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［摘要］ 分子间相互作用的表征技术是阐明细胞生物学事件、了解疾病发生机制、辅助药物研发的有力手段。

近年来，分子间相互作用的表征技术发展迅速，不断向着高灵敏度、高通量、极短时间、极低检测限的方向发展。本

文对表面等离子体共振、生物膜干涉、背向散射干涉以及微量热泳动这 4 种常见的、基于光学检测的分子间相互作

用表征技术的原理、特点及最新应用进展进行了综述与比较，为分子间相互作用表征技术的选择提供参考。
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［ Abstract ］ Characterization techniques of molecular interactions are powerful methods to elucidate cell biological 
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蛋白质与核酸都是重要的生物大分子，它们可

以与很多外源性的小分子、离子发生相互作用。从

分子层面探讨生物大分子之间以及生物大分子与小

分子之间的相互作用，对于认识生物分子的基本构

造与功用、指导药物结构设计等都具有十分重要的

意义。

传统的分子相互作用研究方法有很多，比如酶

联免疫吸附、荧光共振能量转移、质谱等检测蛋

白质相互作用的研究技术，染色体免疫共沉淀等检

测核酸相互作用的技术。然而，多数技术都属于终

点标记的方法，并且只能定性检测有无相互作用，

不能反映结合力的强弱。随着研究的不断深入，

基于光学检测的分析方法逐渐进入公众的视野，其

具有超高的灵敏度、较少的样品量、可定量检测

结合力及原位的检测方法等优势，这对于生命科学

的研究大有裨益。主流的基于光学检测的相互作

用分析技术有表面等离子体共振（surface plasmon 
resonance，SPR） 技 术、 生 物 膜 干 涉（biolayer 
interferometry，BLI）技术、背向散射干涉（back-
scattering interferometry，BSI）技术、微量热泳动
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（microscale thermophoresis，MST）技术，本文对

这 4 种分子相互作用表征技术的原理、优缺点及应

用进行综述与比较，为分子间相互作用表征技术的

选择提供参考。

1 SPR技术

1.1 SPR 的技术原理与方法特点 SPR 技术是利

用光在不同介质中产生消逝波后与等离子波产生

共振，进而构建分子间相互作用的生物传感分析技

术。1902 年，Wood［1］首先发现了衍射光栅上的一

种反常衍射现象，这是由于表面等离子体波激发导

致。1957 年，Ritchie［2］从理论上证实了金属表面

等离子体激发的存在，SPR 假说取得重大进展。

1982 年，Nylander 等［3］证明了 SPR 在气体检测和

生物传感器中的应用，为进一步测量生物分子间相

互作用奠定了基础［4-6］。

SPR 技术的检测原理如图 1A 所示，平面偏振

光在全内反射条件下撞击金属芯片，导致金属中的

自由电子产生表面等离子体激元。如图 1B 所示，

SPR 检测过程主要分为 6 个步骤，首先配体即生物

分子通过偶联反应被固定在生物传感芯片表面，获

得初始基线；而后分析物被注入并流过传感器芯片

的表面，分子间相互作用的发生引起芯片表面质量

浓度的变化进而导致光折射率的变化，这种变化可

以通过共振单位（response unit，RU）进行量化和

表征，RU 增大对应着结合事件的发生；当结合和

解离达到平衡时，RU 也维持在一个稳定值；接着

停止注入分析物，解离阶段开始，分析物在缓冲液

的冲洗下从配体的结合位点逐步解离，此步骤对应

着 RU 的逐渐降低；再生步骤就是将分析物完全从

配体结合位点去除，随后再次校正，使 RU 回到基

线水平，为新的检测周期做好准备。

图 1 表面等离子体共振（SPR）技术的检测原理（A）及表征方法（B）

SPR 在检测时响应速度很快，且样品量比较

少，待分析物也无需标记，通过实时、动态监测

RU 的变化，从结合、解离反应中得到分子间的

结合常数（association constant，Ka）、解离常数

（dissociation constant，Kd）以及平衡解离常数

（dissociation equilibrium constant，KD），反映分

子间作用力的大小及特异性等信息。SPR 具有高通

量检测的能力，检测浓度可低至 pmol/L。
1.2 SPR技术在分子间相互作用检测中的应用 近年

来 SPR 已发展成为行业内的金标准，在分子间相互

作用领域发挥了举足轻重的作用。

1.2.1 检测同源分子间的相互作用 如Nan 等［7］利

用 SPR 技术揭示 1 型跨膜蛋白 CD147 直接与 Ran
结合蛋白 1（Ran-binding protein 1，RanBP1）发生

相互作用，证据显示 CD147 能够调节癌细胞的迁

移［8］。而 CD147 与 RanBP1 的结合导致了紫杉醇

治疗癌症时的耐药性，表明 CD147 是紫杉醇敏感

性的关键调节因子，对癌症化疗具有重要意义。又

如 Jarczewska 等［9］利用 SPR 技术测定了单链脱氧

核糖核酸（single-stranded deoxyribonucleic acid，
ssDNA） 和 肽 核 酸（peptide-nucleic acid，PNA） 
探针与 miRNA 的相互作用。感染部位的巨噬细胞

被认为是预防脓毒症发展的潜在治疗靶点，而Kelch
样环氧氯丙烷相关蛋白 1/ 核因子 E2 相关因子 2 
（Kelch-like epoxy chloropropane-associated protein 1/
nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Keap1/Nrf2）
系统是巨噬细胞抗菌活性的关键调节剂，Wang 
等［10］利用 SPR 技术验证了一种独特的七次甲基染

料 IR-61 能够直接抑制 Keap1/Nrf2 蛋白质间相互作

用并激活 Nrf2，从而增强巨噬细胞的抗菌功能。
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1.2.2 检测异源分子间的相互作用 贺毅等［11］首

先利用分子对接对 3 000 多种化合物与白细胞介

素 15 受体 α（interleukin 15 receptor α，IL-15Rα）
进行模拟对接，并根据其特异性结合情况予以打

分。在此基础上，再利用 SPR 技术测量化合物与

IL-15Rα 重组蛋白的亲和力，最终筛选出分子量为

556.6 的甘西鼠尾新酮 A（neoprzewaquinone A，

Neo）与 IL-15Rα 的特异性结合亲和力最高，结果

表明 Neo 可能是一种新的以 IL-15Rα 为靶点的潜在

活性药。Zhou 等［12］利用 SPR 技术测定了加热过程

中的肌原纤维蛋白（myofibrillar protein，MP）和 
β- 胡萝卜素（beta-carotene，β-C）之间的相互作用，

结果表明，在 37 ℃左右 MP 和 β-C 之间的相互作

用从范德华力变为了疏水相互作用，为 β-C 输运系

统合适温度的选择提供了重要依据。

作为 SPR 的核心部件，其传感器针对不同检测

目的采取了不同的设计，如半导体、金属薄膜、纳

米材料等组成的无机界面传感器，硫醇、聚乙二醇

等涂覆的有机界面传感器，以及核酸、抗体等构成

的生物界面传感器等。这些设计有助于提高检测的

灵敏度和选择性，在用于复杂体系检测时可以最大

限度减少样品在等离子体表面的污染现象［13］。

2 BLI技术

2.1 BLI 的技术原理与方法特点 BLI 技术是一

种实时的光学生物传感技术，同 SPR 技术一样，用

于检测无标记生物分子间的相互作用［14］。该方法

基于光干涉的原理，使用光纤生物传感器来收集信

号。这些信号随着分子间相互作用的发生，实时反

映传感器层光学厚度的变化。在此系统中，分析物

与固定在传感器表面的配体相互作用形成单分子

层，这会导致反射光的干涉谱按一定比例移动。

BLI 技术的检测过程主要分为 5 个步骤，如 
图 2 所示，首先是将生物传感器浸入到缓冲液中进

行平衡；接着将传感器浸入到已知浓度的固化溶液

中，溶液中经修饰的生物分子结合到生物传感器的

表面，使其表面膜层厚度增加；接着将固化完已知

浓度生物分子的生物传感器浸入缓冲液中做基线；

然后再将该生物传感器浸入到含有待测分析物的样

品溶液中，由于待测分析物与生物分子的特异性结

合而导致膜层厚度增加；最后将结合分析物的生物

传感器浸入到缓冲液中进行解离，分析物从生物传

感器表面脱落导致膜层厚度减少［15］。

图 2 生物膜干涉（BLI）技术的检测原理及表征方法［15］

A: 检测步骤；B：分析物承载台；C：检测结果表征
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BLI 通过对光干涉信号的实时监测即可得到待

测样品的 Ka、Kd、KD 等信息，具有操作简单、检

测时间短、样品消耗量少、无需标记等优点，广泛

应用于生物分子间相互作用的分析和快速检测，检

测浓度可低至 pmol/L。
2.2 BLI技术在分子间相互作用检测中的应用 自2006年

产业化以来，BLI 技术已广泛应用于各类生物体系

的测定，可以实现无标记分子间相互作用分析的实

时检测。

2.2.1 检测同源分子间的相互作用 Dubrow 等［16］

以甲型流感病毒的 NS1 和磷酸肌醇 3 激酶为模型

蛋白，利用在 BLI 中加入蔗糖等糖类作为阻滞剂，

测量蛋白质之间的弱相互作用。BLI 在定量分析蛋

白质之间的相互作用时，有时会存在分析物和生物

传感器之间的非特异性结合（nonspecific binding，
NSB），特别是在测量弱相互作用时，NSB 对 BLI
的准确性影响较大，糖类尤其是蔗糖是优秀的 NSB
阻滞剂。Neira 等［17］利用 BLI 测量了组氨酸磷酸

载体蛋白（histidine phosphocarrier protein，HPr）
前 38 个 N 端残基（HPr38）、前 58 个 N 端残基

（HPr58）及前 70 个 N 端残基（HPr70）这 3 种蛋

白质与天蓝色链球菌的 N 端结构域等蛋白质的相

互作用，其结果与完整的 HPr 和同种蛋白质的结合

常数处于一个量级。

2.2.2 检测异源分子间的相互作用 Guo 等［18］利

用 BLI 技术证实了用于治疗炎症性疾病的传统中药

配方二妙散中的活性化合物槲皮素、汉黄芩素和

芸香碱与影响风湿性关节炎的核心靶蛋白 TNF-α、
IL-6 及 IL-1β 存在相互作用，进而证明二妙散通过抑

制炎症细胞因子在抗炎中发挥重要作用。金黄色葡

萄球菌被认为是一种常见的食源性病原微生物，通

常会引起食物中毒和各种传染病［19］。C54A 突变体

LysGH15 能够特异性地识别和结合金黄色葡萄球菌，

Liu 等［20］利用 LysGH15 作为受体结合 BLI 建立了

一种检测金黄色葡萄球菌的新方法，可以直接、快

速、准确、高特异性地检测金黄色葡萄球菌，为食

品安全及相关领域提供了高效、可靠的诊断工具。

BLI 技术可应用于蛋白质与蛋白质的相互作用

分析、抗体筛选、核酸与蛋白相互作用分析、抗体

与小分子药物相互作用分析等多个方面［21-24］。相

较于传统的检测技术，BLI 技术无需荧光标记或发

光基团即可直接检测，能最大程度保证实验的真实

性［25］；相较于 SPR 技术，BLI 技术具有高通量、

成本低、易维护等优点。

3 BSI技术

3.1 BSI 的技术原理与方法特点 BSI 技术是通过

监测通道内光折射率的变化测定分子间相互作用的

技术。He-Ne 激光照射到含有待测物质的微流体通

道上，在通道的内外界面会产生多角度的反射和折

射，在环绕管轴 360°的范围内产生干涉条纹，称之

为 BSI。当通道内液体的折射率改变时，干涉条纹

会相对于初始位置产生移动，移位的大小可用于确

定分子间相互作用。

BSI 技术的检测过程如图 3 所示，激光器发出

的激光经镜面反射后射入到通有待测溶液的石英

毛细管中，激光在毛细管内外界面发生多次反射、

折射，其中一部分的反射和折射光再经过镜面发射

到电荷耦合器件（charged-coupled device，CCD）

线阵处，这些反射和折射的光在 CCD 处发生干涉

并产生干涉条纹。当毛细管内的液体发生相互作

用时，其折射率会发生改变，CCD 处的干涉条纹也

会随之发生改变，获取条纹移动对应的相位值的变

化，进而获得一系列的曲线，从而确定分子相互作

用的相关信息［26］。

BSI 技术是目前唯一可以以无标记方式确定结

合亲和力的技术，它不依赖于热变化或表面内固

定，可以用于包括有机溶剂在内的许多不同介质

中，此外，BSI 技术的检测下限明显低于其他自由

溶液技术（可低至 pmol/L），可以在生理浓度范围

内进行检测。然而，BSI 对实验条件要求苛刻，易

受温、湿度等的影响，目前为止还没有实现仪器的

商业化。

3.2 BSI 技术在分子间相互作用检测中的应用 BSI
技术可在生理相关条件下进行无标记和无固定的相

互作用分析，灵敏度高且体积小。

3.2.1 检测同源分子间的相互作用 Abbas 等［27］

利用 BSI 技术测量神经元钙传感器恢复素与其目标

G 蛋白偶联受体激酶 1（G protein-coupled receptor 
kinase 1，GRK1）的相互作用，得到的结果与等温

量热滴定法及圆二色谱法获得的结果一致。Jepsen
等［28］建立了 BSI 系统来测量蛋白 A 和 IgG 之间

的相互作用，证明 BSI 具有一定的温度和时间稳 
定性。
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3.2.2 检测异源分子间的相互作用 Haddad等［29］利

用BSI技术测量乙酰胆碱酯酶（acetylcholinesterase，

AChE）与几种已知的新型抑制剂之间的相互作

用，结果发现，在没有底物的情况下即可量化

AChE 与抑制剂之间的相互作用；通过 BSI 的结合

数据与 IC50 进行比较，可以区分竞争性、非竞争性

等不同类型的抑制剂。传统检测 AChE 相互作用的

方法侧重于底物水解的间接测量，且需要探针和繁

琐的程序，而 BSI 技术可实现简单、无标记的直接

测量。除此以外，Baksh 等［30］利用 BSI 技术测量了

多种物质的结合相互作用，包括胰蛋白酶 -抗胰蛋

白酶、胰蛋白酶 -对氨基苯甲脒、抗凝血酶 -肝素

以及蛋白 A-IgG，所得的结合曲线与 Kd 值及其他

经典方法得到的结果一致。

BSI 技术虽然尚未商用，但可以相对容易地用

标准光学部件自行搭建，且可用于包括有机溶剂在

内的许多不同介质中。BSI 技术采用了特殊设计的

微流体通道，而当前药物发现和优化的重点也已从

传统方法转向快速微流体筛选［31］，BSI 作为量化

分子间相互作用的生物传感平台，将在药物发现中

发挥重要作用。

4 MST技术

4.1 MST 的技术原理与方法特点 MST 技术是一

种利用荧光实时监测在温度梯度的环境中分子在

毛细管内定向泳动，进而检测分子间相互作用的技

术。1856 年，Ludwig 首次发现了热泳动现象，又称

为 Soret 效应［32］，它描述了分子在温度梯度内诱导

产生的热量和定向运动。2010 年，德国NanoTemper 

Technologies 公 司 开 发 出 第 1 台 商 用 微 量 热 泳 

动仪［33］。

MST 技术的检测过程如图 4 所示，在初始状

态下红外激光是关闭的，荧光分子在整个毛细管中

均匀分布，在这个阶段采集到的稳定荧光信号称为

初始荧光。当红外激光器被打开时毛细管的局部区

域立即被加热，在热电导入之前荧光强度会剧烈下

降，这种现象被称为温度跃迁（temperature jump，

T-Jump）。随后，荧光分子发生热泳运动，热区的

荧光信号会减弱，直到在质量扩散效应的反作用下

达到稳定状态。这一过程通常持续 30 s，被称为热

浸。最后，红外激光器关闭，荧光分子就会扩散回

来，荧光强度又会增加，形成典型的 MST 曲线。

不同浓度的配体对荧光分子的热电泳性有不同的影

响，从而产生一系列 MST 特性曲线，T-Jump 和热

泳信号可以分别拟合以获得结合亲和力值［34］。

MST 主要通过监测在微观温度梯度下配体结

合过程中由于大小、表面电荷和水化层的微小变化

而引起的荧光分子的热电性变化，定量地分析生物

分子间的相互作用。通过将荧光检测的精确性和热

泳动的灵敏性结合起来，MST 技术提供了一种灵

活、稳定、快速的检测方法，不受分子大小、种类

的影响，可检测低至 pmol/L 浓度的分子间相互作

用。MST 技术是目前应用于分子间相互作用分析

的一项最新的超灵敏技术。

4.2 MST 技术在分子间相互作用检测中的应用 MST

技术是一种能够灵敏、高通量、快速地定量分析分

子间相互作用的新兴技术，是近 10 年来研究分子

间相互作用强有力的工具。

图 3 BSI 技术的检测原理（A）及表征方法（B）［26］

BSI：背向散射干涉；CCD：电荷耦合器件；PDMS：聚二甲基硅氧烷.
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4.2.1 检测同源分子间的相互作用 Zhang 等［35］

将 5(6)- 羧基荧光素标记到活化 T 细胞核因子 c1
（nuclear factor of activated T cells c1，NFATc1）、

Na＋/H＋交换器 1（Na＋/H＋ exchanger 1，NHE1）、

非洲猪瘟病毒（African swine fever virus，ASFV）

编码的蛋白抑制剂 A238L 和钙调磷酸酶调节蛋

白 1（regulator of calcineurin 1，RCAN1）短肽的

N 末端，而后利用 MST 技术详细测量被标记的多

肽与钙调磷酸酶之间的相互作用，并得到很好的

结果，对于了解生命活动的调节具有重要意义。

又 如 Jordan 等［36］ 以 小 RNA41（small RNA41，
sRNA41）及其天然靶标 mRNA-MM2089 为例，用

MST 表征其结合亲和力，结果显示 MST 技术可以

快速、准确地表征 RNA 之间的相互作用。

4.2.2 检测异源分子间的相互作用 Huang 等［37］

利用 MST 技术研究了牛乳铁蛋白与二氢杨梅素、

杨梅素 2 种黄酮化合物的结合作用，发现杨梅素对

于牛乳铁蛋白有更强的亲和力，可以诱导牛乳铁蛋

白更多的构象变化。Yu 等［38］以镉离子和黄曲霉素

B1 适配体为研究对象，比较在适配体上修饰不同

的荧光基团以及将荧光基团修饰在适配体的不同位

置，导致 2 个相同的异源分子在同一条件下的 MST
出现不同的测量结果，为合理设计 MST 方法提供

了基础。

近年来，MST 技术被成功地用于分析各种生

物分子相互作用，从蛋白质与蛋白质之间的相互作

用、蛋白质与多肽、核酸、小分子之间的相互作

用，到小分子之间的相互作用等［39-43］。MST 根据

是否需要荧光基团标记分为 2 种类型，一种类型的

MST 需要用荧光基团标记，另一种系统依赖于紫

外范围内芳香族氨基酸的固有荧光。这 2 个系统

都通过红外激光的热效应来检测分子的运动，各有

其优点和缺点，无标记的 MST 可以使用未标记的

天然蛋白质，然而许多分析物在紫外线范围内发出

的荧光可能会干扰 KD 值的准确测定；相比之下，

标记的 MST 允许使用荧光标记的探针连接到配体

上，在可见光范围内具有可测量的光密度而不是紫

外线，从而避免了来自分析物的信号干扰。

5 小 结

本文介绍了 SPR、BLI、BSI、MST 这 4 种常

用的基于光学检测的分子间相互作用表征技术。其

中 SPR、BLI 及 BSI 技术都是直接检测分子间相互

作用后引起的光学效应的变化，MST 则是应用荧

光作为检测手段来监测局部分子间发生相互作用时

的热运动。相较于前 3 种技术，MST 技术可以测

量天然状态环境中的分子相互作用，结合毛细管的

使用大大降低了样品的消耗量，实现了高通量、短

时间的测定。这 4 种技术在检测原理上大相径庭，

各具特点，可以提供多维度的数据信息，也都存在

着优点与不足。

SPR 技术可以实时、动态、免标记地完成对

分析物的检测，检测浓度可低至 pmol/L，由于其生

物传感器具有高特异性，可以检测其他技术难以研

究的高度动态的复合物，但获得一个样品的亲和力

值需要 1～2 h，且对于低浓度和存在非特异性结合

的样品检测准确度不高。BLI 技术对分析物的纯度

要求不高，可以检测多个浓度样品的结合信息，它

图 4 微量热泳动（MST）的检测原理（A）及表征方法（B）［34］
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获得一个样品的亲和力值同样需要 1～2 h，适合大

量样品的筛选，对 SPR 技术起到了非常好的补充作

用，但其检测范围有限，试剂消耗量较大，对于弱

相互作用检测准确度不高。BSI 技术所需的样品量

少，有极高的灵敏度，只是其极易受温度变化的影

响，有的待测物质产生的光热效应会引起折射率的

变化，进而影响测量结果的准确性。MST 技术对

待测分子的大小和分子量无任何限制，且可以在血

浆、细胞裂解液等几乎任何缓冲液中进行检测，同

时其分析物的用量少（仅需要几微升），约 20 min
即可获得亲和力值，检测浓度可低至 pmol/L，比较

适合微量样品的表征分析，但其检测成本较高，仪

器造价昂贵。

综上所述，在研究不同的目标分子时选择一种

或几种适宜的分子间相互作用检测技术进行交叉验

证，多维度地去表征分子间相互作用，有助于了解

药物转运和代谢过程，为药物设计和筛选提供有价

值的信息，进而指导药物设计，推动医药研究发展。
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