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糖组学研究在肝病中的应用进展
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［摘要］　基因组学的研究已经趋于完成，人类进入后基因组学的时代，为了全面的揭示生命的本质，糖组学应运而生，成为当

今科学界研究的热点。本文从糖组学研究的对象，糖链的结构分类及其代谢，糖组学的生物学意义，糖组学的研究方法，糖组

学与肝病的关系等方面就目前的研究现状进行综述。
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　　Ｃｒｉｃｋ于１９５８年提出“ＤＮＡ→ＲＮＡ→蛋白质”作为基因

信息传递的中心法则，揭示了基因组学研究作为这一信息流

起点的重要篇章，随后兴起的蛋白组学在此基础上迅猛发

展。但事实上，体内的信息流并不终止于蛋白质。不仅仅是

蛋白质可引发一系列的生物效应，而且作为蛋白质的酶还可

以催化合成许多各种类型的具有生物活性的分子，糖类就是

其中最重要的一类。因此可以认为，“蛋白质→糖类”是基因

信息传递的延续，所以我们应该有一个“基因组学、蛋白组学

和糖组学”的整体观念［１］。糖类作为能量物质早已为人们所

熟知，但作为生物信息分子有待于进一步认识。糖类是基因

编码的次级产物，由于其结构多变、功能多样，加上方法学的

匮乏，一直是科学界研究热点中的难点。近年在对各种疾病

的研究中逐渐发现糖类在疾病特别是肝病发生和发展中的

病理意义，引起了人们的高度关注。本文对糖组学的研究对

象、结构分类代谢、生物学意义、研究方法及糖组学研究在肝

病中的应用进行综述。

１　糖组学的研究对象及其结构、分类与代谢

　　１９８８年英国牛津大学ＲａｙｍｏｎｄＤｗｅｋ教授首先提出糖

生物学（ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ）一词后，关于糖的研究就在世界各地

蓬勃兴起，糖组学主要研究单个个体所包含的所有糖蛋白上

聚糖的结构功能和生物学作用。单糖及其衍生物通过糖苷

键相互连接成糖链，再由酶催化与蛋白质或酯类等非糖物质

的特定部位共价结合形成糖复合物，有糖蛋白、蛋白聚糖、糖

脂等［２］。当前有关糖组学中研究最重要的一类是糖蛋白中

的糖链［３］。最常见的糖链与肽链的连接方式有两种：Ｎ糖苷

键和Ｏ糖苷键。还有一些少见的Ｓ糖苷键。糖类极高的复

杂性归因于“连接方式异构体”和“分枝形成”，所以糖结构的

复杂性远远高于蛋白质和核酸。蛋白聚糖是由核心蛋白与

糖胺聚糖共价结合形成［４］。糖脂是糖类与酯类化合物的共

价结合物，糖类通过其还原末端以糖苷键与酯类连接［５］。糖

链的合成与核酸、蛋白质的合成有本质的不同，后两者的合

成过程必须依赖模板，而糖链的合成主要取决于糖基的供

体、受体和糖基转移酶三者的相互协调，尤以糖基转移酶的

多变最为重要。单糖、寡糖或多糖链可由糖基转移酶催化，

与蛋白质或酯类等非糖物质的特定部位共价结合形成糖复

合物，这一过程称为糖基化作用。糖链在溶酶体中被完全降

解，但是糖链的降解和合成为不可逆过程，糖苷水解酶承担

降解作用。

２　糖链的生物学意义

　　多细胞生物表面覆盖着众多的糖链，他们不仅在细胞与

细胞之间，细胞与基质之间的识别黏附和信号转导中扮演了

“识别标志”的重要角色，而且与很多生物现象有密切的关

联，如细胞发育、分化、形态，肿瘤转移，微生物和病毒的感染

等［６］。糖蛋白中的糖链部分影响着蛋白质的折叠，稳定性以

及其生物学功能，其中钙连蛋白（ｃａｎｅｃｘｉｎ）和钙网蛋白（ｃａｌ

ｒｅｔｉｃｕｌｉｎ）对蛋白质的正确折叠十分重要，钙连蛋白具有分子

伴侣样的作用，引导肽链的正确折叠。糖蛋白糖链不仅能影
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响其肽链的正确折叠，还可参与亚基的聚合。在真核生物细

胞中Ｎ糖链糖基化是最常见的共价蛋白修饰。发生在内质

网和高尔基复合体中。这些聚糖不仅影响蛋白质的正确折

叠，而且作为糖蛋白与其配体相互作用识辨的标志［７］。很多

糖蛋白的糖链被去除或结构改变后可影响到其在细胞内的

分拣（ｓｏｒｔｉｎｇ）以及向细胞外分泌。糖蛋白分泌出细胞的过

程也与其糖链有关，但分泌性糖蛋白的转运对 Ｎ糖链的要

求并不像膜糖蛋白那样严格必需。

３　糖组学研究技术

　　糖组学研究技术主要有糖蛋白的分离和富集、糖链结构

的解析鉴定技术、生物芯片在糖组学中的应用等。

３．１　糖蛋白分离和富集的方法　糖蛋白分离和富集主要有

两种方法，一是经典的凝集素亲和色谱“糖捕获”方法。植物

凝集素是能与聚糖特异性结合的蛋白质，就像探针一样可以

捕获到混合物中的聚糖。使用串联的植物凝集素亲和层析

有效地覆盖不同类型的糖肽，再用前沿亲和色谱（ｆｒｏｎｔａｌａｆ

ｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）获得生物亲和常数 Ｋａ值，为聚糖结

构分析提供一手信息［８］。二是二维电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）结合特殊染色的分离方法。用高碘

酸将糖蛋白的聚糖氧化成醛，然后用荧光染料标记，产生高

荧光共扼化合物，通过二维电泳分离蛋白，糖蛋白在一定波

长下显示不同于非糖蛋白的颜色，从而将糖蛋白与非糖蛋白

分离［９］。近年发展了自动化的多维液相色谱法（ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎ

ｓｉｏｎａｌｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）分离多糖的技术，是一种建立

在三维糖谱图基础上的分离技术，借助连续的外切糖苷酶消

化目标聚糖点获得结构信息［１０］。

３．２　糖链结构的解析鉴定技术　一是基于ＤＮＡ测序仪的

荧光毛细管电泳技术，用于测定 Ｎ糖链的结构。先用酶切

割糖链，然后用荧光物标记糖链，再用高分辨率ＤＮＡ测序仪

进行毛细管电泳，最后用 Ｇｅｎｅｓｃａｎ软件对其结果进行分

析［１１］。二是质谱分析法，快原子轰击质谱（ＦＡＢＭＳ）、电喷

雾质谱（ＥＳＭＳ）、基质辅助激光解吸离子化飞行质谱（ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦ），是目前用于糖链结构测定方面最广泛的三种质

谱［１２］。ＭＡＬＤＩＴＯＦ具有从非衍生分子中获得离子的能力，

可以正确反映糖蛋白结构，同时方便与其他技术相结合，如

高效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）、气

相色谱（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）或外切糖苷酶，可以提供更多

的结构信息。但因为 ＭＡＬＤＩＴＯＦ的分辨率和精确度较低，

对糖链的定位信息和结构信息会有部分或全部的丢失，所以

ＭＡＬＤＩＴＯＦ在糖组学的研究中还存在遗憾［１３］。

３．３　糖芯片的应用　凝集素糖相互作用的芯片，将寡糖固

定于芯片中，用荧光素标记的凝集素进行杂交，检测阳性信

号，分析与已知凝集素相互作用的寡糖结构［１４］。

４　糖组学的研究与肝病

　　乙肝是世界上三大顽症之一。全世界乙肝携带者约３．５
亿人，据流行病学调查资料显示，在我国 ＨＢｓＡｇ阳性者约

占９．７５％，约１．２亿人，慢性乙肝患者约２０００万～３０００万

人，部分患者正在走向肝纤维化和肝硬化，甚至肝癌。每年

肝病死亡人数约３０万人，其中５０％为原发性肝癌。在肝病

的炎症、纤维化、癌变的过程中均有糖类物质结构和功能的

改变，糖类因其结构复杂、功能多样包含了巨大的信息量，一

旦在翻译后的修饰过程中发生糖链修饰紊乱，就会产生相当

严重的后果。在病理状态下，由于聚糖代谢酶类活力的改变

或缺陷，可使糖复合物中的糖链数量和结构产生异常，最终

导致细胞功能失常，甚至出现恶性表现，糖链结构异常还可

能被机体免疫系统识别，引起细胞免疫和体液免疫应答，并

激发自身免疫反应及免疫调节功能紊乱，介导细胞毒性反

应，引起肝细胞的损伤。所以糖复合物中糖链数量和结构变

化与肝病关系密切，成为当今糖生物学与肝病研究的结合

点，受到高度关注。所以当前在我国开展糖类与肝病的相关

性研究具有重大的意义。

４．１　糖组学研究在肝癌的发生发展及诊断治疗中的应用　
在许多恶性肿瘤组织中都发现有糖蛋白糖基化的异常，采用

蛋白组学的分析方法结合先进的糖蛋白荧光染色技术对正

常人的肝细胞系与人肝癌细胞系进行对比发现，两种细胞系

的糖基化程度存在明显的差异，有的糖基化水平下调，有的

糖基化水平上调，表明糖蛋白的糖基化改变可能在肝癌的发

生和发展中起到一定的作用［１５］。ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７是由我国

第四军医大学陈志南教授发现的一种肝癌功能型新基因，该

基因表达一种高度糖基化的跨膜蛋白，有调控肝癌扩散和转

移的功能，促进肝癌的发展、侵袭和转移。其过度表达增强

人类肝癌细胞的转移潜能。ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７有两种不同的

类型，它们的糖基化程度和类型是不同的［１６］。作为异质 Ｎ
糖基化的结果，其存在高度糖基化的形式。通过链病毒菌素

（一种Ｎ糖基化抑制剂）实验说明：ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７的表达

与肝癌的侵袭和转移相关，当其表达量下降时，与上皮细胞

的黏附能力也下降，说明 ＣＤ１４７的糖基化起到关键作用。

ｈｅｐａＣＡＭ是包括４１６个氨基酸片段的基因产物，具有免疫

球蛋白样细胞黏附分子的典型结构。在原发性肝癌患者标

本中ｈｅｐａＣＡＭ 表达下降，这种糖基化的蛋白质大部分聚集

于细胞膜上，当在 ＨｅｐＧ２重新表达的时候，ｈｅｐａＣＡＭ 加速

细胞的伸展和移动，减少菌落的形成，抑制细胞的生长，表明

ｈｅｐａＣＡＭ影响细胞的黏附和控制细胞的生长［１７］。酯类在肝

内的聚集也是原发性肝癌的发病原因之一，其机制与乙肝病

毒的Ｘ蛋白有关，Ｘ蛋白通过加强 Ｎ乙酰葡糖胺基转移酶

Ⅲ的表达来抑制载脂蛋白Ｂ（ＡｐｏＢ）的分泌，导致异常糖基化

的ＡｐｏＢ在肝细胞内聚集［１８］。肿瘤的转移严重影响着肝癌

患者的预后和存活，研究发现在原发性肝癌患者血液中转化

生长因子β（ＴＧＦβ）的浓度升高，与α３整合素的表达成正相

关，ＴＧＦβ通过刺激α３整合素的表达而促进肿瘤的转移，

所以在原发性肝癌转移过程中 ＴＧＦβ起至关重要的作用，

是肝癌治疗中一个潜在的新的靶目标［１９］。关于糖基化异常

改变的研究正在不断的深入，用来更深层次的揭示疾病的发

生发展机制。

　　基于糖组学在肝癌发生发展中的研究发现，糖组学在肝

癌诊断中的应用也引起高度重视。ＨＢＶ与原发性肝癌的关

系最为密切，但是原发性肝癌的确诊通常是在晚期，而错过

了最佳的治疗时期。而且病理组织学检查仍是目前诊断的
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金标准，但鉴于组织学检查固有的缺陷如损伤性检查、不能

动态检测重复进行、存在取材差异等，寻求非损伤性检查作

为肝癌早期诊断的指标成为这一领域科学家研究的目标，即

在原发性肝癌早期就能检测到血清标志物。当前有一种比

较分析血清糖蛋白释放低聚糖的方法，与二维凝胶电泳相结

合可用于原发性肝癌的诊断，例如在原发性肝癌中血清核心

α１，６岩藻糖（ｓｅｒｕｍａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｒｅα１，６ｌｉｎｋｅｄｆｕｃｏｓｅ）和

高尔基蛋白７３（ＧＰ７３）显著升高，为原发性肝癌的早期诊断

提供了一种方法［２０］。甲胎蛋白作为肝癌的肿瘤标志物，一

直受到临床的高度重视。肝癌时不仅出现甲胎蛋白，而且在

对其糖型的分析中发现有异质体的存在，其糖链不同于胎儿

中的甲胎蛋白，糖链结构存在不同程度的变异，主要是唾液

酸含量的不同和含有Ｌ岩藻糖［２１］，通过检测甲胎蛋白异质

体，可以鉴别诊断由肝癌还是肝细胞再生导致的 ＡＦＰ升高。

αＬ岩藻糖苷酶（ＡＦＵ）是一种溶酶体酸性水解酶，１９８０年法

国学者Ｄｅｕｇｎｉｅｒ等研究发现，ＡＦＵ在诊断肝细胞癌中敏感

性好，阳性率高，是 ＡＦＰ阳性率的３倍以上。对 ＡＦＰ阴性

病例及小细胞肝癌的诊断价值极大，是早期原发性肝癌诊断

的有用指标。因与 ＡＦＰ无明显相关可互助诊断，联合检测

可提高肝癌的检出率［２２］。磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（ＧＰＣ３）是

一类结合在细胞表面的硫酸乙酰肝素蛋白聚糖。研究表明

较正常组织和癌旁组织，ＧＰＣ３在肝细胞癌中表达显著增高，

所以ＧＰＣ３可能在原发性肝癌中起到重要的作用，同时可以

作为一种肝细胞癌的标记分子，用来辅助鉴别肝细胞肿瘤，

如肝细胞癌和其他肝脏转移肿瘤［２３］。此外，目前临床上应

用的各种肿瘤标志物大部分都是糖蛋白，糖基化改变在其中

起重要作用。肝癌时这些指标有些是高甘露糖（Ｍａｎ）型出

现或增多，有些是结构天线数增多，如：γ谷氨酰转移酶（γ

ＧＴ）、甲胎蛋白（ＡＦＰ）等。还有一些是核心岩藻糖（Ｆｕｃ）增

加，如人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）。

　　除上述糖组学在肝癌的基础研究与诊断中应用外，糖组

学在肝癌治疗中的研究刚刚起步，仅停留在实验阶段。前面

己经提到 ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７的作用，研究者利用 ＨＡｂ１８Ｇ／

ＣＤ１４７拮抗肽对肝癌细胞表面 ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７具有较高的

亲和性，筛选有效的 ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７拮抗肽，从上游阻断

效应细胞分泌基质金属蛋白酶（ＭＭＰ），是防治肿瘤转移的

一条新途径［１６］。原发性肝癌患者的髓样树突状细胞产生异

质的ＩＬ１２（一种糖基化的细胞分化抗原），导致Ｔ细胞的激

活能力下降，从而机体的免疫功能降低。所以直接用ＩＬ１２
治疗，可以加强原发性肝癌患者的特异性免疫功能［２４］。

ＧＬｙｇｅｎ公司研究的一种ＤＮＡ结合的糖结合物———ＧＬｙｇｅｎ
复合物，能够与细胞特异的受体结合用于定向释放，这种复

合物能够释放的ＤＮＡ的数量是没有限制的，而因为糖结合

物在人体内天然就存在，所以其毒性低，这样糖类就可用于

疾病的定向治疗。

４．２　糖组学研究在肝纤维化早期诊断中的应用　肝病的发

生发展是由炎症到纤维化再到实质细胞的病变，是一个渐进

的过程。早期肝纤维化具有可逆转性，因此在这一阶段的诊

断对整个疾病的进程和疗效至关重要。但目前肝纤维化早

期诊断仍是临床一大难题［２５］。许多急性期蛋白在炎症损伤

时，会有不同程度的血清浓度的改变，同时其糖基化的程度

和位点也发生改变，可以用来判断肝病的发展程度，作为非

创伤性诊断和判断预后的指标。例如：α１ａｃｉｄ 糖蛋白

（ＡＧＰ）也被称为α酸性黏蛋白，是一种急性反应蛋白，当炎

症或组织损伤的时候在肝脏合成。健康人的正常范围是

５００～１２００ｍｇ／Ｌ。但在一些生理或病理的情况下ＡＧＰ的糖

基化发生改变。在研究中发现不同程度的肝纤维化，糖基化

的程度和位点都有不同程度的变化［２６］。肝细胞表面的去唾

液酸化糖蛋白受体及其甘露糖 Ｎ乙酰葡萄糖受体可以清除

体内异常的糖基化蛋白。因此血清中 Ｎ糖基化蛋白谱可以

反映肝细胞功能的变化［２７］。ＣＣｌ４诱导的大鼠肝纤维化模型

研究进一步提示，在毛细管电泳基础上结合荧光标记技术，

用ＤＮＡ测序仪对实验组与对照组的血清 Ｎ糖链结构进行

分析，发现有３个峰值发生明显的改变，并且这种改变发生

在肝纤维化的早期，相对于血清学的生化指标能更早地反映

纤维化的发生［２８］。已有利用基于ＤＮＡ测序仪的毛细管电

泳技术进行血清糖组 Ｎ糖链检测，并用于肝纤维化非创伤

性诊断的成功先例，其在纤维化／硬化中的诊断价值已经逐

渐引起人们的重视，但其相关基础研究及在临床的广泛应用

尚需要大规模的临床验证，并在方法学上进一步简化及标化

以适合普通实验室应用。目前的一些糖组学研究仅限于糖

蛋白的糖链，尤其是 Ｎ糖链，并具有相对成熟的方法，相信

随着基础研究及技术手段的进步，糖组特别是 Ｎ糖组相关

指标作为纤维化非损伤性诊断指标在不远的将来会取得实

质性进展并最终为临床所用［２９］。

　　与基因组学和蛋白组学的研究相比，糖组学的研究还只

是在刚刚起步阶段，糖链结构的复杂性和研究技术的缺乏一

直是糖生物学研究的障碍。新技术方法的建立是突破糖组

学研究技术瓶颈的关键，必将为研究相关疾病的发病机制和

诊断治疗提供新的有效手段。
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