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新冠病毒蛋白及其细胞受体

6<K>

翻译后修饰的质谱分析
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摘要!新冠肺炎!

2C$?QA*+

$在全世界范围内造成了巨大的健康危机和不可估量的损失&新出现的变种

病毒株表明"新冠病毒!

8Bf8A2%$A"

$可能会像流感病毒一样在人类社会中继续流行"成为一种长久的

健康威胁&控制新冠病毒的传染和开发有效的治疗方法迫在眉睫&因此"找到合适的生物标志物以表

明病理和生理状态是当务之急&蛋白质是生命功能的执行者"其丰度和修饰状态可以直接反映免疫状

态&蛋白质的糖基化和磷酸化等翻译后修饰对调节蛋白质的功能有很大影响&在
8Bf8

病毒%寨卡病

毒%流感病毒的研究中"蛋白质的翻译后修饰被证明是可靠的生物标志物&近年来"基于质谱技术的蛋

白质组学研究有了很大的进展&通过对基于质谱的生物标志物研究策略的回顾"特别是对蛋白质翻译

后修饰的研究"对于人类早日战胜新冠疫情具有重要意义&本文总结了目前基于质谱对新冠病毒蛋白

翻译后修饰的研究报道"特别是对糖基化及磷酸化的研究进展"并展望了质谱分析在新冠病毒翻译后修

饰研究的挑战及前景&

关键词!新冠病毒#生物标志物#糖基化#磷酸化蛋白组#质谱
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年底"我国武汉市爆发了一种未知的

严重急性呼吸道疾病&引发疾病的病原体很快

被中国科学家分离%测序"并鉴定为一种新型冠

状病毒&该冠状病毒是一种有包膜的正单链

f(B

病毒"含有
"++)F

个碱基)

*A!

*

&由于该病

毒与严重急性呼吸道综合征冠状病毒!

8Bf8A

2%$

$在核苷酸水平上具有高达
E+d

的同源

性"世界卫生组织!

iNC

$将此病毒和引发的

流行病分别命名为严重急性呼吸综合征冠状病

毒
"

!

8Bf8A2%$A"

"以下简称-新冠病毒.$及

")*+

冠状病毒病!

2C$?QA*+

"以下简称-新冠

肺炎.$"并在
")")

年
F

月
**

日宣布疫情进入

-全球大流行.阶段"并延续至今)

!AE

*

&

2C$?QA

*+

是人类历史上第一次全球性的冠状病毒大

流行"在世界范围内造成了不可估量的损失"截

至
")"*

年
D

月
*!

日"已导致超过
*]ED

亿的感

染病例和
F>*

万人死亡)

>

*

&

8Bf8A2%$A"

属于冠状病毒科
&

型冠状病

毒属"是已知的第
E

种可感染人类的冠状病毒&

新冠病毒主要的传播途径是飞沫传播"但也有

其他传播途径和系统伤害的报道)

+A**

*

&与

8Bf8A2%$

和中东呼吸综合征!

7af8

$冠状病

毒类似"新冠病毒通过与宿主细胞中的血管紧

张素转换酶
%

!

B2a"

$结合"可感染多个器官%

大量复制并影响其正常功能)

*"A*!

*

&该病毒可引

起咳嗽%气喘%呼吸困难等症状"此外也有发热%腹

泻%头痛%嗅觉和味觉丧失等症状的报道)

#

"

*#A*D

*

&

一些无症状新冠病毒携带者在观察
*!

天后仍

携带大量的病毒并且保有传染性)

*EA*>

*

&此外"

随着免疫逃逸病毒株!如近日出现并席卷全球

的
Q5&;0

病毒株$的出现"

2C$?QA*+

可能会像

季节性流感一样成为人类的常见健康威胁"或

在局部地区形成新的风土病)

*+A"*

*

&因此"加深

对新冠病毒的理解"尤其是探寻可表征其临床

结果的生物标志物或感染的特征分子指纹具有

重要的意义)

""A"!

*

&

生物标志物是反映特定生物或疾病状态相

关的生物分子)

"#

*

&病毒会影响宿主的蛋白质

组"病毒和宿主之间的蛋白质相互作用是病毒

适应宿主过程的决定性因素)

"DA">

*

&更重要的

是"免疫反应蛋白的丰度和修饰状态可直接反

映宿主的免疫状态)

"+AF)

*

&蛋白质在生物的病理

和免疫过程中发挥着关键作用"已有报道指出

在寨卡病毒!

M4W0

$%埃博拉病毒!

aI%&0

$%

N*(*

病毒中发现蛋白质生物标志物)

F*AFF

*

&蛋白质的

翻译后修饰!

@V76

$是蛋白合成后在其氨基酸

残基上由酶诱导形成的可逆共价修饰"是调节

蛋白质位置%结合亲和力和活性的关键步骤之

一)

F!

*

&作为寄生者"病毒完全依赖宿主细胞的

新陈代谢机制实现自身复制&因此"这些源自

宿主信号传递及调控通路所产生的翻译后修饰

经常被病毒劫为己用"以达到其最高复制效率&

糖基化作为最常见也是最重要的一种翻译后修

饰种类"在病毒的生命周期中起着不可替代的

作用"包括调节蛋白质折叠%干预受体结合%影

响蛋白质降解率%调控宿主偏好和屏蔽免疫系

统识别的免疫原性表位等)

F#

*

&病毒引起的疾

病同样会显著影响宿主的蛋白质糖基化状态"

影响糖的丰度和种类"增加或减少其表达"甚至

使糖结构缺失)

FDAFE

*

&蛋白质糖基化的水平和种

!D#
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类与细胞微环境中的化学状态密切相关"而细

胞微环境可能因疾病而变化"因此长期以来糖

基化水平%位点和修饰的糖种类也是疾病生物

标志物的主要来源之一)

F>

*

&蛋白质的磷酸化

同样深刻影响蛋白质的活性和功能&磷酸化

和去磷酸化由蛋白激酶和蛋白磷酸酶催化完

成"可以增强或减弱蛋白质活性%稳定或降解

蛋白质%启动或停止蛋白之间的相互作用"乃

至促进或抑制蛋白质在亚细胞结构之间的迁

移)

F+

*

&病毒通过靶向特定的蛋白激酶和磷酸

酶导致的磷酸化异常是许多人类疾病的起因

或结果"这使磷酸化蛋白成为一种不可忽视

的生物标志来源)

!)A!*

*

&

据报道"约
")d

的新冠肺炎患者会发展为

需要临床监护的重症"乃至死亡)

!"

*

&虽然已知

年龄%性别%既有长期疾病和亚健康的生活方式

是影响疾病严重程度的重要因素"但尚不能直

接用来评估病人的预后)

!F

*

&基于对新冠发病

机制和临床特征的广泛研究"其临床表现已经

被确信与宿主的免疫反应密切相关)

!!A!E

*

&病毒

感染从本质上指的是作为病原体的病毒侵入宿

主细胞后"适应了宿主细胞的代谢环境"并操控

细胞的代谢来繁殖%入侵其他宿主细胞&因此"

了解病毒利用宿主代谢的致病作用"是未来阻

止病毒流行和击败病毒的基础)

!>A!+

*

&通过对新

冠肺炎患者的蛋白质以及代谢组状况进行全面

和详细的分析"深入发掘关于宿主对病毒感染

的免疫反应知识"进而阐明代谢状况与临床表

现的潜在联系)

#)

*

&另一方面"基于质谱的组学

方法"特别是基于质谱的蛋白质组学被广泛用

于探索宿主对病原体的反应"包括感染%入侵%

复制和发病机制"并能初步指导诊断"防止疾病

发展为重症)

#*A#"

*

&基于质谱的蛋白组学的独特

优势在于"它以高通量%非偏倚的方式描绘了患

者的蛋白质特征图谱)

#F

*

&通过纵向及横向比

较新冠肺炎患者的分子图谱"诸多研究应用基

于质谱的蛋白组学来探索新冠病毒的相关生物

标志物)

""A"F

"

#!A#E

*

&本文将侧重于新冠病毒蛋白

及其细胞受体的翻译后修饰的研究进展"尤其

是糖蛋白质组学及磷酸化蛋白质组学的应用"

以及这些
@V76

在寻找新冠肺炎临床生物标

志物方面的潜在用途"并分析基于质谱的蛋白

质组学在寻找生物标志物过程中的挑战&

:

!

基于质谱技术的糖蛋白组学

糖蛋白组学!

K

&

=

:%

9

.%;5%<4:6

$在细菌和病

毒的鉴定以及免疫学和药物方面具有重要意

义"是探寻生物标志物的一个新兴前沿领域&

病毒通过与宿主细胞表面的碳水化合物相互作

用实现入侵"新冠病毒也不例外(糖基化蛋白参

与了病毒的入侵%病毒细胞受体蛋白的水解%以

及宿主免疫系统对病毒的识别和中和)

#>AD)

*

&目

前"已有许多关于糖基化的刺突蛋白!

6

9

4W5

9

.%;54/

$及其在新冠感染机制的糖蛋白组学的研

究报道)

D*AD#

*

&根据以往对
8Bf8A2%$

和
7af8A

2%$

的糖蛋白组学研究"糖蛋白在
8Bf8A

2%$A"

表面的修饰值得深入研究)

DDADE

*

&为剖析

新冠肺炎患者血浆中蛋白质的糖基化状态"需

要进行的分析流程包括富集%消化%质谱分析和

数据采集&糖蛋白的特异性富集能降低非糖肽

的干扰"提高低丰度糖肽的检测效果"富集方法

包括凝集素亲和技术%肼化学富集法%亲水色谱

法%

&

A

消除米氏加成反应等)

D>AE*

*

&除了富集技

术"糖基化修饰研究的另一个重要部分是蛋白

鉴定'糖基化位点确定方法"需要将糖链消化分

离"并分别解析糖链与修饰位点"应用最多的释

放方法是酶法和化学法&与肽骨架的连接不

同"单糖和糖胺聚糖!

OBO6

$的
:A

糖基化!

:A

&4/W5R

K

&

=

:%6

=

&0;4%/

$和
IA

糖基化 !

IA&4/W5R

K

&

=

:%6

=

&0;4%/

$需要选择相应的释放方法&例

如"对于具有共同结构!即
70/

F

O&:(B:

"

"其中

70/

为甘露糖"

O&:(B:

为
:A

乙酰葡糖胺$的

:A

聚糖"使用
@(O065Y

酶可以分割天冬酰胺

和
:A

聚糖的核心
O&:(B:

之间的键)

E"

*

&化学

法"如肼解法和高碘酸氧化
A

&

消除法也可以用

来释放
:A

聚糖"但效果不如酶解法)

EFAE!

*

&由于

85.

'

V3.

连接的聚糖的多样性"没有酶能实现

IA

聚糖的完全释放&因此"一般倾向使用化学

方法"但由此带来的问题是难以完整的分析具

体修饰的糖结构及组分)

E#

*

&

质谱已成为分析糖和糖肽的主要工具&与

其他手段!如核磁共振%外糖苷酶处理或凝集素

分析$相比"质谱分析可以获得大量的结构信

息"不仅可以检测糖类成分"二级或多级质谱还

可以阐释位置和连接异构体)

EDAEE

*

&基质辅助激

光解吸电离!

7BJQ?

$和电喷雾电离!

a8?

$是主

要的电离方法"

J2Aa8?A78

具有高灵敏度%低
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离子抑制的特点"可用于位置和连接异构体的

解析)

E>AE+

*

&此外"为了使多糖池的理化性质均

匀化"从而减少离子抑制"常对糖类进行衍生"

如稳定同位素过甲基化)

>)

*

&用
7BJQ?

进行

糖蛋白组学分析"具有样品制备简单%自动化程

度高%数据采集快%能观察到单一离子等优

点)

>*

*

&而且
7BJQ?

与甲基化等衍生技术相

结合"可以避免电离过程中酸性基团的损失"使

其成为定性分析中最常用的方法&糖类和糖肽

的详细分析方法已经有了很好的回顾和总结"

特别是在
8Bf8A2%$A"

中的应用)

>"

*

&

体液是寻找疾病生物标志物最具潜力的途

径"因为它们与各种组织直接相关"在这些组织

中发现有蛋白质的分泌或释放)

>F

*

&早在
"))D

年"

70//

等)

>!A>D

*已经利用高精度%高分辨质谱

对各种体液进行大规模分析"构建了第一张源

于人类的体液蛋白图&

")*!

年"

_4<

等)

>E

*利

用高分辨傅里叶变换质谱对体液!包括血清%

唾液%尿液等$进行了
"

次大规模的人类蛋白

质组图谱研究&在各种体液中"血浆广泛用

于生物标志物分析"主要因为其在一定程度

上影响了其他体液"而且可以通过简单%非侵

入性的方法获得)

>>A>+

*

&血浆成分极其复杂"

血浆蛋白的动态范围是所有体液中最高的"

大概超过
*)

个数量级"因此"在质谱分析前

需要去除高丰度的蛋白质以减少背景的复杂

性)

>+

*

&常用的去除血浆中高丰度蛋白的方法

有抗体亲和法和分馏法"有时还需要特定方

法以分离并富集目标蛋白)

+)

*

&

病毒包膜蛋白的糖基化是病毒掩盖相关蛋

白表位的主要方式)

+*

*

&病原体利用糖基化来

逃避宿主免疫系统的识别"并可能干扰宿主的

适应性免疫"甚至增强病毒的传染性)

+"A+F

*

&包

括
N?$

%

N*(*

%

8Bf8

和寨卡病毒在内的几种

致病病毒"都是利用宿主的糖基化"在病毒体表

面构建其糖蛋白"如
:A

糖基化和
IA

糖基化"以

感染其目标宿主细胞)

+*

*

&与其他冠状病毒类

似"

8Bf8A2%$A"

中糖基化的不同类型不仅影

响单个糖的组成"而且影响整个病毒蛋白表面

的免疫压力"从而暴露出表面密集碳水化合物

层中的脆弱区域)

#>

"

DD

*

&病毒包膜的糖蛋白不

仅与免疫有关"还具有与受体结合的作用&糖

蛋白的这种作用不仅解释了一些冠状病毒的跨

物种传播机制"而且还为病毒溯源提供了线索&

据
N-&6S4;

等)

+!

*报道"

&

*A

冠状病毒上的糖基化

+ACAB:A840

特异性受体结合点能够与受体的糖

蛋白结合&

4̀/

K

等)

+#

*报道了冠状病毒的
"

个

受体结合位点"

8*B

会与宿主的唾液酸结合"

8*U

会识别宿主的跨膜蛋白"从而有可能引发

从人畜共患到人与人之间的感染&对新冠刺突

蛋白的糖基化分析可以揭示其来源及中间宿主

的信息"并作为潜在的预测病毒传播能力及毒

性的生物标志物&然而"由于糖基化的丰度相

对较低"以及富集和分析糖肽存在的技术挑战"

目前在生物标志物的发现方面仍处于早期

阶段&

>

!

新冠病毒刺突蛋白的糖蛋白组学特征

8Bf8A2%$A"

通过高度糖基化的刺突蛋白

进行细胞入侵)

D*AD#

*

&作为一个三聚体的
$

类融

合体"刺突蛋白由
"

个亚单位
8*

和
8"

组成"它

们由宿主的蛋白酶裂解产生)

D*

"

DF

*

&

8*

含有受

体结合域!

fUQ

$"对受体识别具有决定性作用#

8"

负责膜融合"对细胞粘附和免疫保护至关重

要)

+D

*

&当
8*

与宿主细胞的
B2a"

受体结合

时"

8*

将从刺突蛋白上脱落"使病毒能够利用

8"

与宿主细胞膜融合)

D*

"

+E

*

&有报道认为"新冠

病毒的刺突蛋白是中和抗体的一个主要目

标)

DE

*

&因此"冠状病毒的刺突蛋白的糖基化是

否能使病毒蛋白表位充分暴露"或在免疫规避

中起基本作用"仍是一个关键问题&

以
2C$?QA*+

%

6

9

4W5

9

.%;54/

和
K

&

=

:%6

=

&0A

;4%/

为关键词"在
i5I%18:45/:5

搜索相关报

道"关于刺突蛋白的
:A

糖基化情况报道列于

表
*

&新的实验证据以及生物信息学分析均指

出"刺突蛋白被高度糖基化修饰&根据序列特

征"刺突蛋白至少有
""

个潜在
:A

糖基化位点!因

此每个三聚体有
DD

个
:A

糖基化位点$

)

*)#A*)>

*

&

在刺突蛋白的
(

端域!

(VQ

$有
>

个位点!

*E

%

D*

%

E!

%

*""

%

*!+

%

*D#

%

"F!

%

">"

$"在受体识别域

!

fUQ

$有
"

个位点!

FF*

和
F!F

$"在连接域

!

2Q

$有
"

个位点!

*)+>

和
**F!

$"其他位点则

在已知功能域之外)

*)"

*

"示于图
*0

&由于
IA

糖

基化修饰的种类繁多%糖链结构复杂等特点"关

于刺突蛋白的
IA

糖基化状况尚不能详尽所有

的可能性)

*)#A*)>

*

&

B/R5.65/

等)

*)#

*通过氨基酸
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表
:

!

新冠病毒刺突蛋白
,=

糖基化修饰的部分报道

B'7C%:

!

+'(1#'C(%

0

"(1&"-,=

,

C

3

)"&

3

C'1#"5"-/6$/=<"L=>&

0

#M%

0

("1%#5

参考文献

f515.5/:5

材料与方法

70;5.40&0/R

<5;3%R

位点数

84;5

/-<I5.

具体位点

8

9

5:414:64;5

评价

2%<<5/;

)

+>

*

@(O065Y

"

a/R% N

和
a/R%

Y

"

I4%.5

9

%.;5.0660

=

" FF*

%

F!F

刺突蛋白
fUQ

的
:A

糖 基 化 是 其 与

B2a"

相互作用所必需的"突变将明显

影响
B2a"

和
fUQ

融合蛋白之间的互

补性

)

++

* 在酵母中构建刺突蛋白的

fUQ

"并比较这些构建体产生

的蛋白质表达产量%生物物理

特性和功能

" FF*

%

F!F

重构的
fUQ

对
B2aA"

具有相同的亲和

力"这表明
(FF*

的缺失或突变并没有

引起任何明显的结构变化或功能改变

)

*))

*

@(O065Y

和
a/R%N

"免疫印

迹法

"" *E

%

D*

%

E!

%

*""

%

*!+

%

*D#

%

"F!

%

">"

%

FF*

%

F!F

%

D)F

%

D*D

%

D#E

%

E)+

%

E*E

%

>)*

%

*)E!

%

*)+>

%

**F!

%

**#>

%

**EF

%

**+!

用赖氨酸替换内质网检索信号!

af.5A

;.45T0&64

K

/0&

$"组氨酸可阻止刺突蛋白

的裂解和糖类加工

)

*)*

*

8Y+

昆虫细胞"

(0/%J2A78

'

78

"

C.I4;.0

9

质谱系统

"" *E

%

D*

%

E!

%

*""

%

*!+

%

*D#

%

"F!

%

">"

%

FF*

%

F!F

%

D)F

%

D*D

%

D#E

%

E)+

%

E*E

%

>)*

%

*)E!

%

*)+>

%

**F!

%

**#>

%

**EF

%

**+!

")

个 位 点 的 糖 基 化 占 用 率 !

K

&

=

:0/

%::-

9

0/:

=

$超过
+>d

"只有
"

个位点

!

D)F

和
D#E

$的占用率少于
+#d

#多数

位点的糖基化类型为高甘露糖型和复合

型"

!

个位点!

*E

%

*""

%

"F!

和
F!F

$显示

出
#

!)d

低聚甘露糖#刺突蛋白在昆虫

细胞的糖基化加工比在人类和哺乳动物

细胞内更显著

)

*)"

* 冷冻 电 子 显 微 镜"

J2A78

'

78

"

C.I4;.0

9

质谱系统

"" *E

%

D*

%

E!

%

*""

%

*!+

%

*D#

%

"F!

%

">"

%

FF*

%

F!F

%

D)F

%

D*D

%

D#E

%

E)+

%

E*E

%

>)*

%

*)E!

%

*)+>

%

**F!

%

**#>

%

**EF

%

**+!

与宿主来源的糖蛋白相比"刺突蛋白的

低聚甘露糖和混合型糖的数量增加"在

整个三聚体表面仍有大量的复杂型糖#

病毒上被免疫系统屏蔽的任何表位也可

能在免疫原上被屏蔽

)

*)F

* 冷冻电子显微镜
# *D#

%

"F!

%

E*E

%

*)+>

%

*)+! E*E

%

*)+>

和
*)+!

的糖的结构组合与实

验的电子密度图没有很好的相关性"可

能因为在实验条件下有不同的聚糖类

型#糖蛋白
*D#

和
"F!

参与了
:.

=9

;4:

9

%:W5;

的形成

)

*)!

* 生物信息学模型
*+ *E

%

D*

%

E!

%

*""

%

*!+

%

*D#

%

"F!

%

">"

%

FF*

%

F!F

%

D)F

%

D*D

%

D#E

%

E)+

%

E*E

%

>)*

%

*)E!

%

*)+>

%

**F!

预测
2C$?QA*+

刺突糖蛋白的
8*

结构

域可能与人类
2Q"D

相互作用"而
2Q"D

是
34

h

0:W4/

K

和
T4.-&5/:5

的关键免疫调

节因子
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注(

0]8Bf8A2%$A"

刺突蛋白的翻译后修饰位点#

I]

常见的
:A

和
IA

糖基化类型#

:]

人类血管紧张素转换酶
%

!

3B2a"

$的翻译后修饰位点#

图
0

与图
:

的刺突蛋白和
3B2a"

示意图上的不同色块表示蛋白结构域#不同颜色文字标记了不同种类的翻译后修饰

和对应位点"黑色表示糖基化"橙色表示磷酸化"紫色表示甲基化"粉色表示羟基脯氨酸位点

图
:

!

/6$/=<"L=>

刺突蛋白和人类血管紧张素转换酶
!

%

*6<K>

&的

翻译后修饰位点以及常见的
,=

和
-=

糖基化类型

G#

,

H:

!

/#1%&"-

0

"&1=1('5&C'1#"5'C2"!#-#)'1#"5&"-/6$/=<"L=>&

0

#M%

0

("1%#5'5!

*F2'5'5

,

#"1%5&#5=)"5N%(1#5

,

%5O

3

2%

!

%

*6<K>

&

'5!)"22"5,='5!-=

,

C

3

)"&

3

C'1#"51

30

%&

序列预测至少有
F

个
IA

糖基化位点位于
8*

亚

单位内(

85.DEF

%

V3.DE>

和
85.D>D

)

*)#

"

*)>

*

&值

得注意的是"

830

h

030/

等)

*)+

*在
fUQ

的
V3.F"F

处发现了一个预期之外的
IA

糖基化位点"另一

个则是
85.#"#

"这
"

个位于受体识别域的
IA

糖

基化位点很可能在病毒
A

受体的结合中起到关

键作用&

80/R0

等)

*)>

*率先在刺突糖蛋白的

1-.4/

裂解位点!即
8*

和
8"

亚单位的连接位$

附近发现了另外
>

个
IA

糖肽&这些
IA

糖基化

位点被认为可以保护刺突蛋白表位或关键残基

免受免疫系统攻击"对病毒的免疫逃逸有重要

影响)

*)#

"

*)+A**)

*

&所有的糖基化是否都会同时且

持久存在"抑或会受到宿主环境或其他因素的

影响而变化"仍然是一个有待探索且意义重大

>D#
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的问题&

发生在糖基化位点上的糖类组成与变化是

理解病毒与宿主相互作用的另一个关键问题&

利用基于质谱的糖蛋白组学"发现刺突蛋白上

的糖主要是高甘露糖%混合糖和复合糖"示于

图
*I

)

*)DA*)+

"

***

*

&具体来说"

>

个
:A

糖基化位点

主要是高甘露糖型"其他位点主要是复合

糖)

*)"

"

*)+

*

&刺突蛋白上
"

个重要的高甘露糖型

位点!含有
>)d

以上的高甘露糖$是
("F!

和

(E)+

)

*)"

*

&除了
("F!

有
70/

+

O&:(B:

"

外"刺

突蛋白上其他
E

个位点的主要高甘露糖型糖结

构是
70/

#

O&:(B:

"

"使这些位点容易成为
'

A*

"

"A

甘露糖苷酶的底物"但不能与
O&:(B:VA

$

反

应"因此"不能被加工成混合型和复合型糖

类)

*)"

*

&此外"当
8*

和
8"

分别表达时"其糖的

组成和各自位点的占有率可能不同)

*)+

*

&哪些

因素导致了这种分歧"以及它们将如何影响分

子功能"值得探究&

8Bf8A2%$A"

刺突蛋白的糖基化异质性

已有报道"从不同的宿主细胞中分离出的刺

突蛋白呈现出不同的
:A

聚糖的种类和数

量)

*)"

"

*)E

"

*)+

*

&

M30/

K

等)

*)E

*预测"新冠病毒上刺

突蛋白的原生
:A

糖基化处理产生的成熟糖应

该与人类细胞中表达的重组蛋白相同"人类细

胞表达的刺突蛋白主要是复合型糖基化"而昆

虫上则以高甘露糖为主&

74&&5.

等)

*)D

*通过电

荷检测质谱法评估了刺突蛋白质上
:A

聚糖位

点的糖基化异质性"确定了高度异质性蛋白质

的质量分布"指出-自下而上.的糖蛋白组学可

能低估了较大%较复杂的糖丰度&同时他们提

出"刺突蛋白糖基化的异质性可能会强化其三

聚体结构"从而有迷惑宿主免疫系统的作用&

830

h

030/

等)

*)+

*使用高分辨质谱法对刺突蛋白

的
:A

和
IA

糖基化进行定量分析"并同时应用

生物信息学工具和详尽的人工分析来研究所得

到的数据"以证实
8Bf8A2%$A"

的糖基化复杂

性&此外"一些研究表明"刺突蛋白上的糖基化

位点在全球快速传播过程中是相对保守

的)

**)

"

**"

*

&这种保守性表明"其在病毒的生命

周期和宿主的适应中具有关键功能&刺突蛋白

与
B2a"

受体的结合主要是由于
fUQ

与

B2a"

的 结 构 域 之 间 极 性 残 基 的 相 互 作

用)

*F

"

D"

"

**"

*

&三聚体%复杂糖基化的刺突蛋白在

与受体结合方面比单体%不成熟的糖基化变体

具有更强的亲和力)

**F

*

&刺突蛋白上的
fUQ

发生的铰链式动态运动"加强了
fUQ

对
B2a"

的亲和力"使新冠病毒与受体的结合亲和力比

8Bf8

提高了
*)

!

")

倍"这部分解释了病毒的

高传播性)

D*AD"

"

**!

*

&相反"如果在低聚糖阶段阻

断了
:A

聚糖或
IA

聚糖的生物合成或成熟"将

促使刺突蛋白的分解"从而降低病毒与
B2a"

结合的可能性)

**#

*

&

?

!

血管紧张素转换酶
!

的糖蛋白组学特征

B2a"

是一种
$

型膜蛋白"在人类或动物

的肺部%心脏%肾脏和肠道中广泛表达)

**DA**>

*

&

B2a"

由
*

个
(

端的肽酶区!

9

5

9

;4R065R%A

<04/

$和
*

个
2

端的
2%&&5:;.4/

样结构域!

:%&A

&5:;.4/A&4W5R%<04/

$组成)

**>A**+

*

&

B2a"

主要通

过将血管紧张素
B/

K$

和
B/

K%

分别转化为

B/

K

*A+

和
B/

K

*AE

来发挥肾素
A

血管紧张素系

统的主调控功能)

*")A*"*

*

&

B2a"

具有多重作用"

包括作为多种底物的催化剂%

8Bf8

病毒和

8Bf8A2%$A"

的功能受体%以及氨基酸的转运

蛋白)

*"*A*"#

*

&

作为新冠病毒的受体"

B2a"

为免疫%炎症

和心血管疾病之间提供了一个关键联系&

830

h

030/

等)

*"D

*利用质谱技术对人类
B2a"

的

:A

和
IA

聚糖表征进行鉴定"指出
E

个潜在的

:A

糖基化位点!

#F

%

+)

%

*)F

%

F""

%

!F"

%

#!D

和

D+)

$和
*

个 意 料 之 外 的
IA

糖 基 化 位 点

V3.EF)

"示于图
*:

&在所有的
:A

糖基化位点

中"复合型%双天线型糖比高甘露糖和混合型糖

更丰富"而
V3.EF)

上
+Ed

被
2%.5A*

粘蛋白类

型占据&

753R4

9

%-.

和
N-<<5.

)

*"E

*利用原子

分子动力学模拟"发现
B2a"

受体的糖基化对

病毒的结合有很大贡献&有趣的是"

"

个糖基

化位点
(+)

和
(F""

的糖对刺突蛋白的结合有

相反的影响&

(+)

位点的聚糖部分覆盖了刺突

体
fUQ

的结合界面"可以干扰刺突蛋白和

B2a"

的结合"保护病毒与细胞的对接&与之

相反"

(F""

位点的聚糖加强了
fQU

和
B2a"

的结合作用&值得注意的是"

(F""

聚糖与刺突

蛋白的一个保守区域结合"该区域先前被确定

为中和抗体的一个隐性位点&

虽然
B2a"

在
8Bf8A2%$A"

入侵细胞的

+D#
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过程中担当受体的关键作用"但在寻求抗病毒

的疗法上"抑制
B2a"

的表达和活性会引起肾

素
A

血管紧张素系统失衡"从而导致高血压%心

血管受损和脏器损伤等严重后果)

*">

*

&因此"

干预
B2a"

的糖蛋白修饰是在不影响
B2a"

表达的前提下一种更有效的抗病毒方案&

@

!

新冠病毒蛋白的磷酸化组学分析

蛋白质的磷酸化对蛋白质的功能具有重要

影响"可以改变细胞的信号传导%发育和分化以

及周期控制和代谢)

*"+

*

&磷酸化的作用类似一

个开关"以可逆的方式-打开.或-关闭.一个蛋

白质的活性或者一个细胞的通路)

*F)

*

&据估

计"真核细胞中约有
*

'

F

的蛋白质在其生命周

期的某个阶段被磷酸化)

*F*

*

&负责磷酸化和去

磷酸化的是蛋白激酶和蛋白磷酸酶"其基因编

码占人类基因组的
"d

)

*F"A*FF

*

&但仅从基因序

列来预测蛋白质的磷酸化修饰是不准确的"对

磷酸化位点的实验测定仍是最可靠和重要的技

术&尽管多年来已建立和发展了各种确定蛋白

质磷酸化位点的方法"但这项技术仍然面临诸

多挑战)

*F!

*

&由于磷酸化蛋白低丰度%高复杂

性和高动态范围的性质"在进行质谱分析前"需

要对磷酸化的丝氨酸%苏氨酸和酪氨酸残基的

肽段进行富集&从细胞总肽段肽的复杂样品中

富集磷酸化肽最流行的策略是"先对磷肽进行

分馏"再利用固相金属离子亲和色谱!

?7B2

$

或金属氧化物亲和色谱!

7CB2

$进行二次磷

肽富集)

*F#A*F+

*

&常见的分馏方法包括强阳离子

交换 色 谱 法 !

82P

$和 高
9

N

反 相 色 谱 法

!

N@f@

$等)

*!)A*!*

*

&

?7B2

富集磷肽的原理是

利用螯合在磁珠或硅颗粒上过渡态金属阳离子

!如
Y5

F[

%

O0

F[

%

M.

![

%

V4

![等$的亲和作用去除

样品中的非磷酸化肽"从而保留磷肽)

*F>

"

*!"A*!F

*

#

而
7CB2

则利用氧化金属!如
V4C

L

和
Y5

F

C

!

$

可以与磷酸根基团中的氧结合的特性"实现磷

肽富集)

*!!A*!#

*

&但
?7B2

和
7CB2

都对样品
9

N

值有严格要求"经过富集的样品需要脱盐处理"操

作较繁琐)

*!D

*

&近年来"由
70;;3406

等)

*F#

*开发的

a06

=

@3%6

技术克服了这些缺陷&

a06

=

@3%6

技

术优化了蛋白质酶解%简化了磷肽脱盐和分馏

步骤"是快速且高通量的磷肽富集法&质谱具

有高灵敏度%高通量和快速扫描的优点"大多数

磷酸化蛋白质的分析和位点研究采用串联质谱

!

78

'

78

$进行检测)

*!EA*#)

*

&尤其
C.I4;.0

9

在

磷酸化蛋白质分析的应用"能通过快速扫描显

著提高数据的覆盖度和样品的检测效率)

*#*

*

&

8Bf8A2%$A"

膜蛋白和宿主细胞进入因子

的磷酸化是新冠肺炎相关研究的热点&

Q0T4RA

6%/

等)

*#"

*利用串联质谱法在病毒感染的细胞

中发现了
#))

多个病毒肽和
!!

个磷肽"几乎涵

盖了预测由
8Bf8A2%$A"

基因组编码的所有

蛋白质&在分析病毒蛋白的磷酸化状态时"使

用凝胶内胰蛋白酶消化和基于
V4C

"

与
Y5A

(VB

的磷肽富集"在
J2A78

'

78

的
QQB

模

式下检测到这些磷肽分布于
(

%

7

%

CfYF0

%

/6

9

F

%

/6

9

+

%

/6

9

*"

和刺突蛋白上&尤其在刺突

蛋白上检测到的磷酸化位点是以往研究中从未

发现的"揭示了磷酸化对三聚体组装的潜在影

响"在基于该蛋白的疫苗开发上具有重要意义&

U%-30RR%-

等)

##

*分析了
8Bf8A2%$A"

感染

$5.%aD

细胞期间"蛋白质丰度和磷酸化的扰

动情况&利用
?Oa@BJ

裂解和
Y52&

F

富集磷

酸蛋白的方法"再通过
J2A78

'

78

在
QQB

和

Q?B

两种模式下的分析"确定了
8Bf8A2%$A"

病毒的
/6

9

F

%

/6

9

*!

%

CfY+I

%

7

和
(

上分布的

"#

个磷酸化位点"与
Q0T4R6%/

等)

*!E

*的报道相

互佐证&

U%-30RR%-

等)

##

*揭示了宿主和病毒

蛋白上磷酸化的重构"激活了酪蛋白激酶
%

!

2_"

$和
9

F>7B@_

"使各种细胞因子的产生

关闭了有丝分裂激酶导致的细胞周期停滞&通

过对全局磷酸化图谱与失调的激酶和途径进行

映射"确定了
>E

种药物和化合物在
2C$?QA*+

治疗上的可行性&

_&0//

等)

#E

*报道了感染

8Bf8A2%$A"

病毒后宿主细胞的全局%差异化

的磷酸化分析&蛋白裂解液通过
Y5A(VB

富

集和
V7V

同位素标记"经过
J2A78

'

78

分析

发现"

FF

个磷酸化位点分布于
99

*0I

%

/6

9

D

%

CfYF0

%

CfY+I

%

7

和
(

蛋白&然而"这些位点

的功能意义需要相当长的时间通过点突变和'

或生化技术来独立验证和研究&这些位点的磷

酸化水平也需要更多的研究加以阐明&一个合

理的猜测是"新冠病毒蛋白的磷酸化事件在新

冠病毒生命周期的某一个特定步骤起到了关键

作用"是新冠病毒劫持宿主信号通路调控机制

的一个表现"同时也会是潜在的抗病毒药物的

)E#
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第
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靶点&通过对这些磷酸化的分析"可以深入理

解新冠病毒的宿主适应过程"启发抗新冠乃至

广谱抗冠状病毒药物的开发&

除此以外"通过分析宿主磷酸化水平的变

化"也可以推测出新冠入侵所依赖的关键蛋白

激酶&

J4-

等)

#D

*应用透射电子显微镜从时间维

度上考察了
8Bf8A2%$A"

进入宿主细胞前

F)<4/

的图像"发现
#<4/

和
*#<4/

分别是病

毒附着及开始膜融合的关键时间节点&通过定

量磷酸化蛋白质组学分析手段"并辅以自制的

蛋白激酶活性预测流程"鉴定了这
"

个关键时

间点上共同被调控活性的蛋白激酶"并进一

步发现
@_2

激酶的
&

亚族"而非
'

或
(

亚族"

对病毒入侵起到了关键作用&

_&0//

等)

#E

*确

定了病毒蛋白的磷酸化"并定义了感染后磷

酸化驱动的宿主细胞信号传导变化"发现对

生长因子受体下游信号的抑制可以防止新冠

病毒在细胞中的复制&

c0/

K

等)

!)

*研究了被

新冠病毒感染的单核细胞衍生的树突状细胞

的宿主反应"指出树突细胞对病毒的免疫反

应减弱与病毒对
8VBV*

磷酸化的拮抗作用

有关&这些研究解释了新冠病毒的传播特征

和免疫行为"为
2C$?QA*+

的治疗提供了新的

策略&

A

!

新冠蛋白及其受体的其他翻译后修饰

在众多蛋白翻译后修饰种类中"糖基化和

磷酸化最具代表性且被研究详尽&超过
D))

种

的翻译后修饰将各种功能基团引入蛋白质"使

其功能种类得到巨大扩充"并且影响了蛋白质

的折叠%稳定性%活性以及蛋白质的相互作

用)

F!

*

&病毒作为特定细胞内的寄生者"依靠宿

主细胞的蛋白质合成机制来支持其复制"因此

病毒蛋白同样受到
@V76

的影响&例如"蛋白

酶解和二硫键的形成改变病毒蛋白的结构"糖

基化%磷酸化%乙酰化和生物素化等则为病毒蛋

白添加了功能团)

*#F

*

&正如前文提到"这些源

自宿主信号传递及调控通路所产生的翻译后修

饰已经被新冠病毒劫持并为己所用"以达到其

在宿主细胞内的最高复制效率&换言之"如果

能够分析并理解新冠病毒蛋白上的翻译后修饰

事件在其复制周期的具体功能"会极大地加深

人们对新冠病毒分子机理的了解"有助于进一

步的药物研发&因翻译后修饰种类繁多"物化

性质各有不同"并没有一套通行的分析方法&

但大致上都以基于质谱的鸟枪法蛋白质组学手

段作为鉴定方式"遵循蛋白提取+酶解+基于

特异性抗体的免疫共沉淀富集+质谱分析的流

程)

*#!A*##

*

&以质谱分析为主的方法在鉴定翻译

后修饰的点位及定量方面具有独特优势"而近

年来兴起的
Q?B

%

@f7

等针对微量蛋白样品的

质谱新方法"则进一步提升了对翻译后修饰多

肽的鉴定能力&

针对新冠病毒蛋白的翻译后修饰"大多集

中在已具备成熟富集
A

分析方法的糖基化和磷

酸化上#其他翻译后修饰的质谱分析研究则十

分有限&

8-/

等)

*#D

*报道了刺突蛋白和
B2a"

上额外的翻译后修饰"对刺突蛋白和
B2a"

进

行胰蛋白酶%糜蛋白酶和内切蛋白酶
J

=

6A2

裂

解处理"并通过
J2A78

'

78

分析蛋白位点"发

现刺突蛋白和
B2a"

都包含多个甲基化位点"

而
B2a"

还具有多个羟基脯氨酸位点&这项

发现为研究病毒的宿主附着和免疫反应机制提

供了额外的结构细节"也为开发急需的治疗方

案和疫苗提供了支持&由于大多数甲基转移酶

位于细胞核"刺突蛋白的甲基化可能发生于蛋

白分泌过程)

*#E

*

&尽管已有研究通过分子动力

学%分子演变和生物信息学预测了刺突蛋白和

B2a"

上可能存在的其他翻译后修饰"如
BQ@A

核糖基化%苏木酰化%棕榈酰化或泛素化"这些

修饰后的蛋白可能存在相互作用)

*#>A*D"

*

"但目

前还没有基于实验数据的研究来支持这些观

点&可以想象的是"正如同其他已知的病毒"这

些发生于新冠病毒蛋白上的翻译后修饰对于病

毒蛋白的功能起到了不可或缺的调节功能"有

利于新冠病毒在宿主细胞的复制%装配和释放&

这方面的研究对深入理解新冠病毒的毒性机制

有独特的价值"亟待深入发掘&

新冠病毒与其他冠状病毒在基因层面具有

同源性"因此发生在其他冠状病毒蛋白上的

@V76

同样有机会出现在新冠病毒蛋白上"且

其功能%机制和调控都可能类似&鉴于对新冠

病毒蛋白非糖基化'磷酸化翻译后修饰的研究

还十分有限"我们或许可以从针对其他冠状病

毒的研究结论中探究新冠病毒的面目&目前已

知的部分冠状病毒蛋白的
@V76

及其功能列

*E#
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于表
"

)

*#F

"

*DF

*

&针对新冠病毒其他蛋白的翻译

后修饰"如起到类似组蛋白功能的
(

蛋白"以

及除刺突蛋白外另一个膜蛋白
a

蛋白的进一

步分析"将会具有重要意义&

J

!

挑战与展望

本文回顾了基于质谱以糖蛋白组学%磷酸

化蛋白质组学为代表的病毒蛋白翻译后修饰水

平的研究&面对新冠肺炎咄咄逼人的流行趋

势"迫切需要对新冠肺炎患者进行快速和精确

的分级诊断"以便在感染早期阶段采取适当的

医疗措施&自新冠肺炎爆发和流行以来"基于

质谱的多种组学主要用于寻找生物标志物"以

识别感染者%寻找药物目标%评估医疗效果"或

阐明发病和疾病严重程度的分子机制)

*D!

*

&尽

管目前新冠病毒已经在传播中产生
!

种已知的

变异毒株!

B&

9

30

%

U5;0

%

O0<<0

和
Q5&;0

$"其发

病机制和症状的复杂性也在发生相应的改变"

但考虑到基于质谱的组学技术在寻找生物标志

物和开发新治疗方法上的显著优势"有理由相

信这项技术在帮助人类了解变种病毒方面仍拥

有深厚潜力)

*D#

*

&

对蛋白翻译后修饰的质谱分析而言"最大

的挑战在于样品的富集&翻译后修饰作为对蛋

白活性瞬时微调的主要手段"出现的频率偏低&

单个蛋白上会被修饰的氨基酸残基点位往往是

有限的"而数量众多的不同修饰种类还会互相

争夺同一个修饰位点"从而导致具备特定修饰

的多肽所占比例很小&以出现频率最高的磷酸

化修饰为例"磷酸化肽段在样本中的比例大约

是千分之一)

*F#

*

"而另一种常见的乙酰化修饰

则小于万分之一)

*DD

*

&如果不加以纯化富集"

修饰过的多肽质谱信号会被占绝大多数的无修

饰多肽的信号抑制"从而无法鉴定&目前新冠

领域对翻译后修饰的研究集中于磷酸化和糖基

化"主要原因是这两种修饰的相对丰度最高"且

富集纯化的手段相对成熟&而其他翻译后修

饰"一般必须使用成本昂贵的特异性单抗对

目标多肽通过免疫共沉淀法富集"才能得到

足够的样本进行质谱分析&幸运的是"随着

质谱技术的不断发展"仪器的灵敏度有了长

足的进步(一方面"最新推出市场的具备双重

离子淌度的质谱仪将对样本量的要求下降

*

!

"

个数量级#另一方面"随着新的非数据依

赖采集方法!如
Q?B

及
@f7

$的开发"我们可

以更有针对性地开发新的质谱分析方法"靶

向检测特定修饰过的多肽&这些技术和仪器

上的进步"使得针对其他微量存在的翻译后

修饰事件的质谱分析成为可能"并完全可以

移植到新冠研究的领域中"进一步加深对新

冠病毒分子机制的理解&

即便如此"进行复杂样品分析时"质谱检测

的动态范围仍然是有限的&为达到最佳的分析

效果"对样品前处理进行优化同样至关重要&

例如"为了分析新冠肺炎患者的血浆蛋白"需要

克服血浆蛋白浓度范围大所带来的挑战&常用

的策略包括(

*

$去除高丰度蛋白质"特别是血

浆中的白蛋白和免疫球蛋白"以避免掩蔽血浆

中的低丰度蛋白质"使低丰度蛋白质得以被检

测#

"

$通过色谱法%凝胶电泳或其他方法对血

浆蛋白质进行分馏"以降低复杂性#

F

$使用

aJ?8B

等策略分离目标蛋白质或多肽的目标

组"从而实现对目标组的直接分析&蛋白质可

能包含多个糖基化修饰位点"每个位点的糖基

化修饰类型!

:A

或
IA

糖基化$和聚糖链占有率

可能不同!宏观不均匀性$"而且在一个位点可

能包含多个不同的聚糖链结构!微观不均匀

性$

)

*DE

*

&在糖蛋白结构分析中"糖链结构的宏

观和微观不均匀性需要逐一解决"因此建立高

效%高特异性%高灵敏度的富集方法和批量分析

方法是深入研究糖基化的关键&

在新冠肺炎肆虐全球的当下"用于发掘生

物标志物的多组学和分子网络研究是对新冠肺

炎进行全面认识的可靠方法和宝贵工具&新兴

的糖蛋白组学和基于质谱的翻译后修饰研究可

以提供蛋白活性调控的信息"将其应用于寻找

新冠的生物标志物"可以促进在分子水平上对

感染和发病机制的深入探索"并可能最终发现

新的治疗策略&基于质谱的蛋白组学具有高通

量和无偏见的优势"有望成为破解新冠肺炎大

流行的关键法宝&
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境与生物分析教授席所做的捐赠&

"E#

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



表
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!

冠状病毒蛋白的翻译后修饰及其功能"

:@P

#

B'7C%>

!

+"&1=1('5&C'1#"5'C2"!#-#)'1#"5&#5)"("5'N#(F&

0

("1%#5&'5!

0

("

0

"&%!-F5)1#"5&

蛋白质

@.%;54/

修饰

@V7

作用

Y-/:;4%/

8

二硫键 蛋白质折叠和三聚体化!

7N$

$

:A

糖基化 构成中和表位!

VOa$

%

U2%$

%

8Bf8A2%$

%

?U$

$

突变导致抗原性转变!

?U$

$

膜融合!

?U$

$

与受体结合时非必需!

8Bf8A2%$

$

凝集素介导的病毒附着!

8Bf8A2%$

$

激活先天免疫力!

VOa$

$

棕榈酰化
8

蛋白的运输和折叠!

7N$

%

8Bf8A2%$

$

病毒组装和感染性!

7N$

%

VOa$

$

8

和
7

之间的相互作用!

7N$

$

a :A

糖基化 有助于两种不同的膜拓扑结构!

8Bf8A2%$

$

在
a

和
7

之间的相互作用中非必需!

8Bf8A2%$

$

棕榈酰化 病毒组装和感染性!

7N$

$

a

蛋白的稳定性和运输!

7N$

$

7 :A

糖基化 病毒组装%非必需!

8Bf8A2%$

$

7

蛋白的折叠和运输!

8Bf8A2%$

$

IA

糖基化 病毒组装%非必需!

7N$

$

诱导
$

型干扰素!

7N$

$

(

糖基化 病毒组装!

7N$

%

?U$

%

U2%$

$

增加
f(B

结合的特异性!

?U$

$

引入
QQP*

并促进模板的读通!

7N$

$

(

蛋白的亚细胞定位!

8Bf8A2%$

$

(

蛋白的抗原性!

8Bf8A2%$

$

裂解 被
:06

9

065F

'

D

'

E

切割!

VOa$

%

8Bf8A2%$

%

?U$

$

BQ@A

核糖基化
BQ@A

核苷酸化蛋白纳入病毒体!

7N$

$

苏木酰化 促进同质化!

8Bf8A2%$

$

(6

9

! :A

糖基化 病毒
f(B

的合成和
Q7$

的形成!

7N$

$

乙酰化 未知!

7af8A2%$

$

(6

9

+

二硫键 增强与
66f(B

'

66Q(B

的结合亲和力!

N2%$A""+a

$

(6

9

*D

生物素化 蛋白质降解 !

8Bf8A2%$

$

Na :A

糖基化 未知!

7N$

%

U2%$

$

F0 IA

糖基化 未知!

8Bf8A2%$

$

>0I :A

糖基化 保护
>0I

免受蛋白体降解的影响!

8Bf8A2%$

$

FI :A

糖基化 未知!

VOa$@-.R-56;.04/

$

注(

U2%$

表示牛冠状病毒#

Q7$

表示双膜囊#

?U$

表示传染性支气管炎病毒#

7N$

表示小鼠肝炎病毒#

8Bf8A2%$

表示严重急

性呼吸系统综合征冠状病毒#

7af8A2%$

表示中东呼吸综合征冠状病毒#

VOa$

表示传染性胃肠炎病毒

FE#

第
#

期
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