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摘要：结合基质辅助激光解吸飞行时间质谱（@AB-/64.& @1）检 测 技 术，考 察 了 4861CA6#, 介 孔 材 料 对 !6酪 蛋 白

酶解产物中磷酸化肽的选择性富集性能。实验结果显示，含 48 和 18 物质的量比为 ". "$ 的 4861CA6#, 介孔材料可

选择性地对 !6酪蛋白酶解产物中的磷酸化肽进行选择性富集；对于 !6酪蛋白和牛血清白蛋白物质的量比为 # / #""
的蛋白质酶解混合液，4861CA6#, 仍能实现对其磷酸化肽 的 有 效 富 集。上 述 结 果 表 明，作 为 一 种 多 孔、高 比 表 面 积

的磷酸化多肽的选择性吸附材料，4861CA6#, 有望在磷酸化蛋白质组的分析中得到广泛的应用。
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- - 蛋白质的磷酸化过程是指蛋白质在激酶的作用

下将三磷酸 腺 苷（A42）或 三 磷 酸 鸟 苷（F42）上 的

磷酸基团转移到底物蛋白质上的过程，是生物体内

一种非常重要的蛋白质 翻 译 后 修 饰 方 式［# 0 ,］，也 是

蛋白质组学研究的热点之一。目前，蛋白质组学研

究的主要技术手段是基于蛋白质酶解技术的多肽离

子化质谱检测方法。然而，由于非磷酸化多肽对磷

酸化多肽质谱离子化的抑制作用以及磷酸化蛋白质

的含量相对较低，使得对磷酸化蛋白质的检测较为

困难［*］。因此，发展基于新型吸附材料的磷酸化肽

的选择性富集方法，避免蛋白质酶解产物中大量非

磷酸化肽对磷酸化肽鉴定的干扰，对于实现规模化

磷酸化蛋白质组的分析具有重要意义。

- - 利用金属氧化物（48.! 和 D).! ）或固定化金属

亲和色谱（ /@AT）材料对磷酸化肽进行选择性富集

的研 究 已 见 报 道［’ 0 ##］，然 而，这 些 材 料 有 限 的 比 表
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面积在一定程度上限制了其在磷酸化多肽富集中的

应用。介孔材料由于具有巨大的比表面积和 ! # $%
!" 的中孔结 构，已 被 广 泛 地 用 作 催 化 剂 和 吸 附 载

体。前期研究 也 表 明，利 用 介 孔 材 料（#$#%&’）的

高比表面积，在其介孔表面引入 &’& ( 或 ()& ( 等金属

离子可实现磷酸化肽的有效富集和选择性富集［’!］。

由于介孔材料在合成过程中可直接加入含 &’ 或 ()
的无机单体，因而 可 一 步 合 成 出 &’ 或 () 均 匀 分 布

在硅骨架中的介孔材料。目前，此类金属介孔材料

对磷酸化肽的选择性富集研究尚未见报道。本文系

统地考察了 内 含 &’ 金 属 的 介 孔 材 料 &’%*+,%’$ 对

磷酸化肽的选择性富集作用。经基质辅助激光解吸

飞行 时 间 质 谱（ #,-./%&01 #*）检 测 证 明，&’%
*+,%’$ 不仅合成简单，而且具有很好的对磷酸化肽

的选择性分离富集性能。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

) ) 仪器：,2345678 #,-./%&01 #* 购 自 德 国

+)297) .:634!’;< 公司。

) ) 试剂：聚 氧 乙 烯%聚 氧 丙 烯%聚 氧 乙 烯 三 嵌 段 共

聚物（=’!*，>0!%=0+%>0!% ）购自德国 +,*1 公司；

醋酸（?,;）、醋酸钠（@:,;）、硅酸钠和四乙氧基硅

烷（&>0*）购 自 中 国 医 药 集 团 上 海 化 学 试 剂 公 司；

钛酸正丁 酯（&’（0%!%+2）& ）购 自 ,65:%,7<:) 公 司；

乙酰丙酮购自中国医药集团上海化学试剂公司；牛

!%酪蛋白（!%;:<7’!）、牛胰蛋白酶（ 3)AB<’!）、牛血清

白蛋白（+*,）和 !，$ %二 羟 基 苯 甲 酸（!，$ %.?+）均

购自美 国 *’C":%,6D)’;E 公 司；尿 素、碳 酸 氢 铵、二

硫苏糖醇（.&&）和碘代乙酰胺（ /,,）购自美国 +’4%
F:D 公司；乙腈（,$@）和三氟乙酸（&1,）购自德国

#7);9 公司。实验用水由美国 #’66’B4)7 公司 #’66’%
G 超纯水系统制备。

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" &’%*+,%’$ 的合成［’*］

) ) 在 ’% "- 的 小 瓶 中 加 入 ", $* C（ * ""46）
&’（0%!%+2）& 和 *, %- C（* ""46）乙酰丙酮，在室温

条 件 下 搅 拌 成 均 一 的 黄 色 溶 液，即 得 钛 前 驱 体

&’（0%!%+2）*（:;:;）。称取 ’, %% C =’!* 表面活性剂

和 ’, -. C 乙醇于 !" "- ?,;%@:,; 缓冲溶液（%, $!
"46 H - ?,;，%, !+ "46 H - @:,;，B? &, &）中，在室温

条件下 搅 拌 至 溶 液 澄 清。 然 后 在 剧 烈 搅 拌 下，将

! "- 硅酸钠 溶 液（!%% "C H - *’0!（ *’ 的 物 质 的 量

为 ", $% ""46），-% "C H - @:!0）加至上述表面活性

剂溶液中。将表面活性剂溶液在室温条件下继续搅

拌 ’% "’! 后，加入含有 ", $% ""46 &>0* 和一定量

&’（0%!%+2）*（:;:;）的乙醇溶液 ’, -. C。立即将由

此得到的溶液移入 &% I油浴中，继续搅拌 !& E。然

后将得到的固 液 相 混 合 物 装 入 高 压 釜 中，放 入 ’%%
I烘箱中静置晶化 !& E。待冷却至室温后过滤，将

所得固体在 ’%% I 烘 箱 中 干 燥 * E，然 后 在 $$% I
的静态空气中灼烧 ’% E 脱除 =’!* 模板剂。最后得

到的样品即为 &’%*+,%’$（!），其中 ! 为 &’%*+,%’$
中钛（ 前驱体中的钛）和硅的物质的量比。

! ! # ! #" &’%*+,%’$ 孵育液的配制

) ) 称取 ’% "C 合成的 &’%*+,%’$，并加入 ’ "- 含

$%J（ 体积 分 数，以 下 不 做 注 明 的 均 同 此 ）,$@ 和

-J &1, 的 混 合 溶 液。 振 荡 ’% "’! 后，在 ’% $%%
) H "’!（’* $%% C）的 速 率 下 离 心 ’% "’!，移 除 上 清

液。再加入 ’ "- 含 $%J ,$@ 和 -J &1, 的混合溶

液配成 ’% "C H - 孵育液，振荡混匀后备用。

! ! # ! $" 蛋白质酶解

) ) 称取一定量的 !%酪蛋白（ 或 +*,），溶解于含 "
"46 H - 尿素的 ’%% ""46 H - 的碳酸氢铵缓冲液（ B?
", *）中；蛋白质的最终浓度为 ’% !"46 H -。取 ’ "-
蛋白质溶液，加入 ’% !- ’ "46 H - .&& 后在 *+ I水

浴中加热 !, $ E。然后加入 $% !"46 的 /,,，在暗处

于室温下静置 %, $ E。随后，将该蛋白质溶液用 ’%%
""46 H - 的碳酸氢铵缓冲液稀释 & 倍，按 "（ !%酪蛋

白或 +*,）/ "（ 胰蛋白酶）0 !$ / ’ 的比例加入胰蛋

白酶。在 *+ I下酶解 ’- E 后，加入 %, $J 甲酸终止

反应。分装后，在 1 *% I条件下冻存备用。

! ! # ! %" 磷酸化肽的富集

) ) 将 !%酪 蛋 白（ 或 +*,）的 酶 解 产 物 用 含 $%J
,$@ 和 -J &1, 的 混 合 溶 液 稀 释 至 ’ B"46 H !- 后

取 ’ !- 加至 $% !- 的 &’%*+,%’$ 溶液中。振荡 *%
"’! 后，以 ’% $%% ) H "’!（’* $%% C）的 速 率 离 心 ’%
"’!，移去上清液。向底部沉淀物中加入 ’$% !- 含

$%J ,$@ 和 -J &1, 的 $%% ""46 H - @:$6 溶液，振

荡 $ "’! 后，以 ’% $%% ) H "’!（’* $%% C）的 速 率 离

心 ’% "’!，移 去 上 清 液。 向 底 部 沉 淀 物 中 再 加 入

’$% !- 含 $%J ,$@ 和 %, ’J &1, 的 混 合 液，振 荡

$ "’! 后，再以 ’% $%% ) H "’!（’* $%% C）的速率离心

’% "’!，移去上清液。最后，将底部沉淀物用 !$ !-
’%J 氨 水 超 声 洗 涤 ’% "’!，再 以 ’% $%% ) H "’!

（’* $%% C）的速率离心 ’% "’! 后，收集上清液至离

心管中，冻干后保存。

! ! # ! &" #,-./%&01 #* 检测

) ) 在上述离心管中加入 $ !- 质量浓度为 ’% # $%
"C H "- 的 !，$ %.?+ 溶液（ 含 ’J 磷酸）。取该溶液

·&!’·
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%& $ !’ 沉 积 于 ’() 孔 点 的 抛 光 不 锈 钢 (&’)* 靶

上，形成共结晶。(&’)*#!+, ($ 分析时采用氮气

激光波长为 ’’* -.，加速电压范围为 + "% /0，于正

离子线性模式下检测。

图 !" !!酪蛋白酶解产物（"）未经任何富集和经 #$ % &$ 比分别为

（’）#，（ (）#$ #! 和（ )）#$ #% 的 #$!&*+!!& 富 集 后 的

,+-./!#01 ,& 谱图（ 孵育液用量为 &# !-）

1$23 !" ,+-./!#01 ,& 456(78" 9: !!("46$; )$26474（"）

<$7=9>7 ";) <$7= 6;8$(=?6;7 ’@ #$!&*+!!& <$7=
#$ % &$ ?9A"8 8"7$9 9:（ ’）#，（ (）#$ #! ";)（ )）

#$ #%（ $;(>’"7$9; 49A>7$9;，&# !-）
"

’ " 结果与讨论

’ 3 !" 不同 #$ % &$ 比的 #$!&*+!!& 对磷酸化肽选择

性富集的影响

! ! !"#$%&##$ 中 !" 和 $" 的 物 质 的 量 比（ 以 下 称

!" 1 $" 比）是 影 响 该 介 孔 材 料 对 磷 酸 化 肽 选 择 性 富

集能力的重要参数之一。在实验中采用 !" 1 $" 比分

别为 %，%& %# 和 %& %( 的 !"#$%&##$ 介孔材料进行考

察。根据文献报 道，!#酪 蛋 白 的 胰 蛋 白 酶 解 产 物 中

’ 个常见的磷酸化肽段分别是 ! " # " %,#（ !# ）、! " #

" $$,（!" ）和 ! " # ’ #""（ !’ ），其 中 !# 和 !" 分 别 有

一个磷酸 化 位 点，!’ 有 ) 个 磷 酸 化 位 点［#"］。 从 图

#2 可以看出，在未经富集的 !#酪蛋白酶解产物中存

在大量的非磷酸化肽的峰。当采用 !" 1 $" 比为 % 的

!"#$%&##$ 介孔材 料 富 集 !#酪 蛋 白 酶 解 产 物 时，图

#3 中既无磷酸化肽的峰，也无非磷酸化肽的峰。这

说明在样品处理过程中，没有发生肽段的非特异性

吸附。当采用 !" 1 $" 比 为 %& %# 的 介 孔 材 料 进 行 富

集时，在 !#酪 蛋 白 酶 解 液 中 只 检 出 !’ 和 !" -
’ 的 峰

（ 见图 #4）。当 !" 1 $" 比 增 加 到 %& %( 时，可 检 出 !#
酪蛋白酶解液中全部 ’ 个磷酸化肽的峰（ 见图 #5）。

这说明 !"#$%&##$ 骨 架 中 的 !" 对 磷 酸 化 肽 的 选 择

性富集起到决定性作用，且对多磷酸化肽的富集效

果更佳。在以下实验中，均采用 !" 1 $" 比为 %& %( 的

介孔材料。

图 ’" 孵育液用量不同时 #$!&*+!!&（#$ % &$ 比为 #$ #%）富集 !!
酪蛋白酶解产物中磷酸化肽的 ,+-./!#01 ,& 谱图

1$23 ’" ,+-./!#01 ,& 456(78" 9: 5=945=95657$)64 :89?
!!("46$; )$26474 6;8$(=6) ’@ #$!&*+!!&（#$ % &$ ?9!
A"8 8"7$9 9: #$ #%）<$7= )$::686;7 B9A>?64 9: 7=6 $;!
(>’"7$9; 49A>7$9;

*-46327"8- 98:67"8- ;8:6.<9：2= "$ !’；3= $% !’；4= #%% !’=

’ 3 ’" 孵育液用量对磷酸化肽选择性富集的影响

! ! 采用含 !" 1 $" 比为 %& %( 的 !"#$%&##$ 介孔材料

的孵育液，考察了孵育液用量对 !#酪蛋白的酶解产

物中磷酸化肽富集效果的影响。从图 " 可看出，将

·$"#·
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孵育液用量从 !# !! 增加到 #$ !!，!"酪蛋白酶解产

物中富集到的 % 个磷酸化肽的峰强度有所增加；但

是将孵育液用量继续增加到 &$$ !! 时，磷酸化肽的

峰强度没有太大变化。这说明利用 #$"%&’"&# 介孔

材料富集时，用 #$ !! 的孵育液可以完全富集 !"酪
蛋白酶解产物中的磷酸化肽。

图 !" !"#$%&##$（!" ’ $" 比为 %& %’）富集（(）$%% )*+, ’ !-、

（.）#%% )*+, ’ !- 和（ /）#% )*+, ’ !- !#酪 蛋 白 酶 解

产物中磷酸化肽的 0&-12#!34 0$ 谱图

4"56 !" 0&-12#!34 0$ 789/:;( +) 8<+78<+898:"=97
9>;"/<9= );+*（ (） $%% )*+, ’ !-，（ . ） #%%
)*+, ’ !- (>= （ / ） #% )*+, ’ !- +) !#/(79">
="597:7 .? !"#$%&##$（ !" ’ $" *+,(; ;(:"+ +)
%& %’）

"

( 6 !" 应用 !"#$%&##$ 富集检测蛋白质酶解产物中

磷酸化肽的最低检出限

’ ’ 进 一 步 考 察 #$"%&’"&# 介 孔 材 料（ #$ ( %$ 比 为

$( $"）对 #$$，&$$ 和 &$ )*+, ( !! 的 !"酪蛋白酶解产

物中磷 酸 化 肽 的 富 集 能 力。 如 图 % 所 示，-’!./"
#01 -% 可以检测出 &$$ )*+, ( !! !"酪蛋白酶解产

物中的 % 个 磷 酸 化 肽；当 !"酪 蛋 白 浓 度 降 低 至 &$

)*+, ( !! 时，质谱图上只有 !% 峰。因此，当用 !% 峰

来定义检出限时，应用 &$ *2 ( *! #$"%&’"&#（#$ ( %$
比为 $( $"）可 富 集 检 出 浓 度 最 低 为 &$ )*+, ( !! 的

蛋白质酶解液中的磷酸化肽。

图 )" （(）未经和（.，/）经 !"#$%&##$（!" ’ $" 比为 %& %’）富集的

!#酪蛋白和 %$& 酶解混合液的 0&-12#!34 0$ 谱图

4"56 )" 0&-12#!34 0$ 789/:;( +) :<9 ="597: *"@:A;97
+) !#/(79"> (>= %$&（ (）B":<+A: (>=（ .，/）

B":< 9>;"/<*9>: .? !"#$%&##$（!" ’ $" *+,(; ;(#
:"+ +) %& %’）

’ #34 5$2467 *$879:46 +) !";<64$= <=5 &%’：< <=5 >? !（ !"
;<64$=）) !（&%’）* &) #$；;? !（ !";<64$=）) !（&%’）* &) &$$ ?

( 6 )" !"#$%&##$ 对磷酸化肽富集的特异性

’ ’ 采用 #$"%&’"&# 介 孔 材 料 对 !"酪 蛋 白 和 &%’
物质的量比分别为 & ) #$ 和 & ) &$$ 时组成的酶解液

混合物中 磷 酸 化 肽 的 富 集 特 异 性 进 行 考 察。 从 图

+< 可以看出，在 没 有 经 介 孔 材 料 处 理 的 样 品 中，磷

酸化 肽 几 乎 完 全 被 非 磷 酸 化 肽 掩 盖；而 采 用 #$"
%&’"&# 处理样品后，磷酸化肽被高选择性地富集而

得到检测（ 见图 +>，;），表明 #$"%&’"&# 对磷酸化肽

有高选择性富集能力。

·,!&·
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! ! "# 尿素和 "## 对磷酸化肽富集的干扰

! ! 在进行蛋白质样品预处理中，经常会使用尿素

和 ’!! 溶液。因此，在实验中考察了分别向孵育液

中添 加 " ()* + , 尿 素 和 $% (()* + , ’!! 时，!"#

$%&##$ 对磷酸化肽 的 选 择 性 富 集 能 力。从 图 $ 可

以看出，即 使 在 这 两 种 干 扰 物 存 在 的 情 况 下，!"#
$%&##$ 也能从多肽混合物中高 选 择 性 地 富 集 磷 酸

化肽。

图 "# （$）! %&’ ( ) 尿素和（*）"$ %%&’ ( ) "## 存在条件下采用 #+,-./,%"（#+ ( -+ 比为 $& $’）富集的

!,酪蛋白酶解产物中磷酸化肽的 0/)"1,#23 0- 谱图

3+4! "# 0/)"1,#23 0- 56789:$ &; 6<&56<&6769+=75 ;:&% !,8$57+> =+47595 7>:+8<7= *? #+,-./,%"
（#+ ( -+ %&’$: :$9+& &; $& $’）+>（$）! %&’ ( ) @:7$ $>=（*）"$ %%&’ ( ) "##

(# 结论

! ! 和传统的基于螯合作用的介孔材料相比，骨架

含钛的 !"#$%&##$ 介孔材料不仅制备简单，可以有

效地避免传统固载金属离子亲和色谱材料合成过程

中二次反应嫁接金属离子的过程，而且也表现出对

磷酸化肽的高选择性富集能力。因此，该材料有望

在磷酸化蛋白质组的研究中发挥重要作用。
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