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摘   要：对磷酸化蛋白质组 (phosphoproteome) 进行系统深入的研究依赖于高重复性和特异性的

磷酸化肽段富集与分离方法。目前发展了多种不同原理的磷酸化肽段富集方法，它们往往具有不

同的选择性和特异性，因此，根据不同的研究目的选择最适合的富集方法显得尤为重要。本文综

述了基于亲和色谱法 (affinity chromatography)、免疫沉淀法 (immunoprecipitation)、化学衍生法 
(chemical derivatization)、色谱法 (chromatography) 和其他新发展方法的磷酸化肽段富集方法，详

细介绍了各自的优缺点及相关的优化与改进策略。此外，还简单介绍了磷酸化肽段富集与预分方

法的不同组合的研究进展。 

关键词：磷酸化蛋白质组学；磷酸化肽段；磷酸化肽段富集；磷酸化肽段预分 
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Advances in the methods of phosphopeptide enrichment and 
separation in phosphoproteomic research 
LI Jiaran1,2, CHEN Xiulan1,2, YANG Fuquan1,2 
 
1 Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 
2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract: The systematic and in-depth study of phosphoproteome rely on highly reproducible and 
specific phosphopeptide enrichment methods. At present, a variety of enrichment methods have been 
developed based on different principles, and these methods often display different selectivity and 
specificity. It is therefore very important to select the most suitable enrichment method according to 
different research purposes. This review summarized the phosphopeptide enrichment based on affinity 
chromatography, immunoprecipitation, chemical derivatization, chromatography and other newly 
developed methods. The advantages and disadvantages of these methods, as well as the related 
optimization and improvement strategies, were discussed in detail. In addition, we also briefly 
summarized the progress of the combination of phosphopeptide enrichment and fractionation methods 
developed in recent years. 

Keywords: phosphoproteomics; phosphopeptide; phosphopeptide enrichment; phosphopeptide 
fractionation 

 
 

磷酸化是细胞内最常见和最重要的蛋白质

翻译后修饰之一。蛋白质的磷酸化和去磷酸化

作为一种“分子开关”[1]，通过影响蛋白质的结

构、定位和功能，在细胞的信号转导、转录翻译、

代谢和发育等生命过程中发挥着重要作用[2]。在

真核细胞中，大约 1/3 的蛋白质会被磷酸化[3]，

磷酸化主要发生在丝氨酸  (Ser, S)、苏氨酸 

(Thr, T) 和酪氨酸 (Tyr, Y) 的侧链羟基上，称

为 O-磷酸化，这也是磷酸化研究的常见类型。

尽管磷酸化蛋白的数目相对较多，但是磷酸化

蛋白在细胞内是低丰度和亚化学计量的[4]，大

量非磷酸化蛋白的存在会对磷酸化蛋白的鉴定

造成一定的挑战。为了提高磷酸化蛋白组的覆

盖范围，发展高重复性和特异性的富集方法显

得尤为重要。近年来不断有各种磷酸化富集方

法的报道，使得磷酸化蛋白质和磷酸化位点的

鉴定数目有了大幅度的提高。本文将综述亲和

色谱法、免疫沉淀法、化学衍生法、基于色谱

的方法和其他新发展方法等磷酸化肽段富集方

法 (图 1A)，介绍不同磷酸化肽段富集方法的原

理、优缺点、选择性 (指富集材料对不同肽段的

富集选择性，如对磷酸化肽段和非磷酸化肽段的

选择性，对单磷酸化肽段和多磷酸化肽段的选择

性，对丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸磷酸化肽段的选

择性) 及一些优化与改进策略，随后介绍磷酸化

肽段富集和预分方法的不同组合策略。 

1  磷酸化肽段富集方法 
1.1  亲和色谱法 

近年来，基于亲和色谱的固定化金属离子
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亲 和 色 谱  (immobilized metal ion affinity 
chromatography, IMAC) 和金属氧化物亲和色

谱 (metal oxide affinity chromatography, MOAC) 
的方法快速发展。亲和色谱富集磷酸化肽段的

过程主要涉及 3 个步骤 (图 1B)：(1) 孵育：磷

酸化蛋白质 /肽段上带负电的磷酸基团与金属

离子或者金属氧化物结合；(2) 清洗：除去结合

的非磷酸化肽段；(3) 洗脱：释放与金属材料结

合的磷酸化肽段。 
IMAC 利用固定化的带正电荷的金属阳离

子与带负电荷的磷酸基团之间的亲和力富集磷

酸化肽段，这些金属离子通过螯合配体以非共

价相互作用固定在支持基质 (如磁珠) 上。传

统的螯合配体，如次氮基三乙酸 (nitrilotriacetic 
acid, NTA) 或亚氨基二乙酸  (iminodiacetic 

acid, IDA)，与金属离子之间的特异性不高，因

为每种金属离子只能与 1 个 NTA 或 IDA 配体

配位，这可能会导致富集时磷酸化肽段丢失。

Zhou 等[5-6]报道了一种基于磷酸盐的新型高效

螯合配体，与 NTA 或 IDA 不同，每个金属离

子可以与多个磷酸盐基团结合，从而显著增加

特异性富集磷酸化肽段的能力。固定化的金属

离子也会影响 IMAC 的选择性，Jiang 等[7]系统

比较了 IMAC 中常用的 8 种不同金属离子富集

磷酸化肽段的能力，发现高价金属离子 Nb5+、

Ti4+和 Zr4+对磷酸化肽段表现出更好的选择性，

因为它们与磷酸盐和羧酸基团的配位能力更

强。其中，Ti4+-IMAC 因其优越的性能已成为

一种流行的磷酸化肽段富集方法，Yao 等[8]将单

分散 Ti4+-IMAC微球用于 HeLa细胞磷酸化肽段 

 

 
 
图 1  磷酸化肽段富集策略   A：磷酸化肽段富集方法；B：基于亲和色谱的磷酸化肽段富集方法的

主要步骤 
Figure 1  Strategies for enrichment of phosphopeptides. (A) Phosphopeptide enrichment methods. (B) Main 
steps for affinity-based phosphopeptide enrichment methods.  
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富集，最终鉴定出超过 4 700 种磷酸化肽段，

特异性高达 99%。然而，IMAC 的性能容易受

到生物样品中的许多分子，包括盐、去垢剂和

其他小分子化合物的影响[9]。除了固体基质载

体， Iliuk 等 [10]还开发了一种名为 PolyMAC 
(polymer-based metal ion affinity capture) 的金

属离子 (Ti4+和 Fe3+) 可溶性纳米聚合物，它由

金属离子和醛两种侧基组成，可用于富集磷酸

化肽段。PolyMAC-磷酸化肽段复合物可以通过

共价偶联固体支持物，如琼脂糖凝胶，从溶液

中分离出来。与固相 IMAC 相比，PolyMAC 可

以在均相水溶液中富集磷酸化肽段，从而克服

了固相结合的异质性，具有螯合时间快、可重

复性高的特点。 
MOAC 利用金属氧化物与磷酸基团之间的

亲和力富集磷酸化肽段，这些金属氧化物大多

数是两性的，在酸性条件下结合磷酸化肽段，

碱性条件下释放磷酸化肽段。MOAC 基质本身

由金属氧化物或氢氧化物组成[11]，不需要螯合

基团固定金属离子。二氧化钛 (TiO2) 是首个用

于磷酸化肽段富集的金属氧化物[12]，近年来也

发现许多其他的氧化物在一定程度上对磷酸化

肽段表现出特异性的亲和能力，如 ZrO2
[13]、

SiO2
[14]、Al(OH)3

[15]。Leitner 等[16]用不同复杂

性的样品，包括合成肽段混合物到全细胞裂解

物，评估了包含常用的 TiO2、ZrO2 等在内的 7 种

金属氧化物的磷酸化肽段富集效率，发现亲和材

料的性能主要与氧化物的等电点  (isoelectric 
point, IEP) 相关，富集磷酸化肽段数量最多的

材料 (TiO2、ZrO2 和 In2O3) 的 IEP 约为 6。与

IMAC 相比，MOAC 中的金属阳离子与相邻的

氧阴离子可以形成稳定的化学键，因此，MOAC
对盐、去垢剂和不同溶剂有更强的耐受性，且

具有更好的选择性和灵敏度[17]。 
虽然 IMAC 和 MOAC 方法富集磷酸化肽段

的特异性较高，但是 IMAC 和 MOAC 对不同类

型的磷酸化肽段的富集具有不同的选择性，

IMAC 主要富集多磷酸化肽段，而 MOAC 主要富

集单磷酸化肽段[18]。为了富集到更多的单磷酸化

肽段和多磷酸化肽段，Thingholm 等 [19]首次将

IMAC 和 MOAC 结合，发展了 IMAC 顺序洗脱方

法 (sequential elution from IMAC, SIMAC)，通过

SIMAC 方法富集后鉴定到的磷酸化位点数是

单独使用 TiO2 法富集鉴定到的 2 倍。 
除 IMAC 和 MOAC 外，Phos-tag (1,3-bis 

[bis(pyridine-2-ylmethyl)-amino]propan-2-olato 
dizinc(Ⅱ)) 也是一种基于亲和相互作用的富集

方法。Phos-tag 是一种琼脂糖偶联双核锌复合

物 [20]，可以在中性条件下富集磷酸化肽段。

Phos-tag 与磷酸基团的相互作用类似于 IMAC，

都是基于磷酸基团与金属离子之间的亲和力。

Koike 团队[21-22]将 Phos-tag 用于 SDS-PAGE，成

功分离到大分子量的磷酸化蛋白。 

1.2  免疫沉淀法 
亲和色谱法对丝氨酸和苏氨酸磷酸化肽段

的富集是有效的，但是酪氨酸磷酸化通常以较

低的丰度发生，大约只占整体磷酸化事件的

0.5%[23]，常规富集方法对磷酸化酪氨酸无特异

性，需要开发基于抗原抗体亲和相互作用的免

疫沉淀富集磷酸化肽段的方法。目前市售的抗

体对酪氨酸磷酸化的特异性比较高，对丝氨酸/
苏氨酸磷酸化肽段的富集存在结合效率以及特

异性的问题，因为与磷酸化丝氨酸和苏氨酸的

脂肪侧链相比，磷酸化酪氨酸的芳香环更富电

子，因此磷酸化酪氨酸有更多的机会与抗体结

合位点结合，从而产生更强的特异性结合。此

外，由于大多数抗体是磷酸氨基酸特异性的[11]，

一种抗体只能结合一种磷酸化的氨基酸，无法用

于大规模的磷酸化蛋白组的研究。一些研究使用

了丝氨酸和苏氨酸共有基序产生的抗体[24-25]，
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但是由于这些抗体不能以相同的效率结合丝氨

酸/苏氨酸位点，因此这种方法的产量比较低。

此外，高昂的抗体成本进一步限制了其更广泛

的使用。 
为了解决酪氨酸磷酸化的亲和特异性问题，

SH2 (Src homology) 结构域，一种存在于许多信

号蛋白中的约 100 个氨基酸的保守结构域[26]，被

用来富集酪氨酸磷酸化肽段。SH2 结构域可识

别由酪氨酸磷酸化位点后加 3−5 个 C 端残基组

成的短磷酸化肽段序列[27]，但是天然的 SH2 结

构域对酪氨酸磷酸化的亲和力非常有限 [28]。

Kaneko 等[29]报道了具有三点突变体 (T8V; S10A; 
K15L) 的高亲和力 sSH2 (superbinder SH2) 结
构域。与天然 SH2 相比，sSH2 对磷酸化肽段的

亲和力明显增强。Bian 等[30]发展了使用 sSH2
结构域作为亲和试剂，通过亲和纯化质谱鉴定

酪氨酸磷酸化蛋白质组的方法，并在 9 种人类

细胞系中鉴定到约 20 000 条酪氨酸磷酸化肽段

和大于 10 000 个酪氨酸磷酸化位点。这个方法的

缺点在于使用 sSH2 亲和试剂进行富集时，需要

用竞争性洗脱剂生物素-pYEEI (pTyr-Glu-Glu-Ile) 
洗脱磷酸化肽段[30]，而-pYEEI 需要在 LC-MS/MS
分析之前被去除以免影响质谱的鉴定，额外的

纯化步骤会导致样品的损失[31]。本文没有再更

多地介绍基于 SH2 超亲体的酪氨酸磷酸化蛋白

质组技术的应用，门丽影等[32]已经做了很好的

综述。总之，这个酪氨酸磷酸化肽段的富集方

法还需要进一步的优化。 

1.3  化学衍生法 
化学衍生法富集磷酸化肽段的基本思想是

用另外可以被特异性靶向的化学基团取代磷

酸基团，然后基于引入的亲和基团提取衍生后

的磷酸化肽段。比较典型的化学衍生法是 β 消

去法和氨基磷酸酯化学法  (phosphoramidate 
chemistry, PAC)。 

β 消去法通常与 Michael 加成反应相结合。

在碱性条件下，磷酸化丝氨酸和苏氨酸去磷酸

化并分别转化为脱氢丙氨酸和 β-甲基脱氢丙氨

酸，通过加入亲核试剂如硫醇试剂，肽段中产

生的二硫醇可以作为生物素标签的交联剂[33]或

用于直接亲和纯化[34]。由于酪氨酸的磷酸基团

无法在碱性条件下发生消去反应，因此这种方

法只能用来富集丝氨酸和苏氨酸磷酸化肽段。

此外，β 消去反应的发生可能会增加未磷酸化

的丝氨酸和苏氨酸残基脱水的风险[34]，导致副

反应的产生而增加样品的复杂性。Nika 等[35]在

一组合成的磷酸化肽段中研究了 β 消去法的各

种反应条件及实验参数，增加了磷酸化位点的

鉴定数目，但这仅限于简单的蛋白样品。 
PAC 是另一典型的化学衍生法，在某些条

件下，如水溶性碳二亚胺催化，磷酸化氨基酸的

磷酸基团与酰胺基团反应生成氨基磷酸酯，经还

原后可偶联到碘乙酰修饰的玻璃微珠上[36-37]，被

富集的磷酸基团在酸性条件下可被释放。与 β
消去法不同的是该方法也可富集含酪氨酸磷酸

化肽段，且富集过程中磷酸基团不会被去除，

便于检测确切的磷酸化位点。Zhou 等[36]的工作

证明了基于 PAC 法富集研究酵母磷酸化的可行

性。Tao 等[37]将磷酸化肽段与胺功能化的树枝

状聚合物偶联，从而可以通过超滤富集磷酸化

肽段。但是，该反应过程涉及一系列化学反应，

因此一些副反应无法避免，增加了样品损失。 
总之，由于上述缺点，目前化学衍生方法

较少地被用于磷酸化肽段的富集。 

1.4  基于色谱的方法 
基于色谱的方法也被用于富集磷酸化肽

段 ， 如 强 阳 / 阴 离 子 交 换 色 谱 [38-39] (strong 
cation/anion exchange chromatography, SCX/SAX)、
亲水相互作用色谱 [40] (hydrophilic interaction 
liquid chromatography, HILIC)、静电排斥液相作
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用色谱[41] (electrostatic repulsion liquid interaction 
chromatography, ERLIC)。SCX/SAX 富集磷酸化

肽段是基于带有不同电荷的酶切肽段与阴 /阳
离子固定相之间的相互作用。在使用 SCX 富集

磷酸化肽段时，反应在强酸性条件下进行，胰

蛋白酶切割产生的赖氨酸和精氨酸残基完全质

子化，因此大多数非磷酸化肽段带有 2 个正电

荷，而磷酸基团为去质子化的状态，只有 1 个磷

酸化位点的肽段会带有 1 个正电荷，具有 2 个磷

酸化位点的肽段不带电荷，所以多磷酸化肽段

首先被洗脱，然后是与固定相作用较弱的单磷

酸化肽段，最后是非磷酸化肽段。而使用 SAX
富集磷酸化肽段时，反应在中性或碱性条件下

进行，洗脱顺序与 SCX 相反。HILIC 基于亲水

性分离肽段，极性较强的肽段后被洗脱出来，

因此磷酸化肽段在梯度末端被富集，但是研究

表明 HILIC 对多磷酸化肽段的分辨率比单磷酸

化肽段要低，因为多磷酸化肽段在 HILIC 高浓

度的有机溶剂情况下溶解性较差 [42-43]。ERLIC
基于亲水相互作用和静电相互作用富集磷酸化

肽段，是一种混合模式的色谱。Alpert[41]发现将

ERLIC 与 SAX 进行比较，ERLIC 更适合从复

杂混合物中鉴定胰蛋白酶磷酸化肽段。但是，

这些基于色谱的方法富集磷酸化肽段特异性不

高，现在更多地作为肽段的预分手段，将复杂

的样品初步地分离得到若干个性质较为相似的

组分，以提高后续磷酸化肽段的富集效率和磷

酸化肽段的鉴定数目 (后续第 3 节进行了详细

介绍)。 

1.5  其他方法 
除了上述方法之外，分子印迹聚合物 

(molecularly imprinted polymers, MIP) 和羟磷灰

石层析  (hydroxyapatite chromatography, HAP) 
的富集方法不断发展。MIP 是一种由分子印迹

技术产生的仿生“合成抗体”或“塑料抗体”，具

有类似天然酶和抗体的亲和力和特异性，能够

识别并结合特定的目标分子。Emgenbroich 等[44]

报道了第一个合成的磷酸化酪氨酸选择性印迹

聚合物，能够在大量非磷酸化肽段存在的情况

下捕获酪氨酸磷酸化肽段。Helling 等[45]对该系

统进一步优化和验证，成功提取了牛胎素消化

液中的酪氨酸磷酸化肽段。HAP 是结晶磷酸钙 
(Ca10(PO4)6(OH)2) 的一种形式，常被用于分离

各种蛋白质和核酸。Krenkova等[46]和 Pinto等[47]

发现磷酸化蛋白比未磷酸化蛋白更容易与 HAP
结合，因此提出了将 HAP 用于磷酸化肽段富

集。Mamone 等[48]用基于 HAP 的富集策略，成

功从标准肽段混合物中富集出磷酸化肽段，并

将单磷酸化肽段和多磷酸化肽段分离。与 TiO2

相比，HAP 对多磷酸化肽段具有更高的亲和力。 
鉴于磷酸化蛋白质组的复杂性以及不同富

集方法对不同类型的磷酸化肽段的偏向性，目

前没有一种方法可以富集到所有的磷酸化肽

段，因此组合使用多种磷酸化肽段富集方法可

以提高磷酸化肽段的鉴定效率和磷酸化蛋白质

组的覆盖率。 

2  富集方法的优化与改进 
在磷酸化肽段富集过程中，富集特异性会

受到多种因素的影响。下述以常用的 IMAC 和

MOAC 富集方法为例阐述磷酸化肽段富集方法

的优化与改进。 

2.1  基于 IMAC 的优化与改进 
由于磷酸化肽段与 IMAC 之间的相互作用

是路易斯酸碱反应[49]，因此 pH 在富集过程中

是重要的考虑因素。磷酸化肽段富集中存在非

特异性结合的原因是含有酸性氨基酸 (谷氨酸

和天冬氨酸) 的非磷酸化肽段与金属离子材料

结合，主要是氨基酸 γ-基团上的羧酸基团与金

属离子材料之间的亲和力引起的，类似于磷酸
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盐对金属离子的亲和力[11]。为了减少含酸性氨

基酸的非磷酸化肽段与 IMAC 非特异性结合，

富集时需要使用有机酸，如乙酸[50]或三氟乙酸 
(trifluoroacetic acid, TFA)[51]，调节上样缓冲液

pH 值位于酸性氨基酸和磷酸盐的 pKa 值之间，

即 pH 2.0–2.5，此时酸性氨基酸被质子化，羧

基的负电荷被掩盖不能再与带正电的金属离子

结合[11]，而大多数磷酸盐处于非质子化的状态，

仍能与金属离子材料结合。除 pH 外，Ye 等[52]

发现较高浓度的乙腈 (acetonitrile, ACN) 有利

于磷酸盐去质子化和酸性氨基酸质子化，进一

步减少了非特异性结合。因此，利用 IMAC 富

集磷酸化肽段时，上样缓冲液中含有高浓度的

ACN 和 TFA，如 50% ACN 和 0.1% TFA。 

2.2  基于 MOAC 的优化与改进 
与 IMAC 类似，MOAC 的上样缓冲液需要

使用有机酸进行酸化，使酸性氨基酸质子化和

磷酸基团去质子化，然而缓冲液酸化不足以降

低非磷酸化肽段的非特异性结合。研究发现在

上样缓冲液中加入一些含羧酸或羟基官能团

的，能够与非磷酸化肽段竞争 TiO2 的结合位点

的试剂 (non-phosphopeptide excluder)，如谷氨

酸[53]、乳酸[54]、乙醇酸[9]、柠檬酸[55]和 2,5-二
羟基苯甲酸 (2,5-dihydroxybenzoic, DHB)[56]，

它们可以有效地减少非磷酸化肽段与 TiO2 的结

合，同时不会对磷酸化肽段的结合造成影响。

Larsen 等[56]报道 TiO2 上最优的磷酸盐结合位点

的配位几何结构不同于取代羧酸的最佳结合位

点的配位几何结构，羧酸以螯合双齿方式与

TiO2 结合，而磷酸盐以桥联双齿的方式与 TiO2

结合。我们最近的工作[57]系统比较了上样缓冲

液中谷氨酸、乳酸、乙醇酸和 DHB 这 4 种常用

的 non-phosphopeptide excluders 对 TiO2 方法富

集磷酸化肽段的影响，发现不同方法的富集特

异性不同，含有乳酸的磷酸化肽段富集方法表

现出最好的特异性及选择性，能鉴定到较多数

目的磷酸化肽段。此外，TiO2 珠子与肽段的比

值也会影响富集特异性[58]，因此富集方法应该

根据不同样品进行调整与优化，以得到最佳的

富集效率，富集得到更多的磷酸化肽段。 

3  磷酸化肽段富集/预分方法研究进展 
为了提高磷酸化蛋白组的覆盖深度，往往

需要将磷酸化肽段富集和预分相结合。较为传

统的策略是先预分再富集 (图 2A)，即在肽段水

平用 SCX/SAX、HILIC 或高 pH 反相色谱 (high 
pH reverse-phase liquid chromatography, HpH-RP) 
等色谱方法将酶切肽段预分成多个组分[59]，然

后对单个组分或合并组分分别进行磷酸化肽段

富集。这种策略可以显著降低样品复杂程度，

有效提高鉴定率。但是这种策略耗时耗力，而

且需要较高的样品起始量。此外，由于预分后

各个组分肽段含量不一样，很难准确地添加特

定富集磷酸化肽段所需的材料。 
最近几年，另外一种先富集后预分的策略

慢慢发展成熟 (图 2B)。这种策略先利用 TiO2

或者 IMAC 方法从复杂样品中富集磷酸化肽

段，再利用 HILIC 或者 HpH-RP 等色谱方法将

富集到的磷酸化肽段预分成多个组分。Yue 等[60]

和 Engholm-Keller等[43]用这种方式，采用 HILIC
方法预分磷酸化肽段，大大提高了磷酸化肽段

的鉴定数目，而且大大减少了样品处理时间和

样品损失。这种先富集后预分的策略对样品起

始量要求低，而且过程更简单，但是有可能因为

样品复杂程度的问题导致富集的特异性降低。

我们最近的工作[57]综合评价了不同的磷酸化肽

段富集和分离方法，采取先富集磷酸化肽段再预

分的策略，即以乳酸作为 non-phosphopeptide 
excluder 进行 TiO2 富集磷酸化肽段后，用三乙

胺 (triethylamine, TEA) 或氨水 (NH3·H2O) 作 
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图 2  磷酸化肽段先预分后富集 (A) 和先富集后预分 (B) 流程 
Figure 2  Workflow for the strategy of “fractionation before enrichment” (A) and “fractionation after 
enrichment” (B). 
 
为 HpH-RP 预分的分离试剂，使用 StageTip 进

行 HpH-RP 预分，结果显示基于 TEA 的 HpH-RP
预分策略鉴定到的总磷酸化肽段数目多于基于

氨水的 HpH-RP 预分策略，且基于 TEA 的方法

在鉴定多磷酸化肽段 (包括双磷酸化肽段和三

磷酸化肽段) 时具有明显的优势。最终采用基

于 TEA 的 HpH-RP 预分方法，在 1 mg 293T 细

胞的肽段中鉴定到超过 30 000 条磷酸化肽段和

约 20 000 个磷酸化位点。该研究为选择合适的

磷酸化肽段富集方法提供了依据，并提供了  
一个高效可重复的大规模磷酸化蛋白质组学分

析工作流程。 
除了上述先预分后富集和先富集后预分的

策略，Ren 等[61]进行了富集和预分一体化的尝试，

报道了一种 TiO2 串联分离 (TiO2 with tandem 
fractionation, TAFT) 的方法，将用于 TiO2 富集

的 StageTip 和 HpH-RP 的 StageTip 串联，能够

在 3 h 内完成磷酸化蛋白组样品的制备。他们

利用该方法富集 HeLa 细胞和 HepG2.2.15 细胞

中的磷酸化肽段，分别在 1 mg 起始量蛋白中鉴

定到超过 14 000 条磷酸化肽段。该方法具有较

高的特异性和重现性，能够以低成本的高通量

方式进行快速深入的磷酸化蛋白组分析。 

4  总结 
总之，随着近年来磷酸化肽段富集技术的

不断发展和质谱仪器分辨率灵敏度的不断提

高，极大地消除了磷酸化蛋白组研究的瓶颈，

但是截至目前，没有一种磷酸化富集方法能够

完全描绘磷酸化蛋白组[18]。因此，尚不清楚现

有富集方法获得的磷酸化肽段是否反映了生物

体的真实情况。为了得到更为可靠的分析结果，

最好能够得到覆盖深度更高的磷酸化肽段。此

外，这些磷酸化肽段富集技术具有不同的特异

性，为了克服因方法选择偏差造成的结果偏倚，

最好根据具体的研究问题选择最适的富集策

略，或者结合不同的富集方法，以提高磷酸化

蛋白质组的覆盖范围。 
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