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蛋白质的糖组学研究进展

王山李饪*

(rl{t ;J\泯工业大学生命科学与工程系，哈尔滨 150001)

摘要 蛋白质的糖纽学主要研究单个个体所包含的所有糖蛋白上聚糖的结构、功能等生物

学作用。糖组学的出现使人类可以更深刻理解第二类生物信息大分子→一聚糖在生命活动中的作

用。目前，糖纽学的发展仍处于初步阶段，基于DNA测序仪的荧光糖电泳、糖芯片等新技术的出

现和质谱技术的应用对糖纽学研究起到了很大的推动作用。
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基因组计划的提出到现在已有 19 年的时间了，

截止到 2005 年 1 月己完成了包括人类基因组、秀丽

|也杆线虫、小 ful和水稻等物种的基因组测序工作，

同时瑞;1位、猪、牛、狗、家蚕等物种的基因组测

Ff:l作正在紧锣密鼓地的进行中 [1.2]。基因序列的解

析只是人类全面了解生物的一块奠基石，尚有许多

工作需要研究。因此，在基因组计划提出 8 年后，

澳大利亚科学家提出了全面解析生物所有蛋白质的

蛋内质生11学。随着研究的深入，科学家发现在复杂

的细胞活动中，除了 DNA 与蛋白质扮演了绝对重

要的作用外，精类物质同样起着相当重要的作用，

例如有 8 种人类遗传疾病是由 N- 糖链合成缺陷造成

的[3] 0 于是有学者提出了以研究细胞中糖蛋白上糖

链的结构和功能为主要内容的糖组学计划IMl，得到

了科学家们f 泛的响应。至此，人类在认识生命本

质的道路|二，形成了基因组-蛋白质组，糖组共同发

展的研究模式。

1 糖链修饰的重要性

细胞中仔在各种各样的糖复合物:糖蛋白、糖

脂和蛋白聚糖等等，聚糖对于这些糖复合物的生物

学功能起着至关重要的决定性作用。在细胞中，几

乎所有的聚精都是由甘露糖、果糖、 N- 乙酷葡萄

糖肢等十几种单糖组成的。然而这十几种单糖包含

的信息量是相当巨大的， 3 个己糖最多可以有

27648 种可能的排列方式，而同样数目的核昔酸和

氨基酸所组成的所有可能的序列数仅为 6 种。因

此，寡糖链{:j可能靠多变的连接方式和分支结构而

包含了相当量的重要的生物信息。

正因为聚糖包含了如此多的信息量，一旦在细

胞的蛋白质后修饰过程中发生糖链修饰紊乱，则会

产生相当严重的后果。研究发现糖基化修饰作用在

肿瘤性钙质沉着症[6]和阿尔茨海默病口， 8]中均发生了改

变。而且糖链对于维持蛋白质在体内的稳定性和活

力方面也有重要的作用。 Elliott 等[9]通过对重组人促

红细胞生成素(rHuEPO)的研究发现， N- 糖链对于保

持 rHuEPO 的体内活性和半衰期均有重要的作用。

由此可见，聚糖对于生物大分子的生物活性有

着十分重要的作用。然而，在体内聚糖的作用远不

只此，在病毒入侵、信号转导、炎症、细胞间相

互作用、生殖和发育等过程中，都有各式各样的糖

复合物的参与I叫。所以，对糖复合物尤其是所连接

的糖链的研究具有十分重要的生物学意义。

2 糖链结构的测定

功能糖组学的主要研究内容之一就是对细胞糖

蛋白上糖链结构的解析。解析糖链结构又可分为两

步:第一步是高纯度糖链的获得:第二步是进行

结构分析。真核生物中蛋白质的糖基化类型可分为

3 种: N- 糖基化、 0- 糖基化和 GPI 糖基磷脂酌肌

醇锚。大多数糖蛋白只含有一种糖基化类型，但是

有些多肤同时连有糖氨聚糖和 N- 糖链或 0- 糖链[11] 0 

2.1 糖链的分离纯化

2 ,1. 1 糖链与非糖物质的解离 糖链与非糖成份

的分离是糖研究中的第一步，酶法和化学法是常用
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的两种裂解方法。酶法裂解的优点是可以使用特异

性的内切酶(如 PNGase F 和内糖昔酶等)在特异部位

切下糖链，且对非糖成份没有损伤，但不是所有的

糖链都能找到合适的酶进行分离。对于有些酶无法

切除的糖链则需要用化学法(如脚解和碱的β消除反

应等)来割裂糖链，化学法可以将糖链和非糖成份

完全分离，但是化学法对非糖成份的损伤很大，一

般非糖成份无法再用于分析[12] 。

2. 1. 2 糖链的富集 植物凝集素是一类能选择性

地结合糖链的糖结合蛋白。利用这种特性可以特异

性地富集某种糖链。用于纯化糖链的植物凝集素主

要有刀豆凝集素(concanavalin A, Con A)、麦胚凝集

素(wheat germ agglutinin , WGA)、豌豆外源凝集素

(pea lectin)、植物血凝素(phytohaemagglutinin-E4 , 

E4-PHA) 和网也盘菌凝集素(Aleuria aurantia lectin, 

AAL)等。单一一种凝集素并不能够富集细胞中所有

的糖链，因此科学家们在上世纪 80年代发明了一种

被称作连续凝集素亲和色谱(serial lectin affinity 

chromatography, SLAC)的方法来分离同一细胞中的

各种糖链[13)。这种方法是将不同的凝集素亲和柱串

联排列，样品混合物依次经过这些亲和柱，这样就

可将不同的糖链富集在不同的柱中，提高了糖链的

回收效率和混合糖链的分离效果。

氨基苯棚酸是一种可以和任何含有 1 ，2-}1顷式喃二

醇结构的物质相互结合的化合物，将其固定在介质

上可以对混合物中的糖链进行分离。 Bossi 等[14]将多

聚氨基苯跚酸应用于毛细管电泳，成功地对含有糖

基结构的血红蛋白进行了分离。

高效液相色谱(high performance liquid 

chromatography , HPLC)和毛细管电泳(capillary

electrophoresis, CE)在糖链的分离中应用也是相当的

广泛[15-17] 。由于它们的自动化程度高、分辨率高，

而且可以和质谱相连用，分离的样品直接可以进入

质谱仪进行结构的解析，因此成为目前糖链分析领

域的主流技术。

2.2 糖链结构的解析

分析糖复合物中的糖链结构是糖组学研究的核

心内容之一，如何能快速准确测定糖链的结构成为

糖生物学家最为关心的问题。

2.2.1 基于DNA测序仪的荧光糖电泳 荧光分子

标记的单糖或多糖分子可以在20%-40%聚丙烯酣肢

凝胶中得到分离，同时检测荧光并与标准品进行比

较即可得到相应的糖分子信息。但是由于普通的电

·综述.

泳胶的大小限制，无法得到彻底的分析结果。基

于以上的优缺点， Callewaert 等[ 18J开发了 4种基于

DNA 测序仪的荧光糖电泳(DNA sequencer-assisted, 

fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis, DSA­

FACE)用于测定 N- 糖链的结构。基本程序是，先

用酶切割糖链，然后用荧光物标记糖链，再用高分

辨率的 ABI-377A 型 DNA 测序仪进行电泳，最后用

Genescan 软件对结果进行分析。实验结果表明，用

内切酶消化后再进行电泳，可检测到质谱无法达到

的飞摩尔水平的聚糖或皮摩尔水平的糖蛋白上的糖

链，其中飞摩尔水平的壳囚糖检测信号的信噪比超

过 4。而且在结构分析方面得到的信息与用基质辅

助激光解析离子化飞行质谱所得到的结构信息完全

→致。 Callewaert 等[19]将 DSA咽 FACE 技术用于肝硬

化的无损伤性检测，通过测定血清中的蛋白质的 N­

糖链，找出了可用于诊断的生物标志物。在区分肝

硬化和非硬化性慢性肝病方面，对于代谢失调型肝

硬化可达到 100%的敏感性和特异性，对于代偿性

肝硬化可以达到 79%的敏感性和 86%的特异性。由

此可见，此项技术有相当广阔的应用前景，必将会

开创糖链结构分析的新篇章。

2.2.2 用于糖链结构解析的质谱分析法 到目前

为止，质谱仍是糖生物学家应用最为广泛的测定糖

链结构的工具。快原子轰击质i普(fast atom bombard­

ment mass spectrometry , FAB-MS)、电喷雾质谱

(electrospray mass spectrometry, ES-MS)、墓质辅

助激光解析离子化飞行质ì~(matrix-assisted laser de­

sorption ionization time-of-flight mass spectrometry, 

MALDI-TOF-MS)是目前在糖链结构测定方面应用广

泛的 3 种质谱[叫，它们可以直接对样品进行离子化

和解析作用以获得信息，而且可以对完整的糖复合

物或者是片段化的样品进行分析。

」种称作气压基质辅助激光解析离子傅立叶转

换离子回旋共振质谱(atmospheric pressure matrix­

assisted laser desorption /ionization with Fourier trans­

form ion cyclotron resonance mass spectrometry, AP-田

MALDI-帽FT胃ICR

团(如海藻糖和唾液酸)的多糖或糖基复合物。与传

统的真空 MALDI-MS 相比，它的优点在于可以使

糖链无论在正离子还是负离子条件下以更加完整的

形式被分析，而较少或没有被片段化，因为 AP­

MALDI-FT-ICR-MS 所产生的离子能量要比真空

MALDI-MS 少的多。在检测灵敏度方面， AP-
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MALDI- FT-ICR-MS 可以检测到飞摩的水平，完全
可以满足糖链结构分析的需要。 Zhang 等[21J应用此

种技术检测了一系列的 N- 连接寡糖和 0- 连接寡糖，

结果显示AP-MALDI- FT-ICR-MS产生的糖链片段非

常少，可以完整地分析其结构，而且可以达到 20

飞摩的检测敏感度。

质谱法测定糖链的另一个优点是可以与蛋白质

分离设备，如 HPLC 、 CE 等进行联用，在 HPLC

和CE上分离的糖蛋白或寡糖可以直接进入质谱进行

结构分析，这样就避免了在样品进行转运过程中的

污染和损失，提高了分析效率和准确度。大量的糖

链结构己由质谱法得到确定。质谱法不仅能够测定

糖链的结构，而且可以测定糖链在糖复合物中的定

位。 Harazono 等[泣]先用不同的蛋白酶水解人类载脂

蛋白 BI00 以得到不同大小的肤段，然后用液相色谱

进行肤段分离，将分离后的片段直接进入质谱仪进

行测定各个月k段中是否包含有糖链的信息。用这种

方法，他们得到了载脂蛋白 BI00 的糖基化位点信

息。

3 与糖基转移相关的酶的基因

在复杂的细胞个体中，糖基转移酶对于蛋白质

的糖基化后修饰过程起到了关键性的作用。因此，

在细胞异常转化时这些糖基转移酶也会产生相应的

变化，或是发生突变而失活，或是表达量发生变

化。 García-V allej 0 等[23J研究发现用肿瘤坏死因子 α

(TNF-α) 作用于人类上皮细胞，所研究的 74 种

糖基化相关基因中有 17 种表达量明显 k调，而有 2

种基因的表达量下降，上调和下降的基因改变了上

皮细胞表面糖链的组成，从而使上皮细胞更容易发

生炎症。因此将与糖基转移相关的酶基因点在一张

芯片上，用于监测细胞变化前后相关基因表达量的

变化对 T糖组学研究也就具有非常重要的意义。美

国功能糖组学协会的研究人员己将与糖基转移相关

的 1 814 条基因制成芯片，可用于监测这些基因在

细胞发生变化时转录的变化情况[叫。

4 糖组研究的新方法一一

随着糖组学研究的深入，基于芯片的原理人们

发明了用于糖组研究的各类糖芯片。自 Wang 等[25J

首次报道用糖芯片进行研究以来，这种方法得到了

广泛的应用。由于其具有信息量大、可进行自动化

操作等特点，就如基因芯片对于基因研究和蛋白质
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芯片对于蛋白质组研究一样，糖芯片在糖组学的研

究中同样也将扮演重要的角色。

4.1 研究凝集素-糖相互作用的芯片

根据凝集素和寡糖之间的特异性相互作用，将

寡糖或糖基复合物固定于芯片上，再用荧光素标i己

的凝集素进行杂交，检测阳性信号分析与己知凝集

素相互作用的寡糖结构。这种方法的最大优点是可

以同时检测多个样本，具有批量化、标准化和自动

化的特点。

Houseman等l26J首先在有金涂层的玻片表面铺上

烯怪硫醇单层并将苯酿基团暴露，通过 Die1s-Alder 
反应将 10 种单糖固定于一张芯片上。然后用 5 种己

用罗丹明标记的凝集素进行检测，结果证实了凝集

素和糖的特异性结合作用。

Nirnricht町等[27J采用含有 200个点的糖芯片研究

鸡肝细胞对糖的吸附情况。研究表明表面含有 C 型

凝集素的鸡肝细胞可以特异结合到以各种链接方式

固定的 N- 乙酌葡萄糖肢残基的非还原性末端，而不

能与半乳糖或 N- 乙自先半乳糖肢的非还原性末端结

合。他们同时研究了人类 CD中 T 细胞对糖的结合，

结果发现 CD中 T 细胞对唾液酸化的 Lewis X 抗原

[Neu5Acα3Galß4(Fucα3)-G1cNAcß]具有很强的结

合，而对没有果糖化的抗原[Neu5Acα3Gal归GlcNAcß]

只有很少的结合，说明果糖修饰在抗原分子的结合

中起到了至关重要的作用。

4.2 杂交糖类/糖蛋白芯片

Ratn町等[10J开发出一种杂交糖类/糖蛋白芯片，

可以快速测定在结合过程中，蛋白质-蛋白质相互

作用和糖类-蛋白质相互作用的主反应一方。通过

将糖蛋白和它表面的寡糖都点到点阵上，就可以迅

速证实结合的决定簇。将 GAPS 11 型玻片用两种化

学物质进行表面修饰，在一侧用马来自先亚服修饰，

另一侧用 N- 起基丁二酷亚肢(N-hydroxysuccinimide，

NHS)活化的醋进行修饰。然后分别将糖和糖蛋白点

在同一张芯片的马来自先亚肢侧和 NHS 活化的酶一

侧，用一种糖结合蛋白杂交来确定蛋白肤是否是结

合时所必需的成分。 Adams 等[28J应用这种技术证实

了在HIV表面的糖蛋白gp120与人类蛋白相互作用过

程中， gp120 的糖链起到了至关重要的作用。

4.3 用于研究蛋白质-糖相互作用的表面质子共

振技术

为了监测凝集素和固定化糖在玻片表面的相互

作用，糖生物学家于上世纪 90 年代将表面质子共振
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(surface plasmon resonance, SPR)光谱应用于分析。

该技术是利用了物理光学的原理，在研究两分子相

互作用时，将一种分子固定在传感片表面，而含有

另一种分子的榕液流过其表面，两种分子的结合会

使传感片表面的折射率改变，因此检测两分子间的

相互作用。这种技术不仅可以时时监测两种分子的

结合情况，还可以测量结合亲和力的强弱。 Smith

等[29J将 SPR 技术用于分析刀豆凝集素 ConA 与甘露

糖和木薇萝凝集素 jacalin 与半乳糖的相互作用。他

们将硫醇修饰的糖固定于金膜的表面，然后测量蛋

白质与糖修饰的膜表面结合的吸附系数和蛋白质-糖

相互作用的平衡常数，结果表明甘露糖与 ConA 的

结合要比半乳糖和 jacalin 的结合更为紧密。 Ratn町

等[30J用这种技术研究了一系列高甘露糖结构和蓝藻

抗病毒蛋向 N(cyanovirin-N， CVN)之间的相互作用。

研究结果与用荧光素标记的 CVN和固定化聚糖相互

作用结果完全一致。

SPR 在糖芯片中的应用为糖组学研究提供了一

种有力的研究工具。人们可以用它快速测定糖与凝

集素或蛋白质之间的特异性作用，还可以对它们之

间相互作用的增强剂或抑制剂进行高通量筛选分析。

5 展望

与基因组和蛋白质组学研究相比，糖组学的研

究还处于起步阶段。阻碍糖组学迅速发展的主要是

研究技术的限制和糖链本身结构的复杂性，目前尚

没有一种技术可以快速、大量的测定细胞所有的糖

链结构。在期望能有更便捷的测定糖链结构的技术

的同时，如何利用现有技术开展糖组学研究则更应

是糖生物学家需要考虑的问题。在糖链富集方面，

虽然凝集素对聚糖有特异性的结合作用，但是并不

是所有的聚糖都有与之相特异结合的凝集素。在结

构测定方面质谱仪是最主要的结构测定工具，但是

昂贵的价格限制了其更为广泛的应用。 DAS-FACE

技术的出现开辟了一条测定 N- 糖链结构的道路，但

测定的结果还需要与质谱的结果进行比较确认。对

综述

于 0- 糖链和 GPI糖某磷脂酌肌醉锚结构的测定目前

仍是糖生物学家所面临的难题。糖芯片技术的出现

和 SPR 技术的应用对于研究聚精的结构和功能起到

了相当大的推动作用，必将在糖组学研究中得到更

为广泛的应用。

虽然目前还存在诸多的问题，但是精组学研究

这一崭新时代的到来是不可避免的，而t=L越来越多的

科学家正投身到这一领域中。相信随着研究的深入，

人们对生命本质的理解将会随之而达到新的高度。
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Abstract Glycomics is mainly to analyze the structure and function of the whole set of glycans linked to 

glycoproteins produced by individual organisms. Glycomics can make people understand more about the role of the 

third bioinformative macromolecules一-glycan in biology. So far , the study of glycomics is on the first stage. 

Some new technology such as DNA sequencer-assisted, fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis (DSA­

FACE), carbohydrate microarrays and the application of mass spectrum technology accelerate progress of the study 

on glycome. 

Key words glycomics; DSA-FACE; mass spectrometry; carbohydrate microarrays; surface plasmon 

resonance 
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