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高效液相色谱 法分离人红细胞膜脂肪酸的研究 

／ 要 
乙酮为 街生 剂 

(G，：0)为瑚标 
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本文建立 ，用高教液扪i色谱法(HpLC)分离人红细胞膜脂肪醛的方法 选用 2一溴苯 

l8一冠醚 一6为性化剂 ，用 G 反年n柱分离，梳动州采用甲醇 一乙睛 一水，正十七酸 

紫外测定波长为 234run，于 6Oafin内分离了人红细胞膜 含有的八种主要脂肪酸 
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红细胞膜脂肪酸的检测，目前国内外主 

要采用气相色谱(GC)及薄层色谱 (Ⅱ￡)法等 
．- 

。 这些方法存在许多问题；如分离效果差， 

灵敏度低、定量不准确等。为此，我们采用 

2一溴苯乙酮为衍生剂、l8一冠醚 一6为催化 

剂 、甲醇 一乙腈 一水为流动相 ，建立了在 c． 

柱上一次分离人红细胞膜八种主要脂肪酸的 

高效液相色谱法。 

l 弑糙 与亩法 

1 1 仪器与试荆 岛悼 LC一6A高教液糊色谱 仪， 

配以 SPD一6AV紫外检测器及 C—R3A数据处理装 

置 IJeckman L8—60M超速玲冻离心机，脂肪酸标准 

品、18一冠醚 ⋯6 2 溴苯乙酮及抗氧化荆 2．4一二 

特丁轻甲苯 (BHT)等试剂均购自美国 Sigma公司 ，为 

色谱纯级 色谱纯乙腈购自天津试荆厂 其余试剂均 

为丹析纯 ，用前颁重蒸过滤 

1．2 标准品的准备 脂肪酸标准溶液包括 ．G =-r、 

0  ̈G= 如¨、 - 、c ·、G¨、G r、c n九种脂肪 

酸。分别用乙腈制备 ，浓度范围 0 4一l 5ag／ml 取一 

定馈各娄脂肪醯制战混合标准液 ，以酚酞为指示荆， 

用 0．05MK0H乙醇溶渡中和至终点，纯氮吹干．留待 

酯化 。 

1 3 样品前处理 1．RBC膜 的制各发膜脂 提取 ； 

取肝素抗凝血 2ml，20o01 离心 5nfia，吸去上层血 

浆，以生理盐水洗涤红细胞 3次 ．去除表层白细胞， 

搐 I：40此例加人 pH7 4，】0nm1的低渗 'Iris—HCI缓 

冲液， 之溶血 再于 4℃ 、12000q,m离心 15min．重复 

洗潦离心 4次 ，得乳白色 RBC膜 

取 0 35 ml膜悬液 ，加 人内标正十 匕酸 fc ) 

50 (0 328 mg／m1)．再加人 3ml氯仿一甲醇混合液 

(2：1 V九r，含 BHT30 tag／100n~)，振荡 1 mitt，2000rMn 

离心 10min．吸取全部下层相 ，移至具塞螺 口试铝，纯 

氨欢干。2、脂肪酸钾盐的制备；于上述试臂中加人 

0．5MHCI一甲醇溶液 0 5ml，置 80℃水浴 1h。取 出玲 

却后，加^ IMK0H溶液 (80％甲醇、20％lit0)0，5mi． 

再于 ∞oc承浴 lh皂化 取出冷却后用Ha一甲醇中 

和至酚酞终点，于 40qC水浴下氨气欢干，得淡红色脂 

肪酸 钾盐 。 

1 4 磕化 经上述处理的脂 肪酸标准品及样品凼 ’ 

加入7研-l 2一谟苯乙酎的乙腈溶液 (1僵嘴，m1)鼓 

I8一冠醚 一6的乙腈溶液 (2 64rag／m1)再加人乙腈 

160~1 置 8Ooc水浴 ∞ n，砖却后加入 I醋酸 一乙 

腈溶液(】：5∞ v／v)，再加热 5Ⅱ1in，氮气吹干。用甲醇 

lml重溶 ，进样 10V1。 

2 结果与讨论 

2．1 HPLC条件的选择 采用 c 。反相色 

谱柱，150x4．6mmID，粒径 5ttm(美国 PF公 

司产)，分别配置不同比例的甲醇 一乙晴 一永 

作流动相，对各种脂肪酸进行分离。发现当 

甲醇 一乙腈 一水为 43：43：14，流速 0．8ml／ 

min、柱温 25。c时，可分离 12种脂肪酸，但需 

时长达 90min以上，且乙腈用量大，温度适应 

范围窄 ，不利于临床大批量样品的分析 经 

筛选，当流动相为甲醇 一乙腈 一水 (70：20： 
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lO)，流速 0．6ml／min、柱 温 35 时 ，已完全 能 

分离人 RBC膜中八种主要脂肪酸 ，且仅需 

60min，乙腈用量少，温度适应范围宽，故采用 

了后者 

各脂肪酸标准色谱图见图 1，RBC膜脂 

肪酸色嚆图见图 2，各酸保留时间及校正系 

数 见表 J。 

2．2 RBC膜的皂化与衍生化方法评价 

我们 在 RBC膜 提取 液 中加人 l『抗 氧化 剂 

BHT，这有利于 防止因血红蛋白衍生物存在 

而诱导不饱和脂肪酸产止 自发氧化 在本体 

I=C1 

5=C1 

9=C1 

划 
图 l 各标准脂肪酗苯乙酮酯色谱圈 

2 0 2：C20：5 3=C22：6 4=C 20 

8：2 6：C16’0 7=C18：1 8=C17 

8 ：0 

系中，BHT、酚酞 、2一滨苯乙酮等、均在洗脱 

过 程的前 12min内流 出 ，而 18一冠 醚 一6无 

紫外吸收，故均不与脂肪酸发生色谱干扰 

另外 ，我们将膜提取液皂化前于 80 酸化 

lh，这有利于鞘磷脂的水解，因鞘磷脂中脂肪 

酸与鞘氨醇经酰胺键结合得较牢固，碱皂化 

不易破坏 。我们发现 ，皂化时温度控制在 

75～85 较佳 ，高于 85屯对 ，花生四烯酸等多 

不饱和脂肪酸降辫增加，使其峰高降低且杂 

峰增多 。皂化完成后 ，用 HcI中和过剩的 

KOH至关重要，过酸过碱均使 l8一冠醚 一6 

图 2 红细胞膜脂肪酸苯 乙酮酯色谱图 

4 1=C12：0 2=C20：5 3=C22：6 4=C20：4 

0 5=C18：2 6=C16 ：0 7：C18 ：1 8=C17：0 

9=C18：0 

表 J 脂肪酗苯乙酮酯的保留时间及校正 因子 

融 一脂肪酸 RT一保留对问 f一校正因子 

n =̈二．．̈ 
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的作用受影响而致峰高降低 ，杂峰增多。中 

和反应后应将溶剂尽量吹干，因甲醇及水的 

残留将影响衍生化反应进行 

本文用冠醚作相转移催化剂，使酯化反 

应活化能降低，衍生化反应速度快，产率高 

f>97％)．无副反应 ，生成物纯度高。多种非 

质子性溶剂均可作 为反应介质。我们用乙 

腈，效果较佳，脂肪酸衍生化的最佳条件为 

8o 20~nin。当温度低于 70℃时，峰高降低。 

反应时问大于 15min，峰高达最高，我们选用 

20mln。反应完毕后加人醋酸主要是中和残余 

衍生剂，避免其与柱子反应 

2．3 内标选择 鉴于人体 内不含正十七 

酸，且从本色谱图看 c㈣酸以前存在较多小 

杂峰，而在 cf 酸后杂峰少而基线稳 ，故选十 

七酸为内标定量较为准确 

2 4 人 RBC膜脂肪酸构成 国内有关人 

RBC膜脂肪酸构成的报道甚少 ，且均采用 

气相色谱法(GC)测定。我们发现这些报道与 

国外用 HPLC测定的报道有较大差异 。这 

主要因 GC法分析脂肪酸有以下几方面的缺 

陷 

2 4．1 GC法灵敏度差 ，分离效果差 ，定量 

准确度差 。 

2 4．2 长碳链酯不易气化 ，且不饱和脂肪 

酸在气化温度高时热阵解及双键迁移增加。 

2．4．3 甲酯化时可产生异构和形成无机酸 

等 。 

HPLC法灵敏度高 ，分离效果好，定量准 

确，测定时温度低而易于控制 ，这就极大地减 

少了测定误差。 

经分离鉴定，我们发现人 RBC膜主要含 

有 Cl2 C∞ G2 6、C∞4、Cta：2、cI6 CI目I、c|a 。 

等八种脂肪酸 f见图 2)。这与国外有关报道 

基本一致0 。在各酸含量方面， 含量最高、 

其次为 c 。这与国外报道略有差异，主要可 

能因处理方法不一致。我们发现当膜样品血 

红蛋白残留较多 、末加人 BHT、室温放置过 

久、皂化温度过高时 ，均使 和 c 。等多不 ’ 

饱和脂肪酸峰高降低 ，这与其氧化降解有 

关。 

本文建立了一种快速、简便 、可靠 、经济 

的分离人 RBC膜脂肪酸的方法，这对于科研 

及临床应用都有较高的实用价值。 
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