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Klotho蛋白对大鼠心肌缺血 -再灌注损伤的作用机制探究 *
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摘要 目的：探讨 Klotho蛋白对大鼠心肌缺血 -再灌注损伤的作用机制。方法：选择 60只雄性 SD大鼠，根据完全随机数字法将

60只大鼠分为正常对照组、缺血再灌注损伤 +生理盐水组、缺血再灌注损伤 +低浓度 Klotho蛋白组、缺血再灌注损伤 +高浓度

Klotho蛋白组，每组 15只。分别进行处理，并分析相关血清、蛋白的表达，对比细胞凋亡。结果：血清 IL-6、IL-1茁、TNF-琢、NF-资B、
I资资茁、心脏组织 caspase9、ROS、MDA、细胞凋亡：缺血再灌注损伤 +生理盐水组 >缺血再灌注损伤 +低浓度 Klotho蛋白组 >缺

血再灌注损伤 +高浓度 Klotho蛋白组 >正常对照组；血清 I资B琢、Klotho蛋白、心脏组织 Klotho蛋白、caspase3、细胞色素 C、

Bax/Bcl-2蛋白、三磷酸腺苷、二磷酸腺苷、一磷酸腺苷、SOD：缺血再灌注损伤 +生理盐水组 <缺血再灌注损伤 +低浓度 Klotho

蛋白组 <缺血再灌注损伤 +高浓度 Klotho蛋白组 <正常对照组，P均 <0.05。结论：Klotho蛋白可维护心肌线粒体的功能、结构完

整，提高心肌组织，减轻炎症反应、氧化应激反应，减少心肌细胞凋亡。
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Investigation of the Mechanism of Klotho Protein on Myocardial
Ischemia-reperfusion Injury in Rats*

To investigate the mechanism of Klotho protein on myocardial ischemia-reperfusion injury in rats.

Sixty male SD rats were selected, and 60 rats were divided into normal control group, ischemia reperfusion injury + saline group,

ischemia reperfusion injury + low concentration Klotho protein group, ischemia reperfusion injury + high concentration Klotho protein

group, 15 in each group. Treatment was performed separately and the expression of relevant serum and protein was analyzed to contrast

apoptosis. The serum IL-6, IL-1茁, TNF-琢, NF-资B, I资资茁, caspase9, ROS, MDA, apoptosis: Ischemia-reperfusion injury + normal

saline group>ischemia-reperfusion injury + low-concentration Klotho protein group>ischemia-reperfusion injury + high-concentration

Klotho protein group>normal control group; Serum I资B琢, Klotho protein, Heart tissue Klotho protein, caspase3, Cytochrome C,

Bax/Bcl-2 protein, ATP, diphosphate, ATP, SOD: Ischemia-reperfusion injury + normal saline group<ischemia-reperfusion injury+low

concentration Klotho protein group< ischemia-reperfusion injury + high concentration Klotho protein group < normal control group, all

P<0.05. Klotho protein can maintain the function and structural integrity of myocardial mitochondria, improve myocardial

tissue, reduce inflammation and oxidative stress, and reduce cardiomyocyte apoptosis.

Klotho protein; Ischemia-reperfusion injury
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前言

心肌缺血 -再灌注损伤后出现的炎症反应、氧化应激是引

起心肌细胞损伤的主要原因 [1]，Klotho基因是具有心血管保护

作用的激素样蛋白分子，其可通过保护细胞衰老及凋亡、维持

内皮细胞完整性、促进 NO产生、抑制血管紧张素 II诱导的活

性氧族的产生、抗炎症反应、改善动脉顺应性等机制保护血管

功能[2,3]，因此我们推测 Klotho蛋白能够一定程度通过调控线

粒体介导的凋亡通路，对心肌细胞凋亡产生阻滞作用，改善心

肌缺血 -再灌注损伤程度，从而更好的防止心肌缺血 -再灌注

损伤。分析了 Klotho蛋白对大鼠心肌缺血 -再灌注损伤的作用

机制，进而为心肌缺血 -再灌注损伤选择更好的治疗靶点提供
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Note: Compared with normal control group, ① P<0.05; Compared with ischemia-reperfusion injury + normal saline group, ② P<0.05; Compared with

ischemia-reperfusion injury + low concentration Klotho protein group, ③ P<0.05, the same as below.

表 1 炎症因子、NF-资B、I资B琢、I资资茁、Klotho水平对比（x± s）
Table 1 The levels of inflammatory factor, NF-资B, I资B琢, I资资茁and Klotho were compared(x± s)

Groups
Normal control

group

Ischemia

reperfusion injury +

normal saline group

Ischemia-reperfu-

sion injury + low

concentration

Klotho proteome

Ischemia-reperfusion

injury + high concentration

of Klotho proteome

F P

NF-资B(%) 0.92± 15.41 230.10± 38.41① 160.44± 27.41① ② 134.10± 30.44① ② ③ 14.102 <0.001

I资B琢(%) 95.74± 16.74 51.77± 10.75① 70.10± 12.74① ② 83.41± 13.77① ② ③ 24.170 <0.001

I资资茁(%) 1.05± 0.18 3.52± 0.78① 2.49± 0.41① ② 1.20± 0.28① ② ③ 18.702 <0.001

Klotho protein(%) 4.46± 0.64 1.12± 0.25① 2.39± 0.42① ② 3.38± 0.52① ② ③ 19.778 <0.001

IL-6(ng/L) 114.45± 25.12 485.12± 45.78① 395.41± 34.10① ② 195.40± 28.74① ② ③ 15.741 <0.001

IL-1茁(ng/L) 30.12± 4.18 178.41± 21.45① 120.35± 15.78① ② 67.41± 12.74① ② ③ 21.441 <0.001

TNF-琢(ng/mL) 95.41± 15.78 365.12± 52.45① 300.41± 38.41① ② 184.12± 32.45① ② ③ 18.745 <0.001

依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选择 60只 250～300 g雄性 SD大鼠，12~14周龄，分为正

常对照组、缺血再灌注损伤 +生理盐水组、缺血再灌注损伤 +

低浓度 Klotho蛋白组、缺血再灌注损伤 +高浓度 Klotho蛋白

组，每组 15只。

1.2 动物造模

每组大鼠禁食、不禁水 12 h，腹腔注射 1.5 mL/kg的 3%无

巴比妥，使用结扎大鼠冠状动脉左前降支建立心肌缺血 -再灌

注损伤模型。麻醉后，大鼠仰卧、固定，在心前区、颈部进行备

皮，用碘伏消毒，将颈部皮肤切开，分离气管，盐酸利多卡因浸

润后气管插管，连接动物呼吸机，沿胸骨的左缘第 3、4肋间将

皮肤切开 2~2.5 cm，用小开胸器将切口撑开，剪开心包后轻压

右侧胸廓，将心脏挤出后用止血钳提起左心耳，确定冠状动脉

左前降支，用缝合线进行中位 /高位结扎，之后送心脏至胸腔，

将胸腔中空气、血液清除后，关闭胸腔，监测心电图Ⅱ导联，之

后通过监测大鼠在结扎 30 min后的心电图表现，与术前标准

Ⅱ导联心电图进行比较，造模成功标准：ST 段、T 波抬高及

LAD供血区心肌颜色变为紫白色。结扎 30 min后进行开胸，将

结扎线打开后行再灌注，持续 2 h，之后逐层缝合并关胸，动物

恢复自主呼吸后，测量每组 SD大鼠心肌缺血 -再灌注损伤的

心电图、左室内压各项心功能指标。

1.3 给药

造模前，正常对照组不做胸腔手术即不进行 LAD结扎，缺

血再灌注损伤 +低浓度 Klotho蛋白组腹腔注射（0.01 mg/kg）

的 Klotho蛋白，缺血再灌注损伤 +高浓度 Klotho蛋白组腹腔

注射（0.1 mg/kg）的 Klotho蛋白，缺血再灌注损伤 +生理盐水

组注射同等剂量的 0.9%氯化钠。

1.4 样本处理

每组将 SD大鼠处死后，开腹腔、腹主动脉取血，离心后取

上清液，置于 -80℃冰箱中待检。大鼠造模结束取血后迅速剪下

心脏，取一小块组织置入 2.5%戊二醛固定液中。

1.5 指标检测

使用 ELISA检测 IL-6、IL-1茁、TNF-琢水平。使用 Western

Blotting法检测心肌 NF-资B、I资B琢、I资资茁表达水平；用 ELISA法

采用试剂盒，通过酶标仪检测血清 Klotho蛋白水平；免疫组织

化学染色检测心脏组织 Klotho蛋白表达；检测大鼠心脏组织

中 caspase3、caspase9蛋白酶活性；检测大鼠心脏组织中细胞色

素 C、Bax/Bcl-2蛋白含量。采用高效液相色谱法检测心脏组织

内腺苷酸含量；流式细胞术检测各组心肌细胞中 ROS、SOD、

MDA含量；采用 TUNEL染色检测心脏组织中细胞凋亡。

1.6 统计学方法

SPSS23.0软件，计量资料 x± s 表示，单因素方差、t检验，
P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清炎症因子、NF-资B、I资B琢、I资资茁、Klotho蛋白水平对比
四组间炎症因子、NF-资B、I资B琢、I资资茁、Klotho表达有差异，

P<0.05。

2.2 Klotho蛋白、caspase3、caspase9、细胞色素 C、Bax/Bcl-2蛋

白表达

四组间 Klotho 蛋白、caspase3、caspase9、细胞色素 C、

Bax/Bcl-2蛋白表达有差异，P<0.05。
2.3 腺苷酸含量、氧化应激指标水平

四组间腺苷酸含量、氧化应激指标表达有差异，P<0.05。
2.4 四组心脏组织中细胞凋亡

四组间细胞凋亡情况比较有差异，P<0.05。

3 讨论

心肌缺血 -再灌注损伤疾病发病中炎性反应、氧化应激反

应等有所参与，血管通透性会提高，诱发水肿，引起心肌细胞凋

亡，心肌缺血早期，会出现心肌细胞凋亡，而再灌注会加速心肌

细胞凋亡[4-6]。因此本研究分析了可溶性 Klotho蛋白对调控线

粒体凋亡途径减轻心肌缺血 -再灌注损伤的作用，为临床改善

心脏功能提供新的理论依据。
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本文结果表明，四组间血清 IL-6、IL-1茁、TNF-琢比较有差
异，表明心肌缺血 -再灌注损伤后大鼠血清出现明显炎症反

应，氧化应激反应，可能是由于心肌缺血 -再灌注损伤后大鼠

HMGB1表达活跃，会参与损伤病理过程，刺激炎症细胞，进而

大量分泌 IL-6、IL-1茁、TNF-琢，其会介导组织细胞损伤、坏死，活
化炎症细胞，释放更多炎症细胞因子，进而形成瀑布式损伤，引

起机体的全身炎性反应综合征，机体会释放氧自由基、蛋白酶，

引起微血管损伤等组织损伤[7,8]。四组间 NF-资B、I资资茁、心脏组织
caspase9、ROS、MDA、细胞凋亡、I资B琢、Klotho 蛋白、心脏组织
Klotho 蛋白、caspase3、细胞色素 C、Bax/Bcl-2 蛋白、三磷酸腺

苷、二磷酸腺苷、一磷酸腺苷、SOD比较有差异。缺血再灌注损

伤的重要病理环节为氧化应激，过氧化物、活性氧、氧自由基等

会对细胞核、细胞膜产生破坏，进而出发、加重机体的缺血再灌

注损伤[9]；缺血再灌注损伤时，酸性代谢产物、氧自由基增多、

ATP能量代谢，会引起线粒体通透转化孔开放，导致细胞内外

离子失衡，出现线粒体解偶联，引起细胞凋亡[10]。Klotho蛋白会

抑制各种原因引起的氧化应激反应，其表达缺少会促进氧化应

激反应、活性氧产生，而外源性的上调 Klotho会明显减轻大鼠

的氧化应激反应，增加器官、细胞对氧化应激抵抗[11]。Klotho的

减少与机体炎症反应密切相关，外源性的增加 Klotho水平会

对炎症反应产生抑制作用，降低 IL-6、IL-1茁、TNF-琢水平[12]；外

源性的 Klotho蛋白会明显抑制缺血多种损伤因素引起的心肌

细胞凋亡，在抑制细胞凋亡同时，也可明显减轻 caspase9表达，

表明其可通过对内质网应激产生调节作用，从而对细胞凋亡产

生抑制作用[13]。

总之，Klotho蛋白可维护心肌线粒体的功能、结构完整，提

高心肌组织，减轻炎症反应、氧化应激反应，减少心肌细胞凋

亡，对大鼠心肌缺血 -再灌注损伤起到保护作用。
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趋化 T细胞、B细胞、自然杀伤细胞等免疫细胞经血液进入炎

症区域，促进炎症发生发展[9]。本研究结果显示，血清 MIP-1琢
水平升高是 DTC术后 131I治疗患者预后不良的危险因素。其机

制可能是MIP-1琢升高能结合 CCR1、CCR3、CCR5增强炎症反

应，通过改变肿瘤微环境促进 DIC细胞增殖、迁移、侵袭，进而

导致预后不良风险增加[10]。

氧化应激也是 DIC进展的重要机制，肿瘤细胞因高能量

代谢往往具备很强的氧化应激反应，同时氧化应激反应也能激

活癌基因和调节肿瘤细胞代谢重编程等促进 DIC发生发展[11]。

GPX3是 GPX家族中唯一的外分泌成员，能通过清除活性氧

和一系列过氧化氢物，将其转化为水和无害的氧化型谷胱甘

肽，发挥抗氧化应激的作用[12]。本研究结果显示，血清 GPX3水

平升高为 DTC术后 131I治疗患者预后不良的独立保护因素。原

因可能是血清 GPX3水平升高能通过清除活性氧和过氧化氢

物抑制氧化应激反应，阻断肿瘤细胞代谢重编程，抑制 DTC细

胞恶性生物学进程，从而降低预后不良风险[13]。同时，GPX3升

高还能抑制Wnt/茁-连环蛋白信号通路激活，抑制上皮 -间质转

化，降低 DTC细胞侵袭和迁移能力，进而降低预后不良风险[14]。

综上所述，DTC术后 131I治疗患者的血清 Tg、MIP-1琢水平
升高和 GPX3水平降低与患者预后不良有关。
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