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产品包装及保藏条件

试剂包装 Rhinogen®O-Glycosidase包装规格如下：

目录号 规格 浓度

QPF-004-A 1,200,000U/30μl 40,000,000U/ml

QPF-004-B 5×1,200,000U/30μl 40,000,000U/ml

Rhinogen® O-Glycosidase 配套提供的试剂如下：

试剂 成分

10×Denaturing缓冲液 5%SDS, 0.4M DTT

10×Glyco缓冲液 2 0.5M Sodium Phosphate (pH7.5 at 25°C)

10%NP-40溶液 10%NP-40

QPF-004储存在缓冲液中，以液体的形式提供。缓冲液的组成为：50 mM

NaCl， 20 mM Tris-HCl，1 mM EDTA，pH 7.5。

产品来源 Rhinogen® O-Glycosidase是一种基因重组并表达于大肠杆菌 BL21中的重组酶，分子量

大小约为 147kDa。

产品质量 SDS-PAGE分析，纯度≥95%；没有检测到污染的糖苷酶外切、糖苷内切酶及蛋白酶活性。

产品特性 最适反应 pH为 7.5；热失活条件：65°C处理 10 min。

酶活定义 1个酶活力单位定义：在100 μl反应体系中，37°C，pH7.5条件下，1hr内从5mg唾液酸酶

消化后的非变性fetuin上催化释放0.68nmol O-连二糖所需要的酶量。

1U Rhinogen®O-Glycosidase =1 unit NEB O-Glycosidase。

保藏条件 采用冰袋运输，收到产品后请立即将酶及配套试剂储存在-20℃条件下，避免反复冻融。
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产品综述

背景 科学研究表明，人体中存在的蛋白质超过 50%是以糖蛋白的形式存在[1]。蛋白质糖基化

作为生物体内最重要的蛋白质翻译后修饰形式之一[2]，具有重要的生物学功能，不仅影

响蛋白质的空间构象、生物活性、运输及定位等，而且还参与分子识别、细胞通信、细

胞分化、信号转导[3]、免疫应答等等在内的各种重要生命活动[4]。在多种疾病，如肿瘤[5]

（ FDA已批准的用于癌症疾病诊断和监控的生物标志物中大部分是糖蛋白[6]）、神经退

行性疾病、心血管病、代谢性疾病、免疫性疾病[7]及感染性疾病[8]的发生发展中均伴随

着蛋白质糖基化程度及糖链结构异常的发生。此外，糖基化还显著影响生物治疗剂的生

物活性、靶标、运输、血清半衰期、清除率及受体识别等性质。例如，重组促红细胞生

成素的药代动力学和效力受其糖基化状态的严重影响，而单克隆抗体通过 ADCC介导功

效的能力受 Fc区岩藻糖含量的影响[9]，因此蛋白质糖基化研究是继核酸、蛋白质之后生

命科学中又一极具潜力的研究领域，具有重要理论及应用意义。FDA要求所有类型的糖

蛋白都需要进行糖型分析。

概述 O-糖苷酶是一类重要的糖基化研究的工具酶。Rhinogen® O-Glycosidase是通过基因重组

并表达于大肠杆菌 BL21中的重组酶，能够将糖蛋白中 Ser或 Thr残基的羟基连接的 Core

1（Gal-β(1-3)-GalNAc-）及 Core 3（GlcNAc-β(1-3)-GalNAc-）O-连双糖释放下来[10]，如

图 1。该酶对α-GalNAc结合是特异性的，但对于 Ser或 Thr残基没有明显的偏好，同时

糖蛋白的变性与否也不显着影响 O-去糖基化的效率。核心结构的任何修饰都可以阻

断 O-Glycosidase的作用，最常见的修饰是核心结构的单、二或三唾液酸化。除此以外，

核心结构还可能被岩藻糖，N-乙酰葡糖胺或 N-乙酰半乳糖胺残基进一步取代修饰，核心

结构以外的单糖必须通过一系列外切糖苷酶依次切割，直到仅保留 Core 1或 Core 3二糖

核心。然后 O-Glycosidase才能能够完整的从 Ser或 Thr残基上释放二糖核心，如图 2。

通常 O-Glycosidase的使用都需要配合唾液酸酶[11]。

图 1 Rhinogen® O-Glycosidase, Recombinant作用 O-连二糖核心的类型
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图 2 复杂 O-聚糖结构的糖链释放

应用 1. O-聚糖结构分析；

2. 糖蛋白生物合成分析；

3. 涉及 O-聚糖的病理生理学研究；

4. 治疗性重组蛋白的表征及质量控制；

5. 癌症研究和异常 O-糖基化的鉴定及体外诊断。

特性 Rhinogen® O-Glycosidase是一种高度纯化和非常稳定的内切糖苷酶，具有稳定性高、比

活性高等特点。适用于蛋白质组学及糖生物学研究中糖蛋白上 O-连寡糖链的有效释放。

 高纯度：没有污染蛋白酶/其它糖苷酶，纯度≥95％；

 高稳定性：每批 Rhinogen®O-Glycosidase产品都经过严格的质量控制，以实现产

品批间稳定性；

 高比活性：有效和完全的释放 O-连聚糖。
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操作方法

试剂准备 使用前，请将 Rhinogen®O-Glycosidase试剂取出，10000rpm离心 10秒，确保所有试剂

都在管底。

注：准备同时使用的 Neuraminidase。

瑞 安 提 供 Rhinogen® α2-3,6,8,9 Neuraminidase （ 货 号 QPF-005 ） ， 详 情 请 咨 询

techserv@rhinobio.com，或者登录公司官网 www.rhinobio.com查询。

反应试剂：将-20℃储存的 10×Denaturing缓冲液、10×Glyco缓冲液 2及 10%NP-40溶液

取出，待用。

注：根据实验需要，准备相应的试剂，如非变性条件下进行去糖基化反应，不需要准备 10×

Denaturing缓冲液及 10% NP-40溶液。

变性条件

下糖蛋白

去糖基化

1. 取 10-100µg糖蛋白溶液，加入 1µl 10×Denaturing缓冲液，补加纯化水使得反应体系

为 10µl；

2. 将上述 10µl体系在 100℃处理 10min，使糖蛋白完全变性；

3. 室温冷却 5min；

4. 在上述变性体系中，加入 2µl 10×Glyco 缓冲液 2、2µl 10% NP-40 溶液、2 µl

Neuraminidase、纯化水及 1-4µl Rhinogen®O-Glycosidase，使得总反应体积为 20µl，

轻柔混匀；

5. 37°C条件下反应 1-4hr。
注：对于不同的糖蛋白样品，需要实验摸索最适的酶浓度及反应时间。

非变性条

件下糖蛋

白去糖基

化

1. 取 10-100µg糖蛋白底物溶液，加入 2µl 10×Glyco缓冲液 2，2 µlNeuraminidase、纯

化水及 1-4µl Rhinogen® O-Glycosidase，使得总反应体积为 20µl，轻柔混匀；

2. 37°C条件下反应 1-4hr。
注：1）通常情况下，糖蛋白变性与否不显著影响 O-连糖链去除的效率，但也不排除个例，建议

根据自己的底物特性，选择合适的方法。

2）当对天然糖蛋白去糖基化时，建议将等量糖蛋白样品进行变性后再同步进行酶切作为阳性

对照，以确定非变性条件下去糖基化反应的程度。

数据分析 1. 如果天然及脱 -O-糖基化蛋白质分子大小在凝胶上的差异足以进行区分，则

SDS-PAGE可以用来评估糖蛋白糖基化程度及去糖基化程度；

2. 对于大多数糖蛋白，O-糖链数目相对较少，此时可以考虑通过去蛋白沉淀、浓缩、

过柱脱盐、再浓缩后利用 HPAEC-PAD色谱法检测游离糖。

http://www.rhinobio.com
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操作说明 • 上述操作方法旨在为 Rhinogen®O-Glycosidase作为去糖基化试剂操作的一般指南，

对于不同的糖蛋白样品，去糖基化活性高度依赖于反应条件，建议进行适当优化

或根据经验确定最优的操作方法；

• 去糖基化体系可以线性放大或缩小；

• 由于变性缓冲液中含有 SDS，而 SDS会抑制 Rhinogen®O-Glycosidase的活性，因

此在变性糖蛋白反应体系中需加入终浓度为 1%的 NP-40，其能有效解除 SDS对

O-Glycosidase酶活的抑制；

• 必须先去除 O-连寡糖非还原末端唾液酸残基，以使 O-Glycosidase有效切割 O-连

接的二糖核心，因此必须同时用 Neuraminidase及 O-Glycosidase处理糖蛋白。瑞安

同时提供单独包装的α2-3,6,8,9 Neuraminidase （QPF-005）及 Rhinogen® Protein

Deglycosylation Kit Ⅰ (for O-linked Glycans )（QPF-008）；

• 本产品适用于天然或者变性糖蛋白，对于天然糖蛋白的去糖基化，可能需要更多

的酶及更长的反应时间；

• EDTA、对氯丙基苯磺酸、Mn2+、Zn2+对 O-Glycosidase的酶活有一定的抑制作用，

1mM各物质存在条件下，酶活回收率分别为 63%、60%、44%、66%%；

• 本产品仅供研究使用，不适用于人或动的物诊断及治疗用途。
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常见问题

使用

O-Glycosidase处
理糖蛋白后，没有

看到糖链的去除，

可能的原因？

蛋白质的糖基化修饰有 N-糖基化及 O-糖基化修饰，O-Glycosidase适用于释放附着

于 Ser / Thr的 Core 1和 Core 3 O-连接的二糖核心。如果底物中确定含有 O-糖链，

请确保同时使用 Neuraminidase，以释放末端的唾液酸修饰基团。同时由于空间位

阻效应（蛋白质的二级结构和三级结构）可以阻碍内切糖苷酶到达其底物作用位

点，在去糖基化之前进行变性，同时按实验操作加入 NP-40溶液有助于 O-连聚糖

有效的释放。如果不想变性处理，则考虑添加更多的酶或延长孵育时间。

在天然条件下释

放糖蛋白的糖链，

需要使用多少

Rhinogen®
O-Glycosidase？

当蛋白质不变性时，O-Glycosidase因为空间位阻效应可能难以到达糖链的切割位

点（因为二级和三级蛋白质结构）。添加更多的酶量及延长反应时间可能有助于

糖链释放效率的提高，但对于不同的糖蛋白样品，去糖基化活性高度依赖于反应

条件，建议进行适当优化或根据经验确定最优的操作方法。

如何抑制

O-Glycosidase的
活性？

SDS是 O-Glycosidase酶活的有效抑制剂。

是否可以同时使

用 PNGase F、
O-Glycosidase及
α2-3,6,8,9
Neuraminidase?

是的。Rhinogen® PNGase F及 O-Glycosidase采用相同的缓冲液及反应条件，而

α2-3,6,8,9 Neuraminidase具有非常宽 pH适用范围（pH4.5-8.5），在 PNGase F及

O-Glycosidase反应体系中具有较好的活性，三者可以同时使用。
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相关产品

产品名称 货 号

PNGase F(Glycerol-free) QPF-001

α2-3,6,8,9 Neuraminidase QPF-005

β1-4 Galactosidase QPF-006

β-N-Acetylhexosaminidase QPF-007

Protein Deglycosylation Kit Ⅰ (for O-linked Glycans ) QPF-008

Protein Deglycosylation Kit Ⅱ (for N-linked & Simple O-linked Glycans ) QPF-009

Protein Deglycosylation Kit Ⅲ (for N-linked & Complex O-linked Glycans ) QPF-010

EndoS endoglycosidase QPF-011

α1-2 Fucosidase QPF-013

α1-2,4,6 Fucosidase QPF-014

α1-3,4 Fucosidase QPF-015

Endo F1 QPF-016

Endo F3 QPF-017

α-N-乙酰半乳糖苷酶 QPF-018

Quick™ PNGase F -Plus QPF-019

Immobilized PNGase F，Microspin QPF-101

TransCOUPER™ 糖链重塑试剂盒 QPF-102

TransCOUPER™ 去岩藻糖链重塑试剂盒 QPF-103

TransCOUPER™ 叠氮活化试剂盒 QPF-104
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联系我们

如果您需要帮助，我们的客户支持专家可以通过电话和 email为您提供帮助：

• 电 话：0512-87663137
• 技术支持：techserv@rhinobio.com
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