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糖基印迹电化学传感器的制备及乳腺癌
PD-L1阳性外泌体的快速检测

罗 奎 1， 林珈希 2， 李建平 1，2

（1. 桂林理工大学环境科学与工程学院； 
2. 化学与生物工程学院， 桂林 541004）

摘要 构建了一种快速识别检测乳腺癌PD-L1阳性外泌体的糖基印迹电化学传感器 . 以乳腺癌阳性外泌体糖

蛋白PD-L1过表达的糖链Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal为模板分子， 3-氨基苯硼酸为功能单体， 
采用电聚合法制备了糖基印迹聚合物（GIP）； 经洗脱去除模板分子后得到了可特异性识别PD-L1阳性外泌体

的印迹膜 . 利用铁氰化钾作为探针测量了GIP电极的DPV电流值 . 用RIPA裂解外泌体扣除游离蛋白干扰， 记
录电流值变化（ΔI）. ΔI随着重吸附PD-L1阳性外泌体浓度的增大而逐渐降低， 并与浓度的对数值呈线性正相

关， 检测范围为 2.36×102~1.18×107 particles/mL， 检出限为 93 particles/mL. 将该方法用于临床样本中乳腺癌

PD-L1阳性外泌体的检测， 加标回收率为93.82%~105.32%. 通过糖基化程度差异， 该传感器可用于临床样本

中乳腺癌的筛查 . 
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Abstract A glycosylated electrochemical sensor for rapid identification and detection of breast cancer PD-L1      
positive exosomes was developed. First， glycosyl-imprinted polymers（GIP） were prepared by electropolymerization 
using glyco-Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal overexpressed by breast cancer positive exosome             
glycoprotein PD-L1 as template molecules and 3-aminophenylboronic acid as functional monomers. After elution and 
removal of template molecules， an imprinted membrane that can specifically recognize PD-L1 positive exosomes was 
obtained. Potassium ferricyanide was used as a probe to measure the DPV current value of the GIP electrode.         
Exosomes were cleaved with RIPA to deduct free protein interference， and the change in current value（ΔI） was      
recorded. ΔI decreased with the increase of the concentration of readsorbed PD-L1-positive exosomes， and was       
linearly positively related to the logarithmic value of the concentration. The detection range was 2.36×102—1.18×107 
particles/mL， and the detection limit was 93 particles/mL. The method has been used to detect breast cancer PD-L1-

positive exosomes in clinical samples， and its spiked recoveries were 93.82%—105.32%. The sensor could be used 
to screen breast cancer in clinical samples by the difference in glycosylation degree.
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乳腺癌是女性最常见也最致命的恶性肿瘤之一， 据估计， 2020年新发病例超过200万例， 死亡病

例接近70万［1，2］.  乳腺癌的早期诊断是提高患者治愈率的关键 .  目前， 大多数的乳腺癌诊断技术基于成

像技术、 组织活检及超声检查等［3，4］.  然而， 这些方法存在特异性低、 易误诊、 过程耗时、 成本高等缺

陷， 甚至可能加速癌症转移风险 .  另一方面， 一些血清肿瘤标志物， 包括癌胚抗原、 碳水化合物

CA125、 CA153和组织多肽抗原（TPA）等常用于临床检测， 但是低的特异性及敏感性会导致假阳性结

果， 而且它们在早期乳腺癌的血液环境中含量极低， 难以准确检测［5］.  因而， 并不适用于乳腺癌的早期

诊断 .  
外泌体是细胞外囊泡的一种， 广泛分布于体液和组织介质中［6］.  正常情况下由细胞分泌的外泌体

携带与细胞本源类似的生物分子参与细胞间信息通讯和物质转移 .  然而， 肿瘤外泌体与恶性细胞行为

存在更为密切的联系， 包括刺激肿瘤细胞生长、 抑制免疫反应、 促进肿瘤细胞迁移和转移等［7，8］， 从而

促使外泌体被视为最有吸引力的液体活检肿瘤生物标志物 .  另一方面， 肿瘤发生或存在的情况下肿瘤

细胞即可分泌高水平的外泌体［9，10］.  同时， 肿瘤细胞衍生的外泌体会携带与肿瘤细胞相似的糖蛋白和

糖基化特征， 而且糖蛋白过表达的糖基化特征还可作为区分正常细胞和肿瘤细胞的判定依据［11，12］.  如
乳腺癌外泌体会携带大量阳性糖蛋白程序性死亡配体1（PD-L1）［13］.  PD-L1被视为乳腺癌细胞避免免疫

检查监视的理想指标， 其过表达的特征糖基化结构为Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal［14，15］.  
因此， 考量乳腺癌阳性外泌体的数量以及糖基化程度的差异， 可能是有效用于特异性筛查早期乳腺癌

的方向之一 .  目前， 外泌体的检测主要依靠蛋白质印迹（WB）、 纳米颗粒追踪与分析（NTA）和酶联免疫

吸附测定（ELISA）等， 存在预处理繁琐、 检测时间长和样品需求量大等缺陷［16，17］.  近年来， 一些新兴的

检测方法， 如电化学法［18］、 比色法［19］、 荧光法［20］及表面增强拉曼散射法［21］等在外泌体检测中得到应

用 .  然而， 这些方法利用蛋白和核酸对外泌体进行识别和检测， 难以直接根据糖蛋白糖基化特征确定

外泌体分属的肿瘤来源 .  同时， 受限于所用抗体和核酸的稳定性和特异性， 增加了外泌体检测的成本

和工序 .
分子印迹技术是集分离与特异性识别一体化的方法， 其利用互补匹配的印迹孔穴来特异性地识别

和结合目标分子［22］.  为了应对大分子在印迹中存在的诸如传质阻力大以及印迹孔穴稳定性等难题［23］， 
借鉴表位印迹策略， 近年来发展出了适用于含有糖基化的糖蛋白识别与检测的糖基印迹法［24~26］.  基于

乳腺癌衍生外泌体糖蛋白PD-L1的糖基化特性， 本文结合糖基印迹法和“门控制”技术构建了一种可特

异性快速定量分析乳腺癌阳性PD-L1外泌体的电化学传感器（Scheme 1）.  首先， 以3-氨基苯基硼酸为

Scheme 1　Preparation of glycosyl⁃imprinted sensor and quantitative detection of breast cancer positive 
PD⁃L1 exosomes
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功能单体， PD-L1 上特征糖链 Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal 为模板分子， 在裸玻碳电极

（GCE）表面采用电聚合法制备一层糖基印迹聚合物膜（GIP）.  然后， 通过碱液洗脱去除糖链， 形成可特

异性识别糖链的印迹孔穴 .  利用印迹孔穴特异性识别乳腺癌外泌体PD-L1的糖链进而捕获外泌体 .  随
着识别捕获外泌体浓度的增大， 印迹孔穴被堵塞越多， 探针响应信号降低 .  随后用RIPA裂解液对印迹

膜表面重吸附识别的外泌体进行裂解， 测定并扣除游离蛋白的响应信号， 从而实现乳腺癌外泌体的快

速定量检测 .
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

糖链Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal， 分析纯， 上海赛尔斯生化科技有限公司； C反应蛋

白（CRP）、 癌胚抗原（CEA）、 碳水化合物 724（CA724）、 心肌肌钙蛋白 I（CTnI）、 抗坏血酸（ASA）、 白细

胞介素-6（IL-6）和甲胎蛋白（AFP）， 分析纯， 上海领潮生物科技有限公司； 葡萄糖（GLU）、 3-氨基苯硼

酸、 抗坏血酸（AA）、 Na2HPO4·12H2O、 NaH2PO4·2H2O、 NaOH、 KCl、 K3［Fe（CN）6］和K4［Fe（CN）6］， 分析

纯， 国药集团化学试剂有限公司； 放射免疫沉淀法缓冲液（RIPA裂解液）， 上海翌圣生物科技股份有限

公司； 实验用水为超纯水（电阻率为18. 2 MΩ·cm）.
CHI660D型电化学工作站， 上海辰华仪器有限公司； PGSTAT128N Autolab型电化学工作站， 瑞士

万通中国有限公司； JC2000X6型接触角测量仪， 上海中辰数码科技设备有限公司； SU5000型扫描电子

显微镜（SEM）、 Ht-7700型透射电子显微镜（TEM）和CP100MX型超速离心机， 北京日立科学仪器有限

公司； Neofuge1600R型高速冷冻离心机， 上海亚晶生物科技有限公司； N30E型纳米流式检测仪， 山东

海克尔生物科技有限公司； NT-MDT型原子力电子显微镜（AFM）， 俄罗斯NT-MDT公司； Nicolet iS10型

傅里叶变换红外光谱仪， 赛默飞世尔科技有限公司 .
1.2　实验过程

1.2.1　糖基印迹（GIP）及非糖基印迹（nGIP）传感器的制备　首先， 使用0. 05 μm氧化铝粉将玻碳电极

（GCE）在麂皮上打磨抛光， 然后依次用1∶1（体积比）的硝酸、 无水乙醇及超纯水清洗电极以去除残留

物 .  将处理好的 GCE 置于含 1. 1×10−5 mol/L 的糖链 Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal 和        
2. 0×10−4 mol/L 3-氨基苯硼酸的PBS缓冲溶液（0. 2 mol/L， pH=7. 4）中， 采用循环伏安法（CV）电聚合制

备GIP膜， 聚合电位为0~1. 0 V， 扫描速度为50 mV/s， 扫描圈数为30圈 .  随后， 以1 mol/L NaOH为洗脱

剂洗脱去除糖链6 min， 得到可特异性识别携带糖链的外泌体的印迹孔穴 .  此外， 制备了nGIP与GIP传

感器作为对比， 制备步骤相同， 但不添加糖链模板 .
1.2.2　电化学测试方法　以5. 0×10−3 mol/L铁氰化钾［Fe（CN）64−/Fe（CN）63−）］作为探针， 用CV和电化学

阻抗谱（EIS）方法对制备的传感器进行了电化学表征， 其中CV的扫描电位范围为−0. 2~0. 6 V， 扫描速

率为50 mV/s； 电化学交流阻抗（EIS）的频率范围为100 mHz~100 kHz， 交变电压5 mV.  采用差分脉冲伏

安法（DPV）测定并记录传感器识别不同浓度外泌体及裂解前后响应信号变化， 扫描电位围为−0. 2~0. 6 
V， 扫描速率为100 mV/s.  以上电化学测试均在室温下进行 .  测试样品时， 在GIP膜上滴加10 μL的外

泌体溶液， 静态重吸附60 min.  随后， 在5. 0×10−3 mol/L的Fe（CN）64−/Fe（CN）63−探针溶液中， 采用DPV法

测量电流值 I1.  为避免可能存在的携带糖链的游离蛋白对外泌体的干扰， 用RIPA裂解液对重吸附的外

泌体进行裂解6 min， 测量DPV电流值 I2.  计算ΔI=I1−I2， 从而对外泌体浓度进行定量 .
2 结果与讨论

2.1　PD-L1阳性外泌体的表征

分别对PD-L1阳性外泌体（源于MDA-MB-231细胞系）的粒径、 形貌及蛋白标志物进行了表征 .  如
图1所示， MDA-MB-231阳性外泌体的平均粒径为78 nm［图1（A）］， 并呈典型的茶托形貌［图1（B）］.  此
外， Western block结果也证明该外泌体表面存在蛋白标志物CD63和PD-L1［图1（C）］.
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2.2　传感器的电化学表征

分别采用CV和EIS对传感器修饰的各步骤进行了表征 .  以Fe（CN）64−/Fe（CN）63−作为探针， 采用CV
研究了印迹膜制备过程中探针氧化电流的变化 .  如图2（A）所示， 裸GCE显示出良好的氧化还原特性， 
得到最大的电流响应信号（谱线a）.  随后， 在裸GCE表面通过电聚合制备了一层致密且导电性差的GIP
薄膜， 极大阻碍了探针向电极表面的扩散， 电流信号急剧减小（谱线b）.  用1 mol/L的NaOH洗脱去除糖

链后， GIP膜上形成印迹孔穴， 探针能够通过印迹孔穴扩散至GCE表面发生电化学反应， 因此电流信

号回升（谱线 c）.  重吸附外泌体后， 印迹孔穴因被外泌体表面携带的糖链占据， 同时体积巨大的外泌体

覆盖在电极表面， 探针的扩散再次被阻碍， 电流信号大幅减小（谱线d）.  随后， 为排除游离蛋白的干扰

而进行了裂解步骤（谱线 e）， 发现裂解后的信号与洗脱步骤后的信号几乎相同 .  另一方面， 在nGIP膜

的制备过程中［图2（B）］， 在裸GCE（谱线a'）表面聚合形成了非分子印迹薄膜 .  由于该致密且导电差的

薄膜阻碍了探针扩散至电极表面参与电化学反应， 导致探针信号急剧降低（谱线 b'）.  接着， 在以 1. 0     
mol/L NaOH进行洗脱（谱线 c'）、 重吸附外泌体（谱线d'）以及裂解外泌体（谱线 e'）等过程中， 通过表征

发现该聚合、 洗脱、 重吸附以及裂解过程中探针信号基本无变化， 这归因于nGIP的制备过程中未添加

Fig. 1　Characterization of size(A), morphology(B) and surface markers(C) of PD⁃L1 positive exosomes

Fig. 2　CV responses of GIP(A) and nGIP(B) sensors and EIS characterization of GIP(C) and nGIP(D) 
sensor under different modification conditions
(A, C) a.  Bare GCE, b.  GIP, c.  elution, d.  rebound of exosomes, e.  lysis of exosomes; (B, D) a′ .  bare GCE,             
b′.  nGIP, c′.  elution, d′.  rebound of  exosomes, e′.  lysis of exosomes.  
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糖链， nGIP在洗脱后并无可识别糖链的印迹孔穴产生， 不能通过识别外泌体上的糖链而捕获外泌体 .  
同时， 也证明GIP能对外泌体糖链进行识别吸附 .

通过EIS进一步研究了不同修饰条件下GCE与溶液间的界面性质和电荷转移的阻抗 .  通过阻抗软

件ZSimpWin获得了用于分析EIS结果的Randles等效电路和拟合能奎斯特图， 其中Rs， CPE， Rct和Zw分
别为电解液电阻、 恒定相角元件、 电荷（电子）转移电阻和Warburg阻抗 .  Nyquist图中半圆的直径与Rct
相对应， Rct是决定铁氰化钾氧化还原探针电子转移动力学的关键参数 .  结果如图2（C）所示， 在裸GCE
表面（谱线a， 25 Ω）修饰一层致密且导电性差的GIP膜（谱线 b， 6812 Ω）， 薄膜的存在极大阻碍了探针

扩散至在电极表面， 导致阻抗值骤然增大 .  洗脱除去糖链后， 产生了大量可传递探针的印迹孔穴， 因
此阻抗值降低（谱线 c， 2108 Ω）.  洗脱后的GIP修饰电极在重吸附识别浓度为 2. 36×107 particles/mL的

外泌体后， 印迹孔穴被重新占据， 再次阻碍了探针迁移到GCE表面的扩散过程， 阻抗值增大（谱线d， 
4798 Ω）.  最后， 在对重吸附的外泌体进行裂解后， 由于拥有大体积的外泌体被去除， 电极的有效面积

增大， 阻抗值降低（谱线 e， 2412 Ω）.  以上结果表明， 制备的GIP传感器可识别并捕获携带糖链的外泌

体 .  作为对比， 对于nGIP传感器［图2（D）］， 在裸GCE（谱线a′， 80 Ω）表面制备一层致密的nGIP膜后， 
阻抗值增加至7293 Ω（谱线 b′）.  洗脱过程后阻抗值微降至6784 Ω（谱线 c′）， 两个值接近， 表明未形成

印迹孔穴； 而重吸附糖链后（谱线 d′， 7042 Ω）以及裂解过程后（谱线 e′， 7175 Ω）阻抗值也无明显差

异， 进一步证明nGIP不能识别吸附特征糖链 .
2.3　糖基印迹膜的表征

通过SEM研究了不同修饰过程所得GIP膜的表面形貌 .  如图3所示， GCE表面聚合得到的GIP呈

现平坦且致密的相貌［图3（A）］.  用NaOH洗脱去除糖链后形成了大量的微孔（推测为印迹孔穴）， 使得

印迹膜表面变得粗糙不平［图3（B）］.  当印迹膜吸附外泌体后， 可见尺寸约为50~150 nm的外泌体被固

定于GIP膜表面［图3（C）］， 表明GIP对外泌体具有识别及吸附作用 .  另一方面， 糖链和外泌体均属于

亲水性物质， 不同修饰步骤下的GIP膜表面会有亲水性的变化 .  利用接触角测量仪研究了不同修饰步

骤下GIP膜的亲疏水性 .  如图3所示， GIP膜的接触角为42. 33°［图3（D）］.  当亲水性的糖链被洗脱去除

后， GIP膜的亲水性下降， 接触角增大至 60. 29°［图 3（E）］.  而GIP膜重吸附外泌体后， 接触角降低至

25. 80°［图3（F）］， 这归因于肿瘤外泌体表面过量表达的亲水性糖基化特征， 增加了修饰电极表面的亲

Fig. 3　SEM(A—C) and contact angle(D—K) characterizations of GIP membrane under different 
modification conditions

（A， D） GIP membrane； （B， E） GIP membrane after elution； （C） GIP membrane resorbing exosomes； （F） GIP 
membrane after rebound exosome； （G） GIP membrane after lysis of exosomes； （H） nGIP membrane； （I） nGIP 
membrane after elution； （J） nGIP membrane after rebound exosome； （K） nGIP membrane after lysis of exosomes.
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水性 .  采用RIPA裂解液裂解外泌体后， 携带大量亲水性糖基的外泌体被破坏， 亲水性再次显著降低， 
接触角回升至58. 93°［图3（G）］.  与GIP膜相比较， nGIP膜［图3（H）］中不存在可洗脱去除的亲水性糖

链， 接触角较大（54. 52°）.  由于洗脱后的 nGIP 膜不能形成识别糖基的印迹孔穴， 因此其洗脱步骤      
［图3（I）］、 重吸附外泌体［图3（J）］以及裂解外泌体［图3（K）］等步骤对应的nGIP膜的亲水性基本无明

显差异， 其接触角分别为 51. 37°， 48. 78°及 51. 98°.  上述结果表明， GIP 膜能够特异性识别乳腺癌     
PD-L1阳性外泌体携带的特征糖链 .

采用傅里叶变换红外光谱表征了GIP印迹膜洗脱前后的差异 .  如图4（A）所示， 在GIP印迹膜洗脱

前（谱线a）和洗脱后（谱线 b）的红外光谱中， 1618和1400 cm−1处的峰分别归属于3-氨基苯硼酸聚合物

膜的氨基及B—O键特征峰 .  洗脱前GIP膜1262 cm−1处的峰归属于3-氨基苯硼酸与糖链之间形成的硼

酸环状酯中B—O—C的特征峰； 950和827 cm−1处的峰归因于糖链中的糖苷键 .  然而， 洗脱去除糖链后

（谱线 b）， 分别归属于B—O—C的 1262 cm−1特征峰以及 950和 827 cm−1处的糖苷键特征峰消失， 表明

GIP膜中的硼酸环状酯结构被破坏， 即洗脱去除了糖链 .  此外， 使用AFM表征了GCE表面修饰GIP膜

的厚度， 约为16. 89 nm［图4（B）和（C）］.  以上结果表明， GIP印迹膜已成功制备 .

2.4　实验条件的优化

2.4.1　电聚合循环圈数　印迹膜的厚度会影响印迹孔穴形成、 重吸附过程及探针传质过程 .  在含有糖

链和功能单体 3-氨基苯硼酸的 0. 2 mol/L PBS 缓冲

溶液（pH=7. 4）中， 采用 CV 法在 0~1. 0 V 的扫描窗

口制备了 GIP 薄膜 .  在聚合过程中， 糖链 Galβ1-

4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal 含有的顺式二

羟基结构可以与3-氨基苯硼酸在弱碱性条件下形成

环状酯而被包埋印迹在聚合物中 .  电聚合3-氨基苯

硼酸属于不可逆过程， 如图5所示， 扫描第一圈时， 
在 0. 65 V出现极大的氧化峰， 归因于氨基的聚合 .  
随着扫描圈数的增加， 氧化峰峰型逐渐消失， 在30
圈氧化峰电流基本不发生变化， 表明一层致密且弱

导电的GIP膜在裸GCE电极表面形成 .  此条件下制

备的GIP膜的洗脱及重吸附效果更好， 因此， 选择

电聚合30圈为最优聚合条件 .  
2.4.2　洗脱及重吸附条件　为了获得稳定存在且可特异性识别肿瘤外泌体的印迹孔穴， 洗脱剂和洗脱

时间是两个关键的影响因素 .  在弱酸或强碱条件下， 硼酸亲和反应形成的环状酯结构会发生硼酸与顺

式二羟基的解离 .  因此， 分别选择洗脱剂甲醇/乙酸（体积比8∶1）、 乙醇/乙酸（体积比8∶1）、 甲醇/乙酸/
PBS（体积比 4∶1∶2）和 1. 0 mol/L NaOH 用于洗脱去除 GIP 膜中吸附的糖链 .  结果表明， 以 1. 0 mol/L 
NaOH作为洗脱剂时， 洗脱效果和重吸附性能较好 .  因此， 后续洗脱时间的优化以 1. 0 mol/L NaOH为

Fig. 4　FTIR characterization(A) of GIP membrane before and after elution, the thickness(B) and 
AFM cross section curve(C) of GIP membrane

Fig. 5　Optimization of the number of 
electropolymerization cycles
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最佳洗脱剂， 以1 min为间隔记录洗脱后修饰电极的响应信号 .  如图6（A）所示， 随着洗脱时间的增加， 
探针响应信号逐渐变大； 当洗脱时间达6 min后逐渐稳定 .  因此， 洗脱的最佳时间为6 min.  为确保外泌

体被GIP膜特异性识别并稳定地固定在薄膜上， 研究了重吸附时间对识别效果的影响 .  在洗脱后的糖

基印迹传感器上滴加 1. 18×107 particles/mL的外泌体进行重吸附实验， 以 10 min为间隔测定并记录响

应信号 .  如图6（B）所示， 随着重吸附识别外泌体时间的增加， 探针的响应信号值逐渐降低， 最终在重

吸附时间超过60 min后逐渐趋于稳定 .  因此， 选择60 min为最优重吸附时间 .

2.4.3　裂解外泌体时间的影响　由于外泌体所在的介质环境复杂， 可能存在游离蛋白干扰GIP对外泌

体的识别与吸附 .  为了消除游离蛋白对外泌体定量分析的影响， 采用RIPA裂解液对印迹膜表面重吸

附的外泌体进行裂解， 记录了裂解前后铁氰化钾探针的DPV氧化电流 .  为了确保GIP膜表面的外泌体

被完全裂解， 考察了裂解时间的影响 .  将重吸附识别外泌体的GIP传感器浸入RIPA/PBS（体积比1∶1）
裂解液中进行裂解， 每隔 2 min记录裂解后的响应信号 .  如图 7所示， 随着裂解的时间增加， 探针的

DPV氧化电流值在8 min后出现平台期 .  因此， 选择8 min作为裂解时间 .
2.5　GIP传感器分析不同浓度外泌体的电化学响应性能

在上述最佳实验条件下， 考察了GIP传感器对不同浓度乳腺癌PD-L1阳性外泌体定量识别检测的

性能 .  将GIP传感器置于不同浓度的PD-L1阳性外泌体中进行静态重吸附60 min， 再以5. 0×10−3 mol/L 
Fe（CN）64−/Fe（CN）63−溶液为信号探针， 采用DPV法分别测定重吸附外泌体（I1）和裂解外泌体后（I2）的响

应信号， 并以ΔI=I1−I2绘制传感器定量不同浓度外泌体的工作曲线 .  结果表明， 在2. 36×102~1. 18×107 
particles/mL浓度范围内， 随着重吸附识别外泌体浓度的增大， 探针的响应信号逐渐降低［图8（A）］， 而
裂解后的响应信号仅有微小变化［图 8（B）］， ΔI 与外泌体浓度对数值（lgc）呈线性正相关关系              

Fig. 6　Optimization of elution(a) and rebound(b) time Fig. 7　Optimization of time for lysis of exosomes

Fig. 8　DPV responses of GIP sensor to different concentrations of exosomes(A), DPV responses of 
GIP sensor after lysing different concentrations of exosomes(B), and calibration curve of GIP 
sensor for exosomes(C)
a—k， c/（particles·mL−1）： 0， 2. 36×102， 1. 18×103， 2. 36×103， 1. 18×104， 2. 36×104， 1. 18×105， 2. 36×105， 
1. 18×106， 2. 36×106， 1. 18×107.
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［图8（C）］， 线性方程为ΔI=1. 67×10−6lgc −3. 10×10−6（r=0. 9964）， 检出限为93 particles/mL.  通过与其它

定量分析外泌体的方法（表1）对比发现， 本文制备的传感器具有良好的检出效果 .

此外， 利用等温吸附法考察了 GIP 和 nGIP 传

感器对外泌体的吸附性能， 结果如图9所示 .  对于

浓度范围为 0~2. 36×107 particles/mL 的外泌体， 随
着浓度的增大， GIP 传感器比 nGIP 的信号变化值

更明显， 最终达到饱和吸附后， ΔIGIP=9. 33 μA，  
ΔInGIP=2. 42 μA.  根据印迹因子（IF）计算公式 IF=
ΔIGIP/ΔInGIP得到GIP传感器的印迹因子为3. 84.
2.6　GIP传感器的抗干扰性、 重现性和稳定性

为了评估该传感器的抗干扰性能， 选择人体

血液中常见的一系列共存物质， 如 C 反应蛋白

（CRP， 1. 0 μg/L）、 葡萄糖（GLU， 1. 0×10−6 mol/L）、 
癌胚抗原（CEA， 1. 0 ng/mL）、 CA724（50 U/mL）、 心
肌肌钙蛋白 I（CTnI， 1. 0 μg/mL）、 抗坏血酸（ASA， 1. 0×10−6 mol/L）、 白细胞介素-6（IL-6， 1. 0 ng/mL）和

甲胎蛋白（AFP， 1. 0 μg/mL）作为干扰物， 同时选择1. 18×107 particles/mL外泌体的响应信号作为对比 .  
如图10（A）所示， GIP传感器对上述干扰物的响应信号极小， 最大干扰信号仅占外泌体信号5. 36%， 混

Table 1　Comparison of the GIP sensor with other reported detection methods

Method
Electrochemical sensor
Surface plasmon resonance
Chemiluminescence immunosensor
Electrochemical biosensor
Fluorescence aptasensor
GIP electrochemical sensor

Line range/（particles·mL−1）
1.0×103—1.0×1010

1.0×103—1.0×107

4.75×103—4.75×108

1.2×102—1.2×107

5.0×102—5.0×109

2.36×102—1.18×107

LOD/（particles·mL−1）
3.34×102

31.9
7.76×102

38
13
93

Ref.
［27］
［28］
［29］
［30］
［31］

This work

Fig. 9　Isothermal adsorption properties of GIP and 
nGIP sensors for different concentrations of 
exosomes

Fig. 10　Anti⁃interference(A), inter⁃batch (B) and intra⁃batch(C) reproducibility and stability(D) 
of the GIP sensor
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合添加其它干扰物质后的外泌体信号误差仅有3. 02%.  可见， 该传感器在复杂介质环境中仍能准确定

量检测外泌体 .  此外， 分别考察了GIP传感器的重现性和稳定性 .  分别用5支裸GCE电极制备GIP传感

器， 用于研究传感器的重现性 .  将制备的印迹电极浸入浓度为1. 18×107 particles/mL的外泌体中重吸附

60 min， 分别测定裂解前后的DPV电流值的变化， 5支印迹电极的电流变化值的相对标准偏差（RSD）   
为 1. 96%［图 10（B）］.  另外， 考察了同一支印迹电极连续测定的重现性 .  将印迹电极置于浓度为     
1. 18×105 particles/mL的外泌体中重吸附60 min， 分别测定外泌体裂解前后的DPV响应信号的变化值， 
得到RSD为2. 52%（n=10）［图10（C）］.  以上实验结果表明GIP传感器具有良好的重现性 .  为考察传感

器的稳定性， 将制备的传感器放置于4 ℃冰箱中， 30 d内不定时取出， 于1. 18×105 particles/mL的外泌

体溶液中重吸附 .  结果表明［图10（D）］， 加RIPA裂解液前后DPV的ΔI无明显差异， GIP传感器在28 d
内仍能保持93. 8%的信号变化值， 说明该GIP传感器具有良好的稳定性 .
2.7　传感器对不同来源外泌体的识别性能

不同来源的外泌体具有异质性， 同时外泌体携带的糖基化程度也有差异， 尤其在正常外泌体和肿

瘤外泌体之间 .  因此， 为了研究 GIP 传感器识别  
不同来源外泌体的性能， 分别考察了传感器对正

常细胞外泌体 MCF-10A（5. 94×107 particles/mL）、 
乳 腺 癌 PD-L1 阳 性 外 泌 体 来 源 包 括 MCF-7      

（2. 78×106 particles/mL）以及 MDA-MB-231（1. 18×
107 particles/mL）细胞系的信号响应 .  结果如图 11
所示， GIP传感器对于MCF-7及MDA-MB-231的响

应信号远高于MCF-10A， 这归因于乳腺癌阳性外

泌体含有更多的 PD-L1并有特征糖基化表达， 进
而更有利于GIP 传感器对乳腺癌阳性 PD-L1外泌

体的识别和捕获 .  可见， 该GIP传感器可用于乳腺

癌来源外泌体和正常外泌体的初步鉴定 .
2.8　临床样品分析

为了考察GIP传感器应用于肿瘤筛查的潜力， 将GIP传感器用于临床血清样品外泌体的测定 .  血
清样品包含健康个体（Health）和乳腺癌（BC）患者， 均采集于桂林医学院提取的志愿者样本）.  在制备的

GIP电极膜上滴加10 μL血清样品中进行重吸附60 min后， 按照实验方法分别测量裂解外泌体前后的

DPV 值 .  采用加标回收法评价测定结果的准确性， 结果如表 2 所示 .  临床血清样本的回收率在

93. 82%~105. 32%之间， 表明该传感器可用于乳腺癌的临床样品检测 .

3 结 论

构建了一种糖基印迹电化学传感器用于乳腺癌 PD-L1 阳性外泌体的快速检测 .  该传感器基于      
乳腺癌外泌体表面蛋白PD-L1的糖基化结构来捕获和特异性识别乳腺癌PD-L1阳性外泌体； 再利用“门

控制效应”进行外泌体的快速定量分析 .  将该传感器用于正常和乳腺癌阳性个体血液样品中PD-L1外

泌体的分析， 结果证明二者的PD-L1外泌体数有显著差异， 表明该传感器可用于临床乳腺癌的早期

筛查 .

Table 2　Analytical performance of the GIP sensor in clinical samples

Sample
Health 1
Health 2

BC 1
BC 2

Found/（particles·mL−1）
3.35×104

6.71×104

1.06×106

5.35×106

RSD（n=5， %）

2.60
3.49
4.23
3.54

Added/（particles·mL−1）
1.18×104

2.36×104

2.36×106

2.36×106

Total found/（particles·mL−1）
4.25×104

9.03×104

3.43×106

8.12×106

RSD（n=5， %）

4.29
2.88
2.77
4.43

Recovery（%）

  93.82
  99.56
100.29
105.32

Fig. 11　Recognition performance of GIP sensor
for exosomes from different sources
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