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摘要 RNA是生命“中心法则”的主要成员,广泛参与细胞内各种生命活动. RNA在活细胞内的区室定位和动态过

程与RNA功能息息相关. 因此, 需要开发活细胞内RNA成像技术, 追踪RNA时空动态过程, 原位阐明RNA活性和

功能, 进一步解析RNA相关生命过程和疾病的关系. 本文系统阐述两大活细胞RNA成像体系: (i) RNA发夹: 荧光

蛋白体系; (ii) 荧光响应RNA适配体: 小分子探针体系. 并介绍其他可用于动态示踪RNA的技术, 概述不同技术在

追踪活细胞RNA方面的特点和问题, 讨论RNA动态成像技术未来的发展方向.
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RNA是中心法则的关键生物大分子之一, 不仅能

够直接参与编码蛋白等关键细胞过程, 也可以调控细

胞内各类生命活动. RNA序列、结构或化学修饰的变

化, 影响其正常生理功能, 导致一系列疾病的发生与

发展, 如神经退行性疾病、恶性肿瘤、心血管疾病

等
[1~6]. 因此, 发展RNA成像技术, 原位追踪RNA亚细

胞定位和动态变化, 有助于从时空角度解析RNA生物

学功能, 理解疾病发生机制.
传统的细胞内RNA示踪方法主要利用荧光原位

杂交(fluorescence in situ hybridization, FISH)探针, 原
位标记细胞内RNA. 但是FISH主要应用于固定细胞

RNA的标记, 无法实时成像活细胞RNA, 从而失去

RNA的时空信息, 限制RNA的动态研究.
随着RNA探针和荧光显微技术的不断发展, 研究

人员发展多种活细胞RNA动态成像技术. 根据荧光标

签的区别, 这些技术主要可分为两类: (i) 基于RNA发
夹和RNA结合蛋白-荧光蛋白(fluorescent protein, FP)
的RNA成像技术; (ii) 基于荧光响应RNA适配体和小

分子探针的RNA成像技术. 此外, 分子信标、荧光代

谢标记、有机小分子探针以及活细胞荧光原位杂交

(live-cell fluorescent in situ hybridization, LiveFISH)等
技术也可用于活细胞中RNA的动态成像. 本文将主要

介绍以上荧光成像方法的成像原理、最新进展和功能

研究,并且讨论不同成像技术的优缺点以及RNA动态

成像技术未来的发展方向.

1 基于RNA结合蛋白-荧光蛋白的RNA成
像技术

荧光蛋白是目前广泛使用的一类活细胞成像探
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针, 其中以绿色荧光蛋白(green fluorescent protein,
GFP)研究最为深入

[7]. GFP由238个氨基酸组成, 其发

色团由分子内第65至67位的氨基酸残基(丝氨酸-酪氨

酸-甘氨酸)形成. 这三种氨基酸的侧链经自催化形成

发色团HBI(4-(对羟基亚苄基)咪唑烷-5-酮), 发出绿色

荧光
[8]. 通过融合荧光蛋白到靶标蛋白, 可有效地标记

活细胞内靶标蛋白, 观测其定位并获得实时动态信息.
荧光蛋白由于其基因编码、低毒、高亮、光稳定等优

异的性质, 相关研究者获得2008年和2014年诺贝尔化

学奖
[7,9~12].
为使用荧光蛋白示踪活细胞RNA, 研究人员以

RNA结合蛋白(RNA-binding protein, RBP)为桥梁, 发

展基于RBP的荧光蛋白探针(RBP-FP). 利用RBP-FP探
针, 研究人员深入研究RNA的转录、翻译、转运等重

要生物学过程
[13~15]. 下文将介绍几种广泛使用的基于

RBP-FP的RNA成像技术.

1.1 MS2: MCP融合荧光蛋白及其类似体系

MS2标记体系包括MS2 RNA发夹(MS2 RNA hair-
pin)结构及其亲和蛋白MS2衣壳蛋白(MS2 coat pro-
tein, MCP)[16]. MS2 RNA发夹来自MS2噬菌体, 长度

为19 nt, 可以高特异性、高亲和力(Kd=1 nmol/L)地结

合MCP蛋白
[17]. 研究者融合表达MCP与荧光蛋白

(MCP-FP), 同时将MS2 RNA发夹插入目标RNA序列

中, 即可使目标RNA特异性招募MCP-FP, 从而动态示

踪目标RNA(图1A)[18].
MS2: MCP系统广泛应用于活细胞RNA成像. 该

系统可应用于酵母、哺乳动物细胞、秀丽隐杆线虫、

果蝇胚胎等体系中, 示踪信使RNA(messenger RNA,
mRNA)的动态过程

[19~22]. 2020年, 研究者使用MS2:
MCP-FP系统成像酵母中TIM50, TIM22, ATP3 mRNA,
发现在有氧呼吸条件下, ATP3 mRNA更趋向定位于线

粒体, 进而影响编码蛋白的翻译过程
[23].

MS2: MCP系统可进一步成像单分子mRNA. 2013
年, Robert Singer研究组

[24]
在酵母mRNA的3′非翻译区

(3′ untranslated region, 3′ UTR)插入24×MS2发夹, 在单

个mRNA分子上募集数十个荧光蛋白, 以此放大荧光

信号. 借助该策略, 研究者首次在活细胞中观测到单

分子mRNA的动态, 并监测酵母RNA聚合酶Ⅱ的转录

动力学.
为进一步增强信号放大效果, 浙江大学马为锐与

徐素宏研究组
[25]

将SunTag与MS2: MCP系统结合, 开

发基于MS2与Suntag的信号放大系统(MS2-based sig-
nal amplification with suntag system, MASS). SunTag
是一段具有多个多肽表位的蛋白序列, 可被特定的单

链可变区片段(single-chain fragment variable, scFv)识
别.研究组构建MCP-Suntag, scFv-FP两种融合蛋白,并
将8×MS2插入mRNA的3′ UTR区, 使单个mRNA分子

能募集数百个荧光蛋白, 大幅提升荧光信号, 高亮度示

踪单分子mRNA. 利用该系统, 研究组在秀丽隐杆线虫

中示踪mRNA的动态过程.
与MS2: MCP系统类似, 研究人员先后开发PP7:

PCP系统
[26]

与boxB: λN22系统
[27](图1A). PCP蛋白和

λN22蛋白可以分别以高亲和力结合PP7序列以及boxB
序列, 并通过融合表达荧光蛋白, 构建成像RNA的荧

光探针
[13,28]. 重要的是, MS2: MCP系统与PP7: PCP系

统, boxB: λN22系统完全正交
[28,29], 从而可以在活细胞

中双色标记目标RNA分子.
Martin研究团队

[30]
使用25×boxB和24×MS2分别标

记同一条HBB pre-mRNA的两个内含子区域, 从而能

够成像单个pre-mRNA. 研究人员记录细胞核中单个

pre-mRNA转录位点的荧光强度变化周期, 通过数学

拟合, 定量测定HBB pre-mRNA内含子的剪接时间. 类
似地, 在原代神经元、酵母等多种细胞和果蝇胚胎中,

图 1 基于荧光蛋白的RNA成像技术示意图. A: RNA发夹:
RNA结合蛋白; B: 分裂荧光蛋白; C: Pepper: 荧光响应蛋白;
D和E: CRISPR-Cas13系统
Figure 1 Schematic of RNA imaging technologies using fluorescent
proteins. A: RNA hairpin: RNA-binding protein; B: split fluorescent
protein; C: Pepper: fluorogenic protein; D and E: CRISPR-Cas13
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同样实现目标RNA的双色标记, 同时示踪多种不同类

型的RNA动态行为, 证明这种成像策略的普适性
[31~33].

尽管MS2: MCP及类似体系广泛用于活细胞RNA
动态成像, 但这类系统仍存在一些不足. 以MS2: MCP
为例, 为标记单分子RNA, 通常需要在靶标RNA上融

合多个MS2重复序列, 这种长外源序列的插入有可能

干扰目标RNA的表达与转运
[34]. 此外, 未结合RNA的

游离荧光蛋白可能造成高背景, 降低成像的信噪比. 因
此MCP-FP探针往往需要融合核定位序列(nuclear lo-
calization sequence, NLS), 将游离的MCP-FP引导入细

胞核, 以降低细胞质中的荧光背景
[20]. 这样一来, 一方

面当MCP-FP探针结合RNA时, 探针的NLS也会扰动

RNA的生理定位和动力学, 造成信号干扰; 另一方面

也造成细胞核中荧光背景极高, 无法观测细胞核内的

目标RNA.
为降低游离MCP-FP产生的高背景荧光,研究人员

将分裂荧光蛋白技术(split fluorescent protein, split FP)
与MS2-MCP系统结合, 开发背景更低的RNA成像技

术
[35]. 2014年, Singer团队

[35]
将GFP分裂为两个无荧光

的片段, 分别融合到MCP与PCP, 同时在目标RNA中间

隔插入MS2与PP7发夹. 当MCP与PCP分别与相邻的相

应基序结合时, 两个无荧光的GFP片段相互靠近, 重新

组装成GFP, 发射荧光(图1B). 这种方法大大降低背景

信号. Singer研究组
[35]

将12×MS2-PP7重复序列插入

mRNA的3′ UTR区, 低背景、高信噪比示踪单分子

mRNA动态. 需要注意的是, 当细胞内荧光蛋白浓度

较高时, 分裂荧光蛋白会在未结合RNA的情况下自聚

合, 从而产生背景信号
[35].

1.2 Pepper: 荧光响应蛋白

为降低荧光蛋白在RNA成像时造成的高背景、

NLS动力学干扰等问题, 美国康奈尔大学的Samie R.
Jaffrey研究团队

[36,37]
于2019年提出一种Pepper RNA响

应的“荧光响应蛋白”探针, 应用于活细胞RNA成像

(图1C).
Jaffrey团队

[36]
首先开发一种Pepper RNA结合的

tDeg短肽. tDeg短肽包含19个氨基酸, 可以招募蛋白

酶体, 降解自身或tDeg融合的荧光蛋白(tDeg-FP), 无

荧光信号. 此外, 进一步发展Pepper RNA, 可特异性结

合tDeg-FP, 阻止tDeg招募蛋白酶体, 从而避免tDeg-FP
降解, 可检测到荧光信号. 利用这种机制, tDeg-FP可构

建为Pepper RNA响应的“荧光响应蛋白”.
基于Pepper: 荧光响应蛋白体系, 研究者可低背

景、高亮度地检测到Pepper融合的任意RNA. 当细胞

内无Pepper融合RNA, 荧光响应蛋白快速降解无荧光.
当细胞内表达Pepper融合RNA时, 可以结合荧光响应

蛋白, 保持高亮的荧光蛋白信号. 基于此技术, Pepper:
荧光响应蛋白体系将“持续荧光”转变为“响应荧光”,
可以低背景、高灵敏、高特异性、高信噪比、无NLS
干扰地实时成像活细胞RNA(图1C).

随后, Jaffrey团队
[36]

在目标mRNA的3′ UTR区插

入20×Pepper序列, 以单分子分辨率成像活细胞中目标

mRNA的动态, 并实时监测亚砷酸钠诱导mRNA形成

应激颗粒的动态过程. 由于无NLS干扰, Jaffrey团队
[36]

在细胞核中也观测到Pepper标记的目标RNA, 并监测

该目标RNA极有可能是出核前的mRNA.
2021年, 湖南大学蒋健晖团队

[38]
设计基于Pepper

的RNA传感器来标记内源RNA. 研究者在Pepper的3′
端插入一段目标RNA的互补序列, 破坏Pepper的正确

折叠. 未结合目标RNA时, 错误折叠的Pepper无法招

募荧光响应蛋白, 不发射荧光. 当传感器上的互补序

列与目标RNA杂交, RNA传感器发生构象转换, Pep-
per重新折叠, 从而稳定荧光响应蛋白发光. 利用这种

构象转变策略, 研究人员成像活细胞中的survivin
mRNA. 随后, 研究人员通过分裂荧光蛋白技术放大

RNA传感器的成像信号, 单分子水平示踪survivin和
MUC4 mRNA. 进一步地, 该系统还研究有丝分裂过

程中MALAT-1 lncRNA的动态行为
[38].

由此可见, Pepper: 荧光响应蛋白系统具有显著优

势. 该技术既保留荧光蛋白探针的高亮荧光性能, 又系

统性解决未结合RNA荧光蛋白造成的高背景问题, 避

免NLS序列的干扰, 成像细胞核内的目标RNA. 但是,
该系统需要哺乳动物细胞内蛋白酶体的参与, 因而尚

未应用于细菌或真菌内的RNA标记.

1.3 CRISPR-Cas13成像系统

CRISPR-Cas13系统由Cas13蛋白和单链向导RNA
(single guide RNA, sgRNA)组成, 可以特异性结合并编

辑目标RNA[39~41]. 利用其易编程、特异性高等特点,
CRISPR-Cas13系统也可以应用于RNA成像(图1D).

2017年, Zhang团队
[42]

开发基于CRISPR-Cas13体
系的RNA成像技术. Zhang团队改造Cas13家族中的
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LwaCas13a蛋白, 获得无酶切活性的dLwaCas13a(dead
LwaCas13a), 并将其与GFP融合表达. 通过调整sgRNA
的间隔区/锚定区, 即可靶向并成像目标RNA. 利用该

体系, Zhang团队在HEK293FT细胞内成像β-actin
mRNA, 并观测应激条件下β-actin mRNA形成应激颗

粒的动态过程.
尽管基于dLwaCas13a-FP的成像体系能够成像高

丰度的β-actin mRNA,但在成像低丰度RNA时,该体系

面临信噪比低、标记效率不足的挑战. 为克服这些局

限, 2019年陈玲玲团队
[34]

测试多种Cas13蛋白应用于

成像体系的效果, 其中dPspCas13b表现出最高的标记

效率和信噪比. 利用这一新型dCas13b-FP成像体系,
研究人员在活细胞内成像中丰度至低丰度表达的

NEAT1, SatIII lncRNA以及MUC4 mRNA.
2023年, 陈玲玲团队

[43]
使用优化的dPspCas13b-

EGFP: sgRNA体系, 将dPspCas13b-EGFP: sgRNA复合

物注射进斑马鱼胚胎, 成像胚胎内源Eppk1 mRNA和
100537515 mRNA, 并追踪Eppk1 mRNA和100537515
mRNA的从头转录与有丝分裂后的转录再激活过程.
此外, 研究者还在活体内示踪单个mRNA-蛋白复合物

的出核过程.
此外, 陈玲玲团队

[44]
还将CRISPR-Cas13与MS2:

MCP及类似系统结合, 开发CRISPRpalette多色成像系

统. 为实现多色RNA成像, 研究人员筛选得到dMis-
Cas13b蛋白, 并通过点突变消除dMisCas13b 剪切

sgRNA的活性, 提高sgRNA的稳定性, 得到ddMis-
Cas13b(pre-crRNA processing null dMisCas13b). 随后,
研究人员将MS2, PP7, Pepper等RNA发夹分别插入

sgRNA中, 同时表达对应的RBP-FP, 在活细胞中同时

标记成像NEAT1, SatIII lncRNA以及 MUC4等mRNA
(图1E)[44].

总而言之, CRISPR-Cas13系统在标记成像RNA方
面具有诸多优点. 首先, CRISPR-Cas13系统无需对目

标RNA进行遗传修饰, 操作简便. 其次, 不同种属的

CRISPR-Cas13系统可能相互正交, 可以同时示踪两种

不同的RNA. 但是, CRISPR-Cas13系统存在潜在的脱

靶效应, 需要对sgRNA的设计进行多轮优化, 提高标记

效率与成像信噪比
[34](表1).

2 基于荧光响应RNA适配体:小分子探针的
RNA成像技术

荧光响应RNA适配体是一种具有特定结构的单

链RNA, 能够结合并“点亮”原本不发光的小分子探

针
[52]. 研究人员以荧光响应性小分子探针为底物, 通

过指数富集的配体系统进化技术(systematic evolution
of ligands by exponential enrichment, SELEX), 对RNA
文库重复进行结合-洗脱-扩增-再结合的过程, 最终可

从含有1016~18条随机合成的RNA文库中筛选出特异性

结合小分子探针的RNA适配体
[53].

RNA靶向的小分子荧光探针单独存在于水溶液

中时, 通常没有荧光, 只有结合对应的RNA适配体后,
才能激活探针, 实现RNA荧光成像. 因此, 开发和鉴定

合理的RNA适配体结合小分子探针是关键的第一步.
小分子探针需要满足以下条件: (i) 低荧光背景和细胞

毒性. 虽然可以通过降低探针浓度来消减细胞荧光背

景和细胞毒性, 但低剂量的探针会限制RNA成像的灵

敏度. 由于哺乳动物和人细胞表达的RNA适配体浓度

可超过10 μmol/L[54], 为确保细胞中RNA适配体结合到

小分子探针, 探针最优浓度应在10 μmol/L以上. 因此,
理想的荧光探针在10 μmol/L以上浓度需要没有明显

的细胞背景荧光和细胞毒性. (ii) 细胞透膜性. 小分子

表 1 基于RNA发夹: 荧光蛋白的RNA成像工具

Table 1 RNA imaging tools with RNA hairpins: fluorescent proteins

标记系统 Kd(nmol/L)
单分子成像标记

序列个数
RNA序列 成像RNA 参考文献

MS2: MCP 1 24×MS2 ACAUGAGGAUUACCCAUGU mRNA, ncRNA [45~48]

PP7: PCP 1.6 24×PP7 UAAGGAGUUUAUAUGGAAACCCUUA mRNA, ncRNA [13,46,49]

boxB: λN22 22 25×boxB GCCCUGAAAAAGGGC mRNA [28,30,50,51]

Pepper: tDeg – 20×Pepper GGCUCGUUGAGCUCAUUAGCUCCGAGCC mRNA [36,38]

dCas13-sgRNA – dPspCas13b-3×EGFP – mRNA, ncRNA [43]
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探针需要进入细胞, 因此需要小分子探针需要较好跨

膜性能. (iii) 高消光系数. 探针的亮度与探针本身的消

光系数和量子产率有关. 因此高的消光系数可以提高

RNA成像探针的亮度和灵敏度.
要构建荧光响应性的小分子探针, 一般有以下三

种策略: (i) 设计荧光蛋白的发色团结构类似物(图2
左). 这种小分子探针的分子内运动易导致非辐射跃

迁, 从而降低荧光. 而当RNA适配体与小分子探针结

合后, 限制探针的分子内运动和非辐射跃迁, 从而增

强荧光
[55~62]. (ii) 设计自淬灭探针(图2中). 这类小分子

探针将荧光团与淬灭基团连接, 具有自淬灭性质. 当与

RNA适配体结合时, 荧光团与淬灭基团之间的距离增

加, 荧光团的荧光得以恢复
[63~67]. (iii) 设计具有分子

内螺环结构的小分子探针(图2右). 这种小分子探针的

分子内螺环结构不发荧光, RNA适配体结合后, 探针

结构转变, 由不发光的螺环结构变为发光的两性离子

结构, 进而产生荧光
[68,69].

2.1 结合荧光蛋白发色团的荧光响应RNA适配体

2011年, Jaffrey团队
[55]

在Science上报道首个活细

胞成像的RNA适配体Spinach, 并应用于哺乳动物细胞

内RNA成像. 为避免早期荧光RNA适配体靶向的孔雀

石绿探针
[52]

的高细胞毒性、高细胞背景等缺陷, 该团

队创新性地利用GFP中的生色团HBI(4-(对羟基亚苄

基)咪唑烷-5-酮)为结构基础 , 设计出小分子探针

DFHBI(3,5-二氟-4-羟基亚苄基咪唑啉酮). DFHBI在高

浓度(20 μmol/L)下显示出低细胞背景、低细胞毒性.
进一步, Jaffrey团队

[55]
通过DFHBI探针,筛选出Spinach

适配体. Spinach可以点亮DFHBI, 使其荧光增强2000
倍以上, 在试管中达到GFP的荧光亮度. 此外, 研究人

员使用Spinach标记5S rRNA, 成功在活细胞内示踪5S
rRNA. 2012年, Jaffrey团队

[70]
把Spinach设计成基于

RNA的荧光生物传感器, 在细菌里检测到一系列小分

子代谢物.
作为早期筛选出的荧光适配体, Spinach: DFHBI

系统虽已初步具备活细胞示踪RNA的能力, 然而其在

活细胞内较低的荧光强度阻碍该系统的进一步应用.
这是由于Spinach在细胞中折叠性差, 无法形成稳定的

空间结构. 因此, 2014年, Jaffrey团队
[56]

优化SELEX过
程, 将SELEX与流式细胞荧光分选技术(fluorescence
activated cell sorting, FACS)结合, 开发SELEX-FACS,

以DFHBI为底物, 筛选得到Broccoli荧光响应RNA适
配体.

Broccoli已经广泛应用分子生物学、合成生物

学、细胞生物学、遗传学等领域. 2023年, 刘书琳团

队
[71]

使用Broccoli适配体, 开发一种RNA纳米拉链(na-
nozipper)技术, 在活细胞内原位标记和实时成像单分

子mRNA. 研究人员将Broccoli适配体通过结构末端的

茎相互连接, 构建串联的3×Broccoli纳米拉链. 该纳米

拉链可从中分裂为两个互补的片段, 每个互补片段末

端均连有一段靶RNA的识别片段. 在活细胞中, 靶

RNA可募集分裂的互补片段, 并使两个片段相互靠近,
从而重新形成探针的结合位点, 产生荧光. 研究者使用

该技术, 实现对活细胞内SARS-CoV-2包膜蛋白mRNA
的实时动态成像.

为提高Broccoli成像能力, Jaffrey团队和李幸团

队
[72~74]

也设计合成一系列Broccoli结合的小分子探针.
新一代探针结合细胞内Broccoli时, 可以指数地增强

Broccoli亮度和光稳定性. 如2014年, Jaffrey团队
[72]

在

DFHBI的咪唑啉酮的N1位置修饰三氟乙基基团, 得到

DFHBI-1T探针. DFHBI-1T不仅细胞背景更低, 并使得

细胞内Spinach/Broccoli亮度增强50%以上.

图 2 RNA靶向小分子探针的主要设计策略. 荧光蛋白发色
团类似物荧光原理(左). 自淬灭探针荧光原理(中). 分子内螺
环小分子探针荧光原理(右)
Figure 2 Design strategies of fluorogenic RNA-binding small mole-
cule probes. These probes contain fluorescent protein-like chromo-
phores (left), self-quenching probes (middle) and intramolecular
spirocyclization probes (right)
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2020年 , Jaffrey和李幸团队
[ 73 ]

通过Spinach:
DFHBI晶体结构筛选出新一代小分子探针BI. 和

DFHBI-1T一样, BI在高浓度(10 μmol/L)下显示出低细

胞背景. 此外, BI高亲和力地结合Broccoli, 可以作为

“RNA伴侣”来促进Broccoli的折叠, 使得细胞内Broc-
coli亮度提高10倍以上. 并且, BI使得Broccoli光稳定

性提高到5倍以上. 由于BI明显提升Broccoli的亮度和

光稳定性, 因此成功标记到活细胞内单个mRNA. 这

也是首次利用荧光RNA适配体和小分子探针标记到

单个mRNA.
随后Jaffrey团队和李幸团队

[74]
合作开发TBI(3,5-

二氟-4-羟基亚苄基咪唑啉酮-2-硫代咪唑啉-1-苯并咪

唑)小分子探针. 相较于此前开发的小分子探针, TBI与
Broccoli适配体之间的“结合-解离”速率更快, 进一步

提升光稳定性. 但是TBI探针在高浓度(10 μmol/L)下
具有一定的细胞背景. 因而Broccoli: BI体系在RNA成
像亮度和信噪比方面具有最佳成像能力, 是当前RNA
成像技术的金标准之一

[73].
以上RNA适配体靶向的小分子探针的设计开发

均基于绿色荧光蛋白发色团. 为拓展荧光响应RNA适
配体: 小分子探针系统的应用, Jaffrey团队

[57,62,75]
基于

红色荧光蛋白发色类似物, 设计开发出一系列小分子

荧光探针. 2017年, Jaffrey研究团队
[57]

以红色荧光蛋白

DsRed的发色团模拟物DFHO(3,5-二氟-4-羟基亚苄基

咪唑啉酮-2-肟)为探针, 筛选得到荧光RNA适配体

Corn. DFHO显示出较低荧光背景, 结合Corn发射黄色

荧光(Ex=505 nm, Em=545 nm). 与大多数RNA适配体

以单体形式结合探针不同, Corn以二聚体的形式与

DFHO结合. 此外, Corn: DFHO系统相比于Spinach/
Broccoli: DFHBI系统, 光稳定性显著提高, 适用于长

时程地动态示踪目标RNA. 因此, 研究人员使用Corn:
DFHO系统定量研究活细胞内RNA聚合酶Ⅲ的转录活

性. RNA聚合酶Ⅲ结合的启动子可分为三类, 研究者

在这三类启动子的下游插入Corn适配体, 并将其导入

细胞. 通过观察荧光强度的变化, 研究人员得以实时

研究RNA聚合酶Ⅲ的转录动力学过程
[57].

为进一步发展具有红色荧光的荧光响应RNA适

配体: 小分子探针系统, Jaffrey团队和李幸团队
[75]

利用

Broccoli定向进化得到Red Broccoli适配体. Red Broc-
coli可结合DFHO产生红色荧光, 但在活细胞中亮度较

低. 研究人员依据晶体结构, 进一步优化探针结构得到

DFHO的衍生物OBI(3,5-二氟-4-羟基亚苄基咪唑啉酮-
2-肟-1-苯并咪唑). Red Broccoli: OBI的试管亮度是Red
Broccoli: DFHO的2.7倍, 此外OBI可以有效地提高细

胞内Red Broccoli亮度. 基于Red Broccoli: OBI在细胞

中显示出较高的荧光强度, 研究人员籍此开发具有红

色荧光响应的生物传感器, 用于研究细胞内的小分子

代谢物水平
[75].

2022年, Jaffrey团队
[62]

在优化DFHO的结构, 得到

荧光发射谱红移的DFAME(3,5-二氟-4-羟基亚苄基咪

唑啉酮-2-丙烯酸甲酯). 而后, 研究人员以DFAME为底

物, 筛选得到Beetroot适配体. Beetroot与Corn类似, 均
以二聚体形式结合小分子荧光探针. 尽管Beetroot与
Corn序列高度相似, 但两种适配体高度正交. Jaffrey团
队将Beetroot和Corn分别与MS2发夹, boxB发夹融合,
构建5×Beetroot-boxB和5×Corn-MS2. 研究人员将

5×Beetroot-boxB, 5×Corn-MS2与GFP-λN, mCherry-
MCP同时导入细胞, 借助RNA发夹与RNA结合蛋白之

间的相互作用, 成功在活细胞内监测到核糖核蛋白复

合物(ribonucleoprotein complex, RNP)自组装形成聚

集体的过程.
为提高RNA适配体的正确折叠率, 2022年Jaffrey

团队
[58]

在天然存在的腺嘌呤核糖开关的序列基础上,
筛选得到类似腺嘌呤核糖开关结构的Squash适配体.
Squash和腺嘌呤核糖开关具有类似的三维结构, 不同

的是腺嘌呤核糖开关结合腺嘌呤小分子代谢物 ,
Squash结合并点亮DFHBI小分子探针. 由于以天然存

在的核糖开关为序列基础, Squash表现出显著增高的

正确折叠率(80%), 高于Corn(52%)和Broccoli(55%),
可在活细胞内成像5S rRNA与U6 snRNA[58]. 凭借其

优秀的折叠能力, Jaffrey团队设计出基于Squash的生

物传感器, 用以标记细胞内的小分子代谢物水平.
借助荧光响应RNA适配体, 研究人员可在活细胞

内成像RNA. 成像RNA需要标记目标RNA, 最简单的

标记方式为直接将荧光响应RNA适配体插入至目标

RNA序列, 以示踪RNA的动态. 但这种标记方式需要

改变目标RNA的序列, 可能会影响其正常的生命活动.
因此, 研究人员借鉴分裂荧光蛋白技术,开发分裂荧光

响应RNA适配体技术, 可直接成像无遗传修饰的目标

RNA. 2017年, 陈楠团队和樊春海团队
[76]

联合开发适

配体诱导的荧光互补(aptamer-initiated fluorescence
complementation, AiFC)技术, 可在活细胞内原位成像
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β-actin mRNA. 研究人员将Broccoli适配体从中分裂为

Split-A, Split-B两个片段, 单独的Split-A, Split-B均不

能结合小分子探针发出荧光. 研究者在Split-A和Split-
B末端分别连接一段靶向目标RNA的序列, 并同时导

入细胞中. 当两片段与目标RNA结合后, Split-A和
Split-B空间距离靠近, 重新组装成小分子探针的结合

口袋, 从而可在活细胞内示踪RNA的动态行为(图3A).
2019年, 华东理工大学杨弋研究团队

[59]
以HBC(4-

(((2-羟乙基)(甲基)氨基)-亚苄基)-氰基苯乙腈)为底物,
筛选得到Pepper适配体. 与上文1.2中Jaffrey组研发的

结合荧光响应蛋白的Pepper系统不同的是, 杨弋组研

发的Pepper结合HBC小分子探针. HBC探针发光机理

和荧光蛋白生色团一致, 即通过RNA限制小分子探针

的分子内旋转, 降低小分子探针的非辐射跃迁, 从而

增强荧光. 通过改造HBC的分子结构, 研究人员得到

一系列HBC衍生物探针. 这些探针与Pepper结合后, 发
射波长基本覆盖可见光谱青色至红色的区域. 研究人

员将4×Pepper插入目标mRNA的3′ UTR区, 即可示踪

活细胞中的BFP, GADPH, β-actin mRNA.
武汉大学周翔研究团队

[77]
通过改造Pepper适配体

序列, 设计iPepper(inert Pepper)RNA分子, 可在不改变

目标RNA序列的情况下成像其动态. 研究人员首先研

究Pepper的二级结构, 将Pepper的茎缩短至恰好无法

稳定折叠, 仅保留其核心序列. 随后, 在核心序列两翼

插入一段与目标RNA互补的探针, 当未结合目标RNA
时, Pepper的核心序列不能稳定折叠, 无法结合HBC发
射荧光. 只有当互补序列与目标RNA结合后, Pepper才
能恢复稳定的结构, 结合HBC发出荧光(图3B). 使用这

种策略 , 研究人员得以在活细胞中示踪多种内源

mRNA. 此外, 周翔研究团队
[78]

将荧光响应RNA适配

体与CRISPR-dCas13b系统结合 , 开发CasFAS
(CRISPR-dCas13 system with fluroscent RNA aptamers
in sgRNA)技术. 研究人员将Pepper或Broccoli适配体

插入sgRNA的茎环区域, 即可随Cas13体系成像目标

RNA. 利用该成像体系, 研究人员靶向病毒RNA序列,
监测病毒侵染活细胞的过程(图3C). 此外, 李幸团队

[79]

和杨弋团队
[80]

分别利用Pepper构建生物传感器, 标记

活细胞的蛋白、金属离子和代谢物, 并且监测出药物

的抑制效果, 有望开发出药物筛选平台.
2023年, 杨弋研究团队

[61]
以NBSI(4-(N-(2-羟乙基)

(甲基))亚苄基-3-甲基-2-苯乙烯基-3,5-二氢-4H-咪唑-
4-酮) 为底物, 筛选得到Clivia适配体. Clivia适配体仅

图 3 基于荧光响应RNA适配体的RNA成像设计方法, 可用
于标记细胞内源RNA. A: 适配体变构; B: 分裂RNA适配体;
C: 适配体结合CRISPR
Figure 3 Schematic of endogenous RNA imaging with various
fluorogenic RNA approach. A: Allosteric fluorogenic RNA; B: split
fluorogenic RNA; C: CRISPR combined fluorogenic RNA

图 4 其他RNA成像技术. A: 分子信标; B: 代谢标记; C: 小分子探针嵌合; D: LiveFISH
Figure 4 Other RNA imaging technologies. A: Molecular beacon; B: metabolic labeling; C: small molecule fluorophores; D: CRISPR LiveFISH
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由30个核苷酸构成, 以高亲和力结合NBSI分子. 研究

团队通过对NBSI分子结构进行改造, 获得发射光谱涵

盖黄色到红色的系列小分子探针. Clivia: NBSI系统表

现出大斯托克斯位移, 并且与Pepper: HBC系统正交.
基于各自的光谱性质, 研究人员使用Clivia和Pepper实
现单激发双发射的活细胞RNA实时成像. 此外, 研究

人员结合Clivia与Nanoluc萤光素酶(nanoluciferase,
Nluc)开发实时检测RNA-蛋白质相互作用的新技术.
Nluc能够催化底物氧化, 从而产生生物发光

[81]. 由于

Nluc的发射光谱与Clivia的激发光谱存在重叠, 当二者

距离靠近时, 可能产生生物发光共振能量转移(biolu-
minescence resonance energy transfer, BRET). 研究者

首先将Clivia序列与MS2融合, 萤光素酶与MCP融合,
借助MS2: MCP之间的相互作用来诱导Clivia与Nluc
靠近, 发生BRET, 通过监测BRET信号强度来表征

RNA-蛋白质的相互作用. 借助该技术, 研究人员在活

细胞和小鼠体内原位监测RNA-蛋白相互作用. 进一步

地, 研究者应用该技术探究锌指蛋白ZRANB2与其结

合基序、U1 snRNA与U1-70K蛋白等蛋白与RNA之间

的相互作用
[61].

此外, 其他报道的荧光响应RNA适配体也可通过

限制分子内运动, 结合并“点亮”非荧光蛋白发色团类

似物的小分子探针. 2014年, Unrau研究团队
[60]

以噻唑

橙(thiazole orange, TO)衍生物TO1-Biotin为底物, 筛选

得到Mango-I适配体. TO1是一种具有不对称结构的花

菁类染料, 可结合核酸分子产生非特异性荧光, 导致较

高的背景信号. 研究人员通过对TO1进行基团修饰以

及生物素化, 削弱其结合核酸分子的能力, 降低背景

信号. 只有当TO1-Biotin与Mango-I结合后, 才能激活

TO1-Biotin的荧光.
为优化Mango-I的光物理性质, 2018年, Unrau团

队
[82]

使用微流控辅助的体外区室化(microfluidic-as-
sisted in vitro compartmentalization, μIVC)技术,重新筛

选Mango-I的文库, 得到Mango-II, Mango-III, Mango-
IV三个适配体.它们相对于Mango-I在荧光强度和对小

分子探针的亲和力上有明显提升, 并在高浓度盐溶液

中能发出更明亮的荧光. 其中, Mango-II适配体表现出

更高的荧光强度与光稳定性. 研究人员将24×Mango-II
重复序列插入mCherry mRNA的3′ UTR区, 在固定细

胞和活细胞中实现单分子mRNA成像
[83].

2.2 结合自淬灭探针的荧光响应RNA适配体

自淬灭探针是由一个荧光团与一个淬灭基团连接

组成的小分子探针. 未结合RNA适配体时, 荧光团的

荧光被淬灭基团淬灭; 而当荧光团或淬灭基团结合其

RNA适配体后, 淬灭效应被解除, 荧光团得以恢复荧

光. 这种设计策略下, 可以采用更高亮度、更强光稳

定性的荧光团, 如花菁类或罗丹明类荧光团, 从而提

高RNA动态成像的准确性.
2018年, 科罗拉多大学博德分校Palmer研究团

队
[67]

以天然存在的钴胺素(cobalamin, Cbl)核糖开关作

为RNA适配体, 以荧光染料-Cbl为荧光探针, 开发Ri-
boglow RNA成像平台. 由于Cbl可以淬灭荧光, Palmer
团队将CbI连接Cy5, FAM等不同的荧光探针, 构建一

系列具有不同发射波长的自淬灭探针. 随后，作者将

12×Riboglow插入目标mRNA的3′ UTR区, 即可成像单

分子mRNA[84]. 然而, 由于这些小分子探针的溶解性较

差, 需要依赖微珠负载才能进入细胞, 操作繁琐, 不利

于活细胞成像.
2021年, Jaschke研究团队

[65]
以TMR-DN(四甲基罗

丹明-二硝基苯胺)为自淬灭探针, 开发RNA适配体

RhoBAST. RhoBAST结合并点亮TMR-DN探针，并且

在结合TMR-DN探针时表现出快速的结合-解离动力

学. 这种动力学特征使得RhoBAST: TMR-DN系统具

有闪烁的荧光特性, 满足单分子定位显微成像技术

(single-molecule localization microscopy, SMLM)的成

像要求. 研究人员在HEK293细胞中表达RhoBAST适
配体, 通过SMLM成像技术观察到细胞核内RhoBAST
组成的精细结构.

2023年, Jaschke研究团队
[85]

为获得具有更高亲和

力以及更高荧光强度的RNA适配体: 小分子探针系统,
开发二聚的biRhoBAST: TMR2系统. 研究人员使用一

段RNA支架序列将两个RhoBAST适配体连接在一起,
构建二聚的biRhoBAST适配体; 将两个TMR分子使用

聚乙二醇链连接, 构建具有自淬灭效应的小分子探

针TMR2
[85]. TMR2分子内两个TMR分子之间距离接

近, 形成分子内H-二聚体, 使TMR2几乎不发出荧

光
[86]. TMR2可结合biRhoBAST, 与RhoBAST: TMR-

DN相比, biRhoBAST: TMR2的结合亲合力得到极大

提升(Kd=40 pmol/L), 荧光强度几乎增强至RhoBAST:
TMR-DN的三倍, 并具有更低的荧光背景. 这种系统
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仅需要8×biRhoBAST标记, 即可在活细胞内示踪单分

子mAzurite mRNA的动态. 这种构建方法还可以应用

于其他类型的RNA适配体: 小分子探针系统, 例如下

文所述的SiRA: SiR系统. SiRA: SiR系统是一种利用

分子内螺环实现荧光响应的RNA适配体系统, 研究人

员结合分子内螺环与接触淬灭机制, 开发biSiRA: SiR2

系统. 与SiRA: SiR相比, biSiRA: SiR2表现出更高的荧

光强度. 但是TMR2很容易受到细胞环境的扰动, 导致

探针在细胞环境中产生背景荧光.

2.3 结合具有分子内螺环的荧光响应RNA适配体

2019年, 德国海德堡大学的Jaschke研究团队
[87]

以

硅基罗丹明(silicon rhodamine, SiR)为探针, 开发RNA
适配体SiRA. SiR具有分子内螺环结构, 未结合适配体

时表现为无荧光的螺内酯形式, 与SiRA适配体结合后

转变为具有荧光的两性离子形式. 通过这种结构转变,
SiR在SiRA结合后产生7倍的荧光响应. 值得一提的是,
SiR结合SiRA后发射的荧光波长位于近红外波段, 荧

光穿透深度更深, 自体荧光产生的背景更低.
2023年, 为满足受激辐射损耗(stimulated emission

depletion, STED)超分辨率成像技术的需要, Jaschke研
究团队

[68]
对四甲基罗丹明(5-carboxytetramethylrhoda-

mine, TMR)进行结构优化, 将其改造为具有分子内螺

环的荧光探针SpyRho(spirocyclic rhodamine). SpyRho
可以与RhoBAST 适配体结合, 表现出高荧光亮度、极

强的光稳定性以及快速的配体交换动力学. 这些特点

使RhoBAST: SpyRho系统具有较强的抗光漂白性质,
能够使用STED技术在活细胞内成像RNA. 研究人员

将16×RhoBAST重复序列标记在含CGG重复序列的

mRNA 3′ UTR区, 首次实现活细胞内标记RNA的

STED成像
[68].

荧光响应RNA适配体具有许多优势. 与荧光蛋白

不同, 荧光响应RNA适配体不需要成熟时间, 只需外

源加入对应的小分子探针即可进行动态示踪. 此外,
荧光响应RNA适配体: 小分子探针系统在分子量上远

小于荧光蛋白, 对标记的RNA分子干扰更小. 更重要

的是, 只有当小分子探针特异性结合RNA适配体后,
才能发出荧光. 这种响应性荧光显著提高成像的信

噪比.
然而, 荧光响应RNA适配体: 小分子探针系统仍

具有一些缺陷. 首先, 荧光响应RNA适配体: 小分子探

针系统在活细胞内的荧光强度与荧光蛋白相比普遍较

低. 其次, 细胞内RNA的浓度与蛋白相比更低, 且半衰

期较短
[88], 难以长时间稳定地示踪RNA动态. 目前已

开发出提高活细胞内荧光响应RNA浓度的技术, 但该

技术会改变RNA的结构
[54], 可能影响目标RNA的正常

生命活动(表2).

3 其他RNA成像技术

3.1 分子信标

分子信标(molecular beacons, MB)是一种可用于

成像RNA的寡核苷酸单链探针
[89]. 这种单链探针的序

列两端分别修饰荧光基团与淬灭基团, 序列中包含一

段目标RNA的互补序列以特异性结合目标RNA. 未结

合目标RNA时, MB会自发折叠形成两端靠近的茎环

结构, 此时荧光基团与淬灭基团距离靠近, 荧光被淬

灭. 只有互补序列与目标RNA杂交后, 荧光基团和淬

灭基团分开, 才能产生荧光
[89](图4A).

MB具有高特异性、高灵敏度、低背景的特点,已
广泛用于成像RNA[90,91]. 2017年,北京大学陈匡时研究

团队
[92]

在目标RNA上插入8×MB互补序列, 构建稳定

表达的细胞系. 随后, 研究者将靶向目标RNA的MB分
子导入稳转细胞, 成功在活细胞内实现多种lncRNA的
单分子成像. 类似的, 该团队在mRNA编码区上游插入

32×MB互补序列 , 在活细胞内实现单分子EGFP
mRNA成像

[93].
分子信标技术仍存在许多不足. 首先, MB分子通

常由带负电荷的寡核苷酸组成, 难以通过细胞膜, 需要

利用载体递送或显微注射的方式进入细胞. 此外, 递送

的不均匀性以及核糖核酸酶的降解导致的假阳性信号

限制MB技术的应用
[94].

3.2 代谢标记技术

代谢标记(metabolic labeling)技术是一种通过细

胞代谢途径标记RNA分子中核苷的技术. 这种技术需

预先在核苷分子上修饰叠氮基、环辛炔基等反应活性

基团, 形成核苷类似物. 随后, 将核苷类似物加入细胞

培养基, 通过补救合成途径(salvage pathway), 将类似

物掺入新生的RNA分子中. 最后, 在培养基中加入预

先修饰活性基团的荧光团分子, 通过点击化学反应,
将荧光团与核苷类似物共价连接, 从而标记活细胞中
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表 2 RNA适配体: 小分子探针复合物的光物理和生物化学性质

Table 2 Photophysical and biochemical properties of RNA aptamer: small-molecule fluorophores complexes

小分子探针
(适配体) 结构式

激发
(nm)

发射
(nm)

消光系数
[M−1, cm−1] 量子产率

亲和力常数
(nmol/L)

DFHBI
(Spinach)[55,72] 469a) 501a) 24271a) 0.72a) 537a)

DFHBI-1T
(Spinach/Broccoli)

[56,72,73]

472a)

470b)
507a)

505b)
29600a)

28900b)
0.94a)

0.41b)
360a)

305b)

BI
(Broccoli)[73] 470b) 505b) 33600b) 0.67b) 51b)

TBI
(Broccoli)[74] 485 527 35100 0.64 71

DFHO
(Corn)[57] 505 545 29000 0.25 70

DFAME
(Beetroot)[62] 514 619 22500 0.17 460

OBI
(Red Broccoli)[75] 541 590 47300 0.67 23

TMR-DN
(RhoBAST)[65] 564 590 96000 0.57 15

SpyRho
(RhoBAST)[68] 562 581 65000 0.95 34

TMR2
(biRhoBAST)[85] 564 590 164700 0.93 0.04
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的RNA分子, 实时动态示踪新生的RNA分子
[95](图4B).

代谢标记的主要限速步骤在于, 补救合成途径中

的激酶很难识别核苷类似物, 无法高效率地将核苷类

似物磷酸化, 形成核苷酸. 因此, 研究人员尝试改造激

酶的底物识别位点, 使其能够高效地磷酸化核苷类似

物. 2019年, Kleiner研究团队
[96]

成功改造尿苷-胞苷激

酶2(uridine-cytidine kinase 2, UCK2), 得到Y65A
UCK2, 其可以识别核苷类似物5-叠氮甲基尿苷(5-azi-
domethyl uridine, 5-AmU), 从而实现对RNA的荧光标

记. 研究人员借助Y65A UCK2, 在活细胞内荧光标记

RNA, 研究氧化应激过程中RNA定位的动态变化. 类

似地, 2022年, Kleiner研究团队
[97]

以pyrroloC(pyrrolo-
cytidine)或tC(1,3-diaza-2-oxophenothiazine)为核苷类

似物, 借助Y65A UCK2催化磷酸化, 通过点击化学反

应标记RNA, 研究活细胞内的RNA代谢和转运过程.

3.3 小分子荧光团嵌合技术

化学合成的有机小分子荧光团也可作为直接成像

RNA的探针工具. 这些小分子荧光团可以特异结合

RNA分子的特殊结构, 激活荧光并标记RNA. 这些小

分子荧光团大多数在生理条件下带正电荷, 可通过电

荷相互作用与带负电的RNA分子结合, 激活荧光. 此

外, 氢键、π-π堆积效应等也可以在探针与RNA的特异

性结合中发挥作用(图4C).
有机小分子荧光团可特异成像不同细胞器中的

RNA. 生物分子对不同化学基团表现出迥异的亲和力,

(表2续1)

小分子探针
(适配体) 结构式

激发
(nm)

发射
(nm)

消光系数
[M−1, cm−1] 量子产率

亲和力常数
(nmol/L)

SiR
(SiRA)[87] 649 662 86000 0.98 430

SiR2
(biSIRA)[85] 649 663 200000 0.78 0.291

HBC530(Pepper)[59] 485 530 65300 0.66 3.5

HBC620
(Pepper)[59] 577 620 100000 0.58 6.1

NBSI574
(Clivia)[61] 490 574 23000 0.37 18

TO1-B
(Mango II)[82,83] 510 535 – 0.21 0.7

a) 数据来自参考文献[56,72]. b) 数据来自参考文献[73]
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某些基团可以高特异性地结合特定细胞器或特殊结构

的RNA, 如含三苯基膦(triphenylphosphonium, TPP)分
子更易透过线粒体膜

[98], 具有芳香性平面结构的分子

更易结合G-四链体(G-quadruplex)[99]等. 研究人员将这

些基团修饰在探针结构中, 进而成像活细胞中不同定

位的RNA[100,101]. 2019年, 林伟英研究团队
[100]

开发

MR-IDE荧光团. MR-IDE具有良好的细胞渗透性, 可

特异性靶向活细胞线粒体, 并在线粒体内结合RNA分
子中的小沟结构, 激活荧光. 使用MR-IDE, 研究人员

在肿瘤细胞与巨噬细胞中成像线粒体RNA动态. 同年,
周虹屏研究团队

[102]
开发ADAP荧光团. 可以特异性结

合RNA分子, 激活荧光. 研究人员使用ADAP结合双光

子显微成像技术, 在活细胞内示踪核仁与线粒体内的

RNA.
基于小分子嵌合的RNA成像技术优势在于, 无需

复杂的操作和适配体修饰, 即可成像内源RNA分子.
但是, 由于绝大部分有机小分子荧光团的荧光激活依

赖于结合特定的RNA结构, 如RNA螺旋结构的小沟或

是G-四链体结构. 这导致这些荧光团很难区别序列不

同的RNA, 不能成像特定的目标RNA, 具有脱靶效

应
[101].

3.4 LiveFISH

2019年, 斯坦福大学Stanley Qi研究团队
[103]

开发

LiveFISH活细胞RNA成像技术. Stanley Qi团队基于

CRISPR-dCas13d体系, 在体外将Atto647荧光团修饰

的sgRNA与dCas13d组装成RNP复合物, 并通过电穿孔

导入活细胞, 成像特定的RNA(图4D). 利用LiveFISH技
术, 研究者追踪活细胞中RNA转录的实时动态, 观测

到转录产物在转录位置的累积. 同时, LiveFISH技术

也可以在原代细胞中使用.

4 总结与展望

细胞中的RNA种类繁多, 功能复杂. RNA广泛分

布于活细胞内, 可在诸多生命活动过程中产生, 表现

出复杂的时空动态. 而RNA时空动态的异常改变与疾

病的发生发展密切相关. 因此, 发展活细胞RNA成像

技术, 实时监测RNA在活细胞中各种行为, 如生成、

运输、降解等, 有望进一步解析RNA的生物功能, 发

现疾病治疗的新靶点. 本文总结过去几年中活细胞

RNA动态成像的发展现状, 综述基于RNA结合蛋白-
荧光蛋白与基于荧光响应RNA适配体的成像技术, 并

讨论其它活细胞RNA成像体系.
基于RNA结合蛋白-荧光蛋白的活细胞RNA成像

技术有如下优点. 首先, 成像体系完全基因编码, 无需

外源添加荧光探针; 其次, 以荧光蛋白作为探针示踪

RNA, 亮度普遍高于荧光响应RNA适配体成像体系.
然而, 其缺点也十分明显: (i) 荧光蛋白背景高. 作为

稳定发光的荧光探针, 荧光蛋白在未结合RNA时也稳

定产生高亮荧光, 造成背景干扰, 严重影响RNA成像

效果. (ii) 荧光蛋白干扰大. 荧光蛋白尺寸是小分子探

针的50~200倍左右, 并且融合核定位序列, 对目标

RNA的空间定位和动力学干扰很大. (iii) 细胞中需要

编码荧光蛋白的机制. 这要求细胞长时间编码荧光蛋

白, 消耗细胞编码蛋白的能量, 增加细胞负担. (iv) 荧

光蛋白的成熟过程需要氧气, 不适合应用于厌氧生物

内成像.
基于荧光响应RNA适配体的成像技术有如下优

点.首先,相对于荧光蛋白,小分子探针分子量小,对目

标RNA干扰小; 其次, 小分子探针具备荧光响应能力,
背景噪音相对较低, 信噪比高; 最后, 可以通过添加不

同的小分子探针灵活地切换光谱. 但是, 仍有许多问题

制约着该技术的发展: (i) 亮度较低. 虽然很多小分子

探针的体外亮度比荧光蛋白高5~10倍, 但是荧光响应

RNA适配体: 小分子探针体系在活细胞中亮度相对于

荧光蛋白亮度较低. 这可能是RNA适配体在活细胞中

无法有效激活小分子探针. (ii) RNA结构稳定性需要

提升. 大多数RNA适配体是在常温和试管中筛选得到,
其三维结构在活细胞内复杂的生理环境中可能无法完

全复现. 同时, 部分RNA适配体热稳定性较弱, 在37℃
时无法完全折叠. 此外, 部分荧光响应RNA适配体中

含有G-四链体等结构, 这可能会募集RNA解旋酶, 降

低RNA的稳定性
[104,105]. (iii) 丰度较低. 细胞中的RNA

半衰期较短, 易被核酸水解酶催化降解, 导致丰度相对

较低
[88]. 为解决此问题, 研究人员开发Tornado(twister-

optimized RNA for durable overexpression)技术以提高

RNA在细胞内的丰度
[54]. 此外, 由于DNA在细胞内较

稳定, 不易被降解, 因此发展基于荧光响应DNA适配

体的成像技术, 可能避免核酸水解酶的降解, 提高适

配体的丰度
[106].

在筛选得到RNA适配体的过程中, 大部分筛选过
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程在体外进行, 筛选所得的候选序列极少能够应用于

活细胞成像. 因此, 需要开发新型SELEX技术, 优化筛

选方式, 提高筛选成功率. 目前研究人员已开发在活细

胞内进行筛选的CRISmers(CRISPR based aptamers
screening system, CRISmers)技术

[107]
、利用水凝胶一

步法筛选得到适配体的HAS(hydrogel for aptamer se-
lection, HAS)技术

[106,108], 这可能会为新型SELEX技术

的开发带来突破.
基于荧光响应RNA适配体: 小分子探针体系中,

小分子探针可通过化学修饰改变自身的光学性质, 拓

宽应用范围. 已有研究报道, 具有光切换、光转换性

质的荧光蛋白或小分子荧光团可应用于超分辨成像,
在纳米尺度实时高分辨成像, 解析细胞内的显微结

构
[11,109]. 然而, 目前基于荧光响应RNA适配体的成像

技术缺乏此类小分子探针, 这限制对活细胞内RNA分
子精细空间结构的解析.

尽管目前已经发展多种活细胞RNA动态成像技

术, 但由于RNA分子本身需要经历复杂的剪接、加工

和转运, 并在细胞内的不同亚细胞定位发挥功能, 因

此需要精确的成像技术来研究RNA的动态. 单分子

RNA成像技术满足这一需求. 该技术可在活细胞内高

信噪比地成像单个RNA分子, 进而研究单个RNA分子

的代谢过程, 更深层次理解单分子RNA的活性与功能.
与RNA结合蛋白-荧光蛋白相比,荧光响应RNA标签的

分子量更小, 可以减轻对目标RNA的干扰, 更适用于

单分子RNA成像. 目前已开发多种基于荧光响应RNA
适配体的单分子mRNA成像技术

[61,110], 能够应用于活

细胞内的mRNA成像. 但是, 这些技术尚未应用于实

时成像单分子mRNA, 并且, 针对低丰度RNA的单分

子成像技术仍然缺乏.
目前, 研究者已开发多种多样的活细胞RNA动态

成像技术. 借助这些技术, 人们对RNA生物学有更加

深入的了解. 未来, 多种学科的交叉融合, 尤其是RNA
生物学、化学生物学、结构生物学、物理科学、信息

科学之间的跨学科研究, 将会推动RNA成像技术的发

展, 助力RNA复杂功能与调控机制的解析
[111,112].
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Progress in RNA dynamic imaging technology in live cells
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As the party of “central dogma”, RNA plays a crucial role in various cellular activities. The subcellular RNA localization and
dynamic processes in living cells are closely related to RNA function. Therefore, it is desirable to develop RNA imaging
biotechnology to track spatiotemporally RNA in live cells, enable us to understand RNA activity and function in situ, and further
reveal the relationship between RNA-related life course and diseases. This review mainly focuses on two major live cell RNA
imaging tools, (i) RNA hairpin: fluorescent protein system, and (ii) fluorogenic RNA aptamer: small molecule fluorophore system. In
addition, we briefly introduce other RNA imaging tools. Furthermore, this review outlines the characteristics and issues of different
systems in tracking RNA, discusses the future directions for the development of RNA dynamic imaging tools.
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