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实验室研究方向：利用X射线晶体学方法解析重要蛋白质复合物的空间结构，研究蛋白质相互作用的
分子机理，为药物设计提供精确指导。

我的背景

影响因子：5.52 影响因子：4.65



读研前，你以为老师是万能的，可以学到很多东西。

到头来才发现，老师以为你是万能的，啥都能替他实
现。



一种标准化的，并可在实验室再现的“配方”或“方法”，

包括按部就班的操作步骤、实验必需的原材料清单，以及注释和提醒，

提醒实验员在实验过程中需要注意的事项，以及如何解决问题。

 背景资料

 材料

 仪器

 实验方法

 实例参考

 技巧提示

 疑难解决方案

 来源文献

Protocol是实验指南



Protocol的重要性



缺乏实验细节
时间浪费在方法探索和完善上

参考普通文献的
material& method

使用实验室之前用过的方法
实验方法微小偏差
影响结果的可靠性
浪费时间和资源

使用网上免费提供的protocols
缺乏细节

可靠性受质疑

Protocol的来源





----经同行权威认证的在线生命科学实验指南库

 全球最大的在线试验室指南数据库

 与时俱进的数据更新平台

 由全球Protocol标准的创建人John M. Walker博士担任主编

出版社 数据库 实验指南 每年新增 更新频率 成立年份

Springer 34,614 >3,300 Continuously 1984

SpringerProtocols



丛书系列 (1344)

• Methods in Molecular Biology

• Methods in Molecular  Medicine

• Neuromethods

• Methods in Biotechnology

• Methods in Pharmacology and   
Toxicology

单本书籍 (21)

 期刊

• Molecular Biotechnology

• Biological Procedures Online

SpringerProtocols内容来源



●生物化学 ●生物信息学

●生物工艺学 ●癌症研究

●细胞生物学 ●遗传/基因

●成像/ 放射医学 ●免疫学

●传染性疾病 ●微生物学

●分子医学 ●神经系统科学

●药理学/毒物学 ●植物科学

●蛋白质科学

Springer实验室指南包含以下15个学科分类：

Springer实验室指南学科分类



•生物科学

• 干细胞

• 蛋白生物学

• 遗传/基因科学

• 生物信息学

• 神经系统科学

• 药物遗传学

• 生物工艺学

• 制药

• 营养学

•农业

• 食物源病原体研究

• 杀虫剂侦测

•分子医学

•癌症分子诊断学

•传染医学

•疫苗学

•基因治疗

•化学

•高分子化学及化学工程

•免疫化学

•环境科学

•环境监控

Protocols适用的领域



SpringerProtocols特点

 权威可靠的数据来源：所有数据均来自可靠的文献并经过认真

校验

 所有指南皆被PubMed/Medline索引，提供摘要，极大地方便广

大读者检索实验室指南

 系统清晰的数据检索系统：可按多种方式进行检索和查询

 有几种备选的protocol来配合不同的实验条件和设备

 Video protocol, 让你更直观的学习实验操作

 移动版在Apple, Android, Blackberry上自动运行

 可收藏特定搜索相关的protocol、存储常用protocol

 设有提醒功能，让您随时捕捉最新动态



1. 搜索/高级搜索

2. 浏览学科

3. 热门搜索

4. 最新上传的protocols

5. 互动工具

6. Inside SpringerProto-

cols

SpringerProtocols.com
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1. 输入想要搜索的内容，
点击search.

2. 搜索栏会一直在
SpringerProtocols标

志的下面，任何时候
您都可以浏览
Protocols.

3. 点击“高级搜索”将
显示更详细的搜索领
域.

4. SpringerProtocols 允

许您通过系列图书和
学科筛选您的研究.

4

SpringerProtocols的简单检索及高级检索



点击页面左侧导航栏，进一步根据二次检索、子学科和出版年限定浏览结果

SpringerProtocols的检索



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



Gheyi T et. J Am Soc Mass Spectro.2010 Oct;21(10):1795-801

限制性酶解蛋白质

去除柔性区域

利于蛋白质结晶

实例：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域



在Google学术中搜索



在PubMed中搜索



搜索limited proteolysis



搜索结果



网页版的方便小工具



以PDF格式显示



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

简述实验原理

提供实验证据

说明方法有效



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

提供蛋白酶的生产公司

蛋白酶性质可在

相应公司的网站查询



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

20种商业化蛋白酶

实验原理：

蛋白酶解依赖空间构象，

而非序列特异性识别

最适合的蛋白酶应有

广泛的底物特异性

预实验推荐：

使用广泛特异性的蛋白酶。

也可包括特异性更高的蛋

白酶。



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

配制新鲜蛋白酶

溶液，但每次配

制差别导致难以

重复实验

建议：配好蛋白

酶溶液后分装保

存



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

蛋白酶与底物的比例是

实验关键。经常使用

1:100

实验前难以预测反应

条件

优化反应条件时，应

注意蛋白酶与底物的

比例，以及反应的时间



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

应注意反应时间，

否则蛋白稳定区

域也开始被降解

应使用蛋白酶抑

制剂终止反应



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

简单方法：加入TFA终止

反应

备选方法：加入SDS-PAGE 

Buffer，并100⁰C加热

注意：

加对照组为实验提供参考



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

常用方法：时间梯度

酶解，SDS-PAGE检测

质谱技术发展使蛋白

鉴定更加方便准确

最近几年，很多研究

都将蛋白酶解与质谱

分析结合



实例：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

配制蛋白酶溶液

方法

提醒：一些蛋白酶溶液

中需加入Ca2+，防止蛋白

酶自剪切

建议在5，10，30，60

分钟酶切反应时取样制

备跑胶样品



实例：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

Apomyoglobin蛋白酶解

实例。

强调不同的蛋白酶在

不同的PH环境下进行

反应

蛋白酶解鉴定出的柔性

片段与解析的结构分析

符合



实例：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

总结原理，画龙点睛



实例：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

实验结果：

限制性酶解前，蛋白质条带弥散，有杂蛋白，不长蛋白质晶体

限制性酶解后，蛋白质条带单一，无杂蛋白，已长出蛋白质晶体

目的蛋白，66KD

目的蛋白，45KD



与网络上protocol比较



与网络上protocol比较



实例1：限制性酶解鉴定蛋白质柔性区域

实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

Cheeseman lab

串联亲和纯化（tandem affinity purification TAP）是一种研究体内蛋白质相互作用的技术，
经过两步特异性亲和纯化，可快速得到生理条件下与靶蛋白质存在真实相互作用的蛋白质。



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

简述实验原理

提供实验证据

说明方法有效



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

实验原理：不需酶切，

蛋白标签小，不会影响

目标蛋白空间结构

因不需酶切，实验操作时间

仅需2.5小时





实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

克隆方法

转染及制备稳定细胞系

纯化步骤



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

制备蛋白样品供

质谱检测

实例说明



实例2：串联亲和纯化法鉴定相互作用蛋白

实验结果：已鉴定出一个与目标靶蛋白相互作用的蛋白质，正与其它实验室

合作研究此蛋白质复合物发挥功能的分子机理。



Springer Protocols是科学研究的得力帮手，良师益友，值得拥有！

谢谢！


