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糖胺聚糖与蛋白相互作用方法学研究进展
*
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(宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室,宁波 315211)

摘要: 糖胺聚糖 ( g ly cosam inog lycans, GAG s)是一种长链多糖, 作为糖生物学中研究的主要物质种类 ,广泛存在于动物细胞的表

面和细胞外基质。很多种类的 GAG s与其受体蛋白结合, 包括细胞因子、粘附分子、趋化因子、生长因子、酶及病原体蛋白等,

从而介导重要的生物机制。探究 GAG -蛋白质相互作用,对开发新的高特异性的临床药物具有深远的意义。但相对于蛋白

质 -蛋白质、蛋白质 -核酸相互作用的研究而言, GAG -蛋白质相互作用的研究相对滞后。本文主要通过介绍近年来 GAGs

与蛋白质相互作用的研究方法 , 包括亲和层析 ( AC)、聚丙烯凝胶电泳 ( PAGE )、毛细管电泳 ( CE )、凝胶迁移或电泳迁移率

( GMSA /EMSA )、表面等离子共振分析技术 ( SPR )及质谱技术 (M S)等, 并对其进行分析和对比,为进一步研究 GAG -蛋白质

相互作用提供技术参考。

关键词: 糖胺聚糖,肝素, 蛋白受体,相互作用,硫酸多糖

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 12- 2171- 08

Research progress on themethodology of

glycosam inoglycan- protein interactions
*

GAO Y ang, CHEN H ai- m in, YAN X iao- jun
* *

(K ey Laboratory ofM arine B iotechnology, N ingbo Un ivers ity, N ingbo 315211, Ch ina)

Abstract: G lycosam inog lycans ( GAG s) w ere linear po lysaccharides present on a ll anima l cell surfaces and in the

ex trace llu lar matrix. Large numbers of GAGs can b ind pro teins, includ ing chemokines, cytokines, grow th facto rs,

morphogens, enzymes, ex tracellularmatrix, o r adhesionmo lecu les, and these prote in- GAG interactions prov ide nu-

merous important b io log ica l activ ities. Understanding of these interact ions is of fundamental impo rtance in the design

of new h igh ly specific therapeut ic agents. In add ition, the understand ing of carbohydrate- protein interactions has

lagged beh ind that of the more thorough ly studied pro te in- prote in and pro te in- ucleic acid interactions. This re-

view focuses on aspects of the methodology of glycosam inog lycan protein interactions, including AC ( affin ity chro-

matography), PAGE ( polyacry lam ide gel electrophoresis), CE ( capillary e lectrophoresis) , gel /electrophoret ic mob-

ility sh ift assay ( GM SA /EM SA ), surface plasmon resonance ( SPR) , m ass spectrom etry (M S) . Analysis and com-

parison of theseme thods is to prov ide in fo rmation for further study ing on the GAG - pro te in interactions.

key word: g lycosam inog lycans( GAG ); heparin; protein receptor; interaction; sulfated polysaccharides

  糖胺聚糖 ( glycosam inog lycans, GAGs)是多糖中

的一种,是一类由重复的二糖结构单元组成的带有

负电荷的长链大分子,是细胞外组织基质、细胞表面

和细胞膜基底层的主要组成成分, 在某些细胞外颗

粒中也发现有 GAG。人体内重要的 GAGs有肝素

( heparin, H ep)、硫酸软骨素类 ( chondro it in sulfate,

CS)、硫酸皮肤素 ( dermatan su lfate, DS)、硫酸角质

素 ( kerat in suflate, KS)、透明质酸 ( hyaluronic ac id,

HA )和硫酸乙酰肝素 ( hepar in sulfate, HS)
[ 1]
。

随着生物领域对糖化学研究的不断深入, 大量

的研究表明 GAGs, 尤其是 HS和 Hep最为显著的特

性是能够与大量受体蛋白特异结合
[ 2 ~ 6]

(表 1) , 包
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括细胞因子、粘附分子、趋化因子、生长因子、酶及病

原体蛋白等,这种结合对受体蛋白的生物学功能起

着至关重要的作用。同样, GAG s通过结合受体蛋

白介导重要的生物学机制
[ 7]
, 比如抗凝血、维持或

抑制细胞生长、黏附和抗黏附、生物过滤器、促进或

抑制血管形成、诱导神经轴突生长,以及在正常发育

和病理条件下,结合、贮存及向靶细胞释放生长因子

和参与信号转导等生物活性。

表 1 部分 GAG-蛋白受体及生物活性

Tab 1 The se lected GAG- b ind ing prote in and the biological ac tiv ity

蛋白受体 ( protein receptor) GAG 结合后生物功能 ( the combination o f b io log ical function)

生长因子 ( grow th fac tor)

成纤维细胞生长因子 ( f ibroblast g rowth facto r, FGF ) H ep /HS 二聚化、保护蛋白免受降解 ( dim eriza tion, pro tec tion from degradation)

肝细胞生长因子 ( hepatocyte grow th fac tor, HGF) H ep /HS 抑制生长因子 ( grow th factor sequeste ring)

血小板衍生生长因子 ( pla te let derived grow th factor) H ep /HS 影响受体结合 ( affect recepto r binding )

C-干扰素 (C- in ter feron) H ep /HS 二聚化调节蛋白加工 ( dimerization, modu lat ion of proteo ly tic processing)

Annex in V H ep /HS 抗凝血活性 ( anticoagulant activity )

肝素辅因子Ò ( Hepa rin co fac tor Ò ) K S/HS 局部抗凝血 ( local anticoagulant)

趋化因子 ( chemok ine)

t-纤维酶原激活因子 ( t issue- type plasm inogen ac tivator) H ep /HS 凝块溶解 ( clot disso lution)

白介素 - 8( Inter leuk in- 8, IL- 8) H ep /HS 抑制趋化因子 ( sequesters the chemokine )

L选择素 ( L - se lec tin), P选择素 ( P - selectin) H ep /HS 炎症 ( in flammation)

血小板反应素 4( thrombospond in- 4, T SP- 4) Hep/HS /CS 细胞黏附 /生长 ( ce ll adhes ion/ grow th)

细胞外超氧化物歧化酶 ( supe rox ide d ismuta se) H ep /HS 主体防御 ( them ain defense)

酶 ( enzyme)

脂蛋白酶 ( lipoproteinase) H ep /HS 稳定二聚化、局部脂肪分解 ( dim eriza tion stability, partia l lipo lys is)

抗凝血酶 ( antithromb in) H ep /HS 增强抗凝活性 ( increas ing ant ithrombin ac tiv ity)

病原体蛋白 ( V iral protein)

单纯疱疹病毒 ( herpes s imp lex v irus, HSV ) H ep /HS 黏附到宿主细胞 ( atta chment to the host ce ll)

口蹄疫病毒 ( foot and mouth disease virus, FMDV ) H ep /HS 黏附到宿主细胞 ( atta chment to the host ce ll)

狂犬病毒 ( R ab ies V irus) H ep /HS 黏附到宿主细胞 ( atta chment to the host ce ll)

粘附分子 ( extrace llular matr ix, ECM )

层粘蛋白 ( lam in in) H ep /HS 黏附到 ECM ( adhes ion to ECM )

纤维粘连蛋白 ( fibronectin) H ep /HS 黏附,形成粘着斑 ( adhesion, fo cal adhesion forma tion)

CD44 HA 细胞黏附 /迁移 ( ce ll adhes ion/ transfer)

  鉴于 GAG-蛋白质相互作用的重要性, 寡糖片

段成为药物设计的重要靶点。自 1973年, Rosenberg

和 Damus首次发现肝素特异结合抗凝血酶 ( AT -

Ó ) ,并引起其构象的改变,加快 AT- Ó和一个没有

活性的蛋白复合物的作用,从而实现其抗凝血功能。

肝素和 AT - Ó的相互作用是首次有关 GAG- 蛋白

质复合物具有生物活性的报道
[ 8]
。在之后的 20多

年里, 越来越多的生物活性被发现是通过肝素结合

受体蛋白介导或调节完成, 这种交互作用在正常生

理发育和病理条件下均起着重要的作用。然而,肝

素只有一小部分能与 AT - Ó特异结合,说明肝素具

有的一个特殊的寡糖片段与 AT - Ó高特异结合。

后来通过结构分析, 肝素链中的一个特定的五糖序

列是结合 AT - Ó所必需的, 其中比较罕见的 3- O

- SO3 -对这种结合起着至关重要的作用。这样,其

他蛋白是否能与类肝素 /硫酸类肝素结合,越来越引

起人们的兴趣。

在 1991年有研究报道,所有成纤维细胞生长因

子家族 ( fibrob last grow th factor, FGF)成员均与成纤

维生长因子受体 ( f ibrob last grow th factor receptor,

FGFR )和肝素 /HS高亲和力结合, 从而形成稳定的

活化 FGF - FGFR - Hep复合物。而且, 缺乏 H ep /

HS的细胞对 bFGF( basic fibrob last grow th factor)的

敏感性极低。X射线衍射法分析证明, 肝素 /HS可

与 FGF及 FGFR形成 2B2B2的三元复合物 (图 1)。

FGF- FGFR复合物晶体结构研究显示, FGF连接两

个 FGFR时形成一个阳性电荷沟, 被认为是肝素结

合部位, 这更好地证明了肝素对 FGF - 2和 FGFR

的结合起桥梁作用
[ 9]
。同时, 这个复合物研究对肝

素 -生长因子相互作用的研究和思考起了很大的推
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动作用,但是很可能并不是所有的生长因子与肝素

的相互作用如 FGF家族。在 FGF- FGFR- 肝素相

互作用的大量研究的基础上,人们产生更大兴趣在

GAGs,尤其是类肝素结构多糖 (如苏拉明、海洋硫酸

多糖等 )与蛋白相互作用所产生的药理作用, 包括

在传染疾病、炎症、过敏性疾病和癌症等方面。

图 1 FGF- FGFR-肝素复合物结构 (来源: Rbert J. L inhardt, 2003 )

F ig 1 The s tru cture ofFGF- FGFR- heparin com plex( From: Rb ert J.

L inh ard t, 2003)

为了更进一步的探究 GAGs在医疗方面的潜

力,首先需要建立快速、有效的方法检测 GAG -受

体蛋白的结合密度、结构信息等情况,从而弄清在组

织中 GAG- 受体蛋白复合物如何被调节, 在体内

GAG如何特异结合受体蛋白等问题, 为更好的药物

设计做理论基础。本文主要介绍了 GAG与蛋白相

互作用研究方法研究进展, 并对各种方法进行分析

和比较,以期为进一步研究 GAG -蛋白质相互作用

提供技术参考。

1 糖胺聚糖 (GAG)与蛋白质相互作用研究方法

111 亲和层析 (AC)

亲和层析 ( A ffinity chromatog raphy)最早用来研

究肝素与蛋白质的相互作用的方法。将肝素偶联到

Sepharose或 Agarose层析柱上, 形成 Sepharose-肝

素或 Agarose- 肝素亲和层析柱。洗脱液中的蛋白

质以不同亲和力与肝素结合,通过用不同浓度的盐

溶液将不同的蛋白质洗脱下来。亲和层析是一种比

较成熟用于肝素与蛋白质相互作用研究的技术,但

存在层析柱难于保存、亲和条件难于选择且只能定

性地检测结合的平均亲和常数等问题, 故主要用于

GAG -受体蛋白分离纯化。

早在二十世纪 80年代, cappe llett i等将糖胺聚

糖偶联到 Agarose柱上, 用
125

I标记层粘蛋白洗脱,

研究基底膜上层粘蛋白与糖胺聚糖的相互作用。近

些年, 还有将组织因子途径抑制物 ( t issue factor

pathw ay inh ib ito r, TFPI)偶联到 Sepharose, 将不同聚

合度的标记的肝素寡糖混合物梯度洗脱 TFPI-

Sepharose亲和层析柱
[ 10]

,得到不同聚合度的肝素寡

糖与 TFPI的亲和常数。之后有人利用 Agarose-肝

素亲和层析柱分离纯化肝素与组蛋白酶 X形成的

复合物,通过添加荧光底物, 借助紫外圆二色光谱研

究肝素结合对组蛋白酶 X活性的影响, 同时发现在

pH的变化下, 肝素与组蛋白酶 X复合物的构象也

随之变化
[ 11]
。

112 聚丙烯凝胶电泳 ( PAGE )

PAGE也是一个较早用于研究 GAG -蛋白质相

互作用的方法。由于 GAG和蛋白质都具有极性, 这

就奠定了使用 PAGE对 GAG - 蛋白质复合物进行

分析的可能性。此外,通过结合不同的染色方式,如

阿尔辛蓝、卡马斯亮蓝、银染等
[ 12]

, 直接观测到

GAG与蛋白质的结合情况。 PAGE是一种快速检测

GAG-蛋白质结合情况的简便方法, 只能给出定性

的信息,更多定量信息比如结合位点、结合密度等则

不能得到。但由于 PAGE具有相对高的灵敏度和分

辨率、样品用量少和操作简单等特点, 被广泛用于

GAG-蛋白质相互作用的研究。

肝素和细胞因子结合, 保护蛋白质不受蛋白酶

降解,可以将细胞因子局限在其分泌位点,有利于细

胞因子在局部组织发挥其作用。Christian ( 2001)等

利用 PAGE技术很好的证明了硫酸寡糖对 FGF- 2

的保护作用,通过将不同浓度的硫酸寡糖与一定浓

度的 FGF- 2孵育, 同时在反应体系中加入一定量

新鲜配制的胰岛素酶 ( insulinase) , 研究不同聚合度

的硫酸寡糖与 FGF - 2结合情况
[ 13]
。研究发现, 在

一定的浓度范围内, DP7- 9的硫酸寡糖能与 FGF-

2结合,很好地抑制胰岛素酶对 FGF- 2的降解。

113 毛细管电泳 ( CE )

CE( cap illary electrophoresis)是一类以毛细管为

分离通道、以高压直流电场为驱动力,根据样品中各

组分之间迁移速度和分配行为上的差异而实现分离

的一类液相分离技术, 具有速度快、分离效率高、样

品用量少等特点,是一种研究肝素 - 蛋白质相互作

用的重要方法,也是肝素及其寡糖分离分析的强有

力工具
[ 14]
。利用 CE研究相互作用的数据处理方

法主要是利用线性回归方法的 Scatchard方程 ( Eq. 1

- 1) ,即:

r

C1

= K r+ nK ( 1- 1)

方程 1- 1中, r是结合配体 (或受体 )浓度与总受体

(或配体 )浓度比, C 1是游离配体 (或受体 )浓度, K

是表观结合常数, n是受体的结合位点数。
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11311 毛细管区带电泳 ( CZE)

CZE( Cap illary zone electrophoresis)法是使不同

比例受体和配体混合物预先达到平衡, 将平衡样品

进行区带电泳。结合组分和游离组分淌度差异导致

其迁移时间不同, 从而得以分离。这种方法一般适

用于反应速率较慢,有稳定结合产物存在的体系,由

游离组分的峰高或峰面积,利用 Scatchard方程求得

结合常数 K和结合位点数 n。

最初, H eegaard( 1992)利用 CZE研究了肝素与

一些合成肽的相互作用,证明了 CZE在研究复杂酸

性多糖参与的相互作用的可行性, 并求得了它们相

互作用的解离常数
[ 15]
。在此研究中, 肽的浓度保持

不变, 随着肝素浓度的增加, 肽的峰高降低、峰面积

减小, 说明肽和肝素形成了稳定的络合物。 10年

后,有人在最初的 CZE方法基础上, 通过还原氨化

制得肝素 - 牛血清白蛋白 ( Hep - BSA )辍合物, 研

究了该辍合物与 bFGF的相互作用
[ 16]
。该方法其

可取之处在于 H ep- BSA在紫外区有吸收,由此可

检测到吸收很弱的肝素信号,进而研究肝素的纯度,

以及从肝素混合物中筛选蛋白质结合组分。随着人

们对结构 -功能之间关系的认识, 肝素的来源和结

构对 GAG-蛋白质相互作用的影响通过利用 CZE

方法进行了研究,在接近生理条件下利用 CZE研究

了粒细胞集落刺激因子 ( G- CSF)和各种修饰肝素

的相互作用。结果表明, 肝素来源影响其与 G -

CSF的相互作用,肝素中 N -硫酸基团对 G - CSF-

肝素相互作用的贡献很小,而 2, 3- O - SO
-
3 在此相

互作用中起重要作用。A iye L( 2006)同时也对 G -

CSF和 K卡拉胶的结合情况进行了研究 (见图 1)。

研究表明 G- CSF和 K卡拉胶形成一个强的结合体

系,而且该峰随着 K卡拉胶浓度的增加而升高, 说

明类肝素海洋硫酸多糖与 G - CSF同样有很强的亲

和作用
[ 17, 18 ]

。

11312 亲和毛细管电泳 ( ACE)

ACE ( a ff in ity capillary electrophoresis)是被广泛

用于 GAG-蛋白质相互作用研究的技术。在这种

方法中,受体组分的电泳淌度随运行缓冲液中配体

组分浓度变化而变化,从而实现对结合参数的测定。

ACE一般适用于中等强度结合的快速解离平衡体

系,结合常数在 mM - M之间。采用 ACE法研究相

互作用只能求得结合常数,不能求得结合计量比,且

必须有内标对电泳淌度进行校正。但是, 在不知道

被检测一方样品浓度, 只知道加在缓冲液中另一方

样品的浓度时,就可以求得该反应体系的结合常数。

图 2 4139 Lmo l# L- 1 G - CSF与不同浓度 K卡拉胶相互作用

CZE电泳图 (来源: A iye L, 2006)

F ig 2 E lectropherogram s of 4139 Lmo l# L- 1 G- C SF m ixedw ith va-

riou s concentrat ion s ofKcarrageenan by CZE ( From: A iye L, 2006 )

a. 010025 Lm ol# L- 1  b. 0105 Lm ol# L- 1  c. 011 Lm ol# L- 1

 d. 012 Lmol# L- 1 e. 013 Lm ol# L- 1

这在研究一些无法知道浓度的样品 (例如从体液等

提取的实际样品 )时, 显得尤为重要。用亲和毛细

管电泳技术确定准确的亲和常数, 必须遵循以下的

条件
[ 19]

: ( l)放射性标记糖或蛋白质必须不影响结

合; ( 2)Agarose凝胶的物理特性必须不影响糖与蛋

白质的结合; ( 3)结合时间和解离时间必须小于电

泳时间。

在采用 ACE法研究肝素 -蛋白质相互作用中,

一般都是将肝素用
35
S标记,由于肝素带负电荷, 如

果采用正向分离模式,则蛋白质与肝素结合后负电

荷增加,从而电泳速度增大, 导致迁移速度减小, 出

峰时间延后;如果采用反向分离模式,则蛋白质主要

靠电泳速度,所以与肝素有相互作用的蛋白质出峰

时间会提前。同时,也很容易和其他技术结合研究

相互作用,比如 H eegaard( 1995)等结合 ACE、HPLC

和 MS技术, 研究了淀粉样蛋白的肝素结合位点序

列。蛋白由酶水解为肽片段, 肽段经亲和色谱和

ACE分离, 得到与肝素结合的肽段, 经质谱鉴定为

一新的肝素结合序列
[ 20]
。之后还利用 ACE研究了

乳铁蛋白与肝素的作用
[ 21 ]

,对比了人奶中和人粒细

胞中乳铁蛋白与肝素的结合能力。

11313 前沿分析连续毛细管电泳 ( FACCE )

FACCE ( frontal analysis cont inuous capillary elec-

trophoresis)通过测定游离组分平台峰的高度进行定

量, 从而求得结合常数和结合计量比。FACCE将受

体和配体的混合物连续进样, 这使游离受体浓度在

混合物区域不会降低,从而使络合物处于稳定平衡

中。这种方法适用于快速解离平衡体系。H atto ri等

( 2001)用 FACCE研究牛血清白蛋白 ( BSA )与肝素

的相互作用 (分子量 13, 500 ~ 15, 000 )
[ 22]
。在

FACCE谱图中出现两个平台峰, 第一个代表游离
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BSA,第二个代表游离 BSA和络合物。在缓冲液离

子强度 ( Ñ )不变、混合物中肝素浓度不变时, 增大

BSA浓度, 则两个平台峰都成比例增高, 说明 BSA

与肝素间发生了相互作用。在此基础上, 他利用

FACCE研究了两种蛋白质 ( BSA和 R - 乳球蛋白 )

与肝素等的相互作用, 发现结合常数的大小依赖这

些聚合物链的灵活性,而与线性电荷密度无关
[ 23]
。

114 凝胶迁移或电泳迁移率 (GM SA /EM SA )

凝胶迁移或电泳迁移率 ( ge l/electrophoretic

mob ility sh ift assay, GM SA /EM SA )是一种最初用于

研究 DNA -蛋白质相互作用最为灵敏的方法, 可用

于定性和定量分析, 由于其具有高重复性且检测信

号呈线性关系等特点,现被进一步用于 RNA - 蛋白

质和 GAG-蛋白质相互作用的研究。对于 GAG -

蛋白质相互作用的研究仅仅是刚刚起步, 方法还有

待进一步的完善。

利用 EMSA方法研究在心血管系统中脂蛋白与

GAG相互作用, 将纯化的脂蛋白和
35
S位素标记的

GAG一同保温,在非变性的聚丙烯凝胶电泳上, 分

离复合物和非结合的 GAG, 发现 HS能够特异结合

B-超低密度脂蛋白 ( B- VLDL)和 B- VLDL+ 载脂

蛋白 E ( apoE ) ,但是与低密度脂蛋白 ( LDL )并没有

结合。肝素和硫酸软骨素能结合所有脂蛋白 ( LDL,

B- VLDL和 B- VLDL + apoE ) ,但显示出不同的亲

和度
[ 24]
。 Jonghoon( 2006)等对前期的 EMSA进行

了改进, 用化学发光 ( Chem ilum inescence, CL)代替

同位素标记,提高了样品的安全性和稳定性,并通过

转化生长因子 - B1 ( TGF - B1 )与肝素结合 (如图

3) ,证实了运用 CL- EM SA定量研究肝素 -蛋白质

相互作用的可行性
[ 25]
。

115 表面等离子共振分析技术 ( SPR)

表面等离子共振 ( Surface P lasmon Resonance,

SPR )分析技术是上个世纪 90年代由 B iacore AB公

司首先开发发展起来的一种以生物传感芯片 ( bio-

sensor ch ip)为核心的生物传感分析检测技术。 SPR

是一种物理光学现象, 基于其原理将一种具有特异

识别属性的分子 (配体 )固定在传感芯片表面金属

膜上,含分析物的样品 (受体 )以恒定的速度通过传

感芯片,与该配体之间发生相互作用,引起金属膜表

面溶液的光学参数 (如折射率 )发生变化, SPR光学

信号也随之改变。与传统的相互作用分析技术相比

较, SPR生物传感器具有很显著的优越性,如不需对

分子进行标记、能实时检测生物分子结合反应的全

过程
[ 26]

(如图 4)、操作简单、灵敏度高、响应迅速

图 3 CL - EM SA方法研究生物素化肝素与 TGF- B1相互作用

(来源: Jonghoon K, 2006)

F ig 3 CL- EMSA of b iot inylated heparin and TGF - B1 interact ion

( From: Jonghoon K, 2006)

A.蛋白浓度分别为 0 nM (泳道 1) , 50 nm ol# L- 1 ( 2 ) , 100 nm ol

# L- 1 ( 3 ), 150 nm ol# L- 1 ( 4 ) , 200 nm ol# L- 1 ( 5) , 250 nmo l#

L- 1 ( 6 ), 300 nm ol# L- 1 ( 7 )和 400 nm ol# L- 1 ( 8 ) [ protein con-

cen trationsw ere as follow s: 0 nm ol# L- 1 ( lane 1 ) , 50 nmo l# L- 1

( lane 2) , 100 nm ol# L- 1 ( lan e 3 ) , 150 nm ol# L- 1 ( lane 4 ) , 200

nm ol# L- 1 ( lane 5 ) , 250 nm ol# L- 1 ( lane 6 ), 300 nm ol# L- 1

( lane 7 ) , and 400 nm ol# L- 1 ( lane 8) ]  B.随着 TGF- B1浓度

逐渐增高,肝素与 TGF- B1结合率变化 ( degree ofb ind ing in p er-

cen tage w as p lotted against TGF- B1 concentrat ion )

等, 其发展非常迅速,已经成为一种成熟的检测生物

分子间相互作用的方法。

图 4 SPR实时检测肝素和 AFGF 相互作用 (来源: Fum ing

Zhang, 2002)

F ig 4 SPR sensogram s ofAFGF and h eparin interact ion ( From: Fu-

m ing Zhang, 2002 )

在研究抗生素蛋白与肝素和其他的硫酸多糖特

异结合及 GAG聚合度对结合的影响时, 通过比较肝

素及其他硫酸多糖对肝素 - 蛋白质结合的竞争作

用, 利用 SPR生物传感芯片技术的实时性, 发现肝

素和 HS与抗生素蛋白的亲和作用要高于硫酸皮肤

素与抗生素蛋白之间的亲和作用, 而 4 -硫酸软骨

素和 6-硫酸软骨素则不能与抗生素蛋白结合。且

DP6以下的肝素寡糖检测不到与抗生素蛋白结合的

信号,而 DP8- 12的肝素寡糖能很好的与抗生素蛋

白结合
[ 27]
。之后, EvaM unoz等 ( 2006)以 SPR技术

研究 GAG -抗凝血酶Ó相互作用为基础, 通过用肝
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素酶特异的处理多糖, 探究参与与抗凝血酶 Ó结合
的硫酸多糖的结构位点信息。研究表明, 2- O -

SO
-
3 , 6- O - SO

-
3 和 3- O - SO

-
3 对硫酸多糖与抗

凝血酶 Ó结合均有贡献 [ 28]
。这一研究奠定了 SPR

技术可用于 GAG -蛋白质相互作用中结构和活性

关系研究的基础。但是,由于传感芯片单一、生物材

料不易结合于芯片和非特异结合等问题, 应用受到

一定的限制。

116 质谱分析 (MS)

最初的质谱分析仅仅局限于分子量小且稳定的

样品, 然而, 由于电喷雾离子化源 ( ESI)的问世, 实

现了大分子量样品和非共价复合物的研究。电喷雾

离子化技术的突出特点是: 可以生成高度带电的离

子而不发生碎裂,从而在检测过程中保持非共价复

合物的完整性,可将质荷比降低到各种不同类型的

质量分析器都能检测的程度,通过检测带电状态可

计算离子的真实分子量。ESI- M S具有其他研究方

法不能比拟的优点,快速、灵敏且能直接地得到复合

物的显著化学计量数。另外, ESI可以很方便地与

其他分离技术联接, 如液相色谱 ( LC - ESI- M S)、

毛细管电泳 ( CE- ESI- TOF- M S)等, 可方便地纯

化样品用于质谱分析。

MALDI(m atrix - assisted laser desorption / ion iza-

t ion)也有报道用于非共价相互作用的研究, M aciej等

( 1996)通过用 5种结构不同的半抗原分别以 3个不

同的摩尔比孵育 BSA, 得到 15种不同水平上的半抗

原 - BSA复合物,用于研究 ESI- M S、MALD I- M S和

SDS- PAGE方法对研究非共价复合物相互作用的优

点与局限性
[ 29]
。研究表明,与其他 2种相比 LC- ESI

- MS(如图 5)是分析 BSA复合物最好的方法, LC-

ESI-M S检测到一个 BSA能够共价结合 25半抗原。

而且表明这种方法能够检测到分析物结合和纯化的

全过程,且不管是大分子量还是小分子量的分析物都

会出现单个的信号。MALD I-M S对极性和非极性物

质之间的灵敏度相对比较差, 且更多提供定性上信

息,但是并不能区分细微的变化。

近年来, M S被大量与 CE、HPLC等分离技术相

结合更好地用于非共价复合物相互作用的研究。

Gerald等 ( 2003)利用 CE- ES I- TOF- MS ( capillary

electrophoresis - electrospray ionisation time - of -

flightmass spectrometry )研究肌血球素 - 亚铁红素

非共价复合物
[ 30]
。通过模拟体内环境变化, 探究其

对肌血球素 - 亚铁红素非共价复合物稳定性的影

响。研究发现, CE- ESI- TOF - M S是一种检测非

图 5 LC- ES I- M S方法研究非共价复合物相互作用 (来源: Adam-

czykM, 1996)

F ig 5 R esearch on in teraction of n on- covalent com p lex by LC - ES I-

MS ( From: A dam czykM, 1996 )

A. BSA的 ES IM S图谱 ( ES Im ass spectra of BSA)  B. BSA - 5 c( 5B1)

半抗原结合图谱 [ ESI m ass spectrum of con jugate hapten( 5c) ( 5B1]

共价复合物相互作用的一种可行的方法,而且发现

鞘液中的 pH值的微小的变动都会影响肌血球素复

合物的稳定性。软离子方法 ( ESI和 MALD I)已经

被成功的用于中性多糖和蛋白质或脂质相互作用的

研究,而对于硫酸多糖 -蛋白质的研究 (如肝素 -

蛋白质等 )还仅仅是刚刚开始
[ 31]
。

117 其他方法
X - 射 线衍射 结晶 技术

[ 32 ]
和 核磁 共振

( NMR)
[ 33]
技术也用于研究 GAG-蛋白质的相互作

用。这些技术是在分子水平上对 GAG - 蛋白质相

互作用进行结构及构象分析。艾杜糖醛酸残基构象

的柔性可能参与 HS- GAG与蛋白质的相互作用。

到目前为止,已经得到肝素与 FGF、抗凝酶 Ó ( AT -

Ó )、口蹄疫病毒 ( FMDV)蛋白、Annex in V等共结晶

结构,其中肝素 - FMDV复合物共晶体结构为一个

五聚物结构,这样的 12个五聚物结构组成二十面体

病毒外壳。肝素结合位点由三个主要的外壳蛋白

VP1, VP2和 VP3交联形成 (如图 6)。研究显示, 蛋

白碱性氨基酸残基与肝素糖链的硫酸基、羟基之间

存在特异性的盐桥, 形成螺旋对称的 HS- GAG糖

链结构。

图 6 肝素 - FMDV复合物共晶体结构 (来源: Mu lloy B, 2001 )

Fig 6 The crystal stru cture of heparin- FMDV com plex( From: Mu lloy

B, 2001 )
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还有,免疫化学方法
[ 34]
、高灵敏度等温滴定量

热法
[ 35]
、浊度滴定

[ 22]
等用于 GAG -蛋白质相互作

用的研究。

2 小结
进一步在分子水平上弄清 GAG - 蛋白质相互

作用机理, 对高特异性设计药物起着重要的作用。

另外, HS-蛋白质的研究对弄清正常的生理发育和

病态生理机制,比如发生生物学、癌症、瘀伤、传染疾

病、炎症和派生神经突等都有很大的帮助。但是由

于 GAG结构的多样性和复杂性等原因, 尽管有很多

可用于相互作用的研究的技术, 但是很少真正的用

于 GAG-蛋白质相互作用进行研究,致使其研究发

展缓慢。本文对近年来用于 GAG - 蛋白质相互作

用研究的方法做了详细的介绍和对比 (见表 2), 为

进一步研究 GAG-蛋白质相互作用作参考。

表 2 研究 GAG-蛋白质相互作用的部分方法

Tab 2 Partlym ethodology of GAG- protein in terac tion

研究方法

( research method)

提供信息

( provide informa tion)

适用范围

( application scope )

优点

( advantage)

缺点

( disadvantag e)

PAGE
结合情况

( combinated or not)

初级检测

( initial detection)

操作简单

( easy opera tion)

只获得简单表观结合信息

( only got the apparant

combina tion information)

AC 亲和常数

( affinity constant)

高特异性

( h igh specific ity )

技术稳定

( technica l stability )

层析柱保存困难 ( difficult to

preserve chroma tography)

CZE 结合常数和位点数 ( bind-

ing constant and sites)

反应速率慢

( slow reac tion ra te)

ACE 结合常数

( binding constant)

快速解离平衡体系 ( fast dissoc ia-

tion equilibr ium sy stem )

研究未知浓度样品 ( study on the un-

known concentration of sample)

FACCE 结合常数和位点数 ( bind-

ing constant and sites)

快速解离平衡体系 ( fast dissoc ia-

tion equilibr ium sy stem )

EMSA 结合率

( associa tive property)

灵敏度高、高重复性,检测信号呈线

性关系 ( high sensitiv ity, reproduc ibil-i

ty, the de tection signa lwas a linear)

技术不稳定

( technical instability)

SPR 结合率

( associa tive property)

不需分子标记、响应迅速 ( w ithout

mo lecularmarker, and fast reponse)

传感芯片单一、非特异结合

( sensor chip type was single,

and non- spec ific binding

MS 化学计量数

( sto ich iometr ic number)

高灵敏度、分辨率、直观性 ( high

sensitiv ity, resolution, and intuition-

ism )

技术不稳定

( technica l instability )

NMR /X- 射线衍射结晶

技术 ( nuclearmagnetic res-

onance /X- ray diffraction)

三维空间结构

( three- dmi ens ional struc-

ture)

直观结合信息、确定结合位点 ( com-

b ine v isual information and determ ine

the binding site)

操作复杂、仪器昂贵 ( complex

operation, and expensive equip-

ment)

  目前大部分的实验还只是处于摸索阶段, 真正

可以用于实际样品测定的方法和体系并不多, 故远

远不能满足人们对其结构和功能认识的迫切要求,

而且由于复合物结构的复杂性,用一种方法研究其

相互作用很难得到全面、准确的信息,需要几种研究

方法的配合使用,所以 CE- M S、CE- NMR、HPLC-

CE、HPLC- CE- M S等联用技术将是未来的发展方

向,也是重要的研究课题。而且,大部分实验方法还

仅仅是检测其结合情况和亲和密度等浅层的现象,

对其活性机理更多地还停留在推测的基础上, 这样

也就需要更多地在分子水平上研究结构 -功能的关

系。总之,尽管 GAG -蛋白质研究面临的挑战与困

难重重,但其发展前景广阔, 因此吸引了越来越多的

科研工作者的参与,而且随着各种检测技术的进步

(如生物芯片技术等 ) ,也必将为 GAG-蛋白质相互

作用研究的发展带来更多的契机。
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