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[ 摘要]  目的: 探讨橙皮苷、芦丁体外抗高密度脂蛋白( high density lipoprotein, HDL) 氧化的作用。方法: 采用一次性密度梯度

超速离心方法分离血清 HDL, Cu
2 +

诱导 HDL 氧化 , 检测反应体系中的丙二醛 ( malondialdehyde, MDA) , 观察橙皮苷、芦丁对

HDL 氧化的抑制作用。结果: 橙皮苷、芦丁对 Cu2 + 诱导的 HDL 氧化有明显的抑制作用 , 且呈剂量依赖关系。结论: 橙皮苷、芦

丁体外抗 HDL 的氧化作用是它们抗动脉粥样硬化的机制之一。
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ABSTRACT  Obj ective: To study the effect of hesperidin and rutin on oxidative modification of high density lipoprotein ( HDL) in

vitro. Methods: HDL was isolated from healthy human plasma by sequential ultracentrifugation, and was oxidized by copper ions. The

inhibitory effects of hesperidin and rutin on HDL oxidative modification were valued by the formation of malondialdehyde ( MDA) . Re-

sult s: Hesperidin and rutin significantly inhibited copper-induced oxidation of HDL in a dose-dependent manner. Conclusion: Both

hesperidin and rutin can prevent HDL from copper-induced oxidative modification in vitro. This result suggests that they might have an-

tiatherogenic effect.
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① 近年来研究表明, 高密度脂蛋白 ( high density

lipoprotein, HDL) 被氧化形成氧化型高密度脂蛋白

( ox-HDL) 后, 其抗低密度脂蛋白氧化能力丧失, 介

导巨噬细胞胆固醇流出能力显著降低, 并且转运胆

固醇进入肝脏的能力也显著降低, 因此 HDL 氧化修

饰后其抗动脉粥样硬化的能力显著减弱
[ 1]

。橙皮

苷、芦丁是两种结构相似的黄酮类化合物, 具有清除

羟自由基
[ 2 ]

和单线态氧
[ 3 ]

、抗生物膜脂质氧化等作

用, 我们的研究已证明二者能减轻家兔实验性动脉

粥样硬化病变
[ 4]

, 但其机制有待探讨。本研究旨在

观察二者能否在体外抑制 HDL 的氧化, 为深入研究

他们防治动脉粥样硬化的机制提供实验依据。

1  材料与方法

1 . 1  材料  橙皮苷、芦丁、丙二醛 ( malondialde-

hyde, MDA) 试剂盒 ( 购于南京建成公司 ) , 721 型可

见分光光度计( 上海第三分析仪器厂产品) , 超速离

心机 ( HITACHI, 55P-72 型) , THZ-95 型恒温振荡器

( 江苏省太仓市医疗仪器厂) 等, 其余试剂均为分析

纯。

1 . 2 方法

1 . 2. 1 HDL 的制备  参照张林华等
[ 5]

一次性密度

梯度超速离心法分离人血浆脂蛋白, 按改良 Lowry

比色法测定 HDL 的含量。

1 . 2. 2  ox-HDL 的制备  将终浓度为 50 mg / L 的

HDL 和终浓度为 10 μmol / L 的 CuSO4 在 37℃孵箱中

温育 24 h
[ 6 ]

。

1 . 2. 3  琼脂糖凝胶电泳鉴定 HDL 和 ox-HDL 用

苏丹黑 B 预染血清, 分离纯化的 HDL 及孵育 24 h

后的 ox-HDL, 0. 5% 琼脂糖凝胶电泳, 70 ～80 V, 电

泳 20 ～30 min
[ 7]

。

1 . 2. 4 不同剂量橙皮苷、芦丁体外抗 HDL 氧化的

作用  ( 1 ) HDL 组: HDL + PBS ( 磷酸盐缓冲液 ) ;

( 2) ox-HDL 组: HDL + PBS + Cu
2 +

; ( 3 ) 橙皮苷组:

HDL + PBS + Cu
2 +

+ 橙皮苷 ( 终浓度分别为 3、9、

27、80、160 mg / L) ; ( 4 ) 芦丁组: HDL + PBS + Cu
2 +

+ 芦丁( 终浓度分别为 3、9、27、80、160 mg /L) , 总反
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应体积为 5 ml, HDL 终浓度为 50 mg / L, CuSO4 终浓

度为 10 μmol / L, 孵育 24 h。

1 . 2 . 5 各组 MDA 检测 按试剂盒说明书操作。

1 . 3  统计学方法  实验数据均采用 x ±s 表示, 组

间比较采用 t 检验, P < 0 . 05 示有显著性差异。

2  结 果

2 . 1  天然和氧化修饰型高密度脂蛋白琼脂糖凝胶

电泳鉴定 HDL 与正常血清的 α-脂蛋白相对应, 而

ox-HDL 因所含电荷增多, 电泳迁移率较天然 HDL

大, 表明本研究所用 HDL 和 ox-HDL 均符合要求。

见图 1。

图 1 天然和氧化修饰型高密度脂蛋白琼脂糖凝胶电泳鉴定

Fig 1 Agar ose gel electr ophoresis of HDL sa mples

1: ox-HDL; 2: HDL; 3: Normal serum

2 . 2  Cu
2 +

诱导的 HDL 体外氧化结果 ox-HDL 组

和 HDL 组 MDA 含量分别为( 29. 54 ±2 . 27) μmol / L

和( 4. 36 ±2. 23) μmol /L, ox-HDL 组较 HDL 组有显

著升高 ( P < 0. 01 ) , 表明 HDL 发生了明显氧化修

饰。见表 1。

表 1 不同剂量橙皮苷对 Cu2 + 诱导的 HDL

氧化反应中 MDA 的影响

T ab 1 Effect of hesper idin on MDA in Cu2 +

induced oxidat ion of HDL

( x ±s)

Group n MDA( μmol /L)

HDL 3 •4 w. 36 ±2. 23

ox-HDL 3 •29 w. 54 ±2. 27* *

Hesperidin( 3 mg/ L) 3 •25 w. 00 ±0. 08△

Hesperidin( 9 mg/ L) 3 •17 w. 17 ±1. 16△△

Hesperidin( 27 mg /L) 3 •12 w. 12 ±1. 31△△

Hesperidin( 80 mg /L) 3 •6 w. 06 ±1. 53△△

Hesperidin( 160 mg/ L) 3 •4 w. 51 ±2. 19△△

 * * P < 0. 01, vs HDL; △ P < 0. 05, △△ P < 0. 01, vs ox-HDL

2 . 3  不同剂量橙皮苷、芦丁对 HDL 氧化反应中

MDA 的影响

2 . 3. 1 不同剂量橙皮苷对 Cu
2 +

诱导的 HDL 氧化反

应中 MDA 的影响  橙皮苷组与 ox-HDL 组相比,

MDA 含量显著下降, P < 0 . 05 或 < 0. 01, 且随着剂量

的增加, 抗氧化作用呈剂量依赖关系。见表 1。

2 . 3. 2 不同剂量芦丁对 Cu
2 +

诱导的 HDL 氧化反应

中 MDA 的影响 与 ox-HDL 组相比, 3 mg /L 的芦丁

组无明显抗脂质氧化作用 ( P > 0. 05 ) , 当浓度达到

9 mg / L时, MDA 含量显著下降, 且随着剂量的增加,

抗氧化作用呈剂量依赖关系( P < 0. 01) 。见表 2。

表 2 不同剂量芦丁对 C u
2 +
诱导的 HDL

氧化反应中 MDA 的影响

Tab 2 Effect of rutin on MDA in Cu
2 +

induced oxidat ion of HDL

( x ±s)

Group n MDA( μmol /L)

HDL 3 ®4 ˆ. 36 ±2. 23

ox-HDL 3 ®29 ˆ. 54 ±2. 27* *

Hesperidin( 3 mg/ L) 3 ®27 ˆ. 27 ±2. 18

Hesperidin( 9 mg/ L) 3 ®19 ˆ. 69 ±1. 36△△

Hesperidin( 27 mg /L) 3 ®15 ˆ. 15 ±2. 62△△

Hesperidin( 80 mg /L) 3 ®9 ˆ. 85 ±1. 39△△

Hesperidin( 160 mg/ L) 3 ®6 ˆ. 06 ±1. 25△△

 * * P < 0. 01, vs HDL; △△P < 0. 01, vs ox-HDL

3  讨 论

近年来国内外研究发现, HDL 同低密度脂蛋白

( low density lipoprotein, LDL) 一样, 能被体内外多种

因素氧化修饰, 而且一旦形成 ox-HDL, 不但丧失其

抗动脉粥样硬化作用, 反而有致动脉粥样硬化作用。

在实验性高胆固醇血症家兔及内源性高甘油三酯患

者体内, 不仅存在 ox-LDL, 也存在 ox-HDL。因此, 抑

制 HDL 的氧化对防治动脉粥样硬化有重要意义。

本实验采用一次性密度梯度超速离心法分离人

血清 HDL 后, 用 Cu
2 +

与 HDL 共孵育 24 h, 测定琼脂

糖凝胶电泳相对迁移率及反应体系中产生的 MDA

量的变化, 鉴定 HDL 发生了明显的氧化修饰, 在此

基础上, 在反应体系中分别加入不同剂量的橙皮苷

和芦丁两种结构相似的黄酮类化合物共孵育, 结果

显示橙皮苷在 3 mg /L 和芦丁在 9 mg / L 浓度下均能

在体外抑制 Cu
2 +
诱导的 HDL 的氧化, 此条件下反应

体系中产生的 MDA 量与无橙皮苷、芦丁组比较, 差

异有显著性, 且抑制率呈剂量依赖关系。相同剂量

的橙皮苷组与芦丁组之间比较, 橙皮苷抑制率强于

芦丁, 差异有显著性。

( 下转第 119 页)
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图 1 心肌超微结构

Fig 1 Ult rastr ucture of m yocar dium

A: Control rat(× 17 K) ; B: Hypoxic rat (× 20 K) ; C: Breviscapus Inject ion treated hypoxic rat(× 20 K)

  有报道认为, NO 对低氧心肌损伤具有保护作

用
[ 5 , 6]

。本实验发现: 与对照组比较, 低氧组心肌

NOS 活性明显降低, 血浆 NO 含量明显降低( P 分别

< 0 . 01、0. 05 ) ; 与低氧组比较, 灯盏花组心肌 NOS

活性升高( P < 0. 05) , 说明灯盏花注射液通过增加

心肌组织 NOS 活性, 促进 NO 的局部释放而起到保

护心肌的作用。灯盏花组血浆 NO 含量较低氧组虽

然未见统计学意义( P = 0. 077) , 但也有明显升高的

趋势。所以, 灯盏花注射液对慢性低氧性心肌损伤

具有保护作用, 其机制与灯盏花注射液抵抗氧自由

基的损伤, 增强抗氧化系统的活性, 减少钙超载, 调

节 NO 含量有关。
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橙皮苷、芦丁的抗氧化作用已有报道, 本实验结果提

示它们能在体外直接抑制 Cu
2 +

诱导的 HDL 的氧

化, 这为进一步研究两者抗动脉粥样硬化的机制及

开发富含橙皮苷和芦丁的食物提供了实验依据。
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