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炎症状态下终末期肾病大鼠肾脏 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达及
血管钙化的关系
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［摘　要］目的：探讨炎症状态下终末期肾病（ＥＳＲＤ）大鼠Ｋｌｏｔｈｏ蛋白与血管钙化的关系。方法：将大鼠随机
分为对照组（灌胃生理盐水）、ＥＳＲＤ组（２５０ｍｇ／ｋｇ灌胃腺嘌呤）、ＥＳＲＤ合并炎症组（２５０ｍｇ／ｋｇ灌胃腺嘌呤，隔
日以１０ｇ／ｋｇ皮下注射１０％酪蛋白），于灌胃１０周时，采用化学比色法检测血清钙（Ｃａ）、磷（Ｐ）、尿素氮（ＢＵＮ）

及肌酐（ＳＣｒ）水平，采用ＥＬＩＳＡ法检测血清甲状旁腺激素（ｉＰＴＨ）水平，采用 ＥＬＩＳＡ法测定大鼠肾脏组织 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白水平、丙二醛（ＭＤＡ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）含量；采用免疫组化技术检测肾脏组织 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达，ＨＥ染色

观察肾组织形态学改变，茜素红染色观察肾组织钙盐沉积。结果：灌胃１０周时，各组大鼠血清 Ｐ、ＳＣｒ、ＢＵＮ、
ｉＰＴＨ及肾组织中ＭＤＡ比较，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ合并炎症组均高于对照组（Ｐ＜００１）；各组大鼠血清 Ｃａ浓度及肾

脏组织中ＣＡＴ含量比较，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ合并炎症组低于对照组（Ｐ＜００５），ＥＳＲＤ组血清 Ｃａ浓度低于 ＥＳＲＤ

合并炎症组（Ｐ＜００５）；Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达主要集中在肾小管，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ合并炎症组肾脏组织Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表
达水平显著低于对照组（Ｐ＜００５）；ＨＥ及茜素红染色结果显示，ＥＳＲＤ合并炎症组出现肾小球萎缩及硬化，肾内

小动脉出现较多片状钙盐沉积，肾内小动脉存在明显钙化现象。结论：炎症可加重ＥＳＲＤ大鼠血管钙化，其机制
可能与降低Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达有关。
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　　慢性炎症引起的终末期肾病（ｅｎｄｓｔａｇｅｒｅｎａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）极易引发血管钙化和动脉粥样硬化
等并发症［１］，钙磷代谢紊乱是血管硬化的常见危

险因素之一，而高磷血症又是血管钙化的重要诱

因［２］。Ｋｌｏｔｈｏ蛋白是一种骨－肾内分泌轴蛋白，与
衰老密切相关，主要在肾脏表达，正常生理情况下

Ｋｌｏｔｈｏ蛋白参与维持机体磷和维生素 Ｄ的平
衡［３－４］。研究发现，当肾功能出现下降时，Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白表达减少［５］，而 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白的缺乏有可能会
导致血管钙化［６］。ＥＳＲＤ患者体内常常伴随有炎
症的发生［７－８］，关于 ＥＳＲＤ患者炎症状态与 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白表达是否有关的报道较少，本研究通过检测

ＥＳＲＤ大鼠炎症状态时的多项血管钙化指标，探讨
Ｋｌｏｔｈｏ蛋白与炎症状态下 ＥＳＲＤ大鼠血管钙化的
关系。

１　材料与方法

１１　主要试剂、仪器及动物
１１１　主要试剂及仪器　腺嘌呤、酪蛋白购自迈
新生物技术有限公司，血清钙（Ｃａ）、磷（Ｐ）、肌酐
（ＳＣｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）试剂盒购自北京北方生物研
究所，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白、大鼠丙二醛（ＭＤＡ）、过氧化氢
酶（ＣＡＴ）及甲状旁腺激素（ｉＰＴＨ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购
自美国Ｓｉｇｍａ公司，大鼠Ｋｌｏｔｈｏ免疫组化试剂盒购
自北京博奥森生物技术有限公司。

１１２　实验动物　ＳＰＦ级成年健康雄性 ＳＤ大鼠

３０只，体质量２５０ｇ，由中国食品药品检定研究院
提供［许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１６－００１７］。实验的
整个过程对ＳＤ大鼠处置均符合《关于善待实验动
物的指导性意见》标准。

１２　方法
大鼠适应性喂养５ｄ，参考文献［９－１０］将大

鼠随机分均为对照组（灌胃生理盐水）、ＥＳＲＤ组
（灌胃２５０ｍｇ／ｋｇ腺嘌呤）、ＥＳＲＤ合并炎症组（灌
胃２５０ｍｇ／ｋｇ腺嘌呤，隔日以 １０ｇ／ｋｇ皮下注射
１０％酪蛋白），各组大鼠连续灌胃１０周。
１３　检测指标

连续灌胃１０周后，禁食１２ｈ后称重，按０３ｍＬ／
１００ｇ体质量给予１０％水合氯醛腹腔注射进行麻
醉，麻醉后各组大鼠通过腹主动脉收集血液，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心分离血清，采用化学比色法检测血清 Ｃａ、
Ｐ、ＢＵＮ及ＳＣｒ，采用ＥＬＩＳＡ法检测血清ｉＰＴＨ水平；
取血麻醉后处死大鼠，取大鼠肾脏组织，去除肾脏

包膜，纵切面切开肾脏，１／３置于 ４％多聚甲醛固
定，其余 －８０℃冰箱冻存。多聚甲醛固定的肾脏
组织石蜡包埋、切片，采用免疫组化法检测 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白在肾脏组织的原位表达，ＨＥ染色后显微镜下
观察肾组织形态学改变，茜素红染色后显微镜下观

察肾组织钙盐沉积。取－８０℃冻存的肾组织块置
于研钵内，用移液器按１∶９的比例取预冷的匀浆介
质（０９％氯化钠）在冰上碾磨 ６～８ｍｉｎ，充分碾
碎，使组织匀浆化，低温低速 ３０００ｒ／ｍｉｎ，离心
１５ｍｉｎ，离心好的匀浆留取上清液，采用 ＥＬＩＳＡ法
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测定肾组织匀浆上清液中 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白水平、ＭＤＡ
及ＣＡＴ含量。
１４　统计学方法

数据采用ＳＰＳＳ２００软件处理，计数资料以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差
分析，组间比较采用ＬＳＤ法，Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２１　血清Ｐ、Ｃａ、ＳＣｒ、ＢＵＮ及ｉＰＴＨ
灌胃１０周时，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ合并炎症组大

鼠血清Ｐ、ＳＣｒ、ＢＵＮ及ｉＰＴＨ浓度显著高于对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＥＳＲＤ组与 ＥＳＲＤ
合并炎症组血清Ｐ、ＳＣｒ、ＢＵＮ及ｉＰＴＨ浓度比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）；各组大鼠血清 Ｃａ浓
度比较，ＥＳＲＤ组＜ＥＳＲＤ合并炎症组＜对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　肾组织匀浆中 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白、ＭＤＡ及 ＣＡＴ
水平

大鼠肾脏组织匀浆中Ｋｌｏｔｈｏ蛋白和ＣＡＴ水平
表现为ＥＳＲＤ合并炎症组 ＜ＥＳＲＤ组 ＜对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；ＭＤＡ水
平比较表现为 ＥＳＲＤ合并炎症组 ＞ＥＳＲＤ组 ＞对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。
见表２。

表１　各组大鼠血清Ｐ、Ｃａ、ＳＣｒ、ＢＵＮ及ｉＰＴＨ水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＰ，Ｃａ，ＳＣｒ，ＢＵＮａｎｄｉＰＴＨｉｎｒａｔｓ

　血清指标 对照组 ＥＳＲＤ组 ＥＳＲＤ合并炎症组

Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２０２±０１１ ５２１±０３５（１） ５３６±０２９（１）

Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２６６±０２３ ２１４±０１５（２） 　 ２４７±０３２（２）（３）

ＳＣｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ６３４７±５９３ ２６８９１±１０５５（１） ２６０７３±１１９８（１）

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ７１８±０９２ ２７４４±２５１（１） ３４１９±３７５（１）

ｉＰＴＨ（ｎｇ／Ｌ） ３０４２±４２８ ４３６１±５９０（１） ４５４９±４８６（１）

注：与对照组比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５；（３）与ＥＳＲＤ组比较，Ｐ＜００５。

表２　各组大鼠肾脏组织匀浆中Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达
水平、ＭＤＡ及ＣＡＴ含量比较（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＫｌｏｔｈｏｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ＭＤＡａｎｄＣＡＴｃｏｎｔｅｎｔｉｎｒｅｎａｌｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ

ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
　肾脏组织 对照组 ＥＳＲＤ组 ＥＳＲＤ合并炎症组
Ｋｌｏｔｈｏ（ｎｇ／Ｌ） １３６１１±３５１　８０８４±２９７（１）７１６６±３０９（１）（２）

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ） ０９１±０１３ ２１３±０１６（１） ５７７±０１１（１）（２）

ＣＡＴ（Ｕ／ｍｇ） ２６０６±１０１１１３５±１６５（１） ８２１±０８４（１）（２）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与 ＥＳＲＤ组比较，Ｐ
＜００５。

２３　肾组织Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达
免疫组化染色结果显示，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达主要

集中在肾小管，正常对照组 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达较多，
ＥＳＲＤ组和 ＥＳＲＤ合并炎症组 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白的表达
减少，ＥＳＲＤ合并炎症组表达最弱，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ
合并炎症组显著低于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见图１，表３。
２４　肾脏组织组织形态学

ＨＥ染色结果显示，正常对照组大鼠肾小球、

表３　各组大鼠肾脏组织Ｋｌｏｔｈｏ蛋白
表达水平（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｌｏｔｈｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　组别 Ｋｌｏｔｈｏ平均光密度值

对照组 ４３７９±１８７

ＥＳＲＤ组 １４３２±０９５（１）

ＥＳＲＤ合并炎症组 １０４４±０２９（１）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５。

小管间质、肾血管均正常，而 ＥＳＲＤ组呈现系膜区
增宽，肾小球、肾小管纤维结缔组织增生显著，出现

炎性细胞浸润，ＥＳＲＤ合并炎症组出现肾小球萎缩
和硬化。见图１。
２５　大鼠肾组织钙盐沉积

茜素红染色结果显示，正常对照组无钙化，

ＥＳＲＤ组肾内小动脉及周围组织有少许点片状钙
盐沉积，而ＥＳＲＤ合并炎症组肾内小动脉及周围组
织有较多红色点片状钙盐沉积，肾内小动脉存在明

显钙化现象。见图１。
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注：Ａ、Ｂ、Ｃ为Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达（免疫组织化学，×２００，箭头为表达阳性），Ｄ、Ｅ、Ｆ为组织形态学
（ＨＥ，×２００，箭头为系膜区增宽），Ｇ、Ｈ、Ｉ为钙盐沉积（茜素红，×４００，红色示钙盐沉积）。

图１　各组大鼠肾脏组织Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达、组织形态学及钙盐沉积
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｌｏｔｈｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

血管钙化是一种常见、发生于血管系统软组织

的生物钙化，磷酸钙矿物质在各种血管组织中的沉

积是其典型表现，可导致血管中层厚度增加或硬化

斑块的形成，临床多见于老龄、高血压、肾功能不全

者等［１１－１３］。本课题组已报道，ＥＳＲＤ患者高磷血
症与血管硬化密切相关，血磷水平是影响患者血管

情况的重要因素。本研究观察了血清 Ｃａ、Ｐ、ＳＣｒ、
ＢＵＮ及 ｉＰＴＨ的水平，结果显示，与正常对照组相
比，ＥＳＲＤ组、ＥＳＲＤ合并炎症组大鼠血清 Ｃａ均降

低，而血清 Ｐ和 ｉＰＴＨ却显著升高。提示 ＥＳＲＤ时
大鼠肾功能减退，限制机体对钙的吸收，进而引起

血清中低血钙的发生；但由于肾功能障碍，导致肾

脏排泄磷的能力的减弱，所以会引起大鼠血清 Ｐ
水平的升高；而低钙高磷血症又对 ｉＰＴＨ的分泌产
生刺激，加剧 ｉＰＴＨ水平的上升。因此，抑制甲状
旁腺功能亢进或 ｉＰＴＨ的分泌也可成为临床防治
血管钙化的有效措施之一。

Ｋｌｏｔｈｏ蛋白与多种生物学功能相关，在肾病发
生、发展过程中起到关键性作用［１４］。有研究表明：

Ｋｌｏｔｈｏ基因的表达多少与肾衰竭的发生密切有关，
过表达可减轻肾脏氧化应激造成的损伤，对肾脏产
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生一定的保护作用［１５］；而 ＥＳＲＤ患者体内常常伴
有炎症的发生，ＣＡＴ是一类末端氧化酶，为生物防
御系统的关键酶之一，可防止细胞内过氧化；ＭＤＡ
是脂质过氧化的终产物，可间接反映细胞受自由基

攻击的损伤程度，二者可以反映慢性肾脏病患者体

内氧化应激水平［１６］。本研究检测炎症状态下

ＥＳＲＤ大鼠的 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白浓度、ＣＡＴ含量、ＭＤＡ含
量，实验结果显示：对照组大鼠肾组织中ＣＡＴ含量
较高，而ＥＳＲＤ组与ＥＳＲＤ合并炎症组大鼠ＣＡＴ含
量均显著下降（Ｐ＜００１）；与对照组比，ＥＳＲＤ组与
ＥＳＲＤ合并炎症组大鼠ＭＤＡ显著升高（Ｐ＜００１）；
免疫组化染色 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白表达主要集中在肾小
管，ＥＳＲＤ组和ＥＳＲＤ合并炎症组 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白的表
达明显减少（Ｐ＜００５），且 ＥＳＲＤ合并炎症组大鼠
的表达最弱；提示ＥＳＲＤ患者在炎症状态时，Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白减少与 ＣＡＴ含量下降、ＭＤＡ含量升高有关，
推测Ｋｌｏｔｈｏ蛋白可能通过防止细胞内过氧化和避
免细胞受自由基攻击来保护肾小管上皮细胞，从而

在ＥＳＲＤ时保护组织免受炎症的伤害。ＨＥ染色结
果提示：对照组大鼠肾小球、小管间质、肾血管均正

常，而ＥＳＲＤ组呈现系膜区增宽，肾小球、肾小管纤
维结缔组织增生显著，出现炎性细胞浸润，ＥＳＲＤ
合并炎症组出现肾小球萎缩和硬化；茜素红染色显

微结果显示：ＥＳＲＤ组肾内小动脉及周围组织有少
许点片状钙盐沉积，而ＥＳＲＤ合并炎症组肾内小动
脉及周围组织有较多红色点片状钙盐沉积，肾内小

动脉存在明显钙化现象。上述结果提示在 ＥＳＲＤ
时，炎症可作为一种危险因素促进血管钙化，与

Ｋｌｏｔｈｏ蛋白下降有关。有体外实验证明，Ｋｌｏｔｈｏ蛋
白能直接抑制磷诱导的血管平滑肌细胞钙化，阻碍

血管平滑肌细胞向成骨细胞转化［１７］。推测 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白可能是血管钙化的抑制因子，机制可能为：

（１）Ｋｌｏｔｈｏ蛋白通过加强 ＦＧＦ２３活性促进肾脏磷
的排泄；（２）过表达 Ｋｌｏｔｈｏ可延缓 ＣＲＦ进展，阻碍
由于肾功能恶化导致的矿物质代谢紊乱和其他血

管钙化的因素［１８］。Ｈｕ等［１９］研究显示：ＫＬｏｔｈｏ过
表达的 ＣＫＤ基因小鼠具有较高的 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白水
平，且小鼠有较好的残存肾功能。

综上所述，甲状旁腺功能亢进和钙磷代谢紊乱

可以启动血管钙化。炎症状态可加速 ＥＳＲＤ血管
钙化的进程，而Ｋｌｏｔｈｏ蛋白对ＥＳＲＤ血管具有一定
的保护作用，可改善高磷血症以及内皮细胞损伤，

减少血管疾病的发生与发展，具有重要的临床参考

价值。
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