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直接进样串联质谱法快速筛查水产副产物中
ω-3脂肪酸链磷脂
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浙江 杭州 310012；3.浙江省水产质量检测中心，浙江 杭州 310023）

摘  要：建立自下而上快速筛选含二十碳五烯酸（ e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d，E P A）、二十二碳五烯酸

（docosapentenoic acid，DPA）和二十二碳六烯酸（docosahexaenoic acid，DHA）链磷脂的新方法。通过针泵注

射进样，以m/z 301、329和327为特征碎片离子峰进行母离子扫描（precursor ion scan，PreIS），采用去簇电压 

－100 V和碰撞电压－40 V，质谱扫描范围设定为350～1 150 Da，得到含EPA、DPA和DHA链磷脂质谱全谱图。

经结构鉴定和归一法含量计算，结果表明：水产品加工副产物中磷脂种类丰富，共鉴定50 种EPA、DPA及DHA磷

脂分子，其sn-1位置的脂肪酸链主要以C16:0、C18:1和C18:0为主，部分磷脂脂肪酸链不饱和度极高，如磷脂酰丝氨酸

20:5/22:6和磷脂酰肌醇22:6/22:6等，以水产品加工副产物为原料开发ω-3脂肪酸链磷脂保健功能产品潜力较大。方

法经验证，特征磷脂分子相对标准偏差不高于7.3%，PreIS模式下质谱数据稳定性较好。本方法可一步快速筛查样

品中含ω-3脂肪酸链磷脂，理论上同样适用于其他生物样品，可为探索与发现磷脂新资源提供一定理论支持。
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Abstract: In this study, a bottom-up method was established for the fast screening of eicosapentaenoic acid (EPA), 

docosapentenoic acid (DPA), and docosahexaenoic acid (DHA) acyl chain containing phospholipids. The oil extract from 

aquatic byproducts was injected using a syringe pump, and monitored under precursor ion scan (PreIS) mode with −100 V 

declustering potential (DP) and −40 V collision energy (CE) in the range of 350–1 150 Da. The product ions of m/z 301, 329 

and 327 were used as the representative ions for EPA, DPA and DHA chains, respectively. The peaks of EPA, DPA and 

DHA were identified and quantified. The results showed that the aquatic byproducts contained many different types of EPA, 

DPA and DHA containing phospholipids. A total of 50 phospholipids of interest were identified, whose sn-1 positions were 

C16:0, C18:1 or C18:0 chains, including phosphatidylserine 20:5/22:6 and phosphatidylinositol 22:6/22:6, which were extremely 

unsaturated. Aquatic byproducts rich in EPA, DPA and DHA containing phospholipids therefore show great potential in the 

development of functional foods. The method was validated and found to be stable and precise as indicated by the relative 

standard deviations (RSDs) lower than 7.3%. In conclusion, this method is advantageous in fast screening of ω-3 fatty acyl 

chain containing phospholipids. Theoretically, this method is applicable to other biological samples as well, and can provide 

strong support for searching for new resources of ω-3 fatty acyl chain containing phospholipids.
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水产品中富含一种特殊的含长链多烯脂肪酸的磷

脂，其sn-2位置连接一条ω-3多不饱和脂肪酸链，主要包

括二十碳五烯酸（eicosapentaenoic acid，EPA）、二十二

碳五烯酸（docosapentenoic acid，DPA）和二十二碳六烯

酸（docosahexaenoic acid，DHA）等。ω-3脂肪酸是人体

不可缺少但自身又不能合成的重要营养元素，因此被称

为人体必需脂肪酸。已有研究表明，含ω-3脂肪酸链磷脂

在消化吸收、稳定性及生物利用度等活性方面优于传统

ω-3脂肪酸链甘油酯型产品[1]。

ω-3脂肪酸链磷脂不仅具有磷脂的生理功能，还具有

ω-3多不饱和脂肪酸的生理功能。医学和营养学研究表明

ω-3多不饱和脂肪酸对心脑血管疾病、肺病、肾病、2型

糖尿病、高血压、大肠溃疡和节段性回肠炎的治疗都会

起到积极的作用[2-4]。其中EPA具有抑制血小板凝聚、抗

血栓、舒张血管、调整血脂等治疗和预防心脑血管病的

功能，EPA过氧化物和自由基可抑制肿瘤细胞表达，缩

短染色体的端粒，促进肿瘤细胞的凋亡[5-6]；DPA只存在

于少数海洋哺乳动物油脂中，它对神经细胞的发育、递

质传导、促视神经生长、改善视力、防治癌症等具有重

要作用，还可以抑制血小板凝集，增强内皮细胞迁移能

力[7-8]，其调节血脂的功能优于EPA[9]。DHA具有调降三

高健康心血管，健脑益智提高记忆力，增强视网膜反射

能力以及防治老年性痴呆，以及抗癌、抗炎、抗氧化等

提高生命质量的功能[10-12]。因此，提取分离高纯度ω-3脂

肪酸链磷脂已成为发达国家竟相研究的热点。然而天然

形式的ω-3脂肪酸链磷脂通常含量较低，且其来源十分有

限，商业上EPA、DPA及DHA磷脂的来源主要是脂肪含

量高的海洋鱼类[13]。随着海况的变化和海上捕捞强度的

不断增加，海上渔业资源结构发生了重大变化，环境污

染、过度捕捞等因素造成资源短缺，促使人们积极寻找

开发富含EPA、DPA及DHA磷脂的新资源。

目前ω -3脂肪酸链磷脂的相关检测方法主要以液

相色谱-串联质谱法为主，该方法根据不同色谱柱分离

模式与质谱扫描模式检测磷脂分子结构与含量 [14-18]。 

成琳等 [ 1 9 ]建立测定豆酱中活性成分磷脂酰胆碱

（phosphatidylcholine，PC）与其降解产物溶血磷脂酰胆

碱和甘油磷脂酰胆碱含量的超高效液相色谱-质谱联用分

析方法，此方法准确、灵敏度高、样品处理简单、分析

时间短。王斌等[20]建立了保健胶囊中PC的超高效液相色

谱-质谱/质谱确证方法，适用于保健胶囊中PC的检测和确

证。Shen Qing等[21-23]成功采用基质辅助激光解吸飞行时间

质谱建立了橄榄、杏仁、牛油果的脂质组学快速分析方

法。目前报道的方法均为定向筛选法，且分析耗时较长。

本研究拟利用质谱直接进样法建立快速筛查含ω-3

脂肪酸链磷脂的方法，快速扫描复杂样品中含有EPA、

DPA及DHA脂肪酸链的磷脂并进行结构鉴定和相对含量

测定，有利于快速筛选ω-3脂肪酸链磷脂原料资源，促进

ω-3脂肪酸链磷脂保健品产业发展。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

水产加工鲐鱼副产物由舟山奥旭鱼油制品有限公司

提供。

PC、磷脂酰乙醇胺（phosphatidylethanoamine，

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

丝氨酸（phosphatidylserine，PS）标准品（纯度97%）  

美国Avanti Polar Lipids公司；甲醇、乙腈（均为色 

谱纯） 德国Merck公司；所有分离用有机溶剂均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

4000 QTRAP串联四极杆质谱仪（配有电喷雾离子

源及Analyst1.5数据处理系统） 美国AB Sciex公司； 

针泵注射进样器 美国Harvard公司；落地式高速冷冻

离心机 美国Thermo公司；超纯水系统 法国Milli-Q

公司。

1.3 方法

1.3.1 脂质提取

称取10 g水产加工副产物洗净后研磨成浆，准确称

取0.1 g糜液，并用二氯甲烷-甲醇（2∶1，V/V）混合液

3 mL冰浴超声提取30 min，提取完毕后加入纯水3 mL并

用冷冻离心机于4 ℃、8 000 r/min离心15 min；使用移液

枪移取下相溶液，向上清液和残渣中加入2 mL二氯甲烷

重复上述操作提取2 次；将所有提取后所得的下相溶液合

并，用氮气进行低温吹干后得脂质粗提物。将粗提物用

5 mL甲醇复溶，过0.22 μm滤膜后待用。
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1.3.2 质谱条件

采用负离子模式下母离子扫描（p r e c u r s o r  i o n 

scan，PreIS），通过多通道检测累加计算谱图；离子

喷雾电压：4.5 kV；离子源温度：450 ℃；去簇电压： 

－ 1 0 0  V ； 碰 撞 电 压 ： － 4 0  V ； 扫 描 范 围 ：

350～1 150 Da；驻留时间：2 s；气帘气压力：10 psi；辅

助气压力：30 psi；针泵注射进样器流速：5 μL/min。以

PreIS分别扫描m/z 301、329和327特征碎片离子峰，得到

所有含有EPA、DPA及DHA脂肪酸链的磷脂。同1 d内对

同一样品平行提取检测5 份并计算日内相对标准偏差，同

一样品连续7 d，每天各提取检测一次并计算日间相对标

准偏差。

1.4 数据处理

质谱数据采集使用Analyst软件；将谱图经过最低峰

宽为0.2 Da噪音过滤，基线扣除4 Da，去同位素峰后得

到谱图，将谱图导出为txt文件；磷脂分子通过LipidView 

1.1（美国AB Sciex公司）搜库鉴定，部分低丰度脂质使

用Lipid Mass Spec. Prediction软件鉴定，得到各个离子峰

的结构信息；相对丰度的计算公式为：

/% 100
Ai

A1 A2 A3 An 	

式中：Ai为该化合物峰面积；1，2，3……n表示谱

图中的各个化合物的峰面积。

2 结果与分析

2.1 质谱条件优化

PreIS是一种根据化合物共有碎片离子峰，扫描含有

该碎片离子峰的所有化合物母离子。PreIS是三重四极杆

串联质谱的一种重要模式，但是相关方法开发与应用报

道非常少[24-25]。本研究以EPA、DPA及DHA脂肪酸链为

特征碎片离子峰（图1），进而以PreIS分别扫描所有含有

这3 种脂肪酸链的磷脂，实现直接进样快速筛选优质磷脂

资源的目的[26-28]。
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图 1 含ω-3脂肪酸链磷脂结构式

Fig. 1 Structure of phospholipids with ω-3 fatty acid chains

动物组织中磷脂主要包括PC、PE、PI、PS等，其

中PC和PE是细胞磷脂双分子层的主要成分，磷脂酰甘油

和甘油磷脂酸均属低丰度磷脂，通常检出量较少[29]。除

了PC以外磷脂均易在负离子模式下电离形成[M－H]－。

PC由于胆碱较易质子化，在正离子模式下离子峰强度

相对较强，其负离子模式下电离形成[M＋Cl]－也能被顺

利检测到[30]。因此，本实验采用负离子模式监测水产品

副产物中的磷脂。去簇电压和碰撞电压是影响磷脂信号

强度最显著的因素，通过选定特征碎片进行PreIS扫描爬

坡测试，得到最佳参数为去簇电压－100 V和碰撞电压 

－40 V。磷脂的基本结构由极性基团和脂肪酸链构成，

其中单条脂肪酸链的碳原子数在14～22之间，考虑到溶

血性磷脂，质谱扫描范围设定为350～1 150 Da。

2.2 EPA链磷脂
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图 2 水产副产物中含EPA链磷脂质谱图

Fig. 2 Mass spectrum of EPA containing phospholipids  

in aquatic byproducts

含EPA链磷脂在质谱真空环境下经碰撞诱导解离，

其sn-2位置的EPA链断裂并生成碎片离子m/z 301，因此

选定该碎片为特征离子进行PreIS扫描，样品经针泵直

接进样后进行数据采集得到图2。含EPA链磷脂质谱图

特征较为明显，共鉴定磷脂分子17 种，其中最大峰m/z  

814.9相对强度23.2%，经搜库鉴定其结构可能为[PC 

16:0/20:5＋Cl]－、[PE 22:3/20:5－H]－或两者的重叠，其

后依次为m/z 736.8、764.8、816.9、762.8，结构分别为 

[PE  16 :0 /20 :5－H]－、 [PE  18 :0 /20 :5－H]－、 [PE 

22:2/20:5－H]－和[PE 18:1/20:5－H]－，其余离子峰强度

相对较弱，经结构鉴定结果见表1。根据水产品副产物中

含EPA链磷脂结构特征表明，其sn-1位置的脂肪酸链主

要以C16:0、C18:1和C18∶0为主。此外还检测到了2 条脂肪酸
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链均为EPA结构的磷脂，如PS 20:5/20:5（m/z 826.9）；

同时含D P A和E P A链结构的磷脂，如P I  2 2 : 5 / 2 0 : 5 

（m/z 841.9），以及溶血性磷脂lysoPC 20:5（m/z 577.1）。

表 1 水产副产物中EPA链磷脂相对丰度和分子结构

Table 1 Relative abundances and chemical structures of EPA 

containing phospholipids in aquatic byproducts

m/z 相对
丰度/%

sn-1/sn-2
PC PE PS PI

736.8 19.2 16:0/20:5
760.9 1.4 18:2/20:5
762.9 9.4 18:1/20:5
764.8 13.9 18:0/20:5
765.8 2.9 16:1/20:5
767.8 2.0 16:0/20:5
788.8 1.5 20:2/20:5
790.9 2.2 20:1/20:5
793.7 1.3 18:1/20:5
814.9 23.2 16:0/20:5 22:3/20:5
816.9 10.3 22:2/20:5
826.9 1.1 O-18:1/20:5 20:5/20:5
828.9 1.1 O-18:0/20:5
840.9 1.0 18:1/20:5
841.9 4.5 22:5/20:5
842.9 1.5 18:0/20:5

注：PC的母离子为[M＋Cl]－，其余为[M－H]－；m/z数据经软件中心化
计算，因此与图中原始标注小数点后第1位略有偏差。下同。

2.3 DPA链磷脂

含DPA链磷脂经碰撞诱导解离，其sn-2位置的DPA

链断裂并生成碎片离子m/z 329，因此选定该碎片为特征

离子进行PreIS扫描得图3。含DPA链磷脂分子种类多样，

共鉴定磷脂分子17 种，其推测结构和相对含量见表2，

其中m/z 791.0（[PE 18:1/22:5－H]－）和m/z 842.8（[PC 

16:0/22:5－H]－）为信号相对最强的磷脂分子，分别为

18.7%和16.1%。水产品副产物中含DPA链磷脂的sn-1位

置的脂肪酸链除C16:0、C18:1和C18:0结构外，C20:1和C22:2信号

也较强，如m/z 818.9（[PE 20:1/22:5－H]－）和m/z 844.8

（[PE 22:2/22:5－H]－）。水产品副产物中DPA链磷脂分

子种类丰富，且较传统的游离型、乙酯型和甘油三酯型

DPA在消化吸收以及营养功效方面更加优越。因此，以

水产品加工副产物为原料开发ω-3脂肪酸链磷脂保健功能

产品潜力较大。
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图 3 水产副产物中含DPA链磷脂质谱图

Fig. 3 Mass spectrum of DPA containing phospholipids in  

aquatic byproducts

表 2 水产副产物中DPA链磷脂相对丰度和分子结构

Table 2 Relative abundances and chemical structures of DPA 

containing phospholipids in aquatic byproducts

m/z 相对
丰度/%

sn-1/sn-2

PC PE PS PI

774.9 1.5 O-18:2/22:5

778.9 1.7 14:1/22:5

788.9 3.2 18:2/22:5

790.9 18.7 18:1/22:5

792.9 14.2 18:0/22:5

793.9 2.5 16:1/22:5

815.0 1.6 20:3/22:5

816.8 2.2 20:2/22:5

818.9 6.6 20:1/22:5

828.9 2.6 O-16:0/22:5

840.8 3.5 16:1/22:5 22:4/22:5

842.9 16.1 16:0/22:5 20:5/22:6

843.6 3.7 20:4/22:5

844.8 6.7 22:2/22:5

856.8 1.3 O-18:0/22:5

868.8 7.7 18:1/22:5

870.8 6.2 18:0/22:5

2.4 DHA链磷脂

本方法在检测DHA链磷脂方面不同于目前常用的

自上而下筛选法，即先鉴定所有磷脂分子结构，再从其

中筛选含DHA链磷脂，而是采用自下而上的策略，即

特异性筛查含DHA链磷脂，自动过滤非目标化合物。

含DHA链磷脂经碰撞诱导解离，其sn-2位置的DHA链

断裂并生成碎片离子m/z 327，因此选定该碎片为特征

离子进行PreIS扫描得图4。离子峰m/z 840.9信号最强，

相对丰度为20.8%，其结构鉴定为[PC 16:0/22:6－H]－和

[PE 22:2/22:6－H]－。其后依次为m/z 788.9（14.5%）、 

m /z  790.9（11.1%）和m /z  866.8（9.6%），结构分

别为[PE 18:1/22:6－H]－、[PE 18:0/22:6－H]－和[PC 

18:1/22:6－H]－，其余离子峰强度相对较弱，经鉴定结果

见表3。水产品加工副产物中DHA磷脂种类丰富，共鉴定

16 种磷脂分子，部分磷脂不饱和度极高，如PS 20:5/22:6

和PI 22:6/22:6，相对丰度分别为1.9%和3.6%。DHA是人

体无法自身合成具有重要保健功能的脂质，本方法可一

步快速筛查样品中含DHA链磷脂，为探索与发现磷脂新

资源提供重要支持。
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图 4 水产副产物中含DHA链磷脂质谱图

Fig. 4 Mass spectrum of DHA containing phospholipids in aquatic byproducts
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表 3 水产副产物中DHA链磷脂相对丰度和分子结构

Table 3 Relative abundances and chemical structures of DHA 

containing phospholipids in aquatic byproducts

m/z 相对
丰度/%

 sn-1/sn-2  

PC PE PI PI

762.9 7.9 16:0/22:6

763.6 2.3 14:1/22:6

776.9 1.3 14:1/22:6

786.8 2.6 18:2/22:6

788.9 14.5 18:1/22:6

790.9 11.0 18:0/22:6

812.9 2.6 14:0/22:6 20:3/22:6

814.9 2.5

816.9 7.1 20:1/22:6

826.8 3.2 O-16:0/22:6

840.8 20.8 16:0/22:6 22:2/22∶6

852.9 1.9 O-18:1/22:6 20:5/22:6

854.8 2.6 O-18:0/22:6

865.9 3.6 22:6/22:6

866.8 9.6 18:1/22:6

868.8 6.5 18:0/22:6

2.5 方法重复性实验结果

本实验针对每类ω -3脂肪酸磷脂选取高低丰度各

两种磷脂分子，EPA磷脂（m/z 814.9、736.8、765.8

和767.8）、DPA磷脂（m /z  790.0、842.9、793.9和

816 .8）、DHA磷脂（m /z  840 .8、788 .9、763 .6和

854.8），通过同1 d内对同一样品平行提取检测5 份以及

同一样品连续7 d每天各提取检测一次的方式，计算日内

及日间相对标准偏差，见表4。结果表明，所有磷脂分子

相对标准偏差不高于7.3%，PreIS模式下质谱数据稳定性

较好。

表 4 水产副产物日内、日间相对标准偏差

Table 4 Intra-day and inter-day relative standard deviations in  

aquatic byproducts 

项目

m/z
EPA DPA DHA

814.9 736.8 765.8 767.8 790.0 842.9 793.9 816.8 840..8 788.9 763.6 854.8

相对标准 日内 4.6 4.3 4.2 3.7 3.9 3.6 4.1 3.8 3.2 2.8 2.4 3.3
偏差/% 日间 7.3 7.1 6.9 6.5 6.5 6.3 7.0 6.4 6.1 5.9 5.5 6.1

3 结 论

ω-3脂肪酸链磷脂不仅具有磷脂的生理功能，还具有

ω-3多不饱和脂肪酸的生理功能，比传统的游离型和甘油

三酯型ω-3脂肪酸在消化吸收和营养功效方面更佳。目前

含EPA、DPA和DHA链磷脂的检测方法均为自上而下筛

选法，即先鉴定所有磷脂分子结构，再从其中筛选目标

磷脂。本方法采用针泵注射进样，以m/z 301、329和327

为特征碎片离子峰扫描含EPA、DPA和DHA链磷脂质谱

全谱图，谱图内离子峰均为目标磷脂，无杂质峰干扰。

该方法可大大简化后期数据处理与鉴定分析，方法稳定

可靠，为快速筛查ω-3脂肪酸链磷脂资源提供重要技术

手段。
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