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亲和素及其类似物在生物医学工程中的应用
廖诗英，蒋春樊，崔婧婷，张　敏*

(湖北文理学院医学院，襄阳 441053)

摘　要：基于与生物素高特异性紧密结合的能力，亲和素及其类似物广泛地应用于生物医学工程的多个领域，

包括从简单的亲和纯化到复杂的药物定向运输等。研究发现，通过改造亲和素及其类似物与生物素的结合

方式，可以改善它们的功能特性，进而开发出纳米适配器和分子水凝胶等系统。现概述亲和素及其类似物

与生物素作用的模式，以及目前在亲和纯化、医学信号检测、药物运输、疫苗研制和组织工程等方面的研

究与应用，为进一步开发该非共价相互作用提供参考。
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Application of avidin and its analogues in biomedical engineering
LIAO Shi-Ying, JIANG Chun-Fan, CUI Jing-Ting, ZHANG Min*

(Medical College, Hubei University of Arts and Science, Xiangyang 441053, China)

Abstract: Based on its ability to bind to biotin with the high specificity, avidin and its analogues have been extensively 
utilized in diverse fields of biomedical engineering, including affinity purification, complicated drug delivery and so on. 
Several chemically engineered avidin and its analogues have been studied to improve the interactional properties and 
functional characteristics to develop nanoscale adapters and molecular hydrogel systems. The interacting model between 
biotin and avidin and its analogues was introduced, and their applications on affinity purification, medical diagnose, drug 
delivery, vaccine development and tissue engineering were reviewed. These information may provide guides for exploring 
this non-covalent interaction in biotechnological and biomedical fields.
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生物素 - 亲和素的相互作用是自然界中最强烈

的非共价相互作用之一。亲和素是一个同源四聚体

蛋白，每个亚基都具有高度特异性结合生物素的能

力，其平衡解离常数为 10−15 M，比抗原 - 抗体作用

的亲和力还要高 103~106 倍 [1]。这种高亲和力非共

价相互作用具有面对机械操作、高温、酸碱、蛋白

水解酶和多种变性剂处理时高度的稳定性和耐受性

的优势 [2]。另外，多种生物活性分子，如蛋白质、

核酸和糖类等易于被生物素标记，进而与亲和素发

生偶联。正是由于这些特性，亲和素及其类似物作

为介质被广泛应用于生化检测、医疗诊断、亲和纯

化和药物传递等多方面 [3]。

1　亲和素/链霉亲和素与生物素的作用模式

亲和素及其最广泛应用的衍生物链霉亲和素都

可以由天然的宿主分泌产生，它们的功能类似，都

具有对生物素强烈的相互作用。尽管亲和素与链霉

亲和素一级结构的氨基酸序列只有 41% 的同源性，

它们的三、四级结构基本上一致 [4]。亲和素和链霉

亲和素的结构亚单位由 8 个反向平行的 β 片层组成，

β 片层中间由 loop 链接，而一级结构中不一致的氨

基酸序列主要就分布在这些 loop 中 [5]。

生物素结合位点在 β 片层组成的桶状结构的末
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端氨基酸上，四聚体亲和素可以结合 4 个生物素分

子 [6]。研究发现，亲和素与生物素相结合的残基位

点要比链霉亲和素与生物素结合位点更加保守，亲

和素与生物素结合的亲和力 (10−15 M) 也比链霉亲和

素与生物素结合的亲和力更高 (10−14 M)[7]。亲和素

与链霉亲和素都具备两种主要的生物素结合区域，

也被称作生物素结合口袋。该口袋由疏水作用残基

组成，实际是几个含芳香族残基的氨基酸形成的一

个疏水作用环境，该环境是结合生物素的重要原因，

另外，生物素的脲基环结构也是形成疏水键的有效

因素。亲和素与生物素的结合作用发生伊始，亲和

素的三级 / 四级结构就开始发生变化 ( 图 1)。
通过 X 晶体衍射结果发现在第三和第四个 β

片层之间的 loop 发生了变构 [8]。可以想象这是一个

桶状结构，中间放入了一个生物素分子，随后因为

loop 的变构在上面增加了一个桶盖来封堵。另外，

亲和素结合口袋与配体之间具有恰当的互补结构形

态，这使得亲和素与生物素的结合更加紧密。在配

体结合的环境下，亲和素的亚基之间会发生功能性

的交互作用，特别是在亚基 I 和 II 之间，以及亚基

III 和 IV 之间 [8]。正是这种作用使亲和素可以形成

与生物素结合的口袋，并保证邻近的亚基与生物素

的结合。

2　亲和素-亲和标签在蛋白质纯化和检测方面

的应用

在进行重组抗体体外表达和纯化过程中，亲和

素 - 亲和标签纯化方法被建立起来 [9]。首先被报道

用于纯化的亲和素 - 亲和标签是 Strep-tag，该标签

不影响蛋白质本身的活性并且可以通过其与 biotin
的作用进行快速检测 [10]。由于 Strep-tag 不便于标

记在蛋白质 N 端和蛋白质内部，Schmidt 和 Skerra
等 [11] 构建了一种由 8 个氨基酸组成的小分子多肽

序列，并把它命名为 Strep-tagII。该 tag 能以多种方

式融合在重组蛋白的末端，因为其具备固有的与亲

和素高度亲和的特点，使得研究者可以通过亲和层

析的方式对融合蛋白进行纯化 [12]。除此以外，利用

针对亲和素的单克隆抗体，还可以对此类融合蛋白

进行高度灵敏的印迹检测。Nampally 等 [13] 构建的

偶联有 Strep-tagII 的壳聚糖亲和蛋白，能够特异性

地结合壳聚糖，而不结合其乙酰化产物几丁质，并

且能够根据乙酰化水平的下降，显示出与检测物质

亲和力增强的特点。而去乙酰化被认为是真菌针对

宿主免疫系统识别几丁质的一种逃逸反应。因此，

利用 Strep-tagII 重组壳聚糖亲和蛋白对几丁质脱去

乙酰基产生壳聚糖水平的检测，有助于确定真菌

感染水平。

Strep-tagII 具有生物惰性且不影响膜转位和蛋

白质折叠，目前已经成为快速纯化以及直接相互作

用快速检测的常用方法。例如，Moosmeier 等 [14] 建

立的在 Strep-tagII 融合基础上的转运素，就是利用

了转运素更倾向于运转 Strep-tagII 融合的小分子、

多肽或多聚复合物的特点而建立起来的通用有效的

运输检测系统。

A：链霉亲和素的四聚体结构 (PDB数据库编号：1MK5)。4个亚基及其结合的biotin分子以4种不同颜色显示。B：一个亚基

中的biotin结合模式(以深绿色显示；该区域在A中以方框标注)。与未结合biotin的链霉亲和素(以灰色显示；PDB数据库编

号：3RY1)的叠合显示，主要的构象变化位于第三和第四个β片层之间的loop(L3,4 loop)。
图1  链酶亲和素结合生物素分子的模式图
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3　亲和素及其类似物在生物医学信号检测方

面的应用

除了上述亲和标签 Strep-tagII 可应用于快速检

测外，利用亲和素 - 生物素高亲和力特点构建的纳

米颗粒适配器也已经作为新型检测工具广泛应用于

生物医学检测领域 [15-16]。例如，Lippert 等 [17] 在中

性亲和素 (NeutrAvidin) 基础上构建了可溶的纳米颗

粒，其含有的 NeutrAvidin 可以与生物素 -4- 荧光素

(biotin-4-fluorescein, B4F) 微球结合并发生荧光淬

灭。该方法已成功应用于用 NeutrAvidin- 纳米颗粒

检测生物素化的细胞质动力蛋白，并可通过单分子

全内反射荧光显微镜进行定性和定量检测。另外，

病毒也可以被认为是一种高度进化的，能够穿透细

胞的纳米机器 [7]。Leisi 等 [18] 将细小病毒 B19 的病

毒衣壳蛋白独特区 (B19 viral protein 1 unique region, 
VP1u) 作为细胞靶向分子与 NeutrAvidin 相偶联，根

据细小病毒需要在红细胞生成素依赖的红系细胞分

化细胞中生长的特性，建立了一种病毒依赖的靶向

检测处于中间阶段的红系细胞的方法，这种方法被

认为是建立在结合 NeutrAvidin 基础上的纳米检测

器。偶联 NeutrAvidin 的纳米颗粒复合物还能被用

于检测酪氨酸激酶受体在培养的海马回神经细胞上

的分布情况 [19]。

亲和素与生物素的相互作用还可被利用来检测

肿瘤。例如，利用亲和素携带的荧光信号分子可以

检测生物素化的抗白细胞分化抗原 71 (cluster of 
differentiation 71, CD71) 抗体，进而快速诊断乳腺

癌及其他转铁蛋白表达细胞 [20]。这种依赖肿瘤特异

性识别抗体的检测方法应用非常广泛，除了可以偶

联抗 CD71 抗体外，Liang 等 [21] 设计了与生物素化

抗人表皮生长因子受体 2 (human epidermal growth 
factor receptor 2, Her2) 抗体偶联的链霉亲和素检测

体系用于检测乳腺癌；Wu 等 [22] 则建立了鉴定癌胚

抗原双亮氨酸拉链激酶 (dual-leucine zipper kinase-1, 
Dlk-1) 的亲和素 - 生物素检测体系；孙平风等 [23] 以

聚酰胺为载体合成生物素化的叶酸，联合链酶亲

和素修饰的量子点探针，可以特异性靶向卵巢癌细

胞。另外，基于生物素 -NeutrAvidin 相互作用的多

种抗体悬臂检测器也已经在小鼠和羊体内得到成功

验证 [24]。

除了利用荧光标记的方法检测肿瘤外，链霉素 -
亲和素体系还可进行放射性标记并用于大分子的神

经影像学检测治疗。Sumbria 等 [25] 开发了一种针对

人类胰岛素受体的单克隆抗体，该抗体的一端能跨

越血脑屏障并结合到内源性的胰岛素受体上，另一

端则通过链霉亲和素偶联生物素化的 Aβ 淀粉样多

肽，对此多肽进行 I125 放射性标记进而可根据放射

信号影像学观测分析大脑中的淀粉样分布。

4　亲和素及其类似物在药物运输系统的应用

为保证治疗药物分子的靶向性和有效聚集，直

接或间接利用亲和素 / 链酶亲和素 - 生物素运输系

统偶联药物的方法被建立起来 [26]。建立在亲和素及

其类似物药物运输系统上的核酸、蛋白质与多肽、

单克隆抗体以及小分子等制剂都得到了广泛的开

发 [27-31]。其中，siRNA 作为特殊的治疗药物近年引

起了广泛关注，其应用于临床治疗的传统运载方

法要借助病毒载体，而病毒载体的安全性限制了

其应用范围。近年来，基于链霉亲和素 - 生物素的

siRNA 脂质体药物运载系统开始得到应用 [7]。这种

系统不仅安全性高，还可以防止 siRNA 的聚集，有

效增加细胞对制剂的摄取水平，因此已经成为运载

siRNA 的有效工具。前文已经论述了建立在 Strep-
tagII 融合基础上的转运素通用药物转运系统，而利

用胆固醇包被生物素化的 siRNA，并结合链霉亲和

素官能化的方法则为高度特异性的细胞靶向作用提

供了另一个有效途径。例如，通过静电压缩的方式

将链霉亲和素与生物素化的多聚胞嘧啶结合蛋白

2 (poly(rC)-binding protein 2, PCBP2) 的 siRNA 包装

成复合物，利用受体介导的细胞内吞方式将针对

PCBP2 的 siRNA 运送到肝脏的星状细胞，并最终

使 PCBP2 基因有效沉默，进而达到对肝脏纤维化

的治疗。这种方式与传统的转染方法相比，不会引

起小鼠星状细胞的细胞毒性作用，且在小鼠 Caco-2
和 PC-3 细胞系中能获得更好的干扰效率 [32]。

Hajdu 等 [33] 将针对效应性记忆 T 细胞表面白

细胞分化抗原 45 (CD45) 的抗体进行生物素化，进

而通过其与链霉亲和素的相互作用，将该信号分子

偶联在荧光微球上。该荧光微球上同时携带有用于

敲除钾离子通道 (potassium voltage gated channel, 
Kv1.3) 的 siRNA，当该特异性的靶向荧光微球通过

细胞内吞作用被效应性记忆 T 细胞吸收后，Kv1.3
离子通道被抑制，导致钙离子的流入减少，T 细胞

的激活水平下降，从而产生对自体免疫疾病的治疗

效果。

利用链霉亲和素具有多个与生物素结合的位

点，Huang 等 [34] 开发了一种光响应性 siRNA 递送
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系统，该系统可以避免细胞穿透性多肽与 siRNA 的

直接结合所导致的表面电荷性分子聚集，并可以有

效穿透多种人类胚胎干细胞。通过近红外光在 f 秒
内的刺激，他们成功地将八聚体结合转录因子 4 基

因 (Oct4) 在没有分化的人类胚胎干细胞 H9 中进行

了有效的基因沉默。这种利用链霉亲和素 - 生物素

相互作用建立的，具有生物相容性并由近红外光激

活的基因沉默方法，使得 siRNA 运输的单细胞分辨

率得到了显著提高。

5　亲和素及其类似物在疫苗开发方面的应用

近年来，疫苗的开发与临床实际应用的时间周

期不断缩短，而产生适量的抗原以诱导体内最佳的

免疫应答水平是目前研发所面临的最大挑战之一。

解决的方法，包括通过基因改造表达特异性抗原，

但这种方法在基因表达的效率性和稳定性方面以及

引入外源 DNA 的安全性方面都面临了很多困境 [7]。

2015 年，Liao 等 [35] 设计出一种新型的非遗传性方

法，用来快速并且有效地将外源蛋白展示在细菌的

细胞表面，以稳定有效地表达抗原。他们首先表达

特异性的单体亲和素 - 早期分泌性抗原靶标 6 (early 
secretory antigenic target 6, ESAT6) 融合蛋白抗原，

再将卡介苗 (Bacillus Calmette-Guérin, BCG) 表面生

物素化，这两个组分具备可逆性结合的能力。巨噬

细胞吞噬包被过的 BCG，进一步有效地运输这些表

面携带有亲和素融合蛋白的细菌给主要组织相容性

复合物 (major histocompatibility complex, MHC) 的抗

原提呈成分。这种表面装饰有结核分枝杆菌特异性

抗原 ESAT6 的卡介苗可以成功地引起特异性 T 细

胞反应的扩散，并且具有在冷冻干燥后可长期保存

和高度稳定的特点
[35]。

链霉亲和素也被证明对肿瘤细胞表面蛋白有很

高的亲和力，另外，链霉亲和素的精氨酸 - 酪氨酸 -
天冬氨酸 - 丝氨酸序列可通过与细胞黏附区域 RGD 
(Arg-Gly-Asp, RGD) 作用协助细胞黏附 [36]。这两个

特点使得链霉亲和素可用来递送肿瘤相关蛋白并刺

激免疫系统。与生物素化的可溶性肿瘤蛋白结合的

链霉亲和素疫苗已被证实在神经胶质瘤大鼠和犬类

模型中成功地发挥了抑制肿瘤的作用 [36]。

6　亲和素及其类似物在组织工程方面的应用

组织工程应用最广泛的领域之一就是皮肤移

植，因为组织工程是克服移植技术缺陷的一种替代

方案。这种替代方案模仿天然细胞外基质的支架结

构，方法之一就是将亲和素固定在生物材料表面，

而细胞膜与生物素相结合。依托生物素 - 亲和素的

高亲和力共价相互作用，生物材料在细胞上能够高

效附着，细胞膜上的整合素与基质上的黏附蛋白之

间形成整合素介导的天然细胞黏附 [37]。Anamelechi 
等 [38] 报道，亲和素 - 生物素系统可以将内皮细胞附

着到可以降解的生物支架表面，细胞可在诸如骨损

伤的部位向内生长，同时避免引起免疫反应。

组织工程应用范围的局限很大程度上源于机体

的有机分子，特别是蛋白质与生物支架表面强烈的

相互作用或者细胞脱落后结构和活性发生了变化。

Dou 等 [39] 建立了一种三维的水凝胶细胞黏附基质，

可以避免脱落细胞凋亡。通过组装 1,4- 苄基二酰胺

的非生物素化 / 生物素化的大分子水凝胶，生物素

化的细胞可以通过亲和素这一桥梁，将修饰过的细

胞原位包封在大分子水凝胶中。结合了链霉亲和素

的细胞可以自由增殖而没有任何变性迹象，也不改

变其基因表达水平。

目前已有文献报道生物素 - 亲和素多聚凝胶在

骨组织损伤方面的应用，包括提高骨髓间充质干细

胞归巢率 [40] 以及促进可以发育为骨组织的种子干

细胞在支架上的早期黏附和有效增殖等 [41]。还有报

道指出，将稳定定位的生物素化的骨形态生成蛋白

3 (bone morphogenetic protein 2, Bmp2) 固定在生长

因子交联的多聚凝胶平台上，用基因工程改良过的

链酶亲和素结合并且提呈具有生物活性的 Bmp2- 生
物素，这种免疫固定的模式能够使间充质干细胞特

异性地完全骨质化，并可应用于不同类型的细胞组

织工程方面的构建 [42]。

7　总结和展望

亲和素及其类似物具备与生物素高亲和力的共

价相互作用，依托该作用在生物和医学领域已建立

起多种通用平台，如在药物运输、生物检测、疾病

诊断和组织工程等 ( 表 1)[43-46]，特别是检测放射性

在肿瘤组织中的富集，证实了特定癌症的靶向检测

治疗的有效性 [26]。尽管真正把该项技术应用到临床

还存在免疫原性和可控性等诸多需要解决的问题，

研究者已采取多种途径来改善 ( 链酶 ) 亲和素 - 生
物素作用方式，传统的修饰 ( 链酶 ) 亲和素的方法

会受到其同源四聚体结构的限制，因为一种四聚体

蛋白只能结合一种类型的靶标，而通过混合不同类

型的四聚体亲和素蛋白才能获得混合型产物。更重

要的是，这种混合形式中不同分子的数量并不一定
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简单对应到各组分浓度。基于更好地控制 ( 链酶 )
亲和素与靶标的结合，Nordlund 等 [47] 开发出了双

亲和力的亲和素 dcAvd，而本课题组则通过对蛋白

本身结构和亲和效价的调整来优化亲和素的功

能 [1,5]，将野生型链酶亲和素的三个氨基酸位点突

变 (N23A、S27D、S45A)，并通过将野生型和突变

蛋白按照摩尔配比 1:3 的浓度混合并进行变、复性

处理，成功获得了具有单一亲和力活性的嵌合四聚

体分子 [1]，这种改造避免了与多个配体结合导致的

聚集效应，同时仍然具备高特异性结合亲和素的能

力 [5]。通过对蛋白质的改造，亲和素 - 生物素作用

的潜在应用范围将被进一步发掘，在此基础上，未

来亲和素 - 生物素作用在生物医学工程方面将具有

更广阔的应用前景。
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