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Klotho基因在不典型膜性肾病患者中的表达意义及
对OPN水平、血栓弹力图的影响①

赵翠, 贾利敏, 王自强, 房晓芳, 魏迪, 郭铁标, 陈保春
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摘要:探讨Klotho基因在不典型膜性肾病患者中的表达意义及对血清骨桥蛋白(OPN)水平、血栓弹力图的影响.
设2018年1月至2020年1月沧州市人民医院医专肿瘤院区肾内科收治的100例肾穿刺活检标本诊断为不典型膜

性肾病患者为观察组,同时纳入30例尸解未出现明显肾脏病变的肾组织标本为对照组,使用免疫组织化学法对两

组患者标本进行免疫组化染色,比较两组Klotho基因 mRNA表达情况.同时依据Klotho基因 mRNA表达阳性细

胞数及染色强度将观察组分为阳性组和阴性组,比较两组患者OPN血栓弹力图的检测结果.对照组患者Klotho基

因及 mRNA表达较微弱,肾小球内Klotho基因 mRNA未见阳性表达.观察组患者 Klotho基因 mRNA表达呈强

阳性,与对照组相比差异有统计学意义(p<0.05).阳性组有82例,阴性组有18例.阳性组OPN表达水平远高于

阴性组,组间数据相比差异有统计学意义(p<0.05).阳性组凝血指数、最大血栓弹力度、凝固角显著高于阴性组,
凝血时间显著低于阴性组,组间数据相比差异有统计学意义(p<0.05).Klotho基因 mRNA表达水平在不典型膜

性肾病患者中显著升高,且对患者OPN水平、血液凝固状态有一定影响.
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Abstract:StudieshavebeendonetoinvestigatethesignificanceofKlothoGeneExpressioninpatientswith
atypicalmembranousnephropathyanditseffectonOPNlevelandthromboelastogram.FromJanuary2018
toJanuary2020,100patientswithatypicalmembranousnephropathydiagnosedbyrenalbiopsywerecol-
lectedastheobservationgroup.Atthesametime,30renaltissuesampleswithoutobviousrenallesions
wereincludedasthecontrolgroup.Thesamplesofthetwogroupswereimmunohistochemicalstainedby
immunohistochemicalmethod,KlothoGenemRNAexpressionwascomparedbetweenthetwogroups.At
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thesametime,theobservationgroupwasdividedintopositivegroupandnegativegroupaccordingtothe
numberofKlothoGenemRNApositivecellsandstainingintensity.TheresultsofOPNthromboelasto-
gramwerecomparedbetweenthetwogroups.TheexpressionofKlothoGeneandmRNAinthecontrol
groupwasweak,andtherewasnopositiveexpressionofKlothoGenemRNAinglomerulus.Theexpres-
sionofKlothoGenemRNAintheobservationgroupwasstronglypositive,whichwasstatisticallysignifi-
cantcomparedwiththecontrolgroup(p<0.05).Therewere82casesinthepositivegroupand18casesin
thenegativegroup.TheexpressionlevelofOPNinthepositivegroupwasmuchhigherthanthatinthe
negativegroup,andtherewassignificantdifferencebetweenthetwogroups(p<0.05).Thecoagulation
index,maximumthrombuselasticityandcoagulationangleinthepositivegroupweresignificantlyhigher
thanthoseinthenegativegroup,andthecoagulationtimewassignificantlylowerthanthatinthenegative
group.Therewassignificantdifferencebetweenthegroups(p<0.05).TheexpressionlevelofKlotho
GenemRNAissignificantlyincreasedinpatientswithatypicalmembranousnephropathy,andhasacertain
effectonOPNlevelandbloodcoagulationstate.
Keywords:Klotho Gene;mRNAexpression;atypicalmembranousnephropathy;serumosteopontin;

thromboelastography

膜性肾病依据发病机制可分为不典型膜性肾病、原发性膜性肾病、继发性膜性肾病等,临床表现为肾

病综合征(大量蛋白尿、低蛋白血症、高度水肿、高脂血症),或无症状、非肾病范围的蛋白尿,病程中可出

现肾功能不全、高血压等.不典型膜性肾病是指病因不明确的膜性肾病,且患者患病率明显升高[1].Klotho
基因是一种与衰老有关的基因,研究显示其与肿瘤细胞生长、转移、凋亡等均有一定关系,但其对肾病患

者的作用机制尚不清楚[2].血清骨桥蛋白(OPN)可由人体内多种细胞合成分泌,可积极调节机体器官组织

的发育[3].此外,肾病综合征患者常见血液高凝状态,血栓弹力图指标可准确检测患者凝血因素异常情

况[4].本研究利用免疫组织化学法对Klotho基因mRNA表达情况进行检测,并探讨其对患者OPN、血栓

弹力图的影响.

1 材料与方法

1.1 实验材料

设2018年1月至2020年1月沧州市人民医院医专肿瘤院区肾内科收治的100例肾穿刺活检标本诊断

为不典型膜性肾病患者为观察组,同时纳入30例尸解未出现明显肾脏病变的肾组织标本为对照组.观察组

标本经福尔马林固定,行石蜡包埋切片;对照组标本经2.5%戊二醛进行固定,使用Epon包埋.本研究已

获沧州市人民医院伦理委员会通过(伦批2017025).
1.2 方法

1.2.1 染色

Klotho免疫组化染色试剂盒购自赛默飞世尔,对照组使用PBS溶液代替一抗.严格按照说明书进行染色:
①脱蜡至水;②使用蒸馏水配制3%甲醇过氧化氢(H2O2)20mL,并使用蒸馏水洗3次;③使用微波抗原修

复;④滴加兔抗人一抗,4℃下过夜,使用PBS溶液洗3次;滴加生物素化山羊抗兔IgG,室温下反应1h,使

用PBS溶液洗3次;⑤滴加SABC复合物,室温下反应1h;⑥加入DAB试剂,使用苏木素复染,脱水封片.
Klotho基因mRNA原位杂交试剂盒购自赛默飞世尔,严格按照说明书进行操作:①石蜡切片后经酒

精脱蜡入水,加入3% H2O2 室温下反应10min,使用蒸馏水洗2次;②滴加3%柠檬酸1mL及2滴浓缩

胃蛋白酶,于37℃下反应15min,使用PBS溶液进行清洗,共3次,5min/次,蒸馏水清洗1次;③滴加

预杂交液,于37℃下反应3h,滴加杂交液,于37℃下反应过夜,使用SSC进行清洗;④于37℃下滴加封闭

液,30min后甩去多余液体,并滴加SABC溶液,37℃下反应30min,使用PBS溶液洗4次,5min/次;⑤滴

加生物素化过氧化物酶,37℃下反应30min,使用PBS溶液清洗4次,5min/次;⑥DAB显色10min,加

入苏木素复染,脱水封片.
1.2.2 图像分析

对两组患者免疫组化染色切片及杂交染色切片进行检测,检测范围为肾小管及肾小球.每张切片随机
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选取3~5个肾小球,并选取3个视野进行检测,分别检测肾小球及肾小管的吸光度值,并以平均值进行

计算.
1.2.3 分组

根据观察组细胞染色强度与阳性细胞比例进行计分,染色强度可以分为0~3分,0分为阴性;1分为

淡黄色颗粒;2分为棕黄色颗粒;3分为褐色颗粒.阳性细胞水平评分:0分:阳性细胞R≤5%;1分:5%
<R≤25%;2分:25%<R≤50%;3分:50%<R≤75%;4分:R>75%.将两项分数相乘得到分组标

准,将乘积M≤4分记为阴性组,其余记为阳性组.
1.2.4 OPN水平及血栓弹力图

使用3%H2O210mL,高压锅抗原修复3~5min,使用4℃一抗孵育过夜,加入二抗进行37℃孵育

15min,加入氧化物酶液 链霉素抗生物素进行37℃孵育15min.加入DAB显色,使用苏木素染色1min,
加入0.5%~1.0%盐酸乙醇进行分化,脱水封片.

使用 WITEYET10000血栓弹力图分析仪(武汉中科和信生物技术有限公司)检测阴性组、阳性组血栓

弹力,检测指标包括凝血时间、凝血指数、最大血栓弹力度、凝固角.
1.3 统计学方法

使用SPSS22.0统计学软件对患者数据进行分析,计数资料使用χ2 检验,用例数n 和%表示;计量资

料使用t检验,用x±s表示,p<0.05为差异有统计学意义.

2 结果

2.1 两组Klotho基因蛋白量比较

对照组肾小管上皮细胞仅为微弱阳性反应,阳性颗粒仅见于肾小管上皮细胞胞浆内;肾小球为阴性反

应,肾小球间质内未见明显阳性反应.观察组患者Klotho基因呈强阳性表达,与对照组相比,差异有统计

学意义(p<0.05),见表1.
表1 两组Klotho基因蛋白量比较

组别 例数 肾小球 肾小管

对照组 30 0.07±0.02 0.11±0.03
观察组 100 0.13±0.04 0.17±0.05

t / 7.909 6.234
p / 0.000 0.000

2.2 两组Klotho基因mRNA原位杂交染色比较

对照组肾小球未见Klotho基因mRNA阳性表达,肾小管见极弱阳性表达.观察组肾小管上皮细胞呈

强阳性表达(p<0.05),肾小球与对照组相比差异无统计学意义(p>0.05),见表2.
表2 两组Klotho基因 mRNA原位杂交染色比较

组别 例数 肾小球 肾小管

对照组 30 0.10±0.04 0.08±0.03
观察组 100 0.12±0.06 0.16±0.06

t / 1.713 7.030
p / 0.089 0.000

2.3 阴性组及阳性组OPN蛋白表达情况比较

阳性组有82例,阴性组有18例.OPN主要在血管内皮、血管平滑肌、肾小管粘膜上皮等上表达.阳性

组OPN蛋白表达水平远高于阴性组,组间数据相比差异有统计学意义(p<0.05),见表3.
表3 阴性组及阳性组OPN蛋白表达情况比较

组别 例数 肾小球 肾小管

阴性组 18 0.15±0.03 0.13±0.05
阳性组 82 0.34±0.09 0.46±0.12

t / 8.819 11.415
p / 0.000 0.000
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2.4 阴性组及阳性组血栓弹力图检测结果比较

阳性组凝血指数、最大血栓弹力度、凝固角显著高于阴性组,凝血时间显著低于阴性组,组间数据相

比差异有统计学意义(p<0.05),见表4.
表4 阴性组及阳性组血栓弹力图检测结果比较

组别 例数 凝血时间/min 凝血指数 最大血栓弹力度/mm 凝固角/°
阴性组 18 1.85±0.42 0.12±1.06 56.04±3.28 58.39±3.28
阳性组 82 1.21±0.35 2.01±0.82 71.26±5.25 69.30±5.26

t / 6.772 8.381 11.778 8.428
p / 0.000 0.000 0.000 0.000

3 讨论

不典型膜性肾病常为隐匿起病,患者主要病理表现为肾小球基底膜增厚伴有上皮细胞下免疫复合物沉积,
主要表现为高血压、肾功能不全等.患者常处于血液高凝状态,因此血栓栓塞是其常见并发症[5-6].目前临床上

发现不典型膜性肾病患者治疗效果较差,因此积极探讨其发病机制及临床生理特点是研究的重点所在.
本研究共收集100例不典型膜性肾病患者肾穿刺活检标本,并对其Klotho 基因进行研究.Klotho 基

因是一种与衰老有关的基因,有研究指出,小鼠缺乏Klotho基因后会出现骨质疏松、肺气肿、动脉硬化等

综合征[7].李莉等[8]研究指出,大鼠心、肾组织Klotho基因表达水平降低,会影响其内皮功能,从而影响

肾脏功能.邹新蓉等[9]研究发现,大鼠肾损害氧化应激反应与Klotho基因水平有关,通过使用抗氧化药物

可有效上调Klotho基因的表达水平,从而减轻大鼠的临床症状.同时,许多研究结果发现,Klotho基因蛋

白表达水平升高时可保护肾脏[10].邵齐等[11]在培养的肾小球细胞中加入Klotho 基因后,发现上皮细胞合

成纤维连接蛋白明显增多,提示Klotho基因可刺激肾小球上皮细胞合成细胞外基质.本研究结果显示,对

照组肾小管上皮细胞仅为微弱阳性反应,阳性颗粒仅见于肾小管上皮细胞胞浆内,肾小球为阴性反应,肾

小球间质内未见明显阳性反应,观察组患者 Klotho 基因 mRNA表达呈强阳性(p<0.05).此外,Klotho
基因蛋白表达不仅在肾小球,同时在肾小管上皮细胞胞浆内也有表达,提示Klotho基因对肾小管、肾小球

均有一定影响[12].同时,本研究结果显示Klotho基因mRNA表达水平在肾小管内表达水平较肾小球内更

明显,与王健富等[13]研究结果一致.有研究表明[14],对肾病患者肾脏中Klotho基因mRNA表达水平检测

中发现,mRNA表达水平主要分布于人肾小管及集合管上皮细胞内,且阳性信号高于肾小球.本研究结果

提示患者出现肾小管的改变可能对肾间质纤维化起到重要作用.董照瀛等[15]研究发现自发性高血压大鼠体

内Klotho基因mRNA表达水平上调,可导致大鼠心肌胶原纤维化水平、心肌细胞厚度、高血压肾损害明

显减少,提示Klotho基因还可减缓心脏损害.
OPN是一种位于常染色体上的蛋白质,且存在于人体内不同组织及不同细胞中.邢艳阳等[16]指出,

OPN表达受到雌激素及孕酮的影响.庞春艳等[17]指出,表皮生长因子可通过特定的信号途径调控 OPN
mRNA表达.OPN主要通过依赖特定序列与细胞表面特异受体进行结合,从而直接或间接促进淋巴细胞、
巨噬细胞的趋化作用,从而诱导巨噬细胞分化IL-12等.黄雨茅等[18]通过建立不典型膜性肾病模型发现,
OPN在肾小管间质受损区域表达上调,同时有大量巨噬细胞浸润.孔繁达等[19]通过动物研究证实,肾小管

间质中OPN表达增加可促进巨噬细胞浸润,从而加快肾小管损伤,加重体内炎症反应.本研究根据Klotho
基因mRNA阳性细胞数及染色强度将观察组分为阳性组(82例)和阴性组(18例),结果显示OPN主要表

达于血管内皮、血管平滑肌、肾小管粘膜上皮等,阳性组OPN蛋白表达水平远高于阴性组(p<0.05).此
外,有研究[20]指出,OPN水平与肿瘤的转移与发展有重要关系,OPN在肾脏肿瘤患者中表达明显增加.但
OPN与肾脏肿瘤患者中的表达水平尚无足够临床研究.但刘明等[21]指出,OPN与 MMP-2因子的表达有一定

关系,且对肿瘤良恶性有一定指征反应,因此可使用OPN水平初步对肾脏肿瘤患者进行筛选等.
肾病综合征患者常见血液高凝,因此临床上常使用血栓弹力图对血凝状态进行检测,从而动态评估血

液凝块、纤维蛋白的形成,并积极反应血凝块的动态变化[22].本研究显示,阳性组凝血指数、最大血栓弹力

度、凝固角显著高于阴性组,凝血时间显著低于阴性组(p<0.05),提示Klotho基因阳性表达组患者凝血

状态较阴性组异常程度更高.血管内皮细胞在受损状态下会合成并分泌一种叫内皮素的物质,从而产生强

烈的缩血管反应,引起动脉收缩、肾功能受损、高凝状态等,而Klotho基因mRNA此时在肾的表达减少,
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而内皮素蛋白表达增加,从而加剧了病情的发展[23-24].
本研究由于条件有限,样本数较小,同时观察组患者进行肾穿刺活检时可能由于时机不同对结果产生

了一定的影响.因此,进一步研究还需加强对患者的随访,密切关注患者Klotho基因表达情况与治疗效果

的关系,从而增加对疾病机制的认知,改善患者预后效果.综上所述,Klotho基因mRNA表达水平在不典

型膜性肾病患者中显著升高,且会升高患者OPN水平,并影响血液凝固状态.
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