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　　[摘要]　泌尿系统肿瘤患者基数大,恶性程度高,术后易复发,诊断方法有限,发展舒适、准确的癌症检查手

段,一直是临床关注的焦点问题。尿液作为生物标志物来源进行筛查,被越来越多地开发和利用,尿液糖蛋白用

于诊断泌尿系统癌症的研究甚少。尿液可以直接接触泌尿系统实体肿瘤,肿瘤分泌的特异性蛋白进入尿液,患者

尿液样本便于足量多次收集,尿液蛋白质组技术以及糖基化修饰蛋白质组研究的快速发展,为我们利用尿液研究

癌症诊断提供了便利的条件。本文系统总结了肿瘤微环境驱动肿瘤糖蛋白标志物的改变和尿液糖蛋白质组研究

的主要进展,重点聚焦泌尿系统肿瘤患者尿液糖蛋白质组在临床肿瘤标志物诊断和预后的应用方向,以期为利用

尿液糖基化修饰蛋白质组筛选生物标记物,临床诊断癌症和治疗的基础研究提供理论依据。
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Abstract　Patientswithurinarysystemtumorshavealargebase,ahighdegreeofmalignancy,easyrecur-
renceandlimiteddiagnosis.Developingcomfortableandaccuratetumorexaminationmethodshasbeenthesubject
ofclinicalattention.Urine,asabiomarkersourceforscreening,hasbeendevelopedandutilizedmoreandmore.
However,therearefewstudiesinthediagnosisofurinarytumorsbyurineglycoproteins.Urinecanbelocatedin
directcontactwithsolidtumorsoftheurinarysystem,andspecificproteinssecretedbytumorsenterintourine.A
sufficientnumberofpatienturinesamplescanbecollectedatmultipletimes.Therapiddevelopmentofurinepro-
teomicstechnologyandglycosylationmodifiedproteomicsprovidesconvenientconditionsforustostudycancerdi-
agnosisbyurine.Thisreviewsystematicallysummarizesthechangesoftumorglycoproteinmarkersdrivenby
tumormicroenvironmentandthemainideasofurineglycoproteinsresearchweresystematicallysummarized.The
applicationdirectionofurineglycoproteinsinthediagnosisandprognosisofclinicaltumormarkerswasemphati-
callyexpoundedinordertoscreenbiomarkersbyusingurineglycosylatedmodifiedproteomeandprovidehelpfor
basicresearchofclinicaldiagnosisandtreatmentofcancer.
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　　液体活检(liquidbiopsy)是指利用人体体液作

为样本来源检测获取相关疾病信息的技术[1-2]。相

对于传统的组织活检,液体活检技术检测更方便,
安全,无侵入性,并可实时、动态在肿瘤早期进行诊

断,反映受检者全身肿瘤负荷状况,在精准医疗中

发挥重要作用。在正常细胞突变成为癌症细胞,这
种阶段的转变,会使病变细胞分泌的组分产生变

化。肿瘤细胞可释放自身物质,如肿瘤循环细胞

(CTC),肿瘤循环细胞DNA(ctDNA),肿瘤循环细

胞RNA(ctRNA)和外泌体(exosome)等到体液

中,这些信息的改变在体液中会呈现出来[3-4]。目

前,应用于临床检测的体液包括:可反应肺部病理

变化的痰液、泌尿系统病理变化的尿液,血液和结

直肠癌病理变化的粪便等[5-7]。液体活检技术可应

用于包括肿瘤筛查、早期诊断、疾病分期、分子分

型、预后判断、耐药监测和微小残留检测肿瘤病程

的各阶段和各环节。
肿瘤细胞膜表面富含大量异常糖链,在肿瘤标

志物筛选进程中,糖基化修饰是一个成熟蛋白质的

生物学活性最重要的翻译后修饰之一,解释肿瘤细
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胞的形成与其表面异常糖基化的关系显得尤为重

要,糖蛋白组学待明确其机制的研究也应运而生。
本综述系统总结了泌尿系统肿瘤患者尿液的糖蛋

白质信息,尿液糖蛋白质组研究趋势和应用方向,
以期为利用尿液糖基化修饰蛋白质组筛选生物标

记物,为临床诊断癌症和治疗的基础提供助力。
1　尿液糖蛋白形成与肿瘤微环境驱动标记物改变

1.1　正常及病理状态下尿蛋白形成和差异

正常人尿液和总微量蛋白形成过程,首先,在
血浆流经肾小球毛细血管,经有效滤过压作用,血
浆中部分小分子物质和水通过滤过膜滤出,进入肾

小囊,形成原尿。肾小球的滤过作用(肾小球与肾

小囊之间),除了血液中的血细胞和大分子蛋白质

之外,其余的成分都通过肾小球毛细血管壁滤过到

肾小囊内,形成原尿。肾小管的重吸收作用促使原

尿中的所有的葡萄糖、大部分的水和部分无机盐等

物质重新吸收进入血液中,剩下一些水、无机盐和

尿素,形成尿液。但是,泌尿系统肿瘤患者的尿液

中存在异常蛋白,主要是由于:血浆的肾小球过滤,
可溶性蛋白质的管状分泌,糖基磷脂酰肌醇锚定蛋

白 质 (glycosylphosphatidylinositol-anchoredpro-
teins,GPI-APs)的分离的糖蛋白,尿路上皮的外泌

体脱落[8]。其中,泌尿系统癌症患者尿液中存在异

常的 GPI-APs糖蛋白分子,可作为泌尿系统癌症

诊断和预后新的生物标记物,尿液中 GPI-APs种

类与泌尿系统癌症以及其他疾病的关系见表1。

表1　尿液中存在的GPI-APs种类与泌尿道肿瘤及其他疾病的关系(KEGG数据库)

蛋白 KEGG 缩写 分泌体液 疾病

尿调素(uromodulin) K18274 UMOD 唾液和尿液

常染色体显性小管间质性肾病;家族

性青少年高尿酸血症肾病;髓样囊性

肾病;膀胱癌[9]

前列腺干细胞抗原(prostatestem
cellantigen) PRO232 PSCA 唾液和尿液 前列腺癌;胰腺癌;膀胱癌[10]

5'核酸酶(5'-nucleotidase) K19970 CD73 唾液和尿液 动脉钙化;膀胱癌[11]

尿激酶受体(urokinasereceptor) K03985 CD84 唾液和尿液 膀胱癌[12]

朊病毒蛋白(prionprotein) K05634 CD230 唾液和尿液 朊病毒疾病;亨廷顿病样综合征

Thy-1细 胞 表 面 抗 原 (Thy-1cell
surfaceantigen) K06514 CD90 唾液和尿液 -

衰变加速因子(decayaccelerating
factor) K04006 CD55 唾液和尿液 心血管疾病;病毒性心肌炎

CD59抗原(CD59antigen) K04008 CD59 唾液和尿液 -
碱性磷酸酶(alkalinephosphatase) K01077 phoA,phoB 唾液和尿液 -
碳酸酐酶4(carbonicanhydrase4) K18246 CA4 唾液和尿液 -

1.2　肿瘤微环境(TME)改变驱动肿瘤糖蛋白标

记物的变化

糖基化改变普遍存在于肿瘤的发生,发展过程

中,分析糖基化修饰对于深入研究肿瘤的发生和发

展机制,以及对肿瘤的诊断治疗至关重要,通过糖

组学的方法分析肿瘤细胞与正常细胞之间糖蛋白

差异,作为确诊和疾病控制工作的核心。癌变细胞

表面糖蛋白改变:①癌变细胞表面的一些糖蛋白

(如膜外转化敏感巨蛋白 LTES、纤维连接蛋白)消
失;②癌变细胞表面含岩藻糖的唾液酸糖肽增加;
③癌变细胞中糖基转移酶(如唾液酸、半乳糖和岩

藻糖转移酶)活性在细胞转化前后发生改变。蛋白

质糖基化的改变,决定性地影响疾病的所有阶段并

最终促成更具有攻击性的细胞表型。
癌症相关聚糖的生物合成及其在糖蛋白质组

中的反应是由微环境驱动的,并且这些事件对疾病

进化起协同作用(图1)。泌尿系统癌症进展依赖

于肿瘤细胞与各种类型间质细胞组成支持性 TME
形成的能力。肿瘤,间质细胞之间相互作用是双向

的,并由这些细胞分泌的各种生长因子、细胞因子、
代谢产物和其他生物分子介导。肿瘤-间质交互信

息为肿瘤的生长、转移、逃避免疫监视和治疗耐药

创造了最佳条件,其靶向性正被探索用于癌症的临

床诊断和治疗[13]。TME的基本细胞(巨噬细胞、
树突状细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞)和非细胞

成分(细胞因子、纤连蛋白、JAK 信号通路交互)在
TME糖蛋白形成至关重要。肿瘤癌变时可通过内

皮糖蛋白途径:内皮糖蛋白(CD105)是肾癌内皮组

织中转化生长因子(TGF-β)的同源糖蛋白生长因

子共受体,在血管生成和血管重塑中起关键作用。
在新血管生成,肾癌生长和转移中通常检测到内皮

糖蛋白的表达。因此,抑制内皮糖蛋白途径对肾癌

的诊断和治疗有所帮助[14]。胆固醇代谢异常,
ROS和低氧等复杂的串扰为相关的致癌途径的激

活提供了分子基础,并导致功能性改变,驱动入侵

和疾病传播。同时,提供相关糖表位的重要来源,
具有临床干预潜力。目前公认的癌症标记中聚糖

的横向性质,重点是聚糖与肿瘤微环境基质成分之
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间的联系,聚焦在肿瘤细胞表面异常表达的唾液酸。
唾液酸是一个带负电的糖分子家族,在糖蛋白

和糖脂上覆盖聚糖链。肿瘤细胞上唾液酸聚糖

(sialoglycans)可参与肿瘤细胞-细胞外基质相互作

用和肿瘤细胞间相互作用,它可以形成一种保护区

域,以使肿瘤细胞免受免疫识别[15]。帽状的sialo-
glycans中带负电的唾液酸部分被认为是造成这种

掩蔽效应的原因。过去几十年的研究表明sialo-
glycans在肿瘤免疫逃避中的作用远远超出了抗原

的掩蔽作用,唾液酸是一种有效的免疫调节糖。
sialoglycans免疫调节特性被认为是与唾液酸结合

免疫球蛋白样凝集素(siglecs)的特异性相互作用。
sialoglycans异常表达的肿瘤细胞可与siglec家族

相互作用以调节 TME中的免疫细胞功能。TME
增强肿瘤细胞的异常唾液酸分泌,也能刺激浸润免

疫细胞的siglecs表达。这些数据提示癌症中sia-
loglycans-siglecs轴的失调有助于形成免疫抑制性

TME,这是某些癌症逃避免疫治疗的原因[16]。因

此,为更好认识疾病的发生,发展机制,达到肿瘤治

疗的目的,焦点还在于迫切需要将聚糖和糖缀合物

纳入综合的全组学模型[17-18]。
2　尿液糖蛋白质组学的基本分析流程

基于质谱的尿液糖蛋白质组研究获得癌症相

关标记物的基本分析流程如图2所示,主要包括:
尿液样本的收集和预处理、凝集素富集糖蛋白、蛋
白质的定性和定量与标记物的筛选[20-21]。
2.1　尿液样本的收集和预处理

尿液蛋白组学标志物的研究,一方面依赖于技

术和生物信息的发展,另一方面在于尿液样本的规

范处理。尿液蛋白质的稳定性受多种因素影响,主
要包括膀胱中蛋白质水解作用、尿液样本储存过程、

尿量、尿液pH 值、受检者年龄、健康程度和饮食

等[22-24]。我们总结了尿液样本预处理的参照方法:
①一般收集尿液样本晨尿(中段尿),温度为-20℃
或-80℃保存;②连续收集的尿液或在4℃储存

时,应加入10mmol/LNaN3 或0.2mol/L硼酸抑

制微生物的生长;③尿液样本避免反复冻融,蛋白

质含量检测和其他临床参数应于尿液样本冰冻前

进行;④对关注特定蛋白质修饰的研究一般需要添

加相应的蛋白酶抑制剂(磷酸酶抑制剂)[25-26]。

图1　TME与基质成分之间的联系[19]

2.2　凝集素富集糖蛋白

有效提取和糖肽富集是糖组学糖链结构研究

的瓶颈之一,基于凝集素对聚糖有特异性结合,我
们总结部分凝集素特异性识别糖链的信息,以用于

糖蛋白组学的研究。见表2。

表2　凝集素对糖链的特异性结合

凝集素 英文名 特异性识别糖链

刀豆蛋白 A ConcanalinA α-D-甘露糖 N-糖蛋白

麦胚凝集素 Wheatgermagglutinin 乙酰葡糖胺和唾液酸杂合型 N-糖蛋白

怀槐凝集素 MaackiaamurensisⅡ α-2,3连接唾液酸糖蛋白

西泽接骨木凝集素 Sambucusnigra α-2,6连接唾液酸糖蛋白

榴莲凝素 Jacalin T和 Tn抗原

黄酮类凝集素 Limaxflavusagglutinin N-乙酰和 N-乙酰神经氨酸糖蛋白

鲎凝集素 Limuluspolyphemusagglutinin N-乙酰和 N-乙酰神经氨酸糖蛋白

螺旋红凝集素 Helixpomatiaagglutinin N-乙酰-D半乳糖凝集素

双花扁豆凝集素 Dolichosbiflorusagglutinin N-乙酰-D半乳糖凝集素

荆豆凝集素 Ulexeuropaeusagglutinin α-L-岩藻糖糖蛋白

豌豆外源凝集素 Pealectin β-D-半乳糖

植物凝集素 Phytohaermagglutinin-E4 -
网孢盘菌凝集素 Aleuriaaurantialectin α-D-半乳糖

单叶凝集素 Griffoniasimplicifoliaagglutinin -
蓖麻子凝集素 Ricinuscommunisagglutinin β-D-半乳糖

小扁豆凝集素 Lensculinarisagglutinin α-D-甘露糖>α-D-葡萄糖
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2.3　蛋白质的定性和定量与标记物的筛选

标志物的质谱筛查技术,发展了一整套糖蛋白

质肽段富集、鉴定及相对定量的新技术及新方法,
用于高效、准确地揭示异常糖蛋白质多方面的生命

信息,包括准确的糖蛋白质序列测定以及肽段的相

对定量,由此对糖蛋白在生命活动过程中所起的重

要生物意义以及蛋白质降解过程有更好的认识。
基于合理的数据,结合生物信息学知识,筛选感兴

趣或是关键糖蛋白质作为标志物,尿液糖蛋白生物

标志物筛查流程图如图2所示。

发现样本集群

　　　　 丙酮沉淀
↓

提取可溶性蛋白

　　　　　　 双凝集素电泳
↓

富集糖蛋白

　胰酶消化
　去糖基化 ESI-MS/MS↓

蛋白质鉴定

　　　　 质谱计算
↓

差异表达糖蛋白

↓
验证样本集群

↓
免疫测定验证(ELISA/WB)

↓
潜在临床诊断标记物

图2尿液糖蛋白生物标记物筛查的流程图

3　糖蛋白质组在泌尿系统肿瘤研究中的应用

3.1　糖蛋白质组在泌尿系统肿瘤诊断研究中的应

用

由于尿液成分的复杂性,尿液中含有丰富的生

物标志物,泌尿系统肿瘤不同恶性程度,我们可以

从不同角度得到所需标记物,包括糖蛋白[27-30]。O
型或是 N型糖肽异常变化与癌症发生、发展有关,
并有可能区分癌症亚型,通过对比分析正常人和泌

尿癌症患者尿液中糖肽的异常,可作为预测癌症进

展并开辟更好的治疗策略,这些位点特异性 N-糖

肽可以作为泌尿系统癌症早期检测的潜在标记

物[31-32]。Belczacka等[33]利用一种新型的以蛋白质

翻译后修饰(post-translationalmodificationpro-
teins,PTM)为中心的软件byonic研究正常人尿肽

谱中完整的糖肽。对238例正常受试者的尿肽谱

进行糖肽分析,之前分别使用毛细管电泳-质谱

(CE-MS)、毛细管二级质谱(CE-MS/MS)和(或)
液相二级质谱(LC-MS/MS)进行分析。此外,糖肽

分布在969例不同癌症类型的患者中进行了评估,
包括膀胱癌、前列腺癌和胰腺癌、胆管癌和肾细胞

癌患者。结果显示238例正常受试者的尿谱中共

检出37个完整的 O-糖肽和23个完整的 N-糖肽。
最常见的 O-糖蛋白是载脂蛋白C-Ⅲ和胰岛素样生

长因子Ⅱ,而 N-糖蛋白中则含有肌联蛋白等。进

一步的统计分析表明,在不同的癌症类型中,3个

O-糖肽和5个 N-糖肽的丰度与正常受试者相比有

显著差异,提供了准确的癌症诊断糖蛋白分子组合

模型。通过已建立的糖蛋白组学工作流程,对人尿

液中完整的 O-和 N-糖肽进行了识别和表征,为进

一步探索针对特定疾病的糖蛋白组提供了新的有

效方法[34-36]。
3.2　尿液糖蛋白预后生物标记物研究进展

癌症患者经过治疗后尿液会产生一些可检测

的特异性变化。膀胱癌是实体肿瘤中复发率最高

的肿瘤之一,是泌尿生殖系统中第二致命的疾

病[37-38]。面临疾病复发和(或)进展的患者的非侵

入性识别仍然是疾病管理中最关键和最具挑战性

的方面之一[39-40]。Azevedo等[13]利用基质辅助激

光解吸电离/飞行时间质谱测量法(MALDI-TOF/
TOF)鉴定蛋白,利用生物信息学工具(UniProt、
NetOGlyc、NetNGlyc、ClueGOappforCytoscape
和 Oncomine)整理数据。结果显示63种糖蛋白在

癌症样本中被单独鉴定,并与年龄和性别匹配的健

康对照组进行比较。仅在低级别非肌肉浸润性膀

胱肿瘤中发现的特定糖蛋白组可能有助于早期诊

断,而那些仅在高级别非肌肉浸润性和肌肉浸润性

肿瘤中发现的糖蛋白组可能有助于膀胱癌进展。
这些糖蛋白中包括膀胱癌干细胞标志物 CD44,它
与预后不良有关。通过slot-blotting进行的正交

验证研究表明,高级别患者的尿液 CD44水平在原

发肿瘤的模拟中升高,这种升高在肌肉侵犯时变化

明显。这些观察结果显示了包被凝集素的磁性微

球在膀胱癌中识别临床相关糖蛋白组学特征方面

的潜力,其可作为膀胱癌预后的监测标记物[41]。
髓源性抑制细胞(MDSCs)包括中性粒细胞

MDSCs和单核细胞 MDSCs,表现出高度的免疫抑

制活性。糖基化磷脂酰肌醇锚定的 80kD 蛋白

(GPI-80)在健康人成熟的中性粒细胞上选择性表

达。单 核 细 胞 GPI-80 表 达 增 加 和 中 性 粒 细 胞

GPI-80表达变化提示肿瘤患者外周血中存在 MD-
SCs。然而,目前尚不清楚 GPI-80在髓系细胞、中
性粒细胞和单核细胞上的表达是否与癌症患者的

临床预后相关。Kato等[42]探讨转移性肾细胞癌

(mRCC)中髓系细胞表达 GPI-80的特点及其在

mRCC临床预后中的意义。在 mRCC中,原发性

肾细胞癌由肾脏向其他器官扩散。这项研究包括

20例 mRCC患者(平均年龄66.0岁)和16例健康
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志愿者(平均年龄47.8岁)。为了确定外周血中髓

系细胞的异质性,我们用 TGF-β1前体的 N端区域

衍生的 GPI80、CD16和潜伏期相关肽-1(LAP)进
行了三维主成分分析。结果表明,肾细胞癌患者的

髓样细胞分布广泛,与健康志愿者的髓样细胞有明

显的区别。生存分析显示,中性粒细胞和单核细胞

表达 GPI-80与 mRCC患者预后不良相关。综上

所述,髓系细胞上 GPI-80的表达是反映 MDSCs
异质性的有用指标,可作为 mRCC潜在的预后生

物标志物,提示该基因是一个预后和治疗靶点。
CD8[43]、IWP-2[44]、PSA [45]等糖蛋白均与泌尿系

统癌症的发生、发展相关,均有作为泌尿系统癌症

诊断和预后的潜能。
这些研究结果一方面说明泌尿系统肿瘤尿液

糖蛋白标志物的多样性,需要科研人员归纳总结,
与此同时,尿液糖蛋白标志物的进一步开发和研

究,能够为泌尿系统肿瘤的诊断,预后提供理论依

据,生物标记物的组合模型,比单个生物标记物更

全面。
4　总结与展望

泌尿系统肿瘤患者复发和(或)进展的患者进

行非侵入性诊断仍然是疾病管理中最关键和最具

挑战性的方面之一,是临床关注的焦点问题,新的

无侵入性的尿液作为生物标志物来源进行筛查,具
有重要应用价值,但是,尿液糖蛋白用于诊断泌尿

系统癌症的研究甚少。以“基因组-蛋白质组-糖组”
为整体观念,揭示泌尿系统癌症发病机制,可有效

控制泌尿系统癌症的发生和发展,实现异常糖蛋白

诊断标志物的筛选和开发新的药物靶标[46-47]。本

文系统总结了肿瘤微环境驱动肿瘤糖蛋白标志物

的改变和泌尿系统癌症相关糖蛋白质组研究的主

要思路,重点聚焦泌尿系统肿瘤患者尿液糖蛋白质

组在临床泌尿系统癌症中标志物诊断和预后的应

用方向,以期为利用尿液糖基化修饰蛋白质组筛选

生物标记物,临床诊断癌症和治疗的基础研究提供

助力。未来,将糖蛋白组学技术应用于泌尿系统肿

瘤的分析,必然会提高临床疾病诊断的准确性和敏

感性,更好地指导临床实践。
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