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表面等离子共振技术在阿尔茨海默病相关研究中的应用

葛金芳　综述　　黄晓晖　审校
安徽医科大学药学院，安徽省合肥市　２３００３２

摘　要：表面等离子共振是近年来迅速发展的用于分析生物分子相互作用的一项技术。该技术无需标记、特异性强、灵
敏度高、样品用量小，可实现在线连续实时检测，被广泛应用于蛋白质组学、细胞信号转导、受体 －配体相互作用等领域，

近年来也逐渐用于以 β淀粉样蛋白和 ｔａｕ蛋白为靶标的阿尔茨海默病发病机制及药物筛选等相关研究中。本文主要就

表面等离子体共振技术生物传感器的基本原理及其在阿尔茨海默病相关研究中的应用做一综述。

关键词：表面等离子共振；阿尔茨海默病；β淀粉样蛋白；ｔａｕ蛋白
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　　 表面等离子共振 （ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，
ＳＰＲ）是在金属和电介质界面处入射光场由适当条
件（能量与动量匹配）引发金属表面的自由电子振

荡的一种物理现象［１］。基于 ＳＰＲ技术的生物传感
器能实时监测生物分子间相互作用，且具有无需标

记、分析快捷、灵敏度高、前处理简单、样品用量少

等优点［１，２］，被广泛应用于分子生物学、医学及环

境科学等领域［３６］。阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＡＤ），又称老年性痴呆，是一种多发生于老年
人，以近期记忆障碍为主要临床症状的神经退行性

疾病，多在确诊后 ８～１５年死亡［７，８］。诊断 ＡＤ的
两个特征性病理改变包括细胞外的由于 β淀粉样
蛋白（ｂｅｔａａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）沉积引起的老年斑和细胞
内由于微管相关蛋白 ｔａｕ异常磷酸化组成的丝状
神经纤维缠结［７，８］。目前，ＳＰＲ技术已成功用于以
Ａβ和 ｔａｕ蛋白为靶标的 ＡＤ发病机制及药物开发
研究［９，１０］。

１　ＳＰＲ的基本原理
ＳＰＲ是一种物理光学现象。在两种不同折射

率的透明介质交界面上，当一束光线从高折射率介

质入射到低折射率介质，光线将发生折射和反射。

如果入射角超过临界角，入射光线不会进入另一介

质，而全部被反射回入射介质中，发生全内反射。

但一种叫渐逝波的电磁场会穿过界面渗透到低折

射率介质中，且能量呈指数衰减［１１］。如果在界面

处镀上一层金属薄膜（金膜或银膜），则金属薄膜

表面的自由电子会受入射光激发产生电荷振荡，进

而形成表面等离子体并在适当条件下与渐逝波发

生能量耦合，形成表面等离子共振现象。此时入射

光能量被转移到表面等离子体波中［１］，反射光强度

在传播中急剧衰减。使反射光完全消失的入射光

角度称为共振角。共振角会随着金属薄膜表面的

介质折射率的改变而改变，而折射率的变化与结合

在金属表面的分子质量成正比［１２］。因此通过分析

共振角，可以得到分子间相互作用的信息。

图 １显示的是在 ＳＰＲ传感器响应周期中发生
的生物分子结合与解离事件。在 ＳＰＲ检测过程
中，首先要将待研究的靶标分子（ｌｉｇａｎｄ，配体或靶
标）偶联并固定在金属膜表面，构成传感芯片。然

后将与之相互作用的待筛选的目标物（ａｎａｌｙｔｅ，分
析物）溶于溶液（或混合液）流过芯片表面。配体

与分析物的相互作用将引起芯片表面折射率的变

化，造成共振角或波长的变化。依据这种变化，可

实时、动态监测配体与分析物相互作用的整个过

程［１，１０，１３］。

图 １　典型的 ＳＰＲ传感图（来源于 ｗｗｗ．ｂｉａｃｏｒｅ．ｃｏｍ网站）

２　ＳＰＲ技术在阿尔茨海默病（ＡＤ）相关研究中的
应用

ＡＤ是一个慢性神经退行性疾病，在此过程中
蛋白质的错误折叠（Ａβ和 ｔａｕ）导致神经元破坏和
损伤、死亡，减少了多种神经递质（主要是乙酰胆

碱）的生物合成，导致多种行为学症状如记忆和认

知功能下降［８］。Ａβ聚集和 ｔａｕ蛋白异常磷酸化的
机制研究以及以此为靶向的药物开发已经是当前

关于 ＡＤ的 研 究 热 点［１４］。广 泛 用 于 监 测 ＤＮＡ
ＤＮＡ、ＤＮＡ蛋白质、蛋白质 －蛋白质以及受体 －配
体相互作用的 ＳＰＲ技术在 ＡＤ发病机制研究及药
物筛选等领域得到了广泛应用。

２．１　利用 ＳＰＲ技术实时监测 Ａβ的自我聚集过程
及其动力学特征

４ＫＤ的 Ａβ肽，来源于大的 ＡＰＰ片段，上世纪
８０年代首次从脑中分离。经典的“淀粉样蛋白的
级联反应假说（Ａβ假说）”认为 Ａβ是 ＡＤ发病的
上游“启动器”，Ａβ沉积、聚集形成淀粉样斑块，引
起神经元细胞毒性损伤及神经元纤维［１５］。减少

Ａβ产生、抑制 Ａβ聚集、促进 Ａβ清除是目前基于
Ａβ假说的主要措施［１６１８］。

Ｍｙｓｚｋａ等［１９］采用 ＳＰＲ方法实时监测 Ａβ的聚
集过程并进行了动力学分析，他们采用氨基偶联的

方法将 Ａβ１４０固化于 ＣＭ５芯片，实时监测与溶液
中 Ａβ的相互作用，并通过改变不同的实验参数，
包括固化在芯片表面的 Ａβ浓度、分析物浓度，结
合相、流速等，研究了 Ａβ纤维形成过程及其动力
学特征。这些实验验证了 Ａβ纤维形成的“ｄｏｃｋ
ｌｏｃｋｂｌｏｃｋ”模型。

·０８·
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图 ２是 Ａβ纤维延伸机制的概略图（上图）和
动力学模拟模型（下图）。Ｃａｎｎｏｎ描述，在 Ａβ纤维
延伸的过程中，待结合的 Ａβ与已形成的 Ａβ纤维
顶端发生可逆性相互作用（ｄｏｃｋ），一旦相互结合，
引发时间依赖性的结合反应，Ａβ与纤维整合、异构
形成相对稳定的复合物（ｌｏｃｋ），提供新的结合位点
以便更多的 Ａβ结合至纤维终端。随着后续更多
的 Ａβ不断结合，已经结合的 Ａβ肽无法从纤维上
解离（ｂｌｏｃｋ）。下图则是基于实验数据的动力学过
程模拟，包括三步可逆性动力学反应。第一步动力

学过程即 ｄｏｃｋ过程，这一过程是可逆的，形成不稳
定的复合物。随后的第二步和第三步动力学过程

均为一级速率过程，结合反应导致 Ａβ异构形成更
为稳定的复合物［２０］。

图 ２　Ａ纤维形成的“ｄｏｃｋｌｏｃｋｂｌｏｃｋ”模型［２０］。上图：

Ａ纤维延伸机制的概略图；下图：Ａ纤维延伸机

制的动力学拟合模型。

２．２　利用 ＳＰＲ技术实时监测 Ａβ与其他物质的相
互作用

Ｂｏｈａｍａｎｎ等［２１］选择了在血浆和脑脊液中存在

的 １３种高丰度蛋白，采用 ＳＰＲ方法观察其与 Ａβ
的相互作用，试图研究这些蛋白质是否影响 Ａβ聚
合过程并阐明其可能机制。结果表明，血浆白蛋白

（ａｌｂｕｍｉｎ）能与 Ａβ纤维结合，并抑制 Ａβ１４０与
Ａβ１４２的相互作用，这一结果通过电镜得到证实。

早在 １９９６年，Ｔｊｅｒｎｂｅｒｇ等［２２］利用 ＳＰＲ技术发
现含有 ＫＬＶＦＦ（１６２０残基）的小分子多肽可以与

全长 Ａβ结合。随后，Ｃａｉｒｏ等［２３］将 Ａβ１３５固化于
ＳＰＲ传感器表面，观察了 ＫＬＶＦＦ基序在 Ｃ端延伸
得到的不同长度小分子多肽与 Ａβ的亲和力，并对
这些小分子多肽进行了细胞毒性研究，证实了这些

小分子多肽与 Ａβ的亲和力。
Ａβ能与生物膜结合，而且这种结合在介导 Ａβ

毒性中起重要作用［２４］。鉴于生物膜组成和功能的

复杂性，直接研究比较困难，评价物质与膜的相互

作用、定量评价亲和力大小和结合特异性在技术上

极具挑战性。然而，ＳＰＲ方法已成功用于研究多肽
和蛋白质的相互作用，并为 Ａβ的毒性机制研究提
供了新的信息［５，２５，２６］。Ｓｕｂａｓｉｎｇｈｅ等［２７］利用 ＳＰＲ方
法研究了 Ａβ与血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＳＭＣｓ）质膜的相互作用，并评价这种
相互作用与 Ａβ毒性的相关性。Ｋｒｅｍｅｒ等［２８］在

２００３年利用 Ｌ１芯片研究 Ａβ与膜结合的动力学
过程，并将这种方法与脂质体包被的磁珠方法加以

比较，结果表明，单体 Ａβ可以快速、可逆地与脂质
双分子层结合，亲和力较低，而聚集的 Ａβ与脂质
双分子层的结合则较慢，但不可逆，再次证明 Ａβ
聚集过程存在理化性质的改变。

除了关注 Ａβ与生物膜的相互作用，大量研究
还证实了 Ａβ与 ＤＮＡ［２９］以及朊蛋白［３０］等的相互作

用。在此基础上，利用 ＳＰＲ技术筛选抗 Ａβ聚集化
合物 的 工 作 逐 渐 开 展，ｓｋｅｒｇｅｔ监 测 到 ｓｔｅｆｉｎＢ与
Ａβ１４０的直接相互作用［３１］，Ｃａｎｏｖｉ等证实抗 Ａβ１
４２单克隆抗体修饰的纳米脂质体与单体及纤维状
Ａβ１４２的结合［３２，３３］。一些天然产物与 Ａβ的相
互作用也得以筛选并证实［３４３６］。总之，ＳＰＲ作为工
具有力地揭示了 Ａβ纤维形成的分子特征，并引导
研究者设计靶向于抑制 Ａβ纤维形成或促进其分
解的抑制物。

２．３　利用 ＳＰＲ技术实时监测 ｔａｕ的自我聚集过程
和筛选与 ｔａｕ相互作用的物质

ｔａｕ蛋白是一种微管相关蛋白（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＡＰ），主要在神经元中表达，在轴
突中含量很高，ｔａｕ蛋白可与微管结合组成微管系
统，是细胞骨架的主要成分［８，３７，３８］。ｔａｕ蛋白与微
管相结合，可促进微管形成并保持微管稳定性，降

低微管蛋白的解离［３８］。ｔａｕ蛋白的结构修饰主要
有磷酸化、糖基化、泛素化、氧化、去氨基化等形

式，其中磷酸化是目前关注较多的形式，ｔａｕ蛋白的
主要磷酸化位点在 ｓｅｒ１９９、ｓｅｒ２０２、ｔｈｒ２０５、ｓｅｒ３６９
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和 ｓｅｒ４０４。ｔａｕ蛋白过度磷酸化后构象改变，降低
了其与微管结合及促进微管组装的能力［３７，３８］。

细胞内异常过度磷酸化的 ｔａｕ蛋白聚集形成的
神经纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅ，ＮＦＴ）为 ＡＤ的
另一主要病理特征［８］，靶向于 ｔａｕ磷酸化的治疗药
物开发是 ＡＤ的研究热点之一［１４，１７］。ＳＰＲ技术也
用于 ｔａｕ蛋白的含量测定［３９］、自我聚集过程监测［４０］

以及与其他物质的相互作用研究［４１］。研究表明，

ｔａｕ蛋白不仅能自我聚集，而且在纳摩尔浓度即可
与 Ａβ１４０和 Ａβ１４２结合形成可溶性复合物（见

图 ４），继而加速 ｔａｕ和 Ａβ的聚集过程［４１］。Ｒｏｊｏ
等［４２］关于苯并咪唑类衍生物与 ｔａｕ蛋白聚集物相
互作用的研 究 结 果 表 明，阿 司 咪 唑 （ａｓｔｅｍｉｚｏｌｅ，
ＡＳＴ）和兰索拉唑（ｌａｎｓｏｐｒａｚｏｌｅ，ＬＮＳ）与 ｔａｕ蛋白聚
集物的亲和力高于其与 ＡＢ聚合物的亲和力，鉴于
ｔａｕ蛋白在 ＡＤ病理过程中的重要意义以及 ＡＳＴ和
ＬＮＳ分子量小、具有良好的血脑屏障通透性等特
点，Ｒｏｊｏ等［４２］认为 ＡＳＴ和 ＬＮＳ可以开发成为靶向
ｔａｕ的 ＡＤ早期诊断探针和中晚期治疗药物。
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图 ３　重组 ｔａｕ４０与 ｔａｕ、Ａβ１４２及 Ａβ１４０相互作用的 ＳＰＲ传感图［４１］

３　结语
随着人口老龄化程度的加剧，ＡＤ成为人口与健

康领域中的重大科学与社会问题，深入研究这一疾

病潜在的发病机制并开发出治疗性药物已经成为目

前的研究重点和热点［１４］。由于前处理简单、耗样量

少、实时监测、免于标记等特点，ＳＰＲ生物传感器技
术为 ＡＤ发病机制研究及药物开发提供了一种新的
手段。随着 ＳＰＲ传感器和传感芯片的不断发展和完
善，结合各个领域研究的拓展，ＳＰＲ技术的应用将更
加趋向多样化，将极大地促进 ＡＤ的研究进程。
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小血管病变引起的血管性认知功能障碍动物模型的研究现状

许静　综述　　吕佩源　审校
河北省人民医院神经内科，河北省石家庄市　０５００５１

摘　要：血管性认知功能障碍（ＶＣＩ）是由于各种脑血管疾病导致的以学习、记忆能力受损为主的获得性认知障碍。目前
ＶＣＩ动物模型种类较多，其中以脑小血管病变为基础的动物模型在实验研究中占有重要地位。脑小血管疾病（ＳＶＤ）是导

致认知功能障碍的主要原因之一，其病理改变主要为以下三类：小动脉病变、腔隙性梗死和弥漫性脑白质缺血。适宜的

动物模型应既便于观察病理改变，又有助于临床前实验的开展。

关键词：血管性认知功能障碍；小血管病变；动物模型

　　血管性认知功能障碍（ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒ
ｍｅｎｔ，ＶＣＩ）是由于各种脑血管疾病导致的以学习、
记忆能力受损为主的获得性认知障碍。血管性认

知功能障碍（包括血管性痴呆）是继阿尔茨海默病

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）后引起痴呆的第二大常
见疾病。目前血管性认知功能障碍的动物模型较

多，涉及不同发病机制和病理类型。其中，脑小血

管疾病（ｓｍａｌｌｖｅｓｓｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＳＶＤ）是导致血管性认
知功能障碍的主要原因之一，选择合适的动物模型

是进行病理学研究及选择临床治疗方法的前提。

虽然没有一种模型可以涵盖人类脑小血管疾病的

所有特征，但可以根据所要研究的内容合理选择有

效的动物模型。

１　高同型半胱氨酸血症的啮齿类动物模型
研究证实，血清中同型半胱氨酸浓度升高，即

高同型半胱氨酸血症，是脑血管疾病所致认知障碍

的危险因素，但是目前无法确定其发病机制究竟是

代谢因素、神经毒素，还是血管病变［１，２］。

饮食中同型半胱氨酸或其前体物质甲硫氨酸

的水平升高，以及 Ｂ族维生素的缺乏，都可以造成
啮齿类动物轻到中度的高同型半胱氨酸血症。轻

度高同型半胱氨酸血症也可见于同型半胱氨酸代

·４８·
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