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摘要! 糖苷水解酶
"#

家族的内切
!!!:!

乙酰氨基葡糖苷酶具有糖基转移酶活性!利用该类酶!

可以合成特定结构
:!

糖链修饰的糖基化复合物# 为构建糖基转移酶筛选系统!将
:!

乙酰氨基

葡萄糖转移酶的跨膜定位区域与绿色荧光蛋白融合表达!成功把带有天冬酰胺连接糖基化位点

的单体增强绿色荧光蛋白定位到中国仓鼠卵巢细胞的高尔基体中# 流式细胞仪分析显示!融合

了定位区域后!绿色荧光蛋白仍可以发出荧光!且在引入糖基化位点后!细胞荧光强度约降低

$%

倍#经衣霉素处理!细胞糖基化被抑制!同时荧光强度减弱#此细胞株荧光强度对于糖基化水

平的依赖性表明其在糖基转移酶的进化筛选方面的应用潜力#

关键词! 绿色荧光蛋白$

:!

糖基化$内切
!!!:!

乙酰氨基葡糖苷酶
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蛋白质天冬酰胺连接的糖基化 !

!"

糖基化"是

高等真核生物中重要的蛋白质翻译后修饰途径# 天

冬酰胺连接的糖链!

!"

糖链"可以帮助蛋白质在内

质网中正确折叠#$%

$在高尔基体中%糖链末端的甘露

糖会被水解掉%然后
!&

乙酰氨基葡萄糖转移酶
'

在

糖链末端加上一个
!&

乙酰葡糖胺!

()*!+*

"

#,%

%接下

来一系列糖基转移酶进一步修饰糖链结构# 各酶的

底物特异性和相对活性的差异导致同一糖蛋白在

细胞内也可能携带不同的糖链结构# 这种糖链结构

上的异质性不仅会影响蛋白质的纯化和生产可重

复性%还可能影响药用蛋白质的药物动力学特性和

生物活性#-".%

# 通过基因组编辑改变细胞
!&

糖链修

饰途径可以优化糖链结构%然而蛋白质的糖链依然

存在一定异质性#/%

#

内切
&!&!&

乙酰氨基葡糖苷酶!

0!(123

"是一

类水解
!&

糖链中核心壳二糖之间
!&$

%

.&

糖苷键的

酶类# 它具有两大家族% 即糖苷水解酶
4/

家族

!

(54/

"和糖苷水解酶
$4

家族!

(5$4

"#

(5$4

%如

0678"5

% 具有水解糖苷键的功能# 而
0678"9

和

0678":;

等
(54/

除具有水解酶功能外%还可以将

整个寡糖转移到含一个
()*!+*

的受体上#<"=%

# 化学

酶合成法合成均一糖蛋白就是利用该类酶的转糖

基功能# 该方法的应用潜力受到糖苷酶的底物选择

性及活性的限制%如何开发出高活性和低底物选择

性的
0!(123

仍然是一个很大的挑战#

绿色荧光蛋白!

(>?

"由
,-4

个氨基酸组成%其

$$

个
!

折叠和
.

个
"

螺旋构成圆筒形结构% 通常

情况下会形成二聚体# 将第
,,$

位亮氨酸突变成赖

氨酸!

@,,$A

"可得到单体绿色荧光蛋白!

;(>?

"$第

</

位丝氨酸突变成苏氨酸!

B</C

"后蛋白质荧光增

强!

0(>?

"

#$D%

# 自被发现以来%绿色荧光蛋白及其各

种突变体在基因表达水平研究& 蛋白质定位分析&

蛋白质糖基化研究&膜蛋白拓扑结构分析等方面具

有广泛应用#EE"E/%

#研究表明%将
(>?

的
E.F

位天冬酰

胺突变成苏氨酸!

!E.FC

"%使其含有一个
!&

糖基化

位点!

!&G)H*82H)1I1J)3 (>?

%

!G&(>?

"%该突变体荧

光强度对
!&

糖基化敏感#E.%

#本研究中作者使用的是

荧光增强的单体绿色荧光蛋白 !

;0(>?

" 及其
E.F

糖基化突变体
!G&;0(>?

# 在与人
!&

乙酰氨基葡

萄糖转移酶!

K(6C'

"跨膜区域!

EL== 11

"融合表达

后% 成功将
!G&;0(>?

定位到中国仓鼠卵巢细胞

!

MKN6323 K1;2I3O 8P1OH *3))

%

M5: A$

" 高尔基体中%

并筛选出表达融合蛋白
K(6C'Q ;0(>?

!

(0

"和

K(6C'& !G&;0(>?

!

(!

" 的单细胞株
AE(0

和

AE(!

#用衣霉素处理后%

AE(!

细胞荧光强度降低%

同时细胞糖基化被抑制%二者呈现很好的相关性#

!"!

质粒#菌株和细胞株

酵母表达载体
RSB&.,.&C0>&"T1*I8O&;0(>?&

5U0@

& 动物细胞表达载体
R90E42T&?(AR?VO8

和

R90 &W38 &K(6C' &0(>? &>)1G

& 大肠杆菌
!" #$%&

U5/"

&中国仓鼠卵巢细胞'均为作者所在实验室保

存 $ 质 粒
RSB &.,. &C0> &"T1*I8O &!G &;0(>? &

5U0@

'为作者所在实验室柳艺石构建#

!"#

主要试剂

U!+

聚合酶
?ON;3BC+S

&

U!+

限制性内切酶&

C.U!+

连接酶' 大连
C1A1S1

公司$ 氨苄青霉素&

G81I 23OV;

&

B16?O3R

柱式质粒
U!+

小量抽提试剂

盒&

B16?O3R

柱式
U!+

胶回收试剂盒&

B16?O3R

柱式

?MS

产物纯化试剂盒' 上海
B16G86 XN8I3*K

$

CONI86

Y&EZZ

&多聚甲醛'

B'(9+

$

0678 5T

&

?!(123>

'

!0X

$

U!+ )1773O 91O[3O

&

98V23 +6IN &(>?

&

(81I +6IN &

98V23 5S?

'北京全式金生物$

S1JJNI +6IN&(??E-Z

'

XN8@3G367

$

XB+

&磷酸盐缓冲液 !

?XB

"&嘌呤霉素 &

@NR8T3*I1;N63,ZZZ

&

+)3\1 >)V8O! .44 *KN*[36 16IN&

;8V23 'G(

!

5 ]@

"

*86^VG1I3

&

+)3\1 >)V8O ! ///

786[3H 16IN&O1JJNI 'G(

!

5]@

"'

'6PNIO8G36

# 氯化铵&

BUB

&

!1M)

&

CON2

&

5M)

'国药集团化学试剂有限公司#

封闭缓冲液
+

'含
E_ XB+

%

Z`E_ !1!

-

和
ZaE_

CONI86 Y"EZZ

的
?XB

溶液#

封闭缓冲液
X

'含
,a/_ G81I 23OV;

%

ZaZ/_ !1!

-

和
ZaE_ CONI86 Y"EZZ

的
?XB

溶液#

细胞裂解液'含
,Z ;;8)b@ CON2"5M)

!

R5 Fa/

"%

E/Z ;;8)b@ !1M)

%

E_ CONI86 Y "EZZ

%

ZaE_ BUB

的

?XB

溶液#

!"$

引物设计与合成

以
;0(>?

为模板设计扩增引物% 在末端加
EZ

个组氨酸作为标签!华大基因合成"'

上游引物 !

;0(>?">

"'

/

(

"G*G*+M(M(C+C((

C(+(M++(((M(+((+(MC("-

(%含
'%('

位点$

下游引物!

;0(>?"EZ5N2"C++

"'

/

(

" 1111(M(

(MM(MCC+(C((C((C((C(+C((C(+C(+C(+C(

+C(MCC(C+M+(MCM(CMM+C(MM(+(+( "-

(% 含

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
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!"#"

位点!

!"#

质粒构建

用
#$%

中引物 " 以
&'( !)*) +,-. +"/01234 +

5-6.7 !89-:

或
&'( !)*) !,-. !"/01234 !;< !

5-6.7!89-:

为模板
7='

扩增得到
5-6.7

和

;<!5-6.7

的
9;>

片段!

7='

条件如下#

?) !

预变

性
* 5@A

$

?B !

变性
%C D

$

EC !

退火
%C D

$

FB !

延伸

BC D

"

%E

个循环! 以上
7='

产物经纯化后双酶切

%

$%&"

和
!"#'

&$ 质粒
&G-+HI3+J6A,"+-6.7+.K0<

双酶切 %

()""

和
$%&"

& 得到高尔基体定位序列

J6A,"

$ 质粒
&G-LBD/+76M&7N43

双酶切 %

()""

和

!"#"

&得到整合质粒空载体!以上双酶切%

%O !

'

% J

&

产物用
L <PQ:

琼脂糖凝胶做胶回收"得到的产物按

照
*"*"L

%

R"R"R

&比例加入
LC #:

体系连接%

LF !

'

%

J

&! 取
E #:

连接产物转化大肠杆菌感受态
*+ ,"%-

98E"

"氨苄青霉素平板筛选阳性克隆子"得到整合

质 粒
&G-LBD/ !76M&7N43 !J6A," !5-6.7

和

&G-LBD/!76M&7N43!J6A,"!;<!5-6.7

! 所有质粒

均送上海
(0A<3A S@32I1J

测序!

!"$

整合质粒线性化

按 以 下 操 作 顺 序 将 整 合 质 粒
&G-LBD/ !

76M&7N43!J6A,"!5-6.7

和
&G-LBD/!76M&7N43!

J6A,"!;<!5-6.7

线性化# 取
LC #<

质粒单酶切

%

./0"

"

%O !

"

% J

&$ 向酶切体系中加入
LPLC

体积的

醋酸钠和
*$E

倍体积无水乙醇 %

!*C !

"

*C 5@A

&$离

心 %

LE CCC 4P5@A

'

E 5@A

&" 去上清液$ 加入
ECC #:

OCT

乙醇"振荡混匀$离心%

LE CCC 4P5@A

'

E 5@A

&"去

上清液$室温干燥$将
9;>

沉淀溶于
*C #: ,-

用

于线性化转染!

!"%

细胞培养和线性化转染

=8U ML

细胞用含
LCT

胎牛血清%

S"

&的
9G-G

%

6@V13

&培养基在
%O !

'

ET =U

*

条件下于
LC 15

培

养皿贴壁生长! 转染前"胰酶%

6@V13

&消化细胞接种

于
F 15

培养皿%接种密度
)CT

&! 培养
*) J

后换

) 5:

新 培 养 基 " 同 时 加 入 线 性 化 质 粒

%

:@&3/I1205@AI*CCC

操作手&!培养
L* J

后换新培养

基!

!"&

单克隆细胞株筛选和细胞药物处理

线性化转染
% Q

后"消化细胞"用含
F #<W5:

嘌

呤霉素的
9G-G

培养基传代培养
%

周获得稳定表

达嘌呤霉素抗性基因的混合细胞株"利用有限稀释

法筛选单细胞株!

对于衣霉素%

,NA@105X1@A

&处理实验"细胞接种

于
F

孔板 %接种密度
%CT

&" 用不同浓度衣霉素的

9G-G

培养基培养
)B J

"胰酶消化收集细胞用于分

析!

!"'

流式细胞仪荧光分析

胰酶消化收集细胞于
LYE 5:

离心管"用
ECC #:

磷 酸 盐 缓 冲 液 %

&J3D&J02I VN//I4IQ D0K@AI

"

7S(

"

(0A<3A

&洗涤并重悬! 用
S9 >11N4@ =F

%

S9

&流式细

胞分析仪检测细胞绿色荧光蛋白质信号!

!"(

激光共聚焦荧光定位分析

细胞经
) ! 7S(

洗两次后" 用
)T

多聚甲醛

7S(

溶液孵育
*C 5@A

使其固定 !

7S(

清洗两次"然

后用
EC 553KP:

氯化铵
7S(

溶液孵育
LC 5@A

! 吸去

氯化铵溶液" 用封闭缓冲液
>

透化细胞
FC 5@A

"然

后用含一抗 %

G3NDI >A2@ +6.7

或
'0VV@2 >A2@ +

677L%C

$

L")CC

&的封闭缓冲液
S

孵育
FC 5@A

! 用封

闭缓冲液
>

清洗两次除去一抗" 然后加入含二抗

%

>KIZ0 .KN34! )BB 1J@1[IA 0A2@+53NDI "<6

%

8\:

&

13A]N<02I

或
>KIZ0 .KN34! EEE Q3A[IX 0A2@ !40VV@2

"<6

%

8\:

&"

L"BCC

&的封闭缓冲液
>

孵育
FC 5@A

! 用

;@[3A =*D@

共聚焦显微镜收集细胞荧光信号数据"

;"(!-KI5IA2D >' 0A0KXD@D)$*C$CC

处理输出图片 "

7J323DJ3&

调整图片对比度!

!"!) *+,- ./

!

0123456

处理和蛋白质免疫印迹

F

孔板长满后收集细胞于
L$E 5:

离心管"用

ECC #: ) ! 7S(

洗一次"离心除去
7S(

! 用
LCC #:

细胞裂解液裂冰上解细胞
%C 5@A

"离心%

L ECC 4P5@A

'

LC 5@A

&收集上清液蛋白质!在蛋白质溶液中加入变

性剂"使其终浓度为
C$ET (9(

和
C$E 553KP: 9,,

"

然后于
?E !

加热
E 5@A

"使蛋白质彻底变性! 每
%C

微升蛋白质中加入
L #: -AQ3 8/

或
7;60DI.

于
%O

!

孵育
% J

! 用
LCT

聚丙烯酰胺凝胶跑蛋白质电泳"

用
G3NDI >A2@!6.7

%

L"E CCC

& 和
6302 >A2@! G3NDI

8'7

%

L"F CCC

&检测目标蛋白质!

78! 9*260

和
1:;9*260

整合质粒的构建

按照
L$)

中的方法 " 成功构建整合质粒

&G-LBD/ !76M&7N43 !J6A," !5-6.7

和
&G-LBD/ !

76M&7N43!J6A,"!;<!5-6.7

! 双酶切经
L <PQ:

琼

脂糖凝胶电泳检测"在
L CFF V&

处为目标基因片段

J6A,"! 5-6.7

%图
L

泳道
L

&和
J6A,"! ;<!5-6.7

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
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!图
!

泳道
"

"#

# !"$ %&

处为空载体$

'

%

! (% )*+, -./ *01123 '03(23

& 泳 道
!

%

&'4!5,6 7

)89&)+3: 7;8<=> 7?48@)

双 酶 切 !

!"#>A$#%>

"& 泳 道
"

%

&'4!5,67)89&)+3:7;8<=>7.B7?48@)

双酶切!

!"#>C$#%>

"

图
!

整合质粒双酶切验证

"#$% ! &'()#*+,-#'( ') -./ 01,2+#32 /40*/22#($ 56 ,(3

57

8%8 +65"9

和
7$:+65"9

在
&;< =!

细胞中

的表达

利用
!DE

中的方法将
"D!

中质粒线性化后转染

FGH 9!

细胞#线性化转染的整合效率较低#作者用

嘌呤霉素筛选整合成功的基因 $ 转染
&'4!5,67

)89&)+3:7;8<=>7?48@)

后#有
IJDJK

的存活细胞

获得了
8.

!图
"

红色峰图 "& 转染
&'4!5,6 L

)89&)+3:M;8<=>7.B7?48@)

后# 有
#5DNO

存活细

胞获得了
84

!图
"

绿色峰图"$ 结果显示#融合了

.7

乙酰氨基葡萄糖转移酶的跨膜区域后#蛋白质仍

然可以发出荧光# 且整合了
8.

的细胞荧光明显弱

于
84

的细胞荧光$ 可以用此混合细胞株筛选出单

细胞株用于进一步研究$

8%> =!57

和
=!56

单细胞株的筛选及绿色荧光

蛋白质定位分析

得到稳定表达
8.

和
84

的混合细胞株后#作

者用有限稀释法筛选出单细胞株
9!8.

和
9!84

$

单细胞株
9!8.

细胞荧光强度约为
9!84

细胞的

!C!N

!图
I

!

0

""$

8))!IN

是一个定位在高尔基体的膜蛋白P!EQ

#被

广泛用于高尔基体定位研究 P!RQ

$ 作者用
8))!IN

作

为高尔基体定位参照#图
I

!

%

"中间一列红色荧光定

位图给出了结合抗
8))!IN

抗体的二抗发出的荧

光#显示高尔基体的位置信息$ 左侧一列绿色图给

出了结合抗
8@)

抗体的二抗发出的荧光# 显示
8.

在细胞中的位置$ 可以看出
8.

与
8))!IN

定位在

相同位置$ 结果表明#作者构建的融合蛋白质成功

定位到了高尔基体$

图
8

线性化转染后混和细胞株荧光分析

"#$% 8 "1?'*/2@/(@/ ') A?1B 0'0?1,-#'( ,)-/* 1#(/*

-*,(2)/@-#'(

8%C 7:

糖链对
=!57

细胞荧光的影响

衣霉素!

=+<ST0?UTS<

"是一种类核苷酸抗生素#

可以抑制阻断细胞
.7

糖链合成途径P!5Q

$使用含有不

同质量浓度衣霉素的
-'4'

培养基培养细胞#

" 1

后收集细胞做流式细胞仪分析$ 用
-'VH

作为对照

处理细胞#

9!8.

的荧光信号强度约为
!D$!!N

$

$ 当

衣霉素质量浓度大于
ND# !BC?W

时# 细胞荧光信号

开始有明显降低!图
$

!

%

""$当衣霉素质量浓度大于

! !BC?W

时# 细胞
48@)

荧光信号峰出现明显偏移

!图
$

!

0

""#此时细胞荧光强度约降低
INK

!图
$

!

%

"

!

T

""$

K1
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%&

卷第
''

期食品与生物技术学报

薛 威!等" 用中国仓鼠卵巢细胞构建内切
!!!!!

乙酰氨基葡糖苷酶筛选系统

图
!

单细胞株荧光分析及
"#

定位分析

$%&' ( $)*+,-./-0/- 1%/,+./+23 +4 .%0&)- /-)) )%0- -52,-..%0&

"#

为确定细胞荧光强度降低与绿色荧光蛋白的

糖基化程度是否有关系! 作者提取图
"#

中流式细

胞仪分析所剩细胞的蛋白质!做蛋白质免疫印迹分

析"当衣霉素质量浓度大于
$%& "'()*

时!蛋白质糖

基化水平明显降低!且随着衣霉素质量浓度逐渐提

高!蛋白质糖基化水平会进一步降低!与细胞荧光

强度变化有很好的相关性#图
"

$

+

%和图
"

$

,

%%& 这

一表型在该细胞株中稳定存在& 另外!被糖基化的蛋

白质条带
-

程弥散状态! 用
./01234

切除糖链后该

条带消失$图
"

$

,

%%!表明该蛋白质上糖链结构不均

一!可以通过基因组编辑敲除高尔基体中蛋白质
/5

糖基化途径中下游特定基因!如
678291 :;

'

4<7"

等=->5

?$@

!在高尔基体中积累特定糖链结构的
/'5)A04.

"

$

1

%流式细胞荧光分析" 细胞株
B-0/

经过不同质量浓度衣

霉素$

$C? "'()*

%处理
"8 D

后荧光变化" $

+

%图
E

$

1

%中细胞

荧光强度定量分析!数据来自
E

次独立实验" $

,

%蛋白质免疫

印迹!

1,79F

为内参!

1F79!04.

检测
0/

及其降解条带"

G<F9

(

衣霉素)条带
-

(糖基化
0/

)条带
?

(非糖基化
0/

)条带
E

(糖

基化
0/

的降解条带)条带
"

(非糖基化
0/

的降解条带&

图
6 #7

糖基化对
89"#

细胞荧光的影响

$%&' 6 :44-/; +4 #7&)3/<.3)<;%+0 +0 1:"$= 4)*+,-./-0/-

将
/!

乙酰氨基葡萄糖转移酶的跨膜定位区域

与绿色荧光蛋白质融合表达!成功把带有天冬酰胺

连接糖基化位点的单体增强绿色荧光蛋白质定位

到中国仓鼠卵巢细胞的高尔基体中!并筛选得到单

细胞株
B-0/

&流式细胞仪分析显示!融合了定位区

域后的绿色荧光蛋白质仍可以发出荧光!在引入糖

基化位点后!其荧光强度约降低
-H

倍& 用含不同质

量浓度衣霉素的培养基培养细胞!蛋白质糖基化被

抑制!同时细胞荧光信号强度相应减弱& 当衣霉素

质量浓度大于
- "'I)*

时! 细胞
A04.

荧光信号峰

出现明显偏移!此时细胞荧光强度约降低
EHJ

& 本

研究证明了该细胞株荧光强度对
/5

糖基化敏感!

可以在其高尔基体中表达
A/0123

! 检测细胞荧光

强度及蛋白质糖基化水平以判定
A/0123

的糖苷水

解酶活性&

本研究所用
)A04.

第
-"K

位糖基化突变体!

内源表达该突变体的
LMN

细胞在有无糖链情况下

表现出一定荧光差异& 可以在
)A04.

不同位置引

入糖基化位点!以筛选出在有无糖链下荧光差异更

明显的突变体&

值得注意的是! 细胞荧光强度不仅与
0/

的糖

基化程度有关!还与该蛋白质在细胞中的表达量

有关 =--@

&因此!该细胞株还可以用于蛋白质表达相关

功能基因的高通量筛选研究&

结结结结结 语语语语语
%%%%

%
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