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乳腺癌作为女性癌症相关死亡的主要原因之一，其早期诊断对提高患者的生存率具有至关重要的
意义。活检、成像等传统诊断方法由于缺乏准确性，侵入性手术等原因会给患者带来不适。外泌
体(Exosome)是一种纳米级的细胞外囊泡，是细胞间信号传递的重要媒介，近年来被发现参与多
种生理、病理过程，其携带的microRNA (miRNA)与肿瘤的发生、发展密切相关，逐渐成为癌症
诊断和预后的研究热点，尤其在乳腺癌的早期诊断中具有巨大的应用前景。传统的miRNA分析
方法，如实时定量PCR、Northern blot和芯片技术，虽然在一定程度上推动了肿瘤诊断的进展，
但往往存在灵敏度不足、操作复杂和检测时间长等局限。为此，开发一种新型的、高效的miRN
A检测平台，实现对外泌体分泌的miRNA的精准检测，成为当前研究的重要科学问题。

近期，中国科学院物理研究所叶方富团队在Quantitative Biology期刊上发表了一篇题为Integrated
photothermal microcarriers for precise exosome‐secreted microRNA profiling in breast cancer diagnosis的
研究论文，提出了一种用于定量分析乳腺癌外泌体miRNA的新型检测技术，即通过将黑磷(BP)复
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合纳米材料整合到相变微载体的凝胶网络中，利用近红外(NIR)光响应进行数字PCR(dPCR)。该
技术具有可操作性，并能显著提高对乳腺癌细胞MCF-7和MDA-
MB-231中的外泌体miRNA的定量检测。

全文概要

为了高效、精准地检测与乳腺癌发展密切相关的外泌体所分泌的miRNA，研究团队使用仿生花
瓣状的磁性纳米颗粒(Fe3O4@BP@SiO2)建立了一种非特异性的外泌体分离方案。通过外泌体、热
敏明胶基质和光热纳米复合材料的结合有效分散了纳米材料并保留了荧光信号，通过自制的可编
程近红外光源实现了自动化PCR热循环过程，为准确分析外泌体中致癌miRNA提供了新方向。

光热微载体的合成

研究团队首先设计合成了Fe3O4@BP@SiO2纳米材料(图1)，使用水热法300 nm的Fe3O4纳米颗粒后
，在外表面夹一层片状BP单层，并在外表面沉积一层SiO2，通过过羟基化、胺化改性和硫氰酸酯
功能团连接增加了其表面亲和素的负载。将合成的纳米颗粒与外泌体标样进行混合，以离心分离
的标样为基准，通过NTA仪器对比纳米颗粒捕获效率随离子浓度和时间的变化，选取1200 nmoL
剂量和60分钟的孵育时间为优化后条件。该材料通过BP的掺杂减少了对PCR的阻碍，通过SiO2提
高了加热效果，对中间体的FTIR光谱表征也证明了各结构的有效组合。
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图1. 光热响应复合纳米材料的可控开发。(A) Fe3O4纳米颗粒和 (B)
Fe3O4@BP复合材料的SEM图像。(C) P和Fe在 Fe3O4@BP复合材料中的元素分布。(D)
Fe3O4@BP@SiO2复合材料的TEM图像。(E) 材料和中间体的粒径分布。(F) FTIR光谱。

微载体的控制制备及性能研究

研究团队将光热材料、明胶基质和PCR反应试剂混合，在微流控芯片上制备高通量凝胶微载体阵
列，得到了完整且纳米材料均匀分布的微粒。图2展示了该复合材料的特性，即具备可被NIR光
诱导加热的特点且保留了凝胶-溶胶可逆相变。并且在加热过程中表现出非接触、能耗低的优势
。基于该特点开发了一个辅助NIR光源的可编程控制模块，成功组装了一个用于PCR热循环过程(
变性、退火、延伸)的装置。该装置在四轮循环中表现出稳定的温度响应。
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图2. Fe3O4@BP@SiO2复合材料组装的明胶微载体的智能响应性和生物相容性研究。(A) NIR照明
促进溶胶-
凝胶可逆相变。光热效应使其在PCR变性、退火和延伸阶段的温度分别升至95、55和68℃。(B)
NIR下50 μL微载体乳液的升温速率与Fe3O4@BP@SiO2添加浓度和NIR强度的关系。(C)
通过Arduino芯片编程控制的自制NIR光源模块照片。(D)
实施的NIR程序和相关样品经过四轮PCR热循环。(E) 不同明胶浓度的qPCR曲线和所得产物的电
泳凝胶带(样品编号1-4分别代表明胶浓度为0%、4%、8%和16%)。

miRNA的释放与检测

图3为靶标miRNA的检测与对比过程。通过上述制备方法，在相同的实验条件下，以相等的细胞
数培养两种乳腺癌细胞系MCF-7和MDA-MB-231和一种健康细胞HUVEC，并收集上清液中的外
泌体。随后，将miRNA与环状单链探针杂交后，利用TaqMan探针进行标记，使用光热dPCR定量
分析miRNA-1246和miRNA-122。通过与标准曲线进行对比，定量测定了不同细胞中miRNA的分
泌量，结果表明乳腺癌外泌体中的miR-1246和miR-122分别比健康细胞HUVEC的分泌量高出6.2-2
3.6倍和5.9-13.0倍。
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图3. 通过光热dPCR检测靶标分子的性能。(A) 共聚焦激光显微镜图像(靶标分子浓度范围为0-1.5
cpd)。(B) 使用流式细胞仪对不同miRNA浓度的微载体荧光强度进行统计和分布分析。(C) 不同m
iRNA浓度样本中的荧光液滴比例。miRNA丰度由实验得出的荧光液滴百分比推导得出。(D) MC
F-7、MDA-
MB-231和HUVEC细胞的外泌体中miRNA-1246和miRNA-122生物标志物的相对表达水平。

总结与未来方向

本文开发制备了一种仿生花瓣状的磁性纳米颗粒(Fe3O4@BP@SiO2)，通过将外泌体上清液、热敏
明胶基质和光热纳米复合材料结合，保留了明胶的凝胶-溶胶可逆相变特性，在不同温度和相态
下实现了miRNA的扩增和检测，通过自制的可编程近红外光源实现了自动化PCR热循环过程，为
准确分析外泌体中致癌miRNA提供了新方向。

QB期刊介绍

Quantitative Biology （QB）期刊是由清华大学、北京大学、高教出版社联合创办的全英文学术期
刊。QB主要刊登生物信息学、计算生物学、系统生物学、理论生物学和合成生物学的最新研究
成果和前沿进展，并为生命科学与计算机、数学、物理等交叉研究领域打造一个学术水平高、可
读性强、具有全球影响力的交叉学科期刊品牌。

《前沿》系列英文学术期刊

由教育部主管、高等教育出版社主办的《前沿》（Frontiers）系列英文学术期刊，于2006年正式
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创刊，以网络版和印刷版向全球发行。系列期刊包括基础科学、生命科学、工程技术和人文社会
科学四个主题，是我国覆盖学科最广泛的英文学术期刊群，其中12种被SCI收录，其他也被AHCI
、Ei、MEDLINE或相应学科国际权威检索系统收录，具有一定的国际学术影响力。系列期刊采
用在线优先出版方式，保证文章以最快速度发表。

中国学术前沿期刊网

http://journal.hep.com.cn
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