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摘　要　蛋白质磷酸化是生物体内重要的翻译后修饰，几乎参与调节着细胞增殖、信号转导、新陈代谢、肿瘤发生等过程在
内的所有生命活动。对磷酸化蛋白质组的全面分析可以帮助人们深入了解磷酸化蛋白在生命过程中的作用，协助发现生

物标志物，辅助疾病的诊疗。然而，磷酸化蛋白丰度低、信号被非磷酸化肽段所掩盖等问题限制了磷酸化蛋白质组学的发

展。因此，亟需开发高效的富集策略，如设计新型纳米材料，合并多种分析方法等，以提高检测灵敏度、富集特异性，增大富

集容量。本文回顾了近年来磷酸化蛋白质组学研究策略中的富集策略进展及其在疾病研究中的应用。
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　　随着人类基因组计划的成功，１９９４年 Ｗｉｌｋｉｎｓ
课题组首次提出了蛋白质组（ｐｒｏｔｅｏｍｅ）的概念［１］，

即基因组所表达的全部蛋白质。近年来，具有重要

功能和生理学意义的蛋白质翻译后修饰己成为蛋

白质组学研究的重点之一。它不仅调节着蛋白质

本身的活性状态、定位、折叠以及蛋白间的相互作

用，在细胞的生物学过程中也起着关键作用，能帮

助了解生物体的生命过程，为疾病的预测、诊疗提

供依据。目前已报道的翻译后修饰超过２００种，常
见的有磷酸化、糖基化、甲基化、乙酰化和泛素化修

饰等，其中对磷酸化修饰研究较为深入。但蛋白质

样品中磷酸化蛋白质／肽丰度低的问题制约了磷酸
化蛋白质组学的发展。因此，发展新型高效的富集

策略对磷酸化蛋白／肽的分析和磷酸化蛋白质组学
的研究具有十分重要的意义。本文综述了近年来

磷酸化蛋白质组学研究中的富集策略及其在疾病

研究中的应用。

!

　磷酸化蛋白质组学

蛋白质的磷酸化修饰是由蛋白质激酶催化，将

ＡＴＰ上的磷酸基转移到蛋白质氨基酸残基上的过
程。在哺乳动物细胞整个生命活动中，１／３以上的
蛋白质发生了磷酸化修饰，这一可逆过程几乎调节

着包括细胞增殖、分化、凋亡、信号转导、新陈代谢、

肿瘤发生等过程在内的所有生命活动。异常的磷

酸化调节则是导致许多严重的人类疾病的原因或

是某些疾病所导致的后果。磷酸化蛋白质组学的

研究是从整体上认识蛋白质翻译后磷酸化修饰，为

观察细胞、组织或器官中磷酸化修饰状态及变化，

提供了一个全面研究视角，是对基于传统分子生物

学手段以单个激酶为研究对象的研究方法的重要

补充。

目前常用生物质谱技术对蛋白质磷酸化位点

进行识别和鉴定，但一个细胞中的蛋白质可多达上

万种，它们的动态范围又很宽（血浆中所含蛋白质

浓度的动态范围达到１０１２数量级），而磷酸化蛋白
质在生物体内表达的含量占蛋白质总量的比例不

到１０％，故酶切后磷酸化肽段会被大量非磷酸化

肽段所掩盖；其次，磷酸化肽段所具有负电性使其

在质谱分析正离子模式下响应很弱；再次，同一个

蛋白质可能存在不同类型和位点的磷酸化修饰，且

磷酯键较肽键容易断裂，造成这些修饰通常不稳

定，这些都使得磷酸化蛋白质／肽的鉴定较为困难。
在不经预分离的情况下无法有效地进行低丰度磷

酸化蛋白质／肽的鉴定分析，因此，高效分离富集技
术的发展对磷酸化蛋白／肽进行有效鉴定具有十分
重要作用。

'

　磷酸化蛋白质组学的富集策略

目前复杂蛋白质混合物的分析主要采取两种

模式，即“ｔｏｐｄｏｗｎ”和“ｂｏｔｔｏｍｕｐ”分离模式。“ｔｏｐ
ｄｏｗｎ”是指在蛋白水平上对混合物进行分离，随后
进行酶解和质谱鉴定，“ｂｏｔｔｏｍｕｐ”则是先将提取
的总蛋白酶切后转化为肽段混合物，再进行分离和

质谱鉴定。因此，磷酸化蛋白质组学富集可以分为

基于蛋白质水平和肽段水平的富集方法。

２１　磷酸化蛋白质的富集策略
磷酸化蛋白的富集方法原理是基于磷酸基团

的化学、物理性质而建立的，目前最常用的是免疫

沉淀富集法，即利用抗体特异性的识别磷酸化蛋白

并与之结合，从而富集得到磷酸化蛋白；可进一步

通过质谱技术进行定量。Ｚｈｅｎｇ等［２］采用细胞培

养中氨基酸稳定同位素标记技术（ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅ
ｌａｂｅｌｉｎｇｗｉｔｈａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ，ＳＩＬＡＣ）方
法，用ＥｐｈｒｉｎＢ１Ｆｃ刺激 ＮＧ１０８标记的细胞，用抗
酪氨酸抗体 ＰＹ９９免疫沉淀富集了磷酸化酪氨酸
蛋白质，酶切后经 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析，共鉴定了１２７
个磷酸化酪氨酸蛋白。

但由于抗体抗原反应的特异性，该法的富集效

果和选择性就受到所选抗体的局限。根据磷酸化

残基的不同，已经有多种商品化的抗体，其中，抗磷

酸酪氨酸抗体具有较好的富集效果，而磷酸化丝氨

酸和苏氨酸的抗原由于决定簇较小、空间位阻大而

选择性较差，故应用较少。此外，抗体昂贵的价格

也限制了其在磷酸化蛋白质组学研究中的广泛

应用。
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２２　磷酸化肽段的富集策略
目前磷酸化蛋白质组学研究中多对磷酸化肽

段进行富集，不但可以对富集的磷酸化肽段进行定

量，还可以鉴定可能的磷酸化位点。该法的富集策

略主要从提高磷酸化肽段的富集容量、富集的选择

性及灵敏度几个方面进行考虑，包括了基于色谱方

法的预分离技术、固定金属离子亲和色谱法

（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｍｅｔａｌａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＩＭＡＣ）
及金属氧化物亲和色谱法（ｍｅｔａｌｏｘｉｄｅａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＭＯＡＣ）等多种方法。
２２１　基于色谱方法的预分离技术　基于色谱方
法的预分离技术原理是液相色谱中，磷酸化肽与固

定相间产生作用力而被保留，从而与非磷酸化肽段

分离，再通过流动相洗脱，即得到磷酸化肽。常见

的有强阳离子交换色谱（ｓｔｒｏｎｇｃａｔｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＳＣＸ）、亲水作用色谱（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＩＬＩＣ）和静电斥力亲水
作用色谱（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｒｅｐｕｌｓｉｏｎｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＥＲＬＩＣ）。ＳＣＸ固定相带负电
荷，在酸性流动相体系中，与样品中带正电荷的磷

酸化肽组分产生强烈的静电作用从而与非磷酸化

肽分离，可通过增加流动相盐（如氯化钠或铵基

盐）浓度洗脱。Ｂｅａｕｓｏｌｅｉｌ等［３］最早将 ＳＣＸ应用于
磷酸化蛋白的富集，通过质谱鉴定到 ＨｅＬａ细胞中
２００２个磷酸化位点。虽然 ＳＣＸ具有良好的分离
效果，但是磷酸化肽段洗脱液中含高浓度的不挥发

性盐，不能够直接进行质谱分析。而ＨＩＬＩＣ的富集
是基于分子与固定相间的氢键作用，无需使用不挥

发性缓冲盐体系，可以直接进行质谱分析。该法现

可与其他方法联用，降低分析的复杂性，增加对磷

酸化肽富集的选择性。Ｚａｐｐａｃｏｓｔａ等［４］联合ＨＩＬＩＣ
与Ｆｅ３＋ＩＭＡＣ，分析时间仅为１ｄ，即从小鼠肝组织
中鉴定到２００８９个磷酸化肽段，１６０００个磷酸化
位点。

２２２　固定金属离子亲和色谱富集策略　１９８６
年Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等［５］首次应用ＩＭＡＣ在琼脂糖凝胶上
修饰了亚氨基二乙酸（ＩＤＡ）用于鸡卵白蛋白的磷
酸化蛋白质组分析。由于该法具有纯化效率高、简

单易行、价格低廉等优点，已成为质谱分析磷酸化

肽段中广泛采用的富集方法。其原理是在酸性条

件下，固体材料表面固定的带正电荷的金属离子与

带负电的磷酸基之间发生配位作用，选择性富集磷

酸化肽段。

ＩＭＡＣ主要由金属离子、螯合剂和基质载体３
个部分组成。具有富集能力的金属离子包括早期

的Ｆｅ３＋、Ｇａ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋，近年来常用的Ｔｉ４＋、Ｚｒ４＋

和稀土金属Ｌａ３＋、Ｈｏ３＋等。
基质载体与螯合剂或金属离子连接时，常常

使用硅烷偶联剂，３缩水甘油醚丙基三甲氧基硅
烷（ＧＬＹＭＯ）、３（三羟基甲硅烷基）丙基甲基膦
酸单钠盐、３氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）等，是
常用的连接臂，可以降低固定金属离子与磷酸化

肽段磷酸基团配位时的空间位阻，有利于磷酸化

肽的富集。螯合剂包括传统的亚氨基二乙酸

（ＩＤＡ）、次氨基三乙酸（ＮＴＡ）、新兴的砷酸盐
（ＡｓＯ３Ｈ２）、磷酸基团（ＰＯ３Ｈ２）、三磷酸腺苷
（ＡＴＰ）、多巴胺（Ｃ８Ｈ１１Ｏ２Ｎ）等，它们可以稳定地
螯合金属离子。此外，多样的 ＩＭＡＣ基质载体也
不断地被开发，通过优化载体的材料种类及模式

继而提高对磷酸化肽的富集能力。

基于液相色谱材料的ＩＭＡＣ富集策略
液相柱色谱是ＩＭＡＣ早期应用的形式，其中整

体柱具有较大的比较面积，不同的金属离子可被固

定在整体柱上进行富集。Ｈｏｕ等［６］以正硅酸乙酯

（ＴＥＯＳ）和３氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）为前
体，采用溶胶凝胶法制备整体柱担体，将Ｔｉ４＋离子
进一步螯合在组胺基团上，制备出内径２５０μｍ的
Ｔｉ４＋ＩＭＡＣ整体毛细管柱，并应用于大鼠线粒体的
蛋白质组学研究，共鉴定出２２４个磷酸化肽段，而
市售的Ｆｅ３＋ＩＭＡＣ和ＴｉＯ２分别鉴定出２８和７２个
磷酸化肽段。

开管柱传质模式为对流传质，产生的背压低于

填充柱和整体柱，常通过烷基化反应在聚（苯乙烯
二乙烯基苯）上引入不同的活性基团，如通过氯甲

基化反应或连接结构类似于甲基丙烯缩水甘油酯

的化合物产生活性基团，再连接 ＩＤＡ等螯合剂，最
后螯合金属离子。Ｅｌｌｄｒｉｓｓｉ等［７］分别在熔融石英

毛细管柱内引入聚甲基丙烯酸缩水甘油酯

（ＰＧＭＡ）和聚环氧丙基三乙氧基硅烷（ＰＧＬＹＭＯ），
以 ＩＤＡ为螯合剂螯合 Ｆｅ３＋，制备了 ＧＭＡＩＤＡ
Ｆｅ３＋ＩＭＡＣ和 ＧＬＹＭＯＩＤＡＦｅ３＋ＩＭＡＣ色谱柱。
经优化富集条件后，在 α酪蛋白中鉴别出７个磷
酸化肽段，且多磷酸化肽段的洗脱时间长于单磷酸

化肽段，可通过洗脱过程区别磷酸化程度。

１２
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基于聚合物材料的ＩＭＡＣ富集策略
聚合物材料由带有活性基团的单体聚合形成，

含有足够多的金属结合位点，大大提高了磷酸化肽

段的富集容量。Ｓａｅｅｄ等［８］以双官能团的缩水甘

油醚为单体，通过热聚合与二乙烯基苯形成 Ｐ
（ＧＰＥ／ＤＶＢ）凝胶球，对比多种金属离子后，选择
Ｌａ３＋实现了对所有的磷酸化肽段的富集。所构建
的Ｐ（ＧＰＥ／ＤＶＢ）Ｌａ３＋对 β酪蛋白的检测灵敏度
可达到１ｆｍｏｌ，回收率高达８７％，且重现性好；在蛋
黄、牛奶复杂样本中仍能对磷酸化肽段表现出良好

的选择性；对４例卵巢癌患者的血清和３例健康人
血清样本中磷酸化肽段进行富集分析后，发现仅在

卵巢癌患者的血清中出现由纤维蛋白原蛋白

（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＦＰＡ）产生的磷酸化肽段，有
可能成为卵巢癌诊断的标志物。

近年来以带有磷酸基团的聚合物为基质的富

集材料受到关注，如带磷酸根的螯合配体与四价金

属阳离子结合后，形成有６个位点的八面体配位模
型结构，可提供更多位点结合磷酸化肽段的磷酸基

团。Ｗａｎｇ等［９］以磁性纳米粒为核心，采用溶胶凝
胶反应引入二氧化硅作为过渡层后包裹聚乙烯基

磷酸（ＰＶＰＡ），形成 Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２＠ ＰＶＰＡＣｅ
４＋核

壳型微球，对β酪蛋白的检测线低至５０ｆｍｏｌ，在β
酪蛋白与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）摩尔比达到１∶１００时仍能有效富集磷酸化
肽段，富集效果明显优于市售 ＴｉＯ２。Ｍａ等

［１０］以

磁性纳米晶簇（ＭＣＮＣ）为核心，聚甲基丙烯酸
（ＰＭＡＡ）为过渡层，通过两步蒸馏沉淀聚合反应
包裹 聚 乙 烯 乙 二 醇 甲 基 丙 烯 酸 酯 磷 酸 酯

（ＰＥＧＭＰ）外壳，最终得到 ＭＣＮＣ＠ＰＭＡＡ＠
ＰＥＧＭＰＴｉ４＋复合微球（图 １）。借助壳层键合的
大量金属离子，材料选择性极高，对 β酪蛋白的
检测限低至 ５０ｆｍｏｌ，在 β酪蛋白与 ＢＳＡ摩尔比
达到１∶５００时，仍能有效富集磷酸化肽段，回收
率高达８７％。其课题组又开发出回流沉淀聚合
法，获得了富含磷酸基团、形态均一、单分散的聚

乙二醇甲基丙烯酸酯磷酸酯（ＰＥＧＭＰ）凝胶球，键
合Ｔｉ４＋后，可在β酪蛋白及 ＢＳＡ，辣根过氧化物酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ），肌红蛋白（ｍｙｏｇｌｏ
ｂｉｎ，ＭＹＯ）混合物中高选择性的富集到 β酪蛋白，
应用于牛奶样品中也能选择性富集到 α酪蛋白、
β酪蛋白、κ酪蛋白［１１］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＭＣＮＣ＠ ＰＭＡＡ ＠ ＰＥＧＭＰＴｉ４＋ ｍｉｃｒｏ
ｓｐｈｅｒｅｓ［１０］

基于新材料的ＩＭＡＣ富集策略
近年来，介孔二氧化硅、石墨烯、壳聚糖等新型

材料不断涌现，作为基质载体应用于磷酸化肽段的

富集。介孔二氧化硅具有比表面积大、稳定性好、

孔道均一的特点，Ｌｉ等［１２］以二氯二茂钛为钛源，通

过一步反应直接在介孔二氧化硅上连接Ｔｉ４＋，形成
Ｆｅ３Ｏ４＠ｍＳｉＯ２Ｔｉ

４＋。对 β酪蛋白的检测限低至
１０ｆｍｏｌ，当β酪蛋白与ＢＳＡ摩尔比为１∶１００时，采
用质谱分析可明显鉴定到１６个磷酸位点，效果优
于市售ＴｉＯ２，并成功选择性富集了人血清中内源
性磷酸化肽段。值得注意的是，当基质核心外包裹

的介孔二氧化硅孔径达到３９８ｎｍ时，与未包裹材
料相比，除比表面积增大外，还具有分子排阻功

能［３０］。但小于３ｎｍ的介孔通道则易被引入的长
链螯合剂堵塞，而如果介孔直径过大，虽然可以改

善介孔堵塞的状况，但是却失去了分子排阻的

功能。

石墨烯基本骨架为双面多环芳烃，具有独特的

二维单层结构，比表面积大，可提高磷酸化肽段的

富集容量。Ｓｕｎ等［１３］以石墨烯与介孔二氧化硅做

为基质，包裹聚多巴胺（ＰＤ）层，改善了富集材料的
亲水性和生物相容性，开发出 Ｍａｇｇｒａｐｈｅｎｅ＠
ｍＳｉＯ２＠ＰＤＴｉ

４＋（简写为 Ｔｉ４＋ＭＧＭＳｓ）（图２），对
β酪蛋白的检测灵敏度低至０５ｆｍｏｌ，当β酪蛋白
与ＢＳＡ的摩尔比达到１∶５００时仍具有选择性富集
的能力，在人血清和唾液样本中也能检测到磷酸化

肽段。

壳聚糖作为一种天然的聚合物，生物相容性

好，具有稳定的基本骨架结构，含有丰富的官能团，

易于进行化学修饰，Ｓｈｅｎ等［１４］通过磷酸酯化反应

对壳聚糖一步引入磷酸基团，制备出以壳聚糖为基

质的固定金属离子亲和色谱，比传统应用 ＩＤＡ等
螯合剂及 ＰＯＣｌ３引入磷酸基团的方法简便易行。

２２
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得到的壳聚糖钛超细微粒，在酸性缓冲液中分散性

良好，对α酪蛋白检测限低至２ｐｍｏｌ，当α酪蛋白
与ＢＳＡ摩尔比达１∶２００时可高效检测到１２个磷
酸化肽段，在拟南芥样品中鉴定出２９个磷酸化蛋
白和４０个磷酸化位点。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＴｉ４＋ＭＧＭＳｓ［１３］

除开发新型基质载体外，还对基质载体的模式

进行改进，如Ｓｈｉ等［１５］在 ＥＰ管内壁修饰 ＰＤ，固定
Ｔｉ４＋后进行磷酸化肽段的富集（图３），减少了样品
损失，降低了非特异性吸附，应用于标准蛋白及人

血清样品中显示出选择性富集磷酸化肽段的能力，

其对β酪蛋白的检测限低至４０ｐｍｏｌ，当β酪蛋白
与ＢＳＡ摩尔比达１∶５００时，仍能检测到１０个磷酸
化肽段。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＴｉ４＋ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＰＤＡｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｔｕｂｅｓ［１５］

２２３　金属氧化物亲和色谱富集策略　ＭＯＡＣ是
一种应用广泛的磷酸化肽段富集技术，其具体机制

尚不明确。但普遍认为，金属氧化物具有两性，在

酸性条件下呈现路易斯酸，可以与带负电的磷酸基

团结合，而在碱性条件下呈现路易斯碱与磷酸基团

失去结合力可使磷酸化肽段被洗脱下来。虽然

ＭＯＡＣ也是以金属原子为亲和位点，但与 ＩＭＡＣ相
比，由于金属原子与氧原子的强作用力而更加稳

固，金属原子不易流失。金属氧化物的种类有

ＮｉＯ、ＺｎＯ、Ａｌ２Ｏ３、Ｆｅ２Ｏ３、Ｇａ２Ｏ３、ＴｉＯ２、ＺｒＯ２、ＳｎＯ２、
ＨｆＯ２、Ｎｂ２Ｏ５、Ｔａ２Ｏ５等。

基于多孔材料的ＭＯＡＣ富集策略
多孔二氧化硅具有形貌可控、孔道易于调节、

亲水性强、便于修饰等优点，Ｗａｎ等［１６］采用 ＴｉＯ２
修饰泡沫型二氧化硅（ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｏｒｄｅｒｅｄｓｉｌｉｃａ
ｆｏａｍ，ＭＯＳＦ），制得ＴｉＭＯＳＦ，其β酪蛋白的检测限
可达到１７ｆｍｏｌ，对单磷酸化肽段和多磷酸化肽段
都有良好的选择性富集能力。

此外，还可直接合成介孔型的金属氧化物，增

大富集材料比表面积，兼具分子排阻功能。Ｂａｉ
等［１７］用一步无模板法制得介孔ＳｎＯ２纳米球，对β
酪蛋白的检测限低至４０ｆｍｏｌ，在脱脂牛奶样品中
选择性富集了１７个磷酸化肽段，效果优于非多孔
ＳｎＯ２和市售 ＴｉＯ２。Ｚｈａｎｇ等

［１８］用溶胶凝胶法合
成了ＺｒＯ２多孔气凝胶，比表面积高达 ４１６０ｍ

２／
ｇ，显著高于市售介孔 ＺｒＯ２，其对 β酪蛋白检测限
低至４ｐｍｏｌ，可鉴定出牛奶样本中１７个磷酸化肽。
Ｚｈａｎｇ所在课题组合成了多种磁性核壳介孔金属
氧化物［１９－２１］；其中平均孔径 ３４ｎｍ的 Ｆｅ３Ｏ４＠
ｍＴｉＯ２８０的介孔微球，比表面积高达 ６０３５ｍ

２／ｇ
且具有分子排阻功能，对 β酪蛋白检测限为
５ｆｍｏｌ，可在蛇毒中鉴定出 ３５个磷酸化肽［２０］；此

外，该课题组还开发了简便的方法直接合成了介孔

γＦｅ２Ｏ３，既能对磷酸化肽进行富集又能在外界磁
场作用下快速分离富集产物（图４Ａ），对 β酪蛋
白的检测限为５０ｆｍｏｌ，回收率高达８９４％，在牛奶
样本中可以鉴定出１１个磷酸化肽段［２１］。

介孔材料虽然可以提供高的比表面积而增加

磷酸化肽富集能力，但是样品在孔道内传输距离

长，容易扩散，使用微孔氧化物和其他形态的介孔

金属氧化物可以降低扩散。Ｙａｎ等［２２］合成了 ＴｉＯ２
修饰的微孔／介孔复合型材料（ＨＯＭＭＳ＠ＴｉＯ２）
（图４Ｂ）。对β酪蛋白检测限低至８ｆｍｏｌ，选择性
好、富集效率高，在 β酪蛋白与 ＢＳＡ摩尔比达到
１∶１０００时仍可鉴定出磷酸化肽段。Ｃｈｅｎｇ等［２３］开

发出花瓣状多孔磁性 Ｆｅ３Ｏ４＠ｆＴｉＯ２（图４Ｃ），避免
了孔道的阴影效应，对β酪蛋白检测限约１０ｆｍｏｌ。
Ｌｉ等［２４］设计了海胆状的核壳介孔磁球 Ｆｅ３Ｏ４＠
ＴｉＯ２（图４Ｄ），可特异性的富集磷酸化肽，且能消
除质谱分析中高浓度磷酸胆碱的干扰，利于低丰度

内源性物质及代谢物的检出。

３２
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｍｓｏｆｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｍｅｔａｌｏｘｉｄｅｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒｐｈｏｓ
ｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
Ａ：ＭｅｓｏｐｏｒｏｕｓγＦｅ２Ｏ３ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｃｌｕｓｔｅｒｓ［２０］；Ｂ：ＴｉＯ２ｃｏａｔｅｄｈｉｅｒａｒ
ｃｈｉｃａｌｌｙｏｒｄｅｒｅｄｍａｃｒｏ／ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａ（ＨＯＭＭＳ＠ＴｉＯ２）ＨＯＭＭＳ
＠ＴｉＯ２［２２］；Ｃ：ＦｌｏｗｅｒｌｉｋｅＦｅ３Ｏ４＠ｆＴｉＯ２ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ［２３］；Ｄ：Ｅｃｈｉｎｕｓ
ｌｉｋｅＦｅ３Ｏ４＠ＴｉＯ２ｃｏｒｅｓｈｅｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ［２４］

基于杂合材料的ＭＯＡＣ富集策略
不同的金属氧化物具有不同的磷酸化肽富集

能力，如ＴｉＯ２对多磷酸化肽富集能力更好，而ＺｒＯ２
偏向于富集单磷酸化肽。因此将不同的金属杂合

在一起可能会获得更加全面的磷酸化肽富集效果，

Ｌｉ等［２５］率先将 Ｔｉ和 Ｚｒ杂合制备了磁性双金属氧
化物Ｆｅ３Ｏ４＠ＴｉＯ２ＺｒＯ２，其 β酪蛋白检测限为 ５０
ｆｍｏｌ，在β酪蛋白与 ＢＳＡ摩尔比１∶５０的混合物中
可以富集多种磷酸化肽，效果优于 Ｆｅ３Ｏ４＠ＴｉＯ２或
Ｆｅ３Ｏ４＠ＺｒＯ２。Ｌｉ等

［２６］合成了 ＳｎＯ２ＺｎＳｎ（ＯＨ）６
多组分复合探针（图５），对 β酪蛋白检测限低至
１０ｆｍｏｌ，富集了牛奶中的多种磷酸化肽段，包括７
个单磷酸化肽和８个多磷酸化肽。除不同金属氧
化物的杂合材料外，还可通过一步反应将具有富集

能力的金属与硅源掺杂形成富集材料。Ｗａｎｇ
等［２７］采用简单的溶胶凝胶法，选取 Ｓｉ／Ｔｉ摩尔比
８∶１制得 Ｔｉ掺杂的介孔二氧化硅，对 β酪蛋白检
测限１０ｆｍｏｌ，在 α酪蛋白中鉴定到 １５个磷酸化
肽，效果优于市售 ＴｉＯ２，可在人胎盘线粒体中检测
到２９８个磷酸化蛋白。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆＳｎＯ２ＺｎＳｎ（ＯＨ）６［２６］

基于新材料的ＭＯＡＣ富集策略
石墨烯可作为基质，用于 ＭＯＡＣ富集磷酸化

肽段。Ｈｕａｎｇ等［２８］用简单的溶胶凝胶和水热处
理合成了以还原氧化石墨烯为基质的双金属氧化

物复合材料ｒＧＲＴｉＯ２ＺｒＯ２（ｒＧＴＺ），在 β酪蛋白与
ＢＳＡ摩尔比达到１∶１０００仍能特异性地富集到单
磷酸化和多磷酸化肽段，在 α酪蛋白中可以鉴定
出２３个磷酸化位点，富集效果优于以氧化石墨烯
为基质的 ＧＲＴｉＯ２ＺｒＯ２和市售 ＴｉＯ２；在小鼠脑组
织和肝组织样品中分别检测出１９８０个磷酸化肽
段和５７７个磷酸化肽段。胍基也可与磷酸基团的
相互作用，将胍基引入石墨烯，仅通过加载缓冲液

即可实现多种磷酸化肽段富集，对 β酪蛋白检测
限低至１０ｆｍｏｌ［２９］。磁性石墨烯双金属亲和探针
ｍａｇ／Ｇ／（ＴｉＳｎ）Ｏ４（图６）结合石墨烯与两种金属
氧化物的特点，对 β酪蛋白检测线可低至 ０４
ｆｍｏｌ，在β酪蛋白与ＢＳＡ摩尔比为１∶１５００时能选
择性富集磷酸化肽段，富集能力优于ｍａｇ／Ｇ／ＴｉＯ２、
ｍａｇ／Ｇ／ＳｎＯ２单独或简单混合使用的效果

［３０］。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｏｆＦｅ３Ｏ４／ｇｒａｐｈｅｎｅ／（ＴｉＳｎ）Ｏ４ｃｏｍｐｏｓ
ｉｔｅｓ［３０］

碳纳米管也是碳族成员中应用广泛的材料，

尤其适用于贵金属及活泼金属的原位修饰及后

期修饰。Ｙａｎ等［３１］用溶剂热反应以异丙醇钛为

前体合成了纳米 ＴｉＯ２包覆的碳纳米管，比表面积
高达１０４ｍ２／ｇ，能选择性富集磷酸化肽，对 β酪
蛋白检测限为２０ｆｍｏｌ，在小鼠脑组织样品中鉴定
到２４０个磷酸化位点。

在富集模式上，还可采用整体毛细管柱、多孔

尼龙膜等多种材料。Ｗａｎｇ等［３２］用溶胶凝胶法制
备了 ＳｉＯ２ＴｉＯ２整体毛细管柱，通过管内固相微萃
取的方式富集磷酸化肽，Ｈｅ等［３３］对该法改进后，

应用静电纺丝技术制得 ＳｉＯ２ＴｉＯ２复合纤维，操作
简单，对β酪蛋白检测限至１０ｆｍｏｌ。Ｔａｎ等［３４］则

将ＴｉＯ２修饰在多孔尼龙膜上，利用尼龙膜的亚微
米孔径没有传质限制和ＴｉＯ２纳米粒比表面积大的

４２
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优点，提高了磷酸化肽的吸附容量，直径２２ｍｍ的
尼龙膜可以富集５４０ｎｍｏｌ的磷酸化肽，不仅特异
性强而且α，β混合酪蛋白检测限可以达到５ｆｍｏｌ
（图７）。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣａｒｔｏｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＴｉＯ２ａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｐｈｏｓ
ｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ［３４］

稀土元素可以呈现路易斯酸和路易斯碱的性

能而与磷酸基团结合。Ｊａｂｅｅｎ等［３５］设计了镧系元

素包裹的磁性核壳型材料，选择性极强，可以在 β
酪蛋白与ＢＳＡ摩尔比达到１∶８５００时特异性地富
集磷酸化肽，对 β酪蛋白检测限低至０００１ｆｍｏｌ，
并成功的在酪蛋白、牛奶、蛋黄、人血清及 ＨｅＬａ细
胞提取物中富集鉴定到磷酸化肽。

钛铌酸盐纳米片拥有与石墨烯相似的二维平

面结构，能提供大的比表面积，Ｍｉｎ等［３６］以钛铌酸

盐纳米片为基底，合成 Ｆｅ３Ｏ４、ＣｅＯ２共同修饰的三
元纳米复合材料 ＭＣＴｉＮｂＮＳ（图８），对 β酪蛋白
检测限低至０２ｆｍｏｌ，不但仍可在β酪蛋白与ＢＳＡ
摩尔比为１∶２０００时高效富集磷酸化肽，还可以直
接提供磷酸化位点数量的信息，成功用于标准蛋

白、脱脂牛奶及复杂的血清样品中检测单磷酸化

肽、多磷酸化肽及磷酸化位点。其中，ＣｅＯ２具有辅
助磷酸化肽去磷酸化的作用，通过调节 ＣｅＯ２的覆
盖率可以改变富集材料去磷酸化活性，简化了

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析中鉴定磷酸化肽的过程。

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＭＣＴｉＮｂＮＳＣｏｍｐｏｓｉｔｅ［３６］

２２４　ＳＩＭＡＣ富集策略　ＩＭＡＣ和ＭＯＡＣ是目前
磷酸化蛋白质组学研究中最常采用的富集方法，具

有不同的富集特点。ＩＭＡＣ富集中多磷酸化肽段
与金属离子间的结合力更强，单磷酸化肽段不易保

留，故对多磷酸化肽段的富集效率要高于单磷酸化

肽段；而 ＭＯＡＣ对多磷酸化或单磷酸化肽段的富
集选择性相同，但由于多磷酸化肽段更难于从

ＭＯＡＣ上洗脱导致富集效果不明显，对单磷酸化肽
段的富集效率要高于多磷酸化肽段，因此这两种富

集方法之间有很大的互补性。

Ｔｈｉｎｇｈｏｌｍ等［３７］将两种富集方式创造性的结

合起来，建立了 ＳＩＭＡＣ（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｅｌｕｔｉｏｎｆｒｏｍ
ＩＭＡＣ）富集策略。先用 ＩＭＡＣ对磷酸化肽段进行
富集，过柱后的流出液再用 ＴｉＯ２进行二次富集。
该方法共鉴定到４９２个磷酸化肽段，包括１８６个多
磷酸化肽段；而仅用ＴｉＯ２富集，则只鉴定到２８６个
磷酸化肽段，包括５４个多磷酸化肽段。Ｙｕ等［３８］

则应用基于ＭＯＡＣ的二氧化钛包覆的磁性介孔球
ＭＨＭＳＳ＠ＴｉＯ２和基于 ＩＭＡＣ的锆盐修饰的磁性纳
米颗粒Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２ＺｒＡｓ对磷酸化肽段进行连续
富集，在人原髓细胞白血病细胞 ＨＬ６０中鉴定到
８２８１个磷酸化肽段，１１５７９个磷酸化位点。Ｔａｐｅ
等［３９］应用９６孔板、超多孔磁性ＴｉＯ２和Ｔｉ

４＋ＩＭＡＣ
微球，借助于ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒＦｌｅｘ全自动磁珠提取纯化
系统，设计出基于 ＳＩＭＡＣ的自动富集磷酸化肽装
置（图９），结果表明同一９６板中“孔孔”定量结果
重现性好，不同板间定量分析在５ｄ内也可重现。
这种自动富集方法实现了高通量大规模的磷酸化

肽段富集。

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ａｕｔｏｍａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ［３９］

５２
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２２５　ＭＡＬＤＩ板上富集策略　生物质谱是磷酸
化蛋白质组学中常用的分析手段，包括基质辅助激

光解吸质谱（ＭＡＬＤＩＭＳ）、表面加强激光吸附／解
吸附质谱（ＳＥＬＤＩＭＳ）、电喷雾电离质谱（ＥＳＩ
ＭＳ）。其中ＭＡＬＤＩ和ＳＥＬＤＩ需将样品负载于靶板
上进行离子化，将富集材料整合在靶板上，则可以

实现在富集磷酸化肽段的同时进行在线检测，简化

了实验过程，节省了分析时间，避免离线检测导致

的样品损失。

Ｅｒｉｋｓｓｏｎ等［４０］将 ＴｉＯ２修饰在靶板上，利用
ＭＡＬＤＩＴＯＦ分析２型腺病毒结构蛋白 ｐⅢａ的磷
酸化，鉴定到３个新的磷酸位点，并且首次检测到
了ｐⅢａ中的多磷酸化肽。Ｔｓｏｕｇｅｎｉ等［４１］在２ｍｍ
厚的聚甲基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ）靶板上用等离子
体刻蚀出３２条平行微孔通道，通过液相沉积，将
ＴｉＯ２ＺｒＯ２整合到微孔通道中，构建了 ＭＯＡＣ亲和
色谱微柱。靶板的容量大于１４ｍｇ，可分析低于
０１ｍＬ的微量样品。Ｔａｎｇ等［４２］将 ＴｉＯ２纳米球和
石墨烯结合到靶板上，不使用常规基质即可实现磷

酸化肽段的富集和检测，对 β酪蛋白检测限可以
低至 ０００５ｆｍｏｌ，在 β酪蛋白与 ＢＳＡ摩尔比为
１∶１００的样品中可以特异性地富集到磷酸化肽，在
ＨｅＬａ细胞中鉴定出 ９６７个磷酸化肽。比表面积
大，独特的管状结构具有较高的传质效率，并提供

足够的空间结合磷酸基团。此外，还有研究在靶板

上整合ＴｉＯ２纳米阵列管，且该材料已成功在复杂
生物样品中实现磷酸化肽段额富集［４３］。

２２６　其他富集策略　在磷酸化肽段富集方法快
速发展的情势下，除ＩＭＡＣ、ＭＯＡＣ等高效的富集方
法，羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡＰ）色谱法、化学
衍生化等方法也可用于磷酸化肽段的富集。

ＨＡＰ是 一 种 自 然 矿 化 物，其 分 子 式 为
Ｃａ５（ＰＯ４）３（ＯＨ），具有优良的生物相容性和生物
活性，可应用于分离蛋白质和核酸，其因表面钙离

子可与磷酸根结合而适用于富集磷酸化肽。该法

可以较全面的富集到单／多磷酸化肽，但是实验过
程繁琐，且缺乏在复杂样品中进行验证。Ｖｏｒｍ
ｂｒｏｃｋ等［４４］首次将ＨＡＰ作为色谱固定相用于磷酸
化肽段的富集，在α酪蛋白与 ＢＳＡ摩尔比为１∶５０
的样品中ＨＡＰ色谱法可以达到与市售 ＴｉＯ２相同
的检测效果。Ｙｕ等［４５］以 ＨＡＰ包裹磁核，其对 β
酪蛋白检测限可以低至 ５０ｆｍｏｌ，在 β酪蛋白与

ＢＳＡ摩尔比为１∶５０的样品中可以特异性地富集到
磷酸化肽，并可检测到人血清中的内源性磷酸化肽

信号。

化学衍生化法是在富集前对磷酸基团进行化

学修饰，以避免质谱分析中磷酸根的中性丢失、降

低肽段电荷，提高质谱离子化效率和检测灵敏度。

常用的化学衍生方法有甲酯化、β消除／Ｍｉｃｈａｅｌ加
成、氨乙基半胱氨酸转化法和氨基磷酸酯衍生法

等。Ｘｕ等［４６］将酸性残基甲酯化后进行 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ分析，成功地在酪蛋白中鉴定出１２个磷酸化
肽２２个磷酸化位点。但是化学衍生化法操作繁
琐，存在副反应，且易损失样品，因此在近年有效富

集手段不断开发的情况下，化学衍生化法不再

常用。

(

　磷酸化蛋白质组学在疾病研究中的应用

蛋白质磷酸化是一种重要的翻译后修饰，许多

疾病的发生发展都与异常的蛋白质磷酸化修饰有

关，而且疾病的发生也会导致一些蛋白的异常磷酸

化修饰。同时，细胞外的信号变化通常也与蛋白翻

译后修饰相关，信号通路广泛的交织在一起。对多

个信号节点全面了解能够帮助分析其涉及的体内

变化过程，还能提供疾病诊断的生物标志物信息。

因此，了解蛋白的磷酸化修饰过程及机制对于疾病

的预测、诊断及治疗具有重要的意义，不同的磷酸

化蛋白／肽富集策略被广泛应用于与疾病相关的磷
酸化蛋白质组学研究中。

ｄｅＧｒａａｆ等［４７］应用 Ｔｉ４＋ＩＭＡＣ磷酸化肽富集
方法提供了高效而简单的无标记的磷酸化蛋白质

组学分析策略。以前列腺素（ｐａｒａｃｒｉｎｅｐｒｏｓｔａｇｌａｎ
ｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）刺激人外周血白血病 Ｔ细胞 Ｊｕｒｋａｔ
Ｔ细胞，在６个不同的时间点进行监测，共鉴定到
１０８个磷酸化肽段，１２７９９个磷酸化位点。在已知
报道中，ＰＧＥ２可以使环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）的水平增高，继而激活蛋白
激酶Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）；但ｄｅＧｒａａｆ在研究
中发现许多磷酸化肽不单由 ＰＫＡ催化，还与其他
激酶有关，这就说明在 ＰＧＥ２刺激后，细胞内会同
时激活多条信号通路；进一步深入的分析后，发现

ＪｕｒｋａｔＴ细胞内磷酸化的修饰过程与钙调蛋白依赖
性蛋白激酶（ｃａｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＡＭＫ）、
ｐ２１活化激酶 １（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＰＡＫ１）、蛋
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白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）、细胞分裂周期蛋
白激酶１（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ２ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１，
ＣＬＫ１）等蛋白激酶相关，为调节体内磷酸化过程提
供了潜在靶点的有用信息。中性粒细胞颗粒的胞

吐作用与炎症反应密切相关，已知参与调节中性粒

细胞胞吐作用的蛋白激酶包括 ｐ３８丝裂原活化蛋
白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８
ＭＡＰＫ）、非受体型酪氨酸蛋白激酶（ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｃｅｌｌｋｉｎａｓｅ，Ｈｃｋ）等，但作用机制尚不明确。Ｌｕｅｒ
ｍａｎ等［４８］使用ＴｉＯ２亲和色谱及质谱技术，对未处
理及 Ｎ甲酰甲硫氨酰亮氨酰苯丙氨酸（Ｎｆｏｒ
ｍｙｌｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ｆＭＬＦ）刺激的中
性粒细胞进行磷酸化蛋白质组学分析。从未处理

的中性粒细胞中鉴定到 ７９个磷酸化蛋白，使用
ｆＭＬＦ刺激２ｍｉｎ后，可鉴定到磷酸化蛋白增至１１８
个。通过分析，磷酸化的 Ｇ蛋白偶联受体激酶 ５
（ｐＧＲＫ５）可能是调节中性粒细胞颗粒胞吐作用信
号通路中的作用靶点。

很多疾病没有明确的临床和病理指标来预测

或判断疾病的发展状况，但肿瘤细胞会分泌胞外蛋

白进入循环系统，磷酸化后会引起信号通路的变

化，这些磷酸化的胞外蛋白可能成为诊疗过程中合

适的生物标志物。Ｚａｗａｄｚｋａ等［４９］在研究中应用

ＨＩＬＩＣＴｉＯ２富集磷酸化肽段，比较了５个Ｌ（ｌｕｍｉｎ
ａｌ）型和５个Ｂ（ｂａｓａｌ）型乳腺癌细胞的磷酸化蛋白
质组差异。在血清中发现的１７５６个磷酸化蛋白
和５０００多个磷酸化位点，其中干扰素调节因子４
结合蛋白３（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ３，ＩＢＰ３）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、卵泡抑
素相关蛋白３（ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＦＳＴＬ３）、
层粘连蛋白 β１（Ｌａｍｉｎｉｎｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ１，ＬＡＭＢ１）
修饰后的磷酸化蛋白可以作为 Ｂ型乳腺癌的生物
标志物，线粒体中细胞色素 Ｃ蛋白（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，
ＣＹＴＣ）、干扰素调节因子４结合蛋白５（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ５，ＩＢＰ５）修饰后的
磷酸化蛋白可以作为 Ｌ型乳腺癌的生物标志物；
通过这些磷酸化的分泌蛋白可以推测癌变组织产

生的可能性以及了解疾病的进展情况和亚型分类。

磷酸化蛋白质组学不但能够寻找疾病研究中

的生物标志物、监测疾病的发展状况，还能够为发

现药物的新靶点和阐明药物的作用机制提供依据。

小分子的 ｃＭｅｔ激酶抑制剂 ＰＦ０４２１７９０３在胃癌

细胞系ＧＴＬ１６中产生耐药现象是阻碍胃癌治疗
的重要因素，Ｄｉｌｌｏｎ等［５０］借助线性离子阱轨道阱
质谱仪（ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ）及 ＨＩＬＩＣ等技术，对原代胃
癌细胞及耐药细胞 ＰＦ０４２１７９０３ｒｅｓｉｓｔａｎｔ（Ｒ３）进
行磷酸化蛋白质组学分析，发现耐药细胞中磷酸化

的ＢＲａｆ、ＭＥＫ２、ＭＡＰ１显著上调，通过对Ｒａｓ／Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ通路分析表明，ＢＲａｆ基因的融合伴侣
ＳＮＤ１（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｎｕｃｌｅａｓｅｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１）可能成为治疗对 ｃＭｅｔ激酶抑制剂耐药
的治疗靶点。Ｙａｎｇ等［５１］采用 ＳＣＸ及同位素标记
相对和绝对定量（ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏ
ｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）法研究人骨髓瘤细胞耐药
机制。研究表明，与敏感细胞ＲＰＭＩ８２２６Ｓ相比，耐
药细胞ＲＰＭＩ８２２６Ｒ５中的肉豆蔻酰化富含丙氨酸
的 Ｃ激酶底物（ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｅｄａｌａｎｉｎｅｒｉｃｈＣｋｉｎａｓｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ＭＡＲＣＫＳ）过表达。通过抑制 ＭＡＲＣＫＳ
的磷酸化或基因敲除，可以显著增强人骨髓瘤细胞

对硼替佐米和其他抗肿瘤药的敏感性，预示着

ＭＡＲＣＫＳ可以作为人多发性骨髓瘤耐药治疗的新
靶点。

,

　展　望

由于蛋白质组的复杂性和多样性，对于低丰度

磷酸化蛋白／肽的分离和富集目前仍然是磷酸化蛋
白质组学研究需要解决的问题之一。持续发展简

化而高效的富集分析策略是磷酸化蛋白质组学发

展的需求。在过去的几十年里，各种各样的材料被

设计开发出来用于富集、辅助分析磷酸化蛋白／肽。
虽然取得了重大的进展，但是这些材料和方法还处

于实验室阶段和小规模的应用，且他们的富集能力

大多是通过标准磷酸化蛋白来评价的，仅应用于血

清和脱脂牛奶等简单的混合物或小规模的复杂生

物样本富集分析，而应用于大规模复杂样本尚需要

进行更全面的考察。此外，大多数富集材料的富集

机制尚不明确，也制约了磷酸化蛋白质组学的发

展。因此，为了更好地了解生命过程，诊断和治疗

疾病，发现药物治疗的新靶点，阐明药物的作用机

制，需要开发高通量全面的富集策略用于磷酸化蛋

白质组学的研究。无论应用新的富集材料或优化

分析方法，都是为了能够建立高容量、高灵敏度、高

选择性的磷酸化蛋白／肽的富集和分析策略，从而
全面深入地研究磷酸化蛋白质组学。
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