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(57)摘要

本发明公开了一种用于原位X-射线衍射的

蛋白质复合育晶盒，旨在解决生物技术领域需要

将蛋白质晶体从结晶室中捞出实施X-射线衍射

而可能损伤晶体的技术问题，为研究蛋白质分子

的结构与功能和进一步的智能药物开发提供更

有效的手段。该复合育晶盒由阵列排布的多个复

合结晶室和/或多个汽相结晶室及磁性材料组

成，两种结晶室内部都有吸附固定沉淀液或平衡

液的多孔质材料、吸附和固定蛋白液和蛋白质晶

体的凝胶薄层，以及用于将蛋白液与沉淀液或平

衡液隔离开的挡板；挡板上面有缺口或缝隙，使

得蛋白液与沉淀液直接接触，或借助汽相接触。

接触的结果是蛋白液达到过饱和并析出蛋白质

晶体。使用时无需捞出晶体，直接将育晶盒侧立

置于X-射线衍射仪上即可。
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1.一种用于原位X-射线衍射的蛋白质复合育晶盒，包括由复合结晶室(2)阵列、汽相结

晶室(3)阵列以及磁性材料(4)组成的复合育晶盒盒体(1)，其特征在于，该育晶盒还包括组

成复合结晶室(2)的固液材料(5)、沉淀液(6)、挡板(7)、液相蛋白液(8)、固晶层(9)、液相蛋

白晶(10)和承液板(18)，以及组成汽相结晶室(3)的吸液材料(11)、平衡液(12)、U型板

(13)、吸晶层(14)、汽相蛋白液(15)、汽相蛋白晶(16)和透光底板(17)。

2.根据权利要求1所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，复合结晶室(2)中的挡板(7)将

沉淀液(6)与液相蛋白液(8)分开，但挡板(7)的上侧及其一个侧面留有缝隙，使得固液材料

(5)中的沉淀液(6)既可以与液相蛋白液(8)直接接触实现液-液扩散，还可以借助汽相连通

实现汽相扩散，实现两种方法同时进行的复合结晶。

3.根据权利要求1所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，汽相结晶室(3)中的U型板(13)

将平衡液(12)与汽相蛋白液(15)隔离开，U型板(13)上的缺口或孔洞可以使得吸液材料

(11)中的平衡液(12)与汽相蛋白液(15)借助汽相连通，实现汽相扩散结晶。

4.根据权利要求1所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，复合育晶盒盒体(1)可以侧立

放置在X-射线衍射仪上实施原位衍射，固液材料(5)对沉淀液(6)实施固定以及吸液材料

(11)对平衡液(12)的吸附使得这些液体不会流动和与液相蛋白液(8)或汽相蛋白液(15)产

生混合而破坏晶体，固晶层(8)对液相蛋白晶(10)及吸晶层(14)对汽相蛋白晶(16)的吸附

固定使得复合育晶盒盒体(1)侧立时晶体不动而便于衍射。

5.根据权利要求1所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，固定在复合育晶盒盒体(1)边

角凹槽中的磁性材料(4)可以将复合育晶盒盒体(1)固定在夹具上，无需工具实现装卸。

6.根据权利要求2所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，承液板(18)位置与复合育晶盒

盒体(1)底面平齐，保证X-射线在穿过液相蛋白晶(10)后产生的衍射线不会被复合结晶室

(2)的侧壁所阻挡。

7.根据权利要求3所述蛋白质复合育晶盒，其特征在于，透光底板(17)位置与复合育晶

盒盒体(1)底面平齐，保证X-射线在穿过汽相蛋白晶(10)后产生的衍射线不会被汽相结晶

室(2)的侧壁所遮挡。
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一种用于原位X-射线衍射的蛋白质复合育晶盒

技术领域

[0001] 本发明公开了一种用于将溶液中生长的蛋白质晶体连同容器一起直接置于X-射

线中实施原位衍射的复合育晶盒，属于生物技术领域。

背景技术

[0002] 生命科学是二十一世纪的科学，人类基因组计划引发的生命科学革命，在后基因

组时代的结构基因组或蛋白质组时期达到高潮，因为基因只是生命的蓝图，而蛋白质才是

生命的实现。蛋白质既是构筑生命体的“砖块”，又是执行生命活动的“分子机器”。

[0003] 蛋白质分子机器的功能取决于它的分子结构。蛋白质分子非常复杂，通常由成千

上万个碳、氢、氧、氮、硫等原子构成。蛋白质的分子结构可以分为I级结构、II级结构、III级

结构和IV级结构。I级结构呈无分枝线状，由相同或不同氨基酸的羧基与羟基通过缩合反应

生成肽键相连，称为肽链。II级结构是I级结构折叠形成的典型花样，如螺旋状、片层状。蛋

白质分子的III级结构是由有序的II级结构和肽链无序部分共同形成的三维空间结构，这

时的蛋白质分子便具有了特定的功能。IV级结构是指几条各自具有自己的III级结构的肽

链组装形成的复合物，单条肽链称为亚基。可以发现，蛋白质分子的III级结构非常重要，不

同的I级结构可以有相似的III级结构以致类似的功能，而不同的III级结构决定了不同的

生物学功能。因此，揭示和研究蛋白质分子的III级结构对于进一步研究其生物学功能、病

理机制乃至智能蛋白质药物的开发具有十分重要的意义。

[0004] 研究测定蛋白质分子的III级结构是结构基因组学或蛋白质组学的核心工作。当

前主要有四种方法：晶体X-射线衍射法、NMR核磁共振法、冷冻透射电子显微镜法、理论预测

法。晶体X-射线衍射法是当前最重要和最常用的方法，是将蛋白质分子组装为单晶体，单晶

体经过X-射线照射获得包含分子结构信息的衍射花样，衍射花样再经过一系列的晶体学计

算分析，最终还原出蛋白质分子三维空间结构的“庐山真面目”。由于蛋白质分子原子多、结

构松散、含水量高等一系列原因，生长大尺寸和高质量的晶体非常困难。研究人员为此研制

出汽相扩散结晶法、液相扩散结晶法、配液结晶法、透析结晶法等各种方法，甚至将结晶工

作拿到天上进行，以期借助微重力对蛋白液中对流的抑制来提高蛋白质晶体的生长尺寸和

质量。这些方法中，最常用的是汽相结晶法和液相结晶法，不同蛋白质有时需要选用不同的

方法。

[0005] 随着X-射线光源的功率和质量的提高，如同步辐射光源的使用，对蛋白质晶体尺

寸的要求由毫米级降为微米级，但随之而来的问题是晶体的捞取、固定、液氮冷冻、对心调

节等操作更加困难。

[0006] 为此，生产桌面级X-射线光源的主要厂家日本Rigaku公司，提出直接将高通量结

晶板置于X-射线光路中实施衍射的技术，并研制出结晶板夹持和调位机构，不再使用微米

直径的尼龙丝环捞取和冷冻晶体。但是目前市场上并没有为此专用的可侧立放置的高通量

结晶板；已公开发明专利“一种蛋白质晶体的原位衍射装置及衍射方法”(公开号

CN108593689A)和“近生理状态生物大分子晶体的衍射方法”(公开号CN108732193A)描述了
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所发明的原位衍射结晶盒，但双面胶两侧粘贴高分子膜的技术方案在盒子侧立使用时不能

固定晶体，而且双面胶对许多蛋白质结晶溶液存在物理化学相容性问题，此外技术方案没

有给出蛋白质溶液及其平衡液/沉淀液的布局方案，也就是没有明确采用何种结晶方法，如

汽相扩散法、液-液扩散法或者配液法等。普通的结晶板侧立放置时，蛋白质晶体会运动，平

衡液和蛋白液会运动，X-射线被晶体衍射后改变方向被结晶室侧壁阻挡，这些问题轻者降

低衍射花样的质量，严重时引入错误信息导致解析的蛋白质分子结构不正确。因此，研制可

原位衍射的结晶器具成为解决当前问题的关键。

发明内容

[0007] 为了解决以上存在的问题和缺陷，本专利发明了一种蛋白质复合育晶盒，育晶盒

集成了汽相扩散和液相扩散两种蛋白质结晶方法，适应不同蛋白质需求；同时，育晶盒降低

了复合结晶室和汽相结晶室中承托蛋白液的底板，以消除侧壁对衍射后X-射线的阻挡，并

在蛋白液和室底之间增加了柔性亲水层用以吸附固定蛋白质晶体；再者，为防止沉淀液或

平衡液在育晶盒侧立时流动干扰蛋白液，育晶盒还配备1了吸液或固液材料；此外，在育晶

盒的边角凹槽中嵌入磁性材料，便于育晶盒在原位衍射夹具上的轻柔装卸。

[0008] 该发明适合用于蛋白质晶体原位X-射线衍射的晶体培育，能够克服阻挡X-射线、

沉淀液或平衡液移动、晶体移动等问题。新育晶盒也同样适用于平常无需实施原位X-射线

衍射的蛋白质晶体的培育，而且新育晶盒可以防止移动操作不当可能导致的沉淀液或平衡

液的移位，柔性亲水层还便于使用微米直径的尼龙丝环捞取蛋白质晶体而不损伤晶体。当

前国内外没有类似的产品，新产品的投产使用将免除对微小蛋白质晶体的捞取、液氮冷冻、

转移、液氮存储等复杂操作和可能面临的晶体破坏的风险，考虑到前期的蛋白质的制备和

试剂耗材的资金成本、时间成本和人力成本，新育晶盒的研制和使用将具有显著的经济效

益和社会效益。

[0009] 本发明的创新点在于：

[0010] (1)借助蛋白液及结晶室底之间的亲水网状材料固定蛋白质晶体；(2)借助蛋白液

及结晶室底之间的亲水网状超分子结构材料或立体网固定蛋白液；(3)采用开孔式多孔材

料或亲水网状超分子结构材料固定沉淀液或平衡液；(4)降低池底承托蛋白液部分的高度，

以消除结晶室侧壁对衍射X-射线的阻挡；(5)使用磁性材料将育晶盒固定在夹持机构上，装

卸方便；(6)具备汽相结晶和复合结晶两种结晶方法，尤其是复合结晶将传统的汽相结晶和

液相结晶有机整合到一起，做到了优势互补。

附图说明

[0011] 图1为本发明育晶盒正面投影图；

[0012] 图2为图1中A-A剖面局部结构示意图；

[0013] 图3为复合结晶室立体结构示意图；

[0014] 图4为汽相结晶室立体结构示意图；

[0015] 图5为汽相结晶室溶剂扩散示意图；

[0016] 图6为复合结晶室溶剂扩散示意图；

[0017] 图7为传统结构汽相结晶室阻挡X-射线示意图；
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[0018] 图8为新型汽相结晶室消除X-射线阻挡示意图。

具体实施方式

[0019] 为了使本领域的技术人员可以更好地理解本发明，下面结合附图和实施例对本发

明技术方案进一步说明。

[0020] 1、组成

[0021] 1)育晶盒整体结构：

[0022] 图1和图2给出了育晶盒的一种优选方案，简要地说，育晶盒由盒体、复合结晶室、

汽相结晶室和磁性材料组成，采用左右对称结构布局，由盒体1、复合结晶室2、汽相结晶室

3、磁性材料4组成；图2是育晶盒A-A剖面靠近边缘的局部结构示意图。需要说明的是，在该

方案中，盒体1与挡板7、U型板13、透光底板17和承液板18是一体式结构，通过注塑工艺一次

成型。也可以采取另一种替代方案：复合结晶室2和汽相结晶室3分别是完全独立的小容器，

盒体1仅仅是固定复合结晶室2和汽相结晶室3的支架，但此方案的结构性能及成本优势等

均不如上面的优选方案，故在此不再赘述。

[0023] 2)复合结晶室2结构和工作原理：

[0024] 结构：复合结晶室2由固液材料5、沉淀液6、挡板7、液相蛋白液8、固晶层9、液相蛋

白晶10和承液板18组成。图3是复合结晶室2的立体结构示意图，其中挡板7的右侧和上侧都

没有封闭；液相蛋白液8可以是左右两端宽窄相同，也可以是左宽右窄，以调节液相蛋白液8

与沉淀液6之间液-液扩散的温和程度。可选地，挡板7的右侧和上侧也可以封闭，通过在其

上开出一些规则或不规则的孔洞形成水分子扩散转移的通道，从而成为单纯的液相扩散，

或兼具汽相扩散的复合功能。

[0025] 工作原理：图3所示复合结晶室2立体结构示意图中的挡板7的右侧和上侧都没有

封闭，液相蛋白液8与固液材料5中的沉淀液6借助右侧缝隙直接接触，借助上侧的缝隙通过

汽相间接接触。如图6所示，该设计使得液相蛋白液8中的水分既可通过与沉淀液6的接触面

以液-液扩散的方式转移到沉淀液6，以实现液相蛋白液8的浓缩和过饱和，进而析出液相蛋

白晶10；液相蛋白液8中的水分也可蒸发为气体，通过上侧缝隙被沉淀液6吸收，同样实现液

相蛋白液8的浓缩和过饱和，最后析出液相蛋白晶10。为防止育晶盒1侧立使用时液相蛋白

晶10的移动，在复合结晶室2的承液板18的内表面安装一层亲水材料，即固晶层9，晶体在其

表面逐渐长大并慢慢嵌入，实现晶体的固定；固定液相蛋白液8可以采用凝胶，在液体很少

时可以不实施固定；固定沉淀液6的是固液材料5。

[0026] 3)汽相结晶室3的结构和工作原理：

[0027] 结构：汽相结晶室3由吸液材料11、平衡液12、U型板13、吸晶层14、汽相蛋白液15、

汽相蛋白晶16和透光底板17组成。图4是汽相结晶室3的立体结构示意图，U型板13上设计出

水分子从汽相蛋白液15中蒸发出来被平衡液12吸收的通道；透光底板17的内表面可以点放

多个汽相蛋白液15滴；在透光底板17上拟点放汽相蛋白液15滴的位置，贴装吸晶层14。

[0028] 工作原理：图5是汽相结晶室溶剂扩散示意图，可以比较清楚地展示其工作原理，

汽相蛋白液15中的溶剂一般是水蒸发成汽体，再通过U型板13上的缺口被暴露的平衡液12

所吸收，该过程的持续进行将不断浓缩汽相蛋白液15，并使其达到过饱和，最后在其内部析

出汽相蛋白晶16。为避免育晶盒1侧立衍射时汽相蛋白晶16的移位，在汽相结晶室3的透光
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底板17的内表面涂装一层亲水材料，也就是吸晶层14，晶体在其表面逐渐长大并慢慢陷入，

实现晶体的定位；固定汽相蛋白液15可以采用凝胶或增稠剂，在液体很少时可以不采取措

施；固定平衡液12的是吸液材料11。

[0029] 2、各零部件结构

[0030] 育晶盒盒体1，采用金属或有机材料均可，优选热塑性透明有机材料，材料软化温

度不低于70℃。考虑到与现有桌面级X-射线衍射仪的匹配使用，其总体尺寸应控制在以下

范围：长度200mm以下，宽度150mm以下，厚度20mm以下。育晶盒盒体1的结构可以如前所述采

用整体注塑式结构，盒体1、挡板7、U型板13、透光底板17和承液板18为一体式，注塑表面粗

糙度应优于6.3μm。次选方案可以是分体模块组合式，挡板7、U型板13、透光底板17和承液板

18不与盒体1一体，其中挡板7和承液板18集成在复合结晶室2独立模块中，U型板13和透光

底板17则集成在汽相结晶室3独立模块中，盒体1呈具有方孔阵列的框架结构。

[0031] 在一体式结构中，本发明将复合结晶室2的承液板18和汽相结晶室3的透光底板17

的位置由传统的半高位置改为与育晶盒盒体1的底面平齐，如图7和图8所示，传统结构遮挡

了衍射X-射线，如R2、R3，而新的设计结构则可以有效避免遮挡，从而有效保全了包含蛋白

质晶体结构信息的衍射线R2和R3。

[0032] 复合结晶室2是装置的核心之一，在育晶盒盒体1为一体式结构时，复合结晶室2不

是与其它部件共同存在的实体部件，它是由育晶盒盒体1的一部分、挡板7、承液板18共同组

成，结构如图2、图3和图6所示。复合结晶室2的长、宽和深/高通常均控制在15mm以内，挡板7

上沿和侧面的缝隙宽度1-5mm。对于模块化育晶盒结构，复合结晶室2将是一个独立模块，结

构如前所述。

[0033] 汽相结晶室3是装置的另一个核心部件，当育晶盒盒体1采用优选的一体式结构

时，汽相结晶室3也不是与其它部件一样的实体部件，它是由育晶盒盒体1的一部分、U型板

13、透光底板17共同组成，结构如图2、图4和图5所示。汽相结晶室3的长、宽和深/高通常均

控制在15mm以内，U型板13将汽相结晶室3的内部空间左右一分为二。对于模块化育晶盒结

构，汽相结晶室3也将变为一个独立模块，结构如前所述。

[0034] 磁性材料4，外形为圆柱体或长方体，优选钕铁硼永磁材料，圆柱体时直径3-5mm及

长度5-10mm即可，长方体时长宽高可分别取5-15mm、3-5mm和5-10mm，表面包裹厚度小于1mm

的塑料膜。磁性材料4通过过盈配合卡放在育晶盒盒体1边角内侧的沟槽中，也可以通过胶

黏剂粘接固定。

[0035] 固液材料5，用于固定沉淀液6，为高弹性多孔材料，需要与沉淀液6具有良好的相

容性，其内部孔为开口孔相互连通，孔的横截面直径不大于0.5mm。固液材料5的外形和尺寸

可根据复合结晶室2的实际内部空间要求，从大块材料上随用随切。可选用有机高分子材

料，优选硅橡胶材料。

[0036] 沉淀液6，是与液相蛋白液8具有蒸汽压差或组分浓度差的液体，二者具有匹配性。

沉淀液6不属于本发明必须的结构部件，但为了阐述原理和使用方法的方便，在此作为一零

部件给出。沉淀液6的作用是吸收从液相蛋白液8中蒸发出来的水汽，并且/或者其中高浓度

的组分借助与液相蛋白液8的接触而发生的液-液扩散进入到后者，其相同的效果是使液相

蛋白液8逐渐过饱和，以便析出液相蛋白晶10。

[0037] 挡板7：作用是将沉淀液6与液相蛋白液8隔离开，仅在一个侧面和上沿留有缝隙，
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使得两种液体在侧面直接接触以及在顶部借助汽相间接联通，也就是建立起液-液扩散和

汽相扩散两个通道，如图6所示。优选方案为挡板7与育晶盒盒体1一体注塑，底部和一个侧

面连接在一起，另一侧缝隙1-5mm，上沿处缝隙1-5mm。挡板7可以与复合结晶室2的侧壁平

行，也可以不平行，如采取侧面有缝隙的一端更窄的结构，以实现特定的液-液扩散效果，有

利于液相蛋白晶10的长大和内部质量。挡板7优选厚度范围0.1-0.5mm。

[0038] 液相蛋白液8，与沉淀液6类似，也不属于本发明必须的结构部件，只是为了阐述原

理和使用方法的方便，而作为一零部件给出。液相蛋白液8的浓度和体积根据实际实验需求

确定。

[0039] 固晶层9：作用是将液相蛋白液8中析出的液相蛋白晶10固定住，避免其移动位置，

该层厚度0.2-1mm，采用具有三维网状分子结构的有机或无机材料，优选琼脂糖凝胶或聚丙

烯酰胺凝胶，胶的质量浓度0.5％-1.5％。

[0040] 液相蛋白晶10，是液相蛋白液8中蛋白质分子有序聚集而析出的蛋白质晶体，它不

是该发明的必需组成部件，为叙述工作原理方便而加入。

[0041] 吸液材料11，用于吸附固定平衡液12，为开口式多孔有机或无机材料，材料不与平

衡液12发生化学反应，孔隙率90％以上，孔径小于1毫米，优选聚乙烯或聚碳酸酯。

[0042] 平衡液12，是具有比汽相蛋白液15更小蒸汽压差的液体，用于吸收从汽相蛋白液

15蒸发出来的水，平衡液12也不是该发明的必需组成部件，为便于解释工作原理而加入。

[0043] U型板13，作用是将平衡液12与汽相蛋白液15隔离开，只在中间或边角位置留有缺

口，使得从汽相蛋白液15蒸发出来的水蒸汽可以通过缺口到达平衡液12，进而被其吸收，也

即形成汽相扩散通道，如图5所示。优选方案为U型板13与育晶盒盒体1一体注塑，底部和侧

面连接在一起，上沿至中央有一矩形缺口，长5-8mm，宽3-6mm。U型板13一般与汽相结晶室3

的侧壁平行，也可不平行。U型板13优选厚度0.1-0.5mm。

[0044] 吸晶层14，作用是把汽相蛋白液15中析出的汽相蛋白晶16锚定，以免其改变位置。

吸晶层14优选厚度0.2-1mm，也可更大或更小。其材质为具有立体网状显微结构的有机或无

机材料，优选琼脂糖凝胶或聚丙烯酰胺凝胶，胶的质量浓度0.3％-1.2％。

[0045] 汽相蛋白液15，不是本发明必需的结构部件，但为了更清楚阐述本发明的原理和

使用方法，在此作为一零部件给出。汽相蛋白液15的组成、浓度和体积等参数根据实际实验

需求确定。

[0046] 汽相蛋白晶16，是汽相蛋白液15中蛋白质分子有序排列而形成的蛋白质晶体，它

不是该发明的必需组成部件，为叙述工作原理方便而加入。

[0047] 透光底板17，是汽相结晶室3的底，在复合育晶盒1采用一体式注塑结构时它不是

独立部件。透光底板17采用与复合育晶盒1相同材质，当汽相结晶室3为独立模块时也可采

用不同材质，如石英玻璃。板厚0.2-1.0mm。

[0048] 承液板18，是复合结晶室2的底，在复合育晶盒1为一体式注塑结构时它不是独立

结构部件。承液板18采用与复合育晶盒1相同材质，当复合结晶室2为独立模块时也可以采

用不同材质，如石英玻璃。板厚0.2-1.0mm。

[0049] 以上所述实施例仅表达了本发明的优选实施方式，其描述较为具体和详细，但并

不能因此而理解为对本发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域的普通技术人员

来说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形、改进及替代，这些都属于本发
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明的保护范围。因此，本发明专利的保护范围应以所附权利要求为准。
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图1
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图2

图3
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图4

图5
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图6

图7
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图8
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