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摘要

系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus, SLE）是一种发病机制不明、临床表型异质性大的自身免
疫性疾病。目前已有的SLE血清生物标志物灵敏度或特异性有限，使得SLE的早期精准诊断存在困难。
在本研究中，通过对389例SLE患者及304例健康对照者进行深入的糖组学分析，鉴定出血清免疫球蛋白
G（IgG）上的两种N-糖链能够作为SLE的诊断生物标志物。在容易与SLE混淆的其他系统性自身免疫性
疾病（如类风湿性关节炎、原发性干燥综合征或系统性硬化症）中，这两种生物标志物没有出现显著变化，
提示这两种N-糖链生物标志物对诊断SLE具有特异性。值得注意的是，这两种N-糖链生物标志物被证
明是自身抗体非依赖性的，并且适用于所有阶段的SLE患者。基于片段特异性糖链分析和糖肽分析，发
现这两种N-糖链生物标志物位于 IgG上的Fc区域，并与疾病活动性密切相关。而酶学分析结果则提示，
SLE患者体内一系列糖转移酶的失调可能是观察到的糖链产生变化的原因。研究结果为基于血清 IgG
糖基化和SLE潜在的新致病因素的高效人群筛查提供了新的思路。

© 2023 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

自身免疫性疾病影响着全球 5%~10% 的人口[1‒2]，

有大量证据表明，近几十年来，这类疾病的发病率呈持续

上升态势。尽管在管理这些患者方面取得了许多进展，但

仍仅有不到 50%的患者达到了临床缓解，且缺乏个性化

的有效治疗方法[3]。对自身免疫性疾病在早期及轻症阶

段就进行治疗常可取得更好的疗效。因此，早筛早诊、精

确治疗往往能使患者有更高的缓解率。然而，目前尚缺乏

高灵敏度和高特异性的生物标志物。
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus, SLE）

是一种常见的自身免疫性疾病，其临床表现具有异质性

[4‒6]。SLE与其他系统性自身免疫性疾病，如类风湿性

关节炎（RA）、原发性干燥综合征（pSS）、系统性硬化症

（SSc）等具有相似的症状[7‒8]，因此很难将SLE患者与

其他自身免疫性疾病患者区分开来。此外，目前用于分类

SLE的自身抗体[如抗核抗体（ANA）、抗双链DNA（ds 

DNA）抗体、抗 Sm抗体等]也与其他自身免疫性疾病和

炎症有关（例如，在20世纪30年代末，抗dsDNA抗体首

次在细菌感染患者中被检测到[9]）。由此可见，这些自身

抗体生物标志物对SLE的特异性较低（＜60%）[10]。寻

找鉴别 SLE与其他易混淆疾病的理想指标，对于 SLE的

早期诊断和避免不可逆的靶器官损害具有重要意义。

抗体亲和力的差异受免疫球蛋白G（IgG）可结晶片

段（Fc）结构域与相应的 Fc受体（FcR）相互作用的影

响，进而导致不同的免疫应答[11]。IgG的Fc结构域存在

一个保守的N-糖基化位点[11]。连接到该位点的N-糖链是

高度多样化的[12]，其结构会随着生物和环境因素以及疾

病状况的变化而变化，尤其是 SLE 等自身免疫性疾病

[13]。糖链维持着Fc的四级结构和稳定性[14‒15]。IgG上

的低糖链也存在与凝集素结合的糖链表位[16]。更重要的

是，Fc糖链是抗体与白细胞（包括巨噬细胞、嗜酸性粒

细胞、中性粒细胞、自然杀伤细胞和淋巴细胞）上表达的

各类受体最佳结合所必需的[17]。IgG糖基化对多种效应

功能有很大影响，包括抗体依赖性细胞毒性（ADCC）、

补体（C3a或C5a）依赖性细胞毒性（CDC）、抗体依赖性

细胞吞噬（ADCP）以及由受体介导的其他形式的免疫调

节 [18]。Fc 糖链的修饰通过调整 I 型和 II 型 Fcγ受体

（FcγR）的平衡来影响抗体功能，并随后调节免疫激活过

程中可招募的效应细胞及其功能[19]。因此，Fc糖链在免

疫稳态中起着核心作用。Fc糖链修饰的失调可导致免疫

耐受丧失、自身免疫性疾病的产生以及对感染性疾病的易

感性增加[20]。

由于N-糖链在自身免疫性疾病中的核心作用，SLE

患者血清的 IgG糖基化改变有望作为SLE诊断的潜在生物

标志物。然而，由于糖链检测技术上的限制，在以往的研

究中没有发现高度特异性的诊断性 N-糖链生物标志物

[21]。而在本实验室中，开发了一种基于二氧化钛-多孔石

墨化碳（TiO2-PGC）微流控芯片的深度糖组学研究方法

[22]。这种方法能实现对通常具有重要生物学意义的低丰

度及微量酸性糖链的定量分析[22]。在本研究中，采用这

种深度糖组学研究方法对389例SLE患者和304例健康对

照者（healthy controls, HC）的血清 IgG进行分析，以鉴

定出高性能的SLE血清N-糖链诊断指标。

2. 方法

2.1. 研究对象

2.1.1. 样本来源

SLE患者分别来自北京大学人民医院（n = 226）、天

津中医药大学第一附属医院（n = 82）、广东省人民医院 

（n = 81）。pSS患者分别来自北京大学人民医院（n = 30）、

天津中医药大学第一附属医院（n = 15）、广东省人民医

院（n = 4）。SSc 患者分别来自北京大学人民医院（n = 

23）和广东省人民医院（n = 3）。RA患者均来自天津中

医药大学第一附属医院（n = 33）。HC受试者分别来自珠

海市中西医结合医院 （n = 270）、北京大学人民医院

（n = 50）、广东省人民医院（n = 42）和天津中医药大学

第一附属医院（n = 48）。所有受试者均签署知情同意书，

并获得当地相关医院伦理委员会批准（2015PHB219-01）。

2.1.2. 系统性红斑狼疮患者基本情况

本研究共分析了来自6个独立队列（包括一个训练数

据集和5个验证数据集）的389例SLE患者和304例HC受

试者。SLE 患者的平均病程为 5 年。训练数据集包括

133例SLE患者和 89例HC受试者。SLE患者的平均年龄

为(37.3 ± 13.0)岁，与HC受试者的平均年龄[(37.9 ± 13.4)

岁]相当。该数据集分别包含 91.7% 的女性 SLE 患者和

92.1% 的女性 HC 受试者。第一个验证数据集包括 58 例

SLE患者和 39与 SLE患者年龄、性别相匹配的HC受试

者；第二个验证数据集包括 36例SLE患者和 36例与SLE

患者年龄、性别相匹配的HC受试者；第三个验证数据集

包括53例SLE患者和50例与SLE患者年龄、性别相匹配

的HC受试者；第四个验证数据集包括 59例 SLE患者和

42例与SLE患者年龄、性别相匹配的HC受试者；第五个

验证数据集包括 50例 SLE患者和 48例与 SLE患者年龄、

性别相匹配的HC受试者。所有SLE患者均符合1997年修

订的美国风湿病学会（American College of Rheumatology, 

ACR）分类标准[23]。附录A中的数据集S1提供了SLE患

者和HC受试者的详细信息。

2.1.3. 类风湿关节炎患者基本情况

纳入符合 2010年ACR/欧洲抗风湿病联盟（EULAR）

RA分类标准的RA患者样本（n = 33）和与其年龄、性别相

匹配的HC受试者样本（n = 32）[24]。详细信息见附录A

中的数据集S2。

2



2.1.4. 原发性干燥综合征患者基本情况

本研究共纳入 49例 pSS患者和 49例与其年龄、性别

相匹配的HC受试者，如附录A中的数据集S2所示。pSS

患者诊断根据 2016 年 ACR/EULAR 关于 pSS 的分类标

准[25]。

2.1.5. 系统性硬化症患者

本研究共纳入 26例SSc患者和 25例与其年龄、性别

相匹配的HC受试者，如附录A中的数据集S2所示。根据

ACR/EULAR关于SSc的诊断分类标准纳入SSc患者[26]。

按照同样的程序从医院获得了人血清样本，所有样品

在使用前均被保存在−80 ℃环境中。

2.2. IgG N-糖链的分析

在 96 孔过滤板中加入 50 μL 预洗的 Protein A Sepha‐

rose 4 Fast Flow beads（GE Healthcare, Sweden）、250 μL

结合缓冲液和 10 μL血清以分离 IgG。样品在摇床上室温

孵育 15 min 后，以 1000 r·min−1 离心 5 min。然后用

250 μL结合缓冲液洗涤两次。随后用 200 μL洗脱缓冲液

将 IgG 洗脱两次，放入新的 V 型底收集板中，再加入

30 μL中和缓冲液进行中和。缓冲液交换后，用截留分子

量为30 K的离心过滤装置浓缩得到的 IgG样品。每个患者

样本采集 IgG 50 μg，用 100 mmol·L‒1碳酸氢铵缓冲液稀

释至终浓度为 1 μg·μL−1，然后加入 0.5 μL PNGase F

（New England Biolabs, USA）。经37 ℃孵育16 h后，将酶

促反应样品装载到预处理好的C18滤芯上，用 1.0 mL蒸

馏水洗脱释放N-糖链。将流通液与水洗脱液混合，快速

真空干燥，在 100 μL蒸馏水中重构后进行分析。随后，

使用本研究建立的TiO2-PGC芯片三重四极杆质谱（QQQ-

MS; Agilent, USA）方法对N-糖链进行定量分析。在Agi‐

lent 1260 Infinity HPLC Chip LC系统上完成N-糖链的色谱

分离，该系统配备了定制的 TiO2-PGC 芯片。在 Agilent 

6490 iFunnel QQQ-MS 上采用多反应监测（MRM）以正

离子模式对N-糖链进行定量分析。

2.3. 糖基转移酶的测定

对于与鉴定的生物标志物相关的糖基转移酶，即N-

乙酰氨基葡萄糖转移酶 I（GnTI）、GnTII、GnTIII、Gn‐

TIV、 GnTV、唾液酸转移酶（ST）、 α - 甘露糖链酶

（αM）、岩藻糖基转移酶 8（FUT8）和半乳糖基转移酶

（GalT），根据制造商的说明使用市售的酶联免疫吸附测

定 （ELISA） 试 剂 盒 （Meimian Biotech, China） 进 行

测定。

2.4. 统计学分析

在糖组学分析中，使用MRM技术检测每种N-糖链的

水平，该技术因在复杂混合物中具有可靠的定量分析能力

而受到重视。在MRM方法中，目标化合物通过两个选择

步骤（选择前体离子和产物离子）来检测目标化合物，这

两个选择步骤滤除了外渗背景离子，从而具有较高的检测

灵敏度。在这种情况下，多次进样的主要误差来自于不同

采集时间获得的信号响应（反映为峰面积）的变化。这种

变化通常通过使用归一化或标准化方法加以纠正。在本文

的分析中，计算了每个N-糖链的相对丰度，以便进行进

一步的统计分析，计算公式如下：

单个糖链的相对丰度=（单个糖链的峰面积/所有糖链的

峰面积之和）×100 %

相对丰度本身是一种归一化值，可以通过多次测试消

除变异，这种归一化丰度在糖组学研究中被广泛使用。

在Wilcoxon秩和检验中，双侧p值低于0.05为差异有

统计学意义。连续变量以均数±标准差（SD）表示。样本

量未事先用统计学方法确定。所有数据点均纳入分析。在

方法上，在使用WEKA软件时采用了不同的特征评估方

法以防止偶然性结论，包括特征选择方法中的相关性评估

器、增益比评估器、信息增益评估器和 relief-F评估器，

以及不同的分类方法，如逻辑回归（LR）和支持向量机。

LR模型表现出最好的性能，因此是本研究选择的主要模

型。ComBat方法[27]（在 R软件包“SVA”[28]中实现）

使用经验贝叶斯框架来调整批次处理效果。对于已鉴定的

N-糖链生物标志物，使用单个标志物和组合预测因子的

受试者工作特征（receiver operating characteristic, ROC）

曲线分析（在R软件包“pROC”[29]中实现）评估N-糖

链生物标志物的诊断价值。截止值根据分析中使用公式

（敏感性+特异性−1）生成的最大值进行设置。采用De‐

Long等[30]提出的方法获得AUC的 95%置信区间（95% 

CI）以及基于ROC曲线的敏感性和特异性。此外，通过

将误诊率设置为0.05，对多重检验的p值进行校正。所有

统计分析均采用RStudio 1.0.153版本（RStudio incorporat‐

ed corporation, USA）进行。

3. 结果

3.1. SLE患者 IgG糖链的特征

采用基于TiO2-PGC芯片、飞行时间质谱（TOF-MS）

和QQQ-MS联用的一种成熟的深度糖组学研究方法，对

389例SLE患者和 304例与其年龄、性别相匹配的健康对

照者的血清 IgG 进行了糖谱分析（见附录 A 中的表 S1）
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[22]。招募了符合ACR 1997年修订的 SLE诊断标准的患

者[23]。初始队列包括133例SLE患者和89例通过多中心

合作招募的匹配对照，而随后的验证队列包括4个验证集

的256例SLE患者（见附录A中的表S1）。

在 SLE 患者中，共鉴定出 114 种不同的 IgG 糖链组

成，即53种中性N-糖链和61种酸性N-糖链。在一个训练

集和 5个验证集中检测了无半乳糖基化糖链（G0）、单半

乳糖基化糖链（G1）和双半乳糖基化糖链（G2）的丰度。

结果显示，这些糖链在SLE患者中发生了改变，这与先前

的文献报道（见表 1 和附录 A 中的图 S1~S3）基本一致

[21]。在 SLE 患者中也观察到内层 β -N-乙酰葡糖胺

（GlcNAc）上岩藻糖基化的减少和平分型N-乙酰葡糖胺的

增加（见表1和图1以及附录A中的图S4和S5），这两种

糖型都有助于免疫反应的激活[19,31]。在本研究中，与

HC受试者相比，SLE患者的 IgG唾液酸化水平呈下降趋

势（见附录A中的表S1和图S6）。

3.2. SLE患者的N-糖链生物标志物

有研究报道，αM-Ⅱ缺陷会诱导小鼠产生一种类似人

类SLE的自身免疫性疾病[32]，这表明SLE患者体内可能

存在特异性的N-糖链生物标志物。为了识别SLE的单个

N-糖链生物标志物，在WEKA软件中使用基于相关性的

特征子集选择方法（CfsSubsetEval）来选择信息丰富的

N-糖链。在训练集（SLE 患者，n = 133；HC 受试者，

n = 89）中，4种中性N-糖链和 8种酸性N-糖链被初步表

征为 SLE 分类的潜在生物标志物。然后，分别使用这

12种生物标志物生成诊断模型，使用LR评估其灵敏度和

特异性。根据ROC曲线分析，12种N-糖链的灵敏度值为

46.6%~83.5%，特异性值为 67.4%~100.0%， AUC 值为

0.702~0.895（见附录 A 中的表 S2），差异极显著（P < 

0.0001，Wilcoxon秩和检验）（见附录A中的图 S7）。进

一步在5个验证集（验证集一：SLE患者，n = 58；HC受

试者，n = 39。验证集二：SLE 患者，n = 36；HC 受试

者，n = 36。验证集三：SLE患者，n = 53；HC受试者，

n = 50。验证集四：SLE患者，n = 59；HC受试者，n = 

42。验证集五：SLE患者，n = 50；HC受试者，n = 48）

（见附录A中的表 S2）中检测了这 12种N-糖链生物标志

物，结果与来自训练集的结果一致。12种生物标志物中

的两种，即 4_4_1_0-a和 4_3_1_1-b [图 1（a）和（b）]被

证明对SLE具有相对较高的预测能力。两种糖链均具有较

高的AUC（0.765~0.902）、灵敏度（72.9 %~87.9 %）和特

异性（75.0 %~ 88.1 %）[图 1（c）和（d）]。与HC受试

者相比，SLE患者的生物标志物4_4_1_0-a水平显著降低，

而生物标志物 4_3_1_1-b 水平则显著升高（p < 0.0001）

[图 1（e）和（f）]。在训练集和验证集中，这两种N-糖

链生物标志物的组合显示出更高的AUC、灵敏度和特异

性（见附录A中的表S2）。

3.3. N-糖链在疾病鉴别诊断中的作用

为了进一步确定这两种N-糖链生物标志物的特异性，

检测了在对ANA同样有较高敏感性的其他常见系统性自

身免疫性疾病（如RA、pSS和SSc）患者体内这两种N-糖

链生物标志物的水平变化[33]。使用 TiO2- PGC 芯片及

QQQ-MS方法检测了RA、pSS、SSc患者以及与其年龄、

性别相匹配的 HC 受试者的血清样本（见附录 A 中的表

S3、S4、S5）。尽管 IgG糖基化的改变被认为与RA、pSS

和SSc的发展有关[34‒35]，但这些疾病中单个N-糖链的改

变与SLE中的不同。首先，在RA [图 2（a）、（b）]、pSS 

[图2（c）、（d）]和SSc [图2（e）、（f）]患者中，两种SLE

生物标志物 4_4_1_0-a和 4_3_1_1-b的丰度与各自相应的

HC受试者相比没有显著变化，因此对RA、pSS和SSc的

分类能力较低（见附录A中的表S6）。在之前的研究中发

现RA特异性N-糖链生物标志物[22]与SLE生物标志物不

同。还鉴定了pSS和SSc的高性能N-糖链生物标志物，这

些生物标志物在结构上与SLE和RA的生物标志物均不同

（见附录A中的表S8和S9）。这些发现表明，IgG的糖基化

表1　SLE患者 IgG糖基化的分级能力

Glycosylation 

types

G0

G1

G2

Fucosylation

Bisecting 

GlcNAc

Sialylation

Training set

AUC

0.621

0.744

0.560

0.718

0.727

0.570

Sensi‐

tivity

37.6%

68.4%

31.6%

54.9%

62.4%

22.6%

Speci‐

ficity

85.4%

69.7%

83.2%

87.6%

73.0%

93.3%

Validation set 1

AUC

0.606

0.685

0.559

0.828

0.780

0.463

Sensi‐

tivity

74.1%

41.4%

65.5%

79.3%

74.1%

51.7%

Speci‐

ficity

51.3%

89.7%

59.0%

69.2%

79.5%

56.4%

Validation set 2

AUC

0.689

0.608

0.662

0.643

0.676

0.566

Sensi‐

tivity

52.8%

33.3%

44.4%

36.1%

66.7%

25.0%

Speci‐

ficity

80.6%

91.7%

91.7%

97.2%

66.7%

88.9%

Validation set 3

AUC

0.486

0.655

0.527

0.578

0.589

0.524

Sensi‐

tivity

15.1%

64.2%

22.6%

45.3%

81.1%

24.5%

Speci‐

ficity

94.0%

66.0%

90.0%

72.0%

44.0%

90.0%

Validation set 4

AUC

0.759

0.756

0.730

0.449

0.754

0.653

Sensi‐

tivity

50.8%

57.6%

50.8%

8.5%

72.9%

49.2%

Speci‐

ficity

92.9%

85.7%

88.1%

100.0%

71.4%

83.3%

Validation set 5

AUC

0.545

0.493

0.572

0.720

0.500

0.530

Sensi‐

tivity

58.0%

48.0%

44.0%

76.0%

14.0%

40.0%

Speci‐

ficity

58.3%

60.4%

79.2%

64.6%

97.9%

72.9%
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特征在不同的风湿病条件下有不同的改变。

3.4. 鉴定的 IgG N-糖链生物标志物与SLE临床表型的相关

性分析

补体系统在SLE中起着双重作用：既与发病机制，又

与疾病进展相关[36‒37]。据报道，N-糖基化改变可促进

促炎性甘露糖依赖的糖链配体的产生，从而激活和裂解补

体 3（C3）和C4 [38]。因此，本研究分析了这两种N-糖

链与多种SLE表型的相关性。与之前的报道一致，4_3_1_

1-b在C3和C4水平较低的患者中显著上调，而4_4_1_0-a

图1. 两种潜在的SLE N-糖链生物标志物的分类性能和相对丰度。（a）、（b）本研究中鉴定的用于SLE分类的 N-糖链生物标志物的结构：（a）4_4_1_0-
a结构；（b）4_3_1_1-b结构。（c）、（d）SLE和HC分类的ROC曲线 ，其中（c）代表4_4_1_0-a，（d）代表4_3_1_1-b。（e）、（f）SLE患者和HC受试

者中两种N-糖链生物标志物的相对丰度箱线图，其中（e）代表4_4_1_0-a，（f）代表4_3_1_1-b。
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则没有上调[图 3（a）和（b）]。值得注意的是，4_3_1_

1-b（一种唾液酸化的 IgG 糖链）也随着红细胞沉降率

（ESR）的增加而上调[图 3（c）]，提示该指标可预测疾

病活动情况。这一发现与增加唾液酸化的 IgG糖链可减

轻自身抗体引发的炎症的报道不一致[39]。因此，本研究

发现表明唾液酸化的拓扑结构信息可能会影响 IgG的功

能。一些唾液酸化的糖链，包括糖链峰 17（glycan peak 

17, GP17）、GP19 和 GP21 也被报道在 SLE 患者中升

高[21]。

鉴定的N-糖链生物标志物（4_4_1_0-a和 4_3_1_1-b）

与血清自身抗体滴度之间没有相关性，包括 ANA [图 3

（d）]、抗双链DNA（抗 dsDNA）[图 3（e）]、抗核糖核

蛋白（抗 RNP）（见附录 A 中的图 S10）和抗 Smith（抗

Sm）（见附录A中的图S10）。这表明这些糖链是独立于自

身抗体的诊断生物标志物，可能在SLE的发病机制中充当

“开关”或“调节因子类似物”的角色。此外，本研究中

未观察到器官特异性（见附录A中的图S11）。因此，这

两种N-糖链生物标志物可能与触发SLE的常见系统机制

有关。

还根据病程将患者分为4个亚组，即新诊断的（小于

1个月；n = 41）、1个月至5年的（n = 73）、5年至10年的

（n = 33）和 10年以上的（n = 42），并比较不同病程患者

中两种已鉴定N-糖链的相对丰度。与HC相比，无论病程

长短，N-糖链 4_4_1_0-a和 4_3_1_1-b均有显著差异[图 3

（f）]。在新诊断的SLE患者的样本中，糖链4_4_1_0-a的

相对丰度与病程较长的患者相似[图3（f）]。在新诊断的

SLE患者和病程较长的患者的样本中未检测到糖链4_3_1_

1-b的显著差异[图 3（f）]，表明这两种糖链可以作为不

同病程的SLE患者的诊断生物标志物。

3.5. 确定鉴定的N-糖链生物标志物在 IgG上的位点

为了进一步确认两个N-糖链生物标志物的位点，使

用 FabRICATOR（IdeS; Genovis, USA）酶切 IgG以生成 F

(ab')2和 Fc/2片段，然后使用 IgG-Fc 亲和介质（Thermo‐

Fisher, USA）和 IgG 重链恒定区 1 （CH1）亲和介质

（ThermoFisher）分离 IgG-F(ab')2 和 IgG-Fc。十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）显示 F(ab')2和

Fc/2完全分离。对分离得到的Fc和F(ab')2释放的N-糖链

进行分析。在Fc片段上检测到中性N-糖链（4_4_1_0-a），

而在 Fc片段上主要检测到酸性N-糖链（4_3_1_1-b）。在

IgG - F(ab')2片段上发现了少量 4_3_1_1-b（约占 Fc片段

上相应糖链的14 %）（见附录A中的图S12）。

为了确定N-糖链与SLE之间的功能相关性，开发了

一种高灵敏度检测亚类和位点特异性糖肽的MRM方法，

并从人血清中共鉴定出 83 种 IgG-Fc 衍生糖肽 [40]。在

12种潜在的SLE相关N-糖链中，共有 6种在Fc区域被鉴

定出来。值得注意的是，通过使用超高效液相色谱四极杆

TOF-MS（UHPLC-Q-TOF-MS）进行糖肽分析，证实了两

个高性能 N-糖链生物标志物（4_4_1_0-a 和 4_3_1_1-b）

附着在 IgG-Fc区域（图4）。

采用UHPLC-QQQ-MS对 IgG-Fc糖肽G1F（4_4_1_0）

和 1111（4_3_1_1）进行定量分析，检测到来自不同 IgG

亚类的G1F（4_4_1_0）糖型的糖肽，而 1111（4_3_1_1）

糖型的糖肽仅在 IgG2和 IgG3亚类中被检测到（图4）。

3.6. N-糖链在SLE中的功能分析

尽管对糖链改变与疾病发病之间的因果关系尚不清

楚，但在 SLE的全基因组关联研究中已经发现了几个与

IgG糖链组成相关的基因，包括 IKZF1、BACH2和HLA-

DQA2 [41]。编码αM-II的单个基因突变会导致类似人类

SLE的系统性自身免疫性疾病，并导致促炎甘露糖依赖性

糖配体的产生[32]。此外，αM-II缺陷小鼠的N-糖链水平

也发生了改变，表现为复合型N-糖链的减少和诱导产生

特异性杂合型N-糖链[32,42]。因此，检测了复合型和杂

合型糖链的变化，观察到杂合型N-糖链的积累和复合型

图2. 两种潜在的SLE N-糖链生物标志物在RA、pSS和SSc中的相对丰

度。（a）、（b）RA患者及相应HC受试者中糖链 4_4_1_0-a和 4_3_1_1-b
的相对丰度；（c）、（d）pSS患者及相应HC受试者中两种潜在N-糖链生

物标志物的相对丰度；（e）、（f）SSc患者及相应HC受试者中两种潜在

N-糖链生物标志物的相对丰度。
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N-糖链的减少[图5（a）]，这表明在SLE患者中，杂合型

N-糖链向复合型N-糖链的转化受到了抑制。此外，检测

了 SLE患者体内糖基转移酶的变化，结果显示 SLE患者

血清 GnTII 水平显著降低，而 GnTI、GnTV、FUT8 和

GalT的水平则显著升高。GnTⅢ、GnTⅣ、ST、αM水平

没有明显变化[图5（b）]。

4. 讨论

SLE的临床表型多种多样。尽管对SLE的认识取得了

一些进展，但仍无法将单一的临床、实验室或病理特征作

为疾病分类或诊断的金标准[43]。越来越多的证据表明，

蛋白质糖基化与 SLE的发病密切相关。活动性 SLE患者

图3. 鉴定的N-糖链生物标志物与疾病表型的相关性分析。（a）两种糖链在C3水平较低（＜0.79 g·L−1）或正常的 SLE患者中的表现和相对丰度；

（b）两种糖链在C4水平低（＜0.16 g·L−1）或正常的SLE患者中的表现和相对丰度；（c）两种糖链在血沉正常（≤20 mm·h−1）或偏高（＞20 mm·h−1）

的SLE患者中的表现和相对丰度；（d）两种糖链在ANA阴性、低浓度（≤1∶320）或高浓度（＞1∶320）的SLE患者中的表现和相对丰度；（e）两

种糖链在抗dsDNA抗体阴性、低浓度（25~100 IU·mL−1）或高浓度（＞100 IU·mL−1）的SLE患者中的表现及相对丰度；（f）两种糖链在不同病程[＜
1个月（m）、1 m~5年（y）、5~10 y、＞10 y] SLE患者中的相对丰度。

7



的天然循环总 IgG复合物通常具有暴露的岩藻糖基残基，

这些岩藻糖基残基可与可溶性凝集素结合[44]。抗dsDNA 

IgG1 的岩藻糖基化程度与 SLE 疾病活动密切相关[45]。

αM-II的缺乏会减少复合型N-糖链分支，增加杂合型N-糖

链，并在小鼠中诱导类似于人类 SLE的自身免疫性疾病

[42]。总 IgG N-糖链中的平分型N-乙酰葡糖胺也与SLE的

疾病活动度呈正相关[46]。这些结果表明，IgG的糖基化

具有作为疾病诊断生物标志物的潜力，并影响SLE的发病

机制。

本文研究结果证明了 N-糖链在 SLE 中的诊断能力。

受益于新发现的N-糖链生物标志物（4_4_1_0-a和4_3_1_

1-b），对于症状不典型的SLE患者可能获得精准诊断，最

终可能有助于控制疾病的发展和降低死亡率。研究发现，

糖链4_3_1_1-b在补体水平低的患者中显著上调，提示其

作为炎症指标的潜在作用。所选择的糖链与器官特异性和

血清自身抗体滴度（包括ANA、抗dsDNA、抗RNP和抗

Sm）之间没有相关性，表明这些糖链是独立于自身抗体

的SLE诊断标志物。本文研究结果也支持了一种假设，即

每种风湿性疾病都很可能与特定的N-糖链变化有关，正

如之前在类风湿关节炎、强直性脊柱炎和银屑病关节炎的

研究中所观察到的那样[22,47]。

IgG Fc结构域上的N-糖链组成可通过影响Fc与各种

Fc 受体（如 FcγR）的结合能力来调节抗体的效应功能

[48]。Fc糖基化失调可导致免疫耐受丧失和症状性自身免

疫[49]。因此，在 SLE中，位于 Fc区N-糖链的改变可能

导致 IgG与 FcγR结合发生改变，从而影响疾病的发展。

在本研究中，确定了两种特异性SLE N-糖链生物标志物

主要附着在 IgG-Fc区域。此外，首次证明GnTII在SLE患

者体内的抑制作用，并展示了由此导致的N-糖链谱的改

变，从而为疾病的发病机制提供了新的见解。然而，由于

IgG的糖型极其多样，特异性N-糖链在SLE中的确切功能

仍有待阐明。糖工程学的进展可能为进一步的功能研究提

供一种有用的策略，用于生产聚糖定义和位点选择性修饰

的抗体[50]，还需要更多的功能实验（如完整抗体的酶促

糖链重塑）来阐明N-糖链生物标志物与SLE发病机制之

间的联系。

尽管在自身免疫性疾病中 IgG糖基化的改变已被证实

了近 40年，但目前关于如何将现有的 IgG糖基化的知识

转化为临床应用仍是一个重大挑战。造成这一困难的主要

原因之一是，单个蛋白质的糖组学也是非常复杂的，尤其

是存在大量低丰度但具有高度生物活性的糖链。本课题组

开发了一种基于微流控TiO2-PGC芯片的深度糖组学研究

方法，实现了对低丰度、痕量甚至超痕量糖链进行灵敏检

测。这项技术极大地提高了血清 IgG糖组学分析的“深

度”，从而允许发现诊断、治疗反应和预后的低丰度生物

标志物。一旦鉴定出疾病中的特异性糖链，特异性糖链的

制备或生物合成及相应的检测试剂盒将实现糖基化作为疾

病生物标志物而得到更广泛的应用。

图4. 两种高潜力的N-糖链生物标志物（4_4_1_0-a和4_3_1_1-b）在 IgG2上的糖肽质谱（MS）和串联质谱（MS/MS）图谱。单糖符号以功能糖组学

联合会为准。蓝色方块：N‐乙酰氨基葡萄糖；黄色圆圈：半乳糖；绿色圆圈：甘露糖；红色三角形：岩藻糖；紫色菱形：N‐乙酰神经氨酸。
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5. 结论

本研究明确了血清N-糖链特征性生物标志物可用于

SLE 诊断，也可与类似 SLE 的自身免疫性疾病（RA、

SSc、pSS等）相鉴别，这可能为进一步发现SLE发病新

机理提供新思路。
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