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摘要       蛋白质O-GalNAc糖基化作为蛋白质翻译后修饰的一种重要形式, 参与重要的生理和病理过程. 在血

浆及其他分泌体系中, O-GalNAc修饰的异常改变可能作为疾病预警的标志分子. 鉴于O-GalNAc结构的多样性,
系统性分析O-GalNAc修饰具有极大的挑战. 随着富集方法、质谱分析技术以及数据解析工具的发展, 近年来

O-GalNAc修饰的研究取得了一系列进展, 促进了对蛋白O-GalNAc糖基化在人类健康中所起作用的深入理解.
本文主要介绍近年来分泌体系中的O-糖基化蛋白、O-糖链以及O-糖基化位点的富集与鉴定方法和最新进展.
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蛋白质糖基化修饰及其动态变化,对于机体免疫

反应、蛋白识别与定位、蛋白质折叠、血清清除率以

及信号调控等至关重要[1,2],与糖基化紊乱性疾病[3]、

自身免疫性疾病[4]、 糖尿病并发症以及代谢综合征

等密切相关[5], 并在肿瘤细胞的侵袭和转移中发挥不

可忽视的作用[6]. 鉴于糖修饰蛋白质在疾病发生和蛋

白质功能调控中的重要作用, 近年来, 规模化富集、

鉴定与定量分析糖修饰蛋白质,解析血浆、尿液等分

泌体系中的重要蛋白质糖链结构及其在生理病理条

件下的表达与变化信息,受到了生物科学界和医学界

越来越广泛的关注.

1  血浆O-糖基化蛋白质概述
常见的蛋白糖基化修饰包括N-糖基化和O-糖

基化两种类型, 而蛋白质O-糖基化又包括O-连接的

高甘露糖基化(O-Man), O-连接的N-乙酰葡糖胺糖基

化(O-GlcNAc)以及O-连接的N-乙酰半乳糖胺糖基化

(O-GalNAc)等,连接的氨基酸残基又包括丝氨酸、苏

氨酸、酪氨酸以及羟赖氨酸残基. 本文重点关注的O-
糖基化是指O-GalNAc单糖以α-键与蛋白质上的丝氨

酸或苏氨酸残基的羟基相连接,是蛋白质糖基化中调

控最复杂的类型,由超过20种独特的多肽GalNAc转移

酶同工酶(GalNAc-Ts)催化. 脊椎动物中的O-糖基化具

有多样性,有8种常见的核心结构,并在此基础上进一

步分枝和延伸[7]. 早期研究认为O-GalNAc是聚集地发

生在黏蛋白上以及蛋白质的黏蛋白样结构域中,如今

越来越多的证据表明, O-GalNAc也广泛地存在于那些

不含黏蛋白样结构域的蛋白质中[8]. 同时研究也表明,
大量O-糖基化修饰在肿瘤发展进程中异常表达,可能

作为疾病标志物和治疗靶点,其中与肿瘤发生相关的
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O-糖基化异常包括唾液酸化(Lewis抗原)程度增加以

及截短型O-糖(Tn抗原)的增加[6].
血浆作为最常用于研究的分泌体系,除了最高丰

度的白蛋白外,大部分蛋白质携带糖修饰. 在美国食品

药品监督管理局(Food and Drug Administration, FDA)
批准的血清肿瘤标志物中, 绝大部分都是糖蛋白, 如
CA125 (卵巢癌), HE4 (卵巢癌), CA19-9 (胰腺癌), AFP
(肝癌), PSA (前列腺癌), CEA (大肠癌、乳腺癌、肺

癌), CA15-3 (乳腺癌), Tg (甲状腺癌)等[9~11],提示血浆

糖蛋白质组学研究具有巨大的应用潜力. 但血浆蛋白

之间丰度差异高达12个数量级, 分析难度大[12]. 随着

高丰度蛋白去除和选择性富集等样本制备策略的应

用以及质谱检测技术的发展,血浆蛋白质鉴定数量从

几百个提高到5000多个[13]. 针对血浆的O-糖蛋白质组

研究, 同样也面临着降低高丰度蛋白质影响, 富集中

低丰度糖蛋白的双重挑战.
目前O-糖蛋白质组学研究进展远远滞后于蛋白

质组学研究 , 究其原因 , 主要是源于以下挑战: (ⅰ)
O-糖蛋白上糖基化位点占用的不均一性(宏观不均

一性)以及每个位点上糖链的不均一性(微观不均一

性)[14]. (ⅱ)相比较N-糖基化蛋白具备固定的模体序列

N-X-S/T(X≠P), O-糖基化修饰目前还没有保守的模体

序列. (ⅲ) O-糖链修饰的链接方式异构, 存在大量含

有相同质量但糖苷键不同的异构体. (ⅳ)缺乏释放所

有类型O-糖链的糖苷酶. (ⅴ)糖修饰肽段在蛋白中剂

量水平较低, 且在质谱检测中信号强度弱, 易被非糖

肽信号掩盖. (ⅵ) O-糖链和肽段在质谱中的碎裂行为

不同, 需要发展针对性的质谱碎裂技术. (ⅶ) O-糖基

化肽段在质谱中产生的谱图十分复杂,传统的分析软

件如Mascot, MaxQuant难以对其进行准确分析. 尽管

存在上述诸多挑战,仍有各种不同的方法被开发出来,
用于复杂样本或单个蛋白质中O-糖修饰结构鉴定与

定量分析. 下面对分泌体系, 尤其是血浆中的O-糖基

化蛋白、位点、糖链分析的方法以及应用进展进行

总结.

2   O-糖基化蛋白的分析方法

2.1   O-糖链释放与分析的方法研究

糖蛋白糖链修饰的研究,可以将糖链从蛋白质上

释放下来分析,或者分析携带糖链的糖肽,后者也称为

完整糖肽分析. 基于生物质谱技术的发展,可以实现对

蛋白质上释放下来的糖链类型的分析. 血浆糖蛋白O-
糖链的释放可以采用酶法和化学法. 由于O-糖链核心

结构的多样性,目前还没有特异性的酶能够释放完整的

O-糖链,O-糖苷酶(endo-α-N-acetylgalactosaminidase)[15]

只能水解丝氨酸或苏氨酸连接的未被取代的O-糖核

心1结构(Gal-β(1→3)-GalNAc), 该核心结构上有任何

其他修饰都会使O-糖苷酶作用失效,因而常需要与去

唾液酸酶、半乳糖苷水解酶、N-乙酰葡萄糖苷水解

酶等联合使用来分析蛋白质上的O-糖链结构. 该方法

时间长,分析难度较大,成本较高,不利于开展大规模

的O-糖蛋白质组研究,但是对于纯化的单个O-糖蛋白

糖链精细结构解析可以考虑使用.
化学法包括肼解作用、氧化作用以及β消除反应

等. 肼解作用对于蛋白链上成簇聚集的O-糖链的释放

可能会不完全,且会降解肽段. 最近, Song等人[16]发展

了廉价、快速的糖链释放方法,利用次氯酸钠的氧化

作用释放N-糖、O-糖以及鞘糖脂上的糖,能从千克级

别的生物样品中制备大量的糖链,可用于糖组表征和

功能糖组学等相关研究,但是该方法由于引入了强氧

化剂次氯酸钠,糖链的功能基团如伯胺、巯基或碳碳

双键可能会被其破坏. 目前,碱性条件下的β消除反应

还是最常用的O-糖链释放方法,该反应是使用亲核试

剂(如氢氧化钠、氨水、氨硼烷、乙胺、烷基胺、二

甲胺等)进攻丝氨酸和苏氨酸,从而将O-糖链从蛋白上

释放出来. 经典的方法是在氢氧化钠[17]条件下进行β
消除反应,在此基础上, Maniatis等人[18]探索了温和释

放条件如在微波辅助的二甲胺环境下能快速有效地

释放O-糖链. 使用化学法释放O-糖链实验比较复杂,
而且可能会存在一些副反应, 如单糖的脱落, 多肽链

的切割以及氨酰化[19~21]. 此外, 一些组合策略也被人

提出, 如Goetz等人[22]提出了酶法与化学法组合释放

O-糖链的策略,该方法首先利用非特异性的链霉蛋白

酶对糖蛋白进行充分酶切,然后进行固相全甲基化[23],
最后进行β消除反应释放全甲基化的O-糖链. 该方法

利于碱性基团对O-糖基化位点的进攻以及提高β-消
除反应的效率和检测灵敏度,不过依然可能存在化学

副反应的干扰.
O-糖链被释放后需进行衍生化(如全甲基化)或

化学标记(如2-氨基苯甲酰胺荧光标记), 以便O-糖
链在质谱中能够保持稳定并且能够实现一致的电
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离 [24]. 衍生化或标记之后使用Sep-Pak柱、PGC柱

或亲水性液相色谱(hydrophilic interaction liquid chro-
matography, HILIC)柱对O-糖链进行富集以便能与

生物质谱兼容 . 基质辅助激光解析飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight,
MALDI-TOF)分析法[17]以及高效液相色谱-串联质谱

(liquid chromatography coupled with tandem mass spec-
trometry, LC-MS/MS)分析法[25]是检测O-糖链种类常

使用的方法 , 与传统的方法如核磁共振法相比 , 具
有样品需求量低 , 灵敏度高 , 应用范围广等优势 .
MALDI-TOF分析质荷比高于2000的O-糖链的灵敏度

高于LC-MS/MS分析法,但是MALDI-TOF分析法的定

量能力有限,尤其是对于低分子量端(m/z<600)的O-糖
链. Xia等人[26]将两种质谱技术进行整合对人血清中

的N-糖链和O-糖链进行了定量分析,证明了该方法可

作为糖基化先天失常Ⅱ型疾病的诊断工具. O-糖链

序列解析常采用串联质谱技术,常见的碎裂方式包括

碰撞诱导解离(collision induced disociation, CID)、高

能碰撞解离(high energy collision dissociation, HCD)、
电子转移解离(electron transfer dissociation, ETD)和电

子捕获解离(electron capture dissociation, ECD)等. 此

外, 红外多光子断裂(infrared multiphoton dissociation,
IRMPD)串联质谱[27]也是不错的选择,但是受仪器的限

制, 目前相关的报道还很少. 近年来也有一些新兴技

术出现,如Kudelka等人[28]提出的CORA (cellularO-gly-
come reporter/amplification)技术可以用于研究活细胞

的O-糖组, 该方法类似于PCR技术, 是活细胞吸收转

化外源性乙酰化的Bn-α-GalNAc,并将扩增的Bn-O-糖
组分泌到胞外,利用高效液相色谱与质谱能够鉴定到

更多和更复杂的O-糖组. 但是该方法只能鉴定事先甲

基化的非硫酸化和非磷酸化的黏蛋白型O-糖组,并且

不能反映自然条件下各个O-糖型的相对丰度,也不能

用于研究活细胞之外的其他O-糖组.

2.2   O-糖基化肽段的富集与分析

O-糖链从蛋白上释放之后,关于其修饰位点的信

息也将一并丢失. 而糖基化修饰的功能作用机制,很可

能是位点特异性的,例如,同一种糖在IgG的Fc端发生

修饰和在Fab端发生修饰会产生不同的影响[29]. 要获得

O-糖基化蛋白、位点和糖链等信息,需进行O-糖基化

肽段或O-糖蛋白质组的分析. 由于O-糖基化肽段在血

浆蛋白中含量很低(肽段混合物中糖肽约占2%~5%),
为了提高目标肽段的相对浓度,需要对O-糖蛋白/O-糖
肽进行富集以去除非糖蛋白或非糖肽段. 常用的富集

方法包括以下生物、化学、物理的方法[30,31].
生物富集方法主要包括凝集素亲和法和抗体亲

和法等, 其中凝集素亲和法是目前最常用的糖蛋白/
糖肽富集手段之一. 凝集素亲和法原理是凝集素的糖

识别结构域能与糖蛋白上特定聚糖结构进行特异性

可逆结合, 然后洗涤除去非结合组分, 再用特定的单

糖与凝集素竞争性结合, 从而把糖蛋白/糖肽置换下

来. 富集血浆中O-糖蛋白或O-糖肽可使用的凝集素包

括选择性结合Gal-β1,3-GalNAc结构(T抗原)的木菠萝

素(jacalin)、花生凝集素(peanut agglutinin, PNA)、双

孢蘑菇凝集素(agaricus bisporus leefm, ABL)以及结合

末端GalNAc结构(Tn抗原)的蚕豆凝集素(viola villosa
agglutinin, VVA)[32,33]等. 凝集素富集优点是实验技术

相对成熟,操作简单,重复性好,缺点是单一凝集素无

法实现所有糖肽的无偏性富集. 而抗体亲和法能够针

对性地研究含特定糖链结构的蛋白或肽段,专一性比

凝集素亲合法更高,但是针对糖链的抗体种类有限.
化学富集方法主要包括肼化学反应法和硼酸化

学反应法等. 肼化学法是利用糖链中单糖残基上的顺

式邻二醇结构与酰肼基团进行共价结合. 操作流程通

常是用高碘酸盐将糖链上的顺式邻位羟基氧化为醛

基,随后与固定在支持物材料上的酰肼基团形成腙键,
通过清洗去除非糖基蛋白/糖肽,利用胰蛋白酶酶切后

只有糖肽留在支持物上,从而实现糖蛋白/糖肽的分离

与富集. 采用该方法的优点是非特异性吸附少, 缺点

是反应步骤繁琐, 条件不易控制, 并且糖链结构信息

由于化学反应而全部丢失,因而限制了该方法在糖链

解析和糖组学研究中的应用. 硼酸化学反应法是基于

硼酸与糖链上的顺式邻位羟基的共价键作用,苯硼酸

衍生物在碱性条件下可与具有1,2-或1,3-二醇基团的

多羟基化合物形成可逆的五元或六元环酯,在酸性条

件下可逆解离. 国内的刘震、杨芃原等研究组[34~40]开

发了许多基于硼酸亲和富集或标记糖蛋白的新材料

和新方法,但是基于硼酸化材料的富集方法用于高通

量鉴定复杂生物样本中O-糖蛋白或糖肽还未见报道.
该方法理论上无明显偏性, 可以富集O-型糖蛋白/糖
肽, 但是影响富集的因素较多, 如疏水作用和离子作
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用等二级相互作用.
糖肽富集物理方法主要包括分子筛法和亲水性介

质富集法等. 分子筛法原理是胰酶酶切后的糖肽分子

质量明显大于非糖基化肽,因而可以利用分子筛的方

法非选择性地对糖肽与非糖肽进行预分离. 亲水性介

质富集法原理是糖基化修饰的肽段亲水性显著增强,
与非糖基化修饰肽段产生明显的亲疏水性差异,从而

使得HILIC成为分离富集糖肽的理想工具之一. 这些

方法的优点是不需要复杂的衍生化过程,简单快速并

且可同时分析各种糖型的糖蛋白,缺点是对酶切效率

要求高,不能有效区分不同类型的糖肽. 此外,这些富

集技术可以组合使用,如Calvano等人[41]建立了多种凝

集素(WGA, ConA, SNA)结合ZIC-HILIC的方法从人血

浆中富集糖蛋白或糖肽.
完整O-糖基化肽段的序列分析、O-糖链组成以

及O-糖基化位点确认,需要利用高分辨率质谱来完成.
经典的串级质谱碎裂方式CID往往会使糖链解离,造成

修饰位点信息的缺失. HCD会获得较完整的O-糖肽碎

裂信息,但是同样难以确定O-糖基化位点. ECD和ETD
通常会优先断裂多肽骨架,同时保留完整的糖链结构,
根据较完整的c离子和z离子序列即可推断O-糖基化位

点. ETD和HCD联合使用(EThcD)是近年来新发展的

一种碎裂方式,糖肽首先经过ETD碎裂,然后母离子和

碎片离子进一步使用HCD碎裂. 研究已经表明,使用该

碎裂方式能得到更好的序列覆盖率,并清楚指认磷酸

化以及N-糖基化位点信息[42],但是在大规模的O-糖基

化蛋白质组中的应用还很少被报道. 此外,各种碎裂方

式的组合, 如CID-ETD, HCD-ETD, CID-EThcD, HCD-
EThcD, HCD-PD-ETD[43], HCD-PD-EThcD[44],对糖蛋白

质组的研究也起着推动作用.  Darula和Medzihradszky
人[45]采用CID和HCD碎裂模式对凝集素Jacalin富集的

牛血浆核心1型O-糖蛋白组进行了位点特异性O-糖基

化分析.  Yin等人[43]利用ZIC-HILIC富集糖肽,  采用

HCD-ETD以及HCD-PD-ETD碎裂模式对人内皮细胞

分泌的糖蛋白质组进行了综合分析.  质谱分析O-糖
肽得到的原始谱图需要借助解析糖类的软件来进行

分析,  如Hua等人[46]、Strum等人[47]和Bern等人[48]等.  
刘杭等人[49]对目前文献报道的糖蛋白质组学信息学

资源和方法进行了综述,  Walsh等人[50]对糖链和糖肽

定量分析的生物信息学工具也进行了总结,  本文将不

再赘述.

3   O-糖基化蛋白研究进展

3.1   O-糖基化蛋白质组研究进展

以质谱鉴定技术的发展为核心,促进了近年来O-
糖蛋白质组学的快速发展,尤其是从血浆等分泌体系

中大规模发现O-糖基化蛋白质,并发掘其调控变化的

研究. Darula等人[51]采用凝集素Jacalin富集牛血浆中

核心1型O-糖蛋白和O-糖肽,鉴定到124个O-糖基化位

点和51个O-糖基化蛋白,该研究存在的问题是没有获

得糖链结构信息. Halim等人[52]采用酰肼化学法富集

了人尿液中含唾液酸的糖蛋白,通过胰酶酶切后使用

CID和ECD碎裂方式对糖肽进行质谱表征, 共鉴定到

58条N-糖基化肽段和63条O-糖基化肽段. 该研究的

特点是特异性富集含有唾液酸化修饰的糖蛋白,但是

无唾液酸修饰的糖肽将无法获得有效富集. 2013年,
Halim等人[53]用PNGase F去除N-糖链后, 采用酰肼富

集方法研究人脑脊髓液中的O-糖基化蛋白、位点和

糖型,并用CID, ETD和ECD碎裂方式对糖肽进行质谱

表征, 共鉴定到106个O-糖基化位点和49个O-糖基化

蛋白. 2015年, Bai等人[54]使用凝集素Jacalin富集经过

胰酶、PNGase F和内切酶联合处理过的人血浆中的

O-糖肽, 并用CID碎裂方式对糖肽进行质谱表征, 共
鉴定到49条O-糖基化肽段和36个O-糖基化蛋白,但其

缺点是没有提供完整的糖链和准确的位点信息. 2016
年, Hoffmann等人[55]使用非特异的蛋白酶K酶切人血

浆全蛋白并使用HILIC富集完整O-糖肽, 并用CID和

ETD碎裂方式对糖肽进行质谱表征,共鉴定到31个O-
糖基化位点和22个O-糖基化蛋白,提供了丰富的糖链

和位点信息. 尽管蛋白酶K产生的糖肽更适合于质谱

检测,但是其泛酶切特异性大大增加了搜索空间和时

间. 2016年, Qin等人[56]采用一个整合的策略研究了人

血浆中O-GalNAc修饰的糖蛋白质组,具体来讲是采用

PNGase F切除N-糖链、胰酶酶切, 然后使用HILIC富
集完整的O-糖基化肽段, 使用Beam-CID碎裂模式对

糖肽进行表征, 共鉴定到407条完整O-糖基化肽段和

93个O-糖基化蛋白,提供了较大规模的O-糖蛋白质组

数据,但是其缺点是不能提供准确的O-糖基化位点信

息. 2017年, King等人[57]采用凝集素(PNA和VVA)富集

完整的O-糖肽, HCD和ETD碎裂方式对糖肽进行质谱

表征, 从人血浆、血小板和内皮细胞中共鉴定到649
个糖蛋白和1123个O-糖基化位点,表明O-糖基化是一
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种普遍修饰, 但是由于蛋白经过去唾液酸化处理, 导
致了完整O-糖链信息的缺失. 上述不断提升的研究水

平提示, O-糖蛋白组的研究,仍有很大的提升空间. 尤
其是在大部分研究中,仍然缺少完整的O-糖基化修饰

位点和糖链相关信息. 因此, 也期待一些新技术和方

法的出现.
需要特别提出的是2010年, Steentoft等人[58]使用

锌指核酸酶基因打靶技术敲除了人细胞中核心O-糖
链合成步骤中的关键基因COSMC,导致细胞合成的O-
糖基化蛋白仅含有Tn或STn结构, 这个技术被命名为

SimpleCell技术. 2013年,该研究组利用该技术构建了

12个人类细胞系, 鉴定到超过600种O-糖蛋白和超过

3000个O-糖基化位点,是已知最大规模的GalNAc修饰

的O-糖基化蛋白质组,并且发现这些O-糖蛋白质在每

个人类细胞系中都是差异表达和动态变化的[8]. 尽管

该方法可以大规模地鉴定O-糖基化蛋白和位点,为O-
糖基化蛋白质组研究提供了重要参考,但是它尚不适

用研究分泌体系样本, 并且由于简化了O-糖结构, 导
致复杂结构O-糖型信息缺失.

3.2  重要血浆蛋白质O-糖基化修饰精细结构解析

人血浆中含有大量的免疫球蛋白, 包括IgA, IgD,
IgE, IgG以及IgM五类抗体分子,起着识别抗原、激活

补体、结合Fc受体、穿过胎盘和黏膜、调节免疫应

答等作用,其中IgA1, IgD和IgG3被报道是O-糖基化蛋

白. 研究表明IgA1的O-糖基化异常与许多疾病相关,
如原发性肾小球疾病IgA肾病(IgAN)患者典型免疫病

理特征之一是肾小球系膜区IgA1沉积,且循环系统中

存在高水平的半乳糖缺失型IgA1,而N-糖链则与对照

组无明显差别[59~61],因而O-糖基化修饰的IgA1具有作

为标志物的潜力. 一般情况下, IgA1是由成熟的B细
胞产生,约占血清中总IgA含量的90%左右,结构上存

在一个富含丝氨酸、苏氨酸和脯氨酸的铰链区,具有

9个潜在的O-糖基化位点,其中3~6个位点会同时发生

O-糖基化, O-糖链的多样性以及O-糖基化位点占用

不均一性导致该蛋白具有很大的异质性,因而导致其

O-糖基化位点和O-糖链的分析挑战极大[62]. 2011年,
Takahashi等人[63]利用抗体亲和富集的方法纯化正常人

及骨髓瘤患者血浆中IgA1,用胰酶和重组蛋白AK183,
TIGR4以及HK50消解糖肽,联合质谱ECD碎裂解析糖

肽序列. 该方法生成大小适合质谱分析的IgA1完整O-

糖肽, 实现IgA1位点特异性O-糖基化分析, 最后发现

骨髓瘤患者血浆IgA1的Ser230, Thr233和Thr236这3个位点

和正常人血浆IgA1的Ser233和Thr236这两个位点最容易

发生半乳糖缺失,该结果反映出进行O-糖基化位点特

异性研究的必要性.
IgD是B细胞发育早期产生的,属于正常人血清中

浓度较低的抗体类型(约30 μg/mL),分为作为抗原受体

的膜结合型IgD和生物学功能尚不明确的血清型IgD,
其铰链区含有高达5个O-糖基化位点. Smith等人[64]发

现在IgAN患者中, IgD比IgA1半乳糖基化修饰程度更

高,但是唾液酸化程度更低. IgG是人血浆中高丰度蛋

白之一, 其中IgG3含量约占总IgG含量的8%, 具有一

个三重重复序列的延伸铰链区. 2015年, Plomp等人[65]

报道了人血浆IgG3的糖基化位点占用以及O-糖链结

构. 不同来源的IgG3经胰酶或蛋白酶K消化之后, 利
用ETD和CID两种碎裂模式以及毛细管电泳偶联的质

谱技术对其O-糖基化肽段进行了分析,发现铰链区的

苏氨酸位点上存在唾液酸化或非唾液酸化的核心Ⅰ

型结构, 而丝氨酸位点上并未发生O-糖基化, 并利用

重组的突变型IgG3进行了确证. 但是目前对于IgG3铰
链区的O-糖基化的功能研究还较少,一般认为其可能

具有阻止蛋白质降解[66]和维持延伸构象的作用,也可

能参与致病过程[67].
补体蛋白是固有免疫防御体系的重要组分,在人

血浆中含量约占5%~6%, 这些蛋白质均为糖蛋白, 也
是抗体发挥免疫效应的重要机制之一. 研究表明, 其
中一些蛋白含有O-糖基化修饰. 2016年, Yang等人[68]

发展了一种整合策略,即结合高分辨率非变性质谱(即
选用温和的溶液体系及质谱条件,使蛋白保持在非变

性状态下被分析)和middle-down蛋白质组学对人红细

胞生成素和血浆备解素进行了分析,提供这两种蛋白

最完整的糖基化修饰信息,包括备解素的17个C-高甘

露糖型修饰位点, 4个O-糖基化位点和1个N-糖基化位

点. 备解素是旁路途径中的重要成分,与C3b, Bb结合

行使稳定C3转化酶的功能,但是糖基化修饰与其功能

之间的关系还不清楚. 2017年, Franc等人[69]使用EMR
高分辨率质谱分析了从人血浆中纯化的非变性状态

下的补体C9蛋白,首次提供了该蛋白N端存在O-糖基

化修饰的直接实验证据.
人绒毛膜促性腺激素(hCG)是人胎盘滋养层分泌

的一种糖蛋白激素 , 是在怀孕妇女的血和尿中发现
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的, 其异常糖基化(又名高糖基化)与恶性肿瘤如睾丸

癌、卵巢癌、肝癌、胃癌、肺癌等相关[70],对其异常

糖型进行测定可能对于唐氏综合症怀孕和滋养层疾

病等的诊断也是有用的[71~73]. 该蛋白由α和β两个亚基

组成, 其中β亚基上的S121, S127, S132和S138位被报

道是O-糖基化位点. Valmu等人[74]发现,不同患者尿液

中hCG的β亚基的O-糖型具有显著的位点特异性差异,
S121主要是核心2糖型, S138主要是核心1糖型, 并且

癌症患者在S127或S132上的核心2糖型十分丰富. Bai
等人[54]还发现α亚基上T54位存在一个O-糖基化位点,
但其发生机制以及与疾病相关性还不清楚.

红细胞生成素(erythropoietin, EPO)是由肾脏和肝

脏分泌的一种可以增加人体血液中红细胞数量、提

高血液含氧量的糖蛋白激素,中国仓鼠卵巢细胞表达

的重组红细胞生成素已经作为贫血治疗的药物广泛

使用[75]. 该蛋白含有3个N-糖基化位点和一个O-糖基

化位点, 附着的糖链结构具有很高的微不均一性[76].
在人血浆中,该蛋白的糖含量和糖链结构对其生物活

性、可溶性以及寿命十分重要[77]. 由于细胞类型以及

培养条件的差异会导致表达的重组蛋白糖基化修饰

发生变化, 因而需要进行糖基化分析进行质量控制.
目前人们针对该蛋白已经发展了许多分析方法来对

释放的糖链、酶切的肽段以及完整的糖蛋白进行质

谱分析和糖基化表征[77,78].
血管性血友病因子(vonWillebrand factor, VWF)主

要是内皮细胞表达并分泌到血浆中的一种多聚体糖

蛋白,帮助血小板黏附于血管损伤处以及作为促凝血

因子Ⅷ的载体分子, 从而参与止血功能[79,80]. Canis等
人[81]从该蛋白中鉴定到18种O-糖链结构, 包括8种核

心1和核心2糖型, 以及少见的四重唾液酸核心1糖型

以及ABH抗原核心2糖型. 研究表明, N-糖基化会影响

该蛋白的多聚化、分泌、半衰期、ADAMTS-13的切

割、与血小板的亲和力等特性[82~84]. O-糖基化的功能

研究相对较少,一些研究表明O-糖基化影响该蛋白与

血小板GP1b之间的相互作用[85,86], van Schooten等人[87]

还发现VWF血浆水平与T抗原含量之间具有相关性,
Badirou等人[88]发现,每个位点的O-糖基化对于正常的

VWF多聚化和生物合成是可有可无的,而一些O-糖基

化位点, 尤其是T1255和T1256, 对于VWF血浆水平的

维持以及正常止血十分重要, 而S1486对于血小板结

合很关键.
除了上述蛋白质外,人血浆中胎球蛋白(fetuin-A)、

激肽原(kininogen-1)等[55]也发现具有O-糖基化位点,但
是其中许多蛋白发生O-糖基化修饰的生物学功能尚

不明确 , 还需要进一步研究 . SWISSPROT数据库的

注释显示 , 人体内有166个蛋白质具备703个潜在的

O-GalNAc修饰位点,而这些O-糖修饰如何影响蛋白质

的功能, 以及如何参与调控发生过程, 则有待于更多

的技术进步和更深入的功能研究.

4  总结与展望

尽管O-GalNAc糖基化的研究存在很多困难和挑

战,但是这些研究为发现疾病标志物和发展生物治疗

药物提供了新思路. 对于复杂的生物样本,例如,分泌

体系中的血浆,多种分离和富集O-糖蛋白或O-糖基化

肽段方法组合以及多种质谱碎裂模式组合能够部分

解决目前研究中的困难. 随着质谱碎裂技术以及分析

软件的发展, 最终将有望像蛋白质组学研究一样, 实
现规模化获取和解析O-糖基化肽段的谱图,实现生物

样本中O-糖蛋白、O-糖链以及O-糖基化位点的高通

量鉴定与定量分析,推动O-糖修饰研究的新发现与新

应用.
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Progress of O-glycoprotein and O-glycoproteome analysis
in secretion systems

ZHANG Yong, ZHAO Yang, YING WanTao & QIAN XiaoHong
National Center for Protein Science (Beijing), Beijing Proteome Research Center, State Key Laboratory of Proteomics,

Beijing Institute of Radiation Medicine, Beijing 102206, China

O-GalNAc is one of the most important post-translational modifications of protein, which regulates key physiological
and pathological processes. In plasma and other secretion system, aberrant O-glycosylation may serve as early warning
sign for diseases. Because of the diversity of O-linked glycan structures, systemic analysis of O-GalNAc poses a great
challenge. With the development of enrichment methods, mass spectrometry technologies and data analysis tools, a series
of progress has been reported in the field ofO-glycosylation research, which extends our understanding of the function of
theO-glycoprotein andO-glycoproteome in human health. In this paper, we try to reviewmain progress of the techniques
and their applications in O-glycoprotein and O-glycoproteome studies in secretory systems.
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