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肾功能损害病人尿对大鼠脑、肾 

K+一pNPPa§e活力影响的探讨 

临床生物化学教研室 吾苎 宴‘ 
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摄 耍 K 一pNPPase(钾漩活对硝基苯硝酸酶)为钠泵的一部分。肾功能损害病人尿及正常 

厶尿经 P G_25脱盐耳 ，加̂ K 一pNP e。e强力溅定l体系，发现两组屡对酶活力有明显抑 翩作
用，且捕人尿的抑制作甩 显低手正常人组 r 

关键词 K+一pNPPas@茵劫 稽；尿毒症 
中啊分类号 Q55 

临床上早已注意到尿毒症病人的症状轻 

重未必和血清中积累的展寨、、肌酐、尿酸等 

小分子物质成比例 ：。1 972年Babb 等 提 

出 中分子假说 ，认为血液中某 些中分子量 

物质的积聚可能和晚期尿毒症的多种并发症 

有关。把中分子物质作为尿毒症的毒性物质 

已g『起人们关注，学者们认为它是今后可望 

获得成果的—介领 域 。Na 、K 一ATP 

酶的抑制和中抠神经系统的离子运送障碍是 

中分子的神经毒性作用 的可能机制之一，而 

K — NPPaae (钾激活封硝基苯磷酸酶)能 

代表N 、K 一ATP酶系统的部份活性也早 

已被普遍承认 。。本文在以K —pNPPase 

为手段观察多种类型旰炎病人尿对鼠脑、肾 

组织该酶皤力影响工作 。的基础上，用同样 

方法观察肾功能损害病人尿 对 大 鼠 脑、肾 

K+-pNPPase活力的影响，以探讨其 作 为 

肾功能检查新方法的可能 

材料和方法 

1． 1对蠹 

(1) 肾功能损害组 (加病人尿组)13例．随 

机抽取附一院住院病人．年龄lg～66岁．平均年龄 

36
．7岁，其中男Il倒．女2例。尿毒症2例，慢性肾 

炎8倒．高血压心脏病伴肾衰、紫瘫性 肾 炎、流行 

性出血热各1例，所有病人均有不同程度的肾功 能 

损害 血果素氯．肌酐部异常增高 

(2) 正常人组 (加正常人尿组)g侧．随机抽 

取无心、肝、肾及其它疾病的正常人．年龋ll一48 

岁，平均32．7岁．其中男7侧． 女2侧。9人尿常规， 

血尿素氮．肌酐检查均正常 

2． 方蘧 

(1) K -pNPPase柏制备 

取体重250--30"0g雄性s—D大鼠，迅速断头处 

死．头部立即置液氮 速冻lOmin后剥离全脑．低 

温下快速 剥离肾。脑、肾 组 织 分 别打成匀浆．按 

K—Ahmed 。1方法制备Na 、K -ATPase 脑 蛆 

织酶制剂 取 自脂蛋白韶份，肾取 自R 部分 酶制剂 

小瓶分装，置一BO℃保存 酶制卉可经 Oaabaln 

抑制试验等手段检删证明符合实验要求 

(2) 尿样处理 

分别收集病人及正常人晨尿．取 lOm1加八se— 

phadex—G25柱 (20×160ram) 用 ．002 Tris 

— HClpH7
．4缓冲液洗脱 收集蓝葡聚糖 2000(M． 

w2OO万)以后 溴酚红 (M．wsxo)红色以前 洗 

脱液．尿稀释度相当于1；7导。当日羽淀 加洗脱液后 

酶橱力。 

(3) K -pNPPase话力测定 

参照Liü  方法略加修改。介质 I含5niMMg— 
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C1 ．20mM Trls-HCL (pH7
．4)，测得的酶括 

力代表Mg”--pNPPase活力。介质 I 5治 介质 I 

成份外，还加存10mmKCL．所涮得苟酶话力减去 

介质 I体系酶活力即为K -pNPPas 活力 酶活力 

溯定总体积卫m1．酶用量约1c —200fig蛋 l 质．最 

洗脱滩用虽相当于原尿液0．1m】 反应以加^；mM 

NPP (对硝基苯磷酸)开始．置87℃保温 6min， 

立即加八5o 三氯醋酸以终止反应 离心 取上清 

渣1皿1．加0．5MTri ml显 色。41Onm比色。酶 

活力用 uMPNP·mg蛋白 1-小时一1表示 全部实 

验皆做重复测定．每一样本均同时做样品空白。同 

批标准液n次铡得 E41O~C-V<5蓐。酶时间进程 

曲线显示在2～12出in内．酶活力与保温时间呈良 

好线性关系。 

(4) 蛋白质测定 

按专用于膜及膜蛋白测 定 改 良 Lowry氏 

法 。 损 定．标准为牛血清自蛋白。 

j． 材辑 

所炳试剂除pNPP~'E·皿erk产品外
． 其 余皆 

为国产分析纯试剂。比色用岛津uV～120分光光度 

计 。 ’ 

结 果 

一  鼠脑 肾 P PPase活力侧疟 

分别测定鼠脑、肾组织醣翩射在未加尿 

以爱加病人尿，正常人尿层薪液后酶活力 

结果见表1。 

表1 尿对K 一pNPP⋯活力的影响 

注 酶括力甩uMPNP·皿《蛋 一 _h一 

． 结果显示，无论鼠脑或肾组辑韵酶活力 

未加尿组明显高于加尿 两组，而 加 尿 两 组 

中，正常人组酶话力都砥于病人组}各组脑 

酶活力都高于肾组织酶活力。提示尿层析液 

能降低K -pNPPa8e活力 丽正常人尿 对 

酶活力的影响程度大于病人尿的作用。 

．
将加尿两组酶 力分别与未加尿组进行 

脑与脑 肾与肾的比较，一t检验缗果见表l， 

表现为正常人组与未加尿组脑酶活力差 异 P 

值小于日．001，肾P值小于0．00,1，．病人组与 

未加碌缀聃酶活力差异P值小于0．．001 肾酶 

P值小于0．05，．即各姐『月谪 括力 降低均有 统 

计学显著性差异。 ． ． 

病人组与正常人组脑酶活力比 较，P< 

． 02fi 差 4有显著性。两组肾酶活力比较， 

差别无显著性。 

二、酶活力椰制百分辜鹃计算 

每一样品测得值按I％ (1一Vi／V'D 

X too强计算酶潦力抑制百努率 -(公式 中 

i加尿组酶活力，V l束加屎组酶活力， 

以表示餍对酶活力 的抑制程度，结果见表2 

表2 尿封 K 一pNPP⋯ -’ 

：活力曲l抑制率(1呖‘)‘ ’。 -- 

加正常^尿 
(翠号0) 

胡 黪· 

脑( 土 ) 肾( ± ) 6
5

． 4l±I4． 9。65．r6±23：25 

4g
． 73±l3．45 55．09± ．O0 

表2显示，正常凡屡对脑、肾组织 酶话 

力的抑制程度均大于 人尿的抑制作用。统 

计分析两组问l 箨异，脑酶 P<o．005，肾 

· 26g · 
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P<o．05，均有统计学显著性 

方差分析正常人、病人、未加尿三组脑 

与肾酶话力差异，正常人 组 P<0 0068，病 

人组和来加尿组P值均<0 00O ，即三 组 都 

有统计学非常显著性差异，说明脑、肾酶制 

剂有差别。 

讨 论 

尿毒症病人血清中有毒性中分子置物质 

(分子量50o— 00o)积聚’。而 申分子的浓 

度与尿毒症中毒症状的严重性有直接关系等 

已得到普遍承诛 一 ， 。自“中分子假说 

＼÷ 

N 

K + E+M  

提出后，学者们在中分子性质以及用血液透 

析，血液滤过，尤其是腹膜透析法清除血中 

分子物质：疗面做了大量工作。通过测定含中 

分 子物质尿层析液对K 一pNPPase活 力 的 

影 响，间接了解中分子物质的排泄情况，较 

直接测定血中中分子物质含量的方法简便， 

尿标本较血标本容易获得。 进一步改进实验 

条{字，简化酶制剂提政方法，奉法可望用于 

临床。 

Na ．K 一ATPase是细胞质膜主动转 

运Na十，K 的酶复合物，其作用机 理一 般 

概括如图1 14) K -pNPPase代 表 反 应的 

圈1 Na K -ATPase作用机理 

第3步，即形成的E -Pd-K’澈活下，将磷酸 

水解。pNPP‘(对硝基辈磷酸)为酶的少数 

几种人工合成底料之一 ：-纯 似的Na+K 一 

ATPase酶制剂具有K -pNPPa~e活性， 

柄酶 仅在备组织中平行分布，且纯化过程 

申比活性等比提高 26．铡 定一K ：pNPPm 

活性较测Na K+：-ATP⋯嫦性的罅剂便 

宜，底物稳定，操 简便一固此不少学者用 

K+-pN~Pn 作为研究铺泵的特异而灵敏的 

探针 。本实验首次把K pNPP⋯描力测 

定用于肾功能损害病人的检测。通过酶 活性 

的抑制程度了解病情应比测定尿蘸氮 肌酐 

等化学法灵敏，特异性高。 

正常人与病人康对K -pNPPt—e均有抑 

制怍用，且病人尿的抑制率低于正常人 (脑 

P<O．005，肾P<O．05)，提示两组屎液中 

· 270· 

都存在着能使K’-pNPP~ 活硅降低的中分 

子置的物詹，支持了 中分子物质可能是正 

常代谢废物 }②中分 子 物 质 与Na K 一 

ATP 受抑制有关的假设。病人幕对 K+一 

pNPP一的抑错作用小于正常人尿的抑制作 

用，可能是由于肾功能损害，肾脏处理排泄 

中分子毒性物质的能力降低，而尿中排泄出 

的中分子毒性物质减少，血中毒性物质积聚 

所致，需进上步撵讨。 

肾功能损害严重的病^，酶抑翩百分率 

均在s0铀以下，丽 常人和肾功能攒害轾的 

病人酶抑制百分率均大于6O嘶 即抑制程度 

与病情呈负相关。通过进一步证实后。本法 

可望用于临床渤断肾功能损害程度。 

髓 肾组织来源的酶存在非常显著性差 

异 (方差分析P均小于o．O1)，是由于两 纽 
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酶来源差差异造成 (脑酶取自膜蛋自部分， 

而肾酶则取自R。部分，前者纯度高于后者， 

因为ATP⋯主要存在于膜蛋白部 分)，还 

是酶本身具有组织特异性需再研究。实验中 

脑酶活性较肾酶高，且稳定、‘重复性好，故 

实验宜以脑脂蛋自部分作为酶翩剂 
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EFFECTS 0F K+一pNPPase ACTIVIT 1N RAT BRA IN 
i 

AND KIDNEY BY THE URINE FR0M PATIENTS 
‘ L I 

W ITH RENAL FUNCTION INJ1JRY 

W ang~ihong，et al 

Dept-of Clinical Biochemi stry 

W e find that K 一PNPPase from brain of rats i s in̂ jbit0d by
．

the urine of 1)a． 

t ients ith rena1 ftmction injury，and of the normal people，desalted through a 

sephadex G．25 eo1／1ran． 

The percentage of inhibition shoyed aS 1 f】 = (1一vi n)×1O0 ]was 49．73 

+ 18
．

45(n—l3)from patients，The-control Was 95．~1+14．49(n--9)． 

It showed that the inhIbi n o'f pati ents urine WaS less marked rthan that Df 

tle normal people．P<6．925 ： 

KEY WORDS K ．PNPPase；renal function injnry；Uremia 
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