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EZLink NHS-Biotin Kit Protocol 

1. 产品描述 

EZLink NHS-Biotin Kit（货号：K1002）包含可以进行 10次生物素化标记反应的所有试剂。EZ-Link NHS-Biotin

是一种水不溶的生物素试剂，需用 DMSO或 DMF等有机溶剂溶解。与 EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin不同，EZ-Link 

NHS-Biotin可透过细胞膜，可用于标记细胞内带有伯胺（NH2-）蛋白质。试剂盒中所提供的生物素是足量的，

并且已被激活可直接使用。每个试剂盒中均包含 10个脱盐离心柱，无需透析即对标记的蛋白等进行脱盐处

理，速度比透析及传统的凝胶过滤更快，蛋白回收率和脱盐效率比超滤的更好，且整个过程简单快捷。后

续可以采用试剂盒中含有的 HABA溶液和链霉亲和素来检测 Biotin标记效率。 

图 1  NHS-Biotin与伯胺反应图解 

2. 产品组分 

组分 规格 

EZ-Link NHS-Biotin 25 mg 

Streptavidin 10 mg 

HABA Solution 1 mL 

PBS Pack (makes 500 mL) 1 pack 

Sephadex G-25 in PD-10 Desalting Columns 8.3 mL, 10 columns 

Sufficient for: 10 labeling reactions, each with 1 to 10 mg of antibody 

3. 储存条件 

请将 EZ-Link NHS-Biotin和 Streptavidin在-20°C保存，其他试剂在 4°C保存，Sephadex G-25存储在 PD-10脱

盐柱中，储存温度为 4°C至 30°C。该试剂盒室温运输。 

4. 注意事项 

4.1. EZ-Link NHS-Biotin对湿度敏感，容易吸潮。请将 EZ-Link NHS-Biotin试剂与干燥剂储存在-20°C。为避免水

分凝结到产品上，在打开前将试剂瓶完全平衡到室温。 
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4.2. 按照操作说明，在使用前配制 Biotin 试剂。NHS-ester 容易水解并变得不活泼，因此一次只能称量和溶

解少量试剂，并且不能制备储存液。配制后未使用的溶液应丢弃而非下次再使用。 

4.3. 避免使用含伯胺的缓冲液（如 Tris 或甘氨酸），因为此类缓冲液与反应竞争。如有必要，可通过在 PBS

中透析或浓缩的方法将蛋白质样品交换为无胺的缓冲液。 

4.4. 该试剂盒中提供的脱盐柱适用于为 1.75-2.5 mL反应体系、标记 1-10 mg蛋白质的生物素化反应。对于较

少量的蛋白质或较小的反应体积，在单个 Slide-A-Lyzer MINI透析装置中进行生物素化反应和缓冲液交换。

对于超过脱盐柱可处理的反应体积，可将样品分成两管，或使用适当的 Slide-A-Lyzer™透析盒进行缓冲液

交换。为了处理小体积（10-150 μL）的肽和其他低分子量分子，可以使用 Pierce C18离心柱。 

5. Biotin标记操作步骤 

5.1. 计算 

A) 计算添加到反应中摩尔过量 20*倍的 EZ-Link NHS-Biotin的毫摩尔量： 

mL protein ×  
mg protein

mL protein
  × 

mmol protein

mg protein
  × 

20 mmol Biotin

mmol protein
 = mmol Biotin 

*20为建议每 1-10 mg/mL蛋白质样品过量的 Biotin摩尔倍数 

B) 计算添加到反应所需的 10 mM EZ-Link NHS-Biotin（在步骤 5.2.C中制备）的体积： 

mmol Biotin × 
341.38 mg

mmol Biotin
 × 

644.4 μL

2.2 mg
 = μL Biotin Solution 

*
 

*341.38为 EZ-Link NHS-Biotin分子量 

*644.4为溶解 2.2 mg EZ-Link NHS-Biotin配成 10 mM溶液所用 DMSO或 DMF的体积（μL） 

   C) 计算举例： 

      1 mL的 2 mg/mL IgG（150000 MW）溶液，需添加 26.6 μL的 10 mM EZ-Link NHS-Biotin溶液 

1 mL IgG × 
2 mg IgG

1 mL IgG 
 × 

1 mmol IgG

150000 mg IgG
 × 

20 mmol Biotin

1 mmol IgG
 = 0.000266 mmol Biotin 

0.000266 mmol Biotin × 
341.38 mg

mmol Biotin
 × 

644.4 μL

2.2 mg
 = 26.6 μL Biotin Solution 

5.2. Biotin标记反应 

A) 从冰箱中取出 EZ-Link NHS-Biotin，使其平衡至室温。 

B) 将 1-10 mg蛋白溶解在 1.75-2.5 mL磷酸盐缓冲液（PBS）中，根据步骤 5.1计算蛋白质毫摩尔量。 
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*注：已经溶解在 pH为 7.2-8.0的无胺缓冲液中的蛋白质无需更换缓冲液即可使用。在 Tris或其他含胺缓冲液中的蛋

白质必须交换 PBS（通过透析或使用试剂盒中包含的脱盐柱）。 

C) 将平衡至室温的 2.2 mg EZ-Link NHS-Biotin溶于 644.4 μL DMSO或 DMF中来制备 10 mM溶液。 

D) 在蛋白质溶液中加入适量的 EZ-Link NHS-Biotin溶液（参考步骤 5.1的计算）。 

E) 在冰上孵育反应 2小时，或在室温下孵育 30-60分钟。  

*注： 尽管溶液中残留有过量的未反应和水解的生物素试剂，但通常可以通过 ELISA或Western blot对标记的蛋白进

行初步测试。确认功能后，通过步骤 5.3使用脱盐柱进行缓冲液交换，以获得最佳性能和稳定性。如果要进行 HABA

测定以确定生物素标记效果，则必须先通过缓冲液交换来纯化蛋白质。 

5.3. 使用脱盐柱交换缓冲液并去除过量的生物素试剂 

A) PD-10 脱盐色谱柱的准备工作：a. 打开顶盖，倒出色谱柱存储溶液；b. 用镊子移开顶部过滤器；

c.将色谱柱的密封端切开；d. 通过使用色谱柱适配器将 PD-10脱盐色谱柱放入 50 mL收集管中。 

B) 色谱柱平衡：a. 用平衡缓冲液充满色谱柱，让平衡缓冲液完全进入填充层；b. 重复 3次并舍弃缓

冲液；c. 第 5次用平衡缓冲液填充色谱柱，并以 1000 × g的转速旋转 2分钟；d. 舍弃缓冲液。（注：

所有步骤总共使用约 25 mL平衡缓冲液）。 

C) 样品添加：将蛋白质样品（1.75-2.5 mL）缓慢添加到填充层中间，让样品吸收到树脂中。 

D) 洗脱：a. 将 PD-10脱盐柱放入新的 50 mL收集管中；b. 1000 × g离心洗脱 2分钟；c. 收集洗脱液

即纯化的蛋白质样品，将蛋白质溶液存放在适当的条件下。 

6. HABA法检测生物素标记效果 

6.1. 试剂配制 

A) 磷酸盐缓冲液（PBS）：100 mM磷酸盐，150 mM氯化钠，pH = 7.2。 

B) HABA /链霉亲和素溶液：将 10 mg的链霉亲和素和 600 μL 10 mM 的 HABA加入到 19.4 mL的 PBS

中。该溶液用 1 cm比色皿测得的 A500为 0.9-1.3。溶液在 4°C可稳定保存 2周。如果 HABA溶液有

沉淀产生，可将其过滤后使用。 

6.2. 评估 Biotin标记效果操作步骤 

A) 可选步骤 1：比色皿法 

a. 吸取 900 μL HABA /链霉亲和素溶液到 1 mL比色皿中。 

b. 测量比色皿中溶液在 500 nm处的吸光度，并记录为“A500 HABA/Streptavidin”。 

c. 吸取 100 μL生物素标记的蛋白质样品加入到含有 HABA /链霉亲和素的比色皿中，并充分混合。 

d. 测量比色皿中溶液在 500 nm处的吸光度。一旦数值 15秒以上保持恒定，将其记录为 

“A500 HABA/Streptavidin/Biotin”。如果 A500 HABA/Streptavidin/Biotin < 0.3，则稀释待检测样品并

检测，但切记在计算结果时要考虑稀释倍数。 
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e. 按照步骤 6.3计算每摩尔蛋白质的生物素摩尔数。 

B) 可选步骤 2：微孔板法 

a. 吸取 180 μL HABA /链霉亲和素溶液至微孔板孔中。 

b. 测定孔中溶液在 500 nm处的吸光度，并将其记录为“A500 HABA/Streptavidin”。 

c. 添加 20 μL生物素标记的蛋白质样品到含有 HABA/链霉亲和素溶液的孔中，充分混合。 

d. 测量孔中溶液在 500 nm处的吸光度。一旦数值 15秒以上保持恒定，将其记录为 

“A500 HABA/Streptavidin/Biotin”。 

e. 按照步骤 6.3计算每摩尔蛋白质的生物素摩尔数。 

6.3. 计算 Biotin/Protein摩尔比 

A) 该计算基于 Beer Lambert定律（Beer’s定律）：Aλ = ελbC ，其中： 

a. A是样品在特定波长（λ）处的吸光度（没有单位）。HABA测定的波长为 500 nm 

b. ε是在波长（λ）处的吸收率或消光系数。对于 500 nm处 pH 7.0的 HABA/链霉亲和素样品，消

光系数等于 34000 M-1cm-1 

c. b是样品路径，单位为 cm 

d. C是样品摩尔浓度（单位为 mol/L = mmol/mL） 

B) 计算 Biotin/Protein摩尔比所需的值如下： 

a. 蛋白质或样品的浓度，单位 mg/mL 

b. 蛋白质的分子量（MW），以 g/mol表示（例如 HRP = 40000；IgG = 150000） 

c. HABA/链霉亲和素溶液（A500 H\S）在 500 nm处的吸光度 

d. HABA/链霉亲和素/生物素反应混合物在 500 nm处的吸光度（A500 H\ S\ B） 

e. 稀释倍数 

C) 计算 Biotin/Protein摩尔比过程 

a. #1：计算生物素化蛋白的浓度，单位为 mmol/mL（在进行任何稀释之前） 

mmol protein/mL = 
蛋白浓度 (mg/mL)

蛋白分子量 (mg/mmol)
 = Calc#1 

b. #2：计算 500 nm处吸光度变化值 

比色皿法：ΔA500 = (0.9* × A500 H\S) – (A500 H\S\B) = Calc#2 

微孔板法：ΔA500 = (A500 H\S) – (A500 H\S\B) = Calc#2 

*注：使用比色皿法时需要0.9作为校正系数，以调节生物素化蛋白质样品对H\S溶液的稀释。 

c. #3：计算每毫升反应混合物中生物素的毫摩尔浓度 

mmol Biotin

mL 反应缓冲液
 = 

ΔA500

(34000 × b) 
 = 

Calc#2

(34000 × b)
 = Calc#3* 

*注意：b是样品路径（cm）。使用比色皿法时b = 1 cm，使用推荐的微孔板法时b =0.5 cm。 
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d. #4：计算Biotin/Protein摩尔比 

= 
mmol Biotin in original sample

mmol protein in original sample
 = 

(mmol per mL Biotin in reaction mixture) (10) ( 稀释倍数)

mmol per mL protein in original sample
 = 

(Calc#3) ×10 × 稀释倍数 

Calc#1
 

*注：将起始生物素化蛋白质样品在反应混合物中稀释 10倍。 因此该步骤中使用的乘数为 10，以将反应混合

物中的生物素浓度转换为原始样品中的生物素浓度。计算#4 得出 Biotin/Protein 摩尔比（即每个蛋白质分子中

生物素分子的平均数目） 

D) 计算举例：假设标记的蛋白是 0.69 mg/mL的 IgG（MW 150000），用比色皿测得的 500 nm处吸光度

分别为：A500 H\S = 0.904、A500 H\S\B = 0.771，则： 

#1： mmol protein/mL = 
0.69 mg/mL

150000 mg/mmol
 = 4.6 × 10

-6
 

#2：ΔA500 = (0.9 × 0.904) – 0.771 = 0.0426 

#3：
mmol Biotin

mL 反应缓冲液
 = 

0.0426

(34000 × 1) 
 = 1.25 × 10

-6 

#4：
mmol Biotin 

mmol protein
 = 

(1.25 × 10−6)× (10)

4.6 × 10−6
 = 

12.5 × 10−6 

4.6 × 10−6
 = 2.72 Biotin molecules per IgG molecule 

7. HABA分析问题解答 

常见问题 可能原因 解决方案 

HABA分析时 

ΔA500 ≤ 0 

 

蛋白质样品没有生物素化或生物素化水

平很低，因为蛋白质上可标记的官能团

有限 

使用替代化学方法（例如巯基反应性-）重复

生物素化或使用更高摩尔比的生物素化试

剂 

试剂混合不充分 
稀释前完全溶解并混合 HABA /链霉亲和素

溶液 

样品中有颗粒 过滤蛋白质样品以去除颗粒 

生物素化水平偏高 未反应的生物素未去除 分析前对样品进行透析或脱盐 
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