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摘  要: 核酸适配体是通过体外指数富集配基系统进化技术筛选到的一小段单链 DNA或 RNA寡核苷酸片段, 

能够与靶标高亲和力、高选择性地结合。为了在实际检测中应用核酸适配体, 必须深入了解核酸适配体—靶标

的结合过程, 如测定复合物的解离常数。本文综述了近年来有关核酸适配体—靶标复合物解离常数测定的方

法。这些方法大致上分为两大类: 一类是基于分离策略的测定方法, 如透析法、超滤法、凝胶电泳法、毛细管

电泳法和高效液相色谱法; 另一类是基于均相策略的测定方法, 如荧光强度法、荧光各向异性法、紫外可见分

光光度法、圆二色谱法以及表面等离子体共振法等。本文对每种方法的原理、应用范围和特性进行了概括和

比较, 并对未来的发展趋势进行了展望。 
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ABSTRACT: Aptamers are single stranded DNA or RNA molecules, selected using in vitro techniques of 

systematic evolution of ligands by exponential enrichment, and can bind target molecules with high affinity and 

selectivity. In order to use aptamers in practical detection, it is necessary to make thorough understanding of 

aptamer-target binding, such as measuring dissociation constant of aptamer–target complex. This article 

reviewed methods for assessing aptamer-target binding in recent years. These methods were generally divided 

into two categories. One was separation based techniques such as dialysis, ultrafiltration, gel and capillary 

electrophoresis, and high performance liquid chromatography (HPLC); the other was mixture based techniques 



第 3期 刘继红, 等: 核酸适配体—靶标复合物解离常数测定方法研究进展 1211 
 
 
 
 
 

such as fluorescence intensity and anisotropy, UV-Vis absorption and circular dichroism, surface plasmon 

resonance, and so on. This paper summarized and compared the principle, range of application and important 

features of each method and give prospects of development trend in the future. 

KEY WORDS: aptamer; dissociation constant; association constant; systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment 

 
 

1  引  言 

核酸适配体是一种能够与靶标高特异性、高选择性结

合的单链 DNA或 RNA寡核苷酸片段, 通常是利用体外筛

选技术—指数富集配体系统进化技术(systematic evolution 

of ligands by exponential enrichment, SELEX)获得的。自

1990年Tuerk和 Ellington[1,2]分别独立地筛选到核酸适配体

后, 现在已经获得几百种靶标的核酸适配体[3-5]。核酸适配

体—靶标复合物的解离常数大小通常位于微摩尔到皮摩尔

级[6]。核酸适配体在实际分析方面的应用前景非常广泛。

2004 年 12 月美国食品和药物管理局批准通过了第一个

RNA 核酸适配体药物 Macugen(哌加他尼钠), 该药主要用

于延缓湿性老年黄斑病变患者的视力下降[7]。通过研究核

酸适配体与靶标之间的相互作用, 有助于阐明其结合机制, 

从而对核酸适配体的空间结构进行更加合理的设计与优

化。本文总结概括了近几年测定核酸适配体结合常数的主

要分析技术(见表 1)。考虑到绝大多数核酸适配体的应用都

是针对单一靶标的情况, 因此我们重点综述了核酸适配体

与单一靶标作用的解离常数的测定方法。 

2  解离常数的计算 

核酸适配体与靶标结合的最简单形式是按照化学计

量比 1:1的方式结合, 结合平衡表达式为:  

 [A]+[B]⇄[AB] (1) 

 
表 1  核酸适配体—靶标复合物解离常数测定技术比较 

Table 1  Comparison of different techniques used to measure aptamer-protein binding 

技术类别 样品用量 实验时间和复杂性 Kd 实验设备 

透析法 约 100 μL 约 48 h 10−8 mol/L [8] 微平衡透析仪与荧光分光光度计

硝化纤维膜-过滤联用法 200~500 μL[9,10] 
约 5 min 

需要进行放射性标记和闪烁计数 
10−11~10−12 mol/L [11] 过滤装置、离心机及闪烁计数器

凝胶电泳法 10~50 μL 

约 3 h 

需要制备凝胶、放射性标记、放射自显

影、凝胶切割和计数 

10−13 mol/L [12] 凝胶电泳仪和放射自显影仪 

毛细管电泳法 约 10 μL 注射一个样品需要约 10 min 10−9 mol/L [13] 
毛细管电泳仪及激光诱导荧光

检测器 

高效液相色谱法 100 μL~18 mL[14] 注射一个样品需要 10~30 min 10−6 mol/L [15] 
自动化高效液相色谱仪及紫外

检测器 

荧光强度法 
约 150 μL [16] 

15~25 μL 

每个样品约 10 min, 每次滴定后需等待

约 10 min 
10−10 mol/L [17] 荧光分光光度计或酶标仪 

荧光各向异性/偏振法 
约 150 μL [16, 18] 

15~25 μL 

每个样品约 10 min, 每次滴定后需等待

约 10 min 
10−9 mol/L [19] 

带有偏振器的荧光分光光度计

或酶标仪 

紫外可见分光光度法 约 2.5 mL 每次滴定后需等待约 10 min 10−6 mol/L [20] 紫外可见分光光度计 

表面等离子体共振法 10~20 μL 每个样品约 20 min, 需要固定适配体 10−12 mol/L [21] Biacore表面等离子体共振仪 
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其中[A]表示平衡状态下核酸适配体的浓度, [B]表示平衡

状态下靶标的浓度, [AB]表示平衡状态下核酸适配体—

靶标复合物的浓度。上述平衡可以用解离常数 Kd (方程 2)

表示:  

 

d

[A][B]
K

[AB]


 

(2) 

最常见的 Kd 值测定方法为: 核酸适配体的浓度保持

不变, 逐渐加大靶标的浓度, 那么结合的核酸适配体所占

的比例分数 (fa)为:  

 
a

d

[T]
f

K [T]



 

(3) 

方程 3是位于第一象限的渐近线等于 1的等轴双曲线

的一般形式。Kd值可使用非线性回归分析直接从该曲线上

得到。尽管各种解离常数测定技术采用的计算方程不尽相

同, 但大都是方程 3的变体形式。其他变形方程的详细讨

论及应用详见 Larsson的研究论文[22]。使用方程 3的前提

是要求核酸适配体的浓度远远小于 Kd值。只有在满足这

个假设条件下, 结合前后靶标浓度[B]的变化不大, 才可

以忽略不计。图 1是在一个较宽的浓度范围内, 用靶标滴

定 RNA 核酸适配体的模拟图 [23]。RNA 核酸适配体的

Kd=10−8 mol/L, RNA—蛋白结合的化学计量比假设为 1:1, 

实验过程中每条曲线所对应的[RNA]是固定的。当 RNA

核酸适配体的浓度低于 Kd值(例如[RNA]=10−10 mol/L 或

10−9 mol/L)时, 滴定曲线不受 RNA 核酸适配体浓度的影

响, 0.5 FB所对应的蛋白浓度即为 Kd值。当 RNA核酸适

配体的浓度达到 Kd(10−8 mol/L)或者更高时, 滴定曲线开

始发生偏移, 横坐标指示的不再是平衡条件下游离蛋白

质的浓度, 因此这种情况下曲线的 0.5 FB所对应的蛋白浓

度不再指示 Kd值。 

 

 
 

图 1  RNA—蛋白相互作用的半对数模拟曲线[23] 

Fig. 1  Simulated semilogarithmic binding plots of an RNA-protein 
interaction[23] 

 
在某些情况下要确定蛋白质靶标的平衡浓度是非常

困难的, 原因在于实验过程中可能出现一些无法避免的问

题, 如重组蛋白在纯化过程中的变性, 制备过程中发生的

表面吸附, 存储期间发生的降解或变性等。在这些情况下

使用方程式 3, 就会低估亲和力。因此, 在测定核酸适配体

与靶标的解离常数时, 最好选用两种以上的测定方法进行

测定, 以便相互验证测定结果, 确保测定结果的准确性。 

3  基于分离模式的测定方法 

透析法、超离法和超滤法都是利用复合物大小的差异

来分离游离核酸适配体与结合复合物。 

3.1  透析法 

透析实验中半透膜将反应池分隔成两个相连而又独

立的反应室 A和 B。反应前, 反应室 A内含有核酸适配体

和靶标的混合溶液, 而反应室 B 内只有缓冲液。如果核酸

适配体小于靶标和相应的复合物, 那么只有核酸适配体可

以自由穿越半透膜到反应室 B。需要注意的是, 这种方法

仅适用于靶标明显大于核酸适配体的情况。生化反应达到

平衡后, 游离核酸适配体的浓度可以通过测定反应室 B 中

的核酸适配体的浓度确定。这种测定方法尽管操作比较简

单, 但是面临一些技术难题。当分析物的活性相等的时候, 

平衡状态时两个反应室的化学势是平衡的, 但是这与分析

物的浓度明显不同[24]。蛋白质靶标的净电荷通常被结合缓

冲溶液中的 H+或 OH−所平衡, 从而产生 pH梯度并导致半

透膜两边的核酸适配体浓度不同[25]。另外, 靶标和复合物

的抗渗性会产生渗透压梯度, 从而导致溶剂跨膜流动产生

溶剂体积差[26]。透析测定中的其他问题还包括孵育时间较

长[27], 反应体积较大以及存在非特异性吸附[28]等。 

3.2  超滤法 

超滤技术的原理类似于透析, 即只有游离的核酸适

配体可以通过超滤膜。超滤过程中含有核酸适配体和蛋白

质靶标的溶液在压力、真空或离心力的作用下通过超滤膜, 

蛋白质以及蛋白质—核酸适配体复合物被截留到超滤膜上, 

因此可以利用一系列不同浓度的蛋白质靶标溶液, 进行平

衡状态下各组分的平衡分布评估, 从而计算核酸适配体的

Kd值。应用最广泛的超滤膜材料是硝化纤维膜, 膜上的孔

径允许核酸适配体通过, 但是能够利用疏水吸附作用将蛋

白截留, 最小截留分子量为 2 kDa [29]。硝化纤维膜的使用

有很多种形式, 斑点杂交最常用, 主要是考虑到其样品消

耗量最小。首先将 32P—标记的核酸适配体与不同浓度的蛋

白质靶标孵育, 然后真空抽滤[30], 游离的蛋白质和核酸适

配体—蛋白质复合物被截留在膜上。截留下来的蛋白质可

以使用磷成像仪进行定量, 滤液中游离的核酸适配体可以

用闪烁计数器进行定量。 

超滤技术的广泛应用主要是由于其快速、高灵敏和低

成本的特点。放射性同位素标记使得所使用的核酸适配体
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浓度可以低至 10−12 mol/L, 简化了 Kd 的测定 , 误差在

pmol/L 级; 同时, 超滤法能够将透析法的平衡时间从几天

缩短到几分钟。尽管超滤法有以上诸多优点, 但是并不意

味着这种方法就是完美无缺的方法[31]。因为, 在某些情况

下硝化纤维膜不能完全保留核酸适配体—蛋白质复合物, 

从而导致过高估算 Kd值。不完整的保留可能是由于核酸适

配体和膜竞争蛋白质的同一个结合位点[32], 或者核酸适配

体干扰了蛋白质和膜上的非结构化的疏水区域间的相互作

用[33]。另一个问题是硝化纤维膜对核酸的非特异性吸附。

针对非特异性吸附问题需要做没有蛋白质的控制实验, 并

在计算结合分数时扣除吸附量。还需要特别注意的是蛋白

质浓度应低于 10−5 mol/L, 以防止硝化纤维膜上结合位点

被饱和[33], 无法结合蛋白质—核酸适配体复合物。此外还

遇到了核酸适配体可以结合多个蛋白质分子的问题[34]。

虽然一些人提出超速离心法不是一个平衡的方法[33], 但

也有人声称只要靶标与复合物在方程 2中的浓度比保持

不变, 过滤就是一个平衡的过程[35]。由于放射性标记会

导致安全及监管问题 , 于是研究人员又研发了非放射性

标记的方法 [36,37]。 

3.3  凝胶电泳法 

在缓冲溶液中, 因核酸适配体磷酸骨架上带有很多

负电荷, 因此电泳过程中具有较强的向正极移动的趋势, 

而蛋白质靶标通常具有较低的电荷和较低的流动性。核酸

适配体—蛋白质复合物的电泳迁移率介于核酸适配体和蛋

白靶标之间, 这就使得溶液中复合物的分离变得较为简

单。自从凝胶电泳法首次被 Fried等[38]和 Garner等[39]创建

以来, 该方法已广泛应用于核酸—蛋白质结合平衡和动力

学研究。将一批样品装入到非变性聚丙烯酰胺或琼脂糖凝

胶中, 固定平衡体系中一个组分(即核酸适配体或蛋白质)

的浓度不变, 另一组分的浓度不断增加。施加一个均匀电

场, 未结合的核酸适配体迁移最快, 其次是复合物, 最后

是游离的蛋白质靶标。核酸适配体或蛋白质的定量可以通

过紫外吸收[39], 32P—标记的核酸[38], 考马斯亮蓝 R250染

色蛋白质[38], 靶标和核酸适配体的双色荧光染色法[40]或

分子印迹法[41]得到。 

如图 2所示, 核酸适配体的浓度固定为 3 nmol/L不

变 , 链霉亲和素靶标的浓度不断增加 , 游离态和复合态

的核酸适配体通过放射性标记和荧光成像进行定量, 从

而获得非线性结合曲线 , 最终计算出的核酸适配体 Kd

值约为 7.0 nmol/L。 

凝胶电泳分离需要耗时半小时甚至几小时, 因此想

要获得准确清晰的电泳结果以及有效的平衡常数, 必须考

虑核酸适配体—蛋白质复合物的结合速率和解离速率。理

论上, 对于强的核酸适配体—蛋白质相互作用, 即解离速

率常数很小, 复合物的半衰期明显长于分离时间的情况, 

游离核酸适配体和复合物在凝胶上就会显示很清晰的条

带。反之, 如果复合物的半衰期接近或小于分离时间, 即使

复合物能够观察到, 也会显示一个很模糊的条带。然而实

际情况是, 解离过程通常比预测的要慢得多, 经常获得比

较清晰的分离条带[43]。原因在于凝胶的交连结构在一定程

度上限制了复合物的解离, 为解离后的核酸适配体和蛋白

质在扩散过程中的重新结合提供了机会[44,45]。因此, 凭借

分析结果的稳定性, 利用基于片段大小和迁移速率作为分

离依据的高分辨凝胶电泳分离技术, 我们可以开展更加复

杂、多化学计量比的平衡常数的测定[38]。高分辨凝胶电泳

分离技术具有灵敏度较高、检测成本较低、检测方式较多

等优点, 缺点是相对比较耗时, 特别是在凝胶制备、分离和

成像处理方面。 

 

 
 

图 2  核酸适配体和链霉亲和素作用凝胶电泳图(A)和非线性结合

曲线(B)[42] 

Fig. 2 The gel pattern of aptamer and streptavidin (A) and nonlinear 
binding curve(B)[42] 

 

3.4  毛细管电泳法 

毛细管电泳(capillary electrophoresis, CE)是基于溶液

中被分析物的质量大小和电荷多少实现对被分析物的分

离。常用的分离毛细管内径只有 20~100 μm, 因此需要的

样品量非常少。同时, 毛细管内有限空间内产生的大量焦

耳热有助于提高分离速度和效率[46]。目前, 研究人员已经

开发了许多基于毛细管电泳的技术用来研究蛋白质与核酸

的相互作用 [47,48], 如区带毛细管电泳 (capillary zone 

electrophoresis, CZE)、前沿分析法电泳(frontal analysis, 

FA)、Hummel—Dreyer 法电泳 (HD), 亲和毛细管电泳

(affinity CE, ACE), 空峰法电泳(vacancy peak, VP)和空峰

–亲和毛细管电泳(vacancy affinity CE, VACE)[49]。这些分
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析方法都比较相似, 因为它们大都采用的是与高效液相

色谱分析蛋白质—核酸相互作用相似的分析原理。下面主

要介绍研究核酸适配体解离常数中最常用的区带毛细管

电泳技术。 

核酸适配体—蛋白质复合物的解离速率通常低于毛

细管电泳 5~20 min的分离时间。根据上文中的讨论, 蛋白

质、核酸适配体—蛋白质复合物比游离的核酸适配体迁移

得要慢, 因此会得到比较清晰的峰。如果用浓度递增的蛋

白质溶液滴定一个荧光标记的核酸适配体, 在电泳图上就

会出现两个不同的峰, 分别代表复合物和游离的核酸适配

体。随着蛋白质浓度的不断增加, 游离配体峰的强度不断

降低, 据此可以计算出结合分数, 进而求出解离常数。如图

3所示, 随着免疫球蛋白 IgE浓度的增加, 游离核酸适配体

的峰强度逐渐减小[50]。 

 

 
 
图 3  免疫球蛋白 IgE与其核酸适配体结合的毛细管电泳结合曲线[50] 

Fig. 3  Binding curve measured using CE for an aptamer selected to 
bind human IgE[50] 

 
如果核酸适配体—蛋白质复合物的保持时间与分离

时间相似, 那么在分离过程中会发现复合物的峰形会因为

复合物在分离过程中的解离而变形。这种变化会给峰保留

时间的测定带来不便, 但是能够提供除解离常数之外的其

他动力学信息[51]。针对上述变形峰或重叠峰问题, 最近开

发了一种新型毛细管电泳测定技术, 以涵盖整个荧光标记

核酸适配体保留时间段作为参考时间, 计算该时间段内全

部有效峰的平均迁移速率, 根据反应前后平均迁移速率的

变化测定解离常数[52,53]。 

3.5  高效液相色谱法(HPLC) 

色谱法是基于被分析物与固定相的作用力彼此不同。

游离核酸适配体、蛋白质靶标和核酸适配体—蛋白质复合

物的区带分离可用于评价这些组分的平衡分布和估算 Kd

值, 在某种程度上类似于上述电泳分离技术。色谱法的分

离机制通常不像电泳一样直接, 但是基于被分析物分子量

或者体积大小的分离可以有很多种选择, 包括体积排阻色

谱法(SEC)和内表面反相色谱法(ISRP)[54]。跟其他分离方法

类似, 色谱法也需要考虑解离速率和分离时间之间的关系, 

以便正确解释平衡混合物的色谱图。 

前沿分析法（FA）也可以用于固定有核酸适配体的

HPLC 柱来研究解离常数[55-57]。小心控制固定过程, 可使

核酸适配体保持对蛋白质靶标的亲和力不变[58]。这些固定

相在毛细管整体柱中制备, 可以大大减少样本用量[56]。与

传统的 FA 不同, 该方法采用了修饰有核酸适配体的固定

相, 同时要求核酸适配体和靶标的结合速率很快, 且需要

连续进样。 

4  基于混合物模式的测定方法 

4.1  荧光强度法 

荧光检测技术在测定解离常数方面有诸多优势。荧光

信号可以在核酸适配体和蛋白质靶标处于平衡状态时进行

测定, 这不仅避开了结合速率或解离速率的问题, 同时允

许在各种缓冲溶液中进行Kd值测定, 这可能是其他基于分

离模式的分析技术难于实现的[59]。例如, 增加缓冲液的离

子强度可能影响复合物与硝化纤维膜之间的吸附, 也可能

导致电泳毛细管内部的焦耳热急剧增加。通常情况下, 荧

光检测方法测定速度远远快于其他分离方法。目前可选的

具有不同荧光寿命和激发/发射波长的荧光探针就有成百

上千种, 而且其标记过程已经研究得非常透彻, 尤其是核

酸的荧光标记过程[60-62]。 

荧光标记核酸适配体在结合其蛋白质靶标之后荧光

强度发生变化是很常见的现象。如果结合确实引起了核酸

适配体荧光强度的变化, 可以据此直接计算结合力。荧光

染料周围的微环境在核酸适配体—蛋白质复合物中与游离

溶液中大不相同, 从而导致荧光量子产率差异显著。许多

荧光染料对缓冲液极性的变化很敏感[63]。荧光共振能量转

移也是常见的现象, 即结合形成了荧光供体–受体复合物, 

从而导致荧光淬灭或荧光发射光谱的迁移[64]。因此, 无论

荧光增强还是荧光淬灭都可能是目前人们所研究的特殊体

系引起的[65,66]。通过扣除游离核酸适配体和背景的荧光信

号, 可以获得荧光强度的变化并计算出结合分数。实际上, 

如果所加入的蛋白质缓冲液的组成与核酸适配体所用的缓

冲溶液不同, 必须加以特别注意, 因为即使很小的 pH值变

化或添加剂如甘油或表面活性剂的变化就会导致荧光强度

发生改变, 随着加入的蛋白质溶液量的增加而产生一种伪

“结合曲线”。 另外一种解离常数荧光检测方法涉及到分子

信标。分子信标上标记有荧光基团和淬灭基团, 在发夹状

态下二者之间的距离足够近, 导致荧光淬灭[67]。当与靶标

结合时, 因核酸适配体构象的变化导致荧光基团和淬灭基

团之间距离增加, 进而引起荧光增强或恢复。此方法的应

用前提是必须知道核酸适配体确切的二级结构, 并且必须

十分清楚构象变化后的确能够改变荧光基团与淬灭基团之
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间的距离。与此相似, 如果淬灭基团是另外一种荧光基团, 

而且这个荧光基团的激发波长与另一端标记的荧光基团的

发射波长相互重叠, 那么我们就可以利用荧光共振能量转

移方法监测结合反应过程[68, 69]。 

4.2  荧光各向异性/荧光偏振法 

当偏振激发光照射到分析样品时, 只有与入射光偏

振取向相同的荧光分子偶极子才能被激发。如果此时的荧

光分子旋转比较慢, 入射光的偏振性能够较好地保持在荧

光分子中。我们可以利用发射光的平行偏振光和垂直偏振

光的荧光强度比计算荧光分子的偏振性。荧光分子的各向

异性和偏振性的定义见方程 4和 5:  
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III表示与入射偏振光平行的发射光强度, I⊥表示与入

射偏振光垂直的发射光强度。荧光各向异性和荧光偏振具

有相似的物理意义并且在数学上是可以相互转换的。 

实验过程中选择一个荧光寿命与其旋转速度相匹配

的荧光染料是非常重要的。如果荧光寿命太短, 游离核酸

适配体和核酸适配体—蛋白质复合物的偏振都很高, 难以

观察到荧光偏振的变化。反之, 如果荧光寿命太长, 即使是

大分子量的荧光复合物也可能去极化, 从而无法与游离核

酸适配体的荧光偏振区分。一般情况下, 荧光寿命为 4 ns

的荧光染料可用于分子量小于 100 kDa的核酸适配体—蛋

白质复合物的解离常数研究[70,71]。荧光染料和核酸适配体

之间的链接臂不易太长, 否则会增加荧光染料的活动自由

度, 从而降低荧光标记分子偏振性的敏感度, 即核酸适配

体与靶标蛋白质的结合对荧光分子偏振性的影响较小或没

有影响。G 因子虽然只是一个仪器参数, 代表非偏振光的

平行和垂直方向的荧光信号的强度比。理想情况下应该是

1, 如果不是 1 就需要进行校正[72]。另外, 需要注意的是, 

结合后荧光增强或荧光淬灭会直接影响荧光染料的荧光寿

命, 从而使解离常数的测定变得更加困难, 应尽量避免此

种情况的出现。 

4.3  紫外可见分光光度法与圆二色谱法 

紫外可见吸收光谱法具有简单, 成本低廉及无需标

记等优点, 被广泛应用于核酸适配体—靶标相互作用的研

究。众所周知 DNA的最大吸收波长在 260 nm, 在 300 nm

以上几乎没有吸收[73]。如果靶标是蛋白质, 芳香残基的紫

外吸收在近紫外区(250 nm~300 nm)比核酸弱得多; 在远

紫外区(<250 nm)的吸收与 DNA 相当[74,75]。因此, 根据核

酸适配体或其蛋白质靶标的最大吸收波长的强度变化可以

计算结合常数。如图 4 所示, 游离的核酸适配体、蛋白靶

标以及复合物的紫外吸收光谱清晰可见, 据此可以计算解

离常数的大小[19]。 

 

 
 
图 4  游离的凝血酶核酸适配体(蓝线)、凝血酶蛋白靶标(绿线)以

及复合物(红线)的紫外吸收光谱[19] 

Fig. 4  Pure resolved UV-Vis absorption spectra of aptamer (blue), 
TmPyP4 (green), and complex (red)[19] 

 
圆二色谱法是紫外可见吸收光谱法的衍生方法, 主

要用于生物分子二级结构的研究。由于氨基酸残基和糖中

存在不对称碳原子, 因此蛋白质和核酸能够分别吸收左旋

圆偏振光和右旋圆偏振光[76], 这种差异可以用吸收率差值

(ΔA), 摩尔消光系数(Δε)或椭圆率(θ)表示, 三者之间可以

通过方程 6相互转换: 

 

4πθ(deg) θ(mdeg)
CD ΔA ΔεCL

180In10 32982
   

 
(6) 

其中 C是样品浓度, L是吸收池的光程长度。只有形成了确

切二级结构的蛋白靶标或核酸才能够产生唯一的 CD光谱, 

未能形成确切二级结构的蛋白靶标或核酸的自由旋转将彼

此抵消椭圆偏振光, 不会产生 CD特征光谱。α螺旋和(反)

平行 β折叠蛋白质在 250 nm以下有独特的 CD光谱[77,78], 

但是 DNA的 CD光谱主要在 250 nm以上[79]。因此用浓度

递增的蛋白质滴定 DNA时可以从 250 nm以上的 CD信号

计算结合分数, 但是要观察蛋白质结构的变化则要使用

250 nm以下的 CD信号。 

4.4  表面等离子体共振法 

光在棱镜与金属膜表面上发生全反射现象时, 会形

成消逝波进入到光疏介质中, 而在光疏介质(假设为金属

介质)中又存在一定的等离子波。当两波相遇时可能会发生

共振。当消逝波与表面等离子波发生共振时, 入射光的大

部分能量被表面等离子波吸收 , 使反射光的能量急剧减

少。当光源和金属薄膜固定时, 反射角的变化只与金属膜

附近的样品溶液的折射率有关。在较大的浓度范围内共振

信号与被分析物的浓度线性相关[80,81]。通常选择是将核酸

适配体固定在金属表面, 因为蛋白质靶标分子量比较大, 

结合后能够引起较大的折射率变化[82]。如图 5 所示, 注入

的免疫球蛋白经过固定有核酸适配体的金属薄膜后, 两者
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结合导致金属表面的折射率发生改变, 从而引起共振信号

的增加; 结合过程达到稳定后, 在 900 s时加入变性缓冲液

引发解离反应发生[83]。结合过程和解离过程都呈指数形式, 

通过结合曲线可以计算出结合速率和解离速率, 据此可以

进一步计算出解离常数[76]。SPR 技术具有诸多优点, 无需

标记, 20 min内可同时获得热力学和动力学信息。然而, 使

用该技术的前提是必须确保蛋白质结合的传质过程不能是

速控步骤, 否则将会使观察到的结合速度变慢, 导致 Kd值

估算过低[84]。这可以通过在不同的流动速率下估算结合常

数来检测。运用更高的流速, 更薄的流通池, 更低的核酸适

配体表面密度都可以加快传质过程。同时还需要优化固定

方法并采用互补的方法计算 Kd, 以确保核酸适配体固定到

面上时亲和力保持不变。 

 
 

 
 

图 5  核酸适配体与 IgE相互作用的 SPR光谱图[83] 

Fig. 5  SPR spectrogram of aptamer-IgE interaction[83] 

 

5  结论和展望 

目前已经有大量的检测技术与方法可以用来研究核

酸适配体—蛋白质的结合过程。需要注意的是没有任何一

种测定方法是完美无缺的, 能够适合所有的测定情况, 无

论是方法的灵敏度、预期的 Kd值范围、结合和解离动力学

以及样品环境都需要仔细考虑。许多测定方法要求结合前

后核酸适配体必须发生明显的结构变化, 这在测定前是很

难预测的。有些测定技术要求进行标记或固定, 这有可能

显著影响核酸适配体与靶标的结合, 当然也可能不影响结

合。另外, 一些现实问题如样本或材料的用量、检测成本、

分析时间也是很重要的。考虑到以上提到的所有这些因素

和测定方法的复杂性, 我们建议至少使用两种以上、互补

的测定技术进行核酸适配体 Kd值的测定, 以便确保 Kd值

测定的准确性。 

随着检测技术和制造技术的指数式发展, 在减少样

品用量的同时, Kd 值的测定速度越来越快, 多种测定技术

的联合应用往往效果更佳。比如可以将不同类型的检测器

与分离仪器联用, 特别是与 CE 联用。实时激光诱导荧光

偏振检测技术(LIFP)已经被用于监控分离过程中标记物迁

移率和荧光偏振的变化, 而且检测结果可以相互印证, 进

一步确保了 Kd 值的准确性
[85]。双光子荧光相关谱技术在

灵敏度提高和不分离的情况下, 可以依据迁移率的差异从

未结合的核酸适配体中分解出结合的核酸适配体 [86]。

CE—UV 区域成像仪不仅可以同时测定两个点的信号, 还

可以同时测定结合常数和分析物的流体力学半径[73]。现代

SPR成像技术可以测定多个核酸适配体对同一靶标的亲和

力[87]。新一代检测器、微流控设备以及联用技术的出现, 将

促使核酸适配体—蛋白质结合过程的检测变得速度更快, 

样本消耗更低, 灵敏度更高, 样品通量更大。 
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