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Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography (PAINT)
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DNA-PAINT

In situ protein-

labeling strategy



Universal Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography (uPAINT)
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Total internal reflection fluorescence microscope (TIRFM)

Objective-Based (Cis)Prism-Based (Trans)



Glyco-PAINT

甘露糖受体（Mannose Receptor, MR）

一种凝集素，参与免疫反应甘露糖-凝集素的弱相互作用

Journal of Leukocyte Biology, 2012, 1177

8个C型凝集素结构域 (CTLD)

结合甘露糖、海藻糖、GlcNAc ……

富含半胱氨酸的结构域 (CRD)

结合硫酸化碳水化合物

FNII结构域
结合胶原蛋白

单分子结合动力学
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Glycan–Lectin Interactions

CTLD 4 CRD



Glycan–Lectin Interactions

MR 改善抗原（交叉）呈递
• 识别病原体，诱导免疫细胞成熟
• MR介导的内吞作用导致病原体向早期内含体的运输

Journal of Leukocyte Biology, 2012, 1177 Biochimica et Biophysica Acta, 2002, 364

利用活细胞表面聚糖-MR动力学信息、MR内化率
研究Glycan–Lectin相互作用



Glycan Probes

探针配体设计

• 构型：甘露糖苷单体，α1,2-二甘露糖苷，
α1,3-α1,6-三甘露糖苷

• 价态：不同的化学计量数（一个、两个或
六个聚糖）

• 聚糖之间间距不同（一个或四个氨基酸）

CRD配体

单分子水平的三个定量数据

• 探针-MR结合的密度和空间分布

• 探针-MR复合物的扩散

• 探针在 MR 上的停留时间

CTLD配体

确定相对结合动力学常数（kon 和 koff）

探索多价作用对Glycan–Lectin结合动力学的影响



Live-cell sugar–lectin binding rate measurements.

r: 结合反应二级速率

kon：结合速率常数

[R]：细胞受体密度

[L]：探针的浓度

重构密度图-结合动力学

结合密度- kon相对值

• 多价结合

• 甘露糖构型

• MR受体结构域

Probe 4 (5nM)

平均定位精度19nm

细胞膜上探针-MR的结合密度量化



Lateral diffusion of the MR on the cell membrane

探针4的运动轨迹 探针5、探针14的运动轨迹

Multivalent mannoside probes do not promote MR 

clustering.

Diffusion coefficient

~ 0.01 µm2/s

0.5 mg/mL 1 μM



Effect of multivalency on binding time and koff

探针驻留时间 τ

探针解离速率常数 koff τ=1/ koff



Affinity-dependent cellular uptake



Summary

Glycan–Lectin结合动力学参数与细胞摄取的相关性

• 细胞表面结合密度（相对kon）

• 探针驻留时间τ（τ=1/ koff）

• 探针内化水平

• 利用Glycan–Lectin的弱相互作用开发了Glyco-PAINT。

• 定量研究聚糖价态、构型、间距对活细胞中甘露糖-MR

在细胞膜上的动力学结合常数kon（相对值）、解离常数
koff 和细胞摄取。

• koff对聚糖化学计量数和几何结构的微小变化更敏感，
是调节Glycan–Lectin相互作用的最合适参数。

• Glyco-PAINT 够将聚糖的细胞摄取与活细胞中的不同结

合参数相关联，多价聚糖有较长的停留时间和较高的摄
取率，MR的CTLD结构域的结合明显强于CRD域。

• 通过Glyco-PAINT协助设计和验证 MR 的新治疗靶点，
并扩展到活细胞上其他相关凝集素 - 碳水化合物相互作
用的研究，阐明凝集素 - 碳水化合物相互作用在生物学
功能中的确切作用，并用于相关药物靶向研究。


