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三种高密度脂蛋白胆固醇测定方法的比较

匕匕可)李戈魏明竟

( 第 附属阵

汪仕忠

( 0 6 」于断挥邵匡
一
~

完 )

高密度脂蛋自胆 固醇 ( H D L
一
C ll) 测定始 于预防民学

,

以预 言个体发生冠心病的 可能性
。

识别这些人群的垂要性
,

在 j
二

医学可能从饮食
、

药物控 制及体育锻炼 以预防和延迟冠心病的

发生
。

1 9 7 5年 以后儿组大数墩流行病学的研究表明
( ` ’ ( 2 ’ :

血清 H D L
一

C h浓度的变化与临床冠

心病发病率呈显著负相关
; 是预言冠心病较好的脂质指标

; 它似比总胆固醇敏感
。

因此受到

大家的重视
,

检测 H D L
一
C h的方法亦不断发展和创新

。

测定 H D L C h的方法甚多
,

计有超速离心法
、

电泳法
、

柱层析法
、

化学沉淀法和免疫学

方法分离脂蛋 白后 测其胆 固醇
。

在临床常 规检验中
,

近年来多采用 化学沉淀 法即用肝素
-

钙
、

肝素
一

锰
、

磷钨酸钠
一

镁
、

硫酸葡聚糖
一

镁
、

聚乙 二醇
一

6 0 0 0等沉淀乳糜微粒
、

低密度脂蛋

白和极低密度脂蛋 白
,

而 H D L 则留在上清液中
,

用酶学法或化学法测定上清液中胆 固醇含量
,

即H D工
J 一

C h
。

我们对聚 乙 二醇
、

肝素一锰法和磷钨酸钠
一

镁法进行了实验比较
,

认为采用聚乙

二醇法分离测定血清H D L
一
C h优点较多

,

适 合临床常规应 j1J
。

现将结果报告如 「
:

方 法

一
、

磷钨酸钠
一

镁法
( “ ’ : 0

.

3 m l血清 加 0
.

3 m l沉淀剂 ( 济解 。
.

4克磷钨酸钠和 1
.

奴氯化镁

于1 0 o m l蒸馏水 中 ) 混匀
, 1 5 0 0 x g离心 10 分钟

,

按 .l’ 述方法测定胆固醇含量
。

二
、

肝素
一

锰法 ` 4 ’ : o
.

3m l血清加 o
.

3 m l沉淀剂 (肝素钠 1 5 o m g 和 M n C I
: ·

4 H
:
0 3

.

6 4 9 /

l o 0 lm 蒸馏水 ) 摇匀
,

同上离心后测定上清液胆 固醇含量
。

三
、

聚乙二醉法
( 5 ’ :

吸取 o
.

3 n : l znl清加 o
.

3 m l 2 0% 聚乙 几醇
一 6 0 0 0水溶 i夜

,

混匀
, 1 5 0 O X g

离心 1 0分钟
,

取上清液备用
。

四
、

测定胆固醉
:

取上述三种方法离心分离后的
_

匕清液 0
.

3n
l l

,

加无水乙醇 2
.

7 m l ( 边

加边摇 ! 使血清蛋 白成为极细的沉淀 )
,

放置 5 分钟 后离心 ( 2 0 0 0转 /分 ) 5 分钟
。

取此乙

醇提取液 2 m l
,

加磷硫铁试剂 (2
.

5% 三氯化铁 浓磷酸溶液 8 m l
,

加浓硫酸至 1 00 m l) 2
.

0 o l摇

匀
,

冷后比色
,

波长 5 5 o n 。
。

另取 0
.

I ln l胆固醉标 准液 ( l m l o o
.

s m g胆固醇 )加相应的脂蛋 白沉淀剂 o
.

l m l
,

再加无水

乙醇l
.

s m l和磷硫铁试剂 2 m l
,

摇匀
,

作为标准管
、
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取 o
.

l ml生理盐水 代件标准液同标准管操作
,

作 为试齐J空自调 肖吸光度零点
。

、
,

_

* 测定管吸光度
乡l
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“
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`
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i
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工, 111 9 / u l
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一 1

实 验 和 讨 论

一
、

温度的影响
:

对聚乙二醉 (P E G ) 等三种方法分别进行了室温 ( 1 3
。
一 1 5 的和 37 。 观

察
,

即将血清加沉淀刊后分别放室温或 37 ℃水浴 10 分钟后立 即离心
,

测定上清液胆固醇
,

结

果见表 1
。

经统计学处理后看出温度改变对磷钨酸钠
一

镁和 F E G法影响不 人
,

而肝素一
锰法在

温度高时结果偏低
。

但应指出
,

P E G法如在低于 1 0
、

的室温
`
卜操作

,

常因试剂变稠而不易离

心分离
。

二
、

三种方法实际标本对照
:

22 例血清标本用三种方法同时测定 H D L
一

C h
。

结果 (见图

1
、

2 )
:

磷钨酸钠
一镁法平均 51

,

52 m g / d1
,

P E G 法平均 5 1
.

9如二 g / d1
,

较为一致
。

肝素
一

锰

表 1 不 同温度对分 离H D L一 C h的影响

方 法 例 次
结 果 m g / dl

1 4℃ 3 7 ℃

P E G 法

肝素
一

锰

磷钨酸钠
一

嵌

工9

1 G

1 0

5 4
。

3

沈9
。

2

5 0
_

8

5 3
。

2

l了
。

{

5 1
。

3

t l
。

9石

t s
。

GZ

t o
。

6 9

p > 0
.

05

P < 0
.

0 1

p ) 0
.

0 5

呱
l 叼 /’l

聚乙二醉

产

/ 丫“ .0 95 6

/ 登
二 2只

J 二 0
.

75 7义 + 4
.

3 6 8

却 乎O `0 门刃魄l
二一一 J

一
l - !

`

1
-

…公汽万
’

.
U

.

|r协|r聚乙二醉法

加 /
0

.

9 61

二 14 0旧尤一 .l 了5夕

丫ǎy

20 初 峥。 嘟
l

…
肝索

一

锰法

图 1 尸E G法和肝另聋
一

锰沮

一

岁碑乡从钠
一

钱法

P E筑大
’万磷钨 叹钠

一

镁法结
于
孔比较

法平均吐3
.

6 6 m g / d1
,

结果偏低
。

将三币{
,

方法离心沉淀 后的上层 血清和沉淀物 (经洗涤后复溶于

生鲤盐水
,

内 用苏丹 黑 B顶染
,

作聚丙烯酞胺 电泳 证实
:

三种方法沉淀后的上层血清均仅含

a 一月旨蛋 白 ; 在 F E G 法和磷钨酸钠
一

镁法分离的沉淀物
,

}
,

未见 。 一脂蛋自
,

可见昆和 前
、

一脂蛋白

带
。

而肝素
一

锰法分离的沉淀物 中除清晰可见队和前 {一 脂蛋 自带外
,

在
( : 一脂蛋白部位可见轻微

灰色带
,

这将能说明肝素
一

锰法结果偏低的原因
。

如前述
,

温度对肝索
一

锰法结果 有影响
,

离
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心时温度高
,

结果偏低
。

美 国
“
脂质研究 临床实验室

”
和 !1 本临床病理学会推荐的肝素

一锰

法 ( “ ’ ,

均规定在 4 它 离心
。

我们在对照中由 卜东件所限
,

在 空温离心 分离
,

可能致使 H D L部

份沉淀
,

H D L
一
C h结果 !

_

叮显偏低
。

三
、

高甘油三醋标本的分离
; 盯索

一

锰和磷钨酸钠
一

镁两法遇高廿油三脂标 木时
,

血清

加入沉淀剂离心后上层液仍呈现混浊
,

需要用诸如超滤等方法处理
,

这在 临床检验中不易办

到
。

P E G法不存在这个缺点
。

我 们在三个方法的实际标本对 !户黔发现
:

当血清甘油 三酚达 50 0

m g / d1
,

肝素
一

锰法
_

}二层液呈现混浊 ;
一

甘油三醋至 70 0m g / d1 左右
,

磷钨酸钠 镁法上层液亦出现

棍浊 ; P E C法即使
一

甘汕三酚达 1 o o o nl 灯d1 以上亦能清晰分离
, _

曰又液无棍浊现象
。

这些高
一

甘油

三酚血症病人恰恰很需要了解其血清 H D L
一
C h浓度

,

尸E G 法 ,
科父方便的使用

,

为一左优 点
。

四
、

关于 P E G的浓度
:

我们试用
一

了 12 %
、

16 %
、

18 %
、

2衅石
、

2 4 % 和 2 8% 六种浓度的

P E G与血清等吐混合
,

经离心分离的上层液和沉淀物用苏丹黑 B顶染后作聚丙烯蛾胺凝胶电

泳鉴定
。

结呆仅 20 % P E G能使 H D L和其他脂 蛋自清楚分离
; } {石于区个浓度则沉淀物中出现 。 一

脂

蛋 自带
,

而低 丁
“

这个浓度则在上清液中出现 弓 脂蛋 自带
。

用聚 乙二厄叉
一 6 0 0 0沉淀 血清低密度和极低亲度脂蛋 自时

,

P E G的最 后浓度文献报 手有较大

全异 (从 6% 一 1 2% )
( ` 。 ’ 〔川 (川

。

l匕现这种差异有多方而的原 压I
。

D e o a e k e r
等

( ` 3 )

认为主要是不

同来源的聚 乙二醉制
:
{
, t,

本身的左异造成的
。

我们试验了两种制品 (上海试剂 一 厂 7 8 1 0 0 1 ,

上

海奉贤光明化工厂 8 0 0 7 0的 其结果无显 昔差异
。

由 J
几

试验的 F E C制品种类太少
,

很难 说明不

同 P E G制品对结果的影响
。

F ol “ 。 n
等指出

〔’ 4 ’ ,
P E G的最后浓度和济液 的股后 p H都可以影响蛋白质的沉淀

。

我们用

酸度计测定 7
.

5% 和 10 % PE G溶液及棍合血清的 p H
,

试剂p H为 3
.

1一 3
.

2 ; 血清 p H 7
.

9一 8
.

。
。

当 P E G溶液同血清混 合的比例 不一样时
,

尽管 F E G 的最 )雨农度完 卡一样
,

其缎后 p H亦不一

样
。

我们用 15 %和 20 % P E G溶液与血清等星棍合
,

其 p H为 7
.

了。和几 5 9 ; JTJ 巧 %和 60 % P E G液

与血清按 1 : 5 棍合
,

其 p H为 8
.

02 和 7
.

9 2
。

门l六份皿清技这两种比例混合后离心
,

测定上清

液的胆固醇含量
。

结果
:

按 1 : 1 方式混合
,
尸E G乌支后浓度 了

.

5%者平均 7 5
.

4 m g / d1
,

F E G最

后浓度 1 0%者平均 5 2
.

5m g / d1 ; 按 1 : 5 方式混合
,

P E G最后浓度 了
.

5%者平均 5 6
.

o m g / d1
,

P E G最后浓度 1 0% 者平均 52
.

8二 g d/ 1
。

从这个结果看似乎同最后 p H关系不密切
,

而试剂与血

清的比例不同结果可有差异 ( 7
.

5% P E G )
。

这 可能和蛋 白质浓度不 1司有关
。

总之文献上应用 F E G最后浓度的差异同尸E G制品本身的差异 (分子虽
、

纯度等 ) 和试剂

与血清的比例不 同有关
。

我们认为用上 海试剂 一厂产品
,

试剂与血清 1 : 1 混合
,

P E G最后

浓度 10 %为好
。

五
、

P E G法的重复试验
: 为了观察 P E G法的精密度

,

我们对一份棍合血清作了 20 次重复

测定
,

平均 5 8
.

4 m g / d1
,

CV = 2
.

0%
,

重复性 良好
。

六
、

磷钨酸钠
一

镁法或肝素
一锰法沉淀低密度和极低密度脂蛋白时

,

试剂 p H影响很大
( 7 ’ ,

亦受试剂中镁或锰浓度改变的影响
。

而所用的氯化镁或抓化锰又极易潮解
,

很难保证配制时

试剂浓度的准确性
( ” ) 。

加之肝索的来源和品质不同
一

也可产生不 1司的结呆
` g ) 。

这些因素必须小

心加以控制
,

否则将影响这两个方法的准确性和精密度
。

相比之 下
,

P E G法试剂配制简便
,

试剂浓度的准确性齐易控 制
,

深存时 hjJ 长
,

测定精度高
,

干扰因索少
, :芍

一

甘油三酚标本亦能

得到良好 分离测定
,

不 干扰酶学法胆固醇测定
,

适 合 }州完化验宝
`

常规使用
。〕
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h e -

p a r i n
一
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t h a t w h e n 2 0 9 / d l ( 2 0% ) P E G
一
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