
·综　　述·

１，３βＤ葡聚糖定量测定在真菌感染诊断中的研究进展
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　　１，３βＤ葡聚糖广泛存在于各类真菌细胞壁中，是细胞壁

的重要组成部分之一。研究表明，除少数真菌外，所有真菌细

胞壁上都含有１，３βＤ葡聚糖，以酵母样真菌含量最高。当真

菌进入人体血液或深部组织，经吞噬细胞吞噬、消化后，１，３β

Ｄ葡聚糖可从胞壁中释放出来，其在血液及其他体液（如尿、脑

脊液、腹水、胸腔积液等）中的含量增加。因此，１，３βＤ葡聚

糖已成为检测真菌感染的一个有意义的指标。国内、外早在

２０世纪８０年代就开始对１，３βＤ葡聚糖的定量检测方法进行

研究，近年来更取得了较快的进展。本文就目前已有的１，３β

Ｄ葡聚糖定量检测方法进行综述。

１　以Ｇ试验为原理的检测方法及相关试剂盒

１９８１年日本学者Ｋａｋｉｎｕｍａ等
［１］偶然发现，真菌细胞壁成

分１，３βＤ葡聚糖能激活鲎变形细胞溶解物中的Ｇ因子，从而

旁路活化检测革兰阴性菌内毒素的鲎试剂，发生凝集反应，因

激活Ｇ因子，故称为Ｇ试验。鲎变形细胞溶解物中除含有 Ｇ

因子外，还含有Ｂ因子、Ｃ因子、凝固酶原等成分。内毒素能依

次激活Ｃ因子、Ｂ因子，而葡聚糖只活化Ｇ因子。激活的Ｂ因

子和Ｇ因子均可活化凝固酶原，生成凝固酶。若在鲎试剂中

加入显色底物，凝固酶即可水解该底物，使其释放出显色基团

并对硝基苯胺产生显色反应，用分光光度计测４０５ｎｍ处的吸

光度。若加入重氮偶联物，可增加显色反应灵敏度，在５４５ｎｍ

处测吸光度。吸光度值与１，３βＤ葡聚糖或内毒素的含量成

正比。Ｇ试验较灵敏，检测限可至１．０ｐｇ／ｍＬ。

基于Ｇ试验原理，目前国内、外已有数家研发机构开发出

了多种１，３βＤ葡聚糖检测试剂盒，主要分为比浊法和显色

法。研发机构包括日本ＳｅｉｋａｇａｋｕＫｏｇｙｏ公司、和光纯药（Ｗａ

ｋｏ）公司、Ｍａｒｕｈａ公司以及美国ＡＣＣ公司，中国有北京金山川

科技发展有限公司、厦门市鲎试剂实验厂有限公司、湛江安度

斯生物有限公司等。

比浊法利用Ｇ试验反应过程中吸光度或透光率的变化来

测定１，３βＤ葡聚糖含量，比浊法可分为动态比浊法和终点比

浊法。动态比浊法是检测反应混合物的浊度达到预设吸光度

或透光率时所需反应时间的方法，反应时间（Ｔｇ）定义为透光

率达到阈值所需的时间。１，３βＤ葡聚糖浓度越高，反应时间

越短，ｌｏｇ１，３βＤ葡聚糖与ｌｏｇ（Ｔｇ）成反比，通过绘制标准曲

线，得到待检标本的１，３βＤ葡聚糖浓度。终点比浊法是根据

反应终点时反应混合物的浊度与样本中１，３βＤ葡聚糖含量

成正比的关系测定１，３βＤ葡聚糖浓度的方法。代表试剂盒

有日本 Ｗａｋｏ公司的β葡聚糖 Ｗａｋｏ试剂盒和国内湛江安度

斯生物有限公司、北京金山川科技发展有限公司以及厦门市鲎

试剂实验厂有限公司的真菌１，３βＤ葡聚糖检测试剂盒。

显色法与比浊法相似，只是在试剂中增加了显色底物，通

过反应过程中产生的凝固酶使显色底物释放显色基团，根据显

色基团的多少来测定１，３βＤ葡聚糖含量的方法。显色法分

为动态显色法和终点显色法。动态显色法中，反应释放的硝基

苯胺色度达到预设吸光度所需时间的对数值与１，３βＤ葡聚

糖浓度的对数值成反比关系，通过标准曲线可计算待测样本中

的１，３βＤ葡聚糖的含量。终点显色法是当显色反应达到了

预设的反应时间后，用终止液终止反应后测吸光度，吸光度与

１，３βＤ葡聚糖浓度成正比，通过标准曲线，计算待测样本中

的１，３βＤ葡聚糖含量。代表试剂盒有日本ＳｅｉｋａｇａｋｕＫｏｇｙｏ

公司的ＦｕｎｇｉｔｅｃＧ试剂盒和美国 ＡＣＣ公司的Ｆｕｎｇｉｔｅｌｌ（Ｇｌｕ

ｃａｔｅｌｌ）试剂盒。

由于各试剂盒采用的１，３βＤ葡聚糖标准、血液预处理方

法以及鲎种类不同，测定的１，３βＤ葡聚糖浓度值存在一定的

差异。这些不一致的１，３βＤ葡聚糖浓度值可能会影响对真

菌感染的诊断。因此，各试剂盒必须建立各自的１，３βＤ葡聚

糖的参考值范围以及样本阴性、阳性判定标准。

Ｇ试验系统亦存在一些薄弱环节。人体血液中具有与凝

血级联相似的丝氨酸蛋白酶和蛋白酶抑制剂，这些因素可干扰

级联反应，因此需要进行预先灭活处理。并且，由于内毒素亦

能激活级联反应，所以需要抑制样本中的内毒素。另一方面，

Ｇ因子也会与１，３／１，４β葡聚糖有交叉反应，并且反应易受葡

聚糖的相对分子质量、分支度，特别是多糖三维结构的影响。

研究发现平均相对分子质量为６８００～２１６０００的１，３βＤ葡

聚糖，随着其相对分子质量的增加和分支度的减少，激活Ｇ因

子的能力越强；相对分子质量为６７５０～２７５００的裂褶菌多糖

对Ｇ因子的级联反应有抑制作用。研究发现单股螺旋的１，３

βＤ葡聚糖在Ｇ因子反应中起着决定性的作用。

２　以桑蚕幼虫自我保护机制为原理的检测方法及相关试剂盒

近年来，日本 Ｗａｋｏ公司又研发了另一种检测１，３βＤ葡

聚糖的试剂盒即桑蚕幼虫血浆（ＳＬＰ）试剂盒。桑蚕幼虫血浆

有一种自我保护机制，被称为酚氧化酶级联系统。当受真菌入

侵时，这个级联反应系统参与黑色素的形成并使自身免受袭

击。这个系统由细菌中的肽聚糖或真菌中的１，３βＤ葡聚糖

引发，并激活酚氧化酶原，将溶液中的３，４二羟基苯丙氨酸氧

化，最终在反应混合物中形成黑色素。ＳＬＰ试剂盒的检测范围

为６．２５～１００．００ｐｇ／ｍＬ，该试剂盒可以通过用肉眼观察或酶
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标仪（６５０ｎｍ）定量检测黑色素来计算样品中真菌１，３βＤ葡

聚糖含量。ＳＬＰ法摒弃了传统的从鲎变形细胞溶解物去除Ｂ

因子和Ｃ因子的方法，利用与葡聚糖或肽聚糖反应生成黑色

素的原理来定量或者定性地检测１，３βＤ葡聚糖、肽聚糖，进

一步判断真菌或者细菌污染，通过不同参考物的设立定量检测

不同菌种的含量。需要注意的是，细菌表面肽聚糖也能够通过

肽聚糖反应蛋白引发酚氧化酶级联反应，最终形成黑色素，造

成对实验的干扰。因此，需要通过其他实验室手段排除细菌污

染的可能后再进行检测。目前，利用ＳＬＰ试剂盒检测的样品

种类主要有支气管肺泡灌洗液、稀释痰液、脑脊液、透析液、胸

腹水等［２５］。与以Ｇ实验为原理的试剂盒相比，其优点主要在

于可以快速检测血浆成分以外的其他体液。

３　以其他蛋白特异识别为基础的检测方法

３．１　以重组Ｇ因子蛋白为基础的检测方法　Ｙｏｎｅｄａ等
［６］利

用重组鲎Ｇ因子α亚基的片段可特异性与１，３βＤ葡聚糖结

合的原 理，研 制 出 一 种 双 抗 体 夹 心 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

（ＥＬＩＳＡ）。重组鲎Ｇ因子α亚基片段中含１个ＱＱＷＳ基序，２

个β葡聚糖结合域和１个额外的Ｎ末端半胱氨酸残基。该片

段作为夹心ＥＬＩＳＡ反应中的固定捕获分子和过氧化物酶标记

分子，检测样本中的１，３βＤ葡聚糖。以香菇多糖为标准品，

建立并通过标准曲线计算１，３βＤ葡聚糖浓度。该方法检测

限约为１ｎｇ／ｍＬ，与Ｇ试验方法相关性良好。这种检测方法

不利用蛋白水解酶的级联反应，因此，不需要对样品进行预处

理灭活蛋白酶和蛋白酶抑制剂，测定时间更短，更适合于使用

自动分析仪进行高通量分析。

３．２　以β葡聚糖受体Ｄｅｃｔｉｎ１为基础的检测方法　Ｇｒａｈａｍ

等［７］建立了一种利用Ｄｅｃｔｉｎ１检测β葡聚糖的ＥＬＩＳＡ方法。

Ｄｅｃｔｉｎ１为Ⅱ型跨膜糖蛋白，相对分子质量为４３０００，含有１

个单一的细胞外Ｃ型碳水化合物识别区域和１个胞质内以酪

氨酸为基础的免疫受体样活化基序。Ｄｅｃｔｉｎ１是哺乳动物主

要的β葡聚糖受体，在细胞识别中 Ｎ连接的葡萄糖残基起着

关键性的作用，可特异的识别１，３／１，６β葡聚糖
［８］，进行β葡

聚糖的定量检测。这种方法的灵敏度虽不及Ｇ试验的ｐｇ级

别，但特异性较强。

３．３　以抗β葡聚糖抗体为基础的检测方法　Ｓａｎｄｅｒ等
［９］以

氧化昆布多糖（一种１，３βＤ葡聚糖）免疫小鼠，得到１，３βＤ

葡聚糖特异性抗体，在此基础上，建立了一种双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法。以ＣＭｃｕｒｄｌａｎ（羧甲基可得胶，一种羧甲基化的

１，３βＤ葡聚糖）为标准品，在０．３６～１５．００ｎｇ／ｍＬ的浓度范

围内，剂量反应曲线的相关系数良好，与 Ｇｌｕｃａｔｅｌｌ?试剂盒的

相关性较好。该检测方法的检测限虽不及常规 Ｇ试验方法，

但是费用较低，主要检测对象是来自空气中的尘埃样本，所以

适用于研究暴露于这一类生物活性分子对健康的影响。

３．４　以新发现的鲎β葡聚糖结合蛋白为基础的检测方法　

Ｔａｍｕｒａ等
［１０］从日本鲎血液变形细胞溶解物中纯化了一种新

的鲎蛋白，可特异性结合１，３βＤ葡聚糖，据此开发了一种高

度敏感的特异性检测１，３βＤ葡聚糖的酶免方法。此方法在

０．１～１０００．０ｎｇ／ｍＬ的浓度范围内，可定量测定直链或支链

结构葡聚糖，而不与其他类型葡聚糖（如甘露聚糖、脂多糖、及

肽聚糖等）反应，因此，可用于人和动物血浆真菌感染的检测。

高浓度血浆葡聚糖与真菌感染的严重程度密切相关。

３．５　以半乳糖神经酞胺为基础的检测方法　Ｍｉｌｔｏｎ等
［１１］基

于半乳糖神经酞胺可高亲和性地与１，３βＤ葡聚糖结合的原

理，建立了检测１，３βＤ葡聚糖的ＥＬＩＳＡ法。以半乳糖神经

酞胺为包被物，以鼠抗１，３βＤ葡聚糖为单克隆抗体、生物素

化抗鼠ＩｇＧ和辣根过氧化物酶标记亲和素为检测系统建立

ＥＬＩＳＡ法。结果表明该方法在葡聚糖浓度低于８０ｎｇ／ｍＬ时

线性良好，与显色试验有良好的相关性。国内闻平等［１２］用该

法检测各种生物体液中１，３βＤ葡聚糖的含量时发现，葡聚糖

的含量低于０．８ｎｇ／ｍＬ时线性良好，具有良好的重复性和满

意的回收率，相对鲎Ｇ试验法受干扰物质的影响更小，并同样

具有较高的精密度和准确度。

４　小　　结

近十几年来，真菌感染的发病率上升很快，如何在早期准

确地诊断真菌感染是迫切需要解决的实际问题。传统诊断方

法，如培养、病理组织学方法等，耗时长、敏感性低，容易受干

扰，难以达到早期诊断、早期治疗、降低病死率的目的。目前，

通过检测体液中真菌抗原或代谢物来诊断真菌感染的研究很

多［１３１４］，其中之一就是关于真菌的细胞壁成分１，３βＤ葡聚

糖。国内、外文献报道了多种不同的１，３βＤ葡聚糖检测方

法，虽然所用于阴、阳性判断的临界值稍有不同，但均提示１，３

βＤ葡聚糖水平可以间接反映机体感染真菌的程度。检测方

法主要有Ｇ试验、ＳＬＰ法以及以其他蛋白特异识别为基础的

检测方法。此外，有报道称除鲎 Ｇ 因子和蚕
［１５］外，大黄粉

虫［１６］、海绵动物［１７］中也发现存在能与１，３βＤ葡聚糖专一反

应的蛋白质分子，可望为１，３βＤ葡聚糖的定量测定提供新

方法。

在这些检测方法中，Ｇ试验发展最早也最成熟，具有快速、

灵敏、特异性强、重复性好等优点，灵敏度最高，在临床上已经

广泛应用。国内、外已有配套试剂盒上市。通过 Ｇ试验检测

真菌细胞壁１，３βＤ葡聚糖的方法，来诊断侵袭性肺部真菌感

染具有无创、可重复的优点，已列入国内最新侵袭性肺部真菌

感染的诊断标准［１８］。以其他蛋白特异识别为基础的检测方法

目前多处于研究阶段，并且灵敏度不够高。随着分析方法的不

断进步，将来的１３βＤ葡聚糖定量测定方法的研究也必定会

向着操作更简单、测定更快捷、灵敏的方向发展，为临床诊断真

菌感染发挥更大的应用价值。
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·综　　述·

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路在肝脏疾病中的研究进展


傅海涛，杨　敏 综述；仲人前△审校

（第二军医大学长征医院实验诊断科，上海２００００３）

　　关键词：Ｈｅｄｇｅｈｏｇ；　信号通路；　肝脏疾病

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２３．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２３３１８８０４

　　刺猬（Ｈｈ）因子信号通路在胚胎发育，器官形成以及发育

过程中具有十分重要的作用。近年来在肝脏疾病的研究中发

现，Ｈｈ信号通路在受到损伤因素作用后可被激活，该信号通

路活化后可以参与包括促进肝祖细胞的增殖，肝内炎症细胞的

聚集，肝纤维化以及血管形成等多个过程，上述这些变化都与

急慢性肝脏疾病的发生、发展有重要关系。因此，进一步深入

研究 Ｈｈ信号通路在急、慢性肝脏疾病中的作用机制，有望为

临床提供治疗肝脏疾病的有力证据。

１　Ｈｈ概述

Ｈｈ基因是在１９８０年首先由 ＮｕｓｓｌｅｉｎＶｏｌｈａｒｄＣ等在对

筛选可能引起果蝇突变的基因时发现［１］。Ｈｈ是一种分节极

性基因，因突变的果蝇胚胎呈多毛团状，酷似受惊刺猬而得名。

它是一种能够编码一系列分泌蛋白的基因家族，在果蝇中调控

着许多发育事件，如：翅膀、体节、腿和眼睛的发育等。哺乳动

物中存在３个 Ｈｈ的同源基因：音猬因子（ＳＨＨ）、印度刺猬因

子（ＩＩＨＨ）和沙漠刺猬因子（ＤＨＨ）
［２３］，分别编码ＳＨＨ、ＩＨＨ

和ＤＨＨ蛋白。Ｈｈ蛋白家族成员均由两个结构域组成：氨基

端结构域（ＨｈＮ）及羧基端结构域（ＨｈＣ），其中，ＨｈＮ具有

Ｈｈ蛋白的信号活性，而 ＨｈＣ则具有自身蛋白水解酶活性及

胆固醇转移酶功能。ＨｈＣ的胆固醇转移酶活性可以将胆固

醇分子与 ＨｈＮ的羧基端进行共价结合，Ｈｈ蛋白前体在内质

网中通过自身催化分裂成 ＨｈＮ及 ＨｈＣ两部分，虽然 ＨｈＣ

没有信号活性，但是它可以促进自身蛋白酶解作用。体外研究

证实，ＨｈＣ片段在从内质网转移到蛋白媒体后被迅速降

解［４］。在酰基转移酶ｓｋｉｎｎｙ（ＳＫＩ）的作用下，ＨｈＮ氨基端的

半胱氨酸发生棕榈酰化。Ｈｈ蛋白只有通过这些翻译后的修

饰过程才能获得完全功能。

２　Ｈｈ信号通路组成

Ｈｈ信号通路包含Ｐａｔｃｈｅｄ（Ｐｔｃｈ）、Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ（Ｓｍｏ）及通

路下游的类运动蛋白（Ｃｏｓ２）、丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（Ｆｕ）、

Ｆｕ抑制剂（ＳｕＦｕ）、蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ相互作用蛋

白（Ｈｈｉｐ）、在果蝇中为Ｃｉ，哺乳动物中Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２、Ｇｌｉ３等多种

蛋白［５］。Ｐｔｃｈ是１２次跨膜蛋白，在人类有２个同源基因

Ｐｔｃｈｌ和Ｐｔｃｈ２，能与 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ结合；Ｓｍｏ为７次跨膜蛋白，与
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