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摘要 建立了凝集素芯片技术检测糖蛋白的方法，对实验条件进行了优化，应用凝集素芯片初步检测分析了 Chang蒺s liver正
常肝细胞总蛋白中的糖蛋白糖链构成．将凝集素 ConA、GNA 固定于环氧化修饰的玻片表面，用 Cy3 标记标准糖蛋白
RNaseB，利用凝集素识别特异糖链的原理建立凝集素芯片检测糖蛋白的方法．摸索出最佳封闭剂是含 1% BSA的磷酸缓冲
液，最佳孵育时间及温度为 3 h和室温，最佳孵育缓冲液为含 1% BSA和 0.05% Tween-20的磷酸缓冲液，并用甘露糖抑制实
验验证了凝集素芯片结合的特异性．用包含 10种凝集素的芯片，成功解析了标准糖蛋白 RNaseB、Fetuin的糖链构成，证实
了凝集素芯片检测糖蛋白糖链的可行性．最后用凝集素芯片初步检测分析了 Chang蒺s liver正常肝细胞总蛋白中的糖蛋白糖链
构成，发现 Chang蒺s liver 正常肝细胞总蛋白中的糖蛋白可能有多价 Sia 或 GlcNAc、 terminal琢-1，3 mannose、GalNAc、
Gal茁-1，4GlcNAc这些糖链结构的存在．蛋白质糖基化是一种重要的翻译后修饰，它在微生物感染、细胞分化、肿瘤转移、
细胞癌变等生命活动中起着重要作用，因此近年来蛋白质的糖基化研究受到广泛的重视，但由于缺乏一种简便、快速、高通

量的检测手段，蛋白质糖基化修饰的研究发展缓慢．凝集素芯片技术的出现实现了对糖蛋白的快速、准确、高通量的检测

分析．
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蛋白质的糖基化修饰广泛地存在于各种生物体

中，是一种重要的翻译后修饰作用[1]．在微生物感

染、细胞分化、肿瘤转移、细胞癌变等生命活动

中，糖基化修饰起着至关重要的作用[2]．在病理状

态下，蛋白质和脂类糖基化的异常导致糖基化蛋白

和糖脂中的糖链发生了结构和数量上的改变，从而

改变其生物学功能．随着基因组学和蛋白质组学的

研究发展，人们已逐渐认识到糖蛋白的重要性，但

目前对于糖蛋白的研究相对滞后．目前亲和层析技

术、质谱、Western blotting、糖芯片技术已应用于
蛋白质糖基化修饰的研究并取得大量有价值的结

果，但是它们都有不足之处．亲和层析技术、质谱

技术、Western blotting耗时长，不能在短时间内获
得检测结果和实现通量化．糖芯片把寡糖、糖脂或

糖蛋白固定在固相支持物上以检测蛋白质或细胞与

糖结合的性质[3～9]，但是这种方法不能直接检测糖

基化的改变，从而限制了该技术的广泛应用．凝集

素芯片是将各种不同来源的凝集素固定于醛基化、

环氧化或经其他方式修饰后的玻璃片基上，再与标

记后的糖蛋白、菌体、细胞等待检测样品反应，以

检测待检测样品的糖链结构．本文中我们建立了凝

集素芯片技术检测糖蛋白的方法，应用凝集素芯片

初步检测分析了 Chang蒺s liver正常肝细胞总蛋白中
的糖蛋白糖链构成．凝集素芯片能简便、快速、高

通量地检测分析糖蛋白，在较短时间内给出被检测

糖蛋白的糖结构指纹图谱，它的出现将加速蛋白质

糖基化修饰的研究．

1 材料与方法

1援1 材料

玻璃片基(76 mm伊25 mm伊1 mm)购于 Gold Seal
公司；环氧基硅烷试剂(GPTS)购自 Sigma 公司；
凝集素 Con A 购自 Calbiochem 公司；凝集素
GNA、 ECA、 Jacalin、 LotusA、 WGA、 SNA、
PNA、MAL、LCA购于 Sigma公司；核糖核酸酶
B (RNaseB)、胎球蛋白 (Fetuin)购于 Sigma 公司；
Cy3荧光染料购自于 GE公司；乙醇胺购于 Sigma
公司；小牛血清白蛋白(BSA)购自北京鼎国生物技
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1援2援3 Chang蒺s liver 正常肝细胞的培养及总蛋白提
取．正常人肝细胞 Chang蒺s liver经由加入 10%胎牛
血清的 DMEM培养基常规传代培养．待细胞长满
瓶底 90%，经 1 ml Cell Lysis Reagent 裂解细胞，
离心收集上清．用 BCA法定量后分装保存于-20℃ .
1援2援4 Chang蒺s liver细胞总蛋白及糖蛋白的 Cy3标
记．吸取 200 滋l Chang蒺s liver 细胞总蛋白提取液，
用 Cy3荧光染料标记，并用 G-25柱分离纯化．将
1mg RNaseB、Fetuin 溶于 1 ml 碳酸盐溶液 (pH=
9.3)中，吸取 200 滋l 1 g/L 的 RNaseB、Fetuin 用
Cy3荧光染料标记，并用 G-25柱分离纯化．
1援2援5 凝集素芯片孵育．吸取 20 滋l Cy3标记后的
RNaseB、 Fetuin 或 Chang蒺s liver 细胞总蛋白与
180 滋l含 0.05% Tween-20和 1%BSA的 PBS混匀，
吸取 50 滋l混匀液覆盖点样区，加盖玻片孵育 3 h，

孵育结束后用含 0.05% Tween-20 的 10 mmol/L
PBST，10 mmol/L PBS 各清洗 2 次，每次 2 min，
最后离心甩干芯片．

1援2援6 数据的扫描与分析．用 Genepix 4000B芯片
扫描仪扫描芯片，光电倍增管(PMT)设为 70%，先
进行预扫描，然后选定点样区域，进行精确扫描．

调节明亮度和对比度，达到最佳视觉效果．用

GenePix3.0软件从扫描结果图中获取荧光信号强度
值和背景值等信息进行分析．

2 结果分析

2援1 凝集素芯片检测糖蛋白方法的建立及条件

优化

建立方法时，选用蛋白质表面无糖链结构，不

会与凝集素结合的 BSA作为阴性质控，Cy3标记

术责任有限公司；正常人肝细胞系 Chang's Liver由
上海复旦大学惠赠；DMEM培养基购自 Gibco公
司；Cell Lysis Reagent购自于 Sigama 公司；其他
试剂均为国产分析纯．

1援2 方法

1援2援1 玻片的环氧化修饰．将玻片用无水乙醇提洗

3次，每次提洗 10 min．玻片离心甩干后放到 10%
NaOH内，摇洗过夜．次日超声处理 15 min(功率
90%)，再用超纯水清洗 4次，每次 2 min，无水乙
醇清洗 2次，每次 2 min．配制 200 ml GPTS包被
液：190 ml无水乙醇，加入 10 ml GPTS．将玻片
放入 GPTS 溶液中(玻片必须在液面下)，锡纸封
口，摇床上反应 3 h(70 r/min)．反应结束后超声处
理 15 min(功率 90%)．离心甩干后用无水乙醇彻底
摇洗(110 r/min) 3次，每次 10 min．室温下离心甩
干玻片，1 500 r/min，1 min．再将玻片放置于

37℃烘箱中抽真空干燥 3 h．最后将玻片存储于
4℃干燥器中．
1援2援2 凝集素芯片的制备． 将 ECA、 Jacalin、
ConA、LotusA、WGA、SNA、PNA、MAL、GNA
和 LCA 10种凝集素分别溶解于厂家推荐的缓冲液
中，再分别加入终浓度为 0.5 g/L 的 BSA 和
1 mmol/L的不同单糖(表 1)共同构成点样缓冲液．
选用 1 g/L 的 BSA 作为阴性质控，Cy3 标记的
BSA作为指示位置的Marker，用晶芯 48点样系统
在环氧修饰后的玻片上点成 5伊 4或 5 伊 12的矩阵，
再在 60%湿度中孵育 3 h，37℃抽真空干燥 3 h．
封闭时先用含 0.05%Tween-20的 10 mmol/L PBST，
10 mmol/L PBS 各清洗玻片 1 次，再用含有 1%
BSA的 10 mmol/L PBS封闭芯片 1 h，封闭结束后
用含 0.05% Tween-20的 10 mmol/L PBST, 10 mmol/L
PBS清洗玻片 2 min，最后离心甩干芯片，备用．

Table 1 Lectin panel[10, 11]

Lectin Abbreviation Print concentration Specificity Print monosaccharide
Erythrina cristagalli ECA 1 g/L Gal茁-1,4GlcNAc Galactose
Artocapus integrifolia Jacalin 1 g/L Gal茁1-3GalNAc琢-Ser/Thr(T)and

GalNAc琢- Ser/Thr(T)
Galactose

Canavalia ensiformis Con A 1 g/L Branched and terminal
mannose,terminal GlcNAc

Mannose

Lotus tetragonolobus Lotus A 1 g/L Terminal琢-Fucose, Lewisx Fucose
Tritiicum vulgare WGA 1 g/L Multivalent Sia and (GlcNAc)n GlcNAc
Sambucus Nigra SNA 1 g/L Sia2-6Gal茁1-4Glc(NAc) GlcNAc
Arachis hypogaea PNA 1 g/L Gal茁1-3GalNAc琢-Ser/Thr(T) Galactose
Maackia amurensis MAL 1 g/L Sia2-3Gal茁1-4Glc(NAc) GlcNAc
Galanthus nivalis GNA 1 g/L Terminal琢-1,3 mannose Mannose
Lens culinaris LCA 1 g/L Complex (Man/GlcNAc Core

with 琢-1,6 Fucose)
Mannose
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的 BSA作为Marker，与 ConA、GNA构成 5 伊4的
矩阵，再与 Cy3荧光标记的核糖核酸酶 B(RNaseB)
进行孵育，以 ConA、GNA的荧光信号值的有无、
强弱来判定结果．分别摸索确定了凝集素芯片的最

佳封闭条件、最佳孵育时间及孵育温度、最佳孵育

缓冲液，并验证了 ConA、GNA与 RNaseB结合的
特异性．

2援1援1 封闭条件的确定．凝集素固定后要将载体上

其他无蛋白质样品区域封闭，以防止待测的蛋白质

样品与之结合，形成假阳性并使芯片背景升高．为

此，选用了含有 50 mmol/L乙醇胺的硼酸缓冲液和
1% BSA磷酸缓冲液分别作为封闭剂对芯片进行封
闭，再与 Cy3荧光标记后的 RNaseB孵育．结果发
现，两者封闭后背景都比较低，用 1% BSA磷酸缓
冲液封闭的芯片 ConA和 GNA获得的检测信号均
大于含 50 mmol/L乙醇胺的硼酸缓冲液(图 1)，说
明 1% BSA磷酸缓冲液的封闭效果优于 50 mmol/L
乙醇胺的硼酸缓冲液．

2援1援2 最佳孵育时间及孵育温度的确定．为了评估

出最优的孵育条件，比较了不同时间以及不同温度

对孵育效果的影响．结果显示(图 2和图 3)，孵育
时间为 3 h，孵育温度为室温时，荧光信号最强．
凝集素与糖蛋白间的特异性结合需要一定时间反应

才能达到结合的平台期，从 1～3 h，随着反应的进
行，ConA、GNA的信号值逐渐增高，ConA尤为
明显，3 h 以后 ConA、GNA 的信号值波动不大，
反应达到平台期．凝集素与糖蛋白结合时不同的温

度会影响二者之间的结合反应，我们分别考察了

4℃、室温、37℃下 RNaseB 与 ConA、GNA 结合
能力的变化，发现室温下最有利于二者的结合．

2援1援3 最佳孵育缓冲液的确定．为了确定不同孵育

缓冲液对孵育效果的影响，在含 1% BSA的磷酸缓
冲液中分别加入 0.05% NP-40、 0.05% Trition
X-100、0.05% Tween-20和 0.05% SDS作为孵育缓
冲液，比较了这 4种缓冲液对凝集素 ConA、GNA
与 Cy3标记的 RNaseB结合的影响．结果发现前三
者作为孵育缓冲液，ConA、GNA均能获得理想的
荧光信号，含有 0.05% Tween-20的缓冲液作为孵
育缓冲液，ConA、GNA获得的荧光信号最强，而
含有 0.05% SDS的缓冲液作为孵育缓冲液，ConA、
GNA获得的荧光信号微弱，这说明强表面活性剂
(SDS)会影响二者的特异性结合 (图 4)．

Fig. 2 Effect of incubation time
Data are represented for the net fluorescence intensity that ConA and

GNA bind with Cy3 labled RNaseB for 1 h～5 h, respectively. :

ConA; : GNA.

Fig. 3 Effect of temperature
Data are represented for the net fluorescence intensity that ConA and

GNA bind with Cy3 labled RNaseB under 4℃ , room temperature and

37℃ . : ConA; : GNA.
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Fig. 1 Effect of blocking buffer
Data are represented for the net fluorescence intensity that ConA and

GNA bind with Cy3 labled RNaseB after blocking with 50 mmol/L

ethanolamine in 50 mmol/L sodium borate buffer and 1% BSA in

10 mmol/L PBS, respectively. : Ethanolamine; : BSA.
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2援1援4 反应的特异性实验．为了确定凝集素芯片上

不同凝集素结合的特异性，在本实验中加入

0～320 mmol/L甘露糖与 Cy3标记的 RNaseB一同
进行孵育．结果发现，荧光信号值被不同浓度的甘

露糖所抑制(图 5)．RNaseB 是一种高甘露糖型的
N-连接型糖蛋白，ConA能特异性识别糖链上分支
或末端的甘露糖并与之结合．我们加入甘露糖与

RNaseB一同进行孵育，甘露糖会与 RNaseB竞争
ConA上的甘露糖的结合位点，因此加入的甘露糖
越多，ConA获得的检测到的荧光信号就越弱，而
GNA的检测信号不受影响．

2援2 凝集素芯片对糖蛋白的识别

为了进一步验证凝集素芯片，将 ECA、
Jacalin、 ConA、 LotusA、 WGA、 SNA、 PNA、
MAL、GNA、LCA 等 10 种凝集素与阴性质控
BSA以及指示位置的Marker点制成 5伊 12的矩阵，
再分别与 Cy3标记的 RNaseB、Fetuin孵育，观察

检测结果是否与 RNaseB、Fetuin已知的糖链结构
一致(图 6, 7)．RNaseB是一种高甘露糖型的 N-连
接型糖蛋白，只有一个糖基化位点在 Asn34位处，
这个位点被组成为 Man5～9GlcNAc2 的高甘露糖型
的糖链所占据[12～15]．Fetuin胎球蛋白分别含有 3个
O-连接和 3个 N-连接糖链，其中每个糖链的末端
为 sialic acid/ Neu5Ac(WGA 结合位点 )并主要以
琢2-6或 琢2-3的形式与后面的糖链相连，糖链的组
成中还包括 T-antigen Gal茁1-3GalNAc (Jacalin、
PNA 结合位点)、Gal茁1-4GlcNAc(ECA 结合位点)Fig. 4 Effect of incubation buffer

Data are represented for the net fluorescence intensity that ConA and

GNA bind with Cy3 labled RNaseB in different incubation buffer,

respectively. : ConA; : GNA.

Fig. 5 Mannose competition assay with
the lectin microarray

Competition assay using 0 to 320 mmol/L mannose coincubation with

Cy3 labled RNaseB. Data are represented for the net fluorescence

intensity that ConA and GNA bind with Cy3 labled RNaseB. 1:

0 mmol/L; 2: 2 mmol/L; 3: 5 mmol/L; 4: 10 mmol/L; 5: 20 mmol/L; 6:

40 mmol/L; 7: 80 mmol/L; 8: 160 mmol/L; 9: 320 mmol/L.

500

0

2 000

2 500

NP-40 SDSTrition
X-100

1 500

1 000

Tween-20

100
0

400

600

800

200
300

500

900

700

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Man 1
Man 1 Man 1

Man 1
Man 1 4GlcNAc 1 4GlcNAc

(a)

(b)

500
0

1 000

4 000

1 500
2 000
2 500
3 000
3 500

1 32 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(c)

Cy3-BSA
LCA
GNA
MAL
PNA
SNA
WGA

LotusA
ConA
Jacalin
ECA
BSA

Fig. 6 Glycopatterns of RNaseB are obtained
from lectin microarrays

(a) The glycan structure of RNaseB. (b) Fluorescence image of lectin

microarrays incubated with Cy3-labeled RNaseB. (c) Graphical

representation of the array data from the slide shown in (b). 1: BSA; 2:

ECA; 3: Jacalin; 4: ConA; 5: LotusA; 6: WGA; 7: SNA; 8: PNA; 9:

MAL; 10: GNA; 11: LCA; 12: Cy3-BSA.
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Fig. 7 Glycopatterns of Fetuin are obtained
from lectin microarrays

(a) The glycan structure of Fetuin. (b) Fluorescence image of lectin

microarrays incubated with Cy3-labeled Fetuin. (c) Graphical

representation of the array data from the slide shown in (b). 1: BSA; 2:

ECA; 3: Jacalin; 4: ConA; 5: LotusA; 6: WGA; 7: SNA; 8: PNA; 9:

MAL; 10: GNA; 11: LCA; 12: Cy3-BSA.
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等结构[16]．实验结果显示：Cy3标记的 RNaseB与
芯片孵育后发现识别甘露糖的凝集素 ConA、
GNA、LCA与识别 GlcNAc的凝集素WGA有阳性
结果出现．而 Cy3标记的 Fetuin与芯片反应过后
发现识别甘露糖的凝集素 ConA、GNA、LCA有信
号值出现，识别 T-antigen Gal茁1-3GalNAc 的凝集
素 Jacalin也有较强检测信号，另一识别 O-连接糖
链结构的 SNA 也有较明显的检测信号．其中
WGA获得的荧光信号值最强，这与 Fetuin糖链末
端有大量的 Sia 有关．但是 ECA、PNA 并未出现
阳性结果，这可能是由于 ECA、PNA识别的糖链
结构存在于糖链的内部，末端大量的分支糖链交错

阻碍了 ECA、PNA与 Fetuin的结合．凝集素芯片
检测糖蛋白的结果与标准糖蛋白的糖链组成一致，

证实了凝集素芯片用于检测糖蛋白的可行性．

2援3 凝集素芯片对 Chang蒺s liver细胞总蛋白中糖
蛋白的分析

将 Cy3标记的 RNaseB和 Chang蒺s liver细胞总
蛋白分别与凝集素芯片的上下两个点样区孵育，与

Cy3标记 RNaseB孵育的点样区作为质控，重复 3
次，对得到的结果进行归一化处理和数据处理．高

于阴性结果值与 3倍标准方差值之和的荧光信号值
为检测限，大于此检测限的荧光值视为阳性结果．

结果发现，凝集素 ECA、Jacalin、WGA、GNA有
阳性结果(图 8)，且荧光值WGA > GNA > Jacalin >
ECA，提示 Chang蒺s liver细胞总蛋白中的糖蛋白表
面可能存在多价 Sia 或 GlcNAc、 terminal琢-1, 3
mannose、GalNAc、Gal茁-1, 4GlcNAc这些糖链结构.

3 讨 论

蛋白质的糖基化修饰是生物体中蛋白质修饰加

工最为重要的一环，在功能蛋白质的构成上具有重

要的影响．这方面的研究已经成为蛋白质组学研究

的热点，但由于缺少一种能简便、快速、准确的检

测分析技术，蛋白质糖基化修饰的研究受到一定的

限制．凝集素作为一种能与糖蛋白糖链特异性结合

的蛋白质，多年来一直被用来研究蛋白质糖基化的

状况．我们将蛋白质芯片技术与凝集素的特殊功能

结合起来建立了凝集素芯片技术，并用标准糖蛋白

RNaseB和 Fetuin，验证了其在检测分析糖蛋白方
面的可行性．我们初步应用凝集素芯片对提取的

Chang蒺s liver正常肝细胞总蛋白中的糖蛋白进行了
初步分析，发现其中存在的糖蛋白可能有多价 Sia
或 GlcNAc、 terminal琢-1, 3 mannose、 GalNAc、
Gal茁-1，4GlcNAc这些糖结构的存在．凝集素芯片
的出现给我们带来了一种新的能高通量研究糖基化

的工具，它可以在第一时间为研究人员提供糖蛋白

糖结构组成方面的信息并帮助研究人员确定下一步

的研究方法，进而获得目的糖蛋白的细节信息．虽

然在本文中只用到了 10种凝集素，但是随着凝集
素种类数量的增加和抗糖抗体的加入，凝集素芯片

将检测分析出更为细致的糖蛋白糖链组成信息．凝

集素芯片的出现将加快蛋白质糖基化的研究．
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Abstract The technology of lectin microarrays was established for glycoprotein analysis and initially applied to
analyze the glycopattern of whole cell extraction of Chang蒺s liver cells. ConA and GNA were immobilized on the
epoxysilane-caoted slides, the standard glycoprotein RNaseB was labeled with Cy3 fluorescent dye, the detection
system of lectin microarrays was established for glycoprotein detection and analysis based on the principle of lectin
to glycan binding affinity. The consequence of experiment indicated that phosphate buffer containing 1% BSA was
the optimal blocking buffer, the optimal incubation time and temperature as well as incubation buffer were 3 hours,
room temperature and phosphate buffer containing 1% BSA and 0.05% Tween-20, respectively. Additionally, the
specificity of lectin microarrays was validated through the mannose competition assay. Further, the lectin
micoarrays containing 10 lectins were fabricated and used to detect and analyze the glycan construction of RNaseB
and Fetuin, the result verified the feasibility of our homemade lectin microarray. Eventually they were initially
applied to analyze the glycopattern of whole cell extraction of Chang蒺s liver cells. The results indicated that some
glycan structure such as multivalent Sia or GlcNAc, terminal琢-1,3 mannose, GalNAc and Gal茁-1,4GlcNAc
possibly existed in the whole cell extraction of Chang蒺s liver cells. Glycosylation is one of the most significant
posttranslational modifications of proteins, which plays an indispensable role in a wide variety of biological
processes including bacterial infection, cell differentiation, tumor metastasis and cell concretization. Hence, the
study on glycosylation draws the attention of researchers widely, but the process develops slowly due to lacking a
method can investigate protein-carbohydrate interactions in a rapid, exact and high-throughput manner. The
coming lectin microarrays possess the requests above and will promote the process of glycosylation research.
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