
!"#$"%&&
'()*%+'&,"- 化 学 进 展

!"#!$%&'()*+,-$(%01'

!""#!$$%%%&#'()*!+,&-*&*.!!/'()'+001. 2!+,10"'3" "#$%" "&#$#$ ! $))+ ($)%+

锁核酸分子信标在分子识别与生物分析中的应用!
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摘!要!分子信标是一种荧光探针!闭合时呈发夹结构$ 其 %|末端修饰荧光基团!'|末端修饰猝灭基团$ 当
目标存在时!环部与目标结合!发夹打开!发出荧光$ 锁核酸是一类双环状寡核苷酸衍生物!能够遵循碱基互
补配对原则与核酸结合$ 锁核酸分子信标技术!结合了分子信标无需分离未结合探针而直接检测的优势和
锁核酸亲合力强%热稳定性好%抗酶切以及体内无毒等特点!在核酸检测方面具有灵敏度高%特异性好的独特
优势!近年来得到广泛关注$ 本文介绍了锁核酸修饰分子信标的结构%功能%设计要点!及其研究现状和一些
重要进展!并讨论了目前锁核酸分子信标在分子识别及生物分析中的应用及存在的问题和发展前景$
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9:引言

分子信标 # 2067896/;M7/80.3" G̀ $ 是一类具
有特殊发夹结构的荧光探针"广泛应用于基因筛
查 ($) .生物传感器的开发 (") .基因芯片的构建 (')和

单核苷酸多态性的检测 ())等方面* 由于自身的信
号发生机制"分子信标可以在不分离未结合探针的

情况下检测目标序列"为核酸的实时检测提供了可
能* 但由于核酸酶的分解.蛋白的结合.热动力学等
原因"分子信标应用于细胞内核酸检测易出现假阳
性结果"影响检测的特异性* 锁核酸#608<7L .986758
/85L" \EC$是一种新型的双环状寡核苷酸衍生物"

与 FEC和 HEC在结构上具有相同的磷酸盐骨架"

且遵循碱基配对原则"具有很强的亲合力"热稳定性
及抗酶切能力"水溶性好且体内无毒性作用 (%) * 锁
核酸修饰分子信标 #608<7L .986758/85L 2067896/;
M7/80."\EC,G̀ $能较好的弥补分子信标的缺点*

在分子生物学检测领域具有广阔的应用前景* 本文
结合锁核酸分子信标的最新研究进展及其在生物学

中的应用作一综述*

图 9:分子信标杂交示意图
<"=>9:RNM;5L5a/150. 0P2067896/;M7/80. /.L .986758/85L

;:分子信标的结构和功能

$--B 年"IN/45和 =;/27;(B)首次报道了分子信
标* 它是一段特殊设计的 FEC序列"其中环部即目
标识别区由 $% ('# 个碱基组成"茎部即两侧由 % (
& 个碱基互补序列组成* 当目标 FEC或 HEC不存
在时"两侧碱基遵循 Z/130.,Q;58< 配对形成双螺旋"

迫使分子信标形成发夹结构"继而使分别修饰在 %|

末端的荧光基团和 '|末端的猝灭基团相互接近"荧
光猝灭* 当目标存在时"目标与分子信标的环部结
合"分子间强的杂交作用力打开茎部螺旋"荧光基团
和猝灭基团分离"荧光恢复"且荧光强度与目标序列
的浓度成正比 (B (+) #图 $$* 发夹结构的热稳定性和
内部信号转移的高效性赋予分子信标优异的灵敏度

和选择性"同时使实时检测核酸成为可能* 但由于
分子信标本质是一段 FEC序列"它易被核酸酶分解
且易与单链 FEC结合蛋白非特异性结合的性质限
制了其在临床生物学中的应用 (-"$#) * 因此"设计具
有生物稳定性的分子信标使其更好地应用于临床生
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物学具有重要的意义*

?:锁核酸的结构和特性

V2/.53J5和 Z7.476课题组 ($$"$")
分别于 $--& 和

$--+ 年合成了 \EC"使 \EC得到广泛关注* \EC
是一种寡核苷酸衍生物"含有一个或多个 "|,A")|,
Q,亚甲基,",F,呋喃核糖核酸"核糖的 "|,A位和 )|,Q
位通过缩水作用形成氧亚甲基桥"并连接成环
形

($') * 这个环形的桥能够降低核糖的柔韧性"使磷
酸盐骨架局部结构的稳定性增强"赋予 \EC一些优
越的特性"如高亲合力"优异的碱基错配识别能力以
及抗核酸酶分解的能力* \EC的特殊构象能够导
致核酸骨干的预组装"在某种程度上增加碱基堆积
力"有利于双链形成 ($)"$%) #图 "$* \EC对互补的天
然核酸具有很强的亲合力"能够按照 Z/130.,Q;58<
法则形成特殊的碱基对

($'"$B) * \ECfFEC杂交双链
中"每增加一个 \EC单体"I2提高 " (B h* 相对
应地"在 \ECfHEC杂交双链中"每增加一个 \EC
单体"I2提高 ' (- h ($&) * \EC的这种特性被广泛
应用于多个领域"如基因沉默 ($+) .HEC拼接调
节

($- ("") .HEC干扰 ("') .分子信标 (") ("&) .258;0HEC
检测

("+)
以及 FEC酶 ("- ('-) * 除此之外"\EC还有很

多优异的化学特性"如低毒性.抗核酸酶分解.能够
与 L3FEC形成三链结构以及能够按照标准化学法
合成

()#")$) *

图 ;:\EC的结构示意图
<"=>;:O1;9819;730P\EC

\EC的杂交亲合性! 对互补序列的高亲合力是
\EC最重要的特性之一* \EC碱基与 FEC或 HEC

具有相同的磷酸盐骨架"在识别 FEC或 HEC上具
有明显的优势"它能够与互补的 \EC.HEC.单链
FEC.双链 FEC形成高亲合力的杂交物 ()") * 此外"

\EC与 FEC或 HEC形成的杂交链具有更高的融解
温度 #I2$* \ECfFEC杂交双链中"每增加一个
\EC单体"I2提高 " (Bh* 而在 \ECfHEC杂交
双链中"每增加一个 \EC单体"I2提高 ' (- h"且
随着 \EC数量的增加"单个 \EC所引起的 I2变化

逐渐降低 ($&) * \EC的高亲合力还表现在碱基错配

识别能力方面* 在 \ECfFEC杂交链中"含有一个
错配碱基 I2至少下降 "# h"而在相应的 FEC双
链中"I2值仅下降 ) ($B h ()") *

\EC的毒性! 注射反义 \EC后"大鼠体温和大
脑组织学切片未观察到变化

()') * 分别以 $ (" 24f
<4())) "% 24f<4()%) ""% 24f<4()B)的剂量给老鼠服用
反义 \EC聚合物"肝脏和血液均未查出细胞毒性*
O175. 等 ()&)

将 \EC介导的基因沉默在细胞培养物中
维持了 ")# 天"没有发现任何的毒性作用*

\EC的抗核酸酶切割能力! 正常情况下"35HEC
会被血液中的核糖核酸酶迅速分解"但在 '|末端修
饰两个 \EC单体后"35HEC能在血液中保持 B 个小
时以上"与未修饰的 35HEC相比"其稳定性增加了
) 倍 ()+) *

\EC的 HEC类似物特性! 核磁共振实验可以
用来观察 \ECfFEC嵌合体与 FEC或 HEC结合的
液体结构"证实 \EC的 HEC类似物特性 ()-"%#) * 将
一个或三个 \EC单体插入到 FEC寡核苷酸中"其
与互补 HEC所形成的双链液体结构显示"\EC可
以诱导核酸 '|端的糖形成 E型构象* 事实上"- 个
碱基的 FEC链修饰 ' 个 \EC单体可以形成典型的
C型双链构象 ()-) * 表明 \EC稳定性的提高可能与
磷酸盐骨架的局部重组导致碱基堆积力增强有关*

\EC激活 HE/37R! HE/37R可以特异性水解
HEC,FEC杂交链中的 HEC链* $--- 年"Q;00<7等
发现"FEC与 2HEC结合能够激活 HE/37R"继而
目标 2HEC被水解"FEC得以解放"与其他 2HEC
结合"从而扩大了反应效应 (%$) * 又有研究表明"
\ECfHEC杂交链激活的 HE/37R远远少于相应的
FECfHEC杂交链 ()') * 而在 FEC,\EC嵌合链中"
\EC碱基提高结合力"FEC碱基形成 FECfHEC杂
交链来促进 HE/37R的激活* 由此可见"\EC可以
根据实验条件和目标的不同"灵活的决定是否激活
HE/37R*

\EC的局限性! 尽管 \EC有上述优越性"但由
于其价格昂贵"选择修饰锁核酸的位置和数量过程
比较复杂且会随着实验技术和实验条件的不同而有

所变化"目前仅在实验室水平有所应用"锁核酸真正
应用于临床前期还有一段很长的探索期*

@:锁核酸在分子识别与生物医学中的应用

)X$!\EC修饰的反义寡核苷酸
根据目标序列和 HEC表达的效率"\EC修饰

的反义寡核苷酸的设计有两种方式!混合式和间隔
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式* 混合式是指残基分散于整条寡核苷酸上"而间
隔式是指两段 \EC碱基片段分散于寡核苷酸的两
端* 抑制 258;0HEC的表达通常采用混合式设计"
而对于抑制 2HEC的表达来说"间隔式的设计效果
最好* 这是因为当寡核苷酸与 2HEC结合时"中间
的 FEC片段能够利用 HEC酶 R分解掉杂交双链
中的 HEC(%""%') *

\ECfFEC混合式可以形成空间位阻抑制目标
的表达* HEC病毒"尤其是 %|,非翻译区"已被多次
证实不能使用传统的反义药物

(%)) * \EC的双链稳
定性特性为入侵病毒 HEC结构提供了新思路* 比
如"丙型肝炎病毒#RQb$的基因组 HEC在 %|,非翻
译区含有内部核糖体进入位点#VH@O$"\EC能够侵
入 VH@O 的二级结构"从而抑制翻译进程 (%%) *

虽然非 HEC酶 R的机制也有报道"但反义
\EC的实验还是集中在利用 HEC酶 R抑制 2HEC
的表达"这表明 \EC寡核苷酸是介导体内外基因沉
默潜在有效的药物* "##& 年"]/80M37. 等 ('')

证明

\EC修饰的反义寡核苷酸是 RVb,$ 表达的有效抑
制因子* 同年"OK/Na7等 (%B)

指出"注射过反义 \EC
的小鼠血清中氨基转移酶 #/25.01;/.3P7;/37" C\I$
和天冬氨酸转移酶#/3>/;1/17/25.01;/.3P7;/37" COI$
显著升高"进而认为 \EC修饰是促进肝坏死和细胞
凋亡的主要因素* 为了更好地了解核苷酸序列和肝
细胞毒性之间的关系" 9̀;L58< 等 (%&)

于 "#$) 年进行
了两周重复试剂耐受性研究"对注射反义 \EC的小
鼠进行结构,毒性分析* 该反义 \EC靶向结合载脂
蛋白 Q'#/>065>0>;0175. Q'"C>08'$"8CG?反应元件
结合蛋白#8CG?H73>0.37@6727.1̀ 5.L5.4?;0175."
QH@̀ $" 转 录 调 控 辅 助 激 活 因 子 " # ;7496/17L
1;/.38;5>150. 80/815S/10;""8;18"$以及糖皮质激素受
体#4698080;15805L ;787>10;"WH$* 结果表明"可以通
过电脑模拟建立结构,毒性关系图"在设计阶段剔除
具有肝毒素的反义 \EC"改进体外筛选模型"避免
大规模的动物实验*
)X"!\EC修饰小干扰 HEC

小干扰 HEC3#35HEC3$是哺乳动物细胞 HEC
干扰试验中基因敲除的强有力工具 (%+) * 35HEC可
以通过结合 HEC诱导的沉默复合体#HVOQ$靶向配
对互补 2HEC并致其分解* 用 \EC修饰的 35HEC"
即 35\EC"稳定性和选择性均有提高* ;̀//38J 等 (%-)

率先用 \EC修饰 35HEC进行哺乳动物细胞实验"发
现在不影响 HEC干扰效果的前提下"\EC大大提
高了 35HEC的热稳定性* "##% 年"@62n. 等 (B#)通过

实验指出"与未修饰的 35HEC相比"\EC修饰的
35HEC在血清中的半衰期显著延长* 随后"G00<
等

(B$)
系统评估了 \EC修饰的 35HEC即 35\EC在体

内和体外实验中的效用* 结果表明"在 35HEC'|末
端少量修饰 \EC能够稳定 35HEC"但 \EC修饰过多
会影响实验的效果* "#$" 年" R/;/L/,OJ5M/等 (B")

将

\EC修饰到 35HEC的有义链上"大幅度延长了
35HEC的作用时间"改善免疫应答的副作用"为研发
血脂异常症的新药提供了新思路*
)X'!\EC修饰脱氧核酶

脱氧核酶 #FECaN27$是具有催化活性的 FEC
分子"是一种特殊的 HEC核酸内切酶 (B') * b7317;
等

(B))
用两个 \EC单体分别修饰 FECaN27结合区

的两端"合成 \ECaN27"使 HEC切割效率得到显著
提升* "##' 年"O8J9M7;1('+)课题组做了相似的试验"
结果表明将 ' () 个 \EC单体修饰在 FECaN27结
合区两端能够提高 HEC切割效率* 在此基础上进
一步的研究表明"该 \ECaN27能够切割抗水解的病
毒 HEC('%) *

A:锁核酸在锁核酸在生物技术中的应用

%X$!\EC引物与 ?QH
"##' 年"\/10;;/等 (B%)

用锁核酸修饰引物大大

提高了 ?QH的效率* 与普通的 FEC引物相比"
\EC引物所用聚合酶用量少"成本效率高* 除此之
外"\EC引物还可以减少模板用量* 研究发现"在
引物中间修饰一个或三个锁核酸效果最佳* 后来"
\7S5. 等 (BB)将锁核酸修饰在引物的 '|端或 %|端或其
他的位点"?QH结果显示"锁核酸修饰在引物 %|端
优势更明显* /̀66/.1N.7等 (B&)用 \EC设计引物增
加了 ?QH反应中模板的结合力和 FEC扩增的特异
性* 最近"C3/;5等 (B+)用含有 \EC的荧光通用引物
对日本人口 "% 个常染色体的短串联重复序列进行
快速基因分型* 结果显示"含有 \EC的引物所产生
的荧光信号是普通 FEC引物的 $X% (-X# 倍*
%X"!\EC探针杂交检测

\EC探针多用于定性荧光多重检测试验 (B-) *
与 FEC探针相比"\EC探针可以在序列更短的情
况下维持高融解温度增加探针特异性* 总体来说"
\EC探针优异的杂交能力使其能够用于检测非编
码 HEC3("+) * 我们可以根据对应的目标 25HEC设
计出融解温度相同的 \EC探针"进而设计微阵列芯
片"其中 \EC探针作为 25HEC的捕获探针"用来区
分序列相近的 25HEC3(&#) * 此外"G7.4等 (&$) 将
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\EC探针运用到 ?QH反应中"定量检测胚胎干细胞
标志基因 AQI)C2HEC的表达"鉴于 \EC优异的
单碱基错配识别能力"能够将 AQI)C与 AQI) .̀假
基因.基因污染物区分开来"避免了假阳性的发生*
"#$' 年"Z0.4等 (&")

巧妙的用双链 \EC探针检测活
细胞内 2HEC* 通过优化稳定性和特异性"选择了
FECf\EC相间的方式设计探针* 实验发现"该探
针可以在活细胞内稳定表达 &" J"并且能够检测到
外部刺激导致的基因表达的变化* 由于其出色的性
能"\EC双链探针开辟了大规模分析单细胞基因表
达的新方法* 同年"Ca7S7L0等 (&')

借鉴荧光原位杂

交#P690;7387.875. 3519 JNM;5L5a/150.":VOR$的方法"
运用 \EC探针"创新性的发明了体内荧光杂交法
#P690;7387.875. S5S0JNM;5L5a/150.":VbR$"用来检测
幽门螺杆菌* 该方法快速简单准确"开辟了体内检
测的新道路* 此外"\EC探针的成功应用也表明"
传统用于 :VOR的有毒复合物可以被无毒代替物所
取代*
%X'!\EC适配体合成

核酸适配体是指单链 FEC或者 HEC分子折叠
成三维结构"能够以高亲合力和高特异性结合多肽.
蛋白.小分子和活细胞等 (&) (&&) * 将 \EC用于适配

体中有两种方式* 一种是用传统的方法合成适配
体"用化学方法将 \EC修饰上去%另一种就是直接
用 \EC修饰的核酸序列合成 \EC适配体* 早年"
F/;P795667等 (&+"&-)

将 \EC引入 HEC适配体"该适配
体能够与 RVb,$ 中反式激活应答 #ICH$HEC特异
性结合* 表面等离子共振实验表明"\ECfFEC混
合式寡核苷酸与 ICHHEC的结合物在低纳摩尔级
别范围内"其解离是恒定的* O8J25L1等 (+#)

阐明了

\EC修饰的适配体在体内的稳定性及其功能* \EC
修饰的适配体能够与病毒蛋白 I/1竞争性结合
ICH(+$) * "#$) 年"Z/.4等 (+")

为了解决常规 FEC
适配体血清不稳定性和成像短暂等问题"以作用于
淋巴瘤 H/203细胞的 FEC适配体 IF#% 为模型"设
计了一系列 \EC修饰策略"对 \EC修饰的位置和
数量进行优化"设计出新型 IF#%XB 适配体* 在茎
部区域增加 \EC的数量可以在保持 IF#% 亲合性和
特异性的情况下"增强其血清稳定性* 将 IF#% 修
饰上 & 个 \EC合成 IF#%XB"能将其在血清中半衰
期从 #X% 小时提高到 % (B 个小时* 将形成 H/203
肿瘤的裸鼠分别注射 QN%,IF#% 和 QN%,IF#%XB"肿
瘤成像维持时间也从原来的 s$%# 25. 延长到 l
B## 25.#图 '$*

图 ?:#C$ H/203肿瘤的体内时间依赖性荧光成像图"# $̀ C中带有 H/203肿瘤的裸鼠在注射 QN%,IF#%XB B#25. 后的荧光

图像#扣除多余背景$ (+")

<"=>?:#C$ V. S5S01527,L7>7.L7.1P690;7387.8752/45.40PH/2031920;3*# $̀ :690;7387.8752/470P1J7H/2031920;,M7/;5.4

209375. 7̂817L K51J QN%,IF#%XB P0;B# 25. 5. #C$" ;7/L 9̂317L MNL7L9815.420;7M/8<4;09.L 354./6310;7S7/6/867/;1920;

P549;7(+")

%X)!\EC设计合成分子信标
目前"\EC已被用于分子信标中以克服一些传

统的局限性* I/. 等 ("))用 \EC设计合成了一种新
型的分子信标"与常规的 FEC分子信标相比"\EC,

G̀ 在 -% h仍能发挥作用"表现出优异的热稳定性
#图 )$%单碱基错配识别能力强"与错配碱基几乎不
结合#图 %C$%抗酶切能力强"在不同细胞内均能维
持其稳定性#图 % $̀ "为检测活细胞内核酸提供了新
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思路* 与此同时"\EC,G̀ 也表现出一定的劣势"比
如杂交动力学慢"这可能与其茎部碱基强的分子间
作用力有关

(")) * 因此"通过调整茎部的长度"确定
锁核酸修饰的数量以及分子信标的序列组成来提高

其杂交动力学就显得至关重要*

图 @:#C$ \EC,G̀ 的融解曲线"# $̀ \EC,G̀ 在 "% h

和 -% h时与目标杂交的示意图 ("))

<"=>@ : #C$ G7615.489;S73P0;M01J G̀ 3% # $̀ 354./6

7.J/.8727.10PM01J G̀ 3/P17;JNM;5L5a5.4K51J 1J71/;471/1

"% h /.L -% h ("))

图 A:#C$ \EC,G̀ 抗单链 FEC结合蛋白的识别能力"

# $̀ \EC,G̀ 在不同细胞内的稳定性 ("))

<"=>A:#C$ H73>0.370PM01J G̀ 31035.467,31;/.L7L FEC

M5.L5.4>;0175. OO *̀# $̀ /̀8<4;09.L 354./60PM01J G̀ 3/3

/P9.8150. 0P1527/P17;M75.45. 7̂817L 5.1087663("))

B:锁核酸分子信标的设计要点

锁核酸分子信标的设计对于成功检测 FEC和
HEC来说是一个重要的环节* 设计要点包括!荧光
基团和猝灭基团的选择.分子信标二级结构的组成.
锁核酸的修饰位置以及茎部 WQ含量*
BX$!荧光基团和猝灭基团的选择

当目标不存在时"分子信标的背景信号强度是
其应用中的一个实际问题* 这是因为背景荧光"甚
至激发的散射光都会通过斯托克斯位移影响分子信

标的灵敏度 (+') * 分子信标是由一对荧光基团和猝
灭基团组成的信号转导系统 (+)) "因此"选择合适的
猝灭基团降低分子信标闭合时的背景荧光是分子信

标设计时的首要问题*
分子信标有两种能量转移机制"即动态和静态

荧光淬灭* 动态猝灭包括能量共振转移#:H@I$和
F7[17;转移* 在动态猝灭中"由于供体和受体之间
长距离的分子间电偶极的相互偶联作用"来自供体
的光子并不释放到周围环境中"其能量转移效率取
决于供体的发射光谱和受体的吸收光谱之间的光谱

重叠程度
(+%) "供体的量子产率"供体和受体的相对

定向以及它们之间的距离
(+B) * 对于采用动态猝灭

机制的分子信标来说"应该采用光谱重叠的荧光基
团和猝灭基团* 荧光基团的发射波长在 %## (
%%# .2之间"如 :CG"I@I和 R@D"能够被吸收峰在
)%# (%%# .2处的猝灭基团如 F/M8N$ 和 R̀e,$ 最
大化猝灭* 发射波长大于 %%# .2的荧光基团"如若
丹明和花青染料"最好选用吸收峰大于 %%# .2的猝
灭基团"如 R̀e," 和 è,B%# (+&) *

静态猝灭又称碰撞猝灭" 即在荧光基团和猝灭
基团靠的很近"发生物理碰撞的情况下"大部分转移
的能量以热能而非光能的形式发散出去

(++) * 将这
种现象应用到含非荧光猝灭基团的分子信标中"可
以提高其猝灭效率"降低背景荧光"从而使检测更加
灵敏* 对于静态猝灭机制的分子信标来说"所有的
非荧光猝灭基团效果都很好* 但通常来说"QN' 和
QN% 与 R̀e,$ 和 R̀e," 配对"猝灭效果最好 (+-) *
如今"应用最频繁的非荧光猝灭基团是 F/M8N$"
R̀e$ 和 R̀e"* 这些猝灭基团可以跟许多荧光基
团配对

(-#) #表 $$* 在所有的猝灭基团中"最常用来
与近红外基团配对的是 F/M8N$"尽管它的吸收峰在
)&% .2左右* 此外"这也是所有常见猝灭基团中最
便宜的*
BX"!锁核酸分子信标的热力学与动力学

大量的实验数据表明"完全互补配对的 FECf
FEC的双螺旋融解温度#!2$比单碱基错配的高 $'

w' h (-$) * 由于锁核酸优越的生化特性"修饰有锁
核酸的分子信标单碱基错配识别能力更强* =9;51/
等 ($&)通过理论计算证实在 \ECfFEC双螺旋中一
个单碱基错配可以使 !2值下降 "B h"而在相应的
FECfFEC中"!2值下降 $# h*

线性的探针只有两种状态"结合或未结合目标"
而分子信标有三种状态"与目标结合的杂交螺旋态"
发夹结构态或无规卷曲状态 (-") * 大量的热力学研
究表明"分子信标发夹结构的自由能低于无规卷曲
状态" 因此"G̀ fFEC螺旋态转变为无规卷曲状态
之前要经历一个发夹结构态 (-') * 这个现象很好的
解释了分子信标信噪比高的原因"同时也说明了茎
部越稳定"信噪比越高"选择性越好* 因为只有当分
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子信标与目标之间的相互作用力足以克服茎部螺旋

才能打开发夹结构* 锁核酸修饰的分子信标因为其
亲和力更强"因此茎部更稳定"选择性更好"但也降

低了杂交动力学* 因此"平衡探针的选择性和杂交
速率之间的关系"使分子信标能够成功应用到体液
及细胞水平显得至关重要*

表 9:荧光基团,猝灭基团对以及荧光基团的激发峰和发射峰 (-#)

R#3()9:H7>0;17;,Y97.8J7;>/5;3*:0;7S7;N0.7;7>0;17;533J0K7L 1J7>7/< 0P7[851/150." 7253350. (-#)*
;7>0;17; 7[851/150.

>7/< # .2$
7253350.
>7/< # .2$

802>/15M67
Y97.8J7;

QN' %%# %&# R̀e," /.L F/M8N$
QN% B)# B&% R̀e,' /.L F/M8N$
QH,BW %#% %&# F/M8N$
B,:CG )+) %"% \0K/ 6̀/8<,:e" R̀e,$ /.L F/M8N$
R@D %"% %%) \0K/ 6̀/8<,:e" R̀e,$ /.L F/M8N$
ICGHC %%% B#% F/M8N$
I@I )-# %'% \0K/ 6̀/8<,:e" R̀e,$ /.L F/M8N$
:VIQ )-) %$+ R̀e,$" ICGHC/.L F/M8N$

BX'!选择性与杂交动力学
与线性探针相比"分子信标的选择性更强"这是

因为在没有目标杂交的情况下"分子信标呈发夹结
构* 增强茎部的稳定性可保证发夹结构的稳定性"

比如增加 Q,W含量或者茎部长度* 但这些措施同
时也降低了杂交速率* 研究表明"每增加 " () 个碱
基"分子信标的杂交速率降低 $ (" 个数量级 (-)) *

茎部越短"发夹结构越不稳定"分子信标的信噪比和
选择性越低* 因此在设计分子信标的时候"平衡好
选择性和杂交速率之间的关系成为关键问题

(-)) *

一个典型的分子信标茎部有 % (& 个碱基"环部有
$% ("% 个碱基"目标与环部结合* 增长分子信标与
目标结合的区域"即增加环部的长度可在保证茎部
稳定的情况下提高杂交速率 (-%) * 除此之外"还可以
将茎部序列作为互补区域的一部分与目标结合"不
仅能提高杂交速率"而且能够防止黏末端结合"提高
信噪比 (-%) * 作为互补区域的茎部序列可以是 '|端
或者 %|端"也可以是两端的部分序列*
BX)!锁核酸修饰的位置与数量

设计分子信标时"温度应该作为一个重要因素
列入考虑范畴* 对于普通分子信标而言"当温度升
高时"探针会从发夹结构转变为无规卷曲状态"从而
释放出一部分能量"导致背景荧光过高 (-)) * 用锁核
酸修饰分子信标就可以很好地解决这个问题* 融解
温度实验表明"在温度高达 -% h时"FEC和 HEC

已经变性"\EC,G̀ 仍然能够保持稳定 (")) #图 ' $̀ *
\EC,G̀ 的稳定性导致其杂交速率极低"$)## 25.

以后"荧光强度仍有上升趋势 (")) * 为了更好的利用
\EC,G̀ "d/.4等系统的合成了一系列嵌合 FECf
\EC的分子信标"分别从热力学"杂交动力学"蛋白

结合能力"抗酶切能力等方面对含有不同比例
FECf\EC的分子信标进行研究* 结果表明"茎部
的 \EC碱基对分子信标维持发夹结构稳定性具有
重要意义* 降低探针中 FECf\EC的比率可以有效
的提高杂交速率* 同时"分子信标的一端茎部区域
与目标序列互补可以有效避免黏末端结合* 只有全
部或者每隔一个碱基修饰锁核酸的分子信标可以抵

抗非特异性蛋白的结合和 FE/37V的分解 (-)) *

I:锁核酸分子信标在分子识别与生物分析
中应用

&X$!?QH过程的实时监测
分子信标常用于聚合酶链式反应 # >06N27;/37

8J/5. ;7/8150."?QH$和基因检测实验 (-B) * 将与上游
或者下游 ?QH产物互补的分子信标加入到 ?QH反
应体系可监测 ?QH过程中目标序列的放大过程*
?QH反应每增加一个循环"所得的产物即在退火阶
段与分子信标结合"分子信标所携带的荧光得以释
放"实现了 ?QH过程的实时监测* Z/;3J/K3<N
等 (-B)用锁核酸探针 ?QH检测含有 :\I' F+'%fV+'B
I=F" ]C=" bB$&:和 E?G$ 突变的 FEC"简单有效
的提高了检测效率* G0;/.L5等 (-&)报道了一种新型

?QH方法"即等位基因特异性锁核酸定量 ?QH
#C66767 O>785P58\08<7L E986758C85L Y9/.151/15S7
?QH"CO\ECY?QH$* 该方法用锁核酸分别修饰了等
位基因特异性引物和信标探针"以此来提高检测的灵
敏度"特异性以及准确性* 他们用这种方法检测了
'## 例不同来源的常规标本的 =HCO 和 H̀C:基因突
变"并 与 3/.47;测 序 进 行 比 较* 结 果 表 明"
CO\ECY?QH绝对拥有更好的准确性以及阳性阴性预
测值"分析敏感性为 #X$i* 除此之外"CO\ECY?QH
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操作简单"价格低廉"具有潜在的应用前景*
&X"!检测活细胞内 2HEC

检测活细胞内 2HEC首先要考虑探针的稳定
性以及如何将探针运输到细胞内* 锁核酸分子信标
在活细胞内能够长期保持稳定性"因此探针的运载
就成了首要问题* 长期以来"人们发展了一系列的
技术来运载探针穿过细胞膜进入细胞内* 包括微注
射.阳离子脂质体转染.电穿孔以及利用细胞渗透性
多肽.链球菌溶血素 A等 (-+) * 但一种单一的方法并
不适用于所有实验条件"因此需要根据所用的样本
类型"选择合适的传送方法* 其次要考虑的就是序
列选择的问题* 在室温条件下"2HEC的二级结构
过于稳定会阻止目标与分子信标的结合"或者使杂
交动力学降低* 同时需要注意的是"目标的二级结
构是通过电脑预测出来的"有可能并不能反映所选
区域在体内的真实结构* 除此之外"我们必须通过
序列比对软件如 6̀/31来保证所选的序列的唯一
性

(-# " --) * "##+ 年"Z9 等 ($##)
用锁核酸分子信标实

现了细胞内 2HEC的长时间监测* 由于 GFC,G̀ ,
"'$ 细胞中 G.OAF2HEC的含量极低"故用脂多糖
#\?O$激活 G.OAF2HEC的表达"用细胞中不含有
互补序列的分子信标作为对照"结果表明对照组荧
光维持恒定"而 G.OAF分子信标注入细胞后"经共
聚焦显微镜观察可知"荧光强度有轻度升高* 在加
入 \?O 后"荧光强度大幅升高"且经过 %X% J 仍然没
有进入平台期的趋势 #图 B$*

图 B:GFC,G̀ ,"'$ 细胞中对照 G̀ #绿色 $和 G.OAF

G̀ #红色$的间隔拍摄图 ($##)

<"=>B:I527,6/>370P80.1;06G̀ #4;77.$ /.L G.OAFG̀

#;7L$ 5.35L70P/GFC,G̀ ,"'$ 8766($##)

&X'!靶向检测 258;0HEC
G58;0HEC3#25HEC3$是一类由内源基因编码

的长度约为 "" 个碱基的非编码 HEC"在发育.分化
以及代谢过程中调控转录后基因表达 ($#$"$#") * 众所

周知"反义寡核苷酸可以用来抑制编码 HEC3"在此
基础上合成特异性寡核苷酸 #/.1525HEC$来抑制
25HEC3就显得合情合理"而且有可能开发新型药
物* 由于 25HEC3序列短"灵敏而特异地检测成熟
25HEC3比较困难* "##) 年"R/S76L/等 ($#')

用锁核

酸修饰的寡核苷酸探针进行 E0;1J7;. M601印迹实验
高效检测 25HEC3* 与传统的 FEC探针相比"灵敏
度提高了至少 $# 倍"成为 25HEC检测领域的一个
重大突破* 该文提出"除用于 E0;1J7;. M601"锁核酸
探针还可用于 25HEC的原位杂交和 25HEC表达谱
的检测* "#$# 年"E57637. 等 ($#))

用锁核酸为基础的

微阵列芯片整体分析了拟南芥中的 25HEC3表达
谱* 由于锁核酸优异的单碱基错配识别能力"该微
阵列芯片能够特异性的区分 25HEC3家族相关成
员* 考虑到锁核酸分子信标高效的亲和性""#$$
年" ]9 等 ($#%)

将锁核酸分子信标的应用拓展到检测

细胞内 25HEC* 用聚乙烯酰胺连接石墨烯纳米带
#?@V,=,WEH$将 \EC,G̀ 导入海拉细胞成功检测到

活细胞中的 25HEC,"$ #图 &$*

图 I:用 ?@V,4,WEH为载体将 \EC,G̀ 导入海拉细胞检

测 25HEC($#%)

<"=>I:I;/.3P78150. 0P\EC,2,G̀ >;0M735.10R7\/87663

S5/?@V,4,WEH /3 ./.08/;;57;P0; L7178150. 0P1/;471

25HEC($#%)

&X)!单核苷酸多态性检测
单核苷酸多态性#35.467.9867015L7>06N20;>J532"

OE?$占人类基因突变的 -#i"被认为是潜在的基因
标志物"是生物医学研究 ($#B) "药品开发 ($#&) "临床诊

断 ($#+)以及疾病治疗 ($#-)的有效指标* 锁核酸分子
信标因其自身的信号转导机制和高效的选择性"能
够简便快速灵敏的检测 OE?3($$#) * 通常分子信标的
环部碱基融解温度要稍微高于 ?QH退火温度"而茎
部互补碱基分离的温度要比 ?QH退火温度高 & (
$# h ($$$) * 为了得到最佳信号"设计的 ?QH引物所
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得到的 ?QH产物要小于 "%# 个碱基 ($$") * "##)"
W;5PP51J3等 ($$#)

结合 ?QH和锁核酸探针"特异性检测
目标 OE?"同时对 ?QH的效率进行数学验证"观察
所得到的基因型* 实现了 OE?的大规模检测*
"##B 年" W57PP7;3等 ($$')

利用锁核酸为基础的 ?QH
技术定量检测 OE?并区分了肺炎衣原体的基因型*
至此"虽然锁核酸优异的化学性质得到利用"但 OE?
的检测仍局限于 ?QH等传统方法* "#$) 年"\5
等

($$))
用锁核酸修饰合成 AE,A::再生生物传感器"

结合链置换反应"建立了一个省时"特异"可再生的
电化学感应平台#图 +$* 捕获探针 /可以开启整个
感应系统* 突变型 FEC探针与捕获探针完全互补"
二者结合后可以激发链置换反应"感应系统关闭%而
当单碱基错配的野生型 FEC探针存在时"链置换反
应不能进行"感应系统仍将处于开的状态* 该 FEC
传感器重复使用 % 次以后仍然保持很好的稳定性*
进一步的实验表明"相比于 FEC整合序列"\EC整
合序列 OE?识别能力更强*

图 J:可再生 FEC生物传感器构建示意图以及用 AE,

A::信号转换原则检测单核苷酸多态性 ($$))

<"=>J : O8J72/158H7>;737.1/150. 0PH747.7;/17L FEC

5̀037.30;C;8J517819;7/.L AE,A:: OK518J5.4 O54./65.4

?;5.85>67P0;OE?3F7178150.($$))

&X%!循环 FEC检测
$-)+ 年"G/.L76和 G71/53首次报道了循环

FEC($$%) "但这并未引起科学界的广泛关注"直到
$--) 年"一篇报道指出结肠直肠癌患者血浆中存在致
癌基因 =,;/3($$B) "循环 FEC才得到了重视* 循环
FEC是指存在于血液#血浆或血清$.脑脊液以及滑
膜液等体液中的细胞外 FEC* 由于其并不是单独存
在的"而是以复合物或者与蛋白结合的形式存在于体
液中($$&)以及 FEC双链的特性和体液中其他复杂成
分的干扰等原因使得循环 FEC的直接检测成为瓶颈
问题* 本课题组希望通过锁核酸分子信标能与双链
FEC结合的特性"用标准加入法排除干扰"同时对血

清进行一系列处理后"发展直接检测循环 FEC的方
法"让无需分离"直接检测成为一种可能*

J:总结

目前锁核酸分子信标技术用于临床医学的研究

还处于实验探索阶段"离真正的临床应用尚有一段
距离* 迄今为止"实验室水平的研究已经证实锁核
酸分子信标技术在灵敏度"特异性等方面的优异表
现"同时细胞水平和体液水平的实验结果也肯定其
用于临床的可行性* 然而"考虑到临床个体的特殊
性和复杂性"临床初步实验摸索中仍存在一些问题!
#$$信号放大反应!由于体液中特定核酸的含量极
低"锁核酸分子信标的检测限不足以准确检测到"信
号放大反应是锁核酸分子信标用于临床的必经之

路* 但由于目前信号放大技术几乎均采用酶来介
导"局限于实验室水平"因此"寻找应用于体液中简
单有效的信号放大技术是如今工作的重中之重*
#"$个体的不可知性!以血清为例"除去已知的各种
酶.蛋白质.离子.核酸等"还有很多未知的因素可能
会导致荧光的恢复* 因此"在实验之初"巧妙地设计
锁核酸分子信标使其不受这些因素的干扰或者让干

扰成为一个定值也是一个重要问题*
鉴于锁核酸分子信标技术的简便易行"一旦技

术成熟设计出相应的试剂盒"将是临床检测的一大
福音*
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