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miR-155在肾结石患者血清和尿液中的表达及其临床意义

胡洋洋1,2，李妍2，李伟1，牛晓振1，彭波1,2，刘敏1,2

(1. 同济大学上海市第十人民医院泌尿外科，上海 200072；2. 南京医科大学第一临床学院，南京 210000)

[摘　要]	 目的：血液和尿液中的miRNA s可能存在一种潜在的无创的能够预测慢性肾脏疾病的生物学标志

物，在本研究中，我们将会研究肾结石患者血清和尿液中miR-155的表达水平。方法：选取2011年 

8月~2012年8月间同济大学上海市第十人民医院泌尿外科收治的60例肾结石患者，以同期50例健

康体检者作为对照，应用实时荧光定量PCR技术检测并比较肾结石患者和健康体检者血清和尿液

miR-155的表达水平。同时计算出肾小球滤过率估算值(estimated glomerular filtration，eGFR)，通

过简单的回归分析，分析miR-155/eGFR 及miR-155/CRP表达水平之间的相关关系。结果:  肾结石

患者血清和尿液miR-155的表达水平均显著高于对照组。eGFR与尿液中miR-155的表达水平呈负

相关；CRP与尿液中miR-155的表达水平呈正相关。尿液中miR-155的表达水平同白细胞介素(IL)-

1β、  IL -6和肿瘤坏死因子(TNF)-α的表达水平呈负相关，但同正常T细胞表达分泌的活性调节因

子(regulated upon activation normal T-cell expression and secreted，RANTES)的表达水平呈正相关。 

结论:	肾结石患者血清和尿液中miR-155的表达水平明显升高， miR-155表达水平的上调与eGFR下

降和CRP升高有关。我们的研究结果表明miR-155通过调节炎症因子表达在肾结石的病理生理学中

扮演重要的角色，有可能成为预测肾结石发病的生物学标志物。
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Abstract Objective: There may be a potential noninvasive biomarker in miRNAs of both serum and urine, which could 

predict the chronic kidney disease. In the present study, we will investigate the expression of miR-155 in serum 

and urine of nephrolithiasis and its clinical significance. Methods: Collected 60 cases blood and urine specimens 

of patients with nephrolithiasis from August 2011 to August 2012, and collected 50 cases blood and urine 

specimens of healthy volunteers in comparison. Real time quantity PCR was used to detect the expression of 

miR-155 in those specimens, and we compare the levels of miR-155 of nephrolithiasis and controls. Estimated 

glomerular filtration (eGFR) was calculated at the same time, then analyzed the correlations of miR-155/eGFR 
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肾结石是泌尿外科的一种常见疾病，世界范

围内的发病率为5%~8%[1]。但肾结石具体的诱因和

病因仍然不明确。肾结石发病的危险因素包括遗

传、年龄、性别、地理位置、季节性因素、饮食

和职业等[2]。由于缺乏可以特异性预测肾结石的生

物学标志物，很多患者在出现肾绞痛和血尿等严

重的临床症状后才被诊断。目前肾结石迫切需要

一种能够帮助早期诊断、治疗以及监测的生物学

标志物。

Jonassen等 [3]最近提出免疫应答的激活可能是

肾结石的一个潜在发病机制，但没有明确阐述。

微小R NA家族(miR NA s)是一类包含21~23个核苷

酸的单链非编码RNA，miRNAs通过减少或阻止信

使RNA(mRNA)的转录从而在转录水平调节基因表

达，在很多生理和病理过程中起到重要的作用[4-5]。

目前已经发现很多种miR NA s，尤其是miR-155，

可以在淋巴细胞和骨髓细胞的形成和功能的很多

步骤中起到调节作用[6-7]。

miRNA在肾结石发病机制中的作用仍然不明

确。先前的一项研究运用miR NA基因芯片检测技

术揭示了肾结石患者肾内多种miRNA调节异常[8]。

我们之前做过的研究显示肾结石患者肾内与上皮-
间质转化(epithelial-mesenchymal transformation，

EMT)有关的蛋白质(TWIST，E-cadherin)的表达水

平与疾病严重程度和肾功能恶化程度有关[9]，也有

文献 [10]报道慢性肾脏疾病患者尿液中与EMT相关

的miRNA(miR-200a，miR-200b，miR-429)表达减

少，且减少的程度与疾病严重程度有关。研究 [11]

证实miR-155在慢性肾脏疾病(与炎症相关通路的

激活、纤维化、细胞外基质堆积、内皮功能障碍)
的发病机制中起到重要的作用，且到目前为止，

还没有关于肾结石患者尿液中miRNA s表达水平检

测的研究，故我们将miR-155作为研究对象。在本

研究中，我们将比较肾结石患者和健康对照之间

血清和尿液中miR-155的表达水平。

1  材料与方法

1.1  研究对象

肾结石组选取了60位同济大学上海市第十人

民医院2011年8月~2012年8月期间被诊断为肾结石

的患者，所有病人都是经过超声和影像学检查确

诊。通过手术、体外震波碎石或服用药物自排获

取的结石样本都要运用红外光谱仪进行结石成分

分析[12]。所有患者每2个月随访一次，随访总时间

不少于1年，每次随访都要评估患者的肾功能。正

常对照组选取了5 0位同时期来同济大学上海市第

十人民医院进行健康体检者，对照组均没有肾结

石的病史，且通过尿路平片和超声检查排除泌尿

系结石存在。所有研究对象根据个人病史和实验

室检查严格排除尿路感染、肾衰竭、慢性腹泻、

痛风、肾小管性酸中毒、自身免疫性疾病、原发

和继发性甲状旁腺机能亢进、肿瘤等疾病。本研

究经同济大学上海市第十人民医院伦理机构审查

委员会批准，参与者均签署知情同意书。

1.2  标本收集和分析

有文献报道肾鹿角形结石形成与肾小球滤过

率估算值(eGFR)有关，我们检测每位肾结石患者

的血肌酐(serum creatinine，Cr)值，运用下列方程

计算出eGFR[13]：

eGFR( mL/min/1.73 m 2) =194 × Cr−1.094 × 
age−0.287 (男性)，

eGFR (mL/min/1.73 m 2) =194 × Cr−1.094 × 
age−0.287 × 0.739(女性)。

在受试者的允许下抽取3 mL血液，并在4 h内

and miR-155/CRP levels by simple regression analysis. Results: The expression levels of miR-155 in serum 

and urine were significance higher in patients with nephrolithiasis than controls. The miR-155 levels inversely 

correlated with eGFR, and positively correlated with CRP. The urinary miR-155 levels significantly and inversely 

correlated with urinary interleukin(IL)-1β, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-α levels, but significantly and 

positively correlated with regulated upon activation, normal T-cell expression, and secreted (RANTES) levels.  

Conclusion: The expression levels of miR-155 in serum and urine of nephrolithiasis patients were significantly 

elevated, and the elevated levels of miR-155 were correlated with the decrease of eGFR and increase of CRP. Our 

study suggests miR-155 may play an important role in the pathophysiology of nephrolithiasis, which may be used 

as a potential predictive biomarker of nephrolithiasis.
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在室温下经2 000 g离心10 min分离出血清,将血清标本

转移至含核糖核酸酶(ribonuclease，RNase)抑制剂的

离心管中−80 ℃保存。首先收集100 mL晨尿作为尿液

标本用于实验，再计算24 h尿量；尿液标本立即低温

离心(4 ℃，3 000 × g，30 min )弃上清，将沉淀物加

入10 mL PBS洗涤后，再次离心弃上清，将余下的尿

液沉淀物转移至1.5 mL离心管中作RNA抽取。

总RNA抽取利用Trizol-氯仿法进行，参照Trizol
试剂盒说明书(Invitrogen，美国)。在上述含血清和

尿液沉淀标本的离心管中加入1 mL Trizol，室温下放

置10 min后加入氯仿0.2 mL，在手中用力震荡15 s， 
室 温 下 放 置 1 0  m i n 后 离 心 ( 4  ℃ ， 1 2  0 0 0  ×  g ， 
15 min)；收集上层水相于一新1.5 mL离心管中，弃

沉淀管，加入异丙醇0.5 mL，在室温下放置10 min后

离心(4 ℃，12 000 × g，10 min)，弃上清，离心管底

部白色沉淀物即为RNA；加入1 mL75%乙醇后离心 
(4 ℃，7 500 × g，5 min)，弃上清，让沉淀的RNA在室

温下自然干燥10 min，用Rnase-free水溶解RNA沉淀。

通 过 逆 转 录 过 程 得 c D N A ， 过 程 严 格 参 照

TaqMan MiRNA Reverse Transcription Kit说明书和

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit说明书

(Applied Biosystems，Foster City，美国)。miRNA的

逆转录：取总RNA0.5 μg进行逆转录反应，反应体

系还包括1 μL特异引物、0.05 μL 100 mM dNTPs、

0.5 μL 10 × reverse  transcr ipt ion buf fer、0.33 μL  
MultiScribe Reverse Transcriptase、0.66 μL RNase 
inhibitor、DEPC水补至5 μL，反应条件：16 ℃，

30 min；42 ℃，30 min；85 ℃，5 min。mRNA的逆

转录：反应体系包含3 μg总RNA、2 μL特异引物、

0.8 μL 100 mM dNTPs、2 μL 10 × reverse transcription 
buffer、1 μL MultiScribe Reverse Transcriptase、1μL 
RNase inhibitor、DEPC水补至20 μL，反应条件： 
25 ℃，10 min；37 ℃，120 min；85 ℃，5 min。

尿液中白介素-1β(IL -1β)、白介素-6(IL -6)、

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、正常T细胞表达分泌的

活性调节因子(R ANTES)的表达水平采用ELISA法

检测，ELISA试剂盒购自x±s美国R&D公司，具体

操作步骤严格按照试剂盒说明书进行，于450 nm
波长处测定含量，每组实验重复3次。 

血清和尿液中 m i R - 1 5 5 的表达水平通过实时

荧光定量聚合酶链式反应(RT- QPCR)检测，针对

不同c D N A设计合成上、下游Taq Man引物及探针 
(Applied Biosystems，Foster City, 美国) 。反应体

系：2.5 μL universal master mix、0.25 μL引物及探

针、0.33 μL cDNA、DEPC水补至5 μL，每个样本重

复3次；反应条件：50 ℃，2 min；95 ℃，10 min；

表 1 肾结石组和健康对照组的基本资料

Table 1  General characteristics of nephrolithiasis patients 

and healthy controls

参数
肾结石组

(n=60)

健康对照组

(n=50)

年龄 / 岁 46.5±14.2 44.6±12.8

性别 ( 男 / 女 ) 37/23 35/15

体重 /kg 61.65±10.86 64.84±10.52

身高 /m 1.69±0.09 1.71±0.08

尿量 /mL·(24 h)−1 1 456±530.8 1 162±495.6

比重 1 020±7.6 1 022±8.2

尿肌酐 /g·(24 h)−1 1.7±0.7 1.6±0.8

PH 6.20±0.46 6.12±0.68

尿酸 /mg·(24 h)−1 665±152 678±140

血压

收缩压 /mmHg 140±11.58* 126±9.6

舒张压 /mmHg 85.3±10.5* 80.6±8.4

Egfr/ mL·min−1·(1.73 m)−2  87.6±44.36

CRP/mg·L−1 10.12±6.15* 3.2±1.48

*P<0.01，差异有统计学意义。

随后95 ℃，15 s和60 ℃，1 min，进行40个循环。β-
葡糖醛酸酶(β-glucuronidase，GUSB)和RNU48分别

作为测定mRNA和miRNA表达的管家基因[14-15]。结

果使用Sequence Detection Software version 2.3进行

分析。为了比较样本中各指标表达水平间的差异，

使用△△CT法计算相对表达定量。

1.3 统计学处理

数据中符合正态分布的用均数±标准差表示，

其他数据用中位数和四分位数间距(i n te rq u a r t i l e 
range，IQR)表示。由于基因表达水平变异较大，故

采用非参数统计方法。组与组之间基因表达的比较

使用Mann-Whitney 检验，基因表达水平与临床参数

之间的相关性使用Spearman相关分析。数据分析使

用SPSS13.0统计软件包，P<0.05为有统计学意义。

2  结果

本 研 究 包 括 6 0 位 肾 结 石 患 者 作 为 病 例 组 和 
5 0位正常人作为健康对照组。病例组和对照组的

平均年龄分别为46.5±14.2和44.6±12.8，男性/女性

的比例分别为37/23和35/15。肾结石中草酸钙结

石和磷酸钙结石最常见，约占 8 3 % 。病例组和对

照组的人口统计学资料和临床数据间没有明显差

异，详见表1。
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2.1  血清和尿液中 miR-155 的表达水平

我 们 使 用 中 位 数 和 I Q R 表 示 血 清 和 尿 液 中

m i R NA -155的相对表达定量。肾结石患者血清中

miR-155的表达水平显著高于健康对照(3.83，IQR : 
2.55~8.29  vs. 1.67，IQR : 0.43~3.24)，P<0.01) (图

1A)。相似的，肾结石患者尿液中miR-155的表达

水平显著高于健康对照组(3.63，IQR : 1.69~6.02 vs. 
0.99，IQR : 0.76~1.44，P<0.01) (图1B)。

2.2  尿液中 miR-155 表达水平与临床检测指标间

的相关关系

 由 于 健 康 对 照 组 中 只 有 3 0 位 愿 意 提 供 血 液

标本检测 m i R - 1 5 5 ，但所有受试者均能提供尿液

标本。尿液的检测具有无创性，更易被受试者接

受，因此我们比较了尿液中 m i R - 1 5 5 的表达水平

与 C R P 、 e G F R 的 相 关 性 。 结 果 显 示 尿 液 中 m i R -
155的表达水平与eGFR之间呈负相关(r=−0.432， 
P<0.01), 尿液中miR-155的表达水平与CRP之间呈

正相关(r=0.266，P<0.01)，详见图2。

2.3  尿液中 miR-155 与细胞因子的表达水平之间

的相关关系

通 过 简 单 的 回 归 分 析 ， 我 们 发 现 与 尿 液 中

miR-155的表达水平与IL -1β、IL -6、TNF-α表达水

平呈负相关，与RANTES表达水平呈正相关，详见

图3。
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图1 肾结石患者与健康对照血清(A)和尿液(B)中miR-155表达水平之间的对比

Figure 1 The comparison of plasma miR-155 and urinary miR-155 expression between healthy people and nephrolithiasis patients

图2 尿液中miR-155的表达水平与eGFR(A)和CRP(B)之间的相关关系

Figure 2 Relation between urinary levels of miR-155 and eGFR(A), CRP (B)
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3  讨论

本研究检测了肾结石患者血清和尿液中miR-
1 5 5 的表达水平，并且最先发现肾结石患者 m i R -
155的表达水平显著高于正常人。miR-155的表达

水平与eGFR呈负相关，与血清CRP呈正相关。另

外，我们通过简单回归分析证明尿液中miR-155的

表达水平与尿液中RANTES的表达水平呈正相关，

而与尿液中I L -1β、I L -6、TNF-α表达水平呈负相

关，这些结果表明在肾结石的病因中存在潜在的

炎症通路。

过去的研究 [ 1 6 ]已经证实很多 m i R N A s 在多种

肾脏疾病中发挥重要的作用。例如，尿液中一组

miRNAs被证实作为一种潜在的生物学标志物用来

检测移植物的功能和预期进展，从而预防肾移植

术后慢性移植物失功(C A D)的发生。研究 [ 1 7 - 2 2 ]发

现miR-15a和miR-17与多囊肾的发病有关系，miR-
2 1、m i R - 1 9 2、m i R - 2 1 6和m i R - 3 7 7与糖尿病肾病

的发病有关系。本研究是第一个关于 m i R - 1 5 5 参

与肾结石发病的病理生理学研究。之前虽然有关

于 m i R - 1 5 5 在终末期肾衰竭患者中表达水平的研

究，但没有阐明miR-155在促进肾脏疾病进展中的 
机制[23]。

S a i k u m a r等 [ 2 4 ]研究发现尿液中m i R - 1 5 5可以

成为急性肾损伤(acute   renal   injur y，A KI)患者一

个有用的生物学标志物， m i R - 1 5 5 与尿液中肾损

伤分子-1(KIM-1)的表达升高有关。而同样在ICU
的 病 人 中 ， 肾 前 性 A K I 患 者 胱 抑 素 C 、 中 性 粒 细

胞明胶酶相关脂质运载蛋白(neutrophil gelatinase-
associated l ipocalin，NGAL)、IL -18和KIM-1的表

达水平均高于不患有 A K I 的患者。目前公认的是

肾结石的病因与急/慢性肾小管损伤引起的结晶和

Randall斑块形成密切相关。有研究[11]证实miR-155
在 慢 性 肾 脏 疾 病 ( 与 炎 症 相 关 通 路 的 激 活 、 纤 维

化、细胞外基质堆积、内皮功能障碍)的发病机制

中起到重要的作用。但在本研究之前，还没有关

于miR-155在肾结石患者中表达水平的研究。

已有研究 [25-27]表明miR-155在自身免疫性脑脊

髓炎、移植物抗宿主疾病、酒精性肝病和风湿性

关节炎动物模型中起到调节炎症反应的作用。考

虑到缺血 – 再灌注损伤是一种炎症活动，且 m i R -
155参与缺血–再灌注损伤的发病机制，所以我们

图3 尿液中miR-155的表达水平与IL-1β(A)、IL-6(B)、TNF-α(C)和RANTES(D)之间的相关关系

Figure 3 Relation between urinary levels of miR-155 and IL-1β(A), IL-6 (B), TNF-α(C), RANTES(D) 
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把miR-155作为研究对象[28]。

miR-155调节炎症性内皮细胞(ECs)中黏附分

子的表达，同时调节血管紧张素α介导ECs中的炎

症反应 [ 2 9 ]。另一项研究 [ 3 0 ]显示m i R - 1 5 5和血管紧

张素α-1型受体(AT1R)在ECs和血管平滑肌细胞中

共表达，它们的表达水平与内源性AT1R的表达呈

负相关。研究 [31]证明人类AT1R基因中一个沉默的

多态性(+1166 A/C)跟心血管疾病(coronar y arter y 
d i s ea s e，C A D)的发生有关，这可能是受AT 1 R活

性增强调节。因此， m i R - 1 5 5 可能导致血管内皮

激活，增加CA D的风险。最新的一项meta分析显

示，肾结石和心血管危险增加有关。事实上，肾

结石和很多慢性肾脏疾病有一个共同的原因。有

研究显示肾结石形成会导致高血压、糖尿病、慢

性疾病和心肌梗死，反过来说糖尿病和高血压也

会导致结石形成。活性氧(reactive oxygen species，

ROS)的产生和氧化应激(oxidative stress，OS)的发

展是许多肾脏和心血管疾病(高血压、糖尿病、代

谢综合症、肾结石)的共同特征。因此我们假定在

适当的条件下OS由一种疾病产生，再导致另一种

疾病。在最近的研究中，Tian等[32]发现早期动脉粥

样硬化形成中，巨噬细胞源性泡沫细胞形成过程

中的一个新的调控通路——YY1/HDACs/miR-155/
H BP1；此研究证实了miR-155在调节巨噬细胞中

oxLDL诱导脂质吸收和ROS产生中的潜在作用。

大量证据 [ 4 - 5 ]证明m i R - 1 5 5参与调节了先天性

和获得性免疫反应。考虑到免疫反应在肾结石发

病的病理生理学中的重要性，我们研究了miR-155
与尿液沉淀中重要的促炎症因子( I L - 1 β、 I L - 6、

TNF-α)、趋化因子(RANTES)之间的联系。和先前

的关于miR-146a和miR-155都能限制促炎症因子过

度产生的研究结果一致 [33]，我们发现肾结石患者

尿液中miR-155的表达水平与IL -1β、IL -6、TNF-α

的表达水平呈负相关。我们的研究结果支持miR-
1 5 5表达上调抑制 I L - 1 β和 I L - 6产生的假说。相反

的，我们发现肾结石患者尿液中miR-155的表达水

平与R ANTES呈正相关，但miR-155对肾结石患者

RANTES表达和功能的影响需要进一步研究。

本研究仍然存在一些局限性。首先，我们只

研究了6 0位肾结石患者，样本偏小，需要更大样

本的研究证实miR-155在肾结石患者群体中的表达

情况。其次，我们检测了全血和尿沉渣中miR-155
的表达水平，没有明确细胞的来源。由于miR-155
跟免疫反应有关，它可能在很多种细胞中表达，

未来我们将研究miR-155在特殊细胞类型中的表达

水平。第三，我们没有做 m i R - 1 5 5 功能的研究，

本研究中潜在的机制和联系需要进一步探索。最

后，本研究仅仅是一个横断面的研究，miR-155的

表达水平可能随着疾病进展和治疗而变化，肾结

石的大小和位置是否与miR-155的表达水平有关系

也需要进一步研究证实。

4  结语

研究发现肾结石患者血清和尿液中 m i R - 1 5 5
的表达水平均上调。本研究建议泌尿外科医生需

要关注之前被忽视的肾结石患者的肾功能恶化情

况，且大大增加了我们对肾小管损伤在肾结石病

因中认识。进一步关于炎症因子的研究表明肾结

石患者miR-155的表达水平与炎症事件有关，提示

miR-155在人类肾结石的病理生理学中发挥重要的

作用，未来有可能成为预测肾结石发病的生物学

标志物。
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