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本专利公开了一种利用蛋白质组学、肽组

学、代谢学、糖蛋白组学、糖组学、质谱分析及机

器学习，来鉴定各种疾病的新的生物标记物的方

法。本专利还公开了可以作为各种疾病生物标记

物的糖肽，如癌症和自身免疫性疾病。
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1.一种鉴定糖基化肽片段作为潜在生物标记物的方法，包括：

从多名受试者分离多种生物样品，将每种生物样品中的糖基化蛋白，用一种或多种蛋

白酶进行酶解，以产生糖基化肽片段；

用液相色谱和质谱(LC-MS)法定量分析糖基化肽片段，以提供定量结果；

使用机器学习方法分析定量结果及受试者的分类，以选择可用于预测该分类的糖基化

肽片段；和

测定糖基化肽片段的特性。

2.根据权利要求1所述的方法，所述受试者包括患有疾病或症状的受试者和未患有所

述疾病或症状的受试者。

3.根据权利要求1或2所述的方法，所述受试者包括接受疾病或症状治疗的受试者和患

有该疾病或症状但未接受治疗的受试者。

4.根据权利要求2或3所述的方法，所述疾病是癌症或自身免疫疾病。

5.根据权利要求4所述的方法，所述癌症选自乳腺癌、宫颈癌或卵巢癌。

6.根据权利要求5所述的方法，所述自身免疫疾病是HIV、原发性硬化性胆管炎、原发性

胆汁性肝硬化或牛皮癣。

7.根据在先任一权利要求所述的方法，所述糖基化肽片段是N-糖基化的。

8.根据在先任一权利要求所述的方法，所述糖基化肽片段是O-糖基化的。

9.根据在先任一权利要求所述的方法，所述糖基化蛋白是下列中的一种或多种：α-1-

酸糖蛋白、α-1-抗胰蛋白酶、α-1B-糖蛋白、α-2-HS-糖蛋白、α-2巨球蛋白、抗凝血酶-III、载

脂蛋白B-100、载脂蛋白D、载脂蛋白F、β-2-糖蛋白1、铜蓝蛋白、胎球蛋白、纤维蛋白原、免疫

球蛋白(Ig)A、IgG、IgM、触珠蛋白、血红蛋白、富含组氨酸的糖蛋白、激肽原1、血清转铁蛋

白、转铁蛋白、玻连蛋白和锌-α-2-糖蛋白。

10.根据权利要求9所述的方法，所述糖基化蛋白是α-1-酸糖蛋白、免疫球蛋白(Ig)A、

IgG或IgM。

11.根据在先任一权利要求所述的方法，所述糖基化肽片段的平均长度为约5至约50个

氨基酸残基。

12.根据在先任一权利要求所述的方法，所述一种或多种蛋白酶至少包括两种蛋白酶。

13.根据在先任一权利要求所述的方法，所述质谱法包括多反应监测质谱法。

14.根据在先任一权利要求所述的方法，所述生物样品是身体组织、唾液、眼泪、痰、脊

髓液、尿液、滑液、全血、血清或血浆。

15.根据权利要求14所述的方法，所述生物样品是全血、血清或血浆。

16.根据在先任一权利要求所述的方法，所述受试者是哺乳动物。

17.根据权利要求16所述的方法，所述受试者是人类。

18.根据在先任一权利要求所述的方法，其中所述机器学习方法是深度学习、神经网

络、线性判别分析、二次判别分析、支持向量机、随机森林、最近邻以及它们的组合。

19.根据在先任一权利要求所述的方法，其中所述机器学习方法是深度学习、神经网络

及它们的组合。

20.根据在先任一权利要求所述的方法，其中所述分析还包括基因组数据、蛋白质组

学、代谢学、脂类组学数据及其组合。
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鉴定和使用糖肽作为诊断和治疗监测的生物标记物

技术领域

[0001] 本专利总体上涉及多组学领域，尤其是糖组学和糖蛋白组学、高级仪器大数据、机

器学习和人工智能领域，以鉴定用于疾病诊断和治疗监测的生物标记物。

背景技术

[0002] 蛋白糖基化和其他翻译后修饰在人类生长发育的各个方面起着重要的结构和功

能作用。蛋白质糖基化缺陷会引发多种疾病。在疾病的早期阶段鉴定出发生改变的糖基化，

为受疾病影响的受试者提供了进行早期检测、干预及获得更大存活几率的机会。目前，有一

些方法可以鉴定早期癌症的生物标记物，并将某种类型的癌症与其他疾病区分开。这些方

法包括采用质谱法(MS)的蛋白质组学、肽组学、代谢学、糖蛋白组学和糖组学。

[0003] 尽管蛋白质糖基化提供了有关癌症和其他疾病的有用信息，但是该方法的一个不

足之处是，无法追溯到聚糖的初始蛋白质位点。为了获得有关癌症生物学和早期癌症检测

的更多知识，重要的不仅是要鉴定聚糖，还要鉴定聚糖在蛋白质中的附着位点。由于多种因

素，糖蛋白分析通常具有挑战性。例如，由于存在不同的糖苷键、支链和许多具有相同质量

的单糖，肽中的单个聚糖成分可能包含大量的异构体结构。此外，由于具有相同肽链骨架的

多种聚糖的存在，导致MS信号分裂为各种糖型，与未糖基化的肽相比，降低了其各自的丰

度。因此，开发从串联MS数据识别聚糖及其糖肽的算法一直是一项挑战。因为它们具有不同

的酶解效率，同时获取聚糖及其糖肽的混合片段也具有挑战性。

[0004] 因此，有必要提供一种分析特定位点的糖蛋白的方法，以获取蛋白糖基化模式相

关的重要且详细的信息，相对于未病变的细胞、组织或生物体液，针对病变细胞、组织或生

物体液中糖基化位点的异质性，提供精确定量信息。这种方法会涉及到鉴定疾病特别是癌

症等的生物标记物。为节省鉴定新的生物标记物的时间，需要将特定位点的糖蛋白分析数

据和深度学习、高级LC/MS仪器相结合，以鉴定和验证新的疾病靶标，如用于治疗癌症等疾

病的基于聚糖的药物靶标。

发明内容

[0005] 本专利涉及鉴定各种疾病的生物标记物的方法。所述生物标记物是通过从生物样

品中酶解糖基化蛋白获得的糖基化肽片段。鉴定生物标记物的方法需使用高级质谱技术，

用于对糖基化肽片段进行精确的质量测量以及特定位点的糖基化分析。本专利的质谱方法

的优势在于可单次分析来自生物样品的大量糖基化蛋白质。

[0006] 在一个实施例中，本专利提供了一种鉴定糖基化肽片段作为潜在生物标记物的方

法，包括：

[0007] 从多名受试者分离多种生物样品，将每种生物样品中的糖基化蛋白，用一种或多

种蛋白酶进行酶解，以产生糖基化肽片段；

[0008] 用液相色谱和质谱(LC-MS)法定量分析糖基化肽片段，以提供定量结果；

[0009] 使用机器学习方法分析定量结果及受试者的分类，以选择可用于预测该分类的糖
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基化肽片段；和

[0010] 测定糖基化肽片段的特性。

[0011] 在另一实施例中，所述方法包括患有疾病或症状的受试者和未患有该疾病或症状

的受试者。在另一实施例中，所述受试者包括接受疾病或症状治疗的受试者和患有该疾病

或症状但未接受治疗的受试者。

[0012] 在另一实施例中，本发明的方法适用于通过分析受试者生物样品的糖基化肽片段

可以检测到的任何疾病或症状。在一个实施例中，所述疾病是癌症。在另一实施例中，所述

疾病是自身免疫疾病。在另一实施例中，本发明方法提供了O-糖基化或N-糖基化的糖基化

肽片段。在另一实施例中，本发明方法提供了平均长度为5至50个氨基酸残基的糖基化肽片

段。

[0013] 在另一实施例中，本专利方法使用的糖基化蛋白是下列中的一种或多种：α-1-酸

糖蛋白、α-1-抗胰蛋白酶、α-1B-糖蛋白、α-2-HS-糖蛋白、α-2-巨球蛋白、抗凝血酶-III、载

脂蛋白B-100、载脂蛋白D、载脂蛋白F、β-2-糖蛋白1、铜蓝蛋白、胎球蛋白、纤维蛋白原、免疫

球蛋白(Ig)A、IgG、IgM、触珠蛋白、血红蛋白、富含组氨酸的糖蛋白、激肽原1、血清转铁蛋

白、转铁蛋白、玻连蛋白和锌-α-2-糖蛋白。

[0014] 在另一实施例中，本专利方法包括至少使用两种蛋白酶使糖基化的蛋白质酶解。

在另一实施例中，本专利方法包括使用多反应监测质谱法(MRM-MS)的LC-MS技术。

[0015] 在另一实施例中，本专利提供的鉴定糖基化的肽片段作为所述各种疾病的潜在生

物标记物的方法中，所述生物样品是来自所述受试者的身体组织、唾液、眼泪、痰、脊髓液、

尿液、滑液、全血、血清或血浆。在一个实施例中，所述受试者是哺乳动物。在另一实施例中，

所述受试者是人类。

[0016] 在另一实施例中，本专利提供了一种鉴定糖基化肽片段作为潜在生物标记物的方

法，包括：

[0017] 从多名受试者分离多种生物样品，将每种生物样品中的糖基化蛋白，用一种或多

种蛋白酶进行酶解，以产生糖基化肽片段；

[0018] 用液相色谱和质谱(LC-MS)法定量分析糖基化肽片段，以提供定量结果；

[0019] 使用机器学习方法分析定量结果及受试者的分类，以选择可用于预测该分类的糖

基化肽片段；和

[0020] 测定糖基化肽片段的特性，

[0021] 其中所述机器学习方法是深度学习、神经网络、线性判别分析、二次判别分析、支

持向量机、随机森林(random  forest)、最近邻(nearest  neighbor)以及它们的组合。在另

一实施例中，所述机器学习方法是深度学习、神经网络或其组合。

[0022] 在另一个实施例中，本专利提供的用于鉴定糖基化肽片段作为所述各种疾病的潜

在生物标记物的方法中，所述分析还包括基因组数据、蛋白质组学、代谢学、脂类组学数据

或其组合。

附图说明

[0023] 图1是糖组学、LC/MS和机器学习的整合示意图，其还可与蛋白质组学、基因组学、

脂类组学、代谢学结合；
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[0024] 图2示出了乳腺癌患者血浆样品相对于对照组的免疫球蛋白G(IgG)糖肽比值的变

化；

[0025] 图3示出了原发性硬化性胆管炎(PSC)和原发性胆汁性肝硬化(PBC)患者的血浆样

品中的IgG糖肽比值相对于健康供体的变化；

[0026] 图4示出了PSC和PBC患者的血浆样品相对于健康供体的IgG、IgA和IgM糖肽的单独

判别分析数据；

[0027] 图5示出了PSC和PBC患者的血浆样品相对于健康供体的IgG、IgA和IgM糖肽的组合

判别分析数据。

[0028] 详细说明

[0029] 定义

[0030] 在本说明书中，除非上下文另有说明，下列词语和短语通常具有以下含义。

[0031] 应注意的是，说明书及权利要求所使用的单数名词“一”、“一个/种”和“该”、“所

述”包括复数，除非上下文另有明确说明。

[0032] 词语“生物样品”是指任何生物体液、细胞、组织、器官或其一部分，包括但不限于

通过活检获得的组织切片，或放置在组织培养物中或适应了组织培养的细胞。它还包括但

不限于唾液、眼泪、痰、汗液、粘液、粪便、胃液、腹腔液、羊水、囊肿液、腹膜液、脊髓液、尿液、

滑液、全血、血清、血浆、胰液、母乳、肺灌洗液、骨髓等。

[0033] 词语“生物标记物”是指某一过程、事件或条件的独特的生物学或来自于生物学的

指标。生物标记物还指示某种生物学状态，例如疾病或症状的存在，或疾病或症状的风险。

它包括生物分子或生物分子的片段，它的变化或检测与特定的身体状态或健康状态有关。

生物标记物的实例包括但不限于核苷酸、氨基酸、脂肪酸、类固醇、抗体、激素、类固醇、肽、

蛋白质、碳水化合物等生物分子。其他的实例还包括糖基化肽片段、脂蛋白等。

[0034] 词语“包括”指所述组合物和方法包括所列举的方法，但不排除其他。

[0035] 词语“聚糖”指糖复合物如糖肽、糖蛋白、糖脂或蛋白聚糖中的碳水化合物部分。

[0036] 词语“糖型”是指附着有特定结构聚糖的蛋白质的独特一级、二级、三级和四级结

构。

[0037] 词语“糖基化肽片段”是指通过一种或多种蛋白酶对糖基化肽进行酶解而得的糖

基化肽(或糖肽)，其氨基酸序列与所述糖基化肽部分相同但不完全相同。

[0038] 词语“多反应监测质谱法(MRM-MS)”是指对生物样品中的蛋白质/肽进行的高灵敏

度、高选择性的靶向定量方法。与传统质谱法不同，MRM-MS具有高度选择性(靶向性)，研究

人员可以微调仪器以寻找特定目标肽/蛋白质片段。MRM的灵敏度更高、特异性更高、分析速

度更快、且定量限更大，可用于检测特定的肽/蛋白质片段，例如潜在的生物标记物。MRM-MS

包括三重四极杆(QQQ)质谱仪或四极杆飞行时间(qTOF)质谱仪。

[0039] 词语“蛋白酶”是指能够将蛋白质进行蛋白水解或分解成较小的多肽或氨基酸的

酶。蛋白酶的实例包括丝氨酸蛋白酶、苏氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶、天冬氨酸蛋白酶、谷

氨酸蛋白酶、金属蛋白酶、天冬酰胺肽裂解酶及其组合。

[0040] 词语“受试者”是指哺乳动物。哺乳动物的非限制性实例包括人、非人灵长类、小

鼠、大鼠、狗、猫、马或牛等。在代表动物病时、病前或症前状态的动物模型中，除人类以外的

哺乳动物作为受试者比较有利。受试者可以是雄性或雌性。受试者可以是先前已被确定患
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有某种疾病或症状，也可以是已经或正在接受某种疾病或症状的治疗干预。作为可供选择

的方案，受试者也可以是先前未被诊断出患有疾病或症状。例如，受试者可以表现出一种或

多种疾病或症状的危险因素，或者不表现出疾病危险因素，或者是对疾病或症状无表现。受

试者也可以正患有疾病或症状或处于患有疾病或症状的风险中。

[0041] 词语“治疗”是指对受试者如哺乳动物的疾病或症状的任何处理，包括：(1)预防所

述疾病或症状，即使临床症状不再发展；(2)抑制疾病或症状，即阻止或抑制临床症状的发

展；和/或(3)缓解疾病或症状，即使临床症状消退。

[0042] 方法

[0043] 在一些实施例中，本专利涉及使用高级LC/MS仪器的糖蛋白组学，用于发现生物标

记物、靶标及进行验证。本专利利用机器学习方法来处理分子数据。该分析还包括利用基因

组数据、蛋白质组学、代谢学、脂类组学数据或其组合来发现各种疾病的新生物标记物。本

专利方法的总体示意图如图1所示。

[0044] 本专利提供了用于特定位点的糖基化分析的方法，以更高的灵敏度和特异性鉴定

新生物标记物。所述方法包括对糖基化肽的定量分析，从而有助于对不同位点的、与特定蛋

白质结合的不同糖型的进行差异分析。所述方法提供了有关蛋白质数量和特定位点糖基化

情况的信息，从而确认糖基化情况的变化是蛋白质糖基化的变化还是蛋白质浓度的变化导

致的。与机器学习方法相结合的特定位点糖基化分析可用于鉴定多种疾病或症状的新的生

物标记物。

[0045] 可以利用本专利的定量糖蛋白组学方法来发现各种疾病的生物标记物。该方法基

于以下事实：在若干种疾病中，特定糖型升高而其他糖型下降，并且本专利中的LC/MS方法

通过分析糖基化的显著变化来区分是否患有疾病。在一个实施例中，特定位点糖基化分析

包括鉴定目标糖蛋白、修饰位点、修饰的具体情况、及测量每种修饰的相对丰度。在一些实

施例中，所述疾病是癌症。在其他实施例中，所述疾病是自身免疫疾病。

[0046] 使用本专利的方法，将来自数千个受试者的生物样品数字化，生成大数据，经过对

所述大数据进行深度地机器学习分析，从而发现各种疾病的新靶标。具体来说，通过深度学

习来比较已知肽和未知肽的聚类，以及在疾病状态和对照状态下通过LC/MS所见的糖基化

特征。糖基化肽的这种判别分析可以将疾病生物标记物鉴定出来。

[0047] 通过鉴定生物标记物及其对应特征例如它们的表达水平，可用来开发对疾病或症

状的诊断测试方法，所述方法至少部分取决于对一种或多种所选的生物标记物的测定，及

对结果与疾病或症状的关联关系的分析。所述方法还可用于选择一种或多种疗法，确定治

疗方案或监测特定疾病或症状对某种疗法的反应。因此，本专利提供了预防、诊断、治疗、监

测和预判某种疾病或症状的方法。在一些实施例中，所述方法可用于区分患有疾病或症状

的受试者和健康受试者。在一些实施例中，所述方法可用于区分患有癌症的受试者和健康

的受试者。一些实施例中，所述方法帮助癌症诊断或用于癌症监测。

[0048] 靶向及非靶向方法

[0049] 本专利的生物标记物发现方法同时采用靶向和/或非靶向方法。所述方法通常包

括三个不同的阶段，即发现阶段、预验证阶段和验证阶段。

[0050] 发现阶段

[0051] 靶向方法包括在受试者的生物样品中鉴定和监测具有已知糖型的已知糖蛋白。
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FDA批准过用于各种疾病的已知糖蛋白作为生物标记物，可以使用本专利的方法对所述生

物标记物进行监测以确定受试者的分类。通常，生物标记物的糖基化变化具有肿瘤特异性，

可用于鉴定疾病或疾病阶段的可能风险。靶向方法关注已知糖蛋白及其糖型；在研究开始

阶段进行数据采集之前，就已经对所述糖蛋白及其糖型进行了化学表征，并且能够从生物

学的角度说明其所具有的确定的生物学上的重要性。使用内部标准(internal  standards)

和确切的化学标准进行定量。

[0052] 具体来说，在靶向方法中，特定位点的糖基化分析是以生物样品的对照分析为基

础进行的，所述生物样品来自于一些患有疾病或症状的受试者和同等数量的没有疾病或症

状的对照受试者。首先，在生物样品中鉴定目标糖蛋白，例如疾病相关的糖蛋白或具有生物

活性的糖蛋白。然后，使用LC/MS分析修饰位点、修饰性质、修饰特性和每种修饰的相对丰

度，从而鉴定和定量肽片段。所述方法使用三重四极杆(QQQ)质谱仪定量糖基化肽片段，然

后分析所述糖基化肽片段与受试者分类的关系。

[0053] 非靶向方法包括学习已知和未知肽片段的糖基化模式，以提供有关糖基化模式变

化的更多信息，以便于于确定受试者的分类。非靶向方法是基于“上调或下调”糖蛋白的相

对定量技术。具体来说，针对受试者的分类，监测其糖蛋白的上调或下调。例如，相对于与未

患有某种疾病或病症的受试者，来监测患有该种疾病或症状的受试者的糖蛋白片段。在该

方法中，在获取数据之前，并不知晓各个糖蛋白片段的化学特性。在一个实施例中，非靶向

方法使用四极杆飞行时间(qTOF)质谱仪来分析糖基化肽片段。所述方法包括使用仪器准确

测量样品中各成分的质量，事先不知道所述成分具体是什么。

[0054] 针对两组(疾病组与无疾病组)之间存在表达差异的候选对象，使用机器学习方法

进行进一步选择和评估，以便根据重要临床特征的特征选择技术，进行分类预测。使用训练

集来选择特征、构建模型，得到内部交叉验证并通过该验证来评估性能。通过测试集对得到

的模型进行评估，测试集不参加模型的构建。采用Benjamin和Hochberg提出的错误发现率

(FDR)方法来控制假阳性率。

[0055] 预验证阶段

[0056] 对发现阶段鉴定出来的候选生物标记物，在独立的生物样品测试集中进行测试，

以确定候选生物标记物的性能，所述生物样品来自于一些患有某种疾病或症状的受试者及

与其对应的未患有疾病或病症的对照组。选定的生物标记物及其级别，以及在发现阶段开

发的模型的任何参数估计，都是建模的一部分，并在此独立的预验证阶段进行测试。根据候

选生物标记物的信号，通过诊断测试将生物样品分为两组：患有疾病的样品和未患疾病的

样品。然后根据阳性预测值、阴性预测值、特异性和灵敏度评估该测试的有效性。此外，使用

受试者工作特征(ROC)曲线来评估诊断性能，即评估某种生物标记物或者多种生物标记物

的组合在疾病或症状方面的统计学上的诊断测试效果更好。验证有效的各种生物标记物经

过审核后，形成一组复合标记物。所述复合标记物通过加权多变量逻辑回归或其他分类算

法构建。

[0057] 验证阶段

[0058] 对预验证阶段保留下来的候选生物标记物，通过来自多个受试者的独立盲选生物

样品，进行独立验证。本阶段的目的是评估所选生物标记物的诊断精度。

[0059] 在一个实施例中，将所述生物标记物发现方法适用于生物样品，所述生物样品来
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自患有癌症的受试者。在一些实施例中，每个组(即患癌组或未患癌组)分析的生物样品至

少来自20个、40个、60个、80个或100个受试者。

[0060] 将靶向方法和/或非靶向方法与本专利所述的机器学习方法结合起来，为鉴定各

种疾病的可能风险和/或早期检测提供了新的诊断方法。在一个实施例中，本专利提供了生

物标记物的鉴定方法，所述方法基于靶向方法和非靶向方法与机器学习方法的结合。根据

本专利方法鉴定出来的生物标记物，可用于诊断方法、预后评估方法、监测治疗结果、鉴定

可能对特定疗法有反应的受试者、药物筛选等。

[0061] 在一个实施例中，本专利提供了一种鉴定糖基化肽片段作为潜在生物标记物的方

法，包括：

[0062] 从多名受试者分离多种生物样品，将每种生物样品中的糖基化蛋白，用一种或多

种蛋白酶进行酶解，以产生糖基化肽片段；

[0063] 用液相色谱-质谱联用法(LC-MS)定量糖基化肽片段，得到定量结果；

[0064] 使用机器学习方法分析定量结果及受试者的分类，选择用于预测分类的糖基化肽

片段；

[0065] 测定糖基化肽片段的特性。

[0066] 在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，其中受试者包括患有疾病或

症状的受试者和未患有所述疾病或症状的受试者。在另一实施例中，所述受试者包括接受

疾病治疗的受试者和患有疾病但未接受治疗的受试者。

[0067] 本专利方法适用于通过分析来自受试者的生物样品的糖基化肽片段可以检测到

的任何疾病或症状。在一个实施例中，所述疾病是癌症。在另一实施例中，所述癌症选自乳

腺癌、宫颈癌或卵巢癌。在另一个实施例中，所述疾病是自身免疫疾病。在另一实施例中，所

述自身免疫疾病是HIV、原发性硬化性胆管炎、原发性胆汁性肝硬化或牛皮癣。

[0068] 在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，所述糖基化蛋白是α-1-酸糖

蛋白、α-1-抗胰蛋白酶、α-1B-糖蛋白、α-2-HS-糖蛋白、α-2-巨球蛋白、抗凝血酶III、载脂蛋

白B-100、载脂蛋白D、载脂蛋白F、β-2-糖蛋白1、铜蓝蛋白、胎球蛋白、纤维蛋白原、免疫球蛋

白(Ig)A、IgG、IgM、触珠蛋白、血红素、富含组氨酸的糖蛋白、激肽原-1、血清转铁蛋白、转铁

蛋白、玻连蛋白和锌-α-2-糖蛋白中的一种或多种。在另一实施例中，所述糖基化蛋白是α-

1-酸糖蛋白、免疫球蛋白(Ig)A、IgG或IgM中的一种或多种。

[0069] 在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，所述糖基化肽片段是N-糖基

化的或O-糖基化的。

[0070] 在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，所述糖基化的肽片段的平均

长度为约5至约50个氨基酸残基。在一些实施例中，糖基化的肽片段的平均长度为约5至约

45、或约5至约40、或约5至约35、或约5至约30、或约5至约25、或约5至约20、或约5至约15、或

约5至约10，或约10至约50、或约10至约45、或约10至约40、或约10至约35、或约10至约30、或

约10至约25、或约10至约20、或约10至约15，或约15至约45、或约15至约40、或约15至约35、

或约15至约30、或约15至约25、或约15至约20个氨基酸残基。在一个实施例中，所述糖基化

肽片段的平均长度约为15个氨基酸残基。在另一实施例中，所述糖基化的肽片段的平均长

度约为10个氨基酸残基。在另一实施例中，所述糖基化肽片段的平均长度约为5个氨基酸残

基。

说　明　书 6/10 页

8

CN 111148844 A

8



[0071] 在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，所述一种或多种蛋白酶包括

用于酶解蛋白质的任何蛋白酶。在一个实施例中，所述蛋白酶是丝氨酸蛋白酶、苏氨酸蛋白

酶、半胱氨酸蛋白酶、天冬氨酸蛋白酶、谷氨酸蛋白酶、金属蛋白酶、天冬酰胺肽裂解酶或其

组合。蛋白酶的一些代表性实例包括但不限于胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、内切蛋白酶、Asp-

N、Arg-C、Glu-C、Lys-C、胃蛋白酶、嗜热菌素、酯酶、木瓜蛋白酶、蛋白酶K、枯草杆菌蛋白酶、

梭菌蛋白酶、羧肽酶等。在另一实施例中，本专利提供的如上所述的方法中，所述一种或多

种蛋白酶至少包括两种蛋白酶。

[0072] 本专利方法还有其他多种用途。例如，一种或多种生物标记物可用于区分疾病前

状态与疾病状态，还是疾病状态与正常状态。还可以确定其他非疾病的特定健康状态。例

如，可在不同时段测定生物标记物的变化：在患有疾病的受试者中，监测疾病的进展；在接

受治疗的受试者中，监测治疗效果以及在接受治疗后的受试者中，监测可能出现的复发情

况。同样，生物标记物定量水平也能决定疾病的治疗过程。例如，可以从正在接受疾病治疗

方案的受试者采集生物样品。这种治疗方案可以包括但不限于，对诊断或鉴定为疾病或症

状的受试者适用的运动方案、饮食补充、减肥、手术干预、装置植入以及治疗性或预防性的

方案。

[0073] 此外，多种糖蛋白中糖肽比例的变化可能与某种疾病状态或未患某种疾病有关。

例如，在生物样品中存在多种特定糖肽表明未患疾病，然而，如果生物样品中存在多种其他

特定的糖肽则表明患有疾病。因此，各种糖肽谱或糖肽生物标记物组可能与疾病的各种状

态有关。

[0074] 例2示出了乳腺癌患者的血浆样品相对于对照组的血浆样品中IgG1、IgG0和IgG2

糖肽变化的定量结果。图2说明在该实验研究的乳腺癌的所有阶段中，糖肽A1和A2的水平与

对照组相比有所升高，而糖肽A8、A9和A10的水平与对照组相比有所降低。由此说明糖肽A1、

A2、A8、A9和A10是乳腺癌的潜在生物标记物。

[0075] 例3示出了PSC患者和PBC患者的血浆样品中IgG、IgM和IgA糖肽变化的定量结果。

如图3所示，与健康供体相比，患有PBC和PSC的患者的血浆样品中的糖肽A升高了；而与健康

供体相比，患有PBC和PSC的患者的血浆样品中的糖肽H、I和J降低了。因此，糖肽A、H、I和J是

PBC和PSC的潜在生物标记物。此外，单独和组合判别分析结果分别如图4和图5所示，表明组

合判别分析预测疾病状态的准确率为88％。

[0076] 在一些实施方案中，本专利提供的方法中，检测和分析的生物标记物的数量为1或

大于1，例如2、3、4、5、6、7、8、9、10、11，12、13、14、15、16、17、18、19  20、21、22、23、24、25、26、

27、28、30或更多。因此，本专利还提供了可用于疾病或症状诊断的生物标记物的组合。

[0077] 质谱法

[0078] 在一个实施例中，本专利提供的如本文所述的方法中，包括通过使用质谱仪定量

分析糖基化肽片段。在一个实施例中，所述方法采用一种称为“多反应监测(MRM)”的技术。

此技术通常与液相色谱法结合使用(LC/MRM-MS)，在单次LC/MRM-MS分析中可以定量数百个

糖基化片段(及其母体蛋白)。本专利的高级质谱技术提供了有效的离子源、更高的分辨率、

更快的分离速度和具有更高动态范围的检测器，在保留靶向检测的好处的同时，可以支持

宽范围的非靶向检测。

[0079] 本专利所述的质谱法每次可以分析很多个糖基化蛋白质。例如，使用质谱仪每次
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至少可以分析大于50、或至少大于60或至少大于70、或至少大于80、或至少大于90、或至少

大于100、或至少大于110或120个以上的糖基化蛋白质。

[0080] 在一个实施例中，本专利的质谱法使用QQQ或qTOF质谱仪。在另一实施例中，本专

利的质谱法提供的数据具有10ppm或更高、或5ppm或更高、或2ppm或更高、或1ppm或更高、或

0.5ppm或更高、或0.2ppm或更高、或0.1ppm或更高的质量精度，分辨力在5,000或更高、或

10,000或更高、或25,000或更高、或50,000或更高、或100,000或更高。

[0081] 生物样品

[0082] 本专利方法基于对生物样品的糖基化肽片段的定量分析。在一些实施例中，生物

样品是先前收集的一种或多种临床样品，因此节省了用于鉴定新的生物标记物的资源和时

间。在一些实施例中，生物样品来自先前的一项或多项研究，时间跨度为1至50年甚至更长。

在一些实施例中，所述研究同时包括其他各种临床参数和先前已知的信息，例如受试者的

年龄、身高、体重、种族、病史等。这种附加信息可用于将所述受试者与某种疾病或症状关联

起来。在一些实施例中，生物样品是从所述受试者预先收集的一种或多种临床样品。

[0083] 在一个实施例中，本专利提供的如本文所述的方法中，从所述受试者分离出的生

物样品是下列中的一种或多种：唾液、眼泪、痰、汗液、粘液、粪便、胃液、腹水、羊水、囊肿、

液、腹膜液、脊髓液、尿液、滑液、全血、血清、血浆、胰液、母乳、肺灌洗液、骨髓。在另一实施

例中，从所述受试者分离出的生物样品是身体组织、唾液、眼泪、痰、脊髓液、尿液、滑液、全

血、血清或血浆。在另一实施例中，从所述受试者分离出的生物样品是全血、血清或血浆。在

一些实施例中，所述受试者是哺乳动物。在其他实施例中，所述受试者是人类。

[0084] 疾病

[0085] 本专利方法适用于可以通过分析来自受试者的生物样品的糖基化肽片段检测到

的任何疾病或症状。在一些实施例中，所述疾病或症状是癌症。在其他实施例中，所述癌症

是急性淋巴细胞白血病(ALL)、急性髓细胞性白血病(AML)、肾上腺皮质癌、肛门癌、膀胱癌、

血液癌、骨癌、脑瘤、乳腺癌、女性生殖系统癌、男性生殖系统癌、中枢神经系统淋巴瘤、宫颈

癌、儿童横纹肌肉瘤、儿童肉瘤、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、慢性髓细胞性白血病(CML)、

结肠和直肠癌、结肠癌、子宫内膜癌、子宫内膜肉瘤、食道癌、眼癌、胆囊癌、胃癌、胃肠道癌、

毛细胞白血病、头颈癌、肝细胞癌、霍奇金病、下咽癌、卡波济肉瘤、肾癌、喉癌、白血病、肝

癌、肺癌、恶性肿瘤纤维组织细胞瘤、恶性胸腺瘤、黑色素瘤、间皮瘤、多发性骨髓瘤、骨髓

瘤、鼻腔和鼻旁窦癌、鼻咽癌、神经系统癌、神经母细胞瘤、非霍奇金淋巴瘤、口腔癌、口咽

癌、骨肉瘤、卵巢癌、胰腺癌、甲状旁腺癌、阴茎癌、咽喉癌、垂体瘤、浆细胞瘤、原发性中枢神

经系统淋巴瘤、前列腺癌、直肠癌、呼吸系统、视网膜母细胞瘤、唾液腺癌、皮肤癌、小肠癌、

软组织肉瘤、胃癌、睾丸癌、甲状腺癌、泌尿系统癌、子宫肉瘤、阴道癌、血管系统、巨球蛋白

血症、Wilms肿瘤等。在另一实施例中，所述癌症是乳腺癌、宫颈癌或卵巢癌。

[0086] 在另一实施例中，所述疾病是自身免疫疾病。在另一实施例中，所述自身免疫疾病

是急性播散性脑脊髓炎、阿迪森氏病、无球蛋白血症、年龄相关性黄斑变性、斑秃、肌萎缩性

侧索硬化、强直性脊柱炎、抗磷脂综合征、抗合成酶综合征、特应性过敏、特应性皮炎、自身

免疫性自身免疫性疾病心肌病、自身免疫性肠病、自身免疫性溶血性贫血、自身免疫性肝

炎、自身免疫性内耳疾病、自身免疫性淋巴增生性综合征、自身免疫性周围神经病、自身免

疫性胰腺炎、自身免疫性多内分泌综合征、自身免疫性孕激素性皮炎、自身免疫性血小板减
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少性紫癜、自身免疫性荨麻疹同心性硬化症、贝塞特氏病、伯杰氏病、比克斯塔夫氏脑炎、布

劳综合征、大疱性天疱疮、癌症、卡斯曼病、腹腔疾病、恰加斯病、慢性炎性脱髓鞘性多发性

神经病、慢性反复发作局灶性骨髓炎、慢性阻塞性肺疾病、变应性肉芽肿性血管炎、瘢痕性

天疱疮、科干综合征、冷凝集素病、补体成分2缺乏症、接触性皮炎、颅动脉炎、CREST综合征、

克罗恩病、库欣综合征、皮肤白细胞性血管炎、德戈氏病皮肤病、疱疹样皮炎、皮肌炎、I型糖

尿病、弥漫性皮肤全身性硬化症、德勒综合症、药物性狼疮、盘状红斑狼疮、湿疹、子宫内膜

异位、与炎性炎相关的关节炎、嗜酸性筋膜炎、嗜酸性肠炎、嗜酸性粒细胞增多症结节、胎儿

成纤维细胞增多症、必要的混合性冷球蛋白血症、伊文氏综合症、进行性骨增生性纤维增

生、纤维化性肺炎、胃炎、胃肠道天疱疮、肾小球肾炎、古德帕斯综合征、格雷夫斯病、吉兰-

巴雷综合征、桥本脑病、桥本甲状腺炎、过敏性紫癜、艾滋病毒、妊娠天疱疮、化脓性汗腺炎、

休斯史托文综合征、低球蛋白血症、特发性炎症性脱髓鞘疾病、特发性肺纤维化、特发性血

小板减少性紫癜性慢性、IgA肾病、包涵体肌炎、关节炎、川崎病、兰伯特-伊顿肌无力综合

征、白细胞碎裂性血管炎、扁平苔藓、扁平苔藓、线性IgA病、红斑狼疮、Majeed综合征、美尼

尔氏病、显微多发性血管炎、混合性结缔组织病、硬斑病、多发性曼氏病、重症肌无力、肌炎、

发作性睡病、视神经脊髓炎、神经性肌强直、眼球瘢痕性天疱疮、视神经支配性肌阵挛综合

征、奥德甲状腺炎、回旋风湿病、与链球菌相关的小儿自身免疫性神经精神疾病、副交感神

经变性、阵发性夜间血红蛋白尿、帕里·罗姆伯格综合征、帕森纳格·特纳综合征、帕尔斯

平炎、寻常性天疱疮、恶性贫血、静脉性脑脊髓炎、POEMS综合征、结节性多发性动脉炎、多肌

痛风湿病、多发性肌炎、原发性胆汁性胆汁性硬化症、原发性胆囊炎、银屑病关节炎、坏疽性

脓皮病、纯红细胞发育不良、拉斯穆森氏脑炎、雷诺综合征、复发性软骨炎、赖特氏综合征、

躁动性腿综合征、腹膜后纤维化、类风湿性关节炎、风湿热、结节病、精神分裂症、施密特综

合征、施尼茨勒综合征、巩膜炎、硬皮病、血清病、干燥综合征、脊椎关节炎、僵人综合征、亚

急性细菌性心内膜炎、Susac综合征、急性发热性嗜中性皮病、交感性眼炎、Takayasu动脉

炎、颞动脉炎、血小板减少症、痛性眼肌麻痹综合征、横贯性脊髓炎、溃疡性结肠炎、未分化

的结缔组织病、荨麻疹性血管炎、脉管炎、白癜风和韦格纳氏病等。在另一实施例中、所述自

身免疫疾病是艾滋病、原发性硬化性胆管炎、原发性胆汁性肝硬化或牛皮癣。

[0087] 机器学习

[0088] 从数千个所述受试者中获得生物样品，将所述生物样品数字化，深度挖掘并验证

先前未发现的标志物。在一些实施例中，生物样品是肿瘤样品或血液样品。使用LC/MS仪器

将它们数字化，生成大量数据，经过深入的机器学习分析以发现各种疾病的新靶标。在一些

实施例中，所述疾病是癌症或自身免疫疾病。

[0089] 在一个实施例中，本专利提供了一种鉴定糖基化肽片段作为潜在生物标记物的方

法，包括：

[0090] 从多名受试者分离多种生物样品，将每种生物样品中的糖基化蛋白，用一种或多

种蛋白酶进行酶解，以产生糖基化肽片段；

[0091] 用液相色谱和质谱(LC-MS)定量分析糖基化肽片段，提供定量结果；

[0092] 使用机器学习方法分析定量结果以及受试者的类别，选择可用于预测分类的糖基

化肽片段；和

[0093] 测定糖基化肽片段的特性，
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[0094] 所述机器学习方法是深度学习、神经网络、线性判别分析、二次判别分析、支持向

量机、随机森林、最近邻或它们的组合。在一些实施例中，所述机器学习方法是深度学习、神

经网络或其组合。所述分析还包括基因组数据、蛋白质组学、代谢学、脂类组学数据或其组

合。图1是糖组学、LC/MS和机器学习的整合示意图，还可进一步与蛋白质组学、基因组、脂类

组学和代谢学结合，以鉴定各种疾病的生物标记物。

实施例

[0095] 例1

[0096] 生物标记物的一般发现方法

[0097] 在靶向方法中，首先在生物样品中鉴定目标糖蛋白，然后使用LC/MS分析修饰位

点、修饰性质、修饰特性和每种修饰的相对丰度，从而对肽片段进行鉴定和定量。所述方法

使用三重四极杆(QQQ)质谱仪对糖基化肽片段进行定量，然后分析其与所述受试者分类的

关系。

[0098] 在非靶向方法中，分析所有肽片段(已知和未知)的糖基化模式，以了解各种受试

者中糖基化模式的变化信息。具体来说，针对受试者的分类，对糖蛋白的上调或下调与进行

监控。例如，针对患有疾病或症状的受试者与未患有疾病或症状的受试者分别监测糖蛋白

片段。所述方法使用四极杆飞行时间(qTOF)质谱仪分析糖基化肽片段。

[0099] 例2

[0100] IgG糖肽作为乳腺癌潜在生物标记物的定量分析

[0101] 分析不同阶段乳腺癌患者的血浆样品以及与所述患者年龄对应的对照组的IgG1、

IgG0和IgG2糖肽，并比较它们的比例变化。具体来说，在QQQ质谱仪上对处于原位癌阶段的

20个样品、EC1阶段的50个样品、EC2阶段的138个样品、EC3阶段的25个样品、EC4阶段的9个

样品以及与73个与它们年龄相符的对照样品进行MRM定量分析。定量结果如图2所示，在本

实验研究的乳腺癌的各个阶段中，与对照组相比，某些IgG1糖肽的水平升高，某些IgG1糖肽

的水平降低。举例来说，在本实验研究的乳腺癌的各个阶段中，监测了IgG1糖肽Al—A11；与

对照组相比，发现糖肽A1和A2的水平升高了，糖肽A8、A9和A10的水平降低了。因此，糖肽A1、

A2、A8、A9和A10是乳腺癌的潜在生物标记物。

[0102] 例3

[0103] IgG糖肽作为PSC和PBC的潜在生物标记物的定量分析

[0104] 分析来自原发性硬化性胆管炎(PSC)患者、原发性胆汁性肝硬化(PBC)患者的血浆

样品以及来自健康供体的血浆样品的IgG1和IgG2糖肽，并比较它们的糖肽比值的变化。具

体而言，将100个PBC血浆样品、76个PSC血浆样品和49个健康供体的血浆样品在QQQ质谱仪

上进行MRM定量分析。从图3的定量结果可以看出，在PBC和PSC患者的血浆样品中，与健康供

体相比，某些IgG1糖肽升高，而某些IgG1糖肽降低。举例来说，与健康供体相比，PBC和PSC患

者的糖肽A升高了，糖肽H、I和J降低了。因此，糖肽A、H、I和J是PBC和PSC的潜在生物标记。

[0105] 对PBC患者和PSC患者的血浆样品中的IgA和IgM糖蛋白进行了类似的分析。判别分

析结果如图4所示，表明根据IgG、IgM和IgA的单项数据预测的准确率分别为59％、69％和

74％。但是，如图5所示，将所有IgG、IgM和IgA的结果进行组合后，判别分析的准确率约为

88％。
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图2
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图3
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图4
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图5
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