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尿中Ⅳ型胶原检测在诊断糖尿病肾病中的应用
Detecting urinary type Ⅳcollagen in the diagnosis of diabetic nephropathy

杨　沛 ,陈　伟 ,梁启中 ,霍加勇　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所检验科 ,重庆 400042)

提　要　目的:探讨 PEG-4000 浓缩尿中Ⅳ型胶原(Ⅳ-C)检测对诊断糖尿病肾病的作用。方法:用

ELISA 法检测 PEG-4000浓缩尿中Ⅳ-C 浓度。结果:健康对照组尿液Ⅳ-C 含量为(4.47±1.72)ng/ml;糖尿

病正常白蛋白尿组尿液Ⅳ-C 含量为(6.12±3.02)ng/ ml;糖尿病微量白蛋白尿组为(12.07±4.43)ng/ ml;糖

尿病大量白蛋白尿组为(14.53±9.12)ng/ ml;非糖尿病肾病组浓缩尿Ⅳ-C 含量为(4.68±2.01)ng/ ml。糖尿

病人随着尿白蛋白分泌率(AER)增加 ,血清和尿中Ⅳ-C 浓度也逐渐增加。结论:用 PEG-4000 浓缩尿中Ⅳ-C

的效果显著 , 血清和尿中Ⅳ-C 检测在诊断糖尿病肾病方面是有效的指标 , 可作为糖尿病肾病(DN)和非糖尿

病肾病(NDRD)的鉴别指标。
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　　糖尿病肾病(Diabet ic nephropathy ,DN)是糖尿病
(Diabetic melli tus ,DM)的主要并发症 ,病理基础是糖

尿病性微血管病变 ,表现为肾小球硬化 ,而肾小球基底

膜的主要化学成份是Ⅳ-C(Type Ⅳcollagen),因此 , Ⅳ-
C 在 DN的发生 、发展过程中起作非常重要的作用。

对 DN 病人血清中 Ⅳ-C 变化的研究已见广泛报

道
[ 1 ～ 3]

,但研究 DN 病人尿中 Ⅳ-C 变化的报道还很
少。本研究采用 ELISA 法检测 PEG-4000浓缩尿中

的Ⅳ-C ,观察尿中Ⅳ-C在 DN 时的变化及临床意义 。

1　材料与方法

1.1　研究对象
本院 1997 年 11月至 1998 年 5 月之间 50 例 NIDDM 住院

病人 ,其中 16例为正常白蛋白尿 A 组:年龄(56±10)岁 , 病程

(14±5)年 ,HbA1C 为(7.0±1.2)%, Ccr 为(87±20)ml/ min〗,

22 例为微量白蛋白尿 B 组:年龄(57±10)岁 , 病程(16±6)年 ,

HbA1C 为(6.9±0.8)%, Ccr 为(87±16)ml/min〗, 12 例为大量

白蛋白尿 C 组:年龄(57±7)岁 ,病程(16±4)年 ,HbA1C 为 7.0

±0.7)%, Ccr为(68±24)ml/ min〗;本院同期 20 例非糖尿病肾

病(Nondiabetic renal disease , NDRD)病人为 D 组(8 例 IgA 肾

病 , 8 例肾硬化 , 4 例膜性肾病);16 例本科室人员为正常对照组

(H 组)。所有各组人员均不伴有结缔组织疾病及肝脏疾病。

对 B、C 、D 3 组进行肾活组织检查 , 以确定糖尿病肾病和非糖尿

病肾病。

1.2　方法
将 24 h 尿标本混匀 ,取 10 ml离心(450×g , 5 min)取上清

液 ,缓慢加入 10 g/ L牛γ-球蛋白液 0.8 ml , 振荡混匀 , 缓慢加

入 450 g/ L的 PEG-4000溶液 5 ml , 使γ-球蛋白最终浓度为 0.5

g/ L , PEG-4000最终浓度为 150 g/ L ,在 4°C孵育 5 min ,然后于

TLL-C 台式高速冷冻离心机离心沉淀(18 000×g , 30 min), 弃

上清液 ,用生理盐水充分溶解沉淀至 1 ml , 即得到浓缩尿标本。

然后用 IV-C 酶联免疫测定试剂盒(中国科学院上海细胞生物

研究所),检测浓缩尿和血清中的 IV-C , 于 DG3022 酶联免疫检

测仪 450 nm 比色 ,根据标准曲线得出结果。

1.3　统计学分析
数据表达均为  x ±s ,组间数据比较采用 Student′s t 检验

和 t′检验。

2　结果

2.1　PEG-4000 ,γ-球蛋白最适浓度选择
取不同浓度的 PEG-4000 进行回收试验 , 结果发现 ,回收率

随 PEG-4000 浓度增加而增加 , 当达到 150 g/ L 时 , 回收效果最

好 ,灵继续增加 PEG-4000 浓度 ,回收率缓慢降低。取不同浓度
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的γ-球蛋白进行回收试验 , 结果发现 , γ-球蛋白浓度达到 0.5

g/ L时 , 回收率达到最高 ,继续增加γ-球蛋白浓度 ,回收率不再

增加。因此 ,本实验选择 PEG-4000 的最终浓度为 150 g/ L。γ-

球蛋白为 0.5 g/ L 。

2.2　PEG-4000浓缩效果观察
我们对 16 例正常人 , 20 例 NDRD病人和 50 例 NIDDM 病

人尿标本在浓缩前进行测定 , 其中 69 份(占 80%)尿标本由于

IV-C 浓度在检测限以下 ,无法测定。 17 份尿标本可测定 ,结果

为(9.2±4.7)ng/ ml。经过 PEG-4000 浓缩后 , 前 69 份标本均

可测出 IV-C 含量 , 结果为(72.9±40.1)ng/ ml , 后 17 份标本

IV-C 浓度为(90.4±67.2)ng/ml ,浓缩效果显著。

2.3　正常人 、N IDDM 和 NDRD 病人血清和尿中 IV-

C浓度比较
NIDDM 病人 A 组和正常健康人 H 组比较 , 血清和尿中

IV-C 均升高(P < 0.01), 尿总蛋白无变化。 B 组与 H 组比较 ,

血清和尿 IV-C 升高非常明显(P < 0.001), 尿总蛋白仍无变

化。C 组与 H 组比较 , 血清 、尿 IV-C 以及尿总蛋白升高均非常

明显(P< 0.001)。 D组(NDRD 病人)与 H 组比较 ,血清和尿

中 IV-C 无明显改变(P >0.05), 但尿总蛋白升高明显(P <

0.001), 见表 1。

3　讨论

目前 ,国内外已有很多文献报道用单克隆抗体
ELSIA法检测血清 IV-C 浓度是非常敏感和特异的 ,

然而由于尿中 IV-C 浓度大都在检测限以下 ,故这种

方法不能检测尿中 IV-C 浓度。为了检测尿 IV-C 浓
度 ,我们在 Nazifa 等人[ 4] 的基础上 ,建立了一种用

PEG-4000浓缩尿 IV-C 的方法 ,这种方法简便 ,快速 ,
效果良好 。

患终末期肾衰的糖尿病人持续增加 ,说明目前对

糖尿病的治疗还不能完全阻止糖尿病肾病的进程 。目
前认为 ,持续性微量白蛋白尿(尿AER在 20 ～ 200μg/

min)可诊断早期糖尿病肾病 ,而早期的糖尿病肾病是
可逆的 ,可以通过有效控制血糖和使用血管紧张素转

化酶(Angiotensin-converting enzyme , ACE)抑制剂减

小肾小球高血压来阻止其发生 、发展。然而 ,其它的肾
脏疾病 ,如原发性高血压 ,尿道感染和 NDRD都存在

AER升高 ,因此 ,只凭 AER升高还不能确诊早期糖尿

病肾病(特别是 NIDDM 病人),有时需要作肾活组织

检查 。

糖尿病肾病的特点是肾小球膜肿胀 ,小结形成 ,肾

小球和肾小管基底膜增厚 ,入球和出球小动脉透明变

性和间质纤维变性。 IV-C 是基底膜和肾小球膜的主

要成份 ,糖尿病人血清和尿中 IV-C 可能会增加 ,检测
血清和尿中 IV-C 浓度对鉴别糖尿病肾病和 NDRD

(特别是只存在蛋白尿的肾硬化)可能是有价值的 。为

此 ,我们检测了正常人 、各种糖尿病人和 NDRD病人

血清和尿中 IV-C浓度 。结果显示 ,糖尿病人 ,特别是

带有微量或大量白蛋白尿的糖尿病人 ,血清和尿中
IV-C水平明显升高。相反 ,带有微量或大量白蛋白尿

的 NDRD病人 ,血清和尿中 IV-C水平不升高 。所以 ,

通过检测血清和尿中 IV-C 水平可以鉴别 DN 和

NDRD。

Matsumoto 等[ 2]证实尿白蛋白浓度小于 15 mg/L

的糖尿病人 ,其血清 IV-C 水平也明显升高 ,并且随着
尿白蛋白浓度增加 ,血清 IV-C 浓度也成比例增加。

我们的研究结果显示 ,有微量白蛋白尿和大量白蛋白

尿的糖尿病人 ,其血清和尿中 IV-C 水平比有正常白
蛋白尿的糖尿病人和健康对照组明显升高 。与此同

时 ,有正常白蛋白尿糖尿病人的血清和尿 IV-C 水平

又比健康对照组明显升高 。
在其他器官 ,特别是在肝脏 ,能够合成大量的 IV-

C 。在肝脏疾病如肝硬化 ,慢性肝炎 ,在结缔组织疾病

如类风湿性关节炎时 ,血清 IV-C含量升高 ,尿中 IV-C
是否增加也不能确定。所在 ,在我们的研究中排除了

以上疾病 。

本实验结果显示 ,在糖尿病肾病和 NDRD都存在

微量或大量蛋白尿时 ,检测血清和尿中 IV-C 水平可

以将它们明确区分开来 ,而不必进行肾活组织检查 。
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