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共价有机骨架功能材料及其在糖肽选择性富集中的应用
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摘要：蛋白质糖基化是生物体中最重要的翻译后修饰手段之一，糖蛋白 ／糖肽的有效分离和富集成为目前糖蛋白组

学研究的首要问题。 对于复杂的生物样本，糖蛋白的数量较少，酶解后大量高丰度非糖基化修饰肽的存在，使得低

丰度糖肽的检测更加困难。 因此，需要一些手段来有效地富集糖肽以提高其检测丰度，发展高选择性的糖肽富集

材料及方法就成为在分子水平上有效地监测糖蛋白或糖肽的重要途径。 相对于传统的糖肽富集材料，共价有机骨

架材料具有比表面积大和可修饰位点丰富的优点，在糖肽富集领域具有很大的应用潜力。 该文制备了一种新型的

共价有机骨架材料（Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦｓ），利用 １，３，５⁃三（４⁃氨苯基）苯和 ２，５⁃二甲氧基苯⁃１，４⁃二甲醛作为反应单体通过

共聚缩合反应生成的席夫碱构成了材料的框架，对合成后的中间体材料进行氧化处理，从而提高材料的富集性能。
利用扫描电镜、透射电镜、红外光谱和固体核磁等表征技术对材料的结构进行了表征，并将其应用于糖肽的选择性

富集。 分别对富集过程的上样条件、淋洗条件、洗脱条件进行了优化，结合质谱检测技术，从人血清免疫球蛋白 Ｇ
酶解液中观察到 ３２ 个明显的糖肽信号峰。 通过模拟复杂样本体系验证材料富集选择性，在人血清免疫球蛋白 Ｇ
和牛血清白蛋白的酶解液混合物摩尔比达到 １ ∶５０ 时，该材料仍然保持了良好的选择性。 此外，还考察了材料的检

测限、富集容量、回收率等富集性能，及在实际样品中的应用潜力。 以人血清免疫球蛋白 Ｇ 为评价对象，Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃
ＣＯＦｓ 具有较低的检测限（２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ）、较高的富集容量（１２０ ｍｇ ／ ｇ），及较好的富集回收率（１０３ ５％ ±６ ６％、
１０１ ５％ ±１０ ４％）。 在血清样品中富集到来自 ５３ 个 Ｎ⁃糖蛋白中的 ８６ 个 Ｎ⁃糖肽序列，并鉴定到了 ９４ 个 Ｎ⁃糖基化位

点。 这些结果都表明，该材料在糖肽富集领域有较好的应用前景。
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ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｇｏｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ （２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ）， ａｎ ｉｄｅａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ （１２０ ｍｇ ／ ｇ）， ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ （１０３ ５％ ±６ ６％ ａｎｄ １０１ ５％ ±１０ ４％） ． Ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ８６ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ５３ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ９４ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｆｒｏｍ ｏｎｌｙ １ μＬ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃
ＣＯＦｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ＣＯＦ ｍａｔｅｒｉａｌ ｈａｓ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．

引用本文：盛骞莹，周扬，赵治全，王耀慧，李伟诚，柯燕雄，蓝闽波，卿光焱，梁鑫淼． 共价有机骨架功能材料及其在糖肽选择性富集中

的应用． 色谱，２０２１，３９（６）：５８８－５９８．
ＳＨＥＮＧ Ｑｉａｎｙｉｎｇ， ＺＨＯＵ Ｙａｎｇ， ＺＨＡＯ Ｚｈｉｑｕａｎ， ＷＡＮＧ Ｙａｏｈｕｉ， ＬＩ Ｗｅｉｃｈｅｎｇ， ＫＥ Ｙａｎｘｉｏｎｇ， ＬＡＮ Ｍｉｎｂｏ， ＱＩＮＧ Ｇｕａｎｇｙａｎ， ＬＩ⁃
ＡＮＧ Ｘｉｎｍｉａｏ． Ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（６）：５８８－５９８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ）； ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ （ＣＯＦ） ｍａｔｅｒｉａｌ； ｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃
ａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

　 　 共价有机骨架材料（ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅ⁃
ｗｏｒｋｓ，简称 ＣＯＦｓ）是有机单体通过共价键结合构

成的一种新型的有序结晶聚合物［１，２］。 作为一种具

有周期性网络结构的有机多孔材料，ＣＯＦｓ 不仅具

有多样的孔洞结构和大的比表面积，以及优异的隔

音性、隔热性和渗透性，而且具有更加均一的孔洞尺

寸与稳定的结构构型，可进行合理的设计和组

装［３－５］。 在其骨架上通过各种化学反应接枝上许多

功能基团，可大大提升材料功能的多样性。 目前，
ＣＯＦｓ 材料吸引了众多研究者的兴趣，设计及合成

了越来越多的 ＣＯＦｓ 材料，研究主要集中在合成不

同连接方式和不同单体组成的 ＣＯＦｓ 材料，以及

ＣＯＦｓ 材料功能化修饰等方面［６，７］。
　 　 继基因组学之后，蛋白质组学成为新的研究热

点。 作为生命活动的主要承担者，蛋白质的多种翻

译后修饰（糖基化、磷酸化、甲基化、泛素化修饰等）

·９８５·
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参与或者调控生物体内重要的生理、病理过程，并在

人体不同的健康状况或生长时期发生改变［８－１０］。 其

中，蛋白质的糖基化修饰是上述几种修饰蛋白质中

最常见、最重要的翻译后修饰之一［１１，１２］。 糖蛋白组

学研究有几个任务，分别为发生糖基化的蛋白质的

鉴定、糖肽结构的解析、糖基化位点的鉴定和研究糖

基化对蛋白质功能的影响［１３－１６］。 生物质谱技术的

发展使人们能在分子水平上进行糖蛋白或糖肽的有

效监测［１７，１８］。 但是，和其他蛋白质相比，糖蛋白的

数量较低，酶解后的糖肽丰度就更低了，因此，需要

一些手段对糖肽进行有效的富集，以提高其检测丰

度［１９－２２］。 开发新的富集方法和富集材料是糖蛋白

组学领域的研究热点［２３－３０］。
　 　 ＣＯＦｓ 有序坚固的框架孔道结构，提供了作为

糖肽富集材料载体的条件，同时基于载体骨架结构

的功能化修饰也将大大提升糖肽富集分离效

率［３１－３４］。 Ｚｈａｎｇ 课题组［３５］将一种新型 ＣＯＦ 功能化

的磁性石墨烯复合物（ＭａｇＧ＠ ＣＯＦ⁃５）作为超敏感

基质用于识别糖肽，通过 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，成功地

检测到了 ２３２ 个独特的 Ｎ⁃连接糖肽和 ８５ 个特征糖

蛋白。 Ｎ⁃连接糖肽已被证明是治疗各种疾病的关

键生物标志物，Ｚｈａｎｇ 课题组［３６］ 研究出的还原型谷

胱甘肽功能化银纳米粒子修饰 ＣＯＦｓ 材料应用于

Ｎ⁃连接糖肽的富集研究中，提高了 ＣＯＦｓ 的富集选

择性，并提供了一种新的方法。 Ｗｕ 课题组［３７］ 使用

磁性胶体纳米晶体簇（ＭＣＮＣ）作为核心，利用后修

饰策略制备了另一种谷胱甘肽功能化的高亲水性磁

性 ＣＯＦｓ，用于人唾液中内源性 Ｎ⁃连接糖肽的富集，
同样表现出优异的糖肽富集性能，如高灵敏度及选

择性、良好的尺寸排阻效应和可重复使用性等。 但

目前将结构修饰功能化的 ＣＯＦｓ 材料应用于糖蛋白

组学的研究还在起步阶段，相关研究较少，也存在糖

肽选择性不足、相互特异性作用不强等问题。
　 　 本文以开发新的糖肽富集材料为目的，结合

ＣＯＦｓ 材料的功能化修饰，以 ２，５⁃二甲氧基苯⁃１，４⁃
二甲醛（ＤＭＴＡ）和 １，３，５⁃三（４⁃氨苯基）苯（ＴＡＰＢ）
为单体，通过溶剂热法，首先制备得 Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ，再用

亚氯酸钠溶液进行氧化，发展出一种新的材料 Ｏ⁃Ｔ⁃
Ｄ⁃ＣＯＦ。 将该材料进行糖肽的富集应用，在复杂体

系验证富集选择性，以及考察富集检测限、富集容量

和回收率。 基于 ＣＯＦｓ 功能化修饰的新材料，有望

为开发糖肽富集新材料提供新的思路，为糖蛋白组

学提供了一种选择性更优、可控性更好的糖肽富集

新思路。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＴＡＰＢ、ＤＭＴＡ、正丁醇、邻二氯苯、冰醋酸、碳酸

氢铵、尿素购自麦克林生化科技有限公司（中国上

海）。 甲醇购自国药集团化学试剂有限公司（中国

上海）。 四氢呋喃、硼氢化钠、乙腈（ＡＣＮ）、三氟乙

酸（ＴＦＡ）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司

（中国上海）。 人血清免疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ）、牛血清

白蛋白 （ＢＳＡ）、二硫苏糖醇 （ＤＴＴ）、碘代乙酰胺

（ ＩＡＡ）、胰蛋白酶、Ｎ⁃糖苷酶 Ｆ（包含 Ｇｌｙｃｏｂｕｆｆｅｒ）、
２，５⁃二羟基苯甲酸（ＤＨＢ）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ（美
国）。 此外，实验用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）制备的超纯水。 人血清样本采集自

健康人，按照标准临床程序从上海交通大学附属第

六人民医院获得。
　 　 扫描电子显微镜 （ ＳＥＭ） 的型号为 Ｓ⁃３４００Ｎ
（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本），透射电子显微镜（ＴＥＭ）的型号为

ＪＥＯＬ ＪＥＭ⁃１４００（ＪＥＯＬ，日本），固体核磁测试采用

５００ＭＨｚ 核磁共振波谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ，瑞士），红外光谱

采用全反射傅立叶红外光谱仪（ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ）型号为

Ｎｉｃｏｌｅｔ ６７００ （Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）。
１．２　 ＣＯＦｓ 的制备

　 　 称取 ＴＡＰＢ ０ ５２６ ｇ（１ ５ ｍｍｏｌ），装于 ５０ ｍＬ
三口烧瓶中；量取 １０ ｍＬ 邻二氯苯和 １０ ｍＬ 正丁

醇，混合均匀后加入到三口烧瓶中，将烧瓶放在搅拌

器上充分搅拌。 接着，称取 ０ ４３６ ｇ（２ ２５ ｍｍｏｌ）
ＤＭＴＡ，倒入三口烧瓶中，用移液枪吸取 ２ ｍＬ （６
ｍｏｌ）冰醋酸，装入三口烧瓶中作为催化剂。 用橡皮

塞把三口烧瓶的两端塞紧，中间放上冷凝管，冷凝管

的上方接上油封装置，将针头插入橡皮塞后插到液

面以下，通入氮气作为保护，调节氮气流量为每秒一

个气泡。 将三口烧瓶放入油浴锅中，１２０ ℃冷凝回

流，磁力搅拌。 ７２ ｈ 后停止搅拌和加热，待装置冷

却到室温后，抽滤得到黄色的固体产物。 产物用四

氢呋喃重复洗涤 ７ 次，去除杂质。 洗涤后的产物放

入 ３０ ℃干燥箱隔夜烘干，得到黄色粉末，标记为 Ｔ⁃
Ｄ⁃ＣＯＦ。 称取 ４７ ０８ ｍｇ Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 粉末，溶于 ４ ｍＬ
二恶烷中制成悬浮液。 向悬浮液中依次加入 ２ ５４８
ｍＬ（２４ ０ ｍｍｏｌ）２⁃甲基⁃２⁃丁烯、４００ μＬ 浓度为 ３ ３
ｍｏｌ ／ Ｌ 的亚氯酸钠水溶液、１３７ ６ μＬ（２ ４ ｍｍｏｌ）冰
醋酸。 所用的 Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ、２⁃甲基⁃２⁃丁烯、亚氯酸钠

·０９５·
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和冰醋酸的物质的量之比为 １ ∶１００ ∶５ ５ ∶ １０。 在室

温避光的条件下，将两相悬浮液持续搅拌 ２０ ｈ，所
得产物为紫黑色固体。 反应后的体系通过过滤分

离，得到的固体依次用 ４０ ｍＬ 超纯水、４０ ｍＬ １０％

（体积分数）硫代硫酸钠、４０ ｍＬ 超纯水和 ４０ ｍＬ 丙

酮洗涤，产物置于 ６０ ℃真空干燥箱中干燥 １０ ｈ，得
到紫色粉末，标记为 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ，制备过程如图 １
所示。

图 １　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 的合成路线
Ｆｉｇ． １　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ ｏｆ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ

·１９５·
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１．３　 蛋白酶解

　 　 称取 １ ｍｇ ＩｇＧ （或 １ ｍｇ ＢＳＡ），用 １００ μＬ 含有

８ ｍｏｌ 尿素的 ５０ ｍｍｏｌ 碳酸氢铵的溶液将 ＩｇＧ 完全

溶解，向溶液中加入 ５ μＬ ＤＴＴ（２００ ｍｍｏｌ），在恒温

５６ ℃ 的条件下振荡 ４５ ｍｉｎ。 取 ２０ μＬ ＩＡＡ （ ２００
ｍｍｏｌ）避光条件下配制，加入到振荡后的溶液中，
避光条件下静置 ３０ ｍｉｎ。 然后向溶液中继续加入

碳酸氢铵溶液，直至溶液体积达到 １ ｍＬ。 向溶液中

加入 ２０ μｇ 胰蛋白酶后，将溶液放置在 ３７ ℃的培养

器中，持续酶解 １７ ｈ 后向体系中加入 ５ μＬ 甲酸

（ＦＡ）使酶解反应停止。
１．４　 糖肽的富集

　 　 使用离心法进行 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料对糖肽的富

集实验，在离心管中加入 ５００ μｇ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯ 材料，
加入 １００ μＬ 上样液（ＡＣＮ ∶Ｈ２Ｏ ∶ＴＦＡ ＝ ９０ ∶５ ∶５， ｖ ／
ｖ ／ ｖ），超声 １ ｍｉｎ、振荡 ５ ｍｉｎ 进行润洗，离心去除

上清液；取 ＩｇＧ 样品（之前已分装旋干）６ μＬ，用 １８０
μＬ 上样液重溶；２０ μＬ 上样液溶解 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材

料，将溶解了 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的上样液转移至 ＩｇＧ
的溶液中，超声 １ ｍｉｎ、振荡 ３０ ｍｉｎ 进行孵化，离心

去除上清液；将上样后的材料分散在 ２００ μＬ 的淋洗

液（ＡＣＮ ∶Ｈ２Ｏ ∶ＴＦＡ ＝ ９０ ∶９ ９ ∶０ １， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）中，超声

１ ｍｉｎ、振荡 ５ ｍｉｎ 进行淋洗，离心去除上清液，重复

该步骤 ３ 次；取 １０ μＬ 洗脱液（Ｈ２Ｏ ∶ＴＦＡ＝ ９９ ∶１， ｖ ／
ｖ）加入离心管中，超声 １ ｍｉｎ、振荡 ２０ ｍｉｎ 将富集

在材料中的糖肽分离出来，离心后保留上清液。 复

杂体系中的富集、富集检测限、富集容量和回收率操

作参照以上操作流程。
１．５　 脱糖基实验

　 　 人血清蛋白酶解液的富集按照 １ ４ 节进行操

作，将糖肽样品冻干后加入 １７ μＬ 水和 ２ μＬ Ｇｌｙ⁃
ｃｏｂｕｆｆｅｒ，混匀，再加入 １ μＬ Ｎ⁃糖苷酶 Ｆ（ＰＮＧａｓｅ
Ｆ）。 ３７ ℃下振荡 １７ ｈ 后，离心浓缩，重溶于 １０ μＬ
含 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）的 ＦＡ 溶液中，等待进一步进行分析。
１．６　 分析条件

　 　 糖肽样品洗脱液的检测使用基质辅助激光解吸

电离⁃飞行时间⁃质谱（简称 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ，
ＡＢ Ｓｃｉｅｘ，美国），在反射正离子模式下进行分析。
取 １ μＬ 富集后的洗脱液，点在靶上，待溶液自然干

燥后，取 １ μＬ 质量浓度为 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＤＨＢ 基质

溶液（ＡＣＮ ∶Ｈ２Ｏ ∶Ｈ３ＰＯ４ ＝ ７０ ∶２９ ∶１， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）覆盖在

样品点上。 质谱仪的检测范围是 ｍ／ ｚ ２ ０００ ～
３ ５００，激光强度是 ３ ８００ μＪ。 得到的结果利用软件

Ｄａｔａ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ （ＴＭ） Ｓｏｆｔｗａｒｅ 进行数据分析，获得

质谱图峰的信息，其中峰的分辨率设置为 ０ ９５，
Ｓ ／ Ｎ＞３。
　 　 人血清提取蛋白酶解液的糖基化肽段 ／蛋白质

采用赛默飞高分辨液相色谱⁃质谱联用仪 Ｔｈｅｒｍｏ
ＥＡＳＹ⁃ｎａｎｏＬＣ １０００ Ｎａｎｏ ＨＰＬＣ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，德国）分析，该仪器配备了纳升液

相色谱和 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ ｐｌｕｓ 质谱仪。 采用同公司纳

米反相 Ｃ１８ 柱（１５ ｃｍ×７５ μｍ）。 流动相 Ａ 为 ＡＣＮ⁃
ＦＡ（９９ ９ ∶０ １， ｖ ／ ｖ）， Ｂ 为 Ｈ２Ｏ⁃ＦＡ （９９ ９ ∶０ １， ｖ ／
ｖ）。 洗脱方式如下：０％ Ｂ ～ ４％ Ｂ， ２ ｍｉｎ； ４％ Ｂ ～
３５％ Ｂ， ９０ ｍｉｎ； ３５％ Ｂ～ ４５％ Ｂ， １０ ｍｉｎ； ４５％ Ｂ～
９０％ Ｂ， ５ ｍｉｎ； ９０％ Ｂ， ５ ｍｉｎ；最后用 １００％ Ａ 冲洗

柱子 １５ ｍｉｎ。 流动相流速为 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ２５
℃，进样量为 １ μＬ。 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ ｐｌｕｓ 质谱的实验参

数为：电喷雾电压为 ２ ０ ｋＶ，扫描范围为 ｍ／ ｚ ４００～
２ ０００； ＭＳ ／ ＭＳ 采集在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 中进行，分辨率为

３５ ０００（ｍ／ ｚ ２００）。 数据处理：采用搜索软件 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ １ ４ 对数据进行搜库，搜索引擎为

Ｓｅｑｕｅｓｔ ＨＴ，该搜索引擎可搜索所有数据库包括人

的 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ ／ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 数据库。

２　 结果与讨论

２．１　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的合成

　 　 本实验用到的合成方法是溶剂热法。 本实验合

成的 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料是一种具有二维（２Ｄ）结构的

材料，反应单体分别是 ＴＡＰＢ 和 ＤＭＴＡ。 这两种单

体中分别含有醛基和氨基，通过共聚缩合反应生成

的席夫碱构成了 Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的框架，每 ６ 份单体

组合成一个六边形的大环，这些大环再通过层层堆

叠形成 ２Ｄ 的管状结构。 该反应对原料和产物的溶

解性要求较高。 在溶剂中，原料慢慢溶解到溶剂中

参与反应，这样有利于合成的材料具有有序的结构，
并且能够最大限度地减少材料结构上的缺陷。 因此

本实验选择的溶剂是正丁醇和邻二氯苯，这二种溶

剂对上述两种单体的溶解性都比较小，有利于原料

缓慢溶解到溶剂中。 冰醋酸作为反应的催化剂可以

活化反应物中的羰基，有利于脱水缩合反应。 然后

对合成后的 ＣＯＦｓ 材料进行氧化处理，可以提高材

料的富集性能。 ２Ｄ 层状的 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的结构

稳定性来自于层与层的作用力，夹层间的作用力是

形成堆积结构的重要作用力，直接影响到材料的孔

隙率和结晶性。 在材料中引入的甲氧基就很好地加
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强了层与层之间的作用力，甲氧基处于苯基的边缘

上，每个氧原子上的二对孤电子对转移到苯环中心，
这就使得层与层之间电荷排斥力减小，从而增强了

夹层间的作用力，改善了 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的稳定

性和结晶性。

图 ２　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料放大（ａ）５ ０００倍和（ｂ）１８ ０００倍的 ＳＥＭ 图及（ｃ）固体核磁１３Ｃ 谱和（ｄ）红外光谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ ａｔ （ａ） ５ ０００ ａｎｄ （ｂ） １８ ０００ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ

（ｃ） １３Ｃ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ （ｄ） ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ

２．２　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的表征

　 　 通过扫描电镜观察 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的形貌，
图 ２ａ 和 ２ｂ 是材料 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 在扫描电镜下成像

的图片，从图中可以看到 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料呈略规

则状聚集在一起。 放大倍数为 ５ ｋ 倍时，从图 ２ａ 可

以看出 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的空间分布很密集，单个

单元尺寸较小。 放大倍数为 １８ ｋ 倍时（见图 ２ｂ）可
以看到每个单元之间结合比较紧密，结构较为规则。
图 ２ｃ 是 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的固体核磁表征图，从图

中的 １ 号峰位置可以看出材料被部分氧化。 红外光

谱进一步表征 Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 与 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的特征

峰差异（见图 ２ｄ）。 在材料氧化后，谱图上 １ ６６８
ｃｍ－１附近的峰是酰胺键的 Ｃ ＝ Ｏ 伸缩振动，１ ５１５
ｃｍ－１出现新的伸缩振动峰，该峰为酰胺基带的峰，
这一结果也说明了 ＣＯＦｓ 材料已被成功制备。

　 　 通过透射电镜观测物质微观形貌时，能够看到

其聚集状态，分辨率高时还能看到晶体的晶格条纹，
从而可以测量材料的孔径大小。 图 ３ 为 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃
ＣＯＦ 材料在透射电镜中形成的图像，从图中可以看

到，材料中单元的规则结构呈现密集状态，在高倍分

辨率下能看到晶体的晶格条纹明暗对比，单元呈中

空状态，表明该材料具有规则的孔道结构。
２．３　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的糖肽富集条件优化

　 　 ＩｇＧ 是人体免疫系统中的一种保护物质，对
ＩｇＧ 的研究在疾病诊断等领域有重要意义。 ＩｇＧ 主

要分为 ＩｇＧ １ 和 ＩｇＧ ２ 两个亚型，都具有糖基化的

位点，且位点上均连接了一个以五碳作为核心的聚

糖。 本文利用 ＭＡＬＤＩ 技术测定富集洗脱液中的糖

肽，通过谱图分析探讨富集效果。
　 　 在上样液酸度条件的优化中，使用了 ４ 种不同

酸度的上样液进行实验。 其中 ＴＦＡ 的体积分数分

别是：０ １％、１％、３％、５％，配制成乙腈体积分数为

９０％ 的酸性溶液。 如图 ４ａ 所示，当上样液中 ＴＦＡ
的体积分数为 ０ １％、１％ 和 ３％ 时，６ 条糖肽的信号

峰都较弱；相比之下，在 ＴＦＡ 体积分数在 ５％ 时，每
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图 ３　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的 ＴＥＭ 图
Ｆｉｇ． ３　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ

一个柱形都明显比前 ３ 组对应柱形的长度更长，说
明此酸浓度下的上样条件更有利于富集，因此得出

上样液中 ＴＦＡ 的最佳体积分数为 ５％。

图 ４　 （ａ）上样液的酸度、（ｂ）上样液中的乙腈体积分数、（ｃ）淋洗液的酸度、（ｄ）洗脱液的酸度对富集效果的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ａｃｉｄｉｔｙ， （ｂ） ＡＣＮ ｖｏｌｕｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，

（ｃ） ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ａｃｉｄｉｔｙ， ａｎｄ （ｄ） ｅｌｕｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒ ａｃｉｄｉｔｙ ｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｍ／ ｚ ２６０１ ２， ２６３３ ２， ２７６４ １， ２７９５ ５， ２９２５ ６， ａｎｄ ２９５７ ５： ｓｉｘ ｈｉｇｈｌｙ ａｂｕｎｄａｎｔ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ＩｇＧ ｄｉｇｅｓｔｓ．

　 　 考察上样液中的乙腈的体积分数，分别设为

８５％、８８％、９０％、９５％， ＴＦＡ 的体积分数固定为 ５％。
如图 ４ｂ 所示，随着上样液中乙腈浓度的增加，信号

强度先增加后减少。 当乙腈达到 ９０％ 时，６ 条肽的

信号均比其他 ３ 组的结果好，说明此时富集效果最

好。 这一结果可以说明，乙腈低于 ９０％ 时，糖肽不

能很好地与 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料结合，而乙腈高于

９０％时，糖肽在上样液中的溶解性较差，从而降低了

富集效果。 因此得出结论，上样液中最佳的乙腈体

积分数为 ９０％。
　 　 为了更好地淋洗与分离材料上的非糖肽物质和

其他杂质，进一步优化了淋洗液。 考察不同酸度的

淋洗液对富集效果的影响，分别配制了 ＴＦＡ 体积分

数为 ０ １％、１％、３％ 和 ５％ 的淋洗液，淋洗液中 ＡＣＮ
的体积分数固定为 ９０％。 从图 ４ｃ 可以看出，淋洗液
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中 ＴＦＡ 的体积分数为 ０ １％ 时，糖肽的信号最好，随
着淋洗液酸度的增加，糖肽信号强度逐渐降低。 这

一结果说明，淋洗液的酸度变高可能会造成糖肽的

流失，不利于材料对糖肽的富集。
　 　 最后，为了考察洗脱液中酸浓度对富集效果的

影响，分别配制了 ４ 种洗脱液条件，其中 ＴＦＡ 的体

积分数分别为 ７％、５％、３％、１％。 从图 ４ｄ 可以看出，
只有第 ４ 组的 ６ 条信号峰信号较强，此时洗脱液中

酸的体系分数为 １％。 因此得出结论，洗脱液中

ＴＦＡ 的最佳体积分数为 １％。

图 ５　 富集（ａ）前和（ｂ）最优条件下富集的糖肽质谱图
Ｆｉｇ． ５　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｏｆ ＩｇＧ （ａ） ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ （ｂ） ａｆｔｅｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　 ｍ／ ｚ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｐｅａｋ Ｎｏ． １： ２３９８ ５； ２： ２４３０ ４； ３： ２４５５ ５； ４： ２４８７ ５； ５： ２５６０ ５； ６： ２５９２ ５； ７： ２６０１ ２； ８： ２６１７ ５； ９： ２６３３ ２；
１０： ２６４２ ４； １１： ２６４９ ５； １２： ２６５９ ０； １３： ２６９１ ０； １４： ２７６４ １； １５： ２７７９ ６； １６： ２７９５ ５； １７： ２８０４ ５； １８： ２８１１ ５； １９： ２８２１ ３； ２０：
２８３６ ５； ２１： ２８５３ ３； ２２： ２９２５ ６； ２３： ２９５７ ５； ２４： ２９６６ ６； ２５： ２９８３ ２； ２６： ２９９８ ５； ２７： ３０１５ １； ２８： ３０５４ ５； ２９： ３１２９ ２； ３０： ３１６０ ５；
３１： ３２１６ ６； ３２： ３２４８ ６．

　 　 以上的优化实验表明，Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料对糖肽

的保留是结合亲水作用和静电作用的结果。 Ｏ⁃Ｔ⁃
Ｄ⁃ＣＯＦ 对糖肽有较强的亲水作用，对糖肽有很强的

保留。 通过亲水模式的洗脱富集，以及淋洗操作条

件优化，可以很好地去除非糖肽。 图 ５ 是未经过材

料富集的糖肽酶解液的质谱图和经材料在最优条件

下富集的 ＩｇＧ 糖肽样品的质谱图的对比。 图 ５ａ 中，
由于糖肽酶解液中存在高丰度的非糖肽及杂质信

号，这些物质在质谱检测中会严重干扰和抑制糖肽

的信号，使得质谱仪不容易检测到糖肽的信号，未经

材料富集的糖肽的信号峰只有 ４ 条，丰度低且选择

性差。 而图 ５ｂ 中，一共可以鉴定到 ３２ 条糖肽的信

号峰，并且几乎没有非糖肽信号的干扰，很好地提高

了糖肽富集选择性与检测丰度。

２．４　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的富集选择性验证

　 　 为考察 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在复杂体系中对富集

糖肽的选择性，将 ＩｇＧ 和 ＢＳＡ 的酶解液混合，以此

为研究对象，考察 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在复杂体系中

的糖肽富集情况。 图 ６ａ 为 ＩｇＧ 和 ＢＳＡ 酶解液物质

的量之比为 １ ∶１０ 的糖肽富集结果，可以鉴定到 ３０
条糖肽的信号峰，并且信号丰度佳。 图 ６ｂ 为 ＩｇＧ 和

ＢＳＡ 酶解液物质的量之比为 １ ∶ ５０ 的糖肽富集结

果，可以鉴定到 ２４ 条糖肽信号峰，依然保持了较好

的富集丰度及富集选择性。 以上结果都展示出 Ｏ⁃
Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在糖肽富集领域较好的应用潜力。
２．５　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的富集检测限

　 　 在糖肽富集实验中的检测限是指在满足实验要

求的情况下，待测糖肽样品的最小浓度。 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃
ＣＯＦ 材料检测限的大小代表了材料在低丰度糖肽

样品中，对糖肽的特异性吸附能力大小。 因此，在富

集检测限的研究中，分别配制了 ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 和 ２ ５
ｆｍｏｌ ／ μＬ 的低浓度 ＩｇＧ 酶解液溶液进行富集操作。
图 ７ａ 为 ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 样品的富集结果，可以鉴定到

１６ 条糖肽的信号峰，其中 ６ 条高丰度糖肽的信号较

强。 图 ７ｂ 图为 ２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 样品的富集结果，仍能

鉴定到 １２ 条糖肽信号峰，且 ６ 条高丰度糖肽的信号

较强。 从这一结果可以得出，当样品的浓度低至

２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 时，依然可以进行糖肽信号的有效鉴

·５９５·
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图 ６　 复杂体系的糖肽富集质谱图
Ｆｉｇ． ６　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

　 Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ （ ＩｇＧ） ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ） ａｔ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ
（ａ） １ ∶１０ ａｎｄ （ｂ） １ ∶５０． Ｐｅａｋ Ｎｏｓ．： ｓｅｅ Ｆｉｇ． ５．

图 ７　 （ａ）５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 和（ｂ）２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ 的 ＩｇＧ 酶解液的富集质谱图
Ｆｉｇ． ７　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｓ ｏｆ （ａ） ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ ａｎｄ （ｂ） ２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ ＩｇＧ

Ｐｅａｋ Ｎｏｓ．： ｓｅｅ Ｆｉｇ． ５．

定，说明 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在低浓度的糖肽样品中

仍然对糖肽有较好的特异性识别能力。
２．６　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的富集容量

　 　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的富集容量是一项重要的考

察指标，实验中固定糖肽样品的质量为 ６ μｇ，以不

同质量（１０、２０、３０、４０、５０、１００、１５０ 和 ２００ μｇ）的材

料进行富集。 图 ８ 为不同材料用量的实验结果，纵
坐标为质谱信号的强弱。 从图 ８ 中可以看出，随着

材料量的增加，质谱信号逐渐增加；当材料质量增至

５０ μｇ 时 ６ 条信号峰的强度最强；此后，信号强度趋

于平缓。 因此，得出 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料对糖肽的富

集容量为 １２０ ｍｇ ／ ｇ。
２．７　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的富集回收率

　 　 通过稳定同位素二甲基标记的方法进行了 Ｏ⁃
Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料富集回收率的考察。 该实验需要通

过两步进行，第一次富集的样品是 ３ μｇ 氘代二甲基

标记的 ＩｇＧ 酶解液，将第一次实验所得洗脱液冻干，
与 ３ μｇ 二甲基标记的 ＩｇＧ 酶解液混合得到第二次

待富集样品。 经第二次富集所得的洗脱液经过冻

干，脱糖基后用于 ＭＡＬＤＩ 分析，本实验平行做 ３ 组

进行对比。 ＩｇＧ 的两条糖肽序列分别为 ＥＥＱＹＮ＃
ＳＴＹＲ 和 ＥＥＱＦＮ＃ＳＴＦＲ（Ｎ＃为修饰位点）。 经过脱

·６９５·
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图 ８　 不同质量 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料富集 ６ μｇ ＩｇＧ 酶解液的结果
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ６ μｇ ＩｇＧ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
　

　 ｍ／ ｚ ２６０１ ２， ２６３３ ２， ２７６４ １， ２７９５ ５， ２９２５ ６， ａｎｄ ２９５７ ５：
ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ．

图 ９　 从 ＩｇＧ 酶解液回收轻 ／重二甲基标记的去糖基化肽的
３ 组平行试验

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｈｒｅｅ ｐａｒａｌｌｅｌｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ⁃ ａｎｄ ｈｅａｖｙ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｌａｂｅｌｅｄ ｄｅｇｌｙｃｏｓｙ⁃
ｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ＩｇＧ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ

　

糖基后的两条糖肽的 ｍ／ ｚ 分 别 是 １ １５８ ５ 和

１ １９０ ５，由二甲基标记过的两条糖肽的 ｍ／ ｚ 分别

是 １ １８６ ６ 和 １ ２１８ ５（标记为轻样）；用氘代二甲基

标记后两条脱糖基肽段的 ｍ／ ｚ 分别增加至 １ １９０ ６
和 １ ２２２ ５（标记为重样）。 如图 ９ 所示，轻样和重

样的信号峰同时出现在谱图中，同一条糖肽的轻样

和重样信号峰的信号强度之比即为 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材

料的回收率。
　 　 将 ３ 组平行实验的结果统计到表 １ 中，再计算

其平均值分别为 １０３ ５％ 和 １０１ ５％，该值即为 Ｏ⁃Ｔ⁃
Ｄ⁃ＣＯＦ 材料的回收率。

表 １　 人 ＩｇＧ 酶解液经 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料富集后两个
去糖基化肽的回收率（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ＩｇＧ ｔｒｙｐｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ
Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ （ｎ＝３）

　

Ｎｏ．
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％

ＥＥＱＦＮ＃ＳＴＦＲ
（ｍ／ ｚ １１５８．５）

ＥＥＱＹＮ＃ＳＴＹＲ
（ｍ／ ｚ １１９０．５）

１ １１０．１　 ９３．８　
２ ９９．０ １１１．９
３ １０１．４ ９８．８

Ａｖｅｒａｇｅ １０３．５±６．６ １０１．５±１０．４

２．８　 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在实际样品中的应用

　 　 从前期的结果可知，该材料拥有良好的富集性

能，因此被进一步应用于人血清样品的糖肽富集。
人血清样品是目前糖肽富集中研究最多的生物样

品，包含了丰富的生理和病理状况信息。 但血清中，
糖蛋白的分析因其丰度低具有较大的难度，需要用

有效的样品富集前处理操作，才能将其检测到。 我

们利用高分辨液相色谱⁃质谱联用仪对 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ
材料富集结果进行了检测与分析，得到了血清中来

自 ５３ 个 Ｎ⁃糖蛋白中的 ８６ 个 Ｎ⁃糖肽序列，并鉴定到

了 ９４ 个 Ｎ⁃糖基化位点 （见附表 １，详见 ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ ／ ）。

３　 结论

　 　 本文利用溶剂热合成法制备了一种 ２Ｄ 层状、
具有孔洞结构的 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料，结合 ＳＥＭ 和

ＴＥＭ 对其进行了表征。 将制备的材料进行了氧化

后处理以提高材料对糖肽富集的效率，且成功应用

于糖肽的选择性富集。 建立了一个较为完整的体

系，探讨了富集过程中上样液条件、淋洗液条件、洗
脱液条件等对富集结果的影响，对富集条件进行了

优化。 并在复杂样品体系进行了富集选择性的验

·７９５·
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证，表明 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料在 ＩｇＧ 和 ＢＳＡ 酶解液的

物质的量之比为 １ ∶５０ 时，具有良好的糖肽富集选择

性。 同时。 具有较低的检测限（２ ５ ｆｍｏｌ ／ μＬ）、较
高的富集容量（１２０ ｍｇ ／ ｇ），及较好的富集回收率

（１０３ ５％、１０１ ５％）。 最后，我们将 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 应

用于实际样品中的糖肽富集，得到了血清中来自 ５３
个 Ｎ⁃糖蛋白中的 ８６ 个 Ｎ⁃糖肽序列，并鉴定到了 ９４
个 Ｎ⁃糖基化位点。 这些都展现了 Ｏ⁃Ｔ⁃Ｄ⁃ＣＯＦ 材料

在糖肽富集领域的应用潜力。
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［２７］ 　 Ｚｈｅｎｇ Ｈ Ｊ， Ｊｉａ Ｊ Ｘ， Ｌｉ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０２０， ９２（３）：
２６８０

［２８］ 　 Ｌｕ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｃ， Ｘｉｏｎｇ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０２０， ９２（９）：
６２６９

［２９］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｈ Ｑ， Ｌｖ Ｙ Ｙ， Ｄｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ， ２０２０，
１０９８： １８１

［３０］ 　 Ｚｈｅｎｇ Ｘ Ｔ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｆ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０２１， ３９（１）： １５
郑鑫彤， 王雪， 张福生， 等． 色谱， ２０２１， ３９（１）： １５

［３１］ 　 Ｍａ Ｙ Ｆ， Ｙｕａｎ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｔ， ２０１７， １４２
（１７）： ３２１２

［３２］ 　 Ｗａｎｇ Ｈ Ｐ， Ｊｉａｏ Ｆ Ｌ， Ｇａｏ Ｆ Ｙ． Ｊ Ｍａｔｅｒ Ｃｈｅｍ Ｂ， ２０１７， ５
（２２）： ４０５２

［３３］ 　 Ｇａｏ Ｃ Ｈ， Ｌｉｎ Ｇ， Ｌｅｉ Ｚ Ｘ． Ｊ Ｍａｔｅｒ Ｃｈｅｍ Ｂ， ２０１７， ５（３６）：
７４９６

［３４］ 　 Ｄｉｎｇ Ｆ Ｊ， Ｃｈｕ Ｚ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｑ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ，
２０１９， １０５７： １４５

［３５］ 　 Ｗａｎｇ Ｊ Ｘ， Ｌｉ Ｊ， Ｇａｏ Ｍ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｎｏｓｃａｌｅ， ２０１７， ９（３０）：
１０７５０

［３６］ 　 Ｍａ Ｙ Ｆ， Ｗａｎｇ Ｌ Ｊ， Ｚｈｏｕ Ｙ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｎｏｓｃａｌｅ， ２０１９， １１
（１２）： ５５２６

［３７］ 　 Ｌｕｏ Ｂ， Ｈｅ Ｊ， Ｌｉ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，
２０１９， １１（５０）： ４７２１８
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