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摘要

磷酸化和羧化脂质对⾦属敏感，容易吸附到UPLC系统流路内的不锈钢表⾯上，可能导致峰形不佳、回收率低和灵

敏度下降。本⽂表明，与ACQUITY标准⾊谱柱和ACQUITY UPLC I-Class不锈钢系统相⽐，采⽤ACQUITY Premier 

CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统可显著改善磷酸化和羧化脂质的灵敏度、峰形和回收率。 

优势

ACQUITY Premier技术具有以下优势：

提⾼磷酸化和羧化脂质的灵敏度、回收率和重现性■

⼤幅减少分析物与⾦属表⾯相互作⽤，改善峰形并减少拖尾■

同时分析磷酸化和羧化脂质与其他脂类，增加脂质组学⽅法适⽤范围■

简介

磷脂酸(PA)是最简单的⼀类膜磷脂，其作为磷脂和⽢油脂代谢的中间体具有重要作⽤。由于PA属于中间体，因此

在⽣物膜中检出的含量很低，但它们是细胞⽣化和⽣理过程中⾄关重要的信号传导分⼦1-2。 溶⾎磷脂酸(LPA)是哺
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乳动物⽣殖系统中具有调节功能的⽣物合成前体。磷脂酰丝氨酸(PS)是细胞膜的重要成分，占总磷脂含量的

5~10%，在调节细胞凋亡、脂质合成和运输中具有重要作⽤。溶⾎磷脂酰丝氨酸(LPS)是信号传导磷脂，在炎症过

程中起重要作⽤1-2。PA和PS为酸性脂质，可能携带两个负电荷：PA的两个电荷都在磷酸基团上，PS的⼀个负电

荷在磷酸基团上，另⼀个负电荷在羧酸基团上3。

过去50年来，不锈钢⼀直是⾼效液相⾊谱(HPLC)仪器和⾊谱柱常⽤的结构材料。但是，由于发⽣⾮特异性吸附和

结合，不锈钢硬件可能对某些分析物的峰形和回收率产⽣不利影响。表现出这些效应的脂类通常包含可能与铁和

其他过渡⾦属离⼦形成螯合物的官能团，例如磷酸基团和羧酸基团。对各种⽣物组织进⾏全⾯的脂质组学分析是

⼀项艰巨的任务，因为各种脂类都⾮常复杂，它们的结构、连接的官能团、极性、解离和电离⾏为各不相同3。 磷

酸化和羧化脂质（具有磷酸或羧酸官能团的脂质，例如⽢油磷酸酯、⽢油磷酰丝氨酸、⽢油磷酸肌醇、⽢油磷酸

肌醇单磷酸酯、⽢油磷酸肌醇双磷酸酯、⽢油磷酸肌醇三磷酸酯、磷酸⼆⽢油酯、磷酸化鞘脂（包括神经酰胺-1-

磷酸酯和鞘氨醇碱1-磷酸酯））对⾦属敏感，容易吸附到⾊谱系统流路中的不锈钢表⾯上，可能导致峰形不佳、

回收率低和灵敏度下降。 

减少磷酸化脂质与⾦属表⾯相互作⽤的备选⽅法是向流动相或样品中添加螯合剂。LC-MS分析⽬前已经使⽤了柠

檬酸、⼄酰丙酮、甲基膦酸和亚甲基⼆膦酸等挥发性螯合剂。但是，使⽤螯合剂会对⾊谱选择性和MS灵敏度产⽣

不良影响。为解决这些问题，我们尝试使⽤有机/⽆机杂化屏障表⾯作为UPLC仪器和⾊谱柱的⾦属基材。结果表

明，基于亚⼄基桥联硅氧烷聚合物的杂化表⾯技术⾮常适合反相(RP)和亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)。本应⽤纪要的主要

⽬的是评估采⽤该杂化表⾯技术(HST)的ACQUITY Premier系统和ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱在磷酸化和

羧化脂质分析中的⾊谱性能，并与具有标准不锈钢表⾯的ACQUITY UPLC I-Class系统和CSH C18⾊谱柱进⾏⽐较

。

实验

样品描述

LPA (16:0/0:0)、PA (16:0/18:1)、LPS (18:1/0:0)和PS (16:0/18:1)脂质标准品、蛋鸡PA和猪脑PS提取物购⾃

Avanti Polar Lipids。⽤氯仿配制PA (16:0/18:1)、LPS (18:1/0:0)和PS (16:0/18:1)的独⽴储备液，浓度为1 

mg/mL。⽤氯仿/甲醇/⽔(80/20/2)配制浓度为0.5 mg/mL的LPA (16:0/0:0)溶液，在40 °C下稍微加热并进⾏超声

处理以促进完全溶解。⽤异丙醇/⼄腈(50/50)配制5、50、100和250 ng/mL的⼯作混合物稀释系列脂质标准品。

购回的蛋鸡PA和脑猪PS提取物为粉末状，将其溶于氯仿中，制得浓度为1 mg/mL的溶液。⽤异丙醇/⼄腈

(50/50)配制蛋鸡PA和脑猪PS提取物的⼯作溶液。 
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⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 标准ACQUITY UPLC I-Class与ACQUITY 

Premier

检测器： SYNAPT XS

样品瓶： 沃特世全回收UPLC样品瓶

⾊谱柱： ACQUITY CSH C18 (2.1 × 100 mm, 1.7 µm)

ACQUITY Premier CSH C18 (2.1 × 100 

mm, 1.7 µm)

柱温： 55 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 µL

流速： 400 µL/min

流动相A： 含0.1%甲酸的600/390/10⼄腈/⽔/1 M甲酸

铵⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸的900/90/10异丙醇/⼄腈/1 M甲

酸铵⽔溶液
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梯度

质谱条件

质谱系统： SYNAPT XS

电离模式： ESI-

采集范围： 100-1200 Da

⽑细管电压： 2.5 kV（负离⼦模式）

碰撞能量： 线性梯度（传输CE）25‒45 eV

锥孔电压： 30 V
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数据管理

⾊谱软件： MassLynx v4.2

质谱软件： MassLynx v4.2

结果与讨论

LC-MS法在分析⽣物样品中的磷酸化和酸性脂质⽅⾯发挥着⾄关重要的作⽤，对于低丰度信号传导脂类（例如

LPA、PA、LPS和PS）⽽⾔尤其如此（图1A和1B）。我们之前发表的⽅法4能够准确分析常⻅的极性和⾮极性脂

类，但磷酸酯和羧酸脂类除外，它们在该⽅法条件下会产⽣⾮常宽的拖尾峰且灵敏度较低3-6。磷脂酸（PA和

LPA）的磷酸基团以及磷脂酰丝氨酸（PS和LPS）的羧酸基团会与⾦属离⼦结合形成螯合物，在⾊谱分析过程中导

致峰拖尾和弥散。为解决这⼀问题，我们开发出有机/⽆机杂化表⾯技术应⽤于ACQUITY Premier CSH C18 (2.1 × 

100 mm, 1.7 µm)⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。分别使⽤标准⾊谱柱和不锈钢表⾯ACQUITY UPLC系统以及

ACQUITY Premier⾊谱柱和ACQUITY Premier系统分析LPA、PA、LPS和PS的连续稀释样品。图2A、2B、3A和3

B分别并排⽐较了标准CSH C18⾊谱柱和不锈钢表⾯ACQUITY UPLC系统以及ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和

ACQUITY Premier系统分析LPA (16:0/0:0)、PA (16:0/18:1)、LPS (18:1/0:0)和PS (16:0/18:1)得到的提取离⼦流

⾊谱图。ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统显著改善了这些化合物的峰拖尾和灵敏度。

从图2-A1和2-A2的LPA分析可以看出，在较低的浓度⽔平（5 ng/mL和50 ng/mL）下，ACQUITY Premier系统得

到的峰明显⼤于标准⾦属表⾯系统得到的峰，说明灵敏度显著提⾼。同样，图2-B1和2-B2 (PA)、3-A1和3-A2 

(LPS)以及3-B1和3-B2 (PS)表明，与标准⾊谱柱和系统相⽐，使⽤ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY 

Premier系统获得的灵敏度、峰形和回收率均有所改善。 
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图1.本研究所分析的脂质标准品的化学结构：(A)⽢油磷酸酯，包括16:0/0:0溶⾎磷脂酸(LPA (16:0/0:0))和

16:0/18:1磷脂酸(PA (16:0/18:1))，也分别称为单酰基⽢油磷酸酯和⼆酰基⽢油磷酸酯；(B)⽢油磷酰丝氨酸，包括

18:1/0:0溶⾎磷脂酰丝氨酸(LPS (18:1/0:0))和16:0/18:1磷脂酰丝氨酸(PS (16:0/18:1))，也分别称为单酰基⽢油磷酸

丝氨酸和⼆酰基⽢油磷酸丝氨酸。

图2A.在负离⼦模式下分析浓度为5、50、100和250 ng/mL的LPA (16:0/0:0) m/z 409.2355得到的基峰提取离⼦流

⾊谱图：(A1)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢表⾯的ACQUITY系统；(A2)使⽤ACQUITY Premier 

CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。
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图2B.在负离⼦模式下分析浓度为5、50、100和250 ng/mL的PA (16:0/18:1) m/z 673.4808得到的基峰提取离⼦流⾊

谱图：(B1)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢表⾯的ACQUITY系统；(B2)使⽤ACQUITY Premier CSH 

C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。
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图3A.在负离⼦模式下分析浓度为5、50、100和250 ng/mL的LPS (18:1/0:0) m/z 522.2832得到的基峰提取离⼦流⾊

谱图：(A1)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢表⾯的ACQUITY系统；(A2)使⽤ACQUITY Premier CSH 

C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。
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图3B.在负离⼦模式下分析浓度为5、50、100和250 ng/mL的PS (16:0/18:1) m/z 760.5129得到的基峰提取离⼦流⾊

谱图：(B1)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢表⾯的ACQUITY系统；(B2)使⽤ACQUITY Premier CSH 

C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。

利⽤本研究开发的⽅法分析蛋鸡PA和猪脑PS提取物（图4和5）。与ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和

ACQUITY Premier系统（图4B）相⽐，使⽤标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢表⾯的ACQUITY UPLC系统（图4

A）分析m/z 671.47 (16:1_18:1)和673.48 (16:0_18:1)处PA脂质获得的拖尾峰⾮常宽。图4A和4B下图为PA 

(16:0_18:1)的提取离⼦流⾊谱图，使⽤标准CSH C18⾊谱柱和不锈钢系统获得的峰宽为4.1 min（图4A下图），使

⽤ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统获得的峰宽为1.2 min（图4B下图）。同样，图5显

⽰了在相同条件下采⽤标准⾊谱系统与ACQUITY Premier系统分析猪脑PS提取物得到的分析结果，在PS 

(18:0_18:1)的提取离⼦流⾊谱图中，使⽤标准CSH C18⾊谱柱和不锈钢系统获得的峰宽为1.1 min（图5A下图

），使⽤ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统获得的峰宽为0.3 min（图5B下图）。
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图4.Avanti Polar Lipids蛋鸡PA提取物(10 µg/mL)的测定结果：(A)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢

表⾯的ACQUITY系统；(B)使⽤ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。下图为m/z 673.48处PA 

(16:0_18:1)的提取离⼦流⾊谱图，使⽤标准CSH C18⾊谱柱和不锈钢系统获得的峰宽为4.1 min，使⽤ACQUITY 

Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统获得的峰宽为1.2 min。 
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图5.Avanti Polar Lipids猪脑PS提取物(10 µg/mL)的测定结果：(A)使⽤ACQUITY标准CSH C18⾊谱柱和具有不锈钢

表⾯的ACQUITY系统；(B)使⽤ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统。下图为m/z 788.54处PS 

(18:0_18:1)的提取离⼦流⾊谱图，使⽤标准CSH C18⾊谱柱和不锈钢系统获得的峰宽为1.1 min，使⽤ACQUITY 

Premier CSH C18⾊谱柱和ACQUITY Premier系统获得的峰宽为0.3 min。 

与之前使⽤标准反相⾊谱柱的⼤多数⽅法相⽐6，ACQUITY Premier技术可同时分析包含磷酸和羧酸基团的脂质与

不发⽣显著结合和峰拖尾的其他脂类，增加脂质组学⽅法适⽤范围，改善对这些具有重要⽣物学意义的脂质的分

析范围、灵敏度和回收率。 

结论

ACQUITY Premier CSH C18⾊谱柱结合ACQUITY Premier系统是⼀种⾮常可靠的⽅法，适⽤于分析LPA、PA、

LPS和PS脂质分⼦，可显著改善磷酸化和羧化脂质的灵敏度、峰拖尾现象和回收率。本研究所开发的⽅法也可以

⽤于分析其他磷酸化和羧化脂类，例如磷脂酰肌醇磷酸酯与单磷酸酯、双磷酸酯和三磷酸酯、神经酰胺-1-磷酸酯

和鞘氨醇1-磷酸酯。 
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