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摘要 血凝素(HA)是位于流感病毒囊膜表面的一种玉型跨膜糖蛋白，是流感病毒结合宿主细胞表面受体，介导病毒入胞的关
键分子，也是中和抗体以及疫苗研制的重要靶标．HA表面糖基化与病毒毒力、感染宿主范围等密切相关，且其表面糖链变
化会影响其结构与功能．然而目前关于流感病毒 HA糖基化的研究主要集中在其糖基化位点上，而对于 HA上详细的糖链结
构知之甚少．本文应用禽流感病毒特异识别的唾液酸糖链 (SA琢2-3Gal) 受体，制备特异的糖链磁性微粒复合物，进而从
H7N2禽流感病毒中分离纯化 HA，并采用 SDS-PAGE及质谱技术进行鉴定．确定提取物系 HA后，进一步利用凝集素芯片
联合质谱技术研究禽流感病毒 H7N2的 HA表面糖型，结果显示 H7N2禽流感病毒 HA表面主要含有岩藻糖、半乳糖、N-乙
酰半乳糖胺、甘露糖、N-乙酰葡糖胺等糖链结构，共获得 16个糖链结构较为准确的寡糖，这些糖链可能与 HA生物学功能
相关．本研究有助于揭示禽流感病毒感染宿主的糖链作用机制，有助于设计制备针对 HA相关的糖链疫苗．
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禽流感(avian influenza， AI)是由正黏病毒科甲
型流感病毒引起的一种禽类急性或慢性呼吸道传染

病，起初只对部分禽类有危害，现已威胁到很多哺

乳类乃至人类的生命安全，被国际兽医局(OIE)列为
A类传染病，引起了全世界的广泛关注． 由于禽
流感病毒(avian influenza virus，AIV)基因组为单股
负链分节段的 RNA病毒，且其 RNA 聚合酶缺乏
有效的校正功能，AIV 经常发生变异[1-2]，而宿主

对禽流感病毒变异株往往缺乏相应免疫力，导致病

毒能够迅速传播，从而引起流感大流行，发病率和

死亡率极高，给人类带来极大的灾难和威胁[3-4].
流感病毒感染宿主细胞是由其表面糖蛋白血凝

素(hemagglutinin， HA)与宿主细胞表面上的糖链
受体唾液酸(sialic acid，SA)共同介导的，且流感病
毒对糖链受体的识别具有特异性，人流感病毒 HA
主要识别末端为唾液酸 琢2-6 半乳糖 (galactose，
Gal)(SA琢2-6Gal)的糖链受体，其主要存在于人呼
吸道上皮细胞表面，而禽流感病毒 HA主要识别末
端为 SA琢2-3Gal 的糖链受体，其广泛存在于禽肠

胃道的上皮细胞表面[5-6]．HA是构成流感病毒囊膜
纤突的主要成分之一，是病毒表面的重要抗原，是

众多疫苗和药物的重要作用靶点．许多研究表明，

流感病毒 HA在决定病毒宿主范围、识别结合宿主
受体、穿膜侵入细胞以及刺激机体产生抗体等过程

中都起着至关重要的作用[7-10]．作为识别受体的大

分子，HA既是一种糖结合蛋白，也是一种糖基化
蛋白，由 3个相同的亚基组装而成，每个亚基含有
3～12 个 N- 糖基化位点 [11-13]．研究表明，HA 的
糖基化对流感病毒感染宿主发挥着关键作用：糖

基化位点的增加或减少可以影响病毒对宿主的特异

性[14-17]，还可以改变病毒的毒力[18-19]，在病毒免疫

逃逸和进化方面也有重要作用[20-21]．

近年来，糖芯片[22]、植物凝集素组化[23]和生物
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质谱[24]等技术被广泛应用于流感病毒糖链受体的研

究，发现了流感病毒糖链受体的精细结构及其在人

呼吸道的精确分布[25]．然而目前人们对禽流感病毒

HA上详细的糖链结构还知之甚少．在糖蛋白糖链
结构解析方面，凝集素芯片技术[26-27]以其简便、快

速、高通量等优点，成为糖蛋白糖链图谱绘制和研

究的强有力的工具．在 HA分离纯化方面，一般采
用红细胞吸附释放、密度梯度离心等方法，但是这

些方法不是步骤繁琐就是纯度不高；近年来，也有

根据 HA糖基化的特性，利用固定化的凝集素提取
流感病毒 HA的技术，但特异性不强[28]．本研究基

于禽流感病毒特异性识别唾液酸糖链受体和本实验

室建立的糖链磁性微粒复合物分离纯化糖结合蛋白

质技术 [29-31]，发展了一种快速分离纯化流感病毒

HA的方法，并整合凝集素芯片和质谱技术对纯化
的 HA进行了糖链图谱分析．

1 材料与方法

1援1 主要试剂

环氧化磁性微粒为本实验室自制；4- 羟基苯
甲酰肼和二甲基甲酰胺(N, N-dimethylformamide，
DMF)购自英国 Alfa Aesar 公司；唾液酸糖链
SA琢2-3Gal (琢-NeuNAc- (2 →3)-茁-D-Gal- (1 →4)-D-
GlcNAc)、二硫苏糖醇(DL-dithiothreitol，DTT)、苯
甲 基 磺 酰 氟 (phenylmethanesulfonyl fluoride，
PMSF)、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)、
碘乙酰胺(iodoacetamide，IAM)均购自美国 Sigma
公司；ConA、LCA、GNA等 37种凝集素购自美
国 Vector公司；Cy3荧光染料购自美国 Amerhsam
公司；Sephadex G-25柱购自美国 GE Healthcare公
司；牛血清白蛋白(BSA)购自德国 Calbiochem公
司；PNGase F 酶购自美国 NEB 公司；Sepharose
4B购自德国Merck公司．
1援2 禽流感病毒增殖和乙醚粗提

鸡胚培养禽流感病毒株 H7N2 (A/Chicken/
Hebei/1/2002)，并使用乙醚提取法对病毒液进行初
步裂解提取．取 10日龄 SPF鸡胚，按绒毛尿囊腔
途径接种 0.1～0.2 ml病毒母液，37℃诱导培养 72 h
后收获病毒尿囊培养液，4℃ 2 000 r/min 离心
20 min，收集上清液，继续传 2～3代．将等体积
无水乙醚加入到收取的 H7N2病毒尿囊培养液中，
4℃震荡反应 5 h，使流感病毒囊膜裂解．反应结束
后，4℃ 2 000 r/min离心 20 min，静置片刻后弃去
上层有机相，小心吸取下层病毒液，通风排醚至病

毒液中无乙醚气味为止，然后将病毒粗提液置于

-80℃保存备用[32]．

1援3 SA琢2鄄3Gal鄄磁性微粒复合物的合成
取 3 mg环氧化磁性微粒加入 2.0 ml离心管中，

磁性分离 3 min后弃上清，DMF清洗 3次，加入
以 DMF配制的 500 滋l 40 mmol/L 4-羟基苯甲酰肼
溶液，37℃、120 r/min震荡反应 10 h，以使磁粒
进行充分的羟基化修饰．反应结束后，磁性分离弃

上清，加入偶联缓冲液(14 ml 0.2 mol/L冰乙酸，
86 ml 0.2 mol/L乙酸钠，pH 5.4)清洗 3次后，加入
190 滋l偶联缓冲液与 10 滋l 15 mmol/L唾液酸糖链
SA琢2-3Gal溶液，37℃振荡反应 6 h以使糖链偶联
在羟基化磁粒上．反应结束后，磁性分离收集上清

b，再向 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物中加入 400 滋l
封闭液(2%乙醇胺，1% BSA, pH 8.8)25℃封闭 1 h，
再用结合缓冲液(20 mmo1/L Tris-HCl，10 mmol/L
CaCl2，0.5 mol/L NaCl，6 mmol/L MnCl2，pH 7.2)
清洗，收集上清 c，SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物置
于结合缓冲液中 4℃保存备用．此外，硫酸 -地衣
酚法测定上样前的总糖量、上清 b 与 c中糖量，
用上样前的总糖量减去未结合到磁性微粒上的糖

量，即可确定 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物上偶联
的糖量．

1援4 HA的分离纯化和鉴定
上述合成的 3mg SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物

在 200 滋l结合缓冲液中与 200 滋l病毒粗提液和
10 滋l蛋白酶抑制剂 PMSF混合，37℃缓慢震荡反
应 1 h，以使禽流感病毒液中的 HA充分与糖链磁
性微粒复合物上的 SA琢2-3Gal结合; 反应结束后，
用 400 滋l清洗缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，0.05%
Tween20，0.5 mol/L NaCl，pH 7.2)清洗 4～5 次，
洗去非特异性吸附;然后加入 5 滋l PMSF和 195 滋l
洗脱液(0.5%SDS)，37℃振荡反应 1 h，对 SA琢2-
3Gal-磁性微粒复合物上特异性结合的 HA进行洗
脱，洗脱结束后，磁性分离 3 min，收集上清液，
-80℃保存备用．采用 SDS-PAGE及 MALDI-TOF-
MS对 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物分离纯化的 HA
进行鉴定．本实验采用 3%的浓缩胶和 10%的分离
胶进行 SDS-PAGE并用硝酸银染色法显影 [29]．同

时，将提取所得 HA利用 10 ku过滤装置 Amicon
Ultra-0.5进行离心除盐处理后冻干，用 50%的乙
腈∶CHCA基质为 1∶1溶液 10 滋l溶解后取 1 滋l点
样于靶板上真空抽干，337 nm 氮气激光下进行
MALDI-TOF-MS鉴定．
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1援5 凝集素芯片的制备及封闭

选用 1 g/L BSA作为阴性质控，Cy3荧光染料
标记的 BSA 作为阳性 Marker，与 ConA、SNA、
DSA等 37种凝集素[32]共同构成如图 3a所示 12伊10
的凝集素芯片矩阵，其中每种探针重复点样 3次，
每张玻片点制 3个矩阵．按矩阵设计顺序在 384孔
板中依次加入相对应的各凝集素点样液，使用博奥

晶芯 SmartArrayer 48 点样系统在环氧化片基上点
制凝集素芯片．点制好的芯片在室温且相对湿度为

50%～60%的环境中孵育 6 h后，37℃真空干燥 3 h,
使凝集素固定于芯片上．将制备好的凝集素芯片避

光保存，并置于 4℃干燥器备用．使用前，取 4℃
保存的凝集素芯片置于 37℃下回温 30 min后封闭，
封闭前先用 1伊PBST (0.05% Tween-20， 1伊PBS)，
1 伊PBS (10 mmol/L 磷酸盐缓冲液， 0.15 mol/L
NaCl，pH 7.4)各清洗玻片 1次，每次 5 min，离心
甩干．将片基置于芯片杂交盒中，加入芯片封闭缓

冲液(2% BSA，7.5%甘氨酸，1伊PBST)，置于芯片
杂交仪中缓慢旋转，25℃封闭 1 h．封闭结束后，
用 1伊PBST，1伊PBS各清洗玻片 2次[32-33]．

1援6 凝集素芯片与HA的孵育及分析
对纯化出的 HA采用 Bradford法测定浓度后进

行 Cy3 荧光标记：将 5 滋l DMSO 加入分装好的
Cy3荧光染料中，室温避光使其活化 30 min；再
加入 20 滋g HA以及 100 滋l 0.1 mol/L Na2CO3溶液

(pH 9.3)，涡旋混匀，室温避光标记 1～1.5 h；加
入 30 滋l 4 mol/L羟胺，冰浴 10 min终止荧光反应；
用 Sephadex G-25柱分离纯化标记蛋白质并去除游
离的 Cy3荧光染料；最后用微量核酸蛋白质分析
仪 Nanophotomer测定荧光标记后的 HA浓度，并
置于-20℃以下避光保存备用．取 5 滋g Cy3标记后
的 HA，加入孵育缓冲液(2% BSA，7.5%甘氨酸，
1伊PBST，20% 4 mol/L羟胺)，混匀，冰浴 1 h后取
700 滋l均匀加载于盖玻片上，盖上封闭后的凝集
素芯片，借助芯片杂交盒固定后于芯片杂交仪中缓

慢旋转，25℃孵育 3 h，孵育结束后用 1伊PBST，
1伊PBS各清洗 2次，每次 5 min，最后离心甩干．
设定芯片扫描仪 Genepix 4000B 的扫描波长为
535 nm，激光强度为 100%，光电倍增管 PMT为
70%，对孵育后的凝集素芯片进行预扫描，确定点
样区后再精确扫描，调节亮度与对比度，保存最佳

视觉效果图．最后应用软件 GenePix 3.0从扫描图
像中获取各点荧光信号强度值和背景值等信息，

Graphpad Prism 5等统计学分析软件进行数据分析[32-33].

1援7 HA糖链的释放及纯化
取 2 mg纯化出的 HA分次加入到 10 ku 过滤

装置 Amicon Ultra-0.5中，14 000 r/min离心 15 min,
使样品浓缩至约 100 滋l；依次使用 8 mol/L尿素，
10 mmol/L DTT 和 10 mmol/L IAM 对 HA 进行变
性，并换液至 40 mmol/L 的 NH4HCO3 中；将

10 ku柱转移至新的收集管后，按照每 1 mg蛋白质
样品使用 1 滋l PNGaseF酶的比例加入 PNGaseF酶，
混匀，37℃水浴酶解过夜；酶解反应结束后，
12 000 r/min离心 15 min, 再加入 100 滋l 40 mmol/L
NH4HCO3清洗 1次，收集含糖量的溶液于 1.5 ml
离心管中备用．取 100 滋l Sepharose 4B至 1.5 ml的
离心管中，加入 1 ml甲醇∶水为 1∶1的溶液清洗
3次；再加入 1 ml 正丁醇∶甲醇∶水为 5∶1∶1
的溶液清洗 3次；向上述含糖链的收集液中加入
1 ml正丁醇∶甲醇为 5∶1的溶液，摇匀，加入到
清洗好的 Sepharose 4B离心管中；25℃，180 r/min
震荡反应 45 min；反应结束后， 9 000 r/min离心
15 min，收集上清于冷冻干燥仪中冻干，即为分离
纯化的糖链[34]．

1援8 MALDI鄄TOF鄄MS解析糖链
应用 Bruker Daltonics 公司的 ultrafle Xtreme

MALDI-TOF-MS 解析流感病毒 HA 的糖链．将
冻干糖链完全溶解于 50 滋l甲醇 / 水(v/v)为 1∶1
的溶液中，取此糖链溶液 1 滋l点样于靶板 MTP
Anchorchip 384，自然晾干后，在此样品点加载
1 滋l以 20 g/L 50%甲醇溶液溶解的 DHB基质，自
然晾干；设置质谱模式为反射、阳离子模式，激发

光源为 337 nm氮气激光，加速电压 20 kV，分子
质量检测范围为 1 000～5 000 u，质谱仪校正外标
选取标准肽校正混合物，进行质谱检测．检测时图

谱采集来自于每个样品点上多个不同位置，每个图

谱连续扫描 1 500次，叠加全部图谱得到最后的糖
链一级指纹图谱．从一级图谱中选择质谱峰进行二

级质谱分析，以进一步分析糖链的组成和连键方

式．使用 Bruker公司的 Flexcontrol和 FlexAnalysis
软件进行质谱数据的采集和处理，获得碎片的

m/z 数据及其对应糖链峰的强度值等信息，同时使
用软件 GlycoWorkbench (http://code.google.com/p/
glycoworkbench/)分析 m/z 数据并注释糖链[34]．

2 结 果

2援1 SA琢2鄄3Gal鄄磁性微粒复合物上糖偶联量的测定
对环氧化磁性微粒进行羟基化修饰得到羟基化
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Fig. 2 Identification of the purified HA
by MALDI鄄TOF鄄MS

The purified proteins from H7N2 was identified by MALDI-TOF-MS,

and the results showed that its molecular mass was about 73 ku.

Fig. 1 Analysis of the purified components by SDS鄄PAGE
The purified proteins from H7N2 and allantoic fluid were subjected to

10% SDS-PAGE. Lane 1: Protein marker; Lane 2: The total protein of

H7N2; Lane 3: Protein fractions not bound to SA琢2-3Gal; Lane 4:

Protein fractions not bound to mannose; Lane 5, 6: Washing

composition; Lane 7: Protein fraction bound to SA琢2-3Gal eluted by

0.5% SDS; Lane 8: Protein fraction bound to mannose eluted by 0.5%

SDS; Lane 9: Allantoic fluid; Lane 10: Elution fractions from allantoic

fluid.

磁性微粒，羟基能和糖链的半缩醛基在酸性条件下

反应，从而将糖链共价偶联在其表面，合成糖链磁

性微粒复合物，其可以特异识别糖结合蛋白质，据

此可应用糖链磁性微粒复合物分离纯化目标糖结合

蛋白质[29]．因此，选取禽流感病毒 HA特异性结合
的唾液酸糖链受体 SA琢2-3Gal，将其偶联在羟基化
磁性微粒上，可合成用于分离纯化 HA 的
SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物．采用硫酸 - 地衣酚
法，在 505 nm下比色测定未结合至羟基化磁性微
粒上的糖量和清洗下来的糖量，偶联于羟基化磁性

微粒表面的糖链 SA琢2-3Gal的量为加入的总糖量
减去未结合至磁性微粒上的糖量再减去清洗下来的

糖量，3次平行实验，计算出 1 mg磁性微粒能偶
联(14.61依0.42) 滋g SA琢2-3Gal糖链．
2援2 SA琢2鄄3Gal鄄磁性微粒复合物的特异性
应用制备的 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物对禽

流感病毒 H7N2 HA 进行分离纯化，并以甘露糖
(mannose)磁性微粒复合物[30]为阴性对照，鸡胚尿囊

液为阴性质控，对提取的各组分进行 SDS-PAGE
鉴定，结果如图 1所示：应用 SA琢2-3Gal-磁性微
粒复合物提取得到显示单一条带的蛋白质(泳道 7)，
其分子质量在 58～80 ku左右，而甘露糖 -磁性微
粒复合物提取结果显示无蛋白质条带(泳道 8)，即
连有甘露糖的磁性微粒无法从病毒液中提取到

HA，说明本实验中 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物分
离提取禽流感 HA具有特异性;清洗之后组分内无
残留蛋白质(泳道 5，6)，说明应用 SA琢2- 3Gal-磁
性微粒复合分离纯化 HA的方法，可以有效地去
除病毒液中的杂质和其他非目标蛋白质，进而纯化

HA；最后洗脱得到单一蛋白质条带，且 Bradford
法测得提纯的 HA浓度为(0.432 依 0.33) g/L；从阴
性质控鸡胚尿囊液中也可纯化出微量的蛋白质(泳
道 10)．
2援3 HA的MALDI鄄TOF鄄MS鉴定
为获得精确的分子质量信息，采用 MALDI-

TOF-MS进一步鉴定 SA琢2-3Gal- 磁性微粒复合物
纯化得到的 HA，得到肽指纹图谱如图 2．应用
SA琢2-3Gal- 磁性微粒复合物分离纯化的 H7N2 禽
流感病毒的蛋白质主峰在 73 ku处，接近于报道的
禽流感病毒 HA分子质量 76 ku[19]．此外，还存在

两个位于 68 ku与 78 ku左右的峰，这些峰的产生
可能是 HA表面糖链的微不均一性造成的．HA作
为一种糖基化蛋白，其去糖基化的 HA分子质量约
在 65 ku，报道所述的 76 ku是其糖基化修饰后的
分子质量，而糖链的修饰具有微观不均一性，糖类

分子的离子峰在 MALDI-TOF-MS质谱图上往往表
现为一簇峰．因此血凝素分子质量可能因为糖基

化修饰而产生微小差异，故本实验提纯得到的分

子质量为 73 ku的蛋白质确系为 HA，可用于后续
实验．

2援4 凝集素芯片分析 HA表面糖链谱
荧光标记的 H7N2 HA和纯化出的尿囊液蛋白
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质分别与凝集素芯片孵育，得到结果如图 3所示，
H7N2 HA在芯片上显示出阳性信号的凝集素数量
远远多于阴性尿囊液蛋白质的．用 GenePix 3.0软
件从扫描结果图中获取各凝集素与 HA结合的信号
强度值，去除背景信号值，以大于 2倍背景值 SD
值为有效信号值，对所有有效信号值分别进行中值

归一化分析[33, 35]，得出各个凝集素的相对荧光信号

强度值(normalized fluorescent intensity，NFI)(表 1).
分析发现：a．PNA、MPL、VVA、EEL、DBA、
ACA、BPL、RCA120、DSA、STL、AAL、LTL、
HHL、LCA、ConA、 NPA 、PSA、PWM、UEA-I
和 GNA等共有 20种凝集素与 H7N2 HA孵育后显
示明显阳性信号(NFI >0.020)，其中凝集素 LTL、
ACA、ConA、STL、AAL、DSA等 6种凝集素显
示相对较强信号(NFI>0.040)，对应高表达糖链为：
Fuc琢1-3(Gal茁1-4)GlcNAc、Gal茁1-3GalNAc琢-Ser/Thr
(T-antigen)、 Man琢1-6 (Man琢1-3)Man、 terminal

GlcNAc、 茁-D-GlcNAc、 (GlcNAc茁1-4)n、 Gal茁1-
4GlcNAc、 (GlcNAc) of N-glycan、 oligosaccharide
containing GlcNAc and MurNAc、Fuc琢1-6 GlcNAc
(core fucose)；b．作为阴性质控，分离出的阴性尿
囊液蛋白质仅有 2种凝集素，DSA和 RCA120 显
示阳性信号 (NFI >0.002)，对应高表达糖链为：
茁-D-GlcNAc、 (GlcNAc茁1-4)n、 Gal茁1-4GlcNAc、
茁-Gal和 Gal茁-1、4GlcNAc (type域)；c．与阴性尿
囊液蛋白质孵育后显示阳性信号的凝集素，与

H7N2 HA孵育也呈明显阳性结果，但其相对荧光
信号值远远弱于 H7N2 HA 的结果，提示 GlcNAc
和 Gal 糖链结构在鸡胚尿囊液中也少量存在；
d．由于 H7N2 HA是由 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合
物分离纯化，提示这些高表达的 Fuc-(Gal)GlcNAc、
Gal-GalNAc、 Man琢1-6 (Man琢1-3)Man、 terminal
GlcNAc 等糖链结构可能与禽流感病毒 H7N2 HA
的生物学功能密切相关．

Fig. 3 Glycopatterns of H7N2 HA by lectin microarrays
(a) The layout of the lectin microarrays. Each lectin was spotted in triplicate per block， with triplicate blocks on one slide. Cy3-labeled BSA was

spotted as a location marker and BSA as a negative control. (b) Fluorescence image of lectin microarrays incubated with Cy3-labeled H7N2 HA. 20

lectins showed significant positive signal, LTL、ACA、ConA、DSA、STL and AAL that were marked with red frames showed the stronger signals.

(c) Fluorescence image of lectin microarrays incubated with allantoic Fluid. DSA、RCA120 that were marked with red frames showed the weaker

signal. (d) Graphical representation of the array data from H7N2 HA mainly expressing galactose, Fuc- (Gal)GlcNAc ,Gal-GlcNAc, mannose and

allantoic fluid expressing galactose and Gal-GlcNAc. : H7N2 HA; : Allantoic fluid.
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Lectin Specificity
Normalized fluorescent intensity，NFI依SD

H7N2 HA Allantoic fluid

HHL Non-substituted琢-1, 6Man 0.032 依 0.006 -

LTL Fuc琢1-3(Gal茁1-4)GlcNAc, anti-H blood group specificity 0.124 依 0.014 -

PNA Gal茁1-3GalNAc琢-Ser/Thr(T) 0.028 依 0.006 -

EEL Gal琢1-3(Fuc琢1-2)Gal (blood group B antigen) 0.035 依 0.006 -

AAL Fuc琢1-6 GlcNAc(core fucose), Fuc琢1-3(Gal茁1-4)GlcNAc 0.050 依 0.007 -

MPL Gal茁1-3GalNAc, GalNAc 0.032 依 0.010 -

DBA 琢GalNAc,Tn antigen, GalNAc琢1-3((Fuc琢1-2))Gal (blood group A antigen) 0.031依 0.008 -

LCA 琢-D-Man, Fuc琢-1, 6GlcNAc, 琢-D-Glc 0.031 依 0.005 -

RCA120 茁-Gal, Gal茁-1, 4GlcNAc (type域), Gal茁1-3GlcNAc (type玉) 0.029 依 0.005 0.002依 0.001

STL Trimers and tetramers of GlcNAc, core (GlcNAc) of N-glycan, oligosaccharide

containing GlcNAc and MurNAc

0.053 依 0.011 -

ConA High-Mannose, Man琢1-6(Man琢1-3)Man, terminal GlcNAc 0.062 依 0.010 -

DSA 茁-D-GlcNAc, (GlcNAc茁1-4)n, Gal茁1-4GlcNAc 0.053 依 0.008 0.003 依 0.001

VVA Terminal GalNAc, GalNAc琢-Ser/Thr(Tn), GalNAc琢1-3Gal 0.030 依 0.007 -

NPA High-Mannose, Man琢1-6Man 0.022 依 0.004 -

PSA Fucose琢-1, 6GlcNAc(core fucose) 0.022 依 0.005 -

ACA Gal茁1-3GalNAc琢-Ser/Thr(T-antigen) 0.069 依 0.008 -

UEA-I Fucose琢1-2Gal茁1-4Glc(NAc) 0.024 依 0.007 -

PWM Branched (LacNAc)n 0.024 依 0.004 -

GNA Terminal琢-1, 3 mannose 0.032 依 0.004 -

BPL Gal茁1-3GalNAc, Terminal GalNAc 0.031 依 0.006 -

The data were the averaged NFI依S.D. of three biological replicates;‘-’ Declare no significant data.

2援5 质谱解析 HA的表面糖链结构
为获得禽流感病毒 H7N2 HA更准确的糖链结

构信息，应用 MALDI-TOF-MS 以及 MS/MS 技术
解析 H7N2 HA 的 糖链结 构 ． 质 谱时 应 用
Flexcontrol和 FlexAnalysis软件进行数据采集和处
理，获得 m/z 数据及其对应糖链峰的强度值等信
息．从 FlexAnalysis软件中打开数据，取信噪比大
于 6，且被至少三次鉴定到的质谱峰做后续分析．
将所得糖链的 m/z 和信号强度结果以 txt格式导入
至 Glycoworkbench软件中进行分析．选择糖链数
据库 Carbbank和 GlycomeDB，依次优先选取来自

流感病毒、鸡胚、卵清蛋白质、鸡(禽类)的糖链结
构对相应糖链峰进行注释，最终得到的可能糖链结

构如图 4所示，对 H7N2 HA的糖链结构解析共获
得 16个糖链峰，涉及的糖链结构可能有 mannose、
galactose、Gal-GlcNAc、GalNAc-GlcNAc、 fucose-
GlcNAc等，而阴性尿囊液只显示 2个糖链峰，可
能存在 mannose、Gal-GlcNAc等糖链结构．此外，
阴性尿囊液中糖链出峰位置 m/z 1663.6480 和 m/z
1866.7190 在 H7N2 HA 相应位置亦出峰，但其强
度远远低于 H7N2 HA，这与凝集素芯片结果一致.

Table 1 Relative expression levels of glycan from H7N2 HA and allantoic fluid
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2援6 二级质谱分析 HA糖链的组成、分支及糖苷
键连接方式

为了分析 HA糖链的精细结构，对一级质谱显
示的糖链进一步碎片离子化．经过串联二级质谱的

检测和软件分析，获得糖链峰的二级图谱和较为精

确的糖链结构，部分结果如图 5所示．糖链碎片大
多是从糖苷键的位置断裂的(即 y+和 b+离子)，这
可能是糖苷键断裂需要的能量相对穿环断裂需要的

能量小，如 m/z 1745.8260 的碎片 591.2008和 m/z

1866.8700 的碎片 1663.5814．同时也存在穿环断
裂，如 m/z 1866.8700 的碎片 711.2430 和 m/z
1906.9020 的碎片 1603.5603．从 m/z 1745.8260 的
碎片 753.2536和 914.3223可以推断该糖链含有分
支结构．由 m/z 1866.8700的碎片 388.1214可以推
断该糖链结构中存在 Gal-GlcNAc 或 GlcNAc-
mannose连接的糖链结构，进一步从后面的碎片可
以推断其连接方式．同样地，m/z 1906.9020的二级
碎片分析也为其糖链组成的分析提供了大量的信息.

Fig. 4 Glycan structures of H7N2 HA and allantoic fluid according to MALDI鄄TOF鄄MS
: Galactose; : Mannose; : GlcNAc; : GalNAc; : Fucose.
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Fig. 5 Glycan structures according to MALDI鄄TOF鄄MS/MS
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No. m/z Glycan structure shown in mass
Glycan structure predicted with
lectin microarrays and MS/MS

H7N2 HA

1 1663.7590

2 1704.7990

3 1745.8260

4 1809.8460

5 1825.7810

6 1850.8890

7 1866.8700

8 1906.9020

9 1947.9360

10 2012.9240

11 2028.9430

12 2111.0000

13 2151.0340

14 2175.0810

15 2313.1020

16 2476.1200

Allantoic fluid

1 1663.6480

2 1866.7190

2援6 禽流感病毒 H7N2 HA的糖链谱
凝集素芯片实验显示 HA表面高表达 Fuc-(Gal)

GlcNAc、 Gal-GalNAc、 Man琢1-6 (Man琢1-3)Man、
terminal GlcNAc等糖链结构，质谱结果显示 HA表

面至少存在 16个糖链峰，而二级质谱技术进一步
绘制出各糖链峰的糖链组成，综合所有实验结果，

得到 H7N2 HA上较为精确的糖链结构，如表 2．

Table 2 Probable glycan structure of H7N2 HA and allantoic fluid
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3 讨 论

近年来，禽流感病毒感染人的事件屡有发生，

从最早 1997年的 H5N1，到 2013年流行的 H7N9，
死亡率之高，俨然为人类敲响了警钟．这种难以预

测的局部流行和有可能引发全球大流行，一直威胁

着全社会．甲型流感病毒表面 HA与宿主细胞表面
SA琢2-3Gal或 SA琢2-6Gal糖链末端受体的结合，是
流感病毒侵染宿主、进而复制并继续传播的开始．

HA的糖基化不仅可以影响与受体的结合活性，还
能影响病毒毒力，参与病毒的演化．因此，HA糖
链在流感病毒生命周期和演化中发挥了重要作用，

准确掌握流感病毒宿主细胞表面糖链结构及结构变

化带来的影响，有助于理解糖链在流感病毒感染中

的重要生物学功能，发现关键糖基化位点，有助于

人们进一步加强对流感病毒的防控．

纯化流感病毒 HA是研究流感病毒 HA的基础
环节，本文发展了一种快速高效分离纯化流感病毒

HA的方法，其能从灭活裂解经鸡胚增殖的流感病
毒或细胞培养的流感病毒液中快速分离纯化流感病

毒 HA．首先对环氧化磁性微粒进行羟基化修饰，
再利用羟醛缩合原理，将禽流感病毒特异性识别的

唾液酸化糖链 SA琢2-3Gal偶联于羟基化磁性微粒表
面，合成 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物，然后将初
步纯化后的裂解流感病毒液与其混合，HA由于与
唾液酸糖链结合而被吸附于 SA琢2-3Gal-磁性微粒
复合物上；再对特异吸附 HA的糖链磁粒复合物进
行清洗，除去病毒液中的杂质和其他非特异结合的

蛋白质；最后从 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物上洗
脱得到纯度较高的 HA，即可用于后续研究．
复杂样品中糖链结构解析一直是糖组学研究的

难点之一，凝集素由于其可特异性识别不同糖链结

构并可以多价形式与特定糖链高亲和性结合的特

性，被广泛用于糖组学的研究．凝集素芯片技术通

过固定于芯片上的凝集素探针与样品中糖蛋白糖链

特异性结合，可以高通量地检测出样品中糖蛋白糖

链结构和连接方式的变化，是研究糖蛋白糖链结构

变化最有效的分析工具之一．凝集素芯片技术在快

速检测某一类型的糖链结构以及对糖链连键的区分

(如区分 2-3/6唾液酸连键)等方面都具有很大的优
势，但是凝集素对糖链结构的识别并不是一一对应

的关系，不是一种凝集素识别一种糖链结构，而是

一种凝集素能够识别一类糖链结构，因此对于糖链

结构的解析而言，凝集素得到的信息不够精确．此

外，凝集素芯片结果得到的一般为糖链的部分结构

信息而非糖链结构的完整信息，一般不容易判断该

糖链结构存在于哪种聚糖中．对糖链结构的解析也

需要其他技术，如质谱技术作为补充[36]．质谱技术

可以通过较低能量的碰撞诱导解离得到非修饰的寡

糖链和糖肽碎片，从而获得糖链的组成和连键信

息，并能推测出可能的完整糖链结构．凝集素芯片

和质谱技术联用能得到较为准确的完整糖链结构．

应用 SA琢2-3Gal-磁性微粒复合物从禽流感病
毒 H7N2中分离纯化得到的 HA，凝集素芯片进一
步分析，发现 H7N2 HA可引起 20种凝集素显示明
显阳性信号，表明 H7N2禽流感病毒血凝素的表面
主 要 表 达 Fuc琢1-3 (Gal茁1-4)GlcNAc、 Gal茁1-
3GalNAc琢-Ser/Thr (T-antigen)、Man琢1-6 (Man琢1-3)
Man、terminalGlcNAc、茁-D-GlcNAc、(GlcNAc茁1-4)n、
Gal茁1-4GlcNAc、 (GlcNAc) of N-glycan、
oligosaccharide containing GlcNAc 和 MurNAc、
Fuc琢1-6 GlcNAc (core fucose)、 Fuc琢1-3 (Gal茁1-4)
GlcNAc等糖链结构；再联合质谱技术解析 H7N2
HA的糖链结构，共获得 16个糖链结构较为准确的
寡糖．这些糖链可能影响流感病毒识别宿主的特异

性，影响病毒的宿主范围和毒力，并参与病毒的免

疫逃逸等过程．本文的研究有助于揭示禽流感病毒

感染宿主的糖链作用机制，有助于进一步理解和寻

找流感病毒关键感染作用的糖基化位点，有助于新

型流感病毒疫苗及药物的设计以及发展新技术新方

法，可为流感病毒的监测和防治提供新的理论依据

和技术支持．
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Purification and Glycan Profile of Hemagglutinin
From Avian Influenza A (H7N2) Virus*
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Abstract Hemagglutinin (HA)is a type 玉 transmembrane glycoprotein which is located in the surface of the
influenza virus envelope. It plays a pivotal role in binding with sialyloligosaccharides receptor on host cell surface
and mediated viral entry into cells. It is also the important target of neutralizing antibodies and vaccine
development. The glycosylation of HA is closely associated with viral virulence, host range and other infections. In
addition, glycosylation and pattern alterations also affect the structural roles as well as diverse functional roles of
HA in many specific biological process. However, little is known about the precise glycan structures on the surface
of HA. In this study, we prepared a specific SA琢2-3Gal Magnetic Particle Conjugates, which was used to purify
HA from avian influenza A (H7N2) virus. The isolated HA was identified by SDS-PAGE and MALDI-TOF-MS.
Then, the glycan profile of HA was analyzed by the lectin microarrays and mass spectrometry. The results showed
that the glycan structures such as fucose, galactose, N-acetylgalactosamine, mannose, and N-acetylglucosamine
were expressed on the surface of HA and 16 glycans with the precise structure were acquired. These glycans may
be associated with the biological functions of HA, and helps to reveal the glycan mechanism of avian influenza
virus how to effect the host specificity, virulence and infectivity of the influenza virus, as well as design the vaccine
based on glycan structures on the surface of HA.
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