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摘要 利用凝集素糖链特异亲和原理构建对细胞膜表面糖链进行即时检测的凝集素芯片体系，检测肝癌发生过程中细胞膜糖

链的变化．从 H22细胞系、正常小鼠和肝癌模型鼠肝组织中提取细胞进行荧光标记，激光扫描仪检测凝集素位点捕获的细
胞，根据凝集素特异亲和性确定细胞膜表面糖表达谱，显微镜下观察捕获细胞的形态．对凝集素芯片捕获细胞的最佳条件进

行探讨，用甘露糖抑制试验、流式细胞仪和不同血型红细胞验证了凝集素捕获细胞的特异性．结果显示：正常和肝癌小鼠肝

细胞膜表面糖链存在较大差异，正常组只有 PSA、DSL、STL、NPL凝集素位点捕获到细胞，实验组只有 LTL和 DBA位点
没有捕获到细胞，提示小鼠肝癌组织细胞膜表面糖链显著增加，细胞膜上唾液酸、乙酰葡萄糖、乙酰半乳糖、甘露糖和半乳

糖糖链表达增加，这些糖链及其相关糖蛋白可能在肝癌的发生和发展中起一定作用．该凝集素芯片有较好的稳定性和特异

性，可以对细胞膜表面糖链进行动态、即时、通量的检测，为研究细胞膜表面聚糖在细胞发育和癌变等过程中的变化提供了

一个技术平台．
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细胞表面糖复合物在细胞识别、黏附、通信联

络、免疫应答等方面起着重要作用．细胞表面糖复

合物的糖链结构变化与癌变、发育、感染等过程紧

密相关[1-2]，在细胞转化开始和恶变的过程中常发

生聚糖表达的改变[3-5]，研究这些受时间和空间调

控的聚糖表达模式，对了解聚糖在癌变过程中的作

用有着重要的意义．肝癌是人类死亡率较高的恶性

肿瘤，其发生机制至今尚未阐明，本文建立了对细

胞膜表面糖链进行即时、通量检测的凝集素芯片体

系，并应用该芯片对小鼠肝癌细胞株 H22、正常小
鼠与肝癌模型鼠肝细胞膜表面糖链进行检测．该芯

片利用凝集素与细胞膜表面糖链结合专一性对细胞

进行自动捕获[6]，由于细胞已经用吖啶橙标记，通

过荧光扫描就可以观察到芯片上哪些凝集素位点捕

获到细胞，根据该位点凝集素与糖链亲和的特异性

就可以判断出该细胞膜上的糖链类型，以探讨肝癌

发生过程中细胞膜糖链的变化．

1 材料与方法

1援1 试剂与仪器

凝集素购自 Vector公司；牛血清白蛋白(BSA)、

戊二醛、细胞培养液 RPMI1640、胶原酶、二甲基
亚硝胺 DEN ( N-nitrosodiethylamine )均购自 Sigma
公司；红细胞分离液(ELS)、瑞士吉姆萨染色液、
吖啶橙购自北京赛驰生物科技公司；醛基载片(基
因公司)；C57小鼠购自中国医科大学实验动物部；
健康人全血由中国医科大学第一附属医院血站提

供；H22细胞株由中国医科大学肿瘤研究所提供；
生物芯片点样仪 (MicroGrid域，BioRobiotics Ltd,
England)；激光共聚焦扫描仪(Gene TACTM LS IV，
USA);低温离心机(SIGMA, USA); Nikon Microscpoe
(ECLIPSE 80i，Japan)．
1援2 凝集素芯片的制备

按照文献[6]的方法制备凝集素芯片，将凝集
素溶于 5%甘油的 PB缓冲液(0.01 mol/L， pH=7.2)



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2010; 37 (3)

配制点样液，凝集素点样浓度为 1 滋g/L，在醛基修
饰的芯片载片上制备凝集素点阵，37℃湿盒内水化
2 h，放入 4℃冰箱备用．
1援3 小鼠肝癌模型的建立

将 20 只 C57 小鼠随机分成 2组，实验组 14
只，对照组 6只，每组雌雄各半，实验组饲以含
DEN饮水，前 4周浓度为 0.050 滋g/L，4～12周以
后浓度为 0.1 滋g/L，连续 12周后改为自由饮水,对
照组常规饮水[7]．12周后随机抽取对照组及实验组
动物，观察肝脏形态、颜色、质地，取肝脏标本，

4%多聚甲醛缓冲液固定 24 h，常规石蜡包埋，切
片，HE染色，光学显微镜下观察．
1援4 细胞提取

1援4援1 H22细胞株的培养及其细胞提取．H22细胞
培养于含 10%胎牛血清、青霉素 100 U/ml、链霉
素 60 mg/L 的 RPMI 1640 培养液中， 5% CO2、

37℃饱和湿度培养，取对数生长期的细胞进行实
验，用 0.25%胶原酶郁与 0.01% EDTA 1∶1 的混
合液消化为单细胞悬液，加入 1% 吖啶橙染色
5 min，1000 r/min 离心 5 min，RPMI 1640 洗涤
细胞去除多余的吖啶橙，重悬细胞，调整浓度为

102个 /L，用于后续实验．
1援4援2 红细胞提取．将不同血型抗凝血离心，吸取

红细胞部分用 PBS溶液稀释细胞浓度为 102个 /L，
备用．

1援4援3 小鼠肝细胞的消化及其提取．分别取实验

和对照组小鼠肝组织用肝素 D-hank忆s液清洗后剪
碎，0.25%胶原酶郁 (D-hank忆s液) 37℃消化 1 h，
1 000 r/min离心 8 min，按 1∶3的比例向细胞沉淀
中加入 ELS裂解液去除红细胞，轻轻吹打混匀；
1 000 r/min离心 5 min，D-hank忆s液重悬细胞，加
入 1%吖啶橙染色 5 min，1 000 r/min离心 5 min，
RPMI 1640 洗涤细胞去除多余的吖啶橙，RPMI
1640细胞培养液重悬细胞，制备细胞涂片，余下
细胞调整浓度为 102个 /L，用于后续实验．
1援5 凝集素芯片孵育

将已经制备好的凝集素芯片放入湿盒内，37℃
水化 20 min，0.5%酪蛋白溶液 (PB，0.01 mol/L，
pH7.2)封闭 10 min，PB缓冲液(0.01 mol/L, pH 7.2)
洗涤 5 min，将准备好的细胞悬液滴加到芯片上，
37℃孵育 40 min，PBS (pH 7.2)缓冲液洗涤 5 min，
3%戊二醛(PBS，pH 7.2)固定 10 min．

1援6 凝集素芯片各位点捕获细胞观察

1援6.1 细胞膜糖链检测．GeneTACTM LSIV激光扫
描仪扫描检测凝集素芯片上各凝集素位点荧光信号

强度，参照凝集素对糖链的亲和特异性，确定细胞

膜糖链类型．

1援6.2 细胞形态观察．采用常规 HE染色方法对凝
集素芯片上所捕获的细胞进行染色，光学显微镜

下观察芯片凝集素位点上所捕获细胞的数量及其

形态．

1援7 流式细胞仪检测

提取小鼠肝组织细胞，配置浓度为 1 伊 102～

2 伊 102个 /L细胞悬液，分别加入荧光标记的凝集
素 FITC-PSA和 FITC-DBA(终浓度 0.4 g/L)，37℃
反应 40 min，900 r/min离心 5 min，沉淀用 PBS清
洗 3遍后用 0.2 ml PBS稀释，流式细胞仪检测细胞
的荧光强度．

1援8 芯片捕获到细胞的细胞化学反应

按 1援4方法提取小鼠肝癌细胞，不经过吖啶橙
标记直接滴加到凝集素芯片孵育 40 min，PBS缓冲
液洗涤 5 min，分别将浓度为 0.4 g/L FITC标记的
PSA 和 DBA 滴加到已经捕获到细胞的芯片上 ,
37℃反应 40 min，PBS缓冲液洗涤 5 min，激光扫
描仪扫描检测．

2 结 果

2援1 凝集素芯片捕获细胞方法的建立

为了研究凝集素芯片捕获细胞的最佳条件，我

们以 BSA为阴性质控，以 FITC-BSA 为阳性标记
点，制备凝集素 ConA和 JAC 3 伊 3点阵，用吖啶
橙标记的小鼠肝癌细胞株 H22进行孵育，分别探
讨了凝集素芯片封闭条件、最佳孵育时间、孵育温

度、芯片的特异性以及凝集素芯片检测的最佳细胞

浓度．

2援1.1 封闭条件的确定．凝集素固定后要将芯片

上非点样点区域封闭，以防止细胞孵育时标记吖

啶橙的细胞与之结合使得芯片背景升高，分别用

50 mmol/L乙醇胺的硼酸缓冲液和 1% BSA磷酸缓
冲液对芯片进行封闭，用吖啶橙标记的 H22细胞
进行孵育，扫描检测二者的荧光信号强度，比较封

闭效果和信噪比．结果发现，1% BSA磷酸缓冲液
封闭效果略优于乙醇胺(图 1)．
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2援1.2 最佳孵育时间及其孵育温度的确定．为了评

估细胞悬液在芯片上的最佳孵育条件，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)：在 37℃时, 随着细胞孵育时间增加, ConA、
JAC捕获到细胞的荧光强度逐渐增强， 40 min以
后，荧光信号波动不大，反应达到平台期．固定孵

育时间为 40 min，检测室温(24℃ )和 37℃下凝集素
捕获细胞的荧光信号，发现二者没有显著性差别，

37℃时荧光信号强度略强一些．

2援1.3 最佳细胞孵育浓度．为了确定芯片上细胞孵

育的最佳浓度，分别将细胞浓度调制到约为 1.0伊
104个 /L、 1.0伊103个 /L、1.0伊102个 /L、10个 /L、
1个 /L, 将不同浓度细胞悬液在 37℃下孵育 40 min
后，洗涤，戊二醛固定，荧光扫描后常规 HE染
色，光学显微镜下观察凝集素位点捕获到的细胞数

目．我们观察到, 当凝集素位点直径为 700 滋m左
右时，捕捉细胞达到饱和时细胞数目约为 500个左
右(视细胞大小而定)，当孵育细胞浓度在 1.0伊102～

1.0伊103个 /L时，JAC和 ConA位点捕获的细胞基
本饱和，非凝集素位点没有非特异吸附的细胞，当

浓度达到 1.0伊104个 /L时，镜下观察非凝集素位点
有未洗掉的非特异吸附细胞，扫描信号背景较强．

随着孵育细胞浓度的降低，凝集素各点捕获细胞的

个数也降低．当孵育细胞浓度降至 1.0个 /L后，
JAC位点捕获细胞数目在 50个以下，但仍然可以
检测到该点的荧光信号．结果表明：孵育细胞悬液

的最佳浓度在 1.0伊102～1.0伊103个 /L左右，此时可
以获得较好的信噪比(图 3)．

2援1.4 芯片凝集素特异性检测．为了观察凝集素捕

获细胞的特异性，采用单糖封闭实验进行验证，配

制 0～0.5 mol/L甘露糖 PBS 溶液，在芯片上孵育
30 min后洗涤，然后加入吖啶橙标记的 H22细胞，
37℃孵育 40 min，洗涤扫描，结果发现，ConA点
荧光信号随着甘露糖浓度的增加，荧光信号逐渐减

弱，当达到 0.2 mol/L时，ConA位点基本没有荧光
信号，而 JAC位点的荧光信号没有受到影响，表
明甘露糖能与 ConA上的甘露糖结合位点结合，对
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Fig援 2 Effect of incubation time and temperature
(a) Dates are represented for the fluorescence intensity that bound cells

labled with AO by ConA and JAC for 10～60 min, respectively. :

ConA； : JAC. (b) Data are represented for the fluorescence intensity

that bound cells labled with AO by ConA and JAC at room temperature

and 37℃ , respectively. : Room temperature(24℃ ); : 37℃ .

■ ■
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Fig. 3 Effect of incubation concentration of cells
Data are represented for the bound cell number on one lectin spot, in

each group from left to right, the cell concentration are: 1.0伊104/L( ),

1.0伊103/L( ), 1.0伊102/L( ), 10/L( ).
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Fig. 6 HE staining of paraffin section from normal
and hepatocarcinoma groups

(a) Hepatocarcinoma group. (b) Normal group.

Fig. 5 Glycome profiling of H22 cells
during differentiation

1: DAL; 2: PSA; 3: GNA; 4: MPL; 5: WBA; 6: JAC; 7: LTL; 8: SBA; 9:

BPL; 10: WFA; 11: MAL-1; 12: AAL; 13: EEL; 14: HHL; 15: SNA; 16:

ACA; 17: STL; 18: Suc WGA; 19: NPL; 20: ECL; 21: DBA; 22: WGA;

23: ConA.

Fig. 4 Effect of Mannose blocking
Blocking assay using 0 to 0.4 mol/L mannose incubation. Dates are

represented for the fluorescence intensity that ConA bind with AO

labeled H22 cells. 1: 0.001 mol/L; 2: 0.01 mol/L; 3: 0.05 mol/L; 4:

0.1 mol/L; 5: 0.2 mol/L.

其糖特异结合位点进行封闭，因此 ConA位点捕获
到的细胞数目随着甘露糖封闭的浓度增加而降低，

直至没有荧光信号(图 4)，表明芯片上固定的凝集
素仍然保持对糖链的特异亲和性．

2援1.5 芯片检测的重复性．我们制备 23种凝集素
点阵检测 AO标记的 H22细胞，重复 3 次，对得
到的结果进行数据处理，检测芯片捕获细胞的荧光

强度，结果显示：只有 LTL和 DBA凝集素位点没
有捕获到细胞，芯片扫描荧光强度的变异系数在

20%以下，有较好的重复性(图 5)．

2援2 小鼠肝癌模型的建立

正常对照组小鼠在实验期间状态良好．实验组

第 12周开始死亡，死亡 8只，剩余的 6只小鼠，
处死后取出肝脏，其肝脏表面粗糙不平，呈现颗粒

状．肝脏的切面可看见灰白色颗粒状的结节，石蜡

包埋切片 HE染色镜下观察，肝组织均发生癌变
(图 6)．

2援3 凝集素芯片对细胞膜糖链检测结果

2.3.1 芯片扫描结果．凝集素芯片对 H22细胞系、
正常对照组和肝癌模型组小鼠肝细胞膜表面糖链检

测结果见表 1．H22细胞系只有 LTL和 DBA两个
凝集素位点没有捕获到细胞，正常组只有 PSA、
DSL、STL、NPL四种凝集素位点捕获到细胞，且
捕获细胞数很少, DSL、STL、NPL都具 polyLacNAc、
Lac/LacNAc亲和特异性；肝癌模型组早期取样标
本 中 MPL、 JAC、 ACA、 EEL、 NPL、 HHL、
SucWGA几个凝集素位点显示阴性，后期取样标
本检测结果与 H22细胞系一致，只有 LTL和 DBA
两个凝集素位点没有捕获到细胞．表明肝组织癌变

过程中细胞膜表面糖链逐渐增加，根据凝集素的特

异性可以看出：细胞膜上增加了唾液酸、乙酰葡萄

糖、乙酰半乳糖、甘露糖和半乳糖糖链．亲和岩藻

糖的三种凝集素 AAL、LTL、PSA中，亲和 L型
岩藻糖的 LTL没有捕获到细胞，AAL即亲和末端
岩藻糖也亲和末端唾液酸，PSA即亲和末端岩藻糖
也亲和末端甘露糖，因此，尚不能明确判断肝病变

组织细胞膜上末端岩藻糖型糖链增加．

2.3.2 细胞形态观察．小鼠肝细胞制备细胞涂片，

对涂片上的细胞和芯片上捕获到的细胞进行 HE染
色，光学显微镜下观察细胞形态(图 7)．结果发现：
涂片上正常对照组提取的细胞均为浅染，肝癌模型

组可以观察到正常细胞和恶性两种细胞，两种细胞

数量相当；芯片捕获到的细胞以恶性细胞为主，也

有少量细胞与正常细胞形态相同，可能是非特异性

捕获所致，也可能在细胞形态尚未发生改变时细胞

膜糖链已经开始增加．
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2援4 凝集素芯片捕获细胞的特异性检测

为了进一步验证凝集素芯片检测结果的准确

性，我们分别用细胞化学实验、流式细胞仪和已知

血型红细胞进行验证．

Fig. 7 Glycome profiling
(a～c) Bound cells on the lectin microarray were scanned with fluorescence scanner from left to right: (a) Hepatocarcinoma group. (b) Normal group.

(c) H22 cell line. (d) Lectin microarray format. (e, f) Bounded cells extracted from liver cancer group on the lectin microarray under microscope. (e)

100伊. (f) 400伊.

Lectin Specificities H22 Hepatocarcinoma group Control group

DSL (GlcNAc)n, polyLacNAc and LacNAc(NA3,NA4) + 6/6 6/6

PSA Fuc琢1,6GlcNAc and 琢-Man + 6/6 6/6

GNA Non-substituted 琢1,6Man + 6/6

MPL Ga1,3GalNAc琢-Thr/Ser(Tn) and GalNAc琢-Thr/Ser(Tn) + 3/6

WBA 琢GalNAc + 6/6

JAC Gal茁1,3GalNAc琢-Thr/Ser(T) and GalNAc琢-Thr/Ser + 5/6

LTL 琢-L-Fuc琢1,3GlcNAc,Sia-Lex and Lex - 0/6

SBA GalNAc琢 1-Ser/Thr + 6/6

BPL Gal茁1,3GalNAc and NA3,NA4 + 6/6

WFA Terminal GalNAc (e.g., GalNAc茁1,4GlcNAc) + 6/6

MAL-I Glc茁1,4GalNAc + 6/6

AAL Terminal 琢 Fuc and Sia- Lex + 6/6

EEL Gal琢1,3[Fuc琢1,2Gal] > Gal琢1,3Gal + 5/6

HHL Non-substituted 琢 1,6Man + 5/6

SNA Sia琢2,6Gal + 6/6

ACA Gal茁1,3GalNAc琢-Thr/Ser(T) + 5/6

STL (GlcNAc)n and polyLacNAc + 6/6 6/6

SucWGA D-GlcNAc + 5/6

NPL Non-substituted琢-1,6Man + 3/6

ECL Lac/LacNAc + 6/6 6/6

DBA GalNAc琢-Thr/Ser(Tn) and GalNAc琢-1,3GalNAc - 0/6

ConA 琢-Man(inhibited by presence of bisecting GlcNAc) + 6/6

WGA (茁-D-GlcNAc)n, and multivalent Sia + 6/6

Table 1 Lectin used in this study and their specificities and their binding result

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
DSL PSA GNA MPL WBA JAC

LTL SBA BPL WFA MAL AAL

EEL HHL SNA ACA STLSucWGA

NPL ECL DBA WGA ConA BSA
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Fig. 8 Specificity assay
(a) Fluorescent intensity of lectin microarray after FITC-lectin incubation with bound cells . Left: FITC-PSA, Right: FITC-DBA. (b) Fluorescent

intensity of cells stained with FITC-PSA (left) and FITC-DBA (right) by flow cytometry. (c) Lectin spots with bounded cells after incubation with A, B,

O blood type erythrocyte, the color spots are lectins which caught erythrocyte, different colors mean unique carbohydrate, Red: Fuc; Green: Gal; Blue:

GlcNAc; Yellow: GalNAc. (d) The carbohydrate structures of A, B, O blood type.

2援4援1 细胞化学实验．我们选择小鼠肝癌细胞芯片

检测结果为阳性的凝集素 PSA 和阴性的凝集素
DBA作为探针，用 FITC荧光标记，将肝癌细胞提
取后不进行吖啶橙荧光标记直接与芯片孵育，洗

涤后分别向芯片上滴加 FITC-PSA 和 FITC-DBA，
30 min后洗涤、扫描，结果显示，FITC-PSA孵育
后芯片上捕获到细胞的各点都有荧光信号，而

FITC-DBA孵育后的芯片没有荧光信号，说明细胞
膜有与 PSA 结合的糖链而没有与 DBA 结合的糖
链，芯片捕获细胞是源于凝集素的特异性而不是非

特异性吸附的结果(图 8a)．
2援4援2 流式细胞仪的检测结果．上述提取的小鼠肝

癌模型组肝细胞，不经荧光标记直接与 FITC-PSA
和 FITC-DBA 混合 30 min 后离心、洗涤、重悬，
流式细胞仪检测，结果见图 8b， FITC-PSA流式细
胞仪检测结果为阳性，FITC-DBA流式细胞仪器检
测结果为阴性，与凝集素芯片检测结果一致．

2援4援3 红细胞检测．我们用已知细胞膜表面糖链的

不同血型红细胞对芯片检测的可靠性进一步验证，

由于红细胞容易破碎，没有用荧光素对红细胞进行

标记，凝集素芯片捕获细胞后直接在显微镜下观

察，结果见图 8 c, d．芯片上捕获到 O型红细胞的
凝集素为：PSA、AAL、WGA、LTL、SucWGA、
BPL、WFA，在个别芯片上 SBA位点有少许细胞，
这里 PSA、AAL、LTL都是与岩藻糖亲和的凝集
素，AAL是与末端岩藻糖和唾液酸亲和的凝集素，
这三个位点上凝集素捕获的 O 型血红细胞较多，
BPL、WFA、SBA、WGA位点捕获的 O型血红细
胞很少．捕获到 B 型红细胞的位点有：WGA、
LTL、WFA、WBA、BPL、WGA，其中 WBA 特
异性亲和 Gal，这与 B型血红细胞末端 Gal一致，
除此之外，SBA位点捕获到很少细胞，亲和 O连
接半乳糖链 MPL (Ga1, 3GalNAc琢-Thr/Ser)、 JAC
(Gal茁1, 3GalNAc琢-Thr/Ser(T))位点均未捕获到 B型

DSL PSA GNA MPL WBA JAC

LTL SBA BPL WFA MAL AAL

EEL HHL SNA ACA STLSucWGA

NPL ECL DBA WGA ConA BSA
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红细胞，亲和岩藻糖的 PSA、AAL也有少量细胞.
捕获到 A型血红细胞凝集素位点有：WFA、BPL、
LTL、WGA，WFA和 SBA的亲和特异性均为末端
GalNAc，但 SBA主要亲和 O连接糖链，在本实验
中该点没有捕获到 A型血红细胞．LTL位点捕获
的三种血型细胞都比较多，其原因可能是 LTL除
了亲和 Fuc 外，还亲和含 Lex类型糖链 [8-9]．亲和

GalNAc 型糖链的 WFA 和亲和 Gal茁1,3GalNAc 的
BPL在三种血型中都捕获到细胞，只是捕获的 O
型血和 B型血细胞很少，这可能是细胞膜糖链末
端 Fuc或者 Gal脱落和凝集素的交叉反应所致，亲
和含 GlcNAc的复杂糖链的WGA在三种红细胞中
均呈现较弱的阳性结果，亲和 Man和 Sia 的凝集
素位点均未捕获到细胞，实验证明凝集素芯片对细

胞膜糖链检测的特异性较好．

洗脱条件对结果的影响：在红细胞实验中，我

们对洗涤条件对结果的影响进行了观察，红细胞孵

育后，分别用两种方式对芯片进行洗涤：a．将芯
片反扣在 PBS溶液中，依靠重力作用去除非特异
吸附细胞；b．将芯片放入 PBS溶液中，在摇床中
轻微震荡 3 min．观察这两种洗涤方法的影响，结
果显示：a．亲和 Man和 Sia的凝集素位点均未观
察到捕获的细胞；b．采用第一种方法洗涤，A、
B、O型血亲和 Fuc的 PSA、AAL位点均捕获到细
胞，采用第二种方法洗涤，B型血 PSA、AAL有
少量细胞，A型血没有．结果显示：对于细胞膜没
有的糖链，洗涤对于芯片特异性吸附作用没有影

响；第二种洗涤方式会洗去一些凝集素亲和力比

较弱的细胞．

3 讨 论

蛋白质转录后的修饰作用在蛋白质活化、维持

蛋白质功能方面起着重要的作用[10-11]，细胞膜糖基

化修饰是一种常见的翻译后修饰，大约 50%以上
的蛋白质都发生糖基化，它对蛋白质功能有极其重

要的影响．肝癌发生发展是一个复杂的过程，其过

程中细胞膜糖蛋白在其免疫、信号传导、细胞迁移

等方面的作用一直令人着迷．由于缺乏合适的技术

手段，尚没有对细胞膜糖链在癌变过程中的变化进

行系统的检测．传统对细胞糖蛋白检测的方法是：

将细胞中糖蛋白提取，进行电泳或者质谱测定，或

者用凝集素进行分析，如凝集素沉淀法、凝集素亲

和层析法、凝集素亲和电泳法、凝集素酶联免疫吸

附实验、凝集素印迹法等．前者检测方法有几个缺

点：a．不能对细胞膜上的糖复合物进行即时地检
测，b．提取过程中糖蛋白容易丢失，也无法对细
胞膜糖脂进行检测；后者每次只能使用一种或者几

种凝集素进行检测，无法进行通量的识别．

2005年 Angeloni、Carlsson和 Kuno小组分别
报道了应用凝集素芯片对糖蛋白进行检测，凝集素

芯片作为一种新型的聚糖表达谱分析方法发展起

来，Pilobello和 Rosenfeld等[12-13]各自构建了 9种和
24种凝集素的芯片对糖蛋白进行检测，对凝集素
芯片的特异性进行了验证，2007年 Tateno等[14]使

用凝集素芯片对哺乳动物细胞膜表面糖链进行了检

测，他们分别对 CHO及 CHO糖基化缺陷细胞系、
正常小鼠和 茁1, 3-N-乙酰葡糖转移酶域基因敲除小
鼠脾细胞膜表面糖链进行了检测，以此验证凝集素

芯片的特异性，并对 K562细胞系分化前后的细胞
膜表面糖链变化进行检测，显示出凝集素芯片在细

胞膜表面糖基化检测的优势．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，并用小鼠 H22细胞株验证了凝集素芯片的
可行性，使用 23种凝集素对小鼠肝癌细胞株 H22
以及小鼠肝癌变过程中细胞膜表面糖链变化进行即

时的高通量检测．为了避免培养细胞系细胞膜可能

发生的糖基化改变对实验结果的干扰，我们用化学

试剂诱导的肝癌小鼠模型来验证肝癌病变过程中细

胞膜表面糖基化的变化并对 H22细胞系检测结果
进行对比，正常小鼠肝细胞膜表面只检测到多聚乳

糖胺，这是基质蛋白(如黏连蛋白)的主要成分，肝
癌细胞膜表面糖链显著增加，细胞膜上增加了唾液

酸、乙酰葡萄糖、乙酰半乳糖、甘露糖和半乳糖糖

链，肝癌模型组检测结果与 H22细胞株基本一致，
表明细胞膜这些糖链的表达增强与细胞癌变过程密

切相关．为了验证凝集素芯片对细胞膜糖链检测的

准确性，我们选择了芯片检测分别为阳性和阴性的

PSA和 DBA凝集素作为探针，用流式细胞仪对细
胞膜进行检测，实验结果与芯片检测结果一致，同

时表明对芯片捕获的细胞可以进一步进行免疫化学

检测，有利于对捕获的细胞进一步分析．

已发现肿瘤细胞膜表面唾液酸含量明显增

加[15-16]，唾液酸含量的增加降低了转移的肿瘤细胞

与郁型胶原及其纤黏连蛋白的附着．唾液酸化增加
常常表现为唾液酸以特异的 琢2-6键与外侧乳糖胺
或者 O- 聚糖的内侧相连，我们实验验证了这一
点．已有文献报道大鼠肝癌中 Glc 转移酶存在
(GlcNAcT-芋)，它催化平分型 GlcNAc 分支的添
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加，影响 N- 聚糖的结构[17]，本实验中细胞膜表面

GlcNAc糖链明显增加，实验结果中，实验组肝细
胞 LTL、DBA 位点 100%为阴性结果，LTL 和
AAL 都是亲和 Fuc琢 或者 Sia-Lex 的凝集素，但

AAL在所有病变标本中都呈现阳性，很可能是细
胞膜表面没有 L型岩藻糖链存在；DBA可以特异
识别老鼠胚胎干细胞的 琢-N-GallNAc表位[18]，本实

验中与 GallNAc 茁型亲和的凝集素都为阳性结果，
但是 DBA 呈现阴性结果，提示细胞膜表面没有
琢-N-GallNAc型糖链．肝癌模型鼠凝集素检测结果
中，MPL(Ga1,3GalNAc琢-Thr/Ser (Tn)和 GalNAc琢-
ThrSer (Tn))、 JAC (Gal茁1,3GalNAc琢-Thr/Ser (T)和
GalNAc琢-Thr/Ser)、ACA (Gal茁1,3GalNAc琢-Thr/Ser
(T))、EEL(Gal琢1,3[Fuc琢1,2Gal] > Gal琢1,3Gal)、NPL
(non-substituted琢-1, 6Man)、HHL (non-substiiuted
琢1,6Man)SucWGA (D-GlcNAc)几个凝集素位点并
非在所有标本中全部显示阳性，考虑到标本取样有

时间差异(3 周)，可认为甘露糖糖链和 GalNAc琢-
Thr/Ser型糖链的增加可能发生在肝癌的晚期．
这种捕获细胞的凝集素芯片的局限性在于：a.

与流式细胞仪相比，凝集素芯片不能给出各个位点

捕获细胞数目的绝对值；b．只能确定细胞膜的糖
链类型，目前尚不能准确确定细胞膜糖链的精细结

构；c．目前不能对长期放置后的细胞进行检测；
d．凝集素与糖链的亲和力要小于抗原抗体之间的
亲和力，芯片捕获细胞后对芯片的清洗可能会洗掉

一些表面糖链低水平表达的细胞，故一些细胞膜糖

链低表达的情况可能检测不出来．尽管如此，糖封

闭实验、流式细胞仪检测和不同血型红细胞捕获几

个特异性实验结果表明：该凝集素芯片准确性较

好，可用于对细胞膜表面糖链进行动态、即时、通

量的检测，为研究细胞膜表面聚糖在细胞发育和癌

变等过程中的变化提供了一个新的技术平台．
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Glycoprofiling Investigation of Hepatocellular Carcinoma
Cell Surface With Lectin Microarray*
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Abstract To obtain information of glycan changes on cell surface in hepatocarcinoma progress, a high
throughout lectin microarray was established to detect glycans on cell surface based on the principle of lectin to
glycan binding affinity. Cells extracted from normal or model mice tissues and H22 cell lines were labeled with
fluorescence and caught by lectins through the distinctive binding specificities, bound cells were directly detected
by a laser fluorescence scanner to obtain the glycome profile of the cell surface according to the distinctive binding
specificities of lectins on microarray and the appearance of bound cells were observed under the microscope. The
optimal blocking buffer, optimal incubation time and temperature, optimal cell concentration were studied and
specificity of lectin microarray was validated through the mannose blocking assay, flow cytometry and diffenrent
blood type erythrocyte. High level of diversity of glycoprofiling was present between normal and hepatocarcinoma
mice, only PSA, DSL, STL, NPL captured cells in normal group, all lectin captured cells except LTL and DBA in
hepatocarcinoma group , the result show that Sia, GluNAc, GalNAc, Man and Gal increased on hepatocarcinoma
cell surface. These results imply that these carbohydrates and correlate glycoprotein may play key roles in
occurrence and development in liver canceration. The lectin microarray established a stable, real-time and
throughout method and provides a novel strategy for study profiling changes of the cell surface glycome on tumor
metastasis.
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