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摘要：蛋白质糖基化是生物体内最重要的翻译后修饰之一，在蛋白质稳定性、细胞内和细胞间信号转导、激素活化

或失活和免疫调节等生理过程和病理进程中发挥重要作用。 而异常的蛋白质糖基化往往和多种疾病的发生发展

密切相关，目前应用于临床检测的多种肿瘤生物标志物大多属于糖蛋白或者糖抗原。 因此在组学层次系统分析蛋

白质糖基化的变化对阐明生物体内糖基化修饰的调控机理和发现新型疾病标志物都非常重要。 基于质谱的蛋白

质组学技术为全面分析蛋白质及其修饰提供了有效的分析手段。 在自下而上的蛋白质组学研究中，由于完整糖基

化肽段同时存在性质各异的肽段骨架和糖链结构、糖肽的相对丰度和离子化效率较低以及糖基化修饰有高度异质

性等特点，完整糖肽的分析比其他翻译后修饰更加困难。 近年来，为了更全面、系统地分析蛋白质糖基化，研究人

员发展了一些新技术，包括完整糖肽的富集技术、质谱的碎裂模式和数据采集模式、质谱数据的解析方法和定量策

略等等，大力推进了该领域的研究水平，也为研究蛋白质糖基化相关的生物标志物提供了技术支持。 该篇综述主

要关注近年来基于质谱的糖蛋白质组学研究中的新进展，重点介绍针对完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖基化肽段的富集新技术和

谱图解析新方法，并讨论其在肿瘤早期诊断方面的应用潜力。
关键词：蛋白质糖基化；完整糖肽富集；质谱分析；谱图解析
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ｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｈｏｗｎ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｌｙｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
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ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｓｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｈａｖｅ ａ ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｉｎｃｌｕｄｅ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓ⁃
ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｗ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ； ｉｎｔａｃｔ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ； ｓｐｅｃｔｒａｌ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ

　 　 蛋白质糖基化是一种非常普遍、复杂和多样的

蛋白质翻译后修饰。 在真核生物中，蛋白质糖基化

过程主要发生在内质网和高尔基体系统内，有大约

２００ 个糖基转移酶参与，并使得 ５０％ ～７０％ 的蛋白质

被糖基化修饰［１］。 根据糖链和蛋白质连接方式的

不同，蛋白质糖基化主要分为 Ｎ⁃糖基化、Ｏ⁃糖基化、
Ｃ⁃糖基化和糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）锚定 ４ 大类型，
其中对 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖基化的研究最为广泛。 在 Ｎ⁃糖基

化中，糖链通过 Ｎ⁃乙酰葡萄糖胺（ＧｌｃＮＡｃ）与天冬

酰胺（Ａｓｎ）侧链氨基共价结合，其糖链有五糖核心

结构，糖基化位点具有特定肽段序列 Ａｓｎ⁃Ｘ⁃Ｓｅｒ ／
Ｔｈｒ（Ｘ≠Ｐｒｏ）。 在 Ｏ⁃糖基化中，糖链通过与丝氨酸

（Ｓｅｒ）或苏氨酸（Ｔｈｒ）侧链羟基共价结合，其糖链没

有固定的核心结构，糖基化位点也没有保守肽段序

列。 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖基化在蛋白质稳定性、细胞内和细胞

间信号转导、激素活化或失活和免疫调节等方面起

着重要作用［２］。 蛋白质糖基化的异常表达也通常

预示着相关疾病的发生发展，比如炎症、癌症、遗传

病等。 目前，大多数被批准临床使用的肿瘤生物标

志物是糖蛋白（例如用于肝癌的甲胎蛋白（ＡＦＰ）、
用于卵巢癌的癌抗原 １２５（ＣＡ１２５）、用于结肠癌的

癌胚抗原（ＣＥＡ）、用于前列腺癌的前列腺特异抗原

（ＰＳＡ）等）或糖抗原（例如用于胃肠癌和胰腺癌的

癌抗原 １９－９（ＣＡ１９－９）等） ［３］。 因此，糖蛋白质组

学分析对于疾病的早期筛查和病理研究等非常

重要。
　 　 基于质谱的蛋白质组学技术为全面分析蛋白质

及其修饰提供了极好的分析手段。 在自下而上的蛋

白质组学研究中，单一蛋白质或者复杂生物样品

（细胞、组织、体液等）的全蛋白通常经酶解成肽段

后再进行高效液相色谱⁃串联质谱（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）
的鉴定和定量分析。 然而，由于糖链的多样性和高

度异质性，全面分析蛋白质糖基化仍具有很大的挑

战。 一方面，尽管蛋白质糖基化普遍存在，但是糖蛋

白相对于全蛋白的丰度较低，而完整糖肽的含量更

低，难以进行质谱的直接检测。 因此，为了提高复杂

生物样品中完整糖肽的丰度，发展完整糖肽的富集

方法具有重要意义。 目前，常见的糖肽富集技术有

亲水作用色谱法、金属亲和色谱法、凝集素亲和色谱

法、硼酸化学法、酶化学法、酰肼化学法等等。 另一

方面，相比于非修饰肽段，糖肽的低离子化效率和糖

链的高度异质性使得完整糖肽的质谱表征具有挑战

性。 因此，开发有效的质谱碎裂方法和谱图解析工

具对完整糖肽的综合分析非常重要。 近 １０ 年以来，
随着质谱技术的革新，谱图数据的质量越来越高，用
于精确解析完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖肽的软件算法也得到了

飞速的发展［４］。
　 　 在本篇综述中，我们重点关注用于糖蛋白质组

学分析的糖肽富集技术和谱图解析方法的最新进

展：首先介绍几种不同机理的完整糖肽富集方法，并
重点介绍这些方法最新的技术进展及其应用；然后

介绍近年来发展的完整糖肽质谱碎裂方法，并重点

介绍完整糖肽的谱图解析策略和对应的数据分析软

件；并对蛋白质糖基化研究的发展方向进行了展望。

１　 完整糖肽富集方法的新进展

　 　 基于质谱的糖蛋白质组学技术是分析位点特异

性蛋白质糖基化的有效手段。 为了提高质谱分析的

灵敏度，从复杂生物样本的全蛋白酶解样品中特异

性富集完整糖肽的步骤是必要的［５，６］。 近年来，研
究人员通过开发和改进各种富集方法，极大地提高

了不同样本中完整糖肽的富集效率。
１．１　 亲水作用色谱法

　 　 亲水作用色谱法（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｌｉｑ⁃
ｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＩＬＩＣ）是一种广谱的富集方

法，其通过糖基化肽段和非糖基化肽段之间极性的

差异实现完整糖肽的分离和富集。 与其他富集方法

相比，ＨＩＬＩＣ 的优势是既能保留完整糖肽的结构，也
能无偏差地富集所有类型的完整糖肽。 但是 ＨＩＬＩＣ
的缺点之一是糖肽和非糖肽的共流出导致富集特异

性较低，这需要开发具有更强亲水基团的 ＨＩＬＩＣ 材

料来提高富集效率。 目前，应用广泛的 ＨＩＬＩＣ 材料

有两性离子功能化材料（如 ＺＩＣ⁃ＨＩＬＩＣ）、碳水化合

物功能化材料（如 Ｃｌｉｃｋ Ｍａｌｔｏｓｅ⁃ＨＩＬＩＣ）、酰胺功能
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化材料和基于金属有机框架的亲水材料 （ｍｅｔａｌ⁃
ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ， ＭＯＦ）等［７－９］。
　 　 由于 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖基化的异质性高，通过糖苷酶

（例如 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 糖苷内切酶）释放 Ｎ⁃糖链可以简

化 Ｎ⁃糖基化的分析，但是缺少能释放 Ｏ⁃糖链的糖

苷酶，因此蛋白质 Ｏ⁃糖基化的分析具有很大挑战。
最近，Ｙｏｕ 等［１０］提出了一个结合 ＨＩＬＩＣ 富集和化学

法去唾液酸化的策略，通过在一定程度上简化 Ｏ⁃糖
链的方式，提高了鉴定 Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ 糖基化的灵敏度。
他们将该方法进一步应用于人血清样本的分析，较
高可信度地鉴定到来自 ９４ 个糖蛋白的 １８５ 个 Ｏ⁃
ＧａｌＮＡｃ 肽段序列。 为了深度研究疾病中蛋白质糖

基化的异常，通常需要对大量生物样本进行检测。
因此，在开发高特异性的富集材料的同时也需要发

展高重现性、高稳定性和易操作性的完整糖肽富集

平台，这对于支持规模化的糖蛋白质组学研究非常

关键。 近期，我们［１１］发展了一种自动化的完整糖肽

富集方法，该方法通过配置 Ｃｌｉｃｋ Ｍａｌｔｏｓｅ⁃ＨＩＬＩＣ 微

柱的液相色谱仪实现了对微量起始血清酶解液中完

整 Ｎ⁃糖基化肽段的富集（见图 １）。 该方法能从 １
μＬ 起始血清中富集并鉴定到近 １ ２００ 条完整 Ｎ⁃糖
肽，同时其定量分析的重现性高，长期运行的稳定性

好，适合大队列样本的糖蛋白质组学研究。 我们进

一步将该方法应用于 ４ 例胰腺癌患者血清中位点特

异性 Ｎ⁃糖基化的分析，发现患者组 ＩｇＧ１ 蛋白 １８０
号 Ｎ⁃糖基化位点上单岩藻糖无唾液酸糖型的表达

量显著低于健康对照组。

图 １　 基于亲水作用色谱法的自动化完整糖肽富集平台［１１］

Ｆｉｇ． １　 Ａｎ ＨＩＬＩＣ⁃ｂａｓｅｄ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｉｎｔａｃｔ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐｌａｔｆｏｒｍ［１１］

１．２　 金属亲和色谱法

　 　 金属氧化物亲和色谱法（ｍｅｔａｌ ｏｘｉｄｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＭＯＡＣ）和固定金属离子亲和色

谱法（ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ， ＩＭＡＣ）是两种最典型的金属亲和色谱法，它们

最早被广泛地应用于蛋白质磷酸化肽段的富集；由
于糖基化肽段和磷酸化肽段都含有丰富的负电荷修

饰基团，并且有相似的强亲水性，金属亲和色谱法也

逐渐应用于蛋白质糖基化肽段的富集。
　 　 ＭＯＡＣ 通过金属氧化物与修饰肽段之间的配

位相互作用实现糖肽的选择性富集。 二氧化钛

（ＴｉＯ２）的稳定性高和非特异性结合少，是 ＭＯＡＣ 中

最具代表性的富集材料，能够选择性地富集带唾液

酸的完整糖肽。 为了提高 ＴｉＯ２ 对糖肽的富集能力，
段梅等［１２］尝试了将 ＴｉＯ２ 介孔气凝胶材料应用于糖

肽的选择性富集，发现其富集性能和选择性均显著

优于商品化纳米级的 ＴｉＯ２ 颗粒。 为了同时结合

ＭＯＡＣ 和 ＨＩＬＩＣ 的富集优势，Ｓｕｎ 等［１３］制备了一种

双功能磁性纳米材料（亚氨基二乙酸修饰的磁性二

氧化钛，Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃ＩＤＡ），实现了对复杂生物样

本中磷酸化肽段和糖基化肽段的分离富集，并从

１００ μｇ 小鼠大脑样品的单针 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析中同

时鉴定到 ５５０ 条磷酸肽和 ３３０ 条完整 Ｎ⁃糖肽。
　 　 ＩＭＡＣ 以过渡态金属阳离子（如 Ｆｅ３＋、Ｇａ３＋、Ｚｒ４＋

等）作为亲和基团，与带负电荷的修饰肽段之间发

生静电相互作用实现糖肽的选择性富集。 甘露糖⁃
６⁃磷酸（Ｍ６Ｐ）糖基化是一种重要的翻译后修饰，在
将溶酶体水解酶转移到溶酶体中起着至关重要的作

用，而异常 Ｍ６Ｐ 修饰与溶酶体储存疾病（包括阿尔

茨海默病和癌症）有关。 但是 Ｍ６Ｐ 修饰的丰度极

低，这使得完整 Ｍ６Ｐ 糖肽的研究仍然具有挑战性，
因此开发完整 Ｍ６Ｐ 糖肽的富集方法尤为重要。
Ｈｕａｎｇ 等［１４］首先发现螯合了 Ｔｉ４＋的 ＩＭＡＣ（Ｔｉ（ ＩＶ） ⁃
ＩＭＡＣ）材料包含大量的磷酸螯合 Ｔｉ（ ＩＶ）离子，能通

过静电相互作用富集磷酸肽；同时该材料含有大量

高度亲水的羟基、氨基和磷酸根基团，能通过亲水相

互作用富集糖肽。 因而，他们发现该双功能 Ｔｉ
（ ＩＶ） ⁃ＩＭＡＣ 材料能有效地富集 Ｍ６Ｐ 糖蛋白，并从

小鼠 ５ 种组织（肝、心、肺、肾、脑）中分析鉴定到来

自 ８１ 个 Ｍ６Ｐ 糖蛋白的 ２３７ 个完整 Ｍ６Ｐ 糖肽，第一

次实现了小鼠样本中 Ｍ６Ｐ 糖基化的大规模分析。
随后根据不同修饰肽段之间静电特性和亲水性的差

异，Ｈｕａｎｇ 等［１５］ 进一步通过调控洗脱条件，利用该

双功能 Ｔｉ（Ⅳ） ⁃ＩＭＡＣ 材料实现了中性糖肽和唾液

酸糖肽、单磷酸肽和多磷酸肽的分离，进而显著提高

了糖肽、磷酸肽和完整 Ｍ６Ｐ 糖肽的覆盖率和鉴定量

（见图 ２ａ）。 近期，Ｙｕｅ 等［１６］ 发现 Ｔｉ（ ＩＶ） ⁃ＩＭＡＣ 材

料也能富集复杂生物样本中的完整 Ｏ⁃糖肽，并且能
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图 ２　 双功能 Ｔｉ（ＩＶ） ⁃ＩＭＡＣ 材料［１５，１６］

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｕａｌ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｔｉ（ＩＶ） ⁃ＩＭＡＣ ｍａｔｅｒｉａｌｓ［１５，１６］

　 ａ． ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ， ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ Ｍ６Ｐ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ［１５］ ； ｂ． ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔａｃｔ Ｏ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅｓ［１６］ ．

从 ０􀆰 １ μＬ 人血清中富集约 ２００ 条完整 Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ
糖肽，他们将该方法应用于研究人肝癌血清样本中

蛋白质 Ｏ⁃糖基化的异常变化（见图 ２ｂ）。
１．３　 凝集素亲和色谱法

　 　 凝集素亲和色谱法（ ｌｅｃｔｉｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇ⁃
ｒａｐｈｙ， ＬＡＣ）通过固载在琼脂糖或者磁珠上的凝集

素选择性地识别有特定结构的单糖或聚糖实现完整

糖肽的分离和富集。 根据凝集素的特异性，该方法

被广泛地用于特定 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖蛋白和糖肽的富集。
最常用于富集 Ｎ⁃糖基化肽段的凝集素有：刀豆蛋白

Ａ 凝集素（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎｅ Ａ， Ｃｏｎ Ａ）能特异性结合

α⁃甘露糖；小麦胚芽凝集素（ｗｈｅａｔ ｇｅｒｍ ａｇｇｌｕｔｉ⁃
ｎｉｎ， ＷＧＡ）能特异性结合 ＧｌｃＮＡｃ 和唾液酸。 常用

于富集 Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ 型糖基化肽段的凝集素有：木菠

萝凝集素（Ｊａｃａｌｉｎ）能特异性识别半乳糖基（β⁃１，３）
Ｎ⁃乙酰半乳糖胺（Ｇａｌ（ β⁃１，３）ＧａｌＮＡｃ）；野豌豆凝

集素（ＶＶＡ）能特异性识别 α⁃或 β⁃末端 Ｎ⁃乙酰半乳

糖胺（ＧａｌＮＡｃ）。 单凝集素亲和色谱法通常应用于

复杂的生物样品（如血清、血浆和组织裂解液等），
以监测疾病中特定蛋白质糖基化的变化。 Ｔｓａｉ
等［１７］建立了一种结合 ＷＧＡ 富集方法和多重反应

监测（ＭＲＭ）质谱技术的检测方法，通过鉴定结直肠

癌患者血浆中经 ＷＧＡ 捕获的糖蛋白和对应多肽表

达量的变化，从而监测早期结直肠癌的发生。 相比

于单凝集素亲和色谱法，多凝集素亲和色谱法通过

混合多种凝集素因而能同时富集更多样化的蛋白质
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糖基化。 Ｇｂｏｒｍｉｔｔａｈ 等［１８］ 利用组合了 Ｃｏｎ Ａ、
ＷＧＡ 和 Ｊａｃａｌｉｎ 多凝集素亲和色谱法的富集平台，
成功地富集和表征了胰腺囊肿液中不同水平的糖蛋

白，并用于探索差异表达蛋白来区分黏液性和非黏

液性囊肿液。
１．４　 硼酸化学法

　 　 硼酸化学法利用硼酸与单糖形成可逆共价键实

现完整糖肽的富集。 具体原理是在碱性条件中，硼
酸基团与糖链的顺式二醇结构反应形成环状的硼酸

酯，从而捕获完整糖肽；在酸性条件下，硼酸酯能可

逆水解，从而释放完整糖肽并且不影响糖链的结构。
由于糖链有多羟基的结构特点，硼酸化学法在富集

完整糖肽方面具有很大潜力。 然而，硼酸和不同糖

链之间的亲和力不同，限制了该方法的普适性。
２０１８ 年，Ｘｉａｏ 等［１９］ 开发了一种硼酸化合物偶联树

枝状聚合物用于促进低丰度糖肽的富集，通过比较

不同硼酸衍生物的富集性能，发现苯并溴唑能显著

增强复杂样品糖肽的覆盖度。 他们利用该方法从人

类细胞（ＭＣＦ７、ＨＥＫ ２９３Ｔ 和 Ｊｕｒｋａｔ）中富集并鉴定

到来自 １ ９０６ 个蛋白质的 ４ ６９１ 个 Ｎ⁃糖基化位点。
最后他们发现尽管 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 不含顺式二醇，但是

该方法也能高效地从人类细胞中富集超过 ２００ 个

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 蛋白。 近期，Ｃｈｅｎ 等［２０］组合使用硼酸化

学法和 ＨＩＬＩＣ 两种方法富集人脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉ⁃
ｎａｌ ｆｌｕｉｄｓ， ＣＳＦ）样本中的完整 Ｎ⁃糖肽，共鉴定到来

自 ２８５ 个蛋白质的 ５１１ 个糖基化位点和 ２ ８９３ 条完

整 Ｎ⁃糖肽，得到了目前最大的位点特异性 Ｎ⁃糖蛋

白质组学数据，他们进一步将该方法应用于深入分

析阿尔茨海默病 ＣＳＦ 样本的 Ｎ⁃糖蛋白质组学。
１．５　 酶化学法

　 　 酶化学法同时结合了酶反应和化学反应实现糖

基化肽段的识别、捕获和释放，是糖蛋白质组常用的

研究方法之一。 Ｚｈｅｎｇ 等［２１］ 设计了一种酶化学法

用于富集含 Ｔｎ 抗原（Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ）的糖蛋白。 该方

法的原理是利用半乳糖氧化酶将 ＧａｌＮＡｃ 上的羟基

氧化成醛基，随后利用酰肼化学捕获上述糖肽，最后

利用甲氧胺释放糖肽，实现含 Ｔｎ 抗原糖蛋白的分

离和富集。 他们利用该方法从 Ｊｕｒｋａｔ 细胞中鉴定

到 ９６ 个含 Ｔｎ 抗原的糖蛋白。 随后，Ｙｏｕ 等［２２］发展

了一种用于富集黏蛋白型核心 １ 结构 Ｏ⁃糖肽

（ｍｕｃｉｎ⁃ｔｙｐｅ ｃｏｒｅ⁃１ Ｏ⁃糖肽，也称为 Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ 糖

肽）的酶化学法。 在去除了 Ｎ⁃糖链的血清酶解液样

品中，该方法首先去除糖链的唾液酸，使 Ｇａｌ ／ Ｇａｌ⁃

ＮＡｃ 残基暴露在糖链末端，随后利用半乳糖氧化酶

氧化羟基成醛基，酰肼化学法共价捕获醛基，最后使

用羟胺及其同系物释放糖肽。 最终他们使用该方法

从 ５０ μＬ 人血清中鉴定到来自 ３８ 个糖蛋白的 ５９ 条

Ｏ⁃ＧａｌＮＡｃ 修饰的肽段序列，展现了其在复杂生物

样本 Ｏ⁃糖基化蛋白质组中研究的潜力。 ２０１８ 年，
Ｙａｎｇ 等［２３］报道了一种新型的位点特异性提取 Ｏ⁃糖
肽的方法（简称为 ＥＸｏＯ），用于黏蛋白型 Ｏ⁃糖基化

的大规模分析。 他们首先将多肽的 Ｎ 端经还原氨

化共价结合至一个固定载体，随后使用一种特异性

蛋白酶（ＯｐｅＲＡＴＯＲ 酶）酶切 Ｏ⁃糖基化位点 Ｓｅｒ ／
Ｔｈｒ 的 Ｎ 端从而释放 Ｏ⁃糖肽，实现 Ｏ⁃糖肽的选择性

富集。 最终，他们利用该方法从人肾脏、Ｔ 细胞和血

清 ３ 种样本中共鉴定到来自 １ ０００ 多个糖蛋白的超

过 ３ ０００ 个 Ｏ⁃糖基化位点。
１．６　 其他方法

　 　 酰肼化学法首先氧化糖链上的顺式邻二羟基生

成醛基，随后醛基与酰肼树脂上的氨基不可逆反应

形成共价的腙键，实现糖肽的捕获；最后 Ｎ⁃糖链通

过 ＰＮＧａｓｅ Ｆ 酶或者化学法去除，实现富集肽段的

释放。 在早期受限于质谱检测技术，质谱的碎裂模

式和采集速度不适合分析完整糖肽，而酰肼化学法

通过简化蛋白质糖基化，在肽段层次有效定位了 Ｎ⁃
糖基化位点，因而得到了广泛的应用。 近年来，随着

质谱仪的发展和谱图解析软件的开发，实现了对完

整糖肽的高可信度表征。 酰肼化学法的实验流程复

杂，尤其是丢失了糖链的信息，使其难以应用于位点

特异性糖型的研究。
　 　 多 孔 石 墨 碳 （ ｐｏｒｏｕｓ ｇｒａｐｈｉｔｉｚｅｄ ｃａｒｂｏｎ，
ＰＧＣ）是一种新型的碳材料［２４］，其通过保留传统反

相中不能保留的高极性化合物而实现糖肽的富集。
但是目前 ＰＧＣ 对完整糖肽的保留机制（偶极、亲水

性、电荷诱导、分散等）并不是很清楚。 Ｘｕｅ 等［２５］系

统地研究和比较了硼酸化学、ＺＩＣ⁃ＨＩＬＩＣ 和 ＰＧＣ 在

富集完整 Ｎ⁃糖肽方面的性能，发现硼酸化学倾向于

捕获高甘露糖型糖肽，ＺＩＣ⁃ＨＩＬＩＣ 富集得到的 Ｎ⁃糖
肽最多且无偏向性，而 ＰＧＣ 不适合富集肽段序列较

长的糖肽，尤其是胰蛋白酶消化肽段。
　 　 生物正交法是一种靶向标记和富集糖蛋白的新

方法。 该方法结合了代谢标记和点击化学，首先在

细胞培养中引入含有生物正交官能团（如叠氮化

物、炔烃或酮等）的非天然糖类，对细胞内糖类化合

物进行代谢标记，随后通过点击化学反应将标记的
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糖蛋白与亲和探针共价结合，从而实现糖蛋白的捕

获和富集。 Ｈｕｂｂａｒｄ 等［２６］ 将该方法应用于富集细

胞表面糖蛋白，并从前列腺癌细胞株中鉴定到超过

７０ 种细胞表面糖蛋白。 Ｓｐｉｃｉａｒｉｃｈ 等［２７］ 进一步将

该方法应用于体外培养的人体组织，他们分别对正

常和癌变的前列腺组织进行切片和培养，并从前列

腺癌组织中鉴定出一些高表达的糖蛋白，拓展了该

方法的临床应用。 目前该方法广泛应用于糖蛋白层

次的富集，在位点特异性蛋白质糖基化的鉴定上仍

有很大的发展空间。

２　 质谱鉴定和谱图解析方法的新进展

　 　 在自下而上的糖蛋白质组学中，完整糖肽经分

离和富集后进入高分辨质谱仪，得到含丰富碎片离

子的谱图，随后通过谱图解析技术实现对完整糖肽

和糖蛋白的表征［２８］。 基于质谱的糖蛋白质组学方

法具有高灵敏度和高质量精度等优点，但是对位点

特异性蛋白质糖基化的鉴定和定量依赖于有效的质

谱分析方法和谱图解析策略的发展。 如今，这两项

重大突破显著促进了位点特异性完整糖肽的表征，
分别是：用于获得丰富糖链和肽段碎片信息的质谱

解离方法的发展；用于解析完整糖肽质谱谱图的检

索引擎的开发［２９］。
２．１　 完整糖肽的质谱碎裂方法

　 　 复杂生物样品中的完整糖肽经过分离和富集

后，进入生物质谱进行糖蛋白质组学分析。 不同类

型的生物质谱有不同的电离技术、碎裂方式和数据

采集模式等，在糖蛋白质组学分析中具有各自的特

点与优势。 目前用于糖蛋白质组学分析的质谱电离

技术主要有基质辅助激光解析电离（ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓ⁃
ｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ， ＭＡＬＤＩ）和电喷雾

电离（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ， ＥＳＩ）这两种代表性

的软电离技术。 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 是一个能有效地分析

Ｎ⁃糖链的质谱技术，其操作简单快速，并且能分析

极微量的样品，这对珍贵的临床样本来说非常重要。
由于肿瘤的发生发展伴随着异常的糖基化修饰，这
种异常糖基化一定程度表现在糖蛋白糖链丰度的变

化，因此利用 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 能有效地对糖链变化进行

检测。 Ｒｅｎ 等［３０］ 提出了一个用于肿瘤筛查的糖链

生物标志物，称为 ＩｇＧ 半乳糖比值（ ＩｇＧ Ｇａｌ⁃ｒａｔｉｏ）。
他们通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 测定血清 ＩｇＧ 中无半乳糖基

糖链（Ｇ０）、单半乳糖基糖链（Ｇ１）和双半乳糖基糖

链（Ｇ２）这 ３ 种 Ｎ⁃糖链的相对强度，并进一步计算

Ｇ０ ／ （Ｇ１＋Ｇ２×２）的比值。 他们发现该比值能够有

效地区分 １２ 种癌症（胃癌、肝癌、肺癌、卵巢癌、结
肠直肠癌、食道癌、胰腺癌、肾癌、前列腺癌、膀胱癌、
乳腺癌和宫颈癌）和非癌症对照，作为一种用于癌

症筛查的非侵袭性的生物标记物有着巨大的潜力。
但是 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 也有着很大的局限性，比如其碎裂

能量导致唾液酸和岩藻糖的丢失；分析糖链时不能

区分糖型异构体；分析完整糖肽时不能实现糖基化

位点定位等等。 和 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 相比，ＥＳＩ⁃ＭＳ 在检

测分析完整糖肽方面有着更广泛的应用，例如强负

电性的唾液酸不能在 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 中得到良好的信

号响应但能在 ＥＳＩ⁃ＭＳ 中被检测到。 尤其是 ＥＳＩ⁃
ＭＳ 前端串联液相色谱（ＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＭＳ）能够在线分离

复杂生物样本，降低了样品复杂度，提高了检测能

力。 进一步，液相色谱串联多级质谱（ＬＣ⁃ＭＳｎ）能获

得更加丰富的完整糖肽的特征碎片离子，能在蛋白

质组学层次实现完整糖肽的组成和位点的鉴定，进
一步增加了完整糖肽分析的深度，是目前最可靠的

分离同分异构体的质谱方法。
　 　 在糖蛋白质组学质谱分析中，完整糖肽同时含

有糖链和肽段，经质谱碎裂后产生碎片离子的形式

更加多样化，包括肽段碎片离子（ｂ ／ ｙ 离子；ｃ ／ ｚ 离

子）和糖碎片离子（Ｙ 离子）等。 完整糖肽分析中常

用的质谱碎裂方式有碰撞诱导解离（ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＣＩＤ）、高能量碰撞解离（ｈｉｇｈ⁃
ｅｒ⁃ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＨＣＤ）、电子捕获

解离（ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＣＤ）、电子

转移解离 （ ｅｌｅｃｔｒｏｎ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＴＤ）、
电子转移 ／高能碰撞解离（ｅｌｅｃｔｒｏｎ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒ ／ ｈｉｇｈｅｒ⁃
ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＴｈｃＤ）等。 ＣＩＤ 和

ＨＣＤ 都是基于碰撞能量再分配的原理碎裂糖链和

肽段，并主要形成 ｂ ／ ｙ 离子和 Ｙ 离子。 完整糖肽中

糖苷键和肽键裂解所需的能量差异大，ＣＩＤ 的碎裂

能量低，主要碎裂糖苷键并产生丰富的 Ｙ 离子。 从

ＣＩＤ 谱图中能够有效地分析糖链的组成和结构，但
是不能获得糖基化位点和肽段序列的信息，应用范

围受限。 和 ＣＩＤ 相比，ＨＣＤ 的碎裂能量更高、能量

分布更均匀和激活时间更短，因此 ＨＣＤ 能裂解完

整糖肽并产生丰富的 ｂ ／ ｙ 离子和 Ｙ 离子。 研究表

明，不同的 ＨＣＤ 能量裂解完整糖肽所产生的碎片

离子种类大不相同，较低 ＨＣＤ 能量倾向于产生 Ｙ
离子，而较高 ＨＣＤ 能量倾向于产生 ｂ ／ ｙ 离子［３１］。
因此，与单一 ＨＣＤ 能量相比，多级 ＨＣＤ 能量可以
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产生更丰富的互补碎片离子峰，因而获得更加详细

的糖肽结构信息。 针对完整糖肽的肽段碎片离子

少、多级碎裂中鉴定效率低的问题，Ｑｉｎ 等［３２］ 报道

了一种基于酶辅助的拟多级谱策略用于 Ｎ⁃完整糖

肽的表征。 他们通过匹配完整 Ｎ⁃糖肽质谱数据和

去糖基化后的肽段质谱数据之间的保留时间、相对

分子质量等，确定完整糖肽的肽段序列和糖链的组

成，实现完整糖肽的高效鉴定。 最后他们将该策略

应用于人源肝癌和癌旁组织之间 Ｎ⁃糖基化的差异

分析，共鉴定到 ４ ４７１ 个位点特异性 Ｎ⁃糖型，是当时

肝组织 Ｎ⁃糖蛋白质组的最大数据集，并筛选到多个

候选差异蛋白，有望提高肝癌诊断的准确性。 ＥＣＤ
和 ＥＴＤ 主要碎裂完整糖肽的肽段骨架并产生丰富

的 ｃ ／ ｚ 离子，有利于糖基化位点和肽段序列的鉴定，
是目前完整糖肽结构解析的强大工具之一。 但是

ＥＣＤ 和 ＥＴＤ 裂解完整糖肽时，一方面依赖于母离

子的电荷与质荷比导致碎裂效率低，另一方面能保

持糖链结构导致糖链碎片离子信息的缺失，使其分

析灵敏度差，应用受限。 随着技术的发展，ＥＴｈｃＤ
是近年来新的集成碎裂技术［３３］，整合了 ＨＣＤ 和

ＥＴＤ 这两种碎裂模式的优势，能产生完整糖肽的 ｂ ／
ｙ ／ ｃ ／ ｚ 多种碎片离子，获得更加丰富的特征离子信

号用于完整糖肽的结构解析。
２．２　 完整糖肽的谱图解析方法和软件

　 　 受限于早期质谱条件，基于质谱的糖蛋白质组

学研究策略依赖于对完整糖肽的糖链和肽段的分别

分析。 尽管这种策略能简化蛋白质糖基化的鉴定，
但是缺失糖基化异质性和位点特异性等信息，不能

实现完整糖肽的深入分析。 随着完整糖肽富集技术

的优化和质谱检测技术的革新，糖蛋白质组学分析

获得了丰富的完整糖肽碎片离子，得到了高质量的

质谱数据。 为了对这些质谱数据进行自动、快速、高
灵敏度和高可信度的解析，开发完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖肽的

谱图解析策略和相应数据分析软件有着重要意义。
　 　 在 Ｎ⁃糖基化中，Ｎ⁃糖链存在五糖核心但是其完

整结构的多样性高，使得完整 Ｎ⁃糖肽谱图的复杂性

高，为准确地解析蛋白质 Ｎ⁃糖基化数据带来了困

难。 相比于 Ｎ⁃糖基化，Ｏ⁃糖基化的谱图解析要更加

复杂，一方面 Ｏ⁃糖链没有固定核心结构同时类型繁

多，另一方面一条肽段上可能存在多个 Ｏ⁃糖基化位

点，这些为高通量分析完整 Ｏ⁃糖肽带来了极大的挑

战。 近年来，针对完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖肽经质谱碎裂后

获得的各种碎片离子特征，研究人员开发了一些谱

图解析策略来鉴定完整糖肽，以期实现对复杂生物

样本完整糖肽的大规模分析。
　 　 Ｃｈｅｎｇ 等［３４］开发了一个高通量的完整 Ｎ⁃糖肽

分析软件平台 ＡｒＭｏｎｅ，用于解析 Ｎ⁃糖基化修饰位

点以及糖链结构。 通过平行的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析完

整糖肽和其对应的去糖基化肽段，他们发现这两类

肽段在色谱保留时间上具有一致性。 因此他们首先

根据去糖基化肽段 ＨＣＤ 谱图实现肽段序列的高可

信度鉴定，随后通过匹配糖数据库和含氧鎓离子的

完整糖肽 ＨＣＤ 谱图，根据 Ｎ⁃糖链的五糖核心确定

糖链信息，最后实现完整 Ｎ⁃糖肽的鉴定。 他们利用

该方法从人源胚胎肾细胞系中鉴定到了 ２ ２４９ 条非

冗余的糖肽序列及糖链结构，这是当时最大的完整

Ｎ⁃糖肽鉴定数据集。 Ｂｙｏｎｉｃ 是一个商用检索软

件［３５］，能分别检索和鉴定完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖肽。 它通

过在糖数据库中添加了人源及哺乳动物中常见的

Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖型，将每个糖型视为谱图数据库搜索的可

变修饰，从 ＨＣＤ 或 ＥＴＤ 谱图中鉴定完整糖肽。
ＧＰＱｕｅｓｔ 是一种基于 ＨＣＤ 谱图鉴定位点特异性完

整 Ｎ⁃糖肽的算法［３６］。 它首先采用不同的切糖链鉴

定策略建立了一个肽段谱图库，随后通过匹配谱图

库和完整糖肽的 ＨＣＤ 谱图鉴定肽段序列，推断糖

图 ３　 ｐＧｌｙｃｏ ２􀆰 ０检索策略用于解析完整 Ｎ⁃糖肽 ＨＣＤ谱图［３１］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｐＧｌｙｃｏ ２􀆰 ０ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔａｃｔ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ
ＨＣＤ ｓｐｅｃｔｒａ［３１］

　

链质量，最后实现完整糖肽的鉴定。 ｐＧｌｙｃｏ 是一个

精准分析 Ｎ⁃糖蛋白质组学的软件［３１］，它首先利用

完整 Ｎ⁃糖肽经阶梯 ＨＣＤ 能量碎裂获得谱图，通过

与糖数据库匹配以鉴定糖组成，随后通过与蛋白质

组数据库匹配以鉴定肽段序列，最后从糖链、多肽和

糖肽 ３ 个层面综合控制假阳性率，增强了完整 Ｎ⁃糖
肽鉴定的准确性（见图 ３）。 他们利用该数据分析平
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台分别分析了 ５ 个小鼠组织（大脑、心脏、肝脏、肾
脏、肺）并得到了一个大规模的 Ｎ⁃糖蛋白质组数据

集，包括了来自 ９５５ 个糖蛋白的 １ ９８８ 个 Ｎ⁃糖基化

位点上的 １０ ００９ 个不同的位点特异性 Ｎ⁃糖链。

图 ４　 Ｏ⁃ｓｅａｒｃｈ 检索策略用于解析完整 Ｏ⁃糖肽 ＨＣＤ 谱图［３７］

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ｏ⁃ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔａｃｔ Ｏ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ ＨＣＤ ｓｐｅｃｔｒａ［３７］

　

　 　 Ｍａｏ 等［３７］ 提出了一种分析完整 Ｏ⁃糖肽 ＨＣＤ
谱图的新方法 Ｏ⁃Ｓｅａｒｃｈ，该方法不在 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 残基

上设置可变修饰，而是在肽段层次检测 Ｏ⁃糖基化导

致的质量偏移，其分析流程主要包含：（１）通过丰度

最高的两个鎓离子 （ＨｅｘＮＡｃ⁃２Ｈ２Ｏ⁃ＣＨ２Ｏ
＋， ｍ／ ｚ

１３８􀆰 ０５； ＨｅｘＮＡｃ＋， ｍ／ ｚ ２０４􀆰 ０９）过滤谱图，只保留

糖肽谱图；（２）从糖肽谱图母离子中扣除可能的 Ｏ⁃
糖组合的质量，同时移除谱图中可能存在的 Ｙ 离

子，生成理论去糖峰谱图；（３）对所有去糖峰谱图，
不需要设置任何 Ｏ⁃糖基化的可变修饰，进行常规数

据库检索，得到肽段序列的鉴定（见图 ４）。 与传统

设置 Ｏ⁃糖基化可变修饰的检索方法相比，Ｏ⁃Ｓｅａｒｃｈ
采用 Ｏ⁃糖基化质量偏移检索策略，可以加快检索速

度，提高 ８６％ 的完整糖肽鉴定量，具有较高的灵敏

度。 同时，Ｏ⁃Ｓｅａｒｃｈ 能够分析鉴定更多的 Ｏ⁃糖结

构，适合 Ｏ⁃糖基化微观异质性的分析。 ＭＳＦｒａｇｇｅｒ⁃
Ｇｌｙｃｏ 是一个用于高灵敏度分析完整 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖肽

的检索工具［３８］，它使用了 ＭＳＦｒａｇｇｅｒ 开发的离子索

引的开放修饰搜索方法和 Ｏ⁃糖基化质量偏移检索

策略，对文献 Ｎ⁃和 Ｏ⁃糖蛋白质组学数据进行再分

析，能分别增加 ８０％ 的注释 Ｎ⁃糖肽谱图和一倍多的

注释 Ｏ⁃糖肽谱图。 Ｏ⁃Ｐａｉｒ Ｓｅａｒｃｈ 是一种鉴定 Ｏ⁃糖
肽和 Ｏ⁃糖基化位点的方法，它利用了基于碰撞解离

和电子解离的质谱技术得到 ＨＣＤ⁃ＥＴｈｃＤ 成对谱

图，首先根据 ＨＣＤ 谱图，通过离子索引的开放修饰

检索鉴定完整 Ｏ⁃糖肽；随后根据 ＥＴｈｃＤ 谱图，利用

图论的方法进行修饰位点的定位［３９］。

３　 总结与展望

　 　 蛋白质糖基化作为一种重要的翻译后修饰，普
遍发生在细胞膜蛋白和分泌蛋白中，在生物识别、信
号转导和细胞通讯中发挥了重要的生物学功能。 随

着完整糖肽富集技术、质谱技术和谱图解析策略的

革新，基于质谱的糖蛋白质组学成为分析位点特异

性蛋白质糖基化的有力工具，并且使不同复杂生物

体系中的糖蛋白质组学得到了越来越深入的研究。
　 　 用于富集完整糖肽的新材料基本都是基于现有

的原理，优化材料的一些特性，比如亲水性、亲电性

等，从而提高富集性能。 考虑到糖蛋白质组学的临

床应用，完整糖肽富集新技术更多地将富集方法整

合进自动化的工作流程，以减少人工操作带来的误

差、提高分析重现性和加大实验效率，使其更适应蛋

白质糖基化相关的生物标志物的发现和疾病生理病

理的研究等。 质谱方法在近十年得到了飞速的发

展，但适用于蛋白质糖基化的质谱方法依旧有很大

的发展空间。 除了本综述介绍的质谱碎裂方式以

外，质谱数据采集模式，比如数据依赖采集（ ｄａｔａ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＤＡ）、数据非依赖性采集

（ｄａｔａ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＩＡ）、ＭＲＭ、平行

反应监测技术（ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ， ＰＲＭ）等，在糖蛋白质组学中有很大的应用

前景。 相对应的，随着糖肽富集效率的提高和质谱

方法的革新，谱图解析技术也得到了飞速的发展，其
中在基于理论碎裂匹配策略或者谱图库匹配策略的

完整糖肽鉴定方法中，数据分析的通量和假阳性的

控制都非常关键。 综上所述，糖蛋白质组学的新技

术从富集方法、质谱方法、数据分析方法等层面都有

很大的发展空间，这些也为糖蛋白质组学应用于临

床疾病生物标志物的发现和蛋白质糖基化生物功能

的探究等生命健康领域提供了强大的支持。
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