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HDL的体外氧化及丙丁酚的抗氧化作用 
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摘 要；目的 探讨高密度脂蛋白(}DL)的体外氧化过程及丙丁酚对HDL氧化的抑制作用。方法 采用 。救性密度梯度超 

速离心法获取人血清}mL，以cL】 介导其氧化，荧光法椅测样品r} 硫代巴比妥酸反应产物 (TBARS)的含量，用于判定氧化 

效果。结果 c4 可有效地介导}DL的体外氧化，井在 定范围内呈浓度和时间依赖性；预先加入丙丁酚可有效阻止HDL的 

体外氧化，5 m0儿丙丁酚即有显著的抗氧化作用。结论 }DL办易于蕴生氧化修饰．抗氧化剂丙丁酚可明显抑制山c 介导 

s in vitro and protective effects 

of probucol 
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Abstract：Objective To investigate the oxidation of high-density lipoproteins(HDL)in vitro and protective 

effects of probueo1．Methods Human plasma lipoproteins wel-~separated by ode—step ultracentrifugation with a 

simple density—gradient The in vitro oxidation of HDL was mediate bv CuS ．the oxidative effect of Cu and the 

antioxidation effect of probucol were assayed simultaneously by thiobarbituric acid reactive substances(TBARS)． 

Results (1、C could effe吐irely mediated the oxidatio1；1 of HDL in vitro，which was both dose．dependent and 

time—dependent with Cu‘within definite ranges．(2)The oxidation of HDL in vitro could be inhibited by probuco[， 

and 5 u mol／L probucol was effective obviously．Conclusion HDL js susceptible to oxidafton and probuco1 can 

inhJbit the Cu mediated oxidation ofHDL in vitro． 
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近年的研究表明，高密度脂蛋白 (hig}1 density 

lipoprotein，HDL)和 低 密 度 脂 蛋 白(1ow density 

lipoprotein，LDL)一样也易被氧化修饰而形成氧化高 

密度脂蛋白 (oxidizedHDL，oxHDL)。oxHDL不仅 

转运胆固醇的能力下降，而且具有细胞毒性作用， 

亦可被巨噬细胞表面的清道夫受体识别和摄取，促 

进细胞中胆固醇的聚集一 ； 它还可影响内皮细胞 

功能并激活血小板，从而有可能促进动脉粥样硬化 

的发生一 。本文采用一次性密度梯度超速离心法获 

取人血浆HDL，以Cu"介导其氧化，从而探讨HDL 

的体外氧化过程及丙丁酚的抗氧化作用。 

1 材料和方法 

作着介绍l胡厚谭 (1966．- )，男，主治医师，博士 

1 1 血清脂蛋白的分离 

人血清脂蛋白采用张林华的 一次性膏度梯度超速离心法 

分离用，略加改良 主要步骤如下：采取空腹健康人全血． 

以 EDTA N南抗 凝 (ImFJm1)，分离血浆；以同体溴 化钠 

(NaBr)调血浆密度为1．400 ml，日 55P-72型超速离心 

机，RP．50T角度转头，容量34mlx8管 每管由下 上加入d 

： I 400 ml血浆9ml、d=1．200~ml的NaBr／II液(以0．85％NaCI． 

0．01％EDTA Na1液配制)5 ml和0．85％NaCI-0．01％EDTA N 出 

(oH 7．6)溶液20mh 10℃．250 000×2离，IL,6h。预染血清 

脂蛋白聚丙烯酰胺凝胶盘状电泳显示HDL可分为HDL2和HDL 

两条带，VLDL和LDL均为单 一条带，其位置与参照血清中 

各脂蛋白带的位置一致。 

1．2 HDL的体外氧化 

氧化修饰采用cu‘介导}击I“，取新分离的HDL，以20倍 

体积的|0mmol／L PBS(pE 7．4)透析48h，每髓换液 次= 

用PBS稀释至0．5mg prot~in／ml，分装于消毒的玻璃培养瓶中 

用 下面的分组实验，置37'C、5％COz解箱中孵育。氧化作 
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囊 cu 介导}Ⅱ)L氧化的时问效应及丙丁酚的作用(MDA，maol／~g pf0tcin．丑=4) 

时问(h1 0 I 2 4 8 12 24 

Cu 0．18±0 12 0 97±0．33 1．惦 ±0 52 I．73=0 59̈  4．79--+0．82 l 7．4l--+2．34 15．55-+2 13̈  

Protmc,ol 0．18：0 12 0．41-+0．19’# 1．02-+0 38” 1．19-+0．32 1．36-+0．30 2．86-+0．57” 6．01-+0．96 
一 一  一 — —  — —  一 — — — — 一 — — _ — — — — 一 一  

’JkO．05 ”JkO O1 vs Oh ∞口： 0．05． F<O．01 v5 C ~'OklD 

用结束时以5倍~ca'-浓度的EDTA Nm终止氧化 氧化效果 

鉴定：采用硫代巴比妥酸反应产物荧光检测法测定氧化前后 

丙二醛 (MI)A)的含量，以 “nmoFmgprotein”表示 

1．2．I Ca'-舟导HDL氧化的浓度效应 

HDLq~加入新鲜配制的Immol／L CuSO~溶液．使其终浓 

度分剐为5 moI／L 10 mol／L．1 5 umo1／L，201．tmol／L~40 

umol／L，作用时间12h。 

1 2．2 cC舟导HDL氧化的时闻效应及丙丁酚的作用 

在加入10 mol／L CuSO,的情况下，分别于孵育后1h、 

2h、4h、8h、12tl和24h取出HDL 100 l终止氧化：丙丁酚组 

则于加入CuSO,前1h预先加入终浓度为50 【n01几丙丁酚 

1．2．3 丙丁酚抑~~JHDL体外氧化的浓度效应 

于加入CuSO~ ih预先加入终浓度分别为0u moFL，5 u 

mO[FL，10 mol／L， 15 molfL，25 u mol／L，50 mol几和 

100 u m0FL的丙丁酚，再加入l0 u rnol，L CuS04，作用时间 

1 2ll。 

1．3 统计学处理 

数值以豇 s表示，组闯比较采用 检验 

2 结 果 

2．1 c 介导HDL氧化的浓度效应 

c 可有效地介导HDL的体外氧化 ，0．5mg 

proteir~ml的 HDL与5 la mol&．Cu．于37℃孵育12h后 

即可引起HDL的显著氧化，c 增至10 u mol／L时 

MDA含量由nHDL的0．18nmoFmg protein上升至 17． 

41nmol／rag protein，增加近100倍，而Cu 浓度继续 

增加直至40 mol／L，MDA含量均不再增加(图1)。 

2．2 c 。介导}Ⅱ)L氧化的时问效应及丙丁酚的作用 

CE作用1h后即有HDL的氧化发生，l2~24h间 

氧化程度稳定在高水平。预先加入丙丁酚可有效抑 

制cu‘介导的HDL体外氧化 (表 1)。 

2,3 丙丁酚抑制HDL体外氧化的浓度效应 

5 mol／L的丙丁酚即可显著抑制HDL的氧化 

(囝2)。 
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围2 丙丁酚抑捌阳) 井氧化的浓度鼓应 (tr-4) 

血清脂蛋白的分离以Havel等的密度顺序超离心 

浮选法最为经典，该法采用角度转头，以溴化钠或 

溴化钾依次调血清密度 为 1．006，1．o63及 1．2l0g／ 

m1，分别超离心18~24h，才能获得各种密度的脂 

蛋白组分，总离心时间约72h。由于分离脂蛋白的 

纯度高，目前它仍是国外最常采用的方法。国内多 

采用离心时间较短的角度转头超离心(<ran)'”和垂 

直转头超离心 (<3h) ，它们所分离的脂蛋白虽难 

以达到浮选法那样的绝对纯度，但已完全能满足一 

般性实验的需要。本实验采用角度转头一次性密度 

梯度超离心法，缓慢加速和减速，250，ooo×g离心 

6h，能很好地分离各脂蛋白带。 
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高密度脂蛋白 (HDL)在体内执行逆转运脾同 

醇的功能，使胆固醇实现从外闰组织向肝脏的净转 

运 ；HDL还可保护内皮细胞免受氧化低密度脂蛋 

白 (oxLDL)的损伤 ，并可抑$OLDL的氧化 。 

另外，HDL还可诱导内皮细胞产生前列环素(PGI y 
一

。 因此，HDL具有抗动脉粥样硬化作用。本研究 

在采用一次性密度梯度离心法得到HDL(包括HDL 

和HDL)并经PBS彻底透析后，加入c 以介导其 

氧化，结果发现其MDA含量显著增高，并在一定范 

阐内与Cff浓度和作用时间成正相关，这与LDL的 

体外氧化十分相似，文献报道oxHDL在动脉粥样硬 

化的早期发生中可能具有较为重要的作用一 ，但 

oxHDL是否存在与oxLDL--样广泛的致动脉粥样硬 

化作用机理尚有待进一步研究。 

丙丁酚是一种强 的抗氧化剂，它可有效阻J 

LDL的体外氧化 。本研究显示，在 以1O M／0． 

5mg HDL protein的Cu"作用 l2h所形成的oxHDL作 

为对照的情况下，5 I．t mol／L丙丁酚即有显著的抗氧 

化作用，它可使MDA含量降低三分之_，而在25～ 

100 u mol／L范围内其作用不再随浓度增加而增强。 

另外，维生素c和维生素E也可降低HDL对氧化反应 

的易感性 。囡此，常规应用抗氧化剂对预防动脉 

粥样硬化的发生可能具有重要意义 
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