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　　［摘要］　目的　分析ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ（ｍｉＲ３０ａ）在慢性肾衰竭患者透析前后血清中的表达差异，评
价其在评估慢性肾衰竭血液透析效果中的作用。方法　 选取２０１２年１０月至２０１３年１２月本科收治的
慢性肾衰竭患者４０例，分别在患者透析前后采血并获得血清样本，采用ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳＫｉｔ提取血清样
本中总ＲＮＡ，利用ｑＲＴＰＣＲ法检测ｍｉＲ３０ａ的表达，临床生化检测患者透析前后血清中肌酐（Ｃｒ）、尿素
氮（Ｕｒ）及β２微球蛋白（β２ＭＧ）的含量，表达值行曼惠特尼 Ｕ检验，工作特征曲线（ＲＯＣｃｕｒｖｅ）评估
ｍｉＲ３０ａ在慢性肾衰竭患者透析效果中的价值。结果　ｍｉＲ３０ａ、Ｕｒ和 β２ＭＧ在慢性肾衰竭患者透析
后的表达显著低于透析前（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＲＯＣｃｕｒｖｅ显示在患者透析后ｍｉＲ３０ａ的表达低于透析
前０．２５倍以上时患者可获得较好的透析效果。结论　ｍｉＲ３０ａ可作为一种潜在的评估慢性肾衰竭血
液透析效果的生物标志物。
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　　慢性肾衰是临床常见病、多发病，是多种原因引起
的缓慢进行性肾脏功能不可逆性损害，最终导致终末

期肾功能衰竭，并引起临床的一系列症状和生化、内分

泌改变的综合征［１］。血液透析目前是终末期肾功能

５８４
第３７卷第５期
２０１５年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１５



衰竭患者的主要替代治疗方法之一，其治疗目标是提

高慢性肾衰人群的长期存活率、改善患者生存质量、提

高社会回归率，而影响慢性肾衰透析患者生存质量的

主要因素是透析充分性。目前主要通过检测透析前后

尿素氮对透析充分性进行量化，由于尿素氮是小分子

物质，因而不能作为中大分子毒素清除效果的评估。

而中大分子的清除效果通过 β微球蛋白下降率评估。
由于慢性肾衰竭患者个体的异质性，所以这些标志物

的值存在较大差异。

　　微小 ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一类长度约
２２ｎｔ的内源性非编码小 ＲＮＡ分子，通过降解 ｍＲＮＡ
分子或抑制其翻译实现对基因的表达调控［２－７］。

ｍｉＲＮＡｓ在多种肾脏疾病中表达异常，并与疾病的进
程密切相关［８－１２］。近年研究表明 ｍｉＲＮＡ在人体体液
（血液、尿液等）中的表达十分稳定，因此，可将其作为

一种新的非侵袭性的生物标志物检测疾病的发生或进

行预后判断［１３－１６］。研究［１７］发现，ｍｉＲ３０ａ在肾病综合
征患者血浆中有特异的表达谱，提示 ｍｉＲ３０ａ可作为
检测肾病综合征的独立的生物标志物。我们推测与肾

病密切相关的ｍｉＲ３０ａ在肾病患者透析前后呈现显著
的表达差异，进而可作为评估肾病患者透析效果的一

种有效的生物标志。本研究检测ｍｉＲ３０ａ在慢性肾衰
竭患者透析前后的表达变化，并与尿素氮和 β２微球
蛋白标志进行比较，分析 ｍｉＲ３０ａ在评价慢性肾衰竭
患者透析效果中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　临床样本　　选择我中心 ２０１２年 １０月至
２０１３年１２月慢性肾衰竭患者血清样本，共４０例，包
括慢性肾小球肾炎１７例，糖尿病肾病１３例，高血压肾
病１０例。包括男性 ２２例，女性 １８例，年龄 ３２～
７７（５７．５±２５．５）岁。透析频率为３次／周。血液样本
采集标准：透析前，即透析开始前从静脉端内瘘穿刺针

处留取患者血液样本；透析后，即透析将结束时，设定

超滤速度为０，然后减慢血流速度至１００ｍＬ／ｍｉｎ，１５～
３０ｓ后从动脉端留取患者血液样本。检测透析前、后
尿素氮、β２微球蛋白的含量，以评估慢性肾衰竭患者
透析效果。本研究获本院伦理委员会批准。

１．１．２　试剂及仪器　　ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳｋｉｔ购于美国
Ａｍｂｉｏｎ公司，Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓｍｉＲ３９（ｃｅｌｍｉＲ３９）标准品购
于上海吉玛公司，ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎＫｉｔ、ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡＡｓｓａｙｓ购于美国ＡＢＩ公司，
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）购于大连 ＴａＫａＲａ

公司。

１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取　　取４００μＬ血清样本，采用
ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳｋｉｔ按操作步骤提取血清样本中总
ＲＮＡ，用９０μＬ预热至９５℃的无核酸酶水对提取的
ＲＮＡ进行溶解。在血清样本用 ｄｅｎａｔｕｒｅ试剂处理后
加入１０μＬ浓度为０．０５ｎｍｏｌ／Ｌ的ｃｅｌｍｉＲ３９。
１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　　按照 ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ试剂说明加入逆转录反应试剂，ｍｉＲ
３０ａ逆转录引物、总 ＲＮＡ等。逆转录条件：１６℃，
３０ｍｉｎ；４２℃，３０ｍｉｎ；８５℃，４ｍｉｎ。合成的 ｃＤＮＡ作
为模版进行 ｑＰＣＲ扩增，根据 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒说
明加入 Ｐｒｅｍｉｘ、ｍｉＲ３０ａ扩增引物／探针等。ｑＰＣＲ条
件：９５℃，２ｍｉｎ；４０次循环于９５℃，１５ｓ；６０℃，３０ｓ，
采集荧光。２０μＬ体系，外源ｃｅｌｍｉＲ３９作为内参。
１．２．３　计算公式　　根据《血液净化标准操作规程
（２０１０版）》提供的尿素清除指数（Ｋｔ／Ｖ）计算公式：ｌｎ
［透后血尿素／透前血尿素－０．００８×治疗时间］＋［４－
３．５×透后血尿素／透前血尿素］×（透后体质量－透前
体质量）／透后体质量；尿素下降率（ＵＲＲ）计算公式：
［（透前血尿素 －透析后尿素）／透前血尿素］×１００％；
β２微球蛋白下降率计算公式：［（透前β２微球蛋白－透
后β２微球蛋白）／透前β２微球蛋白］×１００％。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，
采用曼惠特尼Ｕ检验分析 ｍｉＲ３０ａ在慢性肾衰竭患
者血清中的表达、尿素氮及 β２微球蛋白含量。采用
工作特征曲线分析ｍｉＲ３０ａ作为生物标志评估透析效
果的价值。

２　结果

２．１　Ｋｔ／Ｖ、ＵＲＲ和β２微球蛋白下降率评价慢性肾衰
患者透析效果

　　检测透析前、后尿素氮，β２微球蛋白的含量：Ｋｔ／Ｖ
为（１．２３±０．１１），ＵＲＲ为（６６．７２＋８．７９）％，β２微球
蛋白下降率为（３７．６３±１８．７１）％，提示患者透析充
分。见表１。

表１　慢性肾衰竭患者透析前后血清中Ｃｒ、β２ＭＧ的
表达变化（珋ｘ±ｓ）

检测时间 尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｍｉＲ３０ａ β２微球蛋白（ｍｇ／Ｌ）

治疗前 ２４．１５±４．３３ ６．７７±２．４０ ２２±４

治疗后 １１．３３±３．３３ａ ２．４８±０．８２ａ １２±３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与治疗前比较
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２．２　慢性肾衰竭患者透析前后血清中 ｍｉＲ３０ａ的表
达

　　分析ｍｉＲ３０ａ在慢性肾衰竭患者透析前后血清中
的表达，提取血清中的总 ＲＮＡ，对 ｍｉＲ３０ａ进行扩增，
以外源的 ｃｅｌｍｉＲ３９作为内参，患者透析后血清中
ｍｉＲ３０ａ的表达显著低于透析前（Ｐ＜０．０１，图１），提
示ｍｉＲ３０ａ的表达在患者透析后降低。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与透析前比较

图１　ｍｉＲ３０ａ在慢性肾衰竭患者透析前后血清中的表达

２．３　ＲＯＣ评价ｍｉＲ３０ａ
　　为了分析ｍｉＲ３０ａ在评价慢性肾衰竭患者透析效
果中的作用，我们采用ＲＯＣ方法对 ｍｉＲ３０ａ的检测价
值进行评估，ＲＯＣ曲线下面积显示ｍｉＲ３０ａ为０．９８７５，
当ｍｉＲ３０ａ在患者透析后的表达为透析前的０．２５倍
时，敏感性为９５％，特异性为９５％（图２），提示 ｍｉＲ
３０ａ可作为一种有效的生物标志评价慢性肾衰竭患者
透析效果。
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图２　工作特征曲线分析ｍｉＲ３０ａ评估慢性肾衰竭
患者透析效果的价值

３　讨论

　　血液透析是慢性肾衰患者主要替代治疗方式，能

调整慢性肾衰患者水、电解质、酸碱平衡，清除各种尿

毒症毒素。实现透析充分性是透析患者的治疗目标。

目前用于评价透析充分性量化指标有 Ｋｔ／Ｖ和 ＵＲＲ，
因仅仅反映小分子的水溶性毒素清除效果，在临床中

的应用受到质疑。ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ在细胞外和人体体液中
能被稳定检测，并作为一种非侵袭性的生物标志用于

检测各种疾病的发生发展或预后判断。本研究对慢性

肾衰竭患者透析前后血清中ｍｉＲ３０ａ的表达，血肌酐、
尿素氮及β２微球蛋白的含量进行了分析，发现患者
透析后ｍｉＲ３０ａ的表达显著降低，工作特征曲线显示
出ｍｉＲ３０ａ具有与Ｋｔ／Ｖ、ＵＲＲ和β微球蛋白较好的相
关性，为临床分析透析效果提供了新的思路。

　　文献证实ｍｉＲｓ主要通过病灶组织细胞异常分泌
至血液中，并反复作用于病灶组织细胞，加快病理进

程。因此，对血液中ｍｉＲｓ的清除可有效地减弱血液中
ｍｉＲｓ对病灶组织细胞的刺激作用，进而减缓疾病进
程。既往研究［１７－１９］发现ｍｉＲ３０ａ在儿童肾病综合征、
急性移植物肾病、糖尿病儿童患者血清和尿液中的表

达显著上调，而在临床治疗后又恢复至正常水平，提示

ｍｉＲ３０ａ在一定程度上反映了慢性肾病的病理进程。
本研究检测慢性肾病患者透析前后血清中ｍｉＲ３０ａ的
表达谱，发现ｍｉＲ３０ａ的表达透析前后存在显著差异，
相比临床常用的检测指标 Ｋｔ／Ｖ、ＵＲＲ，我们推测检测
慢性肾病患者透析前后血清中ｍｉＲ３０ａ的表达不仅可
以从一定程度上反映透析效果，还可能减少 ｍｉＲ３０ａ
对机体的反复刺激作用，进而可能减缓维持性血液透

析患者并发症的发生。但这一推测还需要进一步研究

证实。

　　尿素氮是目前临床常用的检测透析充分性指标，
可以通过检测透前、透后尿素氮的检测来进行 Ｋｔ／Ｖ
自然对数公式、ＵＲＲ等计算，从而判断透析效果。然
而，ｍｉＲＮＡ作为有效生物标志物还具有一重要特点就
是在体液中具有很高的稳定性，不会轻易受到周围物

质的干扰，如 ＲＮＡ酶等。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等［２０］对 ｍｉＲＮＡ在
血浆中的稳定性做了详细的探查，发现无论是在室温

孵育２４ｈ，还是经过反复冻融 ８次以上，亦或是在
ＲＮＡ酶存在或不存在的环境中，ｍｉＲＮＡ的含量始终没
有显著差异，提示其能够稳定地存在于人体血液中，因

此，ｍｉＲＮＡ作为有效生物标志物具有高稳定性和高特
异性的特点。

　　由于本研究探讨的样本数量有限，加上没有对不
同阶段透析前后血清中 ｍｉＲＮＡ的表达值进行比较。
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因此，不能明确其在患者整个透析过程中的优势，需要

进一步研究。

　　综上所述，本研究分析慢性肾衰竭患者透析前后
ｍｉＲ３０ａ的表达，提出 ｍｉＲ３０ａ可作为评估慢性肾衰
竭患者透析效果的生物标志，为临床上对肾衰竭患者

透析提供新思路。
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ｂｅｔｅｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔｍｉＲ２５ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ
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