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要"目的
!

建立检测
!"#$

细胞内胆固醇水平的高效液相色谱"

+,-.

%方法!为以胞内胆固醇相对水平变化作为指标鉴

定组织细胞泡沫化程度及特定组织细胞泡沫化对组织损伤提供技术支持&方法
!

用氢氧化钾乙醇溶液和三氯乙酸分别除去细胞

裂解液中的三酰甘油和蛋白!用正己烷
/

异丙醇的混合溶剂提取细胞内的胆固醇&胆固醇水平采用
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法测定!色谱柱为
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%!流动相为乙腈
/

异丙醇"

*9:''

!

;

#

;

%!流速为
%7-

#

7<=

!检测波长为
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果
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细胞内胆固醇在
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内线性关系良好"

!?)($$$$

%$相对标准偏差"
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!平均加样回收率为
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%&结论
!

+,-.

法简便'准确'重复性好!可用于泡沫细胞程度鉴定!为探讨脂质代谢异常与器官

损伤及进一步研究胆固醇代谢紊乱与肺损伤奠定基础&

关键词"高效液相色谱$
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胆固醇是细胞(动物组织重要的组成物质#不仅是细胞膜

形成的重要原料#而且还参与合成体内维生素
@

(胆汁酸(性激

素和肾上腺皮质激素等各类生命物质)

%

*

+

大量研究证实#脂质代谢异常可导致多器官损伤#其中对

心脑血管(肝脏(肾脏(脾脏(胰腺损伤的研究比较成熟#国内外

对脂代谢异常与肺组织损伤关系的研究才刚起步+高脂状态

下的巨噬细胞(脂肪细胞(平滑肌细胞(胰岛
#

细胞及上皮细胞

等多种细胞类型异常的脂质蓄积是导致多器官损伤的病理生

理学基础)

&

*

+在细胞内异常聚集的脂质三酰甘油占绝大部分#

胆固醇及其相关酯类的比例不到
%)A

+因此#血脂测定在器

官损伤的发生和发展中的作用一直被广泛重视#而胆固醇在其

中的作用往往被忽略+同时#虽然已经有众多研究表明血脂分

析与器官损伤关系密切#但是也有文献显示血脂指标正常者中

器官病变患者的比例较高+可能是因为组织病变细胞伴随着

炎性状态#导致胆固醇在组织器官间重新分配+在医学上#细

胞内胆固醇相关酯类占总胆固醇水平的
")A

以上则定义为泡

沫细胞#泡沫样变不仅是构成脂质条纹的基础#也是组织损伤

的起始)

'

*

+一般组织内细胞在摄入胆固醇时会自动开启胆固

醇的正常流出程序+而泡沫细胞功能上则表现为胆固醇代谢

失活#其动力学改变主要包括胆固醇摄入过量及过度堆积(细
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胞内胆固醇运转异常和流出受阻+细胞内过量的胆固醇聚集

能触发内质网应激(氧化应激及细胞凋亡#进一步促进器官损

伤的发生)

#

*

+所以#特定组织细胞泡沫化对组织的损伤成为了

研究重点+目前#高效液相色谱$

+,-.

&法检测巨噬细胞胆固

醇的研究已有报道#但不同细胞代谢特点不一样+因此#本试

验将
!"#$

细胞作为肺泡
%

型上皮细胞模型#在高脂状态下观

察该细胞内胆固醇的蓄积状态#为进一步探索胆固醇代谢失衡

与肺损伤的关系奠定基础+这也将对了解人体细胞泡沫化程

度#探讨特定组织细胞泡沫化对组织损伤都能提供一定技术

支持+

$

!

资料与方法
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仪器与试剂
!

采用
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!
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超

声波破碎仪$德国
3G=KDI<=
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"#%62

离心机$德国
[

QQ

D=KCML
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YBZ/&6))@

氮吹仪#

,\2[-!3.IGEE<N

超纯水仪$英国
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溶剂过滤器#

Û!]D=<OE'

圆周振荡器#电子分析

天平+采用
!"#$

细胞株$美国
!B..

&#胆固醇标准品$德国

@M([JMD=ECMLDM

&#改良型
2,Ŷ/%*#)

培养基$美国
+

S

NIC=D

公

司&#新生牛血清$

]<HNC

公司&#乙腈(异丙醇(正己烷(乙醇为

市售色谱纯$

!KG7GE

公司&%氢氧化钾(三氯乙酸为市售分析

纯$美国
E<

>

7G

公司&%试验用水均为去离子水%
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!

7

有机

相微孔滤膜+

$(/

!

方法

$(/($
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试剂的配制
!

标准品储备液!称取
%('7

>

胆固醇标准

品#溶解于
%'7-

乙醇配置成
%))=

>

"
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的胆固醇储备液#

#_

密封保存+现配
%"A

氢氧化钾$

U1+

&乙醇溶液!称取

&(96"

>

U1+

#加入
&)7-

氢氧化钠$

ZG1+

&超声溶解+现配

*A

三氯乙酸溶液!称取
%(&99

>

三氯乙酸#加入
&)7-

纯水中

超声溶解+流动相溶液制备!分别将色谱纯级别的乙腈#异丙

醇用溶剂过滤器过滤后进行超声除气+

$(/(/

!

+,-.

法检测胆固醇的条件
!

色谱柱!
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&%流动相!乙腈
/

异丙醇$
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&#等度洗脱%柱温!

&)_

%流速!

%7-

"

7<=

%进样量!

&)
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%检

测器!二极管阵列检测器$

@!@

&#检测波长
&)*=7

+

$(/('
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标准曲线的制备
!

分别精密量取
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(

)(%

(
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%7-

水平为
%))=
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的胆固醇标准品储备液至
%("7-

规

格的进样瓶中#再分别滴入
)($"
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乙醇得

到质量水平分别为
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的胆固醇标准品系

列溶液#将上述标准品系列溶液充分震荡混匀后超声除气#然

后分别注入
+,-.

仪#进样量为
&)

!

-

#按前述色谱条件记录

图谱+以胆固醇的质量水平为横坐标$

.

&#其峰面积值为纵坐

标$

4

&#绘制标准曲线+
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细胞的培养)

"/*

*

!
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细胞利用改良型
2,Ŷ/

%*#)

培养基$含
-/

谷氨酰胺#不含硝酸钙&#

%)()A

新生牛血清

培养#将细胞重悬均匀#放置于含
"A .1

&

#温度为
'9_

的孵

箱中培养#每
&

天换一次培养液+待细胞长满壁且贴壁完全+

采用胰酶消化法#收集细胞沉淀#并使用加样枪加入适量磷酸

盐缓冲液$

,35

&吹打冲洗至重悬#然后
%)))M

"

7<=

离心

'7<=

#重复
'

次+细胞计数后#分装至
[,

管+

$(/(2

!

细胞内胆固醇提取)

9/6
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将
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管置于
# _

#

%)))

M

"
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离心
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#去上清#沉淀用
%7-)($A ZG.I

溶液重悬+

重悬后的细胞#在
W6)_

与常温之间反复冻融
'

次#用超声破

碎仪在冰水浴中进行破碎#能量参数
&9A

#时间
&7<=

#破停时

间
%E

(

%E

+将成功破碎后的细胞放入
#_

#

6)))M

"

7<=

离心

9("7<=

#提取上清#利用
3.!

法进行蛋白水平测定+破碎后

的细胞溶解液分装至新
[,

管中#加入等体积
%"A U1+

乙醇

溶液#握旋
"7<=

至清亮后#进行
#)_

水浴超声皂化
%J

+加

入数滴
*A

三氯乙酸除去蛋白#继续斡旋
"7<=

至清亮+等体

积加入提取剂#正己烷
/

异丙醇$

':&

&#斡旋混合后#

%&"))

M

"

7<=

离心
%"7<=

+吸取收集上层有机相#下层水相按上述操

作步骤重复抽提
#

次+合并有机相#氮气吹干#加入
%7-

流

动相组成乙腈
/

异丙醇$

*9:''

&进行复溶#后超声除气#

%&"))

M

"

7<=

离心
%"7<=

#收取上清#进样+

/

!

结
!!

果
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专属性考察
!

分别精密吸取胆固醇标准品溶液(等量空

白乙醇溶剂(上述方法中
%(&(#

项进行预处理过的样品溶液和

空白细胞上清液分别注入
+,-.

仪#按照色谱条件
%(&(&

进

行测定#胆固醇峰的保留时间为
6(&7<=

+记录其色谱图#见图

%

"

#

+

图
%
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胆固醇标准品对照色谱图

图
&

!!

空白乙醇溶剂对照色谱图

图
'

!!

!"#$

细胞内胆固醇对照色谱图

图
#

!!

空白细胞上清液对照色谱图
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方法学考察
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法测定胆固醇的线性关系及定量限
!

将已配制

好的质量水平分别为
"

(
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(

%))=

>
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的胆固醇标准品系

列溶液#按上述方法中
%(&(&

色谱条件进行
+,-.

测定+以

标准品峰面积值
4

对质量水平
.

进行线性回归#曲线在
"

"

%))=

>

"

!
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范 围 内 线 性 关 系 良 好#求 得 回 归 方 程
4 ?

*(%%$9#.W)("&"%$

#相关系数
!

&

?)($$$$

+按照液相色谱

检测限定义为
%)

倍信噪比#对色谱系统进行基线检测#结果测

得定量限为
%)(%$9=

>

"

!

-

$

5

"

Z?%)

&+见图
"

+

图
"

!!

根据胆固醇标准品质量水平与峰面积

绘制的标准曲线

/(/(/

!

精密度试验
!

精密吸取质量水平为
")=

>

"

!

-

的胆固

醇标准品溶液#按照
%(&(&

项色谱条件#连续进样
*

次#结果显

示其相对标准偏差$

25@

&为
)($'A

$

"?*

&#表明该方法精密

度良好+

/(/('

!

稳定性试验
!

精密吸取质量水平为
%))=

>

"

!

-

的样品

溶液#按照
%(&(&

项色谱条件#分别于
)

(

'

(

*

(

$

(

%&

(

&#J

进样+

结果显示#稳定性的
25@

为
)("&A

$

"?*

&#表明该样品溶液在

&#J

内稳定性良好+

/(/(1

!

重复性试验
!

取同一批次的细胞#按照上述方法中

%(&(#

进行预处理#平行制备
*

例#以
%(&(&

项色谱条件进行检

测#结果测得#样品平均水平为
%)(99$=

>

"

!

-

#重复性试验

25@

为
&("9A

$

"?*

&#表示该方法有较好的重复性+

/(/(2

!

回收率试验
!

取已知胆固醇水平的细胞提取液
*

例#

各精密添加入等量胆固醇标准品#按照方法
%(&(#

预处理后#

在
%(&(&

项色谱条件下进行检测#计算回收率及
25@

#结果见

表
%

+

表
%

!!

加样回收率试验结果#

"?*

$

样品编号
样品水平

$

=

>

"

!

-

&

添加水平

$

=

>

"

!

-

&

实测值

$

=

>

"

!

-

&

回收率

$

A

&

% %)(99$ %) &)()6# $'()#

& %)(99$ %) &)(%)) $'(&)

' %)(99$ %) &)()$# $'(%#

# %)(99$ %) &)(%&6 $'(#6

" %)(99$ %) &)(#6' $9()'

* %)(99$ %) &)(9&9 $$(#9

!!

注!平均回收率为$

$#(6$̀ &(9&

&

A

#

25@

为
&(6*A

+

/('

!

样品检测
!

取相同批次的细胞#按照方法
%(&(#

项制备

*

例样品溶液#每例样品细胞数为
&8%)

* 个#进行
3.!

法蛋

白测定后#在
%(&(&

项色谱条件下进行
+,-.

检测#结果见

表
&

+

表
&

!!

细胞内胆固醇水平测定结果

样品编号
% & ' # " *

平均值

胆固醇水平$

=

>

"

!

-

&

%)(*"*%)("9$%)('6'%%()&6%%()%*%%()%) %)(99$

蛋白水平$

!

>

"

!

-

&

)(")# )(#9# )(#*% )(#96 )(#6) )(#"9 )(#9*
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讨
!!

论
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!

胆固醇皂化及提取方法
!

在细胞内胆固醇的提取过程

中#醇溶性的氢氧化钾溶液可用于皂化反应除去其中的三酰甘

油成分)

$

*

+本试验通过单因素对比发现#在一定时间(温度范

围内#时间越长#温度越高#皂化过程越彻底+笔者选择温度为

#)_

#时间为
%J

的条件#可达到最佳皂化效果#皂化完成后溶

液澄清无沉淀+由于胆固醇分子结构为非极性#采用极性相对

较小的溶剂对胆固醇有更强的溶解性+因此#本试验采用正己

烷
/

异丙醇$

':&

&混合液作为胞内胆固醇提取剂+

'(/

!

色谱条件的筛选
!

色谱条件建立的过程中#流速可以改

变出峰的时间#利于快速检测方法的建立+本试验在方法建立

过程中发现#流速为
)("7-

"

7<=

时#胆固醇峰会与溶剂峰#杂

质峰相重叠+当流速分别设为
%("7-

"

7<=

和
&7-

"

7<=

时#

胆固醇出峰时间相较靠后#峰形稍有拖尾+由于选用的流动相

组成中有异丙醇#流速如果选在
&7-

"

7<=

#会升高柱压#不利

于色谱柱及色谱仪的维护+综合考虑#流速参数设为
%

7-

"

7<=

#出峰时间较快#且峰形良好+

流动相组分的选择在一定程度上对胆固醇保留时间的影

响也很关键#由于胆固醇分子结构的特殊性#其疏水性较强#常

用的流动相组成很难在疏水性太强的色谱柱上将其洗脱)

%)

*

+

因此#本试验将流动相组分确定为溶解能力及洗脱能力均较强

的乙腈和异丙醇+试验中发现#增加流动相中异丙醇的比例#

胆固醇在色谱图上的出峰时间会相应提前#说明异丙醇对其洗

脱能力比乙腈要强+但是异丙醇黏度较大#流动相组成中#异

丙醇比例过高#会导致柱压升高+因此综合考虑#本试验流动

相组成选定为乙腈
/

异丙醇$

*9:''

&+

'('

!

质量控制
!

本试验建立的胆固醇检测方法在
"

"

%))

=

>

"

!

-

范围内呈良好的线性关系#所测样品内胆固醇水平也均

在此范围之内#精密度(重复性(稳定性试验均符合要求+有文

献报道#用
+,-.

法测定胆固醇测定所需细胞数目较多#至少

为
%8%)

6 个)

%%

*

#而本试验检测所需细胞量为
&8%)

* 个#测得

的
!"#$

细胞内胆固醇平均水平为
&&(*#

!

>

"

7

>

细胞蛋白+

传统检测胆固醇的方法#会使胆固醇氧化(衍生#抑或反应

生成中间产物与显色剂发生显色反应#检测到的数值一般都是

间接测定的结果#受到试剂的影响大#干扰因素较多#不利于胞

内微量分析)

%&

*

+而本试验建立的
+,-.

检测法#与传统方法

比较#可将胆固醇能与其他杂质良好分离且能客观准确定性定

量分析+在检测过程中#胞内胆固醇的纯化和提取一直是重点

难点+与国内已报道的
+,-.

法比较#本试验为了更好地减

少在提取过程中胆固醇的损失#浓缩挥干过程中利用氮气吹干

仪避免目标物氧化+并且#尽量让样品在整个提取过程中均保

持在
)

"

#_

的环境中+浓缩后复溶进样的过程中#较多现已

报道的方法只用单一溶剂进行复溶#本试验采用流动相组成对

其进行复溶#不仅避免更多的溶剂峰对目标物色谱峰的干扰#

对色谱柱也在一定程度上减少了损耗+结果显示#峰形无拖

尾#溶剂峰及杂质峰无干扰#色谱重现好#二极管阵列检测胆固

醇峰纯度良好#同时也说明细胞内胆固醇的提取方法能够有效

地排除干扰物质+本检测方法从细胞内胆固$下转第
$)6
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法学参考+本研究发现#湖北地区人群
EK-@-/.

水平随年龄

增加有增高趋势#与相关研究报道的
9)

岁以上人群
EK-@-/.

水平有所下降不一致)

&

*

+年龄小于
")

岁的人群中#男性的

EK-@-/.

水平高于同龄女性#年龄大于
*)

岁女性
EK-@-/.

水

平的增幅远高于相同年龄阶段的男性#

EK-@-/.

的表达和在

血清中水平的高低是否受激素水平的影响有待进一步调查研

究+建立本地区的生物水平参考区间对个体化医疗发展有重

大意义+
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