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(57)摘要

本发明涉及一种对活细胞内microRNA

(miRNA)原位成像的纳米放大自参比探针及其制

备方法。该探针是将核酸发卡修饰的上转换纳米

粒子(UNP‑H1)和荧光分子修饰的发卡分子(H2‑

F)通过脂质体包裹而成。当探针进入细胞后，

UNP‑H1和H2‑F被释放，只有当H1与miRNA杂交后，

H2可以取代miRNA而与UNP‑H1杂交，释放出的

miRNA启动下一个循环以放大信号。在近红外光

激发下，UNP的发射带1(EEB1)与F之间发生发光

共振能量转移(LRET)。以UNP的发射带2(EEB2)通

道为自参比，LRET与EEB2通道的发光强度比值

(ILRET/IEEB2)可用于细胞内miRNA的相对定量。
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1.一种可对活细胞内microRNA21进行原位成像的纳米放大自参比探针，其特征为，将

核酸修饰的上转换纳米粒子UNP‑H1和荧光染料修饰的发卡分子H2‑F两个组分通过脂质体

包裹形成所述纳米放大自参比探针，H1与H2为催化杂交组装发卡对，只有当H1被待测

microRNA21打开后才能与H2杂交并释放出microRNA21，UNP为具有多波长发射能力的羧基

修饰的上转化纳米粒子，H1的序列为5’‑NH2‑TCAACATCAGTCTGATAAGCTACCATGTGTAGATAGCT

TATCAGACT，H2‑F为TAAGCTATCTACACATGGTAGCTTATCAGACTCCATGTGTAGA‑F‑3’，H1的5’端修饰

有氨基，可共价连接UNP表面的羧基，H2的3’端修饰荧光分子F，F的吸收峰与UNP的任一发射

峰重叠。

2.根据权利要求1所述的探针，其特征在于，探针进入细胞后，释放UNP‑H1和H2‑F，只有

当待测microRNA21存在时，UNP‑H1和H2‑F才会杂交生成UNP‑H1/H2‑F复合物，在980nm近红

外光照射下，与F吸收峰重叠的UNP的发射带EEB1与F之间产生发光共振能量转移LRET信号，

实现“关‑开”转换，用共聚焦显微镜观察LRET通道的发光信号来实现活细胞内microRNA21

的原位成像。

3.根据权利要求1或2所述的探针，其特征在于，在980nm近红外光照射下，UNP可同时产

生包含发射带EEB1和自参比通道EEB2的多个互不干扰的发射带，利用EEB2作为参比对LRET

信号进行校正，LRET通道与EEB2通道的信号比值ILRET/IEEB2与细胞内microRNA21的浓度成正

比，可用于不同细胞内microRNA21的相对定量比较，并可克服成像仪器参数波动造成的信

号不稳定。

4.根据权利要求1或2所述的探针，其特征在于，单个待测microRNA21可以循环使用，生

成多个UNP‑H1/H2‑F复合物，从而对LRET信号进行放大，实现细胞内低浓度待测microRNA21

的成像检测。

5.根据权利要求1或2所述的探针，其特征在于，由于UNP可以保护其负载的核酸耐受细

胞内核酸酶的影响，基于LRET过程的信号开关避免了假阳性信号，980nm近红外激发排除了

细胞自荧光的影响，从而使该探针对microRNA21的检测具有高特异性。
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一种可对活细胞内microRNA21进行原位成像的纳米放大自参

比探针

一、技术领域

[0001] 本发明涉及一种对细胞内microRNA原位成像的纳米放大自参比探针及其制备方

法。

二、背景技术

[0002] MicroRNA(miRNA)作为一种重要的肿瘤标志物，它在细胞中的分布和表达水平与

癌症的发生发展有着重要关联。因此，实现细胞内miRNA的原位成像和检测对于肿瘤的早期

诊断和预后监测都有着重大意义。常用于细胞内miRNA成像的探针主要分为两类：分子信标

(MB)和核酸功能化纳米探针。然而它们在细胞内miRNA的成像检测中不能全面解决以下3个

难题：(1)细胞内低丰度的miRNA信号难以实现有效放大；(2)核酸探针稳定性差，容易被细

胞内的核酸酶降解而导致假阳性信号的产生；(3)由于缺少内参，实验中获取的信号强度受

仪器参数波动的影响，很难保持数据的稳定和可靠性。因此，发展用于活细胞内microRNA原

位成像的纳米放大自参比探针具有重要的意义。

[0003] 本发明将上转换纳米粒子(UNP)与“催化杂交组装”(CHA)无酶信号放大技术结合

起来，制备了包含核酸修饰的上转换纳米粒子(UNP‑H1)和荧光染料修饰的发卡分子(H2‑F)

的纳米放大自参比探针。  CHA可以实现信号放大，提高了待测miRNA的检测灵敏度。UNP需要

用近红外光激发，从而消除了细胞自荧光。UNP对于其上负载的核酸分子具有保护作用，使

其耐受核酸酶的降解，因此可以解决纳米探针稳定性的问题。同时，UNP单激发多发射的特

点，使得可以使用其中一个发射通道作为参比通道而实现检测信号的校正，提高方法的稳

定性。

三、发明内容

[0004] 本发明的目的是：构建可对活细胞内待测miRNA产生响应的纳米放大自参比探针，

当待测miRNA存在时，引发CHA放大过程，探针的2个组件UNP‑H1和H2‑F杂交生成UNP‑H1/H2‑

F复合物，UNP的发射带1(EEB1)与F产生发光共振能量转移(LRET)信号，从而以miRNA21分子

(miR21)为检测对象实现了活细胞内miRNA的原位成像。通过自参比通道EEB2对LRET通道进

行校正，利用LRET通道与  EEB2通道的信号比值(ILRET/IEEB2)与miRNA浓度成正比的关系，实

现了对不同细胞中miR21的相对定量比较。

[0005] 本发明提出的探针的制备过程如图1所示。以聚丙烯酸(PAA)修饰的UNP(UNP‑PAA)

作为载体，通过共价作用在其表面连接氨基修饰的发卡H1，制得UNP‑H1。然后将UNP‑H1与

H2‑F共同包裹在脂质体囊泡(lipo‑3000)中，制得用于活细胞内miRNA成像的探针。

[0006] 本发明通过以下技术方案来实现：

[0007] 1)H1的核苷酸序列为  5’‑NH2‑TCAACATCAGTCTGATAAGCTACCATGTGTAGATAGCTTATC

AGACT。如图1所示，在N‑羟基硫代琥珀酰亚胺(sulfo‑NHS)存在下，将UNP‑PAA表面的羧基利

用1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺  (EDC)活化，将H1发卡分子通过5’端氨基的共价
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作用修饰到UNP‑PAA表面，形成结构稳定的UNP‑H1。

[0008] 2)H2‑F的核苷酸序列为TAAGCTATCTACACATGGTAGCTTATCAGACTCCATGTGTAGA‑F‑3’，

3’端修饰的荧光分子F的吸收峰位置与任一UNP发射峰位置重合，将UNP‑H1、H2‑F分子与

lipo‑3000温育，制得包裹了2种组分的探针。

[0009] 本发明的工作原理：

[0010] 本发明的工作原理如图2所示。所述的可对细胞内miRNA原位成像的探针包含核酸

修饰的上转换纳米粒子UNP‑H1和荧光染料修饰的发卡分子H2‑F两个组分。探针进入细胞后

可将两个组分释放。在没有待测miRNA存在时，两个组分彼此不杂交。在待测miRNA存在时，

待测miRNA与H1杂交，破坏了H1 的发卡结构，使得H1暴露和H2的互补结构域，由于H2‑H1的

稳定性大于miRNA‑H1的稳定性，H2会竞争取代下待测miRNA，形成UNP‑H1/H2‑F复合物。在

980nm近红外光激发下，UNP的EEB1发射通道与F吸收峰重叠，通过发光共振能量转移，产生

LRET信号，用于指示细胞内miRNA的分布。释放出的miRNA可以启动下一个CHA循环以实现信

号放大。以UNP另一个不受影响的EEB2通道的信号强度作为自参比对LRET信号进行校正，

LRET通道与EEB2通道信号的比值(ILRET/IEEB2)与待测miRNA的浓度成正比，可以用于不同细

胞内miRNA的相对定量比较，并且克服了不同细胞内环境不同和仪器参数波动的影响。

[0011] 与现有技术相比，本发明具有以下特点：

[0012] 本发明基于UNP的单激发多发射优势、对核酸的保护作用和CHA方法对于信号的放

大，制备用于活细胞内miRNA成像和相对定量的探针。该探针可用于不同细胞内miRNA的相

对定量比较，以及药物作用下miRNA表达变化的监测。与已有细胞内miRNA成像方法相比，本

发明具备以下优点：

[0013] 1 .本发明所用的UNP和各类核酸发卡分子的合成均为已成熟的技术，相关制备过

程操作简单，因而可快速大量制备该探针；

[0014] 2.本发明设计的核酸修饰UNP具有稳定的球形核酸结构，不仅适用于溶液中miRNA

的检测，特别适用于复杂的细胞体系中miRNA的原位高灵敏成像检测；

[0015] 3.本发明所用的UNP具有单近红外激发多发射的优点，无细胞自荧光的干扰，利用

LRET的信号产生进行miRNA的检测提高了检测特异性。同时利用UNP未发生能量转移的其它

通道作为自参比通道对  LRET信号进行校正，实现了在不同细胞体系和仪器环境中可靠的

荧光成像和相对定量检测；

[0016] 4.本发明所用的纳米探针具有CHA信号放大机制，一个待测miRNA可触发多个信号

复合物的生成，提高了miRNA检测的灵敏度；

[0017] 5.本发明所用的探针具有模块化特点，针对不同的miRNA，可以通过改变H1、H2对

应结构域中的碱基序列来实现成像检测，比一般miRNA检测体系具有更广的适用范围和应

用价值。

四、附图说明

[0018] 图1.纳米放大自参比探针制备方法图

[0019] 图2.纳米放大自参比探针用于细胞内miRNA成像检测的原理图
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五、具体实施方式

[0020] 实施例1：结合图1，制备探针。

[0021] 该探针制备过程分为2步：1)UNP‑H1的制备，2)利用lipo‑3000包裹UNP‑H1与H2‑F

制得探针。

[0022] 1)UNP‑H1制备：以活细胞内miR21为检测对象，H1的核苷酸序列为  5’‑NH2‑TCAAC

ATCAGTCTGATAAGCTACCATGTGTAGATAGCTTATCAGACT；H2‑F为  TAAGCTATCTACACATGGTAGCTTAT

CAGACTCCATGTGTAGA‑F‑3’。UNP以  NaYF4：Er/Gd/Yb@NaGdF4为例，EEB1在530‑560nm，EEB2在

640‑670nm。F以AF555为例，其吸收峰与EEB1重叠。向200μL含有1mg/mL  PAA‑UNP的PBS溶液

中迅速加入15.3mg  EDC(终浓度为0.4μM)  和4.34mg  sulfo‑NHS(终浓度为0.1μM)，在室温

下振荡4h。通过离心除去多余的EDC和sulfo‑NHS，并再分散为200μL，制得羧基活化的PAA‑

UNP。随后向上述溶液加入H1，使终浓度为10μM。在室温下振荡3h，通过PBS离心洗涤三次之

后制得UNP‑H1。

[0023] 2)纳米放大自参比探针制备：将45μL  UNP‑H1(1mg/mL，33nM)、0.9μL  H2‑F(100μM)

与55μL  无血清的培养基在一个离心管中混合，孵育5min。在另一个离心管中，将0.75μL 

lipo‑3000溶解于50μL  无血清的培养基中，同样孵育5min。再将以上两种溶液共同在37℃

下孵育15min，使得lipo‑3000能够将UNP‑H1和H2‑F共同包裹，从而制得纳米放大自参比探

针。

[0024] 实施例2：结合图2，利用该纳米放大自参比探针进行活细胞内miRNA的原位成像和

相对定量检测。

[0025] 以MDA‑MB‑231乳腺癌细胞的miR21检测为例，将0.5mL浓度为1×106mL‑1的细胞悬

浊液种在20‑mm四孔共聚焦培养皿中，培养24h。然后将上述制得的纳米放大自参比探针加

入培养皿中(150μL/  孔)，与细胞共同孵育6h后，在980nm近红外光激发下，利用激光共聚焦

荧光显微镜对LRET通道进行成像，可以获得待测miRNA在癌细胞中的荧光分布图。通过共聚

焦软件分别读取单个细胞区域LRET和  EEB2通道的信号强度，并计算其比值(ILRET/IEEB2)，此

比值代表细胞内待测miRNA的表达水平。将探针分别与不同种类的肿瘤细胞(MDA‑MB‑231、

HeLa，MRC‑5)温育后，测得各种细胞的ILRET/IEEB2，可进行不同细胞内待测miRNA的相对定量

比较。
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图1

图2
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