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摘要摘要 固定化金属离子亲和色谱是将过渡金属离子通过配体螯合在固相基质上，通过过渡金属离子与靶分子的组氨酸或半胱氨

酸特异性结合形成相对稳定的复合物，最后以竞争性洗脱方式实现靶分子的富集与纯化，其核心为金属螯合亲和基质材料制

备。具有亲和选择性高、生物兼容性好、可逆再生等优势，迄今已发展了40余年，广泛应用于靶分子的特异性富集、分离与纯

化，本文综述了近3年固定化金属离子亲和色谱纳米材料、微球色谱基质、棉纤维、分子印迹材料、整体材料、共价有机骨架等方

面的研究进展。
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固定化金属离子亲和色谱（immobilized metal affinity
chromatography，IMAC）最初被称为金属螯合亲和色谱（metal
chelate affinity chromatography，MCAC），由 Porath等 [1]于 1975
年提出，原理主要基于过渡金属离子（Zn2+、Cu2+、Ni2+等），在接

近中性的水溶液中可特异性结合组氨酸或半胱氨酸形成相

对稳定的复合物。Porath等[2-10]对螯合配体与金属离子的不

同组合、金属离子的固载量、靶分子的结合能力及活性、溶液

pH值等进行深入的研究，为其作为分离纯化技术提供了理论

支持。此外，Porath等[11]发现此技术还能用于分析组氨酸残

基在蛋白分子中的位点、数量、表面密度及配位难易程度

等。在10余年的研究过程中 IMAC的概念也逐渐被接纳并固

定下来。IMAC可根据不同金属离子与螯合配体的多种组合

制备形式多样的固定化金属离子亲和色谱基质，应用于多种

不同靶分子（多肽、蛋白、酶等）的亲和富集、分离、纯化，且具

有亲和选择性强、生物兼容性好、可逆再生性优等特点，因此

经过40余年的发展，IMAC已在磷酸化肽富集及量化、蛋白纯

化、适配体筛选等领域得到广泛应用[12-15]。本文综述了近3年
IMAC纳米材料、微球色谱基质、棉纤维、分子印迹材料、整体

材料、共价有机骨架等方面的研究进展。

1 IMAC原理
IMAC的作用靶标主要为蛋白质、多肽等大分子，其原理

主要基于靶分子表面氨基酸与金属离子的亲和力强弱不

同。过渡态金属离子能与电子供体氮、硫、氧等原子以配位

键结合，而金属离子剩余的空轨道是电子供体的配位点，在

溶液中被水分子或阴离子占据[16]。当靶分子表面的氨基酸残

基与金属离子的结合力较强时，氨基酸残基的供电原子（如

组氨酸残基的N原子、半胱氨酸残基的S原子）将取代与金属

离子结合的水分子或阴离子，与金属离子形成复合物，从而

使相应的靶分子结合在亲和基质表面。氨基酸中的α-氨基

和α-羧基，以及某些氨基酸侧链基团含有孤对电子的活性原

子都能参与螯合作用，由于氨基酸的种类、数量、位置和空间

构象不同，因而与金属配基的亲和力不同[17]，可选择性地加以

分离纯化，通过调节溶液 pH值、添加竞争性洗脱剂（如咪唑

等）将靶分子从亲和基质上洗脱，原理如图1所示。靶分子在

a：配基，b：连接臂，c：金属离子，d：靶分子，e：竞争性吸附剂

图1 IMAC原理示意

Fig. 1 Schematic diagram of IMAC principle
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金属螯合柱上的保留主要是靶分子和金属离子的配位作用、

静电作用、疏水作用及π键作用的总和。

1.1 配位作用

过渡金属离子（Cu2+、Ni2+、Fe2+、Zn2+、Co2+等）能与供电子基

团（组氨酸残基的咪唑基、谷氨酸残基的羧基、半胱氨酸残基

的巯基、色氨酸的吲哚基等）形成配位键，这些配位基团通常

可看作弱场强配体，当与Cu2+、Ni2+、Zn2+、Co2+配位时，中心离子

的 d电子分布发生改变，Cu2+配位化合物晶体场稳定化能最

低，加之Cu2+半径最小，因此对靶分子的配位作用最强，Ni2+次
之，Zn2+与Co2+最弱[18]。

1.2 静电作用

金属螯合配体在弱酸和碱性介质中通常带负电荷，与靶

分子表面带负电荷的氨基酸残基（如天冬氨酸）产生静电排

斥，与带正电的氨基酸残基（如精氨酸）产生静电结合。静电

作用的大小取决于金属螯合配体和靶分子所带的电荷，两者

电荷差异越大，静电作用越强。对于强结合的金属螯合基质

材料（如铜离子-亚氨基二乙酸，Cu2+-IDA），金属离子与蛋白

质之间的配位作用力远大于静电作用力，以配位作用为主。

对弱结合的金属螯合柱，在较低 pH值下静电作用对靶分子

保留至关重要，随pH值在增加配位作用增强，某些盐（如Na⁃
Cl）的加入能削弱靶分子与金属螯合配体间的静电作用力[19]。

1.3 π键作用

如果蛋白质表面氨基酸侧链带苯环（如苯丙氨酸），苯环

上的大π键具有供电性，容易受到带正电或带部分正电的亲

电介质的攻击，生成π络合物[20]。金属离子带正电，极易与含

苯环的氨基酸残基形成π络合物，此时完成靶分子的吸附，

洗脱时需要竞争性抑制剂的参与，通常在洗脱液中加入一定

量的咪唑，咪唑更活跃、容易与亲电试剂结合，因此可以竞争

性洗脱靶分子。

1.4 疏水作用

疏水作用是固定相碳链与蛋白质表面疏水区域的亲和

作用。在高盐浓度的流动相体系，随着盐浓度的增加，溶液

表面张力增大，靶分子与金属螯合柱间的疏水作用增强，此

时支配靶分子保留的主要作用力是疏水作用[21]。而在大多数

IMAC体系中盐浓度较低，疏水作用对靶分子保留的影响不

大，决定靶分子保留的主要作用力为配位作用和静电作用。

上述几种作用力对靶分子的保留贡献随流动相、固定相

和靶分子性质的不同而变化。因此，某种程度上 IMAC也可

以说是超分子化学作用的结果。由于 IMAC涉及金属离子、

螯合配体、靶分子（蛋白、多肽等），作用力也根据两两作用分

为金属离子的配位键、氢键、π-π堆积作用、静电作用、疏水

作用等，作用力大小各异，在这些作用力的共同驱动下完成

金属离子、螯合配体与靶分子的超分子自组装。因此，可以

通过调节溶剂pH值、增加离子强度、添加竞争性抑制剂等多

种方式改变 IMAC的主导作用力，并据此实现靶分子的有效

富集和洗脱。

2 IMAC亲和基质材料
IMAC的核心是金属离子螯合亲和基质材料的制备，主

要包括固相载体、络合剂（又称配基）、金属离子3部分。根据

材料性质不同又可分为纳米材料、微球色谱基质、棉纤维、分

子印迹材料、整体材料、共价有机骨架等。

2.1 IMAC纳米材料

纳米材料一般指结构单元尺寸在1~100 nm的材料，具有

比表面积大、小尺寸效应、界面效应、量子效应、量子隧道效

应等特征，这些特性赋予纳米材料不同于块状材料的物理性

质（如光、热、电等）、化学性质（如吸附、表面活性与催化、分

散与团聚等），因此在化工、农业、食品、医药、机械、电子等领

域得到了广泛应用[22]。IMAC纳米材料即是在纳米粒子上固

载金属离子形成亲和基质材料，该材料比表面大，可增加固

载金属离子的数目，增强结合靶分子的能力，有利于靶分子

的有效富集和纯化。

蛋白质翻译后修饰是改变蛋白质细胞活性的主要机制，

包括磷酸化、糖基化、乙酰化、甲基化等，其中磷酸化是蛋白

质组学最先被研究的主要领域之一[23]。复杂生物样本中蛋白

质酶解产物的磷酸化肽丰度很低，为提高磷酸化肽的有效鉴

定，对其进行快速、选择性的富集是磷酸化蛋白质组学研究

的挑战。为减少样品的复杂性和离子抑制效应、改善磷酸化

多肽的富集特异性和灵敏度，进行更深入、全面的磷酸化蛋

白质组学分析，近年来发展了多种 IMAC纳米材料用于磷酸

化肽的富集。

Dai等[24]将1, 4, 7, 10-四氮杂环十二烷四乙酸（DOTA）作
为螯合配体合成了DOTA包覆的二氧化钛纳米材料并螯合锆

离子（TiO2@DOTA-Zr）。此材料提供了高特异性的比表面

积，增加了固定化Zr4+的数目，同时Zr4+与DOTA的结合相互作

用得以强化，改善了磷酸化多肽的结合能力，减少了非磷酸

化多肽的干扰及实验过程中金属离子的损失，实现了脱脂牛

奶、人血清等复杂生物样品中磷酸化多肽的选择性富集。

磁性分离技术仅需一外加磁场即可实现靶分子与杂质

的有效分离，具有溶剂消耗量少、分离操作简单、成本低、省

时省力等优势 [25]。Rashid等 [26]将水杨醛与 3-三甲氧基硅烷

（APTMS）缩合而成 Salen配体，然后螯合Ni2+，最后与二氧化

硅包覆的锰铁氧体磁性纳米粒子（MNPs）结合形成具有超顺

磁性的MnFe2O4@SiO2@Ni-Salen复合物纳米粒子，其平均直

径约 70 nm，饱和磁化强度约 54 emu·g-1，每克纳米粒子可有

效富集细菌裂解液中的His标签重组蛋白A约（180±15）mg，
整个纯化过程在试管中即可进行，仅需 45 min。张维冰等[27]

设计并制备了Fe3+-有机框架包覆的四氧化三铁磁性纳米颗

粒（Fe3O4@MIL-100 (Fe)）IMAC多孔材料，用于磷酸化多肽的

快速富集，材料孔径1.93、3.91 nm，比表面积达168.66 m2·g-1，

磷酸化多肽富集能力为 60 mg·g-1，回收率 84.47%以上，检测

限为0.5 fmol，选择性为β-casein∶BSA=1∶500，此方法可有效

应用于脱脂牛奶、人血清等复杂样品中痕量磷酸化多肽的选
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择性富集。Ma等[28]使用乙二醇辅助制备了Ti4+螯合表面粗糙

的聚多巴胺磁性纳米粒子（Ti4+-rPDA@Fe3O4），该材料具有超

顺磁性、水分散性好，比表面积为37.7 m2·g-1 ，饱和磁化强度

为 38.4 emu·g-1，材料固载Ti元素达到 3.93%，对 к-Casein的

吸附能力为1105.6 mg·g-1，实现了牛奶中磷酸化蛋白的富集

纯化。Piovesana等[29]制备了一种新型的Ti4+螯合聚多巴胺磁

性纳米颗粒用于磷酸化多肽的富集，最适上样溶液为1 mol·
L-1乙酸溶液，洗脱溶液为 0.4 mol·L-1的柠檬酸钠溶液（pH=
9），可显著减少非特异性结合，磷酸化多肽的富集选择性和

回收率得到明显改善，实现了牛奶中内源磷酸化多肽的富集

纯化。

蛋白质的磷酸化分为单磷酸化和多磷酸化，多磷酸化蛋

白在真核细胞中是常见的作为信号微调的分子开关[30]。张丽

华等 [31]制备了镓离子螯合三磷酸腺苷功能化磁性纳米颗粒

（Ga3+-ATP-MNPs，如图 2所示），该材料表面亲水性强，且螯

合的镓离子对多磷酸化肽具有较强的选择性（β-casein∶
BSA=1∶5000），此方法处理的样品可直接进行MALDI MS靶

上分析，灵敏度达30 amol。该方法从大鼠肝脏线粒体158个
磷酸化蛋白中鉴定到 193个磷酸化多肽的 331个磷酸化位

点，所鉴定到的 54.4%磷酸化多肽均含有 2个以上的磷酸化

位点。Gladilovich 等 [32]制备了 Fe3 +-硬脂酸折叠 Langmuir-
Blodgett膜（FF）和Fe3+氧化物纳米粒子（FO）两种材料的固定

相用于Hela细胞中磷酸化多肽的富集，同时使用具有不同

pH值和电子供体的氨、哌啶、十七氟癸基三乙氧基辛烷磺酸

3种洗脱溶剂顺序洗脱，对酸性和多磷酸化的多肽没有歧视，

显示了优越的特异性和选择性以及较高的回收率。

图2 Ga3+-ATP-MNPs富集磷酸化肽工作原理示意

Fig. 2 Schematic diagram of the working principle of Ga3+-ATP-MNPs for phosphopeptides enrichment

IMAC纳米材料不仅在磷酸化蛋白、多肽等大分子的富

集纯化中有较广泛应用，在小分子的选择性富集分离等方面

也展示了优良的应用前景。有机磷酸酯杀虫剂（OPPs）在农

业中的广泛使用导致其在环境中日益累积，对人类健康与生

态平衡带来了严重损害[33]。封顺等[34]采用一步化学共沉淀法

将锆离子固载在乙二胺四乙酸-四氧化三铁磁性纳米颗粒

上，制备了一种新型的纳米复合材料 Fe3O4-EDTA@Zr(IV)亲
和探针。在最优条件下，对杀螟硫磷、杀扑磷、毒死蜱、辛硫

磷 4种目标OPPs的检测限范围是 0.10~10.30 ng·mL-1，相对

标准偏差RSDs为 0.61%~4.40%（n=3），线性范围跨越 3个数

量级，相关系数R2>0.9995。
2.2 IMAC微球色谱基质

微米级球状材料展现了作为吸附剂应具备的良好物理

化学性质，尤其是其比表面积大、扩散速率高、低毒环保、易

化学修饰、制备简便等优点使其可作为 IMAC色谱基质用于

靶分子的富集、纯化等，同时可作为填料用于色谱柱便于与

其它分析方法联用。Sun等[35]将铌离子直接固载在聚多巴胺

包覆的磁性微球表面，合成了一种新型的核壳结构 IMAC微

球材料（Fe3O4@PD-Nb5+），具有亲水性高、生物兼容性好、检

测限低（2 fmol）、选择性良好（β-casein∶BSA=1∶500）等优点，

显示出较Fe3O4@PD-Ti4+更优的多磷酸化肽选择性，并实现了

人血清样本、脱脂牛奶中磷酸化肽的富集。Salimi等 [36]采用

分级模版水解和冷凝方法合成了6 μm的单分散、多孔、磁性

二氧化硅微球，通过亚氨基二乙酸功能化制备了Ni2+-IMAC

磁性吸附剂，饱和磁性能力为22.1 emu·g-1，较常见的核壳结

构磁性吸附剂有更稳定的磁性吸附能力，该材料同时含有介

孔和大孔，大孔有利于靶分子的扩散，介孔比表面积大，能够

提供靶分子驻留和吸附位点，对Escherichia coli裂解液中His
标签绿色荧光蛋白（GFP）的最大吸附量约为87 mg·g-1，纯度

大于95%，产率68%。

IMAC亲和基质中金属离子的泄露备受关注，为减少金

属离子的泄露，卫引茂等[37]制备了一种新型的三齿双（5-甲基

四唑）胺（BMTA）配体，通过三步反应键合在二氧化硅表面并

制备了高效 IMAC固定相，对核糖核酸酶A、细胞色谱 c、溶菌

酶3种蛋白的保留时间随流动相pH值的增大逐渐延长，随着

竞争取代剂浓度的增大逐渐减小，保留强度顺序如下：Cu2+>
Ni2+>Zn2+。BMTA配体对金属离子的亲和力明显强于传统的

IMAC配体 IDA，3种金属离子在BMTA配体上的泄露均低于

IDA配体。。

为进一步减少富集纯化的中间步骤、减少样品损失和污

染、提高操作的自动化程度，Britton等 [38]发展了一种能固载

His标签融合蛋白并实现空间分区的连续流涡旋反应装置

（VFD），采用 IMAC方法在二氧化硅树脂微球上固载了可供

定量的His标签蛋白（60 mg·cm-2微球固载 5~50 μmol·L -1蛋

白）。该装置 10 min内从细胞裂解液中在线纯化了酯酶、磷

酸二酯酶、碱性磷酸酶、增强型绿色荧光蛋白、mCherry红色

荧光蛋白、烟草TEAS萜环化酶6种蛋白，均一度约76%，最大

均一度大于90%，仅有0.34%的固载蛋白流失。
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磷酸糖可调节肿瘤能量代谢，是糖酵解、糖异生、磷酸戊

糖途径中一类重要的代谢中间体。由于其在生物样本中浓

度低、色谱保留能力弱、易被复杂基质抑制离子化，导致其鉴

定较困难。许国旺等[39]将钛固载在聚多巴胺包覆的二氧化硅

微球上，制备了固定相SiO2@PD-Ti4+，如图3所示。吸附在微

球表面磷酸糖与3-氨基-9-乙基咔唑（AEC）通过还原胺化反

应实现固相衍生化，从而增加其在RPLC上的保留和分辨率，

质谱灵敏度提高了 3个数量级。固相微球对 6-磷酸葡萄糖

的吸附能力为 0.76 mg·g-1，远大于商品化的TiO2。此法衍生

化时间短（<10 min）、检测限低（38 pmol·L- 1），回收率高

（80.6%~118%）、精确度高（RSD为2.8%~7.8%）。

除二氧化硅外，琼脂糖凝胶也常用作 IMAC微球色谱填

料的基质材料。Li等[40]采用与琼脂糖凝胶Sepharose 6B通过

14个原子间隔臂偶联的Cu-IDA亲和配体用于提取纯化海洋

细菌中的碱性金属蛋白酶，这种基质的解吸常数Kd为 21.5
μg·mL-1，理论最大吸收值Qmax为24.9 mg·g-1。所需要的蛋白

酶经一步操作即可得到，纯度可达 95%，酶活力可恢复至

74.6%，而传统纯化方法步骤多、耗时、产率低，酶活力仅保留

8.9%。

马光辉等[41]将葡聚糖接枝到烯丙基活化的琼脂糖基质上

并螯合Ni2+制备了新型的高容量 IMAC基质，其机械强度优于

商品化的色谱基质（Ni Sepharose FF），液体流速提升 30%。

通过精细调节烯丙基的反应程度，可使葡聚糖完全或部分接

枝到琼脂糖微球上，葡聚糖在完全接枝的微球中均匀分布，

但仅分布在部分接枝的微球外围，部分接枝的螯合基质对

His标签乳酸脱氢酶的结合能力为商品化基质的2.5倍，优于

完全接枝螯合基质的结合能力。

Mourão等[42]使用Cu2+、Ni2+、Zn2+、Co2+分别螯合羧甲基天冬

氨酸（CM-Asp）修饰的琼脂糖凝胶制备了 IMAC亲和色谱填

料，用于分离木瓜蛋白酶酶解人 Ig G的产物（Fab与 Fc片
段）。在 Ig G完全酶解的情况下，Cu2+-CM-Asp琼脂糖基质捕

获到的 Fab片段为 2.9 mg·mL-1，不含有 Fc片段。Co2+-CM-
Asp琼脂糖基质对Fab的选择性较好，洗脱组分中Fab的含量

为5.7 mg·mL-1，纯度可达91%。

胞外分泌蛋白N末端的多肽是分泌通路的信号。针对

在富集胞外蛋白酶解产物磷酸化多肽时也同时富集得到糖

基化多肽的问题，Klement等[43]制备了Fe3+-NTA-琼脂糖磁性

颗粒，采用优化的缓冲液体系（80%甲醇+0.1%三氟乙酸）可

将亲水相互作用降低到最小，能使磷酸化多肽富集的选择

性、覆盖率、位点数目提高约50%，而无须提前去除高丰度蛋

白。采用两步 IMAC富集方法实现了人血清中磷酸化多肽的

高选择性富集，可鉴定到 40 μL人血清酶解产物中约 100个
磷酸化位点，主要集中在丝氨酸残基上。

典型的富集磷酸化多肽的方法除 IMAC外还常用到二氧

化钛微球颗粒。Yue等[44]将这两种方法分别使用多步富集策

略从细胞裂解液中提取磷酸化肽。IMAC与TiO2方法可富集

到的磷酸化多肽数量相当，富集效率相当，但是 IMAC富集的

多磷酸化肽所占比例较大且多为碱性、亲水的长链多肽（>20
个氨基酸残基），且两种方法富集的磷酸化多肽的结构域不

同，由此可看出 IMAC与TiO2两种材料对磷酸化肽的富集效

果有互补性，将两种方法联合使用，可以从细胞裂解液中富

集到 8427个磷酸化多肽，显著提高了鉴定覆盖率。Sun等[45]

建立了Ga2+-IMAC、TiO2依次顺序洗脱的磷酸化肽定量方法

（SIMAC），Ga2+-IMAC 灵敏度和选择性均优于其他金属基

IMAC。在复杂的基质背景中掺入一系列不同浓度的磷酸化

肽标准品混合物用于评价该定量方法的线性及动态范围。

结果显示：该方法对大多数磷酸化肽的线性范围和重现性有

限，仅可作为复杂基质背景下大规模磷酸化蛋白组学半定量

分析方法。

McCarthy 等 [46]通过原子转移自由基聚合（atom transfer
radical polymerization，ATRP）接枝方法在无孔高分子聚合物

微球表面制备了新型含金属离子的纳米粒子 IMAC色谱固定

相。该固定相亲水层约50 nm，纳米粒子直径约3 nm。此固

定相可以分离朊蛋白上铜结合区域的多肽类似物（其中含有

的八肽重复单元PHGGGWGQ数目不同），还可以分辨含有相

同数目重复单元但亲水性尾巴、Q取代A或酰胺态氮甲基化

等不同的多肽。

Ruprecht等[47]提出了使用Fe-IMAC色谱柱与亲水性的强

阴离子色谱柱（hSAX）联用的模式。该模式能够从复杂裂解

液中快速、全面、高选择性、高重现性地富集磷酸化多肽，线

性范围100 μg~5 mg，可鉴定到14000以上的特异性磷酸化肽

段，而单纯使用 Fe-IMAC仅鉴定到 7500个以上的特异性肽

图3 SiO2@PD-Ti4+富集磷酸糖工作原理示意

Fig. 3 Schematic diagram of the working principle of
SiO2@PD-Ti4+ for sugar phosphates

（a）SiO2@PD-Ti4+微球合成策略

（b）SiO2@PD-Ti4+富集并衍生磷酸糖工作流程
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段，对磷酸化肽的结合能力和洗脱效率均优于 Ti-IMAC和

TiO2方法。

Zhu等[48]建立了麦胚凝集素亲和色谱-离子迁移谱-碰撞

诱导解离质谱分析平台用于富集糖肽。该方法较传统的亲

和色谱简便，无须建立结合、冲洗、洗脱等步骤，共鉴定到鸡

卵黏蛋白酶解产物中含 27个糖链的 117个糖肽。该方法揭

示了糖肽高度的位点异质性，鉴定了糖链同分异构体，同时

解析了糖肽的带电状态，发现带电量越高越容易被分辨。

2.3 IMAC棉纤维

棉纤维是一种资源丰富的天然材料，其表面有大量的羟

基官能团，具有优良的亲水特性，生物兼容性好、机械强度

高、稳定性优异，可通过简单的化学处理后作为固定金属离

子的优良配体 [49]。冯钰锜等 [50]制备了羧基螯合钛棉纤维

（CCC-Ti4+）填充固相萃取（SPE）柱用于磷酸化多肽的富集，

此材料生物兼容性好，对磷酸化多肽的选择性高（β-casein∶
BSA=1∶1000），检测限可达 10 fmol，整个富集进程仅 3 min，
能有效应用于脱脂牛奶、人血清、鼠脑等复杂样品中痕量磷

酸化多肽的选择性富集。该课题组还制备了一种新型的固

定化镍离子巯基棉纤维（SCF-Ni2+）IMAC吸附材料，采用移液

器吸头SPE模式对复杂基质中的His标签蛋白进行选择性纯

化，整个提取过程可在3 min以内完成、成本低[51]。最近，该课

题组使用乙烯基膦酸作为单体，通过自由基聚合反应合成了

一种新型包含磷酸基团的棉纤维材料（CF-NH2-AZO-p
（VPA-x）），该材料可螯合Ti4+用于磷酸化多肽的选择性富集，

当 x=2时该材料可展现其最强的选择性、高盐/蛋白抵抗力及

提取富集能力，能从鼠脑中提取鉴定到 3241 种磷酸化多

肽 [52]。此外，课题组合成了镍离子-羧基螯合棉纤维（CCC-
Ni2+），此材料生物兼容性好，其镍离子含量是 SCF-Ni2+的 5
倍，Ni2+与 6×His标签蛋白的亲和力较强，将其制成注射器式

填充 SPE柱用于大肠杆菌细胞裂解液中标签蛋白（His）和绿

色荧光蛋白（GFP）的快速捕获，回收率达 89.8%~106.7%，日

内RSD＜9.4%，日间RSD=10.3%[53]。

2.4 IMAC分子印迹

分子印迹材料通过与靶分子相互作用形成具有特异性

的靶分子专属识别位点，引导靶分子的定向识别，具有选择

性强、稳定性好、可再生、低成本等优点[54]。张丽华等[55]提出

使用His标签抗原决定簇作为高利用率模版制备抗原决定簇

导向、表面分子印迹聚合物涂层的纳米粒子，所制备的纳米

粒子可对抗原决定簇和靶蛋白特异性识别。首先在Fe3O4纳

米粒子表面通过溶胶-凝胶法涂布一层二氧化硅，接着修饰

IDA基团并螯合Ni2+，然后连接His标签抗原决定簇，最后通

过多巴胺自聚合制备印记涂层并洗脱His标签抗原决定簇。

印迹涂层的厚度通过多巴胺的自聚合控制，同时以His标签

为锚便于抗原决定簇的固载与去除。随后通过 IMAC策略合

成了一种分子印迹核壳结构微球（MIP）。首先将猪血清白蛋

白（PSA）通过Cu2+螯合固载在二氧化硅微球上，接着 2-甲基

丙烯酸羟乙酯、甲基丙烯酸两种单体混合物通过自由基聚合

反应涂布在微球上，然后去除Cu2+和模板得到 5 μm直径的

MIP，可在核糖核酸酶 B、细胞色素 c、肌红蛋白等竞争下对

PSA进行选择性识别。此MIP亲水性好，对蛋白的结合能力

为8.9 mg·g-1，吸附/解吸平衡可在20 min内建立[56]。

此外，由于一些非靶标宿主蛋白含有固定的半胱氨酸或

富含组氨酸区域或含有金属中心，无法在传统的 IMAC纯化

中去除。为增强 IMAC的选择性，张丽华等 [57]以表面抗原决

定簇印记方式发展了一种增强型纯化方法 EI-IMAC，使用

His标签作为模板，将其印迹到 IMAC基质表面，赋予 IMAC表

面抗原决定簇印记位点，只允许含His标签的蛋白进入印迹

位点被 IMAC表面的金属离子捕获，此材料印记因子达到

7.1，可在15 min内达到吸附平衡。EI-IMAC对细胞粗提液中

His标签重组蛋白的选择性得到了明显改善，纯度提高了

5%。

2.5 聚多巴胺涂层材料

在弱碱性条件下，多巴胺可在不同基质上自聚合形成聚

多巴胺涂层，金属离子可通过多巴胺的儿茶酚羟基固载在聚

多巴胺涂层上，因此，多巴胺可作为 IMAC的优良配体 [58-59]。

邓春晖等[60]在基质辅助激光解吸离子（MALDI）靶上制备了聚

多巴胺螯合Ti4+涂层（Ti4+-PDA-plate）用于磷酸化肽的高选择

性富集。样品可直接进入基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱（MALDI-TOF-MS）分析，减少了样品损失，降低了污染

的可能性，缩短了分析时间，增大了分析通量，这种靶上

IMAC平台显示了对磷酸化多肽优异的富集选择性和灵敏

度。此外，该课题组还使用二步法将钛离子固载在聚多巴胺

修饰的移液器吸头上，制备了新型易携带的 IMAC材料用于

人血清样本中磷酸化肽的快速富集，材料的亲水性和生物兼

容性良好、可重复使用、样品和试剂用量少，避免了离心等步

骤，明显缩短了分析时间，选择性、稳定性理想[61]。

石墨烯由含 sp2键的平面碳纳米薄片组成，仅有一个原子

的厚度，由于其优异的导电性、光学透明性、机械稳定性以及

生物兼容性好、承载能力强、大小和形状可控等物化性质，在

生物、化学、材料等领域受到越来越广泛地关注[62-63]。邓春晖

等[64]将锡离子固载在聚多巴胺包覆的磁性石墨烯表面合成了

新型 IMAC材料（magG@PDA-Sn4+），该材料具有超顺磁性、良

好的亲水性与生物兼容性、比表面积大等优点，实现了人唾

液中磷酸化肽的高选择性富集（β-casein∶BSA=1∶1000），检

测灵敏度达0.08 fmol·μL-1。

2.6 IMAC整体材料

由于整体材料具有传质速率快、高渗透性、背压低、制备

简便等优点已被广泛应用在色谱分析领域 [65- 67]，但其作为

IMAC基质材料研究较少。Araya-Farias等[68]制备了一种甲基

丙烯酸乙二醇磷酸酯、丙烯酰胺、双丙烯酰胺光聚合整体材

料（poly(EGMP-co-AM-co-BAA)）微通道玻璃芯片，而后螯合

Zr4+用于磷酸化多肽的在线预浓缩与分离。材料均匀、孔隙

较大（0.62 cm3·g-1）、比表面积理想（34.1 m2·g-1），成功实现了

不同磷酸化程度及位点的多肽预富集，检测限 41 nmol·L-1，
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富集倍数在2个数量级以上。叶明亮等[69]提出了制备包含大

孔、介孔和小孔的磷酸功能化分层多孔杂化整体柱（HPHM）
的策略，通过聚己内酯（PCL）及低聚倍半硅氧烷乙烯基（vi⁃
nyl POSS）和乙烯基膦酸（VPA）的共聚合反应使磷酸基团直

接引入杂化整体柱，材料的比表面积达502 m2·g-1，对吡啶-5
’-磷酸一水合物的吸附能力为63.6 mg·g-1，对磷酸化多肽的

富集特异性优良（β-casein∶BSA=1∶1000），检测灵敏度达到

5 fmol。
2.7 IMAC共价有机骨架

金属有机骨架（metal organic frameworks，MOFs）是一类

由金属离子和有机配体团簇或链组成的杂化结晶多孔材料，

其独特的结构和性能使其广泛应用于催化、气体存储和吸

附、磁性、成像与药物输送等领域，特别是其特异性的吸附能

力与较大的表面积使其能够作为良好的高效分离材料和吸

附剂[70-71]。

钱小红等 [72]针对 IMAC材料合成步骤复杂、耗时长的不

足，通过缩合与配位化学反应直接将Ti4+固载到富含N原子

的酮烯胺 TpPa-2共价有机骨架中合成了一种新型的 IMAC
材料（Ti4+-TpPa-2），材料呈规则六角二维层次结构，对β-ca⁃
sein磷酸化多肽的检测限低至4 fmol，选择性β-casein：BSA=
1∶100，同样实现了对α-casein、脱脂牛奶、Hela细胞裂解物中

磷酸化多肽的高灵敏度、高选择性的富集。吴仁安等[73]在锆-
有机骨架（UiO-66-NH2）上固载锆离子（Zr4+）制备了新型的金

属亲和探针，包含Zr-O、Zr4+两个金属中心，具有金属氧化物

亲合色谱（MOAC）与固定化金属离子亲合色谱（IMAC）两种

相互作用，对单磷酸化和多磷酸化多肽均有较高的特异性亲

和作用，这种材料称为双金属中心锆-有机骨架（DZMOF）。

该探针对磷酸化多肽的选择性高（β-casein∶BSA=1∶5000）。
IMAC发展至今已有 40多年的历史，其基础及应用研究

较成熟，已有多家公司推出了商品化的吸附剂 [74- 77]、色谱

柱 [78-80]、微量层析柱[81]、或试剂盒[82-83]，并广泛应用于His标签

重组蛋白的快速纯化。

3 结论
由于 IMAC富集效率高、消耗成本低、样品回收率高、稳

定性好、特异性强等优势，已被广泛应用于质谱等高端仪器

前端的样品预处理方法，因此对 IMAC材料提出了样品纯化

富集倍数高、洗脱后无质谱干扰、选择性强、避免样品非特异

性吸附等更高的要求。而不同金属离子与螯合配体、固相基

质的多种组合派生了种类多样的 IMAC材料，不同的 IMAC材

料对靶分子的选择性和吸附能力不同，特别是为减少亲和配

体与靶分子之间的非特异性吸附，需要考察材料与靶分子的

相互作用，若靶分子亲水性强，可采用疏水性的基质材料，若

靶分子疏水性强，便采用亲水性的基质材料。

迄今为止，IMAC主要针对单个的酶、蛋白、多肽进行固

定或纯化，而两个或两个以上酶、蛋白、多肽的固定化与纯化

研究较少，探讨多种酶、蛋白、多肽的固定化与应用研究可能

是未来比较有前景的方向，可进一步提升 IMAC在生化反应

过程中的功能化模拟与应用。同时，IMAC主要集中于磷酸

化肽（蛋白）、糖肽（蛋白）的富集纯化，对于更多具有特殊生

理功能的脂类、核酸、特殊功能蛋白应用研究较少，可选取具

有重要研究意义的靶分子（如重大疾病生物标志物及其药物

靶点等），对其物理化学性质、与金属离子的相互作用进行深

入研究，拓展 IMAC的应用领域。

针对 IMAC在使用多次之后易出现金属离子流失的问

题，可以进行灌注再生，但此方法耗时费力、重现性不能保

证，因此还需要进一步研究亲和力强的金属离子螯合配体基

质材料，减少金属离子的流失，同时还可以考察附加磁场对

金属离子保留或流失的影响，以期找到更优的 IMAC方式。
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Recent advances in immobilized metal ion affinity chromatography

AbstractAbstract The immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) is based on the affinity between the transition metal ions and the
target molecules, with the transition metal ions being immobilized on the solid matrix by ligands and combined with histidine or cysteine of
the target molecules to form relatively stable complexes. The enrichment and the purification of the target molecules are achieved by the
competitive elution. The IMAC, with the preparation of the metal chelate affinity materials as its core technology, has been developed for
more than 40 years and widely used in the specific enrichment, separation and purification of the target molecules due to its high affinity
selectivity, good biocompatibility and reversible regeneration. From the point of view of the analytical chemistry, the recent three- year
advances in the IMAC nanomaterials, microsphere chromatography matrices, cotton fibers, molecularly imprinted materials, monolith and
covalent organic frameworks are reviewed in this paper.
KeywordsKeywords immobilized metal ion affinity chromatography; enrichment; purification; material
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