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摘要：发展了一种能够识别磷酸化蛋白的固定化金属离子亲和发光二氧化硅纳米粒子用于免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ）磷酸化蛋白的标记。 首先通过反相微乳液 Ｓｔöｂｅｒ 方法合成了掺杂异硫氰酸荧光素硅烷化衍生物的发光二氧

化硅（ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２）球形纳米粒子，粒子平均粒径为 ６０ ｎｍ。 然后通过共聚反应在 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子表面生成

一层聚合物用于保护纳米粒子，并引入 Ｎ，Ｎ⁃（双羧甲基） ⁃Ｌ⁃赖氨酸功能基团用于螯合金属离子，从而实现固定化

金属离子亲和作用。 以 α⁃酪蛋白作为实验模型，用高效液相色谱⁃质谱研究了螯合不同金属离子的发光纳米粒子

对磷酸化蛋白的识别作用。 结果表明，螯合了 Ｔｉ４＋金属离子的发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子对 α⁃酪蛋白酶

解液中的磷酸化肽段的富集作用最强。 利用这种发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子对磷酸化肽段的特异性识别

性能，可用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验中标记磷酸化蛋白的条带。 结果显示，α⁃酪蛋白的电泳条带可以被亲和发光二氧

化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子标记，而作为对照的牛血清白蛋白则没有被标记。
关键词：免疫印迹；固定化金属离子亲和；发光二氧化硅纳米粒子；磷酸化蛋白标记
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ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｂａｎｄ ｏｆ α⁃ｃａｓｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌｅａｒｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｏｖｉｎｅ ａｌｂｕｍｉｎ ｂａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ
ｌａｂｅｌｌｅｄ． Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃａｎ
ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ； ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ； ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ ｓｉｌｉｃａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ

　 　 蛋白质磷酸化是生命过程中调节和控制蛋白质

活力和功能的最基本、最普遍、最重要的机制［１，２］。
在生物体中只有大约 １％ ～ ２％ 的蛋白质会发生磷酸

化修饰，在质谱检测中会受到大量非磷酸化肽段的

干扰［３］。 发展富集磷酸化肽段的技术是提高磷酸

化蛋白分析的重要实验方法［４］。 免疫沉淀法［５，６］、
固定金属亲和色谱法［７，８］ 和金属氧化物亲和色谱

法［９，１０］是磷酸化蛋白分离和富集最为常见的方法。
由于不同特性的纳米复合材料能够选择性结合磷酸

化多肽和磷酸化蛋白，因此纳米复合材料常用于磷

酸化蛋白的分离与鉴定［１１，１２］。 将磷酸化蛋白的分

离与富集技术和生物质谱技术联合使用是分析磷酸

化蛋白的常用技术。 磁性纳米粒子经常用于富集磷

酸化蛋白和磷酸化肽段［１３－１６］。
　 　 免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）是分子生物学和生物

化学中常用的一种实验方法，其基本原理是将电泳

分离后的细胞或组织总蛋白质从凝胶转移到固相支

持物硝酸纤维素膜或聚偏二氟乙烯膜上，然后用特

异性抗体检测某特定蛋白质的检测技术。 采用免疫

印迹分离和鉴定磷酸化蛋白时，需要借助磷酸化抗

体对磷酸化蛋白进行特异性识别，且需使用二抗放

大检测信号［１７］。 但是，磷酸化抗体价格昂贵，难以

保存，而且不同批次之间的重现性不好。 因此，亟须

发展一种制备过程简单、容易保存、成本低廉、对磷

酸化蛋白具有特异性识别的纳米发光材料代替磷酸

化抗体。 发光二氧化硅纳米粒子常用于细胞成像分

析［１８－２０］，目前未发现将发光二氧化硅纳米粒子用于

测定磷酸化蛋白的文献报道。
　 　 本工作合成了一种包覆异硫氰酸荧光素的发光

二氧化硅纳米粒子 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２，并将其用于磷酸化

蛋白的富集和荧光识别分析。 将能够富集和识别磷

酸基团的用于螯合金属离子 Ｔｉ４＋ 的 Ｎ，Ｎ⁃（双羧甲
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基） ⁃Ｌ⁃赖氨酸的连接臂通过共聚反应键合到 ＦＩＴＣ
＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子表面上。 修饰后的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳

米粒子可以直接富集和荧光识别磷酸化蛋白。
ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子带有荧光，标记凝胶电泳条上

的磷酸化蛋白条带后，使用凝胶成像系统可以清楚

地观测到磷酸化蛋白被标记后的荧光信号。 这是首

次将发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子与蛋白免

疫印迹法结合，本实验方法可以大大降低磷酸化蛋

白的检测成本。 发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒

子还具有较稳定的化学性质，有望显著提高磷酸化

蛋白的检测重现性。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 荧 光 光 谱 仪 （ ＦＬＳ１０００， Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ Ｉｎｓｔｒｕ⁃
ｍｅｎｔｓ，英国）； Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＨＰＬＣ⁃ＬＴＱ ＸＬ 质谱

联用仪（赛默飞世尔，美国）。 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＧｅｌＤｏｃ ＥＺ
凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）。
　 　 过硫酸铵（ＡＰＳ）、四乙氧基硅烷（ＴＥＯＳ）、荧光

素异硫氰酸酯 （ＦＩＴＣ）、３⁃氨丙基三乙氧基硅烷

（ＡＰＴＥＳ）、硫酸钛（Ｔｉ（ＳＯ４）２）、六水合氯化铁（ＦｅＣｌ３
·６Ｈ２Ｏ）、八水合氯氧化锆（ＺｒＯＣｌ２·８Ｈ２Ｏ）、甲基丙

烯酸缩水甘油酯（ＧＭＡ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′⁃四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）、三羟甲基氨基甲烷 （ Ｔｒｉｓ）、甘氨酸、
Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００、丙烯酰胺、三氟乙酸 （ ＴＦＡ） 和甲酸

（ＨＣＯＯＨ）购自 Ｆｌｕｋａ 公司（美国）；正己醇和环己

烷购自上海化学试剂有限公司；甲基丙烯酰氧丙基

三甲氧基硅烷（ＭＰＳ）、３⁃（三羟丙基）甲基膦酸丙酯

（ＴＨＭＰＳ）、预染蛋白标准品、α⁃酪蛋白和胰蛋白酶

购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司（美国）；戊烯酸、Ｎ⁃羟基琥

珀酰亚胺和 １⁃乙基⁃（３⁃二甲基氨基丙基）碳酰二亚

胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）购自上海安耐吉化学公司；
氨水、 Ｎ， Ｎ⁃二 甲 基 甲 酰 胺 （ ＤＭＦ ）、 二 氯 甲 烷

（ＣＨ２Ｃｌ２）、盐酸（３５％ ～ ３７％，分析纯）、碳酸氢钠和

４⁃二甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ）购自梯希爱（上海）公司；
Ｎ，Ｎ⁃（双羧甲基） ⁃Ｌ⁃赖氨酸购自毕得医药公司（上
海）； β⁃巯基乙醇购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司（美国）；牛血

清白蛋白（ＢＳＡ）、碳酸氢铵和氯化钠均购自国药集

团（北京）；乙腈（ＡＣＮ）和甲醇购自 Ｍｅｒｃｋ 公司（德
国）。 实验用水均经过 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 净水器处理。
１．２　 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ 纳米粒子的合成及其表面功能

化修饰

　 　 ＦＩＴＣ⁃ＡＰＴＥＳ 前驱体的合成：在避光条件下，向

塑料瓶中依次加入 １０ ５ ｍｇ ＦＩＴＣ、２ ｍＬ 无水乙醇

和 １３８ μＬ ＡＰＴＥＳ，磁力搅拌，反应 １２ ｈ 后得到

ＦＩＴＣ⁃ＡＰＴＥＳ 前驱体。 使用反相微乳液法 Ｓｔöｂｅｒ
方法合成发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子［２１］。
将 １２３ ２ ｍＬ 环己烷、２５ ６ ｍＬ 正己醇和 ５ ４４ ｍＬ 去

离子水超声混合，然后加入 ２８ ３ ｇ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，磁
力搅拌 １５ ｍｉｎ，形成澄清透明的微乳液体系。 在 １０
ｍｉｎ 内依次向微乳液中加入 ０ ８ ｍＬ ＦＩＴＣ⁃ＡＰＴＥＳ
前驱体、１ ６ ｍＬ ＴＥＯＳ 和 ０ ９６ ｍＬ 浓氨水（２５％ ～
２７％，质量分数），于 ２４ ℃下搅拌 ２４ ｈ。 反应结束

后，用 ２００ ｍＬ 无水乙醇破坏微乳液体系，离心分

离，用无水乙醇超声洗涤 ３ 次，得到发光二氧化硅

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子。
　 　 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 发光二氧化硅纳米粒子的合

成：在一个干燥的 ２５０ ｍＬ 广口瓶中，将 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２

纳米粒子分散于 １００ ｍＬ 干燥的无水乙醇中，超声

１５ ｍｉｎ，使 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子充分分散。 在体系

中加入 １ ｍＬ ＭＰＳ，于 ３５ ℃油浴中反应 ４ ｈ。 反应

完毕后，离心分离，用无水乙醇超声洗涤 ３ 次，即得

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 纳米粒子。
　 　 功能单体 ２⁃（双羧甲基氨基） ⁃６⁃戊⁃４⁃烯酰氨基

己酸（ＮＴＡ） ［２２］的合成：在一个干净的 ２５０ ｍＬ 烧瓶

中，加入 ４ ５ ｇ Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺，抽换氮气 ３ 次

后，加入 １５０ ｍＬ 二氯甲烷，搅拌均匀后，加入 ３ ｍＬ
戊烯酸，待白色粒子分散，溶液呈澄清透明状后，加
入 ６ ９ ｇ ＥＤＣ·ＨＣｌ 和 ４ ０ ｇ ＤＭＡＰ，室温搅拌 １２
ｈ，旋转蒸发浓缩后，产物进行柱层析分离，旋转蒸

发浓缩后得到白色晶体 ４⁃戊烯酸琥珀酰亚胺酯

５ １３ ｇ，产率为 ８６ ９％。 将一定量的 ４⁃戊烯酸琥珀

酰亚胺酯溶于水中，制成质量浓度为 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ 的

溶液，用 ＮａＨＣＯ３ 调至 ｐＨ ８ 后，取 ５ ｍＬ ４⁃戊烯酸

琥珀酰亚胺酯的水溶液，加入 ２ ５ ｇ 的 Ｎ，Ｎ⁃双羧甲

基⁃Ｌ⁃赖氨酸，溶解后室温搅拌 ２ ｈ，产物进行柱层析

分离，旋转蒸发后得到 １ ５３ ｇ ２⁃（双羧甲基氨基） ⁃６⁃
戊⁃４⁃烯酰氨基己酸，产率为 ８８ ９％。
　 　 带有三羧酸基团的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃
ＮＴＡ 发光二氧化硅纳米粒子的合成：在一个干净的

５０ ｍＬ 圆底烧瓶中，加入 ３０ ｍｇ ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ
中间体、２０ ｍＬ 去离子水，超声 ３０ ｍｉｎ 分散，加入 １
ｍＬ 无水乙醇，超声 １０ ｍｉｎ，加入 ０ ２ ｍＬ ＧＭＡ、１０
ｍｇ ＮＴＡ 功能单体。 在氮气保护下搅拌加热。 当温

度升至 ８０ ℃时，用注射器慢慢加入 ０ １ ｍＬ 新配的

１０％过硫酸铵水溶液，搅拌，反应 ２４ ｈ，然后以 ８ ３００
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ｒ ／ ｍｉｎ 离心分离 １ ｍｉｎ，用乙醇超声洗涤粒子 ３ 次，
得到带有三羧酸结构的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃
ＮＴＡ 纳米粒子。 合成的反应流程如图 １ 所示。
　 　 分别配制 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 硫酸钛、氯化锆、氯化铁水

溶液，将 ０ １０ ｇ ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 纳米粒

子分别加入上述不同离子的水溶液中。 在室温下孵

育 １ ｈ 后，连接臂上的三羧酸基团可以成功地螯合金

属离子。
　 　 将纳米粒子离心分离，用超纯水洗涤 ３ 次，除去

未螯合的金属离子，真空干燥后即可得螯合不同金属

离子的发光二氧化硅纳米粒子（ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｚｒ４＋、 ＦＩＴＣ ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｚｒ４＋、
ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｆｅ３＋），并于 ４ ℃保存，
待用。

图 １　 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋发光二氧化硅纳米粒子的合成流程示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
　 ＦＩＴＣ： ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ； ＭＰＳ： ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｘｙ ｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ； ＧＭＡ： ｇｌｙｃｉｄｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ； ＮＴＡ： ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ．

１．３　 磷酸化肽段和磷酸化蛋白的预处理

　 　 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＰＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子用

于磷酸化肽段的富集。 分别称取 １ ｍｇ 牛血清白蛋

白、α⁃酪蛋白于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，加入胰蛋白酶过夜

酶解。 同时配制缓冲液 Ａ（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 水溶

液（含有 ５０％ ＡＣＮ 和 ６％ ＴＦＡ）、缓冲液 Ｂ（３０％ 乙

腈水溶液（含 ０ １％ ＴＦＡ））、缓冲液 Ｃ（８０％ 乙腈水

溶液（含 ／ ６％ ＴＦＡ））、蛋白质洗脱液（１０％ 氨水溶

液）。 先用缓冲液 Ａ 洗涤 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃
ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋粒子，洗涤 ３ 次后，将 ０ １ ｍｇ ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋粒子分散于 １ ｍＬ 缓冲液 Ａ 中。
将酶解后的蛋白质溶液（１ ｍｇ ／ ｍＬ）与缓冲液 Ｃ 按

体积比 １ ∶１ 混合，孵育 １ ｈ。 在 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋充分吸附肽段后，以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心分离 １ ｍｉｎ，弃去上清液。 用缓冲液 Ａ 和 Ｂ 分别

洗涤 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋粒子，以除去

纳米粒子上残留的非磷酸化肽段。 最后使用蛋白质

洗脱液洗脱 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 粒子

上吸附的磷酸化肽段，收集洗脱液，冷冻干燥，溶于含

２％乙腈和 ０ １％ ＴＦＡ 的水溶液中，最后进行 ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ 分析。
１．４　 分析条件

　 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ×
４ ６ ｍｍ， ５ μｍ）；柱温：２５ ℃；流动相 Ａ：水（含 ０ １％

甲酸）；流动相 Ｂ：乙腈；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 洗脱梯度

程序：０～２５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～４５％ Ｂ； ２５～３０ ｍｉｎ， ４５％ Ｂ～
７５％Ｂ； ３０～３５ ｍｉｎ， ７５％ Ｂ； ３５～４０ ｍｉｎ， ７５％ Ｂ～５％
Ｂ； ４０～５０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。 进样体积：１０ μＬ。
　 　 ＨＰＬＣ 与 ＬＴＱ⁃Ｆｌｅｅｔ 离子阱质谱联用，在正离

子模式下进行所有质谱信号的采集；喷雾电压为

４ ０ ｋＶ；鞘气流速为 ４０ Ｌ ／ ｍｉｎ；辅助气流速为 １０
Ｌ ／ ｍｉｎ；金属毛细管温度为 ３２０ ℃；归一化的碰撞能

量为 ３５％；质量扫描范围为 ｍ／ ｚ ３００～２ ０００。
１．５　 发光二氧化硅纳米粒子标记磷酸化蛋白

　 　 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 纳米粒子用

于标记磷酸化蛋白。 配制 ０ １ ｍｇ ／ ｍＬ 的 α⁃酪蛋白

和牛血清白蛋白样品进行免疫印迹电泳。 电泳所用

胶条由 １５％ （质量分数）分离胶和 ５％ （质量分数）浓
缩胶组成。 每个泳道上样 １５ μＬ， ８０ Ｖ 电压堆积 １０
ｍｉｎ 后加压至 １１０ Ｖ，约 １ ｈ 后停止电泳。 电泳完成

后，在 １００ Ｖ 电压下将胶条上的蛋白条带转移到硝

酸纤维素膜上，转膜时间约为 １ ｈ。
　 　 称取 ５ ８ ｇ Ｔｒｉｓ、２ ９ ｇ 甘氨酸、０ ３７ ｇ 十二烷基

硫酸钠（ＳＤＳ）和 １ ｍＬ Ｔｗｅｅｎ⁃２０，加入 ２００ ｍＬ 甲醇

后定容至 １ Ｌ 容量瓶中，配制得到的溶液称为 ＴＢＳＴ
溶液。 用 ＴＢＳＴ 溶液洗去硝酸纤维素膜上的转膜

液，同时将硝酸纤维素膜浸泡在含有 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子的 ＴＢＳＴ 溶液 （ ０ １
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ｍｇ ／ ｍＬ）中，常温下摇荡 ３０ ｍｉｎ，使蛋白质与纳米粒

子充分结合。 随后使用 ＴＢＳＴ 溶液浸泡硝酸纤维素

膜，摇荡 ３０ ｍｉｎ 以去除膜上未能与磷酸化蛋白结合

的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 纳米粒子。 该

过程重复 ３ 次。 洗涤结束后，将硝酸纤维素膜置于

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＧｅｌＤｏｃ ＥＺ 凝胶成像系统下扫描成像，得
到经 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 纳米粒子染

图 ３　 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ 纳米粒子的 ＴＥＭ 照片

Ｆｉｇ． ３　 ＴＥＭ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ａ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２； ｂ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ； ｃ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ．

色后的磷酸化蛋白的荧光图像。

２　 结果与讨论

２．１　 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ 纳米粒子的制备和表征

　 　 通过反相微乳液体系合成的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米

粒子具有光滑的球形外形。 本文首先优化了前驱体

中 ＦＩＴＣ 与 ＡＰＴＥＳ 的物质的量之比，制备了 ６ 种

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子。 将 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子分

别分散在无水乙醇中， 配制成质量浓度为 ０ １
ｍｇ ／ ｍＬ 的待测溶液，设定激发波长为 ４８８ ｎｍ，分别

测定其发射光谱，最大发射波长为 ５２６ ｎｍ。 测定结

果如图 ２ 所示，随着 ＡＰＴＥＳ 含量逐渐升高，ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ 纳米粒子的荧光强度也逐渐增强，当 ＦＩＴＣ：
ＡＰＴＥＳ 物质的量比例为 １ ∶２０ 时，荧光强度达到最

大值。 随后再增加 ＡＰＴＥＳ 的含量，ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳

米粒子的荧光强度反而减小。 因为当 ＦＩＴＣ 的含量

较多，而 ＡＰＴＥＳ 不足时，无法形成足够的 ＦＩＴＣ⁃
ＡＰＴＥＳ 前驱体。 在 ＴＥＯＳ 的水解过程中，游离的

ＦＩＴＣ 不能被包覆在 ＳｉＯ２ 纳米粒子中。 因此选用

ＦＩＴＣ ∶ＡＰＴＥＳ＝ １ ∶２０（物质的量）作为制备前驱体的

比例。
　 　 为了确认聚合物膜是否包裹在 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳

米粒子表面，我们对 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子进行了

元素分析。 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子的碳、氮含量均小

于 ０ ３％，氢含量为 ０ ５％，经过 ＭＰＳ 修饰后的 ＦＩＴＣ

图 ２　 以不同前驱体（ＦＩＴＣ 和 ＡＰＴＥＳ）物质的量之比
合成的发光二氧化硅 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ 纳米粒子的

荧光发射光谱图
　

Ｆｉｇ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｒａｔｉｏ
ｏｆ ＦＩＴＣ ａｎｄ ＡＰＴＥＳ

　

ＡＰＴＥＳ： ３⁃ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ．

＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 粒子的碳含量为 ０ ７６％，氮含量小于

０ ３％，氢含量为 ０ ４４％，说明有少量的 ＭＰＳ 修饰在

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子表面。 与 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒

子相比，经过表面共聚后现成的纳米粒子 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 的碳、氮含量均大幅上升，碳
含量为 ４ ９８％，氮含量为 ０ ９１％，结果说明 ＮＴＡ 基

团已经与 ＧＭＡ 共聚在纳米粒子表面。
　 　 对 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２、ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 和 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 纳米粒子分别进行透射电镜

表征。 图 ３ａ 和图 ３ｂ 分别为 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 和 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 的 ＴＥＭ 图，通过反相微乳液体系合成的

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 纳米粒子具有光滑的球形外形，粒径分

布比较均匀，ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 和 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 的平

均粒径为 ６０ ｎｍ。 图 ３ｃ 对应的是 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 纳米粒子的 ＴＥＭ 图，可以看出，
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毛雨晓，等：固定化金属离子亲和发光二氧化硅纳米粒子的制备

及其用于磷酸化蛋白免疫印迹标记

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ 粒子表面形成一层聚合物涂层

ＧＭＡ 和 ＮＴＡ 基团后，对 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ 粒子的形貌影

响很小，仍是表面光滑的球形粒子，ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 的整体粒径没有发生明显的变化，
直径仍大约为 ６０ ｎｍ。
　 　 将不同质量浓度（１０－５ ～ １ ｍｇ ／ ｍＬ）的 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 纳米粒子分散在水中，在 ３６５
ｎｍ 紫外灯照射下，不同浓度的粒子均发出绿色荧

光，荧光的强度由弱到强（见图 ４）。 各粒子的水分

散性均较好，静置 １ ｄ 后均无明显的沉降现象。

图 ４　 不同浓度 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ 在 ３６５ ｎｍ
紫外灯照射下的荧光成像

Ｆｉｇ． ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｕｎｄｅｒ ３６５ ｎｍ ＵＶ ｌａｍｐ

　

　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａ－ｆ ｗｅｒｅ １ ０×１０－５， １ ０×１０－４， １ ０×１０－３， １ ０×１０－２，
０ １ ａｎｄ １ ０ ｍｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２　 发光二氧化硅纳米粒子对磷酸化肽段和磷酸

化蛋白的特异性识别

　 　 实验选择了 ３ 种金属离子与发光二氧化硅纳米

粒子形成固定化金属离子亲和配体（ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｆｅ３＋、ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃
Ｚｒ４＋和 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ ），并分别

富集 α⁃酪蛋白酶解液中的磷酸化肽段，色谱分析结

果见图 ５。 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋可以从

α⁃酪蛋白酶解液中富集到 １０ 条磷酸化肽段（见图

５ａ）。 色谱图中的非磷酸化肽段的信号峰很低，谱
图比较干净，说明 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋

纳米粒子能够特异性地富集和识别磷酸化肽段。 如

图 ５ｂ 所示，ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｚｒ４＋ 纳米

粒子富集到 ７ 条磷酸化肽段，磷酸化肽段的色谱峰

信号较强，并且谱图也较干净，说明 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｚｒ４＋粒子的非特异性吸附较少，但
是 Ｚｒ４＋作为识别基团的纳米粒子富集后谱图的色谱

峰信号强度约为 Ｔｉ４＋的 ５０％。 如图 ５ｃ 所示，ＦＩＴＣ＠

图 ５　 不同纳米粒子富集 α⁃酪蛋白标准酶解液中的
磷酸化肽段的色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ｏｆ α⁃ｃａｓｅｉｎ

　

　 ａ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋； ｂ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｚｒ４＋； ｃ． ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｆｅ３＋ ． ∗ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ．

ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｆｅ３＋纳米粒子从 α⁃酪蛋白酶

解液中富集到了 ４ 条磷酸化肽段，表明 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｆｅ３＋ 纳米粒子富集和识别磷

酸化肽段的效果最差。 实验结果表明，ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子富集和识别磷酸化肽

段的性能最好。 表明用聚合物 ＧＭＡ 包裹 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ 纳米粒子以减少非特异性吸附肽段的实验结

果是成功的。
　 　 将 α⁃酪蛋白和 ＢＳＡ 分别在 ２ 条电泳泳道内进

行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离后，将得

到的蛋白质条带转移到硝酸纤维素膜上，用合成的

ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 纳米粒子对其进

行荧光染色。 由图 ６ 可以看出，α⁃酪蛋白被成功染

色，在荧光灯照射下发出荧光，由于 ＢＳＡ 中不含有

磷酸化蛋白，ＢＳＡ 蛋白条带的位置没有检测到荧光

信号。 而标记蛋白条带的 １００ ｋＤａ 处也是磷酸化蛋

白，也产生了荧光信号。 实验结果表明，合成的 ＦＩＴＣ
＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子能够特异性识

·９８３·
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图 ６　 经过 ＦＩＴＣ＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋标记的

α⁃酪蛋白免疫印迹电泳图
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｏｆ α⁃ｃａｓｅｉｎ

ａｆｔｅｒ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｆ ＦＩＴＣ
＠ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋

　

别磷酸化蛋白，且不会与其他种类的蛋白质发生非特

异性吸附。 合成的 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋

纳米粒子同时起到识别磷酸化蛋白和放大信号的作

用，并且其化学性质稳定，易于保存。 表明 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子可以用于 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验中代替磷酸化抗体。

３　 结论

　 　 本文成功合成了单分散球形的可以螯合金属离

子的发光二氧化硅纳米粒子 ＦＩＴＣ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋，用以富集和识别磷酸化的蛋白质。
在 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析磷酸化蛋白时，使用 ＦＩＴＣ＠
ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃ＧＭＡ ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋ 纳米粒子可以特异性荧

光标记磷酸化蛋白，产生明亮的荧光条带，而对非磷

酸化蛋白不发生标记作用。 ＦＩＴＣ ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＭＰＳ⁃
ＧＭＡ⁃ＮＴＡ⁃Ｔｉ４＋纳米粒子与磷酸化蛋白的特异性好，
荧光强度高，可以在室温下保存较长时间，因此可广

泛用于磷酸化蛋白的电泳成像。
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