
【基金项目】四 川 省 科 技 厅 科 研 基 金 资 助 项 目 ( 编 号:
2023YFS0213)

△通讯作者

N-糖基化修饰在骨关节炎中的研究进展
Research

 

progress
 

of
 

N-glycosylation
 

modification
 

in
 

osteoarthritis

　
   

 

【摘要】 　 骨关节炎是一种多病因,涉及关节多组织的慢性炎症性疾病,其发生发展过程中涉及多个部位多种糖蛋白的
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异

常糖基化,其中 N-糖基化修饰是糖蛋白常见翻译后修饰之一,其在细胞识别、细胞间信号传递、细胞迁移、增殖及分化中发挥

重要作用,异常的 N-糖基化在骨关节炎的致病机制中均有不同程度的改变。 通过对 N-糖基化修饰及其转移酶在骨关节炎中

的研究进展进行综述,可为骨关节炎发病机制、诊断和治疗的相关研究提供参考。
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骨关节炎(osteoarthritis,
 

OA)是一种由多种致

病因素导致、涉及关节多种组织结构的慢性骨关节

疾病。 其病理特征包括关节软骨破裂、关节软骨血

管化,软骨下骨硬化、骨赘形成和滑膜炎症[1] 。 流

行病学表明,从 1990 年到 2017 年,OA 的全球增长

率达 58%,随着全球人口老龄化、日益增长的肥胖

人口和越来越多的关节损伤等方面的综合影响,OA
成为了影响老年人身体健康和生活质量重要疾病

负担[2] 。 蛋白质糖基化是单糖、多聚糖或寡糖复合

体与蛋白质残基共价结合的过程,主要包括四种类

型:N-糖基、O-糖基、C-甘露糖基化以及糖基磷脂酰

肌醇锚定修饰[3] 。 不同的糖基化形式在调节蛋白

质的稳定性、细胞定位及生物学功能等方面发挥着

关键作用。 糖蛋白的异常糖基化模式与各类疾病

密切相关,本文将论述 N-糖基化修饰在 OA 中的研

究进展,为 OA 发病机制、诊断和治疗的相关研究提

供参考。
1　 软骨细胞的 N-糖基化

1. 1　 OA 软骨细胞的糖蛋白组学 　 糖蛋白组学是

蛋白质组学的一个重要分支学科,旨在确定不同糖

基化位点的可变占有率和单个糖基化位点上不同

糖链 的 不 同 分 布 变 化[4] 。 在 OA 与 大 骨 节 病

(Kaschin-Beck
 

disease,
 

KBD) 的对比研究中, Han
等[5]通过糖蛋白组学鉴定出 375 个差异化表达糖蛋

白质,确定了 187 个 N-糖蛋白的 278 个 N-糖基化位

点,其中 54 种上调糖蛋白的 62 个 N-糖基化位点及

139 种下调蛋白的 212 个 N-糖基化位点在 OA 软骨

中被发现,如细胞因子受体样因子 1(cytokine
 

recep-
tor

 

like
 

factor
 

l,
 

CRLF1)具有 2 个 N-糖基化多肽,4

个 N-糖基化位点,其中 ASN-92、2019yfs0318、104 仅

见于 OA,而 ASN-168 仅见于 KBD;同样的,E-选择

素配体 1( E-selectin
 

glycoprotein
 

ligand-1,
 

ESGL-1)
作为维持骨微环境动态平衡和骨重建的重要调节

因子,在 OA 软骨细胞中只发现 ASN-786
 

1 个 N-糖
基化位点[6] 。 一项 OA 与 2 型糖尿病伴 OA 的对比

研究中发现 COL6A2 在内的多种 N-糖基化蛋白在

OA 软骨中存在差异化表达[7] 。 关键 N-糖蛋白的筛

选与鉴定为 OA 的病理机制和治疗提供了潜在靶

点,提供了深入研究 OA 的方向。
1. 2　 软骨肥大化与 N-糖基化　 软骨细胞终末分化

的默认途径是肥大骨化和凋亡。 肥大的软骨细胞

体积明显增大,周围基质形成钙化,继而导致软骨

弹性降低,同时使得软骨细胞更难以获得营养,导
致凋亡[8,9] 。 OA 的进展过程中,软骨的机械创伤或

者退行性改变诱导基质金属蛋白酶 13( matrix
 

met-
alloproteinase

 

13,
 

MMP13)在内的多种酶表达,细胞

外基质被降解( extracellular
 

matrix,
 

ECM),导致原

本被包裹的Ⅱ型胶原纤维暴露,从而使其更易受到

基质金属蛋白酶等蛋白水解酶的攻击和降解。 胶

原的暴露与降解形成了一个恶性循环,致使软骨细

胞发展成肥大化表型,最终基质重塑、血管化和局

灶性钙化形成类似软骨内成骨的软骨下硬化[10,11] 。
研究发现 N-糖链水平随着小鼠软骨细胞分化水平

进展,胰岛素诱导软骨肥大的过程中总量呈增加趋

势,但不同类型的 N-糖链在分化过程中增长速度各

异;肥大刺激后含高甘露糖( high-mannose,
 

HM)的

杂合型和唾液酸的复合型糖链表达水平于第 10 天

开始显著增加,通过基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱分析高表达的 HM 型糖链,发现大多数杂合

型糖链含有核心岩藻糖,且与 N-糖基化加工相关的

岩藻糖转移酶 8(fucosyltransferase
 

8,
 

FUT
 

8)的基因

表达水平一致[12] 。 除 N-糖链在软骨肥大的改变
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外,O-糖链、游离寡糖( free
 

oligosaccharides,
 

FOSs)、
糖胺多聚糖(Glycosaminoglycans,

 

GAGs)、
 

鞘糖脂相

关聚糖同样表现出时间依赖性的变化。 由此可知,
在 OA 进展的不同阶段其糖链的改变也有所差异,
该研究对软骨细胞及其肥大分化的糖表型的描述

有助于今后诊断和分化生物标记物的识别,为深入

研究 OA 早期软骨细胞异常分化过程中糖蛋白中糖

链的改变指明了方向。
1. 3　 OA 软骨细胞炎症与 N-糖基化

1. 3. 1　 唾液酸化 　 对 OA 发病机制的深入研究发

现,OA 是一种低级别慢性炎症起核心作用的多因

素疾病。 软骨组织损伤导致炎症因子的释放、局部

代谢异常和免疫系统之间相互作用,在 OA 早期就

已发生作用[13] 。 与类风湿关节炎 ( rheumatoid
 

ar-
thritis,

 

RA) 不同,OA 的炎症反应相较于 RA 是慢

性、低度的,这也是 OA 患者中少有发热,急性关节

肿胀等 RA 相关临床表现的原因。 OA 关节组织和

体液中已发现多种可溶性炎性介质,包括肿瘤坏死

因子(tumor
 

necrosis
 

factor,
 

TNF)、趋化因子、生长因

子、脂肪因子、前列腺素和白三烯等[14] ,不同细胞因

子在 OA 中的确切作用机制尚不清楚,但炎性细胞

因子已被认为具有诱导软骨分解代谢,破坏软骨微

环境稳态等作用[15,16] 。 其中 N-糖基化水平的变化

是慢性炎症的显著特征,包括细胞间相互作用、信
号转导、特异性和非特异性免疫应答、炎症因子合

成与释放、蛋白质稳定性等[17] 。 例如,研究发现巨

噬细胞参与的炎症反应全过程均与相关蛋白 N-糖
基化的直接或间接改变,单核细胞被单核细胞趋化

蛋白-1( monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1,
 

MCP-1)
招募后,它们通过内皮层需要与高度 N-糖基化的黏

附分子相互作用,同时单核细胞向巨噬细胞分化的

过程中伴有 α2,6-唾液酸转移酶Ⅰ ( α2, 6-Sialyl-
transferase

 

Ⅰ,
 

ST6Gal
 

Ⅰ)表达下调,导致 α2,6-唾
液酸的丢失[18,19] 。

  

唾液酸是一类带有负电荷的九碳单糖分子家

族,在细胞间相互作用中发挥着重要作用。 依据唾

液酸与糖残基的不同结合方式,可将其主要划分为

三种类型:α2,3-唾液酸、α2,6-唾液酸以及 α2,8-唾
液酸。 唾液酸糖链的合成过程由唾液酸转移酶催

化完成,这些酶根据其催化的唾液酸连接方式可分

为四个主要家族:催化 α2,6 连接的 ST6Gal 家族、催
化 α2,3 连接的 ST3Gal 家族、催化 α2, 6 连接的

ST6GalNAc 家族以及催化 α2,8 连接的 ST8Sia 家

族[20,21] 。 值得注意的是,唾液酸化水平在多种炎症

性疾病的发展过程中会发生显著改变,OA 同样表

现出这一特征。 相关研究证实,在兔 OA 模型的疾

病早期阶段,支链为唾液酸和岩藻糖的两种 N-糖链

的表达发生了显著变化[22] 。 Yang 等[23] 的研究发

现,以 TNF-α 作为促凋亡因子处理人 OA 软骨细胞,
结果显示,经 TNF-α 处理后,细胞表面核心 N-糖链

暴露出更多的 α2,
 

3 唾液酸残基。 Toegel 等[24] 测

定了软骨细胞糖蛋白 N-糖蛋白中 α2,
 

6 与 α2,
 

3 唾

液酸基团与相关唾液酸转移酶基因的表达,在炎症

因子 IL-1β 和 TNF-α 的影响下,原代软骨细胞去分

化,ST3Gal4 表达水平显著升高和 ST6Gal1 表达水

平下降导致软骨细胞糖蛋白 N-糖链的 α2,
 

6 唾液

酸比率降低,表明以 α2,
 

6 连接的唾液酸残基为特

性的原代人软骨细胞发生 α2,
 

3 转换,该现象多篇

文献中得到报道[25~ 27] 。
 

值得注意的是,由 α2,
 

6 到

α2,
 

3 唾液酸比率降低的转变并不是普遍现象。 人

内皮细胞对 IL-1β、TNF-α 和脂多糖的反应是通过

促进 α2,
 

6
 

唾液酸转移酶的 mRNA 表达,增加 α2,
 

6 唾液酸转移酶的活性[28] 。 由此可知促炎分子对

细胞唾液酸化的影响依赖于细胞和组织类型。
  

CD44 是一类非激酶的单链跨膜糖蛋白,其肽

链可通过 N-糖基化、O-糖基化和糖胺基糖基化等方

式得到修饰。 CD44 的主要配体是透明质酸( hyalu-
ronic

 

acid,
 

HA),与 CD44 结合进而激活各种信号通

路,调控细胞功能[24,29,30] 。 软骨细胞中,CD44 通过

与 HA 结合将蛋白多糖网络锚定于软骨细胞的表

面,研究表明 CD44
 

至少含有两个 N-糖基化位点,且
两个位点都携带末端 α2,

 

3 连接的唾液酸,通过抑

制 N-糖链的生物合成、末端唾液酸修饰或促进 N-糖
链酶促裂解反应,可以激活 CD44 介导各种细胞中

的 HA 结合。 在 OA 过程进展中,炎症因子 IL-1β 和

TNF-α 的介导下发生了 α2,
 

6 唾液酸向 α2,
 

3 唾液

酸的转换,抑制 CD44 与 HA 的结合作用,影响细胞

基质成分的锚定,引起 ECM 的丢失[24] 。 润滑素是

一种粘性糖蛋白,其 C 末端含有一个类似于血红素

结合蛋白的结构域,能与 HA 竞争性结合膜型基质

金属蛋白酶 1 中的 CD44 分子,在调节炎症反应中

发挥作用[31] 。 Wang 等[32] 在对唾液酸化修饰作用

介导 ECM 降解基质的研究中筛选了整个唾液酸转

移酶家族,确定差异化表达最显著的 ST3GAL4 验证

了 miR-193B / ST3GAL4 轴调控 CD44 唾液酸化水平

并通过 NF-кB 途径参与 OA 进展过程。 研究表明,
在体外细胞模型和 OA 大鼠模型中,ST3GAL4 在 OA
中的表达显著上调,并参与 CD44

 

α2,
 

3 唾液酸化,
唾液酸化的 CD44 与润滑素的结合减少,激活 NF-
кB 信号通路,介导 ECM 的炎症和降解。

  

唾液酸化修饰作为 N-糖基化修饰中的重要类

型,在 OA 进展过程中,对异常的唾液酸化及相关酶
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表达的研究为 OA 的非手术治疗提供了潜在的靶

点。 在相同炎症因子的介导下,人内皮细胞和软骨

细胞发生的唾液酸化转换相反,可以推断不同细胞

和组织在唾液酸化水平对炎症的反应不尽相同。
因此,以异常唾液酸化及唾液酸转移酶为靶点或许

能够更精准的针对 OA 进行药物的开发。
1. 3. 2　 岩藻糖基化　 岩藻糖是一种具有特殊生物

学功能的六碳脱氧单糖,其糖基化过程依赖于 GDP-
岩藻糖作为唯一活性供体形式。 在真核细胞中,
GDP-岩藻糖需要通过特异性转运蛋白的介导转运

至内质网或高尔基体腔室,随后由岩藻糖转移酶

(Fucosyltransferases,
 

FUTs) 家族成员催化,将岩藻

糖基以 α-1,2、α-1,3 / 4 或 α-1,6 糖苷键形式转移至

糖蛋白或糖脂的特定糖链位点,完成岩藻糖基化修

饰过程[33] 。 这一翻译后修饰对蛋白质的生物学功

能具有重要调控作用,FUTs 是一系类介导岩藻糖基

化的转移酶家族,按照修饰位点的类型可分为 N-
 

FuT 和 O-
 

FuT,其中 N-
 

FuT 有 11 种,分级催化不同

类型糖苷键的岩藻糖基化,FUT8 所催化的 α1,6 岩

藻糖基化称为核心岩藻糖[20] 。
  

多项研究表明,多个类型的 FUTs 在 OA 软骨细

胞中高表达,其与 miRNA 的相互作用对 OA 进展的

起调控作用。 miRNA 在 OA 中表达降低,进而解除

了其对下游作用分子 FUTs 的抑制作用,引起 FUTs
上调,后激活 NF-κB 或 Wnt / β-catenin 信号通路参

与软骨细胞的炎症、 凋亡和 ECM 的降解[34~ 39] 。
FUTs 的上调由多种 miRNA 介导,且存在多种 miR-
NA 调控一种 FUT 或一种 miRNA 调控多种 FUTs 的

现象,这种 miRNA / FUTs 之间的交互效应错综复

杂。 研究表明 miR26a / 26b / FUT4 轴可增强 p65 和

降低 IkBα 表达激活 NF-κB 信号通路,过表达的

FUT2 参与
 

Wnt / β-catenin 信号通路的激活,使软骨

细胞磷酸化糖原合成酶激酶-3β( pGSK-3β)和总 β-
连环素的蛋白水平增加,并促进了细胞周期蛋白 D1
(Cyclin

 

D1)等下游分子的表达,从而介导 OA 软骨

的炎症反应[37] 。 miRNA / FUTs 轴在对 OA 进展的调

控作用已得到证明,但多数研究尚未对 FUTs 参与

的翻译后修饰位点及下游作用分子进行深入讨论,
miRNA 与 FUTs 之间复杂的交互效应注定了关于

miRNA / FUTs 轴模式的研究意义是有限的。 因此,
寻找 FUTs 参与糖基化调控的下游特定分子的研究

或许能为我们提供更具有精确性和特异性的作用

靶点。 Yu 等[40]通过阻断 FUT10 介导的 α1,
 

3 岩藻

糖基化的合成探究 α1,
 

3 岩藻糖基化对 OA 相关事

件的影响。 结果表明,与正常软骨相比 OA 软骨中

的 α1,3 岩藻糖化和半乳糖化水平升高,HM 型 N-

糖链和双天线型 N-GlcNAc 糖基化水平降低,进一

步使 TNF-α 受体的 α1,3 岩藻糖基化增强,促进其

与 TNF-α 的结合能力。 导入 siRNA 抑制 FUT10 表

达后,TNF-α 与 TNFR 结合力下降,从而抑制 TNF-α
介导的 NF-κB 和 P38 / JNKMAPK 通路的激活,抑制

了岩藻糖基化的生物合成可以延缓 TNF-α 诱导的

细胞外基质的降解和衰老。
1. 3. 3　 半乳糖基化 　 半乳糖基转移酶( Galactosyl-
transferases,

 

GalTs)是介导半乳糖基化的一大类家

族,其中 β1,4Gals 最具有广泛的同源性,在高尔基

体中,它将来自 β1,
 

4-连接的尿苷二磷酸-半乳糖供

体的半乳糖加到末端的 N-GlcNAC 碳水化合物链

上,生成 β4-N-乙酰乳糖胺( Galβ1,
 

4GlcNAc)。 另

一部分存在于细胞表面的 β1,
 

4
 

GalT1 作为黏附分

子参与 ECM 中 N-GlcNAC 组成的寡糖底物或配

体[41] 。 研究发现,在炎症因子的作用下,软骨细胞中

的 β1,
 

4Gal-T1 的表达增加表现出对细胞凋亡的抑制

作用。 TLR4 信号通路在细胞炎症和凋亡中具有重要

作用,OA 软骨中可检测到 TLR4 的增强,且 TNF 可介

导 TLR4 信号通路的激活[42,43] 。 在 TNF 处理后的软

骨细胞中,β1,
 

4-Gal-T1 过表达抑制软骨细胞 TLR4
的表达和 p65、IKK 的磷酸化来阻断 TLR4 信号通路

的刺激,进而抑制细胞死亡促进蛋白 bax 和 caspase-3
的表达以及上调细胞死亡抑制蛋白 bcl-2 的表达来抑

制肿瘤坏死因子诱导的软骨细胞死亡[44] 。
1. 4 　 软骨修复与 N-糖基化 　 转化生长因子-β
(transforming

 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)是软骨增殖分

化的重要调控因子,研究表明 TGF-β 诱通过介导的

牛软骨细胞纤维连接蛋白的 N-糖基化保护纤维连

接蛋白免受蛋白水解[45] 。 与 TNF-α 相反,经 TGF-β
处理,GalTs 活性下降,表明 TGF-β 的作用下,为维

持软骨细胞表面糖链的稳定性而减少了核心糖链

的合成。 胰岛素生长因子 I( insulin
 

growth
 

factor
 

I,
 

IGF-I)同样与软骨修复密切相关,小鼠软骨细胞通

过自分泌或旁分泌 IGF-I,刺激软骨细胞增殖以及合

成 ECM 的两个主要成分-糖胺聚糖和胶原,同时抑

制 ECM 分解代谢和炎症因子的产生,对软骨发育和

稳态起重要的调控作用[46~ 48] 。 IGF 作为一种具有

诱导软骨修复的潜力生长因子,其关节软骨修复中

的应用受到修复部位快速清除的限制,Shi 等人证

实了人 IGF-I
 

EA 肽上的 N-糖基化介导与肝素的结

合活性,因此 N-糖基化介导的 proIGF-1A 肝素结合

的特性使得以硫酸肝素作为载体输送 IGF 成为可

能,在软骨损伤治疗中拥有巨大的潜力。
2　 骨与 N-糖基化

    

在 OA 的进展过程中,骨的改变可能先于软骨
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的改变,
 

Muraoka 等[49] 利用组织学、计算机断层扫

描(CT)以及血清学的方法研究豚鼠 OA 模型,CT
提示 OA 豚鼠的软骨下骨板厚度增加,同时血清骨

钙素(骨形成标记物)增加,尿 N-端肽(骨降解标记

物)减少,这些变化早于软骨退化的任何组织学证

据。 由此可知,骨基质的降解在 OA 中同样不可忽

视。 组织蛋白酶(Cathepsin,
 

Cat)是一种低 pH 活性

的半胱氨酸蛋白酶,主要在破骨细胞中表达,占破

骨细胞半胱氨酸蛋白酶总活性的 98%,以酶原的形

式分泌。 它在降解有机骨基质中的 I 型胶原中是必

不可少的。 目前 Cat 的抑制剂已被开发用于克服胶

原纤维的降解,试图治疗骨质疏松及 OA 等在内的

伴有骨丢失的骨骼疾病。 玻连蛋白 ( Vitronectin,
 

VN)是一种存在于细胞外基质和血液中的糖蛋白。
Date 等[50]已确定 VN 是一种潜在的 Cat 抑制剂,研
究发现人 VN 有三个 N-糖基化位点,其碳链结构中

有 2 到 3 个双天线唾液酸化复合型 N-糖链,VN 糖

基化增强对 CatK 的抑制作用并且抑制了 CatK 前体

的自动加工,减少胶原纤维的降解,而 VN 去唾液酸

化是胶原纤维降解的有利因素。
3　 总结与展望

   

OA 的发生发展伴随着糖蛋白的异常糖基化,这
些糖基化模式的改变在 OA 软骨细胞、骨细细胞中均

有发现,其中 N-糖基化作为主要的糖基化修饰类型

之一,其在 OA 中的变化更应值得重视。 同一蛋白因

糖链数量、种类、序列或结合位点的不同而表现出不

同的功能,对 OA 中的异常糖基化的探索,有助于从

翻译后修饰的角度了解 OA 致病机制。 作为继基因

组学和蛋白组学后的新兴研究领域,糖组学的发展弥

补了无法预测聚糖结构的缺点,拓展了 OA 相关研究

的维度,基因组学、蛋白组学和糖组学三者联合使得

在筛选与 OA 相关的关键靶点上更为精准。 但因 N-
糖基化及其转移酶在 OA 中的改变涉及范围广,加之

研究的深度有限,使我们对 N-糖基化的上游位点和

介导的信号通路知之甚少,尚未形成系统和具体机

制。 因此,关于 OA 相关蛋白的糖基化修饰如何介导

OA 发生发展的机制仍需进一步研究,异常糖基化及

其转移酶的检测可为 OA 的诊断、治疗和预后提供更

加精确的靶点,分子机制的深入研究对新型药物的设

计开发具有重要意义。
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