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摘要：【目的】发展一种活细菌细胞壁荧光标记方法，为后期研究细菌肽聚糖的生物合成和代谢规律以

及其与细菌感染致病的关系提供新的工具。【方法】对细菌肽聚糖的生物合成前体 N-乙酰葡萄糖胺-1-

磷 酸 (GlcNAc-1-P) 进 行 化 学 修 饰 ， 设 计 并 合 成 含 有 叠 氮 基 的 GlcNAc-1-P 类 似 物 ( 化 合 物 5 ：

Ac3GlcNAz-1-P)。将该类似物与细菌共同孵育，使其作为探针进入细菌肽聚糖天然合成途径。之后提取

并酶解肽聚糖组分，用红外光谱(FTIR)和液质联用(LC/MS)检测探针是否通过代谢进入细菌肽聚糖结构

中。同时用外源荧光素对代谢掺入细菌肽聚糖中的探针进行染色。在激光共聚焦显微镜下观察对活细菌

的荧光标记效果。【结果】通过四步有机合成反应，以 79%的总收率成功获得了化合物 5。将大肠杆菌

(Escherichia coli BL21)作为模式菌株与化合物 5 共孵育后，其肽聚糖组分的 LC/MS 和 FTIR 分析结果均

显示探针可以被细菌利用并被代谢掺入到肽聚糖结构中。激光共聚焦显微镜观察结果显示，荧光素可以

高效标记表面携带有生物正交探针的大肠杆菌。【结论】设计合成了一种新型探针，可用于活细菌成像，

为深入研究细菌肽聚糖的生物学功能及其与细菌感染致病的关系提供了一种简便的方法。 
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肽聚糖(Peptidoglycan，PG)是真细菌细胞壁的

一个重要组成成分。它包裹在细菌外层，与细菌

菌体的分裂、形态的维持和小分子信号的识别息

息相关[1]。肽聚糖是由多糖主链、寡肽支链及肽桥

(寡肽链之间的交联方式)聚合而成的多层网状大

分子结构。其中，糖链由 N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc)

和 N-乙酰胞壁酸(MurNAc)通过 β-1,4 糖苷键交替

连接而成。寡肽支链以酰胺键共价连接在 MurNAc

上。不同菌种的寡肽支链在氨基酸组成、顺序以

及肽桥的结构上有所不同[2]。本研究中所用的模式

菌株大肠埃希氏菌(E. coli)属于革兰氏阴性菌。其

寡肽组成顺序为：L-Ala→D-Glu→m-DAP→D-Ala。
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其相邻的肽聚糖主链通过其中一个寡肽的 DAP 氨

基与另一个寡肽的末端 Ala 羧基通过酰胺键而彼

此连接，从而形成肽聚糖大分子结构。 

细菌肽聚糖的生物合成途径已被研究得较为

透彻，但其在宿主体内环境中的代谢及其与细菌

感染致病的关系仍不清楚[3]。近年来发现，肽聚糖

具有多种重要的生物学活性，如免疫调节、抗感

染、抗肿瘤、抗新陈代谢活性、致热性、细胞毒

性、粘附作用等[4]。少量的肽聚糖是人类免疫系统

的激活剂，它能够通过诱导各种非特异免疫因子

或特异性免疫因子的释放或表达来发挥其免疫功

能，提高局部或全身免疫功能，对于宿主一些生

理功能的维持和促进非常重要，且对人体没有毒

性[5]。Ishihara 等[6]证实肽聚糖有一定的抑瘤作用。

此外，肽聚糖还具有粘附作用，是真核生物免疫

系统识别的理想靶位。不同种动物的细胞中存在

肽聚糖识别蛋白，该蛋白能够结合肽聚糖，从而

发挥一定的免疫功能[7]。但大量的肽聚糖会有一定

的生理学毒性，并且肽聚糖所包裹的菌体本身也

会感染人体，造成伤害。肽聚糖是细菌生存所必

需的重要成分，但不存在于真核生物中，因此是

抗菌药物的重要作用靶点。综上所述，肽聚糖具

有多种生物学活性，在细菌本身生存代谢和激活

宿主天然免疫方面均具有重要作用。然而现有的

研究对于肽聚糖在宿主天然免疫方面的作用机制

以及其与细菌感染致病的关系仍不明确。因此，

对细菌肽聚糖结构进行实时荧光成像对于肽聚糖

的深入研究具有重要意义。 

近年来针对细菌表面的标记大多是以外层脂

多糖或脂蛋白为靶点，而以肽聚糖为靶点进行结

构修饰和成像的研究相对较少。目前的肽聚糖成

像技术包括使用荧光标记凝集素或与细胞壁结合

的抗生素[8]、基于检测游离硫醇[9]或者放射性[10]

的代谢标记、利用荧光底物的酶法标记[11]，以及

对肽聚糖寡肽结构中的氨基酸进行标记[12]。虽然

这些成像技术有助于揭示一些细菌肽聚糖代谢的

动力学过程，但它们的菌种适用性十分有限，操

作复杂或者分辨率较低。肽聚糖是真细菌(包括革

兰氏阳性和阴性菌)细胞壁的共通结构，其结构中

的多糖主链作为大分子骨架，在肽聚糖结构中相

对稳定并且含量较高。本研究针对肽聚糖主链中

的糖分子进行化学修饰，并通过生物正交反应进

行荧光标记，旨在建立了一种广谱而高效的活细

菌成像方法，为细菌肽聚糖的生物学研究和抗菌

药物的发现提供有力工具。 

1  材料和方法 

1.1  菌株培养 

实验室分离培养的 E. coli BL21 菌株，1︰100

接种于 Luria-Bertani 培养基(胰蛋白胨 10 g/L、酵

母提取物 5 g/L、NaCl 10 g/L，调节 pH 至 7.4)进

行培养传代。 

1.2  肽聚糖前体类似物的化学合成 

在肽聚糖糖链的天然代谢合成途径(图 1)中，

首先，6-磷酸-果糖(Fru-6-P)在葡糖胺合成酶 GlmS

的催化下转化成 6-磷酸-葡萄糖胺(GlcN-6-P)[13]，

后者经过 GlmM 酶催化转化为 1-磷酸-葡萄糖胺

(GlcN-1-P)[14]。GlcN-1-P 在双功能酶 GlmU 的催化

下先发生转乙酰化反应生成 N-乙酰氨基葡萄糖-1-

磷酸(GlcNAc-1-P)，然后 GlcNAc-1-P 经转尿苷反

应生成 UDP-GlcNAc。UDP-GlcNAc 既可以作为

N-GlcNAc 的糖基供体，用于合成肽聚糖主体结构

糖链中的 GlcNAc，又可以作为合成 UDP-MurNAc

的 前 体 物 质 ， 最 终 转 化 成 肽 聚 糖 糖 链 中 的

MurNAc。因此，GlcNAc-1-P 是肽聚糖合成中重 
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图 1.  肽聚糖的合成途径 

Figure 1.  Synthetic pathway of peptidoglycan. 
 

要的前体物质，本研究以 GlcNAc-1-P 为靶点，设

计并合成其类似物用于细菌肽聚糖的荧光标记。 

1.2.1  GlcNAc-1-P 类似物 Ac3GlcNAz-1-P(5)的合

成：参考文献[15]，设计并合成肽聚糖天然代谢途

径中重要中间体 GlcNAc-1-P 的类似物 5 (图 2)。

在氮气保护下将起始原料 D-氨基葡萄糖盐酸盐(化

合物 1) 溶于无水甲醇中，逐滴加入三乙胺，室温

搅拌 30 min 至溶液澄清，向反应瓶中加入化合物

2[15]，室温反应 12 h 后，浓缩反应液，经 Sephadex 

G-15 凝胶柱过滤除盐，以 98%产率得到化合物 3。

化合物 3 经酶催化在一位引入的磷酸基团[16]，具

体 过 程 为 在 1 mL 反 应 缓 冲 液 (100 mmol/L 

Tris-HCl，pH 9.0，10 mmol/L MgCl2)中加入 ATP  

(2 mmol/L)、NahK 酶(N-acetylhexosamine kinase，

0.75 mg/mL)和化合物 3 (2 mmol/L)，37 °C 反应  

12 h 后，将反应液煮沸 5 min 并 12000 r/min 离心

5 min 除蛋白，收取上清液浓缩后依次用 Sephadex 

G-15 凝胶柱、制备型薄层色谱分离(展开剂为正丁

醇︰乙酸︰水  2︰1︰1)，得到化合物 4 (产率

86%)，该产物在茴香醛显色剂中为棕黄色。化学

修饰后的 GlcNAz-1-P (化合物 4)极性较大，为了

使其易于穿过细胞壁进入细菌从而参与细胞壁标

记，我们将化合物 4 进一步全乙酰化。将化合物 4

溶于吡啶(Pyridine)，滴加醋酸酐(Ac2O)，使其全

乙酰化，室温反应 12 h 后，得到的产物用 Sephadex 

G-15 凝胶柱分离得到终产物化合物 5 (产率 94%)。

用核磁共振氢谱(1H NMR)和傅里叶变换高分辨质

谱鉴定其结构。 
1H NMR (500 MHz, D2O)：δ5.58 (dd, J = 7.2, 3.5 Hz, 

1H), 5.39 (dd, J = 7.3, 3.3 Hz, 1H), 5.28 (dd, J = 18.7, 
9.1 Hz, 1H), 5.07 (dt, J = 14.9, 9.8 Hz, 1H), 4.36 (t, 
J = 11.3 Hz, 3H), 4.25 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.13 (d, 
J = 10.9 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 3.99 (s, 
1H), 3.95 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 3.90 (t, J = 15.7 Hz, 
1H), 2.11 (s, 1H), 2.06 (d, J = 6.1 Hz, 4H), 2.02 (s, 
4H), 1.98 (d, J = 5.8 Hz, 4H). HR-ESIMS (m/z) for 
C14H21N4O12P[M+Na]+, calculated: 491.07858, 

found: 491.07946。 
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1.2.2  天然底物 GlcNAc-1-P 全乙酰化产物(8)的

合成：参考文献[16] (图 3)，D-乙酰氨基葡萄糖(化

合物 6，2 mmol/L)溶于 1 mL 缓冲液(100 mmol/L 

Tris-HCl，pH 9.0，10 mmol/L MgCl2)，依次加入

ATP (2 mmol/L)和 NahK 酶(0.75 mg/mL)，37 °C 反

应 12 h 后煮沸 5 min，12000 r/min 离心 5 min 除去

蛋白，上清液浓缩依次用 Sephadex G-15 凝胶柱和

制备型薄层色谱分离得到化合物 7 (产率 88%)。之

后将 7 溶于吡啶，滴加醋酸酐，使其全乙酰化，

并用 Sephadex G-15 凝胶柱分离纯化得终产物 8 

(产率 95%)。核磁共振氢谱和傅里叶变换高分辨质

谱确认结构。 

1H NMR (500 MHz, D2O)：δ5.56 (dd, J = 7.3, 3.4 Hz, 

1H), 5.25 (dd, J = 10.6, 9.5 Hz, 1H), 5.07 (t, J = 9.8 Hz, 

1H), 4.37 (dd, J = 12.7, 3.3 Hz, 1H), 4.29 (ddd, J = 

10.6, 5.6, 2.9 Hz, 2H), 4.08 (dd, J = 12.7, 2.1 Hz, 

1H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00–1.97 (m, 3H), 

1.94 (d, J = 10.3 Hz, 3H). HR-ESIMS (m/z) for 

C14H22NO12P[M+Na]+, calculated: 450.07718, found: 

450.07705。 

1.3  菌体肽聚糖的提取 

为了确认探针化合物参与代谢并进入了细菌

细胞壁的肽聚糖结构中，我们按照已报道的方  

法[17]对用探针化合物处理过的细菌进行了肽聚糖

的提取和分析。在两组大肠杆菌菌液中，分别加

入探针化合物 5 和化合物 8 (对照)进行孵育。至对

数期后，10000 r/min 离心 5 min，PBS 冲洗菌体    

3 遍，并将菌体重新悬浮于消化缓冲液中(25 mmol/L 

NaCl，50 mmol/L Tris，2 mmol/L EDTA，pH 7.9)，

加入溶菌酶(EC 3.2.1.17，终浓度为 1 mg/mL，该

酶可专一性地断裂肽聚糖多糖主链中 GlcNAc 与

MurNAc 之间的 β-1,4 糖苷键)，37 °C 搅拌 3 d，

并且每隔 24 h 补加终浓度为 1 mg/mL 的溶菌酶。

3 d 后，10000 r/min 离心 1 min 取上清液，经 3K

超滤管超滤浓缩(10000 r/min×15 min×8 times)，得

到大肠杆菌肽聚糖组分。 

 

 
 

图 2.  Ac3GlcNAz-1-P (5)的合成路线 

Figure 2.  Synthetic route of Ac3GlcNAz-1-P (5). 
 

 
 

图 3.  Ac3GlcNAc-1-P (8)的合成路线 

Figure 3.  Synthetic route of Ac3GlcNAc-1-P (8). 
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1.4  分析和鉴定肽聚糖组分 

1.4.1  FTIR 分析鉴定肽聚糖组分：将上述步骤

提取出的大肠杆菌肽聚糖组分，经过超滤浓缩后

冷冻干燥。取 10 μg 固体进行傅里叶变换显微红

外 光 谱 仪 Spotlight 200 分 析 ， 扫 描 范 围 为

2500–4000 cm–1。 

1.4.2  LC/MS 分析肽聚糖组分：将上述步骤提取

出的大肠杆菌肽聚糖组分，经过超滤浓缩后冷冻

干燥，用超纯水将其配制成 1 mg/mL 的溶液，进

行液相色谱-质谱联用正离子高分辨分析。采用

Agilent Eclipse XDB-C18 液相分析柱 (250 mm×  

4.6 mm)，进样量 50 μL，流速 0.7 mL/min。进样

之后 30 min 内梯度冲柱子分析样品，梯度从 1%

溶液 B 至 99%溶液 A，其中溶液 A 为 1‰的甲酸

水溶液，B 为乙腈。对所得的液相质谱图进行分

子量分析。 

1.5  生物正交反应后的荧光效果观察 

生物正交反应(Bioorthogonal reaction)是可以

在活体细胞中进行的化学反应，可以用来特异性

标记活体生物大分子[18]。这类反应可以在生物体

内的生理条件下发生，不会与体内同时发生的其

他生化反应互相干扰，也不会对生物体和目标生

物分子产生损伤。这类反应分为很多种，如金属

催化、光催化的生物正交反应。本研究中我们使

用的是无需催化剂催化的生物加成反应，即环张

力诱导的叠氮-炔基环加成反应，也被广泛称为“无

铜点击化学(Copper free click chemistry)”(图 4)。 

首先，我们将二位叠氮的 Ac3GlcNAz-1-P (化

合物 5，终浓度 0.8 mmol/L)与 1︰100 接种的 1 mL

大肠杆菌共同孵育 10 h 至大肠杆菌生长对数期，

用 PBSTB (PBS 缓冲液中加入 1% BSA 和 0.1%吐

温 20)反复冲洗 3 遍。细菌经过 4%多聚甲醛固定

0.5 h，再用 PBSTB 冲洗 3 遍。加入带有炔基的荧

光 染 料 Dibenzocyclooctyne (DBCO)-Cy3 ( 购 于

Sigma-Aldrich，终浓度 10 μmol/L)，37 °C 避光孵

育 1.5 h 后用 PBSTB 冲洗 3 遍，去除非特异性吸

附，之后于双扫描模式激光共聚焦显微镜 Leica 

SP8 下观察荧光效果。化合物 8 作为对照组。 

 

 
 

图 4.  利用生物正交反应标记细菌肽聚糖的示意图 

Figure 4.  Bioorthogonal labeling of bacterial peptidoglycan. 
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2  结果和分析 

2.1  探针化合物 5 和对照化合物 8 的合成 

根据图 2 和图 3 所示的路线，我们结合化学

合成方法和酶促合成方法，分别以 D-氨基葡萄糖

盐酸盐(化合物 1)和 D-乙酰氨基葡萄糖(化合物 6)

为起始原料，以 79%和 84%的总产率成功合成了

探针化合物 5 和对照化合物 8。化合物的结构通过

核磁共振氢谱和高分辨质谱得到了确认(图 5)，且

纯度大于 95%，可用于后续生物实验。 

2.2  大肠杆菌肽聚糖的 FTIR 分析 

按照步骤 1.4，笔者提取了大肠杆菌的肽聚糖

组分，然后通过 FTIR 对该组分进行了结构分析。

从图 6 所示的 FTIR 测试结果可以看出：无论是经

过探针化合物 5 还是对照化合物 8 处理的细菌，

其肽聚糖提取物均显示出肽聚糖特有的系列吸收

峰，且无明显杂峰。其中典型的肽聚糖结构中化

学键的振动吸收峰包括：3500–3200 cm–1 处的   

—OH，3000–2800 cm–1 处的 C—H，1660–1620 cm–1

处的酰胺键的 C=O，1560–1520 cm–1 处的 N—H

及 C=N，1000–1500 cm–1 范围内的 C—O—H、    

C—O—C 及 C—O 单键。通过这些结果可以确定

笔者从细菌中提取出的物质确实为高纯度的肽聚

糖。此外，通过对比化合物 5 (实验组)和 8 (对照组)

处理过的细菌肽聚糖 FTIR 图谱，可以发现实验组

较对照组在 2000–2300 cm–1 处多出了叠氮基—N3

所特有的振动吸收峰，该结果证实了外源添加的探

针化合物 5 能够参与肽聚糖的天然合成途径并最

终进入到大肠杆菌细胞壁的肽聚糖结构中。 

 

 
 

图 5.  Ac3GlcNAz-1-P (5)和 Ac3GlcNAc-1-P (8)的 1H NMR(A 和 B)与 Mass(C 和 D)图谱 

Figure 5.  1H NMR (A, B) and Mass spectra (C, D) of Ac3GlcNAz-1-P (5) and Ac3GlcNAc-1-P (8). 
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图 6.  细菌肽聚糖结构的红外光谱分析 

Figure 6.  FTIR analysis of peptidoglycans of E. coli 
preincubated with 5 or 8. 
 

2.3  大肠杆菌肽聚糖的 LC/MS 分析 

笔者对上述细菌肽聚糖提取成分酶解后，进

行了高分辨 LC/MS 分析(图 7)。结果显示：化合

物 8 ( 对 照 组 ) 处 理 后 的 细 菌 肽 聚 糖 中 含 有

MurNAc 、 MurNAc-Ala-Glu-DAP(+H) 、 GlcNAc- 

MurNAc-Ala-Glu 和 MurNAc-Ala-Glu-DAP-Ala- 

Ala(+NH3)等天然结构片段(图 7-A−D)。而化合物

5 (实验组)处理后的肽聚糖中除含有同样的天然

结 构 片 段 外 ， 还 含 有 叠 氮 基 修 饰 的 GlcNAz 

(+NH3) 、 GlcNAz-MurNAz-Ala(+H) 、 GlcNAz- 

MurNAz-Ala(+NH3) 、 GlcNAz-MurNAz-Ala-Glu- 

DAP(+NH3)等非天然结构片段(图 7-E−H)。这些结

果与上述 FTIR 分析相一致，表明含有叠氮基的化

合物 5 可以被大肠杆菌利用，进入其细胞壁合成

途径，最终掺入肽聚糖结构中。由于叠氮基存在

于经化合物 5 处理的大肠杆菌表面，推测可以利

用生物正交反应来标记该细菌。 

2.4  大肠杆菌的荧光标记 

在激光共聚焦显微镜下观察发现(图 8)：用探

针化合物 5 和染料 DBCO-Cy3 处理过的菌体呈红

色，而用对照化合物 8 和染料处理过的菌体则无荧

光。该结果表明笔者设计合成的 GlcNAc-1-P 类似

物 5 能够被细菌细胞壁的代谢机制所利用，从而将

叠氮基团引入细菌细胞壁结构中，并通过生物正交

反应与外源携带炔基的荧光染料相连接，使得细菌

细胞的表面被标记上相应颜色的荧光。此外，从图

中可以看出，红色荧光在大部分菌体上集中在短棒

状的一端，我们推测，这种现象可能是由于细菌样

品在载玻片上朝向不均一，导致了倾斜角度更贴近

视野的一端呈现出更加明显的红色荧光(在明场下

对应的菌短棒端位也显得更加深暗)。也可能是由

于探针化合物在参与代谢并掺入肽聚糖结构的过

程中具有某种靶向性，更倾向于被代谢到细胞壁肽

聚糖的某一部分，但这个设想所涉及的机制问题还

需要进一步深入探讨和验证。 

3  讨论 

本文报告了一种特异性标记细菌细胞壁肽聚

糖的方法。笔者根据细菌肽聚糖生物合成前体物

质 GlcNAc-1-P 的结构，设计并在体外化学合成了

其类似物 5 (Ac3GlcNAz-1-P)，即对 GlcNAc-1-P

糖环的二位羟基进行叠氮化修饰。之后将 5 与大

肠杆菌共孵育，使细菌利用该外源探针进行肽聚

糖的生物组装，并最终通过化合物 5 将叠氮基团

代谢至细胞壁的肽聚糖结构中。笔者通过 FTIR 和

LC/MS 对提取得到的细菌肽聚糖组分进行了结构

确认，证实了这一设想。随后利用生物正交化学

反应，使含有炔基的荧光基团与细胞壁结构中的

叠氮基发生环加成反应，从而实现了对细胞壁肽

聚糖的荧光标记，并在激光共聚焦显微镜下确认

了标记效果。 



56 Xue Yuan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(1) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 

 

 
 

图 7.  大肠杆菌肽聚糖的 LC/MS 分析(A−D：细菌与 8 共孵育；E−H：细菌与 5 共孵育) 

Figure 7.  LC/MS analysis of peptidoglycans of E. coli preincubated with 8 (A−D) or 5 (E−H). 
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图 8.  大肠杆菌细胞壁的生物正交标记 

Figure 8.  Bioorthogonal labeling of E. coli cell wall. 

 

目前细菌表面的标记方法不多，且多被成像分

辨率低、操作技术繁琐以及适用菌种谱狭窄等问题

所困扰。其中大部分方法是针对某些特定细菌的表

面蛋白质或脂类物质进行标记，关于细菌细胞壁肽

聚糖进行标记的报道迄今为止仅有 2 篇[18–19]。并且

这两篇报道均是针对肽聚糖中的 MurNAc 成分进

行化学修饰。本文所涉及的 GlcNAc-1-P 是细菌生

成肽聚糖主糖链两种单糖分子的通用生物合成前

体物质，后续可以通过不同的代谢途径分别转化

成为肽聚糖主链中的 GlcNAc 和 MurNAc 两种成

分。因此从理论上推断，与上述已报道的方法相

比较，本研究发展的基于 GlcNAc-1-P 衍生物的细

菌肽聚糖化学修饰和生物正交标记技术会有更高

的标记效率和荧光强度，这将会使得在宿主细胞

内乃至活动物体内观察和研究细菌肽聚糖的动态

代谢规律成为可能。近年来，关于细菌肽聚糖生

物学功能的研究取得了许多进展，其在抗感染、

抗肿瘤以及抗过敏等方面的活性相继被发现。在

天然免疫系统中，肽聚糖作为一个重要的病原体

相关模式分子，可被宿主细胞识别从而对入侵细

菌作出免疫反应。因此肽聚糖可作为畜禽饲料或

药物添加剂被应用于禽畜养殖业，以增强禽畜的

特异性免疫功能和抗病能力。但是目前对于肽聚

糖在宿主体内合成和代谢的动态机制却知之甚

少，它们在细菌感染致病以及宿主天然免疫中的

作用机制还有待证实。 

本文报道的细菌肽聚糖的荧光标记方法具有

操作简单、标记效率高等特点，可用于揭示肽聚

糖在细菌入侵和宿主体内的动态变化规律，这将

有助于我们进一步了解肽聚糖在细菌感染及相关

免疫过程中的作用机制，为后续发展以肽聚糖作

为有效成分的食品添加剂乃至以肽聚糖为靶点的

新药开发研究提供理论基础。 
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Chemical modification and fluorescence labeling of Escherichia 
coli cell wall peptidoglycan 
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Abstract: [Objective] The objective of this research is to develop a new approach for labelling the cell wall 

peptidoglycan (PG) of living bacteria and provide a simple and convenient tool for the study of PG biosynthesis 

and metabolism as well as its role in the infection and pathogenesis. [Methods] N-Acetylglucosamine 

1-phosphate (GlcNAc-1-P) is a general and essential precursor of PG biosynthesis in eubacteria. We designed 

and synthesized an analogue of GlcNAc-1-P (designated as Ac3GlcNAz-1-P) that carries an azido group for the 

fluorescence labelling of PG in bacteria. Escherichia coli BL21 were used as the model bacteria and were 

cultured in the presence of Ac3GlcNAz-1-P to enable the metabolic incorporation of this compound into the PG 

biosynthetic pathway. Subsequently the PG component was isolated from these pretreated bacteria and 

characterized by transform infrared spectroscopy (FTIR) and liquid chromatography-high resolution mass 

spectroscopy (LC-MS). The labelling of bacterial PG was performed by the incubation of the pretreated bacteria 

with an alkyne-functionalized fluorescent dye (DBCO-Cy3), which could directly couple to azido groups through 

click reaction. Fluorescence was probed by confocal fluorescence microscopy (CFM). [Results] Ac3GlcNAz-1-P 

was successfully synthesized in four steps from D-glucosamine hydrochloride with a total yield of 79%. LC-MS 

and FTIR analysis of the PG extracts from E. coli pretreated with Ac3GlcNAz-1-P revealed the presence of 

azide-labelled sugar units in the PG structure. CFM observation confirmed that the pretreated bacteria could be 

stained by DBCO-Cy3 selectively and effectively. [Conclusion] The azido-containing sugar unit could be 

incorporated into the structure of bacterial cell wall PG by the preincubation of bacteria with Ac3GlcNAz-1-P, 

allowing the PG of living bacterial to be easily labelled by alkyne-bearing fluorescent reagents (bioorthogonal 

fluorescent probes). This method would be useful for the study of biological and pathological functions of 

bacterial PG. 

Keywords: Escherichia coli, peptidoglycan, N-acetylglucosamine-1-P, biological probe, fluorescent labeling 
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