
调节的作用［２３］。

６　小　　结

Ｔｈ１７与Ｔｈ９细胞能够相互作用，并且与其分泌的细胞因

子在哮喘疾病病程中发挥重要作用。这两种细胞之间存在着

怎样的具体联系，在哮喘中发挥怎样的作用还不清楚。因此，

还需要大量的研究去进一步阐明它们的相互作用、免疫调节功

能，为哮喘的生物靶向治疗提供新思路。
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·综　　述·

儿童血铅检测方法的研究进展

郜振彦１，２，余晓刚２，吴美琴２综述，古桂雄１△，颜崇淮２审校

（１．苏州大学附属儿童医院儿保教研室，江苏苏州２１５００３；２．上海交通大学医学院

附属新华医院环境与儿童健康重点实验室，上海２０００９２）

　　关键词：检测方法；　血铅；　末梢血；　静脉血；　儿童

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０２９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５５４０４

　　Ｃｈｅｎ等
［１］研究指出铅中毒（血铅浓度大于１００μｇ／Ｌ）对儿 童的智商和行为产生不利影响，诸多研究指出血铅浓度低于

·４５５１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２

 基金项目：卫生部行业公益性项目（２０１００２００６）；卫生部行业公益性项目（２０１００２００１）；科技部９７３项目（２０１２ＣＢ５２５００１）。　作者简介：郜

振彦，女，在读硕士研究生，主要从事儿童铅中毒的诊断治疗研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｚｇｇｘ０００＠１６３．ｃｏｍ。



１００μｇ／Ｌ时，亦对儿童智能及运动发育产生消极作用
［２３］。

Ｃａｒｌｉｓｌｅ等
［４］研究评估铅暴露的风险指标时指出血铅每升高

１００μｇ／Ｌ，可致在校学生平均智商降低１分。目前评估铅负荷

的主要生物监测指标为血铅，而血铅检测方法多样，本文就近

几年血铅筛查及诊断方法的研究进展进行归纳总结。

１　标本类型

Ｂａｒｔｏｎ
［５］研究发现发铅测定误差大，齿铅、骨铅及组织铅

取材不易，而尿铅主要反映铅排泄情况。因此血铅成为反映儿

童铅暴露的理想监测指标，加之血铅测定方法成熟，质控体系

完善，国际上公认全血铅检测是评价人体铅负荷的最佳方

法［６］。

１．１　静脉血　２００６年中国《儿童高铅血症和铅中毒预防指

南》规定，儿童血铅水平的筛查可以采用末梢血或静脉血，但诊

断必须采用静脉血。国外研究亦明确静脉血样为评价儿童血

铅水平的最佳指标［６７］，末梢血样可作为血铅筛查的合适选

择［８］。但是，末梢血筛查儿童血铅水平高于１００μｇ／Ｌ时，必须

采集静脉血进行血铅水平复查，以进一步确诊［９］。Ｔａｙｌｏｒ

等［１０］提倡在儿童及家庭血铅筛查时，采用静脉血，若无法采集

静脉血，可选择末梢血。

１．２　末梢血　Ａｎｔｉｃｏｎａ等
［１１］在关于秘鲁亚马逊盆地儿童铅

暴露筛查时，测得末梢血与静脉血结果有较好的相关性。在偏

远山区，无法储存血标本测定血铅，纸片法（ＦＰ）作为末梢血的

载体，显示出其独特的优势。Ｓｒｉｖｕｔｈａｎａ等
［１２］研究纸片法测定

儿童血铅水平时得出，纸片法与静脉血测定结果相关系数在

０．９６以上。Ｓｈｅｎ等
［１３］进行纸片法测定中国儿童血铅浓度的

方法学及适用性研究，结果显示末梢血纸片法血铅测定与静脉

血样有很好的相关性。但是，末梢血采集易受环境及人为污

染，常导致假阳性结果出现，尤其纸片法更增加污染的机会。

因此，末梢血采集必须严格按照流程操作，以尽可能避免血标

本的污染。

２　血铅测定方法

２．１　二硫腙比色法　早期血铅测定方法，为二硫腙比色法，但

该方法操作比较繁琐，试剂成本较高，并且灵敏度较低，重复性

差，且二硫腙为有毒试剂，目前逐步为其他方法所替代。

２．２　原子吸收光谱法

２．２．１　石墨炉原子吸收光谱法（ＧＦＡＳＳ）　国际应用最多且

最为经典的血铅测定方法，该法原子化效率高，几乎达１００％，

常规使用的检测限为１０～２０μｇ／Ｌ
［１４］，但是系统必须用塞曼背

景修正［１５］。Ｚｅｎｔｎｅｒ等
［１６］在血铅测定方法研究中亦指出

ＧＦＡＳＳ法虽具有较高的灵敏度及准确度，但是，其分析时间较

长，需要操作人员具备一定的实验技能，对于现场测定仍有一

定局限性，特别是当血铅浓度小于或等于１００μｇ／Ｌ，建议选用

便携式血铅测定仪进行血铅筛查。

２．２．２　氢化物发生原子吸收光谱法（ＨＧＡＳＳ）　ＡｒｂａｂＺａｖａｒ

等［１７］通过氢化物原子吸收光谱法测定铅含量时得出此方法

的检测限为１１μｇ／Ｌ，相对标准偏差５％，提示此法精密度较

高，干扰少。但是血样前处理硝酸高氯酸消解或微波消解较

复杂，且血铅结果主要受硼氢化钠浓度影响，因此，需严格控制

酸及硼氢化钠的量。

２．２．３　钨舟无火焰原子吸收光谱法　主要应用于国内的血铅

测定方法，庄宝玲［１８］研究认为此法有较好的稳定性，在进行全

血二价阳离子的生理浓度干扰试验中提示无明显干扰。但是，

此法检验结果的准确性受钨舟片质量及元素灯的影响，若使用

时间久，或进行连续大样本测定时，需及时更换钨舟片或元素

灯［１９］，并清洗仪器，目前主要用于血铅的筛查。

２．３　电化学分析方法

２．３．１　阳极溶出伏安法　预先在恒定电位下将被测物富集在

固定的工作电极上，然后使微电极的电位由负向正移动，富集

的物质反向溶出（阳极溶出），并记录溶出过程的电流电位（伏

安）曲线，进行分析测定。

２．３．２　微分电位溶出法　阳极溶出伏安法测定精密度良好，

且抗干扰能力强。微分电位溶出法测定线性范围宽，精密度

好，当延长富集时间，可降低检测限，提高灵敏度，血铅的测定

范围为１０～１０００μｇ／Ｌ，特别是血铅高于１００μｇ／Ｌ时，重复性

最佳［１４］。

２．３．３　方法评价　以上两种方法一般应用汞作为工作电极，

分析过程会析出有毒金属汞，对环境及人体造成危害。目前研

究主要集中于改进工作电极，Ｃｈｕａｎｕｗａｔａｎａｋｕｌ等
［２０］在应用顺

序注射方波阳极溶出伏安法测定血铅时采用镀铋的印刷碳电

极作为工作电极，并测得铅的线性范围为０～７０μｇ／Ｌ，检出限

为０．８９μｇ／Ｌ。Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ等
［２１］应用铋电极单独及联合测定

锌、铅及镉的研究中，指出铋电极操作简单、稳定性良好，是一

种理想的重金属测定工作电极。

值得一提的是基于溶出伏安法原理设计的便携式血铅测

定仪（ＬｅａｄＣａｒｅ），可以现场快速测定血铅，测定标本为末梢血

或静脉血［２２］。Ｃｈａｒａｌａｍｂｏｕｓ等
［２３］及 Ａｎｔｉｃｏｎａ等

［１１］在应用

ＬｅａｄＣａｒｅⅠ（美国ＥＳＡ公司）进行血铅筛查时，通过盲法抽样

与石墨炉原子吸收光谱法测定静脉血铅结果比较，有较好相关

性。Ｂｉｓｃｈｏｆｆ等
［１５］在血铅测定研究中比较ＬｅａｄＣａｒｅⅡ与石

墨炉原子吸收光谱法，结果显示相关性较好，但后者测定结果

偏低。Ｙａｎｔａｓｅｅ等
［２４］研究指出血铅分析仪测定血铅的精确度

与ＩＣＰＭＳ相当，相对标准差小于５％。总之，ＬｅａｄＣａｒｅ法测

定更简便、快捷，样本量较少（５０μＬ）
［１４］，血铅测定范围为３３～

６５０μｇ／Ｌ，可广泛用于血铅筛查。铅中毒的确诊仍需采用

ＧＦＡＳＳ法等其他方法，特别是当血铅浓度高于４００μｇ／Ｌ

时［２２］。

２．４　电感耦合等离子体质谱法（ＩＣＰＭＳ）　Ｓｏｂｉｎ等
［２５］比较

研究低水平儿童血铅测定的ＩＣＰＭＳ与便携式血铅测定仪

ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ法，指出ＩＣＰＭＳ是测定血铅，特别是低浓度血

铅的金标准，结果的重复性及精密度良好。Ｊｅｄｒｙｃｈｏｗｓｋｉ

等［２６］应用电感耦合等离子体质谱法测定脐血及母亲血铅浓

度，结果显示此法有较好的灵敏度及精确度，同时指出此方法

亦适用于末梢血血铅的筛查。Ｃｈｉｌｌｒｕｄ等
［２７］应用铁共沉淀原

理，采用ＩＣＰＭＳ法可精确测得全血中铅同位素比值，经同位

素稀释后，重复性提高６％。Ｃｉｚｄｚｉｅｌ等
［２８］利用激光灼烧电感

耦合等离子体质谱联合技术（ＬＡＩＣＰＭＳ）测定纸片血斑血

铅，无需前处理，更适合快速大样本血铅筛查，测得结果与实验

室能力验证的血铅值有很好的相关性，但设备条件要求较高。

Ｈｓｉｅｈ等
［２９］研究水标准标定及矩阵匹配校准方法，得出ＬＡ

ＩＣＰＭＳ的回收率为９７．８％～１１２．８％，检出限为１μｇ／Ｌ，相对

标准差小于１０％。但是，ＩＣＰＭＳ成本较高，在检测较多样品

以及较多元素时，相对较为经济［１４］。

３　血铅检测的质量控制

３．１　实验室间质量评价　实验室应当按时参加卫生部认定的

室间质量评价机构组织的质量评价活动。对接受质量评价检

测的样本应随机加入日常血铅样品检测中进行，不得另选检测

系统分析，以真正反映本实验室的实际检测水平。根据实验室

间质量评价结果，决定是否采取改善措施。

３．２　实验室内质量控制

３．２．１　样品处理　实验室内样品处理会带来污染风险，最好

在国际质量标准５级环境或更清洁的环境中进行
［１４］。实验室

应绘制室内质量控制图，以评价本实验室的检测质量。以每日

实际检测分析中所测的质控标准物质的不同浓度检测结果，分

别标点制图。

３．２．２　校准曲线　每次分析样品时须制备标准曲线。标准曲

线应由３～５个已知浓度（包括空白浓度）的标准溶液，以测量
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信号值为纵坐标，以浓度（或量）为横坐标，按样品的测定步骤

制备。所应用的校准曲线信号值与浓度（或量）相关系数应大

于或等于０．９９５，样品浓度必须在所作校准曲线的浓度范围

内，不得将校准曲线任意外延。连续测量多次后，必须重新校

正标准曲线。

３．３　全过程铅污染的控制

３．３．１　采血过程的质量控制　采血场所必须远离铅污染源，

室内地面和墙壁应湿化清洁，采血前清洁采血场所，不得使用

风扇降温，尽可能降低环境铅污染。静脉采血时经皮肤去铅处

理后，采血过程基本密封。末梢采血时，弃第一滴血液，用聚乙

烯管收集血滴。采血完成后立即盖好盖子，直立涡旋混匀以使

与抗凝剂充分混合。采血针及针套都应保证无铅，并预先检测

其所含铅本底，或进行严格酸洗［１４］。

３．３．２　标本的质量控制　储血容器采用经抽样空白检测合格

的真空采血管（预置抗凝剂）或实验室用的优质聚乙烯管。Ｄｉ

Ｍａｒｔｉｎｏ等
［３０］研究指出用纸片法筛查血铅需在提取液中加入

５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，洗脱滤纸片，以提高铅的回收率。由于脐带

血处于高凝状态，抗凝剂应该增加或加倍。静脉血或末梢血应

冷藏保存，而干燥在纸片上的血斑则可常温或４℃冷藏。通常

在２～４周内测定血铅结果均稳定。Ｓｈｅｎ等
［１３］提出，末梢血纸

片法的标本经干燥后置入去离子处理的塑料袋密封，并放入

４℃冰箱保存，在１个月内测定结果稳定。

４　小　　结

综上所述，血铅检测方法正在逐步改进，不仅更为精确、方

便，而且正广泛用于儿童血铅水平的筛查及诊断。测定血铅

时，可根据需求的检测限、精密度、期望完成分析的时间周期、

样品数量选择合适的测定方法。同时开展儿童血铅水平筛查

及测定技术的推广将成为重要研究课题。
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·综　　述·

ＬＫＢ１抑制肿瘤机制的研究进展


杨事达，滕秋艳 综述，赵鸿梅△审校

（辽宁省人民医院检验科，辽宁沈阳１１００１５）

　　关键词：肿瘤；　肿瘤抑制基因；　肝激酶Ｂ１

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０３０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５５７０３

　　ＬＫＢ１（ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１）基因又被称为ＳＴＫ１１（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｏ

ｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１１）基因，ＬＫＢ１的胚系突变可导致Ｐｅｕｔｚ

Ｊｅｇｈｅｒｓ综合征（ＰＪＳ），与错构瘤性息肉向肿瘤的发展密切相

关［１］。ＬＫＢ１基因的表达产物在细胞内分布较为广泛，通过多

种信号途径参与调节细胞的凋亡、极性等细胞生理过程。尽管

ＬＫＢ１的抑癌机制尚不完全清楚，但现有的研究表明作为一种

蛋白激酶，它对细胞的增殖、生长周期阻滞、凋亡、能量代谢和

极性等的调控可能都是抑制肿瘤的重要机制。本文就目前已

经证实的ＬＫＢ１抑制肿瘤的分子机制作一综述。

１　概　　述

人类ＬＫＢ１基因定位于人染色体１９Ｐ３．３带，ｃＤＮＡ全长

２１５８ｂｐ，编码区１３０２ｂｐ含有９个编码外显子和一个不编码

的外显子，编码的ＬＫＢ１蛋白相对分子质量为４８×１０３，由４３３

个氨基酸组成的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，包括一个激酶区域

（４９～３０９密码子处）、Ｎ端调节域和Ｃ端调节域。人ＬＫＢ１基

因在胎儿和成人的所有组织中广泛表达，尤以胰腺、肝、睾丸、

小肠和骨骼肌表达最多。

２　ＬＫＢ１的调节方式

ＬＫＢ１的调节方式主要有两种：磷酸化和亚细胞定位。

ＬＫＢ１至少有８个氨基酸残基可被磷酸化
［２４］。在哺乳动物细

胞内，ＬＫＢ１通过与ＳＴＲＡＤ和 ＭＯ２５结合形成三聚体复合物

调节ＬＫＢ１蛋白的稳定性、激酶活性和蛋白在细胞内的定位。

ＳＴＲＡＤ一方面与ＬＫＢ１结合能够激活ＬＫＢ１的自身磷酸化和

磷酸化下游底物的功能［５］；另一方面由于ＬＫＢ１缺乏核输出序

列，需要通过与ＳＴＲＡＤ结合帮助ＬＫＢ１核输出到细胞质中并

定位在细胞质中发挥生理功能［６］；ＭＯ２５则能够稳定ＳＴＲＡＤ

和ＬＫＢ１的相互作用并进一步放大ＬＫＢ１的激酶活性
［２］。

３　ＬＫＢ１的作用底物

ＡＭＰ活化的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）是 ＬＫＢ１最重要的底物。

ＡＭＰＫ包括三个亚基，催化亚基α和调节亚基β、γ。环境刺激

导致细胞内ＡＭＰ／ＡＴＰ比值升高，能量缺乏时，ＡＭＰ结合到

γ亚基上使 ＡＭＰＫ 发生变构，结构变化一方面促进 ＬＫＢ１对

ＡＭＰＫαＴｈｒ１７２位点的磷酸化活化 ＡＭＰＫ，另一方面抑制相

应磷酸酶对该位点的去磷酸化作用，二者协同增强 ＡＭＰＫ的

磷酸化水平而使之激活。尽管有研究认为钙调蛋白依赖性激

酶激酶β（ＣａＭＫＫβ）也可激活 ＡＭＰＫ，但ＣａＭＫＫβ只在Ｃａ
２＋

浓度改变时活化 ＡＭＰＫ，在能量下降时激活 ＡＭＰＫ 的是

ＬＫＢ１。活化的ＡＭＰＫ一方面降低耗能的合成代谢（如脂肪

酸、胆固醇、糖原和蛋白合成），另一面加快分解代谢（如葡萄糖

摄入、糖酵解）以产生能量稳定ＡＭＰ／ＡＴＰ比值
［７］。除ＡＭＰＫ

之外，１２种 ＡＭＰＫ相关激酶也是ＬＫＢ１的直接底物，然而引

起ＬＫＢ１磷酸化激活这些底物的信号刺激还有待于进一步

研究。

４　ＬＫＢ１的抑癌机制

４．１　ＬＫＢ１通过引起Ｇ１周期阻滞，调节细胞生长　将ＬＫＢ１

转入ＬＫＢ１缺失的肿瘤细胞如 Ｈｅｌａ和Ｇ３６０细胞，可引起Ｇ１

期细胞生长阻滞［８９］。在Ｇ３６１的Ｇ１期细胞中，ＬＫＢ１在细胞

核中稳定Ｐ５３并且能够直接或间接磷酸化Ｐ５３的１５和３９２

位［１０］，升高细胞周期依赖型激酶ＣＤＫ（ＣＤＫ）的抑制物Ｐ２１／

ＷＡＦ１的水平引起 Ｇ１细胞周期阻滞。不过在缺失 Ｐ５３的

ＨｅｌａＳ３细胞中，ＬＫＢ１则绕过Ｐ５３与ＬＭＯ４，ＧＡＴＡ６，和ＬＤＢ１

形成复合物诱导Ｐ２１表达
［１１］。Ｓｃｏｔｔ等研究发现ＬＫＢ１可以

不依赖Ｐ２１和Ｐ５３单独诱导Ｇ１周期阻滞，但当ＬＫＢ１与Ｐ２１

和Ｐ５３联合能够中等程度提高ＬＫＢ１介导的Ｇ１周期阻滞
［１２］。

４．２　ＬＫＢ１诱导细胞凋亡，调节细胞生长　Ｋａｒｕｍａｎ等
［１３］首

先证实在上皮细胞中，ＬＫＢ１诱导凋亡需要有功能的Ｐ５３蛋白

才能发生；在 Ｐ５３－／－果蝇的模型中也观察到 ＬＫＢ１依赖

Ｃａｓｐａｓｅ途径介导凋亡
［１４］；由此可见在调亡诱导过程中，ＬＫＢ１

与Ｐ５３独立进行或者联合诱导凋亡取决于细胞类型和细胞内

的环境条件。此外，ＪＮＫ途径作为ＬＫＢ１诱导凋亡的下游信

号，其激活对于线粒体释放细胞色素γ和Ｃａｓｐａｓｅ介导的凋亡

通路的激活是必需的，并且ＪＮＫ异常引起程序性死亡缺陷是

肿瘤发生的前提条件。在果蝇中ＬＫＢ１可以激活ＪＮＫ途径而

诱导发育过程中的细胞凋亡，ＬＫＢ１敲除的果蝇则表现出凋亡

缺陷和中央神经系统的异常增生；同样，ＪＮＫ信号通路阻滞可

抑制ＬＫＢ诱导的凋亡
［１４］。需要注意的是，在细胞内能量缺乏

时，ＡＭＰ／ＡＴＰ比值升高时，ＬＫＢ１ＡＭＰＫ信号途径首先是抑

制分解代谢，促进合成代谢，维持能量平衡，保护细胞，抑制细

胞凋亡；只有当 ＡＭＰ／ＡＴＰ比值持续异常难以逆转时，ＬＫＢ１

诱导细胞凋亡发生［１５１６］。

４．３　ＬＫＢ１ 下调 ｍＴＯＲＣ１ 信号途径，调节细胞生长 　

ｍＴＯＲＣ１是ＬＫＢ１ＡＭＰＫ调节细胞生长和细胞周期的最关键

靶点之一。ｍＴＯＲＣ１包括ｍＴＯＲ、ｍＬＳＴ８和ｒａｐｔｏｒ，ｍＴＯＲＣ１

活性受ｒａｐａｍｙｃｉｎ 抑制且对营养状况敏感。ＬＫＢ１ 主要在

ＴＳＣ２———结节性硬化综合征的突变致病蛋白介导下调节

ｍＴＯＲＣ１活性，是 ＡＭＰＫ的底物之一，有 ＧＴＰ酶激活蛋白
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