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 ForteBio公司成立于2001年，总部设在

美国旧金山，2012年加入Pall公司

 2015年进入DANAHER集团

 全球范围装机量超过1500台

 2009年进入中国市场，安装数量约170台

 目前为全球最大的分子互作技术厂商之一

公司简介
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广大用户

中科院生物物理所

中科院遗传发育所

中科院昆明植物所

中科院生物物理所

中科院上海生化细胞所

清华大学

北京大学

上海交通大学

武汉大学

华东理工大学

吉林大学

中国农业大学

南京农业大学

暨南大学

南方医科大学

中科院深圳先进院

广东工业大学

中检院（CFDA）

中科院武汉病毒所

军事医学科学院

中国医科大学

昆明医学生物学研究所

广东健康研究院

中国药科大学

南京中医药大学

中医研究院基础研究所

青海大学藏医学院

第三军医大学

浙江省医科院

复旦大学医学院

大连医科大学

上河北海市肺科医院

北京儿童医院

北京胸科医院

诺和诺德中国研发中心

北京神州细胞

百济神州

诺华中国研发中心

齐鲁制药

金赛药业

信达生物

药明康德

恒瑞医药

中信国建

睿智化学

金凯生物

百奥泰

香雪制药

菲鹏生物

中山康方

东阳光………
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2012至今，中国用户共计发表SCI文献约200篇

清华大学 施一公教授 2014

中科院生化细胞所 李琳研究员 2013

上海交通大学 陈国强教授 2012

中科院上海生化细胞所 周兆才研究员 2012

清华大学 李海涛教授 2014

上海交通大学医学院，瑞金医院上海血研所，王侃侃 教授 2016

Science, Nature,

Cell Research, Blood等

中国用户发表文献



截止目前，应用Fortebio在国际期刊上发表的文献 约1200篇
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文献增长迅速
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Octet系统可以告诉你……

动力学测定

 是否存在特异性结合（Yes / No）

 结合亲和力（Affinity, KD）

 结合、解离速率（Kon , Koff）

 筛选与排序（Screening / Ranking)

 竞争实验（Competition Assay）

 抗原表位配对（Epitope binning）

浓度测定

 抗体或重组蛋白定量

 抗生素或毒素检测

 ELISA定量替代实验

 免疫原性、残留蛋白A、HCP检测等
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Octet平台组成



Octet仪器中内部主要结构

样品耗量少

无损检测

样品不需要
复杂预处理

耗材相对便宜，大多数可以再生

实时数据

维护使用简单

检测速度快



Octet传感器的基本构造

Fiber optic rod

Reference layer

固化方式与固化（检测）物质的不同，创造出了不同传感器。



 一束可见光穿过光纤，在传感器末端的光学膜层的两个界面会形

成两束反射光谱，叠加形成一束干涉光谱

 分子结合导致膜层厚度变化，并通过干涉光谱的位移值而体现
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生物膜干涉（Bio-Layer Interferometry ，BLI）
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干涉光谱位移—时间曲线
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传感器类型

通用型：

• Streptavidin (SA)

• Super Streptavidin (SSA) 

• High Precision Streptavidin (SAX)

• Amine Reactive 2nd Generation (AR2G)

• Aminopropylsilane (APS) 

捕获型:

• Anti-Penta-HIS (HIS)

• Ni-NTA (HIS)

• Anti-GST

抗体类：

• Anti-Human IgG Fc (AHQ)

• Anti-Human IgG Fc (AHC)  

• Anti-Murine IgG Fv (AMQ)

• Anti-Murine IgG Fc (AMC)

• Anti human IgG Fab（FAB2G）

• Protein A 

• Protein G

• Protein L



缓冲液
固化物
分析物
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Association Dissociation

 所有数据是实时的

 反应的时间，位置，转速，温度，步骤可以自行设定

 获得KD，kon, koff 等动力学参数

传感器
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动力学检测流程
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动力学分析：

 蛋白——蛋白

 蛋白——小分子

 脂类——蛋白/抗体

 糖类——蛋白

 肽类——蛋白

 病毒样颗粒——蛋白

 DNA适配子

 蛋白聚合物

蛋白定量检测：

 蛋白/抗体定量

 ELISA定量替代实验

 粗提样品中蛋白定量

 病毒滴度分析

 抗生素、毒素定量

 残留蛋白A检测

 HCP检测

 免疫原性分析

筛选实验：

 晶体研究中蛋白筛选

 DNA适配子筛选

 小分子片段筛选

 次级筛选及Hit验证

 噬菌体展示技术

 蛋白/多肽/小分子抑制试验

 细胞克隆筛选

 蛋白表达监测

 生物反应器监测

 抗原表位配对

实验开发：

 培养基研发

 生产工艺开发

 抗体亚型分析

 抗体配对

应用领域广泛
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标准品

待测样品

• 样品结合速率与样品浓度成正比。

• 96个样品15-30分钟即可完成。

• 标准曲线可重复使用。

Octet传感器

复性
再生

抗体蛋白定量检测流程
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KD = 
kd
ka

1:1 binding模型:

ka = 结合常数，Kon kd = 解离常数，Koff

动力学参数的计算

A(ligand) +   B(analyte)                      AB  
ka

kd



动力学参数的定义与特性

动力学参数的定义与特性:

– 结合常数, ka:

• 复合物（AB）的形成速率，在1M的A或B下，每秒产生的复合物数量

• 单位为 M-1s-1, 一般从 103 到107 M-1s-1

– 解离常数, kd:

• 反应了复合物的稳定性, 每秒中解离的复合物的百分比

• kd= 0.01 s-1= 每秒钟有1%的复合物解离

• Kd越大，解离越快

• 单位为s-1, 一般在 10-2 至10-5 s-1.

– 亲和常数, KD:

• kd/ka的比值.  是平衡常数的倒数。当浓度为KD时，平衡信号Req为Rmax的一半。

• 表示了相互作用亲和能力的大小。



动力学参数的计算

ka, kd, KD

A(ligand) +   B(analyte)                    AB  
ka

kd

KD = 
kd
ka

1:1 binding模型:

ka = 结合常数，Kon

kd = 解离常数，Koff



动力学参数的计算--steady state

KD=1.0*10E-5KD=1.01*10E-5

• Req=Rmax[B]/（KD+[B]）

• Rmax为传感器表面所有位点被占据后所能达到的信号值。

即浓度无限大，结合步骤无限长时的最终信号。

• Steady state计算KD值无法得到Kon和Koff，一般不适用于大多数相互作

用。
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• 固化高度

• 固化的稳定性

• 配体的均一性

• 再生

Decay regeneration good regeneration

Unstable loading

Stable loading

poor loading

good loading

配体均一 配体不均一

配体的固化



固化方式

抓取固化直接固化

AR or Streptavidin 传感器

• 优点:

• 非常稳定的固化

• 所有蛋白都可以进行固化

• 缺点:

• 需要纯化的蛋白

• 无序的固化

• 产生共价键，可能对蛋白活性有影响

• 再生时需要考察固化蛋白的耐受性

AMC，AHC传感器结合抗体Fc

• 优点:

• 不会产生共价键，易于保持蛋白活性

• 可以固化在粗样品的蛋白

• 固化的有序性

• 将固化蛋白与分析蛋白一并再生，回到传感
器原始状态

• 缺点:

• 固化的密度少于前者

• 固化稳定性弱于前者

ONH NH



特殊物质的固化

• DNA/RNA的固化：合成时带上生物素，然后用SA传感器固化。

• 多糖：可以利用氨基或者羧基，偶联在AR2G传感器上，也可以通过生物素化

进行固化。

• 多肽：合成时带上生物素，然后用SA传感器固化。

• 酸性蛋白：APS传感器疏水固化或生物素化后固化。

• 化合物：固化非常困难，一般合成时带上生物素。

• 纳米材料：APS传感器疏水固化。

• 病毒：APS传感器疏水固化，或者生物素化用SA传感器固化。

• 脂质体： APS传感器疏水固化。

• 其他多聚物：利用氨基，羧基或者醛基固化在AR2G或者APS传感器上。



动力学分析要点

• Baseline,association,dissociation的缓冲液（基质）必须一致（非常重要）。

• 必要的時候在association的緩沖液中添加BSA和去污剂，盐等以去除非NSB。

（0.02%tween20,0.1% BSA,PBS pH7.4），但是固化物质是脂质体时，不得加

入去污剂。

• 一般需要对非特异性进行考察，即观察没有ligand的传感器直接与analyte直接

作用的信号是否可以忽略。

• 结合步骤一定要加入reference well（0浓度，即只有缓冲液）。



预实验

• 测试一个浓度或者宽范围的一系列浓度，比如1000nM,100nM,10nM,观察

是否有信号

• 观测是否有非特异性吸附，测试一个空的传感器与分析物，并观察是否有结

合信号

非特异性测试

宽范围浓度



浓度范围的确定

• 最高浓度有弯曲状出现，选择的浓度需要有很好的分散性 (信号从低到高

均匀分布)。

参考浓度范围：

• 最高浓度10 x KD，7 个 2 倍浓度梯度

• 在不知道KD值的情况下，建议在预实验中，测试多个范围比较宽的浓度，

比如1000 nM，100 nM，10 nM，1 nM。然后根据结合有无信号以及起

始斜率再进一步收窄浓度。

• Use global fitting

√ X X



实验时间设置
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达到饱和，~10ug/ml

基线越平越好，反应3-
5分钟

最高浓度有弯曲状出现，5-10分钟。

明显的解离，最高浓度解离10%，5-30分钟。

使用与loading相同的缓冲液，反应1-3分
钟。



数据处理--图形处理

原始数据 处理后数据

1. association/dissoication步骤的提取；

2. 起始信号的归零；

3. reference well的扣除；

4. reference sensor的扣除；

5. “gap”的调整。

Reference well：association 步骤为零浓度（buffer），但是与其他传感器一样loading。

Reference sensor：association 步骤为测试浓度（buffer），无loading。



小分子实验（双扣除）

Reference well和Reference sensor       (A11-C11)-(A12-C12)



数据处理----拟合分析

Local fitting&global fitting

Local fitting global fitting

Local fitting:每个曲线单独拟合得到一组动力学常数。

Global fitting:所有浓度的曲线拟合得到一组动力学常数。



如何判定数据是否可信

– 信号的大小呈浓度依赖关系（dose response）

– 信号的分散度(separation)比较好

– 目测拟合曲线与实测曲线较为一致

– R2 和Χ2 值的考察

» R2 表示拟合曲线与实测曲线的相似度，越接近与1越好. Χ2

表示了拟合曲线与实测曲线的误差，越小越好。

– 计算的误差值，应该比计算值小一个数量级（比如Kon值为

105，那么Kon error应该小于104）。



配体或分析物?

预实验

完整动力学

再生条件

多循环

直接固化或捕获固化？

传感器的选择

样品数量

样品纯度？
样品浓度是否已知？

配体固化的质量
是否有结合？
完整动力学分析的浓度？
是否有非特异结合？

拟合结果的质量

信号是否衰减？

KD值？

捕获传感器有再生条件

By witness

X2,R2

Koff 误差

小结
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仪器维护

维护方法：使用Kimwipe蘸

30-70%乙醇或异丙醇擦

洗。
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小分子药物及天然产物研究



蛋白固化最大化（SSA传感器）

P1 P2

P1
P2

P1
P2

P1 P2



BSA 和 Tween-20条件优化

BSA：提高固化后靶点蛋白稳定性



Hit 1 Hit 2

Hit 3

 250µM, 0.5% DMSO, 2-3小时

 苗头化合物标准: > 空白 + 3 SD 

 苗头化合物1，2，3具有相同母核结构

片段化合物库单浓度筛选



苗头化合物浓度梯度实验验证

CMPD MW KD (µM) kon (1/Ms) kdis (1/s)

Hit 1 133 89.2 2.21E+02 1.97E-02

Hit 2 210 42.5 5.57E+02 2.37E-02

Hit 3 211 14.9 1.52E+03 2.27E-02

Hit1 Hit2 Hit3
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中国药科大学，2016

新小分子 阳性药物

荧光偏振 HTRF检测 流式分析

小分子抑制剂
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RNA与蛋白

Lsm复合物在pre-mRNA的定向降解中起到

非常重要的作用，有两种七聚体：Lsm1-7

和Lsm2-8，分布在细胞核和细胞质中， 可

以结合3′末端的U6 snRNA（小核RNA ），

从而在RNA的代谢中起着重要作用。

BLI技术研究Lsm复合物与mRNA末端寡聚

核糖核酸（AAAAAAAA和UUUUUUUU）的

结合能力和机制。

清华大学，2014

http://baike.baidu.com/view/759.htm


方法与结果

链霉亲和素

传感器（SA）

生物素化RNA Lsm蛋白

Lsm1-7 突变体与RNA的相互作用

L2，L3上的Arg突变后，Lsm1-7复合物与8U的

结合能力显著下降

各种突变与与8A的结合能力无显著变化。

Lsm1-7与8A和8U的亲和力分别为6uM和2uM，

没有明显差别。

Lsm2-8与8U的结合明显强于8A（200倍，4uM与

20nM），说明Lsm2-8与8U是选择性结合的。
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DNA与蛋白

Blood审稿人要求提供亲和力数据，但是pull-down和ChIP可以定性结果，无法计算序列与
AML1/ETO及AML1的具体亲和力

上海血研所，2016

In vitro DNA pull-down In vivo ChIP-qPCR
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DNA与蛋白
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SA传感器固化biotin-AML1基序S1，S2，L1

和L2，分别与不同浓度AML1/ETO和AML1

进行结合与解离得到KD。

发现AML1/ETO与S结合强于AML1，而

AML1与L结合强于AML1/ETO，这个结合与

传统方法的结果一致，但是可以定量。



miRNA与蛋白

BLI结果显示：不同结构域的突
变体与Let-7 miRNA的亲和力
结果显示，KH3结构域在识别
Let-7 miRNA中起主导作用。

（SA sensor）

生物素化RNA KSRP蛋白
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