
可去除染料——N-聚糖多方法深入分析中的缺失环节
Samanta Cajic a,b, , René Hennig a,b, , Valerian Grote a , Udo Reichl a,c, , Erdmann Rapp a,b,*
a Max Planck Institute for Dynamics of Complex Technical Systems, Magdeburg 39106, Germany
b glyXera GmbH, Magdeburg 39120, Germany
c Otto-von-Guericke University, Chair of Bioprocess Engineering, Magdeburg 39106, Germany

摘要

随着聚糖在健康和疾病中的作用不断被阐明，很明显，聚糖的巨大复杂性也不可被忽视。为了充分描述
聚糖结构，本文开发了一种综合方法，结合了一套成本效益好、应用广泛和易于操作的分析方法。本文工
作流程的关键特点是利用可移动荧光标记——以氯甲酸-9-芴基甲酯（Fmoc）为例——来弥补不同糖组学
分析方法之间的差距，特别是毛细管电泳-激光诱导荧光检测（xCGE-LIF）和基质辅助激光解吸/电离飞行
时间质谱（MALDI-TOF-MS）。通过对从鸡卵白蛋白、马血清和牛转铁蛋白中选择的复杂N-聚糖的详细
结构进行分析，说明了本文所提方法的分析能力。此外，这种方法“可视化”了迄今为止难以识别的N-聚
糖——如人类免疫球蛋白A上的硫酸化聚糖——包括聚糖结构的微小变化，期望为生物标志物的发现提
供有用的新靶点。
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1. 引言

当Karl Landsteiner在1900年将他的6个同事的血清和

红细胞混合时[1]，他观察到一种凝集效应，这在多年后

被归因于糖缀合物的一个基本特征：聚糖结构的微小变化

可以产生巨大的影响。在Landsteiner的发现中，红细胞糖

缀合物链的倒数第二个单糖上只有一个N-乙酰基（一个

小的变化）在A细胞和B细胞之间产生了重要的差异，导

致血型不相容（一个巨大的影响）[2]。随着对聚糖结构

和功能的认识不断增加，研究人员发现了更多的例子，证

实了聚糖的细微差异会转化为重要的（病理）生理效应

[3]。虽然癌细胞上的聚糖通常与正常细胞上的聚糖在结

构上只有微小的差异[如岩藻糖（Fuc）、半乳糖（Gal）、

唾液酸（SA）的位置和连接，或触角的位置]，但它们在

癌症的形成和进展中起着重要作用。例如，三种N-聚糖

的β1-6-N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）分支（而不是β1-

4）的增加是在癌症中发现的最常见的N-聚糖结构变化之

一，并与增加的转移潜能相关[4‒6]。因此，成分分析之

外的详细的N-聚糖结构表征对于更深入地理解聚糖在生

物过程中的作用，以及寻找特定的糖基生物标记物是至关

重要的。

许多基于毛细管电泳（CE）、液相色谱（LC）和质

谱（MS）的方法已经被开发用于N-聚糖的分析。这些方

法不仅在它们所需的专业知识、运行和维护成本方面有所
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不同，而且在它们提供的结构信息的类型和数量上也有所

不同。质谱检测提供了直接的质量信息（聚糖组成），但

如果没有广泛的碎片分析实验，该方法通常不能分解聚糖

结构异构体，这有时被认为是过于复杂的[7‒8]。相比之

下，基于分离的方法与光学检测相结合，在简便性以及连

接和位置异构体的分辨率方面具有优势；然而，这类方法

在结构鉴定，特别是在紧密联系、可能重叠的N-聚糖中

的使用，仅限于使用聚糖标准和酶降解[9‒10]。因此，现

有的方法都不能全面提供所有结构信息。因此，详细的

N-聚糖结构表征仍然面临苛刻的分析挑战。

虽然目前的研究工作主要集中在寻找一种单一的“获

胜”糖组学方法，但本文研究团队认为，只有将各种糖组

学分析方法的优势结合起来，才能解开聚糖结构的全部复

杂性。其中一个主要的障碍是广泛的不可逆荧光标记聚糖

的还原胺化。虽然某些N-聚糖标记可以提高一种方法的

检测能力，但它们可能对其他方法有害[11‒12]。因此，

本研究试图通过利用可裂解的荧光染料来结合“不可组

合”的方法。作为概念证明，本文重新利用了氯甲酸-9-

芴基甲酯（Fmoc）标签，该标签被广泛用作肽合成[13]和

制备聚糖库[14]和阵列[15]中的氨基保护基团。本文概述

了这种新的分析方法的概念，并讨论了潜在的瓶颈及其解

决方案。此外，这种可去除染料策略的好处被证明适用于

具有挑战性结构（杂合和多重唾液酸化复合型N-聚糖）

和修饰（O-乙酰化和硫酸化）的N-聚糖。最后，即使难

以表征，但具有生物学和临床意义的相关N-聚糖，也可

以通过将用于降低聚糖样品复杂性的分馏方法[由亲水相

互作用液相色谱-高效液相色谱-荧光检测（HILIC-HPLC-

FLD）提供]与高通量分离和高分辨率分离方法[由毛细管

电泳-激光诱导荧光检测（xCGE-LIF）提供]以及聚糖组成

的快速测定 [由基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱

（MALDI-TOF-MS）提供]来阐明。

2. 方法

2.1. 材料

使用的所有材料都列在附录 A 中。水溶液用下标

“aq”表示。

2.2. 一般方法

通过光谱分析法很难检测到聚糖。为了使聚糖能够被

荧光检测器检测到，首先用Fmoc对聚糖进行衍生化。通

过 HILIC-HPLC-FLD 对 Fmoc 标记的聚糖混合物进行分

离，降低了通过xCGE-LIF、MALDI-TOF-MS或任何其他

方法进行进一步分析的复杂性。由于使用了可裂解染料

Fmoc，因此可以使用适当的方法进行分析，无论它们是

Fmoc标记、未标记或标记特异性方法的染料，如 xCGE-

LIF分析的 8-氨基芘-1,3,6-三磺酸三钠盐（APTS）、HIL‐

IC-HPLC-FLD分析的2-氨基苯甲酰胺（2-AB），或任何其

他标记（更多标记概述，包括还原胺化标记和糖基胺标

记，在最近的综述[16]中提供）。因此，可以用互补的方

法并行分析等分碎片，以获得全谱的结构信息。所有步骤

都经过仔细优化，以增加释放的糖基胺、标记的聚糖和回

收的碎片的数量。最后的最优条件如下文所述。实验工作

流程如图1所示（请参考[17‒19]绘制多聚糖结构）。

2.3. 从糖蛋白中释放的N-聚糖

用肽 N-糖苷酶 F（PNGase F）从糖蛋白中酶解释放

N-聚糖。由于Fmoc标记需要糖基胺，而基于还原胺化的

标记（如 APTS 和 2-AB）需要具有自由还原端的聚糖，

因此遵循了两种N-聚糖释放策略。PNGase F释放通过还

原胺化和连续的xCGE-LIF分析进行聚糖标记，如之前参

考文献[20‒21]报道。

为了允许Fmoc标记，对反应条件进行了优化，以获

得最高的糖基胺产率，同时限制水解以尽可能少地还原低

聚糖。在含糖蛋白的样品中，有 10 µL 样品重组在

50 mmol·L−1磷酸钠缓冲溶液（溶液 pH值为 8.5）中，然

后与 20 µL 的 2% 十二烷基硫酸钠 （SDS） 混合在

50 mmol·L−1磷酸盐缓冲液[溶液 pH值为 8.5（浓度）]中，

60 ° C 孵育 10 min。随后，通过添加 IGEPAL CA-630

（IGEPAL）中和剩余的 SDS，通过添加 PNGase F从变性

和线性化的糖蛋白中释放 N- 聚糖。为此，将制备

10 µL、8% IGEPAL 的 50 mmol·L−1磷酸盐缓冲液[ pH 值

为 8.5（V/V）]，9.5 µL、50 mmol·L−1磷酸盐缓冲液（pH

值为 8.5）和 0.5 µL PNGase F [50 mmol·L−1磷酸钠缓冲液

（pH值为 8.5）中为 1 unit (U)·μL−1]的混合物，并将该混

合物加入每个样品中。样品在 37 °C下孵育 5 min，释放

N-聚糖作为糖基胺。

2.4. 释放的N-聚糖的Fmoc标记

为了使荧光检测器可以检测到随后的分离，酶释放的

糖基胺用荧光染料Fmoc进行化学修饰。将 50 µL N-聚糖

溶液与 150 µL水和 100 µL、20 mmol·L−1 Fmoc混合在乙

腈（ACN）中，在 37 °C下对释放的N-聚糖进行 1 h的标

记。每个由Fmoc标记的N-聚糖组成的样品用离心蒸发器

蒸发至干燥状态。接下来，将 100 µL、80% 的 ACNaq

（80% ACN∶20%水；V/V）加入干燥样品中，然后通过
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生物凝胶P10（BioGel）亲水相互作用液相色谱-固相萃取

法（HILIC-SPE）进一步纯化。

2.5. Fmoc标记的N-聚糖的纯化

衍生后的样品使用BioGel HILIC-SPE进行清理，去

除游离的Fmoc、去糖基化的蛋白质、盐和其他杂质。体

积为 200 μL 的 100 mg·mL−1 BioGel 悬浮液溶于水/乙醇/

ACN（70%∶20%∶10%; V/V/V）中，然后加入96孔亲水

性膜过滤板的每孔中。使用多头抽真空装置（Merck Mil‐

lipore，德国）通过抽真空去除溶剂。所有孔均用 200 μL

的水预洗三次，然后用 200 μL、80%的ACNaq（V/V）平

衡三次。经过Fmoc标记程序后，样品（在 80%的ACNaq

中）被装入含有BioGel悬浮液的孔中，以每分钟 450转

（rpm）的速度摇动5 min，以改善与聚糖的结合。为了洗

脱，随后用200 μL、80%的ACNaq洗涤5次。所有的洗涤

步骤都是通过加入溶液、孵育2 min和通过抽真空去除溶

剂来完成的。洗脱时，每孔分别应用一次和两次 100 µL

和200 µL水，然后在450 r·min−1下孵育5 min（每次加水

后）。洗脱液在 96孔存储板中通过真空收集。含有Fmoc

标记的N-聚糖的混合洗脱液要么通过HILIC-HPLC-FLD

立即进行分馏和（或）分析，要么在−20 °C下保存直到用

图1. N-聚糖的完整结构表征的分析方法。工作流程包括从糖蛋白中酶促释放N-聚糖，Fmoc衍生化和随后的纯化（左图），通过使用HILIC-HPLC-
FLD来分离N-聚糖以降低样品的复杂性，然后使用多种方法对收集的组分进行并行分析（例如，利用 xCGE-LIF进行结构分析，利用MALDI-TOF-
MS进行成分分析）。可以释放Fmoc基团，未标记或用其他荧光染料标记后进行聚糖分析（例如，APTS用于xCGE-LIF或2-AB用于HILIC-HPLC-FLD
和MALDI-TOF-MS）（中间图）。用MALDI-TOF-MS和xCGE-LIF对牛免疫球蛋白G（IgG）N-聚糖组分进行分析的例子（右图）。N-聚糖结构是使用

GlycanBuilder [17‒18]绘制的，遵循聚糖符号命名法则（SNFG）指南[19]。PNGase F：多肽N-糖苷酶F；HILIC-SPE：亲水相互作用液相色谱-固相萃

取法。a.u.：任意单位；m/z：质量与电荷比；MTU″：校准的迁移时间单位；RFU：相对荧光单位；F8：组分8。
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于分馏/分析。对用该方法制备的Fmoc标记的N-聚糖样品

也进行了直接的MALDI-TOF-MS分析。如有必要，样品

通过真空离心进行浓缩，并在分离/分析前在水中进行

重组。

2.6. 通过HILIC-HPLC-FLD分离Fmoc标记的N-聚糖

通过HILIC-HPLC分离 Fmoc标记和纯化的聚糖，并

根据观察到的单个峰收集组分。将体积为 90 µL的 Fmoc

标记和纯的样品（稀释至80%∶20%的ACN/水样品；V/V）

在 TSKgel Amide-80 柱[5.0 µm，250.0 mm（长）× 4.6 mm

（内径）柱；Tosoh Bioscience，德国]上于30 ℃下分离。该

装置配备了一个保护柱（10.0 mm × 4.6 mm），包含与分离

柱相同的固定相和颗粒尺寸。流速设置为 0.4 mL·min−1，

采用二元梯度（线性梯度；曲线 5），采用 50 mmol·L−1、

pH值为4.4的甲酸铵作为水溶剂A，ACN作为有机溶剂B。

采用以下梯度条件：80%溶剂B下 0 min；42%溶剂B下

152 min；0% 溶剂 B 下 155 min；0% 溶剂 B 下 162 min；

80%溶剂B下 163 min；80%溶剂B下 200 min。注射前将

样品保持在 10 °C 下。在 Thermo Scientific UltiMate 3000 

Rapid Separation Binary系统（Dionex/Thermo Fisher Scien‐

tific，德国）上进行色谱分离和分馏，该检测系统与FP-

2020 Plus荧光探测器（Jasco，德国）相结合，激发和发射

波长分别为266 nm和310 nm。采用Chromeleon 6.8（Ther‐

mo Fisher Scientific）色谱分析数据软件进行仪器控制。组

分收集由荧光信号阈值和峰值斜率[阈值为−40相对荧光单

位（RFU），上升率为0.5 RFU·s−1，下降率为−0.5 RFU·s−1]

触发。为了减少甲酸铵盐的数量，将组分用水稀释，并通

过真空离心干燥。然后，对这些组分立即进行分析[通过

xCGE-LIF、MALDI-TOF-MS和（或）HILIC-超高效液相

色谱（UPLC）-FLD]，或存储在−20 °C下直到用于分析。

2.7. Fmoc标记的N-聚糖的HILIC-UPLC-FLD分析

通过HILIC-UPLC-FLD对Fmoc标记和纯化的聚糖进

行定量分析（相对定量）。Fmoc标记的N-聚糖在Thermo 

Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation Binary系统（Di‐

onex/Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation Bi‐

nary）上通过HILIC分离，该荧光探测器的激发和发射波

长分别为 266 nm和 310 nm。该仪器由Chromeleon 7.2软

件 SR4（Thermo Fisher Scientific）控制。对 Fmoc标记的

N-聚糖在ACQUITY UPLC BEH聚糖柱[1.7 µm，150.0 mm

（长） × 2.1 mm（内径）柱；Waters，德国]上进行分离，

温度为 40 °C，以 50.0 mmol·L−1、pH值为 4.4的甲酸铵为

水溶剂 A，以 ACN 为有机溶剂 B。在一个运行时间为

38.5 min的分析运行过程中，采用 78.0%~55.9%的溶剂B

的线性梯度（曲线 5），流速为 0.4 mL·min−1。ACQUITY 

BEH Glycan VanGuard前置柱（1.7 µm, 5.0 mm × 2.1 mm; 

Waters）直接连接到ACQUITY UPLC柱的入口。样品的

注射体积为 10~20 μL，在 80% 的 ACNaq（V/V）中制备。

样品在注射前保持在 10 °C环境下。随后，使用基于 java

的聚糖分析软件glyXtoolLC（未公开的测试版本；glyXe‐

ra，德国）对数据进行处理（即峰值提取、积分、相对量

化和保留时间校准）。

2.8. Fmoc标记的N-聚糖释放Fmoc基团

为了允许用其他染料标记（例如，xCGE-LIF分析的

APTS标记或HILIC-UPLC-FLD分析的 2-AB），以及进行

游离聚糖分析（如利用MALDI-TOF-MS），有必要首先从

聚糖中释放Fmoc基团。通过将20 µL含Fmoc标记的N-聚

糖溶液（或HILIC-HPLC组分）与 30 µL二甲基甲酰胺和

20 µL吗啉混合来回收游离N-聚糖，然后在 37 °C下孵育

30 min。在用其他荧光染料（如APTS或2-AB）对N-聚糖

进行还原胺化标记之前，样品用离心蒸发器进行干燥。对

于MALDI-TOF-MS分析，使用棉花HILIC-SPE纯化未标

记的聚糖，并直接或在连接特异性 SA 酯化后进行分析

（实验细节见2.13~2.15节）。

2.9. 游离N-聚糖的APTS标记（Fmoc基因释放后）

为了实现电泳迁移和随后的检测，无Fmoc的聚糖通

过带负电荷的APTS荧光衍生。在荧光标记之前，有必要

将释放的N-聚糖的糖基胺形式转化为还原性聚糖形式。

为此，将 2 µL、2 mol·L−1柠檬酸水溶液（CAaq）加入干

燥的材料中，短暂离心后，在室温下放置 5 min，然后进

行下一步操作。在 37 °C下，加入 2 µL APTS溶液和 2 µL 

ReduX 溶液（一种还原剂），对无 Fmoc 的 N-聚糖标记

3 h，这两种溶液都来自 glyXprep 试剂盒（glyXera）。或

者， 2 µL 的 5 mol·L−1 CAaq 与 2 µL APTS 溶液和 2 µL 

ReduX溶液预混合，并将混合物直接加入到干燥的材料

中。为停止标记反应，本研究加入了 100 μL 的终止液

（从试剂盒中提取），并仔细混合样品。

2.10. APTS-标记的N-聚糖的纯化

为了去除多余的APTS标记、还原剂等杂质，并降低

盐的浓度，本研究采用了 glyXbeads HILIC-SPE。根据制

造商的说明，使用 glyXprep 样品制备试剂盒（glyXera）

进行样品清理。简而言之，将样品（在终止液中）放于含

有 200 μL glyXbeads浆液的过滤板孔中，室温孵育 5 min

后让它们结合在一起，然后进行清洗和洗脱步骤。如有必
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要，用真空浓缩器对含有纯化的APTS标记的N-聚糖的洗

脱物进行干燥，并溶解在适当体积的水中。样品在−20 °C

下保存，直到用于分析。

2.11. APTS-标记的N-聚糖的xCGE-LIF分析

为了对聚糖进行详细的结构表征，使用xCGE-LIF分

析了APTS标记的聚糖和HILIC-SpE纯化的聚糖。纯化荧

光标记寡糖的 xCGE-LIF测定细节如之前所报道[20]。使

用glyXtoolCE软件（glyXera）处理xCGE-LIF生成的数据

（即自动峰值提取、积分和相对量化）和将迁移时间

（tmig）校准到一个内部标准（glyXalign GA2，除非另有说

明；glyXera）。一般来说，从电泳图中创建一个N-聚糖

“指纹”（即对齐电泳图）：将 y轴上RFU的信号强度绘制

在 x轴上校准的 tmig上[以迁移时间单位（MTU″）]。在校

准 tmig的高重复性支持下，比较不同样品的N-聚糖指纹图

谱，并通过 tmig与 glyXtoolCEn-聚糖数据库的匹配，对N-

聚糖峰进行注释。

2.12. 外切糖苷酶处理APTS-标记的N-聚糖

除数据库匹配外，还通过外切糖苷酶酶切以及后续

xCGE-LIF对N-聚糖指纹进行的重新评价对N-聚糖的注释

（即序列、单糖类型和连接）进行确认。进行如下外切糖

苷酶酶切：α2-3-唾液酸酶[SiaS；重组肺炎链球菌（Strep‐

tococcus pneumoniae），在大肠杆菌（Escherichia coli）中

表达]；α2-3,6-唾液酸酶[SiaC；重组产气荚膜梭菌（Clos‐

tridium perfringens），在大肠杆菌中表达]；α2-3,6,8-唾液

酸酶[SiaA；重组节杆菌（Arthrobacter ureafaciens），在大

肠杆菌中表达]；β1-3-半乳糖苷酶[3GALase；重组木薯萎

蔫病黄单胞菌（Xanthomonas manihotis），在大肠杆菌中

表达]；β1-4-半乳糖苷酶（4GALase；重组肺炎链球菌，

在大肠杆菌中表达）；β1-4,6-半乳糖苷酶（46GALase；来

自洋刀豆）；β1-2,3,4,6-N-乙酰葡萄糖胺糖苷酶（GLcNA‐

casexm；重组木薯萎蔫病黄单胞菌，在大肠杆菌中表达）；

β1-2,3,4,6-N-乙酰葡萄糖胺糖苷酶（GlcNAcase或GlcNA‐

casesp；重组肺炎链球菌，在大肠杆菌中表达）；α1-2,3,6-

甘露糖苷酶（MANase；来自洋刀豆）。在缓冲液中于

37 ℃下和在酶供应商推荐的条件下进行外切糖苷酶酶切

实验。在xCGE-LIF分析之前，使用glyXbeads HILIC-SPE

纯化样品（详见第2.10节）。对所使用的每种外切糖苷酶

的比活力和可能的副作用进行了仔细的测试。

2.13. 乙酯化用于 Fmoc标记的N-聚糖的MALDI-TOF-MS

分析

为了稳定 SA 用于后续的 MALDI-TOF-MS 分析，采

用连接特异性 SA酯化程序[22‒23]：将 1 μL N-聚糖溶液

加入20 μL、0.25 mol·L−1 1-乙基-3-（3-二甲氨基丙基）碳

酰二亚胺盐酸盐[1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodi‐

imide]中和0.25 mol·L−1 1-羟基苯并三唑（1-hydroxybenzo‐

triazole），37 °C孵育 1 h。随后，加入 20 μL ACN，通过

棉花 HILIC-SPE 纯化，然后进行 MALDI-TOF-MS 分析，

如下所述。

2.14. 在MALDI-TOF-MS分析前纯化Fmoc标记的N-聚糖

在MALDI-TOF-MS分析之前，Fmoc标记的聚糖的纯

化采用棉花 HILIC-SPE，如 Reidide 等[22]报道，略有修

改。在含Fmoc标记的N-聚糖的样品中，其中6 μL在纯化

前用34 μL ACN进行稀释，有机含量为85%的ACNaq（V/

V）。在一个体积为 2~200 μL的移液管尖端填充棉絮，通

过移液 40 μL水三次，然后移液 40 μL、85% ACNaq（V/

V）三次进行调节和平衡。通过上下移液反应混合物 20

次，将样品装在棉絮上。用含 1%的三氟乙酸的 40 μL、

85% 的 ACNaq（V/V）清洗移液管尖端三次，用 40 μL、

85%的ACNaq（V/V）清洗三次。随后在 20 μL的水中进

行洗脱。

2.15. Fmoc标记的N-聚糖的MALDI-TOF-MS分析

这些聚糖的组成信息来源于MALDI-TOF-MS的测量。

为了获得更具体的结构信息，使用MALDI-TOF/TOF-MS/

MS 对选定的聚糖进行碎片分析。对于 MALDI-TOF-MS

分析，在一个 MTP AnchorChip 800/384 TF MALDI 靶标

（Bruker Daltonics，德国）上发现了 0.5 µL的 10 mg·mL−1

超二羟基苯甲酸基质 [在 ACN/含 1 mmol·L−1 氯化钠的

0.1%三氟乙酸水溶液（30%∶70%; V/V）中]。随后，将

1 µL的样品（加入Fmoc标记的N-聚糖）应用于干燥的基

质层上。另外，将1 μL的样品与1 μL、5 mg·mL−1 2,5-二

羟基苯甲酸 [在含 1 mmol·L−1 氢氧化钠的 50% 的 ACNaq 

（V/V）中]一起应用于AnchorChip靶板上，然后在冷空气

下干燥。除非另有说明，N-聚糖样品在仪器MALDI-TOF

（RP）MS上以正离子反射模式进行检测，该仪器配备了

Smartbeam-II 激 光 器 和 flexControl 3.3 软 件 Build 108

（Bruker Daltonics）。该仪器使用肽校准标准品和右旋糖酐

标准品（2 mg·mL−1）。对于正离子模式，在120 ns的提取

延迟后施加 25 kV 的加速电压；对于负离子模式，在

100 ns的提取延迟后施加20 kV的加速电压。记录了质量-

电荷比（m/z）1000和5000之间的离子，每个光谱积累了

15 000次激光发射。调整激光功率以获得高信号强度，同

时为所有可检测到的寡糖质量保持一个明确定义的单同位
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素峰。MALDI-TOF/TOF-MS/MS分析采用“LIFT”细胞；

在正离子模式下通过激光诱导解离产生碎片离子，脉冲离

子提取为80 ns，前驱体离子选择范围为0.45%。数据处理

采用 top-hat滤波器和相邻平均算法，使用 flexAnalysis版

本3.3 Build 80（Bruker Daltonics）。

2.16. N-聚糖对SA的温和酸水解

将10 µL的N-聚糖水溶液与10 µL的4 mol·L−1乙酸在

80 ℃下共孵育 2.5 h，对APTS标记的N-聚糖进行化学去

唾液酸化，如其他研究[24‒25]所描述。用真空浓缩器通

过蒸发去除乙酸。该样品被重新溶解在水中，并进行进一

步的分析。使用标准聚糖样品（APTS标记的人柠檬酸血

浆N-聚糖）控制温和酸水解的完整性。

2.17. 唾液酸O-乙酰改性的碱性水解

通过将 1 µL、1 mol·L−1氢氧化钠加入至 10 µL的N-

聚糖水溶液，对APTS-标记的N-聚糖上的SA进行化学O-

去乙酰化，然后在 37 °C下孵育 30 min，如其他研究[26]

所述。加入 1 µL、1 mol·L−1盐酸后，反应停止，然后进

行glyXbeads HILIC-SPE样品清理（详情见第2.10节）。使

用标准聚糖样品仔细控制碱性水解的完整性，该标准聚糖

样品为来自促红细胞生成素的APTS-标记的N-聚糖（在

中国仓鼠卵巢细胞中产生）。

3. 结果和讨论

3.1. 基于可去除染料的工作流程的设计

通过用一种可去除的染料标记一个聚糖，并结合CE、

LC 和 MS 的优点，能够解开甚至是最具分析挑战性的

（和新颖的）聚糖结构。在之前的工作中，本文研究团队

发现xCGE-LIF提供了前所未有的分离能力，能够区分密

切相关的位置和连接聚糖异构体[21,27‒28]。然而，即使

是这种方法——尽管能够解决最小的结构差异——也有一

个有限的峰值容量。通过xCGE-LIF进行聚糖分析的一些

主要障碍是识别迁移时间同时重叠的聚糖，以及高度复杂

的聚糖集合体（包含未知结构）的完整结构表征。因此，

仍然有必要将xCGE-LIF与其他分析方法相结合。

将 xCGE-LIF（最有效的结构鉴定和异构体分离工具

之一）与一种快速和简单的基于成分的方法结合，即

MALDI-TOF-MS，可以形成一种有利的分析工具，用于

详细的聚糖分析。APTS已被证明是一个理想的标记，用

于xCGE-LIF分析，因为它满足成功的聚糖分析的所有要

求：高荧光产额、足够的负电荷注入和快速分离、仪器要

求的激发和发射波长，以及一个大型数据库[10]。因此，

首先尝试简单地通过APTS-聚糖将 xCGE-LIF与MALDI-

TOF-MS结合。虽然之前的一些研究报道了用APTS或类

似染料[29‒30]标记的N-聚糖的MALDI-TOF-MS检测，但

无法观察到任何在反向或正向模式下APTS标记的N-聚糖

[见附录A中的图S1（a）和（b）]。另外，尽管标记效率

大于 95% [31]，但仍然能够检测到剩余的少量未标记的

N-聚糖[见附录A中的图S1（b）]。本文的结果与其他一

些报道的观察结果[11,32]很一致。相反，使用 xCGE-LIF

能够检测到APTS标记的N-聚糖，即使相同样品（之前用

MALDI-TOF-MS无法测量到）被大量稀释[见附录A中的

图S1（c）和（d）]。不能排除这样一种可能性，即更高

浓度的 APTS-聚糖可以通过 MALDI-TOF-MS 进行检测；

然而，在现实情景中，该方法更可能用于处理有限的样本

数量而不是大量的样本，这使得这种方法适用性不高。因

此，APTS对聚糖的不可逆标记阻碍了两种方法的结合。

为了将 xCGE-LIF 和 MALDI-TOF-MS 这两种高通量

和易于使用的方法结合，有必要通过引入一个可逆的（即

可去除的）标记（即Fmoc）来重新设想聚糖分析的工作

流程。这种基于可去除染料的集成工作流程的概念如图1

所示，其原理已在第 2.1节中进行详细说明。简而言之，

首先使用HILIC-HPLC制备分离Fmoc衍生的聚糖，以降

低样品的复杂性，然后进行聚糖的可选择Fmoc去除和重

新标记。通过进一步将 MALDI-TOF-MS与 xCGE-LIF结

合，从而将聚糖组成与序列和连接信息连接起来，可以得

到更完整的结构图。此外，Fmoc衍生物在MALDI-MS和

HILIC-HPLC中的敏感性显著提高（与传统标记相比，见

附录A中的图S2）。当样品数量有限时，这是一个重要的

方面。

3.2. 反应条件的调查

Fmoc 标记的适用性已经在通过 CE/LC-电喷雾电离

（ESI）-MS方法[33‒34]的N-聚糖分析中得到了证实。然

而，这些方法并没有充分利用 Fmoc，即其可逆性。Ka‐

moda 等[35]在 2005 年探索了在 N-聚糖分析中可以去除

Fmoc标记的想法。然而，从那时起，可去除的标记并没

有广泛用于聚糖分析。毫无疑问，通过一个可去除的标记

来组合多种方法并不简单。因此，需要仔细评估各种工作

流程模块在可去除染料方法中的兼容性。与之前的报道

[35]相比，本研究进一步优化了工作流程的所有步骤，并

研究了这种可逆标记反应的长期稳定性。用固相萃取

（SPE）纯化取代了液-液萃取步骤，以获得更高的信号强

度。在接下来的章节（第3.2.1~3.2.3节）中，将讨论这种
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标记方法的潜在缺陷，并概述了避免可能的错误来源的策

略；然后，特别注意，首次如此详细地展示了可去除染料

方法在广泛的N-聚糖分析中的适用性（第3.3节）。

3.2.1. 利用PNGase F从糖蛋白中释放N-聚糖

天冬酰胺连接聚糖的寡糖部分的酶释放和Fmoc衍生

化的总体方案见图2（a）。N-聚糖通过酶PNGase F的作用

作为不稳定的N-糖基胺（即1-氨基-寡糖）从蛋白质中释

放出来。释放的N-糖基胺逐渐水解为自由的还原端聚糖

（即还原聚糖）[36]。

在这种方法的开发过程中，最重要的是保存PNGase 

F释放的聚糖为N-糖基胺，然后将它们进一步“降解”为

还原聚糖。只有N-糖基胺-聚糖可以用 Fmoc标记，而还

原性聚糖仍是未标记的[图 2（a）]。糖基胺-聚糖浓度的

增加导致Fmoc标记聚糖产量的增加，使低样本量可用于

分析。然而，在之前（本文研究团队和其他研究人员）

[21,35,37]进行PNGase F释放时，Fmoc标记和未标记的聚

糖在 HILIC-HPLC 分离过程中共洗脱，并通过 MALDI-

TOF-MS对同一部分进行检测。虽然本研究的目标是通过

分馏来减少聚糖结构的数量，但共洗脱实际上增加了样品

的复杂性，使进一步的分析极大地复杂化。为了克服这些

问题，本研究尽力去找到N-糖基胺水解量最小的酶释放

条件，同时保持较高的PNGase F活性。为此，本文研究

了孵育条件（即缓冲液 pH值、类型和浓度）、PNGase F

类型和浓度，以及孵育时间的影响。PNGase F活性（即

释放的 N-聚糖量）通过评估 Fmoc 标记的牛免疫球蛋白

（IgG）FA2G2聚糖的绝对峰面积，利用HILIC-UPLC间接

测定[图 2（a），左图]，如图 2（b）~（d）中橙色和绿松

石条所示（缩写的说明见附录A）。此外，通过MALDI-

TOF-MS追踪N-糖基胺的水解情况[图 2（a），右图]，因

为可以检测到两种形式，即 Fmoc 标记和未标记的聚糖

（即自由还原的 FA2G2）。将这两个峰面积汇总为总峰面

积，并显示自由还原 FA2G2 聚糖的百分比[图 2（b）~

（d）中的灰点]。

研究发现，反应pH值是影响PNGase F活性和糖基胺

稳定性的关键参数。在 pH值为 7.0时，约 40%的N-聚糖

在一分钟内就已经被水解；因此，它们对Fmoc标记不再

可用[图2（b）]。然而，pH ≥ 8.5稳定了N-糖基胺，导致

大量的还原聚糖延迟出现（>180 min时超过 95%），以及

较短的反应时间（< 60 min）内还原聚糖（低于10%）的

稳定水平[见图 2（b）和附录A中的图S3（a）]。为了优

化N-糖基胺的形成，降低非反应性水解产物（即还原聚

糖）的水平，本研究还利用脉冲安培检测法，使用高性能

阴离子交换色谱检测技术，监测了不同pH值下PNGase F

消化产物的时间过程（见附录A中的图S4）。该检测显示

了类似的结果。这些结果与报道的PNGase F和N-糖基胺

的行为一致；也就是说，PNGase F 在 pH 值为 7.5 和 9.5 

[36]之间（最大 pH值为 8.5 [38]）活性最高——N-糖基胺

在该pH值范围内是相对稳定的。

由于较长的酶反应时间导致糖基胺水解[图 2（b）]，

因此短时间反应更好。由于快速的PNGase F可以保证在

几分钟内脱糖基化，这似乎为糖基胺开始显著降解之前进

行更有效的标记提供了机会。因此，测试了一种快速

PNGase F与两种常规 PNGaseF [图 2（c）]。然而，由于

在pH值为8.5的酶切缓冲液下，所有酶在几分钟内达到最

大产量，因此使用快速PNGase F对糖基胺标记方法不利

[图2（c）]。此外，在较高的酶浓度下，没有检测到产物

的增加[见附录A中的图 S3（b）]。对于缓冲液 2和缓冲

液 3，获得的Fmoc-FA2G2的较小的峰面积可能是由于酶

促反应中pH值不理想[图2（c），绿松石条]——这一结果

证实了pH值在N-糖基胺稳定性方面的重要性。

因为N-糖基胺也可以在含铵的缓冲液中产生[39]，接

下来研究了4种不同缓冲液类型及其浓度，以及PNGase F

释放期间的孵育时间[见附录A中的图S3（c）~（e）]的

影响。尽管不同的缓冲液类型对聚糖总量影响很小[见附

录A中的图 S3（c）]，但在含铵缓冲液中，N-糖基胺降

解为还原聚糖的速度较慢 [即使在 240 min 后也未达到

100%；见附录A中的图S3（d）]。这一结果与N-糖基胺

在碳酸氢铵存在下的水解速度更慢的观察结果一致[40]。

此外，有报道称，还原性糖可以在过量的碳酸氢铵（饱

和溶液）中转化为糖基胺[41]，这应该会增加Fmoc标记

的聚糖的产量。然而，本文研究团队看到Fmoc标记的聚

糖的峰面积显著减少[见附录A中的图S3（e）]，表明较

高的缓冲液浓度降低了标记效率，甚至导致Fmoc衍生物

的分解。

最后，在优化条件下（50 mmol·L−1磷酸盐缓冲液，

pH 值为 8.5， 0.01 U· µL−1 PNGase F；在 37 ℃下孵育

5 min），最大程度地将Fmoc标记的N-聚糖的回收率提高

到99.5%，同时保持未标记的聚糖数量，将聚糖减少到最

小值[图 2（d）]。进一步的方案开发包括检查在Fmoc标

记过程中N-糖基胺的水解程度（见附录A中的补充结果

1）。由于生物学上相关的聚糖（潜在的糖生物标记物）往

往以低丰度存在，因此仔细地重新审视 Fmoc 释放后

APTS标记条件并进行调整，以进一步提高 xCGE-LIF分

析的标记效率和敏感性（见附录A补充结果2）。
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图2. 使用PNGase F优化聚糖蛋白中N-聚糖的释放。（a）反应方案，阐明了通过PNGase F释放N-糖基胺及其随后的Fmoc标记（虚线框中Fmoc标记

的聚糖）。后者缓慢地水解为一个未还原聚糖（灰色虚线框）；在酸性条件下更快。HILIC-UPLC-FLD色谱图：（左）Fmoc标记的N-聚糖的数量通过由

HILIC-UPLC-FLD分析获得的牛 IgG中的FA2G2聚糖的峰面积进行评估（如下图橙色和绿松石条形图所示）。MALDI-TOF-MS图谱（右）：标记后，

用MALDI-TOF-MS评估反应混合物中剩余未标记的FA2G2聚糖的残留量；可用未还原的与总FA2G2的比率[即标记的和未还原聚糖的总和（如下图

中的灰点图所示）]。（b）pH值对可用于Fmoc衍生化的N-糖基胺数量的影响与PNGase F去糖基化时间的关系。（c）酶的类型（标准和快速PNGase 

F）对可用于Fmoc衍生化的N-糖基胺数量的影响与PNGase F去糖基化时间的关系。Sigma-Aldrich P7367 PNGase F被标记为PNGase F1，NEB P0704

被标记为PNGase F2，NEB P0710 Rapid PNGase F被标记为PNGase F3。以下缓冲液用于N-聚糖的释放：50 mmol·L−1磷酸钠的pH值为8.5，作为buf‐

fer1；由PNGase F2提供的缓冲液作为buffer2，由PNGase F3提供的缓冲液作为buffer3。（d）在N-聚糖释放的优化条件下，Fmoc标记和未还原聚糖的各

自的绝对产率和相对产率。数据反映了三个独立实验的平均值和标准差（s.d.）。*代表（b）和（c）中的第一个采样时间点，在PNGase F释放开始后

（反应时间小于1 min），立即取等分的样品进行Fmoc衍生化。对于（b）~（d），PNGase F释放牛 IgG中的N-聚糖，用Fmoc对PNGase F进行标记，并

用HILIC-UPLC-FLD和MALDI-TOF-MS进行分析。利用HILIC-UPLC-FLD评估可用于Fmoc衍生化的N-糖基胺的数量——作为Fmoc-FA2G2峰的相对

面积（RFU*min），并且通过MALDI-TOF-MS进行分析——作为未标记的FA2G2峰的相对面积（未还原的与总FA2G2的比例；%）。N-聚糖按照SN‐

FG命名法表示[19]。
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3.2.2. Fmoc标记的N-聚糖的稳定性

除了在Fmoc标记之前N-糖基胺的水解外，还原聚糖

的另一个来源（可能使进一步分析复杂化）可能是Fmoc

标记的N-聚糖的分解。为了研究Fmoc标记的N-聚糖在不

同处理条件下的稳定性，将从人血浆中提取的Fmoc标记

的N-聚糖储存在−20 °C（比较多次冻融循环）、+4 °C和

室温（+21 °C）以及各种溶剂中，最长时间为两年。使用

HILIC-UPLC-FLD评估Fmoc标记的聚糖的绝对丰度和相

对丰度。Fmoc聚糖衍生物被发现在不同温度（−20 °C、

+4 °C、+21 °C）和不同的溶剂（水、有机溶剂，低pH值

HILIC-HPLC缓冲液）中非常稳定，这可以从 Fmoc标记

的A2G2S2、A2G2S1和A2G2的恒定的绝对和相对峰面积

从随着时间的变化[见附录A中的图S5（a）~（e）]中看

出来。例如，在−20 °C的水中，即使在40次冻融循环后，

聚糖丰度在保存两年后也没有变化[见附录 A 中的图 S5

（a）]。此外，样品可以在+4 °C（分馏前自动采样器的条

件）下在有机溶剂中保存至少 40 h，而不影响聚糖丰度

[见附录A中的图S5（b）]。唯一的例外是，当样品在室

温保存超过 10天后，唾液酸化聚糖减少，中性聚糖同时

增加[见附录A中的图S5（c）]。然而，观察到的唾液化

物种的减少完全不是由于Fmoc标记的聚糖的分解，而是

由于敏感末端 SA 的丢失，这是聚糖分析中已知的问题

[42]。基于这些发现，可去除的Fmoc标记在广泛的存储

和处理条件下稳定地与聚糖相连。

3.2.3. 从N-聚糖中释放Fmoc基团，用于连续的重新标记

一些现代的聚糖分析方法也依赖于N-糖基胺的存在

来进行荧光标记[43‒46]。然而，目前的方法的最大的优

点之一——使用Fmoc标记的N-糖基胺——来自于可逆标

记的应用。更具体地说，在温和和非选择性条件下，弱碱

吗啉可以快速而容易地定量去除Fmoc基团[见附录A中的

图S6（a）~（c）] [47]。在降低聚糖聚合物的复杂性和去

除Fmoc后，聚糖可以直接用具有最有利性质的任何其他

染料重新标记，用于后续分析。为了利用xCGE-LIF方法

获得聚糖结构的信息，通过还原胺化，用APTS荧光染料

进行标记。然而，在整个分析工作流程，即N-聚糖释放、

Fmoc标记和清理、Fmoc释放、APTS标记和第二次清理

之后，通过xCGE-LIF测量时，观察到许多额外、非聚糖

相关的峰[图 3（a）]。非聚糖相关峰出现在N-聚糖 tmig范

围内[图 3（a）中的区域 2]，但也在外部，在内标品的区

域内[图 3（a）中的区域 1和区域 3]，进行聚糖分析和 tmig

校准几乎不可能。使用一种系统的消除方法，确定了杂质

吗啉的来源（数据未显示）。

进一步研究了几种不同品牌和等级的吗啉是否会导致

图3. N-聚糖释放Fmoc的连续重标记优化。（a）利用不同来源和分级的吗啉获得的牛 IgG ATPS衍生的N-聚糖的xCGE-LIF指纹图谱（即校准的电泳

图）。xCGE-LIF中与迁移时间校准标准对应的峰用星号（*）表示。（b）使用不同来源和等级的吗啉获得的非聚糖相关的峰（即杂质）的数量。圆的

面积与在xCGE-LIF（三次实验的平均值）中观察到的杂质信号的总峰面积（用RFU*min表示）成正比。Sigma-Aldrich ReagentPlus®吗啉用作化学品

A，Supelco analytical standard吗啉用作化学品B，Millipore吗啉用作化学品C，Acros Organics吗啉用作化学品D，Sigma-Aldrich ACS试剂用作化学品

E，经再蒸馏纯化的Sigma-Aldrich吗啉用作化学品F。对于（a）和（b），首先从Fmoc标记的N-聚糖中释放Fmoc基团，随后通过还原胺化反应利用

APTS衍生、纯化，并用xCGE-LIF分析聚糖。按照之前发表的BioGel HILIC-SPE [20]、棉花HILIC-SPE [22]和液-液提取[35]方法，在Fmoc释放后进

行额外的纯化。‡在室温下储存两年的化学品。MTU'：符合glyXalign GA1的MTU。
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杂质峰的减少甚至完全丢失。基于电泳图覆盖[图3（a）]

和使用 xCGE-LIF 对每个商业吗啉获得的峰面积 [图 3

（b）]的比较，发现一个具有极小污染峰贡献的吗啉品牌

[图 3（a）和（b）中的化学品F]。另一种方法是在Fmoc

释放后但在APTS标记之前纯化聚糖（与标准程序相反，

在APTS标记后只有一个纯化步骤）。液-液萃取（含乙醚）

[35]或SPE（BioGel和棉花HILIC-SPE) [20,22]显著减少了

杂质量 [图 3（b）]。然而，一个额外的纯化步骤（在

Fmoc释放之后，但在APTS标记之前）是不实际的，因

为该步骤增加了实际操作的时间。由于所有被检测化学品

的杂质量随储存时间的增加而增加，如图 3（a）所示的

储存两年的化学品，建议在将化学品应用于样品之前，尽

量检查一下化学品的纯度。

3.3. 应用程序

通过对从鸡卵清白蛋白、马血清、牛转铁蛋白和人免

疫球蛋白A（IgA）中选择的N-聚糖的结构进行分析，证

明了基于可去除染料的方法的全部潜力和广泛的适用性。

3.3.1. 杂合型N-聚糖

即使是对N-聚糖的微小修饰也可以对生物学功能和

临床相关性产生令人印象深刻的影响。例如，仅在从癌症

患者（如绒毛膜癌和肝细胞癌）[6,48‒49]体内分离的糖蛋

白上发现异常双触角N-聚糖[在核心α1-3-甘露糖（Man）

上带有两个 GlcNAc 分支（在 α1-6-Man 上没有 GlcNAc，

杂合型N-聚糖的一个特征）]。同样，杂合型N-聚糖的增

加和β1-6-glcnac分支结构的同步减少对肿瘤的生长和转

移也有影响[50‒51]。因此，开发一种强大的N-聚糖分析

工具是非常重要的，该工具可以超越简单的组成指纹图

谱，可以提供完整、详细的聚糖结构图片。

为了检验基于Fmoc的策略是否能够应对上述分析挑

战，利用该方法对鸡卵清白蛋白的N-聚糖结构进行了详

细的探索。虽然卵清白蛋白只有一个单一的N-糖基化位

点，但其聚糖混合物具有极高的异质性，主要包含仅终止

在Man残基中的N-聚糖（寡聚甘露糖型）和终止在Man

和GlcNAc 中的N-聚糖（杂合型）[52]。由从卵清白蛋白

获得的Fmoc标记的N-聚糖混合物的HILIC-HPLC色谱中

得到了15个碎片[见附录A中的图S7（a）]，随后均通过

MALDI-TOF-MS 和 xCGE-LIF（外切糖苷酶切）进行分

析。选择碎片8（F8）去进一步证明这种方法揭示详细的

位置和异构体信息的能力。

而 xCGE-LIF 在 F8 中引起一个单峰 [见附录 A 中的

图 S7（b）]，MALDI-TOF-MS暴露了至少两种含有聚糖

成分的化合物，分别是 hexose(Hex)4N-acetylhexosamine

(HexNAc)4和 Hex4HexNAc5 [图 4（a）]。考虑 Man 和 Gal

具有相同的质量，以及糖残基的连接和位置不能仅通过精

确的质量来确定，因此这两种成分表明可能存在大约

20种不同的结构。然而，在xCGE-LIF聚糖数据库的帮助

下，能够排除其中一些 tmig不匹配引起的结构上的可能性

[图 4（b）]。其他具有（几乎）与目标峰相同的 tmig、但

成分不同于MALDI-TOF-MS所揭示的成分的潜在共迁移

聚糖结构被排除（数据未显示）。因此，MALDI-TOF-MS

结果为进一步的xCGE-LIF分析和外切糖苷酶酶切奠定了

方向。

为了更详细地了解聚糖的结构，进行了结合 xCGE-

LIF的外切糖苷酶酶切。在与4GALase孵育后，F8峰的高

度下降了约25% [图4（c）]。这种迁移率的变化表明，经

过 4GALase处理，一个β1-4连接的Gal从聚糖中被去除。

脱乳糖化聚糖与杂合型聚糖 Man3-A2G0 表现出相同的

tmig，这消除了一些其他结构的可能性。用GlcNAcasexm测

定了Gal残基的位置[图4（d）]。GlcNAcasexm酶切后，F8

峰的高度再次下降了约 25%，表明GlcNAc从与Gal残基

相同的聚糖中裂解。基于GlcNAcasexm产品的 tmig，能够消

除传统的结构，其中Gal残基位于β1-2连接的GlcNAc上，

GlcNAc连接到两个α连接的Man臂之一[图 4（d），绿色

痕迹]。此外，当进行4GALase酶切时，GlcNAcasexm处理

F8峰[在图 4（d）中用星号标记，蓝色痕迹]得到一个产

物，该产物的 tmig与A1G0（具有与β1-2连接的GlcNAc）

的不匹配[图 4（d），黄色痕迹]。这些发现强烈表明，所

研究的化合物具有一个含β1-4-Gal的三甘露糖基核心，其

中 β1-4-Gal 位于与 α1-3-Man 臂连接的 GlcNAc-β1-4 和同

样与 α1-3-Man 臂连接的一个未取代的 GlcNAc β1-2

（Man3-A2G1；图4，右图）上。

在 4GALase处理后，F8峰的第二个化合物的迁移率

没有发生变化，表明该聚糖中没有Gal [图4（c）]。虽然

该化合物应该包含一个含有三个GlcNAc残基的三甘露糖

基核心（基于MALDI-TOF-MS），但GlcNAcasexm酶切没

有发生变化[图4（d）]。然而，GlcNAcasesp水解所有三种

GlcNAc，最终向 Man4 转化 [图 4（e），蓝色痕量]。用

4GALase和GlcNAcasesp的混合物酶切时，这两种化合物

分别被完全转化为 Man3 和 Man4 的 Man 核心[图 4（e），

蓝色虚线痕迹]。MANase酶切图谱显示，第二种被研究

的化合物的Man残基的水解非常缓慢：孵育 16 h后，酶

切产物 Man3-A2BG0 对应的峰值高度仅增加了 7% [图 4

（f）]。结果表明，部分酶切化合物为 Man4-A2BG0，该

化合物含有一个连接到三甘露糖基核心 α1-6-Man 臂的
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图4. 鸡卵清白蛋白杂合型N-聚糖的详细结构表征。（a）含卵清白蛋白N-聚糖的HILIC-HPLC F8的xCGE-LIF指纹图谱（即校准的电泳图谱）和MAL‐
DI-TOF-MS图谱。（b）将F8峰的校准迁移时间（用MTU″表示）与具有相同单糖组成（假设的候选结构）的APTS标记的N-聚糖标准物进行比较。

这些标准以前已经被很好地描述过，并将它们的迁移时间合并到glyXtoolCE数据库。（c）F8中包含的APTS标记的N-聚糖4GALase酶切前后的xCGE-
LIF指纹图谱，并与假设的候选结构的迁移时间进行比较。（d）F8中包含的APTS标记的N-聚糖GlcNAcasexm酶切前后的xCGE-LIF指纹图谱，并与假

设的候选结构的迁移时间进行比较。对* GlcNAcasexm产物（用蓝色痕迹的星号标记）进行进一步的4GALase酶切，产生一个以黄色痕迹描绘的峰值。

（e）GlcNacasesp酶切前后的xCGE-LIF指纹图谱，以及F8中含有的APTS标记的N-聚糖的4GALase + GlcNAcasesp酶切。†需要注意的是，GlcNAcasesp

在Man4上显示副作用，孵育时间较长，将Man4分解为标记的（蓝色痕迹）Man3 [经MANase酶切证实；见附录A中的图S7（c）]。（f）F8中含有的

APTS标记的N-聚糖在MANase酶切前后的xCGE-LIF指纹图谱。在（b）~（d）中，复选框□显示数据库迁移时间匹配[复选中（）标记]和排除的

结构[交叉（X）标记]。在（c）~（f）中，箭头表示相应的外切糖苷酶酶切后选定峰的迁移时间的变化：−G表示半乳糖水解；−GlcNAc表示N-乙酰

氨基葡萄糖水解；−M表示甘露糖残基水解；数字（1x、2x或3x）表示水解糖的数量。右图显示了利用每个分析步骤（从MALDI-TOF-MS组成校准

到xCGE-LIF数据库匹配和外切糖苷酶测序）获得的信息水平。关于聚糖名称缩写的解释可以在附录中找到。N-聚糖按照SNFG命名法表示[19]。DB：

数据库。
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Man残基α1-3，这根据先前报道的洋刀豆MANase对α1-3

连接的 Man 的缓慢水解进行判断 [53‒54]。相比之下，

Man3-A2G1完全抵抗MANase酶切，这与过去的研究一

致，表明当 GlcNAc 延伸 α1-3 臂（R-GlcNAcβ1-2Manα）
时，MANase在三甘露糖核心的Manα1-6Manα连接上不

活跃[55‒56]。

在过去的 40年里，卵清白蛋白N-聚糖的组成结构一

直得到研究人员的关注[52,57‒58]。虽然早期主要利用核

磁共振、甲基化-气相色谱-质谱，以及详细的酶法分析和

化学方法揭示具体的聚糖结构[53‒54,59]，但这些方法比

较繁琐，需要高度的专业知识（只有在专业的实验室才能

获得）。本文展示了通过结合常见的色谱、电泳和质谱方

法来分离许多连接和位置异构体的能力。当对总卵清白蛋

白N-聚糖进行 4GALase酶切时，由于峰高度和聚糖共迁

移的微小变化，监测峰的变化很困难（如果可能的话）

[见附录A中的图S7（d）]。这一结果说明了如何抛开总

N-聚糖从而对糖基化有更深刻的认识，并表明实际需要

结合几种分析方法。所提出的方法可以揭示在总N-聚糖

中通常未被识别的聚糖结构，但这些聚糖结构在生物学上

是相关的，因此是潜在的生物标志物。此外，对于卵清白

蛋白杂合型聚糖的结果无疑说明了所提出的方法在分析各

种聚糖结构方面的有效性，无论聚糖结构的复杂性如何。

卵清白蛋白 N-聚糖的完整结构注释如附录 A 中的图 S7

（e）所示。

3.3.2. O-乙酰化N-聚糖

SA被认为是一种极其多样化的糖类[60]。这种多样

性主要来自于 SA的 4-、7-、8-和 9-羟基位置（即甲基、

乙酰基、乳酸基、硫酸基和磷酸基）的不同类型的O-取

代。在癌细胞中已经观察到 SA 的 O-乙酰化的变化[61‒

63]，这使得SA的这种精细修饰成为一种潜在的诊断和预

后生物标志物。不幸的是，目前的方法（部分或完全）破

坏或错过了这种不稳定的修饰[64‒66]，阻碍了对O-乙酰

化SA的生物学作用的更深入的理解。

因此，本文将评估基于Fmoc的方法与一个小的结构

修饰（如SA-O-乙酰化）的分析的相容性。为此，选择了

含有 SA N-乙酰神经氨酸（Neu5Ac）和N-乙酰-4-O-乙酰

神经氨酸（Neu4,5Ac2）的马血清糖蛋白质组作为其N-聚

糖链的组成部分。对从马血清中提取Fmoc标记的N-聚糖

进行HILIC-HPLC柱层析，并收集 15个碎片[见附录A中

的图S8（a）]。碎片 6（F6）和碎片 9（F9）均含有具有

tmig [在 xCGE-LIF中非常接近A2G2S2(6,6)]和具有 tmig位移

[分别仅为 1.95 MTU″和 0.95 MTU″]的N-聚糖结构[见图 5

（a）和附录A中的图S8（b）]。一个小的 tmig变化表明这

两个碎片不含A2G2S2(6,6)，但很可能包含密切相关的结

构。有趣的是，在SiaA处理后，这两个碎片中的聚糖表

现出不同的行为（在酶切效率方面）[图5（b）]。这些观

察结果有助于确定F6和F9的聚糖结构。

F6首先被SiaA水解，裂解末端Neu5Ac，分别为α2-

3-、α2-6-或α2-8连接。在SiaA酶切后，仅观察到单唾液

酸化的A2G2S1(6)和中性的A2G2（由于去唾液酸化）略

有增加[图 5（b），左]。这种可忽略不计的信号强度变化

与早期的发现相一致，即O-乙酰化的神经氨酸对唾液酸

酶具有抗性[67‒68]。然而，在 SA 的非酶的温和酸水解

（释放所有SA类型，独立于它们在聚糖中的连接和位置）

后，研究的结构完全转化为中性成分 A2G2，表明两个

Neu5Ac残基的丢失[图5（c），左]。由于酶的抗性可能是

由SA的乙酰化作用引起的，所以O-乙酰基碱性水解后是

F6的SiaA酶切。经过碱性水解后，SiaA裂解了两个末端

的Neu5Ac，从而生成了中性的A2G2 [图 5（d），左]。通

过MALDI-TOF-MS在m/z 2594.9处也检测到含有两个O-

乙酰基的去唾液酸化的双触角聚糖为 [M-2H+3Na] + 

[图5（e）]。

将同样的分析方法也用于 F9。值得注意的是，SiaA

处理主要导致一个SA从去唾液化聚糖中水解，显著增加

了单唾液酸化对应物的信号强度[图 5（b），右]。这种部

分水解表明，只有一个Neu5Ac被O-乙酰化，并且SiaA酶

切产生了单乙酰化的A2G2S1(6)。同样，温和的酸水解释

放了所有的Neu5Ac，通过 xCGE-LIF可以明显看到A2G2

峰的增加[图 5（c），右]。经过去乙酰化和 SiaA酶切后，

所研究的峰完全转化为 A2G2 峰，表明发生了单乙酰化

[ 图 5 （d），右]。此外，通过 MALDI-TOF-MS 在 m/z 

2552.9处观察到一个含有一个O-乙酰基的去唾液酸化的

双触角聚糖为[M-2H+3Na]+ [图5（e）]。

为了确定Neu5Ac和Neu4,5Ac2残基在两个触角上的

位置，将 F9 用 SiaA 进行水解，SiaA 可以裂解 Neu5Ac，

但不能裂解Neu4,5Ac2 [见附录A中的图S8（c）]。然后，

进行4GALase酶切，释放末端Gal残基，并通过碱性水解

从另一支臂上的末端 Neu4, 5Ac2 释放 O-乙酰基。在

A2G2S1(6) [6]和A2G2S1(6) [3]对应的电泳图中出现了两

个峰，反映了Neu4,5Ac2出现在聚糖结构的α1-6-Man和α
1-3-Man臂上[见附录A中的图S8（c）]。

根据目前的数据可知，在马血清F6和F9中，异质性

与SA残基的修饰有关[图 5（f）]。早期对马血清蛋白糖

基化的研究主要关注SA的不同修饰[69‒72]。一些已报道

的用于分析O-乙酰化SA的新方法依赖于碎片分析技术进
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图5. 马血清中O-乙酰化N-聚糖的详细结构表征。（a）含有APTS标记的马血清N-聚糖与全马血清的HILIC-HPLC F6和F9的xCGE-LIF指纹图谱（即

对齐电泳图）（放大）。（b）F6（左）和F9（右）中含有的APTS标记的N-聚糖的SiaA酶切前后的xCGE-LIF指纹图谱。（c）F6（左）和F9（右）中

APTS标记的N-聚糖中唾液酸温和乙酸水解（AA）前后的xCGE-LIF指纹图谱。（d）F6（左）和F9（右）中APTS标记的N-聚糖唾液酸弱碱性去O-乙
酰化（−Ac）和随后的SiaA酶切前后的xCGE-LIF指纹图谱。（e）通过MALDI-TOF-MS获得的F6（左）和F9（右）中鉴定出的Fmoc标记的马血清N-
聚糖的组成信息。（f）在F6（左）和F9（右）中鉴定出的马血清N-聚糖的示意图，包括对唾液酸的酶促作用和化学作用的概述。在（b）~（d）中，

由于水解（酶促或化学作用）而失去的糖残基或官能团（即一个N-聚糖结构转化为另一个）用箭头表示：−S表示唾液酸残基的水解；−Ac表示O-乙
酰基的水解；数字（1x或 2x）表示水解糖或基团的数量。聚糖结构的缩写见附录A。N-聚糖按照SNFG命名法表示[19]。聚糖底图上的OAc：O-乙
酰基。
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行更深层次的表征[64‒65]。然而，所有这些研究（类似

于关于卵清白蛋白的研究）所采用的技术在专业知识/设

备方面都相当昂贵和（或）要求很高。为了克服这些挑

战，本文建立了一种基于Fmoc的方法，结合了分子诊断

实验室中广泛使用的两种设备：基于毛细管凝胶电泳

（CGE）的 DNA 分析仪和 MALDI-TOF-MS。重要的是，

本研究表明，在本文提出的工作流程的所有步骤之后——

去 N-糖基化、Fmoc 标记、清理和分馏、Fmoc 去除、

APTS标记、二次清理和分析——脆弱的修饰如SA O-乙

酰化没有丢失。此外，乙酰化的聚糖很容易被识别出来，

即使使用了微小（即微升）体积的复杂样品混合物（马血

清）（不像上述的一些方法，需要100~1000倍以上的纯糖

蛋白）。虽然O-乙酰化只是一个很小的修饰，但本文对相

关的糖基化的最小的细节进行了分析[见图S8（c）中O-

乙酰化SA的异构体特异性分析]。

所提出的基于可去除染料的方法为人血浆（这是临床

糖组学中被研究最多的生物液体之一）N-聚糖的研究提

供了新的机会。血浆中N-聚糖图谱的改变已被发现与生

理学事件（如衰老或妊娠） [73‒74]和病理生理学事件

（如 II型糖尿病、肝硬化/纤维化和癌症）[75‒77]相关。由

于样品的复杂性、糖基化水平的广泛动态范围，以及聚糖

的结构异质性，N-糖组总体分析仍然是一个巨大的挑战。

值得注意的是，血浆中低丰度的聚糖可能是潜在的有价值

的疾病标志物，该标志物可能被忽视。通过将所提出的方

法应用于马血清，表明该方法适用于从复杂的样品中制备

的N-聚糖的表征；因此，该方法有潜力去识别疾病发生

和进展的生物标志物。

3.3.3. 多重唾液酸化N-聚糖

要完整地研究唾液化结构的复杂性，就需要表征微小

的结构变化，如SA与潜在聚糖链连接的差异。此外，还

需要识别不同的SA类型，这些类型通常只需要一个细微

的修饰，如单个氧原子[如Neu5Ac vs N-羟乙酰神经氨酸

（Neu5Gc）]。SA的水平[78]、类型[79]或连接[80]的显著

变化与癌症的侵袭性和转移有关，突出了SA阐明的重要

性，而不仅仅是触及SA多样性的表面。

为了更深入地了解唾液酸化的N-糖组，将基于Fmoc

的方法与MALDI-TOF-MS方法相结合，利用 SA羧基的

选择性修饰来区分α2-3和α2-6连接的 SA [22‒23]。来自

不同动物物种的血清转铁蛋白的聚糖在SA的类型、数量

和连接方面具有前所未有的多样性[70,81‒82]。因此，选

择牛血清转铁蛋白（迄今为止对其糖基化作用分析较少）

来展示唾液酸化N-聚糖的多样性和所有的分析可能性。

为此，用HILIC色谱法将牛血清转铁蛋白中Fmoc标记的

N-聚糖分离成 8个碎片[见附录A中的图 S9（a）]，并通

过MALDI-TOF-MS和xCGE-LIF，利用外切糖苷酶酶切进

行进一步分析。本文报道了碎片5（F5）的结果[见附录A

中的图 S9（b）]，其中包含各种多重唾液酸化 N-聚糖。

作为一个例子，4种N-聚糖（称为聚糖 I~IV）解释了结构

测定的方法，这些聚糖是唯一存在于这个组分中的

[图6（a）]。

为了在MALDI-TOF-MS中区分相同质量的唾液连接

异构体，对 Fmoc-聚糖组分进行了连接特异性乙酯化反

应。利用SA衍生法引起的质量差异，可以直接从质谱中

分辨出α2-3连接的 SA [与未修饰的 SA 相比，−18.011道

尔顿（Da）]和 α2-6 连接的 SA（+28.031 Da） [22]。因

此，不仅获得了有关SA类型（即Neu5Ac或Neu5Gc，质

量差异为 15.999 Da）的信息，而且还获得了聚糖 I~IV的

连接类型（α2-3或α2-6）和 SA的数量（2个或 3个）的

信息[图 6（b）]。在用β1-3特异性 3GALase和β1-4特异

性 4GALase处理 F5后，没有观察到 xCGE-LIF中聚糖 tmig

的变化[见附录 A 中的图 S9（c）和（d）]，表明所有的

Gal都被末端 SA占据。SiaA酶切（修饰所有 SA）显示，

所有4种聚糖都包含双触角结构A2G2(4,4)或A2G2(3,4)作

为潜在的主链[图6（c）]。

为了完全揭示聚糖的结构，进行了额外的特异性外切

糖苷酶酶切[图 6（d）和（e）]。α2-3特异性SiaS酶切证

实，聚糖Ⅰ有一个末端α2-3连接的Neu5Ac，而聚糖Ⅲ和

聚糖Ⅱ有一个末端α2-3连接的Neu5Gc [图6（d）]。通过

高浓度（完整的）SiaC酶切（SiaChigh）可知，存在一个

额外的Neu5Ac α2-6-连接到聚糖 I的触角GlcNAc，该酶切

切割了所有的末端α2-3-SA和α2-6-SA，但没有切割分支

SA（与内部连接，触角GlcNAc），如图6（e）所示。

为了确定唾液连接的位置和潜在的聚糖链的排列，对

这些聚糖进行了顺序外切糖苷酶酶切。在从聚糖 I中去除

末端 α2-3 连接的 Neu5Ac 后，只有 3GALase （而不是

4GALase）对暴露的臂起作用[图 6（f）和（g），聚糖 I]。

因此研究发现，聚糖 I上的α2-3-Neu5Ac只与β1-3-Gal相

连。 α2-6-Neu5Ac 在 Neu5Acα2-3Galβ1-3GlcNAcβ1-R 触

角（由与 GlcNAcase 最终孵育支撑）上与 GlcNAc 相连，

由于分支Necu5Ac的存在，不能去除GlcNAc [图 6（f），

聚糖 I]。通过SiaChigh的连续降解，进一步证实了聚糖 I的

身份，即 GALase（3GALase 或 4GALase）和 GlcNAcase 

[见附录A中的图S9（e）和（f）]。同样，聚糖Ⅲ和聚糖

Ⅳ分别含有与 3GALase或 4GALase连接的α2-3-Neu5Gc，

这一结论通过与 SiaS 和 GALase（3GALase 或 4GALase）
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图6. 牛血清转铁蛋中唾液酸化N-聚糖的详细结构表征。将基于Fmoc的方法与连接特异性唾液酸酯化和MALDI-TOF-MS分析相结合。（a）含有APTS
标记的牛转铁蛋白N-聚糖的HILIC-HPLC F5的xCGE-LIF指纹图谱（即对齐电泳图）[见附录A中的图S9（a）、（b）]。（b）Fmoc标记和乙基酯化聚糖

I、II、III、IV（来自MALDI-TOF-MS所研究的F5）的唾液酸类型和连接信息。（c）~（e）由xCGE-LIF分析前和分析后的APTS标记的聚糖 I~IV的外

切糖苷酶单酶切：（c）SiaA；（d）SiaS；（e）高浓度（完整）SiaC（SiaChigh）酶切。（f）、（g）使用以下酶对APTS标记的聚糖 I~IV进行顺序外切糖苷

酶酶切的 xCGE-LIF指纹图谱：低浓度（部分）SiaC（SiaClow）、4GALase、3GALase和GlcNAcase。（h）F5中鉴定出的牛转铁蛋白聚糖 I~IV。（c）~
（g）垂直箭头（灰色）表示正在研究的外切糖苷酶酶切时行为的峰。水平箭头表示每次酶切后峰的运动：−S表示唾液酸残基的水解；−S(3)表示α2-3
连接的唾液酸的水解；−G(4)表示β1-4连接的半乳糖的水解；−G(3)表示β1-3连接的半乳糖的水解。彩色箭头表示外切糖苷酶对特定末端单糖的特异

性。用星号（*）标记的峰表示xCGE-LIF中添加到样本的一个内部标准，用于迁移时间校准。关于结构缩写的详细说明见附录A。以下结构特征不能

用缩写来描述：β1-3-半乳糖只能用α2-3-唾液酸取代；α2-6-Neu5Ac只与Galβ1-3GlcNAcβ1-R触角上的GlcNAc相连。N-聚糖按照SNFG命名法表示

[19]。
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的逐步酶切得到证实[图 6（f）和（g），聚糖Ⅲ和聚糖

IV]。GlcNAcase处理的最后一步证实了在聚糖Ⅲ上没有

分支SA [见附录A中的图S9（g）]。低浓度（部分）SiaC

酶切（SiaClow）从糖聚糖Ⅱ中去除末端α2-6-Neu5Ac，而

Neu5Gcα2-6Gal 连接保持完整 [图 6（f），聚糖Ⅱ]。用

4GALase孵育SiaClow处理的聚糖Ⅱ，产生两个同分异构聚

糖[图 6（g），聚糖Ⅱ]。聚糖Ⅰ~Ⅳ的准确结构如图 6（h）

所示。

由于可逆标记，大量的分析方法可以潜在地相互结合

在一起，最终的选择取决于研究问题和仪器的可用性（在

附录A中：补充结果 3显示了与生物制药行业的“金标

准”方法，即HILIC-HPLC的结合）。本文将具有连接特

异性 SA衍生化的MALDI-TOF-MS和具有大量的外切糖

苷酶酶切的xCGE-LIF组合在一起，以研究牛血清转铁蛋

白上唾液酸化聚糖结构的完整复杂性[完整的结构注释见

附录A中的图S9（h）]。MALDI技术具有相对简单的光

谱解释和简单的SA连接分析，以快速和有效的方式提供

了有关 SA 核心结构和 SA 与潜在糖连接的信息。此外，

具有靶向外切糖苷酶酶切的 xCGE-LIF方法解读了 SA的

位置以及潜在糖的确切排列。因此，所提出的基于可去除

染料的方法为探索唾液酸化聚糖物种的复杂结构开辟了新

的和令人兴奋的可能性。

3.3.4. 硫酸化N-聚糖

抗体糖基化已被证明在许多疾病中发生变化，包括自

身免疫性疾病、感染性疾病和癌症，与疾病进展和严重程

度相关[83‒84]。这些研究主要涉及 IgG糖基化；然而，人

血浆免疫球蛋白A（hIgA）糖基化最近也得到了一些关

注，并被发现与类风湿性关节炎和 IgA肾病有关[85]。因

此，IgA糖基化在未来可能被用于诊断和治疗方法。除了

IgG之外，人们对抗体的糖基化在健康或疾病中的作用仍

然知之甚少，这可能是由于其糖基化复杂程度更高。本文

应用了基于可去除染料的方法来扩展对 IgA N-糖基化的理

解。xCGE-LIF分析结合外切糖苷酶酶切证实了先前的报

道[86]，表明 hIgA N-聚糖是复杂的双触角型，具有高水

平的唾液酸化和半乳糖化，以及可能的岩藻糖基化和平分

型[图7（a）]。有趣的是，有一个峰含有一个不能被明确

识别出来的N-聚糖。这种结构[在图7（a）中用箭头标记]

比完全唾液酸化的双触角型聚糖迁移得更快（因此在电泳

图中出现得更早），表明这种聚糖结构可能包含额外的负

电荷基团（因为更多的负电荷使聚糖的迁移速度更快）。

通过对 Fmoc标记的 hIgA衍生的N-聚糖聚合物的HILIC-

HPLC 分馏，分离出了未知的结构[见附录 A 中的图 S10

（a），组分 16；图 7（b），图 I]，并对该结构进行详细的

xCGE-LIF和MALDI-TOF-MS分析[图7（b）~（d）]。

序列外切糖苷酶酶切结合xCGE-LIF分析显示，除了

SA羧基外，在所研究的聚糖上还存在一个带负电荷的修

饰及其位置[图7（b）]。同时引入两种不同特异性的唾液

酸酶以及酸水解，以区分聚糖的α2-3和α2-6连接SA。目

标N-聚糖上的SA对SiaA酶切[图 7（b），图Ⅱ]和酸处理

（数据未显示）敏感，同时释放 α2-6和 α2-3连接的 SA，

但对 SiaS具有抗性[见附录A中的图 S10（b）]，仅释放

α2-3连接的 SA。因此，本研究发现目标N-聚糖上的 SA

完全是α2-6连接的。此外，去唾液酸化后，tmig的变化对

应于两个SA的丢失。有趣的是，与两种不同的半乳糖苷

酶的酶切给出了不同的结果。首先，用 4GALase的酶切

释放一个Gal残基[图 7（b），图Ⅱ]。其次，用 46GALase

的酶切可去除两个Gal残基[图7（b），图Ⅲ]。而迁移变化

的幅度大小分别与一个和两个Gal残基的损失相关，tmig结

果表明，在聚糖上仍保留着负电荷。随后的GlcNAc酶切

去除了一个[在 4GALase的情况下；图 7（b），图Ⅱ]或两

个潜在的GlcNAc残基[在46GALase的情况下；图7（b），

图Ⅲ]。更重要的是，46GALase 产物的 GlcNAcase 处理

（完全去唾液酸化和去半乳糖基化）将聚糖切割为具有核

心岩藻糖基化（FMan3）的常见的三甘露糖基核心结构，

表明N-聚糖不仅失去了两个GlcNAc残基，而且失去了负

电荷[即由于带电荷的GlcNAc水解而向电泳图更高的 tmig

区域转移；图7（b），图Ⅲ，蓝色痕迹]。因此，该修饰的

位置位于附着在三甘露糖基核心上的两个GlcNAc残基之

一上。

MALDI-TOF-MS 揭示了这种酸性聚糖修饰的身份。

首先，在m/z 2086.7处的[M-H]−离子[在反射负离子（RN）

模式下为去唾液酸化组分记录]，表明双触角去半乳糖岩

藻糖基化聚糖上存在硫酸化修饰[FA2G2；图7（c）]。串

联质谱（MS/MS）提供了最终的证据，证实了FA2G2聚

糖上的硫酸基团的存在和位置[图 7（d）]。在MS/MS中

观察到含有硫酸基团的碎片离子，进一步证明了N-聚糖

的硫酸化。此外，某些碎片还提供了关于硫酸盐基团位置

的关键信息。例如，m/z 1809.7处的一个碎片离子[由于两

个末端己糖残基的丢失；图 7（d）中的阴影结构]在m/z 

2132.0处的[M-H+2Na]+的MS/MS图谱（盒状结构）中被

清晰地观察到，表明硫酸盐基团位于GlcNAc上。如上所

述，这一结果得到了外切糖苷酶实验（与 xCGE-LIF 结

合）的支持。因此，由于使用了基于Fmoc的方法，本文

详细描述了 hIgA上的硫酸化聚糖，以前其他聚糖分析技

术没有检测到该结构[图7（e）]。
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为了进一步揭示聚糖结构的细节，寻找了严格水解硫

酸盐或硫酸化聚糖的酶。在之前的合作工作中，确定了硫

酸盐依赖的己糖胺酶从 N-聚糖的末端位置去除完整的

GlcNAc-6-so4（而不是硫酸化的GlcNAc）[87]。当将这种

高度特异性的酶应用于所研究的聚糖 [之前被 SiaA 和

46GAL酶（即完全脱烷和脱乳糖结构）酶切]，它对硫酸

化GlcNAc起作用，导致聚糖的一个非硫酸化GlcNAc保

留在 α1-6-Man 臂（FA1G0[6]）上[87]。因此，利用这种

新的聚糖分析工具，发现仅在α1-3-Man臂的GlcNAc上附

着一个硫酸基团，从而为更深入地表征硫酸化聚糖开辟了

一条途径。尽管检测和表征硫酸化聚糖对所有的分析方法

来说都是一项艰巨的任务[88]，但本文的方法确定了硫酸

盐在 IgA衍生的N-聚糖上的确切位置。

本研究认为，这一新发现将有助于未来研究 IgA糖基

化与疾病之间的关系，因为N-聚糖的硫酸化可以显著影

响生物识别和从体内清除蛋白质等过程[89‒90]。然而，

硫酸化N-聚糖对 IgA的影响尚不清楚。事实上，尽管各种

各样的方案和方法（如放射性同位素标记、凝集素结合阵

列、与色谱法相结合的释放聚糖或糖肽的质谱分析，以

及与FLD结合的LC）已经用于大型队列研究中健康组和

疾病组中 IgA糖基化的研究[83,91]，但本文是关于 hIgA 

N-聚糖硫酸化的第一个详细报道。IgA N-聚糖的结构已

经用不同的分析方法进行了探索，而这种硫酸化作用还

没有被发现，因此需要一种新的聚糖分析工具。本研究

认为，基于Fmoc的方法——特别是与新发现的硫酸化特

异性酶结合[87]——可以提供非常深入的结构信息，并可

以帮助回答一些关于其他免疫球蛋白硫酸化的迫切问题

[92‒94]。

4. 结论

在过去的几十年里，已经看到了用于N-聚糖结构分

析的技术在不断进步。然而，这些分析工作流程的重点主

要是提高速度、总处理能力和灵敏度，通常以糖组分析的

深度和广度为代价。为了解糖基化过程中所包含的生物学

信息，首先有必要充分解剖聚糖结构。本研究的基本目的

图7. hIgA中硫酸化N-聚糖的详细结构表征。（a）APTS标记的hIgA N-聚糖的xCGE-LIF指纹图谱（即校准的电泳图）。N-聚糖结构通过数据库匹配进

行校准，并通过外切糖苷酶测序进行确认（均与xCGE-LIF结合）。（b）图（I）显示了含有APTS标记的hIgA N-聚糖的HILIC-HPLC碎片16（F16）的

xCGE-LIF指纹图谱。图（II）和图（III）显示了如 xCGE-LIF分析的F16中含有APTS标记的N-聚糖的顺序外切糖苷酶酶切。使用如下酶进行酶切：

SiaA、4GALase、46GALase和GlcNAcase。在左边的N-聚糖指纹图谱中，酶的活性用箭头显示，指出了相应的N-聚糖的迁移时间变化。在这两个图

中，酶的活性如图中右侧所示。（c）Fmoc标记下的去唾液酸化F16的反射负离子（RN）MALDI-TOF-MS图谱。（d）Fmoc标记的F16中主要的N-聚
糖的MALDI-TOF/TOF-MS-MS光谱图（所研究的分析物；在橙色虚线框中突出显示）。显示硫酸基团位置的关键诊断碎片为橙色阴影部分。（e）F16
中鉴定的hIgA N-聚糖示意图。对于（b）和（e）中的聚糖插图，箭头表示末端聚糖残基上的外切糖苷酶的活性[（e）中提供酶颜色图例]。Neu5Ac-
Gal结合的角度[如（b）图所示]表明了α2-6连接。（b）~（e）中聚糖底图上的字母S表示硫酸基团。（a）、（b）中用箭头（）标记的峰代表了一个迄

今为止未知的N-聚糖结构（感兴趣的分析物）。（a）和（b）中用星号（*）标记的峰值对应于xCGE-LIF中用于迁移时间校准的一个内部标准。N-聚
糖按照SNFG命名法表示[19]。
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是展示通过可逆标记将高分辨率基于CE的方法（xCGE-

LIF）与快速和易于使用的基于MS的方法（MALDI-TOF-

MS）相结合来揭示聚糖复杂性的能力。随着可去除标记

技术的应用，现有的聚糖分析技术具有操作简单、成本

低、处理能力高、结构分辨率高和灵敏度高的优点，而且

易于整合以阐明结构细节（如位置和连接异构体）。以鸡

卵清白蛋白、马血清、牛转铁蛋白和 hIgA为例，本研究

不仅证实了已知的结构信息（这些信息以前仅通过费时费

力的分析方法获得），而且还揭示了以前未见过的结构细

节。虽然本文关注的是 xCGE-LIF 和 MALDI-TOF-MS 这

两种高通量方法的结合，但可去除染料的应用为许多新的

分析途径打开了大门。因此，本文提出的方法将鼓励聚糖

研究者将可逆标记作为一种方法，然后结合以前“不可组

合”技术进行深入的聚糖分析。此外，希望所提出的方法

有助于更多的研究人员能更容易地进行聚糖分析，从而对

聚糖在生理学和疾病中的作用获得更深入的理解。

Nomenclature

2-AB 2-aminobenzamide

3GALase β1-3-galactosidase

4GALase β1-4-galactosidase

46GALase β1-4,6-galactosidase

APTS 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid

BioGel Bio-Gel P10

CE capillary electrophoresis

Fmoc 9-fluorenylmethyl chloroformate

Fuc fucose

Gal galactose

GlcNAc N-acetylglucosamine

GlcNAcase or 

GlcNAcasesp Streptococcus pneumoniae β1-2, 3, 4, 6-N-

acetylglucosaminidase

GlcNAcasexm Xanthomonas manihotis β1-2, 3, 4, 6-N-

acetylglucosaminidase

(h)IgA (human) immunoglobulin A

HILIC-

HPLC-FLD hydrophilic interaction high-performance liq‐

uid chromatography with fluorescence detec‐

tion

LC liquid chromatography

Man mannose

MANase α1-2,3,6 mannosidase

MALDI-

TOF-MS matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight mass spectrometry

MS mass spectrometry

MTU" aligned migration time units

m/z mass-to-charge ratio

Neu5Ac N-acetylneuraminic acid

Neu4,5Ac2 N-acetyl-4-O-acetylneuraminic acid

Neu5Gc N-glycolylneuraminic acid

PNGase F peptide N-glycosidase F

RFU relative fluorescence units

RN reflectron negative-ion mode

RP reflectron positive-ion mode

SA sialic acid

SiaA α2-3,6,8-sialidase

SiaC α2-3,6-sialidase

SiaS α2-3-sialidase

SPE solid-phase extraction

tmig migration time

UPLC ultra-high-performance liquid chromatogra‐

phy

xCGE-LIF multiplexed capillary gel electrophoresis 

with laser-induced fluorescence detection 

fluorescence detection
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