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  摘 要:目的 探讨急性肾损伤(AKI)患者尿液外泌体miR-494-3p的表达水平,并分析其作为生物标志物

的临床应用价值。方法 收集2019年1月至2021年12月该院131例新诊断未经治疗的AKI患者和96例健

康对照者。提取尿液外泌体,随机将其纳入训练集(48例AKI患者和48例健康对照者)和验证集(83例AKI
患者和48例健康对照者)。提取RNA,通过实时荧光定量聚合酶链反应检测尿液外泌体中miR-494-3p的相对

表达水平,分析其在AKI患者和健康对照者中的差异,绘制受试者工作特征(ROC)曲线,并计算曲线下面积

(AUC)。结果 训练集miR-494-3p在AKI患者和健康对照者尿液中呈差异表达(P<0.05)。训练集尿液外

泌体miR-494-3p诊断AKI的AUC为0.740(95%CI:0.640~0.824),灵敏度为68.75%,特异度为75.00%。
相对于健康对照者,尿液外泌体miR-494-3p在验证集AKI患者中同样也呈高表达(P<0.05),验证集尿液外

泌体miR-494-3p诊断AKI的AUC为0.761(95%CI:0.679~0.831),灵敏度为72.29%,特异度为70.83%。
尿液外泌体miR-494-3p相对表达水平与患者年龄、性别及疾病分期无关(P>0.05)。结论 尿液外泌体 miR-
494-3p在AKI患者中呈高表达,对AKI具有一定的临床诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury,and
 

to
 

analyze
 

its
 

clinical
 

application
 

value
 

as
 

a
 

biomarker.Methods A
 

total
 

of
 

131
 

pa-
tients

 

with
 

newly
 

diagnosed
 

and
 

untreated
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(AKI)
 

and
 

96
 

healthy
 

controls
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

collected.Urine
 

exosome
 

was
 

extracted
 

and
 

randomly
 

included
 

into
 

the
 

training
 

set
 

(48
 

cases
 

of
 

AKI
 

patients
 

and
 

48
 

cases
 

of
 

healthy
 

controls)
 

and
 

validation
 

set
 

(83
 

cases
 

of
 

AKI
 

patients
 

and
 

48
 

cases
 

of
 

healthy
 

controls).RNA
 

was
 

extracted,and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-494-3p
 

in
 

urine
 

exosome
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

difference
 

of
 

AKI
 

was
 

analyzed
 

between
 

the
 

AKI
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

calculated.Results miR-494-3p
 

in
 

the
 

train
 

set
 

was
 

differentially
 

expressed
 

in
 

urine
 

be-
tween

 

the
 

AKI
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls
 

(P<0.05).AUC
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

train
 

set
 

for
 

diagnosing
 

AKI
 

was
 

0.740
 

(95%CI:0.640-0.824),the
 

sensitivity
 

was
 

68.75%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

75.00%.Related
 

to
 

the
 

healthy
 

controls,urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

validation
 

set
 

was
 

also
 

highly
 

ex-
pressed

 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AKI
 

(P<0.05),AUC
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

for
 

diagnosing
 

AKI
 

in
 

the
 

validation
 

set
 

was
 

0.761
 

(95%CI:0.679-0.831),the
 

sensitivity
 

was
 

72.29%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

70.83%.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-494-3p
 

in
 

urine
 

exosome
 

had
 

no
 

relation
 

with
 

the
 

age,sex
 

and
 

disease
 

stage
 

of
 

the
 

patients
 

(P>0.05).Conclusion Urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AKI,and
 

has
 

a
 

certain
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

for
 

AKI.
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  急性肾损伤(AKI)是指由各种原因引起肾小球 滤过率在短期内急剧下降的临床综合征[1]。AKI是
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一种具有极高病死率的常见危急重症,且缺乏有效的

治疗手段,该病已成为全球主要的公共卫生问题[2]。
目前,临床开展的检测方法无法可靠地预测 AKI的

发生风险和严重程度。因此,积极寻找新的高灵敏度

和高特异度的早期诊断 AKI的生物标志物,早期发

现AKI并采取有效的干预手段是当务之急。外泌体

是一类直径为30~150
 

nm、脂质双分子层包裹的细

胞外囊泡,存在于血清、尿液、唾液、胸腔积液等多种

体液中[3]。微小核糖核酸(miRNA)是一类长度为

19~25个核苷酸的内源性非编码RNA[4]。外泌体被

受体细胞摄取后,其内部的 miRNA等遗传物质也被

携带至受体细胞内,从而使受体细胞内的分子组成发

生改变,并通过基因调控和信号传导通路等影响受体

细胞发挥功能,参与调控包括 AKI在内的多种疾

病[5-6]。miR-494-3p 被 证 明 以 激 活 转 录 因 子 3
(ATF3)的3'-非翻译区(UTR)为靶点,ATF3是一种

已被证明可减轻肾脏缺血/再灌注损伤的蛋白质[7]。
这种特异性结合抑制了 ATF3的转录,从而促进缺

血/再灌注的炎症发生[8]。上述研究中,miR-494-3p
的过表达显著降低了肾脏缺血/再灌注损伤后ATF3
的表达,诱导炎症介质过表达,导致肌酐水平显著升

高[7]。但miR-494-3p在AKI患者尿液外泌体中的表

达却缺乏相关报道。本文主要分析尿液外泌体 miR-
494-3p在 AKI患者中的相对表达情况,旨在进一步

了解尿液外泌体 miR-494-3p对 AKI的临床诊断价

值,为AKI的早期诊断提供新的检测途径。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1月至2021年12月在

中国人民解放军联勤保障部队第九六〇医院住院的

AKI患者131例作为AKI组,其中男71例,女60例。

AKI诊断标准主要有以下3项:(1)在48
 

h内,患者

血肌酐升高超过0.3
 

mg/dL或26.5
 

μmol/L;(2)患
者血肌酐升高值大于基础值的1.5倍,并且发生在7

 

d内;(3)患者的尿量小于0.5
 

mL/(kg·h),持续超

过6
 

h。上述3项中满足1项即可诊断为AKI[9]。健

康对照组96例,其中男50例,女46例。AKI患者纳

入标准:未经过透析或者药物等手段的干预。健康对

照组纳入标准:根据生化检查等排除泌尿系统、消化

系统重大疾病。本研究已获得医院伦理委员会批准

同意[伦理号:(2022)科研伦理审第(34)号]。随机将

研究对象纳入训练集(48例AKI患者和48例健康对

照者)和验证集(83例 AKI患者和48例健康对照

者)。训练集和验证集分别是两组独立的样本,训练

集用于筛选候选分子,验证集用于将训练集中筛选出

的分子纳入另一组独立样本进一步验证得出的结论。
训练集和验证集所有研究对象的性别、年龄差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表1。根据改善全球肾脏

病预后组织(KDIGO)[9]AKI临床实践指南中的AKI
分期标准进行分期:血肌酐48

 

h内升高超过26.5
 

μmol/L,或在7
 

d内升高≥基础值的1.5倍而小于2.
0倍为 AKI

 

1期;升高达基础值的2.0~3.0倍为

AKI
 

2期;升高达基础值3.0倍以上,或血肌酐>
353.6

 

μmol/L,或开始行肾脏替代治疗为AKI
 

3期。
 

表1  训练集和验证集中AKI患者和健康对照者的

   临床特征(n)

项目 训练集(n=96) 验证集(n=131) χ2 P

健康对照者 48 48

 年龄(岁) 0.042 0.838

  ≤48 24 25

  >48 24 23

 性别 0.668 0.414

  男 23 27

  女 25 21

AKI患者 48 83

 年龄(岁)
 

1.044 0.307

  ≤48 27 39

  >48 21 44

 性别 <0.001 0.996

  男 26 45

  女 22 38

 AKI分期 0.334 0.846

  1期 12 21

  2期 26 48

  3期 10 14

1.2 主要仪器与试剂
 

 CFX-96实时荧光定量聚合

酶链反应(qRT-PCR)仪、Nanodrop2000
 

分光光度计、
聚丙烯酰胺凝胶电泳仪、纳米颗粒跟踪分析仪、透射

电子显微镜。尿液外泌体提取试剂盒(加拿大,Nor-
gen

 

Biotek)、总RNA提取试剂盒(德国,QIAGEN)、
反转录试剂盒(大连,TAKARA)、qRT-PCR试剂(大
连,TAKARA)、miR-494-3p和 miR-16-5p的PCR引

物(博尚生物技术有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 尿液标本收集 尿液采集后均在2
 

h内进行

处理,在4
 

℃于离心机中以3
 

500
 

r/min离心5
 

min,
再以10

 

000
 

r/min离心
 

5
 

min,吸取上清液于无RNA
酶的离心管中,于-80

 

℃冰箱保存待用。AKI患者

标本采集必须符合以下标准:入院第2天,禁食禁水8
 

h以上首次留取的晨尿。健康对照组标本收集标准:
禁食禁水8

 

h以上留取的晨尿。
1.3.2 提取、鉴定尿液外泌体 按照尿液外泌体提

取试剂盒操作步骤提取尿液外泌体。将获得的外泌

体悬液经2%醋酸双氧铀染色后,置于低分辨率透射
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电子显微镜(TEM)下观察外泌体大小、形态。采用纳

米颗粒跟踪分析(NTA)技术分析外泌体粒径大小和

浓度分布情况。采用蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)
检测外泌体表面标志蛋白,其中所使用的抗体包括兔

抗人 CD9蛋 白 单 克 隆 抗 体(美 国,CST)、鼠 抗 人

TSG101蛋白单克隆抗体(英国,Abcam)、辣根过氧化

物酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG(美国,CST)、HRP
标记的山羊抗鼠IgG(美国,CST)。
1.3.3 尿液外泌体miR-494-3p检测 采用RNA提

取纯化试剂盒提取总RNA,操作步骤参照试剂盒说

明书。采用紫外可见光分光光度计测 定 RNA 的

A260、A280,A260/A280 比值为1.8~2.0表示提取的

RNA样本含DNA和蛋白质杂质较少。利用反转录

试剂盒行RNA反转录。用qRT-PCR对合成的cD-
NA进行扩增,反应体系为25.0

 

μL,反应试剂:Tli
 

RNaseH
 

Plus
 

12.5
 

μL,PCR前向引物(10
 

μmol/L)
1.0

 

μL,PCR反向引物(10
 

μmol/L)1.0
 

μL,cDNA
 

2.0
 

μL,去RNA酶水8.5
 

μL。PCR反应程序:95
 

℃
 

30
 

s,95
 

℃10
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,共45个循环。实验中U6
不适合作为外泌体miRNA的内参,根据外泌体 miR-
NA 的 有 关 报 道,选 定 miR-16-5p 作 为 检 测 的 内

参[10-11]。其中hsa-miR-16-5p引物序列为5'-CAG-
CACGTAAATATTGGCGA-3',目的分子hsa-miR-
494-3p 引 物 序 列 为 5'-TGAAACATACACGG-

GAAACCTC-3'。每个样本均重复检测3次。采用

2-ΔΔCt计算其相对表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行统计处

理和分析。对计量资料进行正态性检验,不符合正态

分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,组间比较采用

非参数 Mann-Whitney
 

U 检验,正态分布的计量资料

以x±s表示,组间比较采用t检验。利用GraphPad
 

Prism
 

5进行作图。受试者工作特征(ROC)曲线和曲

线下面积(AUC)均使用 MedCalc软件绘制、计算。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 鉴定尿液外泌体 为确定通过尿液外泌体提取

试剂盒得到的沉淀为外泌体,本研究通过TEM、NTA
技术和 Western

 

blot对外泌体进行鉴定。TEM 下可

观察到直径为60~150
 

nm具有茶托样结构的囊状小

泡(图1A)。NTA技术分析结果显示,所提取的外泌

体悬液颗粒主峰和平均直径均在外泌体粒径范围内

(图1B)。Western
 

blot结果显示,在提取的尿液外泌

体蛋白裂解液中成功鉴定出外泌体表面标志蛋白

CD9、TSG101,而其在去除外泌体的上清液中呈低表

达(图1C)。本研究从尿液中提取的沉淀为具有完整

形态的外泌体,这为下一步研究尿液外泌体中的生物

标志物提供了基础保证。

  注:A为TEM观察外泌体形态;B为外泌体粒径与浓度分布;C为 Western
 

blot鉴定外泌体表面标志蛋白CD9和TSG101,其中E代表提取的

尿液外泌体蛋白裂解液,EDS代表去除外泌体的上清液。

图1  尿液外泌体特征
 

2.2 训练集和验证集尿液外泌体 miR-494-3p的相

对表达量 训练集、验证集尿液外泌体 miR-494-3p
在AKI患者中的相对表达水平高于健康对照者(P<
0.05)。见表2。

表2  miR-494-3p在训练集和验证集尿液外泌体中的

  相对表达水平[M(P25,P75)]

项目
 

健康对照组 AKI组
 

Z P

训练集 1.09(0.50,1.85) 2.11(1.20,2.79)
 

-4.05 <0.001

验证集 1.20(0.59,2.17) 2.97(1.27,5.06) -4.97 <0.001

2.3 训练集尿液外泌体 miR-494-3p的诊断效能 

训练集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的AUC为

0.740(95%CI:0.640~0.824),灵敏度为68.75%,
特异度为75.00%。见图2。

2.4 验证集尿液外泌体 miR-494-3p的诊断效能 
验证集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的AUC为

0.761(95%CI:0.679~0.831),灵敏度为72.29%,
特异度为70.83%。见图3。

2.5 尿液外泌体 miR-494-3p的相对表达水平与

AKI患者临床特征的关系 尿液外泌体 miR-494-3p
相对表达水平与患者年龄、性别及疾病分期无关(P>
0.05)。见表3。
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图2  训练集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的ROC
曲线

图3  验证集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的ROC
曲线

表3  尿液外泌体 miR-494-3p的相对表达水平与AKI
  患者临床特征的关系[M(P25,P75)]

项目 n miR-494-3p Z P

年龄(岁) -1.94 0.093

 ≤46 66 2.76(1.88,5.09)

 >46 65 2.23(1.16,3.71)

性别 -0.95 0.726

 男 71 2.38(1.27,4.17)

 女 60 2.43(1.26,4.07)

AKI分期 1.87 0.068

 1期 33 2.10(1.04,4.65)

 2期 74 2.38(1.22,3.84)

 3期 24 3.39(2.22,6.61)

3 讨  论

  尿液外泌体中富含 miRNA,外泌体的脂质双分

子结构具有保护 miRNA免受RNA酶降解的作用,
从而保持其稳定性[12]。尿液外泌体是一种极具潜力

的生物标志物,它们很容易获得,检测尿液外泌体具

有非侵入性和无创等优点。生理状态下,血清中的外

泌体无法通过肾小球滤过机制进入尿液[13],因此尿液

外泌体被认为来源于肾脏细胞,而肾脏细胞分泌的外

泌体可以通过miRNA等遗传物质影响肾脏功能[14]。
因此,尿液外泌体包裹的 miRNA 更能反映肾脏的

功能[15]。

miRNA在不同类型的AKI中发生显著改变[16]。
相关研究表明,miR-24、miR-126、miR-494和 miR-
687可与其靶基因的3'-UTR结合,在AKI损伤和修

复阶段调控炎症、程序性细胞死亡和细胞周期,表明

其在AKI中的治疗潜力[17]。GONG等[18]研究发现,

AKI患者 miR-494表达升高,后者可抑制 ATF3表

达,从而促进炎性反应,导致肾小管细胞的凋亡和坏

死。ZHANG等[19]研究发现,AKI患者尿液外泌体

中的miRNA与转化生长因子-β信号有关,外泌体

miRNA可能是控制 AKI进展的物质。在狼疮性肾

炎患 者 中,尿 液 外 泌 体 miR-135b-5p、miR-107 和

miR-31通过抑制低氧诱导因子1α调控系膜细胞的功

能[20]。尿液外泌体 miR-21水平在慢性肾脏病和不

同的足细胞损伤模型中呈显著上升趋势[21]。以上研

究表明尿液外泌体 miRNA将成为判断肾脏疾病发

生、发展和预后潜在的生物标志物。
    

本研究运用TEM、NTA和 Western
 

blot
 

3种方

法验证利用尿液外泌体提取试剂盒可以成功提取完

整的外泌体。随着对外泌体研究不断深入,笔者相信

外泌体的分离、富集技术会不断得到优化。本研究重

点评估了尿液外泌体miR-494-3p作为诊断AKI的生

物标志物的潜在价值。尿液外泌体 miR-494-3p在训

练集(48例AKI患者和48例健康对照者)中呈差异

表达,其 诊 断 AKI的 AUC 为 0.740,灵 敏 度 为

68.75%,特异度为75.00%。在验证集中进一步验证

后得出结论:尿液外泌体miR-494-3p在验证集(83例

AKI患者和48例健康对照者)中同样也呈差异表达

(P<0.05),其诊断AKI的AUC为0.761,灵敏度为

72.29%,特异度为70.83%。训练集和验证集得出了

同样的结论,表明尿液外泌体 miR-494-3p对AKI具

有一定的临床诊断价值。在此基础上,本研究统计、
分析了尿液外泌体 miR-494-3p与AKI患者性别、年
龄和分期等临床特征的关系,但差异均无统计学意义

(P>0.05)。这可能与实验方法、样本差异导致不同

的结果有关,后期亟待开展大样本、多中心的研究进

一步验证上述结论。
目前,肾脏和泌尿系统疾病的诊断是基于不敏感

和非特异性的生物标志物。临床上常用的诊断 AKI
的生物标志物有中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋

白、胱抑素C及肾脏损伤分子-1等。后期笔者也会开

展尿液外泌体 miR-494-3p与常用标志物的比较和联

合诊断方面的研究。
需要指出的是,虽然尿液外泌体 miR-494-3p相

对表达水平在 AKI患者和健康对照者中呈明显差

异,但本研究没有比较该分子在肾脏其他疾病中的表

达情况,后续将进一步开展该方面的研究。鉴于本研

究中的样本均来自同一医院,样本量相对有限且单
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一,后期需要扩大样本,纳入多中心和前瞻性研究进

一步验证上述结论。此外还需要通过细胞和动物实

验等基础研究来阐明 miR-494-3p在AKI发生、发展

中的生物学功能和机制,并通过生物信息学分析其在

AKI中的可能作用。
综上所述,本研究成功提取并鉴定尿液外泌体。

通过qRT-PCR检测发现,尿液外泌体 miR-494-3p相

对表达水平在 AKI患者中较健康对照者显著增加。
miR-494-3p对AKI具有较高的诊断价值,是潜在的

诊断AKI的生物标志物。尿液外泌体 miRNA可能

在AKI发病和组织修复过程中发挥双重作用,并可

作为新的非侵入性生物标志物,亦可能成为治疗AKI
的新靶点,为AKI诊断和治疗提供新思路和新方法。
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