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糖链的生物质谱分析
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摘　要：糖链是重要的生物信息分子，在许多生理和病理过程中都发挥着独特作用。糖链结构非常复杂，

具有微观不均一性，其分析和结构解析一直是糖生物学研究的瓶颈。质谱具有灵敏度高、可获得多种结构

信息和适于分析混合物等优点，是糖链定性定量分析的一种理想手段。电喷雾电离质谱和基质辅助激光解

析电离质谱两大生物质谱技术已被广泛应用于糖链的相对分子质量指纹谱分析、序列和连接方式测定及相

对定量分析。对近年来以质谱为主要分析手段的糖链分析方法研究进展做一综述。
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Glycan analysis by biological mass spectrometry
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(Educational Ministry Key Laboratory of Resource Biology and Biotechnology in Western China, Life Sciences College, 
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Abstract: As a group of bioinformation molecules, glycans play significant roles in many physiological and 
pathological processes. Due to their structural complexity and microheterogeneity, analysis and structural 
characterization of glycans are the bottleneck of glycobiology research. Mass spectrometry, which has advantages in 
the ability to minimize sample consumption, obtain diverse structural information, and analyse mixtures, is an ideal 
device for qualitation and quantitation of glycans. The two biological mass spectrometry technologies, electrospray 
ionization mass spectrometry (ESI-MS) and matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry 
(MALDI-MS), have been widely used in the analysis of glycan molecular mass fingerprint, sequence, linkage, and 
relative quantitation. This article summarizes the recent progress in the methodology investigation of glycan 
analysis using mass spectrometry as a fundamental analysing instrument.
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糖类物质作为信息分子在免疫
[1]
、受精

[2]
、发

育分化
[3]
等许多生命活动中发挥着重要作用。与核

酸和蛋白质相比，糖类物质结构更为复杂，糖链不

仅具有单糖组成和序列信息，而且包括单糖残基环

的大小、手性、连接方式和异头物构型等立体化学

结构。此外，糖链还具有微观不均一性，并且常以

糖蛋白、蛋白聚糖和糖脂等糖复合物的形式存在于

生物体中，要分离得到结构完全一致的生物糖链样

品十分困难。因此，传统的色谱、电泳、核磁共振

等分析技术在糖链分析和结构研究上有局限性，分

析手段成为制约整个糖类研究领域发展的瓶颈。随

着 20 世纪 80 年代生物质谱技术的出现，糖类研究

进入了快速发展的时期。生物质谱以其软电离、高

灵敏度、高分辨率、宽相对分子质量检测范围和高

通量等特点，很好地解决了高极性、难挥发、热不

稳定的生物大分子的分析难题，已成为蛋白质和糖
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链研究中最重要的分析手段之一，有力促进了生物

组学的发展。

近年来，糖链的分析研究取得了不少进展。以

质谱为分析平台，糖链的释放和衍生化等样品制备

方法不断得到丰富和改进，糖链的各种分析策略相

继建立起来，大量生物糖链结构得到解析。本文主

要对糖链的定性定量分析方法及质谱技术在糖链分

析中的应用进展做一分析和总结。

1　质谱技术的发展及其在糖链分析中的应用

质谱 (mass spectrometry, MS) 的基本原理是使

分子或原子等粒子在离子源中发生电离，然后在加

速电场的作用下让所产生的离子进入质量分析器，

利用电场和磁场使各种离子按质荷比的差异发生色

散和聚焦，从而确定其质量。1912 年，英国物理学

家约瑟夫 · 约翰 · 汤姆逊 (Joseph John Thomson) 建
成了一种能够分离同位素并测定其质量的阳射线气

体放电装置，这一装置可以认为是最原始的质谱仪。

早期的质谱主要用于元素及同位素质量的测定，英

国物理学家弗朗西斯 · 威廉 · 阿斯顿 (Francis Willian 
Aston) 因制成世界上第一台高效能质谱仪并用质谱

法精确测定多种同位素质量而获得 1922 年诺贝尔

化学奖。二战期间，质谱技术在美国原子弹制造计

划中用于研究
235U。由于离子源和质量检测器的不

断改进，从 20 世纪 40 年代开始，质谱广泛用于有

机物质分析，特别是气相色谱 - 质谱联用 (gas 
chromatography-mass spectrometry, GC-MS) 技 术 实

现了对复杂混合物的分析和鉴定。60 年代到 80 年

代初，出现了场解析 (field desorption, FD)、等离子

体解析 (plasm desorption, PD)、快速原子轰击 (fast 
atom bombardment, FAB) 和热喷雾 (thermospray, TS)
等离子化技术，使得质谱分析的相对分子质量范围

达到了几千道尔顿 (Da)，分析对象也扩展到了极性

较大的生物分子。但是，这些技术仍然难以同时在

准分子离子百分比、离子流稳定性、质量范围及准

确性等方面达到核酸、蛋白质和糖类等生物大分子

分析的要求。80 年代中期以后，电喷雾电离
[4]

(electrospray ionization, ESI) 和基质辅助激光解析电

离
[5](matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)

两大软电离技术相继出现，它们可以使蛋白质、核

酸和聚糖这样高极性、难挥发、热不稳定、质量可

高达几十万的生物大分子高效、持续、稳定地生成

准分子离子，因此与离子阱 (ion trap, IT)、三重串

联四极杆 (triple quadrupole, QQQ)、飞行时间 (time 

of flight, TOF) 和傅里叶变换离子回旋共振 (Fourier 
transform ion cyclotron resonance, FTICR) 等高性

能质量分析器串联后，可以实现生物大分子的级联

质谱分析、定量分析和相对分子质量测定，并且

检出限可达到皮摩尔级甚至更低。而且，电喷雾

电离质谱 (ESI-MS) 还可与高效液相色谱 (high 
performance liquid chro-matography, HPLC) 串联组成

液质联用仪 (liquid chromatography-mass spectrometry, 
LC-MS)，用于复杂生物样品混合物的分析。ESI-
MS 和 MALDI-MS 这类适于分析生物大分子的质谱

系统统称为生物质谱 (biological mass spectrometry)。
快原子轰击质谱 (FAB-MS) 是最早被引入到糖

链分析领域的质谱技术，它使用氩或氙等高能粒子

照射液态基质中的样品分子而使之蒸发和电离，操

作简便，信号稳定。但是，其缺点是离子源会导致

部分糖链解离成分子碎片，准分子离子产率比较低，

样品性质对信号强度影响显著。与 FAB-MS 相比，

ESI-MS 和 MALDI-MS 在离子化时能量更低，可以

使样品中各种分子更高效地产生完整的准分子离

子，灵敏度更高，分子质量范围更宽，适合各种微

量糖链或其衍生物样品的分析。因此，ESI-MS 和

MALDI-MS 已经取代 FAB-MS 成为糖链分析的主

要工具。值得一提的是，MALDI-TOF 具有无与伦

比的灵敏度和分子质量检测范围，而且 TOF/TOF
还可进行二级裂解，因而它是进行生物糖链相对分

子质量指纹谱及序列分析的有力工具。ESI-MS 常

用 IT 作为质量分析器，具有全扫描和选择离子扫

描功能，而且还可以利用其离子储存技术对任一质

量离子进行碰撞解离，以实现二级质谱 (MS/MS)
与多级质谱 (MSn) 分析，适用于糖链序列及连接方

式的研究。IT 分析的质荷比上限一般不超过 6 000，
但因为 ESI 中产生的准分子离子具有多电荷现象，

使得质量检测范围成倍增加，所以 ESI-MS 也同样

可以对相对分子质量上万的高分子糖链进行分析鉴

定。此外，HPLC-ESI-MS 还可对组分更为复杂的

糖链样品进行在线分离分析。对于糖链的连接方式

等复杂结构，还可以结合甲基化等衍生化方法及

GC-MS 进行分析。

2　质谱分析糖链的策略

糖链的定性定量分析与结构解析是糖链构效关

系研究的基础，因而在糖生物学中占有重要地位。

生物糖链包括糖蛋白糖链、糖脂糖链和游离糖链等，

而单一生物体中的一整套糖链或特定生物样品中的
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某一套糖链又称为一个糖组，对生物糖组的产生、

变化及作用机理的研究则称为糖组学
[6]
。只有首先

在结构和数量上将各种糖链明确地区分开来，才能

进一步确定它们的产生、变化及生物学功能，因此

这里以糖蛋白糖链为例进行探讨，要进行糖链分析，

就必然要求在研究策略和方法上不断创新和完善。

近年来，各种以质谱为分析手段的糖生物学方法学

的发展为糖链研究奠定了基础。从目前的研究来看，

质谱分析糖蛋白糖链一般有两种策略，一种是糖蛋

白组学分析策略，另一种是糖组学分析策略，其过

程如图 1 所示。

糖蛋白组学分析策略，是利用蛋白酶或化学方

法将糖蛋白样品降解成相对分子质量较小的糖肽，

然后对糖肽进行在线 LC-ESI-MS/MS 分析或离线

HPLC 分离及 ESI-MSn
或 MALDI-TOF/TOF 分析，

或者直接对糖蛋白进行质谱分析。这一策略主要用

于确定糖蛋白的糖基化位点和糖基化程度，但也可

以用来分析和鉴定糖链。我们用这种策略建立了一

种以非特异性酶链蛋白酶 (Pronase E) 从糖蛋白上释

放 N- 糖链的方法，得到了只带一个天冬氨酸 (Asn)
的 N- 糖链，称之为糖氨酸，然后用 9- 氯甲酸芴甲

酯 (Fmoc-Cl) 对糖氨酸进行衍生化，并对衍生产物

进行了 HPLC-ESI-MS 分析，取得了很好的效果
[7]
。

糖组学分析策略，则是以游离糖链为分析对象，

从而实现质谱对生物糖链的相对分子质量指纹谱扫

描及序列结构分析。这种策略需要首先用解离方法

将糖链从细胞系、免疫沉淀物、组织提取物或者体

液等生物样品中糖蛋白的肽链上解离下来，然后对

解离后的游离糖链群体进行富集纯化，并根据分析

的需要，选择特定的衍生化方法对其进行衍生化，

最终在不同结构水平上对这些糖链衍生物进行质谱

分析。如果只是为了确定样品中各种糖链的相对分

子质量，以获得样品中糖链群体的总体分布特征，

那么，既可以直接以 ESI-MS 或 MALDI-MS 对富

集纯化获得的糖链样品进行相对分子质量检测而得

到糖链混合物的相对分子质量指纹谱，又可以将糖

链经过常规的衍生化之后进行相对分子质量指纹谱

扫描。其中，衍生化可以提高质谱对糖链检测的灵

敏度。如果要确定各种糖链的序列，则需要对糖链

样品进行甲基化并进行 MS/MS 和 MSn
分析。如果

要对糖链进行相对定量，以确定不同来源的同种糖

链之间的丰度比，就需要用同位素试剂对不同糖链

样品进行标记，然后将它们按一定比例混合并进行

QQQ-MS 或 FTICR-MS 分析。这类定量方法可以用

来比较不同糖组在糖链种类及相对丰度方面的异

同，对寻找疾病的糖链生物标志物及研究糖链功能

具有重要意义。如果要确定样品中各种糖链的绝对

含量，则可以用带发色基团的衍生化试剂对糖链样

图1  质谱分析糖链的策略
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品进行衍生化，然后以 HPLC-ESI-MS/MS 进行分

析。如果要确定糖链内部单糖间的连接方式，则需

要进行 MSn
分析，或者将糖链全甲基化之后进行

GC-MS 分析。GC-MS 配置的电子轰击 (electron 
impact, EI) 或 化 学 离 子 化 (chemical ionization, 
CI) 等离子源可以使 GC 分离后的各种糖链衍生物

分别得到高效裂解，依据糖链分子裂解规律对碎片

离子产生的质谱信号进行分析，就可以确定糖苷键

的类型。运用糖组学策略分析糖链的典型例子就是

最近对人血浆 N- 糖组的研究，首先采用酶法将所

有 N- 糖链从人全血浆糖蛋白上解离下来，然后以

C18 小柱和石墨碳固相萃取小柱对糖链进行纯化和

富集，得到的糖链经过常规的还原和甲基化，最终

用于 ESI-MS 及 MSn
分析，从而确定了人血浆 106

种 N- 连接糖链的单糖组成及其序列结构
[8]
。我们

也建立了一种用五氘代苯胺标记糖链进行相对定量

的方法，并以 ESI-MS 实现了对人乳和牛奶还原性

游离糖链的比较分析
[9]( 图 2)。

无论是糖蛋白组学分析策略还是糖组学分析策

略，都为生物糖链研究提供了一般的模式和思路。

如果说糖蛋白组学分析策略是对蛋白质糖基化现象

进行初步探索的话，那么糖组学分析策略则是对糖

蛋白糖链部分进行专门、深入的研究。由此可见，

蛋白质组学与糖生物学之间具有密切联系。不过，

这两种策略对糖生物学研究都不可或缺，它们互为

补充，各有侧重，糖蛋白组学分析策略常用来确定

蛋白质糖基化位点及糖基化程度，而糖链结构和数

量方面的问题则需要糖组学分析策略来解答。

3　糖链的释放

哺乳动物中 50% 以上的蛋白质都是糖基化蛋

白。在这些糖蛋白中，糖链的还原端以 N- 糖肽键

连接到肽链的天冬酰胺 (Asn) 残基上，或以 O- 糖
肽键连接到肽链的丝氨酸 (Ser) 或苏氨酸 (Thr) 残基

上。要对这些 N- 连接或 O- 连接糖链进行分析，一

般首先需要将它们从高相对分子质量的糖蛋白肽链

上释放出来。在糖链的定性定量分析和结构解析中，

糖链释放的质量好坏和效率高低都至关重要。因此，

糖链释放方法就成为糖生物学方法学中一项很重要

的研究内容。释放糖链主要有酶法和化学法两大类。

糖肽酶或内切糖苷酶可以相应实现糖肽键或

糖苷键的选择性切割，因此被用来释放糖蛋白糖

链。对于 N- 糖链，最常使用的酶是肽 N- 糖苷酶

F(PNGase F)，它特异性切割连在天冬酰胺残基上的

N- 糖肽键，可以得到完整并且带有还原端醛基的高

甘露糖型、复杂型和杂合型的 N- 连接糖链，但核

心 N- 乙酰葡萄糖胺 (GlcNAc) 被 α 3- 岩藻糖基化的

N- 糖链除外。肽 N- 糖苷酶 A(PNGase A) 也是一种

非常有用的酶，它除了具有 PNGase F 的所有水解

活性外，还可以切除核心 GlcNAc 被 α 3- 岩藻糖基

化的复杂型 N- 糖链。常见的内切糖苷酶如 Endo H、 
Endo F1、 Endo F2 和 Endo F3 因只切割某些特定类

型的 N- 糖链而常被配合使用，以研究 N- 糖链的某

些结构。此外，非特异性的蛋白水解酶如胰蛋白酶

和链酶蛋白酶 (Pronase E) 等也可以用来释放 N- 糖
链，通过控制酶量和反应时间，可以将糖蛋白水解

注：人乳糖链以常规苯胺进行标记(红色)；牛奶以五氘代苯胺进行标记(蓝色)
图2  人乳和牛奶中还原性游离寡糖链群体的相对定量分析

[9]
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为低相对分子质量的糖肽乃至只带一个氨基酸的糖

氨酸
[10]
。对于 O- 糖链，由于缺乏广谱的 O- 糖肽

酶和内切糖苷酶，所以目前普遍采用化学方法进行

解离。

β- 消除法是解离 O- 糖链的常规方法，它利用

氢氧化钠 (NaOH)、氨水、有机碱等提供的碱性环

境使糖蛋白发生 β- 消去反应而使 O- 糖链从肽链上

解离下来。由于还原性糖链在碱性介质中会发生降

解，因此常在反应体系中加入硼氢化钠 (NaBH4) 等
还原剂，使解离下来的糖链还原端醛基转化为对碱

稳定的醇羟基，这类方法称为还原性 β- 消除
[11]
。

但是，这一还原过程也使得糖链由于失去活性羰基

而难以进行常规的还原端衍生化。为此，许多研究

者对传统的还原性解离方法进行改进，建立了一系

列非还原性解离方法，如肼解法
[12]
、水合肼解离

[13]
、

有机碱解离
[14]
、碳酸铵 / 氨水解离

[15]
和在线流动

系统解离
[16]

等。这些方法虽然都可以获得还原性

糖链，但也都存在着一个共同的缺点，即由于解离

效率低下或发生副反应等原因使得具有研究价值的

糖链产率较低。最近，本实验室建立了一种 O- 糖
链的非还原性解离与 1- 苯基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮

(PMP) 标记同时进行的新方法，此方法在同一个反

应体系中同时完成了 O- 糖链的 β- 消除解离和发色

试剂衍生化两个重要步骤，既可以避免糖链在碱性

环境中发生降解，又为后续的检测分析提供了便利，

因此在 O- 糖链分析中具有较大的应用价值。

4　糖链的衍生化

糖链分子中有多个羟基，极性很大，很难直接

用反相高效液相色谱 (reverse phase-high performance 
liquid chromatography, RP-HPLC) 和气相色谱 (GC)
等方法进行分析，也不利于 MS 分析。而且，糖链

自身不带发色基团，无法直接用常规的紫外检测器

进行检测。因此，在进行糖链分析之前，有必要用

衍生化的方法对其结构进行一定程度的修饰和改

造，以降低其极性或者引入发色基团。依据糖链参

加反应化学基团的不同，糖链的衍生化方法可以分

为两类，一类是羟基上的衍生化，另一类是还原端

羰基上的衍生化。

为了降低糖链分子的极性，需要用疏水基团将

其所有亲水性的羟基封闭起来，最常用的方法是全

甲基化和全乙酰化。全甲基化是在碱性条件下利用

碘甲烷等试剂提供的甲基对糖链上的所有羟基氢进

行取代，使羟基转化为甲醚基。全乙酰化是用乙酸

酐或乙酰氯等试剂提供的乙酰基取代糖链上所有的

羟基氢，最终生成酯类结构。它们的衍生产物都易

于气化和裂解，便于 GC、GC-MS 和 MSn
的分析。

其中，全甲基化对糖链结构分析十分重要，不仅可

以提高糖链在 MS 检测中的灵敏度，还可以简化糖

链分子在 MS/MS 和 MSn
中的裂解过程

[17-18]
。而全

乙酰化则常用于糖链的 GC 分析。通常情况下，全

甲基化和全乙酰化反应体系中都应保持无水，否则

会导致反应不完全而影响分析结果。为了使反应更

加快速并且容易操作，一些学者还发展了水相甲基

化
[19]

和固相甲基化方法
[20]
。

为了使糖链带上发色基团或疏水基团，增强其

电离特性，便于紫外检测器检测及 RP-HPLC、毛

细管电泳 (CE)、MS 分析，一般都需要利用糖链还

原端活性羰基进行衍生化。最常使用的衍生化方法

是还原氨化法，所用的衍生化试剂都带有一个活性

伯氨基或肼基，可在酸催化的条件下与糖链还原端

自由醛基缩合生成希夫碱 (Schiff base)，而希夫碱

的双键最终被硼氢氰化钠 (NaBH3CN) 还原为稳定

的单键。此类衍生化试剂最多，包括常见的 2- 氨
基吡啶 (2-AP)、对氨基苯甲酸乙酯 (ABEE)、1- 氨
基芘 -3,6,8- 三磺酸 (APTS)、8- 氨基萘 -1,3,6- 三磺

酸 (ANTS) 和 2- 氨基苯甲酸 (2-AA) 等等
[21]
。将一

种新的衍生化试剂 3- 氨基 -9- 乙基咔唑 (AEC) 运用

到单糖及寡糖的分析中，取得了很好的效果
[22-23]

。

如果衍生化试剂带有苯环等发色基团，那么衍生产

物可用光电二极管阵列 (photodiode array, PDA) 等
常规检测器进行检测。若用荧光试剂对糖链进行衍

生，则产物可用于凝集素芯片分析。如果除了参加

衍生化反应的氨基或肼基外衍生试剂还带有其它质

子受体或供体基团，则其糖链衍生产物将更易带上

电荷，MS 分析的灵敏度将会提高，CE 分离的效果

也将得到增强。而且，衍生化试剂大多都具有一定

的疏水性，其糖链衍生产物在 RP-HPLC 反相柱中

也更容易得到分离。此外，米歇尔加成 (Michael 
addition) 也是一类重要的衍生化方法，衍生试剂独

特的活性亚甲基可以在稀碱溶液中失去一个质子而

形成碳负离子，进而与糖链还原端醛基发生亲核反

应而生成糖链衍生产物，反应条件比较温和，可以

避免糖链在酸性条件下丢失唾液酸。典型的衍生化

试剂是 1-苯基 -3-甲基 -5-吡唑啉酮
[24](PMP)和 1-(对 -

甲氧基 )苯基 -3-甲基 -5-吡唑啉酮
[25](PMPMP)，尤其

是 PMP 被广泛用于单糖及寡糖的分析。Zhang 等
[26]

也合成了一种结构类似的试剂 1-( 对 - 异丙基 ) 苯



生命科学 第23卷574

基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮 (PPMP)，成功建立了其对

单糖的衍生化及 HPLC-ESI-MS/MS 分析方法，并

在螺旋藻多糖 SPPB-1 的单糖组成分析中取得了很

好的应用效果。可以预料，PPMP 在寡糖的分析中

也应具有一定的应用潜力。在糖链分析中，还有一

些其它类型的衍生化方法，由于在以前的文章
[27]

中作过总结，所以此处不再赘述。

5　糖链序列结构分析

解析糖链结构，以阐明其单糖组成、序列及连

接方式等信息，是糖链分析的关键环节，也是难点

所在。目前普遍采用 MS/MS、MSn
和 GC-MS 等手

段来分析糖链结构，其原理是用一定方法使糖链

分子或其准分子离子发生裂解，利用所产生的碎

片离子在质谱中的质荷比信号来推断糖链的各种

结构特征。糖链裂解可采用碰撞诱导解离 (collision 
induced dissociation, CID)、源后衰变 (post-source decay, 
PSD) 和电子分离解离 (electron detachment dissociation, 
EDD) 等多种不同的方式，但它们对同一种糖链所产

生的碎片离子图谱却十分相似，主要区别仅限于离

子类型 ([M+H]+
、[M+Na]+

、等等 )、离子化过程中

所施加的能量大小以及碎片离子信号持续的时间长

短等方面
[17]
。可见，糖链的裂解可能有着某些内在

的规律性。

在质谱分析糖链结构方面，Domon 和 Costello[28]

提出的糖链穿环裂解碎片命名方法被广泛使用，它

比较系统地总结了糖链在 MS/MS、MSn
和 GC-MS

中碎片化的一般方式。糖链的断裂方式可以分为两

类：一类是两个糖环之间糖苷键的断裂，另一类是

糖链中糖环的裂解。如图 3 所示，糖链中糖苷键的

O 左边的键断裂后非还原端部分的糖链用 B 表示，

还原端部分用 Y 表示；糖苷键的 O 右边的键断裂

后非还原端部分的糖链用 C 表示，还原端部分用 Z
表示。这些字母右下角标注的阿拉伯数字表示发生

断裂的糖苷键在糖链中所处的位置，如 B1、B2、

B3……Bi、Y1、Y2、Y3……Yi。糖环上任意两个键

断裂叫做穿环裂解。糖链发生穿环裂解后，非还原

端部分用 A 表示，还原端部分用 X 表示，其右下

角的阿拉伯数字表示发生穿环裂解的糖环在糖链中

的位置。每个糖环中 O 原子和异头碳之间的键记为

0 号键，从异头碳开始，顺时针方向上各键依次记

为 1、2、3、4、5。穿环裂解中发生断裂的两个键

的序号标注在 A 和 X 的左上角，序号之间用“，”

号隔开。例如，
2,4X1 表示从还原端开始第二个糖环

上的 2 号键和 4 号键断裂后糖链的还原端部分；而
2,5A3 表示从非还原端开始第三个糖环上的 2 号键和

5号键断裂后糖链的非还原端部分。糖链的分枝用α、
β、γ 等希腊字母加以区别，其中 α 代表最大的支链，

例如 C2α 表示糖链中最大的支链从非还原端开始第

二个糖苷键上的 O 原子与第三个糖环之间的连键发

生断裂后的非还原端部分。有学者认为，糖苷键断

裂是由电荷诱导的，而穿环裂解则是与电荷无关的

过程
[17]
。从能量上看，穿环裂解比糖苷键断裂更难

发生。但是，在一定程度上，糖链发生穿环裂解越多，

得到的糖链结构信息就越丰富。因此，在糖链分析

中应根据不同的结构研究层次 ( 相对分子质量指纹

谱、序列、连接方式等 ) 有针对性地选择糖链分子

的裂解程度及裂解类型。在生物质谱的 MS/MS 分

析中，只能以准分子离子为母离子进行二级裂解，

得到的结构信息较为有限，所以 MS/MS 常用于糖

链的序列分析。而在 MSn
分析中，可以进一步选择

准分子离子裂解的碎片作为母离子进行逐级裂解，

从而可以得到更为详细的分子碎片结构信息，所以

MSn
是一种糖链结构完全解析的手段。GC-MS 也

可以使糖链甲基化产物得到较为充分的裂解，一般

用于分析糖链的连接方式。

对糖链的质谱数据进行解释和归属，是一个重

要而复杂的过程。将 MS、MS/MS 及 MSn
分析得

到的质荷比数据转化为糖链结构信息，不仅要考虑

到糖链归属结果与质谱检测数据的匹配程度，而且

还涉及生物合成糖链的过程和规律。为了利用计算

机技术实现对糖链质谱数据的自动化注解，研究者

开发了许多专用软件工具，如 GlycosidIQ[29]
、Car-

toonist[30]
、Oscar[31]

、GLYCH[32]
等。这些工具大体

上可以分为三类，即与数据库糖链数据进行比对的

注解软件、依据相对分子质量推断糖链单糖组成的

注解软件和针对糖链级联质谱数据的注解软件，它

们都可以快速完成对糖链质谱数据的自动化归属。

但是，每种注解工具都有各自的局限性和适用范围，

所以在使用这些软件之前应充分了解其算法特点，

并且应对其归属结果进行最终的人工筛选和确认。

近几年也出现了一些较新的软件，其中 Glyco-
Workbench[33]

是一种对糖链结构分析很有用的半自

动化注解工具，它不但可以完成对糖链结构的图形

化定义，模拟生成理论上可能产生的所有糖链碎片

类型，还可以通过所定义糖链的理论碎片与实际获

得的糖链 MSn
数据之间的比对实现对糖链结构的归

属。如果分析的是糖肽，则可以使用 GlycoPep DB[34]
。
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6　质谱在糖链分析中的应用现状及趋势

过去二十多年里，质谱技术的革新和应用为糖

链分析和结构解析取得突破带来了希望，有力推动

了糖生物学方法学的进步。在糖链分析中，质谱既

可以获得糖链样品的相对分子质量指纹谱，又可以

结合稳定同位素标记进行糖链的相对定量分析，还

可以与色谱联用进行糖链样品的定性定量分析。在

糖链结构解析中，质谱既可以用来测定糖链的序列，

也可以分析糖链的连接方式。随着质谱的普及和应

用，糖链的释放和衍生化方法得到不断改进，多种

生物糖链得到分析
[35-39]

。而且，目前质谱在糖链分

析中的应用还表现出几个发展趋势：糖链的释放、

衍生化及质谱分析向自动化、一体化、高通量化发

展，日本学者特别重视这方面的研究
[40]

；糖链结

构分析具有朝 MSn
完全解析糖链结构方向发展的

趋势
[8]
；生物质谱越来越多地用于疾病糖类标志物

的发现及糖链相关疾病机理的研究，从而为疾病诊

断和治疗提供帮助
[41-44]

。但同时也应看到，目前糖

类研究仍然落后于核酸和蛋白质研究，糖链的定性、

定量及构效关系等方面还有很多关键技术尚待突破。
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