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摘要

本应⽤纪要介绍了在LipidQuan平台上运⾏基于HILIC的⽅法对FFA进⾏的靶向筛查，⽆需进⾏复杂的样品制

备和⻓时间的⾊谱分离。

优势

快速定量⾎浆中的24种FFA■

使⽤Quanpedia和SOP构建性能稳定、便于部署的平台，降低⽅法开发和培训成本■

使⽤TargetLynx软件和第三⽅信息学软件（即Skyline）实现快速数据处理和数据可视化■

分析快速、经济有效，可以提⾼客⼾⽣产⼒■

简介

脂肪酸(FA)是含有羧基(-COOH)和甲基(-CH3)官能团的碳氢链。传统命名法将羧基旁边的碳原⼦指定为α，下

⼀个碳原⼦为β碳，甲基碳原⼦指定为ω（图1）。脂肪酸链可以在特定的位点包含⼀个或多个双键（具有顺式

(Z)或反式(E)构型的不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸），也可以是完全饱和的。碳链上有⼀个或多个甲基分⽀

的⽀链脂肪酸较常⻅于原核⽣物体内，据报道，⽜奶脂肪和新⽣⼉的胃肠道内也有此类脂肪酸1,2。



图1.不同直链脂肪酸的结构和命名。从ALA可以看出，传统命名法将羧基旁边的碳原⼦指定为α，下⼀个碳原

⼦为β，甲基碳原⼦指定为ω。

虽然游离（未酯化）脂肪酸（FFA或NEFA）仅占⾎浆总脂肪酸的⼀⼩部分，但这类脂质的代谢活性仍然较⾼

。⾎浆中丰度最⾼的⼏种FFA为油酸(18:1)、棕榈酸(16:0)、硬脂酸(18:0)，这三种酸共占FFA总量的78%。某

些不饱和FA为⻓链多不饱和脂肪酸(LC-PUFA)，⽆法从头(de novo)合成，因此列为“必需脂肪酸”。例如亚

油酸(18:2)、花⽣四烯酸(20:4)、ω -亚⿇酸(18:3 ω -3)、⼆⼗碳五烯酸（20:5，EPA）和⼆⼗⼆碳六烯酸

（22:6；DCA）等主要PUFA3。 类花⽣酸来源于花⽣四烯酸和相关多不饱和脂肪酸(PUFA)，是具有局部作⽤

⽣物活性的信号传导脂质。类花⽣酸可调节与多种疾病（包括代谢综合征和癌症）有关的各种⾃我平衡和发炎

过程5。

本研究使⽤基于亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)的⽅法分离不同类别的脂肪酸，然后使⽤质谱(MS)进⾏检测，从⽽降低

了鉴定结果的不确定性6。 按照类别分离不同的脂质还可以减少定量分析所需的稳定同位素标记(SIL)标准品

，进⽽降低成本。本应⽤纪要介绍了在LipidQuan平台（图2）上运⾏基于HILIC的⽅法对FFA进⾏的靶向筛查

，⽆需进⾏复杂的样品制备和⻓时间的⾊谱分离。



图2. ⼤多数研究实验室的通⽤脂质组学⼯作流程，图中突出显⽰了LipidQuan⼯作流程。

实验

样品

向混合的健康⼈⾎浆中添加稳定同位素标记(SIL)标准品（SPLASH LIPIDOMIX，Avanti Lipids，美国亚拉巴

⻢州阿拉巴斯特），制备九个不同浓度的标准品⽤于绘制定量⽤标准曲线。SPLASH LIPIDOMIX没有合适的替

代标准品⽤于定量FFA，但可以使⽤线性数据评估⽣成数据的质量。在常规分析中实现了典型R2值等于

0.95，最佳拟合直线的偏差(CV) < 30%。使⽤PG (15:0‒18:1) (d7) = 0.5‒1500 ng/mL、PC (15:0‒18:1) (d7) 

= 16‒8000 ng/mL说明线性。另外，通过萃取前加标的⽅式向NIST标准参⽐物质1950⾎浆中（Sigma 

Aldrich，英国普尔）添加5% SIL标准品，制备6个重复样。

样品制备

样品制备⽅案很简单，使⽤预冷的异丙醇(IPA)沉淀蛋⽩（1:5，⾎浆:IPA）即可。将样品涡旋混合1 min，在-

20 °C下放置10 min。接着再将样品涡旋混合1 min，然后在4 °C下放置2 h，确保蛋⽩沉淀完全。将萃取的样

品在4 °C下离⼼10 min（最⼤离⼼⼒10,300 g），然后将上清液转移⾄玻璃样品瓶，进⾏LC-MS/MS分析。

LC条件



LC系统： ACQUITY UPLC I-Class固定定量环(FL)或

流通针式(FTN)

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide

2.1 × 100 mm, 1.7 μm

柱温： 45 °C

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 95:5⼄腈/⽔+ 10 mM

醋酸铵

流动相B： 50:50⼄腈/⽔

+ 10 mM醋酸铵

梯度： 流动相B在2 min内从0.1%升⾄20.0%，

然后在3 min内从20%升⾄80%，

随后重新平衡3 min

运⾏时间： 8 min

进样体积： 1 μL

MS条件

MS系统： TQ-S micro、TQ-XS或TQ-S

电离模式： ESI (-)

⽑细管电压： 1.9 kV (-)

采集模式： MRM



离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

锥孔⽓流速： 150 L/h

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

雾化⽓： 7 bar

离⼦导⼊装置偏移1： 3 V

离⼦导⼊装置偏移2： 0.3 V

信息学软件

LipidQuan Quanpedia⽅法⽂件（1.4版），包含LC条件、MS⽅法以及相关的TargetLynx处理⽅法（包括保

留时间）。使⽤TargetLynx或Skyline（华盛顿⼤学MacCoss实验室软件）处理所得数据。

结果与讨论

通常使⽤GC-MS测量NEFA或游离FA7。 样品在分析前通常先⽤固相或液-液萃取技术进⾏分馏，再使⽤衍⽣化

试剂⽔解，最终形成脂肪酸甲酯(FAME)。该⽅案耗时久，有可能使完整复杂脂质衍⽣化，对较⻓链、挥发性

较弱的FA(>C24)有时效果不佳。

此外，反相(RP) LC-MS也可⽤于FFA分析。但该⽅法的样品制备同样耗时较⻓，采⽤的有机溶剂不仅具有毒性

，⽽且购买和弃置费⽤都很⾼。反相⾊谱根据链⻓和不饱和度分离脂质。反相分离的双重性质（脂肪酰基链的

⻓度越⻓，保留时间就越⻓，⽽脂肪酰基链中的双键越多，保留时间就越短）会妨碍实际样品的分析。此外

，由于存在⼤量共流出组分，鉴定更加困难。

LipidQuan使⽤负离⼦模式的伪MRM对⼈⾎浆中的24种FFA类物质进⾏鉴定和定量，同时还能分析相同进样中

的其它磷脂类物质。在HILIC分离条件下，FFA洗脱为分离的峰（⼤约0.5 min处）（图3）。得益于该⽅法的

灵敏度，使⽤50 µL⾎浆可检测出⼈⾎浆中正常循环⽔平的这些脂质。线性动态范围覆盖4个数量级。



图3.NIST标准参⽐物质1950⾎浆中内源性FFA脂质⽤HILIC法分离得到的叠加⾊谱图

本研究使⽤编写的LipidQuan⾎浆筛查⽅法（LipidQuan Quanpedia⽂件1.4版）采集⽣成的数据⽤于相对定

量。表1显⽰了CV <30% 的各种脂质。使⽤SPLASH LIPIDOMIX SIL在常规分析中实现了典型R2值等于

0.95，最佳拟合直线的偏差(CV) < 30%。同⼀分析的PG (15:0‒18:1) (d7) = 0.5‒1500 ng/mL和PC 

(15:0‒18:1) (d7) = 16‒8000 ng/mL标准曲线如下所⽰（图4）。

使⽤基于亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)的⽅法可以避免FAME GC-MS相关的衍⽣化和复杂的样品制备过程。另外，由

于不同脂质根据其类别进⾏分离，RP LC-MS相关的共流出⻛险也降⾄最低。

由于事先已开发好LipidQuan Quanpedia⽅法⽂件，⽤⼾只需下载⽤于分析FFA的MRM通道和⾊谱条件即可



，⽆需⼿动输⼊LC-MS⽅法，因此避免了可能出现的抄录错误。

表1.NIST标准参⽐物质1950⾎浆中内源性FFA的MRM。CV值< 30%视为

可接受。



图4.PG (15:0/18:1) (d7) (0.5-1500 ng/mL) (A)、PC (15:0/18:1) (d7) (16‒8000 ng/mL) (B)的标准曲线。通常情

况下的指定接受标准为：R2值>0.95，最佳拟合直线的偏差(CV) < 30%。

结论

本研究开发了⼀种能够快速分析⾎浆和⾎清中的FFA及其它脂质（例如PG和PC）的定量⽅法。■



该⽅法可在8 min内分析24种FFA。■

LipidQuan⽅法可以对FFA进⾏靶向筛查，⽆需进⾏复杂的样品制备和⻓时间的⾊谱分离。■
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特⾊产品

Xevo TQ-S micro三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134798856>

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>

Xevo TQ-S <https://www.waters.com/10160596>

Quanpedia <https://www.waters.com/10148049>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>
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