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摘 要: 综述了糖蛋白研究的重要意义、糖肽键的主要类型、糖链的主要类型、糖蛋白结构研究的
一般策略

及结构分析的最新进展。
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Abstract: Inthispaper,theimportanceofglycoproteinresearch,thetypesofglyco-peptidebonds,thetypesof

oligosaccharideschain,thegeneralmethodsofglycoproteinstructureresearch,andtheprogressofanalysismethodsi
n

thisfiledweresummarized.
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1 糖蛋白的重要作用

糖蛋白(glycoprotein)是指由比较短,往往带分

支的寡糖与多肽链某些特殊部位的羟基或酰氨基共

价连接而成的一类结合蛋白质。细胞中的糖蛋白有

可溶性的,也有与膜结合的不溶形式,生物体内大多
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数蛋白质是糖蛋白[1]。糖蛋白中蛋白质是生理功

能的主要承担者,糖链对蛋白质的功能起修饰作用,

即糖链影响蛋白质的整体构象,影响蛋白质的折叠、

溶解度、半衰期、抗原性及生物活性等,糖链与蛋白

质的相互作用介导细胞的专一性识别和调控各种生

命过程如:受精、发生、发育、分化、神经系统、免疫系

统恒态的维持等,在炎症及自身免疫疾病、老化、癌

细胞异常增殖及转移、病原体感染等过程中起重要

作用

[2,3] 。

糖链的合成并不是依据模板的复制过程,而是

包含了糖基的供体、糖基的受体、糖基转移酶及糖苷

酶等因素在内的复杂过程,除受酶基因表达的调控

外,还受酶活性的影响,即便在同种分子的同一糖基

化位点上,糖链的结构也有差异,即糖链有微不均一
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性,这种不均一性反映了组织、细胞类型、发育和分

化阶段的不同,因此对糖链的结构及生物学作用只

能逐个的分别研究(casebycase)。糖链结构测定

和化学合成也远比核酸和蛋白质要困难,各国科学

家都在致力于糖链结构分析和合成方法学上的突

破,为糖链的功能分析提供技术支持。继功能基因

组学(functionalgenomics)和蛋白质组学(pro-

teomics)研究之后,糖组学(glycomics)正在成为全面

揭示生命本质所不可缺少的内容。

2 糖肽键类型

在糖蛋白的高级结构中,肽链折叠卷曲成特定

的空间结构,肽链上只有某些特殊的氨基酸序列位

点才能与糖链结合,糖链作为侧链和亲水基团暴露

在空间结构外面。

糖肽键是糖链和肽链的连接键,是指糖基异头

碳原子上的羟基与肽链氨基酸残基上的酰胺基或羟
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基脱水形成的糖苷键。可分为N-糖苷键和O-糖苷

键两大类。参与糖肽键的氨基酸残基主要有:天冬

酰胺(Asn)、丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)、羟赖氨酸

(Hyl)和羟脯氨酸(Hyp)。它们可以与N-乙酰葡萄

糖胺、N-乙酰半乳糖胺、木糖、半乳糖及阿拉伯糖形

基金项目:河北大学自然科学基金及河北省生物工程重点学科

作者简介:武金霞,女(1966-),河北大学副教授,主要从事生物化学及分子生物学方向研究

生物技术通报

�技术与方法� BIOTECHNOLOGY BULLETIN 2004年第1期

成5种主要的糖肽键,分别是:β-N-乙酰葡萄糖胺-天

冬酰胺(GlcNAc-Asn)、α-N-乙酰半乳糖胺-丝氨酸/

苏氨酸(GalNAc-Ser/Thr)、β-木糖-丝氨酸(Xyl-Ser)、

β-半乳糖-羟赖氨酸(Gal-Hyl)、α-L-阿拉伯糖-羟脯氨

酸(Ara-Hyp)。此外,还发现罕见的以N-末端氨基

酸残基为连接点的糖肽键,存在于小鼠血红蛋白
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A1c中。

2.1 N-糖苷键[4]

2.1.1 组成

N-糖苷键以β-N-乙酰萄葡糖胺-天冬酰胺为连

接点。在糖蛋白中仅有N-乙酰-β-D-葡萄糖胺残基

与天冬酰胺相连,生成的键是4-N-(2-乙酰氨基-2-脱

氧-β-D-吡喃葡萄糖基)-L-天冬酰胺。

2.1.2 糖苷键附近的氨基酸顺序

N-糖苷键不仅与氨基酸种类有关,而且与氨基

酸顺序有关。带糖链的天冬酰胺残基附近往往含有

一个苏氨酸或丝氨酸残基,即它具有顺序子结构,称

为天冬酰胺顺序子:天冬酰胺-X-苏氨酸(Asn-X-

Thr)或天冬酰胺-X-丝氨酸(Asn-X-Ser),其中X可

代表除脯氨酸以外的任何一种氨基酸残基。表明糖

蛋白中能与天冬酰胺残基相连的寡糖链数目是有限

的,并非所有天冬酰胺顺序中的天冬酰胺都发生糖
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基化,如鸡卵清蛋白。天冬酰胺顺序子不仅与糖基

化有关,可能对糖链的组成与长短也有控制作用,如

顺序子中的X为极性氨基酸时,常生成复杂型寡糖

链;X为非极性氨基酸时常形成单纯型寡糖链。

2.2 O-糖苷键[5]

主要有4种类型:

(1)以α-N-乙酰半乳糖胺-丝氨酸/苏氨酸残基

为起点,此糖肽键是3-O-(2-乙酰胺-2-脱氧-α-D-吡喃

半乳糖基)-L-丝氨酸或(苏氨酸)。是粘液糖蛋白的

特征键,在某些非粘液型糖蛋白中也有发现。

(2)以木糖-丝氨酸残基为连接点,大多数以木

糖残基与肽链上丝氨酸残基结合,形成O-糖苷键而

连接起来。

(3)以半乳糖-羟赖氨酸残基为连接点,此糖肽

键称为5-O-β-吡喃半乳糖基-5羟基-L-赖氨酸。是胶
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原和一些胶原样多聚物的特征结构。在发生糖基化

的羟赖氨酸(Hyl)之后,紧接着往往是一个甘氨酸

(Gly)。

(4)以阿拉伯糖-羟脯氨酸残基为连接点,此糖

肽键称为4-O-β-D-吡喃阿拉伯糖基-4-羟-反式-L-脯

氨酸,目前仅在高等植物中发现,主要存在于绿色植

物和绿藻细胞壁的糖蛋白中。

3 糖链结构

糖蛋白的糖链可以是直链或支链,糖基数一般1

～15个左右。不同的糖蛋白分子中,其糖链数目不

等,多肽链上糖链的分布亦不均匀,如膜糖蛋白的糖

链全部分布在暴露于膜外侧的肽链上,而不存在于

膜的内部。理论上讲,糖蛋白上的糖链有无数种结

构模式,但生物体内可能有某种限制因素,使实际存

在的糖链类型大减。迄今发现,许多不同种类的糖

蛋白含有共同的核心结构。
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3.1 N-连接的糖链[4]

N-糖链通常包含一个五糖核心结构,称为三甘

露五糖核心结构,该核心由内侧的两个GlcNAc和外

侧的三个甘露糖(Man)构成,其中两个α-Man,分别

以α1※3和α1※6与内侧的β-Man相连,各种生物

体内N-连接的糖蛋白糖链中均含有此结构。根据

五糖核心结构连接其它糖的情况,N-糖链分为以下

几类:

(1)高甘露糖型 寡糖链只含有甘露糖和N-乙

酰氨基葡萄糖,而且只有甘露糖连接在五糖核心区

上,如卵白蛋白。

(2)复杂型 寡糖链除含有甘露糖和N-乙酰氨

基葡萄糖外,在甘露糖上还连接有半乳糖、岩藻糖和

唾液酸等。α1※3Man的C

2
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和C

4

位,以及α1※6Man

的C

2

和C

6

位上连接外侧糖连,即天线,可分为二天

线型(C2C2)、三天线型(C2,4C6)和四天线型

(C

2

,

4

C

2

,
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6

)。只有极少数是单天线型的,五天线型仅

发现于鸟类卵清中。

(3)杂合型 又称混合型,既有高甘露糖链,又

有N-乙酰氨基半乳糖链,连接于五糖核心的两个α-

Man上,如卵清蛋白。

(4)核心岩藻糖型 五糖核心的最内侧GlcNAc

上以α1※6连接岩藻糖(Fuc)。

(5)平分型β-Man上连接一个GlcNAc。

3.2 O-连接的糖链[4]

O-连接的糖链存在多种形式,如GalNAc-Ser/

Thr,GlcNAc-Ser/Thr,Gal-Ser,Ara-Ser/Thr,Man-

32

  生物技术通报Biotechnology Bulletin 2004年第1期

Ser/Thr等。这类糖类结构共同点,是由一种或少数
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几种单糖与某些含羟基氨基酸连接,不存在共有的

核心结构,但在O-GalNAc连接的糖链中已发现有4

类核心结构。其中研究得最多的是粘蛋白、血浆蛋

白和膜蛋白。

4 糖链分析策略

4.1 糖蛋白及糖链结构的定性鉴定

样品经聚丙烯酰胺凝胶电泳后用Shiff试剂、甲

苯胺蓝、硫酸-百里苯酚等染色可以定性鉴定糖蛋

白[6～8],也可以电泳后进行Western印迹,将蛋白条

带转移至硝酸纤维素膜上,再以糖蛋白测定试剂盒,

进行糖蛋白定性试验[9]。

凝集素是一类能识别、结合特异单糖或糖链结

构的糖蛋白,糖结合专一性不同的凝集素,可以区别

糖残基的连接方式、分支和修饰情况,因此凝集素不

仅能用于寡糖和糖复合物的分离纯化,还能用于糖

链结构分析。常用凝集素亲和层析、亲和沉淀、亲和
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电泳、酶联免疫(ELISA)、印迹等方法鉴定分离糖

链、糖肽及鉴定糖链结构[10]。

4.2 糖蛋白及糖肽的制备

糖蛋白的分离制备常采用离子交换层析、凝胶

过滤、凝集素亲和层析等方法;糖肽的制备首先要用

蛋白酶切断蛋白主链,糖蛋白的酶解,酶的用量比纯

蛋白的酶解要多几倍,时间也更长。糖肽片段的分

离一般采用各种层析方法。

4.3 从糖肽片段上切下糖链

4.3.1 酶法[11]

常用的酶有glycopeptidaseA、N-peptideglycosi-

daseF、内切β-N-乙酰半乳糖胺酶、内切β-N-乙酰葡

萄糖胺酶、内切α-N-乙酰半乳糖胺酶、内切β-半乳糖

苷酶。酶切法具有高效、专一、条件温和等特点,但

酶价格昂贵,如果所用的酶是糖蛋白,那么酶本身造
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成的糖链污染也是必须考虑的问题。

4.3.2 化学法[5]

β-消除反应广泛应用于含N-乙酰半乳糖-丝氨

酸/苏氨酸(Gal-NAcSer/Thr)连接的糖蛋白或糖肽;

肼解法用于含N-乙酰氨基葡萄糖(Glc-NAcAsn)连

接的糖蛋白或糖肽。为了避免肼对糖链的水解及脱

乙酰作用,肼解后需对糖链进行还原及乙酰化;三氟

乙酸酸解法主要用于Glc-NAcAsn连接的糖肽或糖

蛋白。较温和的三氟乙酸水解条件可避免还原端与

次末端的己糖胺残基受到破坏。

4.4 寡糖链的分离纯化

常采用纸层析、薄板层析、SephadexG-25、

SephadexG-50层析分离蛋白与寡糖链,但葡聚糖凝

胶上脱落的可溶性葡聚糖片段会造成污染,因此用

聚丙烯酰胺凝胶Bio-Gel分离。所有未知糖链的纯

化,均需要HPLC来完成,固定化凝集素可以用来纯
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化具有特异结构的寡糖。

4.5 糖链的结构分析

要阐明一种寡糖链结构,必须了解以下内容:分

子量、单糖残基组成、单糖残基间的顺序、环状结构

的类型、糖苷键的构型、α-,β-异头异构体、羟基被取

代情况等。

糖的组分复杂,结构相似,没有显色基团,如果

不经衍生难以进行光谱、色谱分析,因此糖链结构分

析难度较大。传统的方法有凝胶过滤法、蒸气压法

(测定分子量);部分酸水解、完全酸水解、纸色谱、气

相色谱法(测定单糖残基组成);选择性酸水解、糖苷

酶顺序水解、凝集素亲和层析(单糖残基间的顺序);

红外光谱(环状结构的类型);单糖与氨基酸组成分

析、稀碱水解、肼解反应(糖苷键的构型);糖苷酶水

解、核磁共振、红外光谱(α-,β-异头异构体);甲基化
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反应-气相色谱、过碘酸氧化(羟基被取代情况)。

前几十年质谱就应用于糖类化合物的分

析[12,13],应用GC-MS可了解单糖组成及大致的分

枝情况[14]。快原子轰击电离质谱(FAB-MS)和液态

二次离子质谱(LSI-MS)[15,16]可以测定nmol样品/

μl基质的寡糖,并可获到分子量信息和结构信息。

将分离技术与质谱法相结合是分离科学方法中的一

项突破性进展,LC-MS可以同时检测糖肽的位置并

且提供结构信息。毛细管电泳(CE)与质谱的联用技

术[17],在一次分析中可同时得到迁移时间、分子量

和碎片信息,是LC-MS的补充。大气压电喷雾

(ESI)质谱系统的建立,即使只有pmol量级且未经

衍生的大分子寡糖样品,也可以使用ESI分

析[18,19]。基体辅助激光解吸-电离质谱(MALDI-

MS)[20～22]

可以精确地测定ng量级的葡聚糖(糊
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精),相对分子质量达7000u.,能快速(数分钟1个

样品)、准确(可达几千分之几)、高灵敏度(nmol量

332004年第1期 武金霞等:糖蛋白的结构、功能及分析方法

级)测定大分子多糖相对分子质量,该技术的灵敏度

由于引进Q-TOF(QuadTimeFlight)而大幅度提高,

可分析飞摩尔(10～15mole)级的样品以提供糖蛋白

糖基化位点和糖链序列信息,这些技术与外切糖苷

酶、荧光标记衍生物、HPLC/CE和NMR技术的联

合使用,可测定出糖链的组成和连接方式。

5 糖链在糖蛋白中的作用

获得糖链的精确结构信息是研究糖基化对蛋白

质功能影响的基础。克隆蛋白质基因,采用定点突

变技术使蛋白质的糖基化位点发生改变,再将突变

基因转化具有糖基化修饰的受体菌,或者将完整的

蛋白质基因转化糖基化修饰缺陷型的受体菌,比较
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分析表达产物与天然产物的生化性质和生物学活性

的变化;选择不同酶切位点的糖苷酶水解糖链,也可

以分析失去糖链的蛋白部分的性质变化。

6 糖生物学研究的限制因素及趋势

目前糖生物学研究中要解决的关键技术问题是

糖链结构分析和合成方法的建立。在糖链的分析上

需要建立高分辨率、快速的序列测定方法和构象研

究的方法、模型;在合成上需要建立高效的合成方

法。但糖链的结构分析和合成很难象核酸和蛋白质

那样完全靠化学方法解决,因此化学法和酶法相结

合是发展趋势。在功能研究方面,主要是研究糖链

合成代谢途径和糖链在细胞内、细胞间的功能,其前

沿领域为糖基化、细胞粘附分子(即识别糖链信息分

子的蛋白质)与糖链的相互作用及糖在微生物感染

中的作用3个领域。
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