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豌豆光系统Ⅰ中脂类物质的分离及反相高效液相色谱分析
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摘要：为进一步探讨脂类物质在类囊体膜及其蛋白复合物中的分布及作用�该研究提取了经 DOC--PAGE 分离的豌
豆光系统Ⅰ中的脂类物质�采用 RP--HPLC--UV 梯度洗脱分析方法�以乙腈与水为流动相组成�在25min内进行了较
好的分离．所得的色谱图基线平稳、分离度高．RP--HPLC--UV 分析图上有6个主要色谱峰�通过所对应的紫外吸收
光谱图�确认它们均属于脂类化合物．
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In order to discuss the distribution and function of lipids in thylakoid membranes and its protein complex�
lipids were extracted from photosystem I separated by DOC-PAGE from thylakoid membranes in the leaves of
Pisum sativum L．An RP-HPLC-UV method with gradient elution was established for the separation of lipids
obtained from thylakoid membranes�and baseline separation of the sample components could be realized in25
min with this method．From the UV spectrum extracted from the DAD 3D graph�the main components
separated in HPLC can be characterized preliminarily as lipids．
Key words　thylakoid membrane�protein complex�lipids�RP-HPLC

　　高等植物中进行光合作用的光合膜（类囊体膜）
具有独特的膜脂组成［1］ ．一般动物细胞膜膜脂的主
要成分为磷脂�而植物类囊体膜膜脂主要由糖脂组
成�仅含少量的磷脂．在植物类囊体膜的糖脂中主
要成分为单半乳糖甘油二酯（MGDG）�其次为双半
乳糖甘油二酯（DGDG）和硫代异鼠李糖甘油二酯
（SQDG）�在类囊体膜的磷脂中含量最多的是磷脂酰
甘油（PG）�而磷脂酰胆碱（PC）含量较少［2］ �几种类
囊体膜脂的结构见图1．

近年来对于脂类物质的研究逐步展开�在磷脂
分析方面�建立了大量的薄层色谱 （TLC）和高效液
相色谱（HPLC）的分析方法［3--9］ ．反相色谱柱 HPLC

法用于对磷脂的分离�已经被学者广泛采纳并逐步
取代了 TLC ［10］ ．HPLC法用于糖脂的分离研究较少．
Christie等［11--14］尝试了糖脂 HPLC分离的方法并对其
进行了系统的研究．目前�色谱柱利用ODS 柱�流动
相采用甲醇、乙腈、水的混合洗脱系统的 HPLC 法已
经成为未知样品中脂类物质分离和定性的最有效方

法．但应用反相--HPLC技术对植物类囊体膜脂的研
究报道较少．本文提取经DOC--PAGE分离的类囊体
膜蛋白中的脂类物质�通过大量的试验研究�初步建
立了类囊体膜脂的反相--HPLC分析方法�为深入研究
膜脂在类囊体膜蛋白复合物形成过程中的作用�以及
膜脂在膜蛋白和类囊体膜中的分布提供有效方法．
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图1　类囊体膜中的脂类物质的结构
FIGURE1　Structure of lipids of thylakoid membranes

1　材料与方法
1∙1　材　料

豌豆（Pisum sativum L．）水培于温室�摘取其生
长20d 的新鲜成熟叶片�冲洗干净�去表面水之后
置4℃冰箱中预冷待用．
1∙2　方　法
1∙2∙1　脂类物质提取材料的制备

类囊体膜的提取按照高荣孚等［15］的方法．膜蛋
白复合物的制备和 DOC--PAGE 分离按照郑彩霞等
的方法［16］ ．
1∙2∙2　类脂的提取

按照 Bligh等［17］的方法进行少量修改．准确切
取5倍洋地黄皂苷处理的绿色 DOC--PAGE 分离条
带�切碎�放入4mL 水中�加入15mL V （氯仿）∶V
（甲醇）为1∶2的混合液．充分混匀后放置30min�然
后加入5mL 氯仿混匀�继续提取1min�加入5mL
水继续混匀1min．过滤�滤液萃取分离�弃去上相�
收集下相．过滤后的胶粒重复以上操作．将两次萃
取所得的下相合并�用0∙45μm的有机滤膜过滤�滤
液用氮气吹干．加入3mL 乙醚溶解�用0∙45μm 的
有机滤膜过滤�滤液用氮气吹干�于－20℃贮存．临
用前�用甲醇适量溶解�用0∙45μm的有机滤膜过滤
后即可进样．
1∙2∙3　类脂 RP--HPLC色谱条件的筛选
1∙2∙3∙1　紫外检测波长的选择

仪器选用Agilent Series HP1100型高效液相色谱
仪和Waters反相 C18色谱柱．根据文献中脂类物质
的紫外吸收特性�选择205nm为检测波长．
1∙2∙3∙2　溶剂系统的选择

根据 Bradley 等［5--9］方法�初步选择甲醇与水组
成的二元溶剂系统�按下述的色谱条件�对类脂样品
进行 HPLC等度洗脱�根据分离结果调整流动相组
成�筛选溶剂系统．流动相：体积比为95∶5或99∶1
的甲醇与水混合溶剂系统�流速：1∙0mL/min；检测

波长：205 nm；柱温：室温（25±3）℃；进样体积：10
μL．

分别采用不同梯度的甲醇与水混合溶剂系统�
进行 HPLC 梯度洗脱�共尝试了5种甲醇（A）与水
（B）组成的梯度如下：

90％A （5％/3min）→95％A （3→10min） （梯度1）
90％A （5％/5min）→95％A （5→15min） （梯度2）
90％A （5％/10min）→95％A （10→20min） （梯

度3）
85％A （10％/10min） → 95％A （10→20min）

（梯度4）
80％A （15％/10min） → 95％A （10→20min）

（梯度5）
其他的色谱条件同上�流动相选用乙腈（C）与

水组成的溶剂系统�进行梯度洗脱�根据上一步梯度
洗脱的结果�进一步设置下一步的试验方案�共尝试
了4种梯度系统．

80％C（15％/10min）→95％C（10→20min）（梯度6）
50％C（45％/10min）→95％C（10→25min） （梯

度7）
65％C（30％/10min）→95％C（10→25min） （梯

度8）
5％C（60％/8min）→65％C（30％/7min）→95％C

（15→25min） （梯度9）．
各梯度下流动相流速均为1∙0mL/min．

2　结果与分析
2∙1　甲醇与水的等度洗脱

甲醇与水（体积比为95∶5）等度洗脱结果见图
2�由图可知样品的流出时间较快�但分离不好．其他
色谱条件不变�将流动相改为体积比为99∶1的甲醇
与水混合溶剂�进行 HPLC 等度洗脱�分离没有改
善．由于类囊体膜蛋白中脂类物质的组分复杂�是
一个极性范围较宽的混合物�采用等度洗脱体系很
难将其各个组分完全分离．为了提高分离效果�在后
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面的试验中将采用梯度洗脱系统进行分离．

图2　甲醇与水（体积比为95∶5）等度洗脱 HPLC--UV 图
FIGURE2　RP-HPLC spectrum of lipids eluted by

methanol and water

a～d分别为水梯度6～9
图4　乙腈与水梯度 HPLC--UV 图

FIGURE4　RP-HPLC spectrum of lipids eluted by acetonitrile and water gradient

2∙2　甲醇与水的梯度洗脱系统
以甲醇与水组成的二元溶剂系统�按照梯度1

～5进行色谱试验�结果梯度1脂类物质的出峰时
间集中在4min 之内�比较紧凑�但没有分开�原因
可能是梯度设置中将甲醇的含量在3min内由90％
变到95％�变化太快．梯度2中将甲醇的含量由
90％变到95％的梯度时间调整为5min�完成整个分
离的时间也增长为15min�类脂的分离得到改善�但
是基线漂移比较严重．继续调整梯度及变化的时
间�直至在梯度5中调低甲醇含量的起点至80％�
梯度为在10min内甲醇的含量由80％变化至95％�
其结果由图3可知�分离效果得到明显改善�几种主
要的类脂均得到了分离�但是基线漂移仍然严重．

由以上的分离结果可以看出�用甲醇与水的梯
度洗脱可以分离我们获得的脂类物质�但是基线严
重漂移�原因可能是由于甲醇在紫外区域吸收的影
响．因此在下面的试验中尝试用紫外吸收较弱的乙

图3　甲醇与水梯度5HPLC--UV 图
FIGURE3　RP-HPLC spectrum of lipids eluted by methanol

and water gradient5
腈与水梯度洗脱系统进行优化分离．
2∙3　乙腈与水的梯度洗脱系统

以乙腈与水组成的二元溶剂系统�按照6～9的
梯度进行色谱试验�结果见图4a～d．由图4a 可知
在色谱图的前半部分�出峰时间比较集中�为多种不
同的极性脂类物质�分离结果不理想�但是基线与甲
醇--水溶剂系统相比有较大改善�比较平稳．在此基
础上继续调整梯度变化的起点�以改善分离效果．
在梯度7中�将乙腈的含量在10min内由80％变到
95％�调整为由50％变化到95％�而且分离总体时
间延长为25min�分离结果见图4b�由图可知�分离
得到改善�多种脂类得到较好的分离�但是基线与图
4a相比�变的不稳定�可能是由于梯度的变化太陡
的缘故．因此在梯度8中�将乙腈的含量在10min
内由50％变到95％�调整为由65％变化到95％�分
离结果见图4c�由图可知�基线得到了改善�变得趋
于平稳�几种主要脂类的出峰时间后移�分离效果得
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到改善．继续调整梯度�按照梯度9所设计的变化�
将乙腈的含量先在8min内由5％变到65％�再在7
min内由65％调整到95％�而总分离时间仍为25
min�分离结果见图4d�由图可知�几种主要的脂类
都得到了很好的分离�出峰时间分别为9∙52、12∙52、
16∙48、19∙63和21∙21min�而且�色谱图的基线平
稳�分离效果比较理想．

对于图4d中1～6号色谱峰�由DAD检测器给出
的谱图中提取其紫外吸收光谱图�将这些紫外图谱与
文献中脂类的图谱做比较�可以看出其紫外吸收图谱
均属于脂类化合物．对于各个色谱峰的归属我们进一
步用液相色谱－质谱联用技术进行了鉴定．
3　结　　论

甲醇与水组成的二元溶剂系统等度洗脱不能实

现类囊体膜蛋白复合物中提取的脂类物质的有效分

离．而在改变甲醇与水的梯度后分离度较好�但是
基线严重漂移．因此甲醇与水系统不适合类囊体膜
脂类物质的分离．当采用乙腈与水的梯度洗脱系统
时�分离的效果和基线都得到了极大的改善．

本研究提取了经 DOC--PAGE 分离的豌豆苗叶
片光系统Ⅰ中的类脂�经过大量的研究确定了其
HPLC分离的最佳流动相组成为乙腈与水的二元梯
度系统�初步建立了类囊体膜膜脂的 RP--HPLC--UV
梯度洗脱分析方法�所提取的脂类物质在25min内
得到了较好的分离．在这个色谱条件下�在所得的
RP--HPLC--UV分析图上有6个主要色谱峰�通过它
们所对应的紫外吸收光谱图可知�这6个色谱峰均
属于脂类化合物．这个方法为进一步研究脂在类囊
体膜中的分布以及脂在类囊体膜蛋白中的作用奠定

了良好的技术基础．
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