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  摘 要:免疫球蛋白(Ig)在人体抵抗外部感染和对自身异常细胞的监控、清除中扮演重要角色,位于IgG
 

Fc段的N-聚糖在调节IgG的炎症活性上起到了重要作用,并且IgG
 

N-聚糖成分和分布的变化与疾病的发生发

展密切相关。近年来,随着对IgG
 

N-聚糖研究的深入,大量的研究发现IgG
 

N-聚糖的变化与恶性肿瘤的发生

发展和转归存在关联,其有望成为一种用于恶性肿瘤诊断、鉴别、疗效观察和预后判断的全新生物标志物。本

文就IgG
 

N-聚糖的生物学特性、检测方法和研究进展作一综述。
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Abstract:Immunoglobulin

 

(Ig)
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

fight
 

against
 

external
 

infections
 

and
 

clearance
 

of
 

abnormal
 

cells
 

in
 

our
 

body.N-glycan
 

in
 

the
 

Fc
 

segment
 

of
 

IgG
 

acts
 

a
 

pivotal
 

part
 

in
 

regulating
 

the
 

inflammato-
ry

 

activity
 

of
 

IgG.Moreover,the
 

changes
 

of
 

IgG
 

N-glycan
 

composition
 

and
 

distribution
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

progression
 

of
 

the
 

disease.In
 

recent
 

years,with
 

the
 

further
 

research
 

on
 

IgG
 

N-glycan,a
 

large
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

found
 

that
 

the
 

change
 

of
 

IgG
 

N-glycan
 

is
 

related
 

to
 

the
 

occurrence,development
 

and
 

outcome
 

of
 

malignant
 

tumors.It
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

new
 

biomarker
 

for
 

the
 

diagnosis,differentiation,effi-
cacy

 

observation
 

and
 

prognosis
 

estimation
 

of
 

malignant
 

tumors.This
 

paper
 

reviews
 

the
 

biological
 

characteris-
tics,detection

 

methods
 

and
 

research
 

progress
 

of
 

IgG
 

N-glycan.
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  癌症一直是人类健康的一大威胁。在中国,肺
癌、肝癌、胃癌、食管癌和结直肠癌等恶性肿瘤的发病

率和病死率正在逐年上升[1]。研究表明,癌症的早期

筛查、早期诊断、早期治疗对患者的五年生存率有积

极意义[2]。但由于绝大多数癌症的早期症状不够典

型,不能根据传统的癌症筛查手段及时作出诊断,导
致治疗方法受限。因此,能在癌症早期就为诊断提供

帮助的肿瘤标志物对提高患者的治疗和生存质量有

重要意义。
在过去的十几年中,研究者们报道了大量与癌症

发生发展密切相关的生物分子,其中不乏一些高特异

度、高灵敏度的肿瘤分子标志物,这些分子标志在肿

瘤的早期诊断、疗效观察和预后判断中 有 重 要 作

用[3]。N-聚糖作为一种重要的翻译后修饰蛋白,近年

来也进入了研究者们的视野,其在肿瘤细胞中的免疫

逃避、血管生成和细胞间的信号传导过程中扮演着重

要角色[4]。免疫球蛋白(Ig)G作为体内最重要的Ig
之一,更是与癌症的发生发展息息相关。大量的研究

报道了疾病患者,特别是罹患恶性肿瘤的患者体内

IgG
 

N-聚糖存在着明显的改变[5-17],从这些发现可以
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看出,通过检测IgG
 

N-聚糖水平和组成的变化对肿瘤

的早期辅助诊断意义重大。

1 IgG
 

N-聚糖的生物学特性

大约有20%的人血清IgG存在 N-聚糖,N-聚糖

主要存在于其Fc段CH2区的 Asn-297上[18]。组成

N-聚糖糖链的单糖残基有岩藻糖、甘露糖、唾液酸、半
乳糖、葡萄糖、N-乙酰葡萄糖胺和 N-乙酰半乳糖胺

等,生物体内的N-聚糖结构均以三甘露糖为核心,向
外形成“天线”,根据“天线”的不同,N-聚糖分为高甘

露糖型、复杂型和混合型3种[19]。IgG的Fc段介导

了吞噬过程、黏附过程、细胞毒性作用及超敏反应等,
其功能的正常发挥依赖于该区域的适当糖基化,Fc段

N-聚糖发生改变即可影响相应的功能[20]。目前,研
究发现了肿瘤患者IgG

 

N-聚糖存在明显改变,在肿瘤

的发生发展过程中,这些改变使IgG 和其他依赖

FcyR的细胞功能出现异常,并与其他因素共同导致

了肿瘤的发生[4,21]。
虽然N-聚糖的组成在生物体不同状态下存在高

度变异性,但是相同状态下的不同个体的血清N-聚糖

糖谱却十分相似[22]。这使得特定疾病状态下的N-聚
糖糖谱可以依据其中几个典型个体进行绘制,以此研

讨疾病IgG
 

N-聚糖糖谱与健康个体的区别。相同状

态下的IgG
 

N-聚糖糖谱具有重现性,致使检测IgG
 

N-聚糖的变化用以辅助肿瘤诊断成为可能。

2 IgG
 

N-聚糖的检测方法

一个好的方法学是研究和检测IgG
 

N-聚糖的基

础,但通常情况下,N-聚糖在血清中是低丰度的,而它

们又不能像核酸一样被扩增,使丰度提升几个数量级

以便于检测,因而寻找更高效的提取方法和更低检测

限的检测手段也成了研究方向[3]。近年来,随着检测

技术的快速发展,生物质谱被大量运用于 N-聚糖研

究,如基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱[6]、液相

色谱串联三重四极杆质谱[23]及毛细管电泳质谱[24]

等,生物质谱技术因其所具有的高通量、高灵敏的特

性而受到了研究者的青睐。除了质谱技术,还有一部

分研究者选择使用色谱技术对IgG
 

N-聚糖进行分

析[5]。LU等[25]则建立了一种基于凝集素和毛细管

凝胶电泳的N-聚糖分析技术,可以快速地分析标本中

双天线N-聚糖,大大缩短了标本筛查所需的时间。
人体内含有多种多样的蛋白质,如果在检测前不

对标本进行处理,人体内所含的高丰度蛋白足以掩盖

糖蛋白信息,所以在N-聚糖进样分析前,适当地对N-
聚糖进行分离和纯化是十分有必要的。目前获得高

纯度N-聚糖的一般流程如下:首先将IgG从血清标

本中分离,此前的研究较多使用聚丙烯酰胺凝胶电泳

对血清中的IgG进行分离,但目前绝大多数的研究使

用一种名为蛋白A或蛋白G的细菌蛋白来分离IgG,
其具有和各种IgG结合的特性,可以快速、特异地分

离血清中的IgG,目前已被商品化并广泛运用[17]。接

着进行糖链的释放,方法主要有肼解法和酶解法。肼

解法不仅仅可以用来释放 N-聚糖,也可以用来释放

O-聚糖,这项技术所需要的条件十分苛刻,而且会导

致N-乙酰葡萄糖胺残基上的 N-乙酰基基团的丢失,
后续还要再进行N-乙酰化[26]。酶解法条件相对肼解

法更加温和,在进行酶切之前要对IgG进行变性处

理,方便之后的酶切操作,变性手段有热变性和化学

变性2种,使用二硫苏糖醇和碘乙酰胺进行化学变性

是大多数研究采用的方法[13]。酶切法所用的酶主要

是胰蛋白酶[13]和PNGase
 

F酶[26]。有研究发现,PN-
Gase

 

F酶在酶切 N-聚糖时,不同聚糖的释放速率有

所不同,所以在应用PNGase
 

F酶对N-聚糖进行释放

时,应适当延长反应时间,以免造成结果的偏差[27]。
糖链释放完成后,将对含有N-聚糖的标本进行脱盐和

富集,目前从标本中富集N-聚糖的方法主要有凝集素

亲和层析法、亲水性层析法和氧化肼化学法等,有研

究比较了这几种方法对质谱结果的影响,发现使用氧

化肼化学法提取 N-聚糖标本,质谱的信号强度更

高[28]。但基于色谱原理的亲水性层析法由于具有安

全、方便和易于商品化的特点,目前被大多数研究

采用[6]。

3 IgG
 

N-聚糖在癌症辅助诊断中的研究进展

随着IgG
 

N-聚糖的检测技术逐渐成熟、完善,有
关IgG

 

N-聚糖的改变与疾病之间的关联的研究也逐

渐深入。目前已经取得了一定成果,下面将从几个癌

症入手,阐述IgG
 

N-聚糖与癌症的研究进展。

3.1 肺癌 肺癌作为全世界死亡率最高的恶性肿

瘤,每年造成数以百万计的患者死亡[29]。研究人员对

此进行了大量的研究,并发现了较多有价值的成果。

ZHANG等[7]分离并分析了疾病特异性IgG
 

N-聚糖,
发现了几组与肺癌相关的岩藻糖基化比值改变,可以

作为区分非小细胞肺癌和良性肺部疾病的个性化生

物标志物。FARKAS等[8]在他们的研究中发现具有

双天线结构并有核心岩藻糖基化和无乳糖基化的N-
聚糖可以用于鉴别慢性阻塞性肺疾病和肺癌,而具有

三天线结构并有岩藻糖和半乳糖基化的N-聚糖水平

在肺癌患者的血清IgG中明显升高。KOMAROMY
等[9]则系统地总结了IgG

 

N-聚糖在慢性阻塞性肺疾

病和肺癌中特异的改变,主要是半乳糖基化水平明显

降低,唾液酸化和具有高度分支结构的N-聚糖水平升

高。这些发现体现了IgG
 

N-聚糖在肺癌和肺慢性疾
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病中有着明显的区别,在肺癌和肺慢性疾病中的鉴别

和诊断上有着不容忽视的价值。

3.2 结直肠癌 结直肠癌同样也是世界范围内,特
别是在日本和欧洲地区发病率较高的恶性肿瘤之一,
并且发病率逐年上升[30]。SIMURINA等[10]研究发

现,患有慢性肠部疾病比如克罗恩病和溃疡性结肠炎

的患者,血清IgG
 

Fc段 的 半 乳 糖 基 化 水 平 较 低。

ZOU等[11]研究发现,结直肠癌患者血清IgG的N-乙
酰葡糖胺水平升高,而半乳糖基化、岩藻糖基化和唾

液酸化水平降低,并且选取了11个具有差异的N-聚
糖建立了一套特异、高效的筛选方法用来区分结直肠

癌患者和健康个体。LIU等[12]研究发现9个IgG
 

N-
聚糖在疾病组与对照组之间存在差异表达,推测核心

岩藻糖基化、唾液酸化和唾液酸核心岩藻糖基化可能

与结直肠癌的发生有关,并且还发现了5种不同IgG
 

N-聚糖在不同分期的患者中存在区别。这些研究表

明IgG
 

N-聚糖在慢性肠炎与结直肠癌的鉴别、诊断及

预后判断上有着极大的潜力。

3.3 胃癌 胃癌是最具侵袭性的胃肠道恶性肿瘤之

一,成为中国发病率第二高的癌症[1]。ZHANG等[13]

分析了443例胃部良性疾病患者和403例胃癌患者

的血清Ig,发现胃部良性疾病患者血清中疾病特异性

IgG1中的5种N-聚糖和IgG2的半乳糖基化、唾液酸

化性与疾病相关,且IgG2
 

G2FN/G1FN对胃部良性

疾病和胃癌有较好的区分能力。QIN 等[14]研究发

现,胃癌患者在腹膜转移前后血清IgG
 

N-聚糖糖谱存

在不同,腹膜转移时唾液酸化和岩藻糖基化水平升

高,而中性糖基化、单半乳糖基化和分支 GlcNAc水

平降低,表明IgG
 

N-聚糖改变可以作为预测晚期胃癌

患者是否存在腹膜转移的可靠指标。这些发现表明

IgG
 

N-聚糖的改变有望作为胃癌早期诊断和鉴别的

有力指标。

3.4 其他癌症 除了上述的几种癌症,也有研究人

员研究了其他癌症的IgG
 

N-聚糖糖基化改变。GE-
BREHIWOT等[15]研究发现了17个复杂型IgG

 

N-
聚糖在早期(Ⅰ期和Ⅱ期)乳腺癌患者中有较高的表

达和诊断潜力,这些Ig
 

N-聚糖多为核心岩藻糖基化、
多分支和唾液酸化结构。O'FLAHERTY等[16]研究

发现将IgG
 

N-聚糖与CA125相结合可以提高预测上

皮性卵巢癌的灵敏度,并且建立了一套辅助诊断方

法,其在早期卵巢癌的选择性和特异性上都要优于目

前用于卵巢癌的生物标志物CA125。QIN等[17]研究

发现神经母细胞瘤患者血清IgG的糖基化中半乳糖

基化水平明显高于健康个体,这个发现有望为小儿神

经母细胞瘤的辅助诊断提供极大的便利。

大量癌症与IgG
 

N-聚糖改变之间的关联被发现,
有力地体现了检测IgG

 

N-聚糖在特定癌症的早期诊

断、鉴别、疗效观察和预后判断上的潜力,有望为临床

提供更多个体化检验的选择,满足患者精准诊断、精
准治疗的需求。

4 小  结

随着IgG
 

N-聚糖与癌症关系的研究逐渐深入,已
经有大量的证据表明了IgG

 

N-聚糖改变与肿瘤的发

生发展和转归存在密切的关联。这些发现均提示着

通过检测人血清IgG
 

N-聚糖的改变可以用于肿瘤患

者的辅助诊断、疗效观察和预后判断,其作为一种非

侵入性、高通量的检测项目,有利于肿瘤患者的早期

筛查、早期诊断和早期治疗,为肿瘤患者争取更多的

时间,也让临床医生在设计治疗方案时能够有更多的

选择。随着更多癌症与IgG
 

N-聚糖改变的关联被探

明、更大样本量的分析和检测方法的改进、完善,未来

检测IgG
 

N-聚糖作为肿瘤辅助诊断手段将拥有更大

的潜力和更广阔的前景。
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