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摘要  目的: 建立一种以 J-卡拉胶寡糖为配体, A ffi- ge l 15为载体的亲和探针,用于分离纯化 J-卡拉胶寡糖在细胞信号通

路中的特异性受体。方法: 将标准寡糖和 J-卡拉胶寡糖进行己二胺衍生化后与 Affi- ge l 15结合, 并利用 M S、NMR、PAGE电

泳等方法对各步的产物进行分析。结果: M S、NMR结果表明, 标准寡糖和 J -卡拉胶寡糖均能与己二胺进行完全稳定的衍生

化反应, 其衍生物与 A ffi- gel 15的结合率都能达到 50%以上, 其中 J -卡拉胶寡糖 -己二胺与 Affi- gel 15的结合率达到了

68%。结论:制备得到的以 J-卡拉胶寡糖为配体的亲和探针能够与 J- 卡拉胶寡糖的受体结合, 如碱性成纤维细胞生长因

子 ( bFGF )。这表明这种制备方法是可行的。
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Abstract Objec tives: To estab lish amethod to prepare an aff in ity probe by using the J- carrageenan o ligosaccha-

ride as the ligand, and A ff i- gel 15 as the so lid phase suppo rt to iso late and purify the specif ic receptors in ce ll sig-

naling pathw ays. Methods: Authentic oligosaccharides and J- carrageenan o ligosacchar ides w ere derivat ized w ith

1, 6- d iam inohexane, and the structure w ere analyzed bymeans ofM S, NMR. Then, the affinity probew ere prepared

by linking to A ffi- gel 15 suppor,t and its activ ity w as assayed by PAGE. Results: The results of LC- M S and NMR

show ed that authent ic oligosaccharides and J- carrageenan o ligosaccharides cou ld react w ith 1, 6- d iam inohexane

comp le tely. The binding ratios o f the oligosaccharide derivat ives andA ffi- ge l15 w ere h igher than 50% in a speci-f

ic reaction cond ition. Prelim inary assay indica ted that the affin ity probe of J- carrageenan oligosaccharide ligand

could bind to the receptor of bFGF. Conclusions: The preparation o f affin ity probe of J- carrageenan o ligosaccha-

ride is feasib le through derivatization of 1, 6- diam inohexane and linking w ith A ffi- ge.l

Key words: J- carrageenan o ligosaccharide; 1, 6- diam inohexane; A ffi- ge l 15; LC- M S; NMR; basic f ibrob last

grow th factor( bFGF)

  作为生物体信号传递过程中的重要组成部分,

很多寡糖在抗病毒、病原菌抑制、增强免疫力、改善

胃肠功能等方面都发挥了重要作用
[ 1 ~ 6 ]
。研究发

现,很多多糖降解后得到的寡糖比原来的多糖具有

更明显的生理活性和更少的副作用。例如, 由甲壳

素脱乙酰化、降解后得到的壳寡糖具有许多甲壳素

所不具备的优异的生理功能,如提高机体的免疫能

力和抗癌能力,改善肠道微生物的区系分布,刺激有

益菌的生长
[ 7, 8]

; 经化学降解后的肝素寡糖与肝素

相比,其药理学分布曲线得到了改善,表现出更好的

抗血栓活性和其他生物药效, 并且减少了副作

用
[ 9]
。基于寡糖类物质在生物活性研究中得到越

来越多的实例验证,阐明寡糖物质的作用机理已经

成为当前糖生物学研究的核心问题。

研究表明, 寡糖的生物活性是通过与细胞中多

种蛋白质因子的相互作用来实现的,因此,通过制备
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亲和探针来寻找寡糖在细胞中的蛋白质靶点已逐渐

成为一种有效的研究寡糖生理功能的分子机制的方

法。在以糖为配体的亲和探针的制备及其应用方

面,国内外对肝素 /肝素寡糖的报道较多, 较常见的

制备方法是利用肝素 /肝素寡糖分子链上丰富的可

反应基团,如羟基、羧基、磺酸基、氨基等与亲和色谱

基质上可反应基团进行反应,以共价键的方式将之

固定于基质上或人为的再在基质与肝素 /肝素寡糖

之间接上一 /空间臂 0 (如六碳以上的二胺 )以提高

肝素 /肝素寡糖分子的自由性
[ 10~ 12]

。利用这种亲和

色谱的方法,人们证实并且提纯了多种能与肝素 /肝

素寡糖相互作用的蛋白质。例如, N ascimento等人

利用肝素 - 琼脂糖亲和色谱证实了组织蛋白酶 X

( cathepsin X )与肝素的相互作用
[ 13]

; 穆成华等人将

环氧氯丙烷活化的琼脂糖凝胶胺化后与肝素反应制

备得到肝素亲和层析介质, 并用所制介质从人血浆

中分离出抗凝血酶Ó [ 14 ]
。

J- 卡拉胶是由 B- D - 4 - 硫酸 - 半乳糖

( Galp4S)和 A- D - 3, 6- 内醚半乳糖 ( A3, 6G alp)形

成的交替共聚物, 经过降解得到的 J- 卡拉胶寡糖

作为一种海洋硫酸寡糖,来源丰富、结构独特而且与

内源性寡糖有很多相似点,有着巨大的开发潜力,其

结构和功能都与肝素寡糖或硫酸肝素寡糖相似。本

实验室的前期研究发现, 卡拉胶寡糖能够抑制血管

的生成从而阻止肿瘤的生长
[ 15]
。因此, 在上述研究

的基础上,本实验建立了一种制备以 J-卡拉胶寡

糖为配体的亲和探针的方法,以期用于筛选细胞中

J-卡拉胶寡糖的靶标蛋白,为研究卡拉胶生物活

性的分子机理提供更加明确的实验依据。

1 材料与方法

111 材料与试剂  J-卡拉胶 (青岛友利德国贸易

有限公司, 食品级,二次纯化后使用 ) ; 新卡拉二硫

酸基四糖 ( Neocarratetraose- 4
1
, 4

3
- disulfate, 以下

简称 NCD - 4)、麦芽糖, 均为标准糖, 分析纯, Hu-

man FGF- basic蛋白,美国 S igm a公司; A ffi- G el 15

supports,美国 B io- Rad公司。

112 方法
11211 阳离子交换树脂 /HCL体系降解 J-卡拉胶

降解 J-卡拉胶采用与琼胶寡糖制备类似的方

法
[ 16]

:取 J-卡拉胶 1 g,溶解于 100mL水中, 搅拌

均匀,再加入盐酸 ( 1 mol# L
- 1
)处理过的阳离子交

换树脂,在 80 e 条件下水浴降解 6 h。反应完后,滤

去阳离子交换树脂, 降解液用 1 mol# L
- 1
氢氧化钠

中和, 旋转蒸发, 冻干得 J-卡拉胶寡糖。

11212 寡糖 -己二胺的合成  取上述制得的 J-

卡拉胶寡糖 (NCD- 4,纯度 95%以上 )和麦芽糖 (纯

度 95%以上 )各 12 Lmo ,l溶于 4 mL 115 mol# L
- 1

己二胺的 10%冰醋酸溶液, 再加入新配的 2 mo l#
L
- 1
氰基硼氢化钠水溶液 1 mL, 摇匀后, 于 37 e 反

应 8 h,间或震荡,反应结束后, 利用 sephadex G10柱

去除多余的己二胺。收集洗脱液,旋转蒸发,冻干得

到 3种寡糖 -己二胺。

11213 寡糖、寡糖 -己二胺的质谱分析  质谱仪为

Q - TOF Prem ier高分辨四极杆与飞行时间串联质

谱仪 ( Q - TOF- M S) , 配有电喷雾离子源 ( ESI)及

MassLynx 411数据处理系统 (W aters公司, 美国 )。

质谱条件:电喷雾电离 ( ESI)源; 负离子电离模式,

毛细管电离电压 215 kV, 取样锥孔电压 65 V, 离子

源温度 100 e ,脱溶剂温度 250 e ,脱溶剂氮气流速

400 L# h
- 1
,锥孔反吹氮气 0。四极杆质量扫描范围

100~ 3000m /z,碰撞室能量 5V, TOF离子飞行方式

采用 V模式。

11214 NMR分析  将己二胺、寡糖和寡糖 - 己二

胺溶解于重水 ( D2O )中, 采用 400MHz NMR 仪

( Bruker公司,德国 )进行测定。
1
H - NMR的观测频

率是 400113MH z,
13
C- NMR的观测频率是 100161

MH z,
1
H 90b脉冲宽度为 1110 Ls, 13 C 90b脉冲宽度

为 718 Ls。
11215 寡糖 - A ff i- Gel15亲和探针的制备  A ffi-

Ge l15用预冷的去离子水冲洗 3遍,再用预冷的 4 -

羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液 [ 4- ( 2- hydroxyerhyl) p-i

perazine- 1- erhanesulfonic ac id, HEPES]冲洗平衡。

寡糖衍生样品溶于 HEPES缓冲液中, 预冷至 4 e ,

将寡糖与 A ffi- G el 15混合,总体积 3mL左右, 4 e

振摇 4 h。然后每 1 mL A ffi- G el15加入 011 mo l#
L
- 1
的甘氨酸乙酯盐酸盐 ( pH 810) 1mL, 4 e 放置 1

h来封阻未结合的位点。反应结束后用 HEPES缓

冲液冲洗介质至无糖出现,再用 10 ~ 20 mL Tris缓

冲液 ( 20 mmo l# L
- 1
T ris, pH 810, 150 mmo l# L

- 1
氯

化钠, 25 mmo l# L
- 1
氯化镁 )冲洗 A ffi- Ge l15, 并将

其保存在 Tris缓冲液中。

11216 寡糖结合率的测定  采用苯酚 -硫酸法检

测上述洗脱液中的糖含量,用于测定寡糖结合率。

11217 亲和探针与 bFGF的结合  结合方法参考

肝素 /HS与 bFGF的方法
[ 17, 18]

。方法如下: 用 Tris

缓冲液 ( 20mmo l# L
- 1
T ris, pH 810, 150 mmo l# L

- 1

氯化钠, 25 mmo l# L
- 1
氯化镁 )配制 011 Lg# LL

- 1

的 bFGF溶液 25 LL,加入亲和材料 250 LL,混合均
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匀, 4 e ,振摇 1~ 2 h后, 将亲和材料转移至亲和小

柱,用 T ris缓冲液充分冲洗, 再用 0 ~ 2 mol# L
- 1
氯

化钠溶液梯度洗脱, 收集氯化钠的洗脱液, 超滤至

20 LL, PAGE电泳。

2 结果

211 标准寡糖 -己二胺的合成

寡糖还原性末端的半缩醛在弱酸溶液中易与己

二胺的氨基反应形成席夫碱。这一反应是可逆反

应, 大过量的己二胺不仅能促使反应向右进行,而且

可以保证反应的己二胺只有一个氨基参与反应 (本

实验中寡糖和己二胺的物质的量的比是 1B500 )。

氰基硼氢化钠可专一地还原席夫碱中的双键, 而对

糖中的碱基没有作用,而且这一步还原反应是不可

逆的,因此最后得到稳定的寡糖 - 己二胺衍生物

(图 1)。

图 1 糖与己二胺的还原胺化

F ig 1 Reduct ive am inat ion of carbohyd rate by 1, 6- hexanediam ine

  理论上说,己二胺的 2个自由氨基都可以与寡

糖还原性末端的半缩醛反应,从而可能生成寡糖 -

己二胺和寡糖 -己二胺 -寡糖 2种产物。实验结果

(图 2)可以看到:麦芽糖与己二胺反应之后,其分子

离子峰在负离子模式下从 340189变为 441114, 其
中 340189为麦芽糖的分子离子峰 (麦芽糖相对分子

质量为 342), 反应后分子离子峰的增加值为 100。

从上图的反应原理中可知,寡糖 -己二胺的相对分

子质量比相应的寡糖多 100,而寡糖 - 己二胺 -寡

糖的相对分子质量比相应的寡糖多 200。因此, 在

大过量己二胺的反应条件下,绝大多数的标准糖都

已被己二胺还原胺化, 表现在质谱图中已经看不到

麦芽糖的分子离子峰;而且产物是寡糖 -己二胺,其

己二胺残基末端保留 1个自由氨基。

对于新卡拉二硫酸基四糖 (NCD - 4)的己二胺

衍生化实验结果同样表明, NCD - 4的相对分子质

量为 834, 在负离子模式下, 其分子离子峰为 1M -

N a2峰, m /z为 810179, 而其产物的分子离子峰为
911123,相对于底物的分子离子峰增加值为 100,说

明该反应产物为 NCD- 4-己二胺衍生物。

因此,对于未知寡糖来说, 可以通过寻找反应底

物与产物中分子离子峰差值为 100的相互关系,来

确定底物与产物之间一一对应的关系。

212 J-卡拉胶寡糖及其己二胺衍生物的 LC- M S

分析

对于降解制备的卡拉胶寡糖进行 LCM S分子,

从其总离子流色谱图 (图 3)可以看到:主要出现了

5个色谱峰, 保留时间分别 0170, 1185, 5156, 6180,
8108 m in。

对于每个色谱峰进行质谱观察发现 (图 4) : 保

留时间为 0170 m in的色谱峰的质谱图没有明显可

以归类的物质, 初步定为杂质干扰, 保留时间为

1185 m in的色谱峰的质谱图中的主要质量峰为 403

和 422, 为卡拉胶二糖 (M r= 404) , 另外还有 1个较

小的质量峰为 259,与 G4S的相对分子质量相吻合。

保留时间为 5156 m in的色谱峰的主要质谱峰为 709

和 727, 为卡拉胶四糖, 另外 1个较小的质谱峰 565

对应于卡拉胶三糖。保留时间为 6180 m in的色谱

峰的主要质谱峰为 403和 598,判断该物质为卡拉

胶六糖的二价分子离子峰。保留时间为 8108 m in

的色谱峰的主要质谱峰为 471,判断为卡拉胶七糖

的三价分子离子峰。负离子模式下 ESI- M S质谱

学的判断依据见表 1。结合总离子流色谱图, 我们

认为:采用本实验方法降解获得的 J-卡拉胶寡糖

混合物中以卡拉胶二糖 (M r= 404 )为主, 同时还包

括其他几个低聚度的卡拉胶寡糖。
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图 2 标准糖及其己二胺衍生物的 ES I- M S谱图

F ig 2 ES I/M S analys is of S tandard oligosacch arid es and d erivativesw ith 1, 6 - d iam inohexane

A.麦芽糖 (m altose)  B.麦芽糖 -己二胺 (m altose- 1, 6- d iam inoh exane)  C. NCD- 4 D. NCD- 4-己二胺 ( NCD- 4- 1, 6- d iam inohexane)

图 3 J-卡拉胶寡糖的总离子流色谱图

F ig 3 Total ion cu rrent chrom atogram ( T IC ) ofJ- carrageenan oligosacch arid e

1.杂质 ( impu rity)  2.二糖 ( d isaccharide)  3.四糖 ( tetrasaccharide)  4.六糖 ( hxasaccharide)  5.七糖 ( h eptasaccharide)

表 1 J-卡拉胶寡糖的 ESI- M S分析结果 *

Tab 1 ESI /M S analysis of J- carrageenan oligosaccharides

寡糖

( o ligosaccha ride)

质谱峰

(M S peak)

结构简式

( unit)

相对分子质量

(M r)

分子离子或碎片离子

( ion)

杂质 ( impurity ) 4a - 249 -

单糖 ( mono saccha ride) 4b G4S 260 259(M -H ) -

二糖 ( disaccha ride) 4c G 4S- A 404 403(M -H ) -

4d 421(M +H 2O- H ) -

三糖 ( tr isaccharide) 4e G4S- A- G 4S 646 565(M - SO
3
-H ) -

四糖 ( tetrasaccharide) 4f G4S- A - G4S- A 790 709(M - SO3 -H ) -

4g 727(M - SO 3-H +H 2O )
-

六糖 ( hexa saccharide) 4h G4S-A - G 4S- A - G4S- A 11765 98(M - 2N a) 2-

七糖 ( heptasaccharide) 4i G 4S- A - G4S- A- G 4S- A - G4S 1418 471(M - 3H ) 3-

* 质谱峰标注同图 4(MS peak identit ies as in F ig14)
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图 4 J-卡拉胶寡糖的 ESI- MS谱图

F ig 4 ES I/M S analys is ofJ- carrageenan oligosaccharid e

A.杂质 ( im purity)  B.二糖 ( d isacch arid e)  C.四糖 ( tetrasaccharide)  D.六糖 ( hexasaccharide)  E.七糖 ( hep tasaccharide)

  对于 J-卡拉胶寡糖 -己二胺产物进行 ESI-

M S分析, 得到的卡拉胶寡糖与己二胺反应产物质谱

图见图 5:质谱峰 m /z 248190怀疑是非糖杂质,因为

它在胺化反应前后没有发生变化; 359114和 503119
应该分别是卡拉胶单糖 -己二胺和卡拉胶二糖 -己

二胺的分子离子峰。因此,可以说明,经过己二胺的

还原胺化, J-卡拉胶寡糖已经转变成相应的 J-卡

拉胶寡糖 -己二胺。其主要产物为卡拉胶二糖 -己

二胺衍生物。

图 5 J-卡拉胶寡糖 -己二胺的 ES I- M S谱图

Fig 5 ES I/M S analys is ofJ- carrageenan oligosaccharide derivat ives

1.单糖 -己二胺 ( d isaccharide- 116- diam inohexane)  2. 二糖 - 己

二胺 ( monosaccharide- 116- d iam inoh exan e)

213 J-卡拉胶寡糖及其己二胺衍生物的 NMR结

果分析

J-卡拉胶寡糖的
13
C - NMR图谱 (图 6 - A )

中, 可以看到 J-卡拉胶寡糖特有的 12个碳原子的

化学位移值 (表 2的实验值与文献值对照基本一

致 )。己二胺的
13
C- NMR图谱 (图 6- B )则较为简

单, 6个碳在 3个位置出现了明显的吸收峰: 41138,
32147, 26178 ppm, 这和己二胺对称的结构是相符
的。经过化学合成后的 J-卡拉胶寡糖 -己二胺

的
13
C- NMR图谱 (图 6- C)与上述两张

13
C- NMR

图谱相比出现了 2种较为明显的改变: ¥ A 1 9614
的化学位移消失, 这说明寡糖中的还原端羟基已被

反应掉了; ¦己二胺中碳的化学位移的数量和位置

都发生了明显的改变, 6个碳原子的信号归属为:

C1, 49171; C2, 39139; C3, 26151; C4, 25123; C5,

25112; C6, 23132, 这是由于己二胺与寡糖合成后改
变了原来对称的结构。

表 2 J-卡拉胶寡糖各碳原子的 13C- NMR化学位移 ( ppm )

Tab 2 13C - NMR chem ical sh ifts of carbons of J- carrageenan ( ppm)

寡糖

( o ligosa ccharide )

糖单位

( unit)
1 2 3 4 5 6

文献值 [ 19] ( lite rature values) G 10215 6916 7819 741 1 7418 6113

A 9513 6919 7912 781 3 7618 6915

实测值 ( measured va lue) G 10213 6919 7713 741 1 7417 6111

A 9614 7016 7717 761 7 7616 6819
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图 6 J-卡拉胶寡糖、己二胺和寡糖 -己二胺的 13C- NMR图谱

F ig 6 13C- NMR analys is ofJ- carrageenan oligosacch arid e, 1, 6 - diam inohexane and derivat ives

A. J-卡拉胶寡糖 ( J- carrageenan ol igosaccharide)  B.己二胺 ( 1, 6- d iam inoh exan e)  C. 寡糖 -己二胺 ( J- carrageenan ol igosaccharide- 1, 6-

d iam inohexane)

214 寡糖 - A ffi- Ge l15亲和探针的制备  寡糖 -

己二胺的己二胺残基末端具有自由的氨基, 因此可

以与 A ffi- G15结合,其反应原理是 A ffi- G15固相

载体本身带有丁二酸内胺, 可以与有机胺发生置换

反应 (图 7)。因为在不同的离子条件下, A ffi- Gel

15与配体的结合率有差异,因此本文探讨了离子条

件对本实验的影响。实验结果显示, 这 3种寡糖 -

己二胺与 A ffi- G15的结合率在相同的反应条件下

无明显的差异,而且含有一定量 Ca
2+
的缓冲液可以

提高 A ffi- Ge l15与寡糖的结合率 (表 3)。

图 7 A ff i- Gel15载体与配体反应

F ig 7 C oup ling react ion ofA ff i- G el15 supportsw ith ligand contain ing

free am ino groups
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表 3 寡糖 -己二胺与 A ff- Gel15结合率 (% )

Tab 3 The b ind ing ratios of the oligosaccharide derivative s and A ffi- ge l 15

反应条件

( react ion condition)

J- 卡拉胶寡糖

(J- carrageenan oligosaccha ride)
NCD - 4

麦芽糖

( malto se)

01 1 mol# L- 1HEPES, pH 810 43 45 32

01 1 mol# L- 1HEPES, pH 810+ 80 m mo l# L- 1CaCl2 68 73 64

01 1 mol# L- 1HEPES, pH 810+ 013 mo l# L - 1N aCl 46 39 42

3 讨论

A ffi- ge l上的丁二酸内胺可以快速高效的与各

种带有自由氨基的化合物共价结合, 包括各种胺、蛋

白质以及多肽等。它已经广泛用于蛋白质的分离纯

化中, 包括纯化酶、抗原、细胞信号通路中的特异性

受体
[ 20~ 23]

。为了寻找卡拉胶寡糖在信号通路中的

特异性受体,我们首次尝试将卡拉胶寡糖作为配基

与 A ff i- ge l结合制备特异性的亲和层析柱, 又考虑

到卡拉胶寡糖不能直接与 A ffi- gel结合,因此我们

想到在寡糖与 A ffi- ge l之间引入一 /空间臂 0, 这样

不仅可以解决两者不能直接结合的问题还可以增加

连接在 A ff i- ge l上的寡糖的空间自由性。因为寡

糖还原性末端的半缩醛能与胺反应形成稳定的化合

物,这已被大量的实验证明
[ 24, 25]

, 又考虑到 A ffi-

gel能与自由氨基反应,因此我们选择了己二胺作为

/空间臂 0。实验结果表明, 在一定的反应条件下,

己二胺能与 J-卡拉胶寡糖发生完全稳定的反应而

且己二胺 - J-卡拉胶寡糖与 A ffi- gel也有较高的

结合率。

已有实验证明卡拉胶寡糖可与碱性纤维生长因

子 ( bFGF)、转化生长因子 - B1 ( TGF - B1 )、血小板

衍生生长因子 ( PDGF)结合并竞争性的抑制肝素诱

导的生长因子与其受体的结合
[ 26, 27]

, 因此, 可以通

过观察这种亲和探针与 bFGF的结合来验证这种制

备方法的可靠性。

图 8 探针与 bFGF结合后的 PAGE结果

Fig 8 PAGE analys is after the reaction of prob e and bFGF

1. bFGF 2.麦芽糖 (m altose)  3. NCD- 4 4. J- 卡拉胶寡糖 ( J-

carrageen an oligosaccharide)  5. M ark

bFGF蛋白的分子质量为 1712 kd, 电泳结果

(图 8)显示 NCD- 4和麦芽糖为配体的亲和探针与

bFGF的结合能力极弱或不结合, 而 J-卡拉胶寡糖

为配体的亲和探针具有一定的结合 bFGF的能力。

因此,这一实验结果可以在一定程度上证明,我们这

种以 J-卡拉胶寡糖为配体的亲和探针的制备方法

是成功的,具有一定的结合 bFGF的能力, 并且可以

用于筛选其他混合蛋白质。

麦芽糖是以葡萄糖为单元的二糖, 而且不含硫

酸基;四糖的结构与 J-卡拉胶四糖结构相似,每个

分子含有两个硫酸基; 本实验中制取的 J-卡拉胶

寡糖是一种以 J-卡拉胶二糖为主的混合寡糖。因

此, 通过本实验结果,我们推测, J- 卡拉胶寡糖与

bFGF的结合能力与其硫酸化相关,而且较低的聚合

度可能更有利于两者的结合。
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