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基于功能化水凝胶的肿瘤源性外泌体高灵敏检测
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摘要  提出一种外泌体检测新方法，通过将表面增强拉曼散射（SERS）纳米探针固定在核酸适体（DNA）功能化水凝胶

中，实现对肿瘤源性外泌体的高灵敏度光学检测。SERS 纳米探针被用于识别肿瘤源性外泌体并产生指纹光学信号。

SERS 活性 DNA 功能化水凝胶（简称“SD 水凝胶”）作为传感器，不仅提供了用于生物识别的三维反应位点，而且可放大

SERS 纳米探针的光学信号。选择性地与靶外泌体结合后，SERS 纳米探针脱离 SD 水凝胶，导致 SERS 信号减弱，从而实

现光学检测。通过 SERS 信号变化，SD 水凝胶可以定量、灵敏地检测肿瘤源性外泌体，浓度检测限（LOD）约为 22 μL-1。

该 SD 水凝胶将为临床癌症诊断提供一种新的技术手段。
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1　引         言
外 泌 体 是 一 种 细 胞 外 囊 泡 ，尺 寸 范 围 为 30~

150 nm［1］，存在于多种体液中，包括血液、泪液、尿液和

母乳［2］。通常，外泌体具有磷脂双层膜结构，其膜表面

为特定蛋白质，膜内部是生物大分子，例如碳水化合

物、蛋白质和核酸［3-4］。在细胞内的物质交换和通讯

中，外泌体起着至关重要的作用［5-6］。除此之外，与正

常细胞相比，肿瘤细胞分泌更多具有肿瘤特异性蛋白

的外泌体［7-9］，这使得肿瘤源性外泌体成为一种重要的

癌症生物标志物［10-11］。因此，肿瘤源性外泌体检测可

以为癌症临床诊断提供关键信息。目前，已经建立多

种外泌体检测方法，如蛋白质印迹法、聚合酶链式反应

法（PCR）和酶联免疫吸附法（ELISA）［12-13］。然而，这

些方法仍然存在不足，如操作繁琐、准确性有限等。因

此，亟需开发一种操作方便、灵敏度高的外泌体检测

方法。

表面增强拉曼散射（SERS）光谱以其独特的性质

在生物检测领域得到了广泛应用［14-15］。基于 SERS 的

检测方法可以达到单分子检测水平［16-17］。此外，鉴于

对光漂白的高抗性，基于 SERS 的定量检测可以提供

更可靠的结果［18-19］。更重要的是，由于指纹特性和窄

光谱带宽，SERS 可以提供出色的多路检测能力［20-22］。

近年来，基于 SERS 的外泌体检测方法蓬勃发展［23-26］。

许多材料已经与 SERS 探针结合，以获得最佳的检测

结果。例如：Wang 等［27］利用磁珠联合 SERS 光谱收集

并检测目标外泌体；Pan 等［28］使用 MoS2纳米片增强拉

曼信号，提高外泌体检测灵敏度。为提高生物相容性

和灵敏度，仍需进一步开发外泌体检测方法。

水凝胶是一种由亲水性聚合物交联而成的水溶胀

性聚合物材料，具有三维（3D）网络结构和良好的生物

相容性［29］。水凝胶的多孔结构特征与细胞外基质类

似［30］，生物分子在水凝胶中可以保持其固有的结构和

功能特征。在水凝胶形成过程中，经丙烯酸酯改性的

DNA 能够容易地与水凝胶结合，以识别和固定生物分

子［31］。同时，水凝胶的 3D 结构可以提供更多反应位

点。因此，水凝胶被广泛应用于生物检测。

本文通过将生物相容性 3D 水凝胶与 SERS 纳米

探针相结合，构建了一种光学检测平台，讨论了该平台

的结构和光学性质，并研究了其生物检测能力。此外，

提出一种高效、灵敏的肿瘤源性外泌体检测方法，以期

为癌症早期诊断提供新的技术途径。

2　实验部分

2. 1　检测原理

SERS 活性 DNA 功能化水凝胶（以下简称“SD 水

凝胶”）检测原理如图 1 所示。SD 水凝胶由两部分组

成，分别是用于识别外泌体和产生 SERS 信号的 SERS
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纳米探针［图 1（a）］，以及用于固定 SERS 纳米探针和

增强拉曼信号的 DNA 功能化聚丙烯酰胺水凝胶（以下

简称“DPAAm 水凝胶”）。这两个部分通过 DPAAm
水凝胶中的丙烯酸酯 DNA 连接［图 1（b）］。图 1（c）展

示了 SD 水凝胶对肿瘤源性外泌体的检测原理。这种

SD 水凝胶利用 SERS 纳米探针来区分肿瘤和正常细

胞来源外泌体之间的表面特异性蛋白差异。具体原理

是：肿瘤源性外泌体的出现导致 SERS 纳米探针与丙

烯酸酯 DNA 之间的相互作用被破坏，引起 SERS 纳米

探针脱离水凝胶，最终减弱水凝胶中的 SERS 信号。

2. 2　实验材料

氯金酸三水合物（HAuCl4·3H2O）、原硅酸四乙酯

（TEOS）、（3-氨基丙基）三甲氧基硅烷（APTMS）和硝

酸银（AgNO3）购自 Alfa-Aesar；丙烯酰胺、双丙烯酰

胺、过硫酸铵（APS）、四甲基乙二胺（TEMED）、硼氢

化钠（NaBH4）、二水合双（对-磺酰苯基）苯基膦化二钾

盐（BSPP）和 5，5′-二硫代双（2-硝基苯甲酸）（DTNB）
购自 Sigma-Aldrich；氢氟酸（HF）和氢氧化铵（NH3·

H2O）购自上海凌峰化学试剂有限公司；无水乙醇和二

水合柠檬酸钠（C6H5Na3O7·2H2O）购自国药集团化学

试剂有限责任公司；磷酸缓冲盐（PBS，pH=7. 4）购自

南京布克曼生物科技有限公司。所有寡核苷酸均由生

工生物科技（上海）有限责任公司合成（表 1），膜标志

染料（DID）由凯基生物技术有限公司生产。所有实验

中 均 使 用 电 阻 率 为 18. 2 MΩ·cm 的 去 离 子 水

（Millipore Milli-Q 级）。

2. 3　实验过程

2. 3. 1　SD 水凝胶合源成

通过使用先前报道［32］的方法合成 BSPP 封端的金

纳米粒子（Au NPs）：首先，将  20 μL HAuCl4·3H2O（质

量 分 数 为 10%）和 1. 47 mg C6H5Na3O7·2H2O 放 入

20 mL 去 离 子 水 中 ；然 后 ，将 上 述 溶 液 与 600 μL 
NaBH4（0. 1 mol/L）搅拌混合，并将反应溶液在室温下

储存 24 h，以水解过量的 NaBH4；最后，向溶液中加入

3 mg BSPP，并在室温下振荡，放置过夜，获得 BSPP
封端 Au NPs。

根据文献［33］的报道，制备 APTMS 功能化的二

氧化硅纳米粒子（SiO2 NPs），并将 20 mL BSPP 封端

图 1　基于 SD 水凝胶的外泌体检测方法说明（图像不按比例缩放）。（a）SERS 纳米探针的制备；（b）SD 水凝胶的制备；（c）基于 SD 水

凝胶的肿瘤源性外泌体检测原理

Fig.  1　 Illustration of SD hydrogel-based exosome detection method (images are not to scale).  (a) Preparation of SERS nanoprobes; 
(b) preparation of SD hydrogels; (c) principles of SD hydrogels for detection of tumor-derived exosomes

Au NPs 溶液与 6 mL APTMS 功能化 SiO2 NPs 混合搅

拌 4 h。随后，加入 25 μL DTNB（10 mmol/L）搅拌

6 h。以 7000 r/min 的转速离心两次（每次 20 min）后，

将沉淀物重悬于 1 mL 去离子水。使用 960 μL HF（质

量 分 数 为 4%）溶 液 去 除 SiO2 NPs 后 ，获 得 表 面 被

DTNB 部分修饰的 Au NPs（记作 Janus AD）溶液。将

溶 液 离 心 至 pH 接 近 中 性 后 ，将 10 μL DNA
（100 μmol/L）与 1 mL Janus AD 溶液混合反应，获得

拉 曼 信 号 分 子 DTNB 与 DNA 共 同 修 饰 的 Janus 
ADD。 离 心 去 除 溶 液 中 未 结 合 的 DNA。 为 制 备

Janus ADCH，仅需将 DNA 替换为 CD63-HER2（CH）

适体。

为制备 SD 水凝胶，首先将丙烯酸酯改性的 DNA1
（P1）和 DNA2（P2）与 Janus ADD 孵 育 过 夜 以 形 成

DNA 桥结构。Ag 胶体根据先前报道［34］的方法制备。

然后，将 DNA 桥、40% 凝胶溶液（丙烯酰胺：双丙烯酰

胺在 Ag 胶体中的质量比为 39∶1）和 TBE 缓冲液以 1∶
1∶2 的体积比混合。该混合物的最终凝胶百分比为

10%。为引发聚合，将 50 mg APS 溶解在 500 µL 水

中，再加入 25 µL TEMED，制备新鲜引发剂溶液。随

后，将引发剂与凝胶混合物以 7∶200 的体积比混合。

最后，用 TBE 缓冲液终止凝胶聚合反应。将获得的

SD 水凝胶在 TBE 缓冲液中浸泡 3 次，以去除游离单

体、引发剂和未结合的 DNA 桥（每次浸泡至少 3 h）。

为制备 SCH 水凝胶，仅需将 Janus ADD 替换为 Janus 
ADCH。

2. 3. 2　SKBR3 外泌体检测

1）细胞培养

SKBR3 细胞购自中国科学院典型培养物保藏委

员会细胞库，在标准细胞培养条件下增殖（5% CO2，

37 ℃ ）。 SKBR3 细 胞 在 补 充 有 10% 胎 牛 血 清

（GIBCO）和 1% 青霉素-链霉素（南京凯基生物技术有

限公司）的 DMEM 培养基中培养。

2）外泌体收集

将细胞接种到细胞培养瓶（Corning，25 cm2）中并

培养至 70% 汇合。将含有外泌体的培养基收集在无

菌离心管。通过超速离心法从培养基中分离外泌

体［11］。 使 用 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪（NTA；Malvern，

NanoSight NS300）测量外泌体的浓度，其值为 2. 20×
107 μL-1。

3）外泌体检测

首先，将不同浓度 SKBR3 外泌体与 SCH 水凝胶

在 4 ℃下孵育 24 h。然后，将 SCH 水凝胶在 PBS 缓冲

液中浸泡 3 次（每次浸泡至少 3 h）。最后，将 SCH 水凝

胶在烘箱中干燥以进行光谱收集。

2. 4　仪器

使 用 超 速 离 心 机（Optima XPN-100，Beckman 
Coulter）进行超速离心反应。通过透射电子显微镜

（TEM；FEI-Tecnai G2T20）采集 TEM 图像。使用扫

描电子显微镜（SEM；FEI Inspect F50）获得 SEM 图

像。通过 Malvern Zetasizer（Nano ZS 90）进行 Zeta 电

位测量。通过 UV-Vis 吸收分光光度计（UV3600，岛
津）采集消光光谱。通过共聚焦显微镜（FV1000，
Olympus）在 10×物镜下获得荧光图像。使用 Horiba 
T64000 在 10× 物 镜 和 632. 8 nm 激 光 照 射 下 采 集

SERS 光谱。通过配备有 405 nm（50 mW）、488 nm
（100 mW）、561 nm（100 mW）和 642 nm（150 mW）激

光器的蔡司 Elyra P. 1 显微镜获得外泌体的超分辨率

图像，并使用 Andor EM-CCD 相机（iXon DU897）在

100×/1. 46 油 浸 物 镜 下 记 录 结 果 。 使 用 蔡 司 Zen 
2012 软件分析超分辨成像数据。所有的光学测量结

果都在室温下获得。

3　结果与讨论

3. 1　SERS探针的表征

SERS 探针的成功制备是检测肿瘤源性外泌体的

先决条件。为获得 SERS 探针，首先制备 Au NPs 和

APTMS 修饰的 SiO2 NPs［32-33］。图 2（a）显示 Au NPs
和 SiO2 NPs 具有相反的 Zeta 电位。然后，利用 Au 
NPs 与 SiO2 NPs 之间的静电相互作用制备 SiO2-Au 
NPs。图 2（b）展示了 SiO2-Au NPs 的 TEM 图像。结

果清楚地表明，Au NPs 分布在 SiO2 NPs 表面。通过

Au-S 键的形成将 DTNB 分子连接到 SiO2-Au NPs 上。

DTNB 具有两个功能：第一，它取代了 Au NPs 表面的

BSPP 稳定剂；第二，它提供了一个可区分的拉曼信

号 。 所 获 得 的 DTNB 改 性 SiO2-Au NPs （SiO2-

表 1　适体序列信息

Table 1　Summary of aptamers
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Au NPs 溶液与 6 mL APTMS 功能化 SiO2 NPs 混合搅

拌 4 h。随后，加入 25 μL DTNB（10 mmol/L）搅拌

6 h。以 7000 r/min 的转速离心两次（每次 20 min）后，

将沉淀物重悬于 1 mL 去离子水。使用 960 μL HF（质

量 分 数 为 4%）溶 液 去 除 SiO2 NPs 后 ，获 得 表 面 被

DTNB 部分修饰的 Au NPs（记作 Janus AD）溶液。将

溶 液 离 心 至 pH 接 近 中 性 后 ，将 10 μL DNA
（100 μmol/L）与 1 mL Janus AD 溶液混合反应，获得

拉 曼 信 号 分 子 DTNB 与 DNA 共 同 修 饰 的 Janus 
ADD。 离 心 去 除 溶 液 中 未 结 合 的 DNA。 为 制 备

Janus ADCH，仅需将 DNA 替换为 CD63-HER2（CH）

适体。

为制备 SD 水凝胶，首先将丙烯酸酯改性的 DNA1
（P1）和 DNA2（P2）与 Janus ADD 孵 育 过 夜 以 形 成

DNA 桥结构。Ag 胶体根据先前报道［34］的方法制备。

然后，将 DNA 桥、40% 凝胶溶液（丙烯酰胺：双丙烯酰

胺在 Ag 胶体中的质量比为 39∶1）和 TBE 缓冲液以 1∶
1∶2 的体积比混合。该混合物的最终凝胶百分比为

10%。为引发聚合，将 50 mg APS 溶解在 500 µL 水

中，再加入 25 µL TEMED，制备新鲜引发剂溶液。随

后，将引发剂与凝胶混合物以 7∶200 的体积比混合。

最后，用 TBE 缓冲液终止凝胶聚合反应。将获得的

SD 水凝胶在 TBE 缓冲液中浸泡 3 次，以去除游离单

体、引发剂和未结合的 DNA 桥（每次浸泡至少 3 h）。

为制备 SCH 水凝胶，仅需将 Janus ADD 替换为 Janus 
ADCH。

2. 3. 2　SKBR3 外泌体检测

1）细胞培养

SKBR3 细胞购自中国科学院典型培养物保藏委

员会细胞库，在标准细胞培养条件下增殖（5% CO2，

37 ℃ ）。 SKBR3 细 胞 在 补 充 有 10% 胎 牛 血 清

（GIBCO）和 1% 青霉素-链霉素（南京凯基生物技术有

限公司）的 DMEM 培养基中培养。

2）外泌体收集

将细胞接种到细胞培养瓶（Corning，25 cm2）中并

培养至 70% 汇合。将含有外泌体的培养基收集在无

菌离心管。通过超速离心法从培养基中分离外泌

体［11］。 使 用 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪（NTA；Malvern，

NanoSight NS300）测量外泌体的浓度，其值为 2. 20×
107 μL-1。

3）外泌体检测

首先，将不同浓度 SKBR3 外泌体与 SCH 水凝胶

在 4 ℃下孵育 24 h。然后，将 SCH 水凝胶在 PBS 缓冲

液中浸泡 3 次（每次浸泡至少 3 h）。最后，将 SCH 水凝

胶在烘箱中干燥以进行光谱收集。

2. 4　仪器

使 用 超 速 离 心 机（Optima XPN-100，Beckman 
Coulter）进行超速离心反应。通过透射电子显微镜

（TEM；FEI-Tecnai G2T20）采集 TEM 图像。使用扫

描电子显微镜（SEM；FEI Inspect F50）获得 SEM 图

像。通过 Malvern Zetasizer（Nano ZS 90）进行 Zeta 电

位测量。通过 UV-Vis 吸收分光光度计（UV3600，岛
津）采集消光光谱。通过共聚焦显微镜（FV1000，
Olympus）在 10×物镜下获得荧光图像。使用 Horiba 
T64000 在 10× 物 镜 和 632. 8 nm 激 光 照 射 下 采 集

SERS 光谱。通过配备有 405 nm（50 mW）、488 nm
（100 mW）、561 nm（100 mW）和 642 nm（150 mW）激

光器的蔡司 Elyra P. 1 显微镜获得外泌体的超分辨率

图像，并使用 Andor EM-CCD 相机（iXon DU897）在

100×/1. 46 油 浸 物 镜 下 记 录 结 果 。 使 用 蔡 司 Zen 
2012 软件分析超分辨成像数据。所有的光学测量结

果都在室温下获得。

3　结果与讨论

3. 1　SERS探针的表征

SERS 探针的成功制备是检测肿瘤源性外泌体的

先决条件。为获得 SERS 探针，首先制备 Au NPs 和

APTMS 修饰的 SiO2 NPs［32-33］。图 2（a）显示 Au NPs
和 SiO2 NPs 具有相反的 Zeta 电位。然后，利用 Au 
NPs 与 SiO2 NPs 之间的静电相互作用制备 SiO2-Au 
NPs。图 2（b）展示了 SiO2-Au NPs 的 TEM 图像。结

果清楚地表明，Au NPs 分布在 SiO2 NPs 表面。通过

Au-S 键的形成将 DTNB 分子连接到 SiO2-Au NPs 上。

DTNB 具有两个功能：第一，它取代了 Au NPs 表面的

BSPP 稳定剂；第二，它提供了一个可区分的拉曼信

号 。 所 获 得 的 DTNB 改 性 SiO2-Au NPs （SiO2-

表 1　适体序列信息

Table 1　Summary of aptamers
Aptamer

P1
P2

CD63-HER2
（CH）

CD63-HER2 
complementary

（CHC）

Sequence （5′ to 3′）
5′-acrydite-AAACAG TAC TCA GGT-（CH2）6-NH2-3′
5′-acrydite-AAAGGT GGG GTG GGA-（CH2）6-NH2-3′

5′-SH-（CH2）6-GGG CCG TCG AAC ACG AGC ATG GTG CGT GGA CCT AGG ATG ACC TGA GTA 
CTG TCC CAC CCC ACC TCG CTC CCG TGA CAC TAA TGC TA-3′

5′-TA GCA TTA GTG TCA CGG GAG CGA GGT GGG GTG GGA CAG TAC TCA GGT CAT CCT 
AGG TCC ACG CAC CAT GCT CGT GTT CGA CGG CCC-3′
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Au@DTNB）显示了-24 mV 的 Zeta 电位［图 2（a）］。

通过 HF 蚀刻 SiO2 NPs，获得了表面部分修饰 DTNB
的 Janus Au@DTNB（记作 Janus AD）。 Janus AD 的

TEM 图像如图 2（c）所示，其在形态上与初始 Au NPs
一 致 。 Janus AD 的 Zeta 电 位 仍 然 为 负 性 。 最 后 ，

DNA 适 体 与 Janus AD 反 应 形 成 Janus 

Au@DTNB@DNA（记作 Janus ADD）。由于 Au 与巯

基之间的相互作用力较强，Janus AD 表面上的 BSPP
稳定剂被巯基修饰的 DNA 适体取代。与 Janus AD
相 比 ，Janus ADD 的 Zeta 电 位 从 -15. 3 mV 降 至

-28. 9 mV［图 2（a）］。这一现象表明，DNA 适体已

经成功修饰至 Janus AD 表面。

图 3（a）显示了 Au、SiO2-Au@DTNB、Janus AD 和

Janus ADD的消光光谱。Au NPs在大约 520 nm处显示

出典型的吸收峰，这个峰位在 SiO2-Au@DTNB、Janus 
AD 和 Janus ADD 中红移至 522 nm，并且半峰全宽

（FWHM）变大。峰位的红移可以归因于DTNB的添加。

图 3（b）展 示 了 SiO2-Au@DTNB、Janus AD 和 Janus 

ADD的 SERS光谱。显然，Janus ADD具有独特的拉曼

信号，主频带位于 1333 cm−1，这与 SiO2-Au@DTNB 和
Janus AD 一致。此外，DNA 的修饰可能引起 Janus AD
纳米粒子轻微聚集，进而导致 Janus ADD 的 SERS信号

增强。以上结果表明，具有识别分子DNA和拉曼信号分

子DTNB的SERS纳米探针已成功制备。

3. 2　SD水凝胶的表征

SD 水凝胶通过自由基聚合反应制备。由图 1
（b）可知，丙烯酸酯修饰的 DNA 适体不仅可以连接

Janus ADD，还参与 SD 水凝胶合成。具体而言，丙烯

酸 酯 修 饰 的 DNA 适 体（P1 和 P2）与 Janus ADD 结

合，形成 DNA 桥。在引发剂作用下，丙烯酸酯与丙

烯酰胺和双丙烯酰胺聚合，形成 SD 水凝胶。由于

Ag 胶体包含在丙烯酰胺与双丙烯酰胺组成的凝胶溶

液中，因此其存在于 SD 水凝胶。冻干处理后，通过

SEM 检测 SD 水凝胶的结构。SEM 图像清楚地显示

了水凝胶的多孔结构［图 4（a）］。除此之外，有无

Janus ADD 掺杂的水凝胶照片分别如图 4（c）、（b）所

示。与纯水凝胶相比 ，SD 水凝胶呈深红色 ，这与

Janus ADD 溶液颜色一致，表明 Janus ADD 存在于水

凝胶。以上结果表明，具有 3D 孔径结构的 SD 水凝

胶已成功制备。

图 2　SERS 探针的特性。（a）通过动态光散射（DLS）测量 Au、SiO2、SiO2-Au@DTNB、Janus AD 和 Janus ADD 的 Zeta 电位；（b）SiO2-

Au 和（c）Janus AD 的 TEM 图像

Fig.  2　Characteristics of SERS probes.  (a) Zeta potential of Au, SiO2, SiO2-Au@DTNB, Janus AD, and Janus ADD measured by 
dynamic light scattering (DLS); TEM images of (b) SiO2-Au and (c) Janus AD

图 3　SERS 探针的光学特性。（a）Au、SiO2-Au@DTNB、Janus AD 和 Janus ADD 的消光光谱；（b）SiO2-Au@DTNB、Janus AD 和

Janus ADD 的 SERS 光谱

Fig.  3　 Optical properties of SERS probes.  (a) Extinction spectra of Au, SiO2-Au@DTNB, Janus AD, and Janus ADD; (b) SERS 
spectra of SiO2-Au@DTNB, Janus AD, and Janus ADD

随后，评估 SD 水凝胶的 SERS 活性。首先，研究

Ag胶体对 SD 水凝胶中 SERS信号影响，结果如图 5（a）
所示。与不含 Ag胶体的水凝胶相比，含 Ag胶体的 SD
水凝胶中可以检测到更强的拉曼信号，这表明 Ag 胶体

可以放大 SD 水凝胶中 SERS 探针的信号。然后，评估

了 SD 水 凝 胶 作 为 SERS 基 底 的 均 匀 性 。 在 3 个

480 μm×480 μm 的区域内，以 24 μm 的步长测量了

1323 个点的 SERS 信号，结果如图 5（b）所示。显然，不

同点的 SERS 信号是均匀的，变化系数为 6%。最后，

测量了 3 个批次 SD 水凝胶的 SERS 信号，其相对标准

偏差（RSD）值低至 4%［图 5（c）］，这对 SERS 传感器至

关重要，表明 SD 水凝胶可进一步用于光学检测。

CD63 是四通道跨膜蛋白家族成员之一，广泛存

在于外泌体表面。人表皮生长因子受体 2（HER2）是

肿瘤源性外泌体（包括 SKBR3 外泌体）中重要且广泛

检测的特异性生物标志物。因此，选择 CD63-HER2
（CH）作为适体模型，通过实验部分所述方法制备

Janus ADCH 和 SCH 水凝胶，以测试 SERS 活性 DNA
水凝胶的生物检测能力。利用 0~100 nmol/L 浓度的

CD63-HER2 互补（CHC）适体作为待测物，与 SCH 水

凝胶孵育 24 h。清洗 SCH 水凝胶后，测试 SCH 水凝

胶中 DTNB 的 SERS 信号强度，结果如图 5（d）所示。

图 4　SD 水凝胶的特性。（a）SD 水凝胶的 SEM 图像；（b）纯水凝胶和（c）SD 水凝胶的照片

Fig.  4　Characteristics of SD hydrogels.  (a) SEM image of SD hydrogels; photographs of (b) pure hydrogels and (c) SD hydrogels

图 5　SD 水凝胶性能。（a）具有或不具有 Ag NPs 的 SD 水凝胶的 SERS 光谱；（b）从 SD 水凝胶上 3 个 480 μm×480 μm 的区域收集的

1323 个点的 SERS 光谱（背景噪声已被去除）；（c）从 3 批 SD 水凝胶中收集的 SERS 光谱，对于每个 SD 水凝胶，测量 32 个点的

SERS 光谱；（d）用于检测 10 pmol/L~100 nmol/L 范围内的目标 DNA 浓度依赖性 SERS 光谱和空白对照

Fig.  5　Performance of SD hydrogels.  (a) SERS spectra of SD hydrogels with or without Ag NPs; (b) SERS spectra of 1323 points 
collected from three areas of 480 μm×480 μm on SD hydrogels (the background noise has been removed); (c) SERS spectra 
collected from three batches of SD hydrogels, for each SD hydrogel, SERS spectra of 32 points were measured; 
(d) concentration-dependent SERS spectra for the detection of targeted DNA ranging from 10 pmol/L to 100 nmol/L and a 

blank control
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随后，评估 SD 水凝胶的 SERS 活性。首先，研究

Ag胶体对 SD 水凝胶中 SERS信号影响，结果如图 5（a）
所示。与不含 Ag胶体的水凝胶相比，含 Ag胶体的 SD
水凝胶中可以检测到更强的拉曼信号，这表明 Ag 胶体

可以放大 SD 水凝胶中 SERS 探针的信号。然后，评估

了 SD 水 凝 胶 作 为 SERS 基 底 的 均 匀 性 。 在 3 个

480 μm×480 μm 的区域内，以 24 μm 的步长测量了

1323 个点的 SERS 信号，结果如图 5（b）所示。显然，不

同点的 SERS 信号是均匀的，变化系数为 6%。最后，

测量了 3 个批次 SD 水凝胶的 SERS 信号，其相对标准

偏差（RSD）值低至 4%［图 5（c）］，这对 SERS 传感器至

关重要，表明 SD 水凝胶可进一步用于光学检测。

CD63 是四通道跨膜蛋白家族成员之一，广泛存

在于外泌体表面。人表皮生长因子受体 2（HER2）是

肿瘤源性外泌体（包括 SKBR3 外泌体）中重要且广泛

检测的特异性生物标志物。因此，选择 CD63-HER2
（CH）作为适体模型，通过实验部分所述方法制备

Janus ADCH 和 SCH 水凝胶，以测试 SERS 活性 DNA
水凝胶的生物检测能力。利用 0~100 nmol/L 浓度的

CD63-HER2 互补（CHC）适体作为待测物，与 SCH 水

凝胶孵育 24 h。清洗 SCH 水凝胶后，测试 SCH 水凝

胶中 DTNB 的 SERS 信号强度，结果如图 5（d）所示。

图 4　SD 水凝胶的特性。（a）SD 水凝胶的 SEM 图像；（b）纯水凝胶和（c）SD 水凝胶的照片

Fig.  4　Characteristics of SD hydrogels.  (a) SEM image of SD hydrogels; photographs of (b) pure hydrogels and (c) SD hydrogels

图 5　SD 水凝胶性能。（a）具有或不具有 Ag NPs 的 SD 水凝胶的 SERS 光谱；（b）从 SD 水凝胶上 3 个 480 μm×480 μm 的区域收集的

1323 个点的 SERS 光谱（背景噪声已被去除）；（c）从 3 批 SD 水凝胶中收集的 SERS 光谱，对于每个 SD 水凝胶，测量 32 个点的

SERS 光谱；（d）用于检测 10 pmol/L~100 nmol/L 范围内的目标 DNA 浓度依赖性 SERS 光谱和空白对照

Fig.  5　Performance of SD hydrogels.  (a) SERS spectra of SD hydrogels with or without Ag NPs; (b) SERS spectra of 1323 points 
collected from three areas of 480 μm×480 μm on SD hydrogels (the background noise has been removed); (c) SERS spectra 
collected from three batches of SD hydrogels, for each SD hydrogel, SERS spectra of 32 points were measured; 
(d) concentration-dependent SERS spectra for the detection of targeted DNA ranging from 10 pmol/L to 100 nmol/L and a 

blank control
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由于 Janus ADCH 与 CHC 反应后脱离 SCH 水凝胶，因

此 SERS 信号强度随 CHC 适体浓度增加而明显降低。

这一结果表明，所提出的 SERS 活性 DNA 水凝胶适用

于生物检测。

3. 3　肿瘤源性外泌体检测

肿瘤源性外泌体携带母体癌细胞的特殊生物标志

物，能够诊断早期癌症。以 SKBR3 外泌体为检测模

型，分别通过 NTA 和 TEM 表征外泌体的尺寸和结

构。 NTA 结果表明，SKBR3 外泌体的粒径在 50~
200 nm 范围内［图 6（a）］。磷钨酸染色后，TEM 图像

中清楚地显示了 SKBR3 外泌体的囊泡结构［图 6（a）插

图］。NTA 和 TEM 的检测结果证明 SKBR3 外泌体提

取成功。

通过超分辨成像结果分析 SKBR3 外泌体能否进

入 SD 水凝胶。首先，利用 DID 对 SKBR3 外泌体进行

染色，并与水凝胶孵育 24 h。然后，使用 642 nm 激光

激发 DID 染料，以观察 SKBR3 外泌体的存在情况，结

果如图 6（b）所示。明显的荧光信号表明 SKBR3 外泌

体存在于 SD 水凝胶。图 6（b）的插图显示了 DID 标志

的单个 SKBR3 外泌体的宽场图像（wide field）和单分

子定位图像（SMLM）的合并图像。沿着实线的横截

面轮廓分布表明，SMLM 图像呈现约 91 nm 的半峰全

宽，与外泌体的一般直径相等［图 6（b）］。超分辨成像

结果证明，外泌体可以进入 SD 水凝胶。

最 后 ，将 浓 度 为 22、220、2200、22000 μL-1 的

SKBR3 外泌体分别与 SERS 活性 DNA 水凝胶孵育。

将纯 PBS 溶液作为空白对照，所得 SERS 光谱如图 6
（c）所示。可以看到，存在目标外泌体的实验组中，

SERS 强度均弱于空白对照组。此外，随着外泌体浓

度增加，SERS 强度减弱。SKBR3 外泌体浓度依赖的

SERS 强 度 生 动 地 呈 现 于 图 6（d）。 使 用 方 程 y=
169. 8+221. 5x（R2=0. 987）拟合 22~22000 μL-1 的外

泌体浓度对数与 DTNB 在 1333 cm-1 处的 SERS 强度

之间的相关性，其中 y表示 SERS 强度，x表示外泌体

浓度的对数。由此可知，所提方法可以检测浓度低至

约 22 μL-1 的外泌体。高灵敏度的检测结果表明，

SERS 活性 DNA 水凝胶在肿瘤源性外泌体检测领域

具有巨大的应用潜力。

图 6　外泌体检测结果。（a）SKBR3 外泌体 NTA 实验的平均浓度随尺寸的变化（插图：SKBR3 外泌体的 TEM 图像）；（b）DID 标记的

SD 水凝胶中外泌体沿实线的强度分布（插图：SD 水凝胶中 SKBR3 外泌体的超分辨图像）；（c）用于检测 22~22000 μL-1 的

SKBR3 外泌体的浓度依赖性 SERS 光谱和空白对照；（d）目标外泌体浓度（nexo）依赖性信号变化，其中误差条表示 8 个单独测

量的标准偏差，虚线是浓度相关信号变化的线性拟合

Fig.  6　Detection results of exosomes.  (a) Averaged concentration versus size for NTA experiments of SKBR3 exosomes (inset: TEM 
image of SKBR3 exosomes); (b) intensity profiles of exosomes in SD hydrogels labeled with DID along the solid line (inset: 
super-resolution images of SKBR3-derived exosomes in SD hydrogels); (c) concentration-dependent SERS spectra for the 
detection of SKBR3-derived exosomes ranging from 22 to 22000 μL-1 and a blank control; (d) concentration-dependent signal 
change for target exosomes, the error bars represent the standard deviation for 8 individual measurements, and the dotted line is 

linear fitting of concentration-dependent signal change

4　结         论
通过将尺寸约 3. 5 nm 的 SERS 纳米探针固定于

DNA 功能化聚丙烯酰胺水凝胶中，构建了一种用于肿

瘤源性外泌体光学检测的功能化水凝胶（SD 水凝胶）。

所得 SD 水凝胶作为 SERS 活性基底具有较好的均匀

性，选择 1323 个点测得拉曼信号分子 DTNB 的 SERS
信号变化系数约为 6%；在 3 个批次 SD 水凝胶中，

DTNB SERS 信号的相对标准偏差约为 4%。基于

SERS 纳米探针的识别能力和 SERS 信号强度变化，利

用 SD 水凝胶实现了 SKBR3 外泌体的定量检测，其检

测限为 22 μL-1，比传统的外泌体检测方法低两个数量

级。所有数据表明，开发的 SERS 活性 DNA 功能化水

凝胶具有优异的肿瘤源性外泌体检测性能，为癌症早

期诊断提供了机会，具有广阔的应用前景。
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4　结         论
通过将尺寸约 3. 5 nm 的 SERS 纳米探针固定于

DNA 功能化聚丙烯酰胺水凝胶中，构建了一种用于肿

瘤源性外泌体光学检测的功能化水凝胶（SD 水凝胶）。

所得 SD 水凝胶作为 SERS 活性基底具有较好的均匀

性，选择 1323 个点测得拉曼信号分子 DTNB 的 SERS
信号变化系数约为 6%；在 3 个批次 SD 水凝胶中，

DTNB SERS 信号的相对标准偏差约为 4%。基于

SERS 纳米探针的识别能力和 SERS 信号强度变化，利

用 SD 水凝胶实现了 SKBR3 外泌体的定量检测，其检

测限为 22 μL-1，比传统的外泌体检测方法低两个数量

级。所有数据表明，开发的 SERS 活性 DNA 功能化水

凝胶具有优异的肿瘤源性外泌体检测性能，为癌症早

期诊断提供了机会，具有广阔的应用前景。
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Abstract 

Objective　 Exosomes play a vital role in intracellular communications and the exchange of substances.  Compared with 
normal cells, tumor cells secrete more exosomes with tumor-specific proteins, which makes tumor-derived exosomes an 
important kind of cancer biomarker.  Thus, the detection of tumor-derived exosomes can provide critical information for the 
diagnosis of cancer.  However, the current detection methods for tumor-derived exosomes still have some shortcomings, 
including tedious operation and limited accuracy.  It is necessary to develop a method with convenient operation and high 
sensitivity to detect exosomes.  Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) has been widely applied in the biological 
detection fields due to its excellent optical properties.  SERS-based exosome detection methods have flourished in recent 
years.  Many materials have been combined with SERS probes to achieve optimal detection results.  Hydrogels are water-

swellable polymeric materials with a three-dimensional (3D) network structure synthesized by crosslinking hydrophilic 
polymers.  The porous structure of hydrogels is similar to that of the extracellular matrix.  Specifically, acrydite-modified 
DNA can be easily incorporated into hydrogels during gel formation to recognize and immobilize biomolecules.  More 
importantly, biomolecules can retain their intrinsic structure and function in hydrogels.  Therefore, we wish to realize 
highly efficient and sensitive detection of tumor-derived exosomes by combining the SERS probe with hydrogels.

Methods　 We demonstrate an optical detection of tumor-derived exosomes by developing SERS-active DNA 
functionalized hydrogels (denoted as SD hydrogels).  The details of detection are presented in Fig.  1.  SD hydrogels consist 
of two parts.  One is SERS nanoprobes for the recognition of exosomes and the generation of SERS signals [Fig.  1(a)], 
and the other is DNA-functionalized polyacrylamide hydrogels (denoted as DPAAm hydrogels) for the immobilization of 
SERS nanoprobes and the amplification of Raman signals.  These two parts are connected by the DNA in DPAAm 
hydrogels [Fig.  1(b)].  Figure 1(c) presents the detection principle of SD hydrogels for tumor-derived exosomes.  
Generally, SERS nanoprobes contain two recognition units, or in other words, one applies to all exosomes, and the other 
is only suitable for tumor-derived exosomes.  Such an SD hydrogel takes advantage of SERS nanoprobes to distinguish the 
difference in the surface specific proteins between tumor and normal cells derived exosomes.  Once tumor-derived 
exosomes appear, the interaction between SERS nanoprobes and DNA in DPAAm hydrogels is broken, followed by 
SERS nanoprobes falling from hydrogels with the help of PBS buffer, resulting in the weak SERS signals on account of the 
concentration of tumor-derived exosomes.

Results and Discussions　 To obtain SERS probes (denoted as Janus ADD), Au NPs with about 3. 5 nm diameter are 
modified by Raman reporter (DTNB) and recognition unit as DNA.  The experimental results display that Janus ADD 
possesses a well-distinguishable Raman signal and has been functionalized with DNA (Figs.  2 and 3).  Then, Janus ADD 
is immobilized into SD hydrogels by the acrydite-modified DNA aptamers.  SEM image clearly demonstrates the porous 
structure of hydrogel [Fig.  4(a)].  The photographs indicate that SD hydrogels containing Janus ADD have been fabricated 
successfully.  Subsequently, the features of SD hydrogels as SERS-active substrates are evaluated.  The results show that 
SD hydrogels have the ability to amplify the Raman signals of Janus ADD, and the SERS signals at different points of SD 
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hydrogels are homogeneous with a coefficient of variation of 6%.  Besides, the SERS signals of three individual SD 
hydrogels have a relative standard deviation (RSD) value as low as 4%, which is of key importance for SERS sensors.  
Further, the detection ability of SD hydrogels is proved by the complementary aptamers at different concentrations ranging 
from 0 to 100 nmol/L in PBS solution.  The SERS intensity of DTNB in SD hydrogels distinctly decreases with the 
increased concentration of complementary aptamers, indicating that SD hydrogels are suitable for biological detection.  
Finally, SD hydrogels are used to detect tumor-derived exosomes.  SKBR3 exosomes are selected as a model and isolated 
from the cell media of SKBR3 cell lines.  The obtained SKBR3 exosomes are consistent with the previous reports in vesicle 
structure and particle size.  Moreover, SKBR3 exosomes can be observed in SD hydrogels by a super-resolution 
microscope.  The concentration-dependent SERS intensity indicates that the SERS intensity decreases as the number of 
exosomes increases, and the SERS signals in target exosome groups are obviously much weaker than that of the blank 
control (Fig.  6).  As a result, the limit of detection (LOD) of the present method is found to be approximately 22 μL-1.  
The high sensitivity evidences that the SD hydrogels possess huge potential for the detection of tumor-derived exosomes in 
an easy and inexpensive manner at the point of care.

Conclusions　 In this paper, SD hydrogels have been established to optically detect SKBR3-derived exosomes by 
immobilizing SERS nanoprobes into DNA-functionalized hydrogels.  The SERS nanoprobes are used to recognize SKBR3-

derived exosomes and generate fingerprint signals.  DNA functionalized hydrogels serve a variety of functions, including 
providing a biocompatible environment for exosomes, supplying abundant sites for immune reaction, and amplifying 
Raman signals of SERS probes.  The obtained SD hydrogel as a SERS active substrate has high uniformity, and the SERS 
signals obtained from DTNB by measuring at 1323 points have a coefficient of variation of 6%.  Besides, the relative 
standard deviation of the SERS signal about DTNB in the three batches of SD hydrogels is about 4%.  By taking advantage 
of the specific recognition ability and excellent Raman enhancement effect, the SD hydrogels are applied to the quantitative 
detection of SKBR3 exosomes with an ultralow LOD of about 22 μL-1, which is two orders of magnitude lower than that 
of the conventional exosome detection methods.  In view of the diversity of SERS probes, such an SD hydrogel is 
promising as a universal sensor for the detection of tumor-derived exosomes.

Key words bio-optics; surface-enhanced Raman scattering spectroscopy; optical detection; exosome; nanoprobe; hydrogel
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