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摘要! 目的 利用液相色谱/质谱联用法测定细胞内胆固醇及胆固醇酯$建立一种精确鉴定泡沫细胞的

方法’ 方法 用氧化修饰低密度脂蛋白" 01232453* 607* 35892:;* 62<0<=0:528$01>?>( 干预 , &)- 巨噬细胞诱导泡

沫细胞形成$然后用己烷 @ 异丙醇% 体积比 )@ ’( 抽提细胞内胆固醇及胆固醇酯$抽提液经真空干燥后再溶于

甲醇$用液相色谱A质谱联用法直接测定细胞内游离胆固醇$胆固醇酯经胆固醇酯酶水解后测定总胆固醇$总

胆固醇减去游离胆固醇即胆固醇酯’抽提脂质后的沉淀物溶于氢氧化钠溶液中$用 BC D 法测定蛋白含量$胆固

醇及胆固醇酯用 EF@GF 细胞蛋白为单位来表示’ 结果 氧化低密度脂蛋白干预后的巨噬细胞内存在高水平

胆固醇及胆固醇酯的蓄积’ 在 !""HF 的 01>?> 处理组中$胆固醇酯与阴性对照组差异存在显著性I% ’#.-))J
’.&-"(KF@GF 细胞蛋白 L9*% !)."’(M’.%-#(NF@GF 细胞蛋白$OP"."!Q$同样胆固醇的水平差异也存在显著

性I% !%.R-#S!.)!#(TF@GF 细胞蛋白 L9*% ’(.(’%U’.)-"(VF@GF 细胞蛋白$WP"."!Q’ 结论 液相色谱X质

谱联用法测定细胞内胆固醇是一种鉴定泡沫细胞简便而精确的方法’
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在动脉粥样硬化形成早期!在多种因素作用下!
单核细胞接触并粘附到损伤部位的血管内皮! 继而

进入动脉壁的内膜下间隙!激活并分化成巨噬细胞"
巨噬细胞产生许多物质如脂肪酶#活性氧或自由基!
进 一 步 使 低 密 度 脂 蛋 白 $ ()*+ ,-./012+ (03)34)1-0.!
565% 分子氧化成 )7565!通过其表面的清道夫受体

不断摄取 )7565!造成脂质的堆积 8%9!当细胞内胆固

醇 酯 占 总 胆 固 醇 比 例 超 过 :;$;<后 转 变 为 泡 沫 细

胞8=9!泡沫细胞的形成标志着动脉粥样硬化的起始!
是构成动脉粥样脂质条纹的基础" 因此!研究泡沫

化过程的一个重要方面是精确地测量细胞内微量的

脂质" 质谱法以其优越性在生物医学中已经得到广

泛应用! 但目前尚未见有应用于细胞内胆固醇测定

的报道" 我们利用液相色谱>质谱联用法建立了一

种精确测定泡沫细胞内的胆固醇及 胆固醇酯的 方

法"

%+ + 材料和方法

%$%+ + 材料

?@&A 单核细胞株购于中国典型培养物保藏中

心!BC6C 培 养 基#转 铁 蛋 白$ 含 人 胰 岛 素% #卵 磷

脂 #牛 血 清 白 蛋 白 #佛 波 酯$ 3D)4E)(+ F240/1G1-+ GHI
-1G1-J+ KC’L#胆固醇均为美国 M0NFG 公司产品!胆固

醇 酯 酶 购 于 O)41D0.N1).+ P0)HD-F0HG( 公 司!PQ’ 蛋

白定量试剂盒购于江苏碧云天! 其余试剂为国产分

析纯" QR=:; 超声清洗器!5QCMI=;%; 液相S质谱

仪 $ Q%T 柱% #?UMV;;’ 真空干燥机和 ?UI=::; 紫

外可见光分光光度计由日本岛津公司制造"
%$=+ + 方法

%$=$%+ + 氧化修饰低密度脂蛋白的制备 新鲜血浆购

自长沙市中心血 站!用溴化 钠溶液$ WGP4% 调节 密

度" 采用密度离心提取 565!然后在体外用铜离子

氧化制备 )75658&9"
%$=$=+ + ? @&A 细胞的培养 ?@&A 细胞用 BC6C 培养

基$ B/H)X-Y/+ F),0Z0-,+ 6[(E-HH)Y/+ F-,0[F% 培养$ 含

%;$;<的 胎牛血清! 青 霉 素 %;;+[\F(! 链 霉 素 %;;+
[\F(% !在 &A]!:$;<Q^= 的条件下培养" 细胞呈悬

浮生长!每隔 =+, 换 % 次培养液" 至 ?@&A 细胞生长

旺 盛 时 !用 含 ;$%_‘F)(\5 8V9的 3D)4E)(+ %=IF240/1G1-+
%&IGH-1G1-aKC’L培养基培养 A=+D!促使其向 巨噬样

细胞分化和清道夫受体的表达" 细胞贴壁后用灭菌

;$;%+F)(\5+ 3bA$V+ 磷 酸 盐 缓 冲 液$ 3D)/3DG1-IE[ZZ-4+
MG(0.-!KPM% 洗 涤 & 次 ! 再 用 无 血 清 培 养 基

$ /-4[FIZ4--+ F-,0[F!McC% 8:9+ 8BC6C+ d 牛血清白蛋

白$ ;$"<% d 人转铁蛋白$ =:eN\F(% d5I 磷脂酰胆

碱 $ %fN\F(% d 人胰岛素 a=:gN\F(L + d+ 氯化亚铁

$ ;$;A+.F)(\5% 9培养基"
%$=$&+ + ? @&A 巨噬细胞的干预 将 KC’ 处理 8:9A=+D
后的 ?@&A 细胞$ %h%;_% !在 McC 中分别加入 :;!
%;;!:; 和 =;;iN+ 的 )7565 来 干预! 以 McC 作 对

照" 再在 &Aj!k$;<Q^= 的条件下继续培养 VT+D"
%$=$V+ + 胆固醇标准品的制备 准确称量 :;;+FN 的

标 准 胆 固 醇 溶 于 甲 醇 中 ! 逐 步 稀 释 成 ;$=:J;$:;!
%$;;!=$;;!V$;;!T$;; 和 %;$;;lN\F( 的工作浓度!用

液相m质谱联用法$ 5Q\CM% 测定其浓度并记录 其

峰面积!再用浓度和峰面积制作标准曲线"
%$=$:+ + ? @&A 巨噬细胞内胆固醇及胆固醇酯的提取

将 )7565 干预 VT+D 后 ?@&A 巨噬样细胞转入 %$:+F(
的离心管中!&+;;;+4\F0. 离心 :+F0. 后吸出培养基"
沉淀细胞用 KPM 洗涤两次! 再用己烷 \ 异丙醇8:9&&=
$ 体积比% 提取脂质" 将离心管置于超声清洗器的

超声发射处!维持 &+F0. 使其充分混匀!然后 &+;;;+
4\F0.!%:n离 心 k+F0.!收集有机 相!在 真 空 干 燥 机

中干燥" 以上过程重复 = 次"
%$=$_+ + 5Q \CM 测定细胞内胆固醇及胆固醇酯 干

燥后的样品加入 k;;o( 的甲醇溶解!取其中 %;;p(
直接测定细胞内游离胆固醇’另取 %;;q( 在真空干

燥机中干燥加入 ;$T+? 的胆固醇酯酶! 置于 &Ar反

应 _;+F0.!再用己烷萃取胆固醇!干燥后加入 %;;s(
甲醇溶解用于测定总胆固醇" 以胆固醇作外参!根

据峰面积与标准胆固醇浓度的标准曲线得出样品胆

固醇的浓度!然后按上述方法测定总胆固醇!用总胆

固醇减去游离胆固醇代表胆固醇酯的量" 抽提脂质

后的细胞沉淀溶于 :;;t( 的 %+F)(\5+ WG^b 中!用

PQ’ 法测定其蛋白质的含量!胆固醇及胆固醇酯的

定量以 uN\FN 细胞蛋白为单位"

=+ + 结果

=$%+ + 胆固醇峰的鉴定及标准曲线的绘制

首先进 % 针标准品!记录其质谱图!可见明显升

高的峰就是胆固醇峰" 进标准胆固醇后! 大约在 A+
F0. 后出现 % 个明显的质谱峰$ 见图 %’ % !连续检
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测 !"#$%& 未见其他质谱峰出现! 该峰处的分子量为

!’(" 胆固醇分子量为 !)*#电离时脱 + 分子 ,-.$ !
采用选择性离子" 质/荷为 !’($ 模式来检测#其它

物质则不会干扰测定! 如图 + 所示#0 图是 12343
处理后细胞内游离胆固醇的质谱图#5 是总胆固醇

的质谱图#峰高而且窄说明胆固醇分离得很好#几乎

没有杂质的干扰!

在 *#$%& 处可见胆固醇峰! 67 代表游离胆固醇#87 代表总胆固

醇

图 +0 # # +""9:# 12343 处理后的 ;(!* 细胞内游离

胆固醇质谱分析图

总胆固醇峰明显高于游离胆固醇峰# 这与泡沫化的细胞内的胆

固醇酯增多相符

图 +5 # # 等量的样品用胆固醇酯酶水解后质谱分析图

在所选定的标准胆固醇的浓度范围内# 胆固醇

的浓度与质谱峰面积有很好的线性关系 " 见图 -#
<-=">()-$ !

图 -# # 根据标准胆固醇浓度" ?:@$A$ 与质谱峰值

绘制的标准曲线

->-# # 胆固醇及胆固醇酯的测定结果

用 37@BC 测定各组及 12343 的各剂量 组细胞

内游离胆固醇" 67$ 和总胆固醇" 87$ #用 87 减去

67 得到胆固醇酯" 7D$ 的含量E并计算 7D@87! 从附

表可见#除 F"G: 剂量组外#其余各组的 ;(!* 细胞

经 12343 处理后#7D@87 均大于 F"H# 说明已经转

化为泡沫细胞!
附表 各组 ;(!* 细胞内胆固醇及胆固醇酯的比值

->!# # 37 @BC 检测胆固醇极限

根据我们的标准曲线及实验结果# 胆固醇浓度

在 ">-FI+">""J:@$A 之间与 相应的质 谱 峰 面 积 具

有很好的相关性! 就对 ;(!* 细胞而言可以检测到

+"F 个细胞内的胆固醇#甚至更低!

!# # 讨论

传统胆固醇 测定是首先 使胆固醇氧 化或者 分

解#产生的中间产物再与显色剂反应#一方面得到的

值是间接测定的结果# 受试剂的影响大# 干扰因素

多%另一方面#所需样品量较大#不利于微量分析!
因此#已不大采用! 国内王佐等K’L首次用高效液相色

谱法测定细胞内的胆固醇# 并证明其是一种有效的

方法! 但是#由于胆固醇是非极性分子#对柱子和流

动相的液体均有严格的要求! 由于质谱分析法在微

量测量中优势# 在分析化学尤其是生物医学中应用

越来越广! 因此# 我们探索用液M质联用法测定细

胞内胆固醇# 并成功摸索出实验条件! 质谱法不需

要对柱子作特别的要求#7+) 柱子已经广泛应用#有

利于降低成本! 液N质联用法直接测定胆固醇很方

便#由于胆固醇酯不是单一的物质#而且胆固醇酯的

各个组分没有标准品# 因此就不能直接测出胆固醇

酯!我们用胆固醇酯酶把胆固醇酯水解成胆固醇后#
在测定总胆固醇后间接测出胆固醇酯# 这个问题也

就迎刃而解! 因此# 液O质联用法测定胆固醇及胆

固醇酯都很方便快捷!
液P质联用法测定细胞内胆固醇# 相对其它传

统的检测方法而言有以下几点优点&一是灵敏度高#
重复好%二是所需细胞量少#液相色谱法K’L需要细胞

数至少 +")#这个数量级需要多瓶" F"Q$A 培养瓶至

多达 +"*$ 细胞混合后检测#而质谱法 +"F 个细胞甚

至更少都可检测到# 因此质谱法更为方便细胞干预

组别 67RS:@$:T 87RU:@$:T 7D @87RVT

C6B +)>’*FW+>!+F !+>’((X!>+’* Y+>"(

F"Z:# 12343 +)>-*"[+>+-" !->-!+\!>--! Y!>!-

+""]:# 12343 -Y>Y-)^->!*" F">+’+_F>""+ F+>!+

+F"‘:Q 12343 !">Y-"aY>"Y- ’+>(’-bF>Y-Y F">(+

-""c:Q 12343 !->**+dY>-F! *->Y+"e’>F)* FY>*Y

f&g

-""h!

+F"h!

+""h!

"h!

+ QQQQ - QQ QQ Q ! QQ QQ Q Y QQ QQ F QQQQ ’ QQQQ * Q QQQ ) QQ QQ ( QQQ +" QQ Q $%&

f&g

Y""h!

!""h!

-""h!

+""h!
+ QQ QQ - QQQ Q Q ! QQQ Q Q Y QQQQ F QQQQ ’ Q QQQ * QQ QQ ) QQQQ ( QQQ +" QQQ $%&

-""""""

+F"""""

+""""""

F"""""

"

峰
值

">""Q Q ->F"Q Q F>""Q Q Q *>F"Q Q +">""
胆固醇

i=+-("*>F-j--(Y(>)Fk
<lCmnoph=">()-
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后细胞内脂质的检测!三是选择性强"干扰少"因测

定时采用选择离子# 质!荷为 "#$"见图 %$ 方式"其

它物质则不会干扰测定% 因此"用质谱法测定细胞

内胆固醇是很理想的方法%

&%’( 张正生"冯 毅"刘乃丰)髓性过氧化物酶与动脉粥样硬化相关性

研究进展&*’)现代医学"+,,-""+.%/01%"23
&+’( 45667 89 : ( ;<=>>57 ?: 7 ?@@A=7 BC: 7 =67 5>3 7 DEFF=A=G6E5>7 =FF=H6I7 @F7 7

>@J1K=GIE6L7 >EM@MA@6=EG7 5GK7 HNL>@OEHA@G( A=OG5G6I( @G( >EMEK( 5HHP1
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者% 全突变患者中约 %bg个体部分细胞存在前突

变"为嵌合型% 在全突变中 ZYc 岛发生异常甲基化"
可使 X?^1% 基 因 蛋 白# X?^Y& 减 少 或 缺 如"影 响

X?^Y 结合 ^h; 功能而导致脑及发育不良"这可能

是导致 X A5Si T综合征的根本原因&b’%
X A5Si T综合征临床表型多种多样"差异很大"正

常男性传递者及大部分女性携带者表型正常" 易被

忽视"而本病在人群中不断传递"危害极大"有必要

对所有先天性智力低下患者*育龄妇女*新生儿乃至

所有人群进行 X A5Si T综合征筛查"及早诊断"以减少

该病患者的出生% 理想的筛查方法应该是简便"经

济"漏诊率低% 目前:细胞遗传学上主要是用 c 显带

技术发现 ij+V 的脆性位点" 但该位点出现频率较

低"易产生假阴性"分子遗传学水平上"用 W@P6N=AG7
4>@67 可以检测 Zcc 扩增和甲基化" 但需较大量的

Dh; 和放射性同位素"花费大"周期长"不适合于大

量人群的筛查"^_1YZ^ 可检测 X?^1% 基因表达"
但该技术要求较高" 不适合于临床开展% 我们根据

hZ4d 上所查得的 X?^1% 基因全序列 &0’在 X?^> 基

因内设计三条引物" 其中 > 条引物作为另两条引物

的 共 同 上 游 引 物 ’ 设 计 引 物 B;c1e 与 XZ 扩 增

SZccTG 重复区"引物 B;c1e 与 B;c1] 扩增内对照

片段"只有当所有样品均扩增出 ++U7aM 的内对照片

段时" 才可以说明 Dh; 模板的质量及 YZ^ 体系正

常工作" 并在 YZ^ 反应体系中用 V+K=[51Kc_Y 替

代 Kc_Y" 改善 cZ 富集区的扩增效果" 这种复合

YZ^ 方法检测的结果显示正常人及前 突变携带者

均将可以看到内对照及包含有可变 Zcc 重复区的

较大的 Dh; 片段"全突变将由于无法被扩增"将仅

出现内对照引物% 初步研究结果表明这方法简便易

行" 适合于在智力低下儿童群体中进 行大面积的

X A5SiT综合征筛查"至少适合对男性群体的筛查%
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