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孙士生，西北大学生命科学学院教授，博士生导师，中组部“青年千人”和陕西省“百人计划”获得者．2011年在西北大
学获得博士学位，2011.9~2017.1在美国约翰·霍普金斯大学病理系 Hui Zhang教授实验室从事博士后研究．一直从事糖蛋白质
组学相关新技术的建立和新软件的开发、新的肿瘤标志物发现和重要糖蛋白的功能研究工作．其建立的 NGAG方法(Nature
Biotechnology，2016)不仅可定量比较不同生物和临床样品间 N-连接糖链和糖蛋白整体水平的差异，还可进一步分析各蛋白上的
糖基化位点及各位点糖链结构和糖基化率．曾作为样本制备主要负责人全面参与了美国临床蛋白质组肿瘤分析(CPTAC)项目，
并顺利完成了人类卵巢癌蛋白质组和糖蛋白质组图谱的绘制．其研究成果发表在 Nature Biotechnology, Cell, Analytical Chemistry
和 Journal of Proteome Research等杂志．

摘要 蛋白质糖基化作为最普遍、最重要的蛋白质修饰，一直是组学研究的焦点之一．近十几年来，N-连接糖蛋白质组学
研究普遍采用的方法是将糖链与所修饰的多肽分开进行分析．该策略虽降低了分析难度，却也丢失了糖链与蛋白质糖基化位

点间重要的对应关系信息．近年来，完整糖肽的质谱分析策略和方法逐步建立起来．总体而言，要实现对完整糖肽的直接质

谱分析，首先需要从复杂样品中富集完整糖肽以消除非糖基化多肽对完整糖肽分析的影响，然后在质谱分析中还需要根据糖

肽特性调整相应质谱分析参数，最后在后续数据分析中还需要开发相应的分析软件以完成完整糖肽中多肽序列和糖链组成或

结构的鉴定．本文即从以上三个主要方面系统阐述目前 N-完整糖肽分析中常用的质谱和数据分析策略和方法，并进一步在
糖肽谱图识别、母离子单同位素分子质量校正、数据库选择以及假阳性率评估和控制等方面都进行了逐一探讨．完整糖肽的

直接质谱分析有助于获取糖链和糖基化位点间的对应关系信息，可为生物标志物发现和疾病致病机理等研究提供更有力的糖

蛋白质组学研究工具．
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蛋白质的糖基化修饰是最普遍、最重要的蛋白

质翻译后修饰之一．糖基化增加了蛋白质分子的结

构复杂性和功能多样性．糖基化不仅对所修饰蛋白

的折叠、结构、运输、定位和生物活性的保持等有

重要影响[1]，而且可通过糖和蛋白质之间的特异性

识别调节生物的各种生理过程，如细胞的生长、分

裂、分化、识别、黏附等[2-5]．其中 N-连接糖蛋白
普遍存在于细胞表面和各种体液中，细胞表面糖蛋

白是药物分子作用的重要靶点，而体液糖蛋白又是

疾病相关生物标志物的主要来源[6]．因此，开展各

种生理病理条件下的 N-糖蛋白质组学定量研究有
助于阐明蛋白质糖基化的功能，并对可用于癌 症

预判和诊断的新生物标志物的发现也具有重要意义.

通讯作者简介

mailto:E-mail:suns@nwu.edu.cn
http://www.pibb.ac.cn


生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2017; 44 (10)

Fig. 1 The workflow for enrichment, mass
spectrometry analysis, and data analysis

of N鄄linked intact glycopeptides
图 1 N鄄连接完整糖肽的富集、质谱分析和
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随着生物质谱的快速发展及其相关分析方法的

进步，糖蛋白质组学有了长足发展．糖蛋白质组学

研究的难点在于糖链分子较大且存在微观不均一

性，另外糖链自身可以在串联质谱中碎裂且与肽段

的碎裂规律不同，因此蛋白质组学的质谱解析方法

和软件难以完整地鉴定糖肽上的肽段序列和糖链结

构．在之前的研究中，普遍采用的分析策略是将糖

蛋白 /糖肽分离富集后，利用酶解或化学方法将糖
链和糖基化的多肽分开，然后对释放的糖链或去糖

基化的多肽进行单独质谱分析，从而获得待检测样

本中的糖链和 /或糖蛋白的整体表达和变化情况．
其中经典的富集方法包括酰肼化学富集、凝集素富

集、亲水亲和富集等[7-11]．这一研究策略目前已经

在多种癌症相关研究中得到了很好的应用 [6, 12-13]．

但是，该策略的局限性在于无法获得糖链和糖基化

位点之间的对应关系．近年来，用于完整糖肽分析

的方法学也相继建立起来，这些方法可进一步获得

糖链和糖基化位点间的对应关系信息[14-20]．

完整糖肽的直接质谱分析需要解决以下几方面

的问题：首先，很多糖蛋白在复杂样品中的丰度相

对较低，而蛋白糖基化的微不均一性特征(每个糖
基化位点上可以连接多达几十个不同糖链)进一步
降低了完整糖肽的浓度，因此完整糖肽分析首先需

要对糖蛋白 /糖肽进行有效分离富集，即去除非糖
基化蛋白 /非糖基化多肽．其次，由于 N-完整糖
肽的分子质量普遍较大，且糖链部分比多肽部分更

容易碎裂，因此在质谱分析中需要调整相应质谱分

析参数以完成完整糖肽鉴定．最后，由于完整糖肽

是由糖链和多肽两部分组成的，同一糖基化位点即

使在同一样品中也可同时被多种糖链修饰，而目前

还没有完善的糖肽数据库，因此完整糖肽质谱数据

的后续分析和软件开发成为了完整糖肽分析中的关

键环节之一．

本文即从以上三个主要方面(包括完整糖肽富
集、质谱解析和数据处理)对近年来发展的 N-连接
完整糖肽的质谱分析策略和研究方法进行系统综

述，三部分内容可进一步细化为糖肽富集方法、碎

裂模式选择、质谱参数设置、糖肽图谱识别、母离

子单同位素分子质量校正、完整糖肽的多肽序列和

糖链结构(或组成)的鉴定以及假阳性率评估控制等
方面(图 1)．

1 完整糖肽的富集策略

在糖蛋白质组学研究中，研究对象往往是一些

复杂的生物样品体系，样品中蛋白质的丰度动态变

化范围很大，同时很多糖蛋白丰度较低，对所有的

或者特定的糖蛋白群进行富集才会有利于鉴定到更

多的糖蛋白．此外，由于糖基化肽段往往只占蛋白

质酶解肽段的 2%～5%[21]，在质谱分析的过程中，

其信号很容易受到非糖肽的抑制，因此糖蛋白质组

学研究所面临的首要问题是糖蛋白 /糖肽的有效分
离富集，即去除非糖蛋白 /非糖肽．

目前可用于完整糖肽富集的方法主要有亲水相

互 作 用 色 谱 (hydrophilic interaction liquid
chromatography，HILIC)[22-23]、凝集素(lectin)亲和[24]

和硼酸亲和[25]等方法．HILIC基于富含多羟基的糖
链结构的强亲水特性，使糖肽与非糖基化肽段得以

822· ·



朱伯婧, 等：N鄄连接完整糖肽的质谱分析策略和研究方法2017; 44 (10)

分离，且能保持糖链结构的完整性，既适用于 N-
糖肽，也适用于 O-糖肽[22]．但是由于糖链和固定

相之间的相互作用力较弱，只连接单糖或寡糖的糖

肽(如 O-糖肽)经常无法很好地被 HILIC 富集 [23]．

凝集素是一类糖结合蛋白，能专一地识别结构特异

的单糖或聚糖中特定的糖基序列并与之结合，它们

与糖链的结合是非共价且可逆的．糖蛋白或糖肽被

凝集素捕获之后，通常用特定的单糖通过竞争结合

凝集素将糖蛋白或糖肽洗脱下来，从而实现对糖蛋

白的富集．

2 完整糖肽的质谱分析

2援1 MS1水平识别完整糖肽
在质谱分析过程中，由于生物临床蛋白样品的

高度复杂性，经糖肽富集后的样品通常依然掺杂很

多非糖基化的多肽，这些非糖基化多肽常常会干扰

完整糖肽的质谱分析．而目前已有一些简单有效的

方法从一级质谱 (first stage of mass spectrometry，
MS1)的谱图中筛选出完整糖肽的质谱峰，这些
初级筛选可有效减少非糖基化多肽的质谱分析时

间，从而增加完整糖肽的鉴定机会．目前报道的方

法有：

2援1援1 分子质量直接识别

其根本依据是分子质量这一概念是通过定义
12C的分子质量为 12来确定的，其他元素的分子质
量都通过与 12C的分子质量比较来取整确定．元素
可根据质量划分为恰好是正整数 (如 12C，
12.00000)，或大于正整数 (如 1H， 1.00783； 14N,
14.00307)或小于正整数 (如 16O，15.99491； 32S，
31.97207) [26]三类．通常在多肽中，N 和 H 含量最
高，它们的实际质量都比取整后的分子质量稍大一

点，而在糖肽中，O和 S含量相对较高，它们的实
际质量都比取整后的分子质量稍小一点．因此对于

分子质量相等的糖肽和无糖基化的普通多肽，糖肽

的分子质量通常小于多肽[27]．这一特点可以用来区

分糖肽与普通多肽．Froehlich等[28]利用此法通过模

拟实验，得到了一个可以区分糖肽母离子与肽段母

离子的简单分类器，对糖肽 /多肽的质量的整数部
分和小数部分进行方程式划分归类，来筛选糖肽．

在质谱质量准确度(mass accuracy)为 10ppm的条件
下，该方法识别完整糖肽可以达到 89%以上的灵
敏度和 93%以上的特异性．随着更高分辨率和质
量准确度质谱的出现和普及，其识别完整糖肽的特

异性将可进一步增强．不过此方法要求糖肽中的糖

链部分占有较大的分子质量比例，即糖肽中氧原子

(O)含量较高，与普通多肽可区分性较强．
2援1援2 同位素分布识别

由于多数完整糖肽(尤其是 N-糖肽)比非糖基
化多肽含有更多的氧元素(O)，而自然界中 O元素
的同位素 16O与 18O之间含有 2u差异，有别于多肽
的其他主要组成元素 C、H、N等(同位素间均只有
1u差异)．因此，完整糖肽与普通多肽通常有着不
同的同位素丰度分布，其特征性的同位素峰型理论

上可以用于识别 MS1检测到的分子是否为糖肽母
离子峰．然而该方法应用的前提是检测到准确的同

位素丰度，目前在实际应用中还很少单独使用．不

过分子质量直接识别和同位素丰度配合使用，结合

高分辨率高精准度的质谱分析，在 MS1母离子水
平识别完整糖肽是具有理论可行性的，MS1 层面
上直接识别完整糖肽，然后有选择性地进行 MS2
分析可增加糖肽母离子选择的比例，从而达到最大

限度分析和鉴定完整糖肽的目的．

2援1援3 母离子带电荷数筛选

由于完整糖肽普遍分子质量相对较大，而多数

质谱仪 m/z 检测范围相对较小，多数情况下质谱检
测到的完整糖肽母离子峰所带电荷通常在 3+或以
上．因此必要时可排除带有 1+ 和 2+ 价位的母离
子[17]，以尽可能降低非糖基化多肽的干扰，从而增

加完整糖肽被挑选进行MS2分析的概率．
2援2 质谱碎裂模式及参数设置

完整糖肽与普通多肽在一些理化特性上存在着

较大差异，因此在糖肽的 MS2分析时需要对一些
分析参数重新进行调整和优化．

2援2援1 碎裂方式的选择

在质谱分析中，可用于完整糖肽分析的质谱碎

裂 方 式 包 括 碰 撞 诱 导 裂 解 (collision-induced
dissociation，CID)、高能碰撞裂解 (higher energy
collisional dissociation， HCD)、 电 子 转 移 裂 解
(electron transfer dissociation，ETD)，以及组合型
的 EThcD 和 CID+HCD 等．CID 碎裂能量相对较
低，常用于易碎裂的糖链部分的结构解析．但由于

CID普遍存在离子阱的“三分之一效应”[29]，而糖

肽的分子质量普遍较大，因此很多情况下

CID-MS2图谱无法检测到氧鎓离子信号(氧鎓离子
分子质量普遍较小)，不利于完整糖肽 MS2谱图的
识别[30]．HCD模式能够提供关于完整糖肽的广泛
信息，包括 b/y离子(肽段碎片离子)及糖肽(或糖
链)特有的氧鎓离子[31]，因此在完整糖肽分析中使
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用最广泛[31-35]．ETD主要产生糖肽的 c/z离子，碎
裂后能够保持糖链完整地连接在肽段碎片上，便于

在完整糖肽水平鉴定糖基化位点．但 ETD需要的
碎裂时间一般较长，且对于连有较大糖链的糖基化

位点鉴定效果不佳[30]．此外，EThcD作为 ETD和
HCD的结合，采用双分裂产生离子，因此既可产
生丰富的肽段序列又可获得糖链定位信息 [19]．另

外，CID可提供很好的糖链碎片信息，而 HCD则
可提供氧鎓离子(用于糖肽谱图识别)和高丰度的
Y1特征离子(提供“肽段 +N-乙酰葡糖胺”碎片信
息)，两者结合(CID+HCD)同样可增加糖肽鉴定的
准确性．但多种碎裂模式增加了每种糖肽的质谱分

析时间，因此要以降低鉴定数量为代价[36]．关于各

种碎裂模式对完整糖肽鉴定的进展已有很好的中文

综述文章[30]．

2援2援2 碎裂级别的选择

质谱分析中可以选择不同的碎裂级别，目前完

整糖肽鉴定用到的质谱碎裂级别多数仅到二级质谱

(second stage of mass spectrometry，MS2)，少数方
法用到了三级质谱(third stage of mass spectrometry，
MS3)．MS1鉴定的方式即利用质谱仪精确测量酶
解片段的分子质量并搜库比较，实现糖肽的鉴定；

MS2是在 MS1的基础上再选择部分糖肽做进一步
的破碎，并对碎片进行深入分析和比较，鉴定出该

肽段的序列和糖链的组成，并结合 MS1的结果从
而实现对完整糖肽的鉴定，MS2 能够得到全部或
部分肽段的序列，具有更高的可靠性；MS3 是在
MS2的基础上再选择部分碎片离子当作母离子做
进一步的破碎．Jia等[37]在 MS2过程中发生岩藻糖
的中性丢失时自动收集 MS3的信息，用于进行核
心岩藻糖化糖蛋白的精确大规模鉴定．相较 MS2，
MS3具有更好的图谱质量，其碎片离子的丰度分
布更均匀，干扰信号更少．但是 MS3需要更长的
运行时间[20]．

2援2援3 MS2/3中碎裂能量的选择
糖链的碎裂能量与肽段不同，通常来说，糖链

在较低的能量下即可碎裂，而肽段则需要较高的能

量．因此在糖肽的质谱分析中需要选择适当的碎裂

能量来达到其糖链和肽段部分的最佳综合碎裂效

果．如之前的研究表明，低能量的 HCD碎裂能得
到丰富的氧鎓离子，而中高能量的 HCD碎裂则会
产生一系列 Y离子(肽段 +糖链碎片)[38]．

3 完整糖肽的数据分析

3援1 完整糖肽谱图的识别

一些非糖基化多肽的质谱谱图会干扰完整糖肽

谱图的数据分析，增加鉴定假阳性率．因此在完整

糖肽谱图的数据分析过程中，有必要再通过一些特

征峰对来自完整糖肽的 MS2 谱图进行有效的识
别．目前绝大多数对完整糖肽的谱图识别均使用氧

鎓离子(oxonium ions)筛选法．氧鎓离子是糖肽上
糖链碎裂后产生的单糖、二糖或寡糖碎裂后形成的

碎片离子，这些碎片离子在非糖基化多肽的 MS2
谱图中并不存在，因此是糖肽的特征碎片离子[39]．

有关完整糖肽产生的各种氧鎓离子信息可见综述[30].
依据氧鎓离子对完整糖肽谱图的识别又分为单氧鎓

离子识别与多氧鎓离子识别 (图 2a)．
3援1援1 单氧鎓离子识别

单氧鎓离子识别一般仅根据有无 N-乙酰己糖
胺(HexNAc)的单电荷谱峰(204.08u)来判断谱图是
否为糖肽谱图[14]．该方法操作简单，但强噪音干扰

常导致假阳性的出现，因此在分析中最好设置峰相

对高度等参数以降低噪音导致的错误匹配．但是，

由于 O- 糖链多数也含有 HexNAc 糖基，因此 O-
糖肽 MS2谱图中多数也都含有 HexNAc单电荷谱
峰(204.08u)，该方法难以区分 N-和 O-糖肽．
3援1援2 多氧鎓离子识别

多氧鎓离子识别是根据多个氧鎓离子的谱峰信

号来判断谱图是否为糖肽谱图[17, 35, 40]，一般常用的

氧鎓离子有 138.055u(HexNAc 的碎片 )、168.066u
(HexNAc-2H2O)、 186.076u (HexNAc-H2O)、 204.087u
(HexNAc)、292.103u(N- 乙酰神经氨酸，NeuAc，
唾液酸的一种)和 366.140u(己糖 Hex+HexNAc)等[30].
这些离子联合使用可以有效地降低完整糖肽谱图识

别的错误率．通过多氧鎓离子间的相对丰度值还可

用于区分 N-和 O-糖肽谱图[41]．需要注意的是，由

于氧鎓离子的分子质量一般较小(低至 138u)，因此
很多氧鎓离子难以在 CID碎裂模式下检测到，而
在 HCD碎裂模式下，很多质谱仪也需要对MS2起
始扫描范围进行设置(如设置 MS2测定的起始检测
荷质比为 100)．
3援2 完整糖肽单同位素分子质量的测定

完整糖肽鉴定中，通常第一步用到的即是母离

子的单同位素峰(monoisotopic peak)的分子质量，
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Fig. 2 An example of the intact glycopeptide identification from its MS spectra
图 2 完整糖肽谱图的数据分析实例

完整糖肽的质谱谱图首先通过(a)特征氧鎓离子识别，然后通过(b)人工手动校正母离子的单同位素分子质量，接着由(c)Y0和 Y1碎片离子得

到多肽分子质量及糖基化位点，初步确定可能的多肽序列，再由(d) b/y离子匹配多肽片段，最终确定多肽序列，最后通过(e)母离子质量和

多肽质量的差异得到糖链质量，搜库匹配出糖链组成，推测出可能结构.

(a) N -糖肽图谱识别
根据氧鎓离子识别

(b)母离子单同位素分子质量校正

(c)多肽序列测定玉 (d)多肽序列测定域 (e)糖链组成结构分析

MS1

Peptide Peptide
+

HexNAc

选择用于MS2分析的 m/z=1316.538

实际母离子同位素 m/z=1315.869

Z=3+

MS2

Peptide sequence:
LCPDCPLLAPLNDSR

Precursor 3+

母离子质量 3944.607u
-肽段质量 1739.837u

=糖链质量 2204.770u

可能的糖链结构为

数据库搜索糖链组成
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单同位素峰是一个同位素峰簇中质荷比最小的峰

(即第一个峰)．由于完整糖肽中糖链含有的 O元素
远大于普通多肽，它的同位素峰型有别于普通多

肽．在完整糖肽的质谱分析中，由于 MS1检测中
的第一个同位素峰通常不是同位素峰簇中最高的，

因此质谱自动选择进行 MS2分析的通常不是单同
位素峰，这会导致母离子分子质量偏差．而该分子

质量偏差会导致糖肽图谱无法匹配或匹配错误的情

况，对糖肽鉴定造成影响，因此母离子匹配前需要

对其单同位素峰的分子质量进行校正(图 2b)．校正
方法有：a．借助已有软件的校正功能．蛋白质组
学中常用数据处理软件 MaxQuant 和 Extract_MSn
来校正单同位素峰，但在某些情况下，软件判断结

果有误[42]．b．平均计算法．计算在目标糖肽洗脱
时间左右的时间段中母离子的平均质谱，平均同位

素峰簇对应的母离子质量最小的峰被选为单同位素

峰．这一方法提高了同位素峰簇模式的分布和单同

位素峰质量的确定，从而提高了糖肽图谱的匹配[35].

825· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2017; 44 (10)

c．人工手动检查．专业技术人员根据经验来校正
单同位素峰．该方法效率低，耗时长，且无法复制

迁移到其他实验室使用，具有一定的局限性．

3援3 完整糖肽上多肽序列的鉴定

在完整糖肽的谱图鉴定中，多数情况下首先鉴

定糖肽的多肽序列部分(图 2c和 2d)．具体分为以
下两种：a．先母离子，后碎片离子匹配．先基于
母离子质量匹配糖肽图谱，由于大多数情况下同一

质量可能对应许多个具有相同分子质量的糖肽结

构，因此还需再通过 MS2来确定糖肽中多肽的序
列和糖链的结构[17]．b．先碎片离子，后母离子匹
配．根据 MS2中是否出现氧鎓离子峰来判断该图
谱是否为糖肽的图谱，再根据 Y离子峰、b/y离子
峰结合 MS1得到的分子质量信息分别来推导糖链
部分的组成以及多肽部分的序列[32, 43-44]．

3援4 完整糖肽上糖链结构 (或组成) 的分析
与 DNA和蛋白质序列的线性结构不同，糖链

通常含有分支结构且连接方式各不相同，糖链结构

的复杂性极大地增加其结构解析的难度．目前糖链

组成和结构分析主要通过以下几种方式：a．差异
分子质量匹配．首先从糖肽母离子与肽段的质量差

计算出糖链的质量(图 2e)，然后在糖数据库里精确
匹配搜索糖链组成[35]．b．MS2/3 碎片离子匹配．
通过MS2或MS3的碎片离子信息推导出糖链的结
构[14]．c．图谱图形匹配．不论糖链结构如何，糖
肽和相应的去糖基化多肽会有相似的 MS2 模式，
即会有相似的图谱图形[32]．因此可以用氧鎓离子作

为糖肽图谱的特征离子来选择完整糖肽的图谱，通

过图形比较，将每个完整糖肽的 MS2分配给一个
特定的含糖基化位点的多肽．随后再通过完整糖肽

与多肽部分间的质量差与糖数据库相匹配，确定占

据每个位点的糖．GPQuest算法[35]中利用图谱图形

匹配的方法，将 HCD产生的复杂样本碎片用来识
别糖基化位点特定的完整糖肽．Yang等 [32]利用此

法，进行了艾滋病病毒表面糖蛋白 gp120 和重组
gp120的糖型分析．结合图 2我们可以看到完整糖
肽谱图的数据分析实例．

3援5 糖链和多肽数据库的选择

数据库搜索过程中，选择不同的数据库也会对

搜索时间和鉴定结果造成影响．目前常用的数据库

主要有以下几种：

3援5援1 选择全基因组数据库

如 Qin 等 [43]在 Uniprot 数据库中搜索 fetuin-A
的糖基化位点，Woo等[18]在人类蛋白质数据库中鉴

定人类癌症细胞系蛋白质的糖肽．Woodin等 [45]提

供了现有糖基化数据库的资源列表及详细描述，在

此不再赘述．需要指出的是，由于糖肽数据库普遍

是由将基因组数据库中所有含 N-X-S/T(X 不能是
脯氨酸)序列的多肽与所有可能糖链逐一组合构建
而成(即所有可能组合)，因此基于全基因组的完整
糖肽数据库普遍较大．由此可见，基于全基因组数

据库进行糖肽鉴定虽然可以更全面地鉴定各种糖

肽，但是由于数据库较大，在匹配速度较慢的同时

还极大地增加了假阳性率．由于 O-糖基化位点没
有固定的保守序列，因此基于全基因组蛋白序列构

建的 O- 糖肽数据库将更加巨大，这也是目前 O-
糖肽较难分析的重要原因之一．

3援5援2 通过鉴定结果自行创建样本特有数据库

Parker等[14]采用串联质谱得到的 N- 糖数据建
立了一个 N-糖基化修饰的数据库，又用 PNGase F
处理富集到的糖肽去除 N-糖后经过质谱分析与数
据库搜索建立了包含每个糖肽碎片的糖肽中心级联

数据库．之后在这两个自建数据库中搜索 N-糖肽
的 CID 和 HCD的 MS2 谱，从 161 个大鼠脑组织
的糖蛋白中有效地识别出了 863个完整的 N-连接
糖肽．Toghi Eshghi等[35]利用串联质谱分析样品的

含糖基化位点多肽，建立了样品的含糖基化位点多

肽的图谱库，然后与完整糖肽的谱图进行比较，从

而将每个完整糖肽的谱图分配给不同的含糖基化位

点多肽，通过差异分子质量确定占据每个位点的

糖．自建样本特有数据库具有数据库相对较小、鉴

定准确和运行速度快等优势．但此法搜索结果的全

面性小于全基因组数据库．

3援6 假阳性率评估及控制

在 MS2谱图的数据库搜索后，需要对其可能
的假阳性匹配进行综合评估和控制．其中建立诱饵

数据库 (decoy database)是假阳性率 (false discovery
rate，FDR)评估中最常用的方法．这种方法是将显
然不正确的“诱饵(decoy)”序列添加到搜索空间，
以相同的参数搜索，会对应显然不正确的搜索结

果，但这些不正确的结果在一些鉴定方法中有可能

会被视为是正确的．因此这种不正确被视为正确现

象的数量可以作为假阳性数量的一个很好的估计，

即 FDR根据匹配到 decoy糖肽的图谱百分比来评
估．Decoy database方法具体的实现方式也不尽相
同，常用以下两种方法：

3援6援1 序列反向

使多肽序列顺序反转，创建反向数据库(reverse
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database)是最常见的方法．Reverse database由把所
有已鉴定的含糖基化位点多肽的氨基酸序列相结合

后反转序列顺序，分成与目标数据库具有相同长度

的 decoy肽段得到．从而 reverse database和目标数
据库有相似的肽段数量、肽段长度和母离子分子质

量，但有完全不同的 MS2图谱，因此，目标肽段
与 reverse database的匹配类似于目标数据库中的随
机匹配．GPQuest [35]中即采用此法进行 FDR 的评
估．Parker等 [14]把肽匹配图谱(the peptide-spectrum
matches，PSMs)的肽段序列顺序反转后与碎片离子
匹配，根据匹配频率评估 FDR，与此法原理类似.
3援6援2 随机匹配

Yang等[32]用 gp120去糖基化多肽的 b/y离子与
不含任何 gp120糖肽的糖肽搜索匹配，即采用完全
不相干的数据库与目标数据库进行匹配，这种方式

即为随机匹配．

3援6援3 假阳性控制

以上仅是估算假阳性率的方法，但在实际分析

中，找到影响假阳性率的因素并在实际数据分析中

通过设置搜索参数来排除影响因素，尽可能的降低

假阳性率才是糖肽分析的关键．例如在完整糖肽分

析中，多个实验室均指出 Y1 离子的辅助作用 [32]、

单同位素峰的校正和 b/y离子丰度参考[46]都可有效

降低假阳性率，从而增强完整糖肽的鉴定．

4 总结和展望

近几年来，随着糖蛋白质组学相关研究技术的

发展，通过质谱鉴定完整糖肽的多肽组成和糖链结

构的方法相继建立起来．人们在完整糖肽的富集、

质谱分析、谱图识别、多肽部分鉴定和糖链结构确

定等方面已初步建立了一套系统全面的分析策略和

工作流程．这些分析策略和软件工具的建立和开发

使我们对糖蛋白各糖基化位点上特征性的糖链结构

信息的了解成为可能．但要实现更精确的糖肽的鉴

定和分析，还有赖于以上分析流程中很多环节的进

一步探索和突破．另外，完整糖肽高通量的定量方

法也有待进一步发展．相信随着技术方法的不断革

新与改进，完整糖肽的分析研究会不断推进．这些

糖蛋白质组学研究工具将作为基因组学、蛋白质组

学、糖组学和代谢组学等的有力补充，为蛋白质糖

基化结构和功能分析、新的生物标志物发现和致病

机理等研究提供强大的技术支持．
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Mass Spectrometry鄄based Strategies and Methods for
N鄄linked Intact Glycopeptide Analysis*

ZHU Bo-Jing, ZHI Yuan, SUN Shi-Sheng**
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Abstract As one of the most common and important protein modifications, glycosylation has been one of the
focuses of the proteomic researches. In the last decades, most of N-linked glycoproteomic studies focused mainly
on the analysis of either released glycans or de-glycosylated peptides. While this strategy reduced the complexity of
glycoprotein analysis, it lost glycosite-specific glycosylation information. Several strategies and methods for intact
N-glycopeptide analysis have been established during the last few years. Generally, to achieve the identification
and quantification of intact glycopeptides, the first step is to enrich glycopeptides from complex samples to reduce
the affects from non-glycosylated peptides, then the mass spectrometry parameter settings need to be adjusted to
satisfy the fragment features of glycopeptides, importantly the related software also need to be developed for the
precise identification of the peptide sequence and glycan structures or compositions of the intact glycopeptides.
These three main aspects of the strategies for mass spectrometry-based intact glycopeptide analysis are discussed in
this paper. Some further details, such as the recognition of intact glycopeptide spectra, precursor monoisotopic
mass correction, database selection, as well as the false discovery rate (FDR) evaluation and control, are further
discussed. Direct intact glycopeptide analyses, with the recovery of the glycosite-specific glycosylation
information, will provides a powerful tool for biomarker discovery and the mechanism studies on various diseases.
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