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摘要      糖基化是最主要的蛋白质翻译后修饰方式之一, 主要有N-糖基化、O-糖基化和糖基

磷脂酰肌醇锚定修饰三种类型。在植物细胞中, O-糖基化修饰广泛发生, 它不仅参与蛋白质转录调

节、信号转导, 还与细胞壁合成等生物学过程紧密相关。在多种O-糖基化修饰类型中, O-N-乙酰

氨基葡萄糖(O-GlcNAc)糖基化修饰结构独特、易于检测和表征, 因此已经有许多相关技术实现了

对其的表征。然而, 其他类型O-糖基化修饰蛋白的结构和功能仍有待更全面的研究。该文综述了

植物蛋白中不同类型O-糖基化修饰的相关研究进展, 总结了植物O-糖基化修饰蛋白检测技术的优

缺点, 最后展望了这些技术在植物蛋白质O-糖基化修饰研究中的应用前景。
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Abstract       Glycosylation, including N-glycosylation, O-glycosylation, and glycosylphosphatidylinositol 
anchoring, is one of the most important post-translational modifications of proteins. O-glycosylation occurs widely 
in plant cells. It is not only involved in regulating protein transcription and signal transduction, but also closely 
related to cell wall synthesis. Among various kinds of O-glycosylated modifications, O-N-acetylglucosamine 
(O-GlcNAc) glycosylation which has specific structure is easy to be detected and characterized. Therefore, many 
techniques have been developed to detect and characterize these proteins. However, the structure and function 
of other O-glycosylated proteins still remain to be further elucidated. Here, this article reviews the research 
progresses of different types of O-glycosylated modifications in plants. Moreover, it summarizes the advantages 
and disadvantages of different technologies. Finally, the challenges and future directions in studying O-glycosylated 
protein in plant biology are discussed.
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蛋白质是生命体的基础物质, 其具有多种重要

的翻译后修饰(protein post-translational modification, 
PTMs)。PTM是指对翻译后蛋白质的一个或多个氨

基酸残基进行修饰的过程, 包括甲基化、磷酸化、

糖基化、乙酰化、泛素化、硫酸化等不同的修饰类型。

蛋白质翻译后修饰与其在机体中的功能紧密相关, 
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其中 , 糖基化 (glycosylation)修饰是最主要的蛋白质

翻译后修饰类型之一 , 大多数分泌蛋白 (>85%)都会

发生糖基化修饰 [1], 它在真核生物中普遍存在且修

饰机制高度保守 [2]。蛋白质的糖基化修饰主要发生

在高尔基体和内质网中 , 在多种糖基转移酶的作用

下 , 糖链与多肽链上的氨基酸残基结合并形成糖苷

键。新产生的糖基化蛋白被进一步转运、剪接、修饰, 
最终在特定位点发挥功能 [3]。蛋白质的糖基化修饰

主要有三种类型 : N-糖基化 (N-glycosylation)、糖基

磷脂酰肌醇 (glycosyl phosphatidyl inositol, GPI)锚定 , 
以及O-糖基化(O-glycosylation)[4]。在植物细胞中, N-
糖基化修饰广泛发生在细胞内膜系统的大部分分泌

蛋白中 [5], 它可以通过影响蛋白质的折叠、定位、丰

度和活性来调节糖蛋白的功能 , 例如N-糖基化修饰参

与了内质网腔内的蛋白质折叠和蛋白质质量控制的

调节[4]。此外, N-糖基化修饰还在植物器官发育[6]、免

疫防御中起调控作用 [7]。GPI锚定修饰常发生在植物

细胞的质膜与细胞壁连接处 , 它能够将蛋白质靶向

质膜的外小叶 , 还能促进细胞表面的信号转导和细

胞代谢 [5]。O-糖基化修饰发生在大多数核蛋白和细

胞质蛋白上, 参与了基因转录调控[8]、胞内信号转导[9]

和植物细胞免疫 [10]等多种细胞生物学过程。除了以

单一形式调控蛋白功能外 , 翻译后修饰还可以通过

协同互作的方式发挥作用 , 如O-糖基化修饰、磷酸

化修饰、泛素化修饰之间常发生相互作用、相互影响, 
在时间上和空间上改变蛋白质的功能[11-12]。

在真核生物中, 糖类化合物结构复杂, 糖基的

组成和序列, 以及与糖基供体的连接方式各不相

同。尽管存在众多差异, 糖缀合物也具有一些共同

的特征, 例如相似的结构支架和末端修饰[13]。糖基

化修饰蛋白的表征, 通常是进行其功能分析的第一

步。在过去的几十年里, 有机化学、分析化学、化

学生物学和生物化学的发展, 已经极大地促进了糖

基化修饰蛋白表征技术的发展进步[14]。传统的分

析方法遵循“自下而上”原则, 即先水解糖蛋白, 再单

独分析单糖、聚糖以及水解产生的肽段, 最后再将

单个片段的结构信息拼凑在一起, 以解析整个糖蛋

白的结构特征[15]。传统分析方法已经取得了大量研

究进展, 但仍存在对样品质量要求高、工作量大等

局限性。近年来发展了一系列新技术, 例如蛋白质

微阵列和基于质谱的蛋白质组学等。基于这些技

术, 人们实现了大规模对O-N-乙酰氨基葡萄糖(O-N-

acetylglucosamine, O-GlcNAc)修饰蛋白的表征, 为在

完整蛋白质水平和特异性蛋白质位点水平上分析蛋

白质O-糖基化修饰提供了可能[13]。

近年来已经有综述论文对N-糖基化修饰的结

构和功能进行了总结[16], 然而对O-糖基化修饰的相

关研究和总结较少, 尤其是植物蛋白O-糖基化修饰

的研究仍落后于动物。在蛋白表征方式上, O-糖基

化修饰在聚糖类型、聚糖数量及其连接位点等方面

具都有高度多样性, 因而对表征技术的要求更加复

杂。因此, 本文以植物蛋白O-糖基化修饰为重点, 综
述了相关研究进展, 并讨论了目前存在的问题。

1   糖基化的分类
1.1   N-糖基化

N-糖基化修饰是 N-聚糖通过 N-糖苷键以共

价方式连接到多肽链的共有序列 Asn-X-Ser/Thr/
Cys(其中X代表除脯氨酸之外的任何氨基酸 )中的

天冬酰胺残基上的过程, 且所有连接的聚糖链都有

共同的五碳糖核心 [17-18]。根据结构分类 , N-聚糖通

常有三种类型: 高甘露糖型、复杂型和杂合型, 三者

结构复杂程度由低到高[9]。研究表明, 复杂型N-聚糖

的结构在不同物种之间存在差异 , 例如仅存在于植

物的特异性N-聚糖。HORIUCHI等 [19]利用植物中的

特异性N-聚糖转化合成了高甘露糖型N-聚糖 , 并成

功将其构建成复杂型N-聚糖。杂合型N-聚糖的结构

和组成较为复杂 , 有待于进一步研究。目前已经有

大量研究对不同植物物种, 包括拟南芥[20]、番茄[21]、

棉花 [22]、水稻 [23]等的N-糖基化修饰蛋白组进行了分

析并通过这些研究确定了大量重要的N-糖基化修饰

蛋白。通常情况下 , 与N-聚糖连接的蛋白质在糙面

内质网和高尔基体中被剪接修饰 , 最终被运输到质

膜和细胞外基质等作用部位 [24]。这些N-糖基化修饰

的蛋白质在细胞壁结构修饰 [25]、糖代谢 [26]、信号转

导[27]和病原体抵御[28]等方面发挥了重要作用。

1.2   糖基磷脂酰肌醇锚定 
糖基磷脂酰肌醇锚定连接是一种在真核生物

中广泛存在的连接方式, 由多糖链通过磷酸乙醇胺

与蛋白质的羧基端的氨基酸连接, 肌醇上的甘油磷

脂长脂肪链能够嵌入脂质双分子层, 从而将蛋白质

锚定到细胞质膜上[29]。糖基磷脂酰肌醇结构保守, 
包括磷酸乙醇胺桥、聚糖核心结构和由磷脂酰肌醇

组成的脂质部分[30]。在植物中, 大部分GPI锚定的
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蛋白质会被特异性阿拉伯半乳聚糖 (arabinogalactan, 
AG)进一步修饰, 例如拟南芥的类成束蛋白(fasciclin-
like arabinogalactan proteins, FLAs)家族已知的21个
成员中, 有14个FLA蛋白具有GPI锚定结构域[31-32]。

GPI锚定与某些蛋白质的最终定位有关, 许多多肽通

过GPI锚定到质膜的外小叶上[16], XUE等[33]研究发现, 
GPI锚定序列的缺失会导致AtFLA4蛋白的定位由质

膜转移到胞内。此外, GPI锚定修饰作为一种重要的

糖基化修饰, 还会影响信号转导[34]、细胞壁代谢[35]

和胞间连丝运输[36]等过程。

1.3   O-糖基化

O-糖基化是常见的翻译后修饰, 通过蛋白质

肽链中的丝氨酸或苏氨酸残基上的羟基末端与糖

基形成O-糖苷键进行修饰[37]。根据与丝氨酸或苏

氨酸连接的不同类型单糖残基, O-糖基化修饰分为

黏蛋白型和非黏蛋白型。在黏蛋白型O-糖基化修

饰中, 与蛋白连接的单糖残基是N-乙酰半乳糖胺(N-
acetylgalactosamine, GalNAc); 而在非黏蛋白型O-糖基

化修饰中, 与蛋白连接的单糖残基可以是N-乙酰氨基

葡萄糖(N-acetylglucosamine, GlcNAc)、岩藻糖(fucose, 
Fuc)、甘露糖(mannose, Man)、葡萄糖(glucose, Glu)、
木糖(xylose, Xyl)、半乳糖(galactose, Gal)、阿拉伯糖

(arabinose, Ara)等[38]。黏蛋白型O-糖基化修饰具有八

个从单糖侧链连接到GalNAc的核心结构, 其表征具有

一定复杂性, 且其在哺乳动物中的相关研究较多[39]。

在非黏蛋白型O-糖基化修饰中, O-岩藻糖基化修饰在

植物蛋白中时有发生, 它主要通过岩藻糖基转移酶将

岩藻糖残基添加到蛋白质的丝氨酸或苏氨酸残基上

进行修饰[40]。O-GlcNAc修饰是一种独特的非黏蛋白

型O-糖基化修饰类型, 它仅由GlcNAc单糖修饰, 且不

存在糖链的延伸[41]。目前已经发现上千种O-GlcNAc
修饰蛋白, 由于其结构简单而独特, 相关蛋白的检测

和鉴定易于进行, 因此其结构和功能已经有很多研究

报道[41-43]。此外, 还有一些非黏蛋白型O-糖基化修饰

在植物中含量极少或未被发现, 如O-甘露糖基化修饰

最初在酵母中被发现, 后来也被发现存在于细菌和人

类蛋白中, 但在植物中未被发现[44]。

2   植物蛋白O-糖基化修饰途径
在真核生物中, 大多数类型的O-糖基化修饰是

在内质网中启动的, 只有O-GalNAc修饰和O-蛋白聚

糖(proteoglycan, PG)糖基化修饰是在高尔基体中启动

的。几乎所有类型的O-糖基化修饰都有多肽糖基转

移酶的参与, 大多数聚糖被运转到高尔基体, 随后在

不同酶的催化作用下依次添加单糖, 进一步拉长糖链

或进行末端分支 [16,45]。大多数O-糖基化修饰途径是

复杂的 , 如在O-GalNAc修饰途径中有多达20种同工

酶参与O-聚糖修饰位点和结构模式的调控 ; O-蛋白

聚糖糖基化修饰途径中具有一条或多条复杂的线性

聚糖长链, 因而难以对其发生途径进行分析[45]。相比

而言, O-GlcNAc仅由单糖修饰, 并且几乎只作用于细

胞核、细胞质和线粒体中的蛋白质 , 因此目前对O-
GlcNAc修饰的研究相对较深入。在植物中 , O-岩藻

糖转移酶SPINDLY(SPY)和O-GlcNAc转移酶SECRET 
AGENT(SEC)是两种重要的O-糖基化相关酶, 它们在

植物生长发育中的功能既有特异性也有冗余性 [46-47]。

从进化发育的角度来看 , SPY和SEC是高等植物中特

有的两个O-糖基化酶的分支, 目前已经在小麦[48]和拟

南芥[49]等植物中得到证明。SPY作用于特定底物蛋

白能够使该蛋白发生O-岩藻糖基化修饰并促进糖链

的延伸, 糖链长度的差异也在一定程度上影响着O-
岩藻糖基化修饰的功能。SPY和SEC均被报道有O-
GlcNAc转移酶活性, 但两者的生物学功能不完全相

同。SPY和SEC通过作用于不同的靶蛋白及途径介导

了不同的生物过程, 研究发现, SPY介导的O-GlcNAc
修饰途径在拟南芥的开花时间、生物周期调控中发

挥了更重要的作用[50]。下文以O-GlcNAc修饰为例, 
介绍了植物蛋白O-GlcNAc修饰途径及其关键酶。

细胞从胞外环境摄取的葡萄糖大部分将用于糖

酵解和糖原合成途径 , 但还有小部分 (2%~5%)的葡萄

糖会被导入己糖胺生物合成途径 (hexosamine-biosyn-
thesis pathway, HBP)[51]。HBP是UDP-GlcNAc的从头合

成途径 , 也是葡萄糖代谢中的一种非常规途径 , 经典

的HBP由四个关键的连续酶促反应组成 [3]。在这四个

酶促反应中, 首先是果糖-6-磷酸(Fru-6P)在谷氨酰胺–
果糖 -6-磷酸氨基转移酶1(GFAT1)的催化下转化为葡

萄糖胺-6-磷酸(GlcN-6P)。随后GlcN-6P在乙酰辅酶A
的催化下产生N-乙酰氨基葡萄糖-6-磷酸(GlcNAc-6P), 
GlcNAc-6P受到异构酶的催化转化为GlcN-1P。GlcN-
1P发生尿苷化修饰, 产生蛋白质O-GlcNAc糖基化的关

键底物 : 尿苷二磷酸GlcNAc(UDP-GlcNAc)[52]。UDP-
GlcNAc是O-GlcNAc修饰过程中的唯一糖供体, 也
是一种几乎参与动植物中每个代谢途径的生物合成

前体。UDP-GlcNAc介导了葡萄糖、氨基酸、脂肪
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酸和核苷等大部分胞内产物的代谢反应 , 因此也被

称之为葡萄糖传感器 [53]。 最后 , 在乙酰氨基转移酶

(O-GlcNAc transferase, OGT)的作用下 , O-GlcNAc
被连接到细胞内底物蛋白质的丝氨酸或苏氨酸残

基上。O-GlcNAc糖基化修饰是一种动态、可逆的

过程 , β-N-乙酰氨基己糖苷酶 (O-GlcNAcase/OGA)
可以催化去除蛋白质O-GlcNAc修饰 [54]。而细胞内

游离的GlcNAc可通过GlcNAc回收途径重新转化为

GlcNAc-6P, 从而再次进入HBP循环(图1)。 
在细胞中 , OGT和OGA协同合作 , 确保了O-

GlcNAc循环的正常发生 (图 1)。OGT有三种亚型 : 
核质型OGT(nuclear-cytoplasmic OGT, ncOGT)、线

粒体型OGT(mitochondrial OGT, mOGT)和短链型

OGT(short-chain OGT, sOGT)[3]。它们具有相同的羧

基末端催化结构域和磷酸肌醇结合结构域 , 但是氨

基末端四肽的排列方式各不相同 , 序列长度也有差

异 [42,55]。此外 , 这三种亚型的亚细胞定位并不相同 , 
ncOGT和sOGT定位于细胞质和细胞核, 而mOGT因
为有独特的线粒体靶向序列 , 所以只存在于线粒体

中 [55-56]。目前 , 对于OGT的底物识别机制最认可的

假设是 : OGT的三十四肽重复序列 (tetratricopeptide 
repeat, TPR)结构域负责底物的选择和结合 [57]。OGA
有两种亚型 : 核质型OGA(nuclear-cytoplasmic OGA, 
ncOGA)和短链型OGA(short-chain OGA, sOGA)[3]。

ncOGA同时拥有氨基端O-GlcNAc水解酶结构域和羧

基端组蛋白乙酰转移酶样 (帽状 )结构域 , 而 sOGA缺

乏帽状结构域 [58]。此外 , ncOGA主要定位于细胞质

和细胞核中, 而sOGA主要定位于内质网中[42](图2)。

3   植物蛋白O-糖基化的功能
3.1   O-糖基化修饰调节转录和细胞内信号转导

在植物中广泛存在O-糖基化修饰蛋白 , 不同类

葡萄糖进入己糖胺生物合成途径(HBP)后, 经HBP合成尿苷二磷酸GlcNAc(UDP-GlcNAc), UDP-GlcNAc作为底物进入O-GlcNAc循环, 分别在

OGT和OGA的作用下实现蛋白质的O-GlcNAc修饰以及去糖基化修饰。HK: 己糖激酶; GPI: 葡萄糖-6-磷酸异构酶; GFPT1(也称GFAT): 谷氨酰

胺-果糖-6磷酸酰胺转移酶; GNPNAT1(也称GNA1): 氨基葡萄糖-6-磷酸N-乙酰转移酶; PGM3(也称AGM1): 磷酸乙酰葡萄糖胺变位酶; UAP1: 
UDP-N-乙酰己糖胺焦磷酸化酶; GALK2: N-乙酰半乳糖胺激酶; GALE: UDPG半乳糖4’-差向异构酶。

When glucose enters the hexosamine biosynthetic pathway (HBP), uridine diphosphate GlcNAc (UDP-GlcNAC) is produced through the HBP pathway. 
Subsequently, UDP-GlcNAC enters the O-GlcNAc cycle as a substrate. Under the catalysis of OGT or OGA, O-GlcNAc or deglycosylation modification 
of protein occurs. HK: hexokinase; GPI: glucose-6-phosphate isomerase; GFPT1 (also known as GFAT): glutamine-fructose-6 phosphoamide-transferase; 
GNPNAT1 (also known as GNA1): glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase; PGM3 (also known as AGM1): acetylglucosamine phosphate mutase; 
UAP1: UDP-N-acetylhexosamine pyrophosphorylase; GALK2: N-acetylgalactosamine kinase; GALE: UDPG galactose 4’-differential isomerase.

图1   己糖胺生物合成途径(HBP)和蛋白质O-GlcNAc循环(根据参考文献[13]修改)
Fig.1   Hexosamine biosynthesis pathway and protein O-GlcNAc cycle (modified from the references [13])

Extracellular space

Cytoplasm

Glycolysis

GalNAc

GalNAc-1P GlcNAc-1P

GlcNAc-6P

GlcN-6P

Glc-6P

Fruc-6P

UDP-GalNAc UDP-GlcNAc

HBP

Glc

GLUT

Glycogen synthesis

Protein-O-GlcNAc

GlcNAc
Unmodified protein

UDP

GALK2

HK

GPI

CFAT1

GNPNAT1

PGM3

UAP1UAP1 (AGX1)

OH

HO
HO

O

NH

O

O
O

NH

N

H
3
CHO

OO
O O

P P
O

O
-O

-
O

Glutamine

Acetyl-CoA

UTP

OGT OGA

Salvage pathway

O-GlcNAc cycling



251张月倩等: 植物蛋白质O-糖基化修饰的研究进展

型的O-糖基化修饰在维持植物细胞正常的信号转导

过程中发挥着重要作用。在拟南芥中 , AtACINUS
是哺乳动物剪接调控蛋白的同源物 , AtACINUS蛋
白普遍发生SEC和SPY介导的O-糖基化修饰 , 包括

O-GlcNAc修饰和O-岩藻糖基化修饰。O-糖基化修

饰激活了AtACINUS介导胞内转录、选择性剪接等

多种细胞过程的重要功能。此外 , AtACINUS对开

花抑制因子FLC转录的负调控和对ABA信号负调

节因子ABH1和HAB1的转录调控都依赖其O-糖基

化修饰的发生 [14]。XING等 [59]发现拟南芥H3K4组
蛋白甲基转移酶ATX1(ARABIDOPSIS HOMOLOG 
OF TRITHORAX1)介导开花调控因子FLC基因座

中H3K4me3的甲基化 , 最终影响拟南芥的花期 , 而
ATX1功能的激活需要在 SEC催化下才能发生 O-
GlcNAc修饰。DELLAs是赤霉素信号的负调控因子, 
也是各种信号通路的中枢蛋白[60]。ZENTELLA等[61]

发现DELLA蛋白普遍在SPY的作用下发生O-岩藻

糖基化修饰, O-岩藻糖基化修饰激活了DELLA蛋白, 
并促使了其与其他蛋白相互作用 , 共同调控了某些

关键基因的转录, 进而影响了细胞生长。

近年来 , 许多研究表明O-糖基化对植物细胞内

的信号转导也有重要影响。O-糖基化修饰在调节生

物钟系统中发挥着十分重要的作用 , 哺乳动物中主

要是O-GlcNAc修饰起调控作用, 而在高等植物中, 主
要是O-岩藻糖基化修饰参与调控 [61-62]。WANG等 [63]

探究了O-岩藻糖化对拟南芥生物钟信号的调节机

制 , 发现了生物钟蛋白的核心成分PRR5(PSEUDO-
RESPONSE REGULATOR5)在SPY的作用下普遍

发生O-岩藻糖基化修饰 , PRR5是SPY主要的下游靶

点 , O-岩藻糖基化通过调节PRR5的活性从而特异

性地介导其对生物钟信号的调节。此外 , O-糖基

化修饰还能通过和其他翻译后修饰相互作用 , 共同

调控蛋白功能。磷酸化是真核生物中广泛存在的

共价修饰 , 其修饰位点与O-GlcNAc糖基化重合于

蛋白质丝氨酸 /苏氨酸残基的羟基末端 , 二者之间

广泛存在相互影响、相互作用的现象 [5]。XU等 [64]

利用凝集素亲和色谱等方法从冬小麦胚芽中鉴定

出168种O-GlcNAc修饰的春化相关蛋白 , 其中有31
种同时具有O-GlcNAc修饰和磷酸化修饰。春化相

关蛋白TaGRP2具有O-GlcNAc(S87位点 )和磷酸化

(S152位点 )修饰 , 这两个位点的单一突变均影响了

TaGRP2与春化关键蛋白的结合 , 最终影响小麦开

花。KAASIK等 [12]发现, O-GlcNAc修饰通过调控生

物钟蛋白的转录活性来影响生物钟 , 当O-GlcNAc
修饰位点被磷酸化修饰竞争性占据时 , 生物钟的节

律发生微调。

OGT的三种亚型都具有两个羧基末端催化结构域(carboxyl terminal domains I and II, CDI/II)和一个磷酸肌醇结合结构域(phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate-binding domain, PPO), 但三十四肽重复序列(tetratricopeptide repeat sequence, TPR)的数量差异导致它们的长度不同。此外, 
mOGT氨基末端具有线粒体靶向序列(mitochondria targeting sequence, MTS)。OGA的两种亚型在氨基端具有相同的O-GlcNAc水解酶结构域, 
序列中段有OGT结合区, 但sOGA缺乏羧基末端类组蛋白乙酰转移酶结构域。

The three isoforms of OGT all have two carboxy-terminal domains (CDI and II) and one phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-binding domain (PPO), 
but the different numbers of the tetratricopeptide repeat sequence (TPR) resulting in the varying lengths. Furthermore,  the mOGT has mitochondria tar-
geting sequence (MTS) in the N-terminal. Both isoforms of OGA have the O-GlcNAc hydrolase domain in the N-terminal and OGT-binding domain in 
the central part of the sequence, but the sOGA lacks the C-terminal histone acetyltransferase-like domain. 

图2   OGT和OGA亚型的蛋白序列示意图(根据参考文献[3]修改)
Fig.2   A schematic of OGT and OGA subtypes amino acid sequence (modified from the reference [3])
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3.2   O-糖基化修饰影响细胞壁的合成

细胞壁由多糖和多种富含羟脯氨酸糖蛋白 (hy-
droxyproline-rich glycoproteins, HRGPs)组成 , 其中包

括植物细胞壁伸展蛋白 (extensin, EXTs)和阿拉伯半

乳聚糖蛋白 (arabinogalactan proteins, AGPs)[65]。羟

脯氨酸 (Hyp)-O-阿拉伯糖基化修饰通常以线性低聚

阿拉伯糖链的形式作用于植物细胞糖蛋白的Hyp残
基 , 并通过促进蛋白的构象稳定发挥作用 [66]。在自

然界中 , EXTs常发生高频率的Hyp-O-阿拉伯糖基

化修饰 , 有研究发现 , Hyp-O-阿拉伯糖基化修饰的

EXTs能够与 III型过氧化物酶在酪氨酸残基上发生

活性连接 , 构成EXT连接网络。EXTs构建成的糖

蛋白网络对根毛细胞的发育有着至关重要的作用 , 
VELASQUEZ等 [67]发现 , Hyp-O-阿拉伯糖基化和苏

氨酸 (Ser)-O-半乳糖基化修饰是EXTs和EXT相关蛋

白质发挥正常功能的重要保障 , 当使用抑制剂破坏

HRGPs和相关蛋白的Hyp-O-阿拉伯糖基化或Ser-O-
半乳糖基化修饰时 , 细胞壁无法正常扩张 , 根毛的

生长也会受损。进一步研究发现 , Hyp-O-阿拉伯糖

基化修饰在很大程度上影响着EXTs的二级结构稳

定性 , 当EXTs的Hyp-O-阿拉伯糖基化修饰缺失或遭

到破坏时 , EXTs无法正确折叠 , 异常的构象阻碍了

EXTs与其他蛋白的相互作用 , 进而影响了细胞壁的

生长 [65,67] 。此外 , Hyp-O-阿拉伯糖基化修饰的EXTs
还能与果胶等细胞壁组分发生相互作用 , 共同介导

细胞壁防御反应[68-69]。由此可见, O-糖基化修饰在很

大程度上影响着包括伸展蛋白在内的HRGPs的活性

和功能 , 在细胞壁正常结构和功能的维持中扮演着

重要角色。

3.3   O-糖基化修饰影响植物的生长发育

O-糖基化在维持植物的正常生长发育和抵御

病害等方面也发挥着重要作用。在植物中 , 由AGP
半乳糖基转移酶 (galactosyltransferases, GALTs)介
导的Hyp-O-半乳糖基化修饰 , 发生在大多数AGPs
上 [70]。当GALTs的活性被抑制或破坏时 , Hyp-O-半
乳糖基化修饰不能正常发生。BASU等 [70-71]研究了

五种Hyp-O-半乳糖基转移酶 (Hyp-O-GALT)基因敲

除突变体 , 发现突变体植株中AGP的蛋白丰度均明

显降低 , 突变体植株表现出根毛数量减少、根毛长

度变短、种皮黏液减少、结实率降低、叶片衰老

加快等现象。ZHANG等[72]发现glcat14a glcat14b双
重突变体和glcat14a glcat14b glcat14c三重突变体普

遍表现出种子萌发延迟、毛状体分支减少、缺陷花

粉数量增多等现象。最近, KAUR等[73]研究了拟南

芥的galt2 galt5 galt7 galt8 galt9五重突变体, 发现突

变体植株的花药大小和花粉活力都受到了严重损

害, 花粉的内部结构缺失, 减数分裂未能正常进行。

O-GlcNAc修饰也被证明在拟南芥[59]和小麦[64]开花

过程中发挥重要作用。此外, O-糖基化修饰还与植

物免疫防御密切相关, O-糖基化修饰的破坏促使植

物内与假单胞菌PA-IIL同源的凝集素水平增加, 降
低了青枯菌的致病性[10]。O-糖基化修饰是多种植物

蛋白正常发挥功能的必要保障, 随着相关研究的不

断深入, O-糖基化修饰对植物生长发育的影响也会

更加明确。

4   O-GlcNAc修饰蛋白的表征
自糖基化蛋白质被发现以来 , 人们一直希望能

准确地描述糖蛋白的结构。被分离出的含量较高的

糖蛋白 (>picomolar)的表征已经可以通过多种分析技

术实现 (表1)[74]。这些技术大多基于所谓的 “自下而

上”原则 , 即先将糖蛋白水解成肽链 , 再单独分析多

肽的组成和结构 , 最后将信息整理汇总 [75]。以高效

液相色谱法 (high performance liquid chromatogra-
phy, HPLC)、荧光标记法或完整糖肽的液相色谱与

质谱法(liquid chromatograph mass spectrometer, LC-
MS)联用为中心, 并适当结合其他分析技术, 已有研

究报道了多种糖基化蛋白的整体结构 [38,76]。然而 , 
许多O-糖基化修饰蛋白的含量较低 , 其化学计量比

也很低, 因而难以对其进行检测和分析。O-GlcNAc
修饰由于其结果简单 (仅由GlcNAc单糖构成 , 无糖

链延伸 ), 而且具有重要的生物学功能 , 因而大量技

术被开发用于对其进行表征。随着糖基化蛋白表

征技术的发展和进步 , 研究人员逐步实现了从完整

蛋白水平和特异性蛋白位点水平上对O-GlcNAc修
饰蛋白的分析鉴定。此外 , 已有研究对非黏蛋白型

糖基化蛋白进行表征 [38], 而对除O-GlcNAc修饰蛋白

之外的非黏蛋白型O-糖基化修饰蛋白的表征还有待

于进一步研究。

在完整O-GlcNAc蛋白的表征中 , 化学酶标记

法和代谢标记法是两个被广泛应用的方法。近年

来 , 以叠氮化物为代表的生物正交反应−炔烃 [3+2]
环加成反应 (也称点击化学 )迅速发展 [3]。四个主要

的生物正交反应 , 包括Staudinger连接、铜催化的
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叠氮 –烷烃环化加成反应 (copper-catalyzed azide–
alkyne cycloaddition, CuAAC)、无铜催化的叠氮 –
烷烃的环化加成反应 (strain-promoted alkyne-azide 
cycloaddition, SPAAC), 以及逆电子需求Diels-Alder
反应 (inverse electron demand Diels-Alder reaction, 
IEDDA或DAINV)。科研人员通过对糖蛋白进行

叠氮标记、追踪显影与FLAG标签发生特异性反应

的叠氮基团来确定糖蛋白的定位 , 这在很大程度上

扩展了用于探测多种聚糖 (包括O-GlcNAc)的技术

方法[77-78]。荧光标记法也越来越广泛地被应用于

蛋白的检测中, WU等[79]利用荧光基团偶联唾液酸

残基实现了对多种O-GlcNAc修饰蛋白的检测。基

于荧光标记稳定、灵敏度高等特点, 一些高通量荧

光检测技术被不断开发和应用[80]。对于特异性位

点O-GlcNAc的表征常用质谱电离技术和质谱碎片

技术。质谱是一个强大的工具 , 能从复杂样品中获

取蛋白质 /肽的准确信息 (如分子量、氨基酸序列 , 
甚至样本数量 ), 在质谱电离技术中 , 基质辅助激光

表1   O-GlcNAc修饰蛋白的表征技术 
Table 1   Characterization techniques of O-GlcNAc protein

类型

Type
方法

Method
应用

Application
优缺点

Advantages and disadvantages
参考文献

References

Characteriza-
tion of intact 
O-GlcNAc 
proteins

Radiometric detec-
tion

Stoichiometric analysis of O-GlcNAc proteins, 
and profiling of modification sites

Although claimed to be more sensitive, 
this approach might result in nonspe-
cific detection

[81-82]

Western blot Quantification and site localization of O-
GlcNAcylated proteins

This method is simple, but the speci-
ficity depends on the antibody

[83]

Lectin blot With appropriate sample pretreatment and 
controls, lectins labeled with biotin or HRP 
can be used to probe O-GlcNAcylation

Although it has strong affinity, new 
natural lectins or synthetic lectins 
with higher sensitivity and specificity 
should be developed

[84]

Chemoenzymatic 
labeling detection 

Chemoenzymatic labeling and enrichment of 
effector proteins in host cells, and analyzing 
the specific-site with specific enzymes

Comparing with the traditional 
antibody-based immunohistochemis-
try, this technique, which has high-res-
olution, can visualize the distribution 
of O-GlcNAc proteins in cell septum 
or organs

[85]

Metabolic labeling 
detection

It can be indirectly tagged on O-GlcNAc 
proteins for detecting dynamic modification

Despite the successful labeling of O-
GlcNAcylation by some metabolic 
probes, the labeling efficiency is to be 
assessed

[86]

Site-specific 
characterization 
of O-GlcNAc 
protein

MALDI and ESI Identify O-GlcNAc proteins, O-glycan types, 
branching structures and O-GlcNAc sites oc-
cupancy

It has been widely used to analyze 
complex samples, but the complicated 
operation and high-quality sample 
requirements should be taken into 
consideration

[87-88]

MS fragmentation 
techniques

Detecting the localization of O-GlcNAc pro-
teins

Although the mass spectra results are 
complicated to annotate, it is accurate 
and reliable

[89]

High-
throughput 
characterization 
of  O-GlcNAc 
proteins

Protein microarray Identify hundreds even thousands of sepa-
rately purified proteins at the same time, and 
detecting O-GlcNAc modification levels

As a high-throughput technique, it is 
widely used for large-scale character-
ization of proteins with high signal-
to-noise ratio, but the arrays can’t 
generate straightforward sequence 
information

[90]

Proteomics Identification the modification stie of  O-
GlcNAc and quantification of large-scale O-
GlcNAc proteins

It can be combined with various meth-
ods in many areas. But the instrument 
stability and experimental operation re-
quirements should be further improved

[91]
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解吸电离 (matrix-assisted laser desorption ionization, 
MALDI)和电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)被
广泛用于O-GlcNAc修饰蛋白的分析 [38]。在高通量

O-GlcNAc修饰蛋白的表征方法中 , 蛋白质微阵列和

基于质谱的蛋白质组学是两个高通量平台 , 蛋白质

微阵列能够同时对成百上千个纯化蛋白进行表征, 
鉴定O-GlcNAc修饰蛋白; 而蛋白质组学不仅能够确

定O-GlcNAc修饰蛋白的位点信息, 还能鉴定O-聚糖

的类型和大小信息(表1)。

5   总结与展望
O-糖基化修饰是受到广泛关注的翻译后修饰之

一, 自1984年TORRES等[92]首次发现O-糖基化修饰以

来, O-糖基化修饰的相关研究已经取得了较大的进

步, 目前已经鉴定出4 000多种O-糖基化修饰的蛋白

质[93]。已有研究发现, O-糖基化修饰与许多人类疾病

的发生密切相关[94-95]。在植物中, 蛋白糖基化修饰与

植物的生长息息相关, O-糖基化修饰参与调控了植物

生长发育的诸多过程, 同时在表观遗传上也发挥了重

要作用。许多植物蛋白的活性有赖于O-糖基化修饰

的激活, 而且一些植物糖蛋白的二级构象稳定性也需

要O-糖基化修饰来维持。然而, 目前的研究主要是利

用生化和遗传的方法, 通过对糖基化修饰过程中的关

键酶的研究, 来揭示蛋白质糖基化的功能。但是对于

如何表征糖基化修饰的蛋白质, 仍面临诸多难题, 特
别是O-糖基化修饰在聚糖类型、聚糖数量及其连接

位点等方面具都有高度多样性, O-糖基化修饰蛋白普

遍难以富集。值得庆幸的是, O-GlcNAc修饰作为O-
糖基化修饰中较早被深入研究的类型, 目前已经在植

物的相关研究中取得了突破性进展。为了深入了解

不同类型O-糖基化修饰蛋白在植物中的功能和应用, 
特别是在活细胞中对O-糖基化修饰发生的过程以及

其对蛋白功能的调控进行实时动态的研究, 仍需要不

断开发新的技术和方法。深入探究O-糖基化修饰的

功能和生理意义将会在一定程度上推动植物学和细

胞生物学等多个领域的发展和进步。
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