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摘　 要: 荧光适配体作为一种无需标记的荧光探针ꎬ具有许多潜在的优势ꎬ并被应用于多种靶物质(如 ＡＴＰ、ＲＮＡ)的检

测ꎬ是目前适配体研究领域的热点ꎮ 孔雀石绿适配体(ｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎ ａｐｔａｍｅｒꎬＭＧＡ)属于荧光适配体ꎬ其能通过配体诱

导折叠形成结合口袋ꎬ进而促进孔雀石绿(ｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎꎬＭＧ)的发光ꎮ 目前ꎬ已经筛选得到的 ＭＧＡ 的种类较少ꎬ主要

介绍了已知的 ＭＧ ＲＮＡ 适配体及其变构体和 ＭＧ ＤＮＡ 适配体的特性ꎬ以及影响 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物荧光强度的因素ꎮ 同

时ꎬ还对主要的 ＭＧ 衍生物和共聚物进行了总结ꎮ 最后ꎬ综述了 ＭＧＡ 在生物传感、荧光成像等方面的应用ꎬ并对 ＭＧＡ 的

发展方向进行了展望ꎬ以期为 ＭＧＡ 在生物检测、生物成像等方面的应用提供指导ꎮ
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　 　 孔雀石绿(ｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎꎬＭＧ)又称为苯胺

绿、盐基块绿、中国绿、碱基绿ꎬ是一种人工合成的

三苯甲烷类染料ꎬ分子式为 Ｃ２３Ｈ２５Ｎ２Ｃｌꎬ属于小分

子物质[１￣３]ꎮ ＭＧ 本身的荧光量子产率极低ꎬ被认

为是一种无荧光物质ꎮ 但当 ＭＧ 与孔雀石绿适配

体(ｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎ ａｐｔａｍｅｒꎬＭＧＡ)结合时ꎬ荧光强

度显著增加[４]ꎮ ＭＧ 的结构由 １ 个中心碳原子连

接的 ３ 个苯环组成ꎬ结构灵活ꎬ３ 个苯环之间可自

由旋转ꎬ其中ꎬ不含二甲氨基取代基的环(Ｃ 环)
被认为是影响 ＭＧ 发挥作用的核心基团ꎮ 需要注



意的是ꎬＭＧ 的化学官能团三苯甲烷及ＮꎬＮ￣二甲

基苯胺均为具有毒性的致癌物质ꎮ 在酵母细胞

和人 类 卵 巢 细 胞 中ꎬ ＭＧ 的 限 制 浓 度为 ０. １
~１ μｍｏｌ / Ｌ[５]ꎮ

适配体可将目标物包封在其结合口袋内ꎬ是
一段能与目标物高特异性、高亲和性结合的短链

ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 片段ꎮ 适配体具有与抗体相似的识

别行为ꎬ但其空间结构与抗体相比更为灵活ꎬ可通

过自身结构的变化来调节功能ꎬ其中具有荧光特

性的适配体可用作荧光探针ꎮ 传统的荧光探针需

要在核酸上标记荧光基团、淬灭基团ꎬ若淬灭基团

未将荧光基团完全淬灭ꎬ会导致荧光背景值较

高[６]ꎮ 与传统的荧光探针相比ꎬ荧光适配体是一

种典型的无需标记的荧光检测探针ꎬ荧光染料能

够与相应的适配体结合形成配体络合物ꎬ从而显

著增强荧光信号ꎮ 研究表明ꎬ在适配体的存在下ꎬ
荧光染料的荧光强度能增加 ３ 个数量级[７]ꎮ 因

此ꎬＭＧＡ 作为一种典型的荧光适配体ꎬ具有潜在

的应用价值ꎮ
本文根据近年来 ＭＧＡ 的研究成果综述了

ＭＧ ＲＮＡ 适配体及其变构体和 ＭＧ ＤＮＡ 适配体

的特性、研究现状ꎬ以及影响 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物荧

光强度的因素ꎮ 同时ꎬ还对 ＭＧ 的衍生物和共聚

物的特性进行了总结ꎮ 最后ꎬ综述了 ＭＧＡ 在生

物传感、荧光成像等领域的应用ꎬ以期更好地明确

ＭＧＡ 在生物检测、生物成像等领域的发展方向ꎮ

１　 ＭＧ ＲＮＡ 适配体

１.１　 筛选与表征

ＭＧ ＲＮＡ 适配体的筛选主要依靠指数富集进

化 技 术 ( ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ
ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔꎬＳＥＬＥＸ)ꎬ即在体外含有随

机序列的分子池中选择可与靶物质高亲和性结合

的核酸序列ꎬ通过 ＭＧ 诱导适配体发生构象变化ꎬ
ＭＧ 被包裹在适配体内ꎬ形成配体络合物ꎬ并不断

的对配体络合物进行 ＰＣＲ 扩增、富集、测序等过

程ꎬ最终将单个核酸从文库中筛选出来ꎮ １９９０
年ꎬＥｌｌｉｎｇｔｏｎ 和 Ｓｚｏｓｔａｋ[８]第一次通过 ＳＥＬＥＸ 技术

体外筛选获得适配体ꎻ１９９９ 年ꎬＧｒａｔｅ 和 Ｗｉｌｓｏｎ[９]

通过 ＳＥＬＥＸ 技术筛选出 ＭＧＡꎬ这是设计无标签

荧光团探针的第一步ꎮ 研究发现ꎬＭＧ 与其 ＲＮＡ
适配体结合ꎬ可以使自身的荧光强度增加 ２ ０００

多倍[７]ꎮ
ＭＧ ＲＮＡ 适配体与配体的亲和力可以通过等

温滴定量热 法 ( ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙꎬ
ＩＴＣ)、 核 磁 共 振 ( ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅꎬ
ＮＭＲ)光谱[１０]、荧光滴定法、平衡透析法和 Ｘ￣射
线晶体学[１１]等方式进行表征ꎬ其中常用的表征方

式为 ＩＴＣ、ＮＭＲ 光谱、荧光滴定法ꎮ ＩＴＣ 是一种通

过添加不同的结合成分而导致热力学变化的技

术ꎬ即通过添加 ＭＧＡ 产生 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物ꎬ从而

引起热力学参数结合常数(Ｋａ)、焓变(ΔＨ)、熵变

(ΔＳ)发生变化ꎮ ＭＧ ＲＮＡ 适配体自适应结合的

一个显著特点是未结合配体的适配体口袋中不含

可检测结构ꎬ因此可以通过 ＮＭＲ 光谱测定适配

体结合口袋中的碱基配对模式ꎬ通过比较碱基配

对的模式来判断适配体的结合情况[１２]ꎮ 荧光滴

定法是通过向 ＭＧ 溶液中加入 ＭＧＡꎬ再通过检测

ＭＧＡ 加入后的荧光变化来实现对于 ＭＧＡ 的结合

常数的表征ꎮ

１.２　 性质

ＭＧ ＲＮＡ 适配体是一段含有 ３８ 个碱基的核

苷酸序列ꎬ它有 ２ 种密切相关的配体:ＭＧ 和 ＴＭＲ
(ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｏｓａｍｉｎｅ)ꎮ ＴＭＲ 是一种常规的线粒

体荧光染料ꎬ它可在 ＭＧ 的 ２ 个含有二甲氨基的

苯环中间插入醚键ꎬ从而使 ＭＧ 结构的刚性增

强[１３]ꎮ ＭＧ ＲＮＡ 适配体依赖于堆积和静电相互

作用与配体识别ꎬ再通过配体诱导、适配体自适应

的方式与 ＭＧ 结合ꎮ ＲＮＡ 适配体与配体的结合

部位是 ＲＮＡ 适配体的结合口袋ꎬ结合口袋与配体

的结合主要是通过质子的驱动发挥作用[１４]ꎮ ＭＧ
ＲＮＡ 适配体的结合口袋由 １ 个基本的四重结构

(Ｃ７ꎬＧ２４ꎬＧ２９ꎬＡ３１)和 １ 个 Ｗａｔｓｏｎ￣Ｃｒｉｃｋ 碱基对

(Ｇ８ꎬＣ２８)组成ꎬ两侧的 Ａ９ 与 Ａ３０ 关闭了口袋的

另一侧[１５]ꎮ 除 １ 个 Ｕ３２ 碱基外ꎬ所有的内环核苷

酸都参与了结合口袋的形成ꎬ结合口袋碱基的堆

积导致两侧形成双螺旋的茎部结构[１１]ꎮ 而配体

的存在使得 ＲＮＡ 内部碱基互补配对和堆积ꎬ导致

ＲＮＡ 适 配 体 结 合 口 袋 中 的 电 荷 分 布 发 生

变化[１６]ꎮ

１.３　 ＭＧ ＲＮＡ 适配体的变构体

ＭＧ ＲＮＡ 适配体的筛选已较为成熟ꎬ被广泛

应用于生物传感器中ꎬ但 ＲＮＡ 适配体合成成本

高、不稳定、易被核酸酶降解ꎮ 因此ꎬ对 ＭＧ ＲＮＡ
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适配体进行劈裂、裁剪等对于提高其稳定性具有

重要的作用ꎮ
１.３.１　 ＭＧ ＲＮＡ 劈裂适配体 　 劈裂适配体是将

原适配体劈裂成 ２ 个或者多个短片段而形成的核

酸探针[１７]ꎮ 经过劈裂的核酸片段不具有特定的

空间构象ꎬ因此无特异性背景信号ꎮ 而当靶物质

存在时ꎬ靶物质可使劈裂适配体的空间构象发生

变化ꎬ形成劈裂适配体－靶物质复合物ꎬ进而使得

荧光强度增加ꎮ 利用劈裂适配体进行检测ꎬ可在

提高检测的灵敏度和特异性的同时降低背景信

号ꎬ此外ꎬ部分劈裂适配体经劈裂后长度缩短ꎬ降
低了合成成本[１８]ꎮ

ＭＧ ＲＮＡ 适配体是典型的带有“三通道”的

二级结构ꎬ在进行劈裂的时候ꎬ首先去除适配体的

环状结构ꎬ然后对茎上的非结合位点部分的互补

序列进行裁剪ꎬ减少茎区域的碱基数量[１９]ꎮ Ｋｏｌ￣
ｐａｓｈｃｈｉｋｏｖ 团队[２０]将 ３８ ｎｔ 的 ＭＧＡ 劈裂成 ２ 个部

分ꎬ其中一条链长为 １０ ｎｔꎬ另一段链长为 １６ ｎｔꎬ劈
裂适配体的碱基数比原适配体碱基数减少了

１２ ｎｔꎬ同时ꎬ劈裂适配体减少了与配体结合中不

必要的空间位阻ꎬ节约了合成成本ꎮ 而且ꎬ劈裂的

核酸适配体与靶标仍然具有高亲和力和高效的识

别能力ꎬ并降低了与靶标类物的亲和力ꎬ提高了特

异性检测靶标的能力ꎮ
１.３.２　 ＭＧ ＲＮＡ 截短适配体 　 截短适配体是对

已经筛选得到的适配体进行裁剪得到的较短的适

配体ꎮ 目前ꎬ在研究中得到了一段碱基数为 ２７ ｎｔ
且与 ＭＧ 的结合能力较强的 ＭＧ ＲＮＡ 截短适配

体ꎬ它的碱基序列为 ５′￣ＵＣＣＣＧＡＣＵＧＧＡＡＣＡＧ￣
ＧＵＡＡＣＧＡＡＵＧＧＡ￣３′[６ꎬ２１￣２２]ꎮ ２００９ 年ꎬＸｕ 和 Ｌｕ[６]

将 ＭＧ ＲＮＡ 截短适配体与 ＡＴＰ 的适配体串联ꎬ成
功实现对于 ＡＴＰ 的检测ꎮ ２０１９ 年ꎬＺｈａｏ 等[２１] 利

用一种基于 ＭＧ ＲＮＡ 截短适配体结合金纳米粒

子构建的生物传感器来检测 ＭＧꎬ该生物传感器

的灵敏度较高ꎬ检测限达到 １.８ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
１.３.３　 其他　 为了克服 ＲＮＡ 适配体易降解的弊

端ꎬ２０１９ 年ꎬＬｕｏ 等 [２３]提出将一种创新的 Ｌ￣型
ＭＧ ＲＮＡ 适配体应用于 ＭＧ 的检测ꎬＬ￣型适配体

的结构是普通适配体结构的镜像对称体ꎬ研究表

明ꎬ这种 Ｌ￣型适配体对靶物质的识别能力和亲和

力与普通适配体类似ꎬ但这种适配体的稳定性显

著高于普通适配体ꎬ其在缓冲液中 ２１ ｄ 内不会发

生降解ꎬ具有较强的抗酶水解的能力ꎮ 研究人员

将这种 Ｌ￣型 ＭＧ ＲＮＡ 适配体用于 ＭＧ 的检测ꎬ检
测限可达到 ４７.７ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ

１.４　 ＭＧ￣ＭＧ ＲＮＡ 适配体复合物荧光强度的影

响因素

影响 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物荧光强度的因素较多ꎬ
其中 ｐＨ、阳离子浓度、温度以及有机溶剂对 ＭＧ￣
ＭＧＡ 复合物荧光强度的影响是目前研究的重

点[２４]ꎮ 目前ꎬ常使用 Ｔｒｉｓ 缓冲液与 ＨＥＰＥＳ 缓冲

液作为 ＭＧ 与其 ＲＮＡ 适配体的结合环境ꎮ 又由

于 ＭＧ ＲＮＡ 适配体是在 ＨＥＰＥＳ 缓冲液中筛选出

来的ꎬ因此ꎬ对于 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物荧光强度的影

响因素的研究主要基于 ＨＥＰＥＳ 缓冲液[６ꎬ９ꎬ２４]ꎮ
１.４.１　 ｐＨ　 当 ＲＮＡ 适配体暴露于碱液时ꎬ适配

体会被永久降解ꎬ因而ꎬ碱性条件会使 ＭＧ￣ＭＧＡ
复合物的荧光信号减弱ꎮ 当 ｐＨ 大于 ９ 时ꎬＲＮＡ
发生变性ꎬ适配体结合域的结构被破坏ꎬ导致 ＭＧ￣
ＭＧＡ 复合物解离ꎬ荧光信号减弱ꎻ当恢复到最适

ｐＨ 时ꎬ荧光仍无法恢复ꎮ 当 ｐＨ 为 ５ ~ ９ 时ꎬＭＧ
与其 ＲＮＡ 适配体的结合有明显的荧光信号ꎻ当
ｐＨ 为 ６.５~７ 时ꎬ荧光信号最佳[２４]ꎮ
１.４.２　 阳离子　 ＲＮＡ 适配体本身带负电ꎬ因此ꎬ
ＭＧ 与其 ＲＮＡ 适配体的结合需要一定的阳离子

环境ꎬ而结合环境中阳离子的种类及含量对 ＭＧ￣
ＭＧＡ 复合物的形成及其荧光特性至关重要ꎮ 二

价阳离子 Ｍｇ２＋和一价阳离子 Ｋ＋、Ｎａ＋是各种缓冲

液中常见的阳离子ꎬ也是对 ＲＮＡ 的折叠有显著影

响的阳离子ꎮ 这些阳离子具有封闭的电子层结

构ꎬ如 Ｋ＋、Ｍｇ２＋可通过静电力与 ＲＮＡ 相互作用ꎻ
且这 ２ 种离子的半径与离子￣ＲＮＡ 复合物的形成

有着密切关系ꎬ一方面离子的半径决定了给定螯

合位点的空间配位ꎬ另一方面离子的半径越小ꎬ电
荷密度越大ꎬ水合能越大[６ꎬ２４]ꎮ Ｋ＋、Ｍｇ２＋的存在被

认为是 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物形成的必要条件ꎬ如 Ｍｇ２＋

的浓度在 ５ ~ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 范围内是荧光信号增强

与稳定的最佳条件ꎬ荧光强度能保持 ３０ ｍｉｎ[２４]ꎮ
研究表明ꎬ二价阳离子不存在时ꎬＲＮＡ 适配体的

结合口袋中不存在碱基互补配对ꎬ缺乏三级结构ꎮ
由此可见ꎬ二价阳离子对于三级结构的维持极为

重要[１６]ꎮ 而 Ｋ＋、Ｎａ＋ 在稳定 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的

性能方面作用相当ꎬ它们都对复合物的形成至关

重要ꎬ因此ꎬ结合环境中存在 Ｋ＋ 或者 Ｎａ＋ 是必要

的ꎬ研究表明ꎬＮａ＋能增加 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的荧光

５３６丰敏ꎬ等:孔雀石绿适配体生物传感器的研究进展



强度[２４]ꎮ
１.４.３　 温度 　 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的形成和稳定性

都受到温度的影响ꎮ 当 ＭＧ 与其 ＲＮＡ 适配体在

０ ℃孵育时ꎬ复合物的荧光信号较弱ꎻ当孵育温度

为 ３５ ℃时ꎬ复合物较难形成ꎻ当孵育温度调整为

４~ ８ ℃时ꎬ荧光强度最大且荧光信号最稳定ꎬ但
达到荧光强度最大值的时间较长(需要几天的时

间)ꎬ不能满足快速检测的需要ꎮ 当 ＭＧ 与其

ＲＮＡ 适配体孵育温度为 １６~２０ ℃时ꎬ荧光强度在

１６ ｍｉｎ 时达到最大值ꎬ且荧光信号稳定(约维持 １
周)ꎮ 因此ꎬ１６~２０ ℃为 ＭＧ 与其 ＲＮＡ 适配体孵

育的最佳温度[２４]ꎮ
１.４.４　 有机溶剂 　 有机溶剂对 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物

的荧光强度有着不同程度的抑制作用ꎬ其中含氢

键的有机溶剂对荧光强度的抑制作用相对较弱ꎻ
此外ꎬ有机溶剂对 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的荧光信号有

一定的稳定作用ꎬ且能减少 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物 Ｋｄ

值的变化[２４￣２５]ꎮ 在羟基存在的情况下ꎬ羟基通过

攻击 ＭＧ 的中心碳(Ｃ１)将 ＭＧ 漂白ꎬ而 ＭＧ ＲＮＡ
适配体的存在可抑制漂白作用ꎬ这种抑制作用主

要是因为ＭＧ ＲＮＡ 适配体可与ＭＧ 结合形成ＭＧ￣
ＭＧＡ 复合物ꎬ从而在空间上将羟基排除ꎬ使其不

能与 ＭＧ 的中心碳(Ｃ１)结合ꎻ当存在 ＭＧ ＲＮＡ 适

配体的反义互补寡核苷酸链时ꎬ漂白作用可逆转ꎬ
可以通过 ＭＧ ＲＮＡ 适配体与反义互补链调节位

阻ꎬ从而控制 ＭＧ 的分子反应活性[２６]ꎮ 而选用纯

水做 ＭＧ 与其 ＲＮＡ 适配体的结合缓冲液的溶剂

时ꎬＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的荧光效果最佳[２４]ꎮ

２　 ＭＧ ＤＮＡ 适配体

目前ꎬ对于 ＭＧ ＤＮＡ 适配体的研究较少ꎬＭＧ
能与部分 ＤＮＡ(主要为 Ｇ￣四联体结构)结合增强

荧光信号ꎮ 当 Ｇ￣四联体作为 ＭＧ ＤＮＡ 适配体时ꎬ
ＭＧ 的 ３ 个苯环通过末端叠加的方式加在 Ｇ￣四联

体的 ２ 个外部四分体上ꎬ但 Ｇ￣四联体结构可以与

多种小分子染料结合并增强它们的荧光信号ꎬ因
此ꎬ基于 Ｇ￣四联体与 ＭＧ 的复合物构建的生物传

感器无法满足高特异性的需求[２７]ꎮ
２０１６ 年ꎬＷａｎｇ 等[２７] 通过利用目标诱导 ＤＮＡ

适配体释放的 ＳＥＬＥＸ 方法进行扩增、纯化、筛选ꎬ
得到 １ 种仅含有 ２６ ｎｔ 碱基的 ＭＧ ＤＮＡ 适配体ꎮ
当该适配体遇到 ＭＧ 时ꎬ它含有的带有 １１ 个碱基

的结合口袋能将小分子 ＭＧ 包裹在内ꎬ使 ＭＧ 的

荧光信号增强几倍到几十倍ꎮ 该适配体的 Ｋｄ 值

为 ２.４３±０.３９ μｍｏｌ / Ｌꎬ这种荧光适配体的激发波

长为 ６１７ ｎｍꎬ发射波长为 ６５０ ｎｍꎮ
关于 ＭＧ￣ＭＧ ＤＮＡ 适配体复合物荧光强度影

响因素的研究较少ꎬ目前ꎬ研究主要集中在 ＭＧ 与

Ｇ￣四联体复合物荧光强度的影响因素ꎮ 一价阳

离子 Ｋ＋、Ｒｂ＋、ＮＨ＋
４、Ｎａ

＋和 Ｌｉ＋可以稳定 Ｇ￣四联体

结构ꎬ而经热力学稳定性分析得出ꎬＭＧ 也可以稳

定 Ｇ￣四联体(ｄ[(Ｔ２ＡＧ３) ４])结构并显示出对 Ｇ￣
四联体的强亲和作用[２８]ꎮ 通过荧光光谱分析得

出ꎬＭＧ 的吸收波长随着 Ｇ￣四联体浓度的增加逐

渐红移、增大ꎬ且吸收峰明显增强ꎮ 在 Ｋ＋存在的

情况下ꎬＭＧ 与 Ｇ￣四联体的结合能稳定 Ｇ￣四联体

的结构[２９]ꎮ ２０１８ 年ꎬＬｉ 等[３０] 发现ꎬＰｂ２＋ 能改变

Ｇ￣四联体的二级结构ꎬ经 Ｐｂ２＋稳定的 Ｇ￣四联体结

构呈反平行构象ꎬ且 Ｐｂ２＋能增加 ＭＧ 与 Ｇ￣四联体

复合物的荧光强度ꎮ 与 ＭＧ ＲＮＡ 适配体相比ꎬ
ＤＮＡ 适配体的合成成本低、稳定性好、不易降解ꎬ
有利于生物传感器的构建ꎬ因此将二者的主要特

性进行了比较(表 １)ꎬ便于后续深入研究ꎮ

３　 ＭＧ 的衍生物及共聚物

ＭＧ 可通过与 ＭＧＡ 结合显示出良好的荧光

特性ꎬ但 ＭＧ 具有一定的毒性ꎬ在一定程度上影响

了 ＭＧＡ 生物传感器的应用ꎮ 结晶紫 ( ｃｒｙｓｔａｌ
ｖｉｏｌｅｔꎬＣＶ)、ＴＭＲ、派洛宁 Ｙ(Ｐｙｒｏｎｉｎ ＹꎬＰＹ)等都

被证明是 ＭＧＡ 的结合配体[１２ꎬ１６]ꎬ只有了解它们

的特性ꎬ才能更好地发挥 ＭＧＡ 的优势ꎮ
ＣＶ 是 ＭＧ 的衍生物ꎬＣＶ 与 ＭＧ 结构的区别

为 ＣＶ 的 ３ 个苯环上都含有二甲氨基取代基ꎮ 但

ＣＶ 与 Ｇ￣四联体的复合物荧光微弱ꎬ无法区分 Ｇ￣
四联体与其他 ＤＮＡꎬ也没有表现出优先与 Ｇ￣四联

体结合的特性[３１]ꎮ 经荧光光谱分析ꎬＣＶ 的吸收

波长不随 Ｇ￣四联体浓度的增加而变化ꎬ且吸收峰

的增加缓慢ꎬ这主要是由于 ＣＶ 的 ３ 个苯环上都

含有二甲氨基取代基ꎬ阻碍了 Ｇ￣四联体中 ＣＶ 的

插入结合[２９]ꎮ
ＭＧ、ＴＭＲ 与 ＭＧＡ 结合的亲和力高于 ＣＶ、

ＰＹꎬ但 ＴＭＲ 无论是单独存在还是与 ＭＧ 的 ＲＮＡ
适配体结合后都能呈现荧光ꎬ而 ＣＶ 只有在与 ＭＧ
的ＲＮＡ适配体结合形成复合物的情况下才能形
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表 １　 ＭＧ ＤＮＡ 适配体与 ＭＧ ＲＮＡ 适配体的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＧ ＤＮＡ ａｐｔａｍｅｒ ａｎｄ ＭＧ ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒ

种类 序列(５′→３′) 二级结构
长度
/ ｎｔ

Ｋｄ 值
/ (μｍｏｌ / Ｌ)

激发波长
/ ｎｍ

发射波长
/ ｎｍ

荧光增强
倍数

参考文献

ＭＧ ＤＮＡ
适配体

５′￣ＣＴＣＡＧＡＴＣＴＡＡＣＣ￣
ＴＴＧＴＴＡＡＡＴＴＧＡＧ￣３′ ２６ ２.４３±０.３９ ６１７ ６５０ ８.１７ [２７]

ＭＧ ＲＮＡ
适配体

５′￣ＧＧＡＵＣＣＣＧＡＣＵＧＧ￣
ＣＧＡＧＡＧＣＣＡＧＧＵＡＡ￣
ＣＧＡＡＵＧＧＡＵＣＣ￣３′

３８ ０.１１７ ６３０ ６７０ ２ ３６０ [７]

成荧光ꎮ ４ 种配体与 ＭＧ ＲＮＡ 适配体的结合速率

为 ＰＹ>ＴＭＲ>ＭＧ>ＣＶꎬＭｇ２＋的加入使得适配体结

合配体的速率变慢ꎬ但是结合的稳定性增加[１２]ꎮ
值得一提的是ꎬＰＹ 浓度过高时会产生毒性ꎮ 当

ＰＹ 的浓度为 １.７~３.３ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＰＹ 主要分布在

线粒体中ꎬ无细胞毒性ꎬ但能抑制细胞的生长ꎬ阻
碍细胞进入 Ｇ１ 期ꎻ当 ＰＹ 的浓度为 ６. ７ ~ ３３
μｍｏｌ / Ｌ时ꎬＰＹ 呈现细胞毒性ꎬ分布于细胞核和细

胞质 中ꎬ ＰＹ 能 诱 导 Ｇ２ 期 联 体 和 Ｓ 期 细 胞

停滞[３２]ꎮ
此外ꎬ孔雀石绿吲哚酰基衍生物 ( ｉｎｄｏｌｙｌ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓꎬＩＭＧ)是在 ＭＧ 的结构基础上将 ＭＧ 的

Ａ 环与 Ｂ 环上的各 １ 个甲基分别替换为乙基而形

成的衍生物ꎮ ＩＭＧ 的吸收波长为 ６３２ ｎｍꎬ荧光量

子产率约为 ＭＧ 的 ２ 倍ꎻ当存在 ＭＧＡ 时ꎬＩＭＧ 的

吸收波长红移到 ６５０ ｎｍꎬ荧光量子产率增加且大

于 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的荧光强度[７]ꎮ
聚乙烯醇(ｐｏｌｙ ｖｉｎｙｌ ａｌｃｏｈｏｌꎬＰＶＡ)与 ＭＧ 形

成的 ＭＧ￣聚乙烯醇共聚物(ＰＶＡＭＧ)是一种中性

的聚合物ꎮ 研究表明ꎬ这种聚合物具有光诱导荧

光信号增强的特性ꎬ经光照射ꎬ这种聚合物含有的

带阳离子的芳香环能为平行的 Ｇ￣四联体结构提

供结合位点ꎬＭＧ 可以堆积在 Ｇ￣四联体的最外层ꎬ
从而使荧光信号显著增强ꎮ 而且 ＰＶＡＭＧ 与平行

Ｇ￣四联体结合的亲和力比与非平行 Ｇ￣四联体结

构结合的亲和力强ꎬ但在黑暗条件下ꎬＰＶＡＭＧ 与

Ｇ￣四联体没有亲和力ꎬ荧光信号微弱ꎻ无论在黑

暗条件下还是在光照条件下ꎬＰＶＡＭＧ 均无细胞

毒性[３３]ꎮ

４　 ＭＧＡ 的应用

目前ꎬＭＧＡ 主要应用于生物检测领域ꎬ利用

ＭＧ 与 ＭＧＡ 结合的高亲和力和荧光特性ꎬ可以实

现对于 ＭＧ 及其他靶物质的检测ꎮ 由于 ＭＧ 具有

一定的毒性ꎬ利用 ＭＧＡ 实现生物体内的检测及

体内荧光成像的研究较少ꎮ

４.１　 荧光生物传感器

ＭＧＡ 作为一种性能良好的荧光适配体具有

广泛的应用前景ꎬＭＧＡ 既可以作为信号识别元件

识别靶物质 ＭＧꎬ又能通过 ＭＧ￣ＭＧＡ 复合物的荧

光特性实现荧光信号输出ꎮ
２０１０ 年ꎬＳｔｅａｄ 等[２４] 利用固相萃取技术结合

ＭＧＡ 构建了一种快速检测鱼类组织中 ＭＧ 的荧

光检测方法ꎮ 在该研究中ꎬＭＧＡ 既作为信号识别

元件识别鱼类组织中的 ＭＧꎬ同时又作为信号输

出元件将 ＭＧ 与 ＭＧＡ 的结合信号转化为荧光信
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号ꎬ从而实现荧光信号的输出ꎮ 此研究是 ＭＧＡ
用于食品检测的首次报道ꎬ该方法的特异性好ꎬ检
测周期短ꎬ一般在 ４ ｈ 内可以完成对 ２０ 个样品的

检测ꎮ
２００９ 年ꎬＸｕ 和 Ｌｕ[６] 构建了一种基于 ＭＧ￣

ＭＧＡ 复合物的荧光信号实现 ＡＴＰ 检测的生物传

感器ꎬ该团队将 ＡＴＰ 适配体与 ＭＧＡ 偶联ꎬ又添加

了 １ 条能与 ＡＴＰ 适配体和 ＭＧＡ 相邻部分互补的

桥连探针ꎮ 体系中始终存在 ＭＧꎬ当体系中不存

在 ＡＴＰ 时ꎬ桥连探针与 ＡＴＰ 适配体结合在一起ꎬ
无法将 ＭＧＡ 打开ꎬ体系无荧光ꎻ当体系中存在

ＡＴＰ 时ꎬＡＴＰ 与其适配体结合并将桥连链撬开ꎬ
ＭＧ 可以与 ＭＧＡ 结合并发生构象变化ꎬ荧光信号

显著增强ꎮ 因此ꎬ可以通过荧光信号的强弱实现

ＡＴＰ 的定量检测ꎮ 该荧光生物传感器借助 ＭＧＡ
实现荧光信号输出ꎬ无需荧光标记ꎬ通用性强ꎬ可
用其他适配体代替 ＡＴＰ 适配体实现靶物质的

检测ꎮ

４.２　 电化学生物传感器

ＭＧＡ 具有高特异性识别配体的能力ꎬ且与

ＭＧ 的亲和力高ꎬ因此ꎬＭＧＡ 可以作为 ＭＧ 的信号

识别元件用于 ＭＧ 的检测ꎮ ２０１４ 年ꎬ王虹智等[３４]

构建了一种夹心结构的电化学生物传感器ꎬ在修

饰电极的表面固定能特异性识别并捕获 ＭＧ 的适

配体ꎬ当被检测物质中含有 ＭＧ 时ꎬ适配体捕获

ＭＧ 并将 ＭＧ 固定在电极表面ꎬ再接上含有辣根

过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)的 ＭＧ
抗体ꎬＨＲＰ 能分解 Ｈ２Ｏ２产生电化学信号ꎬ从而构

建了一种可以特异性识别水产品中 ＭＧ 的电化学

生物传感器ꎮ ＭＧＡ 在该生物传感器中作为信号

识别元件ꎬ特异性识别被检物质中的 ＭＧꎬ该生物

传感器成本低、灵敏度高、操作简单、分析快速ꎮ

４.３　 比色生物传感器

基于 ＭＧＡ 的比色生物传感器是以 ＭＧＡ 作

为信号识别探针ꎬ通过 ＭＧ 与 ＭＧＡ 的结合实现信

号的转化ꎬ从而实现 ＭＧ 的比色检测ꎮ ２０１８ 年ꎬ
Ｊｉａ 等[３５]构建了基于 ＭＧＡ 的比色生物传感器ꎬ在
该比色生物传感器中ꎬＭＧＡ 作为靶物质的识别探

针ꎬ金纳米粒子作为信号输出元件ꎬＭＧＡ 非特异

性吸附在金纳米粒子上并阻止金纳米粒子的高盐

聚集ꎮ 若体系中存在 ＭＧꎬＭＧ 可将吸附在金纳米

粒子上的 ＭＧＡ 剥离ꎬ促使金纳米粒子发生聚集ꎬ

溶液由红色变为蓝色ꎮ 利用该比色生物传感器可

以实现 ＭＧ 的检测ꎬ检测限为 １５.９５ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 该

方法便捷、快速ꎬ信号的产生简单ꎬ可通过肉眼进

行鉴别ꎮ
２０１９ 年ꎬＺｈａｏ 等[２１]构建的基于 ＭＧＡ 与金纳

米粒子的比色生物传感器ꎬ成功用于检测水产养

殖用水中的 ＭＧꎮ 该生物传感器利用 ＭＧ ＲＮＡ 适

配体作为信号识别元件ꎬ实现了 ＭＧ 的检测ꎮ 当

ＭＧ 存在时ꎬ ＭＧ 能与 ＭＧＡ 高特异性结合ꎬ使

ＣＴＡＢ＋ ￣ＲＮＡ 适配体的结构解离ꎬ ＣＴＡＢ＋ 释放ꎬ
ＣＴＡＢ＋可以吸附在柠檬酸盐封装的金纳米粒子表

面ꎬ使金纳米粒子聚集ꎬ抑制金纳米粒子的纳米酶

活性ꎬ从而抑制金纳米粒子对 ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣四甲基

联苯胺(３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＴＭＢ)的

催化活性ꎬ使原体系的蓝色变浅ꎮ 因此ꎬ可以根据

体系颜色的变化比色测定 ＭＧ 的含量ꎬ该比色生

物传感器的检测限为 １.８ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ

４.４　 荧光成像

将 ＭＧＡ 应用于体内研究需要考虑 ＭＧ 的毒

性ꎮ 有研究表明ꎬ当 ＭＧ 浓度低于 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
对大肠杆菌的生存没有任何影响[５]ꎮ ２０１８ 年ꎬ
Ｙｅｒｒａｍｉｌｌｉ 和 Ｋｉｍ[３６]提出了一种利用 ＭＧＡ 进行荧

光成像的新策略ꎮ 研究人员将 ＭＧＡ 作为荧光探

针用于检测细胞中的 ＲＮＡꎬ他们将 ６ 个 ＭＧＡ 串

联以增加 ＭＧＡ 体系的荧光强度ꎬ由于 ＭＧＡ 与

ＭＧ 结合呈现远红外荧光ꎬ因此ꎬＭＧＡ 可与多种

波长在绿色或者黄色荧光范围的荧光蛋白及适配

体联合使用ꎮ 研究人员利用串联的 ＭＧＡ 和诱导

型质粒诱导 ＭＧＡ 在细菌中表达ꎬ结果显示ꎬ荧光

强度增加了 ２０ 倍且荧光信号稳定ꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ 的

ＭＧ 加入 ６ ｈ 之后仍可以检测到荧光信号ꎮ 而且ꎬ
当串联的 ＭＧＡ 与其他荧光 ｍＲＮＡ 及 ＲＮＡ 适配

体一起使用时ꎬ这种强的 ＭＧ 荧光信号不会被

干扰ꎮ

５　 展望

ＭＧＡ 与配体的结合亲和力高、特异性强ꎬ
ＭＧＡ 依赖配体诱导结合与自适应结合的方式将

ＭＧ 包裹在结合口袋中并显著增强 ＭＧ 的荧光信

号ꎬ通过 ＭＧ 与 ＭＧＡ 的结合即可实现 ＭＧ 及其他

靶物质的荧光检测ꎮ ＭＧ￣ＭＧＡ 生物传感器克服

了传统的荧光标记检测中背景信号强的缺陷ꎬ方
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便、快速且检测灵敏度高ꎮ
目前ꎬ已经筛选得到的 ＭＧＡ 数量较少ꎬ筛选

方式单一ꎬ对于 ＭＧＡ 的研究主要停留在实验室

水平且实际应用较少ꎬ无法满足日渐拓宽的检测

需求ꎮ 因此ꎬ可以借助更多的筛选方式进行 ＭＧＡ
的筛选ꎬ得到更多具有优良生物学特性的 ＭＧＡꎻ
同时ꎬ也可以通过对 ＭＧＡ 进行劈裂、截短ꎬ提高

其稳定性及环境耐受性ꎬ促进 ＭＧＡ 更好的应用

到实际检测中ꎬ为生物传感、荧光成像、疾病诊断

等研究领域提供稳定、可靠地检测手段ꎮ 由于

ＭＧ 的高毒性ꎬＭＧ￣ＭＧＡ 生物传感器在体内检测

中的应用受到限制ꎬ考虑是否可以对 ＭＧ 的结构

进行改造ꎬ从而产生毒性低且能与 ＭＧＡ 高亲和

的 ＭＧ 结构衍生物ꎬ再通过 ＭＧ 衍生物与 ＭＧＡ 的

结合来实现靶物质的体内检测ꎮ 同时ꎬ可将 ＭＧＡ
与纳米粒子相结合来改变纳米酶的活性ꎬ从而调

控纳米酶的催化活性ꎬ拓宽纳米酶的催化范围ꎬ实
现高灵敏度的靶物质检测ꎮ 此外ꎬＭＧＡ 还可以通

过一定的扩增手段形成水凝胶并进入水生生物的

细胞内ꎬ实现对于水生生物体内 ＭＧ 含量的检测ꎮ
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