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基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术的

MUC1蛋白定量检测方法

(57)摘要

本发明公开了一种基于外泌体检测和单分

子荧光漂白技术的MUC1蛋白定量检测方法，包括

的步骤是：从被测对象的血清中提取外泌体；用

抗体捕获外泌体，使用细胞膜荧光染料对其进行

染色；加入荧光染料标记的MUC1蛋白适配体，孵

育后与外泌体膜上的乳腺癌标志MUC1蛋白结合；

通过激光全内反射荧光显微镜观察外泌体和适

配体的共定位，并进一步采用单分子荧光漂白技

术对乳腺癌标志蛋白进行定量检测。本发明方法

操作简单、成本低、灵敏度高、特异性高，适合实

验室常规开展检测。将本发明检测结果得到的

MUC1表达量与健康人血清中单个外泌体MUC1蛋

白表达量进行对比，从而对被检测对象是否患有

乳腺癌进行辅助评估。
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1.一种基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术的MUC1蛋白定量检测方法，其特征在

于，包括如下具体步骤：

(1)从血清中提取外泌体

a.用1×磷酸盐缓冲液稀释血清，依次以800×g离心力离心5min、2000×g离心力离心

10min和10000×g离心力离心30min，以去除完整的细胞和细胞碎片；

b.取上清液，并用0.22μm孔径的过滤器过滤，将过滤后的上清液以100000×g离心力离

心2h，去上清，将底部沉淀重悬于1×磷酸盐缓冲液中，以100000×g离心力离心2h，所得沉

淀为外泌体；将该外泌体重悬于1×磷酸盐缓冲液中，并在‑80℃下保存备用；

(2)用抗体捕获外泌体，使用细胞膜荧光染料对其进行染色

a.在羧酸功能化玻片的通道中加入1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐/N‑

羟基琥珀酰亚胺混合物，室温孵育2h；

b.用滤纸引流出并加入抗CD81抗体，室温孵育2h；用滤纸引流出，加入含5％牛血清白

蛋白的pH7.0的磷酸盐缓冲液PBS，室温孵育2h后用1×磷酸盐缓冲液冲洗3次；

c.加入步骤(1)提取的外泌体样品，室温孵育1h，用1×磷酸盐缓冲液冲洗3次；

d.加入荧光染料DiO，室温孵育10min，使染料和外泌体膜囊泡反应；然后用1×磷酸盐

缓冲液冲洗3次；

(3)加入荧光染料Cy3标记的MUC1蛋白适配体序列，室温孵育1h，用1×磷酸盐缓冲液冲

洗3次，MUC1蛋白适配体序列与外泌体膜上的MUC1蛋白结合，得到待测样品；

(4)通过激光全内反射荧光显微镜观察外泌体和适配体的共定位，并进一步采用单分

子荧光漂白技术对MUC1蛋白进行定量检测

a.分别用荧光染料DiO和荧光染料Cy3的激发波长的光激发待测样品，然后在全内反射

荧光显微镜下观察荧光染料DiO和荧光染料Cy3荧光分子发光，分别得到DiO通道和Cy3通道

中的荧光图像，并记录Cy3通道中的单分子光漂白过程；

b.单个外泌体中MUC1蛋白表达量的确定：通过全内反射荧光显微镜Cy3通道观察荧光

分子漂白总步数，从而确定外泌体表面MUC1蛋白的表达量；通过全内反射荧光显微镜DiO通

道中的图像计算出外泌体数目；计算外泌体表面MUC1蛋白的表达量和外泌体数目的比值，

得到单个外泌体表面MUC1蛋白表达量。

2.根据权利要求1所述的MUC1蛋白定量检测方法，其特征在于，步骤(1)中的所有离心

过程均为差速超速离心法，并在4℃完成。

3.根据权利要求1所述的MUC1蛋白定量检测方法，其特征在于，步骤(2)中，所述抗体为

抗CD81抗体，CD81蛋白是外泌体跨膜蛋白，在各种细胞来源的外泌体表面广泛且高表达。

4.根据权利要求1所述的MUC1蛋白定量检测方法，其特征在于，步骤(2)中，荧光染料

DiO为发绿色荧光的DiO，其激发波长为473nm，荧光发射在501nm。

5.根据权利要求1所述的MUC1蛋白定量检测方法，其特征在于，步骤(3)中，荧光染料

Cy3为发橙色荧光的Cy3，其激发波长为532nm，荧光发射在568nm。

6.根据权利要求1所述方法在定量检测外泌体表面MUC1蛋白表达中的应用。
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基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术的MUC1蛋白定量检测

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医学检测技术领域，尤其涉及一种人体外泌体MUC1蛋白定量检测

方法。

背景技术

[0002] 乳腺癌是严重危害妇女健康的常见恶性肿瘤之一，全球乳腺癌发病率自20世纪70

年代末开始一直呈上升趋势，已成为当前社会的重大公共卫生问题。部分女性死于这种疾

病，主要原因为肿瘤的早期转移、药物耐药、肿瘤复发等。因此，乳腺癌的早期诊断对改善患

者无复发生存率和提高无病生存率至关重要。

[0003] 目前，超声、全数字化X线乳腺钼靶、磁共振成像等影像学检查广泛应用于乳腺癌

的筛查，但这些技术均局限于对较大的肿瘤的检测。临床上另一种常规检测方法为病理检

查，对从病人体内取出的活体组织进行染色观察，通过细胞的形态和结构判断是否出现癌

变。但这种方法不仅存在取样位置局限给检测结果造成极大的偏差，还因为其侵入性给患

者带来极大痛苦。对乳腺癌的筛查和治疗监控还可以通过检测血清学肿瘤标志物和分子生

物标志物，但因存在灵敏度低、特异性差等问题，不能及时筛选出早期乳腺癌患者外周血中

的肿瘤细胞。因此，研发一种简单高效、无创性、成本低和灵敏度高、特异性强的检测技术以

实现对乳腺癌的早期快速诊断尤其重要。近些年来发展的液体活检技术通过体外无创抽血

的方式获取肿瘤脱落在血液中的循环肿瘤细胞(CTCs)、循环肿瘤DNA(ctDNA)和外泌体

(Exosome)，以此来实现对癌症的早期筛查和动态监测。而与前两者存在来源不确定、检出

率低、特异性差等缺点相比，外泌体在癌症的早期诊断中成为更有希望的靶点。

[0004] 外泌体是一种能被机体内大多数细胞在正常及病理状态下均可分泌的脂质双层

膜囊泡，直径大约30‑150nm，普遍存在于唾液、血清、尿液、眼泪和其他体液中。外泌体中富

含核酸、蛋白、胆固醇等，在细胞通讯中起着重要作用。肿瘤来源的外泌体可以转移肿瘤基

因的内容物，调节受体细胞的基因表达，从而在肿瘤的发生、发展、转移以及耐药中发挥关

键作用。此外，外泌体在其表面携带多种肿瘤特异性蛋白，其蛋白水平通常与疾病状况有

关，可以预测亲代肿瘤的起源。乳腺癌特异性表达的蛋白有MUC1、HER2、EpCAM和CEA等，其

中，MUC1蛋白的表达水平能反映乳腺癌的某些生物学特征，与乳腺癌的发生、转移、预后等

关系密切。MUC1蛋白在乳腺癌组织中出现质和量的异常表达，因此成为十分重要的癌标志

物。外泌体作为一种新的生物标志物，可用于乳腺癌的特异性检测。特别是外泌体表面蛋白

的评估对肿瘤的诊断和预后具有重要的研究意义。

[0005] 为了分析整个外泌体生物信息，需要采用分子传感器来区分源自癌症的外泌体和

正常细胞之间的细微差异。目前，常规的外泌体检测主要采用免疫印迹法、酶联免疫吸附

法、电化学传感、微流体传感等方法。但这些方法存在成本高、样品量多、程序复杂、灵敏度

低等局限性。而荧光检测具有低毒性、成本低、多样性以及灵敏度高等优点。荧光分子被广

泛用于抗体标记和DNA探针标记，便于通过抗原/抗体相互作用和核酸杂交来检测外泌体。

说　明　书 1/4 页

3

CN 113049552 B

3



荧光传感一般都对大量的分子进行测量。通常情况下，很难注意到这些信号的细微变化，这

大大限制了这些方法的灵敏度。而单分子检测技术可以在单个荧光分子成像的基础上连续

观察溶液中荧光分子的强度变化。通过单分子荧光漂白技术(SMP)可以实现对荧光分子的

定量检测。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一种MUC1蛋白定量检测方法，是基于外泌体检测和单分子

荧光漂白技术定量检测人类外泌体表面MUC1蛋白的方法，该方法可以解决现有技术中操作

复杂、成本高、灵敏度低、特异性低等问题。

[0007] 为了解决上述技术问题，本发明提出的一种基于外泌体检测和单分子荧光漂白技

术的MUC1蛋白定量检测方法，包括如下具体步骤：

[0008] (1)从血清中提取外泌体

[0009] a .用1×磷酸盐缓冲液稀释血清，依次以800×g离心力离心5min、2000×g离心力

离心10min和10000×g离心力离心30min，以去除完整的细胞和细胞碎片；

[0010] b.取上清液，并用0.22μm孔径的过滤器过滤，将过滤后的上清液以100000×g离心

力离心2h，去上清，将底部沉淀重悬于1×磷酸盐缓冲液中，以100000×g离心力离心2h，所

得沉淀为外泌体；将该外泌体重悬于1×磷酸盐缓冲液中，并在‑80℃下保存备用；

[0011] (2)用抗体捕获外泌体，使用细胞膜荧光染料对其进行染色

[0012] a .在羧酸功能化玻片的通道中加入1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸

盐/N‑羟基琥珀酰亚胺(EDC/NHS)混合物，室温孵育2h；

[0013] b.用滤纸引流出并加入抗CD81抗体，室温孵育2h；用滤纸引流出，加入含5％牛血

清白蛋白(BSA)的pH7.0的磷酸盐缓冲液PBS，室温孵育2h后用1×磷酸盐缓冲液冲洗3次；

[0014] c.加入步骤(1)提取的外泌体样品，室温孵育1h，用1×磷酸盐缓冲液冲洗3次；

[0015] d .加入荧光染料DiO，室温孵育10min，使染料和外泌体膜囊泡反应；然后用1×磷

酸盐缓冲液冲洗3次；

[0016] (3)加入荧光染料Cy3标记的MUC1蛋白适配体序列，室温孵育1h，用1×磷酸盐缓冲

液冲洗3次，MUC1蛋白适配体序列与外泌体膜上的MUC1蛋白结合，得到待测样品；

[0017] (4)通过激光全内反射荧光显微镜观察外泌体和适配体的共定位，并进一步采用

单分子荧光漂白技术对MUC1蛋白进行定量检测

[0018] a.分别用荧光染料DiO和荧光染料Cy3的激发波长的光激发待测样品，然后在全内

反射荧光显微镜下观察荧光染料DiO和荧光染料Cy3荧光分子发光，分别得到DiO通道和Cy3

通道中的荧光图像，并记录Cy3通道中的单分子光漂白过程；

[0019] b.单个外泌体中MUC1蛋白表达量的确定：通过全内反射荧光显微镜Cy3通道观察

荧光分子漂白总步数，从而确定外泌体表面MUC1蛋白的表达量；通过全内反射荧光显微镜

DiO通道中的图像计算出外泌体数目；计算外泌体表面MUC1蛋白的表达量和外泌体数目的

比值，得到单个外泌体表面MUC1蛋白表达量。

[0020] 其中步骤(1)中的所有离心过程均为差速超速离心法，并在4℃完成。

[0021] 荧光染料DiO的激发波长为473nm；荧光染料Cy3的激发波长为532nm。

[0022] 本发明的另一个目的是提供所述方法在定量检测外泌体表面MUC1蛋白表达中的

说　明　书 2/4 页

4

CN 113049552 B

4



应用。

[0023] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：本发明利用SMP技术直接定量荧光分子标

记的特异性蛋白的数目。尤其是，SMP方法能够在特异性蛋白数目比较低时对蛋白的表达数

目进行精确确定。基于单分子荧光成像的光漂白事件计数是一种新兴的化学计量学研究技

术，与传统的生物分析方法相比具有明显的优势。本发明方法具有操作简单、成本低、灵敏

度高、特异性高等特点，适合实验室常规开展检测。将本发明检测结果得到的MUC1表达量与

健康人血清中单个外泌体MUC1蛋白表达量进行对比，从而对被检测对象是否患有乳腺癌进

行辅助评估。

附图说明

[0024] 图1是本发明检测方法的原理图；

[0025] 图2是本发明中荧光染料DiO和Cy3的共定位效果图；

[0026] 图3是本发明中对Cy3荧光分子进行单分子光漂白的示意图。

具体实施方式

[0027] 下面结合附图及具体实施例对本发明做进一步的说明，但下述实施例绝非对本发

明有任何限制。

[0028] 本发明提出的基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术的MUC1蛋白定量检测方法，

主要包括如下具体步骤：采集被检测对象血清并提取外泌体；用抗体捕获外泌体，使用细胞

膜荧光染料对其进行染色；加入荧光染料标记的MUC1蛋白适配体，孵育后与外泌体膜上的

乳腺癌标志MUC1蛋白结合；通过激光全内反射荧光显微镜观察外泌体和适配体的共定位，

并进一步采用单分子荧光漂白技术对乳腺癌标志蛋白进行定量检测。图1示出了本发明检

测方法的原理图，本发明中采用的特异性抗体为抗CD81抗体，CD81蛋白是外泌体跨膜蛋白，

在各种细胞来源的外泌体表面广泛且高表达。

[0029] 本发明基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术，具有操作简便、灵敏度高、检测成

本低、特异性高等优势，将检测到的MUC1表达量与健康人血清中单个外泌体MUC1蛋白表达

量进行对比，从而对被检测对象是否患有乳腺癌做出诊断。利用本发明检测方法可在单分

子水平上通过检测外泌体表面蛋白表达量对被测对象是乳腺癌患者还是健康人进行辅助

评估，对乳腺癌的早期诊断和疗效监控检测具有重要意义。

[0030] 实施例1：

[0031] 本发明应用基于外泌体检测和单分子荧光漂白技术的MUC1蛋白定量检测人体外

泌体表面MUC1蛋白的方法通过对乳腺癌疑似患者检测得到的MUC1表达量与健康人血清中

单个外泌体MUC1蛋白表达量进行对比，从而对被检测对象发生乳腺癌的几率进行辅助评

估。

[0032] 1乳腺癌疑似患者血清中外泌体的提取

[0033] 对乳腺癌疑似患者进行静脉取血，采血完毕后，静置60min使其分层。此后，以2000

×g离心力离心15min，取上清即为血清样本。用无菌1×PBS(磷酸缓冲盐溶液)稀释血清，依

次以800×g离心力离心5min，2000×g离心力离心10min，10000×g离心力离心30min，以去

除完整的细胞和细胞碎片等沉淀。取上清液，并用0.22μm孔径的过滤器过滤介质。将过滤后
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的上清液在100000×g离心力离心2h，去上清，所得沉淀为外泌体和污染蛋白质。将底部沉

淀重悬于1×PBS缓冲液中，以100000g离心2h，所得沉淀为外泌体。最后将外泌体重悬于无

菌PBS溶液中并在‑80℃下保存备用。上述的所有离心过程均为差速超速离心法，并都是在4

℃完成的。

[0034] 2、抗体捕获外泌体

[0035] 本实施例中，采用的特异性抗体为抗CD81抗体，CD81蛋白是外泌体跨膜蛋白，在各

种细胞来源的外泌体表面广泛且高表达。

[0036] 首先，在羧酸功能化玻片的通道中加入15μL浓度为5mM的1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑

乙基碳二亚胺盐酸盐/N‑羟基琥珀酰亚胺(EDC/NHS)混合物，室温孵育2h；其次，用滤纸引流

出并加入15μL浓度为10μg/mL的抗CD81抗体，室温孵育2h；用滤纸引流出，加入15μL含5％牛

血清白蛋白(BSA)的1×PBS(pH7.0)，室温孵育2h后用1×PBS冲洗3次；最后，加入15μL提取

的外泌体样品，室温孵育1h，用1×PBS冲洗3次。

[0037] 3、外泌体膜染色

[0038] 在上一步骤的基础上加入15μL浓度为1μM的DiO膜染料，该DiO膜染料的激发波长

为473nm，室温孵育10min，使染料和外泌体膜囊泡反应，最后用1×PBS冲洗3次。

[0039] 4、荧光染料Cy3标记的MUC1蛋白适配体识别外泌体

[0040] 标记MUC1蛋白适配体的荧光染料为发橙色荧光的Cy3，其激发波长为532nm。Cy3染

料标记的MUC1蛋白适配体识别外泌体膜上的乳腺癌标志MUC1蛋白的具体操作是：在上一步

骤的基础上分别加入15μL浓度为100pM的Cy3标记的MUC1蛋白适配体序列，室温孵育1h，用1

×PBS冲洗3次，MUC1蛋白适配体序列与外泌体膜上的MUC1蛋白结合，得到待测样品；

[0041] 5、通过显微镜观察外泌体和适配体的共定位，采用单分子荧光漂白技术检测外泌

体

[0042] 分别用473nm和532nm光激发待测样品，然后在全内反射荧光显微镜下观察DiO和

Cy3分子发光，可以显示这两种染料的共定位情况以及Cy3光漂白过程。分别得到DiO通道和

Cy3通道中的荧光图像，并记录Cy3通道中的单分子光漂白过程。荧光染料DiO和Cy3的共定

位效果图如图2所示，对Cy3荧光分子进行单分子光漂白的示意图如图3所示。

[0043] 6、数据处理，单个外泌体中蛋白标志物表达量

[0044] (I)通过全内反射荧光显微镜Cy3通道观察荧光分子漂白总步数，从而确定出外泌

体表面MCU1蛋白的表达量；

[0045] (II)通过全内反射荧光显微镜DiO通道中的图像计算出外泌体数目；

[0046] (III)计算(I)确定的外泌体表面MUC1蛋白的表达量和(II)计算出外泌体数目的

比值的比值，得到该被测样品单个外泌体表面MUC1蛋白表达量。

[0047] 6、对被检测对象发生乳腺癌的几率进行辅助评估

[0048] 当被测对象的血清样品中单个外泌体MUC1蛋白表达量明显高于健康人血清样品

中单个外泌体MUC1蛋白表达量时，则表明该被测对象发生乳腺癌的几率大于正常人群。

[0049] 尽管上面结合附图对本发明进行了描述，但是本发明并不局限于上述的具体实施

方式，上述的具体实施方式仅仅是示意性的，而不是限制性的，本领域的普通技术人员在本

发明的启示下，在不脱离本发明宗旨的情况下，还可以做出很多变形，这些均属于本发明的

保护之内。
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