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RNAscope 技术在细菌感染组织学研究的应用 
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摘要：细菌性感染对人类健康的威胁越来越严重，逐渐受到广泛的重视。但细菌感染性疾病缺乏特异性临床表现及影像学改变而难以确诊，

细菌培养对标本要求高且耗时耗力，病理学改变主要以肉芽肿性改变为主，难以明确菌种类型，影响患者进一步治疗。RNAscope 技术是一

项新型的原位杂交技术，在不破坏组织学的基础上对病变进行观察，具有较高的敏感性及特异性。本文概述近年来 RNAscope 技术在细菌感

染组织学诊断的应用。 
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现阶段细菌感染仍然是威胁人类健康的重大疾病之一，而金标

准细菌培养对标本浓度及实验室要求较高，严重影响患者及时治

疗。随着科技不断发展，对细菌的基因检测逐渐登上历史舞台。最

常见的方法如实时荧光定量 PCR、二代测序技术等，具有较高的灵

敏度及特异度，但缺点是对标本要求较高，对实验室环境要求苛刻
[1, 2]。RNAscope 技术在传统原位杂交技术进行创新，利用新的信号

放大系统并减少噪音污染，并保持较高的敏感性及特异性。现综述

RNAscope 技术在细菌感染组织学中的应用价值。 

1.RNAscope 技术简介 

RNAscope 技术为一项新颖的针对 RNA 检测的原位杂交技术，

通过标本处理、探针杂交、扩增、显色等基本步骤，在不破坏组织

完整性的基础上实现单个 RNA 分子在显微镜下的可视化。该技术

的最大亮点为独特的“DoubleZ”探针设计及信号联合放大系统，

可实现 300 碱基以上的特异区域检测，大大降低物种基因的限制。

另外，该技术探针标记选择多样，不仅可选择荧光标记，还可以选

择碱性磷酸酶或辣根过氧化物酶标记，实现明光显微镜直接计数观

察，更为实用[3, 4]。RNAscope 技术的亮点主要表现为：（1）敏感性

强 虽然每一个靶向探针都特异性设计 20 对“DoubleZ”探针，但

是 3 对双探针即可检测出单个 RNA 分子，使部分被降解或仅部分

可用的 RNA 片段也被灵敏的检测出来；（2）特异性强 任何孤立探

针的非特异性结合或无探针结合均不可与信号放大分子结合，从而

有效阻止了非特异性信号的放大；（3）标本类型应用广泛 不仅可

以应用与福尔马林包埋的石蜡组织，也可用于单个细胞、新鲜组织

及冰冻切片组织，满足不同检测需要；（4）单分子定性分析及可视

化定量 杂交 3 个及以上的双探针即可获得可观察的点状信号。 

现阶段，RNAscope 技术凭借自身的独特优势，已经在各个领

域广泛应用。Baltzarsen 等[5]利用该技术检测出人端粒酶逆转录酶

（hTERT）mRNA 在良性痣与黑色素瘤表达明显不同，为两种疾病

的鉴别诊断提供依据。Yin 等[6]应用 RNAscope 技术对面肩肱骨肌营

养不良症（FSHD）及治疗后的内源性 DUX4mRNA 分别进行定量检

测。国内有学者应用此技术对肝脏疾病组织学应用研究[7]、肿瘤病

理学的应用以及非特殊型浸润性乳腺癌、非小细胞肺癌、胃肠道间

质瘤、胃癌中程序性死亡受体 1（PD-1）/程序性死亡受体-配体 1

（PD-L1）的表达进行分析研究[8]。 

2. RNAscope 技术在细菌感染病理诊断的应用 

2.1 对细菌菌种的鉴定 越来越多的研究发现癌症相关的微生

物群影响着癌症的发生及进展。Bullman 等[9]人利用 RNAscope 技术

发现部分结直肠癌及同个体肝转移配对标本中均可见梭杆菌属的

感染，并且经进一步检测发现原发灶及转移灶存在相同及相似丰富

度的梭杆菌种类，证明梭杆菌属可能有助于肿瘤的复发及转移。

Liang 等[10]应用 RNAscope 及免疫组化技术原位定量分析发现 Fn 阳

性的癌细胞同样可见大量 NLRP3 及 MDSCs 标记物（CD11b 和 CD33）

的高表达，且表达程度存在显著一致性。Gelbard[11]等应用定量 PCR、

RNAscope 及 Sanger 测 序 等 技术 对 30 例 特 发 性 声 门 下 狭窄

（Idiopathic subglottic stenosis,iSGS）和 20 例插管相关性气管狭窄的

分枝杆菌菌种的基因序列和炎症因子进行对比分析，发现分枝杆菌

菌属的存在和病理性炎症反应与 iSGS 关系更为密切。这说明

RNAscope 技术可以精准检测细菌的种类、感染部位及程度。

Bonifacio 等[12]应用小鼠模型，发现应用该技术比 FISH 或其他检测

靶点较少的原位检测技术更好的展现呼吸道组织中肺部共生细菌

的检测。随后不久，Shimbori 等[13]应用 RNAscope 双显色原位杂交技

术同时标记肠道菌群 rRNA 及肥大细胞标记物，结果显示在肠道固

有层内接近肥大细胞处可见菌群阳性表达，为证明 IBS 中存在细菌

与肥大细胞的直接相互作用提供直观证据。说明 RNAscope 技术可

直接分析不同生物标志物之间的空间分布，定位区域、距离测量等

信息，对任何疾病的研究均有重要的应用意义。 

2.2 在感染性致病因子相关的检测 结核病现阶段仍然是困扰

我国人民健康的卫生难题之一，越来越多的研究证明细胞因子及趋

化因子等结核病的病情评估及治疗预后启着至关重要的作用，但大

部分研究仅仅基于血清学浓度改变，不能和组织学进行结合分析。

Palmer 等[14]应用 RNAscope 技术对感染牛分枝杆菌 15 天及 30 天的

小牛肺组织的 IFN-γ、IL-1β等细胞因子检测，结果提示 TFN-γ

的表达在两时期差异较大，晚期表达较高；IL-1β虽在早、晚期均

大量表达，但早期病变区域与正常区域表达数量未见明显差异，而

在晚期主要以巨噬细胞表达为主。除此之外，此作者 [15] 应用

RNAscope 技术对同期牛肺组织和淋巴结进行细胞因子的检测，发

现即使组织学较为相近，肺组织与淋巴结细胞因子的表达也存在明

显差异，以上结果说明仅依靠肉芽肿形态或血清细胞因子表达水平

得出对结核病的进展或严重程度较为片面，探究肉芽肿细胞分子改

变对了解结核病的发病机制及病情评估更为重要。同时，该作者早、

晚期肺组织肉芽肿的多核巨细胞检测发现均有不同程度的细胞因

子表达，且表达数量具有较大差异。同时，细胞因子的表达水平与

多核巨细胞的细胞大小及细胞核数量之间呈正相关。这些结果表

明，多核巨细胞是牛结核样肉芽肿的活跃参与者，有助于形成和维

持肉芽肿所需的细胞因子环境[16]。骨桥蛋白（OPN）被认为是一种

促纤维化的细胞因子，Popovics 等[17]应用 RNAscope 技术在小鼠模型

中发现被感染大肠埃希菌的前列腺组织 OPN 的 Spp1 基因表达显著

增加，主要位于前列腺背侧叶的上皮细胞及炎细胞，经进一步研究

发现缺乏 OPN 基因的小鼠通过降低炎症细胞的聚集及下降促纤维

化基因的表达从而降低炎症及纤维化的进展，为前列腺增生尤其是

具有慢性炎症反应及纤维化显著的患者治疗提供靶点。 

3.总结与展望 

在细菌的实验检测研究手段中，菌培养对标本浓度要求苛刻，

且极易造成污染。免疫组化虽然步骤较为简单，但多对细菌分泌蛋

白水平进行检测，结果的敏感性及特异性值得关注。实时荧光定量

PCR 敏感性高，特异性强，可提供准确的分子信息及定量数据，但

同时也破坏了原有细胞及组织的空间结构顺序，且不能区分活菌与

死菌。二代测序技术具有更全面、更深度、高准确率的检测优点，

但造价高、步骤复杂，对实验室及操作人员要求极高，很难普及。

RNAscope 技术聚集了敏感度及特异度高、检测范围广、操作较为
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简单、可评估检测标记物与原位组织之间的空间分布特点等优点。

有理由相信该技术在细菌种类的检测及细菌性疾病的治疗方面具

有良好的应用前景。 
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