
2000-10-20收稿 , 2001-03-12修回。

* 国家自然科学基金资助项目 ( 39260023)。

广西科学 Guangxi Sciences 2001, 8 ( 2): 130～ 134

凝集素的寡糖链结构分析及临床应用综述*

Structure Analysis of Ol igosaccharide Link
and Summaries of Cl inical Appl ications in Leptins

曾麒燕　　　周德义
Zeng Qiyan　　 Zhou Deyi

(广西医科大学生物化学教研室　南宁市滨湖路 6号　 530021)

( Guangxi M edical Univ. , 6 Binghulu, Nanning , Guangxi, 530021, China)

摘要　描述凝集素的寡糖链制备 , 糖链结构分析的各种手段 , 介绍各种凝集素在肿瘤诊断、 治疗等医学中的应
用。
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Abstract　 The preparation and structure analysis of olig osaccharide link of leptins is described. The

application of leptins to the diagnosis and treatment of tumours is summarized.
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　　糖复合物作为一类生物活性物质 ,广泛存在于生

物体内。目前普遍认为 ,糖复合物中的寡糖链是分子

间及细胞间识别的标志 ,在生物体内识别过程中起着

重要作用 ,通过这种识别作用 , 许许多多的生物化学

反应被启动。要想了解这种识别作用的实质 ,首先要

认识糖复合物的作用方式 ,而这类研究又需要从糖复

合物的寡糖结构分析入手 ,只有认识了它们的基本结

构 ,才能进一步了解寡糖链的作用机制 ,从而阐明分

子识别等重大生物学问题的理论基础。长期以来 ,糖

类研究进展较蛋白质和核酸缓慢 ,其原因是糖类结构

的复杂性 ,同时在方法学上也有很多困难 ,如糖类没

有特征性吸收光谱。目前的生物化学和分子生物学的

发展已对糖类的结构测定提出了新的要求 ,例如基因

工程的目的产物有不少是糖蛋白 ,而多数糖蛋白的性

质及功能又和糖链的结构有关 ,因此糖蛋白糖链的结

构测定以及和重组产物的糖链结构的比较 ,将成为重

组产物能否实际应用的关卡之一。

凝集素是动植物体内的一类蛋白质或糖蛋白 ,由

于其具有与特异单糖或糖基结合的能力 ,因此在生物

医学上具有广泛应用。近年来 ,已将它作为分子探针 ,

检测肿瘤细胞表面及细胞内糖基受体的分布 ,研究肿

瘤细胞的分化、变异情况。凝集素的标记应用于组织

化学分析的研究有其相对特异性 ,它可以对肿瘤细胞

的生物学行为进行分子水平上的探讨 ,为肿瘤分子病

理学研究开辟了一条新途径。现就凝集素糖链分析方

法及凝集素的临床应用综述如下。

1　糖蛋白糖链结构分析

1. 1　糖肽的制备

运用最广的非特异性切断肽链的酶是链霉蛋白

酶 ,延长链霉蛋白酶对糖蛋白的降解时间可使糖蛋白

的肽链广泛降解 ,另外也可使用一些具有特异性的酶

如木瓜蛋白酶、 糜蛋白酶或者溴化氰 BrCN) 等化学

方法。糖蛋白经酶和 BrCN切断后 , 糖肽的分离方法

有: 凝胶过滤、 透析、 乙醇沉淀、 cetyl pyridinium盐

或离子交换层析 ,反向高效液相层析 ( HPLC)法。经

特异性切断所得的糖肽的分子较大 , 结构较均一。

1. 2　糖链的释放

由糖肽制备糖链 ,目前采用的方法有化学法和酶

切法。酶切法常用的酶有 g lycopeptidase A、 N pep-

tide g lycosidase F、内切 β N -乙酰半乳糖胺酶、内

切 β N -乙酰葡萄糖胺酶、 内切α N - 乙酰半乳

糖胺酶、内切 β 半乳糖苷酶。酶切法具有高效、专一、

条件温和等特点 , 但酶价格昂贵 , 而且 , 如果所用的

酶是糖蛋白 ,那么酶本身作为糖蛋白对造成的糖链污

染也是必须考虑的问题。化学法: ( 1) β 消除反应 ,

广泛应用于含 N 乙酰半乳糖 丝氨酸 /苏氨酸

( GalN Ac Ser /Thr)连接的糖蛋白或糖肽 ,但如果连

接的氨基酸存在游离的α氨基或α羧基 , 消除并不
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令人满意。 ( 2) 肼解作用 , 用于含 N 乙酰氨基葡萄

糖 ( GlcN Ac Asn) 连接的糖蛋白或糖肽。为了避免

肼对糖链的水解及脱乙酰作用 ,肼解后需对糖链进行

还原及乙酰化。( 3)三氟乙酸酸解: 此法主要用于 Glc-

N Ac Asn连接的糖肽或糖蛋白。酸解作用时 , 还原

端与次末端的已糖胺残基广泛受破坏 ,然而有报道较

温和的三氟乙酸解条件可使寡糖释放而不丢失已糖

胺。

上述化学法和酶法产生的糖链的分离的方法有

纸电泳、离子交换层析、 凝胶过滤、 纸层析和薄层层

析、活性炭吸附层析、高效液相层析和气相层析、亲

和层析。

1. 3　糖链结构的分析

多年来 , 糖链结构的分析一直是一个棘手问题 ,

测定完整的分子结构需要了解许多信息 ,包括 ( 1)单

糖组成 , ( 2) 异头构型 , ( 3) 糖的环状构象 , ( 4) 糖

链连接顺序 , ( 5)各糖间的连接位置 , ( 6) 各糖间的

连接构象 , ( 7) 非糖基取代物的位置 , ( 8) 高级结构

等。

表 1列出了糖链序列分析即一级结构常用的技

术 , 包括物理、 化学、 生物学的方法。近十多年来 ,

由于分析分离技术方法的发展 ,糖链的一级结构测定

工作进展较快 , 如 HPLC在糖类结构研究中新的应

用有:单糖和寡糖的高效阴离子交换层析和脉冲安培

检测器的应用 , 寡糖的二维 HPLC以及 HPLC和电

子计算机联用测定影响 HPLC的参数 , 进而利用有

关参数和 HPLC的行为预测寡糖链结构的分析。此

外 ,凝集素技术也用于糖链结构分析 ,如凝集素亲和

HPLC法可快速特异地分析寡糖 ,当与阴离子交换和

离子抑制胺吸附 HPLC技术联用时 ,效果更好 ; 还有

凝集素酶联免疫吸附试验 ( ELISA) ,凝集素亲和电泳

联合抗体亲和印迹技术。此外 , 地高辛标记凝集素分

析糖蛋白糖链结构也是非常敏感的。我国在糖链结构

测定技术方法的各个方面 ,都开始或已经做了一些工

作 , 比较起来 , 在化学和仪器分析技术方面多一些 ,

在生物学方法方面 , 尤其是工具酶的分离、提纯和应

用方面还较为薄弱 , 但是 , 糖苷水解酶的研究已有一

定的开展。

2　凝集素在医学上的应用

2. 1　在肿瘤诊断中的应用

由于细胞膜和细胞浆内存在凝集素受体 ,正常情

况下 ,这种凝集素受体是相对稳定的。当细胞恶变时 ,

受体的数量和性质亦随之发生改变 ,并可反应在对凝

集素结合的能力方面。

表 1　测定糖链一级结构常用的方法

Table 1　 Methods of determining the primary structure of

carbohydrate chain

解决问题
Solved problem

常用方法 Ordinary methods

分子量测定 Molecular
w eigh t determination

凝胶过滤法 Gel f ractionation、质谱法 Mass
spect roscopy、 蒸气压法 Vapour pressure

单糖组成和分子比例

Carboh yd rate compo-
siti on and ratio

部分酸水解 Partial acid h yd rolysi s、完全酸
水解 Compelete acid h yd rolysi s、纸色谱 Pa-
per ch romatography、 气相色谱 Gas ch ro-
matog raph y

吡喃环或呋喃环形式
Pyran and furan 's
forms

红外光谱 Inf rared spect rum

联接次序 Sequence
选择性酸水解 Choosey acid h yd rolysis、 糖
基酶顺序水解 Sequential glycosylase diges-
tion

α-, β-异头异构体α-,
β-anomeric i somer

糖苷酶水解 Glycosidase digestion、 核磁共
振 Nuclear magnetic resonance、 红外光谱
Infrared spect rum

羟基被取代情况 Hy-
droxy subs tituted

甲基化反应 -气相色谱 Meth ylation-gas
chromatography、过碘酸氧化 Periodate ox-
idation、 核磁共振 Nuclear magnetic reso-
nance、 质谱法 Mass spect roscopy

糖链 -肽链联接方式

Carboh yd rate chain
and peptide chain 's
link

单糖与氨基酸组成分析 Analysis of carbo-
h ydrate and amino acid compositi on、 稀碱
水解 Mild alkaline hydrolysi s、 胼解反应
Hyd razinolysi s

2. 1. 1　胃肠道肿瘤 [1, 2 ]

　　近年来 ,已有很多资料报道胃肠道肿瘤组织中存

在凝集素受体 , 研究发现: 植物凝集素 ( PHA) 受体

的分布与胃癌的分化程度有关。同时发现 PHA的阳

性表达可作为区分中 -重度不典型增生与腺癌的辅助

指标。 FITC-PN A染色阳性有助于结肠癌的早期诊

断及癌前病变的发现 ,而且 , PN A结合能力的增强可

作为癌转移的标志。此外 ,有人发现检测肠粘膜中木

菠萝凝集素 ( JFL) 受体可鉴别结肠癌和肠炎。

2. 1. 2　乳腺癌

通过乳腺癌组织凝集素受体表达的研究 ,证实了

乳腺正常组织、良性病变及乳腺癌细胞膜和细胞浆内

的糖类物质确有数量和分布上的差别 ,这种差别与乳

腺癌细胞分化及癌肿生物学行为有关 ,乳腺癌细胞凝

集素受体的表达以 PN A受体和 ConA受体研究最

多 ,多数学者认为这两种凝集素受体在正常或良性病

变中数量较少 , 凝集素结合阳性率低 , 多属腔膜型 ,

而乳腺癌组织中结合的阳性率高 , 多属浆型。郑忠 [ 3]

对乳腺癌进行凝集素组化定位研究发现蓖麻凝集素

( RCA) 在导管内癌中有较高的阳性率 , 西非单叶豆

凝集素 ( BSL)、 荆豆凝集素 ( U EA) 的定位与分级

有关 , PN A对淋巴结微小转移灶的检出有帮助。此

外 , 有人发现大豆凝集素 ( SBA) 对乳腺癌具有相对
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特异性 , 可作为早诊的探针 ; 用蜗牛凝集素 ( HPL)

分析表明乳腺癌细胞表面的糖基化作用发生改变 ,此

改变与乳腺癌转移有关。

2. 1. 3　宫颈癌、 卵巢癌

Remani等
[4 ]
利用木菠萝凝集素 ( JFL)对宫颈表

皮脱落细胞进行组化研究 , 表明原位癌和宫颈癌与

( JFL)呈强阳性结合 ,而宫颈发育不良细胞与 JFL的

结合强度随着发育不良的严重程度升高而增强。对于

卵巢粘液肿瘤 ,不同细胞类型有其特定的凝集素受体

表达 , 在肿瘤恶变时 , 四种凝集素包括麦胚凝集素

( WGA)、 RCA、 SBA、 BSL、 DBA受体表达减少 ,反

映肿瘤细胞分化不良 ,这对肿瘤的鉴别诊断及预后判

断方面有较高应用价值 [5 ]。也有报道卵巢粘液性肿瘤

恶性变时 , PN A受体出现递减性量变 ,分布形式由良

性的胞浆型转变为恶性的腺腔缘型 , 结果表明 PN A

受体可能是卵巢粘液性肿瘤的功能分化标记。

2. 1. 4　肺癌

项锋钢等 [6 ]认为 PN A、 BSL受体对肺癌有相对

特异性 , 随着肺癌组织学分级的增加 , 其受体减少 ,

最后消失 , 而且 , BSL受体与预后的关系密切 , BSL

受体越多 ,越易引发机体免疫机制对其识别杀灭 ,而

脱失 BSL受体 , 则可使癌细胞逃避机体的免疫监视

作用。

2. 1. 5　膀胱癌

Naanishi等 [7 ]同时利用 PHA和血型相关抗原可

对膀胱原位癌和浸润癌进行鉴别诊断 , 此外 , ConA、

WGA、 槐凝集素 ( SJA)可作为估价膀胱癌预后的参

考标记物: ConA、 WGA的强阳性染色及 SJA的不着

色暗示预后的凶险
[8 ]
; 也有报道 PN A、 PHA、 WGA

受体阳性率与膀胱癌浸润程度及淋巴结转移有关 ,肿

瘤组织内 PN A受体可能是膀胱癌术后预测预后的

指标之一 [9 ]。

2. 1. 6　淋巴系统肿瘤

白血病细胞表面糖蛋白的变化是肿瘤细胞的共

性 ,且这种变化与其恶性表型有密切关系。正常淋巴

细胞几乎不表达 PN A受体 ,王少元 [10 ]等通过研究发

现急性淋巴细胞白血病的 PN A受体表达增加 ,

ConA、 RCA受体表达减少 , 这有助于鉴别何杰金氏

病与非何杰金氏病 , 此外 , ConA组化染色有助于发

现何杰金氏病早期复发 ,其与不良预后有关 , RCA与

预后不良的小淋巴细胞性淋巴癌有关 , HPL染色可

作为原位鉴别 T淋巴细胞癌的指标。 急性粒细胞白

血病几乎不表达 PN A受体 , 并且随着粒细胞分化 ,

粒细胞上 U EA受体表达增加。急性单核细胞白血病

大多表达 PN A受体及 SBA受体 , 几乎不表达 UEA

受体 , 上述发现对于辅助急性白血病的分型诊断 ,了

解急性白血病细胞表面的结构和功能有一定的价值。

2. 1. 7　肝、 胆、 胰疾病

正常肝组织、 肝硬化组织无 PHA受体 , 但有丰

富的 WGA受体和 ConA受体 , 肝细胞癌变后 , 随着

恶性程度的增加 , ConA、 WGA受体减少 , 而 PN A、

扁豆凝集素 ( LCA) 受体增加。 目前诊断肝细胞癌

( HCC)一般通过检测血浆甲胎蛋白 ( AFP)水平 ,此

法有一定局限性。 据报道用 ConA和 LCA、 LCA和

PHA分别分析 AFP, 结果表明检测凝集素反应的

AFP水平是一种有效的发现早期 HCC的手段。国外

早有报道用 E-PHA和 Allomyrina dichotoma凝集素

亲和电泳法将血清 AFP分别分为 AFP-P1, P2, P3,

P4, P5和 AFP-A1, A2, A3,表明 AFP-A1和 AFP-

P5是肝外恶性肿瘤的高度特异的指标 , AFP-P4对

HCC具有相对特异性。 Kondo等
[11 ]用 Aleuria auran-

tia凝集素与胆硷酯酶的 ELISA法可鉴别诊断 HCC、

肝硬化和慢性肝炎。 Mora等
[12 ]
认为通过测定 AFP

与 ConA的结合率可鉴别病菌引起的肝细胞肿瘤与

其它肝脏疾病 (包括化疗引起的肝毒性 )。 司维柯

等 [ 13]发现 ConA与正常人、 良性肝病人血清中的γ-

谷氨酰转移酶 ( GGT)亲和力较强 ,认为该特性可建

立检测肝癌特异 GGT的植物凝集素亲和法。 Lueug-

pailin等
[14 ]报道用 SDS-PAGE和 SBA印迹技术已检

测到胆管炎、胆囊炎及恶化的病人血清中与胆汁有关

的糖蛋白 , 表明其可作为普查胆汁疾病的指标。朱云

华等 [15 ]通过研究不同类型胆囊上皮凝集素受体的表

达 , 发现正常与增生的胆囊上皮表达 ConA受体 , 胃

窦化生和不全肠化生中 ConA受体丢失而 PHA、

RCA、 UEA、 PN A呈强阳性 , 表明这些凝集素可能

是识别胆囊癌前病变和功能分型的有用标志物。对于

胰腺癌 , 有人发现 PN A与胰腺肿瘤组织的糖蛋白有

高度亲和力 , 特别是对于起源于胰导管上皮的腺癌。

此外也发现果树凝集素受体在胰腺癌的表达明显增

强 , 与胰腺癌的分化有关 , 与肿瘤的转移无关 [16 ]。

2. 1. 8　其他肿瘤的的辅助诊断

茅建忠
[17 ]
用 ABC免疫组化技术对 42例周围神

经肿瘤和滑膜肉瘤进行凝集素受体检测 , 发现 PN A

和 RCA可用于鉴别周围神经肿瘤的良恶性 , LCA有

助于鉴别神经纤维瘤 , WGA有助于鉴别滑膜肉瘤。

此外 Sarker等
[18 ]建议用 SBA可鉴别诊断甲状腺癌

中的乳头状癌和滤泡癌 ,并可以从甲状腺瘤中区分出

滤泡癌。最近有报道 ,用 U EA-1、 BSA-1免疫组化染

色有助于单囊型成釉细胞瘤和牙源性囊肿的鉴别诊

断 [ 19]。
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2. 2　对其他疾病的辅助诊断

2. 2. 1　皮肤病

实验发现 UEA-I对银屑病表皮细胞膜的亲和力

明显增强 , U EA-I也可用于估计血管内皮瘤的预后

(早、中期血管内皮瘤 UEA-I阳性、晚期则阴性 )。另

外 , 双花扁豆凝集素 ( DBA)对乳腺外帕哲细胞的染

色具有高度特异性 ,因而是诊断乳腺外帕哲病的一个

很有帮助的标记。此外 FITC-ConA可鉴别诊断皮肤

正常组织、 高度增生性组织及恶性肿瘤组织。

2. 2. 2　糖蛋白贮积病

有人发现甘露糖苷过多症的组织与 ConA、 WGA

反应 ,而 β-甘露糖苷过多症的组织却不与之反应 ,岩

藻糖苷贮积病的组织只与 UEA-I反应 , 该发现对糖

蛋白贮积病例提供了一个简便、特异、可靠的诊断手

段。

2. 2. 3　诊断畸型胎儿

胎儿血清 AFP和羊水 AFP与 ConA的亲和力

不同 ,当胎儿发育不正常 , 如无脑或脊柱裂等畸型胎

儿 , 由于血脑屏障不全 , 导致胎儿血清漏入羊水 , 因

此羊水 AFP与 ConA不作用的成分明显下降 , 故测

量羊水中与 ConA不作用的 AFP量的减少可用于诊

断畸型胎儿。

2. 3　凝集素对微生物的作用

肠道寄生的兰佰氏贾第虫引起的腹泻遍及全球 ,

Ortega等 [20 ]认为 WGA在体外能可逆性抑制兰佰氏

贾第虫的生长 , 机理为阻碍其细胞周期中的 G2 /M

期。 Barral 等
[ 21] 认 为 在 小 鼠 体 内 , Canavil ia

brasiliensis ( ConBr ) 凝集素可减少被利什曼原虫

Amazonensis感染的损害。 也有实验发现经 ConA预

处理白色念珠菌细胞或颊粘膜细胞后 ,两者不发生粘

附 ,即 ConA可阻止粘附。李冠勇等
[22 ]等发现 ConA、

LCA、 豌豆凝集素 ( PSA) 均与培养条件下及致病状

态下的 4种念珠菌 (白色念珠菌、 热带念珠菌、 类星

形念珠菌、 克柔氏念珠菌 )反应 , 这为研究筛选抗真

菌中草药提供了一个途迳 ,即含有类似 ConA、 LCA、

PSA等凝集素特性的中草药有可能作为抗念珠菌的

药物。此外 , kalinin
[23 ]
报道根据凝集素与革兰氏阳性、

阴性菌 , 原虫 , 病毒的识别作用的差异 , 用凝集素可

制备微生物诊断试剂。国内也有报道 ,用脂多糖 -PHA

试验可对散发性伤寒进行早期诊断
[ 24]
。

2. 4　凝集素在治疗中的应用

目前研究最多的是蓖麻毒蛋白 A链 ( RCA-A) ,

如利用 RCA-A与抗 CD5的单克隆抗体形成的免疫

复合物治疗系统性红斑狼疮 , 风湿性关节炎 ; 脱糖基

的 RCA-A与抗 CD25、抗 CD30或 Irac的结合物用于

治疗 Hodgkin 's disease; 与抗 CD19的结合物用于治

疗 nonHodgkin 's淋巴瘤 ,与抗 B4结合的免疫复合物

联合化疗可高效治疗抗药性 B细胞淋巴瘤 , 此外 ,

RCA作为免疫毒素与其他单克隆抗体联合还可用于

治疗易复发的、抗化疗的、 难治的小细胞肺癌 , 中枢

神经系统肿瘤 ,结肠癌及用于抑制季节性变态反应的

爆发 [25 ]。

除了 RCA-A外 ,其他凝集素的治疗研究也有报

道: PN A与 RCA-A的结合物可特异地抑制多发性

骨髓瘤细胞的蛋白质合成 ,并且其毒性效果特异 ; 另

外 , 由于放射性碘标记 PN A与胃癌细胞凝集素受体

有较强的特异亲和力 , 胃癌组织能选择性聚集
131

I-

PN A,提示其可作为胃癌导向治疗研究的载体 [26 ] ;也

有研究发现 , 用 131 I标记的抗人小扁豆凝集素结合型

AFP异质体单克隆抗体 ( AFP-R-LCA McAb) 对人

肝癌细胞有较强的亲和力及特异性 ,有希望成为肝癌

放免显像及治疗的载体 [27 ] ; UDA可用于阻止红斑狼

疮的病理学发展。 此外 Ganguly等 [28 ]发现四种凝集

素 PHA, Podew eed mitohen、 SBA、 WGA具有抗肿

瘤 活 性。 Wang 等
[29 ] 发 现 从 蘑 菇 ( Tricholoma

mongolicum )分离出的二种凝集素 TML1和 TML2

可抑制腹腔肿瘤细胞的生长 ; 国内报道 ,用美洲商陆

( PWM)和 IL2共同激活的单核细胞对白血病细胞具

有明显的杀伤作用 , 可对自体骨髓进行净化 ,用于造

血干细胞移植 , 具有干细胞损失小 , 净化效果好 , 毒

副作用小等特点 , 其应用前景良好
[30 ]
。

最后 ,在骨髓移植的治疗中 ,有研究表明用 SBA

处理移植前的骨髓 , 可治愈 70%的先天性严重免疫

缺陷的儿童。 Henslee等
[31 ]
报道两例晚期骨髓瘤病人

在接受左旋苯丙氨酸氮芥治疗和全身放射治疗后 ,经

PN A和抗 B淋巴细胞单克隆抗体抗 CD19处理 , 移

植效果较为理想。此外 , RCA-A与单克隆抗体联合应

用于骨髓移植也有较好的疗效。
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