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慢性肾脏病尿液生物标志物研究进展：聚焦RNA转录标志物

吕林莉，刘必成
*

东南大学肾脏病研究所/东南大学附属中大医院肾脏科，南京 210009   

摘  要：慢性肾脏病(chronic kidney disease, CKD)已经越来越成为世界范围内的主要疾病负担之一，然而，目前仍缺乏早期

诊断及动态监测其发生和发展的生物标志物。因此，在未来的精准医疗时代，寻找敏感、无创诊断标志物已经成为CKD诊

疗所面临的重要挑战。本文将从尿液的沉渣、上清、细胞外囊泡三个方面，聚焦基因转录标志物(miRNA, mRNA)，论述

CKD尿液生物标志物的研究进展及尿液基因转录标志物研究所面临的挑战和未来可能的研究方向。
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Urinary biomarkers for chronic kidney disease: a focus on gene transcript
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Abstract: Chronic kidney disease (CKD) is becoming an alarming health burden worldwide, however, there is still lack of early     
biomarkers and effective treatment options. Thus, in the upcoming era of precision medicine, searching for the sensitive, non-invasive 
biomarkers has been the cornerstone and major challenge in the management of CKD. Urine contains rich biological information 
which could be an ideal source for non-invasive biomarkers of CKD. This review will discuss the recent advances in biomarker 
study from urine sediment, urine supernatant and urinary extracellular vesicles with special interest in gene transcript (miRNA, mRNA) 
biomarkers. Besides, the challenges and future directions for urinary gene transcript biomarker study will be discussed.  

Key words: urine; biomarkers; chronic kidney disease; extracellular vesicle; gene transcript

Received 2018-06-05    Accepted 2018-10-11
Research from the corresponding author’s laboratory was supported by grants from the National Natural Science Foundation of 

China (No. 81470922, 81670696) and the Jiangsu Provincial Clinical Research Center of Kidney Diseases, China (No. BL2014080).
*Corresponding author. Tel: +86-25-83262422; E-mail: liubc64@163.com

综　述

1  前言

慢性肾脏病 (chronic kidney disease, CKD) 已经

越来越成为世界范围内的主要疾病负担之一，我国

的 CKD 患病率已高达 10.8% [1]。现今 CKD 诊疗面

临的主要挑战是在临床早期诊断率低，疾病进展缺

乏敏感生物标志物。目前 CKD 早期诊断的主要指

标分别为尿白蛋白、血清肌酐和尿素氮等，然而，

这些指标易受年龄、饮食、感染、运动等多种因素

的影响，尤其是不能准确反映肾脏病理活动情况。

尽管病理检查可以清楚显示肾脏病理改变，但是

由于其操作的有创性并不适用于早期筛查及长期

的病情随访。因此，寻找 CKD 早期、无创生物标

志物是实现未来肾脏病精准诊疗亟待解决的关键

问题 [2]。

肾脏是机体重要的滤过和排泄器官，长期以来，

尿液检查一直是临床肾脏病诊断的重要手段。既往

人们通过对尿液蛋白质含量和成分的分析已经为肾

脏病临床诊断建立了一系列的方法，但是由于受到

检测技术的局限，尿液中仍有更多待挖掘的信息。

尿液通过离心分离，可以分为尿液沉渣、尿液上清
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和最新发现的尿液细胞外囊泡 (extracellular vesicles, 
EVs) 结构组分，这些组分中包含丰富的生物学信息，

包括细胞成分、蛋白和核酸。本文将从尿液不同组

分出发，讨论尿液生物标志物的研究进展，尤其是

RNA 转录标志物。 

2  CKD尿液新型生物标志物

2.1  尿液沉渣

很久以来，尿液沉渣分析是肾脏病诊断的重要

手段，但检测内容进展缓慢。众所周知，尿液中有

多种细胞成分，如足细胞、小管上皮细胞、免疫细

胞和干细胞 / 祖细胞等，对这些细胞组分的分析可

能为肾脏组织损伤提供更多有价值的信息。Kopet-
schke 等人研究显示，在系统性红斑狼疮 (systemic 
lupus erythematosus, SLE) 肾脏活动病变人群，尿液

CD4+ 和 CD8+ T 细胞数量显著增加，且可有效诊断

SLE 中增生性狼疮肾炎的病例 [3]。此外，在一过性

及持续性肾小球损伤大鼠模型中，计数尿液活性足

细胞，发现 WT-1+ 足细胞数量随肾小球损伤呈现特

征性时间变化趋势。在嘌呤霉素肾病模型和系膜增

殖性肾炎模型 (anti-Thy 1.1) 中，尿液足细胞与蛋白

尿早期出现同时发生，而随着足细胞尿 (podocyturia)
的恢复，蛋白尿仍持续存在。在慢性肾小球损伤模

型，即 5/6 肾大部分切除模型中，尿液足细胞和蛋

白尿、高血压始终平行性存在 [4]。

除了细胞计数外，近年的研究显示，尿液沉渣

中的细胞 mRNA 可能成为肾脏病新型诊断标志物。

2001 年，Li 等人首次发现尿液沉渣 perforin 和

granzyme B mRNA 在移植肾脏发生排斥反应的患者

中显著升高，两者可以有效诊断移植肾脏排斥患

者 [5]。Szeto 等人研究显示，尿液沉渣细胞因子

mRNA 水平与小管间质纤维化和肾小球硬化密切相

关 [6]，在进一步的前瞻性研究中，尿液肝细胞生长

因子 (hepatocyte growth factor, HGF) mRNA 可以独立

预测 CKD 进展 [7]。最近，本研究组研究显示尿液

沉渣肾脏纤维化相关基因α平滑肌肌动蛋白 (α-smooth 
muscle actin, α-SMA)、纤粘连蛋白 (fibronectin)、基

质金属蛋白酶 -9 (matrix metalloproteinase-9, MMP9)、
成纤维细胞特异蛋白 -1 (fibroblast-specific protein-1, 
FSP1) mRNA 在糖尿病肾病患者中显著升高 [8]。此

外，足细胞相关 mRNA 在糖尿病肾病患者中显著

升高，并且与肾脏功能下降密切相关 [9]。除 mRNA 之

外，尿液沉渣细胞中含有可检测的高拷贝 microRNA 

(miRNA)。Wang 等人研究显示在狼疮肾炎患者中，

尿液 miR-146a 和 miR-155 可能成为诊断、判断疾

病活动度及治疗效果的指标 [10]。

由于 CKD 进展涉及复杂的信号通路，因此高

通量分析途径可能有助于更为有效地筛选候选生物

标志物。我们在既往的研究中，构建了靶向 PCR
芯片，并对糖尿病肾病患者尿液沉渣 mRNA 进行

了筛选 [11]，进一步的验证发现 vimentin mRNA 与

CKD 肾脏功能下降和肾脏纤维化病理评分密切相

关 [12]。此外，我们基于芯片特征选择和芯片数据

分类分析，构建了包含 TGFβ1、MMP9、TIMP2 和

vimentin 的联合诊断标志物用于小管间质纤维化的

诊断 [13]。

2.2  尿液上清

尿液上清中的炎症相关细胞因子是 CKD 重要

的潜在诊断标志物。最近一项研究显示，在狼疮

肾炎患者中，尿液单核细胞趋化蛋白 -1 (monocyte 
chemotactic protein-1, MCP-1) 水平在复发时显著升

高，而治疗缓解后水平显著下降 [14]。蛋白质芯片是

筛查尿液细胞因子的高通量途径，我们既往通过建

立蛋白质芯片对 CKD 患者尿液细胞因子进行检测，

发现了差异表达的细胞因子。然而，由于细胞因子

的丰度跨度大，在生物标志物的筛查过程中，蛋白

质芯片并不能像 PCR 芯片一样提供足够高的敏感

性 [15]。另一种高通量的蛋白标志物研究方法为二维

凝胶电泳结合质谱分析 (2-D DIGE/MS)。尿液多肽

CKD273 标志物是近年来所发现的重要的蛋白质组

学标志物，研究证实其可能有助于实现 CKD 早期

诊断和预后监测，目前针对 CKD273 标志物的多中

心验证研究正在进行当中 [16, 17]。 
2.3  尿液EVs 

尿液 EVs 是来自不同肾单位及尿液通路细胞的

纳米级囊泡结构，其释放过程中可能装配了母细胞

来源的胞浆蛋白、脂类和核酸，使得尿液 EVs 可能

成为肾脏病“液体活检”诊断的新载体 [18–20]。根据

EVs 的大小和形成过程的不同，可以分为外泌体

(exosome)，微囊泡 (microvesicle) 和凋亡小体 (apop-
totic bodies)[21]。尿液 exosome 的一项重要研究发表

于 2010 年，该研究发现尿液 exosome 包含来自肾

单位不同部位的 mRNA，提示尿液 exosome 可能成

为肾脏疾病的新型诊断标志物 [22]。我们最近的研究

显示，尿液中可分离来自足细胞的 exosome，且

exosome 中 CD2AP mRNA 水平与肾脏功能和纤维
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化评分密切相关 [23]。

除了 mRNA，EVs 还包含丰富的 miRNA 信息。

我们及其他研究者的研究显示， exosome 及其装配

的 miRNA 可以在多次反复冻融及长期储存的条件

下保持稳定 [24]。通过对 CKD 患者尿液 exosome 中

肾脏纤维化相关 miRNA 的检测，发现 miR-29c 在

CKD 患者中显著下降，且与肾脏纤维化评分呈负

相关 [25]。 Ben-Dov 等人对常染色体显性多囊肾疾

病 (autosomal dominant polycystic kidney disease, 
ADPKD) 和非多囊肾肾脏上皮细胞、尿液来源的

exosome 中 miRNA 进行筛查，发现 mir-1(4) 和 mir-
133b(2) 成员在 ADPKD 发病中发挥重要作用并可

能成为多囊肾的新型标志物 [26]。在链脲佐菌素

(streptozocin, STZ) 诱导的糖尿病动物模型中，通过

应用小 RNA 测序结合 qPCR 验证，Mohan 等人发

现尿液 exosome 中 miR-451-5p 可能是糖尿病肾病

早期、敏感的生物标志物 [27]。Ramezani 等人最近

应用 Affymetrix GeneChip miRNA 芯片和 qRT-PCR 发
现微小病变 (minimal change disease, MCD) 和局灶

节段性肾小球硬化 (focal segmental glomerulosclerosis, 
FSGS) 患者循环及尿液 miRNA 表达谱显著不同 [28]。

但是这些不同肾脏疾病中 EVs miRNA 的诊断价值

仍有待进一步研究。

3  尿液基因转录标志物未来研究方向及挑战

众所周知，既往肾脏尿液标志物的研究主要集

中于尿液蛋白质成分的分析，而基因转录物的诊断

价值未受到足够的重视。尿液细胞及 EVs 的基因转

录研究为 CKD 生物标志物提供了全新的方向，本

部分将重点讨论未来尿液基因转录标志物研究的方

向及挑战。

3.1  尿液基因转录标志物研究方法   
尿液基因转录标志物的研究方法主要包括 RNA

测序，表达芯片及 qRT-PCR 技术。目前，表达芯

片已经可以检测人 miRNA 数据库中 (miRBase) 超
过 1 000 个成熟的 miRNA 序列，下一代测序技术

(next-generation sequencing, NGS) 也已经成为筛查

差异表达 miRNA 的重要手段。以上两种方法所获

得差异表达基因，可以通过 qRT-PCR 进行验证 [29]。

然而，这些检测方法在基因转录检测中各自的特点

及结果的一致性值得关注。Nassirpour 等人报道在

分析尿液低表达 miRNA 时，NGS 和 qRT-PCR 的检

测结果存在很大的差异，miRNA 测序在检测低表

达基因时，其敏感性和可靠性不及 qRT-PCR，然而

NGS 在检测 miRNA 不同转录本时有更优异的表

现 [30]。基因芯片亦可用于基因转录的筛查，然而其

只适用于已知基因、已知序列的检测。

此外，数据的标准化是基因转录标志物研究中

待解决的一个重要问题，尤其是对于来自不同研究

手段获得的数据。美国国家标准与技术研究院发起

的 External RNA Controls Consortium (ERCC, https://
www.nist.gov/programs-projects/external-rna-controls- 
consortium) 目前已经建立了一套通用 RNA 标准品，

用于不同平台数据的标准化。最近，Devonshire 等

人发现 ERCC RNA 标准品可以为生物标志物研究

中不同平台数据提供有效的标准化方法 [31]。此外，

由于尿液 RNA 的可降解性，RNA 检测数据的标

准化显得尤为重要。Galichon 等人发现内参基因

GAPDH 和 UPK1A 在排除 RNA 降解效应方面，优

于 18S 或 HPRT RNA [32]。因此，对于 miRNA 来说，

内参基因的选择对于其相对表达水平的判断是一个

重要的决定因素，仍需要进一步深入研究 [29]。

因此，基因转录标志物的研究方法所面临的主

要问题是不同平台的检测敏感性、特异性及数据的

一致性。同时，建立基因表达水平研究统一的数据

标准化方法，对于推进新发现生物标志物的验证研

究具有重要意义。

3.2  尿液肾脏细胞特异性基因转录标志物 
尽管既往研究发现一些尿液基因转录可能成为

CKD 无创诊断的标志物，但是这些尿液 RNA 的细

胞来源不清楚，非肾脏细胞来源的 RNA 可能影响

结果的判读。细胞内 RNA 的标志物研究，多数通

过提取细胞沉渣的总 RNA 进行检测。因此，检测

尿液肾脏细胞特异性 RNA 标志物可能进一步提高

其诊断的敏感性、特异性及可靠性。未来可能通过

尿液细胞特异性分选、生物信息学对高通量基因筛

查数据的深度分析等方法，实现对尿液肾脏特异性

细胞 RNA 的生物标志物研究。

尿液 EVs 来源于肾脏固有细胞及尿液通路细

胞，其中包含了丰富的基因信息，成为研究肾脏生

物标志物的新载体 [33, 34]，但是目前尿液 EVs 生物标

志物的研究主要是通过分离尿液总 EVs 提取 RNA
进行。目前，尚无法有效分离肾脏细胞特异性 EVs
用于标志物的检测。最近，随着单个 EVs 分离及单

细胞测序技术的飞速发展，未来开展单个 EV 基因

标志物检测可能具有更重要的诊断价值 [34]。 
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3.3  基因转录标志物研究可能为理解CKD发生机制

提供新思路

CKD 基因转录生物标志物的研究涉及大样本临

床检测及动物模型分析，因此，差异基因的发现可

能为理解 CKD 发生机制提供新的思路。Xu 等人发

现容量灌注不足及肾脏内源性损伤导致的急性肾脏

损伤，其尿液基因表达谱存在显著差异，对差异基

因的深入分析可能为理解肾脏损伤过程的不同机制

提供信息 [35]。 通过分析糖尿病肾病动物模型肾脏

组织转录谱，Rubin 等人发现糖尿病肾病存在特异

性的转录谱，这些基因与线粒体功能障碍、氧化应

激密切相关，为理解糖尿病肾病发病机制提供了新

的研究思路和依据 [36]。

EVs 的合成和分泌与疾病过程中微环境信号的

改变密切相关，如细胞内钙离子浓度、氧化应激

等 [37]。此外，EVs装配的RNA并非被动的随机过程，

某些 RNAs 在 EVs 内富集，受装配过程中特异性调

节分子和微环境信号的影响 [38]。因此，研究 EVs
生物标志物，探讨其中特异性装配的 miRNA、mRNA
及其调节机制，可能为探讨 EVs 在 CKD 发生和发

展中的作用机制提供新的线索。 

4  结论

综上所述，尿液不同组分包含丰富的生物学信

息，尤其是其中的 RNA 可能成为 CKD 新型诊断标

志物，而尿液 EVs 中的 mRNA、miRNA 可能成为

未来肾脏“液体活检”诊断研究的重要方向。尿液

基因转录标志物不同检测方法的局限、数据的标准

化及肾脏细胞 /EVs 特异性 RNA 的研究，可能是未

来尿液基因转录标志物研究面临的主要挑战和研究

方向。 
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