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摘　要：目的　探讨血清高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）在不同温度、时间下的储存稳定性。方法　２０１５年５月自卫生部

北京医院征集健康志愿者１０人（男性４人，女性６人，年龄２４～５９岁），将收集的血清在４℃温育２４ｈ，２５℃温育０，１，８和

２４ｈ［分别含和不含卵磷脂胆固醇酰基转移酶（ＬＣＡＴ）抑制剂］，ＨＰＬＣ法测定血清总胆固醇（ＴＣ），总游离胆固醇（ＴＦＣ），

ＨＤＬＣ以及 ＨＤＬ游离胆固醇（ＨＤＬＦＣ）。使用微软ＥＸＣＥＬ软件进行结果分析。结果　血清在４℃温育２４ｈ，造成

ＨＤＬＦＣ和 ＨＤＬＣ变化（平均为－６．９１％和－２．１７％）；２５℃温育２４ｈ造成ＴＦＣ，ＨＤＬＦＣ及 ＨＤＬＣ的变化（平均为－

１３．７０％，－２５．８８％和－１．５３％）；２５℃下ＬＣＡＴ抑制剂完全抑制ＴＦＣ的降低、部分抑制 ＨＤＬＦＣ的降低，使 ＨＤＬＣ降低

幅度更大。结论　血清贮存可造成胆固醇变化，这种变化取决于ＬＣＡＴ，胆固醇酯转移蛋白（ＣＥＴＰ）的活性以及ＦＣ在脂

蛋白之间的转移。因此，为提高血脂测定结果的准确性，应尽量减少不必要的血清贮存。
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ｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ，ＣＶＤ）的重要危险因素，血脂测

定结果准确可比是ＣＶＤ防治的基本要求
［１，２］。影

响临床血脂测定准确性的因素除了方法原理、试剂

质量、仪器的正确使用及质量控制外，许多分析前

因素特别是分析前变异造成的误差可能比分析过

程的误差还大。因此，血脂测定需正确认识并有效

控制分析前变异。张江涛等［３］曾报道全血温育对

血清胆固醇（ＴＣ），高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）

的影响，发现全血贮存中，受血清体积变化、血细

胞脂蛋白间胆固醇交换或转移等许多复杂因素的

影响，血清ＴＣ和 ＨＤＬＣ水平发生变化。有研究

发现血清在不同温度下温育可造成 ＨＤＬＣ变化，

并认为卵磷脂胆固醇酰基转移酶（ＬＣＡＴ）和胆固
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醇酯（ＣＥ）转移蛋白（ＣＥＴＰ）与这些变化有关
［４］。

我们在标物研制中也发现，血清标物４℃２个月和

２５℃１个月贮存，ＨＤＬＣ水平变化显著
［５］，在临床

实验室常规测定及一分为二的样本比对中，经常会

对血清样本进行贮存，一般为室温数小时或４℃２

天。本研究应用本室建立的 ＨＰＬＣ参考方法
［６］，

测定新鲜血清样本经不同温度及时间温育后血清

ＴＣ，总游离胆固醇（ＴＦＣ），ＨＤＬＣ和高密度脂蛋

白游离胆固醇（ＨＤＬＦＣ）。分析血清贮存对这些

指标的影响，并探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　研究对象　本研究所使用血液样本采集自卫

生部北京医院１０位健康志愿者，其中男性４人，女

性６人，年龄２４～５９岁。取每位志愿者空腹静脉

血２０ｍｌ于干燥试管中，静置１ｈ后离心分离血

清，分装于６只冻存管中，编号Ｓ１～Ｓ６。Ｓ１迅速

放入－８０℃冰箱；Ｓ２～Ｓ４分别在２５℃放置１，８及

２４ｈ；Ｓ５中加入终浓度为１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＬＣＡＴ

抑制剂碘代乙酸钠（ＳＩＡ）后于２５℃放置２４ｈ；Ｓ６

于４℃放置２４ｈ；以上样本温育结束后放入－８０℃

冰箱贮存。本研究通过卫生部北京医院伦理委员

会批准，志愿者均签署了知情同意书。

１．２　试剂和仪器　胆固醇参考物质为卫生部北京

老年 医 学 研 究 所 研 制 的 国 家 一 级 标 准 物 质

ＧＢＷ０９２０３ａ；内标豆甾醇、硫酸葡聚糖（Ｄｅｘｔｒａｌｉｐ

５０）和ＳＩＡ为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；所用有机溶剂

无水乙醇、乙腈、异丙醇等为 ＨＰＬＣ级，购自美国

ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；血清三酰甘油（ＴＧ）测定酶

试剂为日本积水医疗科技公司产品；其它化学试剂

均为北京化学试剂公司的分析纯试剂。仪器：本实

验所用仪器主要包括 ＭｉｃｒｏＬａｂ５００稀释器（美国

Ｈａｍｉｌｔｏｎ公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（美

国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＮｏｖａＰａｋＣ１８色谱柱（５μｍ，３．９

ｍｍ×１５０ｍｍ）（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；５０℃恒温水浴

箱；Ｈｉｔａｃｈｉ７１８０全自动生化分析仪（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ

公司）。

１．３　实验方法

１．３．１　精密配制：浓度为０．６５，１．２９，２．５８，５．１７

和７．７６ｍｍｏｌ／Ｌ的胆固醇乙醇标准溶液和浓度为

５．１７ｍｍｏｌ／Ｌ 的豆甾醇内标溶液，用于 ＴＣ 和

ＨＤＬＣ测定；配制浓度为０．０６，０．１３，０．２６，０．５２，

１．０３ｍｍｏｌ／Ｌ 的胆固醇乙醇标准溶液和 ０．２６

ｍｍｏｌ／Ｌ的内标溶液，用于ＴＦＣ和ＨＤＬＦＣ测定。

１．３．２　样本准备：每位志愿者的全部样本（Ｓ１～

Ｓ６）在同一次实验中测定完成。分析前取出胆固醇

标准溶液和不同条件贮存的冰冻血清样本，混匀器

上室温平衡混匀１ｈ。自每个样本管中取出０．４

ｍｌ血清，加入０．０４ｍｌ硫酸葡聚糖氯化镁沉淀剂

（１０ｇ／Ｌ硫酸葡聚糖和０．５ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２），静置

１５ｍｉｎ，沉淀 β脂蛋白，４℃ 离心 ３０ ｍｉｎ，制备

ＨＤＬ，用于 ＨＤＬＣ及 ＨＤＬＦＣ测定；剩余血清用

于ＴＣ，ＴＦＣ及ＴＧ测定。

１．３．３　胆固醇测定：应用 ＨＰＬＣ法
［６］测定 ＴＣ，

ＴＦＣ，ＨＤＬＣ及 ＨＤＬＦＣ。用稀释器的稀释功能

取样，分别取标准、血清和 ＨＤＬ样本各０．０５ｍｌ，

用０．５ｍｌ乙醇冲入２ｍｌ试管中，每种标准溶液和

血清取样２份，ＨＤＬ取样４份（４项指标各重复分

析２份）。向ＴＣ和 ＨＤＬＣ样品管及标准管中加

８．９ｍｍｏｌ／Ｌ氢氧化钾溶液０．１ｍｌ，混匀，５０℃温

育２ｈ水解胆固醇酯。向所有试管中加水０．５ｍｌ，

内标０．０５ｍｌ用１ｍｌ正己烷冲入；Ｖｏｒｔｅｘ１０ｍｉｎ，

取正己烷层０．６ｍｌ，５０℃下减压挥发至干；用三氧

化铬硫酸（均２ｍｏｌ／Ｌ）溶液氧化胆固醇和内标，

正己烷抽提，挥干，流动相重组，ＨＰＬＣ分析；标准

曲线内标法定量［６］。

１．３．４　三酰甘油测定：Ｈｉｔａｃｈｉ７１８０自动生化分

析仪与ＴＧ测定商品试剂盒组成自动分析系统，按

照试剂说明书的要求及参数测定血清中ＴＧ浓度。

１．４　数据分析　使用微软Ｅｘｃｅｌ软件进行结果分

析。以离心分装后直接放于－８０℃冰箱中冻存的

血清标本ＴＣ，ＴＦＣ，ＨＤＬＣ及 ＨＤＬＦＣ值作为初

始水平，其它不同温育条件下的测定值与之比较，

分析各指标在贮存过程中的稳定性。

２　结果

２．１　各观察对象血脂初始水平　见表１。１０名健

康志愿者血清ＴＣ，ＴＦＣ，ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ及 ＴＧ

的初始水平，其中 ＨＤＬＣ和ＴＧ的均值（范围）分

别为１．３９（０．９９～２．０５）ｍｍｏｌ／Ｌ和１．２８（０．５９～

３．６１）ｍｍｏｌ／Ｌ。ＴＦＣ与ＴＣ及 ＨＤＬＦＣ与 ＨＤＬ

Ｃ高度相关，ＴＦＣ和ＨＤＬＦＣ分别占ＴＣ及ＨＤＬ

Ｃ的２６．０％和１９．２％。

　表１　健康志愿者血清ＴＣ，ＴＧ，ＴＦＣ，ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ的初始水平

项　目 均值 范围

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬＦＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＦＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬＦＣ／ＨＤＬＣ（％）

ＴＦＣ／ＴＣ（％）

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１．３９

０．２７

４．６８

１．２２

１９．１８

２５．９３

１．２８

０．９９～２．０５

０．１８～０．３９

３．６２～５．４２

０．９５～１．４３

１６．８２～２２．４９

２４．０８～２７．６６

０．５９～３．６１

２．２　血清在不同条件温育后 ＴＣ，ＨＤＬＣ，ＨＤＬ

ＦＣ及ＴＦＣ的浓度变化　个体血清在不同条件下

温育，ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ及 ＴＦＣ出现不同程度变

化，其百分变化见图１。２５℃温育，所有个体血清
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ＴＦＣ及ＨＤＬＦＣ均有下降，且随着温育时间延长，

下降幅度明显增加。温育１，８和２４ｈ，ＨＤＬＦＣ分

别下降４．４３％，１５．３５％和２５．８８％，ＴＦＣ分别下

降０．９０％，６．１３％和１３．７０％，ＨＤＬＣ总体呈下降

趋势（－０．８９％，－１．８１％和－１．５３％），但降低幅

度不大。４℃温育２４ｈ，全部个体血清 ＨＤＬＣ及

ＨＤＬＦＣ均显著降低，百分变化分别为－２．１７％和

－６．９１％，ＴＦＣ为０．０９％，几乎无变化。所有温育

条件下，血清ＴＣ均无变化。

２．３　血清在不同条件温育后 ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ，

ＴＦＣ浓度变化与胆固醇和ＴＧ初始水平之间的关

系　见表２。２５℃和４℃温育２４ｈ，ＨＤＬＣ，ＨＤＬ

ＦＣ，ＴＦＣ的所有变化均与血清ＴＣ和ＴＦＣ水平无

关。２５℃，２４ｈＴＦＣ的变化，以及４℃，２４ｈＨＤＬ

ＦＣ和 ＨＤＬＣ的变化与血清ＴＧ水平显著负相关

（分别为狉＝－０．９５，犘＜０．００１；狉＝－０．９６，犘＜

０．００１和狉＝－０．７４，犘＜０．０１）。２５℃，２４ｈ，ＨＤＬ

Ｃ，ＨＤＬＦＣ的变化均与两者的初始水平显著负相

关。４℃，２４ｈ，ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ，ＴＦＣ的变化均

与其初始水平无相关性（犘＞０．０５）。

　表２ 　血清不同条件温育后 ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ，ＴＦＣ浓度变化与胆固醇初始水平及ＴＧ之间的关系

初始

水平

２５℃，２４ｈ

ＨＤＬＣ ＨＤＬＦＣ ＴＦＣ
　

２５℃，２４ｈ＋ＳＩＡ

ＨＤＬＣ ＨＤＬＦＣ ＴＦＣ
　

４℃，２４ｈ

ＨＤＬＣ ＨＤＬＦＣ ＴＦＣ

ＴＣ

ＴＦＣ

ＴＧ

ＨＤＬＣ

ＨＤＬＦＣ

０．１１

０．２５

０．４５

－０．８４

－０．７６

０．１５

０．２５

０．３９

－０．９２

－０．９３

－０．２９

－０．４８

－０．９５

０．２２

０．０７

　

－０．２０

－０．１８

－０．５５

－０．２４

－０．２５

０．０４

０．２３

０．３８

－０．８４

０．８６

０．４５

０．４４

０．２７

－０．４３

－０．５３

　

－０．４２

－０．４２

－０．７４

０．０２

－０．０５

－０．１１

－０．２２

－０．９６

０．４１

０．２５

０．４３

０．４６

０．４４

－０．３９

－０．２９

　　注：犘＜０．０５，犘＜０．０１，犘＜０．００１。

２．４　ＬＣＡＴ抑制剂对 ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ及 ＴＦＣ

在血清温育过程中的影响　见表３。２５℃温育２４

ｈ，加入 ＬＣＡＴ 抑制剂 ＳＩＡ 的样本组与对照组

（２５℃温育２４ｈ，不加ＳＩＡ）比较，ＴＦＣ和 ＨＤＬＦＣ

显著升高，其变化分别从－１３．７０％和－２５．８８％升

至１．０９％和－７．９６％，ＨＤＬＣ变化从－１．５３％到

－８．９４％，降低幅度更大。

３　讨论　卵磷脂胆固醇酰基转移酶（ＬＣＡＴ）和胆

　表３ 　ＬＣＡＴ抑制剂（ＳＩＡ）存在和不存在下血清２５℃温育２４ｈ后ＴＣ，ＴＦＣ，ＨＤＬＣ和 ＨＤＬＦＣ水平变化

项　目 　 绝对变化均值（ｍｍｏｌ／Ｌ） 范围（ｍｍｏｌ／Ｌ） 百分变化均值（％） 范围（％）

ＨＤＬＣ

　

ＨＤＬＦＣ

　

ＴＦＣ

　

ＴＣ

　

ＳＩＡ（－）

ＳＩＡ（＋）

ＳＩＡ（－）

ＳＩＡ（＋）

ＳＩＡ（－）

ＳＩＡ（＋）

ＳＩＡ（－）

ＳＩＡ（＋）

－０．０２

－０．１２

－０．０７

－０．０２

－０．１６

０．０１

０．０１

０．０２

０．０１～－０．０６

－０．０８～－０．１８

－０．０５～－０．１０

－０．０１～－０．０３

－０．１４～－０．２５

０．０２～０．００

０．０１～－０．０２

０．０１～０．０４

－１．５３

－８．９４

－２５．８８

－７．９６

－１３．７０

１．０９

－０．２８

０．４６

０．６４～－３．３１

－５．９６～－１３．４４

－２２．３３～－２９．０８

－４．２０～－１０．７７

－１１．２８～－１７．４８

２．０５～－０．０４

－０．２２～－０．３３

０．１６～０．７６

固醇酯转移蛋白（ＣＥＴＰ）是胆固醇逆转运过程中

的关键酶［７］。ＬＣＡＴ主要与 ＨＤＬ结合，转移卵磷

脂ｓｎ２位的脂肪酰基至胆固醇，生成胆固醇酯

（ＣＥ）和溶血卵磷脂；ＣＥＴＰ在不同脂蛋白之间转

移ＣＥ
［８］，一般是将 ＨＤＬ上的ＣＥ转移至 ＶＬＤＬ

和ＬＤＬ。ＬＣＡＴ和ＣＥＴＰ在体外血液样本中依然

发挥作用，是导致 ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ分析前变异

的主要因素之一。在临床实验室常规测定及一分

为二的样本比对中，经常会对分离的血清样本进行

低温（４℃）或室温存放。本研究用精密、灵敏的

ＨＰＬＣ法测定了温育前、后血清和 ＨＤＬ中的总胆

固醇和游离胆固醇，研究了血清温育对样本稳定性

的影响。

　　无论２５℃还是４℃温育均不造成血清ＴＣ的

变化。２５℃温育，随着温育时间的延长，ＴＦＣ和

ＨＤＬＦＣ显著降低，说明在ＬＣＡＴ作用下，ＦＣ被

酯化；但ＴＦＣ的降低幅度（绝对水平）较 ＨＤＬＦＣ

明显，提示ＦＣ酯化不只发生在 ＨＤＬ上，在ＬＤＬ

和ＶＬＤＬ上可能也有酯化。ＨＤＬＣ以降低为主，

但降低幅度不大，提示在ＣＥＴＰ作用下，ＨＤＬＣＥ

被转移到 ＬＤＬ和 ＶＬＤＬ，ＨＤＬＣ变化是 ＬＣＡＴ

和ＣＥＴＰ综合作用的结果。２５℃下抑制ＬＣＡＴ活
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性，ＴＦＣ的下降被抑制，但ＨＤＬＦＣ仍明显下降－

７．９６％（－４．２０％～－１０．７７％），提示脂蛋白之间

存在着ＦＣ的交换。

　　　２５℃，１ｈ　２５℃，８ｈ　２５℃，２４ｈ　４℃，２４ｈ

图１　血清不同条件温育后 ＨＤＬＣ，

　　ＨＤＬＦＣ及ＴＦＣ的浓度变化

　　本试验结果显示４℃下 ＴＦＣ无变化，提示

ＬＣＡＴ活性被抑制；ＨＤＬＣ下降是由 ＨＤＬＦＣ下

降引起（两者下降的绝对值相当）；ＨＤＬＣＥ基本

无变化或略微升高，提示 ＣＥＴＰ 可能无活性；

ＨＤＬＦＣ显著降低，提示在低温下脂蛋白之间的交

换依然存在。这种 ＬＣＡＴ无活性时ＦＣ由 ＨＤＬ

向其他脂蛋白“单向”转移的机制尚不清楚，但与之

前的研究结果［３，９］一致。

　　不同条件温育后 ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ，ＴＦＣ的浓

度变化与其初始血脂水平关系密切。２５℃下ＴＦＣ

的变化与血清ＴＧ高度负相关，即ＴＧ水平越高，

体外ＬＣＡＴ活性越高，ＴＦＣ降低越明显，与之前的

研究结果一致［１０］。温育造成的 ＨＤＬＣ和 ＨＤＬ

ＦＣ的降低主要与两者的初始浓度有关。与此相

反，４℃ ＴＦＣ变化与ＴＧ无关，ＨＤＬＣ和 ＨＤＬＦＣ

的变化与其初始浓度无关，与ＴＧ负相关。２５℃抑

制ＬＣＡＴ 活性，ＨＤＬＦＣ 的变化与 ＨＤＬＦＣ 和

ＨＤＬＣ显著负相关，提示ＬＣＡＴ无活性时ＦＣ由

ＨＤＬ向其他脂蛋白的“单向”转移与 ＨＤＬＦＣ浓

度梯度有关。

　　综上所述，由于ＬＣＡＴ和ＣＥＴＰ的作用，以及

ＦＣ在不同脂蛋白间的转移等许多复杂因素的影

响，血清贮存会造成 ＨＤＬＣ，ＨＤＬＦＣ以及 ＴＦＣ

的变化。因此，血脂测定标本应尽量减少不必要的

贮存。
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