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人尿液 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽规模化富集鉴定
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摘要：蛋白质的 Ｎ⁃糖基化是真核细胞中一种重要的翻译后修饰，Ｎ⁃糖基化修饰在调控细胞黏附、迁移、信号转导及

细胞凋亡等方面扮演着关键角色。 蛋白质糖基化修饰的异常变化与多种重要疾病的发生相关。 尿液具有蛋白质

组复杂程度低和非入侵性等特点，适合大量及连续多时间点采样研究。 但由于个体差异和生理条件的影响，尿蛋

白丰度的生理波动较大。 目前缺乏对健康人群尿液 Ｎ⁃糖蛋白的个体差异和生理波动的专门性研究，以及生理丰度

范围的构建，难以将个体差异、正常生理波动和疾病导致的变化进行有效区分，对疾病标志物研究提出很大挑战。
本研究以亲水相互作用色谱法（ＨＩＬＩＣ）为基础，对该富集方法中活化、清洗与洗脱过程进行优化，其中主要对ＨＩＬＩＣ
填料粒径和富集缓冲体系进行优化，并考察了不同实验条件下 Ｎ⁃糖肽富集的鉴定数量、选择性与稳定性，发现当

ＨＩＬＩＣ 填料粒径为 ５ μｍ，在三氟乙酸富集体系下有更高的 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽鉴定水平。 在此基础上，对 ２０ 例健康

男性志愿者和 ２０ 例健康女性志愿者的尿液 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽进行了富集和定性、定量及功能分析。 从 ４０ 例尿液

样本中共鉴定到 １ ０１６ 个 Ｎ⁃糖蛋白、２ １９２ 条 Ｎ⁃糖肽。 采用非标定量策略对尿液 Ｎ⁃糖肽的生理丰度波动范围进行

了考察，尿液 Ｎ⁃糖肽的丰度跨度约 ５ 个数量级。 在此之后探索了健康人群尿蛋白 Ｎ⁃糖基化水平的性别差异，筛选

出性别相关的差异 Ｎ⁃糖蛋白后进行了功能分析。 统计学分析显示在尿液样本中性别可能是产生个体差异的重要

因素。 该工作为基于尿液糖蛋白质组学的功能与机制研究和临床生物标志物筛选提供了有力支撑。
关键词：亲水相互作用色谱法；生物质谱；糖蛋白质组；Ｎ⁃糖肽；富集
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ｃａｌｌｙ ａｂｕｎｄａｎｔ ｕｒｉｎａｒｙ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ． Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｓｐａｎｎｅｄ
ａｃｒｏｓｓ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ｆｉｖｅ ｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｍａｇｎｉｔｕｄｅ． Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏ⁃
ｓｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｏｐｌｅ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｈａｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ２０６ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ
（ＦＣ）＞ ４） ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｉｎ ｆｅｍａｌｅｓ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ １７５ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ａｎｄ ３１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｍａｌｅｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ａ ｃｌｅａｒ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｏ ｉｎｖｅｓ⁃
ｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ／ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｌｅｓ
ａｎｄ ｆｅｍａｌｅｓ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔ⁃
ｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ， ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ， ａｎｄ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｔｏｐ ｔｈｒｅｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ， ａｎｄ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｏｖｅｒａｌｌ， ｓｅｘ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｕｒｉｎａｒｙ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｎｏｒｍａｌ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｎｄ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｕｒｉｎａｒｙ ｇｌｙｃｏｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ．

引用本文：尚诗婷，董航言，李圆圆，张万军，李航，秦伟捷，钱小红． 人尿液 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽规模化富集鉴定． 色谱，２０２１，３９（７）：６８６
－６９４．
ＳＨＡＮＧ Ｓｈｉｔｉｎｇ， ＤＯＮＧ Ｈａｎｇｙａｎ， ＬＩ Ｙｕａｎｙｕａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｗａｎｊｕｎ， ＬＩ Ｈａｎｇ， ＱＩＮ Ｗｅｉｊｉｅ， ＱＩＡＮ Ｘｉａｏｈｏｎｇ． Ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎａｒｙ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ／ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（７）：６８６－６９４．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＩＬＩＣ）； ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｅ； Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ； ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

　 　 Ｎ⁃糖基化修饰是一种普遍的生物学过程，在蛋

白质的折叠、运输中都承担着重要的作用［１］。 许多

细胞生理功能及生物学过程对糖基化高度敏

感［２，３］，如细胞识别和信号转导［４］、细胞黏附［５］、免
疫应答［６］及细胞凋亡等。 当 Ｎ⁃糖基化修饰进程表

现异常，多种疾病，包括神经性疾病［７］、糖尿病［８］、
肾病［９］、肿瘤［１０，１１］ 及炎症疾病［１２，１３］ 等通常会被引

发。 因此，深入考察 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽对疾病预防、
诊断［１４，１５］、分期和疗效追踪评价有显著的临床参考

意义。
　 　 尿液是发现疾病生物标志物、监测身体健康状

态及临床诊断的常用生物样本。 来源于肾小球滤过

及泌尿系统分泌的尿液蛋白质组的变化可以反映人

体的生理、病理状态［１６］。 因为血液受机体的稳态调

节，在 Ｎ⁃糖蛋白质组层面发生的早期细微变化一般

只能短暂存在即可能被清除，然而尿液作为人体废

弃或有害物质的集中储存场所，则刚好可以接收、储
存并累积机体中的生理及病理因素，并不受机体稳

态调节影响，因此尿液在 Ｎ⁃糖蛋白质组上的研究意

义和价值无法被忽略。 除泌尿系统外，尿液蛋白质

组研究对消化系统、心血管和内分泌系统等的快速

诊断、疗效观察、预后评估以及人群健康保健都有重

要价值。 同时尿液取样方式完全无侵入性，可重复

多次取样，且由于尿液具有更低的生物复杂性，易于

分析而被广泛研究［１７］。 但尿液中糖蛋白质组的生

理丰度会因个体间差异和生理条件的变化而波

动［１８］，目前尚无针对健康人群尿液中 Ｎ⁃糖蛋白生

理丰度范围的研究。 因此，难以判断临床疾病生物

标志物研究中所发现的糖蛋白差异究竟是来自于正

常生理波动、个体间差异还是疾病导致的变化，对后

期大规模样本验证提出极大挑战［１８］。
　 　 在复杂生物样本中，糖基化肽段丰度较低［１９－２１］

（在全部蛋白质酶解肽段的占比不高于 ５％），同时

其具有高异质性［８，２２］ 及较宽的动态范围，且糖肽离

子化效率较低，因此进行 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽的高效

分离富集是实现 Ｎ⁃糖蛋白质组深度覆盖的重要前

提［２３］。 目前 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽的富集方法主要包

括凝集素纯化法、酰肼化学法、硼酸法和亲水相互作

用色谱法等［２１，２４］。 凝集素纯化法主要用于分析具

有特定类型聚糖结构的糖蛋白 ／糖肽，聚糖结构覆盖

率低［２５］。 酰肼化学法［２６］ 反应时间过长，糖链结构

易被破坏。 硼酸法［９，２７］因糖型不同会产生较大富集

差别。 亲水相互作用色谱法（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＩＬＩＣ） ［２８－３０］ 对聚糖的俘获

呈现广谱性、强保留性以及较高稳定性，同时 ＨＩＬＩＣ
高效快捷［２１］，具有不易破坏糖链、溶剂温和以及易

兼容质谱等优点，已经被广泛应用于生物样本中 Ｎ⁃
糖肽的富集［１１，３１，３２］。
　 　 本研究从 ＨＩＬＩＣ 填料粒径和缓冲溶液两方面

优化了 ＨＩＬＩＣ 富集条件，并考察评价了 Ｎ⁃糖肽富集

的选择性与稳定性。 之后，我们选取了 ２０ 例健康男

性志愿者和 ２０ 例健康女性志愿者的中段晨尿对 Ｎ⁃
糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽进行了定性、定量及功能分析，并对

健康人群男性与女性尿蛋白 Ｎ⁃糖基化水平的性别

差异探索研究。 在此基础上采用非标定量策略对同

一个体多时间点及不同个体的尿液 Ｎ⁃糖肽的生理

丰度波动进行了考察。 本工作为基于尿液糖蛋白质

组学的功能与机制研究和临床生物标志物筛选奠定

了基础［８］。

１　 实验部分

１．１　 仪器和试剂

　 　 高速离心机、ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ Ｃ 超微量分光光

度计与 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 纳升级液相色

谱⁃串联 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
（美国）； Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＣＰＡ２２５Ｄ 分析天平购自赛多利

斯公司（德国）；碳酸氢铵（ＡＢＣ）、丙酮购自国药集

团化学试剂有限公司；尿素购自 ＶＷＲ 公司（美国）；
二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺（ ＩＡＡ）、甲酸（ＦＡ）和
三氟乙酸（ＴＦＡ）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司（美国）；
Ｃ８ 滤膜购自 ３Ｍ 公司 （美国）；肽 Ｎ⁃糖酰胺酶 Ｆ
（ＰＮＧａｓｅ Ｆ， ５００ Ｕ ／ μＬ）购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａ⁃
ｂｓ（英国）；胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ）购自 Ｐｒｏｍｏｇａ 公司

（美国）； Ｈ１８
２ Ｏ（纯度≥９８％）购自上海化工研究院；

ＨＰＬＣ 级乙腈（ＡＣＮ）购自 Ｍｅｒｃｋ 公司（德国），化学

试剂纯度为分析级或 ＨＰＬＣ 级。 过滤器辅助的样品

制备（ ｆｉｌｔｅｒ⁃ａｉｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＦＡＳＰ） 离

心管购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（美国）；去离子水由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
纯水仪制备；健康人中段泌尿道晨尿由青年志愿者

提供。
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１．２　 实验方法

１．２．１　 丙酮提取尿蛋白

　 　 取 ２０ ｍＬ 尿液在 ４ ℃条件下以 ３ ０００ ｇ 离心 ３０
ｍｉｎ，随后以 １２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，提取上清液。 将

上清液均分至 ２ 个高速离心管中，再加入其 ３ 倍体

积的预冷丙酮（－２０ ℃），混合均匀后放入－２０ ℃冰

箱中沉淀 ４ ｈ。 取出以后将样本在 ４ ℃以 １２ ０００ ｇ
离心 ３０ ｍｉｎ，取管中的沉淀加入 ４００ μＬ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿

素溶液溶解尿蛋白，２００ Ｗ 超声后离心弃去沉淀，取
上清液备用。
１．２．２　 ＦＡＳＰ 酶解

　 　 将所提取的尿蛋白转移至 ３０ ｋＤ 超滤管中，以
１４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ。 在尿蛋白样本中加入 ＤＴＴ
保持终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，于 ３７ ℃变性反应 ４ ｈ。
再向样本中加入 ２００ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＡＡ，于室温

避光处孵育 ４０ ｍｉｎ，随后加入 ２００ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＡＢＣ 溶液（ｐＨ ＝ ８􀆰 ４）清洗置换溶液体系。 在尿

蛋白中加入 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 胰蛋白酶（胰蛋白酶与蛋白

质的质量比为 １ ∶１００）于 ３７ ℃酶切，共加入两次，第
一次酶切时间为 １２ ｈ，第二次为 ４ ｈ。 酶切后 １４ ０００
ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 收集肽段，并测定浓度，然后移取 ８０
μｇ 肽段，在 ４５ ℃下离心浓缩至 ３ ～ ５ μＬ，剩余肽段

置于－８０ ℃冰箱保存备用。
１．２．３　 ＨＩＬＩＣ 富集 Ｎ⁃糖肽

　 　 每 ８０ μｇ 肽段对应称取 ５ ｍｇ 粒径为 ５ μｍ 的

ＨＩＬＩＣ 填料，首先加入 １００ μＬ ０􀆰 ５％ （ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ 活

化 １０ ｍｉｎ 后，再用 ０􀆰 ５％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 活化 ３０ ｍｉｎ，每
次 １００ μＬ，清洗 ３ 次。 然后用 ＴＦＡ 体系清洗液

ＴＦＡ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＡＣＮ （１ ∶１９ ∶８０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）平衡 ３０ ｍｉｎ，向
肽段中加入 ＨＩＬＩＣ 填料混合液后，３０ ℃振荡孵化 ２
ｈ，样品全部转移至装填 ２ 层 Ｃ８ 膜的 ｔｉｐ 头内，加入

８０ μＬ 清洗液清洗 ３ 次后更换离心管洗脱 Ｎ⁃糖肽。
洗脱液 ＴＦＡ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＡＣＮ （１ ∶ ７９ ∶ ２０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）洗脱 ３
次，每次 ８０ μＬ。 ４５ ℃ 下离心浓缩后用 ２０ μＬ ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＣ ／ Ｈ１８

２ Ｏ 复溶肽段，测定 ｐＨ 在 ７􀆰 ５ 左

右，加入 １００ Ｕ ＰＮＧａｓｅ Ｆ， ３７ ℃水浴酶切 １６ ｈ。 然

后分别用 ８０ μＬ 的 １００％ ＡＣＮ、５０％ （ｖ ／ ｖ） ＡＣＮ 和

０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＴＦＡ 活化 ３ 层 Ｃ１８膜，取 ３􀆰 ５ μＬ 酶切

物混合于 ８０ μＬ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 中脱盐，其余保留

至－８０ ℃冰箱贮存。 样品反复 ３ 次移取至 ｔｉｐ 头中，
注射器按压，８０ μＬ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 清洗 ３ 次，５０％
ＡＣＮ ／ ０􀆰 １％ ＦＡ （ ｖ ／ ｖ）清洗 ２ 次。 ４５ ℃ 下离心浓

缩，进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定。

１．３　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析方法

　 　 采用 Ｃ１８反相毛细管柱（１２０ ｍｍ×１５０ μｍ， １􀆰 ９
μｍ），流动相 Ａ 和 Ｂ 分别为含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 的

水溶液和含 ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ＦＡ 的乙腈溶液，以 ０􀆰 ６
μＬ ／ ｍｉｎ 流速洗脱样本 ９０ ｍｉｎ。 洗脱梯度为 ８ ～ ６０
ｍｉｎ， １０％ Ｂ ～ ３０％ Ｂ； ６０ ～ ７９ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ ～ ４２％ Ｂ；
７９～ ８０ ｍｉｎ， ４２％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ８０ ～ ８５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。
在正离子模式下采集谱图，一级质谱扫描质荷比范

围是 ３００～ １ ４００，分辨率为 ７０ ０００。 二级质谱分辨

率为 １７ ５００，隔离窗口（ｍ／ ｚ）为 ３，动态排除时间是

１５ ｓ。
１．４　 数据分析

　 　 质谱数据在 Ｍａｘｑｕａｎｔ １􀆰 ５􀆰 ２􀆰 ８ 软件中以 Ｕｎｉ⁃
ｐｒｏｔ＿ｈｕｍａｎ（２０１５􀆰 ７， ２０２０７ 条肽段）为蛋白数据库

进行检索。 检索参数设置如下：蛋白水解酶为胰蛋

白酶，糖蛋白鉴定最大漏切数目为两个，每个肽段最

大修饰数设为 ５ 个，最大电荷数设为 ７，可变修饰包

括蛋白质 Ｎ 末端乙酰化、甲硫氨酸氧化修饰和脱酰

胺１８Ｏ 位点修饰，固定修饰包括半胱氨酸烷基化修

饰。 母离子的质量容差最大设置为 ０􀆰 ０００ ４５％ （ｗ ／
ｗ），二级碎片离子的质量容差最大为 ０􀆰 ００２％ （ｗ ／
ｗ），蛋白质及肽谱匹配（ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈ，
ＰＳＭ）的假阳性率（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ）设为

１％。
　 　 为了筛选尿液中与性别相关的 Ｎ⁃糖蛋白，对
Ｎ⁃糖肽进行统计学分析。 先对每个 Ｎ⁃糖肽的丰度

值进行转换后进行统计学检验，再以 ｐ＜０􀆰 ０５ 和倍

数变化（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ）＞４ 的标准筛选出存在性

别特异性的差异蛋白，随后对筛选出的 Ｎ⁃糖蛋白进

行聚类分析，定量分析不同性别组蛋白质表达水平

的差异。 通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ 及 ＤＡＶＩＤ 对具有显著表达

差异的蛋白（前景蛋白）进行细胞定位、生物学过程

及功能的基因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）注释和富

集分析，同时通过京都基因与基因组百科全书

（ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）数据库进行代谢通路分析。

２　 结果与讨论

２．１　 方法优化及评价

　 　 在亲水相互作用色谱法的基础上，优化条件使

ＨＩＬＩＣ 富集具有更高选择性和稳定性对于糖蛋白质

组研究至关重要。 当前 Ｎ⁃糖肽提取富集的过程主

要包括提取、酶切和富集 ３ 个步骤。 我们对富集过

·９８６·
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程中 ＨＩＬＩＣ 填料的活化、孵育、清洗及特异性洗脱

步骤进行了优化，主要涉及对填料粒径与缓冲溶液

等条件的深入考察。
２．１．１　 ＨＩＬＩＣ 填料粒径筛选

　 　 评估了 １􀆰 ５ μｍ、３ μｍ 和 ５ μｍ ３ 种粒径的填料

对 Ｎ⁃糖肽富集的效果。 在 ＦＡ 富集体系下，清洗液

为 ＦＡ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＡＣＮ （５ ∶１５ ∶８０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ），洗脱过程包括

８０ μＬ ０􀆰 ５％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 洗脱 ３ 次，８０ μＬ ＦＡ⁃Ｈ２Ｏ⁃
ＡＣＮ （０􀆰 ５ ∶９４􀆰 ５ ∶５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）洗脱 １ 次。 结果如下：
使用 １􀆰 ５ μｍ 粒径进行 ＨＩＬＩＣ 富集，Ｎ⁃糖蛋白及 Ｎ⁃
糖肽平均鉴定量为 ５１２ 和 ８６５，选择性为 ６４􀆰 ０８％；使
用 ３ μｍ 粒径填料，Ｎ⁃糖蛋白及 Ｎ⁃糖肽平均鉴定量

分别为 ５４９ 和 ９４２，选择性为 ７３􀆰 ９２％；使用 ５ μｍ 粒

径填料，Ｎ⁃糖蛋白及 Ｎ⁃糖肽平均鉴定量分别为 ５７５
和 １ ００８，选择性为 ７８􀆰 ２７％。 ＨＩＬＩＣ 富集法主要基

于 Ｎ⁃糖肽在流动相与 ＨＩＬＩＣ 固定相之间“富水层”
分配系数不同而实现分离［３３］。 如图 １ 所示，采用 ５
μｍ 粒径的 ＨＩＬＩＣ 填料进行富集显示出更高的 Ｎ⁃
糖蛋白及 Ｎ⁃糖肽鉴定量，且 ５ μｍ 粒径下的富集选

择性（Ｎ⁃糖肽鉴定量 ／肽段鉴定量）及稳定性也最

高，因此选择 ５ μｍ 粒径并进行下一步条件优化。

图 １　 同一健康志愿者样本使用 ３ 种不同粒径 ＨＩＬＩＣ
填料富集后的质谱鉴定规模（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃａｌｅｓ ｏｆ ＭＳ⁃ｂａｓｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｕｓｉｎｇ ＨＩＬ⁃
ＩＣ ｆｉｌｌｅｒｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅｓ （ｎ＝３）

　

２．１．２　 缓冲体系优化

　 　 为了评价不同缓冲体系的富集效果，我们主要

采用 ＴＦＡ 与 ＦＡ 两种缓冲体系进行对比考察，涉及

ＡＣＮ 浓度、酸浓度和洗脱次数等参数的评估，分别

对两种缓冲体系下的清洗液和洗脱液及洗脱步骤进

行了优化，并采用 Ｎ⁃糖蛋白、Ｎ⁃糖肽、肽段鉴定量及

选择性作为评价指标。 在 ＴＦＡ 体系下对一名健康

志愿者的 ６ 例晨尿进行质谱分析，平均鉴定到 １ １４２
条 Ｎ⁃糖肽，６２１ 个 Ｎ⁃糖蛋白，选择性为 ７８􀆰 ８０％。 在

ＦＡ 体系下从相同样本中鉴定到 ８１２ 条 Ｎ⁃糖肽，４７８
个 Ｎ⁃糖蛋白，平均选择性为 ５８􀆰 １８％。 如图 ２ 所示，
ＴＦＡ 体系下的 Ｎ⁃糖蛋白和 Ｎ⁃糖肽的平均鉴定量均

高于 ＦＡ 体系，且 ＴＦＡ 体系下数据的平均相对标准

偏差（ＲＳＤ）值远低于 ＦＡ 体系。 同时 ＴＦＡ 体系下

具有更高的选择性，说明 ＴＦＡ 体系下 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃
糖肽鉴定覆盖率更高，方法更稳定。 研究显示，相比

于非离子对试剂，ＴＦＡ 作为离子对试剂通常对 Ｎ⁃糖
肽具有更高的特异选择性，该实验结果与文献［３１，３４］

相符。

图 ２　 同一健康志愿者样本在 ２ 种富集体系下的
质谱鉴定水平（ｎ＝６）

Ｆｉｇ． ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＳ⁃ｂａｓｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ａ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｕｎｄｅｒ ｔｗｏ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍｓ （ｎ＝６）

　

　

２．２　 同一健康人连续时间点样本Ｎ⁃糖蛋白质组分析

　 　 为了观察健康人随时间推移的 Ｎ⁃糖蛋白质组

表达水平变化情况，本研究采集了同一健康青年志

愿者连续 ５ 天晨尿的 Ｎ⁃糖蛋白质组信息。 质谱分

析共鉴定出 ６６５ 个 Ｎ⁃糖蛋白，１ ２３８ 条 Ｎ⁃糖肽，可定

位到 １ ２３９ 个 Ｎ⁃糖基化位点。 根据样本两两比较的

相关性分析结果，如图 ３ 显示，样本间 Ｎ⁃糖蛋白质
组 Ｓｐｅａｒｍａｎ 平均相关性系数为 ０􀆰 ９０１，波动范围在

０􀆰 ８５４～０􀆰 ９４２，具有较高相关性，说明同一健康人短

时间内尿液 Ｎ⁃糖蛋白质组的生理波动比较稳定。
２．３　 健康人样本糖蛋白质组学分析

　 　 本实验在经过伦理委员会审查与批准后进行志

愿者招募，参与的受试志愿者均已知悉实验目的且

签署知情同意书。 本研究采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ４０ 例

健康志愿者（男性 ２０ 例，女性 ２０ 例）尿样进行个体

化 Ｎ⁃糖蛋白质组鉴定，采用非标定量法对每例尿样

中的 Ｎ⁃糖肽丰度进行定量，并进行后续差异蛋白筛选

·０９６·
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图 ３　 同一健康志愿者连续 ５ 天尿样相关性分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ

ａ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｆｏｒ ｆｉｖｅ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ

及功能分析。
２．３．１　 尿液 Ｎ⁃糖蛋白质组分析

　 　 实验从 ４０ 例尿样中共鉴定到 １ ０１６ 个 Ｎ⁃糖蛋

白、２ １９２ 条 Ｎ⁃糖肽和 ２ １９４ 个 Ｎ⁃糖基化位点。 根

据 ４０ 例尿样的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析结果（见图

４ａ），４０ 例健康人尿样平均相关性系数为 ０􀆰 ４７５，其
中 ２０ 例男性和 ２０ 例女性尿样平均相关性系数分别

为 ０􀆰 ５４４ 和 ０􀆰 ４６０（见图 ４ｂ 和 ４ｃ），男性样本相关性

高于女性，也说明尿液中 Ｎ⁃糖蛋白质组的生理丰度

可能会因存在生理方面差异、个体间差异（如性别

差异）而产生波动。 Ｎ⁃糖蛋白和 Ｎ⁃糖基化位点鉴定

量累积曲线如图 ５ 所示，其累积鉴定量分别在样本

数量达到 １４ 例与 ２０ 例之后趋于饱和，没有继续显

著上涨趋势。 这为 ４０ 例样本的 Ｎ⁃糖蛋白鉴定及后

续定量分析奠定基础。

图 ４　 不同健康志愿者尿样的相关性分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ
　 ａ． ４０ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ； ｂ． ２０ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅｓ； ｃ． ２０ ｈｅａｌｔｈｙ
ｆｅｍａｌｅｓ．

２．３．２　 尿液 Ｎ⁃糖蛋白定量解析

　 　 为满足大规模人群尿液 Ｎ⁃糖蛋白分析的需求，
本研究采用了非标定量法。 为了更直观地获取健康

人尿液 Ｎ⁃糖蛋白质组动态变化范围，我们对 ４０ 例

健康个体的 Ｎ⁃糖肽丰度分布情况进行分析，如图 ６
所示，横坐标代表非标定量所得 Ｎ⁃糖肽丰度的对数

图 ５　 不同样本量下 Ｎ⁃糖蛋白及 Ｎ⁃糖基化
位点累积鉴定量曲线图

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

　

图 ６　 ４０ 例健康志愿者尿样 Ｎ⁃糖肽丰度的总体分布规律图
Ｆｉｇ． ６　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ４０
ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

　

值，纵坐标代表不同丰度区间内 Ｎ⁃糖肽的比例分布

情况。 Ｎ⁃糖肽的丰度动态范围跨越了 ５ 个数量级，
并且右半部分曲线比左侧走势更加平缓，Ｎ⁃糖肽丰

度为正偏态分布。 这说明尿液 Ｎ⁃糖肽的丰度跨度

范围较大，并且该富集鉴定方法可有效覆盖较多低

丰度的 Ｎ⁃糖肽，对于生物标志物研究至关重要。 Ｎ⁃
糖肽在低⁃中⁃高的丰度范围内所占比例展现为先增

加后减少的变化趋势，反映了健康人尿液中 Ｎ⁃糖肽

丰度的总体分布规律。
２．３．３　 Ｎ⁃糖蛋白功能注释与通路分析

　 　 为了初步了解富集到的 Ｎ⁃糖蛋白的功能与相

关通路，我们对全部 Ｎ⁃糖蛋白进行了 ＧＯ 分析和

ＫＥＧＧ 通路富集分析。 ＧＯ 分析主要包括生物学过

程、分子功能及亚细胞定位 ３ 个方面。 生物学过程

中，Ｎ⁃糖蛋白中占比较高的为血管生成、丝裂原活

·１９６·
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化蛋白激 酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）级联、血小板脱粒、细胞形态发生及 ＲＮＡ 聚

合酶 ＩＩ 对转录的负调控等。 细胞亚细胞定位为高

尔基体膜、细胞外区域、质膜及胞外空间等。 主要涉

及的细胞功能有钙离子结合、丝氨酸型内肽酶活性、
病毒受体活性、跨膜信号受体活性及细胞外基质结

构组成等 （见附图 １ａ，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．
ｃｏｍ）。 其中显著富集的前 ５ 个 ＧＯ 条目是血管生

成、细胞外区域、病毒受体活性、高尔基体及丝氨酸

型内肽酶活性 （见附图 １ｂ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｒｏｍ⁃
Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。 ＫＥＧＧ 富集分析中，与 Ｎ⁃糖蛋白相

关的疾病主要有心血管疾病和免疫疾病等，涉及免

疫系统、发育与再生等生物系统等 （见附图 ２ａ，
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。 其中显著富集到

的 ５ 个通路为细胞黏附分子、补体和凝血级联、溶酶

体、轴突导向及细胞因子⁃细胞因子受体相互作用

（见附图 ２ｂ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。
２．３．４　 男女人群差异蛋白分析

　 　 通过分析 ４０ 例健康志愿者尿液 Ｎ⁃糖蛋白质的

表达情况，我们共鉴定到 ２０６ 个差异表达蛋白。 如

图 ７ａ 所示，横坐标为女性与男性 Ｎ⁃糖肽定量值倍

数比的对数值，纵坐标表示 ｐ 值的负对数。 其中蓝

色代表相比于男性，女性显示下调的 Ｎ⁃糖肽，红色

代表相比于男性，女性显示上调的 Ｎ⁃糖肽。 女性人

群有 １７５ 个 Ｎ⁃糖蛋白相比于男性明显下调，有 ３１
个 Ｎ⁃糖蛋白比男性显著上调。 接下来对筛选到的

差异 Ｎ⁃糖蛋白的表达水平进行聚类分析。 如热图

７ｂ 显示，两者 Ｎ⁃糖肽的表达量显示出明显的性别

差异，说明性别可能是正常个体尿液中 Ｎ⁃糖蛋白质

组存在差异的一项重要因素，在临床诊断及生物标

志物的筛选中应予以考虑。
２．３．５　 Ｎ⁃糖蛋白功能注释与通路分析

　 　 为研究男女人群中存在表达差异的 Ｎ⁃糖蛋白

在生物学过程、分子功能及亚细胞定位方面的差异，
我们对其进行了 ＧＯ 分析。 如图 ８ａ 所示，差异蛋白

中占比高的生物学过程包括血小板脱粒、血管生成、
骨化、成骨细胞分化与 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 对转录的负

调控等。 差异蛋白定位的主要亚细胞区域包括细胞

外区域、高尔基体膜、细胞质膜与细胞质等。 分子功

能分析发现钙离子结合、丝氨酸型内肽酶活性、病毒

受体活性、细胞外基质结构构成与蛋白酶结合等与

差异蛋白密切相关。 其中显著富集到的前 ５ 个 ＧＯ
条目为血小板脱粒、细胞外区域、骨化、急性炎症反

图 ７　 （ａ）依赖于性别差异表达的 Ｎ⁃糖蛋白的火山图
与（ｂ）差异表达水平热图

Ｆｉｇ． ７　 （ａ） Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｇｅｎｄｅｒ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ａｎｄ （ｂ） ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

　

　 ａ． Ｉｎ ｔｈｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ， ｂｌｕｅ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｎ⁃
ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｗｏｍｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｍｅｎ， ａｎｄ ｒｅｄ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅ⁃
ｓｅｎｔ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｗｏｍｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｍｅｎ；
ｂ． Ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｎ ａｎｄ ｗｏｍｅｎ．

应的正调控及细胞外基质结构组成等（见图 ８ｂ）。
　 　 此外根据 ＫＥＧＧ 数据库分析，显著富集到的代

谢通路涉及 １３０ 个 Ｎ⁃糖蛋白。 在差异蛋白中占比

较高的前 ３ 个通路为聚糖的生物合成与代谢、辅助

因子和维生素代谢及脂质代谢。 疾病方面，差异蛋

白在心血管疾病、内分泌和代谢疾病、细菌或病毒性

传染病及癌症疾病中具有较高比例。 生物系统里，
在免疫系统、发育与再生与消化系统等占比更丰富

·２９６·
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图 ８　 基于差异表达的 Ｎ⁃糖蛋白的功能注释与通路分析
Ｆｉｇ． ８　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
　 ａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｒｅ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｐ ｆｉｖｅ ｉｔｅｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ “ｂｉｏｌｏｇｉ⁃
ｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ”， “ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ”， ａｎｄ “ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ”
ａｒｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ； ｂ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｒｅ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ ａｓ⁃
ｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｐ ｖａｌｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｐ １２ ＧＯ
ｉｔｅｍｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ； ｃ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｒｅ ｓｏｒｔｅｄ ｉｎ
ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ｉｎｃｌｕｄｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓ⁃
ｓｅｓ， ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ．

（见图 ８ｃ）。 其中显著富集到的前 ３ 个代谢通路为

细胞黏附分子、补体和凝血级联反应及其他糖降解。

３　 结论

　 　 综上所述，本研究在优化 ＨＩＬＩＣ 富集条件的基

础上，通过 ５ 例同一健康人的多时间点尿液样本考

察了短时间内尿液 Ｎ⁃糖蛋白质组的生理性波动情

况。 并通过对 ２０ 例健康男性和 ２０ 例健康女性尿液

样本的 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽的定性、定量分析，考察了

健康人群尿液 Ｎ⁃糖蛋白 ／ Ｎ⁃糖肽的定量范围。 进而

对健康人群尿蛋白 Ｎ⁃糖基化水平进行了性别差异

研究，筛选到 ２０６ 个男性和女性的差异 Ｎ⁃糖蛋白。
通过对差异 Ｎ⁃糖蛋白的功能注释及通路解析，挖掘

了男女健康人群尿蛋白 Ｎ⁃糖基化水平呈现显著变

化的分子信息，提示性别差异作为一个影响因素在

基于尿液糖蛋白质组的疾病标志物研究中需给以重

视。
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