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摘   要：为鉴定 Opsin3 (OPN3) 的糖基化位点，通过使用衣霉素 (tunicamycin) 以及 N-糖酰胺酶

F (PNGase F)处理发现 OPN3 存在糖基化修饰；通过预测以及蛋白质氨基酸位点点突变鉴定 OPN3
的糖基化位点；利用 SNAP 标签蛋白构建了 SNAP-Opsin3 (SNAP-OPN3) 重组蛋白，使用

SNAP-OPN3 重组蛋白进行糖基化修饰对 OPN3 功能影响的研究。在表达 SNAP-OPN3 重组蛋白后，

使用 SNAP-tag 的反应底物 SNAP-Surface® 549 以及 SNAP-Cell® Oregon Green®通过荧光共聚焦显

微镜观察 OPN3 以及 OPN3 糖基化位点突变体是否能够成熟转运至细胞膜。结果表明，OPN3 的

N82 位点为 OPN3 的糖基化位点；SNAP 标签不影响 OPN3 功能的正常发挥；使用 SNAP 反应底物

可以清楚地观察到糖基化位点突变的 OPN3 不能正常转运至细胞膜。本研究首次鉴定了 OPN3 的

糖基化位点，并构建了 SNAP-OPN3 重组蛋白，发现 SNAP 标签并不影响 OPN3 的成熟转运，并

利用 SNAP 底物验证了糖基化修饰影响 OPN3 蛋白的成熟转运。 
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Abstract: Opsin3 (OPN3) is a photoreceptor membrane protein with a typical seven-alpha helical 

transmembrane structure that belongs to the G-protein-coupled receptor (GPCR) superfamily and is 
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widely expressed in brain. In recent years, it has been reported that OPN3 is also highly expressed in 

adipose tissue, and the protein is associated with the production of skin melanin. We found that the N82 

site is the glycosylation site of OPN3. SNAP-tagTM has diverse functions and can be applied to a variety 

of different studies. By constructing a SNAP-tagged OPN3 recombinant protein, the distribution position 

of SNAP-OPN3 in cells can be clearly observed by fluorescence confocal microscopy using 

SNAP-Surface® 549 and SNAP-Cell® OregonGreen®, which provides a new method for studying the 

function of OPN3. It also shows that SNAP-tag does not affect the function of OPN3. Using the SNAP 

tag we found that OPN3 cannot be taken up to the cell membrane after glycosylation site mutation. 

Keywords: Opsin3; glycosylation modification; SNAP; protein maturation 

 
 
 

OPN3 是第一个被确定为在眼外表达的视

蛋白，最初因其在小鼠脑中的丰富表达而被命

名为脑加压素[1]，后来发现其在哺乳动物外周

器官中广泛表达后被称为全加压素 [2]。尽管

OPN3 在 20 多年前被发现，但它仍然是最不典

型的视蛋白之一，其表达谱和功能在许多表达

它的组织中是未知的[3]。迄今为止，OPN3 的表

达或功能研究主要集中在皮肤、肺、结肠、肝

脏和脂肪细胞中[4-9]。有研究发现 OPN3 在黑色

素细胞中表达，在不需要任何光刺激的条件下

可负向调控黑色素的生成[10]。同时在其他表皮

细胞中，在蓝光刺激下，OPN3 可调节角质形

成细胞分化的下游效应[11]。在肿瘤研究领域，

有报道显示在发光二极管 (light emitting diode, 

LED) 的照射下，OPN3 作为光感受器促进了结

直肠癌细胞的自噬，导致了结直肠癌细胞活力

的降低[8]。同时也有研究发现部分肺腺癌组织

OPN3 表达高于正常肺组织，OPN3 高表达的患

者生存率较低[12]。在有关脂肪组织的研究中发

现，OPN3 敲除 (OPN3-KO) 小鼠易发生饮食诱

导的肥胖和胰岛素抵抗，研究揭示了棕色脂肪

细胞通过 OPN3-GPCR 信号通路可以调节能量

代谢，为开发基于饮食诱导的肥胖及其相关代

谢紊乱治疗方法提供了分子研究基础[5]。 

糖基化是一种蛋白质翻译后修饰，对于蛋

白质自身的结构、稳定性以及功能的发挥起到

十分重要的作用[13]。常见的糖基化修饰分为 N-

糖基化、O-糖基化、C-甘露糖基化等，其中 N-

糖基化和 O-糖基化属于比较常见的类型[14]。糖

基化修饰会对蛋白本身的功能产生重要影响，

例如影响膜蛋白的成熟转运以及蛋白质的稳定

性，同时对细胞粘附、细胞间信号传导产生影

响[15]，目前 OPN3 的糖基化位点还没有相关文

献报道。 

2003 年，Keppler 等[16]和 Pegg 等[17]开发了

一种新型的蛋白标记技术——SNAP-tag，该技

术是利用 O6-鸟嘌呤-DNA 烷基转移酶 (human 

O6-alkylguanine-DNA alkytransferase, hAGT) 
可将 O6-烷基鸟嘌呤的烷基转移到 hAGT 有活

性的半胱氨酸残基上的原理开发的。SNAP-tag

蛋 白 可 以 与 O6 修 饰 的 苯 甲 基 鸟 嘌 呤

(benzylguanine, BG) 荧光底物高特异性共价结

合，从而实现对带有 SNAP-tag 靶蛋白的高效特

异性荧光标记[18-19]。BG 荧光底物可携带不同波

长的荧光基团，产生 300–800 mm 不同的波长，

并且 SNAP-tag 蛋白与 BG 底物结合特异性强，

灵 敏 度 高 ， 克 服 了 绿 色 荧 光 蛋 白  (green 

fluorescent protein, GFP) 荧光光谱单一、应答

缓慢、灵敏度不高的缺点。目前该技术已广泛

地应用于蛋白质体内外研究、细胞成像、动物
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活体成像以及体外诊断等方面。 

本研究通过实验首次确定了 OPN3 的 N-糖

基化位点为 OPN3 N82 位点，使用 SNAP 标签

及其反应底物证实了 N-糖基化修饰影响 OPN3

蛋白的成熟使其不能正常转运至细胞膜，本研

究进一步揭示了 OPN3 蛋白的成熟条件，为相

关疾病的治疗打下了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株、细胞与培养基 
大肠杆菌 (Escherichia coli) DH5α 克隆菌

株，由北京大学生命科学院提供，在挑取甘油

菌种培养后制备感受态细胞。pcDNA3.1 质粒载

体，氨苄霉素 (Ampicillin) 抗性，工作浓度为

100 µg/mL，质粒购自 Novagen 公司；HEK293T

细胞购自中国科学院上海细胞库。 

1.2  主要试剂与耗材 
Ex Taq DNA 聚合酶、 dNTP、 DL2000 

Marker、限制性内切酶 Not I 和 BamH I、T4 DNA

连接酶购自日本 TaKaRa 公司；质粒小提试剂盒、

质粒纯化回收试剂盒等购自天根生化科技 (北京)

有限公司；Ni 柱及 Superdex 75 柱购自瑞典 GE 

Healthcare 公司；酵母提取物 (yeast extract)、胰

蛋白胨 (tryptone)、NaCl、异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)、

谷胱甘肽、氨苄霉素、卡拉霉素、衣霉素、N-

糖酰胺酶 F、生物素、Streptavidin 等购自生工

生物工程 (上海) 股份有限公司；V5 标签抗体、

His 标签抗体以及二抗购自 Cell Signaling 

Technology 公司； SNAP-Surface® 549 以及

SNAP-Cell® Oregon Green®购自 New England 

Biolabs 公司。 

1.3  质粒的构建与鉴定 
在 NCBI 上查找 opsin3 基因 (gene ID：

23596) 获得其 cDNA 全序列为 1 209 bp，其编

码 402 aa 的 OPN3 全长蛋白，使用 Primer 

Premier 5.0 软件设计上游和下游引物，使用厦

门大学韩家淮教授实验室赠送的 cDNA 材料进

行 PCR 扩增得到 OPN3 的全长片段，用琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒回收 PCR 产物，PCR 产

物与 pcDNA3.1 分别经 BamH I 和 Not I 进行双

酶切并纯化回收，用 T4 DNA 连接酶 16 ℃过夜

连接，次日取 10 μL 连接液转化大肠杆菌 DH5α

克隆菌株，转化液均匀涂布于含相应氨苄霉素

抗性的 LB 固体培养板，37 ℃过夜培养，次日

挑取单克隆菌斑进行阳性克隆鉴定，阳性克隆鉴

定初筛条带正确的菌斑，接种于 4 mL 相应氨苄霉

素抗性的 LB 液体培养基中，37 ℃过夜培养，次

日提取质粒并送北京大学生命科学院测序鉴定。 

1.4  蛋白免疫印迹 
使用 24 孔板培养 HEK293T 细胞，待其长

至 50%–70%使用 Lipo2000 进行转染，48 h 后

裂解细胞，将细胞裂解液与适量浓缩的 SDS 蛋

白缓冲液混合，95 ℃或沸水浴加热 3–5 min，

以充分变性蛋白。根据目的蛋白的大小配制合

适浓度的 SDS-PAGE 凝胶，随后蛋白样品直接

上样到 SDS-PAGE 胶加样孔内，100–150 V 恒

压电泳；结束后选用 PVDF 膜，将转膜槽放置

于冰浴中进行转膜；转膜结束后使用 3% BSA

溶液进行封闭；封闭结束后使用对应标签的一

抗 4 ℃孵育过夜；回收一抗后加入 TBST 洗涤

液，在摇床上洗涤 5–10 min，重复 3 次；随后

进行二抗孵育，室温 30–60 min；二抗孵育结束

后加入 TBST 洗涤液，在摇床上洗涤 5–10 min，

重复 3 次；最后使用超敏 ECL 发光液，取等体积

A 液和 B 液 500 μL，混匀后显影，观察蛋白位置。 

1.5  SNAP-tag 蛋白标签与底物的反应 
使用 12 孔板在玻璃爬片上培养 HEK293T

细胞，待其长至 50%–70%使用 Lipo2000 进行

转染，将构建好的带有 SNAP 标签的 OPN3 质
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粒转染进细胞，48 h 后进行下一步处理。将

SNAP-Surface® 549 以及 SNAP-Cell® Oregon 

Green®与细胞培养基按照 1︰200比例进行稀释

后备用。除去 12 孔板中的细胞培养基后加入稀

释 后 的 SNAP-Surface® 549 或 SNAP-Cell® 

Oregon Green®，放进细胞培养箱静置 30 min；

随 后 使 用 PBS 进 行 洗 涤 除 去 稀 释 后 的

SNAP-Surface® 549 或 SNAP-Cell® Oregon 

Green®，加入 PBS 后放进细胞培养箱静置     

5 min，重复 3 次，以减少背景污染。PBS 洗涤

后使用 DAPI 进行细胞核的染色，最后将爬片

放到载玻片上，使用共聚焦显微镜 (DM6000CS，

Leica) 进行拍摄，SNAP-Surface® 549 组的激发

波长为 549 nm，SNAP-Cell® Oregon Green®组

的激发波长则为 488 nm。 

1.6  生物素标记实验 
使用六孔板培养 HEK293T 细胞，待其长至

50%–70%使用 Lipo2000 进行转染，在细胞转染

48 h 后，使用 2 mg/mL 的生物素溶液进行标记；

除去 12 孔板中的细胞培养基后加入 2 mg/mL

的生物素溶液孵育细胞 1 h；随后裂解细胞，取

500 μL 裂解后的细胞清液加入 10–20 μL 的链霉

亲和素琼脂糖珠子 (streptavidin agarose) 进行孵

育，4 ℃孵育 12 h 或过夜孵育，孵育后使用裂解

液漂洗 streptavidin agarose，每次 10 min，漂洗   

3 次，随后进行蛋白免疫印迹验证。 

2  结果与分析 

2.1  SNAP-OPN3 重组蛋白的构建以及

OPN3 糖基化修饰的鉴定 
在 NCBI 数据库上查找 OPN3 的全长序列，

设计引物后通过 PCR 得到 OPN3 的完整序列。

SNAP-OPN3 重组蛋白基因的构建方案如图 1A

所示，为防止 SNAP 蛋白影响 OPN3 蛋白的构

象从而影响 OPN3 蛋白功能的行使，SNAP 蛋

白与 OPN3 蛋白之间增加了由 12 个甘氨酸和丝

氨酸组成的铰链区。质粒构建完成后测序序列

完全正确，无碱基突变。随后将两种质粒转染

进 HEK293T 细胞中，48 h 后裂解细胞，经

Western blotting 验证，两种质粒均可在哺乳动

物细胞系统中正常表达 (图 1B)，表明 SNAP

蛋白并不影响 OPN3 的合成过程。随后将 OPN3

质粒转染进 HEK293T 细胞中，24 h 后使用    

2 μg/mL 的衣霉素处理细胞，在质粒转染 48 h 
 

 
 

图 1  SNAP-OPN3 构建模式图以及 OPN3 糖基化修饰的鉴定 
Figure 1  Schematic diagram of SNAP-OPN3 construction and identification of OPN3 glycosylation 
modification. (A) Schematic of OPN3 and SNAP-OPN3. (B) Band pattern of OPN3 and SNAP-OPN3. (C) 
Band pattern of OPN3 under the treatment of tunicamycin and PNGase F. For all WB assays, the numbers on 
the right of the blot represent molecular weight (kDa). 
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后裂解细胞。使用 PNGase F 处理 OPN3 蛋白，

PNGase F 能够在体外去除蛋白的 N-糖基化修

饰，糖基化修饰可使蛋白大小发生改变，可据

此判断蛋白糖基化的有无。Western blotting 检

验表明，在衣霉素以及 PNGase F 处理后 OPN3

蛋白条带发生了明显的下降迁移过程 (图 1C)，

由此猜测 OPN3 蛋白存在 N-糖基化修饰。 

2.2  OPN3 糖基化位点的预测以及预测位

点突变体的构建 
在初步鉴定了 OPN3 存在糖基化修饰后，

使用 DTU Bioinfomatics 软件预测了 OPN3 可能

的糖基化位点，可能性最高的两个位点分别是

N82 以及 N198 位点 (图 2A)。接下来通过对比

人、小鼠、鸡以及斑马鱼之间的 N82 以及 N198 

 

图 2  OPN3 糖基化位点的预测以及相应突变体的构建 
Figure 2  Prediction of OPN3 glycosylation sites and construction of corresponding mutants. (A) 
N-glycosylation prediction of OPN3. (B) Demonstration of the two conserved asparagine in different species. 
(C) Band pattern of OPN3WT, OPN3 N82Q and OPN3 N198Q. 
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位点，发现两个位点高度保守，结果如图 2B 所

示。随后使用之前 OPN3 质粒构建模式构建了

OPN3 N82Q 以及 OPN3 N198Q 两个 OPN3 的突

变体。通过将 OPN3、OPN3 N82Q 以及 OPN3 

N198Q 转染进 HEK293T 细胞，48 h 后裂解细

胞，Western blotting 验证结果可以看到在 N82

位点突变后 OPN3 蛋白条带明显下移，而 N198

位点突变后条带位置没有变化 (图 2C)，由此推

测 N82 位点为 OPN3 的 N-糖基化位点。 

2.3  N82 位点为 OPN3 的唯一 N-糖基化修

饰位点 
通过以上结果推测 N82 位点为 OPN3 的糖

基化修饰位点，但蛋白质有可能多个位点均可

发生糖基化修饰，那么 N82 位点是否为 OPN3

的唯一糖基化修饰？随后将 OPN3、OPN3 

N82Q 以及 OPN3 N198Q 转染进 HEK293T 细

胞，同图 1C 处理方式，使用衣霉素以及 PNGase F

处理 OPN3 以及两个突变体，经过 Western 

blotting 验证，结果如图 3A 和 3B 所示，OPN3 

N198Q 突变体在衣霉素和 PNGase F 处理后同

OPN3 一致，均有蛋白条带下移的现象，说明

OPN3 N198Q 突变体仍存在糖基化修饰，N198

位点不是 OPN3 的糖基化修饰位点。与 OPN3 

N198Q 突变体不同的是，OPN3 N82Q 突变体在

衣霉素和 PNGase F 处理后蛋白条带不再下移，

说明 OPN3 N82Q 突变体已不存在 N-糖基化修

饰，N82位点为OPN3唯一的N-糖基化修饰位点。 

2.4  OPN3 糖基化修饰影响 OPN3 的成熟

转运至细胞膜 
蛋白质的 N-糖基化修饰对蛋白质功能的发

挥起到重要作用，对于膜蛋白来说，糖基化修

饰可能会影响蛋白质的成熟转运，从而影响膜

蛋白功能的发挥。为了研究糖基化修饰对 OPN3

的影响，按照图 1A 构建 SNAP-OPN3 N82Q 蛋

白，用于研究糖基化对 OPN3 功能的影响。同

时 利 用 生 物 素 标 记 技 术 ， 在 将 O P N 3 、

O P N 3 N 8 2 Q 以及 O P N 3  N 1 9 8 Q 转染进

HEK293T 细胞后进行膜蛋白标记，生物素标记

后使用 Streptavidin 树脂珠进行下拉实验，结果

如图 4A 所示，OPN3 以及 OPN3 N198Q 均可通

过 Streptavidin 树脂珠下拉得到，而 OPN3 N82Q

则不能，表明 OPN3 N82Q 不能正常转运至细胞 

 

 
 

图 3  OPN3 糖基化位点的验证 

Figure 3  Validation of OPN3 glycosylation sites. Band pattern of OPN3WT，OPN3 N82Q and OPN3 

N198Q under the treatment of tunicamycin (A) and PNGase F (B). 
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图 4  糖基化修饰影响 OPN3 成熟转运至细胞膜 
Figure 4  Glycosylation modification affects OPN3 
maturation and transportation. (A) Surface biotin 
labeling assay of OPN3 WT, N82Q and N198Q. (B) 
Band pattern of SNAP-OPN3 WT and SNAP-OPN3 
N82Q under the treatment of tunicamycin. WCL 
represents whole cell lysate. 
 

膜，结果表明糖基化可影响 OPN3 转运至细胞

膜发挥功能。随后通过构建 SNAP-OPN3 以及

SNAP-OPN3 N82Q，通过使用衣霉素处理后发

现 SNAP-OPN3 仍存在糖基化修饰，而 SNAP- 

OPN3 N82Q 则不存在 (图 4B)，表明 SNAP 标

签不影响 OPN3 的糖基化修饰。 

随后将 SNAP-OPN3 以及 SNAP-OPN3 

N82Q 转入 HEK293T 细胞，48 h 后使用不能够

入膜的 SNAP 标签底物 SNAP-Surface® 549 孵

育细胞 30 min，随后使用共聚焦显微镜进行观

察，图 5A 可以看到细胞膜上红色荧光的存在，

表明 OPN3 可正常转运至细胞膜上发挥作用，

但是 SNAP-OPN3 N82Q 突变体则没有红色荧

光显示，表明 OPN3 N82Q 突变体不能够被转运

至细胞膜。同时使用能够入膜的 SNAP 标签底

物 SNAP-Cell® Oregon Green®，图 5B 可以看到

SNAP-OPN3 以及 SNAP-OPN3 N82Q 均在细胞

内表达，从此实验结果也可知 OPN3 N82Q 突变

体可在细胞内正常表达但不能被转运至细胞

膜。由此实验结果可以确定 OPN3 的 N-糖基化

修饰会影响 OPN3 蛋白的成熟转运，在 OPN3

糖基化修饰缺失后，OPN3 蛋白将不能正常转

运至细胞膜发挥功能。 

3  讨论 

OPN3 是近年来第一个被确定为在眼外表

达的视蛋白，并且多项研究报道显示 OPN3 与

肿瘤以及脂肪细胞的能量代谢密切相关。作为

跨膜蛋白，OPN3 的翻译后修饰以及结构研究

甚少。据研究显示，人源的蛋白质 50%以上都

被糖基化，糖基化修饰在蛋白质成熟以及蛋白

质发挥功能的过程中都起着非常重要的作 

用。首先本研究通过常用的衣霉素以及 PNGase 

F 处理 OPN3 蛋白，发现 OPN3 蛋白存在糖基

化修饰。随后通过糖基化位点的预测，选取了

两个可能性最大的 N-糖基化位点，分别是 N82

以及 N198 位点。通过点突变，将 N82 以及 N198

位点突变成了 Q82 以及 Q198，使用衣霉素以及

PNGase F 处理 OPN3 N82Q 以及 OPN3 N198Q

突变体，结果显示在 N82 位点突变后 OPN3 的

糖基化修饰消失，故本研究首次成功鉴定了

OPN3 的 N-糖基化位点——N82 位点。 

为进一步研究糖基化修饰对 OPN3 的影

响，随后使用生物素标记膜蛋白，在生物素与

膜蛋白相互作用后使用 Streptavidin 树脂珠进行

下拉。通过生物素标记实验发现，OPN3 以及

OPN3 N198Q 突变体均可正常成熟转运至细胞
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膜，可被生物素标记从而被下拉至 Streptavidin

树脂珠，而 OPN3 N82Q 突变体则不能被转运至

细胞膜。故得出结论，糖基化修饰影响 OPN3

的成熟转运至细胞膜，在糖基化修饰消失后，

OPN3 则不能正常成熟转运至细胞膜行使功能。 

为进一步证实糖基化修饰影响 OPN3 成熟

转运至细胞膜，本研究使用了 SNAP 标签蛋白，

构建了 SNAP-OPN3 以及 SNAP-OPN3 N82Q 蛋

白。首先通过衣霉素以及 PNGase F 处理

SNAP-OPN3 以及 SNAP-OPN3 N82Q 蛋白，结

果显示 SNAP 标签蛋白并不影响 OPN3 的糖基

化修饰，在 N82 位点突变后，SNAP-OPN3 N82Q

蛋白仍不存在糖基化修饰。随后使用 SNAP 反

应 底 物 ， 分 别 是 不 能 透 过 细 胞 膜 的

SNAP-Surface® 549 以及可以透过细胞膜的

SNAP-Cell® Oregon Green®，荧光成像结果表明

SNAP-OPN3 以及 SNAP-OPN3 N82Q 均可以在

细胞中正常表达，但 SNAP-OPN3 也存在于细 

 

 
 

图 5  糖基化修饰影响 OPN3 成熟转运至细胞膜 
Figure 5  Glycosylation modification affects OPN3 maturation and transportation. (A) Confocal fluorescent 
imaging of SNAP-tagged OPN3 and OPN3 N82Q on the plasma membrane. SNAP-tagged proteins are 
labelled with cell-impermeable SNAP-Surface® 549. DAPI labels the nucleus. (B) Confocal fluorescent 
imaging of SNAP-tagged OPN3 and OPN3 N82Q. SNAP-tagged proteins are labelled with cell-permeable 
SNAP-Cell® Oregon Green®. DAPI labels the nucleus. 
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胞膜，而在 N82 位点突变后，SNAP-OPN3 N82Q

不能在细胞膜上观察到，表明该 OPN3 不能够成

熟转移至细胞膜。以上实验结果均证实糖基化修

饰影响 OPN3 成熟转运至细胞膜。 

同时从使用 SNAP-Cell® Oregon Green®的

荧光成像结果来看， SNAP-OPN3 N82Q 与

SNAP-OPN3 相比存在明显的在细胞内团聚的

现 象 。 从 该 实 验 结 果 推 测 ， 可 能 是 由 于

SNAP-OPN3 N82Q 缺少糖基化修饰，不能正确

地在内质网折叠，从而不能进一步转运至高尔

基体进行再加工，影响了 OPN3 的成熟转运至

细胞膜，从而影响 OPN3 功能发挥。根据文献

报道，OPN3 可促进肺腺癌的发展，在 OPN3

过表达的情况下肺腺癌细胞系增殖能力增强，

生长速度加快[12]。本研究鉴定了 OPN3 的糖基

化位点，并发现糖基化修饰影响 OPN3 成熟转

运至细胞膜，从而影响 OPN3 功能的发挥，后

续实验可进一步探究糖基化修饰是否可通过影

响 OPN3 进而影响相关的肺腺癌的生长，为

OPN3 过表达的肺腺癌提供新的治疗思路。 

OPN3 作为跨膜蛋白，其蛋白质结构还未

成功解析，对于 OPN3 蛋白质的合成过程以及

翻译后修饰研究也较少，本研究首次鉴定了

OPN3 的糖基化位点，并通过生物素标记以及

SNAP 标签荧光成像等实验手段发现了 OPN3

的糖基化修饰可影响 OPN3 的成熟转运从而影

响 OPN3 功能的发挥，为进一步了解 OPN3 的

成熟过程提供了分子理论基础，同时也为相关

的疾病治疗提供了新的思路。 
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