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基于液相色谱-质谱联用技术的2型糖尿病小鼠皮肤中

糖胺聚糖表达谱分析
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摘要: 2型糖尿病是一种常见的糖尿病, 对于糖尿病患者而言, 由于身体机能受损导致其伤口不能正常愈合,

可能引起严重后果。糖胺聚糖 (GAGs) 广泛存在于皮肤组织中, 由于其糖醛酸C6异构化和不同硫酸基取代, GAGs

的结构较为复杂, 目前尚未对糖尿病患者皮肤中 GAGs的精细结构进行研究。本研究通过液相-质谱联用技术

(LC-MS/MS) 对链脲佐菌素 (STZ) 诱导 2型糖尿病小鼠皮肤中GAGs精细结构进行表征。动物实验操作均遵循中

国海洋大学动物伦理委员会的规定。结果表明, STZ-诱导型糖尿病小鼠皮肤中透明质酸 (HA) 含量显著低于正常

组。糖尿病小鼠皮肤中硫酸软骨素 (CS) 和硫酸乙酰肝素 (HS) 含量与正常组虽然没有显著性差异, 但是其二糖精

细结构含量存在差异。糖尿病小鼠皮肤中CS-4S6S、HS-0S、HS-NS和HS-6S等二糖的表达均显著增多, HS-NS6S显

著减少, 另外, 其HS的硫酸化程度也显著低于正常组。这些结果为糖尿病的病理机制的阐明及糖尿病患者伤口愈

合敷料的开发提供了依据。
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Abstract: Type 2 diabetes is a common form of diabetes and can have serious consequences for diabetics

when their wounds do not heal properly due to impaired function. Glycosaminoglycans (GAGs) are widely found

in skin tissue. Due to the isomerization of C6 in uronic acid and different sulfuric acid substitutions, the structure of

GAGs is relatively complex. The fine structure of GAGs in the skin of diabetic patients has not been studied. In

this study, the structure of GAGs in the skin of streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice was characterized

by liquid chromatographytandem mass spectrometry (LC-MS/MS). All animal experiments were carried out with

approval of the Animal Ethics Committee of Ocean University of China. The results indicate that the content of

hyaluronic acid (HA) in STZ-induced diabetic mouse skin was significantly lower than that of non-diabetic mice.
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Although there was no significant difference in the content of chondroitin sulfate (CS) and heparin sulfate (HS)

between diabetic mouse and normal mouse skin, the disaccharide compositions were different. The expression of

CS-4S6S, HS-0S, HS-NS, and HS-6S in STZ-induced diabetic mouse skin was higher than in non-diabetic mice.

While the content of HS-NS6S was lower. In addition, the degree of sulfation of HS in STZ-induced mouse skin

was lower than that of normal mouse skin. These results provide a basis for the pathogenesis of diabetes and the

development of wound healing dressings for diabetic patients.
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糖尿病是一种以持续高血糖为特征的疾病。根据

世界卫生组织的研究, 到 2030年, 糖尿病可能成为世

界人口死亡的主要原因之一[1]。2型糖尿病是由于胰

岛素抵抗引起的, 常见于中老年人群体, 2型糖尿病患

者常伴有血脂异常、高血压、动脉粥样硬化等疾病[2]。

糖尿病伤口比正常皮肤伤口愈合缓慢, 导致了糖尿病

并发症糖尿病足等, 如果治疗不当可能引起截肢等严

重后果[3, 4]。糖尿病伤口难愈合的原因可能有细胞外

基质形成紊乱、修复的胶原蛋白结构质量差、中性粒细

胞诱捕网形成、后期炎症应答缺陷即巨噬细胞功能紊

乱 (TNF-α、IL-1β和VEGF释放减少), 巨噬细胞数量和

活化的减少导致淋巴管的形成减少从而破坏了伤口

愈合[5-9]。

糖胺聚糖 (glycosaminoglycans, GAGs) 是一种广

泛存在于细胞外基质和细胞表面聚糖层中的带负电荷

的线性多糖, 包括硫酸软骨素、硫酸乙酰肝素和透明质

酸等[10-12]。硫酸软骨素 (chondroitin sulfate, CS) 是由

葡萄糖醛酸 (GlcA) 和N-乙酰氨基半乳糖 (GalNAc) 通

过 β1,3-糖苷键交替连接而成的聚合物。CS是细胞外

基质 (ECM) 的主要成分, 参与细胞-细胞识别、癌症转

移和神经元生长调节等生命活动[13], 是炎症、伤口愈合

和肿瘤发生发展过程中的重要调节因子[14]。硫酸乙酰

肝素 (heparan sulfate, HS) 是由 N-乙酰氨基葡萄糖

(GlcNAc) 和GlcA通过α1,4-糖苷键连接组成。在体内

HS与核心蛋白连接成蛋白聚糖 (HSPG) 几乎存在于所

有哺乳动物细胞中, 是细胞外基质的主要成分[15]。HS被

证明是生长因子与受体酪氨酸激酶结合的辅助受体,

HS在体内可以直接参与细胞间的信号转导与局部黏

附[16]。透明质酸 (hyaluronic acid, HA) 是由GlcNAc和

GlcA二糖重复单位通过 β1,4-和 β1,3-糖苷键构成的酸

性黏多糖, HA以游离的形式存在于动物组织细胞间质、

某些细菌的荚膜和病毒蛋白中[17]。HA是皮肤和其他

结缔组织的重要成分, 在伤口愈合过程中起着重要作

用[18]。HA具有生物相容性、可降解性、抑菌性、抗氧化

性和抗炎性等特点, 对于伤口的愈合有着积极作用[19]。

GAGs发挥着各种各样的生物功能, 包括细胞黏

附、迁移、增殖、蛋白分泌和基因表达等。炎症、伤口愈

合、糖尿病等一些病理过程也与GAGs有关[20]。糖尿

病可能会引起GAGs的变化, GAGs结构和含量的改变

影响其生物活性 , 并且影响器官系统的生理功能[21]。

因此, 为了追根溯源, 有必要弄清糖尿病患者皮肤中

GAGs的具体变化, 以便更好地治疗糖尿病患者创面愈

合。只有少数文献报道了皮肤在病理过程中GAGs的

变化, 在四氧嘧啶诱导的糖尿病大鼠 (alloxan diabetic

rats) 皮肤中GAGs总量、HA含量和硫酸软骨素A含量

比正常大鼠皮肤低, 证明了胰岛素参与GAGs的新陈代

谢[22,23]。此外, Cechowska-Pasko等[24]发现在链脲佐菌

素 (STZ) 诱导的糖尿病大鼠皮肤中 GAGs总量、HA、

Ch4S、Ch6S、DS、肝素都低于正常组, 可能原因是循环

系统中胰岛素样生长因子Ⅰ (IGF-Ⅰ) 的减少导致GAGs

生物合成减少, 尤其是硫酸化GAGs的合成[24-26]。但由

于分析技术的限制, 没有探索糖尿病大鼠皮肤中GAGs

精细结构的变化。

近年来, 随着现代糖分析技术的飞速发展, 质谱技

术已经成为GAGs结构鉴定和序列分析中十分重要的

工具。由于GAGs的高负电性、多分散性以及不同的

硫酸化修饰等特点, GAGs的结构表征成为分析的难

点。目前GAGs分析的一般方法依赖酶解获得GAGs

二糖单元, 之后对二糖单元组成进行结构表征。GAGs

二糖的分析方法有高效液相色谱法[27]、超高效液相色

谱法[28]以及毛细管电泳[29]等技术。液相色谱-质谱联用

技术 (LC-MS/MS) 具有高通量、特异性强、灵敏度高、

重现性强、线性范围宽等优点, 已被证明是复杂生物样

品分析方法之一, LC-MS/MS技术目前广泛用于生物样

品中GAGs表达谱的分析而不受样品中杂质的干扰[30,31]。

Li 等[31]利用 LC-MS/MS 技术建立了细胞生物样本

GAGs表达谱的分析方法, 能够同时定量分析多种人

源细胞GAGs的组成。Weyers等[32]利用液质联用技术

分析人体组织中的GAGs, 发现非硫酸化的CS的含量

在胃癌患者的癌变组织中显著增加 , HA 显著减少。

本研究采用LC-MS/MS技术对STZ诱导的 2型糖尿病

小鼠和正常小鼠皮肤中GAGs表达谱进行了表征, 为

进一步阐明糖尿病患者发病机制以及相关创面愈合的

治疗等奠定了基础。
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材料与方法

药品与试剂 二糖对照品: 透明质酸二糖对照品

(HA-0S:△UA-GlcNAc),硫酸软骨素二糖对照品 (CS-0S:

△UA-GalNAc; CS-4S:△UA-GalNAc4S; CS-6S:△UA-

GalNAc6S; CS-2S:△UA2S-GalNAc; CS-2S4S:△UA2S-

GalNAc4S;CS-2S6S:△UA2S-GalNAc6S;CS-4S6S:△UA-

GalNAc4S6S; CS-TriS: △UA2S-GalNAc4S6S), 硫酸乙

酰肝素二糖对照品 (HS-0S:△UA-GlcNAc; HS-NS:△UA-

GlcNS; HS-6S:△UA-GlcNAc6S; HS-2S:△UA2S-GlcNAc;

HS-2SNS:△UA2S-GlcNS;HS-NS6S:△UA-GlcNS6S;HS-

2S6S:△UA2S-GlcNAc6S; HS-TriS:△UA2S-GlcNS6S),

购买自 Iduron公司 (曼彻斯特, 英国), 其中△UA是指不

饱和的糖醛酸。戊巴比妥钠购自合肥博美生物科技有限

公司。重组肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ, 硫酸软骨素酶ABC、ACII

购自北京碧澄生物科技有限公司。链脲佐菌素 (STZ)、

2-氨基吖啶酮 (AMAC)、NaBH3CN、乙酸铵购自 Sigma

公司 (上海, 中国)。甲醇和氯仿购自德国Merck公司。

其他试剂均为分析级试剂, 购自国药集团化学试剂 (上

海) 有限公司。

2型糖尿病小鼠模型的构建 雄性C57BL/6小鼠

(8周龄, SPF级) (n = 18) 购自维通利华实验动物技术有

限公司 (北京, 中国), 合格证号: SCXK (京) 2016-0011。

实验期间, 动物饲养环境温度控制在22 ℃期间, 并保持

昼夜各 12 h周期循环, 动物自由饮食、饮水。适应性喂

养 2周后, 随机分为对照组 (n = 9) 和糖尿病组 (n = 9)。

对照组饲喂普通饲料 (D12450B, 含有 10% kcal脂肪热

量, 总热量为3.85 kcal·g-1, 美国Research Diets公司), 6周

内不饮用额外的水。糖尿病组饲喂高脂饲料 (D12492, 含

60% kcal脂肪热量, 总热量 5.24 kcal·g-1, 美国Research

Diets公司), 6周内饮用含5%蔗糖的饮用水。饲喂6周

后, 糖尿病组腹腔注射 STZ (50 mg·kg-1体重), 对照组

腹腔注射相同剂量的无菌生理盐水。通过小鼠尾静脉

采集血液样本, 使用血糖仪 (强生中国医疗器材有限

公司) 测量和监测血糖水平。STZ注射后 6周后, 选用

血糖高于11.0 mmol·L-1的小鼠作为糖尿病小鼠模型开展

实验[33]。STZ诱导的2型糖尿病小鼠成功率约为 80%。

所有动物实验程序均经中国海洋大学伦理委员会批准

(批准号: KYBF临审字第2016-001)。

小鼠皮肤样品处理 正常小鼠 (n = 7) 和 2型糖尿

病小鼠 (n = 7) 经腹腔注射1%戊巴比妥钠 (60 mg·kg-1)

进行麻醉, 并用电动剃毛刀和刀片去除小鼠背部毛发,

剪下全皮层皮肤组织, 分别命名NC组和MD组。

皮肤组织中GAGs的分离纯化 取小鼠皮肤组织

80 mg, 充分剪碎后悬浮于氯仿-甲醇 (2∶1, 体积比) 中

室温过夜脱脂, 沉淀加水溶解, 加入灰色链霉菌蛋白酶

于 55 ℃水浴酶解 20 h。离心 (10 000 r·min-1, 30 min)

后, 上清液过 0.22 μm微孔滤膜后过超滤膜 (截留分子

量: 3 kDa), 并收取截留部分, 冷冻干燥。冻干样品溶

解在 0.4 mL蛋白质变性液 (8 mol·L-1尿素, 2% Chaps)

中 , 上样于 Vivapure MiniQH 离子交换色谱柱 , 并用

0.2 mol·L-1 NaCl 洗脱以去除杂质 , 然后用 2.0 mol·L-1

NaCl洗脱得到GAGs组分, 脱盐后冷冻干燥。

皮肤组织中GAGs二糖的获得 GAGs样品加入

混合的GAGs酶溶液 (硫酸软骨素酶ABC和ACⅡ, 肝

素降解酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ, 各 40 mU), 轻轻混匀后于振荡培养

箱中35 ℃、5 h。将GAGs降解酶灭活后, 生成的GAGs

二糖溶液经超滤离心管收集 (截留分子量: 10 kDa) 并

冷冻干燥。

GAGs二糖的AMAC标记 取冻干后的样品与二

糖对照品, 加入 0.1 mol·L-1 AMAC溶液 (溶于DMSO∶

乙酸 = 17∶3) 10 μL, 漩涡振荡混匀后于室温静置30 min,

然后加入等体积新配制的1 mol·L-1氰基硼氢化钠水溶液,

混匀后于 45 ℃反应 4.5 h。将对照品经 50%的DMSO

稀释成不同的浓度与样品的 GAGs二糖用于 LC-MS/

MS分析。

GAGs 二糖的 LC-MS/MS 分析 采用色谱柱

Poroshell 120 C18 (3.0 mm × 150 mm, 2.7 μm) 于Agilent

1200高效液相色谱系统中二元泵高压混合进行梯度洗

脱 , 并采用配有电喷雾离子源 (ESI) 的 TSQ Quantum

Ultra™质谱仪进行质谱分析, 色谱洗脱组分经ESI源直

接进入质谱系统。流动相A: 15%甲醇水溶液 (含pH 6.5

的 50 mmol·L-1醋酸铵), 流动相B: 65%甲醇水溶液 (含

pH 6.5的50 mmol·L-1醋酸铵), 采用流速为100 μL·min-1,

洗脱程序为 0% B, 0～5 min; 0～12% B, 5～10 min;

12%～25% B, 10～35 min; 25%～100% B, 35～50 min。

负离子模式下检测,喷雾电压为3.2 kV,气化温度为350 ℃,

扫描方式: 多重反应检测 (MRM)。进样量: 4 μL, 柱温:

45 ℃。基于二糖对照品的进样量以及MRM峰面积进

行标准曲线的绘制。根据二糖对照品 (8、40、200、1 000、

5 000、10 000和 16 700 pg·μL-1) 的标准曲线对AMAC

标记的样品GAGs二糖进行定量分析[31]。

统计学分析 实验结果用平均值 ± 标准差 (mean ±

SD) 表示, 使用GraphPad Prism 8软件进行学生 t检验。

结果与讨论

1 STZ诱导2型糖尿病小鼠模型的构建

正常小鼠和STZ诱导 2型糖尿病小鼠模型构建的

流程图如图1a所示。在注射STZ6周后, STZ诱导的2型

糖尿病小鼠表现出常见的糖尿病症状, 体重低于对照组

(图 1b)。第 14～22周, STZ诱导的小鼠血糖水平明显
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高于对照组 (图1c), 选择第22周的小鼠进行研究[26]。

2 标准曲线绘制

利用LC-MS/MS技术建立了生物样本GAGs表达

谱的分析方法 , 基于质谱的 MRM 技术同时对 17 种

GAGs二糖进行定量分析, 该方法具有很高的灵敏度, 可

以同时得到 17种GAGs二糖单元的标准曲线, 提高了

分析效率。0.008～16.7 ng·μL-1的二糖对照品通过LC-

MS/MS进行检测。17种AMAC标记的GAGs二糖对

照品的MRM色谱图如图 2所示。通过 LC-MS/MS可

以将17种GAGs二糖混合物进行分离。样品中GAGs二

糖的含量可以通过二糖对照品的线性回归方程 (图 3)

进行计算, 结果显示, 标准曲线的线性关系良好, 可以

用于样品中GAGs二糖含量的计算[34]。

3 STZ-诱导型2型糖尿病小鼠皮肤中GAGs谱分析

结果发现, STZ诱导 2型糖尿病小鼠皮肤中HA含

量明显低于对照组 (P < 0.01)。HA作为细胞外基质的重

要成分之一, 不仅可以参与伤口愈合过程, 还可以降解为

低分子HA和HA低聚糖, 协同参与加速伤口愈合[35]。

STZ诱导2型糖尿病小鼠和对照组小鼠皮肤中HS和CS

的含量接近 (图4a)。NC组中HA、HS和CS的百分占比

Figure 2 Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of 17 2-aminoacridone (AMAC)-labeled glycosaminoglycans (GAGs)

disaccharide standards. HA-0S:△UA-GlcNAc; CS-0S:△UA-GalNAc; CS-4S:△UA-GalNAc4S; CS-6S:△UA-GalNAc6S; CS-2S:△UA2S-

GalNAc; CS-2S4S: △UA2S-GalNAc4S; CS-2S6S: △UA2S-GalNAc6S; CS-4S6S: △UA-GalNAc4S6S; CS-TriS: △UA2S-GalNAc4S6S;

HS-0S:△UA-GlcNAc; HS-NS:△UA-GlcNS; HS-6S:△UA-GlcNAc6S; HS-2S:△UA2S-GlcNAc; HS-2SNS:△UA2S-GlcNS; HS-NS6S:

△UA-GlcNS6S; HS-2S6S:△UA2S-GlcNAc6S; HS-TriS:△UA2S-GlcNS6S

Figure 1 Establishment of a mouse model of type 2 diabetes (a); monitoring of body weight (b) and fasting blood glucose (c) of mice. NC:

Normal mice group; MD: Type 2 diabetic mice group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, #P < 0.001 vs MD
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为 16.44%、15.92% 和 67.64%, MD 组中 HA、HS 和 CS

的百分占比为9.17%、18.75%和72.08% (图4b), 这些结

果与之前的文献报道有一定的出入[24], 可能是由于不同

的动物模型、年龄和实验分析方法导致。文献研究使用

的是Wistar大鼠, 本研究则使用的是C57BL/6小鼠。此

外, 以往研究的分析方法为咔唑比色法, 特异性和准确

度均不高, 糖醛酸可能被其他非GAGs类物质污染[36]。

虽然HS、CS在2型糖尿病小鼠皮肤和正常小鼠皮

肤中的含量没有显著性差异, 但是在HS和CS的精细

结构中, 存在较大差异 (图 5)。STZ诱导的 2型糖尿病

小鼠皮肤中 CS-4S6S、HS-0S、HS-NS 和 HS-6S均显著

高于正常组, HS-NS6S显著低于正常组。GAGs的二

糖组成以及分子质量大小对其性质和生物功能都很重

要, HA具有抗血管生成活性[37], 而低分子质量的 HA

具有促血管生成活性[38]。低分子质量硫酸皮肤素、CS

和HS的混合物可以用作抗凝血剂, 并且不具有肝素诱

导的血小板减少的不良反应[39]。因此, GAGs的精细

结构的改变可能会导致机体生理功能的改变。

GAGs的结构中存在不同的硫酸化修饰。对其硫

酸化修饰进一步分析发现, 小鼠皮肤GAGs的CS的硫

酸化程度不存在显著性差异 (图 6a1～a4)。而 STZ诱

导的 2型糖尿病小鼠组 (MD) 中 HS的硫酸化程度显

著低于NC组 (图 6b1), 并且HS的 2位、N位、6位硫酸

化都显著低于NC组 (图6b2～6b4)。生物体内的HS是

很多生长因子、成形素和黏附蛋白的受体, 在生理过程

中具有不同的结构特征[40]。有研究表明, 对于血管内皮

生长因子VEGF165的活性, 肝素/硫酸乙酰肝素中己糖醛

酸 2 位硫酸化、GlcN 上 N-硫酸化和 6-硫酸化是必须

的[41], 提高HS中N-和 6-O-硫酸化能够明显满足HS在

重要的VEGF和FGF信号通路中的要求[42]。根据研究

结果表明, STZ诱导的 2型糖尿病小鼠中HS的差异表

达可能是导致糖尿病患者伤口难以愈合的原因之一。

因此, 将来如果能够开发出促进HS硫酸化修饰生物合

成的药物将有利于糖尿病患者伤口愈合。本研究结果

可为糖尿病创面愈合的表观遗传治疗提供参考[43]。

结论

2型糖尿病是一种普遍存在的疾病, 糖尿病会导

致视力下降、截肢和肾脏疾病等并发症。本研究通过

Figure 3 Sensitivity of analysis by using the LC-MS/MS method of AMAC-derivatized standard disaccharides. The curves and linear

equations of intensity as a function of concentration for each disaccharide from 0.008 to 16.7 ng·μL-1 with their related coefficients of corre‐

lation are shown

Figure 4 Comparison of total content of heparan sulfate (HS), chondroitin sulfate (CS), and hyaluronic acid (HA) in normal and strepto‐

zotocin (STZ)-induced diabetic mice skin (a), relative amounts of HS, CS, and HA in GAGs from normal (left) and STZ-induced diabetic

mice skin (right) (b). HS-SUM: HS total content; CS-SUM: CS total content; HA-SUM: HA total content. **P < 0.01

·· 2845



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(10): 2841 −2848

LC-MS/MS技术对 STZ诱导的 2型糖尿病小鼠皮肤中

GAGs精细结构进行了表征。研究发现正常小鼠皮肤

与 STZ诱导的 2型糖尿病小鼠皮肤中GAGs精细结构

含量的区别, 以组织湿重计, 比较发现CS和HS在总量

上没有区别 , 但是其精细结构存在较多显著性差异 ,

STZ诱导的 2型糖尿病小鼠皮肤中HA的总量明显低

于正常组, 表明 2型糖尿病可能影响 GAGs的生物合

成和降解。导致糖尿病伤口愈合缓慢的原因可能是

GAGs精细结构含量的差异, 于是进一步研究了GAGs

二糖组成和含量的差异, 发现在 2型糖尿病小鼠皮肤

中 CS-4S6S、HS-0S、HS-NS 和 HS-6S均显著高于正常

组, HS-NS6S显著低于正常组。2型糖尿病小鼠皮肤

中HS的 2位、N位、6位硫酸化都显著低于正常小鼠。

本研究结果能够为糖尿病病理机制的研究提供依据,

并能为开发治疗糖尿病伤口愈合的伤口敷料提供一定

的指导。
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