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智能聚合物基材料富集磷酸化肽和糖肽的研究进展
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摘要：翻译后修饰是蛋白质组学研究的前沿和重点，它不仅调节着蛋白质的折叠、状态、活性、定位以及蛋白质间的

相互作用，也能帮助科学家更全面地了解生物体的生命过程，为疾病的预测、诊断和治疗提供更加强大的支撑和依

据。 翻译后修饰产物（例如磷酸化肽和糖肽）丰度很低，且存在着强烈的背景干扰，很难直接用质谱进行分析，因此

迫切需要开发高效的富集材料和技术来选择性富集翻译后修饰产物。 近年来，智能聚合物基材料通过外部物理、
化学或生物刺激可逆地改变其结构和功能，实现对磷酸化肽和糖肽高度可控的吸附和脱附，进而衍生开发出一系

列新颖的富集方法，极大地吸引研究者们的兴趣。 一方面，智能聚合物基材料的响应变化包括材料疏水性的增加

或减少、形状和形貌的改变、表面电荷的重新分布以及亲和配体的暴露或隐藏等特性。 这些特性使得目标物和智

能聚合物基材料之间的亲和力可以通过简单改变外部条件（如温度、ｐＨ 值、溶剂极性和生物分子等）实现更可控和

更智能的精细调节。 另一方面，智能聚合物基材料为集成功能模块提供了便捷的可扩展平台，例如特定的识别组

件，显著提高了目标物质的分离选择性。 智能聚合物基材料在分离方面展现出巨大的潜力，这为蛋白质翻译后修

饰产物的分析和研究带来了希望。 围绕上述主题，该文依据 Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 近 ２０ 年来近 ５０ 篇代表性文献，概述

了智能聚合物基材料在磷酸化肽和糖肽分离及富集中的发展方向。
关键词：蛋白质组学；富集；翻译后修饰；智能聚合物；磷酸化肽；糖肽；综述
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卿光焱： 主要从事智能生物分离材料方面的研究工作，开发了一系列生物分子响

应性聚合物材料、手性功能表面和面向翻译后修饰蛋白质组学的聚合物基富集材

料。 以第一或通讯作者在 Ｎａｔ Ｃｏｍｍ（１ 篇）， Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ（３ 篇）， Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ
（５ 篇）， Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ （２ 篇）， Ｃｈｅｍ Ｓｃｉ（２ 篇）， ＮＰＧ Ａｓｉａ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ（３
篇）， ＴｒＡＣ⁃Ｔｒｅｎｄｓ Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ（２ 篇）等国际知名权威期刊上发表 ＳＣＩ 论文 ６０
篇，其中影响因子 １０ 以上的论文 １３ 篇，参与发表论文 ３７ 篇，他引 １３００ 余次；申报

国家发明专利 １０ 项，授权 １５ 项。 主持国家自然科学基金面上项目 ３ 项、青年科学

基金项目 １ 项、科技部 ９７３ 重大研究计划三级子课题 １ 项，作为骨干成员参与 ３ 项

国家自然科学基金面上项目、德国 Ｓｏｆｊａ Ｋｏｖａｌｅｖｓｋａｊａ Ａｗａｒｄ、基金委创新团队、长
江学者创新团队项目的研究工作，并以第二完成人获得了 ２０１１ 年湖北省自然科学

一等奖。 ２０１２ 年 １２ 月被评选为湖北省楚天学者特聘教授，２０１４ 年 ７ 月获得湖北

省杰出青年基金资助。 ２０１７ 年 ４ 月入选武汉理工大学青年拔尖人才支持项目。
２０１８ 年 １ 月在中科院大连化物所生物技术部成立生物分离与界面分子机制创新特区组，担任研究组组长、特聘研

究员、博士生导师。 ２０１８ 年 １２ 月入选辽宁省“兴辽英才计划”海内外高层次人才引进集聚计划创新领军人才。
２０１９ 年 ８ 月获得国家基金委优秀青年基金资助，入选大连化物所张大煜青年学者，２０１９ 年 １１ 月入选辽宁省百千万

人才工程“千”层次。
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ｔｉｄｅｓ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｉｓ ｓｔｒａｔｅｇｙ， ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｇｒｅａｔｌｙ ａｔｔｒａｃｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ． Ｏｎ ｔｈｅ ｏｎｅ ｈａｎｄ， ｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ， ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ ｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒｇｅ， ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｒ ｈｉｄｉｎｇ
ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｌｉｇａｎｄｓ， ｅｔｃ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｃａｎ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｓｉｍｐｌｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｐＨ， ｓｏｌｖｅｎｔ ｐｏｌａｒｉｔｙ， ａｎｄ ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｉｎ
ｔｕｒｎ， ｅｎａｂｌｅ ｔｈｅ ｆｉｎｅ⁃ｔｕｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒ⁃
ｍｏｒｅ， ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｄｒｉｖｉｎｇ ｆｏｒｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ．
　 Ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｈａｎｄ， ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐａｎｄａｂｌｅ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ
ｆｏｒ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｉｌｌ
ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ， ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ． Ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｓｈｏｗ ｇｒｅａｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，
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ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＴＭｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ⁃
ｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｎｅａｒｌｙ ５０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｗｅｂ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｔｗｏ ｄｅｃａｄｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＰＴＭ）； ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒ；
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｒｅｖｉｅｗ

　 　 自从人类基因组计划完成后，基因组学、蛋白质

组学、糖组学、酶组学、代谢组学等［１－４］ 各种形式的

“组学”研究逐渐蓬勃发展起来。 蛋白质组学从整

体的角度分析生物体细胞内动态的蛋白质组成，以
及表达水平与翻译后修饰状态，进而了解蛋白质功

能与生命体活动之间的规律；其中翻译后修饰使蛋

白质的结构更为复杂，功能更为完善，调节更为精

细，作用更为专一。 蛋白质翻译后修饰是一个非常

复杂的过程，目前在真核生物中有多达 ３００ 多种的

修饰种类［５］，蛋白质的磷酸化和糖基化是最基础、
最普遍，也是最重要的翻译后修饰方式，在信号转

导、免疫应答和细胞分化等方面起着关键的调控作

用［６］。 同时肿瘤的发生、发展和转移与异常的蛋白

糖基化和磷酸化关系密切［７，８］，其具有十分重要的

生物学意义和临床应用价值。
　 　 然而，在复杂的生物样品体系中，磷酸化蛋白和

糖蛋白的含量极其微量，并且翻译后修饰动态可变

性大；此外，糖肽、磷酸化肽在质谱中离子化效率低，
存在强烈的背景干扰等问题，因而很难用质谱对其

进行直接分析，因此迫切需要对样品进行高效的分

离和富集，才能获得较高选择性和较广类型覆盖范

围的磷酸化肽和糖肽。 糖肽的富集方法主要包括凝

集素亲和色谱法［９］、肼化学法［１０］、苯硼酸亲和色谱

法［１１］、亲水色谱法［１２］ 等。 磷酸化肽的富集方法主

要有固定金属离子亲和色谱法［１３］ 和金属氧化物亲

和色谱法［１４］等，而这些传统的分离方法部分解决了

糖肽和磷酸化肽富集的难题，但是也有一些不可避

免的问题，例如基于金属离子对多磷酸化肽的结合

力过大，导致其难以洗脱和被质谱鉴定。 此外，材料

对糖肽的捕获效率不足，目前被鉴定出的糖肽大多

为唾液酸型，大量的中性糖、Ｏ⁃糖肽难以被富集和

鉴定。
　 　 智能聚合物基材料是一类新涌现的材料，基于

自身的智能属性，即其物理和化学性质（例如高分

子构象、表面形貌、浸润性、黏弹性、吸附性能等）对
温度、ｐＨ 值、溶剂、光、电场或生物分子等外界刺激，

具有灵敏、快速、显著和可逆的响应性，已被广泛应

用于纳米材料、生物、医学等多个领域［１５－１７］。 借助

聚合物链可控的构象转变及由此产生的开⁃关效应，
智能聚合物基材料在可控药物递送和释放、组织工

程等方面展现出很好的应用前景，但其在分离分析

领域的潜力还未引起人们足够的关注。 新型材料设

计理念的引入，有可能开发出对生物、医药和环境中

特殊生物分子灵敏和高效的分离技术与检测方法。
对于翻译后修饰蛋白质组学而言，更需要融入先进

的方法和技术，以显著提升富集的效率和对修饰肽

链的覆盖率，从而弥补现有富集材料在富集效率和

覆盖率方面的不足。 近年来，智能聚合物基材料在

磷酸化肽和糖肽分离及富集领域取得了一些进展

（见表 １），为此我们撰写本篇综述，总结智能材料在

该领域中的应用现状，分析其优势、问题，以迎接未

来的挑战。

１　 智能聚合物基磷酸化肽富集材料

　 　 蛋白质磷酸化是指蛋白质分子中的丝氨酸、苏
氨酸或酪氨酸残基在蛋白激酶的作用下，从三磷酸

腺苷（ＡＴＰ）分子上获取磷酸基团而发生磷酸化的

过程。 磷酸化是大自然中最广泛的翻译后修饰形

式，据统计，在哺乳动物细胞中，３０％ 以上的蛋白质

会发生不同程度的磷酸化。 同时，蛋白质磷酸化又

是一个可逆过程，在磷酸酯酶的作用下，磷酸化的氨

基酸残基又可以发生去磷酸化过程。 蛋白质磷酸化

尽管修饰形式和基团较为简单，但是却在生命活动

中扮演着极为重要的角色，例如调节大量细胞活动

如信号转导、细胞分裂、分化和代谢等［２９－３２］。 此外，
在病理意义上，异常磷酸化更是与许多人类疾病密

切相关，如阿尔茨海默病（ＡＤ） ［３３］ 和癌症。 阿尔茨

海默病的病理特征之一就是因微管结合蛋白 Ｔａｕ
的异常蛋白质磷酸化所产生的神经原纤维缠结，尤
其在多点磷酸化微管蛋白结合区域，可以累积成不

溶性配对螺旋细丝，产生许多神经原纤维缠结。 然

而，值得注意的是磷酸化肽的天然丰度很低，离子化
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表 １　 用于富集翻译后修饰产物的代表性智能聚合物基材料
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＰＴＭ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
Ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｙｐｅ Ｔａｒｇｅｔ Ｒｅａｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ Ｓｔｉｍｕｌｕｓ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅ Ｒｅｆ．

ＰＮＩＰＡＭ⁃ｃｏ⁃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ＨｅＬａ Ｓ３ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｐＨ ／ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ［１８］
ＡＴＢＡ０．２＠ ＳｉＯ２ ｓｏｌｖｅｎｔ ｐｏｌａｒｉｔｙ
ＰＮＩＰＡＭ⁃ｃｏ⁃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｐＨ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ［１９］
ＡＴＢＡ０．２＠ ＳｉＯ２ ｓｉａｌｙｌａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
Ｆｅ３Ｏ４ ／ ＰＤＡ ／ ＰＡＭＡ⁃Ａｒｇ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｌｙｓａｔｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｐｏｌａｒｉｔｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ［２０］
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＧＭＡ⁃ｇｕａｎｉｄｙｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｐｏｌａｒｉｔｙ － ［２１］

ｎｏｎｆａｔ ｍｉｌｋ
ＴＭＩＰｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ － ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ ［２２］

ｃａｖｉｔｉｅｓ
Ｐｏｌｙ⁃（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ｈｙｄｒａｚｉｄｅ） ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｌｙｓａｔｅ ｐＨ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ ［２３］
ＰＮＩＰＡＭ⁃ＴＰ ｐｏｌｙｍｅｒ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ ［２４］
ｂ⁃ＰＭＭＡ ｓｐｈｅｒｅｓ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｐＨ ／ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ ［２５］
Ｐｏｌｙ（Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ）＠ ＳｉＯ２ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｐＨ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ［２６，２７］
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＡＨ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ － ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ ［２８］

ｐａｔｉｅｎｔ ｓｅｒｕｍ
　 ＰＮＩＰＡＭ： ｐｏｌｙ（Ｎ⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ⁃ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）； ＡＴＢＡ： ４⁃（３⁃ａｃｒｙｌｏｙｌ⁃ｔｈｉｏｕｒｅｉｄｏ） ⁃ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ； ＰＤＡ： ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ； ＰＡＭＡ： ｐｏｌｙ（２⁃ａｍｉ⁃
ｎｏｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）； ＰＧＭＡ： ｐｏｌｙ（ｇｌｙｃｉｄｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）； ＴＭＩＰｓ： ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｓ；
ＡＡ： ａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ； ＴＰ： ｔｒｉａｒｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎｅ； ｂ： ｂｏｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ⁃ｂｅａｒｉｎｇ； ＰＭＭＡ： ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ； Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ： ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｇｌｕｔａｍｉｃ；
ＰＭＡＨ： ｐｏｌｙ（ｍｅｔｈａｃｒｙｌｉｃ ｈｙｄｒａｚｉｄｅ）； －： ｎｏ ｄａｔａ．

效率也较低，同时样品中还存在着大量具有强烈背

景干扰的高丰度非修饰肽段［３４，３５］。 因此，在进行质

谱分析前，首要任务是从复杂的生物样品中高效专

一地选择性富集目标分析物，提高质谱分析样品中

磷酸化肽的浓度，并消除样品基质中非修饰肽、盐等

各类干扰成分。
　 　 多位点磷酸化是细胞中最重要且常见的修饰方

式。 然而由于富集材料的限制，从复杂的生物样品

中捕获低丰度多磷酸化肽的难度很大，因此对于多

磷酸化肽的研究远远落后于单磷酸化肽。 这主要是

因为基于多重金属螯合的主流方法成倍地增加了基

质金属与多磷酸化肽的亲和力，然而这种螯合作用

过于强烈，不易调控，使得结合的多磷酸化肽难以从

材料表面解离下来。 除了洗脱难题，大多数富集材

料对酸性干扰肽也存在严重的非特异性吸附，大大

降低了材料的富集选择性。 Ｑｉｎｇ 等［１８］ 针对上述多

磷酸化肽的选择性富集难题设计了一种基于氢键的

智能共聚物。 该共聚物包含一个高效的磷酸识别单

体⁃对羧基苯基硫脲（ＡＴＢＡ），以及一个柔性聚 Ｎ⁃异
丙基丙烯酰胺（ＰＮＩＰＡＭ）网络，他们将该聚合物与

多孔硅胶基质进行复合，制备了一种新型的多磷酸

化肽富集材料。 该材料的特点包括材料与磷酸化肽

通过动态可逆的多重氢键进行结合；对多磷酸化肽

高度可控的吸附行为可以通过溶剂极性、ｐＨ 和温度

等环境参数进行动态调控；对磷酸化肽具有超高的

吸附容量和富集回收率；对稀有的酪氨酸磷酸化肽

展现出独特的亲和力。 正是基于上述特点，该材料

成功地从人宫颈癌细胞裂解液中富集得到了 １ ２５７
条磷酸化肽（其中 ７１％ 为多磷酸化肽），并且通过质

谱鉴定发现了大量之前从未被报道的磷酸化新位

点。 在这些新位点中，稀有的苏氨酸和酪氨酸磷酸

化位点的比例明显提高。 智能聚合物基材料这一优

异的富集效果，揭示了其在多磷酸化肽富集中的独

特优势，为丰富和推进磷酸化蛋白组学研究提供了

一种新型、强有力的富集工具。
　 　 基于相似的策略，Ｌｕ 等［１９］ 进一步开发了对磷

酸化肽和唾液酸糖肽具有同步富集能力的智能聚合

物基材料。 他们发现对羧基苯基硫脲功能单体既可

以通过氢键作用实现对磷酸化位点的精确识别，也
可以选择性地结合唾液酸。 聚合物链初始时处于紧

缩的状态，在结合多磷酸化肽或唾液酸糖肽之后发

生了从紧缩向完全舒张的转变，显著提升了对磷酸

化肽和唾液酸糖肽这些肽链的吸附（见图 １）。 进一

步提高溶液的酸性后，强质子的环境破坏了硫脲单

元与磷酸化位点或唾液酸化位点之间的氢键作用，
使得捕获的多磷酸化肽、唾液酸糖肽又从材料表面

解离下来。 该智能共聚物具有很高的唾液酸糖肽吸

附容量（３７０ ｍｇ ／ ｇ）和高回收率，以及高的富集选择

性，可以从 ５０ μｇ 人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ 细胞裂解液

中富集得到糖肽和磷酸化肽的占比为 ７９％，从 ６３１
个磷酸化肽中产生 ７２１ 个独特的磷酸化位点，从
１２０ 个糖肽中产生 １２５ 个独特的糖基化位点，这将
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图 １　 智能聚合物基材料对多磷酸化肽和唾液酸型糖肽的可控吸附和脱附行为［１９］

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
ｔｏｗａｒｄ ｂｏｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｓｉａｌｙｌａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ［１９］

Ｍａｎ： ｍａｎｎｏｓｅ； ＧｌｃＮＡｃ： Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ； Ｇａｌ： ｇａｌａｃｔｏｓｅ； Ｎｅｕ５Ａｃ： Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ ａｃｉｄ．

为翻译后修饰富集材料的开发开辟出一条新途径。
　 　 表面引发原子转移自由基聚合技术由于接枝密

度高、聚合物链长度可控等优势，被广泛用于在不同

的基底接枝不同的聚合物。 Ｑｉｎ 等［３６］ 利用这种技

术开发了一种新型的毛细管柱，并成功地将其与

ＬＣ⁃ＭＳ 系统联合，应用于自动在线磷酸化肽的富集

和鉴定。 这种聚合技术开发的新型毛细管柱从

ＨｅｐＧ２ 细胞裂解液中鉴定出 ４７５ 条磷酸化肽以及

６６２ 个磷酸化位点，远高于利用 ＴｉＯ２ 在线富集的 ３９
条磷酸化肽。 更重要的是，这种聚合技术可以与各

种功能化单体有效兼容，并且不需要严苛的实验条

件，这为富集材料的开发提供了一种新思路。
　 　 ２０１８ 年，Ｌｕｏ 等［２０］通过原子转移自由基聚合技

术合成 Ｆｅ３Ｏ４ ／聚多巴胺 ／聚（２⁃氨基乙基甲基丙烯

酸酯盐酸盐） ⁃精氨酸（Ｆｅ３Ｏ４ ／ ＰＤＡ ／ ＰＡＭＡ⁃Ａｒｇ）纳

米复合微球。 核心的 ＰＡＭＡ⁃Ａｒｇ 聚合物刷代替了

传统的金属离子螯合体系，有效避免了材料在上样

和洗脱过程中金属离子的流失。 同时聚合物刷舒展

的三维空间结构，显著促进了精氨酸胍基与磷酸化

肽间的相互作用，实现了对磷酸化肽的高效富集。
此外，Ｆｅ３Ｏ４ 良好的磁性能简化了分离过程，避免了

烦琐的离心操作，有助于磷酸化肽活性的保持。 通

过简单的缓冲梯度调节，纳米微球可以实现对单、多
磷酸化肽的选择性富集。 此材料不仅可以从标准蛋

白质混合物、脱脂牛奶和大鼠脑脊液中选择性富集

磷酸化肽，还可以从模型蛋白质混合物、脱脂牛奶和

蛋清中特异性捕获磷酸化蛋白质。 该研究工作进一

步表明，借助多重氢键相互作用，结合聚合物链上丰

富的结合位点，可以实现对磷酸化肽的选择性富集。
由于该 Ｆｅ３Ｏ４ ／ ＰＤＡ ／ ＰＡＭＡ⁃Ａｒｇ 纳米复合微球材料

特异性不高，因此为了增强材料对目标磷酸化肽富

集的特异性，Ｘｉｏｎｇ 等［２１］ 制备了一种新的亲和材

料，在聚甲基丙烯酸缩水甘油酯（ＰＧＭＡ）修饰的

Ｆｅ３Ｏ４ 微球上引入胍基，通过简单调节上样溶液成

分，可以对全部磷酸化肽或仅对多磷酸化肽具有选择

性富集能力。 该复合材料吸附容量大（２００ ｍｇ ／ ｇ），
检测 灵 敏 度 高 （ ０ ５ ｆｍｏｌ ）， 富 集 回 收 率 高

（９１ ３０％），特异性强，有利于低丰度磷酸化肽的检

测和鉴定。 这种材料可以通过简单的调节溶剂梯度

选择性富集单、多磷酸化肽，为开发新型的富集材料

提供了新思路。
　 　 分子印迹聚合物（ＭＩＰｓ）因其稳定性高、制备简

单、可特异性识别、可重复使用等优势被越来越多地

用作富集材料。 Ｅｍｇｅｎｂｒｏｉｃｈ 等［３７］ 采用表位印迹

法设计了一种针对酪氨酸磷酸化肽的选择性印迹聚

合物受体，对酪氨酸磷酸化位点表现出良好的亲和

力，明显更易识别酪氨酸磷酸化肽而非丝氨酸磷酸

化肽。 与抗体进一步对比，印迹聚合物能够捕获酪

氨酸磷酸化肽远多于非磷酸化肽和丝氨酸磷酸化

肽。 Ｓｔｅｆａｎ 等［３８］利用尿素单体与模板分子 Ｆｍｏｃ⁃
ｐＴｙｒＯＥｔ，以物质的量比为 ２ ∶１ 的条件，制备了一种

非印迹聚合物（ＮＩＰ），该聚合物与印迹聚合物完全

相同，但省略了模板。 该聚合物每个尿素基团都能

与磷酸根离子产生氢键，从而与 ｐＴｙｒ 侧链的结合位

点紧密连接，结果显示该聚合物对相对分子质量较

低的酪氨酸磷酸化肽表现出很强的亲和力。
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　 　 在此基础上，Ｘｉａ 和 Ｙａｎｇ［２２］ 采用表位印迹

法［３９］合成了一种温敏性分子印迹聚合物（ＴＭＩＰｓ），
其制备过程见图 ２。 由于采用了苯基磷酸作为模

板，所制备的 ＴＭＩＰｓ 对靶标的酪氨酸磷酸化肽具有

较强的识别能力和选择性。 当温度为 ２８ ℃时，聚合

物空腔尺寸正好匹配苯基磷酸位点，ＴＭＩＰｓ 对混合

肽样品中的酪氨酸磷酸化肽展现出选择性吸附行

为，而对非修饰肽段或者丝氨酸、苏氨酸磷酸化肽的

吸附能力很弱。 当温度提升至 ２８ ℃以上时，聚合物

发生明显收缩，导致印迹空腔尺寸显著降低，从而将

捕获的酪氨酸磷酸化肽释放出来，便于质谱鉴定。
经过 ４ 次再结合循环后，材料仍保持对酪氨酸磷酸

化肽 ７８ ９％ 的吸附效率。 该材料同时兼顾了分子

印迹聚合物优异的靶向性，以及温敏型聚合物的温

度响应性，为开发其他类型的翻译后修饰富集材料

提供了有益的启示。

图 ２　 温敏型分子印迹聚合物的合成和工作模式图［２２］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｒｍｏ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｐｏｌｙｍｅｒ ａｎｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ［２２］

　 Ｒｅｄ， ｇｒｅｅｎ， ｙｅｌｌｏｗ， ａｎｄ ｂｌｕｅ ｂａｌｌｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｙｒｏｓｉｎｅ， ｓｅｒｉｎｅ， ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ， ａｎｄ ｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ． ＰＰＡ： ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃ ａｃｉｄ； ＮＩＰＡｍ： Ｎ⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ＭＢＡ： Ｎ，Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ＬＣＳＴ： ｌｏｗｅｒ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ； Ｔ： ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．

２　 智能聚合物基糖肽富集材料

　 　 蛋白糖基化与受体激活、信号转导、凝血、免疫

反应、细胞死亡和发育等多种生物学活动密切相关，
是最复杂、最关键的蛋白质翻译后修饰之一。 糖蛋

白组学因其在生命科学和医学上的重要意义，受到

越来越多的关注［４０］。 充分的证据表明，癌症等重大

疾病的发生与蛋白糖基异常相关，目前临床上使用

的肿瘤生物标志物大多是糖蛋白［４１］。 传统的糖肽

富集材料大部分是基于单分子层的材料，它们与糖

肽之间的亲和力受到其接枝密度极大的限制，因此

将糖肽富集材料从二维的单层扩展到三维的聚合物

将有助于特异性富集能力的大幅提升。
　 　 ２０１５ 年，Ｑｉａｎ 等［２３］ 制备了一种基于智能聚合

物的糖肽富集材料。 在弱酸性条件下，这种 ｐＨ 敏

感型的聚丙烯酸⁃ｃｏ⁃酰肼能够在水中溶解分散，与
蛋白质或肽段发生充分接触，均相的作用环境促进

了材料对痕量糖肽的捕获（见图 ３ａ）。 在溶液的 ｐＨ
值降至 ２ ０ 的条件下，该聚合物迅速自组装成多个

大颗粒团聚体，并从溶液中析出，借助快速固液分

离，实现了目标糖肽与干扰物的有效脱离。 聚合物

从均质到非均质状态的快速转化，在 １ ｈ 内达到
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图 ３　 聚丙烯酸⁃ｃｏ⁃酰肼材料与常规非均相材料对糖肽以及糖蛋白富集模式的对比图［２３］

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｌｙ
（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ｈｙｄｒａｚｉｄｅ） ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ［２３］

　 ａ． ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｌｙ（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ｈｙｄｒａｚｉｄｅ） ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ［２３］ ； ｂ．
ｋｉｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｌｙ（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ｈｙｄｒａｚｉｄｅ） ｏｒ ｓｏｌｉｄ ／ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ａｇａｒｏｓｅ ｂｅａｄｓ［２３］ ； ｃ． ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ （ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ） ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏ⁃
ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ａｓｉａｌｏｆｅｔｕｉｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［２３］ ．

９５％的转化率，比使用传统固体 ／不溶性琼脂糖珠的

转化率快了 ８ 倍（见图 ３ｂ）。 这种 ｐＨ 敏感型的富

集材料从小鼠大脑裂解液中共富集出了 ４５８ 个 Ｎ⁃
糖蛋白以及 １ ３１７ 个 Ｎ⁃连接糖肽，进一步验证了该

材料在富集实际样品中糖蛋白和糖肽的可行性。 此

外，与 ３ 种主流富集材料相比，聚丙烯酸⁃酰肼材料

对富集到的唾液酸化糖肽表现出更强的信号敏感性

（见图 ３ｃ）。
　 　 ２０１７ 年，Ｑｉａｎ 等［２４］ 还设计了一种聚异丙基丙

烯酰胺温敏型聚合物，同时偶联了三苯基膦试剂

（见图 ４ａ），用于从复杂生物样品中捕获叠氮标记的

Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 糖蛋白。 该聚合物在水中溶解性良好，
界面传质阻力低，空间位阻小，有利于均相反应的发

生。 该聚合物通过 Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ 反应促进负载的三

苯基膦与叠氮标记的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 蛋白之间实现偶联

（见图 ４ｂ）。 同时，可以通过调节溶液温度，使得聚

合物从溶解状态到完全析出，实现从溶液中快速回

收聚合物与 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 蛋白偶联产物。 利用这种新

型的固定化三芳基膦试剂，研究人员从 ＨｅＬａ 细胞

裂解液中通过质谱鉴定到超过 １ ７００ 个潜在的 Ｏ⁃
ＧｌｃＮＡｃ 型糖蛋白。
　 　 借助苯基硼酸（ＰＢＡ）与含有顺式二醇化合物

之间存在的可逆硼二酯键，ＰＢＡ 材料被广泛用于碱

性缓冲液中富集糖肽。 ２０１４ 年，Ｌｉ 等［４１］ 研制了一

种聚 ＰＢＡ 修饰的硅胶材料，基于其选择性和疏水相

下的亲水作用，实现了对糖肽的高选择性结合。 然

而传统的单层 ＰＢＡ 材料不可避免地会遇到负载效

率低、孵育时间长、选择性差等问题。 Ｇａｏ 等［２５］ 通

过模板共价固定和表面印迹，开发了温敏型分子印

迹聚合物微球，用于选择性分离卵清糖蛋白（ＯＢ）。
首先合成了聚甲基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ） ⁃ｃｏ⁃ＰＢＡ 纳

米微球，然后通过 ＰＢＡ 与糖可逆的共价键，将模板
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图 ４　 基于可溶性和热敏性 ＰＮＩＰＡＭ⁃三芳基膦均相富集 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 蛋白的策略［２４］

Ｆｉｇ． ４　 Ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｈｏｍｏｇｅｎｏｕｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈｌｙ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ
ｔｈｅｒｍｏ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＰＮＩＰＡＭ⁃ｔｒｉａｒｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎｅ［２４］

　 ａ． ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＰＮＩＰＡＭ⁃ｔｒｉａｒｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎｅ［２４］ ； ｂ． ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ
ｔｈｅｒｍｏ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＰＮＩＰＡＭ⁃ｔｒｉａｒｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎｅ［２４］ ．

图 ５　 用于选择性分离卵清糖蛋白的温敏型聚合物修饰的分子印迹核壳纳米微球的制备示意图［２５］

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｃｏｒｅ⁃ｓｈｅｌｌ ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅｒｍｏ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒ ｆｏｒ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ （ＯＢ） ［２５］

　 ＭＭＡ： ｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ； ｐ⁃ＶＰＢＡ： ４⁃ｖｉｎｙｌｐｈｅｎｙｌｂｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ； ＫＰＳ： ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ； ＳＤＳ： ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ； ＮＩＰＡＡｍ：
Ｎ⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ＡＡｍ： ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ＭＢＡ： Ｎ，Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ＴＥＭＥＤ： Ｎ，Ｎ，Ｎ，Ｎ⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ．

分子 ＯＢ 固定在微球表面上。 随后引发 ＮＩＰＡＡｍ
和丙烯酰胺在纳米微球表面的聚合，形成均匀的聚

合物涂层。 在去除 ＯＢ 模板后，得到分子印迹纳米微

球（见图 ５）。 利用 ＰＢＡ 与 ＯＢ 结合时的 ｐＨ 依赖性，
该材料对 ＯＢ 具有高度可控的吸附、脱附行为和良好

的选择性识别能力，被成功地应用于选择性分离来自
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蛋清样品中的 ＯＢ。 值得指出的是，该印迹纳米球在

２０ ｍｉｎ 内达到饱和吸附，表明吸附速率快。
　 　 糖肽富集的基础是材料对靶标糖链的特异性捕

获和灵敏响应。 在糖响应聚合物的构筑方面，Ｑｉｎｇ
和 Ｓｕｎ 等［４２］在 ２０１１ 年设计了一种包括识别单元、
介导单元和柔性聚合物主链 ＰＮＩＰＡＭ 的三组分共

聚物聚（Ｎ⁃异丙基丙烯酰胺） ⁃甲基酯化⁃天门冬氨

酸⁃苯丙氨酸二肽⁃双（三氟甲基）改性苯硫脲（ＰＮＩ⁃
ＰＡＭ⁃β⁃ＭＡＰ⁃ｄｉ⁃ＴＦＰ）薄膜。 初始时，共聚物由于识

别单元 ＭＡＰ 和介导单元 ＴＦＰ 之间的氢键相互作

用，使得聚合物链收缩卷曲，薄膜处于超疏水的状

态。 当聚合物薄膜浸泡在单糖溶液中时，来苏糖分

子通过多重氢键作用结合 ＭＡＰ 识别单元，导致共

聚物氢键网格的破坏，聚合物链发生了从紧缩向完

全舒张的转变，伴随着薄膜从超疏水向超亲水的剧

烈变化，从而实现了对来苏糖的灵敏响应和检测。
采用类似的策略，该研究组设计了一种在聚乙烯基

亚胺（ＰＥＩ）修饰甲基酯化二肽（Ｄ⁃Ａｓｐ⁃Ｄ⁃Ｐｈｅ， ＤＦ）
的智能聚合物基材料薄膜（ＰＥＩ⁃ｇ⁃Ｄ⁃ＤＦ） ［４３］。 该聚

合物膜由 Ｌ⁃核糖溶液处理后，变得更加柔软；而与

Ｄ⁃核糖溶液作用后，变得更加坚硬，这一手性效应

为测定 Ｌ ／ Ｄ⁃核糖的对映体纯度，提供了一种全新方

法，在此基础上开发出的手性色谱柱实现了对脱氧

核糖对映异构体的手性分离，以及对多种单糖、二糖

和寡糖的高效分离。 这些研究工作表明糖响应型

聚合物在糖分离，糖肽富集等领域具有良好的应用

前景。
　 　 ２０１６ 年，Ｑｉｎｇ 等［２６］ 建立了一种基于亲水指数

的二肽序列筛选策略，从 ５４ 种二肽中筛选出 ３ 种最

优的二肽序列（见图 ６ａ）。 优化得到的聚合物材料

聚（Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ）＠ ＳｉＯ２ 在糖肽富集方面表现出优异的

性能，可以从 １ ∶１ ０００ 倍胎球蛋白与牛血清白蛋白

酶解液的混合液中，富集鉴定到 ３３ 个糖肽信号，对
ＨｅＬａ 细胞裂解液中糖肽的富集选择性达到 ７０％。
同时，该二肽聚合物材料对不同组成、不同聚合度甚

至不同连接异构体的寡糖、糖链均表现出高效的色

谱分离。 材料将对糖肽的高选择性富集与对糖链结

构的精细区分融为一体，代表了新一代糖肽分离材

料发展的方向。
　 　 随后，该研究组受到糖⁃糖相互作用的生物启

发，将阿洛糖引入到聚丙烯酰胺链中，制备了一种糖

响应型的聚合物材料［２７］。 在 ｐＨ 为 ４ 的弱酸性条件

下，阿洛糖识别受体可以选择性地结合唾液酸（见

图 ６　 聚合物材料的筛选及其对糖肽的富集［２６，２７］

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ［２６，２７］

　 ａ． ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｅ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｉｓｏｍｅｒｓ ｂｙ Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ ｄｉｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ ｂａｓｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｏｒｔｈｏｇｏ⁃
ｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［２６］ ； ｂ． ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍ⁃
ｉｄｅ⁃ｇ⁃ａｌｌｏｓｅ０ １０ ｗｉｔｈ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ⁃
ｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［２７］ ； ｃ． ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｒａｆｔｉｎｇ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｌｏｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｅｒ ｆｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ａ ｓｉａｌｙｌａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ［２７］ ．

图 ６ｂ）；然而阿洛糖单元在聚合物中的比例至关重

要，接枝比例低时，材料对唾液酸糖肽的吸附能力较

弱；而接枝比例过高时，聚合物链又会因为链内的氢

键相互作用，处于紧缩卷曲的状态。 当阿洛糖引到

聚丙烯酰胺链的接枝率为 ０ １０ 时（见图 ６ｃ），聚合物

对唾液酸糖肽表现出最佳的吸附容量（２２０ ｍｇ ／ ｇ）和
较好的富集能力，可以从 １ ∶５００ 倍胎球蛋白与牛血

清白蛋白酶解液混合液中，富集鉴定到 １５ 个糖肽信
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号，同时从 ＨｅＬａ 细胞裂解液中鉴定得到 １８０ 个唾

液酸糖基化位点。 此外，该聚合物薄膜体现出明显

的疏水性（水接触角大约 ８０°），改变了人们对传统

富集材料的认识，它们通常具有很高的亲水性（水
接触角大约 １５°）。 基于类似的设计思想，Ｌｉ 等［４４］

还开发了其他基于乳糖的聚合物材料，用于唾液酸

糖肽富集。
　 　 ２０１７ 年，Ｑｉｎｇ 等［４５］ 将研究从糖链末端的唾液

酸扩展至糖链片段，设计的基于 Ｌ⁃Ａｓｐ⁃Ｌ⁃Ｐｈｅ 的二

肽能够对唾液酸、Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖（ＧｌｃＮＡｃ）、半
乳糖（Ｇａｌ）和甘露糖（Ｍａｎ）产生强烈且有差异性的

结合，正好契合 Ｎｅｕ５Ａｃ⁃Ｇａｌ⁃ＧｌｃＮＡｃ⁃Ｍａｎ 序列的

唾液复合体型聚糖。 石英晶体微天平吸附实验表

明，Ｌ⁃Ａｓｐ⁃Ｌ⁃Ｐｈｅ 二肽接枝的聚乙烯亚胺薄膜，对模

型的唾液酸三糖具有显著的吸附行为，能够清晰地

区分它们的连接异构体。 这些特性有助于利用

ＰＥＩ⁃ｇ⁃Ｌ⁃Ａｓｐ⁃Ｌ⁃Ｐｈｅ 修饰的 ｍＳｉＯ２ ＠ ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４

核⁃壳结构微球，从复杂的蛋白酶解液中选择性捕获

到唾液酸糖肽。 该研究将有力推动糖链靶向型分离

材料的开发，为糖链特异性生物材料的开发指明了

方向。 Ｌｉｕ 等［２８］用己二酸二肼对 Ｆｅ３Ｏ４＠ 聚甲基丙

烯酸（Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＡＡ）表面进行改性，得到一种肼

功能化的核⁃壳结构磁性微球 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＡＨ。 材料

表面丰富的肼基实现了对糖肽的高选择性捕获，
Ｆｅ３Ｏ４ 核心优异的磁性便于实现大规模、高通量和

自动化的样品处理。 此外，亲水性聚合物表面可以

降低肽链的非特异性吸附。 与商用化肼树脂富集材

料相比，Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＡＨ 的富集得到糖肽的信噪比

提高了 ５ 倍以上。 该纳米材料在对结直肠癌患者血

清 Ｎ⁃连接糖蛋白的表征中，鉴定出 １７５ 条糖肽和 １８１
个糖基化位点，以及 ６３ 个不同的糖蛋白位点，富集糖

肽和相应糖蛋白的选择性分别为 ６９ ６％和 ８０ ９％。
　 　 多孔聚合物材料同样也被广泛应用于生物分

离，然而传统的均质多孔聚合物材料不能有效地从

复杂样品中分离出特定的低丰度生物分子。 ２０１５
年，Ｊｉｎ 等［４６］提出了一种简便的无模板合成中孔酚

醛聚合物的方法，合成的聚合物具有较高的 ＢＥＴ 比

表面积（５４８ ｍ２ ／ ｇ）和中孔尺寸（１３ ｎｍ），并显示出

优异的糖肽类捕获性能。 用 ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 进行

３ 次平行实验后，能够成功地鉴定出 １６９ 个独特的

糖肽和 ９２ 个糖蛋白，展现了中孔聚合物在高选择性

糖肽富集方面的潜在应用。 ２０１８ 年，Ｓｏｎｇ 等［４７］ 报

道了通过乳液界面聚合法制备具有大小可调的异质

结构纳米孔的颗粒，用于实现复杂生物样品中低丰

度糖肽的分离。 纳米孔内的异质结构表面，允许生

物分子依赖于溶剂的局部吸附到亲水或疏水区域；
在疏水区域去除高丰度疏水蛋白和非修饰肽后，通
过低极性溶剂中纳米孔的亲水区域，可以有效地富

集到低丰度亲水型糖肽。 这些具有异质结构纳米孔

的颗粒有望用于核酸、糖类和蛋白质的分离及下游

的临床诊断。

３　 结论

　 　 智能聚合物基材料能够动态响应外界的各种物

理和化学刺激，发生剧烈的构象变化，从而引起表界

面物理化学性质的大幅转变，这为生物分离分析提

供了一个额外的驱动力，能够大幅提升生物分离分

析方法的灵敏性、选择性和响应速率。 基于翻译后

修饰蛋白组的富集材料的开发，智能聚合物基材料，
特别是生物分子敏感型聚合物，能够有效解决材料

富集选择性不足、吸附效率低、难以洗脱等难题，有
望实现更广泛的应用，是翻译后修饰蛋白富集和蛋

白前处理的理想材料。
　 　 然而一些难题和挑战有待解决：第一，目前智能

聚合物基材料大多面向模型蛋白体系，包括混合有

牛血清白蛋白的复杂样品、细胞裂解液，甚至血液

等，这些样品与人体实际样本在复杂性上还有很大

的差异性。 智能聚合物基材料在复杂人体环境中的

工作能力还有待观察和体验，这需要分析化学家与

医学临床科研人员更加紧密地合作，让分析方法更

加贴近实际需求。 第二，分离分析方法对数据的重

现性提出了很高要求，对于同一样本的不同批次处

理，数据集之间应具有很高的重叠性。 为此智能聚

合物基材料需要着力提升材料的可逆性，实现材料

高质量的可重复利用，为测量数据的可重复性提供

有力保障。 第三，智能材料应大力扩展应用范围，将
研究重心从磷酸化肽、唾液酸糖肽，逐渐扩展至其他

翻译后修饰类型，例如 Ｏ⁃连接型糖肽、中性糖糖肽、
甲基化肽、乙酰化肽、泛素化肽等，可以预测智能聚

合物基材料将在翻译后修饰蛋白质组学中获得更为

广阔和深入的应用。

参考文献：

［１］ 　 Ｐａｎｄｅｙ Ａ， Ｍａｎｎ Ｍ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０００， ４０５（６７８８）： ８３７
［２］ 　 Ｒｏｂｉｎｓｏｎ Ｊ Ｔ， Ｔｈｏｒｖａｌｄｓｄóｔｔｉ Ｈ， Ｗｉｎｃｋｌｅｒ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｂｉｏ⁃

ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１１， ２９（１）： ２４
［３］ 　 Ｈａｒｔ Ｇ Ｗ， Ｃｏｐｅｌａｎｄ Ｒ Ｊ． Ｃｅｌｌ， ２０１０， １４３（５）： ６７２

·４２·



　 第 １ 期 郑鑫彤，等：智能聚合物基材料富集磷酸化肽和糖肽的研究进展

［４］ 　 Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ Ｊ Ｋ， Ｌｉｎｄｏｎ Ｊ Ｃ． Ｎａｔｕｒｅ， ２００８， ４５５（７２１６）： １０５４
［５］ 　 Ｍａｎｎ Ｍ， Ｊｅｎｓｅｎ Ｏ Ｎ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２００３， ２１（３）： ２５５
［６］ 　 Ｐａｗｓｏｎ Ｔ， Ｓｃｏｔｔ Ｊ Ｄ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ， ２００５， ３０（６）：

２８６
［７］ 　 Ｈａｋｏｍｏｒｉ Ｓ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， １９９６， ５６（２３）： ５３０９
［８］ 　 Ｈｕｂｂａｒｄ Ｍ Ｊ， Ｃｏｈｅｎ Ｐ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ， １９９３， １８（５）：

１７２
［９］ 　 Ｖｏｓｓｅｌｌｅｒ Ｋ， Ｔｒｉｎｉｄａｄ Ｊ Ｃ， Ｃｈａｌｋｌｅｙ Ｒ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏ⁃

ｔｅｏｍｉｃｓ， ２００６， ５（５）： ９２３
［１０］　 Ｃａｏ Ｊ， Ｓｈｅｎ Ｃ Ｐ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ， ２００９， ８：

６６２
［１１］　 Ｓｉｎｇｈａｌ Ｒ Ｐ， Ｄｅｓｉｌｖａ Ｓ Ｓ Ｍ． Ａｄｖ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ， １９９２， ３１：

２９３
［１２］　 Ｈｅｍｓｔｒｏｍ Ｐ， Ｉｒｇｕｍ Ｋ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２００６， ２９（１２）： １７８４
［１３］　 Ｓｅｒｐａ Ｇ， Ａｕｇｕｓｔｏ Ｅ Ｆ Ｐ， Ｔａｍａｓｈｉｒｏ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａ⁃

ｔｏｇｒ Ｂ， ２００５， ８１６（１ ／ ２）： ２５９
［１４］　 Ｌｅｉｔｎｅｒ Ａ． ＴｒＡＣ⁃Ｔｒｅｎｄｓ Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１０， ２９（２）： １７７
［１５］　 Ｇａｌａｅｖ Ｉ Ｙ， Ｍａｔｔｉａｓｓｏｎ Ｂ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， １９９９， １７

（８）： ３３５
［１６］　 Ｊｏｃｈｕｍ Ｆ Ｄ， Ｔｈｅａｔｏ Ｐ． Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｒｅｖ， ２０１３， ４２ （ １７）：

７４６８
［１７］　 Ｃｈｅｎ Ｈ， Ｑｉ Ｂ， Ｍｏｏｒｅ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｌｌ， ２０１４， １０（１）： １６０
［１８］　 Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， Ｌｕ Ｑ， Ｌｉ Ｘ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１７， ８（１）：

４６１
［１９］　 Ｌｕ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｃ， Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０２０， ９２（９）：

６２６９
［２０］　 Ｌｕｏ Ｂ， Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｊｉａｎｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｍａｔｅｒ Ｃｈｅｍ Ｂ， ２０１８， ６

（２３）： ３９６９
［２１］　 Ｘｉｏｎｇ Ｚ Ｃ， Ｃｈｅｎ Ｙ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ

Ｉｎｔｅｒ， ２０１４， ６（２４）， ２２７４３
［２２］　 Ｘｉａ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｘ Ｑ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２０１６， ３９（２）： ４１９
［２３］　 Ｂａｉ Ｈ Ｈ， Ｆａｎ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍ Ｓｃｉ， ２０１５， ６（７）：

４２３４
［２４］　 Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｊ， Ｌｉｕ Ｔ， Ｄｏｎｇ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１７， ８９

（１１）： ５８１０
［２５］　 Ｇａｏ Ｆ Ｘ， Ｍａ Ｘ Ｔ， Ｈｅ Ｘ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｌｌｏｉｄ Ｓｕｒｆａｃｅ Ａ， ２０１３，

４３３（２０）： １９１
［２６］　 Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， Ｌｉ Ｘ Ｌ， Ｘｉｏｎｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ，

２０１６， ８（３４）： ２２０８４

［２７］ 　 Ｌｉ Ｘ Ｌ， Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒｓ，
２０１６， ８（２１）： １３２９４

［２８］ 　 Ｌｉｕ Ｌ， Ｙｕ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ， ２０１４，
６（１０）： ７８２３

［２９］ 　 Ｈｕｎｔｅｒ Ｔ． Ｃｅｌｌ， ２０００， １００（１）： １１３
［３０］ 　 Ｇｒｉｍｓｒｕｄ Ｐ Ａ， Ｓｗａｎｅｙ Ｄ Ｌ， Ｗｅｎｇｅｒ Ｃ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ｃｈｅｍ

Ｂｉｏｌ， ２０１０， ５（１）： １０５
［３１］ 　 Ｏｌｓｅｎ Ｊ Ｖ， Ｂｌａｇｏｅｖ Ｂ， Ｇｎａｄ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ， ２００６， １２７ （３）：

６３５
［３２］ 　 Ｈｕｎｔｅｒ Ｔ． ＣＳＨ Ｐｅｒｓｐｅｃｔ Ｂｉｏｌ， ２０１４， ６（５）： ａ０２０６４４
［３３］ 　 Ｓｅｌｋｏｅ Ｄ． Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖ， ２００１， ８１（２）： ７４１
［３４］ 　 Ｈａｍｍａｒｓｔｅｎ Ｐ， Ｋａｒａｌｉｊａ Ａ， Ｊｏｓｅｆｓｓｏｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，

２０１０， １６（４）： １２４５
［３５］ 　 Ｈｅｅｍｓｋｅｒｋ Ａ Ａ Ｍ， Ｂｕｓｎｅｌ Ｊ Ｍ， Ｓｃｈｏｅｎｍａｋｅｒ Ｂ， ｅｔ ａｌ．

Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１２， ８４（１０）： ４５５２
［３６］ 　 Ｑｉｎ Ｗ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｊ， Ｓｏｎｇ Ｌ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１０， ８２

（２２）： ９４６１
［３７］ 　 Ｅｍｇｅｎｂｒｏｉｃｈ Ｍ， Ｂｏｒｒｅｌｌｉ Ｃ， Ｓｈｉｎｄｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍ Ｅｕｒ，

２００８， １４（３１）： ９５１６
［３８］ 　 Ｓｔｅｆａｎ Ｈ， Ｓｕｄｈｉｒｋｕｍａｒ Ｓ， Ｆｒｅｄｅｒｉｃ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２０１１， ８３（５）： １８６２
［３９］ 　 Ｙａｎ Ｋ Ｇ， Ｌｉ Ｓ Ｗ， Ｌｉｕ Ｌ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ， ２０１９， ３１

（５０）： １９０２０４８
［４０］ 　 Ｒａｍａｎ Ｒ， Ｒａｇｕｒａｍ Ｓ， Ｖｅｎｋａｔａｒａｍａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈ⁃

ｏｄｓ， ２００５， ２（１１）： ８１７
［４１］ 　 Ｌｉ Ｘ Ｌ， Ｌｉｕ Ｈ Ｌ， Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｍａｔｅｒ Ｃｈｅｍ Ｂ， ２０１４， ２

（１６）： ２２７６
［４２］ 　 Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， Ｓｕｎ Ｔ Ｌ． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ， ２０１１， ２３（１４）： １６１５
［４３］ 　 Ｌｖ Ｚ Ｙ， Ｌｉ Ｘ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ，

２０１５， ７（４９）： ２７２２３
［４４］ 　 Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， Ｊｉａｎｇ Ｇ， Ｌｉ Ｍ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７， ７（１）：

４０９１３
［４５］ 　 Ｃｈｅｎ Ｚ Ｈ， Ｌｖ Ｚ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＮＰＧ Ａｓｉａ Ｍａｔｅｒ， ２０１８，

１０（３）： ｅ４７２
［４６］ 　 Ｊｉｎ Ｔ， Ｘｉｏｎｇ Ｚ Ｃ， Ｚｈｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ｍａｃｒｏ Ｌｅｔｔ， ２０１５， ４

（５）： ５７０
［４７］ 　 Ｓｏｎｇ Ｙ Ｙ， Ｆａｎ Ｊ Ｂ， Ｌｉ Ｘ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ， ２０１８， ３０

（３９）： １８０３２９９

·５２·




