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摘要

食用煮熟的小龙虾可能导致哈夫病（HD），该病被认为是由不明毒素引起的，而病因尚不清楚。N-糖组的
剖析将有助于破译疾病的分子机制，而HD相关的糖基化从未被探索过。2019—2020年，本研究团队招
募了来自武汉市疾病预防控制中心的90份HD患者和对照组血清样本。本文中，采用基于高通量的正交
质谱对HD中血清和血清衍生的免疫球蛋白G（IgG） N-糖组谱进行了表征。数据显示，HD与总血清糖蛋
白的核心岩藻糖基化和单半乳糖基化升高有关。血清 IgG水平是诊断HD患者的良好指标。此外，IgG
的差异半乳糖基化和唾液酸化与HD密切相关。值得注意的是，IgG1和 IgG2的半乳糖基化和唾液酸化
的变化具有亚类特异性。有意义的是，IgG2或 IgG3/4的唾液酸化和半乳糖基化改变与HD的临床标志物
密切相关。本研究揭示了差异化 IgG N-糖基化与HD的关联，为这种罕见疾病的病因提供了新的见解。
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(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

哈夫病（HD）是一种不明原因的肌痛和横纹肌溶解

综合征，发生在食用熟海鲜后24 h内[1]。HD于1924年在

波罗的海首次被发现，此后患者呈上升趋势[2]。最近，

这种疾病在越来越多的国家或地区传播，包括日本[3]和

中国[4]。一般来说，食用水煮海鲜如小龙虾是导致HD的

主要原因[5]。关于HD的病因，更容易被接受的观点是，

一种不明的热稳定毒素在进入体内时靶向横肌的损伤，进

而导致横纹肌溶解，并伴有肌酸激酶（CK）和其他肌肉

细胞酶的释放。然而，经过 70多年的调查和研究，人们

对它的致病机制或病因仍然知之甚少。鉴于该病的逐渐蔓

延及对其预防和监测的难度，探索潜在的分子机制对未来

HD的诊断和治疗具有重要意义。

HD患者的常见症状是肌痛和横纹肌溶解，其临床表

现包括肾功能异常、多器官衰竭和长期肌病[6]。许多研

究报道了蛋白质糖基化在肌肉疾病发病机制中的重要作用

[7]。此外，可以检测与糖基化变化相关的器官损伤以及

循环中的异常聚糖结构，并作为疾病监测的生物标志物

[8]。事实上，聚糖组成也会影响健康和疾病中的肾功能

[9]，而对HD发展与糖基化改变之间的关系尚不清楚。了

解糖基化变化可以揭示疾病的潜在分子机制并挖掘可能的

疾病标志物。

研究发现血清总糖蛋白的糖基化与炎症反应和疾病进
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展高度相关，揭示N-聚糖对疾病分层的潜在价值[10]。值

得注意的是，进一步表征靶糖蛋白的糖组谱可以提高诊断

性能，并能更好地了解糖复合物在几乎所有生理学和病理

生理学方面的基本作用[11‒13]。鉴于HD很可能是由食物

毒素引起的急性疾病[14]，因此推测它与这种疾病发展中

的免疫调节反应有关。基于此，本文对完整的免疫学特征

进行了表征，包括两种补体成分（C3和C4）以及三种主

要免疫球蛋白（IgG、IgA和 IgM）。值得注意的是，IgG具

有中和病原体或毒素的能力[15]。此外，作为血清中最丰

富的糖蛋白，IgG参与人体的获得性免疫反应和免疫调节

[16]。IgG糖基化参与炎症反应的调节，并与疾病进展密切

相关[17]。对HD中 IgG糖组谱的深入解析将揭示这种罕见

疾病的免疫学特征，为潜在的分子机制提供新的线索。

事实上，IgG有4个亚类，分别是 IgG1、IgG2、IgG3

和 IgG4，每个亚类都有独特的特征和不同的效应功能。

IgG1演示物对所有Fcγ受体（FcγR）具有最高的亲和力，

是抗体依赖性细胞毒性（ADCC）和抗体依赖性细胞吞噬

作用（ADCP）的有效激活剂 [18]。 IgG2 对 FcγRIIA 的

H131形式具有高亲和力，但对其他FcγR的亲和力较弱。

IgG2在防御某些细菌感染方面起着重要作用[19]。作为一

种有效的促炎抗体，IgG3表现出对大多数FcγR的高亲和

力，并且由于其半衰期较短，可能会限制过度的炎症反

应。IgG4仅对FcγRI具有高亲和力，但对其他所有受体都

很弱，这是在非感染性环境中反复或长期暴露于抗原或在

治疗性蛋白质的免疫应答中的主要抗体亚类[20]。由于不

同 IgG亚类的功能不同，因此有必要进一步表征HD患者

中亚类特异性 IgG N-糖组谱。

本研究通过绘制不同水平的免疫谱和N-糖组进行了

比较研究，旨在揭示小龙虾致HD的致病机制，并为HD

检测或监测提供潜在的标志物。为了全面分析HD中潜在

的血清学指标，采用高通量基质辅助激光解吸电离-飞行

时间质谱（MALDI-TOF-MS; AB SCIEX, Canada）分析

HD患者和正常患者的血清N-糖组。此外，使用商业化试

剂盒测量了5种免疫蛋白的水平。考虑健康对照组（HC）

和HD之间 IgG浓度的显著差异，进一步研究了 IgG N-糖

组和亚类特异性 IgG糖基化。这项研究表明HD与糖基化

变化之间存在很强的相关性，特别是对于 IgG N-糖基化来

说，为这种罕见疾病的病因提供了新的见解。

2. 材料与方法

2.1. 研究人群

样本来自武汉疾病预防控制中心。这些受试者是从吃

小龙虾后出现HD症状的个体中收集的。同时，还收集了

年龄和性别与HD患者的年龄及性别相匹配的健康人的血

清样本。参与者了解后续实验研究，并在相关知情材料上

签名。该研究按照 1975年《赫尔辛基宣言》进行，所有

实验内容均经华中科技大学专业伦理委员会和武汉市疾病

预防控制中心批准。详细的样品信息如表1。5种常见HD

标志物的血清学检测显示血清水平显著变化，包括天冬氨

酸转氨酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）、肌酸激酶

（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）。

2.2. 血清中免疫五项水平测定

人 IgG、IgA、IgM、补体成分 3（C3）和补体成分 5

（C5）定量试剂盒购自罗氏诊断公司（Indianapolis,美国）。

根据制造商的说明，通过自动分析仪（TBA-30FR; Toshi‐

ba，日本）使用免疫比浊测定分析它们的血清浓度。

2.3. IgG抗体的分离与纯化

基于亲和层析的原理，利用含有Protein G填料（Hi‐

trap Protein G; GE Healthcare，美国）的预装柱并借助自

动化的蛋白纯化仪（AKTA plus; GE Healthcare），以磷酸

表1　涉及本研究的样本临床信息。IQR：四分位距；AST：天冬氨酸氨基

转移酶；ALT：丙氨酸转氨酶；CK：肌酸激酶；LDH：乳酸脱氢酶

Clinical characteristic

Age (years), median (IQR)

Gender (male) (proportion)

Symptom (proportion)

Weakness

Myalgia

Nausea

Abdominal pain

Diarrhea

Chest pain

Dyspnea

Back or body pain

Hematuria

Neuron numbness

Serological test, median 

(IQR)

AST (U·L−1)

ALT (U·L−1)

CK (U·L−1)

LDH (U·L−1)

Creatinine (umol·L−1)

Normal (N = 46)

34 (30, 37)

18 (39.1%)

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

0‒40

0‒40

18‒198

101‒245

44‒133

HD (N = 44)

34 (30, 40)

14 (31.8%)

15 (34.1%)

32 (72.7%)

6 (13.6%)

7 (15.9%)

4 (9.1%)

9 (20.5%)

10 (22.7%)

26 (59.1%)

0

3 (6.8%)

91.0 (60.0, 99.5)

39.0 (29.0, 110.0)

3660.0 (1664.5, 

13749.8)

193.0 (174.0, 227.0)

47.0 (38.7, 60.4)

P value

0.23

0.47

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

IQR: inter-quartile range; AST: aspartate amino transferase; ALT: alanine 
aminotransferase; LDH: lactate dehydrogenase; U: unit.
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盐溶液（0.1 mol·L−1 PBS, pH = 7.4）为蛋白结合缓冲液，

甲酸溶液（0.1 mol·L−1, pH = 2.5）为洗脱缓冲液分离血清

中 IgG。将中和缓冲液添加到纯化的级分中以保持 IgG成

分稳定。采用BCA蛋白浓度测定试剂盒检测 IgG的浓度，

并通过SDS-PAGE检测 IgG纯度。为了避免 IgG蛋白溶解

缓冲液干扰后续N-聚糖的酶切，进一步利用含有Sephade‐

xG-25 Superfine 树脂的预装柱（Hitrap Desalting Column, 

GE Life Science）对 IgG溶液进行脱盐，收集纯化的 IgG

溶液，冷冻干燥后保存于低温冰箱。

2.4. N-聚糖释放与化学衍生

与之前报道步骤类似，利用糖蛋白N-聚糖酶切试剂

盒（New England Biolabs，美国），以反应体系为 100 uL

配比蛋白溶液与 PNGaseF 酶切缓冲液，经过蛋白溶解、

变性后，采用 37 ℃水浴过夜酶切方法，释放血清或 IgG

的N-聚糖[21]。简而言之，10 µL血清与纯化的 IgG溶于

超纯水中使其体积达到 94 μL，依次加入 3.6 µL PNGaseF

缓冲液与 2.4 µL蛋白变性缓冲液。经过高通量的震动仪

（Thermo-Shaker; Ningbo Hinotek Technology Co., Ltd，中

国）高温变性后冷却至室温，然后加入12 µL 10% NP-40，

最后加入PNGaseF酶。37 ℃孵育过夜后，酶切后的聚糖-

蛋白混合物经过以多孔石墨化碳（PGC）为填料的固相萃

取，收集分离的 N-聚糖溶液，蒸发浓缩。为了避免在

MALDI-MS测试过程中唾液酸的损失，根据之前的研究，

通过甲酰胺化对聚糖进行了衍生化[22]。简而言之，将样

品溶解在含有1 mol·L−1甲胺盐酸盐和0.5 mol·L−1N-甲基吗

啉的 25 μL 二甲基亚砜（DMSO; Sigma-Aldrich，美国）

中，然后加入含有 50 mmol·L−1（7-氮杂苯并三唑-1-基氧

基）三吡咯烷六氟磷酸鏻（PyAOP; Sigma-Aldrich）的

25 μL DMSO。将混合物在室温下孵育 30 min。化学衍生

后的 IgG N-聚糖经过以微晶纤维素（MCC）为填料的固相

萃取纯化，然后收集脱盐的N-聚糖溶液，蒸发浓缩[23]。

2.5. IgG糖肽富集

根据最近的研究[24]，通过胰蛋白酶消化获得 IgG糖

肽，然后通过基于MCC的 SPE富集糖肽。将干燥的 IgG

溶解在100 μL新鲜制造的50 mmol·L−1碳酸氢铵中，然后

在恒温摇床中变性。以1∶50的比例将胰蛋白酶加入样本

中后，将混合物在37 °C下孵育过夜。在将样品装入MCC

柱之前，SPE 管（BonnaAgela Technologies Inc.，中国）

用3 mL超纯水预洗（Rephile Bioscience，美国），并用含

0.1%三氟乙酸（TFA; Sigma-Aldrich）的相同体积的 80%

乙腈平衡（can; Merck KGaA，德国）。将糖肽用 1 mL超

纯水洗脱并通过蒸发浓缩，储存在−20 °C下直至使用。

2.6. MALDI-TOF-MS分析

血清和 IgG衍生的N-聚糖经 SPE纯化后，通过 5800 

MALDI-TOF-MS分析每个样品的糖组谱。除质荷比（m/

z）设置外，类似的参数调整或试剂使用如前所述[21]。

简而言之，将样品溶解在 50%乙腈中，将其中的十分之

一添加到 MALDI 板中。置于空气中干燥后，将等量的

10 mg·mL−1 2, 5- 二羟基苯甲酸 （Sigma-Aldrich） [ 含

50 mmol·L−1 乙酸钠（Sigma-Aldrich）]添加到样本中。

IgG 和血清 N-聚糖的 m/z 范围分别设定为 1000~3000 和

1000~4500。对每个样品点总共施加了 1000次激光射击。

数据是在正离子反射器模式下使用 5800质谱仪（AB Sci‐

ex）采集的。为了克服批次效应，将所有样品随机点样到

板上，每个点重复三次。运用糖生物信息学工具Glyco‐

Mod，并参考已发表的文献[25‒27]鉴定聚糖结构。此外，

N-聚糖结构也已通过 PGC-nano-LC-ESI-MS/MS分析得到

证实[21‒22]。所有聚糖结构均通过 GlycoWorkBench 2.1

软件进行可视化。

2.7. Nano-LC-ESI-MS/MS分析

考虑 IgG 糖蛋白组学分析在疾病中的重要性 [28]，

LC-MS被进一步用于分析HD中亚类特异性 IgG糖基化。

为避免批次效应，所有临床样本随机重复注射三次。有关

糖肽分析的详细信息已在以前的研究[24]中进行描述。在

NanoLC Ultra系统（Agilent Technologies，美国）上使用

捕集柱（Beijing Proteomics Front，中国）和分析柱（Bei‐

jing Proteomics Front）以C18为固定相实现分离。糖肽在

上样泵和梯度泵的流速下分别以 5%乙腈/0.1% TFA的水

（缓冲液A）和 5%水/0.1% TFA的乙腈线性梯度洗脱，流

速分别为 2.0 μL·min−1 和 0.3 μL·min−1。使用三重 TOF 

5600系统（AB Sciex）在正离子和高灵敏度模式下进行

ESI-MS和碰撞激活解离串联质谱法（CID MS/MS）分析

（IDA）。采用信息依赖采集（IDA）模式收集信息。

2.8. 数据处理与统计分析

来自MALDI-TOF-MS和LC-MS的数据分别通过Data 

Explorer和PeakView软件进行预处理，并以 txt表格导出。

通过MATLAB解决方案中自主编写的代码，可以自动快

速地处理所有导出的MS数据，并集成用于后续的统计分

析。MALDI-TOF-MS 数据由 Mass_Master 处理[29]，LC-

MS 数据由 AreaProportion_Simple 处理 [24]。通过 Mann-

Whitney U检验检查正常对照组和HD患者血清 IgG浓度

和聚糖谱的显著差异。错误发现率（FDR）使用Benjami‐
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ni-Hochberg（B-H）程序控制，FDR设置为 0.05 [30]，且

调整后的P值小于0.05被认为差异显著。随后，对于显著

性差异的变量，进行受试者操作特性曲线（ROC）分析

以评估诊断性能。通过OPLS-DA分析，还测试了不同类

型的糖基化对HD发展的贡献率。Mann-Whitney U检验和

ROC分析由GraphPad Prism 8进行；OPLS-DA通过 SIM‐

CA 13.0执行。

3. 结果

3.1. 免疫五项水平

与对照组相比可知，HD患者的所有免疫学指标均有

所下降[图 1（a）]，特别是对于C3、IgG和 IgM，表明在

HD患者中体液免疫系统可能受到抑制。ROC分析显示，

IgG浓度在区分HD与对照组时获得了 0.71的中等准确曲

线下面积（AUC）评分，灵敏度为 60.5%，特异性为

72.0% [图1（b）]，证明 IgG浓度对这种疾病的重要性。

3.2. 表征全血清与 IgG N-糖组谱

本文的研究流程图如图 2所示。基于亲和层析原理，

运用Protein G柱分离HC和HD血清中的 IgG [见附录A中

的图 S1（a）~（c）]，并通过体积排阻色谱仪脱盐[见

附录A中的图S1（d）]。IgG成分的纯度通过SDS-PAGE

评估 [见附录 A 中的图 S1（e）]。为了避免在 MALDI-

TOF-MS 分析过程中唾液酸化聚糖中所含的唾液酸的损

失，质谱检测之前进行羧基的甲酰胺化。为了评估该方法

的重复性，通过随机分析三种正常血清样品进行日间和日

图1. 评估血清中免疫五项对哈夫病患者与健康人的区分能力。（a）散点图描述健康人与哈夫病患者不同指标间的差异；（b）ROC曲线评估不同指标

的诊断效果。Mann-WhitneyU检验后通过Benjamini-Hochberg多重矫正显著性，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.005，****P < 0.001。

图2. 全面表征血清与 IgG N-糖组流程图。随机选择不同组血清样品进行样本预处理及MALDI-TOF-MS分析。IgG抗体通过商业化Protein G 亲和层析

柱纯化后，利用MALDI-TOF-MS分析其N-聚糖，利用nano-LC-ESI-MS/MS分析亚型特异性N-糖基化。
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内质量控制，显示 5种主要N-聚糖的系数方差（CV）小

于 20%（见附录A中的图 S2）。健康人与HD患者具有代

表性的MALDI-TOF-MS图谱或基峰色谱图（BPC）如图3

所示。鉴定出55个血清聚糖，包括比较常见的54种N-聚

糖（见附录A中的表S1）与一个不常见的单唾液酸聚糖

（H3N3S1）。本研究结果与以往文献[10,25,31]一致，涵盖

所有典型的聚糖特征，包括高甘露糖型、复合型和杂合型

聚糖。此外，28种 IgG N-聚糖（见附录A中的表S2）与

47种亚型特异性的 IgG N-聚糖（见附录A中的表S3）被

鉴定，此结果与前述报道[21,24]一致。通过将具有相同聚

糖结构的N-聚糖组合在一起来计算糖基化（见附录A中

的表S4~S6），包括高甘露糖基化（Man）、平分型N-乙酰

图3. 健康人与哈夫病患者代表性N-糖组图谱。（a）代表性血清N-聚糖MALDI-TOF-MS图谱；（b）代表性 IgG N-聚糖MALDI-TOF-MS图谱；（c）代

表性nano-LC-ESI-MS/MS亚型特异性 IgG N-聚糖基峰色谱图。
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葡糖胺化（B）、岩藻糖基化（F）、半乳糖基化（G）和唾

液酸化（S）。

3.3. 哈夫病与血清N-糖基化的相关性

从两个角度分析了HD患者的糖基化差异，包括聚糖

特征和单个聚糖。在聚糖特征方面，统计分析显示HD患

者两种不同类型的血清 N-糖基化发生显著变化[见图 4

（a）及附录A中的表 S7）]。具体而言，与对照组相比，

HD患者的总岩藻糖基化和单半乳糖基化明显增加。进一

步的分析显示，这两种糖基化类型预测HD的值不具备准

确度（AUC < 0.70），但它们的AUC评分几乎接近准确程

度[图4（b）]。为了探索这种疾病的潜在聚糖指标，本文

分析了HD中单个聚糖谱，显示HC和HD之间的N-聚糖

没有显著差异。然而，由于H3N3S1、H4N5F1和H5N4S2

的聚糖组成在患者中差异表达，因此它们可能在HD进展

中发挥重要作用（见附录A中的图S3、表S8），这需要进

一步研究HD队列中的血清N-糖组。

3.4. 哈夫病中 IgG N-糖组的变化

如图 5（a）与附录A中的图S4所示，中性平分型N-

乙酰葡糖胺化（B neutral）在HD患者中显著上调，而酸

性平分型N-乙酰葡糖胺化与总的平分型N-乙酰葡糖胺化

无明显变化。此外，IgG非半乳糖基化与半乳糖基化在

HD患者中分别显著性上调与下调。同时，与对照组相比，

HD患者的 IgG唾液酸化降低，尤其是单唾液酸化。进一

步的ROC分析显示中性平分型N-乙酰葡糖胺化、总的非

半乳糖基化和单唾液酸化获得中等准确的AUC评分[图 5

（b）]。这些发现可以通过对单个 IgG N-聚糖的进一步分

析来获得（见附录A中的表S9），显示显著变化的中性平

分型N-聚糖、无半乳糖基化N-聚糖和单唾液酸化N-聚糖。

3.5. 亚型特异性的 IgG N-糖组在哈夫病中的变化

对不同亚类中 IgG糖肽的结构进行了分类，并计算了

HD中不同糖基化的变化（表2）。IgG1的唾液酸化在HD

中明显上调。此外，患者双天线唾液酸化（A2S）也显著

增加，证明了唾液酸化在疾病发病机制中的重要性。此

外，研究发现HD中 IgG2的唾液酸化明显增加，特别是对

于双天线聚糖上每半乳糖唾液酸化（A2GS），表明唾液酸

的变化与半乳糖的影响无关。由于与对照组相比，总 IgG

的唾液酸化在HD患者中略有减少，因此这种变化可能是

图4. 健康人与哈夫病患者中血清N-糖基化水平。每个点代表一个独立样本。Mann-Whitney U检验后通过Benjamini-Hochberg多重矫正显著性，*P < 
0.05，**P < 0.01，***P < 0.005，****P < 0.001。
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亚类特异性的。HD患者 IgG3/4的总的G1和G0分别显著

增加和减少。此外，IgG3/4的双触角岩藻糖基化半乳糖基

化（A2FG）也过表达，表明 IgG半乳糖基化与HD之间存

在很强的相关性。

3.6. 常用临床检测指标与N-糖基化水平的相关性

本研究中，观察到AST和ALT水平的改变与亚类特

异性 IgG N-糖基化的变化密切相关（见表3及附录A中的

图 S5）。具体而言， IgG2 的唾液酸化与 AST 呈正相关

（r = 72, P = 0.0439）。IgG2中双天线聚糖每个天线半乳糖

基化（A2G; r = 0.80, P = 0.0314）和双半乳糖基化（G2; 

r =0.81, P = 0.0275）与ALT呈正相关，而 IgG2的无乳糖

基化与 ALT 呈负相关（r = −0.78, P = 0.0396）。此外，

IgG3/4中总的双半乳糖（G2）（r = 0.89, P = 0.0079）和岩

藻糖基化修饰的半乳糖基化（A2FG）（r = 0.90, P = 

0.0051）与ALT呈正相关。

4. 讨论

本研究中，HD的潜在机制首先在N-糖组的水平被阐

述。同时，通过测定血清中免疫五项来表征HD的免疫学

特征。作为血清中含量最高的糖蛋白，IgG在HD中发生

显著变化，可能作为疾病进展的标志物。鉴于 IgG在适应

性免疫学中的关键作用，本研究数据可能证明HD发展中

的免疫反应。重要的是，IgG的效应功能在不同的亚类中

是不同的，并且受附着的聚糖的调节[32]，因而需要对该

病中的 IgG N-糖组进行进一步研究。聚糖几乎参与疾病中

所有基本的分子和细胞过程，全面揭示糖组谱可以提高人

们对发病机制的理解[33]。因此，本研究试图通过表征血

清、血清来源的 IgG和亚类特异性 IgG中的N-糖组谱来破

译HD的潜在病因。

据报道，HD是由未知的热稳定毒素引起的，其入侵

会导致CK急剧增加[34‒35]。显著升高的CK已被列为诊

所和实验室HD诊断和检测的标准[36]，然而人们对疾病

患者在血清水平上的另一个分子变化知之甚少。最近的研

究通过肝功能测试，证明HD患者的特定酶也增加了[37]，

提示HD和胃肠病之间的区别。除消化系统外，针对与有

害底物相关的食物抗原的免疫反应在疾病的发展中起着重

要作用[38]。目前，本文研究团队正试图探索完整的免疫

学特征，以及这种变化是否可能是检测HD的其他标准。

本研究的数据显示HD患者的C3和C4降低，这与运动员

获得较低水平的C3和C4的观察结果一致[39]。由于剧烈

运动对HD的贡献，对运动诱导的HD的进一步研究有助

于揭示疾病特异性分子机制。事实上，研究结果表明补体

系统激活参与了小龙虾诱导的HD。与健康对照组相比，

图5. 健康人与哈夫病患者中 IgG N-糖基化水平。（a）箱线图描述三种 IgG聚糖特征在健康人和哈夫病患者中显著变化；（b）ROC曲线评估三种 IgG 
N-糖基化的诊断效果。Mann-WhitneyU检验后通过Benjamini-Hochberg多重矫正显著性，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.005，****P < 0.001。
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IgA、IgM和 IgG水平在HD患者中一致降低，表明来自

免疫生态位的免疫球蛋白在HD进展期间受到抑制。这一

结果在某种程度上与先前的报道一致，即有氧运动触发

了免疫球蛋白的从头合成[40]，表明HD对免疫系统的负

面影响。根据该报道，即 IgG的减少或缺失使个体易发

生复发性感染[41]，本文假设HD与传染病的分子机制相

似。重要的是，与健康对照组相比，类风湿性关节炎

（RA）患者的血清 IgG浓度较低[42]，暗示HD和自身免

疫性疾病之间可能存在相似性。这是第一个显示HD患者

体液免疫特征的证据，IgG水平可能与HD诊断的临床标

准相辅相成。

本研究数据显示，HD患者血清的岩藻糖基化和半乳

糖基化升高，但评分缺乏区分HD患者和对照组的信息。

此外，由于总血清的复杂性，对于哪种蛋白质糖基化发生

变化或分泌了什么代谢产物等问题还尚不明确，表明 IgG 

N-糖组分析在该疾病中的优先级。值得注意的是，之前

的研究表明，环境毒素可能导致免疫反应并参与生理活

动，导致 IgG糖基化改变[43]。考虑糖基化对免疫应答中

IgG效应功能的巨大影响，本文对HD中的 IgG糖组进行

了全面的研究。研究结果显示，IgG中上调的平分型N-乙

酰葡糖胺化和无半乳糖基化以及唾液酸化减少与HD密切

相关，并且至少获得中等准确的HD诊断性能。IgG糖基

化的程度可能激活ADCC或参与炎症作用[44‒45]，展示

HD发展的潜在过程。特别是，IgG唾液酸化与树突状细

胞特异性细胞间黏附分子-3捕获性非整合素（DC-SIGN）

的碳水化合物区域结合，随后激活抗体介导的抗炎信号通

路[46]。由于ADCC或补体依赖性细胞毒性（CDC）活性

的激活以及疾病进展中上调 IgG唾液酸化的抗炎作用[47]，

预计HD关联 IgG介导的炎症或补体介导的免疫反应。同

样，IgG的岩藻糖基化减少显著提高了对FcγRIIIA记录因

子的亲和力并降低了ADCC活性[48]。同时，IgG无半乳

糖基化显著增加、半乳糖基化降低，这与炎症和其他类型

疾病一致[49]。尽管在疾病患者中观察到中性平分型N-乙

酰葡糖胺化增加，但平分型GlcNAc对ADCC活性的影响

归因于核心岩藻糖的空间位阻[50]。因此，关于 IgG平分

型N-乙酰葡糖胺化在HD进展中的作用的进一步研究具有

重要意义。总体而言，这些结果表明异常的 IgG糖基化与

HD的发展之间存在关联，表明HD与促炎作用有关。

IgG糖基化在疾病中的功能意义受到亚类特异性变化的

影响，如不同研究模型[51]所示。深入了解亚类特异性 IgG

糖基化在健康和疾病中的特征可能为疾病发病机制和疾病

特异性分层提供重要的新见解[52]。在本文中，探讨了对照

组和HD患者之间不同 IgG亚类的聚糖谱分析。有意义的

是，IgG1和 IgG2的唾液酸化在HD中上调，这与总 IgG N-

糖组的变化形成鲜明对比。结果可能表明HD中总 IgG糖基

化和亚类特异性 IgG N-糖基化之间的功能差异。然而，

IgG3/4的非半乳糖基化和单半乳糖基化在HD中显著降低和

增加，与总 IgG N-糖组的趋势相反，表明 IgG半乳糖基化

的变化可能是亚类特异性的。因此，亚类特异性糖基化谱

在揭示疾病背后的潜在机制方面具有一定的优越性。

表2　统计分析健康人与哈夫病患者的亚型特异性 IgG N-糖基化。SD：

标准差；CI：置信区间。具有显著性差异的数值加粗表示

Glycan 

features

IgG1

G0

G1

G2

S

B

F

A2G

A2S

A2GS

IgG2

G0

G1

G2

S

B

F

A2G

A2S

A2GS

IgG 3/4

G0

G1

G2

S

A2FB

A2FG

A2FS

A2FGS

HC

Mean ± SD

25.80 ± 9.19

42.86 ± 6.66

31.34 ± 11.94

10.72 ± 6.49

15.76 ± 5.60

90.22 ± 5.52

52.22 ± 10.22

5.32 ± 3.24

0.10 ± 0.06

31.83 ± 8.43

43.02 ± 3.00

25.15 ± 8.68

14.49 ± 6.29

13.34 ± 3.10

97.49 ± 1.52

46.04 ± 8.44

7.54 ± 3.19

0.16 ± 0.05

43.02 ± 11.91

27.93 ± 8.35

29.05 ± 10.77

10.24 ± 5.97

18.80 ± 5.50

43.01 ± 10.56

5.12 ± 2.99

0.12 ± 0.05

HD

Mean ± SD

23.23 ± 8.27

42.15 ± 6.45

34.61 ± 9.91

14.40 ± 8.15

18.29 ± 7.31

88.78 ± 4.92

55.21 ± 8.48

7.13 ± 4.05

0.13 ± 0.06

31.01 ± 7.76

41.96 ± 4.35

27.04 ± 8.22

17.10 ± 5.34

12.54 ± 3.16

97.01 ± 2.00

47.44 ± 7.66

9.08 ± 2.87

0.19 ± 0.04

34.72 ± 14.32

35.16 ± 13.72

30.12 ± 12.13

10.38 ± 5.24

16.43 ± 8.91

47.70 ± 11.36

5.19 ± 2.62

0.11 ± 0.04

95% CI

(−1.220, 6.340)

(−2.130, 3.540)

(−8.040, 1.490)

(−6.840, −0.520)

(−5.380, 0.310)

(−0.830, 3.700)

(−7.070, 1.090)

(−3.380, 0.230)

(−0.050, 0.003)

(−2.690, 4.330)

(−0.540, 2.660)

(−5.540, 1.770)

(−5.150, −0.080)

(−0.550, 2.150)

(−0.280, 1.240)

(−4.890, 2.100)

(−2.860, −0.230)

(−0.050, −0.010)

(2.640, 13.960)

(−12.230, −2.230)

(−6.010, 3.870)

(−2.580, 2.290)

(−0.790, 5.530)

(−9.420, 0.040)

(−1.290, 1.150)

(−0.010, 0.030)

P

0.180

0.620

0.176

0.023

0.079

0.210

0.149

0.025

0.081

0.642

0.190

0.310

0.440

0.243

0.216

0.428

0.022

0.004

0.005

0.005

0.667

0.905

0.139

0.052

0.905

0.496

Padj

0.230

0.620

0.230

0.110

0.180

0.240

0.230

0.110

0.180

0.640

0.437

0.465

0.495

0.437

0.437

0.495

0.099

0.036

0.020

0.020

0.889

0.905

0.371

0.832

0.905

0.832

Padj: adjusted P value; SD: standard deviation; CI: confidence interval; G0: 
agalactosylated glycans; G1: monogalactosylated glycans; G2: digalactosylat‐
ed glycans; A2G: galactosylation per antenna on diantennary glycans; A2S: 
sialylation per antenna on diantennary glycans; A2GS: sialylation per galac‐
tose on diantennary glycans; A2FG: biantennary fucosylated galactosylation; 
A2FB: bisection of fucosylated diantennary glycans; A2FS: sialylation per 
antenna on fucosylated diantennary glycans; A2FGS: sialylation per galac‐
tose on fucosylated diantennary glycans. 
Significant difference is in bold.

8



表3　Pearson相关性分析 IgG N-糖基化与临床常用针对HD检测的血清标记物之间关系。 CI：置信区间。加粗表示具有显著性差异的数值

Total IgG N-glycosylation

F total

F neutral

F sialo

B total

B neutral

B sialo

G0 total

G1 total

G2 total

S total

S1 total

S2 total

IgG1 N-glycosylation

G0

G1

G2

S

B

F

A2G

A2S

A2GS

IgG2 N-glycosylation

G0

‒0.03

‒0.16

‒0.03

‒0.06

‒0.07

‒0.28

‒0.27

0.13

0.36

‒0.04

‒0.01

‒0.06

‒0.31

‒0.39

0.46

0.44

‒0.12

0.13

0.40

0.42

0.24

‒0.62

‒0.6495, 

0.6089

‒0.7170, 

0.5228

‒0.6472, 

0.6114

‒0.6665, 

0.5897

‒0.6675, 

0.5885

‒0.7729, 

0.4252

‒0.7702, 

0.4307

‒0.5427, 

0.7032

‒0.3495, 

0.8064

‒0.6533, 

0.6047

‒0.6360, 

0.6231

‒0.6632, 

0.5936

‒0.8321, 

0.5066

‒0.8596, 

0.4310

‒0.3631, 

0.8793

‒0.3801, 

0.8747

‒0.7614, 

0.6372

‒0.6327, 

0.7646

‒0.4272, 

0.8608

‒0.3995, 

0.8692

‒0.5564, 

0.8094

‒0.9219, 

0.1504

0

0.03

0

0

0

0.08

0.07

0.02

0.13

0

0

0

0.09

0.15

0.21

0.20

0.02

0.02

0.16

0.18

0.06

0.38

0.9270

0.6600

0.9350

0.8620

0.8580

0.4350

0.4460

0.7160

0.3080

0.9120

0.9770

0.8750

0.4580

0.3350

0.2530

0.2710

0.7730

0.7590

0.3300

0.2940

0.5610

0.1010

0.17

‒0.23

0.27

‒0.38

‒0.36

‒0.44

‒0.34

0.19

0.65

‒0.10

‒0.07

‒0.11

‒0.62

‒0.47

0.74

0.61

‒0.25

‒0.30

0.71

0.61

0.42

‒0.78

‒0.5546, 

0.7510

‒0.7749, 

0.5138

‒0.4807, 

0.7919

‒0.8339, 

0.3796

‒0.8270, 

0.3983

‒0.8533, 

0.3205

‒0.8189, 

0.4192

‒0.5448, 

0.7571

‒0.0290, 

0.9172

‒0.7150, 

0.6062

‒0.6992, 

0.6259

‒0.7214, 

0.5979

‒0.9360, 

0.2501

‒0.9024, 

0.4420

‒0.0350, 

0.9583

‒0.2700, 

0.9333

‒0.8441, 

0.6197

‒0.8585, 

0.5864

‒0.0957, 

0.9530

‒0.2661, 

0.9338

‒0.4840, 

0.8920

‒0.9654, 

‒0.0593

0.03

0.05

0.07

0.14

0.13

0.19

0.12

0.03

0.42

0.01

0

0.01

0.38

0.22

0.54

0.37

0.06

0.09

0.50

0.37

0.18

0.60

0.6560

0.5550

0.4830

0.3130

0.3390

0.2400

0.3720

0.6300

0.0593

0.8040

0.8670

0.7780

0.1380

0.2920

0.0585

0.1490

0.5890

0.5160

0.0748

0.1470

0.3440

0.0396

0.18

‒0.11

0.09

‒0.05

‒0.13

‒0.04

0.45

0.25

‒0.18

‒0.30

‒0.30

‒0.29

0.23

0.38

‒0.40

‒0.08

0.17

0.24

‒0.34

‒0.08

0

0.24

‒0.4136, 

0.6638

‒0.6203, 

0.4731

‒0.4888, 

0.6076

‒0.5869, 

0.5129

‒0.6384, 

0.4495

‒0.5785, 

0.5223

‒0.1294, 

0.8039

‒0.3467, 

0.7054

‒0.6677, 

0.4079

‒0.7311, 

0.2991

‒0.7304, 

0.3004

‒0.7235, 

0.3137

‒0.4297, 

0.7289

‒0.2836, 

0.7984

‒0.8045, 

0.2680

‒0.6461, 

0.5493

‒0.4806, 

0.6973

‒0.4193, 

0.7348

‒0.7803, 

0.3273

‒0.6482, 

0.5467

‒0.5988, 

0.6009

‒0.4229, 

0.7328

0.03

0.01

0.01

0

0.02

0

0.21

0.06

0.03

0.09

0.09

0.08

0.05

0.15

0.16

0.01

0.03

0.06

0.12

0.01

0

0.06

0.561

0.732

0.782

0.863

0.660

0.896

0.119

0.405

0.546

0.317

0.319

0.342

0.498

0.248

0.229

0.825

0.622

0.475

0.308

0.817

0.996

0.483

0.16

0.11

0.28

‒0.19

‒0.18

‒0.10

‒0.01

0.23

0.23

‒0.16

‒0.04

‒0.29

‒0.32

0.44

‒0.06

‒0.24

0.24

0.22

0.10

‒0.23

‒0.34

‒0.23

‒0.4877, 

0.6925

‒0.5279, 

0.6633

‒0.3809, 

0.7552

‒0.7074, 

0.4652

‒0.7020, 

0.4735

‒0.6598, 

0.5323

‒0.6075, 

0.5921

‒0.4261, 

0.7310

‒0.4277, 

0.7301

‒0.6909, 

0.4902

‒0.6260, 

0.5724

‒0.7601, 

0.3709

‒0.8130, 

0.4338

‒0.3154, 

0.8548

‒0.6938, 

0.6321

‒0.7778, 

0.5084

‒0.5030, 

0.7806

‒0.5218, 

0.7705

‒0.6035, 

0.7171

‒0.7744, 

0.5146

‒0.8186, 

0.4200

‒0.7742, 

0.5150

0.03

0.01

0.08

0.03

0.03

0.01

0

0.05

0.05

0.02

0

0.09

0.10

0.19

0

0.06

0.06

0.05

0.01

0.05

0.11

0.05

0.642

0.758

0.398

0.582

0.604

0.772

0.972

0.490

0.493

0.648

0.903

0.379

0.396

0.235

0.888

0.543

0.531

0.574

0.796

0.557

0.373

0.558

‒0.30

0.16

‒0.28

0.30

0.29

0.30

‒0.08

‒0.38

‒0.16

0.31

0.42

0.13

0.11

0.14

‒0.16

0.04

0.02

0.23

‒0.14

0.04

0.14

0.33

‒0.7479, 

0.3260

‒0.4584, 

0.6703

‒0.7381, 

0.3456

‒0.3274, 

0.7473

‒0.3373, 

0.7423

‒0.3323, 

0.7448

‒0.6275, 

0.5149

‒0.7820, 

0.2506

‒0.6707, 

0.4579

‒0.3201, 

0.7508

‒0.2030, 

0.8008

‒0.4771, 

0.6569

‒0.5610, 

0.6897

‒0.5393, 

0.7056

‒0.7188, 

0.5200

‒0.6072, 

0.6510

‒0.6183, 

0.6407

‒0.4663, 

0.7514

‒0.7058, 

0.5391

‒0.6044, 

0.6536

‒0.5379, 

0.7066

‒0.3816, 

0.7931

0.09

0.02

0.08

0.09

0.09

0.09

0.01

0.14

0.02

0.10

0.18

0.02

0.01

0.02

0.03

0

0

0.05

0.02

0

0.02

0.11

0.3350

0.6270

0.3700

0.3370

0.3550

0.3460

0.7960

0.2260

0.6250

0.3250

0.1740

0.6800

0.7700

0.7060

0.6530

0.9210

0.9600

0.5210

0.7060

0.9110

0.7020

0.3570

Variables
AST

r 95% CI R2 P value

ALT

r 95% CI R2 P value

CK

r 95% CI R2 P value r

LDH

95% CI R2 P value

Creatinine

r 95% CI R2 P value
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G1

G2

S

B

F

A2G

A2S

A2GS

IgG 3/4 N-glycosylation

G0

G1

G2

S

A2FB

A2FG

A2FS

A2FGS

‒0.14

0.57

0.72

‒0.34

0.16

0.60

0.65

0.55

‒0.25

‒0.11

0.39

‒0.42

‒0.15

0.38

‒0.42

‒0.47

‒0.7703, 

0.6243

‒0.2241, 

0.9096

0.0318, 

0.9452

‒0.8421, 

0.4814

‒0.6146, 

0.7766

‒0.1852, 

0.9163

‒0.1002, 

0.9292

‒0.2577, 

0.9032

‒0.8125, 

0.5503

‒0.7546, 

0.6466

‒0.4364, 

0.8579

‒0.8669, 

0.4075

‒0.7730, 

0.6202

‒0.4448, 

0.8551

‒0.8669, 

0.4075

‒0.8830, 

0.3486

0.02

0.33

0.52

0.11

0.03

0.36

0.42

0.30

0.06

0.01

0.15

0.17

0.02

0.14

0.17

0.22

0.7350

0.1400

0.0439

0.4130

0.7070

0.1180

0.0808

0.1610

0.5470

0.8010

0.3430

0.3040

0.7230

0.3550

0.3040

0.2380

‒0.54

0.81

0.59

‒0.54

‒0.23

0.80

0.60

0.33

‒0.63

‒0.19

0.89

0

0.48

0.90

0

‒0.16

‒0.9197, 

0.3565

0.1435, 

0.9707

‒0.2996, 

0.9290

‒0.9200, 

0.3549

‒0.8393, 

0.6299

0.1134, 

0.9689

‒0.2803, 

0.9318

‒0.5609, 

0.8682

‒0.9388, 

0.2277

‒0.8261, 

0.6551

0.3998, 

0.9831

‒0.7535, 

0.7526

‒0.9055, 

0.4285

0.4754, 

0.9860

‒0.7535, 

0.7526

‒0.8163, 

0.6719

0.29

0.65

0.34

0.30

0.05

0.64

0.36

0.11

0.40

0.04

0.79

0

0.23

0.82

0

0.03

0.2090

0.0275

0.1670

0.2070

0.6130

0.0314

0.1550

0.4660

0.1260

0.6780

0.0079

0.9980

0.2770

0.0051

0.9980

0.7250

0.47

‒0.33

‒0.08

‒0.04

0.47

‒0.29

‒0.31

‒0.23

0.22

‒0.04

‒0.18

‒0.11

0.15

‒0.25

‒0.11

0.01

‒0.1838, 

0.8337

‒0.7778, 

0.3330

‒0.6463, 

0.5491

‒0.6234, 

0.5752

‒0.1791, 

0.8351

‒0.7577, 

0.3757

‒0.7677, 

0.3551

‒0.7288, 

0.4299

‒0.4381, 

0.7240

‒0.6239, 

0.5747

‒0.7049, 

0.4691

‒0.6668, 

0.5234

‒0.4919, 

0.6897

‒0.7371, 

0.4152

‒0.6668, 

0.5234

‒0.5947, 

0.6050

0.22

0.11

0.01

0

0.22

0.08

0.10

0.05

0.05

0

0.03

0.01

0.02

0.06

0.01

0

0.147

0.316

0.825

0.913

0.143

0.388

0.352

0.498

0.517

0.911

0.592

0.744

0.653

0.466

0.744

0.981

0.05

0.17

0.34

‒0.30

0.35

0.20

0.07

‒0.03

‒0.12

‒0.20

0.35

0.02

0

0.28

0.02

0.09

‒0.6328, 

0.6933

‒0.5539, 

0.7515

‒0.4189, 

0.8190

‒0.8046, 

0.4532

‒0.4129, 

0.8214

‒0.5329, 

0.7642

‒0.6216, 

0.7027

‒0.6793, 

0.6484

‒0.7253, 

0.5925

‒0.7644, 

0.5325

‒0.4108, 

0.8223

‒0.6507, 

0.6771

‒0.6667, 

0.6615

‒0.4704, 

0.7968

‒0.6507, 

0.6771

‒0.6096, 

0.7124

0

0.03

0.12

0.09

0.12

0.04

0.01

0

0.01

0.04

0.12

0

0

0.08

0

0.01

0.890

0.654

0.371

0.430

0.362

0.600

0.853

0.944

0.762

0.599

0.358

0.952

0.991

0.463

0.952

0.815

0.24

‒0.33

‒0.30

‒0.35

‒0.28

‒0.33

‒0.04

0.25

0.27

0.26

‒0.58

0.11

0.01

‒0.52

0.11

0.16

‒0.4596, 

0.7551

‒0.7950, 

0.3770

‒0.7820, 

0.4062

‒0.8039, 

0.3559

‒0.7722, 

0.4266

‒0.7945, 

0.3783

‒0.6514, 

0.6068

‒0.4533, 

0.7585

‒0.4320, 

0.7696

‒0.4460, 

0.7624

‒0.8862, 

0.0774

‒0.5587, 

0.6914

‒0.6230, 

0.6362

‒0.8660, 

0.1631

0.5587, 

0.6914

‒0.5251, 

0.7154

0.06

0.11

0.09

0.12

0.08

0.11

0

0.06

0.07

0.07

0.34

0.01

0

0.27

0.01

0.02

0.5060

0.3500

0.3990

0.3170

0.4380

0.3520

0.9190

0.4920

0.4480

0.4760

0.0785

0.7630

0.9760

0.1240

0.7630

0.6670

续表

Variables
AST

r 95% CI R2 P value

ALT

r 95% CI R2 P value

CK

r 95% CI R2 P value r

LDH

95% CI R2 P value

Creatinine

r 95% CI R2 P value

F neutral: neutral fucosylation; F sialo: sialylated fucosylation; F total: total fucosylation; B neutral: neutral bisection; B sialo: sialylated bisection; B total: total 

bisection; G0 total: total agalactosylation; G1 total: total monogalactosylation; G2 total: total digalactosylation; S total: total sialylation; S1 total: total mono-si‐

alylation; S2 total: total disialylation. r: correlation coefficient; R2: regression square. 

Significant difference is in bold.

本研究中受试者的临床特征显示，AST和ALT的显

著增加显著影响肝功能。考虑肝功能异常与糖基化变化之

间的强烈关联[52]，预计这一变化可能会导致糖组的水平

变化。事实上，本文观察到 IgG2或 IgG3/4的半乳糖基化

和唾液酸化与血清的两个常见指标AST或ALT水平密切

相关。

通过整合本研究结果和 IgG亚类的生物学功能，提出

了HD可能的致病机制。具体而言，食用水煮小龙虾后，

一种不明原因的毒素进入我们的身体，其化学成分诱导继

发免疫反应。由毒素中所含的抗原触发，B细胞经历抗体

类别转换，特别是对于 IgG。鉴于HD患者的 IgG蛋白水

平显著降低，可能是低丙种球蛋白胺血症，推测 IgG1主

要有助于总 IgG水平，因为 IgG1是最丰富的亚类。下调

的 IgG1通过唾液酸化介导的ADCC参与炎症信号通路。

同样，作为次级丰度亚类，IgG2缺乏导致对病原体的易

感性增加，病原体也受到唾液酸化失调的调节。较低水平
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的 IgG3/4伴随着对抗原的抗体反应，导致由差异半乳糖

基化调节的效应功能降低。IgG3的半衰期较短且相对短

期的毒素暴露可能会中和 IgG 上调半乳糖基化的抗炎活

性。简而言之，小龙虾衍生的毒素共同激活体液免疫反

应，诱导 IgG亚类缺陷介导的炎症活动（由 IgG1/2的差异

唾液酸化和 IgG3/4的半乳糖基化调节）。

总之，这项研究表明，在区分HD患者和HC方面，

IgG N-糖组比总血清N-糖组具有更高的诊断价值。IgG核

心岩藻糖基化、半乳糖基化和唾液酸化的聚糖特征与临床

炎症标志物密切相关，对HD具有良好的诊断性能。HD

的N-糖组特征首次被全面表征，提高了人们对这种不明

原因的罕见疾病病因的理解。因而，需要进一步更大规模

的研究来探讨糖基化与HD发生之间的因果关系，以揭示

这种疾病的潜在分子机制。
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