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氟标签衍生化联合氟固相萃取法在多肽纯化中的应用 
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摘要：氟固相萃取(fluorous solid-phase extraction，FSPE)是一项基于氟-氟相互作用的固相萃取技术，它依靠高氟化目标

化合物和高氟化固定相之间的亲和力，将目标化合物保留在固定相上，然后通过亲氟试剂将目标化合物洗脱下来，实现

对目标化合物的分离和纯化。近年来，FSPE 被广泛应用于多肽的富集和纯化。但由于多肽中一般不含有高氟化官能团，

所以在多肽分子上连接此类高氟化的标签成为了 FSPE 应用于多肽纯化的关键。本文对氟亲和标签引入多肽的方式、种

类以及其在多肽合成、纯化和富集中的应用和相关技术进行总结和阐述。 
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ABSTRACT: Fluorous solid-phase extraction(FSPE) is a solid-phase extraction technology based on fluorine-fluorine 
interactions. Retaining on the perfluoroalkyl-functionalized stationary phase, and then eluted with a fluorophilic reagent, the 
perfluoroalkyl-containing target compound is separated and purified. In recent years, FSPE has been widely used in the 
enrichment and purification of peptides. However, because peptides normally do not contain highly fluorinated functional groups, 
attaching such highly fluorinated tags to peptide molecules has become the key to the application of FSPE to peptide analysis. 
This review summarized and elaborated the strategies and types of introduction of fluorinated affinity tags into peptides, their 
applications and related technologies in peptide synthesis, purification and enrichment. 
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随着多肽合成技术的发展，越来越多的多肽

药物出现在了市场上。相对于绝大部分传统小分

子药物来说，多肽药物具有活性高、毒性低、选

择性高等优势[1-2]，吸引了许多药物科学家的关注。

但是多肽类药物具有易降解、在血浆中不稳定、

基质干扰大、离子化效率低等缺点，给多肽分析

造成了巨大困难。 
目前多肽的化学合成主要依靠固相合成方

法，这种方法操作较为简单，但是随着肽链的延

长，副产物在树脂上逐步积聚，导致目标多肽纯

度显著降低，给终产物的分离和纯化带来巨大的

困难。为了有效地纯化多肽，超滤法、凝胶过滤

法、等电点沉淀法、HPLC[3-4]等方法被相继开发出

来。但是这些分离纯化的方法大多都是基于多肽

的分子量大小、等电点、极性大小等性质来实现

多肽和其他杂质的分离，选择性不高，尤其当目

标多肽和杂质性质相似时(比如只比目标多肽短了

一个氨基酸残基的序列)，这些方法的纯化效率就

会大大降低。 
利用亲和力进行纯化的方法具有很高的选择

性，例如固定化金属亲和层析法纯化磷酸化多肽[5]、

凝集素与糖蛋白结合进行细胞识别和黏着[6]、利

用镍柱中的氯化镍与含 6 个组氨酸标签(His6)的蛋

白之间的亲和力来纯化带 His6 标签的蛋白[7]、生物

素亲和层析法提纯链霉亲和素等。但是这些传统

的亲和力方法具有明显的局限性，比如会出现目

标分子洗脱不完全、回收率低、使质谱谱图复杂

化、亲和力方法所用试剂对价格昂贵等问题。近
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年来，一种基于氟亲和力的分析方法——氟亲和技

术逐渐发展起来，该方法已被用于催化剂的回收

和再利用[8]、反应中间体的去除、平行合成产物

的共纯化以及各种基质中全氟化合物的检测和去

除[9-12]等，基于此技术，最近有科学家还合成了氟

化探针，用于识别和分离生物蛋白[13]。含有全氟烷

烃链的物质具有高电负性、低极性、高热稳定性[14]、

高化学稳定性以及强疏水性 [15]和疏油性 [16]等性

质，由于其强疏水性，引入含全氟烷烃链残基的

抗菌肽呈现出更强的抗菌活性[17]。此类物质与水

和不含氟的有机溶剂均不互溶，但是彼此间却有

良好的互溶性，这是因为氟原子之间存在一种专

属的相互作用力，称之为“氟亲和力”。也正是因

为这种只有氟原子间才具有的非共价相互作用，

使得氟亲和技术具有高度的选择性。目前基于氟

亲和原理的含氟固定相液相色谱和氟固相萃取

(fluorous solid-phase extraction，FSPE)[18]被认为是

复杂基质中分离纯化目标化合物最具潜力的方法

之一。 
将 FSPE 引入多肽合成能极大简化多肽的纯

化过程，引入氟标签的思路，大致分为 2 种：第 1
种是将氟标签连至反应终产物上，最后通过 FSPE
纯化以及除去氟标签得到目标产物；第 2 种是将

氟标签试剂作为封端剂，使氟标签与未反应完全

的裸露氨基连接，防止杂质参与后续的肽链增长

反应，最后仅通过 FSPE 纯化即可得到目标产物，

可省去去除氟标签的步骤[19]，这 2 种思路各有利

弊，第 1 种更加直观，第 2 种则可简化纯化步骤。 
要将 FSPE 运用于多肽纯化，必须在多肽链上

引入一个氟标签。氟标签由全氟烷烃链和连接臂

两部分组成，全氟烷烃链是将普通烷烃链中所有

氢原子用氟原子取代而成的基团[20]，连接臂通常

由若干个亚甲基构成，目的是将全氟烷烃链对修

饰过后分子的反应活性的影响降至最低。氟标签

的引入会显著增加衍生化肽或蛋白分子的大小，

并可能在接下来的串联质谱分析中进一步使其谱

图复杂化。为避免此问题，在 LC-MS 分析之前，

将全氟烷烃链和连接臂切除，会对接下来的分析

有极大帮助。本文分别就基于 FSPE 原理的相关技

术、氟标签的种类以及 FSPE 富集特殊肽的应用进

行总结和阐述。 
1  基于 FSPE 原理的相关技术 
1.1  标准 FSPE 

FSPE 的基本步骤是先将含高氟化目标分析物

的混合物上样至高氟化固定相[此处的“高氟化”，

是 指 将 烷 烃 基 团 中 相 应 数 量 的 氢 原 子 (通 常 为

7~20)替换为氟原子[21]，目前使用的高氟化固定相

一般为键合全氟烷烃链的硅胶]，利用氟亲和力将

高氟化物质保留在固定相上，然后再用疏氟溶剂

(如甲醇水溶液)洗去杂质、用亲氟溶剂(如甲醇、

乙腈、四氢呋喃)洗脱目标分析物[22]，实现对目标

分析物的分离和纯化。由于 FSPE 的洗脱条件是高

浓度有机相或纯有机相，与样品进质谱前的除盐

过程十分匹配[23-24]；且氟标签自身的疏水性和稳

定性能提高含氟标签化合物的质谱响应和其碎片

离子的稳定性。所以氟标签的引入十分有利于后

续的质谱分析，再加上其操作简便，纯化过程耗

时短且高效，受到了化学家的广泛青睐。 
1.2  反向 FSPE 

“反向 FSPE”就是和“标准 FSPE”相反，

通过将亲氟固定相变为极性固定相、疏氟洗涤液

变为亲氟溶剂，首先从色谱柱上洗下含氟标签的

化合物，同时保留其余物质。Matsugi 等[25]将反向

FSPE 运用于异哌啶酸的酰胺偶联反应中，异哌啶

酸分别与含 C4F9、C6F13、C8F17 的试剂偶联，生成

的产物都能通过反向 FSPE 得到很好的分离。值得

注意的是，含 C4F9 的物质由于含氟量较低，在标

准 FSPE 中很难得到理想的分离效果，但是在反向

FSPE 中分离效果良好。另外，与标准 FSPE 相比，

反向 FSPE 的优势在于该技术使用廉价的硅胶作为

固定相以及能够被常规回收和再循环利用的含氟

溶剂作为洗脱液，且当含氟化合物是待纯化的目标

分析物时，由于其会首先流出，此时该方法会比标

准 FSPE 更加快捷。 
1.3  氟硅烷化多孔硅表面的激光解吸离子化质谱 

多 孔 硅 表 面 的 解 吸 离 子 化 质 谱 (desorption/ 
ionization on porous silicon mass spectrometry，

DIOS-MS)是由 Buriak 等于 1999 年提出的一种新

的生物质谱分析方法，即利用多孔硅的特殊结构

来吸收和传递能量，在分析样品时不需要加入基

体[26]，只需将样品直接点在多孔硅表面即可，消

除了基体引入的背景干扰。近年来，报道了用适当

的疏水性硅烷对氧化的多孔硅进行表面修饰[27]，能

使分析物通过疏水相互作用吸收到表面，从而直

接从复杂的基质中提取分析物。 
2007 年，Go 等[28]用氟化试剂来修饰存在于臭

氧氧化的多孔硅表面的羟基，生成了全氟烷基化
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的多孔硅 DIOS 表面，在用高比例有机溶剂洗去不

含氟物质之后，直接进行 DIOS-MS 分析。结果表

明，这种基于氟亲和力的 DIOS-MS 方法能够实现

含氟标签小分子、多肽以及蛋白质的选择性富集

和分析。 
2  氟标签种类 

氨基和羧基这 2 个官能团是氨基酸的主要特

征基团，所以在诸多氨基酸保护基中，针对氨基

和羧基的保护基的研究尤为透彻。 
2.1  与氨基相连的氟标签 

2001 年，Luo 等[29]成功地合成了一系列类似

于叔丁氧羰基的氟化基团——氟化叔丁氧羰基，

并且成功将此类试剂应用于氨基酸的氨基保护

基，结构见图 1。此类衍生化试剂是由氟标签取代

甲基上的氢原子衍生化而成。实验表明，当连接

臂由 3 个亚甲基组成时，具有更好的分离效果。 
 

 
 

图 1  氟化叔丁氧羰基的结构 
Fig. 1  Structure of fluorous tert-butyloxycarbonyl 
 

2002 年 ， Filippov 等 [30] 以 苄 氧 羰 基 氯

(benzyloxycarbonyl chloride，Z-Cl)为模板，在其苯

环对位的位置取代上氟标签，合成了氟化苄氧羰

基氯(fluorous benzyloxycarbonyl chloride，FZ-Cl)；
在 FZ-Cl 的邻位连上甲基，合成了 FMZ-Cl；在

FZ-Cl 的结构基础上，将亚乙基连接臂替换为亚乙

烯基，合成了 FEZ-Cl(FZ-Cl、FMZ-Cl、FEZ-Cl
的结构见图 2)。苄氧羰基类保护基是酸不稳定性

保护基，根据脱除保护基所需条件的不同，确定

对酸稳定性顺序为 FEZ>Z>FZ>FMZ。 
 

 
 

图 2  FZ-Cl、FMZ-Cl 和 FEZ-Cl 的结构 
Fig. 2  Structure of FZ-Cl, FMZ-Cl and FEZ-Cl 

2003 年，Curran 等[31]合成了另一类苄氧羰基

类的氟化试剂——氟化苄氧羰基羟基琥珀酰亚胺

酯，结构见图 3。与 Filippov 等所合成的氟化试剂

不同的是，Curran 等将羰基氯的结构替换成了琥

珀酰亚胺酯的结构，作为一个更容易发生取代反

应的离去基团。Curran 等用此类氟化试剂对 20 个

天然氨基酸中的 18 个(精氨酸和组氨酸未成功)进
行了衍生化，结果显示，衍生化产物拥有极好的

纯度和产量。引入这些氟化氨基酸合成的多肽，

可以顺利通过氟亲和色谱法实现简便有效的纯化。

Curran 等还对氟标签中全氟烷烃链的长度进行了

考察，结果显示，C6F13 在含氟填料上的保留时间

较 C8F17 更短，所以 C8F17 成为了氟标签的首选。 
 

 
 

图 3  氟化苄氧羰基羟基琥珀酰亚胺酯的结构 
Fig. 3  Structure of fluorous carbobenzyloxy hydroxy- 
succinimide ester 
 

2003 年，Visser 等[32]将保护基甲基磺酰基乙

氧基羰基的甲基部分替换为 8 个碳的氟标签，合

成了新型氟化试剂——氟化甲基磺酰基乙氧基羰

基氯，结构见图 4。用含氟固定相液相色谱法和

FSPE 纯化所得的 FMsc-多肽均有很高的纯度。值

得注意的是，FMsc 和 Msc 都是碱不稳定的保护基，

例如 FMsc 能在 2%氨水溶液中完全脱除，Msc 能

在二恶烷-甲醇氢氧化钠混合物中完全脱除。这使

得 FMsc 和 Msc 能用于含 Boc、tBu 等酸不稳定性

保护基的多肽的合成。 
 

 
 

图 4  氟化甲基磺酰基乙氧基羰基氯的结构 
Fig. 4  Structure of fluorous methylsulfonylethoxycarbonyl 
chloride 
 

2006 年，Manzoni 等[33]将三氯乙氧基羰基氯

的 3 个氯原子全部去除，换上 8 碳的全氟烷烃链，

然后在临近的亚甲基上连上 1 个溴原子，合成了

新的氟化试剂——氟化乙氧基羰基氯，结构见图 5。

它可以与多肽和寡糖的氨基发生反应，使得合成

过程更简便、更快速。 
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图 5  氟化乙氧基羰基氯的结构 
Fig. 5  Structure of fluorous ethoxycarbonyl chloride 
 

9-芴基甲氧基羰基是现今多肽固相合成中使

用最多的氨基保护基，在它的基础上，Matsugi 等[34]

于 2006 年首次合成了氟化 9-芴基甲氧基羰基羟基

琥珀酰亚胺酯，结构见图 6。该合成以 2,7-二硝基

芴为初始原料，将硝基还原为氨基，再经过 Heck
反应，在 2 和 7 号位连上含 C4F9 或 C6F13 的氟标

签。2013 年，Sugiyama 等[35]对此方法进行改进，

发明了合成氟化 9-芴基甲氧基羰基羟基琥珀酰亚

胺酯(f-FMOC)的一锅法策略。2017 年，Matsugi
等[36]将 f-FMOC 试剂作为氨基的保护基和氨基酸

结构的编码标签，制备了几种在血管紧张素转换

酶抑制试验中显示出高活性的三肽和五肽。 
 

 
 

图 6  氟化 9-芴基甲氧基羰基羟基琥珀酰亚胺酯的结构 
Fig. 6  Structure of fluorous 9-fluorenylmethoxycarbonyl 
hydroxysuccinimide ester 
 

由于氟标签具有极强的疏水性，所有含氟标

签的多肽在亲水溶剂中的溶解度都很差，当需要

维持生理环境时(例如在磷酸盐缓冲溶液中)，这种

疏水性就限制了氟化合物在生物系统中的应用，

并且这种疏水性可能导致与氟标签结合的蛋白质

聚集。因此，水溶性氟标签的发现引起了化学家

们的关注。2011 年，Qian 等[37]开发了一种新型的

水溶性氟标记试剂——磺基-NHS-(OEG)3-全氟辛

烷，其包含磺基-N-羟基琥珀酰亚胺酯基团(作为与

多肽或蛋白的氨基部分反应时的离去基团)、酸不

稳定的叔氨基甲酸酯基团、低聚乙二醇连接臂以

及全氟烷烃链 C8F17，结构见图 7。其中，将低聚

乙二醇作为连接臂，由于其具有很强的极性和亲

水性，使得经衍生化后的多肽或者蛋白的溶解度

出现不同程度的增加，并且能够有效减少衍生化

蛋白质的聚集。为进一步证明磺基-NHS-(OEG)3-
全氟辛烷在蛋白质/肽衍生化中的潜力，将其用于

衍生化牛血清白蛋白。整个衍生化反应在磷酸盐

缓冲溶液中进行，未观察到沉淀，这表明衍生化反

应可以在水溶液中进行而无需引入任何有机溶剂。 
 

 
 

图 7  水溶性氟化试剂的结构 
Fig. 7  Structure of the water-soluble fluorous labeling 
reagent  
 

以上都是直接与目标产物连接的氟标签，还

有一种氟标签是作为封端剂来使用的。2004 年，

Montanari 等[38]合成了一种三价氟碘鎓盐，结构

见图 8，在氨基酸脱保护和最后裂解的反应条件

下都有很好的稳定性，且一旦游离氨基被这种试

剂烷基化，它们在进一步的多肽偶联步骤中将不

发生反应。实验结果表明，利用此封端剂合成多

肽后，经过 FSPE 纯化，合成过程中产生的缺失

序列杂质被完全去除。 
除了以上介绍的这些氟标签，还有一些氟标

签也是连接在氨基处的，但是由于没有报道将其

应用于多肽纯化中，而是应用于别种化合物的合

成和分析(例如寡糖[39-40]、氨基酸[41])，所以在此处

就不予赘述。 
 

 
 

图 8  三价氟碘鎓盐的结构 
Fig. 8  Structure of the fluorous trivalent iodonium salt 
 

2.2  与羧基相连的氟标签 
与氨基相比，连接在羧基上的氟标签较少。

2001 年，Pardo 等[42]合成了一系列叔丁醇类的氟

化试剂——氟化叔丁醇，结构见图 9。这些试剂是

由对应的含全氟烷烃链的格氏试剂和丙酮或乙酸

乙酯反应生成。和叔丁氧羰基类氟化试剂相似，

这些氟化试剂含有 2 条全氟烷烃链。 
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图 9  氟化叔丁醇的结构 
Fig. 9  Structure of fluorous tert-butyl alcohol 
 

2006 年，Fustero 等[43]以 2-(三甲基硅烷基)乙
醇为模板，制备了一种新型的氟代醇——氟化

2-(三甲基硅烷基)乙醇，结构见图 10。这个氟化试

剂的特点在于去除氟化 2-(三甲基硅烷基)乙醇基

团仅需要温和的反应条件(四丁基氟化铵)，即能发

生酯交换反应，达到去除氟标签的目的。这使得

其在多肽和逆肽的合成中具有重要潜力，即使在

易于发生差向异构化的多肽上也是如此。 
 

 
 

图 10   氟化 2-(三甲基硅烷基)乙醇的结构 
Fig. 10  Structure of fluorous 2-(trimethylsilyl)ethanol 
 

氟标签作为辅助纯化的工具，对其进行回收和

再利用是一种既能降低成本，又能对环境有利的做

法，例如在利用氟标签辅助合成寡糖的过程中，苄

基型氟标签便是一种可回收的氟标签[44]。然而在多

肽合成中，大部分氟标签的回收存在一定难度，

因为在用强酸去除氟标签的同时，氟标签会被部

分分解。2005 年，Goto 等[45]合成了能通过简便方

式回收的氟化试剂，它是一个含有 6 条全氟烷烃

链的醇，与氨基酸残基的羧酸基团发生反应而使

之带上氟标签，结构见图 11。在利用此氟标签进

行多肽合成的过程中，只需通过在 FC72[一种市售

的碳氟化合物溶剂，主要由全氟己烷(C6F14)异构体

组成]和有机溶剂(例如甲醇或乙腈)之间进行简单

萃取即可直接获得每个含氟标签的中间体。最后通

过两步裂解反应：第一步在强酸性条件下将目标多

肽切割下来；第二步将 FC72 层中的氟标签经过甲醇

钠的处理，实现氟化试剂的回收和重复利用。 
 

 
 

图 11  可回收氟化试剂的结构 
Fig. 11  Structure of recyclable fluorous labeling reagent 
 

3  特殊肽的富集 
3.1  硝化肽的富集 

硝化肽是在酪氨酸残基酚羟基的邻位引入硝

基形成的多肽。蛋白质酪氨酸残基的硝化通常会

影响蛋白原本的功能[46]。但是由于蛋白质硝化是

一种低丰度的翻译后修饰，硝化酪氨酸残基的浓

度水平极低，因此开发有效的硝化蛋白质富集方

法具有重要意义。目前大多数可用的方法都基于

免疫化学富集方法，然后进行质谱分析，然而有

效抗体的缺乏限制了蛋白质组学水平上硝化蛋白

的研究。 
2011 年，Kim 等[47]开发了基于氟亲和力的纯

化富集硝化肽的方法。该方法通过三步反应，在

硝基部分连上氟标签：①乙酰化，此步骤用来保

护 N 末端胺基和赖氨酸残基的 ε-胺结构；②还原

反应，将硝基还原为伯氨基；③氟化，将氟标签

连接至生成的伯氨基处。在衍生化完成后，通过

FSPE 富集得到带有氟标签的硝化肽，质谱结果显

示，反应转化完全，并且能有效富集硝化肽。 
3.2  磷酸化肽的富集 

磷酸化是活细胞中蛋白质最重要的翻译后修

饰之一[48]，因此选择性富集磷酸化肽具有极其重

要的意义。 
2016 年，Zhao 等[49]首次设计并合成了全氟化

的磁性介孔微球(Fe3O4@mSiO2-C8F17)。磷酸化多

肽经过β-消除和迈克尔加成反应，生成含有氟标

签的磷酸化多肽。然后，通过 Fe3O4@mSiO2-C8F17

富集含氟标签的磷酸化多肽，并与未标记的多肽

磁性分离，随后将其洗脱进行质谱检测。实验结

果显示，这种全氟化磁性介孔微球具有出色的分

散性，对含氟标签的多肽具有良好的富集能力以

及特异性。 
不仅如此，这种全氟化的磁性介孔微球还可

以通过类似的机制富集经过不同翻译后修饰的多

肽、聚糖[50]和水中的有毒全氟化物质[51]。 
3.3  4-羟基壬烯醛(4-hydroxynonenal，4-HNE)修

饰肽的富集 
细胞蛋白的 4-HNE 修饰被认为是心血管疾

病、神经退行性疾病、糖尿病和肿瘤等多种疾病

的病理生理学特征[52]。然而，由于这种修饰的丰

度较低，所以需经过富集，才能进行后续分析。

传统的富集方法包括固相酰肼法和生物素-亲和素

亲和力法，但是它们都具有富集过程耗时长、洗

脱条件苛刻等缺点。 
2017 年，Yuan 等[53]开发了一种基于氟衍生化

和 FSPE 的新方法来富集 4-HNE 修饰的多肽。在

这种方法中，多肽首先通过 4-HNE 中的醛基与氟
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化试剂的氨基氧基之间发生肟点击化学反应，使

多肽连上氟标签；随后，通过 FSPE 进行纯化和富

集。实验结果表明，这种方法十分快速以及有效，

使用这种新颖的方法成功鉴定了 432 种蛋白质上的

661 个 4-HNE 修饰肽上的 673 个 4-HNE 修饰位点。 
4  总结与展望 

基于氟亲和原理的 FSPE 因其高特异性、普适

性以及操作的简便性，得到了很多科学家的关注

和研究。本文综述了多肽氟标签的种类、FSPE 在

多肽合成、纯化和富集中的应用以及相关技术。

这些方法尽可能多地简化了合成纯化步骤，对复

杂反应体系中的目标产物进行有效的选择性富

集；并且与多种分析方法兼容，有利于对目标产

物的后续分析。FSPE 在多肽纯化方面的应用还有

很大的发展空间，目前应用于多肽纯化的氟标签

基本都集中于氨基和羧基上，即使是富集一些特

殊肽，也是将其中的特殊基团转化为氨基之后再

进行富集，所以发明更多样化的氟标签设计和含

氟固定相，以满足不同反应体系和富集不同翻译

后修饰肽的需求是今后拓展其在多肽领域应用的

关键。但目前已有的研究结果足以证明这个技术

在多肽研究领域的独特优势和潜力。 
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