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低密度脂蛋白介导的红细胞过氧化一抗过氧化和

n- 3 型-n- 6 型多不饱和脂肪酸的平衡失调与衰老

应 ;再亚陈松鹤 李旭日 利、丽 云舒素珍

(上海医科大学附属 1j=1 山 医院内科〉

长期'支自由基过氧化损伤是细胞老化 、 机

体衰老的重要原因之一[ 1 ]。脂质过氧 化物

(LPO )可由多不饱和脂肪酸 (PUFA ) 及其醋经

自由基连锁反应氧化而成，而低密 度脂蛋白

(LDL )与过氧化关系密切 [2 ]。本文通过观察不

同年龄人红细胞中脂质过氧化物丙二 醒

(MDA ) ， 超氧歧化悔恨OD) 、 PUFA 和功能状

态的变化， 以及 LDL， n-3 型 PUFA 的影响 ，

探讨体内过氧化一抗过氧化 ， n~3 和 n-6 型多

不饱和脂肪酸两个体系的平衡失调与人体衰老

的关系。

村料和方法

低密度脂蛋白的分离 用密j主梯!豆超速离心法 [ 3 1

在 Hitachi 709-72 型超iii 尚心机上分离。用自U法洲足二

LDL 的月旦回百7Jil( LDL-Ch ) 。

洗涤红细胞和红细胞膜的制备 健康志愿者 25

名 ， 包括青中 iF j!;月 ( 21-44 岁) 6 名 ， 老年前期 (45-

5 9 岁) 7 名 ， 老年期 (60→83 岁 ) 1 2 名。抽血前两周未

用任何药物，抽血前两天无高脂饮食， 未进多i董海鱼

和藻类。空腹静脉抽血， ACD抗J疑，离心获压积红细

胞 ， 用生理盐水洗涤并自己制成洗涤红细胞悬液。 加入

冰冷蒸馆水，肉心、洗涤，得红细胞膜。

洗涤红细胞的处理 (1)对照组的红细胞在 20 0C

孵育 12 0 min; (2 ) LDL I. ll (I'J h ~'III !l包 (1: 20 0C 孵育

60 min Jt=Ì , )JW入终 í'l{ 山 l mg/ml 的 LDL-Ch 再gj!至肖

60 minJ (3) 二十以五烯酸 (EPA ) 组 l(1'J ~T.细胞 )JII入终

浓度 。 . 2 mg/ml 的 EPA ( Sigma) ， 20 0C孵 fj 120 min J 

(4) EPA+ LDL 组的红细胞先与上述坏;也 EPA 孵育

60 min , :，再茸加入上述t浓t农t应皮:' LDL 卵孵?离 6创o mi川n

鱼脂酸丸的成份 鱼1脂旨酸丸出上;海每东;海每圳;川削!J川i址t 药广捉

供 ， 内含二十碳五烯酸 10 % ， 二十二碳六烯自主 (DHA )

33%0 7 名健康老年志愿者服鱼1m 阪丸 ， 每日 6g 共

4 周 。

红细胞丙二醒含量测定 MDA .'cj /j{，t f~ 巴比妥般反

应， 产物被正丁醉提取。用荧光法[叫王L Hilachi 650-50 

荧光分光j立计上测定荧光强山，激发议长 5 15 nm ， 发

射波段 553 nm o 1 ， 1 ， 3 ， 3-四 EP 基丙烧 (Sigma) 为标准

品 ， 制作标准曲线。

红细胞超氧歧化酶活性测定 用极 i普氧!让极 j怯 [5 1

在 SP-3 型微量液相极谱测氧仪上测定。邻苯三盼在

碱性条件下自氧化产生超氧自由基， SOD 使后者歧化

成分子氧 ， 用极谱氧电极检测 SOD J坟化的 j丘氧主i;变

化 ， 则可算出酶的活性。 →个 SOD 活性单位 (u )表示 z

300C , pH 9. 0 条件下， 每分钟产生 1 微升氧的 SOD

量。

红细胞膜脂肪酸成分测定 用气 tn色谱法在岛津

GC-9A 型气相色谱仪上测定 n-3 型的 EPA、 DHA和

n-6 型的 AA。 条件为 z 柱 2 m x 3 mm , 10%u nisole-

3000(信和化工株式会社) J 温度 22 "C J 检出器 FID。

红细胞变形能力测定 用核孔筛法[6 1在上海医科

大学 DXC-300 型红细胞变形能力测定仪_I初I!I)定。吉7i果

以 iJ;Ii;，过指数 ( IF)显示。 IF 大川红细胞变j~白色)J小。
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红细胞膜流动性测定 用荧光偏振?去川在Hitach i

6 50-6 0 型荧光分光光度计 I二测定膜流动性。结呆用荧

光偏振度 (P )表示 ， P 大则膜流动性小。

本文中间组牛羊As:差异的统计学比较采用 t 检验。

结 果

不同年龄 3 组健康志愿者洗涤红细胞分别

与纯 化 LDL ， EPA 孵育 前 后 MDA 、 SOD、

FUPA、町、 P 的测定数值列 于表 1 0 ( 1 ) 与

年龄的关系 MDA、 AA、町、 P 随年龄增高 ，

在中青年期呈一定正相关 (r= 0.76- 0 . 79,P< 

0. 05) ， 在老年前期和老年期呈显著正相 关 ( r

= 0.84-0 . 9 1 , P<O .Ol ); SOD、 EPA 、 DHA

随年龄降低， 同样在老年前期 ， 老年期显著负

相关( r= 0 . 8 5-0 . 90 ， P< O . O l) ， 而中青年期

负 相关 较差。 ( r= O . 67一0 . 71 ， 0 . 05< P < 

0. 1 ) ; ( 2 ) LDL 的影晌 在中青年 期 LDL 使

MDA 、 AA 、 IF、 P 增高和 SOD、 EPA 、 DHA

降低，但无显著性差异， 在老年前期 ， 老年期

上述变化 明 显; (3) EPA 的影晌 在老年前

期和老年期 EPA 孵育后 SOD、 EPA 、 DHA 显

著增高 ， MDA、町、 P 显著降低， AA 改变不

明显， 红细胞 EPA、 DHA 与 SOD 增高正相关

( r= 0 .72- 0 . 79 , P< 0 . 05) 。 在 中青年期各项

数据改变 不 明显; ( 4 ) 此外在老年前期，老

年期 LDL 对 EPA 孵育红细胞的作用明显弱于

对未用 EPA 孵育的红细胞。

表 2 显示z 服用鱼脂酸丸后 SOD、 EPA、

表 1 LDL、 EPA 对不同华龄志愿者红细胞两个平衡和功能状态的影晌

过氧化-tfî Jl氧化 n-3 型-n-6 型多不饱和脂肪股 功能状态
:5} 飞、 组

MDA 80 D 
(nM/ gHb ) (u/ gHb) AA (% ) EPA ( % ) DHA (%) I F P 

J:j-l 5(>] 照 2 . 4 土 0 . 3 770 土 1 21 !l. 8 土 0 . 7 1. 0 土 0 . 2 1. 2 土 0 . 2 0 . 2 2 土 0 . 03 0 . 23 士 0 . 02

'由 LDL 2 . 6 土 0 . 3 737 土 14 0 5 . 2 土 0 . 8 0 . 9 土 0 . 2 1. 0 土 0 . 1 0 . 24 土 0 . 01 0 . 25 土 0 . 0 ，1

年 EPA 2 . 2 士。 .3 79 9 士 149 4 . 2 士 。 .7 1. 3 :t 0. 3* 1. 3 土 0 . 2 0 . 2 0 士 0 . 03 0 . 2 2 士 0 . 03

期 EPA + LDL 2 . 3 土 0.5 7 8 6 土 1 3 6 4 . 7 土 0 . 6 0 . 9 土 0 . 2 1. 1 土 0 . 2 0.23 士 0.03 0 . 2 4 土 0 .05

老刘!引 3 . 8 土 0 . 4 6 11 土 1 14 5 . 9 土 0 . 6 0 . 8 士 0 . 1 0 . 9 士 0 . 1 0 . 3 5 土 0 . 05 0 . 2 9 士 0 . 03

4仨 LDL L6 土 0 . 6 * 527 士 1 71 * 7 . 0 士 0 . 5 攀 0 . 6 土 0 . 1 华 0 . 7 土 0 . 1 * 0 . 42 土 0 . 15 掌 0 . 34 土 0 . 04*

的 EPA 3 . 1 土 0 . 6* 6 89 土 20 1* 5 . 5 土 0 . 5 1. 2 土 0 . 2* 1 . 2 土 0 . 2* 0 . 2 9 土 0 . 01 擎 0 . 2 5 土 0 . 07 *

JtJJ EPA + LDL 3 . 5 土 0 . 8 6 6 10 士 142 6 6 . 0 土 0 . 6 0 . 1 土 0 . 2 6 0 . 9 土 0 . 1 6 0 . 34 土 0 . 11 6 0 . 30 土 0 . 06 6

老对照 4 .9 土 0.9 519 :t 144 6 . 7 士 0 . 9 0 .7士 0 . 1 0 . 7 :t 0 . l 0. 43 土 0 . 1 2 0 . 33 土 0 . 04

年 LDL 6 . 1 土 1. 7 ' 5 0 1 土 1 07* 7 . 9 土1. 0' 0 . 4 土 0 .1 ** 0 . 5 土 0 . 1* 0 . 5 9 :t 0 . 17 嘛 。 . 38 土 0 . 04*

j钥 EPA 3 . 9 士 0 . 8 擎 638士 11 8 * 6 . 3 士1. 1 1. 2 土 0 . 2 * * 1. 1 :t 0 . 1 忡。 . 37 :t 0 . 11* 0.28 土 0.03 *

EPA + LDL 4 . 4 土 1. 2 6 5 8 9 土 1 01 6 6.8 土 0 . 9 6 0 . 9 土 0. 1 66 0 . 7 土 0 . 2 6 0.18 士 0 . 19 6 0 . 3 1 :t 0 . 03 6

与对照组比较: ' P <0 . 05 拳拳P< O . O l

与 LDL 组比较: 6P <0 . 05 66P < O. Ol 

表 2 服鱼 H旨酸丸前后 LDL 对老年志愿者红细胞两个平衡和功能状态的影响

/、、

7 J 组

服鱼脂 对照
酸丸前 LD L 

服鱼脂对 H\~
自食丸盯 LDL 

过氧化-抗过氧化 n-3 型-n-6 型多不饱和脂肪酸 功能状态

MD A SOD 
( nM / gHb ) (u/ gH b ) A A ( %) P EPA (%) D HA (% ) I F 

5 . 0 士 0 .8 561 土 1 3 3 6 .5 士 1. 1 0 .6 士 0.1 0 .8 土 0 . 1 0 .4 2 士 0 . 13 0 . 3 1 土 0 .04

6 . 3 土 1. 8* '197 土 110 来 7 . 8 土 1. 0 警 0 . 3 士 0 . 1** 0 . 5 土 0 . 1* 0 . 60 士 0 . 20 来 。 . 4 9 土 0 . 0 5 . .

3 . 6 土 0 . 7 6 636 土 126 6 5 . 2 土 O . 7 ð 0 .9 士 0 . 2 6 1. 0 士 0 . 2 6 0 . 31 :t 0. 08 6 0 . 2 0 土 0 . 02 6

， 1 . 2 士 1. 1 八 59 0 土 151^ 5 . 5 土 0 . 6 11 0 . 8 土 0.2八 八 0 .8 士 O . 2^ 0 . 3 ，1 土 O . OS Ll ^ 0 . 2 8 士 0 . 0 3 ' Ó L\ 

与服豆豆1旨段儿的斗、目应组比较 : ðp < O. 05 óôP < O.O l 
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DHA 增 高明 显， MDA、 AA 、 IF 、 P 下降显

著， 且 EPA 、 DHA 的增高与 SOD 正相关 ( r = 
0.73- 1) . 汀 ， P <O . ') 5 ) , LDL 则使服鱼脂酸
丸前红细胞的 MDA 、 AA、町、 P 增高， SOD、

EPA、 DHA 降低， 而对服鱼脂酸丸后红细胞

的上述改变明显减弱。

讨 论

自由基是一类具强氧化活性的原子、 原子

团或分子。自由基随年龄而增 ， 而能清除自由

基的超氧歧化酶等抗过氧化活性却随年龄而

减， 从而导致细胞老化，机体衰老[1 ， 2 ， 8 ， 9 ]。自

由基学说已成为 目前公认的衰老机理之一。脂

质是研究衰老和老年病另一个热点。已经证实

血浆巾的脂蛋白 以及不少细胞(如血 管 内皮细

胞、心肌细胞 、 单核细胞 、 平滑肌细胞)膜上的

多不饱和脂肪酸易受 自 由基过氧化攻击并产生

丙二腔等脂民过氧化物，使细胞的功能发士ii改

变 [1 ， 2 ， 8 J o n- 6 ~坦 ( AA 等 j和 n-J 型 (EPA 、 DHA

等)是体内两个不同类型的多不饱和脂肪酸。最

近有学者指出体内二型 PUFA 平衡的重要

性(10 1 。 我们的工作也提示红细胞 、 血小板的功

能变化与二型 PUFA 的平衡有关( 另文总 结 )。

本文叶1 j曾龄 、 LDL 两个因京对红细胞过氧

化一抗过氧化 ， n-1 型- n_:Ò 型 PUFA 和功能状

态的影响基本一纹。 当老年前期 、 老年月1两个

因素叠加时， 以过氧化、 n-6 型 PUFA 亢进 、

抗过氧化、 n_:3 型 PUFA 低下， 为表现的平衡

失调发生、 红细胞变形能力 、 流动性受损。 从

LDL介导的两个平衡失调的角度认识红细胞老

化， 对于进一步提示人休衰老机l里有不可忽视

的意义。

PUFA 是人体必需脂肪酸。 主食中含足量

n-6 主'J. PUFA ， 远超出休内需要。但主要存于

海洋生物的 n_; \3 型 PUFA ， 体 内易缺乏。尽管

志愿者均生活在有海鱼供应的上海， 但他们中

老年前期、 老年期红细 胞 的 n-3 型 PUPA 明

显减少， 当体外、 体内用 EPA 、 DHA 调 整这

一平衡失调时，过氧化一抗过氧化平衡也获改

善， 红细胞 EPA 的增高与 SOD J曾高显 著相关

同时 ， LDL 不仅对 PUFA 平衡 ， 而且对过氧

化一抗过氧化平衡的影响也明显削划。这些结

果提示两个平衡之间的内在联系以及富含 11-3

型多不饱和脂肪·酸作为抗衰老药物的应用可
A匕
目巳 。

摘要

纯化的生理浓度低密度脂蛋白引起老年前

期 ， 老年期志愿者洗涤红细胞中丙二腔 ， 二十

碳四烯酸含量增高， 超氧歧化酶活性 、 二十碳

五烯酸和二十二碳六烯酸含量以及变形能力 、

膜流动性降低。 当服用含二十二ι献五烯酸 ， 二

十二碳六烯酸的鱼脂酸丸后或在体外用二十碳

五烯酸孵育后 ，红细胞中上述的变化明显减小。

探讨低密度脂蛋白介导的过氧化一抗过氧化和

n-3 型-n-6 型多不饱和脂肪酸的平衡失调 ，有

益于深入认识红细胞老化和人体衰老的机理。
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