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摘要　 采用非共价键合胶束（ＮＣＣＭ）的组装策略， 制备了表面为糖聚合物的纳米粒子， 利用动态光散射技

术， 实时跟踪了在溶液中糖与蛋白相结合的动力学数据， 并以聚集体形成的速度来体现不同的蛋白对相同

组装体的结合能力强弱． 实验结果表明， 对表面覆盖 １００％乳糖的组装体， 各蛋白的结合能力表现为 ＳＢＡ≫
ＬｅｃＡ≈Ｇａｌｅｃｔｉｎ ３＞ＥＣＡ≈Ｇａｌｅｃｔｉｎ １， 表明蛋白的糖结合位点个数及其空间分布对多价作用的动力学有较大影

响． 基于此模型， 对人半乳凝素⁃３ 与糖结合的方式进行了初步探究．
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对糖⁃蛋白间相互作用的研究有助于理解包括免疫响应、 信息传递等在内的多种生物学过程［１～４］ ．
采用动态光散射技术， 能实时监测溶液中发生的糖与凝集素［５］的识别作用， 获得该多价作用的动力学

相关特征， 有别于局限在特定平面上的传统“糖芯片”研究［６～１０］ ． 我们此前的工作［１１，１２］表明， 通过合成

糖聚合物并进一步将其组装得到表面为糖的纳米粒子， 在加入凝集素后， 动态光散射跟踪到了溶液中

粒子的流体动力学半径变化与糖⁃蛋白的特异性识别相关． 上述研究利用了邻羟基苯硼酸半酯与糖能形

成动态共价键的特性［１３，１４］， 采用非共价键合胶束（ＮＣＣＭ）的组装［１５，１６］， 得到核的结构一致、 亲水壳层

有所区别的含糖组装体．
在此基础上， 我们合成了含乳糖的聚合物， 并通过非共价键合胶束， 得到表面为乳糖的组装体，

对不同的半乳糖结合蛋白加入溶液后的变化进行跟踪， 分析得出影响结合快慢的 ２ 个主要因素： 糖结

合域在凝集素上的位点个数及分布． 由于采用非共价键合的组装方法， 只需调控不同糖聚合物的比例，
便能方便地获得表面乳糖密度不同的含糖组装体， 进一步研究密度［６，１７］ 对该作用的影响． 将人半乳凝

素⁃３ 应用于该简单模型， 通过与其它凝集素相比较， 验证了人半乳凝素⁃３ 的复杂结合模式［１８，１９］ ．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

大豆凝集素 （ ＳＢＡ） 与鸡冠珊瑚树凝集素 （ ＥＣＡ） 购于 Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｉｎｃ．； ＬｅｃＡ （ ＰＡ⁃ＩＬ）
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ 购于 Ｅｌｉｃｉｔｙｌ 公司； 人半乳凝素⁃３（Ｈｕｍａｎ Ｇａｌｅｃｔｉｎ ３）及人半乳凝素⁃１（Ｈｕｍａｎ
Ｇａｌｅｃｔｉｎ １）购于 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ， Ｉｎｃ； ４⁃羟基乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）购于北京索莱宝科技有限公司． 其余

试剂均购于国药集团化学试剂有限公司． 糖聚合物 ＰＬａｃ 和 ＰＧｌｃ 参照本课题组的方法［１２］ 合成（Ｓｃｈｅｍｅ
Ｓ１， 见本文支持信息）， 含苯硼酸聚合物 ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ 根据文献［１３］方法合成（Ｓｃｈｅｍｅ Ｓ２， 见本文

支持信息）．
１Ｈ ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ）核磁共振谱在 Ａｖａｎｃｅ Ⅲ ＨＤ 型核磁共振仪上测定． 样品形貌表征在 Ｐｈｉｌｉｐｓ



ＣＭ１２０ 透射电子显微镜（ＴＥＭ）下观察， 加速电压为 ８０ ｋＶ， 将样品滴在亲水处理后的铜网上， 抽真空

干燥 ２ ｈ． 分子量及分子量分布使用 Ｗａｔｅｒｓ Ｂｒｅｅｚｅ １５１５ 型凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）仪测定， 以 Ｎ，Ｎ⁃二甲基

甲酰胺（ＤＭＦ）加 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 溴化锂为流动相， 流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 温度为 ２５ ℃， 使用 ＰＥＯ（购于 ＴＯＳＯＨ
公司）标准样品对分子量及分子量分布进行校正． 样品经 ４５０ ｎｍ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＰＴＦＥ 滤膜过滤后， 在 ＡＬＶ ／
５０００ 激光光散射仪上进行检测． 该光散射仪配有 ＡＬＶ５０００ 数字相关器和 ６３２ ｎｍ， ２２ ｍＷ 的单色 Ｈｅ⁃
Ｎｅ 激光光源， 在 ９０°下测试， 并用 ＣＯＮＴＩＮ 拟合得到流体力学半径〈Ｒｈ〉． 单次测试时间 ３００ ｓ， 每个样

品测 ３ 次取平均， 测试温度 ２５ ℃ ．
１．２　 实验过程

配制实验所需的 ＨＢＳ 缓冲溶液， 其组成为： ４⁃羟基乙基哌嗪乙磺酸 （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 氯化钙

（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 氯化锰（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和氯化钠（１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）． 先根据所用溶液总体积称取 ４⁃羟基乙基哌嗪

乙磺酸及氯化钠， 以适当的蒸馏水溶解后， 用氢氧化钠调节其 ｐＨ 至约 ７􀆰 ４， 再加入氯化锰及氯化钙，
使其完全溶解， 使用前需通过 ４５０ ｎｍ 滤膜处理．

以非共价键合胶束制备含糖胶束． 以 Ｌａｃ⁃１００ 为例对组装过程进行说明． 首先将 ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ
和 ＰＬａｃ 分别溶解在 ＤＭＦ 中， 制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的储备液． 在超声条件下， 将 ２００ μＬ ＰＬａｃ 加入到 ２００ μＬ
ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ 中， 继续超声 ３０ ｍｉｎ， 随后用微量注射器在 １５ ｍｉｎ 内加入 ３ ｍＬ 蒸馏水． 此后， 将混合

溶液转移至透析袋（分子量 ３５００）中进行透析， 最后一次置换为 ＨＢＳ 缓冲液． 取出透析袋中的溶液， 用

ＨＢＳ 缓冲液定容至 １０ ｍＬ， 得到 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的储备液用于后续的实验． 在制备糖聚合物储备液时根据

表 １ 的比例混合 ＰＬａｃ 及 ＰＧｌｃ， 来调控组装体表面的乳糖含量． 其余步骤相同．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ（％） ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｅｌｌ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｏｆ ｇｌｙｃｏ⁃ｍｉｃｅｌｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ ＰＧｌｃ（ｓｈｅｌｌ） ＰＬａｃ（ｓｈｅｌｌ） ＰｔＢＭＡ（ｃｏｒｅ）

Ｌａｃ⁃０ １００ ０ １００
Ｌａｃ⁃２５ ７５ ２５ １００
Ｌａｃ⁃５０ ５０ ５０ １００
Ｌａｃ⁃７５ ２５ ７５ １００
Ｌａｃ⁃１００ ０ １００ １００

　 　 在进行动态光散射测试前配制 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的凝集素溶液． 将 ２ ｍＬ ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的含糖溶液经 ４５０ ｎｍ
滤膜过滤后置于干净的光散射瓶中， 测试未加入凝集素时的光强及粒径， 随后轻缓地加入凝集素缓冲

液， 每次 １０ μＬ， 记录连续 ３ 次的〈Ｒｈ〉数值， 每次 ３００ ｓ， 取 ３ 次的平均值用于作图分析． 每次测试的

Ｄｉｏｄｅ 和 ＣＨ０ 数值也同样进行记录， 用以计算 Ｉｓ ／ Ｉ０ ．

２　 结果与讨论

２．１　 糖聚合物的组装

聚合物的结构如图 １ 所示， 相应的表征参见图 Ｓ１～图 Ｓ３（见本文支持信息）．

Ｆｉｇ．１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ ａｎｄ
ｇｌｙｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓ ＰＬａｃ ａｎｄ ＰＧｌｃ

将 ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ 和 ＰＬａｃ 溶解在二者的共溶

剂 ＤＭＦ 中， 在超声下加入 ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ 的不良

溶剂水， 使其自组装形成以 ＰｔＢＭＡ⁃ｃｏ⁃ＰＢＯＢ 为疏

水核， ＰＬａｃ 为亲水壳层的胶束， 其中亲疏水部分由

苯硼酸与糖分子之间的动态共价键相连． 透析除去

有机溶剂后， 得到含糖纳米粒子． 通过图 ２ 的透射

电子显微镜（ＴＥＭ）照片， 可观察到直径约为１００ ｎｍ
的球状胶束， 其通过动态光散射测得的流体动力学

半径约为 ６０ ｎｍ．
保持每次组装所使用的糖聚合物储备液的体积

不变， 按照表 １ 调整 ＰＬａｃ 和 ＰＧｌｃ 的比例， 便能得

到表面乳糖密度不同的含糖组装体， 省去了合成乳
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Ｆｉｇ．２　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ Ｌａｃ⁃１００（Ａ） ａｎｄ 〈Ｒｈ〉 ｏｆ Ｌａｃ⁃１００（Ｂ）

糖含量逐级变化的糖聚合物所需要的大量合成工作． 我们以其表面分布的糖分子中乳糖的百分比分别

命名， 并进行形貌表征． 透射电子显微镜照片参见图 Ｓ４（见本文支持信息）， 所得粒子均呈球形， 动态

光散射结果列于表 ２． 可见流体动力学半径在 ６０～８０ ｎｍ 之间． 非杂壳的 Ｌａｃ⁃０ 和 Ｌａｃ⁃１００ 的均一性相对

较好．
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｒａｄｉｕｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏ⁃ｍｉｃｅｌｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌａｃｔｏｓｅ∗

Ｓａｍｐｌｅ 〈Ｒｈ〉 ／ ｎｍ ＰＤＩ

Ｌａｃ⁃０ ６３ ０．０８
Ｌａｃ⁃２５ ６０ ０．２２
Ｌａｃ⁃５０ ７２ ０．２８
Ｌａｃ⁃７５ ８０ ０．３８
Ｌａｃ⁃１００ ６０ ０．１０

　 　 ∗ ＰＤＩ： ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ．

Ｆｉｇ．３　 〈Ｒｈ〉 ｏｆ Ｌａｃ⁃１００ ａｎｄ Ｌａｃ⁃０ ｗｉｔｈ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＢＡ（Ａ） ａｎｄ 〈Ｒｈ〉 ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ

Ｌａｃ⁃１００ ｗｉｔｈ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＢＡ（Ｂ）
Ｓｉｄｅｎｏｔｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ＳＢＡ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏ⁃ｍｉｃｅｌｌｅｓ ｉｓ ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ．

２．２　 含糖组装体与凝集素作用的动态光散射谱

选用与乳糖有特异性识别作用的大豆凝集素（ＳＢＡ）、 鸡冠珊瑚树凝集素（ＥＣＡ）、 人半乳凝素⁃３
（Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３）、 人半乳凝素⁃１（Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃１）及来源于绿脓杆菌的 ＬｅｃＡ（ＰＡ⁃ＩＬ）进行实验． 在滴加凝集素的

过程中， 使用动态光散射谱实时跟踪， 以测得的流体动力学半径的变化来反映不同凝集素与相同含糖

组装体之间相互作用的动力学特性．
先将大豆凝集素分别加入 Ｌａｃ⁃１００ 和 Ｌａｃ⁃０ 中检验实验方案设计的有效性． 从图 ３（Ａ）可以看到，

Ｌａｃ⁃１００ 和 Ｌａｃ⁃０ 对 ＳＢＡ 的响应存在巨大的差异． ＤＬＳ 几乎未检测到 Ｌａｃ⁃０ 粒子的聚集， 而随着凝集素

的加入， Ｌａｃ⁃１００ 粒子的流体动力学半径出现了迅速增长， 说明含糖组装体表面的乳糖分子与凝集素

之间发生了识别作用， 加入凝集素后测得的粒径分布见图 ３（Ｂ）． Ｌａｃ⁃０ 粒子表面都是葡萄糖， 而葡萄

糖与大豆凝集素之间不存在特异性识别， 实验结果与已知的理论相符． 据此推出， 葡萄糖可作为乳糖
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的稀释分子来调控组装体表面的乳糖密度．
图 ４ 给出了 Ｌａｃ⁃１００ 与不同凝集素作用的动力学半径分布． 随着凝集素的加入， 溶液中粒子发生交

Ｆｉｇ．４　 〈Ｒｈ〉 ｏｆ Ｌａｃ⁃１００ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｃｔｉｎｓ
ｃ（Ｌａｃ⁃１００）： ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ．

联形成聚集体， 使得体系的流体动力学半径逐渐

增大， 但各凝集素所引起的增长幅度有所区别．
对 Ｌａｃ⁃１００ 粒子， 凝集素的作用速率分别为

ＳＢＡ≫ＬｅｃＡ≈Ｇａｌｅｃｔｉｎ ３＞ＥＣＡ≈Ｇａｌｅｃｔｉｎ １． 根据已

有的研究结果［２０，２１］， ＳＢＡ 和 ＬｅｃＡ 均有 ４ 个结合

位点， 与半乳糖的结合常数也在同样的数量级，
因此结合速率的差异主要是 ４ 个结合位点的分布

方式不同． 图 ５ 给出了 ＳＢＡ 和 ＬｅｃＡ 的结构． ＳＢＡ
的结合位点处在四面体的 ４ 个顶点， 而 ＬｅｃＡ 的

结合位点处在长方形的 ４ 个顶点， 位于同一平

面， 更具有刚性． 因此， ＳＢＡ 在结构上具备更加

灵活的结合特性．

Ｆｉｇ．５　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳＢＡ ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ ２，６⁃ｐｅｎｔａｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＰＤＢ ｃｏｄｅ ２ＳＢＡ） （Ａ） ａｎｄ
ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｌｅｃｔｉｎ（ＬｅｃＡ） ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ ＧａｌＡ⁃ＱＲＳ（ＰＤＢ ｃｏｄｅ ４ＬＫＤ）（Ｂ）

只有 ２ 个结合位点的 ＥＣＡ［２２］和 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃１［２３］ 表现出较为缓慢的结合， 这与糖⁃蛋白作用的多价实

质［２４］相符． 与 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃１ 不同的是， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 是一个具有嵌合结构［２５］的凝集素， 其生物学功能备受关

注． 科学家提出了 Ｎ 型［１８］ 和 Ｃ 型［１９］ ２ 种可能的自缔合机理来解释 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 的作用机制． 我们将

Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３加入对照实验， 以探究其交联作用动力学． 随着 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 的加入， Ｌａｃ⁃１００ 体系的粒子逐渐

发生聚集， 其流体动力学半径的增长曲线与具有 ４ 个结合位点及结构相对刚性的 ＬｅｃＡ 接近， 这意味

着随着乳糖与之发生识别作用， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 单体的结构可能发生了变化， 使其更有利于与含糖组装体发

生交联， 并且这种变化存在着一定的限制， 使其不会具备像 ＳＢＡ 那么强的交联能力． 在本文的实验范

围内， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 的诱导组装体聚集的能力优于二聚体 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃１．
进一步将上述实验拓展至表面乳糖密度不同的含糖组装体． 各粒子对植物凝集素的响应速度遵从

如下顺序： ＳＢＡ≫ＬｅｃＡ＞ＥＣＡ， 如图 ６ 所示［图 Ｓ５（见本文支持信息）仅保留了这 ３ 组凝集素的比较， 更

为直观］． 对于 ＳＢＡ 和 ＬｅｃＡ， 含糖组装体表面的乳糖密度越高， 与凝集素作用的速度越快（图 Ｓ６， 见本

文支持信息）． 但对于 Ｇａｌｅｃｔｉｎ ３， 糖密度与其结合能力并非线性关系（图 ７ 和图 Ｓ７， 见本文支持信息）．
从图 ６ 的比较可以看到， 对糖密度较高的 Ｌａｃ⁃７５ 和 Ｌａｃ⁃１００， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 交联含糖粒子的效率与 ＬｅｃＡ 相

当， 但对低密度的 Ｌａｃ⁃２５， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 明显快于 ＬｅｃＡ， 在 Ｌａｃ⁃５０ 这一组测试中， Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 则具有与

ＳＢＡ 相当的交联效率． 这个现象与 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 在与糖结合时会改变其组织形式的假设相符， 密度变化作

为环境变化的一种因素， 对 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 结合行为的影响是巨大的， 适当的密度有利于 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 突破结

构上的限制， 达到更优的交联效果， 这为研究 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 提供了新的线索．
综上所述， 采用非共价键合胶束的组装策略， 制备了表面为乳糖且其密度逐渐变化的球形含糖纳

米粒子， 其流体动力学半径在 ６０～８０ ｎｍ 之间， 通过动态光散射谱跟踪了这些粒子与不同凝集素的作
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Ｆｉｇ．６　 〈Ｒｈ〉 ｏｆ ｇｌｙｃｏ⁃ｍｉｃｅｌｌｅｓ ｗｉｔｈ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｃｔｉｎｓ
（Ａ） Ｌａｃ⁃２５； （Ｂ） Ｌａｃ⁃５０； （Ｃ） Ｌａｃ⁃７５； （Ｄ） Ｌａｃ⁃１００．

Ｆｉｇ．７　 〈Ｒｈ〉 ｏｆ ｇｌｙｃｏ⁃ｍｉｃｅｌｌｅｓ ｗｉｔｈ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｇａｌｅｃｔｉｎ ３

用过程． 结果显示， 凝集素上糖结合位点的个数及

其分布是主导糖⁃蛋白相互作用的 ２ 个关键因素，
在实验所采用的凝集素中， 大豆凝集素由于拥有最

多的结合位点且其分布更具灵活性而拥有最强的结

合能力． 由于３ 种植物凝集素的结构较为明确， 与

糖结合的模式相较之下可预见性更好， 可以用作标

尺来研究其它与半乳糖有特异性识别作用的凝集

素． 本文将人半乳凝素⁃３ 纳入到该模型中进行研

究， 证实了其自缔合的特性， 并且更进一步地发现

糖配体的密度是解释人半乳凝素⁃３ 在与乳糖发生

作用时不可或缺的一个影响因素．

支持信息见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｊｃｕ．ｊｌｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／ ＣＮ ／ １０．７５０３ ／ ｃｊｃｕ２０１８０３６７．
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５６１　 Ｎｏ．１ 　 张　 攀等： 基于动态光散射技术的含乳糖组装体与蛋白质相互作用


