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外周血miR-203a-3p、TLR4与慢性肾脏病患儿肾功能的相关性*
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  摘 要:目的 探讨慢性肾脏病(CKD)患儿外周血微小RNA(miR)-203a-3p、Toll样受体4(TLR4)水平与

肾功能和发生不良心血管事件的关系。方法 选取2017年2月至2021年6月该院收治的106例CKD患儿作

为研究组,按是否发生不良心血管事件将研究组又分为发生组和未发生组;另选取同期该院100例健康体检儿

童作为对照组。采用实时荧光定量反转录聚合酶链反应检测各组外周血 miR-203a-3p、TLR4水平;采用全自

动生化仪检测各组肾功能指标(尿素氮、24
 

h尿蛋白、24
 

h肌酐清除率);采用Pearson相关分析CKD患儿miR-
203a-3p、TLR4水平与肾功能指标水平的相关性;采用多因素Logistic回归分析CHD患儿发生心血管不良事

件的影响因素。结果 研究组尿素氮、24
 

h尿蛋白、TLR4水平均明显高于对照组,24
 

h肌酐清除率及 miR-
203a-3p水平均明显低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。Ⅰ期45例,Ⅱ期33例,Ⅲ期14例,Ⅳ期10
例,Ⅴ期4例。随着病情加重,CKD患儿miR-203a-3p水平逐渐降低,TLR4水平逐渐升高,差异均有统计学意

义(P<0.05)。发生组29例,未发生组77例。发生组24
 

h尿蛋白、TLR4水平均高于未发生组,24
 

h肌酐清除

率及miR-203a-3p水平均低于未发生组,差异均有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,CKD
患儿miR-203a-3p水平与尿素氮、24

 

h尿蛋白、TLR4水平均呈负相关(P<0.05),与24
 

h肌酐清除率呈正相

关(P<0.05);TLR4水平与尿素氮、24
 

h尿蛋白水平均呈正相关(P<0.05),与24
 

h肌酐清除率呈负相关

(P<0.05)。多因素Logistic回归分析结果显示,24
 

h肌酐清除率及 miR-203a-3p、TLR4水平均为CKD患儿

发生不良心血管事件的影响因素(P<0.05)。结论 CKD患儿 miR-203a-3p水平下调,TLR4水平上调,二者

与CKD患儿肾功能指标均有一定相关性,二者均为CKD患儿发生不良心血管事件的影响因素。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

microRNA
 

(miR)-203a-3p
 

and
 

toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

renal
 

function
 

and
 

adverse
 

cardiovascular
 

events
 

in
 

chil-
dren

 

with
 

chronic
 

kidney
 

disease
 

(CKD).Methods A
 

total
 

of
 

106
 

children
 

with
 

CKD
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

February
 

2017
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

group.According
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

adverse
 

car-
diovascular

 

events,the
 

study
 

group
 

was
 

further
 

divided
 

into
 

occurrence
 

group
 

and
 

non-occurrence
 

group.An-
other

 

100
 

healthy
 

children
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

miR-203a-3p
 

and
 

TLR4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

each
 

group
 

were
 

de-
tected

 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction.The
 

renal
 

function
 

indexes
 

(urinary
 

nitrogen,24
 

h
 

urinary
 

protein,24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate)
 

were
 

detected
 

by
 

automatic
 

bio-
chemical

 

analyzer.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-203a-3p,

TLR4
 

levels
 

and
 

renal
 

function
 

indicators
 

in
 

CKD
 

children.Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

ana-
lyze

 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

adverse
 

cardiovascular
 

events
 

in
 

children
 

with
 

CHD.Results The
 

levels
 

of
 

urea
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nitrogen,24
 

h
 

urine
 

protein,and
 

TLR4
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate
 

and
 

miR-203a-3p
 

level
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

were
 

45
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅰ,33
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅱ,14
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅲ,10
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅳ
 

and
 

4
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅴ.As
 

the
 

disease
 

worsened,the
 

level
 

of
 

miR-203a-3p
 

in
 

children
 

with
 

CKD
 

gradually
 

decreased,and
 

the
 

level
 

of
 

TLR4
 

gradually
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

were
 

29
 

cases
 

in
 

the
 

occurrence
 

group
 

and
 

77
 

cases
 

in
 

the
 

non-occurrence
 

group.The
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

and
 

TLR4
 

levels
 

in
 

the
 

occurrence
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-occurrence
 

group,and
 

the
 

24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate
 

and
 

miR-203a-3p
 

level
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-occurrence
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Pearson

 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

level
 

of
 

miR-203a-3p
 

in
 

children
 

with
 

CKD
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

urea
 

nitrogen,24
 

h
 

urine
 

protein,and
 

TLR4
 

levels
 

(P<0.05),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

TLR4
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

urea
 

nitrogen
 

and
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

(P<0.05),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate
 

(P<0.05).Mul-
tivariate

 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

24
 

h
 

creatinine
 

clearance
 

rate,miR-203a-3p,TLR4
 

level
 

were
 

all
 

influencing
 

factors
 

for
 

adverse
 

cardiovascular
 

events
 

in
 

children
 

with
 

CKD
 

(P<0.05).Conclusion The
 

level
 

of
 

miR-203a-3p
 

is
 

down-regulated
 

and
 

the
 

level
 

of
 

TLR4
 

is
 

up-regulated
 

in
 

children
 

with
 

CKD.Both
 

of
 

them
 

are
 

correlated
 

with
 

renal
 

function
 

indicators
 

in
 

children
 

with
 

CKD,and
 

both
 

of
 

them
 

are
 

influencing
 

fac-
tors

 

for
 

adverse
 

cardiovascular
 

events
 

in
 

children
 

with
 

CKD.
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  慢性肾脏病(CKD)是临床常见的持续性肾功能

损害疾病。有研究表明,长期暴露于空气污染环境中

将增加CKD的患病率,而随着环境污染问题日益加

重,CKD发病率也有所提高[1-2]。CKD患儿是CKD
患者中的特殊人群,多由先天性肾功能不全或泌尿系

统畸形引起,儿童一旦发病其危害极大,不仅影响患

儿的生长、发育,严重者甚至可能引起死亡[3]。我国

CKD患儿日益增多,已成为严重危害公共健康的难

题[4]。心血管疾病在CKD患者中发生率极高,儿童

CKD也不例外,与成人患者一样,心血管疾病是CKD
患儿死亡的主要原因[5]。因此,寻找有效的血液学标

志物对 CKD患儿进行有效的风险预测,对于提高

CKD患儿生存率有重要意义。近年来,利用微小

RNA(miR)监测 CKD 成为学者们研究的热点[6]。
miR-203a-3p虽然是近年来研究较多的 miR,但其研

究主要集中在对癌症的调控,其与肾脏疾病的关系还

有待于进一步研究[7]。Toll样受体4(TLR4)可以刺

激免疫细胞释放炎症因子,在调控免疫反应和炎症反

应方面发挥重要作用,与肾脏疾病有一定相关性[8]。
基于此,本研究通过检测CKD患儿外周血单核细胞

中miR-203a-3p、TLR4水平,探讨其与CKD患儿肾

功能及发生不良心血管事件的关系,以期为CKD患

儿的诊治提供潜在生物靶标。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年2月至2021年6月本

院收治的106例CKD患儿作为研究组,其中男50

例,女56例;年龄5~14岁,平均(9.36±2.84)岁。
另选取同期本院100例健康体检儿童作为对照组,其
中男53例,女47例;年龄4~14岁,平均(9.03±
3.18)岁。两组性别、年龄等一般资料比较,差异均无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。纳入标准:(1)
经诊断符合《中国儿童慢性肾脏病早期筛查临床实践

指南(2021版)》[9]相关标准,确诊为CKD;(2)患儿认

知功能正常;(3)临床资料齐全。排除标准:(1)合并

心脏、肝脏等部位器质性病变;(2)合并严重心血管疾

病;(3)合并血液及免疫系统疾病;(4)近3个月服用

过肾毒性药物。本研究所有程序符合《赫尔辛基宣

言》,经本院医学伦理委员会审核批准[伦审(2017)第
001号]。所有研究对象家属均知情同意并签署知情

同意书。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量反转录聚合酶链反应(qRT-
PCR)检测外周血单核细胞中 miR-203a-3p、TLR4水

平 采集所有研究对象空腹静脉血2~3
 

mL,参照说

明书步骤分离外周血单核细胞(人单核细胞分离试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司)。使用Trizol试剂

(上海源叶生物科技有限公司)提取总RNA,并检测

其浓度和纯度,按反转录试剂盒(上海恒远生物科技

有限公司)操作步骤反转录合成互补DNA(cDNA),
采用ABI

 

7500型qRT-PCR仪(美国ABI公司)检测

外周血单核细胞中 miR-203a-3p、TLR4水平。miR-
203a-3p引物序列:正向5'-GTGCAGGGTCCGAGG-
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TATT-3',反向5'-GCCGCGTGAAATGTTTAGGA
 

CCAC-3';TLR4引物序列:正向5'-ATGAGGACT-
GGGTGAGAAACG-3',反 向 5'-TCAAAGATAC

 

ACCAACGGCTC-3'。引物由上海生工生物工程有

限公司合成,β-actin、U6作为内参,采用2-ΔΔCt 法(Ct
为循 环 阈 值)计 算 miR-203a-3p、TLR4信 使 RNA
(mRNA)水平。

1.2.2 肾功能指标水平检测 采集所有研究对象空

腹静脉血3
 

mL,离心分离血清得到血清标本,收集所

有研究对象尿液标本,采用全自动生化分析仪检测其

血肌酐、尿素氮、24
 

h尿蛋白水平,操作步骤严格按照

配套试剂盒说明书进行。根据Schwart's公式计算

24
 

h肌酐清除率及肾小球滤过率。

1.2.3 肾功能分期 根据肾小球滤过率将CKD患

儿分为5期[10]:肾小球滤过率≥90
 

mL/(min·1.73
 

m2)为Ⅰ期,60
 

mL/(min·1.73
 

m2)≤肾小球滤过

率<90
 

mL/(min·1.73
 

m2)为Ⅱ期,30
 

mL/(min·

1.73
 

m2)≤肾小球滤过率<60
 

mL/(min·1.73
 

m2)
为Ⅲ期,15

 

mL/(min·1.73
 

m2)≤肾小球滤过率<
30

 

mL/(min·1.73
 

m2)为Ⅳ期,肾小球滤过率<15
 

mL/(min·1.73
 

m2)为Ⅴ期。

1.2.4 随访 对研究组患儿进行为期1年的随访,
记录患儿发生不良心血管事件的情况,包括心律失

常、心肌梗死、心脏结构异常、心力衰竭及外周动脉疾

病等[5],按照是否发生不良心血管事件将患儿分为发

生组和未发生组。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析处理。计数资料以例数表示,组间比较采用χ2

检验;符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方

差分析,多 组 间 两 两 比 较 采 用 SNK-q 检 验;采 用

Pearson相关分析CKD患儿 miR-203a-3p、TLR4水

平与肾功能指标水平的相关性;采用多因素Logistic
回归分析CKD患儿发生心血管不良事件的影响因

素。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 研究组和对照组肾功能指标及 miR-203a-3p、

TLR4水平比较 研究组尿素氮、24
 

h尿蛋白、TLR4
水平均明显高于对照组,24

 

h肌酐清除率及 miR-
203a-3p水平均明显低于对照组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表1。

表1  研究组和对照组外周血肾功能指标及 miR-203a-3p、TLR4水平比较(x±s)

组别 n miR-203a-3p TLR4
24

 

h肌酐清除率

(mL/min)

尿素氮

(mmol/L)
24

 

h尿蛋白

(g/24
 

h)

研究组 106 0.77±0.19 1.36±0.37 68.82±18.57 9.14±2.53 2.38±0.33

对照组 100 1.03±0.27 1.05±0.31 101.36±17.58 3.21±0.85 0.06±0.02

t -8.029 6.498 -12.899 22.280 70.172

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

2.2 不同分期CKD患儿 miR-203a-3p、TLR4水平

比较 Ⅰ期45例,Ⅱ期33例,Ⅲ期14例,Ⅳ期10例,

Ⅴ期4例。随着病情加重,CKD患儿miR-203a-3p水

平逐渐降低,TLR4水平逐渐升高,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表2。

2.3 发生组和未发生组肾功能指标及 miR-203a-3p、

TLR4水平比较 发生组29例,未发生组77例。发

生组和未发生组尿素氮水平比较,差异无统计学意义

(P>0.05);发生组24
 

h尿蛋白及TLR4水平均高于

未发生组,24
 

h肌酐清除率及 miR-203a-3p水平均低

于未发生组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表3。

2.4 CKD患儿 miR-203a-3p、TLR4水平与肾功能

指标水平的相关性 Pearson相关分析结果显示,

CKD患儿miR-203a-3p水平与尿素氮、24
 

h尿蛋白、

TLR4水平均呈负相关(P<0.05),与24
 

h肌酐清除

率呈正相关(P<0.05);TLR4水平与尿素氮、24
 

h尿

蛋白水平均呈正相关(P<0.05),与24
 

h肌酐清除率

呈负相关(P<0.05)。见表4。
表2  不同分期CKD患儿 miR-203a-3p、TLR4水平

   比较(x±s)

CKD分期 n miR-203a-3p TLR4

Ⅰ期 45 0.92±0.23 1.20±0.32

Ⅱ期 33 0.80±0.17* 1.33±0.35*

Ⅲ期 14
 

0.62±0.17*# 1.53±0.43*#

Ⅳ期 10
 

0.44±0.16*#△ 1.72±0.49*#△

Ⅴ期 4
 

0.19±0.05*#△▲ 1.91±0.59*#△▲

F 24.765 7.360

P <0.01 <0.01

  注:与Ⅰ期比较,*P<0.05;与Ⅱ期比较,#P<0.05;与
 

Ⅲ期比

较,△P<0.05;与Ⅳ期比较,▲P<0.05。
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表3  发生组和未发生组肾功能指标及 miR-203a-3p、TLR4水平比较(x±s)

组别 n 尿素氮(mmol/L) 24
 

h尿蛋白(g/24
 

h)
24

 

h肌酐清除率

(mL/min)
miR-203a-3p TLR4

发生组 29 9.27±2.56 2.64±0.46 62.45±17.22 0.64±0.17 1.58±0.40

未发生组 77 9.09±2.52 2.28±0.28 71.22±19.08 0.82±0.20 1.29±0.36

t 0.326 4.888 -2.164 -4.294 3.586

P 0.745 <0.01 0.033 <0.01 <0.01

表4  CKD患儿 miR-203a-3p、TLR4水平与

   肾功能指标水平的相关性

指标
miR-203a-3p

r P

TLR4

r P

尿素氮 -0.227 0.019 0.221 0.022

24
 

h尿蛋白 -0.203 0.036 0.206 0.034

24
 

h肌酐清除率 0.209 0.031 -0.239 0.014

TLR4 -0.537 <0.001 - -

  注:-表示无数据。

2.5 CKD患儿发生不良心血管事件的多因素Logis-
tic回归分析 以CKD患儿发生不良心血管事件情

况(0=未发生,1=发生)作为因变量,经共线性分析,

24
 

h尿蛋白与miR-203a-3p、TLR4存在共线性,故最

终纳入24
 

h肌酐清除率、miR-203a-3p、TLR4(均原值

输入)作为自变量进行多因素Logistic回归分析,结
果显示,24

 

h肌酐清除率及 miR-203a-3p、TLR4水平

均为 CKD 患儿发生不良心血管事件的影响因素

(P<0.05)。见表5。

表5  多因素Logistic回归分析CKD患儿发生不良心血管事件的影响因素

指标 β SE Waldχ2 P OR(95%CI)

24
 

h肌酐清除率 -0.312 0.127 6.034 0.014 0.732(0.571~0.939)

miR-203a-3p -0.383 0.134 8.158 0.004 0.682(0.524~0.887)

TLR4 0.395 0.121 10.679 0.001 1.484(1.171~1.882)

3 讨  论

近年来,人们生活压力日益增加,长期不良的生

活习惯会增加肾脏负担,CKD的发病也逐渐趋于年

轻化[10]。除先天因素外,由于儿童尚处于生长、发育

阶段,肾功能较为薄弱,外界因素极易引发儿童CKD,
一旦发病将影响患儿及整个家庭的日常生活[11]。

CKD除了影响患儿的生长、发育及免疫应答外,不少

患儿还会出现心血管系统疾病,进一步增加死亡风

险。血液学生物标志物可用于疾病的无创诊断,因
此,积极寻找CKD特异性血液学生物标志物对于儿

童CKD的早期诊治十分重要。

miR虽是非编码RNA,但其参与多种疾病的病

理过程的调控已是不争的事实[12]。在外周血中,miR
水平相对稳定,且临床已有成熟的技术可以检测

miR,许多研究也将miR作为生物标志物用于疾病的

检测。miR-203a-3p是miR家族成员之一,在先前的

文献报道中,对于 miR-203a-3p的研究多集中在癌症

方面,如殷彩桥等[13]通过实验证实 miR-203a-3p可以

通过抑制GATA6蛋白水平,抑制食管鳞癌细胞的增

殖和转移;刘敏等[14]研究发现,原发性肝癌患者 miR-
203a-3p水平明显低于对照组,且与癌组织中细胞因

子信号传导抑制蛋白(SOCS)1和SOCS3蛋白水平均

呈正相关,有望成为原发性肝癌的潜在治疗靶点。但

有关miR-203a-3p与肾病关系的研究还在发展阶段。

QIN等[15]在最近进行的研究中证实,在高糖诱导的

糖尿病肾病细胞模型中,miR-203a-3p水平降低。本

研究结果显示,研究组尿素氮、24
 

h尿蛋白水平均明

显高于对照组,24
 

h肌酐清除率及 miR-203a-3p水平

均明显低于对照组,与QIN等[15]研究结果一致,且随

着病情进一步加重,miR-203a-3p水平逐渐降低。发

生组miR-203a-3p水平低于未发生组,提示低水平

miR-203a-3p可能预示CKD患儿发生不良心血管事

件的风险增加。Pearson相关分析结果显示,CKD患

儿miR-203a-3p水平与尿素氮、24
 

h尿蛋白水平均呈

负相关,与24
 

h肌酐清除率呈正相关。

TLR4是一种跨膜蛋白,可介导炎症反应,参与调

节免疫过程[16],在肾病和心血管疾病的发生和发展过

程中发挥重要作用。YAO等[17]研究表明,肾病综合

征大鼠肾组织 TLR4水平明显上调,而接受治疗后

TLR4水平明显降低;刘紫阳等[18]研究发现,脓毒性

心脏功能障碍大鼠心肌组织TLR4水平高于对照组,
而当TLR4通路被阻断,大鼠心肌组织的炎症反应也
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有所减弱,TLR4水平明显降低。本研究结果显示,
研究组TLR4水平明显高于对照组,且TLR4水平随

着病情进展进一步升高,与未发生组比较,发生组

TLR4水平进一步升高,与上述研究结果一致。本研

究Pearson相关分析结果显示,CKD患儿TLR4水平

与尿素氮、24
 

h尿蛋白水平均呈正相关,与24
 

h肌酐

清除率呈负相关,其作用机制可能是TLR4通过激活

炎症反应进而导致肾功能损伤及不良心血管事件发

生[19-21]。本研究结果显示,CKD患儿miR-203a-3p水

平与TLR4水平呈负相关,提示 miR-203a-3p、TLR4
可能互相影响,共同调控CKD患儿病情进展,关于其

具体机制还需进一步研究。本研究多因素Logistic
回归分析结果显示,24

 

h肌酐清除率及miR-203a-3p、

TLR4水平均是CKD患儿发生不良心血管事件的影

响因素(P<0.05)。
综上所 述,CKD 患 儿 miR-203a-3p水 平 下 调,

TLR4水平上调,二者与CKD患儿肾功能指标均有

一定相关性,且均为CKD患儿发生不良心血管事件

的影响因素。但本研究纳入样本量较少,且为单中心

研究,因此关于其具体作用机制还需后续加大样本

量,结合基础试验进行深入探讨。
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