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【摘　要】　目的　通过 “多重信号放大策略”构建一种 miRＧ１３５b电化学传感器,并将其用于骨肉瘤标志物 miRＧ１３５b
的检测,考察其应用价值.方法　设计高特异性茎环捕获探针 (CP)并进行末端氨基修饰,再采用 LＧ赖氨酸通过循环伏安

电聚合法在电极表面形成一层纳米膜,将捕获探针与修饰电极通过共价键相连后,通过 TＧ７核算外切酶实现靶序列 (TP)
循环,再通过辅助探针 AP１和 AP２,使得捕获探针、辅助探针 AP１和 AP２三者通过 DNA纳米长距自组装技术进行级联杂

交,从而在电极表面形成 “三明治”DNA双链形态的 miRＧ１３５b电化学传感器,并用其检测骨肉瘤、良性骨肿瘤及健康对照

组人群血清中的 miRＧ１３５b.结果　成功构建了一种基于 “多重信号放大策略”的 miRＧ１３５b电化学传感器,其检测峰电流值

与 miRＧ１３５b浓度的对数在１􀆰０~１􀆰０×１０４pmol/L范围内成正比,检出限 (S/N＝３)为０􀆰５２pmol/L,具备良好的稳定性、
重现性和特异性,在检测人血清时具有良好的灵敏性.结论　成功构建了一种基于 “多重信号放大策略”的 miRＧ１３５b电化

学传感器,其检测限低,准确性好,作为骨肉瘤患者的大规模筛查和连续动态检测具有重大的现实意义.
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　　近些年,虽然骨肉瘤的治疗获得了较大的发展,但由于

其早期极易发生肺转移,故患者５年整体生存率低于３０％,
所以骨肉瘤的早期诊断是疾病治疗的关键[１].生物传感器是

利用生物特异性对生物分子进行特异性识别与反应并进行检

测的新一代生物检测技术,在肿瘤标志物的快速检测方面得

到了迅猛发展[２].本研究拟利用 microRNA的结构特点,设

计高特异性茎环捕获探针 (CP)并进行末端氨基修饰,再

采用LＧ赖氨酸通过循环伏安电聚合法在电极表面形成一层

纳米膜,将捕获探针与修饰电极通过共价键相连后,通过

TＧ７核酸外切酶实现靶序列 (TP)循环,再通过辅助探针

AP１和 AP２形成 “多重信号放大”,从而实现对骨肉瘤特异

性标记物 microRNAＧ１３５b的灵敏检测,为骨肉瘤的早期临

床诊断奠定基础.

１　材料和方法

１􀆰１　实验材料:三电极 (玻碳电极、饱和甘汞电极、铂丝

电极)系统 (北京仪电科技有限公司);T７核酸外切酶 (美
国 HyＧclone公司);聚LＧ赖氨酸、Al２O３ 粉 (国药集团化学

试剂有限公司)、探针成环溶液 (宝生物工程 (大连)有限

公司);磷酸盐 (PBS)缓冲溶液 (美国Sigma).

１􀆰２　实验方法:

１􀆰２􀆰１　miRＧ１３５b高特异性茎环 (HP)捕获探针及辅助探

针 AP１、 AP２ 的 设 计: 从 miRNA 数 据 库 miRBase
(http://microrna􀆰sanger􀆰ac􀆰uk/)中查找 miRＧ１３５b序列,

按照 DNA互补原则得到其茎环识别探针的环部.然后,将

上述环部 DNA序列和启动区 DNA 序列相结合,选用文献

[３]中提供的茎环二级结构预测系统,从而设计出 miRＧ
１３５b的最适茎环识别探针,再根据 miRＧ１３５bHP捕获探针

设计出辅助探针 AP１、AP２.本实验使用的所有探针 DNA
序列均由上海生工生物技术有限公司合成,其序列如下:

表１　所用探针的DNA序列

　序列名称 　碱基序列

目标探针(TP) ５′ＧCTC AAT AAG CAA AAT GGG TTA
CCCTAGGGTAAAAAＧ３′

捕获探针(CP) ５′ＧTATGGGTAACCCTTATTGAGＧNHＧ３′

辅助探针１(AP１) ５′ＧTTACCCATAGGGTAATTATAACCC
TTAGGCＧ３′

辅助探针２(AP２) ５′ＧTTACCCTTACCCTTAGCCAATGGG
TTATAAＧ３′
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１􀆰２􀆰２　聚LＧ赖氨酸修饰电极的制备:将粒度为１０００的金相

砂纸用水浸润,然后用其将直径为３mm 的玻碳电极磨光,
用 Al２O３ 抛成镜面后分别用５０％ HNO３、无水乙醇及蒸馏

水进行超声波清洗,清洗频率为１０min/次,晾干后将电极

放入pH＝９􀆰０、浓度为６􀆰０×１０－３ mol/L的LＧ赖氨酸的PBS
溶液中,在－０􀆰８~２􀆰４V 电位内,用１３０mV/S扫速循环

扫描１０周后,用蒸馏水清洗电极的表面,自然晾干后备用.

１􀆰２􀆰３　miRＧ１３５b电化学传感器的制备:将聚LＧ赖氨酸修饰

电极倒置,取３􀆰２μL０􀆰５μM 捕获探针 (CP)溶液滴涂于

聚LＧ赖氨酸修饰电极表面,３７℃恒温水浴２h,然后用BSA
蛋白缓冲液对捕获探针修饰后的电极表面的 “剩余位点”进

行封闭,缓冲液洗去未连接的茎环探针,室温密闭过夜,超

纯水冲洗干净后采用氮气进行吹干.然后取３􀆰２μL０􀆰５μM
目标探针 (TP)溶液滴涂于上述电极表面,３７ ℃恒温水浴

２h,同样采用超纯水洗涤、氮气吹干.最后将３􀆰２μM 辅助

探针混合溶液 (AP１＋AP２)滴涂于上述处理电极表面,３７
℃恒温水浴４h进行 DNA 长距自组装,组装完成后超纯水

冲洗、氮气吹干后即制得 miRＧ１３５b电化学传感器.

１􀆰２􀆰４　miRＧ１３５b电化学传感器检测条件的确定:

１􀆰２􀆰４􀆰１　生物识别作用时间的确定:将上述开发的 miRＧ
１３５b电化学传感器置于５０μmol/L的 miRＧ１３５b溶液中,采

用差分脉冲伏安法 (DPV)进行测定,测定时间分别设为

１０min、２０min、３０min、４０min、５０min,观察峰电流的

变化.

１􀆰２􀆰４􀆰２　miRＧ１３５b电化学传感器检测限的确定:在确定

miRＧ１３５b电化学传感器生物作用时间的条件下,分别测定

０pmol/L、１ pmol/L、２ pmol/L、１０ pmol/L、１×１０２

pmol/L、１×１０３ pmol/L、１×１０４ pmol/L、１×１０５ pmol/L
的 miRＧ１３５b溶液,记录峰电流.

１􀆰２􀆰４􀆰３　miRＧ１３５b电化学传感器的稳定性:将制备好的

miRＧ１３５b电化学传感器置于５０μmol/L 的 miRＧ１３５b溶液

中,连续测定３次,记录峰电流的变化.

１􀆰２􀆰４􀆰４　miRＧ１３５b电化学传感器的重现性:将平行制备的

５支 miRＧ１３５b电化学传感器插入５０μmol/L 的 miRNA 溶

液中,读取峰电流.

１􀆰２􀆰４􀆰５　miRＧ１３５b 电 化 学 传 感 器 的 选 择 性:将 此 miRＧ
１３５b电化学传感器分别置于５０μmol/LmiRＧ１３５b及混合溶

液 (包 括 ２５ μmol/L miRＧ２１、５０ μmol/L miRＧ１３５b、１０

μmol/LmiRＧ１４１)中,记录混合溶液和 miRＧ２１的峰电流结

果差.

１􀆰２􀆰５　miRＧ１３５b电化学传感器在骨肉瘤患者血清中的应

用:选取骨肉瘤患者５０例、良性骨肿瘤组５０例、健康对照

组５０例,受检者早晨空腹,用肝素抗凝管抽取其静脉血５
mL,经抗凝处理,部分静脉血离心取血清,采用 miRＧ１３５b
电化学传感器检测血清中的 miRＧ１３５b含量.

１􀆰３　统计学方法:结果采用SPSS１１􀆰０统计学软件进行分

析,多次测量结果以均数±标准差表示,组间比较采用t检

验,以P＜０􀆰０５认为结果有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　miRＧ１３５b电化学传感器的构建及检测原理:见图１.
首先,在电极表面修饰一层纳米结构膜,将茎环 DNA 探针

(P)组装到电极表面.当目标序列 T１存在时,T１与 P杂

交形成 RNA/DNA双链结构,此时 T７核酸外切酶从５′→３′
方向逐步降解P至 RNA/DNA 双链降解完全,剩余未杂交

部分会残留于在电极表面.此时,被释放的 T１则又与另一

条P再次杂交.如此循环往复,理论上来说一条 T１在 T７
核酸外切酶的辅助下就能使所有的 P被降解.在完成上述

步骤后,P将从 RNA/DNA 结合的发夹结构变成短线性结

构,然后通过与辅助探针 AP１、AP２以级联式杂交的方式

在聚LＧ赖氨酸修饰电极的表面形成长距超级 “三明治”结

构,结合大量的指示剂,产生较强的电信号.若 T１不存

在,虽然 AP１、AP２也可自组装成长距 DNA 双链,但由于

P的茎环结构无法打开,与 AP１连接不上,因此不能连接

到聚LＧ赖氨酸修饰电极的表面,此时电极表面只有P,只能

图１　miRＧ１３５b电化学传感器的构建及检测原理图
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与微量的指示剂进行结合,产生的电信号就会十分的微弱,
由此通过比较 T１加入前后电信号的差异可实现对目标序列

的超低微量检测.

２􀆰２　生物识别作用时间的确定:本研究测定了 miRNA 电

化学传感器不同生物识别时间的峰电流值,结果表明,随着

生物识别作用时间的逐步增加,峰电流值呈现逐步升高的趋

势,当生物识别作用时间达到３０min后,峰电流维持稳定,
说明３０min为 miRＧ１３５b与捕获探针完全反应的最佳生物识

别作用时间.见表２.

表２　不同生物识别作用时间测定的峰电流值

作用时间/min

１０ ２０ ３０ ４０ ５０

峰电流值/μA ２０􀆰３５ ３７􀆰３１ ５５􀆰８４ ５６􀆰１２ ５５􀆰９８

２􀆰３　miRNA 电化学传感器检测限的确定:将 制 备 好 的

miRNA 传感器置于不同梯度浓度的 miRＧ１３５b溶液中,结

果表明,随着 miRＧ１３５b浓度的增加,其峰电流逐渐增加,
检测峰电流值与 miRＧ１３５b浓度的对数在 １􀆰０~１􀆰０×１０４

pmol/L范围内成正比,最低检测浓度 (S/N＝３)为０􀆰５２
pmol/L.

２􀆰４　miRNA电化学传感器的稳定性:用制备好的 miRNA
传感器连续测定 miRＧ１３５b溶液３次,结果表明３次测定的

峰电流基本无变化,其相对标准偏差 (RSD,n＝３０)为

０􀆰７９％,同时制备了无聚LＧ赖氨酸修饰的 miRNA传感器作

为对照,同样进行３次测定,结果表明３次测定的峰电流有

明显变化,相对标准偏差 (RSD,n＝３)为３􀆰５５％,说明制

备的传感器稳定性良好.见表３.

表３　不同修饰电极测定的峰电流值

聚LＧ赖氨酸

miRNA 传感器

无聚LＧ赖氨酸

miRNA 传感器

１ ２ ３ １ ２ ３

峰电流值/μA ５５􀆰６２５４􀆰９６５６􀆰０３５３􀆰９６５７􀆰７２５０􀆰６３
相对标准偏差(RSD,n＝３) ０􀆰７９％ ３􀆰５５％

２􀆰５　miRＧ１３５b电化学传感器的重现性:平行制备的５ 支

miRＧ１３５b电化学传感器测定结果见表４,其相对标准偏差

(RSD,n＝５)为０􀆰９３％,提示该传感器具有良好的重现性.

表４　不同支电极测定的峰电流值

电极编号

１ ２ ３ ４ ５

峰电流值/μA ５５􀆰４７５４􀆰９８５６􀆰０２５４􀆰１１ ５４􀆰４６
相对标准偏差 (RSD,n＝５) ０􀆰９３％

２􀆰６　miRＧ１３５b电化学传感器的特异性:miRＧ１３５b电化学

传感器测定 miRＧ１３５b及混合溶液的结果显示其电流响应结

果差 (ΔI)为０􀆰０３μA,说明此传感器特异性良好.

２􀆰７　miRＧ１３５b电化学传感器在骨肉瘤患者血清检测中的应

用:采用 miRＧ１３５b电化学传感器检测骨肉瘤、良性骨肿瘤

及健康对照组人群血清中的 miRＧ１３５b含量,结果见表５,
骨肿瘤组的峰电流值与良性肿瘤组、健康对照组相比,差异

均有统计学意义 (P 值均＜０􀆰０５),表明 miRNA 传感器在

检测骨肉瘤患者血清溶液中的 miRＧ１３５b时具有良好的灵敏

性,有助于骨肉瘤患者的早期诊断.

表５　不同检测方法测得的骨肉瘤患者

血清溶液 miRＧ１３５b浓度

骨肉瘤组 良性骨肿瘤组 健康对照组

峰电流值/μA ２２􀆰３４±４􀆰３８ ５􀆰１１±１􀆰４１ ４􀆰８６±１􀆰３９
t值∗ ６􀆰８７９ ５􀆰６１８
P 值∗ ＜０􀆰０５ ＜０􀆰０５

　　注:∗与骨肉瘤组比较.

３　讨论

骨肉瘤作为一种常见的、发生在２０岁以下青少年或儿

童的恶性骨肿瘤,在小儿骨恶性肿瘤中的比例达到了５％.
目前,骨肉瘤的影像学检查由于存在难以检测的盲区,且价

格昂贵、耗时,难以大规模推广;活体组织检查则由于其创

伤性及假阴性,亦难广泛应用.因此,骨肉瘤新诊断方法的

开发已变得越发急迫.
生物传感器是利用生物特异性对生物分子进行特异性识

别与反应并进行检测的新一代生物检测技术,然而,目前的

一些生物传感器也存在着探针设计繁琐、检测特异性差、易

受环境影响、稳定性差等缺陷,因此,有必要继续开发新的

电化学生物传感器.近年来,随着核酸酶研究的深入,仅

“切刻”一条单链的核酸酶应用得越来越广泛,这些酶能够

提供等温条件下类似 PCR循环的过程,这一过程可用于检

测特定 DNA序列.基于此种 “酶辅助信号放大法”,学者

们构建了很多新型的高灵敏、高特异性的 DNA 电化学生物

传感器[４Ｇ６],尤其是 DNA 自组装技术的发展,更进一步促

进了 DNA电化学生物传感器的快速发展.
因此,我们通过 “多重信号放大策略”成功构建了一种

骨肉瘤特异性标记物 microRNAＧ１３５b的 miRNA 传感器检

测系统,该系统检测的峰电流值与 miRＧ１３５b浓度的对数在

１􀆰０~１􀆰０×１０４pmol/L范围内成正比,最低检测浓度 (S/

N＝３)为０􀆰５２pmol/L,具备良好的稳定性、重现性和特异

性,在检测人血清时具有良好的灵敏性.其创新点在于此系

统特别针对小儿骨恶性肿瘤的现实情况,采用电化学检测方

法发展便携式、灵敏、快速、廉价的多重信号放大的电化学

生物传感器,用于骨肉瘤的早期诊断,能实现全国范围内,
尤其是经济欠发达地区的骨肉瘤大规模筛查和连续动态检

测.同时,由于该传感器是基于对血液样本检测的一种非创

伤性检测技术,可以最大限度地减少对患者身体和心理上所

造成的损害,具有广阔的应用前景.
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庭的温暖.除此以外,对于有痛风发作史的血透患者来说,
仍然需要进行日常的饮食指导、个体化治疗,血透医生还应

掌握如何对这类患者的痛风急性发作进行有效管理.
本研究有一定的局限性.首先,研究对象来自单一中

心,大部分患者来自福建莆田沿海地区,山区人口比例相对

较低,因此无法排除地域差别所带来的影响.其次,以往的

文献资料提示,MHD伴有不同合并症的患者之间焦虑、抑

郁得分存在差异[１３].而本研究并未对三组的合并症情况进

行比较.未来的研究方向应该是更科学地制订针对尿毒症透

析人群的心理量表,并且依据不同的社会环境因素,包括血

液透析质量控制管理水平,探索 MHD患者的心理特点.糖

尿病肾病所致尿毒症血液透析患者的抑郁状况与该类患者的

年平均住院日及血管通路手术的次数之间的相关性将是我们

继续探索的方向.
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