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Abstract: A method for phospholipids analysis in Platymonas subcordiformis was established by ultra 

performance liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry(UPLC-Q-TOF-MS). The total 

lipids in Platymonas subcordiformis was extracted by Bligh-Dyer, which dried under nitrogen gas, and dissolved in 

0.20 mL methanol/chloroform (1:1) for UPLC-Q-TOF-MS analysis after centrifugation. The mass spectrometry 

was performed in reflective time-of-flight using electron spraying ionization in both positive and negative mode. 

Qualitative analysis of phospholipids was based on the characterized product ions and neutral loss yielded by 

different phospholipids under ESI-MS/MS mode, and confirmed the molecular species by the carboxylate anions 

produced by phospholipids in negative mode. At last, 3PC, 2PE, 3PS and 2PG are detected in Platymonas 

subcordiformis. Then lipid standards PC, PE, PS and PG are added into totallipids as internal standards for 

semi-quantitative analysis, the concentration of phospholipids in Platymonas subcordiformis is 73.3-1309.0 µg·g－1. 
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生物合成运输和膜脂分类是目前分子膜生物学研究的焦点，脂类组分被认为是信号传导和内膜

运输的重要因子[1]。磷脂是构成生物膜的重要物质，是生物膜结构的基本组成成分。对于膜磷脂，

通常可以通过液液萃取和层析分成不同的种类，衍生后再用薄层层析（TLC）、高效液相色谱（HPLC）
或质谱（MS）方法进行分析[2-3]，这些传统的方法耗时多并缺少分析亚细胞膜所需的灵敏度。ESI-MS
已经被成功地用于测定各种不同细胞类型的脂类[4-5]，但对复杂的脂类缺少足够的分离度和分辨率。 
超高效液相色谱-电喷雾-四极杆飞行时间串联质谱仪（UPLC-ESI-Q-TOF-MS），大大提高了仪

器的分辨率、灵敏度和质量范围，解决了复杂化合物难以分离的问题，并且由于高分辨率和高灵敏

度，可以帮助在复杂基质条件下实现对复杂脂类的分离和定性，彻底解决困扰生物脂类研究中的分

离定性问题。本工作利用 UPLC-Q-TOF-MS分析系统，以一种海洋绿藻亚心形扁藻作为研究对象，
建立了生物体中磷脂的测定方法，对生物体内磷脂的合成、积累和代谢过程的研究提供了有效的分

析手段。 
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1  材料和方法 
1.1  材料 
海洋绿藻亚心形扁藻(Platymonas subcordiformis)：宁波大学海洋生物实验室藻种室提供；磷脂

标准品磷脂酰胆碱 14:0-18:1-PC，磷脂酰肌醇 18:0-20:4-PI，磷脂酸 di18:1-PA：纯度＞98%，美国
SIGMA-ALDRICH 公司产品；磷脂酰乙醇胺 di12:0-PE，磷脂酰丝氨酸 di14:0-PS，磷脂酰甘油
di14:0-PG：美国 Avanti Polar Lipids公司产品。 
1.2  方法 
1.2.1  色谱条件  色谱柱：ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（1.7 µm, 2.1×50 mm）；自动进样2 µL，
柱温 40 ℃，流动相 A：水/异丙醇溶液（95：5）；流动相 B：乙腈/异丙醇溶液（95：5），流速 0.4 mL·min
－1，洗脱梯度为：起始梯度 70％A 30% B，10 min内 B升到 92％，保持 9 min，2 min内 B升到 100
％，保持 4 min，5 min内 B降到 30％。正离子模式下，流动相中加入 0.1%甲酸；负离子模式下，
流动相中加入 0.1%氨水。 
1.2.2  质谱条件  电喷雾电离（ESI）源；负离子电离模式，毛细管电离电压 2.5 kV，取样锥孔电压
45 V，离子源温度 100 ℃，脱溶剂温度 250 ℃，脱溶剂氮气流速 400 L·h－1，锥孔反吹氮气 0。四极
杆质量扫描范围 m/z 100～1 000，碰撞室能量 5 V，TOF离子飞行方式采用 V模式；正离子电离模
式，毛细管电离电压 3.5 kV，取样锥孔电压 35 V，其他条件同负离子电离模式。 
1.2.3  样品预处理  称取 150.0 mg亚心形扁藻干品，参考改进后用 Bligh-Dyer法[6]提取总脂，用来

提取总脂的所有溶剂都加入 50 mg·L－1BHT。总脂收集后用 1:1甲醇/氯仿溶解，离心过滤后用 1:1甲
醇/氯仿定容到 200 µL，取 20 µL溶于 0.5 mL甲醇中进行液质分析。 

 
2  结果与讨论 
2.1  标准磷脂的 UPLC-Q-TOF-MS分析 
用标准磷脂确定样品中磷脂的UPLC-MS分析方法。混合标样中含有 14:0-18:1-PC，18:0-20:4-PI，

di18:1-PA：di12:0-PE，di14:0-PS和 di14:0-PG各 10 ppm，采用 1.2中分离条件，在正离子和负离子
模式下分别对混合标样进行测定，在正离子和负离子模式下各磷脂标准品都可以获得良好的分离。 
根据对标准磷脂的质谱分析，不同类型磷脂的MS/MS谱图中都有特有的离子碎片或中性丢失，

跟 Pulfer M等[7-8]的结果类似。根据这个规律，就可以在复杂脂类中确定每一种脂的大体种类。再在

负离子模式下对磷脂的分子离子峰进行MS/MS分析，会产生 sn-1和 sn-2羧基阴离子，并且随着碰
撞能量的增加，sn-1对 sn-2羧基阴离子丰度比值会增加。根据此规律，就可以对每一个磷脂的 sn-1
和 sn-2基团进行定性。根据以上质谱学规律，最终可将每一种磷脂定性出来。 
2.2  样品的 UPLC-Q-TOF-MS分析 
加入内标的样品分别在正离子和负离子模式下进行分析，根据标准磷脂的质谱定性分析方法，

共检出 3种 PC、2种 PE、3种 PS和 2种 PG，而 PI和 PA未检出。Shui等[9]报道在生物体内不同脂 
类的离子响应值是线性相关的，可加入内标对各种生物活性磷脂进行半定量分析，ULF 等[10]基于

LC-MS 法对复杂脂类混合物进行分析时也采用了类似的半定量分析。所以在样品中加入内标
14:0-18:1-PC，di12:0-PE，di14:0-PS和 di14:0-PG各 20 ppm，对样品中测得的 PC，PE，PS和 PG分 
别进行了半定量分析，测得该藻中各磷脂的含量在 73.3～1 309.0 µg·g－1之间。 
2.3  TOF高分辨性能在磷脂定性中的应用 
高分辨质谱在鉴定 m/z 接近而元素组成不一致的基团有着其他质谱无可比美的效果。例如在本

实验中，对 PG进行MS/MS后产生 m/z 227.189 4和m/z 227.020 2两个峰，前者为 PG的羧基阴离子
C14H27O2

－
，后者为 PG的特征离子碎片 C6H12O7P

－
，此时如果用分辨率较低的质谱仪器(±0.5 u)测量，

两者将会重叠，所以无法正确鉴定出 sn 位的 R 基团种类和作为 PG 的特征离子碎片，而采用较高
分辨质谱 (±0.05 u)就可以完全消除两物质间的干扰。 
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3  结论 
大鼠口服 AB-8-2 后，尿样中的代谢产物以槲皮素双葡萄糖醛酸结合物存在的代谢产物为主要

形式，且存在多组共同流出组分。本研究通过其质谱裂解的特征性和合理性，对尿样中的共流出物

提出了合理的解析。 
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