
* 基金项目:2021年辽宁省“揭榜挂帅”科技攻关项目(2021JH1/10400050);中国医科大学附属盛京医院345人才工程项目(201940B)。

 △ 通信作者,E-mail:doctorhe@126.com。

·临床研究·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2025.02.022
网络首发 https://link.cnki.net/urlid/50.1097.R.20241218.1608.003(2024-12-18)

lncRNA
 

KCNQ1OT1在IMN患者肾组织中的表达及与
足细胞数和临床指标的相关性分析*

范 佳1,2,雷 静1,孙 楠1,何 平1△

(中国医科大学附属盛京医院:1.肾内科;2.消化科,沈阳
 

110004)

  [摘要] 目的 研究特发性膜性肾病(IMN)患者肾组织中长链非编码RNA(lncRNA)钾电压门控通道亚

家族Q成员1重叠转录物1(KCNQ1OT1)的表达及与足细胞数和临床指标的相关性。方法 选取2022年

2-6月在该院肾内科诊断为IMN的24例患者作为IMN组,另选取同期于泌尿外科肾癌行肾切除的22例患

者作为对照组。通过荧光原位杂交(FISH)与实时荧光定量PCR(qPCR)检测lncRNA
 

KCNQ1OT1表达情况。
采用 Wilms肿瘤基因1(WT1)标记足细胞核,通过免疫组织化学染色法检测 WT1的表达水平。收集患者临床

数据,研究IMN患者肾组织中lncRNA
 

KCNQ1OT1表达与足细胞数、血清白蛋白和24
 

h尿蛋白定量等临床

指标的关系。结果 IMN组FISH检测lncRNA
 

KCNQ1OT1表达的绿通道平均灰度值为1.76±0.27,高于

对照组的1.00±0.14,差异有统计学意义(t=11.911,P<0.05);IMN组qPCR检测lncRNA
 

KCNQ1OT1的

表达水平为2.40±0.17,高于对照组的1.00±0.03,差异有统计学意义(t=13.653,P<0.05)。IMN组 WT1
的表达水平为13.27±5.18,低于对照组的28.79±5.58,差异有统计学意义(t=-9.777,P<0.05)。IMN患

者肾组织中lncRNA
 

KCNQ1OT1表达水平与足细胞数及血清白蛋白呈负相关(P<0.05),与24
 

h尿蛋白定量

呈正相关(P<0.05),但与血清肌酐、尿素、抗PLA2R抗体和eGFR等未见明显相关性(P>0.05)。结论 ln-
cRNA

 

KCNQ1OT1可能与IMN的发生、发展有关,有望成为治疗IMN的潜在靶点。
[关键词] 特发性膜性肾病;长链非编码RNA;钾电压门控通道亚家族Q成员1重叠转录物1;足细胞数;

血清白蛋白
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  [Abstract] Objective To
 

study
 

the
 

expression
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

and
 

long
 

potassium
 

voltage-gated
 

channel
 

subfamily
 

Q
 

member
 

1
 

overlapping
 

transcript
 

1
 

(KCNQ1OT1)
 

in
 

renal
 

tissues
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

idiopathic
 

membranous
 

nephropathy
 

(IMN)
 

and
 

its
 

correlation
 

with
 

podocytes
 

number
 

and
 

clini-
cal

 

indicators.Methods A
 

total
 

of
 

24
 

patients
 

with
 

diagnosed
 

IMN
 

in
 

the
 

nephrology
 

department
 

of
 

this
 

hos-

pital
 

from
 

February
 

to
 

June
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

IMN
 

group,and
 

22
 

patients
 

with
 

nephrectomy
 

due
 

to
 

re-
nal

 

cancer
 

in
 

the
 

urologic
 

surgery
 

department
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

KCNQ1OT1
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH)
 

and
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).Wilms
 

tumor
 

gene
 

1
 

(WT1)
 

was
 

used
 

to
 

label
 

podocyte
 

nuclei,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

WT1
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining.The
 

clinical
 

data
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

collected
 

to
 

study
 

the
 

relationship
 

between
 

lncRNA
 

KCNQ1OT1
 

expression
 

in
 

kidney
 

tissue
 

with
 

the
 

clinical
 

indicators
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such
 

as
 

podocytes
 

number,serum
 

albumin
 

and
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

quantification
 

in
 

IMN
 

patients.Results The
 

mean
 

gray
 

value
 

of
 

lncRNA
 

KCNQ1OT1expression
 

green
 

channel
 

in
 

the
 

IMN
 

group
 

was
 

1.76±0.27
 

in
 

the
 

FISH
 

detection,which
 

was
 

higher
 

than
 

1.00±0.14
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(t=11.911,P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

KCNQ1OT1
 

in
 

the
 

IMN
 

group
 

was
 

2.40±
0.17

 

by
 

qPCR,which
 

was
 

higher
 

than
 

1.00±0.03
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(t=13.653,P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

WT1
 

in
 

the
 

IMN
 

group
 

was
 

13.27±5.18,which
 

was
 

lower
 

than
 

28.79±5.58
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(t=-9.777,P<
0.05).The

 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

KCNQ1OT1
 

in
 

kidney
 

tissue
 

of
 

IMN
 

patients
 

was
 

negatively
 

correla-
ted

 

with
 

the
 

podocytes
 

number
 

and
 

serum
 

albumin
 

(P<0.05),positively
 

correlated
 

with
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

quantification
 

(P<0.05),but
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

serum
 

creatinine,urea,anti-PLA2R
 

antibody
 

and
 

eGFR
 

(P>0.05).Conclusion KCNQ1OT1
 

of
 

lncRNA
 

may
 

be
 

related
 

with
 

the
 

occurrence
 

and
 

develop-
ment

 

of
 

IMN,and
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

potential
 

target
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

IMN.
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number;serum
 

al-
bumin

  膜性肾病(membranous
 

nephropathy,MN)是一

组以肾小球基底膜弥漫性增厚并伴有免疫复合物沉

积为病理特征的疾病[1]。其中约80%原因不明的

MN为特发性膜性肾病(idiopathic
 

membranous
 

ne-
phropathy,IMN),约20%与其他全身性疾病相关的

MN为继发性 MN[2]。近年来,MN发病率呈逐年增

高的趋势,已占我国肾小球疾病的24.9%,且局部地

区占比高达51.0%[3-4]。生物制剂等新型疗法的应用

使 MN患者的治疗有了新进展,但仍有一部分难治性

MN患者最终发展为终末期肾脏病(end
 

stage
 

renal
 

disease,ESRD)[5]。因此,迫切需要对 MN的发病机

制进行探索,寻找新的潜在治疗靶点。
长链 非 编 码 RNA(long

 

non-coding
 

RNA,ln-
cRNA)是一类长度超过200个核苷酸但无蛋白质编

码能力的RNA分子[6]。lncRNA通过表观遗传、转
录和转录后等机制调节基因表达,广泛参与细胞的发

育、分化、生长及凋亡等生物学过程[7]。lncRNA的异

常表达或基因突变可能会导致包括出生缺陷、肿瘤等

人类多种疾病,也能成为某些疾病治疗的潜在靶点。
越来越多的研究表明,lncRNA与肾脏疾病密切相关,
在肾脏疾病中发挥重要作用[8]。

lncRNA钾电压门控通道亚家族 Q 成员1(po-
tassium

 

voltage-gated
 

channel
 

subfamily
 

Q
 

member
 

1,KCNQ1)重叠转录物1(KCNQ1
 

overlapping
 

tran-
script

 

1,KCNQ1OT1)是 位 于 KCNQ1位 点 的ln-
cRNA[9],在卵巢癌、非小细胞肺癌、结直肠癌等多种

恶性肿瘤中发挥调控作用,参与并影响肿瘤细胞的生

长、凋亡、侵袭等多种恶性生物学行为[10-12]。另有研

究发 现,在 糖 尿 病 肾 病 患 者 血 清 中,lncRNA
 

KC-

NQ1OT1的表达上调[13]。对于急性肾损伤患者,ln-
cRNA

 

KCNQ1OT1可作为其诊断和预后的潜在生物

标志物[14]。ZHANG等[15]通过体外实验表明,KC-
NQ1OT1在膜攻击复合物(C5b-9)诱导的足细胞损伤

中高表达,并通过激活核苷酸结合寡聚化结构域样受

体含pyrin结构域蛋白3(nucleotide-binding
 

oligome-
rization

 

domain-like
 

receptor
 

family,pyrin
 

domain-
containing

 

3,NLRP3)炎症小体及其下游炎症反应促

进足 细 胞 焦 亡。然 而,尚 缺 乏 研 究lncRNA
 

KC-
NQ1OT1在IMN中的相关作用,基于此,本研究探讨

了lncRNA
 

KCNQ1OT1在IMN肾组织中的表达,以
及与肾小球足细胞数和临床指标的相关性。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2022年2-6月在本院肾内科诊断为IMN
的24例患者作为IMN组,另选取同期于泌尿外科肾

癌行肾切除的22例患者作为对照组。肾组织切片来

源于对照组,肾组织切片标本距病灶最远端切缘>5
 

cm。IMN组中男19例,女5例,平均年龄(47.79±
9.48)岁;对 照 组 中 男 13 例,女 9 例,平 均 年 龄

(43.45±9.33)岁。IMN组抗磷脂酶A2受体(phos-
pholipase

 

A2
 

receptor,PLA2R)水平为26.67(3.44,

113.53)RU/mL,尿蛋白定量水平为(7.67±5.58)g/

d。两组间性别、年龄、尿素、肌酐及估算肾小球滤过

率(estimated
 

glomerular
 

filtration
 

rate,eGFR)比较

差异无统计学意义(P>0.05);两组间血清白蛋白水

平比较差异有统计学意义(P<0.05),见表1。本研

究 已 通 过 本 院 伦 理 委 员 会 批 准 (审 批 号:

2022PS944K),患者已签署知情同意书。
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表1  两组一般临床资料比较

项目 IMN组(n=24) 对照组(n=22) χ2/t/Z P

男/女(n/n) 19/5 13/9  2.185  0.139

年龄(x±s,岁) 47.79±9.48 43.45±9.33 1.562 0.125

血清白蛋白[M(Q1,Q3),g/L] 23.50(18.65,28.88) 42.45(38.80,45.85) -5.806 <0.001

尿素(x±s,mmol/L) 5.27±1.37 5.44±1.42 -0.418  0.678

肌酐(x±s,μmol/L) 75.52±29.58 62.02±15.08  1.922  0.061

eGFR(x±s,mL·min-1·1.73
 

m-2) 95.72±24.57 108.64±19.26 -1.972 0.055

1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂

TRIzol试剂、逆转录试剂盒、荧光定量PCR试剂

盒购于北京聚合美生物科技有限公司;lncRNA
 

KC-
NQ1OT1引 物、GAPDH 内 参 引 物、lncRNA

 

KC-
NQ1OT1探针由武汉赛维尔生物科技有限公司设计

并 合 成;焦 碳 酸 二 乙 酯 (diethyl
 

pyrocarbonate,

DEPC)水(经DEPC处理的超纯水)、抗荧光衰减封片

剂(含DAPI)购于北京索莱宝生物科技有限公司;蛋
白酶K购于BioFroxx有限公司;预杂交液购于武汉

博士德生物工程有限公司;Wilms肿瘤基因1(Wilms
 

tumor
 

gene
 

1,WT1)抗体、通用SP试剂盒(小鼠/兔

链霉卵白素-生物素法检测系统)、DAB显色试剂盒购

于北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2.2 荧光原位杂交(fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridiza-
tion,FISH)

将肾组织石蜡切片置于自动染色机中脱蜡和水

化,然后置于DEPC水中;之后将切片放入装有柠檬

酸-柠檬酸三钠缓冲液的烧杯中,于90
 

℃水浴锅中煮

沸10
 

min,自然冷却,滴加适量蛋白酶 K,37
 

℃恒温

箱中消化15
 

min;纯水冲洗后用PBS缓冲液冲洗3
次,每次5

 

min;滴加适量预杂交液,37
 

℃恒温箱孵育

1
 

h;倾去预杂交液,滴加适量含lncRNA
 

KCNQ1OT1
探针杂交液,37

 

℃恒温箱杂交过夜;倾去杂交液,将切

片用37
 

℃预热的2倍柠檬酸钠缓冲液于37
 

℃恒温

箱中洗10
 

min,然后用37
 

℃预热的1倍柠檬酸钠缓

冲液于37
 

℃恒温箱中洗2次,每次5
 

min,再经0.5
倍柠檬酸钠缓冲液室温下洗10

 

min;滴加抗荧光衰减

封片剂(含DAPI)封片。采用荧光显微镜观察肾组织

切片,通过ImageJ软件分析lncRNA
 

KCNQ1OT1在

两组肾组织中表达的绿通道平均灰度值,并进行半定

量分析。

1.2.3 实时荧光定量PCR(qPCR)
通过TRIzol法分离得到细胞RNA,然后逆转录

为cDNA,通过荧光定量 PCR 试剂盒在 Roche480
 

qPCR仪上进行检测,使用2-ΔΔCt 公式计算lncRNA
 

KCNQ1OT1 相 对 基 因 表 达 水 平。lncRNA
 

KC-
NQ1OT1正向引物序列为5'-GTT

 

GTG
 

GTC
 

TGA
 

GTC
 

CTG
 

GGT
 

G-3',反向引物序列为5'-CTC
 

TGA
 

CAG
 

TCC
 

GCC
 

GAA
 

ATG-3';GAPDH正向引物序

列 为 5'-GGA
 

AGC
 

TTG
 

TCA
 

TCA
 

ATG
 

GAA
 

ATC-3',反向引物序列为5'-TGA
 

TGA
 

CCC
 

TTT
 

TGG
 

CTC
 

CC-3'。

1.2.4 免疫组织化学染色

将肾组织石蜡切片置于自动染色机中脱蜡和水

化,然后置于PBS中;将切片放入装有柠檬酸-柠檬酸

三钠缓冲液的烧杯中,然后放入微波炉中抗原修复8
 

min,PBS冲洗3次,每次3
 

min;加入适量内源性过氧

化物酶阻断剂,室温孵育40
 

min,PBS冲洗3次,每次

3
 

min;滴加适量封闭用正常山羊血清工作液,室温孵

育40
 

min;倾去血清,滴加 WT1抗体,4
 

℃冰箱孵育

过夜,PBS冲洗3次,每次3
 

min;滴加适量生物素标

记山羊抗小鼠/兔IgG,室温孵育25
 

min,PBS冲洗3
次,每次3

 

min;滴加适量辣根酶标记链霉卵白素工作

液,室温孵育20
 

min,PBS冲洗3次,每次3
 

min;加入

适量新鲜配制的DAB显色液,室温下孵育,同时在显

微镜下观察,组织显色后立即放入水中;苏木素染色

液孵育20
 

s,分化、冲洗返蓝,乙醇脱水、二甲苯透明、
中性树胶封片;光学显微镜下观察并进行判读。WT1
是成熟足细胞的特异性标志蛋白,是公认的作为足细

胞计数的标志物[16]。本研究用 WT1标记肾小球足

细胞核,WT1的表达水平代表足细胞数目。表达阳

性的呈棕黄色颗粒,通过阳性着色细胞计数法,在

400×光学显微镜下,每张切片随机选择不重叠的6
个视野,人工计数阳性着色细胞并进行半定量分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0、GraphPad
 

Prism8.0软件对数据

进行统计学处理。符合正态分布和方差齐性检验的

计量资料以x±s表示,方差齐时采用两独立标本t
检验;方差不齐时则采用t’检验。不符合正态分布和

方差齐性的计量资料以 M(Q1,Q3)表示,组间比较采

用秩和检验。计数资料以例数或百分比表示,组间比
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较采用χ2 检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组lncRNA
 

KCNQ1OT1表达情况比较

2.1.1 FISH检测结果

IMN组FISH检测lncRNA
 

KCNQ1OT1表达的

绿通道平均灰度值为1.76±0.27,高于对照组的

1.00±0.14,差异有统计学意义(t=11.911,P<
0.05),见图1。

2.1.2 qPCR检测结果

IMN组qPCR检测lncRNA
 

KCNQ1OT1的表

达水平为2.40±0.17,高于对照组的1.00±0.03,差
异有统计学意义(t=13.653,P<0.05),见图2。

  A:对照组;B:IMN组。

图1  两组FISH检测结果比较

  a:P<0.001。

图2  两组qPCR检测结果比较

2.2 两组 WT1表达水平比较

IMN组 WT1表达水平(13.27±5.18)低于对照

组(28.79±5.58),差异有统计学意义(t=-9.777,

P<0.05),见图3。

2.3 IMN患者肾组织lncRNA
 

KCNQ1OT1表达与

多项指标的相关性分析

IMN患者肾组织中lncRNA
 

KCNQ1OT1表达

水平与足细胞数及血清白蛋白呈负相关(P<0.05),
与24

 

h尿蛋白定量呈正相关(P<0.05),但与血清肌

酐、尿素、抗PLA2R抗体和eGFR等未见明显相关性

(P>0.05),见图4。

  A:对照组;B:IMN组。

图3  两组 WT1表达水平比较
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  A:足细胞数目;B:血清白蛋白;C:抗PLA2R抗体;D:尿素;E:肌酐;F:eGFR;G:24
 

h尿蛋白定量。

图4  IMN组lncRNA
 

KCNQ1OT1表达水平与多项指标的相关性分析

3 讨  论

  IMN是一种肾脏特异性自身免疫性疾病,占原发

性肾病综合征的30%~40%[1,17]。大多数IMN患者

具有典型的临床表现,如大量蛋白尿、低蛋白血症、水
肿、高脂血症等[18]。IMN发病的免疫机制主要是循

环中的抗体与肾小球上皮细胞上的抗原特异性结合,
进而激活补体系统并形成C5b-9。C5b-9导致足细胞

损伤,足细胞数量减少,从而导致蛋白尿[19]。足细胞

在肾小球滤过屏障中发挥重要作用,其结构损伤是导

致IMN发生、发展的重要原因之一[20]。由于IMN发

病率高,部分患者经激素、免疫抑制剂、生物制剂等治

疗后仍效果不佳,因此对其发生、发展进行探索及寻

找新的治疗靶点尤为重要。WT1是一个肿瘤抑制基

因,在肾小球足细胞中表达,长期以来一直是公认的

肾小球足细胞生物标志物[21]。本研究对两组患者肾

组织中 WT1的表达进行分析,发现IMN组相较于对

照组 WT1的表达下降,肾小球足细胞数减少(P<
0.05)。

lncRNA是不能编码蛋白质的 RNA分子,通过

诱饵、信号、引导和支架等机制调控靶基因的表达[22]。
研究表明,lncRNA在肾脏疾病中有不同程度的表达,
参与肾脏疾病的各个阶段[23]。lncRNA可通过调节

细胞凋亡来影响 MN。在实验性的 MN小鼠模型中

已发现了lncRNA的失调,如核富集丰富的转录本1
和X失活特异性转录本。核富集丰富的转录本1在

蛋白刺激的 MN肾小管组织中呈时间依赖性上调,并
且可以抑制Noxa介导的抗凋亡蛋白活性,从而诱导

肾小管 上 皮 细 胞 凋 亡 并 促 进 MN 的 进 展[24]。LI
等[25]对48例IMN患者和5例对照组应用二代测序

等生物信息学分析方法,在IMN组共筛选出327个

差异性表达的 mRNA,基于在线数据库对相关微小

RNA和lncRNA进行预测,共预测了30个内源竞争

RNA相互作用,以及 KCNQ1OT1-miR-204-5p-Sox4
通路可能在IMN发病机制中发挥重要作用。
lncRNA

 

KCNQ1OT1 定 位 于 人 类 染 色 体

11p15.5,其异常表达与细胞凋亡和炎症反应有关[26]。
lncRNA

 

KCNQ1OT1在在多种恶性肿瘤组织中高表

达,具有促癌作用,可对肿瘤进行诊断、治疗和预后判

断[27-28]。lncRNA
 

KCNQ1OT1在糖尿病肾病患者血

浆和高糖诱导的肾小管上皮细胞中表达上调,并通过

上调miR-506-3p的表达,抑制高糖诱导肾小管上皮

细胞的炎症、氧化应激和细胞焦亡,为糖尿病肾病的

治疗提供了新思路[29]。lncRNA
 

KCNQ1OT1也可以

调节肾小管上皮 细 胞 焦 亡 和 氧 化 应 激,下 调 KC-
NQ1OT1的表达可减轻高糖诱导肾小球系膜细胞细

胞外基质(extracellular
 

matrix,ECM)积聚和氧化应

激[30]。此外,在单侧输尿管梗阻模拟的肾脏纤维化模

型中,敲除 KCNQ1OT1基因可促进 miR-124-3p的

表达,发挥抗纤维化作用,这为肾纤维化的治疗提供

了潜在靶点[31]。
ZHANG等[15]采用C5b-9诱导小鼠足细胞损伤

模型,通过体外实验表明lncRNA
 

KCNQ1OT1是促

进C5b-9诱导的NLRP3炎症小体活化和足细胞焦亡

的关键因素,该发现进一步加深了对足细胞损伤分子

机制的认识。NLRP3炎症小体作为一种促进炎症细

胞因子活化的平台,可以调控细胞焦亡,并且NLRP3
炎症小体的活化可存在于肾固有细胞,参与肾小球内

皮细胞和足细胞损伤,最终导致慢性肾衰竭(chronic
 

renal
 

failure,CRF)[32]。本 研 究 结 果 显 示,无 论 是

FISH还是qPCR检测,IMN组lncRNA
 

KCNQ1OT1
的表达水平高于对照组(P<0.05),表明IMN患者肾

组织中lncRNA
 

KCNQ1OT1的表达与肾小球足细胞

数呈负相关,lncRNA
 

KCNQ1OT1可能参与IMN的

发生、发展。
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李莹等[33]的研究指出,在糖尿病肾病患者血清

中,KCNQ1OT1的表达与蛋白尿的水平呈正相关,与
eGFR呈负相关。本研究结果显示,IMN患者肾组织

中lncRNA
 

KCNQ1OT1表达与肾小球足细胞及血清

白蛋白呈负相关,与24
 

h尿蛋白定量呈正相关,表明

在IMN组肾组织中lncRNA
 

KCNQ1OT1的表达与

临床指标确实具有相关性。
综上所述,lncRNA

 

KCNQ1OT1可能与IMN的

发生、发展有关,有望成为治疗IMN的潜在靶点。但

多种因素参与IMN的发生、发展,IMN具体发病机

制、治疗和预后评估等仍需进一步深入研究。课题组

将在后续试验中研究IMN组和对照组血液及尿液中

lncRNA
 

KCNQ1OT1的表达水平,通过在动物和细

胞实验中干扰lncRNA
 

KCNQ1OT1表达研究动物模

型IMN的治疗效果及机制,也将扩大样本量,验证ln-
cRNA

 

KCNQ1OT1能否成为治疗IMN的潜在靶点。
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