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摘要 
 

生物分子间的相互作用是生命活动的基石，分子间结合的特异性、强弱、快慢等都是生命科学研究的重要内容。

表面等离子共振（SPR）是经典的光学物理现象，从发现并被运用到生物医药领域已有数十年时间。作为分子

互作的金标准，表面等离子共振技术目前已先后被美国药典、日本药典及中国药典纳入。基于表面等离子共振

原理，Cytiva公司开发了包含 T200、S200、8K/8K+等一系列机型的 BiacoreTM平台，满足不同实验需求的同时，

提供特异性结合、动力学、亲和力等丰富的互作信息。相对于其他分子互作检测平台而言，Biacore系统具有高

灵敏度、高通量、样品使用量低以及无需标记即可实时监测各类型分子间相互作用的优势。其检测信号将通过

传感图呈现出来，那么如何解读传感图则是重中之重。本文将详细介绍传感图的分析方式。 
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一、传感曲线 
 

对表面等离子共振（SPR）数据进行准确分析的关键是对传感图有深刻的理解。传感图是什么样的？最简

单的单一指数相互作用曲线如图 1所示[1]，包含了基线，结合阶段，平衡部分，以及解离阶段。该图的

组成来自分子间互作在不同阶段 α角的变化，通过 Biacore系统将其可视化显现。 

 

 
 

图 1 传感图 

 

1. 基线 

由于生物传感芯片表面带有不同的生物基质，缓冲液在流经芯片表面过程中依旧会产生背景信号，该组信

号我们称之为基线，互作分析也是从基线开始测定的。基线稳定对数据准确至关重要。 

2. 结合 

结合阶段是分析物流经生物传感芯片表面上配体表面产生结合信号的过程，在分析物注射结束之前，该阶

段的曲线应遵循单一指数并且至少具有一些曲率。如果该阶段曲线是线性的，则表示分析物可能存在物质

迁移限制或潜在的非特异性结合现象。复合物的形成速率取决于结合速率常数、分析物浓度以及配体上可

结合位点的数量。 

3. 稳态 

当分析物注射时间足够长，结合到配体的分析物数量与从配体上解离下来的数量是相等的，此时曲线应该

逐渐趋于平衡，即达到稳态；所谓的稳态是一个相对的动态平衡状态。 

4. 解离 

解离阶段也应该遵循单一指数。解离阶段只与解离速率常数有关，如果分析物和配体的之间的相互作用特

别强，那么解离曲线可能是一条水平的曲线。理论上，只要是分子间的非共价结合，只要解离阶段时间足

够长，解离曲线最终是可以回归到相互作用前的基线的。 

5. 响应值 
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响应值是分析物与配体结合产生的曲线信号水平数字化体现，用 RU（Response Unit）表示。1 RU的定义

相当于 1 pg/mm2的表面浓度变化。 

 

二、曲线示例 
 

对于固定的分析物和配体，速率常数 ka和 kd应该是客观存在的固定值，但是速率常数与缓冲液成分、pH

以及温度等都有关；因此想要获得始终如一的数据，保持实验条件的稳定很重要。换句话说，Ka和 Kd只

是在某一个客观固定条件下存在的分子互作常数，具有一定的客观性，可变性和局限性。 

 

1. 指数曲线 

受不同分子间互作的表现形式及亲和力强弱影响，可以展现不同的分子互作形态。如传感图显示结合阶段

相对较快，有明显曲率，解离之前有浓度曲线可以达到平衡；解离相对较快，分析物可以完全从配体上解

离干净，基线可以回归；RU值相对较低。尽管结合和解离速率不同，图 2是指数曲线的例子[2]。 

指数曲线往往是在具有时间依赖性的分子互作中体现，即可提供有效的 Ka及 Kd。 

 

 
 

图 2 指数曲线。A．分子间互作亲和力较强，可以观测到传感图上的结合曲率，且分析物较难从配体分子

上洗脱；B．亲和力相对较弱，分析物可以从配体分子上有效洗脱；C．为非时间依赖性的分子间互作，指

数曲线难以观测，但可直观目测到稳态的形成。 

 

2. 物质迁移限制曲线 

物质迁移限制往往发生在分子互作的结合阶段，主要是对 Ka 值的判断有较大影响。在解离阶段引起的主

要现象是在于样品在解离阶段的 rebinding现象。具体表现为曲线在结合阶段呈线性上升，如图 3 [3]，这是

分子在结合过程中受到物质迁移限制影响的 1:1结合(该模型下假设一个配体分子上只能结合一个分析物分

子)。当结合阶段存在物质迁移限制，解离阶段一般也会出现；因为如果分析物不能被快速的从配体表面冲

走，可能会重新结合到配体上，这时测出来的解离速率比实际的解离要慢。降低配体偶联量，或者提高分

析物的进样流速可以有效避免物质迁移限制。 
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图 3 物质迁移限制曲线。A–C展现不同形态的物质迁移效应传感图。 

 

3. 双相曲线 

非典型的 1:1 结合模型中往往会出现较为异常的曲线形态，需根据具体实验情况进行对应分析。当曲线图

4所示[3]，可能存在双相结合，大多由于配体不纯或有多种不同结合位点造成，这种曲线不适合用 1:1 结

合模型拟合。 

 
 

图 4双相曲线。A–C展现不同形态的非典型 1:1结合模型下的生物传感图谱。 

 

4. 异常曲线 

经典的 SPR生物传感图往往是连续且圆润的。当出现图 5所示曲线时[4,5]，表明仪器需要清洁。实验人员

需要考虑样品的溶解度问题，同时需要选择高质量的试剂并过滤缓冲液，使用新鲜配制的样品或缓冲液，

定期进行 system check和清洗维护。 
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图 5 异常曲线 

 

匀质状态的流动相对 SPR而言非常重要。如图 6 [5]，样品在进样阶段结合曲线有下降趋势，说明分析物在

进样过程中浓度降低，需要充分混合样品，确保样品的均一性。 

 

 
 

图 6 分析物均一性不好 

 

如前所述，SPR对于基线的要求相对严格，稳定的基线是博取高质量 SPR数据的基础。对基线的稳定性要

求不只是集中在缓冲液的背景信号，同时也要求固定相固载之后的基线较为稳定。如图 7多表明基线漂移

[3]，一般是配体表面没有达到平衡所致；有必要在固定完配体之后，用缓冲液冲洗芯片表面直到平衡。 

 

 
 

图 7 基线漂移 
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图 8我们可以判定固定相与流动相之间的分子发生了互作[3]，但如此异常的生物传感图通常是由于分析物

聚集/沉淀，或者仪器不干净导致的。 

 

 
 

图 8 分析物聚集/沉淀，机器需清洁 

 

三、动力学和稳态分析原则 
 

1. 拟合 

动力学和亲和力参数是通过迭代过程从实验数据中提取的，该过程找到了描述相互作用的一组方程的最佳

拟合。拟合过程从方程中参数的初始值开始，并根据最小化方差平方和的算法优化参数值。所有的表面等

离子共振实验应基于 1:1分子互作设定，故对实验数据分析时往往只能使用 1:1 binding模型。 

a. local和 global参数 

使用 Biacore 系统分析软件时拟合参数类型有 local variables、global variables、constants之分。当传感图包

含多条曲线，可以进行 local或 global拟合。稳态亲和力分析结果只有一条浓度点呈现的曲线，因此不存在

local和 global之分。 

Local参数对每条曲线指定独立的值，global参数对整个传感图曲线指定同一值。 

用 local 参数对实验数据进行拟合无疑会得到与实验曲线更贴合的拟合线，但用 global 速率常数评估动力

学将会得到更有说服力的速率常数值。这是因为 local拟合允许从不同曲线获得常数之间的变化：当对常数

进行 global拟合时，这种变化出现在拟合的接近度上，而不是报告的值上。Biacore系统分析软件默认的拟

合参数设置是 global。 

通常，速率常数应用 global参数拟合，折射率应用 local参数拟合。表面的分析物结合总量 Rmax通常设置

为 global，但如果有理由相信表面容量发生了变化，则可以作为 local参数进行评估。 

b. 统计参数 
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实验分析过程中，Biacore系统软件会提供各种统计参数，实验员需要对其有较全面且深刻的理解，以此来

判断实验数据的真实性、可靠性及可重复性等。表 1中的统计参数可以表明实验数据和拟合曲线之间的拟

合接近程度。 

 

表 1 统计参数 

参数 描述 

Chi2 拟合接近度的度量，根据平均残留平方计算（实验数据和拟合曲线之间的差）。 

Standard error (SE) 
参数显著性的度量，每个参数单独报告。参数显著性表示参数值的变化对拟合

接近度的影响程度。显著性低的参数具有不影响拟合的广泛值范围。 

T-value 参数值除以标准误差。这可以更容易地比较绝对值差异很大的参数的显著性。 

Uniqueness  
(U-value) 

速率常数和 Rmax计算值的唯一性的评估。对于相关参数，拟合过程可以确定

它们的相对值，但不能确定绝对值。例如，知道亲和性可以得到比率，但不能

得到速率常数的值。U值是通过测试拟合对参数对的相关变化的依赖性来确定

的，并作为整个拟合的单个值报告。高于约 25U值表示两个或多个参数（速率

常数和 Rmax）为相关并且不能确定绝对值。如果 U值低于约 15，则参数值没

有显著相关性。 

 

2. 动力学拟合模型 

针对典型的具有时间依赖性的分子互作模型，我们需要优先考虑使用动力学拟合模型进行数据分析处理，

且于实验时我们需要考虑样品于缓冲液体系之间的匹配度问题，以及有有机试剂介入的 SPR实验（如小分

子/蛋白的互作实验）需要进行有效、准确的溶剂矫正。 

a. 动力学模型中的物质迁移 

流动相分子必须到达传感器表面才能与配体相互作用。游离分析物在表面通过与配体的相互作用而被耗尽，

并通过从本体溶液的扩散驱动转移而被补充。如果分析物与配体的结合相比转移要快，则转移过程将至少

部分地限制观察到的结合速率。除 1:1 解离外，所有动力学模型都包括分析物的传质项，允许从部分传质

有限的数据中提取速率常数。 

b. 1:1 binding 

这是最简单的动力学评估模型，也是绝大多数表面等离子共振实验设计的最基础模型。除非有充分的实验

理由选择不同的模型，否则建议默认使用。该模型描述了表面 1:1的相互作用。 

 
A+B=AB 
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表 2 1:1 binding模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

ka 结合速率常数(M-1S-1) Global 1e5 

kd 解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

Rmax 表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

tc Flow rate-independent component of the mass transfer constant Global 1e8 
RI Bulk refractive index contribution Constant 0 

 
c. 1:1 dissociation 

该模型将传感图的解离阶段拟合为指数衰减方程，表示均匀 1:1 复合物的解离。拟合与分析物浓度无关。

该方程包括一个偏移项，以允许在完成解离后残余响应非零。 

 
𝑹𝑹 = 𝑹𝑹𝟎𝟎𝐞𝐞−𝐤𝐤𝐝𝐝(𝐭𝐭−𝐭𝐭𝟎𝟎) + 𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨𝐨 
 

需要注意的是，该模型不能处理由 bulk refractive index contribution引起的初始响应变化。如果传感图显示

bulk contributions，请删除那个范围，然后在 bulk change之后开始拟合。另外，该模型不考虑物质迁移限

制的影响。除此之外，该模型的应用与初始参数设置有很大关联；如果不能得到明显合理解离数据的良好

拟合，请尝试调整初始值，使其更符合预期结果。 

 

表 3 1:1 dissociation模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

kd 解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

offset 完全解离后高于基线的残余响应(RU) Local 0 

 
d. Bivalent analyte 

这个模型描述了二价分析物与配体的结合，流动相分子可以结合一到两个配体分子。这两个分析物位点被

认为是等效的。这个模型与信号分子和细胞表面受体结合(受体的二聚体化很常见)的研究以及使用抗体和

固定化抗原的研究相关。与 1:1 binding相比，这种结合整体更强，因为一个分析物分子结合了两个配体位

点。这种作用通常被称为亲合力(avidity)。 

 
A+B=AB 
AB+B=ABB 
 

注意，当分析物结合了配体的第一个位点以后，再与第二个位点作用时，将不会继续产生 SPR响应。由于

这个原因，第二作用的结合速率常数以 RU-1s-1为单位报告，而且只有 RU和 M之间的转换可靠时，才能以

M-1S-1获得。处于相同的原因，无法得到整体亲和力(affinity)或亲合力(avidity)。 
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表 4 Bivalent analyte模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

ka1 第一个位点的结合速率常数(M-1S-1) Global 1e5 

kd1 第一个位点的解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

ka2 第二个位点的结合速率常数 RU-1S-1) Global 1e-3 

kd2 第二个位点的解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

Rmax 表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

tc Flow rate-independent component of the mass transfer constant Global 1e8 
RI Bulk refractive index contribution Constant 0 

 
e. Heterogeneous ligand 

这个模型描述了一个流动相分子和两种独立配体之间的相互作用。得到的结合曲线是两个独立反应的总和。

不需要事先知道两种配体的相对量。 

 
A+B1=AB1 
A+B2=AB2 
 

注意：该模型仅限于两个配体，因为拟合算法往往随着组分的增加而变得不稳定，并且三个或三个以上的

配体种类无法可靠地求解。 

 

表 5 Heterogeneous ligand模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

ka1 第一种配体的结合速率常数(M-1S-1) Global 1e5 

kd1 第一种配体的解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

ka2 第二种配体的结合速率常数(M-1S-1) Global 1e5 

kd2 第二种配体的解离速率常数(s-1) Global 1e-3 

Rmax1 第一种配体的表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

Rmax2 第二种配体的表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

tc Flow rate-independent component of the mass transfer constant Global 1e8 
RI Bulk refractive index contribution Constant 0 

 
f. Two state reaction 

这个模型描述了分析物与配体先 1:1 binding，随后发生构象或其他变化而使复合物稳定。为了使这个模型

通俗易懂，假设改变后的复合物只能通过逆转构象变化而解离。 

 
A+B=AB=AB* 
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注意：配体或复合物的构象变化通常不会产生响应。这种模型的良好拟合数据应该被视为使用其他技术(如

光谱学或 NMR)研究构象性质的指示，而不是构象正在发生的直接证据。 

 

表 6 Two state reaction模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

ka1 分析物结合的结合速率常数(M-1S-1) Global 1e5 

kd1 复合物的解离速率常数(s-1) Global 1e-2 

ka2 稳定变化的转化速率常数(S-1) Global 1e-3 

kd2 稳定变化的反向转化速率常数(s-1) Global 1e-3 

Rmax 第一种配体的表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

tc Flow rate-independent component of the mass transfer constant Global 1e8 
RI Bulk refractive index contribution Constant 0 

 

3. 亲和力拟合模型 

a. Steady state affinity 

这个模型更多的应用在非时间依赖性的分子互作模型当中。根据稳态结合水平(Req)与分析物浓度(C)的关

系图计算 1:1相互作用的平衡解离常数 KD。 

 

𝑅𝑅𝑒𝑒𝑒𝑒 =
CRmax

KD + C
+ offset 

 

注意: 如果报告的 KD 值高于所用最高分析物浓度的一半，应谨慎处理。如果由于浓度不够高导致对应的

浓度响应图没有变平，其 KD报告值也不可信。 

 

表 7 Steady state affinity模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

KD 平衡速率常数 Global Xmax 

Rmax 表面的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

offset 分析物 0浓度的响应值 Global Ymax/5 

 
b. Steady state affinity (constant Rmax) 

该模型使用与简单的稳态亲和力模型相同的方程，但将 Rmax参数设置为常数。可以使用重复的对照样品

根据分析漂移调整该值。 

 

  Rmaxanalyte  =  Rmaxcontrol  ×
MWanalyte

MWcontrol
 

 
c. Steady state affinity (constant Rmax and multi-site) 
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该模型适用于表现出与多个位点结合的相互作用的数据。模型中考虑到两个位点。 

该模型使用一个位点的 Rmax值来定义预期化学计量，另一个位点使用拟合值来给出未定义化学计量。 

 

𝑅𝑅𝑒𝑒𝑒𝑒 =
CRmax1

KD1 + C
+

CRmax2

KD2 + C
+ offset 

 

表 8 Steady state affinity (constant Rmax a nd multi-site)模型的默认初始值 

参数 描述 拟合 值 

KD 主要(强)结合的平衡解离常数(M) Global Xmax 

KD2 次要(弱)结合的平衡解离常数(M) Global 100*Xmax 

Rmax 主要结合的分析物结合能力(RU) Constant (Input)1 

Rmax2 次要结合的分析物结合能力(RU) Global Ymax 

offset 分析物 0浓度的响应值 Global Ymax/5 

1如果没有输入 Rmax值，则默认初始值设置为 Constant=Ymax。 

 

d. 动力学拟合标准 

动力学拟合应满足以下要求：1、曲线应是有曲率的特异性结合曲线；2、结合呈浓度依赖型，且接近饱和

（图 9 [6]）；3、拟合线和实验曲线匹配度高；4、residual plot范围窄（图 10[1]）；5、拟合参数应具有生物

相关性和实验相关性；6、 统计参数值合理。 

 

 
 

图 9 动力学拟合示例 
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图 10 residual plot范围 

 

f. 亲和力拟合标准 

稳态亲和力拟合应满足以下条件：1、结合曲线达到稳态（图 11 [6]）；2、拟合线有曲率；最高浓度点应趋

于平坦，拟合 KD值应比最高浓度点的一半浓度小，拟合 Rmax值应与 TRmax接近（图 12 [6]）；3、offset

值应接近于零。 

 

 
 

图 11 结合曲线 

 

 
 

图 12 拟合曲线 
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