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摘  要: 糖基化修饰是蛋白质常见的翻译后修饰之一，通过与糖结合蛋白如凝集素、抗体等相互作用调节肿瘤细

胞侵袭、转移的能力及肿瘤异质性。通过化学合成法、化学-酶合成法或释放天然聚糖构建的糖芯片是分析聚糖

与糖结合蛋白相互作用的重要工具。文中综述了常见的点制糖芯片的技术及糖芯片在癌症疫苗、单克隆抗体及诊

断标志物中的广泛运用。由于肿瘤发生的各个环节都伴随着聚糖结构的改变，利用糖芯片探究肿瘤细胞特异表达

的聚糖所参与的生理病理过程具有重大意义。 
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Abstract:  Glycosylation is one of the common post-translational modifications of proteins to regulate the ability of tumor 

invasion, metastasis and tumor heterogeneity by interacting with glycan-binding proteins such as lectins and antibodies. 

Glycan microarray can be constructed by chemical synthesis, chemical-enzyme synthesis or natural glycan releasing. Glycan 

microarray is an essential analytical tool to discover the interaction between glycan and its binding proteins. Here we 

summarize the standard techniques to construct glycan microarray for the application in cancer vaccine, monoclonal antibody 

and diagnostic markers. 
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1  糖芯片是检测肿瘤 GBP 的有力工具 

蛋白质糖基化修饰是常见的翻译后修饰之 

一[1-2]，常见的肿瘤标志物如卵巢癌中的粘蛋白-16 

(Carbohydrate antigen 125，CA125)、乳腺癌中的糖

类抗原 15-3 (Carcinoma antigen 15-3，CA15-3)、前

列腺癌中的前列腺特异性抗原  (Prostate-specific 

antigen ， PSA) 、 结 直 肠 癌 中 的 癌 胚 抗 原

(Carcinoembryonic antigen，CEA)、卵巢癌和胃癌以

及肺癌中的触珠蛋白 (Haptoglobin)、卵巢癌和胃

癌中的 α-1-酸性糖蛋白 (Alpha-1-acid glycoprotein)

和肝癌中的 α-1 抗胰蛋白酶 (Alpha-1-antitrypsin)

和甲胎蛋白 (Alphafetoprotein，AFP) 均是糖蛋白。

聚糖通过与糖结合蛋白 (Glycan binding protein，

GBP) 如凝集素、病毒、抗体、生长因子等相互

作用，调节肿瘤免疫逃逸、促进肿瘤细胞侵袭细

胞外基质、侵入血管、黏附非原发器官成为继发

肿瘤等过程，增强肿瘤细胞侵袭、转移的能力及

肿瘤异质性[3]。 

肿瘤细胞的异常糖基化改变导致其表面出现

许多异常糖类抗原，如 T 抗原、Tn 抗原、Globo H

抗原等，会影响肿瘤细胞与对应 GBP 的结合，从

而影响肿瘤细胞的细胞通讯[4]。如 Tn 抗原是不完

全的人类血型抗原，其抗原决定簇为连接在肽链

N 端的丝氨酸或苏氨酸上的乙酰半乳糖胺。在正

常细胞中，Tn 抗原被肽链遮盖或被共价结合的

GBP 所掩盖，从而失去免疫原性，但在上皮来源

恶性肿瘤细胞中常常裸露从而表现出免疫原性。

其表达与肿瘤的侵袭性呈正相关，可能是由于正

常细胞中 Tn 抗原常处于细胞顶端，而肿瘤细胞中

Tn 抗原则处于基底部，有利于增强侵袭性，且躲

避自身天然抗体的结合[5]。详解影响 Tn 抗原的免

疫原性的因素有利于开发针对 Tn 抗原的肿瘤治

疗方式，将在应用部分中阐述。 

GBP 与聚糖结合的特异性由糖识别结构域 

(Carbohydrate recognition domain，CRD) 的多肽

链残基三维空间结构、CRD 超二级结构所含辅因

子与所识别聚糖的寡糖链末端羟基空间结构的相

互作用所决定[6]。 

糖芯片技术是酶联免疫吸附型试验 (Enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA) 的延伸，是

一种研究聚糖与 GBP 反应的有力工具，类似于蛋

白芯片和 DNA 芯片的作用原理，糖芯片将不同

聚糖分子通过共价或者非共价方法固定于经化学

修饰的载玻片表面上[7]。共价方法通过将聚糖与

载玻片表面的 N-羟基丁二酰亚胺 (NHS) 酯或含

环氧化合物的反应而固定于其表面[8]；非共价方

法用于将糖脂等固定在硝化纤维素涂层的载玻片

上[9]。糖芯片的打印方法类似于 DNA 芯片，打印

机器以接触或非接触的方式，将数纳升的聚糖溶

液滴入芯片表面直径微米级别的孔内。打印后的

芯片经过潮湿环境中孵育，洗去未结合聚糖和反

应基团以及离心干燥等步骤后可长期保存。在不

同类型的聚糖或糖脂等固定于芯片表面制成糖芯

片后，将 GBP 与糖芯片结合，结合完毕将未反应

GBP 洗去后便可在荧光扫描仪中读取芯片各个位

点的反应强度，以此表示 GBP 与特定糖型结合的

特异度[7]。 

糖芯片分析涉及荧光检测，以芯片上位点的

荧光强度表示反应的强度，可以直接对芯片上聚

糖进行荧光标记，例如在非共价结合中利用经典

的生物素–链霉亲和素系统，但这种做法可能会导

致芯片上聚糖结构的结合位点被掩盖[10]。另一种

方案是通过还原胺化将荧光连接剂附着在聚糖

上，但这样做会引入更多的合成步骤使打印芯片

复杂化[11]。此外还可以使用荧光标记的 GBP 与糖

芯片反应，但这样可能会致蛋白变性或糖结合区

域的改变，因为聚糖通常通过多价键结合 GBP，

聚糖在芯片上的固定方式可能影响其与 GBP 的

结合，而标记在 GBP 上的荧光基团大部分连接于

非游离端。所以也可以选择“三明治”法，利用荧

光二抗结合 GBP 再进行读取，但二抗的特异性数

量限制了“三明治”法的应用[12]。 
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在释放天然来源聚糖制成的糖芯片中，荧光

双功能接头发挥重要作用，用荧光双功能接头标

记天然来源的聚糖使得研究人员可以监控多维色

谱净化分离天然聚糖的过程，确定不同结构的聚

糖得以分离。分离之后的聚糖用于创建荧光双功

能接头标记的聚糖糖库，随后打印固定制成芯片

成品[13]。荧光双功能接头根据不同的分离天然聚

糖的化学方法决定，常用的荧光双功能接头包括

2-amino-N-(2-aminoethyl)-benzamide (AEAB)[14]、

p-nitrophenyl anthranilate (PNPA) 以 及 2,6- 

diaminopyridine (DAP)[15]。在最新的研究中，研

究人员使用氟甲苯甲氧基碳酸酯 (Fmoc) 连接于

3-(methoxyamino)propylamine (F-MAPA) 作为双

功能荧光接头制造天然来源的糖芯片取得了成

功，F-MAPA 作为荧光双功能接头连接于聚糖使得

其还原端处于闭环状态，具有更高的荧光性，同时

还具有易于解离的性质，使天然来源糖芯片鉴定出

具有生理意义的聚糖后可以解离 F-MAPA 进行聚

糖结构分析，进一步拓宽了糖芯片的应用[16]。 

利用糖芯片观测聚糖与 GBP 的相互作用，揭

示 GBP 参与肿瘤发生发展的机制[17-18]。比如，肿瘤

细胞来源的糖芯片可以发现肿瘤特异聚糖抗原[19]和

检测针对肿瘤聚糖的自身抗体[20]。利用肿瘤特异

聚糖抗原生产的癌症疫苗，显示出对肿瘤细胞更好

的疗效和较小的副作用[21]；此外，通过肿瘤特异

聚糖抗原确定糖基转移酶的类型以及特异性，可以

提供更精确的治疗靶点以减少药物毒性[22]。 

2001 年，Consortium for Functional Glycomics 

(CFG) 成立，可以向研究人员提供已有糖芯片的

详细信息包括制作流程、原料、所探究的 GBP 以

及糖芯片制作者的联系方式等[23]。常见的糖芯片

的构建方法包括释放天然聚糖和合成聚糖，但受

限于聚糖结构的准确鉴定、合成繁琐费时等因素，

因此，点制糖芯片仍具有挑战。 

聚糖结构的复杂性、多样性、长度和空间形

态以及在细胞中糖基化的位点都会影响其作为聚

糖抗原的免疫原性与各种 GBP 的反应，分析聚糖

相关免疫反应尤为复杂[24]。聚糖合成技术的日益

改进、天然聚糖分离技术的不断成熟 (构建糖芯

片的主要方法以及简化流程见图 1)、聚糖数据库

的逐渐丰富、聚糖数据标准化的建立以及糖库中

数据的积累有利于运用糖芯片分析肿瘤相关的免

疫反应及其机制研究。 

2   构建糖芯片 

2.1  化学合成法及化学-酶合成法 

化学合成法的优势在于可以合成很难天然获

取的聚糖，其关键步骤是糖苷键的合成[25]。化学

合成法可大致分为液相合成法、固相自动合成法以

及计算机辅助一锅法。(1) 液相合成法：传统的合

成方法，需要首先将极性功能基团 (如羟基等) 取

代以使其溶于有机溶剂，再进行保护基的引入及脱

离。由于不同的糖基基团在溶液中发生聚合，液相

合成法只能合成相同的糖基，严重限制了其应用范

围。(2) 固相自动合成法：固相自动合成法关键在

于固定糖链的形成和空间构型的可控[25]，通过先

将单糖或类似物固定于固相树脂上，选择不同反

应条件逐个添加不同的类似物，最后脱保护得到

目的寡糖链[26-27]。固相自动合成法的商业化使得

常规多糖与糖胺聚糖的合成速度大大加快，但是

对于唾液酸糖基以及 α 构型糖基的合成仍待探索

更有效的合成方法。(3) 计算机辅助一锅法合成：

对糖基化机制的理解加深和计算机技术的进展催

生了计算机辅助一锅法合成，通过计算选择糖苷

供体的相对反应值，并配备适当的保护组来调整

反应活性，以确保产生目标寡糖[28]。使用这种方

法合成了肿瘤相关 N3 抗原八糖[29]及 Globo H[30]

肿瘤抗原用于打印糖芯片。 

除化学法之外，另一种常用的聚糖合成法为

酶法，相比较化学合成法需要引入保护基团、离

去基团再脱保护，酶法高效便捷地将需要引入的

基团通过酶促反应添加到特定底物之上[31]。因组

织表达水平限制可以从天然细胞处可以较成熟获

得的糖基转移酶只有半乳糖基转移酶[32]、唾液酸 
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图 1  糖芯片的构建 
Fig. 1  Construction of glycan microarray. 
 
基转移酶[33]以及 N-乙酰葡糖胺转移酶等。运用转

基因及克隆技术可以在小鼠身上获得岩藻糖基转

移酶[34]。由于哺乳动物糖基转移酶以及糖苷酶都

对底物具有很强的专一性[35]，所以酶法合成聚糖

主要受到酶数量的限制。利用糖芯片可以探索糖

基转移酶的底物特异性，可以为酶法合成提供更

多可能[23]。虽然酶库中糖基转移酶的数量与日俱

增[36]，但仍需探索更多样糖基转移酶以及聚糖合

成方式来满足糖芯片更广泛研究需求[31]。 

2.2  释放天然聚糖 

天然来源聚糖在糖功能组学研究方面有巨大

的潜力以及优势，但聚糖结构的高度复杂性以及

其非模板合成的方式决定了其无法在现有技术条

件下进行扩增[37]。通常采用酶解法获取天然存在

的聚糖，大多数完整的 N-聚糖可以通过 PNGase F

释放；其他内切酶 Endo D、Endo H 可特异性酶

解 N-聚糖外周糖链的特定糖苷键；而对于 O-聚

糖，常采用 β-消去反应完成解离[13]。 

2016 年 Song 等开发了 Oxidative release of 

natural glycans (ORNG) 技术，使用次氯酸钠释放

天然聚糖获得了成功[14]。其主要流程是将组织、

细胞进行均一化处理后，加入次氯酸钠溶液解离

天然聚糖而不破坏其完整性，包括 N-聚糖、    

O-聚糖及鞘糖脂聚糖在内的糖聚合物都成功实现

了分离。分离纯化荧光标记的聚糖，建立糖库，

用于打印糖芯片，进行功能糖组学研究。ORNG

法大大丰富了可用于研究的糖库，为高通量聚糖

研究提供了可能性[38]。但由于次氯酸钠本身的化

学性质，可能会部分降解胺键、巯基或碳双键等

官能团作为功能基团的聚糖。 

其他从糖蛋白中提取聚糖成分的手段包括肼

解作用，在可控的强碱环境下进行一种名为

“β-elimination”的过程，以选择性释放 N-聚糖或者

O-聚糖，它通常伴随着硼氢化物的还原得到一种

醛糖醇[39]。最近发展了碱基处理与吡唑啉酮衍生

化的方法，在色谱分离中起吸收紫外线的作用。
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但所有化学方法都有可能导致部分或完全失去不

稳定的修饰的缺点，如 O-乙酰化或硫酸化[40]。 

从天然来源释放的聚糖，无论其来源是什么，

都依赖于分离技术提纯出可以用于后续的糖芯片

打印和结构功能分析的聚糖或糖缀合物，用于分

离纯聚糖或糖缀合物的方法通常是色谱法，如尺

寸排阻色谱  (SEC)、强或弱阴离子交换色谱 

(SAX) 以及最常用的反相高压高效液相色谱 

(HPLC)[41] (提取天然聚糖的简化流程见图 1)。从

自然来源提取聚糖打印糖芯片，与 GBP 结合后根

据荧光提示筛选出具有生理意义的聚糖进行分析

的糖芯片称为“鸟枪法”糖芯片[15]。 

3   糖芯片在肿瘤研究中的重要应用 

3.1  癌症疫苗 

肿瘤疫苗分为确切抗原 (Defined antigen) 疫

苗以及非确切 (Undefined antigen) 抗原疫苗，非

确切抗原疫苗如树突状细胞疫苗、热休克蛋白疫苗

等虽然在临床实验中显示了疗效却伴随着自身免

疫 病 等 副 作 用 ， 肿 瘤 相 关 糖 类 抗 原 (Tumor- 

associated carbohydrate antigens，TACAs) 是在肿瘤

细胞发生发展过程中表达于其表面结构异于正常

细胞的确切抗原[42]，可以用于制备疫苗，直接诱

导肿瘤细胞凋亡、激活抗体依赖的细胞介导的

细胞毒作用或者激活补体途径杀伤肿瘤 [43-44]。

根据 TACAs 设计的肿瘤疫苗的优势在于精确靶

向肿瘤，但由于 TACAs 为内源性产生，其免疫

原性以及免疫反应性较弱，需要用糖芯片评估

其反应性以及选择合适的抗原载体加强免疫反

应  (构建疫苗以及用糖芯片评估疫苗疗效的简

易流程模式见图 2)，已有报道乳腺癌细胞表面

异常高表达的一种多聚己糖 Globo H 作为抗原

搭配不同蛋白载体来制备癌症疫苗 [45]。为了比

较不同的蛋白载体交联 Globo H 引发的免疫反

应的强度，作者使用已产生抗体的小鼠血清来

结合经化学合成法合成的 Globo H 糖芯片，结

果显示 Globo H 交联 α-半乳糖酰基鞘氨醇 C34

显示了最强的免疫原性。 

 

 
 
图 2  聚糖来源癌症疫苗的构建 
Fig. 2  Construction of glycan-derived cancer vaccines. 
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与蛋白抗原不同，大多数 TACAs 是非 T 细

胞依赖型抗原，无法与人类主要组织相容性复合

体结合并激活 T 细胞，只能与 B 细胞表面受体弱

结合，经非 T 细胞依赖途径产生低亲和力、低滴

度的 IgM 抗体[46]。为了激活辅助性 T 细胞，使得

B 细胞经 T 细胞依赖途径产生高亲和力 IgG 抗体 

(同时释放细胞因子诱导产生细胞毒性 T 细胞)，

在另一项研究中，研究人员改进了制备 Globo H

癌症疫苗的方法，将 TACAs 与载体蛋白搭配提升

其免疫原性以激活 T 细胞，使得疫苗诱导产生不

止 IgM 抗体，同时还产生 IgG 抗体且激活了 T 细

胞，并进行了Ⅱ期和Ⅲ期临床试验。将受试患者

的血清与 Globo H抗原及其类似物打印的糖芯片

结合，发现疫苗诱导产生的抗体不仅与 Globo H

抗原反应，也与 SSEA3 和 SSEA4 抗原结构反应，

同时发现以血蓝蛋白作为载体蛋白引发的免疫反

应更强烈，但以白喉类毒素作为载体蛋白则对

Globo H 的特异性更高[47]。 

糖蛋白 MUC1 上的异常聚糖是最常见的

TACAs 之一，以肿瘤细胞上异常表达的 MUC1

糖蛋白 sTn 结构为靶点制备的癌症疫苗 Theratope

进行了Ⅲ期临床试验，但 5 年过后病人的生存并

未达到预期[48-49]。为了探究更有效的癌症疫苗，

研究人员将 MUC1 糖蛋白上的约包含 20–22 个氨

基酸的肽段，和肽段上的异常糖基化产物与噬菌

体 Qβ 载体蛋白结合制成疫苗接种在患癌小鼠身

上。但出乎意料，接种疫苗的小鼠血清 IgG 抗体

并未与高表达 MUC1 糖蛋白的肿瘤强烈结合。为

了进一步揭示原因，研究人员将 20 个 MUC1 肽

段打印在糖芯片上，并用小鼠血清与之结合，结

果显示包含 SAPDTRPAP 的肽段与小鼠血清反应

强烈，揭示 SAPDTRPAP 序列对 MUC1 的免疫原

性至关重要。基于此设计的下一代疫苗在小鼠身

上诱导产生的血清 IgG 抗体，与肿瘤细胞反应并

强烈结合。为了进一步探究 MUC1 糖蛋白上免疫

原性最强的聚糖结构，研究人员将 72 种不同聚糖

结构和肽段 PAHGVTSAPDTRPAPGSTA 制成糖

芯片，与血清反应结果显示包含 Tn 抗原结构与

PDTR 肽段的 MUC1 与小鼠 IgG 反应最剧烈[50]。 

在另一项研究的第一代疫苗中，虽然针对 Tn

抗原的 IgG 抗体滴度尚可，但抗体对高侵袭性

TA3 乳腺癌细胞的识别和结合能力都很弱。而第

二代的疫苗引发的抗体对癌细胞显示出了很强的

结合能力，接种第二代疫苗的小鼠也比第一代具

有更好的预后。研究人员使用包含 Tn 抗原的糖蛋

白和糖脂打印的糖芯片，与接种疫苗的小鼠血清

结合，结果显示第二代疫苗诱导产生的抗体比第

一代更多样，与 Tn 抗原结合也更紧密，但抗体滴

度与第一代相比并未显著提升。结果提示我们：

TACAs 制备的癌症疫苗在过去只关注抗体的滴

度，而忽略了抗体的多样性对疫苗效果的影响；

第一代与第二代疫苗的主要区别在于载体蛋白的

选择以及载体蛋白和 Tn 抗原连接方式的不同，提

示载体蛋白和连接方式会对 TACA 的抗原性产生

巨大影响继而影响疫苗疗效[51]。 

在一项研究中，研究人员使用一锅法合成前

列腺癌细胞表达的己糖抗原 RM2。首先将 RM2

与其他 95 种聚糖打印于糖芯片上，用特异性结合

RM2 的抗体与糖芯片结合，荧光结果显示，抗体

只与合成的 RM2 抗原结合，特异性良好。然后，

研究人员将不同比例 RM2 搭配变异的白喉毒素

CRM197 以及糖脂 C34 作为抗原制成疫苗，接种

BALB/c 小鼠。然后，将 RM2 以及在 RM2 基础

上衍生的聚糖打印成糖芯片，以此检测不同 RM2

比例的接种策略接种疫苗的小鼠血清抗体免疫反

应强度，结果显示，4.7 个 RM2 搭配 CRM197 和

C34 制成的疫苗，在小鼠体内显示了最高的 IgG

抗体滴度，揭示了最佳接种策略[52]。 

癌细胞异常表达的糖基化产物也属于新生抗

原，由此制造的癌症疫苗通常引起特异性更高以及

更强烈的针对癌细胞的免疫反应。Neu5Gc 是一种

人类自身无法合成、但可以通过食物摄取聚集在
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结直肠癌细胞表面的糖基化新生抗原[53]。已有研

究将 Neu5Gc 作为疫苗的靶点，利用仿生纳米颗

粒装载 Neu5Gc 并固定于红细胞上注入患有结直

肠癌的小鼠体内，引发了强烈的免疫反应。在此

研究中，糖芯片仍然作为抗原抗体反应强度的评

估工具，在佐剂选择、注射间隔选择以及疗效评

估中发挥重要作用。此外，糖芯片测得的免疫反

应剧烈的程度与小鼠肿瘤体积缩小的程度成正

比，可作为疗效的预测指标[50]。 

由此可见，在针对上述不同的 TACAs 如黏蛋

白相关糖抗原、 Lewis 血型相关糖抗原以及

GLOBO 相关糖抗原制备的肿瘤疫苗中，糖芯片

都作为评估所选 TACAs 免疫原性、所引起免疫反

应强度以及合适抗原载体选择 (疫苗制备的重要

步骤) 的评估分析工具，在治疗中发挥了重要的

作用 (图 2)。 

3.2  单克隆抗体 

免疫疗法最近在肿瘤治疗中展现出了极大潜

力，肿瘤免疫治疗可分为主动与被动两种方式，

上述的癌症疫苗是主动免疫治疗的代表，被动治

疗的主要方式为免疫检查点抑制剂、杀伤性单克

隆抗体以及过继性治疗细胞转移[54]。 

针对免疫检查点 PD-1 及其配体 PD-L1 的单

克隆抗体偶联药物抑制剂是近年癌症治疗最引人

注目的发现，但其仍在许多癌种中未显示出疗效，

限制了其应用[55]。PD-1 及 PD-L1 都是高度糖基

化的蛋白[56]，研究人员证明了其表面聚糖结构对

抑制 T 细胞功能是必要的，同时，研究人员研制

特异性结合 PD-L1 表面聚糖结构的单克隆抗体偶

联药物治疗三阴性乳腺癌小鼠，治疗后小鼠肿瘤

体积显著缩小生存时间显著延长，而在人体实验

中针对蛋白结构的免疫检查点阻滞剂并未对三阴

性乳腺癌患者显示获益[57]。在另一项研究中，研

究人员通过酶移去组织切片上的 PD-L1 蛋白的 N

连接型聚糖，以去糖基化的 PD-L1 蛋白作为免疫

检查点抑制剂的疗效预测标志物，准确性显著提

高，同时也发现了 PD-L1 表面 N 连接型聚糖阻碍

PD-L1 抗体与其结合[58]。这说明免疫蛋白表面聚

糖显著影响其功能，例如免疫原性以及对 T 细胞

的抑制作用。癌症免疫治疗的成功，依赖于靶向

肿瘤细胞免疫蛋白的单克隆抗体的良好的特异

性，T 细胞激活效应以及潜在的细胞杀伤效应等。

而肿瘤细胞表面异常表达的聚糖结构，是很有潜

力的单抗识别或治疗靶点[59]。 

利用糖芯片寻找与免疫蛋白互作的聚糖，寻

找可以结合肿瘤或肿瘤免疫蛋白的单克隆抗体，

可以拓宽免疫治疗的应用，如制造杀伤性单克隆

抗体或针对肿瘤免疫蛋白表面聚糖的免疫检查

点抑制剂[60]。mAb A4 原本是为了特异性结合人

类胚胎干细胞制造的一种单克隆抗体，后经研究

发现其可以特异性结合卵巢癌细胞[61]。研究人员

通过“鸟枪法”糖芯片策略[15]，获得了卵巢癌细胞

天然表达的所有聚糖结构，结合质谱分析确定了

mAb A4 与 卵 巢 癌 细 胞 结 合 的 抗 原 表 位 为 

Fucα1-2Galβ1-3GlcNAc (H type 1) 以及 Galβ1- 

3GlcNAc (type 1 LacNAc)，其中 H type 1 特异性

表达于卵巢癌细胞表面，并利用糖芯片探究 mAb 

A4 特异性结合 H type 1 的具体机制[62]。FDA 目

前已批准一种单克隆抗体 Unituxin® (Dinutuximab)

的上市，用于治疗高危神经母细胞瘤的二线治疗药

物，该药针对的靶点为双唾液酸神经节苷脂

GD2[63]。 

上文提及的 Globo H 是一种在多种癌症尤其

是乳腺癌中高表达的 TACAs，有研究人员使用计

算机辅助一锅法合成 Globo H 及其相关抗原，并

将其打印于糖芯片上，分别与鼠源性单克隆抗体

MBr1、VK-9 以及乳腺癌病人血清结合。结果显

示，血清抗体与鼠源性单克隆抗体结合效果有差

别：Globo H 末端的四糖或五糖结合鼠源性单克

隆抗体效果相同，且必须存在末端岩藻糖基化才

能结合。而乳腺癌病人血清抗体与末端去岩藻糖

的五糖或岩藻糖基化的六糖结合能力未显示出明
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显差异，提示可能是由于血清抗体的多克隆性或

在乳腺癌不同阶段对不同聚糖存在不同的免疫反

应所致[30]。 

在另一项研究中，研究人员把目标定位在多

种肿瘤细胞高表达而在正常细胞罕见的 sTn 抗

原，化学合成了 71 种 sTn 相关结构 TACAs 打印

于糖芯片，探索了 8 种目标单克隆抗体结合 sTn

抗原的特异性，随后联合 ELISA 和流式细胞技术

分析，得出了目标 mAb 与 TACAs 结合的抗原表

位以及亲和力。随后，研究人员将目标单克隆抗

体与单甲基偶联金葡菌素 E 相连，制成治疗性抗

体，这些治疗性抗体在体外实验中，抑制了表达

sTn 的肿瘤的生长[64]。 

基于相似的策略，Cox 等根据胚胎发育时期

以及肿瘤发生过程中细胞表面表达的 α2,8 连接型

聚唾液酸残基制作了嵌合单抗。发现其可以与肺

癌、胶质瘤以及胰腺癌表面的唾液酸特异性结合

并对唾液酸抗原产生胞吞作用，有潜在的抗原提

呈效果[65]。HAE3 是针对 TA3 乳腺癌细胞表面黏

蛋白设计的单抗，利用糖芯片发现 HAE3 可以与

多种乳腺癌细胞，甚至是三阴性乳腺癌细胞表面

的一种 O-聚糖结合，因此 HAE3 也可以作为乳腺

癌治疗的潜在靶向工具[66]。 

在一项研究中，研究人员将糖芯片技术与饱

和转移差谱 NMR 技术结合，鉴定了抗 MUC1 糖

蛋白单克隆抗体家族和抗 Tn 抗原单克隆抗体家

族与对应抗原结合的表位图。结果显示，抗 

MUC1 单克隆抗体 VU3C6 和 VU-11E2 识别

MUC1 肽，并以肽序列依赖的方式结合 GalNAc。

相反，抗 Tn 单克隆抗体 8D4 和 14D6 克隆主要识

别 GalNAc 结构，不与 MUC1 肽结合；这些抗 Tn

单克隆抗体对含有 Tn-Ser 抗原的糖肽表现出明显

的更高的亲和力，而对含有 Tn-Thr 的糖肽则并未

显示，强调了 Ser 或 Thr 在抗原抗体结合中发挥

重要作用。这项发现揭示了抗原抗体结合反应最

细微结构特异性，对改进以 MUC1 糖蛋白为主要

靶点的癌症疫苗，或为新的以单克隆抗体为基础

的治疗方式打下基础[67]。 

在另一项治疗性单克隆抗体的研究实验中，

糖芯片依旧作为检测所制备单抗与目标 TACAs

结合特异性的工具。通过构建 TACAs-两性离子聚

合物，研究人员通过杂交瘤技术制备了针对 Tn 抗

原结构的治疗性鼠源性单克隆抗体 Kt-IgM-8。经

计算机辅助一锅法与化学-酶合成法合成的糖芯片

包括 70 种 Tn 相关的 TACAs，将单克隆抗体

Kt-IgM-8 与糖芯片结合，结果显示在 70 种 TACAs

中，Kt-IgM-8 对 Tn 抗原显示出了最强的亲和力；

后续研究证实，Kt-IgM-8 在体内和体外均对乳腺癌

细胞株 MCF-7 有杀伤作用，有潜在的临床价值[68]。 

TF 抗原 (Thomsen-Friedenreich antigen) 常

在侵袭能力强、恶性程度高的肿瘤细胞上高表  

达[69]。在 2018 年的一项研究中，研究人员将 TF

抗原偶联金纳米颗粒疫苗，不添加佐剂注射于小

鼠腹腔引发小鼠对 TF 抗原的反应，经结果分析

选择了 MUC4 糖蛋白上重复串联肽段序列第五位

氨基酸残基上的 TF 抗原 (5TFag-TR MUC4) 作

为最佳靶点。将含有 738 个相关 TACAs 结构的糖

芯片与小鼠多克隆血清结合分析，发现小鼠多克

隆血清抗体与上述 TF 抗原特异性结合。同时，

与糖芯片中其他含有 TF 抗原的结构未显示结合，

显示出了极高的特异性。随后，研究人员将兔接

种诱导产生的多克隆血清与糖芯片结合分析，显

示出了同样的高特异性[70]。受此启发，研究人员

分析血清抗体后，利用杂交瘤技术制备了可以特

异性结合 5TFag-TR MUC4 的单克隆抗体 F5。同

样，使用含有 738 个相关 TACAs 结构的糖芯片结

合分析后，F5 也显示出了极高的特异性，只与

TF 抗原特异性结合。这一表位的发现代表了一种

新的免疫原或免疫治疗的靶点，可借此发展肿瘤

诊断抗体，或探究针对各种 MUC4 糖蛋白阳性的

癌症的免疫疗法[71]。 

Le 抗原系统 (Lewis antigens) 是一种人类血
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型抗原系统[72]。有研究为了检测两种具有肿瘤杀

伤潜力的单克隆抗体 FG88.2 和 FG88.7 的抗原特

异性，将含有超过 600 种合成或天然 TACAs 的糖

芯片与上述两种单克隆抗体结合。结果显示，

FG88.2 和 FG88.7 与许多包含 Le 结构的 TACA 结

合，显示了巨大靶向肿瘤细胞的潜力。在接下来

的实验发现，FG88.2 和 FG88.7 与 71%的结直肠

癌、81%的胰腺癌、54%的胃癌、23%的非小细胞

肺癌和 31%的卵巢癌组织结合。后续实验还证明

了 FG88.2 和 FG88.7 具有杀伤肿瘤细胞的潜力，

并在小鼠肝癌模型上得到了证实，为免疫治疗应

用于实体瘤提供了研究方向[73]。 

研究发现单克隆抗体 HAE3 与包括肺癌、前

列腺癌、膀胱癌、食道癌和卵巢癌在内的许多人

类上皮性肿瘤发生交叉反应[66]。经糖芯片反应后

显示 HAE3 可以识别各种肿瘤之间共表达的保守

TACAs 结构。研究人员将 HAE3 亚克隆制得

HAE3-C1，并将其与乳腺癌相关 TACAs 打印的糖

芯片反应，结果显示 HAE3-C1 与 HAE3 一样对相

关 TACAs 具有高亲和力。随后，将 HAE3-C1 作

为探针，结合糖芯片技术和光纤阵列扫描技术，

定量分析了乳腺癌病人循环血中 HAE3-C1 阳性

结合细胞的表达水平，结果显示，在Ⅳ期乳腺癌

病人中，约 40%的病人显示 HAE3-C1 结合强阳

性 ； 值 得 注 意 的 是 ， 三 阴 性 乳 腺 癌 病 人 中

HAE3-C1 结合强阳性率为 92.5%。 

由上述例子可见，免疫治疗的疗效取决于合

适的 mAb 用于构建药物载体或嵌合抗原，糖芯片

为寻找、构建与肿瘤细胞反应性良好的 mAb 提供

了丰富的信息，如决定 mAb 与肿瘤结合能力的抗

原表位的具体信息、筛选合适的 mAb 作为治疗性

单抗或免疫检查点抑制剂的药物载体。 

3.3  诊断标志物 

在肿瘤细胞发生发展过程中，其糖基转移酶如

岩藻糖转移酶、唾液酸转移酶等上调表达，因此肿

瘤细胞表现出异于正常细胞的糖基化修饰[74]。这

种异常糖基化改变包括更多的分支数、更多的末

端唾液酸化、不完整 O-聚糖表达等[2]。TACAs 如

CA19-9、CA-125 作为诊断标志物在临床上已经

成熟应用多年，但在恶性肿瘤发生发展的早期，

其异常的糖基化表现已出现[75]，但限于此时肿瘤

体积以及肿瘤细胞数量，这种异常的糖基化难以

直接被检测到。但异常的糖基化结构导致的相应

抗体水平的升高可以被检测到。所以，肿瘤细胞

糖异常糖基化修饰改变，导致针对其的体内抗体

水平变化，具有早期诊断的价值。此外，有研究

发现针对异常聚糖结构的抗体具有患癌风险评

估、预后评估和药物反应预测的价值，相关机制

仍在探索[76]。 

糖芯片技术使得研究人员可以高通量地分析

肿瘤表达的异常聚糖结构和对应的抗体，是否有

作为检测癌症的生物标志物的可能性[77]。已有研

究将乳腺癌、卵巢癌和前列腺癌异常高表达的

Globo H 聚糖抗原  (Fucα1-2Galβ1-3GalNAcβ1- 

3Galα1-4Galβ1-4Glc) 打印于糖芯片上，检测乳腺

癌患者的血清，结果显示针对 Globo H 的抗体明

显升高，结果具有统计学意义[30]。糖芯片在血液

系统肿瘤的标志物检测中也显示了潜力，患经典

霍奇金淋巴瘤的 16 名病人、18 名患弥漫性大 B

淋巴瘤的患者与 12 名非淋巴瘤患者作为实验组，

健 康 人 作 为 对 照 组 ， 分 别 检 测 两 组 针 对 

L-α-arabinose 与 Tn 抗原的抗体水平，结果显示，

淋巴瘤组针对 L-α-arabinose 的 IgM 水平显著增

高，具有统计学意义，而针对 Tn 抗原的抗体升高

也具有统计学意义 [78]。此外，利用 AFP-L1 与

AFP-L3 制成的糖芯片可以检测乙肝相关的肝细

胞肝癌患者的血清抗体[79]。 

糖蛋白 MUC1 中的聚糖结构 Tn-MUC1、

sTn-MUC1 和 core3-MUC1 (GlcNAcβ1-3GalNAc- 

MUC1)，及其肽段也被打印成糖芯片。结果显示，

针对 Tn-MUC1、sTn-MUC1 和 core3-MUC1 结构

的 IgG 抗体在乳腺癌、卵巢癌以及前列腺癌患者
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中显著升高，具有统计学意义。研究同时发现，

抗体的特异性不仅与聚糖结构相关，也与糖蛋白

的特定肽段相关[80]。还有报道，针对 core3-MUC1

和 sTn-MUC1 结构的 IgG 水平与乳腺癌预后正相

关，与转移率负相关，提示此抗体可能对乳腺癌

的进展有影响，可以作为预后的标志物[81]。在一

项针对间皮瘤的标志物研究中，发现针对间皮瘤

异常表达聚糖 Neu5Acα2-3Galβ1-4Glcβ 的抗体升

高与诊断相关，针对 Glcα1-4Glcβ 的抗体升高与

预后相关，两者的升高都具有统计学意义[82]。在

一项针对结直肠癌的标志物研究中，研究人员通

过对癌细胞表达的 MUC 糖蛋白家族上的异常表

达 O-聚糖结构进行了综合分析，选择 MUC1 和

MUC4 糖蛋白上的异常 O-聚糖如 Tn 抗原、core 2

结构和 core 3 结构等作为潜在抗原，利用酶法合

成后打印于糖芯片上。将 58 名结直肠癌患者作为

实验组，56 名健康个体作为对照组，将两组血清

与糖芯片反应之后分析得出结果：针对 MUC1 和

MUC4 糖蛋白上的异常 Tn 抗原以及 sTn 抗原产生

的 IgA 和 IgG 抗体在 79%的患者中被发现，特异

度为 92%。此外，通过单抗检测确认 Tn 和 sTn

抗原是诱导产生抗体的主要抗原[83]。 

除了异常表达的 O-聚糖，异常表达的 N-聚糖

在肿瘤中也很常见。在 2011 年的一项研究中，将

前列腺癌细胞异常表达的 16种 N-型聚糖打印成糖

芯片。糖芯片结合前列腺癌患者的血清，结果显示

针 对 高 甘 露 糖 型 的 异 常 结 构 Man9(Manα1- 

2Manα1-6(Manα1-2Manα1-3)Manα1-6(Manα1-2M

anα1-2Manα1-3) Manβ1-4GlcNAc)，以及三或四天

线型的复杂型 N-聚糖结构的抗体明显升高，具有

统计学意义[84]。此外，有研究使用化学法合成了

可能的乳腺癌异常表达聚糖抗原，其中包括 11 种

N-聚糖、3 种 O-聚糖和 2 种鞘糖脂，将其打印于

糖芯片上。将不同分期的交界性非粘液性肿瘤或

卵巢癌病人的血清与糖芯片结合，结果显示，针

对 24 种包括 P1 结构 (Galα1-4Galβ1-4GlcNAcβ)

在内的聚糖抗原的抗体明显升高，灵敏度和特异

度分别达到 79.2%和 84.8%，诊断效率与 CA125

相当[85]。 

4  总结与展望 

由于肿瘤发生的各个环节都伴随着糖基转移

酶表达水平的改变以及酶活性和相应的聚糖结构

的改变，所以探究肿瘤细胞特异表达的聚糖结构

以及所参与的促侵袭、转移等生理病理过程具有

重大治疗意义，作为诊断标志物以及治疗靶点也

有巨大的临床潜力。糖芯片在分析肿瘤聚糖与

GBP 相互作用有着广阔的应用前景，探索肿瘤相

关聚糖的特异性结合 GBP 可以制备识别肿瘤的

单抗以靶向肿瘤，作为免疫治疗的药物载体、制

备治疗性抗体以直接介导细胞毒作用或激活补体

杀伤肿瘤细胞；以及用糖芯片分析以 TACAs 制备

的癌症疫苗的治疗效果从而优化癌症疫苗策略等。 

此外，糖基转移酶在不同癌症中往往呈上调

趋势，且与癌症较高的转移潜力、较差的预后相

关[86-87]，升高的糖基转移酶水平还可以调高肿瘤

干细胞或原癌基因的转录水平[88]。因此，理论上

抑制糖基转移酶可以达到治疗癌症的效果。利用

糖芯片测定糖基转移酶的底物特异性[77]，可以有

助于开发对肿瘤聚糖选择性更高、副作用更小的

糖基转移酶抑制剂，开拓新的肿瘤治疗策略。 

随着对聚糖生理机制的研究、聚糖合成技术

的改进、获取天然或有生物学功能聚糖技术的提

高以及糖芯片制备工艺的提升，糖芯片在肿瘤研

究中的作用会进一步拓展，被更多实验室所使用，

从而也进一步推动糖组学的发展。 
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