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摘要 对表面等离子体激元共振
,

的原理和在生物学研究方面的应用

进行了综述 这种技术可以直接原位
、

实时地跟踪生物学实验研究系统
,

而不需要附加参数如进行标

记等手段
,

具有高敏感性
,

也可以连续监测吸附或解吸附过程 目前有关的应用涉及到生物学结合分

析
、

动力学及亲和力测定
、

免疫识别研究
、

结构与活性研究和核酸研究等多个领域

关键词 表面等离子体共振
,

生物分子相互作用
,

实时分析
,

感应片表面

传统的生物学研究一般局限于体外实验或

使用离体器官进行 但对于生物学家来说
,

最

为理想的是能够实时
、

原位地对有关实验系统

进行示踪
,

即不附加其他参数如进行标记来跟

随实验过程 但传统的表面分析技术例如

射线 光 电子 光 谱
、

俄 歇 电子 能谱

以及次级离子质谱 缺点较

多 费用比较 昂贵 分析样品时需要高真空

显然这种条件不同于样品本身的自然环境

敏感度有限 而 在最好的情况下
,

也只能进行半定量测定 同时因为生物学家的

兴趣主要在于研究有关动力学过程
,

采用这些

技术并不能满足这种要求

最近几年发展了一些能够研究动力学过程

的技术 包括傅立叶变换红外 分光

镜〔‘〕
、

动力学接触角 分析 和表面

等离 子 体 激 元 共 振
,

测定技术 一 ,

其中比较引人

注 目的是 测定技术 作为一种可以在表

面上示踪生物分子特性以及相互作用的方法
,

它具有实时原位示踪动力学表面过程的能力
,

并且设备简单
,

不要求进行标记 本文综述了

技术的原理基础及其 目前有关在生物分

子相互作用实时分析上的初步应用

表面等离子体激元共振原理

表面等离子体激元是一种沿着金属和介电

层界面传布的横磁化电磁波
。 。 。 。 “ 一 般 在 棱 镜

折射率为 上被覆一层金属银或金的薄膜

复合物折射率为
,

与另一种折射率为
, 的介质相接触 波长为 几 的光线经

偏振处理 即电向量组元与入射平面平行
,

照射进入棱镜
,

在金属
一

棱镜界面形成反射

在某一角度测定时
,

反射光强度达到最小 此

时金属表面被激发产生一种传导电子的集团运

动
,

即表面等离子体激元〔

根据麦克斯 韦方 程
,

对 这 种情 况 下 在

界面上形成的损耗电场进行计算 其场

强按 几 量级在 介质的一段特征性距离内
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呈指数衰减 图

一卜
图 实验 金属界面上的场分布

在综述 技术及其在生物物质

处理过程中的应用时
,

提出了一种更容易理解

的原理 当某一波长的光线照射到玻璃物质上

面
,

其表面被反射的光线量随入射角角度改变

增加
,

直至达到所谓临界角 口 处于或大于
。

的光线完全从表面被反射
,

这种现象即完

全内部反射 当物质背面覆上薄层金属
,

将产

生一种大于 夕
。

的角度 此时光线不是被完全

内部反射
,

而是
“

损耗
”

或
“

藕合
”

进入金属

薄膜
,

导致被反射的光线强度达到最小 图

这种最 小化发生时的角度称为 角

贵重金属膜 表面等离子体激元

图 光线产生的

这种现象的原因在于金属膜边缘上电子的

振荡作用 金属可以简单地被想象成一种位于

运动电子中的原子中心 在边界层
,

这些运动

的表面电子能够以分立或不连续频率发生振

荡
,

并沿着金属边界层传播
,

构成表面等离子

体波 因此
,

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
,

光线即被
“

藕合
”

进入金属膜
,

引起电子

发生共振 —
“

’
’

一词即因此而得 处于

的光线可以提供确切的能量
,

导致金属膜

表面电子发生共振 电子吸收该能量 随后由

于耗散和辐射作用丢失在膜内被衰减
,

使被

反射强度达到最小【 〕

这种瞬息的共振场进入临近的介电介质

等离子体波频率以及由此产生的 不仅极端

依赖于金属边界层的物理性质
,

而且更为主要

地依赖于直接接触金属膜的临近介质本身的介

电特性
,

即频率随折射率 , 和临近介电层厚

度 的改变而变化 如果膜上接触的介质是空

气 ,
,

则 七
’

如果接触介质

为缓冲液 ,
,

则 夕 七
’

而某种

蛋白质溶液 ,七 通过金属膜并吸附到

表面时
,

夕 的位移更大
,

其程度与被吸附蛋

白质的表面范围成比例 “〕

的有关应用

技术的应用十分广泛 它不仅可以

用于测量金属薄膜上 的光学特性
,

而且

也能够研究表面被吸附膜与分子的构成和物理

特性
,

例如
一

膜
、

气

体分子的吸附和蛋白质吸附等作用
,

同时还能

够提供液相分子与表面固定的分子之间相互作
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用的动力学信息
,

如配体
一

受体相互作用
、

生

物相容性研究等等

目前最令人感兴趣的 应用可能在生

物学研究方面 如前所述
,

与传统技术相 比
,

技术的优点极为明显 不需要进行标记

表面生物分子的相互作用可以直接
、

实时
、

原

位地进行监测 样品需要量少 可以监测吸附

或解吸附过程的连续反应 可逆性程度也可以

方便 地 进 行 监 测 典 型 的 吸 附 侧 面 像

简 图 见 图 结 合速 率

斜率 、 与研究系统的动力学有关 总的角

度位移 △则与被结合物质的总量
、

溶液中配

体的浓度和随之发生的表面函数性质有关 在

吸附侧面像的起始 。 和终止 点
,

曲线的形状 半宽值
、

最小位置
、

最小

反射 涉及到被吸附物质的物理特性如均匀

性
、

折射率和厚度等 通过这些参数
,

显然可

以较为详尽地阐明有关的表面过程〔“

不一飞价

不需预先采用某些处理 这样生物分子的相互

作用可在发生时即时 真实时间内 进行测量

和分析

可以从实时 研究中获得的信息包括

特异性 特性 哪些分子发生了相互作

用 浓度 有多少分子 亲 和性

相互作用的程度有多大 动力学 相互

作用的速率有多快 协同作用 是否存

在任何异构效应 相对结合模式 结合

模式与不同样品是否相对应

因此
,

实时 可以监测两个 以上的分

子如蛋白质
一

蛋白质
、

药物
一

蛋白质
、

核酸
一

蛋白

质
、

核酸
一

核酸
、

受体
一

配体等分子之间相互作

用的情形等等 例如某一特定受体的结合部

位
、

活性位点的数目以及结构上的改变对这些

部位的影响 〕 ,

已经开展的有关研究涉及到生物学结合分

析
、

动力学及亲和力测定
、

免疫识别研究
、

结

构与活性研究和核酸研究等多个领域 其中包

括蛋 白质
一

蛋 白质 一 ’‘〕及蛋 白质
一

核酸相互作

用〔’“
、

激素结构及功能结合结构域

的比较分析 ‘ 〕
、

有效活性分子的检测 〔‘, ’ 〕、

杂交动力学分析 ‘“」
、

抗原决定簇表型的

分型分析 ‘ 、

信号传导分子的研

究〔‘ 〕
、

蛋白质结构与功能分析 ’ 和蛋白质构

象研究 “ 〕等等

等 ‘ 将 ‘ ,
一

固定在感应片表

面
,

研究了人源抗体 与这种抗原的结

合作用 他们采用同一个感应片在短短两周之

内
,

连续三次测定了野生型抗体的结合动力

学
,

并且同时筛选了一系列突变型抗体
,

结果

证明这种固定化蛋白质 抗原 可以耐受

次以上的结合与再生过程 显然这些实验表

明
,

可以作为一种快速分析分子结合反应

详细情况的强有力手段
,

这一方面的可能应用

包括不同温度下同源二元和异源二元蛋白质之

间各种结合参数的测定
、

多重结合平衡状况的

解析以及结合平衡状况的测定

许多文献报告可以通过 阐明抗原的

科位度角‘下

时间

图 吸附侧面像原理图

生物分子相互作用的研究

生物分子的活性功能主要在溶液状态中通

过分子之间的相互作用来体现
,

探测及研究这

种相互作用的过程对于生命科学领域的研究
,

揭示生命发生发展的基本机制具有十分重要的

意义
,

也 因此蕴涵 了某些极其广泛 的应用

可能

生物 分 子 相 互 作 用 分 析
,

是利用生物传感技

术 将 探 针 或 配 位体

固定在某种固相介质 感应片 的表

面
,

被选择的探针或配位体能够专一性地确保

与待检生物分子形成复合物进行直接分析
,

而
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决定 部 位 等〔川 采 用
、

方 格 板

和集簇分析 。

,

比较 了 种 的 同型

测定结果 数据表明 的速度更快
、

不需要标记
,

可以作为快速简便的抗体同型

分析方法 此外
,

他们还认为

的应用不仅可以作为一种诊断工具
,

而且可以

作为进一步理解蛋白质相互作用的一种手段
,

因此
,

一般说来有助于免疫分析技术的发展
。 等 “ 〕纯化出主要组织相容性复合物

型分子的基因工程相似物
,

评价了其对于固定

化抗原多肤的结合 他们采用 筛选了通

过不同位置侧链偶联结合的多肤
,

来鉴定那些

与结合作用严格相关的侧链以及溶剂中的有关

侧链 通过这种途径
,

他们认为有可能用于研

究与
一

细胞受体的相互作用
一 。等 “ , 在另一项新的应用中

也采用了 他们将一种 固定在传感

器的表面
,

然后流过可溶性重组的人补体受体
,

来测定 与固定化抗体之间的相

互作用 为了评价溶剂破坏抗体
一

相互作

用的能力
,

他们采用这种方法筛选了大量的洗

脱溶剂 实际上
,

他们把 用作为一种摸

索免疫亲和层析最佳条件的快速方法

等 ‘ 研究了趋化信号系统不 同

成分之间复合物的形成
,

以及信号底物和磷酸

化条件对这些复合物的影响 他们以大肠杆菌

为研究模型
,

发现 可以磷酸化决定鞭毛

旋转方向的调节子 和受体

调制子
,

受体对 的调

节要求偶联蛋 白质 的存在
,

磷酸

化 的两步骤机制涉及到 中一个组

氨酸残基的自身磷酸化 其结果为以前未发现

的 及其底物之间的结合作用提供了证

据 很显然这种技术也可用于其他受体信号系

统的研究
,

感应片表面上形成的多重成分信号

传导复合物具有生物学活性
,

对于详细研究细

胞内和细胞间通讯调节的特异性相互作用提供

了一种全新的手段

最新的研究报道来自 等〔’
,

采用

生物传感器技术实时监测 的操作过程
,

从而揭示出实时生物特异性相互作用分析技术

在分子生物学中应用的潜力 他们采用高亲和

性的链酶抗生物素
一

生物素系统将 片段固

定在生物传感器表面
,

然后用于分子生物学不

同元件处理过程的监测
,

如 链的分离
、

杂交动力学包括杂交和 链分离以及

酶学修饰如连接
、

核酸内切酶裂解及 合

成 使用由六寡核昔酸组成的模式系统
,

可以

装配成一个 的双链 片段 使用这一

系统
,

生物传感器方法即可用于分析多步骤固

相的基因装配
,

和常规用于 合成与操作

的各种酶作用以及 样品中单点突变的

测定

等 采用 , 研究了细胞

私附分子 的相互作用 他们分析了

类凝集素 家族成员 环 的亲和力和动

力学常数
,

以及位点突变对结合位点的影响
,

结果表明这一技术具有常规结合分析方法所不

能比拟的优点 样品体积少 仅需 川
、

清

洗步骤不干扰平衡
、

被分析物不需要预先纯

化 等 则采用这一方法示踪 了序

列特异性 与蛋白质之间的相互作用

等【 在寡糖分离和特性研究中
,

检测了凝胶过滤洗脱液中未经修饰的寡糖 他

们将凝集素固定化后
,

特异地检测了末端的唾

液酸和
一

半乳糖
,

以
一

唾液酸化寡糖检测的

敏感度为 一 他们的实验显然为采

用常规生化分析比较难于进行的多糖研究开创

了一种全新的手段 等 采用

技术研究了脂膜的相互作用
,

包括原位脂膜形

成及影响参数 他们认为脂膜可以作为研究生

物膜过程 中涉及到结构和 动态特性
、

以 及

配基
一

受体相互作用的模式系统
,

并且在他们

的实验中已经得到了证明

致谢 中国科学院生物物理研究所陈润生
、

清

华大学赵南明
、

安徽大学孙大 明
、

本室刘树

森
、

丰美福
、

焦选茂教授对本文提出了宝贵的

建设性修改意见 收集资料时
,

公
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