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两性离子双功能化超亲水金属有机框架纳米复合
材料的制备及其用于糖肽的选择性富集
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摘要：蛋白糖基化是生物体中普遍发生且重要的生物学过程，其参与多种分子生物学的功能和途径，是临床诊断重

要的生物标志物。 但是，糖肽因其丰度低、离子化效率低、糖链异质性等难点，使糖蛋白分析一直面临巨大的挑战。
因此，研究合成了一种新型的两性离子双功能化纳米金（ＡｕＧＣ）修饰的超亲水性沸石咪唑骨架（ＺＩＦ⁃８）纳米复合材

料（ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８），并建立了亲水相互作用色谱（ＨＩＬＩＣ）和基质辅助激光解吸电离⁃飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ）联用选择性富集糖肽的分析方法。 谷胱甘肽和半胱氨酸双功能化的协同作用，使 ＭＯＦ 具有超亲水性和低空

间位阻，为糖肽选择性富集提供了更多的亲和位点。 研究以辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）为模式糖蛋白，通过 ＡｕＧＣ ／
ＺＩＦ⁃８ 富集后，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析。 结果表明，ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 对 ＨＲＰ 糖肽的富集能力高达 ２５０ μｇ ／ ｍｇ，且在与牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）混合溶液中（ＨＲＰ⁃ＢＳＡ （１ ∶２００，质量比））显示出对 ＨＲＰ 糖肽的高选择性，以及极低含量下（０􀆰 ３
ｎｇ ／ μＬ）的高灵敏度。 因此，在复杂生物样品糖蛋白的富集分离中具有很大的应用潜力。
关键词：金属有机框架；亲水相互作用色谱；基质辅助激光解吸电离⁃飞行时间质谱；选择性富集；翻译后修饰；糖肽
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ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｔ ｅｎｒｉｃｈｉｎｇ ＨＲＰ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ， ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ （２５０
μｇ ／ ｍｇ）， ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ） （ＨＲＰ⁃ＢＳＡ （１ ∶２００，
ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ））， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｃｏｎｔｅｎｔ （０􀆰 ３ ｎｇ ／ μＬ） ． Ｔｈｕｓ ｔｈｉｓ ＭＯＦ ｈｏｌｄｓ
ｐｒｏｍｉｓｅ ｆｏｒ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ， ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ （ＭＯＦ）； ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ＨＩＬＩＣ）； ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ）； ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＰＴＭ）； ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ

　 　 蛋白质糖基化是生物体内最丰富且最重要的蛋

白质翻译后修饰（ＰＴＭ）之一，其在蛋白质折叠、稳
定、信号转导和免疫应答等生物功能中有着重要作

用［１，２］。 研究表明，异常的蛋白糖基化与许多疾病

的发生发展密切相关［３］，例如癌症［４］、老年痴呆

症［５］和免疫缺陷［６］。 因此，糖蛋白组学分析对于深

入了解疾病的机理，以及发现生物标志物和药物靶

标至关重要［７，８］。 质谱（ＭＳ）一直是糖蛋白组学分

析强有力的工具［９，１０］。 然而，糖肽由于丰度低、离子

化效率低，且容易受非糖肽信号的干扰，使得基于质

谱的糖蛋白组学分析仍然具有巨大挑战［１１］。 因此，
在质谱分析前对糖肽进行高效富集，是糖蛋白分析

至关重要的一步。
　 　 目前，糖肽富集的方法主要包括凝集素亲和

法［１２］、肼化学法［１３］、硼酸亲和色谱法［１４］ 和亲水相互

作用色谱法（ＨＩＬＩＣ） ［１５］。 其中，基于 ＨＩＬＩＣ 的富集方

法因其无偏向性、优异的相容性、良好的选择性和可

重复性的优点得到了广泛发展［１６］。 金属有机框架

（ＭＯＦ）纳米材料，由于具有较大的比表面积和均匀

且可调控的孔隙［１７］，目前广泛用于蛋白质组学和糖

蛋白质组学分析，例如 ＭＩＬ⁃１０１（ＮＨ２）＠ Ａｕ⁃Ｃｙｓ［１８］、
ＵｉＯ⁃６６⁃ＣＯＯＨ［１９］、Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＤＡ＠ Ｚｒ⁃ＳＯ３Ｈ［２０］ 等，展
现出巨大的应用潜力。 因此，开发基于 ＨＩＬＩＣ 的亲

水性好、富集能力高、制备方法简便的新型 ＭＯＦ 纳

米复合材料十分必要。
　 　 本研究利用两步合成法，制备了一种新型的两

性离子双功能化纳米金（ＡｕＧＣ）修饰的超亲水性沸

石咪唑骨架（ＺＩＦ⁃８）纳米复合材料（ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８），
同时联用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ），用于糖肽的高效富集和分析。
谷胱甘肽（ＧＳＨ）和半胱氨酸（Ｃｙｓ）双重功能化不仅

可以控制和稳定金纳米簇，而且还提供了丰富的游

离羧酸和氨基。 利用 ＧＳＨ 和 Ｃｙｓ 二者的超亲水性

以及低位阻协同作用，实现高效的糖肽选择性富集。
利用上述优势，ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 复合纳米材料显示出

优异的亲水性，良好的生物相容性和稳定性，且对糖

肽具有高选择性。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 粉末 Ｘ 射线衍射仪（ＸＲＤ）、Ｒａｐｉｆｌｅｘ ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 仪（Ｂｒｕｋｅｒ Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ 公司，德国）； Ｘ 射线

光电子能谱仪 （ＸＰＳ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ 公司，美

国）；傅立叶变换红外光谱仪（ＦＴ⁃ＩＲ， Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ
公司，美国）。
　 　 六水合硝酸锌（Ｚｎ（ＮＯ３） ２·６Ｈ２Ｏ）、２⁃甲基咪

唑（２⁃ＭＩＭ）、氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）、Ｃｙｓ、ＧＳＨ、２，５⁃二羟

基苯甲酸 （ＤＨＢ）、碳酸氢铵 （ ＮＨ４ＨＣＯ３ ）、 甲酸

（ＦＡ）、辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）、牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）、胰蛋白酶、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺

（ ＩＡＡ）均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
　 　 实验过程中使用的水均由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统

纯化去离子水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美国）。 ＨＰＬＣ 级乙

腈（ＡＣＮ）和甲醇（ＭｅＯＨ）购自美国 ＶＷＲ Ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌｓ ＢＤＨ 公司。
１．２　 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８纳米复合材料的合成

　 　 在室温下将 ＨＡｕＣｌ４（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 ５０ ｍＬ）、
ＧＳＨ（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 １５ ｍＬ）和 Ｃｙｓ（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
０􀆰 １５ ｍＬ）水溶液加入至 ４􀆰 ２０ ｍＬ 去离子水中混合

均匀，然后加热至 ７０ ℃，温和搅拌 ２４ ｈ，得到淡黄色

溶液，即 ＡｕＧＣ，于 ４ ℃保存备用。
　 　 将 Ｚｎ（ＮＯ３）２ ·６Ｈ２Ｏ 水溶液（０􀆰 ５０ ｍｏｌ ／ Ｌ， ２
ｍＬ）加入至 ２⁃ＭＩＭ 溶液（３􀆰 ４５ ｍｏｌ ／ Ｌ， ２０ ｍＬ）中混

合均匀，室温下匀速搅拌 ０􀆰 ５ ｈ，以 １６ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎ 后，收集得到白色固体，用去离子水洗涤 ３ 次，
于 ６０ ℃真空干燥，得到白色粉末，即 ＺＩＦ⁃８［２１］。
　 　 将 ＺＩＦ⁃８ 粉末（２０ ｍｇ）均匀分散在 ＡｕＧＣ 溶液

（５ ｍＬ）中，并匀速搅拌 ３ ｈ，得到淡黄色固体，用去

离子水洗涤，真空干燥，即可得到 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 纳米

复合材料。

·６０２·
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１．３　 样品前处理

　 　 将 １ ｍｇ ＨＲＰ 溶 于 ０􀆰 ５ ｍＬ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３ 中，于 ９５ ℃加热 １０ ｍｉｎ，使蛋白质变性，
冷却至室温后，加入胰蛋白酶（１ ∶４０，质量比），于 ３７
℃孵育 １６ ｈ，然后室温下加入 ２ μＬ 甲酸终止反应。
冷冻干燥后于－２０ ℃保存备用。
１．４　 糖肽富集

　 　 将 １００ μｇ ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 均匀分散在 １００ μＬ 含有

ＨＲＰ 酶解物（３０ ｎｇ ／ μＬ）的上样缓冲液 ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃
ＴＦＡ（９５ ∶４􀆰 ９ ∶０􀆰 １， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）中，混合均匀后于 ３７ ℃振

荡孵育 ０􀆰 ５ ｈ。 然后，用洗涤缓冲液 ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＦＡ
（８５ ∶１５ ∶０􀆰 ５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）洗涤 ３ 次。 最后，用 １５ μＬ 洗脱

缓冲液 ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＦＡ（３０ ∶７０ ∶０􀆰 ５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）振荡孵育

１０ ｍｉｎ 洗脱富集的糖肽。 取 １ μＬ 洗脱的糖肽与

１ μＬ ３０ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＨＢ 溶 液 （ 溶 于 ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＴＦＡ
（７０ ∶２９ ∶１， ｖ ／ ｖ ／ ｖ））混合均匀，进行 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ
分析。
１．５　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 条件

　 　 离子源：电喷雾电离（ＥＳＩ）源；离子源温度：１１０
℃；离子模式：正离子反射器模式；加速电压：２０ ｋＶ；
碰撞解离能量：４０ ｅＶ；氮气激光：３３７ ｎｍ；去溶剂气

体及流速：氮气，８ Ｌ ／ ｍｉｎ；检测范围：ｍ／ ｚ １ ０００ ～
５ ５００。 采用 Ｆｌｅｘ Ａｎａｌｙｓｉｓ（４􀆰 ０）软件对结果进行分

图 １　 （ａ）ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８纳米复合材料的合成过程和（ｂ）Ｃｙｓ、ＧＳＨ 双功能化金纳米簇
Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ ｄｕａｌ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ （ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８）

ａｎｄ （ｂ） ｃｙｓｔｅｉｎｅ （Ｃｙｓ）， ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ （ＧＳＨ） ｄｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒ

析；选择信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＞３ 的质谱峰统计分析。

２　 结果与讨论

２．１　 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８纳米复合材料的合成与表征

　 　 图 １ａ 为 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 纳米复合材料的合成示

意图。 通过 ＧＳＨ（或 Ｃｙｓ）配体中的羧基与 Ｚｎ２＋ 之

间的配位相互作用实现 ＡｕＧＣ 固定化修饰在 ＺＩＦ⁃８
表面。 ＺＩＦ⁃８ 在温和条件下容易合成，其均一的多

孔结构和较大的比表面积，是理想的纳米基质材料。
由于 ＧＳＨ 配体的电荷和空间稳定作用，核壳结构的

ＡｕＧＣ 纳米簇具有良好的稳定性和水溶性。 ＧＳＨ
在合成过程中兼具还原和保护剂作用［２２］。 Ｃｙｓ 进

一步减少 ＡｕＧＣ 纳米簇表面的空间位阻（见图 １ｂ），
为糖肽富集提供更多的捕获位点，从而实现高效的

糖肽富集。
　 　 通过 Ｘ 射线衍射对 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 的晶体进行结

构表征。 结果观察到在 ２θ 为 ０１１°、００２°、１１２°、２２２°、
１３４°处有典型的 ＺＩＦ⁃８ 型衍射峰，表明 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８
晶体结构完好［２３，２４］。 利用 Ｘ 射线光电子能谱对

ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 进一步表征，检测到 Ｚｎ ２ｐ、Ｏ １ｓ、Ｃ １ｓ、
Ｓ ２ｐ、Ａｕ ４ｆ 对应的峰谱。 Ａｕ ４ｆ 的高分辨率 ＸＰＳ 光

谱结果显示，Ａｕ⁃Ｓ 键的结合能峰值在 ８３􀆰 ９ ｅＶ（Ａｕ ４ｆ
７ ／ ２）和 ８７􀆰 ５ ｅＶ （Ａｕ ４ｆ ５ ／ ２）附近，与报道高度一

致［２１］。 ＦＴ⁃ＩＲ 指纹图谱中，在 １ ５００ ～ １ ６６０ 和 １ ２６０
（ＣＯＯ－）、１ ４０３ （Ｃ－Ｎ）、２ ５５０～２ ７５０ （－ＳＨ）、２ ９００～
３ ４２０（－ＮＨ２） ｃｍ－１处分别出现了吸收峰［２５－２７］，表明

ＡｕＧＣ 成功修饰在 ＺＩＦ⁃８ 的表面上。 此外，ＡｕＧＣ ／
ＺＩＦ⁃８ 比表面积为 ７０１􀆰 ５７ ｍ／ ｇ，水接触角为 ２０􀆰 ８２°，
表明合成的纳米材料比表面积较大且具有超亲

水性。
２．２　 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８用于糖肽富集分析

　 　 实验采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ，考察了 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃
８ 对标准糖蛋白 ＨＲＰ 糖肽的富集性能。 首先比较

·７０２·
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了富集前和 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 富集后的糖基化肽的质谱

图（见图 ２）。 通过分析，由于信号干扰和非糖肽的

抑制，富集前仅检测到一个 ＨＲＰ 糖肽的信号（见图

２ａ）。 相比之下，富集之后显著降低了非糖肽引起

的背景噪声，检测到 １９ 个糖肽峰（见图 ２ｂ）。 结果

表明，ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 对糖肽具有显著的富集作用。
富集到的糖基化肽段的详细序列信息见表 １。

表 １　 经 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８富集后 ＨＲＰ 酶解物中糖肽的详细信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ ｆｒｏｍ ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ

Ｎｏ． Ｍｒ （ｍ／ ｚ） Ｇｌｙｃａｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 　
Ｈ１ １８４２．８４１ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３ ［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＮＶＧＬＮ＃Ｒ
Ｈ２ ２０７３．１１３ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３ ［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＰＮ＃ＶＳＮＩＶＲ
Ｈ３ ２２７３．１５６ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］２ ［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＳＩＬＬＤＮ＃ＴＴＳＦＲ
Ｈ４ ２３２２．１００ ［Ｈｅｘ］２ ［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＭＧＮ＃ＩＴＰＬＴＧＴＱＧＱＩＲ
Ｈ５ ２５４１．１２８ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＳＳＰＮ＃ＡＴＤＴＩＰＬＶＲ
Ｈ６ ２６１１．２１６ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＭＧＮ＃ＩＴＰＬＴＧＴＱＧＱＩＲ
Ｈ７ ２８５０．３８２ ［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］１ ＧＬＩＱＳＤＱＥＬＦＳＳＰＮ＃ＡＴＤＴＩＰＬＶＲ
Ｈ８ ３０７３．３３５ ［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］１ ＬＨＦＨＤＣＦＶＮＧＣＤＡＳＩＬＬＤＮ＃ＴＴＳＦＲ
Ｈ９ ３０８８．３３７ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］ ２ ＧＬＣＰＬＮＧＮ＃ＬＳＡＬＶＤＦＤＬＲ

Ｈ１０ ３３２１．３４３ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＱＬＴＰＴＦＹＤＮＳＣＰＮ＃ＶＳＮＩＶＲ
Ｈ１１ ３３５４．２９８ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＳＦＡＮ＃ＳＴＱＴＦＦＮＡＦＶＥＡＭＤＲ
Ｈ１２ ３３７２．２４８ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＳＦＡＮ＃ＳＴＱＴＦＦＮＡＦＶＥＡＭ∗ＤＲ
Ｈ１３ ３５３７．４９７ ［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＧＬＩＱＳＤＱＥＬＦＳＳＰＮ＃ＡＴＤＴＩＰＬＶＲ
Ｈ１４ ３６０５．４８６ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＮＱＣＲＧＬＣＰＬＮＧＮ＃ＬＳＡＬＶＤＦＤＬＲ
Ｈ１５ ３６７１．５７９ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＧＬＩＱＳＤＱＥＬＦＳＳＰＮ＃ＡＴＤＴＩＰＬＶＲ
Ｈ１６ ３８９４．４９６ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＬＨＦＨＤＣＦＶＮＧＣＤＡＳＩＬＬＤＮ＃ＴＴＳＦＲ
Ｈ１７ ４０５６．５３０ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＱＬＴＰＴＦＹＤＮＳＣ（ＡＡＶＥＳＡＣＰＲ）ＰＮ＃ＶＳＮＩＶＲ⁃Ｈ２Ｏ
Ｈ１８ ４２２１．６５９ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ＱＬＴＰＴＦＹＤＮＳＣ（ＡＡＶＥＳＡＣＰＲ）ＰＮ＃ＶＳＮＩＶＲ
Ｈ１９ ４９８２．８８４ ［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２ ｏｒ ＬＹＮ＃ＦＳＮＴＧＬＰＤＰＴＬＮ＃ＴＴＹＬＱＴＬＲ

［Ｘｙｌ］１［Ｈｅｘ］３［Ｆｕｃ］１［ＨｅｘＮＡｃ］２
Ｎ＃： Ｎ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ．

　 　 通过分析不同 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 用量下（１０、２０、４０、
６０、８０、１００ μｇ），富集到 ＨＲＰ 特征糖肽质谱丰度的

大小，考察 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 的富集能力。 结果表明，
ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 对糖肽的富集能力高达 ２５０ μｇ ／ ｍｇ。
　 　 考虑到复杂样品中糖蛋白的丰度较低，本研究

进一步考察了基于 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 富集的 ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 分析方法的灵敏度。 如图 ３ａ 所示，分别测

定了不同 ＨＲＰ 含量下（５０、３、０􀆰 ３ ｎｇ ／ μＬ）该方法对

糖肽的检测能力。 结果表明，当 ＨＲＰ 含量低至 ０􀆰 ３
ｎｇ ／ μＬ 时，仍然可以观察到 ２ 个较强的糖肽信号

（Ｓ ／ Ｎ ＞ ３），表明本实验方法具有较高的灵敏度，对
于选择性富集复杂样品中的低丰度糖肽具有重要

意义。
　 　 为了进一步验证该方法对糖肽的选择性，配制

了不同质量比的 ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 的混合物（１ ∶ １０、１ ∶
１００、１ ∶２００）进行质谱分析。 结果如图 ３ｂ 所示，即
使比例低至 １ ∶２００，经过 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 富集后，仍然

图 ２　 ＨＲＰ 酶解液（３ μｇ）用 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８富集
（ａ）前、（ｂ）后的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图

Ｆｉｇ． ２　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
（ＨＲＰ） ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ （ ３ μｇ） （ ａ） ｄｉｒｅｃｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ （ｂ） ａｆｔｅｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｙ ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８

　

可以检测到 ２ 个高信号强度的糖肽，几乎不受非糖

肽的干扰，说明本实验方法对糖肽具有较强的选择

性富集能力。

·８０２·



第 ３ 期
李大鹏，等：两性离子双功能化超亲水金属有机框架纳米复合

材料的制备及其用于糖肽的选择性富集

图 ３　 （ａ）不同含量 ＨＲＰ 酶解液和（ｂ）不同质量比的 ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 酶解液通过 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８富集后的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图
Ｆｉｇ． ３　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ （ａ） ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨＲＰ ｄｉｇｅｓｔ ａｎｄ （ｂ） ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ

ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ） ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏｓ ａｆｔｅｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｙ ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８

３　 结论

　 　 本研究通过一种简便且低成本的方法合成了新

型的双功能 ＨＩＬＩＣ 纳米复合材料（ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８），
同时与 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 联用，成功用于糖基化肽的

选择性富集分析。 ＡｕＧＣ ／ ＺＩＦ⁃８ 具有较大的富集能

力，较高的检测灵敏度以及出色的糖肽选择性，在复

杂生物样品的糖蛋白组学研究中将具有巨大的

潜力。
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《２０２０ 年版中国科技期刊引证报告（核心版）》发布

　 　 ２０２０ 年 １２ 月 ２９ 日，《２０２０ 年版中国科技期刊引证报告（核心版）》在北京发布。 《色谱》２０１９ 年度主要

计量指标均保持在较高水平，在中国化学类 ３９ 种核心期刊中排名领先。 其中影响因子为 １．７８６，排名第一；
总被引频次为 ２６９３，排名第四；综合评价总分为 ６３．６５，排名第四。
　 　 此外，根据中国精品科技期刊遴选指标体系综合评价结果，《色谱》入选“第 ５ 届中国精品科技期刊”，即
“中国精品科技期刊顶尖学术论文（Ｆ５０００）”项目来源期刊。 “中国精品科技期刊”自 ２００８ 年起每 ３ 年评选
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