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摘要

磷脂酰⼄醇(PEth)是测量饮酒量的直接⽣物标志物，与其他酒精⽣物标志物相⽐，具有更⾼的选择性和相对较

⻓的半衰期，因此近年来受到更多关注。沃特世开发出⼀种快速、耐⽤的净化⽅法从全⾎中提取PEth 

16:0/18:1和16:0/18:2，该⽅法采⽤Ostro直通式样品制备板、ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和Xevo TQ-

S micro，能够达到理想的性能和分析灵敏度。

优势

采⽤快速、简单的净化⽅法从全⾎中提取PEth■

分析灵敏度低⾄10 ng/mL (0.014 µM)■

快速完成⾊谱分离，⽆残留■

整个分析范围内的定量结果准确、精密■

简介

磷脂酰⼄醇(PEth)是饮酒后在细胞膜上形成的⼀组异常磷脂。据报道，此类化合物存在40多种同系物。全⾎中

丰度最⾼的PEth为16:0/18:1和16:0/18:2，分别约占总PEth的37%和25%1。 即使是少量饮酒的情况，也可以

使⽤PEth作为直接标志物进⾏测量，不受年龄、性别和肝病等因素的影响。PEth还可以⽤于区分饮酒⽅式和

⾏为，例如鉴别少量或过量饮酒者以及酗酒者。PEth近年来已成为常⽤的饮酒标志物，因为其检测窗⼝⻓达

3~4周，⽽监测尿液中的⼄基葡糖醛酸苷(EtG)和硫酸⼄酯(EtS)的检测窗⼝仅为3~4天。与其他⽣物标志物和化

合物（例如EtG和EtS）相⽐，PEth还具有较⾼的选择性2-5。 戒酒者的基线PEth浓度通常低于10 ng/mL 

(0.014 µM)，建议⽤截⽌值0.05 µM表⽰少量饮酒⾏为3， 浓度⾼于0.3 µM (210 ng/mL)表⽰⼤量饮酒或酗酒2

。 但由于这些分⼦的疏⽔性⾮常强且化学性质独特，导致从全⾎中提取和分析PEth存在⼀些独特的挑战。

本⽂详细介绍了⼀种定量分析PEth的解决⽅案，该解决⽅案依次采⽤固相萃取(SPE)和快速UPLC-MS/MS⽅法

分析全⾎中的PEth 16:0/18:1和PEth 16:0/18:2。使⽤Ostro直通式样品制备板通过简单的2步流程（上样和洗

脱）进⾏分析。⽅法优化表现出独特的多峰保留特性，其同时具有反相和HILIC特性。采⽤BEH C8⾊谱柱，以

50:50⼄腈:异丙醇组成的强流动相进⾏洗脱，得到⼀种快速分离⽅法，⽆可检出残留。



实验

材料

PEth 16:0/18:1、PEth 16:0/18:2以及氘代类似物PEth 16:0/18:1-D5购⾃Cerilliant（德克萨斯州圆⽯）。

PEth 16:0/18:1-D5⽤作两种分⼦的内标。全⾎购⾃Lampire Biological Products（美国宾⼣法尼亚州

Pipersville）。

⽅法

经过两个阶段沉淀100 μL全⾎。⾸先加⼊200 μL含50 ng/mL氘代内标的异丙醇(IPA)，涡旋混合5~10 s，使样

品充分混合。接下来⽴即加⼊800 µL含0.1%甲酸(FA)的⼄腈(ACN)，再次涡旋混合。然后将样品在21K rcf下

离⼼10 min，取上清液直接上样⾄Waters Ostro直通式样品制备板。⽤400 µL的60:20:20⼄腈:异丙醇:⽔对样

品进⾏洗脱，洗脱2次。将ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统(FTN)与Xevo TQ-S micro串联四极杆质谱仪联

⽤，分析20 μL样品。

采⽤1.7 µm Waters BEH C8⾊谱柱(2.1 × 50 mm)对分析物进⾏⾊谱分离，柱温为40 °C。流动相A (MPA)为5 

mM甲酸铵（含0.1%甲酸）；流动相B为50:50⼄腈:异丙醇。流速为0.5 mL/min。溶剂梯度从50:50 

MPA:MPB开始，在3 min内增加⾄100% MPB。运⾏分析后，添加两个50:50 MPA:MPB在30 s内增加⾄100% 

MPB的快速梯度，尽量减少残留。在ESI-模式下分析样品。对每种化合物监测两个通道。质谱参数⻅表1。标

准曲线浓度范围为10~1000 ng/mL (0.014~1.4 µM)。从提取回收率、基质效应、线性、准确度、精密度、分

析灵敏度、残留、稀释完整性和提取样品稳定性⽅⾯验证该⽅法。

表1.质谱参数



结果与讨论

样品净化

⽅法优化表明，PEth在Ostero吸附剂上可能存在多峰保留机理。似乎表现出⼀些HILIC特性，因为需要⼤量的

⽔(20%)和另⼀种质⼦溶剂（甲醇或异丙醇）才能从吸附剂上洗脱PEth。同时，由于PEth的亲脂性⾼，因此

还需要强反相洗脱溶剂。与甲醇相⽐，使⽤异丙醇作为第三种助溶剂可以得到更⾼、更⼀致的回收率。优化后

的最终洗脱溶剂为60:20:20⼄腈:⽔:异丙醇。 

该萃取⽅法的回收率很⾼，离⼦抑制效应⾮常少，能够轻松满⾜分析灵敏度要求。萃取⽅法简单⾼效，获得的

样品⾮常洁净。PEth 16:0/18:2和PEth 16:0/18:1的平均回收率分别为88%和79%。萃取重现性⾼，所有%

RSD均低于10%。基质效应很⼩，两种分⼦的基质效应均低于13%。回收率和基质效应结果可参⻅表2。

表2.回收率和基质效应

⾊谱分析

对UPLC-MS/MS⽅法进⾏优化，以平衡保留时间和选择性，同时尽量减少残留。使⽤C8⾊谱柱以及由50:50⼄

腈:异丙醇组成的强流动相B实现这⼀⽬的。初步⽅法开发表明，C18⾊谱柱的保留性过强，并且仅由⼄腈组成

的流动相不⾜以充分洗脱PEth并防⽌残留。除流动相优化以外，在分析梯度后使⽤快速的“锯⻮”梯度，进⼀

步减⼩存在残留的可能性。使⽤本⽂所述的条件，PEth 16:0/18:1和PEth 16:0/18:2彼此实现基线分离，并与

全⾎中的其他⼲扰物质实现基线分离。这⼀点从图1中在PEth 16:0/18:1和PEth 16:0/18:2之后流出的宽峰可以

看出。PEth 16:0/18:2和16:0/18:1的保留时间分别为2.54 min和2.64 min。即使在进样⾼浓度标准品(1000 

ng/mL)后也未发现残留。 



图1.PEth⾊谱图

定量验证

该⽅法的分析灵敏度⾜够⾼，两种分⼦的定量限均为10 ng/mL (0.014 μM)，可轻松满⾜⽅法要求和⽂献中报

道的检测限2,3。 尽管⾎液基质仅存在很少的PEth（约5 ng/mL），但是⽅法验证表明，该⽅法可轻松区分并

准确定量最低校准⽔平(10 ng/mL)的添加量。该⽅法在10~1000 ng/mL (0.014~1.4 μM)范围内呈线性。PEth 

16:0/18:1和PEth 16:0/18:2的标准曲线⻅图2。 

图2.PEth标准曲线



准确度和精密度

准确度和精密度结果⻅表3。所有准确度均在⽬标值的15%以内，⼤部分在10%以内。所有%RSD均低于

13%，⼤部分低于10%。定量限定义为最低校准品浓度(10 ng/mL)，在验证过程中得到证实。准确度在

15%以内，%RSD为5.1%。 

表3.准确度和精密度

结论

本研究开发出⼀种定量全⾎中PEth 16:0/18:1和PEth 16:0/18:2的⽣物分析⽅法。该⽅法先进⾏蛋⽩沉淀，然

后⽤Ostro直通式样品制备板进⾏简单提取。分析使⽤Waters ACQUITY UPLC系统和Xevo TQ-S micro质谱仪

完成，结果表明该⽅法具有良好的线性、准确度和精密度，⽆可检出残留，分析灵敏度轻松满⾜建议的0.05 µ

M截⽌⽔平。
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