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基于UHPLC/Q-TOF-MS技术的人血浆磷脂类成分快速分析及质谱

裂解规律初探

钟询龙 1, 王若伦 1, 陈莉诗 2, 钟艳梅 2*

(1. 广州医科大学附属第二医院药学部, 广东 广州 510260; 2. 广东药科大学新药研发中心, 广东 广州 510006)

摘要: 采用超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱联用技术 (UHPLC/Q-TOF-MS) 对人血浆磷脂类成分进行快

速分析并推测其质谱裂解规律。本文采用 Acquity UHPLCTM BEH C18 色谱柱 (50 mm × 2.1 mm, 1.7 μm), 以含

10 mmol·L-1甲酸铵和0.1%甲酸的水溶液 (A) 与含10 mmol·L-1甲酸铵和0.1%甲酸的乙腈-异丙醇 (体积比为1∶1) 有

机溶液 (B) 作为流动相进行梯度洗脱, 流速 0.3 mL·min-1, 柱温 50 ℃, ESI源正、负离子模式下采集质谱数据。根据

Masslynx 4.1软件计算的精确相对分子质量和元素组成, 并通过与对照品、二级质谱碎片离子以及脂质数据库的比

对, 共鉴定出 82个血浆脂质成分, 其中包括 14个溶血磷脂酰胆碱 (LysoPCs)、39个磷脂酰胆碱 (PCs)、17个鞘磷脂

(SMs)、7个神经酰胺 (Cers)、4个磷脂酰乙醇胺 (PEs)、1个磷脂酰肌醇 (PI)。本实验建立了一种简便高效、快捷、稳定

的分析方法, 可对人血浆磷脂类成分进行较为全面地定性分析, 同时总结了主要磷脂类成分的质谱裂解规律, 为进

一步以血浆磷脂作为研究对象的代谢组学研究奠定基础。本实验获得广州医科大学附属第二医院临床研究与应用

伦理委员会的审查和批准 (批准号: 2020-hs-07)。
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Abstract: Ultra-high performance liquid chromatography-tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometry

(UHPLC/Q-TOF-MS) was applied to rapidly identify the phospholipids in human plasma and explore the mass

spectrometric fragmentation pattern. An acquity UHPLCTM BEH C18 column (50 mm × 2.1 mm, 1.7 μm) was

utilized and eluted with a gradient system; the mobile phase consisted of 10 mmol·L-1 ammonium formate aqueous

solution-0.1% formic acid aqueous solution (A) and acetonitrile-isopropanol (1∶1) organic solution (B) containing

10 mmol·L-1 ammonium formate-0.1% formic acid. The flow rate was 0.3 mL·min-1 and the column temperature

was set at 50 ℃. An electrospray ionization (ESI) source was used to collect mass spectra in positive and negative

ion mode. Based on the precise relative molecular weight and elemental composition calculated by Masslynx 4.1

software, comparison with references, and secondary mass spectrometry fragment ions and lipid databases, a total

of 82 plasma lipids were identified, including 14 lysophosphatidylcholines (LysoPCs), 39 phosphatidylcholines

(PCs), 17 sphingomyelins (SMs), 7 ceramides (Cers), 4 phosphatidylethanolamines (PEs), and 1 phosphatidylinositol
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(PI). A simple, efficient, fast and stable analytical method was established in this study for the qualitative analysis

of phospholipids in human plasma, and the fragmentation regularity of the main phospholipids was determined.

This work provides a good foundation for further metabolomics studies of plasma phospholipids. This study was

approved by the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University Clinical Research and Application

Institutional Review Board Approval (No. 2020-hs-07).

Key words: plasma phospholipid; UHPLC/Q-TOF-MS; phosphatidylcholine; sphingomyelin; ceramide; frag‐

mentation regularity

磷脂是一种具有重要生物学作用的脂类, 作为细

胞膜和细胞器膜的重要组成部分, 磷脂参与了细胞生

长、增殖、分化、凋亡, 能量转换、物质运输、炎症反应、

激素调节与分泌以及细胞信号转导等多种重要的生理

过程[1,2]。脂质对维持细胞结构和器官功能具有系统

性影响, 脂质稳态和脂质代谢在健康或疾病中发挥着

至关重要的作用。最新研究表明, 磷脂代谢异常与糖

尿病、肥胖、心血管疾病、代谢综合征、肿瘤、阿尔茨海

默症等多种疾病发生发展密切相关[3-8]。

磷脂主要包括甘油磷脂 (glycerophospholipid, GP)

和鞘磷脂 (sphingomyelin, SM), 甘油磷脂的结构主要

由极性头部基团、甘油骨架结构和一条或两条侧链脂

肪酸酯基团组成[9], 根据头部基团中与磷酸相连的取

代基不同, 甘油磷脂可分为磷脂酰胆碱 (phosphatidyl‐

choline, PC)、磷 脂 酰 乙 醇 胺 (phosphatidylethanol‐

amine, PE)、磷脂酰肌醇 (phosphatidylinositol, PI)、磷脂

酰丝氨酸 (phosphatidylserine, PS) 等。鞘磷脂主要由

神经酰胺 (ceramide, Cer) 和磷酸胆碱组成, SM和 Cer

的核心结构为鞘氨醇或二氢鞘氨醇, 其侧链脂肪酸通

过酰胺键与氨基结合[10]。由于头部基团取代基与侧链

脂肪酸不饱和双键数目的不同, 增加了病理性磷脂生

物标志物的鉴定和筛选难度。

近年来, 随着电喷雾离子化技术的不断成熟, 尤其

与四级杆-飞行时间质谱联用, 实现了同时对生物样品

中近百种脂质成分的定性定量分析[11], 具有高灵敏度、

高分辨率、高质量准确度等特性, 为脂质高通量研究奠

定基础, 同时将脂质组学研究拓展到对信号通路调控

的分子水平, 并逐渐认识到脂质在细胞和组织病理进

程中起着非常重要的作用。尽管脂质组学的研究目的

并不是鉴定所有检出的脂质成分, 但具备分离和鉴定

复杂脂质的能力并在此基础上总结各类脂质成分的质

谱裂解规律, 是确保差异性脂质生物标志物的准确筛

选并对其生物学意义进行科学阐释的前提和基础, 然

而目前鲜见相关研究报道。本研究旨在建立一种基于

UHPLC/Q-TOF-MS联用技术的简便高效、快捷、稳定

的分析方法, 对人血浆磷脂类成分进行快速识别鉴定

并初步探讨其质谱裂解规律, 为探寻与疾病相关的血

浆磷脂生物标志物奠定基础。

材料与方法

仪器 Acquity UPLCTM 超高效液相色谱/四级杆

飞行时间串联质谱仪 (美国Waters公司), 配Masslynx

4.1 数据处理系统; 低温高速离心机 (美国 Thermo 公

司), DL-720A超声波清洗器 (上海之信仪器有限公司),

MG-2200 氮气吹干仪 (日本 EYELA 东京理化集团),

SK-1快速混匀器 (常州澳华仪器有限公司)。

试剂与对照品 质谱级乙腈、甲醇、异丙醇购自德

国Merck公司, HPLC级甲酸溶液购自上海安谱实验科

技股份有限公司, 分析纯氯仿、甲酸铵购自天津市大茂

化学试剂厂, 亮氨酸脑啡肽购自美国 Sigma-Aldrich公

司, 屈臣氏双蒸水。对照品 LysoPC(16∶0/0∶0) (批号:

855675P)、LysoPC(18∶1/0∶0) (批号: 845875P)、LysoPC

(18∶0/0∶0) (批号 : 855775P)、PC(16∶0/18∶1) (批号 :

850457P)、PC(18∶0/18∶2) (批号: 850468P)、SM(d18∶1/

18∶0) ( 批号 : 860586P) 和 SM(d18∶1/16∶0) ( 批号 :

860584P) 均购自美国Avanti polar lipids公司。

血浆样品采集 血浆样本采集自 2019 年 8 月至

2019年 10月期间于广州医科大学附属第二医院体检

中心参加体检的 32例健康人群, 实验方案和操作流程

均经过广州医科大学附属第二医院临床研究与应用伦

理委员会的审查和批准 (批准号: 2020-hs-07)。

色谱条件 色谱柱采用美国 Waters公司 Acquity

UHPLCTM BEH C18 (50 mm × 2.1 mm, 1.7 μm)。流动

相组成: A相为超纯水 (含10 mmol·L-1甲酸铵 + 0.1%甲

酸), B相为乙腈-异丙醇 (体积比为1∶1) (含10 mmol·L-1

甲酸铵 + 0.1%甲酸)。梯度洗脱程序: 0～4 min, 39%～

18.6% A; 4～5 min 18.6%～18% A; 5～8 min, 18% A;

8～9 min, 18%～17% A; 9～12 min, 17% A; 12～15 min,

17%～5% A; 15～16 min, 5%～1% A; 16～17 min, 1%～

0% A; 17～22 min, 100% B。柱温50 ℃, 自动进样器温

度4 ℃, 流速: 0.3 mL·min-1, 进样量: 5 μL。

质谱条件 采用电喷雾离子源 (ESI), 在正、负离

子模式下采集质谱数据, 质量数扫描范围为m/z 100～

1 500 Da。实验中采用Lockmass通路对实验数据进行
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实时校正 , 10 μg·mL-1的亮氨酸-脑啡肽标准品溶液 ,

在正、负离子模式下的质量校正质核比分别为 m/z

556.277 1和 554.261 5, 校正切换频率为 10次·s。毛细

管电压为 3 kV, 锥孔电压为 35 V, 脱溶剂气流量为

500 L·h-1, 锥孔气流量为 50 L·h-1, 脱溶剂气温度为

300 ℃, 离子源温度为 100 ℃, 离子能量为 1 V, 碰撞能

量为10 V。二级质谱碰撞能量设置范围为20～30 V。

血浆样品的制备 取血浆 150 μL, 加入氯仿-甲

醇 (2∶1) (含 0.1 g·L-1 2,6-二叔丁基-4-甲基酚, 0 ℃) 混

合溶剂 1.5 mL, 涡旋并静置, 加入水 400 μL, 离心后移

取下层有机相氮气吹干, 加入含 10 mmol·L-1甲酸铵的

乙腈-异丙醇 (1∶1) 混合溶剂300 μL复溶, 12 000 r·min-1

离心10 min后取上清液进样。

精密度 随机选取 8个血浆样品, 各取 20 μL混合

均匀 , 按“血浆样品的制备”方法制备质控 (quality

control, QC) 样本, 连续进样6次, 每次进样5 μL, 按“色

谱条件”进行UHPLC-MS分析。选取7个对照品色谱峰

并计算其相对保留时间和相对峰面积的RSD值。

稳定性 主要考察血浆样品处理后的稳定性, 即

将处理后的血浆QC样本置于4 ℃自动进样器中, 分别

于 0、2、4、8、12、24 h精密吸取 QC样本 5 μL, 按“色谱

条件”进行UHPLC-MS分析。选取 7个对照品色谱峰

并计算其相对保留时间和相对峰面积的RSD值。

重复性 随机选取 8个血浆样品, 各取 20 μL混合

均匀, 按“血浆样品的制备”方法平行制备 5 份 QC 样

本, 按“色谱条件”进行UHPLC-MS分析。选取 7个对

照品色谱峰并计算其相对保留时间和相对峰面积的

RSD值。

结果

1 方法学验证

1.1 精密度 7个对照品色谱峰相对保留时间的RSD

均小于 1%, 相对峰面积的RSD为 3.6%～6.7%, 表明仪

器精密度良好, 符合脂质组学血浆样品的分析要求。

1.2 稳定性 7个对照品色谱峰相对保留时间的RSD

均小于1%, 相对峰面积的RSD为6.9%～9.2%, 表明处理

后的血浆样品在4 ℃自动进样器中放置24 h内稳定。

1.3 重复性 7个对照品色谱峰相对保留时间的RSD

均小于 1%, 相对峰面积的 RSD为 7.9%～10.5%, 表明

该血浆样品的制备方法重复性良好, 符合血浆脂质的

分析要求。

2 人血浆磷脂类成分的 UHPLC/Q-TOF-MS分析鉴

定及质谱裂解规律探讨

人血浆样品在正、负离子模式下的总离子流图, 如

图1所示。根据Masslynx4.1软件计算的精确相对分子

质量和元素组成 (分子质量测量值与理论值的限定误

差范围在 5 ppm内), 结合MS、MS/MS质谱数据和对照

品, 并通过The Human Metabolome Database (HMDB)、

Lipid Maps等脂质代谢物数据库的检索比对, 初步鉴

定出 82个血浆脂质成分, 其中包括 14个溶血磷脂酰胆

碱 (LysoPCs)、39 个磷脂酰胆碱 (PCs)、17 个鞘磷脂

(SMs)、7个神经酰胺 (Cers)、4个磷脂酰乙醇胺 (PEs)、

1个磷脂酰肌醇 (PI)。具体结果详见表1。

在正离子模式下, 甘油磷脂类成分主要形成 [M+

H]+准分子离子峰, 在二级质谱中裂解出丰度较高的特

征碎片离子峰m/z 184 [C5H15NO4P]+ [12]; 在负离子模式

下, 由于流动相中含有甲酸, 甘油磷脂类成分主要形成

[M+HCOO]-准分子离子峰, 在二级质谱中首先丢失一

个甲基, 形成 [M-CH3]
-离子峰, 继而通过酯键部位或

烷基键部位 (sn-1/sn-2) 的裂解形成一条或两条长链脂

肪酸酯基团的碎片离子峰, 以及磷酸胆碱基团特征碎

片离子峰m/z 168 [C4H11NO4P]- [13]。

以 LysoPC(16∶0/0∶0) 和 PC(18∶0/18∶2) 为例来解

释甘油磷脂类成分的结构推导。如图 2所示, 在正离

子模式下, 峰 8的一级质谱显示 [M+H]+准分子离子峰

为 m/z 496.340 6, 二级质谱提示其容易脱去一个水分

子, 形成m/z 478 [M+H-H2O]+离子峰, 或脱去长链脂肪

酸形成m/z 258 [M+H-C15H30CO]+碎片离子峰, 或脱去

磷酸胆碱基团分别形成m/z 313 [M+H-C5H14NO4P]+碎

片离子峰和m/z 184特征碎片离子峰, 后者继续裂解形

成m/z 104 [C5H14NO]+碎片离子峰, 推测其为磷脂酰胆

碱类化合物。在负离子模式下, 峰 8的一级质谱显示

[M+HCOO]-准分子离子峰为m/z 540.330 7, 二级质谱

提示其首先脱去一个甲基形成m/z 480 [M-CH3]
-, 继而

在甘油骨架 sn-1位裂解形成丰度较高的长链脂肪酸酯

基团m/z 255 [C15H31COO]-, 裂解的碎片离子继续脱去

甘油骨架结构形成m/z 168特征碎片离子峰。

如图 3所示, 峰 48在正、负离子模式下的 [M+H]+

和 [M+HCOO]-准分子离子峰分别为 m/z 786.600 3和

Figure 1 Base peak ion chromatogram of human plasma in both

positive (A) and negative (B) ion modes
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Table 1 Identification of human plasma phospholipids in the ESI positive and negative ion mode

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

1.35
1.27
1.38
1.29
1.48
1.39
1.49
1.43
1.61
1.58
1.67
1.66
1.92
1.86
2.06
2.05
2.18
2.18
2.34
2.34
2.42
2.41
2.49
2.49
2.54
2.53
2.92
2.91
3.84
3.83
5.71
5.69
5.78
5.80
5.99
5.96
6.01
5.97
6.09
6.07
6.30
6.24
6.35
6.25
6.40
6.63
6.45
6.66
6.56
6.70
6.59
6.75
6.94
6.91
7.34
7.30
7.41
7.41

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

518.325 4
562.312 6
468.307 8
512.298 4
494.326 7
538.314 0
568.340 5
612.329 7
544.339 0
588.328 9
520.339 7
564.329 7
546.356 9
590.345 2
496.340 6
540.330 7
522.356 0
566.345 3
480.344 4
524.336 4
482.360 5
526.351 0
510.354 3
554.344 8
508.375 7
552.367 4
524.372 8
568.363 7
552.401 7
596.391 4
804.555 6
848.540 0
854.569 5
898.557 3
675.542 8
719.534 9
830.572 9
874.559 1
701.560 5
745.548 2
730.536 4
774.529 7
806.571 0
850.560 3
756.554 0
800.543 8
780.553 2
824.543 9
887.565 7
885.550 2
782.571 5
826.558 0
806.572 3
850.557 3
703.575 0
747.564 1
782.571 0
826.557 2

518.324 7
562.314 5
468.309 0
512.298 8
494.324 7
538.314 5
568.340 3
612.330 1
544.340 3
588.330 1
520.340 3
564.330 1
546.356 0
590.345 8
496.340 3
540.330 1
522.356 0
566.345 8
480.345 4
524.335 2
482.361 1
526.350 9
510.356 0
554.345 8
508.376 7
552.366 5
524.371 6
568.361 4
552.402 9
596.392 7
804.554 3
848.544 2
854.570 0
898.559 7
675.544 1
719.533 9
830.570 0
874.559 8
701.559 8
745.549 6
730.538 7
774.528 5
806.570 0
850.559 8
756.554 3
800.544 2
780.554 3
824.544 2
887.565 0
885.549 3
782.570 0
826.559 8
806.570 0
850.559 8
703.575 4
747.565 2
782.570 0
826.559 8

1.4
-3.4
-2.6
-0.8

4.0
-0.9

0.4
-0.7
-2.4
-2.0
-1.2
-0.7

1.6
-1.0

0.6
1.1
0

-0.9
-2.1

2.3
-1.2

0.2
-3.3
-1.8
-2.0

1.6
2.3
4.0

-2.2
-2.2

1.6
-4.9
-0.6
-2.8
-1.9

1.4
3.5

-0.8
1.0

-1.9
-3.1

1.5
1.2
0.6

-0.4
-0.5
-1.4
-0.4

0.8
1.0
1.9

-2.2
2.9

-2.9
-0.6
-1.5

1.3
-3.1

500, 335, 258, 184, 104
502, 277, 168
450, 285, 258, 184, 104
452, 227, 168
476, 311, 258, 184, 104
478, 253, 168
550, 385, 258, 184, 104
552, 327, 283, 168
526, 361, 258, 184, 104
528, 303, 168
502, 337, 258, 184, 104
504, 279, 168
528, 363, 258, 184, 104
530, 305, 168
478, 313, 258, 184, 104
480, 255, 168
504, 339, 258, 184, 104
506, 281, 168
462, 297, 240, 184, 104
464, 239, 224, 168
464, 299, 240, 184, 104
466, 224, 168
492, 327, 258, 184, 104
494, 269, 168
490, 325, 240, 184, 104
492, 281, 168
506, 341, 258, 184, 104
508, 283, 168
534, 369, 258, 184, 104
536, 311, 168
786, 184
788, 327, 168
836, 671, 568, 544, 184
838, 327, 303, 168
657, 474, 264, 184
659, 588, 282, 227, 168
544, 526, 184
814, 303, 168
683, 500, 262, 184
685, 614, 279, 255, 168
547, 520, 468, 184
714, 279, 227, 168
623, 544, 520, 184
790, 303, 279, 168
573, 502, 494, 184
740, 279, 253, 168
597, 524, 496, 478, 184
764, 301, 255, 168
627, 341, 287, 267
303, 283, 241
599, 520, 502, 184
766, 279, 168
623, 568, 550, 496, 478, 184
790, 327, 255, 168
685, 520, 502, 264, 184
687, 616, 281, 255, 168
599, 544, 526, 496, 478, 184
766, 303, 255, 168

C26H48NO7P

C22H46NO7P

C24H48NO7P

C30H50NO7P

C28H50NO7P

C26H50NO7P

C28H52NO7P

C24H50NO7P

C26H52NO7P

C24H50NO6P

C24H52NO6P

C25H52NO7P

C26H54NO6P

C26H54NO7P

C28H58NO7P

C46H78NO8P

C50H80NO8P

C37H75N2O6P

C48H80NO8P

C39H77N2O6P

C40H76NO8P

C46H80NO8P

C42H78NO8P

C44H78NO8P

C47H83O13P

C44H80NO8P

C46H80NO8P

C39H79N2O6P

C44H80NO8P

PC(18∶3)

PC(14∶0)

PC(16∶1)

PC(22∶6)

PC(20∶4)

PC(18∶2)

PC(20∶3)

PC(16∶0)

PC(18∶1)

PC(P-16∶0)

PC(O-16∶0)

PC(17∶0)

PC(P-18∶0)

PC(18∶0)

PC(20∶0)

PC(38∶7)

PC(42∶10)

SM(d32∶1)

PC(40∶8)

SM(d34∶2)

PC(32∶2)

PC(38∶6)

PC(34∶3)

PC(36∶5)

PI(38∶4)

PC(36∶4)

PC(38∶6)

SM(d34∶1)

PC(36∶4)

LysoPC(18∶3/0∶0)

LysoPC(14∶0/0∶0)

LysoPC(16∶1/0∶0)

LysoPC(22∶6/0∶0)

LyspPC(20∶4/0∶0)

LysoPC(18∶2/0∶0)

LysoPC(20∶3/0∶0)

LysoPC(16∶0/0∶0)

LysoPC(18∶1/0∶0)

LysoPC(P-16∶0/0∶0)

PC(O-16∶0/0∶0)

LysoPC(17∶0/0∶0)

LysoPC(P-18∶0/0∶0)

LysoPC(18∶0/0∶0)

LysoPC(20∶0/0∶0)

PC(16∶1/22∶6)

PC(22∶6/20∶4)

SM(d18∶1/14∶0)

PC(20∶4/20∶4)

SM(d18∶2/16∶0)

PC(14∶0/18∶2)

PC(18∶2/20∶4)

PC(16∶1/18∶2)

PC(16∶0/20∶5)

PI(18∶0/20∶4)

PC(18∶2/18∶2)

PC(16∶0/22∶6)

SM(d18∶1/16∶0)

PC(16∶0/20∶4)

No.
tR/

min
Adduct ion

Measured

mass (m/z)

Calculated

mass (m/z)

Mass

accuracy

(ppm)

MS/MS (m/z) Formula Abbreviation Metabolite
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

7.48
7.45
7.53
7.51
7.66
7.64
7.77
7.70
7.87
7.82
8.07
7.99
8.09
8.03
8.10

8.06
8.21
8.16
8.46
8.44
8.54

8.55
8.67
8.64
9.00
8.91
9.09

8.95
9.29
9.20
9.34
9.29
9.38
9.36
9.42
9.39
9.86
9.77

10.24
10.15
10.37
10.34
10.65
10.57
10.73
10.63
10.81
10.71
10.84
10.71
10.86
10.77
11.00
10.95

11.06
11.06
11.41

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

808.586 4
852.577 8
729.591 9
773.580 7
780.553 5
824.540 5
758.573 5
802.562 3
784.584 0
828.578 0
808.584 5
852.575 9
705.592 5
749.581 8
766.575 6

810.563 8
784.583 9
828.576 4
768.589 4
812.583 6
794.604 9

838.597 1
834.600 3
878.588 1
744.587 6
788.582 8
770.606 4

814.557 6
734.568 8
778.560 0
810.601 5
854.593 2
731.609 2
775.595 4
760.583 9
804.577 4
786.600 3
830.590 9
836.618 5
880.608 8
812.613 4
856.605 2
774.602 3
818.593 8
822.636 4
866.672 0
796.621 6
840.612 8
746.607 1
790.597 1
720.589 1
764.579 3
752.561 3
750.544 9

838.633 0
882.618 4
772.622 8

808.585 6
852.575 5
729.591 1
773.580 9
780.554 3
824.544 2
758.570 0
802.559 8
784.585 6
828.585 6
808.585 6
852.575 5
705.591 1
749.580 9
766.575 1

810.564 9
784.585 6
828.575 5
768.590 7
812.580 5
794.606 4

838.596 2
834.601 3
878.591 1
744.590 7
788.580 5
770.606 4

814.559 8
734.570 0
778.559 8
810.601 3
854.591 1
731.606 7
775.596 5
760.585 6
804.575 5
786.601 3
830.591 1
836.616 9
880.606 8
812.616 9
856.606 8
774.601 3
818.591 1
822.637 7
866.627 5
796.622 0
840.611 8
746.606 4
790.596 2
720.590 7
764.580 5
752.559 4
750.543 8

838.632 6
882.622 4
772.622 0

1.0
2.7
1.1

-0.3
-1.0
-4.5

4.6
3.1

-2.0
0.2

-1.4
0.5
2.0
1.2
0.7

-1.4
-2.2

1.1
-1.7

3.8
-1.9

1.1
-1.2
-3.4
-4.2

2.9
0

-2.7
-1.6

0.3
0.2
2.5
3.4

-1.4
-2.2

2.4
-1.3
-0.2

1.9
2.3

-4.3
-1.9

1.3
3.3

-1.6
-0.6
-0.5

1.2
0.9
1.1

-2.2
-1.6

2.5
1.5

0.5
-4.5
-2.1

625, 544, 526, 522, 504, 184
792, 303, 281, 168
711, 264, 184
281, 168
597, 520, 502, 184
764, 279, 277, 168
575, 520, 502, 496, 478, 184
742, 279, 255, 168
601, 522, 520, 504, 502, 184
768, 281, 279, 168
625, 524, 506, 184
792, 301, 283, 168
687, 266, 184
255, 168
526, 480, 184

750, 303, 168
601, 546, 528, 496, 478, 184
768, 305, 255, 168
585, 526, 482, 464, 184
752, 464, 303, 168
611, 526, 508, 490, 184

778, 303, 168
651, 568, 524, 184
818, 327, 283, 168
561, 184
728, 464, 279, 241, 168
184

279, 168
551, 496, 478, 184
718, 255, 168
627, 544, 524, 184
794, 303, 283, 168
713, 548, 530, 264, 184
715, 644, 283, 281, 168
577, 522, 496, 184
744, 281, 255, 168
603, 524, 520, 184
770, 283, 279, 168
653, 524, 184
820, 329, 283, 168
629, 524, 184
796, 305, 283, 168
/
281, 196, 140
184
806, 343, 255, 168
613, 510, 184
780, 303, 269, 168
563, 508, 478, 184
730, 281, 255, 168
537, 482, 184, 104
704, 255, 168
/
464, 446, 303, 267, 259,

196, 140
655, 552, 544, 184
822, 331, 303, 168
589, 510, 492, 184

C46H82NO8P

C41H81N2O6P

C44H78NO8P

C42H80NO8P

C44H82NO8P

C46H82NO8P

C39H81N2O6P

C44H80NO7P

C44H82NO8P

C44H82NO7P

C46H84NO7P

C48H84NO8P

C42H82NO7P

C44H84NO7P

C40H80NO8P

C46H84NO8P

C41H83N2O6P

C42H82NO8P

C44H84NO8P

C48H86NO8P

C46H86NO8P

C43H84NO8P

C48H88NO7P

C46H86NO7P

C42H84NO7P

C40H82NO7P

C43H78NO7P

C48H88NO8P

C44H86NO7P

PC(38∶5)

SM(d36∶2)

PC(36∶5)

PC(34∶2)

PC(36∶3)

PC(38∶5)

SM(d34∶0)

PC(P-36∶4) or

PC(O-36∶5)
PC(36∶3)

PC(O-36∶4)

PC(P-38∶4) or

PC(O-38∶5)
PC(40∶6)

PC(O-34∶2)

PC(P-36∶2) or

PC(O-36∶3)
PC(32∶0)

PC(38∶4)

SM(d36∶1)

PC(34∶1)

PC(36∶2)

PC(40∶5)

PC(38∶3)

PE(38∶1)

PC(O-40∶5)

PC(O-38∶4)

PC(O-34∶1)

PC(O-32∶0)

PE(P-38∶4)

PC(40∶4)

PC(O-36∶2)

PC(18∶1/20∶4)

SM(d18∶1/18∶1)

PC(18∶2/18∶3)

PC(16∶0/18∶2)

PC(18∶1/18∶2)

PC(18∶0/20∶5)

SM(d18∶0/16∶0)

PC(P-16∶0/20∶4) or

PC(O-16∶1/20∶4)
PC(16∶0/20∶3)

PC(O-16∶0/20∶4)

PC(P-18∶0/20∶4) or

PC(O-18∶1/20∶4)
PC(18∶0/22∶6)

PC(O-16∶0/18∶2)

PC(P-18∶0/18∶2) or

PC(O-18∶1/18∶2)
PC(16∶0/16∶0)

PC(18∶0/20∶4)

SM(d18∶1/18∶0)

PC(16∶0/18∶1)

PC(18∶0/18∶2)

PC(18∶0/22∶5)

PC(18∶0/20∶3)

PE(20∶0/18∶1)

PC(O-18∶0/22∶5)

PC(O-18∶0/20∶4)

PC(O-18∶1/16∶0)

PC(O-16∶0/16∶0)

PE(P-18∶0/20∶4)

PC(20∶0/20∶4)

PC(O-18∶0/18∶2)

Continued
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59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

11.33
11.74
11.60
11.84
11.77
11.96
11.81
11.96
11.89
12.00
11.96
12.18
12.15
12.19
12.45
13.57
13.50
13.70
13.64
14.02
13.88
14.30
14.20
14.46
14.36
14.63
14.46
14.68
14.64
14.96
14.85
15.07
14.91
15.15
15.01
15.26
15.21
15.36
15.31
15.61
15.56
15.62
15.59
15.72
15.68
16.03
16.03

16.23
16.23

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

[M+H]+

[M+HCOO]-

816.609 6
728.560 4
726.545 3
762.604 2
806.588 8
788.618 8
832.606 4
811.669 4
855.659 8
759.638 3
803.628 8
785.654 9
829.640 6
814.632 9
858.620 8
773.651 4
817.644 5
799.671 2
843.661 3
730.576 8
728.560 1
813.685 8
857.677 1
787.672 9
831.662 0
813.685 7
857.676 1
784.654 9
828.649 6
878.697 5
922.689 2
789.682 4
833.672 5
801.686 3
845.674 2
648.628 2
692.620 1
622.614 1
666.603 0
815.700 3
859.690 3
624.630 9
668.619 4
636.631 5
680.620 2
650.643 3
694.633 2

652.661 9
696.651 9

816.611 8
728.559 4
726.543 8
762.601 3
806.591 1
788.616 9
832.606 8
811.669 3
855.659 1
759.638 0
803.627 8
785.653 7
829.643 5
814.632 6
858.622 4
773.653 7
817.643 5
799.669 3
843.659 1
730.575 1
728.559 4
813.685 0
857.674 8
787.669 3
831.659 1
813.685 0
857.674 8
784.658 4
828.648 2
878.700 3
922.690 1
789.685 0
833.674 8
801.685 0
845.674 8
648.629 5
692.619 3
622.613 8
666.603 7
815.700 6
859.690 4
624.629 5
668.619 3
636.629 5
680.619 3
650.645 1
694.635 0

652.660 8
696.650 6

-2.7
1.4
2.1
3.8

-2.9
2.4

-0.5
0.1
0.8
0.4
1.2
1.5

-3.5
0.4

-1.9
-3.0

1.2
2.4
2.6
2.3
1.0
1.0
2.7
4.6
3.5
0.9
1.5

-4.5
1.7

-3.2
-1.0
-3.3
-2.8

1.6
-0.7
-2.0

1.2
0.5

-1.1
-0.4
-0.1

2.2
0.1
3.1
1.3

-2.8
-2.6

1.7
1.9

756, 279, 269, 168
/
464, 446, 279, 267, 196, 140
579, 524, 506, 496, 478, 184
746, 283, 255, 168
603, 524, 184
772, 283, 281, 168
793, 628, 610, 262, 184
795, 724, 303, 168
741, 576, 558, 264, 184
743, 672, 281, 279, 168
767, 602, 584, 262, 184
769, 698, 303, 279, 168
631, 548, 530, 524, 506, 184
307, 283, 168
755, 590, 572, 264, 184
757, 686, 607, 309, 281, 168
781, 616, 598, 262, 184
783, 712, 633, 307, 279, 168
/
464, 446, 281, 267, 196, 140
795, 630, 612, 264, 184
797, 726, 647, 365, 281, 168
769, 604, 586, 264, 184
771, 700, 621, 339, 279, 168
795, 630, 612, 262, 184
797, 726, 647, 367, 168
766, 282, 264
620, 263
184
862, 303, 168
771, 606, 266, 184
773, 702, 623, 279, 168
783, 618, 600, 264, 184
785, 714, 635, 616, 281, 168
630, 612, 280, 262
367
604, 586, 282, 264
364, 263
797, 632, 614, 264, 184
799, 728, 649, 367, 168
606, 588, 284, 266
364
618, 600, 282, 264
352, 263
632, 614, 602, 282, 264
630, 618, 408, 392, 367,

263, 237
634, 616, 284, 266
367

C41H78NO7P

C42H84NO8P

C44H86NO8P

C47H91N2O6P

C43H87N2O6P

C45H89N2O6P

C46H88NO8P

C44H89N2O6P

C46H91N2O6P

C41H80NO7P

C47H93N2O6P

C45H91N2O6P

C47H93N2O6P

C46H90NO6P

C52H96NO7P

C45H93N2O6P

C46H93N2O6P

C42H81NO3

C40H79NO3

C47H95N2O6P

C40H81NO3

C41H81NO3

C42H83NO3

C42H85NO3

PE(P-36∶2)

PC(34∶0)

PC(36∶1)

SM(d42∶3)

SM(d38∶1)

SM(d40∶2)

PC(38∶2)

SM(d39∶1)

SM(d41∶2)

PE(P-36∶1)

SM(d42∶2)

SM(d40∶1)

SM(d42∶2)

CerP(d44∶2)

PC(O-44∶5)

SM(d40∶0)

SM(d41∶1)

Cer(d42∶2)

Cer(d40∶1)

SM(d42∶1)

Cer(d40∶0)

Cer(d41∶1)

Cer(d42∶1)

Cer(d42∶0)

PE(P-18∶0/18∶2)

PC(18∶0/16∶0)

PC(18∶0/18∶1)

SM(d18∶2/24∶1)

SM(d18∶1/20∶0)

SM(d18∶2/22∶0)

PC(18∶0/20∶2)

SM(d18∶1/21∶0)

SM(d18∶2/23∶0)

PE(P-18∶0/18∶1)

SM(d18∶1/24∶1)

SM(d18∶1/22∶0)

SM(d18∶2/24∶0)

CerP(d18∶1/26∶1)

PC(O-22∶2/22∶3)

SM(d18∶0/22∶0)

SM(d18∶1/23∶0)

Cer(d18∶2/24∶0)

Cer(d18∶1/22∶0)

SM(d18∶1/24∶0)

Cer(d18∶0/22∶0)

Cer(d18∶1/23∶0)

Cer(d18∶1/24∶0)

Cer(d18∶0/24∶0)

Continued

No.
tR/

min
Adduct ion

Measured

mass (m/z)

Calculated

mass (m/z)

Mass

accuracy

(ppm)

MS/MS (m/z) Formula Abbreviation Metabolite

m/z 830.590 9。在正离子模式下, 峰48的二级质谱显示

其脱去磷酸胆碱基团产生m/z 603 [M+H-C5H14NO4P]+

碎片离子峰和m/z 184特征碎片离子峰, 或脱去长链脂

肪酸基团形成m/z 524 [M+H-C17H30CO]+和 520 [M+H-

C17H34CO]+碎片离子峰; 在负离子模式下, 峰 48的二级

质谱提示其首先丢失一个甲基形成m/z 770 [M-CH3]
-,

而后在甘油骨架的 sn-1位和 sn-2位分别裂解出两条长

链脂肪酸酯碎片离子m/z 279 [C17H31COO]- (C18∶2) 和

283 [C17H35COO]- (C18∶0), 且与 m/z 283相比, m/z 279

的信号强度更强, 提示 C18∶2键合在甘油骨架的 sn-2
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位[14], 最终通过脱去甘油骨架结构形成磷酸胆碱基团

m/z 168 特征碎片离子峰。通过与对照品和 HMDB、

Lipid Maps等脂质数据库比对, 推断峰 8和峰 48分别

为LysoPC(16∶0/0∶0) 和 PC(18∶0/18∶2)。以此类推, 按

上述裂解规律推导和鉴定其他甘油磷脂类成分。

鞘磷脂和神经酰胺的骨架结构是鞘氨醇、神经酰

胺与磷酸胆碱结合形成鞘磷脂。在正离子模式下, 鞘磷

脂主要形成 [M+H]+准分子离子峰, 二级质谱产生m/z

266 [C18H36N]+、264 [C18H34N]+或 262 [C18H32N]+的鞘氨

醇骨架结构以及丰度较高的磷酸胆碱基团m/z 184的

特征碎片离子峰[15]; 在负离子模式下, 鞘磷脂主要形成

[M+HCOO]-准分子离子峰, 二级质谱首先脱去一个甲

基或胆碱骨架基团形成 [M-CH3]
-或 [M-C5H12N]-离子

峰, 继而裂解出鞘氨醇骨架基团、长链脂肪酸基团和磷

酸胆碱基团 m/z 168特征碎片离子峰[13]。在正离子模

式下, 神经酰胺的二级质谱首先脱去一个水分子形成

[M+H-H2O]+离子峰, 继而通过酰胺键部位的裂解形成

鞘氨醇骨架结构m/z 282 [C18H36NO]+或二氢鞘氨醇骨

架结构m/z 284 [C18H38NO]+, 继续脱去一个水分子, 产

生丰度较高的m/z 264 [C18H34N]+或 266 [C18H36N]+特征

碎片离子峰[16]。

以SM(d18∶1/16∶0) 和Cer(d18∶1/24∶0) 为例来解释

鞘磷脂和神经酰胺类成分的结构推导。峰 28在正、负

离子模式下分别形成m/z 703.575 0 [M+H]+和747.564 1

[M+HCOO]-准分子离子峰。在正离子模式下, 峰 28的

二级质谱提示其首先相继脱去一个水分子或/和磷酸

胆碱基团, 分别形成m/z 685 [M+H-H2O]+、520 [M+H-

C5H14NO4P]+和502 [M+H-C5H14NO4P-H2O]+碎片离子峰

以及丰度较高的m/z 184特征碎片离子峰, m/z 520继续

通过脱去长链脂肪酸基团C15H30CO和一分子H2O后, 形

成脱水鞘氨醇骨架基团m/z 264 [C15H29CH=C(NH2)CH2]
+

(C18H34N) 特征碎片离子峰。在负离子模式下 , 峰 28

的二级质谱提示其首先脱去一个甲基或胆碱骨架基

团 (C5H12N), 分别形成 m/z 687 [M-CH3]
-和 616 [M-

C5H12N]-碎片离子峰, m/z 687继续裂解可产生鞘氨醇

骨架基团m/z 281 [C15H29CH(OH)CH(NH)CH2]
-和长链

脂肪酸酰胺基团 m/z 255 [C15H31CONH2]
- , 最终形成

m/z 168特征碎片离子峰。峰28在正、负离子模式下可

能的裂解途径如图4所示。

峰81在正、负离子模式下的 [M+H]+和 [M+HCOO]-

准分子离子峰分别为m/z 650.643 3和694.633 2。如图5

所示, 在正离子模式下, 峰 81的二级质谱提示其首先

Figure 4 The proposed fragmentation patterns of peak 28 in

positive (A) and negative (B) ion modes

Figure 2 The MS/MS spectra of peak 8 in positive (A) and

negative (B) ion modes and its proposed fragmentation patterns

Figure 3 The MS/MS spectra of peak 48 in positive (A) and

negative (B) ion modes and its proposed fragmentation patterns
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通过相继脱去一个或两个水分子 , 分别形成 m/z 632

[M+H-H2O]+和 614 [M+H-2H2O]+的碎片离子峰, 而后

m/z 632 一方面通过继续丢失一分子 CH2和 O 形成碎

片离子峰 m/z 602, 另一方面通过酰胺键 (CO-NH) 部

位的裂解脱去右端长链脂肪酸基团 C23H46CO, 形成

m/z 282的鞘氨醇骨架结构, 继续脱去一个水分子, 形

成丰度较高的m/z 264特征碎片离子峰。在负离子模

式下 , 峰 81 的二级质谱裂解方式与鞘磷脂类似 , 可

裂解产生脱水鞘氨醇骨架基团 m/z 263 [C15H29CH=

C(NH)CH2]
- (C18H33N) 和长链脂肪酸酰胺基团m/z 367

[C23H47CONH2]
-。通过与对照品和HMDB、Lipid Maps

等脂质数据库对比 , 推测峰 28 和峰 81 分别为 SM

(d18∶1/16∶0) 和Cer(d18∶1/24∶0)。同理鉴定其他鞘磷

脂和神经酰胺类成分。

讨论

在已报道的研究[17,18]中, 人血浆磷脂类成分的定

性分析多采用 HPLC-MS 技术, 由于该方法存在分析

时间长、分离度低等缺点, 远不能满足大样本人群血浆

脂质组学的分析要求。此外, 既往研究主要集中在甘

油磷脂类成分的分离和鉴定, 而对占比小且含量低的

血浆鞘脂类成分 (SM和Cer) 的定性分析研究较少, 同

时甘油磷脂和鞘脂类成分的质谱裂解规律亦未得到系

统阐释。基于此, 本研究建立的高速度、高分离度、高

灵敏度的 UHPLC-MS分析新方法能在 16 min内快速

分离鉴定出甘油磷脂、鞘磷脂和神经酰胺三类脂质成

分, 更适用于脂质组学研究中潜在脂质生物标志物的

筛选和鉴定。

本研究发现, PC、SM、Cer和PE类磷脂成分在ESI

源正、负离子模式下均有响应, 但在正离子模式下响应

更强, 而 PI类磷脂成分则在负离子模式下响应更强。

通过高碰撞能量诱导解离的碎片离子获取关于脂质头

部极性基团和键合长链脂肪酸酯基团的信息, 并根据

这些特征性碎片离子鉴定该脂质类别及化学结构。经

本研究考察, 磷脂类成分的二级质谱选择 20～30 eV

碰撞能量时可获得丰富的碎片信息。在正离子模式

下, PC和SM的二级质谱主要形成m/z 184的特征性碎

片离子峰, 该碎片是由裂解的极性头部即磷酸胆碱基

团所形成的信号。然而仅通过该信号并不能有效区分

PC和SM类磷脂。由于SM和Cer具有共同骨架结构-

鞘氨醇 , 因此可裂解产生鞘氨醇骨架结构 m/z 282 或

284, 继续脱去一水分子形成 m/z 264 或 266 特征碎片

离子峰, 据此特征信号可区分 PC和 SM 磷脂类别, 但

由于缺乏脂肪酸酯侧链相关碎片信息, 仍无法推断键

合脂肪酸酯侧链的分子式。与此同时, 负离子裂解碎

片相比于正离子碎片含有更丰富的极性头部碎片信息

和脂肪酸酯侧链信息, 对辅助验证脂质结构至关重要。

在负离子模式下, PC和 SM类磷脂的极性头部裂解形

成 m/z 168特征性碎片离子, PC侧链脂肪酸断裂并形

成相应的长链脂肪酸酯基团, 且根据脂肪酸侧链所键

合的位置不同其碎片信号的强度也不同。sn-2位结合

的脂肪酸链比 sn-1位的脂肪酸链更容易断裂, 因此相

应的 [R2COO]-信号比 [R1COO]-信号强, 这有利于确定

长链脂肪酸酯基团的键合位置。SM和 Cer还可在酰

化脂肪酸链部位裂解形成长链脂肪酸基团、长链脂肪

酸酰胺基团或鞘氨醇骨架结构。在负离子模式下, PE

和 PI类磷脂的裂解规律与 PC类似, 二者均通过相继

裂解两条侧链脂肪酸, PE类磷脂成分最终形成极性头

部-甘油磷酸乙醇胺基团m/z 196 [C5H11NO5P]-和磷酸

乙醇胺基团 m/z 140 [C2H7NO4P]-特征碎片离子[19]; PI

类磷脂成分则最终形成去羟基的极性头部-磷酸肌醇

基团m/z 241 [C6H10O8P]- [20]。通过结合正、负离子模式

下的 MS 和 MS/MS 质谱信息基本可以鉴定脂质化合

物的结构和种类, 然而脂肪酸长链上不饱和双键的位

置及其构型仍无法确定。

本实验采用 UHPLC/Q-TOF-MS技术对人血浆磷

脂类成分进行定性分析, 根据精确分子质量、元素组成

以及二级质谱碎片信息并结合脂质数据库匹配等初步

鉴定出 82个脂质成分, 并在此基础上总结了不同种类

磷脂成分的二级质谱裂解规律, 为人血浆磷脂类成分

的分离和鉴定提供了一种简便、快捷、稳定的分析方

法, 同时也为后期疾病的血浆脂质组学研究以及脂质

Figure 5 The MS/MS spectra of peak 81 in positive ion mode

(A) and its typical fragmentation patterns (B)
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生物学意义的阐述奠定了基础。
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