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(57)摘要

一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体

膜蛋白的方法，属于外泌体检测技术领域。该方

法包括捕获样品中的外泌体；检测相应的膜蛋

白；制备纳米颗粒；纳米颗粒与外泌体融合；全内

反射荧光显微镜拍照成像，数据分析处理。本发

明分别从外泌体表征检测、细胞上清外泌体膜蛋

白和mRNA表达对比实验、人血浆外泌体特异性检

测、人血浆外泌体膜蛋白对比实验、多样本人血

浆外泌体膜内蛋白、RNA及膜蛋白检测方面进行

了验证，并与现有公认的检测外泌体技术进行了

比对实验，显示出本发明技术对于同一样本同时

检测的相同标志物检测结果与上述公认技术的

一致性，且本发明该技术可同时检测外泌体内蛋

白、RNA及外泌体膜蛋白，并判断样本差异。
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1.一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，所述RNA包括mRNA、miRNA、

lncRNA和CircRNA，其特征在于包括以下步骤：

1)取沉淀法得到的粗制细胞外囊泡，在15～90V直流电场下，采用外泌体原位捕获芯

片，直接捕获样品中的外泌体；

2)在步骤1)中捕获的外泌体膜上结合目标抗体，通过抗原和抗体结合，发出标记的A种

荧光信号，检测相应的膜蛋白；

3)制备纳米颗粒，通过纳米颗粒包裹需检测靶标的RNA分子信标和荧光单抗；

4)将步骤3)中得到的已包裹RNA分子信标和荧光单抗的纳米颗粒与步骤2)的外泌体融

合，RNA分子信标和荧光单抗进入外泌体内，RNA分子信标与相应的标靶基因结合，信标茎环

结构打开，在激光激发下发出标记的B种荧光信号，检测相应的RNA；抗原和抗体结合，在激

光激发下发出标记的C种荧光信号，检测相应的蛋白；

5)全内反射荧光显微镜拍照成像，数据分析处理。

2.如权利要求1所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特

征在于所述步骤1)中的外泌体原位捕获芯片为：包被亲和素、生物素标记的外泌体特异性

捕获抗体的原位捕获芯片。

3.如权利要求2所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特

征在于所述的亲和素、生物素标记的特异性捕获抗体为公认的外泌体膜上标志抗体CD63和

CD9。

4.如权利要求1所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特

征在于所述步骤2)中所述目标抗体为能结合外泌体膜上抗原的特异性抗体。

5.如权利要求1所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特

征在于所述步骤3)中所述纳米颗粒通过以下步骤制得：

1)将DOTMA、DSPE-PEG-2000和胆固醇按3:1:4充分混匀后，超声5min，室温静置2小时，

即可获得稳定的阳离子脂质体；

2)将适量分子信标和荧光单抗及上述阳离子脂质体在PBS中充分吹打混匀后，超声

5min；

3)取步骤1)的混合溶液，快速注入至含适量PBS的EP管中，涡旋10s，超声5min，室温静

置2小时，即可获得稳定的纳米颗粒。

6.如权利要求1或5所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其

特征在于所述步骤3)中纳米颗粒中分子信标和荧光单抗的摩尔比1:2～1:5。

7.如权利要求1或5所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其

特征在于所述步骤3)中RNA分子信标为5’端茎和环与靶基因完全互补，3’端茎与5’端茎部

分互补，5’端和3’端分别用荧光基团和淬灭基团修饰，环上部分碱基用锁核酸修饰。

8.如权利要求1或5所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其

特征在于所述步骤3)中的荧光单抗为针对特定外泌体内靶蛋白的荧光素标记的单克隆抗

体。

9.权利要求1所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征

在于所述步骤4)中融合条件为异种电荷相吸和膜融合原理，在15～90V直流电场下，4～60

℃条件下。
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一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法

技术领域

[0001] 本发明属于外泌体检测技术领域，具体涉及一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外

泌体膜蛋白的方法。

背景技术

[0002] 外泌体(exosomes)，是一种能被大多数细胞分泌的微小膜泡，直径大约30-150nm，

具有脂质双层膜结构，能很好地保护其包被的物质。这种微小膜泡中含有宿主细胞来源的

特异的蛋白、核酸和脂质，能作为信号分子传递给其他细胞，是细胞之间通讯的重要媒介，

可使受体细胞发生多种生物学功能的改变。所有细胞均可产生外泌体，但不同细胞分泌的

外泌体组份和含量不同，选择性地将特定的基因产物装入外泌体中，通过在不同细胞之间

转移生物活性分子参与受体细胞的生物学功能调节。外泌体最有用的特性之一，其含量丰

富，内含物来源特异、稳定，逐渐成为细胞生物学研究的热点。

[0003] 外泌体作为液体活检的三大领域之一，其潜在的生物靶标众多，但能同时将微量

核酸和蛋白，尤其是原位检测外泌体内含有的蛋白质作为靶标的检测系统却未见报道。

发明内容

[0004] 针对现有技术存在的问题，本发明的目的在于设计提供一种同时检测外泌体内蛋

白和RNA、外泌体膜蛋白的方法的技术方案。

[0005] 本发明通过以下技术方案实现：

[0006] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，所述RNA包括

mRNA、miRNA、lncRNA和CircRNA，其特征在于包括以下步骤：

[0007] 1)取沉淀法得到的粗制细胞外囊泡，在15～90V直流电场下，采用外泌体原位捕获

芯片，直接捕获样品中的外泌体；

[0008] 2)在步骤1)中捕获的外泌体膜上结合目标抗体，通过抗原和抗体结合，发出标记

的A种荧光信号，检测相应的膜蛋白；

[0009] 3)制备纳米颗粒，通过纳米颗粒包裹需检测靶标的RNA分子信标和荧光单抗；

[0010] 4)将步骤3)中得到的已包裹RNA分子信标和荧光单抗的纳米颗粒与步骤2)的外泌

体融合，RNA分子信标和荧光单抗进入外泌体内，RNA分子信标与相应的标靶基因结合，信标

茎环结构打开，在激光激发下发出标记的B种荧光信号，检测相应的RNA；抗原和抗体结合，

在激光激发下发出标记的C种荧光信号，检测相应的蛋白；

[0011] 5)全内反射荧光显微镜拍照成像，数据分析处理。

[0012] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤1)中的外泌体原位捕获芯片为：包被亲和素、生物素标记的外泌体特异性捕获抗体的

原位捕获芯片。

[0013] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

的亲和素、生物素标记的特异性捕获抗体为公认的外泌体膜上标志抗体CD63和CD9。
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[0014] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤2)中所述目标抗体为能结合外泌体膜上抗原的特异性抗体。

[0015] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤3)中所述纳米颗粒通过以下步骤制得：

[0016] 1)将DOTMA、DSPE-PEG-2000和胆固醇按3:1:4充分混匀后，超声5min，室温静置2小

时，即可获得稳定的阳离子脂质体；

[0017] 2)将适量分子信标和荧光单抗及上述阳离子脂质体在PBS中充分吹打混匀后，超

声5min；

[0018] 3)取步骤1)的混合溶液，快速注入至含适量PBS的EP管中，涡旋10s，超声5min，室

温静置2小时，即可获得稳定的纳米颗粒。

[0019] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤3)中纳米颗粒中分子信标和荧光单抗的摩尔比1:2～1:5。

[0020] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤3)中RNA分子信标为5’端茎和环与靶基因完全互补，3’端茎与5’端茎部分互补，5’端和

3’端分别用荧光基团和淬灭基团修饰，环上部分碱基用锁核酸修饰。

[0021] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤3)中的荧光单抗为针对特定外泌体内靶蛋白的荧光素标记的单克隆抗体。

[0022] 所述的一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，其特征在于所述

步骤4)中融合条件为异种电荷相吸和膜融合原理，在15～90V直流电场下，4～60℃条件下

进行融合。

[0023] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：

[0024] 1)本发明能够在同一技术平台上实现同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋

白(三位一体)，从标本处理到检测、分析、报告出具仅需6小时，并可制造成生物产业通用的

96孔、384孔等多种规格的外泌体原位捕获芯片，高效、经济、便捷。外泌体作为液体活检的

三大领域之一，其潜在的生物靶标众多，但能同时将微量核酸和蛋白作为靶标的检测系统

却未见报道。外泌体保护下的核酸(RNA)和蛋白十分稳定，非常适合作为检测标靶，将这两

种生物大分子有机结合起来，更能反映标本状态，进一步提高检测的特异性和敏感度。而现

有的方法需要使用3种技术方能实现外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的分类检测：检测

外泌体蛋白通常采用免疫印迹(Western  Blot、简称WB)，耗时费力，需要1-3天，且无法严格

区分蛋白是在外泌体内还是膜上；检测外泌体膜蛋白通常采用流式细胞仪，需要使用特种

磁珠，耗材和仪器都很昂贵；检测外泌体核酸常用荧光定量PCR技术，RNA提取过程复杂而冗

长，需要扩增，样本容易污染，结果不稳定。

[0025] 2)本发明能够对从同一样品中分离纯化的外泌体，分别采用纳米颗粒分子信标和

特异性荧光单抗实现对外泌体微量核酸和蛋白多靶标的同时检测，外泌体被捕获后与纳米

颗粒发生膜融合形成脂膜复合体，融合后外泌体和纳米颗粒的内容物混合，特异性分子信

标将与其靶标RNA杂交，茎环结构打开，荧光与淬灭基团分离；与此同时外泌体原有的内蛋

白和膜蛋白将发生重分布，但不影响其抗原性，当与特异性荧光单抗温浴后，二者将发生特

异性结合，分子信标与荧光单抗在激光的激发下而发出各自特定荧光信号，使用全内反射

荧光显微镜(Total  internal  reflection  fluorescence  Microscope，简称TIRFM)技术实
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现高分辨率显微成像，利用成像具有超微和对荧光信号超敏感的特性实现了对外泌体这种

纳米级囊泡的直接成像及其靶标的半定量测定，通过对外泌体内和膜表面相关标靶蛋白分

布的信号强度分析检测并判断样本差异。单孔单样品外泌体微量核酸和蛋白多靶标的同时

检测，多维度分析判断，大大提高了标本检测的准确性。与现有的高通量测序NGS及定量PCR

等常规手段相比，不仅降低了单样本多靶标的检测成本，还进一步提高了对标本检出的敏

感性。

[0026] 3)本发明采用特定的外泌体提取、纯化、捕获方法，实现高敏微量的外泌体原位捕

获，可保持外泌体原有形态，并获得高纯度的外泌体，提高了效率，实现了高通量，降低了外

泌体提取成本。而且，在满足芯片检测所需的微量外泌体基础上，将外泌体纯度提高到了一

个新的高度，使特异性靶标的荧光信噪比进一步增大，提高了检测敏感度。而现有的外泌体

提取、纯化、捕获方法主要有：超速和密度梯度离心法，通量低，耗时长(仅样本处理就需要3

小时)，且对外泌体物理性能影响较大；基于聚合物的沉淀法，杂质多，对外泌体的有效成份

破坏大；免疫分离法，通量低，不适用于大量样品。此外，分离的囊泡可能失去功能活性。

[0027] 4)本发明带正电荷的能与带负电荷的外泌体融合的纳米颗粒，内含分子信标和荧

光单抗，通过合理的纳米颗粒结构设计、合适的荧光单抗与分子信标的摩尔配比，能对单个

外泌体内蛋白和RNA进行直接原位结合和荧光成像，特异性更强，无需RNA提取和扩增，避免

了外泌体的结构被裂解破坏，因而更精准、更便捷，性价比更高。

[0028] 5)本发明采用超薄(厚度为0.17-0.19mm)、超低荧光、超高透光性的特种玻璃，粗

糙度几何平均值(RMS  roughness)<100nm，玻璃表面包被亲和素、生物素化和抗体，通过

LINKER分子高亲结合及多级放大效应，能均匀高效地将样品中的外泌体原位捕获，并能根

据实验需要调整纳米颗粒中分子信标和荧光单抗的负载浓度，实现对外泌体内蛋白和RNA、

膜蛋白的高效检测。

[0029] 6)本发明高清全内反射荧光显微镜成像，基于人工智能的高效算法和荧光图像分

析处理。高分辨率显微成像，具有超微和对荧光信号超敏感的特性，能实现对外泌体这种纳

米级的囊泡表面物质的动态观察、微小结构和单分子及细胞结构高分辨率直接成像及其靶

标的含量测定，通过对外泌体内和膜表面相关标靶分布的信号强度分析检测并判断样本差

异。通过对已经完成的大样本实验获得的海量图片的分类和标记，已经建立了超过1000000

张(512x512像素/张)的荧光图像分类数据库，并用此数据库用于训练基于深度学习的图片

智能筛选模块，实现了对异常荧光图像的前期筛选。此外，通过采用区域分裂合并法、

GraphCut等方法实现了对图像中样品的荧光信号和杂质干扰进行了更进一步的有效区分；

并在上述模块基础上，结合PSO(Particle  Swarm  Optimization)、DPSO(Darwinian  PSO)、

Fo-DPSO(Fractional-Order  DPSO)等优化算法，开发了一套异常图片筛选、样本荧光体形

态分离和最优阈值选取的样本图像综合优化程序。

附图说明

[0030] 图1为公认外泌体内蛋白TSG101、HSP70、HIF-1a、AFP及代表性RNA：miR-21、AFP 

mRNA，外泌体膜蛋白CD63、PD-L1检测为例的检测原理示意图；

[0031] 图2、3、4、5、6、7为实施图中的检测结果图。

[0032] 如图1所示：本发明是一种全新的外泌体原位捕获与检测技术，尤以同时检测外泌
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体内蛋白及RNA、外泌体膜蛋白见长(三位一体)。其以经活化处理后的超低荧光、超高透光

性，包被有外泌体特异性捕获抗体CD63和CD9的特种玻璃为载体，可原位捕获各种生物样品

中的外泌体，溶液中的荧光单抗将与外泌体膜蛋白CD63、PD-L1(Antibody，简称AB)等结合，

发出A种标记荧光信号；通过包裹有特异性荧光单抗和特异识别靶基因的分子信标(自行设

计)的阳离子脂质纳米颗粒，与被芯片捕获的带负电荷的外泌体融合后，分子信标

(Molecular  beacon，简称MB)与靶基因miR-21、AFP  mRNA等结合，发出B种标记荧光信号。与

此同时，特异性荧光单抗与融合体内的靶蛋白TSG101、HSP70、HIF-1a、AFP(Antibody，简称

AB)等结合,发出C种标记荧光信号在激光的激发下而产生荧光信号，被TIRFM检测，信号强

度与相应靶标含量成正比，从而判断样本差异。

具体实施方式

[0033] 结合实施例对本发明作进一步的说明。

[0034] 实施例1：外泌体原位捕获芯片处理

[0035] 1)采用超薄(厚度为0.17-0 .19mm)、超低荧光、超高透光性、粗糙度几何平均值

(RMS  roughness)<100nm的特种玻璃，用高纯度电子级酒精，在24-200℃洁净条件下反复清

洗后用高纯氮气吹干；

[0036] 2)用piranha  solution反复清洗后，保持洁净、干燥；

[0037] 3)玻璃表面和带官能团的有机硅氧烷(Organosiloxane  with  functional 

groups)置于真空容器内，真空度须＜10mmHg，24-180℃条件下气相沉积6-24小时；

[0038] 4)将亲和素、生物素适量配比1：7-1：30，低速混匀，静置30-60分钟，用PBS、

BupHTMPhosphate  Buffered  Saline和超纯水(约18兆欧)配制缓冲液、0.01-1％Tween  20反

复清洗后放在EP管中，提高结合效率，避光置于冰箱4℃冷藏6-12小时；

[0039] 5)将EP管中结合好生物素和亲和素的液体取出，将标记好CD9或CD63抗体的生物

素适量配比1：5-1:25,低速混匀，均匀地包被于上述处理好的玻璃上，轻微振动，充分结合，

避光，在24℃-60℃条件下孵育1-3小时；

[0040] 6)包被好的玻片、生物素、亲和素、外泌体捕获特定抗体CD9或CD63在上述反应条

件下，LINKER分子高亲结合及多级放大效应呈现，原位捕获外泌体。

[0041] 实施例2：纳米颗粒制备及抗体包被

[0042] 1)将DOTMA(氯化三甲基-2,3-二油烯氧基丙基铵)、DSPE-PEG-2000(1 ,2-二硬脂

酰-SN-甘油-3-磷酰乙醇胺-聚乙二醇2000)和胆固醇按3:1:4充分混匀后，超声5min，室温

静置2小时，即可获得稳定的阳离子脂质体；

[0043] 2)将适量分子信标、荧光单抗(RNA分子信标和抗体可在过量的基础上按摩尔比1:

2～1:5与纳米颗粒进行混合包裹)及上述阳离子脂质体在PBS中充分吹打混匀后，超声

5min，所述分子信标为5’端茎和环与靶基因完全互补，3’端茎与5’端茎部分互补，5’端和3’

端分别用荧光基团和淬灭基团修饰，环上部分碱基用锁核酸修饰，所述荧光单抗为针对特

定外泌体内靶蛋白的荧光素标记的单克隆抗体；

[0044] 3)取步骤1)的混合溶液，快速注入至含适量PBS的EP管中，涡旋10s，超声5min，室

温静置2小时，即可获得稳定的纳米颗粒。

[0045] 实施例3：一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法
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[0046] 1)取沉淀法得到的粗制细胞外囊泡，在15～90V直流电场下，采用外泌体原位捕获

芯片(实施例1方法制得)，直接捕获样品中的外泌体；

[0047] 2)在步骤1)中捕获的外泌体膜上结合目标抗体，通过抗原和抗体结合，发出标记

的A种荧光信号，检测相应的膜蛋白；

[0048] 3)取包裹需检测靶标的RNA分子信标和荧光单抗的纳米颗粒(实施例2方法制得)；

[0049] 4)将步骤3)中得到的已包裹RNA分子信标和荧光单抗的纳米颗粒与步骤1)捕获的

外泌体融合，RNA分子信标和荧光单抗进入外泌体内，RNA分子信标与相应的标靶基因结合，

信标茎环结构打开，在激光激发下发出标记的B种荧光信号，检测相应的RNA；抗原和抗体结

合，在激光激发下发出标记的C种荧光信号，检测相应的蛋白；

[0050] 5)全内反射荧光显微镜(Total  internal  reflection  fluorescence 

Microscope，简称TIRFM)拍照成像，数据分析处理。

[0051] 实施例4：检测试验(分别以现有公认靶标外泌体内蛋白TSG101、HSP70、HIF-1a、

AFP及代表性RNA：miR-21、AFP  mRNA，外泌体膜蛋白CD63、PD-L1为例)

[0052] 一、样品前处理

[0053] 1、取200ul样品(细胞培养上清，离体的实验动物血浆、血清，离体的人血浆、血清、

尿液等体液或排泄物样品)，室温200×g离心10min，去除细胞；

[0054] 2、取上清室温2000×g离心10min，去除碎片；

[0055] 3、取上清室温12000×g离心30min，去除血小板和大囊泡；

[0056] 4、用孔径0.45um的滤器中速过滤上清；

[0057] 5、加入外泌体沉淀试剂混匀，4℃静置1小时；

[0058] 6、12000×g离心10min，弃上清；

[0059] 7、用1×PBS重悬沉淀物，备用。

[0060] 二、外泌体捕获

[0061] 1、取出外泌体捕获芯片(该芯片由实施例1制得，该芯片中每孔已包被外泌体特异

性捕获抗体CD63和CD9)，将上述获得的待测样品加入样品孔中；

[0062] 2、将阴、阳性对照品(阴、阳性对照品是从PD-L1、CD63过表达的H1299细胞上清中

分离得到的外泌体，或已知表达丰度的健康和病人血浆外泌体样品)加入后续样品孔中；

[0063] 3、37℃孵育2小时后，用1×PBS洗板3次；

[0064] 4、外泌体捕获条件：15～90V直流电场。

[0065] 三、纳米颗粒融合及靶标检测

[0066] 1、将包裹有针对外泌体内靶蛋白TSG101、HSP70、HIF-1a、AFP荧光单抗，及针对外

泌体内miR-21、AFPmRNA分子信标的阳离子纳米颗粒加入全部样品孔中；

[0067] 2、37℃孵育4小时后，用1×PBS洗板3次；

[0068] 3、用5％BSA室温封闭30min；

[0069] 4、加入CD63、PD-L1荧光单抗稀释液，37℃孵育2小时；

[0070] 5、用1×PBS洗板3次后，用TIRF显微镜采集荧光图片；

[0071] 6、用DXimageV1软件分析图片，自动设置cut-off值，自动判读待测样品结果。

[0072] 四、特异性分子信标设计(以靶标miR-21、AFP  mRNA为例)

[0073] 设计检测靶基因的特异性分子信标，对于外泌体捕获孔板或芯片检测特异性核酸
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至关重要。为此，结合靶基因的特征，申请人设计了特殊茎环结构的分子信标，5’端茎和环

与靶基因完全互补，3’端茎与5’端茎部分互补，5’端和3’端分别用荧光基团和淬灭基团修

饰，环上部分碱基用锁核酸修饰，特异性miR-21、PD-L1  mRNA分子信标具体序列如表1所示，

SEQ  ID  No.1所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28

位碱基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.2所示序列其碱基修饰方式为：第1

位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基LNA修饰和第35位碱基BHQ1修饰，所述

SEQ  ID  No.3所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22和25位

碱基LNA修饰和第34位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.4所示序列其碱基修饰方式为：第1位

碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基LNA修饰和第35位碱基BHQ1修饰，所述SEQ 

ID  No.5所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱

基LNA修饰和第35位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.6所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱

基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰，所述SEQ 

ID  No.7所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱

基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.8所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱

基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰，所述SEQ 

ID  No.9所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱

基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰。特异性PD-L1分子信标具体序列如表2所示，SEQ  ID 

No.10所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基

LNA修饰和第35位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.11所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱

基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25、28和31位碱基LNA修饰和第38位碱基BHQ1修饰，所述

SEQ  ID  No.12所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22和25位

碱基LNA修饰和第35位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.13所示序列其碱基修饰方式为：第1

位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25、28和31位碱基LNA修饰和第40位碱基BHQ1修饰，所

述SEQ  ID  No.14所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25、

28和31位碱基LNA修饰和第38位碱基BHQ1修饰，所述SEQ  ID  No.15所示序列其碱基修饰方

式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、22、25和28位碱基LNA修饰和第35位碱基BHQ1修

饰，所述SEQ  ID  No.16所示序列其碱基修饰方式为：第1位碱基6FAM修饰，第10、13、16、19、

22、25和28位碱基LNA修饰和第36位碱基BHQ1修饰。

[0074] 本发明设计的特异性分子信标最大程度地提高了分子信标与靶基因结合的特异

性，同时降低了反应的背景荧光强度。分子信标合成后，为了验证其与相应靶基因结合的特

异性和最佳工作温度，我们设计了如下表3，根据最高信噪比选取最佳分子信标及其工作温

度。

[0075] 表1  miR-21探针序列

[0076]
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[0077]

[0078] 表2  AFP  mRNA探针序列
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[0079]

[0080] 五、已包裹RNA分子信标和荧光单抗的纳米颗粒与步骤2)的外泌体融合条件：5～

90V直流电场下，4-60℃条件下进行融合。

[0081] 六、检测结果

[0082] 本发明分别从外泌体表征检测、细胞上清外泌体膜蛋白和mRNA表达对比实验、人

血浆外泌体特异性检测、人血浆外泌体膜蛋白对比实验、多样本人血浆外泌体膜内蛋白、

RNA及膜蛋白检测方面进行了验证并与现有公认的检测技术进行了对比实验。

[0083] (一)外泌体表征检测

[0084] 本发明采用现有公认的外泌体的表征方式：动态光散射(Dynamic  Light 

Scattering，简称DLS)法。

[0085] 如图2所示：通过本发明处理获得的血浆外泌体，经DLS动态光散射和TEM透射电镜

技术检测，其粒径范围是101 .8±41nm，zeta电位测量结果显示带负电，所带电荷为-

3.25mV，电镜图显示为杯状或碗状结构，与文献报道基本一致。

[0086] (二)细胞上清外泌体膜蛋白和mRNA表达对比实验

[0087] 本发明采用与现有公认的检测外泌体蛋白和RNA的免疫印迹(Western  Blot，简称

WB)和荧光定量PCR技术，同时检测转染H1299肺癌细胞系的细胞上清来源的外泌体中PD-L1

蛋白和mRNA的表达作为对比实验。
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[0088] 如图3所示：DLS粒度分析结果显示，转染H1299细胞上清液中的外泌体粒径范围是

205.3±69.6nm左右，zeta电位测量结果显示EVs带负电，所带电荷为13.0mV。

[0089] 如图4所示：A是PCR、B是WB、C和D是本发明的芯片的实验结果。将对照和PD-L1表达

质粒分别转染H1299肺癌细胞系，提取细胞总RNA和蛋白质，经荧光定量PCR和WB技术检测，

与对照组相比，PD-L1  mRNA和蛋白均实现了过表达。将上述细胞培养的上清通过本发明前

述步骤提取、纯化得到的外泌体，加入外泌体原位捕获芯片上，并经本发明纳米颗粒包被分

子信标PD-L1  mRNA及其膜蛋白检测，经TIRFM成像显示，与对照组相比，细胞培养上清来源

的外泌体中，PD-L1  mRNA和蛋白表达均显著升高。此对比实验表明:对于同一样本同时检测

的相同标志物PDL1膜蛋白和mRNA，本发明与检测外泌体蛋白和RNA的免疫印迹(Western 

Blot，简称WB)和荧光定量PCR技术的结果一致。

[0090] (三)人血浆外泌体特异性检测

[0091] 本发明用PBS、人血浆分离的纯外泌体(空白对照、EX  only)、同型对照(EX 

isotype)和抗体(EX  abs)分别检测公认的外泌体内蛋白TSG101、HSP70、膜蛋白CD63和PD-

L1。

[0092] 如图5所示：通过本发明方法从人血浆中分离获得的外泌体，加入外泌体原位捕获

芯片上，经后续膜蛋白CD6(图C)3和PD-L1(图D)、外泌体内蛋白TSG101(图A)、HSP70(图B)靶

标检测，经TIRFM成像显示，与PBS、空白对照、同型对照及抗体相比，CD63和PD-L1荧光单抗

的特异性较好。

[0093] (四)人血浆外泌体膜蛋白对比实验

[0094] 本发明采用现有公认的流式细胞术检测健康人(Normal)和肺癌患者(Patient)血

浆外泌体膜蛋白CD63和PD-L1作为对比实验。

[0095] 如图6所示：采用CD63单抗包被的磁珠捕获健康对照和肺癌患者血浆中的外泌体，

经CD63-AF488和PD-L1-AF647荧光单抗结合外泌体膜上的CD63和PD-L1膜蛋白，通过流式细

胞术检测发现，肺癌患者血浆外泌体数量及其膜上CD63、PD-L1蛋白的表达量均较健康对照

组显著增多。

[0096] (五)多样本人血浆外泌体膜内蛋白、RNA及膜蛋白检测

[0097] 运用本发明，选取公认外泌体内蛋白HSP70、AFP、HIF-1a及代表性RNA：miR-21、AFP 

mRNA，外泌体膜蛋白PD-L1，采用健康人(Normal，图中以JK表示)和肺癌患者(Patient，图中

以PT表示)血浆样本各30例分离外泌体进行检测，分别为：肺癌检测外泌体内蛋白HSP70(图

A)、HIF-1a(图B)、外泌体膜蛋白PD-L1(图D)、miR-21(图E)；肝癌检测外泌体内蛋白AFP(图

C)、AFPmRNA(图F)，均同时检测健康对照。

[0098] 如图7所示：使用本发明中提取、纯化外泌体的方法，从健康人(JK)和癌症患者

(PT)各30例血浆中分离获得的外泌体，加入外泌体原位捕获芯片上，经包裹有靶向外泌体

内蛋白HSP70、HIF-1a、AFP的荧光单抗，和靶向AFPmRNA及miR-21的分子信标的纳米颗粒融

合，和靶向外泌体膜蛋白PD-L1荧光单抗结合，经TIRFM成像显示，与健康对照组相比，肺癌

和肝癌患者血浆标本中，外泌体内蛋白HSP70、AFP、HIF-1a、及代表性RNA：miR-21、AFP 

mRNA，外泌体膜蛋白PD-L1，总的荧光强度均高于健康人，表达量均显著升高。

[0099] 本发明分别从外泌体表征检测、细胞上清外泌体膜蛋白和mRNA表达对比实验、人

血浆外泌体特异性检测、人血浆外泌体膜蛋白对比实验、多样本人血浆外泌体膜内蛋白、
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RNA及膜蛋白检测方面进行了验证，并与现有公认的检测外泌体蛋白和RNA及膜蛋白的免疫

印迹(Western  Blot，简称WB)、荧光定量PCR技术和流式细胞术进行了比对实验，显示出本

发明技术对于同一样本同时检测的相同标志物检测结果与上述公认技术的一致性，且本发

明该技术可同时检测外泌体内蛋白、RNA及外泌体膜蛋白，并判断样本差异。
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图5
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图6

说　明　书　附　图 4/6 页

16

CN 110954703 A

16



  

说　明　书　附　图 5/6 页

17

CN 110954703 A

17



图7
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摘要(译)

一种同时检测外泌体内蛋白和RNA、外泌体膜蛋白的方法，属于外泌体
检测技术领域。该方法包括捕获样品中的外泌体；检测相应的膜蛋白；
制备纳米颗粒；纳米颗粒与外泌体融合；全内反射荧光显微镜拍照成
像，数据分析处理。本发明分别从外泌体表征检测、细胞上清外泌体膜
蛋白和mRNA表达对比实验、人血浆外泌体特异性检测、人血浆外泌体
膜蛋白对比实验、多样本人血浆外泌体膜内蛋白、RNA及膜蛋白检测方
面进行了验证，并与现有公认的检测外泌体技术进行了比对实验，显示
出本发明技术对于同一样本同时检测的相同标志物检测结果与上述公认
技术的一致性，且本发明该技术可同时检测外泌体内蛋白、RNA及外泌
体膜蛋白，并判断样本差异。
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