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疟疾患者血浆IgG
 

N-糖基化水平异常修饰的病例
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【摘要】 目的 探索疟疾患者与健康人群血浆中免疫球蛋白G(IgG)N-聚糖表达水平的差异性。 方法 选择山东省

2022年10月-2023年6月确诊的输入性疟疾(排除合并细菌感染)患者27例,健康对照组采用倾向性评分1∶1匹配,最
终纳入55例。抽取受检者静脉血,肝素抗凝,分离血浆,提取IgG,采用超高液相色谱法检测IgG

 

N-糖基组。组间糖基

结构比较采用两独立样本t检验或 Mann-Whitney
 

U秩和检验,P<0.05为差异有统计学意义。 结果 55例受检者

的年龄范围为27(56岁,平均年龄(41.64±8.64)岁。疟疾病例组患者血浆GP4、GP6、GP14、GP17和GP19的聚糖水平

均显著高于对照组(P<0.05或P<0.01);GP5、GP8、GP9、GP11、GP13-GP18、GP20、GP21、GP23和GP14的聚糖水平

均显著低于对照组(P<0.05或P<0.01)。IgG无半乳糖基化(G0)水平疟疾病例组为(28.42±7.07),健康对照组为

22.34±5.54;IgG单半乳糖基化(G1)水平疟疾病例组为25.61±4.08,健康对照组,32.85±2.71,差异有统计学意义(P
<0.05);IgG双半乳糖基化(G2)水平疟疾病例组为23.35±4.45,健康对照组为19.93±3.01,差异有统计学意义(P<
0.05)。双唾液酸指标S2疟疾病例组为(3.73±0.92),健康对照组为5.72±2.23,差异有统计学意义(P<0.01)。 结

论 疟疾患者血浆IgG
 

单半乳糖基化和唾液酸化明显减少,提示可能与疟疾发病有关。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

differences
 

in
 

plasma
 

immunoglobulin
 

G
 

(IgG)
 

N-glycan
 

levels
 

between
 

malaria
 

pa-

tients
 

and
 

healthy
 

populations. Methods 27
 

patients
 

with
 

imported
 

malaria
 

(excluding
 

co-infections
 

with
 

bacterial
 

in-
fections)

 

diagnosed
 

in
 

Shandong
 

Province
 

from
 

October
 

2022
 

to
 

June
 

2023
 

were
 

selected,and
 

healthy
 

controls
 

were
 

matched
 

1∶1
 

using
 

a
 

propensity
 

score,resulting
 

in
 

the
 

inclusion
 

of
 

55
 

cases.
 

Venous
 

blood
 

was
 

extracted,heparin
 

antico-
agulation,plasma

 

was
 

separated,IgG
 

was
 

extracted,and
 

IgG
 

N-glycan
 

level
 

was
 

detected
 

by
 

ultra-high
 

liquid
 

chromatogra-

phy.
 

Using
 

two
 

independent
 

samples
 

t-test
 

or
 

Mann-Whitney
 

U
 

rank
 

test
 

to
 

compare
 

glycosylation
 

between
 

groups,P<
0.05

 

was
 

considered
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference. Results Total
 

subjects
 

age
 

range
 

was
 

27±56
 

years,mean
 

age
 

was
 

(41.64±8.64)
 

years.
 

Glycan
 

levels
 

of
 

GP4,GP6,GP14,GP17
 

and
 

GP19
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

malaria
 

ca-
ses

 

than
 

controls
 

(P<0.05
 

or
 

P<0.01);GP5,GP8,GP9,GP11,GP13-GP18,GP20,GP21,GP23,and
 

GP14
 

were
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

controls
 

(P<0.05
 

or
 

P<0.01).
 

In
 

malaria
 

cases,IgG
 

Agalactosylated
 

(G0)
 

level
 

(28.42±7.07)
 

was
 

higher
 

than
 

controls
 

(22.34±5.54);IgG
 

monogalactosylated
 

(G1)
 

level
 

(25.61±4.08)
 

was
 

lower
 

than
 

controls(32.85±
2.71);IgG

 

Digalactosylated
 

(G2)
 

level
 

(23.35±4.45)
 

was
 

higher
 

than
 

controls
 

(19.93±3.01
 

);Gal-ratio
 

level(0.37±
0.15)

 

was
 

higher
 

than
 

controls(0.28±0.09),it
 

is
 

suggested
 

that
 

galactosylation
 

in
 

malaria
 

patients
 

was
 

lower
 

than
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healthy
 

controls;The
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(all
 

P<0.05).
 

Bisialylation
 

S2
 

(3.73
±0.92)

 

was
 

lower
 

than
 

healthy
 

controls
 

(5.72±2.23);the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).
 

Further
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

Acetylglucosamine
 

glycosylation
 

B
 

(z=-0.109),BN
 

(z=-0.522),BS
 

(z=-0.808),and
 

fucosylation
 

F
 

(z=-0.598,P=0.55),FN
 

(z=-1.027,P=0.30)
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

between
 

groups. Conclusion Plas-
ma

 

IgG
 

monogalactosylation
 

and
 

sialylation
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

malaria
 

patients,suggesting
 

a
 

possible
 

association
 

with
 

malaria
 

pathogenesis.
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words】 Blood
 

plasma;IgG
 

N-
 

glycan;Malaria;Glycosylation

  疟疾是一种以疟原虫为病原体、经蚊虫叮咬、输入

带疟原虫者的血液或母婴垂直传播而感染的虫媒传染

病,传播媒介主要为雌性按蚊[1],临床主要表现为周期

性规律发作的全身发冷、发热、多汗,可引起贫血和脾

肿大[2]。目前已确定有5种疟原虫可引起人类疟疾,
其中恶性疟原虫可导致凶险型疟疾,使聚集在脑血管

内被疟原虫寄生的红细胞与血管内皮细胞发生粘连,
造成微血管阻塞及局部缺氧。凶险型疟疾来势凶猛,
若不能及时治疗,死亡率极高[3]。随着我国“一带一

路”倡议的持续推进,往返非洲和东南亚务工人员和商

务旅游人员持续增多,导致输入性疟疾病例数量不断

增加,且感染虫种由单一性转变为复合感染[4]。非洲

和东南亚地区目前仍是疟疾高流行区,研究表明86.
7%输入中国的疟疾病例来自非洲,疟疾感染虫种主要

是恶性疟原虫和卵形疟原虫[5]。近年来,由于氯喹[6-7]

等抗疟药物的广泛使用,疟原虫药物转出系统功能增

强,耐药性增加,给疟疾的防治带来巨大挑战,因此需

要探索新的治疗靶点,以便开发新的抗疟药物。
机体初次接触疟原虫后产生固有免疫,其免疫反

应中的重要标志物、免疫分子等可作为治疗疟疾的靶

点[8]。疟原虫多个发育阶段的特异性抗原均可引起人

体的免疫反应,导致体内免疫球蛋白G(Immunoglob-
ulin

 

G,IgG)水平的改变[9-10]。IgG及其亚类水平的升

高或降低都是机体发生免疫反应的表现,其含量变化

在临床疾病的诊断和治疗中具有重要意义。IgG是血

液中免疫球蛋白的主要成分,约占血清中免疫球蛋白

总含量的75%,在机体固有免疫和适应免疫中起重要

作用[11]。

IgG
 

N-糖基化(Glycosylation)是最普遍的蛋白质

翻译后修饰,其信号通路参与机体几乎所有生理过程,
因此糖基的变化可反映遗传和环境因素及其动态交互

作用。研究表明当半乳糖基及唾液酸糖基组分降低时

提示机体处于炎症状态,在机体缺乏半乳糖基时,由于

IgG与FcγRIIB和Dectin-1的结合降低,引起机体的

炎症效应,而半乳糖基修饰则可提高机体的抗炎症效

应[12-13]。研究证实异常的IgG
 

N-糖基化水平与多种

炎症性和自身免疫性疾病存在关联,可作为疾病诊断

或预后的分子生物标志物[14-16]。但关于疟疾感染后

IgG
 

N-糖基化水平变化情况尚不清楚。本研究采用

N-糖组学技术,在小样本量水平上对疟疾患者和健康

人群血浆中的N-聚糖进行定量分析,探索疟疾患者与

健康人群IgG
 

N-糖基化表达的差异性,为疟疾感染后

机体调控免疫应答机制研究提供初步理论基础。

对象和方法

1 受检对象

选择2022年10月-2023年6月山东省符合疟疾

诊断标准[17]的输入性疟疾患者27例,包括恶性疟22
例、间日疟1例和卵形疟4例,排除合并细菌感染的疟

疾患者。健康对照组依据倾向性评分1∶1匹配共纳

入28人。纳入排除标准:(1)无躯体和精神异常史;
(2)过去2周无药物服用史;(3)排除患有心血管疾病、
呼吸系统疾病、血液疾病和癌症等严重疾病患者。

2 方法

2.1 标本采集 采集受检者外周静脉血2
 

mL,ED-
TA抗凝,分离血浆,分装后保存备用。

2.2 糖基检测 采用超高效液相色谱法(ultra
 

per-
formance

 

liquid
 

chromatography,UPLC)对血浆IgG
 

N-糖基组进行定量检测[18]。检测流程:(1)Protein
 

G
提取;(2)IgG分离;(3)IgG去糖基化;(4)IgG

 

N-糖链

标记及纯化;(5)液相色谱(LC-MS)检测分析。最终

得到24个不同的色谱峰(GP1-GP24)。在直接测得的

24个色谱峰基础上,根据文献
 

[19]的方法计算糖基

衍生结构。GP为所有糖基峰下面积总和;F代表岩藻

糖;B代表二等分乙酰葡糖胺;G代表半乳糖;N代表

中性糖基结构;S代表唾液酸。

2.3 统计学分析 采用SPSS
 

26.0和Stata
 

16.0软

件进行统计学分析。采用单样本 K-S 检验对数据进

行正态性检验,正态分布资料以(x±s表示,非正态分

布资料以 M(Min-Max)描述。组间年龄比较采用两

独立样本t检验;组间性别差异比较采用两独立样本

χ2检验,以例数(%)表示;组间IgG
 

N-糖基比较采用

两独立样本t检验或 Mann-Whitney
 

U秩和检验。所

有检验均采用双侧检验,P<0.05表示差异有统计学

意义。

结 果
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1 基本资料

55例受检者的年龄范围为27~56岁,平均年龄

(41.64±8.64)岁;男性36例(占94.74%),女性2人

(占5.26%)。输入性疟疾(以下简称疟疾)病例组27
例,其 中 男 性 26 例 (占 96.30%),女 性 1 例 (占

3.70%)。对照组经倾向性评分匹配纳入28例,其中

男性27例(占96.43%),女性1例(占3.57%)。两组

性别构成差异无统计学意义(χ2=0.001,P>0.05)。
病例组平均年龄为(41.30±8.15)岁,对照组平均年龄

为(41.96±9.23)岁,差异无统计学意义(t=0.284,P
>0.05)。

2 IgG
 

N-聚糖水平组间差异比较

如表1所示,IgG
 

N-聚糖直接测量24个指标中的

GP4、GP5、GP6、GP8、GP9、GP11、GP13-GP21、GP23
和GP24的聚糖水平疟疾病例组与对照组比较差异均

有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。其中疟疾病

例组GP4、GP6、GP14、GP17和 GP19的聚糖水平均

显著高于对照组(P<0.05或P<0.01),GP5、GP8、

GP9、GP11、GP13-GP18、GP20、GP21、GP23和 GP14
的聚糖水平均显著低于对照组(P<0.05或 P<
0.01)。

表
 

1 疟疾病例组和健康对照组IgG
 

N-聚糖水平差异比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

IgGN-glycans
 

between
 

malaria
 

group
 

and
 

control
 

group

糖基峰
GP

结构
Structure

疟疾病例组(N=27)
Malaria

 

cases

x±s M(Min-Max)

对照组(N=28)
Health

 

Control

x±s M(Min-Max)
t/Z P 值

GP1 FA1 0.28±0.15 0.24(0.08-0.6) 0.25±0.24 0.19(0.01-1.29) -1.71 >0.05
GP2 A2 0.61±0.42 0.51(0.08-2.10) 0.61±0.21 0.59(0.24-1.00) -0.901 >0.05
GP3 A2B 0.36±0.21 0.32(0.06-0.97) 0.33±0.30 0.28(0.01-1.70) -0.96 >0.05
GP4 FA2 22.31±6.24 20.9(11.01-37.01) 17.42±5.00 15.59(9.45-26.87) -2.778 <0.01a

GP5 M5 0.14±0.09 0.14(0.01-0.28) 0.23±0.14 0.20(0.02-0.52) 2.597 <0.05b

GP6 FA2B 4.86±1.42 4.84(2.67-7.96) 3.73±1.06 3.43(2.26-6.21) -3.3 <0.01a

GP7 A2G1 0.40±0.26 0.33(0.04-0.98) 0.51±0.31 0.45(0.08-1.41) 1.339 >0.05
GP8 FA2[6]G1 15.01±2.25 14.92(11.19-18.55) 19.85±2.00 20.10(14.92-22.19) 8.445 <0.01b

GP9 FA2[3]G1 6.67±2.02 6.32(2.15-9.81) 7.99±2.40 8.09(1.54-12.02) -2.315 <0.05a

GP10 FA2[6]BG1 3.30±0.93 3.38(2.09-5.96) 3.94±1.44 3.45(2.33-7.48) -1.229 >0.05
GP11 FA2[3]BG1 0.24±0.24 0.09(0.01-0.71) 0.56±0.30 0.49(0.01-1.15) 4.462 <0.01b

GP12 A2G2 0.86±0.43 0.77(0.31-1.73) 1.06±0.94 0.81(0.31-4.09) 1.036 >0.05
GP13 A2BG2 0.31±0.17 0.28(0.06-0.82) 0.43±0.22 0.41(0.01-1.16) 2.147 <0.05b

GP14 FA2G2 21.04±4.31 21.94(12.42-28.62) 17.13±2.49 17.52(12.56-22.62) -3.536 <0.01a

GP15 FA2BG2 1.15±0.47 1.16(0.42-2.09) 1.31±0.64 1.16(0.39-3.48) -4.139 <0.01b

GP16 FA2G1S1 3.45±0.70 3.35(2.34-4.96) 2.76±0.64 2.66(0.96-3.83) -3.87 <0.01b

GP17 A2G2S1 2.29±0.97 1.91(1.14-3.99) 1.11±0.44 1.00(0.16-2.02) -5.806 <0.01b

GP18 FA2G2S1 10.44±3.20 10.04(5.19-16.11) 12.79±2.71 13.05(7.06-17.45) 2.95 <0.01b

GP19 FA2BG2S1 2.46±0.65 2.34(1.06-4.34) 1.99±0.34 2.03(1.00-2.61) -3.404 <0.01b

GP20 FA2FG2S1 0.10±0.10 0.07(0.01-0.48) 0.28±0.17 0.27(0.05-0.78) 4.826 <0.01b

GP21 A2G2S2 0.58±0.23 0.53(0.24-1.10) 1.19±1.43 0.73(0.20-5.97) 2.194 <0.05b

GP22 A2BG2S2 0.25±0.11 0.24(0.08-0.51) 0.32±0.26 0.24(0.05-1.18) -0.354 >0.05
GP23 FA2G2S2 1.58±0.56 1.54(0.60-2.69) 2.37±0.72 2.50(0.51-4.21) -4.235 <0.01a

GP24 FA2BG2S2 1.32±0.54 1.17(0.35-2.49) 1.85±0.67 1.90(0.85-3.98) -2.964 <0.01a

  注:GP为所有糖基峰下面积总和;F代表岩藻糖;B代表二等分乙酰葡糖胺;G代表半乳糖;M 代表甘露糖;S代表唾液酸。a组间比较采用
Mann-Whitney

 

U秩和检验;b组间比较采用两独立样本t检验。

3 血浆IgG
 

N-糖基化水平组间差异比较

如图1所示,由以上24个IgG
 

N-聚糖直接测量

指标计算得到17个IgG
 

N-糖基衍生化指标 GPN、

S1、S2、GPS、G0、G1、G2、F、FN、FS、B、BN、BS、FG0、

FG1、FG2和 Gal-ratio。采用两独立样本t 检验或

Mann-Whitney
 

U秩和检验比较疟疾病例组与对照组

之间IgG
 

N-糖基化水平差异。

3.1 半乳糖基化 IgG
 

N-糖基化指标G0、G1和G2
代表机体内半乳糖基化水平,采用t检验比较。IgG
无半乳糖基化(G0)在疟疾病例组为28.42±7.07,健

康对照组为22.34±5.54,差异有统计学意义(t=-
3.558,P<0.05);IgG单半乳糖基化(G1)疟疾病例组

为25.61±4.08,健康对照组为32.85±2.71,差异有

统计学意义(t=7.771,P<0.05);IgG双半乳糖基化

(G2)疟疾病例组为23.35±4.45,健 康 对 照 组 为

19.93±3.01,差异无统计学意义(t=-3.357,P>
0.05)。Gal

 

ratio由3个代表半乳糖基化的结构进一

步计算得到,代表人体内IgG无半乳糖基化的糖基结

构所占的比例,可反映机体整体无半乳糖基化水平的

综合指标
 

。Gal
 

ratio值疟疾病例组为0.37±0.15,对
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照组为0.28±0.09,差异具有统计学意义(t=-2.452,

P<0.05)。因此推测疟疾患者的IgG
 

N-聚糖的半乳

糖基化水平较健康对照组低。

图
 

1 疟疾病例组和对照组IgG
 

N-糖基化水平差异比较

Fig.1 Comparison
 

of
 

IgG
 

N-glycosylation
 

level
between

 

malaria
 

group
 

and
 

control
 

group

3.2 核心岩藻糖和二等分乙酰葡萄胺糖基化 采用

Mann-Whitney
 

U
 

检验进行组间差异性比较,结果显

示所有的二等分乙酰葡萄胺糖基化衍生指标B(z=-
0.109)、BN(z=-0.522)、BS(z=-0.808)在两组间差

异均无统计学意义(均P>0.05);代表二等分乙酰葡

萄胺糖基化的综合指标Bisecting
 

GlcNAc 两组间差

异无统计学意义(z=-0.598,P>0.05)。岩藻糖基化

的半乳糖基化衍生指标FG0(z=-2.778,P<0.01)、

FG1(z=-5.270,P<0.01)、FG2(z=-3.536,P<
0.01)和岩藻糖基化的唾液酸化衍生指标FS(z=-
3.990,P<0.01)在两组间比较差异有统计学意义;F
(z=-0.598,P=0.55)和FN(z=-1.027,P=0.30)
唾液酸化指标两组间比较差异均无统计学意义。

3.3 唾液酸化 对唾液酸衍生指标进行t检验比较,
其中双唾液酸化指标S2水平疟疾病例组为3.73±
0.92,健康对照组为5.72±2.23,差异具有统计学意

义(t=4.304,P<0.01);S1(t=0.012,P>0.05)、

GPS(t=1.594,P=0.12)、BS(t=-1.242,P=0.22)
等唾液酸糖基化水平两组间差异均无统计学意义。

讨 论

寄生虫是宿主的异种抗原,宿主通过一系列的防

御机制来阻止寄生虫侵入,机体免疫系统识别侵入的

寄生虫,产生相应的免疫应答[20-21]。研究表明,恶性疟

原虫基因组编码许多参 N-糖基化、O-糖基化和C-甘
露糖基化的酶,使甘露糖大量暴露,引发炎症反应[22]。
此外,疟原虫可能表达多种含半乳糖和葡萄糖的糖蛋

白以及含葡萄糖的糖脂等糖基复合物。疟原虫的裂殖

子从受感染的红细胞中脱落,释放出游离的糖基磷脂

酰肌醇(GPIs),激活宿主巨噬细胞,导致炎症细胞因

子的产生和细胞粘附分子的上调,继而诱发疾病[23]。
免疫球蛋白G(Immunoglobulin

 

G,IgG)是人体内含

量最多的一种免疫球蛋白,在机体炎症反应和疾病的

发生发展中扮演重要角色[24]。

IgG半乳糖基化是免疫球蛋白的重要修饰形式,

IgG的去半乳糖基化会暴露其 N
 

GlcNAc残基,提高

与甘露糖结合凝集素受体的相互作用,导致补体依赖

的毒作用(complement
 

dependent
 

cytotoxicity,CDC)
活性增强,而IgG的半乳糖基化修饰则可促进IgG与

Fcγ抑制型受体之间的相互作用,导致IgG向抗炎功

能方向转变[25-26]。本研究检测疟疾患者血浆IgG半

乳糖基化水平低于健康对照人群,无半乳糖基化水平

(Gal-ratio)高于健康人群,可能是人感染疟原虫后体

内缺少半乳糖结构的聚糖激活补体系统并促进炎症反

应的发生,降低IgG抗炎反应,进而诱发疟疾发作。
有研究表明,机体IgG半乳糖基化水平的微小降低即

可显著降低FcγRIII介导的红细胞裂解作用[27]。

Fry等[28 报道疟疾感染程度与血型抗原有关,A、

B和AB型血的人比O型血的人更容易患严重疟疾。
人类的ABO(H)血型系统就是由于人红细胞表面 H
抗原的糖基化方式不同而形成的[29]。本研究结果显

示唾液酸化单一指标S1、S2和GPS在疟疾患者体内

的表达水平均低于健康对照人群,且唾液酸化综合评

价指标Sialylation在疟疾患者体内同样处于低水平。
尽管两组间比较分析仅有糖链末端含有2个唾液酸的

单一指标S2差异具有统计学意义,但也提示机体唾液

酸水平的降低可能参与疟疾疾病的发生。封晓晓

等[30]报道肝棘球蚴病患者血清IgG
 

唾液酸化修饰水

平显著低于健康对照组,且可作为泡型肝棘球蚴病与

肝癌的鉴别诊断指标。IgG唾液酸化修饰的增加,可
阻碍抗体与补体C1q

 

的结合,导致抗体的补体依赖细

胞毒性(complement
 

dependent
 

cytotoxicity,CDC)效
力减弱,从而使抗体获得抗炎作用;反之,则产生促炎

作用[31]。
综上所述,疟疾患者IgG半乳糖基化水平和唾液

酸化水平的降低可能参与疾病的发展进程,但未发现

核心岩藻糖基化和乙酰葡糖胺化修饰在疟疾患者体内

的异常表达。本研究初步揭示了疟疾患者血浆IgG
 

N-糖基化水平与健康人群之间的差异性,可为疟疾发

病免疫机制调节机制研究提供初步理论基础。
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