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植物糖基化蛋白质组研究技术
策略及研究进展

孙 勇，王 丹，仝 征，常丽丽，王力敏，王旭初
( 中国热带农业科学院 热带生物技术研究所，海口 571101)

摘 要: 综述了植物糖基化研究的主要策略以及植物糖蛋白质组学研究的最新进展，旨在为更好地开展植

物糖蛋白质组研究提供技术线索及研究思路。
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蛋白质翻译后修饰( Post-translational modification，PTM) 是对蛋白质侧链和末端进行化学修饰，或者

是蛋白水解酶改变蛋白质性质的共价加工过程［1］。蛋白质翻译后修饰在信号传导、免疫应答和细胞周期

调控等生理学过程中发挥着重要作用，是生物体在有限基因数目的条件下调控复杂生命过程的重要原

因。正是由于蛋白质在内质网和高尔基体中的不同加工和折叠，才使得蛋白质结构更加多样，功能更为

完善，调控更为精细［1 － 3］。蛋白质翻译后修饰种类繁多，过程复杂，主要包括蛋白糖基化、磷酸化、泛素化、
烷基化、甲基化和乙酰化等［3］。蛋白糖基化修饰是细胞内质网中糖链添加到蛋白质上形成寡糖链的过

程。诸多研究表明，细胞中约一半以上的蛋白质发生了糖基化，糖基化作为一种主要的翻译后修饰对蛋

白质功能的正常发挥起着重要作用。在真核生物细胞中，寡糖链与蛋白质多肽链中的氨基酸以多种形式

共价连接，构成糖蛋白的糖肽连接链，简称糖肽链［4］。在哺乳动物中，根据糖肽链的不同，可以将蛋白糖

基化分为 4 种不同的类型: 1) N － 糖苷键型。寡糖中的 N － 乙酰葡萄糖与多肽链中天冬酰胺残基的酰胺

氮连接，形成 N － 连接糖蛋白［5］; 2) O － 糖苷键型。寡糖中的 N － 乙酰半乳糖与多肽链的丝氨酸或苏氨酸

残基的羟基相连而形成 O － 连接糖蛋白［5］; 3) C － 甘露糖糖基化。半胱氨酸为其糖肽键的连接点［6］; 4) 酯

糖苷键型。以天冬氨酸或谷氨酸的游离羧基为连接点，形成酯糖苷键型［7］。植物蛋白糖基化形式主要是

N － 糖苷键型和 O － 糖苷键型，其中 N － 糖基化更为常见和重要。植物 N － 糖基化过程起始于细胞质侧内

质网膜上多萜醇脂连接糖链合成，随后糖链翻转到内质网的腔内形成 Glc3Man9GlcNAc2 结构，Man 是甘露

糖的缩写，GlcNAc 是 acetylglucosamine( 乙酰葡萄糖胺) 的缩写［8］。组装完成的糖链通过位于 Asn-X-Ser /
Thr ( NxS /T) 结构上天冬氨酰残基的酰胺键与蛋白主链相连，其中 X 是除了脯氨酸外的任何氨基酸［9］。
植物 N －糖苷键型根据结合的多糖类型分为 3 种: 寡甘露糖型 N － 多糖，高甘露糖型 N － 多糖和复杂型 N －
多糖。当蛋白正确折叠后，3 种葡萄糖残基从肽段上释放出来，而糖蛋白运输到高尔基体中继续进行深层

次的糖链加工，进而成为成熟的能行驶正常功能的蛋白［10］。O － 糖蛋白主要有 2 种，分泌蛋白或细胞质 /
核蛋白，O － 连接的糖链性质取决于蛋白质的定位［11］。在哺乳动物细胞中，糖蛋白上的糖链参与许多生

物学功能，包括受体结合、细胞信号、蛋白折叠、亚细胞分布与定位、蛋白稳定、内吞作用、免疫识别、引起

炎症及致病性等［12］。在植物中，N － 糖基化蛋白的重要功能不是很清楚，只是在研究单一蛋白的时候，发



现植物糖蛋白的 N － 糖链能影响糖蛋白的催化活性、热稳定性和折叠［13］或者亚细胞定位及分泌［14］。最

近的研究发现，N － 糖链可能在植物与病原物相互作用［15］及受体识别［16］过程起作用。鉴定植物糖蛋白，

分析其糖基化位点和糖链结构以及糖蛋白在特定生理学过程中的作用越来越重要。因此，笔者综述了研

究植物糖蛋白的方法、策略和仪器，旨在为更好地开展植物糖蛋白质研究提供一定的参考线索及思路。

1 植物 N －糖基化研究的策略

糖组学( Glycomics) 和糖蛋白质组学( Glycoproteomics) 是 2 种用来分析特殊细胞、组织和器官的某个

特定状态下的蛋白质复合物的策略。糖组学是研究全套蛋白与糖类结合的策略，它主要聚焦于糖链结构

的研究，该研究需要先将糖链从糖蛋白中释放出来，然后经质谱单独分析或者与色谱技术进行联合分析，

色谱技术不仅能提供额外的糖链识别，还能确定每个鉴定糖组分的保留时间［17］。另外，在不释放糖链的

情况下，还能通过质谱技术鉴定包涵糖基化位点和结合糖链的糖肽［18］。糖蛋白组学是一种分析特定细胞

或组织全部糖结合蛋白质的研究技术，它主要聚焦于糖基化蛋白和糖基化位点的质谱鉴定，研究过程中

糖基化的蛋白首先经适当的方法富集，然后用 LC-MS /MS 鉴定具体蛋白质，并解析其糖基化位点。糖蛋

白的简要研究策略如图 1 所示，路线 1 表示通过 PNGase 酶处理总蛋白来释放 N － 糖链，PNGase 酶通过破

坏糖链与蛋白肽主链之间的链接键来释放糖链，但是在分析有复杂型糖链的蛋白时，PNGase F 的效率不

理想; 路线 2 表示通过 MALDI-TOF /TOF MS，LC-MS /MS 或 CE( 毛细管电泳) 来分析 N － 糖链，测定糖链

的结构; 路线 3 表示从总蛋白或总糖蛋白中分离出 N － 糖蛋白，主要是根据糖蛋白的特性，利用凝集素或

者亲和层析的方法富集糖蛋白; 路线 4 表示利用 SDS-PAGE 分离得到的糖蛋白组分; 路线 5 表示用胰酶消

化 N － 糖蛋白组分; 路线 6 表示用 SDS-PAGE 分离总蛋白或总糖蛋白; 路线 7 表示利用 Western 杂交检测

特异的 N － 糖蛋白; 路线 8 表示选择 SDS-PAGE 分离后的糖蛋白，经胰酶消化后用 LC-MS /MS，MALDI-
TOF MS 或 CE-MS /MS 鉴定分析; 路线 9 表示用 LC-MS /MS，MALDI-TOF MS 或 CE-MS /MS 分析不经电泳

分离，而直接酶解通过富集得到的糖蛋白; 路线 10 表示用亲和捕获的方法选择性的富集经胰酶酶解后的

N － 糖肽; 路线 11 表示用 LC-MS /MS 或 CE-MS /MS 分析纯化的糖肽的 N － 糖链; 路线 12 表示用 PNGase
酶处理 N － 糖肽来释放肽段; 路线 13 表示用 LC-MS /MS 测定路线 12 中释放出来的肽的 N － 糖基化位点

占有率。路线 1 － 2，和 10 － 11 描述的是通过裂解得到 N － 糖链结构或糖肽段来获得 N － 糖链结构的信

息，属于糖组学范畴，而其他路线属于糖蛋白质组学的范畴。

糖组学 Glycomics

糖蛋白质组学 Glycoproteomics

N鄄糖链 N鄄Glycans

糖蛋白 Glycoproteins （糖）蛋白
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电泳 PAGE 糖肽 Glycopeptides

Western 杂交
Western blot 肽 Peptides LC鄄MS/MS液相色谱-串联质谱

MALDI鄄TOF MS LC鄄MS/MS,CE

LC(CE)鄄MS/MS

LC(MALDI鄄TOF,CE)鄄MS/MS

(9)

(8)

(7)
(6) (5)

(4)

(3)

(2)

(1)

(10)

(12)

(11)

(13)

图 1 N-糖基化蛋白的研究策略
Fig.1 Strategies in N鄄glycoprotein analysis
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2 植物 N-糖基化蛋白的研究进展

2． 1 基于凝胶的糖蛋白分析 凝胶的糖蛋白的分析原理是利用 SDS-PAGE 来达到分离蛋白的目的，在

凝胶上挖取目标蛋白点或条带进行酶解，然后利用质谱鉴定糖蛋白及其糖基化位点和糖链结构，主要包

括单个糖蛋白和混合蛋白的分析。单个植物糖蛋白的更多信息都基于凝胶的糖蛋白分析( 图 1，路线 4 －
7 － 8) ，这样可以提高待测物的浓度和纯度，减少其他蛋白或肽段的干扰，提高鉴定效率，可以明确得到待

测蛋白的 N － 糖基化位点及其位点占有率。Franc 等用路线 4 － 8 的策略发现酵母中表达的玉米细胞分裂

素氧化酶 /脱氢酶( CKO) 的天冬酰胺( Asn) 52，63，134，294，323 及 338 位点上有 N － 糖基化修饰，且属于

高甘露糖型 N － 糖链，结合的多糖链包含 3 ～ 14 个甘露糖残基，其中 Asn323 只有部分被糖基化，而

Asn338 承载了超过 25 个甘露糖残基的超长糖链［19］。Picariello 等用路线 4 － 8 和 1 － 2 的策略研究了大豆

β － 伴大豆球蛋白亚基［α( ～ 67 kDa) ，á( ～ 71 kDa) 和 β( ～ 50 kDa) ］的糖基化位点及糖种类，发现 β － 伴

豆球蛋白有 5 个位点被糖基化，其中 á 亚基的 N215 和 N489 位点被糖基化修饰，α 亚基的 N199 和 N455
位点被糖基化修饰，β 亚基的 N326 位点被糖基化修饰，且所有修饰位点的糖链都是高甘露糖型 N － 糖链，

说明这 3 个亚基处在一个共同的共转化糖基化过程［20］。Schiarea 等利用 4 － 8，1 － 2 和 9 这 3 种路线结

合的研究策略分析了纯化后的羽扇豆 γ － 蓝豆蛋白( γ-Conglutin) N － 糖链的结构、微观不均一性和结合位

点，最终发现 N － 糖链结合在羽扇豆 γ － 蓝豆蛋白的 Asn131 位点上，而且有 4 种微观不均一性变体，分别

是 Man2 ( Xyl ) ( Fuc ) -GlcNAc2，Man3 ( Xyl ) ( Fuc ) -GlcNAc2，GlcNAcMan3 ( Xyl ) ( Fuc ) -GlcNAc2 和 Glc-
NAc2Man3 ( Xyl) ( Fuc) -GlcNAc2，且每个变体都承载了 β － 1，2 － 木糖和 α － 1，3 － 海藻糖［21］。Franc 等用

基于凝胶( 路线 4-8) 和伴刀豆球蛋白凝集素富集糖肽( 路线 5 － 11) 的方法分析了豌豆幼苗铜铵氧化酶

( PSAO) 和小扁豆幼苗铜铵氧化酶( LSAO) 的糖基化情况，发现 PSAO 有 5 个糖肽，其中 4 个结合在糖基化

位点 Asn558 上，另一个在糖基化位点 Asn334 上，并且有从 Man4GlcNAc 到 Man11GlcNAc 寡聚糖结构存

在，包括 GlcNAcs、己糖和戊糖等 6 种结构变体，但是没有其他糖型。LSAO 有 7 个糖肽结合在糖基化位点

Asn558 上，并且镶嵌了 Man3GlcNAc2，Man4GlcNAc2，Man3XylGlcNAc2，和 Man4XylGlcNAc2 这 4 种寡聚糖结

构［22］。Halim 等分析了猫尾草花粉过敏原蛋白 Phl p 1 和 Phl p 5 的糖基化情况( 路线 4 － 8 ) ，最终发现

Phl p 1 有 85% 的 序 列 覆 盖 率，有 2 个 糖 肽，分 别 是 ( V27PPGPNITAT YGDK40 ) 和 ( I24PKVPPGPNI
TATYGDK40) ，这 2 种肽有 1 ～ 2 个羟脯氨酸修饰和 1 ～ 4 个戊糖残基，其中一个是单一的木糖连接的 N －
糖链。Phl p 5 有 86%的序列覆盖率，但是 Phl p 5 并没有被 N － 或 O － 连接的 HexNAc 残基修饰，只是在

肽段 A26DLGYGPATP AAPAAGYTPA TPAAPAGAEP AGK58 上发现了 0 ～ 7 个羟脯氨酸残基修饰［23］。
Balen 等发现，仙人掌幼苗和愈合组织的一种 42 KDa 糖蛋白具有相同的糖链结构( 路线 4 － 8) ，这种 N －
糖链在仙人掌组织中属于寡甘露糖型 N － 糖链。外植体再生组织和 TW 瘤组织的糖链属于复杂型 N － 糖

链，它们有 7 种相同的寡糖结构，而且 TW 瘤组织还有 2 种高分子量的特异复杂型 N － 糖链，上述结果表

明，仙人掌不同组织的同一蛋白的 N － 糖链是多样的，也暗示着组织的不同发育时期会影响植物蛋白的糖

基化［24］。
基于凝胶的糖蛋白分析策略除了用来分析单个糖蛋白的糖基化情况之外，也用来分析复杂的某类蛋

白或者总蛋白的糖基化情况。也可以在凝胶中通过荧光分子与高碘酸氧化碳水化合物之间的共价键连

接来检测糖蛋白并利用质谱鉴定。Mathieu-Ｒivet 等分析了 3 个不同品系的衣藻细胞的可溶性蛋白和膜蛋

白的糖基化情况( 路线 4 － 8) ，最终鉴定了 86 个糖蛋白，135 个糖肽和 137 个糖基化位点，还发现不同品

系衣藻细胞可溶性蛋白和膜蛋白中的糖蛋白结合的多糖结构基本一致，表明 N － 糖链的结构不依赖于品

系，且与分泌蛋白的目的地也没有关系。衣藻细胞的可溶性蛋白和膜蛋白中糖蛋白的糖链大部分是多聚

甘露糖，从 Man2GlcNAc2 到 Man5GlcNAc2，小部分是复杂型的 N － 糖链，主要是承载 1 到 2 个被 6 － O － 甲

基化的木糖 Man-3 到 Man-5 糖链［25］。Silva-Sanchez 等用荧光染色的方法分析了玉米己糖缺失突变体和

WT 胚乳的总蛋白的糖基化情况( 路线 4 － 8 ) ，经抗体杂交实验发现突变体胚乳的糖基化水平比 WT 要

低。最后选择了 45 个糖基化水平变化 20% 以上的糖蛋白进行 LC-MS /MS 分析，发现这些蛋白质主要参

与翻译后修饰，蛋白翻转，伴侣蛋白活性，糖及氨基酸合成和转运，细胞壁合成等生理过程，同时发现这些
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蛋白主要与内质网胁迫和响应未折叠蛋白相关，并且是造成突变体糖基化水平低的主要原因［26］。Barba-
Espín 等用荧光染色的方法分析了衣霉素和高温分别处理的大麦籽粒糊粉层胞外蛋白和胞内蛋白 ( 路线

4 － 8) ，最终鉴定了 22 个胞外糖蛋白，主要包括 a － 淀粉酶和肽酶; 鉴定了 178 个胞内糖蛋白，这些蛋白包

括初级代谢相关蛋白( 98 个) 、伴侣蛋白( 29 个) 和多糖水解酶( 11 个) ［27］。
2． 2 基于凝集素和亲和层析的糖蛋白、糖肽分析 抗体和凝集素不仅可以用来检测糖蛋白，也可以用来

分离糖蛋白。分离的糖蛋白组分随后可以通过 1-DE，2-DE 或者色谱按分子量大小分级，继而将感兴趣的

蛋白条带通过 LC-MS /MS，MALDI-TOF MS 或 CE-MS /MS 来分析 ( 图 1，路线 3 － 4 － 8) ，或者将收集的糖

蛋白不经电泳分离而直接用这些液质联用方法来鉴定( 图 1，路线 9 ) 。用来分离糖蛋白的凝集素主要有

伴刀豆球蛋白( ConA) 、麦胚凝集素( WGA) 、菠萝蜜凝集素( AIL) 和花生凝集素( PNA) 。其中 ConA 用途

最广泛，经常用来捕获有甘露糖型的糖链，但是对复杂型的 N － 糖链不起作用。麦胚凝集素( WGA) 能够

用来分离 N － 糖链末端具有 GlcNAc 的糖蛋白，而且还能用来分离 O-糖基化的糖蛋白。凝集素 AIL 和花

生凝集素( PNA) 能用来捕获有半乳糖 Gal 的 N － 和 O － 糖蛋白，AIL 能识别大多数的 α-Gal，而 PNA 识别

α-Gal 和 β-Gal［28］。
Catala 等利用 ConA 富集结合质谱分析了番茄果皮总蛋白中的糖蛋白( 路线 3 － 5 － 11) ，最终鉴定了

133 个糖蛋白，其中 89%的蛋白具有预测的信号肽，分析发现，这些蛋白可能参与分泌途径［29］。Ligatz 等

用 ConA 富集甘蓝木质部汁液总蛋白中的糖蛋白后直接进行 LC-MS /MS 分析( 路线 3 － 9 ) ，最后鉴定到

189 个蛋白，其中 164 个蛋白具有信号肽，还包括 81 个 N － 糖蛋白，说明大部分木质部汁液蛋白属于分泌

蛋白［30］。Zhang 等用 ConA 亲和层析、多维凝集素亲和层析( ConA，WGA，AIL 和 PNA) 和硼酸层析法来鉴

定拟南芥黄化胚轴细胞壁的糖基化蛋白( 路线 3 － 4 － 8 ) ，最终鉴定了 127 个糖基化蛋白，并经过 ProT-
erNyc 生物信息学软件预测，大部分糖蛋白都是 N － 连接的糖蛋白［31］。Ｒuiz-May 等用伴刀豆球蛋白 A、雪
花莲凝集素和小扁豆凝集素分别富集了成熟绿番茄果皮总蛋白中的糖蛋白( 路线 3 － 5 － 11) ，并用多孔石

墨盒富集了酶解后的糖肽进行 nanoLC-MS /MS 鉴定，其中用伴刀豆球蛋白 A 富集的有 240 个，雪花莲凝集

素富集的有 251 个，小扁豆凝集素的有 210 个。3 种凝集素富集法都鉴定到的只有 68 个，有 110 个蛋白

只在伴刀豆球蛋白 A 富集的样品中鉴定到，95 个蛋白只在雪花莲凝集素富集的样品中鉴定到，59 个蛋白

只在小扁豆凝集素富集的样品中鉴定到。最终共鉴定了 448 个 N － 糖基化蛋白［32］。Mustafa 等提取生长

2 d 的对照组和涝害 2 d 的大豆根蛋白，利用伴刀豆球蛋白富集糖蛋白，胰酶和内源赖氨酸肽酶消化后进

行 nano-LC MS /MS 鉴定糖蛋白( 路线 3 － 4 － 8) 。利用伴刀豆球蛋白杂交定量分析对照组和处理组中表

达变化的糖蛋白，发现涝害降低了大豆根中糖蛋白的积累。比较对照组中 4 d 的大豆和 2 d 的大豆蛋白，

有 149 个蛋白发生了显著变化，其中有 111 个糖蛋白，51 个上调表达，60 个下调表达，涝害处理 2 d 后，有

87 个蛋白发生了现在变化，其中有 69 个糖蛋白，34 个上调表达，35 个下调表达。有 23 个糖蛋白在对照

组和处理组都鉴定到［33］。Kumar 等用 ConA 富集了棉花纤维细胞中的糖蛋白，一部分胰酶酶解后再用

ConA 富集糖肽，其中的一些用 PNGase F /A 去糖基化后进行 nano-LC MALDI TOF-TOF 鉴定( 路线 3 － 5 －
12 － 13) ，另一部分直接进行 nano-LC MALDI TOF-TOF 分析( 路线 3-5-11) 。最终鉴定了 334 个蛋白质，并

从其中 67 个单一蛋白中鉴定到 92 个 N － 连接糖基化肽段，106 个糖基化位点［34］。
由于糖链具有较强的亲水性，所以很多亲水性层析介质都可应用来富集糖肽。Melo-Braga 等提取了

被 Lobesia botrana 侵染的葡萄外果皮和中果皮总蛋白，胰酶酶解后肽段用 iTＲAQ 染料标记，再利用两性离

子 － 亲水性相互作用液相色谱( Zwitterionic-hydrophilic interaction liquid chromatography，ZIC － HILIC) 富集

糖基化肽段，用 PNGase A 去糖基化后用于 LC-MS /MS( 线路 5 － 12 － 13) 。最终鉴定到 323 个 N － 糖基化

位点，外果皮中鉴定到 62 个 N － 糖蛋白，中果皮中鉴定到 53 个 N － 糖蛋白，在这些糖蛋白中，抗病反应蛋

白 206 在植物防御真菌入侵中起重要作用［35］。Barba-Espín 在用荧光染色技术分析衣霉素和高温处理的

大麦籽粒糊粉层胞外蛋白和胞内蛋白糖基化的同时，还利用 HILIC 富集糖蛋白，经 PNGase A 去糖基化后

用 LC-MS /MS 鉴定糖基化位点( 路线 3 － 9) ，得到了与荧光染色技术不一样的结果，最后在 65 个糖蛋白上

鉴定出 73 个糖肽，其中胞外糖蛋白 57 个，胞内糖蛋白 36 个，有 28 个糖蛋白是两者共有［27］。Dedvisitsakul
等用 ZIC-HILIC 和 cotton wool 微柱富集经胰酶酶解的小麦白蛋白糖肽，富集的糖肽经 18O 标记后用 PN-
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Gase A 消化去糖基化，最后用 LC-MS /MS 鉴定( 线路 5 － 12 － 13) 。共鉴定出 67 个白蛋白糖蛋白，78 个不

同的糖基化位点，在所有的糖基化位点中，位于 NXS /T /C 上的天门冬酰胺残基占大多数，并且被 18O 标

记［36］。Zhang 等利用路线 10 － 12 － 13 和路线 6 － 8 相结合的策略分析了短柄草幼苗叶片的糖基化情况，

最终鉴定了 46 个糖蛋白，包括 47 个糖肽和 47 个糖基化位点。这 46 个糖蛋白中有 36 个酶，主要包括蛋白

酶 /肽酶，糖基水解酶 /转移酶，酯酶 /脂肪酶等。Motif-X 分析表明这 47 个糖肽中有 30 个属于 NxT 修饰，17
个属于 NxS。二级结构分析结果显示，环 /转，β 转角，α 螺旋结构分别占 47 个糖基化位点的 63%，26%，

11%［37］。
2．3 基于肼类的糖蛋白和糖肽分析 糖蛋白还能通过糖链与肼酯之间的链接被捕获( 图 1，路线 10 － 12 －
13) 。在这个过程中，蛋白样品经胰酶酶解后的糖链首先被氧化形成功能醛基，随后通过共价键与肼酯链

接［38］。在清洗掉未链接的肽段后，经 N － 糖链与肼酯链接的糖肽能在 PNGase 酶作用下被释放出来，造成

N － 糖链与肽键之间断裂。当对 N － 连接的糖肽进行定量分析或者样品之间进行比较时，用基于肼酯的

方法来分离糖肽，然后进行无标记定量 LC-MS /MS，或者用不同的稳定同位素标记。尽管经过大量清洗，

依然会有非糖肽在 PNGase F 处理后从肼酯上释放出来。但是存在一个 NxS /T 糖基化共识位点并且存在

1 Da 的质量漂移，这个特征可以区分真正的糖肽和污染的非糖肽。这种方法在植物糖蛋白质组学研究中

应用较少，Palmisano 等在分析白葡萄酒中葡萄来源的糖蛋白时，用肼化学富集法，结合 HILIC 和二氧化钛

富集法，用 MALDI TOF MS 和 LC-MS /MS 鉴定了 28 个糖蛋白和 44 个糖基化位点，来源于葡萄的糖蛋白包

括转化酵素和病程相关蛋白［39］。Song 等提取拟南芥叶片总蛋白，经还原烷基化后进行胰酶酶解，用 C18
spe 柱子富集糖肽后经 PNGase F 去糖基化，最后用二维 LC-MS 鉴定糖蛋白( 路线 10 － 12 － 13) ，共鉴定了

170 个糖蛋白，330 个糖肽，其中有 28 个糖蛋白在以前的拟南芥 TAIＲ 数据库中并不认为是分泌蛋白。同

时对野生型和缺失复杂型多糖突变体拟南芥进行了肽信号的比较，发现在这两种株系中，膜蛋白 SKU5 表

现出不同的糖肽信号强度，这也暗示这在不同株系中同一种蛋白的糖链有不同的修饰［40］。

3 蛋白糖基化研究中的主要难题

3． 1 糖蛋白的复杂性 植物糖蛋白的相对低表达丰度以及糖肽和糖链复杂的化学结构及不同的化学特

性，给有效解析糖蛋白或糖肽带来了巨大挑战。糖肽的丰度相对较低，离子化效率比非糖肽低很多，非糖

肽总是在质谱检测的时候抑制糖肽的信号。糖基化过程的动力学特性导致同一糖蛋白具有不同的糖链

结构，这也导致了糖蛋白分析方法变得更加复杂。具有不同的糖链变体的低信号的单一糖肽在液相色谱

分析时，会在不同的保留时间内检测到多个峰，这会阻碍复杂的混合样品的检测及有效鉴定。
3． 2 肽段的鉴定 PNGase 处理导致的 1 Da( 普通水) 或者 2 Da( 18O 标记的水) 质量移除可以来检测糖

基化位点。但是这有可能来源于天冬酰胺的脱氨酰作用，这需要检测对照样品来确定( 例如检测脱氨酰

的正常水平) 。此外，很多糖蛋白只有 1 个或少数的糖基化位点，与分离得到的糖肽连接去鉴定特异蛋白

是不被承认的，而鉴定蛋白的普通标准是需要有多个肽段，但是在很多情况下，对亲和选定的单肽段来说

鉴定结果是不太可信的。
3． 3 PNGase A 的缺陷 用于植物糖蛋白研究的 N － 糖蛋白组学策略通常会受益于 PNGase A 基因的分

离和多功能的 PNGase 的生产，在没有糖基化位点突变的情况下能更有效地释放糖肽。然而采用肼捕获

法分析结合有复杂型糖链的蛋白时，需要先用 PNGase F 移除甘露糖型 － N 糖肽，然后用 PNGase A 来释放

其他糖链，不过这一过程还不够有效。

4 小 结

虽然在植物糖蛋白组研究中遇到了相当多的困难和挑战，但是也改进和迸发了新的技术来解决问

题，针对糖蛋白的特性，主要在以下 3 个方面进行了改进: 1) 针对糖蛋白、糖肽和游离的糖链选择合适的

富集技术，改进分离技术包括色谱分离、毛细管电泳和离子迁移技术的小型化; 2) 提高质谱技术，发展更

有效的分析流程; 3) 为解析质谱图谱发展新的软件和运算法则，并且不再局限于单一方法，而是结合多种

研究策略以达到最佳的结果。糖蛋白质组，特别是质膜糖蛋白质组，在植物发育和病原体入侵过程中，在
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与细胞外信号有相互作用的生理过程中高度积累，并且其糖基化修饰类型主要是复杂型的 N － 糖链。虽

然糖蛋白只是这些生理学过程中的部分蛋白，但基于糖蛋白而发展起来的技术手段能够增强我们对这些

重要生理过程的了解。
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The Latest Progress in Plant Glycoproteomics

SUN Yong，WANG Dan，TONG Zheng，CHANG Lili，WANG Limin，WANG Xuchu
( Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology，CATASA，Haikou，Hainan 571101 China)

Abstract: This review summarize the research progress of the research strategies on the plant N-glycosylation and
the research progress of the plant glycoproteomics，and it will provided the clue and ideal for the better develop-
ment in the future study on plant glycoprotein．
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