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表面等离子共振测定 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与
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摘　要：运用表面等离子共振 （ＳＰＲ）平台建立测定ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白Ａ特异性结合常数的方法。当偶
联蛋白Ａ的传感芯片上流过ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液时，双通道ＳＰＲ仪实时监测ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白Ａ特异性
结合过程，获得了该反应不同温度下的结合速率常数ｋａ、解离速率常数ｋｄ和结合平衡常数Ｋａ，以及该反应的活
化能Ｅａ和焓变△Ｈ。结果表明该特异性结合比较适宜的条件是：中性或微碱性、较高的离子强度和较高的温度。
该方法操作步骤简单、快速、灵敏度高、消耗样品少，是研究分析免疫球蛋白 ＩｇＧ抗体和蛋白 Ａ等生物分子相
互作用比较理想的方法之一。
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　　为了实时监测和分析蛋白质、多肽、核酸等生
物分子间的相互作用，经常选择不需任何标记、灵

敏、快速的表面等离子共振 （Ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏ
ｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）技术［１－２］。它是实时测定预先固定在

传感芯片上的配体与流过其表面的分析物反应的动

力学参数、热力学参数等特异性结合参数的非常重

要的有力手段［３－５］。

蛋白Ａ能够强烈地与多种哺乳动物的ＩｇＧ免疫
球蛋白发生特异性结合［６］，而且文献 ［７］表明：
蛋白Ａ与抗体的 Ｆｃ端结合时使 Ｆａｂ端朝外，在一
定程度上方便了抗体进一步结合抗原。蛋白 Ａ与
不同免疫球蛋白 ＩｇＧ特异性结合程度不同［８］，由

此，可以利用蛋白 Ａ分离和提纯免疫球蛋白 ＩｇＧ。
然而文献里有关能够直接反映蛋白 Ａ和免疫球蛋
白特异性结合速度 （如结合速率常数 ｋａ等）和程
度 （结合平衡常数Ｋａ即亲和力等）的参数十分匮
乏。为了更有效地分离和提纯免疫球蛋白 ＩｇＧ，避
免盲目性，提高蛋白Ａ分离和提纯免疫球蛋白ＩｇＧ
的效率，在工作前很有必要了解蛋白 Ａ与免疫球
蛋白ＩｇＧ特异性结合的有关参数。

本实验首先将免疫球蛋白 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与
固定在生物传感芯片表面上的蛋白 Ａ进行特异性
结合，依据ＳＰＲ仪实时监测的ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体和
蛋白Ａ结合所获得的数据，获得该特异性结合的
动力学信息：ｋａ、解离速率常数 ｋｄ，并对 ＣＤ４５－
ＦＩＴＣ抗体和蛋白 Ａ的亲和力作出评价。为蛋白 Ａ
分离和提纯免疫球蛋白ＩｇＧ工作提供参考和必要的
实验数据。该方法具有快速、灵敏度高、消耗样品

少等优点，是研究分析蛋白Ａ和免疫球蛋白ＩｇＧ抗
体等生物分子相互作用比较理想的方法之一［９－１０］。

１　实验部分
１１　仪器与试剂

ＳＲ７５００ＤＣ型双通道 ＳＰＲ仪，蛋白 Ａ检测芯
片 （ＰｌａｎａｒｐｒｏｔｅｉｎＡｓｅｎｓｏｒｃｈｉｐ），购于美国 Ｒｅｉ
ｃｈｅｒｔ公司。ｐＨＳ－３Ｃ酸度计 （上海科学仪器有限

公司）；０２２μｍ水相混合纤维素酯膜 （海宁市正

兴特种过滤设备制造有限公司）。

ＦＩＴＣ偶联小鼠抗人 ＣＤ４５单克隆抗体 （ＣＤ４５
－ＦＩＴＣ抗体），天津协科生物科技有限公司产品；
ＰＢＳＴ－叠氮钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）溶液 （ｐＨ７３６）；
氢氧化钠、盐酸、ＮａＣｌ、ＳＤＳ、甘氨酸等试剂均为
分析纯。超纯水 （电阻率≥１８２ＭΩ）由杭州永洁
达净化科技有限公司建造的实验室纯水和超纯水系

统提供。

１２　运行缓冲溶液和分析物 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶
液的制备

１２１　不同 ｐＨ运行缓冲溶液和分析物 ＣＤ４５－
ＦＩＴＣ抗体溶液的制备　不同 ｐＨ值 （７１０、７３３、
７６２、７９０和 ８４８）的 ＰＢＳＴ－叠氮钠 （０１％，
Ｖ／Ｖ）溶液用ＮａＯＨ或ＨＣｌ溶液调节，分别用作运
行缓冲溶液；然后使用上述缓冲溶液分别配制对应

的某一浓度ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液，备用。
１２２　不同离子强度运行缓冲溶液和分析物ＣＤ４５
－ＦＩＴＣ抗体溶液的制备　配制不同离子强度 （含

ＮａＣｌ分别为 ０、２５、５０、７５、１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、
ｐＨ７９０的 ＰＢＳＴ－叠氮钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）溶液，
分别作为运行缓冲溶液；然后使用上述缓冲溶液再

分别配制对应的某一浓度 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液，
备用。

１２３　不同浓度分析物 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液的
制备　分析物ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体用含７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ、ｐＨ７９０的 ＰＢＳＴ－叠氮钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）
按 １００×１０－７，５００×１０－８，… ，３９１×１０－１０

ｍｏｌ·Ｌ－１浓度梯度稀释，备用。使用前，所有流过
传感芯片的溶液都要用０２２μｍ滤膜过滤并脱气。
１３　ＳＰＲ平台实时监测蛋白 Ａ与 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗

体特异性反应的方法

ＳＲ７５００ＤＣ型双通道 ＳＰＲ仪平台用于实时监
测蛋白Ａ与ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体的特异性反应。将洁
净表面偶联蛋白Ａ的蛋白 Ａ传感芯片插入 ＳＰＲ仪
指定位置上，在芯片上放置用 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００清洗
后干燥的流通池，固定。选择 “１２”某一 ＰＢＳＴ
－叠氮钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）溶液作为运行缓冲溶液，
在一定温度下设置流速为２５μＬ·ｍｉｎ－１，等待基
线稳定后，以右通道为参比通道，左通道流过

“１２”对应的ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液，并设置反应
时间。反应完毕，注入ｗ＝０５％ ＳＤＳ－５０ｍｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸 （ｐＨ２００）缓冲溶液使蛋白Ａ传感芯片再
生 （即洗去芯片上和蛋白Ａ特异性结合的 ＣＤ４５－
ＦＩＴＣ抗体），接着蛋白Ａ传感芯片继续流过上述运
行缓冲溶液。待基线稳定后进行下一次循环操作。

通过上述方法，ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特
异性结合进程被实时监测，测定数据由 Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ＳＰＲＡｕｔｏｌｉｎｋ记录下来，并以响应折射率 （Ｒｅｆｒａｃ
ｔｉｖｅｉｎｄｅｘｕｎｉｔ，ＲＵ）表示，该数据与蛋白 Ａ结合
的ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体的数量呈正相关。再用ＳＰＲ仪
制造商提供的ＣｌａｍｐＸＰ软件进行数据处理，分析
和拟合各参数值，得到 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ
特异性结合的ｋａ、ｋｄ，再进一步计算出Ｋａ。
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２　结果和讨论
２１　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合条件

的选择

２１１　酸度 （ｐＨ）对 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ
特异性结合的影响　用 “１２１”的 ＰＢＳＴ－叠氮
钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）溶液作为运行缓冲溶液和对应
的分析物ＣＤ４５－ＦＩＴＣ溶液进行试验。由传感图可
知，在所试验的分析物溶液 ｐＨ范围内，ＣＤ４５－
ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合能力随 ｐＨ值升高
而增强，但 ｐＨ＞７９０时，两者的结合能力增加不
明显。故选用ｐＨ７９０作为ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋
白Ａ特异性结合的酸度条件。
２１２　离子强度对 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体和蛋白 Ａ特
异性结合的影响　选用 “１２２”的 ＰＢＳＴ－叠氮
钠 （０１％，Ｖ／Ｖ）溶液 （ｐＨ７９０）作为运行缓冲
溶液，注入对应的分析物ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液进
样分析，得到传感图１。由图１可知，ＮａＣｌ浓度越
高，响应值越高。运行缓冲溶液里含有高浓度的盐

增强了ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体和蛋白Ａ的结合程度，同
时，也增加了分析物溶液中其它非分离提纯蛋白质

和蛋白Ａ的结合能力［１１］，即竞争反应也加强。所

以，综合考虑，本实验选择含 ＮａＣｌ浓度为 ７５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ７９０的 ＰＢＳＴ－叠氮钠 （０１％，
Ｖ／Ｖ）溶液作为ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体和蛋白Ａ特异性
结合的反应介质，且该溶液作为运行缓冲溶液。

图１　ｃ（ＮａＣｌ）对ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体和
蛋白Ａ特异性结合影响的传感图

Ｆｉｇ１　ＳＰＲｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ
ＮａＣｌｏｎＣＤ４５－ＦＩＴＣｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎＡ

ｃ（ＮａＣｌ）／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：１００（ａ）；７５（ｂ）；５０（ｃ）；２５（ｄ）；０
（ｅ）

２２　方法重现性实验
以含 ７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ的 ＰＢＳＴ－叠氮钠

（０１％，Ｖ／Ｖ）溶液 （ｐＨ７９０）为运行缓冲溶液，
“１２３”某一ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液为分析物，连
续分析五次。结果表明，特异性结合响应最大值的

相对标准偏差 ＲＳＤ为５１４％，表明这种实验方法
能够测定ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合的
ｋａ和ｋｄ。
２３　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合 ｋａ和

ｋｄ的测定
分别设置仪器的温度为 ２０℃和 ３５℃，将

“１２３”浓度不同的ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶液进样后
的传感图，见图２和图３。由图２和图３可知：２０
℃或３５℃时，ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与传感芯片上的蛋
白Ａ发生特异性结合并趋于平衡。依据从低到高
的浓度梯度，特异性结合响应曲线由低到高排列，

并且增加的幅度和斜率依次递增。２０℃时，在
３９１×１０－１０～１５６×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１ＣＤ４５－ＦＩＴＣ
抗体浓度范围内，浓度升高时响应却基本上不发生

变化，说明浓度较低时，与蛋白 Ａ发生特异性结
合的ＣＤ４５－ＦＩＴＣ的量基本上不随 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗
体浓度变化而改变，这是因为响应的变化与结合在传

感芯片金属表面的生物大分子质量的变化成正比［１２］。

图２　２０℃时，不同ｃ（ＣＤ４５－ＦＩＴＣ）抗体与
蛋白Ａ特异性结合传感图

Ｆｉｇ２　ＳＰＲｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣＤ４５
－ＦＩＴＣｏｎＣＤ４５－ＦＩＴＣｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎＡａｔ２０℃

ｃ（ＣＤ４５－ＦＩＴＣ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：１００×１０－７（ａ）；５００×

１０－８（ｂ）；２５０×１０－８（ｃ）；１２５×１０－８（ｄ）；３１３×１０－９

（ｅ）；１５６×１０－９（ｆ）；７８１×１０－１０（ｇ）；３９１×１０－１０（ｈ）

在１５６×１０－９～１００×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１浓度范
围时，响应随时间增加，并且响应峰随浓度升高而

相应增大，表明ＣＤ４５－ＦＩＴＣ浓度越高，与蛋白 Ａ
特异性结合的量就越大。
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图３　３５℃时，不同ｃ（ＣＤ４５－ＦＩＴＣ）与
蛋白Ａ特异性结合传感图

Ｆｉｇ３　ＳＰＲｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣＤ４５
－ＦＩＴＣｏｎＣＤ４５－ＦＩＴＣｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎＡａｔ３５℃

ｃ（ＣＤ４５－ＦＩＴＣ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：１００×１０－７ （ａ）；

２５０×１０－８ （ｂ）；１２５×１０－８ （ｃ）；６２５×１０－９ （ｄ）；

３１３×１０－９ （ｅ）

将图２和图３中的数据通过 ＣｌａｍｐＸＰ软件处
理，得到２０℃和３５℃时ＣＤ４５－ＦＩＴＣ与蛋白Ａ特
异性结合的动力学常数：ｋａ和 ｋｄ，由此计算出对
应的Ｋａ，见表１。

表１　２０℃和３５℃时蛋白Ａ与
ＣＤ４５－ＦＩＴＣ特异性结合常数１）

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｏｆＣＤ４５－ＦＩＴＣｔｏｐｒｏｔｅｉｎＡａｔ２０℃ ａｎｄ３５℃

温度／℃
ｋａ／

（Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１）
ｋｄ／ｓ

－１ Ｋａ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１）

２０ １８６×１０５ ３５２×１０－３ ５３０×１０７

３５ １３３×１０６ １９２×１０－２ ６９４×１０７

１）　ｋａ：ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔ；ｋｄ：ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎ
ｓｔａｎｔ；Ｋａ：ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｃｏｎｓｔａｎｔ；Ｋａ＝ｋａ／ｋｄ

Ｋａ用来定量描述蛋白 Ａ与 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ分子
间的亲和力。通常，Ｋａ越大表示配体和分析物结
合的愈牢固。本实验的 Ｋａ值表明蛋白 Ａ与 ＣＤ４５
－ＦＩＴＣ分子为中等强度结合。
２０℃时，ＣＤ４５－ＦＩＴＣ与蛋白Ａ结合的动力学

常数：ｋａ、ｋｄ与Ｋａ值和文献 ［１３］中的 ｋａ、ｋｄ与
Ｋａ值接近，存在差别可能是因为试验时溶液的 ｐＨ
值、离子强度等反应条件不同产生的。

２４　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合的活
化能 （Ｅａ）和焓变 （△Ｈ）的测定
将 “１２３”不同浓度的 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体溶

液分别在１５、２０、２５、３０和３５℃下进样分析，获

得上述各温度下的 ｋａ、ｋｄ和 Ｋａ，应用作图法能够
得到ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ反应的Ｅａ和△Ｈ。
２４１　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合 Ｅａ
的测定　分别以上述温度下的 ｌｇｋａ对 １／Ｔ作图，
见图４。该回归直线的方程为：

ｌｇｋａ＝（－５５７６３±０７４０７）
１
Ｔ＋

（２４２３２７±２４８７８）
相关系数ｒ＝０９６５９。说明 ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体

与蛋 白 Ａ 的 特 异 性 结 合 遵 循 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方
程［１４］７４２－７５４。根据 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程，直线的斜率 －
Ｅａ／２３０３Ｒ＝（－５５７６３±０７４０７），其中Ｒ表示
气体常数，其值为８３１４５Ｊ·Ｋ－１·ｍｏｌ－１，所以，
Ｅａ＝（１０６６０±１４１８）ｋＪ·ｍｏｌ

－１。

图４　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白Ａ
特异性结合的速率常数和温度关系

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆＣＤ４５－ＦＩＴＣａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎＡ

２４２　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋白 Ａ特异性结合ΔＨ
的测定　分别再以上述温度的 ｌｇＫａ对１／Ｔ作图，
如图５。回归直线的方程如下：

ｌｇＫａ＝（－０６５１３±００７７１６）
１
Ｔ＋

（９９５４５±０２５９２）
　　相关系数ｒ＝０９７２７。表明该反应较好地遵循
Ｖａｎ′ｔＨｏｆｆ方程［１４］４１７－４２０，根据Ｖａｎ′ｔＨｏｆｆ方程，直
线的斜率 －ΔＨ／２３０３Ｒ＝ （－０６５１３±００７７
１６），可计算出ΔＨ＝（１２４７±１４８）ｋＪ·ｍｏｌ－１。

由ΔＨ的数值可知，该特异性结合是吸热反
应，即升高温度，Ｋａ值增大，也就是平衡转化率随
温度的升高而增加。根据图４，温度升高，ｋａ也增
加。由上述实验结果可得出ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与蛋
白 Ａ在中性或微碱性、较高离子强度和较高温度
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的条件下比较容易发生特异性结合。

图５　ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗体与
蛋白Ａ特异性结合的平衡常数和温度关系
Ｆｉｇ５　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ＣＤ４５－ＦＩＴＣａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎＡ

３　结　论
本实验运用ＳＰＲ平台实时监测ＣＤ４５－ＦＩＴＣ抗

体与蛋白Ａ特异性结合的过程，获得了该反应不
同温度下的ｋａ、ｋｄ和 Ｋａ，再经过作图法得到该反
应的 Ｅａ和△Ｈ。由此推出该特异性结合的比较适
宜的条件：中性或微碱性、较高的离子强度和较高

的温度。期望能够为蛋白 Ａ分离和提纯免疫球蛋
白ＩｇＧ工作提供参考和必要的实验数据。该方法具
有操作步骤简单、快速、灵敏度高、消耗样品少等

优点，是研究分析蛋白Ａ和免疫球蛋白ＩｇＧ抗体等
生物分子相互作用比较理想的方法之一。
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