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个案与短篇 　　　 文章编号:1000-5404(2002)01-0046-01

一次性密度梯度超速离心分离人血清脂蛋白及无脂血清

Separation of human serum liproproteins and lipoprotein-deficint serum by one-step
density gradient ultracentrifugation

何菊英 ,刘松青　　(第三军医大学附属西南医院药剂科 , 重庆 400038)

　　本研究采用角度转头和一次性密度梯度超速离心法 ,从正
常人血清中将 VLDL , LDL ,HDL 和无脂血清相互分离 , 效果满
意 ,并成功应用于脂蛋白和胆固醇代谢的研究 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　仪器　　超速离心机为 BeckmanL8-55 型 , 55.2-Ti角度
转头 ,容量 38.5×10 ml。分析天平为 TG-328 型(浙江温州天平
仪器厂)。
1.1.2　密度盐溶液配制　　将分析纯之 NaCl、KBr 在 125 ℃干
燥24 h后 , 将 NaCl配制成密度为 1.006 的溶液 , 而干燥 KBr 用

于调定血清密度。
1.1.3　人血清标本　　正常人新鲜全血 , 在室温放置 1h 使凝

固 ,然后在 4 ℃、5 000 r min 离心 30 min , 取出血清 , 加 NaN3(终

浓度为 0.01%)。
1.1.4　试剂　　氨基黑 10 B、苏丹黑 10 B 均为北京化工厂产

品 ,其余试剂均系分析纯。

1.2　方法
1.2.1　人血清脂蛋白的快速分离　　取正常人混合血清 , 定
量移入烧杯中 ,根据 d=m v , 用万分之一分析天平根据称量法
测出血清初始密度 do , 用干燥固体溴化钾调血清密度至 1 300

g ml ,按 Radding-Steining 公式计算需加入的干燥 KBr重量 ,公式
如下:X=Vo(dm-do) 1-0.312×d m 式中 , Vo 代表原血清毫升
数 , do代表初始血清密度 , dm代表需调定的血清密度 , 0.312 为
KBr的比容(ml g), X代表需加 KBr克数。
　　待固体溴化钾完全溶解后 , 将血清分别移至 10 个透明的

离心管中 ,再用滴管沿管壁小心铺加密度为 1.006 的氯化钠溶
液约28 ml , 勿使界面混扰。平衡后加盖封闭 ,小心放入55.2-Ti
角度转头 ,置入 Beckman L8-55 型超速离心机中 , 选用慢加速工
作程序 , 加速和减速时间均控制在 45 min , 10 ℃, 50 000 r min ,
离心 5 h。离心结束后 , 取出离心管 ,见血清脂蛋白已分层。
1.2.2　透析　　将超速离心所得四个组分分别置于透析带
中 ,反复透析 48 h(4 ℃),每日换透析液 3 ～ 4次 , 透析液为 0.15
mol L NaCl和 0.3 mmol L EDTA的缓冲液(pH 7.4)。
1.2.3　聚丙烯酰胺凝胶电泳[1] 　　将超速离心分离各组分进
行电泳 ,凝胶浓度为 3.85%,脂蛋白用苏丹黑 10 B 预染 , 电泳后
再以氨基黑 10 B 染蛋白质。
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2　结果

2.1　超速离心对血清脂蛋白分离的效果
　　按方法 1 进行 , 离心结束后可见离心管中液体明显分为七
层:顶部乳白色为极低密度脂蛋白 ,第三层淡黄色为低密度脂
蛋白 , 第五层橘黄色为高密度脂蛋白 , 第二 、四 、六层为生理盐
水 ,最低层为脱脂血清。并将各层脂蛋白及无脂血清用吸管收
集于系列试管中。

2.2　各种脂蛋白纯度的鉴定
[ 2]

　　聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE):分离的人血清脂蛋白与正
常人血清同时进行电泳 ,用苏丹黑 10 B 预染脂质 ,经不连续聚
丙烯酰胺凝胶电泳后 ,凝胶柱上正常人血清脂蛋白分成三个区
带 ,从上到下依次为 VLDL 、LDL 及 HDL , 而分离的脂蛋白均为
单一区带 , 并与正常人血清三种脂蛋白的泳动位置相对应 , 表
明没有脂蛋白间的相互混杂 ,为电泳纯的单一脂蛋白组分。 无

脂血清脂染色阴性。

3　讨论

　　分离血清脂蛋白, 国外学者多采用系列超速离心法 , 但离心
时间很长(90 h左右), 且需 Abbe 折射仪调血清密度。本研究在
无Abbe折射仪调血清密度条件下 , 采用称量法以及角度转头和
一次性密度梯度超速离心 ,将离心时间缩短到 5 h ,并且分离效
果满意 ,重复性好, 为一次性获得相当量的人血清脂蛋白及 LDS

提供了一种简便可行的手段。本法中获得的脱脂血清平均胆固
醇含量仅为0.046 mmol L、甘油三酯为0.2 mmol L, 而且该脱脂血
清可用于细胞脂蛋白受体功能测定及体外细胞胆固醇代谢的研

究。本研究成功地应用了一次性密度梯度超速离心法制备了所

需各种脂蛋白及脱脂血清 , 为进一步研究动脉粥样硬化发生原
理及某些降血脂药作用机制提供了有利条件。
　　关键词:极低密度脂蛋白(VLDL);低密度脂蛋白(LDL);高

密度脂蛋白(HDL);脱脂血清(LDS);密度梯度
　　中图法分类号:R446.1　　　文献标识码:B
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