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基于亲水作用色谱-质谱联用技术的脂质组学研究策略探讨 
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摘  要：脂质组学是代谢组学的新兴分支学科，亲水作用色谱-质谱联用技术（HILIC-MS）是脂质组学的新型研究手段。通

过从生物样本前处理方法，色谱、质谱条件建立及分析全程质控角度，阐明 HILIC-MS 在脂质组学研究中的应用、操作要点、

特殊优势及发展潜力，探讨其在脂代谢疾病中医药临床和科研研究中的应用。 
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Abstract: Lipidomics is a new branch discipline of metabolism. The hydrophilic interaction chromatography-mass spectrometry 
(HILIC-MS) technology is the new study method of lipidomics. The application, operation points, special advantages, and 
development potential for HILIC-MS were clarified from the angles of biological sample processing method, chromatography, mass 
spectrometry conditions establishment, and full analysis on quality control. The feasibility of using HILIC-MS technology to solve 
some lipid metabolism diseases problem in clinical and scientific research of TCM has been investigated. 
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脂质组学是代谢组学的新兴分支学科，通过系

统分析细胞、体液、组织等脂质及其代谢物（脂质

组，lipidome），识别关键的脂生物标志物，反映特

定生理状态下脂代谢紊乱疾病脂质的整体变化[1-2]。 
脂质是生命体广泛存在的数目巨大、结构各异

且易溶于有机溶剂的一类化合物，组成极为复杂，

根据极性可分为极性和非极性脂质，根据基本母核

和官能团结构又可分为脂肪酸类、甘油酯类、甘油

磷脂类、鞘脂类、固醇脂类、孕烯醇酮脂类、糖脂

类和多聚乙烯类 8 类。每大类又可分为若干亚类，

如甘油磷脂又被细分 19 类，最主要的是磷脂酰胆碱

（PC）、磷脂酰乙醇胺（PE）、磷脂酰丝氨酸（PS）、
磷脂酰甘油（PG）、磷脂酰基醇（PI）、磷脂酸（PA）、

溶血性磷脂酰胆碱（LysoPC）。 
由于脂质组学基本流程是对全部脂质或某一类

脂质进行定性、定量无偏检测，发现不同处理、不

同组别、不同组织、不同来源生物样本的脂质代谢

轮廓差异性[3]，通过模式识别、数据挖掘发现脂质

生物标志物，借助现代结构鉴定手段识别并鉴定标

志物结构，阐明脂质代谢网络在正常/病理、干预 
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前/后的动态变化特征为其核心目标，故生物样本脂

质信息的获取及脂质组样品的分析极为关键。 
1  脂质组分析的研究现状 

根据脂质性质、分析仪器功能及研究目的，质

谱（MS）是脂质组学研究最主要的分析仪器，基于

电喷雾离子化的“鸟枪法”（shotgun method）[4-6]

是脂质组学常用的分析方法。样品不经色谱柱分离，

直接进样后根据脂质分子不同 pH 值条件下电荷差

异性进行离子源内分离。正、负离子模式下分开检

测不同脂质分子。鸟枪法样品前处理简单、样品用

量少、分析时间短，但难以分析低丰度脂质，且加

入的锂盐会污染质谱，缩短仪器使用寿命。 
鸟枪法分析脂质样品时未经色谱柱分离，大量

未达到色谱基线分离的化合物极短时间内同时进入

离子源会降低其驻留时间及脂质电喷雾离子化效

率，进而影响信号稳定性和仪器灵敏度，故适宜的

色谱分离对质谱检测就极为关键。 
根据色谱分离原理，气相色谱（GC）与质谱联

用（GC-MS）能够有效分离脂质，但对分析物挥发

性、衍生化的要求制约了 GC-MS 在脂质组学中的

应用。液相色谱对分析物没有挥发性要求，亦无需

进行衍生化，可在保留脂质完整信息的前提下实现

色谱柱上的良好分离，广泛适用于脂质组学研究，

根据液相色谱流动相和色谱柱类型的不同，可分为

正相色谱（NPLC）和反相色谱（RPLC）2 种分离

模式。 
脂质溶解性各异，既有水溶性、两亲性脂质，

也有大量强亲脂性脂质。从色谱分离模式看，NPLC
能够根据特征官能团实现脂质类间分离，但由于

NPLC 多采用三氯甲烷等水不溶性流动相，其对质

谱兼容性差，且不利于溶解极性脂质，由于流动相

的强挥发性易引起流动相比例发生细微变化而增加

保留时间波动，严重影响脂质定性、定量测定结果

的重现性；RPLC 根据脂质不饱和度及碳链长度实

现脂质类内分离，但不利于脂质类间分离，由于流

动相中水相比例较高，非极性脂质溶解性不佳，且

强极性、水溶性脂质保留时间过短、分离度较低而

信号堆积不利于检测。由此看出，NPLC 和 RPLC
模式进行脂质组学研究各有利弊、各有所长，如何

整合分析模式、扬长避短成为脂质组学研究者面临

的重要课题。 
作为新型色谱分离模式，亲水作用色谱

（ hydrophilic interaction liquid chromatography ，

HILIC）近年来受到越来越多的关注和重视，其分

离机制介于正相色谱和反相色谱间，其分离特性整

合了 RPLC 和 NPLC 的优缺点。通过采用未键合硅

胶极性固定相和水-水溶性有机溶剂为流动相，有利

于极性脂质的分离，克服了 NPLC 和 RPLC 在极性

脂质分离过程中的不足，使脂质在类间分离的基础

上进一步实现类内分离。由于流动相含有高浓度有

机相，可增强脂质离子化效率，提高脂质检测灵敏

度，与质谱有较好的兼容性[7-8]。 
2  亲水作用色谱-质谱联用技术（HILIC-MS）在

脂质组学研究中的应用 
HILIC-MS 已成为脂质组学脂质分离鉴定的研

究热点[9-10]，国内尚未有相关文献发表。以 HILIC
高效分离脂质，结合质谱检测弥补了传统液相色谱

法检测器灵敏度和选择性不高的缺点，克服了鸟枪

法可能产生的源内离子抑制现象及无法检测低丰度

脂质的问题，能提供精确的相对分子质量及结构信

息，具有高分辨率、高灵敏度、高峰容量和高特异

性等优点，且无需样品衍生化，已成为脂质组学研

究的强有力手段。 
生物脂质天然丰度从纳克级到微克级不等，理

化性质千差万别，采用 HILIC-MS 既可以实现脂质

类间分离，又可实现脂质类内分离，避免了由于未

能良好分离而使高丰度脂质较强的质谱信号遮蔽了

低丰度脂质信号的情况。基于 HILIC-MS 的脂质组

学研究，图谱中每个信号峰都包含了被测分子的定

性、定量信息。定性信息是脂质特征图谱和色谱保

留时间，是结构鉴定的基础；定量信息是脂质的色

谱响应强度，如峰高、峰面积等，是定量比较不同

样品或组别差异性的基础。 
鉴于 HILIC-MS 在脂质组学中的良好应用前景

和巨大潜力，制定合理的研究策略有利于研究的顺

利推进。生物样本合适的前处理方法、HILIC-MS
参数的优化及可靠性评价、数据质量实时监控是高

质量脂质组学研究的基本条件，构成了脂质组学研

究的基本流程。 
2.1  优化生物样本脂质组前处理方法 

生物样本必须经前处理后方可进样分析。通过

前处理将脂质组从组成极为复杂的生物基质中转移

出来，实现提高仪器响应度、降低基质干扰、获得

高质量数据的根本目的[11]。目前常用的前处理方法

有固相萃取（SPE）、液液萃取（LLE）等。固相萃

取需要根据目标脂质的性质选择具有适宜保留性能
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的固相萃取小柱，根据脂质和生物基质在小柱上的

保留性能不同而被洗脱收集，小柱仅限单次使用，

需要进行活化、装样、洗脱等多个步骤，具有成本

高、效率低的缺点，但能够实现脂质和生物基质的

良好分离，有效降低质谱噪声。由于其需要筛选适

宜填料小柱并评价脂质和基质的分离特性，目前在

脂质组学中尚未广泛应用。 
LLE 具有操作简便、成本低、效率高等诸多优

点，是脂质组学常用的前处理方法，合适的萃取溶

剂是前提条件，根据脂质在生物基质和萃取溶剂中

的溶解性差异，按分配系数转移到萃取溶剂中，进

而通过氮气保护热挥发或采用离心真空浓缩仪等除

去萃取溶剂，流动相复溶后，冷冻过夜结合高速离

心、微孔滤膜滤过等方法除去不溶性微粒以满足液

相进样条件。常用萃取溶剂有氯仿-甲醇（2∶1）、
氯仿-甲醇（1∶2）、二氯甲烷-甲醇（2∶1）、甲基

叔丁基醚、70%异丙醇-醋酸乙酯（2∶3）等。常以

内标的萃取回收率为核心指标选取 LLE 的最佳萃

取溶剂。在生物样品中加入多类脂质非天然同系物

内标混匀后，分别采用上述溶剂处理后进样分析，

重复测定多次，比较内标物峰面积，峰面积较大者

表明提取效率高。 
2.2  优化 HILIC-MS 参数 

适宜的色谱柱是脂质良好分离的基础，良好的

质谱检测参数有助于提高脂质响应，故必须优化

HILIC-MS 参数，以发挥最佳分离、检测效能。 
2.2.1  优化 HILIC 参数  HILIC 柱规格、型号、填

料类型、极性脂质与非极性脂质保留性能、流动相

组成及其与质谱兼容性评价、体积流量、梯度条件、

柱温等。 
2.2.2  优化 MS 参数  正、负离子模式下毛细管电

压、锥孔电压、离子源温度、脱溶剂气温度、脱溶

剂气流量、碰撞能量、扫描间隔时间、扫描模式、

扫描质荷比（m/z）范围等。 
通过预实验最终确定 HILIC-MS 参数，使每个

样品的分析时间适宜（控制在 30 min 内），脂质类

内、类间分离良好，仪器响应适中。 
2.3  HILIC-MS 的可靠性评价 

由于脂质组学研究通常样本量较大，分析时间

较长，每个样本不少于 15 min，且多采用梯度洗脱，

故分析条件、仪器响应的可靠性亦会影响脂质组学

研究质量，必须要进行 HILIC-MS 的可靠性评价。 
2.3.1  精密度考察  配制高、中、低浓度下的多类

脂质非天然同系物内标混合液，在优化的 HILIC- 
MS 条件下，日内、日间分别连续进样 6 次，质谱

测定分析，计算各色谱峰保留时间和峰面积的日内、

日间 RSD，评价仪器精密度。 
2.3.2  稳定性考察  以相同来源的生物样品加入

高、中、低浓度下的多类脂质非天然同系物内标混

合液，在优化的 HILIC-MS 条件下进样测定，以脂

质内标 RSD 值为指标评价生物样品处理前、处理

中、处理后、不同存储条件、冻融循环过程中的稳

定性。 
2.4  HILIC-MS 数据质量的实时监控 

在优选的 HILIC-MS 条件下，为获得高质量的

脂质组学数据，分析误差控制在不影响多变量统计

分析的范围内，需从多方面控制数据质量。 
2.4.1  制备多类脂质非天然同系物内标混合样本  
测试序列中穿插进样混标样本，通过混标的保留时间

和峰面积 RSD 值，实时监测系统的稳定性和可靠性。 
2.4.2  制备生物质控样本  混合多个生物样本为

生物质控样本。在正式进样检测样本前先连续进样

6～10 次生物质控样本，对系统进行预适应和预平

衡，增加分析结果的稳定性和可靠性。正式测样后

每测定 8～12 个样本穿插进样 1 次生物质控样本。

测定结束后对生物质控样本进行主成分分析

（PCA），以 PCA 结果评价脂质样本序列测定过程的

稳定性和可靠性。 
3  基于 HILIC-MS 的脂质组学研究策略 

灵敏、稳定、可靠、高效的分析测试平台是进

行脂质组学研究的前提，HILIC-MS 大大提升了脂

质组学的研究效率，所获取的高质量数据奠定了进

一步数据挖掘的基础。 
脂质是机体的重要组成物质，鉴于脂质在机体

中的广泛分布、生命活动的深度参与、调节生理机

能的重要作用，大量疾病的发病机制、病理改变和

脂质密切相关，如高脂血症、动脉粥样硬化[12-13]、

糖尿病、糖尿病肾病、肿瘤[14]、非酒精性脂肪肝[15]、

脑卒中、多囊卵巢综合征[16]、慢性肥胖、关节炎[17]、

亚健康、阿尔茨海默病[18]等。研究脂质及脂质代谢

网络在疾病发生、发展中的作用特点和机制，有助

于进一步深化对疾病的认识、提高临床疗效[19]。 
中医药在脂代谢相关疾病治疗上具有临床特色

和优势，基于 HILIC-MS 的脂质组学研究策略是解

决中医药临床和科研若干问题的有力武器，有着广

阔的应用前景。 
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3.1  中医证型客观化研究 
证型是中医临床特有概念，是对疾病某一类型

外在症状所做出的整体评判和分类，辨证论治构成

了中医临床的精髓。不同证型具有不同的内在物质

基础和外在表现，通过对血液、尿液等生物样本进

行脂质组学研究，进行不同证型下脂质信息与外在

症状的关联性分析，并进行系统化、整体性评判，

揭示不同证型脂质代谢网络间的差异性和趋同性，

探讨构成证型的脂质物质基础，是脂代谢疾病中医

证型客观化研究的可行之路，国内已有中医证本质

的脂质组学研究报道。殷婷婷等[20]比对了强直性脊

柱炎湿热证组与强直性脊柱炎非湿热证组的血清脂

质指纹图谱，发现其脂质轮廓存在明显差异，其中

差异较明显的脂类代谢物主要是甘油磷脂酰胆碱类

（GPC）和三酰甘油类（TG），其可能为强直性脊柱

炎湿热证脂质代谢的特异性本质及病理生理学物质

基础。黄珮[21]进行了正常人、肝郁脾虚型高脂血症

患者及非肝郁脾虚型高脂血症患者的血浆脂质组学

研究，发现肝郁脾虚证组高脂血症患者的脂质标志

物可能为 PG、PS、FA 和 SP 等脂质。 
3.2  中医临床疗效评价研究，阐明中药作用机制 

中医临床具有简、验、便、廉等优势，通过中

药干预、针刺、心理疏导等多方面措施，借助于受

体、酶、信号通路、神经生物学机制等发挥干预作

用，从而使脂代谢疾病下游表达产物-失衡的脂质代

谢网络逆转和趋于再平衡，达到治疗疾病的目的。

通过对生物样本脂质的全面检测和整体评判，清晰

揭示临床干预前/后脂质的整体轮廓的阶段性变化，

为脂代谢疾病临床疗效评价提供依据和参考。

Rabiei 等[22]采用脂质组学手段研究了橄榄叶提取物

对大鼠脑卒中模型的保护作用，与对照组相比，50、
75、100 mg/kg 剂量的橄榄叶提取物可显著提升大

鼠脑胆固醇、胆固醇酯、脑苷脂、磷脂酰胆碱水平，

降低脑神经酰胺水平，75、100 mg/kg 剂量可增加

鼠脑三酰甘油水平，表明其脑保护作用可能与调节

脑脂质水平变化有关。 
3.3  脂代谢疾病诊断标志物的发现 

脂质组学研究很重要的目的是为临床服务，寻找

脂代谢疾病不同证型或不同亚型的脂质标志物，从而

为辨证分型、疾病进展阶段精准判断等提供支撑。Han
等[23]发现硫苷脂（sulfatide）可能为早期阿尔茨海默

病的脂质生物标志物，有利于其早发现、早治疗。 
通过脂质组学研究，借助于现代分析仪器、大

数据分析、模式识别方法，发现潜在的脂质生物标

志物。在脂质代谢网络视野和背景下，阐明脂质标

志物在脂代谢疾病发生、发展过程中所扮演的排他

性角色、地位和作用，发现其与脂质代谢疾病的独

特联系和高相关性，进而将其发展为具有可供临床

诊断价值的诊断标志物，开发出相应诊断试剂或快

速检测方法，必将成为转化医学联系基础研究和应

用研究的桥梁。 
3.4  揭示中药复方配伍机制 

通过不同配比的中药复方作用于动物和人体，

获得相应的脂质代谢网络的变化，深入分析脂质代

谢网络与中药复方配伍间的内在联系，挖掘基于脂

质组学的配伍机制。 
3.5  建立中药药动-药效（PK-PD）研究模型 

PK-PD 结合模型的建立需要灵敏、特异性、可

量化的药效指标，但药效指标的粗放性、滞后性与

药动指标的精细性存在不可调和的矛盾。脂质生物

标志物体现了机体对药物的特征性响应，且强度随

药物浓度变化而变化。以脂质生物标志物为药效指

标，有效解决脂代谢疾病药效变化不灵敏、缺乏量

化药效指标的 PK-PD 模型构建的技术难题。 
3.6  中药安全性评价 

脂质组学也是中药毒性机制及毒性标志物研究

的有力手段，发现脂质标志物在致毒过程、毒性消退

中的动态变化，揭示有毒中药的致毒机制，为其临床

安全、合理应用提供依据。Cai 等[24]采用 UHPLC/ 
Q-TOF MS 结合心电图（ECG）研究附子提取物对心

脏的毒性作用，结果表明附子的心脏毒性具有剂量依

赖性，被鉴定的参与磷脂、鞘脂、饱和脂肪酸氧化、

不饱和脂肪酸过氧化代谢的 14 个脂质代谢产物，被

认为是附子毒性的潜在生物标志物，其所采用的及脂

质组学研究方法理论也适用于马兜铃等有毒中药致

毒物质基础及脂质生物标志物研究。 
4  结语 

鉴于 HILIC-MS 在解决脂质组学生物样本分析

中所具有的特殊优势和巨大潜力，必将成为脂质组

学研究的有力武器。通过筛选脂质组适宜前处理方

法及色谱、质谱联用参数，又好又快地获取海量脂

质信息，结合模式识别及数据挖掘等方法，分析脂

质代谢网络对内、外环境改变所带来的动态调节过

程，提供了全新视野角度下若干中医药临床和科研

问题的完整解决方案，将极大提升脂代谢疾病中医

临床诊断的精准性、疗效评价的客观性。 
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