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O-GlcNAc 转移酶及其抑制剂 
玥王 * 

(中国科学院大学化学与化工学院  北京 100049) 

摘要  O-GlcNAc 转移酶(OGT)是一种哺乳动物必需的酶, 其将单个的 N-乙酰氨基葡萄糖(GlcNAc)以 β-构型的 O-糖苷

键连接到蛋白质的丝氨酸和苏氨酸(Ser/Thr)羟基上. O-GlcNAc 糖基化在细胞质和细胞核中广泛地存在, 这种蛋白质的

翻译后修饰对细胞内的许多信号通路具有调节作用, 并与多种重大疾病的发生和发展密切相关. 本文主要对 OGT 的

结构、催化机制、活性测定方法和抑制剂的研究现状进行综述, 并对研究前景进行展望. 
关键词  O-GlcNAc 糖基化; O-GlcNAc 转移酶; 酶抑制剂; 蛋白质翻译后修饰; 糖基转移酶 

 

O-GlcNAc Transferase and Its Inhibitors 
Wang, Yue* 

(School of Chemistry and Chemical Engineering, University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049) 

Abstract  O-GlcNAc transferase (OGT), one of essential mammalian enzymes, catalyses the transfer of N-acetylglucos-
amine from UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc) to hydroxyl groups of serines and threonines (Ser/Thr) in proteins. 
O-GlcNAcylation is widely located in cytoplasm and nucleus. This kind of protein post-translational modification is involved 
in the regulation of many cellular signaling pathways and closely associated with the occurrences and developments of nu-
merous critical illnesses. In animals, OGT is encoded by a single highly conserved gene. However, human OGT includes 
three different isoforms at least: nucleocytoplasmic OGT (ncOGT), mitochondrial OGT (mOGT) and short OGT (sOGT). All 
of the isoforms comprise two distinct regions: a multidomain catalytic region and an N-terminal region with different num-
bers of tetratricopeptide repeats (TPRs), which is closely related to their subcellular localizations. The structures of the cata-
lytic region and TPRs were reported and it was supported that OGT uses an ordered sequential “bi-bi” mechanism though the 
details of catalytic mechanism were not completely understood. To discover the inhibitors of OGT, several OGT activity 
assay methods were developed. The conventional method uses a radiolabeled glycosyl donor substrate such as 
UDP-[3H]-GlcNAc or UDP-[14C]-GlcNAc so that it is not suitable for in vivo test or rapid analysis. O-GlcNAc anti-
body-based western blot was performed to measure the activity of OGT in vivo, but it is infeasible to determine low abun-
dance protein with single O-GlcNAc. Three high throughput activity assays were reported: ligand displacement OGT assay, 
protease-protection assay strategy and azido-enzyme-linked immunosorbent assay (azido-ELISA). The first two methods 
have especially been used to find new OGT inhibitors through screening compound libraries, but the results have to be veri-
fied by the conventional method. To date, OGT inhibitor activity of several candidates was evaluated and as found, two of 
them {2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-5-thio-α-D-glucopyranose and 4-methoxyphenyl 6-acetyl-2-oxobenzo[d]-
oxazole-3(2H)-carboxylate} worked effectively in vivo and were valuable for understanding the functional roles of OGT. 
Nevertheless, there are still important questions to be answered in the research of OGT: (1) What is the general base that 
catalyzes O-GlcNAcylation reaction? (2) How can OGT recognize so many protein substances with the preservation of sub-
stance specificity? (3) How can we develop robust high-throughput OGT assays and isoform-specific OGT inhibitors? In 
conclusion, there is a long way to go for comprehensive understanding of OGT. 
Keywords  O-GlcNAcylation; O-GlcNAc transferase; enzyme inhibitors; protein post-translational modification; glycosyl 
transferase 

   
1  引言 

O-GlcNAc 糖基化(O-GlcNAcylation)是将单个的 N-
乙酰氨基葡萄糖(GlcNAc)以 β-构型的 O-糖苷键连接到

蛋白质的丝氨酸和苏氨酸(Ser/Thr)羟基上, 这种蛋白质

翻译后修饰最早发现于 1984 年[1]. O-GlcNAc 糖基化普

遍存在于真核细胞以及侵染真核细胞的病毒中, 与磷酸

化类似, 是一种存在于细胞质和细胞核中动态的、可诱

导的、可调控的修饰方式[2]. 迄今为止已发现 1000 多种

O-GlcNAc 修饰的蛋白质, 包括许多转录因子[3]、肿瘤抑

制蛋白、激酶[4]、磷酸酶[5]和组蛋白修饰蛋白[6]. 异常的

O-GlcNAc 糖基化会导致胰岛素的耐受性[7]、糖尿病的

并发症[8]、癌症[9]和神经退行性疾病[包括阿尔兹海默病

(Alzheimer’s disease)等][10]. 与受数百个激酶和磷酸酶

调控的磷酸化不同, 生物体内只有两种基因编码的酶来

调控 O-GlcNAc 糖基化这种修饰: O-GlcNAc 转移酶

(O-GlcNAc transferase, OGT) 和 相 应 的 糖 苷 酶

(O-GlcNAcase, OGA), 其中前者是将 GlcNAc 从糖基供
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体 UDP-GlcNAc 共价连接到蛋白质上 , 而后者是把

GlcNAc 从蛋白质上水解下来(图 1)[5]. 因而, 发展细胞

可渗透的 O-GlcNAc 调节酶抑制剂对于探索 O-GlcNAc
糖基化的功能和调节机制以及开发相关的药物有着重

要的意义.  
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图 1  O-GlcNAc 糖基化修饰及调控的酶 
Figure 1  O-GlcNAcylation modification and related enzymes 

近年来, 对于 O-GlcNAcase 抑制剂的研究相当地深

入, 并且已经有多篇综述性文章进行详细的总结[11]; 本
文将对 OGT 领域的研究进展进行综述.  

2  O-GlcNAc 转移酶的结构和功能 

在糖活性酶(Carbohydrate-Active EnZymes, CAZy)
数据库中, OGT (EC 2.4.1.255)作为 GT41 家族成员[12]. 
虽然 OGT 有许多的蛋白质靶标, 但是在动物中仅由一

个高度保守的基因来编码[13]. 从秀丽隐杆线虫(Caenor- 
habditis elegans, C. elegans)到人类, 许多生物体内都存

在 OGT, 而且在不同物种的 OGT 序列高度同源. 人类

的 OGT 基因位于 X 染色体上与帕金森病(Parkinson’s 
disease)相关的一个区域(Xq13.1)[14]. 基因敲除实验表明

OGT 是胚胎干细胞(embryonic stem cells)生存所必需的, 
O-GlcNAc 的丧失会导致细胞功能的丧失, 进而导致细

胞死亡[15]. 然而, 敲除 OGT 基因并不会导致 C. elegans
的死亡, 而会产生明显的代谢改变, 比如说胰岛素的耐

受 (insulin resistance)和糖类的蓄积 (carbohydrate stor-
age)[16].  

人类的 OGT 至少有三种不同的亚型: 胞核与胞质

OGT (nucleocytoplasmic OGT, ncOGT)、线粒体 OGT 
(mitochondrial OGT, mOGT)和短 OGT (short OGT, 

sOGT). 但是每种亚型的 OGT 都是由两个不同的区域

组成: 包含多个结构域的催化区域和包含一系列肽重复

序列(tetratricopeptide repeat, TPR)单元的N-末端区域(图
2)[13a,17]. 每种亚型的催化区域是相同的, 并与糖原磷酸

化酶(glycogen phosphorylase)同源[18], 而在 N-末端含有

不同数目的 TPR 单元, 这些独有的 N-末端结构与它们

的亚细胞定位密切相关. 此外, 每种亚型的OGT在不同

细胞和组织中的表达量有所不同, 这暗示不同的亚型可

能有不同的功能, 并依赖于其组织分布对不同的信号通

路作出响应[13a,19]. 最长的亚型 ncOGT (116 kD)含有

13.5 个 TPR 单元, 存在于细胞质和细胞核中, 与转录抑

制(transcriptional repression)[20]、蛋白酶体的抑制

(proteasomal inhibition)[21]和抗逆性(stress tolerance)[22]相

关; 次长的亚型 mOGT (103 kDa)含有 9.5 个 TPR 单元, 
并 且 在 N - 末 端 含 有 独 有 的 线 粒 体 靶 向 序 列

(mitochondrial targeting sequence, MTS)和跨膜 α-螺旋, 
使得 OGT 定位于线粒体膜的内叶[23], 可能与线粒体内

过氧化氢的过量产生所引起的转录因子 Sp1 活化相 
关[24]; 最短的亚型 sOGT (70 kDa)含有 2.5 个 TPR 单元, 
与 ncOGT 相似存在于细胞质和细胞核中, 具有抗凋亡

的功能(anti-apoptotic function)[25]. 体外实验表明每种

OGT 亚型有不同的肽段和蛋白质识别倾向[19,26]. 此外, 
通过连续移去 TPR 单元来探索 TPR 结构域对底物识别

的影响, 发现 OGT 利用不同长度的 TPR 单元来识别特

异性的底物, 删减 TPR 单元会导致底物识别能力丧失, 
但是催化活性并不受到影响[13c,27]. 

2.1  TPR 结构域 

TPR 结构域由高度保守的 34 个氨基酸重复单元组

成, 每个重复单元形成两个 α-螺旋, 然后聚集在一起形

成右手超螺旋结构, 具有大的沟槽能够用于蛋白质和配

体的结合[28]. OGT 的全长 TPR 结构域含有 13.5 个重复

序列(氨基酸残基 1～464). 然而, 试图获得全长 TPR 结

构域的晶体并没有成功. Conti 小组[29]首次解析了一个 
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图 2  OGT 亚型结构的示意图. TPR 单元、N-末端结构域(N-Cat)、中间结构域(Int-D)和 C-末端结构域(C-Cat)分别以灰色、蓝色、绿色和红色显

示 
Figure 2  Schematic structures of OGT isoforms. The TPR units, the N-terminal domain (N-Cat), the intervening domain (Int-D) and the C-terminal 
domain (C-Cat) are colored in grey, blue, green and red, respectively 



  
化 学 学 报 综述  

  
 
Acta Chim. Sinica 2013, 71, 1477—1487 © 2013 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    1479 

   

 
图 3  含有 11.5 个人源 OGT 的 TPR 单元的晶体结构. 链 1 和链 2 分

别显示为黄色和蓝色的卡通形式, 其中链 2 由两个片段组成(氨基酸

残基 16～319 和氨基酸残基 340～400), 由无序的铰链区域连接(氨基

酸残基 320～339); (a) 天冬酰胺显示为红色的棍状形式; (b) 色氨酸、

异亮氨酸和亮氨酸分别显示为绿色、洋红色和蓝绿色的棍状形式. 蛋
白质结构均使用 PyMOL 软件绘制[31] 
Figure 3  A crystal structure comprising 11.5 TPR units of human OGT. 
It is shown in a cartoon form with Chain 1 colored in yellow and Chain 2 
colored in blue. Chain 2 consists of two fragment (Residue 16～319 and 
Residue 340～400), which are joined by a disordered hinge-like region 
(Residues 320～339); (a) Asparagine residues are shown in stick forms 
and colored in red; (b) Tryptophan, isoleucine and leucine residues are 
shown in stick forms and colored in green, magenta and cyan, respec-
tively. Protein figures were generated in PyMOL[31] 

含有人源 OGT11.5 个 TPR 单元(氨基酸残基 16～400)
的晶体结构(2.85 Å). 晶体结构显示这些重复序列形成

右手超螺旋的二聚体结构, 超螺旋的凹面由保守的天冬

酰胺(Asn, N)阶梯状连接(图 3a); 超螺旋的凸面介导

TPR 结构域的二聚化, 界面处于 TPR6 和 TPR7 的位置, 
主要是两条链的 TPR6 上相互交叉的残基 Trp198 和

Ile201 的疏水相互作用, 此外, 额外的疏水作用(Leu199
和 Ile230)和链间的氢键作用加强了彼此的相互作用(图
3b). 这种结构特征与 ARM 重复蛋白质输入蛋白 α 
(importin α)和 β-连环蛋白(β-catenin)十分类似[30], 表明

OGT 的 TPR 结构域通过螺旋状的保守天冬酰胺残基与

肽骨架的氢键作用来实现与蛋白质的相互作用. TPR 结

构域可观的长度为多种蛋白质伴侣不同方向和不同模

式的结合提供了基础, 进而能够解释 O-GlcNAc 修饰缺

乏明确的一级序列倾向性的现象.  

2.2  多个结构域的催化区域 

根据细菌糖基转移酶(包括一个未知功能的细菌同

源类似物)的序列分析和结构预测[18,32], 表明 OGT 是糖

基转移酶 GT-B 超家族的成员之一[33]. 直到最近, Laza-
rus 小组和 Nam 小组[34]共同报道了含有 4.5 个 TPR 单元

和催化结构域的人源 OGT(hOGT4.5)的两个晶体结构, 
包括 OGT-UDP 的二元复合物(2.8 Å)和 OGT-UDP-肽底

物的三元复合物(1.95 Å).  
催化区域由三个结构域组成 :  N -末端结构域

(N-terminal domain, N-Cat)、中间结构域(intervening 
domain, Int-D)和 C-末端结构域(C-terminal domain, 
C-Cat). 其中 N-Cat 结构域和 C-Cat 结构域都含有 GT-B
超家族成员特有的 Rossmann 类型的折叠(α/β/α 三明治

样折叠), UDP 结合在 C-Cat 结构域中靠近 N-Cat 结构域

界面的口袋中. 与 C-Cat 结构域稍有不同, N-Cat 结构域

含有两个额外的螺旋结构(H1 和 H2), 它们是活性位点

的基本部分. H3 是一个过渡螺旋结构, 将催化区域和

TPR 结构域连接在一起; 而在催化区域和 TPR 结构域

之间存在一个裂缝. Int-D 结构域含有一个新的折叠, 紧
靠在 C-Cat 结构域一侧, Int-D 结构域含有一个磷脂酰肌

醇-(3,4,5)-三磷酸酯[phosphatidylinositol (3,4,5)-trispho- 
sphate, PIP3]结合区域, 其参与胰岛素信号通路响应的

膜募集[7](图 4). 
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图 4  人源 OGT 的结构域示意图. 颜色同图 2, 只有过渡螺旋(H3)显
示为洋红色 
Figure 4  Schematic of human OGT domain architecture. Coloring is 
the same as Figure 2 except the transitional helix (H3) in magenta 

相对于 OGT-UDP 复合物来说, OGT-UDP-肽底物

复合物在 TPR 结构域和催化区域之间存在更大的裂缝, 
CKII 肽底物结合在这个裂缝中(图 5). 在 OGT-UDP 复

合物中, TPRs10/11 和催化区域的 H2 螺旋结构相互作用

形成的“门闩”稳定底物结合裂缝的关闭构象 ; 在
OGT-UDP-肽底物复合物中, 以 TPRs12 和 13 之间的旋

转点铰链样移动打开裂缝. 这两个结构暗示糖基化底物

进入活性位点受到 TPR 结构域的控制(限制或者允许进

入), 这依赖于它的构象和它与催化区域的相互作用.  
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CKII 肽段含有三个丝氨酸和一个苏氨酸, 但是只

有一个丝氨酸(图 6a 中*标记)可以被 OGT 糖基化修饰. 
被糖基化修饰的丝氨酸朝向糖核苷酸结合位点, 相对

Ser*位于 N-末端的两个氨基酸残基(Val 和 Pro)处在

UDP 的上面, 而相对 Ser*位于 C-末端的氨基酸残基沿

着 H2 螺旋结构贯穿裂缝的后面. 整个肽链处于伸展的

形式, 主要通过与 OGT 的氨基酸侧链和酰胺骨架相互

作用来锚定. 此外, UDP 和 Ser*的酰胺存在额外的相互

作用, UDP 就是通过其 α-磷酸与肽段上的丝氨酸相互作

用而使 CKII 肽段定位(图 6b).  
此外, 作者基于晶体结构和分子动力学模拟(MD 

simulations)将 OGT-UDP-肽底物复合物的结构和 TPR
的结构组装起来构建了全长的人源 OGT 模型.  

3  O-GlcNAc 转移酶的催化机制 

早期的研究结果认为OGT采用随机顺序的“双-双”

催化机制(random sequential “bi-bi” mechanism), 就是说

每个底物都能够先结合, 每个产物都能够先离去[27]. 然
而, 晶体结构显示肽底物结合在糖核苷酸结合位点的上

面, 阻止了糖核苷酸的进入; 而且UDP的α-磷酸和Ser*
的酰胺存在相互作用, 使 CKII 肽段定位(图 6b). 所以, 
UDP-GlcNAc 优先于肽底物结合, 而呈现有序的“双-

双”催化机制(ordered sequential “bi-bi” mechanism)(图
7). 产物 UDP 对催化反应的抑制模式也支持上述催化

机制[34].  
早期的研究结果认为 His558 在反应过程中起到碱

催化的作用[32c]. 然而, 晶体结构显示相对于 His498 来

说, His558 与反应位点丝氨酸羟基的距离更远; 而且

His558 与前面氨基酸残基的骨架羰基存在明显的氢键

作用. 所以, 相对于 His558 来说, His498 更可能作为催

化碱残基, 假设的反应机制如下: His498 夺取丝氨酸羟

基上的质子, 活化后的丝氨酸羟基从糖环的上面进攻

C-1 位, 从而得到构型翻转的产物(图 8a)[34]. 
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图 5  人源 OGT 的晶体结构. (a) OGT-UDP 复合物; (b) OGT-UDP-肽底物复合物. OGT 显示为卡通形式, 颜色同图 4, UDP 和肽底物分别显示为蓝

绿色和黄色的棍状形式, OGT 特有的 N-Cat 结构域螺旋标记为 H1 和 H2. 蛋白质结构均使用 PyMOL 软件绘制[31], 其中图 5a 得到 Macmillan 出版

有限公司的使用许可: Nature(ref. 34), 版权(2011) 
Figure 5  Crystal structures of human OGT. (a) The OGT-UDP complex; (b) The OGT-UDP-peptide complex. OGT is shown in a cartoon form with the 
same coloring as Figure 4. UDP and peptide are shown in stick forms and colored in cyan and yellow, respectively. The N-Cat domain helices unique to 
OGT are indicated as H1 and H2. Protein figures were generated in PyMOL[31] and Figure 5a was reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: 
Nature (ref. 34), copyright (2011). 
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图 6  OGT-UDP-肽底物复合物的局部放大图. (a) 颜色同图 5, 只有肽底物中的 Val 和 Pro 残基显示为洋红色, 特定的 Ser 作星号标记; OGT、UDP
和肽底物分别显示为表面重建、球状和棍状形式. (b) UDP 和肽底物分别显示为蓝绿色和黄色的棍状形式, 虚线表示基于 OGT-UDP-肽底物复合

物中的距离推测的氢键. 蛋白质和配体结构使用 PyMOL 软件绘制[31] 
Figure 6  Close-up of the OGT-UDP-peptide complex. (a) Coloring is the same as Figure 5 except the Val and Pro residues of peptide in magenta. Spe-
cific Ser residue is labeled with asterisk. The OGT, UDP and peptide are shown in surface, spheres and stick forms, respectively. (b) The UDP and peptide 
are shown in stick forms and colored in cyan and yellow, respectively. Dashed line indicate inferred hydrogen bond based on the distance in the 
OGT-UDP-peptide complex. Protein and ligand figures were generated in PyMOL[31] 
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图 7  OGT 的有序“双-双”催化机制 
Figure 7  The ordered squential “bi-bi” mechanism of OGT 

   
Walker 小组和 van Aalten 小组[35]分别独立地获得

OGT-糖核苷酸-肽底物三元复合物. 为了避免供体的水

解和正常转移的发生, 两个小组都选择 UDP-5SGlcNAc
作为替代的供体, 但是使用含有不同丝氨酸类似物的肽

底物: Walker 小组使用丙氨酸替代丝氨酸; van Aalten 小

组使用氨基取代的丙氨酸替代丝氨酸. 尽管解析的结构

非常相似, 糖基供体采取同样的构象, 但是两个小组指

认不同的碱催化基团, 从而推测出不同的催化机制. 两
个小组都根据 OGT-糖核苷酸-肽底物三元复合物中的

距离, 排除了 Lazarus 小组和 Nam 小组推测的 His498
作为催化碱残基的可能性[34], 此外, van Aalten 小组基

于突变酶的动力学分析进一步证明了这一结论. 但是, 
两个小组在 OGT 的结构中都没有找到距离合适的催化

碱残基.  
Walker 小组报道了反应过程的一系列晶体结构“快

照”, 包括 OGT-糖核苷酸的二元复合物和 OGT-UDP-
糖肽三元复合物(图7), 都支持亲电迁移的机制, 就是说

氧鎓正离子样物种从离去基团迁移到受体的羟基上[35a]. 
更确切地说, 作者倾向于 Grotthuss 类型的催化机制: 水
分子“导线”将质子从活性位点转移到Asp554(图8b), 对
于缺少催化碱残基的构型翻转糖苷酶(例如 GH6 家族), 
也有过类似的假设[36]. 然而, van Aalten 小组[35b]发现

Asp554Asn突变酶是有活性的, 推翻了上述的假设. Van 
Aalten小组观察到氨基丙氨酸的氨基和供体类似物中α-
磷酸的 pro-R 氧原子存在相互作用, 所以作者认为 α-磷
酸参与底物辅助的催化反应(图 8c)[35b]. 考虑到通常认

为在糖核苷酸和 UDP产物中磷酸的 pKa值在 2～3 之间, 
而丝氨酸羟基的 pKa值在 16左右, 上述的假设似乎不是

很合理. 然而, 作者发现 UDP-GlcNAc 的手性 α-硫代磷

酸中, 硫原子在 pro-R 位置时虽然能够同 UDP-GlcNAc
一样与 OGT 结合, 但是不能作为 OGT 的糖基供体; 另
外一个非对映异构体却是很好的底物, 从而支持上述的

假设 . 此外 , 作者还通过 31P-NMR 滴定实验发现

UDP-GlcNAc 的 pKa 值比假定的值要高, 为 6.4. 相反, 
Walker 小组基于他们的晶体结构明确地排除 α-磷酸作

为催化碱基团的可能性: α-磷酸的氧原子与肽链的骨架

存在氢键作用, 从而减弱了它的碱性; 如果丝氨酸羟基

(基于底物中丙氨酸的模型)的旋转异构体与 α-磷酸形成

氢键的话, 将不能很好地进攻端基碳原子[35a]. 这两种

相互矛盾的结论可能与两个小组选择不同的丝氨酸类

似物有关, 当然需要更深入的研究来阐明真正的催化机

制.  
Walker小组和 van Aalten小组都阐明了糖基供体中

乙酰氨基的重要性: 在产物复合物的晶体结构中, 观察

到氮原子与 UDP 中末端磷酸的相互作用[35]. Van Aalten
小组还推测乙酰氨基的羰基氧原子有定位“丝氨酸”的

作用 [35b], 但是这可能与选择氨基丙氨酸类似物有关, 
因为它和 α-磷酸的氧原子有紧密的相互作用. 有趣地

是, 一个最近的计算结果也表明乙酰氨基通过与糖苷键

氧原子的氢键作用来稳定过渡态中的二磷酸离去基[37]. 
然而, 这个计算研究是基于 His498 作为催化碱残基的

假设, 新的晶体结构和突变研究已经否定这一假设. 
尽管 OGT 的催化机制尚未完全清楚, 但是 OGT 的

底物结合模式将会对新抑制剂的设计和优化提供重要

信息.  

4  O-GlcNAc 转移酶的活性测定方法和抑制剂 

发展 OGT 抑制剂的先决条件是要有合适的活性测

定方法, 下面分常规方法和高通量方法两方面进行阐

述. 

4.1  常规的活性测定方法 

4.1.1  使用放射性标记的糖基供体底物 
传统的 OGT 活性测定使用放射性标记的糖基供体

底物 UDP-[3H]-GlcNAc 或者 UDP-[14C]-GlcNAc. 在这

种方法中, 通过液体闪烁光谱(liquid scintillation spec-
trometry)或者荧光照相(fluorography)测定插入蛋白质底

物中放射性标记的GlcNAc的数量来衡量OGT活性, 通
常使用的蛋白质底物是具有多个 O-GlcNAc 位点的核孔

蛋白质 Nup62[13c]. 
利用上述方法, Kudlow 小组印证了第一个 OGT 的

抑制剂——四氧嘧啶(Alloxan, 1, 图 9), 1 mmol/L 的四

氧嘧啶就实现完全地抑制, 而四氧嘧啶的 IC50＝0.1 
mmol/L[38]. 然而, 四氧嘧啶同时是O-GlcNAcase的抑制

剂[39], 所以有必要发展选择性的 OGT 抑制剂. Kirk 小组

合成了 UDP-GlcNAc 的 C-1-膦酸盐类似物(2, 图 9)作为

OGT 的抑制剂, 但是使用核孔蛋白质 Nup62 作为糖基

化底物进行活性评价时发现这个抑制剂的活性不高              
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图 8  三种假设的 OGT 催化机制. (a) His498 作为假设的催化碱残基; (b) 水分子“导线”将质子从活性位点转移到 Asp554; (c) α-磷酸参与底物辅

助的催化反应 
Figure 8  Three proposed mechanisms of OGT. (a) His498 is the proposed catalytic base; (b) The Grotthuss water “wire” shunts a proton out of the active 
site to Asp554; (c) The α-phosphate involves in the substrate-assisted catalysis

(IC50 ≥ 5 mmol/L)[40]. Van Aalten 小 组 合 成 了

UDP-GlcNAc 的 S-1-磷酸盐类似物(3, 图 9)和 UDP 的膦

酸盐类似物(4, 图 9)作为 OGT 的抑制剂, 以模型肽段代

替蛋白质作为底物进行活性测定时, 发现化合物 2～4
和 UDP 的 IC50均在微摩尔级别(1.8～93 μmol/L)[41]. 可
见, 使用蛋白质作为底物和使用模型肽段作为底物进行

活性测试的结果差别很大, 因为在体内 OGT 的天然底

物为蛋白质, 所以使用蛋白质作为底物更加科学.  
 

然而, 这种方法需要冗长的操作过程、高成本, 不
可避免放射性化学物质的浪费, 从而不适合用于体内试

验和快速分析. 
4.1.2  使用 O-GlcNAc 的抗体 

Vocadlo 小组理性设计了糖核苷酸类似物 5 (X＝S, 
UDP-5SGlcNAc, 图 10)作为 OGT 的抑制剂, 使用放射

性标记的糖基供体底物进行体外的活性测定, 发现化合

物 5 能够有效地抑制 OGT (Ki＝8 μmol/L)[42], 结合能力 
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图 9  几种 OGT 的抑制剂 
Figure 9  Several OGT inhibitors 

与天然底物 UDP-GlcNAc 相当(Km＝2～7 μmol/L)[32c,43].
合成前体 7 (X＝S, 5SGlcNAc)可以利用 GlcNAc 补救己

糖胺生物合成途径 (salvage hexosamine biosynthetic 
pathway)在体内形成相应的糖核苷酸类似物, 从而达到

抑制的目的(图 10). 对于体内活性的测定, 作者对给予

不同剂量抑制剂的COS-7细胞裂解液进行Western印迹

分析, 使用 O-GlcNAc 的抗体(CTD110.6)检测得到 EC50

值为 700 μmol/L. 全乙酰化的硫杂糖 6 (Ac-5SGlcNAc)
更容易透过细胞膜 , 在细胞内能够被酯酶水解得到

5SGlcNAc, 从而达到更好的抑制效果(对于 COS-7 细胞

的 EC50＝5 μmol/L, 而对于 CHO 细胞的 EC50＝0.8 
μmol/L). 相关的实验表明 UDP-5SGlcNAc 并不是 OGT
的有效底物, 5SGlcNAc 不会在蛋白质上蓄积. 使用各种

凝集素进行检测, 在测试的时间范围内对细胞表面的糖

基化作用并没有明显的影响. 与 OGT 基因敲除的研究

结果不同, Ac-5SGlcNAc诱导的OGT抑制未呈现明显的

细胞毒性, 不影响细胞的生长速率[42]. 因此, 可以应用

Ac-5SGlcNAc 来研究 O-GlcNAc 的生理功能. 值得强调

的是, 通常带有负电荷的糖基转移酶抑制剂存在细胞渗

透的障碍, 而“劫持生物合成途径”的策略很好地回避

了这一难题.  
除了 CTD110.6 之外, 可供应用的 O-GlcNAc 的抗

体还有 RL2 和 HGAC85. 然而 ,  所有这些抗体对

O-GlcNAc 的结合力都相对较弱, 不能耐受减少非特异

性结合的严格的洗涤条件. 通常使用的结合 O-GlcNAc
的凝集素有麦胚凝集素(wheat-germ agglutinin, WGA). 
然而, WGA的特异性不高, 其不仅结合O-GlcNAc单糖, 
还结合末端含有 N-乙酰氨基葡萄糖或者壳二糖的寡糖; 
而且 WGA 对 O-GlcNAc 单糖的结合力较弱, 所以使用

这类凝集素探针分子很容易遭受非特异性结合的干扰. 
此外, 所有这些探针分子都倾向于结合高丰度、含有多

个簇状 O -GlcNAc 的蛋白质 ,  而对于仅含有单个

O-GlcNAc 低丰度蛋白质的检测是不可行的. 由此可见, 
使用O-GlcNAc抗体的Western印迹分析进行OGT抑制  

S
OAc

AcO
AcO

AcHN OAc

O

OH
HO

OHO3PO
OH

O
OPO3

HO
HO

NH2
OH

Gln

Glu

GFAT

Acetyl-CoA

CoA-SH

GAT

X
OPO3

HO
HO

AcHN OH

De novo HBP

AGM

X
OH

HO
HO

AcHNOPO3

PPi

AGX1

UTP

X
OH

HO
HO

AcHNOUDP

X
OH

HO
HO

AcHN
O

OGT

UDP

X
OH

HO
HO

AcHN

GNK

ATP OHADP

H2O

GlcNAc salvage HBP

esterase

protein

HO
protein

HO
protein

OGA

5

7

6

 

图 10  己糖胺生物合成途径. GFAT: 谷氨酰胺: 果糖-6-磷酸氨基转

移酶; GAT: 乙酰辅酶 A: D-氨基葡萄糖-6-磷酸 N-乙酰基转移酶; 
GNK: GlcNAc 激酶; AGM: GlcNAc 变位酶; AGX1: UDP-GlcNAc 焦磷

酸化酶 
Figure 10  Hexosamine biosynthetic pathway. GFAT: glutamine: fruc-
tose-6-phosphate amidotransferase; GAT: acetyl-CoA: D-glucosamine-6- 
phosphate N-acetyltransferase; GNK: GlcNAc kinase; AGM: GlcNAc 
mutase; AGX1: UDP-GlcNAc pyrophosphorylase 

剂的活性测定有一定的局限性, 有必要发展新的更有效

的体内活性测定方法. 
4.1.3  小结 

常规活性测定方法的操作过程较为复杂, 不适合用

于快速分析和高通量筛选, 所评价的候选物都是理性设

计合成的, 结构的多样性十分有限.  

4.2  高通量的活性测定方法 

近年来 , 发展了一些非放射性的分析策略用于

OGT 活性的测定, 并应用于高通量筛选.  
4.2.1  使用荧光性 UDP-GlcNAc 类似物的置换试验 

Walker 小组报道了使用荧光性的 UDP-GlcNAc 类
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似物和有活性的 sOGT 的配体置换试验来快速筛选

OGT 的抑制剂 [26]. 这个策略基于荧光各向异性

(fluorescence anisotropy)或者荧光偏振(fluorescence po-
larization)的想法, 就是说使用偏振光去激发荧光基团

会发射偏振光. 然而, 如果分子处于移动中, 则相对于

入射光来说, 发射光会沿着不同的方向, 倾向于“扰乱”

光的偏振. 当荧光基团在溶液中自由翻滚的时候, 这种

“扰乱”效应很大; 而当荧光基团的翻滚速率减小时, 
“扰乱”效应也会减小. 这种方法可以用于蛋白质相互作

用的测定: 其中相互作用的一个组分带有一个荧光基

团, 当它与相互作用的蛋白质结合时, 会形成更大、更

稳定的复合物, 使荧光基团的翻滚更慢, 从而减小“扰

乱”效应, 增加发射光的偏振. 在基于荧光的底物置换

OGT 活性测定(fluorescent-based substrate displacement 
OGT assay)中, 相对于未结合的状态来说, 荧光性的

UDP-GlcNAc 类似物和 sOGT 的结合增加底物类似物荧

光的各向异性. 所以说, 荧光的各向异性能够反映形成

sOGT 复合物的数量, 通过测定不同 sOGT 浓度下底物

类似物荧光的各向异性, 得到荧光底物的解离常数为

1.3 μmol/L (图 11). 将天然非荧光性的 UDP-GlcNAc 或

者 UDP 加入到预平衡的荧光性 UDP-GlcNAc 类似物和

sOGT 混合物中, 它们会取代荧光标记的底物与 sOGT
结合, 从而减小荧光的各向异性. 天然 UDP-GlcNAc 与

荧光标记的 UDP-GlcNAc 类似物的解离常数十分相似

(UDP-GlcNAc 的解离常数为 1.5 μmol/L), 说明类似物

上的荧光基团并不影响其与 sOGT 的结合; UDP 的解离

常数为 0.8 μmol/L, 与以前报道的数据基本一致[44].  
使用这个方法, 作者对一个含有 64416 个化合物的

商业化库进行筛选, 以可重现地明显降低荧光的偏振而

不影响荧光的强度作为标准, 得到102个阳性的候选物. 
使用放射性标记的糖基供体底物进行活性验证, 发现其

中的 19 个化合物在 25 μmol/L 的浓度下对 sOGT 的抑制

率大于 40%, 但是这些分子并没有明显的共同结构特

征. 对部分抑制剂(8～10)的 IC50进行了测定, 均在微摩

尔级别(图 12). 对活性最好的两个化合物的抑制模式进

行了研究, 发现它们都是竞争性的抑制剂. 所有这些化

合物对于全长的酶(ncOGT)都有一定的抑制活性[26].  
同样的方法、相同的化合物库曾被应用于 MurG 酶

抑制剂的筛选[45]. 虽然 MurG 酶同样使用 UDP-GlcNAc
作为底物, 但是两次高通量筛选的结果没有重叠, 所以

说两个酶的 UDP-GlcNAc 结合口袋存在很大的不同, 为
发展正交的酶抑制剂奠定基础. 

此后, 作者又对化合物 10的结构进行了优化, 得到

了活性更高的化合物 11, 并对此类化合物的作用机制

进行了探索, 通过晶体结构分析发现其在 OGT 的活性

位点形成了羰基交联, 依据质谱数据分析推测了一种双

取代的作用机制: Lys842 进攻环外的羰基形成共价加合

物, 然后再与邻近的亲核基团(X, 主要为 Cys917)发生 

O

O

NH

OH

HO
HO

O P O P O
O

OH

O

OH

OH OH

N

NH

O

O

O

O
NH

O

HO

O

O

HO

sOGT

high fluorescence polarization

O

O

NH

OH
HO

HO
O P O P O

O

OH

O

OH

OH OH

N

NH

O

O

O

O
NH

O

HO

O

O

HO

sOGT

low fluorescence polarization

64,416 compounds

 
图 11  可用于高通量筛选的 OGT 配体置换试验 
Figure 11  Ligand displacement OGT assay for high-throughput 
screening 

 
图 12  配体置换试验筛选得到的三种 OGT 抑制剂 
Figure 12  Three OGT inhibitors found with ligand displacement assay 

反应而形成羰基交联的结构, 并不能排除X先进攻的可

能性(图 13)[46]. 化合物 11 具有细胞渗透性, 可以在细胞

水平抑制整体的 O-GlcNAc 糖基化, 但是抑制浓度相对

较高, 可能是因为发生分解和副反应.  
虽然这种方法允许快速地筛选化合物库, 但是它不

能对OGT活性进行直接的测定, 因而, 有必要使用其他

有效的 OGT 活性测定方法来验证阳性的候选物. 此外, 
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通过这种方法筛选得到的主要是竞争性的抑制剂, 虽然

作用位点明确, 但是限制了其他类型抑制剂的发现.  
4.2.2  “蛋白酶-保护”分析策略 

随后, Walker 小组又报道了“蛋白酶-保护”分析策

略. 在这个策略中, 利用荧光共振能量转移(fluores- 
cence resonance energy transfer, FRET), 通过测定蛋白酶

的活性来反映 OGT 的活性(图 14)[47]. 作者构建了一个

特别设计的肽底物: 肽链的一端连有荧光素供体, 而另

一端连有淬灭剂, 在肽链完好无损的情况下, 激发光

(485 nm)将会被吸收; 肽段上存在一个 O-GlcNAc 糖基

化的位点, 相对于非糖基化的肽段而言, 蛋白酶切断糖

基化的肽段更加困难. 在测定的过程中, 首先在加入/不
加入抑制剂的情况下, 将设计的肽底物与 OGT 共孵育, 

进行 O-GlcNAc 糖基化反应; 然后将得到的混合物用蛋

白酶处理, 蛋白酶会优先切断位阻小的非糖基化肽段; 
肽底物的糖基化程度与蛋白酶解的数量直接相关, 通过

测定蛋白酶解后的 FRET 信号就可以得到.  
使用这个策略, 作者对 124226 个化合物进行了筛

选, 发现 84 个化合物对 OGT 的抑制率大于 30%. 使用

放射性标记的糖基供体底物进行二次筛选, 确认 38 个

候选物具有OGT的抑制活性, 其中的 9个候选物的 IC50

在 0.9～20 μmol/L, 包括化合物 12～14(图 15)[47], 但是

在细胞水平的试验尚未报道. 
这种策略也是间接地测定, 如果存在任何抑制蛋白

酶活性的因素, 就会出现假阳性的结果. 因而, 也需要

用其他的方法来验证这种策略筛选的结果.  
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图 13  氨基甲酸酯类化合物假定的双取代作用机制 
Figure 13  Proposed double-displacement mechanism of carbamate derivatives 
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图 14  可用于高通量筛选的“蛋白酶-保护”分析策略: 相对于糖基化的肽段而言, 蛋白酶优先切断位阻小的非糖基化肽段 
Figure 14  Protease-protection assay strategy for high-throughput screening: protease prefers cleaving less sterically hindered unglycosylated peptide 
compared to the glycosylated peptide 
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图 15  “蛋白酶-保护”试验筛选得到的三种 OGT 抑制剂 
Figure 15  Three OGT inhibitors found with protease-protection assay 

4.2.3  叠氮酶联免疫吸附测定 
Bertozzi 小组发展了一种被称为叠氮酶联免疫吸附

测定(azido-enzyme-linked immunosorbent assay, azido- 
ELISA)的高通量方法(图 16)[48]. 在这种测定方法中, 使
用含有叠氮基团的非天然糖基供体 UDP-GlcNAz 作为

OGT 的底物来标记连有生物素(biotin)的肽底物, 然后

使用亲和素(avidin)包被的 96-孔板固定生成的糖肽, 叠
氮基团与亚磷-FLAG 发生 Staudinger 连接反应而带上

FLAG 标签 , 最后使用辣根过氧化物酶 (horseradish 
peroxidase, HRP)缀合的FLAG抗体进行标记. 通过比色

法读出 HRP 的活性, 从而反映 OGT 的相对活性. 



  
化 学 学 报 综述  

 
1486   http://sioc-journal.cn © 2013 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2013, 71, 1477—1487
 

 

图 16  叠氮酶联免疫吸附测定 
Figure 16  Azido-enzyme-linked immunosorbent assay (azido-ELISA) 

这种方法可以用于针对不同肽底物的 OGT 活性的

评价和 OGT 抑制剂的筛选. 作者对模型肽底物的序列

进行系统的变化, 活性结果显示 OGT 没有明显特异性

识别的序列, 但是对糖基化位点两侧的侧链都有一定的

偏好. 然而, 整个过程包含许多反应步骤, 一方面耗费

时间, 另一方面会增加整体的试验误差; 含有叠氮基团

的非天然糖基供体也可能会对活性测定的结果产生一

定的影响.  
4.2.4  小结 

以上三种方法实现了 OGT 抑制剂的高通量筛选, 
并且得到了一些结构新颖的抑制剂. 但是每种方法都有

自身的不足之处, 特别是前两种间接方法仍然需要使用

放射性标记的糖基供体底物进行活性验证, 所以有必要

发展更直接的高通量筛选方法.  

5  总结和展望 

近年来, 在 OGT 领域的研究取得了很大的进展: 
(1)OGT 晶体结构的表征使得对底物的结合模式有了直

观的认识, 为催化机制的阐明、新抑制剂的设计和优化

提供了依据; (2)通过理性设计和高通量筛选得到了数个

IC50在微摩尔级别的抑制剂, 为OGT的催化机制和功能

的研究提供了化学小分子工具.  
然而, 在 OGT 的研究领域中还存在一些有待解决

的问题: (1)在OGT的催化反应过程中, 起催化作用的碱

性基团是什么? 如前所述, 不同的小组持有不同的观

点, 确切的催化机制需要进一步的实验来阐明; (2)在保

持底物特异性的条件下, OGT 如何来识别如此多的底

物? 虽然目前认为 OGT 能够通过与许多结合伴侣的瞬

时相互作用形成不同底物特异性的全酶(holoenzymes), 
但是深入地阐明这一过程的分子调节机制将是未来研

究的重点; (3)缺乏简单的、较直接的高通量 OGT 活性测

定方法阻碍了高活性、新结构的 OGT 抑制剂的发现; (4)
对于不同亚型 OGT 的选择性抑制剂的研究十分欠缺, 
理性设计和高通量筛选出亚型特异性的 OGT 抑制剂将

会对 O-GlcNAc 的功能有更深入地认识.  
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