
蛋白仪；方法为高效液相色谱法。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计，计量资料用狋

检验，计数资料用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同组别间比较　 ＧＤＭ 组与正常妊娠组比较 ＨｂＡ１ｃ、

ＧＣＴ差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＦＰＧ差异无统计学意义

（犘＞０．０５），ＩＧＴ组与正常妊娠组相比，差异无统计学意义（犘

＞０．０５），结果见表１

表１　　３组患者 ＨｂＡ１ｃ、ＧＣＴ、ＦＰＧ检测结果（狓±狊）

组别 ＨｂＡ１ｃ（％） ＧＣＴ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

正常妊娠组 ５．１±０．３ ６．６±０．２ ４．９±０．４

ＩＧＴ组 ６．０±０．３ ７．２±０．５ ５．２±０．５

ＧＤＭ组 ８．２±０．４ ８．４±１．１ ６．８±０．９

２．２　正常妊娠组与ＧＤＭ组ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＯＧＴＴ阳性率比较

　ＧＤＭ 组 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＯＧＴＴ 阳性率分别为 １６．７０％、

３０．３０％、４６．９０％，与正常妊娠组比较，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５），见表２。

表２　　２组ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ阳性率比较［狀（％）］

组别 狀 ＦＢＧ ＨｂＡ１ｃ ＯＧＴＴ

正常妊娠组 ７３ ２（２．７４） ５（６．８５） ３（４．１１）

ＧＤＭ组 ６６ １１（１６．７０） ２０（３０．３０） ３１（４６．９０）

３　讨　　论

近年来，由于妊娠期糖尿病发病率的不断增加，临床上对

于该病关注度越来越高，１９７９年世界卫生组织 （ＷＨＯ）将

ＧＤＭ列为糖尿病的一个独立类型，主要为妊娠中晚期的孕妇

处于一种容易产生糖尿病的临界状态，主要临床表现为葡萄糖

耐量的降低，胰岛素的降低血糖作用较妊娠早期明显下降，机

体对胰岛素处于不敏感状态等［３］虽然孕妇产后血糖水平大多

可恢复正常，但将来发生糖尿病的危险性将会明显增加，患有

该病的母婴病死率明显大于正常妊娠，还能引起新生儿多种并

发症，属于高危妊娠的一种，具有极大的危害性需要早期诊断

及时治疗，降低该病症母婴并发症［４］，同时ＧＤＭ 也易导致孕

妇产后出血、巨大儿、畸形胎等。因而早期诊断 ＧＤＭ 对于产

妇和胎儿都有明显的临床价值。目前对于妊娠糖尿病主要采

用口服葡萄糖耐量试验进行确诊，这种检测操作比较繁琐耗时

长且易受外界其他因素的影响［５］，近年来随着对糖尿病的不断

深入研究和检测方法的不断改进，ＨｂＡ１ｃ已逐渐应用于临床

糖尿病的诊断监测中，ＨｂＡ１ｃ是血红蛋白与血糖经过缓慢不

可逆的、非酶促反应结合而形成的产物，其形成取决于人体内

的血糖浓度和作用时间，生成量与血液中葡萄糖浓度呈正比［６］

可以反映患者４～８周内的平均血糖水平，而且具有较强的稳

定性，受血糖浓度波动的影响较小。同时，糖化血红蛋白的测

定不需要进行空腹可以在一天的任何时候取样，且稳定性好，

不容易受到胰岛素的使用而影响，比 ＧＣＴ、ＯＧＴＴ、ＦＰＧ更方

便更易被孕妇接受可以作为该病治疗的观察指标［７］。本研究

中ＧＤＭ 组与正常妊娠组比较 ＨｂＡ１ｃ、ＧＣＴ差异有统计学意

义（犘＜０．０５），ＦＰＧ差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＩＧＴ组与正

常妊娠组相比差异均无统计学意义（犘＞０．０５），ＧＤＭ组ＦＢＧ、

ＨｂＡ１ｃ、ＯＧＴＴ阳性率与正常妊娠组比较，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），且 ＨｂＡ１ｃ、ＯＧＴＴ阳性率成正相关，由此分析，

临床中可采用测定空腹血糖结合糖化血红蛋白来初步诊断妊

娠糖尿病的患病风险，但不能单独用 ＨｂＡ１ｃ作为 ＧＤＭ 的筛

查及诊断指标，以免漏诊，对母婴造成伤害。对于筛查出的有

高危因素的孕妇，临床应当以 ＯＧＴＴ作为妊娠期糖尿病的诊

断指标，同时 ＨｂＡ１ｃ的测定可作为妊娠糖尿病治疗效果观察

的重要指标。
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·经验交流·

ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿ＮＡＧ在糖尿病肾病早期诊断中的应用

王　勇，李东阳

（天津市泰达医院检验科，天津３００４５７）

　　摘　要：目的　探讨血胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）、尿Ⅳ型胶原（ⅣＣ）、尿Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）检测在糖尿病肾病早期

诊断中的应用。方法　利用生化分析仪和酶联免疫分析仪，分别测定４９例早期糖尿病患者和２８例健康人的ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿

ＮＡＧ和ｍＡＬＢ数值，用ＳＰＳＳ１９．０进行统计分析。结果　Ｃｙｓｃ、尿ⅣＣ和尿ＮＡＧ的数值，Ⅱ组与Ⅰ组相比，Ⅱ组与健康组相比

均有显著性增高（犘＜０．０１），Ⅰ组与正常组比较增高均有统计学意义（犘＜０．０５），Ⅱ组ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ和尿ＮＡＧ与 ｍＡＬＢ相关性

分别为０．８３０、０．８４９、０．８３４。结论　Ｃｙｓｃ、尿ⅣＣ、尿ＮＡＧ可以分别测定肾脏不同部位的损伤，在早期诊断糖尿病肾病方面灵敏

度高，且与ｍＡＬＢ有同等诊断价值，有助于发现早期糖尿病肾病损害。

关键词：糖尿病肾病；　血胱抑素Ｃ；　尿Ⅳ型胶原；　尿Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶
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　　糖尿病是以高血糖为特征的慢性代谢性疾病，肾脏损害是 糖尿病患者寿命和生活质量的主要威胁，糖尿病肾病是一种逐
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渐进展的肾脏疾病，早期诊断和治疗对阻止和延缓糖尿病肾病

的发展有重要意义，但传统实验诊断方法由于其固有的局限

性，很难做出早期诊断，近些年血胱抑素Ｃ（Ｃｙｓｃ），尿Ⅳ型胶

原（ⅣＣ）和尿Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）等一些新的

实验室检测方法被用于肾病的早期诊断，本文探讨这些指标在

健康人和早期糖尿病患者之间的差异，探讨其在糖尿病肾病早

期诊断中的应用。

１　资料与方法

１．１　一般资料

１．１．１　糖尿病组　在本院内分泌科检查确诊的糖尿病患者

４９例，其中男２７例，女２２例。年龄（５４．５１±８．１４）岁。根据

尿微量清蛋白结果，将其分为２个组：Ⅰ组（糖尿病尿微量清蛋

白正常）２４例，符合 ｍＡＬＢ＜２０ｍｇ／Ｌ，即 ＵＡＥＲ＜３０ｍｇ／２４

ｈ；Ⅱ组（糖尿病尿微量清蛋白轻度增高）２５例，符合 ｍＡＬＢ在

２０～１５０ｍｇ／Ｌ之间，即３０ｍｇ／２４ｈ＜ＵＡＥＲ＜３００ｍｇ／２４ｈ。

１．１．２　健康组　在本院体检健康者２８例，平均年龄（４１．３２±

１５．５８）岁，男１２例，女１５例。所有人空腹血糖和 ｍＡＬＢ均

正常。

１．２　方法

１．２．１　标本的收集处理　留取晨尿，标本离心（１０００ｒ／ｍｉｎ）

１０ｍｉｎ，留取３ｍＬ上清液待测。血清学标本为空腹静脉血，标

本离心（３０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，分离血清待测。

１．２．２　检测方法　采用日立７６０００２０全自动生化分析仪定

量测定ＣｙｓＣ、尿 ＮＡＧ和 ｍＡＬＢ，尿ⅣＣ由澳斯邦自动酶联

免疫分析仪测定。ＣｙｓＣ、ｍＡＬＢ和 ＮＡＧ试剂盒购自北京九

强公司，ⅣＣ试剂盒购自上海申索佑福公司。

１．２．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行统计分

析，计量数据以狓±狊表示，组间差异采用狋检验分析，采用

Ｐｅａｒｓｏｎ分析相关性，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　测得３组Ｃｙｓｃ、尿ⅣＣ、尿ＮＡＧ数值用ＳＰＳＳ１９．０统计

分析，糖尿病Ｉ组较健康组增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），糖尿病Ⅱ组较健康组显著增高，差异有统计学意义（犘

＜０．０１），糖尿病Ⅱ组较糖尿病Ⅰ组显著增高，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）（见表１）。

２．２　糖尿病Ⅱ组ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿 ＮＡＧ数值与 ｍＡＬＢ数值

呈正相关，相关系数分别为０．８３０、０．８４９、０．８３４。

表１　　各组数据比较（狓±狊）

组别 狀 尿ｍＡＬＢ（ｍｇ／Ｌ） 血ＣｙｓＣ（ｍｇ／Ｌ） 尿ⅣＣ（μｇ／Ｌ） 尿ＮＡＧ（Ｕ／Ｌ）

Ⅰ组 ２４ １０．１０±４．１０ ０．９９±０．２１ ９３．４０±１０．９０ １６．００±５．２０

Ⅱ组 ２５ ５６．２０±１４．１０＃ ３．３３±０．５２＃ １４４．００±１３．４０＃ ４３．８０±８．７０＃

健康组 ２８ ５．６７±３．５０ ０．７７±０．１１ ７７．００±７．４０ ８．５０±１．６０

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与健康组比较；＃：犘＜０．０５，与Ⅰ组比较。

３　讨　　论

伴随人们生活水平的提高，糖尿病已不仅仅是发达国家的

“富贵病”，在中国发病者数也越来越多，其中２０％～４０％的患

者存在糖尿病肾病，且糖尿病肾病是导致终末期肾病的首要因

素［１］。血肌酐和尿素氮是检测肾功能损害的传统实验诊断方

法，但由于肾脏有非常大的代偿能力，其灵敏度不高，一旦检测

到增高，肾脏损害往往已达到不可逆的损伤程度，错过了最佳

的治疗时期。

ＣｙｓＣ又称胱抑素Ｃ，是一种含有１２２个氨基酸、低相对

分子质量、非糖基化的碱性蛋白质，机体内几乎所有组织的细

胞均能持续恒定地产生ＣｙｓＣ，并经肾小球滤过，不被肾小管

重吸收和分泌。ＣｙｓＣ不与其他蛋白形成复合物，血清水平不

受炎症、感染、肿瘤及肝功能等影响，与体表面积、肌肉量无关。

因此，ＣｙｓＣ是一项评估肾小球滤过功能的灵敏而特异的指

标［２］。Ⅳ型胶原是典型的基底膜胶原，是基底膜的支架结构，

是基底膜中的主要胶原蛋白，糖尿病肾病早期，肾小球内即可

出现Ⅳ型胶原的合成增加，引起肾小球基底膜结构的改变，破

坏肾小球的滤过屏障，从而导致滤过膜通透性增加，尿Ⅳ型胶

原增高［３４］。ＮＡＧ是一种溶酶体酶，相对分子质量为１４０×

１０３，广泛分布于各组织中，血液中的 ＮＡＧ相对分子质量较

大，不能经肾小球滤过。肾小球功能正常时，尿中 ＮＡＧ不是

来自血浆，尿中ＮＡＧ主要来源于肾小管上皮细胞脱落、破坏、

释放，是反映肾小管实质细胞损伤的一个敏感指标［５］。

本次测得的ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿 ＮＡＧ的数据分析表明，糖

尿病Ⅰ组与健康组相比，数值增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），与刘涛等
［６］的研究一致，提示糖尿病患者肾脏损害在尿

ｍＡＬＢ出现前就已经出现，ｍＡＬＢ并不能全面反映早期糖尿病

患者肾脏损害，ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿 ＮＡＧ比 ｍＡＬＢ能更早的发

现肾脏的早期损害［７］。糖尿病Ⅱ组与健康组相比、糖尿病Ⅱ组

与糖尿病Ⅰ组相比，数值均明显增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），提示在肾脏出现损害，ｍＡＬＢ增高时，ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿

ＮＡＧ数值比健康人明显增高。尿微量清蛋白是公认的肾脏早

期损伤的重要标志物［８］，在糖尿病Ⅱ组 ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿

ＮＡＧ与ｍＡＬＢ呈现一致的相关性，表明与ｍＡＬＢ有同等参考

价值。通过对反映肾小球功能损害的Ｃｙｓｃ、反映肾小管功能

损害的ＮＡＧ和同时反映肾脏基底膜代谢与肾小管间质损害

情况的ⅣＣ３项指标进行检测，能从不同方面检测肾脏的损

害，可以较尿微量清蛋白更早的反映糖尿病肾脏损害的出现，

并能与肾小球和肾小管的损害部位区分。

ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿ＮＡＧ检测能够比ｍＡＬＢ更早期发现糖

尿病患者肾脏损害，早期诊断和治疗对阻止和延缓糖尿病肾病

的发展有重要意义，使糖尿病患者的寿命和生活质量能显著提

高，ＣｙｓＣ、尿ⅣＣ、尿 ＮＡＧ的检测在糖尿病肾病的早期诊断

中有重要的应用价值。
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不同月龄婴儿肠道微生态改变的临床研究

贺　锐，张　罛，赵翠生，叶　萍

（甘肃省妇幼保健医院检验科，甘肃兰州７３００５０）

　　摘　要：目的　通过应用荧光定量ＰＣＲ技术对不同月龄的正常婴儿、轮状病毒（ＲＶ）肠炎患儿肠道微生态进行动态检测，分

析其肠道菌群变化，为临床提供数据参考。方法　采用病例对照研究，选取不同月龄健康婴儿及ＲＶ肠炎患儿为研究对象，运用

荧光定量ＰＣＲ技术测定细菌的１６ＳｒＲＮＡ，对不同月龄健康婴儿和ＲＶ肠炎患儿粪便中双歧杆菌、乳酸杆菌、肠球菌、大肠杆菌进

行定量分析。结果　不同月龄婴儿肠道中双歧杆菌和肠球菌数量随月龄变化差异有统计学意义（犘＜０．０５），乳酸杆菌和大肠杆

菌数量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＲＶ肠炎患儿肠道中双歧杆菌和乳酸杆菌含量在不同月龄阶段均低于健康对照组，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），大肠杆菌和肠球菌含量仅在３月龄阶段低于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），在６月龄和１０

月龄婴儿与健康对照组婴儿比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　不同月龄婴儿的肠道微生态存在差异，客观评判婴儿肠

道微生态需建立不同月龄的肠道微生态参考区间。ＲＶ对患儿肠道中益生菌的数量影响较大。

关键词：不同月龄；　婴儿；　肠道微生态

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．２４．０６９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）２４３４４３０３

　　肠道是人体重要的消化器官，定植于肠道内的大量固有菌

群所构成的肠道微生态系统是其重要的组成部分，婴儿肠道微

生态系统对其代谢、免疫系统的发育和成熟等过程起着十分重

要的作用［１］。本研究采取病例对照研究设计，运用细菌涂片、

轮状病毒（ＲＶ）检测、１６ＳｒＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ分析等检测手

段，对不同月龄健康婴儿、ＲＶ肠炎患儿肠道中主要细菌进行

定量分析，并进行比较，以了解婴儿肠道菌群变化。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年７月至２０１３年３月在甘肃省妇

幼保健院就诊的婴儿作为目标研究人群。

１．２　对照组纳入标准　近４周内未使用抗菌药物，未使用微

生态制剂且无胃肠道症状的３月龄、６月龄及１０月龄的健康

婴儿各３０例为研究对象。

１．３　病例组纳入标准　依据《婴幼儿腹泻诊断标准》诊断的

ＲＶ腹泻的３月龄、６月龄及１０月龄患儿各３０例为研究对象。

１．４　标本的采集与处理

１．４．１　标本的采集与存储　取新鲜粪便标本置无菌杯内，立

即送检，进行培养接种，涂片及ＲＶ检测，剩余标本用无菌干燥

管储存，－８０℃冰箱保存备用。

１．４．２　肠道细菌ＤＮＡ的提取　取复融粪便１ｇ加１ｍＬ的

ＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）充分颠倒混匀５～１０ｍｉｎ，然后低速

离心（２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，取上清液，上述过程重复３次，收集

上清液，高速离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ后取沉渣，沉淀的细菌

用ＰＢＳ液洗４次，水洗１次，后加５０μＬ蒸馏水悬浮细菌及５０

μＬ１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破碎菌体，１００℃煮沸５ｍｉｎ立即放入冰水

中冷却［２］。

１．４．３　ＰＣＲ引物　引用文献所用引物，对所选用引物序列分

别与４种细菌１６ＳｒＲＮＡ的全序列在ＢＬＡＳＴ 数据库（ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）进行了比较验证，４种细菌上下游

引物如下：（１）双歧杆菌
［３］：ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＡＣＧＧＧＴＧＧ；

ＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＣＣＧＡＴＡＴＣＴＡＣＡ，扩增片段为５５０ｂｐ。

（２）乳酸杆菌
［４］：ＡＧＣＡＧＴ ＡＧＧＧＡＡ ＴＣＴＴＣＣＡ；ＡＴＴ

ＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＡＴＧ，扩增片段为３８０ｂｐ。（３）肠球

菌［５］：ＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡＴＧＡＧ；ＧＡＣＡＣＧＡＧＣ

ＴＧＡＣＧＡＣＡＡＣＣ，扩增片段２７４ｂｐ。（４）大肠埃希菌
［６］：

ＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ；ＣＣＣＡＡＣＡＴＴ

ＴＣＡＣＡＡＣＡＣＧ，扩增片段３１７ｂｐ。

１．４．４　荧光定量ＰＣＲ反应体系　采用２５μＬ反应体系，包括

１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，４×ｄＮＴＰ（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣ１２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，上下游引物（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ，Ｔａｑ

酶（１ｕ／μＬ）０．７５μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ，荧光染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ

２．５μＬ，水１１．２５μＬ。应用 Ｍｘ３０００ｐ型荧光定量ＰＣＲ仪进行

扩增与分析。

１．４．５　ＰＣＲ反应条件　９５℃变性５ｍｉｎ。９５℃１５ｓ，６０℃１

ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，８７℃５ｓ共４０个循环，７２℃１０ｍｉｎ延伸后结

束；６０℃～９５℃作溶解曲线。

１．４．６　标准曲线制作　分别纯化上述ＰＣＲ反应过程中得到

的４种细菌ＰＣＲ产物，具体步骤如下：在ＤＮＡ溶液中加入１／

１０体积３ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ５．２的乙酸钠，在旋涡混合器上稍加振荡

或用手指轻弹离心管壁几次使之混匀，加入２～２．５倍体积的

无水乙醇，振荡混匀并置于冰上３０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ弃上清液，加入１ｍＬ７０％的乙醇，颠倒混匀离心弃上清

液，干燥沉淀。将干燥沉淀物溶于适当体积的无菌水或ＴＥ缓

冲液即成。在分光光度仪上测定出４种细菌纯化产物的 Ａ

值。参照分子克隆，１个Ａ双链ＤＮＡ片段（１ＫＢ）相当于４．７４

×１０１３分子／ｍＬ，计算出每毫升ＰＣＲ产物中所含的拷贝数，然
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