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要"肝豆状核变性"

>0

#是一种隐性遗传铜代谢障碍所致的结节性肝硬化和大脑基底神经节神经细胞

变性坏死为主的变性疾病$血清游离铜的增多可能是部分患者在驱铜治疗过程中临床症状加重的重要因素!

然而游离铜是以离子状态存在于血清中且含量相对较低!如何将血清中的游离铜进行可靠分离并精确测定!目

前还没有成熟的方法$本文拟对血清游离铜检测的临床意义%血清游离铜测定前样品的处理及检测技术方面

进行总结阐述$
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肝豆状核变性$

>0

&是一种常染色体隐性遗传性

铜代谢障碍疾病(该病的发病机制主要是
<DE-̀

基

因突变导致铜蓝蛋白$

/E

&和铜结合障碍(引起肝)脑)

肾等脏器铜过量沉积而致病*

&

+

'

>0

是少数可以治

疗的神经遗传病之一(临床以肝硬化)神经"精神症

状)肾损害及角膜
!,O

环为主要表现(严重者可危及

生命*

.

+

'铜是人体不可缺少的微量元素之一(在机体

的生长发育)代谢等方面起着重要的作用*

2

+

'铜在人

体血液中主要以结合铜和游离铜
.

种形式存在(其中

约有
(;@

的铜主要以结合状态存在(大部分$约

;'@

&与
#

球蛋白结合(其次与
'

球蛋白$约
.;@

&和
%

球蛋白$约
.;@

&结合(这些与球蛋白较牢固结合形成

的
/E

具有多酚氧化酶作用(而以
#

球蛋白铜复合物

效能最大(它们不能直接与二乙二硫氨甲酸钠起反

应(称间接反应铜(即
/E

结合铜(简称结合铜'而血

液中极少量的铜与清蛋白及其他肽内物质形成疏松

结合物(可以分离成离子状态铜(直接与二乙二硫氨

甲酸钠起反应(称直接反应铜(或称非
/E

结合铜(亦

即游离铜*

8

+

'目前临床测定的血清铜实际上是结合

铜和游离铜的总和'近年不少学者认为(游离铜与

>0

患者的诊断)治疗及其预后更加密切相关(下文

对
>0

游离铜的临床意义及检测方法的进展进行

综述'

$

"

>0

患者血清游离铜检测的临床意义

""

>0

患者由于遗传缺陷导致铜排出障碍(由于铜

不断沉积到组织中(临床通常检测到血清总铜降低(

但游离铜增高往往被忽视'现在的观点认为(组织和

肝脏内与
/E

或其他伴侣蛋白结合的结合铜常无毒

性(导致
>0

的发病机制不仅仅是铜离子在体内的沉

积(且与增高的游离铜的毒性作用有关*

;

+

'

$1$

"

血清游离铜增高的临床意义
"

国外有学者研究

也发现(铜是否对细胞产生有害的影响与血清中游离

铜的水平有关*

3

+

'国内张永红等*

-

+研究发现(暴发型

肝衰竭
>0

血清铜大于非暴发型肝衰竭
>0

和重型

肝炎%当血清游离铜
%

'18U

Z

"

H

时(患者病死率高(

其原因可能是肝细胞破坏(大量游离铜入血%游离铜

水平明显升高可能预示着肝衰竭的发生'此外(不少

学者发现在使用重金属络合剂如青霉胺等药物的驱

铜过程中(部分
>0

患者可能出现神经损害症状加

重(他们认为可能与患者体内游离铜的水平升高和重

新分布有关'

*<NG<N

等*

9

+报道有
8

例患者在经过

青霉胺驱铜治疗后出现神经系统症状加重的情况(颅

脑核磁共振$

J*A

&白质)丘脑)脑桥等部位出现新的

病灶(这些新病灶的产生及神经系统症状的加重与自

由铜的氧化应激相关'周香雪等*

(

+研究也发现(

>0

患者在金属螯合剂排铜治疗过程中(部分患者会出现

神经系统症状的加重(而这些患者大部分都监测到了

游离铜水平的升高%同时还发现(游离铜水平的升高

出现在神经系统症状加重之前(因此在金属螫合剂排

铜治疗过程中如果血清游离铜水平明显升高(预示神

经症状可能加重'

$1%

"

血清游离铜可作为
>0

治疗方案选择和疗效判
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定的评估指标
"

目前针对
>0

的治疗主要是驱铜)低

铜饮食)对症治疗及康复治疗等(常可取得很好的疗

效'目前尿铜检测是
>0

的诊断和疗效判定的重要

指标之一*

&'

+

(但该指标与患者尿量)药物剂量)用药疗

程及尿液标本的留取等多种影响因素有关(特别是部

分神经系统症状较重的反复治疗的患者尿排铜虽然

不高(但神经系统症状较重(这种情况下很难准确判

断是
>0

患者体内铜水平下降(或是对排铜药物的敏

感性下降(还是药物剂量不足(故临床需要一种能更

直接反映体内铜水平的指标'有学者认为(

>0

的治

疗目标是短期内尽量多的去除体内游离铜(即将血清

游离铜降低作为治疗的目标'

>VATNV*

等*

&&

+的研

究报道显示(

>0

患者使用青霉胺治疗(血清铜下降

的时间多在$

;12;g'1(8

&个月(之后血清铜将保持在

一个低值'应用
0JET

治疗约
;

个疗程后(血清铜逐

渐稳定在较低水平$

'12U

Z

"

H

左右&

*

&.

+

'锌制剂长期

维持治疗过程中(血清铜将维持在
'1.U

Z

"

H

左右(可

将该水平的血清铜作为排铜治疗目标'另外(可将血

清铜与尿铜结合作为治疗的判断指标*

&2

+

'

在排铜治疗过程中(如果尿铜和血清游离铜水平

均减低时(提示体内铜已经不多%当尿铜水平低(血清

游离铜高时(提示治疗不足(应增加排铜药物剂量'

此外(有学者认为
>0

极容易被误诊)漏诊'国

内有研究报道(

>0

误诊率竟达
8;@

以上(尤其有部

分血清
/E

水平测定在正常范围或者偏低的
>0

患者

更易被误诊*

&8

+

'有研究发现(在
>0

的所有诊断指标

中(血清游离铜诊断
>0

的灵敏度虽然只有
;(13@

(但

特异度最高(可达
&''1'@

*

(

+

'刘远煌等*

&.

+也发现(在

>0

的诊断指标中(非
/E

结合铜的诊断效率与肝铜相

符且是诊断效率最高的无创性指标'

%

"

血清游离铜的检测

""

目前对游离铜的临床检测技术尚不成熟(现阶段

需要分为
.

个步骤(即样品的前处理和检测*

&;

+

'样品

的前处理一方面可以减少血清中其他微量元素和有

机化合物的干扰(另一方面可以提取)净化和浓缩被

测元素(使得后续测定简便)准确'然而人体血清游

离铜的水平极低(除了选择合适前处理方法(对微量

铜检测的设备和方法也是影响结果精确的关键'

%1$

"

血清游离铜样品前处理

%1$1$

"

蛋白沉淀法
"

蛋白沉淀法是指使用蛋白沉淀

剂使血清中的蛋白沉淀(与
/E

稳定结合的铜随蛋白

进入沉淀中(非结合状态的铜留在上清液中(再通过

其他方法进行检测的一种前处理方法'胡军等*

&3

+利

用原子吸收光谱法测定血清中不同化学形态的铜)

铁)锌的研究中发现(

3'@

乙醇在低温$

8e

&时蛋白沉

淀完全(而且温和(对结合元素影响小'方拴锋等*

&-

+

也发现该方法具有操作简单)价格便宜)可重复性好

等优点%但是蛋白沉淀法去除
/E

等蛋白结合铜的影

响因素较多(结果不稳定(离散系数较大(故应用此种

方法不一定能得出稳定可靠的结果'

%1$1%

"

超滤法
"

超滤法是指使用不同孔径的超滤膜

对样品直接分离的一种方法'

J/JAHHAN

等*

&9

+使用

2'h&'

2 孔径大小的超滤膜对
>0

患者血清样品进行

分离(并通过电感耦合等离子体质谱仪进行检测(结

果发现超滤法具有灵敏)快速)高通量等优点'因此(

认为该方法对于分离水平较低的血清游离铜可能是

可靠的'然而超滤法存在超滤膜价格昂贵)分离条件

要求高)易污染等缺点'

%1$1&

"

固相萃取分离法
"

固相萃取分离法是指将蛋

白质吸收在一种塑料聚合物表面(再通过固相萃取分

离后测定游离金属离子水平的一种方法*

&(

+

'

+̀?*,

V*

等*

.'

+通过固相萃取法分离了血清游离铜和蛋白结

合铜(并与超滤法进行比较(发现该方法具有需求样

本量少)准确度更高的优点'可是固相萃取分离法与

其他方法相比较(具有对分离条件要求更高(操作步

骤更复杂等缺点'

%1%

"

血清游离铜的检测技术

%1%1$

"

公式计算法
"

目前国内应用较多的仍是公式

计算法'周香雪等*

(

+应用原子吸收分光光度计火焰

法检测血清总铜(然后根据公式计算血清游离铜(公

式如下!血清游离铜$

U

Z

"

H

&

f

血清铜$

U

Z

"

H

&

R/E

$

Z

"

H

&

h21&;

(但是这种方法测定游离铜值的准确性

取决于血清铜和
/E

的准确)可靠结果'受
>0

发病

机制等方面影响(血清铜水平可能是降低)正常或者

升高的%故通过公式计算有可能得出负数(如
E+),

G+AT

等*

.&

+报道了血清游离铜对
>0

患者神经系统症

状加重的影响(通过公式法计算血清游离铜(部分患

者得出负值'由此可见这种方法的稳定性差(误差较

大(故在临床检测中不提倡首先使用'

%1%1%

"

石墨炉原子吸收分光光度法
"

石墨炉原子吸

收分光光度法是指利用石墨管发热将样品原子化(进

而测定的一种方法*

..

+

'国内有学者报道应用呲咯啶

二硫代氨基甲酸铵$

<E0/

&"甲基异丁酮$

JÀ !

&

,

石

墨炉原子吸收法分析血清中游离铜)结合铜与总

铜*

.2

+

(但该方法对溶液的酸碱度要求高(且易受其他

共存元素的影响%更重要的是(该方法需要加入重金

属络合剂
<E0/

才能检测(对未经治疗的
>0

患者可

以应用(但
>0

治疗过程中均需要使用重金属络合

剂(这些络合剂之间的相互影响无法判断(故不合适

应用于正在接受治疗的
>0

患者'张源等*

.8

+应用蛋

白质沉淀
,

石墨炉原子吸收法测定血清中的非蛋白结

合铜$游离铜&和锌(得出铜的检出限为
&1.

(

Z

"

H

(回

收率
(.12@

"

&'81'@

%健康人血清样品中游离铜占

总铜含量的分比
&1'@

至
;1(@

%

>0

患者血清样品中

游离铜约占总铜含量的
&'1'@

'

X?<NP

等*

.;

+报道

了使用超声透析
,

石墨炉原子吸收分光光度法测定血

清中的游离铜合小分子蛋白疏松结合的铜(发现二者

结合具有操作方法简单)重现性好(样本需要量少等

优点'国外也有学者使用超滤膜$孔径
.'h&'

2

&

,

石

墨炉原子吸收光谱法测定游离铜*

.'

+

(虽然游离铜在理

论上是可以完全被超声透析)超滤膜分离出(但石墨

炉检测的灵敏度只有
&1.

(

Z

"

H

(对于长期接受治疗的

#
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>0

患者血清游离铜水平更低的情况(石墨炉的灵敏

度可能是有限的'

%1%1&

"

电感耦合等离子体质谱法
"

电感耦合等离子

体$

A/E

&质谱法是将
A/E

与质谱仪联合使用(对元素

进行定性和定量分析的一种新方法(可以检测
&'

R&'

Z

"

H

的样品(并且可以进行多种元素同时检测和定量

分析'与传统的检测方法比较(其具有更低的检出

限)更高灵敏度等优点*

.3

+

'国外有学者应用超滤膜
,

A/E

质谱法直接检测了小样本
>0

患者体内游离铜

的水平(发现游离铜水平的增高与
>0

患者神经症状

加重之间存在相关性(进一步说明了检测游离铜的必

要性*

.-

+

'目前国内还没有超滤膜
,A/E,JT

测定游离

铜这方面的报道(国外报道的文献也较少(综合分析

该方法有稳定)灵敏的优点(这可能是一种很有前景

的检测方法(值得进一步研究'

&

"

结
""

语

""

血清游离铜对
>0

患者的诊断)驱铜治疗方案的

选择及预后的判断均有非常重要的临床意义(然而目

前血清游离铜在临床上仍没有一种公认的检测技术(

其原因是血清游离铜的分离与检测方法还不成熟(无

法稳定精确的检测出血清游离铜的含量'因此(后期

需要通过大样本的进一步研究(寻找可靠的检测方法

用于临床'
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肠道菌群与机体疾病及慢性肾脏疾病的研究进展*
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肠道菌群与机体疾病及慢性肾脏疾病的研究进展
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"

英&

!王
"

姝&综述!彭俊华&
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#审校

"

&1
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&
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摘
"

要"健康人体中的肠道菌群与机体免疫状态相关!肠道菌群失衡可引发多种疾病$该文从膳食对肠道

菌群的影响%肠道菌群与机体疾病%肠道菌群失衡与慢性肾脏疾病等几个方面进行综述$

关键词"肠道菌群&

"

菌群失衡&

"

慢性肾脏疾病&

"

疾病
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""

健康人体肠道内定植着数目庞大$

&'&8

个&)结

构复杂$超过
&'''

种细菌&的微生物群落$质量约

&1;Y

Z

&(它们绝大部分是正常肠道中的寄居菌(少量

为外来侵入菌(这些菌属细菌)真菌或病毒(统称为肠

道菌群'肠道菌群在营养消化吸收)能量供应)脂肪

代谢)免疫调节)生物拮抗等诸多方面发挥着不可或

缺的作用(正常情况下保持机体的营养状态和维护机

体的免疫功能'近年来(有关肠道菌群的研究较多(

本文就肠道菌群与机体健康)慢性肾脏疾病的研究情

况进行综述'

$

"

膳食对肠道菌群的影响

""

机体中的肠道菌群数量巨大(拥有多种生物学特

性'构成人类肠道菌群
('@

以上的菌属门(主要为放

线菌属)拟杆菌属)硬壁菌门)梭杆菌门)蛋白菌属)疣

微细菌属)无壁细菌门等'肠道菌群通过合成微生

素)转化胆汁酸)发酵非消化性碳水化合物获取能量

等方式在建立和调节机体免疫系统)改善机体条件病

原体的作用中发挥重要作用(因此(肠道菌群作为一

个-功能器官.存在于机体中*

&

+

'

$1$

"

膳食影响肠道菌群
"

肠道菌群通过特异性的酶

代谢难消化碳水化合物$

*T

&(使机体获得更多的能

量(从而产生很多有益于机体的代谢产物'通过膳食

可以快速调节肠道菌群的组成及相互间的比例(富含

植物来源的
*T

在肠道消化后(可增加机体中短链脂

肪酸$

T/O<6

&的含量(特别是醋酸盐)丙酸盐)丁酸盐

的水解产物在维持机体健康与炎症中起关键作用*

.

+

'

D?+*̀ )*N

等*

2

+用富含
*T

的食物喂养小鼠
2

周(

结果发现这些小鼠比正常食物喂养或不含膳食纤维

食物喂养小鼠更能对抗过敏性呼吸道疾病(作者认为

其保护作用来源于高
*T

食物喂养小鼠后(小鼠肠道

菌群中的菌种属更丰富)血中醋酸盐水平增高'进一

步研究发现(经高
*T

食物或含醋酸盐的饮水喂养的

小鼠(其小鼠怀孕后生下的后代小鼠(成年后也不会

发生过敏性呼吸道疾病'碳水化合物和蛋白质在肠

道经细菌发酵(可产生多种生物因子(有些对肠道有

害(如未消化的碳水化合物在肠道酵解产生甲烷及短

链脂肪酸(未消化的蛋白质在肠道酵解产生潜在的有

毒产物(如氨)含硫化物)吲哚)酚等*

8

+

'

西方社会进食含高热量)高脂肪)高碳水化合物)

低
*T

的膳食(导致肠道菌群发生改变(机体自我动态

平衡也发生改变*

;

+

'一项调查研究发现(非洲儿童进

食富含膳食纤维)低脂肪的食物(其肠道菌群谱中呈

多形杆状菌(肠道菌群中包含数量丰富的能消化膳食

纤维)产生短链脂肪酸的普雷沃菌属和
^

M

"B75IB\$C

菌属等(但几乎没有硬壁菌属细菌'欧洲儿童进食高

热量)高脂肪)低纤维食物(其肠道菌群中富含肠杆菌

属细菌(特别是志贺菌和埃希菌属较多(肠道菌群中

消化纤维的细菌几乎不存在'这些肠道菌群的变化

导致非洲儿童哮喘)炎症的发病率低于欧洲儿童*

;

+

'

生活在非洲的美国人肠道菌群中富含多形杆状菌)能

消化糖的细菌数量减少*

3

+

'

T/O<6

来源于食物中
*T

(

T/O<6

经肠道菌群代

谢产生(主要有乙酸)丙酸和丁酸等'

T/O<

在肠道内

能发挥平衡电解质)抗炎症)抗病原微生物)改善肠道

功能和抗肿瘤等多种作用'

T/O<6

是供给肠道上皮

细胞营养的一种主要来源物(它促进
D

淋巴细胞的分

化(调节
D

淋巴细胞的功能和肠道功能(因此(

T/O<6

也是一种肠道动态平衡的调节因子*

-

+

'

$1%

"

益生菌调节肠道菌群
"

正常肠道中的寄居菌可

以通过促进淋巴样组织成熟(维持促炎因子和抗炎因

子的平衡(保证肠道的屏障功能'正常肠道中的寄居

菌还可以促进肠黏膜上皮细胞的更新(促进黏膜形

成(这些寄居菌也称之为益生菌'益生菌在体外可经

过人工合成(批量生产(制成微生态制剂(现已用于肠
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