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摘  要 

外泌体是新兴的重要癌症生物标志物。有效检测外泌体和外泌体内容物，特别是microRNA (miRNA)，
对于癌症的诊断和治疗是迫切且具有挑战性的。基于双链特异性核酸酶(Duplex specific nuclease, DSN)
的特异性识别和消化能力，我们设计了一个2’-O-甲基修饰的分子信标(2’-O-methyl-modified molecular 
beacon, omMB)，并开发了一个高灵敏度和特异性分析外泌体miRNA的信号放大检测平台。该方法以

A375细胞分泌的外泌体为模型，以microRNA-21 (miR-21)为模型miRNA分子，可以检测到低至37.9 pM
的miRNA和2 μg/mL的裂解外泌体。同时，与许多已开发的DSN辅助信号放大方法相比，新方法具有较
高的特异性，可以区分错配miRNA。总之，这项工作为医学分析、临床应用和疾病诊断中的外泌体检测

提供了一种有效的分析策略。 
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Abstract 
Exosomes are emerging important cancer biomarkers. Effective detection of exosome and exosomal 
contents, especially microRNA (miRNA), is urgent and challenging for cancer diagnosis and treat-
ment. Based on specific recognition and digestion capacity of duplex specific nuclease (DSN), we 
designed a 2’-O-methyl-modified molecular beacon (omMB) and proposed an amplified detection 
platform for highly sensitive and specific analysis of exosomal miRNA. Taking A375 cell secreted 
exosomes as model targets and microRNA-21 (miR-21) as model miRNA molecules, the proposed 
method can detect miRNA down to 37.9 pM and 2 μg/mL lysed exosomes. Meanwhile, compared 
with many developed DSN-assisted amplified methods, the new method has high specificity which 
can distinguish mismatch miRNA. Overall, this work provides an effective analytical strategy for 
exosome detection in medical analysis, clinic applications and disease diagnosis. 
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1. 引言 

外泌体是一类由细胞分泌的细胞外囊泡，大小为 30~150 nm [1]。外泌体丰富且稳定，含有许多母体

细胞的重要生物分子，如核酸(DNA、mRNA、miRNA)、蛋白质、糖及其它的大分子和小分子[2]。由于

外泌体内容物(如蛋白质和 miRNA)的水平与母体细胞直接相关，因此外泌体被认为是许多重要疾病如癌

症的理想生物标志物[3] [4] [5]。在相关文献中已经报道了外泌体 miRNA 作为癌症直接相关的生物标志

物。因此，对外泌体 miRNA 的分析成为疾病诊断、治疗监测和药物发现的迫切需要[6] [7] [8]。 
目前，关于外泌体 miRNA 检测的工作已经有很多报道[9] [10] [11]。虽然逆转录 PCR (qRT-PCR)、

Northern Blot 分析等传统检测方法表现出优异的分析性能，但在实际应用中仍存在成本高、操作复杂、

灵敏度低等缺陷[11]。为了克服这些不足，许多等温的、核酸酶辅助的且灵敏度高的外泌体 miRNA 检测

方法被相继报道[12]，包括聚合酶辅助的靶标扩增和核酸酶辅助的信号放大。以靶标 miRNA 为引物的聚

合酶辅助的靶标扩增，如滚环扩增(rolling circle amplification, RCA)，可在聚合酶的帮助下形成长单链

DNA [13]。该方法可提高灵敏度，但耗时长，操作复杂。而核酸酶辅助的信号放大方法操作简单，设备

便宜，更适合外泌体 miRNA 检测。例如，在之前的工作中，我们提出了一种氧化石墨烯(GO)保护的 DNA
探针用于 miRNA 分析，该探针依赖于 DNase I 和吸附在氧化石墨烯表面的单标记 DNA 荧光探针[14]。
DNase I 只能消化游离的 DNA 探针，不能消化 RNA 或氧化石墨烯保护的 DNA 探针。在目标 miRNA 存

在的情况下，miRNA 与氧化石墨烯保护的 DNA 探针杂交并从氧化石墨烯表面解吸，从而使 DNA 探针

成为 DNase I 的底物并被消化。因此，自由的目标 miRNA 触发另外的混合–解吸–水解过程，使信号放

大。该方法灵敏度高、选择性好、快速简便，可用于外泌体 miRNA 的检测[15] [16]。然而，由于这项工

作需要纳米材料作为辅助，这增加了操作的复杂性，从而阻碍了其广泛应用。 
相比之下，双特异性核酸酶(DSN)是等温扩增外泌体 miRNA 检测的较优方法。DSN 可识别双链核酸，
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且只消化 DNA。因此，它可以用于设计高灵敏的 miRNA 生物传感器。叶邦策教授课题组首次报道了以

TaqMan 探针作为报告信号的 DSN 辅助信号放大检测 miRNA 的方法。在这项工作中，miRNA 与 TaqMan
探针杂交，DSN 只能消化 TaqMan 探针从而释放 miRNA。释放的 miRNA 可以与另一个 TaqMan 探针杂交，

并导致其随后被消化。因此 16，这种基于 DSN 的策略可以高灵敏度放大检测外泌体 miRNA [17]。基于其

突出的特性，DSN 已被广泛用于 miRNA 生物传感器的设计和外泌体 miRNA 分析。然而，作为线性探针，

TaqMan 探针的选择性较弱。例如，第一篇报道的基于 DSN 的信号放大分析方法无法区分单碱基错配的

miRNA [18] [19]。同时，荧光团和猝灭团分别标记在 TaqMan 探针的两端，距离较远会削弱 FRET 效率，

增加背景信号，从而影响灵敏度。因此，传统的基于 DSN 的扩增方法需要提高灵敏度和选择性[17]。 
在这项工作中，我们利用 2’-O-甲基分子信标(omMB)的特异性序列识别能力和生物稳定性[18] [20] 

[21] [22]，提出了 DSN 辅助 omMBs 用于高灵敏度和特异性的外泌体 miRNA 分析。omMBs 的发夹结构

由于其固有的结构约束提高了特异性识别能力[23]，使该策略具有单碱基错配识别能力。因此，此信号放

大方法可以检测低至 37.9 pM 的 miRNA 和 2 μg/mL 裂解外泌体。总之，该方法为医学分析、临床应用和

疾病诊断中的外泌体检测提供了可能性。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验材料 

DSN 购自深圳新生物科技有限公司(中国深圳)。RNase 抑制剂购自 Takara 有限公司(中国大连)。2’-O-
甲基分子信标及 miRNAs 由生工生物科技有限公司(中国上海)合成，其序列列于表 1。 
 
Table 1. Sequences used in this work 
表 1. 本工作中使用的序列 

Name Sequence (5’-3’) 

2’-O-methyl MB FAM - CGA GC TCA ACA TCA GTC TGA TAA GCT A GC UCG - Dabcyl 

MiR-21 UAG CUU AUC AGA CUG AUG UUG A 

1-base mismatch UAG CUU AUC ACA CUG AUG UUG A 

3-base mismatch UAG CUU AUC UUC CUG AUG UUG A 

2.2. 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)检测 DSN 活性，5 个 Ep 管中先加入 10 μL DSN 缓冲溶液(10 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2 and 1 mM DTT)，之后在 5 个 Ep 管中分别加入 4 μM omMB (管 1)，4 μM 
miR-21 (管 2)，4 μM omMB + 0.25 U DSN (管 3)，4 μM miR-21 + 0.25 U DSN (管 4)，4 μM omMB + 4 μM 
miR-21 + 0.25 U DSN (管 5)。5 个样品在 37℃下孵育 1 h 后加入 10 μL 饱和尿素停止反应，再加入 4 μL 6x
上样缓冲液后，样品可用于 PAGE 分析。 

实验制备了 15%变性的 PAGE，其中含有 4 ml 30% Acryl/Bis 溶液(29:1)，1.4 ml H2O，3.3 g 尿素和

1.6 ml 5 × TBE。尿素溶解后，加入 20 μL 10%过硫酸铵(APS)和 20 μL 四甲基乙二胺(TEMED)。充分混合

后，在垂直平板电泳上加热 30 分钟后制成凝胶。之后，用 Bio-Rad 照射凝胶。 

2.3. 可行性分析 

使用 RF-5301-PC 荧光分光光度计进行荧光测量(日本岛津)。激发光谱为 485 nm，扫描波长为 500~650 
nm。为进行可行性分析，4 个管中先加入 100 μL DSN 缓冲溶液，另外再分别加入 100 nM omMB (管 1)，
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100 nM omMB + 10 nM miR-21 (管 2)，100 nM omMB + 0.25 U DSN (管 3)，100 nM omMB + 10 nM miR-21 
+ 0.25 U DSN (管 4)。37℃孵育 1 h 后使用荧光分光光度计进行分析。 

2.4. 灵敏度测试 

制备 DSN 缓冲液 2.1 mL，其中含 omMB 和 DSN 的浓度分别为 100 nM 和 5.25 U。将缓冲液平均加

入到 21 个 Ep 管中，21 个样本分为 3 组(3 个平行)。在 1~7 组样品中分别加入不同浓度的 miR-21。37℃
孵育 1 h 后，进行荧光测定。 

2.5. 细胞培养和外泌体分离 

A375 细胞系(人黑色素瘤)在 Gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, USA)中培养，

添加 10%胎牛血清和 100 U/mL penicillin-streptomycin，在 37℃和 5% CO2环境下进行培养。为了排除外

泌体的干扰，将它们培养在含有外泌体缺失的 10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 培养基中，胎牛血清(FBS)
在 100,000 g 下超速离心 18 h 以去除 FBS 中的外泌体。然后将细胞培养上清液分别以 300 g 离心 10 分钟、

2000 g 离心 20 分钟、11,000 g 离心 45 分钟，分别去除完整细胞、细胞碎片和蛋白质。随后，上清液以

110,000 g 离心 70 min 获得沉积物外泌体。最后，沉淀物外泌体在 PBS 中重悬，保存于−80℃。 

2.6. 外泌体 miRNA 检测 

为了检测外泌体 miRNA，将外泌体 95℃孵育 10 min，然后 16,500 g 离心 45 min，去除沉淀，收集

上清。制备 3 组样品(每组 8 管反应缓冲液)后，在 1 到 8 组样品中分别加入不同浓度的外泌体。37℃孵育

1 h 后，通过荧光测量分析样品。 

3. 结果与讨论 

3.1. 检测原理 

 
Figure 1. Working principle of DSN-assisted signal amplifi-
cation for detection of exosome miRNA 
图 1. DSN 辅助信号放大检测外泌体 miRNA 的工作原理 

 

DSN 可水解双链 DNA 或 DNA/RNA 杂交双链中的 DNA，但对 RNA 无活性[23]。同时，2’-O-甲基

修饰的双链可以抵抗核酸酶的酶切[18] [24]。本文合成了一个 2’-O-甲基修饰的分子信标(omMB)：茎部由

2’-O-甲基核苷酸组成，环部由正常脱氧核苷酸组成。如图 1 所示，在不存在目标 miRNA 的情况下，茎

–环结构分子信标可以抵抗 DSN 消化并保持完整。在目标 miRNA 存在的情况下，形成分子信标/miRNA
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杂交双链，成为 DSN 的合适底物。DSN 消化了 MBs 的环部分，并导致荧光恢复。与此同时，被释放的

miRNA 可与另一个 omMB 杂交，从而引发下一轮切割。因此，一个 miRNA 分子理论上可以通过循环过

程触发无数 omMB 的水解，从而放大荧光信号。同时，由于 omMBs 对目标 miRNA 具有特异性识别能

力，因此该方法可以区分单碱基错配序列。总的来说，所提出的策略可以有效地分析外泌体 miRNA，具

有高灵敏度和选择性。 

3.2. 可行性分析 

在这项工作中，我们选择 microRNA-21 (miR-21)作为模型靶标，这是一种重要的癌症生物标志物，据

报道在许多肿瘤中高度过表达[25] [26]。随后，根据 miR-21 的序列设计相应的 MB。首先通过聚丙烯酰胺

凝胶电泳(PAGE)对该方法的可行性进行了评估。如图 2(a)所示，通道 1~4 分别代表 omMB、miR-21、omMB 
+ DSN 和 miR-21 + DSN。在通道 3 中，与 DSN 孵育后，omMB 仍然完好无损，这表明由于其茎由 DNA
双链组成，omMB 可以抵抗 DSN 的消化，这可能是由于 2’-O-甲基核苷酸的存在。通道 4 为 miR-21 + DSN，

由于 DSN 不能消化 RNA，miR-21 也如预期那样保持完整。然而，如通道 5 所示，当 omMB 与 miRNA 杂

交时，miR-21 保持完整，MB 消失，说明 MB 在与 miR-21 杂交时被 DSN 消化，说明该方案的可行性。 
在此基础上，我们通过荧光实验对比了有无 DSN 时的信号放大性能。如图 2(b)所示，在没有 DSN

的情况下，100 nM MB 在 100 μL 反应缓冲液中，溶液中的荧光强度较弱(黑线)。在反应缓冲液中加入 10 
nM 的 miR-21 后，荧光信号增加 1.4 倍，表明 miR-21 与 MB 杂交成功。在 DSN 存在的情况下，MB 的

背景信号略有增加，这可能是由于 omMB 消化较弱造成的。然而，在加入 miR-21 后，由于 DSN 对 MB
的循环水解，观察到明显的 2.1 倍信号增强。这些结果表明，一个 miR-21 分子可以通过循环过程触发许

多 MB 的水解，导致荧光信号放大。 
 

 
Figure 2. (a) PAGE analysis of DSN activity on omMB/miR-21 double chains channel 1: omMB; channel 2: 
miR-21; channel 3: omMB + DSN; channel 4: miR-21 + DSN; channel 5: omMB + miR-21 + DSN; (b) DSN- 
assisted omMB to detect the signal amplification performance of miR-21 
图 2. (a) omMB/miR-21 双链上 DSN 活性的 PAGE 分析通道 1：omMB；通道 2：miR-21；通道 3：omMB 
+ DSN；通道 4：miR-21 + DSN；通道 5：omMB + miR-21 + DSN；(b) DSN 辅助 omMB 检测 miR-21
的信号放大性能 

3.3. 温度优化 

本工作的实验参数根据文献报道选择，如 0.25 U DSN 在 100 μL 1x DSN 反应缓冲液中孵育 1 h。但

是，文献报道的许多反应温度在 50~60℃，在本实验中可能使 omMB 不稳定。这主要是由于 omMB 的发
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夹茎部会发生随机的构象变换，从而导致高背景信号，影响检测性能。为了达到最佳性能，对反应温度

进行了评估。如图 3 所示，我们在含有 100 nM omMB 和 0.25 U DSN 的混合物中添加 100 nM miR-21。
之后分别在 37℃、45℃和 55℃下对其信噪比(SBR)进行比较。结果表明，该体系在 37℃时的信噪比最好，

这可能在 omMB 的结构稳定性和 DSN 的活性之间保持了良好的平衡。同时，我们也观察到部分文献也

使用 37℃作为反应温度[27] [28] [29]。 
 

 
Figure 3. Optimization of reaction temperature A: 37˚C; B: 45˚C; C: 55˚C 
图 3. 反应温度的优化 A：37℃；B：45℃；C：55℃ 

3.4. 检测灵敏度和选择性 

 

 
Figure 4. (a) Fluorescence spectra of different concentrations of miR-21; (b) Fluorescence intensity of different 
concentrations of miR-21; (c) Selective analysis of omMB-assisted signal amplification for detection of miR-21 
F/F0: signal to background ratio 
图 4. (a) 不同浓度miR-21的荧光光谱；(b) 不同浓度miR-21 的荧光强度；(c) omMB辅助信号放大对miR-21
检测的选择性分析 F/F0：信号与背景比 
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在验证了该方法的可行性后，我们评估了在最佳实验条件下的检测灵敏度。图 4(a)为加入不同浓度

miRNA 后记录的荧光信号。结果显示，随着 miR-21 浓度的增加，荧光信号逐渐增强。随着 miR-21 浓度

的增加，从 0 到 250 pM (见图 4(b))，校准图呈线性，并通过公式拟合得很好：y = 54.21 + 104.28 x (n = 3, R2 
= 0.9937)，其中 y 为荧光信号，x 为 miR-21 的浓度(nM)。计算得到的检出限为 37.9 pM，与包括 DSN 辅

助信号放大在内的多种核酸酶辅助信号放大方法相比具有一定的竞争力，具体比较如表 2 所示[30]-[37]。 
 
Table 2. Sensitivity comparison of miRNA analysis methods based on nuclease 
表 2. 基于核酸酶的 miRNA 分析方法的灵敏度比较 

Nuclease Detection limit Ref 

Strand displacement (No nuclease) 462 pM (for miR-21) [30] 

Molecular Beacon (No Nuclease) About 100 pM [31] 

DSN 426 pM [32] 

DSN 50 pM [33] 

DNase I 9 pM [14] 

DNase I 2.3 pM [34] 

Exonuclease III 21.4 pM [35] 

Exonuclease III 6 pM [36] 

T7 Exonuclease 15 pM [37] 

DSN 37.9 pM This work 
 
接下来，我们还测试了omMBs的选择性。如图4(c)所示，在MB体系中，miR-21的信号是1-mis miRNA

的 1.7 倍，是 3-mis miRNA 的 4.4 倍，显示出高特异性，可以区分靶标 miRNA 与单碱基错配序列和三碱

基错配序列。miRNA 家族具有很高的同源性，区分密切相关的 miRNA 序列是一项具有挑战性的任务。

由于其特异性水解，许多 DSN 辅助信号放大工作使用线性探针，如用于 miRNA 检测的 TaqMan 探针[23]。
然而，TaqMan 探针作为一种线性探针，对识别靶序列的选择性较弱[38]，如表 3 所示。我们的数据表明，

通过使用 omMB，DSN 辅助信号放大系统可以对 miRNA 检测具有高选择性，这是相关性较强的 miRNA
序列分析的重要特征。 
 
Table 3. Selectivity of partial DSN auxiliary signal amplification technologies 
表 3. 部分的 DSN 辅助信号放大技术的选择性 

Probes Single-base mismatch Specific Ref 

Linear probe No data [23] 

Linear probe No data [39] 

Linear probe No data [40] 

Linear probe No data [41] 

Linear probe No data [42] 

Linear probe No data [43] 

Linear probe No data [44] 

MB Yes [45] 

G-triplex based MB Yes [46] 

omMB Yes This work 
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3.5. 外泌体 miRNA 检测与癌症诊断 

在证明 DSN 辅助的 2’-O-甲基扩增方法具有高灵敏度和选择性后，我们直接检测了 A375 外泌体中的

miRNA，该外泌体已被证明具有 miR-21 的高表达[7]。分离并裂解 A375 外泌体后，检测加入不同浓度

A375 外泌体后的荧光强度。如图 5 所示，外泌体浓度的增加与荧光强度的增加是一致的。荧光强度在

2.5~400 μg/mL 范围内呈线性增长，检出限低至 2 μg/mL。如表 4 所示，与已有检测线报道的扩增方法相

比略低[30] [31] [32]，表明我们的策略对外泌体 miRNA 分析较为灵敏，这为之后区分正常及肿瘤患者提

供了可能性。 
 

 
Figure 5. Working curve of fluorescence intensity and exosome concentration 
图 5. 荧光强度与外泌体浓度的工作曲线 

 
Table 4. Comparison of exosome detection line with other platforms 
表 4. 与其它平台外泌体检测线的对比 

Ref Detection limit 

[30] 0.116 μg/mL 

[31] 无具体的检测线 

[32] 无具体的检测线 

本文方法 2 μg/mL 

4. 结果与讨论 

我们开发了一种 DSN 辅助的放大分析平台，使用 2’-O-甲基分子信标作为报告探针，实现了高灵敏

度和特异性的外泌体 miRNA 检测。2’-O-甲基修饰的分子信标具有发夹结构，能抵抗 DSN 的降解。该方

法对 miR-21 的分析检测限(LOD)为 37.9 pM，并且可以区分错配 miRNA。然后，利用我们提出的方法检

测裂解的外泌体，LOD 为 2 μg/mL。总之，所提出的策略简单、灵敏、选择性强。该平台可直接应用于

临床，为疾病诊断和监测提供一种可行的方法。 
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