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摘要

免疫球蛋白G（IgG）是最丰富的血浆糖蛋白，也是重要的体液免疫介质。聚糖组成影响 IgG对配体的亲
和力以及随之而来的免疫反应。IgG N-糖基化的修饰被认为是性激素调节免疫系统的各种机制之一。
虽然月经周期是大多数育龄妇女中与性激素相关的中枢生理过程，但月经周期中的 IgG N-糖基化动力学
尚未得到研究。为了填补这一空白，本研究使用亲水相互作用超高效液相色谱（HILIC-UPLC）分析了
70名绝经前健康妇女在月经周期的12个时间点（每7天一次，持续3个月）的血浆 IgG N-聚糖。研究观察
到 IgG N-糖基化的周期性变化与月经周期阶段和血浆中的性激素浓度有关。在综合队列水平上，每种性
状的模拟平均月经周期对 IgG N-糖基化性状丰度的影响较低，无半乳糖基化N-聚糖的峰值为1.1%。然
而，在某些情况下，个体自身变化相对较高；例如，月经周期中唾液酸化N-聚糖的最小值和最大值之间的
最大差异高达21%。在所有测量中，月经周期阶段可以解释单半乳糖基化的单个 IgG糖基化性状丰度高
达0.72%的变化。相比之下，高达99%的双半乳糖基化丰度变化可归因于 IgG N-糖基化的个体差异。总
之，月经周期中发生的 IgG N-聚糖模式变化的平均程度很小；因此，无论月经周期阶段如何，都可以在大
样本量研究中对女性进行 IgG N-聚糖谱分析。
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1. 引言

月经周期是一系列自然过程，这些过程打乱了女性生

育年龄期间的生活。月经周期通常被分为卵泡期和黄体期

两个周期阶段，由交替的雌激素（E）和孕酮（P）优势

期与短暂的排卵期和月经期定义[1]。性激素的浓度在月

经周期中起伏不定，导致女性身体产生不同的生理和免疫

反应，这些反应高度依赖于周期阶段[2]。

在进化过程中，人类发展出一种先天性和适应性（体

液）免疫力，由刺激免疫反应或提供各种效应功能的免疫
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细胞和分子组成[3]。在免疫球蛋白（IgG、IgM、IgA、

IgD和 IgE）中，IgG是最丰富的人血浆糖蛋白，是体液免

疫的重要效应分子。IgG通过Asn297的复杂共翻译和翻

译后糖基化过程与被称为聚糖的寡糖链共价修饰，

Asn297是 IqG重链每个 Fc部分的保守N-糖基化位点[4]。

聚糖是必需的结构和功能成分，是 IgG抗体效应功能的关

键调节因子[5‒6]。免疫应答的启动需要抗原识别以及 IgG

与各种配体结合，例如，免疫效应细胞上存在的Fcγ受体

（FcγR）[7]、补体因子[8]和凝集素[9]。

已知 IgG糖组成分可调节 IgG对不同配体的亲和力，

从而调节其下游效应功能。不含末端半乳糖的 IgG聚糖与

炎症和自身免疫性疾病病理学相关，并通过替代补体途径

[10]或凝集素补体途径[9]来充当炎症引发剂。另外，半乳

糖基化聚糖与炎症抗体潜力降低有关[11]。然而，当半乳

糖基化聚糖缺乏核心岩藻糖时，它们会促进 IgG与C1q补

体成分的结合并激活炎症反应，从而导致补体依赖的细胞

毒性（CDC）[12]。通常情况下，超过90%的血浆 IgG糖

型在聚糖核心部分具有岩藻糖；这是 IgG炎症性质的“安

全开关”[13]，因为核心岩藻糖基化聚糖在激活抗体依赖

的细胞毒性（ADCC）[14]方面的效率比同一 IgG分子的

非岩藻糖基化糖型低 100倍[15]。此外，末端唾液酸化聚

糖的独特之处在于它们通过减少 IgG与激活FcγR的结合

[16]以及促进与 II型（凝集素）FcγR（如DC-SIGN）的结

合来启动抗炎效应功能，同时还刺激抑制性FcγRIIB的表

达[17]。

IgG上N-聚糖的组成随年龄的变化而变化，这种变化

首先在半乳糖基化聚糖被发现[18]。进一步的研究显示，

IgG的半乳糖基化和唾液酸化与年龄相关的变化存在性别

差异，表明女性的二半乳糖基化和唾液酸化N-聚糖水平

高于男性，但绝经期后，这种观察结果出现逆转[19‒21]。

此外，一项纳入甲状腺癌患者的研究报道称，健康女性对

照组（尤其是青春期和绝经期）的 IgG半乳糖基化存在严

重偏斜，并将这一观察结果与性激素水平的显著变化联系

起来[22]。

有报道称，性激素可能是女性各种自身免疫性疾病和

炎症性疾病的重要调节因子[23]。许多关于疾病机制的研

究认为 IgG N-糖基化的改变起着重要作用[24]。性激素与

IgG N-糖基化之间的关系通过比较女性妊娠前、妊娠期间

和妊娠后的疾病活动度[25‒27]、检查与内源性绝经后性

激素水平相关的增加的疾病风险[20]，或比较同龄男性和

女性的疾病发病率得以证明[28‒31]。血浆雌激素水平极

低与绝经期类风湿性关节炎发生风险增加有关[32‒33]。

此外，内分泌干预研究表明，性激素与 IgG糖基化改变之

间存在直接因果关系[32,34]。本文研究小组最近发现，健

康月经期女性性腺激素的慢性抑制增加了聚糖年龄指数

[20]。该指数是一种新开发的生物年龄聚糖生物标志物，

与生活方式和疾病风险生物标志物非常吻合，并且随着不

含半乳糖和唾液酸的 IgG聚糖丰度的增加而增加[35]。相

反，高雌激素可促进 IgG半乳糖基化和唾液酸化，使妊娠

类风湿疾病女性的病情得到缓解[27]。至于月经周期，绝

经前女性通常在经前期或性激素低的月经期间出现慢性疾

病症状恶化[2]。

上述研究表明，月经周期性激素的波动可能会影响

IgG N-糖基化，从而影响女性的免疫力。由于 IgG糖基化

的变化是衰老、健康和性激素状态的相关因素，因此聚糖

已成为越来越多流行病学研究中不可避免的研究主题

[24]。聚糖已被证明是疾病风险及发展的促成因素和预测

因子[36]，并有可能成为被广泛使用的诊断生物标志物

[37‒38]。因此，必须彻底研究可能影响 IgG的 N-糖基化

的所有因素。

目前还没有关于月经周期中可能的 IgG N-糖基化变化

的数据，也不知道在流行病学研究中是否应将月经周期阶

段视为混杂因素。因此，本研究检查了一组健康绝经前妇

女在月经周期中 IgG糖组组成的纵向变化，还检查了丰富

的 IgG聚糖性状是否与月经周期阶段和血浆中性激素的浓

度有关。

2. 材料和方法

2.1. 参与者

本研究通过名为“IgG糖基化与女性月经周期之间的

关联”的项目招募了女性志愿者，该项目由首都医科大学

（Capital Medical University in Beijing）资助。排除标准包

括：确认绝经状态；研究前的疾病或症状；使用口服避孕

药、其他激素物质或药物；吸烟；饮酒；怀孕。已知所有

这些因素都会影响 IgG N-糖基化[39]。共有 70名年龄在

19~48岁之间、绝经前月经周期规律的妇女符合调查[问

卷1（见附录A）]标准，并有资格参加该研究（见附录A

中的表S1和图 S1）。

2.2. 研究设计

本研究是一项观察性研究，从 2016年 9月至 11月连

续 12周对参与者进行目的性采样。无论月经周期阶段如

何（每人 12 份样本），每周（每 7 天）采集一次血液样

本，持续三个月。附录A中的图 S2显示了研究设计图，

概述了采样方案和随后的实验程序。简而言之，将血浆从
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每个血液样品中分离并储存在−80 ℃直至进行性激素和

IgG N-聚糖分析（详细信息见附录A）。在每周的访问中，

参与者接受了表型测量和后续调查[问卷2（见附录A）]，

其中要求参与者告知自上次抽血以来的月经周期细节。该

信息用于确定 12周研究期间每个参与者的月经周期长度

（见附录A中的表S2）。

2.3. 性激素

分析血浆样品以确定三种性激素 17β-雌二醇（E2）、

孕酮（P）和总睾酮（T）的浓度，使用市售的免疫测定

试剂盒（ARC Estradiol RGT、ARC Progesterone RGT 和

ARC 2nd Gen TestoRGT；Abbott, Abbott Laboratories，美

国）。使用 Architect i1000SR 化学发光免疫分析仪（Ab‐

bott, Abbott Laboratories，美国）以单个读数的方式测量

性激素血浆浓度，并使用 Architect System软件进行自动

数据分析。

2.4. IgG分离、N-聚糖释放和标记

整个过程按照 Pucic等[40]建立的方案进行。简而言

之，在 96 孔蛋白 G 培养板（BIA Separations，斯洛文尼

亚）上通过亲和色谱法从血浆样品中分离 IgG。在每次

IgG分离程序（平均 IgG浓度为0.7 mg·mL−1；范围：最小

IgG浓度为 0.36 mg·mL−1，最大 IgG浓度为 1.1 mg·mL−1）

后，在NanoDrop 8000分光光度计（Thermo Fisher）上测

量每个样品中的 IgG 含量。通过加入十二烷基硫酸钠

（SDS；美国维特罗根）对分离的 IgG进行变性并在65 ℃

下孵育。Igepal-CA630（Sigma-Aldrich，美国）用于中和

多余的 SDS。在磷酸盐缓冲盐水（PBS）中加入 PNGase 

F（Promega，美国），释放 IgG N-聚糖，然后在37 ℃下孵

育过夜。将释放的N-聚糖用2-氨基苯甲酰胺（2AB）染料

进行荧光标记（Merck，德国）。使用亲水相互作用液相

色谱固相萃取（HILIC-SPE）技术从样品中除去游离标记

和还原剂。将 IgG N-聚糖用超纯水洗脱并储存在−20 ℃直

至使用。

2.5. IgG N-聚糖分析

在由样品管理器、四元溶剂管理器和荧光检测器

（FLR）组成的 Waters Acquity 超高效液相色谱（UPLC）

系统（Waters，美国）上，通过亲水相互作用液相色谱

（HILIC）分离标记的 N-聚糖。通过酰胺 Acquity UPLC 

Glycan BEH 色 谱 柱 （Waters， 美 国）， 用 100 mm × 

2.1 mm（内径）和1.7 μm杂合的乙烯桥颗粒分离N-聚糖，

将 pH值为 4.4的 100 mmol·L−1甲酸铵作为溶剂A，100%

乙腈（ACN）作为溶剂 B。样品在进样前保持在10 ℃下，

分离操作在 60 ℃下进行。在 27 min分析运行中，分离方

法使用 75%~62% 乙腈的线性梯度，流速为 0.40 mL·
min−1。通过FLR检测器检测N-聚糖，激发和发射波长分

别设置为 250 nm 和 428 nm。该系统由 Empower 3 软件

[build 3471（Waters，美国）]控制。

数据处理包括色谱图的内置积分，然后手动校正色谱

图以保持所有样品相同的积分区间。选定的色谱图用于模

板化所有样品的色谱聚糖数据的自动积分[41]。将色谱图

平均分成含有不同聚糖结构的 24个聚糖峰（GP1~GP24）

（图 1） [19,42]。色谱峰中的 N-聚糖组成先前由 Pucić 等

[40]确定。每个峰中游离寡糖的丰度以占总积分面积的百

分比表示（%面积）。

2.6. 统计分析

为了避免在不同时间和不同培养板上分析多个样品时

产生的批量效应，将采自一名女性的所有样品随机分布在

单个 96孔板上，并在同一次运行中进行分析。按照这个

逻辑，分配了3~5个年龄匹配个体的血浆样品和每个培养

板的内部血浆样品（标准品）。作为标准品，使用由克罗

地亚萨格勒布市的Department of Transfusiology在一个时

间点收集的匿名健康女性供体（32岁）的血浆。该标准

品一式五份分布在所有平板上，以控制非生物学变异，即

方法的技术变异。UPLC聚糖数据按总色谱面积归一化，

使样品之间的测量具有可比性。将每个聚糖峰定量为总

IgG N-糖组的百分比。

每个聚糖峰的生物学变异按以下方式计算：24个聚

糖峰（可变）中每一个的标准品变异中位数（技术变异）

与队列中每位女性所有样品变异的中位数之比再乘以

100%（见附录A中的表S3）。除了 24个直接测量的聚糖

峰外，对于 IgG聚糖，计算了另外6个衍生性状，作为具

有相似结构特征的选定聚糖峰的总和（表 1）。衍生性状

代表无半乳糖基化聚糖（G0）、单半乳糖基化聚糖（G1）、

二半乳糖基化聚糖（G2）、唾液酸化聚糖（S）、核心岩藻

糖基化聚糖（F）和具有平分型GlcNAc(B)的N-聚糖的相

对丰度。

为了评估月经周期中聚糖和性激素的动态，通过将研

究中每个月经周期的长度标准化为100%来建立一个月经

周期模型。该模型是根据来自60名女性的140个月经周期

中的500个分析血浆样品的聚糖和性激素数据构建的（有

关详细信息请参阅第3.2节）。月经周期和 IgG聚糖性状之

间的关联分析使用线性混合模型进行，年龄（固定效应）

和受试者（随机效应）作为额外的协变量被包括在内。假

设的纵向聚糖测量周期模式被建模为月经周期阶段的正弦
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和余弦函数的线性组合。使用线性混合模型进行每种性激

素浓度与 IgG聚糖性状之间的关联分析，包括年龄（固定

效应）和受试者（随机效应）作为附加协变量。

在整个研究期间，通过将每个聚糖性状除以个体内的

平均值来标准化所有聚糖测量结果，从而使不同聚糖性状

之间和个体之间的月经周期的估计效果具有可比性。Ben‐

jamini-Hochberg 方法用于调整所进行的假设检验数量的

P值。P值低于0.05 被认为具有统计学意义。使用R编程

软件（版本3.01）分析和可视化数据。

2.7. 机构审查委员会声明

该研究是根据《赫尔辛基宣言》进行的，得到了首都

医科大学（CMU）伦理委员会（协议代码 2016SY106；

2017年 7月 11日批准）和克罗地亚萨格勒布大学医学院

（School of Medicine at University of Zagreb, Croatia）伦理

委员会（协议代码 380-59-10106-18-111/151；2018年 7月

12日批准）的批准。与会者根据《赫尔辛基宣言》提供

了书面知情同意书。

2.8. 知情同意声明

从参与研究的所有受试者那里获得了知情同意声明。

3. 结果

3.1. 研究概述

对 70名月经周期规律、自然绝经前健康的妇女进行

了血浆来源的 IgG纵向N-聚糖谱分析，目的是研究月经周

期阶段与 IgG N-聚糖组成之间的可能关联。无论月经周期

表1　利用24个直接测量的聚糖峰定义的衍生 IgG聚糖性状（图1）

Derived glycan trait

G0

G1

G2

S

B

F

Chromatographic peaks corresponding to glycans with similar structural features

GP1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP6

GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11

GP12 + GP13 + GP14 + GP15

GP16 + GP17 + GP18 + GP19 + GP21 + GP22 + GP23 + GP24

GP3 + GP6 + GP10 + GP11 + GP13 + GP15 + GP19 + GP22 + GP24

GP1 + GP4 + GP6  + GP8 + GP9 + GP10 + GP11 + GP14 + GP15 + GP16 + GP18 + GP19 +  GP23 + GP24

G0: glycans with no galactose (agalactosylated); G1: glycans with one galactose (monogalactosylated); G2: glycans with two galactoses (digalactosylated); S: 
glycans with sialic acid (sialylated); B: glycans with bisecting N-acetylglucosamine (GlcNAc) (bisected); F: glycans with fucose on the most inner GlcNAc (core-
fucosylated).

图1. 人 IgG N-糖组。从血浆衍生的 IgG释放的N-连接聚糖（由HILIC-UPLC-FLR分析的2-AB标记）的代表性色谱图，由24个色谱峰（GP1~GP24）
组成。每个聚糖峰仅呈现最丰富的糖型，以简化色谱数据。人 IgG N-糖组聚糖结构的完整列表见参考文献[19]。单糖残基以几何符号表示，并根据

Consortium for Functional Glycomics的建议进行颜色编码。使用GlycoWorkbench软件描绘聚糖结构[42]。EU：排放单位；GP：聚糖峰。
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阶段如何，连续 12周跟踪了 IgG糖组成分的变化，每周

进行一次样本采集。7名受试者没有参与完整的抽样研究

方案，一名受试者从第三周开始参与抽样方案；因此，对

于这些个体来说，获得的血浆样本数少于最初计划的每人

12个血浆样本。采样方案产生了806个血浆样品，可用于

实验程序（见附录A中的图S2）。

3.2. 月经周期选择标准

为了定义研究中月经周期的长度，使用了自我上报的

月经周期信息，这些信息是通过每个参与者在进入研究之

前和研究期间每次抽血后完成的调查问卷获得的。问卷结

果显示一些月经周期超出了正常的月经周期范围[43]，这

被认为是一个排除标准。最后，建立了(30 ± 4)天的研究

特异性可接受平均月经周期长度，从而产生了来自 60名

女性的140个月经周期中的500个UPLC IgG聚糖数据集，

以作进一步的统计分析（见附录A中的表S2）。

3.3. IgG N-糖基化变异性的评估

在评估月经周期中 IgG N-糖基化变化的程度之前，首

先必须确定单个 IgG聚糖的生物学变异性。将队列中所有

分析样品中的每个聚糖峰的变化与整个研究期间标准样品

的分析变化进行了比较。结果发现，根据Baković等[19]

确定的结果，24个聚糖峰中有 14个的生物学变异超过了

分析变异（见附录A中的表S3），这些峰约占总色谱面积

的85%。

确定了队列中 IgG N-糖基化个体之间的变异性，该队

列以所有分析样品中衍生聚糖性状的四分位距（第 25~

75个百分位数）表示，如附录 A中的表S4所述。研究发

现半乳糖基化相关性状水平的变化最显著，尤其是无半乳

糖基化（G0）（s = 4.3，其中 s代表标准偏差），而岩藻糖

基化（F）在队列中的所有样品中具有最低的变异范围

（s = 0.9）[图2（a）]。

接下来，评估了每个参与者衍生的 IgG聚糖性状的变

化。图 2（b）显示，唾液酸化（S）（最小值和最大值之

间的最大差异高达21%）和无半乳糖基化（G0）（最小值

和最大值之间的最大差异高达16%）IgG N-聚糖的个体差

异程度最明显。相比之下，核心岩藻糖基化（F）IgG N-

聚糖在单个女性体内表现出最小的变异（最小值和最大值

之间的最大差异小于3%）。

3.4. IgG N-糖基化在月经周期中显示出周期性的周期模式

研究测试了月经周期阶段与衍生聚糖性状之间的关

联，以表征月经周期中检测到的 IgG N-糖基化变化。结果

揭示了6个 IgG N-糖基化性状中有5个的丰度动态具有循

环周期性：无半乳糖基化（G0）、单半乳糖基化（G1）、

二半乳糖基化（G2）、唾液酸化（S）和平分型 GlcNAc

(B)（图 3、表 2）。循环阶段引起的丰度平均变化相对较

小，仅高达1.1%。表2显示，与 IgG的半乳糖基化和唾液

酸化相关的衍生聚糖性状变化最大：G0为1.1%、G2和S

为 1.0%。含有一种半乳糖的 N-聚糖变化适中（G1 为

0.8%），含有平分型GlcNAcB的N-聚糖为 0.5%。岩藻糖

基化（F）水平保持稳定，在月经周期中没有显示出统计

学上的显著周期性（表2）。

图2. IgG N-糖基化的变异性。（a）队列中N-糖基化的个体间变异性；队列中分析的所有样品中6种衍生 IgG聚糖性状相对丰度的箱形图。每个框表示

四分位距（第25~75个百分位数）。框内的线条表示中位数（X͂），而细线表示第5个和第95个百分位数。点表示异常值。对于每个衍生性状，还计算

了平均值（x̅x̅）和标准差（s）（见附录A中的表S4）。（b）一个人N-糖基化的个体间变异性。每条蓝色垂直线代表在12周研究期间每位女性（n = 60）
的6个衍生 IgG聚糖性状的最小值和最大值所定义的变异范围。黑色垂直线表示标准品聚糖性状的变化范围，该标准品是具有已知N-糖基化图谱的内

部样品，用于跟踪技术变异。聚糖测量根据个体内的平均值进行标准化以便比较不同的聚糖性状。
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本研究还能够区分月经周期中N-糖基化变化的两种

不同模式。研究显示G0、G1和B在月经周期的卵泡期丰

度最高，而G2和 S在月经周期的黄体期达到最高丰度，

如图3所示。

接下来，研究了月经周期对 IgG N-糖基化总体变化的

贡献程度。以年龄为固定变量和以受试者为随机变量的线

表2　月经周期阶段与衍生 IgG聚糖性状的关联，以及月经周期引起的衍生聚糖性状变异和 IgG N-糖基化的个体差异分析

Derived gly‐

can trait

G0

G1

G2

S

B

F

Glycan trait 

peak a (% MC)

35

35

85

84

31

47

Ratio peak/all mea‐

surements

1.011

1.008

1.010

1.010

1.005

1.000

MC phase effect b

Percentage (%)

1.1

0.8

1.0

1.0

0.5

0

s

0.05

0.12

0.08

0.07

0.04

0.05

Person Var c 

(%)

98

92

99

90

86

93

MC Var d 

(%)

0.12

0.72

0.30

0.26

0.06

0.10

p value

4.15 × 10−−9

1.12 × 10−−22

4.15 × 10−−25

2.79 × 10−−6

0.01

0.09

Adj p value

8.30 × 10−−9

3.36 × 10−−22

2.49 × 10−−24

4.19 × 10−−6

0.01

0.09

p values describe the statistical significance of derived glycan trait abundance variability introduced by the menstrual cycle. False discovery rate was controlled 
using the Benjamini‒Hochberg procedure (p-value adjusted). Statistically significant adjusted p (Adj p) values are in bold (p < 0.05). The duration of one MC cor‐
responds to 100%. Follicular phase range: 0%‒50% MC; luteal phase range: 50%‒100% MC. MC: menstrual cycle.

a The point of the menstrual cycle phase at which the highest abundance of glycans with a similar structural feature, i.e., derived glycan trait, was observed.
b Ratios of an average peak trait measurement and an average of all trait measurements for each derived glycan trait are shown as effects of the menstrual cycle 

phase on the variability of derived glycan trait abundance, expressed in percentages (%) and standard deviations (s).
c Percentage of derived glycan trait variability explained by interpersonal differences (Person Var) in IgG N-glycosylation (%).
d Percentage of derived glycan trait variability explained by the menstrual cycle (MC Var; %).

图3. IgG N-糖基化和性激素在几个连续月经周期中的动力学。蓝色曲线表示建模函数，深灰色区域表示无半乳糖（G0）、单半乳糖（G1）、二半乳糖

（G2）、唾液酸（S）、平分型GlcNAc(B)和核心岩藻糖（F）的N-聚糖变异的95%置信区间，以及通过几个月经周期的卵泡期和黄体期三种性激素睾酮

（nmol·L−1）、雌二醇（pmol·L−1）和孕酮（nmol·L−1）的血浆浓度（如表3所示）。x轴上的整数表示每个后续月经周期的开始。聚糖测量根据个体内

的平均值进行标准化（见第2.6节），以便比较不同的聚糖性状。绿色矩形：卵泡期（仅针对观察到的第一个月经周期显示）；蓝色矩形：黄体期（仅

针对观察到的第一个月经周期显示）；每个点代表一个样本；n（样本）= 500。
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性混合模型分析表明，月经周期可以解释低至0.06%的平

分型 GlcNAc(B) [调整（Adj）p = 0.01] N-聚糖丰度的变

化，可解释单半乳糖基化（G1）（Adj p = 3.36 × 10−22）N-

聚糖丰度最多0.72%的变异性。因此，结果表明，仅由月

经周期引起的 IgG N-糖基化变化占队列中所有样品的任一

聚糖性状丰度变异性的不到0.8%。相比之下，在 IgG上检

测到的平分型N-聚糖（B）超过86%的丰度变异性，可归

因于个体之间N-糖基化的差异。此外，由于同样的原因，

两个人之间二半乳糖基化 N-聚糖的丰度可能相差高达

99%（表2）。

3.5. IgG N-糖基化的峰值变化和性激素的最高浓度在整个

月经周期中发生时移

为了探索性激素（尤其是雌激素）与 IgG N-糖基化变

化的已知联系[32,34]，首先检查是否可以将本文研究的性

激素的血浆峰值浓度与衍生聚糖性状的峰值丰度进行匹

配。血浆中最高浓度的性激素与月经周期中最高水平的衍

生 IgG聚糖性状之间的关系在附录A的表S5中给出。

研究观察到，基于文献的卵泡期最高雌二醇浓度[44]

与G2或S聚糖的最高丰度不重叠，尽管该浓度与月经周

期黄体期的雌二醇和孕酮峰值一致，如图3所示。研究表

明，G2和S峰值大约出现在黄体期的第25天（82% MC，

其中MC代表月经周期），12天后，在月经周期卵泡期大

约第 13天（45% MC）达到基于文献的最高雌二醇浓度。

此外，大约在月经周期第 16天睾酮浓度达到最高（55% 

MC）后第9天观察 IgG二半乳糖基化和唾液酸化峰值，同

时在月经周期黄体期孕酮和雌二醇浓度达到最高。另外，

无半乳糖基化 N-聚糖、单半乳糖基化 N-聚糖和平分型

GlcNAc N-聚糖的最高丰度与月经周期中的任何一点（性

激素浓度最高）都没有重叠。相反，研究发现 IgG的平分

型、无半乳糖基化和单半乳糖基化水平在卵泡期早期月经

周期的第 9天（31% MC）和第 10天（35% MC）达到峰

值，显示低（孕酮）至中度（雌二醇和睾酮）水

平（图3）。

3.6. 性激素的血浆浓度与 IgG N-糖基化模式有关

在发现月经周期中 IgG N-糖基化模式与性激素波动不

匹配后，检查了性激素与衍生的 IgG聚糖性状之间的可能

关联。本文研究的三种性激素的峰浓度与不同 IgG聚糖性

状的峰丰度的关联如表3所示。

研究发现孕酮和雌二醇在月经周期中与 IgG N-糖基

化表现出相似的关联。雌二醇与唾液酸化增加有关，而孕

表3　月经周期中性激素与衍生的 IgG聚糖性状的关联

Derived glycan trait

G0

G1

G2

S

B

F

Hormone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Testosterone

Estradiol

Progesterone

Hormone peaka (% MC)

55

45

82

55

45

82

55

45

82

55

45

82

55

45

82

55

45

82

Glycan trait peakb (% MC)

35

35

35

35

35

35

85

85

85

84

84

84

31

31

31

47

47

47

Hormone effect on glycan trait abundance

Positive

Positive

Negative

Positive

Negative

Negative

Negative

Positive

Positive

Negative

Positive

Positive

Positive

Negative

Negative

Positive

Positive

Negative

p value

0.002

0.211

1.662 × 10−−6

0.001

0.001

2.962 × 10−−11

1.421 × 10−−4

0.074

1.505 × 10−−15

0.016

0.032

4.404 × 10−−4

0.529

0.002

2.595 × 10-5

0.013

0.285

0.784

Adj p value

0.003

0.253

9.972 × 10−−6

0.002

0.002

2.665 × 10−−10

5.116 × 10−−4

0.095

2.708 × 10−−14

0.024

0.045

0.001

0.560

0.004

1.168 × 10−−4

0.021

0.320

0.784

p values describe the statistical significance of associations between peak concentrations of sex hormones in plasma and peak abundances of derived glycan traits. 
Associations are shown as the functional effect of sex hormones on derived glycan trait abundance. The false discovery rate was controlled using the Benjamini‒
Hochberg procedure (p-value adjusted). Statistically significant Adj p values are in bold (p < 0.05). The duration of one MC corresponds to 100%. Follicular 
phase range: 0%‒50% MC; luteal phase range: 50%‒100% MC.

a The point of the menstrual cycle phase at which the highest serum concentration of analyzed sex hormone was observed.
b The point of the menstrual cycle phase at which the highest abundance of glycans with a similar structural feature, i.e., derived glycan trait, was observed.
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酮（除唾液酸化外）与 IgG的二半乳糖基化增加有关。此

外，雌二醇和孕酮都与具有平分型GIcNAc或一个半乳糖

单位的 IgG聚糖呈负相关，而无半乳糖基化 IgG聚糖仅与

血浆中的孕酮浓度呈负相关。与孕酮和雌二醇相比，已发

现睾酮与 IgG的糖基化具有完全相反的关系：睾酮与月经

周期中无半乳糖基化、单半乳糖基化和核心岩藻糖基化

IgG聚糖增加有关。

4. 讨论

本研究分析了 70名健康的月经正常女性月经周期中

IgG糖基化模式，连续12周（大约三个月经周期）每周采

集血样。研究表明，IgG糖组的组成在月经周期中经历了

适度的周期性变化，这与女性性激素和月经周期阶段有

关。然而，单个 IgG聚糖性状的峰值改变与血浆中最高浓

度的性激素不重叠，表现为月经周期阶段特异性事件。此

外，研究发现在单个女性中和队列水平上唾液酸化和无半

乳糖基化 IgG聚糖性状变化最大。鉴于 IgG的N-糖基化会

影响抗体-配体相互作用，从而影响免疫反应，因此有关

IgG 糖基化的激素调节的研究对于了解女性健康至关

重要。

先前发表的关于性激素对女性 IgG N-糖基化影响的数

据是从流行病学研究中推断出来的，这些研究涉及各种疾

病[23]或怀孕[25]和更年期[32]等生理状态（随性激素浓度

的变化而变化）的病理机制研究。目前的数据支持性激素

与健康绝经前月经期妇女的 IgG N-糖基化相关的假设。在

月经周期中，在雌激素和孕酮调节下，免疫活动强烈的生

殖不利期和免疫反应减弱的生殖有利期二者交替出现

[45]。已知雌激素同时具有炎症和抗炎特性，这取决于其

浓度（高浓度具有抗炎活性）以及体内雌激素和孕酮浓度

之间的比例[46]，而孕酮主要发挥抗炎作用[47]。这些发

现表明，月经周期中的性激素波动可能会影响女性的 IgG 

N-糖基化，从而影响细胞[2]和体液免疫[48]。

此外，将 IgG N-糖基化变化的动力学定义为大多数聚

糖性状中相对丰度的周期性变化。研究发现，月经周期卵

泡期的特征是无半乳糖基化聚糖、单半乳糖基化聚糖和具

有平分型GlcNAc的聚糖丰度最高，已知这些聚糖与炎症

性 IgG活性有关[49]；而在排卵后，抗炎二半乳糖基化和

唾液酸化N-聚糖的丰度增加[11,16]。在报道高雌激素和

孕酮水平与由妊娠调节的女性免疫系统产生的抗炎导向型

抗体共存的研究中也发现了类似的结果[50‒51]。先前的

研究表明，人类 IgG N-糖组在人群水平上的个体差异显示

了聚糖丰度的显著变化[40,52]，其中半乳糖基化性状变化

最大[53‒54]，本研究证实了这一点。另外，岩藻糖基化

N-聚糖的相对丰度不会随着月经周期变化而出现周期性

变化。这并不奇怪，因为 IgG岩藻糖基化在成年期保持稳

定[19]，只有在出现自身免疫性疾病和癌症时才会发生显

著变化[55‒56]。本研究的队列由健康女性组成，她们在

研究抽样期间没有受到病原体入侵或健康状况良好。此

外，到目前为止，文献中尚未报道总 IgG岩藻糖基化的变

化与性激素之间的关联。因此，观察月经周期中岩藻糖基

化水平的微小变化符合预期目标。

基于上述发现，假设 IgG N-糖基化模式的循环特征可

能与每月月经周期中重复的性激素波动有关。在这种情况

下，月经周期天数可以作为评估 IgG N-糖基化变化的混杂

因素[57]。虽然聚糖性状丰度的峰值变化与月经周期阶段

有关，但它们导致队列中任一聚糖性状在整个月经周期中

的平均变化最小，如本研究中模型所示。此外，与疾病或

年龄引起的变化相比，与月经周期相关的 IgG N-糖基化变

化似乎非常小，本文研究小组先前已对此进行了检查

[58]。在健康年轻女性的月经周期中，激素对 IgG N-糖基

化影响较小的原因可能是 IgG的半衰期较长，为三周[59]。

这意味着月经周期中性激素波动变化比新 IgG的产生和糖

基化更快。因此，IgG的糖基化很可能反映了超过一个月

经周期长度的时间段内的平均性激素水平。总而言之，观

察的趋势表明，经期女性中 IgG N-糖基化取决于月经周期

天数，尽管在涉及大量参与者的研究中，这种影响很小。

本研究首次显示了月经周期中聚糖性状丰度的峰值变

化与单个性激素的峰值浓度变化之间的差异。性激素对

IgG N-糖基化影响的表现发生了变化，因为与月经周期的

持续时间相比，IgG具有较长的半衰期（21天）。这假定

了 IgG的产生和N-糖基化可能是通过持续的月经周期前的

性激素浓度波动，由免疫系统的早期刺激所引发[60]。

雌激素对 IgG糖基化影响的激素干预研究结果是一致

的[32‒34]。本研究揭示了雌二醇浓度与唾液酸化N-聚糖

丰度呈正相关关系，这可能是由β-半乳糖苷α-2,6-唾液酸

转移酶 1（St6Gal1；在B谱系细胞中将唾液酸添加到 IgG

中的关键唾液酸转移酶）上调引起[32]。最近，Jones等

[61]报道称，血液中存在一种快速替代的B细胞非依赖性

IgG唾液酸化反应；这不能完全归因于雌二醇，因为本文

研究表明雌二醇和唾液酸化峰值出现在月经周期的不同阶

段。已知半乳糖基化聚糖是随后末端 IgG唾液酸化的底物

[62]。据此，本文研究团队注意到在整个月经周期中 IgG

的唾液酸化和二半乳糖基化模式的变化方向相同。这可能

意味着在细胞分泌途径中存在 IgG半乳糖基化和唾液酸化

的相互调节机制[63]，可能通过在添加半乳糖的β-1,4-半

8



乳糖基转移酶（B4GalT1）和添加唾液酸的 St6Gal1之间

形成异二聚体复合物[64]。这两种糖基转移酶的酶活性可

以被雌激素受体修饰，雌激素受体在E2结合时充当核转

录因子，作为免疫系统活性的一部分启动特定基因的表

达[65]。

尽管已有研究报道了雌激素会影响 IgG半乳糖基化

[34]，但具体机制仍然不清楚。2020年的一项全基因组关

联研究（GWAS） [66]确定了编码转录因子 RUNX1、

RUNX3、SPINK4和ELL2的基因是连接E2与 IgG半乳糖

基化下游信号传导机制的潜在参与者，如 Mijakovac 等

[67]进行的体外实验所示。本研究没有直接显示雌二醇和

二半乳糖基化聚糖之间的显著关联，表明雌二醇可能通常

相关，但可能不是月经周期中调节 IgG半乳糖基化水平的

单一关键因素。

评估其他激素对蛋白质糖基化影响的研究很少[68]。

关于孕酮[69]和睾酮[70]的干预研究很少，但提示与 IgG 

N-糖基化水平有关；因此，这些激素对 IgG N-糖基化的

影响还有待进一步研究。已经发现睾酮对 IgG半乳糖基化

的体内调节反映了睾酮衍生雌二醇的作用，而不是睾酮本

身[34]。本研究观察到睾酮与几乎所有 IgG聚糖性状之间

的关联。这并不奇怪，因为睾酮通过雄激素受体在成熟B

和T淋巴细胞的发育中起着关键作用，雄激素受体作为配

体激活的转录因子，改变一般基因表达[71]，并且还可能

影响编码B细胞内参与蛋白质N糖基化处理的酶的基因表

达。Munkley等[70]先前对前列腺癌的研究揭示了睾酮通

过下调唾液酸转移酶活性来表达抗炎N-糖基化免疫特性，

从而降低癌细胞活力的可能机制。尽管针对男性的研究指

出睾酮通过限制B细胞数量[73]而具有抗炎[72]和自身免

疫保护特性，但女性睾酮过量与慢性低度炎症有关，这是

多囊卵巢综合征（PCOS）性激素紊乱的潜在病理机制

[74]。根据这些研究，目前的数据通过与炎症糖型呈正相

关以及与抗炎糖型呈负相关，强调了睾酮在女性整体炎症

性 IgG表型中的相关性。尽管如此，在健康的经期女性

中，卵巢产生的睾酮提供了一个丰富的储存库，随后通过

芳香酶的作用合成最有效的雌激素——雌二醇[75‒76]，

使睾酮在女性生殖系统的正常功能中具有不可替代性。

孕酮还显示出可靠的免疫调节特性[77]，特别是在免

疫耐受方面，这是成功妊娠的最关键特征[78]。本研究暗

示了孕酮与月经周期黄体期抗炎 IgG活性的相关性，推测

可能对免疫系统产生生理影响并延伸至妊娠期[78]。孕酮

对免疫的作用可能采用不同的机制，包括调节免疫细胞

[79]和抗体功能[69,80]，以及阻碍促炎细胞因子的产生

[81]，导致较少炎症抗体占主导地位。本研究表明，统计

学上显著的孕酮相关性可能超过雌二醇和睾酮与 IgG N-糖

基化的相关性。

假设月经周期中 IgG糖基化激素调节机制可以通过将

性激素与糖原活性联系起来来解释。糖原是编码直接参与

IgG N-糖基化的酶的基因（如糖基转移酶、糖苷酶和糖核

苷酸转运蛋白）；据估计，这样的基因有 250~900个，占

人类基因组的 1%~4%，具体参考文献[82‒84]。根据文献

的最新发现，孕酮调节寡糖转移酶活性。该酶将N-聚糖

前体从多萜醇载体转移至内质网中的合成蛋白[69]。同

时，雌激素比孕酮对于进一步的N-聚糖修饰更关键，因

为雌激素激活糖基转移酶B4GalT1和ST6Gal1，这些酶分

别通过在高尔基体中加入半乳糖和唾液酸来修饰 IgG N-聚

糖末端[32,85‒86]。睾酮与男性前列腺癌细胞中的糖蛋白

唾液酸化有关[87]，但其对女性N-糖基化的影响仍有待研

究。本研究提出的关于雌二醇、孕酮和睾酮的所有结果表

明，性腺性激素在介导 IgG N-糖基化方面以及在月经周期

中女性免疫方面（最有可能）具有潜在的相关作用。本研

究也有一些局限性。例如，由于这是关于月经周期中 IgG 

N-糖基化动力学的第一项研究，因此检查了 IgG N-糖基

化模式存在的变化，方法是仅在平均分布的时间点（每

7天）每周进行一次血液采样，而不管月经周期阶段如

何。然而这是在相对较长的时间内对每位女性进行的血液

采用，因此至少涵盖了两个完整的月经周期。测量的性激

素血浆浓度并不能全面评估月经周期中日常激素的变化。

未来对于旨在详细评估月经周期中特定生理过程的研究可

能需要考虑更频繁（每日）的血液采样，以获得更精确的

性激素水平变化。

5. 结论

本研究应该是第一个评估月经周期中 IgG N-糖基化动

态的研究。调节 IgG上特异性聚糖结构的确切的决定性因

素仍未被完全阐明；然而，这些决定性因素包括已经确定

的遗传和环境因素，以及性激素环境[88]。IgG聚糖不仅

是重要的生物标志物，也是自身免疫性疾病和炎症性疾病

的功能效应物，已知在女性中占据主导地位并与女性性激

素相关[31]。这项研究使区分生理月经周期驱动和病理性

疾病相关的 IgG糖基化变化之间的差异成为可能。此外，

特异性 IgG糖型与许多疾病直接相关，并且在本研究中在

单个个体的月经周期中显示出更大程度的变化。这在通过

新开发的聚糖生物标志物（GlycanAge指数）进行个性化

健康监测的背景下可能很重要[35]，但这仍需要探索。然

而，在队列水平上，月经周期引起的 IgG糖基化变化很小
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（小于 0.8%），允许大样本量的研究对妇女进行抽样，而

不考虑其月经周期阶段，并在没有此类数据时使用历史样

本。由于生理周期和N-糖基化过程的生物学复杂性，需

要额外的激素干预研究来阐明个体性激素浓度与 IgG N-糖

基化变化之间的机制背景。
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