
生物偶联技术手册
用于蛋白和多肽的交联、固定、修饰、生物素化和荧光标记的试剂



生物偶联是通过化学共价键结合两个或多个分子或生物大分

子的过程。该技术利用多种化学试剂进行蛋白和多肽的交联、

固定、修饰和标记。生物偶联试剂含有具有反应活性的末端，可

与蛋白或其他分子上的特定功能基团（如伯氨基、巯基）反应。

蛋白和多肽上有多个功能基团可用于交联，因此蛋白和多肽可

以在各种应用中作为靶标，这些应用包括生物素化、固定到固

相支持物表面、蛋白质结构研究和代谢标记等。化学试剂可用

于修饰蛋白和多肽的氨基酸侧链，改变蛋白或者多肽的电荷、

封闭或暴露反应活性位点，使功能基团失活或改变其特性，从

而形成用于交联和标记的靶标。交联、标记和修饰试剂可以根

据其化学反应活性、分子特征或者应用进行分类（表1）。
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包装选项
根据您的反应规模或需求选择包装尺寸或等级。可提供的试剂范围从毫克到千克不等。

毫克 毫克到克 毫克到克 克到千克

Bulk-size
packages
available

单管 目录产品 Premium（特优级） 大容量或定制包装

分子特征
其次，选择与应用相关的重要功能或特征。
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表1. 选择生物偶联试剂的关键考虑因素。

化学反应活性

首先，选择可结合目标生物分子功能基团的试剂。

NHS酯反应 马来酰亚胺反应

Amine-containing
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NHS ester
compound

Amine bond NHS Sulfhydryl-
containing
molecule

Maleimide
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Thioether bond

pH 6.5–7.5

应用
根据应用（例如，蛋白质检测、固定或相互作用研究）选择特定试剂。
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生物偶联试剂的化学反应活性

简介
生物偶联试剂最重要的特征是其化学反应基团，反应基团是化学修饰

方法和机制建立的基础。交联剂至少含有两个反应基团，它们靶向生

物分子（例如蛋白质和核酸）中常见的特定功能基团。蛋白修饰试剂，

比如聚乙二醇化或生物素化试剂，在其一个末端具有一个生物修饰基

团（上述两种试剂分别为PEG链或生物素），在其另一端具有活性的化

学反应基团。常见的用作生物偶联靶标（生物大分子）的功能基团包括

伯胺、巯基、羰基、碳水化合物以及羧酸（图1，表1）。也可使用光反应

基团进行无选择性的偶联。
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图1. 用作生物偶联靶标的常见氨基酸基团。

表2. 用于蛋白偶联的常用交联剂反应基团。

反应类别
靶点（靶标功
能基团） 化学反应基团

氨基反应 -NH2 NHS酯 
亚氨酸酯
五氟苯酯
羟甲基膦

羧基-氨基反应 -COOH 碳二亚胺（例如EDC）

巯基反应 -SH 马来酰亚胺
卤代乙酰基（溴-、氯-或碘-）
吡啶二巯基 
硫代磺酸盐
乙烯基砜

醛基反应
（例如，氧化糖、羰
基）

–CHO 酰肼
烷氧基胺
NHS酯

光反应
（即无选择性、随机插入）

随机 双吖丙啶
芳香叠氮

羟基（非水性）-反应 –OH 异氰酸盐

叠氮-反应 –N3 炔烃
膦

与氨基反应的化学基团
伯胺（-NH2）存在于每条多肽链的N-末端（称为α-氨基）以及

赖氨酸（Lys，K）残基的侧链中（称为ε-氨基）。由于伯胺在

生理条件下带正电荷，因此它通常朝外（即，在蛋白质的外表

面上），使得其更易于偶联而不会使蛋白质结构改变。许多化

学反应基团均靶向伯胺（图2），最常用的化学反应基团是N-

羟基琥珀酰亚胺酯（NHS酯）和亚氨酸酯。
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图2. 靶向伯胺的化学反应基团。

N -羟基琥珀酰亚胺酯（N H S酯，N H S 
esters）

NHS ester

O

O

N

O

O
R

NHS酯是EDC（碳二亚胺）活化羧酸分子形

成的反应基团。带有活化的NHS酯的交联剂

和标记化合物在弱碱性条件下与伯胺反应，

产生稳定的酰胺键（图3）。该反应释放N-羟

基琥珀酰亚胺（NHS），可通过透析或脱盐轻易去除。

NHS化学反应

通常在室温或4°C下，在pH值为7.2-8.5的磷酸盐、碳酸盐-碳

酸氢盐、HEPES或硼酸盐缓冲液中进行NHS酯交联反应，反

应时间为30分钟至4小时。不能使用诸如Tris（TBS）之类的含

伯胺缓冲液，因为其会产生竞争反应。但是在某些实验中，在

偶联反应结束时加入Tris或甘氨酸缓冲液有助于停止反应。

详情请访问  
thermofisher.com/proteincrosslinking

通用
氨基酸

R 甘氨酸 谷氨酸 甘氨酸 天冬氨酸 甘氨酸 半胱氨酸

赖氨酸 半胱氨酸

异硫氰酸酯

异氰酸盐 磺酰氯 醛 碳二亚胺

碳酸盐
氟苯酸酐酰基叠氮

NHS酯 亚氨酸酯 环氧化合物 氟苯酯

NHS脂
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图3. NHS酯化学偶联到伯胺的反应图式。（R）表示具有NHS酯反应基团的标

记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即伯胺）的蛋白质或其

它分子。

NHS酯的水解与伯胺反应产生竞争。水解速率随着缓冲液

pH值的增加而增加，并且导致较低浓度的蛋白质溶液中交联

效率较低。NHS酯化合物在pH 7.0和0°C条件下的水解半衰

期为4-5小时。在pH 8.6和4°C的条件下，该半衰期缩短至10

分钟。NHS酯在不含伯胺的水溶液中的水解程度可在260-

280nm下测量，因为在该范围内，NHS副产物会发生吸收峰

值。

Sulfo-NHS酯与NHS酯基本相同，只是Sulfo-NHS酯在N-羟基

琥珀酰亚胺环上含有一个磺酸盐（-SO3）基团。这一带电基团

对化学反应没有影响，它会增加含有这种基团的交联剂的水溶

性。此外带电基团（水溶性）可防止交联剂穿过细胞膜（脂溶

性），使该交联剂能够用于细胞表面的交联方法。

亚氨酸酯（Imidoesters）

Imidoester

O

NH2
+

R

亚氨酸酯交联剂与伯胺反应形成脒键（图4）。为

了确保对伯胺的特异性，最好在无氨基、碱性条

件（pH 10）下（例如使用硼酸盐缓冲液）完成亚

氨酸酯反应。

由于反应所得到的脒键是质子化的，交联物在生理pH条件下

带正电荷，非常类似于它所取代的伯胺。鉴于此，亚氨酸酯交

联剂已被用于研究膜中的蛋白质结构和分子缔合，以及用于

将蛋白质固定在固相支持物上，同时保留天然蛋白质的等电点

（pI）。尽管亚氨酸酯在某些实验中仍有应用，但由于其形成的

脒键在高pH值条件下是可逆的，因此在大多数应用中，其已被

更稳定和更有效的NHS酯交联剂取代。

亚氨酸酯化学反应

亚氨酸酯交联剂在碱性pH条件下与氨基快速反应形成脒键，

但半衰期较短。随着pH值的增大，半衰期和与氨基的反应活

性增加，交联在pH值为10时比pH值为8时更为有效。尽管pH

值在8至10的范围内时均可形成脒，但pH值低于10的反应条件

可能导致副反应。使用单功能烷基亚氨酸酯进行的多项研究

表明，在pH <10时，仅能与一个亚氨酸酯功能基团形成偶联。

在较低pH值范围内时，会形成中间体N-烷基亚氨酸酯，其将

与紧邻的另一个氨基交联，产生N,N'-脒衍生物，或者其会转化

为脒键。在pH较高的条件下，会在不形成中间体或副产物的情

况下直接形成脒。当使用硫醇可切割的二亚胺酸酯时，在pH小

于10时发生的外来交联有时会干扰结果。

Imidoester
reagent

Conjugate
(amidine bond)

Primary amine
on protein

NH2

P+ +O

NH2
+

R

NH2
+

R
N
H

P

CH3OH
pH 8–9

图4.亚氨酸酯化学偶联到伯胺的反应图式。（R）表示具有亚氨酸酯反应基团的标记

试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即伯胺，-NH2）的蛋白质或其

他分子。

羧酸反应性化学基团
羧酸（-COOH）存在于每条多肽链的C-末端以及天冬氨酸

（Asp，D）和谷氨酸（Glu，E）的侧链中。与伯胺一样，羧基通

常位于蛋白质结构的表面。羧酸对碳二亚胺具有反应活性。

碳二亚胺（Carbodiimides，EDC和DCC）

Carbodiimide (EDC)

N

N
C

NH
Cl−+

EDC和其他碳二亚胺是零长度交联剂。

它们使羧酸（-COOH）与伯胺（-NH2）直

接偶联，而不会成为靶标分子之间最终

酰胺键交联的一部分。

NHS酯

试剂
蛋白质上的伯胺

稳定的偶联物（酰

胺键）

亚氨酸酯

亚胺酸酯试剂 蛋白质上的伯胺 偶联物（脒键）

碳二亚胺（EDC）
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因为多肽和蛋白含有多个羧基和氨基，EDC直接介导的交联通

常会造成多肽的随机聚合。然而，这一化学反应广泛用于固定

化实验中（例如，将蛋白质交联到羧化表面）和免疫原制备中（

例如，将小肽交联到大载体蛋白上）。

EDC化学反应

EDC与羧酸基团反应形成活性O-酰基异脲中间体，该中间体

易于被反应混合物中伯氨基团的亲核攻击并取代（图5），伯胺

与原始羧基基团从而反应形成一个酰胺键，EDC副产物作为

可溶性脲衍生物释放。O-酰基异脲中间体在水溶液中不稳定，

其未能与氨基反应会导致中间体水解，再生羧酸基团。

Carboxylic
acid EDC

O-acylisourea 
active ester

Crosslinked
protein

+
N

N

C

H
N+

Cl−

+

Primary amine

Isourea
by-product

O NH

NH

H
N+

OH

O

1

H2N 2

N
H

O
2

1
O

O

NH

N

H
N+

1

图5.使用常用的碳二亚胺EDC进行的羧基-氨基交联。分子（1）和（2）可以是

多肽、蛋白质或分别具有羧酸和伯氨基团的任何化学试剂。如果这些分子是

多肽或蛋白质，则其分子比反应中图示的交联剂和偶联臂大几十到几千倍。

EDC交联在酸性（pH 4.5）条件下最有效，并且必须在没有外来

羧基和氨基的缓冲液中进行。MES缓冲液（4-吗啉乙磺酸）是

一种适宜的碳二亚胺反应缓冲液。磷酸盐缓冲液和中性pH（不

超过7.2）条件与化学反应相容，但效率较低。增加反应溶液中

EDC的量可以补偿降低的效率。

EDC偶联方案中通常包含N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）或其水溶

性类似物（Sulfo-NHS），以提高效率或生成干燥条件下稳定的

（氨基反应性）中间体（图6）。EDC使NHS与羧基偶联，形成比

O-酰基异脲中间体稳定许多的NHS酯，同时允许在生理pH下

与伯胺有效偶联。

Carboxylic
acid

EDC
crosslinker

O-acylisourea 
intermediate
(unstable)

Stable conjugate
(amide bond)

N

N
C

+NH
Cl–

N
HO

O

O

S O–
O

O

Sulfo-NHS

Amine-reactive
sulfo-NHS ester
(dry-stable)

Hydrolysis
H2O

Primary amine

Primary
amine

NH2

OH

O

1

O

O
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N
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Cl–

1
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O

1

O

O
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O

O
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O–

O
O

1

NH2

2
N
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图6. 使用碳二亚胺EDC和Sulfo-NHS进行的羧基-氨基交联。在EDC反应中

添加NHS或Sulfo-NHS（最常用）可提高效率并使分子（1）活化以供储存和以

后使用。

EDC还能够在咪唑存在的情况下活化磷酸基团与伯胺偶联。

这一方法有时用于通过5'磷酸基团修饰、标记、交联或固定寡

核苷酸。

DCC化学反应和应用

DCC（二环己基碳二亚胺）以与EDC相同的方式将羧酸与伯胺

交联。由于DCC不溶于水，其主要用于制造和有机合成应用，

而不在典型的蛋白质研究生物学实验中使用。例如，大多数市

售的即用型NHS酯交联剂和标记试剂都是用DCC制造的。由

于不含水，所生成的NHS酯可以制备及稳定为干粉状态，而且

没有明显水解。DCC也常用于商业多肽合成操作。

巯基反应性化学基团 
巯基（-SH）存在于半胱氨酸（Cys，C）的侧链中。半胱氨

酸通常作为蛋白质二级或三级结构的一部分，会通过二硫

键（-S-S-）实现侧链之间的连接。在进行交联反应时，必

须将其还原成巯基，使其可以与大多数类型的反应基团进

行交联。巯基对马来酰亚胺、卤代乙酰基和吡啶二巯基具

有反应活性。

羧酸
O-酰基异脲活

性酯
交联的蛋白 异脲副产物

羧酸

EDC 

交联剂

O-酰基异脲中

间体

（不稳定）

稳定的偶联物

（酰胺键）

再生的羧酸

基团

氨基反应性Sulfo-

NHS酯（干燥条件

下稳定）
伯胺

伯胺

伯胺
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马来酰亚胺（Maleimides）

Maleimide

R
N

O

O 马来酰亚胺活化的交联剂和标记试剂在近中性

条件（pH 6.5-7.5）下与巯基基团（-SH）发生特

异性反应，形成稳定的硫醚键。蛋白质结构中

的二硫键必须还原成游离硫醇（巯基）才能与马

来酰亚胺试剂反应。马来酰亚胺反应缓冲液中不得含有外来

硫醇（例如，来自大多数还原剂的硫醇），因为外来硫醇会竞

争偶联位点。

同型双功能马来酰亚胺交联剂长度短，使蛋白质结构中的二硫

桥能够转化为半胱氨酸间永久的、不可还原的键。更常见的情

况是，马来酰亚胺与反应性的NHS酯组合使用，两者作为异型

双功能交联剂，能够对纯化的多肽和/或蛋白质进行可控的两

步法交联。

马来酰亚胺化学反应

当反应混合物的pH值在6.5-7.5之间时，马来酰亚氨基团会与

巯基基团特异性反应，形成不可逆的稳定硫醚键（图7）。在碱

性更强的条件下（pH> 8.5），反应会支持伯胺偶联，并且还会

增加马来酰亚氨基团水解成非反应性马来酰胺酸的速率。马

来酰亚胺不与酪氨酸、组氨酸或蛋氨酸反应。

Maleimide
reagent

Stable conjugate
(thioether bond)

Sulfhydryl
on protein

R
N

O

O

R
N

O

O S

PSH
P+

pH 6.5–7.5

图7.马来酰亚胺化学偶联到巯基的反应图式。（R）表示具有马来酰亚胺反

应基团的标记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即巯基，–

SH）的蛋白质或其他分子。

马来酰亚胺使用的反应缓冲液中不得存在含有硫醇的化合

物，例如二硫苏糖醇（DTT）和β-巯基乙醇（BME（也称为2-巯

基乙醇）），因为这些化合物会竞争偶联位点。例如，如果使用

DTT还原蛋白质中的二硫键以便用巯基基团进行偶联，则在开

始马来酰亚胺反应之前必须使用脱盐柱彻底去除DTT。有趣的

是，二硫键还原剂TCEP确实不含硫醇，但又确实必须在使用马

来酰亚胺试剂的反应之前去除。

可以在反应结束时通过添加游离硫醇淬灭过量的马来酰亚

胺。偶联缓冲液中可以包含EDTA，以螯合游离的二价金属，否

则这些金属会促进巯基的氧化（非反应性）。

卤代乙酰基（Haloacetyls）

Iodoacetyl group

R
N I
H

O

大多数卤代乙酰基交联剂都含有碘乙酰基或溴

乙酰基基团。在生理至碱性条件（pH 7.2-9）

下，卤代乙酰基与巯基基团反应，产生稳定的硫

醚键。为了限制可能与酪氨酸、组氨酸和色氨酸

残基发生反应的游离碘的产生，最好在黑暗条件下进行碘乙

酰基反应。

卤代乙酰基化学反应

卤代乙酰基在生理pH下与巯基反应。碘乙酰基基团的反应通

过来自巯基基团的硫原子对碘的亲核取代来进行，产生稳定的

硫醚键（图8）。在pH 8.3的条件下，使用比巯基基团数量略多

的碘乙酰基基团可确保巯基选择性。在不存在游离巯基的情

况下，或者如果使用的碘乙酰基基团数量超出巯基基团过多，

碘乙酰基基团可与其他氨基酸反应。咪唑可以在pH值为6.9-

7.0时与碘乙酰基基团反应，但孵育期必须超过一周。

Iodoacetyl
reagent

Conjugate
(thioether bond)

Sulfhydryl
on protein

SH
P+ +R

H
N

O

I
HI

pH >7.5
R

H
N

O

S
P

图8.碘乙酰基化学偶联到巯基的反应图式。（R）表示具有碘乙酰基或溴乙酰

基反应基团的标记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即巯

基，–SH）的蛋白质或其他分子。

组氨酸侧链和氨基基团分别在pH值超过5和pH值超过7时以

非质子化形式与碘乙酰基基团反应。为了限制可能与酪氨酸、

组氨酸和色氨酸残基发生反应的游离碘的产生，请在黑暗条

件下进行碘乙酰基反应和制备。避免将碘乙酰基化合物暴露

于还原剂。

马来酰亚胺

马来酰亚胺试剂 蛋白质上的巯基
稳定的偶联物

（硫醚键）

碘乙酰基试剂 蛋白质上的巯基 偶联物（硫醚键）

碘乙酰基团
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吡啶二巯基（Pyridyl disulfides）

Pyridyldithiol

R
S

S N

吡啶二巯基可在广泛的pH范围内与巯基反应

形成二硫键。因此，使用这种交联剂制备的偶

联物可以用典型的二硫键还原剂（如二硫苏

糖醇（DTT））切割。

吡啶二巯基化学反应

吡啶二巯基可在广泛的pH范围内（最适宜范围为pH 4–5）

与巯基反应形成二硫键。在反应过程中，分子的-SH基团和

试剂的2-吡啶二巯基基团之间会发生二硫键交换。该过程会

导致吡啶-2-硫酮被释放并且可以通过分光光度法（A最大= 

343nm）测量吡啶-2-硫酮以监测反应进程。这些试剂可用作

交联剂并将巯基基团引入蛋白质中。二硫键交换可以在生理

pH下进行，不过其反应速率比在酸性条件下低。

Pyridyldithiol
reagent

Cleavable conjugate
(disulfide bond)

Sulfhydryl
on protein

R
S

S N
SH

P+
pH 6.5–7.5

R
S

S
P

S N
H

+

Pyridine-
2-thione

图9.吡啶二巯基与巯基发生的可切割（可逆性）化学偶联反应图式。（R）表示

具有吡啶二巯基反应基团的标记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功

能基团（即巯基，–SH）的蛋白质或其他分子。

醛基反应性化学基团
醛基（-CHO）基团可以用偏高碘酸钠氧化翻译后修饰的糖蛋

白形成。酰肼和烷氧基胺反应基团靶向醛。这些醛还与伯胺反

应形成席夫碱（Schiff bases），可进一步还原形成共价键（还

原胺化）。

由于多糖位于抗体Fc区，因此碳水化合物修饰非常有助于在多

克隆抗体上创建偶联的靶标位点。这使得标记或交联位点远

离抗原结合位点，确保抗体功能不会受到偶联过程的不利影

响。

羰基（醛）作为交联靶标
醛（RCHO）和酮（RCOR'）是更通的用功能基团羰基的反应

性变体，具有碳-氧双键（C=O）。该键（特别是为醛时）的极性

使碳原子亲电且对诸如伯胺之类的亲核体具有反应活性。

尽管在典型的生物样本中，醛不会天然存在于蛋白质或其他目

标大分子中，但是它们可以在任何存在可氧化糖基团（也称为

还原糖）的地方产生。这些糖是许多蛋白质的翻译后糖基化中

多糖或碳水化合物的常见单体成分。此外，RNA的核糖是一种

还原糖。

溶解高碘酸钠（NaIO4）所得的高碘酸（HIO4）是一种用于在碳

水化合物糖中有效地氧化邻二醇的常用温和试剂，可生成反应

性醛基。碳-碳键在相邻的羟基基团之间切割。可以通过改变

所用的高碘酸盐的量，在分子量较小或较大的糖类型中选择

生成醛。例如，用1 mM高碘酸盐处理糖蛋白通常仅影响唾液

酸残基，此残基通常存在于多糖链的末端。在6-10 mM高碘酸

盐的浓度下，蛋白质中的其他糖基团将受到影响（图10）。

Internal mannose residue

Terminal sialic acid residue

O
O

OH

OH

OH

NH

O
OH

O

HO

R

O

OH

OH

O

O
HO

R´

R

Aldehyde-activated

Aldehyde-activated

O
O

O

NH

O
OH

O

HO

R

O

O

O

O

O
HO

R´

R

10 mM

1 mM

O

IO

O−

O

Na+

+

Sodium meta-periodate

2 CH2O

*

* *

图10. 高碘酸钠与糖残基反应产生用于偶联反应的醛。R和R'代表多糖的连接

糖单体。红色星号表示二醇切割的位点。唾液酸也称为N-乙酰-D-神经氨酸。

吡啶二硫醇

吡啶二巯基试剂 蛋白质上的巯基
可切割的偶联物

（二硫键）
吡啶-2-硫酮

偏高碘酸钠

内部甘露糖残基

末端唾液酸残基

醛活化

醛活化
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酰肼（Hydrazides）

Hydrazide

O

NH2N
HR

可以使用偏高碘酸钠温和氧化某些糖乙二醇从

而在糖蛋白和其他含多糖的分子中生成羰基（醛

和酮）。然后酰肼活化的交联剂和标记化合物将

在pH 5-7下与这些羰基偶联，进而形成腙键。

酰肼化学可用于通过糖基化位点标记、固定或偶联糖蛋白，这

些位点通常（与大多数多克隆抗体一样）位于远离关键结合位

点的结构域，这些关键结合位点的功能是人们希望保留的。

酰肼化学反应

在pH 5-7的条件下，通过生物样本中糖的高碘酸盐氧化产生的

醛与酰肼反应形成腙键（图11）。尽管这种与酰肼基团反应形

成的键是一种席夫碱，但它比用简单的胺形成的席夫碱稳定许

多。此种腙键对于大多数蛋白质标记应用均足够稳定。如果需

要，可以使用氰基硼氢化钠将双键还原成更稳定的仲胺键（参

见有关还原胺化的小节）。

 
Hydrazide
reagent

Stable conjugate
(hydrazone bond)

Aldehyde
(oxidized sugar)

+

O

N
N
HR

H
P

O

NH2N
HR

O

H
P

pH 6.5–7.5

图11.酰肼化学偶联到醛的反应图式。（R）表示具有酰肼反应基团的标记试剂

或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即，通过碳水化合物糖基团（

如唾液酸）的高碘酸盐氧化形成的醛）的糖蛋白或其他糖基化分子。

烷氧基胺

Alkoxyamine

O
NH2

R

虽然目前烷氧基胺化合物不像酰肼试剂那样常

用或普遍，但其以与酰肼大致相同的方式与羰

基（醛和酮）偶联。

烷氧基胺化学反应

烷氧基胺化合物与羰基偶联形成肟键（图12）。该反应与酰肼

的反应类似，也可以使用苯胺作为催化剂。

Alkoxyamine
reagent

Stable conjugate
(oxime bond)

Aldehyde
(oxidized sugar)

O
NH2

R O
N

H
R P

O

H
P+

pH 6.5–7.5

图12.烷氧基胺化学偶联到醛的反应图式。（R）表示具有烷氧基胺反应基团

的标记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有靶标功能基团（即，通过碳水化合

物糖基团（如唾液酸）的高碘酸盐氧化形成的醛）的糖蛋白或其他糖基化分

子。

还原胺化
在还原胺化中，醛的亲电碳原子攻击伯胺的亲核氮，产生称为

席夫碱的弱键。与使用酰肼或烷氧基胺形成的键不同，用普通

胺形成的席夫碱在水溶液中快速水解（逆转），并且必须还原

成烷基胺（仲胺）键才能使其稳定。氰基硼氢化钠（NaCNBH3

）是一种温和的还原剂，能够有效地发挥这一还原功能，并且

不会还原生物样本中的其他化学基团（图13）。与碳二亚胺交

联化学（羧基到氨基）一样，还原胺化（醛到胺）是一种零长度

交联方法。 

NaCNBH3

O

O

OH

O

O

OR

P O

O

OH

HO

OR

N PP O

O

OH

HO

OR

NH PP

NH2
P

Aldehyde groups
(oxidized sugar groups)

Conjugate
(Schi� base bond)

Stable conjugate
(secondary amine bond)

Primary amine Sodium
cyanoborohydride

图13.还原胺化，醛和伯胺的偶联。初始反应产生弱的、可逆席夫碱键。使用氰

基硼氢化钠还原产生稳定的、不可逆的仲胺键。

酰肼

酰肼试剂

醛基基团

（氧化糖基团）

伯胺 氰基硼氢化钠

NaCNBH3

醛 

（氧化糖）

偶联物

（席夫碱键）

稳定的偶联物

（腙键）

稳定的偶联物（仲胺键）

烷氧基胺

烷氧基胺

试剂

醛

（氧化糖）

稳定的偶联物

（肟键）
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非特异性化学反应基团
光反应性交联剂广泛用于非特异性生物偶联。尽管存在大量

光反应基团（图14），但两种最常见的光反应性化学基团是双

吖丙啶和芳香叠氮化物。光反应基团通过紫外光活化，可在体

外和体内使用。

Phenyl azide Meta-hydroxyphenyl azide

Ortho-nitrophenyl azideTetrafluorophenyl azide

N+N

N−

F

F

F

F

Meta-nitrophenyl azide

N+N

N−

O

N+

O

Ortho-hydroxyphenyl azide

OH

N+N

N−

Diazirine

OO N
N+

N−

Azido-methylcoumarin

O

O

O
Psoralen

NN

HO
N+N

N−N+N

N−

N+N

N−

O
N+

−O

−

图14. 用于生物偶联的常见光反应性化学基团。

芳香叠氮（Aryl azides）

Phenyl azide

N+N

N–

R

光反应性试剂是化学惰性化合物，当暴露

于紫外光或可见光时会产生反应活性。历

史上，芳基叠氮（也称为苯基叠氮化物）已

经是用于交联和标记试剂的最常用的光反

应性化学基团。

光反应性试剂最常用作异型双功能交联剂以捕获相互作用的

结合配体。使用交联剂的氨基-或巯基-反应性末端标记纯化的

诱饵蛋白。然后将标记的诱饵蛋白加入裂解物中并与相互作用

的因子或者配体相结合。最后，使用紫外光活化苯基叠氮基团

引发相互偶联。

芳基叠氮化学反应

当芳基叠氮暴露于紫外光（250-350 nm）时，其会形成一个氮

烯基团，该基团可以引发与双键的加成反应、向C-H和N-H位

点的插入或随后的扩环以与亲核体（例如，伯胺）反应。当样本

中存在伯胺时，后一反应路径占主导地位（图15）。

在光活化之前和期间的所有步骤中，样本溶液中均不得存在含

硫醇的还原剂（例如，DTT或β-巯基乙醇），因为它们会将叠

氮功能基团还原成胺，从而阻止光活化。反应可以在各种无氨

基缓冲液的条件下进行。如果使用异型双功能光反应性交联

剂，请使用与相关的两种化学反应基团均相容的缓冲液。实验

必须在柔和的光线下和/或用箔覆盖的反应容器中进行，直到

达到预期的光反应。通常，将手持式紫外灯放在靠近反应溶液

的位置并直接照射（即，不通过玻璃或聚丙烯）几分钟，即可完

成光活化。

存在三种基本形式的芳基叠氮：简单的苯基叠氮化物、羟基苯

基叠氮化物和硝基苯基叠氮化物。通常，需要使用短波长紫外

光（例如，254nm；265-275nm）来有效地活化简单的苯基叠

氮化物，而长紫外光（例如，365nm；300-460nm）可充分满足

硝基苯基叠氮化物的活化要求。由于短波紫外光可能对其他

分子有害，因此硝基苯基叠氮化物通常是交联实验的优选方

案。

N:

H
N

R N
H

H
N RN R

R

N N

HN R

N

R

Phenyl azide
reagent

Nitrene
formed

UV
light

Ring
expansion

Addition
reactions

Active hydrogen
(N-H) insertion

Active hydrogen
(C-H) insertion

Dehydroazepine
intermediate

N+N

N−

Nucleophile
R–NH2

R–H

R–H
Reactive
hydrogen

R–NH2

图15.光活化的芳香叠氮的光化学偶联反应图式。波浪形键表示具有苯基叠氮

化物反应基团的标记试剂或交联剂的一端；（R）表示含有亲核或活性氢基团

的蛋白质或其他分子。粗体箭头表示主导路径。卤代芳基叠氮从活化的氮烯状

态中直接反应（没有扩环）。

苯基叠氮化物

苯基叠氮化物

四氟苯基叠氮化物

双吖丙啶

邻羟基苯基

叠氮化物

邻硝基苯基

叠氮化物

叠氮甲基香豆素

间羟基苯基

叠氮化物

间硝基苯基

叠氮化物

补骨脂素

苯基叠氮试剂

加成反应
活性氢

（C-H）插入

活性氢

（N-H）插入

脱氢吖庚因

中间体

氮烯

形成

紫外

光
扩环

亲核体

R-NH2

反应活性

氢
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双吖丙啶（Diazirines）

Diazirine

R

N N
双吖丙啶是一种更新型的可光活化的化学基团，应

用于交联和标记试剂中。双吖丙啶（重氮甲烷）残

基具有比苯基叠氮基团更佳的光稳定性，使用长波

紫外光（330-370 nm）可更易于将其有效活化。

双吖丙啶化学反应

双吖丙啶的光活化会产生反应活性碳烯中间体（图16）。这些

中间体可以在与特定试剂的间隔臂长度相应的距离下，通过与

任何氨基酸侧链或多肽骨架的加成反应形成共价键。氨基酸

的双吖丙啶类似物可通过翻译掺入到蛋白质结构中，使特定的

重组蛋白能够作为交联剂被活化。

Diazirine
reagent

Stable conjugate
(insertion bond)

R

N N

R

P
H

Rʹ
Rʹ

P
H

N2

UV light
350 nm

R

:

Carbene
formed

图16. 双吖丙啶的光活化偶联的反应图式。（R）表示具有双吖丙啶反应基团

的标记试剂或交联剂的一端；（P）表示含有亲核或活性氢基团（R*）的蛋白质

或其他分子。

化学选择性连接

Phosphine

OCH3

O

O
P

PhPh

H
N

R Azide

N3 P

化学选择性连接是指使用相

互特异的偶联试剂对。与生物

研究中使用的典型交联方法

不同，该化学反应依赖于一对

彼此特异并且不来自生物系统的独特反应基团。因为这些反应

（叠氮化物-炔烃或叠氮化物-膦）不会在细胞中发生，所以在

生物样本中仅有这些功能基团相互反应，因而产生的背景和假

阳性极少，由此使用术语“化学选择性”。这些特殊形式的交

联最常用于体内代谢标记。

叠氮化物-炔烃反应的化学选择性

InvitrogenTM Click-iTTM技术使用叠氮化物和炔烃作为特异性结

合残基，采用两步法，首先进行标记，然后检测目标分子。叠氮

化物和炔烃可以在“点击（Click）”反应中交换使用，因此任一

种都可以用作经标记的底物或标记用于检测步骤。

由于叠氮化物和炔烃是极小且生物相容的化学基团，这些分子

可以掺入到生物系统中而不破坏细胞功能，并且通常掺入到核

酸、复合多糖和蛋白质中。

如果将叠 氮化物掺入 到细胞蛋白质中，可以使 用标 记有

InvitrogenTM Alexa FluorTM染料的炔烃对其进行标记。相反，如

果将炔烃掺入到细胞蛋白质中，可以使用标记有Alexa Fluor染

料的叠氮化物对其进行标记。Click-iT Plus试剂的温和反应条

件有助于保留荧光蛋白的活性，因此Click-iT反应可与GFP或

R-PE一起使用进行多重检测。

叠氮化物-膦反应的化学选择性

施陶丁格（Staudinger）反应在甲酯膦（PH3）和叠氮化物（N3-

）之间发生，产生氮杂-叶立德中间体，该中间体被捕获以形成

稳定的共价键（图17）。

施陶丁格连接涉及叠氮基生物正交探针与膦化合物的反应。与

点击化学相似，施陶丁格连接反应具有高度特异性，并且可以

在生理pH下的水环境中进行。施陶丁格连接不需要铜辅助，即

可具有反应活性。虽然这增加了施陶丁格连接的生物相容性，

但由于没有催化剂，此类反应也往往比点击反应慢。

Phosphine-activated
compound

OCH3

O

O
P

PhPh

H
N

R

Azide-labeled
target molecule

N3 P
N
H

O

O
P O

PhPh

H
N

R

P

H2O

CH3O-

OCH3

O

O
P N

PhPh

H
N

PR

Conjugate
(amide bond)

Aza-ylide intermediate

图17. 施陶丁格连接反应图式（叠氮化物-膦偶联）。膦活化的蛋白质或标记试

剂与叠氮化物标记的靶标分子反应形成氮杂-叶立德中间体，该中间体在水性

条件下快速重排以在反应物分子之间形成稳定的酰胺键。

膦

叠氮化物

双吖丙啶

双吖丙啶

试剂

UV照射

形成的碳烯

中间体

稳定的偶联物

（插入键）

膦活化的化合物

叠氮化物标记的

靶标分子

氮杂-叶立德中间体

偶联物

（酰胺键）
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生物偶联试剂的分子特征

简介
生物偶联试剂的选择是基于它们的化学反应活性和其他化学特性，这

些其他化学特性会影响它们在不同应用中的效果。需要考虑的几个关

键因素包括：反应活性末端的化学特异性、反应条件以及是否需要对

目标蛋白或多肽进行进一步修饰以实现生物偶联。影响生物偶联试剂

的功能、特异性和溶解度的其他重要因素包括：间隔臂长度、可切割

性、组成以及结构（表3）。
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表3. 生物偶联试剂的分子特征。

化学特异性 交联剂活性末端靶向的靶标分子的功能基团。
通常需要考虑试剂的两端具有的反应基团是相
同的还是不同的（分别称为同型双功能和异型双
功能）。

一般反应条件 进行生物偶联所需的缓冲液系统。变量包括pH
值、缓冲液浓度和蛋白质浓度。

修饰 这些特殊试剂可增加分子量，产生可在后续反应
步骤中新的靶向功能基团或者增加溶解度。

间隔臂长度 交联剂的分子跨度（即偶联分子之间的距离）。相
关的考虑因素是，连接是否可切割或可逆。

间隔臂组成 间隔臂内的化学基团。

间隔臂可切割性 化学反应基团之间的间隔臂内是否存在切割位
点。

链结构和溶解度 直链或者支链结构的存在会影响到交联剂或修饰
剂是否可以穿过细胞膜，或者由于其不能穿过细
胞膜而与细胞膜表面的疏水蛋白交联。这些性质
由间隔臂和/或反应基团的组成决定。

同型双功能和异型双功能交联剂
交联剂可以分类为同型双功能或异型双功能交联剂。同型双

功能交联剂在间隔臂两端具有相同的反应基团（图18）。通常，

它们只能用于一步法反应过程中，以随机“固定”或聚合含有

相似功能基团的分子。例如，将氨基-氨基交联剂添加到细胞

裂解液中，将导致蛋白质亚基、相互作用蛋白质以及在溶液中

其赖氨酸侧链恰好彼此邻近的任何其他多肽发生随机偶联。

这是捕获所有蛋白质相互作用的“快照”的理想方法，但不能

满足需要精确交联的应用需求。例如，当制备抗体-酶偶联物

时，目标是在不形成任何抗体-抗体键的情况下将一个至多个

酶分子与每个抗体分子连接。而同型双功能交联剂无法达成此

目标。

N O
O

OO

O

N

O

O O

DSS
Disuccinimidyl suberate

MW 368.34
Spacer arm 11.4 Å

图18. 同型双功能交联剂示例。DSS是一种常用的简单交联剂，其在短间隔臂

的两端具有相同的靶向氨基的NHS酯基团。间隔臂长度（11.4Å）是最终的偶

联分子（即靶标氨基中的氮分子）之间的最大分子距离。

异型双功能交联剂的两端具有不同的反应基团（图19）。这些

试剂不仅可以对具有各自靶标功能基团的分子进行单步法偶

联，而且可以进行顺序（两步法）偶联，最大程度的减少不想要

的聚合或自身偶联。在顺序偶联过程中，首先使用交联剂最不

稳定的基团使异型双功能试剂与一种蛋白质反应。除去过量

的未反应的交联剂后，将经修饰的第一种蛋白质加入到含有第

二种蛋白质的溶液中，在该溶液中，通过交联剂的第二反应基

团发生反应。最广泛使用的异型双功能交联剂在其一端具有

与氨基反应的琥珀酰亚胺酯（NHS酯），另一端具有与巯基反

应的活性基团（例如马来酰亚胺）。由于NHS酯基团在水溶液

中较不稳定，所以它通常先与一种蛋白质反应。如果第二种蛋

白质不具有可用的天然巯基，则可在偶连之前添加一步，使用

巯基试剂为该蛋白添加巯基。

Sulfo-SMCC
Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate

MW 436.37
Spacer arm 8.3 Å

O

O

N

O

O

N

O

O

S

Na+O-

O

O

图19. 异型双功能交联剂示例。Sulfo-SMCC是一种常用的交联剂，其在一端

具有与氨基反应的Sulfo-NHS酯基团（左），在环己烷间隔臂的相对端具有与

巯基反应的马来酰亚氨基团（右）。这使其可以用于两步法顺序偶联。

更多信息请访问  
thermofisher.com/proteincrosslinking

DSS，二琥珀酰亚氨基辛二酸酯

MW 368.34

间隔臂11.4Å

Sulfo-SMCC，磺基琥珀酰亚氨基4-（N-马来酰亚氨基甲基）环己烷-1-羧酸酯

MW 436.37

间隔臂8.3Å
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某些交联剂具有三个末端，被称为三功能交联剂或标记转移

试剂。这些化合物通常具有两个化学反应活性功能基团和一

个标记基团，例如生物素基团。常用的一种三功能交联剂是

Sulfo-SBED（图20）。

Sulfo-SBED
MW 879.98

HN

S
S

S

O

HN

O

H
N

O

N O

O

O

HN

NH
O

N

O

N+
N-

S
O

O
Na+O-

21.2 Å

14.3 Å

24.7 Å

图20. 三功能交联剂示例：Sulfo-SBED。

一般反应条件
在许多应用中，必须保持蛋白质复合体的天然结构，因此最常

在接近生理的条件下进行交联。表4总结了常用反应基团适合

的反应缓冲液。尽管各试剂的产品说明书通常包含常规应用的

指南和建议，但反应中的交联剂/蛋白的最适摩尔比例必须凭

经验确定。

偶联程度是一个重要的考虑因素，具体取决于特定的应用。例

如，当制备免疫原偶联物时，需要高度偶联以增加抗原的免疫

原性。然而，当抗体或酶偶联时，低至中等程度的偶联可能最

有利于保留蛋白质的生物活性。

蛋白质表面的功能基团数量也是重要的影响因素。如果存在

许多靶标基团，则可以使用较低的交联剂/蛋白比例。对于潜

在靶标数量有限的情况，可能需要更高的交联剂/蛋白比例。

此外，如果有两种以上的组分组成偶联物，不仅会增加分析难

度，而且能获取的蛋白质亚基空间排布方式信息会更少，因此

应尽量减少组分数量。

表4. 反应基团特征总结。

反应
基团

靶标
分子

反应
缓冲液

最佳反应pH
范围

氨基
Amine

醛（氧化碳水化
合物）
羧酸（经EDC修
饰）

PBS（无氨基）

MES

pH 7.2 

pH 4.5–7.2

芳香叠氮
Aryl azide

未取代的芳香叠
氮主要与氨基
反应

PBS（无氨基）

碳二亚胺
Carbodiimide

羧酸、羟基 MES或PBS pH 4.5–7.2

酰肼
Hydrazide

醛、
酮

羧酸（经EDC修
饰）

0.1 M 乙酸钠/磷酸盐
MES/无氨基
缓冲液

pH 5.5–7.5 

pH 4.5–7.2
不超过pH 7.5

亚氨酸酯
Imidoester

氨基 PBS、硼酸盐、碳酸
盐/碳酸氢盐、HEPES

pH 8–9

碘乙酰基
Iodoacetyl

巯基 PBS、硼酸盐、碳酸
盐/碳酸氢盐、HEPES

pH 7.5–8.5

异氰酸酯
（PMPI）

羟基
胺

非水性

马来酰亚胺
Maleimide

巯基 无硫醇 pH 7最佳 
pH 6.5–7.5

NHS酯
NHS ester

氨基 PBS、硼酸盐、碳酸
盐/碳酸氢盐、HEPES

pH 7.5最佳 
pH 7.2–8.5

吡啶二巯基
Pyridyl 
disulfide

巯基 无硫醇 pH 7–8

乙烯基砜
（HBVS）

巯基 无硫醇 pH 8

修饰
蛋白质分析和检测技术通常需要的不仅仅是与双功能交联剂

或活化标记试剂的直接偶联。例如，在许多情况下，需要特殊

的蛋白质修饰来增加分子量，增加溶解度以便储存，或产生可

在后续反应步骤中可作为靶标的新功能基团。蛋白质修饰试

剂是封闭、添加、改变或延伸功能基团的化学品。

蛋白质巯基（半胱氨酸侧链）是蛋白质结构和功能的重要调控

因子。还原剂用于防止蛋白质的半胱氨酸残基之间形成分子内

和分子间二硫键，以便能够进行交联或修饰。这种还原有时在

变性条件下进行，以增强难以接近的二硫键的反应活性。二硫

苏糖醇（DTT）、β-巯基乙醇（BME）和三（2-羧乙基）膦盐酸

盐（TCEP·HCl）经常用于还原蛋白质的二硫键。TCEP•HCl是

一种高效的、多功能、无味、无硫醇的还原剂，广泛应用于蛋白

质研究和其他涉及还原二硫键的研究中（图21）。这种独特的
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化合物易于溶解，在许多水溶液中都非常稳定。TCEP可与二硫

苏糖醇（DTT）一样有效地还原二硫键，但与DTT和其他含硫

醇还原剂不同的是，TCEP在某些巯基反应性交联反应前无需

特地去除。

O

O

+ +
+

O
H HR

RS
S

O

P

TCEP

HO HO

OH

OH

O

O

O

R

R

SH

HS
O

P

OH

OH

图21. TCEP还原生物偶联试剂和蛋白质中的二硫键。

促溶剂和变性化学试剂，包括尿素和盐酸胍，会破坏水的相互

作用并有助于疏水蛋白和多肽的溶解、洗脱、重折叠和结构分

析。

某些试剂能够与巯基基团永久（例如NEM）或可逆地（例如

MMTS）反应这些试剂在天然巯基上添加一个非常小的“帽”，

能特异性调控某些酶的活性，以便应用于特定的检测（图22）。

O

O

NEM
N-Ethylmaleimide

MW 125.13

CH3

N

H3C

S
O S

CH3

O

MMTS
MW 126.20

图22. 可使用NEM和MMTS封闭巯基。

Sulfo-NHS乙酸脂是一种蛋白质修饰试剂，其在pH 7.0-9.0的

条件下与伯胺反应，可以在多种无氨基的标准缓冲液中进行修

饰。一旦发生反应，氨基就不可逆地戴上酰基基团的“帽子”。

如需实现可逆的氨基后封闭，使用Thermo ScientificTM Pierce 
TM柠康酸酐（货号20907）。当进行蛋白质交联反应以及将多肽

与载体蛋白偶联以产生免疫原时，通常使用Sulfo-NHS乙酸酯

来防止聚合。封闭多肽上的氨基可以使用Thermo ScientificTM 

EDC（货号29980）将多肽上的羧酸定向偶联至蛋白质上的伯

胺。

O

N

O

O

O

S

Na+O–

O
O

Sulfo-NHS acetate
MW 259.17

图23. Sulfo-NHS乙酸酯是一种用于封闭伯胺的蛋白质修饰试剂。

SATA和相关试剂含有氨基反应基团和受保护的巯基基团。通

过将化合物与纯化的蛋白质反应，赖氨酸残基的侧链可以被

添加上巯基，以便使用巯基特异性交联剂或固定化化学试剂

对其进行靶向。该方法实际上未将氨基转化为巯基；相反，它

将含巯基的基团附着到伯胺上，以此可将侧链的长度延长数

埃。

S

Traut’s Reagent
MW 137.63

Spacer arm 8.1 Å

NH2
+Cl–

N

O

O

O

O
S

O

SATA
MW 231.23

Spacer arm 2.8 Å

图24. 使用SATA或Traut’s试剂可将巯基转化为氨基。

将单链或支链聚乙二醇（PEG）基团化学附着到蛋白质上是一

种标记或修饰形式，主要用于赋予蛋白质水溶性和/或惰性分

子量。通过合成而得以含有化学反应基团的PEG形式组成了用

于聚乙二醇化的即用型活化试剂（图25）。

更多信息请访问  
thermofisher.com/proteinmodification

NEM

N-乙基马来酰亚胺

MW 125.13

Sulfo-NHS乙酸酯

MW 259.17

SATA

MW 231.23 

间隔臂 2.8Å

Traut’s试剂 

MW 137.63 

间隔臂 8.1Å
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MS(PEG)4
MW 333.33

Spacer arm 16.4 Å

n = 8
MS(PEG)8
MW 509.4

Spacer arm 30.8 Å

n = 12
MS(PEG)12
MW 685.71

Spacer arm 44.9 Å

n = 24
MS(PEG)24
MW 1,214.39

Spacer arm 88.2 Å

MS(PEG)n
Methyl-PEGn-NHS ester

Succinimidyl-((N-methyl)-#ethyleneglycol) ester

OO

O

N

O

O

CH3

n

O
O

OO

O

N

O

O

O
CH3

16.4 Å

图25. 单链、氨基反应性聚乙二醇化试剂示例。

间隔臂长度
间隔臂是两个反应基团之间或一个反应基团和一个标记分子

之间的化学链。间隔臂的长度（以Å为测量单位）决定了偶联物

的柔韧性。间隔臂越长则柔韧性越强并且位阻越小。但是间隔

臂过长时也需当心其会产生更多潜在非特异性结合的位点。间

隔臂的长度范围为从零长度到超过100Å（图26）。
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图26. 不同长度的间隔臂。

间隔臂组成
生物偶联间隔臂的分子组成会影响溶解度和非特异性结

合。传统交联剂和标记试剂的间隔臂包含烃链或聚乙二醇

（PEG）链。烃链不溶于水，并且通常需要有机溶剂（如DMSO

或DMF）才可进行溶解。由于这些试剂疏水且不带电荷，因

此更适合穿透细胞膜并进行细胞间交联。如果将带电荷的

基团，比如磺酸基（Sulfo-），添加至疏水性交联剂的末端，

则会形成水溶性类似物。其中一个很好的示例就是DSS与

BS3的比较。DSS可溶于有机溶剂，而BS3可溶于水性缓冲

液。BS（PEG）5则由于具备PEG间隔基，也有溶于水的特性（

图27）。
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图27. 具有各种间隔臂组成的同型交联剂。

间隔臂的可切割性
交联剂和蛋白质修饰试剂与其目标蛋白质反应形可成稳定的

共价键，但是在某些应用中，需要能够破坏该键并恢复各个组

分。此时可以选择使用在间隔臂中含有切割位点的生物偶联试

剂。最常用的切割位点是二硫键，它可以被常见的还原剂（如

β-硫基乙醇、二硫苏糖醇或TCEP）轻易地还原。其中一个示

例是交联剂DTBP（图28）。

DTBP
Dimethyl 3,3' dithiobispropionimidate·2HCl

MW 309.28
Spacer arm 11.9 Å

S
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O
O

NH2
+Cl–

NH2
+Cl–

图28. DTBP间隔臂中的二硫键能够被标准还原剂轻松还原，以此达到切割

蛋白质偶联物的目的。
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MW 309.28 

间隔臂 11.9 Å
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间隔臂结构和溶解度
交联 剂通常具有一 个直链间隔臂，但 蛋白质修饰试剂的

间 隔 臂 类 型 则 更 具有多 样 性。其 中 一 个很 好 的 示 例 是

Thermo Scientif ic™聚乙二醇化试剂，该试剂可以具有直链

或支链间隔臂。例如，CA（PEG）是直链聚乙二醇化试剂，而

TMM（PEG）12是支链试剂（图29）。

许多交联剂因其疏水性间隔臂而在水溶液中具有有限的溶解

度。通常将这些交联剂溶解于DMF或DMSO中，然后将其加入

待交联的生物体系或生物分子溶液中。疏水性交联剂能够穿

过细胞膜和细胞器膜并影响膜的外表面和膜结合空间内的交

联。通常不便或不希望将有机溶剂引入生物系统的交联程序。

在许多情况下，还希望仅影响细胞膜或细胞器膜的外表面上的

交联而不改变细胞或细胞器的内部情形。对于这种情况，有多

种水溶性、不透膜的交联剂可供选择。

有些交联剂含有由PEG亚基形成的间隔臂，可产生富含氧原子

的聚环氧乙烷（PEO）链从而提供水溶性。这些交联剂的名称

中包含（PEG）n，均具有水溶性并且不能渗透生物膜。它们可

将亲水间隔插入到交联复合物中，降低复合物聚集和沉淀的

可能性，提供了额外好处。

其他交联剂间隔臂任一端带上带电荷的反应基团，则可具备水

溶性和渗透膜的能力。这些带电荷的反应基团（例如Sulfo-

NHS酯或亚氨酸酯）赋予交联剂水溶性，但不赋予交联复合物

水溶性，因为反应基团不是最终复合物的一部分。
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图29. 直链和支链蛋白质修饰试剂。

CA（PEG）n

羧基-PEGn-胺

羧基（乙二醇）n乙胺

TMM（PEG）12

（甲基-PEG12）3 -PEG4-马来酰亚胺 

MW 2360.75

CA（PEG）4

MW 265.30 

间隔臂 18.1Å
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生物偶联试剂的应用

简介
生物偶联试剂在生命科学研究和检测开发中有多种用途。其中包括蛋

白和多肽的生物素化、蛋白和多肽的荧光标记、将蛋白质固定在固相

支持物上、半抗原-载体偶联、蛋白-蛋白偶联、产生免疫毒素、标记转

移、亚基交联和蛋白质结构研究、使用质谱法进行蛋白质相互作用和

交联、体内交联、代谢标记、细胞表面交联和细胞膜结构研究。

蛋白质偶联物常用于对复杂的生物样本进行纯化和检测。通常，抗体

是生物偶联的靶标，常见的标记有生物素和化学反应荧光染料等。在

标记过程中，NHS酯是最广泛使用的方法，通过对可用的赖氨酸残基

进行标记。
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蛋白和多肽的生物素化
亲和素与生物素（维生素H）的高度特异性相互作用可以成为

设计非放射性纯化和检测系统时的有力工具。亲和素对生物

素的卓越亲和力（Ka = 1015 M–1）是目前已知的最强的蛋白质和

配体的非共价相互作用，这种亲和力使复杂混合物中的含生物

素分子可与亲和素偶联物不连续地结合。脱硫生物素是一种

生物素的修饰形式，其与亲和素以及链霉亲和素的结合不如生

物素的结合紧密，但仍然在亲和纯化方法中提供了极好的特异

性。与用生物素标记的生物分子不同，用脱硫生物素标记的蛋

白质和其他靶标可不需要苛刻的变性条件即可洗脱（图30）。

HO

Biotin
MW 244.31

Remove 
sulfurO

O

S

HN NH

HO

O

O

HN
NH

Desthiobiotin
MW 214.26

图30. 生物素和脱硫生物素的化学结构比较。

.

Thermo Scientific™生物素化标记试剂广泛用了这种独特的相

互作用。生物素是一种在所有活细胞中都以微量存在的244道

尔顿的维生素，其对亲和素分子具有较高的亲和力。由于生物

素是一种相对较小的分子，因此它可以与许多蛋白质偶联而不

会显着改变它们的生物活性。生物素分子的戊酸侧链可以衍生

化，以掺入各种反应基团，这些基团被用来连接生物素和其它

分子。使用这些反应基团，生物素可以很容易地附着在大多数

蛋白和多肽上。

生物素化试剂可用于靶向各种功能基团，包括伯胺、巯基、碳

水化合物和羧基。此外还有对光活化产生非特异性反应的光

敏性生物素化合物可供选择。这种功能基团特异的种类多样

非常有用，有助于选择不会使靶标大分子失活的生物素化试

剂。

此外，还有多种可切割或可逆的生物素化试剂可供选择，其允

许从结合了生物素的蛋白和多肽中对生物素化分子进行特异

性洗脱。最常用的生物素化试剂，N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）

酯和N-羟基磺基琥珀酰亚胺（Sulfo-NHS）酯与伯胺反应（图

31）。虽然生物素的NHS酯是最常用的生物素化试剂，但对于

某些应用，它们并不一定是最佳选择。如果仅靶标蛋白质上仅

有部分伯胺发生反应，则使用生物素的NHS酯的反应将导致

生物素在蛋白质表面上随机分布。如果特定的伯胺对蛋白质的

生物活性至关重要，则对此种关键氨基的修饰可能导致其生

物活性丧失。根据生物素化程度的不同，可能会发生完全丧失

活性的情况。

抗体比任 何其他类型的蛋白质更频繁地被 生物素化，以

保持免疫反应性的方式进行生物素化大有裨益。Thermo 

Scientific™Sulfo-NHS-LC-生物素是标记单克隆和多克隆抗体

的卓越选择，因为它是最简单且通常是最有效的方法。 

图31. 使用NHS酯化学的生物素化。 

脱硫生物素

MW 214.26

生物素

MW 244.31

脱硫

Sulfo-NHS-LC-生物素 Sulfo-NHS离去基团

（通过脱盐去除）

生物素化分子

带伯胺的蛋白质
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了解一种抗体可供选择的功能基团是确定修饰策略的关键。

• 伯氨基团（-NH2）存在于赖氨酸侧链和每条多肽链的氨基末

端。

• 通过还原铰链区中的二硫键可以产生巯基（-SH）。

• 可以氧化含有顺式二醇的碳水化合物残基以产生活性醛

（-CHO）。

对抗体修饰已有优化好的快速、可靠的实验流程。如果抗体的

抗原结合位点富含赖氨酸，则氨基反应性试剂可抑制抗原结

合。传统的策略是使用与巯基或醛基基团反应的生物素衍生

物。

这些传统方法的一种简单替代方案是SiteClick™抗体标记系统

（图32），其允许以简单且温和的位点选择性方式将检测分子

附着在重链N-联聚糖上——远离抗原结合结构域。由于N-联

聚糖高度保守，因此这种方法无论是对抗体的重复标记还是

标记不同的抗体都显示了优异的重复性。这一简单的方法基于

无酶和无铜催化的点击（Click）化学。除了生物素之外，还有

许多不同的检测分子可以通过位点选择性方法标记到重链聚

糖上——包括藻胆蛋白（例如R-PE）、InvitrogenTM QdotTM探

针、Alexa Fluor染料和金属螯合化合物。

蛋白和多肽的荧光标记
荧光分子（也称为荧光基团）对光产生直接和明显的反应并产

生可检测的信号。与酶或生物素不同，荧光标记不需要额外的

试剂即可进行检测。这一特性使荧光基团 用途极为广泛，是检

测蛋白质定位和活化、鉴定蛋白质复合体形成和构象变化以

及监测体内生物过程的新标准。如今，大量可供选择的荧光基

团为研究应用提供了前所未有的灵活性、多样性和荧光基团

的性能。使用活性荧光染料标记的生物分子，可通过荧光显微

镜、流式细胞术、高内涵分析、高密度阵列、体内成像、免疫印

迹和免疫染色进行检测。可供选择的荧光染料使用NHS酯化

学或马来酰亚胺化学活化，分别用于标记伯胺和经还原的巯

基。此外，还提供了各种荧光衍生物，用于双正交标记和点击

（Click）化学，以及用于修饰醇、醛和酮。选择活性染料的关

键考虑因素有亮度、光稳定性、仪器兼容性、颜色选择、pH不

敏感性以及水溶性。 

详情请访问 thermofisher.com/siteclick

图32. SiteClick抗体标记系统。SiteClick抗体标记过程的第一步涉及使用β-半乳糖苷酶从重链N-联聚糖中去除末端半乳糖残基，暴露出所有可能的可修饰
GlcNAc（N乙酰葡糖胺）残基。在第二步中，利用GalT（Y289L）酶将GalNAz酶促附着于末端GlcNAc残基，实现对游离的末端GlcNAc残基的叠氮标记活化。在
第三步中，叠氮残基与所选择的二苯并环辛炔（DIBO）官能化的探针（例如，Alexa Fluor 488 DIBO炔烃）反应。平均标记程度为每个抗体3-3.5个标记。

Antibody
• Polyclonal
• Monoclonal
• Recombinant

Azide-activated antibody

N2

N2

N2

N2

Site-selectively
labeled antibody

DIBO alkyne label
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GalT(Y289L)
UDP-GalNAz

抗体

• 多克隆

• 单克隆

• 重组

β- 半乳糖苷酶

GalT（Y289L）

UDP-GalNAz

叠氮活化的抗体 位点选择性标记的抗体

DIBO炔烃标记



23

表5. 活性荧光染料概览。

发射光颜色 Ex/Em（nm） 荧光基团 氨基反应性 硫醇反应性 化学选择性（Click-iT） –COOH或
- NH2末端

蓝色 346/442 Alexa Fluor 350 • • •

蓝色 402/421 Alexa Fluor 405 •

蓝色 410/455 Pacific Blue • •

蓝色 375/470 7-Aminocoumarin • •

绿色 500/506 BODIPY 493/503 •

绿色 505/513 BODIPY FL • • •

绿色 494/518 Fluorescein (FITC) • • •

绿色 495/519 Alexa Fluor 488 • • •

绿色 505/520 iFL pHrodo Green • •

绿色 495/524 Oregon Green 488 • • • •

绿色 405/525 Qdot 525 • •

黄色 511/530 Oregon Green 514 • •

黄色 517/542 Alexa Fluor 514 •

黄色 434/539 Alexa Fluor 430 •

黄色 405/545 Qdot 545 •

橙色 528/550 BODIPY R6G •

橙色 400/551 Pacific Orange •

橙色 531/554 Alexa Fluor 532 • •

橙色 534/554 BODIPY 530/550 •

橙色 405/565 Qdot 565 • • •

橙色 555/565 Alexa Fluor 555 • • • •

橙色 558/569 BODIPY 558/568 •
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表5.活性荧光染料概览。（接上页）

发射光颜色 Ex/Em（nm） 荧光基团 氨基反应性 硫醇反应性 化学选择性（Click-iT） –COOH或
- NH2末端

橙色/红色 542/574 BODIPY TMR • •

橙色/红色 556/575 Alexa Fluor 546 • •

橙色/红色 555/580 Tetramethylrhodamine  
(TMR; TRITC) • • • •

橙色/红色 405/585 Qdot 585 • •

红色 570/590 Rhodamine Red (RITC) • •

红色 576/590 BODIPY 576/589 •

红色 566/590 iFL pHrodo Red • •

红色 578/603 Alexa Fluor 568 • •

红色 405/605 Qdot 605 • •

红色 580/605 X-Rhodamine (XRITC) • • •

红色 595/615 Texas Red • • •

红色 589/617 BODIPY TR •

红色 590/617 Alexa Fluor 594 • • •

红色 405/625 Qdot 625 • •

远红外光 625/640 BODIPY 630/650 •

远红外光 632/647 Alexa Fluor 633 • •

远红外光 405/655 Qdot 655 • •

远红外光 646/660 BODIPY 650/665 •

远红外光 650/668 Alexa Fluor 647 • • •

远红外光 679/702 Alexa Fluor 680 • •

近红外光 405/705 Qdot 705 • •

近红外光 702/723 Alexa Fluor 700 •

近红外光 749/775 Alexa Fluor 750 • •

近红外光 405/800 Qdot 800 • •

近红外光 782/805 Alexa Fluor 790 •

详情请访问 thermofisher.com/fluorophores
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将蛋白质固定到固相支持物上
蛋白质、多肽和其他分子可以固定在固相支持物上，以便用

于蛋白质的亲和纯化或用于样本分析。支持物可以是硝酸纤

维素或其他膜材料、聚苯乙烯板或磁珠、琼脂糖、珠状聚合物

或载玻片。有些支持物可被活化以直接与配体偶连。其它支

持物由亲核体或其它功能基团制成，可通过使用交联剂使其

与蛋白质偶连。碳二亚胺（如Thermo ScientificTM EDC（货号

22980、22981））非常适用于将蛋白质偶联到羧基和氨基活

化的玻璃、塑料和琼脂糖支持物上。碳二亚胺程序通常为一步

法；但是，如果在有机溶剂中进行反应，或者如果使用Thermo 

ScientificTM NHS（货号24500）或Sulfo-NHS（货号24510）来

增强反应，则可以采用两步法。EDC可用于将配体偶联到固相

支持物上以及将链索附着在亲和支持物上以用于随后的配体

偶联。实用的间隔有二氨基二丙胺（DADPA）、乙二胺、己二

胺、6-氨基己酸和多种氨基酸或多肽中的任何一种。当固定的

配体离固体介质太近时，间隔臂可以帮助克服位阻效应，从而

允许受体进入。

位阻效 应通常在配体是小分子时最为明显。醛基活化的

Thermo Scientific™ AminoLink™ Plus琼脂糖树脂（货号20501

）使用还原胺化，Thermo Scientific™ Pierce™ NHS活化的

琼脂糖（货号26200）使用NHS酯化学，Thermo Scientific™ 

SulfoLink™ 树脂（货号20401）使用卤代乙酰基化学来固定分

子，而Thermo ScientificTM CarboxyLinkTM树脂（货号20266）使

用碳二亚胺化学（图33）。

ThermoScientific™ 交联剂DMP（货号21666）和DSS（货号

21555）用于将抗体固定在蛋白A或蛋白G支持物上，以便进行

抗原纯化。当抗体与Fc结合蛋白结合后，抗体被定向，仅留Fab

区可用于抗原结合。DSS或DMP被应用于结合的抗体柱以通

过伯胺连接两种蛋白质。Thermo Scientific™ Pierce™ 交联IP试

剂盒（货号26147）基于上述化学原理，利用DSS将捕获的抗体

共价固定到蛋白A/G琼脂糖树脂上。然后将抗体树脂与含有目

标蛋白质抗原的样品一起孵育，形成抗体-抗原复合物。洗涤

后，用试剂盒中提供的洗脱缓冲液从抗体中解离以回收抗原。

整个程序在微量离心旋转杯中进行，在短暂离心后使溶液与琼

脂糖树脂完全分离。该程序仅洗脱抗原，使其能够被鉴定并进

行进一步分析而不受抗体片段的干扰。此外，抗体树脂通常可

以重复用于更多轮的免疫沉淀。
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图34. 使用DSS交联剂将捕获的抗体与蛋白A/G琼脂糖树脂共价连接。 
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使用基于PEG的试剂进行表面修饰
链长度不一的聚乙二醇（PEG）化合物可以提供分子尺寸已知

的接头，用于产生生物相容的平面表面或颗粒。尤其是，PEG

试剂的一端含有羧酸酯基团，在另一端含有硫醇或硫辛酰氨

基团，可以有效地作为吸附表面和亲和配体之间的亲水性连接

键。

在表面修饰中将CA（PEG）12分子与MA（PEG）8衍生物（或

CT（PEG）12与作为硫醇试剂的MT（PEG）8）组合使用可以形

成一个由甲基醚封端的PEG和周期性暴露的含羧酸的PEG构

成的亲水性“草坪”（图35）。使用碳二亚胺与EDC和Sulfo-

NHS的偶联反应，可以将暴露的羧酸基团偶联到亲和配体上。

此外，用聚乙二醇间隔臂对固相表面进行官能化可显著降低非

特异性蛋白质结合。

硫醇容易与金表面结合，形成配位键，已广泛用于各种表面修

饰，例如量子点、自组装单层和磁性颗粒表面。然而，单齿硫醇

可以通过诸如DTT等化合物轻易去除。双齿硫醇，例如硫辛酰

胺，增加了纳米结构的稳定性水平，并且更不易被DTT或类似

试剂从金属表面去除。除了增加稳定性之外，双齿硫醇还有更

大的灵活性，因为它们可以与各种金属表面（例如，金或银纳

米颗粒）发生结合。

详情请访问 thermofisher.com/pegylation
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用于抗体制备的半抗原-载体偶联
可使用多种方法将半抗原与载体蛋白进行偶联。选择哪种偶

联方法主要取决于半抗原上可以连接哪些功能基团、半抗原

偶联的方向、半抗原与载体蛋白之间的间距以及偶联后是否

会对半抗原的免疫原性产生影响。例如，蛋白和多肽具有伯胺

（N-末端和赖氨酸残基的侧链）、羧基基团（C-末端或天冬氨

酸和谷氨酸的侧链）和巯基（半胱氨酸残基的侧链），其都可

作为偶联的靶标。通常，我们是通过交联剂将半抗原与载体蛋

白中的众多伯胺进行偶联。

在利用半抗原制备免疫原的过程中，许多交联剂都可以用来制

备作为免疫原的偶联物。最适合的交联剂取决于半抗原上存

在的功能基团和半抗原-载体蛋白偶联物在注射后能否产生很

好的免疫原性。碳二亚胺是制备多肽-载体蛋白偶联物的优良

之选，因为蛋白和多肽通常都含有多个羧基和伯胺。诸如EDC

等碳二亚胺首先与羧基反应以产生高反应性的不稳定中间

体，然后再将该中间体偶联到伯胺上（图36）。
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图36.EDC介导的多肽和载体蛋白的偶联。载体蛋白（C）和多

肽（P）具有羧基和氨基，因此偶联在两个定向上都有发生。与

典型的多肽半抗原相比，载体蛋白非常大；因此，每个载体蛋

白分子上都存在许多偶联位点。

这一高效的反应在不到2小时内即可产生偶联的免疫原。在合

成多肽时，通常在末端添加一个半胱氨酸，以便能够使用巯基

和氨基反应性异型双功能交联剂将多肽附着到支持物或载体

蛋白上。将试剂首先与载体蛋白（通过它的多个氨基）反应，然

后与含有还原末端的半胱氨酸的多肽反应，从而将所有的多肽

实现定向偶联（图37）。这种方法非常高效并且能够在注射后

产生非常好的免疫原性。
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图37. 多肽与载体蛋白偶联以用于抗体制备。 
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蛋白-蛋白偶联
制备蛋白-蛋白偶联物是交联剂最常见的应用之一。 一般是通

过将酶、荧光基团或其他分子附着到与所研究的生物系统中

的一种组分具有亲和力的蛋白质上来进行。抗体-酶偶联物（一

抗或二抗）是最常用的蛋白-蛋白偶联物。尽管二抗偶联物易于

获得且相对便宜，但酶标记的一抗通常较昂贵而且制作难度较

高。许多试剂都可用于制备抗体-酶偶联物。戊二醛偶联物易

于制备，但戊二醛生成的偶联物在免疫检测中容易产生高背

景。碳水化合物残基可以被氧化，然后在被称为还原烷基化或

胺化的过程中与酶上的伯胺偶联。这些偶联物在酶免疫检测

中通常产生较低的背景，并且相对容易制备；但是可能会有一

些抗体的自身偶联的情况发生（图38）。

同型双功能NHS酯（N-羟基琥珀酰亚胺酯）或亚氨酸酯交联

剂可以在一步法方案中使用，但同样可能发生聚合和自身偶

联。如果待偶联的两种蛋白质都含有巯基，则可以使用同型双

功能的巯基反应性交联剂，例如Thermo Scientific™ Pierce™ 

BMH（货号22330）交联剂。异型双功能交联剂可能是抗体-

酶或其他蛋白-蛋白交联的最佳选择。使用同型双功能NHS

酯试剂或戊二醛时，那些固有的、不需要的自身偶联，可以通

过使用相应的Thermo Scientific™ Pierce™ 试剂来避免，比如

SMCC（货号22360）或Sulfo-SMCC（货号22322）。Sulfo-

SMCC首先与一种蛋白质偶联，然后使用SATA（货号26102）

或Traut´s试剂（货号26101）对第二种蛋白质进行硫醇化，然后

再进行偶联（图39）。或者，可以还原蛋白质中的二硫键，并将

两种活化的蛋白质一起孵育，可以使形成的偶联物不含这两种

蛋白质各自的二聚体。在该反应方案中，任何其他NHS酯、马

来酰亚胺或吡啶二巯基交联剂都可以取代Sulfo-SMCC。一般

很少将异型双功能光激活的苯基叠氮化物交联剂用于制备蛋

白-蛋白偶联物，因为其交联效率比较低。
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产生免疫毒素
特异性抗体可以与毒性分子共价连接，然后作用于靶向细胞上

的抗原。这些抗体通常对肿瘤相关抗原具有特异性。免疫毒素

在表面抗原的引导下进入细胞，一旦内化，它们会开始通过核

糖体失活或以其他方式杀灭细胞。用于制备免疫毒素的交联

剂的类型可以影响其定位和杀灭相应细胞的能力。为提高免

疫毒素效用，偶联物必须在体内稳定。此外，一旦免疫毒素达

到其靶标位置，抗体必须与毒素分离才能使毒素行使杀灭细胞

的功能。经证明，和不可切割的蓖麻毒蛋白A链免疫毒素偶联

物相比，含可切割二硫键的偶联物对肿瘤细胞有更强的细胞毒

性。细胞可以通过破坏交联剂中的二硫键，在靶细胞内释放毒

素。

Thermo Scientific™ Pierce™ SPDP（货号21857）是一种NHS反

应可逆型的、吡啶二巯基交联剂，用于将含氨基的分子与巯基

偶联。多年以来，这种产品一直是制备免疫毒素的“主力”交联

剂。与氨基反应的NHS酯通常首先与抗体反应。通常，毒素不

含表面巯基；因此，必须通过还原二硫键将巯基引入其中，这

常见于涉及蓖麻毒蛋白A链和相思豆毒蛋白A链或者使用化学

修饰试剂的反应中。为了实现这一目的，可以再使用一个SPDP

分子，使其与免疫毒素上的胺反应，然后还原得到巯基。

常用于制备免疫毒素的另一种化 学修饰试剂是T h e r m o 

Scientific™ Pierce™ 2-亚氨基硫烷，也称为Traut´s试剂（货号

26101）。Traut's试剂与氨基反应的过程中，可以在其环状结构

打开时产生巯基。

标记转移
标记转移过程是先使用带标记的交联剂对相互作用的分子（

即诱饵和靶蛋白）进行交联，然后切割诱饵和靶蛋白之间的连

接，使得标记继续附着在靶蛋白上。这种方法可以使标记从已

知蛋白质转移到未知的相互作用蛋白质上。然后可以使用该标

记纯化和/或检测该相互作用的蛋白质。标记转移极具价值，

因为其能够识别与兴趣蛋白质发生轻微或瞬时相互作用的蛋

白质。新型非同位素试剂和方法使这项技术更可实现，并且使

得该实验的操作更容易。

标记转移试剂也可以在其结构中构建生物素。这种类型的设

计允许在切割横桥之后将生物素标记转移至相互作用的蛋

白质上。Thermo Scientific™ Pierce™  Sulfo-SBED试剂（货号

33033）就是这种三功能试剂的一个示例（参见图20）。它的一

个臂上含有氨基反应性Sulfo-NHS酯（在赖氨酸核心的α-羧

酸外构建），在另一侧含有光反应性苯基叠氮化物基团（由α-

氨基合成）和一个生物素（连接到赖氨酸的ε-氨基基团）。含

有Sulfo-NHS酯的臂具有可切割的二硫键，可以将生物素组分

转移至任何捕获的蛋白质上。

在使用中，首先通过诱饵蛋白的氨基作用将Sulfo-SBED对其

进行衍生化，而后使经修饰的蛋白与样品相互作用。当暴露于

紫外光（300-366nm）时，光反应性末端可与诱饵-靶标复合

物中最近的C-H或N-H键偶联，导致诱饵和靶标蛋白之间产生

共价交联。在还原和切割二硫键间隔臂后，生物素柄仍保持与

和诱饵蛋白相互作用的蛋白质的连接，有助于使用链霉亲和

素，Thermo Scientific™ NeutrAvidin™ 蛋白，或单体亲和素分离

或识别未知蛋白品种。

这款三项功能标记转移试剂在结构上与上述讨论的双功能试

剂存在实质性差异。因此，仅通过检查结构，高下立判。

Sulfo-SBED中的活性残基间分离良好。最重要的是，在Sulfo-

SBED的设计中加入生物素标记后，已不再需要使用125I进行

放射性标记。生物素标记在标记转移应用中具有显著优势。例

如，生物素可以作为纯化靶标蛋白或靶标蛋白片段的抓手，或

者作为使用链霉亲和素-HRP和比色或化学发光底物的检测靶

标。 
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Sulfo-SBED的应用

自1994年该试剂首次投入使用以来，在蛋白质相互作用相关

应用中使用Sulfo-SBED的参考文献数量已迅速增长。已发表

的文献展示了Sulfo-SBED的以下应用：

• 用于确定复合物与激活因子结构域的相互作用1 

• 用于阐明蛋白质复合体的组装机制2

• 用于转换为巯基反应性三功能试剂以确定相互作用3

• 用于研究结合所需的对接位点和因子4

• 用于描述相互作用因子的结合5

• 用于确认特异性磷酸化表位的识别6

• 用于搜索假定的结合配偶体7

• 用于深入了解分子伴侣介导的重折叠相互作用8

• 用于研究蛋白质相互作用的机制9

• 用于促进受体活性导向的亲和标记（重新标记）10

• 用于检测低丰度蛋白质受体

• 用于发现蛋白质-碳水化合物相互作用

• 用于了解药物-受体相互作用11

• 用于定量形成三股螺旋的寡核苷酸12

图40是使用Sulfo-SBED确定靶标蛋白身份的过程示意图。请

注意，生物素标记是所捕获靶标蛋白的纯化标记。在胰蛋白酶

消化策略中，所捕获的多肽可以提供相互作用结合界面的相关

信息。按下文概述的策略回收得到的生物素标记的靶标蛋白

或靶标蛋白多肽可以通过多种检测和鉴定方案确定其身份。

B

蛋白质1      +   sNHS – S-S ––––––– N3

蛋白质1   —  S-S ––––––– N3   +    蛋白质 2

B

蛋白质1    —–  S-S ————   蛋白质 2

B

暗反应  
pH 7.2

紫外光300–366 nm
5–15分钟

还原 胰蛋白酶消化

蛋白质1    —  SH + HS ———  蛋白质2

B

SDS-PAGE

蛋白质 1  

蛋白质 2

Western转印

使用链霉亲和素-HRP或抗生物素
抗体或带HRP-标记抗蛋白2抗体
的二抗的进行检测。

—–  S-S ————

B

还原

—  SH + HS ——–

B

在固定化的链霉亲和素或
单体亲和素上分离含有生
物素的片段

蛋白质免疫
印迹检测

质谱鉴定序列分析

B

SH

B

SH

通过反相HPLC
洗脱并分离

sA

sA

Applications of Sulfo-SBED in Protein Interaction Studies

图例： B

生物素磺基N-羟基琥珀

酰胺酯

sNHS

苯基叠氮化物

N3

二硫键

S-S

图40. Sulfo-SBED在蛋白质相互作用研究中的应用。  
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亚基交联和蛋白质结构研究
交联剂可用于研究样品中蛋白质的结构和组成。有些蛋白质

很难进行研究，因为它们在不同的pH或盐溶液条件下以不同

的构象存在。避免构象变化的一种方法是对亚基进行交联。

氨基、羧基或巯基反应性试剂可用于鉴定特定氨基酸或用于

确定亚基的数量、位置和大小。当需要分子内交联时，可选择

间隔臂较短至中等长度的交联剂。如果间隔臂太长，则可能

发生分子间交联。如果在最适宜的浓度和条件下使用无间隔

臂的碳二亚胺，以及短间隔臂的偶联试剂，例如氨基反应性的

Thermo Scientific™ Pierce™ DFDNB（货号21525），可以在不与

外来分子交联的情况下交联亚基（图41）。间隔臂稍长的交联

剂，例如Thermo Scientific™ DMP（货号21666、21667），也可

以交联亚基，但它们可能会导致分子间交联。调整试剂用量和

蛋白质浓度可以控制分子间交联。当使用同型双功能交联剂

时，稀释蛋白质溶液和使用高浓度交联剂有利于分子内交联。

DFDNB
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzene

MW 204.09
Spacer arm 3.0 Å

N+

O–

O
N+

–O

O

F F

OO

DMP
Dimethyl pimelimidate·2HCl

MW 259.17
Spacer arm 9.2 Å

NH2
+Cl– NH2

+Cl–

图41. DFDNB和DMP用于蛋白质亚基之间的交联。

为了测定或确认三维结构，可以使用具有加长间隔臂的可切割

交联剂来测定亚基之间的距离。使用具有不同反应基团的交

联剂进行的实验可以指示特定氨基酸的位置。偶联完成之后，

可对蛋白质进行二维电泳。在第一维中，使用非还原条件分离

蛋白质并记录分子量。有些亚基可能未被交联，它们将依据各

自的分子量被分离，而已偶联的亚基将根据结合后的分子量大

小被分离。然后使用切割交联亚基的条件进行第二维凝胶电

泳。可以测定已交联亚基各自的分子量。未还原的已交联亚基

将形成一个对角线图案，但是已被还原剂切割的亚基将不在对

角线上。各个亚基的分子量应与使用还原性SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳得到的蛋白质亚基的已测定分子量进行比较。

DFDNB

1,5-二氟-2,4-二硝基苯

MW 204.09

间隔臂3.0Å

DMP

庚二亚氨酸二甲酯二盐酸盐 

MW 259.17

间隔臂9.2Å
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应用质谱分析蛋白相互作用和交联
化学交联与质谱联用是确定蛋白质-蛋白质相互作用的有效方

法。该方法已应用于重组和天然蛋白质复合体，并且已在最近

应用于全细胞裂解物或完整的单细胞生物体，力求广泛鉴定

蛋白质-蛋白质相互作用。

Thermo Scientific™ MS级交联剂提供不同间隔臂长度以及同

位素标记的交联剂套装，有助于阐明蛋白质-蛋白质相互作用（

表6）。传统型不可切割的和MS级可切割的交联剂都可以用来

对蛋白质-蛋白质相互作用位点的鉴定进行深入研究。这些高

品质试剂已在ThermoNScientific™质谱仪上使用不同碎裂模

式（CID、HCD、ETD和EtHCD）和不同串联质谱水平（MS2和

MS3）进行的蛋白质-蛋白质相互作用研究中得到验证，以改善

蛋白质-蛋白质相互作用位点的鉴定。

赛默飞提供的高品质质谱级交联剂具有多种包装形式和规格

可供选择。我们针对多种应用提供广泛的专业技术知识和支

持，并使用Thermo Scientific™质谱仪在工作流程中验证了这

些产品。

产品亮点

• 优质—产品在ISO 9001认证工厂中生产

• 方便—产品提供No-Weigh™包装或多种包装规格

• 广泛的选择性—可提供不同的接头长度，MS可切割性以及

氘同位素标记

• 技术支持—提供广泛的网页资源和支持，帮助客户确保成功

的研究结果 

详情请访问 thermofisher.com/ms-crosslinking

表6. 用于研究蛋白质-蛋白质相互作用的Thermo Scientific交联剂概览。

交联剂 DSS BS3 BS3-d4 DSG

结构 N O
O

OO

O

N

O

O O

DSS
Disuccinimidyl suberate

MW 368.34
Spacer Arm 11.4 Å

BS3
Bis(sulfosuccinimidyl) suberate

MW 572.43
Spacer Arm 11.4 Å

N O
O

OO

O

N

O

O O

S O

O

S

O

O

Na+O–

O–Na+

BS3-d4
Bis(sulfosuccinimidyl) 2,2,7,7 suberate-d4

MW 576.45; Crosslink Mass 142.09
Spacer Arm 11.4 Å

N O
O

O

O

O
N

O

O O

S O

O

SO

O
D D

D DNa+O–

O–Na+
N

O
O

O
O

O

O

N

O

O

DSG
Disuccinimidyl glutarate

MW 326.26
Spacer Arm 7.7 Å

全名 二琥珀酰亚氨基辛二酸酯 二（磺酸基-琥珀酰亚氨基）辛二酸酯
二（磺酸基-琥珀酰亚氨基）

2,2,7,7-辛二酸-d4

二琥珀酰亚氨基戊二酸酯

间隔臂（Å） 11.4 11.4 11.4 7.7

水溶性 否 是 是 否

同位素标记 否 否 是 否

MS可切割 否 否 否 否

交联剂 BS2G-d0 BS2G-d4 DSSO DSBU

结构

BS2G-d0
Bis(sulfosuccinimidyl) glutarate-d0

MW 530.35; Crosslink Mass 96.02
Spacer Arm 7.7 Å

N
O

O

O
O

S
O

O

O

N
O

O

O
S

O

O
Na+O– O–Na+

BS2G-d0
Bis(sulfosuccinimidyl) 2,2,4,4 glutarate-d4

MW 534.37; Crosslink Mass 100.04
Spacer Arm 7.7 Å

N
O

O

O
O

S
O

O

O

N
O

O

O
S

O
O

DD DD

Na+O– O–Na+

N
SO O

O O

O

N

O
OO

O

DSSO
Disuccinimidyl sulfoxide

MW 388.35
Spacer Arm 10.3 Å

DSSO (disuccinimidyl sulfoxide)
Molecular weight: 388.35
Spacer arm: 10.3 Å 

DSBU (disuccinimidyl dibutyric urea)
Molecular weight: 426.38
Spacer arm: 12.5 Å 

A O
O

O

O

O

O
O

O

N
S

B

N NN N N

O
O

O
O

O O

O
O

OC

H H

O

全名 二（磺酸基-琥珀酰亚氨基）戊
二酸酯

二（磺酸基-琥珀酰亚氨基） 
2,2,4,4-辛二酸-d4

二琥珀酰亚胺
基亚砜

二琥珀酰亚氨基
二丁基脲

间隔臂（Å） 7.7 7.7 10.1 12.5

水溶性 是 是 否 否

同位素标记 否 是 否 否

MS可切割 否 否 是 是
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质谱级可切割的交联剂 
Thermo Scientific™ DSSO（二琥珀酰亚氨基亚砜）和DSBU（

二琥珀酰亚氨基二丁基脲，也称为BuUrBu[注：BuUrBu

代表二丁基脲 ]）是质谱级可切割的优质交联试剂。两种交

联剂的结构对称，间隔臂长度分别为7-Atom（DSSO）和

11-Atom（DSBU），两端含有氨基反应活性的 N-羟基琥珀酰

亚胺（NHS）酯（图42）。这些产品提供独立包装,方便使用（10 

x 1 mg）。

化学交联与质谱法联用是鉴定蛋白质的有效方法。该方法已

应用于重组和天然蛋白质复合体，并且最近也应用于全细胞

裂解液或完整的单细胞生物，力求广泛鉴定蛋白质-蛋白质相

互作用。

DSSO和DSBU的特征

• 氨基反应性NHS酯（两端）可与任何含有伯胺的分子快速  

反应

• 可通透细胞膜，实现细胞内交联

• 高纯度试剂，可用于产生高纯度的偶联物

• 质谱级可切割

• 非水溶性（首先溶于DMF或DMSO） 

A  BDSSO  DSBU  

图42. 使用（A）DSSO和（B）DSBU交联剂，利用MS2/MS3方法和XLinkX软件*确定BSA交联多肽的谱图。XLinkX软件XLinkX软件使用MS可切割交联剂的独特片段模式（紫色注
释）来检测和过滤交联肽以进行数据库搜索。

*获得荷兰乌特勒支大学Heck集团的许可。 
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体内交联
交 联 剂 可 用 于 近 邻 蛋 白 质 的 相 互 关 系 以 及 配 体 - 受 体

相 互作用 的 鉴 定。交 联可使内源 的 瞬 时形成 的蛋白 - 蛋

白 复 合 物 保 持 稳 定，而 其 在 用 传 统 生 物 化 学 方 法（如

免疫 沉淀）检 测时 很难 保留。常用的细胞交联 剂是甲醛

（Thermo Scientific™ Pierce™ 16%甲醛（w/v），不含甲醇，货

号28906），在染色质免疫共沉淀（ChIP）实验中，常用于稳定

染色质与蛋白的相互作用（Thermo Scientific™ Pierce™ 琼脂

糖ChIP试剂盒，货号26156）。用于体内交联的交联剂通常比

用于亚基交联的交联剂拥有更长的间隔臂。同型双功能交联

剂，包括氨基反应性NHS酯或亚胺酸酯，以及异型双功能交

联剂，包括氨基反应性可光活化的叠氮苯，是这些应用中最常

用的交联剂。在特定的情况下，如果已知两种蛋白质或分子中

的一种含有巯基，则可以使用巯基和氨基反应性交联剂，例如

Thermo Scientific™ Sulfo-SMCC（货号22322）。可切割或不

可切割的交联剂均可使用。因为两个分子之间的距离并不总是

已知的，所以交联剂间隔臂的最佳长度可以通过使用具有不

同长度的一系列交联剂来确定。在研究蛋白质相互作用时，常

使用较短间隔臂的交联剂，包括Thermo Scientific™ DSS（货号

21555）或其可切割的类似交联剂DSP（货号22585）。

交联剂除了以外源加入的形式引入细胞，还可以整合到细胞的

蛋白质组中。通常可以用光反应性交联剂完成，例如Thermo 

Scientific™ L-Photo-亮氨酸（货号22610）和L-Photo-甲硫氨酸

（货号22615）。这些氨基酸类似物在细胞生长期间被用于细

胞的培养并通过紫外光活化（图43）。在下面鉴定内源蛋白复

合体的实验中，比较了使用光反应性氨基酸与甲醛处理的效果

（图44）。

图44.蛋白质相互作用中，光反应性氨基酸交联和甲醛交联技术可做到分

析互补。未处理的HeLa细胞（泳道1），用1%甲醛处理10分钟（泳道2），

或用Photo-甲硫氨酸和Photo-亮氨酸处理，然后进行紫外光照（泳道3）

。裂解细胞后，每泳道上样10μg蛋白进行SDS-PAGE，并使用识别HSP90

、Stat3、Ku70和Ku86的抗体进行蛋白质免疫印迹的分析。下图是作为内参的

β-actin（上方的条带）和GAPDH（下方的条带）的免疫印迹图。 

详情请访问 thermofisher.com/metabolic-labeling

图43. 使用光反应性氨基酸进行体内交联。
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代谢标记
化学选择性连接使用独特的化学功能基团进行特异性偶联。

这种化学反应的示例包括酰肼-醛缩合、点击化学（叠氮化物-

炔烃）和施陶丁格连接（叠氮化物-膦）。1当直接标记或者基于

抗体的二级检测技术会影响样本功能时，点击化学是更适合的

标记方式。点击标记非常小，足以轻松穿透复合物样品，并且

点击反应的选择性和稳定性可提供高灵敏度和低背景信号。

这种温和的样品处理方式加上Invitrogen™ Click-iT™ Plus反应，

可以对过表达的蛋白质（如GFP）、蛋白质标记（如R-PE）和

各种有机荧光基团进行多重检测。施陶丁格连接(Staudinger 

ligation)对活细胞标记和质谱（MS）应用具有最佳效用。施陶

丁格反应发生在膦和叠氮化物之间，反应产生氮杂-叶立德

(aza-ylide)，其被捕获并形成稳定的共价键。因为生物系统中

不存在膦和叠氮化物，所以对细胞或裂解物进行标记时背景

极小。与点击化学不同，施陶丁格连接不需要铜等辅助试剂。 

代谢标记过程中会将化学选择性交联剂掺入到活细胞的蛋白

质组中，这有利于蛋白质分离或荧光标记。例如使用叠氮糖代

谢标记糖蛋白。施陶丁格反应完成后，叠氮基团与膦反应产

生稳定的酰胺键。叠氮糖掺入之后即可使用生物素（图45）或

DyLight荧光基团（图46）进行标记。如图46所示，用叠氮糖饲

养U2OS细胞或HK-2细胞，将其固定，并用Thermo Scientific™ 

DyLight™ 550-膦（货号88910）或DyLight™ 650-膦（货号88911

）染色。

O

AcO
AcO

NH

OAc

OAc

N3
O

GlcNAz

N-Azidoacetylglucosamine

O

AcO NH
OAc

OAc
AcO

N3 O

N-Azidoacetylgalactosamine

GalNAz

O
AcO

AcO

HN

OAc

AcO N3

O

N-Azidoacetylmannosamine

ManNAz

O O
OHHO

H
N

N3

N O HO

OH

NHHN

S

O

O

H
N O

H
N

H
H

O
PPh2

OCH3

O

O

3

O O
OHHO

H
N

O
HN

CO2
–

CO2
–

O HO

OH

NH

NHHN

S

O

O

H
N O

H
N

H
H

O

Ph2P

O

O

3

New amide bond

Azido sugar
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图45.生物素标记叠氮糖。

U2OS: azido-galactosamine

A B

HK-2: azido-mannosamine

图46.使用DyLight 550-和650-膦标记试剂进行代谢结合的叠氮乙酰半乳糖

胺的体内检测。（A）将U2OS细胞与40 μM叠氮乙酰半乳糖胺在细胞培养基

中孵育72小时，并将活细胞与100 μM DyLight 550-膦一起孵育。然后洗涤细

胞，用4%多聚甲醛固定，并用HoechstTM 33342染料复染（绿色：DyLight 550

标记的叠氮半乳糖胺，蓝色：Hoechst 33342标记的细胞核）。（B）将HK-2

细胞与40 μM叠氮乙酰甘露糖胺在细胞培养基中孵育72小时，并将活细胞

与100 μM DyLight 650-膦一起孵育。然后洗涤细胞，用4%多聚甲醛固定，并

用Hoechst 33342染料复染（蓝绿色：DyLight 650标记的叠氮甘露糖胺，红

色：Hoechst 33342标记的细胞核）。 

N-叠氮乙酰葡糖胺 N-叠氮乙酰半乳糖胺 N-叠氮乙酰甘露糖胺

细胞外 细胞内

叠氮糖

生物素-PEG3-膦

新的酰胺键

U2OS：叠氮半乳糖胺 HK-2：叠氮甘露糖胺
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细胞表面交联和生物素化
交联剂常用来鉴定表面受体或其配体。不透膜的交联剂可确

保细胞表面特异性交联。当在试剂剂量和反应时间受控的条

件下使用时，不溶于水的交联剂可以减少膜渗透和与内膜蛋白

的反应。

附着于NHS酯的琥珀酰亚胺环上的磺酰基团可产生溶水溶

性、不透膜且不与细胞内膜蛋白反应的交联剂。因此，当使用

Sulfo-NHS酯时，交联剂的反应时间和剂量均没那么关键。同

型双功能Sulfo-NHS酯、异型双功能Sulfo-NHS酯和光反应性

苯基叠氮化物是交联细胞表面蛋白质的良好选择。

可以通过使用水溶性或不溶于水的交联剂对细胞膜制备物中

的已知蛋白质或放射性标记物进行偶联反应，来确定特定蛋白

质是位于膜的表面还是全部位于膜内。 

偶联后，可以洗涤、溶解细胞，并通过SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（PAGE）来鉴定目标蛋白质是否已被偶联。全部位于膜内的

膜蛋白会在使用不溶于水的交联剂时形成偶联物，在使用水溶

性的交联剂时则不会形成。表面膜蛋白可以在使用水溶性和不

溶于水的交联剂时都形成偶联物。Thermo Scientific™ Pierce™

细胞表面蛋白分离试剂盒（货号89881）是一套完整的试剂，利

用细胞不渗透、可切割的生物素化试剂（Sulfo-NHS-SS-生物

素）进行选择性生物素化，并在随后纯化哺乳动物细胞表面蛋

白以去除细胞内蛋白。使用Thermo Scientific NeutrAvidin琼脂

糖树脂对标记的表面蛋白进行亲和纯化。

Sulfo-NHS-SS-Biotin
MW 606.69

Spacer Arm 24.3 Å
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图47.使用Sulfo-NHS-SS-生物素进行细胞表面蛋白的生物素化和分离。

 

细胞膜结构研究
细胞膜结构研究需要具有不同疏水性的试剂来确定细胞脂质

双层内的位置和环境。使用荧光标签可以用于定位膜内部和

外部的蛋白质、脂质或其他分子。可使用具有不同间隔臂长度

的各种交联剂，将蛋白质交联至膜内的相关分子上以确定分子

之间的距离。使用较短交联剂交联成功即可有力证明两个分子

正在以某种方式相互作用。若无法用较短交联剂进行交联，而

使用较长试剂却成功交联，通常表明分子位于膜的相同部分，

但不相互作用。同型双功能NHS酯、亚氨酸酯或异型双功能

NHS酯/可光活化的苯基叠氮化物可用来进行上述的实验。尽

管亚氨酸基酯交联剂（亚氨酸酯）具有水溶性，但它们仍然能

够渗透膜。巯基反应性交联剂可用于将具有半胱氨酸的分子与

膜内的其他分子交联。

Thermo Scientific™ EDC（货号22980、22981）和其他水溶性

和非水溶性的偶联试剂成对使用可用于研究膜和细胞结构、蛋

白质亚基结构和排列、酶-底物相互作用以及细胞表面和膜受

体。与疏水性碳二亚胺相比，EDC的亲水特性可能会导致其在

膜和亚基研究中更易产生不同的交联模式。通常最好尝试分别

用水溶性和非水溶性的碳二亚胺交联，以获得所涉及的空间排

列或蛋白质-蛋白质相互作用的完整图像。

EDC
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide • HCl

MW 191.70
Spacer Arm 0.0 Å

N

N
C

NH
Cl–+

图48. EDC可用于偶联以研究细胞膜结构。
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满足特定生物偶联需求的特殊包装
简介
生物偶联试剂是具有高度反应活性的分子，因此可能对水、光、氧或其

他周围环境很敏感。它们可能形成不稳定的中间体，导致实验过程中

出现非预期的副产物。因此，必须尽量减少生物偶联试剂在这些不利

环境因素中的暴露，以获得最高的产量和质量。

为了降低这些风险，我们提供特殊包装和更高品质的生物偶联试剂。

除了这些，我们的生物偶联试剂还以多种包装规格提供，还可根据需

求提供定制包装形式和规格。
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详情请访问 thermofisher.com/no-weigh

生物偶联试剂的No-Weigh包装形式
方便的即用型包装，适用于一次性应用

Thermo Scientific™ No-Weigh™免称量包装形式，可以快速便

捷地制备即用型溶液。这种独特的包装形式有助于免除称量

少量干燥化学品的必要。

重溶后试剂即为所需浓度的即用型工作液。使用我们的一次性

No-Weigh包装形式，避免称重麻烦和浪费珍贵试剂。

产品亮点
• 节省时间—避免称重化学品；只需添加水、缓冲液或溶剂即

可在几秒钟内制备工作溶液

• 减少浪费—小剂量等分试剂，最大限度地减少了配制工作液
所需的冗余体积的量

• 始终新鲜—配好后即为所需浓度的即用型工作液；无需储存
储备液，确保功能基团的活性

No-Weigh包装形式以方便、易于操作的螺旋盖小瓶提供，使
用最广泛的蛋白质修饰试剂，包括还原剂、交联剂及PEG-和生
物素标记产品（表7）都有该包装形式提供。

表7. No-Weigh试剂。

羧基-氨基交联剂
EDC 
DSG 
Sulfo-NHS

氨基-氨基交联剂

DSP 
BS3 
DSS 
DSSO 
DBSU 
BS(PEG)5

氨基-巯基交联剂

SMCC 
Sulfo-SMCC 
SM(PEG)2 
SM(PEG)12

光反应性交联剂 Sulfo-SANPAH

修饰试剂 Idooacetanmide(碘乙酰胺)

生物素化试剂

Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin 
HPDP-Biotin 
Sulfo-NHS-Biotin 
Sulfo-NHS-SS-Biotin 
Sulfo-NHS-LC-Biotin 
Sulfo-NHS-LC-Desthiobiotin 
Sulfo-SBED

聚乙二醇化的生物素
化试剂

NHS-PEG12-Biotin 
NHS-PEG4-Biotin 
Maleimide-PEG2-Biotin 
Hydrazide-PEG4-Desthiobiotin 
Amine-PEG4-Desthiobiotin 
Phosphine-PEG4-Desthiobiotin

还原试剂 TCEP∙HCl 
DTT
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详情请访问 thermofisher.com/premium-grade

Premium（特优级）蛋白质生物偶联
试剂
更高品质满足更高需求 

如果您对产品完整性和风险最小化有极高的要求，Thermo 

Scientific™ Pierce™ Premium（特优级）试剂将会是您的首选（

表8）。与标准级试剂相比，Pierce Premium（特优级）试剂通

过增加批次特定信息（如质量保证审查、批次样本保留和变

更控制通知（CCN））以及更高水平的分析测试和产品特性鉴

定，提供清晰明确的质量。

Pierce Premium（特优级）试剂按照可能的最高规格制造，以

实现数据完整性并提供稳定的一致性。使用全面的测试程序

评估每批试剂的一致性（表9）。

产品亮点
• 优质试剂—高纯度试剂，可用于制备高品质的活化衍生物、

标记蛋白质和生物偶联物

• 产品完整性—更高的检测和鉴定水平

• 批次保留—保留过去批次的充分供应，以确保将来的过程测
试

• 变更管理—变更控制通知（CCN）服务

• 制造的一致性—每个批次都有制造文档审查

表8.Pierce Premium（特优级）试剂。

试剂类型 Premium（特优级）试剂

羧基-氨基交联剂 EDC 
Sulfo-NHS

氨基-氨基交联剂 BS3 
DSP

氨基-巯基交联剂 Sulfo-SMCC 
SPDP

生物素化试剂 Sulfo-NHS-LC-Biotin 
Sulfo-NHS-SS-Biotin

还原试剂 TCEP∙HCI

表9.Premium（特优级）试剂的测试

参数 程序

纯度 使用内部标准进行定量NMR

目视检查 颜色评估

溶解度 示例：样本在给定溶剂中以指定浓度溶解，得到透明
无色溶液

身份鉴定 红外（IR）光谱

质量鉴定 质谱法

含水量 卡尔费休滴定法

微量金属 电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）

元素分析 基于燃烧分析报告C、H、N、O和S值

残留溶剂分析* 顶空气相色谱法

*根据要求进行，需额外付费。 
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生物偶联技术资源 

交联剂选择工具
使用交联剂选择工具可快速访问符合特定
标准的Thermo Scientific™ Pierce™ 交联剂
的定制列表这些标准，包括靶标功能基团、
溶解度和穿过细胞膜的能力。使用简单的
下拉框轻松选择适合不同应用的最佳交联
剂。

详情请访问 
thermofisher.com/crosslinking-tool

交联剂应用参考文献指南
需要轻松访问关键参考文献吗？该资源可
帮助您快速找到这些交联剂在广泛应用中
使用的相关出版物，这些应用包括相互作用
分析、偶联、固定、体内交联、标记、结构分
析等。

详情请访问 thermofisher.com/
crosslinker-publications
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生物素化试剂选择工具
使用生物素化试剂选择工具可快速访问符合特定标
准的Thermo Scientific™生物素化和脱硫生物素试剂
的定制列表这些标准，包括靶标功能基团、间隔臂长
度和溶解度。使用简单的下拉框轻松选择适合不同
应用的最佳生物素化试剂。

详情请访问 
thermofisher.com/biotinylation-tool

Click-iT标记技术指南
困扰于直接标记或基于抗体的二次检测技术对样本
造成的损害？Clikc-iT标记技术指南可以帮助您选择
最合适的实验产品。

详情请访问 
thermofisher.com/clickit

荧光光谱查看器工具 

光谱查看器是一款帮助您计划实验和进行分析的工
具，可帮助您根据应用、光源和滤光片选择最合适的
荧光基团。在广泛的应用和技术中，轻松找到合适的
荧光基团来标记您的蛋白质、抗体或核酸。

详情请访问 
thermofisher.com/spectraviewer
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交联术语表 
酰化(Acylation)：将酰基基团（-COR）引入化合物的反应。

芳香叠氮(Aryl azide)：含有光反应性功能基团（例如苯基叠氮
化物）的化合物，能与靶分子发生非特异性反应。

碳二亚胺(Carbodiimide)：催化羧基（-COOH）与伯胺（-NH2

）或酰肼（-NHNH2）之间形成酰胺键的试剂。这些试剂不会
导致形成交联桥，并且被称为零长度交联剂。

交联剂(Crosslinker)：一种试剂，能与两个或多个分子上的功
能基团反应，并在分子之间形成共价连接。

偶联试剂(Conjugation reagent)：用于共价连接两个分子的
交联剂或其他试剂。

双吖丙啶交联剂(Diazirine crosslinker)：琥珀酰亚氨基酯双
吖丙啶（SDA）交联剂将氨基反应化学与基于双吖丙啶的光
化学结合，用于光交联至几乎任何其他功能基团。长波紫外光
（330-370nm）对双吖丙啶的光活化会产生卡宾中间体。这些
中间体可以在与间隔臂长度相应的距离下，通过与任何氨基酸
侧链或多肽骨架的加成反应形成共价键。

二硫键(Disulfide bonds)：氧化形式的巯基（-S-S-）；由来自
两个半胱氨酸分子的-SH基团在蛋白质中形成。这些键通常在
蛋白质内将多肽链连接在一起，并促成蛋白质的三级结构。

α-卤代酰基(α-Haloacyl)：靶向亲核试剂，尤其是硫醇的功能
基团（例如，碘乙酰基）。α-卤代酰基化合物具有一个附着在
分子的酰基基团上的卤素原子，例如碘、氯或溴。当暴露于直
射光或还原剂时，这些烷基化的试剂会降解，导致卤素丢失并
显现特征颜色。

半抗原(Hapten)：一种被抗体识别但不能引发免疫应答的分
子，需要附着在载体蛋白上引发免疫应答。半抗原通常但并不
总是小（<5 kDa）分子。

同型双功能交联剂(Homobifunctional crosslinker)：具有两
个相同反应基团的试剂，用于连接两个分子或残基。

异型双功能交联剂(Heterobifunctional crosslinker)：具有
两个不同反应基团的试剂，用于连接两个分子或残基。

亲水性(Hydrophilic)：易溶于水。

疏水性(Hydrophobic)：在水中溶解度有限。

N-羟基琥珀酰亚氨基（NHS）酯
(N-Hydroxysuccinimidyl(NHS) ester)：常用于交联或修饰
蛋白质的酰化试剂。它们对pH值 7 至 9 之间的伯（-NH2）胺
具有特异性，但通常在中性pH条件下最有效。这些酯会发生水
解，在室温、中性pH下半衰期约为1-2小时。

亚胺酸酯交联剂(Imidate crosslinker)：能与伯胺反应形成脒
键的功能基团。赖氨酸中的ε-氨基和N-末端氨基是蛋白质中
的靶标。亚氨酸酯在碱性pH条件下（pH范围7.5-10）与氨基反
应并快速水解，在室温和pH 7-9条件下，半衰期通常约为10-15
分钟。在pH>11时，脒键不稳定，并且可以解交联。在生理PH条
件下，脒键会质子化而带有正电荷。

亚氨酸酯(Imidoester)：亚氨酸酯交联剂的氨基反应性的功能
基团。

免疫原(Immunogen)：一种能够引发免疫应答的大分子。

全部位于膜内的膜蛋白(Integral membrance protein)：穿
过细胞膜并通过膜的脂质双层内的疏水相互作用而稳定的蛋
白质。 

配体(Ligand)：与另一个分子特异性结合的分子。例如，与受
体结合的蛋白质。

残基(Moiety)：样本或分子的无定数部分。

单体(Monomer)：分子的单个单位。

NHS：N-羟基琥珀酰亚胺的缩写。

氮烯(Nitrene)：叠氮基团暴露于紫外光后形成的三键氮-氮反
应基团。该反应是非特异性的并且很短暂。
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非选择性交联(Nonselective crosslinking)：使用反应基团（
例如氮烯或芳香叠氮化物）进行交联，反应快速且广泛，从而
难以有效靶向特异性基团。产量通常较低，易形成多种不同的
交联产物。

非特异性交联(Nonspecific crosslinking)：非选择性交联的
另一种说法。

低聚体(Oligomer)：由几个单体组成的分子。

光反应性(Photoreactive)：一种在特定波长范围内的光激发
后变得具有反应性的功能基团。

多聚体(Polymer)：由许多重复单体组成的分子。

吡啶二巯基(Pyridyl disulfide)：带二硫键的芳香族残基，附着
于与吡啶环中的氮相邻的碳上。该试剂与含巯基（-SH）的化合
物反应会释放吡啶2-硫酮。

间隔臂(Spacer arm)：交联剂的一部分，连接在两个已交联的
分子之间，并充当分子之间的桥梁。

底物(Substrate)：能使特异的酶在其上发生作用的物质。

巯基(Sulfhydryl)：存在于蛋白质中半胱氨酸残基上的-SH基
团。

硫醇(Thiols)：也称为硫醇（mercaptans），硫烷（thiolanes），
巯基或-SH基团，是可作为靶标的良好亲核体，用于交联。

紫外光(Ultraviolet)：波长在10到390 nm之间的电磁辐射。 
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产品信息
同型双功能交联剂

产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

氨基-氨基反应（NHS酯）

DSG（二琥珀酰亚氨基戊二酸酯）
326.26 7.7 N

O
O

O
O

O

O

N

O

O

DSG
Disuccinimidyl glutarate

MW 326.26
Spacer Arm 7.7 Å

50 mg 20593

Pierce  DSG，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35392

DSS（二琥珀酰亚氨基辛二酸酯）

368.35 11.4 N O
O

OO

O

N

O

O O

DSS
Disuccinimidyl suberate

MW 368.34
Spacer Arm 11.4Å

50 mg 21655

1 g 21555

Pierce  DSS，No-Weigh形式 10 x 2 mg A39267

BS3 （双（磺基琥珀酰亚氨基）辛二酸
酯）

572.43 11.4

BS3

Bis(sulfosuccinimidyl) suberate
MW 572.43

Spacer Arm 11.4Å

N O
O

OO

O

N

O

O O

S O

O

S

O

O

Na+O–

O–Na+

50 mg 21580

1 g 21586

Pierce ™Premium（特优级）BS3
100 mg PG82083

1 g PG82084

Pierce  BS3，No-Weigh形式 10 x 2 mg A39266

BS（PEG）5（聚乙二醇化双（磺基琥珀酰
亚氨基）辛二酸酯） 

532.50 21.7 N
O

O

O
O

O
O

OO

O

N

O

O

O

O

BS(PEG)5
Bis(succinimidyl) penta(ethylene glycol)

MW 532.50
Spacer Arm 21.7Å

100 mg 21581

Pierce  BS（PEG）5，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35396

BS（PEG）9（聚乙二醇化双（磺基琥珀酰
亚氨基）辛二酸酯） 

708.71 35.8

BS(PEG)9
Bis(succinimidyl) nona(ethylene glycol)

MW 708.71
Spacer Arm 35.8Å

N
O

O

O
O

O
O

OO

O

N

O

O

O

O

O
O

O
O 100 mg 21582

DSP（二硫代双（琥珀酰亚氨基丙酸酯）
），Lomant试剂

404.42 12.0 S
S NO

O

O O

O

N

O

OO

DSP
Dithiobis(succinimidylpropionate)

MW 404.42
Spacer Arm 12.0 Å

1 g 22585

50 mg 22586

Pierce Premium（特优级）DSP
1 g PG82081

10 g PG82082

Pierce  DSP，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35393

DTSSP（3,3'-二硫代双（磺基琥珀酰亚
氨基丙酸酯））

608.51 12.0

DTSSP
3,3'-Dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate)

MW 608.51
Spacer Arm 12.0 Å

S
SN O

O

OO

O

N

O

O O
S

O

O

S

O

O

Na+O–

O–Na+

50 mg 21578

DST（酒石酸二琥珀酰亚胺酯） 344.24 6.4

O

O

ON
O

O
N

O

O
OOH

OH

DST
Disuccinimidyl tartrate

MW 344.23
Spacer Arm 6.4 Å

50 mg 20589

BSOCOES（双（2-（琥珀酰亚氨基-氧羰
基氧）乙基）砜）

436.35 13.0 NS
O

O
O

O

O
O

OO
N

O

O

O

O

BSOCOES
Bis[2-(succinimidooxycarbonyloxy)ethyl]sulfone

MW 436.35
Spacer Arm 13.0 Å

50 mg 21600

EGS（乙二醇双（丁二酸 N-羟基琥珀酰
亚胺酯）

456.36 16.1

EGS
Ethylene glycol bis(succinimidylsuccinate)

MW 456.36
Spacer Arm 16.1 Å

O

O
N

O
O

O

N

O

O

O

OO

OO 1 g 21565

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

Sulfo-EGS（乙二醇双（磺基丁二酸 N-羟
基琥珀酰亚胺酯））

660.45 16.1

Sulfo-EGS
Ethylene glycol bis(sulfosuccinimidylsuccinate)

MW 660.45
Spacer Arm 16.1 Å

O

O

O
N

O

O
O

OO

N

O
O

O
OS

O

O

S

O

O

O–Na+

Na+O–

50 mg 21566

TSAT（Tris-（琥珀酰亚胺酯）氨基三乙
酸）

482.36 4.2
N

O
O

O

O
O

ON

O

O

N
O

O

N

O

O

TSAT
Tris-succinimidyl aminotriacetate

MW 482.36
Spacer Arm 4.2 Å

50 mg 33063

氨基-氨基反应（NHS酯），氘代或MS可切割

BS2G-d0（双（磺基琥珀酰亚氨基）戊二
酸酯-d0）

530.35 7.7

BS2G-d0
Bis(sulfosuccinimidyl) glutarate-d0

MW 530.35; Crosslink Mass 96.02
Spacer Arm 7.7 Å

N
O

O

O
O

S
O

O

O

N
O

O

O
S

O

O
Na+O– O–Na+

10 mg 21610

BS2G-d4（双（磺基琥珀酰亚氨
基）2,2,4,4-戊二酸酯-d4）

534.38 7.7

BS2G-d0
Bis(sulfosuccinimidyl) 2,2,4,4 glutarate-d4

MW 534.37; Crosslink Mass 100.04
Spacer Arm 7.7 Å

N
O

O

O
O

S
O

O

O

N
O

O

O
S

O
O

DD DD

Na+O– O–Na+

10 mg 21615

BS3-d0（双（磺基琥珀酰亚氨基）辛二酸
酯-d0）

572.43 11.4

BS3-d0
Bis(sulfosuccinimidyl) suberate-d0

MW 576.45; Crosslink Mass 138.07
Spacer Arm 11.4 Å

N O
O

OO

O

N

O

O O

S O

O

S

O

O

Na+O–

O–Na+
10 mg 21590

BS3-d4（双（磺基琥珀酰亚氨基）2,2,7,7-
辛二酸酯-d4）

576.45 11.4

BS3-d4
Bis(sulfosuccinimidyl) 2,2,7,7 suberate-d4

MW 576.45; Crosslink Mass 142.09
Spacer Arm 11.4 Å

N O
O

O

O

O
N

O

O O

S O

O

SO

O
D D

D DNa+O–

O–Na+
10 mg 21595

DSSO（二琥珀酰亚氨基亚砜） 388.35 10.1 N
SO O

O O

O

N

O
OO

O

DSSO
Disuccinimidyl sulfoxide

MW 388.35
Spacer Arm 10.3 Å

10 x 1 mg A33545

DSBU（二琥珀酰亚氨基二丁基脲） 426.38 12.5

DSSO (disuccinimidyl sulfoxide)
Molecular weight: 388.35
Spacer arm: 10.3 Å 

DSBU (disuccinimidyl dibutyric urea)
Molecular weight: 426.38
Spacer arm: 12.5 Å 

A O
O

O

O

O

O
O

O

N
S

B

N NN N N

O
O

O
O

O O

O
O

OC

H H

O

10 x 1 mg A35459

详情请访问 thermofisher.com/proteincrosslinking

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

氨基-氨基反应（亚氨酸酯或二氟）

DMA（己二酸二甲酯） 245.15 8.6

DMA
Dimethyl adipimidate • 2HCl

MW 245.15
Spacer Arm 8.6 Å

NH2
+Cl–

O
O

NH2
+Cl–

1 g 20660

MP（庚二亚氨酸二甲酯） 259.17 9.2
OO

DMP
Dimethyl pimelimidate • 2HCl

MW 259.17
Spacer arm 9.2 Å

NH2
+Cl– NH2

+Cl– 50 mg 21666

1 g 21667

DMS（二甲基辛二硝酸） 273.20 11.0

DMS
Dimethyl suberimidate • 2HCl

MW 273.20
Spacer Arm 11.0 Å

O
O

NH2
+Cl–

NH2
+Cl–

1 g 20700

DTBP（Wang and Richard’s试剂） 309.28 11.9

DTBP
Dimethyl 3,3' dithiobispropionimidate • 2HCl

MW 309.28
Spacer Arm 11.9Å

S
S

O
O

NH2
+Cl–

NH2
+Cl–

1 g 20665

DFDNB（1,5-二氟-2,4-二硝基苯） 204.09 3.0

DFDNB
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzene

MW 204.09
Spacer arm 3.0 Å

N+

O–

O
N+

–O

O

F F

50 mg 21525

巯基-巯基反应（马来酰亚胺）

BMOE（双马来酰亚胺乙烷） 220.18 8.0 N

O

O

N

O

O

BMOE
Bismaleimidoethane

MW 220.18
Spacer Arm 8.0 Å

50 mg 22323

BMB（1,4-双马来酰亚胺丁烷） 248.23 10.9 N

O

O

N

O

O

BMB
1,4-Bismaleimidobutane

MW 248.23
Spacer Arm 10.9 Å

50 mg 22331

BMH（双马来酰亚胺己烷） 276.29 16.1 N

O

O

N

O

O

BMH
Bismaleimidohexane

MW 276.29
Spacer Arm 13.0 Å

50 mg 22330

BM（PEG）2（1,8-双马来酰亚胺-二乙
二醇）

308.29 14.7 O
O N

O

O

N

O

O

BM(PEG)2
1,8-Bismaleimidodiethyleneglycol

MW 308.29
Spacer Arm 14.7 Å

50 mg 22336

BM（PEG）3（1,11-双马来酰亚胺-三乙
二醇）

352.34 17.8
O

O
O

N

O

O

N

O

O

BM(PEG)3
1,11-Bismaleimidotriethyleneglycol

MW 352.34
Spacer Arm 17.8 Å

50 mg 22337

DTME（二硫代马来酰亚胺乙烷） 312.37 13.3 S
S

N

O

O

N

O

O

DTME
Dithiobismaleimidoethane

MW 312.36
Spacer Arm 13.3 Å

50 mg 22335

TMEA（tris（2-马来酰亚氨基乙基）胺） 386.36 10.3 N

N

O

O

NO O

N

O

O

TMEA
Tris-(2-maleimidoethyl)amine

MW 386.36
Spacer Arm 10.3 Å

50 mg 33043

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

氨基-巯基反应（NHS-卤代乙酰基） 

SIA（碘代乙酸琥珀酰亚胺酯） 283.02 1.5 N

O

O

O
I

O

SIA
Succinimidyl iodoacetate

MW 283.02
Spacer Arm 1.5 Å

50 mg 22349

SBAP（琥珀酰亚氨基3-（溴乙酰氨基）
丙酸酯）

307.10 6.2 N

O

O

O
H
N

O O

Br

SBAP
Succinimidyl-3-(bromoacetamido)propionate

MW 307.10
Spacer Arm 6.2 Å

50 mg 22339

SIAB（N-琥珀酰亚氨基（4-碘乙酰基）
氨基苯甲酸甲酯）

402.14 10.6

SIAB
Succinimidyl (4-iodoacetyl) aminobenzoate

MW 402.14
Spacer Arm 10.6 Å

O

O

N

H
N

O
O

O

I

50 mg 22329

Sulfo-SIAB（磺基琥珀酰亚氨基（4-碘
乙酰基）氨基苯甲酸甲酯）

504.19 10.6

Sulfo-SIAB
Sulfosuccinimidyl (4-iodoacetyl) aminobenzoate

MW 504.19
Spacer Arm 10.6 Å

O

O

H
N

O

I

N

O

O

S

Na+O–

O

O

50 mg 22327

氨基-巯基反应（NHS-马来酰亚胺）

AMAS（N-α-马来酰亚胺乙酸琥珀酰
亚胺酯）

252.18 4.4

O
O

N N
O

O O

O

AMAS
M.W. 252.18

Spacer Arm 4.4 Å

50 mg 22295

BMPS（N-β-马来酰亚胺丙酸琥珀酰
亚胺酯）

266.21 5.9 N

O

O
O

O

N

O

O

BMPS
N-(ß-Maleimidopropyloxy) succinimide ester

MW 266.21
Spacer Arm 5.9 Å

50 mg 22298

GMBS（N-γ-马来酰亚氨基丁酸琥珀
酰亚胺酯）

280.23 7.3

GMBS
N-(γ-Maleimidobutyryloxy)succinimide ester

MW 280.23
Spacer Arm 7.3 Å

O

O

O

O

O

O

N N 50 mg 22309

Sulfo-GMBS（N-γ-马来酰亚氨基丁酸
磺基琥珀酰亚胺酯）

382.28 7.3

Sulfo-GMBS
N-(у-Maleimidobutyryloxy) sulfosuccinimide ester

MW 382.28
Spacer Arm 7.3 Å

O

O
O

N

O

O

S

Na+O–

O

O

O

N 50 mg 22324

MBS（m-马来酰亚氨基苯甲酰基-N-羟
基琥珀酰亚胺酯）

314.25 7.3
O

O

N

O

O

N

O

O

MBS
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester

MW 314.25
Spacer Arm 7.3 Å

50 mg 22311

Sulfo-MBS（m-马来酰亚氨基苯甲酰
基-N-羟基磺基琥珀酰亚胺酯）

416.30 7.3

Sulfo-MBS
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccinimide ester

MW 416.29
Spacer Arm 7.3 Å

O

O

N

O

O

N

O

O

S

Na+O–

O

O

50 mg 22312

SMCC（4-(N-马来酰亚氨基甲基)环己
烷-1-羧酸琥珀酰亚胺酯）

334.32 8.3 N

O

O

O
N

O
O

O

(1r,4r)-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 4-((2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)methyl)cyclohexanecarboxylate
Chemical Formula:C16H18N2O6 

Exact Mass: 334.12
Molecular Weight: 334.32

m/z: 334.12 (100.0%), 335.12 (17.7%), 336.12 (2.8%)
Elemental Analysis: C, 57.48; H, 5.43; N, 8.38; O, 28.71

50 mg 22360

Pierce  SMCC，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35394

异型双功能交联剂
订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

Sulfo-SMCC（磺基琥珀酰亚氨基-4-
(N-马来酰亚胺甲基)环己烷-1-羧酸酯） 

436.37 8.3

Sulfo-SMCC
Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate

MW 436.37
Spacer Arm 8.3Å

O

O

N

O

O

N

O

O

S

Na+O–

O

O

50 mg 22322

1 g 22122

Pierce Premium（特优级）Sulfo-
SMCC

100 mg PG82085

1 g PG82086

Pierce Sulfo-SMCC，No-Weigh形式 10 x 2 mg A39268

Pierce  EMCA（N-ε-马来酰亚胺己酸） 211.21 9.4

O

O

N

O

OH

EMCA
M.W. 211.21

Spacer Arm 9.4 Å

1 g 22306

EMCS（ε-马来酰亚胺己酸N-羟基琥珀
酰亚胺酯）

308.29 9.4 N

O

O
O

O
N

O

O

EMCS
N-(ε-Maleimidocaproyloxy) succinimide ester

MW 308.29
Spacer Arm 9.4 Å

50 mg 22308

Sulfo-EMCS（ε-马来酰亚胺己酸N-羟
基磺基琥珀酰亚胺酯）

410.33 9.4

Sulfo-EMCS
N-(ε-Maleimidocaproyloxy) sulfosuccinimide ester

MW 410.33
Spacer Arm 9.4 Å

N

O

O

O

O
N

O

O

S

Na+O–

O

O

50 mg 22307

SMPB（4-(p-马来酰亚氨基苯基)丁酸琥
珀酰亚胺酯） 

356.33 11.6

O

N

O

O

N O

O

O

SMPB
Succinimidyl 4-(p-maleimidophenyl)butyrate

MW 356.33
Spacer Arm 11.6 Å

50 mg 22416

Sulfo-SMPB（磺基琥珀酰亚氨基-4-(N-
马来酰亚氨基苯基)丁酸酯）

458.38 11.6

Sulfo-SMPB
Sulfosuccinimidyl 4-(p-maleimidophenyl)butyrate

MW 458.37
Spacer Arm 11.6 Å

O

N

O

O
ON

O

O

S

Na+O–

O

O 50 mg 22317

SMPH（6-(β-马来酰亚氨基丙酰氨基)
己酸琥珀酰亚胺酯）

379.36 14.2 N
H

O

N

O

O

O

O

N

O

O

SMPH
Succinimidyl 6-[(β-maleimidopropionamido)hexanoate]

MW 379.36
Spacer Arm 14.2 Å

50 mg 22363

LC-SMCC（4-(N-马来酰亚胺甲基)环
己烷-1-羧酸琥珀酰亚胺酯-（6-氨基己
酸酯））

447.48 16.2
N
H

O

N

O

O

O

O

N

O

O

LC-SMCC
Succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxy-(6-amidocaproate)

MW 447.48
Spacer Arm 16.2 Å

50 mg 22362

Sulfo-KMUS（N-κ-马来酰亚胺 - 十一
酰酸磺基琥珀酰亚胺酯）

480.46 16.3
O

O N

O

O
N

O

O

S

Na+O–

O

O

Sulfo-KMUS
N-(k-Maleimidoundecanoyloxy) sulfosuccinimide ester

MW 480.46
Spacer Arm 16.3 Å

50 mg 21111

SM（PEG）2 （聚乙二醇化SMCC交联
剂）

425.39 17.6

SM(PEG)n
NHS-PEGn-Maleimide

Succinimidyl-([N-maleimidopropionamido]-#ethyleneglycol) ester

n = 4
SM(PEG)4
MW 513.30

Spacer arm 24.6 Å

n = 6
SM(PEG)6
MW 601.60

Spacer arm 32.5 Å

n = 8
SM(PEG)8
MW 689.71

Spacer arm 39.2 Å

n = 12
SM(PEG)12
MW 865.92

Spacer arm 53.4 Å

n = 24
SM(PEG)24
MW 1394.55

Spacer arm 95.2 Å

SM(PEG)2
MW 425.39

Spacer arm 17.6 Å

H
N

O
OO

O

N

O

O

O

N

O

O

H
N

OO

O

N

O

O

O

N

O

O2

Spacer arm

100 mg 22102

1 g 22103

Pierce  SM（PEG）2，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35397

SM（PEG）4 （聚乙二醇化SMCC交联
剂）

513.5 24.6
H
N

O
O

O
OO

O

N

O

O

O

N

O

O

SM(PEG)4
C22H31N3O11
Mol. Wt.: 513.50

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 1-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oate
Chemical Formula:C22H31N3O11 

Exact Mass: 513.20
Molecular Weight: 513.50

m/z: 513.20 (100.0%), 514.20 (24.6%), 515.20 (5.3%), 514.19 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 51.46; H, 6.08; N, 8.18; O, 34.27

100 mg 22104

1 g 22107

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

SM（PEG）6 （聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）

  601.6 32.5
H
N

O
O

O
O

O
OO

N
N

O

O

OO
O

O

SM(PEG)6
M.W. 601.60

Spacer Arm 32.5Å 

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 1-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-3-oxo-7,10,13,16,19,22-hexaoxa-4-azapentacosan-25-oate
Chemical Formula: C26H39N3O13 

Exact Mass: 601.25
Molecular Weight: 601.60

m/z: 601.25 (100.0%), 602.25 (30.2%), 603.25 (6.8%), 604.26 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 51.91; H, 6.53; N, 6.98; O, 34.57

100 mg 22105

SM（PEG）8 （聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）

  689.71 39.2 O
O

O
O

OO

O

N

O

O

O
O

O

H
N

O

N

O

O

SM(PEG)8
C30H47N3O15
Mol. Wt.: 689.71

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 1-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-3-oxo-7,10,13,16,19,22,25,28-octaoxa-4-azahentriacontan-31-oate
Chemical Formula:C30H47N3O15 

Exact Mass: 689.30
Molecular Weight: 689.71

m/z: 689.30 (100.0%), 690.30 (34.1%), 691.31 (5.5%), 691.30 (3.5%), 692.31 (1.6%)
Elemental Analysis: C, 52.24; H, 6.87; N, 6.09; O, 34.80

100 mg 22108

SM（PEG）12 （聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）   865.92 53.4 O

O
O

O
OO

O

N

O

O

O
O

O
O

O
O

O

H
N

O

N

O

O

SM(PEG)12
C38H63N3O19
Mol. Wt.: 865.92

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 1-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-3-oxo-7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-dodecaoxa-4-azatritetracontan-43-oate
Chemical Formula: C38H63N3O19 

Exact Mass: 865.41
Molecular Weight: 865.92

m/z: 865.41 (100.0%), 866.41 (42.5%), 867.41 (12.9%), 868.41 (1.8%), 868.42 (1.2%), 866.40 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 52.71; H, 7.33; N, 4.85; O, 35.11

100 mg 22112

1 g 22113

Pierce  SM（PEG）12，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35398

SM（PEG）24 （聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）

1394.55 95.2
H
N

OO

O

N

O

O

O

N

O

O24

102 mg 22114

氨基-巯基反应性（NHS-吡啶二巯基）

SPDP（3-（2-吡啶二硫代）丙酸-琥珀酰
亚胺酯）

  312.37 6.8
S

O

S

O

N
O

N

O

SPDP
Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate

MW 312.36
Spacer Arm 6.8 Å

50 mg 21857

Pierce ™Premium（特优级）SPDP
100 mg PG82087

1 g PG82088

LC-SPDP（琥珀酰亚氨基6-（3（2-吡啶
二硫代）丙酰氨基）己酸） 

  425.52 15.7

O

N
H

N
O

S
S

O

O
N

O

LC-SPDP
Succinimidyl 6-[3(2-pyridyldithio)propionamido]hexanoate

MW 425.52
Spacer Arm 15.7 Å

50 mg 21651

Sulfo-LC-SPDP（磺基琥珀酰亚氨基6-
（3'-（2-吡啶二硫代）丙酰氨基）己酸）

527.57 15.7

Sulfo-LC-SPDP
Sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio)propionamido]hexanoate

MW 527.57
Spacer Arm 15.7 Å

O

N
H

N
O

S
S

O

O
N

O

S

O

O

Na+O–

50 mg 21650

SMPT（4-琥珀酰亚胺氧基羰基-α-甲
基-α（2-吡啶二硫代）甲苯）

388.46 20.0 O

O

N

O

S S

O

N

SMPT
Succinimidyloxycarbonyl-methyl-(2-pyridyldithio)toluene

MW 388.46
Spacer Arm 11.2 Å

50 mg 21558

PEG4-SPDP（聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）

  559.17 25.7

O

O

O O
O O

H
N S

S

N

N

O

PEG4-SPDP
2-Pyridyldithiol-tetraoxatetradecane-N-hydroxysuccinimide

MW 559.17
Spacer arm 25.7 Å

O

O

100 mg 26128

PEG12-SPDP（聚乙二醇化长链SMCC
交联剂）

  912.07 54.1

O

O

O O

12

PEG12-SPDP
2-Pyridyldithiol-tetraoxaoctatriacontane-N-hydroxysuccinimide

MW 912.07
Spacer arm 54.1 Å

N
H

S
S

N

N

O

O
100 mg 26129

羧基-氨基反应性（碳二亚胺加NHS酯）

EDC（1-乙基-3-（3-二甲氨基丙基）碳二
亚胺盐酸盐）

  191.70  0

EDC
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide • HCl

MW 191.70
Spacer Arm 0.0 Å

N

N
C

NH
Cl–+

10 mg 77149

5 g 22980

25 g 22981

Pierce Premium（特优级）EDC

1 g PG82079

25 g PG82073

500 g PG82074

Pierce  EDC，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35391

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

NHS（N-羟基琥珀酰亚胺） 115.09 NA

NR C S

R N

O

N

O

O

N
HO

Isothiocyanate

Isocyanate

Acyl azide

NHS ester

R S Cl

O

O

Sulfonyl chloride

O

H
R

Aldehyde

R
O

Epoxide

R′
OO

R

O

Carbonate

F

R

Fluorobenzene

Imidoester

CH3
O

NH2

R

N

N
C

NH
Cl

Carbodiimide

Fluorophenyl ester

F

F

F

O

F

FR

O

O

O
O

R

Anhydride

NR C O

25 mg 24500

Sulfo-NHS 
（N-羟基硫代琥珀酰亚胺）

217.13 NA

Carboxylic
acid

EDC
crosslinker

O-acylisourea 
intermediate
(unstable)

Stable conjugate
(amide bond)

N

N
C

+NH
Cl–

N
HO

O

O

S O–
O

O

Sulfo-NHS

Amine-reactive
sulfo-NHS ester
(dry-stable)

Hydrolysis
H2O

Primary amine

Primary
amine

NH2

OH

O

1

O

O

NH

N

H
N+

Cl–

1

OH

O

1

O

O

N

O

O

S
O–

O
O

1

NH2

2
N
H

O

1

2

2

500 mg 24510

5 g 24525

Pierce  Premium（特优级）Sulfo-NHS
500 mg PG82071

10 g PG82072

Pierce  Sulfo-NHS，No-Weigh形式 10 x 2 mg A39269

巯基-碳水化合物或-羧基（马来酰亚胺、吡啶二巯基/酰肼或异氰酸酯）

BMPH（N-β-马来酰亚氨基丙酸酰肼） 297.19 8.1

BMPH
N-ß-Maleimidopropionic acid hydrazide • TFA

MW 297.19
Spacer Arm 8.1 Å

H
N

O

N

O

O

NH3
+ CF3

–O

O

50 mg 22297

EMCH（N-ε-马来酰亚氨基己酸酰肼） 225.24 11.8 N

O

O
O

N
H

NH3
+ CF3

–O

O

EMCH
N-ε-Maleimidocaproic acid hydrazide • TFA

MW 339.27
Spacer Arm 11.8 Å

50 mg 22106

MPBH（4-（4-N-马来酰亚氨基苯基）
丁酸酰肼）

309.75 17.9

MPBH
4-(4-N-Maleimidophenyl)butyric acid hydrazide • HCl

MW 309.75
Spacer Arm 17.9 Å

H
N

O
N

O

O NH3
+Cl–

50 mg 22305

KMUH（N-κ-马来酰亚胺十一酸酰肼） 295.38 19.0

KMUH
N-κ-Maleimidoundecanoic acid hydrazide • TFA

MW 409.40
Spacer Arm 19.0 Å

O

H
NN

O

O
NH3

+ CF3
–O

O

50 mg 22111

PDPH（3-（2-吡啶二硫代）丙酰肼） 229.32 9.2
H
N

NH2

S
S

O

N

PDPH
3-(2-Pyridyldithio)propionyl hydrazide

MW 229.32
Spacer Arm 9.2 Å

50 mg 22301

PMPI（p-马来酰亚胺苯基异氰酸酯） 214.18 8.7 N

O

O
N

C
O

PMPI
N-(p-Maleimidophenyl)isocyanate

MW 214.18
Spacer Arm 8.7 Å

50 mg 28100

光反应性（NHS酯和芳香叠氮化物、苯基叠氮化物、双吖丙啶或补骨脂素）

ANB-NOS（N-5-叠氮基-2-硝基苯甲酸
琥珀酰亚胺直）

305.20 7.7
N+

–O

O

O

O
N

O

O

N
N+

N–

ANB-NOS
N-5-Azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimide

MW 305.20
Spacer Arm 7.7 Å

50 mg 21451

Sulfo-SANPAH（磺基琥珀酰亚氨基6-
（4'-叠氮基-2'-硝基苯氨基）己酸酯）

492.40 18.2

Sulfo-SANPAH
Sulfosuccinimidyl 6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)hexanoate

MW 492.40
Spacer Arm 18.2 Å

O

O

N
H

N+
–O

O

N
N+

N–

N

O

O

S

Na+O–

O

O

50 mg 22589

Pierce  Sulfo-SANPAH，No-Weigh
形式

10 x 1 mg A35395

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

SDA（NHS-双吖丙啶）（琥珀酰亚氨基
4,4'-叠氮戊酰胺）

225.20 3.9

O

O
O

O
N

  N N

50 mg 26167

Sulfo-SDA（Sulfo-NHS-双吖丙啶）
（磺基琥珀酰亚氨基 4,4’-叠氮戊酰
胺）

327.25 3.9
Na+O–

O

O

O
O

O
O

N

N N

Sulfo-SDA
(Sulfo-NHS-Diazirine)

MW 327.25
Spacer arm 3.9 Å

S 50 mg 26173

LC-SDA（NHS-LC-双吖丙啶） 
（琥珀酰亚氨基6-（4,4'-叠氮戊酰胺）
己酸酯）

338.36 12.5

LC-SDA
NHS-LC-Diazirine
Spacer Arm 12.5 Å

H
N

O

O

O

N

O

O

N N
50 mg 26168

Sulfo-LC-SDA（Sulfo-NHS-LC-二嗪）
（磺基琥珀酰亚氨基6-（4,4'-叠氮戊酰
胺）己酸酯）

440.40 12.5

Na+O–

O O
O

O

O

O

O
H
NN

N N

Sulfo-LC-SDA
(Sulfo-NHS-LC-Diazirine)

MW 440.40
Spacer arm 12.5 Å

S

50 mg 26174

SDAD（NHS-SS-双吖丙啶） 
（琥珀酰亚氨基2-（（4,4'-叠氮戊酰胺）
乙基）-1,3'-二硫代丙酸酯）

388.46 13.5
O

H
N

N N

SDAD
(NHS-SS-Diazirine)

MW 388.46
Spacer arm 13.5 Å

O

O

O
O

N
S

S 50 mg 26169

Sulfo-SDAD（Sulfo-NHS-SS-双吖丙
啶）（磺基琥珀酰亚氨基2-（（4,4'-叠氮
戊酰胺）乙基）-1,3'-二硫代丙酸酯）

490.51 13.5
O

H
N

N N

Sulfo-SDAD
(Sulfo-NHS-SS-Diazirine)

MW 490.51
Spacer arm 13.5 Å

Na+O–

O

O

O

O

O
O

NS
S

S 50 mg 26175

SPB（琥珀酰亚氨基-（4-（补骨脂素-8-
基氧基））-丁酸酯）

385.32 8.6

SPB
Succinimidyl-[4-(psoralen-8-yloxy)]-butyrate

MW 385.32
Spacer Arm 8.5-9.5 Å

O

O

O
O

N

O

O

OO
50 mg 23013

Sulfo-SBED生物素标记转移试剂

879.97
19.1
13.7
  9.1

Sulfo-SBED
MW 879.98

HN

S
S

S

O

HN

O

H
N

O

N O

O

O

HN

NH
O

N

O

N+
N–

S
O

O
Na+O–

19.1 Å

9.1 Å

13.7 Å

10 mg 33033

Pierce  Sulfo-SBED生物素标记转移试
剂，No-Weigh形式

10 x 1 mg A39260

化学选择性连接（NHS酯和叠氮化物-膦或炔烃）

详情请访问 thermofisher.com/proteincrosslinking

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

叠氮-NHS酯 198.14 2.5 N3O

O

N

O

O

NHS-Azide
MW 198.14

Spacer Arm 2.5 Å

10 mg 88902 

叠氮-PEG4-NHS 388.37 18.9

NHS-PEG4-Azide
MW 388.37

Spacer Arm 18.9 Å

N3O
O

O
OO

N

O

O

O
100 mg 26130

NHS-膦 461.40 5.4

NHS-Phosphine
MW 461.40

Spacer Arm 5.4 Å

P
O

O

O

O

N

O

O

10 mg 88900

炔烃，琥珀酰亚胺酯 
（3-炔丙氧基丙酸，琥珀酰亚胺酯） 225.20 7.7

O

O

O

CCH CCH2OCH2CH2 N

O

1 mg A10279

碘乙酰胺炔烃 223.01 7.8
O

C CHICH2 NHCH2C
1 mg I10189

Click-iT AHA（L-叠氮基高丙氨酸） 258.16 NA

O

NCH2CH2

NH2
• CF3COOH

CH OHCNN
– +

5 mg C10102

Click-iT HPG（L-高炔丙基甘氨酸） 127.14 NA CH CCH2CH2 CH C OH

O

NH2

5 mg C10186

化学选择性连接

GlcNAz（N-叠氮乙酰氨基葡萄糖，四
酰基化）

430.37 NA

N-Azidoacetyl-
mannosamine,
tetraacylated

N-Azidoacetyl-
galactosamine,
tetraacylated

Ac4GlcNAz Ac4GalNAz Ac4ManNAz
N-Azidoacetyl-
glucosamine,
tetraacylated

O
AcO

AcO
NH

N3
O

OAc

OAc
O

AcO NH

N3 O

OAc

OAcAcO

O
AcO

AcO OAc

AcO
HN

N3

O

5 mg 88903

GalNAz（N-叠氮乙酰半乳糖胺，四酰
基化）

430.37 NA

N-Azidoacetyl-
mannosamine,
tetraacylated

N-Azidoacetyl-
galactosamine,
tetraacylated

Ac4GlcNAz Ac4GalNAz Ac4ManNAz
N-Azidoacetyl-
glucosamine,
tetraacylated

O
AcO

AcO
NH

N3
O

OAc

OAc
O

AcO NH

N3 O

OAc

OAcAcO

O
AcO

AcO OAc

AcO
HN

N3

O

5 mg 88905

ManNAz（N-叠氮乙酰甘露糖胺，四酰
基化）

430.37 NA

N-Azidoacetyl-
mannosamine,
tetraacylated

N-Azidoacetyl-
galactosamine,
tetraacylated

Ac4GlcNAz Ac4GalNAz Ac4ManNAz
N-Azidoacetyl-
glucosamine,
tetraacylated

O
AcO

AcO
NH

N3
O

OAc

OAc
O

AcO NH

N3 O

OAc

OAcAcO

O
AcO

AcO OAc

AcO
HN

N3

O

5 mg 88904

光反应性氨基酸

L-Photo-亮氨酸 143.15 0
H2N OH

O

N
NH

Photo-L-Leucine
MW 143.14

100 mg 22610

L-Photo-甲硫氨酸 157.17 0
OH

O

H

N
N

H2N

Photo-L-Methionine
MW 157.17

100 mg 22615

订购信息（续）
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生物素和脱硫生物素标记试剂

Product MW
Spacer 
arm (Å) Structure Quantity Cat. No.

氨基反应性

EZ-Link NHS-生物素 341.38 13.5
N

O

O
O

O

NHHN

S

O

NHS-Biotin
MW 341.38

Spacer Arm 13.5 Å

100 mg 20217 

EZ-Link NHS-脱硫生物素 311.33 9.7

H
N

N
HO

O
O

N

O

O

NHS-Desthiobiotin
MW 311.33

Spacer Arm 9.7 Å

50 mg 16129

EZ-Link Sulfo-NHS-生物素

443.43 13.5

Sulfo-NHS-Biotin
MW 443.43

Spacer Arm 13.5 Å

N

O

O
O

SO

O O

NH
HN

S

O

Na+ O–

50 mg 21217

EZ-Link Sulfo-NHS-生物素，No-Weigh
形式

10 x 1 mg A39256

EZ-Link NHS-LC-生物素 454.54 22.4

O

O
H
N

O

NHHN

S

O

N

O

O

NHS-LC-Biotin
MW 454.54

Spacer Arm 22.4 Å 

50 mg 21336

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-脱硫生物
素，No-Weigh格式

526.54 17.3

Sulfo-NHS-LC-Desthiobiotin
MW 526.54

Spacer Arm 17.3 Å

H
N

N
HN

H

O
O

O

O
N

O

O

S

Na+O–

O

O

5 x 1 mg A39265

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-生物素

556.59 22.4

Sulfo-NHS-LC-Biotin
MW 556.59

Spacer Arm 22.4 Å

O

O
H
N

O

NHHN

S

O

N

O

O

SO

O

Na+ O–

100 mg 21335

Pierce Premium（特优级）Sulfo-NHS-
LC-生物素

100 mg PG82075

1 g PG82076

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-生物素，No-
Weigh形式

10 x 1 mg A39257

EZ-Link NHS-LC-LC-生物素 567.70 30.5

N

O

O
O

O

N
H

O
H
N

O

NHHN

S

O

NHS-LC-LC-Biotin
MW 567.70

Spacer Arm 30.5 Å

50 mg 21343 

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-生物素

669.75 30.5

Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin
MW 669.75

Spacer Arm 30.5 Å

N

O

O
O

S

O

O
O

N
H

O
H
N

O

NHHN

S

O

Na+ O–

50 mg 21338

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-生物素，No-
Weigh形式

10 x 1 mg A35358 

EZ-Link NHS-SS-生物素 504.65 24.3

O

S
S

H
N

O

NHHN

S

O

O
N

O

O

NHS-SS-Biotin
MW 504.65

Spacer Arm 24.3 Å

50 mg 21441

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

EZ-Link Sulfo-NHS-SS-生物素

606.69 24.3

Sulfo-NHS-SS-Biotin
MW 606.69

Spacer Arm 24.3 Å

O

S
S

H
N

O

NHHN

S

O

O
N

O

O

S

O

O

Na+ O–

100 mg 21331

Pierce Premium（特优级）Sulfo-NHS-
SS-生物素

100 mg PG82077

1 g PG82078

EZ-Link Sulfo-NHS-SS-生物素，No-
Weigh形式

10 x 1 mg A39258

EZ-Link NHS-亚氨基生物素 436.41 13.5

N

O

O
O

O

NHHN

S

N

O F

F
F

NHS-Iminobiotin Trifluoroacetamide
MW 436.41

Spacer Arm 13.5 Å

100 mg 21117

EZ-Link PFP-生物素 410.36 9.6

Biotin-PFP Ester
MW 410.36

Spacer Arm 9.6 Å

F

F

F

F

F

O

O

NHHN

S

O

50 mg 21218

EZ-Link NHS-PEG4-生物素

588.67 29.0
O

O
O

O

H
N

HN NH

S

O

O

O

O

N

O

O

NHS-PEG4-Biotin
MW 588.67

Spacer Arm 29.0 Å

25 mg 21330

50 mg 21362

1 g 21363

EZ-Link NHS-PEG4-生物素，No-Weigh
形式

10 x 2 mg A39259

EZ-Link NHS-PEG12-生物素

941.09 56

NHS-PEG12-Biotin
MW 941.09

Spacer Arm 56 Å

H
N

S

HN NH

O

O

OO

O

N

O

O
][

12

25 mg 21312

500 mg 21313 

EZ-Link NHS-PEG12-生物素，No-Weigh
形式

10 x 1 mg A35389

EZ-Link NHS-SS-PEG4-生物素 751.94 37.9
S

S

H
N

HN NH

S

O

O

O
O O

O
H
N

O

O

O

N

O

O 50 mg 21442

巯基反应性

EZ-Link BMCC-生物素 533.68 32.6
N
H

H
N

O

NHHN

S

O

O

N

O

O Biotin-BMCC
MW 533.68

Spacer Arm 32.6 Å 

50 mg 21900 

EZ-Link HPDP-生物素

539.78 29.2 H
N

O

NHHN

S

O

N
H

O

S
SN

Biotin-HPDP
MW 539.78

Spacer Arm 29.2 Å

50 mg 21341

EZ-Link HPDP-生物素，No-Weigh形式 10 x 1 mg A35390

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

EZ-Link 碘乙酰基-LC-生物素 510.43 27.1
HN

O

NH

S

O

N
H

H
N

O

I

Iodoacetyl-LC-Biotin
MW 510.43

Spacer Arm 27.1 Å 

50 mg 21333 

EZ-Link 碘乙酰基-PEG2-生物素 542.43 24.7
HN

O

NH

S

O

ON
H

H
N

O

I O

Iodoacetyl-PEG2-Biotin
MW 542.43

Spacer Arm 24.7 Å

50 mg 21334 

EZ-Link TFP-PEG3-生物素 694.74 32.6 H
N O

O
O

H
N

HN NH

S

O

OO

O

O
F

F

F

F

TFP-PEG3-Biotin
MW 694.74

Spacer Arm 32.6 Å

50 mg 21219

EZ-Link 马来酰亚胺-PEG2-生物素

525.62 29.1

Maleimide-PEG2-Biotin
MW 525.62

Spacer Arm 29.1 Å

N
H

O
O

NHHN

S

O

O

H
N

O

N

O

O

50 mg 21901BID 

EZ-Link 马来酰亚胺-PEG2-生物
素，No-Weigh形式

10 x 2 mg A39261

EZ-Link 马来酰亚胺-PEG11-生物素 922.09 59.1

Maleimide-PEG11-Biotin
MW 922.09

Spacer Arm 59.1 Å

H
N S

HN
NH

O

O

O

H
NN

OO

O

][
11

25 mg 21911 

羧基反应性

EZ-Link 生物胞素 372.48 20.1
H
N

O

NHHN

S

O

NH2

HO

O

Biocytin
MW 372.48

Spacer Arm 20.1 Å

100 mg 28022

EZ-Link 戊胺-生物素 328.47 18.9
H
N

O

NHHN

S

O

H2N

Pentylamine-Biotin
MW 328.47

Spacer Arm 18.9 Å

50 mg 21345

EZ-Link 氨基-PEG2-生物素 374.50 20.4

H2N O
O

H
N

HN

O

NH

S

O

Amine-PEG2-Biotin
MW 374.50

Spacer Arm 20.4 Å

50 mg 21346

EZ-Link 氨基-PEG3-生物素 418.55 22.9

Amine-PEG3-Biotin
MW 418.55

Spacer Arm 22.9 Å 

O
O

O

NH
HN

S

O

O

H
NH2N

50 mg 21347

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

EZ-Link 氨基-PEG4-脱硫生物素，No-
Weigh形式

432.55 28.8

H
N

N
HN

H

O
O

O
O

O
O

H2N

Amine-PEG4-Desthiobiotin
MW 432.55

Spacer Arm 28.8 Å

5 x 1 mg A39263

EZ-Link 氨基-PEG11-生物素 770.97 53.2
O

H
N

O
O

S

NHHN

O

O

O
O

O
O

O
O

O
O

H2N

Amine-PEG11-Biotin
MW 770.97

Spacer Arm 53.2 Å

100 mg 26136

羰基反应性

EZ-Link 酰肼-生物胞素 386.51 19.7 H
N

O

NHHN

S

O

N
H

O

NH2

H2N

Biocytin-Hydrazide
MW 386.51

Spacer Arm 19.7 Å

25 mg 28020 

EZ-Link 酰肼-生物素 258.34 15.7
H
N

O

NHHN

S

O

H2N

Biotin-Hydrazide
MW 258.34

Spacer Arm 15.7 Å

100 mg 21339 

EZ-Link 生物素-LC-酰肼 371.50 24.7

N
H

O
H
N

O

NH
HN

S

O

H2N

Biotin-LC-Hydrazide
MW 371.50

Spacer Arm 24.7 Å

50 mg 21340 

EZ-Link 酰肼-PEG4-生物素 505.63 31.3
O

O
O

O

H
N

HN NH

S

O

O

H
N

O

H2N

Biotin-PEG4-Hydrazide
MW 505.63

Spacer Arm 31.3 Å 

50 mg 21360 

EZ-Link 酰肼-PEG4-脱硫生物素，No-
Weigh形式

475.58 31.2

H
N

N
HN

H

O
O

O
O

O
ON

H

O

H2N

Hydrazide-PEG4-Desthiobiotin
MW 475.58

Spacer Arm 31.2 Å

5 x 1 mg A39262

EZ-Link 烷氧基胺-PEG4-生物素 434.22 27.0

H2N
O

O
O

O

H
N

O

S

NH
HN

O

Alkoxyamine-PEG4-Biotin
MW 434.22

Spacer Arm 27.0 Å

50 mg 26137

EZ-Link 烷氧基胺-PEG12-生物素 786.97 55.4
O

O
O

O

H
N

O

S

NH
HN

O

O
O

O
O

O
O

O
O

H2N

Alkoxyamine-PEG12-Biotin

MW 786.97
Spacer Arm 55.4 Å

50 mg 26139

详情请访问 thermofisher.com/biotinlabeling

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号

光反应性或化学选择性

EZ-Link 补骨脂素-PEG3-生物素 688.79 36.9
O

O

O

O

H
N

O

O
O

O

H
N

O

NHHN

S

O

Psoralen-PEG3-Biotin
MW 688.79

Spacer Arm 36.9 Å

5 mg 29986

EZ-Link TFPA-PEG3-生物素 663.69 33.4

TFPA-PEG3-Biotin
MW 663.69

Spacer Arm 33.4 Å

H
N S

HN
NH

O

O

O
O

O
H
N

O

F

F

F

F

N
N+

N– 25 mg 21303

EZ-Link 膦-PEG4-脱硫生物素，No-
Weigh形式

778.87 30.6

Phosphine-PEG4-Desthiobiotin
MW 778.87

Spacer Arm 30.6 Å

H
N

N
HN

H

O
O

O
O

O
O

H
N

O

Ph2P

H3CO

O

5 x 1 mg A39264

订购信息（续）
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用于蛋白质还原和变性的修饰试剂

产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号 Cat. No.

二硫键还原

Pierce 2-巯基乙醇/（β-巯基乙醇）   78.13 不适用 硫醇 HS
OH 10 x 1 mL 35602

Pierce 巯基乙胺盐酸盐
（2-巯基乙胺盐酸盐（2-MEA））

  78.13 不适用 硫醇 HS
+NH3 Cl–

2-Mercaptoethylamine•HCI
M.W. 113.61

6 x 6 mg 20408

Pierce 盐酸半胱氨酸 175.63 不适用 硫醇

HS

O

HO

Cysteine•HCl•H20
M.W. 175.6

NH3
+Cl— H2O 5 g 44889 

Pierce DTT，Cleland’s试剂/二硫苏
糖醇

154.25 不适用 硫醇 SHHS

OH

OH

DTT
M.W. 154.25

5 g 20290

Pierce DTT，No-Weigh形式 48 x 7.7 mg A39255

Bond-Breaker TCEP溶液，中性pH 286.25 不适用 膦 PHO

O

OHO

OH

O

TCEP
M.W. 250.15

5 mL 77720 

Pierce TCEP-HCl

286.65 不适用 膦

O

O

+ +
+

O
H HR

RS
S

O

P

TCEP

HO HO

OH

OH

O

O

O

R

R

SH

HS
O

P

OH

OH

1 g 20491

10 g 20490

Pierce Premium（特优级）TCEP-HCl

1 g PG82080

10 g PG82089

PG82090

席夫碱还原为烷基胺键

AminoLink还原剂  
（氰基硼氢化钠）   62.84 不适用 氰基硼氢化物

Sodium cyanoborohydride
M.W. 62.84

N        BH3–Na+ 2 x 1 g 44892

蛋白质变性剂和离液剂

盐酸胍
  95.53 不适用 不适用

Guanidine Hydrochloride
M.W. 95.54

H2N    C    NH2·HCl

NH

Lorem ipsum

500 g 24110

盐酸胍（8 M溶液） 200 mL 24118

尿素   60.06 不适用 不适用
NH2H2N

O

Urea
M.W. 60.06

1 kg 29700

详情请访问 thermofisher.com/proteinmodification

订购信息（续）
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蛋白和多肽的修饰试剂

产品 分子量
间隔臂
（Å） 结构 数量 货号 Cat. No.

不可逆地封闭伯胺

Pierce Sulfo-NHS-乙酸盐 
（Sulfo-N-羟基磺基琥珀酰亚胺乙酸
酯）

259.17 不适用 NHS酯

O

N

O

O

O

S

Na+O–

O
O

Sulfo-NHS acetate
MW 259.17

100 mg 26777

可逆地封闭伯胺

Pierce 柠康酸酐（2-甲基马来酸酐） 112.08 不适用 不适用 O

O

O

Citraconic Anhydride
M.W. 112.08

H3C

100 g 20907

保护和扩增伯胺

Pierce TFCS  
（N-（�-三氟乙酰基己酸）琥珀酰亚
胺酯）

324.25 7.7
NHS酯/三氟乙酰基
保护的-NH2

N

O

O

O

O
H
N

O

F

F
F

TFCS
6-(N-Trifluoroacetyl)caproic acid succinimide

MW 324.25
Spacer Arm 7.7 Å

50 mg 22299

修饰伯胺以含有受保护的巯基基团

Pierce SATP  
（N-琥珀酰亚氨基S-乙酰硫代丙酸
酯）

245.25 4.1 NHS酯 N

O

O
O S

O O

SATP
M.W. 245.25

Spacer Arm 4.1 Å

50 mg 26100

Pierce  SAT（PEG）4  
（N-琥珀酰亚氨基S-乙酰基（硫代四
乙二醇）

421.46 18.3
NHS酯/乙酰化巯基
（受保护）

N

O

O
O O

O
O S

O
O O

100 mg 26099

Pierce SATA
（N-琥珀酰亚氨基S-乙酰硫代乙酸
酯）

231.23 2.8 NHS酯 N

O

O

O

O
S

O

SATA
MW 231.23

Spacer arm 2.8 Å

50 mg 26102

修饰伯胺以含有游离巯基基团

Traut’s’试剂（2-亚氨基硫烷） 137.63 8.1 亚氨基硫烷
S

Traut’s reagent
MW 137.63

Spacer arm 8.1 Å

NH2
+Cl–

500 mg 26101

在蛋白质或表面添加氨基或羧酸功能基团

Pierce AEDP  
（3 -（（2-氨基乙基）二硫代）丙酸盐
酸盐）

217.74 不适用 氨基/羧酸
Cl- H3

+N
S

S OH

O

AEDP
M.W. 217.74

Spacer Arm 9.5 Å

50 mg 22101

不可逆地封闭巯基基团

Pierce NEM
（N-乙基马来酰亚胺）

125.13 不适用 马来酰亚胺

O

O

NEM
N-Ethylmaleimide

MW 125.13

CH3

N 25 g 23030

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 反应基团 结构 数量 货号

可逆地封闭巯基基团

Pierce MMTS  
（甲基硫代磺酸甲酯）

126.20 不适用 不适用
H3C

S
O S

CH3

O

MMTS
MW 126.20

200 mg 23011

通过硅烷化将伯胺添加到玻璃和硅胶表面

Pierce APTS 
（3-氨基丙基三乙氧基矽烷） 221.37 不适用 不适用 Si NH2O

O O

APTS
M.W. 221.37

100 g 80370

氧化碳水化合物以还原胺化

Pierce 偏高碘酸钠 213.89 不适用 碘酸

O

IO
O–

O

Sodium meta-Periodate 
M.W. 213.89

Na+

25 g 20504

烷基化物还原半胱氨酸

Pierce 碘乙酸 185.95 不适用 碘乙酰基
OH

O

I

Iodoacetic Acid
M.W. 185.95

500 mg 35603

Pierce 碘乙酰胺，No-Weigh形式 184.96 不适用 碘乙酰基
NH2

O

I

Iodoacetamide
M.W. 184.96

30 x 9.3 mg A39271

Pierce 氯乙酰胺，No-Weigh形式 93.51 不适用 氯乙酰基
NH2

O

CI 10 x 1 mg A39270

去保护SATA修饰的分子

Pierce 盐酸羟胺 69.49 不适用 不适用 H3N+ OH

Hydroxylamine Hydrochloride
MW 69.49

Cl– 25 g 26103

订购信息（续）
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用于蛋白质的聚乙二醇化（PEG标记）试剂

产品 分子量
间隔臂
（Å） 反应基团 结构 数量 货号

蛋白质或表面的氨基反应性线性聚乙二醇化，以甲基基团封端

MS（PEG）4  
（甲基-PEG4-NHS酯）

  333.33 16.4 NHS酯

MS(PEG)4
MW 333.33

Spacer arm 16.4 Å

n = 8
MS(PEG)8
MW 509.4

Spacer arm 30.8 Å

n = 12
MS(PEG)12
MW 685.71

Spacer arm 44.9 Å

n = 24
MS(PEG)24
MW 1,214.39

Spacer arm 88.2 Å

MS(PEG)n
Methyl-PEGn-NHS ester

Succinimidyl-([N-methyl]-#ethyleneglycol) ester

OO

O

N

O

O

CH3

n

O
O

OO

O

N

O

O

O
CH3

16.4 Å

100 mg 22341

NHS酯 22342

MS（PEG）8  
（甲基-PEG8-NHS酯）

  509.40 30.8 NHS酯
OO

O

N

O

O

CH3

8

100 mg 22509

MS（PEG）12  
（甲基-PEG12-NHS酯）

   685.71 44.9 NHS酯
OO

O

N

O

O

CH3

12

100 mg 22685

1 g 22686

MS（PEG）24  
（甲基-PEG24-NHS酯）

1,214.39 88.2 NHS酯
OO

O

N

O

O

CH3

24

100 mg 22687

蛋白质或表面的氨基反应性支链聚乙二醇化，以甲基基团封端

TMS（PEG）12  
（（甲基-PEG12）3-PEG4-NHS酯）

2,420.80 77.5 NHS酯 H
N

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
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25.5 Å

52.0 Å

Lorem ipsum

1 g 22424

蛋白质或表面的巯基反应性支链聚乙二醇化，以甲基基团封端

MM（PEG）12 
（甲基-PEG12-马来酰亚胺）

  710.81 51.9 马来酰亚胺
O

H
N CH3

O

N

O

O 12

100 mg 22711

MM（PEG）24  
（甲基-PEG24-马来酰亚胺）

1,239.44 95.3 马来酰亚胺
O

H
N CH3

O

N

O

O 24

100 mg 22713

蛋白质或表面的聚乙二醇化，以羧酸或伯胺封端

CA（PEG）4  
（羧基-（4-乙二醇）乙胺）

   265.30 18.1 胺/羧酸

n = 8
CA(PEG)8
MW 441.51

Spacer Arm 33.6Å

n = 12
CA(PEG)12
MW 617.72

Spacer Arm 46.8Å

n = 24
CA(PEG)24
MW 1146.35

Spacer Arm 89.8Å

O

O

HO
NH2

n

CA(PEG)4
MW 265.30

Spacer Arm 18.1Å

O
O

O
O

O

HO NH2

CA(PEG)n
Carboxy-PEGn-Amine

Carboxyl-(#ethyleneglycol) ethylamine

18.1Å

100 mg 26120

1 g 26121

CA（PEG）8  
（羧基-（8-乙二醇）乙胺）

   441.51 33.6 胺/羧酸

M.W. 265.30
Spacer Arm 18.1 Å 

CA(PEG)4

Carboxy-PEGn-Amine 
Carboxyl-(#ethyleneglycol) ethylamine

CA(PEG)n 

O
O

OHO

O

O
NH2

M.W. 441.51
Spacer Arm 33.6 Å 

CA(PEG)8 ][
8

O
HO

O
NH2

M.W. 617.72
Spacer Arm 46.8 Å 

CA(PEG)12 ][
12

O
HO

O
NH2

M.W. 1146.35
Spacer Arm 89.8 Å 

CA(PEG)24 ][
24

O
HO

O
NH2

100 mg 26122

1 g 26123

CA（PEG）12  
（羧基-（12-乙二醇）乙胺）

   617.72 46.8 胺/羧酸

M.W. 265.30
Spacer Arm 18.1 Å 

CA(PEG)4

Carboxy-PEGn-Amine 
Carboxyl-(#ethyleneglycol) ethylamine

CA(PEG)n 

O
O

OHO

O

O
NH2

M.W. 441.51
Spacer Arm 33.6 Å 

CA(PEG)8 ][
8

O
HO

O
NH2

M.W. 617.72
Spacer Arm 46.8 Å 

CA(PEG)12 ][
12

O
HO

O
NH2

M.W. 1146.35
Spacer Arm 89.8 Å 

CA(PEG)24 ][
24

O
HO

O
NH2

100 mg 26124

1 g 26125

CA（PEG）24  
（羧基-（24-乙二醇）乙胺）

1,146.35 89.8 胺/羧酸

M.W. 265.30
Spacer Arm 18.1 Å 

CA(PEG)4

Carboxy-PEGn-Amine 
Carboxyl-(#ethyleneglycol) ethylamine

CA(PEG)n 

O
O

OHO

O

O
NH2

M.W. 441.51
Spacer Arm 33.6 Å 

CA(PEG)8 ][
8

O
HO

O
NH2

M.W. 617.72
Spacer Arm 46.8 Å 

CA(PEG)12 ][
12

O
HO

O
NH2

M.W. 1146.35
Spacer Arm 89.8 Å 

CA(PEG)24 ][
24

O
HO

O
NH2

100 mg 26126

1 g 26127

详情请访问 thermofisher.com/pegylation

订购信息（续）
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产品 分子量
间隔臂
（Å） 反应基团 结构 数量 货号

金、银或金属表面的聚乙二醇化，以羧酸或甲基基团封端

CL（PEG）12  
羧基-PEG-脂酰胺化合物

  806.03 55.5 羧酸/双齿硫醇

55.5 Å

Carboxy-PEG12-Lipoamide

MW 806.03
Spacer Arm 55.5 Å 

H
N

O

O

HO

O SS

12

CL(PEG)12

100 mg 26135

CT（PEG）12  
羧基-PEG-硫醇化合物

  634.77 47.8 羧酸/硫醇

Carboxy-PEG12-Thiol

SH
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

OHO

O

MW 634.77
Spacer Arm 47.8 Å 

CT(PEG)12

100 mg 26133

ML（PEG）4  
甲基-PEG-硫醇化合物

  395.58 23.6 双齿硫醇

23.6 Å

Methyl-PEG4-Lipoamide

H
N

O
O

O
O

H3C

O

SS

MW 395.58
Spacer Arm 23.6 Å

ML(PEG)4

100 mg 26134

蛋白质或惰性材料表面的聚乙二醇化，以甲基基团封端

MT（PEG）4  
甲基-PEG-硫醇化合物

  224.32 15.8 硫醇

15.8 Å

H3C
O

O
O

O
SH

Methyl-PEG4-Thiol
MW 224.32

Spacer Arm 15.8 Å

MT(PEG)4

100 mg 26132

蛋白质、氧化碳水化合物或表面的聚乙二醇化，以甲基基团封端

MA（PEG）4  
（甲基-（4-乙二醇）乙胺）

  207.27 15.5 胺 MA(PEG)4
MW 207.27

Spacer Arm 15.5 Å

n = 8
MA(PEG)8
MW 383.48

Spacer Arm 29.7 Å

n = 12
MA(PEG)12
MW 559.69

Spacer Arm 43.9 Å 

n = 24
MA(PEG)24
MW 1088.32

Spacer Arm 86.1 Å 

MA(PEG)n
Methyl-PEGn-Amine

Methyl-(#ethyleneglycol) amine

O
O

O
H2N O

CH3

15.5 Å

O
H2N CH3

n

Lorem ipsum

100 mg 26110

1 g 26111

MA（PEG）8  
（甲基-（8-乙二醇）乙胺）

  383.48 29.7 胺 O
H2N CH3

8

100 mg 26112

1 g 26113

MA（PEG）12  
（甲基-（12-乙二醇）乙胺）

  559.69 43.9 胺 O
H2N CH3

12

100 mg 26114

1 g 26115

MA（PEG）24  
（甲基-（24-乙二醇）乙胺）

1,088.32 86.1 胺 O
H2N CH3

24

100 mg 26116

1 g 26117

订购信息（续） 
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产品 Ex/Em 发光颜色 数量 货号
氨基反应性
Alexa Fluor 350 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 346/442 蓝色 5 mg A10168
Alexa Fluor 350抗体标记试剂盒 346/442 蓝色 1盒 A20180

Alexa Fluor 405 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 402/421 蓝色
1 mg A30000
5 mg A30100

Pacific Blue琥珀酰亚胺酯 410/455 蓝色 5 mg P10163
7-二乙氨基香豆素-3-羧酸，琥珀酰亚胺酯 375/470 蓝色 25 mg D1412
BODIPY 493/503 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 500/506 绿色 5 mg D2191
BODIPY FL NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 505/513 绿色 5 mg D2184
荧光素-5-异硫氰酸酯（FITC“异构体I”） 494/518 绿色 1 g F143

Alexa Fluor 488 TFP酯 495/519 绿色
3 x 100 µg A37570
25 mg A37563

Alexa Fluor 488 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 495/519 绿色
1 mg A20000
5 mg A20100

Alexa Fluor 488蛋白标记试剂盒 495/519 绿色 1盒 A10235
Alexa Fluor 488微量蛋白标记试剂盒 495/519 绿色 1盒 A30006
Alexa Fluor 488抗体标记试剂盒 495/519 绿色 5次反应/盒 A20181
APEX Alexa Fluor 488抗体标记试剂盒 495/519 绿色 1盒 A10468
Zip Alexa Fluor 488快速抗体标记试剂盒 495/519 绿色 1盒 Z11233

pHrodo iFL Green STP酯（氨基反应性） 505/520 绿色
3 x 100 µg P36012
1 mg P36013

pHrodo iFL Green微量蛋白标记试剂盒 505/520 绿色 1盒 P36015
Oregon Green 488羧酸，琥珀酰亚胺酯，6-异构体 495/524 绿色 5 mg O6149
Oregon Green 488羧酸，琥珀酰亚胺酯，5-异构体 495/524 绿色 5 mg O6147
Oregon Green 514羧酸，琥珀酰亚胺酯 511/530 黄色 5 mg O6139
Alexa Fluor 514 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 517/542 黄色 1 mg A30002
Alexa Fluor 430 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 434/539 黄色 5 mg A10169
BODIPY R6G NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 528/550 橙色 5 mg D6180
Pacific Orange琥珀酰亚胺酯，三乙铵盐 400/551 橙色 1 mg P30253

Alexa Fluor 532 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 531/554 橙色
1 mg A20001
5 mg A20001MP

BODIPY 530/550 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 534/554 橙色 5 mg D2187

Alexa Fluor 555 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 555/565 橙色

3 x 100 µg A37571
1 mg A20009
5 mg A20109
25 mg A37564

Alexa Fluor 555蛋白标记试剂盒 555/565 橙色 1盒 A20174
Alexa Fluor 555微量蛋白标记试剂盒 555/565 橙色 1盒 A30007
Alexa Fluor 555抗体标记试剂盒 555/565 橙色 5次反应/盒 A20187
APEX Alexa Fluor 555抗体标记试剂盒 555/565 橙色 1盒 A10470
Zip Alexa Fluor 555快速抗体标记试剂盒 555/565 橙色 1盒 Z11234
BODIPY 558/568 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 558/569 橙色 5 mg D2219
BODIPY TMR-X NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 542/574 橙色/红色 5 mg D6117

Alexa Fluor 546 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 556/575 橙色/红色
1 mg A20002
5 mg A20102

Alexa Fluor 546蛋白标记试剂盒 556/575 橙色/红色 1盒 A10237
Alexa Fluor 546抗体标记试剂盒 556/575 橙色/红色 1盒 A20183
BODIPY 576/589 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 576/590 红色 5 mg D2225

pHrodo iFL Red STP酯（氨基反应性） 566/590 红色
3 x 100 μg P36011
1 mg P36010

Alexa Fluor 568 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 578/603 红色 1 mg A20003
5 mg A20103

Alexa Fluor 568抗体标记试剂盒 578/603 红色 5次反应/盒 A20184
APEX Alexa Fluor 568抗体标记试剂盒 578/603 红色 1盒 A10494
Alexa Fluor 568蛋白标记试剂盒 578/603 红色 1盒 A10238
Alexa Fluor 568蛋白标记试剂盒

荧光标记试剂和试剂盒
订购信息（续） 
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产品 Ex/Em 发光颜色 数量 货号
氨基反应性
BODIPY TR-X NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 589/617 红色 5 mg D6116

Alexa Fluor 594 NHS酯（琥珀酰亚胺酯 590/617 红色
3 x 100 μg A37572
1 mg A20004

Alexa Fluor 594 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 590/617 红色
5 mg A20104
25 mg A37565

Alexa Fluor 594蛋白标记试剂盒 590/617 红色 1盒 A10239
Alexa Fluor 594微量蛋白标记试剂盒 590/617 红色 1盒 A30008
Alexa Fluor 594抗体标记试剂盒 590/617 红色 1盒 A20185
APEX Alexa Fluor 594抗体标记试剂盒 590/617 红色 1盒 A10474
BODIPY 630/650-X NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 625/640 远红 5 mg D10000

Alexa Fluor 633 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 632/647 远红
1 mg A20005
5 mg A20105

Alexa Fluor633蛋白标记试剂盒 632/647 远红 5次反应/盒 A20170
BODIPY 650/665-X NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 646/660 远红 5 mg D10001

Alexa Fluor 647 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 650/668 远红

3 x 100 μg A37573
1 mg A20006
5 mg A20106
25 mg A37566

Alexa Fluor 647蛋白标记试剂盒 650/668 远红 1盒 A20173
Alexa Fluor 647微量蛋白标记试剂盒 650/668 远红 1盒 A30009
Alexa Fluor 647抗体标记试剂盒 650/668 远红 5次反应/盒 A20186
APEX Alexa Fluor 647抗体标记试剂盒 650/668 远红 1盒 A10475
Zip Alexa Fluor 647快速抗体标记试剂盒 650/668 远红 1盒 Z11235

Alexa Fluor 680 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 679/702 远红

3 x 100 μg    
A37574

A37574

1 mg A20008
5 mg A20108
25 mg A37567

Alexa Fluor 680蛋白标记试剂盒 679/702 远红 1盒 A20172
Alexa Fluor 680抗体标记试剂盒 679/702 远红 5次反应/盒 A20188

Alexa Fluor 700 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 702/723 NIR
1 mg A20010
5 mg A20110

Alexa Fluor 790 NHS酯（琥珀酰亚胺酯） 702/723 NIR 100 μg A30051
Alexa Fluor 790抗体标记试剂盒 702/723 NIR 5次反应/盒 A20189
巯基反应性
Alexa Fluor 350 C5马来酰亚胺 346/442 蓝色 1 mg A30505
BODIPY FL马来酰亚胺（BODIPY FL N-（2-氨基乙基）马来酰亚胺） 410/455 蓝色 1 mg B10250
荧光素-5-马来酰亚胺 505/513 绿色 25 mg F150
Alexa Fluor 488 C5马来酰亚胺 494/518 绿色 1 mg A10254
Oregon Green 488马来酰亚胺 495/519 绿色 1 mg O6034
Alexa Fluor 532 C5马来酰亚胺 495/524

绿色
1 mg A10255

Alexa Fluor 555 C2马来酰亚胺 531/554 1 mg A20346
BODIPY TMR C5马来酰亚胺 555/565 橙色 1 mg B30466
Alexa Fluor 546 C5马来酰亚胺 542/574 橙色/红色 1 mg A10258
四甲基罗丹明-5-马来酰亚胺，单一异构体 556/575 橙色/红色 1 mg T6027
罗丹明红C2马来酰亚胺 555/580 橙色/红色 1 mg R6029
Alexa Fluor 568 C5马来酰亚胺 570/590 红色 1 mg A20341
德克萨斯红C2马来酰亚胺 580/605 红色 1 mg T6008
Alexa Fluor 594 C5马来酰亚胺 595/615 红色 1 mg A10256
Alexa Fluor 633 C5马来酰亚胺 590/617 红色 1 mg A20342
Alexa Fluor 647 C2马来酰亚胺 632/647 远红 1 mg A20347
Alexa Fluor 680 C2马来酰亚胺 650/668 远红 1 mg A20344
Alexa Fluor 750 C5马来酰亚胺 679/702 NIR 1 mg A30459

订购信息（续）



产品 Ex/Em 发光颜色 数量 货号
羧基反应性
Alexa Fluor 350酰肼 346/442 蓝色 5 mg A10439
Alexa Fluor 350羟胺 346/442 蓝色 1 mg A30627
5-FAM（5-羧基荧光素），单一异构体 494/518 绿色 100 mg C1359
荧光素-5-氨基硫脲 494/518 绿色 100 mg F121
荧光素尸胺 494/518 绿色 25 mg A10466
Alexa Fluor 488酰肼 495/519 绿色 1 mg A10436
Alexa Fluor 488羟胺 495/519 绿色 1 mg A30629
Alexa Fluor 488尸胺 495/519 绿色 1 mg A30676
Qdot 525 ITK羧基化量子点 405/525 绿色 250 µL Q21341MP
Qdot 545 ITK羧基化量子点 405/545 黄色 250 µL Q21391MP
Qdot 565 ITK羧基化量子点 405/565 橙色 250 µL Q21331MP
Alexa Fluor 555酰肼 555/565 橙色 1 mg A20501MP
Alexa Fluor 555尸胺 555/565 橙色/红色 1 mg A30677
5-TAMRA（5-羧基四甲基罗丹明），单一异构体 555/580 橙色/红色 10 mg C6121
Qdot 585 ITK羧基化量子点 405/585 红色 250 µL Q21311MP
Qdot 605 ITK羧基化量子点 405/605 红色 250 µL Q21301MP
5-ROX（5-羧基-X-罗丹明，三乙铵盐），单一异构体 580/605 红色 10 mg C6124
德克萨斯红酰肼，＞90%单一异构体 595/615 红色 5 mg T6256
德克萨斯红尸胺（德克萨斯红C5） 595/615 红色 5 mg T2425
Qdot 625 ITK羧基化量子点 405/625 红色 250 µL A10200
Qdot 655 ITK羧基化量子点 405/655 远红 250 µL Q21321MP
Qdot 705 ITK羧基化量子点 405/705 NIR 250 µL Q21361MP
Qdot 800 ITK羧基化量子点 405/800 NIR 250 µL Q21371MP
化学选择性
SiteClick抗体叠氮修饰试剂盒 不适用 1盒 S20026
用于抗体标记的Click-iT Alexa Fluor 488 sDIBO炔烃 494/518 绿色 各1个 C20027
Alexa Fluor 488叠氮 494/518 绿色 0.5 mg A10266
Alexa Fluor 488炔烃 494/518 绿色 0.5 mg A10267
Click-iT Alexa Fluor 488 sDIBO炔烃 494/518 绿色 0.5 mg C20020
Click-iT Plus Alexa Fluor 488吡啶甲基叠氮化物工具包 494/518 绿色 1盒 C10641
SiteClick Qdot 525抗体标记试剂盒 405/525 绿色 1盒 S10449
SiteClick Qdot 565抗体标记试剂盒 405/565 橙色 1盒 S10450
Alexa Fluor 555叠氮 555/565 橙色/红色 0.5 mg A20012
Alexa Fluor 555炔烃 555/565 橙色/红色 0.5 mg A20013
Click-iT Alexa Fluor 555 sDIBO炔烃 555/565 橙色/红色 0.5 mg C20021
用于抗体标记的Click-iT Alexa Fluor 555 sDIBO炔烃 555/565 橙色/红色 各1个 C20028
Click-iT Plus Alexa Fluor 555吡啶甲基叠氮化物工具包 555/565 橙色/红色 1盒 C10642
SiteClick Qdot 585抗体标记试剂盒 405/585 橙色/红色 1盒 S10450
SiteClick R-PE抗体标记试剂盒 565/578 橙色/红色 1盒 S10467
四甲基罗丹明（TAMRA）叠氮化物 555/580 红色 0.5 mg T10182
四甲基罗丹明（TAMRA）炔烃 555/580 红色 0.5 mg T10183
用于抗体标记的Click-iT pHrodo iFL Red sDIBO炔烃 566/590 红色 1盒 C20034
SiteClick Qdot 605抗体标记试剂盒 405/605 红色 1盒 S10469
Alexa Fluor 594叠氮 590/617 红色 0.5 mg A10270
Alexa Fluor 594炔烃 405/625 红色 0.5 mg A10275
SiteClick Qdot 655抗体标记试剂盒 405/655 远红 1盒 S10453
Alexa Fluor 647叠氮 650/668 远红 0.5 mg A10277
Alexa Fluor 647炔烃 650/668 远红 0.5 mg A10278
Click-iT Alexa Fluor 647 sDIBO炔烃 650/668 远红 0.5 mg C20022
用于抗体标记的Click-iT Alexa Fluor 647 sDIBO炔烃 650/668 远红 1盒 C20029
Click-iT Plus Alexa Fluor 647吡啶甲基叠氮化物工具包 650/668 远红 1盒 C10643
SiteClick Qdot 705抗体标记试剂盒 405/705 NIR 1盒 S10454
SiteClick Qdot 800抗体标记试剂盒 405/800 NIR 1盒 S10455

订购信息（续）



 Protein clean-up 
technical handbook
Dialysis • Desalting • Detergent removal • 
Concentration • Endotoxin removal 

详情请访问 thermofisher.com/bioconjugation

仅供研究使用，不可用于诊断操作。© 2020 Thermo Fisher Scientific Inc.版权所有。除非另有说明，所有商标均为Thermo 
Fisher Scientific及其子公司所有。Cy是GE Healthcare的注册商标。Hoechst是Hoechst GmbH的商标。IRDye是LI-COR 
Biosciences的商标。

相关手册和资源
Molecular Probes手册
Molecular Probes手册提供最完整的荧光标记和检测参考资料，它是荧光探针和标
记技术指南，包含3000多种试剂和试剂盒的信息，展示了我们的各种标记和检测产
品。第11版拥有广泛的参考资料，其内容经过了重新组织，并加入新的技术说明和产
品亮点。

需免费下载手册，请访问   
thermofisher.com/molecular-probes-the-handbook

蛋白质纯化技术手册 
从这本48页的手册中提到的各种Thermo Scientific™蛋白质生物学工具中，你可以了
解如何有效去除小分子杂质，进行缓冲液更换，或者对2μL至250 mL的蛋白质样本
进行浓缩。使用Slide-A-Lyzer™透析卡和装置安全透析蛋白质样本。使用Zeba™脱盐
离心柱和96孔板快速进行样本脱盐，同时保证高蛋白回收率。使用针对去垢剂或内
毒素优化的树脂进行有效去除。使用Pierce ™蛋白质浓缩管快速浓缩稀释的蛋白质
样本。

如需下载免费手册，请访问 thermofisher.com/proteincleanuphandbook


