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摘要　利用自组装的数字全息表面等离子体共振成像技术,分别检测了两种具有不同分子质量的桃胶多糖(PGPＧ１
与PGPＧ２)与半乳糖凝集素Ｇ３的相互作用.制备了表面等离子体共振成像生物芯片,同时检测了具有不同浓度的

桃胶多糖样品与半乳糖凝集素Ｇ３的结合过程,制作了标准曲线,并计算了相互作用的结合平衡常数.结果表明,两
种具有不同分子质量的桃胶多糖可以直接结合半乳糖凝集素Ｇ３,其中PGPＧ１的结合平衡常数为８．３６×１０５ M－,

PGPＧ２的结合平衡常数为１．２４×１０５ M－.结合曲线符合生物分子相互作用的规律,证明了该方法在多通量生物检

测中的可行性.该方法实验装置简单、易操作、无需标记、成本低,在高通量分析技术中具有一定的应用前景.
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Abstract　TheinteractionsbetweengalectinＧ３andtwotypesofpeachＧgumpolysaccharideswithdifferentmolecular
weights PGPＧ１andPGPＧ２ weredetectedhereinviaselfＧassemblysurfaceplasmaresonance SPR imagingbased
ondigitalholography敭DifferentconcentrationsofpeachＧgumpolysaccharidesandGalectinＧ３weresimultaneously
detectedonanSPRbiochippreparedfordetectingtheconcentrations敭Thestandardcurveswerederivedandthe
bindingequilibriumconstantsofthereactionswerecalculated敭TheresultsshowthatthetwotypesofpeachＧgum
polysaccharidescandirectlybindtoGalectinＧ３敭ThebindingequilibriumconstantsofPGPＧ１andPGPＧ２are８敭３６×
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１０５and１敭２４×１０５ M－ respectively敭Thebindingcurvesconformtothelaw ofbiomolecularinteraction 
demonstratingthefeasibilityoftheproposedmethodinhighＧthroughputbiologicaldetection敭Theproposedmethod
canbeeasilycontrolledandissimple labelＧfree andinexpensive敭ItispotentiallyapplicabletothehighＧthroughput
microanalysistechnology敭
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１　引　　言

桃胶为蔷薇科植物桃[Prunuspersica (L．)

Batsch]或 山 桃 [Prunus davidiana (Carr．)

Franch]等树身受到损坏(如虫咬、划伤、切伤等)或
生病后渗透出来的胶质半透明物质[１],主要成分为

半乳糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸等组成的多糖.桃胶对

于人和动物都无毒害作用,且具有很高的药用价值,
如抗肿瘤、抗炎症、抗衰老、治疗二型糖尿病等[２].
半乳糖凝集素Ｇ３(GalＧ３)是半乳凝素家族中唯一一

种嵌 合 型 的 成 员[３],能 促 进 肿 瘤 细 胞 增 殖 和 迁

移[４Ｇ５].检测桃胶多糖与半乳糖凝集素Ｇ３的相互作

用,可以初步阐释桃胶的抗肿瘤机理,以促进桃胶的

综合开发利用.检测生物分子相互作用的技术有荧

光共 振 能 量 转 移[６]、酵 母 双 杂 交 技 术[７]、亲 和

层析 [８]、酶联标记分析(ELISA)[９Ｇ１０],以及表面等

离子体共振(SPR)生化分析技术等[１１Ｇ１３].有些生化

分析技术需要化学标记,这对检测结果有一定的影

响.SPR技术不需要对样品进行标记,能实时监测

生物分子相互作用,便于研究其时序性特点与规律;
因此,在研究生物分子相互作用上具有很大的优势.
目前,SPR生化分析技术已在医学、生物化学、环境

检测、食品分析等许多领域应用[１４Ｇ２１].
随着生命科学技术的持续发展,以及SPR技术

在各类生物体系检测中的深入,对SPR技术的需求

越来越高.传统SPR技术主要是单通道分析,难以

满足高分辨、高通量、大范围的生命物质分析.因

此,发展实时快速的高分辨、高通量分析技术具有重

要的应用价值,也是生化分析技术的发展趋势之一,
如引入光纤光栅传感器[２２Ｇ２３].因光学表面波折射率

传感成像在医学上具有很大的优势[２４],于是,作为

免标记、可原位实时探测分子相互作用的表面等离

子体共振成像(SPRI)方法获得了发展的动力,具有

极大的应用前景[２５].商业化SPRI仪器的价格大都

昂贵,仪器操作比较繁琐,一般只能得到强度成像或

相位成像,而基于数字全息的SPRI技术能同时获

得强度图像与相位图像,扩大了折射率的检测范围,

检测样品数量种类也能相应增加[２６].本文结合数

字全息技术搭建了一套新型的SPRI检测系统,利
用自组装单分子层技术(SAM)固定探针,可以同时

检测不同浓度的桃胶多糖与半乳糖凝集素Ｇ３的动

力学结合过程.

２　材料与设备方法

２．１　材料与试剂

桃胶多糖PGPＧ１(分子质量为１２１０３u)和桃胶

多糖PGPＧ２(分子质量为１３７９０u)为暨南大学生命

科学技术学院生物工程系实验室纯化的多糖样品;
半乳 糖 凝 集 素Ｇ３(分 子 质 量 为 ２６．１ku)购 于

PeproTech公司;巯基十一烷酸(１１ＧMUA)、巯基己

酸[HS(CH２)６OH]、乙醇胺(Eth)、NＧ羟基琥珀酰

亚胺(NHS)、碳二亚胺(EDC)购于美国Sigma公

司;其他试剂购于北京化学试剂公司.磷酸缓冲盐

溶 液 (PBS):２ mmol/L NaH２PO４,２ mmol/L
Na２HPO４,１５０mmol/LNaCl,pH值为７．４.

用PBS配制相应浓度的溶液,半乳糖凝集素Ｇ３
的浓度为１．９１×１０－７ mol/L.桃胶多糖PGPＧ１及

PGPＧ２按照与GalＧ３的浓度比配制:当GalＧ３与PGPＧ
１的浓度比为１∶５,１∶１０,１∶２０时,PGPＧ１的配制浓度

分 别 为 ９．５８７ × １０－７,１．９１７ × １０－６,

３．８３５×１０－６mol/L;当 GalＧ３与PGPＧ２的浓度比为

１∶１０,１∶２０,１∶４０时,PGPＧ２的 配 制 浓 度 分 别 为

１．９１３×１０－６,３．８２６×１０－６,７．６５２×１０－６mol/L.

２．２　仪器与设备

２．２．１　原理

SPR是一种利用P偏振光,发生在电介质和金

属界面上的物理光学现象[２７].SPR能很灵敏地检

测出金属薄层上电介质折射率的变化,在一定条件

下发生共振,反射光能量会急剧变弱,即使介质折射

率有微小的改变,反射光的相位和强度也会发生明

显的变化.所有材料都具备固有的折射率,这样就

能通过检测生物样品微小的折射率变化来进行生化

分析.激 发 表 面 等 离 子 体 波 的 装 置 有 Otto和

Kretschmann[２８],本文采用Kretschmann装置.生
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物芯片经过一系列的修饰固定过程后,在其表面滴

加待检测的样品溶液,样品与生物芯片发生相互作

用,随着作用时间的增加,折射率会随之改变,反射

光的相位与强度也随之改变.因此,可以根据互补

金属氧化物半导体(CMOS)相机捕获的反射光的相

位和强度图来分析生物分子间的相互作用.
根据等价递推方法[２９]计算固定入射角下,反射

率R 与相位ϕ随着样品折射率变化的关系曲线.当

P偏振光的入射角为７０．５８°(水的共振角)时,反射率

和相位随折射率的变化关系如图１所示,其中入射波

长为６３２．８nm,金膜厚度为５０nm,棱镜折射率为

１．５１６,金膜介电常数为－１３．４＋１．４j.由图１可以看

出,相位变化快时,对应的反射率变化较慢,反之亦

然.当入射角为７０．５８°时,水滴的反射率和相位随厚

度的变化关系如图２所示,在此条件下,水滴厚度在

６００nm左右时相位与反射率开始慢慢发生变化.

图１ 入射角为７０．５８°时反射率与相位随折射率的变化

Fig敭１ Reflectivityandphaseversusrefractive
indexatincidentangleof７０敭５８°

图２ 入射角为７０．５８°时反射率与相位随样品厚度的变化

Fig敭２ Reflectivityandphaseversussample
thicknessatincidentangleof７０敭５８°

２．２．２　装置

SPRI检测系统示意图如图３所示,图４为实物

图.直角棱镜的材质为 K９玻璃,用与其折射率相

近的匹配液(松柏油)将镀有５０nm厚金膜的盖玻

片贴敷在底部.调节氦氖激光器(波长为６３２．８nm)
发出P偏振光,再通过一个由４０倍物镜和１５μm小

孔组成的空间滤波器SF和凸透镜L后,变成一束

平行光,然后由分光棱镜(BS１)分成一束物光和一

束参考光.物光由平面反射镜(M１)反射到直角棱

镜底部,待测样品滴敷在金膜上,物光射过样品后,
携带着样品的信息从棱镜的另一面射出.参考光由

平面反射镜(M２)反射后再与携带样品信息的物光

汇合到分光棱镜(BS２)上,调整其位置,使得这两束

光形成合适的干涉条纹,再由CMOS相机记录接收

到计算机上,利用数字再现算法[３０],可得到样品的

强度与相位图.

图３ SPRI实验装置图

Fig敭３ ExperimentaldeviceofSPRI

２．３　方法

２．３．１　水滴蒸发

为了检测该套SPRI系统的稳定性,进行了水

滴蒸 发 实 验.调 整 好 实 验 装 置,用 移 液 枪 吸 取

０．２μL去离子水,滴在金膜中央,用CMOS相机每

０．２s采集一张图片传到计算机中,连续采集４０．４s,
共２０２张全息图,再用数字再现算法对全息图进行

再现,分别得到２０２张强度图和相位图.时间分别

为０,３４．４,４０．４s的强度图和相位图如图５所示.
由于角度的关系,CMOS拍摄得到的图像在一个方

向上会有一定的压缩,为了便于观察,强度图像取负

值.对强度图像与相位图像中间５pixel×５pixel
作平均,画出它们随时间变化的曲线图,如图６所

示.由图６可知,SPR发生在反射率最小,即３４．４s

０９２４０２Ｇ３
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图４ 实验装置实物图

Fig敭４ Physicalmapofexperimentaldevice

时.在这之前,蒸发过程中强度与相位随时间只有

微小的波动,呈稳定趋势,虽然可能会受一些电子噪

声的影响,但系统检测还是相对稳定的.由图２可

知,水滴厚度很薄时相位与强度才开始发生变化,在
此次实验环境下,水滴蒸发过程中相位与强度发生

明显改变的时间持续大概７s,大约在３１s时水滴

厚度达到了影响相位与强度变化的程度,这与模拟

曲线大致相适应,但与图２中模拟水滴的反射率曲

线存在一定的偏差,在３０s后有个明显的下降过

程.可能的原因是:水滴实际蒸发过程比理论计算

时简单认为只是水膜逐渐变薄的过程更复杂,例如

实验所用的去离子水纯度不够,可能含有一定的杂

质,其折射率与图２中模拟水滴的折射率存在一定

的偏差,在水滴蒸发过程中,其反射率会随着折射率

的变化先减小后增加.

图５ 水滴溶液蒸发过程中的反射率图与相位图.
(a)(c)(e)强度图;(b)(d)(f)相位图

Fig敭５Reflectivityandphasediagramsduringwaterdroplet
evaporation敭  a  c  e Intensity diagrams 
　　　　　 b  d  f phasediagrams

２．３．２　生物芯片的制备

进行生物分子相互作用实验时,首先要制备生

图６ 水滴蒸发反射率和相位随时间的变化曲线

Fig敭６ Rreflectivityandphaseversustimeduring
waterdropletevaporation

物芯片,制备过程包括修饰、活化、固定和封闭灭活

等步骤,具体如下:

１)用自组装单分子层技术修饰金膜,将清洗干

净的金膜浸入质量比为１∶９的５mmol/L的巯基十

一烷酸(１１ＧMUA)和巯基己酸的乙醇溶液中,对金

膜表面进行化学修饰３h,修饰液中的巯基与金键

结合形成羧基,取出修饰好的金膜,用PBS清洗３
次后晾干.

２)对 芯 片 进 行 活 化,修 饰 好 的 金 膜 放 入

０．１mol/L的NHS和０．１mol/LEDC混合溶液中,
将芯片表面的羧基活化成活泼酯(注意要避光),活
化１５min后用PBS清洗３次后晾干.

３)固定探针,将浓度为１．９１×１０－７ mol/L的

GalＧ３溶液均匀地覆盖在整片金膜上,固定探针

１５min后取出金膜,用PBS清洗３次后晾干.

４)封闭芯片,加入pH值为８．５的１mol/L乙

醇胺,将剩余的酯键灭活,封闭３min后取出金膜

芯片,用PBS清洗３次后晾干,完成生物芯片的

制备.

３　结果与分析

３．１　桃胶多糖PGPＧ１与GalＧ３的动力学结合过程

将制备好的生物芯片用香柏油贴敷在直角棱镜

底面,调整好实验装置,将浓度分别为９．５８７×１０－７,

１．９１７×１０－６,３．８３５×１０－６mol/L的PGPＧ１溶液在

生物芯片上进行人工点样,盖上湿盒防止蒸发.为

了减小人工点样给实验带来的迟滞误差,实验只取

３个浓度点.用CMOS相机每０．３s采集一张反应

过程的全息图存入计算机中,持续采集２７０s,共

９００张全息图,用数字再现算法进行再现,得到反应

的强度图与相位图.

０９２４０２Ｇ４
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图７为反应０和２７０s的强度图与相位图,D１、

D２、D３分别是浓度９．５８７×１０－７,１．９１７×１０－６,

３．８３５×１０－６mol/L的PGPＧ１液滴.为了进一步了

解结合的动力学特性,画出在整个检测过程中D１、

D２、D３等不同浓度多糖液滴的相位值随时间的变化

关系图,分别取相位图中５pixel×５pixel作平均值得

出图８.由图８可知,在相同条件下,当样品中PGPＧ１
浓度大时,与芯片表面GalＧ３探针结合的数量多,结
合速度快,从而导致折射率的变化快,相位响应值快

速增大,PGPＧ１浓度与相位响应值呈正相关.

图７ 反应第０和第２７０s的全息图、强度图和相位图.(a)０s时全息图;(b)０s时再现强度图;(c)０s时解包裹相位图;
(d)图(b)的三维显示图;(e)图(c)的三维显示图;(f)２７０s时全息图;(g)２７０s时再现强度图;(h)２７０s时解包裹相

　　　　　　　　　　　　　　位图;(i)图(g)的三维显示图;(j)图(h)的三维显示图

Fig敭７Digitalholograms intensityimages andphaseimagesrecordedat０and２７０s敭 a Digitalhologramat０s 

 b reconstructedintensityimageat０s  c reconstructedphaseimageat０s  d threeＧdimensional ３D 
representationof b   e ３Drepresentationof c   f digitalhologramat２７０s  g reconstructedintensityimage
　at２７０s  h reconstructedphaseimageat２７０s  i ３Drepresentationof g   j ３Drepresentationof h 

　 　 图 ９ 为 桃 胶 多 糖 PGPＧ１ 与 浓 度 为

１．９１×１０－６mol/L的 GalＧ３结合的标准曲线,以结

合相对饱和时(第２５０s)的响应相位值为纵坐标,样
品PGPＧ１的浓度为横坐标绘制PGPＧ１的标准曲线,

９．５８７×１０－７~３．８３５×１０－６mol/L的样品相位响应

值与浓度基本呈线性关系,拟合标准曲线方程为

f(x)＝１．８６×１０５x＋０．０４２８,相关系数R２＝０．９８７,
均方根误差为０．００３２.根据动力学常数计算模型,
优先选择Langumair模型[３１Ｇ３２],

dϕ/dt＝－kdϕ, (１)

dϕ/dt＝kaCA(ϕmax－ϕ)－kdϕ＝
kaCAϕmax－kaCAϕ－kdϕ＝
kaCAϕmax－(kaCA＋kd)ϕ, (２)

KA＝ka/kd, (３)
式中:CA 为样品浓度;ϕmax为传感芯片上形成最多

复合物时所得的响应;ϕ 为时间t时的响应值;ka 为

结合速率常数;kd 为解离速率常数;KA 为结合平衡

常数.
取图８曲线变化最快的部分,先对该部分响应

与时间求微分,然后再对响应值作线性拟合,求出斜
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图８ PGPＧ１相位值随时间的变化

Fig敭８ PGPＧ１phaseversustime

图９ PGPＧ１反应的标准曲线

Fig敭９ StandardcurveofPGPＧ１reaction

率,最后用该斜率与对应的样品浓度做线性拟合,所
得斜率为结合速率常数,数值为６６６３．４M－s－,如
图 １０ 所 示,计 算 得 出 的 结 合 平 衡 常 数 为

８．３６×１０５M－.

图１０ PGPＧ１反应的结合速率计算曲线

Fig敭１０ Calculatedcurveofbindingrate
forPGPＧ１reaction

３．２　桃胶多糖PGPＧ２与半乳糖凝集素Ｇ３的动力学

结合过程

为了尽量减小样品制备带来的误差,该处生物

芯片制备与上述芯片同时制备,在相同的条件下将

浓度分别为１．９１３×１０－６,３．８２６×１０－６,７．６５２×
１０－６mol/L的PGPＧ２溶液在生物芯片上点样,用

CMOS相机每０．３s采集一张结合过程的全息图存

入计算机中,持续采集３２７s,共１０９０张全息图,用
数字再现算法进行再现,同样得到结合的强度图与

相位图.画出在整个测量过程中３个不同浓度多糖

液滴的相位值随时间变化的关系图,分别取相位图

中５pixel×５pixel作平均值得出图１１.由图１１可

知,结合先快后慢,再逐步趋于饱和,结合过程近似

对数函数关系,符合反应规律.曲线中间出现的一

些饱和状态,是由于分子结合动力学过程中,某些分

子结合不均匀所引起的.以３００s时的相位响应值

为纵坐标,PGPＧ２样品浓度为横坐标,绘制PGPＧ２
反应的标准曲线,如图１２所示.标准曲线方程为

f(x)＝２．２７×１０５x＋０．０４６７３,相 关 系 数 R２＝
０．９８１,均方根误差为０．０２７５.根据动力学常数计算

模型求出结合速率常数,如图１３所示,数值约为

３９３０．２５M－s－,结合平衡常数为１．２４×１０５ M－.
由表１数据可知,PGPＧ２的结合平衡常数比PGPＧ１
的结合平衡常数小.

图１１ PGPＧ２相位随时间的变化

Fig敭１１ PGPＧ２phaseversustime

图１２ PGPＧ２反应的标准曲线

Fig敭１２ StandardcurveofPGPＧ２reaction

４　结　　论

利用能获得强度图和相位图的表面等离子体共

振成像系统,同时检测不同浓度的桃胶多糖(PGPＧ１
和PGPＧ２)与GalＧ３分子间相互作用的过程.为验

证理论分析,建立了基于数字全息的表面等离子体
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图１３ PGPＧ２反应的结合速率计算曲线

Fig敭１３ CalculatedcurveofbindingrateforPGPＧ２reaction

表１　动力学参数

Table１　Kineticparameters

Sample
Bindingrateconstant,

ka/(M－s－)
Bindingequilibrium

constant,KA/M－

PGPＧ１
PGPＧ２

６６６３．４０
３９３０．２５

８．３６×１０５

１．２４×１０５

共振成像实验系统,用水滴蒸发的实验结果与其理

论分析的一致性证明了该系统稳定可行.利用本实

验系 统 大 致 建 立 了 ９．５８７×１０－７ ~３．８３５×
１０－６mol/L浓度范围的PGPＧ１和(１．９１３~７．６５２)×
１０－６mol/L浓度范围的PGPＧ２分别与半乳糖凝集

素Ｇ３相互作用的标准曲线,PGPＧ１与GalＧ３的结合

平衡常数大于PGPＧ２与GalＧ３的结合平衡常数.结

果表明,这两种桃胶多糖样品具有与GalＧ３直接结

合的活性,为桃胶多糖的深度开发利用提供了基础

数据.该实验装置和方法简单可行,无需标记,操作

简单,适合同时对不同浓度的同一样品进行检测分

析,适用于基础研究,及大量样品的筛选与对比,可
大大缩短检测时间,降低成本,且所需样品量少,在
高通量生物分子相互作用检测中具有良好的应用

前景.
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