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大肠杆菌 O152中 wfgD基因编码的

��1, 3�葡萄糖基转移酶产物结构的质谱表征
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摘 � 要 � 大肠杆菌 O152抗原的寡糖重复单位中含葡萄糖���1, 3�N �乙酰葡萄糖胺 ( G lc���1, 3�G l�NAc)连接

键。本研究采用电喷雾离子化多级串联质谱技术对以人工合成的天然受体底物的结构类似物苯氧基十一烷

二磷酸�N�乙酰葡萄糖胺 ( G lcNAc���PO3 �PO3�( CH 2 ) 11�O�pheny l( G lcNAc�PP�PhU ) )为受体底物, 尿苷二磷酸葡

萄糖 ( UDP�G lc)为给予体底物的酶促反应产物进行了详细的结构表征。电喷雾离子化多级串联质谱图中观

察到的主要碎片源于磷酸二酯键部分和糖苷键的裂解。此外,由观察到的二糖产物非还原端碎片获得了序列

信息; 跨环断裂碎片及源于吡喃环取代基消除的 �内在  碎裂离子可提供组成产物的单糖残基连接方式信

息。广泛的碎裂信息表明 wfgD基因编码 UDP�G lc: G lcNAc�py rophosphate�lipid中的 ��1�3葡萄糖基转移酶。
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1� 引 � 言

糖类化合物作为自然界中含量最丰富的生物大分子之一和参与生命过程的重要分子。细菌表面多

糖抗原基因簇中含有丰富的糖合成基因资源。以细菌表面多糖抗原合成基因为研究材料, 可以同时破

译和鉴定大量糖基转移酶,具有重要的科学和应用价值。但是寡糖中仅有很少一部分假定的糖基转移

酶特定功能得到了鉴定。本研究组通过破译大肠杆菌 O152抗原基因簇,运用生物信息学方法推测出

大肠杆菌 O152的 O抗原基因簇中的糖基转移酶基因 wfgD编码的蛋白为 ��1, 3�葡萄糖转移酶, 负责

G lc���1�3�G l�NA c键的形成。在此基础上, 同加拿大女皇大学的 Inka B rockhausen博士研究小组合作,

应用核磁共振 (NMR )技术首次证明了该基因的功能
[ 1]
。一维和二维 NMR技术是现有测定糖链结构最

常用的方法
[ 2, 3]

,但其灵敏度较低, 特别是涉及耗时较长和繁琐的分离纯化制备步骤。

近年来,电喷雾电离 ( ESI)离子化方式的发展和成熟,特别是碰撞诱导解离 ( C ID)技术的应用及多

级串联质谱技术的发展为寡糖糖链序列和精细结构的解析提供了技术平台
[ 4~ 6]
。本研究在对基因

w fgD进行克隆、大肠杆菌中高效表达基础上, 以人工合成的 G lcNA c�PP�PhU为受体底物, UDP�G lc为给

予体底物进行酶促反应,应用基电喷雾离子化多级串联质谱对酶促反应二糖产物的糖链序列和精细结

构进行了分析。建立了高效、准确、快捷和灵敏的寡糖结构生物质谱分析方法, 对酶基转移酶基因特定

功能的鉴定有普遍适用性。

2� 实验部分

2. 1� 仪器与试剂

F inn igan LCQ AdvantageMAX电喷雾离子阱质谱仪 ( Thermo E lectron公司 )。甲醇、乙腈 (色谱纯,

F isher公司 ) ; 二次蒸馏水; GDP�G lc( S igma�A ldrich公司 )。本实验涉及的菌株、质粒、酶及其它生化试
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剂参见文献 [ 1]。

2. 2� 酶活反应
大肠杆菌 152抗原中 wfgD基因的克隆、含重组质粒的细菌培养及酶活反应细胞膜提取物的制备按

文献 [ 1]方法进行。由于 wfgD与细胞膜之间存在相互作用, 利用 H 1517(含 w fgD基因的重组质粒 )的

细胞膜部分作为酶的来源进行酶促反应。

40  L标准反应体系为: 1 mmo l/L受体 G lcNA c�PP�PhU (空白对照以二次重蒸水替代 ) , 5 mmo l/L

M nC l2, 75mmo l /L MES Buffer ( pH 7. 0) , 5 mmol /L GDP�G lc和 10  L细菌膜提取物 (含 1 ~ 12  g

Prote in, 阴性对照分别以大肠杆菌 DH5!和 BL21替代 )。37 ! 水浴中反应 10 m in后, 沸水浴中加热

1 m in,离心 ( 12000 r /m in, 5m in)。取上清液部分加入 500  L二次蒸馏水,混匀后加入再生的 Sep�Pak
C18柱, 4 mL二次蒸馏水缓慢洗脱杂质后, 再以 1 mL甲醇洗脱酶促反应产物。经 Sep�Pak C18前处理的

产物混合物直接用于电喷雾离子化�离子阱多级质谱分析。
2. 3� ESI�MS分析条件

流动注射泵进样,进样量 2  L /m in。在负离子模式条件下分析: 喷雾电压 - 4. 5 kV; 壳气 ( N 2 )流

速 35个单位; 金属毛细管温度 220 ! , 二级和三级串联质谱实验中, 氮气为碰撞气体, 氦气为辅助气

体;使用的碰撞能量范围 20~ 35 eV。为质谱解析方便起见,本研究暂将预期的酶促反应产物 ∀ ∀ ∀ 苯氧

基十一烷基二磷酸二糖当成五糖 (寡糖 )、苯氧基十一烷基和二磷酸基相应地分别代表 1个和 2个糖

环。所有碎片应用 Domon�Coste llo命名法识别
[ 7]
。

3� 结果与讨论

3. 1� ESI�MS质谱结果

对于酶促反应产物,负离子模式下的 ESI�MS分析结果见图 1。基峰�质荷比为 788. 33的峰与预期

酶促反应产物的分子量相对应,表明在 wfgD基因催化下, G lc被连接到 G lcNA c�PP�PhU受体上, 从而形

成了 G lc�G lcNAc�PP�PhU。

� 图 1� wfgD催化产物的 ESI�M S谱图

F ig. 1� ESI�M S spectrum o fwfgD product

3. 2� E lectrospray�CID�MS
n
质谱结果

图 2为负离子模式下 m /z 788. 33离子的二级质谱图。以 m /z 788. 33 [M– H ]
–
为前驱离子, 观

察到源于磷酸二酯键部分碎裂的 MS
2
产物离子 m /z 444. 27[ B3 ], m /z 524. 20[ B4 ] 和 m /z 405. 20[ Z3 ];

源于糖苷键断裂的产物离子 m /z 240. 93 [ B3 - G lc- A c]、m /z 626. 33 [ Y4 ] 和 m /z 527. 73 [ Y 4–

H3 PO4 ] ; 未发现涉及开环的产物离子 (图 2)。

为进一步确认酶促反应产物二糖的连接位点,在相同的条件下应用 CID技术, 对酶促反应产物进

行了电喷雾离子化三级串联质谱分析。

图 3为负离子模式下产物的三级质谱图。以 m /z 444. 20为前驱离子 (图 3) , 最丰富的 MS
3
产物

离子源于糖苷键的断裂 m /z 282. 13[ B3 - G lc] ; 产物离子 m /z 221. 80(
2, 4

A 2 ) , m /z 384. 13(
0, 4

A2 ) 和

m /z 264. 07(
1, 3

A 2 )源于非还原端 G alNA c开环; 产物离子 m /z 402. 13[ B3 - A c]。
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� 图 2� wfgD催化产物的 ES I�M S�MS谱图

F ig. 2� E lectrospray�CID�MS /MS spectrum ofw fgD product. MS2 ofm /z 788. 40

� 图 3� wfgD催化产物的 ES I�C ID�M S /M S /M S谱图

F ig. 3� E lectrospray�CID�MS /MS /MS spectrum ofwfgD product. MS3 ofm /z 444. 20

在酶促反应产物的二级和三级质谱图中 (图 2和图 3) , 典型的 Y型离子碎片 m /z 240. 93 [ B3 -

G lc- A c], m /z 626. 33[ Y4 ] 和 m /z 282. 13[ B3 - G lc]源于单个糖苷键的断裂, 表明酶促反应产物二糖

的连接序列为 G lc�G lcNAc�PP�PhU。
系列 A 2离子是由非还原糖基开环所形成的,它提供了重要的非还原糖基连接位点的信息。三级质

谱图中的离子碎片 m /z 264. 07(
1, 3

A2 )源于非还原端糖环上 C1 �C3键的跨环断裂, 于是排除了糖苷键 4�
位连接的可能。2�位取代基 NAc的存在可以推断酶促反应产物二糖中的非还原糖基为 3位连接。

3. 3� 小结

本研究在负离子模式下 ESI�C ID�MS
n
结果明确证明酶促反应产物二糖的连接方式为 G lc1 #

3G lcNA c, w fgD基因能够催化大肠杆菌 O152的 O�抗原重复单位合成中二糖键 G lc���1�3G lcNA c的形

成。这与文献 [ 1]报道的 2D�NMR( 600MH z)分析结果相一致。研究结果将对细菌的 O抗原合成机理

的研究及为通过实验探索 O抗原在细菌生存和致病性中的作用奠定基础。
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Abstract� TheO152 antigens o f E scherichia co li conta ins a G lc���1, 3�G lcNA c linkage w ithin the repeating

uni.t Thew fgD gene in E. coliO152O an tigen gene c luster had been demonstra ted utilizing NMR technique

to encode a g lucosy ltransferase w hich is responsib le fo r the synthesis o f G lc���1, 3�G lcNAc linkage. In this

study, a synthe tic substrate analog o f the natura l acceptor substrate undecapreno l�pyrophosphate�lip id

[ G lcNA c�!�PO3 �PO3 �( CH2 ) 11 �O�pheny l] w as used as an acceptor and UDP�G lc as a donor substrate, and

electrospray ionization tandem mass spectrom etry ( ESI�MS�MS) w as used for the deta iled structural characte�
rization o f the enzym e produc.t A system atic study was conducted on product to allow rationalization of the

fragmentat ion processes. The ma jor fragm ents observed in the ES I�MS�MS spectra resu lt from c leavage o f

glycosid ic bond and d iphosphate mo iety. The fragment orig inat ing from the nonreduc ing end o f the product

y ie lds inform ation on sequence. C ross�ring cleavages, w h ich are very informative of the linkages of the mono�
sacchar ide residues constitut ing the produc,t and ∃ internal% cleavage ions w hich are derived from elim inat ion

of substituents from around the pyranose ring, w ere a lso observed. This ex tensive fragm entat ion w as show n tha t

the expected G lc���1, 3�G lcNAc linkage in the produc,t conf irm ing thatw fgD is in the form of UDP�G lc:

G lcNA c�pyrophosphate�lipid ��1, 3�glucosy ltransferase.
Keywords� G lucosy ltransferase; E lectrospray ion izat ionmass apectrometry; Escherichia coli
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&气相色谱在石油化工中的应用 ∋

� � 该书是色谱金属丛书中气相色谱在石油化工中的应用篇, 针对石化分析的主要应用范围分别对一些重要的应用方

法作了详尽的描述, 重点讨论了各种方法的特点, 总结了实际应用的经验。该书选择的方法兼顾了生产控制、产品标准

和新的研究方法, 包括了一些适用范围宽、可扩展性强、有行业特色和先进性的方法。

该书与一般标准分析方法手册相比,更强调方法原理的理解和如何应用的技巧。

该书可供石化领域的研究与工作人员、分析化学相关专业的师生及企业分析人员参考。

该书由杨海鹰等 编著,化学工业出版社出版, 定价 35. 00元。
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