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反相离子对高效液相色谱法分离不同种类的磷脂酰胆碱

王智华， 卢学清， 洪筱坤
（上海中医药大学，上海!""")!）

摘要：采用 反 相 离 子 对 高 效 液 相 色 谱（,-$.-$/-01）法 分 离 分 析 了 不 同 种 类 的 磷 脂 酰 胆 碱（-1），色 谱 柱 为

-2,3.4$2052,／/6$(1#*柱，流动相为甲醇$乙腈$水（%"7!!7*，体积比）（内含#(889:／0四甲基磷酸铵离子对试

剂，;/%），流速!80／8<=，在!"*=8波长处检测，该法成功地分离了%种-1。
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磷脂是重要的生物活性物质，对生命活动有着

重要的影响［#］。磷脂是构成生物膜（细胞膜、核膜、

线粒体膜等）结构的基本原料之一。它对膜的结构

完整、膜的离子传输和分子识别等功能的正常发挥

以及依赖于磷脂的蛋白质系统的活性起着决定性作

用，细胞膜上的磷脂又是众多信息分子前体的存储

形式，这些信息分子中，有些还是许多疾病形成过程

中的重要化学介质。因此，磷脂有“动物和植物原生

质的化学灵魂”之称。

磷脂主要为甘油的磷酸酯，也可看作磷脂酸

（;D9O;DFS<P<RFR<P，-@）的衍生物，其中磷脂酰胆碱

（;D9O;DFS<PT:RD9:<=I，-1，俗称卵磷脂）是-@的主

要衍生物之一。

从-1的基本结构可知，其分子中酰基上两个

烃基链的长短和双键数目及位置的不同，导致-1
可以有许多分子种类（89:IRE:FMO;IR<IO），而不同分

子种类的生理活性可能有很大的差别。有报道［!］

表明，某些结构的-1可成为理想的高活性低毒性、

可防治抗药性的新一代抗癌剂、抗@<PO（获得性免

疫缺陷综合症）剂和抗生素等有效药物。因此，对磷

脂类化合物的分析，除了对磷脂主组分（8F\9MR:FOO$
IO）的分离分析外，对磷脂分子种类的分离分析也是

极其重要的。国内目前尚未见关于不同种类-1的

/-01分离分析的报道，国外在*"年代就有报道，

-9OS:I［)］采用反相色谱柱，以甲醇$水（&!Z(7%Z(，体

积比）（含’"889:／0盐酸胆碱）为流动相，在柱后

用#，?$二苯基$#，)，($己三烯作荧光剂，将组分衍生

化后用荧光检测分析不同种类的-1，该法虽能分

离，但操作较为复杂。@V<P<等［’］采用反相离子对高

效液相色谱（,-$.-$/-01）法以乙腈$甲醇$水（%"7
!!7*，体积比）（含(889:／0庚基三己基磷酸铵）为

流动相，流速!80／8<=，检测波长!"*=8，共分离

出?种-1。本文在@V<P<研究的基础上对流动相

的组成进行了改进，以甲醇为主体，适当配以乙腈和

水，以及合适的添加剂四烷基磷酸铵（W@@-），采用

,-$.-$/-01法对不同种类的-1进行分离分析，考

察了多种因素对-1分离的影响。在优化的实验条

件下-1获得了良好的效果。
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! 材料和仪器

!"! 材料

对照品：!"购自美国#$%&’公司（自牛脑中提

取得到），纯度(()；!"的*种分子种类（+,+-./0+1
.2!"；/,//.10+-.2!"；3,+1.+0+1.2!"；4,+-./0+-
./!"；5,+1.+0+1.+!"；1,+-.+0+4.2!"；*,+-.+0+-
.+!"）购自美国#$%&’公司，纯度(()。

离子对试剂：四甲基磷酸铵（678!）、四乙基

磷酸铵（698!）和四丁基磷酸铵（6:8!）购自上海

第一试剂厂，分析纯。

乙腈、甲醇为;!<"级，购自美国=$>?@A公司；

水为#B’ACD$E%纯蒸馏水。

!"# 样品制备

磷脂酰胆碱的对照品分别用甲醇配制成5%／<

!+2%／<质量浓度的样品溶液。

!"$ 色谱条件

色 谱 仪：!9FGHI09<79F 322；色 谱 柱：

!9FGHI09<79F／;#05"+-（+52 &&J4,1 &&
$,K,，5"&）；流动相：甲醇0乙腈0水（*2.//.-，体积

比）（内 含+5&&LD／<678!，B;*）；流 速：/,2
&<／&$E；检测器：M8M检测器，检测波长/2-E&，

检测器谱带宽5E&。

# 方法与结果

#"! 流动相中加入%&&’试剂对分离的影响

流动相中无离子对试剂时，不同种类!"的F!0
;!<"色谱图见图+0’，其中色谱峰形不规则，分析

时间长；当流动相中加入678!后，色谱峰形得到

了明显的改善（见图+0N），分析时间适中。

图! 不同流动相条件下磷脂酰胆碱（’(）的)’*(分离色谱图

+,-"! )’*(./01213,4546074.0713,89:;74:,5/.,58,66/2/53<4=,:/071./.
’,&@O?’ELD0’P@OLE$OA$D@0Q’O@A（*2.//.-，RLDS&@A’O$L）；N,&@O?’ELD0’P@OLE$OA$D@0Q’O@A（*2.//.-，RLDS&@A’O$L）PLEO’$E$E%+5&&LD／<O@0

OA’&@O?TD’&&LE$S&B?L>B?’O@（678!）U
"LDS&E：!9FGHI09<79F／;#05"+-，+52&&J4,1&&$,K,；VDLQA’O@：/,2&<／&$E；K@O@PO$LE’O/-2E&U
!@’C$K@EO$V$P’O$LE>：+,+-./0+1.2!"；/,//.10+-.2!"；3,+1.+0+1.2!"；4,+-./0+-./!"；5,+1.+0+1.+!"；1,+-.+0+4.2!"；*,+-.+0

+-.+!"U

#"# 流动相中%&&’烷基的大小对不同种类’(
容量因子（!"）的影响

表+列出流动相中688!种类对不同种类!"
!"值的影响，表明不同种类!"的!"值随688!烷

基增大而增大。为获得适宜的分析时间，在流动相

中添加678!效果最好。

#"$ 离子对浓度对’(分离的影响

本研究重点考察了678!的浓度对不同种类

!"!"的影响。当678!的浓度由2!+5&&LD／<
时，!"逐渐减小；而当其再变化到/2&&LD／<时，!"
值变化很小（见表/）；678!浓度接近+5&&LD／<
时，分析时间最为恰当。

表! 不同四烷基磷酸铵（%&&’）对不同种类’(的容量因子（!"）的影响!）

%1=:/! >66/;3468,66/2/533/3211:?9:1<<45,@<074.0713/.（%&&’）4537/;101;,3961;342.（!"）468,66/2/53074.0713,89:;74:,5/.（’(）!）

HLE0B’$A
A@’%@EO/）

!"LVK$VV@A@EO!"3）

+ / 3 4 5 1 *
678! +,3*1 /,12- 5,11* (,/4* /-,//2 43,5*5 *3,5//
698! /,2(+ 3,+/( 1,/5- ++,/+2 3/,2+1 52,(23 -(,*53
6:8! /,/43 3,/(2 1,4-( ++,44+ 35,+(4 5*,-/- +2+,2*5
+）7LN$D@B?’>@：&@O?’ELD0’P@OLE$OA$D@0Q’O@A（*2.//.-，RLDS&@A’O$L）PLEO’$E$E%+5&&LD／<LVO@OA’’DCTD’&&LE$S&B?L>B?’O@U
WO?@APLEK$O$LE>’A@O?@>’&@’>$E=$%,+U/）678!，O@OA’&@O?TD’&&LE$S&B?L>B?’O@；698!，O@OA’@O?TD’&&LE$S&B?L>B?’O@；

6:8!，O@OA’NSOTD’&&LE$S&B?L>B?’O@U3）=LAPL&BLE@EOPLK@>，>@@=$%,+U
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表! 四甲基磷酸铵的浓度对不同种类"#容量因子（!"）的影响 $）

%&’()! *++),-.+%/0",.1,)1-2&-3.1.1-4),&5&,3-6+&,-.27（!8）.+93++)2)1-"#$）

!（!"#$）

（%%&’／(）
"#&)*+)),-,./$01）

2 1 3 4 5 6 7
8 19:8: 59652 69;76 269245 5:95;2 22293;7 23491:8
2915 29:2: 39271 69:86 229;4: 369784 6194;: 2859227
1958 29:83 39875 69667 229435 359368 68983; 2829457
5 29;;1 3983; 69575 289;55 339784 5393;1 :29281
28 29382 19:15 69517 289386 319256 58975; ;595;6
25 29376 1968; 59667 :9147 1;9118 439575 739511
18 295;6 19543 692;3 :9271 1;9473 449753 73916:
2）"&<+’,=>?@,：%,/>?.&’A?B,/&.+/-+’,AC?/,-（78D11D;，E&’F%,-?/+&）B&./?+.+.G!"#$C+/>*+)),-,./B&.B,./-?/+&.@HI/>,-B&.*+A

/+&.@?-,/>,@?%,?@+.J+G92H1）J&-B&%=&.,./B&*,@，@,,J+G92H

!:; 流动相组成对分离的影响

流动相组成对不同种类$0保留值的影响，当

增加流动相中水的比例时，"#值增大；当水的比例恒

定时，"#值对乙腈、甲醇之间相对组成的依赖不大

（见表3）。考虑到离子对试剂在流动相中的溶解度

以及价格因素，本研究中选用以甲醇为主的流动相。

表< 流动相组成对不同种类"#容量因子（!"）的影响$）

%&’()< *++),-.+=.’3()54&7),.=5.73-3.17.1-4),&5&,3-6+&,-.2（!8）>&(?)7.+93++)2)1-"#$）

$（%,/>?.&’）D$（?B,/&.+/-+’,）D$（C?/,-）
"#&)*+)),-,./$01）

2 1 3 4 5 6 7
65D11D23 2H46; 1H:15 6H875 28H585 32H;3: 51H585 ;7H:15
78D11D; 2H376 1H68; 5H667 :H147 1;H118 43H575 73H511
61D38D; 2H728 1H6:4 6H3:; :H55: 1:H652 46H:8: ;8H327

2）"&<+’,=>?@,：%,/>?.&’A?B,/&.+/-+’,AC?/,-?/*+)),-,./-?/+&@，?.*B&./?+.+.G25%%&’／(!"#$HI/>,-B&.*+/+&.@?-,/>,@?%,?@+.
J+G92H1）J&-B&%=&.,./B&*,@，@,,J+G92H

!:@ 流动相5A值对分离的影响

本实验考察了三种不同=K的流动相对不同种

类$0的"#的影响。结果（见表4）表明，在考察范

围内，随流动相=K值的改变，"#值没有明显的变

化，考虑到分析时间和峰形的对称性，采用流动相的

=K值为7。

表; 流动相的5A对不同种类"#容量因子（!"）的影响$）

%&’(); *++),-.+=.’3()54&7)5A.1-4),&5&,3-6+&,-.27（!8）.+93++)2)1-"#$）

=K
"L&)*+)),-,./$01）

2 1 3 4 5 6 7
7H88 2H376 1H68; 6H15; :H147 1;H118 43H575 73H511
5H88 2H718 1H54; 5H614 ;H:38 17H163 44H:73 75H8;2
1H58 1H324 1H662 5H747 :H16: 1:H822 4;H53; 7;H1;8
2）"&<+’,=>?@,：%,/>?.&’A?B,/&.+/-+’,AC?/,-（78D11D;，E&’F%,-?/+&）B&./?+.+.G25%%&’／(!"#$?/*+)),-,./=KHI/>,-B&.*+/+&.@

?-,/>,@?%,?@+.J+G92H1）J&-B&%=&.,./B&*,@，@,,J+G92H

表@ 精密度试验（%M5）

%&’()@ "2),373.1.+-4)=)-4.9（%M5）

$0
N,/,./+&./+%,
&OPQ
（%+.）

NPQ
（R）

$,?S?-,?
&OPQ

（T286）

NPQ
（R）

2 2H4;8O8H828 8H6; 15H61:O8H;18 3H18
1 1H158O8H82; 8H;8 18H14;O8H384 2H58
3 4H517O8H837 8H;1 ;H471O8H262 2H:8
4 6H3:1O8H854 8H;4 28H372O8H15: 1H58
5 27H::5O8H273 8H:6 37H462O2H127 3H15
6 17H131O8H573 1H28 ;;H1;3O4H316 4H:8
7 45H63;O8H7:: 2H75 62H616O4H437 7H18
K$(0B&.*+/+&.@?-,/>,@?%,?@+.J+G92A<HJ&-B&%=&.,./

B&*,@，@,,J+G92H

!:B 精密度试验

取不同分子种类$0的混合对照品溶液，以优

化后的流动相组成进行分离分析，每68%+.进样一

次，进样量28!(，共测5次，计算各峰的面积和保

留时间的相对标准偏差。结果见表5。

!:C 对照品"#的分子种类分离分析

实验对P+G%?公司提供的对照品$0在优化后

的实验条件下进行分析。色谱图见图1。经与不同

种类$0对照品的混合标准液的色谱图对照，其中5
个峰为已知峰，其余5个为未知峰。表明P+G%?公

司提供的$0也不是单一组分，而是由不同种类$0
组成的混合物。这可作为本文作者在用正相K$(0
和反相K$(0分析磷脂主组分时，出现$0标准品

的谱峰有一定的拖尾、甚至出现1"3个以上峰这一

现象的佐证［5，6］。
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图! "#对照品的分离色谱图

$%&’! #()*+,-*&),+*./(*0/(,-%1234(*3%560-,51,)1
!"#$%&’(")*+,+")-.)*/0.1+*0),+2+(.,+")-，-00!+345678

9:0-,.)*.#*;.-/<#(:.-0*2#"=>+3=.8

7 讨论

本研究改进了?%6@%6$%&’分离分析不同种类

磷脂酰胆碱的方法，省去了将%’用强的紫外发色

团衍生化的步骤，操作较为简单。

同文献［A］相比，本文采用了不同组成与比例的

流动相及合适的添加剂，能分离出更多不同种类的

%’，且色谱峰形尖锐，分离度好，因此，该法优于文

献报道方法。

在分离磷脂类化合物（主组分）时，最可能遇到

的问题是峰的纯度问题，也就是说在一个色谱峰中

可能会含有两个甚至两个以上的不同组分，而且，有

些组分在给定的色谱条件下无法洗脱。因此，优化

色谱条件如采用梯度洗脱，使那些未分离的组分获

得分离以及使保留在柱上很难洗脱的组分洗脱下

来，这是十分必要的。
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北京明尼克分析仪器设备中心

北京明尼克分析仪器设备中心是从事实验室色谱仪器及配件、化学标准品销售的专业

公司。

本中心主要供应销售的产品有气相色谱仪、液相色谱仪、原子吸收分光光度计、紫外分光光

度计、数据处理机及工作站、仪器配件及消耗品。另有气源、稳压电源、国产和进口水质仪表、环

保仪器、可燃气体报警器、红外线分析器、氢分析器、氧分析器、微量氧分析仪、溶解氧测量仪、露

点仪、试剂标样、气相色谱毛细管柱、填充柱、液相色谱柱、梅特勒电子天平、水分仪、注射器、阀

件、纯气、标准气、炼厂用高温炉传感器、石油产品烃类测定仪、进口硅胶（5TT!LTT目）和!@W
荧光指示剂（适合于DN／9555ML6KJ）。可提供汽油中的苯含量测定、汽油中的氧化物含量测定

专用色谱仪及有关配置的咨询，同时提供对不同型号气相色谱仪器进行技术改造的服务。常年

提供汽油分析用标样及软件。欢迎惠顾垂询。

一次合作 终生朋友

本公司常年招聘业务员

地址：北京市海淀区学院路LT号J55信箱（北京石油化工科学研究院内）

新址：北京市海淀区学清路5S号学知轩555U室

电话：（T5T）SLM5KKTJ SLMA5LUA 邮编：5TTTKM
手机：5MST5TTTLLK 5MJT55TJTKS 传真：（T5T）SLM5KKTJ
P6=.+V：:.+V+)3"/<7V+(M87,.8)0,8()

·LRL· 色 谱 第LT卷


