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Proximit y  l igat ion assay (PLA)
蛋白質交互作用 Protein–protein interactions是細
胞常見的反應，泛指兩種或兩種以上的蛋白質相互結合
的過程，細胞透過蛋白質交互作用執行細胞內多數重要
的 分 子 過 程 ， 如 D N A 複 製 等 。 常 用 的 檢 測 方 式 有 共 免
疫沉澱 (Co-IP)  及螢光共振能量轉移 (FRET)，科學家
使用多種方法研究細胞中蛋白質的交互作用，這些方式
都有相對的限制，2002年Fredr iksson及其團隊開發
Proximity l igation assay (PL A)技術，此技術可直接
檢測內生性蛋白質交互作用，是精確分析蛋白質的免疫
技術。

Proximity l igation assay(PL A)利用特異性抗體（直
接或間接）偵測兩種標的蛋白質，利用抗體與共價連接
特 定 D N A 片 段 進 行 雜 交 ， 然 後 使 用 探 針 進 行 P C R 擴 增
，便可透過顯微鏡直接觀察訊號位置，PL A的技術和與
免疫組織染色 (IHC) 和免疫細胞染色(ICC)一樣，具有
針測蛋白質的敏感度及可以定量的特異性。PL A不僅可
以檢測計數單個蛋白質表現，還可以檢測計數蛋白質間
交互作用和蛋白質修飾。 

STEP-1

STEP-2 STEP-3 STEP-4

Prepare microscope sl ides or microplaate   

原位分析 提升1000倍的靈敏度 可透過影像軟體定量結果



Technology
PL A技術利用一對寡核苷酸標記的抗體緊密結合（相距30-40 nm）結合至同一蛋白質或複合物中兩種蛋白質
的不同表位。 此方法可檢測貼附細胞、細胞蠟塊切片、冷凍切片或石蠟包埋切片等樣本中單個單白質或蛋白質
交 互 作 用 ， 可 使 用 顯 微 鏡 直 接 觀 察 蛋 白 質 交 互 作 用 結 果 並 進 行 後 續 量 化 。 P L A 技 術 應 用 於 蛋 白 質 體 學 篩 選 
(proteome screening)可顯著提高使用傳統顯微鏡原位蛋白質偵測的解析度，可做為臨床研究學者研究蛋白
質生物標誌(protein biomarker)驗證及常規診斷提供一個新的方法學。

1 直接法 2 間接法
直接於兩個抗體上分別標記DNA寡核苷酸，DNA寡核苷酸會
與另外兩條DNA鍊 (我們稱為連接子寡核苷酸)進行反應形成
環狀單鍊DNA分子，此時添加DNA聚合酶進入反應，其中一
個 抗 體 標 記 的 序 列 可 以 當 作 引 子 繼 續 進 行 擴 增 滾 動 環 擴 增 （
roll ing circle amplif ication (RCA)），RCA反應完成後，
相 同 重 複 的 同 伴 異 構 序 列 可 以 與 多 個 偵 測 寡 核 苷 酸 相 結 合 ，
這 些 寡 核 苷 酸 可 以 在 顯 微 鏡 底 下 觀 察 並 進 行 定 量 （ S ö d e r -
berg等，2006）。

原 理 與 直 接 法 相 同 ， 未 經 修 飾 的 一 級 抗 體 與 標 記 D N A
寡核苷酸二抗結合後，進行後續擴增反應，亦可在顯微
鏡底下觀察並進行定量。
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將蛋白質信號放大1 0 0 0倍
讓您可以在細胞內直觀地檢測蛋白質及其相互作用

圖像觀察蛋白質交互作用 – both stable and transient

內源性蛋白質檢測 – no overexpression or genetic manipulation

高專一性 – use of two antibodies/probes eliminates false positives

可偵測單一細胞單一蛋白質的高靈敏度 – rolling circle amplification makes proteins visible

結果可直接發表文獻，已有數千篇文獻採用 – compare image results from indirect methods (Co-Ip/WB)
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Post-Translatioal  Modif ication

OR

Merck_Duolink® PLA – 蛋白質交互作用檢測技術



PLA可清楚觀察到p-EGFR的訊號與免疫螢光染色結果相比
PLA可以降低背景訊號

Detection of pEGFR1068 on CHOK1-EGFR-MYC se-

rum-starved (top) and EGF-stimulated (bottom) cells 

by immunofluorescence (IF) microscopy (left) or in 

situ PLA (right). Inset, total EGFR stain (green) was in-

cluded in analysis to identify EGFR-positive transfect-

ed cells. Images of the condition with the highest 

SNRs are presented. Quantitative comparison of SNR 

and sensitivity of pEGFR1068 detection by immuno-

fluorescence and PLA. 

In Situ Analysis of Mutant EGFRs Prevalent in Glioblastoma Multiforme Reveals Aberrant Dimerization, Activation, 
and Differential Response to anti-EGFR Targeted Therapy.                          

 Mol Cancer Res. 2012 Mar;10(3):428-40.



In s itu PL A dimerization analysis  was conducted on 
untreated (top) or EGF- treated (bottom) CHOK1 cel ls  
transfected with EGFRwt-FL AG/MYC ( lef t) ,  EG-
FRvII I-FL AG/ MYC (middle) ,  and EGFRc958-FL AG/MYC 
(r ight) .  Samples costained with anti-b-actin (green) 
al low visual ization of cel l  borders.  Cel ls  were coun-
terstained with Hoechst33258 (blue) to visual ize 
nuclei ;  scale bars,  20 mm. Inset top lef t ,  zoomed view 
showing reduced but present preformed EGFRwt ho-
modimers were detected in absence of EGF.  

In s itu pEGFR PL A analysis  was conducted on both se-
rum-star ved (top) and EGF-stimulated condit ions 
(bottom) in the absence ( lef t)  or 1-hour incubation 
with 10 mmol/L EGFR tyrosine kinase inhibitor 
AG1478 (r ight) .  PL A signal  (red) and Hoechst coun-
terstain (blue) are shown. Total  EGFR stain (green) 
was included in analysis  to identify EGFR-posit ive 
transfected cel ls .  

In Situ Analysis of Mutant EGFRs Prevalent in Glioblastoma Multiforme Reveals Aberrant Dimerization, Activation, and Differential Response to anti-EGFR 
Targeted Therapy.                          

 Mol Cancer Res. 2012 Mar;10(3):428-40.



PLA檢測早期乳腺癌中HER2-HER2複合體的表現

Immunofluorescence images of HER2:HER2 PL A detected in formalin f ixed paraff in em-
bedded (FFPE) breast cancer sample.  Red signal  denotes presence of HER2:HER2 protein 
complexes,  nuclei  were counterstained with Hoechst 33342 (blue signal)  (a) .  Box plot-
with the average number of s ignals per cel l  in 100 FFPE breast cancer cases stratif ied by 
presence or absence of HER2 amplif ication (b) .

In situ detection of HER2:HER2 and HER2:HER3 protein–protein interactions demonstrates prognostic significance in early breast cancer
Breast Cancer Res Treat (2012) 132:463–470



PLA同時偵測一顆細胞中total蛋白和磷酸化蛋白的表現

AMPK co-localizes and interacts with tau in primary neurons.
(a,b) Immunofluorescence staining of total AMPK (AMPKα1/α2, green) and MAP2 (red) (a) or of activated AMPK 
(p-Thr172AMPK, green) and total tau (Tau5, red) (b) in primary neurons at 15 DIV. (c) PLA in primary neurons at 15 
DIV using activated AMPK (p-Thr172AMPK) and total tau (Tau5) primary antibodies. PLA negative control (top 
panel). Green spots indicate interactions between AMPK and tau (bottom panel). Scale bars = 50 μm.

AMP-activated protein kinase modulates tau phosphorylation and tau pathology in vivo 
Scientific Reports volume 6, Article number: 26758 (2016)



Merck_Duol ink®  Protein  Technology Work�ow

STEP-1
Fix colls or tissues onto microscope
slide or microplate.

STEP-4
Wash and add Ligation solution.

STEP-5
Wash and add Amplification 
solution.

STEP-6
Review and capture images.

STEP-7
Single protein interactions Visualized
using fluorescence and brightfield.

STEP-8
Obtain objective quantification
Using Duolink Image Tool.

STEP-9
Data analysis.

STEP-2
Wash and add two primary
antibodies.

STEP-3
Wash and add the PLUS and
MINUS PLA probes.

PREPARATION

DE TEC TION

ANANLYSIS



Products information

Starter Kits Cat no. 

Duolink® In Situ Red Starter Kit Mouse/Rabbit DUO92101 

Duolink® In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit DUO92102 

Duolink® In Situ Red Starter Kit Mouse/Goat DUO92103 

Duolink® In Situ Orange Starter Kit Mouse/Goat DUO92104 

Duolink® In Situ Red Starter Kit Goat/Rabbit DUO92105 

Duolink® In Situ Orange Starter Kit Goat/Rabbit DUO92106 

 



Duolink® PLA Probes Cat no. 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Mouse PLUS Affinity purified Donkey an�-Mouse IgG (H+L) DUO92001 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Rabbit PLUS Affinity purified Donkey an�-Rabbit IgG (H+L) DUO92002 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Goat PLUS Affinity purified Donkey an�-Goat IgG (H+L) DUO92003 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Mouse MINUS Affinity purified Donkey an�-Mouse IgG (H+L) DUO92004 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Rabbit MINUS Affinity purified Donkey an�-Rabbit IgG (H+L) DUO92005 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Goat MINUS Affinity purified Donkey an�-Goat IgG (H+L) DUO92006 

Duolink® In Situ Probemaker PLUS DUO92009 

Duolink® In Situ Probemaker MINUS DUO92010 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Human PLUS DUO92020 

Duolink® In Situ PLA® Probe An�-Human MINUS DUO92021 

Duolink® PLA Detec�on Reagents Cat no. 
Duolink® In Situ Detec�on Reagents Orange DUO92007 

Duolink® In Situ Detec�on Reagents Red DUO92008 

Duolink® In Situ Detec�on Reagents Brigh�ield DUO92012 

Duolink® In Situ Detec�on Reagents FarRed DUO92013 

Duolink® In Situ Detec�on Reagents Green DUO92014 

Duolink® PLA Accessories Cat no. 
Duolink® In Situ Brigh�ield Moun�ng Medium DUO80102 
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