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摘要：本文以N-羟基丁二酰亚胺(N-Hydroxy succinimide，NHS)活化酯偶联法原理为基础，探究结晶

偶联法、反应液直接偶联法及二环己基碳二亚胺(dicyclohexylcarbodiimide，DCC)偶联法之间的优劣。

旨在为实验室安全有效、快捷便利地进行蛋白质生物素化提供更优选择。分别用上述三种方法对牛血

清白蛋白(bovine albumin，BSA)进行生物素偶联实验，用SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-polyacryla-
mide gel electrophoresis，SDS-PAGE)以及紫外波谱扫描特征吸收峰鉴定偶联产物，用凝胶成像系统及

Image Lab软件操作系统测定偶联产物相对分子质量，以此确定偶联比。结合上述定性、定量结果对三

种偶联方法进行评价。结果显示，三种方法均可以将生物素偶联到BSA上。结晶偶联法首先通过化学

合成活化酯并结晶，产率为37.28%，熔点为214~217，偶联比为8.9，单次反应成本128.71元；直接偶

联法偶联比为7.0，单次反应成本34.01元；DCC偶联法偶联比为2.2，单次反应成本33.81元。综上可

知，反应液直接偶联法相较于结晶法，其偶联效果与结晶偶联法相差无几；相较于DCC偶联法，其偶

联反应进行过程中对载体蛋白的变性损失更小。且反应液直接偶联法操作简单，用时较短，过程安

全，价格低廉。
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Comparison of three chemical methods for protein biotinylation
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Abstract: Based on the principle of the N-Hydroxy succinimide (NHS) activated ester coupling method,
advantages and disadvantages of the crystallization coupling method, the direct coupling method of reaction
solution and the dicyclohexylcarbodiimide (DCC) coupling method were explored. This paper aims to provide
a better strategy to perform protein biotinylation safely, effectively, quickly and conveniently. Biotin coupling
experiments were carried out on Bovine albumin (BSA) by the above three methods respectively, and the
coupling products were analyzed by SDS- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and UV-scanning
spectrum. The relative molecular mass of the coupling products was calculated by the Gel Imaging System and
the Image Lab (Bio-Rad). Then the coupling ratios were determined. Combined with the above qualitative and
quantitative results, the three coupling methods were evaluated. The results showed that all three methods can
conjugate biotin to BSA. The crystallization coupling method firstly activates the ester by chemical synthesis
and crystallization, the yield rate is 37.28%, the melting point is 214~217℃,the coupling ratio is 8.9, and the
single reaction cost is￥128.71; the coupling ratio of the direct coupling method is 7.0, and the cost of a single
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reaction is ￥34.01; the coupling ratio of the DCC coupling method is 2.2, and the cost of a single reaction is
￥33.81. The direct coupling method has almost the same coupling effect as the crystallization coupling
method and lower denaturation loss of the biotinylated protein in the DCC coupling method. Therefore, the
direct coupling method is simple in operation, short in time, safe in process and low in price.
Key Words: protein biotinylation; the direct coupling method; the crystallization coupling method; the
dicyclohexylcarbodiimide coupling method; UV-scanning spectrum

生物素(Biotin)是由植物或原核生物合成的一

种可溶性小分子物质，其分子式为C10H16N2O3S，相

对分子质量为244.3032，分子结构如图1所示，为有3
个手性碳原子的噻吩并咪唑酮环连接戊酸侧链的结

构。出于手性碳原子作用，生物素分子有8种立体异

构体，但是其中只有D-(+)-生物素才具有生物活

性[1]。生物素又被称为维生素H、辅酶R，也属于维生

素B族(被称作维生素B7)，是一种水溶性维生素[2]。

生物素可与亲和素(avidin)通过非共价键结

合。亲和素亦称抗生物素蛋白，是最早从蛋清中

提取出的一种碱性糖蛋白[3]。生物素与亲和素之间

的非共价结合的结合力Kd值高达10-15 mol/L[4]，是

自然界中发现的与生物素具有最强亲和力的物

质[5]，特异结合能力是抗原抗体的100万倍[6]。

利用生物素与亲和素之间的强效亲和作用，

以及它们既可偶联抗体等大分子生物活性物质，

又可被酶等多种材料所标记的特性，研制成一种

新型生物反应放大系统，即生物素-亲和素系统

(biotin-avidin-system，BAS)。并建立了多种高灵敏

度、高特异性、高度稳定，方便、经济和快速的

生物反应检测和分离纯化手段[7]。

目前在研究领域中，单纯的生物素被认为是

难以进行蛋白质生物素化的，所以要对生物素进

行必要的化学修饰。而化学修饰的部位通常选择

在其戊酸链上[8]。目前，比较常见的一种修饰方法

是N-羟基丁二酰亚胺(N-Hydroxy succinimide，
NHS)活化酯法。即将生物素先与NHS反应，将生

物素末端的羧基转化为含有活泼酯结构的NHS-生
物素酯(NHS-biotin，BNHS)[9]，进而使活化酯与蛋

白质反应达到生物素偶联蛋白的目的。然而，在

文献中有将活化酯结晶提纯后再与蛋白质偶联反

应的方式[10]，也有将活化酯反应原液直接用于偶

联反应的方法[11]。

由于活化酯结晶偶联法在操作中涉及复杂的

除杂和纯化过程，还需要使用乙醚、异丙醇等易

燃易爆且有毒的试剂，带来诸多不便。若非工业

生产纯品试剂用于商业，而是在实验室研究中用

于中间步骤，则可以采用反应液直接偶联法。该

方法可以简化操作步骤、降低成本及实验安全风

险。在此，本文从偶联效率、操作流程以及方法

成本等方面对NHS活化酯结晶偶联法与两种反应

液直接偶联法进行了探究和比较。

1 材料与方法

1.1 主要仪器

本研究所使用的主要仪器有：分析天平(杭州

友恒称重设备有限公司)、电泳系统及蛋白质电泳

仪(Bio-Rad公司)、高速离心机(上海安亭科学仪器

厂)、转移脱色摇床(Qilinbeier公司)、涡漩震荡器

(江苏金坛市医疗仪器厂)、电热恒温水浴锅(江苏

金坛市医疗仪器厂)、冷冻高速离心机(湖南湘仪离

心机仪器有限公司)、光学显微镜 (麦克奥迪有限

公司 )、截留相对分子质量为8 000~14 000的透

析袋(Biotopped产品)、凝胶成像系统及Image Lab
软件操作系统(BIO-RAD)、pH计(上海雷磁仪器有

限公司)、微量分光光度计(杭州奥盛仪器有限公

司)、熔点仪(上海易测仪器设备有限公司)。
1.2 试剂与溶液

1.2.1 试剂

NHS、二环己基碳二亚胺(DCC)、D-(+)-生物

图1 D(+)-生物素结构式
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素购自生工生物工程(上海)股份有限公司；牛血

清白蛋白 (BSA)购自赛国生物科技有限责任公

司；N,N-二甲基甲酰胺(DMF)购自天津天新精细

化工开发中心；乙醚购自白银良友化学试剂有限

公司；无水乙醇及异丙醇购自天津富宇精细化工

有限公司。其中，NHS和BSA纯度为生物试剂纯

度，DCC纯度为优级纯度，D-(+)-生物素纯度为美

国药典级纯度，其他溶剂纯度皆为分析纯。

1.2.2 溶液

本研究所用的主要溶液有：5×SDS Loading
Buffer、1 g/L考马斯亮蓝G-250染色液、0.1 g/L考
马斯亮蓝R-250溶液、考马斯亮蓝染色脱色液、

1×PBS缓冲液(pH7.24)、10 mg/mL BSA的PBS
溶液。

1.3 BNHS活化酯结晶偶联法

1.3.1 BNHS活化酯制备

参照文献[9]制备BNHS，反应如图2所示。

称取0.5 g生物素、0.25 g NHS、0.45 g DCC一起

溶于10 mL DMF中。反应体系置于50 ℃水浴中

24 h，抽滤去除针状白色结晶副产物。滤液加入乙

醚后开始产生白色沉淀，直到白色沉淀不再明显

增多，冰浴1 h后过滤得沉淀。取白色沉淀加入20 mL
热异丙醇溶解，冰浴3 h重结晶。异丙醇重结晶反

复2次。最后用无水乙醇适量淋洗晶体，挥干结晶

上残留的乙醇。称重，计算产率并低温保存。所

得晶体取出适量，在光学显微镜下观察其晶体形

态。将产物结晶、NHS、生物素各自称取10 mg溶
于0.5 mL DMF后进行紫外扫描(200~350 nm)，并

用熔点仪对适量晶体进行熔点测定，使用H-NMR

和IR表征其结构。

1.3.2 BNHS活化酯偶联

取1.3.1中制备的活化酯晶体20 mg，加入2 mL
DMF，在涡旋震荡仪上震荡使其充分溶解，冰上预

冷10 min。取BSA溶液5 mL，冰上预冷10 min。将活

化酯溶液缓慢滴入BSA溶液，边加边搅拌。置于

4 ℃反应过夜，然后8 000 r/min离心15 min，取上

清液透析2 d，期间6 h换液一次。偶联产物用微量

分光光度计测定蛋白质浓度，置于–20℃保存。

1.4 NHS活化酯直接偶联法

由于活化酯结晶会带来称取困难、水解失

效、提纯复杂等问题。在文献[12]的基础上，采用

“一锅法”——活化酯制备反应液直接偶联蛋白

质的策略，不经过结晶操作，在活化酯反应完成

后，直接用含有活化酯的反应液与蛋白质进行偶

联(图3)[13]。
取生物素20 mg、NHS 15 mg溶于2 mL DMF

中，加入17 mg DCC。待充分溶解后置于4 ℃反

应5 h。8 000 r/min离心15 min，取上清液记为A
液。10 mg/mL的BSA溶液记为B液。A、B液均

置于冰上预冷10 min，将A液缓慢加入B液，加

的过程中不断搅拌。4 ℃反应过夜，而后将反应

液8 000 r/min离心15 min，取上清液透析2 d，期

间6 h换液一次。偶联产物用微量分光光度计测

定蛋白质浓度，置于–20 ℃保存。

1.5 DCC直接偶联法

作为脱水缩合剂，DCC在活化酯反应法中的

作用是让生物素的羧基部分(-COOH)与N-羟基琥珀

酰亚胺的羟基部分(-OH)脱水形成酯键。但是文献

图2 BNHS化学合成路线图

图3 BNHS法偶联蛋白反应流程
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报道，DCC也可以直接用于小分子物质与蛋白质

的偶联反应中[14]。蛋白质上的氨基与生物素上的

羧基，可以在DCC的脱水缩合作用下，形成酰胺

键，从而实现偶联效果。其反应如图4所示。

取DCC 20 mg、生物素25 mg溶于2 mL
DMF。室温反应3 h，记为C液。10 mg/mL的BSA
溶液记为D液。C、D液均置于冰上预冷10 min，将

C液缓慢加入D液，加的过程中不断搅拌。4 ℃反

应过夜，而后将反应液8 000 r/min离心15 min，取

上清液透析2 d，期间6 h换液一次。所得的偶联产

物用微量分光光度计测定蛋白质浓度，置于–20℃
保存。

1.6 偶联产物的鉴定

1.6.1 UV波谱扫描鉴定

按文献分别对上述各方法所得的透析后偶联

产物使用微量分光光度计测定蛋白质浓度[15]。用

PBS将各偶联产物稀释到相同浓度，并配制等浓度

的BSA参照溶液。用DMF配制生物素参照溶液。

在波长190~350 nm范围内进行紫外扫描。

1.6.2 SDS-PAGE鉴定

样品加入Loading Buffer后煮沸15 min。配制

SDS-PAGE凝胶，选择浓缩胶浓度为5%，分离胶

浓度为10%。浓缩胶电泳电压为60 V，待样品泳动

至同一基线即调整电压为120 V，进行分离胶电

泳。待电泳结束后，取出胶块，用考马斯亮蓝-
R250染色1~2 h后用脱色液对胶块进行脱色，期间

脱色液颜色变深即换液。

1.6.3 偶联比测定

利用凝胶成像系统对SDS-PAGE后的蛋白质条

带进行拍照与分析。通过Image Lab软件配合蛋白

质分子量标准品(Marker)对电泳所得条带进行拟合

分析[16]。按下式计算标准品各条带Rf值：

Rf=Li/L0

注：Li为凝胶顶部到标准品各条带的距离，L0

为凝胶顶部到电泳染料迁移前沿的距离

对标准品各条带代表的相对分子质量取常用

对数值(lgMW)为Y，Rf值为X作线性函数：Y=aX+b。
计算系数a、b以及R2(线性相关系数)[17]。

通过计算凝胶上载体蛋白(空白对照)和三种偶

联法所得到的偶联产物蛋白的Rf值，计算出四条泳

道中蛋白质条带相应的lgMW。进而得出各蛋白质

条带的相对分子质量，并按照下列公式计算各种

方法下的偶联比[18]。

偶联比=(M1–M0)/MB

注：M1为偶联产物相对分子质量，M0为载体

蛋白相对分子质量，MB为生物素相对分子质量

2 结果

2.1 BNHS活化酯结晶

反应结束后，产物BNHS活化酯经重结晶后称

重，共收得产物0.2344 g，产率约为37.28%，熔点

测定熔程为214~217℃。

结晶产物为白色结晶粉末，光学显微镜下观

察结果如图5。产物主要为片状或短棒状结晶，总

体粒度较为均一，但也有一些较小的碎片结晶。

将反应产物、生物素以及NHS配成20 mg/mL
的DMF溶液。在波长200~350 nm下进行扫描，对

比三种物质的紫外吸收峰，如图6所示。紫外扫描

结果表明，生物素在波长245 nm时有明显吸收，

NHS在波长260 nm时有明显吸收，反应产物在波

长245 nm、260 nm有两处明显吸收，体现出生物

素和NHS的特征吸收，符合紫外光谱的叠加

原理。

图7、图8为反应产物重结晶样品的H-NMR(图
7)以及IR(图8)表征图谱。由核磁共振氢谱数据可

知：1H NMR (DMSO，400 MHz)： δ=6.44 (s，
1H，-NH-)，6.38 (s，1H，-NH-)，4.30 (t，J
=7.6 Hz，1H，-CHCH2S)，4.15 (t，J=5.6 Hz，
1H，2.89–2.81 (m，5H，-CH2-)，2.67 (t，J
=7.2 Hz，2H，-CHCOO)，2.60 (d，J=12.8 Hz，

图4 DCC法偶联蛋白反应流程
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1H，-CH2S)，1.68–1.42 (m，6H，-CH2-)。
而由红外光谱数据可知：波数3 237 cm–1和

3 118 cm–1附近范围内的吸收峰分别为酰胺A谱带

和B谱带中的N-H伸缩振动峰；波数1 827 cm–1附近

范围内的吸收峰为生物素上环内酰胺中C=O结构

的伸缩振动峰；波数1 787 cm–1和1 704 cm–1附近范

围内的吸收峰分别为N-羟基琥珀酰亚胺(环状酰亚

胺中)上C=O结构的对称偶合振动峰和不对称偶合

振动峰；波数1 733 cm–1附近范围内的吸收峰为反

应产物中新生成的酯羰基中C=O结构的伸缩振动

峰；波数740 cm–1附近范围内的吸收峰为生物素上

N-H结构中的面外弯曲伸缩振动峰。

综合熔点测定、紫外扫描光谱、红外光谱和

核磁共振氢谱的表征，则可得出反应产物符合目

标产物化学特征的判断，即为BNHS。
2.2 偶联产物SDS-PAGE分析

由于SDS对蛋白质分子的解构、包裹，形成

了分子形状基本一致的SDS-蛋白质分子复合物。

SDS-PAGE时，蛋白质样品的迁移速率主要取决于

其相对分子质量的差异。所以，偶联生物素后的

BSA由于相对分子质量增加，其迁移速率会下降。

SDS-PAGE可以看出(图9)，三种偶联法得到

的电泳条带相较于BSA电泳条带出现明显滞后，可

以说明在这三种方式下生物素已经与BSA偶联。且

可以看出，结晶偶联法与直接偶联法条带位置接

近，说明这两种方法偶联程度接近。而DCC偶连

法所表现的条带虽较BSA滞后，但相较于另外两种

偶联法则偶联程度更低(迁移率更快，相对分子质

量更低)。

图5 BNHS结晶光镜观察

图6 BNHS、生物素、NHS紫外扫描光谱

图7 BNSH结晶的H-NMR图谱
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2.3 偶联产物紫外扫描鉴定

生物素和蛋白质分子均有特殊的紫外吸收

峰。生物素化的蛋白质由于其叠加、位移的紫外

特征吸收峰可用于生物素化蛋白质的分析与鉴

定。由图10(A、B、C)三个紫外扫描图谱可以看

出，生物素在230~250 nm之间有较为明显的吸收

峰，BSA在209 nm和280 nm处有明显的吸收峰。在

图10A和图10B中，结晶偶联法的偶联产物在260 nm
和210 nm处有明显吸收峰，且210 nm附近的吸收

峰较BSA的吸收峰出现了红移现象、260 nm的吸

收峰出现了蓝移现象；直接偶联法得到的偶联产

物在259 nm处有明显吸收峰，且210 nm附近的吸

收峰红移至214 nm。但是DCC偶联法产物的紫外

吸收峰形与前两者有所不同(图10C)，偶联产物与

BSA在280 nm处的吸收一致，仅在210 nm处的吸

收峰较BSA有所变宽，所以DCC偶联法可能并不

能有效地将BSA与生物素偶联，需要进行后续的偶

联比测定来进一步探究DCC偶联法的效果。

图8 BNSH结晶的IR图谱

M：蛋白质分子量标准品；1：BSA；2：DCC偶联法；3：直接偶联

法； 4： 结晶偶联法

图9 偶联产物SDS-PAGE鉴定

A：晶偶联法；B：接偶联法； C：DCC偶联法

图10 偶联产物、BSA、生物素紫外扫描光谱
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三种偶联法扫描的紫外波谱中，210 nm左右

波长处的吸收情况都有一定程度的红移或峰形改

变，可能是因为偶联反应是通过酰胺键(肽键)完成

的，而酰胺键(肽键)的特征吸收在210 nm附近，从

而导致紫外吸收峰的变化。

偶联产物的吸收峰明显出现了生物素和BSA
的特征，而位移效应使偶联产物的吸收峰相较于

生物素和BSA有位移现象。所以三种偶联法的产物

都符合特征峰吸收的叠加效应与位移效应，可以

定性为偶联反应已经发生。

2.4 偶联比测定

运用Image Lab软件分析SDS-PAGE中蛋白质

分子量标准品的Rf值与相对分子质量的对数之间的

线性关系(图11)，并做出标准曲线得出线性回归方

程(图12)：y=–1.1x+2.29(R2=0.9812)；由软件计算

得出各样品相对分子质量(图13)：空白BSA为66
300，DCC偶联法所得样品为66 800，接近BSA的
相对分子质量，说明DCC直接偶联法效果不佳；

而直接偶联法所得样品为6 8000，结晶偶联法所的

样品为68 500，相较于BSA的相对分子质量有明显

增加，说明此两种方法的偶联效果更加明显。

偶联比等于生物素化BSA的相对分子质量减

去对照BSA的相对分子质量，再除以生物素的相对

分子质量(∆M生物素/M生物素)，其大小表征了BSA生
物素化的程度。

经计算所得各样品偶联比(表1)：DCC偶联法

为2.2，直接偶联法为7.0，结晶偶联法为8.9。

2.5 三种偶联法综合比较

实验方法的安全性、有效性和简单便利是评价

实验方法优劣的重要指标。通过对以上方法的成

本、耗时、安全性、得率和操作难易五个方面综合

比较，本文认为直接偶联法表现出了较好的优势。

根据每种偶联法的成本投入，可以计算出三

种偶联法的成本如下(反应投料以0.5 g生物素、

0.25 g NHS、0.45 g DCC和10 mL DMF计算)：结晶

偶联法为128.71元；直接偶联法为34.01元；DCC
偶联法为33.81元。

除成本因素外，实验耗费的时间、安全系数

等问题也需加以考虑。三种偶联法的综合对比如

表2所示。

由表2可知，结晶偶联法成本最高、耗时最长

且安全性差，其高成本、高耗时和高实验风险均

来自结晶操作和重结晶操作过程中需要用到的大

量乙醚和异丙醇，且乙醚的用量难以精确掌握。

直接偶联法与DCC偶联法无论从成本、耗时、安

全性和操作难易相比，都无明显差异。但DCC偶
联法得率过低，在实验时也伴有大量白色沉淀从

蛋白质溶液中析出，可能是蛋白样品变性导致的

较低产率，其准确原因尚待进一步研究。

3 讨论

3.1 偶联反应效果的判断

鉴定小分子修饰物与载体蛋白偶联常用的方

法有UV、IR、SDS-PAGE、核磁共振碳谱(13C-

图11 凝胶成像系统扫描蛋白质分子量标准品各条带
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NMR)、标记抗原示踪法等[15]。IR和13C-NMR虽然

可准确测定样品的化学结构，但是生物学研究者

对这两种图谱不太娴熟；标记抗原示踪法则需要

对半抗原进行标记，还需要测定结合半抗原的放

射强度，有较高风险并且繁琐复杂。此外，将抗

体等活性蛋白质大分子与小分子修饰物进行偶联

并非最终目的，其最终目的在于将修饰后的偶联

物用于生物反应检测或医药科学创新等领域。所

以，研究的重点在于被小分子修饰物偶联后的抗

体等活性蛋白质大分子的生物学活性不能在偶联

反应中被掩盖或消除。因此，生物学研究者们鉴

定小分子修饰偶联抗体常用的验证策略是使用

UV、SDS-PAGE和Western blot结合的方式来验证

反应产物的相对分子质量差异和产物分子的特异

性结合能力。

从紫外扫描实验结果来看，结晶偶联法与直

接偶联法都可以将生物素偶联到蛋白质上。由于

反应后的偶联产物均经过足够的透析除杂，所以

紫外分析中的光谱数据有足够的可信度[19]。

但是，如果仅定性判断两者是否产生了有效

偶联，在大多数情况下采用紫外扫描分析即可得

到较为可信的结论。然而，评判一种偶联方式的

可靠性，仅依凭紫外扫描分析的定性检测是不够

的，还需要结合偶联比来分析偶联效率。虽然紫

外扫描也可以用于定量计算偶联比[20]，但前提是

载体蛋白与修饰物之间具有明显的、可区分的不

同吸收特征，如相距较远的特征吸收峰等[21]。所

以，由于紫外图谱的叠加效应，得到的偶联比往

往是不准确的。本研究中，生物素的特征峰基本

位于230~250 nm区域，这与蛋白质的末端吸收区

域(200~230 nm)和特征吸收区域(260~290 nm)距离

较近甚至有一部分重叠。

所以，本研究可以将紫外扫描分析用于是否

偶联的定性判别依据不适于利用紫外法测定偶联

比。SDS-PAGE分析时既可以定性分析，也能够利

用凝胶成像系统分子量测算法来计算偶联比。

3.2 DCC法偶联

本研究使用DCC偶联法与活化酯偶联法作参

照。DCC是有机合成和医药制造工业常用的脱水

剂，它可以使两个本来不能反应的分子脱水形成

图12 lgMW-Rf标准曲线

1：蛋白质分子量标准品；2：BSA；3：DCC偶联法；4：直接偶联

法；5：结晶偶联法

图13 凝胶成像系统计算的蛋白质相对分子质量

表1 三种偶联方法的相对分子质量、Rf与偶联比

样品 相对分子质量 Rf 偶联比

空白BSA 66300 0.425876 无

DCC偶联法所得样品 66800 0.423181 2.2

直接偶联法所得样品 68000 0.412399 7.0

结晶偶联法所得样品 68500 0.409704 8.9

表2 三种偶联法综合比较

种类 成本 耗时 安全性 得率(偶联比) 操作难易

结晶偶联法 128.71元 1.5 d 较危险 8.9 复杂

直接偶联法 34.01元 3 h 安全 7.0 简单

DCC偶联法 33.81元 3 h 安全 2.2 简单
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化学键[22]。羧酸类物质与DCC在DMF中反应，首

先生成活性中间体，中间体的高度活性使其极为

容易与胺反应[23]。DCC是最早用于肽键(酰胺键)合
成的碳二亚胺类化合物，现已广泛应用于该领

域。首先是因为DCC相对便宜，其次是由于DCC
可溶于肽键合成常用的溶剂(如DMF)。在肽键形成

期间，DCC转变为二环己基脲(DCU)从反应液中沉

淀出来。但是，DCU难以从反应体系中完全去

除，为此衍生出了一些改造的缩合剂，如EDC[1-乙
基-3-(3-二甲胺基丙基)-碳二亚胺盐酸盐]。这些改

造后的碳二亚胺类物质在肽合成中所形成的脲，

可以很容易地从反应物混和物中分离出来[24]。

Kolosova等 [ 25 ]用EDC偶联出了氯霉素全抗

原；李林峰等 [ 2 6 ]也用此方法偶联出利福平全抗

原，说明以EDC为代表的新型碳二亚胺类缩合剂

的使用日益普遍。但是，该方法合成并不稳定，

常出现未能达到偶联效果的情况。其原因可能与

活性中间体的反应机制有关。EDC通过与羧基反

应形成氨基反应活性O-酰基脲中间体，如果该中

间体未能在较快的时间里与氨基反应，则会很快

水解并重新释放出羧基基团，从而导致合成失

败[27]。加入N-NHS或N-羟基硫代丁二酰亚胺(Sulfo-
NHS)作为稳定剂，可以使反应生成的活性中间体

留存时间加长，从而达到稳定的反应效率[28]。

4 结论

根据偶联比的数据分析，采用结晶偶联法和

直接偶联法的标记效率差异并不明显。而结晶偶

联法前期准备工作繁杂冗长、操作复杂、涉及危

化品且成本高昂，不如直接偶联法快速便捷、安

全廉价。而DCC偶联法虽然成本最低，但偶联产

物的浓度和偶联比也是最低，可能原因是其高脱

水反应活性导致蛋白质变性，从而造成了一定程

度上的蛋白质损耗。

综上所述，在生物素偶联蛋白质分子时，采

用活化酯法是较为成熟与主流的，而活化酯反应

液直接偶联法有耗时短、操作简便、安全低毒等

特点。相较于活化酯结晶偶联法操作中重结晶、

除杂以及纯化涉及到的繁琐的实验步骤和危险性

化学试剂的取用而言，直接偶联法优于结晶偶联

法。值得注意的是，结晶偶联法虽然纯化BNHS比
较麻烦，但是后期应用于偶联反应更加方便，纯

化步骤快速简便。由于直接偶联法中DCC参与反

应时产生的DCU白色沉淀很难完全除去，导致通

过透析方法纯化偶联产物的过程困难且费时。但

是，对于化合物纯化方法不熟练但对生物操作纯

熟的实验室而言，反应液直接偶联法则是更优的

选择。
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