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摘要 冠状病毒（coronavirus）为一类具有囊膜结构、单股正链RNA病毒，可感染哺乳动物或禽类等。目前已知7种冠状

病毒可造成人际间传播，其中以新型冠状病毒（Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2，SARS-CoV-2）为代表，可

引起严重的呼吸系统疾病，并感染全球数亿人口，从而对全球公共卫生安全造成严重危害。作为病毒表面蛋白最常见的糖

基化修饰，其在识别宿主、免疫逃逸、复制组装和裂解传播等病毒活动中起重要作用。本文以SARS-CoV-2等代表，概括

N-与O-糖基化研究在冠状病毒刺突蛋白（spike protein）、膜蛋白（membrane protein）等的最新进展和方法。通过全局性总

结冠状病毒科中糖蛋白的糖基化位点分布、糖链结构、生物学功能与研究技术等，以推动冠状病毒相关的诊断、治疗与疫

苗开发等。
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冠状病毒（coronaviruses，CoVs）对人类社会

造成严重威胁，在哺乳动物和禽类中可引起多种疾

病［1］。冠状病毒来源于网巢病毒目（Nidovirales）

的冠状病毒科（Coronaviridae），是一类具有囊膜

结构、单股正链的RNA病毒，其形态较大，呈圆

或椭圆形，直径约为80~120 nm，因其在电镜下呈

日冕或皇冠状而得名［2］。冠状病毒基因组为 27~

32 kb，是目前已知基因组最大的RNA病毒［3］。根

据血清学特性和分子进化特点，可将近百种冠状病

毒分为 4个属，即α-、β-、γ-和 δ-CoV属［4］。其中

造 成 小 范 围 人 群 感 染 的 HCoV-229E （Human

coronavirus-229E） 、 HCoV-NL63 （Human

coronavirus-Netherlands 63）、HCoV-OC43 （Human

coronavirus-organculture 43） 和 HCoV-HKU1

（Human coronavirus-Hong Kong University 1）均属

于α-CoV属；β-CoV属成员众多，可进一步划分为

5个亚属［5］。严重急性呼吸综合征冠状病毒，或称

非 典 病 毒 （Severe acute respiratory syndrome

coronavirus，SARS-CoV）和中东呼吸综合征冠状

病 毒 （Middle East respiratory syndrome

coronavirus，MERS-CoV）及导致全球肆虐新型冠

状病毒肺炎 （coronavirus disease 2019， COVID-

19） 的 新 型 冠 状 病 毒 （Severe acute respiratory

syndrome coronavirus-2，SARS-CoV-2） 均来源于

β-CoV属［2，6-9］；γ-与δ-CoV属包含较多以禽类为宿

主的病毒，如鸡传染性支气管炎病毒（Infectious

bronchitis virus，IBV）、鹅口疮冠状病毒（Thrush

coronavirus HKU12） 和 夜 莺 冠 状 病 毒 （Bulbul

coronavirus HKU11）等［10］。冠状病毒基因组编码

多种结构蛋白，包括刺突蛋白（spike protein，S蛋

白）、膜蛋白（membrane protein，M 蛋白）、核衣

壳蛋白 （nucleocapsid protein，N 蛋白） 和囊膜蛋

白（envelope protein，E蛋白）等，部分 β-CoV属

成 员 存 在 血 凝 素 脂 酶 （haemaglutinin-esterase，

HE） 蛋白。此外还可编码 16 种非结构蛋白

（nonstructural proteins， nsp）。如 SARS-CoV-2 的

nsp1~nsp16，但来源于 γ-或 δ-CoV属部分冠状病毒

含15种nsp，即nsp2~nsp16［11-12］。

糖基化（glycosylation）是最常见的生物大分

子修饰方式，包括N-糖基化修饰、O-糖基化修饰

和糖脂修饰等［13-14］。糖基化修饰在人体中参与多
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种生命活动，例如蛋白质的折叠、运输和定位、细

胞分化和发育、细胞识别、信号转导、免疫应答

等［15-20］。在含有囊膜结构的病毒中，糖基化修饰对

于识别宿主细胞受体与入侵宿主、免疫逃逸、适应

温度酸碱等理化因素与子代病毒扩散等过程中发挥

着重要的作用［21］。

冠状病毒中存在极为复杂的糖基化修饰特性，

本文希望通过全局性总结冠状病毒糖蛋白的糖基化

位点分布、糖链结构与生物学功能及糖生物学研究

技术等，有助于对冠状病毒相关的诊断、治疗和疫

苗开发等工作。

1 冠状病毒S蛋白的糖基化修饰

冠状病毒同源三聚体 S蛋白是Ⅰ型膜蛋白，其

氨基酸数目从1 150到1 450个不等，序列相似性在

属间和种间差异较大，但被描述为倒锥状或丁香状

（clove）三维结构单元组成相同［22-23］。S蛋白由S1

和 S2 亚基组成［24］。 S1 亚基包含 N 端结构域

（N-terminal domain， NTD） 和受体结合结构域

（receptor binding domain，RBD）等，其功能是结

合宿主细胞受体［25］。在SARS-CoV和SARS-CoV-2

病毒中，RBD结合人体内糖蛋白血管紧张素转换

酶 2 （angiotensin converting enzyme 2，ACE2） 被

认为是入侵宿主的第一步［11］；类似的结合机制也

存在于鼠肝炎病毒（Mouse hepatitis virus，MHV）

与鼠癌胚抗原相关细胞黏附分子 1 （mouse carcino

embryonic antigen-related cell adhesion molecule 1，

mCEACAM1a）［26］ 和 MERS-CoV 与 T 细胞表面抗

原 CD26 （DPP4）［27］ 等之间。S2 亚基富含 α螺旋

结构，包含两段七肽重复域、跨膜区和C端胞内域

等［24］。当S蛋白被宿主细胞蛋白酶裂解引发S2亚

基暴露，两段三聚体的七肽重复域构象变化折叠成

发夹状内螺旋的六聚体结构，从而介导病毒和宿主

细胞膜的融合及进一步的遗传物质释放［25］。不同

属或属间 S1 亚基结构差异较大，例如 MHV 的

NTD具有相对较大的空间结构域［28］。在高度选择

压力作用下，S1亚基是冠状病毒中最易变异区域，

而S2亚基相对保守［29］。

1.1 S蛋白的N-糖基化

蛋白糖基化修饰现象非常普遍，大多数以N-

糖基化修饰为主。N-糖基化发生在内质网和高尔

基体中，其修饰位点以N-X-S/T（X不能为脯氨酸）

为特征，在所有物种中高度保守［30］。囊膜病毒表

面的糖蛋白布满丰富的N-糖基化修饰位点，例如

甲 型 流 感 病 毒 囊 膜 上 两 种 糖 蛋 白 ， 血 凝 素

（hemagglutinin， HA） 和 神 经 氨 酸 苷 酶

（neuraminidase，NA），通常含有 6~12个N糖基化

位点［31］；在人类免疫缺陷病毒表面的 gp160 含多

达31个N-糖基化位点［32］；冠状病毒的N-糖基化修

饰更加复杂多样。

通过对S蛋白进行生物信息学分析可见 18~39

个 N-糖基化位点分布在 4 个属中，其中 HCoV-

NL63中多达39个N-糖基化位点，这意味其三聚体

的 N- 糖基化位点数目可达 117 个 （图 1）［33］；

SARS-CoV-2和SARS-CoV的S蛋白相似性为80%，

均含 22 个 N-糖基化位点，但 SARS-CoV-2 的 RBD

区域缺失一个 N-糖基化位点（对应 SARS-CoV 中

的N370），会暴露更多的受体结合区域［2，22］。值得

注意的是，在与SARS-CoV-2密切相关的蝙蝠来源

（RaTG13）和穿山甲来源（PCoV_GX）的冠状病

毒 S 蛋白序列更加相似（96.2%），但多两个 N-糖

基化位点（N30和N370）［34］。从三维结构角度看，

这些N-糖基化位点分散于S1亚基外表面上，但S2

的C端处6~8个保守N-糖基化位点均位于蛋白质与

膜连接处，可能涉及入侵宿主的膜融合行为［35］。

总之，冠状病毒4个属之间糖基化位点数目和位置

存 在 较 大 差 异 ， 这 种 差 异 也 见 于 亚 属 与 种

间（图1）［36-39］。

由于含有至少 54个N-糖基化位点，故 S蛋白

分布着高度致密的N-糖链结构，这些糖链对蛋白

质折叠、宿主结合以及逃避宿主免疫系统均起到了

重要的影响作用。但这些位点是否都会发生糖基化

修饰？由于病毒不编码糖链修饰相关酶，因此其糖

链结构来源于宿主系统：绝大多数物种的新生肽链

位于内质网时，会在N-糖基化位点添加14糖前体，

随后伴随着肽链的折叠与运输，受到宿主糖基转移

酶和糖苷酶对糖链结构的加工与修饰［40］。而病毒

中滞留信号肽（retrieval signal）的存在会引导S蛋

白 等 在 内 质 网 、 内 质 网 高 尔 基 体 中 间 体

（endoplasmic reticulum-golgi intermediate

compartment，ERGIC）或高尔基体中积累并形成

出芽体，这也导致了以高甘露糖型糖链为代表的未

完全加工N-糖链结构在病毒膜蛋白中较为丰富［41］。

而Nal等［42］利用C端标记蛋白分析SARS病毒S蛋

白的细胞定位，通过糖苷酶酶切与电泳分析等发

现，S蛋白的高甘露糖糖链在进入高尔基体后成为

复杂型的N-糖链。

因为病毒不表达参与糖链合成与修饰相关蛋白
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酶，所以冠状病毒培养或蛋白质表达体系不同会造

成较大的糖链谱差异。Wang 等［43］通过特征离子

触发电子转移/高能碰撞解离质谱（signature ions-

triggered electron-transfer/higher-energy collisional

dissociation （EThcD） mass spectrometry） 发 现 ，

相比人源 HEK 细胞系表达 SARS-CoV-2、SARS-

CoV、MERS-CoV的S蛋白富含唾液酸等杂合型糖

链结构，昆虫 SF9 细胞系表达的 SARS-CoV-2、

SARS-CoV 的 S 蛋 白 含 有 大 量 寡 甘 露 糖

（paucimannosidic） 或 截 断 的 糖 链 （truncated

glycans）。Shajahan等［44］通过高分辨率质谱（LC-

MS/MS），检测表达于 HEK293 细胞系的 SARS-

CoV-2中S蛋白并鉴定出 17个位点的N-糖链结构，

而其余 5 个位点未检测出 （N17、N603、N1134、

N1158 和 N1173）。这些 N-糖链包括高甘露糖型、

杂合型和复杂型共3种类型，其中高甘露糖型和复

杂型糖链占比较高；末端唾液酸基团见于大多数糖

链结构，尤其是位于NTD附近的N234和N282的

糖链上，推测这些位点的糖链调节对受体蛋白或抗

体的结合［45-46］；相比 RBD 的 N331 和 N343 中以高

甘露糖型和少量复杂型糖链，Antonopoulos 等［47］

对同样来源的这两个位点则鉴定到富含岩藻糖修饰

和少见的乳糖二胺（LacdiNAc，即GalNAcβ（1-4）

GlcNAc）结构的复杂型N-糖链，这可能与仅表达

RBD 片段等因素有关；但 Tian 等［48］通过 LC-MS

对HEK293T来源的S蛋白N-糖链鉴定出19个位点

的 N-糖链位点（除 N74、N1158 和 N1173），其中

N17和N1134糖链末端存在唾液酸结构，而N149、

N165、N657、N709、N1134 与 N1194 含岩藻糖结

构；Watanabe等［49］研究表达于293F细胞系SARS-

CoV-2的S蛋白，他们发现22个N-糖基化位点均发

生N-糖基化修饰。这些位点上 16%的糖链含至少

一个唾液酸残基，48%的糖链发生了岩藻糖基化。

由于天然病毒的N-糖链结构与重组表达系统

Fig. 1 The N-J phylogenetic tree and the distribution of N-glycosylation sites in spike proteins of CoVs
图1 冠状病毒S蛋白的N-J进化树与N-糖基化位点分布

（a） 冠状病毒可以划分为4个属：α（青色）、β（绿色）、γ（紫色） 和δ（蓝色）。其中β属冠状病毒还可以进一步划分为5个亚属：

Embecovirus（靛蓝）、Merbecovirus（橙色）、Nobecovirus（黄色）、Hibecovirus（深灰）和 Sarbecovirus（红色）。（b）保守的N-糖基化位点

在各冠状病毒的S蛋白上数目众多且分布方式多样，但C端通常含有保守的6~8个位点。
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来源具有较大的差异［50］，此外S蛋白的每个N-糖

基化位点呈现出微不均一性的特点，而非确定性的

糖链结构［51］。因此宿主环境与表达系统影响病毒

糖链结构，值得疫苗开发工作的注意。在世卫组织

列出 180 余种应对 COVID-19 疫情的在研疫苗中，

有 3 种基于植物细胞表达［52］，然而在植物中特有

的N-糖链五糖核心木糖修饰可能会对人群产生免

疫反应［53］。在结构免疫原病毒蛋白疫苗、减毒或

灭活病毒疫苗、重组载体疫苗和核酸疫苗等应对

COVID-19的4类疫苗中［54］，前两种疫苗中糖链来

源于多种培养体系，因此N-糖链不同形成的空间

位阻差异会影响抗原位点的遮蔽效果［55］，也会影

响对细胞摄取、蛋白水解过程、MHC提呈以及随

后的T细胞启动等［56-57］。

1.2 S蛋白的O-糖基化

O-糖基化是另一种常见于病毒蛋白上的糖基

化修饰，其核心结构多样。O-糖基化修饰多发于

丝氨酸或苏氨酸上，但无固定基序。通过生物信息

学方法可进行O-糖基化位点预测，但准确率相比

N-糖基化位点较低［58］。例如，有学者在COVID-19

大流行初期针对SARS-CoV-2的S蛋白进行O-糖基

化位点预测，认为673S、678T和686S极具有修饰

潜力，而 19T、22T、29T、250T和 349S的潜力较

高［59］。但是Hajahan等［44］仅鉴定出S1亚基的T323

和 S325 发生了 O-糖基化修饰，这些糖链结构以

Core-1 和 Core-2 类型的 O-糖链为主。这两个位点

位于RBD，因此该位置的O-糖基化可能在与ACE2

受体结合中发挥作用。随后越来越多工作指出S蛋

白存在丰富的O-糖基化修饰，例如Dong等［60］通

过 LC-MS/MS 鉴定出 26 个 O-糖基化位点和 33 种

O-糖链结构。目前O-糖基化修饰对冠状病毒中生

物学功能尚不明确，有研究指出，抑制O-糖链结

构修饰对结合ACE2影响较小，但可显著降低病毒

入侵细胞能力［61］。

O-糖基化修饰的发生也与宿主系统有关，

Bagdonaite等［62］通过建立的O-糖链分析技术比较

了 来 源 于 昆 虫 细 胞 系 （S2） 与 人 源 细 胞 系

（HEK293T） 表达 SARS-CoV-2 的 S 蛋白，发现共

25个O-糖基化位点。这些位点分布除在RBD上略

有差异外基本相同，例如仅人源细胞系来源的

T478发生了O-糖基化修饰。有意思的是，其中 16

个发生于已知N-糖基化位点中。他们解释这些O-

糖基化发生率较低，但可能会形成黏蛋白样结构域

以保护抗原表位或关键位点。Tian等［48］同样验证

HEK293T 来源 SARS-CoV-2 的 S 蛋白中 17 个 O-糖

基化位点有11个发生在N-糖基化位点1至3个氨基

酸附近（“N±1−3”），其中的 4 个位点发生了唾

液酸修饰 （T236、S659、T1076 和 T1077）。他们

通过定点突变验证N糖基化位点是这些O-糖基化

位点出现的先决条件，并将此现象称之为“O-

Follow-N”［48］。这些结论对拓展病毒的O-糖基化研

究有重要意义。

2 冠状病毒M蛋白的糖基化修饰

M蛋白是形成冠状病毒蛋白外壳的重要成分，

其长度为 200~250个氨基酸，如SARS-CoV-2的M

蛋白有 222 个氨基酸［63］。M 蛋白氨基酸相似性在

属间极低，属内相对较高。尽管在生物大分子蛋白

质数据库（protein data bank，PDB）中缺少M蛋白

相关完整的晶体结构，但生物学信息学分析指出其

包含 N 端胞外域、3 次跨膜区及较长的 C 端胞内

域［64-65］。M 蛋白招募其他结构蛋白进入 ERGIC，

并进一步控制子代颗粒组装和出芽［66］。M蛋白也

可能参与结合宿主细胞，例如HCoV-NL63的M蛋

白协同S蛋白参与结合含硫酸类肝素的蛋白多糖实

现宿主入侵［67］。

2.1 M蛋白的N-糖基化

目前发现0~4个潜在N-糖基化位点存在于各种

冠状病毒的M蛋白中。通常大多数M蛋白包含1个

N-糖基化位点（图2）；但 δ属的 HKU15-CoV未发

现相应位点［68］；HKU4-2-CoV 含有两个，N4 和

N20［69］； γ 属中部分 IBV 也含有两个， N3 和

N6［70］；3个位点多见于α属，例如PEDV（Porcine

epidemic diarrhea virus） 的 N3、N19 和 N189［71］，

HCoV-NL63 的 N3、N19 和 N188［72］，HCoV-229E

的 N5、N190 和 N207［73］；部分 HKU2-CoV 还含有

4 个 N- 糖 基 化 位 点 ， 如 N6、 N22、 N192 和

N235［74］。

SARS-CoV-2 的 M 蛋白 N5 是唯一的 N-糖基化

位点［59］，SARS-CoV中类似位置糖基化位点是N4，

多项研究结果显示该位点出现了复杂型N-糖链类

型。Voss等［75］通过对该位点进行缺失突变，发现

M蛋白的N-糖基化对于病毒的组装和感染是必不

可少的，若该位点缺失则影响子代颗粒的组装；然

而，Liang 等［76］通过定点突变与反向遗传学技术

发现，IBV中N3和N6糖基化位点缺失突变并不影

响病毒复制与子代颗粒组装，但会对病毒毒力产生

一定影响。
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2.2 M蛋白的O-糖基化

除N-糖基化修饰，MHV为代表的部分冠状病

毒也发现数目可变的 O-糖基化修饰［77］。De Haan

等［78-79］通过定点突变技术并观察表达产物的电泳

条带，分析发现T5可能是M蛋白中发生O-糖基化

修饰的位点，该糖链中包含N-乙酰半乳糖胺、半

乳糖和唾液酸等；而如果MHV中O-糖基化位点被

N-糖基化取代，会造成病毒颗粒重组的效率下降。

3 冠状病毒其他蛋白的糖基化修饰

冠状病毒N蛋白的结构保守且表达量丰富，通

过与 RNA 基因组形成螺旋状结构在病毒的感染、

复制和包装等过程中发挥作用。早期对冠状病毒N

蛋白研究表明，N蛋白是一种磷酸化蛋白［80-82］。近

来在SARS-CoV-2的N蛋白上发现 5个潜在的N-糖

基化位点 （N47、 N77、N192、N196 和 N269），

但利用O18同位素标记实验证实只有N47和N269出

现糖基化，而这两个位点分别以复杂型和高甘露糖

型 N-糖链占优势［83-84］；也有学者利用 LC-MS/MS

分析并证明 N 蛋白上发生 O-糖基化修饰的 T148、

T165、T166、T205、S206、T391 和 S404［85］。作

为参与组装和释放病毒颗粒的多功能 E 蛋白［36］，

Fig. 2 The glycosylation sites in S-protein of SARS-CoV-2
图2 SARS-CoV-2结构蛋白中N-糖基化位点分布

（a）S蛋白是呈倒锥状的高度糖基化三聚体蛋白；（b）S蛋白亚基可分为 NTD（紫色）、RBD（红色）、SD1（subdomain 1，次级结构1，蓝

色）、SD2 （绿色）、α螺旋束（橙色）、SD3 （青色）等主要结构单元，N-糖基化位点用黄色球形标注；（c） SARS-CoV-2的结构蛋白潜在

N-糖基化位点示意图。橙色与褐色区域分别代表二级结构中富含α螺旋和β片层结构的区域，虚线框为结构未知区域，N-糖基化位点用红色

三角表示。
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也可通过生物信息学预测出来N-糖基化位点的存

在，例如SARS-CoV-2的E蛋白中N48和N66都是

潜在的N-糖基化位点。然而多种迹象表面，E蛋白

未发生 N-糖基化修饰［42］。Lo Presti 等［59］还针对

SARS-CoV-2的3A蛋白进行O-糖基化分析预测出4

个潜在的O-糖基化位点，但未获得实验验证。

部分冠状病毒中还存在着HE蛋白，它与丙型

流感病毒等的 HE 蛋白功能相似。在包括 HCoV-

OC43、 HCoV-HKU1、 BCoVs （Bovine

coronaviruse）和MHV等的β冠状病毒属中，HE蛋

白也可通过与 S 蛋白相互作用结合含唾液酸

（N-acetyl-9-O-acetylneuraminic acid）的糖链实现入

侵宿主［86-88］。HE 蛋白长度为 420~440 个氨基酸，

生物信息学预测发现在多种冠状病毒中含 6~9 个

N-糖基化位点，例如MHV病毒的HE蛋白中N54、

N89、N104、N153、N236、N301、N316、N358

和N417均为潜在N-糖基化位点，而HE发生N-糖

基化修饰也可通过糖链切割前后的凝胶电泳证

明［89］。SARS-CoV和SARS-CoV-2的基因组中不含

HE基因，因此并无此蛋白质见诸报道［90］。

4 冠状病毒糖基化研究方法

4.1 生物信息学分析

生物信息学在针对冠状病毒所产生大数据的分

析和挖掘中发挥着重要作用。糖生物信息学

（glycobioinformatics）用于冠状病毒糖基化研究主

要包括：蛋白质序列比对与进化分析、糖基化位点

预测、结构生物信息学分析及质谱数据解析等，具

有快速、安全与前瞻性的特点，但对于预测分析结

果通常需要实验验证［91］。

针对糖基化位点在冠状病毒各糖蛋白的分布与

协同进化有助于了解糖基化修饰在病毒的生物学功

能。N-糖基化位点出现高度保守，因此预测软件

众多，而NetOGlyc-4.0在线服务等则可用于不保守

的O-糖基化位点预测［92］。近些年更是出现了通过

人工神经网络或人工智能对糖基化位点的预

测［93-94］。本文有关冠状病毒糖基化位点分析均涉及

上述糖生物信息学方法（图3）。

Fig. 3 The research methods in the glycosylation of Coronaviruses
图3 冠状病毒糖基化研究方法

病毒糖基化研究目前主要针对数据挖掘、基因改造和病毒糖蛋白等：数据挖掘是根据信息库数据进行氨基酸序列中潜在N-/O-糖基化位点预

测，或构建三维结构模型研究糖链分布及蛋白-糖链相互作用；针对已知糖基化位点设计缺失突变引物进行基因PCR扩增，将其连接载体后

进行细胞转染并筛选突变体，随后用于反向遗传学或假病毒包装等研究；病毒分离的糖蛋白可通过芯片或质谱技术分析糖链与糖链谱变

化。例如凝集素芯片技术可快速高通量对糖链谱检测，将荧光分子标记的病毒糖蛋白与凝集素芯片进行共同孵育，随后通过荧光扫描仪扫

描及数据分析糖链谱主要特征［97］；质谱分析通过质谱与其他技术联用的方式对生物酶或化学方法切除的病毒N-/O-糖链结构进行精确糖链

结构鉴定，例如病毒糖蛋白提取物通过PNGase蛋白酶对N-糖链切除，随后通过小孔径过滤装置进行N-糖链的分离及质谱鉴定［98］。



·546· 2022；49（3）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

由于糖蛋白纯化结晶用于X射线晶体衍射的技

术限制，PDB 收录的生物大分子晶体结构中不含

完整糖链结构。利用Glycosciences网站Glyprot在

线程序能够选择将不同类型N-糖链添加到N-糖基

化位点，从而揭示糖链对相关功能区的影响［95］；

GlyCAM网站的Glycoprotein Builder在线程序也具

有相同的功能，并且进一步实现了 O-糖链添加，

因此最早发布了糖基化修饰SARS-CoV-2的S蛋白

三维结构并用于与其他分子相互作用研究［96］。

4.2 质谱分析法

质谱分析方法具有高灵敏度和分辨率，成为分

析冠状病毒糖蛋白糖链结构的常规操作工具［99-100］。

针对病毒糖基化分析，核心的问题就是糖基化位点

鉴定与糖链结构解析。基于基质辅助激光解吸电离

（matrix assisted laser desorption ionization，

MALDI） 和电喷雾电离 （electrospray ionization，

ESI）等质谱分析是现代糖组学中最常用工具之一。

4.2.1 质谱分析N-糖基化

糖苷酶PNGase F被用于释放糖蛋白/糖肽上的

N-糖链，并使肽段产生0.98 u分子质量的增加；另

外 Endo D/F/H三种内切糖苷酶均可将 N-五糖核心

两个GlcNAc之间的糖苷键断开，使肽段上增加了

203 u或349 u的质量标签，因此可作为质谱鉴定糖

基化位点的标志［101］。使用肼解法以释放 N-糖链也

是一种化学法去糖链策略［102］。

针对冠状病毒S蛋白、M蛋白或HE蛋白N-糖

链鉴定大多采用类似的操作流程：蛋白质分离纯

化、酶切成糖肽片段、糖苷酶切除N-糖链、糖链

富集与纯化和MALDI-MS等质谱鉴定［103］。这些操

作策略早在多种冠状病毒N-糖基化中展开，例如

IBV［104］ 、 MERS-CoV［35］ 、 HCoV-HKU1［105］ 和

SARS-CoV-2等［106-108］。

4.2.2 质谱分析O-糖基化

由于O-糖链的结构简单多变、缺乏保守序列

模式且没有合适的酶切方法，所以大多数病毒缺失

O-糖基化报道。O-糖链的切除通常采用以高碘酸

氧化-β消除法等为主的化学法［109］。针对糖蛋白

O-糖基化分析依然采取蛋白质分离、酶解、糖肽

富集和质谱鉴定等操作思路。基于部分凝集素对

O-糖链的亲和力进行分离是最新出现的O-糖蛋白

分离/糖肽富集方法，其中VVA、PNA和 Jacalin等

都是可选凝集素［110-111］。对于O-糖链的富集与处理

一直在改进之中，例如Zhang等［112-113］报道了基于

PVDF膜在 96孔板平台的细胞样本糖链处理方法，

释放的糖链无须染色或衍生便可用多孔石墨化碳纳

米液相色谱 （porous graphitized carbon nano-liquid

chromatography）串联质谱法分析糖链结构。他们

针对 CHO 和 HEK293 细胞系表达 SARS-CoV-2 的

RBD 进行 O-糖链分析，同样发现 T323 和 S325 中

以 O-糖基化多以Core-1 和 Core-2 型为主。还有学

者将O-糖链末端通过ST3GAL1糖基转移酶标记带

荧光的唾液酸，随后采用胰蛋白酶水解等方法研究

糖链指纹图谱。他们发现SF2和HEK293细胞系表

达RBD分别以Core-1和Core-2糖链结构为主［114］。

4.3 生物芯片法分析

以凝集素和糖芯片为代表的生物芯片被广泛应

用于病毒糖生物学研究。利用凝集素（或称糖结合

蛋白）对糖链结构具有不同特异性和亲和力结合差

异的特性，可联合数种凝集素推断SARS-CoV-2的

S蛋白糖链基本特征［115］，也可将几十种凝集素点

制在一张片基，以实现高通量快速地分析样本糖链

谱（图3）［116］。由于凝集素芯片可以分析糖苷键的

连接方式，具备质谱技术暂时无法达到优点，因此

经常用于联合质谱技术分析糖链结构［117-118］。

糖链分子作为病毒膜蛋白的结合靶标已在多种

病毒中获得报道，而特异性糖链分布往往与病毒感

染宿主的范围密切相关，因此糖芯片技术通过将各

种糖链点制在片基上用于快速筛选病毒蛋白潜在的

糖链结合特异性。例如，针对流感病毒HA的糖芯

片分析，通过比较对α-2,6唾液酸结构与α-2,3唾液

酸结构的结合差异评估其宿主特异性［119］，类似的

工作也在 BCoV 的研究中进行［120］。针对 MERS-

CoV的S蛋白进行糖芯片分析，发现其具有较强唾

液酸结合能力，尤其是对 α-2,3 唾液酸糖链［121］。

Hao等［122］则制备了包含有多种在糖胺聚糖中常见

的糖链结构，证实SARS-CoV-2的S蛋白也存在着

对硫酸肝素的高度亲和能力。Heidepriem等［123］则

通过糖芯片分析愈后血清中SARS-CoV-2产生抗体

的糖链结合能力，反向推断出SARS-CoV-2中存在

大量高甘露糖的N-糖链。此外糖组学研究的门户

网站 CFG （Consortium for Functional Glycomics）

也提供了商品化的糖芯片并在 γ属的火鸡冠状病

毒 、 珍 珠 鸡 冠 状 病 毒 及 鹌 鹑 冠 状 病 毒 得 到

应用［124］。

4.4 定点敲除糖基化位点分析

定点突变在病毒蛋白糖基化功能研究方面充当

着重要角色，将核苷酸序列进行突变，从而造成糖

基化位点的缺失或添加［125］。 Han 等［126］ 针对
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SARS-CoV-2 的 S 蛋白 N-糖基化位点进行突变缺

失，发现其中 7 个位点 （N109、 N118、 N119、

N158、N227、N589和N699）对于与ACE2相互作

用有重要影响，其中N227和N699增强了病毒的传

播能力。Bouwman 等［127-128］ 通过对 IBV 的 S 蛋白

RBD区域附近N-糖基化位点进行突变、反向遗传

学操作和ELISA法测定，最后发现5个N-糖基化位

点缺失会造成对 α-2,3唾液酸结合能力的丧失，部

分位点变化还会导致结合其他糖链的能力。假病毒

包装技术也应用于膜蛋白的定点突变研究，Li

等［129］利用假病毒技术构建了一系列 SARS-CoV-2

病毒S蛋白糖基化位点缺失突变体，用以研究一组

中和抗体和恢复期病人血清。他们发现 N331 和

N343糖基化位点缺失显著降低了感染性，N234缺

失对显著提高病毒对中和抗体的拮抗能力而N165

缺失增强了对抗体的敏感性。总之定点突变技术在

病毒糖基化的应用较为成熟，在疫苗和抗体的开发

中已得到广泛应用。

5 总结与展望

当下肆虐的新冠病毒引起了全球对冠状病毒的

关注，针对病毒相关研究和探讨也在不断展开和深

入。糖基化修饰在病毒入侵与离开宿主细胞、引发

免疫反应以及针对病毒的检测与治疗等几乎所有环

节均发挥不同作用。本文通过归纳冠状病毒中S蛋

白和 M 蛋白等糖蛋白中糖基化修饰位点的分布、

糖链结构和相关功能等，促进了对糖基化修饰在病

毒的认知；对诸如糖生物信息学、生物芯片、质谱

解析等糖生物学相关技术进行的总结提供了从糖生

物学角度研究冠状病毒的方法。这些内容将提高糖

基化在冠状病毒的病原学、流行病学和传染机制等

领域的重视程度，推动冠状病毒相关的感染、传

播、诊断、治疗和预防等研究工作，为尽早结束新

冠大流行提供支持。
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New Progress of Glycosylation in Coronaviruses*

HUI Zi-Ye, YU Han-Jie, SHU Jian, REN Xia-Meng, CHEN Wen-Tian**

(Laboratory for Functional Glycomics, College of Life Sciences, Northwest University, Xi’an 710069, China)

Abstract The coronaviruses (CoVs), which are a family of positive-strand RNA viruses, infect the mammals

and birds. Seven CoVs are responsible for human-to-human transmission, especially the SARS-CoV-2, thereby

posing a daunting challenge to global public health security. As the most common modification in viral

glycoproteins, glycosylation plays the crucial role in host recognition, immunity avoidance, virus replication,

assembly and transmission. In this review, we summarized and discussed the latest studies about glycosylation in

coronaviridae members. Focused on the spike protein, nearly one hundred of N/O-glycosyltion sites have been

reported. The N-glycans from spike protein are dominated by the high-mannose and complex-type, while the

O-glycosylation is rather complicated. Significantly, it is known that the viral glycosylation depend on host cells,

thus the glycan pattern of the produced recombinant viral glycoproteins might be different from that of native

viral proteins, which represent a crucial determinant for vaccine design. The latest results based on bioinformatics,

biochip, mass spectrography and genetic technology facilitate the overall perspective for glycosylation

researching in CoVs. By summarizing the distribution of glycosylation sites, the structure of glycans, the

biological functions and the research technologies, this review will help promote diagnosis, treatment and vaccine

development related to coronaviruses.
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