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糖复合物参与复杂的生理病理调控

AFP-L3 used as a HCC biomarker
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糖基化修饰反应类型

Nature Review Cancer 2005
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糖蛋白的核心岩藻糖化水平变化与多种癌症相关

核心岩藻糖化修饰与癌症发生



甲胎蛋白AFP-肝癌诊断标志物

J. Biochem. 143, 725–729 (2008)

80年代初发现AFP核心

岩藻糖化在肝的不同病
理条件升高

90年代发现AFP-L3具有
更好的特异性

2005年FDA批准AFP-L3
为HCC的生物标志物

浓度：20 ng/ml 

敏感性：50% 

特异性：70%



糖基化修饰研究挑战

• 糖链种类复杂

• 糖链存在微不均一性→糖蛋白在

胶上呈弥散性分布；一种方法只
能富集部分糖蛋白

• 蛋白质酶切后仅2-5%是糖基化肽
段→信号被淹没→富集手段的必
要性

• 糖肽在质谱中检测困难→糖链优

于肽段先断裂；部分单糖呈酸性；
糖链质谱图复杂→质谱鉴定需要
切去糖链

• 缺乏完善的规模化糖谱解析平台

复杂
型

杂合
型

高甘露糖
型



糖基化修饰研究技术

• 富集方法

①凝集素亲和层析

②亲水相互作用色谱

③分子排阻层析

④硼酸化合物富集

⑤肼解化学富集方法

• 切糖方法

①PNGase F

②Endo H/D

③Pronase



糖基化蛋白质组学研究的经典方法

糖蛋白富集 蛋白酶切 糖肽富集

完全去除糖链糖蛋白身份信息

糖基化位点信息

质谱鉴定

富集：凝集素、酰肼

PNGase F



采用经典糖蛋白质组学研究方法。
Block 等人在肝癌研究中（PNAS，2005）发
现了5种核心岩藻糖化上调蛋白。

采用糖蛋白质组学方法，Comunale 等
人（JPR, 2006）发现了19种CF上调蛋白。
并认为这些CF蛋白联合作为诊断标志物较
AFP更为可信。

保留核心岩藻糖化修饰的直接证据

针对上述结果设计特异性质谱采集方案

糖肽谱图的自动化筛选及鉴定的软件系统

OR

?

核心岩藻糖化修饰研究新思路



精确地、规模化
定性及定量鉴定
与确认。

目标：
富集

特异鉴定

同位素标记辅
助定量

SRM辅助确证
分析

核心岩藻糖化
蛋白质数据库

方法：



策略：利用凝集素在蛋白水平具有较好的特异性，与糖肽本身具
有较大分子量的特点，采用两步富集策略相对特异富集核
心岩藻糖化肽段。

蛋白混合物

凝集素富集

核心岩藻糖化蛋白

胰蛋白酶切

肽段混合物

糖肽混合物

分子量超滤

滞留组分
MW＞3000Da

滤过组分
MW＜3000Da

未处理
样品

一、糖肽富集方法优化

优点：操作简单，使实验容易重复。

MW:  2391.8



血浆复杂样本测试

正常人血浆去除IgG和HSA后，用胰蛋白酶进行全酶切，酶切的肽段

混合物采用SCX进行分离。选取其中4-8分钟的一个馏分，取一半样品用膜超

滤方法富集，另一半样本则不做任何处理，PNGase F切除糖链后用RPLC-ESI-

LTQ-FT-MS鉴定肽段。

采用SEQUEST鉴定，swissprot人库，肽段假阳性率<1%

5

104

不富集

糖肽选择性>85%

36

6

糖肽数量

非糖肽数量

富集



MS3

MS2

MS3较MS2的优点：

一、图谱质量高：峰分布大为均一，峰信噪比好。

二、图谱信息简单：不需要考虑岩藻糖残基产生的碎片信息。

三、干扰峰出现概率小：通过两次母离子选择，一级中相邻干扰峰在三级
中产生碎片的可能性极小。

提高了碎片信息
质量，而且减少
了所需搜索图谱
数，因此提高数
据分析效率。

二、中性丢失依赖的三级质谱方法



使用LTQ-FT型质谱仪，一级扫描在FT中进行，使得到高精度母离子质量信
息，而串联质谱扫描在离子阱中完成，利用了其高扫描速度和灵敏度的特点。

CID cleavage

MS/MS MS/MS/MS

FTICR LIT LIT

Full Scan

Peptide

GlcNAc Fuc

Peptide

GlcNAc Fuc

GlcNAc

Peptide

Glycosite

Automatically collected  corresponded to a 
neutral loss event.

m/z: 146.0579, 73.0298, 
48.6856 , 36.5149

b1G, b2G, b3G,b4G    

y1G, y2G, y3G, y4G    

y1, y2, y3, y4    
b1, b2, b3,b4    
Sequence

中性丢失依赖的三级质谱采集方法



pFind软件方案

http://pfind.ict.ac.cn/images/pfind_local.PNG�


手工分析了9800张图谱后，建立不依赖数据库的核心岩藻糖化糖肽图谱挑选规则。

不依赖数据库的候选图谱挑选

Peptide Parent ion349.14S1 = + Da =
Peptide 203.08S2 = + Da
PeptideS3 =

一、计算标志离子质量

二、初步筛选
MS2中最强峰必须为S2离子(0.5m/z误差内)，且与母离
子电荷相同。

三、根据标志离子信号进行打分

Ratio of SSP to S2 Error    of     S2 Ratio of SSP ’ to S3

≤ 20%

≤ 30%

≤ 40%

≤ 50%

＞ 50%

(+5)

(+3)

(+2)
(+1)
( -1)

≤ 0.2m/z

≤ 0.3m/z

≤ 0.4m/z

≤ 0.5m/z

(+5)

(+3)

(+2)
(+1)

≤ 50%

≤ 70%

≤ 150%

＞ 150%

Disappear

(+5)

(+3)

(+2)
(+1)
( -1)

∑≥9的MS2对应的MS3图谱作为候选图谱

A：提高鉴定准确
度和检索速度。

B：可用于统计分
析，发现图谱特
点。

C：对数据库中不
包含序列的发
现。

优 点



在MS3图谱中，去除GlcNAc碎裂峰。

糖肽的串联质谱行为与普通的肽段明显不同，正确识别其特殊的碎
片离子，是其大规模精确鉴定必要基础。

图谱优化

对大量候选图谱中的糖残基碎片信号区域进行统
计分析，以发现非肽信号来源。



鉴定肽段 正确肽段 鉴定谱图

优化后 112 108 2258

未处理 104 98 2163

经过图谱优化，不仅提高了图谱鉴定成功
率，也增加了搜索结果的可靠性。

(正反库，1%假阳性率，肝癌血浆样本）

图谱优化方法：将搜索引擎无法考虑

的糖残基碎片信号从三级图谱中去除，之
后再进行数据库检索（提高10%鉴定）。



上方的图谱[M+2H]2+，下方图谱[M+H+Na]2+ 。
下面图谱中大部分碎片离子峰的相对强度较低，此外Na离子倾向于结合在
含有N乙酰氨基葡萄糖的碎片上。图中三角形表示碎片含有Na离子。

pFind发现Na+ 离子峰



正常人血浆：105个位点，73个蛋白。

肝癌病人血浆：106个位点，79个蛋白。

肝癌/胰腺癌/正常人血浆中鉴定核心岩藻糖化蛋白100+，
位点超过200+。

核心岩藻糖化蛋白质识别结果

同期国际进展
5 CF蛋白质

凝集素提取，双向电泳与免疫印迹，MALDI-
TOF/MS．PNAS，2005

19 CF蛋白质
凝集素提取，双向电泳与免疫印迹，LC-
MS/MS．JPR,  2006

56 CF蛋白质
高丰度去除，凝集素提取，LC-MS/MS．JPR，
2009



靶向CF分
析发现：

Gp73- 潜
在肝癌诊
断标志物

Block T M et al. PNAS 2005;102:779-784



Molecular & Cellular Proteomics，2009，8 (5)，913-923.

审稿人评价

This paper proposes a strategy for 
identifying core fucosylated
glycoproteins which involves an 
imaginative integration of 
methodologies …... Indeed, their 
identification of over a hundred  
core fucosylated glycoproteins in 
plasma is very impressive and this 
merits publication. 

论文发表于



三、基于18O稳定同位素标记的相对
与绝对定量蛋白质组研究技术



稳定同位素标记辅助的定量蛋白质组研究技术

Aebersold, R.; Mann, M. Nature 2003, 422, 198-207.

1. 化学同位素标记
 同位素编码亲和标签

 化学同位素标记

2. 酶催化同位素标记

3. 代谢同位素标记
 Stable isotope labeling 

by amino acids in cell 
culture

 Elemental labeling 
(N15)



18O标记引进稳定同位素

减少标记时间的同时提高了标记效率
有效地抑制了回交反应，保证了标记产物的稳定性

1134 1136 1138 1140 1142 1144 1146 1148
m/z0

100

%

yingwt_050902_F9  11 (0.181) TOF LD+ 
1.89e31136.32

1887
1140.32

1864

赵焱，钱小红等. 分析化学，2010，38（1）：91-4 pFindQ 软件包



胰腺癌核心岩藻化糖蛋白定量比较

胰腺癌/ 正常混合血清核心
岩藻糖化肽段差异表达

胰腺癌/ 正常混合血清SDS-PAGE

待发表数据

55 个肽段比
值大于2



定量结果验证（clusterin）

• Clusterin，参与介导细胞聚集，稳定细胞膜等，并在细胞凋亡、细胞周期调

节、DNA损伤、细胞黏附中起着重要的作用。其改变发生于多种肿瘤发生过

程中

蛋白号
蛋白分子

量
蛋白等电点 蛋白名

肽段No. 肽段电荷 肽段序列
肽段
打分

肽段理论值 误差 肽段修饰
比例（胰
腺癌/正常）

肽段信噪
比

P10909|CLUS_
HUMAN 49500.43 5.98 Clusterin precursor - Homo sapiens (Human)

1 2 R.LANLTQGEDQYYLR.
V 74.81 1885.9057 0.0106 3 N ( HexNAc_N ) ; 1.6579 177.3822 

2 2 K.EDALNETR.E 49.13 1149.5149 0.0022 5 N ( HexNAc_N ) ; 1.7197 259.1406 

3 2 K.KKEDALNETR.E 60.72 1405.7048 0.0039 7 N ( HexNAc_N ) ; 2.2517 182.0917 

4 3 K.MLNTSSLLEQLNEQ
FNWVSR.L 29.12 2611.2588 0.0119 3 N ( HexNAc_N ) ; 2.8228 7.0407 



定量结果验证

• 同时在蛋白水平（蛋白抗体western blotting）和核心岩藻糖基化水平（LCH 

western blotting）量的改变进行验证

Control   PC                   Control   PC 

clusterin蛋白抗体 wb LCH wb

蛋白抗体wb结果显示，正常人和胰腺癌病人血清中clusterin蛋白表

达量没有显著差异，而LCH wb结果表明，该蛋白岩藻糖基化水平显

著上调，与之前相对定量结果一致。



四、基于18O稳定同位素标记的绝对定
量蛋白质组研究技术

1134 1136 1138 1140 1142 1144 1146 1148
m/z0

100

%

yingwt_050902_F9  11 (0.181) TOF LD+ 
1.89e31136.32

1887
1140.32

1864



检测重现性和预处理回收率

特异性

Vitronectin: 
peptide1422

Clusterin: 
peptide1874 Vitronectin: 

peptide1646

标准曲线和线性

精密度和准确度

MRM定量指标评价



y = 1.413x - 21.78

R² = 0.923
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Vitronectin为例，随机选择了9例血清样品。分别用MRM的定量
方法和ELISA定量方法进行检测，对测得的浓度进行相关性曲线
分析。0.923的良好相关性验证了定量策略的可靠性。

MRM分析结果与ELISA定量结果比较

血清样品Vitronecin浓度测定值比较（ug/ml）

检测方法 N400 N430 N407 L21 L15 L13 Y64 Y41 Y72

ELISA 113.00 159.08 162.69 66.12 56.30 59.17 104.30 90.98 91.11 

MRM 130.23 225.40 201.40 56.80 67.00 87.72 118.44 85.98 106.82 



三级四极杆 VS 离子阱

离子阱的二级碎裂

三级四极杆的二级碎裂

5类离子主要为：

丢失一个糖基的母离子；两个糖基均丢失的母离子；带糖
基的b或y离子；不带糖基的b或y离子； 糖基的碎片离子

如何选择灵敏度高，特异性强的子离子？
并且保证这些离子的稳定出现？

CE=60

CE=120

CE=40

核心岩藻糖肽质谱裂解条件优化



[M+3H]3+
[M+2H]2+

母离子

来源

中型丢失

Y系离子

糖碎片

碎片离子峰强度 vs 碰撞能量



二级离子与定量
二级离子与碰撞能量

发生中性丢失的母离子-------------————————增强检测灵敏度
肽段碎裂产生的y离子------------------------------增强检测特异性

CE=25
CE=40

769.8/696.8 y=4.4e5x+1.1e5(r=0.9946)

769.8/1392.6 y=2.7e4x+5.5e3(r=0.9963)
769.8/1189.5 y=9.4e4x+2.3e4(r=0.9964)
769.8/843.4 y=1.8e4x+4.6e3(r=0.9935)
769.8/803.4 y=6.5e3x+1.5e2(r=0.9970)
769.8/1006.4 y=2.5e4x+6.8e3(r=0.9906)
769.8/338.2 y=1.1e4x+1.2e3(r=0.9973)
769.8/439.2 y=9.1e3x+7.9e2(r=0.9940)
769.8/526.3 y=2.3e4x+3.2e3(r=0.9968)
769.8/204.1 y=3.5e4x+3.2e3(r=0.9977)
769.8/138.1 y=3.1e4x+5.8e3(r=0.9971)
769.8/126.1 y=1.1e5x+3.1e4(r=0.9927)

MRM灵敏度 vs 特异性

CE=25 CE=40 CE=60



糖基化水平相对定量：

Protein Name CF-peptide Transition CE

Ig gamma-1 chain C region EEQYJSTYR
769.8 / 696.8 25
769.8 / 1189.5 40
769.8 / 1006.5 40

Hemopexin precursor SWPAVGJCSSALR
877.4 / 804.4 25
877.4 / 1067.5 40

877.4 / 1334.6 40

Ig gamma-2 chain C region EEQFJSTFR
753.8 / 1360.4 25
753.8 / 1157.3 40

753.8 / 974.4 40

Ig alpha-1 chain C region TPLTAJITK
654.3 / 581.3 25
654.3 / 647.4 40
654.3 / 760.3 40

Alpha-2-macroglobulin precursor

GCVLLSYLJETVTVSASLESV
R

916.1 / 867.4 25
916.1 / 848.5 40
916.1 / 1048.6 40

VSJQTLSLFFTVLQDVPVR
1256.7 / 1183.6 25
1256.7 / 826.5 40
1256.7 / 1320.6 40

Ceruloplasmin precursor EJLTAPGSDSAVFFEQGTTR
1238.6 / 1165.7 25
1238.6 / 1598.5 40
1238.6 / 985.2 40

Bovine thyroglobulin

APEHLJWTGSWEATKPR
777.4 / 728.6 25
777.4 / 572.4 40
777.4 / 1132.6 40

VGQFJLSGALGTR
834.9 / 761.9 25
834.9 / 661.6 40
834.9 / 1319.6 40

EAEEIVTYSJSSR   
917.4 / 844.5 25
917.4 / 1017.5 40
917.4 / 1116.4 40

FLVNVGQFJLSGALGTR      
1072.1 / 998.6 25
1072.1 / 661.4 40
1072.1 / 1423.7 40

血清

超滤糖基化肽段富集

LCA凝集素富集

MRM

甲状腺球蛋白糖肽+

Endo F3切糖

还原、烷基化、酶切

血清目的蛋白核心岩藻糖肽
段、非糖基化肽段相对定量

核心岩藻糖化肽段MRM规模化相对定量确证分析



Alpha-2-macroglobulin 1256（p=0.122） Alpha-2-macroglobulin 916（p=0.691）

Hemopexin（p=0.566） IgG-1（p=0.895）

IgA-2（p=0.895） Ceruloplasmin（p=0.024）

IgG-2（p=0.691）

核心岩藻糖化肽段的相对
定量结果及统计分析
七个糖基化肽段的相对定
量结果显示：

Ceruloplasmin蛋白397位
点发生的核心岩藻糖化修
饰在肝癌和正常对照组对
比中具有显著差异，在肝
癌组呈上调趋势。

肝癌核心岩藻糖化肽段SRM定量验证

待发表数据



五、核心岩藻糖化蛋白质数据库

1. 100+ 鉴定的核心岩藻糖蛋白
质及谱图收集及搜库功能

2. 文献同行鉴定的核心岩藻糖
蛋白质数据

3. 核心岩藻糖基化位点

4. 经典生化及分子生物学研究
中核心岩藻糖化修饰蛋白质
收录

5. 定量确证分析结果
6. 相关文献索引
7. 组织/ 体液、生理/ 病理相关

核心岩藻糖数据集

CF蛋白质作用

机制及重要功
能蛋白质发掘 Wei Jia, Ding Ye, Yan Fu, Ji-FengWang, Wan-Tao Ying, Xiao-Hong 

Qian, Si-Min He              In preparation



 对糖肽富集、质谱采集、图谱软件解析进行优化，实现对

核心岩藻糖化蛋白的大规模精确鉴定，建立同期最大规模

核心岩藻糖化蛋白及位点数据集。

 通过统计分析，揭示了核心岩藻糖化糖肽在离子阱型质谱

中的行为，为其碎裂规律研究提供基础数据集，并为在其

它类型质谱中的研究提供了方法学及结果解析参照。

 核心岩藻糖化蛋白质的规模化分析，归功于化学、生物学

及信息学的有机整合。

结论
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