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[摘　 要] 　 目的　 观察 H 型高血压患者血同型半胱氨酸水平(Hcy)与高密度脂蛋白(HDL)亚组分的相关性,并研

究 HDL 亚组分对内皮细胞抗炎功能的影响。 方法　 选取健康人群 133 例、单纯高血压患者 76 例、H 型高血压患者

85 例,测定空腹血糖(FBG)、血清肌酐(SCr)、尿酸(UA)、总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDLC)、高密度脂蛋白胆固醇(HDLC)、HDL2、HDL3 和 Hcy 等指标。 分别留取各组血清各 6 例,应用快速蛋白液

相色谱法(FPLC)提取大颗粒 HDL(L-HDL),观察 L-HDL 对肿瘤坏死因子 α(TNF-α)诱导的人脐静脉内皮细胞

(HUVEC)炎症的改善作用。 结果　 健康对照组、单纯高血压组和 H 型高血压组 UA、FBG、TC、LDLC 水平差异无统

计学意义(P>0. 05)。 对比单纯高血压患者和健康对照组,H 型高血压患者具有更低的 HDLC、HDL2 水平及更高的

HDL3 水平(P<0. 001);血 Hcy 水平与血 HDLC、HDL2 呈显著负相关(P<0. 01),但是与 HDL3 无显著相关性(P =
0. 083)。 健康对照组、单纯高血压组 L-HDL 均可下调 TNF-α 诱导的血管内皮细胞表达血管细胞黏附分子 1
(VCAM-1),而 H 型高血压组 L-HDL 并不能明显减低 VCAM-1 表达。 结论　 H 型高血压患者可能通过高 Hcy 影响

HDL 的亚组分分布以及 L-HDL 对内皮细胞的抗炎功能。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the correlation between serum homocysteine (Hcy) level and high density lipo-
protein (HDL) subclasses in patients with H-type hypertension, and to study the function of HDL subclasses on the anti-in-
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flammatory capacity of endothelial cells. 　 　 Methods　 76 patients with isolated hypertension, 85 patients with H-type hy-
pertension and 133 healthy adults were included in our study. 　 The concentration of fasting blood glucose (FBG), serum
creatine(SCr), uric acid (UA), total cholesterol (TC), triglyceride (TG), low density lipoprotein cholesterol (LDLC),
high density lipoprotein cholesterol (HDLC), HDL2, HDL3 and Hcy were measured for each participants. 　 Furthermore,
HDL subclasses were isolated and purified from plasma of 6 participants for each group by fast protein liquid chromatogra-
phy (FPLC). 　 Large HDL (L-HDL) anti-inflammatory capacity was determined as its ability to suppress tumor necrosis
factor alpha (TNF-α)-induced vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) expression in human umbilical vein endothe-
lium (HUVEC) in vitro. 　 　 Results　 There were no significant differences of FBG, UA, TC, LDLC level between health
control, isolated hypertension and H-type hypertension(P>0. 05). 　 Compared with health control and isolated hyperten-
sion, patients with H-type hypertension had significantly lower level of HDL2 and HDLC and higher level of HDL3(P<
0. 001). 　 Correlation analysis indicated that plasma Hcy level was negatively related with HDLC( r = -0. 532,P<0. 01)
and HDL2 level ( r= -0. 626, P<0. 01). 　 There was no significant relationship between plasma Hcy level and HDL3 ( r=
0. 10,P=0. 083). 　 The L-HDL from health controls and patients with isolated hypertension significantly decreased TNF-
α-induced VCAM-1 expression in HUVEC (P<0. 05). 　 However, the L-HDL from patients with H-type hypertension in-
dicated no effect on decreasing TNF-α-induced VCAM-1 expression in HUVEC (P>0. 05). 　 　 Conclusion 　 Patients
with H-type hypertension had abnormal HDL subclasses distribution and decreased function of L-HDL on anti-inflammatory
capacity of HUVEC.

　 　 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)是由蛋氨酸

去甲基化生成的一种含硫氨基酸,在 B 族维生素缺

乏或基因缺陷等情况下可导致血 Hcy 水平升高,形
成高同型半胱氨酸血症(hyperhomocysteinemia,HH-
cy)。 研究表明,HHcy 是心脑血管疾病的独立危险

因素[1-2]。 在中国,HHcy 常与高血压伴发,高血压

患者中约有 75%合并 HHcy,即 H 型高血压,相比于

单纯高血压,它具有更高的心脑血管疾病风险。
研究表明高密度脂蛋白胆固醇 ( high density

lipoprotein cholesterol,HDLC)与冠心病[3] 及缺血性

脑卒中[4]风险呈负相关,但多项随机对照试验证实

单纯提高 HDLC 水平并不能预防心血管事件的发

生,一个重要的解释就是 HDLC 水平并不能代表

HDL 的结构、组分及功能的复杂性。 研究表明不同

的 HDL 颗粒亚组分较总的 HDLC 水平对心血管风

险具有更强的预测价值[5]。 孟德尔遗传分析发现,
HDL 颗粒大小和直径与冠心病和缺血性脑卒中存

在显著相关性[6]。 多项大型队列研究亦发现,HDL
胆固醇流出[7-8]、抗炎、抗氧化以及内皮保护功能[9]

均与患者心血管事件及预后呈正相关。 既往研究

发现,HHcy 患者 HDLC 水平低下[10],且胆固醇流出

能力受损[11]。 但是,目前尚缺乏 H 型高血压患者

的血浆 HDL 亚组分分布及 HDL 内皮保护功能相关

研究。 本研究通过比较健康成人、单纯高血压患者

及 H 型高血压患者的血浆 HDL 亚组分分布变化,
并通过快速蛋白液相色谱法(fast protein liquid chro-
matography,FPLC)分离提纯血浆不同颗粒大小的

HDL 组分,应用体外实验检测不同疾病状态的大颗

粒 HDL(large HDL,L-HDL)的内皮保护功能,旨在

探讨高血压和高同型半胱氨酸血症下 HDL 对动脉

粥样硬化形成的影响和可能机制。

1　 资料和方法

1. 1　 一般资料

本研究纳入人群为 2019 年 3 月—2020 年 12 月

在中山大学孙逸仙纪念医院体检中心或心血管内

科就诊者。 其中,单纯高血压组需符合以下标准:
已确诊为高血压患者并用药超过 3 个月,或者新近

连续 3 次及以上发现血压>140 / 90 mmHg,无 HHcy
(Hcy≤15 μmol / L);而 H 型高血压组为高血压合并

HHcy(Hcy>15 μmol / L);健康对照组为既无高血压

也无 HHcy。 所有对象年龄>18 岁,并未服用维生素

类药物及降脂药物;需排除合并糖尿病、继发性高

血压、肾功能不全、脑卒中、冠心病、甲状腺功能亢

进或者减退及其他严重疾病。 共纳入健康对照组

133 例,单纯高血压组 76 例,H 型高血压组 85 例。
1. 2　 血液生物化学指标检测

所有参与者在抽血前 1 天禁吸烟、饮酒,且禁食

大于 8 h,次日清晨采静脉血,利用全自动生物化学

分析仪进行酶法测定血清中甘油三酯( triglyceride,
TG)、总胆固醇( total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白

胆固醇 ( low density lipoprotein cholesterol,LDLC)、
HDLC 的含量;检测空腹血糖( fasting blood glucose,
FBG)、Hcy、血清肌酐 ( serum creatine, SCr)、尿酸

(uric acid,UA)等指标,采用硫酸葡聚糖-镁法测定
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血清 HDL2、HDL3。
1. 3　 快速蛋白液相色谱法分离血浆 HDL 颗粒

各组随机选取年龄和性别匹配的 6 名参与者,
清晨空腹,用含 EDTA 抗凝管采取静脉血离心

(4 ℃、3 000 r / min 离心 15 min),各提取血浆 0. 5 mL,
置于 1. 5 mL 离心管内,加入蛋白酶抑制剂 5 μL /
管,冻存于-80 ℃ 冰箱直至 FPLC 分离。 在 AKTA
advant 全自动智能蛋白纯化系统中串联 3 根 Superdex
200 increase 10 / 300 GL 层析柱;经 0. 22 μm 滤器过滤

后,取 500 μL 血清上样,以 0. 3 mL / min 流速进行分

离。 按课题组前期研究方案提取不同大小的 HDL
颗粒[12]。
1. 4　 大颗粒 HDL 内皮抗炎功能检测

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-
thelial cells,HUVEC)采用 10% 胎牛血清、1% 青-链
霉素双抗溶液、5% 内皮生长因子的 ECM 培养基于

37 ℃、含 5%CO2 的恒温细胞培养箱中培养。 当细

胞融合度为 80% 时,按照 1 ∶ 4 比例传代培养,每
2 ~ 3 天更换新鲜培养基,在原代细胞第 4 ~ 7 代之

间进行实验。 将对数生长期 HUVEC 接种于 24 孔

板,分别加入含有健康对照组、单纯高血压组、H 型

高血压组的 L-HDL 至最终质量浓度为 100 mg / L 的

培养液或不含 L-HDL 的培养液于细胞培养箱中培

养 1 h 预处理内皮细胞后,再加入最终质量浓度为

20 μg / L 的肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,
TNF-α),继续于细胞培养箱中培养 5 h 后,移除 24
孔板内细胞上清液,每孔加入 500 μL 的 4%多聚甲

醛固定 30 min,PBS 清洗甲醛,0. 3% Triton X-10 室

温渗透细胞 5 min,PBS 清洗 3 遍,每孔 1 mL 的 5%
牛血清白蛋白( bovine serum albumin,BSA)室温封

闭 1 h。 以 1 ∶ 500 稀释血管细胞黏附分子 1(vascular

cell adhesion molecules-1,VCAM-1)一抗,4 ℃摇床孵

育过夜。 次日用 1 ∶ 250 稀释的 Alexa594 荧光二抗

室温、避光染色 1 h,PBS 清洗,室温加入 DAPI 复染

色 5 min,PBS 清洗,使用倒置荧光镜(DMiB,Leica,
Wetzlar,德国)对细胞进行荧光成像。
1. 5　 统计学分析

本研究数据采用 IBM-SPSS 26. 0 及 Prism 8. 0
Graph Pad 对数据进行统计分析及绘图。 连续性数

据采用 x± s 表示,分类数据采用例和百分比表示。
连续性数据首先进行正态性检验,符合正态分布者

各组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用

SNK-q 检验,不符合正态分布者采用 Mann-Whitney
U 秩和检验;分类数据采用 χ2 检验。 以 P<0. 05 为

差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 一般资料的比较

健康对照组、单纯高血压组和 H 型高血压组在

年龄、性别、吸烟史方面无统计学差异(P>0. 05),H
型高血压组、单纯高血压组收缩压及舒张压均高于健

康对照组(P<0. 05),H 型高血压组血 Hcy 水平显著

高于单纯高血压组和健康对照组(P<0. 05;表 1)。
2. 2　 生物化学代谢指标的比较

健康对照组、单纯高血压组和 H 型高血压组血

尿酸、FBG、TC、LDLC 水平无统计学差异(P>0. 05)。
单纯高血压组和 H 型高血压组 SCr、TG 水平均高于

健康对照组(P<0. 05)。 与单纯高血压组和健康对照

组比较,H 型高血压组具有更高的 HDL3 水平,更低

的 HDL2 和 HDLC 水平(P<0. 001;表 1)。

表 1. 纳入人群临床特征与生物化学指标比较

Table 1. Comparison of clinical characteristics and plasma biochemical index of the study population

项目 健康对照组(n=133) 单纯高血压组(n=76) H 型高血压组(n=85) P
女性 / [例(% )] 68(51. 1) 38(50. 0) 41(48. 2) 0. 31
年龄 /岁 47. 8±7. 3 48. 8±8. 1 47. 6±8. 4 0. 56
吸烟 / [例(% )] 15(11. 3) 9(11. 8) 10(11. 8) 0. 62
收缩压 / mmHg 120. 1±11. 8 148. 5±8. 1a 149. 3±9. 4a <0. 001

舒张压 / mmHg 74. 7±9. 2 83. 7±9. 5a 79. 5±10. 3ab <0. 001

SCr / (μmol / L) 100. 7±14. 1 105. 3±14. 9a 105. 7±15. 8a 0. 021
UA / (mmol / L) 355. 9±84. 7 371. 6±92. 9 371. 3±79. 1 0. 299
FBG / (mmol / L) 4. 5±0. 74 4. 8±1. 4 4. 5±0. 63 0. 092
Hcy / (μmol / L) 11. 8±1. 6 12. 06±1. 6 17. 3±2. 4ab <0. 001
TC / (mmol / L) 4. 8±0. 9 5. 01±1. 0 5. 04±0. 8 0. 214
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续表

项目 健康对照组(n=133) 单纯高血压组(n=76) H 型高血压组(n=85) P
TG / (mmol / L) 1. 6±0. 8 1. 8±1. 1 1. 9±0. 67a 0. 028
LDLC / (mmol / L) 3. 0±0. 68 3. 1±0. 81 3. 01±0. 75 0. 706
HDLC / (mmol / L) 1. 68±0. 168 1. 60±0. 13a 1. 51±0. 15ab <0. 001

HDL2 / (mmol / L) 0. 65±0. 14 0. 55±0. 12a 0. 43±0. 13ab <0. 001

HDL3 / (mmol / L) 1. 03±0. 09 1. 05±0. 10 1. 07±0. 08a 0. 002

　 　 注:a 为 P<0. 05,与健康对照组相比;b 为 P<0. 05,与单纯高血压组相比。

2. 3　 Hcy 与 HDLC、HDL2、HDL3 的相关性分析

相关性分析显示,血 Hcy 水平与血 HDLC、HDL2
呈显著负相关( r = -0. 532,P<0. 01;r = -0. 626,P <

0. 01;图 1),但是血 Hcy 与 HDL3 无显著相关关系

( r=0. 10,P = 0. 083;图 1),说明 Hcy 与 HDLC 的相

关性主要源于 Hcy 与 HDL2 的相关性。

图 1. Hcy 与 HDLC 及 HDL2、HDL3 的相关性

Figure 1. Correlation between plasma Hcy level and HDLC, HDL2, HDL3

2. 4　 FPLC 分离 HDL 及大颗粒 HDL 提取

经 FPLC 分离血浆得到共 60 个组分(组分 39 ~
98),根据既往文献和课题组前期研究[12],我们鉴定

组分 60 ~ 77 为 HDL 颗粒。 将 HDL 区域进行三等

均分,其中亚组分 60 ~ 65 为大颗粒 HDL ( large
HDL,L-HDL), 亚 组 分 66 ~ 71 为 中 颗 粒 HDL
(medium HDL,M-HDL),亚组分 72 ~ 77 为小颗粒

HDL(small HDL,S-HDL)(图 2)。 我们提取 L-HDL
进行后续的功能学实验。
2. 5　 大颗粒 HDL 对内皮抗炎功能的比较

为进一步明确 L-HDL 功能,我们通过细胞免疫

荧光法检测 L-HDL 对 TNF-α 诱导 HUVEC 表达

VCAM-1 的改善情况来反映 L-HDL 的内皮抗炎功

能。 结果发现,与单纯 TNF-α 组相比,健康对照组

和单纯高血压组患者的 L-HDL 均可下调 TNF-α 诱

导的 HUVEC 表达 VCAM-1(P<0. 05),但 H 型高血

压患者的 L-HDL 对 TNF-α 诱导的 HUVEC 表达

VCAM-1 无改善作用,说明 H 型高血压患者的 L-
HDL 对内皮细胞抗炎功能的影响受损。 而且,与单

纯高血压组相比,H 型高血压组 L-HDL 对 TNF-α 诱

导的 HUVEC 表达 VCAM-1 水平的下调效应进一步

减弱,差异具有统计学意义(P<0. 05),说明 H 型高

血压患者的 L-HDL 比单纯高血压组对内皮细胞抗

炎能力进一步减弱(图 3)。

图 2. FPLC 分离大颗粒 HDL
用 3 个 Superdex 200 柱串联进行脂蛋白分离。 LDL 主要在

47 ~ 58 组分,HDL 主要在 60 ~ 77 组分,ALB 主要在 78 ~ 90 组分。
将 HDL 颗粒均分为大颗粒 HDL(L-HDL,60 ~ 65 组分)、

中颗粒 HDL(M-HDL,66 ~ 71 组分)和
小颗粒 HDL(S-HDL,72 ~ 77 组分)。

Figure 2. Isolation of large HDL particle by FPLC
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图 3. L-HDL 的内皮细胞抗炎功能

Figure 3. Anti-inflammatory capacity of L-HDL on HUVEC

3　 讨　 论

HDLC 作为小而密度高的胆固醇,主要由载脂

蛋白、磷脂、游离胆固醇、胆固醇酯和甘油三酯组

成,可分成颗粒大小、组成及功能极不均一的多个

亚类,主要由 HDL2 和 HDL3 两个亚类组成,随着

HDL3 体积增大逐渐成熟成为大颗粒 HDL2,其中包

含有更多的载脂蛋白 AⅠ(apolipoprotein AⅠ,ApoAⅠ)和
磷脂成分,在发挥功能上具有重要的作用。 研究显

示血浆不同的 HDL 颗粒亚组分较总的 HDLC 水平

对心血管风险具有更强的预测价值。 一项前瞻性

研究指出随访期间冠心病患者的 HDL2 与冠心病风

险关系更为密切,而在消除 HDL2 的影响之后,
HDL3 则失去了与冠心病的相关性[13]。 孟德尔遗

传分析亦发现,HDL 颗粒大小和直径与冠心病和缺

血性脑卒中的发病风险具有显著相关性[6]。 目前

观点认为,对于异质性极大的 HDL 颗粒,不同颗粒

大小的亚组分分析较总 HDLC 水平对心脑血管发病

风险研究有更大的价值。
本研究发现 H 型高血压患者的 HDL 亚组分分

布存在异常,且以大颗粒 HDL2 改变为主。 人群横

断面研究[14] 显示,HDL 亚组分的分布与高血压状

态密切相关,高血压可能潜在地影响 HDL 亚组分的

功能。 动物实验研究则发现,Hcy 可通过下调 HDL
主要成分———ApoAⅠ、卵磷脂胆固醇酰基转移酶

(lecithin cholesterol acyl transferase,LCAT)等[15] 的

表达水平以及抑制磷脂酰胆碱(phosphatidylcholine,
PC)转化成磷脂酰乙醇胺(phosphatidylethanolamine,
PE)导致 HDL 成熟障碍,从而影响 HDL 颗粒的分

布[16]。 本研究结果与既往研究一致,提示 HHcy 有

可能通过影响大颗粒 HDL2 的形成进一步增加高血

压风险,从而参与到 H 型高血压的发生发展。
本研究进一步发现 HHcy 状态下大颗粒 HDL

的内皮细胞抗炎功能受损。 HDL 是由多种成分组

成的高度异质复合物,主要包括载脂蛋白、补体因

子、酶类和磷脂、非酰化胆固醇等在内的数百种蛋

白和脂质,这些组分均承担了特定的生理功能,在
HDL 的功能发挥中起到关键作用。 而在疾病状态

下,HDL 颗粒的蛋白及脂质组成结构发生改变,导
致 HDL 功能“失功能化”或“趋炎化”,从而心血管

保护作用下降甚至丧失[17]。 ApoAⅠ是 HDL 最重要

的结构及功能蛋白,既往研究显示,无论是先天性

HHcy 的 CBS- / -小鼠[18]还是高蛋氨酸饮食喂养构建

的 HHcy 动物模型[19],肝脏合成 ApoAⅠ水平均显著

下降;人群流行病学研究[20] 亦显示,血浆 Hcy 水平

与 ApoAⅠ水平呈显著负相关,提示 HHcy 状态下大

颗粒 HDL 功能受损可能与 ApoAⅠ表达下调有关。
载脂蛋白 CⅢ(apolipoprotein CⅢ,ApoCⅢ)是一类

存在于脂蛋白表面的促炎蛋白,正常情况下约 6%
~7%的 HDL 颗粒含有 ApoCⅢ,而疾病状态下这种

含有 ApoCⅢ的 HDL 颗粒增多,被证明与颈动脉内

膜中膜厚度呈显著正相关,而颈动脉内膜中膜厚度
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与 HDL 功能呈负相关[21],故 HHcy 可能通过影响大

颗粒 HDL 中 ApoCⅢ的水平导致功能下降。 对氧磷

酶(paraoxonase,PON)是维持 HDL 抗氧化及内皮保

护功能的关键蛋白组分,既往研究表明高水平丙二

醛可使 HDL 颗粒中 PON-1 表达及活性下降,从而

导致 HDL 功能受损[22],HHcy 患者体内存在较高水

平丙二醛,故高 Hcy 有可能通过影响大颗粒 HDL 中

PON-1 水平及活性而介导功能变化。 另外值得一提

的是,PON-1 本身具有将 Hcy 降解为半胱氨酸从而

起到缓解 Hcy 细胞毒性作用,升高的血浆 Hcy 水平

可能通过 PON-1 活性受损更进一步加剧 HHcy 所导

致的疾病损伤。
除了结构组成发生改变外,疾病状态下 HDL 颗

粒的主要结构成分也可能发生病理性修饰而导致

其“失功能化” [17,23-24]。 研究显示,炎性状态下过度

产生的髓过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO)可使

HDL 的主要功能蛋白 ApoAⅠ发生氧化性修饰,导致

HDL 颗粒的胆固醇流出功能下降[25],血浆 Hcy 与

HDL 的蛋白成分中赖氨酸残基可发生反应形成 N-
同型半胱氨酰化修饰,导致 HDL 构象改变而影响

HDL 功能;而且,Miyazaki 教授等[26] 通过体外实验

发现,经 N-同型半胱氨酰化修饰的 HDL 较对照

HDL 更有可能发生氧化修饰,进一步加剧 HDL 功

能受损[27]。 因此,HHcy 患者的高 Hcy 水平可能直

接引起结构蛋白的 N-同型半胱氨酰化修饰,也可能

通过刺激机体高炎性状态引起 HDL 结构蛋白的氧

化修饰改变,从而导致 HDL 颗粒功能下降,继而参

与到疾病的发生发展中。 然而,目前尚缺乏 HHcy
状态下不同颗粒大小的 HDL 功能改变及其具体改

变机制的研究,有待未来进一步的研究证实。
综上所述,血浆 Hcy 水平与血浆大颗粒 HDL 水

平呈负相关,相比于单纯高血压患者,H 型高血压患

者的大颗粒 HDL 对内皮细胞抗炎功能的影响受损,
这可能是 H 型高血压患者心脑血管疾病高风险的

机制之一。 我们的研究结果提示,大颗粒 HDL 功能

的改善可能是 H 型高血压患者防治心脑血管疾病

的潜在干预靶点。
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