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摘要：蛋白质糖基化是最丰富、最复杂的翻译后修饰（PTMs）之一，在蛋白质折叠、稳定、信号传导、细胞黏附和

免疫调控等多种生物学过程中发挥着关键作用。糖基化异常与多种疾病的发生发展密切相关，包括癌症、神经

退行性疾病和代谢性疾病等。由于糖基化具有高度的动态性和异质性，其结构解析和功能研究仍面临挑战。近

年来，质谱（MS）技术在糖蛋白质组学研究中发挥着重要作用，能够实现糖基化修饰位点、糖链结构及丰度的解

析。然而，由于传统富集糖链的策略存在特异性不足或覆盖率有限等局限，糖蛋白质组学鉴定仍任重而道远。近

年来，化学酶法通过利用重组酶对底物的高选择性以及化学标记的高灵敏性，为部分糖基化的特异性标记、成

像、富集与质谱鉴定提供了强有力的工具。本文综述了化学酶法辅助的质谱技术在糖蛋白质组学中的发展与应

用，重点介绍了其在 N-糖基化、O-乙酰氨基葡萄糖（O-GlcNAc）及黏蛋白型 O-乙酰氨基半乳糖（O-GalNAc）等糖

基化类型研究中的最新进展，并探讨其在疾病机制研究和精准医学中的潜在应用价值。
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Abstract: Protein glycosylation is one of the most abundant and structurally diverse post-translational

modifications  (PTMs)  in  eukaryotic  systems.  Unlike  template-driven  biosynthesis,  glycosylation  is

synergistically  regulated  by  multiple  glycosyltransferases,  glycosidases,  and  glycan  transporters,

resulting  in  extensive  structural  heterogeneity  at  both  macroscopic  and  microscopic  levels.  This

inherent  complexity  enables  glycosylation  to  play  an  important  role  in  protein  folding,  stability,

quality  control,  intercellular  communication,  signal  transduction,  and  immune  regulation.  The

dysregulation of  glycosylation is  associated with a  wide range of  pathological  conditions,  including
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cancer, metabolic disorders, inflammatory diseases, and neurodegenerative diseases, highlighting the
importance  of  comprehensive  and  site-specific  glycoproteomic  analysis.  Recently,  glycoproteomics
based  on  liquid  chromatography-mass  spectrometry  (LC-MS)  has  become  a  pivotal  analytical
platform  for  characterizing  intact  glycopeptides,  which  is  capable  of  simultaneously  identifying
peptide  backbones,  glycosylation  sites,  and  glycan  structures.  However,  the  low  abundance  of
glycoproteins  in  complex  biological  samples,  coupled  with  the  low  ionization  efficiency  and
significant structural heterogeneity of glycopeptides,  poses significant challenges for comprehensive
and unbiased glycosylation analysis.  Chemoenzymatic labeling strategies have emerged as powerful
and  versatile  tools  in  MS-based  glycoproteomics,  offering  unique  advantages  for  the  selective
enrichment, identification, and quantitative analysis of protein glycosylation. By combining the strict
substrate  specificity  of  enzymes  (e.g.,  glycosyltransferases  and  glycosidases)  with  the  flexibility  of
chemical  tagging  reactions,  these  approaches  enable  precise  characterization  of  glycosylation  while
maintaining  compatibility  with  complex  biological  samples.  Compared  with  conventional
physicochemical or affinity-based enrichment methods, chemoenzymatic strategies provide improved
structural specificity and enhanced adaptability to different glycosylation types. This review focused
on  recent  methodological  advances  in  chemoenzymatic  labeling-assisted  MS  workflows  for
glycoproteomic  analysis.  Representative  labeling  strategies  were  systematically  summarized
according  to  glycosylation  types,  including  N-glycosylation,  O-GlcNAcylation,  mucin-type
O-GalNAcylation,  and  others.  Among  these  chemoenzymatic  labeling  strategies,  researchers  have
introduced  innovations  in  probe  design  and  synthesis,  the  selection  of  enzymatic  tools,  enrichment
approaches,  and  tag-cleavage  strategies,  enabling  these  labeling  methods  to  be  more  effectively
integrated  into  glycoproteomic  workflows.  In  addition  to  enrichment  strategies,  recent  advances  in
tandem MS fragmentation modes and glycopeptide-centric  data  analysis  software  have significantly
improved  the  scope  and  depth  of  glycosylation  identification.  The  integration  of  chemoenzymatic
labeling  with  advanced  MS  technology  establishes  a  robust  framework  for  high-throughput  and
quantitative  glycoproteomics.  In  summary,  the  chemoenzymatic  strategy  connects  chemical  biology
and  MS,  providing  high  selectivity,  sensitivity  in  glycosylation  analysis.  Continuous  innovation  in
enzyme  engineering,  labeled  probe  design,  enrichment  materials,  and  computational  analysis  is
expected  to  further  expand  the  scope  of  glycoproteomics,  enabling  a  deeper  understanding  of  the
biological processes involved in glycosylation regulation and promoting translational applications in
disease mechanism research and precision medicine.
Key  words: protein  glycosylation；mass  spectrometry； chemoenzymatic  method； glycoproteomics；
enrichment analysis

糖基化 （glycosylation）是真核生物中最常

见 、 最 复 杂 的 蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 （post-
translational modifications, PTMs）之一，作为一种

非模板驱动的修饰过程，蛋白质糖基化由多种糖

基转移酶、糖苷酶及聚糖转运蛋白协同调控，共

同决定糖链结构与糖蛋白的功能特征。糖链结

构的复杂性和多样性在很大程度上源于这些酶

类在空间和时间上的精细调控 [1-3]。越来越多的

研究表明 [3-4]，糖基化在调节蛋白质折叠与稳定

性、介导细胞黏附与信号转导、调控免疫识别与

逃逸等生理过程中发挥关键作用。相应地，糖基

化异常与多种疾病的发生发展密切相关，包括肿

瘤、炎症反应、糖尿病、神经退行性疾病及自身

免疫性疾病等。鉴于糖基化过程的复杂性和糖

链结构的异质性，如何在分子水平上全面、准确

地解析糖蛋白的糖基化修饰，已成为糖生物学研

究的重要挑战。近年来，得益于液相色谱-质谱

（liquid  chromatography-mass  spectrometry,  LC-
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MS）技术的高灵敏度和高通量特性，糖蛋白质组

学（glycoproteomics）得以在完整糖肽水平上同时

解析糖链组成、肽段序列及糖基化位点信息，已

成为糖基化研究的主导分析手段 [5]。然而，由于

糖蛋白在生物样本中的低丰度和异质性，糖蛋白

样品的特异性富集面临巨大挑战。近年来发展

起 来 的 化 学 酶 法 标 记 策 略 （chemoenzymatic
labeling），通过结合糖基转移酶的底物特异性与

化学标记的高灵敏性，能够靶向地标记、成像、

富集并分析特定糖蛋白，结合质谱检测可实现特

定糖基化修饰的精准鉴定，是解析糖蛋白质组的

重要工具[6-7]。

本综述将聚焦化学酶法在糖蛋白质组学中

的发展与应用，系统梳理其技术演进过程，并重

点介绍近年来在糖蛋白富集与定量分析中展现

应用潜力的化学酶法标记策略。

 1    糖基化研究的意义和挑战

 1.1    糖基化研究的复杂性及其挑战

蛋白质糖基化作为生物体中一种重要的

翻译后修饰 ，主要通过其在蛋白质上的修饰

位点与修饰类型来影响蛋白质的结构、性质

与功能，进而调控多种生物学过程 [4]。糖基化

的形成由酶促反应驱动，该过程不同于基因转

录和蛋白质翻译，不依赖模板，且受糖基转移酶

和糖苷酶表达、底物可得性、细胞环境等多种因

素影响，糖链修饰常表现出高度多样性。在宏观

上，同一条蛋白质链上，一个特定位点可能被糖

基化，也可能不被糖基化，即具有宏观异质性

（macroheterogeneity）[8]。在微观上，蛋白质同一

位点上由于糖链的类型、组成、连接方式、分

支、修饰（如硫酸化、磷酸化）等造成的结构也不

同 ，即具有微观不均一性 （microheterogeneity）。
这些异质性会改变蛋白质的理化性质[9]、免疫识

别 [10]、半衰期 [11]等，具有重要的生物学意义。二

者共同构成了糖蛋白复杂多样的结构基础，是蛋

白质糖基化系统性研究的核心挑战之一。

 1.2    糖基化研究的手段与化学酶法标记的优势

随着研究的深入，糖基化鉴定经历了从低通

量到高通量的技术革新。早期研究多依赖免疫

荧光检测（immunofluorescence detection）、凝集素

（lectin）染 色 及 核 磁 共 振 （nuclear  magnetic
resonance, NMR）等手段，用于揭示糖链的总体特

征或特定位点的存在，但这些方法的灵敏度较

低、通量有限，难以全面解析复杂样本中糖蛋白

的修饰情况。随后，糖组学（glycomics）的发展能

够系统分析游离糖链的组成与结构，但其局限性

在于无法保留糖链与肽段之间的对应关系。相

比之下，液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）技术赋

能的糖蛋白质组学能够同时鉴定完整糖肽的糖

链结构、肽段序列及糖基化位点，从而提供更完

整、更具生物学意义的定量与定位信息[6]。这一

优势使糖蛋白质组学成为当前糖基化研究的主

流方向之一。然而，通常糖蛋白在复杂生物样本

中的含量较低，且糖肽在质谱中的离子化效率较

低、信号强度较弱，因此，在质谱分析前需要进

行糖肽富集与修饰。

近年来，研究者们致力于开发和改进用于糖

肽分析的富集和分离方法，主要包括 3种方式：

1）基于非共价亲和相互作用的富集方法，包括基

于物理化学性质的亲水相互作用液相色谱

（hydrophilic-interaction chromatography, HILIC）[12-13]、

多孔石墨碳（porous graphitized carbon, PGC）、固定

金属亲和层析（immobilized metal-chelated affinity
chromatography, IMAC）、TiO2/ZrO2 富集等；2）基
于化学反应的富集方法 ，包括硼酸化 （boronic
acid chemistry）、酰肼化（hydrazide chemistry）、还

原氨化（reductive amination chemistry）、肟点击化

学（oxime click chemistry）等 [14]；3）基于生物识别

的方法，如利用抗体 /凝集素修饰的磁珠进行富

集[15]。然而，上述方法均存在一些缺陷，如，基于

非共价亲和相互作用的手段，由于复杂糖链本身

的物化性质不同会导致富集具有偏向性；基于化

学反应的富集方法，其化学反应富集步骤复杂，

且可能影响糖链结构；生物识别法主要包括基于

抗体或凝集素的糖蛋白识别与富集策略，抗体通

常针对特定蛋白表位或特定糖表位，具有较高的

识别特异性，但受限于可获得抗体种类及其表位

覆盖范围，难以实现对复杂糖蛋白体系的全面分

析 [16]，相比之下，凝集素通过识别特定糖基结构

或糖基基序能够实现广谱富集，适用于整体糖基

化特征的研究，但其对糖链结构的分辨率有限，

通常难以区分高度相似的聚糖结构 [6]。因此，单

一的生物识别策略在系统性糖蛋白质组学分析

中存在局限。

代谢标记策略（metabolic labeling）是一种强
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大的糖基化分析工具，它依赖于代谢过程，用修

饰的单糖类似物插入糖蛋白的构建模块。但由

于与天然底物的竞争，难以准确反映内源性糖基

化的水平；此外，代谢标记不适用于分析无法进

行代谢培养处理的组织、体液等样本[17]。

化学酶法（chemoenzymatic approach）是一种

整合化学合成与酶催化技术的策略，其利用重组

合成酶（例如糖基转移酶）选择性地将标记供体

（如引入叠氮基团的非天然糖核苷酸供体）转移

到蛋白质的特定聚糖结构（受体）上。其中使用

的重组酶对糖供体具有较宽的识别范围，而对受

体则具有严格的底物选择性，被标记的特定聚糖

结构可以通过生物正交反应被检测报告分子或

探针捕获，从而实现对目标聚糖结构的系统性标

记、成像、富集分析。化学酶法相对于基于物化

性质的无偏向性方法，具有能够特异性标记靶向

糖链的特点；相较于基于抗体或凝集素的亲和性

富集方法，具有灵敏、高效、不受糖肽序列影响

的优势；由于无需依赖代谢过程，该方法可直接

标记生物体的内源性糖基化水平，且适用于细

胞、组织、体液等多种复杂样本。总体而言，化

学酶法为特定糖基化类型的系统性富集提供了

强大的工具，有望成为糖蛋白质组学研究中的关

键一环[17]。

 2    化学酶法在糖链标记与富集中的进展

化学酶法旨在解决糖类分子（如糖蛋白、糖

链）的合成、标记及功能研究等难题。2003年，

Hsieh-Wilson等[18]最早将化学酶法用于蛋白糖基

化标记，利用突变 GalT引入羰基糖类似物，在温

和条件下与氨氧基生物素衍生物反应，并结合荧

光基团实现了 O-GlcNAc的标记。随后，该团队

结合抗生物素亲和层析法实现了糖蛋白富集，并

应用于质谱糖蛋白质组学研究[19]，通过结合基于

重氘甲醛/NaCNBD3 同位素标记法实现了定量分

析[20]。诺贝尔化学奖得主 Bertozzi团队[21]开发的

生物正交反应凭借良好的生物相容性、快速高

效和高特异性等优势，已成为生物体靶向标记的

强大工具，也是化学酶法标记和富集糖基化策略

的重要技术基础，示于图 1。本文将分别从 N-糖
基化、O-GlcNAc糖基化和黏蛋白型 O-GalNAc
糖基化以及其他类型糖基化 4个方面，介绍化学

酶法标记整合质谱技术在糖蛋白质组学分析中

的研究进展。

 2.1    N-糖基化分析

N-糖基化是目前研究较多的糖基化类型，

指糖链通过 N-糖苷键 （N-glycosidic  bond）共价

连接到蛋白质天冬酰胺 （asparagine,  Asn,  N）残

基上，这是一个多步骤的复杂生化过程，涉及内

质 网 （endoplasmic  reticulum）和 高 尔 基 体 （golgi
apparatus）的协同作用，其主要步骤包括糖链前

体的合成、糖链的转移、剪切及成熟。初始糖链

的合成和转移主要在内质网内进行，进一步的加

工和成熟修饰则在高尔基体内完成，包括剪切、

延伸及分支化 [1]。此外，N-糖基化还通过参与内

质网内的蛋白质质量控制机制，调节新生蛋白质

的折叠过程[22]。在功能层面，N-糖基化在多种重

要的生理与病理过程中发挥关键作用。例如，人

体内 N-糖基化可作用于 PD1/PD-L1通路，通过

增强 PD-L1与 PD1的结合亲和力，放大免疫抑

制信号[23]；N-糖链分支增加可以增强整合素和生

长因子受体活性，提高肿瘤黏附、迁移及上皮-间
质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）相
关侵袭能力[24]。

在糖蛋白质组学研究中，传统的 N-糖肽富集

通常依赖于亲水相互作用色谱（HILIC），然而，该

方法存在共富集非糖肽、富集偏倚、覆盖度有限

以及脱盐困难等局限。为克服这些不足，逐渐发

展出化学酶法富集策略，以期在糖链结构特异性

和无偏向性富集方面取得平衡。近年来，Boons
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图 1    化学酶法标记富集策略用于质谱糖蛋白质组学

Fig. 1    Chemoenzymatic labeling and enrichment strategy for mass spectrometry-based glycoproteomics
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等 [25]基于 ST6Gal1和生物素化 CMP-Neu5Ac类
似物作为底物，标记 N-糖基化的末端半乳糖，开

发了一步法标记策略，与之前先引入叠氮化糖再

利用点击反应（click reaction）标记生物素的两步

法[26]相比，该方法显著提高了标记效率。Wu等[27]

利用半乳糖氧化酶（GAO）将半乳糖（Gal）/N-乙
酰氨基半乳糖（GalNAc）C6位点的羟基转化为醛

基，并通过酰肼化学法进行富集，随后在 H2
18O环

境中使用肽 N-糖苷酶 F（peptide N-glycosidase F,
PNGase F）酶解糖链，以分析 N-糖基化位点，并

将该策略应用于活细胞表面的糖蛋白研究中。

Figeys等 [28]利用多种糖苷内切酶（Endo-H/-S/-F3）
水解高甘露糖-混合型/双天线型/三-二天线型聚

糖，并分别通过轻重同位素二甲基标记使被 3种

内切酶作用的肽段得以区分，随后利用突变型

β1,4-半乳糖转移酶（GalT-1 Y289L）将叠氮化 N-
乙 酰 半 乳 糖 胺 （GalNAz）转 移 到 酶 切 后 的 N-
GlcNAc上，再通过 click反应与生物素-链霉亲和

素体系链接，实现糖肽的选择性富集与质谱分

析。该研究首次系统整合了酶法切割、代谢标

记与化学点击反应技术，但仍存在对双天线糖链

重复识别等局限。

核心岩藻糖基化（core fucosylation）是由岩藻

糖转移酶 8（FUT8）催化的特异性 N-糖基化修饰

形式，其特征是岩藻糖通过 α-1,6键连接 N-糖链

最内层的 N-乙酰 -D-葡糖胺 （GlcNAc）残基 [29]。

这种修饰在细胞信号传导、细胞黏附、长时程增

强、抗体依赖性细胞毒性（ADCC）和肿瘤发生等

生理过程中发挥重要作用，是人类多种疾病的生

物 标 志 物 [30]。 Huang等 [31]利 用 野 生 型 Endo-
F3/Endo-M分别切割核心 /非核心岩藻糖化复杂

N-聚糖，随后利用 Endo-F3的 D165A突变体，将

合成的叠氮标记唾液酸复合型 N-聚糖恶唑啉底

物组装到 Fucα1,6GlcNAc/non-fucosylated GlcNAc
上，再利用 click反应进行成像等研究，实现了活

细胞表面糖型的均一化编辑。在此基础上，Wen
等 [32]直接合成了带有生物素（biotin）的一步探

针。对于酶解后的多肽，先利用野生型 Endo-F3
切除核心岩藻糖化的复杂 N-聚糖，再使用糖苷

合成酶 M-Endo-F3将带有生物素的一步探针标

记到 Fucα1,6GlcNAc上，实现了一步富集；同时，

在 LC-MS/MS检测前使用野生型 Endo-F3原位

切除探针，仅释放 Fucα1,6GlcNAc二糖肽，减少

了传统链霉亲和素 beads非特异性吸附导致的糖

基化肽段质谱鉴定偏差。但对于细胞裂解液的

标记，由于恶唑啉探针的非特异性标记较强，且

生物素化探针与糖肽的极性相似，难以分离，因

此，Wen团队和 Zhou团队 [33]将富集试剂换为温

度敏感的聚 N-异丙基丙烯酰胺（PNIPAM），利用

其在低于 40 ℃ 时溶于水，高于 40 ℃ 时形成沉

淀的特性，通过 EndoF3的 D165A突变体将带有

PNIPAM基团的 N-聚糖探针直接标记至 Endo-
F3切除后的核心岩藻糖基化肽段，实现了一步

法富集，显著提高了富集效率。此外，Hsieh-Wilson
团队和 Wen团队 [34]利用秀丽隐杆线虫的半乳糖

转移酶 （ceGALT-1）作为工具酶 ，将 N3 标记的

Gal特异性转移到核心岩藻糖上，并进一步通过

click反应实现对这些蛋白的精准标记。这些化

学酶法为核心岩藻糖基化的功能研究提供了工

具与思路。

 2.2    O-GlcNAc 糖基化分析

蛋 白 质 O-GlcNAc糖 基 化 修 饰 （O-
GlcNAcylation）是指将单个 N-乙酰葡萄糖胺（N-
acetylglucosamine,  GlcNAc）共价连接到丝氨酸

（Serine,  Ser,  S）、苏氨酸（Threonine, Thr,  T）以及

酪氨酸（Tyrosine, Tyr, Y）侧链羟基上的过程 [35]。

这一修饰广泛发生在细胞质、细胞核及线粒

体内，并由 1对拮抗作用的酶来控制其在蛋白

质上的“写入”和“擦除”：O-GlcNAc转移酶

（O-GlcNAc transferase, OGT）负责催化该修饰的

发生，O-GlcNAc水解酶 （O-GlcNAcase,  OGA）则

介导修饰的去除。由于 O-GlcNAc修饰对细胞

代谢状态高度敏感，因此被认为是人类细胞和组

织中营养通量与应激途径的动态传感器，广泛参

与转录、翻译、信号转导和代谢等多个生物学过

程[36]，其修饰异常与多种疾病密切相关[37]。然而，

O-GlcNAc修饰的低丰度、高动态性以及在质谱

分析中的不稳定性，使其检测与鉴定面临较大挑

战；此外，O-GlcNAc结构的亲水性较弱，限制了

传统 HILIC在富集分析中的应用，因此基于质谱

的 O-GlcNAc组学分析需要更具特异性的策略。

Hsieh-Wilson等[18]于 2003年开始利用 GalT-1
Y289L进行 O-GlcNAc的靶向化学酶法标记，是

目前常见的 O-GlcNAc标记策略。然而，在糖肽

富集过程中通常会引入生物素标签，其在质谱中

的离子化效率较低，进而影响糖基化位点的准确
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鉴定与定量。针对这一问题，Chen等和 Yi等在

使用 GalT-1 Y289L的基础上分别开发了包括酸

裂解标记、光裂解标记等多种同位素标签的

O-GlcNAc鉴定方法，排除了生物素的影响与干

扰，提高了质谱富集鉴定效率 [38-41]。Wu等 [42]结

合酶促反应和酰肼化学法，利用来自牛奶的半乳

糖基转移酶 （GalT）将 UDP半乳糖 （UDP-Gal）链
接到带有 O-GlcNAc位点的糖肽上，再使用半乳

糖氧化酶（GAO）将半乳糖的 C6羟基氧化为醛

基，实现后续的化学标记与富集，但此方法无法

区分 O-GlcNAc和 TF抗原。为提高标记效率并

简化标记流程 ，Wen等 [43]将糖基转移酶 GalT
的 K279A进行突变，为糖供体底物的 C-2位创

造了更大的容纳空间，从而使带有生物素基团

的一步法探针得以有效利用，实现了更高效的

O-GlcNAc标记与富集。Qin等 [44]使用突变体

Endo-M N175Q将 N-聚糖恶唑啉标记在 O-GlcNAc
聚糖上，使位点糖链得以延长，然后利用 HILIC
法富集、WT Endo-M/S切除延长的糖链，显著提

升了富集效率。

 2.3    截短型 O-GalNAc 糖基化分析

蛋白质 O-GalNAc糖基化（O-GalNAcylation）
也被称为黏蛋白型（Mucin-type）O-糖基化，是哺

乳动物中最常见的 O-糖基化形式。该修饰广泛

存在于分泌蛋白和跨膜蛋白中，通常修饰在富含

丝氨酸 /苏氨酸的重复肽序列上 ，被 20多种

GalNAc转移酶 （GalNAc-transferases,  GalNAc-Ts）
催化[45]。O-GalNAc糖链可被多种糖基转移酶延

长，形成具有复杂结构的长链 O-GalNAc聚糖，

其中部分结构决定血型抗原等生理特征。相反，

截短的 O-GalNAc糖链（如 Tn、STn和 T抗原）常

作为肿瘤发生与转移的相关标志物，被视为典型

的肿瘤相关抗原[46]。

目前，凝集素亲和纯化是分析 O-GalNAc糖
基化的常用方法，但存在特异性不足、亲和力较

弱以及识别范围有限等局限 [47-48]。相比之下，化

学酶法能够对 O-GalNAc糖基化结构进行选择

性的标记与富集，显著提升检测的选择性与灵敏

度。Yi等 [49]利用细菌岩藻糖基转移酶 WbwK和

N-乙酰半乳糖胺转移酶 BgtA开发了一种串联酶

法，依靠 WbwK对 T抗原二糖结构的严格底物

特异性，首先将 T抗原二糖转化为 Fucα1,2-Galβ1,
3-GalNAc-α 三糖结构，随后利用 BgtA对 Fucα1,

2-Galβ 结构的强烈底物偏好性 ，将叠氮化的

GalNAc连接到该结构，实现了 T抗原的标记、

成像与富集。Wang等 [50]利用 ST6GalNAc-IV对

唾液酸化 T抗原的受体特异性 ，将生物素化

CMP-Neu5Ac探针分子连接到唾液酸化 T抗原，

实现了对唾液酸化 T抗原的可视化、定量和富

集分析。Zhang等 [51]引入一种新的化学酶法

（EXoO）提取 O-连接糖肽，酶解肽段通过还原胺

化与固相材料偶联后，利用 O-聚糖依赖性内切

蛋白酶（OpeRATOR）选择性释放 O-连接糖肽，实

现对 O-糖基化位点及其糖链特异性的精准鉴

定。随后，该团队 [52]在固相结合前引入胍基化

和 HILIC富集，并在使用 OpeRATOR处理前加

入唾液酸酶混合物（SialEXO）去除唾液酸，以提

高 OpeRATOR识别切割位点的效率。该团队 [53]

的另一项研究则聚焦于 Tn糖基化肽的富集，首

先利用长柔毛野豌豆外源凝集素 （vicia  villosa
agglutinin, VVA）富集 O-糖肽，并通过肽 N端的

氨基与醛基化固相载体偶联捕获，随后采用糖基

转移酶 C1GalT1将同位素标记的半乳糖连接到

Tn抗原，再通过 OpeRATOR特异性切割 O-糖肽

进行释放，该策略通过轻 /重标同位素标记区分

原始 T抗原和 Tn抗原。Ye等 [54]采用 PNGase
F对胰酶处理后的多肽进行处理，以去除 N-聚
糖，并通过 HILIC富集 O-糖肽，再经 OpeRATOR/
Glu-C联用截短 O-糖肽，随后结合 LC-MS/MS与

阶段碰撞诱导解离（stepped collision energy higher-
energy collisional  dissociation,  sceHCD）碎裂模式

及 MS-decipher软件的 O-search算法，实现了大

规模 O-糖肽的精准鉴定。Yang等 [55]开发了 Tn
抗原及复杂 O-糖基化鉴定方法（MOTAI），将酶

解后的肽段先通过还原胺化偶联到固相载体，

经 PNGase F去除 N-聚糖，随后使用 OpeRATOR
切除复杂 O-糖肽 ，再用另一种识别其他类型

O-聚糖的内切蛋白酶 IMPa切掉 Tn和 sTn，从而

实现对多种 O-糖肽的鉴定。本课题组 [56]发展了

酶法标记策略，使用人源糖基转移酶 T-synthase
作为工具酶，利用其对供体底物（UDP-Gal）识别

的宽松特性，设计了多功能探针 UDP-Gal-Cy3
和 UDP-Gal-S-S-biotin，通过一步酶法靶向标记肿

瘤相关的 Tn抗原，实现了对 Tn抗原的高选择性

和高灵敏度荧光成像、富集和位点特异性质谱

鉴定等多功能检测，示于图 2。
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 2.4    多种糖基化类型同时分析及其他糖基化类

型分析

研究者还开发出可针对多种糖基化类型进

行同步、全面表征的策略。Wang等提出一种两

步化学酶法，利用来自空肠弯曲杆菌的 β-（1,4）-
N-乙 酰 半 乳 糖 胺 转 移 酶 （CgtA）将 底 物 UDP-
GalNAz同时偶联在 N-糖基化和 O-糖基化末端

的 Neu5Acα2,3-Gal上，随后通过点击化学反应和

生物素-链霉亲和素作用实现富集，再利用 LC-MS
进行检测[57]，该策略被应用于标记革兰氏阳性和

阴性病原体 [58]。Wen等 [59]使用 2种突变内切糖

苷酶 EndoF3-D165A和 EndoCC-N180H分别识别

N-聚糖的核心岩藻糖化与 O-GlcNAc修饰，将带

有温敏 PNIPAM基团的 N-聚糖探针标记到相应

位点，并通过温敏材料沉淀进行富集，实现了

2种糖型的同步富集与质谱检测。在此基础上，

该团队 [60]于 2025年开发了以多种唾液酸转移酶

为工具酶的富集平台，首先使用唾液酸酶对原有

糖肽的末端唾液酸进行切除，随后用重组表达

的 2种唾液酸转移酶 PS2， 6ST和 ST6GalNAc1
将带有 PNIPAM基团和光裂解标签的探针标记

到目标位点，通过温度诱导的相变富集及紫外光

（UV）照射裂解释放，实现了多类型糖肽的高效

分离与鉴定，为多维糖蛋白质组学研究提供了新

思路。

此外，非典型蛋白质糖基化的标记研究取得

了进展。Chen等和 Shao等在军团菌中筛选出

2种 O-葡萄糖转移酶 SetA和 Ltpm，可将叠氮化

葡萄糖标记于潜在 O-糖基化位点上，并使用生

物素富集方法结合酸裂解标签开展糖蛋白质组

学分析，通过对其位点分布与底物偏好性进行系

统性研究，扩展了糖基化研究的方向[61-62]。

综上，化学酶法富集策略在糖蛋白质组学

研究中展现出显著优势，具有结构特异性、操作

灵活性及标记高效性的优势，为高通量和定量解

析复杂糖基化网络提供了有力工具。用于糖蛋

白质组学分析的代表性化学酶法标记策略列于

表 1。

 3    质谱技术在化学酶法标记糖蛋白质组

分析中的应用

质谱技术的持续革新极大地推动了糖蛋白

质组学在糖链结构解析与糖肽位点分析中的应

用，从碎裂模式的优化到数据处理算法的升级，

助力化学酶法辅助的糖蛋白质组学研究获得更

高的分辨率与准确度。串联质谱 （tandem MS,
MS/MS）通过碎裂糖肽来解析其肽序列和糖基化

信息。不同的碎裂模式会产生不同类型的碎片

离子，这对糖肽结构解析十分关键 [63]。目前，糖

蛋白质组中常用的碎裂模式包括碰撞诱导解离

（collision-induced dissociation, CID）、高能碰撞解

离 （higher-energy  collisional  dissociation,  HCD）、

电 子 转 移 解 离 （electron  transfer  dissociation,
ETD）等。

CID通常应用于离子阱中，其存在显著的检

测局限，即当产生的碎片离子质荷比（m/z）低于

母离子的 1/3时，无法被有效输送到质量分析器

中进行检测 [64]。因此，CID模式下易丢失低 m/z
碎片离子（如氧鎓离子），且由于糖苷键会优先于

肽键断裂，糖肽在该模式下往往产生糖链片段。
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图 2    Tn 抗原的一步酶法标记策略[56]

Fig. 2    One-step enzymatic strategy for imaging and mapping of Tn antigen[56]
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HCD突破了此限制，其母离子与碎片离子

的检测并非同时进行，且工作能量更高，在该模

式下，糖肽同时发生糖苷键断裂和肽主链断裂。

糖苷键断裂可产生具有诊断意义的糖氧鎓离子

以及来源于糖链的片段离子（B/Y型离子）；而肽

主链断裂则生成 b/y型离子，用于提供肽段序列

信息。在部分情况下，肽段碎片离子可能保留部

分糖链残基，有助于糖基化位点的解析[65]。但该

技术存在糖链断裂优先于肽骨架，易产生复杂

的 MS/MS谱峰，影响数据质量并干扰下游数据

解析的缺陷。

ETD主要产生 c/z型肽段离子，且保留完整

糖链，适用于糖基化位点的精准定位。但该方法

存在碎裂不完全、数据采集时间长的缺陷，导致

大量母离子残留，且糖链大小及其在肽段上的连

接方式均会影响碎裂效果。

 

表 1    用于糖蛋白质组学分析的代表性化学酶法标记策略

Table 1    Representative chemoenzymatic labeling methods for glycoproteomics

糖受体
Glycan receptor

生物酶工具
Enzymatic

tool

化学标记/探针策略
Chemoenzymatic labeling
strategy and probe design

富集手段
Enrichment
method

分析层面
Analytical
level

糖基化类型
Glycosylation

type

参考文献
Reference

末端半乳糖 ST6Gal1 一步酶法/生物素 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 N-糖基化 [25]

半乳糖/N-乙酰氨基
半乳糖

GAO & PNGase F 氧化末端Gal/GalNAc 酰肼固相富集 糖基化位点 [27]

高甘露糖-混合型/双天
线型/三-二天线型聚糖

& N-GlcNAc

Endo-H/-S/-F3 &
GalT-1 Y289L

Click反应/光解生物素 生物素-链霉亲
和素

糖基化位点 [28]

核心岩藻糖基化N-聚糖 Endo-F3/Endo-M &
Endo-F3 D165A /Endo-M

一步酶法/PNIPAM热敏
糖探针

热敏PNIPAM 糖基化位点 [33]

核心岩藻糖 C.e. GALT-1 Click反应/生物素 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 [34]

O-GlcNAc GalT & GAO 一步酶法/氧化末端Gal 酰肼固相富集 糖基化位点 O-糖基化 [42]

O-GlcNAc GalT K279A 一步酶法/生物素 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 [43]

O-GlcNAc Endo-M的N175Q突变体
& PNGase F

一步酶法/长链聚糖 HILIC富集 糖基化位点 [44]

O-GlcNAc GalT-1 Y289L Click反应/光/酸解生物素 生物素-链霉亲
和素

糖基化位点 [38-41]

T抗原 WbwK & BgtA 串联酶法/Click反应 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 [49]

T抗原 ST6GalNAc-IV 一步酶法/生物素 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 [50]

T抗原-Tn抗原 OpeRATOR & C1GalT1 一步酶法-OpeRATOR
酶切

还原氨化捕集-
酶切释放

糖基化位点 [53]

多种O-聚糖 PNGase F &
OpeRATOR/Glu-C

HILIC富集-OpeRATOR/
Glu-C酶切

HILIC富集 糖基化位点 [54]

Tn & sTn抗原 OpeRATOR & IMPa OpeRATOR切除复杂O-
糖肽-IMPa酶切Tn & sTn

糖肽

还原氨化捕集-
酶切释放

糖基化位点 [55]

Tn抗原 C1GalT1 一步酶法/还原裂解
生物素

生物素-链霉亲
和素

糖基化位点 [56]

唾液酸α2,3半乳糖 CgtA Click反应/生物素 生物素-链霉亲
和素

蛋白质 其他 [57]

N-聚糖的核心岩藻糖化
与O-GlcNAc

EndoF3 D165A &
EndoCC N180H

一步酶法/PNIPAM热敏
糖探针

热敏PNIPAM 糖基化位点 [59]

末端唾液酸 PS2, 6ST & ST6GalNAc1 一步酶法/PNIPAM热敏
糖探针

热敏PNIPAM 糖基化位点 [60]

O-葡萄糖基化位点 SetA Click反应/酸解生物素 生物素-链霉亲
和素

糖基化位点 [61]

O-葡萄糖基化位点 Ltpm Click反应/酸解生物素 生物素-链霉亲
和素

糖基化位点 [62]
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由于单一碎裂模式难以兼顾所有糖肽的特

性，复合碎裂方法应运而生，电子转移 /高能碰

撞 解 离 （electron-transfer/higher  energy  collision
dissociation, EThcD）[66]便是典型代表。传统EThcD
技术在糖基化分析中存在占空比过高的问题，可

能会遗漏重要成分。2022年，Li等 [67]提出了基

于修饰特异性片段离子肽触发的 EThcD分析策

略（HCD pd EThcD），该技术的优势是减少非必

要碎裂，对未检测到氧鎓离子样品不进行“串联

碎裂-谱图产生-数据匹配”这一流程，从而显著

提高了检测效率与准确度。

除碎裂模式的进步外，基于质谱的糖肽分析

技术和数据注释软件也在不断迭代，以适应快

速、准确、完整的糖肽分析。近年来，商品化软

件 Byonic通过计算糖肽谱图与理论谱图之间的

匹配度对糖基化多肽进行综合打分，有助于提高

鉴定准确性和位点定位精度 [68]。Nesvizhskii团
队 [69]开发的 MSFragger中引入了专门的 glyco
search模块（Glyco-FragPipe），实现了对完整糖肽

的快速、系统化鉴定。Zeng等 [70]和 Cao等 [71]开

发的 pGlyco3软件能够实现在位点特异性水平

上快速、准确鉴定完整糖肽和修饰糖单元，并通

过内置的 pGlycoQuant模块实现对位点特异性糖

基化的定量分析。此外，他们还开发了 pGlycoNovo
软件，实现了对稀有聚糖结构的完整糖肽的从头

识别 [72]。Sun等 [73]开发了模块化策略 StrucGP，
可通过串联质谱解释完整糖肽上 N-聚糖结构，

为 N-糖蛋白质组学的自动化大规模分析提供支

撑。Ye等 [74]开发的 MS-Decipher软件通过加入

O-Search-Pattern检索，为 O-糖基化研究提供了

高效辅助。

总体而言，质谱碎裂机制与算法的持续优

化，显著提升了糖链结构解析与糖肽鉴定的准确

性，为基于化学酶法的靶向糖蛋白质组学研究奠

定了坚实的技术基础。

 4    总结与展望

本文系统梳理了化学酶法标记策略在基于

质谱的糖蛋白质组学研究中的应用进展。化学

酶法标记策略利用酶对供体糖探针的识别宽容

性以及对糖基受体的严格底物特异性，高选择性

地标记目标聚糖。鉴于糖基化蛋白质在复杂生

物样品中含量低的特点，该策略通过特异性标记

与富集显著提升了靶向糖肽分析的灵敏度与准

确性。随着化学生物学技术的发展，定向进化和

高通量筛选平台将在未来酶标分析的工具酶开

发方面发挥关键作用 [17]；同时，新型糖基化富集

材料的不断创新将进一步简化质谱分析前的化

学酶法富集流程[75]，而对于生物正交反应在糖基

化分子中反应的进一步探索，也有助于提高糖基

化多肽的富集效率。

未来的糖蛋白质组学研究需结合多维度分

析技术以实现更全面、更精准的解析。例如，冷

冻电子显微镜（cryo electron microscopy, Cryo-EM）

可以提供蛋白-糖复合物的空间结构信息 [76]；基

于机器学习（machine learning, ML）的计算生物学

方法可用于构建更加系统化的糖基化研究数据

库 [77]。未来的糖基化研究有望向着质谱等多种

技术与计算建模深度融合的方向发展，形成更完

整的多维度研究体系，为深入揭示糖基化的生物

学功能及其在疾病发生发展中的作用提供更加

有力的技术支撑与理论基础。
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