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摘要：　 目的　 用高效液相色谱法测定 ２ 型糖尿病患者血清中五种磷脂含量的变化。 　 方法　 取 ７０ 例 ２ 型糖尿病患者

血清、８１ 例正常对照组人群血清；采用正向高效液相色谱法测定血清中的磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）、磷脂酰肌醇（ＰＩ）、磷脂酰胆

碱（ＰＣ）、磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）、神经鞘磷脂（ ＳＭ）的含量，并做对比研究。 　 结果 　 ２ 型糖尿病患者体内 ＰＳ［（０􀆰 １３９±
０􀆰 ０３１）ｍｇ ／ Ｌ ｖｓ􀆰 （０􀆰 １５４±０􀆰 ０２９）ｍｇ ／ Ｌ］、ＰＩ［（０􀆰 ０２１±０􀆰 ０１６）ｍｇ ／ Ｌ ｖｓ􀆰 （０􀆰 ０２７±０􀆰 ０１７）ｍｇ ／ Ｌ］、ＰＣ［（０􀆰 １５０±０􀆰 ０３９）ｍｇ ／ Ｌ ｖｓ􀆰
（０􀆰 ３８５±０􀆰 ０２２）ｍｇ ／ Ｌ］、ＰＥ［（０􀆰 ０７０±０􀆰 ０２６）ｍｇ ／ Ｌ ｖｓ􀆰 （０􀆰 ０８７±０􀆰 ０４４）ｍｇ ／ Ｌ］含量均低于正常人，差异有统计学意义（均 Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＳＭ 含量［（０􀆰 ０３９±０􀆰 ０２６）ｍｇ ／ Ｌ ｖｓ􀆰 （０􀆰 ０４４±０􀆰 ０２８）ｍｇ ／ Ｌ］与正常人比较差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 ２
型糖尿病患者血清中 ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ 含量呈现下降趋势，提示这四种指标对糖尿病患者在正常人群中的筛查起到了辅助

性作用。
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　 　 随着人们生活质量的提高，有许多疾病，例如：高
血压、高血脂、糖尿病等正威胁到人体的健康。 其中关

于糖尿病，国际糖尿病联盟（ＩＤＦ）数据报告，２０１４ 年全

球有糖尿病患者 ３􀆰 ８７ 亿人，并预计 ２０ 年后将增长

５５％，达到 ６ 亿［１］。 糖尿病（ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是

胰岛素分泌缺陷及（或）其生物效应降低导致作用障

碍引起的以高血糖为特征的慢性、全身性代谢性疾病。
它被称为三大慢性非传染性疾病之一，继肿瘤和心血
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管疾病后居第三位［２－３］。 其主要分为两种类型：１ 型糖

尿病和 ２ 型糖尿病。 １ 型糖尿病也称胰岛素依赖型糖

尿病，占糖尿病患者的比例较小，大约 １０％，其他病例

大多数以 ２ 型糖尿病即非胰岛素依赖型糖尿病存

在［４］。 ２ 型糖尿病的病因并不是十分明确，通常认为

老龄化，现代的生活方式（饮食油腻、运动较少）和肥

胖是其中的因素。
众所周知，人体内磷脂是维持人体生命活动的基

本物质，有降低血脂和胆固醇，提高机体免疫力的作

用，存在于多种细胞及血液中。 并有相关文献提出糖

尿病患者会引起红细胞膜中磷脂酰胆碱的代谢紊

乱［５］、糖尿病患者的微血管改变会引起红细胞膜中磷

３３５实用预防医学 ２０１７ 年 ５ 月 第 ２４ 卷 第 ５ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７， Ｖｏｌ．２４， Ｎｏ．５



脂改变［６－７］。 本文旨在研究 ２ 型糖尿病患者体内血清

中五种磷脂：磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）、磷脂酰肌醇（ＰＩ）、磷
脂酰胆碱 （ ＰＣ）、磷脂酰乙醇胺 （ ＰＥ）、神经鞘磷脂

（ＳＭ）含量的变化，根据相关文献［１３－１４］ 对血清中磷脂

测定的方法学研究，本实验采用高效液相色谱法进行

测定，为临床上早期检测糖尿病提供理论依据。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象

１􀆰 １􀆰 １ 　 ２ 型糖尿病组　 在哈尔滨市第一、三福利院人

群中选具有五年以上糖尿病病史，并排除 １ 型糖尿

病、妊娠糖尿病和特殊类型糖尿病者，并根据 ＷＨＯ 鉴

定 ２ 型糖尿病标准之一：空腹血浆葡萄糖（ＦＰＧ）水平

≥７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ２ 型糖尿病患者人群共计 ７０ 人。
１􀆰 １􀆰 ２　 正常对照组　 在与病例组相同的社区和福利

院人群中，选出健康人群： ＦＰＧ＜６􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，且葡萄

糖耐量实验正常。 人数共计 ８１ 人。
１􀆰 ２　 仪器与试剂

１􀆰 ２􀆰 １　 仪器 　 高效液相色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０） （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；ＸＢＰ－Ｓｉｌｉｃａ （４􀆰 ６ ｍｍ∗２５０ ｍｍ，５ μｍ）；
－ ８０ ℃ 超 低 温 冰 箱 （ Ｕ４１０ ）； 高 速 冷 冻 离 心 机

（ＴＧＬ１６）；漩涡混合器（ＸＫ９６－Ａ）；纯水化制备系统

（ＭＩＬＬＩ－Ｑ）； 超声清洗仪；分析天平（ＡＲ１１４０）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 试剂　 磷脂酰丝氨酸（ＰＳ ９０％）、磷脂酰胆碱

（ＰＣ ９８％）、磷脂酰肌醇（ＰＩ ９８％）、磷脂酰乙醇胺（ＰＥ
９８％）和神经鞘磷脂（ＳＭ ９８％）标准品（宜昌安途商贸

有限公司）；乙腈、甲醇、８５％磷酸、正己烷、异丙醇和三氯

甲烷均为色谱纯；０．９５％ＮａＣｌ 溶液。 提取液：氯仿：甲
醇＝ ２：１（ｖ ／ ｖ）。 洗液：氯仿：甲醇：水＝ ８：４：３（ｖ ／ ｖ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件 　 流动相：乙腈：甲醇：８５％磷酸 ＝
１００：１０：１􀆰 ８（ｖ ／ ｖ）；色谱分析柱以 ＸＢＰ－Ｓｉｌｉｃａ （４􀆰 ６ ｍｍ
∗２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相检测波长为 ２０３ ｎｍ；进样量

１０ μｌ；柱温 ２５ ℃；流速 １􀆰 ５ μｌ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 溶液制备　 取 ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ、ＳＭ 的标准品配

置成混标溶液，其浓度分别为：１００、６􀆰 ４、４６０、２００、２００
μｇ ／ ｍｌ。 再加正己烷：异丙醇 ＝ ３：１（ ｖ ／ ｖ），定容，配制

标准系列溶液。
１􀆰 ３􀆰 ３　 样品的提取　 参照改良 Ｆｏｌｃｈ 法［８］ 提取样品：
取血清样品 ０􀆰 １ ｍｌ，加入 ０􀆰 １ ｍｌ 氯仿－甲醇提取液，冰
浴匀浆 ３ ｍｉｎ。 再加入提取液 ４ ｍｌ，于 ３０ ℃ 保温 ３０
ｍｉｎ，以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取下层液过滤除蛋白。
向滤液加 ０􀆰 ９％ＮａＣｌ ０􀆰 ４ ｍｌ，振摇 １ ｍｉｎ，以 ３ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上层液。 加上层洗液（１􀆰 ２􀆰 ２ 中洗液

通过配比，振摇，静止后分层，上层溶液即为上层洗

液），０􀆰 ４ ｍｌ 洗管壁，后溶液以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上层液，氮气吹干，加提取液 ０􀆰 ５ ｍｌ 溶解。
１􀆰 ３􀆰 ４　 方法评估

１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 １　 标准品及样品的峰形图 　 按照 １􀆰 ３􀆰 １ 的色

谱条件来测出混合标准溶液和其中一个样品的出峰情

况，见图 １、图 ２。

　 　 　 　 　 图 １　 混合标准溶液的 ＨＰＬＣ 峰形图 图 ２　 样品的 ＨＰＬＣ 峰形图

　 　 横轴表示出峰时间，纵轴表示峰高，由图可见此分

离磷脂方法较好。
表 １　 五种磷脂的线性回归及检出限和定量

磷脂
线性范围
（ｍｇ ／ ｍｌ）

线性回
归方程

相关系数
ｒ

检出限
（ｍｇ ／ ｍｌ）

定量限
（ｍｇ ／ ｍｌ）

ＰＳ ０􀆰 ０２～０􀆰 ２０ Ｙ＝０􀆰 ３２５７４Ｘ－４７􀆰 ４４９ ０􀆰 ９９９２ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ２０

ＰＩ ０􀆰 ０１～０􀆰 ０３ Ｙ＝０􀆰 ０３９２９Ｘ－０􀆰 ０３６４ ０􀆰 ９９５４ ０􀆰 ０１８ ０􀆰 ０６

ＰＣ ０􀆰 ０２３～０􀆰 ４６ Ｙ＝０􀆰 ５４４３９Ｘ－５１􀆰 ５６３ ０􀆰 ９９４９ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０４

ＰＥ ０􀆰 ０２～０􀆰 ２０ Ｙ＝０􀆰 １２９３９Ｘ－１６􀆰 ０８７ ０􀆰 ９９６９ ０􀆰 ０１５ ０􀆰 ０５

ＳＭ ０􀆰 ０２～０􀆰 ２０ Ｙ＝０􀆰 ３０２３２Ｘ－２􀆰 １０３２ ０􀆰 ９９６３ ０􀆰 ０１５ ０􀆰 ０５

１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２　 五种磷脂对应的线性关系 　 取 １􀆰 ３􀆰 ２ 中

ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ、ＳＭ 标准品配置成的混标溶液（其浓度

分别为：１００、６􀆰 ４、４６０、２００、２００ μｇ ／ ｍｌ），分别稀释成不

同倍数，获得其他三种混合溶液，用以上 ＨＰＬＣ 的方法

测得结果以峰面积（Ｓ）对磷脂浓度（ｍｇ ／ ｍｌ）绘制标准

曲线，见表 １。
表 ２　 五种磷脂的精密度

磷脂 日内变异 ＲＳＤ（％） 日间变异 ＲＳＤ（％）

ＰＳ ３􀆰 ５１ ３􀆰 ８５
ＰＩ ５􀆰 １９ ５􀆰 ８０
ＰＣ ４􀆰 ３６ ４􀆰 ８２
ＰＥ ２􀆰 ９３ ３􀆰 ５４
ＳＭ ４􀆰 ２６ ５􀆰 ９０

１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ３ 　 五种磷脂的精密度 　 取 １􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２ 中五种

磷脂（ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ、ＳＭ）的标准混合溶液配置成三个
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浓度梯度（高、中、低）的混合溶液。 每个混合溶液根

据 ＨＰＬＣ 实验条件进针 ５ 次，并连续进样 ６ ｄ，计算日

内变异系数和日间变异系数。 见表 ２。
表 ３　 五种磷脂的加标回收率（％）

磷脂 高浓度 中浓度 低浓度 平均

ＰＳ ９０􀆰 ０５ ９７􀆰 ９２ ８８􀆰 １３ ８８􀆰 ７１
ＰＩ ９０􀆰 １７ ８６􀆰 １５ ８６􀆰 ５７ ８７􀆰 ６３
ＰＣ ８９􀆰 ０６ ９０􀆰 １２ ９４􀆰 ０３ ９１􀆰 ０７
ＰＥ １００􀆰 ０２ ９６􀆰 ３７ ９７􀆰 ７６ ９８􀆰 ０５
ＳＭ ９８􀆰 ０９ ８６􀆰 ０４ ８７􀆰 ４３ ９０􀆰 ５２

１􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ４　 五种磷脂测定的准确度确定　 一般采用加

标回收率的计算来确定，精密取得已知磷脂含量的血

清样品，并分为三份，每份分别加入不同浓度的混合标

准品溶液（高、中、低）三个浓度，按照 １􀆰 ３􀆰 １ 的色谱条

件进行分析，所得结果进行整理，最后算出五种磷脂的

平均回收率均在 １００％之间［９］，证明此实验方法准确度

良好，结果见表 ３。
１􀆰 ４　 统计学处理　 数据采用软件 ＳＡＳ ９􀆰 ４ 进行统计

分析，满足正态分布的计量资料采用两独立样本 ｔ 检
验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结　 果

　 　 ２ 型糖尿病组患者人群共计 ７０ 人，其中男 ３５ 人

（占 ５０􀆰 ０％），女 ３５ 人（占 ５０􀆰 ０％），平均年龄（６７􀆰 ８３±
１０􀆰 ３１）岁。 正常对照组人数共计 ８１ 人，其中男 ３８ 人

（占 ４６􀆰 ９１％），女 ４３ 人（占 ５３􀆰 ０９％），平均年龄（６８􀆰 ５８
±９􀆰 ０５）岁。 两组男女构成比、平均年龄差异无统计学

意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
由表 ４ 和图 ２ 可见，ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ 在糖尿病组中

血清中的含量均小于正常对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＭ 差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ４　 Ⅱ型糖尿病患者与正常人群血清中各磷脂含量比较（ｍｇ ／ Ｌ，􀭰ｘ±ｓ）

组别 例数 ＰＳ ＰＩ ＰＣ ＰＥ ＳＭ
病例组 ７０ ０􀆰 １３９±０􀆰 ０３１ ０􀆰 ０２１±０􀆰 ０１６ ０􀆰 １５０±０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０７０±０􀆰 ０２６ ０􀆰 ０３９±０􀆰 ０２６
正常组 ８１ ０􀆰 １５４±０􀆰 ０２９ ０􀆰 ０２７±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ３８５±０􀆰 ０２２ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０４４±０􀆰 ０２８
ｔ 值 ３􀆰 ０１ ２􀆰 ２８ ７􀆰 ５１ ２􀆰 ９１ １􀆰 １７
Ｐ 值 ０􀆰 ００３１ ０􀆰 ０２４０ ０􀆰 ０００１ ０􀆰 ００４１ ０􀆰 ５０４９

３　 讨　 论

目前糖尿病作为慢性代谢性疾病，正严重的威胁

着人们的健康，然而对其机制的研究并不成熟。 随着

国内外学者对磷脂的探究热度的提升，已把其二者关

系的研究作为一个侧重点。 有相关文献表明［８，１０］：胰
岛素耐受或糖耐受个体中，其血清磷脂的含量具有一

定的变化。 磷脂的测定有许多方法，如薄层层吸法、分
光光度法、气相色谱－质谱联用方法等。 这些方法在测

定磷脂种类的时候局限性较高，并且有的重复性差，以
致于不能更好的说明该实验。 近年来，高效液相色谱

法对细胞膜磷脂的测定已取代传统方法［１１－１２］，并且对

于原发性高血压［１３］、不稳定型心绞痛患者［１４］ 等血清中

的部分磷脂测定也越加的成熟，因此本实验借鉴以上

测定方法，采用正向高效液相色谱法（ＰＰ－ＨＰＬＣ）来测

定血清中 ＰＳ、ＰＩ、ＰＣ、ＰＥ、ＳＭ 这五种磷脂的含量，以此

来对比 ２ 型糖尿病患者与正常人群血清中这五种磷脂

的含量。 本实验准确、精密度好，且具有良好的线性关

系，能够较好的分析五种磷脂在血清中的含量变化。
实验中糖尿病患者血清中磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）、磷

脂酰肌醇（ＰＩ）、磷脂酰胆碱（ＰＣ）、磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）
的含量均呈现下降的趋势，提示这四种磷脂在糖尿病

患者发病期间可起到辅助性诊断作用，但是否可以通

过提高其四种磷脂在血清中的含量来预防糖尿病的发

生仍需要进一步研究。
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