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以低密度脂蛋白胆固醇$

PYP95

&升高为特点的

血脂异常是引起动脉粥样硬化性心血管疾病$

,19

5RY

&的重要危险因素*

$

+

)目前#国际专家组和科学

指南均声明
PYP95

为
,15RY

的独立危险因素#并将

减少
,15RY

发病率及病死率的治疗方针专注于降

低
PYP95

上*

%

+

)然而#部分研究发现#对
,15RY

患

者进行降脂治疗后#

,15RY

发病风险却只减少了不

到
)'2

#部分患者
PYP95

水平虽已降低至正常范围

仍会发生
,15RY

*

$9%

+

)可见#单从
PYP95

定量评估

,15RY

发病风险和病情严重存在局限性)近来#低

密度脂蛋白$

PYP

&亚组分颗粒大小的变化引起了人

们关注)

PYP

为多分子复合物#在物理特性上具有异

质性#可分为一系列密度'体积和动力学行为各不同

的亚组分#密度为
$&''.

!

$&'.)

"

"

JP

*

)

+

)

PYP

异质

性会导致各亚组分胆固醇水平不同#如
PYP

亚型颗

粒直径减少
)EJ

#胆固醇减少约
('2

*

(

+

)研究表明#

PYP

亚组分与
,15RY

密切相关#同
PYP95

相比#

PYP

亚组分能更好地评估
,15RY

的发生和发

展*

%

#

*

+

)因此#

,15RY

的临床血脂检测研究应注重

PYP

亚组分的检测分析)本文就
PYP

亚组分的分型

及其与
,15RY

的关系和最新分离检测方法等方面

予以综述)

$

!

PYP

亚组分

$&$

!

PYP

亚组分的分型
!

PYP

亚组分主要是依据

颗粒直径和密度进行分型)

,X1:!S

等*

.

+用梯度凝

胶电泳根据颗粒直径不同将
PYP

分为两类!直径
&

%*&*EJ

的大而轻
PYP

$

DHPYP

&和直径
$

%*&*EJ

的

小而密
PYP

$

><PYP

&)

/#!11

等*

+

+用密度梯度超速

离心法$

Y/X5

&根据密度不同将
PYP

分为
+

种亚型!

PYP9$

和
PYP9%

为
DHPYP

%

PYP9)

和
PYP9(

为中间

密度
PYP

$

!PYP

&%

PYP9*

'

PYP9.

和
PYP9+

为

><PYP

)若进一步用
Y/X5

分离
><PYP

#可得到密

度为
$&'((

!

$&'.'

"

"

JP

的极小密度低密度脂蛋白

$

R9><PYP

&)同样#有研究者采用
)2

预制聚丙烯酰

胺管状凝胶电泳$

:/#

&分离出
+

种
PYP

亚组分*

3

+

)

另外#有研究者用离子淌度法$

!Q

&得到
(

种
PYP

亚

型!

PYP9

%

'

PYP9

'

'

PYP9

)

和
PYP9

*

*

4

+

%在此基础

上#

Z8,X11

等*

$'

+用
!Q

法进一步得到
+

种
PYP

亚

组分!

PYP9

%

为
DHPYP

%

PYP9

'

F

和
PYP9

'

H

为
!P9

YP

%

PYP9

)

F

和
PYP9

)

H

为
><PYP

%

PYP9

*

F

和

PYP9

*

H

为
R9><PYP

)

PYP

亚组分的分型方法有很

多#虽然由于方法学原理不同而导致各研究结果有所

差异#但总体的分型一致)迄今#国际上并未有标准

的
PYP

亚组分分型标准#以上几种暂为目前研究领

域常见分型)

$&/

!

PYP

亚组分与
,15RY

!

近年来#有研究表明#

PYP

亚组分不仅与
,15RY

的发生和发展密切相关#

并且比
PYP95

能更好地评估
,15RY

及相关疾

病*

$'

+

)

1\!__Q,S

等*

$$

+采用
:/#

法研究
($.

例患

者的
PYP

亚组分与心血管疾病$

5RY

&的关系#得出

PYP9$

和
\YP

均与
5RY

呈负相关#而
PYP9)

和

PYP9.

则与
5RY

呈正相关#并指出
PYP

亚组分颗粒

间的变化是解释
PYP95

不能准确评估
5RY

的可能

因素)此后#

18!1,],1Y!

等*

$%

+又研究了
%.'

例患

者的
PYP

亚组分与代谢综合征$

QCA1

&的关系发现#

PYP95

与
QCA1

无显著相关性#而回归分析得到比值

$

PYP9)

!

PYP9.

&"

PYP9$

与
QCA1

有显著相关性

$

"

$

'&''$

&#表明$

PYP9)

!

PYP9.

&"

PYP9$

可作为

评估
QCA1

患者血脂代谢状态的优秀指标)

!!

><PYP

作为
PYP

亚组分中密度大和体积较小的

颗粒#由于其易于穿过动脉血管内壁#与
PYP

受体结

合能力低#不易清除%在血浆中具有较长的半衰期'糖

化易感性高'抗氧化性较低等特点#具有更强的致

,15RY

潜在能力)诸多研究表明#

><PYP

比
PYP95

具有更重要的检测意义)

Q#P,SY#8

等*

*

+用
!Q

法

分析了
$4$4

例使用他汀类药物未受益型
5RY

患者

的
PYP

亚组分发现#随着患者
><PYP

增加#

5RY

发

病率提高了
%&)

倍)与此类似的是#

1\!__Q,S

等*

$$

+从马尔默预防计划参与者中随机抽取
$+3(

例

5RY

患者作为研究对象#在控制年龄'性别'高血压'

(
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抽烟和糖尿病等传统因素的影响后#发现
PYP

各亚

组分都与
5RY

相关$

"

$

'&''$

&%进一步控制
PYP9

5

'

\YP95

和
:/

因素后#

><PYP

仍与
5RY

相关

$

"6'&')

&)另外#

Q0/,8#Z,8

等*

$)

+在探究绝经

后女性更易出现
,15RY

原因时发现#绝经后女性体

内
><PYP

水平明显增高#

><PYP

与年龄'三酰甘油'

总胆固醇和
PYP95

等呈正相关#与
\YP95

呈负相

关#指出定量检测
><PYP

比单纯检测
PYP95

更具临

床价值)

/

!

PYP

亚组分分离检测方法

/&$

!

Y/X5

!

Y/X5

是根据
PYP

颗粒浮力密度的

不同#经不同密度梯度盐溶液超速离心后
PYP

各亚

组分依次转移至各密度区域)研究者可根据实际需

求调整密度梯度#得到分型不同的亚组分)连续的

Y/X5

可同时将脂蛋白各组分及亚组分分离#是分离

PYP

亚型的.黄金标准/方法#但所需血清样品较多#

分离时间长#耗资高)并且由于脂蛋白
F

*

P

K

$

F

&+密度

和
><PYP

密度存在交叉区#分离
PYP

亚组分易受
P

K

$

F

&的影响)

Y0S/

等*

$(

+选择
$&'((

"

"

JP

作为

DHPYP

与
><PYP

的分界点密度#在密度大于
$&'((

"

"

JP

的分离溶液中加入巯基乙醇成功消除了
P

K

$

F

&

的影响#得到两种
PYP

亚型!

DHPYP

$

$&''.

!

$&'((

"

"

JP

&和
><PYP

$

$&'((

!

$&'.)

"

"

JP

&)另外#由垂

直转头发展的
R,-9

'

密度梯度超速离心法能同时分

离和定量检测
PYP

亚组分)

R,-9

'

法是利用垂直

转头密度梯度超速离心
PYP

后#经
R,-9

'

在线胆固

醇检测仪检测后绘制出
PYP

亚组分的分布曲线#然

后根据各曲线积分面积比例计算亚组分水平)同传

统超速离心相比#

R,-9

'

法将离心时间缩短至
$B

#

并拥有高分辨率的特点)

]!PP!,Q1

等*

$*

+采用

R,-9

'

法得到
(

种
PYP

亚组分#发现
PYP

亚组分中

><PYP

与
5RY

相关性最强#并且独立于传统血脂

指标)

/&/

!

梯度凝胶电泳法$

//#

&

!

//#

是采用从大到

小梯度孔隙的凝胶对
PYP

亚组分进行分离#并根据

所占总染色面积的比例计算出各组分水平)

,X19

:!S

等*

.

+用
%2

!

$.2

的非变性聚丙烯酰胺梯度凝胶

将
PYP

分为
,

型和
T

型#而
]!PP!,Q1

等*

$*

+用

%2

!

$(2

的非变性聚丙烯酰胺梯度凝胶得到
+

种

PYP

亚组分)此外#

TCIOCDC

M

\CFIADFH

:Q分段梯度凝

胶电泳系统$

PYP91

)

//#

:Q

&也可将
PYP

分离为
+

种

亚组分)

PYP91

)

//#

:Q是分离
PYP

亚组分已标准

化的梯度凝胶电泳体系#适用于临床诊断#但仅局限

在
TCIOCDC

M

\CFIADFH

实验室)

//#

为一般实验室研

究
PYP

亚组分常用方法#但分离时间在
$%B

之上)

/&'

!

:/#

!

b@FEA=JCAI=V

公司研发的
P=

K

;

K

I=EA

:Q

脂蛋白分析系统采用
)2

高分辨率线性
:/#

可将

PYP

分为
+

种亚组分)其原理是!血清与上样胶溶液

$含亲脂染料苏丹黑
T

#可与脂蛋白中的胆固醇酯结

合&混合加于浓缩胶上#经
)'J=E

光聚合后#每管

)J,

#电泳
.'J=E

#避光静止
)'J=E

后在
.$'EJ

下

进行光密度扫描)基于分子筛效应各亚型
PYP

分布

在
RPYP

与
\YP

间#然后根据阻滞系数
8G

值$

8GR9

PYP6'

#

8G\YP6$

&对
PYP

分型!

8G

%

'&('

#

><PYP

%

8G

为
'&)3

!

'&('

#

!PYP

%

8G

$

'&)3

#

DHPYP

)

其中
8G

值等于
PYP

亚组分与
RPYP

间距离"
RPYP

与
\YP

间距离的比值)

P=

K

;

K

I=EA

:Q系统通过了美国

_Y,

认证#可用于
PYP

临床诊断#具有良好的应用前

景)

T,SXP1

等*

$.

+将
P=

K

;

K

I=EA

:Q系统的
:/#

法同

//#

法对比分析
PYP

亚组分发现#两种方法在检测

DHPYP

$

$(*

例&和
><PYP

$

)%

例&时一致性分别达到

4+&%2

和
3$&)2

)还有学者在
P=

K

;

K

I=EA

:Q系统的基

础上做了优化#

-,:\,Z

等*

$+

+根据质量设计方法发

明一种分析
PYP

亚组分的高通量非变性
:/#

#采用

)&$*2

分离胶可同时对
('

个样品进行分析检测#

A

检

测结果同
P=

K

;

K

I=EA

:Q系统差异无统计学意义$

"6

'&'*

&#同时将每个样品检测的成本降低到
%

美元)

/&1

!

毛细管电泳法$

5#

&

!

毛细管等速电泳$

5!:-

&

可以将分离后的
PYP

组分压缩成窄小区带#具有高

分辨率的特点)

Q08#S09/08Y,P!̂,

等*

$3

+发明

一种分离
PYP

亚组分的新型
5!:-

法#在
K

\

为

3&3

!

4&(

的梯度下
4&*J=E

内完成分析#得到
.

个

PYP

亚组分峰)此外#由传统
5#

发展来的微芯片电

泳技术实现了在刻蚀有微泳道的小型基片上分离检

测
PYP

亚组分)

],S/

等*

)

+在此系统上向样品液

中添加直径
*EJ

'

3'EJ;D

"

P

的纳米金提高了
PYP

亚组分间的分辨率)

/&2

!

核磁共振法$

SQ8

&

!

SQ8

是根据
PYP

颗粒

内核和外壳中脂类甲基团的质子磁共振信号检测颗

粒大小#利用甲基团信号不同区分各亚组分#以
SQ8

甲基团振幅测定亚组分浓度)

Q,:[X1

等*

$4

+采用

了
SQ8

法对
PYP

进行检测分析#得到
)

种亚组分#

批内'批间的精确度和重复试验变异系数
/V

为
%&

.2

!

*&32

#结果符合临床实验室的常规检测#可用

于个人临床诊断)

SQ8

虽能快速全自动检测
PYP

亚组分#但由于仪器特殊#难以在一般实验室展开)

/&)

!

!Q

!

!Q

原理是使用电喷射产生气溶胶单电荷

大粒子#然后经过不同的流动分析单元在大气压下根

据离子淌度不同产生分离#随后冷凝聚集各粒子#最

后进行激光散射扫描检测#将
PYP

颗粒直径和数量

转化为各自的峰值和浓度)

Z8,X11

等*

$'

+用
!Q

分

析了经两种血浆胆固醇酯转移蛋白抑制剂222默沙

东和阿托伐他汀治疗后患者体内的
PYP

亚组分#结

果显示虽然二者明显减少了患者
PYP

组分数量#但

阿托伐他汀不会降低
PYP9

*

H

水平#且默沙东会使患

者
PYP9

*

水平增加#推测
R9><PYP

可能是患者经降

(

.'*%

(
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脂治疗后仍出现
,15RY

的关键因素)

!Q

可直接对

PYP

亚组分颗粒大小和水平进行定量检测#是近年用

于分离检测
PYP

亚组分的新方法#并且
!Q

与

Y/X5

'

SQ8

和
//#

等 方 法 都 具 有 良 好 的 一

致性*

$+

+

)

/&.

!

其他检测方法
!

除了以上方法#较常见的
PYP

亚组分检测方法还有均相检测法'动态光散射法和高

效液相色谱法等)动态光散射法用两种乳胶粒子溶

液作为标准#以散射光的波动强度来检测
PYP

亚组

分#需要较高的专业技术#设备也昂贵)高效液相色

谱法检测
PYP

亚组分#需要对样品进行超速离心预

处理#检测费时)

Y0S/

等*

$(

+将
\-P5

和
Y/X5

结

合建立了一种新型同时检测
\YP

和
PYP

亚组分的

方法#准确度和灵敏度达到了临床诊断的水平)近来

有报道#用阴离子交换色谱法可将
PYP

分为
*

种亚

组分!

P$

!

P*

#电负性依次升高#并推测与已氧化

PYP

颗粒类似的
P*

为主要的
PYP

#是致
,15RY

的

主要
PYP

亚组分*

%'

+

)

'

!

小
!!

结

!!

国内外对于
,15RY

的防治指南都将降低
PYP9

5

放在首位)然而在临床治疗中#

PYP95

虽已降低#

但
,15RY

仍有发生)单纯检测
PYP95

水平并不能

全面评估
,15RY

发病风险#应转移至
PYP

的微观结

构上)大量研究都已证实#

PYP

亚型组分和
,15RY

有直接的相关性#特别是
><PYP

对
,15RY

的危险评

估优于其他常规血脂指标#这使
PYP

亚组分的分离

检测尤为重要)虽然已报道的
PYP

分析方法有很

多#但能用于临床自动化分析的很少)加快研究
PYP

亚组分分离检测新方法#使其尽快走向临床自动化分

析尤为重要)而且#目前国际上并未有划分
PYP

亚

组分的统一标准#各分离检测方法间也没用统一的评

价规则#导致采用各方法学研究
PYP

亚组分的结论

有所差异)这在一定程度上阻碍了
PYP

检测分析和

PYP

亚组分与
,15RY

关系的研究)因此#未来需提

高
PYP

亚组分的分离检测方法#并制订评价各方法

的统一标准#尽快走向临床自动化分析)另外#探究

PYP

亚组分与
,15RY

发生和发展的机制也将会推

动
PYP

亚组分的分离检测和
,15RY

的防控与治疗)
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胰蛋白酶抑制剂在肿瘤治疗中的研究进展"
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!毛智翔$

!黄琳娟$综述!姚
!

军%

!钱翠娟)

#审校
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关键词"胰蛋白酶抑制剂#

!

肿瘤治疗#

!

细胞增殖#

!

细胞凋亡

中图法分类号"
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%'$3

$

$.9%*'39'(

!!

胰蛋白酶是胰腺分泌后活化的一种酶#可以选择

性地水解蛋白质中由赖氨酸或精氨酸的羧基所构成

的肽链#进而分解为氨基酸)科学家们在豆类'谷类'

油料作物等植物中发现了多种胰蛋白酶抑制剂)其

中#植物来源的胰蛋白酶抑制剂具有相对分子质量较

小'免疫反应较弱'原料来源广及价格低廉等优点#受

到研究者的关注)目前#临床上胰蛋白酶抑制剂已用

于治疗急性胰腺炎'防治脑缺血和脑水肿'抑制宫缩

及预防早产等#并且取得了很好的效果*

$

+

)已有的体

外研究结果表明#存在于豆类植物中的
T;NJFE9T=IO

型$

TT!

&和
Z@E=Ac

型$

Z:!

&胰蛋白酶抑制剂能够通过

抑制癌细胞增殖'黏附'迁移与侵袭#或促进癌细胞凋

亡等方式抑制肿瘤细胞的生长#最终抑制肿瘤的发生

和发展)此外#胰蛋白酶抑制剂可以与多西他塞'多

西紫杉醇'环磷酰胺等多种抗癌药物联合使用#通过

增强化疗药物的疗效或者减少化疗药物的耐药#取得

更优的抗肿瘤效果*

%

+

)但是#胰蛋白酶抑制剂仍尚未

应用于临床肿瘤的治疗)因此#在肿瘤的分子靶向治

疗的研究中#胰蛋白酶抑制剂一直是目前研究的

热点)

$

!

胰蛋白酶抑制剂的基本特征

!!

胰蛋白酶抑制剂是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂#在

人体'动物和植物中都有分布#主要功能是抑制胰蛋

白酶的分泌*

$9%

+

)多数已开发的胰蛋白酶抑制剂来源

于人和动物#如从人尿中提取的人尿胰蛋白酶抑制

剂'从牛肺或牛胰中提取的抑肽酶等)但是#这类胰

蛋白酶抑制剂易受到病原微生物$如病毒等&的污染#

且相对分子质量较大#可引起过敏反应等)另一些植

物来源的胰蛋白酶抑制剂在自然界的含量丰富#活性

明确#且相对分子质量较小#所以受到越来越多科研

工作者的青睐#如从黄豆中提取的大豆胰蛋白酶抑制

剂'从南瓜籽中提取的南瓜胰蛋白酶抑制剂等*

$9%

+

)

根据结构和性质的不同#通常将来源于豆类中的胰蛋

白酶抑制剂分为两大类#即
Z:!

和
TT!

*

)

+

)

$&$

!

Z:!

!

Z:!

是在
$4(*

年首次从大豆中分离结

晶出来而命名的*

)

+

#它是一种单体蛋白质#相对分子

质量在
%'OYF

左右#由
$3$

个氨基酸和
%

对二硫键组

成#同时具有由几个半胱氨酸残基形成的
$

对或
%

对

分子内二硫键所保持的高度保守的
S9

末端区域和结

构#呈易变的非螺旋形#对热不稳定*

(

+

)分子内只有
$

个活性中心#其活性中心位于第
.)

号的精氨酸和第

.(

号的异亮氨酸上#主要对胰蛋白酶直接地'专一地

起作用*

*

+

)

Z:!

属单头抑制剂#即一个抑制剂分子只

结合一分子胰蛋白酶)

$&/

!

TT!

!

TT!

是由
T;NJFE

在
$4((

年作为丙酮不

溶因子从大豆中分离出来的#

T=IO

又于
$4.$

年成功

纯化并定义
TT!

%

TT!

也是一种单体蛋白质#相对分子

质量在
3OYF

左右#是由
+$

个氨基酸组成的单肽链#

含有
+

个二硫键和大量的半胱氨酸#具有热稳定

性*

.

+

)

%

个
TT!

结构域由保守的二硫键保持#每个结

(

3'*%
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