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摘要#采用在线正反相二维液相色谱
A

质谱联用技术研究了犬肾小管上皮细胞脂质组成及马兜铃酸!

!

$

对其影响%二维色谱的第一维用于分离不同种类脂质"第二维用于分离同类脂质的不同分子"进而利用

高分辨质谱对脂质分子进行检测%该方法减少了共流出"降低了电离抑制"提高了灵敏度与准确性%借

助精确质荷比检索数据库&高分辨二级质谱和当量碳数与保留时间规律等方法检测了犬肾小管上皮细

胞中
+!

类脂质的
+#+,

个脂质分子%选取
++

种外源性脂质标准品进行方法验证"方法的线性关系&检

测限&重复性均满足检测要求%在此基础上"考察了犬肾小管上皮细胞暴露于马兜铃酸!

!

$后的脂质变

化情况"对改变含量
)

"

#

倍的
+B

个脂质分子进行了鉴定%该实验结果可为马兜铃酸的毒理&病理研究

和相关疾病的临床诊断提供丰富的信息"并展现了二维液相色谱
A

质谱法在脂质组学研究中广阔的应用

前景%

关键词#二维液相色谱
A

质谱#犬肾小管上皮细胞#马兜铃酸#脂质组学
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马兜铃酸!

1/57<%&%;45;1;5H

"

DD

$是从马兜

铃属植物中提取出的一系列硝基苯蒽环类羧

酸"主要成分是马兜铃酸!

!

$和马兜铃酸!

%

$"

其结构示于图
+

%古人用马兜铃属植物治疗蛇

咬伤"现代医学则利用
DD

的抗炎性能治疗关

节炎&痛风&风湿以及脓疮等*

+A)

+

%但有研究证

明"

DD

是造成马兜铃酸肾病的原因"该病是长

期摄入马兜铃属植物后发生的一种快速进行性

纤维化间质肾炎*

!A#

+

"其病理表现有肾脏体积缩

小&部分两侧肾脏不对称&外形不规整"常伴有

肾小管萎缩和肾小管消失等*

B

+

%该病变以皮质

浅层受累最为明显"越往皮质深层病变越轻%

探求马兜铃酸肾病的药理&毒理和作用机制一

直是该领域的研究热点"代谢组学在相关研究

中发挥了重要作用*

,A"

+

%

图
B

!

马兜铃酸!

!

"和马兜铃酸!

"

"的结构式$

C

%

D$

,

EB

!

283<$:.*57(9:79(35#).($57#*#:8$:.:$"

!

!

"

.+"

.($57#*#:8$:.:$"

!

"

"

$

C

%

脂质组学是代谢组学最为活跃的分支之

一"它通过系统全面地分析生物体中脂质分子

的种属&代谢情况"以及与其他分子的相互作

用"揭示其在生命活动中对膜的构建&信号传

导&调控转录和翻译等过程的影响"阐明脂质及

其代谢与细胞&器官和机体的生理&病理之间的

关系*

@A++

+

%色谱&质谱及相关联用技术是脂质

组学研究最主要的分析技术*

+)A+!

+

%其中"在线

正反相二维液相色谱
A

质谱联用技术可实现在

一次进样中先分离不同种类脂质"再分离鉴定

同类脂质中的不同分子"可最大限度地减少共

流出&降低电离抑制&增加低丰度脂质分子信

息&减少假阳性的检测结果&提升脂质分子鉴定

的准确性和信息量"已被应用于多种样品的脂

质组学研究*

+#A+@

+

%

本工作拟采用二维液相色谱
A

质谱联用方

法检测肾小管上皮!

81H50AY1/I

>

;10506G5HA

06

>

"

8Y3\

$细胞中磷脂&脂肪酸&鞘脂等脂质

成分"并将该细胞暴露于
DD

!

!

$中"考察上述

脂质化合物含量的变化情况"以期从脂质组学

角度为
DD

!

!

$的肾毒理学研究和马兜铃酸肾

病的临床诊断提供依据%

B

!

实验部分

BFB

!

主要仪器与装置

自建二维液相色谱系统(第一维采用美国

D

F

5&60<

公司的
++**

液相色谱仪"配有四元泵&

在线脱气机&自动进样器&柱温箱#第二维采用

美国
D

F

5&60<

公司的
+)**

液相色谱仪"配有二

元泵和在线脱气机#两维色谱之间的接口包括

美国
OYEdL61&<4e9;560;6

公司的两位六通

阀"英国
EHJ1/H7

公司的
E)8)

真空泵和自制

的电热水浴锅%

D

F

5&60<,B!*

四极杆飞行时间

质谱仪(美国
D

F

5&60<

公司产品"配有喷射流离

子聚焦技术电喷雾离子源%

仪器控制及数据采集由美国
D

F

5&60<

公司

8177L.0<6/Y1<1D;

V

.575<5%0U'*)'**

完成#

定性&定量及统计学分析分别由美国
D

F

5&60<

公司
8177L.0<6/Z.1&5<1<5X6D01&

>

757U'*)'**

&

8177L.0<6/Z.10<5<1<5X6D01&

>

757U'*!'*+

和
8177W/%25&6/W/%26775%01&)̂*

完成%

BFG

!

主要材料与试剂

马兜铃酸!

!

$标准品(由中国药品生物制

品检定所提供#磷脂标准品(

70A

!

+A46

:

<1H6A

;10%

>

&A)A4

>

H/%N

>

$

A

F

&

>

;6/%&A!A

:

4%7

:

4%A70A!fA

!

+f

"

)fA46

:

<1H6;10%

>

&

$

A

F

&

>

;6/%&

"

L6=5U8W

!

+"_*

$#

+A

!

+*gA46

:

<1H6;60%

>

&

$

A70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7

:

4%A

!

+fA/1;A

F

&

>

;6/%&

$!

7%H5.=71&<

$"

PWT

!

+"_+

$#

+

"

)AH5=

>

/57<%

>

&A70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7A

:

4%A

!

+fA/1;A

F

&

>

;6/%&

$!

7%H5.=71&<

$"

WT

!

+#_*

)

+#_*

$#

:A

!

H%H6;10%

>

&

$

A46

:

<1H6;17

:

450

F

A#A

60506A+A

:

4%7

:

4%6<410%&1=506

"

9

:

450

F

%7

>

&WE

+@)
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!

H+"_+

)

+)_*

$#

+

"

)AH5=

>

/57<%

>

&A70A

F

&

>

;6/%A

!A

:

4%7

:

4%6<410%&1=506

"

WE

!

+#_*

)

+#_*

$#

+A

!

+*JA46

:

<1H6;60%

>

&

$

A70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7

:

4%A

6<410%&1=506

"

PWE

!

+"_*

$#

+

"

)AH5=

>

/57<%

>

&A

70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7

:

4%A;A76/506

!

7%H5.=71&<

$"

W9

!

+#_*

)

+#_*

$#

:A46

:

<1H6;10%

>

&AKA6/

>

<4A

/%A7

:

450

F

%7

>

&

:

4%7

:

4%/

>

&;4%&506

"

98

!

H+?_+

)

+"_*

$#

+A46

:

<1H6;10%

>

&A70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7A

:

4%;4%&506

"

PW3

!

+"_*

$#

+

"

)AH5=

>

/57<%&6%

>

&A

70A

F

&

>

;6/%A!A

:

4%7

:

4%;4%&506

"

W3

!

+#_*

)

+#_*

$(

美国
DX10<5W%&1/P5

:

5H

公司产品#十七烷酸

!

46

:

<1H6;10%5;1;5H

$标准品
[[D

!

+"_*

$&质

谱纯甲酸铵&细胞培养级二甲基亚砜(均为美国

95

F

=1AD&H/5;4

公司产品#正己烷&乙醇&甲醇和

氯仿(均为色谱纯"美国
Y5G=1

公司产品#实验

用纯净水(中国娃哈哈公司产品#

8Y3\

细胞(

美 国
D=6/5;10 K

>:

6 3.&<./6 3%&&6;<5%0

!

DK33

$公司产品#

Y8E8

高糖培养基&

+*a

胎牛血清&

+a

谷胺酰胺&

+a

青霉素)链霉素和

胰酶)
EYKD

消化液(均为美国
K46/=%A[5746/

公司产品%

BFH

!

样品制备

BFHFB

!

8Y3\

细胞培养
!

8Y3\

细胞采用

Y8E8

高糖培养基培养"内含
+*a

胎牛血清&

+a

谷胺酰胺&

+a

青霉素)链霉素"于
Ba3C

)

&

恒湿和
!"h

条件下培养"待
@*a

融合后"用胰

酶)
EYKD

消化液消化"制成单细胞悬液#调节

细胞密度为每毫升
Bb+*

B 个"以每孔
+=P

接

种于
,

孔细胞培养板"

)#4

后弃去培养液"用

WU9

清洗
)

次#向给药组的每个孔内分别加入

)**0=%&DD

!

!

$"与未给药对照组一同置于

Ba3C

)

&

!" h

培养箱中"继续培养
)#4

#

)#4

后"给药组的部分细胞死亡"悬浮在培养基里"

部分仍贴壁#收集每个样品的培养液"并用胰蛋

白酶消化仍然贴壁的细胞"将收集的贴壁细胞

分别用血球计数板计数%

BFHFG

!

8Y3\

细胞脂质的提取
!

采用经改进

的
[%&;4

方法*

)*

+提取
8Y3\

细胞脂质%首先

从给药组和对照组各选取
?

份细胞样品"每份

样品含有约
Bb+*

B 个活细胞"向其中加入

+*=P[%&;4

溶剂!氯仿
A

甲醇溶液"

)_+

"

L

)

L

$"

以
!***/

)

=50

离心
+*=50

"取下层溶液"氮气吹

干"复溶于
+=P

环己烷
A

异丙醇溶液!

"_!

"

L

)

L

$中"待色谱
A

质谱分析%

BFHFH

!

方法验证样品的制备
!

随机选取
+*

份细胞样品!每份含约
Bb+*

B 个活细胞$"向

+

号样品中加入
++

种脂质标准品各
*̂**+

$

F

"

而
)

"

+*

号样品中
++

种脂质标准品的加入量

分别为
*̂**)

&

*̂*+

&

*̂*)

&

*̂+

&

*̂)

&

+

&

)

&

+*

&

)*

$

F

%采用
+̂!̂)

节方法"得到
+*

个方法验

证用样品"其单一内标浓度分别为
*̂**+

&

*̂**)

&

*̂*+

&

*̂*)

&

*̂+

&

*̂)

&

+

&

)

&

+*

&

)*=

F

)

P

%

BFI

!

实验条件

BFIFB

!

色谱条件
!

第一维色谱柱为
D

F

5&60<

RNA9OP

色谱柱!

)̂+==b+B*==bB

$

=

$"柱

温
)Bh

"进样量
)*

$

P

#流动相(

D+

为含有

B==%&

)

P

甲酸铵的环己烷
A

异丙醇
A

水溶液

!

!*_"*_)

"

L

)

L

)

L

$"

U+

为含有
B==%&

)

P

甲

酸铵的甲醇
A

水溶液!

+**_)

"

L

)

L

$"流速
*̂+

=P

)

=50

%

第二维色谱柱为
D

F

5&60<E;&5

:

76W&.73?

色谱柱!

)̂+ ==b+* ==b!̂B

$

=

$"柱温

#*h

#流动相(

D)

为含有
B==%&

)

P

甲酸铵的

甲醇
A

水溶液!

B*_B*

"

L

)

L

$"

U)

为含有
B==%&

)

P

甲酸铵的甲醇"流速
*̂!=P

)

=50

%

接口水浴锅温度
B* h

"在真空泵的作用

下"一维色谱流出的流动相在接口处气化并被

真空泵抽出"被分析物质沉积在样品环中"当六

通阀切换时"其被转移至第二维色谱系统进行

进一步的分离%第一维和第二维液相色谱梯度

洗脱条件和六通阀的转换时间列于表
+

%

BFIFG

!

质谱条件
!

负离子模式#鞘气温度
!B*h

"

鞘气流速
?P

)

=50

#喷雾气压力
+!?GW1

#干燥

气温度
!**h

"干燥气流速
BP

)

=50

#毛细管入

口电压
!B**$

#碎裂电压
+@*$

#锥孔
+

电压

,B$

#质谱采集速率
+̂*)7

:

6;</1

)

7

"采集范围

为
.

)

I+**

"

)***

#在目标二级质谱模式中"

母离子质量窗口
.

)

I+̂!

"碰撞能量
#*$

%

G

!

结果与讨论

GFB

!

-/24

细胞脂质的分离与检测

8Y3\

细胞中的脂质提取物在第一维色

谱中按其极性差异实现分离"共检测到
+!

类脂

质(游离脂肪酸!

[[D

$"磷脂酰甘油!

WT

$"降解

磷脂酰甘油!

PWT

$"磷脂酰肌醇!

WO

$"降解磷脂

酰肌醇!

PWO

$"磷脂酰乙醇胺!

WE

$"降解磷脂

)@)
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酰乙醇胺!

PWE

$"磷脂酰丝氨酸!

W9

$"降解磷

脂酰丝氨酸!

PW9

$"磷脂酰胆碱!

W3

$"降解磷

脂酰胆碱!

PW3

$"鞘磷脂!

98

$和心磷脂!

3P

$%

将第一维色谱分为
B

段!第
+

段含
[[D

#第
)

段含
WO

&

WT

&

PWT

#第
!

段含
WE

&

3P

#第
#

段含

PWO

&

PWE

&

W9

&

PW9

#第
B

段含
W3

&

PW3

&

98

$"

分别转移至第二维反相色谱进行进一步的分

离"结果示于图
)

%

表
B

!

二维液相色谱梯度洗脱程序

;.0*3B

!

J(."$3+7

&

(#

,

(.<5#)7837?#"$<3+5$#+.**$

@

9$":8(#<.7#

,

(.

&

8

1

第一维液相色谱 接口 第二维液相色谱

保留时间)

=50

流速)

!

=P

)

=50

$

D+

)

a U+

)

a

阀位置
保留时间)

=50

流速)

!

=P

)

=50

$

D+

)

a U+

)

a

*

"

@ *̂+ +** * + * *̂! B* B*

@

"

)+ * +** * ) @ *̂! B* B*

)* *̂! #* ,*

)+ *̂! )* ?*

)@ *̂! * +**

!+ *̂! * +**

)+

"

!B *̂+ +** * + !+̂*+ *̂! +** *

!B

"

!" * +** * ) !B *̂! +** *

!" *̂! !* "*

B* *̂! B @B

!"

"

## *̂+ +** * + B*̂*+ *̂! +** *

##

"

B# *̂+ * +** +

B#

"

"B * * +** ) B# *̂! +** *

B, *̂! )* ?*

"# *̂! +* @*

", *̂! * +**

?* *̂! * +**

"B

"

?# *̂+ * +** + ?*̂*+ *̂! +** *

?#

"

@+ * * +** ) ?# *̂! +** *

?, *̂! )B "B

@* *̂! )* ?*

@+ *̂! +* @*

@B *̂! * +**

+** *̂! * +**

@+

"

+*# *̂+ * +** + +**̂*+ *̂! +** *

+*#

"

++# *̂# * +** ) +*# *̂! +** *

++#

"

+## *̂# +** * ) +*, *̂! #B BB

++#

"

+B* *̂+ +** * ) ++# *̂! #* ,*

++#̂*+ *̂! )* ?*

+)# *̂! )* ?*

+!@ *̂! +B ?B

+B* *̂! * +**

!@)
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图
G

!

-/24

细胞脂质的一维!

.

"和二维!

0

"液相色谱基峰色谱图

D$

,

EG

!

B/

!

.

"

.+"G/

!

0

"

%20.53

&

3.K:8(#<.7#

,

(.<#)-/24

!!

将下面
!

种方式相结合对脂质化合物进

行定性(

+

$根据精确质量数检索脂质数据库"

推测分子式#

)

$根据脂质二级质谱特征碎片

离子解析脂质分子结构%根据文献报道*

)+A)@

+

及本实验室前期工作经验*

+#A+@

+

"除
[[D

外"其

余
+)

类脂质化合物在丰度满足二级质谱分析

的前提下"均可得到具有特征性的二级离子"

适用于脂类化合物的结构解析"主要脂质化

合物的离子碎片列于表
)

#

!

$根据同类脂质

分子中支链的当量碳数与其保留时间的

关系%

对于大多数含量相对较高的非脂肪酸类脂

质化合物"可以采用精确质荷比&化合物特征碎

裂途径和保留时间共同定性#而低丰度的脂质

分子和脂肪酸类化合物通常因为无法得到稳定

可靠的二级质谱信息"则需通过精确质荷比和

保留时间进行定性"下面将分别介绍%

首先"将一级质谱检测得到的准分子离子质

荷比输入
POWOY8DW9

网站!

4<<

:

(

"

JJJ'&5

:

5HA

=1

:

7'%/

F

)

<%%&7

)

=7

)

P89Y

,

761/;4

,

=177

,

%

:

<5%07'

:

4

:

$的在线数据库-

961/;4<46P89Y2%/&5

:

5H7

J5<41

F

5X60=177

!

.

)

I

$

X1&.6

.进行搜索"数

据库软件会列出可能的脂类化合物%

ZAKC[

89

在有参比离子校正的情况下"质量误差可

控制在
]*̂**)

以下#而在没有参比离子进行

校正的二级质谱中"质量误差可达
]*̂**B

以

下%与理论计算值相比"相对质量误差在
]

*̂**B

以上则认为未能达到定性要求"因此本

实验设定的质量窗口是
]*̂**B

%例如"在第
!

段检测到某一分析物离子的质荷比为
",,̂B#*,

"

将这一数值输入在线数据库进行检索%因为在

第
!

段流出的脂质分子属于
WE

类化合物"而

在数据库检索结果中既符合
WE

类脂质"又符

合质量偏差小于
]*̂**B

的只有
3

#!

L

""

(C

?

W

i

WE

!

!?_#

$!理论质量数为
",,̂B!@)

$"所以基本

可以确定该脂质是两脂肪酸支链上含有
!?

个

碳原子和
#

个不饱和双键的
WE

分子丢失一个

L

j形成的准分子离子"同时可确定这一化合

物的分子式%若要确定脂肪酸链的具体信息"

还需要对该化合物的二级质谱进行解析%在结

构分析的过程中"采用
<1/

F

6<6H89

)

89

模式

选取母离子!

.

)

I",,̂B#

$"以
#*$

的碎裂能量

#@)
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表
G

!

主要脂质化合物的离子碎片

;.0*3G

!

D(.

,

<3+75#)<.

L

#(*$

&

$":*.5535

脂质种类 母离子 脂质种类特征碎片 分子种属特征碎片

WO

*

8iL

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 Ci+?*iR

)

f3L 3 C

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3CCLi"#

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLi+,)

+

i或

*

8iLiR

+

f3L 3 Ci+?*

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCLi"#

+

i

*

8iLiR

+

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3CC3LiR

)

f3CC3L

)

3L

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 C

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCL

+

i

WT

*

8iL

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3L 3 Ci"#

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3CCi3L3L3L

)

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLi"#

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 Ci"#

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3L 3 C

+

i

*

8iLiR

+

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 CiR

)

f3L 3 C

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 C

+

i

W3

*

8jL3CC

+

i

*

8iLi3L

!

i

!

3L

!

$

!

(3L3L

)

iR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCL

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8i3L

!

iR

+

f3L 3 C

+

i

*

8i3L

!

iR

+

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3CCL

+

i

WE

*

8iL

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCi3L

)

3LCL3L

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3CCL

+

i

*

8iLiR

+

f3CCLiR

)

f3L 3 C

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 C

+

i

*

8iLiR

+

f3L 3 CiR

)

f3L 3 C

+

i

W9

*

8iL

+

i

*

8iLi?"iR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCL

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8iLi?"iR

+

f3L 3 CiR

)

f3L 3 C

+

i

*

8iLi?"iR

+

f3CCL

+

i

*

8iLi?"iR

+

f3L 3 C

+

i

3P

*

8iL

+

i

*

8i)LiR

!

f3CCiR

#

f3CCi3L

)

3L3L

)

WC

#

3L

)

3LC3L

)

iR

+

f3L 3 CiR

)

f3CCL

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8i)LiR

!

f3CCiR

#

f3CCi3L

)

3L3L

)

WC

#

3L

)

3LC3L

)

iR

+

f3L 3 CiR

)

f3L 3 C

+

i

*

8i)LiR

!

f3CCiR

#

f3CC

i

3L

)

3L3L

)

WC

#

3L

)

3LC3L

)

i

R

+

f3CCL

+

i

*

8i)LiR

+

f3CCiR

)

f3CCi3L

)

3L3L

)

WC

#

LiR

!

f3CCLi

R

#

f3CCL

+

i

*

8i)LiR

+

f3CCiR

)

f3CCi3L

)

3L3L

)

WC

#

LiR

!

f3CCL

iR

#

f3L 3 C

+

i

*

8i)LiR

+

f3CCiR

)

f3CCi3L

)

3L3L

)

WC

#

Li

R

!

f3L 3 CiR

#

f3L 3 C

+

i

98

!

H+?_+

$ *

8jL3CC

+

i

*

8i3L

!

iR

+

f3L 3 C

+

i

*

R

+

f3CC

+

i

*

8i

!

3L

!

$

!

(3L

)

3L

+

i

*

8iLi(

!

3L

!

$

!

+

i

*

8i3L

!

+

i

B@)

第
#

期
!!

聂洪港等(二维液相色谱
A

质谱法研究犬肾小管上皮细胞脂质组成及马兜铃酸!

!

$对其影响



对母离子进行碎裂"采集碎片离子信息"得到其

二级质谱图"示于图
!

%图中"

.

)

I!*!̂)!)@

和
.

)

I)?!̂),!#

离子分别是
)*_#

和
+?_*

脂肪 酸 根 的 离 子#

.

)

I #?*̂!*@"

和
.

)

I

#,)̂)@?"

离子分别对应于
WE

!

!?_#

$负离子

以烯酮和脂肪酸的形式中性丢失一个
)*_#

脂

肪酰基侧链后形成的离子#

.

)

I+@,̂*!,,

和

.

)

I+#*̂*++)

离子是所有
WE

分子的特征碎

片离子#

.

)

I+@,̂*!,,

代表
WE

准分子离子的

两个脂肪酰基侧链"其中一个以脂肪酸的形式"

另一个以烯酮的形式全部中性丢失后产生的特

征离子#

.

)

I+#*̂*++)

离子则是乙醇胺磷酸

负离子%这些碎片离子的信息与文献*

)+A)@

+

报道一致"因此可推断出这一分子的两个脂肪

酰基的组成是
+?_*

和
)*_#

"脂质分子可确

定为
WE

!

+?_*

)

)*_#

$%大部分脂质分子的

碎裂机理已被详细研究过"根据这些脂质分

子的特征碎裂路径和产生的特征离子"可以

对产生稳定可靠二级质谱的高丰度化合物进

行定性分析%

由于脂肪酸类化合物和其他丰度相对较

低的脂质化合物很难得到稳定的二级质谱信

息"因此"本实验采用在数据库中搜索检测到

的准分子离子质荷比以确定其可能的分子信

息"并结合保留时间进行辅助定性%实验发

现"同类脂质分子在反相色谱分离中的保留

时间与其支链的当量碳数相关"支链上含有

相同碳原子个数的同类脂质分子随着支链上

碳碳双键个数的增加疏水性减弱"在反相色

谱柱上的保留时间缩短"这与文献*

+#

+发现

的规律一致%利用这个规律"可以对无法得

到二级质谱信息的脂类化合物进行辅助定

性"这比仅使用精确的准分子离子质量对化

合物定性更加准确%

通过上述
!

种方式对
8Y3\

细胞脂质提

取物的二维液相色谱
A

质谱结果进行分析"在

+!

类脂质中共检测到
+#+,

个脂质分子"结果

列于表
!

%其中"

W3

和
WE

是检出脂质分子个

数最多的两类脂质化合物"占总个数的
,?a

#

其他
++

类脂质分子仅占总个数的
!)a

%

图
H

!

负离子模式下&母离子
!

'

"MNNFOI

的二级质谱图

D$

,

EH

!

;.+"3<<.555

&

3:7(9<#)

&

(3:9(5#($#+!

'

"MNNFOI

表
H

!

二维液相色谱
!

质谱检测得到的
-/24

细胞中主要脂质的数量

;.0*3H

!

%$

&

$"5

&

3:$35.<#9+75#)3.:8:*.55$+-/24"373(<$+3"0

1

G/%2

'

-A

脂质种类
WO WT W3 WE W9 PWO PWT PW3 PWE PW9 3P 98 [[D

总数

脂质分子个数
?? +* #@* #"! "" +! " B, ## +@ BB !* B# +#+,

GFG

!

方法验证

从
++

类脂质中各选取
+

个外源性脂质标

准品"使其保留时间较均匀地分布于第一维色

谱中"

B

段中每段含有
)

"

!

个脂质标准品(第

+

段含
[[D

!

+"_*

$和
L6=5U8W

!

+"_*

$#第

)

段含
PWT

!

+"_+

$和
WT

!

+#_*

)

+#_*

$#第

,@)
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!

段含
WE

!

+#_*

)

+#_*

$和
9

:

450

F

%7

>

&WE

!

H+"_+

)

+)_*

$#第
#

段含
PWE

!

+"_*

$和
W9

!

+#_*

)

+#_*

$#第
B

段含
98

!

H+?_+

)

+"_*

$&

PW3

!

+"_*

$和
W3

!

+#_*

)

+#_*

$%采用这
++

个脂质标准品"按
)̂#

节方法配制
+*

个浓度

水平的验证样品"每个浓度水平连续检测
!

次"且每个浓度水平之间插入一次空白溶剂

的分析%计算时对测试标准品的萃取离子色

谱峰进行积分"得到该化合物相应浓度的峰

面积"将每个浓度水平测得的
!

次峰面积取平

均值与相应的浓度建立线性方程%计算得到

的
++

个脂质标准品的线性方程&线性范围&

线性回归系数
H

)

&检测限!

PCY

$&相对标准偏

差!

R9Y

$等"列于表
#

%可知"

++

种验证标准

品的线性回归系数均大于
*̂@@+"

"表明
++

种

标准品在相应的范围内质谱信号响应和浓度具

有良好的线性关系%除
W9

!

+#_*

)

+#_*

$的

PCY

为
B

$

F

)

P

外"其余
+*

种脂质标准的

PCY

都达到
)

$

F

)

P

"峰面积和保留时间的相

对标准偏差分别小于
"̂"a

和
*̂++a

!

#`,

$"

这说明本方法可满足定量比较分析的需要"适

用于脂质组学的相关研究%

表
I

!

BB

种标准品的方法验证结果

;.0*3I

!

-378#"P.*$".7$#+(359*75?$78BB57.+".("5

区段 标准品
保留时间)

=50

线性方程+

线性范围)

!

=
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)

P

$

回归系数

H

)

检测限)

!

$

F

)

P

$

相对标准偏差)
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WE
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&
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"

) *̂@@"" ) *̂@ *̂*)
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注(

+̂

&

为萃取离子峰的峰面积"

M

为标准品浓度!

$

F

)

P

$#

)̂

标准品浓度
*̂+=

F

)

P

"

# ,̀

#

!̂

萃取离子色谱图的峰面积

GFH

!

马兜铃酸!

!

"对
-/24

细胞中脂质含量

的影响

采用
8177W/%25&6/W/%26775%01&

软件对给

药组和对照组各
?

份细胞脂质提取物的二维液

相色谱
A

质谱结果进行统计学分析"主成分分析

!

W3D

$结果示于图
#

%可见"

+,

个样品被分成

)

组"该软件给出了区分这
)

组数据做出主要

贡献的化合物列表"通过对这些化合物设定阈

值"即峰面积的绝对倍数变化大于
)

且
G

值小

于
*̂*B

"共找到
)

组中峰面积存在显著差异的

+B

个脂质分子"结果列于表
B

%

采用四极杆飞行时间质谱对上述
+B

个离

子进行二级碎裂"由碎片离子推测可能的碎裂

路径"进一步确认其可能的分子组成与结构信

息%以
PWE

!

CA+,_+

$为例"其二级质谱图和

碎裂路径示于图
B

%

图
I

!

用
==

!

!

"处理的
-/24

细胞和

对照组数据的主成分分析图
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表
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!

用
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!

!

"处理后
-/24

细胞中含量变化的脂质化合物

;.0*3O

!

28.+

,

3"*$

&

$"5

&

3:$35$+-/24:3**5"#53"?$78==

!

!

"

脂质分子 保留时间)
=50 .

)

I

变化规律 变化倍数
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"的二级质谱图和碎裂路径
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+B

个脂质分子的含量在给药组中有明显

变化"这可能同
DD

!

!

$与
8Y3\

细胞的

Y(D

形成加合物"其转录成的蛋白对脂质合成

的调控能力降低有关#也可能是
DD

直接与相

关蛋白作用"改变其活性"致使脂质合成不受

控"脂质的大量合成占用了过多的能量"造成了

细胞凋亡"或超量的脂质影响了细胞的正常代

谢使其凋亡%上述推断仍需进一步研究的验

证%给药前后含量发生明显变化的脂质分子可

能会由细胞渗入尿液"使其在尿液中的含量增

加"这有望为临床诊断马兜铃酸肾病提供一种

无损检测的方法%

I

!

总结与展望

本工作采用二维液相色谱
A

质谱法分析了

8Y3\

细胞中
+!

类脂质共
+#+,

种分子种属"

并比较了这些脂质在
8Y3\

暴露于
DD

!

!

$

前后含量的变化"为毒理学研究和潜在临床诊

断方法提供了技术手段%二维液相色谱
A

质谱

法在生物脂质轮廓分析"尤其是低丰度脂质分

析中"具有灵敏度高&定性准确&信息丰富等特

点"有望在脂质组学研究中发挥更加重要的

作用%
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