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Galectin-3抑制剂体外筛选方法的建立及评价
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摘要: 半乳糖凝集素-3 (galectin-3, Gal-3) 属于 β半乳糖苷酶结合凝集素家族, 具有特异性结合半乳糖的特性。

通过 C 端糖蛋白结合区 (carbohydrate recognition domain, CRD), Gal-3 可结合糖基化胰岛素受体 (insulin receptor, 

IR) 的半乳糖苷链, 从而抑制 IR信号通路, 导致胰岛素抵抗, 被视为治疗胰岛素抵抗和2型糖尿病的潜在药物作用靶

点。本研究根据Gal-3结合糖基化蛋白半乳糖苷链的特性, 设计了一种简便的Gal-3抑制剂筛选模型。在大肠杆菌

表达Gal-3蛋白, 经纯化后, 用异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate, FITC) 修饰, 获得Gal-3-FITC。Gal-3-FITC

自发绿色荧光, 与表面表达有大量糖蛋白的人胰腺癌细胞 (PANC-1) 孵育后, PANC-1细胞带有荧光信号。若待测

化合物有Gal-3抑制活性, 则该化合物可降低Gal-3-FITC与细胞的结合, 从而降低 PANC-1细胞荧光信号。通过荧

光信号变化可评价Gal-3抑制剂的抑制强度。进一步研究表明, 该筛选模型简易稳定, 具有良好重复性, Z'因子在

0.7和 0.85之间。本研究采用FITC标记Gal-3的方式在PANC-1细胞上用荧光强度反映Gal-3和糖蛋白的结合水平, 

构建了Gal-3抑制剂的高通量筛选模型。
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Abstract: Galectin-3 (Gal-3) belongs to the galectin family and is specific in binding β-galactoside. Through 

its C-terminal domain, Gal-3 binds to the galactoside group of the glycosylated insulin receptor (IR) and inhibits 

IR signaling pathway, which leads to the insulin resistance. Thus, Gal-3 is a potential therapeutic target for the 

treatment of insulin resistance and type 2 diabetes. Here we report a simple Gal-3 screening model based on the 

property that Gal-3 binds to the galactoside. We expressed and purified human Gal-3 in Escherichia coli (E.coli), 

and labeled it with fluorescein isothiocyanate (FITC) in vitro. After incubating FITC labeled Gal-3 (Gal-3-FITC) 

with PANC-1 cells, which express glycosylated membrane protein, PANC-1 cells started to show green fluorescent 

signal due to the Gal-3-FITC binding to the glycosylated membrane protein. Gal-3 inhibitor disrupts the binding of 

Gal-3-FITC and PANC1 cells, subsequently leads to the decrease of the fluorescent signal in PANC-1 cells. We can 
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evaluate the inhibitory efficiency of Gal-3 inhibitors through measurement of the fluorescent signal. Further studies 

show this model is simple, stable, and repeatable with a Z' factor between 0.7 and 0.85. In sum, we have successfully 

established an in vitro high-throughput screening model for Gal-3 inhibitors.

Key words: galectin-3; glycosylation; screening; chronic inflammation; fluorescein isothiocyanate

肥胖导致的胰岛素抵抗是代谢综合征最重要的病

理症状[1]。胰岛素抵抗使胰岛素靶器官对胰岛素的敏

感性下降, 胰岛素无法维持糖脂代谢平衡[2], 从而导致

糖尿病、高血脂等代谢性疾病的发生。目前认为, 慢性

炎症是连接肥胖和胰岛素抵抗的重要因素。肥胖状态

下, 胰岛素靶器官如脂肪组织中巨噬细胞浸润远高于

正常情况[3], 这些巨噬细胞在脂肪酸、活性氧 (reactive 

oxygen species, ROS) 等刺激下分泌MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein-1)、IL (interleukin)-1β和 IL6 等

细胞因子引起局部慢性炎症[4]。慢性炎症导致胰岛素

抵抗的发生[5]。Li等[6]发现巨噬细胞分泌的半乳糖凝

集素-3 (galectin-3, Gal-3) 是导致胰岛素抵抗的关键分

子, 可直接结合胰岛素受体 (insulin receptor, IR) 并改

变 IR的信号通路。

Gal-3 属于凝集素家族 , 拥有 C 端糖蛋白结合区 

(carbohydrate recognition domain, CRD), 可特异性结合

含有半乳糖苷的糖链[7]。糖基化的 IR与Gal-3结合后, 

磷酸化受到抑制 , 导致 IR 下游的 Akt (protein kinase 

B) 磷酸化水平降低, 细胞利用葡萄糖的能力下降。在

高脂饮食喂养诱发的胰岛素抵抗肥胖小鼠中, Gal-3的

表达水平显著提高, 敲除Gal-3可改善小鼠的糖代谢及

胰岛素抵抗。这说明Gal-3除了提供炎症环境募集巨

噬细胞外[8], 还可直接通过与 IR的结合促进胰岛素抵

抗, 是一个潜在的治疗胰岛素抵抗新靶点。抑制Gal-3

和 IR的结合可直接改善胰岛素抵抗, 并有望改善小鼠

体内的炎症环境[9]。

Kakehi等[10]建立了一种Gal-3筛选模型, 根据其结

合半乳糖苷的特性, 设计了共价结合异硫氰酸荧光素 

(fluorescein isothiocyanate, FITC) 的糖链分子探针[11]。

小分子的FITC糖链探针不具有各向异性。当Gal-3和

糖链探针结合时, Gal-3-探针复合物的分子质量远大

于 FITC糖链探针, 在溶液中的自旋速度变慢, 从而具

有了各向异性 , 在荧光偏振实验中表现较高的 mP 

(millipolarization units) 值。若化合物阻断 Gal-3 与荧

光糖链探针的结合, 则糖链分子的各向异性降低, 荧光

偏振实验中的 mP值也会下降, 根据荧光偏振的变化

即可筛选 Gal-3 抑制剂。但此方法有一定局限性, 如

FITC糖链探针的合成较难、荧光偏振检测需具有偏振

光路的酶标仪, 限制了这一筛选方法的广泛使用。

本研究建立了一种新的Gal-3抑制剂筛选方法, 纯

化表达了 Gal-3蛋白并标记 FITC, 获得了带有绿色荧

光的Gal-3 (Gal-3-FITC)。Gal-3-FITC与细胞表面糖蛋

白结合, 采用酶标仪即可检测到细胞绿色荧光信号的

升高。细胞经待测化合物处理后, 若细胞绿色荧光信

号下降, 则表明该化合物可能为Gal-3抑制剂。

材料与方法

试剂与耗材 DMEM 培养基、RPMI-1640 培养

基、胎牛血清 (16000-044) (Gibco 公司); Gal-3 抑制剂

Cpd47 (1,4-disubstituted triazoles, Merck公司); 异丙基

硫代半乳糖苷 (IPTG)、二硫苏糖醇 (DTT) (上海捷瑞

生物工程有限公司); Hochest 33342染色液、卡那霉素 

(北京索莱宝科技有限公司); 乳糖、Na2CO3、NaHCO3、

NH4Cl (国药集团化学试剂有限公司); DMSO (Sigma

公司); 96 孔黑色底透细胞培养板 (3603, Corning 公

司); 凝胶层析脱盐柱 (GE Healthcare PD-10, GE公司)。

仪器 荧光显微镜 (Zeiss 公司, Vert A1); 细胞培养

箱 (Panasonic 公司, MCO-170AICUVL-PC); 多功能酶

标仪 (Biotek公司, Synergy H1); 恒温振荡器 (精骐公司, 

IS-RDD3); 手持超声破碎仪 (美国 Sonics & Materials, 

Inc.公司)。

细胞、质粒与菌株 PANC-1和 AsPC-1细胞购自

ATCC细胞库, 培养于 37 ℃、5% CO2培养箱中, 并进行

传代。PANC-1细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM。

AsPC-1 细胞培养于含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640。

人源 Gal-3 基因由细胞 cDNA 中克隆得到 , 克隆号为

3958。pET28a空表达载体由中国医学科学院卢多实

验室赠予。BL21 (DE3) pLysS 空表达菌株购自天根

公司。

Gal-3的表达和纯化 采用大肠杆菌表达系统胞

内表达Gal-3, 按照文献[12]方法进行纯化。将 pET28a+

hGal3 质粒载体转化到 BL21 (DE3) pLysS 大肠杆菌 , 

获得表达菌株。在 25 ℃培养条件下, 用 0.8 mmol·L-1 

IPTG诱导Gal-3蛋白, 表达20 h。

收集菌体并超声破碎大肠杆菌细胞, 离心收集含

Gal-3的上清液至新离心管。由于有活性的Gal-3可特

异性结合乳糖, 因此采用乳糖-琼脂微球亲和层析方法

纯化Gal-3蛋白, 获得折叠为正确结构并拥有结合乳糖
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活性的Gal-3。用含 5%甘油的磷酸盐缓冲液 (PBS) 清

洗微球后, 用含 0.1 mol·L-1乳糖的 PBS将Gal-3洗脱下

来, 透析除去乳糖, 浓缩蛋白保存于−80 ℃备用。

制备 FITC 标记的 Gal-3 按照每毫克蛋白加入

20 μg FITC的比例在 0.1 mol·L-1 Na2CO3/NaHCO3缓冲

液 (pH 9.6) 中加入纯化的 Gal-3 蛋白和 1 mg·mL-1 的

FITC-DMSO溶液, 4 ℃过夜反应后, 加入 50 mmol·L-1 

NH4Cl溶液终止反应。用凝胶层析脱盐柱除去未结合

在蛋白上的FITC。标记FITC的Gal-3蛋白呈黄绿色。

取 1 μL检测蛋白溶液在 280 nm的吸光度 (A280) 值, 根

据 Gal-3 蛋白分子质量 (26 152 g·mol-1) 和消光系数 

(35 870 L·mol-1·cm-1), 按公式 (1) 计算蛋白浓度。

蛋白浓度 = A280 × (26 152 g·mol-1)/

(35 870 L·mol-1·cm-1) (1)

Gal-3抑制剂筛选方法建立 将PANC-1细胞按每

孔 2×104个铺于 96孔板中。以 0.01% DMSO为阴性对

照, 0.1 mol·L-1乳糖或 10 μmol·L-1 Gal-3 抑制剂 Cpd47

为阳性对照, 加入细胞孔孵育过夜。每孔加入终浓度为

2 μmol·L-1的Gal-3-FITC, 于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育

2、3 h 后用 PBS 洗 3 次, 于酶标仪读取 490 nm/525 nm

荧光值。PANC-1细胞膜表面蛋白糖基化程度高, 可作

为Gal-3结合的底物。在抑制剂存在时, Gal-3-FITC优

先与抑制剂结合, 从而无法结合在细胞上, 在PBS清洗

过程中被洗去。根据公式 (2) 计算化合物抑制率。

化合物抑制率 (%) = 1 − (F 化合物 − F 乳糖)/(FDMSO − 

F 乳糖) (2)

其中 , F 化合物、F 乳糖、FDMSO分别为加入待测化合物

的细胞孔、加入乳糖或其他抑制剂的细胞孔、加入

DMSO阴性对照的细胞孔的荧光信号。

Z'因子评价筛选模型 Z'因子反映筛选信号的动

态范围和数据的离散程度, 能反映筛选方法的可靠性, 

按照公式 (3) 计算。

Z'因子 = 1 – 3 × (σ阳性对照 + σ阴性对照)/|μ阳性对照 − 

μ阴性对照| (3)

其中, σ为标准差, μ为平均值。当Z'因子在0.5～1

时, 说明筛选方法可靠。

统计学分析 数据均以均值 ± 标准误 (
-
x ± SEM) 

表示, 采用 t-检验进行显著性检验。以P < 0.05为具有

统计学差异。

结果

1　人Gal-3蛋白的表达与纯化

纯化蛋白的分子质量约为27 kD (图1A), 与文献[12]

中Gal-3的大小一致。将细菌裂解液、糖结合柱洗脱液

和纯化 Gal-3 浓缩液进行 SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 凝胶电泳, 考

马斯亮蓝染色后, 用 ImageJ软件进行灰度分析 (图1B), 

Gal-3纯度为92%。

2　确定荧光蛋白Gal-3-FITC的最佳反应浓度

为探索最适 Gal-3-FITC 浓度, 进行了 Gal-3-FITC

浓度梯度实验。PANC-1细胞铺板后, 分别加入 0.25、

0.5、1、2 μmol·L-1的Gal-3-FITC, 于细胞培养箱孵育 2 h

后, 使用多功能酶标仪测定结合在细胞表面的 Gal-3-

FITC的荧光值。在0.25和0.5 μmol·L-1 Gal-3-FITC孵育

下, FITC的荧光信号增加约3～5倍。当Gal-3-FITC的

浓度高于 1 μmol·L-1时, 结合在细胞表面的Gal-3-FITC

荧光值显著升高, 其中1 μmol·L-1 Gal-3-FITC使PANC1

细胞荧光信号增强约 10 倍; 2 μmol·L-1 Gal-3-FITC 使

PANC1细胞荧光信号增强约20倍 (图2A、B)。

乳糖是Gal-3的天然抑制分子, 高浓度乳糖可竞争

结合于Gal-3的CRD, 从而破坏Gal-3和糖蛋白的结合。

用0.1 mol·L-1乳糖孵育细胞后, 分别加入1和2 μmol·L-1 

Gal-3-FITC进行孵育, 检测细胞荧光强度 (图 2C)。结

果表明, 0.1 mol·L-1乳糖对 1、2 μmol·L-1的 Gal-3-FITC

都有很强抑制作用。计算单独加入Gal-3-FITC和同时

加入乳糖的荧光强度比值, 发现 1 μmol·L-1 Gal-3-FITC

实验组的乳糖抑制效果更好 (图 2D)。镜下观察可看

到, 在加入乳糖后, 细胞表面结合的Gal-3-FITC大幅下

降 (图 2E)。因此, 最终将Gal-3-FITC的筛选浓度定为

1 μmol·L-1。

3　Gal-3 抑制剂 Cpd47 抑制 Gal-3-FITC 与 PANC-1

细胞的结合

Cpd47是一个含有半乳糖苷的寡糖化合物, 具有较高

的Gal-3抑制活性, 其与Gal-3的Kd为0.029 μmol·L-1 [13]。

如图3所示, PANC-1细胞与Cpd47孵育后, 再加入Gal-

3-FITC, Cpd47处理组荧光信号显著下降, 荧光显微镜

Figure 1　 The expression and purification of human galectin-3 

(Gal-3). A: The purified protein of Gal-3 is confirmed by Western 

blot assay; B: The Coomassie blue-staining. 1: Escherichia coli 

(E. coli) lysates with Gal-3 over-expression lysates; 2: The wash 

buffer of Gal-3 binding agarose beads; 3: Gal-3 after lactose 

elution; M: Marker
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下观察发现细胞上的绿色荧光明显降低 (图 3A), 说明

Cpd47抑制了Gal-3-FITC与PANC-1细胞的结合。采用

不同浓度的 Cpd47 处理细胞后 , 荧光信号的强度和

Cpd47的浓度呈反比 (图 3B)。根据抑制率计算Cpd47

的 IC50 为 0.82 μmol·L-1。以上结果说明 , 结合 Gal-3-

FITC后的细胞荧光强度可反映抑制剂的抑制效果, 该

模型适合Gal-3抑制剂的筛选。

4　Gal-3抑制剂筛选模型的评价

为了评价该筛选方法的可靠性, 计算 Z'因子。以

Cpd47为阳性对照, 0.01% DMSO为阴性对照, 分别计

算阳性对照和阴性对照的抑制率、组内平均值和标准

差, 得到Z'因子。采用此筛选方法进行了 25次平行实

验, 将每次的阳性对照和阴性对照进行统计分析和计

算, 发现 Z'因子分布在 0.7～0.85 (图 4A), 提示此筛选

Figure 3　Gal-3 inhibitor 1,4-disubstituted triazoles (Cpd47) impaired the binding of Gal-3 with glycosylated proteins in PANC-1 cells. A: 

Fluorescence of Gal-3-FITC in PANC-1 cells with 10 μmol·L-1 of Cpd47 treatment; B: The inhibition curve of Cpd47 in PANC-1 cells. 

Scale bar: 50 μm. n = 3, 
-
x ± SEM

Figure 2　Dose dependent effect of Gal-3-fluorescein isothiocyanate (FITC) on the fluorescence in PANC-1 cells. A: The fluorescence of 

PANC-1 cells incubated with Gal-3-FITC (0-2 μmol·L-1) for 2 h; B: The fluorescent image of PANC-1 cells incubated with Gal-3-FITC (0-

2 μmol·L-1) for 2 h; C: The fluorescence of PANC-1 incubated with Gal-3-FITC (0-2 μmol·L-1) and 0.1 mol·L-1 of lactose; D: The ratio of 

fluorescence between vehicle and 0.1 mol·L-1 lactose in PANC-1 with Gal-3-FITC treatment (0, 1 and 2 μmol·L-1); E: The fluorescent image 

of PANC-1 treated with control, 0.1 mol·L-1 lactose, 1 μmol·L-1 Gal-3-FITC, and both. Scale bar: 50 μm. n = 2-3, 
-
x ± standard error of the 

mean (SEM). ***P < 0.001. RFU: Relative fluorescence units
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模型具有良好的重复性。

在本筛选模型中, PANC-1细胞为糖基化蛋白的供

体。本研究还采用另一种细胞系人转移胰腺癌细胞 

(AsPC-1) 进行了实验, Cpd47也同样抑制Gal-3-FITC和

AsPC-1 的结合 (图 4B), AsPC-1 细胞荧光值与 Cpd47

浓度成反比 (图 4C), Cpd47 的 IC50 为 1.699 μmol·L-1。

这一结果与在 PANC-1细胞上的结果近似。以上结果

表明本筛选模型可灵活运用于多种细胞。

讨论

本研究建立了一个新的 Gal-3 抑制剂筛选模型。

该筛选模型利用Gal-3可特异性结合糖基化蛋白上的

半乳糖苷糖基链的特性进行设计, 基于抑制剂可打断

Gal-3-FITC和糖基化蛋白结合, 从而改变荧光信号强

度的原理来筛选化合物。

目前基于蛋白质相互作用的高通量筛选方法众多, 

如 FRET[14]或Biacore[15]等方法评价小分子或大分子与

靶蛋白的相互作用, 这些方法的前提是获得有活性的

蛋白质。就 Gal-3 而言 , 其表达和纯化方法成熟 , 但

Gal-3的结合蛋白均为糖基化蛋白, 在原核表达系统无

法完成蛋白糖基化过程, 故获得有活性的Gal-3结合蛋

白难度增大。真核细胞能完成蛋白糖基化并转运到相

应部位如细胞膜。本筛选方法利用这一特点, 直接在

细胞系上筛选抑制Gal-3与糖基化蛋白结合的化合物。

在这种情况下, 只要膜上蛋白有半乳糖苷糖链就能与

Gal-3结合, 因此本筛选模型简单且并不局限于某一特

定的靶蛋白。同时, 该筛选模型可在PANC-1和AsPC-1

细胞上展开, 提示该方法灵活且可扩展到多种细胞系。

为定量分析Gal-3与受体蛋白的结合, 对Gal-3进

行了 FITC修饰, 使得修饰后的Gal-3能带有自发绿色

荧光。当Gal-3-FITC结合在细胞表面时, 其所发出荧

光信号即可通过酶标仪定量。细胞表面的荧光信号和

Gal-3-FITC的浓度呈正相关, Gal-3的抑制剂剂量依赖

性降低细胞表面的荧光信号, 说明该筛选方法能分析

Gal-3和糖基化蛋白的结合程度, 符合筛选要求。而且

根据不同筛选目的, 该方法还适用于高内涵筛选。但需

注意的是, 进行高内涵筛选时, 在读取信号前, 应彻底

清洗没有结合在细胞表面的Gal-3-FITC, 避免假阴性。

综上所述, Gal-3是潜在的药物靶点, 现有的Gal-3

筛选模型均基于荧光小分子被蛋白大分子结合后荧光

偏振增大这一原理设计。由于荧光偏振的检测需特殊的

荧光光路、被Gal-3结合的荧光小分子不易得到等原因, 

这种筛选方法的应用推广受到了很多限制。因此为了

克服上述方法的局限, 本研究用细胞系建立了通过检

测普通荧光信号的Gal-3抑制剂筛选模型, 该方法简便

易行, 适用96孔板操作, 重复性好, 结果可靠。
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