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引 言

生物体内大多数蛋白质为糖蛋白
。 〔‘。特别

是随着基因工程产品的开发
,

蛋白上糖链的结

构与功能愈来愈受到关注
,

以每年测定六百个

新寡糖链顺序的速度增长
。

从美国国家生物技

术信息中心 得知
,

目前已获得 个

独特的寡糖链
。

预计到 年底将增加到

个
。 〔“ ,

由于原核细胞表达体系表达的无糖化蛋白

往往无体内活性
, 〔 酵母 与昆虫表达体系产生

的糖蛋 白
,

其糖链 与 天 然糖蛋 白往往不 相

同
, 〔 〕〔 〕就是哺乳动物细胞的表达体系也有成

本高等不利因素
,

因此
,

分子生物学家在努力寻

找控制糖链顺序的方法
,

糖生物学 。

将成为研究热点
。 〔川

目前
,

基因工程与蛋白质工程的方法 日趋

成熟
,

糖基化工程

也应运而生
, 〔侧其 目的是生产有应用价值的糖

蛋白
。

本文的目的主要讨论有关糖链的结构与

功能
,

糖基化工程手段及其应用前景
。

一
、

蛋白上糖链的结构

糖蛋白 的糖链从连接方式上可分两类

一类是与天冬氨酸连接
,

即 一连接糖蛋白
,

另

一类与丝氨酸或苏氨酸连接
,

称为 。一连接糖

蛋白
。

一般来说
,

于一糖链不含甘露糖
,

而 一糖

链总含有大量的甘露糖
,

因此
,

通过分析单糖的

组分
,

便可知两者的分布组成情况
。 〔‘ 〕

一糖链通常都有一个五糖核心
、 归 一

,

根据它们的外层链

结构的不同
,

可分为 高甘露糖型

一 一

、 ,

杂合型 与复合型
。 ,

·

,
·

如图 所示
、
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个亚型 〔 〕如图 所示
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二
、

糖链的功能

糖链的功能广泛
,

遍及生物体的各个功能

领域
。

即 〔 〕同一蛋 白上的糖可有多种功能
·

如

红细胞生成素 〕这一高度糖化的蛋白
,

其

寡糖对生物合成
、

分泌及生理学效应等方面
,

都

起很重要的作用
。 〔引有些蛋白的糖链

,

依据其蛋

白的特性担任如下功能之一
。

·

寡糖的结构功能
,

保护 。。 功能和稳定 功能蛋

白聚糖和粘多糖对维持组织结构及其完整性无

疑起很重要的作用
。 〔‘ 〕同样

,

覆盖在糖蛋白上

的糖链
,

在维持蛋白质结构的同时
,

也起到保护

多肤链不被蛋白酶水解
,

防止与抗体识别等作

用
。

另外
,

糖链参与多肤在内质网中折叠的起

始
,

并参与之后的溶解度与构象的维系
。

通常
,

有 已上功能的蛋白其外层糖链的微

小改变并不影响其功能
。 〔“ 〕

,

寡糖的毒素受体功能

某些特定的寡糖是许多细菌毒素
,

植物毒

素的受体〔
, , ,

如流感病毒血凝集素
,

能特异性

识别唾液酸及其相关类型
,

而霍乱毒素能极特

异地与细胞表面上特殊的糖链顺序 神经

节昔脂结合
。

这种结合特异性已为研究糖链的

表达
,

提供 了极大的方便
。 〔“卯 同样

,

一些特定的

糖链参与 了共生动物肠道病毒和植物根瘤病毒

与宿主的结合
。 〔“ 〕

寡糖的开关与调节功能 〔“ 〕

一些细胞表面的生长因子受体需糖基化后

才有结合功能
,

这样可避免不必要的配体一受

体结合
, 〔 〕配体的糖化同样具开关功能

。

例如
,

人 俘绒毛膜促性腺激素 归一 去糖化后 与

受体结合的亲合力没有改变芝阴
,

但失去激活腺

昔酸环化酶而引发的传递信号的能力
。 〔 〕

但在大多数情况下
,

糖化所表现的不是开

关 让 功能
,

而是部分的或相对的调节
,

即

相当于调频 功能
,

如粒细胞巨噬细胞

集落刺激因子 一
,

常有一系列糖型

面
,

它们对亲合力及信号传递就有

所不同
。 〔‘〕〔 〕

寡糖的库存功能 ,

寡糖的另一个新被发现的功能是做为重要

生物活性分子的保护性储存仓库 许多生长因

子是通过葡糖胺糖链固相化亲合层析纯化的
,

看来
,

特异性生长因子可紧密地结合体内的葡

糖胺糖链上
‘

,

这样
,

可使生长因子定位于待激活

细胞的胞外基质 上
,

在分

泌颗粒中
,

已发现葡萄糖胺链的存在 它们在分

泌之后与蛋白结合并起保护作用
丈“ 因此

一

可以

设想其作为仓库
,

是为避免生长因子扩散
,

已有

证据表明
,

这样的库 讯 少能保护生长因子不

受非特异的水解
,

从而延长其寿命
。

其他可作仓

库的还有水
,

离子
,

蛋白质分子等
。

川 〕

细胞内运输功能

最典型的例子当属甘露糖一 一磷酸残基

将所有溶酶体酶导向溶酶体
。 〔 〕因为存在碳水

化合物结合蛋 白 飞
〔 ,

它们是能识别特殊顺序寡糖链的蛋

白
,

如 一 一 受体 它能与溶酶体酶上所

有携带 一连接甘露糖的磷酸甘露糖残基结

合
,

使之进人溶酶体
。

寡糖的激素功能

现在已发现
,

游离寡糖本身在许多系统中

都有生物学效应
,

与激素相似
。

其最好的例子是

植物的寡糖 〔 〕 ,

它们依赖于糖

链结构的不同
,

调控着植物的生长
、

发育与防御

等重要生理过程
。

同样
,

糖链所具特殊结构
,

使

得游离的高甘露糖链对体外培养的哺乳动物细

胞产生强烈的免疫抑制效应
, 〔 又如

,

某种细

胞类型释放的寡糖肝素对其他种类的细胞也起

作用
,

也许是通过结合与信息传递起作用
。

但它

们通过什么受体作用仍不清楚
。

寡糖介 导的细胞间识别功能洲

尽管该功能在理论 已被承认
,

但明显的

证据还不多
,

如 家族的受体蛋白
,

它们

介导白细胞与内皮细胞结合 一
,

白

细胞与被激活或损伤的 内皮的识别 一
一

,

和白细胞
一

与激活的血小板或内皮的相

互作用 一
,

识别时有唾液酸果糖糖

链参与
。

综上所述
,

寡糖链的功能可简化为两

点 介导特异识别 调节生命进程
。

功能的

一 一



多样性与结构的多样性是分不开的
。

三个单糖

分子能组成一千多种叁糖结构
,

而三个氨基酸

只能形成三种多肤
,

这在进化上有特殊意义
,

糖

提供了有限的基因转译所不具有的多样性
。

三
、

糖链的特点及影响糖链的因素

糖链的特点

寡糖链的结构功能及二者的关系上看有以

下几个特点

很难仅从糖链的一级结构上推测出其

功能
。 〔、。〕

一个糖蛋白上可有多个不同类型的糖

链
,

存在于不同的糖基化位点
。

同一蛋白上的糖链有微不均一性
￡“ , ,

即特定位点有不同的糖

基
。

糖链有组织特异性
。

如
,

同一哺乳动物的 一 酶在肝脏和肾脏

中有不同的糖链修饰
。 〔川

糖链有种间特异性
,

例如
,

在牛和大鼠的糖蛋白中
,

复杂型 一连接

糖链存在如下外部糖链 肛 。 和

一 一
,

而在人的糖蛋 白

中不存在这样的结构
。 〔

糖链 的 发 育特异 性
,

糖链在不同发育时期表现不同
。

如
,

出生后人红细胞的血红蛋白含量和红细胞表面

抗原发生显著变化
。

出生一年后
,

成人血红蛋白

取代胎儿血红蛋白
。

胎儿抗原 变为成人抗原
,

细胞表面复合糖类的寡糖结构
,

从直链的

聚乳糖胺变成有分枝的聚乳糖胺
。

某些 糖蛋 白上 的糖 基是 部分存在

的“‘ , ,

即相同的蛋白
,

在特定位点上
,

有些有糖

基
,

有些则无
。

细胞表面存在废物 寡糖〔“ , ,

与

相似
,

可能是细胞对外来病源体长

期进化适应
,

而在其原有的框架上改变外层寡

糖的结果
。

糖链的生物合成

纵观糖链的生物合成途径
,

便知影响因素

甚多
。

。一链的生物合成
,

是逐渐的将单糖从核昔

酸糖
,

加在多肤的 或 上
,

主要在高尔基

体内进行
。 〔‘ 〕

一糖链的合成是较为复杂的
,

藉助磷酸

匕
一

习

—
。 。 一 、

图 一糖链生物合成途径
甲葡萄糖 甘露糖 一 乙酞葡糖胺

半乳糖 卜岩藻糖 唾液酸

一 一



多帖醇形成一个共同的脂多糖前体
。 一 一 一 并将其加于

新生多肤糖基化位点 一 一 中

的 上 为非脯氨酸的任何其他氨基

酸
,

在经过二步糖昔酶作用
,

形成
。 。 一 一 一 一 、 。

以上过程是在内

质网中
,

之后再运至高尔基体中
,

经一系列糖昔

酶与糖基转移酶的进一步加工
,

成为最后的糖

蛋白〔 〕
。

如图

影响糖链的因素

目前
,

已清楚知道
,

影响一个多肤糖基化的

因素有以下三种

多肤链的自身的结构

一般来说
,

一糖链都有一个特定的糖化

位点 一 一
,

其原因很可能是寡糖

转移酶能识别多肤形成的环形结构
,

如图 〔 。

如 一
,

在 位点有高甘露糖
,

而在

位点
,

则为复合型糖
。

这两位点分别位

于二个 中
,

二个区域高度 同

源
,

且构象上相似
。

可为什么二位点上的糖相差

如此之大呢 作 的缺失与重复实验
,

发

现
,

当第 一 位氨基酸存在时
,

上才

是甘露糖型
,

而缺失这一段
,

则表达出复合型

糖
。

另外
,

重复这一氨基酸序列
,

则不能产生所

需的甘露糖型
。

很可能是通过糖蛋白在合成过

程中所处的折叠方式来影响糖链的结构
。

因此
,

氨基酸的一级结构及至空间结构
,

对糖链的形

成起至关重要的作用 〔川
。

细胞的内在特微因素 如糖基转移酶与

糖昔酶的完整表达

这是糖基化的决定因素
,

因为
,

虽然糖化不

同于蛋白质翻译有特定的基因模板
,

但糖链是

糖基转移酶遵循严格的底物专一性而完成的一

系列催化反应
,

因此也遵循一定规则〔 实际

上
,

糖链的种间特异性
,

组织

特 异 性
,

以 及 发 育 特 异 性
,

都源于糖基化酶不

同时间及不同空间的表达
。

环境因子的影响

近来发现
,

糖基化对细胞生理状况及胞外

环境因子的压力与水平 〕如培养细胞的密度

及年龄
,

培养基的糖分及养分
,

等因素十分

敏感
。

实际上
,

它们通过影响蛋白的空间结构
,

糖基化酶及跨膜运输等来影响糖基化
。

以 因素都是糖基化工程所必须考虑的
。

’
‘

“ ’
‘

’ ‘ 一 一 。。 ’

。 川

丫气

图 糖基转移酶识别糖基化位点的环状结构

为寡糖转移酶上的残基
。

四
、

糖基化工程

年 〔 ,探讨碳水化合物是否能

被人工操作
,

年 〔‘ 〕便发表了名为

糖基化工程 的综

述性文章
,

糖基化工程成为继基因工程蛋白质

工程之后生物化学及分子生物学领域很有前景

的学科
,

其目的是能操作蛋白质上的寡糖链
,

使

之能有正常的生物学功能
。

其优点如下 增加合成及分泌的效率
,

增加

溶解度
,

延长生物学半生期
,

增强生物学活性
,

增强稳定性
,

降低异源性及抗原性
,

导向进人或

离开某 一 组织
,

帮助 蛋 白的纯化 和 结 晶化

等以
。〕。

其方法有选择特异性的宿主细胞
,

如选择

合适的细胞株或不同的真核细胞表达体系
。

此

外糖基化工程还有如下方法

对重组糖蛋白来说有两种 抑制糖链的

增加 ①改变糖基化位点②利用细菌生产③加人

衣霉素 改变糖链的表达 ①利用糖基化抑制

剂②利用糖基化突变型
。

对纯化的天然蛋白
,

可用糖昔酶除去糖链
,

或糖基转移酶加上糖链
。

改变糖基化位点

一 一



研究糖链的结构与功能相互关系的直接方

法
,

是做缺失实验
,

即逐一删去表达多肤的基因

的有关部分 最明灵的是
,

删除或突变 一糖基

化位点 八 、 一 一 中间的
, ,

任何密码子
,

就能阻断糖基化
。

删 去 。一链精化位点并不常用
,

因为没有

特定的氨基酸顺序的糖化位点
。

但也可以通过

突变与糖连接 的 。「 ,

衍 来删除糖基
,

这在

己成为成功的实例
。 〔们通常 。一 连接糖常

常成簇出现
,

所以需删除一 连串的氨基酸
。

利用糖基化突变型

到 组前为止
,

已有为数众多的糖荃化突变

型 已从 娜召 飞细胞中分离出来
。 ‘

之犷遍布 一

糖化
,

一塘化及聚糖
,

糖脂等生物合成过程
,

这

为产生许多不同糖链提供可能
。

例如 细胞系能表达出
一 糖位点有 抚 一

,

一位点上有

不可替代的 滋 。。细胞系
,

只在

一位点上有相同的糖链结构
,

一糖化位点
一

无

糖化 突变株在 一 位点上有
·

一位点上有不变的 。一糖链
, 〔‘ , 〕

所以只要认真选择一个宿生细胞突变系便可产

生一个拥有特殊糖化的糖蛋白
。

糖纂化工程的另一个汗际是
,

在某一重组

蛋白上
,

加特定的塘残基
。

例如
,

完全唾液酸化

的蛋自不易被肝结合蛋白从循环系统中清除
。

因此
,

为了增加宿主细胞唾液酸化的能力
,

可通

过选择一个能永久表这 石
, 、唾液酸转移酶

的缺陷型
‘

或筛选一 个高效辛达唾液酸转移酶

基因的稳定转染细煦株
厂 澳。

使用塘茅化抑制剂

如果没有合遐的糖基化突变型
,

可用糖基

化抑制剂生产修饰的糖链 幻
。

许多 一糖化抑

制剂来 纤于植物碱
,

一些来 自于细菌
。

最常明的

阻断 一精化的抑制剂是衣霉素
·

它能阻断

一糖化的起始步骤 将 八 从 一 阮

转移到磷酸多斌醇 。扮 仁
,

从而产生没

有糖化的蛋自之朔
。

有几种抑制能使 一糖链得到修饰
,

如用
“

处理后得糖链结构并没有显著变

一 一

化
,

末端寡甘露糖却有所改变〔 另外
,

还有其

他抑制剂如 一 抑制剂
,

和 一

抑制剂
,

一 。、

, 等
,

它们能改变寡糖链的成分
,

防

止体外修剪糖链或阻断高甘露糖型转变为复合

型
。 〔 〕

屯 用纯化的糖基转移酶与糖昔酶

这一方案主要针对纯化好的糖蛋白
。

用糖

昔酶除去不要的糖链
,

或用糖基转移酶加上合

适的糖链
。

尽管这样产生的有疗效的糖蛋白十

分昂贵
,

但对修饰作为靶信号的有限糖残基
,

用

糖基转移酶无疑是种极好的尝试
,

并为细胞表

面碳水化合物的修饰开辟一条新途径晰
, 。

一般来说
,

除去 一连接位点上的糖可用
。 糖昔酶或 一多肤糖昔酶

,

但这两种

酶均需要将糖蛋白在去污剂与盐溶液中伸展

开
,

才能接近糖化位点
,

所以
,

尽管糖昔酶对糖

蛋白的结构分析有极其重要作用
,

对于功能分

析或产生有治疗价值的分子还是十分困难

的〔 〕
。

。

体外糖化法

尽管糖化极易受许多因素的影响
,

但其有

严格的底物专一性
,

故遵守一定的程序
,

这为体

外糖化提供了理论依据
。

①固相化酶法 〔
‘ 〕〔 〕

许多寡糖链已用酶法合成
。

利用固相化糖

基转移酶是毫无疑义的
,

但糖昔酶也可用于反

向合成糖链也是近来受欢迎的方法
。

②加外源细胞器高尔基体与内质网法

在体外将待糖化蛋白加入适当的细胞器提

取物来实现体外糖化
。

五
、

糖基化工程常用的表达体系

原核生物 系统

虽然原核细胞中也能有糖基化反应 〔川
,

但

其表达的重组哺乳动物蛋白没有糖化
,

因此可

做为糖基化工程中除掉糖基的一种方法以
。〕。

有些基因工程产品
,

如许多生长因子
,

在该

系统表达有很好的生物学活性 〕 ,

但大多数重

组糖蛋白
,

在体外虽然有活性
,

在体内则无活



性
,

并且
,

往往伴随着溶解性降低
,

半生期下降
,

抗原性增加等因素
,

而无应用价值川
,

因此
,

必

须考虑真核细胞表达系统
。

酵母表达体系

酵母细胞除具真核细胞的特点外
,

还具易

生长等优点
,

其最为诱人之处在于它拥有哺乳

动物一糖化合成途径的早期过程 , 。

但酵母细胞表达的 一连接
,

一连接糖蛋

白有长长的寡甘露糖外链
, 〔〕因此具有极高的

抗原性
,

必需藉助于酵母糖化突变型
〔‘ 〕或用内

源糖昔酶 处理
,

再用糖基转移酶加上所需要

的寡糖
,

来获得与哺乳动物相似的糖链 〔 许多

糖基转移酶都 已被克隆生产 〔
,

所 以易于获

得
,

便于操作
。

近来发现
,

甲基醇营养酵母

的糖化不具甘露糖外链
,

如

图一 所示
,

与哺乳动物细胞接近
,

它平均甘露

糖链长为 一 个单位
,

而在 中多

于 单位
,

并具培养成本低
,

且能识别啤酒酵

母 的起动子等优点
,

因此具更高 的应 用 价

值〔 〕〔
, , 〕如图 所示

,

最近德国 一

大学的研究者们开发另一个甲基醇营养酵母
于人之 。“ 口 能适用于产生多亚基复

合体蛋白
,

他们认为表达优于啤酒酵母十倍 〕

用昆虫细胞 杆状病毒表达体系

用杆状病毒做载体转染 昆虫培养细胞

心 了 才 护
,

能产生毫克 一 克 升

的重组蛋白
。

公司目前已有三个

基因工程产品疫苗问世
,

它们是 预

防疫苗
,

疫苗
,

及一种虐疾疫苗 均过

二期实验 〔
‘ 〕。

另外发现
,

该系统极适用于复合蛋白即异

源多聚体蛋自的表达
,

对 种蛋白调查发现
,

其表达高于 细胞 至 。倍
。

因此
,

用昆虫细胞生产大量的重组蛋白比

酵母
,

甚至 细胞更有吸引力
,

但它也有一

定的不足
,

如 细胞既能产生 一连接寡聚

糖
,

又能生成内源糖昔酶 抗性的 连接寡

糖
,

而后者是哺乳动物细胞所不具有的
,

所以
,

仍须发现一个含表达哺乳动物糖化的昆虫细胞

系 才能有研空破 , 。,

且全

气 二
。

尸
二 。

甲 二

甲
一 , , ,二 ‘ 此 ⋯

丫
盈 川 , 又盆

劣

,

, 侣 皿 汤

只声盯勿刀汾

图 甲基醇酵母的 八
一

糖化

代表甲基醇酵母

上末端甘露糖最经常出现位置
。

啤酒酵母有长

长的外层链
。

哺乳动物细胞

目前
,

能合成生物相关活性的哺乳动物糖

蛋白的最佳途径
,

仍是哺乳动物细胞表达体

系以
。,因为

,

许多不同的哺乳动物细胞系产生不

同的糖基转移酶
,

所以需选择一个能产生某特

殊糖链的正确细胞系
,

或对该细胞转染使之含

某糖基转移酶基 因
, 工即从而能产生正确的糖

链
。

例如
,

研究表明
,

细胞系不具有 。
,

唾液酸转移酶
,

转染该基因的细胞株
,

已成功

的具有唾液酸转移酶的活力
。

六
、

糖基化工程的前景

目前糖基化的重要性 已被更多的注意

到“ , 〔 , ,

并已上升到工程的高度
。

但是
,

仍须大

量的基础性与开创性工作
,

特别是糖链的分析

方面有待突破
。

另外
,

有些有功能活性的寡糖
,

是先在蛋白质骨架上合成
,

之后
,

蛋白降解
。

是

否寡糖能代替糖蛋白
,

而单独作为药物等
,

都正

在研究之中
。 〔” 下转第 页

一 一



,

, 七 一

心 一

, 〔议 一 坛 一

象

补 一

,

,

上接第 页

糖生物学家 〔‘ 〕说
“

糖

生物学终于在通往生物化学的最后一个广阔领

域的门上开了个小孔
” 。 因此

,

糖基化工程将发

挥巨大的作用
,

并对二十一世纪的生命科学做

出贡献
。
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