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用于富集低分子量糖蛋白的多功能磁性纳米材料的制备
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摘要：低分子量糖蛋白被认为是发现疾病生物标志物的宝库。 特异性的萃取吸附剂对这一类化合物的萃取和富集

是必不可少的。 硼亲和材料在近年来取得了很大的发展，但专门用于选择性富集低分子量糖蛋白的硼亲和材料目

前鲜有报道。 该文提出了具有多种功能的磁性纳米颗粒（ＭＮＰｓ），用于低分子量糖蛋白的选择性捕获。 该多功能

磁性纳米颗粒是用硼酸功能化聚合物网络包裹的磁性纳米复合物。 该多功能磁性纳米材料是利用磁性的纳米颗

粒内核通过在其表面修饰苯硼酸功能团的聚丙烯酸高分子网络链制备得到。 该材料不仅具有常规磁性材料在磁

分离方面的基本优势，还能提供三重预先设计的先进功能：１）尺寸排阻效应，去除高分子量蛋白质的干扰；２）对低

分子量糖蛋白的选择性萃取；３）保护捕获到的低分子量糖蛋白不被降解和污染。 该材料的选择性萃取功能来自于

硼酸配基与糖蛋白的顺式二醇部分的亲和性，而尺寸限制效应和保护功能则依赖于磁性纳米颗粒表面修饰的聚合

物网络，允许低分子量化合物选择性通过。 通过实验验证了这些预设的功能，且通过改变聚合物链长可以调节限

径效应的阈值。 这种多功能磁性纳米复合物可以进一步发展成有前景的纳米探针，不仅可以选择性捕获低分子量

糖蛋白，还可以选择性捕获核苷和聚糖等其他具有重要生物学意义的顺式二醇分子。 因此，该文报道的材料制备

策略为从复杂样品中选择性萃取靶标化合物的多功能吸附剂的设计和合成提供了新思路。
关键词：硼亲和；糖蛋白；分子识别；纳米材料；尺寸排阻
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ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ５ ０， ９ ３， ４ １， ５ １， ａｎｄ ２ ７ ｋＤａ ｆｏｒ ＭＮＰｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ
ＰＡＡ ｗｉｔｈ ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ２， ５， １５， １００， ａｎｄ ２４０ ｋＤａ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｄｅｐｅｎｄ⁃
ｅｎｃｅ ｅｎａｂｌｅｄ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌ⁃
ｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＭＮＰｓ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ＰＡＡ ｃｈａｉｎ ｌｅｎｇｔｈ． Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＭＮＰｓ ｃａｎ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎｔｏ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｎａｎｏｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ＬＭＷ⁃ＧＰｓ， ｂｕｔ ａｌｓｏ
ｏｔｈｅｒ ｃｉｓ⁃ｄｉｏｌ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ， ｓｕｃｈ ａｓ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｇｌｙ⁃
ｃａｎｓ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｈｅｒｅｉｎ ｏｆｆｅｒｓ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌ
ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ⁃ａｆｆｉｎｉｔｙ ｓｏｒｂｅｎｔｓ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｘｔｒａｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｆｒｏｍ ａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓａｍｐｌｅ ｍａｔｒｉｘ．

引用本文：窦鹏，向玉苗，梁靓，刘震． 用于富集低分子量糖蛋白的多功能磁性纳米材料的制备． 色谱，２０２１，３９（１０）：１１０２－１１１０．
ＤＯＵ Ｐｅｎｇ， ＸＩＡＮＧ Ｙｕｍｉａｏ， ＬＩＡＮＧ Ｌｉａｎｇ， ＬＩＵ Ｚｈｅｎ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ ｌｏｗ⁃
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：１１０２－１１１０．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｏｒｏｎａｔｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ； ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ； ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；
ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ

　 　 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［１，２］，
是临床诊断重要的生物标志物。 研究表明，体液中

低分子量蛋白质（ＬＭＷＰ）和多肽含有丰富的生物学

信息，能从中发现大量的生物标志物［３］。 因此，低
分子量糖蛋白质（ＬＭＷ⁃ＧＰ）是生物标志物研究的

重点。 然而，低分子量糖蛋白在生物样品中丰度很

低，糖肽 ／糖蛋白在质谱检测时容易被其他非糖蛋白

抑制，因此需要发展高效的低糖蛋白分离富集方法。

　 　 对于富集低分子量蛋白质，目前已有的方法包

括超滤［４］、尺寸排阻色谱［５，６］、尺寸限制性材料萃

取［７，８］，基于纳米孔道的膜或颗粒的萃取也发展成

一种新的替代方案［９，１０］。 近期，纳米材料在富集低

丰度生物标志物方面具有巨大的潜力［１１］。 目前糖

蛋白的分离富集方法主要有凝集素亲和色谱

法［１２－１４］、固相肼化学富集方法［１５，１６］、磁性纳米材料

硼亲和萃取［１７－１９］、硼亲和色谱［２０，２１］、亲水相互作用

色谱法［２２，２３］等。 然而，就作者所知，目前还没有专
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门用来富集低分子量糖蛋白的方法。
　 　 硼亲和材料在近年来取得了很大的发展［１９］。
特别是，将功能化磁性纳米材料（ＭＮＰｓ）作为微萃

取探针用于选择性富集生物样品的研究越来越受到

科研工作者的重视［２４－２８］。 相比于常规方法，磁性纳

米材料的优势是比表面积大，萃取容量高，可操控性

强，生物兼容性好。 同时，硼酸已经成为很有前途的

特异性富集糖蛋白的亲和配体［２０，２１］。 硼酸亲和法

的原理为：硼酸分子与含顺式二羟基结构的化合物

在碱性条件下形成五、六元环脂的复合物结构，而在

酸性条件下，该复合物发生水解，从而释放出靶标分

子。 和凝集素亲和色谱相比，硼亲和色谱具有以下

的优势：首先，硼亲和色谱对糖蛋白具有广泛的选择

性，不仅可以富集 Ｎ⁃糖蛋白，也可以富集 Ｏ⁃糖蛋

白；其次，硼亲和色谱可以通过简单地改变环境 ｐＨ
值来控制糖蛋白的捕获和释放，最后，硼亲和色谱可

以通过挥发性酸性溶液洗脱被萃取的物质，因此是

完全质谱兼容的，但专门用于选择性富集低分子量

糖蛋白的硼亲和材料目前鲜有报道。

图 １　 间氨基苯硼酸嫁接聚丙烯酸链修饰的磁性纳米颗粒（ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ）的尺寸排阻效应和聚合物链的结构示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｅｒ ｃｈａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ３⁃ａｍｉｎｏｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃ

ａｃｉｄ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ｐｏｌｙ（ａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ） ｃｈａｉｎ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ）
　 ＨＭＷＰ： ｈｉｇｈ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎ； ＬＭＷ⁃ＧＰ： ｌｏｗ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＬＭＷ⁃ＮＧＰ： ｌｏｗ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ ｎｏｎ⁃ｇｌｙｃｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ．

　 　 本文报道一种可以选择性富集低分子量糖蛋白

的多功能磁性纳米材料。 该多功能磁性纳米材料有

特殊的外部结构，它的表面修饰了硼酸功能团高分

子网络链，除了具有磁性纳米材料的普遍特性外，该
纳米粒子具有如下 ３ 个特性：１）尺寸排阻性能，消
除高分子量蛋白质和其他物种的干扰；２）特异性萃

取低分子量糖蛋白，３）保护萃取到的低分子量的糖

蛋白不被酶解和污染。 多功能磁性纳米材料的结构

和尺寸排阻原理如图 １ 所示。 磁性纳米材料的表面

修饰了聚丙烯酸高分子网络，缠绕的线性聚合物链

覆盖在磁性纳米材料的表面，形成了一个尺寸排阻

的网络链，使得只有低分子量的分子才能通过。 聚

丙烯酸（ＰＡＡ）链上的聚丙烯酸的部分羧基上键合

了苯硼酸配基，因为羧基具有亲水性，而苯基硼酸具

有一定的疏水性，在水溶液中，高分子链上的羧基处

于高分子网络外侧保证表面很好的亲水性，而苯硼

酸基团相对疏水，处于高分子网络内侧，因此只有通

过高分子网络的低分子量分子中的糖蛋白才能被特

异性萃取，另外，被捕获的低分子量的糖蛋白由于处

于高分子网络内部，高分子网络的空间位阻使得低

分子量糖蛋白周围没有适合酶相互作用的空间，因
此起到了保护富集到的低分子量糖蛋白不受酶解的

作用。 本文对该材料的结构和性能进行了表征和验

证，并考察了 ＰＡＡ 链的分子量对材料的尺寸排阻效

应的影响。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂、材料和方法

　 　 Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）购自阿拉丁试剂公

司（上海）。 牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）和平均分子质量为 １００ ｋＤａ、１５ ｋＤａ、５ ｋＤａ、
２ １ ｋＤａ 的 ＰＡＡ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 丙烯酰胺 ／
甲叉双丙烯酰胺预混液（Ｃ ＝ ２ ６％）、四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）和溴酚蓝购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。 １⁃乙
基⁃（３⁃二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺（ＥＤＣ）、间氨

基苯硼酸（ＡＰＢＡ）和平均分子质量 ２４０ ｋＤａ 的 ＰＡＡ
购自 Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 公司（天津）。 十二烷基硫酸钠⁃聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）相对分子质量标准

品购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司（上海），胰蛋白酶购自 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ （北京）。 其他试剂购自南京化学试剂公司，
均为分析纯。 ＨＰＲ 酶解方法参照文献［２９］，将 ５０ μｇ
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ＨＲＰ 与 ２ μｇ 胰蛋白酶混合溶于 ２５ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
碳酸氢铵溶液中，在 ３７ ℃下酶解过夜，产物存放于

－２０ ℃冰箱中。
　 　 材料的形貌表征采用日本 ＪＥＯＬ 公司的 ＪＥＭ⁃
１０１０ 型透射电子显微镜，加速电压 １００ ｋＶ。 制样是

将纳米材料均匀分散在水中后滴在铜网上，自然风

干备用。 红外光谱为美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司的

Ｎｉｃｏｌｅｔ ６７００ 型傅里叶变换红外光谱仪。 Ｚｅｔａ 电位

测定采用英国 Ｍａｌｖｅｒｎ 公司的 Ｎａｎｏ Ｚ ｚｅｔａ 电位

仪，测定时磁性纳米材料被分散在纯水中。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 采用美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅａｎ ３ 电

泳槽，电源型号为 Ｐｏｗｅｒｐａｃ ＨＶ。 电泳结束后采用

考马斯亮蓝 Ｒ⁃２５０ 染料（购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）
进行染色，并用 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ 凝胶成

像系统进行记录。 基质辅助激光诱导解离⁃飞行时

间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）在德国 Ｂｒｕｃｋｅｒ 公司的

Ａｕｔｏｆｌｅｘ 质谱仪上完成。 纳流液相色谱⁃质谱联用

（ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ）实验在美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司的

纳流 ＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＸＬ 系统上完成。 毛细管电

泳实验在美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司的 Ｐ ／ ＡＣＥ
ＭＤＱ 毛细管电泳仪上完成。
１．２　 功能化磁性纳米材料合成

１．２．１　 氨基功能化磁性纳米材料（ＡＭＮＰｓ） ［３０］

　 　 将 １ ０ ｇ 六水合三氯化铁、６ ５ ｇ １，６⁃己二胺和

２ ０ ｇ 无水碳酸钠溶于 ３０ ｍＬ 乙二醇中，装入带有

四氟乙烯内衬的 ５０ ｍＬ 高压水热釜中在 １９８ ℃下

反应 ６ ｈ。 制得的氨基功能化磁性纳米材料用水和

乙醇各清洗 ３ 次后在 ５０ ℃下真空烘干备用。
１．２．２　 多功能磁性纳米材料

　 　 将 ５００ ｍｇ ＡＭＮＰｓ 分散于 ５０ ｍＬ ３０ ｇ ／ Ｌ 的

ＰＡＡ 溶液中，并加入 ５００ ｍｇ ＥＤＣ 和 １ ｇ ＮＨＳ。 超

声混合均匀，机械搅拌 ２ ｈ。 制得的 ＰＡＡ 活化磁性

纳米材料（ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭＮＰｓ）用水和乙醇各清

洗 ３ 次后在 ５０ ℃ 下真空烘干备用。 取 ２００ ｍｇ
ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭＮＰｓ 分散在 ４０ ｍＬ ５ ｇ ／ Ｌ 间氨基苯

硼酸一水合物溶液中，并加入 ４００ ｍｇ ＥＤＣ 和 ８００ ｇ
ＮＨＳ。 超声混合均匀，机械搅拌２ ｈ。制得的多功能

磁性纳米材料（ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ）用水和乙醇各清

洗 ３ 次后在 ５０ ℃下真空烘干备用。
１．２．３　 间氨基硼酸功能化磁性纳米材料

　 　 将 ４００ ｍｇ ＡＭＮＰｓ 分散于 ４０ ｍＬ 含 ５％ （ｖ ／ ｖ）
戊二醛的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲溶液（ｐＨ ７ ０）中
机械搅拌 ２ ｈ。 得到的戊二醛活化的磁性纳米材料

用 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲溶液清洗 ３ 次后分散于

含 ４０ ｍＬ ５ ｇ ／ Ｌ 间氨基苯硼酸一水合物和 １％ （质量

分数）的氰基硼氢化钠的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲

溶液中。 反应 ２ ｈ 后，收集制得的间氨基硼酸功能

化磁性纳米材料（ＡＰＢＡ⁃ＧＡ⁃ＭＮＰｓ）用水和乙醇各

清洗 ３ 次后在 ５０ ℃下真空烘干备用。
１．３　 萃取和解吸

　 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析 　 将 ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 溶解在含

５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ ⁃ＮＨ３·
Ｈ２Ｏ（ｐＨ １０） 中，每种蛋白质各 １ ｇ ／ Ｌ。 取 ２ ｍｇ
ＭＮＰｓ 和 ５０ μＬ 上述蛋白质溶液，在一个 ＰＣＲ 管中

混匀，振荡萃取 １ ｈ。 随后将 ＭＮＰｓ 用外加磁场吸

附于管壁，弃去上清液。 ＭＮＰｓ 用含 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ ⁃ＮＨ３·Ｈ２Ｏ（ｐＨ １０）
和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ ⁃ＮＨ３·Ｈ２Ｏ（ｐＨ １０）各清

洗 ３ 次后分散于 ２５ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸中振荡解吸

１ ｈ。 最后将 ＭＮＰｓ 用外加磁场吸附于管壁，收集解

吸后的醋酸溶液准备进一步分析。
　 　 毛细管电泳分析　 萃取解吸步骤相同，唯一不

同的是在萃取用的 ＨＲＰ、ＢＳＡ 混合溶液中加入了

１ ｇ ／ Ｌ 腺苷。
　 　 ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ 分析 　 将 ＨＲＰ 酶解产物与含

１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ ⁃ＮＨ３ ·
Ｈ２Ｏ（ｐＨ １０）等体积混合后取 ５０ μＬ 用于萃取，其他

步骤同上。
１．４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

　 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析采用 １ ｍｍ 厚度的凝胶。 用于

浓缩胶灌制的各种溶液的配比如下：１５ ｍＬ ３０％ 的

丙烯酰胺 ／甲叉双丙烯酰胺预混液（Ｃ ＝ ２ ６％）， ６ ３
ｍＬ ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃甘氨酸缓冲液（ｐＨ ６ ８）， ０ ２５
ｍＬ １０％ ＳＤＳ 溶液，１５ ｍＬ 超纯水，０ １２５ ｍＬ １０％ 过

硫酸铵和 ０ ０２５ ｍＬ 四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）。 用

于分离胶灌制的各种溶液的配比如下：４ ０ ｍＬ ３０％
的丙烯酰胺 ／甲叉双丙烯酰胺预混液（Ｃ ＝ ２ ６％），
２ ５ ｍＬ １ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃甘氨酸缓冲液（ｐＨ ８ ８），
０ １０ ｍＬ １０％ ＳＤＳ 溶液，３ ３５ ｍＬ 超纯水，０ ０５０
ｍＬ １０％ 过硫酸铵和 ０ ００５ ｍＬ ＴＥＭＥＤ。 制胶时采

用 １０ 孔的制孔梳。 样品与 ５×的上样缓冲液（１００
ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二硫苏糖醇、２０％ （ｖ ／ ｖ）甘油、
０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ６ ８）， ０ ５ ｇ ／ Ｌ 溴酚蓝）
按 ４ ∶１（ｖ ／ ｖ）的比例混合，在 １００ ℃下加热 ３ ｍｉｎ。
等样品冷却到室温后取 ２０ μＬ 加入上样孔。 在电泳

过程中，前 ２５ ｍｉｎ 电压为 １００ Ｖ，而后将电压升高到

·５０１１·
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２００ Ｖ 直至溴酚蓝条带运行到凝胶底部。
１．５　 毛细管电泳分析

　 　 实验中使用的毛细管为 ６０ ｃｍ（有效长度 ５０
ｃｍ）×７５ μｍ Ｉ．Ｄ．×３７５ μｍ Ｏ．Ｄ．，购自河北永年光

纤厂。 每天实验开始前，均使用如下条件平衡毛细

管：１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 冲洗 ２０ ｍｉｎ，纯水冲洗 ２０ ｍｉｎ，
背景缓冲溶液（ＢＧＥ）冲洗 ２０ ｍｉｎ。 每两次实验之

间，用以下条件平衡毛细管：０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 冲洗

２ ｍｉｎ，纯水冲洗 ２ ｍｉｎ， ＢＧＥ 冲洗 ２ ｍｉｎ。 ＢＧＥ 组

成为 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硼砂缓冲液（ｐＨ １０ ０）。 毛细管温

度控制在 ２５ ℃。 进样方式采用压力进样，进样压力

３ ４５ ｋＰａ（０ ５ ｐｓｉ），进样时间 ３ ｓ。 分离电压设定

在 ２０ ｋＶ。 检测器的检测波长设定为 ２１４ ｎｍ。
１．６　 Ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ 分析

　 　 ＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＸＬ 液相色谱⁃质谱联用系统

配有两台四元梯度泵，一个微量自动进样器和配有

纳喷源的 ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＸＬ 高分辨质谱。 实验中我

们选用 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司的富集柱（５ ｍｍ×０ ３ ｍｍ，填
料为 Ｚｏｒｂａｘ ３００ＳＢ⁃Ｃ１８ ５ μｍ）。 分析柱为自制的

填装 Ｃ１８ 毛细管色谱柱，内径 ７５ μｍ，长度 １２ ｃｍ。
制作方法简述如下：首先在一段石英毛细管（７５ μｍ
Ｉ．Ｄ．）的一端用丁烷火焰烧制拉出一个内径 ５ ～ １０
μｍ 的喷针；随后采用自制的压力容器将 Ｃ１８ ＡＱ
反向填料匀浆（粒径 ５ μｍ，孔径 １２ ｎｍ，购自德国

Ｓｕｎｃｈｒｏｍ 公司）装填到拉制好的毛细管中，装填压

力约 ４ ＭＰａ，在填料长度达到 １２ ｃｍ 时停止装填。
　 　 流动相组成为（Ａ） ０ １％ （ ｖ ／ ｖ） 甲酸水溶液，
（Ｂ）０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸的乙腈溶液。 实验中上样泵的

流动相恒定为 ９８％ Ａ，流速 ６０ μＬ ／ ｍｉｎ。 连接质谱

仪的色谱梯度如下：０ ～ ５ ｍｉｎ， ２％ Ｂ； ５ ～ ４０ ｍｉｎ，
２％ Ｂ～６０％ Ｂ； ４０ ～ ４５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ ～ ９０％ Ｂ； ４５ ～ ５５
ｍｉｎ， ９０％ Ｂ 保持 １０ ｍｉｎ； ５５～７５ ｍｉｎ， ２％ Ｂ。 流动

相在进入分析柱之前经过三通分流后的流速约为

２００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。 质谱检测方法设定如下：喷雾电压设

定为 １ ８ ｋＶ，每次扫描时，在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 中进行一个

１０ 万分辨率的全扫描，同时在 ＬＴＱ 中进行 ６ 个数据

依赖性二级质谱扫描。 每个全扫描和二级质谱扫描

均含有一个 ｍｉｃｒｏ ｓｃａｎ。 全扫描的质荷比（ｍ／ ｚ）
范围是 ４００ 到 ２ ０００，二级质谱扫描时仪器自动选择

全扫描中丰度最高的 ６ 个离子进行碰撞诱导解离碎

裂，归一化碰撞能量设定为 ３５％。 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 的目标

离子强度设为 ２×１０５，最大采集时间设为 ５００ ｍｓ，
ＬＴＱ 的目标离子强度设为 ３×１０４，最大采集时间设

为 １００ ｍｓ。 动态排除的设定方式如下：重复 ２ 次，
重复时长 ３０ ｓ，排除时长 ６０ ｓ。
１．７　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分析

　 　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 分 析 在 Ａｕｔｏｆｌｅｘ ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ／ ＴＯＦ 质谱仪上完成。 实验采用正离子模式，
激光波长为 ３３７ ｎｍ，脉冲时间 ２５０ ｎｓ，加速电压 ２０
ｋＶ。 实验中使用不锈钢靶，基质为 α⁃氰⁃４⁃羟基肉桂

酸（ＣＨＣＡ）的饱和溶液，溶剂为 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）三氟乙

酸⁃乙腈（７０ ∶３０， ｖ ／ ｖ）。 每张谱图由 １００ 次激光发

射产生的数据叠加而得。

２　 结果与讨论

２．１　 纳米材料表征

　 　 我们采用透射电子显微镜对合成的 ＡＰＢＡ⁃
ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 纳米材料的形貌进行了表征。 如图 ２ａ
所示，该材料的形貌完好，粒径均匀，平均直径为 ６０
±１５ ｎｍ。 随后，我们通过红外光谱表征了表面的官

能团（见图 ２ｂ），在 ３ 种纳米材料的红外光谱中，在
５７６ ｃｍ－１处均有一个很强的吸收峰，对应的是 Ｆｅ－Ｏ
键的振动峰。 同时在 ２ ８５５ ｃｍ－１和 ２ ９２７ ｃｍ－１处的

双峰则对应着 －ＣＨ２ －官能团。 对 ＡＭＮＰｓ， １ ６２３
ｃｍ－１和 １ ０４８ ｃｍ－１处的双峰则对应了 Ｃ－ＮＨ２ 的振

动峰，说明磁核纳米材料确实被－ＮＨ２ 功能化了。
对 ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭＮＰｓ，１ ４０７ ｃｍ－１ 处的峰证实了

羧基的存在，１ ４５６ ｃｍ－１和 １ ７１５ ｃｍ－１处的峰则对应

着酰胺基团，说明 ＰＡＡ 确实是共价地连接到了纳米

材料表面。 对 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ， １ ８１１、 １ ７８３ 和

１ ５９０ ｃｍ－１处的峰说明材料上有苯环存在，而 １ ２０８
ｃｍ－１处的峰则对应－Ｃ－Ｎ－苯基团，这些都说明材料

上已经连接了间氨基苯硼酸。
　 　 我们测量了 Ｚｅｔａ 电位的变化。 ＡＭＮＰｓ 的 Ｚｅｔａ
电位为＋２ ｍＶ，修饰了 ２４０ ｋＤａ ＰＡＡ 的 ＭＮＰｓ 的

ｚｅｔａ 电位为 － ２５ ｍＶ，而修饰了间氨基苯硼酸的

ＭＮＰｓ 的 Ｚｅｔａ 电位为－２０ ｍＶ。 Ｚｅｔａ 电位由＋２ ｍＶ
变为－２５ ｍＶ，说明材料表面被大量 ＰＡＡ 覆盖，而
Ｚｅｔａ 电位由－２５ ｍＶ 变为－２０ ｍＶ，说明只有部分的

羧基连接了间氨基苯硼酸。
　 　 我们估算了 ＰＡＡ 网络的孔径和最大萃取容量。
ＭＮＰｓ 的密度约为 ５ ｇ ／ ｃｍ３［３１］，由于前面的电镜表

征显示其直径约为 ６０ ｎｍ，可以计算出每个纳米颗

粒的平均质量约为 ４ ５×１０－１５ ｇ。 差热分析结果显

示，ＰＡＡ 链在 ２６０ ℃时燃烧（见图 ２ｃ）。 进一步的

热重分析（见图 ２ｄ）显示，ＰＡＡ 链燃烧后导致的质

·６０１１·
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图 ２　 纳米材料的表征
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

　 ａ． ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ． ｂ． ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｍｉｎｏ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＡＭＮＰｓ）， ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭ⁃
ＮＰｓ ａｎｄ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ． ｃ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒｍａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＤＴＡ） ｏｆ ＡＭＮＰｓ ａｎｄ ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭＮＰｓ． ｄ． Ｔｈｅｒｍｏ ｇｒａｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＡＭＮＰｓ ａｎｄ ＰＡＡ⁃ｇｒａｆｔｅｄ ＡＭＮＰｓ． ２４０ ｋＤａ ＰＡＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ．

量损失占总质量的 ２％。 这表明，在该 ＰＡＡ 链修饰

的 ＭＮＰｓ 上的高分子链的质量约占总质量的 ２％，因

图 ３　 选择性和尺寸排阻效应的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 表征
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ

ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
　 ａ． ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒｓ； ｂ． ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｈｏｒｓｅ⁃
ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＨＲＰ） ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ）； ｃ．
ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ ａｎｄ ＢＳＡ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＡＰＢＡ⁃ＧＡ⁃ＭＮＰｓ； ｄ． ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ
ａｎｄ ＢＳＡ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ．

此可以计算得到，每个纳米颗粒上的高分子链总质

量平均约为 １ １×１０－１７ ｇ。 此处 ＰＡＡ 链的平均分子

质量为 ２４０ ｋＤａ，则每条 ＰＡＡ 链的质量约为 ４ ０×
１０－１９ ｇ，因此每个磁性纳米颗粒上大约接有 ２５ 条

ＰＡＡ（２４０ ｋＤａ）链。 另外，根据分子量可以计算出

ＰＡＡ 链的聚合度约为 ３ ３００，而 Ｃ－Ｃ 键键长约为

０ １５ ｎｍ，因此可知每条 ＰＡＡ 链的平均长度约为

９９０ ｎｍ。 我们假定 ＰＡＡ 链可以均匀包裹在磁性纳

米颗粒上，则由高分子构建出来的网络的孔径可以

估算得到大约为 ０ ９ ｎｍ。 由此，我们可以预期由

ＰＡＡ 网络覆盖的 ＭＮＰｓ 具有尺寸排阻效应。 由于

在实际情况下高分子链是在水溶液环境中使用的，
而且其空间排布上是相对松散的，因此其孔径可能

更大一些。 因此，实际的尺寸排阻效应的分子量阀

值应以实验结果为准。
２．２　 多功能磁性纳米材料的选择性和尺寸排阻性

能表征

　 　 以 ＡＰＢＡ⁃ＧＡ⁃ＭＮＰｓ 做对照，我们利用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 表征了 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 的尺寸排阻性能。
ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 分别作为糖蛋白和非糖蛋白的代表用

于表征。 如图 ３ 所示，ＡＰＢＡ⁃ＧＡ⁃ＭＮＰｓ 可以选择性

地从 ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 的混合物中萃取 ＨＲＰ，而ＡＰＢＡ⁃
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ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 则对两种蛋白质均不结合。 该结果表

明，由于 ＨＲＰ（分子质量 ４４ ｋＤａ）的尺寸大于ＡＰＢＡ⁃
ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 材料表面高分子网络形成的孔的直径，
因此无法被 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 富集。
　 　 为了进一步确证以上结论，将小分子顺式二醇

化合物腺苷（分子质量 ２６７ Ｄａ）与 ＨＲＰ 和 ＢＳＡ 混

合后得到的溶液作为样品，经不同的材料萃取后得

到的化合物用毛细管电泳进行分析。 如图 ４ 所示，
ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 材料只能捕获腺苷，而 ＡＰＢＡ⁃
ＧＡ⁃ＭＮＰｓ 材料则可以同时捕获腺苷和 ＨＲＰ。 由此

就可以得出结论，ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 材料具有硼亲

和尺寸排阻双重选择性。

图 ４　 选择性和尺寸排阻效应的毛细管电泳表征
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｉｚｅ⁃

ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
　 ａ． ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ， ＢＳＡ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ； ｂ． ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ， ＢＳＡ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃
ＭＮＰｓ； ｃ． ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＨＲＰ， ＢＳＡ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＰＢＡ⁃ＧＡ⁃ＭＮＰｓ．

图 ５　 用于定性糖肽的特征离子的二级质谱图

Ｆｉｇ． ５　 ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ ａｓ ａ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ
　 Ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｔ ｍ／ ｚ １１９８ ３９ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｓｔｅｒｉｓｋ ｉｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｏｓｉｎｇ ａ ｄｅｏｘｙｈｅｘｏｓｅ ｆｒｏｍ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｃｈａｒｇｅｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ
１２７１ ５８． Ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｏｘｏｎｉｕｍ ｉｏｎｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｓｓｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｂｌｕｅ ｌｉｎｅｓ． ＨｅｘＮＡｃ， Ｈｅｘ ａｎｄ Ｐｅｎｔ ａｒｅ
ｔｈｅ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ， ｈｅｘｏｓｅ ａｎｄ ｐｅｎｔｏｓｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．３　 多功能磁性纳米材料的特异性和尺寸排阻性

能与 ＰＰＡ 链长的关系

　 　 为了考察 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 在复杂环境中对

低分子量糖蛋白的富集能力以及尺寸排阻阈值和

ＰＡＡ 链长的关系，我们用 ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析了

不同链长 ＰＡＡ 修饰的 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 从 ＨＲＰ 酶

解产物中富集到的肽段。 实验中通过二级质谱中的

特征离子和糖基的中性丢失来确定富集到的肽段是

否为糖肽［３２］，通过如下步骤对得到的二级质谱图进

行分析：首先确定哪个时间段得到的谱图中含有

ｍ／ ｚ 为 ３６６ （［ Ｈｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ１ ＋ Ｈ ］ ＋ ）、 ５２８
（［Ｈｅｘ２ＨｅｘＮＡｃ１ ＋ Ｈ］ ＋ ）、 ６９０ （［ Ｈｅｘ３ＨｅｘＮＡｃ１ ＋
Ｈ］ ＋）和 ８２２ （［Ｈｅｘ２Ｐｅｎｔ１ＨｅｘＮＡｃ１＋Ｈ］ ＋）的特征离

子，如果谱图中存在这些离子则认为是糖肽的二级

质谱；当确定了糖肽的出峰时间窗口之后，将整个时

间段内的所有全扫描质谱图用 Ｑｕａｌ Ｂｒｏｗｓｅｒ 功能

进行平均，然后用 Ｘｔｒａｃｔ 功能做去卷积，将所有多

电荷离子转化为 ＭＨ＋形式，Ｘｔｒａｃｔ 中 Ｓ ／ Ｎ 设为 １０。
单糖残基的中性丢失见表 １，如果某个肽段的二级

质谱图中含有至少一个上述的特征离子，并有一系

列规律的中性丢失则可认为其为糖肽，图 ５ 中以

表 １　 寡糖中性丢失造成的质量减少
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｄｕｅ ｔｏ ｇｌｙｃａｎ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｓｓ

Ｓｕｇａｒ
Ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｓｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｒｇｅ ｓｔａｔｅｓ

＋１ ＋２ ＋３
Ｈｅｘｏｓｅ １６２．１ ８１．０ ５４．０
Ｄｅｏｘｙｈｅｘｏｓｅ １４６．１ ７３．０ ４８．７
Ｐｅｎｔｏｓｅ １３２．０ ６６．０ ４４．０
Ｎ⁃Ａｃｅｔｙｌｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ ２０３．１ １０１．６ ６７．７
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图 ６　 １８００～ ５２００ Ｄａ 糖肽的去卷积质谱图
Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １８００－５２００ Ｄａ
　 ａ． ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ； ｂ－ｆ： ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ （ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ
ＰＡＡ： ２４０ ｋＤａ （ｂ）， １００ ｋＤａ （ｃ）， １５ ｋＤａ （ｄ）， ５ ｋＤａ （ｅ） ａｎｄ
２ ｋＤａ （ ｆ）） ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ．

ＭＨ＋ ＝ ２ ５４２ １５ Ｄａ 的糖肽为例标明了各个特征离

子和中性丢失。
　 　 由于绝大多数文献中报道的 ＨＲＰ 酶解产物中

糖肽的分子质量在 １ ８００ 到 ５ ０００ Ｄａ 之间［２２，２３］，因
此我们首先考察了 １ ８００ 到 ５ ２００ Ｄａ 这个质量范

围。 图 ６ 中是不同 ＰＡＡ 链长修饰的磁性纳米材料

富集到的所有糖肽的去卷积质谱图。 从 ＨＲＰ 酶解

糖肽中鉴定到了 １４ 个非糖肽段和 ３５ 个糖肽段（见
表 ２），而被 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 富集到的肽段的数目

要明显小于 ＨＲＰ 酶解产物中的肽段数目。 所有被

ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 富集到的肽段均为糖肽，非糖肽

被全部排除在外，这说明 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 在复杂

体系中依然具有很高的选择性。 用平均分子质量为

５ ｋＤａ 的 ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 富集到的糖肽是所有

材料中最多的，ＨＲＰ 酶解产物中 ７６％ 的肽段被该材

料富集。 而其他 ４ 种分子质量的 ＰＡＡ 修饰的

ＭＮＰｓ 富集到的肽段数目均不足 ＨＲＰ 酶解产物中

糖肽数目的 ５０％ （详见附表：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｒｏｍ⁃
Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。 由图 ６ 可知，２、５、１５、１００ 和 ２４０ ｋＤａ
ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 能结合到的最大糖肽的分子质

量分别为 ４ ９８５ １９、５ ０６７ ０８、４ １１４ ７０、５ ０６７ ０８ 和

２ ６２４ １６ Ｄａ。 因此，这些 ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 的尺

寸排阻阈值应比这些分子质量略高。

表 ２　 ＨＲＰ 酶解糖肽中分子量在 １８００ 到 ５２００ Ｄａ 范围内
鉴定到的非糖肽和糖肽

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｏｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｏｒ ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １８００－５２００ Ｄａ

　

Ｔｙｐｅ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ／ Ｄａ
Ｎｏｎ⁃ｇｌｙｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅｓ

２１０３．０５， ２２００．９５， ２２１６．９８， ２２４８．１６， ２３１６．１８，
２４７５．２８， ２５８０．０４， ２６３８．１３， ２９４４．３６， ２９８８．４９，
３０４８．５４， ３１７３．６６， ３４０２．５６， ３４４７．７３

Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ １８８７．８４， １９１６．７４， ２０２９．８２， ２１７３．８８， ２２８６．９８，
２３６３．０１， ２４３６．２３， ２５４２．６１５， ２６１２．２０， ２９３２．２４，
３０２１．２０， ３０９５．３０， ３１８４．２７， ３２５７．５２， ３３５４．４１，
３３９０．４６， ３５５３．５２， ３５９１．６５， ３６０６．６２， ３６７３．７１，
３７２６．６３， ３７５３．６５， ３７６６．６４， ３７７６．７３， ３８２５．６７，
３８４０．６５， ３８９５．６６， ４０５７．７１， ４１１４．７０， ４２２３．８５，
４２７６．７７， ４４８２．９９， ４８９５．１９， ５０６７．０８， ５１６５．３６

　 　 另一方面，不同分子质量的 ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ
能够富集的最大的糖肽片段并不相同。 由于有些糖

肽段太过接近 ５ ２００ Ｄａ 的上限，我们进一步研究了

分子质量高于 ５ ２００ Ｄａ 的肽段。 通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 实验发现，所有的 ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ 均不能富

集 ＲＮａｓｅ Ｂ（糖蛋白，分子质量约为 １５ ｋＤａ）。 因此

我们进一步研究了 ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 谱图中分子质

量从 ５ ２００ 到 １５ ０００ Ｄａ 的部分。 由 ２、１５、１００、２４０
ｋＤａ ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 均无法富集任何肽段，仅有

５ ｋＤａ ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 富集到了少量肽段，其中

分子质量最大为 ９ ２１８ ０９ Ｄａ（见图 ７）。 经过二级

质谱鉴定，该肽段为糖肽。 由于 ＨＲＰ 酶解产物中有

大于 １０ ｋＤａ 的糖肽段，我们认为，２、５、１５、１００ 和

２４０ ｋＤａ ＰＡＡ 修饰的 ＭＮＰｓ 的尺寸排阻阈值约为

５ ０、９ ３、４ １、５ １ 和 ２ ７ ｋＤａ。 因此，可以得出结

·９０１１·
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图 ７　 ５２００～ １５０００ Ｄａ 糖肽的去卷积质谱图
Ｆｉｇ． ７　 Ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５２００－１５０００ Ｄａ
　 ａ．ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｗｉｔｈ ＡＰＢＡ⁃ＰＡＡ⁃ＭＮＰｓ （５
ｋＤａ ＰＡＡ）； ｂ． ＨＲＰ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ．
　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎａｎｏ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ．

论：可以通过调节 ＰＡＡ 链长来调节多功能 ＭＮＰｓ 的

尺寸排阻阈值。

３　 结论

　 　 本文提出了多功能磁性纳米材料的概念并证明

了其原理，由于其特殊设计的结构，这种磁性纳米材

料可以成为高选择性萃取低分子量的糖蛋白的多功

能纳米探针，尽管研究中主要测试的分子是低分子

糖蛋白，但是这种多功能磁性纳米材料同样可以选

择性萃取其他低分子量顺式二羟基生物分子，如修

饰核苷、多糖等，由于糖蛋白、核苷和聚糖是蛋白质

组学、代谢组学和糖组学领域关注的研究焦点。 若

能进一步采用高亲和力配基，这种多功能磁性纳米

材料可以发展成为一种很有前途的组学研究样品处

理材料。
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