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功能化磁性纳米材料在糖蛋白及糖肽富集中的研究进展
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摘要：蛋白质糖基化作为最重要的翻译后修饰之一，在生物体诸如细胞信号转导、蛋白质翻译调控、免疫应答等诸

多生命过程中发挥重要作用。 此外，蛋白质的异常糖基化还与肿瘤等疾病的发生发展密切相关，这为以糖蛋白为

目标的疾病生物标志物的发现提供了可能。 尽管质谱已经成为糖蛋白质组学的重要分析工具，但糖肽的低丰度和

低电离效率使得其直接质谱分析仍面临挑战。 在糖蛋白质组学研究中，从复杂的生物样品中富集糖蛋白和糖肽是

重要的环节。 磁性固相萃取（ＭＳＰＥ）是一种操作简单、成本低和萃取效率高的样品预处理方法。 在磁性固相萃取

中，磁性吸附剂是影响萃取效果的关键，将功能化磁性纳米材料作为吸附剂进行糖蛋白质组学研究已经得到广泛

应用。 该文综述了糖分子、离子液体、凝集素、硼酸亲和配体、金属有机框架、共价有机骨架等功能化磁性纳米材料

的制备及其在糖蛋白及糖肽富集中的应用。 上述功能化磁性纳米材料具有高比表面积、大量作用位点等特点，其
富集机理包括亲水相互作用色谱、凝集素亲和作用色谱、硼酸化学法和肼化学法等，主要应用于血清、血浆、细胞、
组织、唾液等样品的糖蛋白和糖肽的富集。 该文引用了近十年来发表的约 ９０ 篇源于科学引文索引（ＳＣＩ）与中文核

心期刊的相关论文，并于文末对磁性纳米材料在糖蛋白和糖肽富集领域的发展趋势进行了展望。
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　 　 作为生物体最重要、最常见的蛋白质翻译后修

饰之一，蛋白质糖基化在细胞间相互作用、信号转

导、免疫应答等多种生物过程中发挥了重要作用。
异常的蛋白质糖基化与许多疾病有关，例如神经退

行性疾病和癌症等［１－３］。 截至目前，美国食品药品

监督管理局（ＦＤＡ）批准的肿瘤标志物大部分是糖

蛋白，例如糖抗原 １９９（ＣＡ１９⁃９）、前列腺特异性抗原

（ＰＳＡ）、甲胎蛋白（ＡＦＰ）等［４－６］。 此外，许多糖基化

的膜蛋白、细胞外蛋白等可以用作药物治疗的靶点，
例如表皮生长因子受体⁃２（Ｈｅｒ ２）可作为乳腺癌治

疗的靶点［７］。 因此，蛋白质糖基化已经成为一个跨化

学、生物学和临床医学等诸多学科的交叉研究领域。
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　 　 通常，糖蛋白质组学分析对象主要包含糖蛋白

和糖肽。 在糖蛋白水平，完整糖蛋白需首先通过不

同的分离手段实现富集，然后进行后续的分析和检

测。 未知糖蛋白需经过多肽序列测定、糖基化位点

的鉴定、聚糖组成和结构表征等。 糖肽分析常见的

策略是鸟枪法，即将糖蛋白酶切后对糖肽进行富集，
进而利用质谱检测，该法已被广泛用于基于糖蛋白

组学的生物标志物的发现研究。 然而，蛋白质的糖

基化修饰异常复杂，即使同一个糖基化位点，也可能

存在不同的糖链修饰，即糖链的微观不均一性，这一

现象的存在使得基于质谱法分析复杂样品中的糖肽

仍然面临挑战［８］。 此外，在复杂生物样品中，糖蛋

白多为低丰度蛋白，且酶切后的糖肽只占所有酶解

多肽的约 ２％ ～ ５％ ［９］。 因此，在质谱分析之前对样

品中的糖蛋白和糖肽进行富集分离十分必要。
　 　 近年来，研究人员已经提出了多种针对糖蛋白

和糖肽富集的方法，包括亲水相互作用色谱法、凝集

素亲和色谱法、 硼酸亲和色谱法、 酰肼化学法

等［１０－１３］。 将磁性纳米材料作为磁性吸附剂用于样

品前处理的技术称为磁性固相萃取（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ
ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＭＳＰＥ），已经成为一种广泛使用

的样品前处理技术。 相比于其他的样品前处理技

术，如固相萃取、液液萃取等，ＭＳＰＥ 具有操作简便、
有机试剂使用少、萃取效率高等优点。 在磁性固相

萃取技术中，磁性纳米吸附剂是影响富集和选择性

的关键。 通过在磁性纳米材料表面进行修饰或者将

其与其他材料进行结合，可以提高材料的物理和化

学稳定性。 近年来，功能化的磁性纳米复合材料在

糖蛋白和糖肽的富集领域应用较为广泛。
　 　 本文对近十年来基于各种功能化的磁性纳米材

料的糖蛋白和糖肽富集的相关研究工作进行综述，
便于相关人员更好地了解该方面的研究进展。 此
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外，我们还对磁性纳米材料在糖蛋白和糖肽富集中

的前景进行了展望。

１　 基于亲水相互作用的磁性纳米材料

　 　 糖蛋白和糖肽上的糖链中存在大量羟基，使得

糖蛋白和糖肽相比于非糖蛋白和非糖肽具有更强的

亲水性，这为亲水相互作用色谱法用于糖蛋白和糖

肽富集奠定了基础。 亲水相互作用色谱的富集机理

为待测分子在亲水固定相形成的富水层与高有机流

动相之间发生分配，进而实现分离。 此外，氢键和静

电相互作用在亲水相互作用色谱中也发挥了作用。
在基于亲水相互作用的磁性纳米材料用于糖蛋白和

糖肽富集的方法中，常用作功能化的亲水介质主要

包含不同类型的糖分子、亲水多孔有机框架和两性

离子等。

图 １　 Ｆｅ３Ｏ４ ⁃ＰＥＩ⁃ｐＭａｌｔｏｓｅ 纳米颗粒的制备及 Ｎ⁃连接糖肽选择性富集的示意图［２１］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｅ３Ｏ４ ⁃ＰＥＩ⁃ｐＭａｌｔｏｓｅ ＮＰｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｎ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ［２１］

ＰＥＩ： ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ； ＮＰｓ： ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ＴＨＦ： ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ； ＮＨＳ： Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ．

１．１　 糖分子功能化的磁性纳米材料

　 　 糖分子之间的相互作用在生物体中十分常见，
例如细胞膜表面配体和受体糖蛋白的相互作用。 受

到这一启发，不同糖分子功能化的磁性纳米材料，例

如，葡萄糖、羧甲基⁃β⁃环糊精、麦芽糖、壳聚糖等，已
经被广泛用于糖蛋白和糖肽的富集［１４－１８］。 Ｌｉ 等［１９］

利用磁纳米颗粒表面的 Ｆｅ３＋ ／ Ｆｅ２＋可以与磷酸基团

螯合的原理，将磷酸葡萄糖修饰到介孔硅包被的磁

纳米颗粒上。 利用该材料良好的亲水性和尺寸排阻

能力，从健康志愿者和胃癌病人唾液中分别富集到

３９ 条和 ２５ 条内源性糖肽，在糖肽组学生物标志物

发现方面显示了巨大的潜力。
　 　 据报道，在磁性纳米材料上接枝更多的亲水官

能团可以使其在应对高度复杂的生物样品时有更好

的表现［２０］。 为了增加亲水分子的修饰密度，提高材

料对糖肽的吸附容量，研究人员常使用树枝状分子

或聚合分子来增加亲水分子的结合位点。 Ｂｉ 等［２１］

在磁纳米颗粒表面缀合了高亲水和多功能基团的聚

乙烯亚胺（ＰＥＩ）分子，然后再结合麦芽糖官能团，制
备了超亲水的磁性聚合物刷，图 １ 为该材料合成及富

集示意图。 该材料具有较大的 吸 附 容 量 （ ２００
ｍｇ ／ ｇ），亲水聚合物刷的存在降低了材料对非糖肽的

吸附。 Ｚｈａｎ 等［２２］使用 ＰＥＩ 作为接枝分子，通过静电
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自组装将透明质酸固定到磁性氧化石墨烯上。 该材

料的吸附容量达到了 ３００ ｍｇ ／ ｇ，选择性也达到了免

疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ） ∶牛血清白蛋白（ＢＳＡ） ＝ １ ∶１ ０００
（物质的量之比）的水平。
１．２　 亲水多孔有机框架材料功能化的磁性纳米材料

　 　 多孔有机框架材料，例如金属有机框架材料

（ＭＯＦｓ）和共价有机框架材料（ＣＯＦｓ），由于其高孔

隙率、大比表面积和结构多样性的特点，近来引起了

研究者的广泛关注。 在样品前处理应用中，已经有

大量研究利用亲水多孔有机框架材料对磁性纳米材

料进行功能化，进而用于糖蛋白和糖肽的富集

等［２３－２９］。
　 　 有机框架材料常通过外延生长或自组装的方法

修饰到磁性纳米材料上，因此形成的多是核壳结构

的复合材料。 Ｚｈｅｎｇ 等［３０］ 通过层层自组装的方法

制备了羰基功能化的磁性锆金属有机框架材料。 基

于该材料的亲水性和锆的金属亲和色谱，作者将其

用于不同尺寸外泌体中糖蛋白质组和磷酸蛋白质组

的分析。 实验结果显示，不同大小外泌体中包裹的

蛋白质的糖基化和磷酸化水平有显著差异。
　 　 Ｗｕ 等［３１］合成了含 ３ 个羧基的亲水单体并将其

用于制备磁性亲水共价有机框架材料。 该材料因其

优异的亲水性、大量的纳米孔结构和快速的磁响应，
成功用于唾液中内源性糖肽的富集。 除了糖基化修

饰，磷酸化修饰也是一种重要的蛋白质翻译后修饰，
因此能够同时实现两种翻译后修饰多肽的富集成为

一些研究者的目标。 Ｚｈｅｎｇ 等［３２］ 制备了一种双功

能镓离子固定磁性柱［５］芳烃超分子有机框架材

料，用于同时富集糖肽和磷酸化多肽。 该材料表面

丰富的磺酸基使其具有强的亲水性，可以用于糖肽

的富集；而磷酸化多肽可以通过与 Ｇａ３＋之间的螯合

作用实现分离富集。 利用该材料可从小鼠肝脏中富

集到 １ ００６ 条糖肽（６６５ 个糖蛋白）和 １ ３３２ 条磷酸

化多肽（９０８ 个磷酸化蛋白）。
１．３　 两性离子功能化的磁性纳米材料

　 　 两性离子是一类带有正电和负电基团、整体维

持电中性的分子。 两性离子具有强的水化能力，通
过静电诱导水合作用，在两性离子表面形成一层致

密的水层。 由于优良的亲水性和生物相容性，两性

离子功能化磁性纳米材料常被用于糖肽的富

集［３３－３６］。 Ｊｉ 等［３７］使用简单的一步蒸馏沉淀法制备

了两性离子［２⁃（甲基丙烯酰基氧基）乙基］二甲基⁃
（３⁃磺酸丙基）氢氧化铵聚合物（ＰＭＳＡ）包被的磁性

纳米颗粒（Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＳＡ），并将其用于富集血清中

的糖肽，可从 １ μＬ 血清中富集到 １５８ 个糖蛋白中

４１９ 条糖肽。
　 　 半胱氨酸（Ｃｙｓ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）作为常见的

两性离子，被广泛地用于修饰磁性纳米材料，修饰后

的材料进而用于糖肽的富集［３８－４１］。 Ｆｅｎｇ 等［４２］ 基于

金属有机配位原理通过一步法将半胱氨酸修饰到磁

性纳米颗粒表面。 通过该简便方法制备的磁性纳米

材料在富集标准糖蛋白的酶解糖肽时显示了优异的

灵敏度（２５ ａｍｏｌ ／ μＬ）和稳定性（室温下放置 １ 个

月）。 然而，该材料的吸附容量不甚理想，这主要归因

于功能化修饰的官能团密度不够高。 有研究者利用

这两类分子都含有巯基的特点，通过金硫键将其固定

到金纳米颗粒上，进一步提高功能基团的密度［４３，４４］。
Ｌｉｕ 等［４５］基于金硫键将 ＧＳＨ 枝接到金纳米颗粒固定

的磁性 ＭＯＦｓ 表面，制备了 ｍＭＯＦ＠ Ａｕ＠ ＧＳＨ。 得

益于 ＧＳＨ 的亲水性和 ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２ 的大比表面积，该
材料获得了较大的吸附容量（１４０ ｍｇ ／ ｇ）。
　 　 有研究证实内源性糖肽在多种病理和生理过程

中发挥重要作用。 复杂生物基质中内源性糖肽丰度

低，干扰物多，这增加了内源性糖肽分析的难度。
Ｗａｎｇ 等［４６］制备了亲水的磁性介孔硅纳米材料用于

富集人唾液中的内源性糖肽。 介孔硅的存在可以通

过尺寸效应排除掉大的蛋白质的干扰，从人唾液中

共富集到 ４０ 个内源性糖肽。 Ｌｕｏ 等［４７］ 通过合成后

修饰的方法制备了 ＧＳＨ 功能化的磁性共价有机框

架材料，将其用于人唾液中内源性糖肽的富集，可从

１０ μＬ 人唾液中富集到 １４３ 个内源性糖肽。
１．４　 其他

　 　 除了常用的糖分子、亲水有机框架和两性离子，
离子液体和一些带羟基、羧基等的分子（例如柠檬

酸、琥珀酸、植酸、聚乙二醇等）也被用于制备磁性

纳米材料，进而应用于糖蛋白和糖肽的富集［４８－５５］。
Ｓｕｎ 等［５６］设计并合成了亚氨基乙二酸功能化的磁

性介孔硅纳米材料。 由于大量羧基的存在和介孔材

料的大比表面积，该材料具有优异的亲水性。 利用

人血清作为复杂实际样品，可从 ２ μＬ 血清中富集到

１４０ 个糖蛋白中的 ４２４ 条糖肽。 该课题组还利用巯

基和钛之间的相互作用，合成了巯基琥珀酸修饰的

磁性介孔二氧化钛纳米材料［５７］，成功用于糖肽和磷

酸化多肽的同时富集。
　 　 除了将亲水材料包被在磁性纳米材料表面来制

备功能化磁性纳米材料以外，还可以通过将磁性纳
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米材料生长在具有大比表面积的基底材料上，再进

一步功能化修饰。 Ｗａｎｇ 等［５８］ 将亲水 ＭＯＦｓ 生长

到磁性石墨烯复合物上，制备了厚度可控的亲水磁

性纳米材料。 制备的复合物具有良好的检出限

（０ １ ｆｍｏｌ ／ μＬ）和尺寸排阻性能（辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）酶解液 ∶ＢＳＡ ∶ＨＲＰ＝ １ ∶５００ ∶５００，质量比），以
及较大的吸附容量（１５０ ｍｇ ／ ｇ）和高的回收率（大于

９０％）。 该材料从膀胱癌患者尿液中富集到 ４０６ 条

糖肽，对应于 １８５ 个糖蛋白。

２　 基于凝集素亲和色谱的磁性纳米材料

　 　 凝集素能够识别某一特殊结构的单糖或聚糖中

特定的序列，因此常被用作糖蛋白和糖肽富集的亲

和探针［５９，６０］。 ２０１０ 年，Ｈｉｌｌ 课题组［６１］开发了凝集素

磁珠阵列（ＬｅＭＢＡ）技术用于糖蛋白生物标志物的

发现研究。 该技术主要工作流程是使用不同凝集素

固定的磁珠用于血清中糖蛋白的富集，对富集到的

蛋白进行胰酶酶切后，用液相色谱⁃质谱技术对富集

的糖蛋白进行鉴定。 此后，该课题组对这一技术进

行了改进和完善，并将其用于人血清和唾液中糖蛋

白的富集和鉴定［６２，６３］。 作为应用，研究者将该技术

用于食管腺癌糖蛋白生物标志物的研究，并发现了

载脂蛋白 Ｂ⁃１００、补体成分 Ｃ９ 和凝溶胶蛋白这 ３ 种

蛋白质为可能的候选标志物［６４］。

图 ２　 ３ 种凝集素包被磁珠用于糖肽富集［６５］

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｃｏａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎｓ［６５］

　 ＣｏｎＡ： ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａ； ＡＡＬ： ａｌｅｕｒｉａ ａｕｒａｎｔｉａ ｌｅｃｔｉｎ； ＳＮＡ：
ｓａｍｂｕｃｕｓ ｎｉｇｒａ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ； ＭＮＰ： ｍａｇｎｅｔｉｃ ｐａｒｔｉｃｌｅ．

　 　 由于凝集素对于糖结构的识别比较单一，没有

普适性，为了尽可能多的富集糖蛋白，常需要使用多

种凝集素联用的方法。 图 ２ 所示为 Ｗａｎｉｗａｎ 等［６５］

使用伴刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）、金橙黄网胞盘菌凝集素

（ＡＡＬ）和接骨木凝集素（ＳＮＡ）３ 种凝集素包被的磁

珠，用于富集非小细胞肺癌细胞株 ＰＣ⁃９ 和其耐药

细胞株 ＰＣ９⁃ＩＲ 膜蛋白中的糖肽，分别从两种细胞

株中富集到 ２ ２９０ 和 ２ ７６７ 条特异性糖肽，且 ＰＣ９⁃ＩＲ
细胞株中的糖肽多是岩藻糖化和唾液酸化的糖肽。

３　 基于硼酸化学的磁性纳米材料

　 　 硼酸化学法富集糖蛋白和糖肽的原理如下：在碱

性条件下，硼酸与糖链的顺式二醇反应形成五元或六

元环酯，并且在酸性条件下该反应可发生逆向移动，
实现环酯断裂，进而释放富集的糖蛋白或糖肽［６６］。
　 　 含有多种官能团的硼酸分子被用于磁性材料的

功能化，例如 ４⁃巯基苯硼酸、氨基苯硼酸、３⁃醛基苯

硼酸等［６７－７２］。 Ｙａｏ 等［７３］ 利用 Ｆｅ 和巯基间的相互

作用，通过简单的一步法反应在磁性纳米颗粒表面

修饰了 ４⁃巯基苯硼酸。 该材料可从 １ μＬ 血清中富

集到来源于 ９３ 个糖蛋白的 ２３０ 条肽段。 Ｓｕｎ 等［７４］

制备了硼酸修饰的介孔二氧化钛（ＴｉＯ２）包被的磁

性纳米颗粒。 介孔 ＴｉＯ２ 的花式结构提供了更多的

修饰位点，与光滑的二氧化硅材料包被的磁性纳米

材料相比，其在吸附容量上有了明显提升。 此外，４
价钛离子的强吸电子效应，使得硼酸在 ６ ０～９ ０ 的宽

ｐＨ 范围内对糖蛋白有较好的亲和作用。
　 　 由于硼酸与顺式二醇之间是弱亲和作用，对于

低丰度糖蛋白及糖肽的富集仍具有挑战性。 为了解

决这一问题，Ｌｉｕ 等［７５］ 率先提出了多价协同结合的

策略，并利用该策略合成了聚酰胺⁃胺型树枝状大分

子（ＰＡＭＡＭ）硼酸功能化的磁性纳米颗粒。 该材料

对于糖蛋白的解离常数达到了 １０－５ ～１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ，比
单硼酸亲和材料的结合力提高了 ３ ～ ４ 个数量级。
随着结合能力的显著提高，该材料不仅能够有效富

集低丰度糖蛋白，材料富集容量和糖蛋白富集速度

也得到了提升。 基于该策略，研究者开发并制备了

多种多样的硼酸功能化磁纳米材料用于糖蛋白和糖

肽的富集［７６－７８］。 Ｌｉ 等［６９］使用分支聚乙烯亚胺辅助

制备了高硼酸密度的磁性纳米颗粒，该材料对于糖

肽的解离常数达到了 １０－６ ～ １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ。 由于其与

糖蛋白的高结合能力，该材料可以富集浓度低至 ２×
１０－１５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的痕量蛋白质。 Ｘｉａｏ 等［７９］基于多价协

同富集策略，通过优化硼酸功能化分子，制备了高硼

酸密度的功能化磁性纳米材料（见图 ３）。 该材料可

用于酵母、小鼠脑组织、细胞等样品的大规模糖蛋白

质组分析。 值得一提的是，得益于多价协同作用，该
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图 ３　 树状分子缀合硼酸衍生物（ＤＢＡ）磁珠与糖肽协同相互作用的原理图［７９］

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ
ｂｏｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ （ＤＢＡ） ｂｅａｄｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ［７９］

材料还可用于完整 Ｏ⁃糖肽的富集及鉴定。
　 　 硼酸富集法在富集糖蛋白时需要在碱性条件下

完成与蛋白质的结合，这可能会导致脆弱糖蛋白的

降解并影响富集效果，因此合成低 ｐＫａ 值的配体对

实现糖蛋白质组学深度分析十分必要［８０，８１］。 Ｚｈａｎｇ
等［８２］使用低 ｐＫａ 的苯并氧杂硼戊环（ｂｅｎｚｏｂｏｒｏｘ⁃
ｏｌｅ）作为配体制备了功能化的磁性核壳微球。 这一

纳米复合材料具有非特异性吸附低、富集时间短

（１０ ｍｉｎ）、磁响应性高的特点，并可以实现生理条

件下 （ ｐＨ ７ ４） 牛血清中的糖蛋白的富集。 Ｗｕ
等［８３］制备了 ３⁃羧基苯并氧杂硼戊环（ＣＢＸ）功能化

的聚乙烯亚胺修饰的磁性氧化石墨烯纳米复合材

料。 由于 ＣＢＸ 的 ｐＫａ 约为 ６ ９，该复合材料可以在

生理条件下富集糖蛋白。 该材料成功应用于人血浆

糖蛋白质组分析，富集到碱性敏感的凝血酶蛋白

（Ｆ２），该蛋白质未在以前的硼酸功能化材料富集中

检测到。

４　 基于酰肼化学的磁性纳米材料

　 　 与硼酸亲和色谱法类似，酰肼化学法富集糖蛋

白和糖肽也是利用糖链上的多羟基结构，与之不同

的是，需将糖链上的顺式二醇氧化为醛基，醛基进一

步与固定相上的酰肼反应形成腙，从而被富集。 洗

掉未反应的非糖肽或非糖蛋白后，利用 Ｎ⁃糖苷酶 Ｆ
（ＰＮＧａｓｅ Ｆ）等糖苷酶将糖肽从固定相上酶切并释

放。 Ｚｈａｎｇ 等［１２］首次使用该方法富集人血清中糖

蛋白。 后来，该课题组又合成了肼功能化的磁珠，并
使用微孔板结合自动处理系统实现了高通量临床样

图 ４　 Ｆｅ３Ｏ４＠ＰＭＡＨ 核壳磁性纳米复合材料的合成过程［８９］

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＰＭＡＨ ｃｏｒｅ⁃ｓｈｅｌｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏ⁃
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ［８９］

　

　 ＰＭＡＨ： ｐｏｌｙ （ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｉｃ ｈｙｄｒａｚｉｄｅ）； ＭＣＮＣｓ： ｍａｇｎｅｔｉｔｅ
ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｓ； ＨＡＴＵ： Ｏ⁃（ ７⁃ａｚａｂｅｎｚｏｔｒｉａｚｏｌ⁃１⁃
ｙｌ） ⁃Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｕｒｏｎｉｕｍ ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ．

本的筛选［８４］。 目前，肼功能化磁珠已经商品化，并
被应用于糖肽定量分析、黑曲霉分泌组和完整细胞

的糖基化位点分析、卵巢癌糖蛋白生物标志物等研

究［８５－８８］。 然而，肼功能化材料存在修饰密度低的问

题。 为了提高材料表面肼功能基团的密度， Ｌｉｕ
等［８９］合成了一种聚甲基丙烯肼（ＰＭＡＨ）功能化的

磁性纳米复合材料（Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＭＡＨ），图 ４ 为其合
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成过程。 与商品化的肼功能化树脂相比较，该肼功

能化磁性材料在富集标准糖蛋白时获得了 ５ 倍的质

谱信噪比提升。 将该材料用于结肠癌病人血清中糖

肽的富集，共鉴定到来自 ６３ 个糖蛋白的 １７５ 条特异

性糖肽。
　 　 肼化学法富集糖蛋白及糖肽具有专一性强和无

位点偏向性的优点，但也存在着诸多问题，比如需要

经多步化学反应，增加了反应时间和样品的复杂程

度；肼对糖链的水解和脱乙酰作用会造成糖链结构

的破坏，导致该方法适合糖基化位点的分析，而丢失

糖链结构信息。

５　 结论与展望

　 　 作为一种重要的翻译后修饰，蛋白质糖基化已

经得到了科研人员的广泛关注。 由于糖蛋白及糖肽

在复杂生物样品及临床样本中的低丰度，样品分析

前进行富集成为必不可少的步骤。 功能化修饰磁性

纳米材料具有简便、快速和高效的特点，广泛应用于

糖蛋白和糖肽富集，该方法有力推动了糖蛋白质组

学的发展。 虽然通过生物信息学估计，有超过 ５０％
的哺乳动物细胞蛋白是糖蛋白，但是现在数据库中

注释为糖蛋白的仅有约 １０％，这表明蛋白质糖基化

的研究仍然任重道远。
　 　 对于糖蛋白质组学分析，选择性、回收率、覆盖

度、吸附容量和重现性是衡量富集材料的重要参数。
而对于大规模的生物和临床样本来说，高通量分析

方法的建立迫在眉睫。 随着材料科学的发展，新型

亲水材料的设计合成将为糖蛋白的鉴定和深度分析

提供新的解决方案和方法。 此外，新的富集策略和

分析鉴定技术的进步和完善，将在基于糖蛋白质组

学疾病生物标志物的发现及药物靶点的研究等方面

发挥重要作用。
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