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摘   要：内质网(endoplasmic reticulum, ER)是蛋白质折叠和质量控制的主要场所，其内部驻留的

分子伴侣能够帮助新生多肽链形成正确的三级结构。部分分子伴侣通过特异性识别葡萄糖基化的

N-寡糖结构与糖肽结合，进而促进相应蛋白的折叠。作为 ER 腔内葡萄糖基化反应的糖基供体，体

外获取多萜醇磷酸葡萄糖(dolichol phosphate glucose, Dol-P-Glc)或其类似物对解析 N-寡糖生物合

成途径及糖蛋白质量控制体系具有重要意义，一直受到科学家们的关注。本研究以化学合成的一

系列多萜醇(dolichol)类似物作为底物，对大肠杆菌表达的阴道毛滴虫(Trichomonas vaginalis)来源

的多萜醇磷酸 β-葡萄糖基转移酶 E (dolichyl-phosphate β-glucosyltransferase E, Alg5E)进行了研究。

结果表明该重组蛋白在体外具有较强的催化活性，可以识别不同链长的脂肪醇，底物中脂肪醇碳

链越长其酶促反应进程越快，且对脂肪醇中异戊二烯的支链甲基表现出偏好性。研究还确认了重

要的天冬氨酸-任意氨基酸-天冬氨酸(aspartate-any residue-aspartate, DXD)基序与二价金属离子的

结合是该酶发挥催化功能的关键。上述工作为多萜醇寡糖(dolichol-linked oligosaccharide, DLO)合
成途径中葡萄糖基转移酶 Alg6、Alg8 和 Alg10 的研究打下了基础。 
关键词：葡萄糖基转移酶；N-糖基化；多萜醇；底物特异性 
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Analysis of enzyme activity and substrate specificity of 
dolichyl-phosphate β-glucosyltransferase 
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School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: Protein folding and quality control processes primarily occur in the endoplasmic 
reticulum (ER). ER-resident molecular chaperones play a crucial role in guiding nascent 
polypeptides towards their correct tertiary structures. Some of these chaperones specifically 
recognize glucosylated N-glycan moieties on peptide. It is of great significance to study the 
N-glycan biosynthetic pathway and glycoprotein quality control system by analyzing the sugar 
donor of ER luminal glucosyltransferases, known as dolichol phosphate glucose (Dol-P-Glc), or 
its analogues in vitro. In this study, we investigated a range of dolichol analogues to synthesize 
lipid phosphate glucose, which served as substrates for dolichyl-phosphate β-glucosyltransferase E 
(Alg5E) derived from Trichomonas vaginalis. The results demonstrated that the recombinant 
Alg5E, expressed in Escherichia coli, exhibited strong catalytic activity and the ability to 
recognize lipid phosphate glucose with varying chain lengths. Interestingly, the enzyme’s 
catalytic reaction was found to be faster with longer carbon chains in the substrate. Additionally, 
Alg5E showed a preference for branched chain methyl groups in the lipid structure. Furthermore, 
our study confirmed the importance of divalent metal ions in the binding of the crucial DXD 
motif, which is essential for the enzyme’s catalytic function. These findings lay the groundwork 
for future research on glucosyltransferases Alg6, Alg8, and Alg10 in the synthesis pathway of 
dolichol-linked oligosaccharide (DLO). 
Keywords: glucosyltransferase; N-linked glycosylation; dolichol; substrate specificity 

 
 

糖基化是蛋白质翻译后修饰的主要形式之

一[1]，影响着蛋白质的理化性质和生物功能[2]。

真核细胞的 N-糖基化起始于内质网(endoplasmic 
reticulum, ER) 中 多 萜 醇 寡 糖 (dolichol-linked 
oligosaccharide, DLO)前体的合成[3-5]。DLO 合

成首先发生在 ER 胞质侧，在糖基转移酶的作

用下添加 5 个甘露糖(mannose, Man)生成中间

体 Man5Gn2-PP-Dol[6]，翻转进入 ER 腔内后继

续添加 4 个 Man 生成 Man9Gn2-PP-Dol，随后

以多萜醇磷酸葡萄糖(dolichol phosphate glucose, 
Dol-P-Glc)为供体，由 Alg6、Alg8 和 Alg10 这 3 个

葡萄糖基转移酶催化生成Glc3Man9Gn2-PP-Dol[7-9]。

糖链在寡糖基转移酶的催化下转移到新生多肽

链特定序列的 Asn 残基上形成糖肽[10]。ER 中

分子伴侣钙连蛋白(calnexin, CNX)和钙网蛋白

(calreticulin, CRT)参与的蛋白质质量控制会与

新生多肽链结合 [11]，促使糖蛋白的折叠。

Hammond 等[12]发现 N-糖链的葡萄糖基化具有

重要的生物学意义，只有非还原端被 1 个葡萄

糖修饰的 N-糖链可以被 CRT/CNX 识别而进入

质量控制系统，引导新生糖肽的正确折叠。多

萜醇磷酸 β-葡萄糖基转移酶(dolichyl-phosphate 
β-glucosyltransferase, Alg5)是单次跨膜的 GT-2
家族膜蛋白，驻留于内质网胞质一侧，在 DLO
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前体的生物合成途径中催化葡萄糖 (glucose, 
Glc) 残 基 从 尿 苷 二 磷 酸 葡 萄 糖 (uridine 
diphosphate glucose, UDP-Glc)向多萜醇磷酸

(dolichol phosphate, Dol-P) 的 转 移 ， 生 成

Dol-P-Glc (图 1)。Dol-P-Glc 作为糖基供体直接

参与 N-糖链的葡萄糖基化，因此 Dol-P-Glc 的

获取和 Alg5 蛋白的研究对于理解蛋白质 N-糖
基化修饰至关重要。 

Dol-P-Glc 生物合成的研究可以追溯到  
20 世纪 70 年代，Behrens 等[13]发现大鼠肝微

粒体膜成分中存在某种酶可以催化葡萄糖残

基向脂质转移，紧接着科学家们从多种组织

和细胞中提取 ER 膜成分催化 Dol-P-Glc 的合

成 [14-17]。1994 年，研究人员首次在酿酒酵母中

鉴定出编码多萜醇磷酸 β-葡萄糖基转移酶的基

因 alg5[18]，随后 Grabińska 等[19]成功异源表达

了阴道毛滴虫 (Trichomonas vaginalis)来源的

Alg5E，但该重组蛋白 N 端存在跨膜域，表达

量低、纯化困难，而底物多萜醇(dolichol)需要

从猪的肝脏中提取，结构复杂、水溶性差，这

都限制了 Dol-P-Glc 的制备及相关研究。因此，

开发 Dol-P-Glc 的替代物及高效制备方法是进

一步研究 DLO 合成途径的关键。近期，Bloch

等[20]用化学方法合成了含有短链(25 个碳原子)
脂肪醇的 Dol-P-Glc 类似物 Dol25-P-Glc，并证

明其可以作为葡萄糖基转移酶 Alg6 的糖基供

体催化生成 Glc1Man9Gn2-PP-Dol，但化学合

成方法烦琐复杂，涉及保护基团的选择和立体

化学的控制，导致生产效率不高。本实验室用

含 20 个碳原子的脂肪醇植烷醇(phytanol)作为

dolichol 的替代物，体外重构了 DLO 途径中生

成 Man9Gn2-PP-Dol 的 过 程 [21] ， 因 而 推 测

phytanol 也可以替代 dolichol 用于制备葡萄糖

基化反应的糖基供体。本研究用包括 phytanol
在内的结构简单的脂肪醇代替 dolichol，合成

可以作为葡萄糖基转移酶供体的 Dol-P-Glc 类

似物。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌质粒扩增菌株 DH5α、表达菌株

Rosetta(DE3)为实验室保存；原核表达质粒

pET30a，购于北京索莱宝科技有限公司；引物

合成、基因合成及基因测序，由天霖生物科技

有限公司完成。 
 

 
 
图 1  Alg5 催化 Dol-P-Glc 的生成及 Alg6 催化的葡萄糖基化反应 
Figure 1  The formation of Dol-P-Glc is catalyzed by Alg5, and the glucosylation reaction is catalyzed by Alg6. 
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1.1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母提取物 5，

氯化钠 10，琼脂粉 20 (固体培养基)；TB 培养

基(g/L)：蛋白胨 12，酵母提取物 24，磷酸二氢

钾 2.2，磷酸氢二钾 9.4。121 °C 灭菌 15 min，
根据实验需要添加终浓度为 50 μg/mL的卡那霉

素(kanamycin, Kan)。 
1.1.3  主要试剂 

生物试剂：PrimerSTAR GXL 高保真 PCR
酶、 BluePlusII Protein Marker 、 1 kb DNA 
Ladder、限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Not Ⅰ，购自宝

生物工程(大连)有限公司；One Step Cloning Kit
同源重组酶，购自南京诺维赞生物科技股份有

限公司；Gel-green Plus 核酸染料、SDS-PAGE
蛋白凝胶制备试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒和免疫印迹检测抗体 Anti-His Mouse mAb 和

Goat Anti-Mouse IgG HRP，购自上海碧云天生

物技术有限公司；异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG)、
DNA 胶回收试剂盒和 DNA 小量抽提试剂盒，

购自生工生物工程(上海)股份有限公司；核苷酸

单糖 UDP-Glc，购自武汉糖智药业有限公司。 
1- 十 二 烷 醇 (dodecanol, Dod) 、 法 尼 醇

(farnesanol, Far)、1-十六烷醇(hexadecanol, Hex)、
茄尼醇(solanesol, Sol)、二甲胺和磷酸二氢四叔

丁基，购自 Adamas 公司[22-23]；植醇(phytol)、三

氯乙腈和(S)-binap-RuCl2 (p-cymene)，购自 TCI
公司；TLC 硅胶板，购自 Merck 公司；阳离子

交换树脂(AG 50W-X8)，购自 Bio-Rad 公司。 
其他常用试剂购自中国国药集团。 

1.2  方法 
1.2.1  重组质粒 pET30a-alg5eΔTM 和点突变

质粒的构建 
从 Uniprot中找到 T. vaginalis来源的 Alg5E

蛋白序列，用 NCBI 的 TBLASTN 工具检索得到

Alg5E核苷酸序列，全长 978 bp。用DeepTMHMM 
(https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM)进行蛋白

质跨膜结构域分析，截断跨膜域后从 79 bp 开

始基因合成，并在 5′端和 3′端分别引入 CCATG 
GCTGATATCGGATCC和 GCGGCCGCACTCG 
AGCACCA 各 20 bp 的同源臂。将 pET30a 空载

质粒用 BamH Ⅰ和 Not Ⅰ双酶切，产物经胶回收后

以 20 ng 基因片段，5 ng 空载片段，1 μL One 
Step Cloning Kit 重组酶，加水补足 5 μL 体系，

50 ℃反应 10 min。转化大肠杆菌 DH5α 感受态

后从平板挑取单克隆进行菌落 PCR 验证，筛选

出阳性单克隆后进行测序确认。在原质粒的基

础上用重叠延伸 PCR 技术进行基因的定点突

变，筛选出单克隆进行测序确认。 
1.2.2  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的表达和纯化 

将重组质粒 pET30a-alg5eΔTM 转入大肠杆

菌 Rosetta(DE3)感受态细胞，预培养 40 min 后

涂布于 LB (Kan+)固体平板上，37 ℃、220 r/min
摇床培养 12 h，挑取单菌落接种于 5 mL LB 
(Kan+)液体培养基中，37 ℃、220 r/min 摇床过

夜培养后，按 1%的接种量接入 200 mL TB 
(Kan+)液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 3 h
至 OD600约 0.8 后转入 16 ℃摇床继续培养 1 h，加

入终浓度为 100 μmol/L 的 IPTG，16 ℃、220 r/min
诱导 18 h 后于 4 ℃、8 000 r/min 离心 3 min 收集

菌体。 
菌体重悬于 15 mL 预冷 Buffer Ⅰ (25 mmol/L 

Tris-HCl，150 mmol/L NaCl，体积分数 5%的甘

油，体积分数 0.3%的 Triton X-100，pH 8.0)，
冰浴超声波破碎 15 min，收集 9 000 r/min 离心

30 min 的上清，上样于 HisTrap HP 1 mL 镍亲

和层析柱，先用 Buffer Ⅰ平衡 5 mL，再分别用

含 50、120、250 mmol/L 咪唑的 Buffer Ⅰ梯度洗

脱，取样品经 SDS-PAGE 凝胶电泳考染检测目

的蛋白后，用超滤管进行除盐和浓缩。 
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1.2.3  蛋白质 SDS-PAGE 考染和免疫印迹 
装配电泳装置，放置凝胶，取适量蛋白质样

品加入 Loading Buffer 混匀，95 ℃加热 5 min 上

样，90 V 恒压电泳 20 min，160 V 恒压电泳 50 min
后结束，考马斯亮蓝染液室温染色 1 h 后通过热

水浴脱色检测。蛋白质印迹实验步骤：取电泳完

成的 SDS-PAGE 凝胶转 PVDF 膜，5%脱脂牛奶

室温封闭 1 h，一抗 Anti-His Mouse mAb 稀释    
5 000 倍室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，二抗 Goat 
Anti-Mouse IgG HRP 稀释 8 000 倍室温孵育 1 h，
TBST 洗尽后用 ECL 显色剂显色，放入凝胶成像

仪曝光查看结果。 
1.2.4  Alg5E 天然底物类似物的合成 

不饱和脂肪醇 farnesanol 和 phytol 的还原、

solanesol 的不对称加氢以及饱和脂肪醇的磷酸

化根据本实验室现有的实验路线完成。其中

farnesanol 和 phytol 的还原方法为[24-25]：氢气环

境下，取 farnesanol 或 phytol 原料(400 mg)与
5%碳负载铂(20 mg)溶于 5 mL 无水乙醇中，室

温 搅 拌 反 应 过 夜 ， 薄 层 色 谱 法 (thin-layer 
chromatography, TLC)监测反应进程。反应结束

后过滤去除催化剂，旋蒸去除溶剂后通过柱色谱

法纯化，洗脱剂为 V(甲醇):V(二氯甲烷)=20:1，
得到透明油状物 S-法尼醇(S-farnesanol, S-Far)
和 phytanol；solanesol 不对称加氢方法为：氮

气环境下，solanesol (50 mg, 80 μmol)原料溶于

0.8 mL 无水异丙醇中，依次加入(S)-binap-RuCl2 
(p-cymene) (4 mg, 2.38 μmol)和 KOH (14 mg, 
159 μmol)，83 ℃反应 4 h，旋蒸去除溶剂后通

过柱色谱法纯化，洗脱剂为 V(甲醇):V(二氯甲

烷)=20:1，得到淡黄色油状物 S-茄尼醇(S-solanesol, 
S-Sol)。脂肪醇磷酸化的方法为：在氩气环境下，

取 dodecanol、S-farnesanol、hexadecanol、phytanol
或 S-solanesol 原料(0.5 mmol)与磷酸二氢四叔丁

基(0.33 g, 1 mmol)溶于 5 mL 无水二氯甲烷溶液

中，快速加入 0.3 mL 三氯乙腈，室温搅拌 20 min
后旋蒸去除溶剂。复溶于 3 mL 四氢呋喃中，加

入 200 μL的25%氨水继续反应45 min，加入5 mL
甲醇:甲苯(体积比为 1:1)混合溶液搅拌 20 min
终止反应。旋蒸去除溶剂后通过柱色谱法纯化，

洗 脱 剂 为 V( 甲 醇 ):V( 二 氯 甲 烷 ):V(1% 氨

水)=80:10:1，得到粗产物，再用离子交换色谱

(AG 50W-X8)纯化后分别得到 1-十二烷醇磷酸

(dodecanol phosphate, Dod-P)、S-法尼醇磷酸

(S-farnesanol phosphate, S-Far-P)、1-十六烷醇磷

酸(hexadecanol phosphate, Hex-P)、植烷醇磷酸

(phytanol phosphate, Phy-P) 、 S- 茄 尼 醇 磷 酸

(S-solanesol phosphate, S-Sol-P)。 
1.2.5  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的活性检测和底

物特异性检测 
标准的酶反应条件如下(50 μL体系)：50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.4)，10 mmol/L MgCl2，体积分数

为 1%的 NP-40，1.6 mmol/L Phy-P，8 mmol/L 
UDP-Glc 和 1 mg/mL Alg5E-ΔTM 蛋白，30 ℃孵

育 30 min 后，95 ℃高温加热 10 min 灭活蛋白进

行检测。活性检测采用的方法为 TLC 和电喷雾

质谱法(electrospray ionization mass spectrometry, 
ESI-MS)。具体方法如下：TLC 检测时用 0.3 mm
毛细管取少量反应体系点于硅胶板上，吹干后浸

入展开剂(氯仿:甲醇:水=11:5:1，体积比)，溶剂前

沿到全板长 4/5 处取出，浸于乙醇:硫酸(体积比为

19:1)溶液中，高温加热显色；ESI-MS 检测方法：

取 1 μL反应体系，加入 49 μL水中制成混合溶液，

以甲醇为流动相进样分析。酶的底物特异性实验

中，在标准酶反应体系的基础上，用 5 种不同碳

链长度的脂肪醇磷酸化后作为底物进行平行实

验，TLC监测 10 min和30 min反应进程，用Tanon 
Image 软件量化 TLC 结果中的反应转化率，以

Phy-P 转化率为单位 1，其他底物转化率除以

Phy-P 转化率得到相对转化率绘制柱状图。 
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2  结果与分析 
2.1  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的可溶性表达

与纯化 
利用在线软件 DeepTMHMM 对阴道毛滴

虫来源的 Alg5E 蛋白进行跨膜结构域预测，结

果显示 Alg5E 含有 1 个跨膜域(6−26 位氨基酸)。
本实验截断alg5e基因前 78 bp编码1−26位氨基酸

的序列，构建重组质粒 pET30a-alg5eΔTM (图 2A)。
将合成的目的基因 alg5eΔTM (940 bp)与空载

pET30a 连接，转化后进行菌落 PCR 验证，挑

取阳性菌落扩培并抽提质粒进行测序，测序结

果与 GenBank 中 alg5e 基因 79−978 bp 编码区

核苷酸序列一致，说明重组质粒构建成功。 
将重组质粒 pET30a-alg5eΔTM 转入大肠杆

菌 Rosetta (DE3)，IPTG 低温诱导 18 h 后，收

集的菌体超声波破碎，离心后上清液用镍亲和

层析柱纯化，用含不同浓度咪唑的 Buffer Ⅰ梯度 

洗脱后将含 250 mmol/L 咪唑 Buffer Ⅰ的洗脱液

浓缩，脱盐后得到质量浓度 20 mg/mL 的重组蛋

白。纯化后的蛋白样品经 SDS-PAGE 凝胶电泳

后染色验证，发现接近 40 kDa 处出现 1 条明显

的蛋白条带，与重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的理论大

小 38 kDa 一致(图 2B)，蛋白质免疫印迹实验检

测也发现，相比于诱导前，纯化后的蛋白在约

38 kDa 处有清晰的特异性条带(图 2C)。这表明

重组蛋白 Alg5E-ΔTM 成功地在大肠杆菌中可

溶性表达并进行了纯化。 

2.2  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的活性分析 
用含 20 个碳原子的脂肪醇 phytanol 代替

dolichol，磷酸化后作为重组蛋白 Alg5E-ΔTM

的底物进行了催化实验(图 3A)。从图中可以看

出，相比于条带 1 中比移值(retention factor 

value, Rf)为 0.45 的底物点 Phy-P，催化体系(条

带 3)出现了 1 个 Rf 值为 0.40 产物点，理论产物 
 

 
 

图 2  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的表达和纯化   A：重组质粒 pET30a-alg5eΔTM 示意图. B：Alg5E 纯化

结果图. M 为 Blue Plus Ⅱ Marker；条带 1 为纯化后的 Alg5E-ΔTM. C：Alg5E 诱导表达 Western blotting
结果图，anti-His. 条带 1 为诱导前蛋白；条带 2 为纯化后的 Alg5E-ΔTM 
Figure 2  Expression and purification of Alg5E-ΔTM protein. A: Schematic diagram of recombinant 
plasmid pET30a-alg5eΔTM. B: Alg5E purification results. M represents Blue Plus Ⅱ Marker; Lane 1 
represents purified Alg5E-ΔTM. C: Western blotting result of Alg5E expression and anti-His. Lane 1 
represents pre-induction protein; Lane 2 represents purified Alg5E-ΔTM. 



 
 

栗瑞杰 等 | 多萜醇磷酸 β-葡萄糖基转移酶的活性和底物特异性分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1839 

 
 
图 3  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 活性检测   A：Alg5E 反应 TLC 结果图. 条带 1 为底物 Phy-P；条带 2 为 1
和 3 的混点；条带 3 为产物 Phy-P-Glc. B：Alg5E 反应 ESI-MS 结果图 
Figure 3  Alg5E-ΔTM activity detection. A: TLC result of Alg5E reaction. Lane 1 represents the substrate 
Phy-P; Lane 2 represents the mixing point of 1 and 3; Lane 3 represents the product Phy-P-Glc. B: ESI-MS 
result of Alg5E reaction. 
 
Phy-P-Glc 对比 Phy-P 引入了 1 个亲水性的基团

Glc，极性变大并导致展开时迁移率下降，Rf
值减小，这与 TLC 结果相符。目标产物的生成

通过质谱进一步确定，Phy-P-Glc 分子量为

540.5、ESI-MS阴离子模式下质荷比 m/z为 539.5
的 1 组峰对应了目标产物[Phy-P-Glc–H]–形式的

加合离子峰，另外 2 组峰分别对应了供体底物

UDP-Glc [UDP-Glc−2Na+H]− 和 [UDP-Glc−Na]−   
2 种形式的加合离子峰(图 3B)。催化体系的 TLC
结果和 ESI-MS 结果均未看到底物 Phy-P，说明

重组蛋白 Alg5E-ΔTM 能完全催化 Phy-P 生成

Phy-P-Glc，反应转化率 100%，体外催化效率高。 

2.3  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 金属离子依赖性

研究 
天冬氨酸-任意氨基酸-天冬氨酸(aspartate-any 

residue-aspartate, DXD)基序是包含 2 个天冬氨

酸特征的短序列，往往作为酶的活性中心，与

金属离子相互作用发挥催化功能。目前大量的

研究表明糖基转移酶(glycosyltransferase, GT) 

A 折叠(GT-A)结构域含有保守的 DXD 基序。通

过 CAZy 数据库的检索得知，Alg5 蛋白属于糖

基转移酶家族 2 (glycosyltransferase family 2, 
GT2)，采用 GT-A 方式折叠，理论上酶的催化功

能需要金属离子与 DXD 基序相互作用激活[26]。

对比不同来源的 Alg5 蛋白氨基酸序列发现，

Alg5E 的 169−171 位氨基酸存在 1 个保守性

DXD 基序(图 4A)。将 Mg2+与蛋白质 Alg5E-ΔTM
进行配位预测，结果显示该 DXD 基序是 1 个潜

在的金属离子结合位点，D169 和 D171 倾向于

与 Mg2+形成配位键(图 4B)。因此设计了重组蛋

白 Alg5E-ΔTM 的 2 个突变体 D169A 和 D171A，

成功地原核表达并纯化后(图 4C)分别测试了活性。

从 TLC 结果(图 4D)可以看到，相比于条带 1 野生

型(wild type, WT)，2 个突变体(条带 2 和条带 3)反
应体系没有产物 Phy-P-Glc 生成，表明 DXD 基

序中任何 1 个天冬氨酸残基对于酶活都是必不

可少的。此外，加入 EDTA 的反应体系也没有

检测到产物的生成，证明 DXD 基序与二价金 
 

 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1840 

 
 
图 4  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 金属离子依赖性分析   A：不同物种 Alg5 蛋白同源性分析. T. v 代表阴道

毛滴虫来源；S. c 代表酿酒酵母来源；D. m 代表果蝇来源；M. m 代表小鼠来源；H. s 代表人源. B：Mg2+

与 Alg5 的 DXD 基序络合预测示意图. C：Alg5E-ΔTM 突变体纯化结果. 条带 1 为 D169A；条带 2 为

D171A. D：Alg5E 酶促反应 TLC 结果图. 条带 1 为 WT；条带 2 为 D169A；条带 3 为 D171A；条带 4
为反应体系中加入 10 mmol/L 的 EDTA 
Figure 4  Recombinant protein Alg5E-ΔTM metal ion dependence. A: Alignment of Alg5 proteins from 
different species. T. v represents T. vaginalis; S. c represents Saccharomyces cerevisiae; D. m represents 
Drosophila melanogaster; M. m represents Mus musculus; H. s represents Homo sapiens. B: Schematic 
diagram of the predicted Alg5 DXD motif complexation with Mg2+. C: Purification results of Alg5E-ΔTM 
mutants. Lane 1 represents D169A; Lane 2 represents D171A. D: TLC results of Alg5E reaction. Lane 1 
represents WT; Lane 2 represents D169A; Lane 3 represents D171A; Lane 4 is the reaction system in the 
presence of 10 mmol/L EDTA. 
 
属离子的结合对于重组蛋白 Alg5E-ΔTM 的活性

至关重要，进一步说明了 DXD 基序中的天冬氨酸

作为催化基团在酶催化反应中发挥的关键作用。 

2.4  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 底物特异性研究 
Alg5E 天然底物中的 dolichol 有 16 个异戊

二烯单元，水溶性差且难以制备。本研究用含

4 个异戊二烯单元的脂肪醇 phytanol 作为

dolichol 的替代物，磷酸化得到 Phy-P 作为重组

蛋白 Alg5E-ΔTM 的底物制备了 Phy-P-Glc。为

了研究受体底物脂肪醇碳链长度对酶促反应的

影响，制备了不同碳链长度的脂肪醇，包括含

12 个碳原子的 dodecanol、含 15 个碳原子的

S-farnesanol、含 16 个碳原子的 hexadecanol、
含 20 个碳原子 phytanol 和含 45 个碳原子

S-solanesol (图 5A)。将脂肪醇磷酸化后分别进

行了催化实验。 
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图 5  重组蛋白 Alg5E-ΔTM 底物特异性分析   A：不同碳链长度的脂肪醇结构图. B：反应 30 min 结

果图. C：反应 10 min 结果图. 数字 1、3、5、7 和 9 分别对应底物 Dod-P、S-Far-P、Hex-P、Phy-P 和 S-Sol-P；
数字 2、4、6、8 和 10 为各自底物参与的催化体系；符号“+”代表混点. D：不同底物反应 10 min 各相对

转化率，以 Phy-P 的转化率 54%为单位 1，其他底物的转化率除以 54%计算相对转化率作图 
Figure 5  Substrate specificity analysis of Alg5E-ΔTM. A: Lipid substrates with different chain length. B: 
30 min reaction results. C: 10 min reaction results. Numbers 1, 3, 5, 7, and 9 correspond to the substrates 
Dod-P, S-Far-P, Hex-P, Phy-P, and S-Sol-P, respectively; Numbers 2, 4, 6, 8, and 10 are the catalytic systems 
of the respective substrates; The symbols “+” represent the mixing points. D: The relative conversion rates of 
different substrates for 10 min reaction, the conversion rate of Phy-P is 54% as unit 1, and the conversion 
rates of other substrates are divided by 54% to calculate the relative conversion rates for the graphs. 
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从图 5B 可以看到，反应 30 min 的体系中，

条带 2、4、6、8 和 10 (分别对应 Dod-P、S-Far-P、
Hex-P、Phy-P 和 S-Sol-P 催化反应)均出现了与

底物不同的新斑点，表明 5 种底物都完全转化

成 产 物 脂 肪 醇 磷 酸 葡 萄 糖 ， 一 方 面 证 明

Alg5E-ΔTM 催化效率高，在温和条件下短时间

内就能以 100%的转化率生成目标产物；另一方

面也说明该重组蛋白的底物特异性差，可以识

别从含 80 个碳的天然底物 dolichol 到含 12 个

碳的类似物 dodecanol，这给予了体外酶法合成

脂肪醇磷酸葡萄糖更多的底物选择性。 
从反应 10 min 的体系中可以看到，条带 2、

4、6、8 和 10 均同时存在底物和产物斑点，表

明此时各体系的脂肪醇底物都没有完全反应

(图 5C)。转化率量化后的结果如图 5D 所示，

Dod-P 相对转化率最低，为 65.5%，S-Sol-P 相

对转化率最高，为 127.4%。相对转化率与脂肪

醇底物的链长整体呈正相关，说明在天然底物

链长范围内，Alg5E-ΔTM 酶促反应速率随着脂

肪醇底物碳链的延长而变快。但 S-Far-P 底物

89%的相对转化率高于碳链更长的 Hex-P 底物

(78.1%)，对比 S-Far-P 和 Hex-P 的结构发现，

S-Far-P 的脂肪链含 15 个碳原子，略少于 Hex-P
中的 16 个碳原子，但 S-Far-P 异戊二烯单元多

1 个支链甲基，支链结构更复杂，这表明了

Alg5E-ΔTM对脂肪醇底物中异戊二烯的支链甲

基的偏好性。推测可能是由于结构复杂的脂肪

醇更容易与蛋白质底物结合口袋的某些氨基酸

相互作用，得到更高的催化效率，这为后续进

行葡萄糖基转移酶 Alg6、Alg8 和 Alg10 的研究

打下了基础。 

3  讨论与结论 
蛋白质 N-糖基化过程中葡萄糖基转移酶的

供体为 Dol-P-Glc，由 Alg5 催化 Dol-P 与

UDP-Glc 生成[8-9]。在早期的研究中，Grabińska
等[19]发现 T. vaginalis 有 5 个 Alg5 的同源蛋白

(Alg5A、Alg5B、Alg5C、Alg5D 和 Alg5E)，其

膜成分可以体外催化 Dol-P-Glc 的生成，且活性

约为酿酒酵母膜的 300 倍。在酿酒酵母细胞中

表达这 5 个同源蛋白进行活性测定，发现 5 个

重组蛋白都表现出很高的催化活性，其中 Alg5E
的表达水平更高。随后在大肠杆菌细胞中表达

了 Alg5E，从猪肝中提取天然 dolichol 作为底

物，鉴定了体外催化活性。该研究用含 Alg5E
蛋白的微粒体膜成分进行催化实验时，加入

EDTA 螯合金属离子后仍检测到产物的生成，

得出了酶促反应不依赖于二价金属离子的结

论。本文对纯化的 Alg5E-ΔTM 蛋白进行了金属

离子依赖性研究，实验测得重组蛋白 DXD 基序

中天冬氨酸突变会导致酶活完全丧失，表明酶

促反应需要二价金属离子的参与。对于实验结

论的差异，推测可能是由于微粒体膜成分比较

复杂，Grabińska 等[19]的实验中加入 EDTA 后没

有将全部的金属离子螯合，还存在膜包埋的金

属离子可以与蛋白发生相互作用，激活了酶的

催化功能。 
此外，由于天然底物 dolichol 提取的工艺

繁琐、效率较低，难以被用作最适底物进行广

泛应用，限制了葡萄糖基供体 Dol-P-Glc 的制备

和 DLO 生物合成途径的相关研究。近期，Bloch
等[20]证明了含短链脂肪醇的天然 Dol-P-Glc 类

似物可以作为供体参与高甘露糖型 N-寡糖的葡

萄糖基化反应。本文对 Alg5E- ΔTM 底物特异

性的研究，证明了该重组蛋白可以识别含 45 个

碳的底物 S-Sol-P 以及短至含 12 个碳的底物

Dod-P，30 min 就能以 100%的转化率催化

UDP-Glc 中葡萄糖残基向不同链长脂肪醇磷酸

底物的转移，合成可以作为葡萄糖基转移酶供

体的 Dol-P-Glc 类似物，为体外重构完整的 DLO
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合成途径提供了条件。此外，Alg5E-ΔTM 对脂

肪醇底物中异戊二烯支链甲基偏好性的发现也

为进一步探究 Alg5E 蛋白结构与功能之间的关

系提供了更深层次的理解。 
综上所述，本研究利用大肠杆菌表达的

Alg5E-ΔTM 蛋白，以天然 dolichol 的类似物

phytanol 作为底物，成功合成了结构简单、水

溶性好的 Phy-P-Glc。研究发现 Alg5E-ΔTM 可

以识别含 45 个碳的天然底物 dolichol 类似物，

以及短至含 12 个碳的类似物，酶促反应速率随

着脂肪醇碳链的延长而变快，并且对脂肪醇中

异戊二烯的支链甲基表现出偏好性。此外，研

究确认了 Alg5E-ΔTM 中与二价金属离子结合

的 DXD 基序在酶发挥催化功能中起到的关键

作用。研究中合成的 Phy-P-Glc 等 Dol-P-Glc 类

似物可以作为糖基供体参与 N-寡糖的组装，为

DLO 合成途径中葡萄糖转移酶 Alg6、Alg8 和

Alg10 的研究奠定基础。 
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