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摘 要：以硅胶基质为固定相，建立了固相萃取一气相色谱(SPE—GC)分离检测血清总磷 

脂中脂肪酸含量的方法。优化 了 SPE的洗脱方式及甲醇洗脱量，探讨 了衍 生化 步骤的 

优化条件。该法对磷脂中各脂肪酸组分测定的线性相关系数约为 0．999，回收率在 

8O 左右；日内误差小于 4．8 ，日间误差小于8．9 。用固相苹取柱分离磷脂简单、 

快速、有效，用气相色谱检测磷脂中脂肪酸组分方法稳定、可靠。 
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1 前言 

血清磷脂能反映人中期饮食脂肪的摄入，在流行病学中是脂肪吸收的一种生物指标。研究磷脂组分， 

检测血清中脂类含量的变化，可以阐明细胞的生理过程和病理现象，有助于脂类代谢疾患的诊断和治疗。 

磷脂中脂肪酸组分的测定方法一般是先进行样品中总脂的提取和磷脂分离，再皂化释放磷脂上结合的脂 

肪酸，并经脂肪酸衍生化后进行气相色谱测定。分离磷脂的常规方法是用 Folch法r 提取总脂，进一步用 

薄层色谱分离磷脂 ]。该法由于操作复杂，样品易丢失，重复性差并且受薄层板面积的限制，不能同时 

用于处理较多数量的样品。用氨丙基硅胶柱固相萃取法可实现组织中的脂类化合物的分离检测 8-1oj。 

这些方法使用多种溶剂分段洗脱出中性脂、游离脂肪酸和极性脂，步骤烦琐。 

本文采用硅胶固相萃取柱萃取，只使用氯仿和甲醇两种溶剂，便能方便简单的洗去中性脂、游离脂肪 

酸而获得磷脂。同时，通过改进关键实验步骤，不需皂化步骤，不仅速度快，而且可以在短时间内连续处理 

较多数量的样品。方法操作简单，重复性好，结果的可靠性得到提高。 

2 实验部分 

2．1 仪器和试剂 

HP4890型气相色谱仪，配备火焰离子化检测器(FID)、HP3398A色谱工作站(美国，Agilent公司)； 

HP1100 series型高效液相色谱仪(美国，Agilent公司)。固相萃取柱：硅胶填充，3 mL／500mg(江苏汉邦 

科技有限公司)。 

各种脂肪酸标准品、磷脂标准品(美国，Sigma公司)；氯仿、甲醇、正己烷(色谱纯)(德国，Merck公 

司)；三氟化硼一乙醚溶液(美国，Fluka公司)。 

2．2 实验方法 

2．2．1 样品前处理 取0．5 mL血清或血浆，加入2 mI 甲醇，充分混匀，再加入 4 mI 氯仿，振荡，然后以 
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3 000 r／min离心 l0 min，吸取下层萃取液，4O~C氮气吹干；残渣用 2 n1I 氯仿溶解后，过柱分离磷脂。 

固相萃取小柱先用 2 ml 甲醇洗涤，4 mL氯仿活化。样品过柱后，小柱用 4 mL氯仿洗涤；2 mL甲醇 

浸泡30 min后过柱，收集洗脱液，再加 2 mL甲醇重复这一步骤，合并两次步骤所得洗脱液，40~C下氮气吹 

干。残渣中加入2O．uL内标正十七酸(1 mg／mI )，1 n1L三氟化硼一乙醚：甲醇溶液(】：3，V／V)于75~C水浴 

反应 30 min，取出冷却至室温后，再加入0．5 mI 水和 1．5 mI 正已烷，振荡，再以3 000 r／min离 65 rain， 

取上清液，氮气吹干，5O L氯仿溶解，进样 2 L。 

2．2．2 气相色谱条件 HP—FFAP石英毛细管色谱柱(30 m×0．32 mm I．D．，0．25 p-m)(美国，Agilent 

公司)；载气：高纯氮气(99．999 9，5)；进样器温度：25o~C；检测器温度：3oo~C；进样量：2 L；载气柱头压：1O 

psi；程序升温：起始 llO~C，8℃ ／rain升温至 180~(2，保持 10 rain，6℃ ／rain升温至 23o~C，保持8 min，lo~C 

／rain升温至 250℃，保持3 min。 

3 结果与讨论 

3．1 固相萃取条件的优化 

3．1．1 洗脱方法及洗脱量 磷脂的甲醇洗脱一般采用重力法。分别取 1．5 mg／mL的磷脂酰胆碱(PC) 

标准品 100．uL，流经活化过的SPE柱，氯仿洗涤后，用不同量的甲醇洗脱，分别用 4、8、10、12、16、2O mL 

甲醇洗脱并收集洗脱液，浓缩后进入高效液相色谱系统，参照文献[11]的方法测定各磷脂的含量，其含量 

与不经 SPE柱直接进入 HPLC的同量磷脂比较，计算洗脱回收率。 

图1为甲醇用量对磷脂洗脱回收率的影响。用超过 l2 mL的甲醇 

洗脱，回收率可达 95 以上。如果在用甲醇洗脱时，将 SPE柱下端 

封El，用甲醇浸泡 SPE柱 30 min，依次收集经 2、4、6、8 mI 甲醇浸 

泡后的洗脱液，6 mL甲醇洗脱回收率即达 95 以上，因此，用甲醇 

适当地浸泡 SPE柱，能提高萃取效率。 

以磷脂酰乙醇胺(PE)、磷脂酰甘油(PG)、磷脂酰肌醇(PI)、磷 

脂酰丝氨酸(PS)、鞘磷脂(sM)和血样分别代替 PC进行试验，也均 

得出相同的结论。各磷脂经过浸泡洗脱方式的回收率和重现性见 

表 1。可见，该方式不仅回收率高，重现性好，而且节约溶剂，也节省 

了进一步处理时吹干溶剂的时间，具有更好的应用价值。 

0 2 4 6 8 l0 l2 l4 l6 18 2O 

The elution volumes ofmethanol／mL 

Fig．1 Effect of methanol on elution 

model and elution volumes 

Table 1 The recoveries and RSDs of phosphollpids by solid-phase extraction 

3．1．2 磷脂的SPE分离效果 取血样按照实验方法进行处理。过SPE柱后分别收集氯仿溶液和甲醇洗 

脱液，薄层色谱分离在文献[5]的基础上有所改进，薄层板为 Merck硅胶 G板，展开剂 l：正乙烷 ：乙醚 

(4：1， ／ )；展开剂 2：氯仿：甲醇：水：冰乙酸(48：27：5：1， ／ ／ ／ )，碘熏法显色。结果显示，过柱后的 

氯仿溶液中只含有胆固醇、中性酯、游离脂肪酸和其它脂类物质，而甲醇洗脱液中仅含有磷脂。 

3．1．3 SPE柱的重复使用 同一份血清样品分成 4份，分别过同一 SPE小柱。收集每份甲醇洗脱液后， 

小柱充分用氯仿、甲醇洗涤。甲醇洗脱液分别衍生化后进行脂肪酸测定。4份结果的 RSD为 3．66 ，具 

有很好的重现性。因此，每根 SPE柱至少可重复使用 4次。 

3．2 衍生化步骤 

为了使衍生化步骤得以进行，通常需用皂化反应释放出磷脂中结合的脂肪酸。皂化反应中常用的碱 
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有氢氧化钾、氢氧化钠或甲醇钠_】 ”“]。由于衍生化步骤需在酸性和非水条件下进行，磷脂巾加入碱后需 

再用酸中和，并用有机溶剂提取皂化产物。这些步骤导致同收率降低。本文分别取 l5o g PC标准品，用 

五种方式进行实验，优化衍生化过程，避免了皂化步骤。这五种方式分别是：A)加入 l rnI 三氟化硼 乙醚 

：甲醇溶液(1：3，V／V)，置水浴 30 m[n；B)加入 0．5 mol／I 氢氧化钾一甲醇溶液 l m【J，置 75℃水浴反应 30 

min，然后再按照 A进行；C)加入 0．5 mol／L氢氧化钾一甲醇溶液 l mI ，75℃水浴反应 l h后加入 2 mol／I 

盐酸 0．3 mL中和，用正己烷 异丙醇(4：l， ／ )溶液提取脂肪酸，吹干，按照 A进行；I))加入0．5 mol／[ 

甲醇钠一甲醇溶液l mI ，75℃水浴反应 30 min，按照A进行；E)加入2．5 mol／L氢氧化钠O．1 mL，75℃水 

浴反应 30 min，用 2 mol／L盐酸调 pH至酸性，用正己烷一异丙醇(4：l，v／v)溶液提取脂肪酸，按照 A进 

行。衍生化后，分别用正己烷萃取脂肪酸甲酯，测定脂肪酸总量，如图 2所示。 

三氟化硼是很强的催化剂，磷脂在该催化剂的作用下能与 

甲醇反应释放出脂肪酸甲酯，而无需皂化步骤，因此，选用三氟 

化硼为衍生剂。从图 2可知，A法测定的脂肪酸总量明显高于 

C、D、E三种方法，略高于方法 B。可见，A法具有较高的回收 

率，并省去了皂化步骤，操作简单。 

3．3 方法学验证 

血样磷脂中以磷脂酰胆碱(卵磷脂，PC)含量最高，故选择考 

察 PC中的脂肪酸含量以进行方法的验证。 

3．3．1 标准曲线与线性范围 分别配制浓度为 3、15、3O、75、 

150、300、600,ug／mL的PC标准品溶液，按照实验方法以正十六 

至 8．00E+O5 

言6．00E+05 

号4．00E+05 

2．00E+05 

0 

碳酸甲酯(C16：O)、十六碳一烯酸甲酯(C16：1n7)、正十八碳酸甲酯(C18：0)、十八碳一烯酸甲酯(C18： 

ln9)、十八碳二烯酸甲酯(C18：2n6)、二十碳四烯酸甲酯(C20：4n6)和二十二碳六烯酸甲酯(C22：6n3)峰 

面积与内标峰面积比对浓度作标准曲线，其相关系数列于表 2。可见，在上述浓度范围内各脂肪酸与内标 

峰面积比与浓度具有很好的线性关系。 

3．3．2 精密度 取混合血样，按实验方法在同一天，以及以后两天取样进行处理，测定其中的磷脂脂肪酸 

含量，结果列于表 2。日内变异系数小于 4．8 ，日间变异系数小于 8．9 9，6。可见，建立的方法具有可接受 

的精密度。 

3．3．3 血样回收率 取500 L血清加入 2O L PC(1．5 mg／mL)，按实验方法进行处理，测定原有磷脂 

中脂肪酸的含量以及加入标准品后的脂肪酸含量，计算回收率，三次平均结果见表 2。正十六碳酸甲酯和 

十八碳二烯酸甲酯的回收率略低，为 62 9，6和 73 ，其它脂肪酸的回收率均大于 8O 9，6。 

3．4 血清样 品分析 

图3分别为标准脂肪酸甲酯色谱图和某一短肠综合症病人的血清磷脂脂肪酸经固相萃取一衍生化处 

理后的色谱图。从图3中可知，各种脂肪酸甲酯用本文提出的固相萃取 衍生化方法处理后能实现基线分 

离。实验结果表明，该法完全适用于临床要求。 
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Analysis of Fatty Acid of Phospholipids in Serum by 

Solid Phase Extraction。-Gas Chromatography 

TAN Li ，JU Huang-xian ，LI Jie-shou。，ZHOU Min。，LI Xiao-shuang。，LIU Xiao-quan。 

(1．Key Laboratory of Analytical Chemistry for Life Science(Education Ministry of China)， 

Nanjing University，Nanjing 210093； 

2．Research Institute of General Surgery，Na ing General Hospital of Nanjing Command，Nanjing 210002； 

3．Center of Drug Metabolism and Pharmacokinetics，China Pharmaceutical University，№  ing 210009) 

Abstract：A analytical method for fatty acids profile of phospholipids in serum samples was developed by 

solid extraction column of silica gel—gas chromatography (SPE—GC)
． The model of elution and the 

amount of methanol used for solid phase extraction were optimized．A derivatization method without 

saponification step of the sample was proposed．The linearity of the measurement was good with the 

coefficients of more than 0．999．The recoveries of fatty acids were about 80％．Within—day and between— 

day RSD were less than 4．8 and 8．9 9，6，respectively．The method for separation of phospholipids was 

simple，rapid and effective compared with thin—layer chromatography．Gas chromatographic detection was 

a stable and efficient method for the determination of fatty acids of phospholipids in serum samp1es
．  

Keywords：Phospholipids；Fatty acids；Solid phase extraction；Gas chromatography 
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