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磷脂的高效液相色谱分析

崔 　莹

(华东师范大学 河口海岸学国家重点实验室 , 　上海 　200062)

摘　要 :天然磷脂是含磷酸的类脂化合物 ,广泛存在于植物、动物及微生物体中 ,在工业生产、食品科学、医药学、生

命科学等研究方面都有重要的应用。磷脂的研究手段多样 ,高效液相色谱在磷脂的分离、检测方面具有优势。本

文结合近年来国内外高效液相色谱分离磷脂的研究报道 ,对高效液相色谱分离、检测磷脂的方法进行了分类、评

价。
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Abstract: Phospholip ids are m ixtures of lip ids containing phosphorus. They widely consist in the p lants, animals and m icro2

organism. They have great app lication in the industry, food science, medical science and life science. There are several

methods to separate and detect the phospholip ids, one of which is high performance liquid chromatography. This paper clas2

sified those methods which were used to separate and detect phospholip ids and summarized the technique development of

separation and detection of phospholip ids.
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前言

　　天然磷脂是含磷酸的类脂化合物 ,广泛存在于

植物的种子 ,动物的脑、肝、卵和微生物体中。磷脂

是细胞膜的主要成分 ,还是重要的生物活性物质及

信息分子前体的贮备形式 ,与某些人类疾病有关 ,

如炎症、糖尿病等 [ 1, 2 ]。在微生物学研究中 ,磷脂还

是理想的生物标志物 ,通过磷脂分子组成可以揭示

微生物生物量、群落组成和生理状况等信息 [ 3, 4 ]
,在

生物地球化学研究中亦有重要意义。磷脂为兼性

分子 ,可作乳化剂、稳定剂、和湿润剂 [ 5 ]。可见 ,磷

脂在工业生产、食品科学、医药学、生命科学、自然

地理学等研究方面都有重要的应用 ,而对磷脂进行

分离、提纯则是各种研究的前提和关键。

1　磷脂的结构组成

　　磷脂按分子结构可分为磷酸甘油酯和鞘磷脂。

磷酸甘油酯是脂肪酸、甘油和磷酸结合的衍生物 ,

结构通式如下 :

式中 R1、R2 代表脂肪酸残基 ,其碳原子数一般为

1218,以偶数碳居多 [ 2 ] ,根据分子中 X基团的不同 ,

磷酸甘油酯又可分为多种分子类型 , 如磷脂酸

( PA) , 磷脂酰甘油 ( PG) ,二磷脂酰甘油 (DPG) ,磷
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脂酰乙醇胺 ( PE) ,磷脂酰胆碱 ( PC) ,磷脂酰丝氨酸

( PS) ,磷脂酰肌醇 ( P I)。溶血磷脂是磷脂酰基被部

分水解的产物。

鞘磷脂 SM ( SP)又名神经磷脂 ,是由神经酰胺

与磷酸直接相连 ,磷酸集团再与胆碱或胆胺连接成

酯 ,结构通式如下 :

2　磷脂的高效液相色谱测定

　　对磷脂总量测定的方法有比色法、称重法、紫

外分光光度法和红外光谱法 ,对磷脂进行分离、检

测的方法有薄层色谱法、液相色谱、以及核磁共振

法 [ 6 ]。高效液相色谱分离磷脂可以避免破坏磷脂

分子结构 ,得到更准确的分子结构信息 ,利用制备

型液相色谱 ,还可获得纯度较高的单个组分 [ 7 ] ,具

有方便、快速、高灵敏度、无损伤的特点。

高效液相色谱分析磷脂的困难在于磷脂分子

的低挥发性、不耐高温、弱紫外吸收、易吸水、稳定

性差等特点。不同来源的磷脂组成成分不同 ,分子

中脂肪酸链长度、不饱和度亦有差别 ,磷脂分子本

身的这种异质性会导致磷脂分离过程中出现色谱

峰的延展、重叠、拖尾 [ 8 ]。且在生物体中 ,磷脂一般

与其他的脂类结合在一起 ,需化学手段进行分离、

纯化、浓缩之后进行色谱分离、检测 [ 9 ]。

分离磷脂的液相色谱方法据固定相的不同分

为正相色谱法和反相色谱法。正相色谱多用 Silica

硅胶柱为固定相 ,也有 CN氰基柱、NH2氨基柱和

D IOL 二醇柱的报道 [ 10, 11, 12 ]。反相色谱多以 C18、

C8、ODS[ 13, 14 ]为固定相。正相色谱分离磷脂的基础

是磷脂各组分的极性差异 ,反相色谱分离磷脂的基

础则是各磷脂组分的疏水性差异。

正相色谱分离磷脂常用的流动相有氯仿 - 甲

醇 -氨水、正己烷 - 异丙醇 - 水以及乙腈 - 甲醇 -

水 [ 11 ]。磷脂在不同类型柱子上的保留存在差异 ,各

组分的流出顺序也不同。如乙腈 - 甲醇 - 磷酸为

流动相时 ,在硅胶柱上各组分流出顺序为 PS、PE、

PC、SP
[ 15 ]

,而在氨基柱上的流出顺序为 PC1、SP、

PC2、PG、PE、P I、PS
[ 11 ]。流动相也影响流出顺序 ,同

在硅胶柱上 ,正己烷 - 异丙醇 - 水为流动相的流出

顺序为 : PE、P I、PC
[ 8 ]

,而甲醇 - 乙腈 - 磷酸为流动

相洗脱的流出顺序为 P I、PE、PC[ 16 ]。PC、LPC溶血

磷脂酰胆碱、SP的极性大 ,在硅胶柱上一般最后流

出 , SP通常为两个峰 [ 8, 17 ]。在分析弱酸、弱碱性的

磷脂时 ,会出现峰延展、拖尾等现象 ,为了防止磷脂

组分与固定相之间发生非特异性反应 ,损伤柱子 ,

在流动相中添加一定量的离子抑制剂如 85%磷酸、

乙酸铵、30%氨水、乙酸等 ,可有效改善峰形 ,抑制

色谱峰拖尾 [ 1, 12, 1719 ]。但低 pH可能会引起样品水

解生成溶血磷脂 [ 20 ]。

反相色谱的流动相为甲醇 - 乙腈 - 水 ,有时也

用到正己烷、异丙醇和氯仿 [ 11 ]。在反相柱上分离磷

脂 ,由于磷脂分子的异质性 ,一个组分会分成几个

峰 ,给定量带来困难。如卢学清等测定熊胆中磷脂

类化合物时 ,发现在 PE - C18柱上 PC、PG都分出

双峰 ,还出现托尾、肩峰等问题 [ 13 ]。但反相色谱与

质谱检测器组合 ,可以实现磷脂的分离和痕量检

测 ,检测限达 ppm [ 4, 12, 21 ]。

检测磷脂的检测器有紫外 [ 15, 17 ]、蒸发光散

射 [ 22 ]、示差折光 [ 23 ]及质谱检测器 [ 12 ]。磷脂虽然缺

乏强发色团 ,但其分子结构中的不饱和基团和官能

团 (如碳碳双键、羰基、磷酸基团、氨基 )在 2002
214nm下有强吸收 , 检测波长一般在 203nm 或

205nm。但 Suchocka认为磷脂的检测范围在 2002
237nm,并分别在 235nm 和 254nm 处检测磷脂 ,在

C8柱上分离了 PC、PE、LPC、P I
[ 24 ]。磷脂的紫外吸

收强度与分子结构中有无发色团、发色团数目有

关 ,如含氨基的 PC、PE、PS紫外吸收就大 ,缺乏发色

团的 P I紫外吸收就弱 ,色谱图中信号的强度并不能

代表绝对的磷脂浓度 [ 25 ]。将磷脂分子进行衍生化
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可增大磷脂的紫外吸收 ,降低检测限。通过化学反

应将磷脂变成具有发色基团的化合物 ,或直接在磷

脂分子上连接发色团或荧光基团 ,再用紫外或荧光

检测器进行检测 [ 26 ]。但是衍生化反应过程复杂 ,前

处理步骤繁琐 ,对定量结果的准确度影响较大 ,操

作繁琐。

蒸发散射光检测器和质谱检测器均为非选择

型的检测器 ,应用不受样品种类限制。但蒸发光散

射检测器对溶剂要求高 ,线形较差 ,且灵敏度较紫

外检测器低 [ 11, 25 ]。杨亦文等研究发现紫外检测器

受磷脂来源影响较大 ,难以实现准确定量。而示差

折光检测器受来源影响较小 ,但灵敏度较低 ,不能

用于梯度洗脱 ,且对环境要求高 ,受温度影响较

大 [ 23 ]。质谱检测器成本较高 ,但可大大降低检测

限 ,并可得到分子结构信息 ,是目前国内外研究的

热点 [ 27 ]。

分离流速一般在 0. 152. 0mL /m in,多为 1. 0

mL /m in,制备色谱流速一般为 2. 0 mL /m in ,连接质

谱检测器时流速小 ,一般为 0. 150. 5 mL /m in。简单

样品等度洗脱即可以完成分离 ,复杂样品则需梯度

洗脱 ,通过改变溶剂的配比从而改变溶剂的极性来

完成对极性差异很大的样品的快速、完全分

离 [ 7, 12 ]。

3　国、内外研究现状

　　国内用高效液相色谱对磷脂进行分离测定的

研究多集中在食品、医药、工业、基础科学等领域。

如食品、保健品、血浆、熊胆中的磷脂测定 [ 10, 13 - 16 ]。

正相、反相色谱方法都有报道 ,多用紫外检测器 [ 10 ]
,

也有蒸发光散射检测器 [ 28, 29 ]、示差折光检测器 [ 23 ]

及质谱检测器 [ 28, 29 ]的报道 ,近几年来质谱检测器的

使用逐渐增多 ,对磷脂分子构型的研究已开始起

步。曹栋、夏海涛等用硅胶柱分离了大豆磷脂酰胆

碱 ,然后用 C18柱、ODS柱对磷脂酰胆碱分子进行

进一步的分离 ,分别得到 5种、11种分子类型 [ 28, 29 ]。

国外对磷脂的研究涉及更加广泛 ,如食品、医

药、生命科学、地球化学等领域。研究深度和广度

上都较国内大 ,目前已可用高效液相色谱与质谱联

用 ,在不破坏磷脂分子结构的前提下 ,得到更加全

面、准确的磷脂分子结构信息 ,这在医药科学、生命

科学等基础科学的研究中尤其重要。如 Rütters,

Fang等通过高效液相色谱与质谱的联用对磷脂进

行分子机构解析 ,系统研究了海洋沉积物中微生物

群落结构 [ 3, 4, 12, 27, 30, 31 ]。2004年 , Klaus - G用 LC -

ESI - MS - MS对沉积物中磷脂进行分离与分子结

构解析 ,从而对海洋沉积物中微生物生物量及群落

结构进行研究 [ 27 ]。

随着检测技术的发展 ,高效液相色谱与质谱联

用对磷脂分子种类进行定性、定量分析和结构解析

将是今后磷脂分离、检测技术发展的方向。
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