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外泌体糖蛋白的研究进展
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[摘要]　外泌体是细胞多泡内体与质膜融合时释放产生的微小囊泡。近些年外泌体的研究逐渐受到重视，然而大

多数研究都集中在外泌体中信使 RNA（mRNA）、微 RNA（microRNA）和长链基因间非编码 RNA（lincRNA）等

的功能作用上，而对其所含糖蛋白的研究报道较少。近年研究发现，许多疾病包括肿瘤在内，都与外泌体糖蛋白关

系密切。本文针对外泌体糖蛋白在肿瘤等疾病中的作用作一综述。
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Role of exosome glycoprotein in diseases: recent progress
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University), Shanghai 200433, China

[Abstract]　Exosomes are the microvesicles released from cells during fusion of multivesicular endosomes with plasma 
membrane. In recent years, most studies have focused on the function of some molecules contained in exosomes, such as 
messenger RNA (mRNA), microRNA and long intergenic non-coding RNA (lincRNA). The studies about glycoproteins 
contained in exosomes are rarely reported. Recent researches have shown that many diseases, including tumor, are closely 
associated with glycoproteins contained in exosomes. In this review, we described the role of exosome glycoproteins in tumors 
and other diseases.
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外泌体是细胞间通讯的重要介质之一，很多

疾病与外泌体有关，如慢性感染性疾病、肿瘤、

自身免疫病等。目前对外泌体的研究大多集中在

信使 RNA（messenger RNA，mRNA）、微 RNA
（microRNA，miRNA）、长链基因间非编码 RNA 
（long intergenic non-coding RNA，lincRNA）等，

而对其中的蛋白质及其糖基化研究较少。蛋白质

是生命物质的基础，人体所有重要的组成部分都

需要有蛋白质的参与。糖蛋白是 mRNA 经过翻

译生成蛋白质后进一步加工修饰（糖基化修饰）

的产物，参与细胞信号的转导，细胞增殖、分化

和凋亡的调控，以及生物体的发育等重要生命过

程。绝大部分蛋白质需要经过糖基化修饰后才能

起作用。因此，外泌体中的糖蛋白可能在包括肿

瘤在内的多种疾病的发生、发展过程中发挥着重

要作用，本文就其在肿瘤等疾病中的作用作一 
综述。

1　外泌体

1.1　外泌体起源及其生物学作用　外泌体是细胞

多泡内体与质膜融合时释放产生的微小囊泡，其

直径约为 30～100 nm。在正常生理情况下，细胞

与细胞之间可以通过外泌体运输各种生物活性物

质，如 DNA、蛋白质、mRNA 和 lincRNA 等，由

此完成细胞间物质与信息传递[1]。当机体发生病理

改变（如感染、肿瘤等）时，细胞分泌的外泌体

也会发生一些变化，其内容物的成分、含量、性

质等都可能发生改变。外泌体含有的蛋白质具有
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一定的细胞组织特异性，不同类型细胞分泌的外

泌体存在一定差异，比如抗原递呈细胞（antigen 
presenting cell，APC）分泌的外泌体其表面携

带 CD86 分子[2]，而来源于树突状细胞的外泌体

含有组织相容性复合体（major histocompatibility 
complex，MHC）Ⅰ 类和 MHC Ⅱ 类分子[3]。

1.2　外泌体分离与鉴定技术　随着对外泌体研究

的深入，外泌体的分离纯化技术也不断增多和优

化。目前最常用的外泌体分离方法是差速离心法，

其主要针对细胞培养上清液和生物体液中的外泌

体进行分离纯化。通过离心可以将悬液中不同密

度、大小和形状的细胞或细胞碎片等成分去除，

通常密度大或者粒径大的最先被沉淀下来，最后

留下纳米级小囊泡，即外泌体[4]。为了提高纯度，

更精确地分离出外泌体，还可以使用蔗糖密度梯

度超速离心法，得到的外泌体主要聚集在密度为 
1.10～1.21 g/mL 的区域[5]。蔗糖密度梯度超速离心

法对仪器设备的要求不高，一般实验室都能满足，

并且操作简便，提取效率较高。另外，还有依据

粒径大小的分离提取法，该方法有的是通过特殊

结构的过滤网去除大颗粒杂质，有的是采用尺寸

排阻色谱法进行分离纯化，还有的是利用化合物

吸附法将外泌体从混合液中吸附出来[6]。此外，还

有免疫磁珠分选法，即根据外泌体表面所携带的

特异性标志物如 CD63 跨膜蛋白，先将磁珠上包被

抗 CD63 抗体，然后将带有抗体的磁珠与样品共孵

育数分钟，再利用磁力架将外泌体吸附并分离出 
来[7]。透射电子显微镜技术是外泌体表征鉴定的金

标准，外泌体经过固定、脱水等步骤后，在电子显

微镜下可清晰看出外泌体的形态学外观。由于外泌

体来源于多泡内体，其表面通常含有 CD9、CD63 
和 CD81 等特异性蛋白[8]，因此还可以通过流式细

胞术和免疫印迹分析法等对其进行鉴定。

2　外泌体中的糖蛋白

2 . 1 　 外 泌 体 糖 蛋 白 分 类 　目前对外泌体中

miRNA、lincRNA 等的作用和功能研究报道较多，

而对于生命物质基础的蛋白质少有报道。糖蛋白作

为蛋白质翻译后修饰的产物，其功能作用值得研

究。糖蛋白是蛋白质通过糖基化与寡糖链共价相连

构成的分子。糖基化是一种常见的蛋白质翻译后

修饰形式，分为 4 类：N-糖基化、O-糖基化、糖

基磷脂酰肌醇（glycophosphatidylinositol，GPI）
锚定糖基化和 C-糖基化，其中 N-糖基化和 O-糖基

化是最常见的两种[9]。在 N-糖基化中，寡糖链通

过氮原子与蛋白质的天冬酰胺侧链共价结合。通

常，与天冬酰胺残基相连的糖是 N-乙酰氨基葡萄

糖。N-糖基化起始于内质网中，在此过程中寡糖

前体转移至新生多肽链中的共有受体序列 NXS/T 
上，即天冬酰胺―任意氨基酸―丝氨酸 /苏氨酸

组成的序列。寡糖前体在内质网中经糖苷酶和糖

基转移酶的作用后再经高尔基体进一步加工形成

糖蛋白，后者被运送至质膜、溶酶体或胞外环境

中，从而发挥各种生物学功能。根据结构进一步分

类，N-糖链通常可以分为 3 类：高甘露糖型、复

合型和混合型，但三者都有一个共同的五糖核心

结构（Man3GlcNAc2）连接着蛋白质的天冬酰胺残 
基[10]。对于 O-糖基化，糖链通过氧原子结合到蛋

白质多肽链的丝氨酸、苏氨酸、羟赖氨酸或羟脯氨

酸残基的侧链。主要的一类 O-连接糖蛋白是黏蛋

白，其中与丝氨酸或苏氨酸残基相连的糖是 N-乙
酰半乳糖胺。在高尔基体中，黏蛋白的 O-糖基化

会通过糖基转移酶的催化依次加入单糖残基。黏蛋

白通常会被高度糖基化，并且它们可以附着在细胞

膜上或被分泌到细胞外。

2.2　糖蛋白分析技术　糖蛋白分子结构复杂，

在一条糖链上可以形成很多分支结构，并且可能

存在不同类型的糖苷键，在端基异构碳原子处的

连接可以是 α 或 β 连接。蛋白质糖基化作为最重

要的翻译后修饰形式之一，与蛋白质的多种生物

学功能密切相关，如蛋白质的表达、定位和降解 
等[11]。目前针对糖蛋白的研究主要从以下几方面开

展：（1）糖蛋白与聚糖（或糖肽）的分离富集。

通常可以利用凝集素印迹、凝集素芯片或凝集素

亲和纯化等[12]方法进行糖蛋白与聚糖（或糖肽）

的分离富集。抗体是一类比凝集素特异性更强、

结合力更高的免疫球蛋白，特定糖表位的抗聚糖

抗体可用于对糖蛋白进行识别富集[13]。此外，还

可通过肼解反应获得 N-聚糖[14]。（2）对糖链结构

和糖基化位点分析。以 N-糖链结构为例，通常糖

蛋白在糖苷内切酶肽 N-糖苷酶 F（PNGase F）的

作用下释放得到 N-聚糖，内切酶可以从糖蛋白上

完整地切下糖链，同时将蛋白质上原糖基化位点

的天冬酰胺水解变成天冬氨酸，然后利用质谱鉴
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定确定 N-糖基化位点的位置。（3）聚糖的鉴定与

分析。对聚糖的鉴定通常会利用液体层析和质谱

技术，包括高/超高效液相色谱（high-/ultra-high- 
performance liquid chromatography，H/UPLC）、高

效阴离子交换液相色谱结合脉冲安培检测（high-
performance anion-exchange liquid chromatography 
with pulse amperometric detection，HPAEC-PAD）

和质谱技术[15]。为了确定连接类型，还可以使用串

联质谱、内切酶和外切糖苷酶消化以及甲基化分

析等技术[16]。糖蛋白表面的聚糖异质性和多变性使

得聚糖构象研究十分困难，在某些情况下，会利

用 X 射线晶体学揭示其构象。由于糖蛋白分子糖

链结构复杂，为了阐明糖蛋白的具体结构，通常情

况下会将以上方法结合使用，从而达到优势互补的 
目的。

3　外泌体糖蛋白与肿瘤

3.1　外泌体糖蛋白与肿瘤诊断　外泌体的脂质双

分子层结构使得其在循环中可以稳定存在而不被降

解，而其内容物如核酸、蛋白质、脂质等也因此

有可能作为稳定的肿瘤标志物。Melo 等[17]利用质

谱分析发现，一种细胞表面蛋白多糖磷脂酰肌醇

蛋白聚糖 1（glypican 1，GPC1）在肿瘤细胞分泌

的外泌体中表达量较高。胰腺癌患者血清外泌体

中的 GPC1 表达量与健康对照组相比有明显差异，

并且进一步发现 GPC1 的表达量可以用来鉴别胰

腺癌的早期和晚期阶段[17]；血清外泌体中的 GPC1 
可以作为胰腺癌早期诊断的可靠生物标志物，并

且效果优于糖类抗原 19-9（carbohydrate antigen 
19-9，CA19-9）[17]。Li 等[18]研究发现，结直肠癌

患者血清外泌体中的 GPC1 还能作为 Ⅲ 期结直肠

癌复发的监测标志，GPC1 能够通过激活成纤维细

胞生长因子―成纤维细胞生长因子受体（fibroblast 
growth factor-fibroblast growth factor receptor，
FGF-FGFR）通路，促进上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT），从而增强肿瘤细

胞的侵袭和迁移能力。此外，还有研究发现，结直

肠癌细胞分泌的外泌体中，异常 N-乙酰葡糖胺修

饰的 O-连接糖蛋白（O-GlcNAc）可以作为转移性

结直肠癌的潜在生物标志物[19]。通常，转移性结直

肠癌细胞分泌的外泌体中，异常 N-乙酰葡糖胺修

饰的 O-连接糖蛋白表达升高[20]。

3.2　外泌体糖蛋白与肿瘤发生、发展和转移　肿瘤 
的发生、发展与外泌体密切相关，肿瘤细胞分

泌的外泌体中糖蛋白的变化会影响肿瘤的生物

特性。Roccaro 等[21]研究发现，多发性骨髓瘤患

者的骨髓间充质基质细胞（bone marrow-derived 
mesenchymal stromal cell，BM-MSC）分泌的外泌

体能够促进多发性骨髓瘤细胞的增殖，并且使得肿

瘤更易转移。多发性骨髓瘤 BM-MSC 外泌体中除

了富含某些致癌蛋白和细胞因子外，还含有大量黏

附分子——纤连蛋白（fibronectin，FN）。FN 是
一种大分子糖蛋白，相对分子质量约为 450 000，
具有多种生物活性，微环境中 FN 的变化能促进多

发性骨髓瘤细胞的生长及远处播散。细胞在组织中

的运动是一个复杂的过程，需要多种因素共同作

用。肿瘤细胞穿越组织向远处播散也要经历这一过

程。Sung 等[22]在成纤维肉瘤 HT1080 细胞系模型

中发现，肿瘤细胞能通过自分泌外泌体的方式增强

细胞的迁移能力。其机制是外泌体内含有的 FN 与
细胞整合素形成 FN-α5β1 复合体，从而促进细胞

的黏附聚集和迁移[22]。

3.3　外泌体糖蛋白与肿瘤免疫　外泌体不仅与肿

瘤发生有关，还与肿瘤的免疫逃避和抗药性相关。

近年研究发现，肿瘤细胞之间可通过外泌体中的糖

蛋白传递耐药性[23]。对紫杉醇耐药的肿瘤细胞高表

达 P-糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp），其所分泌的

外泌体也富含 P-gp[23]。对紫杉醇敏感的 MCF-7/S 
乳腺癌细胞系通过吸收邻近对紫杉醇耐药的 MCF-
7/DOC 乳腺癌细胞系分泌的外泌体，从而获得对

紫杉醇的耐药性[24]。这种通过分泌吸收外泌体中

糖蛋白获得耐药性的方式是导致肿瘤细胞耐药的

主要机制之一。调节性 T 细胞（regulatory T cell，
Treg）属于免疫抑制性 T 细胞，其能分泌具有免疫

抑制功能的细胞因子，抑制机体对病原的免疫应

答。当肿瘤发生时，Treg 的出现会抑制机体的抗

肿瘤免疫反应。Wieckowski 等[25]研究发现，起源

于头颈部皮肤的鳞状细胞癌细胞系 PCI-13 分泌的

外泌体含有肿瘤相关抗原和可诱导共刺激分子配

体（inducible co-stimulator ligand，ICOSL），这

种糖蛋白可促进 CD4＋ T 淋巴细胞向 Treg 分化，

并且能促进 Treg 的增殖，从而抑制机体对肿瘤

的免疫反应。人表皮生长因子受体 2（epidermal 
growth factor receptor 2，HER2）属于一种跨膜的
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糖蛋白，同时细胞内存在具有酪氨酸激酶活性的

结构域。HER2 在多种类型的肿瘤中均过表达，大

约 20% 的乳腺癌存在 HER2 基因和蛋白质的过表 
达[26]。近年研究发现肿瘤细胞来源的外泌体包含

的 HER2 可以激活单核细胞中的丝裂原活化蛋白激

酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK） 通
路，从而影响肿瘤相关巨噬细胞的形成，抑制肿瘤

免疫[27]。

4　外泌体糖蛋白与非肿瘤性疾病

外泌体不仅与肿瘤的发生、发展相关，还与

很多非肿瘤性疾病相关。正常生理情况下，肝细胞

能分泌含有代谢所需酶的外泌体到肝外微环境，

如谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，
GST），由肝细胞分泌的外泌体对于机体维持内

环境的稳定和物质代谢至关重要 [28]。Li 等 [29]发

现，在小鼠四氯化碳（CCl 4）肝损伤模型中，

利用人脐带间充质干细胞（human umbilical cord 
mesenchymal stem cell，hucMSC）来源的外泌体能

减轻肝损伤和促进修复。hucMSC 来源的外泌体可

能通过其表面黏附分子（属于糖蛋白）抑制 CCl4 
激活的 TGF-β-Smad 通路，从而抑制肝细胞纤维

化时的 EMT，并减缓了 CCl4 导致的肝纤维化进

展。还有文献报道，外泌体糖蛋白与阿尔茨海默病

（Alzheimer disease，AD）有关。Hamlett 等[30]研

究发现，从唐氏综合征（Down’s syndrome，DS）
患者血清样本中提取的神经元细胞来源的外泌体，

其含有的 β-淀粉样蛋白多肽和磷酸化的 tau 蛋白水

平的升高能够帮助判断 DS 患者是否合并 AD，有

利于临床上对 DS 合并 AD 的早期诊断，从而也有

助于对 AD 的早期预防和早期治疗。

5　小　结 

随着人们对外泌体的研究越来越火热，外泌

体的功能逐渐受到研究者们重视，其内容物如核

酸、蛋白质、脂类的作用也逐渐被人们所挖掘。近

年的研究大部分集中在外泌体中 mRNA、miRNA 
和 lincRNA 上，而对其中的糖蛋白功能作用研究

较少，因此本文针对外泌体中糖蛋白在肿瘤等疾病

中的作用作了简要综述。外泌体因其脂质双分子层

膜结构的稳定性，使得其在循环和组织液中能被检

测到，而其中的糖蛋白的异质性让外泌体应用于肿

瘤的诊断成为可能。外泌体中糖蛋白还与肿瘤的发

生、发展及肿瘤免疫相关，使得外泌体还有可能

应用于肿瘤的治疗。此外，在一些非肿瘤性疾病

中，外泌体中糖蛋白也能发挥一定的治疗作用，

但具体机制仍需进一步研究。总之，外泌体中糖

蛋白在许多疾病中被发现且具有不容忽视的生物

学作用，其功能作用和应用价值值得深入探索和 
研究。
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