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摘  要 

磷酸化是生物体内广泛存在的一类蛋白质翻译后修饰，其参与了绝大多数生命活动的调控。鉴于磷酸化

修饰有着重要的生物学意义，相关研究一直是不少科研工作者们关注的焦点。然而，因磷酸化蛋白具有

分布广泛、相对丰度低、持续动态变化等特征，导致其分析过程存在复杂性高、效率低、难度大等问题。

开发高效且稳定的样品前处理方法是实现高通量磷酸化修饰分析的关键因素之一。除基于金属氧化物亲

和色谱法、固定化金属亲和色谱法的经典富集材料之外，近十年来，一些通过离子交换、氢键、配体交

换、疏水作用等方式分离磷酸化多肽的新型材料也逐渐得到应用。本文简述了这些新兴富集方法的原理

及研究进展。 
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Abstract 
Phosphorylation is a type of protein post-translational modification widely existing in organisms, 
and it is involved in the regulation of most life activities. In view of its important biological signi-
ficance, the relevant research has been the focus of many scientific researchers. However, due to 
the characteristics of wide distribution, low relative abundance and continuous dynamic changes 
of phosphorylated proteins, the analysis process is extremely complicated, inefficient and difficult. 
It is one of the key factors to achieve high-throughput phosphorylation analysis via developing ef-
ficient and stable sample preparation methods. In the past decade, in addition to the classic enrich-
ment materials based on metal oxide affinity chromatography and immobilized metal affinity chro-
matography, several novel ones based on ion exchange, hydrogen bonding, ligand exchange, and/ 
or hydrophobic interaction have been used to separate phosphopeptides. This review briefly de-
scribes the enrichment principles as well as the research progress of these emerging methods. 
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1. 引言 

由核酸经转录翻译后形成的前体蛋白质通常是没有活性的，往往需要再经过折叠、修饰等过程才能

赋予蛋白质正常的活性及相应的功能。翻译后修饰极大地丰富了蛋白质的多样性，使其功能更完善、调

节更精细、作用更专一。现已确认的蛋白质翻译后修饰达几十种，常见的有磷酸化、泛素化、糖基化、

甲基化、乙酰化等。其中，磷酸化是真核生物细胞内最普遍、最重要的蛋白质翻译后修饰之一，其几乎

参与调节了生物体内所有的生命活动。以哺乳动物为例，超过 1/3 种类的蛋白质可以被磷酸化，主要参

与细胞的分化增殖、细胞间的信息传递、细胞信号通路的开关等过程[1] [2] [3] [4]。正因为磷酸化有着复

杂且广泛的生物学意义，全面解析磷酸化修饰已成为当今生命科学领域的重要任务之一。 
磷酸化修饰主要以 O-磷酸化的形式发生在蛋白质的丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)以及酪氨酸(Tyr)残基上，

而近年来也有研究表明，组氨酸(His)、精氨酸(Arg)、赖氨酸(Lys)、天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)等碱性

氨基酸上可以发生 N-磷酸化修饰(图 1) [5] [6]，它们可能调节了蛋白质的信号传导过程[7] [8]。尽管磷酸

化修饰在生物体内分布非常广泛，但磷酸化多肽在总酶切多肽中的占比并不高，据推测可能不足 5%。这

导致磷酸化肽存在丰度低、检测难度大等问题，在很大程度上制约了蛋白质磷酸化修饰的解读进程。建

立高效的富集方法是实现高通量磷酸化修饰分析的关键环节，也是蛋白质组学领域中一项颇具挑战的任

务。当前常用的富集方法主要分成三类：免疫印迹法、金属氧化物亲和色谱(Metal Oxide Affinity Chro-
matography, MOAC)法、固定化金属亲和色谱(Immobilized Metal ion Affinity Chromatography, IMAC)法。

免疫印迹法的优点在于可以富集完整的磷酸化蛋白质，技术相对成熟，不过，由于同一蛋白质上可能存
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在不同的磷酸化状态，导致其可能出现在二维电泳图不同的位置上，从而降低了蛋白质的浓度[9]；另外，

低丰度蛋白经常无法被检测到。MOAC 法与 IMAC 法是当前应用最为广泛的高通量磷酸化多肽富集方

法，尽管相关材料的商业化程度已经较高，但仍然存在一些缺陷，这促使科研工作者们依然在持续发

展新的基质材料与配基、新的技术等[10]。需要注意的是，因受到分析技术的限制，目前的高通量方法

一般用于多肽水平而较少用于蛋白质水平上，即需要先将蛋白质酶解成多肽之后再进行后续的分离分

析操作。 
 

 
Figure 1. Types of protein phosphorylation [6] [11]. (a) phosphorylated serine; (b) phosphory-
lated tyrosine; (c) phosphorylated threonine; (d) phosphorylated arginine [12]; (e) phosphory-
lated histidine, phosphorylation with the phosphoryl group being covalently linked to either (left) 
the Nδ1 atom or (right) the Nε2 atom of imidazole ring [6] [11] 
图 1. 蛋白质磷酸化修饰类型[6] [11]。(a) 磷酸化丝氨酸；(b) 磷酸化酪氨酸；(c) 磷酸化

苏氨酸；(d) 磷酸化精氨酸[12]；(e) 磷酸化组氨酸，磷酸化可以发生在咪唑环的 Nδ1 (左)
或 Nε2 原子(右)上[6] [11] 

 

已有文献综述总结了免疫印迹法、MOAC 法、IMAC 法的特点[13] [14] [15] [16]，本文不再赘述。除

此之外，近十多年来，一些基于新型材料的富集方法也逐步被应用到该领域中。本文重点总结这些材料

的富集原理及相关方法的研究进展，期望能为开发磷酸化肽富集技术提供有意义的信息。 

2. 磷酸化多肽的富集原理 

以富集原理而言，MOAC 与 IMAC 法主要通过金属离子与磷酸基产生相互作用，从而较为特异性地

捕获磷酸化肽；新型材料则主要依赖于某些官能团，其可通过离子交换、氢键、配体交换、疏水作用等

方式与多肽产生相互作用。如表 1 所示，近十年来报道了几十种新型富集材料，其中大部分基于以离子
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交换、氢键为核心的静电作用；混合应用多种富集原理的材料则次之。 
 

Table 1. Enrichment effect of different materials for various analytes 
表 1. 不同材料对各种分析物的富集效果 

Enrichment 
principle No. Materials Sensitivity 

(fmol/μL) 

Selectivity 
(β-casein: 

BSA)* 
Recyclability Number of identified 

phosphopeptides Ref 

Electrostatic 
interaction with 
amino groups 

1 Amine-Functionalized Sol-Gel 10 1:50 - 25 in nonfat milk [17] 

2 pY-MIPs 1 × 103 - - 44 in mouse brain [18] 

3 PNI-co-ATBA0.2@SiO2 - 1:200 - 1257 in HeLa cells [19] 

4 Fe3O4@PEI 5 1:1000 - 11 in nonfat milk [20] 

5 Polyethyleneimine-modified 
magnetic nanoparticles - 1:100 - 

19 in nonfat milk 

[21] 4 in human serum 

2251 in mouse brain 

6 g-C3N4 magnetic graphitic 
carbon nitride - 1:100 - 

20 in nonfat milk 

[22] 21 in human serum 

2576 in mouse brain 

Electrostatic 
interaction with 
guanidine group 

7 Guanidyl-functionalized gra-
phene - - - 12 in nonfat milk [23] 

8 Fe3O4@SiO2@GDN - 1:100 6 cycles - [24] 

9 SPIO@COF-Guanidyl 5 × 104 1:1000 5 cycles 63 in human saliva [25] 

10 PA-coated diamond NPs 6 × 106 - - 

9 in α-casein 

[26] 4 in β-casein 

8 in nonfat milk 

11 Fe3O4@PDA@PMAA 
@PAMAM 1 1:500 5 cycles 

22 in nonfat milk 
[27] 

17 in human saliva 

12 Fe3O4/PDA/PAMA–Arg - 1:500 5 cycles 
14 in nonfat milk 

[28] 
1059 in mouse brain 

Anion exchange 
effect 

13 QCCS hybrid microsphere - 1:100 - 
18 in α-casein 

[29] 
15 in nonfat milk 

14 Quaternized luffa sponge - 1:100 - 21 in nonfat milk [30] 

Ligand exchange 
effect 

15 nP-ZrO2 20 1:200 - 2237 in Jurkat-T cells [31] 

16 DZMOF-FDP 40 1:5000 - 
17 in nonfat milk 

[32] 
1871 in HeLa cells 

Lewis acid-base 
effect &  

hydrophilic 
effect 

17 MNPs-(POM/CYECS) 0.02 - 20 cycles 

15 in nonfat milk 

[33] 16 in human saliva 

11 in A549 cell lysates 

18 Hf-1,3,5-tris(4-carboxyphenyl)
benzene 0.4 1:1000 - 

4 in nonfat milk 
[34] 

19 in human saliva 
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Continued 

Lewis acid-base 
effect &  

Electrostatic 
interaction with 
amino groups 

19 M-CB[6]@CaTiO3 0.2 1:10000 7 cycles 

17 in nonfat milk 

[35] 4 in human serum 

1693 in MOLM-13 cells 

20 Fe3O4@PDA@UiO-66-NH2 0.02 1:500 - 4 in human serum [36] 

*蛋白质的摩尔比(molar ratio of proteins)。 

3. 基于静电作用的富集材料 

经典 IMAC 材料固定的金属离子密度不高，因而不易实现磷酸化多肽的高效率富集，并且普遍存在

金属离子丢失等问题[37] [38] [39] [40]，于是，用有正电荷属性的官能团(例如，氨基、胺基、胍基等)代
替金属离子成为不少新型材料的设计思路。一般认为此类官能团与磷酸化肽之间形成了静电作用，主要

涉及离子交换、氢键等作用形式。一方面，在酸性不是很强的情况下氨基即可被质子化，而此条件下磷

酸基往往仍然呈现负电荷状态，两者之间存在异性电荷吸引力(图 2) [17] [22]；另一方面，磷酸基中含孤

对电子的 O 原子可以与胺基形成氢键(图 3) [19] [41]。总之，通过材料表面的氨基/胺基与磷酸基产生相

互作用，可较为选择性地捕获磷酸化肽。 
 

 
Figure 2. Schematic diagram of enrichment principle for amino-functionalized materials [17]. 
The phosphopeptide is captured by the amino group at the end of the material due to the inte-
raction between ions 
图 2. 氨基功能化材料的富集示意图[17]。材料末端的氨基通过离子之间的相互作用将磷

酸肽捕获 

3.1. 基于与氨基/胺基的静电作用 

利用被氨基/胺基功能化的溶胶−凝胶可从 0.2 pmol 的 β-酪蛋白(β-casein)、10 pmol 的牛血清白蛋白

(Bovine Serum Albumin, BSA)混合酶解物中鉴定 4 条磷酸化多肽，而在未被富集的样品中几乎检测不到目
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标肽[17]。将该材料填充到移液器吸头中制备成固相萃取小柱后，可从 25 μL 的脱脂牛奶(中鉴定 25 条磷

酸化多肽[17]，初步表明氨基/胺基功能化的材料在复杂生物样品的磷酸化修饰分析方面有重要的开发价

值。聚酰胺-胺(poly(amidoamine), PAMAM)是一种富含氨基/胺基的亲水性树枝状分子，可作为有生物相

容性的材料发挥作用。被 PAMAM 功能化的复合纳米微球对磷酸化多肽有着良好的选择性(β-casein/BSA 
= 1:500)以及抗干扰性，使用该材料可从 55 μL 的脱脂牛奶中鉴定 20 条磷酸化多肽；0.5 mL 人唾液中鉴

定 17 条内源性磷酸化肽[27]。另外，因溶液的极性与酸度会影响材料的富集效率与选择性，故可以通过

调节缓冲液、洗脱液的组成从而实现单磷酸化与多磷酸化肽的分别富集[27]。 
 

 
Figure 3. Schematic diagram of enrichment principle for 
amine-functionalized materials [19]. The amine group on 
the surface of the material forms a hydrogen bond with the 
phosphopeptide 
图 3. 胺基功能化材料的富集示意图[19]。材料表面的

胺基与磷酸肽形成氢键 
 

尽管蛋白质的酪氨酸残基上可以发生磷酸化修饰(图 1)，但相对丰度太低，可能仅占总磷酸化位点数

量的 0.05% [42]，这导致经典 MOAC 方法在富集含磷酸化酪氨酸的多肽(tyrosine-phosphorylated peptides, 
pY peptides)方面较为乏力。于是，一些研究者将目光转移至其他材料上。使用含有胺基的分子印迹聚合

物处理复杂的生物样品(目标肽与小鼠脑组织裂解物的含量比为 1 pmol:0.2 μg)，研究者可以鉴定其中全部

的 4 条 pY 肽；使用 TiO2只能鉴定 3 条且非目标肽较多[18]，这一结果初步表明，基于胺基的材料有望

被应用于对 pY 肽有更优选择性的富集方法中。 
一种含胺基的共聚物，其聚合物链在适宜 pH 条件下可由收缩态转变为溶胀态，由此被暴露出的胺

基能够用于捕获磷酸化肽；当 pH 降至 2.0 时，分子间的作用力遭到破坏，磷酸化肽即被释放[19]。特别

值得一提的是，该材料对多磷酸化肽有卓越的富集效果，能够从 50 μg 的 HeLa 细胞裂解物中鉴定 1257
条磷酸化肽，其中超过 70%为多磷酸化；而使用 TiO2鉴定到的多磷酸化肽总量少于 15% [41]。而且，因

聚合物对磷酸苯酯和磷酸氢盐的结合能力有差异，使得其对 pY 肽、含磷酸化丝氨酸/苏氨酸的多肽有不

同的吸附能力，选择性较 IMAC 和 MOAC 材料更加灵活[41]。另外，因含唾液酸修饰的糖基化多肽可通

过相似的原理被捕获，故而该材料能够同时富集生物样品中的磷酸化肽与唾液酸化糖肽[19]，为开发多层
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次的翻译后修饰多肽富集技术提供了一种新的思路。聚乙烯亚胺(polyethyleneimine, PEI)可在宽 pH 范围

内(pH = 3~11)保持带正电荷状态，继而与磷酸基产生以离子交换为主导的相互作用。被 PEI 包覆的纳米

粒子对 α-酪蛋白(α-casein)与 β-酪蛋白酶解物的富集灵敏度可达 5 fmol 且选择性非常高(β-casein/BSA = 
1:1000) [20]。应用此材料能够从 1.0 mg 的脱脂奶粉中检测到 11 条磷酸化肽且近乎无非磷酸化肽，进一

步表明其拥有良好的选择性。被 PEI 功能化的大粒径介孔二氧化硅可被填充到移液器枪头中，制备成固

相萃取小柱。此小柱对 β-酪蛋白酶解物的富集灵敏度达到 10 fmol；使用其能够从 0.05 μL 的脱脂牛奶中

鉴定 19 条磷酸化肽；从 0.5 mg 的小鼠脑组织裂解物中鉴定 2251 条，而使用商业化的 TiO2材料仅能鉴定

1520 条[22]。这些结果表明，以 PEI 为核心的富集材料拥有卓越的灵敏度与选择性，可能成为替代 MOAC
材料的强有力竞争者。 

综合而言，引入适当密度的氨基/胺基可有效地增强材料对磷酸化多肽(特别是多磷酸化肽)的灵敏度

与选择性(表 1 No.1~6)，相关思路应当是富集技术的重要发展方向之一。 

3.2. 基于与三嗪类物质的静电作用 

以三嗪为基础的材料具有亲和力强、选择性好、稳定性高、开发速度快、成本低等优点，在蛋白质

组学研究中已有较为广泛的应用，可作为亲和配体用于分离纯化蛋白质[43] [44] [45] [46]。被组胺和苯乙

胺修饰的三嗪配体，在 pH = 3 时能够对单磷酸化肽、多磷酸化肽表现出高结合能力和选择性，而且，当

配体被固定在磁性纳米粒子上时表现更佳，可能与粒子形态增加了官能团(主要是胺基)的密度有关[47]。
应用此材料，可以从 α-酪蛋白、β-酪蛋白、BSA 的混合酶解物中鉴定 9 条磷酸化多肽，富集效果与常规

的 Ti4+-IMAC 材料相当[47]。 
以三嗪环为基本组成单元的石墨相氮化碳(graphitic carbon nitride, g-C3N4)，因含氮量高而表现出明显

的富电子表面特性，可被视为一种阴离子交换材料[22]。有研究者使用被 g-C3N4 包覆的磁性二氧化硅微

球可从 1.0 μL的脱脂牛奶酶解物中鉴定 20条磷酸化肽；也可从 0.5 mg的小鼠脑组织裂解物中鉴定出 2576
条，在总检测多肽中占比超过 80%，而使用商业化的 TiO2材料仅能鉴定 1236 条[22]。这些结果充分展现

了以 g-C3N4 为核心的材料的高灵敏度与高选择性，可能成为替代 MOAC 材料的另一个重要选择。值得

一提的是，微球与 TiO2富集结果的重叠率并不高，这可能意味着，除材料自身的性质外，富集原理对可

鉴定的磷酸化多肽种类也有显著影响。 

3.3. 基于与胍基的静电作用 

类比于氨基/胺基，胍基可以依据相似的原理富集磷酸化肽。使用被胍基功能化的石墨烯，能够从 0.4 
μM 的 α-酪蛋白酶解液中富集 3 条单磷酸化肽、11 条多磷酸化肽[23]。该方法对具有连续磷酸化修饰的

多肽呈现出高富集能力，据推测可能与易于形成盐桥效应(Salt bridge)有关。在酸性不是很强的情况下，

多肽含有的连续磷酸基能够与石墨烯表面散布的胍基形成盐桥效应，从而显著增强了此类多肽被富集的

效率[23]。利用共价有机骨架(covalent organic frameworks, COFs)材料的表面积大、孔隙率高、可修饰位

点多等特点，可将胍基高密度地分布于材料表面，从而实现磷酸化肽的高效率富集。与一种商业化的

MOAC 材料相比，该 COF 材料对 β-酪蛋白酶解物中的磷酸化肽选择性更高(β-casein/BSA = 1:1000)，检

测限更低(0.5 pM) [25]。不仅如此，应用此材料可从 10 μL 的人唾液样品中鉴定 63 条内源性磷酸化肽，

其也显现出了优越的抗干扰性[25]。另外，被胍基功能化的材料甚至可以用于富集完整的磷酸化蛋白质。

当非磷酸化蛋白质与 β-酪蛋白或卵清蛋白(ovalbumin, OVA)的质量比小于 40 时，含有胍基的二氧化硅磁

珠均能够提供较高的富集效率(超过 50%)；即便将磁珠用于富集真实生物样品中的 β-酪蛋白、OVA，目

标蛋白的损失量也不大，展现了其对磷酸化蛋白质的高结合能力与高选择性[24]。 
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作为合成蛋白质的基本氨基酸之一，精氨酸经常作为有生物相容性的胍基供体。聚精氨酸能够提供

连续的胍基，使用其包覆的金刚石纳米粒子可与同一条肽段形成多个相互作用位点，从而对多磷酸化肽

有良好的富集效率与选择性。该材料对 α-酪蛋白酶解物的检测限达 1.0 nM；可从 1.0 pmol 的 β-酪蛋白酶

解物中仅鉴定出四磷酸化多肽，而使用商品化的 IMAC、MOAC 材料可以同时富集到单磷酸化与多磷酸

化多肽，其对后者的选择性并不强[26]。通过羧基将精氨酸固定到复合纳米微球表面后，同时富含胍基与

氨基的微球显现出优异的灵敏度(1.0 pM 的 β-酪蛋白)以及良好的选择性(β-casein/BSA = 1:500) [28]。使用

此微球可从 0.5 mg 的大鼠脑组织裂解物中鉴定出 1059 条磷酸化多肽，包括近 13%的多磷酸化肽，表明

其在高通量的磷酸化修饰分析方面有着不错的应用潜力[28]。 
综合而言，基于静电作用的材料，其富集性能一般优于经典的 IMAC、MOAC 材料，而功能基团的

密度与空间分布情况是影响其性能的关键因素。一方面，含高密度基团的材料往往富集性能也相对优越

(例如，被 PEI 功能化的材料)；另一方面，含连续正电荷官能团的材料会对多磷酸化肽呈现更高的选择性

与灵敏度(例如，含胍基的材料)。不过，当功能基团密度过高时富集性能也会降低，需要考虑材料结构在

吸附位点与空间位阻、分子间氢键之间的平衡[27]。 

3.4. 其他基于离子交换作用的富集材料 

正如前文所述，基于离子交换作用富集磷酸化肽是一种可行的策略。事实上，已有研究者通过引入

季铵基等方式发展了以阴离子交换为核心的材料。采用被季铵化的纤维素/壳聚糖微球富集磷酸化肽，其

对 β-酪蛋白酶解物的灵敏度达到 10 fmol；可从 25 μL 的脱脂牛奶中鉴定 15 条磷酸化肽[29]。另一个有趣

的研究则是将丝瓜海绵(luffa sponge)季铵化。基于此天然高分子材料的高孔隙率、低密度、多活性基团等

特性[48]，可将大量季铵基分布于材料表面，使其呈现出强阴离子交换能力[30]。此被修饰过的丝瓜海绵

对 β-酪蛋白酶解物的灵敏度约为 30 fmol；应用其可从脱脂牛奶中鉴定 21 条磷酸化肽，而使用 TiO2 仅能

鉴定 13 条[30]。不过，相对于被氨基/胺基修饰的材料而言，季铵化材料的富集性能并不突出(表 1 
No.13~16)，这可能与其选择性不强有关，有待进一步被优化。 

冠 醚 常 作 为 金 属 离 子 的 配 位 剂 发 挥 作 用 ， 不 过 ， 有 研 究 者 将 聚 ( 二 苯 并 -18- 冠 -6) 
(poly(dibenzo-18-crown-6)，PDC)质子化后，发现其也可以依赖于离子间的作用力而捕获磷酸化多肽。使

用被质子化的 PDC，能够从 5.0 μg 的 α-酪蛋白、β-酪蛋白、OVA 混合物的酶解液中鉴定 19 条磷酸化肽，

在鉴定数量与信号强度方面均优于 TiO2材料[49]。考虑到 PDC 是一种易于获得的材料，其可能成为短期

内替代 TiO2的不错选择。 

4. 基于配体交换作用的富集材料 

基于 MOAC 材料的方法，一般是通过金属离子与磷酸基之间的路易斯酸碱作用捕获磷酸化肽。然而，

材料表面其实并不均匀，导致各吸附位点对磷酸基的吸附能力存在强弱差异，而且，其对羧基也有较强

的吸附能力。于是，有研究者采取逆向思维方式以弱化材料的缺陷。先将 MOAC 材料用磷酸基修饰，然

后磷酸化多肽可通过配体交换作用竞争性地与吸附能力弱的位点结合(图 4)，从而使得目标肽在被富集后

避免出现难以被洗脱等问题；与此同时，因羧基对磷酸基的交换能力较差，降低了材料对非磷酸化肽的

吸附概率，有效地增强了富集过程中的选择性[32] [50]。 
利用被磷酸修饰的二氧化锆(1P-ZrO2)，能够从 1.0 mg 的 Jurkat-T 细胞酶解物中鉴定 2237 条磷酸化

肽，在检测到的总多肽中占比超过 75%；而使用 ZrO2仅能鉴定 1002 条，在总多肽中占比不足 15% [50]，
由此可见，被磷酸修饰的 MOAC 材料的灵敏度与选择性均得到了显著提升。然后，研究者们进一步发现，

通过调整基质与磷酸基供体的类型，可以只增强材料对多磷酸化肽的选择性而忽视包括单磷酸化肽在内
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的其他多肽。一种被二磷酸化果糖修饰的有双金属中心的有机骨架材料(diphosphorylated fructose-modified 
dual-metal-centered zirconium-organic framework, DZMOF-FDP)材料对多磷酸化肽表现出了高特异性的亲

和力(图 4)，灵敏度可达 40 fmol (β-酪蛋白酶解物) [32]。使用 DZMOF-FDP 能够从 0.2 mg 的 HeLa 细胞裂

解物中鉴定 1871 条多磷酸化肽，在检测到的总磷酸化肽中占比超过 70%；而使用未被磷酸基修饰的

DZMOF 仅能鉴定 605 条，在总磷酸化肽中占比不足 20% [32]，这一对比结果充分展现了以磷酸基为中

心的配体交换作用在富集多磷酸化肽方面的巨大应用潜力。 
 

 
Figure 4. DZMOF-FDP for selective enrichment of phosphopeptides [32]. (a) DZMOF-FDP; (b) before enrichment; 
(c) the phosphate group on the peptide binding to Zr ions through competitive coordination 
图 4. DZMOF-FDP 用于选择性富集磷酸肽[32]。(a) DZMOF-FDP；(b) 富集前；(c) 多肽上磷酸基团通过竞争

配位与 Zr 离子结合 

5. 基于混合作用的富集材料 

赋予材料多种功能基团以实现几种相互作用的联合应用，也是一种发展富集材料的思路。类似于

MOAC 材料，金属氧酸盐(polyoxometalates, POMs)也具有金属氧化物的表面特征，基于此，有研究者将

其与半胱胺盐酸盐修饰的壳聚糖(cysteamine hydrochloride-modified chitosan)，以层层组装的方式包覆在磁

性纳米粒子表面，从而制备了一种拥有金属氧化物表面特征、正电荷属性且能提供亲水作用的材料[16] 
[33]。该纳米粒子对 β-酪蛋白酶解物的灵敏度高达 0.02 fmol；选择性可达 1:5000 (β-casein/BSA)，呈现了

目前已报道材料中几乎最好的富集效果。应用此材料能够从 3.0 μL 的脱脂牛奶中鉴定 15 条磷酸化肽以及

5.0 μL 的人唾液中鉴定 16 条内源性磷酸化肽，并且几乎无非磷酸化肽被检测到，进一步凸显了其高选择

性[33]。 
在磷酸化多肽富集方面，钙钛矿可视为一种特殊形式的 MOAC 材料，几年前已有其应用于该领域的
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报道[51]。与经典的 MOAC 材料类似，钙钛矿对含磷酸化丝氨酸/苏氨酸的多肽有良好的富集性能[51]，
但对 pY 肽的捕获能力不强；葫芦脲(cucurbit[n]uril, CB[n])则对含芳香环的多肽有不错的选择性[52]。有

研究者将两种特性结合在一起，制备了一种复合型材料(M-CB[6]@CaTiO3)，其中，钙钛矿部分通过路易

斯酸碱作用捕获单磷酸化与多磷酸化肽；葫芦脲部分则通过其空腔以及羰基与氨基酸间的静电作用较为

选择性地富集 pY 肽[35]。该材料对 β-酪蛋白酶解物的灵敏度可达 0.2 fmol，选择性甚至高达 1:10000 
(β-casein/BSA)，表现出特别优异的抗干扰能力；使用其能够从0.2 mg的MOLM-13细胞裂解物中鉴定 1693
个磷酸化位点，包括 6.7%的酪氨酸位点[35]。正如前文所述，pY 肽相对丰度低且分离难度高，而此复合

材料在捕获主要磷酸化肽的同时也对 pY 肽呈现出良好的富集效果，或许能够在全局磷酸化修饰分析方

面展现应用价值。 
有一种被 2- 氨基对苯二甲酸修饰的金属有机骨架 (metal organic frameworks, MOFs) 材料

(Fe3O4@PDA@UiO-66-NH2)，在糖基化多肽与磷酸化多肽富集方面均有不错表现，尤其对后者而言，选

择性可达 1:500 (β-casein/BSA) [36]，这可能得益于金属离子、氨基/胺基与磷酸基团产生了双重作用。即

便从磷酸化修饰很稀少的血清样品(2.0 μL)中，使用该 MOF 材料依然能鉴定出包括 4 条内源性肽在内的

37 条 磷 酸 化 肽 ， 充 分 展 现 了 其 强 抗 干 扰 能 力 。 另 有 一 种 二 维 MOF 材 料

(Hf-1,3,5-tris(4-carboxyphenyl)benzene)，同时利用了金属离子对磷酸基的吸附力、配体与多肽间的疏水相

互作用。通过配体调节金属离子与多肽间的作用力强度，从而实现了对单磷酸化肽的选择性富集[34]。此

材料对 β-酪蛋白酶解物的选择性达到 1:1000 (β-casein/BSA)；使用其能够从人唾液中鉴定 17 条内源性磷

酸化肽。 
与其他材料比较而言，运用混合富集原理的材料，可能在特定类型的磷酸化多肽富集方面有一定的

优势，有着更高的灵敏度以及选择性(表 1 No.17~20)，是颇有探索价值的发展方向。 

6. 结论与展望 

以质谱为核心的磷酸化蛋白质组学技术，是当前在高通量磷酸化修饰分析方面最主要的手段。然而，

因生物体内的磷酸化肽/蛋白具有分布广泛、含量低、持续动态变化等特征，导致直接的质谱分析往往只

能获得有限的信息，于是，在质谱分析之前的富集处理成为提高效率的关键因素之一。尽管基于 IMAC
法、MOAC 法的富集材料已在相关领域得到广泛应用，但它们均存在较为严重的缺陷，这促使不少科研

工作者们不断挑战新的材料。 
近十年来，研究者们已经发展了几十种不同于 IMAC 与 MOAC 原理的材料(表 1)，它们的富集效果

普遍优于经典方法，正逐渐形成磷酸化多肽富集技术的一个新分支，为磷酸化修饰的生物学意义研究提

供了强力支撑。概括而言，大部分新型材料通过以离子交换、氢键为主导的静电作用参与捕获磷酸化多

肽，其中，以 PEI、g-C3N4 为代表的拥有高密度氨基/胺基的材料表现良好；富含胍基的材料、基于配体

交换作用的材料在多磷酸化肽的富集方面有重要的应用潜力；以氢键为主导的材料、基于混合作用的材

料在特定类型的多肽分析方面显现优势，例如，磷酸化肽与糖基化肽的同时富集、单磷酸化肽与多磷酸

化肽的分别富集、强化对包含特定氨基酸类型的磷酸化多肽的富集等。尽管这些新型材料已拥有不俗的

表现，但发展简单快捷的富集技术以及推广新的技术，仍然是当前磷酸化蛋白质组学领域的重要目标，

也是我们深化对磷酸化修饰认知的必经过程。另外，当前的材料主要用于富集含磷酸化丝氨酸/苏氨酸的

多肽而较少涉及其他类型的磷酸化肽，相关应用有待进一步被拓展。 
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