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摘要 起源于放射免疫分析的临近闪烁分析法(scintillation proximity assay, SPA)是一种均相、灵敏、快速和简便的基于闪烁载

体的分析平台．放射性标记分子和亲和标签分子的多样化和商业化，以及液闪计数器和液相操作等技术的发展，使得 SPA

操作具有无需分离、被测目标分子易于固定和检测的优势．SPA 已成为高通量检测的重要方法，广范应用于筛选药物靶点及

先导化合物筛选、药物作用机理研究，以及病毒、肿瘤标志物等抗原的高通量检测．本文在简要介绍 SPA 技术的原理及系

统分析 SPA 操作中环境、条件对测试结果影响的基础上，比较全面地介绍了 SPA 技术在生物学研究中的应用，尤其是在膜

蛋白和细胞水平上的应用进展，介绍了应用实例，归纳了国内研究人员开展相关技术应用与技术创新的制约因素，给出了未

来的发展趋势．基于 SPA 的生物学应用技术创新必然提升我们对细胞体系生物学的全面理解．
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起源于放射性免疫分析的临近闪烁分析技术

(scintillation proximity assay，SPA)是自 20 世纪 70

年代末逐步发展起来的一种检测 茁 射线示踪的灵

敏、快速、均相和简便的高通量分析平台[1-6]，在

一个相当长的时期内该技术曾是国外大型制药企业

进行高通量药物筛选的主要方法．虽然早期公开的

报道寥寥无几，但是对该技术的需求促使 SPA 检

测中的两个核心技术(闪烁体微球和高通量液闪检

测仪)在工业部门得到快速发展．由于 SPA 操作过

程中产生的放射性废物的处理问题，各国政府对放

射性物质越来越严格的管理，以及替代技术的迅猛

发展，SPA 技术在高通量药物筛选方面的使用相对

减少．但 SPA 技术的优势，使得近年来采用该技

术进行高通量药物筛选的方法学研究报道逐渐增

加．同时 SPA 技术的应用范围也在不断扩展．以

NCBI 文献数据库为主，通过主题词 scitillation

proximity assay 搜索，获得相关文献 393 篇，剔除

综述性文献(包括系列丛书中的实验方法文章)后，

对每一篇文献摘要进行筛选，对于仅从摘要不能断

定的，再参考正文，剔除和 SPA 技术无关的文章，

共获得有效文献 328 篇，其年代分布自 1979 年至

今(图 1)．20 世纪 90 年代初 SPA 操作平台基本建

成后，其应用研究一直处于较平稳、缓慢的发展状

态．除高通量药物筛选外，该技术在受体 - 配体结

合、放射免疫分析、酶分析、蛋白质相互作用、蛋

白质 - 核酸相互作用等研究方面有着广泛的应用．

近年来 SPA 技术又有了新进展，如在细胞上直接

研究大分子的功能，用 SPA 技术研究细胞膜吞噬

机制，以及采用细胞体系筛选作用于特定靶点的药

物等．目前，缺乏对于 SPA 技术的系统性介绍．

本文比较详细地介绍 SPA 技术的前沿新动态，以

期国内的相关研究人员能够了解 SPA 技术的发展

动态，在适当的条件下运用相关实验方法，推动科

研工作的不断深入．

1 SPA技术的基本原理与方法

SPA 作为一种固体均相技术，其原理(图 2)为：

在测量体系中同时存在放射性标记的物质(授予

体)、与放射性标记物相互作用的物质(接收体)，以

及能够将授予体 - 接收体相互作用的复合物固定于
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含有闪烁剂的载体．弱 茁 粒子能量比较低，在溶

液中释放的 茁 粒子仅能穿透极短的距离(对于 3H，

1～8 滋m)，当授予体和接收体被同时固定在载体表

面时，弱 茁 粒子所发射的射线能够达到载体内的

闪烁体进行能量转移、激发闪烁剂发射光子并被检

测器记录．相邻的载体间的距离大于弱 茁 粒子在

溶液中的穿透距离，邻近载体上的闪烁剂不会被激

发．若授予体没有固定在载体上，茁 粒子能量将会

因距离关系不能传递给闪烁剂，从而发生自身湮

灭．因此，游离的放射性标记分子不会影响检测，

也无需离心、洗涤、过滤等物理分离过程，相对其

他非均相分析技术，SPA 分析过程更简便、更易于

实现自动化，恰好满足高通量分析的要求．因不需

分离，SPA 技术还能够测定解离速度比较快的分子

相互作用(分离法测定要求复合物解离速度必须足

够慢)[7]．

选择恰当的放射性标记是做好 SPA 测量的一

个重要方面．特别适合进行 SPA 测试的核素探针

为 3H，因为该核素释放的能量比较低，茁 粒子在

溶液中穿透的距离小，即使使用较大的放射标记剂

量，未结合到闪烁载体上的 3H 标记授予体所产生

的放射信号本底仍然比较低．另一个合适的示踪核

素为 125I．虽然 125I 是 酌 射线源，但它还能释放 2 个

低能的俄歇电子，其在溶液中的穿透距离分别为

1.1 滋m 和 18 滋m．能量较高的俄歇电子不仅能激

发被固定有该核素的闪烁载体发光，还能激发与之
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Fig. 1 Distribution of SPA papers versus years
图 1 SPA技术相关文献数量的年代分布

Fig. 2 Principle of scintillation proximity assay
图 2 临近闪烁分析法原理
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相邻的闪烁载体发光，因而其检测效率较 3H 高．

更高能量的 茁 粒子源核素，如 35S，14C 和 33P，因

为其 茁 粒子在水溶液中的穿透距离更大(分别为

58，66 和 126 滋m)，其在 SPA 检测中的应用受到

一定的限制．主要原因是载体中的闪烁体俘获临近

放射性核素释放的高能量 茁 粒子的效率降低、过

度的临近相互作用以及游离放射探针产生的较强的

背景信号(NPE)等因素．

闪烁载体的制备技术是 SPA 分析平台的核心

技术之一．闪烁载体的主要形式有微球和微板．商

业化的 SPA 微球由含有闪烁剂(或本身可以激发产

生光子)的微球核、表面可连接各种官能团的多羟

基膜和可以特异性结合受体和酶等的亲和标签分子

组成．聚乙烯甲苯微球(PVT)，由溶解并包埋了闪

烁剂二苯基蒽的疏水聚合物固溶体以及外层包被的

多羟基膜组成．多羟基膜不仅能够降低微球对环境

中其他物质的非特异性吸附，还有助于避免微球表

面的过度亲水．硅酸钇(YSi)微球是一种含有铈离

子的无机材料，茁 射线能够激发微球中的离子空穴

运动产生光子．两种微球表面都共价结合了不同的

偶联分子，可以方便地固定各种受体、标签蛋白、

细胞膜、生物素化分子等生化材料．PVT 和 YSi

两种闪烁微球均在 300～450 nm 的蓝光区发光，恰

好位于光电倍增管(PMT)检测窗口的最适区域．第

一代 SPA 计数器就是基于 PMT 技术的光子检测，

商业化的仪器主要有 Micro-茁TriLux、Topcount 以

及近年推出的综合了二者优势的 Micro-茁2．该类型

的计数器，每个 PMT 管(或 PMT 管对)一次只能读

取一个孔，为了提高通量，仪器可以安装 12 组

PMT 同时测量，在此条件下读取 96 孔板至少需要

8 min，384 孔板需要 32 min，对于 1536 孔板及以

上时，由于孔密度大，读数时间变长，成为高通量

筛选自动化的瓶颈．

由于 PMT 检测波长范围处于黄光区，生物样

品制备时经常会产生颜色猝灭，导致测量信号失

真．虽然理论上通过测定发光效率能够弥补颜色猝

灭以及其他猝灭因素的影响，实际操作中却存在着

各种困难．为此开发了发红色荧光的聚乙烯微球

(PS)和氧化钇微球(YOx)(发光区间为 590～660 nm),

从而避开样品制备中的颜色猝灭区间．红色荧光的

波长已经超出了 PMT 的监测窗口范围，但可被基

于电荷耦合器成像板技术(CCD)解决．商业化的计

数器有 ViewLux 和 LEADSeeker．因为 CCD 通常

需要低温环境，目前在一般实验室中使用的不多．

在商业化的 SPA 闪烁载体中，除了细微颗粒

的微球外，还研究开发出多种微球固定化的多孔测

试板．微板的表面也包覆有不同的亲和标签分子．

微板的优势包括：不存在分散问题、液相操作减

少、易于样品的洗涤和自动化程度更高，等等，使

得 SPA 技术能够在细胞水平研究生物分子的相互

作用以及细胞的增殖，细胞膜的融合等重要过程，

并可获得实时检测的信息，在生物学示踪研究方面

取得了新进展．但它们也存在一些缺点，如检测信

号比较低、不能通过增加载体量来增加信号等．

2 SPA测量中的条件优化

成功的 SPA 检测始于细致的条件优化．SPA

分析条件的优化在许多方面和传统的放射性示踪分

析相似，所以寻找放射性授予体和接收体结合的条

件，在 SPA 分析中也同样需要注意．例如在测定

难溶于水的有机分子和其作用靶点的相互作用时，

为了提高小分子的溶解性，在测量体系中会有一定

浓度的 DMSO，不论是 SPA 测量还是传统的分离

法测量，该溶剂的浓度偏高时都会严重影响结果的

可靠性[8]．此外，在 SPA 分析中还需要特别注意以

下几个方面的条件优化．

2.1 考虑放射探针接受体在闪烁载体表面固定的

空间位阻效应

SPA 分析中涉及到将一种材料，通常是非标记

的放射示踪接收体(如生物大分子)，固定于载体

上，因此需要考虑固定化对生物大分子的分子构

象、空间位阻以及分子活性的影响，这就需要分析

受体或酶等生物分子结构的特点，特别是分子中特

殊的官能团或氨基酸残基，在此基础上选择合适的

载体和亲和标签分子．Odagaki 和 Toyoshima[9-10]在

研究大鼠脑膜毒蕈胆碱能受体介导的 Gq 激活机制

中发现，固定细胞膜于包被有抗兔 Ig(二抗)的 PVT

微球表面时，多抗(一抗)的选择对测定分析的成功

起着重要作用．在所选的 16 种抗 G琢 不同亚型的

兔源多抗时，只有 sc-393 能够以恰当的方式将脑

膜固定于 PVT 表面，并能理想地观测氨甲酰胆碱

剂量变化对 Gq 结合[35S]GTP酌S 的变化，其他多抗

虽然也能够起到固定 Gq 的作用，但所测到的信噪

比都比较小，没有研究价值．

2.2 降低检测中的 NPE效应

SPA 分析中还需要优化反应条件，降低检测中

的 NPE 效应．优化条件中，选择合适的载体剂量

对于筛选到合适的测量窗口很重要．Baker 等[11]在
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研究 RNA 甲基化反应的检测条件时发现，选择

YSi载体剂量为 1 mg/ 孔时，能够获得比较满意的

信噪比(S/N抑4)，而载体量过低(如低于 0.5 mg/ 孔)、

过高(如高于 2.5 mg/ 孔)都会降低信噪比(图 3)．尤

其值得注意的是，低剂量 YSi 时，提高载体用量主

要提高检测信号的值，对于噪音信号的影响较小，

而采用高剂量的 YSi 时，增加载体用量对检测信号

几乎没有影响，但对噪音信号的放大效应显著．可

见在选定的计量条件下，YSi 微球剂量的适当范围

还是比较窄的．选择释放低能粒子的核素对获得好

的信噪比很重要． 14C、33P 和 35S 的衰变粒子能量

高，其非临近效果明显，所以较少用于 SPA 中．

但是 35S 在 G 蛋白偶联受体激活中测定 GTP酌S 的

变化应用较多，33P 在磷酸化激酶，磷酸转移酶的

酶活测定及抑制剂筛选方面应用较多．对这些长路

径的同位素，可以加入丙三醇、蔗糖和氯化铯等试

剂或者采用离心和沉降等操作手段减少非临近效

果．Park 等[12]比较了 CsCl 悬浮和沉淀两种方式对

SPA 测量信噪比的影响，含生物素(biotin)标签的多

肽底物经磷酸激酶催化后将[33P]酌-ATP 中的放射性

示踪 33P 转移到多肽上，链霉亲和素(streptavidin)包

被的 SPA 微球专一性地固定 biotin- 多肽，其中被

固定的 33P 可以将射线能量传递给闪烁微球，从而

给出放射检测信号．在 3 mol/L CsCl 中悬浮 90 min

所得的信噪比为 12.5，而离心沉降方法仅能达到

10.3.

2.3 抑制检测体系中荧光性物质的影响

组蛋白乙酰化转移酶催化底物乙酰化辅酶 A，

使另一底物组蛋白中的特定赖氨酸侧链乙酰化，参

与表观遗传学过程．该酶功能的异常与多种疾病相

关，是药物设计的一个重要靶点．Ngo 等[13]以[3H]

Ac-CoA 为标记底物，采用 SPA 技术测定组蛋白乙

酰化转移酶活力时发现，Ac-CoA 的负电荷与组蛋

白肽底物赖氨酸侧链的正电荷，能够通过静电作用

形成强烈的非专一性作用，产生严重干扰 SPA 检

测的 NPE 信号．加入适当浓度的盐酸胍、NaHCO3、

十二烷基磺酸钠(SDS)可以有效破坏 Ac-CoA 与组

蛋白多肽底物之间的结合，破坏底物和辅助因子之

间的相互作用，可以得到可靠的 SPA 信号，并且

适合高通量筛选．

2.4 降低检测体系的荧光猝灭效应

降低测量体系中存在的水介质及颜色猝灭效应

因素，对于 SPA 分析也很重要．将反应样品洗涤

并干燥，能够提高检测信号的信噪比，这一点在使

用闪烁微板时效果明显．Ung 等[14]新近发展了一种

在肿瘤细胞中采用 SPA 技术高通量筛选人脂肪酸

生物合成途径抑制剂的方法，其中对放射标记细胞

的洗涤和干燥可以将检测信号的信噪比提高 2 倍．

可见，系统摸索优化分析条件，对获得理想的实验

数据具有重要作用．

3 SPA技术的应用

可把 SPA 应用分为基于分子水平和细胞水平

的两大类．实时监测技术不论是在分子水平的测量

方面还是细胞水平的测量方面，近年来都有显著的

发展．

3.1 SPA技术在分子水平上的应用

3.1.1 SPA 技术是药物筛选中的金标准

在分子水平上最主要的应用是采用 SPA 进行

高通量筛药[14-16]．在迄今为止已知的 500 余个治疗

药物靶点中，G 蛋白偶联受体(GPCR)是一类重要

的靶点，进入临床市场 40%的药物作用靶点是

GPCR，所以其用于 SPA 高通量筛药的报道很多．

SPA 方法的优势是，商业化放射标记的配体多、检

测干扰小、无需分离、可连续读数、可实时检测平

衡反应和反应动力学[7, 17]．测量可供选择的闪烁载

体的种类也比较多，如赖氨酸、WGA、亲和素、

PEI 包被，以及谷胱甘肽和金属离子螯合等亲和标

签分子包被的微球和微板都已用于 GPCR 结合

分析．目前采用 SPA 法分析的 GPCR 有 5-HT 受
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Fig. 3 Optimization of assay conditions versus
YSi bead amounts[11]

图 3 闪烁微球 YSi的使用量的优化 [11]

姻 姻：指定剂量的闪烁微球与 50 滋l 酶促反应猝灭液混合并加水

稀释至 250 滋l；音 音：指定剂量的闪烁微球与 50 滋l 酶促反应本

底对照液混合并加水稀释至 250 滋l. 详细内容请参照文 献[11].
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Fig. 4 SPA used in fatty acid amide hydrolase (FAAH)
图 4 人脂肪酰胺水解酶(FAAH)的 SPA分析

h自

SPA微球

SPA微球

SPA微球

FAAH抑制剂

FAAH微粒体

3H-MAEA

体[18-20]、乙酰胆碱受体[9]、胰岛素受体[21-22]、多巴胺

受体 [23-24]等．药物靶酶的研究及抑制剂的筛选是

SPA 检测的另一重要领域，并已广泛应用于磷酸激

酶、磷酸化酶、聚合酶、转移酶、水解酶[25-35]等的

分析．根据酶的分析信号固定于载体的不同选择可

分为 SPA 信号增加型(如放射性标记的生物素化产

物)和 SPA 信号降低型(如放射性标记的生物素化底

物)两种．除了生物素以外，也有使用抗体、DNA

标记物、受体或其他特殊连接蛋白将酶的底物或产

物固定于 SPA 载体表面．

虽然非放射技术筛药技术目前使用更为广泛，

但是近年来关于 SPA 筛药的方法学报道却在逐步

增加，尤其是研究发现，在某些情况下，不同筛选

方法所得结果之间的同一性并不高，使得筛选结果

和筛选方法无关的假设[36]受到了挑战．Takagi 等[37]

以 Cdc7-Dbf4 异二聚蛋白激酶为抗肿瘤药物靶点，

比较了测量产物[33P]- 磷酸化多肽的 SPA 直接方法

和基于偶联反应测定磷酸化过程中另一底物 ATP

消耗产生冷光的间接方法(LUM)，通过筛选 3 519

个化合物，以比较低的抑制率 30%作为标准，

LUM 法获得 25 个阳性化合物，SPA 法却仅获得了

Tannic acid 和 Gentian violet 2 个阳性化合物，而且

仅 Tannic acid 在 LUM 法中呈阳性结果． 说明

LUM 法不仅有假阳性，同时还存在漏筛的问题．

在酪氨酸激 酶抑制剂筛 选中， SPA 方 法与

TR-FRET 和 FP 方法的比较[38]，以及在核受体拮抗

剂筛选中，与 AlphaScreenTM 和 TR-FRET 方法的比

较 [39-40]也说明筛选结果和筛选方法有着一定的关

系．可见 SPA 法假阳性率和漏筛率都低，且尤其

适合于反应速度比较慢的反应过程，如组蛋白脱甲

基化酶等靶点抑制剂的筛选．各种酶耦联监测方

法，由于副反应的长时间积累很有可能干扰真实信

号的监测．因而 SPA 筛选法被认为是筛药方法中

的金标准[25]．

3.1.2 SPA 法可用于分子间相互作用研究

2012 年前国内外对 SPA 高通量筛选技术做了

多次详细的评述[41-49]．SPA 方法学报道也显示出该

技术在生物学研究中的一些新应用能够克服经典的

分离方法中的某些问题．首先，SPA 技术可以通过

非平衡态的测量获得平衡态的结合常数，解决某些

具有慢解离特性的抑制剂筛选问题．对促性腺激素

释放激素(GnRH)受体拮抗剂药物的研究发现，具

有慢解离特性的拮抗剂比经典的竞争性结合拮抗剂

具有更好的疗效．SPA 提供了一种不需分离，通过

实时测量非平衡结合量的方法，高通量筛选 GnRH

非肽类拮抗剂并获得稳态抑制常数的快速技术．

Heise 等[7]采用 WGA-PS 闪烁微球和 CCD 影像技术

成功筛选了 78 个化合物，通过比较 30 min 和 10 h

测得的表观平衡常数(K)的比值(K i30min/K i10 h)，筛到 5

个化合物的比值超过 6(占库化合物的 10%)，并通

过质量作用定律的方法确定出每一个化合物的解离

速率常数．其次，绝大多数的 SPA 研究通过 检

测放射探针与闪烁微球上固定的探针接受体的结合

信号，测定分子相互作用的大小，然而，Wang

等[35, 50]却提出了一种相反的检测方法．他们利用人

源脂肪酰胺水解酶(FAAH)抑制剂 3H-MAEA 竞争结

合 FAAH，通过添加其他竞争性抑制剂取代
3H-MAEA，并利用 WGA-SPA 微球捕获释放的
3H-MAEA，获得荧光信号．与传统 SPA 法检测标

记授予体结合到固定微球表面的接收体不同，该方

法检测被微球抓获并被非标记 MAEA 置换出的放

射标记体，而 酶 - 放射性抑制剂所形成的复合物

与微球结合力很弱，不干扰检测信号(图 4)．这为

我们研究分子相互作用提供了一个新思路．用传统

的分离法测定受体与配体相互作用时，必须通过各

种手段扣除体系的非特异性结合．非特异性结合的

信号小于总信号的 20%时，比较容易获得理想的

结果，占 30%左右时，通过条件优化，也能获得

可信的数据，当非特异性结合的信号占总信号的

50%以上时，通常得不到有价值的结果．Wang 等
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的研究显示，选择合适的标记与 SPA 包被材料，

使放射探针只有从游离于溶液中的放射性授予体 -

接受体复合物上被非标记化合物取代出来并被闪烁

载体包被物高效吸附时，才能检测到放射信号．这

就可以有效地降低乃至消除非特异性吸附的信号影

响，为受体的研究提供了新方法．第三，SPA 技术

因为需要将放射性标记物固定到闪烁载体上才有可

测信号，这就为复杂体系中专一性地研究其中的某

一中间过程提供了技术基础．HIV 病毒在将其自身

DNA 整合到宿主基因组的过程中，涉及到病毒

DNA 的 3忆剪切，DNA 链转移形成 DNA 整合中间

体，并被宿主细胞中的酶加工[51]等三个步骤．其中

前两步均涉及到转酯化反应，并能通过体外模拟

integrase-DNA 复合物的研究，获得有关结构、作

用机制方面的有价值的信息，为 integrase 抑制剂

的筛选、研发提供科学依据．除抑制 integrase 的

3忆 DNA 剪切功能外，专一性抑制该酶的链转移活

性是筛选 HIV 药物的一个重要靶点．但是传统的

研究方法都是在均相溶液中进行，再用凝胶分离进

行定量分析[52]，因而很难避开 integrase 的 3忆 DNA

剪切活性而专一地研究其链转移反应．SPA 技术通

过将放射性标记的 3忆 DNA 底物直接固定到闪烁载

体表面，而把 integrase 加入到溶液中进行反应，使

它们在微球表面形成 1∶1 的复合物．这一体系可

用于 integrase 与底物 DNA 的结合研究、酶活检

测、配体和 integrase-(3忆 DNA)复合物的结合分析以

及竞争性配体的高通量筛选．第四，SPA 技术不仅

适合松弛型结合的分子相互作用分析，而且更适合

做紧密结合型的分子相互作用分析．目前有关研究

生物大分子相互作用的物理方法比较多，其中表面

等离子体共振(SPR)技术以及等温滴定量热(iTC)技

术以其技术较新、不需特定探针而得到广泛的应

用．SPR 法测定分子结合常数需要分子的结合速度

以及解离速度都在一个适于检测的范围内，太快或

者太慢都不能得到可靠的结合速率常数和解 离速

率常数，仪器的性能可提供解离常数低至

10-14 mol/L 的亲和力测量，但在面对结合与解离过

程比较复杂的非一级反应时，如何获得准确的结

果，理论上仍比较困难，除非对反应的动力学机制

非常清楚．对于 iTC 技术而言，如果分子间结合常

数特别强，测量时滴定剂和被滴定剂的浓度就必须

足够低，才能获得有意义的热量信号．这取决于不

同厂家仪器的灵敏度． iTC 技术也比较适合解离常

数在 10 -6 mol/L 级的反应，极端条件下可低至

10-8 mol/L 附近，对于 10-9 mol/L 及其以下的反应，

较难得到理想的结果．另外，iTC 滴定不适于反应

比较慢的情况，也不适合比较复杂的多元反应体

系．相反，SPA 技术以其高灵敏度为特征，不仅能

够测定非紧密结合型的分子解离常数，同时还能够

很便利地测定紧密结合型的分子解离常数．Sun

等[53]研究了人源 RRARg 和其拮抗剂的结合，通过

竞争性结合反应，测得了化合物 B 与 RRARg 的解

离常数为(2.3依0.2) nmol/L．而且，SPA 技术也比较

容易测量分子结合的结合速度常数与解离速度常

数[54]．

3.1.3 SPA 技术的高灵敏度为痕量物质的高通量分

析提供了便捷

放射性免疫分析具有灵敏、高效的特点，是当

前临床检测技术中的一个重要方法．传统的免疫放

射分析法(RIA)需要分离步骤，然而采用 SPA 载体

后，由于无需分离步骤，使得临近闪烁免疫分析法

(SPRIA)的误差减少，获得结果的精确性和重复性

都得以提高，这使得免疫分析达到高通量和自动

化，同时节约时间和简化操作．该技术的高灵敏特

性为在超痕量物质(如 DNA、RNA、蛋白质)的定

量检测提供了方法学基础[55-58]．Oberlander 等发展

的 SPA 法检测细胞中 p53 总蛋白的方法和商业化

的 ELISA 法相当，具有快速、节省费用的优势．

进一步优化检测条件，如生物素标记的单抗(而不

是多抗)作为放射示踪物，有可能比已经商业化的

方法更好．目前此方法广范用于阿昔洛韦[59]、皮质

素[60]和 5-HT2C
[61]等抗原的分析．

SPA 技术在病毒载量分析方面也显示出了优

势．Simpson 等[62]发展了一种综合利用竞争性 PCR

(cPCR)和 SPA 方法定量乙肝病毒的方法．该方法

采用放射性标记的核酸进行 PCR，其产物采用

SPA 方法进行检测并与传统的定量 PCR 方法进行

了比较．结果表明，两种方法在病毒载量的下限方

面是一致的，而 cPCR-SPA 方法较传统方法具有更

宽的线性范围，在从 46 个 HBsAg+ 阳性患者采取

的 79 份血清样品中，采用 cPCR-SPA 方法测得 67

例(85%)阳性而采用 Genostics HBV DNA 试剂盒检

测到 43 例(54%)阳性，表明 cPCR-SPA 方法比商品

化的 HBV DNA 试剂盒的检测结果更灵敏、漏检率

更低．

3.2 SPA技术在细胞水平上的应用

闪烁微板是 SPA 技术在细胞水平进行检测的

主要载体，也是研究细胞膜生化信号的一个强有力
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的手段．由于生物大分子的结构，尤其是活性构象

受环境的调节作用，SPA 技术提供的生物大分子及

细胞功能的活细胞检测，使得检测结果更能反应出

生物大分子在体内的真实功能，对细胞膜的结构功

能研究也是如此．但是，细胞内的生化过程，存在

着如何清除未结合、未反应放射性标记物的困难．

因而，SPA 技术较少用于细胞内生化机制的检测和

细胞水平的分子筛药工作[14]．

3.2.1 SPA 技术是研究膜蛋白、膜功能的有效方法

膜蛋白的研究是目前结构生物学领域的一个重

要方向．与非膜蛋白相比，膜蛋白的表达存在着许

多困难．目前多是通过荧光蛋白标签的表达来进行

高通量筛选，以获得高效表达条件．SPA 技术通过

检测膜蛋白与其膜外配体的相互作用，也可以实现

对目标膜蛋白表达的高通量筛选，尤其重要的是该

筛选还是直接对膜蛋白表达体的功能筛选[63-64]．人

源白介素 5(hIL-5)受体由 琢 和 茁 亚基组成，可在昆

虫细胞 SF9 中表达, 采用 WGA 包被的闪烁载体固

定细胞，并采用 125I 标记的 IL-5 测量配体与该受体

结合的解离常数(0.24 nmol/L)，结果与传统的过滤

法一致[64]．对非膜蛋白也具备同样的高通量功能筛

选作用[65]．同时 SPA 技术通过降低细胞膜对放射

性探针的非专一性吸附，为低丰度膜蛋白的功能分

析提供了一种可尝试的途径[66]．

利用 SPA 技术研究转运体蛋白的功能是近年

来 SPA 技术发展的一个新方向．通过外源转运体

蛋白细胞膜的重建，SPA 检测技术能够方便、高通

量地研究蛋白质的表达、转运体的功能、评估去污

剂纯化蛋白的效果以及膜重建条件的优化[67-72]．同

样的研究也可以在活细胞状态下进行．如果选择合

适的条件，还能达到实时检测数据，获得转运结合

常数 Km 值，并可对转运体抑制剂的性质进行评价，

为转运功能和细胞动力学的关系提供研究基础[73]，

例如：对 JAR 细胞中 Na+/Cl- 依赖的神经递质转运

体的活性的研究[74]；在宿主细胞 HEK293 中，对外

源离子通道 GluR4[75]、回肠和肝来源的 Na+ 依赖的

胆 汁 酸 共 转 运 体 [76] 以 及 hOCT1、 hOAT3 和

hOATP1B1 转运体[77]的功能研究．

Culliford[78]等建立了一种不需闪烁微球的新型

SPA 检测技术，用于细胞水平的研究，尤其是细胞

转运体蛋白功能的研究．它们合成了一系列能够被

射线激发荧光的 2,5- 二苯基 唑(PPO)衍生物，使

其能够稳定吸收转运到细胞膜上，弱 茁 射线核素

标记的物质一旦进入细胞就能够激发 PPO 闪烁剂

发出荧光．利用此技术研究人员分析了 HeLa 细胞

吞噬放射性标记的牛磺酸、甲硫氨酸等过程，得到

比较好的结果．由于重组膜的性质和真实的细胞膜

存在着不同，基于 SPA 技术的原位膜转运体的研

究更能反应生物大分子的真实功能．

利用膜蛋白的性质还可以对细胞的功能进行鉴

定．细胞凋亡在机体维持内环境稳定方面起着重要

的作用，细胞凋亡现象的鉴定是许多细胞生物学研

究中的一个重要环节．McMurtrey 等[79]建立了一个

利用 SPA 技术鉴定细胞凋亡的方法，该方法使用

放射性标记的 Annex V，通过检测 Annex V 结合细

胞外膜的放射性信号鉴定细胞凋亡，与荧光标记的

Annex V 标记细胞经流式细胞分选所得的结果一

致．Linde 等[80]利用 33P-dCTP 标记，建立了基于核

DNA 碎片鉴定细胞凋亡的 TUNEL-SPA 方法．上

述实验方法较对应的非同位素标记方法具有样品量

小、实验过程中无须分离步骤、适合高通量样品的

检测的特点，尤其是为凋亡细胞的动力学研究提供

了一种直观、实时的检测手段．

3.2.2 SPA 技术是研究膜融合的一个新手段

内涵体脂质转运以及细胞膜融合机制的研究是

SPA 技术应用的另一个新领域．Nohturfft 小组在这

方面做了一系列的工作．他们采用 2.5 滋m 的 YSi

闪烁微球作为吞噬作用的诱导剂，以巨噬细胞为模

型，发现[3H]胆固醇的闪烁信号和培养基中含[3H]

胆固醇油酸酯的 AcLDL 的量呈正比．该放射信号

来源于细胞的胞吞作用，抑制细胞的胞吞功能，本

底以上的放射信号也被抑制，胞吞时间过程早期的

放射信号数据反映了细胞吞噬动力学过程，而终态

的数据反应了[3H]胆固醇在细胞内膜的稳态分布．

这一发现奠定了 SPA 法检测内涵体脂质转运的方

法学基础[81]，Nohturfft 小组利用该技术开展了胆固

醇调控元件结合蛋白的转录调控对胞吞诱导的细胞

膜生源(biogenesis)研究[82]．在此基础上，该研究组

利用 YSi 微球刺激巨噬细胞形成吞噬体，利用[3H]

油酸胆固醇标记巨噬细胞，通过梯度密度离心可以

获得[3H]标记的溶酶体．在适当条件下吞噬体和溶

酶体混合，SPA 技术结合传统的分析方法发现了吞

噬体 / 溶酶体融合机制的新细节，在吞噬体和溶酶

体对接之前存在着一个需要微丝和钙调素参与的将

吞噬体和溶酶体粘连在一起的过程，并可用 SPA

方法定量表征钙调素抑制剂对吞噬体 / 溶酶体对接

程度的响应，弥补了传统的荧光标志物法的荧光成

像研究只能提供定性结果的不足[83-85]．

唑恶
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3.2.3 SPA 技术为在细胞水平上的分子筛药提供了

新思路

SPA 技术在细胞水平的一个重要应用拓展，就

是采用 SPA 技术进行细胞水平的分子筛药．传统

的分子筛药具有作用靶点明确的优势，但是药物分

子进入细胞内药靶的能力以及在此过程中被代谢从

而改变分子结构的问题难以克服，需要细胞水平的

二次筛选；而细胞筛药的缺点之一就是分子作用靶

点不够明确，存在药物研发的靶向性及风险控制的

不足．SPA 在细胞水平的分子筛药能够综合双方的

优势，克服各自的不足，为建立新的筛药模式提供

了一个参考．Uvebrant 等[86]通过固定 CD80，使用

表达 CD20 的 CHO 细胞为材料，对 OptiverseTM 分

子库初筛，获得了抑制 CD20-CD80 相互识别的先

导化合物，为 SPA 技术的细胞水平筛药提供了初

步的尝试．而研究人员通过对人脂肪酸合成酶抑制

剂的 SPA 筛选技术的一系列研究，终于实现了在

细胞上的分子筛药[14, 87-88]．编码人源脂肪酸合成酶

的 FASN 基因产物是一个 270 ku 的多功能均双体

蛋白质，含有 6 种不同的酶活性功能，能够将乙酰

辅酶 A 或丙二酸单酰辅酶 A 中的二碳前体转化到

脂肪酸的疏水链中．脂肪酸合成酶活性的测定可以

采用合成的最终产物进行检测，也可以采用中间产

物的变化进行检测．检测方法可以使用荧光、紫

外 - 可见光、化学发光等方法，也可以使用放射性

同位素示踪方法．但在细胞上，只有测量放射性标

记的脂肪酸合成产物的方法才是一个严格的标准方

法[89-91]．SPA 检测技术可以克服细胞中来源广泛的

荧光物质的影响以及水、颜色物质等的猝灭影响，

使得该方法具有方法学上的高通量优势．Ung 等[14]

选择脂肪酸合成酶高表达肿瘤细胞株 HT-29、

BT-474、SKBR3 为分析对象，并采用正常肺成纤

维细胞 WI-38 为对照，成功筛选了 19 个脂肪酸合

成酶抑制剂．所获得的抑制浓度 IC50 与体外测定的

结果大多一致，个别抑制剂的 IC50 值比体外测定结

果高，说明这些分子的给药浓度和细胞内有效浓度

之间存在着差别．上述结果表明了 SPA 技术用于

细胞水平的分子筛药的可行性和有效性，为药物筛

选提供了更丰富的信息．

4 展 望

过去驱动 SPA 技术发展的主要动力一直来自

工业部门，主要是针对药物靶点的高通量筛选．国

内研究人员也利用此技术开展过若干药物筛选工

作，主要集中在中国科学院上海药物研究所[92-101]．

该技术近年来越来越多地用于基础研究中，逐步显

示出其特有的优势．相比较而言，国内还没有该技

术用于基础研究工作的报道．出现上述局面的原因

主要有两个方面，一是即使在科研工作者的范围

内，人们对正确、合理地使用放射性示踪技术也存

在着认识误区，对于 SPA 技术更是如此．事实上

相对于放射性示踪技术的整个领域而言，SPA 技术

可使用的放射性核素非常有限，主要集中在 3H、
35S、33P、14C、45Ca、125I 这几种核素上，除 45Ca 和
125I 伴有 茁 辐射外，其余 4 种纯 茁 辐射核素的射线

能量均很弱．而使用量最大的 3H，其辐射非常低，

射线在空气中的最大飞行距离不超过 1 cm，在水

中不超过 8 滋m，只要采取合理的安全防护措施，

SPA 操作是非常安全的．另一方面，SPA 技术所

用到的材料都非常昂贵，例如放射性标记物主要是

美国的少数几家公司能够提供，使用的耗材，如闪

烁微球，微球板目前只有 PerkinElmer 公司有售，

虽然国内研究者也开展了 SPA 载体的相关技术研

究[102]，但一直没有商品化．上述因素限制了该技

术的广泛使用．通过宣传 SPA 技术，全面贯彻放

射性操作的安全管理制度和安全防护设施的建设，

积极开发 SPA 相关材料产品，降低操作成本，

SPA 技术发展的这两个瓶颈就能够被克服，其优势

会更加充分地显示出来，并将在分子筛药、临床免

疫分析以及在基础研究中得到更为广泛的应用．
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Abstract Scintillation proximity assays (SPA), developed from the original radioimmunoassay, is a

homogeneous, sensitive, fast and simple scintillation bead-based assay platform. Due to the diversification of

radio-labeled ligands and of affinity tags modified on the scintillation carrier’s surface, as well as the development

of scintillation recorders and liquid handling technologies, SPA has been widely used as a high throughput method

for lead compound screening and biomarker detection. In this review, after a brief introduction of the principle and

operation of SPA, a detailed advance of its applications in life sciences were outlined, especially on membrane

proteins analysis and at the cell level analysis with detailed classical reports. Beyond that, the methods on

increasing the ratios of signal/noise were also analyzed. The wide spread of SPA, especially of its innovations at

the cell level research will definitely promote our comprehensive understanding of cellular system biology.

Key words scintillation proximity assay(SPA), none proximity effect, quenching effect, membrane protein, cell

based assay
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