的荧光RNA存在染料进细胞困难、背

景荧光偏高、激活倍数低的缺点。基于荧光团衍生

物的荧光RNA，如Spinach、Spinach2、Broccoli和
Corn，存在亲和力弱、细胞亮度低、稳定性差和/
或多聚体的缺点，且它们之间并不具备生物正交

性
[74]。目前只有Pepper荧光RNA有着非常优良的成

像特性，但仍缺少其他具有优良性质且生物正交的

荧光RNA，与Pepper一起联用实现哺乳动物细胞

RNA的多色成像，特别是近红外波段的荧光RNA，

可以用于活体动物中RNA的标记成像。其次，目前

仍需要发展更加快速有效获得具有优良荧光特性的

荧光RNA的方法。此前荧光RNA的获得大都通过

SELEX技术筛选获得，由于体外筛选条件与细胞环

境的巨大差异，使得真正可以用于活细胞RNA标记

成像的荧光RNA非常少。因此，需要发展更加有效

的筛选方法，例如结合SELEX和流式细胞术，来快

速获得可以对哺乳动物细胞RNA进行标记成像的荧

光RNA。再次，目前仍缺少可以显著提高细胞内

RNA浓度的方法。细胞内RNA的半衰期都很短(细
菌中mRNA的平均半衰期只有2.5~8 min [82-84]，哺乳

动物细胞的mRNA的平均半衰期也只有2~10 h [85])，
使得它们在细胞中的含量远低于蛋白质。科学家们

试图利用脚手架RNA，如tRNA或F30，提高RNA的

稳定性[86]，但这些脚手架RNA可能会影响靶标RNA
的定位与功能。此外，Litke和Jaffrey[87]基于tRNA加

工成熟的过程开发了环RNA表达策略，可以显著增

加RNA的稳定性。但这个策略目前只适合表达基于

荧光RNA的遗传编码荧光探针，并不能用于常规目

的RNA的标记成像。因此，寻找其他可以稳定RNA
的策略依然十分必要且紧迫。最后，需要发展基于

荧光RNA的单分子RNA成像技术，它可以避免荧光

蛋白-RNA结合蛋白技术中多个融合蛋白分子与

RNA结合对RNA的代谢与功能产生的潜在干扰，有

望成为理想的单分子RNA成像技术，这将会极大地

帮助人们研究RNA的代谢和功能。

综上所述，各种RNA影像解析技术已经让人们

对多种RNA的生物学功能和动态变化规律有了更加

深入的了解。随着这些技术的不断发展，未来它们

将继续为探究RNA更加复杂的功能与调控机制提供

极具价值且不可或缺的工具。
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