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不对称二甲基精氨酸$

2\J2

&是内源性一氧化氮合酶

$

1:3

&的抑制剂#可竞争抑制一氧化氮$

1:

&的产生#诱发氧化

应激反应#引起血管内皮功能不全)

'

*

#血浆中
2\J2

水平是

血管内皮细胞功能受损的指标之一'调查研究发现冠状动脉

支架再狭窄患者
2\J2

浓度比冠状动脉支架无狭窄患者

2\J2

浓度明显升高)

(

*

'

0/99/7>/

等)

)

*研究发现#在无症状颈

动脉粥样硬化的老年患者中#

2\J2

水平与颈动脉粥样硬化

程度呈正相关'

[C4>

8

等)

*

*采用
Z">3/>/

评分测定了
'5?

名

糖耐量受损患者的冠状动脉病变严重程度#发现这些患者体内

2\J2

水平比健康对照者高#认为
2\J2

是影响
Z">3/>/

评

分的独立因素'研究人员还发现在患者体质量指数较低时#体

内
2\J2

浓度每升高
,+'

#

.7!

"

6

#发生急性心肌梗死的风险

率增加
'+('P

)

-

*

'

23#

等)

5

*发现#高血压治疗组在连续补充精

氨酸
*

周后#血压明显下降#由此可见精氨酸具有降低血压的

作用'但高浓度的
2\J2

会抑制精氨酸的利用度#因此血液

中高浓度的
2\J2

可能在高血压的形成过程中起了重要的

作用'

H">/#7

等)

%

*发现#慢性肾脏疾病患者体内的
2\J2

浓

度显著增加'大量证据表明#高浓度的
2\J2

可能会导致心

血管相关疾病#如动脉粥样硬化)

?

*

(高血压)

<

*

(肾脏疾病的发生

发展)

',

*

'此外#

2\J2

与累积性炎症负荷呈正相关)

''

*

'新近

研究证明#

2\J2

是
(

型糖尿病血糖控制不良的患者并发心

血管疾病的一个独立危险因素)

'($')

*

'血浆
2\J2

水平还可

以反映患者脑梗死的严重程度#

2\J2

水平与神经损伤呈正

相关)

'*

*

'大量证据表明
2\J2

是心血管相关疾病发生发展

的标志物#但是在健康个体中#

2\J2

浓度仅仅在
,+)

"

,+?

#

.7!

"

6

的范围中#在患者体液中
2\J2

浓度也只有数十到数

百微摩尔#这给
2\J2

检测带来了巨大的困难)

'-

*

'同时对称

性二甲基精氨酸$

W\J2

&是
2\J2

的同分异构体#在血液中

2\J2

含量与
W\J2

大致相同#而且
2\J2

和
W\J2

的相

对分子质量也相同#在检测血液中
2\J2

水平时#要注意区

分
2\J2

与
W\J2

'因此#建立一个简单(稳定性好(适用于

临床快速准确地检测
2\J2

含量的方法对基础研究和临床

诊断都有非常重要的意义'

A

!

2\J2

的检测方法

A+A

!

高效液相色谱法$

[O6;

&

!

许多研究表明#

[O6;

可同

时测定精氨酸(单甲基精氨酸$

6$1JJ2

&(

2\J2

和
W\J2

的浓度#而只需
,+,-

"

,+(,.6

的样品)

'5

*

'但血液中有许多

复杂的蛋白质干扰物质#在检测
2\J2

时要进行样品预处

理#去除血液中的蛋白质等干扰)

'?

*

'样品处理方法大致有
)

种!将样品通过滤过膜过滤(通过有机溶剂萃取后离心沉淀蛋

白#以及固相萃取$

WOU

&'早期
[O6;

检测氨基酸一般采用离

子交换色谱柱后衍生法#但是这种方法存在一个很大的缺点#

即分离时间一般在
),

"

5,./>

#耗费较长的时间'为了减少时

间#现常用柱前衍生反相
[O6;

!先将样品通过
WOU

法进行预

处理#然后采用化学衍生法对样品进行检测)

'5$'%

*

'

WOU

是近

年来发展的一种样品预处理技术#由液固萃取和柱液相色谱技

术相结合发展而来#主要用于样品的分离(纯化和浓缩#与传统

的液液萃取法相比#

WOU

可以提高分析物的回收率#更有效地

将分析物与干扰物分离#减少样品预处理过程#操作简单(省

时(省力'研究报道#

WOU

对
2\J2

的绝对回收率高于
?,P

#

而相对回收率则为
','P

(批内相对标准差和批间相对标准差

分别为
(+'P

和
(+%P

)

'?

*

'

["E"3M#

K

>

等)

'<

*研究认为#

WOU

能

够较好地分离血浆中的精氨酸(

2\J2

和
W\J2

#其灵敏度和

精确度与化学衍生法检测
2\J2

相似'化学衍生法通常是

通过特殊的化学试剂将
2\J2

转变为相应的衍生物进而进

行检测'常用的衍生试剂有许多种#包括邻苯二甲醛$

:O2

&(

异苯硫氰酸酯$

OQ@;

&(

%$

氟
$*$

硝基苯并
$'

#

(

#

)$

恶二唑$

1H\$

e

&等'

:O2

是现在应用最广泛的衍生化学试剂#其将
2\J2

转变为荧光衍生物#并且反应迅速#在室温下即可瞬间产生荧

光衍生物#而且
:O2

本身不具有荧光性质#无本底干扰#使色

谱图干净明了)

'5

*

'但是
:O2

产生的荧光衍生物的稳定性相

对较差#同时血浆中
6$1JJ2

的浓度远远低于
2\J2

和

W\J2

#

:O2

产生的荧光强度不足以同时区别这
)

种物质'

17>4L4

等)

(,

*研究认为
1H\$e

比
:O2

产生的荧光衍生物更

加灵敏和稳定'但是#

[O6;$

荧光法都需要通过特殊的化学试

剂将
2\J2

转变为相应的衍生物再进行检测#需要进行衍生

这一步骤#使样品的衍生和纯化都耗费很长的时间)

(,$('

*

'

A+B

!

质谱法$

JW

&

!

JW

可以通过质谱图对
2\J2

进行定性

分析)

((

*

'根据从样品中分离待测物质的方法不同#又可以分

为单独
JW

(气相色谱
$

串联
JW

$

Z;$JW

&及高效液相色谱
$

串

联
JW

$

6;$JW

&'

6;$JW

是通过
[O6;

将样品分离#串联质

谱对样品进行检测#进而得到质谱图'

6;$JW

优化了
[O6;

的样品处理部分#不需要样品衍生化)

()$(-

*

'

H/3G7

F

等)

(5

*采用

离子交换柱将
2\J2

和
W\J2

分离#进而避免样品衍生化'

尽管
2\J2

和
W\J2

的前体离子的质荷比$

.

"

M

&都为
(),+(

#

但是进一步发生分解产生的特定离子却可以区分
2\J2

和

W\J2

'

2\J2

产生的特定离子的
.

"

M

为
*5

#而
W\J2

产生

的特定离子的
.

"

M

为
'%(

)

(%$(<

*

'而
\/Z4>

8

/

等)

(-

*采用电喷雾

电离方法产生多电荷离子#使离子进入到质谱仪中进行检测#

通过检测常见离子与特定离子之间的比例来排除
W\J2

对

2\J2

的干扰#再采用离子对试剂进行色谱法分离样品'

2>$

BE4B"

等)

),

*发现#采用浓度为
,+(P

离子对试剂三氟乙酸

$

@e2

&可以形成良好的峰形#同时避免了
WOU

和产生荧光衍

生物#进一步减少标本处理时间#后期研究采用超滤法过滤血

+
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+
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浆标本#在去除蛋白质的同时减少了代谢产物的降解#采用同

位素稀释法进行色谱分析'

Z7

F

C

等)

(*

*认为尿液也存在
2\$

J2

#并且仅含有少量干扰性蛋白质#收集方便#且无创#因此

可以用尿液代替血浆检测
2\J2

浓度'

6;$JW

检测
2\J2

改善了
[O6;

检测
2\J2

的一些不足#样品从
[O6;

流出到

质谱仪仅需
)

"

%./>

#减少了检测的时间#避免了一些复杂的

步骤#

R497

F

7

检测
2\J2

的检出限和定量限分别为
,+,,-

..7!

"

6

和
,+,'..7!

"

6

#回收率高于
<5P

#批内和批间
FV

均低于
5P

#而且可以同时检测血浆中的精氨酸(

2\J2

和

W\J2

#目前许多研究认为
JW

是检测
2\J2

最特异的方法

之一 )

(($(*

#

)'$)(

*

'

A+C

!

酶联免疫法
!

(,,*

年#

W9GC!M"

等)

))

*建立了酶联免疫吸

附$

U6QW2

&法检测
2\J2

'同时#

U6QW2

法检测
2\J2

平均

回收率为
<*+5P

#批间和批内
FV

分别为
'<P

和
<P

#具有较

高的敏感度和精确性)

))$)*

*

'其采用的是竞争法#将
2\J2

包

被在微孔板中#然后加入酶标抗体和经过处理的血清$

-,

#

6

&#

血清中的
2\J2

会与包被的
2\J2

竞争酶标抗体#进而通

过酶标仪得到血清中
2\J2

的浓度)

))

#

)-

*

'但一些研究认为#

U6QW2

法检测
2\J2

存在基质效应#对
2\J2

的分析具有

显著的干扰#会影响
2\J2

结果的准确性)

)'

#

)-

*

'后期有研究

发现
U6QW2

法测定
2\J2

的值通常比
JW

和色谱法测定

2\J2

的值偏高)

)'

#

))

#

)-

*

'有研究发现#采用
U6QW2

方法检测

肾脏疾病患者的
2\J2

的平均值为
,+%?

#

.7!

"

6

#而
6;$JW

检测
2\J2

的平均值为
,+-<

#

.7!

"

6

)

))

*

#并且认为采用

U6QW2

法检测肾脏疾病患者的
2\J2

水平时应适当地校准

2\J2

的值)

)'

*

'

[7E7I/#M

等)

)5

*认为
6;$JW

检测
2\J2

得

到的结果与
[O6;

和
U6QW2

法相比较更稳定#同时更准确'

U6QW2

法和
6;$JW

检测
2\J2

的差异还需进一步研究)

)-

*

'

但是
U6QW2

法检测
2\J2

更方便快捷#此外操作步骤简单(

对实验室的要求相对较低#并且在临床开展相对容易)

)%

*

'

A+D

!

毛细血管电泳法$

;U

&

!

2\J2

在酸性或者碱性缓冲液

中容易电离#因此可以采用
;U

进行检测)

'%

*

'

;U

是在毛细管

中以高压直流电场为驱动力对样品进行分离的方法'这种方

法不需要对样品进行
WOU

或者衍生化产生荧光产物#因此减

少了处理样品的时间与步骤'

h/>"!!C

等)

)?

*采用场放大进样法

$

e2WQ

&改善了以往的乙腈法或过滤法#不但去除了样品中的

蛋白质#还进一步减少了进样量#使进样量从
*,,

#

6

减少到

',,

#

6

#此外样品处理时间也缩短了#最终通过紫外线定量检

测
2\J2

'但是#紫外光检测通过样品的光程短#导致灵敏度

较低'因此出现了毛细血管电泳
$

串联
JW

$

;U$JW

&#常用毛细

血管电泳
$

电喷雾串联
JW

$

;U$UWQ$JW

&检测血浆中的精氨酸(

2\J2

及
W\J2

#高分辨率的电泳分离技术可以在基线分离

2\J2

和
W\J2

#使质谱更好地区分二者)

'%

*

'

6/>M

等)

)<

*和

@E4

FF

等)

*,

*采用微芯片毛细管电泳法分离样品#通过激光诱

导荧光$

6Qe

&检测血浆中的
2\J2

#使标本处理时间减少为

(,./>

左右#此外避免了衍生化产生荧光产物'微芯片毛细

管电泳在芯片上进行进样(反应(分离和检测#使检验快速(高

效和低耗)

)<

*

'

B

!

小
!!

结

!!

目前#检测
2\J2

的实验室方法有许多#但检测水平参

差不齐#能够应用于临床的却很少'

[O6;

及其荧光衍生法相

对灵敏度高(分辨率好(重复性好#但需要通过特殊的化学试剂

将
2\J2

转变为相应的衍生物进而进行检测#这个过程操作

复杂且耗时'

6;$JW

价格昂贵#要用各种填料柱#对实验室的

仪器设备要求高#在临床上使用尚比较困难'虽然
[O6;

(

6;$

JW

(

;U

检测
2\J2

的准确性(灵敏度和重复性较好#但对实

验室的要求较高#费用较为昂贵#并不适合临床检测使用'而

U6QW2

法测定
2\J2

的值通常偏高#但是在临床开展较为方

便'因此#现在需要制订
2\J2

检测的参考方法及改善
2\$

J2

检测的方法#使其能准确(快速和稳定地为临床医师提供

可靠的结果#使
2\J2

的检测结果为心血管相关疾病的诊断

和治疗提供参考依据'
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及相关信号通路致骨髓组织纤维化的研究进展"

蒋
!
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关键词"血小板衍生因子$

!

信号通路$

!

骨髓组织纤维化

!"#

!
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文献标识码"

2

文章编号"
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"
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!!

骨髓中的造血组织胶原增生#被纤维组织替代#多见于骨

髓增殖性疾病和骨髓增生异常综合征#还可见于白血病等血液

系统恶性疾病)

'$)

*

'另外一些非血液系统疾病#如严重感染(低

氧环境等也可引起继发性骨髓组织纤维化)

*$-

*

#其中血小板衍

生因子$

O\Ze

&在骨髓组织纤维化中发挥了重要作用#它是一

种重要的生长因子#能激活有丝分裂#促使成纤维细胞增生及

分泌
(

型胶原及
*

型胶原#形成组织纤维化)

5

*

#骨髓组织纤维

化严重影响疾病预后#近年来#关于
O\Ze

致组织纤维化的研

究甚多#现综述如下'

A

!

O\Ze

的生理学特征及作用

!!

O\Ze

属于血管内皮生长因子家族#是一种糖蛋白#由骨

髓巨核细胞合成#贮存于血小板
&

$

颗粒中#在血液凝固过程中#

可释放入血清#是血清中主要的促细胞分裂剂#它能刺激成纤

维细胞生长(分裂#并能分泌胶原蛋白#在一定浓度范围内能刺

激骨髓成纤维细胞增生#可加速成纤维细胞的增殖#刺激网状

纤维或胶原纤维的产生#从而形成骨髓纤维化)

%

*

'但是
O\Ze

必须与受体结合才能发挥生物效应#

O\Ze

与受体结合#通过

激活
O\Ze0

激酶活性及下游信号通路#从而将信号传入细胞

内#经级联式放大瀑布效应调控细胞的生命活动'

1//>7

等)

?

*

研究了
'?

例急性巨核细胞白血病患者#其中
''

例患者中

O\Ze

高度表达#说明
O\Ze

与骨髓组织的纤维化相关'除此

之外#继发性红细胞增多症患者长期低氧刺激也可促进
O\Ze

过度表达#而刺激骨髓组织纤维增生'由此推断
O\Ze

在骨

髓组织纤维化的发生发展中可能发挥着重要的作用'

B

!

O\Ze

相关信号通路

B+A

!

J2Ô $U0̂

通路
!

丝裂原活化蛋白激酶$

J2Ô

&是

O\Ze

致组织纤维化的最主要通路#可将细胞外刺激信号传递

到细胞核引起一系列细胞生物学反应'

O\Ze

与细胞表面相

应的蛋白酪氨酸激酶受体结合#使受体上的酪氨酸残基磷酸化

,

结合含有
W[(

结构域的生长因子受体结合蛋白
(

$

ZE&(

&

,

结合
043

蛋白#在膜下形成
O\Ze

受体$

O\Ze0

&(

ZE&(

(

043

蛋白复合体#从而激活
043

蛋白#激活后的
043

蛋白启动

J2Ô

三级激酶级联反应#最终激活
U0̂

$

U0̂

&#活化的

U0̂

转位到细胞核中#磷酸化
U'̂ $'

(

;$.

K

9

#

;$D73

(

1e$LH

和

2O$'

等转录因子及许多调控细胞周期的蛋白#从而发挥生物

效应'有文献报道#

O\Ze

能够刺激肺成纤维细胞
(

型(

*

型

胶原蛋白表达增加#同时上调磷酸化
U0̂ '

"

(

蛋白的表达#证

实
O\Ze

可能通过介导的
U0̂ '

"

(

信号转导通路的激活#进

而促进矽肺纤维化的形成与发展)

<

*

'国外文献报道#

O\Ze

与

O\Ze0

结合#可诱导
U0̂ '%

的磷酸化#而
;\(*?

可调节

U0̂ '?

的磷酸化#可致
9$D73

表达#介导
O\Ze

下游通路#而致

肝纤维化)

',

*

'

T4>

8

等)

''

*通过动物实验证实
.012$<

可以直

接作用
O\Ze$

'

受体#减少其蛋白水平#作用于其下游基因的

蛋白水平#并且能作用于$

U0̂

&

'

"

(

#从而可以达到抑制心肌纤

维化的可能'体外试验中#双氢青蒿素$

\[2

&可下调
&

$

平滑

肌肌动蛋白$

&

$WJ2

&(

&

'$

(

型胶原蛋白和纤连蛋白表达水平#

可能与
O\Ze$

'

受体介导的
U0̂

途径有关#表明
\[2

经由

O\Ze$

'

受体(

U0̂

通路抑制肝纤维化)

'(

*

'

B+B

!

"̂4

F

'$1ED($20U

信号通路
!

1ED(

是细胞氧化应激反应

中的关键因子#是
;1;

转录因子家族成员#

1ED(

能通过调节

氧化还原敏感的转录激活蛋白和核转录因子
-

H

#下调促纤维

化因子的表达'在氧化物质或异型物质的刺激下#

1ED(

与

"̂4

F

'

解离#易位到细胞核中#与
J4D

(

RC>\

(

9$RC>

等结合形成

杂化二聚体#进一步与下游
)

相解毒基因和抗氧化酶基因启动

子中的
20U

位点结合#激活下游启动子#转录大量相关的下

游蛋白#从而发挥生物作用'有文献报道#绿原酸可以预防四
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