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本发明公开了一种免疫荧光共定位成像平

台的制备方法和应用，该检测平台通过电子束光

刻技术生成金纳米阵列图案，在其表面通过金硫

键偶联带有荧光基团FAM的HER2（人表皮生长因

子受体-2）核酸适配体。该平台能够特异性捕获

HER2高表达的肿瘤细胞分泌的外泌体；成像链为

带有另一种荧光基团Cy5的HER2核酸适配体探

针；两种探针均具有荧光闪烁特性，可用于超分

辨单分子定位成像（SMLM）；通过SMLM成像技术，

即可对捕获的外泌体进行超分辨光学成像；结合

双色荧光共定位技术，可以在单分子水平上判断

假阳性事件，提高三明治免疫检测技术的准确

性。
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1.一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：具体步骤如下：以电子束光

刻技术在涂有光刻胶的石英片上制备图样化纳米阵列图案，以蒸镀的方法依次蒸镀金属铬

层和金层，经过lift-off工艺获得最终的金纳米阵列，将带有巯基和FAM荧光基团的HER2核

酸适配体通过金硫键固定在金纳米阵列上，与带有荧光基团Cy5的HER2核酸适配体及特异

性捕获了外泌体的金纳米荧光阵列形成三层夹心结构，即可获得可特异性捕获肿瘤细胞外

泌体进行免疫荧光共定位成像的平台。

2.根据权利要求1所述一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：具体步

骤如下：

（1）将边长为1.5cm的石英片放置于光刻胶旋涂机上，在石英片上滴加适量的光刻胶，

设置旋涂机的参数进行旋涂并烘干，即可得到涂有80nm厚的光刻胶的石英片；

（2）将步骤（1）得到的涂有光刻胶的石英片放入电子束光刻机的样品槽中，利用电子束

进行纳米阵列的图案化处理，再将其浸泡在铬刻蚀液中，并用去离子水冲洗干净，然后依次

放入显影液和定影液中浸泡，最后用去离子水冲洗，用氮气吹干，即可得到图案化的石英

片；

（3）将步骤（2）所得的石英片固定在载玻片上，并将载玻片固定于镀膜机上，采用热蒸

发蒸镀的方法，依次镀铬层和金层，将镀好膜的石英片置于丙酮溶液中，加热使石英片表面

的光刻胶脱离干净，即可得到带有金纳米阵列的石英片;

（4）将步骤（3）得到的石英片用氧等离子体清洗机使其表面羟基化，通过气相沉积法用

硅烷进行疏水处理，并加热除去多余的硅烷，用无水乙醇冲洗干净并用氮气吹干，即可得到

疏水处理过的石英片；

（5）将靶向HER2抗原的核酸适配体探针FAM-HER2-SH滴加在步骤（4）得到的金纳米阵列

上，4℃过夜，用PBS冲洗干净，并用BSA  4℃封闭，即得到可特异性捕获HER2过表达的肿瘤细

胞外泌体的金纳米荧光阵列；

（6）将提取的外泌体溶液适当稀释，滴加在步骤（5）所得的金纳米阵列上，常温反应，用

PBS冲洗干净并用氮气轻轻吹干；

（7）将适量浓度的检测探针Cy5-HER2核酸适配体滴加在捕获了外泌体的金纳米阵列

上，常温反应1h，用去离子水冲洗并用氮气轻轻吹干，即可得到带有两种不同荧光分子的外

泌体金纳米阵列检测样品，用于共定位成像。

3.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法一种免疫荧光共定

位成像平台的制备方法，其特征在于：所述步骤（1）中真空旋涂即的参数设置如下：首先转

速为500rpm，增速为2，转动时间9s，然后速度提升到4000rpm，增速为5，时间60s；烘干的温

度为180℃，时间为2min。

4.根据权利要求2所述一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述步

骤（2）的显影液由异丙醇和甲基异丁酮以体积比3：1的比例配置，定影液为异丙醇；石英片

在铬刻蚀液中的浸泡时间为30s，显影和定影的时间均为60s。

5.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述

步骤（3）中蒸镀的速度为0.3埃/s，其中铬的厚度为5nm，金的厚度为15nm；在丙酮溶液中先

浸泡10-15min，再加热至沸腾直至表面的光刻胶和多余的金属剥离干净；所得的金纳米阵

列中，单个金纳米柱的尺寸为底面直径为120nm左右、高20nm。
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6.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述

步骤（4）中氧等离子体清洗剂的处理时长为1分钟，氧气的流量为50sccm，功率为70w；疏水

处理的时间为30min。

7.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述

步骤（5）和步骤（7）中，核酸适配体探针FAM-HER2-SH的浓度为1nM，核酸适配体Cy5-HER2的

浓度为1.25nM。

8.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述

步骤（5）中，封闭用的BSA溶液溶解在10mM的PBS缓冲液中，BSA的质量浓度为1%（w/v），封闭

时间为1.5h。

9.根据权利要求2所述的一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，其特征在于：所述

步骤（6）中的外泌体使用超高速冷冻型离心机对SK-BR-3肿瘤细胞的培养液进行提取得到

的，外泌体提纯后分散在PBS中；外泌体与金纳米阵列反应时间为1h。

10.根据权利要求1-9所制备的一种免疫荧光共定位成像平台的；其特征在于：应用于

免疫检测上；其具体步骤如下：

1）将制备的样品倒置置于贴有超薄防水双面胶的盖玻片上;

形成一个体积为0.1125μm3的腔室；

2）向步骤1）的腔室中加入成像缓冲液；所述成像缓冲液的成分包含巯基乙醇、葡萄糖

氧化酶、过氧化氢酶、葡萄糖以及Tris-NaCl  buffer；并将腔室密封起来;

3）将加入了成像缓冲液的样品放于单分子定位显微镜下进行成像，激发光波长分别为

488  nm和642nm，收集495-575nm和>655nm之间的荧光信号进行双色荧光共定位成像，同时

能够检测到FAM和Cy5荧光信号的金纳米阵列才是有效的外泌体结合位点。
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一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫检测与荧光共定位的领域，特别涉及一种免疫荧光共定位成像平

台的制备方法及应用。

背景技术

[0002] 荧光免疫检测技术具有专一性强、灵敏度好的特点，在生物检测方面有较为广泛

的应用，常被用于检测含量较低的生物活性物质,例如蛋白质、激素等。夹心型免疫检测的

原理是在固相载体上固定过量的捕获用的抗体，然后加入待检测的含有相应抗原溶液，反

应一段时间之后清洗干净，再加入适量的荧光标记的抗体，形成“抗体-抗原-抗体”三明治

夹心结构复合物。可根据荧光强度来判断待测溶液中蛋白质的含量。荧光免疫检测固然实

用性和易用性较好，但是由于非特异性吸附，常常存在假阳性现象，对实验结果造成较大的

影响。

[0003] 近几年出现的超分辨显微技术巧妙地绕过了可见光的衍射极限，可以对亚细胞结

构进行成像，使得我们对细胞的研究层次更加深入。目前的超分辨显微技术主要包括受激

发射损耗显微术（STED）、光活化定位显微术（PALM/STORM）和结构光超分辨显微术（SIM）。其

中，PALM技术通过调节激活和激发激光器的状态，实现荧光基团在亮（“开”）和暗（“关”）的

状态之间进行随机切换，然后对每个荧光闪烁进行定位、多张定位数据及进行重建形成超

分辨图样。目前已报道的可用于单分子定位显微镜的光学探针包括有机染料、量子点以及

荧光蛋白等。这些条件给单分子层面的科学研究提供了技术手段。

[0004] 外泌体是小型的细胞外囊泡，直径一般在30-100nm。外泌体富含一部分蛋白质，包

括四跨膜蛋白家族成员（CD9,CD63，CD81等），也包含了一部分生物特异性标志物，如HER2蛋

白等。这些小囊泡代表了细胞间通讯和交换物质（例如蛋白质、脂质和核酸）的一种重要方

式，这种方式没有直接的细胞接触并且具有临床应用的潜质。

[0005] 利用单分子定位显微术的高分辨率有望在单分子层面上，对外泌体进行定量分析

达到诊断、区分癌症的目的。同时，双色共定位技术相较于传统的荧光免疫检测技术而言可

以提高荧光免疫检测的灵敏度和鲁棒性，并且可以对假阳性事件进行区分，提高检测结果

的准确度。

发明内容

[0006] 本发明为了提升传统的三明治免疫检测手段的检测精度和鲁棒性，提供了一种免

疫荧光共定位成像平台的制备方法及应用，可用于探究所获样本的外泌体的种类以及减少

免疫检测实验中的假阳性事件对实验结果的干扰。

[0007] 一种免疫荧光共定位成像平台的制备方法，具体步骤如下：以电子束光刻技术在

涂有光刻胶的石英片上制备图样化纳米阵列图案，以蒸镀的方法依次蒸镀金属铬层和金

层，经过lift-off工艺获得最终的金纳米阵列，将带有巯基和FAM荧光基团的HER2核酸适配

体（FAM-HER2-SH）通过金硫键固定在金纳米阵列上，与带有荧光基团Cy5的HER2核酸适配体
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（Cy5-HER2）及特异性捕获了外泌体的金纳米荧光阵列形成三层夹心结构，即可获得可特异

性捕获肿瘤细胞外泌体进行免疫荧光共定位成像的平台。

[0008] 作为本发明的进一步改进，具体步骤如下：

（1）将边长为1.5cm的石英片放置于光刻胶旋涂机上，在石英片上滴加适量的光刻胶，

设置旋涂机的参数进行旋涂并烘干，即可得到涂有80nm厚的光刻胶的石英片；

（2）将步骤（1）得到的涂有光刻胶的石英片放入电子束光刻机的样品槽中，利用电子束

进行纳米阵列的图案化处理，再将其浸泡在铬刻蚀液中，并用去离子水冲洗干净，然后依次

放入显影液和定影液中浸泡，最后用去离子水冲洗，用氮气吹干，即可得到图案化的石英

片；

（3）将步骤（2）所得的石英片固定在载玻片上，并将载玻片固定于镀膜机上，采用蒸镀

的方法，依次镀铬层和金层，将镀好膜的石英片置于丙酮溶液中，加热使石英片表面的光刻

胶脱离干净，即可得到带有金纳米阵列的石英片。

[0009] （4）将步骤（3）得到的石英片首先使用氧等离子体清洗机处理，再通过气相沉积法

用硅烷进行疏水处理，并加热除去多余的硅烷，用无水乙醇冲洗干净并用氮气吹干，即可得

到疏水处理过的石英片；

（5）将核酸适配体FAM-HER2-SH溶解于PBS溶液中，然后进行适量的稀释，滴加在金纳米

阵列上，4℃过夜，去离子水冲洗1min，配置1%的BSA封闭液，滴加在金纳米阵列上，常温下封

闭，用PBS冲洗干净，即可得到偶联了带荧光的核酸适配体阵列；

（6）将提取的外泌体溶液适当稀释，滴加在步骤（5）所得的金纳米阵列上，常温反应，用

PBS冲洗干净并用氮气轻轻吹干；

（7）将适量浓度的检测探针Cy5-HER2核酸适配体滴加在捕获了外泌体的金纳米阵列

上，常温反应1h，用去离子水冲洗并用氮气轻轻吹干，即可得到带有两种不同荧光分子的外

泌体金纳米阵列检测样品，用于超分辨共定位成像。

[0010] 作为本发明的进一步改进在于：所述所述步骤（1）中真空旋涂即的参数设置如下：

首先转速为500rpm，增速为2，转动时间9s，然后速度提升到4000rpm，增速为5，时间60s；烘

干的温度为180℃，时间为2min。

[0011] 作为本发明的进一步改进在于：，所述步骤（2）中电子束光刻的参数为：束流大小

为0.097，spot为2.5，步长为    ，设计的图形化图案为带边框的纳米阵列，边框的边长为

70um，宽度为100nm，在边框内部正中间边长50um的区域内为纳米阵列，单个纳米柱的底面

直径为120nm，纳米柱之间的中心间距为1.5um。

[0012] 作为本发明的进一步改进在于：所述步骤（2）的显影液由异丙醇（IPA）和甲基异丁

酮（MIBK）以体积比3：1的比例配置，定影液为异丙醇；石英片在铬刻蚀液中的浸泡时间为

30s，显影和定影的时间均为60s。

[0013] 作为本发明的进一步改进在于：所述步骤（3）中镀膜的厚度为铬层5nm，金层15nm；

镀膜采用蒸镀的方法，蒸镀的速度为0.3埃/秒；lift-off工艺中，石英片先在常温的丙酮中

浸泡10-15分钟，再在通风橱中加热至沸腾，直至石英片表面的光刻胶和金属层剥离干净；

加热完毕迅速取出来一次放入常温的丙酮、去离子水、甲醇中，并吹干备用。

[0014] 作为本发明的进一步改进在于：所述步骤（4）中氧等离子体清洗剂的处理时长为1

分钟，氧气的流量为50sccm，功率为70w；疏水处理的时间为30min。
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[0015] 作为本发明的进一步改进在于：所述步骤（5）的核酸适配FAM-HER2-SH的浓度为

1nM,所述步骤（7）中的Cy5-HER2核酸适配体的浓度为1.25nM。

[0016] 作为本发明的进一步改进在于：所述步骤（6）中的外泌体使用超高速冷冻型离心

机对SK-BR-3肿瘤细胞的培养液进行提取得到的，外泌体提纯后分散在PBS中。

[0017] 作为本发明的进一步改进在于：所述的制备方法制得的荧光共定位免疫检测平台

在外泌体检测成像上的应用；应用于免疫检测上；其具体步骤如下：

1）将制备的样品倒置置于贴有超薄防水双面胶的盖玻片上。形成一个体积为0.1125μ

m3的腔室；

2）向步骤1）的腔室中加入成像缓冲液；所述成像缓冲液的成分包含巯基乙醇、葡萄糖

氧化酶、过氧化氢酶、葡萄糖以及Tris-NaCl  buffer；

3）将加入了成像缓冲液的样品放于单分子定位显微镜下进行成像，激发光波长分别为

488  nm和642nm，收集495-575nm和>655nm之间的荧光信号进行双色荧光共定位成像。

[0018] 本发明所制备的外泌体检测频台可用于基于单分子定位（SMLM）的超分辨光学成

像中，FAM-HER2-SH和Cy5-HER2核酸适配体探针上的FAM和Cy5染料作为荧光基团，它们都具

有闪烁的特性，可用于SMLM成像；他们的激发谱与发射谱彼此区分，可用于双通道同时成

像。同时核酸适配体具有较强的靶向特性，可以高选择性得捕获HER2蛋白过度分泌的外泌

体。利用SMLM技术进行了双色荧光共定位的成像，空间分辨率可达到30nm，小于外泌体的平

均粒径，故可以在单分子水平上对荧光共定位进行分析与计算。

[0019] 由于采用了以上技术，本发明较现有技术相比，具有的有益效果如下：

本发明采用金纳米阵列提供荧光成像探针的附着位点，使探针有序排列。所设计的荧

光探针带有FAM和Cy5荧光基团，具有闪烁的特性，适用于SMLM技术的应用需求，也能进行长

时间的超分辨荧光显微成像。结合双色荧光共定位技术和SMLM技术，可以实现单分子水平

上的免疫检测的研究。同时双色荧光共定位技术为免疫检测提供了较好的准确性，可以区

分免疫检测中的假阳性事件。

附图说明

[0020] 图1为超分辨共定位成像图（左：FAM-HER2-SH，中：Cy5-HER2 ,右：双通道荧光合

并）；

图2为纳米阵列的制备示意图。

[0021] 图3为一种可特异性捕获肿瘤细胞外泌体进行免疫荧光共定位成像的平台的制备

方法结构示意图。

[0022] 图4为观测腔室的示意图。

具体实施方式

[0023] 一、原料来源

1、PBS缓冲液为pH=7.4，浓度为10  mM的PBS缓冲液；

2、FAM-HER2-SH与Cy5-HER2核酸适配体均由生工生物工程（上海）公司合成；

3、BSA购自Sigma公司；

4、其余材料均为市售所得。
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[0024] 二、双通道成像平台的制备

实施例：

将石英片在食人鱼溶液中超声清洗30min，之后用清水冲洗并吹干。将石英片放置于旋

涂机上，滴加适量的PMMA，以转速为500rpm，增速为2，转动时间9s，然后速度提升到

4000rpm，增速为5，时间60s；烘干的温度为180℃，时间为2min，再利用蒸镀的方法镀上8nm

厚的铬层以使石英片可以导电。将涂有光刻胶的石英片放置在电子束刻蚀机中进行图案化

处理，经过铬刻蚀液、去离子水、显影液、定影液和去离子水依次浸泡，即可得到图案化的石

英片。

[0025] 采用蒸镀的方法在石英片上依次镀5nm的铬和15nm的金，放入丙酮以去除多余光

刻胶和金属层，即可得到带有金纳米阵列的石英片。该平台为可靶向的核酸适配体提供了

有序的附着位点，为后续成像与分析提供了良好的支撑。

[0026] 将上述得到的金纳米阵列首先通过氧等离子体清洗机去除表面有机物和进行羟

基化处理，然后利用硅烷的气相沉积法进行疏水处理30min，并加热5min去除多余的硅烷分

子，再用酒精冲洗、吹干。疏水处理是为了减少荧光分子在石英片上空白区域的非特异性吸

附。

[0027] 将疏水处理过的石英片放置在湿盒中，在阵列上滴加适量的FAM-HER2-SH  核酸适

配体，4℃过夜。反应完毕之后用去离子水冲洗1min并吹干。接着用1%的BSA常温封闭1.5小

时，以减少探针和外泌体的非特异性吸附，去离子水冲洗干净并吹干。然后在纳米阵列上滴

加适当浓度的外泌体溶液或者空白对照用的PBS溶液，常温反应1h，去离子水冲洗并吹干。

最后滴加Cy5-HER2探针，常温反应1h，去离子水冲洗干净即可得到可用于双色荧光共定位

的纳米阵列样片。

[0028] 三、SMLM成像

实施例：

上述免疫荧光共定位免疫检测平台在超分辨中的应用为：先利用盖玻片、超薄双面胶、

载玻片制备一个观测用的腔室，在腔室中加入成像缓冲液以用于基于单分子定位的超分辨

成像。成像缓冲液的配方为巯基乙醇（10μL/mL）、葡萄糖氧化酶（50μg/mL）、过氧化氢酶（50μ

g/mL）、葡萄糖（100mg/mL）。激发光波长分别为488  nm和642nm，收集495-575nm和>655nm之

间的荧光信号进行双色荧光共定位分析。
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