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摘要 糖基化是蛋白质翻译后修饰中最为多样和复杂的类型之一, 具有广泛且重要的生物学功能. 作为研究蛋白 

质糖基化修饰的核心领域, 糖蛋白质组学, 尤其是位点特异性糖基化蛋白质组学研究, 能够揭示与疾病相关的糖链 

结构和糖基化位点. 这不仅有助于深入理解特定蛋白质糖基化修饰特征, 还为揭示糖基化在疾病发生和发展中的 

作用机制提供了重要的信息. 本综述回顾了过去20年基于质谱的糖蛋白质组学的主要进展, 重点聚焦于完整糖肽 

解析的研究成果. 首先, 概述了糖蛋白质组学的发展历程, 并回顾了从糖基化位点鉴定到完整糖肽解析中的关键研 

究进展. 随后, 深入探讨了糖肽富集技术、质谱分析方法、数据解析工具及数据库建设等方面的进展, 分析了相关 

技术的优势与挑战. 最后, 指出了当前糖蛋白质组学研究中亟需解决的问题, 并展望了未来在解析深度、全面性、 

准确性及生物医学应用等方面的发展方向. 
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糖质, 被认为是继核酸和蛋白质之后的第三条生 

命链, 承载着更为精细的结构信息. 糖类物质的发现可 

追溯到1857年 ,  当时法国生理学家克劳德·伯纳德 

(Claude Bernard)首次发现糖原, 从此揭开糖生物学研 

究的序幕. 1937年, 格蒂·科里(Gerty Cori)和她的丈夫 

卡尔·科里(Carl Cori)发现了糖代谢过程中的一种新的 

化合物——葡萄糖-1-磷酸, 并证明了它是糖转换成糖 

原的关键步骤. 由于在糖代谢研究中的杰出贡献, 科里 

夫妇与伯纳德·奥赛(Bernard Houssay)共同获得了1947 
年诺贝尔生理学或医学奖, 这进一步推动了糖生物学 

领域的逐渐发展.  
随着对糖和蛋白质化学研究的深入, 科学家们逐 

渐揭示了许多蛋白质在结构上与糖分子的密切联系, 
这种共价结合了糖分子的蛋白质被称为糖蛋白 [1]. 对生 

物体内所有糖蛋白的结构和功能进行研究的领域称为 

糖蛋白质组学 [2], 这一领域逐渐引起了研究人员的广泛 

关注.  
质谱分析技术已成为糖蛋白质组研究的重要手 

段 [3]. 20世纪初, 由于工具的缺乏, 无法直接从生物体内 

大规模筛选具有重要功能的糖蛋白, 研究人员主要通 

过对单个糖蛋白、特定糖型的研究来探究其生物功 

能 [4]. 糖基化是最多样、最复杂的蛋白质翻译后修饰之 

一, 它通过序列和结构的动态变化, 反映了在不同生理 

或病理状态下蛋白质的运作需求, 是一种灵活的生物 

策略 [5]. 糖基化在生物体内具有广泛且重要的生物功 

能, 比如调节细胞质和核功能, 参与免疫监视和炎症反 

应, 与自身免疫、激素作用和肿瘤转移等相关 [6]. 位点 

特异性糖蛋白质组解析可获得疾病特异性糖链所修饰 

的糖蛋白结构和糖基化位点等信息, 有助于理解蛋白 

质特定位点修饰的糖链特征, 揭示蛋白质糖基化在疾 
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病发生发展中的作用机制 [7,8].  
位点特异性糖基化蛋白质组学为蛋白质糖基化研 

究开辟了新视野, 尽管其复杂性导致近二十年的发展 

道路并非一帆风顺, 但各个阶段均取得了一定的成果. 
本文将围绕近20年来基于质谱的糖蛋白质组学进展, 
特别是以完整糖肽鉴定为核心的研究展开回顾和讨论. 

1 从糖基化位点鉴定到完整糖肽解析 

对于完整糖肽的鉴定, 化学家和糖生物学家一直 

在不懈尝试, 其难点在于: 蛋白质可能含有多个糖修饰 

位点, 每个位点上的糖链种类及糖链占有率不同, 糖型 

种类复杂且丰度水平低, 依赖于特异性的富集技术和 

高灵敏的质谱鉴定; 而糖链的优先碎裂或中性丢失现 

象为质谱分析提出了更高的要求; 完整糖肽的谱图非 

常复杂, 需要合适的数据库搜索软件和解析工具 [9].  
在2012年前, 研究人员主要采用去糖链的方法鉴 

定糖肽, 即分别鉴定糖组与糖基化修饰位点, 因此成果 

主要集中在位点鉴定上. 2003年, Ruedi Aebersold团队 

利用肼化学法开发的N-糖基化位点富集和质谱鉴定技 

术 [10], 是基于糖基化位点水平的大规模糖蛋白质组学 

研究的标志性成果, 为后续的位点鉴定提供了新思路 

和高效工具. 2010年, Matthias Mann团队开发了基于 

超滤膜的快速酶解和凝集素富集方法用于糖基化位点 

鉴定, 并利用高精度质谱在四种小鼠组织和血浆中鉴 

定出2352个糖蛋白质上的6367个N-糖基化位点, 这一 

发表在Cell杂志上的工作是位点鉴定领域的里程碑 [11], 
使位点鉴定的深度达到了前所未有的水平. 2012年, 该 

团队继续在拟南芥、酵母、线虫、果蝇等6种不同模 

式生物中进行N-糖基化位点研究, 首次在组学水平证 

实了真核生物中蛋白质N-糖基化氨基酸序列在识别模 

式、结构性约束和亚细胞定位中的核心特征 [12]. 这一 

阶段的工作主要集中在高效富集方法的开发和糖基化 

位点鉴定上, 尽管发展了一系列高效技术, 并在位点鉴 

定上达到了较高的水平, 但由于丢失了位点特异性糖 

链信息, 我们称之为位点特异性糖蛋白质组学研究的 

迂回时期. 
2012年后, 糖蛋白质组学领域进入了攻坚时期, 这 

一时期的特点在于多流程完整糖肽鉴定技术的逐步发 

展. 由于糖链和肽段在质谱中碎裂行为不同, 我们难以 

在一次质谱分析中获得含有丰富信息的糖肽碎片, 因 

此研究者们一般同时采用多实验流程及质谱方法, 如 

使用多种组合碎裂模式获得足够的糖肽谱图信息 [13], 

或者利用预先建立位点库的方式缩小检索空间 [14,15]. 
2016年, Zhang等人 [14]提出了一种基于化学酶法的N-糖 

肽固相萃取和质谱鉴定方法, 采用多实验流程解析不 

同修饰位点上的糖链组成, 首次实现了基于完整糖肽 

水平的大规模糖蛋白质组解析. 同年, 复旦大学生物医 

学研究院杨芃原团队和中国科学院计算技术研究所贺 

思敏团队开发了pGlyco, 虽仍采用质谱多次碎裂的模 

式鉴定完整糖肽, 但其首次提出了糖肽水平假阳性质 

控方法 [16], 开启了完整糖肽水平精准鉴定的新篇章. 
随着质谱技术的不断发展, 糖蛋白质组学自2017 

年起迈入了一个全面爆发的新阶段. 国内外多个课题 

组开始采用高效的富集方法、创新的质谱技术、精准 

的质谱数据解析软件, 极大简化了糖肽鉴定流程, 显著 

增加了鉴定数量, 并大幅提升了鉴定的准确性. 2017年, 
复旦大学与中国科学院北京计算技术研究所合作, 率 

先推出pGlyco 2.0 [17], 该方法基于HCD阶梯能量碎裂, 
在一次实验流程中实现了完整糖肽的高通量鉴定. 随 

后, 2021年, 开发了pGlyco3 [18], 这一工具能够快速、精 

准地解析位点特异性的N-和O-糖链以及修饰糖单元; 
2022年, 开发了pGlycoQuant [19], 可实现高准确性的糖 

肽定量分析, 从而帮助研究者发现不同样本中蛋白质 

糖基化的差异; 同一合作团队, 在2024年, 建立了不依 

赖糖链库的完整糖肽解析策略pGlycoNovo [20], 显著扩 

展了糖链多样性, 提高了未知糖链的发现能力. 2021 
年, 复旦大学自主开发了GproDIA [21], 实现了完整糖肽 

的数据非依赖采集解析; 同年, 西北大学发展了完整N- 
糖肽解析工具StrucGP, 显著提升了N-糖链结构解析的 

灵敏度 [22]. 2022年, 中国科学院大连化学物理研究所开 

发了Glyco-Decipher, 这是一种具备谱图拓展功能的完 

整糖肽检索技术, 提高了谱图鉴定深度 [23]. 2024年, 浙 

江大学和复旦大学相继建立了完整N-糖肽谱图预测技 

术DeepGlyco [24]和DeepGP [25], 展示了AI在完整糖肽解 

析中的作用和可能性. 在这个时期, 国外研究团队也取 

得了相应进展, 比如, 威斯康星大学Lloyd M. Smith团 

队提出了O-Pair Search, 提供了一种O-糖肽鉴定和O-糖 

基位点定位的新方法 [26]; 密歇根大学Alexey I. Nes
vizhskii团队基于MSFragger [27]推出了MSFragger-Gly
co [28], 用于完整N-和O-糖肽鉴定. 此外, 糖肽解析的商 

业化软件也逐渐发展成熟 [29]. 2012年, Protein Metrics 
Inc. 公司推出了早期商业化糖肽分析工具Byonic [30], 由 

于质谱分析技术的限制, 其常被用于简单样品糖肽解 

析, 随着技术的发展和软件迭代更新, 目前其在鉴定量 
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和准确性上均有提升 [31]. GlycanFinder [32]是于2023年左 

右发表并推出的商业化软件, 其结合了深度学习模型, 
加强了糖肽鉴定的深度.  

经过近20年的发展, 位点特异性糖基化蛋白质组 

学已经实现了从单独位点鉴定到完整糖肽解析的巨大 

飞跃(图1). 这一领域的发展见证了技术的不断演进, 从 

早期的位点鉴定到现在能够实现完整糖肽水平的糖蛋 

白质组分析, 展现了该领域技术的成熟和进步, 推动了 

糖生物学在疾病机制、生物标志物发现等应用中的深 

度发展. 下面我们将围绕其中的一些关键技术进行回 

顾和总结, 包括糖肽富集方法、质谱数据分析策略、 

数据库等. 这些技术的发展不仅推动了位点特异性糖 

基化蛋白质组学的进步, 也为未来的研究提供了强大 

的工具和方法. 

2 糖肽富集技术进展 

糖基化丰度相对较低, 加之糖基化修饰的多样性, 
导致在复杂样本中每条糖肽的丰度进一步降低. 此外, 

非糖肽会在质谱分析中对糖肽产生离子抑制. 在这些 

因素的共同影响下, 通过质谱直接检测复杂生物样本 

中的糖肽变得困难 [2]. 为了解决这些问题并提高糖蛋 

白检测的灵敏度, 对糖肽进行高效富集变得至关重要. 
近年来, 开发了多种富集策略, 依据其富集的原理, 主 

要包括酰肼化学法、凝集素亲和色谱法、体积排阻 

法、硼酸化学法、协同作用力新材料、亲水作用色谱 

法等(图2).  
酰肼化学法的原理是聚糖的顺式二羟基被氧化生 

成醛基基团, 与固定有酰肼基团的树脂发生共价偶联, 
是一种适用于去糖基化策略的富集方法. 这种方法可 

与多种糖链类型反应, 因此具有广谱性. 该富集策略最 

早由Ruedi Aebersold团队的Zhang等人 [10]提出, 之后基 

于此策略发展了多种富集材料和富集方法. 例如, 2014 
年, Liu等人 [33]制备了Fe 3O 4@聚甲基丙烯酸(Fe 3O 4@ 
PMAA), 并通过己二酸二酰肼(Adipic Acid Dihydra
zide, ADH)修饰其表面, 得到了Fe 3O 4@聚甲基丙烯酸 

酰肼(Fe 3O 4@PMAH), 其丰富的酰肼基团可实现糖肽 

图 1 近20年来位点特异性糖蛋白质组学研究进展概览 
Figure 1 An overview of research advances in site-specific glycoproteomics over the past two decades  
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的高特异性富集. 2018年, Bai等人 [34]开发了一种酰肼 

官能化的热敏聚合物, 利用这种热敏聚合物从神经胶 

质瘤患者和健康受试者的血浆外泌体中, 富集并鉴定 

出180种N-糖蛋白和329个N-糖基化位点. 然而, 由于酰 

肼化学法具有不可逆性, 通过糖苷酶进行酶切释放去 

糖基化肽段会破坏糖链结构, 限制了其在完整糖肽分 

析中的应用 [10]. 近年来, 通过改进羟胺裂解方法, 温和 

断裂腙键, 可以保留较完整的糖链, 推动了酰胺化学法 

进行完整糖肽解析的进展, 如Li等人 [35]结合了酰肼化 

学标记、点击化学固定的方法, 实现糖肽高效特异性 

捕获, 而后温和裂解酰腙键, 释放完整糖肽, 保留了糖 

链和肽段信息, 支持完整糖肽分析. 
区别于酰肼化学法的广谱性, 凝集素亲和富集技 

术通过识别特定的糖链类型对糖肽进行富集 [36]. 1888 
年, Stillmark [37]从蓖麻种子中分离出蓖麻毒素, 揭示了 

凝集素的凝集特性, 由此开启了对于凝集素结构和富 

集应用的深入研究. 随后的研究发现了更多具有不同 

结合特异性的凝集素, 如紫藤花凝素(wisteria floribun
da agglutinin, WFA)可识别糖链末端的GalNAc; 小麦胚 

芽凝集素(wheat germ agglutinin, WGA)可特异性识别 

糖链末端的GlcNAc等 [38], 这些凝集素均可用于糖肽的 

富集. 
在实验过程中, 使用单一凝集素亲和色谱法可以 

用于富集特定糖链类型的糖肽 [39]. 然而, 部分凝集素具 

有较宽泛的识别特异性, 例如, 伯克霍尔德氏菌凝集素 

A(Burkholderia Cepacia Lectin A, BC2L-A), 除了已知 

的对高甘露糖型N-聚糖的结合能力外, 这种凝集素还 

能保留C-和O-甘露糖修饰肽 [40]. 因此, 特异性较低的 

凝集素在富集过程中可能无法完全排除非目标糖肽的 

干扰 [41]. 近年来发布的一些数据库, 如2015年发布的 

Glyco3D [42]和2019年发布的UniLectin3D [43], 提供了丰 

富的凝集素信息, 这些数据库为选择和应用适合的凝 

集素提供了重要参考. 为了实现广谱的糖蛋白组富集, 
通常需要使用多种凝集素. 例如, Gbormittah等人 [44]联 

合使用等量的橙黄网孢盘菌凝集素(aleuria aurantia lec
tin, AAL)、接骨木凝集素(sambucus nigra lectin, SNA) 
和菜豆白凝集素(phaseolus vulgaris leucoagglutinin, 
PHA-L)进行糖肽富集. 2010年, Zielinska等人 [12]利用混 

合凝集素富集糖肽, 开发了一种基于“超滤辅助样品制 

备”(FASP)的富集方法, 利用高精度质谱在四种小鼠组 

织和血浆中鉴定到6367个N-糖基化位点, 显著提升了 

糖基化位点的检测数量. 然而, 即便使用多种凝集素, 
仍无法完全解决富集过程中由凝集素的非特异性识别 

导致的糖肽损失, 因此通常需要结合其他互补富集方 

法, 以全面覆盖不同类型的糖基化修饰.  
硼酸富集法是一种常用的糖肽化学偶联富集策略. 

在碱性条件下, 硼酸能够与含1-2和1-3顺式二羟基结构 

的糖型(例如甘露糖、葡萄糖和半乳糖)发生共价键合, 
形成稳定的环酯, 而在酸性条件下, 该反应可逆, 因此 

构成了一个可逆的化学富集平台 [45]. 1970年, Weith等 

人 [46]首次将该方法应用于碳水化合物和核酸的色谱研 

究. 随后, 硼酸富集法在糖肽富集领域得到了广泛发 

展 [47,48]. 近年来, 基于硼酸法开发了多种协同作用力新 

材料, 进一步推动了该方法的应用, 如纳米颗粒 [49]、聚 

图 2 糖肽富集方法概要 
Figure 2 Summary of glycopeptide enrichment methods  
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合物 [50]、石墨烯 [51]、介孔二氧化硅 [48]等基于衍生化 

硼酸基团的新型富集材料, 在完整糖肽富集方面展现 

出巨大应用潜力. 纳米颗粒因其高比表面积和可调节 

的功能化特性, 使其能够与衍生化硼酸材料和多种协 

同作用力材料结合, 有效增强对低丰度糖肽的捕获能 

力, 从而提升其富集效率. 2012年, Zou等人 [52]首次利 

用壳聚糖制备纳米球载体材料, 结合甲基丙烯酸缩水 

甘油酯(glycidyl methacrylate, GMA)与3-氨基苯基硼酸 

(3-aminophenylboronic acid, APB)多功能的化学连接特 

性, 实现了糖肽的选择性富集. 磁性纳米材料, 在保留 

纳米材料高比表面积的优势基础上, 能够实现在外加 

磁场的作用下目标糖肽的快速吸附与分离. 2015年, 
Zhang等人 [49]合成了苯基硼酸和共聚物多功能磁性纳 

米粒子(nanoparticles, NPs), 该复合物利用硼酸亲和力 

与亲水单体的协同作用, 增强了NPs对糖蛋白的结合强 

度和选择性, 表现出优异的糖肽选择性能. 硼酸官能化 

聚合物、石墨烯、介孔二氧化硅等复合材料, 利用材 

料本身的特性, 同时可有效增加官能团的数量, 从而提 

升其富集效率. 2020年, Mujahid等人 [50]报告了一种利 

用硼酸官能化GMA-MAA-DVB聚合物, 其中二乙烯三 

胺作为与硼酸结合的连接剂, 提供多个亲水位点, 从而 

有效增强该材料的结合力和亲水性. 2015年, Wang等 

人 [51]首次采用酚醛树脂作为石墨烯与硼酸基团之间的 

耦合连接剂 ,  所制备的复合富集材料 (magG@P
F@APB)不仅增强了硼酸的亲和性, 还结合了磁性石 

墨烯比表面积大、磁响应性强以及与树脂材料生物相 

容性好的特点, 展现出优异的富集性能. 2009年, Xu等 

人 [48]首次将介孔材料引入糖蛋白质组分析, 开发了一 

种新型的硼酸功能化介孔二氧化硅富集材料, 该方法 

使糖肽的检测量提高了两个数量级. 2021年, Kong等 

人 [53]使用硼酸功能化的介孔石墨烯-二氧化硅复合材 

料(GO@mSiO 2-GLYMO-APB)从复杂的生物样品中分 

离完整糖肽, 材料的高比表面积和介孔材料尺寸排阻 

功能的协同效应, 可高特异性地富集N-糖肽和O-糖肽. 
亲水性相互作用色谱(hydrophilic interaction chro

matography, HILIC)也是一种重要的富集技术. 自1990 
年用于分离多肽以来 [54], HILIC因其高效、普适的富集 

能力和温和的富集条件, 受到越来越多的关注 [55]. HI
LIC利用糖链的多羟基亲水性与固定相表面修饰极性 

基团(如酰胺、二醇、氨基等)互相作用, 通过氢键、偶 

极-偶极作用或静电吸引与糖链结合, 实现糖肽与非糖 

基化肽的分离. 此外, HILIC操作简便, 不会引入盐类, 

且与质谱分析高度兼容. HILIC技术可灵活选择固定 

相, 高效分离传统反相色谱难以处理的极性化合物, 其 

固定相包括胺 [56]、酰胺 [57]、麦芽糖 [58]等酰胺/胺功能 

化材料, 碳水化合物功能化材料 [59], 基于金属有机框架 

(metal-organic framework, MOF)的材料 [60]等. 为了提高 

HILIC的选择性, 常与其他富集方法相结合来改进HI
LIC技术. Ji等制备了交联的环糊精-金属-有机框架材 

料提升糖肽的富集效率 [61]. Dong等人 [62]制备了一种具 

有亲水相互作用和可切换表面电荷的组氨酸键合二氧 

化硅(histidine-bonded silica, HBS)材料, 用于人血清中 

糖肽富集, 富集选择性达到92%. 近年来, HILIC材料的 

不断改进进一步增强了其糖肽富集能力. Wang等人 [63] 

建立了一种基于HILIC色谱柱的自动富集策略, 能够同 

时富集、分离和表征同一样品中的N-和O-连接的完整 

糖肽. 两性离子(Zwitterionic, ZIC)表面能保持整体电荷 

中性, 其强水合能力可通过静电诱导水合作用在表面 

形成致密的水层 [64]. 由于具有优异的亲水性和生物相 

容性, 基于ZIC的HILIC色谱柱可以在亲水模式下高效 

分离亲水性和极性物质, 被广泛应用于糖肽的富集, 如 

Zhu等人 [65]采用二乙氨基乙醇(diethylaminoethanol, 
DEAE)Sepharose固相萃取微柱富集N-糖肽, 该方法结 

合了点击麦芽糖法和Zwitterionic HILIC(ZIC-HILIC)法 

的优点, 显著提高了N-糖肽富集的特异性. ZIC-HILIC 
技术基于两性离子-亲水相互作用, 通过静电相互作用 

增加带电固定相在HILIC中的保留时间, 与中性HILIC 
矩阵相比, 具有更高的选择性和分辨能力 [66]. 目前, 
ZIC-HILIC富集方法已成为完整糖肽富集最常用方法 

之一. 
糖肽富集策略的发展为获得高质量糖肽谱图奠定 

了基础, 这些技术通过提高糖肽的选择性富集和降低 

干扰, 显著提高了糖肽在质谱分析中的灵敏度和可检 

测性.  

3 质谱分析与谱图解析技术 

由于糖链的分支结构以及糖链和肽段在谱图中的 

碎裂行为差异, 传统蛋白质组质谱分析方法和解析工 

具无法鉴定完整糖肽. 主要难点在于从质谱中获取丰 

富的糖肽碎片信息, 以及有效解析这些糖肽碎片. 近二 

十年来, 质谱技术和解析软件的开发极大地推动了完 

整糖肽解析的发展, 下面将从糖肽质谱碎裂特点, 以及 

质谱数据解析策略和工具的发展两方面进行总结和 

回顾.  
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3.1 糖肽在质谱中的碎裂 

质谱策略的发展和相关软件工具的开发极大促进 

了完整糖肽解析的进展. 无论使用何种策略, 都需要从 

肽骨架和附着的聚糖中获得足够的糖肽片段. 由于糖 

苷键和肽键的物理和化学性质不同, 两者之间的碎片 

化差异显著, 因此难以获得信息丰富的糖肽谱图. 目 

前, 糖肽鉴定中较为常用的解离方法包括共振激活(离 

子阱)碰撞诱导解离(collision-induced dissociation, 
CID)、束型CID、高能碰撞解离(higher-energy colli
sional dissociation, HCD)和电子转移解离(electron 
transfer dissociation, ETD), 也常用电子转移/碰撞诱导 

解离(electron transfer/collision-induced dissociation, ET
ciD)和电子转移/高能碰撞解离(electron transfer/higher- 
energy collisional dissociation, EThcD)等组合能量的碎 

裂方法.  
在早期研究中, CID技术主要用于分析简单样品中 

的糖肽 [67]. 由于离子阱CID前体离子的单键裂解、解 

离能低、低m/z区域的“1/3”截止等问题 [68], 其生成的 

谱图以Y离子为主, 含有少量B离子和有限数量的b/y离 

子. HCD与CID不同, HCD往往会产生大量的诊断氧鎓 

离子, 如m/z为138.055、204.087和366.140片段. 研究表 

明, 随着HCD碰撞能量的增加, b/y-离子也会随之增 

加 [69]. 束型CID产生的碎片模式与C-trap中HCD碎裂产 

生的模式相似. 此外, HCD-MS/MS中不同的碰撞能量 

会产生互补的糖链和肽段碎片 [70], 基于这一特点, 可采 

用不同能量碎裂糖肽, 如pGlyco 2.0基于HCD阶梯能量 

在 一 次 质 谱 分 析 中 获 得 丰 富 信 息 糖 肽 谱 图  [ 1 7 ] ,  
StrucGP [22]和GlycanFinder [71]使用两种组合能量进行糖 

肽分析. 许多研究采用了不同的解离方法研究了糖肽 

的碎裂行为 [72]. 目前基于HCD阶梯能量碎裂的方式被 

广泛应用于完整糖肽的高通量鉴定 [73].  
ETD主要断裂N-Cα键并产生c/z离子. 理想情况下, 

糖肽在ETD中产生大量的c/z离子, 这对糖基化位点和 

肽序列的鉴定非常有用. 然而, ETD常常存在碎裂不完 

全的问题, 导致大量前体离子残留 [74]. 因此, ETD很少 

单独使用, 而是经常与HCD或CID方法结合起来用于糖 

肽的鉴定. 随着MS中离子触发技术的发展, Orbitrap 
Fusion质谱仪开发的混合解离技术, 如电子转移/碰撞 

诱导解离 [75]、电子转移/高能碰撞解离 [76]和活化离子 

电子转移解离 [77]等, 在N-糖肽鉴定中显示出巨大的潜 

力. 此外, 电子捕获解离(electron capture dissociation, 

ECD)、电子诱导激发解离(electron-induced excitation 
dissociation, EED)和紫外光解离(ultraviolet photodisso
ciation, UVPD)等碎裂模式也同样适用于不同分析需求 

的糖肽碎裂. 
混合碎裂法通过结合单个方法的优势, 对糖肽的 

碎裂和鉴定大有裨益. Swaney等人 [78]将ETciD(当时称 

ETcaD)用于解决双电荷肽段ETD效率低的问题, 其序 

列覆盖率的中位数为89%, 较ETD(63%)和离子阱CAD 
(77%)有显著提高. Frese等人 [74]使用EThcD方法对ETD 
形成的所有离子施加补充能量, 提供更全面的糖链特 

征离子, 生成了信息量更大的谱图. 由于混合碎裂方法 

的互补性, 混合碎裂在糖蛋白质组学中的应用迅速 

扩大 [9].  

3.2 质谱数据解析策略和工具的发展 

糖肽解析的发展是随着谱图信息量的增长而进步 

的. 在过去的研究中, 研究者们无法在一次实验流程中 

获得足够的谱图信息, 因此, 在2016年之前常采用多流 

程的方法进行鉴定, 其鉴定通常依赖于预先建立的糖 

基化位点肽谱库. 例如, Liu等人 [79]于2014年开发的 

GRIP、Cheng等人 [80]于2014年开发的ArMone 2.0以及 

Toghi等人 [81]于2015年开发的GPQuest都是基于多流程 

的鉴定策略. 虽然GRIP、ArMone和GPQuest已被用于 

复杂样品中完整N-糖肽的质谱分析, 但其工作流程较 

为繁琐. Yu等人 [82]于2016年开发的GlycoSeq旨在仅通 

过CID谱图鉴定糖肽, 但也需要一个预先鉴定去糖链后 

的糖基化位点的步骤. 
随着糖肽质谱碎裂策略的开发, 越来越多基于特 

异性解离的串级谱图解析工具被开发, 本文总结了近 

年来发展的主要检索工具及其特点(表1). 2017年前, 
适用于单个解离方法的糖肽解析软件发展迅速, 例如, 
GlycoPeptide Search [83]、GP Finder [84]和MAGIC [85]可 

用于Q-TOF-CID MS/MS数据解析. ProteinProspec
tor [86]和GlycoPep Detector [87]可用于ETD-MS/MS分析, 
GlycoPep Grader [67]用于CID-MS/MS分析. 虽然这些解 

析工具可对不同类型质谱数据进行解析, 但使用单一 

解离方法所获得的碎片信息有限, 极大地限制了鉴定 

的数据量及其可靠性. 为了获得更多的糖肽谱图信息, 
研究者们使用组合解离策略. 在N-糖肽解离过程中, 
HCD、ETD和CID具有互补性, 因此通常联合使用来 

解离同一前体离子, 其中, HCD/CID与ETD相结合是多 

种解离策略中应用最广泛的方法之一. 研究者们也同 
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步开发出适用于多种碎片解析的工具. Byonic是最常 

用的糖肽解析商业化软件 [30], 它支持搜索多种碎片类 

型的MS/MS数据. Yoo等开发了可以用于解析CID/ 
HCD-MS/MS谱图的gFinder [88]和I-GPA [89]软件. Tang等 

对GlypID工具进行了改进, 升级后的GlypID 2.0 [90]可以 

支持HCD和CID碎片离子的搜索. GlycoPAT [91]能够支 

持CID/ETD-MS/MS或CID/HCD/ETD-MS/MS数据的搜 

索. GlycoMaster DB [92]设计用于解析HCD/ETD-MS/MS 
数据. 2013年, Sweet-Heart作为一套集成的计算工具, 
采用HCD触发CID和ETD的模式, 基于HCD产生的糖 

肽碎片筛选糖肽谱图, 进而触发后续CID和ETD分析, 
极大地优化了多种碎裂模式下完整糖肽的鉴定流程 [93].  

在2014年之前, 几乎所有的鉴定策略和软件工具 

都只适用于简单或标准糖蛋白样品中的糖肽分析, 且 

分析通量较低. 例如, 2012年, Carrie等人开发的Glyco
Pep Grader仅鉴定了45个N-糖肽 [67], Pompach等人 [94]使 

用GlycoPeptide Search在血红蛋白中鉴定出57个N-糖 

基化位点. 2016年, Sun等人 [14]发表了一项最具代表性 

的研究, 开发了一种固相萃取N-聚糖和N-糖肽鉴定新 

方法. 虽然此策略依然采取多流程实验方法, 但其鉴定 

量大大提升, 使用其团队在2015年开发的GPQuest软 

件 [81], 在不同细胞系中成功鉴定到了1562个N-糖肽, 
这在当时是一大亮点工作.  

高效的质谱分析流程和数据解析工具极大地提高 

了完整糖肽鉴定的深度和精度(图3). 2017年, pGlyco 
2.0建立了一次实验流程完整糖肽解析新方法, 突破了 

完整糖肽需要预先建库和多流程的瓶颈, 同时建立了 

完整糖肽水平的假阳性控制和评估方法, 实现了完整 

糖肽水平糖蛋白质组的高通量精准鉴定, 在五种小鼠 

组织中共鉴定出10009个完整的N-糖肽 [17]. 随后, 完整 

糖肽解析策略和解析工具的不断发展, 促进了糖蛋白 

质组鉴定覆盖度, 完整糖肽鉴定规模从2010年至今增 

加了3个数量级 [95]. 目前, 完整糖肽解析策略, 根据糖 

链和肽段部分检索的先后, 主要分为肽段优先、糖链 

移除(也被视为三步糖链优先策略, 其中首先使用糖肽 

离子来缩小肽段搜索空间, 先鉴定肽段, 然后再全面表 

表 1 用于完整糖肽解析的软件工具特征汇总表 a) 

Table 1 Summary of software tool features for complete glycopeptide resolution 

软件名 发表年份 检索策略 糖库依赖 碎裂方式 主要特点 

Byonic [30] 2012 肽段优先 是 CID, HCD, ETD 商业软件, 多次更新. 支持多碎片类型搜索 

GP Finder [84] 2014 肽段优先 是 CID 自动化匹配N-/O-糖基化位点 

Sweet-Heart [93] 2013 糖链优先 部分 CID, HCD, ETD 支持CID-MS 2和靶向MS 3分析, 优化多模式鉴定流程 

GlycoPeptide Search [83] 2013 传统方式 是 CID 适用于Q-TOF-CID分析, 去糖基化分析, 完整糖肽分析 

GlycoMaster DB [92] 2014 糖链优先 是 HCD, ETD 去糖基化鉴定, 完整糖肽鉴定, 帮助鉴定游离寡糖 

GRIP [79] 2014 传统方式 是 CID 结合去糖基化步骤, 多流程鉴定策略 

MAGIC [85] 2015 糖链移除 部分 CID 适用于Q-TOF-CID分析, 基于Y1离子模式匹配算法 

GPQuest [81] 2015 肽段优先 是 HCD 多流程鉴定策略, 通过质量差匹配糖链数据库 

gFinder [88] 2016 传统方式 是 CID, HCD 合并CID和HCD数据, Mascot自动识别肽段信息 

I-GPA [89] 2016 传统方式 是 CID, HCD 集成式分析仪, 自动化N-糖基化位点定量分析 

GlycoPAT [91] 2017 糖链优先 部分 CID, ETD, HCD 支持CID/ETD/HCD多模式数据搜索 

pGlyco 2.0 [17] 2017 糖链优先 是 HCD 阶梯能量HCD-MS/MS, 综合质控(糖链/肽段/糖肽FDR) 

MSFragger-Glyco [28] 2020 肽段优先 否 ETD, HCD 基于开放式搜索, 支持高通量糖肽鉴定 

MetaMorpheus O-Pair [26] 2020 肽段优先 是 HCD, EThcD O-糖肽位点特异性解析 

StrucGP [22] 2021 糖链移除 部分 HCD 支持糖链结构(拓扑异构体)解析, 部分依赖已知库 

Glyco-Decipher [23] 2022 糖链移除 否 HCD 增加二次比对, 对低质量谱图进行深度挖掘 

pGlyco 3 [18] 2021 糖链优先 是 
HCD, ETD,  

EThcD, ETciD 
糖肽和O-糖肽分析, 解析位点特异性糖基化, 增加全面 

质控 

pGlycoNovo [20] 2024 糖链优先 否 HCD 全局Y离子匹配策略, 不依赖糖库, 可用于鉴定未知糖型 

GlycanFinder [32] 2023 糖链/肽段 
双策略 

部分 HCD, ETD, EThcD 糖链优先/肽段优先双策略并行, 显著提升低丰度糖肽 
的解析率 

a) 传统方法: 从肽段库和聚糖库中枚举所有可能的候选糖肽, 与谱图进行匹配, 找出与每个谱图最匹配的候选糖肽. 糖链优先: 先匹配谱图 
中的糖链Y离子确定糖链组成, 后通过前体离子和糖链之间的质量差推断肽段组成; 肽段优先: 先匹配谱图中的肽段b和y离子, 后通过前体离子 
和肽段之间的质量差推断糖链组成; 糖链移除: 先基于独特的Y0离子确定肽段部分, 后基于糖库对糖链部分进行匹配  
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征糖链)和糖链优先检索策略. 肽段优先搜索策略被多 

个工具广泛采用 [14,28,30,81,84], 其基于蛋白质组学鉴定方 

法的进步, 直接匹配谱图中的肽段b和y离子, 然后通过 

前体离子和肽段之间的质量差推断糖链组成, 其中 

MSFragger-Glyco [28]和MetaMoroheus O-Pair [26]通过加 

入肽段片段离子索引来加速搜索过程, 提高了鉴定的 

通量和检索速度. MAGIC [85]、StrucGP [22]和Glyco-De
cipher [23]等工具采用的是糖链移除策略, 与肽段优先搜 

索不同, 它首先基于独特的Y0离子确定肽段部分, 然后 

基于糖库对糖链部分进行匹配. 糖链优先检索策略, 广 

泛应用于pGlyco系列工具 [17,18,20], 以及Sweet-Heart [93] 

和GlycoMaster DB [92]中, 这种策略通过优先检索糖链 

组成来排除不可靠的糖链, 从而增强了糖链鉴定的可 

靠性. 基于这种方法, pGlyco 2.0 [17]首次在糖链、肽段 

和糖肽水平上实现全面质控. pGlyco3进一步加入糖链 

离子索引方法, 优化Y和B离子的使用, 从而提高准确 

性并加快糖肽匹配速度 [18]. pGlycoNovo基于糖链优先 

检索的优势, 建立了基于全局糖肽Y离子检索的策略, 
实现了不依赖糖库的完整糖肽解析, 用于发现含有未 

知糖链的糖肽 [20]. GlycanFinder集成了基于肽段和基于 

糖基的搜索策略, 通过两种策略同时进行来增加谱图 

的解析率 [32].  
在不同样品中蛋白质糖基化差异研究过程中, 不 

仅需要精准的谱图解析, 还需要高准确性的定量策略. 
传统的蛋白质组定量方法, 如非标定量、同位素化学 

标记和代谢标记方法, 已被部分应用于完整糖肽水平 

图 3 高效质谱分析流程和谱图解析工具用于完整糖肽水平糖蛋白质组解析. 该图中的样品制备和富集中的部分图元素, 包括细胞、试管等, 
引自GDP素材库 [100]; 质谱分析流程和数据解析中的彩色质谱图修改自参考文献[19], 数据解析中的深度学习模块图元素摘自参考文献[20], 采 

用知识共享署名4.0国际公共许可协议(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/); 结果分析中的图元素由GlycoAP平台(https://project. 
omicsolution.com/GlycAP/)生成. 
Figure 3 Efficient mass spectrometry analytical workflows and data interpretation tools for glycoproteomic analysis at intact glycopeptide-level. 
Some of the graph elements in sample preparation and enrichment in this figure, including cells and tubes, are quoted from the GDP material library [100]; 
the color mass spectrometry diagrams in the mass spectrometry analysis process and data parsing are modified from ref. [19], and the graph elements of 
the Deep Learning module in data parsing are extracted from ref. [20], under Creative Common Attribution 4.0 International License 
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/); graph elements in the result analysis were generated by the GlycoAP platform 
(https://project.omicsolution.com/GlycAP/).  
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糖蛋白质组的定量分析. 然而, 针对糖肽定量数据处理 

的专用工具仍然至关重要. 2022年, SugarQuant工作中, 
开发了基于pGlyco 2.0的完整糖肽定量工具GlycoBin
der [96], 专门针对N-糖肽的鉴定和基于MS3的TMT定 

量. IonQuant [97]可用于糖肽非标记定量分析, 具有FDR 
控制和Match-between-runs(MBR)功能, 是MSFragger- 
Glyco平台 [28]中强有力的定量工具. pGlycoQuant能够 

进行基于MS1/MS2的完整糖肽定量, 并利用深度学习 

技术有效解决缺失值问题, 相比其他软件工具, 其缺失 

值降低了19%到89%. 该工具还开发了Match-in-run 
(MIR)算法, 增加了糖肽的覆盖度, 并支持与多个搜索 

引擎兼容, 扩展了其应用 [19]. 数据非依赖采集(DIA)作 

为一种能够实现全面覆盖和无标记定量的技术, 在糖 

蛋白质组学中得到了越来越广泛的应用. 最初，DIA 
用于去糖链的糖肽定量分析, 现在已拓展至完整糖肽 

的定量分析, 支持通过靶向提取丰富的Y离子并通过谱 

图库检索进行分析. 基于DIA的Glyco-DIA解析策略, 依 

赖于其先前开发的SimpleCell O-glycoproteomics平台 

构建的O-糖肽谱图库 [98], 专门用于复杂生物样本中O- 
GalNAc型糖蛋白的高通量定量分析 [99]. GproDIA [21]应 

用了肽段为中心DIA分析的概念, 通过二维FDR控制方 

法和糖型推断算法, 实现了在较宽的隔离窗口中完整 

糖肽的识别与定量. 这些工具和技术的发展, 推动了完 

整糖肽水平糖蛋白质学定量分析的进步, 尤其在高通 

量、准确性和特定位点糖基化的深入分析中, 展现出 

巨大的潜力.  

4 数据库及数据挖掘工具 

随着富集技术和质谱分析技术的不断进步, 糖肽 

的定性和定量数据实现了显著增长. 这一增长对糖蛋 

白质组学的两个关键方面产生了重要影响. 首先, 完整 

糖肽的鉴定主要依赖于肽段库和糖库. 肽段库可以直 

接从UniProt数据库获取, 而全面的糖库对于深入解析 

糖肽结构和功能至关重要. 其次, 如何对获得的糖蛋白 

质组数据进行深入挖掘, 以揭示糖基化在生物过程中 

的作用, 成为了研究的重点. 因此, 以下将围绕糖链数 

据库的构建, 包含蛋白质信息的糖链数据库的开发, 以 

及下游数据挖掘工具几方面进行回顾总结.  

4.1 糖链数据库 

糖链信息储存可追溯至1997年. 当时首个糖生物 

学数据库CarbBank成立, 收录了超过40000个聚糖结构 

条目 [101]. 如今, 这些数据被整合存储在多个数据库中, 
包括CFG糖数据库 [102]、KEGG糖数据库 [103]和glycos
ciences.de [104]. KEGG糖数据库自2005年起, 开始收集 

实验确定的聚糖结构及其生物合成和代谢途径 [103]. 
CFG糖结构数据库建立于2006年, 它不仅包含聚糖结 

构, 还涵盖了糖基转移酶、糖结合蛋白(glycan binding 
protein, GBP)和糖基因敲除小鼠的数据, 并提供了糖基 

因微阵列和聚糖阵列等信息 [102]. glycosciences.de是一 

个综合性门户网站, 自2006年起提供糖分析相关的数 

据库和工具, 特别关注多糖的三维结构 [104]. GlycoSui
teDB自2001年起收集了所有已发表的聚糖结构和糖基 

化位点信息, 包括多糖结构、蛋白质糖基化位点、生 

物来源、文献参考以及疾病相关信息 [93,105]. JCGGDB 
由Kameyama等人 [106]在2005年建立, 是一个包含15个 

原始数据库的元数据库, 涉及质谱数据、凝集素阵列 

数据、糖蛋白数据、糖基因数据和糖表位数据等, 并 

提供了MS n谱图采集协议, 便于用户通过谱图匹配进 

行比较和分析, 从而方便地检索多糖的质谱数据.  
随着聚糖结构数据的积累和质谱技术的发展, 聚 

糖结构鉴定变得更加快速、准确和自动化 .  Uni
CarbKB于2012年推出, 由GlycoSuiteDB、GlycoBase和 

EUROCarbDB组成, 旨在构建一个信息存储和搜索平 

台 [107]. 该平台包括从GlycoSuiteDB获得的数据以及理 

论N-聚糖结构数据库UniCorn [108], 并且其数据模型在 

不断改进, 以构建一个提供糖蛋白质组位点特异性糖 

基化信息的公共平台, 解决信息差距问题. UniCarbKB 
还包括了从GlycoBase [109]获得的数百个糖链的高效液 

相色谱(high performance liquid chromatography, HPLC) 
分析数据, 以及EUROCarbDB [110]中的糖链MS、核磁 

共振(nuclear magnetic resonance, NMR)和HPLC实验 

数据.  
2013年后, 糖链数据库在数据多样性和全面性方 

面得到了进一步的完善. UniCarb-DB [111]是一个2014年 

推出的公共数据库, 提供从糖蛋白释放的游离寡糖的 

LC-MS/MS详细信息, 包括游离寡糖类型、键、结构 

以及相应的MS数据. 2016年, Mariethoz等人 [112]创建了 

Glycomics@ExPASy, 集中了基于网络的糖信息学资源, 
包括糖组学的数据库和工具, 以推广生物信息学在糖 

生物学中的应用. GlyTouCan [113]是一个聚糖结构存储 

库, 便于研究人员引用聚糖结构. Glycosciences.DB [114] 

是一个链接糖组学和蛋白质组学数据的注释数据库, 
包含25000个聚糖结构条目和12500个3D结构模型. 
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2018年, Zhao等人 [115]开发了GlycoStore, 一个基于Gly
coBase公开实验数据集的注释数据库, 整合了N-、O- 
聚糖和鞘糖脂(GSL)聚糖以及相关糖蛋白、糖脂和生 

物治疗药物的色谱、电泳和质谱数据.  
近年来, 为了促进糖组学研究, 还开发了其他类型 

的数据库, 如ProGlycProt V2.0 [116], 一个经实验验证的 

原核生物糖蛋白和蛋白质糖基转移酶的储存库; Uni
Lectin3D [43], 一个碳水化合物结合蛋白数据库, 提供3D 
结构和相互作用配体的信息; MatrixDB [117], 关于细胞 

外基质蛋白、蛋白多糖和多糖相互作用的数据库; 以 

及SugarBindDB [118], 涵盖人病原体凝集素和黏附素的 

聚糖结合信息的数据库. 这些数据库为糖基化研究提 

供了宝贵的资源, 促进了该领域的深入发展.  

4.2 含修饰位点的糖链库和数据挖掘工具 

随着完整糖肽鉴定技术的快速发展, 建立包含修 

饰位点信息的糖链库对于储存肽段、糖基化位点和糖 

链信息变得尤为重要.  
GlycoProtDB [119](https://acgg.asia/gpdb2)是一个包 

含实验数据的N-糖蛋白质数据库, 自2006年建立以来, 
通过凝集素亲和柱结合同位素编码的糖基化位点特异 

性标记(IGOT)方法鉴定N-糖基化位点, 用户可以通过 

基因编号、基因名称或蛋白质名称进行搜索. Uni
Pep [120](http://www.unipep.org/)则是人类N-糖蛋白质数 

据库, 提供了详细的N-糖蛋白质信息, 支持通过多种方 

式进行搜索. N-GlycositeAtlas [121](http://nglycositeatlas. 
biomarkercenter.org)是一个大型数据库, 于2019年发布, 
包含了7200多种N-糖蛋白, 30000多种糖肽和超过 

14000个N-糖基化位点, 这些数据来源于100多篇出版 

物和未发表的数据集, 并可映射到UniProt数据库.  
糖蛋白质数据库逐渐向数据深度挖掘和多元化的 

资源集合等方面发展. 2019年, Ye等 [99]在哥本哈根糖组 

学中心建立的GlycoDomain Viewer(https://glycodo
main.glycomics.ku.dk/)用于存储和共享通过SimpleCell 
技术鉴定的O-GalNAc糖蛋白质组, 包括实验鉴定的来 

自人和动物细胞系的629种O-GalNAc糖蛋白和2942个 

O-糖基化位点. 2021年, Huang等人 [122]建立了OGP 
(https://www.oglyp.org/), 这是一个O-糖蛋白质专家知 

识库, 收集了来自不同来源的O-糖蛋白数据, 包含2133 
个O-糖蛋白质, 9354个O-糖基化位点和11633个特定位 

点的O-糖链, 是迄今为止最大的O-糖蛋白质资源库. 该 

数据库网站还包括统计分析、数据库搜索、位点预测 

和数据提交等模块, 有效支持O-糖基化数据挖掘.  
在糖蛋白质组数据下游分析方面, 2022年, Wu等 

人 [123]开发了一个综合的糖蛋白质组学分析平台Gly
cAP(https://project.omicsolution.com/GlycAP/), 该平台 

嵌入了不同的分析模块, 包括定性分析、定量分析、 

功能分析和临床分析等, 促进糖蛋白质组学在位点特 

异性糖基化中的探索. 最近, Ives等人 [124]建立了Gly
coShape(https://glycoshape.org), 一个开放存取的聚糖 

结构数据库. 迄今为止, GlycoShape数据库已收录了 

500多个独特的聚糖, 这些结构可以通过一种名为Re- 
Glyco的强大算法链接到蛋白质上, 直接与蛋白质数据 

库(RCSB PDB)和AlphaFold蛋白结构数据库等开放存 

取库中的结构数据兼容. 此外, 数据库也在往AI与机器 

学习的集成网站、跨数据源的整合分析、一站式数据 

分析和实时数据更新等方向提升.  

5 总结与展望 

糖蛋白质组学已在多个领域展现了其研究潜力, 
逐渐成为生命科学中的一个重要领域. 高分辨率质谱 

技术、糖蛋白富集技术、数据解析软件以及分析工具 

等方面不断地创新, 进一步促进了糖蛋白质组学在基 

础研究和临床应用中的发展 [125]. 目前, 糖蛋白质组学 

研究已经从单一的糖基化位点鉴定发展到对糖基化宏 

观和微观异质性的研究, 这种深入的研究有助于我们 

更好地理解糖基化在生物过程中的作用, 以及其在疾 

病发生和发展中的影响 [126]. 近年来, 糖蛋白质组学的 

研究已不再单纯关注糖肽鉴定数量的增加, 而是转向 

提升分析的灵敏度、准确性和全面性, 特别是在大规 

模的完整糖肽水平糖蛋白质组分析中.  
首先, 糖基化的复杂性使得对低丰度糖肽的高灵 

敏度检测和定量变得尤为重要, 而深度学习技术的应 

用为这一挑战提供了新的解决方案. 深度学习通过构 

建神经网络和训练算法, 能够在糖肽谱图预测、结构 

推断以及定量分析中实现前所未有的准确度. 例如, 神 

经网络模型在糖肽谱图的预测中已展示出优势, 能够 

提高分析的灵敏度 [24,25]. 目前, 较高的糖肽解析率也仅 

为10%左右 [23], 这一数据的局限性主要受到现有质谱 

技术和分析方法的制约. 通过引入AI计算科学, 尤其是 

深度学习在谱图预测中的应用, 有望突破传统技术的 

局限, 提升糖肽的定性和定量分析精度, 增强糖蛋白质 

组学在复杂生物样本中的应用潜力. 其技术应用有以 

下切入点: AI深度学习和注意力机制鉴定低丰度糖肽; 
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知识图谱嵌入的方式构建迁移学习模型提升糖肽识别 

率; 多模态数据融合提升异构体区分能力. 目前, 在谱 

图预测方面, 通过神经网络等模型对谱图进行深度学 

习, 预测糖肽的二级谱图, 实现高精度匹配 [24,25]; 在特 

征提取方面, 利用卷积神经网络(CNN)等模型学习质谱 

中的各个糖肽碎片离子的碎裂模式及对应谱图, 对糖 

链拓扑结构进行预测 [25]. 利用AI技术可系统性解决糖 

蛋白质的复杂性、动态性、低丰度等问题, 开发AI驱 

动的糖基化标志物发现平台, 结合分子动力学模拟预 

测糖链构象对质谱行为的影响等, 推动其在精准医学 

和生物制药中的转化应用. 这不仅能提升糖肽分析的 

解析深度, 还将促进整个领域向更高通量、精准度和 

灵敏度方向发展.  
其次, 糖肽的精细结构解析仍然是糖蛋白质组学 

研究中的一大挑战. 糖肽的异构体、多糖链连接等复 

杂结构的精确鉴定, 一直是困扰研究者的难题. 糖基化 

修饰的异质性包括糖链的多样性、糖链长度、分支方 

式及其空间结构, 尤其是在复杂生物样本中, 这些细节 

对于理解糖基化对细胞功能和疾病的影响至关重 

要 [127]. 虽然新兴技术如HCD触发紫外光解离(UVPD) 
在糖链连接的分析中已取得一定进展 [128], 但仍然面临 

着若干挑战, 例如需要不同软件组合来处理不同数据、 

限速问题以及准确性问题等. 因此, 如何利用新技术更 

高效地解析糖肽的精细结构、提高数据的通量和准确 

性, 将成为未来糖蛋白质组学发展的关键方向. 结合创 

新的质谱分析技术、改善的数据处理算法和自动化分 

析平台, 能够为糖蛋白质组学的深度解析提供更强大 

的支持.  
除了解析深度, 完整糖肽的精度和准确性也是糖 

蛋白质组学中一个亟待解决的重要问题. 在糖肽定量 

分析中, 糖基化位点上糖链的准确性直接影响分析结 

果的可靠性和生物学意义. 为提高糖肽的定性和定量 

精度, 结合化学合成技术进行标准糖肽的合成 [129], 并 

通过构建标准谱图库来优化质谱分析流程, 已经成为 

一种行之有效的策略. 标准糖肽的合成可以确保谱图 

库的高质量, 从而减少由于实验误差或样本复杂性引 

起的偏差. 通过不断更新和扩展标准谱库, 糖蛋白质组 

学分析的精度和准确性将得到显著提升. 这一策略的 

核心在于通过高质量的参考数据来优化分析流程, 帮 

助研究人员在面对不同生物样本时进行更加精确的糖 

肽鉴定和定量分析. 标准谱库的建设与不断完善, 将推 

动糖蛋白质组学研究朝着更高精度、更广泛应用的方 

向迈进.  
最后, 糖蛋白质组学作为研究糖基化修饰的关键 

领域, 与生物功能调控和疾病发生关系密切, 尤其在精 

准医学和疾病生物标志物的研究中展现出巨大的潜力. 
然而, 糖蛋白质组学研究中产生的数据庞大且复杂, 如 

何高效整合、存储并利用这些数据, 已成为推动该领 

域发展的重要课题. 为了有效整合不同来源的数据, 必 

须依赖于新的数据筛选方法和生物信息技术的发展. 
例如, 通过多中心交互平台, 能够将来自不同研究团队 

和实验室的数据汇集在一起, 形成具有广泛代表性的 

数据集. 这些平台不仅需要支持大数据的存储与管理, 
还要能够提供数据分析、挖掘与共享的功能, 以促进 

跨学科、跨领域的合作. 此外, 随着研究的深入, 糖蛋 

白质组学领域需要建立更加智能化的数据库和专家知 

识库, 以实现数据的高效存取与智能分析. 这些数据库 

不仅应包含基本的糖基化信息, 还应整合蛋白质结构 

信息、生物学功能、疾病机制和临床相关数据, 为研 

究人员提供全面的参考框架, 推动糖蛋白质组学与生 

物功能调控的深度融合.  
随着新技术和新方法的不断涌现, 糖蛋白质组学 

有望在精准医学、疾病诊断与治疗以及生物学研究等 

多个领域发挥越来越重要的作用. 尤其是通过深度学 

习和人工智能技术的广泛应用, 糖蛋白质组学的分析 

能力将得到前所未有的提升, 推动糖基化研究进入更 

加精细和高效的阶段. 未来, 糖蛋白质组学将不断拓展 

其在基础科学和临床研究中的广泛应用, 深刻改变我 

们对生物系统、疾病机制及其治疗的理解, 并为个性 

化医疗和早期疾病诊断提供更加精准的工具和策略.    

致谢 谨以最崇高的敬意与最热烈的祝贺, 献礼复旦大学生物医学研究院建院20周年. 感谢学院糖蛋白质组学团队全体成员 

的精诚合作与不懈拼搏, 使得糖蛋白组学的研究不断取得突破. 感谢研究院初创院长贺福初院士的战略引领、持续关 

怀与大力支持. 感谢并深切缅怀生物医学研究院原常务副院长杨芃原教授(1949年6月12日~2021年5月31日), 先生作为 

我国糖蛋白质组学领域的先行者, 为该领域的发展奠定了坚实基础, 对学院人才培养、学科交叉、科技创新作出了卓 

越贡献. 最后, 衷心感谢国家自然科学基金委员会、科学技术部、国家卫生健康委员会对我们科研工作的长期关注与 

大力支持. 
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Glycosylation is one of the most intricate and variable post-translational modifications (PTMs), playing a pivotal role in 
various biological processes such as cell signaling, immune response, protein folding, and molecular recognition. The 
dynamic and diverse nature of glycosylation makes it an essential modification in cellular function and organismal 
development, as well as in disease progression. Glycoproteomics has emerged as a core field that enables the in-depth 
analysis of glycoproteins, providing valuable insights into the glycosylation sites and the underlying glycan structures. This 
is particularly important for understanding how changes in glycosylation patterns are linked to disease states, such as 
cancer, autoimmune disorders, and neurodegenerative diseases. 

Over the past two decades, significant advancements in mass spectrometry (MS)-based glycoproteomics have 
revolutionized the study of protein glycosylation. Initially, the identification of glycosylation sites was primarily based on 
peptide mapping techniques. However, the field has evolved to focus on the analysis of intact glycopeptides, which 
preserve both the peptide backbone and the attached glycans, providing a more complete view of glycosylation. The 
development of cutting-edge MS technologies has enabled researchers to detect and characterize a wide variety of 
glycopeptides with high sensitivity and specificity. These advancements have allowed for the identification of 
glycosylation sites at unprecedented levels of detail, unveiling complex glycan structures and modifications that were 
previously difficult to study. 

One of the key developments in glycoproteomics has been the enhancement of glycopeptide enrichment methods, which 
facilitate the isolation of glycosylated peptides from complex biological samples. These techniques, such as lectin affinity 
chromatography and hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC), have significantly improved the sensitivity 
and throughput of glycoproteomics analyses. In parallel, advances in mass spectrometry analytical strategies, including 
high-resolution MS and tandem MS (MS/MS), have provided deeper insights into glycopeptide fragmentation patterns, 
allowing for the determination of site-specific glycosylation of glycoproteins. 

Despite these advancements, several challenges remain in glycoproteomics, such as the need for improved analytical 
depth and reproducibility, the complexity of glycan structures, and the incomplete characterization of low-abundance 
glycosylated proteins. Furthermore, data interpretation tools and glycan databases are still evolving to keep pace with the 
growing complexity of glycosylation data. Looking ahead, the future of glycoproteomics will likely involve the 
development of more accurate, high-throughput methods for glycoprotein analysis, the integration of multi-omics 
approaches, and the application of glycoproteomics in personalized medicine, particularly for the discovery of biomarkers 
and therapeutic targets in disease. 

glycoproteomics, site-specific glycosylation analysis, identification and quantification of intact glycopeptides, mass 
spectrometry analysis 
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