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糖基化终末产物与糖尿病慢性并发症的研究
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$6

天津港口医院
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!

糖尿病并发病&

!
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!"#
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&:?&:35?&5

!!

糖尿病慢性并发症几乎累及全身各器官组织#起病隐匿#

早期不易被发现#呈渐进性发展#当发展到一定阶段后治疗效

果不佳#是造成患者致残'致死的重要原因*近年来的大量研

究证据表明#持续高血糖引起体内多种蛋白质非酶糖基化及由

此形成的晚期糖基化终末产物$

ENBE>OCN

8

J

R

OED<A>C>N

L

GAN?

HOD=

#

)_*=

%在糖尿病慢性并发症的发病机制中起重要作

用(

$

)

*糖基化终末产物是体内蛋白质与葡萄糖或其他还原单

糖反应生成的稳定的共价化合物#它可通过损伤血管内皮'促

进白细胞黏附'增加血小板聚集和刺激血管平滑肌增殖等机

制#促进动脉粥样硬化'糖尿病血管并发症'尿毒症等糖尿病慢

性并发症的发生和发展*

D

!

糖基化终末产物$

)_*=

%概述

)_*=

是指糖的醛基与蛋白质的氨基端在非酶催化的化

学反应下生成的一类物质*研究者最初认为
)_*=

只是蛋白

质老化的标志#以便体内识别降解'清除老化的蛋白质(

2

)

*近

年来#随着对糖尿病慢性并发症发病机制及病理改变的深入研

究#对
)_*=

有了更全面的认识*现在越来越多的事实表明#

)_*=

不仅与被修饰的大分子的降解有关#

)_*=

与其受体相

互作用#能够激活多个信号转导通路#促进多种细胞因子的合

成与释放#促使糖尿病并发症的发生和发展*

D6D

!

)_*=

的产生
!

)_*=

是非酶糖基化反应的终末产物#在

无酶的条件下#开链的葡萄糖分子游离醛基或酮基和蛋白质氨

基酸残基侧链
-

?

氨基或氨基末端的
)

?

氨基通过亲和结合#迅速

生成醛亚胺$

EJN<I<>C

%#即
,OF<KK

碱#这是一个不稳定的中间产

物#可以返回到原来的反应物状态*不稳定的
,OF<KK

碱基在体

内很快达到平衡#随后#

,OF<KK

碱基可缓慢发生分子结构化学

重排#形成较稳定的但仍为可逆的糖
?

蛋白质酮胺结合物#此种

碱性产物比较稳定#反应的可逆性大大减低#经重新排列#形成

性质更为稳定的
$?

氨基
?$?

去氧
?V?

酮糖$

$?EI<>A?$?NCAU

R

?V?

TCDA=C

%#即
)IENAG<

产物#此为糖基化反应的早期阶段*

)IENAG<

产物或
)IENAG<

产物经过多步脱水和分子重排产生

的多种高度反应性羰基化合物#如
5?

脱氧葡萄糖醛酮'乙二醛'

甲基乙二醛等#进一步与其他游离氨基反应#最后形成不可逆

性的
)_*=

#这是糖基化反应的晚期阶段*最近有研究发现#

果糖胺
?5?

激酶可磷酸化
)IENAG<

产物而阻断糖基化反应(

5

)

*

葡萄糖的自身氧化产物乙二醛与蛋白质氨基反应或由糖酵解

产物甘油醛
?5?

磷酸转变成甲基乙二醛#后者再与蛋白质反应

形成
)_*=

#这两条途径主要发生在细胞内*其中#甲基乙二

醛可通过乙二醛酶
?

&

和乙二醛酶
?

'

被还原成
V?

乳酸盐而被

解毒*另外#

)_*=

也可由脂质过氧化形成#也可来源于烟草或

食物#称为外源性
)_*=

*

)_*=

一经形成便不可逆转#主要通

过巨噬细胞的吞噬作用清除#降解为可溶性的小分子多肽$低相

对分子质量
)_*?

肽%#在正常情况下可被肾脏及时清除*

D6E

!

)_*=

的结构
!

)_*=

具有高度异质性#在体内有多种不

同的存在形式#如羧甲基赖氨酸 $

.[(

%'羧乙基赖氨酸

$

.*(

%'羧甲基缬氨酸$

OEGQAU

R

ICDF

R

JBEJ<>C

#

.[\

%'戊糖苷素

$

L

C>DA=<N<>C

%等(

9

)

*从这些化合物断裂的结构看#糖化反应中

掺杂着氧化过程#糖化过程伴随着氧化#形成的产物就是糖化

氧化产物#

/C>DA=<N<>C

和
.[(

就是这样的产物*在体外实验

中#运用抗氧化剂能够使
.[(

的生成减少#则可证实这一点*

在蛋白质存在的条件下#金属催化的多聚不饱和脂肪酸的氧化

也能形成
.[(

#这表明脂质氧化在
)_*=

的形成中起一定的

作用*因此#

.[(

可以作为碳水化合物和脂质氧化反应产生

氧化应激的一个生物标志物*

D6F

!

)_*=

的生化特点
!

)_*=

呈棕色&一部分
)_*=

具有特

有的荧光特性&具有交联性#即使去除了糖#他们之间仍能通过

侧链交联#形成相对分子质量极大的物质&对酶稳定#不易被降

解&许多细胞$如巨噬细胞'系膜细胞'内皮细胞%表面均有其受

体#

)_*=

通过这些受体可以影响细胞的功能(

$

)

*

D6G

!

)_*=

的代谢(

#

)

!

细胞间质中存在的
)_*=

由巨噬细胞

进行识别和清除#巨噬细胞对
)_*

修饰的组织和细胞的降解

主要是通过巨噬细胞上特异的
)_*

受体介导*血液中游离

+
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的
)_*=

由肝窦状细胞$如枯否氏细胞和内皮细胞%上的清道

夫受体进行作用*降解后小而可溶的
)_*

肽释放出来#随后

经肾脏清除*因此#肾功能的好坏对
)_*=

的清除起决定作

用*任何肾脏功能的破坏均会导致
)_*=

的积聚#从而引起内

皮功能紊乱和血管疾病*

D6P

!

)_*=

及其特异性受体的相互作用
!

现已发现#

)_*=

与

细胞表面特异性受体的相互作用是其致病的关键途径(

:

)

*

)_*=

与细胞表面
)_*=

受体结合后#可引起多种蛋白质基因

表达水平的改变*这些细胞有单核
?

巨噬细胞'淋巴样细胞'肾

小球系膜细胞'内皮细胞'平滑肌细胞等*一些存在于内皮细

胞'单核
?

巨噬细胞和肾小球膜细胞上的
)_*=

受体已被命名

和克隆出来了(

3

)

*目前#已从鼠肝中提取出两种
)_*=

受体!

/:&

和
/'&

#均分布于单核
?

巨噬细胞系统和外周
"

淋巴细胞&

在内皮细胞表面分离到相对分子质量为
5#h$&

5 和
9:h$&

5

两种蛋白#都镶嵌在细胞膜上#分别与
)_*=

不同位点结合#共

同完成受体的功能*

E

!

)_*=

与糖尿病慢性并发症

E6D

!

)_*=

与糖尿病神经病变
!

糖尿病神经病变的主要病理

特点是神经纤维缺失'轴索变性'脱髓鞘及微血管的改变*既

往已经认识到糖尿病神经组织内非酶糖基化反应增强可引起

神经结构蛋白'基质蛋白的广泛交联#从而直接破坏神经结构#

影响神经再生与修复*近期许多研究表明#氧化应激在介导

)_*=

产生细胞毒性作用方面起着关键的作用*

)_*=?)_*=

受体$

0)_*

%相互作用导致神经功能紊乱也日益受到关注*

E6D6D

!

)_*=

直接损伤神经组织
!

高血糖状态可引起半衰期

长的蛋白质普遍糖基化#神经轴索细胞骨架蛋白$如微管蛋白'

肌动蛋白及神经丝蛋白%半衰期均较长#且富含赖氨酸#因此易

发生糖基化反应*对
2

型糖尿病患者腓肠及股神经进行活检

发现#其轴突及髓鞘
)_*=

沉积显著增多(

%

)

*神经组织内

)_*=

沉积增多可导致细胞骨架蛋白交联增强#从而损害轴浆

运输'影响细胞内信号转导及蛋白质磷酸化或去磷酸化#导致

轴索变性#神经再生能力下降*

E6D6E

!

氧化应激介导
)_*=

的细胞毒性作用
!

氧化应激在生

理或病理条件下可通过糖氧化'自身氧化作用参与
)_*=

的形

成*

!GAM>JCC

(

'

)提出了糖尿病并发症发病的统一机制学说#认

为高血糖诱导细胞产生过量的活性氧簇$

0̀ ,

%是多元醇途径'

)_*=

途径'

/a.

途径及己糖胺途径激活的一个共同上游事

件*体外实验表明高血糖引起的
0̀ ,

升高可以使甘油醛
?5?

磷酸脱氢酶$

_)/V̂

%活性下降
::4

(

$&

)

#导致糖酵解中间产

物甘油醛
?5?

磷酸显著增多#过多的磷酸丙糖转化为
)_*=

的

前体甲基乙二醛#使得
)_*=

生成增加*正常情况下周围神经

抗氧化能力显著低于大脑及肝脏#在糖尿病时#过氧化氢酶'谷

胱甘肽酶及超氧化物歧化酶被糖基化后活性明显下降#使

0̀ ,

清除减少*

E6E

!

)_*=

与动脉粥样硬化
!

糖基化反应在正常机体即可缓

慢进行#因此
)_*=

水平随着年龄的增长而缓慢增加*大量动

物实验表明(

$$

)

#体内
)_*=

慢性蓄积与动脉粥样硬化之间有

密切关系#

)_*=

启动可加速动脉粥样硬化的发生和发展*国

外学者应用免疫组织化学方法检测血糖正常的低密度脂蛋白

受体缺陷家兔#首次发现家兔动脉粥样硬化斑块组织中存在大

量的
)_*=

#而血管正常部位却无
)_*=

表达#提示糖基化终

末产物可能是动脉粥样硬化斑块形成的始动因素*这些研究

都表明糖基化终末产物是促动脉粥样硬化形成的重要因素*

E6F

!

)_*=

与糖尿病视网膜病变$

N<EQCD<OGCD<>A

L

EDF

R

#

V0

%

!

V0

是常见的糖尿病并发症*它的特征是异常血管形成导致的

出血'缺血和梗死*特异的形态和功能改变包括基底膜增厚'外

膜细胞缺损和通透性增加*

)_*=

的形成抑制
-̀

产生#由于

-̀

是血管舒张因子#有抗血管平滑肌增殖的作用#因此
)_*=

的积聚导致血管增厚'弹性减低'内皮功能不良#影响组织重构#

使血管通透性增加(

$2

)

*体外实验表明#视网膜基底膜经
)_*=

修饰后#视网膜外膜细胞增殖减少而视网膜内细胞增殖增加*

这与
)_*=

引起的
-̀

减少'活性氧物质的产生及血管弹性的

改变一起#能够解释
)_*=

对微血管结构和功能的影响*

E6G

!

)_*=

与糖尿病肾病
!

ZHG

8

C>

等(

$5

)报道#糖基化终末产

物与肾内皮细胞表面特异性受体结合#可导致肾结构和功能异

常#主要表现为细胞外基质成分$如
(

型胶原%'层粘连蛋白及

纤维连接蛋白含量增多*给正常大鼠尾静脉注射外源性

)_*=

后#血清
)_*=

水平显著增高&肾小球容积增大'基膜增

宽'系膜细胞外基质增多#这与临床慢性肾功能不全的病理变

化相似#静脉给予糖基化终末产物抑制剂氨基胍治疗则可明显

抑制上述结构及功能的改变*以上结果揭示#体内积聚的

)_*=

可造成肾脏结构破坏和功能丧失*

F

!

)_*=

的检测

F6D

!

高效液相色谱法
!

目前用于检测
)_*=

的色谱技术主要

是高效液相色谱法$

/̂(.

%*

/̂(.

具有高效'高灵敏度'高

分辨率的特点#这在分析
)_*=

的结构方面有其独到之处#但

其操作过程繁杂'耗费昂贵#不利于应用到临床检验*

F6E

!

免疫组织化学法
!

免疫组织化学法是利用抗
)_*=

单抗

或多抗对组织中
)_*=

的分布进行定位检查*目前免疫组织

化学法主要用于
)_*=

相关疾病发病机制的研究*该法检测

)_*=

首先要获得组织标本#操作过程繁杂#而且只能做定性

检测#这些缺点限制了其在临床工作中的应用*

F6F

!

酶联免疫吸附试验$

*(+,)

%

!

*(+,)

具有敏感度高'特

异性强'操作简单'观察结果容易的特点#是一种颇为理想的微

量测定技术#目前以竞争法最为常用*

*(+,)

法在检测
)_*=

的应用中存在的主要问题是没有统一的标准方案*这有多方

面的原因!

)_*=

的化学结构复杂多样'没有制备抗体的标准

方法'没有统一的计量单位等*为使不同实验室或不同批次所

测得的
)_*=

具有可比性#

[<=HFE=F<

等(

$9

)首先提出用正常人

血清$

- ,̂

%来标准化
)_*=

检测*因正常人血清中可测到

)_*=

而且其水平处在狭窄范围#所以可用正常人群血清平均

)_*=

值作为测定
)_*=

的通用标准*

- ,̂

法所定义的

)_*=

单位为在竞争性
*(+,)

中
$f)_*=

等于
$j#

稀释的

- ,̂

所抑制的
)_*=

的量#即
- ,̂

中
)_*=

量定为
#f

"

I(

*该法所定义的
)_*=

值还可以应用于
)_*

修饰蛋白质#

表达为
)_*f

"

!

8

蛋白#因此不同实验室'不同检测方法所制

备的
)_*

修饰蛋白就可以标准化*

F6G

!

荧光分析法
!

)_*=

具有发射荧光的特性#因而可以用

荧光分光光度计测定其荧光值从而反映
)_*=

在循环或组织

中的水平*用于测定
)_*=

的激发光谱$

*U

%为
5#&

%

5'&>I

#

发射光谱$

*I

%为
99&

%

93&>I

#化学结构不同的
)_*=

#其荧

光光谱特征不同#荧光强度随
)_*=

浓度的增加而升高*

_A?

L

EJTG<=F>E

L

<JJE<

等(

$#

)测得糖基化血红蛋白$

Q̂?)_*

%的特征

性荧光光谱为
*U5&%

"

*I59#>I

#可以由此来测定其血清中

的浓度#实验证明#该法测得的
Q̂?)_*

值比
*(+,)

法所获

得的结果更为合理*当然#荧光光谱分析也有其局限性#一些

)_*=

没有荧光特性#如羧甲基赖氨酸$

.[(

%#体内还存在其

他荧光物质以及引起荧光淬灭的物质#这些都影响了分子荧光

+

93:

+
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分析的应用范围*

F6P

!

放射免疫分析法$

0+)

%

!

通过与同位素标记抗原竞争结

合特异抗体而达到检测样品中某种特殊
)_*=

含量的放免法

的特异性和灵敏度均较高#但标记抗原的同位素放射强度随时

间衰减#造成检测结果的批间差异较大#重复性不够好*

F6R

!

放射受体分析法
!

)_*=

特异结合受体存在于许多细胞

$如单核
?

巨噬细胞'平滑肌细胞'内皮细胞等%表面#故可通过

放射受体分析法来检测
)_*=

水平*该法敏感性'特异性均较

高#但目前应用报道并不多见#主要因为其操作需培养细胞#耗

时费力#而且结果受同位素衰变影响大#稳定性和重复性差#故

很难推广应用*

F6S

!

质谱法
!

a<=J<>

8

CG

等(

$:

)用
[)(V+?"̀ 1?[=

检测
)?IE?

NAG<

产物'

.[(

和眯哗酮
)

$

<I<NESAJA>C)

%#将
)_*?(

R

=A?

S

R

IC

通过蛋白内切酶
_JH?.

酶切用
!<>CU

+

[)(V+?"̀ 1?

[,

检测#获得了质量指纹谱#与蛋白数据库比较后#可以获知

蛋白质的糖基化位点*

[)(?V+?"̀ 1?[,

不能作绝对定量分

析#仅能作相对量化分析#但在分析相对分子质量方面有独特

的优势#又具有可以同时分析多个不同
)_*=

的优点*

F6V

!

流动注射分析技术
!

张林和孙子林(

$3

)采用流动注射分

析技术检测了
3%

例糖尿病患者的
)_*=

含量#结果尚可#但目

前文献报道较少#有待于进一步深入研究其检测效果*

G

!

结
!!

语

总之#越来越多的证据表明#

)_*=

在糖尿病及其并发症

中有重要作用#影响细胞内信号转导'转录因子活化及基因表

达*然而#

)_*=

的作用#尤其是在糖尿病微血管和大血管并

发症病因学的作用机制仍有待于进一步确证#检测方法仍需进

一步完善及标准化(

$%

)

*尽管如此#关于
)_*=

在糖尿病并发

症中机制的研究为有效地控制与治疗并发症提供了一条新的

研究途径*相信随着研究的拓展和深入#将更加丰富糖尿病并

发症发病机制的理论基础#同时对糖尿病并发症防治提供了新

的思路和对策*
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