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摘要 单分子荧光原位杂交（single-molecule fluorescence in situ hybridization，smFISH）技术是一种通过用偶联荧光基团的

寡核苷酸探针，对固定细胞或组织中单个mRNA分子进行成像的方法。smFISH可对RNA进行定位、定量，以此对目标转

录本进行实时研究。smFISH适用于细胞、组织切片等多种类型生物样本。近年来，多种基于基础 smFISH的改进技术被发

明，进一步促进了该技术的实际应用。smFISH良好的RNA单分子可视化能力，使得其在发育生物学、神经生物学及肿瘤

生物学等基础生物学科中得到了广泛的应用。本文综述了 smFISH技术基本原理、smFISH技术的局限性、smFISH衍生技术

方法、smFISH在不同生物学科中的应用进展，并对 smFISH技术的发展前景做出展望。
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DNA到蛋白质的转化是一个复杂的多阶段过

程。DNA转录为RNA分子后，还需进行剪接、定

位、翻译以及部分降解等加工过程。RNA加工在

将遗传信息传递到功能性RNA和蛋白质调节因子

的过程中起着核心作用，这些步骤在空间和时间领

域都受到高度协调和严格监管。为了充分了解

RNA的生命周期，深入研究RNA如何发生变化及

其调节机制，需要开发可视化RNA的方法［1］。

荧 光 原 位 杂 交 （fluorescence in situ 

hybridization，FISH）是一种在细胞或组织中定位

核酸序列的首选技术。其原理是，核酸分子在变性

形成双链或在能量有利的条件下形成DNA∶RNA

杂交链时，根据碱基互补配对原则与所合成的荧光

探针进行结合［2-3］，经过固定、透化、孵育后，探

针分子与靶序列紧密结合。杂交完成后进行洗涤去

除背景荧光，再通过光学显微镜对核酸序列进行定

位。1977年Rudkin等［4］首次使用带有半抗原标记

核苷酸的RNA探针对DNA进行荧光原位检测，以

标记黑腹果蝇中的线性染色体。无需抗体的直接荧

光原位检测后来由Bauman等［5］进行，其使用结合

罗丹明的RNA探针标记锥虫中的线粒体DNA。由

于探针与靶核酸的紧密结合，在显微镜下观察到的

信号分子具有一定的显著性与特异性。这种快速、

准确且灵敏的技术在许多领域，例如遗传学、产前

诊断以及基因图谱分析中都得到了广泛的应用［6］。

1982年，Singer和Ward［7］率先证明了FISH可

用于RNA检测，其使用罗丹明结合亲和素偶联到

生物素化的 dUTP DNA探针检测肌动蛋白mRNA，

此后便将FISH靶向RNA从而可视化原位基因表达

的技术称为RNA-FISH［7］。随着计算机和成像技术

的进步，可视化单个 mRNA 分子技术——单分子

荧光原位杂交 （fingle-molecule fluorescence in situ 

hybridization，smFISH） 技术由 Femino 等［8］ 开发

并使用。尽管此方法可对单个 mRNA 转录本进行

可视化和半自动定量，但仍存在一些技术问题，例

如用于将荧光基团偶联到探针的氨基容易丢失

等［9］。为了解决这些不足，Raj等［10］在 smFISH的

基础上优化出使用 48个长 20 bp的（或数量更多、
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序列更短的）短寡核苷酸分别偶联荧光基团的独立

探针对转录本进行定位的方法。不仅简化了探针合

成和纯化步骤，而且能通过计算大量单标记探针产

生的较强荧光信号准确计算mRNA数量［10］，使细

胞内 RNA 的精确定位与定量成为可能，推动了

smFISH技术的实际应用。

近年来，多种基于 smFISH的优化技术，例如

SeqFISH、MERFISH、ClampFISH等方案相继被发

明，且在生命科学各分支领域中都有了广泛的应

用。本文就基础 smFISH 技术基本原理、smFISH

技术的局限性、smFISH衍生技术方法、smFISH在

不同生物学科中的应用进展，以及 smFISH技术的

发展前景等方面做出综述。

1　smFISH技术基本原理

1998 年 Femino 等［8］首次描述了 smFISH 来鉴

定单个RNA分子的技术。该技术有助于准确定量

包含多个 RNA 拷贝的区域，例如转录位点等。

smFISH 的基本原理是针对靶 RNA 设计长约 50 个

核苷酸并用5个荧光团部分标记的探针以进行可视

化定位（图 1）。该技术主要涉及以下步骤：首先

根据目的基因的 mRNA 序列，设计并合成寡核苷

酸探针；其次将荧光染料分子偶联到特异性寡核苷

酸探针上的特定位点；再在特定条件下，让靶标

mRNA与探针结合；最后在荧光显微镜下观察，获

取 携 带 探 针 荧 光 信 号 的 细 胞 图 像 ， 并 使 用

MATLAB编写的定制软件（The Mathworks）进行

算法处理［8］。通过算法处理后，图像由许多光点

组成，最亮的光点被限制在几个连续的体积元素

（体素） 上，建立图像阈值可去除约 95% 的体素

（荧光背景），阈值建立后剩余的最离散、最亮的簇

称为对象。随后计算每个对象的总荧光强度（total 

fluorescence intensity，TFI）。这些明亮的对象具有

单个分子预期的TFI值，再根据之前测量已知数量

探针的TFI与荧光染料分子的数量（每个探针5个）

作出的回归曲线图，确定对象的荧光值分布于杂交

的1~5个荧光基团的范围内。mRNA分子通常相距

足够远，因此可通过光学显微镜将单个点源进行分

离［8］。通过此方法，单个mRNA分子只需1个寡核

苷酸探针即可检测，检测过程仅包含 5 个荧光染

料，灵敏度比以前增加两个数量级以上［11］。相比

于其他方案，此方法可将许多生理上重要的受体、

信号分子、细胞周期调节因子、转录因子的基因以

及它们的核和细胞质转录本纳入到 FISH 检测范

围［8］。smFISH简单且省时，只需一步杂交 24 h内

即可实现单次测量。因此这项技术自诞生以来一直

被广泛使用，不仅适用于哺乳动物、酵母和病毒，

也可用于植物研究［12］。

自 smFISH开发后，该技术在天然亚细胞环境

中可视化RNA的能力，重塑了我们对基因表达和

细胞功能的理解［13］。特别是允许对单个RNA分子

进行成像为理解RNA调控开辟了新的途径［14］。但

其应用非常受限，主要因为不能确定探针是与靶

mRNA特异结合或是非特异性结合，因此很难将所

有荧光点明确地识别为 mRNA 分子［15］。鉴于此，

Raj等［10］于 2008年改良了基础 smFISH技术方案，

实现了在固定细胞中用 48个单标记寡核苷酸探针

检测单个mRNA分子。在该方案中，Raj等首先利

用96位高通量DNA合成器，合成大量探针，每个

探针大约长 20 bp并在其 3'端用单个荧光团进行荧

光标记（通常每个探针标记一个荧光团）用于检测

单个 mRNA 分子。其次，研究者构建了一个可编

码生成绿色荧光蛋白（GFP）mRNA的多西环素基

因，此 GFP mRNA 3'非翻译区 （3'-UTR） 中具有

32个串联重复的序列。使用Alexa Fluor 594荧光团

与 48个寡核苷酸探针偶联后，靶向GFP mRNA编

码区。同时使用4个携带四甲基罗丹明（TMR）的

探针，靶向GFP mRNA 3'-UTR重复序列。杂交后

用荧光显微镜对细胞进行成像，使用图像处理程序

对颗粒进行识别。该程序将颗粒分为使用 GFP 编

码序列探针，UTR 特异性探针和两者都包含的探

针。结果发现85%的UTR粒子与GFP粒子共定位，

81%的GFP粒子与UTR粒子共定位。Raj等的实验

证明了使用单标记探针检测内源性转录本的有效

性，通过使用多个单标记探针能够产生均匀信号，

这些信号可通过程序识别以得出准确的 mRNA 计

数。相比之下，使用多个标记探针的方法可区分出

由于单个探针错误结合或非结合事件而出现的假阳

性或假阴性结果［10］。

-�RNA��
5' 3'

Fig. 1　Diagram of the smFISH
图1　smFISH原理示意图

圆形代表荧光集团，短横线代表探针。5个特异性探针偶联荧光集

团后靶向目标RNA从而实现分子可视化。
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2　smFISH技术的局限性

Raj 等的改良方法，极大地促进了 smFISH 的

实际应用，应用 smFISH发表的研究论文数量也随

之呈井喷式增长。在经过对样本固定、透化、预杂

交、杂交、洗涤、拍摄、分析等步骤即可对RNA

进行识别并定量 （图 2）。但随技术的不断应用，

该方案被发现仍存在较多的技术缺陷，难以适应复

杂样本中高光学分辨率条件下的RNA精确定位与

定量分析。

2.1　探针特异性低

smFISH所用的寡核苷酸探针是一种用短单链

合成的DNA探针混合物。每个单独的探针分子都

可单独在其5'端或3'端用荧光团标记。探针特异性

低易产生非特异性结合，导致在显微镜下观察不到

目标序列或背景杂乱等。为了确保使用 smFISH获

得可靠的结果，使用对其RNA靶标具有高度特异

性的荧光探针是至关重要的。在设计探针时必须仔

细考虑结合特异性、探针长度、间距、GC 含量，

形成二级结构的倾向和质量等［16］。探针设计时，

需保证 40%~50% 的 GC 含量，以确保探针的稳定

性和后续杂交温度的设定；探针长度应在20~25 bp

左右，小型探针能够更有效地穿透组织并保证一定

的特异结合效率；探针没有重复序列，减少多碱基

重复导致的错配；基因组中非靶基因的序列同一性

<50%，避免探针的非特异性结合。此外最佳杂交

温度取决于探针的长度和组成。尽管应单独针对每

个探针进行实验以优化杂交温度，但短寡核苷酸探

针（20~50个核苷酸）通常需要37°C的较低杂交温

度，在后续实验中可直接进行杂交［17］。

2.2　荧光强度较弱

探针可携带不同的荧光染料，例如Cy3、Cy5、

Alexa fluor或Quasar等，以便在荧光显微镜下对靶

RNA进行定位定量，但在拍摄过程中易发生荧光

太弱或不发光等现象，因此选择合适的荧光染料是

smFISH实验中需要考虑的重要因素。此外激发光

的长时间照射是荧光猝灭的最常见原因，在拍摄时

应注意不要长时间预览或提前加入抗猝灭剂防止荧

光猝灭，以保证拍摄效果。

Fig. 2　Experimental steps of the smFISH
图2　smFISH的实验流程

（a）在12孔细胞培养板中18 mm圆形#1厚度盖玻片上培养细胞，用1 ml 1×PBS洗涤液进行洗涤；（b）加入1 ml的甲醇-醋酸（MeOH-AcOH）

固定液以固定和透化细胞；（c）加入1 ml预杂交液后室温孵育2~5 min；（d）盖玻片倾斜，细胞面朝下，转移到100 μl含有探针的杂交缓冲

液滴上37℃下避光孵育2 h；（e）PBS洗涤后DAPI复染细胞核；（f）显微镜载玻片上加入一小滴防荧光猝灭封片剂，并将盖玻片盖到载玻片

上，细胞面朝下；（g）荧光显微镜观察；（h）图像软件进行分析。
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2.3　杂交效率低

杂交是为了将探针与靶RNA高效、完全地结

合，但在实际操作过程中经常出现结合效率低或未

结合等情况，因此在最后的拍摄中会出现不能准确

定位到单个靶RNA分子以致没有代表性的模式分

布等情况。针对以上情况可从组织制备和透化组织

两部分进行优化。在组织制备时样本不能过厚，固

定时根据样本种类选择合适的固定剂（通常为 4%

多聚甲醛）、固定时间、固定温度（对于核酸可视

化，已证明4°C条件下可以在整个固定过程中保存

RNA［18］）等。此外，透化是确保探针能够顺利穿

透的先决条件，其可使杂交试剂更好渗透。渗透时

可用蛋白酶K等非特异性蛋白酶处理样本，利于将

靶核酸分子从结合的蛋白质（例如RNA结合蛋白）

中释放，使它们更容易进行杂交［17］。

2.4　背景荧光过高

任何成像方法的灵敏度都受到背景信号的限

制，单个分子水平的最高灵敏度只能在无背景环境

中有效［19］。smFISH背景荧光大体可归为两类：仪

器设置和成像参数导致的背景荧光，以及探针未与

靶标相结合造成的多余荧光染料所产生的背景荧

光。因此，在 smFISH实验过程中，针对仪器可在

调试时确定最佳激光发射波长，设置好曝光时间及

增益强度等。对于非特异性结合则可在杂交组织液

中加入葡聚糖硫酸盐（通过吸收水分子以减少反应

中的游离水迫使探针和靶标更靠近［20］）或来自大肠

杆菌或酵母的剪切鲑鱼精子DNA或 tRNA（使探针

的非特异性结合位点饱和）以降低背景荧光。此外

杂交后洗涤也可分离非特异性杂交体并从组织中去

除未结合的探针分子，以最大程度减少背景信号。

3　smFISH衍生技术

自 smFISH发展以来，多学科领域都用此技术

解决了细胞内单分子可视化的问题，也能够准确定

量RNA的表达水平。然而，随着研究的深入，实

验所需的高分辨率成像及信号放大等一系列要求并

不能满足，因此一系列衍生技术被相继发明。这些

衍生技术在信噪比、特异性等不同方面对 smFISH

进行了优化，进一步推进了 smFISH的广泛应用。

3.1　杂交链反应 （hybridization chain reaction，
HCR） FISH

HCR 是由 Dirks 和 Pierce［21］于 2004 年提出的

一种简单有效的等温扩增过程。在典型的HCR中，

单链DNA引发剂触发形成双螺旋聚合物的两个发

夹之间的交替杂交，导致其形成具有数十到数百个

重复单元的刻痕双螺旋直到发夹耗尽。由于其等

温、无酶和高放大效率的特点，HCR常被用作各

种生物传感和生物医学领域的信号放大技术［22］。

2010 年，Choi 等［23］开发了一种基于正交扩增与

HCR的多重荧光原位杂交方法（图 3）。通过这种

方法，与mRNA靶标互补的RNA探针触发链式反

应，其中荧光团标记的RNA发夹自组装成荧光扩

增聚合物。这些扩增级联的可编程性和序列特异性

使多个HCR放大器能够在同一样品中同时正交工

作。HCR放大器具有深度样品穿透、高信噪比和

清晰的信号定位，可实现稳健的单分子定位定量，

显著改善了此前信号弱的问题。

3.2　 SeqFISH （sequential fluorescence in situ 
hybridization，SeqFISH）

2014 年，Lubeck 等［24］发明出 SeqFISH 技术。

通过对细胞中的 mRNA 连续杂交、成像和探头剥

离以进行条形码编码（图 4）。作为固定细胞中的

转录本，mRNA相应的荧光点可保留在多轮原位杂

交过程中，条形码序列也可唯一标识靶序列从而实

现信号放大，减少非特异性结合。在每一轮杂交过

程中，通过一组FISH探针靶向每个转录本且用单

一类型的荧光团标记的探针，接着对样本进行成

像，最后使用脱氧核糖核酸酶 I（DNase I）处理以

去除FISH探针。在随后的一轮中，mRNA被相同

的FISH探针杂交，但此轮用不同的染料标记。如

此一来，条形码的数量可用比例为FN，其中F是荧

光团的数量，N是杂交轮数。例如用 4种染料，8

轮杂交即可覆盖整个转录组（48=65 536）［24］。随后

Eng 等［25］ 在此基础上优化出 SeqFISH+ 技术，

SeqFISH+一共进行4轮成像编码，而对于每一轮成

像编码增加到 20。不仅如此，荧光成像通道也由

单激光增加到了3个（640 nm、561 nm、488 nm）。

凭借SeqFISH+的基因组覆盖率和空间分辨率，现

可直接在原位水平进行研究。此外，SeqFISH+的

基因组学覆盖率也将允许发现疾病样本中细胞类型

特异性的新靶点，并实现精确的空间基因组学和基

于单细胞的诊断测试。

3.3　多重误差稳定 FISH （multiplexed error-
robust fluorescence in situ hybridization，
MERFISH）

SeqFISH虽能有效提高信号，增加可一次性检

测 mRNA 数量，但其探针的数量需随着杂交轮数

的增加而增加，这使得SeqFISH既昂贵又耗时。因
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此Chen等［26］开发了MERFISH。它结合了此前改

进技术的优点，利用组合标签、连续成像等技术来

提高检测通量，并通过二进制条形码来抵消单分子

标记和检测错误，具有更高级的内置纠错功能，可

有效提高结果的准确性。在该方案中，第一轮标记

对RNA的一个子集进行染色。如果在此轮中发出

荧光，则RNA在第一位被分配为“1”。如果不发

荧光，则分配“0”。同理将第二组探针杂交到同一

样品上并再次对该样品进行成像，以此类推。该过

程在 N 轮成像中重复，允许为样品中的每个标记

��389�,�J ��T89�,�J ��589�,�J
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Fig. 4　Diagram of the SeqFISH
图4　SeqFISH示意图

在每一轮杂交中，每个转录本上杂交24个探针，成像然后通过脱氧核糖核酸酶I（DNAase I）处理剥离探针。相同的探针序列用于不同轮次

的杂交，但探针耦合不同的荧光团。
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Fig. 3　Diagram of the HCR-FISH
图3　HCR-FISH示意图

（a）RNA发夹在检测到特定RNA引发剂时自组装成荧光扩增聚合物。引发剂（initiator）通过碱基配对与发夹H1结合，介导分支迁移打开

发夹形成包含单链段“c*-b*”的复合物。这种复合物通过碱基配对与发夹H2结合，介导分支迁移，打开发夹形成包含单链片段“b*-a*”

的复合物。如此反复，引发剂序列被再生，为交替的H1和H2聚合步骤的链式反应提供了基础。（b）检测阶段。将探针组与mRNA靶标杂

交，然后从未使用的探针中洗涤样品。（c）放大阶段。引发剂触发系留荧光扩增聚合物的自组装，然后从样品中洗去未使用的发夹。本图

由Figdraw绘制。
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RNA构建N位条形码（图 5）。可以想象此方法可

在单个样本中识别大量RNA。MERFISH也有望将

此优势扩展到转录组规模，以此提供单个细胞内数

百到数千个RNA的精确拷贝数。

3.4　 点 击 扩 增 FISH （click-amplifying 
fluorescence in situ hybridization，ClampFISH）

HCR 技术仅依靠杂交来放大信号，并且通常

缺乏多重检测的灵活性。此外依赖于酶活性以获得

信号增益的方法有时会受到酶连效率的影响，导致

扩 增 不 一 。 因 此 Rouhanifard 等［27］ 发 明 了

ClampFISH 技术。这是一种非酶促的指数扩增方

案，具有高灵敏度 （检测效率）、非常高的增益

（信 号 放 大） 和 特 异 性 （低 背 景） 等 优 点 。

ClampFISH探针在以双螺旋方式与目标序列杂交时

形成“C”构型后，其末端使用生物正交点击化学

（铜（I）催化的叠氮化物-炔烃环加成，CuAAC）

连接在一起，如此便能够有效地将探针锁定在目标

周围并防止探针在扩增显微镜中脱离（图 6）。此

外ClampFISH 2.0也在2022年问世，通过更新的探

针设计和合成方案，大大降低了整体方法成本，提

高了其可扩展性，并消除了细胞外非特异性斑点。

因其技术优势，该技术未来将会在空间转录组学研

究中得到更广泛的应用［28］。

3.5　RNAscope
此前改善RNA原位杂交性能的努力主要集中

在提高灵敏度上，例如在杂交前扩增 mRNA 靶标

或杂交后扩增信号，但由于放大偏差使信号放大后

定量成为问题，并且信号放大也会相应提高噪声，

从而限制了信噪比的改善。因此在 2012年，Wang

等［29］开发出 RNAscope。该技术的核心在于通过

使用新颖的探针设计策略和基于杂交的信号放大系

统放大自身信号的同时并抑制背景。两个相邻的

“Z-probes”与目标RNA转录物结合，形成所需的

结合位点，供后续的放大分子杂交使用，从而实现

单个细胞中单分子高信号特异性可视化。由于其具

有在常规临床标本中进行原位分析基因表达的能力

以及高灵敏度和特异性，使RNAscope具有良好的

应用前景（图7）。

3.6　 分 裂 式 FISH （split fluorescence in situ 
hybridization，Split-FISH）

随着研究的需要，此前的技术有时难以在复杂

的组织环境中准确检测单个RNA分子。因此Goh

等［30］开发出 Split-FISH 技术，利用分裂探针来实
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Fig. 5　Diagram of the MERFISH
图5　MERFISH示意图

用于RNA鉴定的MERFISH实施示意图。每个RNA首先用~192个编码探针标记，此可将RNA转化为读出序列的独特组合。这些编码探针每

个都包含一个中心RNA靶向区域，两侧是两个读出序列，这些序列来自N个不同序列的探针池，每个序列都与特定的杂交轮次相关。特定

RNA物种的编码探针包含N个读出序列中的4个独特组合，这些序列对应于该RNA应该读为“1”的4个杂交轮。随后的N轮与荧光读出探针

的杂交用于探测读出序列。结合的探针在连续几轮杂交之间通过光漂白而失活。M代表此技术中的一种代码modified HD4 code （MHD4）

的首字母简称。
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现信号增强。研究者首先设计一段桥式序列，其可

与桥式探针和编码探针序列之间互补配对。桥式探

针无法与任何单个编码探针结合，只有当一对编码

探针在靶RNA的相邻位置杂交时才会有足够的互

补碱基配对，使桥式探针有效结合目标RNA。接

着，荧光标记的探针与桥式探针杂交以产生信号

（图8）。Split-FISH可减少背景荧光及假阳性结果，

即使在未清除的组织中也能够进行准确的转录组学

分析。该方法已成功运用检测小鼠肾脏切片中5个

基因（Ppl、Sptbn2、Irs1、Notch3、Osbpl8）的表

达水平，揭示了复杂组织中转录组空间调节的不同

定位模式［18］。
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Fig. 8　Diagram of the Split-FISH
图8　Split-FISH示意图

传统探针和Split-FISH探针的比较示意图。图中显示了细胞RNA、

编码探针、染料标记的读出探针和桥式探针。
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Fig. 6　Diagram of the ClampFISH
图6　ClampFISH示意图

ClampFISH的设计与验证。（a，b）使用CuAAC的ClampFISH探针结合和连接示意图。（c）ClampFISH工作流程，用于在每一轮杂交中加倍

荧光信号。
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Fig. 7　Diagram of the RNAscope
图7　RNAscope示意图

添加双Z探针（Z型探针底端是一段长约18~25个碱基的序列）与靶RNA分子进行杂交；依次杂交信号放大分子（Z型探针顶端是一段14个

碱基长度的序列，两个探针引物的顶端序列共同构成一段28个碱基长度的结合区，可与信号放大前体序列结合）和标记探针；信号可视

化：在光学显微镜或者多光谱荧光成像系统下检测标记探针，每一个目标RNA分子以一个点状信号的形式呈现。本图由Figdraw绘制。
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3.7　扩大FISH （amplification fluorescence in situ 
hybridization，AmpFISH）

smFISH能够在荧光显微镜下检测细胞或组织

中核酸的空间位置和表达水平，但通常仅限于长

RNA 分子（>3 kb）。为了解决短分子成像这一问

题，Cao等［31］开发出AmpFISH，这是一种通过可

控 滚 动 圆 扩 增 （controllable rolling-circle 

amplification，CRCA） 制备长单链 DNA 连接体

（long single-strand DNA concatemers，lssDNAc）的

方法。研究者首先设计出两段互补DNA寡核苷酸

序列，分别命名为挂锁 （Padlock） 和适配器

（Adaptor）。 适 配 器 5' 端 有 一 段 称 为 立 足 点

（Toehold）的序列与目标 RNA 分子碱基互补，挂

锁有两段特异性序列称为B1和B2，分别和适配器

上的一段序列互补。退火后B1与B2相连接称为环

状双链DNA。之后再加入DNA聚合酶及 dNTP进

行反应后，环状双链DNA便能够无限扩增实现信

号放大（图9）。研究者已成功在NIH1T2细胞系中

检测具有不同表达水平的 4 种转录本 （Actinβ、

Lox、Txn3和Sla3），证明了AmpFISH 可有效放大

培养细胞中转录本的荧光信号［19］。

3.8　 环 状 FISH （circular fluorescent in situ 
hybridization，CircFISH）

环状 RNA （circRNA） 是一种调节 RNA，据

报道，circRNA富集在细胞外囊泡中，这也突显了

它们在神经系统疾病、心脏病和许多癌症等各种病

理中有希望作为新兴生物标志物的作用［32］。因大

多数 circRNA 与线性 RNA 共享相同的序列，所以

传统的荧光原位杂交技术不能直接用于区分线性和

环状亚型的信号［28］。为了解决这一需求，Koppula

等［28］开发了CircFISH技术。在此方案中使用两组

独特的探针：PC探针和PL探针，两种探针都标记

有不同颜色的荧光团。之后选择 circRNA中包含的

外显子作为PC探针组的目标区域，而仅存在于线

性RNA中的外显子作为PL探针组的靶标，最后通

过荧光显微镜观察即可同时可视化线性和圆形转录

本（图10）。此外CircFISH可与流式细胞术结合使
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Fig. 9　Diagram of the AmpFISH
图9　AmpFISH示意图

lssDNAc延伸反应示意图。挂锁的5'和3'端的核苷酸都可以互补地结合到适配器的3'端。接下来，挂锁通过DNA连接酶在5'和3'端连接以形成

一个闭合的圆圈。适配器单链DNA可以使用封闭的挂锁作为滚环扩增的模板进行扩展。
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Fig. 10　Diagram of the CircFISH
图10　CircFISH示意图

使用CircFISH可视化circZNF609。用于线性和圆形ZNF609同时成像的CircFISH示意图。PL和PC探针分别与ZNF609的线性和圆形亚型结合。
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用，以实现临床样品中circRNA的高通量表征。通

过此方法研究者已成功量化了3种细胞系中单个细

胞 ZNF609 RNA 分子的平均数量。因此 CircFISH

可用于同时鉴定单个细胞中circRNA的组织特异性

表达和差异分布，并且可同时确定circRNA和线性

RNA的分布模式。

3.9　 π -FISH 彩 虹 （π -fluorescent    in    situ 
hybridization rainbow，π-FISH rainbow）

在单细胞测序和空间多组学生物学时代，需要

具有更高灵敏度和稳健性的荧光原位杂交技术，特

别是用于检测短 RNA 和其他生物分子。2023 年

Tao等［33］开发出π-FISH rainbow技术，可以在单分

子水平上同时检测DNA，RNA和蛋白质。该方案

需设计一种 π-FISH靶探针，此探针由两段序列组

成，两者中间区域包含2~4个互补碱基对，在形成

“π”一样的构型后则可以与靶RNA结合。之后使

用二级和三级U形放大探针来扩增信号，最后使用

偶联在放大探针上的荧光探针对目标RNA分子进

行可视化（图11）。此外，通过组合不同的荧光信

号探针（π-FISH rainbow），研究者可在一轮实验

中实现多类型目标分子检测。通过此方法，Tao等

研究了 HeLa 细胞中长非编码 RNA （lncRNA）

MALAT1 的 亚 细 胞 定 位 。 分 析 明 确 证 明 了 

MALAT1 在不同细胞中的细胞核及细胞质分布模

式。π-FISH rainbow的高效率和特异性也进一步推

进生物分子原位检测技术的发展。目前，π-FISH 

rainbow已实现产业转化，相关FISH试剂盒将广泛

助力临床诊断和生命科学研究。

3.10　 高 通 量 smFISH （high-throughput 
smFISH，HT-smFISH）

此前 smFISH的一个主要障碍是难以以中通量

或高通量形式进行系统实验，主要是因为生成单个

荧光探针组的成本很高。为避免上述问题，

Safieddine 等［13］ 开 发 出 HT-smFISH 技 术 。 HT-

smFISH首先需设计一个寡核苷酸池，这是一种包

含 10 000~100 000个针对不同RNA物种的DNA寡

核苷酸溶液。之后在 96孔板中使用两轮PCR和体

外转录合成识别一种 RNA 的单个特异性探针组，

此后在每个孔中进行原位杂交。由于原位杂交在

96 孔板中进行，因此该技术较适用于中到大型

smFISH 筛选（图 12）。此外，寡核苷酸池的内部

扩增也降低了每个 RNA 探针的合成成本。HT-

smFISH已成功运用于HeLa、HEK293T、HCT116、

RPE1细胞，成功标记了不同mRNA在各种亚细胞

的定位以及小鼠神经元中的 NSMF mRNA 和小鼠

结肠组织切片中的KIF563C mRNA［13］。

smFISH 是一种广泛使用的单分子成像技术，

能够定量研究基因表达及其调控机制。衍生技术的

不断发明也扩大了其应用规模（表 1），这反过来

又需要足够的数据分析和探索工具。当前的大多数

smFISH应用都为定性而非定量，因此没有最大程

度利用这些潜在的成像数据集。市售 smFISH平台

具有多重检测的能力，理论上可进行以分子和空间

定义的不同细胞类型中的差异表达分析。然而，用

于分析这些数据的下游计算工具却远远落后于平台

的使用，并且大多数没有强大计算专业知识的生物

学实验室仍然无法使用这些工具［34］。因此一系列

简单可靠的数据分析工具也随 smFISH衍生技术的

发 展 而 改 进 。 例 如 ， Maynard 等［34］ 开 发 了

dotdotdot——一种直观且适应性强的计算工作流

程，其具有的高效成像采集和分析策略能够用于检

测和去除 smFISH数据中的组织自发荧光，以提高

转录本定量的准确性。此外作者也向读者证明

dotdotdot可适用于各种数据文件格式、具有成像采

Fig. 11　Diagram of the π-FISH rainbow
图11　π-FISH rainbow示意图

π-FISH彩虹程序示意图。π形探针与靶RNA结合。之后使用二级和三级U形放大探针来扩增信号，最后使用偶联在放大探针上的荧光探针

对目标RNA分子进行可视化。
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集参数广和多路复用实验灵活等优点，从而提高了

其对不同类型的 smFISH数据的实用性。此外，还

有例如FISH-quant v2［35］，用于 smFISH图像分析的

可扩展模块化工具。允许用户分割细胞核和细胞，

检测分离的RNA，分解密集的RNA簇，量化RNA

定位模式，并在单细胞水平和细胞群内的变化中可
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Fig. 12　Diagram of the HT-smFISH
图12　HT-smFISH示意图

程序从所需的RNA靶标选择和序列提取开始。然后，序列作为专用代码（Oligostan-HT）的输入，用于生成热力学优化的探针组以及条形

码。然后将探针组作为单链DNA寡核苷酸订购在定制的寡核苷酸池中。这些寡核苷酸用于通过PCR扩增和体外转录生成转录本特异性RNA

探针组。对于高通量RNA筛选实验，细胞在96孔板中生长，还可直接在96孔板上进行原位杂交和成像。图像可以使用各种工具直接可视化

和分析。本图由Figdraw绘制。

Table 1　Different derivative smFISH technologies
表1　不同smFISH衍生技术对照表

名称

smFISH

HCRFISH

RNAscope

SeqFISH

MERFISH

ClampFISH

Split-FISH

AmpFISH

CircFISH

π-FISH rainbow

HT-smFISH

发明年份

1998

2010

2012

2014

2015

2018

2020

2021

2022

2023

2023

适用类型

组织

固定细胞、胚胎、组织切片和微

生物种群

细胞，石蜡包埋组织样品

细胞

细胞

细胞，组织切片

细胞，复杂的组织切片

细胞，组织切片

细胞，组织切片

动物、植物和病原微生物的冷

冻、石蜡切片

细胞，组织切片

优点

实现单分子可视化

20倍信号放大，高信噪比背景和清

晰的信号定位

同时进行信号放大和背景抑制

编码效率高，具有高杂交效率

时间短，错误率低

可与流式结合，检测低转录水平，

不依赖酶

简化多重FISH的组织制备方案

同时检测组织中的FISH信号和荧光

蛋白或免疫荧光

区分线性和环状RNA

高效多路复用

高通量

缺点

通量低，非特异性高

受到酶作用影响较大，需要严格的杂

交条件

步骤较繁琐

昂贵且费时

RNA密集的结构中可能无法辨别

可能难以进入转录位点

探针比较不稳定

单链DNA大小对信号扩大能力有待进

一步调查

环状RNA可能会在实验操作中降解

探针合成难度较大

需要的探针较多
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视化这些结果。该工具可在一个框架中执行整个分

析，大大提高了分析效率。未来后续分析工具的不

断改进也将使 smFISH流程更加完善。

4　smFISH在基础生物学中的应用进展

4.1　smFISH在肿瘤生物学中的应用

癌症是由癌细胞突变积累驱动的疾病。癌症特

征的获得和维持（例如，维持增殖信号传导、抵抗

细胞死亡、诱导血管生成、激活侵袭和转移、引发

肿瘤促进炎症以及避免免疫破坏等）在不同程度上

都取决于肿瘤微环境 （tumor microenvironment，

TME） 的作用［36］。TME 中有许多不同种类的细

胞，各种细胞的表型和功能可能高度依赖于细胞的

确切空间位置以及与相邻细胞的相互作用。因此在

TME中深入了解其细胞成分与空间位置至关重要。

smFISH技术是一种良好的分子定位手段，能对细

胞 中 单 个 RNA 进 行 直 接 定 量［26，37］。 如 果 将

smFISH 与单细胞 RNA 测序（scRNA-seq）等空间

信息整合，将显著提高对TME中细胞间相互作用

和空间效应的理解。例如，Massalha 等［38］ 使用

smFISH验证了关键细胞类型特异性标记物的表达，

确定了人肝肿瘤微环境中的 17种细胞，生成了细

胞图谱，解析了肿瘤和基质细胞之间的相互作用。

在过去的几年中，多区域测序和单细胞测序技

术表明，肿瘤内异质性（intra-tumor heterogeneity，

ITH）在许多癌症类型中都很普遍，然而，这些基

于测序技术手段的一个重要局限性是它们本质上无

法提供有关不同亚克隆的空间排列和选定表达生物

标志物细胞的分布信息。相比之下，尽管荧光原位

杂交通量通常要低得多，但其不仅可以提供更可靠

的定量信息，还可以提供所选DNA和RNA靶标在

其细胞和组织环境中的位置［39］。在 RNA 层面，

smFISH能够可视化、精确定位和计数固定细胞和

组织中的单个 RNA 分子。因此 Semrau 等［40］应用

smFISH量化了慢性粒细胞白血病中致癌融合基因

BCR-ABL的肿瘤内转录异质性，Barreca等［41］研究

了滤泡性淋巴瘤细胞系中免疫球蛋白基因表达的细

胞间变异性。借助 smFISH这一技术，ITH对癌症

影响作用的研究更深入了一个层次。

耐药性是肿瘤治疗的主要障碍之一。由于癌细

胞是异质性的，即使在来自单个患者的组织内，也

应该在单细胞水平上考虑癌细胞耐药性的整个过

程［42］。smFISH 因其可检测和区分内源性 RNA 分

子及其剪接变体，已被用于阐明某些细胞群如何获

得耐药性［43］。例如，Kim等［42］利用 smFISH量化

了两种丙酮酸激酶 M （PKM）亚型在单细胞水平

上 20个碱基对差异的表达，从而阐明了糖酵解酶

代谢转变在获得耐药性中的作用。Shaffer等［43］在

药物治疗前利用高通量单分子RNA FISH对数千个

黑色素瘤细胞中选定抗性基因的mRNA进行计数，

表明可以在单细胞水平上显示出深刻的转录变异

性，从而预测哪些细胞最终会抵抗药物治疗。综

上，smFISH作为一种检测RNA分子在细胞中定位

和表达的技术，在单细胞水平上推进了肿瘤生物学

的发展。未来可利用 smFISH追踪细胞中有关癌基

因的特异性表达，并对微环境中的成分进行研究以

阐明其在肿瘤形成及扩散中的重要作用，为肿瘤生

物学研究带来新的突破。

4.2　smFISH在发育生物学中的应用

smFISH技术自被创立以来，就被运用在发育

生物学研究的各个方面，例如发育相关基因的转录

延伸［44-45］、剪接［46-47］、细胞内等位基因的表

达［48-50］等。smFISH技术的运用推进了发育生物学

的发展，使之在单分子水平上有了更深一步的

研究。

对动物来说，基因表达的控制是其发育和体内

平衡的核心。为了实现这种控制，发育调节因子基

因的表达通常在多个水平上受到精细控制。

Robinson-Thiewes等［51］则使用 smFISH研究了秀丽

隐杆线虫3个保守基因：mpk-1、lag-1和 lag-3/sel-8

的发育表达。借助单分子RNA定位技术，研究者

发现，秀丽隐杆线虫中存在两种不同的活性转录位

点 （active transcription sites，ATS），并认为 ATS

的调控可能是发育基因调控的关键模式。除此之

外，Phillips等［52］成功使用 smFISH检测小鼠成纤

维细胞中的核心时钟转录本：Rev-erbα（Nr1d1）、

Cry1和Bmal1，旨在定量研究核心昼夜节律基因的

mRNA分布如何在昼夜周期中进化，通过 smFISH

技术表明单个细胞中的昼夜节律期由许多不同基因

的mRNA 数量及其他原因所决定。此外，生物体

不断适应环境变化，对不同刺激的转录反应也在发

育和生存中起着关键作用。细胞在一段时间的抑制

后再增加其激活动力的现象称为转录记忆［53］，但

近年来关于转录记忆的大多数机制都来自批量分子

测定。因此Ferraro等［53］为了进一步了解核孔成分

Nup98对记忆的机制和贡献，使用 smFISH来检查

反复暴露于类固醇激素蜕皮激素后果蝇细胞的转录

动力学，并将 smFISH分析与数学建模相结合，揭
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示了处于记忆状态的活性位点启动新转录的速度比

活跃的非记忆位点快约15倍。

转座元件在基因组重组和基因表达调控中发挥

着积极作用，被认为是基因组进化、基因组组织和

基因调控的驱动力，在早期胚胎发育中尤为重

要［54］。笔者之前利用 smFISH原理设计探针以进行

逆 转 录 转 座 子 和 DNA 转 座 子 中 LINE1、 B1、

MuERV-L和 IAP的定位研究［55］，以探明小鼠胚胎

早期发育过程中转座元件动态变化对染色质空间位

置形成的影响。

综上，smFISH在发育生物学中可用于研究特

定基因的表达、转录产物的性质、单分子RNA空

间位置等。技术的进步极大地影响了发育生物学研

究［56］。虽然现阶段对于一些动物的发育已经有所

了解，但了解的广度和深度仍然参差不齐。因此，

进一步利用 smFISH对发育过程中特定基因的表达

和转录进行更深层次的研究，在各个水平上进一步

解释过去尚未阐明的现象，将有利于发育生物学的

发展。

4.3　smFISH在神经生物学中的应用

研究神经元和突触的结构和功能，探索神经元

和突触的基本工作原理和信号传递机制，以及神经

元和突触的可塑性和变化机制，是神经生物学中的

热门研究问题。mRNA通过使新蛋白质在需要的时

间和地点合成而导致的不同树突定位促进了突触可

塑性的特异性［57］。因此，在记忆相关神经元中可

视化单个树突定位的 mRNA 对于理解神经元可塑

性过程至关重要。Mitchell 等［58］ 利用 smFISH 技

术，可视化了成年果蝇大脑中的 CaMKII mRNA，

展示了 mRNA 在蘑菇体输出神经元 （mushroom 

body output neurons，MBON）树突中的三维定位，

进一步表明CaMKII mRNA选择性地定位于MBON

树突中。此外，神经元发育过程中的变化也存在一

个有趣的现象即真核翻译延伸因子 eEF1A 变体 1

（eEF1A1）到 eEF1A2的转变。因此，Wefers等［59］

通过 smFISH分析了神经元中 eEF1A变体表达的整

个过程。此技术相比免疫荧光有两点优势：首先两

者之间的核苷酸序列在编码区中相似性为75%，并

且它们具有不同的3'-UTR和5'-UTR［60］，因此避免

了交叉识别其他 eEF1A 变体的问题。其次，

smFISH可检测固定细胞中 90%的mRNA，并提供

单分子分辨率和精确定量［8］。因此，通过 smFISH

技术可理解这些 mRNA 在神经元中表达过程中复

杂调控的第一步。

smFISH技术对于研究基因表达和mRNA定位

非常有效。可视化神经元内的 mRNA 揭示了其选

择性定位，并使转录、翻译和运动行为参数能够在

诱导活化行为前后被表征［61］。随着技术的不断发

展与应用，相信未来 smFISH对研究神经元基因表

达，特异性RNA在神经发育过程中的作用等方面

将会发挥更大的作用。

4.4　smFISH在植物学中的应用

在植物中，smFISH首先应用于拟南芥根细胞

中的单个mRNA分子，Duncan等［62］对管家基因蛋

白磷酸酶 2A （phosphatase 2A，PP2A） 的 mRNA

和新生转录本进行了检测。这一研究的开启，开辟

了植物水平上单分子RNA的精确定量。尽管作者

使用红色和远红色染料一起最大化了mRNA信号，

但植物组织因具有非常特殊的光学特性，许多天然

分子会发出高水平的背景自发荧光且固有的光散射

会对激发和检测效率产生不利影响，因此对成像过

程具有一定的挑战性［63］。此外，要想获得单层细

胞就必须破坏组织形态。为了突破这两个局限性，

不同的改进方法被不断研发。例如，Huang 等［64］

将 PIPES、HEPES、EGTA、MgSO4 4 种缓冲液引

入固定步骤，以确保处理后的植物细胞的完整性，

此外还引入了线性光谱分解和发射指纹成像模式，

以消除植物自身荧光的干扰。Duncan等［65］则使用

根挤压法用于分离拟南芥根顶端分生组织，使之产

生单细胞层并直接进行 smFISH定量分析从而降低

一定程度的自发荧光。不同方法的改进，大力推动

了植物学中 smFISH的应用，为其研究内容带来了

新的视角。

尽管 smFISH允许对植物基因转录进行特异性

和定量分析，但其缺乏有关最终基因产物（蛋白

质）的信息。此前，Maekiniemi等［66］利用 smFISH

及免疫荧光量化了酿酒酵母中单细胞 mRNA 和目

标蛋白的表达。但植物因需要 mRNA 和蛋白质的

顺序杂交和成像［66］因此现有的方案难以执行。为

解决这一问题，Zhao等［67］开发了一种检测并定量

完整植物组织中几种 RNA 单分子的方法 （WM-

smFISH）。该方法还可用于以亚细胞分辨率同时定

位和定量单细胞中的 mRNA 和蛋白质。通过这种

方法，可在细胞和亚细胞分辨率下充分探索植物组

织中的转录本及蛋白质水平。smFISH也将成为模

拟转录和研究与发育及生理过程相关调控机制的重

要工具，为植物研究提供令人兴奋的新手段。
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4.5　smFISH在病毒学中的应用

病毒感染是一个多步骤的过程，包括病毒进

入、基因组运输、病毒基因表达的激活、基因组的

复制、粒子组装和后代的释放。传统上，病毒感染

机制已通过群体水平的测定进行了研究，例如，蛋

白质免疫印迹、RT-qPCR、宿主转录组的批量

RNA测序等。尽管这些测定的结果为分子病毒学

提供了大部分基础，但这些类型的测定只提供了有

关病毒感染的平均信息［68］，而 smFISH因其具有良

好的单分子定位能力，可在单细胞水平提供病毒个

体信息，使之在病毒学中具有广泛的应用。2020

年，新冠疫情肆虐全球，尽管科研人员对严重急性

呼吸综合征冠状病毒 2 （SARS-CoV-2）进行了大

量的研究工作，但对早期复制事件仍然知之甚少。

Lee等［69］使用 smFISH量化了其正链RNA基因组，

同时可视化负链基因组及亚基因组RNA。此外还

观察到 SARS-CoV-2 的复制在细胞之间变化很大，

只有一小部分细胞群显示出高载量的病毒 RNA。

Geravandi 等［70］ 则 利 用 smFISH 在 1 型 糖 尿 病

（T1D）患者胰腺中检测到肠道病毒RNA，确定了

肠道病毒 RNA 能够在胰腺中表达。Hu 等［71］ 将

smFISH 与 scRNA-seq 连用，鉴定和表征了调节原

代神经元中潜伏病毒基因组再激活的细胞宿主

因子。

综上所述，单分子 mRNA 荧光原位杂交技术

因其可在形态完整的单个细胞内检测、计数和定位

mRNA 分子，因此可揭示个体病毒在细胞内的各

种感染状态和动力学特征，大大提高了我们对宿

主-病毒相互作用的理解［72］，为未来病毒学的研究

提供了一种强大的技术方法。

5　总结与展望

smFISH是一种分析细胞间细微转录差异并为

细胞内mRNA定位提供新见解的技术方法［73］。可

从单细胞、组织切片、整体生物等多个尺度上研究

生物系统中基因表达的空间模式和机制，在基础生

物医学中具有广泛的应用前景。然而，我们也应看

到 smFISH仍存在一些技术方面的缺陷，例如：探

针的特异性低、探针携带的荧光基团易猝灭、成像

时背景信号高及实验后数据分析难等。未来的

smFISH的技术研发，需着眼于解决上述难题，如：

开发新型算法，提升 smFISH 探针设计的特异

性［74］；开发新型的抗猝灭效果更优、光谱范围更

窄的荧光染料或加入鲑鱼精子以阻断探针与膜表面

的非特异性吸附［17］；开发效率更高的图像处理算

法，便于满足大型数据集的分析要求［35］等。相信

随着技术的不断开发与改进，smFISH将在生物医

学研究中得到更广泛的应用。
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Abstract　Single molecule fluorescence in situ hybridization (smFISH) is a method for imaging single mRNA 

molecule in fixed cell or tissue using oligonucleotide probes coupled with fluorophores. It can realize real-time 

study of interested transcripts by RNA localization and quantification. smFISH is widely suitable for many types 

of biological samples such as cell and tissue sections. It was invented in 1982 which opened up the application of 

visualizing single molecules. However, due to its shortcomings such as poor binding specificity, Raj et al. 
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optimized this technique in 2008, using 48 independent probes that were separately coupled with fluorophores to 

locate transcripts. In contrast, methods using multiple labeled probes can distinguish false positive or false 

negative results due to a single probe misbinding or unbinding event. However, with the continuous application of 

the technique, it was found that the scheme still has many technical defects, such as low probe specificity, weak 

fluorescence intensity, low hybridization efficiency, and high background fluorescence. Since then, a series of 

derivative technologies have been developed. For example, HCR-FISH is a multi-fluorescence in situ 

hybridization method based on orthogonal amplification and hybridization chain reaction, which significantly 

improves the problem of weak signal. SeqFISH amplifies the signal and reduces nonspecific binding by 

continuously hybridizing the mRNA in the cell, imaging it, and stripping the probe in order to barcode RNA. 

MERFISH utilizes combination labeling, continuous imaging and other technologies to increase detection 

throughput, and uses binary barcodes to offset single-molecule labeling and detection errors, with more advanced 

built-in error correction functions to effectively improve the accuracy of results. ClampFISH uses biological 

orthogonal click chemistry to effectively lock the probe around the target and prevent the probe from disengaging 

in amplification microscopy. RNAscope amplifies its own signal while simultaneously suppressing the 

background by using novel probe design strategy and hybridization-based signal amplification system. Split-FISH 

uses splitting probes for signal enhancement to accurately detect single RNA molecule in complex tissue 

environments. AmpFISH achieves imaging of short RNA molecules by preparing long single-strand DNA 

concatemers through controlled rolling circle amplification. CircFISH uses two unique sets of probes (PC probes 

and PL probes) to distinguish between linear and circular RNAs. π-FISH rainbow enables simultaneous detection 

of DNA, RNA, and proteins at the single-molecule level with π-FISH target probes. HT-smFISH is more suitable 

for large or high throughput form of systematic experiments. With the development of technology, the subsequent 

data analysis process is particularly important. Different analysis software, such as dotdotdot and FISH-quant v2, 

also improve the process of smFISH. The excellent ability of smFISH to visualize single molecule of RNA makes 

that it is widely used in basic biological disciplines such as tumor biology, developmental biology, neurobiology, 

botany, virology. In this paper, we reviewed the basic principle of smFISH technology, its development process 

and improvement, limitations of smFISH technology and how to avoid them, its derivative technologies include 

HCR-FISH, SeqFISH, MERFISH, ClampFISH, RNAscope, Split-FISH, AmpFISH, CircFISH, π -FISH rainbow 

and HT-smFISH. The application progress of smFISH in different biological disciplines, such as developmental 

biology, tumor biology, neurobiology. Finally, the development prospect of smFISH technology is prospected.
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