
植物学报 Chinese Bulletin of Botany  2018, 53 (6): 812–828, www.chinbullbotany.com 
doi: 10.11983/CBB17179 

—————————————————— 
收稿日期: 2017-09-24; 接受日期: 2017-12-27 
基金项目: 国家自然科学基金(No.21576253) 
* 通讯作者。E-mail: xuesong@dicp.ac.cn 

基于液质联用的莱茵衣藻极性甘油酯组定性定量分析 
杨淼1, 2, 3, 孟迎迎1, 3, 褚亚东1, 薛松1* 

1
中国科学院大连化学物理研究所, 大连 116023; 2中国科学院大学, 北京 100049; 3大连理工大学生命科学与技术学院, 大连 116024 

摘要  以模式藻株莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)为材料, 基于液质联用技术对其极性甘油酯组进行定性定量分析。

通过综合利用UPLC-ESI-Q-Trap/MS的一级质谱扫描(中性丢失或母离子扫描)及UPLC-ESI-Orbitrap/MS2的二级碎片信息

扫描, 共鉴定出109种极性甘油酯分子; 再通过外标法利用UPLC-ESI-Q-Trap/MS在多级反应监测模式下对各分子进行靶

向定量分析。结果表明, 莱茵衣藻的极性脂以糖脂MGDG、DGDG及甜菜碱脂DGTS为主, 所有极性脂的分子组成表明, 
DGDG、SQDG、DGTS及PI是C18脂肪酸的去饱和载体。该研究利用液质联用技术建立了莱茵衣藻极性甘油酯组的结构

图谱及定量分析技术平台, 为微藻极性脂生物学功能及脂质代谢研究奠定了基础。 
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脂质不仅是微藻细胞中各种生物膜的骨架成分, 
还是一种能量储存形式, 参与许多重要的生物学过

程, 如叶绿体的光合作用、线粒体的电子传递及信号

转导(Li-Beisson et al., 2016)。甘油酯包括极性脂和

中性脂, 作为微藻脂质的主要组分, 其化学多样性与

藻细胞的多种功能密切相关 (Horn and Benning, 
2016)。在正常生长条件下, 微藻甘油酯以极性甘油

酯为主, 广泛分布于叶绿体中, 一些极性甘油酯还分

布于叶绿体外的多种膜结构如线粒体、内质网及细胞

质膜中, 对藻细胞的生长繁殖具有重要作用(Li et al., 
2016)。在多种胁迫(光照、盐度、温度和pH等)条件

下, 微藻能大量积累中性脂甘油三酯(TAG) (Zienki- 
ewicz et al., 2016)。极性脂与TAG在藻细胞的不同亚

细胞区室内发生合成、分解与转化等多种生物化学 
反应, 共同调控微藻的脂质代谢, 从而维持藻细胞的

脂质内稳态(Li-Beisson et al., 2015; Allen et al., 
2017)。因此, 极性甘油酯在微藻应对环境胁迫诱导

的脂质代谢中发挥重要作用, 系统完整地解析微藻极

性甘油酯组将有助于揭示微藻脂质代谢调控及生物

学功能。 
基于液相色谱及质谱的脂质组学是对脂质进行

定性定量分析并在分子水平上研究脂质代谢的一种

强有力的工具 (Han and Gross, 2003; Li et al., 

2014)。已有利用液质联用技术研究微藻脂质代谢的

报道 , 研究对象包括莱茵衣藻 (Chlamydomonas 
reinhardtii) (Yang et al., 2015; Légeret et al., 2016)、
三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum) (Abida et 
al., 2015)、微拟球藻(Nannochloropsis sp.)及小球藻

(Chlorella sp.) (Martin et al., 2014)等, 但这些报道

多局限于微藻脂质组的定性及相对定量或各脂质种

类总含量的定量研究, 关于微藻各甘油酯分子的绝对

定量研究较少(Popko et al., 2016; Han et al., 2017)。
本研究以模式微藻莱茵衣藻为研究对象, 旨在建立一

种基于超高效液相色谱-四级杆线性离子阱高性能质

谱(UPLC-Q-Trap/MS)及超高效液相色谱-二维线性

离子阱静电场轨道阱组合式高分辨质谱 (UPLC-  
Orbitrap/MS2)技术的极性甘油酯定性定量分析方法, 
为获得完整的莱茵衣藻极性甘油酯分子库及其分布

信息提供技术平台, 进而为开展微藻脂质代谢, 尤其

是极性甘油酯的动态变化及其在逆境胁迫中的响应

机制研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1   藻种培养 

莱茵衣藻 (Chlamydomonas reinhardtii L.)缺壁株

·技术方法· 
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CC4326购自莱茵衣藻中心 (http://www.chlamycol- 
lection.org/)。于鼓泡式柱状光生物反应器(内径4.5 
cm, 高45 cm, 培养体积为600 mL)中进行通气培养, 
通气量为120 mL·min–1, CO2通入比例为2%, 单面光

照强度为50 μmol·m–2·s–1, 起始接种密度为1×104

个·mL–1。连续光照培养48小时后将光周期调整为12
小时光照/12小时黑暗, 再继续培养48小时, 待进入

光照期4小时后藻细胞密度达1×107个·mL–1, 离心收

获呈指数生长的藻细胞(3 000 ×g, 4°C, 5分钟)。藻细

胞经冷冻干燥后磨成粉状, 保存于–80°C冰箱中, 用
于后续脂质分析。 

1.2  脂质提取 

按照Bligh和Dyer (1959)的方法提取莱茵衣藻的脂

质。用分析天平(MSE125P-1CEDI, Sartorius, Ger-
many)准确称取5 mg上述藻粉, 加入950 μL氯仿:甲
醇:水(1:2:0.8, v/v/v), 超声15分钟后振荡30秒; 加入

250 μL氯仿后振荡30秒; 加入250 μL水后再振荡30
秒; 离心(15 520 ×g, 2分钟)分层。将下层有机相转移

至2 mL进样瓶中, 再重复提取2次, 合并有机相后用

氮气吹干, 用氯仿:甲醇(1:4, v/v)复溶并定容至1 mL, 
经尼龙膜(孔径0.22 μm)过滤后待用。 

1.3  液相色谱分离 

取上述脂质提取物利用反相液相色谱(reversed phase 
liquid chromatography, RPLC, Waters ACQUITY 
UPLC)在Ascentis® Express C8色谱柱(粒径2.7 μm, 

15 cm×2.1 mm I.D., Sigma-Aldrich, USA)上进行分

离。二元泵系统包括流动相A及B, A为乙腈:水(60:40, 
v/v), B为异丙醇 :乙腈(90:10, v/v), 二者均含有10 
mmol·L–1甲酸铵。流速设置为0.26 mL·min–1, 柱温及

样品盘温度分别设置为55°C及20°C。洗脱梯度程序

设置为33分钟, 初始流动相为30%B并保持1.5分钟, 
在2.5分钟内线性增加至40%, 随后在11分钟内线性

增加至60%, 然后在3分钟内增加至70%, 接着在4分
钟内增加至75%, 随后在4分钟内增加至97%并维持

3分钟, 然后在1分钟内恢复至初始梯度30%B, 平衡

3分钟, 等待下次进样。 

1.4  基于UPLC-ESI-Q-Trap/MS及UPLC-ESI-Or- 
bitrap/MS2的莱茵衣藻甘油酯组定性分析 

利用UPLC-Q-Trap/MS系统(Waters ACQUITY UP- 
LC, AB SCIEX Q-Trap 5500)在正离子模式下对莱茵衣

藻极性甘油酯种类及分子进行辨认。其中糖脂(单半乳

糖甘油二酯(MGDG)、双半乳糖甘油二酯(DGDG)及硫

代异鼠李糖甘油二酯(SQDG))及磷脂(磷脂酰乙醇胺

(PE)、磷脂酰甘油(PG)及磷脂酰肌醇(PI))以中性丢失扫

描(neutral loss scan, NL)模式进行扫描, 甜菜碱脂

(N,N,N-三甲基高丝氨酸甘油二酯(DGTS))以母离子扫

描(precursor ion scan, PIS)模式进行扫描(Anesi and 
Guella, 2015)。此外, MGDG、DGDG、SQDG、PG及

PI以[M+NH4]+形式检测, PE及DGTS以[M+H]+形式检

测。以上7种甘油酯的碰撞能(collision energy, CE)经优

化分别设置为20、20、32、15、27、28及43 eV (表1),  
 
 
表1  莱茵衣藻各类甘油酯中性丢失或母离子扫描参数 
Table 1  Parameters of neutral loss or precursor ion scanning for the glycerolipids in Chlamydomonas reinhardtii 
Lipids Classes Adduct ion Scanning

mode 
Mass of  

characteristic fragment (m/z)
Chemical formula of 

characteristic fragment 
Collision energy

(eV) 
MGDG [M+NH4]+ NL 179 [C6H13NO5] 20 
DGDG [M+NH4]+ NL 341 [C12H23NO10] 20 

Glycolipids 

SQDG [M+NH4]+ NL 261 [C6H15NO8S] 32 
PE [M+H]+ NL 141 [C2H8NO4P] 28 
PG [M+NH4]+ NL 189 [C3H12NO6P] 15 

Phospholipids 

PI [M+NH4]+ NL 277 [C6H16NO9P] 27 
Betaine lipids DGTS [M+H]+ PIS 236 [C10H22NO5]+ 43 
MGDG: 单半乳糖甘油二酯; DGDG: 双半乳糖甘油二酯; SQDG: 硫代异鼠李糖甘油二酯; PE: 磷脂酰乙醇胺; PG: 磷脂酰甘油; PI: 
磷脂酰肌醇; DGTS: N,N,N-三甲基高丝氨酸甘油二酯 
MGDG: Monogalactosyl diacylglycerol; DGDG: Digalactosyl diacylglycerol; SQDG: Sulfoquinovosyl diacylglycerol; PE: Phos-
phatidylethanolamine; PG: Phosphatidylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; DGTS: N,N,N-trimethyl-homoserine-diacylglycerol 
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每种极性甘油酯的特征碎片信息(Anesi and Guella, 
2015)见表1。离子源为Turbo VTM电喷雾离子源(ESI), 
离子源电压及温度分别为5 500 eV及500°C, 去簇电

压100 V, 气帘气压力10 psi。利用Analyst 1.4.2 (AB 
SCIEX)软件采集并处理数据, 最终得到具有不同质

荷比(m/z)的所有极性甘油酯分子。 
基于以上鉴定出的极性甘油酯分子, 利用UPLC

系统经ESI与LTQ-Orbitrap XL质谱(Thermo Fisher 
Scientific, CA, USA)相连, 分别在正、负离子模式下

通过二级碎片信息扫描鉴定具有相同质荷比但不同

酰基链组成的分子种类。在正离子模式下, MGDG、

DGDG 及 SQDG 以 [M+NH4]+ 形式检测 , DGTS 以

[M+H]+形式检测; 在负离子模式下, PE、PG及PI以
[M-H]−形式检测。质量扫描范围设置为(140–1 000) 
m/z。在样品检测之前, 需提前计算或确认每个极性

甘油酯分子的精确质量(精确至小数点后四位)以确保

高分辨率。该精确质量的查询可在 LIPIDMAPS 
(http://www.lipidmaps.org/)数据库中进行, 同时需确

定每个甘油酯分子的保留时间以设置二级碎片扫描

信息。一级质谱扫描采用傅里叶变换(FTMS)模式, 二
级质谱扫描采用离子阱(ion trap, IT)模式。碰撞诱导

解离(collision-induced dissociation, CID)碎裂由氦气

碰撞产生。MGDG及SQDG的碰撞能设置为50 eV, 
DGDG为70 V, PE、PG、PI及DGTS为35 eV。活化Q
值(Activation Q)设为0.18。隔离宽度(isolation width)
分别设置为1.0 m/z (PE、PG、PI及DGTS)及3.0 m/z 
(MGDG、DGDG及SQDG)。利用Xcalibur 2.1 (Ther- 
mo Fisher Scientific, CA, USA)软件进行数据采集。

各极性甘油酯分子的脂酰基链位置分布(sn-1及sn-2
位)按已发表文献中的检测结果确定(Giroud et al., 
1988; Légeret et al., 2016)。 

1.5  基于UPLC-ESI-Q-Trap/MS的莱茵衣藻甘油

酯分子定量分析 

通过联合超高效液相色谱(Waters ACQUITY UPLC)
及串联质谱(AB SCIEX Q-TRAP 5500), 在多级反应

监测模式(multiple reaction monitoring, MRM)下对上

述已鉴定出的各极性甘油酯分子进行靶向定量分析。

设置的所有母离子-子离子对信息如表2所示。制备的

样品浓度为5 mg·mL–1, 进样量为2 μL, 碰撞能设置

同上述部分(表1)。结合每种极性甘油酯分子的保留时

间, 利用Analyst 1.4.2 (AB SCIEX)软件的定量功能

对采集的数据进行自动整合, 得到每种分子的峰面积

积分值。利用外标法对各极性甘油酯分子含量进行绝

对定量测定, 这些标准品分别为购自Matreya LLC 
(Pleasant Gap, PA, USA)的MGDG 18:0/18:0和

DGDG 18:0/18:0以及购自Avanti Polar Lipids (Ala-
baster, AL, USA)的SQDG 16:0/18:3、PE 17:0/17:0、
PG 17:0/17:0、PI 16:0/16:0和DGTS 16:0/16:0。藻

细胞各极性甘油酯分子的绝对含量以每毫克藻细胞

干重所含有分子的纳摩尔数表征(nmol·mg–1), 该绝

对含量先通过相应标准品浓度(nmol·mL–1)及其峰面积

之间的线性回归方程计算出目标分子浓度(nmol·mL–1), 
再通过藻细胞油脂提取液的生物质浓度(mg·mL–1)计
算得到。 

2  结果与讨论 

2.1  基于UPLC-Q-Trap/MS的莱茵衣藻甘油酯分

子鉴定 

通过UPLC-Q-Trap/MS在正离子模式下对极性脂进

行一级质谱全扫描, 包括中性丢失或母离子扫描, 共
得到65种具有不同质荷比的分子, 其中糖脂MGDG、

DGDG及SQDG分别检出7、11和6种, 磷脂PE、PG
及PI分别检出11、8和4种, 甜菜碱脂DGTS检出18种, 
每种甘油酯分子种类的质荷比及分子式如表2所示。

根据每种极性甘油酯分子的质荷比, 在LIPIDMAPS
数据库中进行比对, 确认每种分子的碳原子及不饱和

键数目, 表示为C:N (表2)。结果表明, 莱茵衣藻极性

脂分子包括C32、C34及C36共3类, 其sn-1及sn-2位
酰基链组合形式分别为C16/C16、C16/C18及C18/ 
C18 (该组合形式不区分sn-1及sn-2位置)。 

2.2  基于UPLC-Orbitrap/MS2的莱茵衣藻极性甘

油酯分子的酰基链解析 

根据上述鉴定出的65种具有不同质荷比的分子种类

组成, 先利用UPLC-Orbitrap/MS在FTMS模式及正

负离子模式下获得莱茵衣藻所有甘油酯分子的高分

辨质谱全扫描图, 对Q-Trap/MS获得的质荷比不同的

所有甘油酯分子进行再次确认及鉴定; 再利用UPLC- 
Orbitrap/MS2在IT模式下对上述各极性甘油酯分子进

行二级碎片信息扫描。通过对每类极性甘油酯分子二 
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表2  基于UPLC-Q-Trap/MS和UPLC-Orbitrap/MS2的莱茵衣藻极性甘油酯分子种类及MRM模式下的109个离子对信息 
Table 2  The molecular species of polar glycerolipids in Chlamydomonas reinhardtii identified by UPLC-Q-Trap/MS and 
UPLC-Orbitrap/MS2 and the information of 109 ion pairs of polar lipids in MRM mode 
Lipid species 

(C:N) 
Theoretical mass 

(m/z) 
Chemical formula No. Molecular species 

(sn-1/sn-2) 
Precursor ion 

(m/z) 
Product ion

(m/z) 

MGDG 34:7 762.5156 C43H72NO10 1 MGDG 18:3/16:4 762.5 335.2 
2 MGDG 18:3/16:3 764.5 335.2 
3 MGDG 18:2/16:4 764.5 337.2 

MGDG 34:6 764.5312 C43H74NO10 

4 MGDG 18:4/16:2 764.5 309.2 
5 MGDG 18:3/16:2 766.5 335.2 
6 MGDG 18:2/16:3 766.5 337.2 
7 MGDG 18:1/16:4 766.5 339.2 

MGDG 34:5 766.5469 C43H76NO10 

8 MGDG 18:4/16:1 766.5 333.2 
9 MGDG 18:1/16:3 768.5 339.2 
10 MGDG 18:2/16:2 768.5 337.2 
11 MGDG 18:3/16:1 768.5 311.2 
12 MGDG 18:4/16:0 768.5 313.2 

MGDG 34:4 768.5625 C43H78NO10 

13 MGDG 18:0/16:4 768.5 341.2 
14 MGDG 18:1/16:2 770.5 339.2 
15 MGDG 18:2/16:1 770.5 337.2 

MGDG 34:3 770.5781 C43H80NO10 

16 MGDG 18:3/16:0 770.5 335.2 
17 MGDG 18:1/16:1 772.5 339.2 
18 MGDG 18:0/16:2 772.5 341.2 

MGDG 34:2 772.5938 C43H82NO10 

19 MGDG 18:2/16:0 772.5 313.2 
20 MGDG 18:1/16:0 774.6 339.2 MGDG 34:1 774.6094 C43H84NO10 
21 MGDG 18:0/16:1 774.6 341.2 
22 DGDG 16:0/16:3 904.5 313.2 DGDG 32:3 904.5997 C47H86NO15 
23 DGDG 16:1/16:2 904.5 311.2 

DGDG 34:7 924.5684 C49H82NO15 24 DGDG 18:3/16:4 924.5 335.2 
25 DGDG 18:3/16:3 926.5 335.2 
26 DGDG 18:2/16:4 926.5 337.2 

DGDG 34:6 926.5840 C49H84NO15 

27 DGDG 18:4/16:2 926.5 333.2 
28 DGDG 18:2/16:3 928.5 337.2 DGDG 34:5 928.5997 C49H86NO15 
29 DGDG 18:3/16:2 928.5 335.2 
30 DGDG 18:3/16:1 930.6 335.2 
31 DGDG 18:2/16:2 930.6 337.2 

DGDG 34:4 930.6153 C49H88NO15 

32 DGDG 18:1/16:3 930.6 339.2 
33 DGDG 18:1/16:2 932.6 339.2 
34 DGDG 18:3/16:0 932.6 313.2 

DGDG 34:3 932.6309 C49H90NO15 

35 DGDG 18:2/16:1 932.6 337.2 
36 DGDG 18:1/16:1 934.6 339.2 DGDG 34:2 934.6466 C49H92NO15 
37 DGDG 18:2/16:0 934.6 337.2 

DGDG 34:1 936.6622 C49H94NO15 38 DGDG 18:1/16:0 936.6 339.2 
DGDG 34:0 938.6779 C49H96NO15 39 DGDG 18:0/16:0 938.6 341.2 

40 DGDG 18:1/18:3 958.6 339.2 DGDG 36:4 958.6466 C51H92NO15 
41 DGDG 18:2/18:2 958.6 337.2 

DGDG 36:3 960.6622 C51H94NO15 42 DGDG 18:0/18:3 960.6 341.2 
SQDG 32:1 810.5400 C41H80NO12S 43 SQDG 16:0/16:1 810.5 313.2 
SQDG 32:0 812.5557 C41H82NO12S 44 SQDG 16:0/16:0 812.5 313.2 
SQDG 34:3 834.5400 C43H80NO12S 45 SQDG 18:3/16:0 834.5 313.2 
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表2 (续)  Table 2 (continued) 
Lipid species 

(C:N) 
Theoretical mass 

(m/z) 
Chemical formula No. Molecular species 

(sn-1/sn-2) 
Precursor ion 

(m/z) 
Product ion

(m/z) 
SQDG 34:2 836.5557 C43H82NO12S 46 SQDG 18:2/16:0 836.5 313.2 
SQDG 34:1 838.5713 C43H84NO12S 47 SQDG 18:1/16:0 838.5 313.2 
SQDG 34:0 840.587 C43H86NO12S 48 SQDG 18:0/16:0 840.5 341.2 
PE 32:2 688.4916 C37H71NO8P 49 PE 16:1/16:1 688.4 547.4 
PE 32:1 690.5073 C37H73NO8P 50 PE 16:0/16:1 690.5 549.5 
PE 32:0 692.5229 C37H75NO8P 51 PE 16:0/16:0 692.5 551.5 
PE 34:4 712.4916 C39H71NO8P 52 PE 16:0/18:3 714.5 573.5 
PE 34:2 716.5229 C39H75NO8P 53 PE 34:2 716.5 575.5 
PE 34:1 718.5386 C39H77NO8P 54 PE 16:0/18:1 718.5 577.5 
PE 36:6 736.4916 C41H71NO8P 55 PE 18:3/18:3 736.4 595.4 
PE 36:5 738.5073 C41H73NO8P 56 PE 18:2/18:3 738.5 597.5 
PE 36:4 740.5229 C41H75NO8P 57 PE 36:4 740.5 599.5 
PE 36:3 742.5386 C41H77NO8P 58 PE 18:0/18:3 742.5 601.5 
PE 36:2 744.5543 C41H79NO8P 59 PE 18:1/18:1 744.5 603.5 
PG 32:2 736.5128 C38H75NO10P 60 PG 16:1/16:1 736.5 547.5 
PG 32:1 738.5284 C38H77NO10P 61 PG 16:0/16:1 738.5 549.5 
PG 32:0 740.5441 C38H79NO10P 62 PG 16:0/16:0 740.5 551.5 
PG 34:4 760.5128 C40H75NO10P 63 PG 18:3/16:1 760.5 571.5 
PG 34:3 762.5284 C40H77NO10P 64 PG 34:3 762.5 573.5 
PG 34:2 764.5441 C40H79NO10P 65 PG 34:2 764.5 575.5 
PG 34:1 766.5598 C40H81NO10P 66 PG 18:1/16:0 766.5 577.5 
PG 34:0 768.5754 C40H83NO10P 67 PG 18:0/16:0 768.5 579.5 
PI 34:3 850.5445 C43H81NO13P 68 PI 18:3/16:0 850.5 573.5 
PI 34:2 852.5601 C43H83NO13P 69 PI 34:2 852.5 575.5 
PI 34:1 854.5757 C43H85NO13P 70 PI 18:1/16:0 854.5 577.5 
PI 34:0 856.5914 C43H87NO13P 71 PI 18:0/16:0 856.5 579.5 

72 DGTS 16:0/16:4 704.5 474.4 
73 DGTS 16:3/16:1 704.5 472.4 

DGTS 32:4 704.5464 C42H74NO7 

74 DGTS 16:2/16:2 704.5 470.4 
75 DGTS 16:0/16:3 706.5 474.4 DGTS 32:3 706.5621 C42H76NO7 
76 DGTS 16:2/16:1 706.5 470.4 

DGTS 32:2 708.5778 C42H78NO7 77 DGTS 16:0/16:2 708.5 474.4 
DGTS 32:1 710.5934 C42H80NO7 78 DGTS 16:0/16:1 710.5 474.4 
DGTS 32:0 712.6091 C42H82NO7 79 DGTS 16:0/16:0 712.6 474.4 

80 DGTS 16:4/18:3 726.5 466.4 DGTS 34:7 726.5308 C44H72NO7 
81 DGTS 16:3/18:4 726.5 468.4 
82 DGTS 16:3/18:3 728.5 468.4 
83 DGTS 16:4/18:2 728.5 466.4 

DGTS 34:6 728.5464 C44H74NO7 

84 DGTS 16:2/18:4 728.5 494.4 
85 DGTS 16:4/18:1 730.5 500.4 
86 DGTS 16:1/18:4 730.5 472.4 
87 DGTS 16:3/18:2 730.5 498.4 

DGTS 34:5 730.5621 C44H76NO7 

88 DGTS 16:2/18:3 730.5 470.4 
89 DGTS 16:1/18:3 732.5 496.4 
90 DGTS 16:2/18:2 732.5 498.4 
91 DGTS 16:3/18:1 732.5 500.4 

DGTS 34:4 732.5778 C44H78NO7 

92 DGTS 16:0/18:4 732.5 474.4 
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表2 (续)  Table 2 (continued) 
Lipid species 

(C:N) 
Theoretical mass 

(m/z) 
Chemical formula No. Molecular species 

(sn-1/sn-2) 
Precursor ion 

(m/z) 
Product ion

(m/z) 
   93 DGTS 16:4/18:0 732.5 502.4 
DGTS 34:3 734.5934 C44H80NO7 94 DGTS 16:0/18:3 734.5 474.4 
DGTS 34:2 736.6091 C44H82NO7 95 DGTS 16:0/18:2 736.6 474.4 

96 DGTS 16:0/18:1 738.6 474.4 DGTS 34:1 738.6247 C44H84NO7 
97 DGTS 16:1/18:0 738.6 502.4 

DGTS 36:7 754.5621 C46H76NO7 98 DGTS 18:3/18:4 754.5 496.4 
99 DGTS 18:3/18:3 756.5 496.4 DGTS 36:6 756.5778 C46H78NO7 
100 DGTS 18:4/18:2 756.5 498.4 
101 DGTS 18:2/18:3 758.5 498.4 DGTS 36:5 758.5934 C46H80NO7 
102 DGTS 18:1/18:4 758.5 500.4 
103 DGTS 18:2/18:2 760.6 498.4 
104 DGTS 18:1/18:3 760.6 500.4 

DGTS 36:4 760.6091 C46H82NO7 

105 DGTS 18:0/18:4 760.6 502.4 
106 DGTS 18:0/18:3 762.6 502.4 DGTS 36:3 762.6247 C46H84NO7 
107 DGTS 18:1/18:2 762.6 500.4 
108 DGTS 18:1/18:1 764.6 500.4 DGTS 36:2 764.6404 C46H86NO7 
109 DGTS 18:0/18:2 764.6 502.4 

MGDG、DGDG、SQDG、PE、PG、PI和DGTS同表1。MGDG, DGDG, SQDG, PE, PG, PI and DGTS see Table 1. 
 

 
级质谱(MS/MS)信息进行解析, 获得各类极性甘油酯

的碎裂方式以及碰撞诱导解离(CID)碎片(表3) (Han, 
2016a)。 

图1–图3为莱茵衣藻7种极性甘油酯各典型分子

的二级质谱图。在所有质谱图中, 除PE外均未检测到

各甘油酯分子的母离子质谱峰, 可能是由于在Orbi- 
trap/MS下所设置的碰撞能偏高所致。其中糖脂

MGDG、DGDG及SQDG在正离子模式下分别有5、6
和4种碎片离子, 我们以MGDG 18:3/16:4、DGDG 
18:1/16:0及SQDG 16:0/16:0为例进行说明(图1)。首

先, 3种糖脂有4种相同的碎裂方式, 分别为丢失NH3 

(碎片离子m/z分别为745.51、918.83和795.50)、
NH3+H2O (碎片离子m/z分别为727.48、901.78和
777.55)、加NH3 极性基团 (碎片离子m/z分别为

583.47、595.50和551.56)和同时丢失加NH3极性基

团及sn-1或sn-2位脂肪酸形成的碎片离子([M+NH4- 
179-RxCOOH]+、[M+NH4-341-RxCOOH]+和[M+NH4- 
261-RxCO+H]+)。其次, MGDG及DGDG还有另外1种
相同的碎裂方式, 即同时丢失加NH3极性基团及H2O
形成的碎片离子, 其m/z分别为565.48和577.52。最

后, 值得注意的是, DGDG还能同时丢失极性基团-单
半乳糖基及H2O, 形成碎片离子[M+NH4-180]+。 

在负离子模式下, 磷脂PE、PG及PI的碎裂形式

(图2)各有特点, 分别能形成3、4和6种碎片离子, 我
们以PE 18:0/18:3、PG 18:1/16:0及PI 18:1/16:0为例, 
其母离子均为[M-H]–。首先, 这3种磷脂均有相同的碎

片离子 [RxCOO]–、 [M-H-RxCOOH]–及 [M-H-RxCO+ 
H]–。其中, [RxCOO]–如图2A (-m/z 277.18及283.26)、
图2B (-m/z 255.20及281.26)和图2C (-m/z 255.24及
281.26)所示; [M-H-RxCOOH]–如图2A (-m/z 456.3及
462.42)、图2B (-m/z 465.42及491.29)和图2C (-m/z 
553.35及579.35)所示; [M-H-RxCO+H]–如图2A (-m/z 
474.29及480.32)、图2B (-m/z 483.35及509.31)和图

2C (-m/z 571.38及597.39)所示。其次, PG与PI还具

有另外1种相同的碎片离子[PA-H-RxCOOH]–, 通过

丢失1个酰基链及极性基团(甘油或肌醇基团)获得, 
如图2B (-m/z 391.32及417.25)和图2C (-m/z 391.29
及417.29)所示。最后, PI还有特征碎片-m/z 241, 通
过丢失2个酰基链(R1CO+及R2CO+)及甘油基获得 , 
由磷酰基及肌醇基团组成。 

在正离子模式下对甜菜碱脂DGTS进行碎裂(图
3), 其碎片离子共3种, 包括丢失1个酰基链的碎片离

子[M+H-RxCOOH]+及[M+H-RxCO+H]+。其中[M+H- 
RxCOOH]+如图3中的456.37及478.35, [M+H-RxCO+ 
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表3  莱茵衣藻甘油酯的碰接诱导解离(CID)碎片 
Table 3  The collision-induced dissociation (CID) fragments of glycerolipids in Chlamydomonas reinhardtii 
Lipid class Adduct ion Ion mode CE (eV) CID fragments 
MGDG [M+NH4]+ + 50 [M+NH4-17]+, [M+NH4-35]+, [M+NH4-179]+, [M+NH4-197]+, 

[M+NH4-179-RxCOOH]+ 

DGDG [M+NH4]+ + 70 [M+NH4-17]+, [M+NH4-35]+, [M+NH4-180]+, [M+NH4-341]+, [M+NH4-
359]+, [M+NH4-341-RxCOOH]+ 

SQDG [M+NH4]+ + 50 [M+NH4-17]+, [M+NH4-35]+, [M+NH4-261]+, [M+NH4-261-RxCO+H]+

PE [M-H]– – 35 [RxCOO]–, [M-H-RxCOOH]–, [M-H-RxCO+H]– 
PG [M-H]– – 35 [RxCOO]–, [M-H-RxCOOH]–, [M-H-RxCO+H]–, [PA-H-RxCOOH]– 
PI [M-H]– – 35 [RxCOO]–, [M-H-RxCOOH]–, [M-H-RCxO+H]–, [M-H-R1COOH-R2-

COOH]–, [PA-H-RxCOOH]–, 241 
DGTS [M+H]+ + 35 [M+H-RxCOOH]+, [M+H-RxCO+H]+, 236 
17代表NH3; 35代表H2O和NH3; 179代表加NH3的单半乳糖基(m/z, 162); 197代表加NH3的单半乳糖基和H2O; 180代表单半乳糖基

和H2O; 359代表加NH3的双半乳糖基(m/z, 324)和H2O; 261代表加NH3的硫代异鼠李糖基(m/z, 244); x代表1或2。MGDG、DGDG及

SQDG的特异性中性丢失碎片m/z分别为179、341和261, 化学式分别为C6H13NO5、C12H23NO10和C6H15NO8S。PA代表磷脂酸, PI
的特征碎片m/z为241, 分子式为[C6H10PO8], DGTS的母离子m/z为236, 分子式为[C10H22NO5]+。MGDG、DGDG、SQDG、PE、
PG、PI和DGTS同表1。 
17 denotes NH3; 35 denotes H2O and NH3; 179 denotes ammoniated monoglactose (m/z, 162); 197 denotes ammoniated 
monogalactose plus a water molecule; 180 denotes monogalactose plus a water molecule; 359 denotes ammoniated digalactose 
(m/z, 324) plus a water molecule; 261 denotes ammoniated sulfoquinovose (m/z, 244); x denotes 1 or 2. The mass (m/z) of 
specific neutral loss fragments of MGDG, DGDG and SQDG are 179, 341 and 261, respectively, and their chemical formulas are 
C6H13NO5, C12H23NO10 and C6H15NO8S, respectively. PA denotes phosphatidic acid. The characteristic fragment of PI is 
[C6H10PO8] with a mass of 241 (m/z) and the precursor of DGTS is [C10H22NO5]+ with a mass of 236 (m/z). MGDG, DGDG, 
SQDG, PE, PG, PI and DGTS see Table 1. 

 
H]+如图3中的474.38及496.36; 此外, DGTS的碎片

离子还包括特征碎片离子[C10H22NO5]+-m/z 236, 通
过丢失2个酰基链(R1CO+及R2CO+)获得, 由甘油基

及甜菜碱基组成。 
通过对莱茵衣藻所有极性甘油酯种类及分子进

行辨认(基于UPLC-Q-Trap/MS), 同时对极性甘油酯

分子进行二级碎片信息扫描和结构解析(基于UPLC- 
Orbitrap/MS2), 结合相关数据库搜索及文献比对, 最
终获得莱茵衣藻的极性甘油酯组整体轮廓, 其中包括

7个甘油酯亚类, 即3种糖脂(MGDG、DGDG及SQ- 
DG)、3种磷脂(PE、PG及PI)及1种甜菜碱脂(DGTS)。
通过以上分析, 共检出109种极性甘油酯分子, 包括

21种MGDG、21种DGDG、6种SQDG、11种PE、8
种PG、4种PI及38种DGTS (表2)。 

2.3  基于UPLC-Q-Trap/MS的莱茵衣藻极性甘油

酯分子的定量分析 

利用UPLC-Q-Trap/MS在MRM模式下采用外标

法获得每一种极性甘油酯分子的含量, 每1种极性甘

油酯分子的母离子-子离子对信息及提取离子色谱图

(XIC)(表2; 图4)。糖脂的子离子为同时丢失加NH3极

性基团及sn-1或sn-2脂肪酸后的碎片离子, 磷脂PE、
PG及PI的子离子分别为中性丢失极性基团(m/z分别

为141、189和277)后的碎片离子, 甜菜碱脂DGTS的
子离子为丢失1个酰基链后的碎片离子([M+H-RxCO+ 
H ] + )。我们在MRM模式下同时扫描了甘油一酯

(MAG)、甘油二酯(DAG)、TAG及Lyso-甘油酯分子(图
4), 由于是针对莱茵衣藻极性甘油酯的定性定量分

析, 故不再提及上述分子。每种标准品浓度及其峰面

积之间的线性回归方程和各自的线性范围如表4所
示。藻细胞各种甘油酯分子的绝对含量通过相应标准

品的线性回归方程及油脂提取液中其生物质浓度计

算得出。基于Q-Trap/MS的检测灵敏度及检出限, 共
准确定量检测出45种极性甘油酯分子 ,  包括4种
MGDG、12种DGDG、4种SQDG、4种PE、6种PG、

4种PI及11种DGTS。表2中其余64种离子对并未在

Q-Trap/MS的MRM模式下扫描到或其含量低于定量

的检测下限。结果表明, 莱茵衣藻的主要极性甘油酯

为糖脂MGDG及DGDG, 其含量分别为69及37 
nmol·mg–1, 二者占总极性脂含量的58%, 还包括 
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图1  莱茵衣藻的糖脂在ESI-MS/MS下的碎裂方式 

(A) MGDG 18:3/16:4的二级碎裂方式; (B) DGDG 18:1/16:0的二级碎裂方式; (C) SQDG 16:0/16:0的二级碎裂方式。MGDG、DGDG
和SQDG同表1。 
 
Figure 1  ESI-MS/MS spectra of glycolipids in Chlamydomonas reinhardtii 
(A) MS/MS spectra of MGDG 18:3/16:4; (B) MS/MS spectra of DGDG 18:1/16:0; (C) MS/MS spectra of SQDG 16:0/16:0. MGDG, 
DGDG and SQDG see Table 1. 
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图2  莱茵衣藻的磷脂在ESI-MS/MS下的碎裂方式 

(A) PE 18:0/18:3的二级碎裂方式; (B) PG 18:1/16:0的二级碎裂方式; (C) PI 18:1/16:0的二级碎裂方式。PE、PG和PI同表1。 
 
Figure 2  ESI-MS/MS spectra of phospholipids in Chlamydomonas reinhardtii 
(A) MS/MS spectra of PE 18:0/18:3; (B) MS/MS spectra of PG 18:1/16:0; (C) MS/MS spectra of PI 18:1/16:0. PE, PG and PI see 
Table 1. 
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图3  莱茵衣藻的甜菜碱脂在ESI-MS/MS下的碎裂方式 

DGTS同表1。 

 
Figure 3  ESI-MS/MS spectra of betaine lipid in Chlamydomonas reinhardtii 

DGTS see Table 1. 

 
图4  正离子及MRM扫描模式下莱茵衣藻极性脂的提取离子色谱图(XIC) 

MAG: 甘油一酯; GL: 糖脂; PL: 磷脂; BL: 甜菜碱脂; DAG: 甘油二酯; TAG: 甘油三酯 

 
Figure 4  The extracted ion chromatography (XIC) of polar lipids of Chlamydomonas reinhardtii in positive and MRM scanning mode 

MAG: Monoacylglycerol; GL: Glycolipid; PL: Phospholipid; BL: Betaine lipid; DAG: Diacylglycerol; TAG: Triacylglycerol 
 
 

15%的甜菜碱脂DGTS, 其含量为27 nmol·mg–1; 此

外, 光合膜脂SQDG及PG含量均占总极性脂含量的

9%, 磷脂PE及PI含量最低, 分别占总极性脂含量的

5%及4% (图5)。 

由图6可知, MGDG的主要分子为18:3/16:4, 其

含量在MGDG所有分子含量中的比例为69%, 还包

括18:2/16:3、18:3/16:3及18:2/16:4, MGDG的sn-1

及sn-2位脂肪酸几乎全部为PUFA。DGDG的主要分

子为18:1/16:0、18:2/16:0及18:3/16:0, 三者总含量为

DGDG所有分子总含量的59%。SQDG的主要分子为 
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表4  脂质标准品浓度及其峰面积之间的线性关系 

Table 4  Linear correlations between the concentrations and the peak areas of lipid standards 

Lipid standard Linear equation Correlation coefficient (R2) Linear range (nmol·mL–1)

MGDG 18:0/18:0  y=6.00E-05x+2.50E-01 0.9981 0.37–39.88 

DGDG 18:0/18:0  y=6.45E-04x+7.98E-01 0.9989 1.26–41.38 

SQDG 18:3/16:0  y=2.18E-04x–3.30E-01 0.9919 0.02–35.95 

PE 17:0/17:0  y=2.39E-04x+4.26E-01 0.9994 1.02–27.76 

PG 17:0/17:0  y=9.25E-05x+6.39E-01 0.9971 0.68–26.02 

PI 16:0/16:0  y=1.49E-04x+1.65E-01 0.9993 0.23–22.61 

DGTS 16:0/16:0  y=1.37E-05x+8.63E-02 0.9998 1.00–28.11 

x代表峰面积, y代表脂质标准品浓度(nmol·mL–1)。MGDG、DGDG、SQDG、PE、PG、PI和DGTS同表1。 

x denotes peak area and y denotes concentration of lipid standard (nmol·mL–1). MGDG, DGDG, SQDG, PE, PG, PI and DGTS 
see Table 1. 
 

 
图5  莱茵衣藻极性甘油酯的组成 

(A) 莱茵衣藻7种极性甘油酯的含量(nmol·mg–1); (B) 莱茵衣藻7种极性甘油酯的相对百分含量(%)。MGDG、DGDG、SQDG、PE、

PG、PI和DGTS同表1。 

 
Figure 5  The glycerolipid components of Chlamydomonas reinhardtii 

(A) The content of the individual polar glycerolipid of C. reinhardtii (nmol·mg–1); (B) The relative abundance (%) of the individual 
polar glycerolipid of C. reinhardtii. MGDG, DGDG, SQDG, PE, PG, PI and DGTS see Table 1. 
 
 

16:0/16:0, 占其总分子含量的80%, sn-1及sn-2位全

部为饱和脂肪酸C16:0, 此外还包括少量的18:1/ 

16:0、18:2/16:0及18:3/16:0, 与DGDG具有相同的

DAG碳骨架。PG的主要分子为18:2/16:1及18:3/16:1, 

二者占其总分子含量的65%。 

莱茵衣藻的磷脂PE主要包括16:0/18:1、18:1/ 

18:1及18:0/18:3, 还包括35%的16:0/16:1。PI分子几

乎全部由18:1/16:0组成, 该分子占其总分子含量的

82%, 此外还包括少量的18:0/16:0、18:2/16:0及

18:3/16:0。甜菜碱脂DGTS的分子种类多, 包括C32、

C34及C36, 其主要分子为16:0/18:3, 该分子占其总

分子含量的43%, 其它还包括16:0/18:1、16:0/18:2

及16:0/18:4分子。 

2.4  讨论 

脂质组是微藻科学领域中一种新兴的重要工具(Ten- 

enboim et al., 2016), 在微藻中应用脂质组技术能够

对微藻脂质组轮廓及其生物合成、调控、响应、重组、

功能及相互作用有深入认识, 因此建立微藻脂质组学

研究方法尤为重要。 
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图6  莱茵衣藻各极性甘油酯分子的主要组分及其含量 

(A) MGDG的各分子含量; (B) SQDG的各分子含量; (C) PG的各分子含量; (D) DGDG的各分子含量; (E) PE的各分子含量; (F) 
DGTS的各分子含量; (G) PI的各分子含量。MGDG、DGDG、SQDG、PE、PG、PI和DGTS同表1。 
 
Figure 6  The constituents and contents of each molecular species of polar lipids in Chlamydomonas reinhardtii 
(A) The content of the individual molecular species of MGDG; (B) The content of the individual molecular species of SQDG; (C) 
The content of the individual molecular species of PG; (D) The content of the individual molecular species of DGDG; (E) The 
content of the individual molecular species of PE; (F) The content of the individual molecular species of DGTS; (G) The content of 
the individual molecular species of PI. MGDG, DGDG, SQDG, PE, PG, PI and DGTS see Table 1. 
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脂质组学研究的核心是分析技术平台, LC-ESI- 
MS具有快速及高灵敏度等特点, 已广泛应用于检测

识别低含量并具有重要生物功能的各类脂质分子(王
涛等, 2010), 其分析流程主要包括脂质提取、基于液

相色谱的脂质分离、脂质结构解析及鉴定和脂质分子

的定量分析。RPLC根据脂质的脂酰基链长短和不饱

和度的差异进行分离, RPLC-MS (/MS)能与绝大多数

亲脂性的HPLC流动相兼容, 由于流动相含一定比例

的水, 故质谱分析时雾化效果好, 对包括极性及非极

性在内的所有脂质组分均能良好地保留。本研究采用

RPLC-MS (/MS)对莱茵衣藻的极性甘油酯组进行了

定性定量分析, 极大地丰富了微藻脂质组学的研究内

容(t’Kindt et al., 2012)。此外, 脂质结构“组成模块”

(building block)的特点是进行脂质结构鉴定的基础。

特定的MS/MS信息(表征极性头基和酰基链等组成模

块) (Murphy and Axelsen, 2011)、保留时间规律

(Brouwers, 2011)及精确质量是脂质鉴定需要综合考

虑的因素。脂质鉴定包括一级质谱分子离子鉴定及二

级质谱碎片离子解析。目前基于组学的定量包括2种, 
即相对定量及绝对定量。在脂质组学中, 相对定量测

定脂质组中各脂质分子的类型变化及相对丰度变化, 
能表征脂质组在刺激物作用下的响应变化, 同时有利

于生物标志物的筛选; 绝对定量是基于外标(用与目

标化合物相同的标准品进行平行测定)或内标(加入样

品中不存在的标准品进行同时测定)测定每种脂质分

子、脂质亚类及整个脂质组的质量含量变化, 而脂质

分子质量含量的动态变化有利于代谢途径的构建或

生物化学机制的解析(Han, 2016b)。本研究采用外标

法对莱茵衣藻各甘油酯分子进行了绝对定量, 有助于

微藻脂质代谢的深入研究。 
本研究利用UPLC-Q-Trap/MS进行一级质谱分

子离子鉴定及基于MRM模式的甘油酯分子靶向定量

分析。基于QQQ的脂质分析包括母离子扫描、子离

子扫描及中性丢失扫描, 是“自下而上”(Bottom-up)
的脂质组学分析典型方法。利用微藻各类甘油酯特定

的中性丢失或母离子扫描模式不仅可以准确辨认出

具有不同质荷比的各类甘油酯分子(表1), 即一级结

构鉴定; 而且还可通过非靶向方法获取MRM离子对, 
进行复杂样品中目标化合物的靶向定量分析, 即“拟

靶标”代谢组学方法(Chen et al., 2013; Zhang et al., 
2016), 其优势在于定量分析的灵敏度、稳定性、重

复性较好及较宽的线性范围(104–105), 同时数据处

理及定量分析过程简单(Chen et al., 2013)。目前, 基
于 Q-Trap/MS 的脂质组学研究集中于哺乳动物

(Overgaard et al., 2016; Slatter et al., 2016)及高等

植物(Tarazona et al., 2015), 在微藻中的应用还很

少(Meng et al., 2017)。本研究利用Q-Trap/MS的

MRM模式能快速靶向定量分析莱茵衣藻各极性甘油

酯分子的质量含量, 从而为微藻脂质代谢的动态变化

及新途径的构建奠定基础。 
Orbitrap/MS (Zubarev and Makarov, 2013)是近

年来新开发出的一种具有高分辨率、高灵敏度、高准

确度的质谱, 与普通质谱相比, 它在扫描碎片离子、

分析鉴别各种脂质同分异构体方面具有明显优势(Hu 
et al., 2005; Taguchi and Ishikawa, 2010)。本研究

所用的LTQ Orbitrap/MS质量分辨率高达240 000 
FWHM (full width half maximum, 半峰处全峰宽), 
能进行精确的质量测定(精度为1–3 mg·L–1), 同时快

速采集高分辨率的质谱全扫描谱图, 并基于不同脂质

类别的特定元素组成进行脂质鉴定, 是一种高通量的

“自上而下” (Top-down)的脂质组学分析模式

(Schuhmann et al., 2011)。此外, LTQ Orbitrap/MS
作为一种高分辨率质谱, 同时具备FTMS和IT模式。

这2种检测模式可进行快速切换, 并具备多级质谱的

扫描功能(Eliuk and Makarov, 2015), 目前已广泛应

用于蛋白质(Geiger et al., 2010)、多糖(Rohmer et 
al., 2011)、类胡萝卜素(Bijttebier et al., 2013)及番茄

碱(Caprioli et al., 2015)等多类复杂化合物的二级及

多级结构鉴定。而基于Orbitrap/MS的甘油酯组二级

及多级结构鉴定研究还较少。本研究利用Orbitrap/ 
MS2采集各甘油酯分子二级质谱的碎片离子信息, 确
定了莱茵衣藻各极性甘油酯分子的二级结构, 为其定

量分析提供了准确可靠的信息。 
综上所述, 在脂质组的定性定量分析中, Q-Trap/ 

MS兼具一级结构鉴定(母离子及中性丢失扫描)及靶

向定量分析(MRM模式)的优势, 而Orbitrap/MS2的高

质量分辨率性能使其更适于进行脂质分子二级结构

的准确鉴定。本研究中莱茵衣藻脂质经UPLC的反相

色谱分离、ESI离子化、Q-Trap/MS及Orbitrap/MS2

检测, 确定了109种极性甘油酯分子种类及结构谱

图。基于以上极性甘油酯组轮廓, 又通过UPLC-Q- 
Trap/MS的MRM模式定量分析出莱茵衣藻的45种极
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性甘油酯分子含量。虽然Q-Trap/MS并未全部扫描并

定量检出基于Orbitrap/MS2定性得到的所有极性脂分

子, 但研究所获得的定性定量信息可以完善目前现有

的莱茵衣藻极性甘油酯组(Yang et al., 2015; Légeret 

et al., 2016), 从而为进一步研究其合成机制及生物

学功能奠定技术基础。 

根据以上定性定量分析结果可知, 莱茵衣藻的极

性脂以糖脂MGDG、DGDG及甜菜碱脂DGTS为主, 

还包括光合膜脂SQDG、PG及磷脂PE、PI。这些极

性脂的组成比例与Li-Beisson等(2015)的研究结果一

致, 同时各类极性脂的分子种类及酰基组成各有特

点, 这也表明其合成途径及生物学功能各不相同。在

高等植物中 , 甘油酯通过真核或原核途径合成

(Roughan and Slack, 1982)。在真核途径中, 脂肪酸

由叶绿体合成后被转运至叶绿体外区室形成酰基辅

酶A, 然后在内质网中进一步合成膜脂。在内质网中

合成的膜脂再返回至叶绿体并转化成DAG, 随后

DAG在叶绿体被膜中被进一步糖基化合成MGDG及

DGDG, 高等植物通过真核途径合成甘油酯的sn-2位

脂肪酸为C18脂肪酸; 相比之下其原核途径几乎全部

发生于叶绿体中, 叶绿体合成的脂肪酸先与酰基载体

蛋白(ACP)结合, 再合成脂质前体物质磷脂酸(PA)和

DAG, 最后合成膜脂, 这些通过原核途径合成甘油酯

的sn-2位脂肪酸为C16脂肪酸(Warakanont et al., 

2015)。本研究中 , 莱茵衣藻的MGDG、DGDG、

SQDG、PG及PI的sn-2位脂肪酸全部为C16脂肪酸, 

这表明莱茵衣藻的光合膜脂及磷脂PI全部通过原核

途径合成; 与此相反, 莱茵衣藻DGTS与PE的sn-2位

脂肪酸同时含有C16及C18脂肪酸, 表明这2种膜脂

的合成既包括原核途径又包括真核途径(Giroud et 

al., 1988)。莱茵衣藻甘油酯合成途径与高等植物不

同, 这也表明了植物在进化上的多样性。 

此外, DGDG、SQDG及PI这3种甘油酯均含有相

同的DAG碳骨架分子18:1/16:0、18:2/16:0及18:3/ 

16:0, 表明其作为sn-1位C18脂肪酸去饱和的载体; 

而DGTS中16:0/18:1、16:0/18:2、16:0/18:3及16:0/ 

18:4分子的存在表明其作为sn-2位C18脂肪酸去饱和

的载体, 这与Schlapfer和Eichenberger (1983)的研

究结果相一致。虽然这4种甘油酯均为C18脂肪酸去

饱和的载体, 在莱茵衣藻的生长代谢过程中具有重要

的生理功能, 但是DGTS与DGDG、SQDG和PI的具

体作用机制可能因脂肪酸sn位的差异而不同。研究表

明, 在微拟球藻及高等植物中, PC是C18脂肪酸去饱

和的载体, 与其它极性脂的合成密切相关(Botella et 

al., 2017; Meng et al., 2017), 而DGTS与PC的结构

及生物物理性质类似, 因此二者在脂质代谢过程中的

生理功能可能也相似(Liu and Benning, 2013)。这些

结果也进一步丰富了微藻的脂质代谢信息。 

3  结论 

本研究利用液质联用技术鉴定了莱茵衣藻的极性甘

油酯组成, 并对其进行了定量分析。通过分析莱茵衣

藻极性脂组分的特征碎片离子与裂解规律, 共获得

109种具有不同酰基链组成的极性脂分子。此外, 通

过MRM模式对各极性甘油酯分子进行靶向定量分析, 

确定其主要组分为糖脂MGDG、DGDG及甜菜碱脂

DGTS。莱茵衣藻各极性脂分子的酰基链组成特点表

明, 其极性脂通过专一性原核途径或混合型原核及真

核途径合成, 同时多种极性脂包括DGDG、SQDG、

PI及DGTS, 它们均具有C18脂肪酸去饱和载体的功

能。综上所述, 本研究所建立的莱茵衣藻极性甘油酯

组定性定量分析方法, 可为获得完整的极性甘油酯分

子库及其分布信息提供技术平台, 并为进一步开展微

藻脂质代谢, 尤其是极性甘油酯的动态变化及其在逆

境胁迫中的响应机制研究奠定基础。  
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Qualitative and Quantitative Analyses of Polar Glycerolipids in 
Chlamydomonas reinhardtii based on LC-MS Techniques  

Miao Yang1, 2, 3, Yingying Meng1, 3, Yadong Chu1, Song Xue1* 
1Dalian Institute of Chemical Physics, Chinese Academy of Sciences, Dalian 116023, China; 2University of Chinese Academy 

of Sciences, Beijing 100049, China; 3School of Life Sciences and Biotechnology, Dalian University of Technology,            
Dalian 116024, China 

Abstract  The polar glycerolipidome of the model algal strain Chlamydomonas reinhardtii was analyzed qualitatively and 
quantitatively by using liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS). Based on UPLC-ESI-Q-Trap/MS 
and UPLC-ESI-Orbitrap/MS2, MS scanning, including neutral loss or precursor ion scanning, and MS/MS scanning were 
used to identify 109 molecular species possessing distinct mass-to-charge ratios and acyl chains. Targeted quantitative 
analyses based on external standards with UPLC-ESI-Q-Trap/MS in multiple reactions monitoring (MRM) mode was used 
to analyze individual molecular species. The results indicated that the glycerolipids of C. reinhardtii mainly included gly-
colipids (i.e., MGDG and DGDG) and betaine lipid, DGTS. In addition, analysis of fatty acyl constituents of all polar 
membrane lipids revealed that DGDG, SQDG, DGTS and PI acted as carriers for desaturation of C18 fatty acids. This 
study established a platform for characterizing the structure spectra and quantitative analysis with LC-MS techniques for 
C. reinhardtii, which provides a useful tool for studies of the biological function of polar membrane lipids and lipid me-
tabolism in microalgae. 
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