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摘  要 

表面等离子共振(SPR)技术是一种新型光学分析技术，可以实时、无标记检测分子间相互作用。该技术

不仅可以直接反映分子结合的动态过程，还能够得到具体的速率常数及解离常数，被广泛用于分析蛋白

之间结合活性。如何高效地完成基于表面等离子共振技术的方法开发及数据分析是研究人员面临的重要

问题，本文围绕缓冲液的筛选、固定配体策略的选择、分析物条件的优化、再生条件的筛选等方面，综

述了基于SPR技术分析蛋白之间结合活性的方法开发策略。 
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Abstract 
Surface plasmon resonance (SPR) technology is a novel optical analysis technique that enables 
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real-time, label-free detection of intermolecular interactions. This technique can not only directly 
reflect the dynamic process of molecular binding, but also obtain specific rate constants and dis-
sociation constants, and is widely used to analyze the binding activity between proteins. How to 
efficiently complete the method development and data analysis based on surface plasmon reson-
ance technology is an important problem faced by researchers. In this paper, the method devel-
opment strategies for analyzing the binding activity between proteins based on SPR technology 
were reviewed in terms of buffer screening, selection of immobilized ligand strategies, optimiza-
tion of analyte conditions, and screening of regeneration conditions. 
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1. 引言 

表面等离子共振(Surface Plasmon Resonance, SPR)技术是一种光学检测技术，具有无标记、实时分析、

高灵敏度、操作简单便捷等优点，目前已被中国药典(2020 版)、美国药典(2016 版)和日本药典(2016 版)
收录[1]。SPR 技术在药物研究领域应用广泛，包括结合活性分析、小分子互作分析、浓度分析、非标曲

法浓度分析、热力学分析、指纹图谱对比、免疫原性分析等。其中，SPR 技术在分析蛋白之间结合活性

方面应用最为广泛，特别是在单克隆抗体研发领域[2] [3]。与传统的蛋白结合活性检测技术相比，SPR 技

术具有操作简单、耗时短、灵敏度高等优点，已开始逐步取代传统检测技术酶联免疫吸附检测法[4] [5] [6]。
因此，基于 SPR 技术分析蛋白之间结合活性的方法开发策略对生物药物开发及质量控制具有重要意义，

如何高效地完成基于表面等离子共振技术的方法开发及数据分析是研究人员面临的重要问题，本文对基

于 SPR 技术的方法开发中缓冲液的筛选、固定配体策略的选择、分析物条件的优化、再生条件的筛选等

方面进行了综述，期望对基于 SPR 技术的方法开发提供一些参考。 

2. 表面等离子共振技术 

表面等离子共振是一种物理光学现象，当光由光密介质射入光疏介质中时，一旦入射角超过临界角，

会发生全反射，此时，沿着两种介质的临界面会产生光波，这种光波被称为消逝波[2]。如图 1 所示，当

光疏介质为介电常数为复数的金属时，消逝波可以激发金属表面的自由电子集体振荡，产生表面等离子

体波(Surface Plasmon Wave, SPW) [7]。此时，光波部分能量转移至表面等离子波的能量并消散在金属薄

膜中，因此检测到的反射光强度减弱。在一定的条件下，消逝波与表面等离子波产生共振，此时，光波

大部分能量转化为表面等离子共振波的能量，检测到的反射光强度大幅减弱，这种现象被称为表面等离

子共振，此时的入射角被称为 SPR 角，入射波长被称为共振波长[7]。由于共振发生在金属表面，当其他

条件确定时，SPR 角或共振波长对金属表面介电常数非常敏感，因此，可以通过检测 SPR 角或共振波长

来分析金属表面分子相互作用。 
目前，最常用的 SPR 商业化仪器为 Cytiva 公司的 Biacore 系列产品，因此本文以此系列仪器为例介

绍方法开发策略。Biacore 系列产品的激发结构为 Kretscmann、Raether 构建的棱镜耦合式，检测方法为

角度调制法，采用单色光入射，固定入射光波长，改变入射光角度，检测反射光强度的变化，其结构如
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图 2 所示[8]。入射光通过两极真空管激发，最终信号由电荷耦合元件(Charge Coupled Device, CCD)检测，

经由软件程序分析记录响应值变化。 
 

 
Figure 1. Principle of surface plasmon resonance. (a) Surface plasmon resonance model [7]; 
(b) Relationship curve of incident light angle and reflected light energy 
图 1. 表面等离子共振原理图。(a) 表面等离子共振模型[7]；(b) 入射光角度与反射光能

量的关系曲线 
 

 
Figure 2. Structure of angle modulated Kretscmann type SPR 
sensor 
图 2. 角度调制型 Kretscmann 式 SPR 传感器结构示意图 

3. 方法开发策略 

根据完整的蛋白之间结合活性实验传感曲线，可将实验步骤分为 5 个阶段：1) 固定配体(Ligand)；
2) 分析物(Analyte)与配体结合；3) 分析物与配体解离；4) 芯片再生；5) 数据分析。本文将对各个步骤

的方法开发策略进行综述。 

3.1. 缓冲液的筛选 

通常情况下，蛋白之间结合活性分析实验的缓冲液选择含吐温 20 的磷酸盐缓冲液或者 HBS-EP (配
方为 0.01 M HEPES，0.15 M NaCl，3 mM EDTA,，0.005% P20)。当实验中非特异性结合值较高时，可通

过调整缓冲液 pH、盐浓度和表面活性剂的比例有效降低实验中的非特异性结合。因此在方法开发前，需

要对缓冲液进行筛选。非特异性结合指分析物与芯片表面的结合，可能由于分析物与芯片表面存在静电
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作用或者疏水作用[9]。 
静电作用由分析物与芯片表面带相反电荷引起。当分析物的等电点高于缓冲液 pH，带正电，而芯片

表面带负电，因此相互吸引。通常通过调节缓冲液 pH 值和盐离子浓度可减少因静电作用引起的非特异

性结合，但需要注意 pH 值和盐浓度可能影响蛋白之间的结合活性。另外，在缓冲液中添加牛血清白蛋

白(Bovine Serum Albumin, BSA)，既可以减少由静电作用引起的非特异性结合也可以减少由疏水作用引起

的非特异性结合。BSA 是一种同时具有亲水基团和亲脂基团的球蛋白，等电点约为 4.7，小于 SPR 实验

缓冲液 pH，带负电，而一般分析物等电点大于缓冲液 pH，带正电，因此 BSA 分子可以聚集在分析物周

围，从而保护分析物，减少其与芯片表面的结合。另外，由于 BSA 存在疏水基团，可以封闭通道表面，

减少分析物与通道表面的结合，避免低浓度下分析物的损失，稳定分析物的浓度[10]。而提高表面活性剂

如聚山梨酯 20 浓度可减少因疏水作用引起的非特异性结合，同样，其可以避免分析物吸附在通道表面，

减少分析物的损失，提高分析物的稳定性。 

3.2. 固定配体策略的选择 

固定配体可通过直接偶联或者间接捕获两种方法实现，其流程如图 3 所示。在检测结合活性实验中，

固定配体策略的选择尤为重要。直接偶联可直接将配体共价偶联于芯片表面，此时在芯片再生时，配体

不会从芯片表面解离，常用的直接偶联法为氨基偶联法。在氨基偶联时应注意选择的醋酸钠试剂的 pH
值应大于 3.5 且低于待偶联蛋白的等电点，此时芯片表面的羧甲基葡聚糖带负电荷，待偶联蛋白带正电

荷，两者之间存在静电作用，可以提高芯片表面的蛋白浓度从而减少配体消耗并提高偶联效率。直接偶

联的芯片可以重复使用，但不同配体和偶联条件会导致芯片保存时间和重复实验次数不同。直接将待分

析的蛋白偶联至芯片是最简单便捷的方法，也可以节省蛋白用量。但此方法存在比较明显的缺陷，即无

法确定偶联的位点和蛋白在芯片上的方向。同时在氨基偶联时一些较为敏感的蛋白活性可能会受到影响

[11]。因此对于受位阻影响较大的蛋白相互作用以及较为敏感的蛋白分子不建议选择直接偶联法[12]。 
间接偶联指先将捕获分子共价偶联于芯片表面，之后通过捕获分子与配体之间的亲和作用捕获配体，

此时芯片再生时，配体会与捕获分子解离，下次循环开始时，需要重新进样配体。间接捕获可以确定配

体在芯片上的方向，并且对蛋白活性影响较小[13]。根据实验需求的不同可选择不同的捕获分子，如Protein 
A、protein A/G、Protein G、Protein L、抗组氨酸抗体、抗小鼠 IgG 抗体、人 Fab 结合因子等，固定捕获

分子一般采用氨基偶联方法[9] [14] [15] [16]。在选择不同的捕获分子时需考虑捕获分子与配体的结合位

点是否与分析物结合位点重合或是否会引起配体以特殊的方向存在，从而引起位阻效应[17]。有研究表明，

单克隆抗体与 FcγRs 结合活性的结果会受到不同捕获分子的影响[18] [19]。 
 

 
Figure 3. Procedure for direct immobilization and indirect capture [20]. (a) Procedure for direct coupl-
ing; (b) Procedure for indirect capture 
图 3. 直接偶联法和间接捕获法的流程[20]。(a) 直接偶联法流程图；(b) 间接捕获法流程图 
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不论应用直接捕获还是间接捕获策略都需要注意传感芯片的选择，常见的芯片种类及特点如表 1 所

示，通常情况下，CM 5 芯片可满足大部分实验需求。但如果需要降低非特异性结合值，可以尝试 CM 4
芯片和 C 1 芯片[21]。另外，还需要注意配体的固定量，固定量过高可能引起物质迁移限制。物质迁移指

分子从溶液迁移至芯片表面的过程，当分析物在芯片表面的结合速度高于从溶液扩散至表面的速度时会

产生物质迁移限制，此时测得的响应值与进样的浓度间的关系存在偏差，物质迁移限制在传感曲线中表

现为浓度和响应值呈线性变化。降低配体固定量或者提高分析物进样流速可减少物质迁移限制的影响。

而过低的配体固定量会导致分析物结合后的响应值过低，此时实验误差较大，因此需要通过实验筛选合

适的配体固定量[22]。 
 
Table 1. Common chip types and characteristics [20] 
表 1. 常见的芯片种类及特点[20] 

芯片名称 芯片连接层组成 应用领域 

CM 5 芯片 中等密度的葡聚糖羧甲基表面 最常用的芯片 

CM 7 芯片 高密度的葡聚糖羧甲基表面 适用于片段药物和低分子量样品检测 

CM 4 芯片 低密度的葡聚糖羧甲基表面，羧甲基密度较低 可能可以降低非特异性结合值 

CM 3 芯片 低密度的葡聚糖羧甲基表面，葡聚糖基质较短 适用于体积较大的分析物，如病毒和细胞 

C 1 芯片 无基质的羧甲基化表面 适用于体积较大的分析物，如病毒和细胞；

可用于分析葡聚糖基质对实验的影响 

HPA 芯片 烷基硫醇构建的疏水表面 可形成脂质单分子层，多用于膜蛋白和脂质

单分子层相关的研究 

L1 芯片 羧甲基葡聚糖表面共价连接亲脂基团 可捕获囊泡和脂质体，保持磷脂双分子层结

构，适用于研究跨膜蛋白 

PEG 芯片 聚乙二醇基质 可用于避免羧甲基葡聚糖基质对实验带来的

影响，可能可以避免非特异性结合 

Protein L 芯片 羧甲基葡聚糖表面偶联 Protein L 捕获带有 κ 轻链的抗体或抗体片段 

Protein G 芯片 羧甲基葡聚糖表面偶联 Protein G 可捕获多种 IgG，如人、小鼠、豚鼠、兔、

山羊、绵阳和牛 

Protein A 芯片 羧甲基葡聚糖表面偶联 Protein A 可捕获多种哺乳类动物的抗体，常用于捕获

IgG1、IgG2 和 IgG4 

CAP 芯片 羧甲基葡聚糖表面共价偶联寡核苷酸 可逆捕获生物素标记的分子 

NTA 芯片 羧甲基葡聚糖表面共价偶联氨三乙酸(NTA) 可捕获带有组氨酸(His)标签的分子 

SA 芯片 羧甲基葡聚糖表面共价偶联链霉亲和素蛋白 可捕获带有生物素标记的蛋白 

3.3. 分析物条件的优化 

固定配体后，分析物以恒定流速通过芯片表面，此时，分析物与配体结合。引起芯片表面折射率变

化，通过对 SPR 角的分析测得折射率的变化，以共振单位(Response Unit, RU)表示，1 RU 对应芯片表面

1 pg/mm2蛋白质量的变化，对应 10−6折射率的变化，以时间对 RU 连续作图，得到传感曲线。 
分析物的浓度范围会影响结果的真实性、稳定性和重复性。在具有明显动力学曲线的结合活性实验

中，浓度范围必须包含平衡常数 Kd值，至少设置 5 个浓度梯度，并且最高浓度点需达到平衡，低浓度梯

度的传感曲线应无重合[23]。在快结合快解离的结合活性实验中，浓度范围的响应值至少包含 20%至 80%
的 Rmax值，至少设置 5 个浓度梯度，每个浓度的传感曲线应当达到稳态平衡。另外，为获得更优的结果，
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结合活性实验都需要设置参比通道、设置零浓度样品和设置至少一个浓度的样品重复并与同一浓度样品

间隔完成检测。设置参比通道和零浓度样品是为了在最终分析数据时进行扣减，扣减非特异性结合以及

缓冲液带来的数据误差，得到更精确的结果。设置一个浓度样品的重复可以分析不同循环样品的检测之

间是否存在差异，避免实验误差。 

3.4. 再生条件的筛选 

再生试剂可通过改变芯片表面的 pH 和离子强度破坏蛋白之间的相互结合，通常选择不同 pH 值的甘

氨酸盐酸缓冲液再生芯片。不同的再生条件可能会影响实验的重复性、准确度以及芯片的使用寿命。良

好的再生条件应当达到以下几点要求：去除所有结合的配体和分析物；能够保持芯片表面捕获分子的活

性；尽可能减少对芯片使用寿命的影响[24]。方法开发时，可通过比较再生前后基线水平的变化以及同一

条件实验结果之间的差异评估再生条件[25]。在相同的再生效果下应选择较为温和的再生条件来保护芯片

延长芯片使用寿命。 

3.5. 数据分析模型的选择 

实验结束后可通过 Biacore 仪器自带分析软件进行数据分析。一般情况下，为获得真实的传感曲线，

避免样品溶液与缓冲液的差异引起的误差，在实验中通常会设置参比通道和零浓度实验，在数据处理时，

首先进行参比通道和零浓度的扣减，即“双扣减”。之后根据传感曲线选择合适的数据分析模型。蛋白

之间结合活性分析可通过两种分析模型进行拟合。即“Kinetic”和“Steady State”。“Kinetic”对应存

在明显动力学曲线的实验结果。“Steady State”对应快结合快解离的实验结果。同时，软件会给出 chi2

以及非特异性结合值用于判断结果的可靠性，通常情况下要求 chi2小于等于 Rmax值的十分之一，非特异

性结合值小于等于 Rmax值的百分之十五[10]。数据分析软件不仅提供了 1:1 结合模型，也可以分析 1:2 或

2:1 结合的蛋白相互作用。但需要注意除了分子相互作用会影响传感曲线，分析物和配体的纯度、浓度等

多种因素都会影响传感曲线，因此需要谨慎地选择非 1:1 结合的复杂模型来分析数据[26]。 

4. 总结 

基于 SPR 技术分析蛋白之间结合活性的方法开发过程中涉及参数较多，其中固定配体策略对结果影

响较大，在开发方法时应重点关注固定配体策略，并在此基础上通过实验对其他条件进行逐个摸索与分

析，可减少非特异性结合值和物质迁移效应，提高方法开发的效率以及方法的稳定性。 
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