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高效液相色谱法测定生物样品中磷脂含量 技末…方法龚

T h e d e t e r m i n a t i o n o f P h o s P h o l i P i d i n b i o l o g i e a l s a m P l e s b y H P L C

王凤君 赵 云 谢尔凡 尤忠义 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆
,
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磷脂是生物膜的重要 组成成分
,

其含量的变化在

一定程度上影响细胞功能
,

而且细胞的某些信号传导

过程也与磷脂密切相关
,

如蛋 白激酶 C 的激活必须有

磷脂酞丝氨酸参与
。

此外
,

与肺功能密切相关的肺表面

活性物质的主要成分也是磷脂
,

其磷脂组成的变化将

直接关系到肺表面活性物质的质量
。

可见
,

测定磷脂含

量具有十分重要的意义
。

目前
,

分离测定磷脂含量最常

用薄层层析法
,

比较繁琐
,

且灵敏度与分辨率也相对较

低
。

因此
,

我们建立 了高效液相 色谱法 ( H P L C )来测定

生物样品中的磷脂含量
。

1 材料与方法

1
.

1 实验材料

L l
.

1 仪器 高效液相色谱系统 (法国 iG lso
n
公司 ) ;

色谱

数据工作站 (中科院大连化物所 )
.

1
.

1
.

2 试剂 (l )磷脂标准
:

磷脂酞肌醇 ( P l )
、

磷脂酸丝氨

酸 ( P S )
、

磷脂酞 乙醇 ( P E )
、

磷脂酸胆碱 ( p C )均为 S ig m
a
公司产

品
.

分别称取一定量的每种磷脂
,

用敏仿
一

甲醇液 ( 2
,

1
,

V / v )

配制成 1 m g / m l
,

置 一 20 ℃保存
.

( 2) 其它试剂
:

甲醇
、

乙睛均为

色谱纯级
,

分别由上海吴径化工厂和中科院上海脑研所生产
;

其它试剂均为市售分析纯级
.

2 结果与讨论

2
.

1 色语条件与色谱图

根据文献报道 〔 3」 ,

我 们选用分离磷脂 比较常用的

硅胶柱作固定相
。

在选择流动相时
,

试用了包括恒溶剂

洗脱和梯度洗脱在内的多种流动相组成
,

并对其色谱

特性进行比较
。

发现 乙睛
一

甲醇
一

85 %磷酸 ( 90
, 3 , 1

,

V / V )作流动相并采用恒溶剂洗脱时
,

磷脂分离效果

最佳
,

基线漂移较小
。

图 1
、

2分别是上述色谱条件下磷

脂标准和组织磷脂提取样 品的 色谱图
,

IP
、

P S
、

P E 和

P C 四种磷脂 的保 留时间 ( m in ) 分别 是 4
.

4 0
、

8
.

1 6
、

11
.

6 0 和 19
.

3 0
,

分析时间仅为 25 m in
,

较文献报道的

分析时间 ( 9 0 m in ) 〔们明显缩短
。

除 IP 受非保 留组分

(溶剂 )的干扰
,

未达基线分离外
,

标准和样品中其它三

种磷脂均达到基线分离
。

在分析样品时
,

发现 IP 和 P S

之间始终有两个未知峰存在
,

但并不干扰 IP 与 P S 的

分离 (图 2 )
。

我们推测这两个未知峰可能是其它磷脂
,

但因无其它磷脂标准而无法证实
。

1
.

2
.

1

实脸方法

磷脂提取方法 综合文献报道方法 L, ” 」加 以改进
,

简

述如下
:

取一定体积的组织匀浆或支气管肺灌洗液 ( B L C F ) 于

刻度试管中
,

加入 2 倍体积的氧仿
一

甲醉提取液 ( 2
:

l
,

v /V )
,

用振荡器强烈振荡 1 m in
,
2 5。。 x g 离心 10 m in

。

弃去上层液
.

但暂不弃去界面杂质
。

加入 l 4/ 下层液体积的甲醇
一

水提取液

( l : 1
,

v / V )
,

强烈振荡 1 m in
,

2 5 0 0沐 g 离心 l o m in
.

弃去上层

液及界面杂质
.

取一定体积的下层液并用氮气吹干
,

密封后于

一 2。℃贮存待测
,

测定时用含 20 %氯仿的流动相溶解后进样
.

1
.

2
.

2 色谱分析条件 色谱柱为 科P
o r a s il S i li

e a ,
3 0 0 X 4

m m
,

粒径 10 拜m (中国科学院大连化物所 )
.

流动相由乙睛
一

甲醇

一

8 5%磷酸 ( 9 0 : 3 : 1
,

V /V )组成
,

混匀
,

过滤 ( 0
.

2 拜m )并脱气

后使用
.

流速为 0
.

80 m l / m in
,

进样量 20 川
,

紫外检测波长 2 03

n m
,

色谱数据工作站进行数据处理
。

`
/
口” 口 ` /口运

图 1

2
.

2

磷脂标准色谱图 图 2 提取的磷脂样品色谱图

线性 关来与线性 范围

在上述实验条件下用磷脂标准定体积进样
,

分别

计算了每种被测磷脂组分的含量 Y 印 g ) 与峰面积 X

年 v
.

s )的直线回归方程与相关系数
,

结果见表 1
.

可以

看 出
,

在各 自的线性范围内
,

每种磷脂的含量均与峰面

积呈非常显著的线性关系
,

且线性范围较宽
。
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表 l 线性关系
、

线性范围与检测限

组分 直线回归方程 相关系数
线性 范围

(尸g )

检 测限

(尸g )

P I Y ~ 一 0
.

3 74 + 2
.

5 5 l X 10一 6 X

P S Y ~ 一 0
.

12 5 + 1
.

3 7 5 X 1 0一 s
X

0
.

9 9 7 3 0
.

2~ 16 0
.

0 1 2

0
.

9 9 9 1 0
.

2~ 16 0
.

0 14

PE Y = 一 0
.

2 18+ 6
.

7 0 7 又 1 0一 ? X 0
.

9 9 7 4 0
.

4~ 32 0
.

0 1 1

P C Y = 一 0
.

7 3 1+ 9
.

4 5 3 X 1 0一 7
X 0

.

9 9 8 8 0
.

8~ 6 4 0
.

0 3 1

2
.

3 检测限与灵敏度

在前述色谱条件下
,

由基线噪音计 算信 噪比 ( S /

N )为 2 时各被测磷脂组分的检测限
,

结果见表 1
。

检测

限这一结果表明
,

本法的灵敏度是 比较高的
。

将检测器

灵敏度上调还可进一步提高本方法灵敏度
,

但从我们

测定的数百份标本来看
,

这 一灵敏度 已足以满足生物

样品测定要求
。

2
.

4 精密度

取同一样品在 l d 内重复进样 5 次
,

以计算 日内

变异系数
。

同时
,

对同一样品连续测定 7 d
,

以计算 日间

变异系数
,

结果见表 2
。

结果表 明
,

日内及 日间变异系

数均小于 5%
,

说明本法比较稳定
、

重复性好
。

P l
、

P S
、

P E 和 P C 标准的加入量分别为 2 0 拼g
、

2 0 拜g
、

4 0 拼g 和 8 0 拜 g
,

然后按前述方法提取磷脂
,

计算每种

磷脂的回收率
,

结果见表 2
。

四种磷脂的平均回收率均

在 80 % 以上
,

说 明本方法的准确性较高
。

2
.

6 应 用实例

我 们采 用本 法测 定 了 10 只正 常 大 鼠肺组 织
、

B L C F
、

肝组织及肝细胞线粒体磷脂含量
,

结果 见表 3
。

任何生物样品只要经过磷脂提取这一预处理步骤
,

均

可采用 H P L C 分离测定
,

且快速简便
。

表 3 正常大鼠肺组织
、

B L C F
、

肝细胞线粒体磷脂含呈

肺组织 B L C F 肝细胞线粒体
( rn g /g 肺 ) (二 g / g 肺 ) (尸g / m g 蛋 白 )

4
.

0 4 士 0
.

8 8 0
.

4 8士 0
.

0 9 8
.

1 2士 0
.

7 7

3
.

2 6士 0
.

8 7 0
.

3 2士 0
.

1 6 4
.

2 7士 0
.

6 3

4
.

8 1士 1
.

2 2 0
.

6 4士 0
.

2 6 9 4
.

3 0 士 8
.

4 0

3 8
.

95士 6
.

9 3 6
.

7 7士 1
.

7 9 10 6
.

8 5士 9
.

6 3

lPsPCPEP

关键词 磷脂类 /分析
.
色谱法

,

高效液相

中图法分类号 Q 5 45

表 2 变异系数与回收率
参考文献

组分
日内 C V 日 I司 C V

( %
, n = 5 ) ( %

, n ~ 7 )

回收率
( %

. n
一 5 )

8 3
.

5 8 士 7
.

5 8

8 7
.

8 3士 6
.

2 5

IPsP

P E 1
.

84

P C 1
.

3 2

8 7
.

7 3士 7
.

7 7

9 6
.

6 7士 5
.

9 3

2
.

5 回 收率

生物体液或组织 中的内源性物质的回收实验
,

是

一较为复杂的问题
,

一般多采用标准加入法
。

我们也采

用标准加入法
,

在同一肺组 织样品中加入 磷脂标准
,

F o
l
e
h J

,

L e e s
M

,

S t a n l e y G H S
.

A
s i m p le m e t h o d f

o r t h
e

i s o
l
a t i o n a n

d p u r i fi
e a t i o n o

f t o t a l l ip id s
f
r o

m
a n im

a l s t is
-

s u e s
.

J B io l C h e m
,
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4 9 7

穆魁敏
,

刘秉馄
,

燕 生等
.

肺表面 活性物质的检测
.

北京 医

科大学学报
,
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:
3 9 7
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,
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,

康格非
,

曾成鸣
.

高效液相色谱分析生物膜磷脂
.

生
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,
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:
3 9 9

( 收稿
:
1 9 9 5

一
0 5

一
0 4 ;
修 回

:
1 9 9 6

一
0 1

一
0 4 )

( 编辑 刘 鹏 )

S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术的改良及其应用

A n im P r o v e d m e t h o d f o r S D S
一

P A G E a n d i t s a P P l i e a t i o n

胡承香 张玉纯 李 磊 顾长国 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第一研究室 ) 重庆
,
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生 物样 品分子 量 的测 定方 法有 多 种
,

近年 来
,

S D S
一

P A G E 用于生物样品的分离
、

纯化和鉴定评价较

高
,

其主要作用是分辨率高
,

设备简化
,

方法易行
,

时间

短
,

用量少 l( ~ 5 拜g )
,

其分 离水平达 1--0
’

一 10
一 ”
克

级
,

凝胶透明易干燥保存 〔’ 3。

我们在创伤血清免疫抑制

物的分离 中发现
,

S D S 电泳制胶容 易失败
,

为克服这


