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摘要D糖基化是一种非常重要的蛋白质翻译后修饰"人体内超过 INX的蛋白具有糖基化

修饰"能够影响蛋白质的生物学功能参与多种生物学过程% 在癌症$炎症或代谢性疾病的

发生与进展等多种生理病理过程中会发生糖基化修饰的异常"因此"糖基化修饰的检测至

关重要% 经典的糖基化修饰检测方法"如流式细胞术$质谱等方法对于痕量的糖基化信号

难以检测% 该文开发了一种基于a3O扩增的糖链检测方法"将识别糖基化修饰的凝集素

偶联单链a3O#&&a3O!"凝集素与糖链的识别与结合把&糖信号'转化为&核酸信号'"以

&&a3O为模板进行4/Q级联放大"能够实现痕量的糖基化信号的检测"为糖生物学研究

和临床糖组学标志物发现提供了新的视角%

关键词D糖基化修饰)凝集素)聚合酶链式反应)单链a3O
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DD蛋白质糖基化修饰作为一种常见的翻译后修

饰$E%

!其过程是在糖基转移酶的作用下!将糖类

分子)寡糖或多糖*连接到蛋白质的特定氨基酸

残基上!形成糖蛋白$F8G%

# 糖基化修饰能够影响蛋

白质的稳定性(定位及折叠进而调控蛋白质功能!

在许多疾病进展中发挥重要作用!包括肿瘤(阿尔

兹海默症等!在肿瘤微环境中的作用也日益受到

关注# 肿瘤微环境中不仅有肿瘤细胞!还包括免

疫细胞和基质细胞等!其糖基化修饰水平各不相

同!糖基化修饰的异质性导致功能的多样性# 肿

瘤细胞上的程序性细胞死亡配体 E)4a8PE*和免

疫细胞上的程序性死亡受体 E)4a8E*等免疫检查

点分子上存在多个38糖基化位点!糖基化修饰的

异常影响 4a8PE 与 4a8E 的互作!进而调控肿瘤

免疫$H8I%

"肿瘤细胞及基质细胞的唾液酸糖基化可

以与巨噬细胞上的异质性受体 :(A.%!结合!降低

巨噬细胞介导的吞噬作用及其抗肿瘤能力$J%

#

基于肿瘤微环境的细胞异质性以及糖链结构的复

杂性!从单细胞糖基化修饰水平理解肿瘤微环境

中不同细胞亚群的功能具有重要的科学意义#

随着近年来检测技术的发展!已经开发了各

种策略分析糖基化修饰!包括质谱 )-+&&&>%!8

$0"-%$0,!9:*(高效液相色谱 ) *(A* >%0'"0-+#!%

.(C2(1 !*0"-+$"A0+>*,!R4P/*(核磁共振) #2!.%+0

-+A#%$(!0%&"#+#!%!39Q*(毛细管电泳)!+>(..+0,

%.%!$0">*"0%&(&!/Z*和凝集素印记).%!$(# 5."$*等#

质谱法基于对糖链分子及其碎片离子的质荷比

)-T@*的测量!通过离子化(质量分析(裂解和碎

片离子解析等步骤!可以精确测定糖链的组成!结

合串联质谱)9:T9:或9:#*!可以确定糖链的连

接方式(分支结构和修饰位点信息"亲水色谱)*,8

10">*(.(!(#$%0+!$("# .(C2(1 !*0"-+$"A0+>*,!R7P7/*

是一种基于亲水相互作用的色谱技术!极性固定

相表面的亲水基团与糖链的羟基形成氢键!可以

分离和分析糖基化修饰!通过衍生化在糖链中引

入荧光基团实现对糖链的定量检测"核磁共振通

过检测原子核)如E

R*在磁场中的共振信号!可以

识别糖残基的异头碳的
'

8或
(

8构型!并帮助确定

糖链的立体结构和糖苷键的连接方式$K%

# 凝集

素是一类广泛存在于植物(动物和微生物中的蛋

白质!具有特异性的糖结合位点!能够识别并结合

特定的糖链结构!结合印记或流式细胞术等方法

可以检测细胞特定糖基化水平# 但上述方法无法

检测单细胞或极少量细胞糖基化水平!急需开发

检测痕量糖基化修饰的新策略#

近年来!已有研究利用重组幽门螺杆菌
'

E!G

岩藻糖基转移酶)?2!<*将带有单链 a3O)&(#A.%8

&$0+#1%1 a3O!&&a3O*标记的岩藻糖残基转移到

乳糖胺)P+!3O!*聚糖单元的38乙酰葡糖胺)[.!8

3O!*的 G8bR!通过测序手段同时获得单细胞转

录组及乳糖胺修饰信息$L%

"c2 等人将 &&a3O标

记的抗生物素抗体与生物素标记凝集素 %BC>DEG

H.>I.HJC:">+AA.2$(#(#8P)4RO8P* 偶联!制备出

a3O标记的4RO8P!利用单细胞测序同时检测肿

瘤浸润<细胞的单细胞转录组信息及分支型[.!8

3O!糖基化信息$L%

# 上述方法受到糖基转移酶

种类的限制!或受到抗体与生物素结合方式的限

制!不能够对多种糖基化修饰进行检测# 本研究

开发了基于a3O扩增的糖链检测方法)a3O+-8

>.('(!+$("# 5+&%1 A.,!+# 1%$%0-(#+$("#![.,!"O->*!

选择并优化多种 P(#B%0!使识别糖基化修饰的凝

集素偶联&&a3O!通过凝集素与糖链的结合把&糖

信号'转化为&核酸信号'!以 &&a3O为模板进行

4/Q级联放大!方便快捷的实现痕量的糖基化信

号的检测!为糖生物学研究和临床糖组学标志物

发现提供了新的视角#

)*材料及方法

)+)*材料

试剂-a9Z9培养基!购自以色列 \("."A(!+.

7#12&$0(%&公司"胎牛血清(胰蛋白酶(二硫苏糖

醇!购自美国 :(A-+8O.10(!* 公司"青霉素T链霉素

溶液!购自美国 R,!."#%公司"快速 4/Q混合液

)F oQ+>(1 <+C 9+&$%09(=*!购自南京诺唯赞生物

科技股份有限公司"牛血清白蛋白!购自上海碧云

天生物技术有限公司"4RO8Z凝集素!购自美国

%̀!$"0公司":2.'"8:9//(O.%=+?.2"0JHK 标记链

霉亲和素(衣霉素)$2#(!+-,!(#!<9*!购自上海翌

圣生物科技股份有限公司"小体积脱盐柱)f:8:

\2''%0Zid($*!购自武汉维思克思生物科技有限

公司"毛喉素)'"0&B".(#!?:d*!购自美国 9%1/*%8

-%=>0%&&生物科技公司"Y37h8EN 寡聚核苷酸纯

化试剂盒!购自上海生工生物工程有限公司"4/

O.B,#%84Z[H83R: !+05"#+$%%&$%0!购自陕西新研

博美生物科技有限公司#

本文所使用引物如表 E 所示#
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表 ED引物表

<+5;ED40(-%0$+5.%

40(-%0&DDDDDDDDD :%C2%#!%)I1

%

G1*DDD

4RO8Z8&&a3O?"06+01 /O//[OO<//</OO</<O

4RO8Z8&&a3OQ%)%0&% [[O/</<[[O//[O/O<

:%!"#1 &$%> "'")%0.+> %=$%#&("# 4/Q8?"06+01 /O//[OO<//</OO</<O

:%!"#1 &$%> "'")%0.+> %=$%#&("# 4/Q8Q%)%0&% /OO</OOOO////<<//

)+,*方法

EVFVED细胞培养及药物处理

人源乳腺癌细胞系 9aO89\8FGE )简称

9\FGE*购自上海中科院细胞库# 稳定过表达

9[O<G 的乳腺癌细胞系 9aO89\8FGE8bZ9[O<G

由本实验室构建并保存# 细胞均培养于 GK r!

IX /b

F

的培养箱中!培养基为含 ENX胎牛血清

和 ENN YT-.青霉素( ENN

&

AT-P链霉素的

a9Z9#

EVFVFD考马斯亮蓝染色

E*对样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳!配置蛋白胶-根据说明书配制分离胶及

浓缩胶#

F*蛋白上样-在配置完成的蛋白胶中加入适

量的样品及蛋白9+0B%0#

G*电泳-设置电压为 LN !̀电泳 GN -(# 将蛋

白压缩至平齐!接着提高电压为 EFN !̀电泳 HI

-(##

H*考马斯亮蓝染色-根据制造商的说明进行

配制和使用考马斯亮蓝染色液和脱色液#

在完成蛋白质电泳后!室温下染色 E UEVI *

至凝胶颜色与染色液颜色相近# 染色完成后!倒

出染色液!加入脱色液进行脱色!脱色初期半小时

换一次脱色液!更换脱色液 F UH 次后!室温过夜

脱色!直至背景蓝色基本脱去!蛋白条带清晰可

见# 脱色完成后!用凝胶成像系统记录凝胶的脱

色结果#

EVFVGD流式细胞术

E*封闭-将收集到的细胞中加入 E -P含 GX

\:O的4\:重悬!H r放置 GN -(##

F*一抗孵育-用 FNN

&

P含 EX \:O的 4\:

重悬细胞!生物素标记的4RO8Z按照 EsFNN 的比

例加入!H r孵育 JN -(#!用含 EX\:O的 4\: 洗

G 遍#

G*二抗孵育-用 INN

&

P含 EX\:O的4\:重

悬细胞!?.2"0JHK 标记的链霉亲和素按照 EsINN

的比例加入!H r避光孵育 GN -(#!用含 EX\:O

的4\:洗 G 遍#

H*检测-将孵育后的样品通过流式细胞仪进

行分析#

EVFVHD:9//交联剂偶联凝集素与&&a3O

E* 将凝集素 %BC>DEH.>I.HJC:">+AA.2$(#(#8Z

)4RO8Z*溶于 II --".TP磷酸盐缓冲液 )含有

EIN --".TP3+/.(FN --".TPZa<O(>RKVF*中#

向 FN

&

A4RO8Z中加入 E

&

PH --".TP的磺基琥

珀酰亚胺8H8)38马来酰亚胺甲基*环己烷8E8羧酸

盐) :2!!(#(-(1,.H8)38-+.%(-(1"-%$*,.* !,!."*%=8

+#%8E8!+05"=,.+$%!:9//*!室温下孵育 F *#

F*选择 IN Ba+超滤管纯化4RO8Z8:9//!去

除游离的 4RO8Z和 :9//# 将步骤 E*中获得的

样品小心地加入超滤管中!EH NNN A离心 EN -(#!

倒掉收集管中的液体! 再加入4\:! 共清洗 G 次"

向超滤管中加入 ENN

&

PII --".TP磷酸盐缓冲

液! 将超滤管倒置放在收集管中! F NNN A离心 I

-(#!收集纯化后的4RO8Z8:9//#

G*用含有 ENN --".TPa<<的 II --".TP磷

酸盐缓冲液还原带有二硫键标记的 &&a3O!GK r

孵育 E *!用 Y37h8EN 寡聚核苷酸纯化试剂盒纯

化!以去除未反应的a<<#

H*将4RO8Z8:9//与还原的&&a3O混合!过

夜孵育#

I*选择 IN Ba+超滤管纯化4RO8Z8:9//8&&8

a3O!参考步骤 F*!收集纯化后的 4RO8Z8:9//8

&&a3O#

EVFVID4/O.B,#%84Z[H83R:交联剂偶联凝集素

与&&a3O

E*向 ENN

&

P的 E -AT-P的 4RO8Z加入

EVMF

&

P的 H --".TP4/O.B,#%84Z[

H

83R:!黑暗

条件下室温震荡孵育 F *# 然后加入 E -".TP

<0(&8R/.)>RnL*黑暗条件下搅拌 EI -(# 中和过

量的 4/O.B,#%84Z[

H

83R:# 使用小体积脱盐柱

)f:8: \2''%0Zid($*来除去未反应和过量的 4/
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O.B,#%84Z[

H

83R:!通过加入 4\: 将最终体积调

节至 E -P#

F* &&a3O凝集素偶联!将步骤 E *产生的

4RO8Z与叠氮化物修饰的&&a3O反应-向4RO8Z

中加入两倍摩尔量的叠氮修饰的 &&a3O!加入终

浓度为 ENN

&

-".TP<\<O( E --".TP的/2:b

H

( J

--".TP抗坏血酸钠(ENN

&

-".TP的 4/O.B,#%8

4Z[H83R:!混匀!避光反应 F UH *# 通过 IN Ba+

超滤膜去除未参与反应的&&a3O#

EVFVJD紫外断裂4RO8Z84/8&&a3O

取 EN

&

P4RO8Z84/8&&a3O!GJI #-Ỳ 照射

GN -(#!加 MN

&

P水稀释!将 ENN

&

P液体加入 IN

Ba+超滤管!EH NNN A离心 I -(#!收集离心后的

样品!即为 Ỳ 断裂 4RO8Z84/8&&a3O后的产物

&&a3O#

EVFVKD[.,!"O->方法检测低丰度糖链

E*封闭-将待检测的细胞加入 E -P含 GX

\:O的4\:重悬!H r放置 GN -(##

F*4RO8Z8&&a3O孵育-用制备的4RO8Z8&&a8

3O与细胞孵育!H r放置 JN -(##

G*释放-加入 ENN

&

PENN --".TP乙酸重悬

细胞沉淀!H r放置 JN -(#"或加入 EN

&

PEX\:O

的4\:重悬细胞沉淀!通过 GJI #-紫外)Y.$0+)8

)(".%$!Ỳ *照射 GN -(#!离心收集上清!进行直接

4/Q或重叠延伸4/Q#

H*直接 4/Q-以乙酸释放的上清为模板!加

入&&a3O特异性引物进行直接 4/Q!参考 EVFVI

节中的方法"重叠延伸 4/Q!以乙酸释放的上清

或 Ỳ 照射释放的上清为模板!引入延长片段!按

照 F oQ+>(1 <+C 9+&$%09(=说明书进行 4/Q反

应!得到延伸产物"再以延伸产物为模板!引物如

表 E 所示!进行 4/Q反应!反应产物用于琼脂糖

凝胶电泳#

EVFVLD统计学差异分析

本文实验数据使用[0+>*4+1 40(&-;MVN 软件

进行统计学分析!单因素两组样本均值比较采用

非配对 :$21%#$1&$8$%&$进行分析!K]NVNI 则说

明统计学中具有显著性差异# #&!无显著性差异"

&

!K]NVNI"

&&

!K]NVNE"

&&&

!K]NVNNE#

,*结果

,+)*GD#=%C9F技术流程

为了解决细胞亚群或单细胞上痕量糖链难以

检测的问题!本研究开发了基于a3O扩增的糖链

检测技术!命名为[.,!"O->)见图 E*# 该方法首

先使用 .(#B%0偶联凝集素与 &&a3O!将凝集素8&&8

a3O与细胞共孵育!通过凝集素与糖链的结合把

&糖信号'转化为&核酸信号'"其次!利用竞争性

结合或乙酸处理等方法将凝集素8&&a3O从细胞

表面释放下来!以 &&a3O为模板进行 4/Q!放大

糖链信号"最后!通过琼脂糖凝胶电泳!方便快捷

的实现痕量糖基化信号的检测#

图 ED基于a3O扩增的糖链检测技术流程图

?(A;ED?."6!*+0$"'[.,!"O->
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,+,*GD#=%C9F技术检测细胞膜表面糖基化修饰

交联剂 :9//具有 38羟基琥珀酰亚胺酯和

马来酰亚胺!可以偶联有氨基的4RO8Z和有巯基

标记的&&a3O!形成 4RO8Z8:9//8&&a3O3见图 F

)+*4# 根据凝胶迁移实验原理!在琼脂糖凝胶电

泳时!相比于未结合蛋白的核酸!结合蛋白的核酸

由于蛋白的存在会发生阻滞!因此核酸条带位置

相对滞后# 将制备的 4RO8Z8:9//8&&a3O进行

琼脂糖凝胶电泳!结果显示!与游离的 &&a3O阳

性对照组相比!4RO8Z8:9//8&&a3O组条带位置

发生上移3见图 F)5*4!说明 4RO8Z的存在导致

&&a3O的迁移速度降低!证明了 :9//可以有效

偶联 &&a3O与 4RO8Z# 用 4RO8Z8:9//8&&a3O

与9\FGE 细胞孵育!根据乙酸含有大量氢键可以

竞争性结合 4RO8Z!所以使用 ENN -9乙酸将

4RO8Z8:9//8&&a3O洗脱后并收集!通过考马斯

亮蓝检测 4RO8Z水平!结果显示!与 4\: 洗脱相

比!乙酸洗脱组的条带更亮3见图 F )!*4!证明

ENN -9乙酸可以更有效地将4RO8Z洗脱# 为评

估4RO8Z与细胞的结合效率!本研究进行了流式

细胞术分析!结果显示!与对照组相比!实验组的

4RO8Z阳性细胞比例高达 MMVGLX3见图 F)1*4#

注-)+*:9//偶联4RO8Z和&&a3O流程图")5* 琼脂糖凝胶电泳检测偶连效果")!*考马斯亮蓝检测乙酸释放结合在

细胞膜表面4RO8Z的效果!4RO8Z的亚基分子量为 GF Ba+")1* 流式细胞术检测4RO8Z与细胞结合效率")%*不同循

环数时4RO8Z8:9//8&&a3O定量效果分析#

图 FD:9//偶联4RO8Z和&&a3O

?(A;FD:9//.(#B%0!"#j2A+$%&4RO8Z+#1 &&a3O

DD本实验进一步用不同浓度的 4RO8Z8:9//8 &&a3O为模板!进行不同循环数的 4/Q!将 4/Q
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产物进行琼脂糖凝胶电泳验证相对定量的效果#

结果发现在 N(I(EN(FN 个循环时!随着模板量的

增大!条带亮度均显示出逐渐变亮的趋势3见图 F

)%*4!表明 FN 个循环数内核酸信号可以反映糖

链信号!而 I 个循环能够节约大量的 4/Q时间#

因此!后续实验将选用 I 个循环进行4/Q反应#

衣霉素<9可抑制 38连接糖基化的从头合

成$M8EE%

!利用经典的流式细胞术和本文方法检测

<9处理后平分型 [.!3O!的水平变化# 流式细

胞术结果显示!相比于对照组!<9处理组 4RO8Z

的荧光信号强度显著降低3见图 G)+*4!说明 <9

能抑制平分型 [.!3O!修饰水平# 利用本文方法

将9\FGE细胞与4RO8Z8&&a3O孵育!ENN --".TP

乙酸释放 4RO8Z8&&a3O后!加入引物进行 4/Q!

琼脂糖凝胶电泳检测发现!相较于对照组!<9处

理组条带更暗3见图 G)5*4!说明本文方法能够

准确地检测由 <9处理引起的细胞平分型 [.!8

3O!修饰水平的降低#

注-流式细胞术)+*及[.,!"O-> )5* 检测<9处理的9\FGE 细胞糖基化水平"流式细胞术检测)!*及[.,!"O->)1*

检测?:d处理的9\FGE 细胞糖基化水平"流式细胞术检测)%*及[.,!"O->)'*检测过表达9[O<G 对细胞糖基化水

平的影响!/"#$0".为9\FGE 细胞!9[O<G 为过表达9[O<G 的9\FGE 细胞#

图 GD4RO8Z8&&a3O检测糖链丰度

?(A;GD4RO8Z8&&a3O1%$%!$A.,!+# +52#1+#!%

DD毛喉素?:d是一种腺苷酸环化酶激活剂$EF%

!

能够显著升高平分型[.!3O!修饰水平$EG%

# 流式

细胞术检测 ?:d处理后的 9\FGE 细胞!4RO8Z

的荧光信号强度升高3见图 G)!*4# 同样!利用本
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文方法检测发现!相较于对照组!?:d处理组条带

更亮3见图 G)1*4!说明本文方法能够准确地检测

由?:d引起的平分型[.!3O!修饰水平的升高#

9[O<G 是 38乙酰氨基葡糖转移酶!负责将

[.!3O!以
(

8EH 键连接到核心五糖的
(

8甘露糖

上!形成平分型 [.!3O!结构$EH%

# 通过流式细胞

术结果显示!9\FGE 细胞过表达9[O<G 后!4RO8

Z的荧光信号强度显著升高3见图 G)%*4!说明过

表达 9[O<G 能升高平分型 [.!3O!修饰水平#

同样!利用本文方法检测过表达 9[O<G 的

9\FGE 细胞!结果显示!相较于对照组!过表达

9[O<G 组条带更亮3见图 G)'*4!说明本文方法

能够准确地检测由过表达 9[O<G 引起的平分型

[.!3O!修饰水平的升高# 证明本文方法可以检

测到由<9处理(?:d处理(过表达 9[O<G 处理

所引起的平分型[.!3O!修饰水平的改变#

,+-*重叠延伸.HI避免引物二聚体的干扰

引物二聚体是 4/Q中常见的非特异性扩增

产物!大小约为 GN UHN 5>!本文测糖链丰度方法

的4/Q扩增产物小于 LN 5>!使用琼脂糖凝胶电

泳难以区分引物二聚体与目的片段# 因此!在本

文方法检测糖链丰度相同的基础上!引入了一段

EFM #$的单链a3O片段!称之为延长片段)%=$%#1

'0+A-%#$&!Z?&*用以结合 &&a3O末端进行重叠延

伸4/Q!两个单链 a3O片段可以互补延伸形成

EKM 5>的a3O双链3见图 H)+*4!以避免引物二

聚体的干扰# 为了验证 4RO8Z8:9//8&&8a3O与

Z?&融合效率!本实验以不同剂量的 4RO8Z8

:9//8&&8a3O为模板!加入等量的 Z?&退火延

伸# 结果显示!随着模板的增多!条带越来越亮

3见图 H ) 5*4!说明 4RO8Z8:9//8&&a3O与 Z?&

可有效融合#

注-)+* 重叠延伸4/Q检测糖链丰度流程图")5*重叠延伸4/Q检测4RO8Z8&&a3O与Z?&的融合

效率!Z?&的长度为 EFM#$!延伸产物的长度为 EKM5>"[.,!"O->检测<9处理)!* ?:d处理)1* 及

过表达9[O<G)%* 9\FGE 细胞的糖基化水平!/"#$0".为9\FGE 细胞!9[O<G 为过表达9[O<G 的

9\FGE 细胞#

图 HD重叠延伸4/Q检测糖链丰度

?(A;HDb)%0.+> %=$%#&("# 4/Q1%$%!$A.,!+# +52#1+#!%

DD利用<9处理细胞的模型并引入Z?&!琼脂糖

凝胶电泳结果显示!相较于不加 <9的对照组!

<9处理组条带更暗3见图 H)!*4!说明本文方法

能够准确地检测由 <9处理引起的平分型 [.!8

3O!修饰水平的降低# 利用 ?:d处理模型并引

入Z?&!琼脂糖凝胶电泳结果显示!相较于不加

?:d的对照组!?:d处理组条带更亮 3见图 H

)1*4"同样地!利用过表达9[O<G 处理模型并引
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入Z?&!琼脂糖凝胶电泳结果显示!相较于对照

组!过表达 9[O<G 组条带更亮3见图 H)%*4# 说

明本文方法能够准确地检测过表达 9[O<G 引起

的平分型[.!3O!修饰水平的升高#

,+1*利用光可裂解的 J:8K"&释放 ((2LC利于

糖基化检测

DD为了避免 4RO8Z8&&a3O复合物中 4RO8Z影

响&&a3O的扩增过程!将使用一种光可裂解的交

联剂+++4/O.B,#%84Z[

H

83R:偶联4RO8Z与&&8

a3O!该交联剂在 GJI #-Ỳ 照射下会使 &&a3O

从4RO8Z84/8&&a3O上脱落$EI%

3见图 I)+*4!避

免4RO8Z对扩增过程的影响#

注-)+*4/O.B,#%84Z[

H

83R:偶联4RO8Z和&&a3O流程图")5* 琼脂糖凝胶电泳检测偶联效果")!* 检测&&a3O与Z?&

的融合效率!&&a3O长度为 KN #$!Z?&的长度为 EFM #$!延伸产物的长度为 EKM 5>")1* 琼脂糖凝胶电泳验证 Ỳ 照射使

&&a3O从4RO8Z84/8&&a3O上脱落"流式细胞术)%* 及[.,!"O-> )'* 检测<9处理的9\FGE细胞糖基化水平")!* 流式

细胞术检测)A* 及[.,!"O-> )**检测?:d处理的9\FGE细胞糖基化水平")%* 流式细胞术检测)(*及[.,!"O-> )j* 检

测过表达9[O<G对细胞糖基化水平的影响!/"#$0".为9\FGE细胞!9[O<G为过表达9[O<G的9\FGE细胞#

图 ID利用光裂解的P(#B%0释放&&a3O检测糖链丰度

?(A;IDQ%.%+&%&&a3O'0"->*"$"1%A0+1+5.%.(#B%0&1%$%!$A.,!+# +52#1+#!%
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DD琼脂糖凝胶电泳证明了 4/O.B,#%84Z[

H

8

3R:能有效偶联 &&a3O与 4RO8Z3见图 I)5*4#

为了验证&&a3O与Z?&的融合效率!将&&a3O和

Z?&进行重叠延伸 4/Q!琼脂糖凝胶电泳结果显

示!同时加入 &&a3O和 Z?&时!4/Q产物的大小

为 EKM 5>3见图 I)!*4!表明 &&a3O与 Z?&可以

有效融合并进行扩增# 用 Ỳ 将 4RO8Z84/8&&a8

3O照射 GN -(#!超滤膜回收脱落下的 &&a3O!并

以其为模板进行重叠延伸 4/Q!发现在 Ỳ 照射

后!重叠延伸4/Q产物与阳性对照)第四泳道!模

板为游离的 &&a3O*在凝胶中的位置相同!均在

EKM 5> 3见图 I ) 1*4!说明 Ỳ 可使 &&a3O从

4RO8Z84/8&&a3O上成功脱落#

利用本文方法检测 <9处理的 9\FGE 细胞

上的平分型[.!3O!修饰3见图 I)%*4发现!相较

于对照组!<9处理组条带更暗3见图 I)'*4!说明

本文方法能够准确地检测到<9处理导致的细胞

平分型 [.!3O!修饰水平降低# 同样!本文方法

检测?:d处理3见图 I)A*4或者过表达 9[O<G

3见图 I)(*4的9\FGE 细胞发现!?:d处理组3见

图 I)**4或者过表达9[O<G 组条带更亮3见图 I

)j*4!说明本文方法能够准确地检测到 ?:d处理

或者过表达 9[O<G 导致的细胞平分型 [.!3O!

修饰水平升高#

,+M*GD#=%C9F技术检测极低丰度糖链

本研究探究 [.,!"O-> 方法在检测低丰度糖

链方面的应用潜力# 首先以极低剂量 Ỳ 照射释

放的&&a3O模拟低丰度糖链!进行不同循环数的

4/Q!产物进行琼脂糖凝胶电泳检测# 结果发现

在 EN(FN(GN 个循环时!最低剂量的 &&a3O均可

被观察到3见图 J)+*4!表明 GN 个循环数内核酸

信号依然可以反映糖链信号!而 EN 个循环能够节

约大量的 4/Q时间# 因此!后续实验将选用 EN

个循环进行 4/Q反应# 鉴于单个细胞表面糖链

丰度极低!常规手段几乎无法检出!而 [.,!"O->

凭借核酸扩增可将糖链信号指数级放大!理论上

已具备在单细胞测序流程中同步捕获膜糖链信息

与转录组数据的潜力!下面进一步评估其在极限

样本量下的实际表现#

注-)+* 不同循环数时极低剂量&&a3O的定量效果分析")5* 流式细胞术检测不同数量9\FGE 细胞的糖链信号"

)!*[.,!"O->检测 EN

E

(EN

F 及 EN

G 个细胞糖基化水平!延伸产物的长度为 EKM 5>#

图 JD[.,!"O->检测低丰度糖链

?(A;JD[.,!"O-> 1%$%!$A.,!+# +52#1+#!%

DD分别取 EN

E

(EN

F

(EN

G 个细胞!通过流式细胞术

分析发现!在 EN 个细胞时几乎无法观察到荧光信

号3见图J)5*4# 使用[.,!"O->检测发现!琼脂糖

凝胶电泳可以观察到 EN个细胞级可产生明显的条

带3见图 J)!*4!说明本文方法检测到了低丰度的

糖链信号!具有与单细胞测序结合!同时检测细胞

膜表面糖链水平与-Q3O表达的应用潜力#

-*讨论与结论

细胞表面糖基化修饰参与了一系列重要的生

理病理过程! 与人类的各种疾病密切相关! 是生

命科学研究的重要内容# 但是糖链分子自身没有

发光基团!难以对糖链直接进行检测和分析!现有

检测手段包括质谱(高效液相色谱(核磁共振(毛

细管电泳和凝集素印记等!对于细胞亚群或者单

细胞的痕量糖链难以检测# 近年来!基于细菌来

源糖基转移酶的化学酶法!或通过抗体生物素结

合方式将&&a3O偶联凝集素!现实同时检测细胞

膜表面糖基化及转录组的单细胞测序方法应运而

生$L! EJ%

!但是存在操作复杂(成本高昂(检测糖链

种类有限等问题# 因此!本文开发了一种基于

a3O扩增的糖链检测方法!通过&&a3O标记凝集

素与糖链的结合!将 &糖信号'转化为 &核酸信
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号'!通过4/Q级联放大及琼脂糖电泳!能够低成

本(较为方便的检测细胞亚群或单细胞糖基化修

饰情况#

a3O扩增技术可将微量的靶 a3O特异性扩

增上百万倍!大大的提高了对a3O分子的分析和

检测能力# 而糖链不能像 a3O分子一样进行直

接扩增!信号不能放大!限制了现有检测技术对痕

量糖链的检测# 受到 a3O扩增技术的启发!c2

等人将&&a3O偶联在[a4岩藻糖糖供体上!利用

重组幽门螺杆菌
'

E!G 岩藻糖基转移酶将 &&a3O

偶联的岩藻糖连接在细胞的 P+!3O!上!再进行

后续的建库扩增及测序用以检测单细胞水平的

P+!3O!修饰水平$L%

# 凝集素能够识别并结合特

异性糖基化修饰!被广泛应用在糖生物学研究中#

利用生物素标记的凝集素与 &&a3O偶联的生物

素抗体相结合!从而将 &&a3O连接在分支型 [.!8

3O!结构上!利用单细胞测序平台扩增糖链信号!

同时获得糖基化和转录组信息$EJ%

# 本文利用

P(#B%0的琥珀酰亚胺基团结合凝集素的氨基!马

来酰亚胺基团T炔基结合巯基T叠氮基标记的&&a8

3O!分子筛去除 &&a3O!从而偶联凝集素与 &&a8

3O# 相较于生物素标记的凝集素结合商业化 &&8

a3O标记的抗体T链霉亲和素的偶联方式!该方

法可以通过设计不同的 &&a3O序列标记多种凝

集素!结合实时定量4/Q技术或高通量测序手段

同时检测多种糖基化修饰# 目前市售有超过 H 种

凝集素!能够识别唾液酸(岩藻糖(乳糖胺(P%6(&

i(P%6(&c等多种糖链结构及末端修饰!具有较

高的特异性!是检测(区分不同糖基化修饰的常用

工具!被科研工作者广泛使用$EK8EL%

# 本文所建立

的策略!依赖于凝集素对糖链的识别与结合!具有

检测多种糖基化修饰的潜力# 此外!本方法通过

琼脂糖凝胶电泳即可检测放大糖基化修饰的信

号!操作简便可行性高!还可以优化 &&a3O序列!

利用实时定量荧光 4/Q对糖基化信号进行&定

量'分析# 利用本方法还可以结合 &&a3O偶联凝

集素与&&a3O偶联抗体!利用邻近连接)4PO*及

滚环扩增)Q/O*技术!检测低丰度蛋白糖基化修

饰水平$EM%

# 但是本方法仍有局限性!受到模板链

序列特征([/含量等因素的影响!4/Q扩增存在

偏好性!在同时检测多种糖基化修饰时!难以横向

比较不同糖基化修饰之间的高低# 针对上述问

题!可以通过优化 &&a3O序列降低 4/Q的偏好

性!或者在&&a3O序列中引入Y97)2#(C2%-".%!8

2.+0(1%#$('(%0*通过测序及生物信息学手段降低偏

好性#

综上所述!在检测极少量细胞膜表面糖基化

水平方面!传统方法如流式细胞术和凝集素印迹

等对样本量需求较大(检测限较高!往往难以有效

捕捉微弱的糖链信号"而单细胞测序及单分子检

测技术虽具高灵敏度!却因成本较高限制了其广

泛应用# 本文所建立的方法主要包括凝集素偶联

&&a3O(细胞与凝集素的孵育反应以及后续 4/Q

扩增等步骤!通过将糖链信号转化为更易于检测

的核酸信号!实现了在无需依赖昂贵仪器的情况

下!完成简便(快速且高灵敏的糖基化分析!有效

填补了极低数量级细胞表面糖链检测的技术空白#

此外!该方法具备良好的兼容性与扩展性!既可与

单细胞测序技术联用!同步获取细胞膜表面糖基化

信息与-Q3O转录组数据!也可结合抗体实现对

特定低丰度蛋白糖基化修饰水平的精准检测#
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