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(57)摘要

本发明提供一种基于核酸自组装无酶催化

的circRNA活细胞内成像的可视化传感器，包括：

（1）基于氧化石墨烯GO的胞内高效递送系统，（2）

基于GO的信号开关体系，（3）基于CHA和HCR联合

的无酶催化的核酸自组装双重信号放大成像系

统。本发明通过CHA和HCR发卡探针的设计，利用

GO的生物相容性以及荧光淬灭效应，完成活体细

胞内靶标circRNA的检测。解决了传统PCR、测序

以及northblot等检测手段circRNA检测过程繁

琐且难以灵敏可视化的难题，并且实现了对

circRNA的快速、高灵敏度、高选择性的活细胞内

可视化检测。对于作为生物标志物的circRNA检

测更加精准、实时且高效。
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1.一种基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的可视化传感器，其特征在

于，包括：（1）氧化石墨烯GO；和（2）CHA和HCR联合的无酶催化核酸自组装双重信号放大成像

系统；

所述可视化传感器实现待测样品检测需依次经过GO对CHA和HCR的检测发卡链的富集

并递送进入细胞，然后在靶标circRNA存在情况下触发CHA和HCR联合的无酶催化核酸自组

装双重信号放大成像系统，释放被GO淬灭的荧光基团实现信号输出；

所述CHA和HCR联合的无酶催化核酸自组装双重信号放大成像系统包括CHA和HCR的检

测发卡链HP1、HP2、H1、H2和待检测circRNA的代替链I’和I，具体序列如下所示：

HP  1  SEQ  ID  NO:1：5’‑GCTATGTTGTTTCGTCTTGAGGTAGGCCGTCCAGACAAATCCCTCAAGACGA

ATTCCACAGACT‑3’

HP2  SEQ  ID  NO:2：5’‑TGGAATTCGTCTTGAGGGATTTGTCTGGACGGCCTACCTCAAGACGAAATCCC

TCAAGACGAAT

AATGTAGT‑3’；

H1  SEQ  ID  NO:3：5’‑AAGACGAATAATGTAGCTGCCACTACATTATTCGTCTTGAGGGA‑3’；

H2  SEQ  ID  NO:4：5’‑TGGCAGCTACATTATTCGTCTTTCCCTCAAGACGAATAATGTAG‑3’；

I’SEQ  ID  NO:5：5’‑ACGGCCUACCUCAAGACGAAAC‑3’；

I  SEQ  ID  NO:6：5’‑ACGGCCTACCTCAAGACGAAAC‑3’；

其中SEQ  ID  NO：1的3’端和SEQ  ID  NO：2的5’端分别增加FAM基团。

2.根据权利要求1所述的传感器，其特征在于，所述传感器依靠荧光基团靠近GO会产生

荧光共振能量转移使荧光猝灭，经由CHA以及HCR核酸自组装形成长双链则会使FAM荧光基

团与GO产生距离效应，进而释放荧光信号。

3.权利要求1或2任一项所述传感器在非疾病诊断目的的检测circRNA中的应用。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述检测为定性检测或定量检测。

5.利用权利要求1或2所述传感器对circRNA进行非疾病诊断目的的定性检测的方法，

其特征在于，包括如下步骤：

S1、将CHA和HCR的检测发卡链HP1、HP2、H1、H2在CHA和HCR反应缓冲液中进行结合；并添

加GO进行混合，室温孵育；

S2、将待检测circRNA混合液加入S1所得的检测系统中利用荧光分光光度计检测荧光

强度。

6.利用权利要求1或2所述传感器对circRNA进行非疾病诊断目的的定性检测的方法，

其特征在于，包括如下步骤：

S1、将CHA和HCR的检测发卡链HP1、HP2、H1、H2在CHA和HCR反应缓冲液中进行结合；并添

加GO进行混合，室温孵育；

S3、将S1所得的检测系统加入细胞进行孵育利用荧光显微镜对于细胞内荧光变化进行

观察。

7.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，

所述S1的步骤为：50nM  CHA检测发卡链HP1、HP2以及100nM  HCR检测发卡链H1、H2与GO

进行混合15min完成检测系统的组装；

所述S2的步骤为：将待检测circRNA混合液加入到组装好的检测系统孵育3.5h，再利用
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荧光分光光度计检测荧光强度。

8.根据权利要求6所述的方法，其特征在于，

所述S1的步骤为：50nM  CHA检测发卡链HP1、HP2以及100nM  HCR检测发卡链H1、H2与GO

进行混合15min，完成检测系统的组装；

所述S3的步骤为：将组装好的检测系统加入到待检测细胞培养基内孵育7h，在荧光显

微镜下观察细胞内荧光变化。

9.利用权利要求1或2所述传感器对circRNA进行非疾病诊断目的的定量检测的方法，

其特征在于，包括如下步骤：

SI、制作标准曲线：

利用已知浓度的circRNA拼接序列溶液，构建具有不同circRNA拼接序列浓度的检测体

系，检测步骤为；

S1、将CHA以及HCR发卡链HP1、HP2、H1、H2在CHA以及HCR反应缓冲液中进行结合；并添加

GO进行混合，室温孵育；

S2、将待检测circRNA混合液加入S1所得的检测系统中利用荧光分光光度计检测荧光

强度；

以circRNA拼接序列浓度为横坐标，以荧光强度值为纵坐标，绘制标准曲线；

SII、对待测样品进行检测，检测步骤为；

S1、将CHA以及HCR发卡链HP1、HP2、H1、H2在CHA以及HCR反应缓冲液中进行结合；并添加

GO进行混合，室温孵育；

S2、将待检测circRNA混合液加入S1所得的检测系统中利用荧光分光光度计检测荧光

强度；

将测得的荧光强度值代入标准曲线，计算得到待测样品中circRNA的含量，实现对

circRNA的定量检测。

10.根据权利要求9所述的方法，其特征在于，所述circRNA拼接序列的浓度区间为

30pM‑60nM。
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一种基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的可

视化传感器

技术领域

[0001] 本发明涉及生物传感器技术领域，具体地说，涉及一种基于核酸自组装无酶催化

的circRNA活细胞内成像的可视化传感器。

背景技术

[0002] 非编码RNA是一类从基因组转录而来不具有翻译成蛋白质的能力的RNA，。它广泛

参与生物的各种生理和病理过程。CircRNA是环状的单链非编码RNA分子，是在剪接过程中

由pre‑mRNA的5'和3'末端反向拼接形成的。由于没有线性RNA游离的5'和3'末端，很难通过

许多传统的线性RNA衰变途径降解circRNA，这赋予circRNA在复杂生物流体中较强的稳定

性。此外，由于其可以作为miRNA的“海绵体”吸附miRNA抑制其行使功能从而在各种生理和

病理过程的调节中也发挥着重要作用。因此，形成circRNA的特殊剪接方式的稳定性，其在

生物进程中的重要调控作用，以及在不同细胞中分布和表达水平的不同使其被广泛用作疾

病诊断和监测的生物标志物。已经发现了许多类型的circRNA，分为外显子和内含子

circRNA，它们的长度从数十个碱基到几万个碱基不等，因此每个circRNA都有一个可以用

作“身份证”的序列在5'和3'末端的拼接处称为junction  sequence，junction  sequence是

由于5'和3'末端按特殊剪接方式—反向剪接形成的特异性序列可以作为检测靶标序列。目

前，circRNA的检测技术主要使用传统方法，例如二代测序技术，基因芯片，PCR和Northern 

blotting。然而，这些技术需要复杂的仪器和繁琐的操作，从细胞提取RNA并且破坏细胞，限

制了它们的常规应用。因此，迫切需要开发一种对灵敏，高效且无损伤的细胞内低丰度

circRNA检测策略。

发明内容

[0003] 本发明的目的是提供一种基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的可

视化传感器。

[0004] 本发明的另一目的是提供基于生物传感器技术检测circRNA的方法。

[0005] 为了实现本发明目的，发明人根据circRNA特异性序列junction  sequence设计可

以被其触发的CHA发卡链HP1和HP2，以及可以被CHA循环产物触发的HCR发卡链H1和H2，并将

CHA和HCR检测发卡链与GO组合形成完整检测体系。

[0006] 第一方面，一种基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的可视化传感

器，其特征在于，包括：（1）基于氧化石墨烯GO的胞内高效递送系统（2）基于GO的信号开关体

系（3）基于CHA和HCR联合的无酶催化核酸自组装双重信号放大成像系统；

[0007] 所述可视化传感器实现待测样品检测需依次经过GO对CHA和HCR的检测发卡链的

富集并递送进入细胞，然后在靶标circRNA存在情况下触发CHA和HCR联合的无酶催化核酸

自组装双重信号放大成像系统，释放被GO淬灭的荧光基团实现双重信号输出；

[0008] 其中，所述CHA和HCR联合的无酶催化核酸自组装双重信号放大成像系统包括CHA
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和HCR的检测发卡链(HP1、HP2、H1、H2)和待检测circRNA的代替链（I’和I）如下所示：

[0009] SEQ  ID  NO:1(HP1)：5’‑GCTATGTTGTTTCGTCTTGAGGTAGGCCGTCCAGACAAATCCCTCAAG

ACGAATTCCACAGACT‑3’

[0010] SEQ  ID  NO:2(HP2)：5’‑TGGAATTCGTCTTGAGGGATTTGTCTGGACGGCCTACCTCAAGACGAA

ATCCCTCAAGACGAAT

[0011] AATGTAGT‑3’；

[0012] SEQ  ID  NO:3(H1)：5’‑AAGACGAATAATGTAGCTGCCACTACATTATTCGTCTTGAGGGA‑3’；

[0013] SEQ  ID  NO:4(H2)：5’‑TGGCAGCTACATTATTCGTCTTTCCCTCAAGACGAATAATGTAG‑3’；

[0014] SEQ  ID  NO:5（I’）：  5’‑ACGGCCUACCUCAAGACGAAAC‑3’；

[0015] SEQ  ID  NO:6（I）：5’‑ACGGCCTACCTCAAGACGAAAC‑3’；

[0016] 其中SEQ  ID  NO：1的3’端和SEQ  ID  NO：2的5’端分别增加FAM基团。

[0017] 其中，所述基于GO的信号开关在于荧光基团靠近GO会产生荧光共振能量转移使荧

光信号猝灭，而在经由CHA以及HCR核酸自组装形成长双链则会使FAM荧光基团与GO产生距

离效应，进而释放荧光信号。

[0018] 本发明所述的检测体系包括：GO以及CHA和HCR发卡链结合形成的检测系统和CHA

以及HCR反应缓冲液

[0019] 其中，所述CHA以及HCR反应缓冲液为：100  mM  Tris、120  mM  NaCl、10  mM  MgCl2、

100  mM  KCl，pH  8.4。

[0020] 本发明还提供前述传感器在检测circRNA方面中的应用，所述检测可表现为定性

检测或定量检测。

[0021] 第二方面，本发明提供了一种利用前述传感器对circRNA进行定性检测的方法，包

括如下步骤：

[0022] S1、将CHA以及HCR发卡链在CHA以及HCR反应缓冲液中进行结合

[0023] S2、将待检测circRNA混合液加入S1所得的检测系统中利用荧光分光光度计检测

荧光强度

[0024] S3、将S1所得的检测系统加入细胞进行孵育利用荧光显微镜对于细胞内荧光变化

进行观察；

[0025] S1,S2具体如下：50  nM  CHA发卡链HP1、HP2以及100  nM  HCR发卡链H1、H2与GO进行

混合15  min完成检测系统的组装，将待检测circRNA混合液加入到组装好的检测系统孵育

3.5  h，在利用荧光分光光度计检测荧光强度。

[0026] S1,S3具体如下：50  nM  CHA发卡链HP1、HP2以及100  nM  HCR发卡链H1、H2与GO进行

混合15  min完成检测系统的组装，将组装好的检测系统加入到待检测细胞培养基内孵育7 

h，在荧光显微镜下观察细胞内荧光变化。

[0027] 第三方面，本传感器提供对circRNA进行定量检测的方法，其特征在于，包括如下

步骤：

[0028] SI、制作标准曲线：

[0029] 利用已知浓度的circRNA拼接序列溶液，构建具有不同circRNA拼接序列浓度的检

测体系，检测步骤与前述circRNA进行定性检测的步骤相同；

[0030] 以circRNA拼接序列浓度为横坐标，以荧光强度值为纵坐标，绘制标准曲线；

说　明　书 2/5 页

5

CN 112501257 B

5



[0031] SII、按照前述对circRNA进行定性检测的方法对待测样品进行检测，将测得的荧

光强度值代入标准曲线，计算得到待测样品中circRNA的含量，实现对circRNA的定量检测。

[0032] 本发明提供一种基于生物传感器技术检测circRNA的方法，首先根据circRNA特异

性序列junction  sequence设计可以被其触发的CHA发卡链HP1和HP2，以及可以被CHA循环

产物触发的HCR发卡链H1和H2，并将CHA和HCR检测发卡链与GO组合形成完整检测体系，无靶

标circRNA存在的情况下，H2链上携带的FAM荧光基团由于距离GO较近而被淬灭，而在靶标

circRNA存在的情况下可触发CHA循环形成杂交双链，CHA形成的杂交双链带有HCR的触发链

进而触发下游HCR循环形成长杂交双链释放被GO淬灭的FAM荧光实现信号输出，进而完成对

circRNA的快速可视化检测

[0033] 借由上述技术方案，本发明至少具有下列优点及有益效果：

[0034] 本发明通过建立基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的传感器，用

于circRNA的快速可视化检测。根据circRNA的junction  sequence，可以被其触发的CHA发

卡链HP1和HP2，以及可以被CHA循环产物触发的HCR发卡链H1和H2，并将CHA和HCR检测发卡

链与GO组合形成完整检测体系，构建了一种新型的可以用于活细胞内在线成像的传感器，

并提供了一种快速、可视的circRNA检测新方法。使样品的检测时间大大缩短，检出限达pM

级，而且本发明成功解决了例如二代测序技术，基因芯片，PCR和Northern  blotting等技术

需要复杂的仪器和繁琐的操作并且需要从细胞提取RNA并且破坏细胞等问题，可以直接、快

速、灵敏的检测在活细胞内检测circRNA含量，对临床疾病的监测和预防具有重要的现实意

义。

[0035] （一）本方法既可以体外检测混合液中靶标circRNA的含量也可以检测细胞内

circRNA的含量

[0036] （二）检测体系组装的时间较短只需要15  min

[0037] （三）本方法可实现活细胞内对circRNA成像，能够直观准确的得到circRNA在细胞

内的空间位置信息。

附图说明

[0038] 图1为本发明实施例1中CHA和HCR以及二者联用的核酸组装非变性PAGE胶的结果；

其中，前四个泳道分别是HP1、HP2、H1和H2：泳道1‑6：CHA反应物、CHA产物、HCR反应物、HCR产

物、CHA‑HCR反应物、CHA‑HCR产物。

[0039] 图2为本发明实施例1中GO‑CHA、GO‑HCR以及GO‑CHA和HCR联用在有无待检测链存

在的情况下荧光的变化情况，a和a*、b和b*、c和c*分别代表GO‑CHA和HCR联用、GO‑HCR、GO‑

CHA在有无触发链存在情况下的荧光变化情况。

[0040] 图3为本发明实施例1中不同浓度circRNA  junction  sequence荧光变化绘制的标

准曲线。

[0041] 图4为本发明实施例2中生物传感器特异性检测结果。

[0042] 图5为本发明实施例3中检测体系的细胞毒性检测。

[0043] 图6为本发明实施例3中检测体系在不同浓度血清溶液和2U  Dnase  I中的稳定性

的检测。

[0044] 图7为本发明实施例3中该检测体系在Beas‑2B细胞和MCF‑7细胞中的荧光成像结
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果。

具体实施方式

[0045] 以下实施例用于说明本发明，但不用来限制本发明的范围。若未特别指明，实施例

中所用的技术手段为本领域技术人员所熟知的常规手段，所用原料均为市售商品。

[0046] 实施例1 无酶催化的基于GO和核酸自组装的可视化传感器的建立

[0047] 1、实验材料

[0048] 氧化石墨烯GO、SYBR  Gold  核酸染料、核酸分子量标准ultra‑low  range  DNA 

ladder、4‑羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）、Tris、氯化钠、氯化镁、氯化钾、乙二胺四乙酸二钠，

硫酸，四甲基联苯胺，尿素，均购自赛默飞科技（Thermo  Scientific  Life  Technologies)，

Beas‑2B、MCF‑7、H596、H1299和L02细胞来源于上海生物科学研究院。实验用水均来自

Milli‑Q纯水系统。

[0049] 实验中用到的CHA和HCR的检测发卡链(HP1、HP2、H1、H2)和待检测circRNA的代替

链（I’和I），如下所示：

[0050] SEQ  ID  NO:1(HP1)：5’‑GCTATGTTGTTTCGTCTTGAGGTAGGCCGTCCAGACAAATCCCTCAAG

ACGAATTCCACAGACT‑3’

[0051] SEQ  ID  NO:2(HP2)：5’‑TGGAATTCGTCTTGAGGGATTTGTCTGGACGGCCTACCTCAAGACGAA

ATCCCTCAAGACGAAT

[0052] AATGTAGT‑3’；

[0053] SEQ  ID  NO:3(H1)：5’‑AAGACGAATAATGTAGCTGCCACTACATTATTCGTCTTGAGGGA‑3’；

[0054] SEQ  ID  NO:4(H2)：5’‑TGGCAGCTACATTATTCGTCTTTCCCTCAAGACGAATAATGTAG‑3’；

[0055] SEQ  ID  NO:5（I’）：  5’‑ACGGCCUACCUCAAGACGAAAC‑3’；

[0056] SEQ  ID  NO:6（I）：5’‑ACGGCCTACCTCAAGACGAAAC‑3’；

[0057] 其中SEQ  ID  NO：1的3’端和SEQ  ID  NO：2的5’端分别增加FAM基团。

[0058] 2、基于GO和CHA以及HCR联用的检测系统的建立与体外验证

[0059] 将50  nM  CHA检测发卡HP1和HP2以及HCR检测发卡H1和H2在反应buffer中混合并

于30 μg/ml 的GO进行混合，室温孵育15  min即可完成体系的构建。将60  nM待检测circRNA 

junction  sequence的DNA替代物I’加入到检测体系中，于37℃下孵育3.5  h，用10%的非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳验证CHA、HCR以及CHA和HCR联用检测体系在存在以及不存在待检测

I’链的核酸组装结果（图1），以及在存在和不存在待检测I’链的情况下基于GO和CHA、HCR以

及CHA和HCR联用检测系统的荧光变化情况（图2）

[0060] 3、CircRNA的灵敏体外快速检测

[0061] 根据上述体系，分别在检测系统中加入不同浓度的0.03、0.06、0.3、0.6、3、6、30、

60  nM待检测circRNA代替物I，根据荧光强度的变化绘制标准曲线（图3）。

[0062] Mg2+检测范围是0.03‑60  nM（可在此范围内实现定量检测），最低检出限是15  pM。

[0063] 实施例2  传感器的特异性考察

[0064] 按照实施例1构建的生物传感器，分别将L02、H596、H1299和Beas‑2B细胞裂解液加

入到体系中进行检测，结果表明，所建立的circRNA生物传感器具有较好的特异性（图4）。

[0065] 实施例3  传感器的活细胞内成像考察
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[0066] 将实施例1构建的生物传感器分别加入到Beas‑2B和MCF‑7细胞中孵育24h利用

CCK8检测该传感器对于细胞的毒性，发现其几乎不影响细胞的活力，可进行后续的细胞内

荧光成像实验（图5），随后将该检测系统加入不同浓度的血清（图6A）和2U  Dnase  I检测其

在复杂生物流体中的稳定性（图6B），发现该检测系统有较高的稳定性。最后将该生物传感

器分别加入到Beas‑2B和MCF‑7细胞中孵育7h后在荧光显微镜下可以观察到细胞内靶标

circRNA的空间位置信息以及其含量的变化（图7）。

[0067] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之做一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 中国农业大学

[0003] <120> 一种基于核酸自组装无酶催化的circRNA活细胞内成像的可视化传感器

[0004] <160>  6

[0005] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>  1

[0007] <211>  64

[0008] <212>  DNA

[0009] <213>  Artificial  Sequence

[0010] <400>  1

[0011] gctatgttgt  ttcgtcttga  ggtaggccgt  ccagacaaat  ccctcaagac  gaattccaca  60

[0012] gact  64

[0013] <210>  2

[0014] <211>  72

[0015] <212>  DNA

[0016] <213>  Artificial  Sequence

[0017] <400>  2

[0018] tggaattcgt  cttgagggat  ttgtctggac  ggcctacctc  aagacgaaat  ccctcaagac  60

[0019] gaataatgta  gt  72

[0020] <210>  3

[0021] <211>  44

[0022] <212>  DNA

[0023] <213>  Artificial  Sequence

[0024] <400>  3

[0025] aagacgaata  atgtagctgc  cactacatta  ttcgtcttga  ggga  44

[0026] <210>  4

[0027] <211>  44

[0028] <212>  DNA

[0029] <213>  Artificial  Sequence

[0030] <400>  4

[0031] tggcagctac  attattcgtc  tttccctcaa  gacgaataat  gtag  44

[0032] <210>  5

[0033] <211>  22

[0034] <212>  RNA

[0035] <213>  Artificial  Sequence

[0036] <400>  5

[0037] acggccuacc  ucaagacgaa  ac  22

[0038] <210>  6
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[0039] <211>  22

[0040] <212>  DNA

[0041] <213>  Artificial  Sequence

[0042] <400>  6

[0043] acggcctacc  tcaagacgaa  ac  22
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6

说　明　书　附　图 3/4 页

13

CN 112501257 B

13



图7
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