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摘  要：【目的】本研究以分枝菌酸小杆菌(Mycolicibacterium smegmatis)为研究对象，探索适于

原核微生物理想的磷酸化富集方法。【方法】我们比较了二氧化钛(TiO2)、Fe3+-NTA 和 Ti4+螯合

在磷酸酯修饰的固相微球(Ti4+-IMAC) 3 种不同富集方法磷酸化肽段的富集效率，并用不同分辨率

的质谱仪评估富集稳定性。【结果】Ti4+-IMAC 富集效率最高，磷酸化位点数是 TiO2或 Fe3+-NTA
方法的 7 倍以上；TiO2 和 Fe3+-NTA 方法富集到的磷酸化位点数相差不大，与已报道的用 TiO2 方

法富集的磷酸化位点数目接近。Ti4+-IMAC 富集结果稳定性很好，高分辨率 Lumos 质谱仪鉴定到

的磷酸化位点数是 Velos 的 2.6 倍。【结论】本研究较高效地实现了分枝菌酸小杆菌磷酸化事件的

鉴定，共鉴定到 2 280 个磷酸化蛋白、10 880 个磷酸化肽段及 4 433 个可信磷酸化位点，有望用于

其他微生物的磷酸化蛋白质组学研究。 

关键词：分枝菌酸小杆菌；磷酸化蛋白质组；TiO2；Fe3+-NTA；Ti4+-IMAC 
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Abstract:   [Objective] Mycolicibacterium smegmatis was used to explore more efficient strategies for 
enriching phosphorylated peptides in prokaryotes. [Methods] We evaluated the efficiency of three 
different methods, TiO2, Fe3+-NTA and Ti4+-IMAC, for the enrichment of phosphopeptides. Further, we 
employed two mass spectrometers with different resolutions, Orbitrap Velos and Orbitrap Fusion 
Lumos, to assess the enrichment stability. [Results] Ti4+-IMAC was the optimum enrichment method, 
with the number of phosphopeptides and sites enriched seven-fold that of TiO2 or Fe3+-NTA. TiO2 and 
Fe3+-NTA showed no significant difference in the number of phosphorylation sites enriched, which was 
similar to the results of the published works about TiO2. In addition, the detection results of two 
different mass spectrometers showed that Ti4+-IMAC enrichment was stable in two biological duplicate 
samples. The average phosphorylation sites detected by Lumos was 2.6-fold that by Velos. 
[Conclusion] Ti4+-IMAC technique can efficiently accomplish high enrichment of phosphorylation 
events in M. smegmatis. We identified a total of 2 280 phosphorylated proteins, 10 880 phosphorylated 
peptides and 4 433 credible phosphorylation sites. Ti4+-IMAC method can be widely used in the 
phosphoproteomics of other microorganisms. 

Keywords: Mycolicibacterium smegmatis; phosphoproteomics; TiO2; Fe3+-NTA; Ti4+-IMAC 
 

蛋白质磷酸化是在蛋白激酶的催化下，将

ATP 或 GTP 上的 γ-磷酸基团转移到靶蛋白特定

的氨基酸残基上，如丝氨酸(Ser，S)、苏氨酸

(Thr，T)和酪氨酸(Tyr，Y)等，以改变蛋白质

的理化性质，进而改变蛋白质功能。蛋白质磷

酸化修饰是生命体中最普遍、可逆、短暂的翻

译后修饰类型之一，调节着包括细胞生长、增

殖、分化、发育、信号传导、凋亡和代谢等几

乎所有的生命活动过程，而异常的磷酸化修饰会

影响这些过程甚至会导致疾病的发生发展[1–5]。

因此，探究动态的磷酸化蛋白质组有助于我们

充分理解生命过程。 
近十多年来，随着富集策略和质谱技术的

发展，研究者已实现了真核生物中磷酸化事件

的大规模精准鉴定。真核细胞中已认识的磷酸

化独立事件远超过十万个 [1]，而原核生物中已

报道的 S/T/Y 磷酸化事件却少得多[6–11]。2018
年前，主要依赖的富集手段是 TiO2 方法，发现

的微生物磷酸化事件不超过 520 个，如鲍曼不

动杆菌(Acinetobacter baumannii)中 137 个[12]，

结核分枝杆菌 (Mycobacterium tuberculosis)中
512 个 [13]，分枝菌酸小杆菌(Mycolicibacterium 
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smegmatis) 中 205 个 ， 天 蓝 色 链 霉 菌

(Streptomyces coelicolor)中 289 个，恶臭假单胞

菌(Pseudomonas putida)中 109 个。2019 年来，

研究者发现 Fe3+-IMAC 方法可进一步提高原核

微 生 物 磷 酸 化 位 点 的 鉴 定 ， 如 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)中 1 883 个[14]，金黄葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)中 3 800 个[15]。与真核

生物相比，意味着原核微生物中磷酸化蛋白质

组还有较大的研究空间。 
固相金属亲和色谱法 (immobilized metal 

affinity chromatography，IMAC)是在酸性条件

下，通过肽段上带负电荷的磷酸化基团与固定

相上的 Cu2+、Fe3+或 Ga2+等金属离子结合来富

集磷酸化肽段，固定相富集材料主要由金属离

子、螯合剂和基质载体 3 部分组成[16–17]。本研

究中所用的 Ti4+-IMAC 是中国科学院大连化学

物理研究所叶明亮研究员研发的新一代磷酸化

肽段的富集材料。与 TiO2 相比，Ti4+-IMAC 应

用于真核细胞中后，磷酸化事件的鉴定量提高

了约 30%，富集特异性高达 95%[18]，显示着

Ti4+-IMAC 方法在磷酸化肽段富集中更具有优

势[19–21]。尽管 Ti4+-IMAC 在真核细胞磷酸化肽

段的富集中具有较高的富集效率，但其在原核

生物中的磷酸化富集效率尚未有报道。 
研究发现，S/T/Y 位点发生磷酸化修饰在

调控微生物的生命周期(如细胞分裂和细胞壁合

成)和致病(如调控毒力基因表达、促进宿主粘

附、生物膜形成、免疫逃逸、抗生素耐药和宿主

持留)等生物学过程中发挥了重要的作用[7,22–25]。

分枝菌酸小杆菌属于快生长菌，无致病性，   
与分枝杆菌属的其他分枝杆菌亲缘关系比较

近。因与结核分枝杆菌以及麻风分枝杆菌

(Mycobacterium leprae)共享多数同源染色体，

常被用于这 2 种病原菌的基本遗传特征[26–27]、

毒力[28–29]、调控网络[30]和免疫原性[31]等功能研

究中。2018 年 2 月以前，分枝菌酸小杆菌属于

分枝杆菌属(Mycobacterium)，Gupta 等经保守

基因结构分析后，将其修正为分枝菌酸杆形菌

属(Mycolicibacterium)[32]。本研究以分枝菌酸小

杆菌为研究材料，首先通过比较 TiO2、Fe3+-
NTA 和 Ti4+-IMAC 3 种不同富集方法对其磷酸

化事件的富集数目；其次，用不同批次的菌体

样本制备肽段样品并进行 Ti4+-IMAC 富集技术

重复，采用不同分辨率的质谱仪进行鉴定，有

望为分枝菌酸小杆菌及与其近源的人类病原菌

(如结核分枝杆菌)的蛋白质磷酸化修饰研究提

供较好的基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株及试剂 

分枝菌酸小杆菌 (M. smegmatis) 标准株

MC2155 由中国医学科学院医药生物技术研究

所余利岩研究员馈赠。 
DifcoTM Middlebrook 7H9 Broth 和

Middlebrook ADC Enrichment 均购于 BD 公司；

Ac-Trypsin、Lys-C 蛋白酶为实验室自制[33–35]；

氨水、分析甲醇、氯化钠、磷酸二氢钠和      
浓盐酸等均购于国药集团化学试剂有限公司；

二硫苏糖醇、氟化钠、焦磷酸钠均购于阿拉丁

试剂(上海)有限公司；碘乙酰胺、碳酸氢铵、

三氟乙酸、β-甘油磷酸二钠、混合蛋白酶抑制

剂 2、混合蛋白酶抑制剂 3 和色谱级甲醇均购

于 Sigma 公司；色谱级乙腈购于 JT. Baker 公

司 ； C18 膜 购 于 3M 公 司 ； C18 填 料 购 于

Dr.maisch 公司；磷酸盐缓冲液 PBS 购于

HyClone 公司；尿素购于 GPC Biotech 公司；

TiO2 磁珠[Titansphere TiO2 (100 Å 5 µm)]购于

GL Sciences 公司；High-Select™ Fe-NTA 磷酸

肽富集试剂盒购于 Thermo Fisher Scientific 公
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司；Ti4+-IMAC 材料来自中国科学院大连化学

物理研究所。 
1.1.2  仪器设备 

纯水仪购于 Merck Millipore；超声破碎仪

和 DH-Ⅱ旋转混合仪购于宁波新芝仪器技术有

限公司；涡旋振荡器购于 Scientific Industries
公司；离心机、恒温金属浴、液相色谱 EASY-
nLC1000 、真空离心浓缩仪、质谱仪 LTQ 
Orbitrap Velos 和 Orbitrap Fusion Lumos 来自

Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.2  菌体培养及蛋白质组样本制备 
将分枝菌酸小杆菌划线于 7H9 固体培养基

平板上，37 °C 培养出单菌落。将单菌落接种于

含有 5 mL 7H9 液体培养基的玻璃试管中，

37 °C、220 r/min 培养 48 h 得到种子悬液。再

以起始 OD600=0.1的接种量分别转接于含有 50 mL 
7H9 液体培养基的 250 mL 锥形瓶内(2 个生物

学重复)，37 °C、220 r/min 培养。待培养至对

数中期时，测定 OD600 值，收集菌体，用预冷

的 PBS 清洗 3 次。向菌体中加入适量裂解液   
[9.0 mol/L尿素，30.0 mmol/L氯化钠，10.0 mmol/L 
Tris (pH 8.0)，50.0 mmol/L 碘乙酰胺，5.0 mmol/L
焦磷酸钠，0.1 mol/L 磷酸二氢钠 (pH 8.0)，   
1.0 mmol/L 氟化钠，1.0 mmol/L 正钒酸钠，  
1.0 mmol/L β-甘油磷酸二钠，1%蛋白酶抑制剂

Cocktail，1%混合蛋白酶抑制剂 2，1%混合蛋

白酶抑制剂 3]，重悬菌体后，置于冰水混合物

中进行超声破碎，功率 30%，工作 2 s，冰浴   
4 s，共 10 min。然后进行 4 °C、13 000 r/min
离心 10 min，上清液即为分枝菌酸小杆菌全蛋

白，将获得的上清液于−80 °C 保存备用[36]。 
提取好的全细胞蛋白质，利用 Scion Image

软件进行灰度定量[37]。取 1 μg 全蛋白用 12% 
SDS-PAGE 胶分离进行质量检测。 

我们首先比较了 TiO2、Fe3+-NTA 和 Ti4+-

IMAC 3 种不同富集方法，通过 Orbitrap Fusion 
Lumos 质谱仪对富集到的磷酸化肽段分别进行

检测以比较磷酸化位点鉴定数。其次，再次通

过 Ti4+-IMAC 富集方法按照同样流程进行富

集，然后将得到的磷酸化肽段进行不同分辨率

质谱仪检测以比较磷酸化位点鉴定数目的稳定

性。所有磷酸化实验各取 2 mg 全细胞蛋白裂解

液，各加入终浓度为 5 mmol/L 的二硫苏糖醇进

行还原，37 °C 反应 30 min。待恢复至室温

后，再加入终浓度为 20 mmol/L 的碘乙酰胺进

行烷基化，室温避光反应 30 min。还原、烷基

化后的样本置于 10% SDS-PAGE (规格为：10
孔，每孔宽 0.6 cm，高 1 cm)，每孔 1 mg 蛋白

进行短胶(0.7 cm)分离 [38]。考马斯亮蓝染色后

进行背景脱色(75%双蒸水，20%甲醇，5%冰乙

酸)。将每孔蛋白胶切割成 1 mm3胶粒，加入脱

色液(63%双蒸水，30%乙腈，7% 0.5 mmol/L
碳酸氢铵)进行胶粒脱色，然后加入乙腈进行脱

水，随后进行 45 °C 真空干燥。最后用胰蛋白

酶 (trypsin)[33–34] 和 重 组 赖 氨 酰 肽 链 内 切 酶

(LysC)[35] 2:1 比例的混合酶进行胶内酶解，

37 °C 过夜，随后将每 2 孔胶粒提取的肽段进行

合并，合并后用于后续磷酸化富集实验[39]。 

1.3  磷酸化肽段的富集 
TiO2 方法 [40]：将上述方法制备的肽段用 

500 μL 溶解缓冲液(6%三氟乙酸，80%乙腈)溶
解，4 600 r/min 离心 15 min。称取 20 mg TiO2

磁珠于 1.5 mL 离心管中并加入 20 μL 溶解缓冲

液，然后将上述肽段上清溶液转入离心管中，

置于恒温金属浴中进行 40 °C、1 400 r/min 振

荡 5 min。4 600 r/min 离心 1 min 去除上清。加

入 1 mL 洗涤液(5%三氟乙酸，60%异丙醇)后涡旋

重悬 30 s，4 600 r/min 离心 30 s 去除上清，重复

5 次。加入 75 μL 转移溶液(0.1%三氟乙酸，60%
异丙醇)于离心管中，重悬后转入 C18 反相色谱
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柱，再次加入 75 μL 转移溶液，将管中剩余磁   
珠全部转入 C18 反相色谱柱中。4 000 r/min 离心

8−15 min，直到全部离干，然后将 C18 反相色 
谱柱转入新的 1.5 mL 离心管中，加入 60 μL 洗 
脱液 (20%氨水，32%乙腈 )，4 000 r/min 离心        
4 min，重复 3 次，所得洗脱液于 45 °C 真空干

燥，备用。 
Fe3+-NTA 方法：按照 High-Select™ Fe-

NTA 磷酸肽富集试剂盒说明进行。首先将纯化

柱置于 2 mL 离心管中，2 300 r/min 离心 30 s。
加入 200 μL 洗涤液清洗纯化柱，2 300 r/min 离

心 30 s，重复 1 次。然后向 Fe3+-NTA 磁珠中加

入 200 μL 洗脱液，重悬后转移至 1.5 mL 离心

管中。向由 2 mg 全蛋白制备的肽段样品中加  
入 500 μL 洗涤液，充分溶解后，最大转速离心

4 min，将上清转入含有磁珠的 1.5 mL 离心

管，并置于 DH-Ⅱ旋转混合仪中，15 r/min 室温

孵育 30 min。取 2 个过滤柱，20 μL 洗涤液平

衡后置于 1.5 mL 的离心管中，1 000 r/min 离心

30 s。然后将磷酸化肽段富集后的磁珠溶液转

移至过滤柱中，1 000 r/min 离心 30 s。加入

200 μL 洗涤液，重悬后，1 000 r/min 离心        
1 min，弃上清，重复 5 次。再加入 200 μL 双

蒸水，重悬，1 000 r/min 离心 2 min，弃上清，

重复 1 次。然后将过滤柱放置于新的 1.5 mL 离

心管中，加入 200 μL 洗脱液重悬，1 000 r/min
离心 30 s，重复 3 次，所得洗脱液于 45 °C 真

空干燥，备用。 
Ti4+-IMAC 方法：采用优化的 Ti4+-IMAC

方法 [17,20,41]富集分枝菌酸小杆菌的磷酸化肽

段，将上述方法制备的肽段用 500 μL 溶解缓冲

液(5%乙腈，50 mmol/L 碳酸氢铵)将肽段充分

溶解，加入等体积的结合缓冲液(80%乙腈，6%
三氟乙酸)以降低非特异性肽段的吸附。加入  
25 mg Ti4+-IMAC，利用涡旋振荡器室温振荡

30 min。13 300 r/min 离心 6 min 后，将上清转

移至新的 2 mL 离心管中。然后再次加入 25 mg 
Ti4+-IMAC，用涡旋振荡器室温振荡 30 min，
13 300 r/min 离心 6 min，弃上清。2 次富集后

的 Ti4+-IMAC 用 1 800 μL 洗涤液 1 (50%乙腈，

6%三氟乙酸，200 mmol/L 氯化钠)合并，室温

振荡 30 min，13 300 r/min 离心 6 min，弃上

清。加入 1 800 μL 洗涤液 2 (30% 乙腈，0.1% 
三氟乙酸) 室温振荡 30 min，13 300 r/min 离心

6 min，弃上清，重复 1 次。加入 1 mL 洗脱液

(10%氨水)，室温振荡 15 min，然后冰浴超声

15 min，13 300 r/min 离心 6 min，将上清转  
移至新的 1.5 mL 离心管后，再加入 500 μL 的

洗脱液，室温振荡 15 min，13 300 r/min 离心  
6 min，将所得上清合并后于 45 °C 真空干燥。 

1.4  磷酸化肽段的分级分离 
首先自制 C18 反相色谱柱[39,42]，用平底针

头取 C18膜填装于 200 μL 枪头底部，用 100 μL
甲醇溶解 C18 填料粉末，然后将 C18 填料溶液 
用移液器加入到填有 C18 膜的枪头中，并用    
注射器压紧填料，C18 填料在枪头中的高度约为

5 mm。 
向 C18 反相色谱柱中加入 40 μL 甲醇活化

柱子，重复 1 次，加入 40 μL 洗脱液 9 (80%乙

腈和 2%氨水)清洗反相色谱柱 2 次，再用 40 μL 
10%氨水平衡反相色谱柱 2 次。用 40 μL 10%
氨水充分溶解磷酸化肽段，然后加入反相色谱

柱中。依次加入洗脱液 1 (0%乙腈，10%氨

水)、洗脱液 2 (2%乙腈，9.8%氨水)、洗脱液 3 
(5%乙腈，9.5%氨水 )、洗脱液 4 (8%乙腈，

9.2%氨水)、洗脱液 5 (10%乙腈，9%氨水)、洗

脱液 6 (20%乙腈，8%氨水)、洗脱液 7 (40%乙

腈，6%氨水)、洗脱液 8 (50%乙腈，5%氨水)
和洗脱液 9 进行梯度洗脱。最后，将洗脱液

1、4 和 7 合并为一个样品记为 F1，洗脱液 2、
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5 和 8 合并为一个样品记为 F2，洗脱液 3、6 和

9 合并为一个样品记为 F3。最后将 F1、F2 和

F3 样品于 45 °C 真空干燥，用于质谱检测。 

1.5  磷酸化肽段质谱检测 
向蒸干后的磷酸化肽段中加入适量的上样

缓冲液(0.1% 甲酸)，充分溶解后，基于 EASY-
nLC 1 000 液相色谱进行分离。基于 TiO2、

Fe3+-NTA 和 Ti4+-IMAC 富集得到的磷酸化肽段

2 个生物学样本首先于 Orbitrap Fusion Lumos
质谱仪进行检测。Lumos 质谱仪液相分离时间

为 78 min，梯度为 6% B 0 min，6% B–12% B 
8 min，12% B–30% B 50 min，30% B–40% B 
12 min，40% B–95% B 1 min，95% B 7 min (A
相，0.1% 甲酸，99.9%双蒸水；B 相，0.1%甲

酸，99.9%乙腈)，流速为 600 nL/min。质谱数

据 使 用 数 据 依 赖 性 采 集 (data-dependent 
acquisition，DDA)模式采集，质谱扫描离子质

荷比范围为 300–1 400 (m/z)，一级母离子扫描

在 Orbitrap 内完成，分辨率为 120 000，离子自

动增益控制 (automatic gain control，AGC)为
5×105个离子，最大离子注入时间(max injection 
time，MIT)为 50 ms；二级谱图采用高能碰撞

解 离 (high energy collision induced 
dissociation ， HCD) 碎裂模式，碰撞能量为

35%，选取丰度最高的前 20 进行二级碎裂，

AGC 为 5 000，动态排除(dynamic exclusion)为
20 s。 

在 LTQ Orbitrap Velos 和 Lumos 2 种不同

分辨率的质谱仪比较中，Velos 质谱仪液相分离

时间为 60 min，梯度为 0% B–10% B 8 min，
10% B–22% B 30 min，22% B–32% B 17 min，
32% B–80% B 3 min，80% B 2 min (A 相，

0.1%甲酸，2%乙腈，97.9%双蒸水；B 相，

0.1%甲酸，99.9%乙腈)，流速为 800 nL/min。
扫描离子质荷比范围为 300–1 600 (m/z)，一级

母离子扫描在 Orbitrap 内完成，分辨率设置为

30 000，AGC 为 1×106个离子，MIT 为 150 ms；
二级谱图采用碰撞诱导解离 (collision induced 
dissociation，CID)碎裂模式，归一化碰撞能量

为 35%，选取丰度最高的前 20 进行二级碎

裂，AGC 为 1×104，MIT 为 25 ms。最小信号

检测阈值(minimal signal threshold)为 2 000，动

态排除为 35 s。 

1.6  数据库搜索统计分析 
Raw 文件用 MaxQuant[43] (1.6.17.0)进行非

标定量搜索。数据库 Fasta 文件来源于 UniProt 
(2021-12-26)及其常见污染库构成。搜库参数设

置如下：(1) 酶切方式设置为 Trypsin 和 LysC，

最大允许 2 个漏切位点数；(2) 肽段长度设为不

小于 7 个氨基酸；(3) 固定修饰为半胱氨酸的烷

基化修饰 Carbamidomethyl [C]；可变修饰为甲

硫 氨 酸 氧化 修 饰 Oxidation [M] 和 Phospho 
[STY]；(4) 母离子质量允许误差(mass tolerance)
为 20 ppm，子离子质量允许误差为 0.5 Da；       
(5) 搜库结果采用目标-诱饵库策略进行过滤，

肽段、蛋白质和二级谱图鉴定假阳性率(false 
discovery rate，FDR) ≤1%[44]。 

1.7  质谱数据上传 
质谱数据 Raw 文件以及搜库结果已全部上

传至国内的蛋白质谱数据平台 [45](https://www. 
iprox.cn/)，识别号为 IPX0004058000。 

2  结果与分析 
2.1  分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质富集     
流程 

分 枝 菌 酸 小 杆 菌 培 养 至 对 数 中 期

(OD600=2.26)时收集菌体，细胞裂解后进行全蛋

白的浓度和质量检测。灰度定量结果显示全蛋

白浓度约为 20.00 μg/μL，2 个生物学重复分别取

1 μg 全蛋白进行银染质量检测，结果显示， 
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2 个重复样本的蛋白质浓度平衡结果较好，蛋

白质带型几乎一致，且从低分子量到高分子质

量处的蛋白条带均清晰可见，意味着蛋白质提

取质量较好，可用于后续磷酸化肽段的富集(图
1A)。分别取 2 mg 蛋白质为起始量，每组实验

各 2 个生物学重复，利用 10% SDS-PAGE 进行

蛋白质短胶预分离(0.7 cm)，Trypsin 和 LysC 组

合酶切后，进行肽段提取，进而分别用 TiO2、

Fe3+-NTA 和 Ti4+-IMAC 不同富集材料，进行磷

酸化肽段富集，富集后的磷酸化肽段用 C18 反

相色谱柱进行分级分离，质谱检测(图 1B)。质

谱搜库结果比较后得到适用于分枝菌酸小杆菌

的较高效的磷酸化富集方法，然后制备不同批

次的样本进行技术重复，并用不同分辨率的质

谱仪检测进行富集稳定性评估。 
2.2  Ti4+-IMAC 策略高效地富集到磷酸化 
肽段 

Ti4+-IMAC、TiO2 和 Fe3+-NTA 3 种方法富

集的磷酸化肽段样品搜库结果显示，2 个生物

学重复样本鉴定到的总谱图数、磷酸化蛋白

数、肽段数和位点数比较接近，意味着样本制

备过程中(提取、消化、富集、分级分离和质谱

检测等)质控较好。Ti4+-IMAC 的磷酸化位点鉴

定率均是其他 2 种方法鉴定量的 7 倍以上，而

TiO2 和 Fe3+-NTA 富集方法的磷酸化位点数鉴

定量则相当，约为 130 个，与文献中已报道的

TiO2 鉴定数接近[9–10]，意味着 Ti4+-IMAC 在以

分枝菌酸小杆菌为代表的原核生物中富集效率

较高(表 1)。 

2.3  Ti4+-IMAC 富集策略稳定性较好 
为进一步评价 Ti4+-IMAC 富集方法的稳定

性，用重新培养至对数中期的分枝菌酸小杆菌

制备肽段样品，然后进行相同的磷酸化富集和

样本分级分离，并且用 Velos 和 Lumos 2 种不

同分辨率的质谱仪进行检测。搜库结果显示，

不同质谱仪对生物学重复样本中的磷酸化事件

鉴定比较稳定。Velos 质谱仪平均鉴定到 418 个

磷酸化蛋白质，965 个磷酸化肽段，711 个磷酸  

 

 
 

图 1  分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质组学研究流程 
Figure 1  Flowchart for the phosphoproteomic profiling of Mycolicibacterium smegmatis. A: protein sample 
preparation from M. smegmatis; B: overview of phosphoproteomic analysis of M. smegmatis. 
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表 1  基于 3 种不同磷酸化富集方法的分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质组 
Table 1  Characterization of the M. smegmatis phosphoproteome based on three enrichment methods 

Enriching strategy 
This study  Published[9] 

Ti4+-IMAC TiO2 Fe3+-NTA  TiO2 
Biological repetition 1 2 1 2 1 2  1 
Initial protein amount/mg 2 2 2 2 2 2  5 
MS/MS spectrum submitted 191 929 184 809 297 367 323 553 260 964 258 703  − 
MS/MS spectrum identified 5 297 4 373 27 487 28 629 64 909 64 145  − 
MS/MS spectrum identified/% 2.8 2.4 9.2 8.8 25 25  − 
Identified proteins 973 908 2 551 2 593 3 421 3 433  2 462 
Pho-protein groups 613 595 105 120 100 123  − 
Identified peptides 1 571 1 389 10 266 10 418 24 558 24 581  16 185 
Pho-peptides 1 498 1 388 712 765 584 560  − 
Pho-sites 1 425 1 340 156 190 174 197  185 
Pho-sites (LP>0.75) 1 042 988 115 145 125 149  106 
Mean of Pho-sites (LP>0.75) 1 015 130 137   

LP, Localization probability, LP>0.75 is considered as confident phosphorylation sites[46–47]. 
 

化位点，其中有 487 个可信度较高的磷酸化位

点 (localization probability，LP>0.75)。Lumos
质谱仪平均鉴定到 810 个磷酸化蛋白，2 170 个磷

酸化肽段，1 735 个磷酸化位点，其中有 1 301 个

可信度较高的磷酸化位点。同样的样本，

Lumos 质谱仪鉴定到的磷酸化事件是 Velos 的

2.6 倍(表 2)。2 种质谱仪检测到的磷酸化位   
点数目均高于已报道的文献中的磷酸化位点数

目[9–10]。且 2 次实验中，Lumos 质谱仪鉴定到

的可信的磷酸化位点数鉴定量均稳定在 1 000 个

左右。我们也发现 4 组样品使用 Lumos 质谱仪

共同鉴定到的肽段谱图比较相似，我们挑取了

其中 1 条肽段(TEAYASELPDLSGPVPR)，该

肽段 S 位点发生磷酸化修饰，四组重复的谱图

质量均比较好(图 2)。这意味着 Ti4+-IMAC 富集

策略稳定性较好，Ti4+-IMAC 富集法可提高磷

酸化事件的鉴定，拓宽我们对分枝菌酸小杆菌

磷酸化修饰的认识。 
 
表 2  第 2 次基于 Ti4+-IMAC 富集方法的分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质组 
Table 2  The second phosphoproteome of M. smegmatis based on Ti4+-IMAC enrichment method 

Biological repetition 
 Velos  Lumos 
 1 2 Average  1 2 Average 

MS/MS submitted  21 022 21 374 21 198  205 217 191 694 198 456 
MS/MS identified  4 553 4 166 4 360  23 666 20 453 22 060 
MS/MS identified/%  22 19 21  12 11 12 
Identified protein groups  1 232 1 123 1 178  1 633 1 619 1 626 
Pho-protein groups  426 409 418  799 821 810 
Identified peptides  2 786 2 411 2 599  5 546 5 096 5 321 
Pho-peptides  937 993 965  2 237 2 103 2 170 
Pho-sites  737 685 711  1 744 1 725 1 735 
Pho-sites (LP>0.75)  502 472 487  1 317 1 285 1 301 
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2.4  分枝菌酸小杆菌磷酸化事件实现了深度

覆盖 
我 们 比 较 了 分 枝 菌 酸 小 杆 菌 中 Ti4+-

IMAC、TiO2 和 Fe3+-NTA 3 种不同富集方法、

不同质谱仪对磷酸化位点鉴定数的影响，结果

显示，Ti4+-IMAC 富集后 Lumos 质谱仪检测鉴

定到的磷酸化位点数目最多，而且随着生物学

重复和技术重复的累积，磷酸化位点数呈线性

递增，Velos 质谱仪虽有补充，但贡献不多，磷

酸化位点数基本处于平稳，共鉴定到了 4 433 个

可信的磷酸化位点(图 3)，2 280 个磷酸化蛋

白，10 880 个磷酸化肽段，实现了较深度覆盖

的磷酸化位点的鉴定。 
2.4.1  S/T/Y 位点发生磷酸化修饰的蛋白质 GO
功能富集分析 

S/T/Y 可信磷酸化位点占比统计结果显示，

与真核生物中的磷酸化修饰类似，T 磷酸化修饰

最多，占比在 46.74%–71.30%之间，其次是 S， 
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图 2  Ti4+-IMAC 富集后 Lumos 质谱仪共鉴定到的其中 1 条磷酸化肽段谱图 
Figure 2  Lumos-detecting spectra of the representative phosphopeptide consistently identified from two 
technical repetitions by Ti4+-IMAC enriching. A–B: MS2 spectra from two biological repetitions in first 
technical repetition sample; C–D: MS2 spectra from two biological repetitions in second technical repetition 
sample. 
 

占比在 17.24%–46.73%之间，Y 相对要少得

多，占比在 3.39%–22.07% 之间 ( 图 4) 。将

S/T/Y 位点发生磷酸化的蛋白质于在线数据库

注释 (database for annotation, visualization and 

integrated discovery ， DAVID) 分析平台 [48–49] 

(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp)进行功能富集

分析，S 发生磷酸化的蛋白质主要参与糖酵

解、糖异生、缬氨酸生物合成、翻译和异亮氨
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酸生物合成等生物学过程，位于细胞质和核糖

体中，具有 ATP 结合、rRNA 结合与核糖体结

构组分等分子功能。T 发生磷酸化的蛋白质主

要参与三羧酸循环和异亮氨酸生物合成生物学

过程，位于细胞质和质膜中，具有 ATP 结

合、镁离子结合、GTP 结合及 GTP 酶活性等

分子功能。Y 发生磷酸化的蛋白质主要参与三

羧酸循环生物学过程，位于细胞质中，具有

ATP 结合、连接酶活性和磷酸化酶活性等分子

功能(图 5)。 
 

 
 

图 3  分枝菌酸小杆菌中磷酸化位点的累积曲线 
Figure 3  Cumulative identification of phosphorylation sites in M. smegmatis. 

 

 
 

图 4   三种不同磷酸化富集法的分枝菌酸小杆菌磷酸化修饰位点占比 
Figure 4  The phosphorylation sites identified percentage of S/T/Y from M. smegmatis by three different 
enrichment methods. 
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图 5  S/T/Y 位点发生磷酸化修饰的蛋白质功能富集分析 
Figure 5  Functional enrichment analysis of phosphorylated proteins at S/T/Y sites. 

3  讨论与结论 
与真核生物相比，我们对原核微生物磷酸

化修饰事件的认识要少得多。尽管 TiO2 以及

Fe3+-IMAC 方法也较广泛地应用于原核病原微

生物的磷酸化肽段富集，但富集到的磷酸化蛋

白及其位点数比真核细胞或组织少。本研究

中，我们基于 Ti4+-IAMC、TiO2 和 Fe3+-NTA    
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3 种不同方法对分枝菌酸小杆菌的磷酸化肽段

进行了富集，结果表明，Ti4+-IAMC 方法可高

效实现磷酸化肽段的富集，使用 2 种分辨率不

同的质谱仪检测均得到一致的结论，Velos 质谱

仪磷酸化位点鉴定结果以及 Lumos 质谱仪的磷

酸化位点鉴定结果均高于已发表文献，意味着

Ti4+-IAMC 方法可显著地提高分枝菌酸小杆菌

磷酸化位点的鉴定。在分枝菌酸小杆菌中我们

共鉴定到 2 280 个磷酸化蛋白质、10 880 个磷

酸化肽段、4 433 个可信磷酸化位点，S/T/Y 发生

磷酸化事件的平均占比分别为 33.47%、55.76%
和 10.77%。 

虽然 Ti4+-IAMC 方法已显著提高了分枝菌

酸小杆菌中 S/T/Y 磷酸化位点的鉴定数，但我

们发现 2 次技术重复样本中还存在一些差异，

意味着我们在整个实验中质控环节存在不足，

尚需要进一步优化。此外，很有可能是复杂的

生物学原因所致：(1) 一些磷酸化事件可能不是

很稳定，具有时空特异性，没有被同时富集

到；(2) 因丰度低，未在不同生物学重复样本中

被质谱同时鉴定到；(3) 与真核生物相比，Ti4+-
IAMC 方法在原核生物中的富集特异性不高，

在 40%左右，远低于真核细胞中的 95%以上的

特异性，可能是原核生物磷酸化肽段序列结构

或磷酸酯键的酸不稳定性等影响所致。 
尽管我们发现 Ti4+-IAMC 可显著提高分枝

菌酸小杆菌中 S/T/Y 磷酸化修饰位点的鉴定，

富集特异性也较 TiO2 有较大的提高，但与真核

生物的富集效率相比，尚有较大的优化空间。

此外，除研究较深入的 S/T/Y 残基外[50]，组氨

酸(His，H)[14,51]、精氨酸(Arg，R)[52–53]和天门

冬氨酸(Asp，D)[54]等残基在原核生物和一些真

核生物中也可被磷酸化修饰[55]，但这些位点发

生磷酸化修饰的蛋白质丰度较低，同样缺少深

入的研究，值得我们进一步关注。 

原核微生物磷酸化蛋白质的鉴定目前仍然

存在很多的挑战，亟待我们进一步提高磷酸化

肽段富集技术以及质谱检测技术等的灵敏性和

特异性，以便更加全面系统地理解原核生物的

生命活动机理，尤其是病原微生物(如结核分枝

杆菌)的磷酸化事件的鉴定和功能探究，为致病

机理、诊断和治疗提供新的见解。 
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