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　　摘　要：目的　明确尿液中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）的定性及定量检测在糖尿病肾病早期诊断中的意

义。方法　将７４例糖尿病患者按其２４ｈ尿微量清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）分为正常蛋白尿组２６例（ＤＮ１ 组，ＵＡＥＲ＜３０ｍｇ／２４ｈ），

微量蛋白尿组２４例（ＤＮ２ 组，ＵＡＥＲ介于３０～３００ｍｇ／２４ｈ）及大量蛋白尿组２４例（ＤＮ３ 组，ＵＡＥＲ＞３００ｍｇ／２４ｈ），同时建立对

照组２５例。同时测定各组尿ＮＧＡＬ蛋白的活性及水平并比较两种检测结果。结果　各组患者尿ＮＧＡＬ活性条带均较对照组明

显清晰（犘＝０．０００），大量蛋白尿组ＮＧＡＬ活性较正常蛋白尿组高（犘＜０．０５），微量蛋白尿组与正常蛋白尿组比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）；定量检测则提示大量蛋白尿组ＮＧＡＬ水平与其他３组存在区别，大量蛋白尿组 ＮＧＡＬ排出量高于微量蛋白尿

组、正常蛋白尿组及对照组（犘＝０．０００），对照组与正常蛋白尿组、微量蛋白尿组三者间两两比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

结论　对糖尿病肾病患者而言，尿ＮＧＡＬ蛋白活性检测比尿微量蛋白排泄率检测及ＮＧＡＬ定量检测敏感，有可能成为糖尿病肾

病早期诊断的新型指标。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）是导致糖尿病患者死亡的主要原因之

一。随着糖尿病发病率的逐年上升，糖尿病肾病的规模也不断

扩大。目前，糖尿病肾病已是西方国家终末期肾衰的首位病

因。对糖尿病肾病早期诊断及治疗的研究，目前众说纷纭，仍

未得到较完善的解释。大多数研究认为，糖尿病肾病早期的肾

脏病理改变是可逆的，如能早期诊断该病并及时采取干预措

施，可阻止病情向不可逆蛋白尿阶段发展，这对提高患者后期

的生活质量和减轻社会医疗经济负担均有重大意义。当前对

糖尿病肾病的早期诊断，最常用的指标是尿微量清蛋白，它是

肾小球损伤的标志，也是临床上对糖尿病肾病进行分期的主要

依据。但近期有研究认为，糖尿病肾病时肾小管的损伤可能要

比肾小球的损伤早［１］，这提示研究者可以积极追寻某种能反映

肾小管损伤的灵敏指标，从而更好地服务于临床。目前研究发

现，中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）与肾小管的
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分化及功能密切相关。它不仅是促进肾脏祖细胞转化为肾小

管上皮细胞的重要因素［２］，而且在肾脏受损时还能诱导肾小管

上皮细胞再生，促进肾功能的恢复［３］。另外现有文献［４］报道，

ＮＧＡＬ与肥胖、高血糖等代谢紊乱症状关联紧密。据此推测

ＮＧＡＬ有可能参与糖尿病肾病的早期进展。本实验通过检测

糖尿病患者及健康者尿液中 ＮＧＡＬ蛋白的活性及浓度，从而

了解ＮＧＡＬ在糖尿病肾病进展中的意义，并同时了解不同检

测方法在糖尿病肾病早期筛查中的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１３年１月１日至１２月３１日２５例本

院健康体检者作为对照组。糖尿病组７４例，均符合１９９９年世

界卫生组织（ＷＨＯ）糖尿病专家委员会制定的诊断标准。排除

指标：合并其他种急慢性肾脏疾病（急慢性肾小球肾炎、急慢性

肾盂肾炎、尿路感染）者；近期有适用肾毒性药物者；合并糖尿

病急性并发症、全身感染、心衰、恶性肿瘤等疾病者。根据尿微

量清蛋白排泄率（ＵＡＲＥ）将该组患者分３小组，分别为正常蛋

白尿组２６例（ＤＮ１ 组，ＵＡＥＲ＜３０ｍｇ／２４ｈ）；微量蛋白尿组２４

例（ＤＮ２ 组，ＵＡＥＲ介于３０～３００ｍｇ／２４ｈ）及大量蛋白尿组

（ＤＮ３ 组，ＵＡＥＲ＞３００ｍｇ／２４ｈ）２４例。

１．２　检测方法

１．２．１　尿微量清蛋白排泄率检测　使用放射免疫法，试剂盒

购自北京原子能研究所。步骤如下：非特异管加入温育液３００

μＬ，空白管加入温育液１００μＬ，标准管分别加入１００μＬ对应

的标准液（浓度依次为１、２、５、１０、２０、５０μｇ／ｍＬ），质控管分别

加入１００μＬ对应的质控液（浓度依次为４．５８、１３．３５、３２．１μｇ／

ｍＬ），样品管加入１００μＬ相应患者的尿液。上述各管均加

入１２５Ｉ清蛋白１００μＬ，充分摇匀，并在各管（非特异管除外）加

入清蛋白抗体２００μＬ，摇匀后置入３７ ℃水浴箱中温育３０

ｍｉｎ，然后在各管分别加入分离试剂５００μＬ，再次充分摇匀，并

于室温下静置１５ｍｉｎ，最后以３５００ｒ／ｍｉｎ的速度离心２０ｍｉｎ。

将离心后的溶液上清吸弃，沉淀物放入γ放射免疫检测仪中计

数（每管１ｍｉｎ），得出终浓度，结合尿量及可计算出２４ｈ排

泄率。

１．２．２　ＮＧＡＬ蛋白定性检测　使用明胶酶底物电泳法。尿

样离心后，收集上清４０μＬ并加入上样缓冲液（５×ＳＤＳ）１０

μＬ，充分混匀，取２０μＬ上样于含１％明胶的底物胶中。室温

下选择４０Ｖ恒压电泳，观察溴酚蓝进入分离胶后（约０．５ｈ），

选择６０Ｖ恒压电泳，进行至溴酚蓝刚刚逸出分离胶为止（约５

ｈ）。剥胶于２．５％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００中洗涤１ｈ（期间换液１次）

以去除胶中的ＳＤＳ，然后将凝胶置入含 ＮａＣｌ及ＣａＣｌ２ 的孵育

液中温育２４ｈ以恢复明胶酶的活性（３７℃，期间换液１次）。

最后进行染色（０．１％考马斯亮蓝染色）、脱色，使基质金属蛋白

酶９（ＭＭＰ９）／ＮＧＡＬ复合物在胶上形成明显的负染色带，照

相得出结果。

１．２．３　ＮＧＡＬ蛋白定量检测　使用双抗体夹心酶联免疫吸

附法。ＮＧＡＬ抗体购自丹麦 Ａｎｔｉｂｏｄｙｓｈｏｐ公司，ＮＧＡＬ标准

品由汕头大学医学院分子生物学实验室制备，辣根过氧化物酶

标记链亲和素购自美国 ＶＥＣＴＯＲＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ公司，

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国ＢＥＴＨＹＬＬＡＢＥＬＩＳＡＳｔａｒｔｅｒＡｃｃｅｓ

ｓｏｒｙＰＡＣＫＡＧＥ公司。步骤简介如下：用鼠抗人 ＮＧＡＬ蛋白

单克隆抗体包被ＥＬＩＳＡ微孔板以形成固相抗体，将包被板置

于４℃下孵育过夜，用含１％小牛血清清蛋白的封闭液终止反

应。随后加入原核ＮＧＡＬ标准蛋白（浓度０～２５０μｇ／Ｌ）及待

测样品各１００μＬ。孵育后加入１００μＬ生物素化单克隆小鼠

抗人ＮＧＡＬ抗体，继而加入１００μＬ辣根过氧化物酶标记链亲

和素，以底物四甲基联苯胺１００μＬ显色（１５ｍｉｎ）并以２ｍｏｌ／Ｌ

的硫酸１００μＬ终止显色，最后在４５０ｎｍ波长下读取吸光值，

绘制标准曲线，得出ＮＧＡＬ蛋白浓度（μｇ／Ｌ）。

１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１０．０软件包。计量资料以狓±狊

表示，计数资料以频数表示。正态、方差齐性的计量资料多组

间比较使用方差分析；偏态计量资料、计数资料多组间比较用

ＫｒμｓｋａｌＷａｌｌｉｓ犎 检验法，独立样本两两比较采用 Ｍａｎｎ

Ｗｈｉｔｎｅｙ犝 法。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组患者一般资料比较　见表１。各组年龄、性别比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。大量蛋白尿组患

者病程较正常蛋白尿组长（犘＜０．０５）。３组患者收缩压水平比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５），血压随病程加重而升高（犘＝

０．０００）；其中，正常蛋白尿组与微量蛋白尿组差异有统计学意

义（犘＜０．０１），正常蛋白尿组与大量蛋白尿组比较差异有统计

学意义（犘＝０．０００），微量蛋白尿组与大量蛋白尿组比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５），各组舒张压比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），对照组血压均为正常值。

表１　　各组患者一般情况比较表

项目 对照组 ＤＮ１组 ＤＮ２组 ＤＮ３组

病例数（狀） ２５ ２６ ２４ ２４

男性百分比（％） ６０ ４６．２ ４１．７ ５４．２

年龄（岁） ５８．５６±８．６８ ６０．１２±１２．５６ ５９．９６±１０．６７ ６４．５０±１０．６２

病程（年） ０ ８．９６±６．２１ １１．１０±６．８０ １１．９２±５．８８

收缩压（ｍｍＨｇ） － １２６．０４±１６．２４ １４５．５０±２５．８３１５７．６３±２３．６９

舒张压（ｍｍＨｇ） － ７６．５８±１１．５２ ７８．９２±１２．３８ ８３．１７±１４．３２

　　：犘＜０．０５，与ＤＮ１组比较。－：无数据。

２．２　ＮＧＡＬ蛋白定性检测结果　见表２。不同强弱程度的

ＮＧＡＬ／ＭＭＰ９条带在各受试组中所占的比例，图 １则为

ＮＧＡＬ活性条带的示意图。健康人尿液未见 ＮＧＡＬ／ＭＭＰ９

活性条带出现。图１中２００×１０３ 提示为基质金属蛋白酶９

（ＭＭＰ９）的二聚体条带；１２５×１０３ 处为 ＭＭＰ９／ＮＧＡＬ复合物

条带（即 ＮＧＡＬ活性条带）；９２×１０３ 处为 ＭＭＰ９前体条带；

８６×１０３ 处为 ＭＭＰ９激活体条带；７２×１０３ 处为 ＭＭＰ２条带。

由图１可见，对照组未出现任何活性条带，糖尿病正常蛋白尿

组可见较弱的ＮＧＡＬ活性条带，微量蛋白尿组 ＮＧＡＬ活性条

带已较清晰，大量蛋白尿组中ＮＧＡＬ活性条带明显可见。

表２　　各组ＮＧＡＬ蛋白定性检测结果比较［狀（％）］

组别 狀 阴性 弱阳性 阳性 明显阳性 强阳性

对照组 ２５ ２５（１００） ０（０） ０（０） ０（０） ０（０）

ＤＮ１组 ２６ １２（４６） ７（２７） ３（１２） ２（８） ２（８）

ＤＮ２组 ２４ ９（３８） ３（１３） ５（２１） ６（２１） １（５）

ＤＮ３组 ２４ ６（２５） ７（２９） １（５） １（５） ９（３８）
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　　Ａ、Ｂ：对照组尿液样品；Ｃ、Ｄ：ＤＮ１ 组尿液样品；Ｅ、Ｆ：ＤＮ２ 组尿液

样品；Ｇ、Ｈ：ＤＮ３组尿液样品。

图１　　各组ＮＧＡＬ蛋白活性比较示意图

２．３　ＮＧＡＬ蛋白定量检测结果　见表３及图２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表３　　各组尿ＮＧＡＬ蛋白比较（狓±狊，μｇ／Ｌ）

组别 狀 ＮＧＡＬ蛋白

对照组 ２５ １．３６±１．４２

ＤＮ１组 ２６ １．５６±１．８９

ＤＮ２组 ２４ ２．６５±２．９４

ＤＮ３组 ２４ ７．２２±５．９４

　　：犘＜０．０５，与ＤＮ３组比较。

３　讨　　论

ＮＧＡＬ是载脂蛋白家族的一种比较新的脂质运载蛋白，

在人体内分布广泛，主要存在于中性粒细胞的过氧化物酶阴性

颗粒中，同时还低水平表达于肾脏、支气管、胃、小肠、胰腺、前

列腺及胸腺等处［５］。人类 ＮＧＡＬ蛋白是在研究 ＭＭＰ９时被

发现的，后者是一类基质蛋白水解酶，能分解Ⅳ、Ⅴ型胶原及

Ⅰ、Ⅴ型明胶。由于 ＮＧＡＬ与 ＭＭＰ９形成的二聚体（ＮＧＡＬ／

ＭＭＰ９）是此二者在人体内常见的存在形式之一，检测尿液中

ＭＭＰ９／ＮＧＡＬ的活性就可间接地反映ＮＧＡＬ的活性。

本研究发现，在检测 ＵＡＥＲ尚未能发现异常的正常蛋白

尿组患者，尿液即可检出较为明显的 ＮＧＡＬ蛋白活性条带与

健康人有差别。这提示ＮＧＡＬ蛋白的定性检测有可能比尿微

量清蛋白敏感，在糖尿病未出现明显肾脏损害的阶段即可检

出。而ＮＧＡＬ蛋白的定量检测则相对迟钝，仅在大量蛋白尿

组显示差别。因此，尿液 ＮＧＡＬ蛋白的定性检测可用于糖尿

病肾病的早期筛查。另外，ＮＧＡＬ活性及浓度均在大量蛋白

尿组显示出高水平，说明尿液大量 ＮＧＡＬ蛋白的出现可在一

定程度上提示疾病的严重性。

目前的研究发现，ＮＧＡＬ与肾脏有着十分紧密的关系。

在胚胎发育阶段，ＮＧＡＬ可通过肠菌素与Ｆｅ２＋离子形成复合

物：ＮＧＡＬ／肠菌素／Ｆｅ２＋，该复合物可通过介导铁离子向细胞

内转运，诱导肾脏祖细胞向早期肾小管上皮细胞分化，促进胚

肾发育成熟。肾脏受到损伤后，ＮＧＡＬ所介导的铁转运又可

提供足够的Ｆｅ２＋以修复肾小管上皮细胞
［６７］。最新的研究还

发现，ＮＧＡＬ是肾小管损伤的标志物，是糖尿病肾病患者肾小

球滤过率下降的一种预测指标［８１１］。ＮＧＡＬ在糖尿病肾病早

期阶段升高的原因，推测也与肾小管受损，机体反馈性地分泌

较多的ＮＧＡＬ蛋白来促进再生修复有关。而当糖尿病肾病发

展至中晚期阶段，随着肾小球肾小管破损的加重，尿蛋白漏出

的增多，ＮＧＡＬ蛋白必然随之明显上升，因此，大量蛋白尿阶

段ＮＧＡＬ蛋白的浓度及活性均达高值。

通过检测尿液 ＮＧＡＬ蛋白活性来筛查糖尿病肾病患者，

取材方便，检测方法简单，且无需特殊仪器，价格低廉，同时对

患者无创伤性，是一项很有临床应用价值的方法。但因为判断

条带强弱由操作者进行，明显受限于操作者的个体差异，经验

及周围环境等，而且尿液标本久置容易出现酶活性失活等，大

大限制了该方法的推广。但无论如何，对筛查出有明显阳性条

带的患者进行追踪随访，有着十分重要的临床意义。
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ＰｒｅｓｓＲｅｓ，２００８，３１（４）：２５５２５８．

［１１］ＣｈｏｕＫＭ，ＬｅｅＣＣ，ＣｈｅｎＣＨ，ｅｔａｌ．ＣｌｉｎｉｃａｌｖａｌｕｅｏｆＮＧＡＬ，Ｌ

ＦＡＢＰａｎｄａｌｂｕｍｉｎｕｒｉａｉｎｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇＧＦＲｄｅｃｌｉｎｅｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅ

ｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１）：ｅ５４８６３．

（收稿日期：２０１４０２２２）

·５６１２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６


