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J哼~J。8高效液相色谱法分析生物膜磷脂 

生物分析化学教研究 曾成呜 秦阳君 康格非 
一  

⋯ 一  

提 要 本文报道了利用乙腈一甲醇一磷酸流动相体系分析生物膜磷脂的高效液相色谱法．所用 

色谱柱为Shim PAK cLc—sIL柱(1so×6mm，5u)，检测波长205nm．该法可在45min之内分析8种 

膜确脂组分，并可在12rain之内使4种主要的红细胞膜确脂得到完全分离．该法 的线性范围宽，色谱 

的重复性较好，是一种简便 快速。实用性强的生物膜磷脂分析方法． 

关键词 壹塾鎏塑垒堂法；瞿壁}8旦 
中圉分类号 Q545；Q652．63 
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生物膜中各类磷脂的组成分析在膜功能 

的研究中占有极其重要的地位。高效液相色 

谱法是测定生物膜磷脂的最有效的方法。前 

文“ 我们报道了利用正己烷一异丙醇一乙醇 

流动相体系测定线粒件膜磷脂的高效液相色 

谱法．方法具有稳定，基线较好，检测限较低 

等优点，但该体系的最大缺陷是分析时间长， 

且对某些磷脂组分分离不完全。本文利用乙 

腈一 甲醇—磷酸流动相体系对生物膜磷脂进 

行高效液相色谱分析，并对该色谱体系的性 

能及其实用性进行全面的评价。 

1．试剂 

材料和方法 

四川省教委资助项目 

各磷脂纯 品确脂酰胆碱(ph08phatidylch 

oline PC)、礴脂酰己醇胺<pho日phatidylethan 

olamine PE)、确脂酰肌醇 (phosphatidyIinosit 

oI PI) 心磷~(cardiolipin CL)、磷脂酰丝氨酸 

(口hosphatidylserine PS)、鞘礴脂(sphingo mye- 

lin SM)、 溶血卵确脂 0yso---phosphatidylchol· 

ine U，C)和溶血确脂酰 乙醇胺 (Iyso---phosphat- 

idylethanolamine LPE)皆为Sigma产品．乙腈为 

HPLc纯，上海青浦合成试剂厂生产．其它试剂为国 

产分析纯试剂，所用其它有机溶剂均经重燕纯化后 

使用． 

2．仪器与色谱条件 

日本岛津Lc一9A高效液相色谱仪，sPD—6A 

紫外检测器，GR3A数据处理系统．色谱柱：Shim 

PAK CLC—sIL【150×6mm，5u)，保护柱：Waters 

CO．GUard—PAK CSS silica)，流动相为己腈一 

甲醇一85％礴酸体系，经过滤脱气后使用．流动相流 

速lml／min．紫外检测波长205ram．柱温：室温． 
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3标准曲线的制作 

LPC和LPE用氯仿一 甲醇混合溶液溶解，其余 

磷脂用氯仿溶解 然后用正己烷／9丙醇(3：1 v／v) 

稀释至所需浓度，进拌10u1．以峰面积定量，制作标准 

曲线 并确定其线性范围盈检测限。 

4．生物膜磷脂的提取 

红细胞 山采 自健康献血员的血分离获得 根据 

文献 的方洼制各红细胞膜 膜脂质的提取参月 Hi． 

ggins的方法⋯进行：取膜悬液0．5ml(线粒体可取 

0 2m1)，加^氯仿 ：甲醇 ：盐酸(2：1：0．01．v／v)混 

合液5ml，振摇 静置 加^0 05mol／L CaCI 溶液 振 

摇 2000rpm离一L,10min，取下层清液，40～50℃水俗 

下 N 气 吹 干 后 加 ^ 正 己 烷 ：异 丙 

醇[3：1，v／v)O．2ml，充氯．密闭，低温保存待测． 

5．膜磷脂组分的定性方法 

改变流动相各组分的比例，在不同的洗脱条件 

下 对样品中各膜磷脂组分的保留时问与纯品的保 

留时阃反复进行对比确认。 

6．色谱重复性实验 

利用 红细胞膜 脂质提取物进行色谱 重复性实 

验 ．同一标本进样5次 每次10ul，观察磷脂的保留时 

阃和峰面积的变异情况。 

结果及讨论 

1．流动相的选择及其性能 

利用乙腈一 甲醇一磷酸流动相体系分离 

膜磷脂，快速是其主要的特点，该体系可在较 

短的时问内将膜磷脂组分完全分离。如果只 

考虑几种主要的膜磷脂PC、PE、SM、PS，则 

可通过适当改变磷酸和甲醇的比例，使磷脂 

的全分析在12min之内完成。(图1)但要使PI、 

CL达到比较好的分离 ，则需要45rain左右(图 

2、图3)。尽管这样，其分析时间仍比正己烷一 

异丙醇一 乙醇体系要短得多。 

在该流动相体系中，磷酸可以增强体系 

的洗脱能力。增加磷酸的比例可使各磷脂组 

分的保留时间缩短。增大甲醇的比例也可使 

多数组分的保留时间减小，但减小的幅度不 

大。某些组分在改变流动相比例时会出现峰 

顺序交错的现象，如PC的双峰、LPC峰与SM 

峰的相对位置就可以发生变化。 
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Fig．1 Chromatogram showing the rapid 

separation of four major constituents of phos． 

pholipids in human erythrocyte ghost m em— 

brane．Mobile phase：MeCN：MeOH：HaPO．(85％) 

一100：l0：l 8(vIv)．1 PS；2 PE；3 PC；4 SM 

0 10 20 30 40 

l l !t’hromatogram showing com plete sep— 

aration of phospholipids extracted from human 

erythrocyte ghost m embrane．M obile phase：M - 

eCN：MeOH：H3PO (85％)一180：5：1．5(v／v)．1 PI； 

2 PS；3 PE；4 LPE；5 PC；6 LPC；7 SM ． 

Fig．3 Chromategram showing com plete 

separation of phospholipids from a extract of 

rat brain tissue mitoehondria membrane．M ． 

obile phase：MeCN：MeOH：H；P (85％)一160：10 
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0 

3 

● 

10 

4 

20 30 40 

山于流动帕中I}‘醇和磷酸的比例都很 

小，其构成 比的微小变化都将 明显地影响流 

动相的洗脱性能。所以在配制流动相 时应准 

确操作．以确保整个分折过程期间流动相洗 

脱性能的一致性。 

流动相在使用过程中．有时会 因放置而 

使其洗脱性质发生改变．各磷脂组分的保留 

时间也会因之发生变化，这种现象在重复使 

用流动相进行分析时尤为突出 比较而言．该 

流动褶的洗脱性能不及正己烷～异丙醇～乙 

醇体系稳定。 

2．各磷脂组分的标准曲线 

表1列出了8种磷脂组分 的标准曲线的线 

性回归方程。这些标准曲线的线性范围包含 

了红细胞膜和线粒体膜中各磷脂组分含量的 

变化范 围，在这些范围内．各磷脂组分的量与 

其色谱峰面积间具有良好的线性关系。 

在200～210rim范围内检测磷脂的主要 

依据是磷脂分子中不饱和脂肪酸链的吸收． 

溶血磷脂LPC和LPE由于缺少一个不饱和脂 

肪酸链．其吸光能力大大降低，其工作曲线的 

斜率 比较小。与正 己烷一异丙醇一 乙醇流动 

相体系比较．该流动相体系的基线相对较差． 

致使对LPE和LPC的检测 限偏高．特别是 

LPC，达到0 5ug，这将直接影响一些标本 中 

溶血磷脂的检铡 

3．色谱的重复性 

表2列出了几种主要磷脂组分 的保 留时 

问和积分面积的重复 性实验结果，从表中可 

以看出．磷脂的保留时问的重复 性较好，其变 

异系数最大不超过0．64％ 积分 面积的精密 

度也基本上符合色谱分析的要求 

4．样品测定结果 

表3列 出了正常人红细胞膜磷脂的测定 

结果。如表所示，正常人红细胞膜中各磷脂组 

分 所 占质 量 比 由大 到 小 次序 为PC>PE一 

>SM>PS>LPC>PI>LPE，其中4种主要 

磷脂组分PC、PE、SM和PS占总磷脂的95％ 

以上。 

生物膜脂质提取物中的磷脂肘环境极为 

敏感 ．稳定性差 ，所以在提取膜磷脂后及时地 

进行分析是确保其分析结果可靠性的关键。 

用正己烷～异丙醇～ 乙醇流动相体系进行分 

析．分离时间太长 ．不适于大量的标本分析， 

而利用乙腈一 甲醇～磷酸流动相体系对生物 

膜磷脂进行分析．可在较短的时间内完成，还 

呆以根据不同的分析目的，在较大的范围内 

改变流动相的洗脱性能，缩短分析时间，为大 

量的标本分析提供了可能性 该方法线性范 

围较宽 ，各磷脂组分 的保瑟时间和峰面积的 

重复性都比较好 ．是一种简便、快速 适应性 

广，且较为准确可靠的膜磷脂分析方法。 

本文所用线粒体膜脂质提取物由第三军 

医大学汪青树同志提供．谨致谢意。 
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ANALYSIS OF M AJ0R PH0SPHOL【PID CLASSES 1N BIOM EM BRANE BY 

H1GH PERFORMANCE L1QUID CHROMATOGRAPHY 

Zeng Chengmin et al 

Dcpt．of Bio---analytical Chemistry 

A novel high performance liquid chromatographic method for analysis of phospholipids in 

biomembrane is described．The separation waB performed on a CLC-SIL column with the mobile 

phase system of acetonitsil~nethanol-- 85％phosphoric acid，using isocratic elution and UV 

detection at 205nm．completed separation of eight constituents of membrane phospholipids was 

achieved within 45 min r and four major constituents of phospholipids in erythrocyte ghost 

membrane could be separated completely within 12 min．This method is rapid，refiable producible 

and practical for determin ation of biomcmbrane phospholipids． 

KEY W ORDS： High；performance liquid chrom ato graphy；Ph0Bph0】ipids 
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