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智能响应材料在磷酸化肽和糖肽富集中的应用

赵燕青，　 许文辉，　 贾　 琼∗

（吉林大学化学学院， 吉林 长春 １３００１２）

摘要：蛋白质的磷酸化和糖基化作为研究最广泛的两种翻译后修饰（ＰＴＭｓ），在疾病的早期无创诊断、预后和治疗

评估中表现出越来越大的潜力。 蛋白质的异常磷酸化和糖基化经常被用于临床蛋白质组学研究和疾病相关生物

标志物的发现。 目前已有多种材料被开发用于磷酸化肽和糖肽的富集研究，其中，智能响应材料由于具有独特的

响应特性，已被陆续报道用于磷酸化肽和糖肽的富集。 智能响应材料可对外界刺激做出响应，发生结构和性质上

的变化，将光、电、热、机械等信号转化为生物化学信号。 响应分子是决定智能响应材料响应特性的先决条件，它们

在不同刺激条件下（如温度、ｐＨ、光、机械应力、电磁场等）的可逆异构化将导致材料的宏观物理和化学性质的动态

变化。 与传统材料相比，智能响应材料可以可逆地“打开”和“关闭”，具有更好的可调控性。 由于引起智能材料响

应的刺激信号对其性能具有重要的影响，综述根据施加的刺激种类对智能响应材料进行分类，具体分为外源性响

应材料和内源性响应材料，且分别总结了外源性响应材料、内源性响应材料以及内外源共同响应材料在磷酸化肽

和糖肽富集方面的工作。 此外，综述对智能响应材料在磷酸化肽和糖肽富集方面的发展前景进行了展望，并且提

出了智能响应材料在其他蛋白质翻译后修饰方面的应用中存在的挑战。
关键词：智能响应材料；外源响应；内源响应；磷酸化；糖基化；综述
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　 　 蛋白质的磷酸化和糖基化是蛋白质翻译后修饰

（ＰＴＭｓ）中最广泛的共价修饰形式，它们对生物体

的生命过程具有重要的调控作用。 磷酸化是在蛋白

激酶的催化下，将腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）或鸟嘌

呤⁃５′⁃三磷酸（ＧＴＰ）的 γ 位磷酸基团转移到底物蛋

白质的氨基酸残基（常见的是丝氨酸、苏氨酸、酪氨

酸）上的过程，而其逆向过程则是由蛋白质磷酸酶

去除相应的磷酸基团。 磷酸化可调控细胞膜的功

能、细胞内信号传导、参与线粒体功能、细胞代谢和

转录代谢等［１－４］。 糖基化是在糖基转移酶的控制

下，蛋白质或脂质上的氨基酸残基与糖类形成糖苷

键的过程，通常发生于内质网。 糖基化在细胞内外

的信号传导、细胞间的内吞等过程中都发挥着重要

的作用。 蛋白质的异常磷酸化和糖基化与一系列病

理状况密切相关，例如神经退行性疾病、心血管疾

病、肿瘤等［５－８］。 检测蛋白质磷酸化 ／糖基化的方法

通常有以下 ３ 种：同位素放射性标记法、蛋白免疫印

迹、质谱分析，其中质谱分析方法由于具有高通量、
省时省力等优点，已成为最主要的检测手段［９－１２］。
磷酸化肽和糖肽的低化学计量、低电离效率以及大

量的非磷酸化肽、非糖肽的干扰，使得直接采用质谱

手段进行检测存在很大的挑战，因此在质谱检测前

对磷酸化肽和糖肽的富集成为关键步骤。
　 　 已有多种富集策略被用于磷酸化肽和糖肽的富

集。 对于磷酸化肽的富集策略主要包括固定化金属

亲和色谱（ ＩＭＡＣ）和金属氧化物亲和色谱（ＭＯＡＣ）
等［１３－１６］。 ＩＭＡＣ 策略主要是利用带正电的金属离子

和带负电的磷酸基团相互吸引，达到对磷酸化肽富

集的目的［１７－１９］。 ＭＯＡＣ 策略则是依靠金属原子与

磷酸基氧的螯合作用实现对磷酸化肽的捕捉［２０，２１］。
ＩＭＡＣ 和ＭＯＡＣ 策略依靠金属和磷酸基团之间的强

相互作用，往往会导致洗脱难的问题，即只有少部分

结合的磷酸化肽会被洗脱下来。 对于糖肽的富集策

略主要是基于糖肽和非糖肽之间亲水性的相互差

异，利用亲水相互作用色谱（ＨＩＬＩＣ）对糖肽进行富

集。 此外，硼酸亲和法［２２］、凝集素法［２３］、肼腙反应

法［２４］等也被广泛用于糖肽的分离富集。
　 　 目前，已有多种材料被报道用于磷酸化肽和糖

肽的分离富集，如壳聚糖［２５］、磁性二氧化钛［２６］、磁
性石墨烯［２７］等。 近年来，智能响应材料由于优异的

响应性和可逆性在很多领域受到了广泛关注，将其

用于磷酸化肽和糖肽分离富集的研究也已陆续被报

道。 智能响应材料能够以规定的方式对环境或外部

刺激做出响应［２８－３０］，可以引起智能材料响应的刺激

信号包括光、温度、超声、电磁场、ｐＨ、酶、氧化还原

等［３１－３３］。 根据是否向反应体系内引入化学物质，可
将这些刺激分为内源性刺激（ｐＨ、酶、氧化还原等）
和外源性刺激（光、温度、超声、电磁场等） ［３２］。 与传

统材料相比，智能响应材料可逆的“打开”和“关闭”
特性在化学反应中具有更好的可控性。 智能响应材

料表现出的这种独特性质是由材料中的响应分子决

定的。 响应分子在刺激条件下的可逆变化将导致材

料宏观性质上的动态变化，如带电性质、亲疏水性

等［３２，３４－３７］。 通过调节智能响应材料与磷酸化肽或

糖肽的相互作用（如氢键、静电相互作用、亲疏水相

互作用等），可以实现磷酸化肽或糖肽的识别、捕获

和释放。
　 　 智能响应材料在药物输送［３２，３８－４０］、抗癌气体

ＮＯ 的释放治疗［４１，４２］、癌症生物成像［４３］ 等的相关综

述已有报道。 Ｓｕｎ 等［４４］ 详述了蛋白质 ＰＴＭｓ 的种

类、概念、作用、分离富集的研究现状，进而介绍了智

能聚合物（ｓｍａｒｔ ｐｏｌｙｍｅｒｓ）修饰的 ＩＭＡＣ、ＭＯＡＣ、
分子印迹聚合物等材料在磷酸化肽富集中的应用，
以及智能聚合物修饰的硼酸基、酰肼化学、亲水相互

作用驱动的两性离子聚合物在糖肽富集中的应用。
由于引起智能材料响应的刺激信号对其性能具有重

要的影响，因此，本综述首次从刺激种类的角度介绍

了智能响应材料在磷酸化肽和糖肽富集中的研究进

展。 按照刺激信号种类，将智能响应材料分为外源

性响应材料和内源性响应材料，总结了外源性响应、
内源性响应、内外源共同响应的智能材料在磷酸化

肽和糖肽分离富集方面的研究现状以及发展前景。

１　 外源性响应材料

　 　 外源性刺激包括温度、光、超声、电磁场、机械应

力等，可在特定的时间和空间下实施［４５－４７］，其中温

度和光这两类外源性响应材料应用最为广泛。 外源

性响应材料不依赖于反应体系本身的变化，具有非

侵入性，对生物体友好。 另外，良好的时空可调性使

得其对反应体系的调控更加简单快速。
１．１　 温度响应材料

　 　 温度响应材料的显著特征之一是拥有临界溶解

温度。 根据其对温度的不同响应程度，可分为两类：
一类是在临界温度以上不发生相变的材料（如 Ｎ⁃异
丙基丙烯酰胺，ＮＩＰＡｍ），此时的临界温度为低临界

溶解温度（ＬＣＳＴ）；另一类与上述情况相反，材料在
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临界温度以下发生相变，例如聚丙烯酰胺（ＰＡＡｍ）、
聚丙烯酸（ＰＡＡ）等，拥有高临界溶解温度（ＵＣＳＴ）。
其中，ＮＩＰＡｍ 由于具有优越的温度响应性能，应用

最为广泛。 ＮＩＰＡｍ 同时含有亲水基团（酰胺基团）
和疏水基团（异丙基基团），温度可以改变这些基团

与水之间的氢键作用和疏水作用，从而发生相转

变［４０，４８－５０］。 当温度低于 ＬＣＳＴ 时，亲水酰胺基团与水

分子之间的氢键作用大于异丙基与水分子之间的疏

水作用，聚（Ｎ⁃异丙基丙烯酰胺）（ＰＮＩＰＡｍ）分子链呈

现自由且舒展的无规卷曲构象。 反之，当温度高于

ＬＣＳＴ 时，ＰＮＩＰＡｍ 分子链发生脱水聚集，呈现卷曲紧

缩的小球构象［５１］。 据此，可将 ＮＩＰＡｍ 单体与磷酸化

肽或糖肽的识别单体共聚，得到具有柔性聚合物网络

的温度响应型磷酸化肽或糖肽吸附剂［５２］。
１．２　 光响应材料

　 　 光响应材料由于具有光源波长可调节、可远程

操控等优点而备受关注。 相对于温度响应材料，光
响应材料在实际操作中更为便捷。 光响应材料中最

为关键的是光敏基团，在光（可见光、紫外光、红外

光）的作用下，光敏基团接收光信号，通过光化学反

应过程将光信号转化成化学信号［５３－５７］。 常见的光

敏基团大致包括 ３ 类：在紫外⁃可见光下发生顺反异

构的偶氮苯类化合物；通过螺 Ｃ－Ｏ 键断裂和闭合，
造成分子内电荷变化的螺吡喃类化合物；发生周环

化反应的二芳基乙烯类化合物。
１．２．１　 偶氮苯类化合物

　 　 偶氮苯类化合物（ＡＺＢ）存在两种光致异构体，
在不同的刺激条件下偶氮双键周围发生可逆的反⁃
顺异构化。 ＡＺＢ 的反式构型通常是最稳定的，顺式

构型可通过紫外光（３４０ ～ ３８０ ｎｍ）照射获得。 在可

见光照射的条件下，ＡＺＢ 发生从顺势构型向反式构

型的异构化［３８，５１，５８－６２］。 对于大多数 ＡＺＢ 来说，在室

温条件下顺势构型通常是不稳定的，会慢慢向反式

构型转变。 这种顺反异构的转变不会引起化学键的

断裂，但是顺式和反式构型的理化性质有所不同，如
分子极性、空间位阻、分子尺寸等。 依据这一特性，
可以将偶氮苯与糖肽模型相连，赋予糖肽自主装能

力以及对光的响应特性，有望将 ＡＺＢ 用于糖肽的富

集研究［６３］。
１．２．２　 螺吡喃类化合物

　 　 螺吡喃类化合物（ＳＰ）的吲哚啉和吡喃环部分

之间的螺 Ｃ 原子在紫外光照射（或近红外光的双光

子激发）下由 ｓｐ３ 杂化向 ｓｐ２ 结构转化，发生开环反

应，形成更具共轭性的两性离子部花菁 （ＭＣ） 结

构［６４－６６］。 ＳＰ 比较特殊，除了光刺激可以使其异构

化外，温度、机械应力以及 ｐＨ、金属离子等都可以使

其发生异构化。 在 ＳＰ 的闭环异构体中，两个芳环

相互垂直，π 轨道相互不共轭，因此形成的是无色的

闭环结构；ＭＣ 开环异构体拥有共平面结构，两个芳

环产生了大的 π 共轭，从而形成有色结构。 ＭＣ 还

可以进一步质子化，得到带有正电荷的 ＭＣＨ＋。 结

构上的差异使得两者的化学、物理性质存在明显区

别。 利用 ＳＰ 异构体之间带电性质以及颜色的区

别，可以将其广泛应用于诸多领域，如响应性水凝

胶［６７－６９］、光响应太阳眼镜［７０］、信息防伪［７１，７２］ 等。 由

于 ＭＣ 或 ＭＣＨ＋异构体带有电荷，因此，可以基于静

电相互作用对阴阳离子（Ｃｌ－、Ｆ－ ／ Ｎａ＋） ［６４，７３］ 或带负

电荷的磷酸化肽进行富集［７４］。
１．２．３　 二芳基乙烯类化合物

　 　 二芳基乙烯类化合物（ＤＴＥ）在紫外光的照射

下发生周环化反应，由无色具有荧光的开环状态异

构为有色无发射的闭环状态；在受到可见光的照射

下，闭环状态的异构体又可以重新转化为开环异构

体［７５－７８］。 这种剧烈的结构和电子特性的改变，导致

两种异构体吸收光和发射光能力的截然不同［７９－８１］。
一般来说，ＤＴＥ 在开环异构体（紫外区的吸收带，无
色）到闭环异构体（可见光区的吸收带，有色）的光

环化过程中表现出非常大的光谱位移。 这是因为两

个稠合噻吩环中的 π 电子离域作用以及取代基电

子性质的改变。 在 ＤＴＥ 的实际应用中有两种思路

可供选择：一是利用其本身闭环和开环两种异构体

的固有性质，即明显的颜色变化设计光学开关；二是

利用两种异构体的荧光特性，通过紫外⁃可见光刺激

设计荧光开关。 例如，ＤＴＥ 可以作为非肽生色团修

饰在多肽骨架中，进而可以通过紫外 ／可见光有效控

制所得肽模拟物的生物活性［８２］。

２　 内源性响应材料

　 　 内源性刺激包括 ｐＨ、氧化还原、酶、溶液极性和

离子强度等。 其中，ｐＨ 刺激应用较为广泛，酶刺激

的特异性较强。 与外源性响应材料不同，内源性响

应材料依赖于反应体系本身的变化，并且有时调控

过程需要向反应体系引入其他化学物质，具有侵入

性，对生物体可能有一定损伤［４６］。
２．１　 ｐＨ 响应材料

　 　 ｐＨ 响应的智能材料一般都含有对酸或碱敏感
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的物质，如环糊精囊泡、羧酸、硼酸、胺等［４０，８３，８４］。 随

着介质 ｐＨ 值的改变，这些基团发生电离，造成溶液

内离子浓度的改变，从而引起材料的形状、亲疏水性

等理化性质的改变。 ｐＨ 响应材料的开发研究已被

用于肿瘤弱酸（ｐＨ ５􀆰 ８ ～ ７􀆰 ２）微环境中的药物控

释［３５，４０，８５］。 富集糖肽常用的策略 硼酸亲和法也

是基于 ｐＨ 响应。 在 ｐＨ 调控下，硼酸基团与糖肽上

的顺式邻二醇可逆结合，实现糖肽的捕获与释

放［８６］。
２．２　 酶响应材料

　 　 酶响应材料一般由肽及其衍生物组成，这是由

于酶的作用底物是由特定的氨基酸序列组成的，研
究中使用较多的酶有蛋白酶、磷脂酶、糖苷酶等。 酶

响应材料的作用机理主要包括催化键的形成和断

裂、底物的氧化或还原等［８７－８９］。 例如，甘露糖转移

酶可与 Ｏ⁃乙酰氨基葡萄糖（Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ）共价连接生

成酮，生成的酮可与氨基生物素相连，然后通过阳离

子交 换 作 用 分 离 富 集 修 饰 后 的 Ｏ⁃ＧｌｃＮＡｃ 肽

段［９０，９１］。 酶响应材料的专一性较强，但是酶的价格

昂贵，并且有酶参与的反应通常需要保持合适的环

境条件来维持酶的活性，因此在磷酸化肽或糖肽的

分离富集方面，此类材料并不是首选。

３　 智能响应材料在磷酸化肽和糖肽富集中
的应用

３．１　 外源性响应材料

３．１．１　 在磷酸化肽富集中的应用

　 　 用于磷酸化肽富集的外源性响应材料多为温度

响应材料。 在诸多用于磷酸化肽富集的温度响应材

料中，以 ＮＩＰＡｍ 类材料最为常用。 Ｄａｉ 等［９２］以 ＮＩ⁃
ＰＡｍ 为温度响应分子，异丙烯膦酸（ ＩＰＰＡ）作为 Ｔｉ
（Ⅳ）固定配体，两者以可逆加成⁃断裂链转移聚合

（ＲＡＦＴ）反应接枝在二氧化硅微球表面，进而得到

单重温度响应的色谱材料 ｓｉｌｉｃａ＠ ｐ（ＮＩＰＡｍ⁃ｃｏ⁃ＩＰ⁃
ＰＡ） ⁃Ｔｉ４＋。 通过独特的聚（Ｎ⁃异丙基丙烯酰胺）的

温度响应特性，捕获的磷酸化肽可以通过改变温度

被释放，而无需使用任何可能损坏磷酸化肽的洗脱

液。 该智能响应材料表现出对磷酸化肽的有效捕获

以及快速释放，具有很强的富集潜力。 Ｘｉａ 等［９３］ 以

苯基磷酸作为模板，ＮＩＰＡｍ 为温度响应分子，制备

了具有温度响应特性的分子印迹材料（ＴＭＩＰｓ）。 当

温度为 ２８ ℃时，聚合物的空腔尺寸刚好能够捕获酪

氨酸磷酸化肽；而当温度升高至 ２８ ℃以上时，聚合

物空腔收缩，从而释放捕获到的磷酸化肽。 该温度

响应材料既有分子印迹材料对目标生物分子优异的

靶向性，同时又具备对温度的响应性，这对开发新的

蛋白质 ＰＴＭｓ 富集材料提供了新的思路。
３．１．２　 在糖肽富集中的应用

　 　 外源性响应材料对糖肽的富集也多是利用温度

响应性质。 例如，Ｍｏｏｎ 等［９４］ 报告了一种串联的温

度响应性多孔聚合物膜反应器（ＴＰＰＭＲｓ）。 作者将

温度响应性聚合物聚苯乙烯⁃马来酸酐⁃聚异丙基丙

烯酰胺（ＰＳ⁃ＭＡｎ⁃ＰＮＩＰＡｍ）涂覆在尼龙薄片上制备

温度响应性多孔聚合物膜（ＴＰＰＭ）。 在 ＴＰＰＭＲｓ
中，一个 ＴＰＰＭ 用胰蛋白酶固定，对糖蛋白进行水

解；另一个则用凝集素固定，用于糖肽富集。 ＰＮＩ⁃
ＰＡｍ 在高温下形成胶束腔，改变其形态可以导致酶

或凝集素与流经膜的蛋白质或糖肽之间的相互作用

增强。 进而，作者通过改变温度条件，对 ＴＰＰＭＲｓ
富集糖肽的性能进行了评估。 在 ３７ ℃时，糖蛋白的

水解和糖肽富集都非常有效。 将该温度响应材料与

纳流液相色谱⁃电喷雾电离⁃串联质谱 （ ｎＬＣ⁃ＥＳＩ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）方法联用，可从 １􀆰 ５ μＬ 人血浆样品中鉴定

出 １５５ 种糖蛋白和 ２６２ 种 Ｎ⁃糖肽。 该温度响应材

料可以有效地用于糖蛋白的癌症特异性生物标志物

的开发。
　 　 目前，对磷酸化肽和糖肽富集的外源性响应材

料大多是基于 ＮＩＰＡｍ 的温度响应材料。 通过改变

反应体系的温度，导致材料形貌的改变，进而实现对

磷酸化肽或糖肽的可控捕获与释放。 而其他类型的

外源性响应材料，例如光、电磁场等在磷酸化肽和糖

肽富集方面应用较少。 另外，温度响应材料虽然不

向反应体系中引入其他化学物质，但是这类材料可

能会引起局部过热现象，从而导致生物体的损伤。
３．２　 内源性响应材料

３．２．１　 在磷酸化肽富集中的应用

　 　 相比于酶响应材料，ｐＨ 响应材料在磷酸化肽的

富集研究中更为常见。 例如，Ｗｕ 等［９５］ 制备了一种

智能纳米探针，在磁性纳米粒子表面引入聚酰胺树

状大分子 （ ＰＡＭＡＭ） 接枝 的 聚 （ 甲 基 丙 烯 酸 ）
（ＰＭＡＡ） 刷 （Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＰＤＡ＠ ＰＭＡＡ＠ ＰＡＭＡＭ）。
ＰＡＭＡＭ 具有丰富且交替有序的氨基，通过调节缓

冲液和洗脱液的酸度，可以实现氨基与磷酸基团之

间静电和氢键相互作用的可调控性。 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＤＡ
＠ ＰＭＡＡ＠ ＰＡＭＡＭ 对磷酸化肽表现出优异的选择

性（β⁃酪蛋白 ∶牛血清白蛋白 ＝ １ ∶ ５００（质量比））和
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高灵敏度（１ ｆｍｏｌ）。 除了上述 ｐＨ 响应材料外，还
可以基于超分子化学中金属⁃配体键的动态性，实现

磷酸化肽的可控捕获与释放，进而实现对磷酸化肽

的富集。 例如，Ｃｈｅｎ 等［３３］设计了一种二维（２Ｄ）金
属环芯超分子聚合物，超分子环中包含基于氢键

（脲基）和静电相互作用的（Ｐｔ 基金属环）磷酸识别

单元，对磷酸化肽具有强有力的和高度特异性的结

合。 该智能超分子聚合物材料响应的机理为：当向

反应体系中加入四丁基氯化铵（Ｂｕ４Ｃｌ）时，在卤化

物的诱导下，２Ｄ 聚合物分解，释放出捕获的磷酸化

肽；当添加三氟甲烷磺酸银（ＡｇＯＴｆ）时，２Ｄ 聚合物

重组，用于磷酸化肽的捕获。 金属⁃配体键的动态性

质，赋予了智能 ２Ｄ 金属环芯超分子聚合物与磷酸

化肽之间相互作用的可调控性。

图 １　 聚（甲基丙烯酸缩水甘油酯⁃季戊四醇三丙烯酸酯⁃环糊精囊泡）（ｐ（ＧＭＡ⁃ＰＥＴＡ⁃ＣＤＶ））整体柱材料的合成［２４］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｙ（ｇｌｙｃｉｄｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ⁃ｐｅｎｔａｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｔｒｉａｃｒｙｌａｔｅ⁃ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｖｅｓｉｃｌｅｓ）
（ｐ（ＧＭＡ⁃ＰＥＴＡ⁃ＣＤＶ）） ｍｏｎｏｌｉｔｈ［２４］

３．２．２　 在糖肽富集中的应用

　 　 β⁃环糊精是一种典型的天然环状低聚糖，具有

疏水空腔和亲水外表面，在纳米材料、分子识别等方

面应用广泛。 基于主客体作用合成的 β⁃环糊精囊

泡具有独特的响应特性，在热、紫外光、ｐＨ 或化学刺

激下，可以在球状囊泡和纤维束管状两种结构之间

可逆转化。 Ｊｉａ 等［２４］ 将 β⁃环糊精囊泡作为 ｐＨ 响应

分子，首次引入到聚合物整体柱材料中，当 ｐＨ 为

７􀆰 ４ 时，β⁃环糊精囊泡呈现亲水性，可以捕获糖肽；
当 ｐＨ 降低至 ５􀆰 ０ 时，β⁃环糊精囊泡转化为纤维管状

结构，亲水性降低，从而释放糖肽（见图 １）。 通过改

变溶液的 ｐＨ，引起 ｐＨ 响应整体柱材料的亲疏水性

的显著变化，实现对糖肽的选择性捕获与释放。 基

于 ｐＨ 响应的糖肽富集材料还有很多种，例如，Ｑｉｎ
等［９６］ 制备了一种酰肼功能化的 ｐＨ 响应性材料

聚（丙烯酸⁃ｃｏ⁃丙烯酸甲酯）（Ｐ（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ＭＡ）），
并将其用于糖蛋白 ／糖肽的富集。 当 ｐＨ 变化时，发
生可逆的自组装和相分离，即在中性至弱酸性（ｐＨ
＝ ６􀆰 ０）溶液中，聚合物在水溶液中溶解性良好；当
ｐＨ 降为 ２􀆰 ０ 时，快速沉淀。 这是由于当 ｐＨ 降低

时，聚合物与目标糖肽结合，发生大规模自组装过程

而产生沉淀。 随后，作者使用 ＰＮＧａｓｅ Ｆ（Ｎ⁃糖酰胺

酶 Ｆ）切割聚合物 Ｐ（ＡＡ⁃ｃｏ⁃ＭＡ）与 Ｎ⁃糖肽之间的

共价键，实现了糖肽的释放。
　 　 Ｌｉａｎｇ 课题组在响应性材料用于糖肽的富集方

面做了大量工作。 他们将阿洛糖单元整合到聚丙基

丙烯酰（ＰＡＭ）链中，得到糖类 ｐＨ 响应共聚物材

料［９７］。 阿洛糖是一类可对唾液酸糖肽（ＳＧｓ）表现

出特异性结合并且对 ｐＨ 敏感的单糖。 阿洛糖对

ＳＧｓ 的高特异性主要归因于其与碳水化合物之间的

多重氢键相互作用，特异性的糖⁃糖相互作用成为富

集和识别 ＳＧｓ 的关键。 通过调节溶液的极性和

ｐＨ，可以智能触发 ＳＧｓ 的捕获与释放。 随后，该课

题组［９８］制备了乳糖修饰的聚丙烯酰胺智能聚合物

（ＰＡＭ⁃ｇ⁃乳糖０􀆰 １１）。 乳糖被作为糖肽识别单元，同
样基于碳水化合物⁃碳水化合物相互作用（ＣＣＩｓ），
实现了 Ｎ⁃乙酰神经氨酸（Ｎｅｕ５Ａｃ，一种典型的唾液

酸）糖肽的富集。 唾液酸分子通过 ＣＣＩｓ 与接枝乳
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糖单元的结合诱导聚合物链的构象转变，进一步导

致表面形貌、润湿性和刚度的显著和可逆的转换，实
现了将微弱的 ＣＣＩｓ 信号转化为聚合物表面宏观性

质（即表面形貌、润湿性和刚度）的转换。 ＰＡＭ⁃ｇ⁃乳
糖０􀆰 １１凭借对唾液酸的出色识别和响应能力，实现了

在复杂样品中 ＳＧｓ 的高效富集。
　 　 内源性响应材料对磷酸化肽和糖肽的选择性富

集研究大多集中于 ｐＨ 响应材料，而酶则通常在磷

酸化肽和糖肽富集中用于切割富集完成后材料与肽

段连接的共价键。 在 ｐＨ 响应过程中，通过调节溶

液 ｐＨ 引起材料结构的改变，进而使得材料的理化

性质发生显著变化，从而调节了内源性响应材料与

磷酸化肽或糖肽之间的相互作用。
３．３　 内外源共同响应材料

　 　 内外源响应材料的制备思路有两种：一是可以

将多种响应分子整合，制备内外源共同响应材料；二
是对于智能响应材料中的响应分子来讲，有的响应

分子可以对多种刺激做出反应，从而得到内外源共

同响应的材料。 在实际应用中，内外源共同响应材

料的设计和制备可以灵敏的感知外界环境的变化并

快速地产生动态响应，获得更有效的响应效果。

图 ２　 ＭＮＰ⁃ＳＰ 的（ａ）合成方案和（ｂ）选择性捕获磷酸化肽的过程［７４］

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｃｈｅｍｅ ａｎｄ （ｂ） ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｏｆ ｓｐｉｒｏｐｙｒａｎ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＭＮＰ⁃ＳＰ） ［７４］

３．３．１　 在磷酸化肽富集中的应用

　 　 对磷酸化肽富集来说，由于外源性响应材料大

多是基于 ＮＩＰＡｍ 的温度响应材料，因此，内外源共

同响应材料通常是将一种内源性响应单体与 ＮＩ⁃
ＰＡｍ 温度响应单体共聚，从而赋予材料多种刺激响

应。 例如，Ｓｕｎ 等［５２］ 选取对羧基苯基硫脲（ＡＴＢＡ）
与柔性的聚 Ｎ⁃异丙基丙烯酰胺（ＰＮＩＰＡｍ）网络共

聚，得到三重响应的多磷酸化肽（ＭＰＰｓ）富集材料。
ＰＮＩＰＡｍ 具有智能氢键网络，将适当的生物识别单

元（ＡＴＢＡ）整合在 ＰＮＩＰＡｍ 中，聚合物链的构象发

生转变，并影响目标生物分子的捕获与释放。 可以

通过调节溶剂极性、ｐＨ、温度来调节材料的多重氢

键作用，从而实现对多磷酸化肽的可逆调控吸附与

释放。 该智能响应材料对 ＭＰＰｓ 具有高吸附容量

（４６３ ｍｇ ／ ｇ）和回收率（９０％）。 此外，作者还从 Ｈｅｌａ
Ｓ３ 细胞裂解物中鉴定出大量多磷酸化位点。 这种

内外源共同响应材料对 ＭＰＰｓ 具有高富集选择性，
表明其在磷酸化蛋白质组学研究中的巨大潜力。
　 　 ＳＰ 类化合物是一类可对多种内源或外源刺激

同时产生响应的响应分子。 在不同刺激条件下，电
中性的闭环态 ＳＰ 与带电的 ＭＣ 或 ＭＣＨ＋开环态之

间具有可逆的相互异构，这一独特的性质赋予了它

广泛的应用。 Ｊｉａ 等［７４］通过简单的酯化反应制备了

螺吡喃修饰的磁性纳米粒子（ＭＮＰ⁃ＳＰ），并将其用

于复杂生物环境中磷酸化肽的富集。 该项工作同时

引入了光和 ｐＨ 双重刺激，在紫外光和酸的刺激下，
ＭＮＰ⁃ＳＰ 异构为带正电的 ＭＮＰ⁃ＭＣＨ＋材料，基于静

电相互作用，实现了对磷酸化肽的选择性捕获（见
图 ２）。 借助 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析技术，作者对不

同刺激条件下材料的富集能力进行了测试。 结果表

明，与单一内或外源刺激相比，紫外光和 ｐＨ 的内外

源共同刺激使得材料的富集能力显著提高。 该智能

响应材料 ＭＮＰ⁃ＳＰ 对磷酸化肽的检测具有高的灵

敏度（检出限为 ０􀆰 ４ ｆｍｏｌ）和良好的可重复使用性

（６ 次循环）。 当用于富集脱脂牛奶、人唾液和人血

清样品中的磷酸化肽时，该材料被证明是富集复杂

生物环境中低丰度磷酸化肽的理想吸附剂。
３．３．２　 在糖肽富集中的应用

　 　 内外源共同响应材料对于糖肽的富集往往是基

于 ＮＩＰＡｍ 温度响应单体与其他 ｐＨ 响应单体的结

合。 例如，Ｍｅｎｚｅｌ 等［９９］ 合成了具有温度响应性和
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ｐＨ 响应性的两亲性嵌段共聚物聚（Ｌ⁃谷氨酸） ⁃ｂ⁃聚
（Ｎ⁃异丙基丙烯酰胺） （ｐＧＡ⁃ｂ⁃ｐＮＩＰＡＭ）。 聚⁃Ｌ⁃谷
氨酸（ｐＧＡ）不仅具有亲水性，而且对 ｐＨ 较为敏感，
即随着 ｐＨ 值的降低，构象从无规卷曲变为 α⁃螺旋

结构。 作者研究了 ｐＧＡ⁃ｂ⁃ｐＮＩＰＡＭ 颗粒的形成，以
及 ｐＧＡ 糖冠与凝集素的相互作用。 结果表明，该双

重响应性 ｐＧＡ⁃ｂ⁃ｐＮＩＰＡＭ 材料温度在 ＬＣＳＴ 以上

时形成了具有疏水核心和糖基化表面的颗粒，并且

ｐＧＡ 糖冠与凝集素的这种相互作用使得 ｐＧＡ⁃ｂ⁃
ｐＮＩＰＡＭ 颗粒有望用于糖蛋白的富集研究。
　 　 将 ＮＩＰＡｍ 与糖肽的经典富集策略 硼酸亲

和法结合，可以设计基于温度和 ｐＨ 的内外源共同

响应材料，并用于糖肽富集。 Ｙｅ 等［２２］ 提出了将高

密度的硼酸（ＡＰＢＡ）配体固定在热响应性嵌段共聚

物刷上，得到内外源共同响应材料 ｐ （ＮＩＰＡｍ⁃ｂ⁃
ｐＢＡ），通过固定的硼酸与糖肽的协同多重共价结

合，实现了糖肽的选择性富集。 将 ｐ （ＮＩＰＡｍ⁃ｂ⁃
ｐＢＡ）修饰在二氧化硅微球表面，得到聚合物杂化材

料 Ｓｉ＠ ｐＮＩＰＡｍ⁃ｂ⁃ｐＢＡ。 该纳米复合材料对糖肽的

结合能力可通过控制 ｐＨ 和温度来调节，为开发可

同时用于生物分离和生物医学的复合材料提供了新

的机遇。
　 　 到目前为止，内外源共同响应材料在设计思路

上大多是基于温度和 ｐＨ 响应，而关于其他内外源

响应材料的研究较少。 内外源共同响应材料具有多

样化响应特性，可以更好地适应复杂生物环境的变

化。 相比于单一内或外源响应材料，内外源共同响

应材料有望获得更好的响应效果。

４　 结论与展望

　 　 智能响应材料具有卓越的响应性、可逆的构象

转换以及优异的可调控性等显著优势，在不同的内 ／
外源刺激条件下，材料的各种宏观理化性质会发生

显著变化，这是常规材料所不能实现的。 将智能响

应材料应用于磷酸化肽和糖肽的富集，主要是基于

在该类材料中设计可以精确识别磷酸化肽和糖肽的

识别单元。 例如，对于磷酸化肽来讲，可以寻找基于

氢键（硫脲基、酰胺、胺类等）或携带正电荷基团的

识别单元；糖肽则可以选择亲疏水性质有显著变化

的识别单元。 但是，已研究的富集磷酸化肽或糖肽

的智能响应材料大多是基于温度和 ｐＨ 响应，而对

其他响应类型研究较少，未来期待开发更多响应类

型的富集磷酸化肽或糖肽的智能响应材料。 另外，

针对磷酸化肽和糖肽富集的智能响应材料设计思路

可以扩展到其他的蛋白质 ＰＴＭｓ，如乙酰化、泛素化

和甲基化等。 但是，目前对于其他 ＰＴＭｓ 肽或蛋白

识别单元的设计还存在着较大的挑战。 相信随着科

技的发展，在未来的工作中智能响应材料可以更加

广泛地应用于多种 ＰＴＭｓ 的分离富集研究。
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１２６６
［９６］ 　 Ｂａｉ Ｈ Ｈ， Ｆａｎ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍ Ｓｃｉ， ２０１５， ６（７）：

４２３４
［９７］ 　 Ｌｉ Ｘ Ｌ， Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， Ｑｉｎｇ Ｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ，

２０１６， ８（２１）： １３２９４
［９８］ 　 Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， Ｊｉａｎｇ Ｇ， Ｌｉ Ｍ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７， ７（１）： １
［９９］ 　 Ｍｏｋｒｕｓ Ｍ， Ｍｅｎｚｅｌ Ｈ． Ｍａｃｒｏｍｏｌ Ｂｉｏｓｃｉ， ２０２２， ＤＯＩ： １０．

１００２ ／ ｍａｂｉ．２０２１００５１８

·１７８·


