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磷脂分析方法的研究进展 *
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摘要：磷脂是细胞膜的重要结构组成成分，是许多生理活性物质的前体物质，还发挥着细胞信号传导，细胞增殖，细胞凋亡等作

用。研究表明许多疾病与磷脂的代谢异常有关，对磷脂的分析有助于疾病的诊断和治疗，对磷脂的研究已经成为医学,生物和药学
等众多学科的研究热点，因为磷脂结构复杂，种类繁多，对磷脂的分析一直比较困难，随着分析技术的不断进步，特别是质谱技

术，文献报道应用 HPLC-ESI-MS进行磷脂分析的报道也越来越多，为了更好地认识磷脂的结构，功能及其代谢过程等，本文从磷

脂的提取方法，色谱分析，质谱检测方法和代谢组学研究等四个方面对对近年来针对磷脂分析的研究进展加以综述。
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The Recent Advances in Analysis of Phospholipids*

Phospholipids is major constituents of cell membrane, and also plays an important role in cellular signal transduction,

cell proliferation and apoptosis, and as a precursor substance of many physiologically relevant molecules. Recent researches have shown
that phospholipids abnormal metabolism are closely related to the aggravation of many diseases. The analysis of phospholipids is very
important for the diagnosis and the treatment of disease. More and more attention have been paid to the annalysis of phospholipids. It is
diffcult to analyse the phospholipids due to the complex structure and species of Phospholipids. With the progress of analysis technology,

especially, the mass spectrometry, more and more attenntion have been paid on the analysis of phospholipid by using HPLC-ESI-MS. In
order to understand the function and metabolism of phospholipids better, the research of the extraction method, the chromatographic
analysis, mass spectrometry and metabolomics of phospholipids were summarized. In this article, the recent advances of analysis of
phospholipids are reviewed.

Phospholipids; Analytical method; Mass spectrometry; Lipidomics; Review

前言

磷脂(Phospholipids)不仅维持细胞膜的正常形态，还参与

生物体大量的生命活动，具有非常重要的生理意义。其中磷脂

在信号传导，物质交换，细胞凋亡和增殖等方面发挥了重要作

用 [1]，如甘油磷脂（Glycerophopholipids）是脂质第二信使的前

体；磷脂代谢产物在发热，炎症反应和血小板聚集等方面也发

挥了重要作用，如花生四烯酸，前列腺素，血小板活化因子等。

分子生物学研究表明磷脂是人体内重要的生物活性物质及信

息分子前体的贮备形式，其水解产物和氧化产物可以通过影响

分泌或神经系统来调节人体代谢，改善记忆力等，也是许多疾

病形成的化学介质。另外，据报道，很多疾病都与磷脂代谢异常

有关[2]，如糖尿病[3]，阿兹海默病[2]，胰腺癌[4]等。因此，近年来，针

对磷脂的结构、功能、代谢等研究已经成为生物学、医学、药学

的研究热点。

磷脂分子是一类具有磷酸基团的两性化合物，既含有脂肪

酸链组成的疏水尾（Hydropholilic tail），又具有由磷酸相连的取

代基团构成的亲水头（Hydrophilic head）[5]，按其分子结构组成

可分为甘油磷脂和鞘磷脂两大类，前者是甘油酯的衍生物，后

者是以鞘氨醇为主链的衍生物。其中血浆中的磷脂主要有以下

七大类：磷脂酰胆碱(Phosphatidylcholine，PC)，溶血磷脂酰胆碱
(Lyso-phosphatidycholin，Lyso-PC)， 磷 脂 酰 乙 醇 胺 (Phos-

phatidylethanolamine，PE)，磷脂酰丝氨酸 (Phosphatidylserine，
PS)，磷脂酰肌醇 (Phosphatidylinositol，PI)，磷脂酰甘油(Phos-

phatidyglycerol，PG)和鞘磷脂(Sphingomyelin，SM)。每种磷脂都
不是单纯的化合物，根据极性头基，根据极性头基的不同、碳链

长短的不同和不饱和键的多少，磷酯的组成高度复杂，且呈现

多样化的特点，所以磷脂的分析具有相当的难度。

1 磷脂的提取方法

通过分析生物样品中的磷脂及其代谢产物种类和含量的

变化，有助于我们更好地了解磷脂在疾病的作用。目前从生物
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样品中提取磷脂一般采用多步液 -液萃取 (liquid-liquid extrac-

tion )和固相萃取(Solid-Phase Extraction,SPE)法。

在液 -液萃取法提取磷脂中，Bligh-Dyer法[2]最经典，简单

来说，在 1 mL的样品中，加入 3.75 mL氯仿:甲醇混合液(v/v，1:

2)，不断振荡，然后再加入 1.25 mL氯仿，振荡，再次加入 1.25
mL水，振荡，静置 5分钟，离心取下层有机液体。另外也有甲基

叔丁基乙醚法提取样品中的磷脂 [6]，或使用正己烷:异丙醇
(3:2) [7]，溶剂毒性较小。但是以上这些方法提取的磷脂都不可

避免地混有胆固醇、甘油三酯等中性脂，需要进一步色谱分离。

固相萃取相对液 -液萃取提取的总脂来说，可以特异性地萃取

磷脂，这无疑是富集磷脂的好方法。SPE固相萃取小柱内部一

般填充有硅胶或者硅胶改性后的填料（通常为氨丙基、氰丙基、

二羟基丙氨基硅胶等）[8,9]。SPE使用的有机溶剂包括甲醇，氯仿

或己烷。与传统的液 -液萃取相比，使用的有机溶剂更少，更适

合小样品量磷脂的提取。

Andrea Avalli[10]等使用硅胶的 SPE小柱分离和纯化磷脂，

采用正己烷活化，上样后再分别用 3 mL正己烷 -乙醚（8:2，
v/v）和正己烷 -乙醚（1:1，v/v）溶液清洗出非极性脂质，再用 2

mL甲醇和 2 mL的氯仿 -甲醇 -水（3:5:2，v/v/v）溶液洗脱得到
磷脂。

Hee-Yong Kim[11]等使用氨丙基硅胶基质的 SPE 小柱分离

和纯化磷脂，具体步骤为先用正己烷平衡小柱，加样之后，用 4

mL的氯仿:2-丙醇(v/v，2:1)溶液清洗出中性脂质流分。然后 4

mL含 2％乙酸的乙醚和 4 mL甲醇溶液分别洗脱出游离脂肪

酸和中性磷脂。最后，使用 4 mL含有 5％的磷酸 -正己烷 -异
丙醇 -0.1 mol/L乙酸铵水溶液 -甲酸(420:350:100:50:0.5)溶液

洗脱得到酸性脂质。

2 磷脂的色谱分析

基于磷脂结构的复杂性和多样性，磷脂分析是一个挑战[12]。

常用的有薄层色谱法（TLC）、核磁共振（NMR）、质谱（MS）、气

质联用（GC-MS）和液质联用（LC-MS）技术等。TLC 法灵敏度

和分辨率都较低，且在样品分析过程中由于样品直接暴露在空

气中，易引起磷脂的氧化和分解，破坏其结构；GC-MS不适合

于直接分析磷脂，因为磷脂没有挥发性，需要经水解、甲酯化等
[13] 处理；31P-NMR可利用磷原子 31P的核磁共振效应来分析

各种磷脂，但 NMR 法的灵敏度较低，仅限于对磷脂酰胆碱等

组织中含量较高的磷脂样品的测定[14]。

生物样品中的磷脂不饱和键较多，表现为受热易分解，易

在空气中氧化，故而高效液相色谱（HPLC）是最适合分离磷脂
的色谱方法，高效液相具有分离速度快，分辨率高，可以分析不

易挥发的物质，避免了 GC对不饱和磷脂的氧化和异构化。正

相色谱分离不同种类的磷脂主要基于头部基团极性大小，即头

基极性弱的先流出，极性强的后流出，大致顺序为 PE，PI，PS，
PC，SM，LysoPC[15, 16]。但是反相色谱分离磷脂主要基于磷脂上

脂肪酸酰基链的疏水性不同，在反相柱上的保留时间不同而顺

序流出，但是相比而言一般分离度较差，峰重合严重，容易在质

谱中导致离子抑制 [17, 18]。目前 HPLC-ESI-MS由于能够提供可

靠、精确的相对分子质量及结构信息,具有高分辨率、高灵敏度

和特异性强等优点,特别是电喷雾 MS(ESI-MS)是目前磷脂分

析中应用最多的软电离法，并且不需要对样品进行衍生化处

理,因而目前已成为磷脂分析最强有力的工具[19]。

3 磷脂的质谱检测方法

3.1 磷脂的定性
质谱检测器在磷脂分析中得到越来越多的应用，主要得益

于软电离技术：电喷雾技术（electrospray ionization，ESI）[20]和基

质辅助激光解析技术（matrix-assisted laser desorption ioniza-

tion，MALDI）[21]，因为其几乎不产生碎片离子，特别适合复杂

化合物的分子量的鉴定，而以高分辨飞行时间 TOF为代表的
质谱具有强大的定性能力，特别适合鉴定种类复杂的磷脂混合

物。而普通色谱检测器（如 TLC、RI、ELSD等）只能对某大类磷

脂定性和定量，而质谱可以对磷脂中单一种类磷脂进行定性，

可以说质谱对磷脂的鉴定起到了革命性的作用。

因为磷脂每个类的结构不同，电离主要是发生在其特征的

磷酸基团或极性头基。不同磷脂在正负模式下电离效率差别很

大。如 PC、PE、SM类在正离子模式下响应较好，而在负离子模

式下几乎不产生负离子。但是 PG、PS、PI、PA等由于其具有较

强的酸性头基，在负离子模式下较易电离，最好在负离子模式

检测[5]。在正离子模式下，扫描 m/z184能够识别 PC类和 SM类

磷脂，而扫描 m/z 260可测定 PI类磷脂。扫描 m/z 185能够鉴
别 PS类磷脂，扫描 m/z 172能够鉴别磷脂酰甘油 PG类磷脂，

扫描 m/z 141能够鉴别 PE类磷脂。而在负离子模式下，扫描
m/z 153能够鉴定磷脂酸 PA类磷脂[5]。若要确定磷脂的种类，

包括 sn-1和 sn-2脂肪酸的组成，还需要进行 MS/MS扫描脂酰

阴离子[22]，一般需要碰撞诱导解离（collisioninduceddissociation，
CID)，且低碰撞能往往丢失 sn-2脂肪酸，高碰撞能丢失 Sn-1脂

肪酸[19]。Han等开发了基于源内分离的“鸟枪法”[23]和多维质谱

法[24]测定磷脂和其他脂质分子。

3.2 磷脂的定量分析

尽管 ESI在定量的线性范围不如 UV检测器宽，但质谱检

测具有检测限低、专一性好的优点。相比较其他色谱普通检测

器，在进行色谱定量分析时，必须确保色谱峰的单一性，色谱谱

峰中不得含其它干扰组分，而质谱分析对这方面得要求不太

高，可以进行多反应监测、母离子、子离子扫描和中性丢失扫描

等模式，故更适于复杂基质中低浓度磷脂分析的鉴定。

应用质谱方法测定磷脂含量主要以离子强度和离子浓度

呈正比为依据，磷脂的定量分析需要选择合适的内标，内标具

有矫正溶剂提取效率和离子响应的作用，理想的磷脂内标是同

位素标记的各种磷脂，但是这种内标很少能购买到，目前主要

使用外源性磷脂标准品作为内标，鉴于每一类磷脂都有不同的

离子电离效率[25]，如 PC类磷脂电离效率比 PS类高，且不饱和

键越多，电离效率越高[19]。因此有必要对每一类磷脂选择一种

合适内标，且应包括饱和和不饱和磷脂内标，一般来说，可以使

用 PC（14:0/C14:0），PC（15:0/15:0），PE（14:0/C14:0）和 lyso- PC

(17:0)等，这些磷脂在多数细胞中含量都小于 1%。
Li-qiong pang[20]等利用二醇柱，联用 ESI-Q-TOF，采用外标

法和半定量的方式对血浆中的七大类磷脂进行了分离和定量，

鉴定了超过 100种磷脂，发现了正常人与糖尿病和肾病不同分

期患者血浆中 7类磷脂变化规律。为糖尿病和肾病患者的分型
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提出了基于磷脂的参考。

Uhl O[26]等采用各选一种或两种外源性磷脂作为每类磷脂

的内标，并结合外标法，利用 RPLC-MS/MS测定血浆中的五大

类磷脂，共 112种血浆磷脂的含量，结果显示线性范围宽，RSD

较小，测得的血浆中磷脂的含量与和之前文献报道相符合。

4 LC-MS在磷脂代谢中的应用

鉴于 LC-MS在磷脂分析中越来越重要的地位，故特别将
LC-MS在磷脂代谢中的应用综述如下，液相色谱 -电喷雾质谱

（LC-ESI/MS）是磷脂组学研究最核心的研究手段。特别是高辨

别、高灵敏度、高通量的质谱的应用，目前磷脂组学在疾病诊

断，新药研发等方面已经得到广泛应用。

Lewen Jia[27]等采用液相色谱四级杆复合线性离子阱串联

质谱，采用二醇基色谱柱 (Nucleosil，100-5 OH，Germany，250

mm × 3.9 mm，5.0 滋m)，流动相组成 A是正己烷 /正丙醇 /甲
酸 /氨水(79/20/0/6/0.06，v/v)；流动相 B 为正丙醇 /水 /甲酸 /

氨水(88/10/0.6/0.06，v/v)，实现了血浆中磷脂快速分离。结合多

维统计分析 PCA和 PLS-DA，发现 PS (18:0/C18:0)，PS (C18:

0/C22:5)和 PI(C18:0/C20:4)可能为 Berger疾病潜在的生物标记

物。

Chang Wang[28]等采用相同色谱条件，将 LC/MS和多变量

统计成功应用到血浆中磷脂的轮廓分析，同时采用无监督 PCA

和有监督的 PLS-DA 用于糖尿病和正常人的分类，发现 PE

(C16:0/C22:6)，PE(C18:0/C20:4)，lyso-PC(C16: 0)和 lyso-PC(18:

0)可能是糖尿病磷脂代谢异常标记物。

赵素敏[29]用 LC-MS分析采集到糖尿病两个阶段的血浆中

代谢组学及磷脂轮廓的原始谱图，通过软件的峰匹配等步骤得

到峰表，之后利用多种统计分析方法进行数据分析，通过正交

校正的偏最小二乘法(OSC-PLS)对样品进行分型，根据模型的

变量重要因子(VIP)、显著性差异等筛选出差异性代谢物。结果

显示发生变化的化合物主要为游离脂肪酸、溶血磷脂酰胆碱、

磷脂酰乙醇胺、鞘磷脂和磷脂酰胆碱等。

5 展望

目前磷脂分离分析还存在诸多挑战，尽管已有很多磷脂代

谢方面的研究，但是生物样品中提取磷脂质方法大家不尽相

同，也没形成针对不同生物样品的标准提取方法，自然结果也

有出入，而且虽然 LC-MS联用技术显示具有快速、高通量、高

精度等特点，但是疾病的潜在标记物中的某些磷脂含量非常

低，需要极高灵敏的分析方法，所以磷脂分析方法的改进还有

很大的空间。
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