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不同尿标本视黄醇结合蛋白质和甲状腺功能相关激素的比较

蔡　佳，张　曼△

（北京大学第九临床医学院／首都医科大学附属北京世纪坛医院临床检验中心　１０００３８）

　　摘　要：目的　比较分析晨尿和随机尿中视黄醇结合蛋白质（ＲＢＰ）、促甲状腺激素（ＴＳＨ）及游离甲状腺激素的水平，拓展以

随机尿替代晨尿的应用领域。方法　随机选取１２名门诊志愿者，采集其晨尿和随机尿，离心、留上清液。测定尿液的ＴＳＨ、游离

三碘甲腺原氨酸（ＦＴ３）、游离甲状腺素（ＦＴ４）及尿肌酐（ＣＲ）；提取尿蛋白、裂解、离心、测定提取的总蛋白水平，行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ并

对其条带进行光密度扫描。结果　经Ｃｒ校正后，晨尿和随机尿 ＴＳＨ、ＦＴ３和 ＲＢＰ水平的差异无统计学意义（狋＝０．９０３，犘＞

０．０５；狋＝１．２１７，犘＞０．０５；狋＝１．８８０，犘＞０．０５）；晨尿和随机尿ＦＴ４水平的差异具有统计学意义（狋＝２．４３６，犘＜０．０５）。结论　晨

尿和随机尿ＲＢＰ、ＴＳＨ及ＦＴ３水平没有明显差异，可以用随机尿替代晨尿来进行这些项目的检测和研究，方便尿液标本的留取，

提高尿液标本的实用性。
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　　尿液是重要的体液成分之一，其组成成分及水平的变化能

反映多个系统的功能状态，在诊断疾病方面有很大优势。目前

通常研究晨尿、８ｈ或２４ｈ尿，以排除饮食、饮水等影响因素，

但留取不方便、不规范、患者依从性差，特别是门诊患者，晨尿

留取时间过长而影响检验结果。随机尿的总蛋白／肌酐比

（ＴＰＣＲ）和清蛋白／肌酐比（ＡＣＲ）与２４ｈ４尿的总蛋白和清蛋

白水平有较好相关性［１２］，可作为排除非显著性蛋白尿的初筛

试验［３］，替代２４ｈ尿蛋白监测肾病患者尿蛋白排泄情况
［４］。

本研究比较分析晨尿和随机尿的视黄醇结合蛋白质（ｒｅｔｉｎａｌ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＢＰ）、ＴＳＨ／Ｃｒ、ＦＴ３／Ｃｒ、ＦＴ４／Ｃｒ，充分发挥随

机尿检测及研究在临床检验诊断中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１０月至２０１１年１１月北京世纪

坛医院的１２名女性门诊志愿者，年龄２０～３５岁，平均（２８．４±

２．２）岁。纳入标准：（１）空腹血清化验检查肝、肾功能正常；（２）

无泌尿系炎症、感染或肿瘤；（３）非月经期。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂材料及仪器　无水乙醇分析纯由国药集团化

学试剂有限公司提供；尿素、３［（３胆固醇氨丙基）二甲基氨

基］１丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、过硫酸铵、Ｎ，Ｎ，

Ｎ′，Ｎ′四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、甲叉聚丙烯酰胺由北京鼎国

生物技术有限公司提供；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、十二烷基

磺酸钠（ＳＤＳ）从美国进口，中生华美（北京）科技有限公司分

装；０．２μｍ聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜由美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司提

供；兔 抗 人 ＲＢＰ 多 克 隆 抗 体 由 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司 提 供

（ａｂ４８６２４）；ＨＲＰ羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）由美国Ｊａｃｋｓｏｎ

ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司提供；增强型辣根过氧化物酶二氨基联

苯胺（ＨＲＰＤＡＢ）底物显色试剂由北京天根生化科技有限公司

提供。日立 ７０８０ＩＳＥ 生化分析仪由日本日立公司提供；

Ｒｏｃｈｅｃｏｂｓｅ６０１全自动电化学发光免疫分析仪及配套试剂、

７２３１重庆医学２０１３年４月第４２卷第１２期
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耗材由瑞士罗氏公司提供；立式离心机 ＡｖａｎｔｉＪ３０Ｉ由美国

ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司提供；半干电转仪由美国Ｂｉｏｒａｄ公司提

供；垂直电泳槽ＤＹＣＺ２４ＥＮ型由北京市六一仪器厂提供。

１．２．２　标本采集　不限制饮食和活动量，常规饮水，在非月经

期，分别采集１２名志愿者清晨首次和同日９：００～１２：００时随

机尿的清洁中段尿标本各１００ｍＬ于无菌瓶中，１５００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，收集上清液，各自混匀后分装（每管１０ｍＬ），－８０℃

冰箱冻存备用。

１．２．３　尿蛋白的提取　２４份尿标本，各取４０ｍＬ于离心瓶

中；从２４份尿标本中随机抽取６份，各取１０ｍＬ，混匀后取４０

ｍＬ于离心瓶中；２５份标本分别加入１２０ｍＬ４℃预冷的无水

乙醇，混匀后置于４℃冰箱３０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

后收集沉淀，将沉淀溶于样品裂解液［８ｍｏｌ／Ｌ 尿素，４％

ＣＨＡＰＳ，６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，２％质量体积比（ｗ／ｖ）两性电解质］

中，－２０℃过夜。超声裂解５ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ

后取上清液，测定总蛋白水平（日立７０８０ＩＳＥ生化分析仪，连

苯三酚红钼酸终点法）。

１．２．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ）　经１２％十二烷基磺酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ，上样量均为３０μｇ）后，

半干转印至ＰＶＤＦ膜上，分别经兔抗人ＲＢＰ（一抗）和 ＨＲＰ羊

抗兔ＩｇＧ（二抗）孵育后，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色至条带清晰

时终止显色反应。

１．２．５　尿液ＴＳＨ、ＦＴ３、ＦＴ４及Ｃｒ水平测定　２４份尿标本各

取１ｍＬ，在Ｒｏｃｈｅｃｏｂｓｅ６０１全自动电化学发光免疫分析仪上

以配套试剂，测定每份标本的ＴＳＨ、ＦＴ３、ＦＴ４水平。吸取８００

μＬ去离子水于１．５ｍＬＥＰ管中，再吸取２００μＬ尿标本，拭去

枪头外壁的液体，加到８００μＬ去离子水中，充分混匀，即制备

成１０倍稀释的尿标本，日立７０８０ＩＳＥ生化分析仪检测尿肌酐

水平（ＳＯＤ酶法）。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，晨尿和随机尿两组间各项指标的比较均采

用配对狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　晨尿和随机尿中 ＲＢＰ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带的比较分

析　行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＤＡＢ显色至条带清晰时终止显色反应，

在相对分子质量２５×１０３ 与１９×１０３ 间可见明显条带（图１，

ＲＢＰ相对分子质量为２１×１０３）。用１ＤＬＡＮＥ凝胶分析软件

对图１中的各条带进行光密度扫描，得到各条带的积分光密度

（ＩＯＤ），计算晨尿ＩＯＤ比混合尿ＩＯＤ及随机尿ＩＯＤ比混合尿

ＩＯＤ，得到各自的相对积分光密度（ＲＩＯＤ）值；其平均ＲＩＯＤ水

平见图２；晨尿和随机尿中ＲＢＰ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带的ＲＩＯＤ

值分别为１．３７１±１．０８７和１．２０１±０．９５１，进行配对狋检验，差

异无统计学意义（狋＝１．８８０，犘＞０．０５）。

２．２　晨尿和随机尿中 ＴＳＨ／Ｃｒ的比较分析　测得晨尿和随

机尿 ＴＳＨ（μＩＵ／ｍＬ）和 Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）水平，计算 ＴＳＨ／Ｃｒ［＝

（ＴＳＨ×１０６）／Ｃｒ］（ｍＩＵ／ｍｏｌ），平均水平（图３）。晨尿和随机

尿的 ＴＳＨ／Ｃｒ值进行配对狋检验，差异无统计学意义（狋＝

０．９０３，犘＞０．０５），见表１。

２．３　晨尿和随机尿中ＦＴ３／Ｃｒ的比较分析　测得晨尿和随机

尿ＦＴ３（ｐｇ／ｍＬ）和 Ｃｒ水平，计算 ＦＴ３／Ｃｒ＝［（ＦＴ３×１０
６）／

（Ｃｒ×１１３．１）］（ｎｇ／ｇ），平均水平见图４。晨尿和随机尿的

ＦＴ３／Ｃｒ值比较，差异无统计学意义（狋＝１．２１７，犘＞０．０５），见

表１。

　　Ｍ：预染 Ｍａｒｋｅｒ。

图１　　１２对晨尿和随机尿及混合尿的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

条带结果

图２　　晨尿和随机尿中ＲＢＰ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带

ＲＩＯＤ的平均水平

图３　　晨尿和随机尿中ＴＳＨ／Ｃｒ的平均水平

表１　　晨尿和随机尿中甲状腺功能相关激素水平比较

　　（狓±狊，狀＝１２）

组别 ＴＳＨ／Ｃｒ（ｍＩＵ／ｍｏｌ） ＦＴ３／Ｃｒ（ｎｇ／ｇ） ＦＴ４／Ｃｒ（ｎｇ／ｇ）

晨尿 ３．１６５±１．９１１ ６．５２４±２．２２１ ３．３９４±１．８４８

随机尿 ４．０６７±３．４１０ ７．４０８±２．６３２ ４．７２５±２．５１６

图４　　晨尿和随机尿中ＦＴ３／Ｃｒ的平均水平

２．４　晨尿和随机尿中ＦＴ４／Ｃｒ的比较分析　测定晨尿和随机

尿中ＦＴ４（１０－２ｎｇ／ｍＬ）和 Ｃｒ水平，计算ＦＴ４／Ｃｒ＝［（ＦＴ４×

１０７）／（Ｃｒ×１１３．１）］（ｎｇ／ｇ），平均水平见图５。晨尿和随机尿
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的ＦＴ４／Ｃｒ值进行配对狋检验，差异有统计学意义（狋＝２．４３６，

犘＜０．０５），见表１。

图５　　晨尿和随机尿中ＦＴ４／Ｃｒ的平均水平

３　讨　　论

除尿常规检查外，临床应用最广泛的是尿清蛋白检测［５６］，

其次包括尿液中Ｃｒ、尿酸、电解质、Ｉｇ及几种肿瘤标记物
［７］的

检测，与血液的检测项目相比仅是冰山一角。与其他留取方式

相比，随机尿标本最容易留取，如能用随机尿代替晨尿（或８、

２４ｈ尿）进行检测和研究，则可使尿液检测和研究更加简便

易行。

多种疾病后期均可发展成肾脏疾病，而ＲＢＰ是评判肾小

管损伤的理想指标，并可估计损伤范围［８９］，本研究参照本实验

室醇类沉淀法提取尿液蛋白的最优策略［１０］，提取尿蛋白并行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，可以用随机尿代替晨尿来检测和研究

ＲＢＰ，这使ＲＢＰ在肾脏疾病诊断及预后判断方面的应用和研

究更加方便可行。

甲状腺是机体重要的内分泌器官，甲状腺功能紊乱影响人

体的生长发育和新陈代谢，特别是对孕妇及胎儿影响极

大［１１１３］。有研究表明，妊娠期合并亚临床甲状腺功能减退、亚

临床甲状腺功能亢进、甲状腺功能减退和甲状腺功能亢进的发

生率分别为３．５３％、２．５７％、１．１２％和０．３２％
［１４］，其中妊娠合

并甲减对孕妇和胎儿的健康造成不可逆影响，及早诊断并干预

治疗可大大降低对孕妇和胎儿健康的损害［１５］。本研究尝试开

拓尿液检测的新领域，探索甲状腺功能检测的新途径。结果表

明，经Ｃｒ校正后，晨尿和随机尿中ＴＳＨ、ＦＴ３水平的差异无统

计学意义（犘＞０．０５），可以尝试用随机尿研究这些项目与相关

疾病的关系；晨尿和随机尿中ＦＴ４水平的差异有统计学意义，

需要进一步探讨和研究。
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