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Abstract 
Aberrant expression of microRNA-122 (miRNA-122) is associated with the occurrence, develop-
ment and metastasis of hepatocellular carcinoma. It’s of great importance for the development of 
sensitive and selective method for the detection of miRNA-122 to the early diagnosis and progno-
sis of hepatocellular carcinoma. A novel fluorescent biosensor has been constructed for ultrasen-
sitive and high specific detection of miRNA-122 based on rolling circle amplification (RCA) 
coupled with nicking endonuclease signal amplification (NESA). Our assay involves of two stages 
of reaction mechanism, the first stage is target-activated nicking endonuclease-assisted polyme-
rization, which is used for the realization of the recycle amplification of target and secondary tar-
get and the produce of RCA primer. The second stage is to achieve signal transduction and mul-
tiple signal amplification by the utilization of RCA coupled with NESA. The results reveal the con-
structed biosensor display high sensitivity and specificity for miRNA-122 detection, and the limit 
of detection is as low as 3.9 aM, which is significantly improved compared to the previous methods. 
Moreover, the proposed method has the advantages of rapidness, low cost, simplicity with only 
one-step operation. Therefore, the developed RCA coupled with NESA-based fluorescent biosensor 
might create a simple and practical platform for the detection of miRNA and the early diagnosis 
and prognosis of cancer. 
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摘  要 

MicroRNA-122 (miRNA-122)的异常表达与肝癌的发生、发展及转移紧密相关，发展简单、快速、高灵

敏和高特异性的miRNA-122检测方法对于肝癌的早期诊断和预后评估具有非常重要的意义。本文报道了

一种基于滚环扩增技术(RCA)耦合切刻内切酶信号放大(NESA)技术的新型荧光传感器并用于超灵敏和高

选择性检测miRNA-122。该方法涉及了两个阶段的反应机制，第一阶段，目标物激活切刻内切酶辅助的

聚合反应，用以实现目标物与次级目标物循环放大以及生成RCA引物；第二阶段，利用RCA耦合NESA反
应，实现信号传导以及多重信号放大。实验结果证明，该传感器表现出对miRNA-122的非常高的灵敏度

和特异性，检测下限达到3.9 aM，较之前报道的方法，灵敏度有明显的提高。另外，该方法整个过程只

需一步反应，具有操作简便、成本低、检测时间短的优势。所以，所提出的基于RCA耦合NESA的荧光传

感器有望建立一个简单而实用的生物传感新平台，并应用于miRNA检测以及癌症的早期诊断和预后评估。 
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1. 引言 

miRNA-122 是科学家们发现的一种非编码特异性的多聚腺苷酸 RNA，其前体定位于人类第 18 号染

色体 18q21.31 位点上[1]。在肝脏的生长发育过程中，miRNA-122 对其生理、病理作用的应用广泛，在体

内呈持续表达[2]。有研究表明，miRNA-122 参与了肝细胞发育以及肝细胞应急应答等一系列基本生命过

程[3]。病理状态下，miRNA-122 能够促进丙型肝炎病毒(HCV)在肝细胞内复制，可以说，miRNA-122 与

肝癌(HCC)的发生、发展及转移紧密相关[4] [5]。所以，发展简单、快速、高灵敏和高特异性的 miRNA-122
检测方法对于肝癌的早期诊断和预后评估具有非常重要的意义。 

近几十年里，科学家们一直致力于发展新型高效的 miRNA 检测技术。已经发展起来的检测方法主要

包括 Northern 杂交[6]、实时荧光定量 PCR [7]和 DNA 微阵列[8]等，虽然这些方法在核酸鉴定和定量检测

领域发挥了重要的作用，然而，他们也各自有一些不足之处。例如，对于 Northern 杂交，整个操作过程
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较为复杂、耗时长，且灵敏度较低，无法满足人们对 miRNA 的高灵敏检测的需求；对于实时荧光定量

PCR 方法，检测过程中样品容易受到污染，并且，整个操作过程需要昂贵的设备和经过专门培训的技术

人员，因此，其实用性并不是很好；对于 DNA 微阵列技术，分析成本较高、灵敏度有限。因此，亟需发

展操作简单、检测时间短、成本低且具有超高灵敏度和特异性的新型 miRNA 检测方法。 
为满足痕量分析物的高灵敏检测需求，利用核酸扩增技术对目标物的量进行放大是一种有效的方法。

近来，科学家们提出了一些高效的核酸等温扩增技术，如环介导等温扩增技术(LAMP) [9]、滚环扩增技

术(RCA) [10] [11]、链置换扩增技术(SDA) [12]、切刻内切酶信号放大(NESA) [13] [14]以及外切酶信号放

大技术[15] [16]等等，这些技术已经被广泛地应用于核酸、蛋白质、小分子以及细胞等的检测研究[17] [18] 
[19]。本文中，我们结合 RCA 技术具有的高扩增效率以及 NESA 技术的高特异性的特点，发展了一种简

单、快速、低成本的新型荧光生物传感方法并用于 miRNA-122 的超灵敏和高选择性检测。该方法包括两

个阶段的反应过程，第一阶段，目标物激活内切酶辅助的聚合反应，用以实现目标物与次级目标物循环

放大以及生成 RCA 引物；第二阶段，利用 RCA 耦合 NESA 反应，实现信号传导以及多重信号放大。基

于所提出的多重放大策略，该传感器能够实现 miRNA-122 的超灵敏和高特异性检测。实验结果显示，该

传感器在最优实验条件下，对 miRNA-122 的检测下限达到 3.9 aM。另外，该方法整个过程只需一步反应，

操作简便、成本低、检测时间短，无需昂贵的仪器和专门的技术人员。所以，所提出的基于 RCA 耦合

NESA 的荧光传感器有望建立一个简单而实用的生物传感新平台，并应用于 miRNA 检测以及癌症的早期

诊断和预后评估。 

2. 实验部分 

2.1. 材料与试剂 

实验中所用到的 phi29 DNA 聚合酶、限制性核酸内切酶(Nb.BbvCI)、T4 DNA 连接酶、核酸外切酶

Ⅰ、核酸外切酶Ⅲ、dNTPs 以及相应的反应缓冲液均购买于 New England Biolabs 公司(中国，北京)。RNA
酶抑制剂和焦磷酸二乙酯(DEPC)购买于宝生物工程有限公司(中国，大连)。所有其它的化学试剂均是分

析纯，购买于国药集团化学试剂有限公司(北京，中国)。实验所用的溶液均由超纯水配制，其电阻值 > 
18.26 MΩ/cm。实验所用的缓冲溶液和超纯水均需灭菌处理。所有的核酸探针均由生工生物工程有限公司

(中国上海)合成，其序列由表 1 所示。 
 
Table 1. The nucleic acid sequence used in the experiment 
表 1. 实验中所用到的核酸序列 

名称 序列(5'-3') 

发夹型结构探针 CAAACACCATTGTCACACTCCAATTATTATTCCTCAGCATTATTATTAATGGTGTTTG 

辅助探针 TCTGCACGTCCTCAGCCAAACACCATTAAT 

挂锁探针 P-CCCCTATATAGCATGTGCTGAGGCGTTTCACATGTCTGCACGTCCTCACTTAGTACTAG 

连接探针 CTATATAGGGGCTAGTACTAAG 

分子信标 F-CATGTGCTGAGGCGTTTCACATGAT-Q 

MiRNA-205 UCCUUCAUUCCACCCGAGUCUG 

MiRNA-155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG 

MiRNA-122 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 

MiRNA-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 

Let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 

注：挂锁探针的 5'端修饰有磷酸基团；分子信标的 5'端修饰有 FAM 荧光基团，3'端修饰有 DABCYL 猝灭基团。 
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2.2. 环状模板制备 

环状模板的制备过程如下所述，首先，将 1 μL 连接探针(100 μM)、1 μL 挂锁探针(100 μL)和 1 μL 
T4 DNA 连接酶(60 U μL−1)加入到 T4 DNA 连接酶缓冲液中，充分混匀后，在 16℃条件下培育 12 小时。

然后，将反应溶液在 65℃条件下培育 15 分钟，使 T4 DNA 连接酶变性失活，再将 1 μL 核酸外切酶Ⅰ

(20 U μL−1)和 1 μL 核酸外切酶Ⅲ(20 U μL−1)加入到反应溶液中，目的是水解消化体系中游离的连接探

针和挂锁探针以及结合在环形模板 DNA 上的连接探针，以获得纯净的环形模板。接下来，再将反应溶

液在 85℃条件下培育 10 分钟以使核酸外切酶Ⅰ和核酸外切酶Ⅲ失活。最后，将环形模板保存在 4℃冰

箱备用。 

2.3. miRNA-122 检测 

将 1 μL 不同浓度的目标物 miRNA-122 加入到 19 μL 含有 1 μL 发夹型结构探针(0.1μM)、1 μL 辅助探

针(0.1 μM)、1 μL 环形模板(0.1 μM)、1 μL 分子信标(100 μM)、1 μL phi29 DNA 聚合酶、4 μL dNTPs (250 
μM)和 1 μL Nb.BbvCI 的反应溶液中，充分混匀后，在 37℃条件下培育 1 小时。反应结束后，将上述反应

溶液在 85℃条件下培育 10 分钟，使体系中所用到的酶变性失活。利用 Cary Eclipse 荧光仪(Agilent)对反

应后的样品进行荧光检测，激发波长为 486 nm，发射波长范围为 500 nm~600 nm，激发狭缝和发射狭缝

为 5 nm。 

3. 结果与讨论 

3.1. 传感器的工作原理 

我们所构建的荧光传感器的工作原理如图 1 所示，首先，设计了两条独特的核酸探针，分别是包

含有发夹型结构探针(hairpin probe, HAP)3'末端互补序列、Nb.BbvCI 识别序列和 RCA 引物互补序列的

辅助探针(help probe)，以及包含有目标物 miRNA-122 互补序列、限制性内切酶 Nb.BbvCI 识别序列和

辅助探针互补序列的发夹型结构探针。当体系中存在目标物 miRNA-122 时，miRNA-122 与 HAP 的 5'
末端发生特异性的识别反应，导致发夹型结构探针被打开，从而辅助探针的 5'末端可以与暴露出来的

3'末端退火杂交，在 phi29 DNA 聚合酶和 dNTP 的作用下，辅助探针的 3'凹端作为引物，以 HAP 为模

板进行延伸反应，致使 miRNA-122 从 HAP 上脱离下来，并且，生成了包含有 Nb.BbvCI 的识别位点的

双链 DNA，Nb.BbvCI 能够对双链 DNA 的特定位点进行切割，从而发生“延伸–切割”循环放大反应，

生成了与 miRNA-122 具有相同序列的次级目标物(miDNA-122)，并且，解离下来的 miRNA-122 以及所

生成的 miDNA-122 可以与其它的 HAP 发生杂交反应，引发新的“延伸–切割”循环放大反应，使

miRNA-122 获得指数级的扩增；同时，当辅助探针通过碱基互补配对作用结合到 HAP 上来时，HAP 的

3'凹端作为引物，以辅助探针为模板进行延伸反应，由于辅助探针序列中包含有 Nb.BbvCI 识别序列和

RCA 引物互补序列，故 Nb.BbvCI 能够对所生成的双链 DNA 的特定位点进行切割，从而发生“延伸–切

割”循环放大反应，产生了大量的 RCA 引物。随后，在环形模板(circular template)、phi29 DNA 聚合酶

和 dNTPs 的参与下，发生 RCA 反应，生成了非常多的包含有大量重复序列的单链 DNA。由于环形模板

序列中包含了与分子信标(molecule beacon, MB)相同的序列，故生成的 RCA 产物能够与大量的 MB 退火

杂交。另外，由于分子信标序列中包含 Nb.BbvCI 识别序列，故 Nb.BbvCI 能够对结合到 RCA 产物上来

的 MB 进行切割，被切成两段的 MB 无法稳定地与 RCA 产物结合，从 RCA 产物上脱离下来，从而 RCA
产物可以与其它的 MB 退火杂交，引发新一轮的“退火–切割”反应，导致大量的 MB 被切断，从而释

放出极强的荧光信号。基于上述的 RCA 耦合 NESA 的多重循环放大机理，该传感器有望实现对 
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Figure 1. Schematic illustration of fluorescent biosensor for miRNA assay based on RCA coupled with NESA 
图 1. 基于 RCA 耦合 NESA 的 miRNA 荧光传感器的原理示意图 

 
目标物 miDNA-122 的超灵敏和高特异性检测。 

3.2. 可行性验证 

为了验证实验方案的可行性，我们进行了一系列的控制实验，实验结果如图 2 所示。图 2 是该传感

器在不同条件下用于 miRNA-122 检测所获得的荧光光谱图。我们观察到，空白样品具有非常弱的荧光信

号，这归因于分子信标中荧光基团和猝灭基团足够接近，能够发生荧光共振能量转移，导致荧光基团的

荧光被有效地猝灭(黑色曲线)。相反地，对于阳性样品，呈现出非常强的荧光信号，说明目标物 miRNA-122
激活了内切酶辅助的目标循环放大反应以及 RCA 反应，生成了大量的 RCA 产物，使无数的 MB 被切断

而释放出非常强的荧光信号(红色曲线)。当反应体系中不存在 Nb.BbvCI 或者 phi29 DNA 聚合酶时，我们

观察到不太明显的荧光峰，这表明 RCA 引物的产生依赖于 Nb.BbvCI (蓝色曲线)和 phi29 DNA 聚合酶(黄
色曲线)协同催化的循环切割反应。另外，当使用非目标物 miRNA-205 取代 miRNA-122 时，荧光光谱呈

现非常弱的荧光信号，说明荧光信号的释放是由特异性的目标识别反应引发的，而不是其他非特异性的

因素(绿色曲线)。以上的实验数据证实所构建的传感器能够用于 miRNA-122 检测。 

3.3. 实验条件优化 

考虑到 MB 浓度和反应时间对方法的信背比有一定的影响，我们对其进行了优化。通过在不同条件

下，比较传感器用于阳性样品和空白样品检测所获得的荧光强度比值，来获得最佳的实验条件。图 3 是

使用不同浓度的 MB 所对应的荧光强度比值，从图中可以看出，随着反应体系中 MB 浓度的逐渐增加，

方法的信背比(F/F0)也逐渐增加，当 MB 浓度达到 5 μM 时，方法的信背比反而减小，所以，5 μM 被确

定为最佳的 MB 浓度。图 4 是不同反应时间条件所对应的荧光强度值，可以看出，阳性样品的荧光强度

值不断升高，当反应时间达到 60 min 时，荧光强度值变化不大，而空白样品随反应时间增多，荧光强度

值变化不太明显，所以，我们选择 60 min 作为最合适的反应时间。 
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Figure 2. Fluorescence spectra responses of the biosensor for 
miRNA-122 assay. Blank sample (black curve), positive sample 
(red curve, the concentration of miRNA-122 is 1 pM), miR-
NA-122 (1 pM) + HAP + helper probe + phi 29 + dNTPs + MB 
(blue curve), miRNA-122 (1 pM) + HAP + helper probe + dNTPs 
+ Nb.BbvCI + MB (yellow curve), miRNA-205 (1 nM) + HAP + 
helper probe + dNTPs + Nb.BbvCI + MB (green curve) 
图 2. miRNA-122 检测的荧光光谱图。空白样品(黑色线)，阳

性样品(miRNA-122 浓度为 1 pM，红色线)，miRNA-122 (1 pM) 
+ HAP + helper probe + phi 29 + dNTPs + MB (蓝色线)，
miRNA-122 (1 pM) + HAP + helper probe + dNTPs + Nb.BbvCI 
+ MB (黄色线)，miRNA-205 (1 nM) + HAP + helper probe + 
dNTPs + Nb.BbvCI + MB (绿色线) 

 

 
Figure 3. Effect of the concentration of MB on the fluorescence 
signal intensity. F and F0 represent the fluorescence signal inten-
sity at 518 nmin the presence (the black pillars) and absence (the 
red pillars) of miRNA-122, respectively. The concentrations of 
MB are 0.5 μM, 1 μM, 5 μM and 10 μM, respectively. Error bars 
are standard deviations across three repetitive experiments 
图 3. 不同浓度分子信标条件下 miRNA 检测的荧光响应。F
和 F0 分别表示传感器用于阳性样品(黑色带)和空白样品(红色

带)检测时的荧光强度值。分子信标的浓度分别是，MB1：0.5 
μM；MB2：1 μM；MB3：5 μM；MB4：10 μM。纵坐标是波

长 518 nm 处的荧光强度值。误差棒为三次测量的标准偏差 
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Figure 4. Effect of the reaction time on the fluorescence signal in-
tensity. The red curve and black curve represent the fluorescence 
signal intensity at 518 nm in the presence and absence of miR-
NA-122, respectively. Error bars are standard deviations across 
three repetitive experiments 
图 4. 不同反应时间条件下 miRNA 检测的荧光响应。红色线和

黑色线分别表示传感器用于阳性样品和空白样品检测时的荧光

强度值。纵坐标是波长 518 nm 处的荧光强度值。误差棒为三次

测量的标准偏差 

3.4. 特异性考察 

为考察所构建荧光传感器的选择性，我们将其用于目标 miRNA-122 以及四种非目标 miRNA 
(miRNA-205, miRNA-155, miRNA-21 和 let-7a)的定量检测，所获得的荧光信号如图 5 所示。由图中可以

看出，几种非目标 miRNA 获取的的荧光信号与空白样品的荧光信号非常接近，说明该传感器对于

miRNA-122 检测具有非常高的特异性。 

3.5. miRNA-122 检测的工作曲线 

在最佳的实验条件下，我们对不同浓度目标物 miRNA-122 (0 aM,10 aM,100 aM,1 fM,10 fM,100 fM,1 
pM)的荧光响应进行了考察，结果如图 6 所示。由图 6(a)中可以看出，随着 miRNA-122 浓度的逐渐增加，

所获得的荧光光谱的荧光峰强度逐渐增强。图 6(b)给出了波长 518 nm 处的荧光强度值与 miRNA-122 浓

度对数(lg)值的线性关系，该校准曲线拟合方程为 F = 140.97143X − 47.73333(F 表示波长 518 nm 处获得

的荧光强度值，X 表示 miRNA-122 浓度的对数值)，其相关系数为 0.996。由图 6(b)可以看出，传感器用

于 miRNA-122 检测的线性范围是 10 aM 到 1 pM，检测下限达 3.9 aM，与之前报道的方法[20] [21] [22] [23]
比较，我们的方法具有更宽的响应范围和更高的灵敏度。 

4. 结论 

本文构建了一种基于滚环扩增技术耦合切刻内切酶信号放大技术的新型 miRNA-122 荧光传感器，该

方法涉及聚合酶和切刻内切酶辅助的目标物循环放大和次级目标物循环放大、滚环复制放大以及切刻内

切酶辅助的分子信标循环放大等多重放大策略。实验结果表明，该传感器表现出对 miRNA-122 的非常高

的特异性，其用于 miRNA-122 检测的线性范围是 10 aM 到 1 pM，检测下限达 3.9 aM，与之前报道的方

法比较，灵敏度具有显著的提高。并且，该方法整个过程只需一步反应，具有操作简便、成本低、检测 
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Figure 5. Fluorescence responses at 518 nm of our biosensor to 
different miRNA. The concentration of miR-122 is 1 pM. The 
concentration of non-target miRNA is 1 nm. Error bars are stan-
dard deviations across three repetitive experiments 
图 5. 不同种类 miRNA 检测的荧光响应。其中，miRNA-122
的浓度为 1 pM，其他四种 miRNA (miRNA-205，miRNA-155，
miRNA-21 和 let-7a)的浓度为 1 nM。纵坐标是波长 518 nm 处

的荧光强度值。误差棒为三次测量的标准偏差 
 

 
(a)                                                         (b) 

Figure 6. (a) Fluorescence emission spectra responses to different concentrations of miR-122. (b) The calibration curve of 
fluorescence intensity at 518 nm for different miR-122 concentrations. Error bars are standard deviations across three repeti-
tive experiments 
图 6. (a) 不同浓度 miRNA-122 检测的荧光光谱图。(b) 波长在 518 nm 处的荧光强度值与 miRNA-122 浓度的线性关

系图。误差棒为三次测量的标准偏差 
 
时间短的优势。因此，我们发展的基于滚环扩增技术耦合切刻内切酶信号放大技术的荧光生物传感技术

有望为 miRNA-122 检测以及相关的癌症临床早期诊断和预后评估提供一种简单而实用的新工具。 
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