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反应蛋白
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信号转导通路产生影响!

L:(6*#"C

有望作为
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的一种新候选标志物!用于在今后

研究中评估疾病进展$
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糖尿病肾病$

)W

%是慢性肾脏病最常见形式#是
#

型糖尿

病$

8#)

%可导致的一个主要并发症#最终可导致终末期肾脏疾

病$

]$()

%

(
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'蛋白尿是广泛用于
)W

的生物标志物'然而#

将其在慢性肾脏病中临床相关性作为替代终点是有争议的(

#

)

'

研究表明#微量清蛋白尿是一个不太精确的预测
)W

风险的指

标(
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)

'

L:(W5>

是小的非编码
(W5

分子#长度为
/,

#

##

个核

苷酸#其通过干扰蛋白质合成-诱导
L(W5

的降解或抑制蛋白

质翻译来调节细胞的生长-分化-凋亡和增殖(

!60

)

'

L:(6/7#

-

L:(6/7!

-

L:(6#"!

-

L:(6#/0

和
L:(6#/+

在肾脏中的表达比其

他组织器官高(

+64

)

'

)W

患者中#细胞游离
L:(W5

可能反映患者不同的病理

生理特征(

,67

)

'研究表明#

/

型糖尿病患者尿液中细胞游离

L:(W5

的变化与清蛋白尿-肾病不同阶段具有相关性(
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#尿

液中微量清蛋白尿与低水平
L:(6*#*J60

N

-高水平
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有
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检验医学与临床
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年
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L:(W5>

识别标志的确定具有预测
/

型糖尿病患者微量

清蛋白尿发展的潜力(

//

)

'外泌体是至今为止研究最为透彻的

一种细胞外囊泡(

/#

)

'外泌体携带的物质中包括
L:(W5>

#非

常稳定#且这些
L:(W5>

可作为肾脏疾病潜在的新非侵入性

生物标志物'此外#尿液外泌体中
L:(6#7C

水平被证明可作为

预测狼疮性肾炎早期纤维化的指标(

/*6/4

)

'

本研究旨在找出
)W

患者与
8#)

患者-健康受试者尿液

外泌体中
L:(W5

表达谱的差异'尿液外泌体中不同
L:(W5>

表达的异常与微量清蛋白尿程度相关#有望作为一种新的疾病

标志物#用以评估疾病早期治疗效果和"或早期疾病进展'

$
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资料与方法

$1$

!

一般资料
!

本研究经过本院伦理委员会审核批准通过后

实施#所有患者均签署知情同意书'纳入
#"/!3#"/0

年于本

院住院患者或门诊体检的健康受试者'本研究中#健康受试者

标准为!无糖尿病且肾小球滤过率预计值$

=TP(

%

$

7"

#且之前

无
=TP(

记录'糖尿病且无肾病患者诊断标准为!历史
=TP(

$

7"

'

)W

患者诊断标准为!历史
=TP(

#
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'历史
=TP(

是

基于每个研究个体尿液收集日期之前的医疗记录信息'纳入

人群的临床和实验室特点#见表
/

#包括
,

例健康受试者$对照

组%-

,

例
8#)

患者$

8#)

组%-

,

例
#

型
)W

患者$

)W

组%'

,

例
#

型
)W

患者中有
0

例患者伴有微量清蛋白尿(尿清蛋白肌

酐比值$

5.(

%为
*"

#

*""L

@

"

@

)#有
*

例患者尿清蛋白正常

$

5.(

#

*"L

@

"

@

%#所有人群均留取尿液标本'

表
/

!!

筛选队列中对照组'

8#)

组和
)W

组人群的临床特征

组别
0

年龄

$岁#

I\C

%

女"男

$

0

"

0

%

历史
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(
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"$

L:;

,

/14*L

#

%#

I\C

)

5.(

$

L

@

"

@

#

I\C

%

对照组
, *"17\417 !

"

!

1

"1+7\"1#*

8#) , 0+1#\/0 *

"

0 /"/1#0\41!0 /1//\"1*#

)W , +41/\41, !

"

!

!

*01#0\#1+0

"

7*10#\*414#

"

!!

注!

3

表示无数据&与对照组比较#

"

!

#

"1"0

'

$1/

!

方法

$1/1$

!

尿液外泌体中
L:(W5>

的分离
!

取
*LS

的尿液用以

分离外泌体#使用外泌体沉淀试剂
=_9

O

H:CR68.

$

$

I

>?=LY:96

>C:=;C=>

&

'9H;?A:;U:=M

#

.5

%'笔者采用改良的外泌体沉淀

试验方法(

/,

)

'尿液标本
*"""F

"

L:;

离心
/0L:;

#取上清液加

入
/

"

*

体积的
=_9

O

H:CR8.

$

$

I

>?=LY:9>C:=;C=>

%'样品放入

!X

冰箱经过一夜沉淀#然后将样品在室温下
/""""F

"

L:;

离

心
*"L:;

#由此产生的外泌体沉淀在室温用
#""

'

S

外泌体缓

冲液重新悬浮#随后用
/0"

'

S

裂解缓冲液裂解外泌体
0L:;

'

根据制造商说明书#使用
>=FAL:F

外泌体
(W5

扩增试剂盒

$

$

I

>?=LY:9>C:=;C=>

%分离外泌体中的
L:(W5>

'使用外泌体

(W=A>

I

血清"血浆分离抽提试剂盒$

j:A

@

=;

#

&:DG=;

%分离独立

的确认队列人群尿液中外泌体
L:(W5>

'在安捷伦
#/""

生物

分析仪上进行质量控制#利用
(W5+"""WA;9

试剂盒#根据说

明书记录的试验方法#使用
jHA;?6%8 L:(W5

分析试剂盒

$

S:E=8=CB;9D9

@

:=>

%检测
L:(W5

水平'

$1/1/

!

L:(W5>

芯片分析
!

采用高分辨率芯片扫描仪

T$#0"0

2

.

$安捷伦科技#德国%分析标本#采用自定义内容的安

捷伦芯片$包含
$A;

@

=FL:(YA>=/7

的所有
L:CF9(W5>

%

(

/7

)

'

每个玻璃片由
,

个高清
+"̀

阵列组成$每个阵列都有
+""""

个功能%'除每个
L:(W5>

的
#"

个复制外#每个阵列还携带控

制探头#用以进行网格的对齐-标记及插入对照组杂交'采用

含菁
*6

胞嘧啶磷酸二氢钠$

V.V

%的杂交试剂盒进行标记#杂交

时间为
#"B

#

00X

-

#"F

"

L:;

'结果采用安捷伦特色性提取分

析软件$

/"141*1/

%分析'为使具有差异表达的
L:(W5>

可视

化#笔者生成了一个热图#其中每个值都对根据对照组的平均

表达值进行标准化$

$

N

9?E:F=

-

8%Y.[

%'采用使用
L:(eADR

数

据库来对每个具有表达差异
L:(W5>

靶基因及其相关通路进

行预测'通过独特路径分析$

j%5T]W

%研究生物途径的潜在

影响'

$1/1'

!

实时定量荧光聚合酶链式反应$

O

(86V.(

%

!

L:(W5

逆转录采用
8A

O

'A;L:(W5>

逆转录试剂盒#

8A

O

'A;L:(6

W5>

试验用于检测特定的
L:(6*#"C

#

L:(6+"4,

#

L:(6+"4+

和

L:(6/7460

N

'根据操作说明书的试验方法#笔者采用
8A

O

'A;

基因表达混合体系进行
V.(

反应'所有样品复制后运行#初

始
.?

值分别用
$)$

软件$

<1#1!

%计算'根据
W9FLP:;G=F

软

件#

L:(6/7460

N

被确定为合适的标准化候选
L:(W5>

'

L:(6

W5>

表达的倍数变化采用比较
.?

值的方法计算$

#

3

--

.?

%'

$1'

!

统计学处理
!

试验统计分析采用
$V$$/41"

软件进行处

理#计量资料采用
I\C

表示#组间比较采用
=

检验&计数资料

以百分数表示#组间比较采用
!

# 检验&以
!

#

"1"0

表示差异有

统计学意义'

/

!

结
!!

果

/1$

!

#

型
)W

组尿液外泌体中差异表达的
L:(W5

!

主要成

分分析结果显示#对照组和
8#)

组的
L:(W5>

表达谱比较相

似#表明个体间变异较低'

)W

组中发现
/

例异常患者#遂以
4

例标本进行下一步分析'笔者共检测尿液外泌体中
*"7

个

L:(W5>

'其中对照组和
8#)

组与
)W

组
#

-

*

-

!

-

0

-

+

号标本

结果不同'

8#)

组与对照组比较#尿中外泌体
L:(W5>

表达

差异无统计学意义$

!

$

"1"0

%'

)W

组与
8#)

组-对照组比

较#有
/!

种尿液外泌体
L:(W5>

表达上调
#

倍以上#有
#

种

L:(W5

表达下调
#

倍以上'

/1/

!

8#)

患者尿液外泌体
L:(W5

的
O

(86V.(

验证
!

)W

组尿液外泌体表达上调的
L:(W5>

中#

L:(6*#"C

和
L:(6+"+,

是上调表达最强的
L:(W5>

#笔者将上述
#

个
L:(W5

筛选出

来#并在所有受试者中通过
O

(86V.(

进行结果验证'

L:(6

+"4+

作为阴性对照#其表达水平在所有受试者中恒定不变#与

O

(86V.(

分析结果相一致#说明尿液外泌体
L:(6*#"C

和

L:(6+"+,

表达水平在
)W

组中显著升高#差异有统计学意义

$

!

#

"1"0

%#而
L:(6+"4+

表达没有影响'

/1'

!

L:(6*#"C

表达上调与微量清蛋白尿的关系
!

相关分析

显示#尿液外泌体
L:(6*#"C

的表达上调与
=TP(

的增加呈负

相关$筛选序列!

M

#

f"1#*

#

!f"1//

&确认序列!

M

#

f"1+/

#

!f

"1""!

%'

)W

组尿液外泌体
L:(6*#"C

水平与
=TP(

在筛选队

列和确认队列中无显著相关性$筛选队列!

M

#

f"1",

#

!f

"100

&确认队列!

M

#

f"1"/

#

!f"1,4

%&但其与尿
5.(

成显著

正相关$

M

# 筛选队列!

M

#

f"1+7

#

!f"1"#

&确认队列!

M

#

f

"17!

#

!f"1""0

%'在
4

例
)W

组中#其中
*

例为尿清蛋白正

常#

!

例为微量清蛋白尿'在伴有微量蛋白尿的患者中#

L:(6

*#"C

表达上调#而在清蛋白尿正常患者中其表达不受影响'

此外#

!

例合并微量蛋白尿的患者$

)W

组
#

-

*

-

0+

号%也通过主

要成分分析确定其最具差异的表达#确认队列中
)W

组
0

号为

微量清蛋白尿'

,

#4#/
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!

讨
!!

论

本研究证实
#

型
)W

患者尿液外泌体
L:(W5>

表达谱的

变化#发现差异
L:(W5>

标识!

/!

个
L:(W5>

表达上调
#

倍以

上#而
#

个
L:(W5>

下调
#

倍以上'本研究分析发现#尿液外

泌体
L:(W5>

的异常表达发生于微清蛋白尿患者和正常蛋白

尿的患者'笔者在确认队列$所有患者都伴微量清蛋白尿%中

进一步研究证实了这一发现'研究表明#糖尿病伴有早期
)W

及尿微量清蛋白的患者#其尿液外泌体
L:(W5>

会产生变化!

L:(6/!0

和
L:(6/*"A

上调#

L:(6/00

和
L:(6!#!

下调#这些

L:(W5

对转化生长因子$

8TP

%

6

*

信号通路产生影响(

#"6#/

)

'

笔者的研究结果并没有揭示这些
L:(W5

的异常'

笔者鉴定的大多数尿液外泌体
L:(W5>

被认为是在肾脏

疾病中下调的'微小病变肾病$

'.)

%患者血浆标本中
L:(6

/#*!60

N

和
L:(6*4/60

N

表达上调#

'.)

患者尿液表达
L:(6

/7/060

N

上调'

L:(6/7/060

N

通过肾干细胞标志物如
.)/**

和

V5Z#

的调节参与成人肾祖细胞$

5(V.>

%的调节'此外#

8S(#

作为急性肾小管细胞损伤的一个重要标志物#可以被

L:(6/7/060

N

调节#其通过驱使
5(V.>

细胞分泌抑制素
65

-核

心蛋白聚糖和细胞周期蛋白
)/

来修复受损的肾小管上皮细

胞(

##

)

'表达上调的
L:(6/7/060

N

会抑制重要的肾脏修复机

制'肾损伤的另一重要方面是
$LAG#

依赖性
L:(6*"

的下调#

其为
8TP6

*

诱导的肾小球硬化足细胞凋亡的必须过程'此

外#由糖皮质激素治疗足细胞病可以防止
L:(6*"

表达下调'

在早起肾细胞癌$

(..

%中
L:(604#

的表达上调#所以
L:(604#

可以部分作为一个潜在的诊断
(..

的工具(

#*

)

'

最近#某些研究探讨
)W

患者尿液外泌体中表达的
L:(6

W5>

可以作为潜在疾病进展的生物标志物'肾脏纤维化是各

种慢性肾脏疾病的标志#

8TP6

*

是肾脏纤维化的重要媒介'上

调肾小球系膜
8TP6

*

诱导
L:(6/7#

的表达#会导致肾脏纤维

化增加'

/

型
)W

患者尿液中没有游离的
L:(W5>

表达#且在

早期
)W

患者中也没有尿液外泌体
L:(W5>

表达#这提示

L:(6/7#

表达上调'与上述在尿液中游离的
L:(W5>

的发现

相反#笔者对尿液外泌体的分析显示#未检测到
L:(6/7#

水平#

这与.外泌体主要携带
L:(W5>

并运送到远处目标细胞/的观

念相一致'相反#

L:(6#7

家族和
L:(6#""

家族成员都由
8TP6

*

负调控#其作用分别为抑制上皮细胞向间质细胞转化防止肾

纤维化和防止细胞外基质沉积(

#!6#0

)

'此外#在慢性肾脏病患

者和狼疮性肾炎患者中#尿液外泌体
L:(6#7

水表达平显著下

调'在小鼠糖尿病肾脏中
)VV6!

的诱导与
L:(6#7

家族成员

的抑制表达有关联'而采用
)VV6!

抑制剂
D:;A

@

D:

N

?:;

处理会

导致
L:(6#7

的水平恢复和
)VV6!

相关蛋白水平的抑制'笔

者研究显示#在
8#)

组中尿液外泌体中
L:(6#7

和
L:(6#""

的

水平受到抑制#这种影响在
8#)

患者中更为显著#但差异并不

显著$数据未显示%#因此#其不包括在笔者研究队列中'

本研究中#

)W

患者都接受标准护理药物治疗#如血管紧

张素转换酶抑制剂$

5.]%

%和血管紧张素受体阻滞剂$

5(Y>

%'

总体而言#

5.]%

和
5(Y>

对
L:(W5>

表达的影响会根据各种

心血管疾病而有所不同#如冠心病$

.5)

%使用
5.]%

和他汀类

药物联合治疗#可降低冠心病患者外周血单个核细胞中
L:(6

/!+A

"

J

的水平(

#+

)

'用
5.]%

抑制剂处理可以导致肾组织中

L:(6*#!6*

N

表达下调'在大鼠自发性进展性肾病肾脏组织活

检中#

L:(6*#!6*

N

是上调表达最强的
L:(W5

(

#4

)

'脯氨酰内肽

酶是参与血管紧张素代谢的丝氨酸肽酶#也是
L:(6*#!6*

N

的

靶蛋白#其表达非常低'笔者数据显示#尿液外泌体
L:(6*#!6

*

N

表达没有显著变化'用
5.]%

"

5(Y>

治疗会导致
)W

肾脏

L:(6#/

上调的表达水平降低'笔者数据显示#在
)W

患者中

L:(6#/

水平上调
/1,

倍$

!f"1*

%'到目前为止#关于
5.]%

"

5(Y

对尿液外泌体中
L:(W5>

表达的影响仍无可用的数据'

笔者研究发现#

#

型
)W

患者尿液外泌体中
L:(6*#"C

上调

表达强烈'

D=?64G

-

L:(6#"*

和
L:(6*#"C

在其他
#

个
L:(W5>

表达谱平台中被确定为大鼠药物诱导肾小管上皮细胞损伤的

新尿液标志物(

#,

)

'

L:(6*#"C

可通过靶蛋白
5)5'8$0

调节

人体软骨的代谢#

5)5'8$0

是一种高效的聚集蛋白聚糖酶#

可诱导软骨退变'此外#

L:(6*#"C

参与人骨髓间充质干细胞

成脂分化的调节并可通过靶蛋白
.)̀ +

抑制膀胱癌等肿瘤的

行为(

#7

)

'

L:(eADR

数据库和独特路径分析$

%V5

%显示#血小

板反应蛋白$

8$V

%

6/

-

8$V6!

和骨形态发生蛋白
+

$

Y'V+

%作为

预测的靶蛋白#均参与
8TP6

*

信号通路的调节'

Y'V+

能够

改善
8TP6

*

诱导
& 6̀#

细胞的变化'因此#表达上调的
L:(6

*#"C

可诱导
Y'V+

表达下调并可加重肾脏纤维化'

8$V6/

是

肾脏纤维化疾病中
8TP6

*

的一个主要激活因子#其
/

型和
#

型
)W

患者肾小球中不断增加#这与
8TP6

*

的活动有关'在

)W

的小鼠模型中#研究表明阻断
8$V6/

依赖的
8TP6

*

活性会

使得肾脏损伤减轻-尿清蛋白减少'笔者预测
8$V6/

是
L:(6

*#"C

的直接靶蛋白#其可能对
8TP6

*

通路具有负性影响#可作

为上调的
8TP6

*

信号通路代偿结果'

8$V6!

是组织重塑的重

要调节因子#通过调节胶原的合成来调节组织重塑'

8$V6!

的

缺乏可显著促进心肌纤维化的发生'

L:(6*#"C

可诱导
8$V6!

表达抑制#进而促进肾脏纤维化进程加快'有研究表明#在

8#)

大鼠模型中#心肌细胞介导的抗血管生成作用可通过外

泌体$含有
L:(6*#"

%转运到内皮细胞中可#被转运入含有
L:(6

*#"

外泌体的内皮细胞抗血管生成的相关靶基因表达下调#血

管生成相关基因$

%TP6/

#

&$V#"

和
]?>#

%下调(

*"6*/

)

'

因此#低
=TP(

-大量蛋白尿患者和微量清蛋白尿患者在

更大
=TP(

范围内与
L:(6*#"C

水平的梯度相关#在正常清蛋

白尿-微量清蛋白尿-大量清蛋白尿范围的尿
5.(

将进一步支

持这一结果'本研究提供了
#

型
)W

患者尿液外泌体差异

L:(W5>

的表达谱'这些新的-非侵入性标志物对于肾脏病理

生理学的机制研究有一定的前景'但本研究还需要进一步扩

大横断面样本数来确认以上结果'另
/

个混杂因素可能是患

者的药物治疗#因为患者采用二甲双胍-

5.]%

-

5(Y>

和其他

抗高血压药物进行治疗'
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