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表面等离子体共振技术在分子生物学中的应用
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（中国科学院长春应用化学研究所电分析化学开放研究实验室，国家电化学和光谱研究分析中心，长春 !4%%$$）

摘 要 表面等离子体共振（CDE）技术可以实时、原位地测定生物分子间的相互作用而无需任何标记，可以连续监

测吸附和解离过程，并可以进行多组分复合物的相互作用的研究。CDE 技术在 F*G 的复制和转录、F*G 的修复、核

酸与药物的作用以及肽库和抗体库的筛选等分子生物学领域的应用研究取得了令人瞩目的进展，显示了常规技术

无法比拟的优越性。
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生物分子之间的相互作用是生命现象发生的基础。一

切生命过程都是生物分子之间或生物分子和其他物质分子

之间进行接触，相互作用，发生物理和化学变化所引起的。

因此，研究生物分子之间的相互作用可以阐明生物反应的机

理，揭示生命现象的本质。近年来，研究分子相互作用的技

术不断出现，其中表面等离子体共振（C,<J7A2 K(7@:’= <2@’.
=7=A2，CDE）技术引人注目，基于 CDE 的生物传感技术［! L #］在

生物学以及相关领域的研究应用取得了很大的进展［!］。

如今，CDE 技术已被广泛地用来分析生物分子如蛋白质

.蛋白质、药物.蛋白质、蛋白质.核酸、核酸.核酸之间的相互

作用，所涉及的研究领域包括免疫识别［/ L 3］、信号传导［5 L !!］、

药物筛选［!$，!4］、抗体定性［!#，!/］以及蛋白质构象变化［!0］等。

CDE 技术用于分子生物学方面的研究如复制、转录、基因药

物的研究、核酸杂交等，其优越性更是常规分析技术所无法

比拟的。本文将对 CDE 技术在分子生物学中的应用作一简

要的评述。

! 基本原理

CDE 是一种物理光学现象。当一束平面单色偏振光在

一定的角度范围内照射到镀在玻璃表面的金属银或金的薄

膜上发生全反射时，当入射光的波向量与金属膜内表面电子

（称为等离子体）的振荡频率相匹配时，光线既被耦和进入金

属膜，引起电子发生共振，即表面等离子体共振。此时光线

提供的能量导致金属膜表面电子发生共振，电子吸收该能量

使被反射光的强度达到最小，这种最小化发生时的入射光角

度称为 CDE 角。CDE 角是随金属表面的折射率的变化而变

化，这一变化又和金属表 面 结 合 的 生 物 分 子 的 质 量 成 正

比［#］。

在基于 CDE 原理的生物传感器中，使用最多、应用范围

最广的是 DM7<:7A;7 公司生产的 NOGA’<2 仪器，并由此发展出

生物分子相互作用分析技术（N;’:’(2A,(7< ;=P2<7AP;’= 7=7(-@;@，
NOG）。在 NOG 的测定中，待测的一对分子中的一个被固定在

传感片的表面，另一种分子的溶液流过表面，如果二者有相

互作用而结合，将使传感片表面结合的物质质量发生变化，

导致传感片表面折射率的变化，从而引起 CDE 角度的变化，

可以通过检测这一变化监测分子间相互作用。从 NOG 分析

中可以得到如下信息：两种分子间是否发生相互作用，其特

异性如何；结合分子的浓度多大；相互作用的亲和性；相互作

用的速率及动力学参数；是否存在协同作用；不同样品的相

互作用模式如何。NOG 技术测定生物分子相互作用的优越

性表现在：反应物无须标记甚至纯化；反应过程可以实时监

控；多组分反应的每一步可以分别记录，因此可以进行复合

物的分析；实时记录反应的结合与解离，提供了反应的动态

过程，这是其他技术无法比拟的。

" CDE 技术在分子生物学中的应用

D2P2< *;(@@’=［!"］对 CDE 技术在分子生物学中应用的潜能

作了实验性的描述。他们将末端生物素标记的寡核苷酸片

段通过抗生物素蛋白固定在传感片表面，进行了互补链的特

异性结合和解离、杂交动力学以及 F*G 的酶学修饰过程如

连接、内切、聚合过程以及 F*G 微测序的研究。

"#! $%& 复制的研究

F*G 的复制和修复是维持基因组的完整性，从而使生

命延续的保证。对复制和修复过程的研究可以使我们了解

生命现象发生和发展的本质和规律，对于在基因水平上进行

疾病的预防和治疗有重要意义。CDE 技术正是研究上述过



程的有力工具。

!"# 聚合酶!负责大肠杆菌 !"# 的复制，全酶包括 $%
种亚基（"#$%&’’&()*）。’&!())*++ , 的研究小组利用 -./ 技

术研究 了 !"# 聚 合 酶!全 酶 各 亚 基 之 间 的 弱 相 互 作

用［$0 1 2%］，用凝胶过滤层析分析其各亚基间的强相互作用。

结果表明：(和’&间有相互作用，这是凝胶过滤检测不到

的［$0］。(复合物对%亚基在 !"# 上的组装是通过’亚基介

导的。-./ 实验证明：’与%间的相互作用不受 #3. 的影响，

而(复合物必须在 #3. 存在的条件下才能与%结合。这表

明’是包埋在(复合物的内部，在 #3. 作用下使其暴露才能

与%结合［$4］。进一步的 -./ 实验证明：*和(与’&和&)之

间的作用具有相似的动力学常数；核心酶"#$对*亚基与’&
和&)的结合有影响，使解离常数变大，但对(亚基的结合无

影响［2%］。另一个研究小组在研究 !"# 聚合酶!时也使用了

-./ 技术［2$，22］。

.5)56(7(8［29］等人用缺失催化活力的单纯疱疹病毒+型

尿嘧啶:!"# 糖基化酶（;!<）的突变体来研究其对底物的识

别过程。;!< 是一类高度保守的 !"# 修复酶，催化尿嘧啶

从 !"# 链上的删除。他们利用 =>#?(@* 研究表明：单链尿嘧

啶:!"# 比双链尿嘧啶:!"# 与 ;!< 结合牢固；<:; 错配比

#:; 碱基配对与突变体酶结合更牢固，证明了碱基对的稳定

性决定酶与 !"# 作用的效率；是尿嘧啶而不是 !"# 分子本

身被 ;!< 所识别。

=5AB?［2C］等人利用 =>#?(@* 研究大肠杆菌的 !"# 修复机

理。在大肠杆菌中，大约 $% 种不同的蛋白质参与了修复过

程。他们的研究表明，,87D 蛋白在结合错配区以启动修复

时，与单链 !"# 结合松散，与同源双链 !"# 结合解离迅速；

,87D与 !"# 的结合是碱基特异性的，对 <:< 错配的亲和力

最大。

!"! 转录调控的研究

转录水平的调控是基因表达调控的主要方式。在真核

生物中主要表现为通过转录因子进行调节，在原核生物中典

型的表现为操纵子调控。-./ 技术正越来越多地用来研究

这些过程［2E 1 9E］，其可以实时跟踪复合物多组分间相互作用

的特点发挥了重要作用。

<5+B(［2E］等人研究了转录因子 F8<#3#:9 与 G>H:$ 长末端

的 9 个 <#3# 调节元件（DB7*$，2，9）之间的相互作用，揭示了

用常规方法所不能辨别的相对亲和性的区别。将含有调控

位点的 !"# 偶联在传感片表面，通过研究这些位点与含有

天然转录调节因子的核提取物的相互作用得到了天然 F8:
<#3#:9 的亲和性的半定量结果。

人转录因子 <# 结合蛋白（F<#=.）由两个亚基组成，"
亚基和%亚基（或(亚基）。-8I8JB［2K］等利用 =>#?(@* 分析亚

基间的相互作用，表明"亚基和%亚基以及(亚基之间的结

合力大小相似，F<#=.(与 F<#=."的结合稳定了 F<#=."
与其 !"# 结合位点间的相互作用，使其解离变慢。

核受体参与调节细胞分化，可以在外界信号的作用下调

节基因表达。雌激素受体（L/）是一类配体诱导型的转录调

节因子，其功能受相应配体的结合所调控。MF*DJBD［2N，20］的研

究小组利用 -./ 技术研究发现不同的类固醇激素显著影响

着 FL/ 与特定 !"# 片段的结合，雌二醇的结合加快了受体:
!"#复合物的形成频率，比非配体化的 L/ 提高了 E% 倍，

MF*DJBD 认为是复合物形成的频率而不是稳定性影响了表达

水平，这个结果是常规分析方法所不能得到的。-8*)［24］等研

究类固醇受体辅激活物 -/M:9 的促转录作用时也使用了

-./ 技术。-/M:9 可以提高雌激素受体 L/"介导的孕酮受体

刺激的基因转录，并且是受体依赖型，但不刺激 L/% 介导的

转录。-./ 实验证明 L/" 与 -/M:9 的相互作用亲和力远高

于 L/%与 -/M:9 的亲和力。

/"# 聚合酶,转录体系可以由聚合酶和 E 个主要起始

转录因子重新构建。=8DF)*++［9%］等利用 =>#?(@* 对 /"# 聚合

酶,与主要转录因子,=、L、O 和 G 之间的相互作用进行了

定量研究，以了解起始反应机理。结果表明在 $% 种可能的

相互作用中，转录因子,=、L、O 与 /"# 聚合酶,的结合以

及转录因子,L 与 G 的结合是起始复合装配的最重要步骤。

原核生物基因转录调控的最典型的例子是大肠杆菌乳

糖操纵子模型。P5@* =()Q*D()［9$］等人利用 =>#?(@* 研究了乳

糖操纵子核酸序列与阻遏物结合的动力学性质，并与电泳迁

移率变动分析（L,-#）所得的结果比较。-./ 技术可以实时

监控和测定操纵子与阻遏物的结合解离以及在诱导物存在

下的结合情况，能够精确测定配体与 !"# 的结合速率和序

列特异性。

-7(?J+6［92 1 9C］等人利用 =>#?(@* 研究大肠杆菌甲硫氨酸操

纵子与阻遏蛋白 ,*7:R 的相互作用。他们的研究表明，阻遏

物的结合确实抑制了转录的起始，但是并不妨碍 /"# 聚合

酶的结合，而是稳定了酶与 !"# 的结合。研究者认为，阻遏

物的存在是使 /"# 聚合酶以非活性的形式结合到 !"# 上

临近启动子的位置，当阻 遏 物 解 离 时 转 录 的 起 始 速 度 加

快［92］。

!"# 核酸与药物的作用

与 !"# 结合干扰复制与转录的药物在治疗某些疾病上

可能起作用。为了解这些药物与核酸的相互作用，有必要建

立一个灵敏、快速的分析方法来分析这些过程。=8?J+*［9K］等

人利用 =>#?(@* 测定病毒反转录酶与 !"#:!"#、!"#:/"# 杂

交分子的结合与解离动力学。他们将模板链固定在传感片

上，加入引物和反转录酶，测定反转录作用下的引物延伸过

程中，互补核苷酸与模板的结合以及加入聚合反应终止剂

#S33. 后结合的终止来评价药物的效率，结果表明：加入

#S33. 导致了反转录的终止，并加快了酶与模板的解离。

尽管氨基糖苷类药物在治疗 G>H 上具有明显的疗效，但

是由于对其作用的 /"# 结构的特异性缺乏了解，阻碍了相

关新药的进一步开发。G*)QBT［9N］等利用 =>#?(@* 开发了一种

全新的分析方法，测定了新霉素 = 以及相关的氨基糖苷类抗

生素与 G>HU/"# 反式作用元件的结合特异性，这些小分子

（,VW $%%%）的抗生素药物可以直接测定无需标记，这样可

以测定出真实的作用情况。因为放射性标记会导致被标记
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物结构和功能性的变化，影响结合反应的测定。

!"# $%& 用于分析和诊断

短链核苷酸探针经常用来做分析和治疗的试剂。利用

!"# 技术很容易检测完全互补匹配与单碱基错配的 $%& 探

针之间的结合动力学差异，因此可以分辨末端与内部错误。

"’())*+［,-］的工作表明将临床上的 $%& 样品扩增后，利用 ./0
&1*(’ 仪器和 - 核苷酸探针可以非常快速地检测出其中的点

突变。

在反义核酸与基因药物开发方面，肽核酸（"%&）正引起

越来越广泛的关注。2’+)’+［,3］等人把 "%& 固定在 ./&1*(’ 的

传感片表面，测定与 $%& 和 #%& 的作用，表明在核酸链的不

同位置的错配都将导致结合速率降低，解离速率升高。杂交

动力学结果显示，"%&0$%& 复合物比相应的 $%&0$%& 分子

稳定性更高。这一类的动力学研究对于反义核酸和诊断探

针的评价与改进非常有意义。

在分子诊断方面经常要检测 $%&0$%& 杂交结果。.450
+164［78 9 7:］等利用 ./&1*(’，只用了一步过程，证明了 ";# 扩增

的 </=0: 基因序列的特异性。此方法重现性非常高，无需放

射性标 记、凝 胶 电 泳 等，在 ,8>4+ 内 即 可 完 成 测 定（包 括

:?>4+的 ";#）。这种方法也可以用于其它需要进行 ";# 检

测的病毒感染等疾病的分子诊断。

!"’ 基于噬菌体的肽库与抗体库的筛选

!"# 技术在肽库与抗体库的筛选方面具有非常大的优

越性［7@ 9 7-］。不仅可以给出结合与否的信息，还可以给出动

力学数据，进行结合力大小的比较，结合物还可以回收进行

下一步研究。可以利用 !"# 技术直接进行筛选，然后测定靶

蛋白与筛选得到的肽或抗体结合的动力学参数。!164’(［7@，7,］

等在利用噬菌体表达的抗体库筛选抗肿瘤抗体使用了 !"#
技术，测定了利用 AB/!& 筛选得到的阳性克隆与特定抗原的

亲和力，与传统方法相比节省了时间，减轻了工作量。

<*C)6>5+D［77］等人利用 ./&1*(’ 等技术从 EF 噬菌体七肽

库中筛选单克隆抗体的抗原结合位点。他们使用的是表达

在主要衣壳蛋白上的肽库，测定抗鼠多瘤病毒 E0抗原的单

克隆抗体 G7、G?、BE: 的抗原结合部位在多肽链上的位置。

他们比较了 ;H?、G:、;: , 种传感片的效果，表明结合都是特

异性的。相比之下，G: 和 ;: 片更易于噬菌体的接近。他们

测定了固定抗体与噬菌体和 E0抗原的结合，并利用相应序

列的肽的竞争结合验证筛选结果。通过解离情况比较了 ,
种抗体与相应噬菌体的结合稳定性。

在噬菌体肽库和抗体库中常用的噬菌体是 H:,，它是丝

状噬菌体，表面带有大量的负电荷。B5)*+D’(［7?］等利用 H:,
噬菌体 :? 肽库筛选抗单纯疱疹病毒糖蛋白的单抗 &:I 的结

合肽也使用了 !"# 技术，证明 H:, 与固定抗体的结合并不

受传感片表面的影响，结合是特异性的。通过解离过程可以

比较相对亲和力的大小。

( 结 语

!"# 技术在分子生物学研究领域中应用的范围非常广，

除了上述几个方面，在研究基因工程载体与质粒 $%& 之间

的相互作用以评价载体效率［73］、$%& 序列特异性抗体的性

质鉴定［?8］等方面，!"# 技术都发挥了重要作用。!"# 技术的

应用给分子生物学的研究提供了一种全新的手段，它所具有

的实时、免标记、动态的特点正是分子生物学研究所希望的，

而又是常规分析手段所不具备的。!"# 技术与其他分析技

术的联合应用，必将加速分子生物学的研究进展，使我们对

生命现象的了解更加深入。
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