
糖尿病现已成为全球最大的健康问题之一，其主要

并发症为糖尿病肾病（DN），DN是终末期肾衰竭的

主因［1-2］。目前临床上常使用有创伤性的肾活检进行

DN的诊断，患者还得经受一定程度的创伤性检测，因此

如何有效的减少有创性诊断，开发出无创性且具有临床

诊断意义的方法就显得尤为重要。细胞外囊泡是一种

纳米级别的微颗粒，在机体内主要是由细胞分泌并带有

相应来源细胞生物遗传信息［3］，而尿液细胞外囊泡则主

要来源于泌尿系统上皮细胞（肾小管细胞、肾小球足细

胞等）分泌［4］。目前有研究发现尿液细胞外囊泡可以在

病理及生理状态下反应来源细胞的功能情况，并参与了

泌尿细胞上皮细胞间的信号传导［5］。已经证实在糖尿

病肾病的发生发展过程中足细胞的结构和功能出现了

一定程度的损伤，且足细胞的数量和密度均明显降低［6］，

而podocalyxin（PCX）作为肾小球足细胞的标志蛋白，

在足细胞发生病理性损伤时则会出现在尿液中［7］。尿
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摘要：目的 探究尿液细胞外囊泡中足细胞表面标志蛋白podocalyxin（PCX）水平在糖尿病肾病诊断中的应用价值。方法 收集

2017年3月~2017年9月在本院确诊收治的糖尿病患者共57例，其中34例单纯糖尿病患者，23例糖尿病肾病患者，并收集21例

其他类型肾病患者，11例健康体检者作为对照。采用透射电镜（TEM）和纳米示踪技术（NTA）验证尿液中细胞外囊泡的分离效

果，Western blot法检测分离出的各组细胞外囊泡的分子标记物（TSG101、PCX），ELISA法检测细胞外囊泡中PCX水平。结果

TEM结果发现尿液中细胞外囊泡含量丰富、形态完整、大小不等，NTA结果发现绝大多数颗粒直径小于300 nm。Western blot

法显示4组样本中均可以检测出TSG101表达，且糖尿病肾病患者样本中PCX均呈阳性表达，而在健康体检组、单纯糖尿病患者

以及其他肾病患者样本中呈阴性表达。ELISA法显示糖尿病肾病组24 h尿液细胞外囊泡中PCX水平（3.27±2.30 ng/μmol）显著

高于健康体检组（1.22±0.36 ng/μmol）、单纯糖尿病组（2.22±1.29 ng/μmol）以及其他肾病组（1.24±0.45 ng/μmol），有统计学意义

（P<0.05）。结论 糖尿病肾病患者尿液细胞外囊泡中PCX水平明显升高，可以作为临床检测糖尿病肾病的潜在标志物之一，具

有重要的临床意义。
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Abstract: Objective To explore the value of detecting podocalyxin (PCX) level in urinary extracellular vesicles for the diagnosis
of diabetic nephropathy. Methods This study was conducted among 57 diabetic patients admitted during the period from
March to September, 2017, including 34 with uncomplicated diabetics and 23 with diabetic nephropathy; 21 patients with other
types of nephropathy and 11 healthy individuals were also included to serve as the controls. Transmission electron microscopy
(TEM) and nanoparticle tracking analysis (NTA) were used to verify the separation of urinary extracellular vesicles. The
molecular markers of extracellular vesicles (TSG101 and podocalyxin [PCX]) were detected using Western blotting. PCX levels
in extracellular vesicles were also detected using ELISA. Results TEM reveal the presence of numerous extracellular vesicles in
the urine with intact morphology and different sizes, and most of them were below 300 nm in diameter as shown by NTA.
TSG101 expression was detected in the samples from all the 4 groups. Positive expression of PCX was detected in the samples
from patients with diabetic nephropathy but not in the other groups. In patients with diabetic nephropathy, the mean PCX
levels (3.27±2.30 ng/μmol）was significantly higher than those in the healthy control group (1.22±0.36 ng/μmol), uncomplicated
diabetes group (2.22±1.29 ng/μmol) and nephropathy group (1.24±0.45 ng/μmol). Conclusion PCX level in urinary extracellular
vesicles is significantly increased in patients with diabetic nephropathy, suggesting the value of PCX as a potential marker for
clinical diagnosis of diabetic nephropathy.
Keywords: urinary extracellular vesicles; exosomes; podocalyxin; diabetic nephropathy

收稿日期：2018-05-14

基金项目：广东省自然科学基金（2016A030313559）；广东省科技厅科技

计划项目（2014A020212196）；南方医科大学科研启动计划项目

（PY2014N094）；中国南方智谷引进创新团队和项目（CXTD-04）；广州市

健康医疗协同创新重大专项（201604020015）；欧盟第七框架计划资助项

目（UroSense-286386）

作者简介：吴 凡，本科，主治医师，E-mail: 402052712@qq.com

通信作者：邹和群，博士，教授，主任医师，博士生导师，E- mail:

hequnzou@hotmail.com

doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2018.09.17 J South Med Univ, 2018, 38(9): 1126-1130··1126



液可重复收集且具有无创性，因此尿液中的足细胞标志

物PCX可否作为DN的诊断标志物具有重要的临床诊

断意义。本研究采用检测糖尿病肾病患者尿液细胞外

囊泡 podocalyxin 的水平，分析尿液细胞外囊泡

podocalyxin在糖尿病肾病临床诊断中的应用价值，现

报道如下：

1 资料和方法

1.1 资料

选取2017年3月~2017年9月期间在南方医科大

学第三附属医院住院的2型糖尿病患者57例（男27例、

女30例），年龄（42.53±17.96）岁。按照2014年中华医

学会糖尿病学分会微血管并发症学组发布的糖尿病肾

病防治专家共识中的诊断标准［8］：出现大量白蛋白尿；糖

尿病视网膜病变伴任何一期慢性肾脏病；在10年以上

糖尿病病程的糖尿病中出现微量白蛋白尿，将其分为单

纯糖尿病组（34例，UAER<30 mg/24 h）和糖尿病肾病

组（23例，UAER≥30 mg/24 h）。另选取已肾穿明确的

21例其他肾小球疾病患者 ，其中5例膜性肾病、2例微

小病变性肾病、7例 IgA肾病和2例局灶节段性肾小球

硬化症，以11例健康体检者作为对照组。所有参与者

及家属均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 透射电镜（TEM）和纳米示踪技术（NTA） 使用液

压透析滤过法对收集到的89份24 h尿标本的细胞外囊

泡进行分离、富集，将提取的细胞外囊泡进行考马斯亮

蓝蛋白定量后备用。在TEM下观察细胞外囊泡的外在

形态特征。

根据考马斯蛋白定量结果取10 μg细胞外囊泡，按

照1∶1000 比例用PBS进行稀释，通过NTA法进行细胞

外囊泡的粒径和浓度的统计。

1.2.2 Western blot法 在富集的细胞外囊泡样品中加

入5×loading buffer ，沸水浴5 min，每个样品槽上样量

为4 μg蛋白，补齐到40 μL。10% SDS-PAGE凝胶电泳

（100V 90 min）分离蛋白。用Bio-Rad转移槽将凝胶中

的蛋白条带转移至PVDF膜上，用5% 牛奶封闭液封闭

3 h。甩去封闭液，TBST 洗膜3次，5 min/次；把膜浸入

抗体缓冲液中（稀释一抗，1∶1000）4 ℃孵育过夜（一抗为

家兔抗人Tumor usceptibility Gene101，TSG101和家兔

抗人podocalyxin, PCX）。甩去一抗，TBST 洗膜3次，

10 min/次，后加入1∶5000比例稀释的二抗，室温孵育2 h

（二抗为山羊抗家兔二抗）。甩去二抗，TBST 洗膜4次，

15 min/次。加入曝光液A、B（按1∶1混合）各1 m L；将膜

置于平皿中，取出在滤纸上轻轻滤干，进行定影，并扫描。

1.2.3 ELISA法 取出所需的板条，加入100 µL不同浓

度的标准品和待测样品于相应孔中。37 ℃孵育60 min。

甩尽孔内液体，每孔加入洗涤液350 µL，静止1~2 min后，

甩尽液体，洗5次，每孔加入孵育液A100 µL，37 ℃孵育

60 min，甩尽液体，每孔加入洗涤液350 µL，静止1~2 min

后，甩尽液体，洗3次。每孔加入孵育液B100 µL，37 ℃
孵育30 min，甩尽液体，用上述方法洗5次。每孔加入

显色液90 µL，37 ℃孵育15 min，每孔加入终止液50 µL，

即刻在酶标仪上450 nm处读数。绘制标准曲线，根据

标本A值读出浓度。

1.2.4 统计分析 本研究采用SPSS 24.0软件进行数据

分析，计量资料采用均数±标准差表示，计数资料采用χ2

检验，多组间比较采用方差分析，两两比较采用 t检验，

以α=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 临床一般资料

对所有纳入研究的对象的一般临床指标进行统计

分析，在性别、尿酸和尿量上对比差异没有统计学意义

（P>0.05），而在糖尿病病程、年龄、高血压病例、血清肌

酐、尿素氮以及尿蛋白上对比差异有统计学意义（P<

0.05，表1）。

表1 研究对象一般临床指标
Tab.1 General clinical data of the study subjects (Mean±SD)

Indicators

Gender (M/F)

Duration of diabetes (year)

Age (year)

Hypertension cases

Serum creatinine (µmol/L)

Urea nitrogen (mmol/L)

Uric acid (µmol/L)

Urine protein (mg/24 h)

Urine volume (mL)

Healthy control

11 (8/3)

-

43.91±13.70

0

62.55±17.61

6.23±0.86

397.09±107.5

78.46±16.95

1527.5±751.58

Diabetes mellitus

34 (17/17)

6.3±1.2

48.38±13.32

6

69.77±15.09

5.12±1.33

378.11±121.49

85.75±30.4

1873.24±577.99

Diabetic nephropathy

23 (10/13)

8.6±1.4b

55.43±7.28ab

14

131.27±119.38b

8.06±4.53b

421.4±96.59

2000.48±2512.98ab

2174.09±881.6

Other nephropathy

21 (12/9)

0.5±1.8c

42.57±13.86

1

129.19±153.54b

6.63±3.57

441.62±194.04

1996.59±2234.2ab

2037.14±1005.77

P

0.322

0.041

0.005

0.000

0.045

0.014

0.434

0.000

0.218

-: No data; aP<0.05 vs healthy control; bP<0.05 vs diabetes mellitus, compared with diabetic nephropathy; P<0.05 vs diabetic nephropathy,.
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2.2 透射电子显微镜

利用透射电镜观察分离富集到的尿液细胞外囊泡

分布情况。可以看到视野内囊泡含量丰富、形态完整、

大小不等（图1）。囊泡分布范围在20~1000 nm，内为均

一的低电子密度物质，外周深染的膜结构，包膜完整，一

些为具有典型杯状结果的外泌体，也可以看到其他形态

各异的囊泡。

图1 透射电镜放大后尿液细胞外囊泡形态
Fig.1 Morphology of urinary extracellular vesicles under transmission electron microscope (A:
Original magnification: ×5000; B: ×10000; C: ×40000).

A B C

2.3 纳米颗粒跟踪分析

利用纳米颗粒跟踪分析仪分析纳米颗粒粒径，最大

峰值为174.6±10.3 nm，大多数颗粒的直径小于300 nm，

符合细胞外囊泡的粒径范围，与透射电镜的结果也

吻合（图2）。

2.4 Western blotting

采用Western blotting检测尿液细胞外囊泡的标志

蛋白TSG101和足细胞标志蛋白PCX。结果显示糖尿

病肾病患者（DN）、糖尿病患者（DM）以及健康体检者

（NC）的样本均检出细胞外囊泡的标志蛋白TSG101，而

糖尿病肾病患者样本中PCX均阳性表达，健康体检者

以及糖尿病患者样本中PCX呈阴性表达（图3）。

Western blotting结果显示糖尿病肾病（DN）、膜性

肾病（MN）、IgA肾病（IgA）以及局灶节段性肾小球硬化

症（FSGS）患者的样本中均可以检测出细胞外囊泡的标

志蛋白TSG101，而糖尿病肾病患者样本中PCX均阳性

表达，其他肾病患者的样本中PCX呈阴性表达（图4）。

2.5 ELISA

ELISA实验结果显示糖尿病肾病组 24 h尿液细

胞外囊泡中PCX水平（3.27±2.30）ng/μmol显著高于健

康体检组（1.22±0.36）ng/μmol、单纯糖尿病组（2.22±

1.29）ng/μmol以及其他肾病组（1.24±0.45）ng/μmol，差

异有统计学意义（P<0.05），且单纯糖尿病组的PCX水

平也显著高于健康体检组（P<0.05）。

图2 纳米颗粒跟踪分析仪分析
Fig.2 NTA analysis results Particle Size 174.6±10.3 nm.
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图3 免疫印迹法检测糖尿病肾病、糖尿病以及健康体检者细胞外囊泡TSG101和PCX的表达
Fig.3 Expression of TSG101 and PCX in extracellular vesicular vesicles in DN, DM and NC
groups by Western blotting.
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3 讨论

糖尿病肾病的早期阶段会发生肾小球基底膜增厚

以及系膜基质的扩张，当肾小球的通透性发生改变时会

引起足细胞的结构和功能出现障碍，进而出现蛋白尿，

这是临床上肾小球滤过屏障出现损伤以及糖尿病肾病

的特征性标志之一［9］。PCX是足细胞的特异性标志糖

蛋白，带有较高的负电荷。当肾小球发生功能性障碍时

会伴有足细胞脱落，并随尿液排出。因此在尿液中对足

细胞的碎片分泌物进行检测成为可能。目前已经发现

激活或者损伤的细胞能够释放带有生物活性的细胞外

囊泡，在囊泡内常包含有来源的特异性生物信息，如蛋

白质、mRNA和miRNAs［10］。透射电镜下观察到大鼠肾

组织中多种上皮细胞均含有细胞外囊泡［11］，细胞外囊泡

携带能够反映其分化状态、解剖位置和功能的生物标志

物，无论是来源于多囊泡复合体还是直接从细胞膜以出

芽方式形成的尿液细胞外囊泡均被认为是反应来源细

胞病理生理活动的快照［12］。

本研究通过提取24 h尿液中细胞外囊泡，在透射电

镜下观察发现囊泡含量非常丰富，形态完整且大小不

等，这与以往报道中细胞外囊泡的形态相吻合［13］。通过

纳米示踪技术发现细胞外囊泡粒径，发现绝大多数颗粒

的直径小于300 nm，符合细胞外囊泡的粒径范围，这与

之前的报道相一致［14］。Aatonen等［15］分析血小板分泌的

囊泡，超过90%的囊泡直径低于500 nm，而且在100~

300 nm范围内的囊泡比例最高。说明本研究中提取富

集的尿液细胞外囊泡与绝大多数已经报道的囊泡一致，

确保了后续检测的正确性。

PCX正常表达于肾脏足细胞、血管内皮、造血祖细

胞及神经元亚群，PCX可以与多种蛋白一起共同形成共

免疫复合物，维持着上皮细胞结构的稳定［16］。同时PCX

作为足细胞分化成熟的标志蛋白，固定于肾小球足细胞

顶膜，参与维持肾小球的正常生理功能［17］。正常肾小球

通过电荷屏障和分子屏障阻止血浆白蛋白分子的滤过，

而足细胞PCX的表达减少即影响足细胞裂隙隔膜正常

结构的维持，也将直接导致肾小球电荷屏障的阴离子分

布减少，导致白蛋白尿的产生［18］。研究发现当围生期小

鼠在肾脏发育过程出现PCX表达缺失时，会导致小鼠

死亡［19］。有学者通过对糖尿病、糖尿病肾病、高血压、肾

病综合征等患者和正常人的尿液中的PCX的水平进行

分析，发现PCX是诊断肾小球早期损害的一项较为理

想的指标［20］。亦有研究发现尿液中的PCX可以提示糖

尿病肾病的进展［21］。目前发现，肾小球基底膜出现损伤

时尿液中可以检测到PCX水平升高，同时足细胞顶膜

区的PCX表达水平也相应升高［22］。研究发现在糖尿病

肾病发生的早期阶段，肾小管就已经发生了损伤［23-24］。

本研究通过Western blot法发现4组样本中均可以检测

出细胞外囊泡标志蛋白-TSG101的表达，且糖尿病肾病

患者样本中PCX均呈阳性表达，而在健康体检组、单纯

糖尿病患者以及其他肾病患者样本中呈阴性表达。提

示在本研究中PCX表达可能是糖尿病肾病患者的临床

诊断指标之一。有报道称PCX可以用于微小病变性肾

病［25］、局灶节段性肾小球硬化［25］、膜性肾病［26］、IgA肾

病［27］、紫癜性肾病［28］、狼疮性肾炎［29］等疾病中足细胞病

理改变的检测，这与本研究中发现的在其他肾病患者样

本中阴性表达相悖，我们推测是由于尿液中的PCX可

来源于脱落的细胞或足细胞碎片或正常凋亡足细胞，故

仅仅检测尿液中的PCX水平不能准确体现各种肾病的

足细胞损伤情况，而我们检测的是尿液细胞外囊泡中的

PCX，会比全尿分析更能反映真实的蛋白变化情况。故

本研究中以上疾病尿液细胞外囊泡中PCX的表达有可

能确实为阴性，也有可能还未达到可以检测的水平，后

期我们将进一步扩大研究样本群，在不同群体中验证该

结论。ELISA实验结果发现糖尿病肾病组24 h尿液细

胞外囊泡中PCX水平显著高于健康体检组、单纯糖尿

病组以及其他肾病组，但在Western blot中的条带中并

未能检测到PCX的表达，我们推测可能是由于本研究

纳入的研究对象较少，个体间存在一定的差异性引起

的，有待我们后期设计实验进一步验证。

综上所述，糖尿病肾病患者尿液细胞外囊泡中

PCX水平明显升高，可以作为临床检测糖尿病肾病的潜

在标志物之一，具有重要的临床意义。

TSG101

PCX

45 000

60 000

图4 免疫印迹法检测糖尿病肾病和其他肾病患者细胞外囊泡TSG101和PCX的表达
Fig.4 Expression of TSG101 and PCX in extracellular vesicular vesicles in patients with
DN and other types of nephropathy detected by Western blotting.
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