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摘要 RNA的活细胞成像可以为我们提供细胞生命活动过程中的基因表达和调控等重要信息. RNA定位和动

力学的研究需要开发以高空间和时间分辨率观察RNA的工具. 近年来, 利用RNA结合蛋白、体外RNA进化等方

法在活细胞内源RNA可视化方面取得了重大进展. 本文中, 我们回顾了活细胞RNA成像的发展历史, 重点介绍基

于荧光RNA适配体和CRISPR/Cas等可基因编码的活细胞内源RNA成像手段的机制、进展和优缺点. 最后讨论和

展望了该领域的挑战和未来前景.
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1 引言

自1961年信使RNA (messenger RNA, mRNA)发现

以来, 人们对核糖核酸(ribonucleic acid, RNA)的种类

和功能的研究与认识愈发深入. 传统的生物化学和遗

传学工具为我们阐明了RNA在基因表达和调控过程

中的一些作用和方式. 在基因表达过程中, mRNA作为

蛋白质翻译的模板, 决定基因表达蛋白的氨基酸序列;
核糖体RNA与蛋白质结合成核糖体, 作为蛋白质合成

的“工厂”; 转运RNA (transfer RNA, tRNA)将氨基酸

转运至核糖体合成中的多肽链上. 长非编码RNA (long
noncoding RNA, lncRNA)、小干扰RNA (small inter-
fering RNA, siRNA)、微小核糖核酸(microRNA, miR-
NA)、短发夹RNA (short hairpin RNA, shRNA)、piwi

相互作用RNA (piwi-interacting RNA, piRNA)等非编

码RNA (noncoding RNA, ncRNA)允许以不同的方式

参与转录后基因表达调控. 但关于丰度、定位、转运

和动力学等对RNA功能的影响有待进一步挖掘完善.
众多数据显示, RNA水平异常、错误加工或定位失调

与神经系统变性疾病和癌症等多种疾病相关
[1]. 细胞

内RNA可视化有助于我们提高对各种生命过程的理

解, 为临床诊断和疾病治疗提供重要参考
[2,3].

尽管可以在固定细胞中通过传统的荧光原位杂交

(fluorescence in situ hybridization, FISH)技术对特定

RNA的丰度和定位成像观测
[4~7],但此类方法仅能提供

某个时间点捕获细胞活动的“静态快照”. 为了能在活

细胞中实时动态地观测RNA参与的生命活动, 深入地

研究这些过程发生的机制, 需要高空间和时间分辨率
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地定位和示踪细胞内的RNA, 开发更加灵敏可靠的活

细胞RNA成像方法. 在过去的20多年中, 研究人员开

发并改良了多种用于活细胞的RNA成像工具, 实现了

包括单分子灵敏度、超分辨率、多路复用和活细胞

RNA跟踪等多个里程碑式的成就
[8~14]. 本文简单回顾

各类基于荧光和生物发光探针的活细胞RNA成像技

术的发展历史, 重点介绍和讨论了近10年来可基因编

码的活细胞内源RNA成像系统的重大研究进展, 为进

一步开创RNA点亮新技术和发展内源RNA追踪方法

提供参考.
为了帮助读者更好地理解这篇综述, 我们首先阐

释几个术语. 依据成像主体RNA的不同, 活细胞RNA
成像方法可分为外源RNA成像和内源RNA成像. 简单

而言, 当成像主体RNA是经过工程化改造或由外源载

体转染在细胞中产生的RNA时, 我们称为外源RNA成
像. 与之相对, 当成像主体RNA是细胞内原有且自发

产生的RNA时, 称为内源RNA成像. 依据成像探针产

生方式的不同, 又可分为非基因编码成像系统和可基

因编码成像系统. 前者的探针通常由体外合成, 通过

显微注射和转染等手段递送入细胞, 因此在合成后序

列无法改变. 而可基因编码成像系统的探针序列通常

被构建到载体中, 利用细胞自身合成探针的主体部分,
其序列可根据实验需要在载体中进行修改. 此外, 成像

探针可以在细胞内持续产生, 有利于长时间的RNA动
态观测. 本文主要关注和介绍可基因编码的RNA成像

方法.

2 活细胞RNA成像技术的发展历史

1998年, Singer及其同事
[15]

于1998年开发的MS2
系统是最具代表性的外源RNA成像系统. 该系统利用

了MS2噬菌体外壳蛋白(MS2 phage coat protein,
MCP)二聚体与21 nt的RNA发卡结构(MS2)的结合序

列(MS2 binding site, MBS)的特异性结合, 使得与MCP
融合的绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)在
工程化RNA的重复MBS区域富集并产生强烈荧光信

号. 此后, 通过不断升级和改进, 科研人员还陆续开发

出了基于PP7、λN22、U1A和BglG等蛋白质结合基序

的成像系统, 实现了更低的荧光背景、更稳定的荧光

信号和更好的重现性
[16~20].

2011年, Jaffrey及其同事
[21]

报道了一种类GFP的

RNA适配体Spinach, 其与小分子化合物4-羟基苯并咪

唑啉酮(HBI)结合后产生强烈荧光. 此类系统通常将荧

光RNA适配体序列插入到靶标RNA的非编码区, 可以

避免融合蛋白的构建、翻译和招募, 因而在转录后能

更快地观察到荧光信号. 近10年来, 通过指数富集的

配体系统进化(systematic evolution of ligands by ex-
ponential enrichment, SELEX)或流式细胞荧光分选技

术(fluorescence activated cell sorting, FACS), 多种性能

强大的荧光RNA适配体被开发出来并被用于RNA、
蛋白质、细胞代谢物和金属离子等多种细胞内分析物

的动态检测, 如Spinach、Broccoli、Corn、Mango、
Riboglow、Pepper和o-Coral等[22~28].

上述两类方法通常被用于外源RNA的成像, 通过

将RNA元件缀连到靶标末端, 可以对靶标RNA进行基

因修饰与点亮. 然而, 这种方式并不能准确地反映

RNA的生命活动. 已有研究表明, MS2系统的引入可

能会对RNA的转录、加工、定位和降解产生影

响
[29~32]. 例如, 在载体过表达的系统中, 引入MBS的

mRNA的3′端片段在酵母细胞中显著富集进而干扰对

全长mRNA的细胞定位
[29,30]. 另外, 实际运用过程中插

入成像标签对不同类型RNA的普适性有待考量. 尽管

可以通过基因克隆和基因编辑等工具在基因组层面插

入MS2或RNA适配体等成像标签, 产生稳定表达的细

胞系或转基因生物, 实现内源RNA成像. 但是进行基

因组层面的基因编辑操作复杂耗时、成本较高, 并且

其成像的RNA是非天然的
[33]. 因此开发更加通用有效

的内源RNA成像手段具有重要意义.
为实现活细胞内源RNA成像, 多种类型的成像手

段被开发出来. 这些方法的成像可以大致分类为: 分

子信标(molecular beacon, MB)类[34~41]
、RNA结合蛋

白质类
[42~50]

和荧光适配体类
[51~61]. MB类成像系统是

非基因编码成像方法的代表, 也是发展较早的内源

RNA标记手段, 其原理是一条或多条两端带有荧光基

团和淬灭基团标记的寡核苷酸链在与靶标RNA结合

后发夹结构破坏导致荧光恢复. MB类成像方法在

RNA成像领域取得了快速进展, 此类化学标记的探针

结构简单小巧、易于合成且灵敏度高, 可以在单个细

胞中同时检测多种内源mRNA. 尽管如此, 细胞递送

的低效率和破坏性, 以及探针进入细胞后的位置特异

性和降解诱导的非特异性激活等问题极大地限制了此

类探针的体内应用. 相反, 后两种可基因编码成像系统
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则巧妙地绕开了上述问题. RNA结合蛋白质类系统主

要基于PUM-HD系统(pumilio homology domain)或改

造的CRISPR/Cas系统(clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/CRISPR associated)对RNA序
列的识别和定位, 通过与之缀连的荧光蛋白或信号放

大标签产生或募集荧光信号, 进行内源RNA成像. 荧

光适配体类方法则是利用两端带有互补序列的荧光

RNA适配体对内源RNA进行成像. 适配体通过碱基互

补配对的方式与靶标RNA杂交后发生构象改变, 产生

正确折叠的三维结构, 对应小分子配体与之结合后产

生荧光信号. 与MB类成像系统相比, 后两类成像系统

具备更好的生物相容性和更小的细胞功能扰动. 同时,
其在成像特异性和RNA追踪方面表现优异而受到广

泛关注. 这两类方法通过设计并构建表达载体, 可在细

胞内连续转录预先设计的探针, 利用荧光蛋白或荧光

RNA适配体实现对内源RNA的定位和动态可视化.

3 蛋白质类内源RNA成像工具

3.1 CRISPR/dCas系统

CRISPR/Cas是一种微生物适应性免疫系统, 其广

泛存在于细菌和古细菌中
[62]. 近年来, CRISPR/Cas技

术蓬勃发展, 而且已经成为一种强大的基因编辑技术.
其基本工作原理是crRNA (CRISPR-derived RNA)与
tracrRNA (trans-activating RNA)通过碱基配对结合形

成tracrRNA/crRNA复合物, 该复合物与Cas9蛋白结合

并引导Cas9蛋白剪切双链DNA与crRNA配对的序列

靶位点处, 从而实现对基因组DNA的编辑
[62]. 此外,

crRNA和tracrRNA可以简化合并为一条单引导RNA
(sgRNA)[63]. 2014年, O’Connell等[48]

发现可利用原间隔

相邻基序呈递寡核苷酸(PAMmer)的Cas9系统识别和

切割靶标RNA. 得益于缺失核酸酶活性的dCas/sgRNA
复合物对特定RNA序列的识别结合能力, 融合了GFP
的 dC a s 9蛋白于可以在活细胞中成像内源天然

mRNA[47],如图1a所示.通过亚砷酸盐处理, Nelles等[47]

成功观测到了细胞中mRNA应激颗粒的形成. 然而, 由
于细胞中游离的或可能存在的脱靶的dCas9-GFP的荧

光背景, 该系统的信噪比不足以实现低丰度mRNA成
像. 2020年, 基于SunTag信号放大的dCas9系统被开发

出来, 结合6个串联的sgRNA, 成功实现了低丰度的内

源RNA的成像
[64].

2015年, Shmakov等[65]
报道了一种新的CRISPR-

Cas系统及其效应物C2c2 (Cas13). 2017年, Abudayyeh
等

[49]
从韦德纤毛菌(Leptotrichia wadei)中分离得到的

Cas13a可以特异性靶向敲除内源RNA, 敲除水平与

RNA干扰相当. 同样的, 如图1b所示, 缺失核酸酶活性

的dCas13a-GFP融合蛋白可以在细胞内特异性识别与

结合靶标RNA而不产生切割, 以此实现细胞内源RNA
的可视化与示踪

[49]. 另外, 将可以招募抗体融合蛋白

的SunTag引入dCas13a成像系统, 并对裂分荧光蛋

白
[66]

进行招募, 可准确跟踪细胞质和细胞核中的内源

RNA[67].
2019年, Yang等[50]

分别将8种同源dCas13蛋白与

增强绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein,
EGFP)融合,比较其信噪比以评估标记效率.结果显示,
dPspCas13b是其中标记RNA最有效的dCas13蛋白. 利

用dCas13b蛋白, 研究者标记了活细胞中的LncRNA
NEAT1及mRNA SatIII、MUC4和GCN4, 并对核体

paraspeckle结构中的NEAT1动力学进行了成像. 应用

正交dCas13蛋白, 或是结合dCas13和MS2两种成像手

段, 可实现单细胞中RNA的双色成像.
CRISPR/dCas系统是目前应用最广泛的内源RNA

成像系统之一, 可以对多种类型及不同亚细胞定位的

RNA进行可视化. 然而, 该系统存在几个潜在的限制.
CRISPR/dCas系统通常背景荧光较高, 主要依靠聚集

的荧光信号来区分背景荧光, 因此多用于成像具有重

复区域的RNA或聚集的RNA, 在低拷贝数空间分布的

RNA的可视化应用上具有挑战. 为了降低游离荧光蛋

白在细胞质中的背景荧光, 研究者常在融合蛋白中引

入数个核定位元件, 然而这种做法可能造成假阳性信

号
[68]. 尽管可以将多个荧光蛋白结合到单个dCas13蛋

白上来提高信噪比, 但单分子分辨率仍有待实现. 此

外dCas13a-GFP尺寸较大, 与RNA结合后可能会与内

图 1 CRISPR-dCas9 (a)和CRISPR-dCas13 (b)成像系统的
作用机制示意图(网络版彩图)
Figure 1 Schematic diagram of the mechanism of action of CRISPR/
dCas9 (a) and CRISPR/dCas13 (b) imaging systems (color online).
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源RNA结合蛋白竞争影响其正常功能.

3.2 PUM-HD/裂分荧光蛋白系统

RNA结合蛋白PUMILIO 1可以特异性地结合某些

mRNA的3′端非编码区(3′ UTR), 调节靶标mRNA的翻

译和稳定性
[44]. 在人类PUMILIO 1的同源结构域

(PUM-HD)中, 存在八个重复基序, 每个重复基序与一

个特定的RNA碱基相互作用
[69]. 在此基础上, 引入氨

基酸定点突变后, PUM-HD可以识别任意指定的8 nt
RNA序列

[69].
通过与裂分荧光蛋白

[66]
融合, 基于PUM-HD的

RNA标记技术已被应用于活细胞中多种RNA的可视

化. 如图2所示, 这种策略包含两个识别相邻8 nt RNA
的PUM-HD突变体. 在与RNA结合时, 两个PUM-HD融
合片段相互接近, 使荧光蛋白的N-端和C-端片段重建

以产生激活的荧光信号. 基于这一原理, Ozawa等[43]
设

计了两个与分裂EGFP片段融合的PUM-HD突变体, 成
功定位和追踪了单个活细胞中的MT-ND6线粒体

RNA. 该系统之后也被用于特异性成像内源β-actin
mRNA[70]

和lncRNA TERRA[71].
然而 , 由于必须为每个靶标RNA设计特定的

PUM-HD突变体, 并且一个PUM-HD只能结合8 nt的
RNA. 因此, 该系统用于RNA成像的特异性和效率受

到限制, 可能产生非特异性靶向
[72]. 虽然裂分荧光蛋

白的开发提高了RNA标记和检测的灵敏度, 但是裂分

片段在高浓度下会自发结合, 仍然可能导致较高的荧

光背景
[73].

3.3 csiFP传感器

2019年, 为了解决蛋白质类RNA成像系统的高背

景荧光问题, 根据HIV-1 Tat肽段和反式激活响应元件

(TAR)之间的相互作用, Jaffrey课题组
[74]

开发了Pepper-
tDeg系统用于荧光蛋白的条件型表达. 其核心是大小

为19个氨基酸的双功能肽段tDeg. 它包含两部分: 由4
个氨基酸组成的降解子和17个氨基酸组成的RNA结
合肽Tat, 其中存在两个共用的氨基酸. 当tDeg与荧光

蛋白融合后, 降解子可促进荧光蛋白的高效降解, 而

TAR RNA可以与Tat肽段特异性相互作用, 阻断降解

子的功能, 保护荧光蛋白免于降解. TAR RNA经过优

化得到的变体被称为“Pepper”, 需要注意的是, 本章节

的Pepper不同于荧光RNA适配体Pepper. 这种策略使

荧光蛋白在活细胞中的稳定性受到Pepper RNA的控

制, 极大程度上解决了高背景荧光的问题. 通过在感

兴趣RNA的3′ UTR区插入Pepper序列, 在细胞中共表

达与tDeg融合的荧光蛋白, 可以对活细胞中的外源

mRNA进行高信噪比成像. tDeg的降解作用适用于多

种荧光蛋白, 涵盖了广泛的波长范围, 在细胞成像的

应用上具有很大的灵活性.
最近, Zhou等[75]

将Pepper-tDeg系统进行改造, 设

计了一种新的基因编码传感器csiFP, 将该系统的成像

对象扩展到了内源RNA. 如图3所示, 该传感器包含有

RNA传感元件和tDeg-荧光蛋白报告元件. 研究者通过

对Pepper RNA的3′ 端进行延伸并添加靶标RNA的反

向互补序列, 使Pepper RNA错误折叠, 只有靶标RNA
可诱导传感元件的构象切换, 进而稳定tDeg融合的荧

光蛋白用于荧光成像. 这种策略将荧光蛋白的稳定性

转变为由靶标RNA介导, 使内源RNA成像成为可能.
csiFP传感器已被证明用于活细胞中survivin mRNA的
定量和动态的高对比度成像. 之后, 研究者使用裂分荧

光蛋白系统开发了csiFP的信号放大器, 能够在单分子

水平上对低丰度的MUC4 mRNA进行成像. 该传感器

进一步被应用于活细胞中lncRNA MALAT-1的成像和

跟踪, 揭示了其在有丝分裂过程中的易位动力学, 为活

细胞中内源RNA的高灵敏度成像和多色成像提供了

新的范例.
蛋白质类内源RNA成像工具均以荧光蛋白作为

发光元件, 因此具有荧光强度高的优势. 在CRISPR/
dCas系统中, 通过对sgRNA进行合理的设计与优化,
可以最大程度地提高识别特异性. 裂分荧光蛋白和

Pepper-tDeg系统的开发也为进一步降低游离荧光蛋

白的背景荧光提供了良好的范例. 然而, 由于多个

RNA单元和荧光蛋白的叠加, RNA的定位、运输与功

能等是否产生影响仍然需要进一步考量. 蛋白质类内

图 2 PUM-HD/裂分荧光蛋白系统的成像原理(网络版彩
图)
Figure 2 Imaging principle of PUM-HD/cleavage fluorescent protein
system (color online).
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源RNA成像工具的另一限制在于荧光蛋白的成熟需

要较长时间, 因此, 此类方法最适合用于研究长寿命的

mRNA和发展较缓慢的生命进程, 对于转录、可变剪

切等动态变化的实时监测存在局限性.

4 适配体类内源RNA成像工具

RNA适配体为RNA的活细胞成像提供了一种简

单有效的工具. 与荧光蛋白相比, RNA适配体尺寸更

小且不需要较长的时间使发色团成熟, 因此更适合用

于RNA的实时成像. RNA适配体的筛选最初是为体

外研究而服务的. 在十几年的发展历程中, 具有不同

发射波长的小分子配体及其RNA适配体相继问世, 不
断完善着适配体工具库. 其性能也逐渐向着结合亲和

力更强、荧光强度更高和信噪比更高等方向迈进. 在
细胞成像的相关应用中, RNA适配体通常通过基因编

码的方式缀连至RNA末端, 以此实现对外源RNA的
成像. 近年来, 已发表的数项研究例证了如何将RNA
适配体用作内源RNA (mRNA和miRNA)的荧光传

感器.
小分子配体与适配体的结合基序是关键组成部

分, 其二级结构通常包含一个或多个环(loop)以及与之

相连的维持环完整性的茎(stem).杂交诱导的结构恢复

与结构转换是利用适配体成像内源RNA的主要策略

之一. 通过引入一段与靶标RNA互补的序列, 缩短或

延长小分子配体结合所必需的茎结构, 使RNA适配体

上的结合位点被破坏. 当改造后的适配体与靶标RNA
杂交后结合位点得以恢复.

4.1 用于成像mRNA的荧光传感器

4.1.1 BHQ1-Cy3共轭发光适配体
Sato等[53]

在2015年报告了一种用于内源RNA成像

的基因编码荧光传感器 . 其荧光开启基于猝灭剂

BHQ1的RNA适配体的结构恢复. 研究者开发了与

BHQ1结合的RNA适配体, 并将Cy3探针与BHQ1相连

得到一个接触猝灭的复合物探针. 如图4所示, BHQ1-
Cy3与适配体的结合可以阻断猝灭效应从而开启荧光.
BHQ1适配体的茎对于识别至关重要, 在该传感器中,
茎被两个与靶标RNA互补的短序列所取代, 生成的

RNA靶向适配体只有在与靶标RNA反式杂交后, 重新

折叠产生BHQ1结合位点, 从而恢复复合物探针的荧

光. 利用该传感器, 研究者在活细胞中对多种内源

mRNA进行了成像. 之后, 他们又开发了与另一猝灭

剂二硝基苯相互作用的适配体, 以相同的方法实现荧

光开启, 并与BHQ1及其适配体联用, 成功实现了两种

mRNA的同时标记
[58].

4.1.2 双分子荧光互补RNA标记技术(AiFC)

裂分的RNA适配体提供了另一种可基因编码的

内源RNA成像的策略. 这类设计通过将荧光RNA适配

图 3 csiFP传感器的原理示意图
[75](网络版彩图)

Figure 3 Schematic drawing of the principle of the csiFP sensor.
Reprinted with permission from [75]. Copyright 2021 American
Chemical Society (color online).

图 4 使用BHQ1-Cy3及其适配体检测靶标RNA的示意
图

[53] (网络版彩图)
Figure 4 Schematic diagram of the detection of a target RNA using a
combination of a BHQ1-Cy3 conjugate with an RNA aptamer.
Reprinted with permission from [53]. Copyright 2014 John Wiley and
Sons (color online).
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体拆分为两个非荧光片段, 并添加靶标RNA的反向互

补序列, 形成由RNA杂交介导发光的分裂型RNA适配

体. 最早, 该策略被用于拆分Spinach进行体外RNA分
析

[76]. 后来, Wang等[57]
将该策略用于Broccoli的裂分,

开发了双分子荧光互补的RNA标记技术(AiFC). 如图

5所示, 该方法的核心是一个基因编码的RNA荧光传

感器, 当两个分裂的Broccoli片段在细胞中表达后, 可

被靶标RNA招募而重组, 恢复荧光活性. 通过转染两

个分裂Broccoli的表达载体, 实现了活细胞中高拷贝数

内源mRNA的成像.
然而, 受限于Broccoli的荧光强度, 该方法的灵敏

度相对较低, 低丰度mRNA的直接标记与成像仍然具

有挑战性. 除此之外, 为了保证足够的灵敏度和信噪

比, 荧光RNA适配体的分裂可能需要反复试验优化.
尽管如此, 一旦完成对某种荧光RNA适配体的裂分优

化, 靶标RNA的结合区域可以很容易地替换为其他序

列. 因此, 进一步开发其他RNA适配体的裂分系统将

会扩展实际应用的灵活性.

4.2 用于miRNA直接检测与成像的荧光传感器

21~24 nt的非编码RNA通常被称为小RNA, 包括

miRNA和siRNA, 它们在动植物生命体中发挥着多种

重要的调节作用, 包括生长发育的调节、机体防御的

激活和表观遗传调控等
[77~80]. miRNA作为转录后基因

调控的主要参与者, 其异常表达与癌症等许多疾病密

切相关
[80], 并显示出作为临床生物标志物的前景. 然

而, 小RNA的小尺寸和低丰度给直接检测和标记带来

了挑战.

4.2.1 FASTmiR传感器

Aw等[81]
通过在荧光RNA适配体Spinach2中引入

额外的茎, 设计了一种双分子miRNA传感器, 用于体

外检测复杂RNA混合物中的靶标miRNA. 经过对Spi-
nach2的重新设计, 使得DFHBI结合位点的产生依赖于

miRNA和适配体末端序列的互补作用, 并且在靶标

miRNA存在的情况下显示出中位数为50倍的荧光增

强, 其荧光亮度可达等摩尔量Spinach2的75%.
之后, Huang等[82]

又对Spinach进行了更精细的改

造, 将其与miRNA的反向互补序列相连, 产生了FAS-
TmiR传感器. 该传感器与其靶标miRNA的特异性结合

导致适配体重组, 通过构象变化诱导DHFBI荧光的增

加而起作用. FASTmiR传感器在体外检测和体内成像

中都表现出了广泛的应用性: 两个示例传感器FAS-
TmiR171和FASTmiR122可以在体外快速检测和定量

miR171和miR122的水平; 确定了total RNA提取物中

miRNA的相对水平, 其灵敏度类似于小RNA测序和

northern印迹; FASTmiR可以直接检测小RNA, 而不是

使用扩增等方法间接检测, 从而可以在总RNA提取物

中确定miRNA的拷贝数范围, 几乎实现了绝对定量.
由于Spinach荧光强度较低, 以及DFHBI在激发时的快

速解离, 因此在活细胞成像中具有挑战性
[83], 研究表

明Spinach2是更加适合于活细胞的成像工具
[84,85]. 基

于此, 为了在细胞中获得可检出的荧光信号, 研究人

员使用Spinach2进行了改进, 并通过对6个FASTmiR重
复序列串联的方式增加了荧光强度. 经过基因编码, 改
进后的传感器可用于体内直接检测和定位特定的miR-
NA, 并实现了Huh7和HEK293T细胞中miR122水平差

异的定量检测.

4.2.2 SRB-2适配体传感器

除此之外, 接触猝灭类RNA适配体也同样被改造

为miRNA的荧光传感器. 1998年, Holeman等[86]
开发

了第一个特异性结合荧光团的RNA适配体SRB-2, 它

可以高亲和力(KD=310 nM)地结合磺基罗丹明B (SR),
识别平面芳香环和带负电荷的磺酸盐, 这是RNA识别

阴离子的罕见例子. 为了将SRB-2用于细胞成像, Sun-
bul与Jäschke[87]将通用的猝灭基团二硝基苯胺(DN)与
SR连接, 通过接触猝灭将其转化为高效的荧光开启探

针. 当该探针与SRB-2体外结合时, 荧光强度增加了

图 5 基于Broccoli的AiFC探针的设计原理示意图及基因编
码后对活细胞中内源RNA的成像

[57] (网络版彩图)
Figure 5 Schematic design principle of the Broccoli-based AiFC
probe and live-cell imaging of unmodified RNA transcripts after
cellular expression. Reprinted with permission from [57]. Copyright
2017 John Wiley and Sons (color online).
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100倍以上, 但是结合亲和力比较弱(KD=1.4 μM). 该适

配体被成功应用于大肠杆菌成像, 据估计其亮度是

Spinach的三倍.
Ying等[59]

利用上述适配体及荧光开启探针, 通过

将SRB-2与茎环形状的miRNA响应基序相融合, 设计

了另一种miRNA驱动荧光开启的荧光传感器, 如图6
所示. 同样地, SRB-2与miRNA的结合引发适配体的重

新折叠, 释放出被屏蔽的茎序列, 产生SR的结合位点,
而在没有靶标miRNA的情况下, SRB-2不能与SR-DN
结合. 当两者结合之后, 接触猝灭效应被阻断, 荧光信

号得以释放. 将该传感器插入保护性的tRNA支架后,
可用于特异性地成像哺乳动物活细胞中的miRNA, 且

具有较好的灵敏度. 通过与GFP的共表达, 将其作为参

考评估传感器在细胞中的表达水平, 实现了不同肿瘤

细胞中miR21的定量检测
[88]. 2021年的一项研究同样

将SRB-2改造为传感器模块, 并使用RNA适配体Man-
go作为内参, 对miR224做出比例成像的特异性响应

[51].
在哺乳动物细胞中应用适配体类荧光传感器具有

几个显著障碍. 其一, 受制于适配体有限的荧光强度,
其检测的灵敏度不足以实现高要求的RNA成像, 如单

分子RNA成像和超分辨成像等. 其二, 目前适配体在

哺乳动物细胞中普遍适用的表达启动子是U6启动子,
有限的稳定性和较低的局部浓度进一步削弱了其荧光

强度. 为了提高RNA元件的稳定性和表达水平, 研究

人员通常会引入tRNA、F30支架和最新的Tornado表
达系统

[89]. 然而, 这使适配体传感器的设计愈加复杂

化. 其三, 尽管目前已有多种适配体荧光传感器被开

发, 但是各自的性能并没有经过全面的比较, 应用范

围也较为单一, 其是否具备多种类RNA成像的普适性,
还有待进一步探索. 最后, 部分荧光RNA适配体正交

性较差, 不同RNA适配体及其小分子配体间可以交叉

结合, 使得同一细胞中的多路检测具有挑战性. 因此,
开发具有高度正交性的适配体及其荧光传感器对于

RNA的同时成像至关重要.

5 总结与展望

在这篇综述中, 我们总结了当前高性能的活细胞

内源RNA成像探针, 介绍了它们的结构、成像原理及

相关应用. 基于RNA结合蛋白的成像系统优点在于特

异性好、灵敏度高, 成像前不需要额外添加小分子配

体进入细胞. 而细胞中非特异性结合和游离荧光蛋白

造成的荧光背景的是其面临的主要挑战之一. 对此,
研究者已经尝试通过荧光蛋白裂分、插入结合基序阵

列、添加信号放大标签、降解未靶向的荧光蛋白等多

手段来实现更高的荧光成像信噪比. 基于荧光适配体

的成像系统具有尺寸小、体系简单、荧光背景低、对

细胞干扰较小等优势. 利用与靶标RNA结合后的结构

恢复, 通过合理的序列设计, 可以实现靶向后荧光开

启的内源RNA成像. 但相较蛋白类成像方法, 其检测

特异性和荧光强度有待提升.
活细胞中RNA可视化的动态为RNA生物学提供

了广阔的视野. 受益于成像技术的不断发展, 更明亮、

更耐光漂白的荧光蛋白和荧光团以及灵敏度更高的成

像系统将被不断开发出来. 这将是开发用于以单分子

分辨率、超分辨率和多路复用的非工程化内源RNA
成像的重要突破口.

尽管现有的成像工具可以在活细胞层面上可视化

内源RNA, 但罕见其被应用于动物实验中. 一方面现

有的成像方法的荧光团发射波长通常位于可见光区

域, 这阻碍了其在体内深部组织RNA检测的运用. 因

此, 开发具有较长发射波长如近红外发射的荧光团可

以更好地满足临床诊断需求. 另一方面, 荧光适配体

类成像手段仍需足量添加对应配体分子进入细胞或组

织成像. 这在一定程度上阻碍了其临床应用. 对此, 开
发如基于CRISPR/dCas和csiFP的成像系统等完全基因

编码的成像手段可能具有更广阔的临床应用前景.

图 6 基于SRB-2的荧光传感器对活细胞中miRNA的成像
与检测机制

[59] (网络版彩图)
Figure 6 Mechanism of imaging and detection of miRNA in living
cells by SRB-2-based fluorescent sensor. Reprinted with permission
from [59]. Copyright 2017 American Chemical Society (color online).
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Abstract: Live-cell imaging of RNA can provide us with important information on gene expression and regulation
during cellular life activities. Studies of RNA localization and dynamics require the development of tools to visualize
RNA with high spatial and temporal resolution. In recent years, significant progress has been made in visualizing
endogenous RNA in living cells using RNA-binding proteins, in vitro RNA evolution, and other methods. Here, we
review the history of RNA imaging in living cells, which highlights on the mechanisms, advances, and advantages and
disadvantages of genetically encodable means of imaging endogenous RNA in living cells based on fluorescent RNA
aptamers and CRISPR/Cas. Finally, the challenges and future prospect of the field are discussed.
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