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应用高效毛细管电泳法测定 ' 型糖尿病肾病患者
尿微量白蛋白的含量
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糖尿病肾病（+H）是糖尿病患者最常见、最严重

的并发症之一，可以被看成是一种由代谢紊乱诱发

的慢性炎性疾病f4g。随着我们生活水平的提高，' 型

糖尿病的发病率迅速上升，大约 4%h+&%h的 ' 型

糖尿病最终导致肾功能衰竭，并成为糖尿病患者的

主要死因之一f'g。目前，肾移植无疑是治疗慢性肾衰

竭的最好方法，但因其创伤性大而且术后可能伴有

严重的并发症。因此，通过对糖尿病肾病的早期检

测，及时有效的进行精准预防和治疗对糖尿病肾病

病程的延缓和治愈具有重要的意义f(g。糖尿病肾病

临床以持续的蛋白尿为主要的标志，其中尿微量白

蛋白（.,/0）是糖尿病肾病的重要预测因素f&g。如何

及早精确的检测出糖尿病肾病患者尿白蛋白的含

量是问题的关键。目前常用的测量蛋白质含量的方

法有免疫比浊分析法f@g、化学发光分析法fEg、放射免

疫法f"g等，但这些方法存在着分辨率低、耗时、有放

射性、操作复杂等缺点。毛细管电泳（)*）与传统的

蛋白分离方法相比，因其具有灵敏度高、分离速度

快、样品用量少、成本低和自动化程度高等优点，是

近年来发展最快的分离方法之一fA$4%g。因此，本文采

用毛细管电泳技术作为一种新的分离分析方法应

用于人体 .,/0 的检测。在最佳试验条件下，通过

应用毛细管电泳技术进行试验后，我们得到了正常

对照组和不同病程下的 ' 型糖尿病肾病患者 .,/0

的电泳图，进而计算出不同尿液样本中 .,/0 的含

量，从而为临床诊断提供参考价值。
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4;4;4 研究对象 试验中用到的所有尿液样本均
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糖尿病肾病患者的中段尿，将获得的尿液样本根据

尿微量白蛋白排泄率（!"#$）分为以下 % 组：&' 组

(单纯糖尿病组)，此阶段人体尿液属于正常蛋白尿

期，其 !"*$+%, -./01 2；&345 组（早期糖尿病肾

病组），此阶段尿液属于微量白蛋白尿期，!6#$ 达

到 %,!%,, -./01 2；7340 组（临床糖尿病肾病组）8

此时尿液出现大量白蛋白尿，!6*$!%,, -./01 2。

同时采集 59 例:1,!;, 岁<健康人的尿液作为试验的

空白对照组（=>?@A>B）。

5C5C0 仪器和试剂 安捷伦 ;5,, 型高效毛细管电

泳仪，配备二级管阵列检测器，检测波长 5D,!1,,

?-（美国 6.EBF?@ 公司）；;9 !- 内径未涂层熔融石

英毛细管 （河北永年锐沣色谱器件有限公司）；

-6GH（DDI纯度）（购自武汉艾美捷科技有限公司）。

所有试验用水均为 'EBBE4J 纯水仪制备的超纯水，

并且所有用到的有机化学试剂均属分析纯及以上。

通过加入一定量的超纯水制备 -6GH 含量为 0C,,"

5, ./G 的标准溶液，然后将 -6GH 的标准溶液按比

例稀释成 5C,,"5,

45

./G 到 5CK, ./G。每次试验前，需

要精确称取 %CL,"5,

45

. 3M

0

HN

1

·5,O

0

N 和 0C,% . P&P

溶于 5C,,"5,

45

G 的超纯水中，然后用 ,C5 ->B/G

3MNO 溶液滴定至 QO 值为 DC09。试验中用到的溶

液均用 ,C19 !- 的过滤膜过滤之后再放入毛细管中

用于样品的分离。

5C5C% 样品制备 尿液样本在 1 #、1 ,,, A/-E? 离

心 5,-E?，将离心后得到的上清液用移液枪置于 9-G

的尿液瓶中，并按比例 5/5 ,,,:R/R) 加入一定含量的

S'PT，为了有效地抑制尿液蛋白变性。最后将处理

后的尿液样本置于4L, #冰箱中低温保存备用。试

验前，尿液样本按 5$5 比例和当天制备的硼酸盐缓

冲液混合后置于毛细管中用于电泳的分离分析。

5C5C1 检测方法 采用毛细管区带电泳模式，以 5,

-->B/G 硼酸盐U;, -->B/G P&PU,C5 -->B/G 3MNO

（QOVDC09）为运行缓冲液，在未涂层熔融石英毛细

管（9, =-";9 !- 内径）中进行电泳。在将尿液样本

注入毛细管之前，一根新的毛细管应使用 ,C5 ->B/G

3MNO 冲洗 %, -E?，然后依次使用超纯水和运行缓

冲液冲洗 5, -E?。另外，在两次尿液样本注射之间，

毛细管只需要被 ,C5 ->B/G 3MNO、超纯水和运行缓

冲液各冲洗 %-E?即可。本试验采用压力进样（9, -WMA）

的方式进样 L X，整个电泳过程维持在 09 #，并采用

59 YZ 的高压直流电为分离动力对尿液样本中的

-6GH 进行高效分离。所有的电泳峰均在 59 -E? 之

内进行完全分离，试验结束后毛细管电泳将自动生

成样本分离的电泳图，我们将根据不同浓度的

-6GH 的含量及其对应的电泳图中的电泳峰的峰高

和峰面积绘制工作曲线，然后根据工作曲线计算出

不同尿液样本中所含有的 -6GH 的含量，最后将所

有的检测数据采用 PSPP 05C, 进行统计学处理。

5C0 !"#$

5C0C5 毛细管电泳条件

5C0C5C5 运行缓冲液 QO 值和浓度选择：在本试验的

初级阶段，采用单一变量法来确定缓冲液的类型，9,

-->B/G [AEX 和 5, -->B/G 硼酸盐分别在相同的电泳

条件下对尿液样本进行电泳分离，结果显示硼酸盐

缓冲液因其较好的灵敏度和分辨率被用于尿液样

本的分离（图 5）。

为了进一步优化毛细管电泳的分离条件，试验

中对运行缓冲液的 QO 值及浓度对 -6GH 分离结果

的影响进行了考察。结果显示，缓冲液的 QO 值为

DC09 时（图 06）及浓度为 5, -->B/G（图 0H）时，尿样

中 -6GH 分别达到最佳分离。

5C0C5C0 电泳波长和 P7P 浓度的选择：为了获得高

灵敏度和宽线性范围，电泳的紫外吸收光谱从 5D1

?- 到 05, ?- 被用于尿液样本的检测。图 0\ 表明

电泳波长越长，所得的电泳图的基线越不稳定，并

且 -6GH 峰高的信号强度也就越低，因此在电泳波

长 5D1 ?- 处 -6GH 具有较强的紫外吸收能力。

为了减少尿液蛋白在毛细管壁的吸附程度，提

高电泳的分离速度，我们在硼酸盐缓冲液中加入了

一定量的 P7P 添加剂。图 07 显示不同的 P7P 浓度

将对尿液中 -6GH 的分离产生不同的结果。从图中

可以看出，缓冲液中较高和较低的 P7P 浓度均不会

提高 -6GH 信号强度和分辨率，而且随着 P7P 浓度

的增加，电渗逐渐减少导致 -6GH 的迁移时间变

长。结果表明，P7P 浓度选择 ;, -->B/G 可以获得最
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佳的分离效果，并且减少了电泳分离所需的迁移时间。

!"#"!"$ 分离电压的选择：电泳的外加电压可以对

溶质的迁移时间和分离度提供改善，因此，本试验

考察了外加电压的范围从 !% 到 #% &' 对尿样分离

的影响（图 $）。从图 $( 可以看出，随着电压的增加，

分离时间呈线性减小，但当电压增至 !) &' 时，电泳

分离度减少，基线噪音增加*导致检测出的 +(,- 的

含量明显减少（图 $-），这可能是由于在高电压下，

产生了大量的焦耳热的原因。综合考虑，最终选择

最佳分离电压为 !) &'。

!"#"# 分析性能 使用缓冲液将 +(,- 的标准液

稀释成不同梯度的标准品溶液，然后在电泳的最佳

分离条件下直接进行检测，记录其在 !./ 0+ 波长

下的峰面积和峰高值，用于绘制 +(,- 的工作曲

线。试验考察了尿液中 +(,- 的回归方程、线性范

围、相关系数以及检出限，结果见表 !。为了测定试

验的重复性，在最佳条件下，连续运行 1 次同一浓

度的 +(,- 的标准试样，结果显示 +(,- 的迁移时

间、峰面积和峰高的相对标准偏差（!"#）分别是 )"/23、

)"%!3和 #"1$3。

! !"

在上述选定的最佳试验条件下，使用毛细管电

泳技术分别用于正常对照组、糖尿病组和糖尿病肾

病组尿液中 +(,- 分离和测定，得到 / 组尿样的电

泳谱图。通过向尿样中加入 %"/ 45, 的 +(,- 标准液

来确定电泳峰，结果见图 /，其中实线表示实际糖尿

病肾病尿样经电泳分离后所得的电泳图，而虚线则

表示加入 %"/ 45, 的 +(,- 标准液后的电泳图。通过

比较可以看出尿样中的 +(,- 约在 !# +60 处进行

了有效的分离。为了进一步验证方法的可靠性，对

各组尿样分别进行了加标回收试验，计算结果见表

#。表中 +(,- 峰面积和峰高的回收率分别是 .$3!

.73和 .!3!.)3，测定结果的 !"# 均小于 73。

目标物 +(,- 8峰面积9 +(,- 8峰高9

回归方程 :;2 )/#"!/$<=!#1"22/ :;$%$"!77< > !"/.%

线性范围 5（!45,） %"%!=!"1 %"%#=!"1

相关系数5（$

#） %"..2 # %".2. !

检测限5（!45,）?

%"%%7 %"%!2

迁移时间5（!"#*3） )"/2 )"/2

+(,-5（!"#*3）@

)"%! #"1$

? 检测限8 A5B;$ 9；@

%;1

# " $%&'(')*+,)-./012

#$%" &'$()*+,$( -.$*/0.1 2-3&452-6.$7$0.$ $'83&452-6.$7

9.+:9*

电泳条件：未涂层熔融石英毛细管：)% C+"7) !+；电压：!)&'；电泳

温度：#)#；进样时间：)% +@?D"2 E

3 ! 4567 6; 89&:;<=95:;>?@A9<:, =>= <=9>:

B$CD$%&'('.EF

?+: ! @--.,* 2- A&B 6;C A5D %20$*. ,2',.'*0$*+2' A332(E4DC A<D

F$G.(.':*9 A'3D $'8 A>D =>= ,2',.'*0$*+2' A332(E4D 2' *9.

1.6$0$*+2' 2- 3&45

# / 1 2 !% !# !/ !1 !2

保留时间5+60
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图 ! 显示了健康对照组、糖尿病组、早期糖尿

病肾病组及临床期糖尿病肾病组的尿样在最佳条

件下经电泳分离后的电泳图谱。从图中可以看出，

正常人和糖尿病组的尿样中 "#$% 的含量是很低

的。但是当样本过度到糖尿病肾病组时，可以看到

尿样中 "#$% 的含量明显增加，并且随着病程的加

重，"#$% 的含量上升的越快。为进一步分析这 & 组

尿样中 "#$% 含量的关系，我们绘制了关于电泳峰

的峰面积和峰高的直方图（图 '）。结果显示，() 组

和健康对照组之间的变化不明显，无统计学意义

（!*+,+!），但 (-./ 与 () 组、对照组相比明显增

高，其差异具有统计学意义（!0+,++/）1随着病情的

加重，尿样中 "2$% 的含量逐渐增加，结果表明(-.

3 组与 (-./、() 组、对照组相比均具有统计学差

异（!0+,++/）。

! !"

糖尿病肾病已成为糖尿病人主要并发症之一，

严重影响着人类的健康和生活质量。糖尿病肾病发

病隐匿、病情随时间延长逐渐加重、早期一般不为

人所注意，但当发现时，肾脏的病变已经不可逆转。

与之相反，如果能够及时的诊断和治疗疾病就可以

更加有效地延缓病情的发展，在糖尿病肾病早期的

发现甚至可以逆转病情。因此，发现一种糖尿病肾

病早期诊断方法具有重要的临床应用价值。

本研究中，我们将毛细管电泳技术作为一种新

的分离分析方法应用于人体 "2$% 的检测。毛细管

电泳技术是在高压直流电的驱动下，以毛细管柱为

分离通道，从而实现对样品中各组分的高效分离和

检测。毛细管电泳中，带动毛细管中溶液整体前进

的动力是电渗流。电渗越大，毛细管中的物质迁移

越快，电渗越小物质迁移越慢。影响电渗流的主要

因素是缓冲液的 45 值、类型和浓度。通过对电渗流

的控制，进而可以对尿样在毛细管中的迁移速度和

分离效率产生影响。毛细管电泳分离的关键是找到

合适的运行缓冲液。试验中发现，硼酸盐缓冲液因

其较好的灵敏度和分辨率被用于尿液样本的分离。

尿液样本 " 含量67"86$9 加入量6786$9 检出量67"86$9 回收率6: #$%6:

峰面积 ;<=>?<@ 组 /A /B,B+!3,CD +,E &+F,/F!/D,G+ BH,D/ E,A

() 组 /3 3E,FE!A,F/ +,E CBF,DH!/E,E3 BC,3D E,/

(-I 组 !!D //B,+A!EB,F3 +,E EBH,AE!EA,++ BE,CF E,F

(-3 组 /3 EF/,+C!3HH,DB +,E DEE,EH!3HB,H+ BC,CH H,E

峰高 ;<=>?<@ 组 /A B,A3!H,EH +,E CDH,EB!/3,3C BE,3E C,A

() 组 /3 /A,AC!/E,AD +,E CDE,/A!3+,33 B3,/A A,/

(-I 组 !!D /3E1AE!FF,/F +,E EBA,3E!B3,/B B3,HF F,C

(-3 组 /3 A/F,DB!3BD,F3 +,E DCC,+F!3B3,H/ B/,C+ A,F

# " $%&'(&)*+,+-./01

#$%" &'(')*+,$(+-, )'./0(. -1*234 +,5/*$,/)+,' .$*60'.

电泳条件：未涂层熔融石英毛细管：A+ J""FK !"；电压：/A LM；电泳

温度：3K#；进样时间：K+ "NO?"D P

2 7 3456789&:78;<9&:=:7>?@9&:=:

7AB2

8+9 7 :0';()-65-)'(-9)$*. -1 *234 -1 5/*$, /)+,' .$*60'.

1)-* (5' 5'$0(5< ;-,()-0 9)-/6= (5' &> 9)-/6= (5' &?@A 9)-/6 $,B

(5' &?C" 9)-/6

QQQ

!R+,++/

2 D 3C56789&:78;<9&:=:7>?@9&:=:

7-DE&'(&)FG,HIJK2L>IMNK4L-OP2

8+9 D #5' 5+.(-9)$*. -%($+,'B %< 6'$E 5'+95( -1 *234 1)-* (5'

1-/) 9)-/6. F2GH #5' 5+.(-9)$*. -%($+,'B %< 6'$E $)'$ -1

*234 1)-* (5' 1-/) 9)-/6.F4I

时间
6

"

S

=

信
号

强
度
6
"
2
T

浓
度
6（
"
8
6
$
）

浓
度
6（
"
8
6
$
）
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运行缓冲液的 !" 值对电渗流和溶质的电泳迁

移有重要的影响#$$%。本试验研究了不同的 !" 值在

缓冲液浓度相同的情况下对尿液样本分离的影响。

结果显示，随着 !" 值的增加，尿样中 &'() 的迁移

时间会逐渐增加，这是由于 !" 改变了溶液的离子

强度和电渗流。然而，较低的 !" 值在电泳的分辨

率、稳定性以及电泳图的波型上却不能得到良好的

结果，这意味着较高和较低 !" 值均不能获得良好

的试验结果。运行缓冲液的浓度同样能影响电泳分

离性和电渗强度，进而导致尿样的电泳现象发生改

变。为了得到电泳分离的最佳浓度值，本试验对一

系列不同的浓度值在相同的 !"（*+,-）下进行尿样

分离。结果显示，随着硼酸盐缓冲液浓度的增加，电

渗逐渐增加导致 &.() 迁移时间减少。但同时，更

高的缓冲液的浓度又将产生大量的焦耳热从而导

致较差的分离度、分辨率和试验重复性。很有必要

在迁移时间和焦耳热之间做一个折中 ，因此，选择

缓冲液浓度为 /0 &&1234 作为电泳分离条件。 为

了解决电泳分离过程中出现的蛋白质吸附管壁而

造成的电泳峰的拖带和复合峰的问题，通过向运行

缓冲液中加入 50 &&1234 678，成功地减少了尿液蛋

白在毛细管壁的吸附程度。

综上所述，将毛细管电泳技术作为定量检测人

体尿液中 &'4) 含量的新方法，能够得到令人满意

的试验结果。 该方法具有灵敏度高、样品用量少、

操作简单、自动化程度高等优点9可以作为临床检测

&.4) 方法的一种补充。
!"#$!

:;% <=&> '? 7=>@AB=C DA!EF1!>BEGH !F1BACB=IA J>CB1FK >DL > DAM BEAF>!

!ANB=C !>F>L=O&:P%? 7=>@ABAK Q1&!2=C>B=1DKR S0;T9,UV-WH-,X

:,% Y>DAL> <R ZBKND1&=G> [R [1G> 7R AB >2+ . DAM C2>KK=J=C>B=1D 1J 7=!

>@AB=C \A!EF1!>BEG ,0;]H . FA!1FB JF1& P1=DB Q1&&=BBAA 1D 7=>!

@AB=C \A!EF1!^ >BEG:P%+ Q2=D _`! \A!EF12R ,0;-R;*V;WH;

:T% Y1KBA _R 7>&AD PR a>DE12LAF bR AB >2+ .KKAKK&ADB 1J FAD>2 JNDCB=1D

=D FACADB2G >L&=BBAL CF=B=C>22G =22 !>B=ADBK M=BE D1F&>2 KAFN& CFA>B=!

D=DA:P%+ cA!EF12 7=>2 dF>DK!2>DBR S00-RS0V]WHU]U

:]% dNBB2A [ eR )>fF=K g 4R )=21NK e hR AB >2? 7=>@AB=C f=LDAG L=KA>KAH >

FA!1FB JF1& >D .7. C1DKADKNK C1DJAFADCA:P%? .& P [=LDAG 7=K，S0;]R

X]V]WH -;0

:-% h1FBE2AG 7 4R Y>FIAG c dR Y=22 c 4R AB >2? ZF=D>FG BF>DKJAFF=D >DL

>2@N&=D C1DCADBF>B=1DK =D !>B=ADBK M=BE BG!A ; L=>@ABAK >DL D1F&>2

C1DBF12KH BEA KA>FCE J1F BEA J=FKB !F1BA=D 21KB:P%? Q2=D )=1CEA&R S00;R

i]V;WHji

:X% <"22AF eR Y=22AF [R 8CE&>2k gR AB >2? QEA&=2N&=DAKCADCAl@>KAL LA!

BACB=1D >DL C1&!>F=K1D 1J !F1BA=D >&1NDBK >LK1F@AL 1D L=JJAFADB2G

&1L=J=AL K=2=C> KNFJ>CAK:P%+ .D>2 )=1CEA&R S00XRT-*VSWH;*]

:U% mF>K>L mR QE>N@A 8R m>DCE>2 <R AB >2+ <12ACN2>F L=KKACB=1D 1J >D

EQgl@AB> A!=B1!A NK=DO K=DO2AlKBA! K12=L !E>KA F>L=1=&&ND1>K!

K>G:P%+ Q2=D QE=& .CB>R S00URTUXV;3SWH-S

:j% QEF=KB=>DK 8R I>D dFAA2 c 7R )=AD=>F> gR AB >2+ _I>2N>B=1D 1J C>!=2!

2>FG k1DA A2ACBF1!E1FAK=K J1F BEA LABAF&=D>B=1D 1J !F1BA=D C1&!1K=!

B=1D =D BEAF>!ANB=C =&&ND1O21@N2=DK >DL EN&>D >2@N&=DK:P%+ )=1!

21O=C>2KR S0;XR ]]V]WHST]

:*% d=>D nR 4= nR <A= PR AB >2? 8=&N2B>DA1NK KA!>F>B=1D 1J >C=L=C >DL @>!

K=C !F1BA=DK NK=DO OA&=D= !GFF12=L=D=N& KNFJ>CB>DBK >DL EA`>J2N1!

F1=K1 l !F1!>D12 >K LGD>&=C C1>B=DO >LL=B=IAK =D C>!=22>FG A2AC!

BF1!E1FAl K=K:P%? QEF1&>B1OF .R S0;-R;];SV;jWH;-;

:;0% 7AK=LAF=1 QR e1KKABB= 7R o>I>F1DA pR AB >2? Q>!=22>FG A2ACBF1!E1FAK=K

l&>KK K!ACBF1&ABFGH FACADB BFADLK =D C2=D=C>2 !F1BA1&=CK:P%? P mE>F&

)=1&AL .D>2R S0;0R-iV-WH;;X;

:;;% h>DO hR qE1N 4R h>DO 8R AB >2? b>!=L >DL K=&!2A LABAF&=D>B=1D 1J

>LAD=DA >DL ON>D=DA =D 7c. A`BF>CB @G &=CA22>F A2ACBF1f=DAB=C

CEF1&>B1OF>!EG M=BE =DL=FACB 2>KAF l=DLNCAL J2N1FAKCADCA LABAC!

B=1D:P%? d>2>DB>R S00jR U]V]WH ;0-0

（S0;Xl;Sl;X 收稿）
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片处方工艺:P%?中国中药杂志，S0;iR ijV;;WH ;iS-

:U% 戈文兰，高盼，苗燕飞，等? 多条溶出曲线评价氨氯地平阿托伐

他汀钙分散片的质量:P%?中国生化药物杂志RS0;SRiiVXWHj;;

:j% 王洁，孙杨，金刚，等? 碱性调节剂对缬沙坦固体分散体体外溶

出度的影响:P%?吉林化工学院学报R S0;-R iSV;;WH i0

:*% 李晓君，郭朕，赵勤富，等? 高速剪切制粒中吡拉西坦含量均匀

性的控制:P%? 沈阳药科大学学报，S0;i，i0VXWH ];-
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:;S% 隋洪飞，王姿婧，刘青，等? 星点设计l效应面法优化硝苯地平分

散片处方:P%?天津医科大学学报，S0;]RS0V]WHiSi

:;i% [AE>F1& 8R <>E>CE>= bR QE>DBE>= 8? dEA 1!B=&=k>B=1D KBNLG 1J !l

>&G2>KA >CB=I=BG @>KAL 1D CADBF>2 C1&!1K=BA LAK=ODlFAK!1DKA KNF!

J>CA &ABE1L121OG @G L=D=BF1K>2=CG2=C >C=L &ABE1L:P%? oDB p11L bAK PR

S0;XRSiV;WH;0

:;]% o2>=G>F>r> cR 4=fE=BE [R )>@N g R AB >2? s!B=&=K>B=1D 1J A`BF>CB=1D 1J

@=1>CB=IA C1&!1NDLK JF1& pAF1D=> 2=&1D=> VM11L .!!2AW JFN=B NK=DO
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