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摘要：心血管疾病（CVD）是全世界死亡事件的主要原因之一。血清脂蛋白是由大小、组成及功能极其

不均一的颗粒组成的集合体，具有高度异质性。血清脂蛋白亚组分和脂蛋白（a）[Lp（a）]被认为是评估心血

管疾病的重要风险因子，其临床意义显著优于传统的低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）和高密度脂蛋白胆固醇

（HDL-C）。在临床实践中，准确和标准化的实验室检测数据对于血脂异常和心血管疾病预防的管理是必不

可少的。因此，为更好地实现脂蛋白亚组分和Lp（a）的溯源，统一脂蛋白亚组分分类和实现Lp（a）的完全

分离较为关键。文章旨在对脂蛋白亚类和Lp（a）的分离技术加以归纳及论述。
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Abstract：Cardiovascular disease （CVD）still persists as the leading cause of morbidity and mortality all 

over the world. Serum lipoproteins are highly heterogeneous lipoproteins，which are composed of the particles that 

have different sizes，compositions and functions. Thus，lipoprotein subfractions and lipoprotein（a）[Lp（a）] are 

considered as important CVD risk factors. The clinical significance of measuring lipoprotein subfractions and Lp（a） 

is greater than traditional low-density lipoprotein cholesterol（LDL-C） and high-density lipoprotein cholesterol

（HDL-C）determinations. In clinical practice，accurate and standardized laboratory diagnosis is crucial for the 

management of dyslipidemia and CVD prevention. Unifying the classification of lipoprotein subfractions and achieving 

complete separation of Lp（a） in order to achieve good traceability of lipoprotein subfractions and Lp（a）  is 

essential. This review will summarize and discuss the separation technology of lipoprotein subfractions and Lp（a）.
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心血管疾病（cardiovascular  d isease，

CVD）是循环系统疾病的统称，主要包括心

脏、动脉、静脉、毛细管等部位的疾病，一

般与动脉粥样硬化密切相关。全球每年大约有 
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1 790万人死于CVD，占全世界死亡人数的31%，

85%的CVD死亡事件由心脏病和卒中引起[1]。

《中国心血管病报告2018》 [2]中指出，我

国CVD患病率及死亡率仍处于上升阶段，并

居各种疾病死亡率的首位，占居民疾病死亡

构成的40%以上。因此，对CVD高危人群进

行干预可降低CVD发生率。血脂异常是CVD
的重要风险因素之一。据2002中国健康与营

养调查（China Health and Nutrition Survey， 
CHNS）[3]、中国慢性肾病工作组调查[4]、2011 
CHNS[5]及《中国居民营养与慢性病状况报告

（2015年）》[6]显示，2002—2012年，我国成人

血脂异常率从18.60%上升至40.40%。因此，开

展血脂检查及测量结果的标准化对于全面防治

CVD意义重大。

血 液 中 的 脂 类 基 本 上 会 与 蛋 白 质 结 合

成为脂蛋白。一般将血清脂蛋白分为低密度

脂蛋白（low-density lipoprotein，LDL）、

高密度脂蛋白（high-densi ty  l ipoprote in，

HDL）、中间密度脂蛋白（intermediate-density 
lipoprotein，IDL）、极低密度脂蛋白（very 
low-density lipoprotein，VLDL）和乳糜微粒

（chylomicron，CM）。美国胆固醇教育计

划将血清低密度脂蛋白胆固醇（ low-density 
lipoprotein cholesterol，LDL-C）和高密度脂蛋

白胆固醇（high-density lipoprotein cholesterol，
HDL-C）含量作为CVD主要的治疗效果评价

指标之一。有研究发现，HDL和LDL亚组分具

有不同的临床意义[7-8]。因此，如何提高脂蛋白

亚组分的分离技术及测量方法的标准化也显得

非常重要。脂蛋白（a）[lipoprotein（a），Lp
（a）]是CVD的独立危险因素，其蛋白与脂质结

合的特殊性使其在人群中分布的异质性很大，

且具有遗传倾向。通过分析各脂蛋白亚组分和

Lp（a），并结合传统的血脂检测，可更精准地

评估CVD风险，预测CVD的发生概率，有利于

及早干预，降低CVD的患病率及死亡率。

1　LDL亚组分

LDL亚组分主要是依据颗粒粒径、密度以

及阻滞系数进行分型。

1.1　根据颗粒粒径进行LDL分型

根据颗粒粒径进行分型的分离技术主要有

凝胶电泳（gel electrophoresis，GE）、核磁共振

波谱（nuclear magnetic resonance spectroscopy，

NMR）法和离子淌度（ion mobility，IM）法。

HOEFNER等[9]通过采用NMR法测定颗粒粒径对

LDL进行分类，共分出3种不同类型的LDL亚组

分，A类粒径为20.6～22.0 nm，中间类型粒径

为20.4～20.5 nm，B类粒径为19.0～20.3 nm。

DAVY等[10]将同一血浆样本分别送往2家实验室

进行分析，其中1家实验室采用GE法将LDL分为

3类，A类粒径为26.30～28.50 nm，AB类粒径为

25.75～26.34 nm，B类粒径为<25.74 nm；另1家

实验室采用NMR法将LDL分为2类，A类粒径为

20.6～22.0 nm，B类粒径为≤20.5 nm。梯度凝胶

电泳（gradient gel electrophoresis，GGE）检测的

LDL颗粒大小与NMR法平均相差5.38 nm（NMR
法测出的颗粒较小），但是该差值在实践中无

法统一应用，因为随着LDL粒径的增加，该差值

会变得更大。从临床角度来看，观察到B类的一

致性是中等的，这意味着在重要亚组分的个体风

险评估中，GGE和NMR法不可互换，需要与前

瞻性研究进行比较，以确定哪种方法在心血管风

险评估中更好，但迄今为止尚未见此类报道。

HIRANY等[11]通过聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳参考

方法（polyacrylamide gradient gel electrophoresis 
reference method，PGGE-REF）将LDL分为3类：

小粒径为>25.8 nm，中粒径为25.8～26.3 nm， 
大粒径为>26.3 nm。CAULFIELD等[12]用超速离

心结合IM法得到4种LDL亚组分，分别为LDL-
Ⅰ、LDL-Ⅱ、LDL-Ⅲ和LDL-Ⅳ，其粒径分别

为21.99～23.80、21.10～21.99、20.17～21.10
和18.00～20.17 nm。KRAUSS等[13]采用IM法

将LDL分为7种亚组分，LDL1的粒径为22.46～ 
23.32 nm，LDL2a的粒径为22.20～22.45 nm，

LDL2b的粒径为21.41～22.19 nm，LDL3a的

粒径为20.82～21.40  nm，LDL3b的粒径为

20.49～20.81 nm，LDL4a的粒径为19.90～ 
20.48 nm，LDL4b的粒径为19.00～19.89 nm。

NMR法直接测定LDL颗粒数，GE法测定的是

载脂蛋白B（apolipoprotein B，apo B）含量。

由于每个LDL均带有apo B，因此虽然apo B含

量和LDL颗粒数2个变量并不相同，但相互之

间有一定的关联。另外，VLDL和IDL也携带着 
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apo B。有研究结果显示，对于同一批的27个样

本，采用GE法根据apo B浓度（>1 200 mg/L）可

确定6例样本处于高风险状态，而采用NMR法，

根据LDL颗粒数（1 300～1 599 nmol/L）可确定

20例样本处于高风险状态[10]，因此使用LDL颗粒

数这一参数可以识别更多的高风险个体，有利

于临床进行干预。由此可见，使用LDL颗粒数

来评估CVD风险更为可靠。

1.2　根据颗粒密度进行LDL分型

根据颗粒密度进行LDL分型的分离技术

主要是超速离心法。DAVIES等 [14]用碘克沙醇

作为密度液，通过密度梯度超速离心（density 
gradient ultracentrifugation，DGUC）将LDL分为

4类，分别为LDL-Ⅰ、LDL-Ⅱ、LDL-Ⅲ和LDL-
Ⅳ，密度依次是1.022～1.025、1.025～1.028、

1.028～1.036和>1.036 kg/L。GEISS等[15]采用

DGUC将LDL分为7种亚型，LDL-1和LDL-2为

大而轻低密度脂蛋白（large buoyant low-density 
lipoprotein，lb-LDL），LDL-3和LDL-4为中

间密度LDL，LDL-5、LDL-6和LDL-7为小而

密低密度脂蛋白（small and dense low-density 
lipoprotein，sd-LDL），并证实sd-LDL的密

度为1.044～1.060 kg/L。WILLIAMS等[16]采用

垂直梯度离心（vertical auto profile，VAP）

得到4种LDL亚组分（LDL-1～LDL-4）。尽

管各个文献中LDL亚组分的种类有多有少，

但总体上，根据颗粒密度LDL可分为3种：lb-
LDL（1.020～1.025 kg/L）、中间密度LDL
（1.030～1.040 kg/L）和sd-LDL（1.041～ 
1.066 kg/L）。

1.3　根据颗粒阻滞系数（retardation factor，

Rf）进行LDL分型

Rf是LDL亚组分谱带相对于VLDL谱带

和HDL谱带的移动距离之比，计算公式为：

Rf=VLDL与LDL亚组分之间的距离/VLDL与

HDL之间的距离。HIRANY等[11]采用管状聚丙

烯酰胺凝胶电泳使LDL亚组分谱带在VLDL和

HDL谱带之间迁移，将VLDL带（迁移最慢）

的Rf值标记为0，HDL带（迁移最快）的Rf值

标记为1，根据Rf值将LDL分为大LDL、中LDL
和小LDL，Rf值分别为<0.38、0.38～0.40和

>0.40。HOEFNER等[9]使用平均Rf值，通过软

件计算LDL亚组分分数（low-density lipoprotein 
subfraction score，LDLSF），根据LDLSF将LDL
分为3类，A类LDL<5.5，B类LDL>8.5，中间类

型LDL为5.5～8.5。

2　HDL亚组分

HDL亚组分主要依据颗粒粒径和密度进行

分型。

2.1　根据颗粒粒径的HDL分型

通 过 G G E 可 将 H D L 按 粒 径 分 为 H D L 2 b
（12.9～9.8 nm）、HDL2a（9.7～8.9 nm）、

H D L 3 a （ 8 . 8 ～ 8 . 3  n m ） 、 H D L 3 b （ 8 . 2 ～ 
7.9 nm）和HDL3c（7.8～7.2 nm）。通过二维

凝胶电泳可将HDL分为α-1（11.2～10.8 nm）、

α-2（9.4～9.0 nm）、α-3（8.5～7.6 nm）、α-4
（7.5～7.0 nm）和Pre-β-1（6.0～5.0 nm）。

通过NMR检测出的HDL分类与GGE分类方法

相 同 ， 都 可 根 据 粒 径 大 小 分 为 5 类 ， 分 别 为

HDL-1～HDL-5，与GGE分离的5类HDL密切

相关。采用 IM法可将HDL分为2类，分别是

HDL2b（14.5～10.6 nm）和HDL2a+3（10.5～ 
7.65 nm）。

2.2　根据颗粒密度的HDL分型

采用DGUC可将HDL按密度不同分为HDL2b
（1.063～1.087 g/mL）、HDL2a（1.088～ 
1.109 g/mL）、HDL3a（1.110～1.128 g/mL）、 
H D L 3 b （ 1 . 1 2 9 ～ 1 . 1 5 3  g / m L ） 和 H D L 3 c
（1.154～1.170 g/mL）。除此之外，正常人血浆

中HDL还可分为HDL2（1.063～1.124 g/mL）和

HDL3（1.125～1.210 g/mL），HDL1仅存在于

高胆固醇膳食诱导后[17]。 
3　LDL与HDL亚组分的分离技术

3.1　沉淀法

1984年，LUNDBERG等[18]提出利用硫酸葡

聚糖和聚乙二醇6000等作为沉淀剂，通过调节

溶液浓度和pH值，将HDL2和HDL3进行分离，

该法方便、省力、无需专门设备。但沉淀法

会受高水平三酰甘油（triglyceride，TG）的影

响，apo B颗粒不能完全被沉淀，影响了分离效

果，因此沉淀法已逐渐被淘汰。

3.2　均相检测法

I TO 等 [ 1 9 ]建 立 了 快 速 、 有 效 、 全 自 动 的

HDL3-C测定方法。（1）第1步。鞘磷脂酶
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优先与富三酰甘油脂蛋白（ triglyceride-rich 
lipoprotein，TRL）和LDL反应，并分解它们。

这些脂蛋白释放的胆固醇通过胆固醇酯酶/氧化

酶生成过氧化氢。过氧化氢酶将过氧化氢转化

为水和氧气，因没有生色源，所以产生非生色

产物。（2）第2步。聚氧乙烯苯乙烯化的苯醚

衍生物与HDL3选择性地反应，然后将HDL3-C
作为标准过氧化物酶系统中的显色物进行测

定。反应混合物中的过氧化氢酶被叠氮化钠抑

制。总HDL-C用均相法测定，通过总HDL-C与

测得的HDL3-C的差值来估算HDL2-C。该法与

超速离心法测得的HDL3-C和HDL2-C结果有极

好的相关性（r2值分别为0.848和0.982）。均相

检测法由于测定快速，一般只应用于临床常规

检测。另外，由于不同均相检测法试剂的变异

度较大，因此准确性不足。

3.3　超速离心法

DGUC是根据HDL和LDL颗粒浮力密度的

不同，经不同密度梯度氯化钠溶液超速离心

后，将HDL和LDL各亚组分依次转移至各密度

区域。DGUC可根据实际需求调整密度梯度，从

而得到不同的亚组分。连续的DGUC可同时将脂

蛋白各组分及亚组分分离，是分离HDL和LDL
亚组分的“金标准”，但所需样本量较大，分

离时间长，成本较高，并且由于Lp（a）密度

和sd-LDL密度存在交叉区，该法分离得到的

LDL亚组分常混有Lp（a）。DONG等[20]在密度 
>1.044 g/mL的分离溶液中加入巯基乙醇，成功

消除了Lp（a）的影响，从而实现了超速离心法

对HDL亚组分、LDL亚组分及Lp（a）的分离。

3.4　VAP
VAP是利用垂直转头密度梯度离心脂蛋白，

经VAP-Ⅱ在线胆固醇检测仪（简称VAP-Ⅱ）

检测后，绘制出LDL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。

VAP-Ⅱ使用窄口聚四氟乙烯线圈作为反应器，

代替了上一代VAP仪器中的Technicon自动分析

仪，避免了因气泡导致的分析物流分段。与耗

时10 h的传统超速离心法相比，VAP将离心时间

缩短至1 h。VAP使用的是一个垂直转子，其中

脂蛋白在离心管较短的水平轴上分离，且分辨

率较高。WILLIAMS等[16]采用VAP-Ⅱ得到4种

LDL亚组分（LDL-1～LDL-4），LDL亚组分中

的sd-LDL与CVD的相关性最强，并且独立于传

统血脂指标。

VAP血脂分型在传统实验室血脂项目的基础

上增加了特殊内容，临床操作性更强、耗时更

少、信息更丰富，避免了多次检测带来的成本

浪费和时间压力。目前，我国关于VAP的血脂检

测结果在CVD中的应用的研究较少，其分区、

分型和计算是否能真实反映该地区人群血脂紊

乱的类型和状态仍需进一步研究。VAP的临床应

用价值和分析体系还需要多地区、多中心的研

究数据来支撑。另外，脂蛋白亚组分测量参考

系统也急需建立，以进一步提高VAP检测的准确

度。

3.5　GE法

3.5.1　GGE　GGE是一种操作简单的测定HDL
和LDL亚组分的方法。利用分子筛和电荷效应

分离HDL和LDL亚组分，并根据所占总染色面

积的比例计算出各组分水平，只需微量血清就

能检测，且可同时检测多个样本，但分离时间

超过24 h，且特异性较差，无法对HDL和LDL亚

组分进行定量分析。AUSTIN等[21]用2%～16%
的聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳将LDL分为A型和

B型，而WILLIAMS等[16]用2%～14%的聚丙烯

酰胺梯度凝胶电泳得到7种LDL亚组分。此外，

Berkeley Heartlab分段梯度凝胶电泳系统（LDL-
S3GGE）也可将LDL分离为7种亚组分。

3.5.2 管状凝胶电泳法（tube gel electrophoresis，

TGE） 美国Quantimetrix公司研发的Lipoprint
脂蛋白分析系统采用高分辨率的3%聚丙烯酰胺

凝胶管，可将LDL分为7种亚组分。其原理是将

25 μL样本与200 μL液体加载凝胶（含苏丹黑B染

料，用于脂蛋白染色）混合，将所得混合物添

加到预制的3%聚丙烯酰胺凝胶管的顶部，在室

温下光聚合30 min后，将样本电泳1 h（每凝胶

管3 mA）。电泳后，在进行光密度测定之前，

将试管在黑暗环境中静置1 h。添加黑暗环境

孵育的作用是增加条带在扫描前的均匀性。使

用Helena EDC系统（美国Helena Laboratories公

司）在610 nm处进行光密度测定。Helena EDC
系统添加了12管固定装置，可在扫描过程中固

定凝胶管，显著提高了凝胶管扫描的一致性。
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使用配套的软件分析Helena EDC系统的原始数

据和不同LDL亚组分的电泳扫描图样，以计算

LDL分级分数并指定表型（A型、B型或中间

型）。Lipoprint系统已通过了美国食品与药品监

督管理局认证，可用于LDL临床检测，具有良

好的应用前景。

3.6　毛细管电泳法（capillary electrophoresis，

CE）

3.6.1　毛细管等速电泳（capillary isokinetic 
electrophoresis，CITP）　CITP是采用不连续介

质的电泳技术，即缓冲液由前导电解质（leading 
electrolyte，LE）和终末电解质（terminating 
electrolyte，TE）组成，样本成分的迁移率介

于LE和TE之间，达到平衡后各组分迁移速度

与LE相同。CITP的特点是具有浓缩效应，可

与其他模式联用，以达到柱上浓缩的目的。

MORENO-GORDALIZA等 [22]建立的分离LDL
亚组分的CITP，可在pH值为8.8～9.4的梯度

下，在9.5 min内完成分析，得到6个LDL亚组

分峰。有研究结果显示，CITP可在7 min内将

脂蛋白分成9条区带，其中HDL被分成3个亚类

[快速迁移带，被称为α-HDL，主要含载脂蛋白

A1（apolipoprotein A1，apo A1）和磷脂酰胆

碱；中间迁移带，富含胆固醇，蛋白质成分为

载脂蛋白A2（apolipoprotein A2，apo A2）、

载脂蛋白E（apolipoprotein E，apo E）和载脂

蛋白C（apolipoprotein C，apo C）；慢速迁移

带，被称为pre-β-HDL，含apo A1和载脂蛋白A4
（apolipoprotein A4，apo A4）][23]。该法目前尚

处于研究阶段，还未商品化。

3 . 6 . 2 　 微 流 控 芯 片 电 泳 （ m i c r o f l u i d i c s 
electrophoresis，ME）　ME是在传统CE的基础

上发展而来的。该方法可在石英、玻璃、塑料

等材质的基片上刻蚀微管道网络，在一块几平

方厘米的基片上完成电泳分离。ME可方便地

进行小体积（nL）进样、分离等操作，实现快

速、高效分离。2002年，WEILLER等[24]首次采

用ME分析血清脂蛋白，但LDL和HDL未实现

基线分离，重复性较差。2005年，PING等[25]利

用聚甲基丙烯酸甲酯微芯片分析HDL标准品，

HDL2和HDL3被初步分离；钱晶晶等 [26]采用

十二烷基硫酸钠同时修饰HDL和微管道，可在 

4 min内实现血清HDL2和HDL3的基线分离。

他们同时对多例临床样本进行分析，发现健康

体检者和CHD患者的HDL2区带有明显差异。

WANG等[27]在刻蚀有微泳道的小型基片上实现

了LDL亚组分的分离检测，在该检测系统上向

样本中添加直径为5 nm、浓度为80 nmol/L的纳

米金可明显提高LDL亚组分的分辨率。

3.7　NMR
NMR根据HDL和LDL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

用甲基团的不同信号区分各亚组分，以NMR
甲基团振幅测定亚组分浓度。MATYUS等[28]采

用NMR对LDL颗粒数目进行检测，得到3种亚

组分，批内、批间精密度为2.6%～5.8%，满

足临床实验室的常规检测要求。MCGARRAH
等 [ 2 9 ] 采 用 N M R 将 H D L 根 据 颗 粒 直 径 分 为

大HDL（9 .4～14 .0  nm）、中HDL（8 .2～ 
9.4 nm）和小HDL（7.3～8.2 nm）三大类，并通

过计算风险比评估出高密度脂蛋白颗粒（high-
density lipoprotein particle，HDL-P）浓度与CVD
死亡率密切相关，因此可将HDL-P纳入全球急

性冠状动脉综合征注册（the Global Registry of 
Acute Coronary Events，GRACE）风险评分中来

提高风险识别。但该法使用仪器——核磁共振

仪极其昂贵，且需专人使用并进行图谱分析，

检测成本很高，尚无法在临床推广。

3.8 IM法

IM法的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IM的不同进行分离，随后冷凝聚集

各粒子，最后进行激光散射扫描检测。经过超

速离心去除白蛋白的步骤后，根据IM确定血清

样本中脂蛋白颗粒的大小和浓度。扫描时间为 
2 min，覆盖的范围为17.2～540.0 Å。扫描后，

通过在与特定脂蛋白亚类相对应的预定大小范

围内的总颗粒数来合并数据。IM法得出的LDL
颗粒浓度与超速离心法得出的LDL-C和apo B结

果呈正相关（r值分别为0.90、0.79，P<0.05）。

3.9　高效液相色谱法（high-performance liquid 
chromatography，HPLC） 

HPLC可与超速离心法结合，用于HDL或

LDL亚组分的分离和检测[20]。检测步骤：取5份
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血清，其中2份血清与含有脯氨酸的溴化钠溶液

混合，使背景密度为1.006和1.044 kg/L；另外3份

血清与含脯氨酸和巯基乙醇的溴化钠溶液混合，

使背景密度为1.044、1.063和1.125 kg/L，超速

离心后，用HPLC测定超速离心底部各种组分的

胆固醇。巯基乙醇可使Lp（a）解离，解离前后 
Lp（a）存在明显的密度分界点（1.044 kg/L），

从 而 使 脂 蛋 白 亚 组 分 和 脂 蛋 白 （ a ） 胆 固 醇

[lipoprotein（a） cholesterol，Lp（a）-C]测定成

为可能。HPLC结合超速离心法已成功用于高脂

血症患者血浆脂蛋白的分析，且显示出比连续

超速离心法更高的准确性。

3.10　阴离子交换色谱法

HIROWATARI等[30]成功建立了一种准确、

方便的脂蛋白亚组分分离检测方法。该方法将

血清注入阴离子交换色谱柱，通过不同高氯酸

根离子浓度梯度洗脱分离出2类HDL亚组分，

分别为HDL2和HDL3；之后将含有脂蛋白亚组

分的洗脱液与酶试剂混合，并在37 ℃下反应 
2.1 min，最后在600 nm波长下进行检测。

3.11　动态光散射（light-scattering，LS）法

LS法使用的技术是光子相关光谱，用2种乳

胶粒子溶液作为标准，由于颗粒受到周围液体

分子的撞击做布朗运动，观察到的散射光强度

将不断地随时间起伏涨落，以散射光的波动强

度来检测脂蛋白亚组分[31]。LS法不会受到凝胶

梯度和质量不一致的影响，可在30 min内确定

样本中LDL的峰值粒径，具有实现自动化检测

的潜力。虽然不同的脂蛋白类别需要具有不同

梯度的凝胶，但是基于LS原理的仪器理论上可

测定各种脂蛋白颗粒的大小。然而，使用LS法

检测脂蛋白颗粒时，样本的制备至关重要，任

何污染的颗粒或聚集体都会影响检测结果。因

此，该方法需与超速离心法结合使用，并通过

过滤器过滤掉粉尘等颗粒物质。

4　Lp（a）的组成及分离检测

Lp（a）核心部分由TG、磷脂、胆固醇、

胆 固 醇 酯 等 脂 质 和 2 种 载 脂 蛋 白 组 成 ， 结 构

类似LDL，含有LDL中没有的载脂蛋白（a）

[apolipoprotein（a），apo（a）]。apo（a）与

纤溶酶原具有高度同源性，在纤溶系统多个环

节发挥作用，从而影响动脉粥样硬化性疾病的

发生和发展。Lp（a）含有2类载脂蛋白，即apo 
B100和apo（a），二者通过1～2个二硫键共价

相连。用还原剂巯基乙醇处理Lp（a）时，apo
（a）可从Lp（a）分子上脱落下来，成为不含

脂质的一类糖蛋白。剩下仅含apo B100的颗粒，

被称为Lp（a-）。

4.1　Lp（a）的分离检测方法

4.1.1　Lp（a）纯品的分离制备　（1）超速

离心法。许平等[32-34]采用超速离心法，根据Lp
（a）的密度将Lp（a）分离出来，再经柱层析

制备出Lp（a）。然而，此法有2个缺点：一是

超速离心时间长，费用高；二是离心时密度范

围窄，凝胶柱层析回收率低，这就导致Lp（a）

的得率很低，一般只有15%～20%。因此，张

文武等[35]利用免疫亲和层析高特异性和高回收

率的特点，建立了一种短时间超速离心结合免

疫亲和层析分离Lp（a）的方法，成功地分离

了几批Lp（a），纯度和得率均优于国外常规

方法，并已用于基础研究和临床研究。刘忠民

等[36]先用多价阴离子化合物磷钨酸-Mg2+沉淀包

括Lp（a）在内的全部含apo B的脂蛋白，然后

经超速离心和Sepharose 6B柱、抗apo（a） IgG-
Sepharose 4B免疫亲和柱层析，得到Lp（a）、

LDL和VLDL纯品。林春榕等 [37]使用固体溴化

钾将血浆密度调至1.055和1.120 g/mL，即得到

密度为1.055～1.120 g/mL的富含Lp（a）的脂蛋

白液。将该脂蛋白液使用0.01 mol/L磷酸盐缓冲

液（pH值7.4，含1 mmol/L乙二胺四乙酸二钠、

0.01% NaN3）彻底透析，最后使用30%聚乙二醇

20000浓缩至6 mL左右。高玉敏等[38]分析了几种

用于分离Lp（a）的方法，发现大多数方法都需

要超速离心这一步骤，超速离心需要昂贵的实

验设备和大量的时间，样本处理量有限，而且

分离出来的Lp（a）只是在1个限定密度内的Lp
（a）。但考虑到游离的apo（a），Lp（a）的实

际漂浮密度无法明确范围，可以低于1.006 g/mL，

也可以高于1.120 g/mL，所以经过超速离心，

Lp（a）损耗较大，超速离心后一般还需要去

除HDL和LDL，因此得率更低。（2）亲和层

析法。常用的亲和层析主要有赖氨酸-琼脂糖凝

胶柱亲和层析，但是用赖氨酸类似物洗脱时，

往往会同时洗脱下来纤溶酶原，还需要更复杂
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的方法去除纤溶酶原。商品化的Lp（a）纯品

一般在超速离心分离后经Lp（a）单抗亲和层

析纯化，价格昂贵。针对此现象，高玉敏等[38] 

建立了一种经一系列层析柱（LIPOSORBER 
LA15柱、SephacryS-400HR分子筛和离子交换

柱）批量分离纯化Lp（a）的方法，采用上述3
种柱层析后，Lp（a）的纯度较好[纤溶酶原含量

仅占Lp（a）的0.03%]，但得率不高，分离的Lp
（a）总得率仅为27%，从100 mL血液中仅能分

离出1.5 mg Lp（a）。

4.1.2　Lp（a）的检测方法 Lp（a）浓度大部

分是通过免疫化学方法检测其apo（a）部分得

出的。选择一种合适的Lp（a）免疫测定法的困

难之处在于apo（a）的异质性。（1）电泳法。

早期检测Lp（a）多采用电泳法。BAUDHUIN
等[39]调查了Lp（a）-C的测量是否不受apo（a）

大小的影响，是否可以替代测量Lp（a）的质

量，他们采用电泳方法分别检测了进行和未进

行超速离心预处理的血浆样本中的Lp（a）-C水

平，结果显示，未进行超速离心预处理的血浆

Lp（a）-C水平与进行超速离心预处理的血浆

Lp（a）-C水平高度相关。因此，可取消超速离

心步骤，直接使用电泳法测定Lp（a）-C浓度。

但电泳法的灵敏度较差，主要用于定性检测。

（2）免疫透射比浊法。免疫透射比浊法是将血

清中的Lp（a）与试剂中的特异性Lp（a）抗体

结合，形成不溶性免疫复合物，使反应液产生

浊度，然后测定波长340 nm处的吸光度值，根

据吸光度值得出血液样本中Lp（a）的水平。

该方法的优点是快速、简便、精密度高、易于

自动化，适用于大批量样本的检测；缺点是抗

体用量大[是酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）的数倍]，对抗

体要求高（应具有高特异性、高滴度和高亲和

力），颗粒大小不同的Lp（a）会产生不一致的

光散射与光吸收，而且受样本基质的影响较明

显。（3）ELISA。ELISA是早期测定Lp（a）常

用的方法，基本原理是用聚苯乙烯微量反应板

为固相载体，采用apo（a）单克隆抗体包被，加

入待测样本，使其中的apo（a）单克隆抗体与结

合到固相抗体上的apo（a）作用，洗涤除去未

结合的酶标记物，加入酶的相应底物产生颜色

反应，显色程度取决于结合在固相载体上的apo
（a）的量。ELISA的优点是基质效应不明显，

可以用抗apo（a）抗体或抗apo B抗体的量代表

Lp（a）水平，这也是避免apo（a）分子影响测

定结果的主要方法；缺点是精密度差。为了准

确检测Lp（a），确认其与apo（a）颗粒多态性

无关，有研究者使用抗apo（a）KⅣ-9型的表面

决定簇单克隆抗体，建立了直接结合的双单克

隆抗体ELISA方法[40]。该方法的详细评价结果显

示，apo（a）的不均一性不影响测定准确度。

因为该单克隆抗体不会与apo（a）分子多变部

分的决定簇反应，所以可以以摩尔（mol）为单

位设定靶值[40]。（4）超速离心法结合HPLC。

董军 [41]建立了2次超速离心直接分离和测定Lp
（a）-C的方法。首先，血清中含有脯氨酸时，

以1.044 kg/L的背景密度超速离心，有>95%的Lp
（a）分布在离心管底部；用含巯基乙醇的密度

液将底部组分密度调节至1.040 kg/L，再次超速

离心，使Lp（a）解离，解离后的Lp（a-）分布

在顶部，采用HPLC测定顶部组分中的胆固醇即

为Lp（a）-C。该方法通过使用巯基乙醇解离Lp
（a）及调节超速离心的背景密度，大大提高了

Lp（a）-C测定的灵敏度和特异性，但超速离心

耗时较久。

5　脂蛋白亚组分和Lp（a）的标准化研究

5.1　脂蛋白亚组分的标准化研究

随着血清脂蛋白亚组分被认为是评估CVD
的风险因子，脂蛋白亚组分检测的标准化显得

极为重要。然而，由于目前国内外尚缺乏脂蛋

白亚组分测定的正式标准化方案，因此其标准

化工作困难重重。脂蛋白亚组分检测的标准化

主要在于标准化方案的制定和实施、标准物质

和质控材料的制备、检测方法的合理选择及测

定标准化。我国现已推行的总胆固醇测定标准

化以及国家卫生健康委老年医学研究所建立的

超速离心HPLC测定血清脂蛋白亚类胆固醇的方

法可在脂蛋白亚组分测定标准化中发挥作用。

脂蛋白亚组分检测标准化的难点主要在于脂蛋

白各亚组分纯品的制备，即缺乏可以长期监测

脂蛋白亚组分测定的参考物质与质控材料，仅

能通过与其他实验室进行比对来评估检测结果

的正确度。
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5.2　Lp（a）检测的标准化研究

目前，由于缺乏共同的Lp（a）参考物，不

同实验室之间Lp（a）检测结果的差异大，精密

度差，无可比性。当务之急是制定可用的二级参

考物质，使不同分析系统之间和不同实验室之间

的Lp（a）检测结果较为接近，或有可比性。

2003年，世界卫生组织确定IFCC SRM 2B
为Lp（a）免疫测定国际参考物质。该参考物质

瓶内Lp（a）的含量为（0.107 1±0.008 6）nmol
（分装时的不精密度为2.9%），其定值可溯源

至美国华盛顿大学西北脂类研究实验室的Lp
（a）参考检测系统。IFCC SRM 2B一般作为通

用校准品，用于进行一致性检测调查前为各个

检测系统的厂商校准品定值。

随着用于测量脂蛋白亚组分和Lp（a）的

新方法的引入，标准化变得越来越重要。这些

方法是基于不同的原理分离出不同类型的亚组

分，因此统一脂蛋白亚组分的定义，即制备参

考物质和质控材料是标准化的第1步。如果要将

脂蛋白亚组分和Lp（a）有意义地纳入患者的

CVD风险评估中，则应考虑制定标准化计划，

至少应制定用于实验室间常规测试结果比对的

测试程序，该程序可以帮助识别和消除方法之

间的不一致，保证临床检测结果的准确性。

6　结语

综上所述，脂蛋白亚组分常用的检测技

术主要是VAP、超速离心结合HPLC、ME和

NMR，Lp（a）常用的检测技术主要是免疫透

射比浊法、ELISA和超速离心结合HPLC。随着

临床上越来越多地使用脂蛋白亚组分和Lp（a）

作为评估CVD风险的指标，脂蛋白亚组分和 
Lp（a）的标准化研究越来越重要。脂蛋白亚组

分和Lp（a）标准化方案的建立以及参考物质和

质控材料的制备是实现标准化最重要的一步。
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