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混合模式色谱材料 Click TE-GSH 高效富集多磷酸化肽 
丰小敏 a    沈爱金 b    李先琴 a    李秀玲*,b    邹丽娟*,a    梁鑫淼 b 

(a大连医科大学附属第二医院  大连 116023) 
(b中国科学院大连化学物理研究所  中国科学院分离分析化学重点实验室  大连 116023) 

摘要  多磷酸蛋白对于生物体适应内外环境具有重要意义, 而明确多磷酸蛋白的磷酸位点功能及其信号转导机制尤为

关键. 复杂生物样品中多磷酸化肽的低丰度、低电离的特性, 以及非磷酸化肽的抑制作用, 决定了质谱分析前进行多磷

酸化肽富集是非常必要的步骤. 本工作采用基于巯基-烯烃点击化学法合成的混合模式材料 Click TE-GSH 进行单磷酸

化肽和多磷酸化肽的选择性富集. 我们建立了单磷酸化肽、双磷酸化肽和多磷酸化肽的顺序分段富集方法. 该优化方

法能抗干扰, 应用于脱脂牛奶时富集到 11 条多磷酸化肽. 与商品化固化金属亲和色谱(IMAC)材料相比, Click TE-GSH
富集多磷酸化肽的选择性更好. 本工作所建立的富集方法为高效富集多磷酸化肽提供新方法和新技术.  
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Highly Selective Enrichment of Multi-Phosphopeptides by Click TE-GSH 
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Abstract  Multisite phosphorylation of proteins plays an important role in signal transduction. However, it is difficult to 
describe precisely the mechanism of these phosphorylation cascades. In order to study the function of phosphorylated pro-
teins in a deep-going way, enrichment protocol with high selectivity and coverage is urgent needed. In the present study Click 
TE-GSH, a novel HILIC material synthetized in our group, was used to enrich and sequentially elute phosphorylated peptides 
in different fractions. As a mixed-mode chromatographic material, Click TE-GSH exhibits both hydrophilic interaction and 
cation-exchange characteristics. To understand the retention mechanism, we firstly carried out investigation to study the in-
fluence of acetonitrile (ACN) concentration, solution pH value and salt concentration on the retention of phosphorylated pep-
tides respectively. The results showed that phosphorylated peptides were eluted with low concentration of ACN and 
non-phosphorylated peptides were eluted with high concentration of ACN, which was in accordance with the hydrophilic 
retention characteristics of Click TE-GSH material. Meanwhile, pH value and salt concentration affected the retention of 
phosphorylated peptides, owing to the change of surface charge on the stationary phase. Under the optimized condition, 
mono-phosphorylated peptide, di-phosphorylated peptides and multiply phosphorylated peptides were enriched selectively. 6 
mono-phosphorylated peptides, 2 di-phosphorylated peptides and 15 multiply phosphorylated peptides were effectively en-
riched and detected. By contrast, immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) was utilized to enrich phosphory-
lated peptides. 2 mono-phosphorylated peptides and 6 multiply phosphorylated peptides were identified. It is obvious the 
enrichment efficiency of Click TE-GSH was much higher than that of IMAC. The established method was validated with 
relatively complex sample, including peptide mixture of α-casein and bovine serum albumin (BSA) at the molar ratio of 1∶1 
and 1∶10. In addition, Click TE-GSH was applied to enrich phosphorylated peptides in milk. 11 multiply phosphorylated 
peptides were successfully identified. The result proved the excellent selectivity of the method. Therefore, this optimized 
protocol has great potential for the enrichment of multiply phosphorylated peptides.  
Keywords  multiply phosphorylated peptides; Click TE-GSH; highly selective enrichment; mass spectrometry 

   
1  引言 

蛋白的可逆性磷酸化是最重要的酶活性调节方式

之一, 在细胞信号转导、增值分化和细胞凋亡等生命活

动过程中起着重要作用[1]. 磷酸化蛋白通过磷酸位点的

激活与失活调控蛋白的功能变化[2], 而多磷酸化肽与单
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磷酸化肽存在磷酸位点的数目差异导致两者的生物效

应和功能具有显著区别. 例如, 肌球蛋白轻链的单磷酸

化肽和多磷酸化肽差异调节迁移细胞的粘附和极性特

点[3]. 当然, 多磷酸化肽的不同磷酸位点具有不同的功

能. 多磷酸蛋白 SHIP2 含有可能超过 20 个磷酸化位点, 
激活 SHIP2 (Y1135)磷酸化位点能抑制肿瘤细胞的转染, 
而激活 SHIP2 (S132)磷酸化位点则没有这种功能[4]. 多
磷酸化肽应答刺激时, 磷酸化位点同时或顺序激活一系

列的蛋白级联反应形成复杂的信号通路, 引起蛋白功能

变化[5]. 事实上, 多磷酸化肽的复杂位点功能和调节机

制在很大程度上都是未知的. 为了更好地解读蛋白功

能, 鉴定多磷酸化肽的位点非常重要. 由于生物样品的

复杂性, 多磷酸化肽的低丰度性、低电离性以及非磷酸

化肽的离子抑制作用[6], 决定了在质谱分析前必须进行

多磷酸化肽的富集. 目前蛋白质组学主要采用色谱分离

富集法富集磷酸化肽[7], 其中强阳离子交换色谱(Strong 
cation exchange chromatography, SCX)和强阴离子交换

色谱(Strong anion exchange chromatography, SAX)都是

基于磷酸化肽和非磷酸化肽所带电荷不同实现分离富

集[8], 通常与其他方法联用可以实现磷酸化肽的分段富

集提高多磷酸化肽选择性[9]. 富集方法中应用较为成熟

且选择性较高的有固相金属离子亲和色谱法(IMAC)[10]

和TiO2亲和色谱[11]. TiO2富集法一直以高选择性富集磷

酸化肽而受到广泛应用, 但对多磷酸化肽结合作用过强

导致其难以被洗脱, 因而富集多磷酸化肽的效果不理

想. 随着 SIMAC (Sequential Elution from IMAC)[12]序贯

洗脱方法的优化改进, 一定程度上提高了多磷酸化肽的

富集效率, 但其富集步骤较繁琐. 此外, 功能化磁性纳

米材料用于磷酸化肽的富集也取得很大进展[13], 但仍

需要开发新型简便、高效富集多磷酸化肽的策略. 近年

来随着亲水作用色谱法(HILIC)[14]的不断发展, 在磷酸

化肽的富集与分段富集中发挥了重大作用. 当硅胶上键

合不同的基质时会具有不同的富集特点, 使得 HILIC 材

料在磷酸化肽的分段富集上表现出更多的优势[15]. 另
外, 同一种基质采用不同的键合方式时也表现出不同的

富集特性[16,17].  
Click TE-GSH 是基于巯基-烯烃点击化学法合成的

两性离子色谱材料, 其对小分子极性化合物具有亲水作

用色谱/离子交换色谱的保留特性[17]. 本文采用 Click 
TE-GSH 材料进行磷酸化肽的选择性富集. 实验从有机

溶剂的浓度、溶液 pH 值和盐的浓度等多方面来调控富

集效果. 相比于商品化 IMAC, Click TE-GSH 材料表现

出明显优势, 实现了单磷酸化肽、双磷酸化肽和多磷酸

化肽的顺序分段富集. 我们建立的优化方法, 由于去除

了单磷酸化肽和双磷酸化肽的抑制作用, 从而很大程度

的提高了多磷酸化肽的鉴定数目. 该方法应用于脱脂牛

奶时, 也表现出高效的富集选择性.  

2  结果与讨论 

2.1  Click TE-GSH 对磷酸化肽保留机理的研究 

2.1.1  有机溶剂浓度对磷酸化肽保留的影响 
我们课题组[17]前期的研究发现, Click TE-GSH 在极

性小分子化合物的分离中体现出典型的亲水作用色谱

保留特性. 因此, 我们首先考察乙腈浓度对磷酸化肽保

留的影响. 考虑到 Click TE-GSH 在 pH 值为 2.7 时表现

为电中性, 实验以磷酸化蛋白标准品 α-casein 酶解液为

研究对象, 采用 pH值为 2.7的ACN/NH4FA/H2O 溶液体

系. 上样后的固相萃取小柱(mirco SPE)依次用洗脱液

80% ACN/50 mmol/L NH4FA, 70% ACN/50 mmol/L 
NH4FA, 60% ACN/50 mmol/L NH4FA 和 50% ACN/50 
mmol/L NH4FA 洗脱, 所得馏分脱盐后进行质谱分析. 
结果如图 1 所示, 80% ACN/50 mmol/L NH4FA 洗脱馏分

中都是非磷酸化肽, 70% ACN/50 mmol/L NH4FA 和

60% ACN/50 mmol/L NH4FA 洗脱馏分中含有少量单磷

酸化肽, 而在 50% ACN/50 mmol/L NH4FA 洗脱馏分中

主要是多磷酸化肽. 显然, 随着乙腈浓度降低, 疏水性

非磷酸化肽和亲水性磷酸化肽依次顺序洗脱, 符合亲水

材料的特征, 说明 Click TE-GSH 材料对磷酸化肽保留

具有亲水作用. ' 
2.1.2  溶液 pH 值对磷酸化肽保留的影响 

Click TE-GSH 是两性离子材料, pH 值改变会引起

材料表面电荷性质的变化. 为了考察溶液 pH 值对磷酸

化肽保留的影响 , 我们分别选取 pH 值为 2.7 的

ACN/FA/H2O 溶液体系和 pH 值为 6.5 的 ACN/H2O 溶液

体系, 按乙腈浓度从高到低的顺序洗脱磷酸化肽. 如表

1所示, 80% ACN/0.1% FA和 70% ACN/0.1% FA馏分中

都是非磷酸化肽, 60% ACN/0.1% FA 馏分中出现单磷酸

化肽; 而 80% ACN和 70% ACN洗脱馏分中主要是磷酸

化肽, 60% ACN 和 50% ACN 洗脱馏分中主要为非磷酸

化肽. 即 pH 值 2.7 条件下低乙腈浓度洗脱磷酸化肽, 而
pH 值 6.5 条件下高乙腈浓度洗脱磷酸化肽, 说明 pH 值

影响磷酸化肽的保留. 可能的原因为pH值2.7时材料表

面为电中性, 主要表现为亲水作用, 由于磷酸化肽亲水

作用强于非磷酸化肽, 所以磷酸化肽在低乙腈浓度洗

脱; 相对的 pH 值为 6.5 时材料表面带负电, 由于磷酸化

肽含有带负电的磷酸根, 其表面负电性会更强, 此时静

电排斥作用大于亲水作用, 所以磷酸化肽在高乙腈浓度

洗脱. 

2.1.3  盐浓度对磷酸化肽保留的影响 
Click TE-GSH 材料具有两性离子特性, 盐浓度可

能会影响材料表面的电荷情况. 仍以 α-casein 酶解液为

研究对象, 保持 75% ACN 浓度不变, 通过依次递增盐

浓度来评价 Click TE-GSH 对磷酸化肽的保留影响. 表 2
显示, 洗脱馏分 75% ACN/20 mmol/L NH4FA 和 75% 
ACN/50 mmol/L NH4FA 中均为非磷酸化肽, 75%  
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图 1  α-酪蛋白标准品酶解液上样到 Click TE-GSH 微柱后, 经(a) 80% ACN/50 mmol/L NH4FA, (b) 70% ACN/50 mmol/L NH4FA, (c) 60% ACN/50 
mmol/L NH4FA 和(d) 50% ACN/50 mmol/L NH4FA 顺序洗脱的质谱图   
Figure 1  Mass spectra of tryptic digest of α-casein loaded into Click TE-GSH micro-column and subsequently eluted with (a) 80% ACN/50 mmol/L 
NH4FA, (b) 70% ACN/50 mmol/L NH4FA, (c) 60% ACN/50 mmol/L NH4FA and (d) 50% ACN/50 mmol/L NH4FA. Phosphorylated peptides are marked 
with “P”. Non-phosphorylated peptides are marked with their m/z values

表 1  不同 pH 值时各馏分中磷酸化肽的分布情况 
Table 1  The number of phosphorylated peptides in each fraction at 
different pH value conditions 

洗脱馏分 
非磷酸化

肽(个数) 

单磷酸化

肽(个数) 

多磷酸化肽

(个数) 

多磷酸化肽富

集比例/% 

80% ACN/0.1% FA 10 0 0 0 

70% ACN/0.1% FA 14 0 0 0 

60% ACN/0.1% FA 7 3 0 0 

50% ACN/0.1% FA 4 0 0 0 

80% ACN 1 3 1 20.0 

70% ACN 1 1 1 33.3 

60% ACN 3 0 0 0 

50% ACN 4 0 1 20.0 

ACN/100 mmol/L NH4FA 馏分中有少量单磷酸化肽而

75% ACN/200 mmol/L NH4FA 馏分中有 1 条低丰度双磷

酸化肽. 随着盐浓度增高, 先后洗脱出非、单磷酸化肽

和极少量双磷酸化肽, 而多磷酸化肽未被洗脱下来. 该
结果一方面说明, Click TE-GSH 对磷酸化肽的保留具有

离子交换特点; 另一方面说明, 多磷酸化肽的静电作用

强, 难以被高盐溶液洗脱出来, 只有降低有机溶剂浓度

才能洗脱出多磷酸化肽. 

表 2  不同盐浓度时各馏分中磷酸化肽的分布情况 
Table 2  The number of phosphorylated peptides in each fraction at 
different salt concentration 

洗脱馏分 
非磷酸化

肽(个数)

单磷酸化

肽(个数) 

多磷酸化

肽(个数) 

多磷酸化肽富

集比例/% 

75% ACN/20 mmol/L 
NH4FA 6 0 0 0 

75% ACN/50 mmol/L 
NH4FA 6 0 0 0 

75% ACN/100 
mmol/L NH4FA 8 1 0 0 

75% ACN/200 
mmol/L NH4FA 

4 2 1 14.3 

2.2  富集方法的建立和验证  

基于 Click TE-GSH 对磷酸化肽保留机理的考察, 
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我们优化了 Click TE-GSH 对磷酸化肽的富集方法. 选
择酸性缓冲盐屏蔽部分电荷作用洗脱非磷酸化肽, 然后

降低乙腈浓度减弱亲水作用从而洗脱单磷酸化肽. 中性

条件下, 更低的乙腈浓度不仅降低了亲水作用而且增强

静电排斥作用, 有利于洗脱多磷酸化肽. 同时为了更直

观的评价富集效率, 我们采用商品化 IMAC 富集 α-酪蛋

白标准品酶解液作为对照. 如图 2 显示, Click TE-GSH 
富 集 到 的 70% ACN/100 mmol/L NH4FA, 70% 
ACN/0.1% FA 和 5% ACN 馏分的质谱图分别鉴定到 6
条单磷酸化肽、2 条双磷酸化肽和 15 条多磷酸化肽; 
IMAC 富集馏分鉴定到 2 条单磷酸化肽、6 条多磷酸化

肽. 显然, Click TE-GSH 富集多磷酸化肽的数量明显多

于商品化 IMAC. 需要说明的是质谱图中很多信号峰是

磷酸化肽的加钠加钾峰 , 例如 : 841.8559 (2＋ )和
849.8417 (2＋)分别是 830.8585 (2＋)的加钠加钾峰. 
Click TE-GSH 不仅能分段富集磷酸化肽, 而且在高效

富集多磷酸化肽的方面表现出很大优势. 

为了检测该优化方法在复杂环境中的富集选择性, 
我们将 α-casein 和 BSA 分别按不同物质的量的比(1∶1, 
1∶10)混合上样, 进行富集. 如图 3 显示物质的量的比

1∶1 和 1∶10 实验中 70% ACN/0.1% FA 和 5% ACN 馏

分分别都为双磷酸化肽和多磷酸化肽. 可以看到当物质

的量的比为1∶10时仍能富集到14条多磷酸化肽. 说明

Click TE-GSH 在干扰条件下仍具有高选择性. 

2.3  Click TE-GSH 富集实际样品 

鉴于 Click TE-GSH 在相对复杂环境中仍具有高选

择性, 我们将材料应用于脱脂牛奶中磷酸化肽的富集. 
图 4 所示 , 分别给出了脱脂牛奶富集前和经 Click 
TE-GSH 富集后双磷酸化肽和多磷酸化肽的两个馏分, 
富集前只能看到1条多磷酸化肽, 而经Click TE-GSH富

集后, 共鉴定到 11 条多磷酸化肽. 结果表明, Click 
TE-GSH 能高选择性的富集简单生物样品中的多磷酸化

肽. 

 
图 2  α-酪蛋白标准品酶解液上样到 Click TE-GSH 微柱后, 经富集得到馏分(a)单磷酸化肽、(b)双磷酸化肽、(c)多磷酸化肽和(d) IMAC 富集的质

谱图   
Figure 2  Mass spectra of tryptic digest of α-casein loaded into Click TE-GSH micro-column and obtained fractions (a) mono-phosphorylated peptide, (b) 
di-phosphorylated peptides, (c) multiply phosphorylated peptides and (d) mass spectra of tryptic digest of α-casein loaded into IMAC and obtained frac-
tion. Phosphorylated peptides are marked with “P”. Non-phosphorylated peptides are marked with their m/z values 
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图 3  α-casein 与 BSA 混合上样, 物质的量的比 1∶1 时(a)双磷酸化肽和(b)多磷酸化肽; 1∶10 时(c)双磷酸化肽和(d)多磷酸化肽的质谱图 
Figure 3  Mass spectra of tryptic digest of α-casein and BSA mixed together loaded into Click TE-GSH micro-column and obtained fractions with the 
molar ratio of 1∶1 (a) di-phosphorylated peptides and (b) multiply phosphorylated peptides; and 1∶10 (c) di-phosphorylated peptides and (d) multiply 
phosphorylated peptides. Phosphorylated peptides are marked with “P”. Non-phosphorylated peptides are marked with their m/z values  

 
图 4  脱脂牛奶酶解液富集前(a)和经 Click TE-GSH 微柱富集后得到(b)双磷酸化和(c)多磷酸化肽的质谱图 
Figure 4  Mass spectra of tryptic digest of milk (a) before enrichment, loaded into Click TE-GSH micro-column and obtained fractions (b) 
di-phosphorylated peptides and (c) multiply phosphorylated peptides. Phosphorylated peptides are marked with “P”. Non-phosphorylated peptides are 
marked with their m/z values 
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表 3  α-酪蛋白胰蛋白酶酶解液中所含磷酸化肽的信息 
Table 3  The phosphorylated sites and charge-mass ratio of phosphopeptides in α-casein 

Peptide sequencea P-site [M＋H]＋ Found massb 

EQLpSTpSEENSK 2 1411.53 706.24 (z＝2) 

TVDMEpSTEVFTK 1 1466.63 733.78 (z＝2) 

TVDMEpSTEVFTK 1 1482.63 741.78 (z＝2) 

EQLpSTpSEENSKK  2 1539.63 770.27 (z＝2) 

TVDMEpSTEVFTKK 1 1594.72 797.84 (z＝2) 

VPQLEIVPNpSAEER 1 1660.81 830.87 (z＝2) 

   554.25 (z＝3) 

YLGEYLIVPNpSAEER 1 1832.86 916.90 (z＝2) 

DIGSEpSTEDQAMEDIK  1 1847.74 924.33 (z＝2) 

DIGpSEpSTEDQAMEDIK  2 1927.72 964.31 (z＝2) 

DIGpSEpSTEDQAMEDIK 2 1943.72 972.32 (z＝2) 

YKVPQLEIVPNpSAEER   1 1951.97 976.45 (z＝2) 

   651.29 (z＝3) 

QMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQ 5 2592.82 1296.91 (z＝2) 

   864.91 (z＝3) 

NTMEHVpSpSpSEESIIpSQETYK   4 2618.96 1309.93 (z＝2) 

   873.61 (z＝3) 

pyroQMEAEpSIpSpSpSEEIVPNSVEQKc 4 2623.9 1312.45 (z＝2) 

   874.95 (z＝3) 

QMEAEpSIpSpSpSEEIVPNSVEQK 4 2641.01 1320.95 (z＝2) 

NTMEHVSpSpSpEESIISQETYKQ  3 2666.98 1333.99 (z＝2) 

   889.67 (z＝3) 

VNELpSKDIGpSEpSTEDQAMEDIK  3 2678.07 1339.48 (z＝2) 

   893.30 (z＝3) 

pyroQMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQKc 5 2704.98 
1352.40 (z＝2) 
901.93 (z＝3) 

QMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQK  5 2720.98 
1360.92 (z＝2) 
907.62 (z＝3) 

QMEAEpSIpSpSpSEEIVPNpSVEQK 5 2737.99 
1368.91 (z＝2) 
912.94 (z＝3) 

NTMEHVpSpSpSEEpSIISQETYKQ 4 2747.02 
1373.95 (z＝2) 
916.32 (z＝3) 

EKVNELpSKDIGpSEpSTEDQAMEDIK 3 2935.18 
1468.08 (z＝2) 
979.02 (z＝3) 

NANEEEYSIGpSpSpSEEpSAEVATEEVK 4 3008.09 
1504.49 (z＝2) 
1003.32 (z＝3) 

NANEEEYpSIGpSpSpSEEpSAEVATEEVK 5 3088.07 
1544.46 (z＝2) 
1029.97 (z＝3) 

a Oxidized methionine are labeled with a box; b z: number of charges; c This sequence corresponds to a loss of ammonia from the N-terminal glutamine 
residue condensing to form pyroglutamate.

   
3  结论 

本文采用 HILIC 材料, Click TE-GSH 高效富集多磷

酸化肽, 研究发现 Click TE-GSH 对磷酸化肽的保留具

有亲水保留作用和离子交换作用. 基于 Click TE-GSH 

对磷酸化肽保留机理, 我们建立了分段富集单磷酸化肽  
和多磷酸化肽的方法, 并用该优化方法高效富集了脱脂

牛奶中的多磷酸化肽. 所建立的优化方法同时具有操作

简单方便的特点. 实验证明 Click TE-GSH 材料能为多

磷酸化肽的富集提供新技术和新方法. 
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4  实验部分 

4.1  蛋白酶解 

将 1 mg 蛋白溶解于 100 µL 含 4 mol/L 盐酸胍(仪器

和试剂见支持信息)的 50 mmol/L NH4HCO3 缓冲液中, 
加入 5 µL 含 200 mmol/L DTT 的 50 mmol/L NH4HCO3

缓冲液, 在 56 ℃的保温箱孵化 45 min 后, 加入 20 µL
含 200 mmol/L IAA 的 50 mmol/L NH4HCO3缓冲液, 再
放入暗室孵化 30 min, 最后加 50 mmol/L NH4HCO3缓

冲液使总体积为 1 mL, 与胰蛋白酶按照 25∶l (w∶w)充
分混合. 在 37 ℃酶解 12 h 后, 加入终浓度为 0.5% FA
终止反应. 酶解液分装, －70 ℃冰箱保存备用.  

4.2  磷酸化肽的富集与脱盐 

称取 1 mg Click TE-GSH 加入 20 μL 纯乙腈制成匀

浆液, 装入已用惰性材料塞紧的 GELoader 枪头中制成

微柱, 富集 2 μL α-casein. 依次用 40 μL 70% ACN/100 
mmol/L NH4FA, 40 μL 70% ACN/0.1% FA 和 20 μL 5% 
ACN 分别洗脱单磷酸化肽、双磷酸化肽和多磷酸化肽. 

称取 l mg C18-AQ 材料装柱(同上), 装好的微柱用

20 μL 50% ACN/0.1% FA 溶液冲洗, 再用 20 μL 0.1% 
FA溶液平衡, 将需要脱盐的样品上样, 用20 μL的0.1% 
FA 溶液脱盐, 最后用 20 μL 的 50% ACN/0.1% FA 溶液

洗脱进入 Q-TOF MS 检测.  

4.3  质谱分析 

磷酸化肽在 nanoESI Q-TOF MS(美国 Waters 公司)
质谱上鉴定分析 ; 进样流速 : l μL/min. 正离子模式 
(ESI＋); nanospray 电压: 2.3 kV, 扫描范围为 500～2000 
Da. 

References 
[1] Olsen, J. V.; Blagoev, B.; Gnad, F.; Macek, B.; Kumar, C.; Morten-

sen, P.; Mann, M. Cell 2006, 127, 635.  
[2] (a) Cohen, P. Eur. J. Biochem. 2001, 268, 5001. (b) Huang, O. W.; 

Ma, X. L.; Yin, J. P.; Flinders, J.; Maurer, T.; Kayagaki, N.; Phung, 
Q.; Bosanac, I.; Arnott, D.; Dixit, V. M.; Hymowitz, S. G.; 
Starovasnik, M. A.; Cochran, A. G. Nat. Struct. Mol. Biol. 2012, 19, 
171. 

[3] Vicente-Manzanares, M.; Horwitz, A. R. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2010, 402, 537. 

[4] Deneubourg, L.; Edimo, W. E.; Moreau, C.; Vanderwinden, J.-M.; 
Erneux, C. Cell Signal. 2014, 26, 1193. 

[5] Sims, R. J.; Reinberg, D. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2008, 9, 815. 
[6] Zou, Y.; Jiang, W. H.; Zou, L. J.; Li, X. L.; Liang, X. M. Chin. J. 

Chromatogr. 2013, 31, 367. (邹瑶, 姜武辉, 邹丽娟, 李秀玲, 梁
鑫淼, 色谱, 2013, 31, 367.) 

[7] Bai, Z. F.; Wang, H. X. Chinese J. Anal. Chem. 2009, 37, 1382. (柏
兆方, 王红霞, 分析化学, 2009, 37, 1382.) 

[8] Sui, S. H.; Wang, J. L.; Lu, Z.; Cai, Y.; Zhang, Y. J.; Yu, W. F.; Qi-
an, X. H. Chin. J. Chromatogr. 2008, 26, 195. (隋少卉, 王京兰, 卢
庄, 蔡耘, 张养军, 蔚文峰, 钱小红, 色谱, 2008, 26, 195.) 

[9] Li, X. L.; Guo, Z. M.; Sheng, Q. Y.; Xue, X. Y.; Liang, X. M. Ana-
lyst 2012, 137, 2774.  

[10] Li, S. H.; Dass, C. Anal. Biochem. 1999, 270, 9. 
[11] Larsen, M. R.; Thingholm, T. E.; Jensen, O. N.; Roepstorff, P.; 

Jorgensen, T. J. D. Mol. Cell. Proteomics 2005, 4, 873.  
[12] Thingholm, T. E.; Jensen, O. N.; Robinson, P. J.; Larsen, M. R. Mol. 

Cell. Proteomics 2008, 7, 661. 
[13] Zhong, H. Y.; Xiao, X.; Zheng, S.; Zhang, W. Y.; Ding, M. J.; Jiang, 

H. Y.; Huang, L. L.; Kang, J. Nat. Commun. 2013, 4, 1656. 
[14] (a) McNulty, D. E.; Annan, R. S. Mol. Cell. Proteomics 2008, 7, 

971. (b) Albuquerque, C. P.; Smolka, M. B.; Payne, S. H.; Bafna, 
V.; Eng, J.; Zhou, H. L. Mol. Cell. Proteomics 2008, 7, 1389.  

[15] Shen, A. J.; Guo, Z. M.; Liang, X. M. Prog. Chem. 2014, 26, 10. (沈
爱金, 郭志谋, 梁鑫淼, 化学进展, 2014, 26, 10.) 

[16] Ke, C. Y.; Sun, W. J.; Zhang, Q. Z.; Zheng, L. Acta Chim. Sinica 
2012, 70, 1637. (柯从玉, 孙妩娟, 张群正, 郑莉, 化学学报, 2012, 
70, 1637.) 

[17] Shen, A. J.; Li, X. L.; Dong, X. F.; Wei, J.; Guo, Z. M.; Liang, X. 
M. J. Chromatogr. A 2013, 1314, 63.  

(Qin, X.) 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


