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摘要       针对质谱在磷酸化肽分析过程中检测灵敏度低的问题,本文在移液器吸头尖端原位制备了氨基功能

化整体材料,并将其应用于磷酸化肽的快速富集. 基于该材料所建立的磷酸化肽富集方法操作简便、分析时间

短,并且能够有效避免富集过程中材料与溶液分离不完全所导致的样品损失等问题. 而在不同组成的上样溶液

条件下,氨基功能化整体材料对单磷酸化肽和多磷酸化肽表现出了不同的磷酸化肽富集选择性,因而借助于对

上样溶液组成的调控,该材料可以分别实现对磷酸化肽的全富集以及对多磷酸化肽的选择性富集.
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作为存在最为普遍的一类蛋白质翻译后修饰,磷
酸化在蛋白质活性和功能的调控中扮演着重要的角

色,并参与到细胞生长、分裂、分化、凋亡等几乎所

有的细胞生命活动中[1,2]. 而蛋白质磷酸化的异常, 也
与多种疾病的发生和发展存在着密切的联系[3,4]. 建立

有效的蛋白质磷酸化分析手段,对于深入理解蛋白质

磷酸化及其相关生物学意义具有十分重要的价值. 在
磷酸化蛋白质组学相关的研究中,质谱由于其分析灵

敏度、分析速度以及结构鉴定能力的优势而具有强

大的应用潜力[5,6]. 然而, 由于天然丰度低[7]、离子化

能力差[8]以及高丰度非磷酸化肽所带来的干扰[9]等因

素限制了质谱对磷酸化肽的直接分析能力,借助样品

前处理过程实现磷酸化肽的富集,从而提高其质谱分

析灵敏度已成为磷酸化肽质谱分析的必要前提.
对样品中的低丰度磷酸化肽进行富集,既能够提

高用于质谱分析的磷酸化肽样品浓度,又可以有效去

除各种干扰物质的影响. 对磷酸化肽富集材料的开发,
则是实现对磷酸化肽特异、高效富集的关键问题. 近
年来,抗体/结构域修饰材料[10,11]、印迹材料[12]、离子

交换材料[13]、固定金属离子材料[14]、金属氧化物材

料[15]、金属有机框架材料[16]等多种基于不同类型富

集亲和作用的富集材料先后被开发出来并应用于磷

酸化肽富集中. 不同材料与磷酸基团之间亲和作用强

弱存在一定的区别,导致不同材料具有各异的对单磷

酸化肽和多磷酸化肽的富集选择性[17]. 具有较强亲和

作用的富集材料可以同时富集单磷酸化肽和多磷酸
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化肽, 从而实现较为全面的磷酸化肽分析. 而亲和作

用较弱的材料,能够选择性富集具有较多磷酸化位点

的多磷酸化肽,降低待分析样品中磷酸化肽组成的复

杂度,增强质谱对含量更少、离子化能力更差的多磷

酸化肽的检出能力和分析效果[18],从而对磷酸化肽的

全富集分析实现良好的补充. 然而, 由于以金属氧化

物和固定金属离子材料为代表的磷酸化肽富集材料

多具有固定的磷酸化肽富集选择性,两种富集方式的

同时应用通常需要借助于不同材料的组合才能够完

成[19,20]. 在本课题组之前的工作中,报道了胍基功能化

石墨烯[21]以及酰肼基功能化单分散硅胶微球[22]等两

种具有可控富集选择性的磷酸化肽富集材料,并通过

对富集过程中上样溶液条件的控制,实现了利用单一

材料对全部磷酸化肽的同时富集以及对多磷酸化肽

的选择性富集.
在磷酸化肽富集材料的应用形式上,最常用的方

式是将材料颗粒分散于样品溶液中,并通过一段时间

的混合孵育,使其充分吸附样品溶液中的磷酸化肽,富
集完成后,借助于离心或外加磁场的方式将材料与溶

液相分离. 由于富集过程中上样、洗涤、洗脱等多个

操作步骤的存在,富集材料需要在溶液中进行多次分

散和聚集的循环,良好的材料分散性尽管可以保证材

料能够与溶液充分接触,但也为材料与溶液的分离带

来困难, 增加分离操作所需的时间. 富集材料与溶液

分离的不完全,更会造成样品损失、溶液成分变化、

残留材料再吸附等问题的发生,从而严重影响分析结

果的准确性. 将材料颗粒制成填充柱的形式有助于解

决上述问题,例如,现有商品化的Ziptip®等,便是将反

相吸附材料或离子交换吸附材料填充于移液器洗头

中, 以实现对萃取富集操作的简化. 而针对于磷酸化

肽的特异性富集,则有报道通过吸头尖端填充金属氧

化物材料或固定金属离子材料颗粒等来实现[23,24]. 然
而将颗粒材料制成吸头填充柱的方式仍存在着材料

填充不均匀、固定方式复杂以及固定不充分等问题.
整体材料具有材料基底与孔道结构双连续的特点,其
连续的基底结构使其易于以填充柱的形式应用于样

品前处理中,同时减少了操作过程中发生材料流失的

可能性;而其连续的孔道结构既为其提供了较大的比

表面积以及吸附容量,又可以减少溶液通过所需的压

力, 使操作条件得到简化. 这些特点使得整体材料在

包括萃取富集在内的样品分离领域有着广阔的应用

前景[25,26].
本工作将整体材料在快速分离分析中的优势与可

控选择性的材料对磷酸化肽富集能力相结合,设计并

制备了原位生长于移液器吸头尖端的氨基功能化整体

材料,并将其应用于对磷酸化肽的快速、双功能富集.
相比于将材料颗粒分散于溶液中的操作方式,将其填

充于移液器吸头尖端简化了富集操作,并有效缩短了

富集操作所需的时间. 与此同时, 氨基功能化整体材

料在不同的上样溶液条件下还表现出了不同的磷酸

化肽富集选择性, 通过对上样溶液组成的选择, 调控

材料对单磷酸化肽和多磷酸化肽的富集选择性,从而

实现对全部磷酸化肽以及多磷酸化肽的双功能富集.

1  材料与方法

1.1  试剂与仪器

二甲基丙烯酸乙二醇酯(纯度98%,含0.1 mg/g稳定

剂4-甲氧基苯酚)及甲基丙烯酸(纯度>99%,含0.1 mg/g
稳定剂4-甲氧基苯酚)购自Alfa Aesar (美国). 2-氨基

乙基甲基丙烯酸酯盐酸盐(纯度90%, 含0.5 mg/g稳定

剂吩噻嗪)和2,5-二羟基苯甲酸(纯度99%)购自北京百

灵威科技有限公司. 乙酸(分析纯)、磷酸(优级纯)及
1-十二醇(化学纯)购自北京化工厂. 甲酸(分析纯)及
偶氮二异丁腈(化学纯)购自国药集团化学试剂有限公

司. 甲苯(分析纯)购自北京市通广精细化工公司. 胰
蛋白酶(TPCK处理)、α-酪蛋白(纯度≥70%)、β-酪蛋

白(纯度≥98%)、乙腈(HPLC级)及甲醇(HPLC级)购自

Sigma-Aldrich (美国). 碳酸氢铵(纯度99.5%)购自Fluka
(瑞士). 三氟乙酸(99%)购自Acros Organics (美国). 脱
脂牛奶购自内蒙古伊利实业集团股份有限公司. 纯净

水购自杭州娃哈哈集团有限公司.

所制备材料中碳、氢、氮元素的质量分数利用元

素分析仪(vario EL, Elementar Analysensysteme GmbH,
德国)测定. 红外吸收光谱利用红外光谱仪(Tensor 27
FT-IR, Bruker,德国)通过将研磨后的材料与干燥溴化

钾混合压片测定. 比表面积通过比表面孔分布测定仪

(ASAP2020, Micromeritics, 美国)测定p/p0在0.05~0.30
的吸附等温线并通过BET方程拟合进行计算,测试前

样品在真空条件70℃活化以除去表面吸附的气体分

子. 所富集样品使用基质辅助激光解吸附/离子化-飞
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行时间质谱(ultraflex MALDI-TOF/TOF MS, Bruker)分
析其组成.

1.2  材料合成

制备氨基功能化整体材料时,首先在50℃加热条

件下将23.8 mg 2-氨基乙基甲基丙烯酸酯盐酸盐溶解

于含717.3 μL 1-十二醇、87.4 μL甲苯及276.9 μL二甲

基丙烯酸乙二醇酯的混合溶液中,并超声和通氮气各

10 min以除尽中的溶液中溶解的氧气. 之后加入4 mg
偶氮二异丁腈, 超声使其溶解, 从而得到用于后续聚

合反应的混合反应液.
氨基功能化材料在移液器吸头内的原位生长

按图1所示的流程进行 : 首先在2 mL离心管的顶盖

钻一直径约为5 mm的孔,使容量为200 μL的移液器吸

头刚好能够嵌入至后端突出部分. 同时, 在2 mL离心

管侧壁另钻一小孔,以保证管内外压力的平衡. 向2 mL
离心管中加入250 μL上述混合反应液,然后在其顶盖

的孔中嵌入200 μL移液器吸头,移液器洗头尖端刚好

接触反应液表面. 约5 μL反应液可以在毛细作用下进

入并停留于移液器吸头尖端. 之后将这一组合反应装

置置于10 mL离心管中,封闭以隔绝外界空气,然后置

于70℃烘箱内反应24 h, 使离心管内与移液器吸头尖

端的反应液一并发生聚合反应. 反应完成后取出移液

器吸头,离心作用下使甲醇和乙腈多次流过吸头尖端

的整体材料,以洗去材料中包含的未发生聚合反应的

溶剂和致孔剂等. 离心管内聚合的整体材料取出并研

磨后,使用甲醇和乙腈多次洗涤,并于40℃过夜烘干.

1.3  样品制备

胰蛋白酶及标准磷酸化蛋白β-酪蛋白酶解液分

别以1 mg/mL的浓度溶于50 mmol/L碳酸氢铵溶液中.
向1 mL β-酪蛋白溶液中加入25 μL胰蛋白酶溶液, 于
37℃酶解16 h,得到标准磷酸化蛋白β-酪蛋白.

30 μL脱脂牛奶使用970 μL 50 mmol/L碳酸氢铵溶

液稀释 , 之后在20000×g下离心25 min. 取上清液于

100℃下变性5 min, 冷却后加入30 μL 胰蛋白酶溶液.
于37℃酶解反应16 h,得到脱脂牛奶酶解液样品.

1.4  磷酸化肽富集

在进行磷酸化肽富集操作时,将尖端生长有氨基

功能化整体材料的移液器吸头嵌入至顶盖打孔的离心

管顶盖上,以便完成富集过程中的离心操作. 富集前,
首先分别使用乙腈以及与稀释酶解液所用的相同的上

样溶液对材料进行活化和平衡. 蛋白酶解液使用一定

组成的上样溶液稀释至特定的浓度,取200 μL加入至

吸头内,在离心作用下使其以约30 μL/min的流速通过

吸头尖端的整体材料,从而完成对稀释酶解液中磷酸

化肽的吸附. 之后使用相同组成的上样溶液洗涤材料

2次,以除去材料表面的非特异性吸附. 最后,使用5 μL
组成为20 mg/mL 2,5-二羟基苯甲酸、50%乙腈及1%磷

酸的MALDI质谱基质溶液对材料表面吸附的磷酸化肽

进行洗脱. 取1 μL收集得到的洗脱液,滴于MALDI-MS
的靶板上,待其干燥后使用MALDI-ToF MS进行分析.
而洗脱完成后的材料,则可以利用乙腈/水1:1, 5%三氟

乙酸溶液进行再生,以便于多次重复利用.

2  结果与讨论

2.1  材料合成与表征

在制备氨基功能化整体材料时,使用含不饱和键

的甲基丙烯酸类衍生物为聚合反应的单体,利用加热

条件下偶氮二异丁腈分解产生的自由基引发自由基链

式聚合反应. 其中, 2-氨基乙基甲基丙烯酸酯用于在材

料中引入氨基,而二甲基丙烯酸乙二醇酯则用于单体

之间的相互交联. 由于氧气会猝灭链式聚合反应中的

自由基,而发生于移液器吸头内的反应体系较小使聚

合反应更容易为空气中的氧气所猝灭,因而在移液器

吸头内制备整体材料时,借助于两个离心管组成的套

管结构,来隔绝外界空气并扩大反应体系以消除氧气

对聚合反应的影响. 借助该方法,制备了如图1所示的

原位生长于移液器吸头尖端的氨基功能化整体材料.
材料的红外吸收光谱如图2所示,     吸收谱图中

图 1     原位生长于移液器吸头尖端的氨基功能化整体材
料(网络版彩图)
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图 2     氨基功能化整体材料的红外吸收光谱图

~3400  cm−1附近的吸收峰为氨基N–H键的伸缩振动峰;
~2950 cm−1附近的吸收峰为聚合物骨架上烷基C–H键
以及质子化氨基N–H键伸缩振动的吸收峰; 1730 cm−1

处的强吸收峰为酯键中C=O伸缩振动吸收; ~1150 cm−1

处吸收峰为C–O, C–N键的伸缩振动吸收峰. 上述结

果与目标产物氨基功能化整体材料的结构完全相符.
元素分析结果表明, 材料中的C, H, N元素质量分数

分别为58.66%, 7.30%和0.74%. 由于红外吸收光谱中

~2200 cm−1处观察不到氰基的特征强吸收峰,由此可知

N元素基本均来自于材料中修饰的氨基, 据此可以计

算出材料中氨基的密度为0.53 mmol/g. 通过测定氮气

吸附等温曲线计算出材料的BET比表面积为65 m2/g.

2.2  快速、、、双功能磷酸化肽富集

利用氨基功能化整体材料进行磷酸化肽富集的

操作流程如图3所示. 样品溶液、洗涤溶剂、洗脱溶

剂等依次加入吸头内并使其在低速离心下以可控流

速流过整体材料柱床的方式,实现材料与上述溶液的

充分接触,以完成材料对磷酸化肽的吸附、对材料非

特异性吸附的洗涤以及对磷酸化肽的洗脱. 该富集方

式使得整个富集操作流程仅需20 min即可完成, 便于

实现磷酸化肽的快速富集分析,也避免了材料与溶液

分离不完全导致的样品损失.
首先使用标准磷酸化蛋白β-酪蛋白的酶解液试验

材料对磷酸化肽的富集效果. 富集前β-酪蛋白酶解液

直接质谱分析结果显示,谱图中存在大量非磷酸化肽

的质谱信号,检出的磷酸化肽数目及信号强度均十分

有限,无法实现对磷酸化肽的有效检出和分析(图4A).
利用氨基功能化整体材料对酶解液中的磷酸化肽进

行富集时,通常需要加入一定浓度的小分子有机酸来

调节溶液酸度,以减少多肽分子上羧基所造成的非特

图 3     氨基功能化整体材料富集磷酸化肽流程示意图
(网络版彩图)

图 4    氨基功能化整体材料富集β-酪蛋白酶解液
(4×10−7 mol/L)中磷酸化肽的质谱图

A: β-酪蛋白酶解液富集前的质谱图; B:上样溶液组成为60%乙腈、

0.05 mol/L乙酸下的富集结果; C:上样溶液组成为60%乙腈、1%甲

酸下的富集结果; D:材料重复利用8次后在上样溶液组成为60%乙

腈、0.05 mol/L乙酸下的富集结果

异性吸附. 通过尝试不同种类的有机酸添加剂并对其

浓度进行优化,发现氨基功能化整体材料在两种不同

的溶剂条件下表现出了截然不同的磷酸化肽富集选

择性. 在组成为60%乙腈、0.6%乙酸的溶液条件下,材
料可以同时富集到酶解液中的两条单磷酸化肽和两

条多磷酸化肽,谱图中没有非磷酸化肽的信号(图4B);
当溶液中添加的有机酸替换为1%甲酸时,材料选择性
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地富集到两条多磷酸化肽,而酶解液中的非磷酸化肽

和单磷酸化肽则均不会为材料所吸附(图4C).这一结

果表明,该材料具有随上样溶液条件而变化的磷酸化

肽富集选择性,可在不同的上样溶液条件下分别实现

对磷酸化肽的全富集以及对多磷酸化肽的选择性富

集, 因而具有双功能磷酸化肽富集能力.
材料可变的富集选择性,来自于不同上样溶液酸

度条件下磷酸化肽上磷酸基团解离程度以及材料对

磷酸化肽吸附作用强弱的差异. 材料对磷酸化肽的富

集能力,来自于材料表面质子化的氨基与磷酸化肽上

解离磷酸基之间的静电吸引力. 在乙酸溶液条件下,
溶液酸度较弱, 磷酸根解离较为完全, 质子化氨基与

单个磷酸基之间的静电吸引足以保证材料对磷酸化

肽的吸附,此时材料可以同时富集单磷酸化肽和多磷

酸化肽; 而在甲酸溶液条件下, 磷酸基的解离由于溶

液酸度的提高而受到抑制,从而削弱了材料对磷酸化

肽的吸附能力,因而此时仅有包含多个磷酸基团的多

磷酸化肽能够被材料所富集.
在添加浓度更高、酸性更强的小分子有机酸的

上样溶液条件下,材料表面吸附的所有磷酸化肽由于

磷酸基团的完全质子化而均会解吸附. 基于此, 在富

集完成后,使用含50%乙腈、5%三氟乙酸的溶液对材

料进行洗涤, 可以实现材料的再生和重复利用. 所制

备的氨基功能化整体材料在不同的溶液条件下经过8
次富集和再生的循环后,仍然具有完好的磷酸化肽富

集能力, 在乙酸溶液条件下仍然能够同时实现对4条
单磷酸化肽和多磷酸化肽的有效富集(图4D).

对材料的富集检出限的考察,在添加乙酸的溶液

条件下,当β-酪蛋白酶解液的初始浓度为5×10−10 mol/L
时,经材料富集后可同时检出一条单磷酸化肽和一条

多磷酸化肽;而当β-酪蛋白酶解液的初始浓度进一步

降低至2×10−10 mol/L时, 在富集后的样品中仍可检出

其中的单磷酸化肽. 而在添加甲酸的溶液条件下, 初
始浓度为5×10−10 mol/L的β-酪蛋白酶解液经材料富集

后仍可检出其中的一条多磷酸化肽(图5).
利用脱脂牛奶酶解液作为实际样品,在添加有乙

酸的溶液条件下,材料可以同时富集到包含单磷酸化

肽和多磷酸化肽在内的共计13条磷酸化肽(图6A);而
在添加有甲酸的溶液中,材料可以选择性地富集其中

的7条多磷酸化肽(图6B).这一结果表明该材料在组成

较为复杂的实际样品中也有良好的应用效果,可以根

图 5    氨基功能化整体材料富集β-酪蛋白酶解液中磷酸化
肽的检出限

上样溶液组成为和60%乙腈(A)、0.05 mol/L乙酸(B)、60%乙腈、

1%甲酸(C). β-酪蛋白酶解液中的浓度为5×10−10 mol/L (A)和(C);
2×10−10 mol/L (B)

图 6    氨基功能化整体材料富集脱脂牛奶酶解液中磷酸化
肽的质谱图

A:上样溶液组成为60%乙腈、0.05 mol/L乙酸下的富集结果; B:上
样溶液组成为60%乙腈、0.5%甲酸下的富集结果

据不同的富集需求实现对样品中磷酸化肽的全富集

或是对多磷酸化肽的选择性富集(表1).

3  结论

本研究利用原位聚合的方式,在移液器吸头尖端

制备了氨基功能化整体材料,并将这一材料应用于磷
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表 1   氨基功能化整体材料富集到的磷酸化肽信息a)

编号 质荷比* 磷酸化位点数目 序列**

β1 2061.8 1 FQpSEEQQQTEDELQDK

β2 2556.4 1 FQpSEEQQQTEDELQDKIHPF

β3 2966.2 4 ELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR

β4 3122.3 4 RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR

1 1660.8 1 VPQLEIVPNpSAEER

2 1927.7 2 DIGpSEpSTEDQAMEDIK

3 1943.7 2 DIGpSEpSTEDQAoMEDIK

4 2061.8 1 FQpSEEQQQTEDELQDK

5 2556.4 1 FQpSEEQQQTEDELQDKIHPF

6 2618.9 4 NTMEHVpSpSpSEEpSIISQETYK

7 2634.9 4 NToMEHVpSpSpSEEpSIISQETYK

8 2704.9 5 pyroQMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQK

9 2720.9 5 QMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQK

10 2935.2 3 EKVNELpSKDIGpSEpSTEDQAMEDIK

11 2966.2 4 ELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR

12 3025.5 2 FPQpYLQpYLYQGPIVLNPWDQVKR

13 3122.3 4 RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR

a) *: 质子化的单电荷准分子离子峰质荷比; **: 序列中“p”表示磷酸化氨基酸残基, “oM”表示氧化甲硫氨酸残基, “pyroQ”表示焦谷

氨酰胺残基

酸化肽富集. 该材料具有可控的磷酸化肽富集选择

性,可在不同组成的上样溶液条件下分别实现对单磷

酸化肽和多磷酸化肽的同时富集以及对多磷酸化肽

的选择性富集,因而是一种双功能磷酸化肽富集材料.

而借助于整体材料良好的通透性,以及填充于吸头尖

端的应用形式,磷酸化肽的富集操作得到了极大的简

化, 从而有效缩短了富集操作所需的时间, 在磷酸化

肽的快速富集分析中具有良好的应用前景.
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Amino-functionalized monolithic tips for rapid phosphopeptide
enrichment with tunable selectivity
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To overcome the concern pertaining to low sensitivity in phosphopeptide analysis by mass spectrometry,
amino-functionalized monolithic tips were designed for rapid phosphopeptide enrichment. Phosphopeptide enrichment
using amino-functionalized monolithic tips featured ease of operation and low time consumption and helped preventing
sample loss caused by incomplete separation of material and solution. In solutions with different compositions,
the synthesized monolithic tips showed different enrichment selectivity toward mono- and multiphosphopeptides.
Both global enrichment of all phosphopeptides and selective enrichment of multiphosphopeptides were realized by
modulating the composition of solution for sample loading.
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