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分子信标的构建及其应用研究进展

向东山ａ，ｂ　翟　琨ｂ

（湖北民族学院ａ生物资源保护与利用湖北省重点实验室；ｂ化学与环境工程学院　恩施 ４４５０００）

摘　要　分子信标（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎ，ＭＢ）是一种寡聚核苷酸荧光探针，其具有灵敏度高、特异性强、操作简单
以及不必与未反应的探针分离即可实时检测等优点，在分子生物学和基因组学及分子医学等领域具有十分

重要的应用价值。本文介绍了近年来出现的各种新型分子信标的结构及工作原理，概述了分子信标技术在生

命科学领域中的应用，展望了分子信标技术的发展趋势。
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分子信标是一种寡聚核苷酸荧光探针，由 Ｔｙａｇｉ于１９９６年发明［１］，具有灵敏度高、特异性强、操作

简单以及不必与未反应的探针分离即可实时检测等优点［２３］，现已广泛应用于活细胞中ＤＮＡ／ＲＮＡ杂交
分析［４５］、聚合酶链反应的实时监测［６］、基因突变的快速分析［７］、ＤＮＡ／ＲＮＡ的定量检测［８１１］、蛋白质的

定量检测［１２］、细菌及病毒检测［１３１６］、酶降解监测［１７１９］以及核酸蛋白质的相互作用研究［２０］等领域。

１　分子信标的合成与性能参数
１．１　分子信标的合成及纯化方法

分子信标在ＤＮＡ合成仪上合成，一般采用３′端荧光基团标记的控制微孔玻璃珠（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｏｒｅ
ｇｌａｓｓ，ＣＰＧ）为合成载体，在５′端引入猝灭基团。荧光基团和猝灭基团与核酸末端的核苷酸，一般均是通
过其活性基团（如—ＮＨ２、—ＯＨ、—ＣＯＯＨ等）脱水缩合而相连

［１］。合成完毕后经氨解、脱氨，离心除去

ＣＰＧ后取上清液即得合成粗产物，然后通过纯化即可得相应的分子信标。纯化方法主要有聚丙烯酰胺
凝胶电泳法（ＰＡＧＥ）、毛细管凝胶电泳法（ＨＰＣＥ）和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）等。
１．２　分子信标的性能参数

分子信标的性能参数主要包括荧光寿命、灵敏度、检测限、稳定性、荧光背景、选择性及反应速度等。

通常，一个好的分子信标应该具备荧光寿命长、灵敏度高、检测限低、稳定性好、荧光背景低、选择性好及

反应速度快等性能［２，５］。

１．３　荧光基团与猝灭基团的选择原则
分子信标是基于荧光共振能量转移的原理而设计的［１］，因此选择荧光基团和猝灭基团的原则为荧

光基团所发射的荧光能够被猝灭基团所吸收。也就是说，荧光基团的发射光谱与猝灭基团的吸收光谱

能够重叠。荧光基团的最大发射波长与猝灭基团的最大吸收波长越靠近，荧光猝灭的效果就越好，其荧

光背景就越低［３］。

２　分子信标的类别
２．１　不同结构的分子信标
２．１．１　经典分子信标　经典分子信标是指Ｔｙａｇｉ于１９９６年最初发明的分子信标，它由茎、环、常见的有
机荧光染料（如 ＦＡＭ、ＲＯＸ和 ＴＡＭＲＡ等）及有机猝灭基团（如 ＤＡＢＣＹ和 ＢＨＱ等）４部分构成［１］
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（图１）。经典分子信标具有合成简单、操作容易、选择性好以及不必与未反应的探针分离即能实时检测
等优点。但它在实际应用中也存在一定的局限性，主要表现在背景荧光较强、有机荧光基团易发生光漂

白、荧光寿命短、斯托克斯位移小、受光源以及其它环境因素影响较大和反应速度慢致使杂交反应时间

较长等缺陷［２１２３］。为了克服这些缺陷，通过改变经典分子信标的结构，设计了多种新的分子信标。

图１　传统分子信标的工作原理

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎ［１］

２．１．２　改变猝灭基团的新型分子信标　经典分子信标的背景荧光会严重影响分子信标在定量分析中
的灵敏度和检测限。为了克服经典分子信标存在的背景荧光大的缺点，许多研究通过改变经典分子信

标中的猝灭基团降低其背景荧光，来提高检测的灵敏度，降低分子信标的定量限。Ｍａｘｗｅｌｌ［２４］和
Ｄｕｂｅｒｔｒｅｔ［２５］用金纳米粒子作为荧光猝灭剂替代经典分子信标中的有机猝灭基团，设计了新型分子信
标，用其对单链核酸检测。这种分子信标的合成分２步，首先利用金氯酸（ＨＡｕＣｌ４）在还原剂作用下制
备纳米金；然后将两端分别修饰巯基和荧光基团的ＤＮＡ探针与纳米金按照一定的比例混合，静置过夜，
使ＤＮＡ探针通过Ａｕ—Ｓ键共价键合到金纳米粒子上，再将其放入到含有氯化钠的磷酸缓冲溶液中进
行老化，即可获得相应的分子信标。与经典分子信标相比，金纳米粒子对荧光基团具有更好的猝灭效果

和更宽的猝灭范围，金纳米粒子对荧光胺（ＦＡＭ）的平均猝灭效率可达到９８６８％。另外，这种分子信标
仍然保留了经典分子信标的茎环结构，因此对单碱基错配的核酸具有较好的识别能力。Ｓｏｎｇ等［２６］将

几种不同的分子信标（一端修饰荧光染料，另一端修饰巯基）通过Ａｕ—Ｓ键共价键合到较大粒径的金纳
米粒子（１５ｎｍ）上，构建了多种纳米尺度的分子信标探针（图２），用该探针同时检测３种不同的核酸，取
得了良好的结果。Ｂｒｕｎｎｅｒ等［２７］用一种能与Ｃｕ２＋发生配位反应的有机分子替代经典分子信标中的猝灭
基团，使有机分子与Ｃｕ２＋发生配位反应，让Ｃｕ２＋与荧光基团靠近，利用Ｃｕ２＋对荧光基团的猝灭作用，构
建了利用金属离子为猝灭剂的新型分子信标，并用于单链核酸的检测。该分子信标的合成方法与经典

分子信标相似，首先在单链ＤＮＡ的３′端连接一个荧光基团，５′端连接一个氨基；然后羧基化的５（２吡
啶基）吡唑通过标准酰胺偶联反应与氨基相连；最后由５（２吡啶基）吡唑与 Ｃｕ２＋发生配位反应得到分
子信标。由于这种分子信标荧光基团和猝灭基团相互作用的强度可以通过空间接触进行调整和优化，

从而可以利用金属离子与荧光基团的高信噪比特性设计出更优良的探针来避免在生物样品分析中引起

的假阳性。Ｙａｎｇ等［２８］用多个猝灭基团组装成一个猝灭分子阵列，同时对一个荧光基团进行猝灭，对经

典分子信标进行改进，构建了超猝灭分子信标探针（图３），其合成方法见文献［２８］。这种分子信标的荧光

背景比金纳米粒子为猝灭剂的分子信标更低。研究表明，用３个ＤＡＢＣＹＬ组成的分子阵列对ＦＡＭ的平
均猝灭效率可达９９５％。用这种超猝灭分子信标探针对核酸进行检测，荧光强度可以增加３２０倍，而用
单个ＤＡＢＣＹＬ为猝灭剂的分子信标荧光强度只能增加１４倍。Ｋｕｒａｔａ等［２９］利用鸟嘌呤（Ｇ碱基）通过光
诱导的电子转移可猝灭某些荧光基团发光的原理，构建了以 Ｇ碱基为猝灭基团的新型分子信标，并成
功地用于特定序列核酸的定量检测。这种分子信标利用Ｇ碱基对荧光基团发光实现猝灭，不用修饰有
机猝灭基团，可明显缩短分子信标的合成时间，降低合成成本。Ｌｕ等［３０］利用氧化石墨烯替代分子信标

中的有机猝灭基团，成功地实现了对ＤＮＡ的检测。其原理是氧化石墨烯对分子信标（无猝灭基团）具有
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很强的吸附能力，并能高效地猝灭分子信标中荧光基团的荧光；当分子信标与目标分子作用后，分子信

标从氧化石墨烯表面脱落下来，分子信标荧光得到恢复。由于氧化石墨烯对荧光基团具有极高的猝灭

效率，因此该方法能显著降低分子信标的背景荧光，得到很高的信噪比，从而可极大提高检测的灵敏度，

降低检出限。与经典分子信标相比，该分子信标还能提高对单碱基错配ＤＮＡ的识别能力。另外，功能化
的纳米氧化石墨烯吸附分子信标后，由于空间位阻效应使得脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅＩ）不能结合到
ＭＢ上，可有效地避免ＤＮａｓｅＩ对ｓｓＤＮＡ和ｄｓＤＮＡ非特异性剪切。Ｘｉａｎｇ等［３１］利用氧化石墨烯的比表

面大能同时猝灭多个荧光探针的特性，构建了多色传感器，可同时检测同一溶液中的多种ＤＮＡ。利用这
种分子信标，通过同步荧光法可实现２种不同ＤＮＡ的同时定量分析，具有快速、灵敏和高选择性特点。

图２　基于纳米金的多色纳米信标对特定核酸序列的分析

Ｆｉｇ．２　ＧｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｂａｓｅｄｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒｎａｎｏｂｅａｃｏｎｓｆｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡａｎａｌｙｓｉｓ［２６］

图３　超猝灭基团的分子组装及其与信号分子的相互作用

Ｆｉｇ．３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｓｓｅｍｂｌｙｏｆｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈｅｒｓｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［２８］

Ａ．ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈｅｒｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆｔｈｒｅｅＤＡＢＣＹＬｓ；Ｂ．ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆａｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｗｉｔｈａｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈｅｒ

２．１．３　改变荧光基团的新型分子信标　经典分子信标中的荧光基团多为常见的有机荧光染料，它们的
发光极易被激发光漂白、荧光寿命短、斯托克斯位移小、受光源以及其它环境因素影响较大［２２］。为解决

这些问题，许多研究者通过改变分子信标中的荧光基团，来改进分子信标的性能和检测效果。Ｃｏｎｌｏｎ
等［３２］利用芘的多聚体代替经典分子信标的荧光基团构建的分子信标对目标核酸进行了实时分析。这

种分子信标的合成采用３′端猝灭基团（ＤＡＢＣＹＬ）标记的ＣＰＧ为合成载体，在５′端通过树枝状的亚磷酰
胺与荧光基团芘分子相连。当有目标ＤＮＡ存在时，芘的多聚体发射荧光。由于芘的多聚体所产生的荧
光信号与芘的单体数量成比例，芘聚合度越高，其荧光强度、量子产率及激发态寿命就越大，因此可通过

改变芘的聚合度调节分子信标的荧光强度；而且分子信标的荧光寿命比较长（４０ｎｓ），斯托克斯位移较
大（１３０ｎｍ），可避免瑞利散射对荧光测定的干扰。这种分子信标具有能容易地区分细胞介质中靶标分
子的构象的特点（茎闭合和茎打开），具有很高的灵敏度和较高的选择性。Ｗｕ和Ｃｈｉ等［８，３３］用量子点替

代经典分子信标的荧光基团，构建了以量子点为荧光供体的新型分子信标，并用于目标核酸的检测分

析。这种分子信标利用羧基化的量子点与氨基化的核酸探针通过酰基化反应，或利用亲和素修饰的量
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子点与生物素修饰的核酸探针通过亲和反应得到。该分子信标荧光寿命长，光稳定性好，可克服传统分

子信标中有机荧光基团易被光漂白降低荧光强度和斯托克斯位移小的缺点。另外，利用不同尺寸的量

子点代替有机荧光基团可得到不同的分子信标物，从而可提供多元 ＤＮＡ、ＲＮＡ成像分析及对单碱基错
配核酸的识别。Ｚｈａｎｇ等［３４］分别用香豆素（最大激发波长３５０ｎｍ，最大发射波长４４７ｎｍ，能量供体）和
６羧基荧光素（６ＦＡＭ，最大激发波长４９２ｎｍ，最大发射波长５１８ｎｍ，能量受体）２种荧光染料构建了新
型分子信标，利用信标中２个荧光基团荧光信号之比对目标核酸进行了检测，显著提高了检测的灵敏
度。此外，这种方法受光源以及其它环境因素影响较小，选择性更高。Ｔｙａｇｉ等［３５］设计了一种荧光波长

转移分子信标，他们在分子信标的一端同时连接２个荧光基团，在另一端连接１个猝灭基团（图４）。２
个荧光基团一个作为荧光供体，另外一个作为荧光受体，可发生荧光共振能量转移。在没有目标 ＤＮＡ
存在时，分子信标处于茎闭合状态，荧光供体与猝灭基团靠近，荧光被猝灭，分子信标不产生荧光；当分

子信标与目标ＤＮＡ分子杂交后，其构象发生改变，荧光供体与猝灭基团分开，荧光供体产生的荧光转移
给荧光受体，荧光受体发射出特征荧光。与经典分子信标相比，这种分子信标具有较大的斯托克斯位

移，可减少反射光和瑞利散射光对荧光信号的影响，从而能提高检测的灵敏度。通过选择不同荧光供体

和荧光受体，可使分子信标发射出不同颜色的荧光，实现多组分的同时检测。但构建这种分子信标的困

难在于合成难度大，可供选择的荧光供体受体对较少。Ｔｓｏｕｒｋａｓ等［３６］用２种分子信标构建出双重荧光
共振能量转移分子信标的结构模型（图５）。这种分子信标中的２种荧光基团互为荧光共振能量转移的
供体／受体对，只有当２种分子信标同时与目标核酸反应之后，才会发生荧光共振能量转移。因此，使用
此分子信标可避免经典分子信标测定细胞内核酸时被核酸酶降解或非特异性地吸附而导致的假阳性。

同时，采用这种分子信标能显著地降低散射光产生的背景信号，提高检测灵敏度及区分单碱基的多态

性。

图４　波长转移分子信标的工作原理

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｈｉｆｔｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｓ［３５］

图５　双重荧光共振能量转移分子信标的工作原理

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｄｕａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｓ［３６］

２．１．４　无荧光基团和猝灭基团的分子信标　为了简化经典的分子信标的构成，Ｗａｎｇ等［３７］设计了一种
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既无荧光基团又无猝灭基团的分子信标，并结合量子点用于核酸检测（图６）。这个分子信标的茎是由
ＴＨｇＴ结构构成的，在没有目标ＤＮＡ存在时，Ｈｇ２＋与核苷酸中的胸腺嘧啶（Ｔ碱基）形成稳定的ＴＨｇＴ
结构（分子信标中的茎），Ｈｇ２＋对量子点（ＱＤ）无猝灭作用；而当有目标 ＤＮＡ存在时，具有 ＴＨｇＴ结构
的分子信标与目标ＤＮＡ杂交，形成双链，ＴＨｇＴ结构被破坏，Ｈｇ２＋被释放出来，对量子点产生猝灭作
用，由此实现对核酸的定量检测。与传统分子信标相比，这种分子信标可避免在核酸两端同时进行荧光

染料和猝灭基团标记的繁琐操作，其选择性和灵敏性容易调节，可大大节约分子信标的合成成本。但

是，由于存在Ｈｇ２＋和ＣｄＴｅ量子点的生物相容性和毒性问题，很难用于活细胞中靶标核酸的检测。

图６　利用分子信标及量子点对核酸的检测原理

Ｆｉｇ．６　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒＤＮＡｗｉｔｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｓａｎｄＱＤｓ［３７］

２．１．５　改变茎结构的分子信标　经典分子信标中的茎是由５～８个互补配对的碱基构成的，存在反应
速度慢、在复杂体系中容易被酶降解产生假阳性等缺点。为解决这个问题，研究者对经典分子信标中的

茎进行了改造。因为传统分子信标中的荧光基团和猝灭基团只是一个辅助基团，真正对靶标核酸起识

别作用的是分子信标的环状部分。Ｇｉｆｆｏｒｄ等［３８］将传统的分子信标两端互补的部分去掉，构成一个无茎

的分子信标。这种分子信标的结构比经典分子信标简单，与目标核酸杂交反应的速度更快。但这种分

子信标最大的缺点是稳定性较差，易受外界环境的影响，背景荧光也比较强。Ｍａｘｗｅｌｌ等［２４］设计了一种

利用金纳米粒子作为荧光猝灭基团的无茎分子信标。他们将一端修饰有巯基另一端修饰有荧光基团的

分子信标通过Ａｕ—Ｓ键连接到金纳米粒子上，构成以金纳米粒子为猝灭基团的分子信标。在没有目标
ＤＮＡ存在时，连接在金纳米粒子上的寡聚核苷酸链具有很好的柔韧性，而且金纳米粒子对有机染料具
有很强的亲和性。因此，连接有机染料的核苷酸容易形成一个环状结构，使荧光基团与金纳米粒子靠

近，从而导致荧光基团的荧光被金纳米粒子猝灭。当存在目标ＤＮＡ时，目标ＤＮＡ与寡聚核苷酸杂交形
成双链，分子的刚性增加，使荧光基团远离金纳米粒子的表面，荧光得到恢复。这种分子信标不需要茎

结构，与目标ＤＮＡ的杂交反应速度较快，而且背景荧光几乎不受体系温度等的影响。Ｔｓｏｕｒｋａｓ等［３９］设

计合成了一种共臂分子信标（ＳｈａｒｅｄｓｔｅｍＭＢ），这种分子信标的茎的一端与待检测 ＤＮＡ部分互补，也
就是说茎的一端也参与杂交反应。与经典分子信标相比，这种结构的分子信标稳定性更高，可以提高杂

交反应的速率和选择性。一般来说，经典分子信标一旦引入到复杂基质中（例如活细胞），将会发生非特

异性作用或酶降解而产生假阳性。为克服这些问题，Ｗａｎｇ等［４０］将锁核苷酸（ＬＮＡ）引入到分子信标中，
设计了一种稳定性很高的锁核苷酸分子信标。它在环境温度高于９０℃时还能稳定存在，并能与目标
ＤＮＡ保持较高的亲和性。它还具有抗核酸酶降解作用，在与核酸酶作用２４ｈ后仍能保持其茎环结构不
破坏。还可通过优化该分子信标茎环区的碱基数目，提高对靶标检测的选择性，对单碱基多态性（ＳＮＰ）
的检测结果明显地优于经典分子信标。因为可以避免分子信标在复杂基质中由于非特异性作用而产生

的假阳性，因此可提高检测的准确性。

２．２　功能不同的分子信标
２．２．１　环为目标核酸互补序列的分子信标　这类分子信标主要用于生物体外或体内目标核酸的检测
与分析［４８］，是目前应用最广泛的一类分子信标。构成这类分子信标环状部分的碱基序列与待测目标序
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列完全互补配对，当有目标核酸存在时，分子信标与目标核酸杂交形成双链，茎环结构被破坏，荧光基团

与猝灭基团分开，分子信标的荧光强度增强，利用此原理可对目标核酸进行定性或定量分析。

２．２．２　环为适配体的新型分子信标　这种分子信标与经典分子信标的不同之处在于构成分子信标的
环为某种待检测分子的适配体，它能与目标分子进行特异性强亲和作用。Ｗａｎｇ［４１］和 Ｌｉ［４２］等分别利用
这种分子信标对蛋白质进行了定量检测并取得了较好的效果。这种分子信标的优点在于，只要筛选出

目标分子的适配体，就可设计出相应的分子信标对其进行检测，应用范围广，具有很好的应用前景。另外，

由于适配体能与目标分子进行特异性强亲和作用，因此使用这种分子信标对目标物检测的选择性很高。

３　分子信标在生化分析中的应用
３．１　用于核酸的分析与检测

分子信标在生化分析中应用最多的是对核酸的分析与检测。Ｔｙａｇｉ首次发明的分子信标就是用于
核酸的检测，几乎每种类型的分子信标均能用于核酸的检测。分子信标用于核酸的分析与检测主要有

活细胞中 ＤＮＡ／ＲＮＡ杂交分析［４５］、聚合酶链反应的实时监测［６］、基因突变的快速分析［７］、体外 ＤＮＡ／
ＲＮＡ的定量检测［８１１］及核酸蛋白质的相互作用研究［２０］等领域。

３．２　用于蛋白质的分析与检测
用于蛋白质分析与检测的分子信标的环为被测目标蛋白质分子的适配体。由于具有高度的选择

性，在蛋白质的检测中具有十分广阔的应用前景。根据分子信标原理，Ｔａｎ等［４３］设计了适配体分子信标

用于直接检测蛋白质。在没有目标蛋白时，分子信标中的荧光基团与猝灭基团靠近，荧光被完全猝灭。

当目标蛋白存在时，适配体会折叠成一定的构象，通过三维结构与目标蛋白发生特异性结合，导致适配

体分子信标的茎环结构被破坏，荧光基团与猝灭基团分开，荧光恢复，从而实现对目标蛋白的检测。与

酶联免疫吸附蛋白质测定法相比，适配体分子信标技术具有简单、直接、灵敏和省时等优点。许多这类

分子信标在蛋白质检测中均取得了满意的结果［４４４７］。

３．３　用于金属离子的分析与检测
目前，用分子信标检测金属离子，应用最成功的就是汞离子。其主要原理是利用 Ｈｇ２＋离子能与核

酸中的Ｔ碱基形成稳定ＴＨｇＴ结构。该结构形成之后，核酸分子的构型发生改变导致荧光基团的荧光
发射发生变化，通过测定荧光强度的变化来检测汞离子。Ｌｉｎ等［４８］将分子信标两端的碱基均设计成 Ｔ
碱基，在没有Ｈｇ２＋时，分子信标因两端的碱基不能互补配对，荧光基团与猝灭基团不能靠近，分子信标
具有较强的荧光；当有Ｈｇ２＋存在时，分子信标两端的Ｔ碱基与Ｈｇ２＋形成稳定ＴＨｇＴ结构，导致荧光基
团与猝灭基团彼此靠近，其荧光强度下降。这样就实现了对Ｈｇ２＋的定量检测。其它研究者对Ｈｇ２＋检测
的应用也取得了很好的结果［４９５２］。这种检测方法选择性和灵敏度较高，不受共存离子干扰。

３．４　用于酶活力的测定
分子信标既存在单链ＤＮＡ结构（环）又存在双链ＤＮＡ结构（茎），单链或双链核酸酶能破坏分子信

标的茎环结构，使其荧光信号增强，所以分子信标可用于核酸酶的分析。将不同的限制性内切酶的酶
切位点设计在相应位置，就可特异性地对限制性内切酶的活力进行分析。当有限制性内切酶存在时，由

于限制性内切酶的剪切作用，使分子信标中的荧光基团与猝灭基团完全分开，根据荧光恢复的程度可实

现对内切酶活力的测定。Ｂｉｇｇｉｎｓ等［５３］将不同的限制性内切酶的酶切位点设计在含有双链结构的茎部，

通过限制性内切酶的酶切作用使分子信标的荧光强度增大，用于研究限制性内切酶的活力及影响酶切

反应的各种因素，取得了较好的结果。

３．５　用于小分子的分析与检测
用于分析与检测小分子的分子信标的环为被测小分子的适配体，它可与相应的小分子特异性地结

合，使分子信标茎环结构发生改变，导致其荧光增强。Ｈｅ等［５４］利用分子信标（无猝灭基团）及氧化石

墨烯高灵敏的特异性地检测了ＡＴＰ分子。在这种分子信标中，将分子信标的环设计为ＡＴＰ分子的适配
体。利用氧化石墨烯能高效猝灭分子信标荧光基团的特性，在没有ＡＴＰ分子时，分子信标被氧化石墨烯
吸附，荧光基团与氧化石墨烯靠近，荧光被猝灭；当存在ＡＴＰ分子时，分子信标与ＡＴＰ分子特异性结合，
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形成三维空间结构，分子信标的荧光基团与氧化石墨烯的距离增加，荧光恢复。利用此原理对ＡＴＰ分子
进行检测，取得了良好的结果。

３．６　用于温度传感器
分子信标在其融解温度（Ｔｍ）以下时，荧光强度对温度有很强的依赖性，其荧光强度会随着温度的

升高而增强。因此分子信标可作为生物体的温度传感器：Ｋｅ等［５５］利用非天然碱基 ＬＤＮＡ分子信标设
计了一个细胞温度传感器，对细胞内的温度进行监测，取得了满意的结果。这种分子信标中非天然碱基

ＬＤＮＡ的骨架可以防止分子信标与细胞内的核酸和蛋白发生非特异性作用，也可以防止核酸酶对分子
信标的降解，从而可保证温度传感器的稳定性和准确性。

４　小结及展望
分子信标的独特设计和优越性能，使其自发明以来的十多年中，受到了生物医学研究者的极大关

注。尽管最初设计的目的是利用它来对体外核酸进行定量检测，以提高核酸检测的选择性。但经过

１０多年的研究改进，相继开发了一系列新型的分子信标，其应用领域也从对体外核酸分析检测扩展到
活体中的核酸代谢分析、ＤＮＡ与蛋白质相互作用分析、蛋白质的检测与分析和金属离子及其它小分子
的检测分析中。

尽管分子信标在化学、医学、分子生物学、环境科学等领域的应用取得了重要进展，但进一步提高其

选择性和灵敏度仍然是分子信标技术的重要课题。在实际样品及活细胞的分析中，如能增强分子信标

的稳定性、耐酶降解能力以及降低其非特异性相互作用造成的假阳性也是需要解决的实际问题。
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７１　第１期 向东山等：分子信标的构建及其应用研究进展
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９１　第１期 向东山等：分子信标的构建及其应用研究进展


