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新型犖糖链受体氘代犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犾犮犖犃犮的

合成及其受体性能

于田，　金东日

（延边大学长白山生物资源与功能分子教育部重点实验室，吉林 延吉１３３００２）

摘要：为利用糖链转移酶反应定量分析糖蛋白Ｎ 糖链，首先用ｄ８１ 甲基 ４ ［２，４ 二硝基 ５ （１ 哌嗪基）苯

基］哌嗪（ｄ８ＰＤＰＺ）与犖ω （２ 乙酰氨基 ２ 脱氧β Ｄ 吡喃葡萄糖基）犖
α （叔丁氧羰基）Ｌ 天冬酰胺（Ｂｏｃ

ＡｓｎＧｌｃＮＡｃ）缩合反应生成ｄ８ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ，然后ｄ８ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ再与碘甲烷反应合

成了新的带正电荷的糖链受体ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ．以ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ为糖链转移酶、ＳＧＡｓｎ为糖

基供体，利用ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ对ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ的糖链受体性能进行了初步研究．结果表明，

在ＥｎｄｏＭ Ｎ１７５Ｑ 的催化下，ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ与ＳＧＡｓｎ发生酶促反应，生成糖链转移产物

ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＳＧ．如果优化定量反应的条件，ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ可应用于糖链分析．

关键词：ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ；受体；糖肽；ＬＣＭＳ
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犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｏｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮｌｉｎｋｅｄｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｉｎｇｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｎａｐｅｒｍａｎｅｎｔｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｈａｒｇｅｄｋｉｎｄａｎｄｎｅｗａｃｃｅｐｔｅｒｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃｗａｓｓｙｎ

ｔｈｅｓｉｚｅｄｂａｓｅｄｏｎａｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌｉｏｄｉｄｅａｎｄｄ８ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ，ｗｈｉｃｈｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄ

ｔｈｒｏｕｇｈａｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆ１（２，４Ｄｉｎｉｔｒｏ５（ｐｉｐｅｒａｚｉｎ１ｙｌ）ｐｈｅｎｙｌ）４ｍｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ（ｄ８ＰＤＰＺ）

ａｎｄ 犖ω（２ａｃｅｔａｎｉｄｏ２ｄｅｏｘｙβＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ）犖
α（ｔｅｒｔｂｕｔｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）Ｌａｓｐａｒａｇｉｎｅ （ＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ）．

Ｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙ ＵＰＬＣＥＳＩＴＯＦＭＳ ｗｉｔｈＥｎｄｏＭ

Ｎ１７５Ｑａｓｅｎｚｙｍｅ，ＳＧＡｓｎａｓｄｏｎｏｒ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｃｃｅｐｔｏｒｅｎｚｙｍａｔｉｃａｌｌｙｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＳＧＡｓｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＥｎｄｏＭ Ｎ１７５Ｑ，ｔａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃＳＧｉｓ

ｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｕｓ，ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃｗｉｌｌｂｅｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｆｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ；ａｃｃｅｐｔｅｒ；ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ；ＬＣＭＳ

　　糖基化作用是真核生物蛋白翻译后修饰的重

要环节，其在生命活动的许多方面扮演着极其重

要的角色，例如蛋白质构象、定位、活性和功能，以

及各种生物学反应等［１］．研究表明，人类许多疾病

的发生和发展都与蛋白上糖链的结构和表达量的

改变有关，如炎症［２］、免疫疾病［３］、肿瘤［４］和代谢
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综合症［５］等．通过定量糖组学技术可以精确地寻

找疾病中糖链发生的异常变化，这对疾病的诊断

和治疗具有不可估量的作用，因此定量糖组学越

来越引起科学家的关注．

目前，质谱技术已应用于糖组学的研究中，并

实现了糖链的序列测定和定性研究，但定量分析

方法尚不完善．目前，基于质谱检测的化学标记是

进行糖链定量的有效方法，如同位素碘甲烷的全

甲基化技术［６］、同位素苯衍生物的还原端标记技

术［７］等，但这些技术都需要在实验过程中进行额

外的化学反应，这不仅需要引入额外的试剂，增加

反应步骤，还会产生副反应，给标记效率和样品纯

化带来许多不利影响．利用糖苷内切酶转糖基作

用的方法可以很好地解决上述问题，但该方法一

直没有应用到糖链的定量分析．

ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ是一种 Ｎ 糖链转移酶，它

不仅可以水解糖蛋白和糖肽 Ｎ 糖链中两个

ＧｌｃＮＡｃ之间的β１４糖苷键，释放出Ｎ 糖链和带

有ＧｌｃＮＡｃ的蛋白或多肽，还具有转糖基活性，能

够将寡糖链转移到带有 ＧｌｃＮＡｃ标签的化合物

上，在两个ＧｌｃＮＡｃ之间形成新的糖苷键，从而合

成新的糖链化合物［８］．目前，ＥｎｄｏＭ Ｎ１７５Ｑ 已

应用于糖肽的合成，但未见有关其在糖链分析中

的应用．在文献［９］，我们合成了轻同位素标记的

受体ｄ０ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ，并利用Ｅｎｄｏ

Ｍ 对糖链进行了定性分析．为利用 ＥｎｄｏＭ

Ｎ１７５Ｑ对Ｎ 糖链进行定量分析，本文合成重同

位素标记的受体 ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ

（见图１），并通过质谱对其受体性能进行初步研

究，为今后Ｎ 糖链的定量分析提供物质基础．

图１　犱８犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犔犮犖犃犮的合成路线

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

实验仪器有 ＵＰＬＣＥＳＩＴＯＦＭＳ（Ｗａｔｅｒｓ），

日本岛津公司ＡｘｉｍａＣＦＲＴＭｐｌｕｓ基质辅助激光

解吸飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）．

所有反应试剂均为分析纯，购买后未经处理

直接使用；柱层析硅胶为青岛海洋化工厂生产，硅

胶粒度为１００～２００目；１ （５ 氟 ２，４ 二硝基苯

基）４ 甲基哌嗪（ＰＰＺ）、ｄ０ 哌嗪、４ （４，６ 二甲

氧基 １，３，５ 三嗪 ２ 基）４ 甲基吗啉盐酸盐

（ＤＭＴＭＭ）、犖ω （２ 乙酰氨基 ２ 脱氧 β 犇

吡喃葡萄糖基）犖α （叔丁氧羰基）犔 天冬酰胺

（ＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ）均为梯希爱（上海）化成工业

发展有限公司生产；ｄ８ 哌嗪盐酸盐（２，２，３，３，５，

５，６，６ｄ）为美国ＣａｍｂｒｉｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

公司生产；ＳＧＡｓｎ为日本大眆化学公司生产．

１．２　犱８１甲基４［２，４二硝基５（１哌嗪基）苯

基］哌嗪（犱８犘犇犘犣）的合成

将２５ｍｇ（０．１５ｍｍｏｌ）ｄ８哌嗪盐酸盐溶于

１ｍＬ甲醇和４３μＬ三乙胺中，在６０℃下将溶于２

ｍＬ乙腈的６４．０ｍｇ（０．２３ｍｍｏｌ）ＰＰＺ溶液滴入，

然后回流２０ｍｉｎ．蒸除溶剂，所得粗产品经硅胶

柱分离（犞二氯甲烷／犞甲醇＝５／１）得到黄色固体３７．６

ｍｇ，产率为９６％．
１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）：

δ８．７１（１Ｈ，ｓ），６．２９（１Ｈ，ｓ），２．６３（４Ｈ，ｓ），２．３９

（３Ｈ，ｓ）；１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）：δ４２．９４，

４３．２５，４３．５３，４３．８１，４３．８３，４４．８４，５０．３０，

５４．８６，１１１．４５，１２９．８１，１３３．９０，１５１．０４．ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ（基质为蒽三酚）：犿／狕３５９．０［Ｍ＋Ｈ］＋．

１．３　犱８犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犾犮犖犃犮的合成

将１６．８ｍｇ（０．０３６ｍｍｏｌ）ＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ

溶于１ｍＬＤＭＦ和甲醇混合溶液中（体积比为

４∶６），在室温下加入２０ｍｇ（０．０６ｍｍｏｌ）ＤＭＴ

ＭＭ，搅拌５ｍｉｎ；然后加入１９．３ｍｇ（０．０５５ｍｍｏｌ）

１ ［５ （１ 哌嗪基）２，４ 二硝基苯基］４ 甲基哌

嗪（ｄ８ＰＤＰＺ），室温反应３０ｍｉｎ．蒸除溶剂，加适

量水后用二氯甲烷萃取；减压浓缩水层，所得橙黄

色粗产品经硅胶柱分离（犞二氯甲烷／犞甲醇＝１０／１）后

得到１２．６ｍｇ产品，产率为５０％．ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ（基质为蒽三酚）：犿／狕７７６．３［Ｍ＋Ｈ］＋．

１３
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１．４　犱８犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犾犮犖犃犮的合成

将７．０ｍｇ（０．００９ｍｍｏｌ）ｄ８ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎ

ＧｌｃＮＡｃ溶于３００μＬ甲醇中，加入１００μＬ（１．６

ｍｍｏｌ）碘甲烷，６０℃下反应３０ｍｉｎ．蒸除溶剂，所

得粗产品经硅胶柱分离（犞二氯甲烷／犞甲醇 ＝３／１）后

得到６．９ｍｇ产品，产率为９７％．ＵＶｖｉｓ：λｍａｘ，

３２７，２０４ｎｍ；ＵＰＬＣＥＳＩＴＯＦＭＳ：Ａｎａｌ．ｃａｌｃｄ

ｆｏｒＣ３３Ｈ４４Ｄ８Ｎ９Ｏ
＋
１３（［Ｍ］

＋）７９０．４１８１．Ｆｏｕｎｄ

７９０．４００８．

１．５　犈狀犱狅犕犖１７５犙酶转糖基反应

在２０μＬ２．５ｍＭＳＧＡｓｎ中，分别加入１０μＬ

４．１ｍＭｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ、１０μＬ０．１Ｍ

磷酸缓冲液（ｐＨ６．０）和１０μＬ２００ｍＵ／ｍＬＥｎｄｏ

ＭＮ１７５Ｑ，在３０℃下反应３０ｍｉｎ．取２．０μＬ反应

液进ＵＰＬＣＥＳＩＴＯＦＭＳ．

１．６　犝犘犔犆犈犛犐犕犛及犎犘犔犆犝犞的检测条件

表１和表２分别是超高效液相色谱 电喷雾

飞行时间质谱和ＨＰＬＣ色谱条件．

表１　超高效液相色谱电喷雾飞行时间质谱条件

色谱柱 ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＣ１８
（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．７μｍ）

流动相Ａ ０．１％Ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ／Ｈ２Ｏ（体积比）

流动相Ｂ ０．１％Ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ／ＣＨ３ＣＮ（体积比）

梯度洗脱 Ｂ％＝１０％～６０％（０～１０ｍｉｎ）

流速 ０．３ｍＬ／ｍｉｎ

柱温 ４０℃

离子化模式 ＥＳＩ

离子极性 ＋

毛细管电压 ３０００Ｖ

Ｓａｍｐｌｅｃｏｎｅ ３０Ｖ

脱气温度 ３５０℃

离子源温度 １２０℃

脱气流速 ６５０Ｌ／ｈ

质荷比范围 １００～１５００

表２　高效液相色谱条件

色谱柱 ＭｉｇｈｔｙｓｉｌＲＰ１８（ＧＰ）
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ）

流动相Ａ １０ｍＭ ＨＣＯＯＮＨ４

流动相Ｂ ＣＨ３ＣＮ

梯度洗脱 Ｂ％＝５％～６４％（０～３０ｍｉｎ）

流速 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ

柱温 ３０℃

２　结果与讨论

２．１　缩合剂的选择

构筑酰胺键的常用方法是进行伴有羧酸活化

的脱水缩合反应，其活化剂有Ｎ，Ｎ′ 二环己基碳

二亚胺（ＤＣＣ）／吡啶、２，２′ 二吡啶二硫（ＤＰＤＳ）／

三苯基膦（ＴＰＰ）等．我们曾在ｄ０ＰＤＰＺ与Ｂｏｃ

ＡｓｎＧｌｃＮＡｃ反应中，选用ＤＰＤＳ／ＴＰＰ作为活化

剂合成了ｄ０ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ，但是该方

法存在副产物的去除等问题．三嗪缩合 ＤＭＴ

ＭＭ 既能在传统活化剂、水或质子溶剂中使

用［１０］，还能在含水有机溶剂和水 有机溶剂混合

体系中使用，因此具有无需将溶剂脱水的优点．基

于此，本文选用ＤＭＴＭＭ 作活化剂合成ｄ８ＰＤ

ＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ．ＤＭＴＭＭ活化机理如图２

所示．从图３可知，保留时间为１９ｍｉｎ处的峰为

ｄ８ＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ的峰，其色谱纯度为

９８．５％．

图２　犇犕犜犕犕活化机理

图３　犱８犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犾犮犖犃犮的高效液相色谱图

２．２　犱８犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀犌犾犮犖犃犮的受体性能

ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ是ＥｎｄｏＭ 的突变体，它不

仅具有与ＥｎｄｏＭ一样的Ｎ 糖链转移性能，而且

也能与天然Ｎ 糖肽作用．考虑到天然Ｎ 糖肽的

糖链定量分析，本文选用 ＥｎｄｏＭ Ｎ１７５Ｑ 考察

ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ的受体性能．为了

提高待测物在电喷雾 质谱上的检测灵敏度以及

进行基于质谱的稳定同位素标记糖链定量方法，

本文合成了离子型糖链受体 ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃ

２３



　第１期 于田，等：新型Ｎ 糖链受体氘代 ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ的合成及其受体性能

ＡｓｎＧｌｃＮＡｃ．ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ作为

酶糖链转移反应的受体，只有标记酶水解下来的

糖链，才起到受体作用．因此，本文主要考察ｄ８

ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ能否标记糖链作为判

断该试剂的受体性能．以ＳＧＡｓｎ作为糖链供体、

ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ作为受体进行的

ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ酶促反应见图３，反应后对其产

物进行 ＵＰＬＣＥＳＩＴＯＦＭＳ分析，其结果如图４

所示．从图４可知，有犿／狕９３１．７和１３９７．１的质谱

峰．从糖链标记物ｄ８ＳＧＡｓｎＢｏｃＭＰＤＰＺ的相

对分子量可推算，该犿／狕值分别是［Ｍ＋２Ｈ］３＋和

［Ｍ＋Ｈ］２＋的峰值．由此可见，在ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ

酶促反应中，ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ确实

起到了受体作用，具有受体性能．

图４　犱８犕犘犇犘犣犅狅犮犃狊狀与犛犌犃狊狀的酶促反应

图５　酶反应产物的质谱图

３　结论

本文以ＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ为母体合成了ｄ８

ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎＧｌｃＮＡｃ，由于其极性较大，易

溶于水，所以有利于酶促反应的进行．在糖链转移

酶ＥｎｄｏＭＮ１７５Ｑ存在下，ｄ８ＭＰＤＰＺＢｏｃＡｓｎ

ＧｌｃＮＡｃ可作为一种糖链受体对 Ｎ 糖链进行同

位素标记，因此该试剂为定量分析糖蛋白Ｎ 糖链

提供了一种新的同位素标记受体．
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