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摘要

异常糖基化被认为是结直肠癌（CRC）的一个标志。虽然细胞系和血清的N-糖基化已经被广泛研究，但
由于肿瘤的异质性和N-聚糖结构的复杂性，组织中肿瘤相关N-聚糖的分析受到阻碍。为了克服这些障
碍，本文提出了一项使用激光捕获显微切割技术的研究，该研究可以在很大程度上分解来自异质性组织，
包括癌细胞、间质细胞和健康黏膜细胞不同区域的不同N-糖组特征。采用多孔石墨化碳液相色谱-电喷
雾电离串联质谱法对N-聚糖糖醇进行分析，实现了对同分异构体的分化和结构表征。总共鉴定出116个
N-聚糖，它们在癌症、间质和正常黏膜中呈现显著的表达差异。与健康黏膜相比，癌细胞显示α2-6唾液
酸化和单触角的N-聚糖增加，以及平分型N-聚糖减少。此外，特异性唾液酸化和携带(sialyl-)LewisA/X抗
原的N-聚糖只在癌症中表达。与癌症相比，间质显示出较低水平的寡聚甘露糖苷和单触角N-聚糖、
LewisA/X表位和硫酸盐化，以及（核心）岩藻糖基化和α2-3唾液酸化表达的增加。本研究揭示了CRC和对
照组织中不同细胞类型的不同N-糖组谱，并证明为发现癌症相关聚糖而对它们进行单独分析的必要性。
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1. 引言

结直肠癌（CRC）是全球第三大最常见的癌症（占总

病例的 10.2%），也是癌症死亡的第二大原因（占癌症死

亡总数的 9.2%）[1]。虽然由于实施了人口筛查，高度发

达国家的CRC发病率和死亡率正在稳定或下降，但发达

国家的发病率和死亡率仍在迅速上升[2‒3]。对于传统的

治疗方法，如化疗、放疗和手术，其成功的可能性有限，

因为大多数肿瘤是在疾病已经处于晚期时被诊断出来的

[4]。此外，筛选方法在侵入性、低灵敏度、特异性以及

高成本方面仍存在局限性[5‒6]。近年来，通过识别癌细

胞上的特定分子靶点来选择性消除癌细胞的方法引起了人

们的关注。然而，由于肿瘤的异质性，治疗失败率和耐药

性仍然很高[4]，表明需要确定新的特异性靶点来开发新

的癌症治疗方法。

一个有前景的方向是异常糖基化的研究，异常糖基化

是癌症的标志[7]。更具体地说，N-糖基化表达的改变似

乎在各种癌症包括CRC的发生和发展中发挥着重要作用，

并参与许多生物学过程，包括细胞信号传递、细胞黏附、

免疫调节、血管生成、转移和浸润[8‒9]。糖基化的变化

可能是由于相应的糖基转移酶（GT）和糖苷酶的表达或

活性失调，导致异常聚糖结构的不完整或新合成[10‒11]。
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先前的研究表明，N-聚糖的形成是由N-乙酰氨基葡萄糖

转移酶（GnT）-III [由β-1,4-甘露糖基-糖蛋白4-β-N-乙酰

氨基葡萄糖转移酶（MGAT3）编码]催化形成，其高表达

有助于抑制癌细胞转移[5,12]。相比之下，GnT-V [由α-1,

6-甘露糖蛋白 6-β-N-乙酰氨基葡萄糖转移酶（MGAT5）

编码，负责N-聚糖上β1-6 N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）

分支的形成]是一种与GnT-III直接竞争的癌症相关酶[13]。

此外，研究发现α2-6唾液酸化的高表达和唾液酸-Lewis

（sLe）结构参与癌细胞转移并与 CRC 预后不良有关

[14‒15]。

随着质谱分析技术（MS）的发展，CRC的N-糖基化

在近十年内得到了广泛的研究。Balog等[5]使用亲水相互

作用液相色谱（HILIC-LC）组合[而不是基质辅助激光解

吸/电离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）]分析了 13 对

CRC组织和相应对照的结肠组织中以 2-氨基苯甲酸标记

的N-聚糖，揭示了硫酸化N-聚糖、少聚甘露糖苷型N-聚

糖和具有 sLe结构的N-聚糖水平的增加，以及肿瘤组织中

平分型N-聚糖水平的降低。另一项研究使用多孔石墨化

碳液相色谱（LC）电喷雾电离串联质谱（PGC-LC-ESI-

MS/MS）（负电离模式）揭示寡聚甘露糖苷型、复合型和

少聚甘露糖苷型N-聚糖，以及α2,6-唾液化N-聚糖的过表

达，而研究发现CRC组织中复合N-聚糖与α2-3唾液酸化

N-聚糖相对于相邻的非致瘤组织是下调的[16]。此外，

Coura等[17]发现与正常结肠组织相比，CRC组织中寡聚

甘露糖苷型、双触角低半乳糖基化和分支结构的N-聚糖

的表达更高。这些研究使用了均质肿瘤组织，在进行糖组

学分析之前没有对感兴趣的特定细胞进行富集。虽然这种

分析可以掩盖细胞特异性糖组学特征，特别是在免疫细胞

和间质高度浸润的肿瘤组织中，但与正常上皮细胞相比，

在CRC II期的空间分辨MS成像中发现了类似的模式，其

中唾液酸化和寡聚甘露糖苷型N-聚糖含量较高，岩藻糖

基化和高度分支的N-聚糖水平较低[2]。

最近的一项研究表明，癌症的N-糖组学特征扩散到

肿瘤浸润前方的周围间质[2]。肿瘤间质由各种非肿瘤细

胞组成，包括成纤维细胞、免疫细胞、内皮细胞[18]，以

及结缔组织。肿瘤中间质的比例被认为是 CRC II 期和

III期患者的一个强有力的预后因素[19]。因此，为了研究

间质在CRC发病机制中的作用，并在CRC组织中寻找特

定的癌症相关聚糖，聚糖分子的空间解析和对聚糖同分异

构体的详细结构进行阐明是先决条件。为了克服LC-MS

研究中肿瘤组织的异质性，Hinneburg等[20]使用激光捕

获显微切割（LCM）技术从肝肿瘤和周围健康组织中提

取细胞，然后采用 PGC-nanoLC-ESI-MS/MS 糖组学方法

对肝脏N-和O-糖组进行深入表征。基于这种方法，本文

做了较大的调整，以确保 96孔板更高的通过率，并揭示

了CRC特异性N-聚糖特征。最近，本文研究团队通过使

用LCM联合 PGC-nanoLC-ESI-MS/MS发现，两个高度特

异性 sLe/Le核心O-聚糖在CRC与健康结肠上皮的分化中

发挥了重要作用[21]。

本文研究了CRC、间质和正常结肠黏膜不同区域的

N-糖基化，发现了特异性的CRC肿瘤相关碳水化合物类

抗原（TACA）。最近发表的一项关于CRC O-糖组学特征

研究所使用的队列也采用了该方法[21]。简而言之，本文

利用LCM从原发肿瘤、肿瘤间质和相应的健康结肠黏膜

的特定上皮区域富集细胞。采用优化的高通量工作流程，

从LCM福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）组织中释放N-聚

糖。随后，在 PGC-LC-ESI-MS/MS平台上，使用负电离

模式对释放的N-聚糖进行测量。该方法能够有效地分离

和解析N-聚糖同分异构体。共鉴定出 116个N-聚糖，这

些聚糖在癌症、间质和正常黏膜中表现出不同的表达。此

外，还将所揭示的N-糖基化图谱与先前发表的基因表达

数据相结合，提出了一种 CRC N-聚糖表达的生物合成

途径。

2. 材料和方法

2.1. 材料

三氟乙酸（TFA）、NaBH4、盐酸（HCl）、DL-二硫苏

糖醇（DTT）、阳离子交换树脂Dowex 50W-X8、苏木精、

三羟甲基氨基甲烷、碳酸氢铵（ABC）、乙酸铵和聚乙烯

吡咯烷酮 40（PVP-40）均来自 SigmaAldrich 公司（美

国）。氯化钠（NaCl）、乙醇（EtOH）和甲醇（MeOH）

均来自Merck公司（德国）。固相萃取（SPE）散装吸附

剂（S*纯提取-清洁SPE散装包装材料，38~125 µm）来自

BGB Analytik Benelux B.V.公司（荷兰）。乙腈LC-MS级

购自Biosove公司（荷兰）。冰乙酸和氢氧化钾来自Hon‐

eywell Fluka公司（美国）。PNGaseF（大肠杆菌中脑膜炎

脓毒性黄杆菌重组）来自Roche公司（德国）。500 µL粘

接帽管和MembraneSlide 1.0聚萘二甲酸乙二醇酯（PEN）

购自 Carl Zeiss Microscopy 公司（德国）。96 孔聚丙烯

（PP）过滤板购自 Orochem Technologies 公司（美国）。

96孔PP微孔板和MultiScreen®HTS 96多孔板（孔径0.45 m，

含高蛋白结合膜[疏水聚偏二氟乙烯（PVDF）膜]）来自

Millipore公司（荷兰）。用于所有溶剂制备和洗涤步骤的

Milli-Q水均由ELGA系统（Veolia，荷兰）生成，保持在

18 MΩ以上。
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2.2. FFPE组织的切片和染色

匿名的人 CRC 组织从荷兰莱顿大学医学中心

（Leiden University Medical Center, LUMC）的病理科获

取。在最近发表的研究成果[21]中也使用了相同的队列研

究。所有样本都以编码的方式处理，根据国家伦理准则

（Code for proper secondary use of human tissue，荷兰医学

科学学会联合会），同意增加“选择-退出”系统以进一步

用于编码人体组织的科学研究，除非有特殊情况。选择原

发性结直肠肿瘤（1T~12T）、来自同一患者的配对正常结

肠黏膜（1C~12C）和来自不同患者肝脏的 6个转移组织

（15M~21M）进行分析。用切片机将石蜡组织块切成

10 µm厚的切片，并安装在聚萘二甲酸乙二醇酯（PEN）

膜载玻片上进行LCM检测。另外，将5 µm厚的切片安装

在载玻片上，用于苏木精和伊红（H&E）染色。载玻片

以37 ℃干燥过夜，于4 ℃下保存。

LCM的PEN载玻片首先用二甲苯脱蜡，进行三次共

持续5 min，然后用绝对乙醇洗涤2 min。随后，将载玻片

短暂浸入 85%乙醇中再水化，然后加入 70%乙醇和蒸馏

水。用苏木精染色20 s后，用Milli-Q水洗涤2 min。然后

依次将载玻片浸泡在70%乙醇、85%乙醇、绝对乙醇中；

最后在室温（RT）下干燥，于 4 ℃下保存。经H&E染色

的FFPE载玻片和用于目标区域内LCM的相应组织的载玻

片由最近发表的工作[21]中的补充材料提供。

2.3. 病理学家注释

病理学家在H&E载玻片上标记了肿瘤和正常上皮区

域。通过对H&E染色载玻片上的腺体形成进行显微镜检

查来评估分化等级。

2.4. 激光捕获显微分割

简而言之，根据病理学家指出的目标区域，通过

LCM将选定的组织切片区域切除。使用PALM Robo软件

（德国）进行LCM，样品被采集在 500 µL的粘接帽管中，

以供后续使用。每个样本总共获得了 20 000~25 000个细

胞。为了获得相当数量的细胞用于分析，三个组织切片的

面积约为2500 µm2，都用于细胞计数。每个细胞的平均面

积被用来推断获得20 000个细胞所需的面积。由于健康的

结肠黏膜细胞被免疫细胞包围，而免疫细胞不能通过

LCM方法有效地与上皮细胞分离，因此从不同的正常结

肠组织中分离淋巴滤泡，然后将这些滤泡聚集在一起，获

得肠道相关免疫细胞的聚糖图谱（Impool）。此外，仅对

间质含量高的肿瘤 （4TS、 6TS、 7TS、 ST7、 11TS、

12TS、19MS和21MS）收集包含间质区域的单独样本。

2.5. 从组织中释放N-聚糖

为使 N- 聚糖从组织中释放出来，将 100 µL 由

100 mmol·L−1 Tris HCl、0.1 mol·L−1 DTT、100 mmol·L−1 

NaCl和1%十二烷基硫酸钠（SDS）组成的裂解缓冲液加

入粘接帽中，将含有组织块的混合物转移到1.5 mL的Ep‐

pendorf管中。将样品放置在冰上，使用输出功率为 2/10

的Branson超声棒检测三次，每次持续 15 s，每个循环之

间有20 s冷却时间。随后，样品在99 ℃下孵育1 h，振荡

速率为 400 r·min−1。分别用 100 µL 70% 乙醇和 100 µL 

Milli-Q水对 PVDF膜孔进行预处理。在上样前，用另外

5 µL的 70%乙醇再湿润膜。冷却后，将 100 µL的组织裂

解液装入PVDF膜板孔中，并在室温下振荡20 min。膜板

以 500g 离心力进行离心（其中 g 为相对离心力），用

100 µL的Milli-Q水洗涤以去除未结合的物质。为了堵塞

膜，在孔中加入40 µL 0.5% PVP-40的Milli-Q水，然后在

摇床上孵育5 min。接下来，用2× 100 µL磷酸盐缓冲盐水

（PBS）、2× 100 µL 10 mmol·L−1 ABC和 2× 100 µL Milli-Q

洗涤膜板。然后，在每个样品孔中加入 10 µL的Milli-Q，

浸泡膜，防止酶混合物通过膜，然后在摇床上孵育5 min。

每个孔中加入 15 µL含有 2个单位（U）N-糖苷酶F的N-

糖苷酶F混合物和13 µL Milli-Q，37 ℃孵育15 min，释放

N-聚糖。在 37 ℃过夜孵育前，在每个孔中加入 15 µL的

Milli-Q，以防止膜干燥。

2.6. N-聚糖的回收、还原和纯化

释放的N-聚糖的回收、还原和纯化按照前面所述的

方法[22‒23]进行。简而言之，通过 1000g离心 2 min来收

集释放的N-聚糖。用3× 30 µL的水清洗PVDF膜孔，并收

集过滤液。随后，将 20 µL、 100 mmol·L−1 的乙酸铵

（pH = 5）加入到收集的 N-聚糖中，然后在室温下孵育

1 h，以水解释放的糖基胺，然后将样品置于35 ℃的真空

下进行干燥。将 20 µL、1 mol·L−1 NaBH4与 50 mmol·L−1

氢氧化钾混合液加入至每个样品孔，可还原N-聚糖，然

后在加湿的塑料盒中于 50 ℃下孵育 3 h。为了猝灭反应，

每个孔中加入 3 µL冰乙酸，然后进行脱盐步骤。通过在

96 孔过滤板的每个孔中加入 100 µL 含有 Dowex（50W-

X8）的强阳离子交换树脂浆与MeOH的混合液（50/50, V/

V），实现柱自填充；通过加入 3× 100 µL的 1 mol·L−1盐

酸、3× 100 µL的MeOH、3× 100 µL的Milli-Q对柱进行预

处理。将样品装入预处理柱上，用 2× 40 µL的Milli-Q洗

涤。在35 ℃下真空干燥收集的含有N-聚糖的过滤液和洗

涤液。在干燥过程中，通过加入 3×、100 µL的甲醇来去

除剩余的硼酸盐。最后，将 60 µL 的散装吸附剂 Carbo‐
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graph 浆填入 96 孔过滤板中，制备了多孔石墨化碳

（PGC）-SPE柱。在含 0.1% TFA的水中加入 3× 100 µL的

80%乙腈，然后加入 3× 100 µL的 0.1% TFA进行预处理。

样品上样后，用 3× 80 µL的 0.1% TFA洗涤预处理柱。用

3× 40 µL 的 60% 乙腈和 0.1% TFA 洗脱 N-聚糖，并真空

干燥。

2.7. 用PGC-nanoLC-ESI-MS/MS分析释放的N-聚糖

干燥后的样品在 12 µL的Milli-Q中重新溶解。在Di‐

onex Ultimate3000 nanoLC系统测量N-聚糖，该系统配备

自填充Hypercarb PGC柱（5 µm粒径，320 µm × 30 mm）

和自填充 Hypercarb PGC 纳米柱（3 µm 粒径，100 µm × 

100 mm），与一个amaZon电子转移裂解（ETD）加速电喷

雾电离（ESI）离子阱质谱仪（Bruker Bruker，美国）联用。

为了分析N-聚糖，将5.0 µL的样品注入系统，并用2.0%的

溶剂A（10.0 mmol·L−1 ABC）以6.0 µL·min−1的上样流量在

捕集柱上进行捕集；用纳米柱进行多级分离：以2.0%~9.0%

的缓冲液 B（60.0% 乙腈与 10 mmol·L−1 ABC 混合）分离

1 min；然后以0.6 µL·min−1的流速在80 min的时间跨度内以

9.0%~49.0%的缓冲液B进行分离。用95%的缓冲液B洗涤

PGC柱 10 min。采用CaptiveSpray源（Bruker Daltonics Inc.，

美国）在负离子模式下施加1000 V的毛细管电压进行电离。

干燥气体（N2）的温度设置为 280 ℃，流量为 3 L·min−1。
喷雾器气体（N2）富含异丙醇，保持在 3 psi（1 psi = 

6.895 kPa），如前所述[24]。在负离子模式下，在m/z范围为

500~1850 内获得质谱，智能参数的目标质量设置为 m/z 

1200。质谱是由前三个前驱体碰撞诱导解离产生的。

2.8. 数据处理和统计分析

提取的离子色谱图是通过包含在Bruker Data分析软

件（5.0版）中每个N-聚糖的前三个同位素生成的。曲线

下的面积用于峰值积分。相对定量是根据样本内所有观察

到的N-聚糖的总面积（信噪比大于等于6）计算的，并归

一化到 100%。使用“R”软件（4.0.5 版）中的“tidy‐

verse”“readxl”“caret”“gridExtra”“ggpubr”“pca‐

Methods”“Rcpm”“ggrepel”“Rcpm”“data.table”“Com‐

plexUpset”“ggplot2”“UpSetR”和“tidyHeatmap”进行

数据分析和可视化。采用Wilcoxon-Mann-Whitnen非参数

统计核验验证组间差异，并采用Benjamini-Hochberg法对

p值进行多重检验调整。

2.9. 基因表达数据

基因表达数据来自132例显微解剖的CRC和配对的正

常结肠上皮细胞，这些数据来自基因表达综合数据库

（Gene Expression Omnibus, GEO），标识符为 GSE21815。

大量CRC组织的基因表达数据来自于 firebrowse.org网站

的癌症基因组图谱（TCGA）数据集。

3. 结果

3.1. 结直肠癌、间质和正常结肠黏膜中N-聚糖特征的差异

研究的 N-聚糖从 LCM 组织区域释放，该区域来自

12名CRC患者的原发肿瘤（1T~12T）和这12名患者相应

的正常结肠（1C~12C），以及另外 6名肝转移患者的 6个

转移性CRC（15M~21M）（详细的临床信息见附录A中的

表 S1）。本文还分析了具有高间质含量的癌症的间质区

域，共检测到 116个N-聚糖，其中含有 3~14个单糖（见

附录A中的表S2）。结直肠癌与健康对照组正常黏膜之间

的N-聚糖表达存在显著差异。

在 N-聚糖和糖基化特征不同表达的驱动下，癌症、

间质和正常黏膜之间出现了明显的差异（图 1）。为深入

了解它们相同的结构成分，根据N-聚糖类型，如“复合

型”“杂合型”和“寡聚甘露糖苷型”，以及根据糖组学特

征，如“唾液酸化”“岩藻糖基化”和“硫酸化”，对鉴定

出的N-聚糖类型进行分类。所选的硫酸化N-聚糖的质谱

如附录A中的图S1所示。具有Man0‒4GlcNAc2Fuc0‒1的N-

聚糖被指定为“少聚甘露糖苷型”，而只包含三个甘露糖

和一个触角的 N-聚糖被认为是一个单独的类别，称为

“单触角型”。触角的性状代表了附着在核心结构3/6臂甘

露糖上的GlcNAc的数量；唾液酸化和岩藻糖基化性状也

以类似的方式设计。更多信息见附录A中的表S2。大多

数癌症样本（蓝色）聚集在评分图的靠下部分 [图 1

（a）]，显示了高水平的 α2-6-唾液酸化；少聚甘露糖苷

型、单触角和三触角N-聚糖；sLeA/X的表位表达；磷酸化

[图1（b）]。单触角N-聚糖的高表达强烈地驱动了癌症样

本的分离，相对丰度中位数为 2.8%（见附录 A 中的

表S3）。此外，sLeA/X表位仅在癌症样本6T、3T和16M中

表达，相对丰度分别为5.0%、3.0%和0.3%（见附录A中

的表S3）。相比之下，正常黏膜样本聚集在评分图右上方

[见图 1（a）级附录A中的表 S3]，主要是由平分型N-聚

糖的高表达（中位数14%）驱动，而癌症和间质区域显示

相对较低的丰度（中位数分别为 4%和 5%）[见图 1（b）

及附录A中的表S3]。此外，α2-3唾液酸化、核心岩藻糖

基化以及双触角和复合N-聚糖的糖基化特征有助于间质

样品的分离（见图1及附录A中的图S2）。间质样本的α2-

3唾液酸化、核心岩藻糖基化和杂合型N-聚糖的中位数相

对丰度分别为 32%、44%和 76%，而癌症样本的为 12%、
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30% 和 52%，正常黏膜样本的为 14%、34% 和 46%（见

附录A中的表S3）。

同一患者的腺癌和正常结肠黏膜表达的N-聚糖图谱

如图 2所示。图 2（a）所示患者 11的腺癌的特征是携带

α2-6唾液酸和末端Le表位的复合N-聚糖、单触角N-聚糖

的高表达，以及含H(2-3)N2F1组分的 paucimannose型聚

糖的特异性表达。相比之下，来自同一患者的正常结肠

N-聚糖图谱[图 2（b）]显示，携带α2-3末端唾液酸N-聚

糖和平分型N-聚糖表达更高。

与正常黏膜相比，癌症组织中α2-6唾液酸化和单触

角N-聚糖的表达显著升高[图 3（a）~（c）]。更具体地

说，在肿瘤组织中发现了两个单触角N-聚糖（H4N3S1a

和 H4N3F1S1a）、一个杂合型聚糖（H5N3S1a）和 6 个

复合 N- 聚糖 （H5N4S1b、 H5N4F1S1b、 H5N4S2b/c 和

H5N4F1S2b/c）均携带α2-6唾液酸[见图 3（d）~（l）及

附录 A 中的表 S4]。此外，少聚甘露糖苷型 N-聚糖

H2N2F1在癌症组织中显著过表达[见图 3（m）及附录A

中的表S4]。在平分型N-聚糖方面观察到显著的表达差异

[图 3（n）]，因为在癌症样本中，平分型N-聚糖H3N5、

H3N5F1a、H4N5F1b/c、H5N5和H5N5F1b表达显著降低

（图(o)-(t)）。此外，两个核心岩藻糖基化复合N-聚糖（α
2-3唾液酸化H5N4F1b和H5N4F1S1d）、一种少聚甘露糖

苷型 N-聚糖（H3N2）和三个寡聚甘露糖苷型 N-聚糖

（H6N2a、H9N2和H10N2）在癌症组织中显著下调[见图3

（u）~（z）及附录A中的表S4]。

3.2. 结直肠癌的特异性糖基化特征

总的来说，仅发现23个N-聚糖在癌症组织中表达[见

附录A中的图 S3（a）和表 S5]。其中大多数是复合型N-

聚糖；有一半是唾液酸化的（α2-3连接或未知连接），并

且大多数结构携带岩藻糖修饰——要么是核心岩藻糖基

化，要么是含触角岩藻糖基化的核心岩藻糖基化[见附录A

中的图S3（a）~（c）以及表S6]。值得注意的是，N-聚糖

携带 sLeA/X或LeB/Y表位，且仅在肿瘤组织中被检测到[见

附录 A 中的图 S3（d）和表 S6]。然而，在正常黏膜中，

发现了 9种独特的N-聚糖，其中大部分携带 LeA/X表位。

研究发现，在癌症、间质和正常粘膜之间共有 62个N-聚

糖，包括复合、杂合、寡聚甘露糖苷型、少聚甘露糖苷型

和单触角N-聚糖[见附录A中的图S3（a）]。

总的来说，在CRC中发现了特异性N-聚糖性状，如

sLeA/X/LeA/X、三联体（triantennarity）、唾液酸化和磷酸化

均较高。总的来说，23个N-聚糖只在癌症中表达，而在

间质和正常黏膜中不表达（见图 1及附录A中的图 S3）。

其中，选择了灵敏度最高的N-聚糖（图 4）。N-聚糖的组

图1. 结直肠癌、间质和正常结肠黏膜有明显的糖基化特征。（a）主成分分析（PCA）模型的前两个主成分（R2 × [1]和R2 × [2]）解释了36%的方差。

PC1对PC2的主成分（PC）分析评分图显示了CRC、间质和正常结肠黏膜之间的显著分离。（b）载荷图显示了驱动样品分离的变量，包括单个N-聚
糖（黑色）和糖基化特征（红色）。C：正常黏膜；T：CRC；M：CRC转移；S：间质；MS：转移性肿瘤间质；TS：原发肿瘤间质；R2 × [1]和R2 × 
[2]分别表示第一和第二主成分的方差。关于糖基化特征的更多信息见附录A中的表S2。
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成H5N4F2S1 [图4（e）]在癌症中相对频率最高，为39%

（18 人中有 7 个），然后是 H5N3F1S1a [ 图 4 （c）]、

H6N5F1a [图 4（j）]和 H7N3Su1 [图 4（m）]，分别为

17%。特别是，图4（n）中所示的5种N-聚糖中至少有一

种在 89%的癌症中被发现，而在正常的结肠黏膜中没有

被检测到（见附录A中的表S7）。

3.3. 结直肠癌与间质之间的糖基化差异明显

间质作为肿瘤环境的主要成分，被认为与恶性进展有

关[18]。与癌症相比，寡聚甘露糖苷型、单触角和触角岩

藻糖基化N-聚糖以及携带LeA/X表位和硫酸盐化的N-聚糖

的丰度在间质样品中显著降低 [图 5（a）中的（i） ~

（v）]。与癌症相比，在间质中检测到 8个N-聚糖，其相

对丰度较低；其中包括 6个寡聚甘露糖苷型聚糖H5N2b、

H6N2b、H6N2a、H7N2a/b、H8N2b 和 H9N2 [见图 5（a）

中的（vi）~（xi）及附录A中的表S8]，以及少聚甘露糖

苷型 N-聚糖 H3N2F1 和杂合型 N-聚糖 H6N3Su1a [见图 5

（a）中的（xii）和（xiii）及附录 A 中的表 S8]。相比之

下，间质的特点是复合型N-聚糖水平增强，具有α2-3唾

液酸化、核心岩藻糖基化、双触角N-聚糖的糖基化特征

和半乳糖基化特征[图5（b）中的（i）~（viii）]。与癌症

相比，共检测到 11个个体的N-聚糖在间质中具有更高的

相对丰度[图 5（b）中的（i）~（xix）]。值得注意的是，

这些 N-聚糖中的大多数携带一个或多个 α2-3 连接唾

液酸。

3.4. 特异性结直肠癌亚型的糖基化

进一步研究CRC不同亚型（腺癌、转移癌、黏液腺

癌和神经内分泌癌；见附录A中的图S4）的糖基化特征。

更具体地说，包含 11种复合型和一种寡聚甘露糖苷型N-

聚糖的 12种N-聚糖仅在腺癌中被观察到[见附录A中的

图 S4（a）和（c）]。7个岩藻糖基化N-聚糖仅在黏液腺

图2. 来自同一患者的腺癌（a）和正常结肠黏膜（b）的N-聚糖图谱示例。（a）从患者11中获得的腺癌的特征是单触角N-聚糖和携带末端LeA/X表位的

N-聚糖的高表达。此外，与来自同一患者的正常结肠黏膜（b）相比，携带α2-6唾液酸的复合N-聚糖的表达更高，表明携带α2-3唾液酸的平分型和复

合N-聚糖的表达更高。
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图3. CRC中N-聚糖的相对丰度和糖基化特征显著上调（a）~（m）和下调（n）~（z）。（a）~（c）N-糖基化特征，即α2-6唾液酸化（a）、唾液酸化

（b）和单触角聚糖（c），以及10个N-聚糖（d）~（m）{两个单触角[（d）、（e）]、一个杂合型（f）、6个复合型[（g）~（l）]和一个少聚甘露糖苷型

（m）聚糖}显著上调。相反，与结直肠癌相比，正常黏膜中平分型N-聚糖（n）和12个N-聚糖[（o）~（z）]的表达更高。采用Wilcoxon-Mann-Whit‐
ney非参数统计检验检验组间差异。Benjamini-Hochberg修正后的p值显示在每个箱线图的上面。Y轴表示单个聚糖的相对丰度值和糖基化特征。
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癌中表达，其中 4个N-聚糖具有 sLeA/X/LeA/X表位[见附录

A 中的图 S4（a）和（d）]。此外，sLeA/X表位仅在 CRC

的N-聚糖中被检测到，而一个含有LeB/Y表位的单触角N-

聚糖仅在神经内分泌癌中被检测到[见附录 A 中的图 S4

（a）和（d）]。值得注意的是，仅在两个N-聚糖上发现

LeB/Y表位，并且该表位只在腺癌中表达[见附录A中的表

S3和图S4（d）]。

为了探讨基于N-糖组学特征的各种CRC特征的分配，

图4. 对CRC敏感性最高的N-聚糖。（a）~（m）N-聚糖仅在两个或多个CRC样本中被检测到，而在正常结肠黏膜中未被检测到。（n）在89%的CRC
样本中，至少检测到图中5个N-聚糖中的一个[携带 sLeA/X/LeA/X表位或显示三触角]。
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图5. 在结直肠癌和癌症间质中，N-聚糖的相对丰度及上调的糖基化特征。（a）N-糖基化特征（蓝色）：（i）oligomannoside型，（ii）单触角，（iii）触

角岩藻糖基化，（iv）LeA/X，（v）硫酸化。此外，8种N-聚糖包括6种寡聚甘露糖苷型[（vi）~（xi）]、一种少聚甘露糖苷型（H3N2F1）（xii）和一种

杂合型（H6N3Su1a）硫酸化（xiii）N-聚糖在结直肠癌中显著上调。与癌症相比，间质特征（灰色）（b）是复合型聚糖（i）、α2-3唾液酸化[（ii）、
（iii）]、核心岩藻糖基化[（iv）、（v）]、触角聚糖[（vi）、（vii）]和半乳糖基化（viii）高表达；还有11个N-聚糖[（ix）~（xix）]主要表达α2-3唾液

酸化。采用Wilcoxon-Mann-Whitney非参数统计检验验证组间差异。Benjamini-Hochberg修正后的p值显示在每个箱线图的上面。Y轴表示单个聚糖的

相对丰度值和糖基化特征。
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进行了主成分分析（PCA）（见附录A中的图S5和图S6）。

硫化和磷酸化有助于Dukes分期D的大多数样本的分组，

尽管其他Dukes分期之间没有明显的聚集[见附录A中的

图 S5（a）和（b）]。然而，大多数覆盖Dukes分期C和

分期D（位于评分图右侧）的浸润性癌主要是由寡聚甘露

糖苷型和少聚甘露糖苷型N-聚糖、硫酸化及其Le表位表

达所驱动[见附录A中的图S5（a）~（c）]。相同分化级

别和肿瘤/间质比值的肿瘤没有出现成簇性聚集[见附录A

中的图S5（d）和图S6（d））。评分图下方可见黏液腺癌

（3T和2T），反映了 sLeA/X和α2-6唾液酸化的高表达[见附

录A中的图 S6（c）、图 S7和表 S9]。寡聚甘露糖苷型N-

聚糖和LeB/Y表位在来自大细胞神经内分泌癌的样本5T中

的丰度较高。值得注意的是，具有微卫星不稳定性

（MSI）的癌症从微卫星稳定性（MSS）癌症中分离出来，

这归因于 sLeA/X/LeA/X、α2-6唾液酸化、少聚甘露糖苷型

和单触角N-聚糖，以及触角岩藻糖基化的表达增加[图 6

（a）和（b）]。然而，这些差异并没有统计学意义。

3.5. 结直肠癌中N-聚糖的生物合成途径

通过使用观察到的CRC的N-糖基化特征，并将N-糖

组学数据与之前发表的 CRC 的基因表达变化进行整合

（见附录 A 的图 S8 和表 S10） [25]，构建了 N-聚糖在结

CRC中表达的生物合成途径（图6）。CRC中单触角N-聚

糖的升高可能是由于用于编码 α1-2 甘露糖苷酶的

MAN2N2的高表达，该酶负责对六分支N-聚糖上的α1-2

甘露糖残基进行修剪（见图 6及附录A中的图S8）。α2-6

唾液酸化的高表达与 ST6GAL1 的高表达相一致。

MGAT2/4B/5/5B的相对高表达与CRC中三触角/四触角N-

聚糖的表达相对应（见图 6及附录A中的图S8）。值得注

意的是，在CRC中发现了MGAT3的上调，其相应的GT

将GlcNAc添加到N-聚糖核心的β-甘露糖中，产生平分型

N-聚糖。然而，在CRC糖组中观察到平分型的N-聚糖显

著下调（见图6及附录A中的图S8）。

图6. 本研究提出的生物合成模型描述了结直肠癌和正常结肠黏膜N-糖基化差异的特征。N-聚糖在癌症（a）和正常黏膜（b）中的高相对丰度和特异

性表达，并结合编码参与N-聚糖生物合成的相应GT的基因。在癌症中表达上调的GT基因显示为红色。
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4. 讨论

肿瘤特异性糖基化特征的检测可能会受到肿瘤微环境

中细胞异质性（如成纤维细胞和免疫细胞）的阻碍。本研

究为了克服这一问题，进行了LCM研究，在从肿瘤微环

境中排除非肿瘤细胞的同时获得了富集的癌细胞。因此，

分别获得癌细胞和间质的糖基化特征，以及与黏膜下层和

肌肉细胞等其他层分离的正常结肠黏膜的糖基化特征。发

现癌症、间质和正常黏膜的N-聚糖图谱存在差异。与正

常黏膜相比，癌细胞中α2-6唾液酸化和单触角N-聚糖的

表达显著增加，平分型N-聚糖丰度减少，这与之前的研

究[5,14,16,26]一致。

总之，研究表明，在CRC的发展过程中，特异性GT

的表达和活性发生了改变[27]。本文发现癌症和正常黏膜

中N-聚糖的高表达或特异性表达（见附录A中的图S8），

并提出了一个与 CRC 相关的 N- 聚糖生物合成途径

（图 6）。为此，利用了公开的基因表达数据集[25]中参与

N-聚糖生物合成的GT的表达差异。总的来说，ST6GAL1

基因编码 GT（负责将唾液酸添加在 α2-6 连接的半乳糖

上），在CRC中显著上调，这与本研究癌症组织中的N-聚

糖α2-6唾液酸化的过表达一致（见图 3及附录A中的图

S8）。既往研究表明，ST6GAL1 GT在CRC癌症组织中的

表达和活性增强，并与转移和低生存率相关[28‒31]。此

外，CRC和乳腺癌中的α2-6唾液酸化已被发现有助于减

少细胞-细胞黏附和增加浸润性[14,32]。有趣的是，研究

表明，α2-3唾液酸化的增强主要出现在CRC早期阶段（I

和 II期），而α2-6唾液酸化在转移性肿瘤中高表达[28‒29,

33]。在本研究中，癌症和正常黏膜在已鉴定的N-聚糖的

α2-3 唾液酸化方面没有差异。然而，与癌症样本相比，

本研究确实发现间质中α2-3唾液酸化的表达更高（图5）。

在本研究中，与健康的黏膜和间质相比，癌症样本中

的单触角N-聚糖水平更高（图 3和图 5）。研究发现，与

健康对照组相比，癌症样本中的单触角N-聚糖H4N3S1a

和H4N3F1S1a（均具有α2-6唾液酸化）有统计学意义的

增加（图 3）。先前的一项研究调查了直肠腺瘤和直肠腺

癌之间糖基化的差异，发现单触角N-聚糖在直肠腺癌中

的表达比在直肠腺瘤中更常见[34]。此外，在另一项比较

CRC和健康结肠的研究[5]中也检测到了这种结构，该研

究发现一个组成为H4N3F2Su的单触角N-聚糖在CRC中

过表达。尽管处于一个相对较低的丰度，单触角N-聚糖

被发现在 CRC 组织的空间分辨 MS 成像中是增加的[2]。

一项关于α1,2-甘露糖苷酶mRNA表达的调查显示，与正

常黏膜相比，GT MAN1A2和GT MAN1B1在癌症组织中

显著高表达；这也可能导致癌症组织中特异性单触角N-

聚糖的表达增加，以及特异性寡聚甘露糖苷型N-聚糖下

调（见附录A中的图S8）。然而，这一发现与之前的研究

结果不太一致，即CRC中N-聚糖升高，而CRC和健康结

肠中MAN1A2和MAN1B1的表达没有显著差异[35]。据

推测，LCM的应用可能会导致这些有争议的结果。与健

康对照组相比[36]，上皮性卵巢癌患者的单唾液酸化单触

角N-聚糖显著减少。因此，单触角N-聚糖可以被认为是

CRC相关糖基化特征的一部分。

在本研究中，CRC与正常黏膜中寡聚甘露糖苷型N-

聚糖的表达无显著差异。同样，空间分辨的MS成像仅显

示了CRC II期中寡聚甘露糖苷型N-聚糖过表达的趋势[2]。

在CRC中观察到寡聚甘露糖苷型N-聚糖H6N2a和H9N2

的下调，这一发现与之前报道的CRC中寡聚甘露糖苷型

N-聚糖过表达的结果相反[34,37‒38]。由较短的分裂/复制

时间导致的不完全聚糖合成被认为是CRC组织中寡聚甘

露糖苷型聚糖积累的原因之一[12]。虽然LCM被用于富

集正常结肠黏膜细胞，但本文未能将它们与周围的免疫细

胞浸润完全分离。另一种CRC组织的空间分辨质谱图显

示结肠黏膜中寡聚甘露糖苷型N-聚糖的下调[38]，表明本

研究中大多数寡聚甘露糖苷型N-聚糖可能来自上皮细胞

微环境。为了研究这一点，本文对结肠淋巴滤泡进行了显

微切割，以解读免疫细胞（Impool）的糖基化的表达；然

而，观察到寡聚甘露糖苷型N-聚糖的低表达。虽然这一

发现表明，免疫细胞并没有在很大程度上导致寡聚甘露糖

苷型N-聚糖在正常结肠黏膜样本的高表达，但不能排除

这个可能性，因为与该组织相比，肠道相关免疫细胞群最

有可能存在于滤泡不同成熟期。

少聚甘露糖苷型N-聚糖以前被认为在哺乳动物中并

不常见[39]。然而，最近的研究发现，少聚甘露糖苷型N-

聚糖的升高与各种人类癌症有关，包括CRC [34,39‒40]。

在本研究中，CRC和健康正常黏膜之间的少聚甘露糖苷

型N-聚糖有没有统计学差异；然而，本研究确实观察到

一种特殊的少聚甘露糖苷型N-聚糖H2N2F1的表达显著升

高（图 3）。这一发现与另一项研究一致，该研究也报道

了与健康的结肠相比，该N-聚糖在CRC中过表达[5]。有

趣的是，已知这种N-聚糖可以修饰多种人类中性粒细胞

蛋白[39]。本研究发现，与健康黏膜相比，CRC中截短的

少聚甘露糖苷型N-聚糖（H3N2）表达下调（图3）。其他

研究也描述了截短的少聚甘露糖苷型N-聚糖如H3N2F1在

人类癌症中增加[39,41‒43]。少聚甘露糖苷型N-聚糖在癌

症发生和发展中的生物合成和作用有待进一步研究。

岩藻糖基转移酶FUT3-7和FUT3-9参与了 sLe/Le表位
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的生物合成[44]。既往报道显示，它们在结直肠癌进展中

发挥重要作用，包括增强肿瘤细胞的黏附和运动，导致转

移[45]。此外，研究人员还发现了 sLeX抗原可用作E-选择

素配体，与CRC的不良预后相关[45]。本文发现N-聚糖

表达 sLeA/X表位仅在CRC中表达，尽管在三例患者中被检

测到。FUT4表达的变化已被发现与多个细胞过程有关，

包括细胞膜运输、细胞周期和主要的致癌信号通路[46]。

FUT4的高表达刺激肺癌细胞的浸润、迁移和上皮-间充质

转化[46]，因此FUT4被认为是肺癌转移的预后预测因子

和治疗靶点。与相应的黏膜相比，CRC中FUT4的表达增

加[30]。因此，FUT4在CRC中的高表达可能是 sLeA/X生

物合成的关键介质（见图 5及附录A中的图 S8）。另外，

LeA/X表位（与预后不良相关）在正常结肠黏膜和CRC中

均存在[15]。然而，N-聚糖携带末端LeA/X表位，在CRC

中被检测到[图4（b）、（e）]。同样地，特异性LeA/X N-聚

糖已被证明在CRC中过表达。然而，携带LeA/X的N-聚糖

在总体上没有显著的过表达。

在LCM和TCGA数据集中，在CRC中均观察到编码

GnT-V的MGAT5基因的上调（见附录A中的 S8）。这与

之前的研究结果[30,47]一致。GnT-V负责在α1-6连接的

甘露糖中添加N-乙酰氨基葡萄糖，形成复合型N-聚糖的

β1-6分支（似乎促进癌症转移）[27,48]。然而，本文没有

检测到三触角/四触角N-聚糖在糖组学水平上有统计学意

义的增加，尽管在一些CRC样本中显示了更高的表达。

然而，在CRC中特异性检测到三种核心岩藻糖基化的三

触角N-聚糖，而在正常结肠黏膜中确没有表达[图4（i）~

（k）]。先前的研究发现，在各种癌症中，具有β1-6分支

和MGAT5的N-聚糖表达增加，并与恶性肿瘤和不良预后

相关[12,49‒50]，但本文基于质谱的N-糖组学分析不支持

这一发现[5]。此外，本文的MS成像研究显示，与正常结

肠黏膜相比，CRC中三触角N-聚糖减少[2]。相比之下，

由MGAT3基因编码的GnT-III参与了癌症抑制，并负责将

具有β1-4连接的GlcNAc转移到N-聚糖的核心β-甘露糖残

基上，形成一个平分型聚糖[27,51]。在CRC中观察到平

分型GlcNAc N-聚糖的显著下调（图 3）；虽然根据LCM

数据集发现MGAT3在癌症中表达上调，但TCGA数据集

显示在癌症中表达下调（见附录A中的图S8）。

癌症相关糖基化特征曾被报道扩散到恶性肿瘤周围的

间质中[2]。间质由免疫细胞、癌症相关成纤维细胞以及

细胞外基质组成，形成肿瘤微环境的基本组成，支持恶性

细胞生长和转移[52]。在本研究中，核心岩藻糖基化、

α2-3唾液酸化和复合型N-聚糖在间质中的表达比在癌症

中更高，其中单触角结构、带LeA/X表位的N-聚糖和硫酸

化N-聚糖的丰度明显更高。同样，通过CRC间质区的MS

成像，发现复合型N-聚糖的表达量较高[2]。在癌症和间

质之间发现的N-聚糖图谱的明显差异，表明了肿瘤区域

特异性MS和感兴趣的细胞类型的富集对特异性糖组学分

析的重要性。然而，与早期阶段相比，从间质区域分离晚

期癌细胞变得更具挑战性，因为分散的癌细胞通过组织的

不同层浸润，这可能会影响LCM富集的重现性和准确性。

本研究为未来更大规模的研究铺平了道路，重点关注间质

特异性糖基化特征和解读间质糖基化和癌症进展之间的潜

在联系。

5. 结论

本研究使用 PGC-LC-ESI-MS/MS对CRC进行了深入

的N-糖基化分析，并与来自同一患者的健康结肠黏膜进

行了比较。分别对原发性和转移性CRC的上皮区域、相

应的肿瘤间质和正常结肠上皮区域的N-糖组进行研究，

使用LCM来富集来自不同区域的细胞。在癌症、间质和

正常黏膜之间发现了N-糖基化的显著差异。与健康黏膜

相比，CRC 中 α2-6 唾液酸化和单触角 N-聚糖显著过表

达，而平分型N-聚糖表达下调。糖基化的改变是由参与

N-聚糖生物合成的相应GT的表达所支持的。在间质样本

中观察到寡聚甘露糖苷型和单触角N-聚糖、LeA/X表位和

硫酸化的下调，以及核心岩藻糖基化和α2-3唾液酸化表

达的增加。同一肿瘤中不同类型细胞间糖基化发生改变，

这一发现有助于进一步加深对CRC发展过程中糖基化变

化的理解。
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