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Ｋｌｏｔｈｏ对慢性肾脏病相关的动脉粥样硬化斑块不稳定性的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）对动脉粥样硬化斑块稳定性的影响
和Ｋｌｏｔｈｏ蛋白在此病理过程中的作用。方法　采用８周龄雄性Ａｐｏｅ－／－小鼠制备５／６肾毁损ＣＫＤ动物
模型，高脂饮食１２周，并通过腹腔注射Ｋｌｏｔｈｏ蛋白（０．０１ｍｇ／ｋｇ，每２天注射１次）进行治疗。实验分为
假手术组（ｓｈａｍ组）、ＣＫＤ组和 Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组，每组 ８只小鼠。对各组小鼠主动脉根部层面切片，行
ＨＥ和αＳＭＡ免疫荧光染色，观察ＣＫＤ对动脉粥样硬化斑块大小和纤维帽厚度的影响。体外培养人血
管平滑肌（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）细胞，实验分４组，分别使用 ＣＫＤ５期患者血清（ＣＫＤ
组）或者健康人血清（对照组）单独及联合Ｋｌｏｔｈｏ蛋白进行孵育，观察各组细胞 ＲＯＳ水平和衰老细胞所
占比例。结果　与ｓｈａｍ组比较，ＣＫＤ组动脉粥样硬化斑块面积显著增加［（３．５３±０．３４）×１０５ｖｓ（２．２１±
０．２１）×１０５μｍ２，Ｐ＜０．０１］，纤维帽明显变薄［（８．４３±１．７４）ｖｓ（２１．２１±２．２７）μｍ，Ｐ＜０．０１］，腹腔注射
Ｋｌｏｔｈｏ蛋白后可以显著抑制以上病理变化（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，ＣＫＤ组半乳糖苷酶阳性 ＶＳＭＣｓ
细胞比例明显增加（Ｐ＜０．０１），ＶＳＭＣｓ细胞ＲＯＳ水平显著增加（Ｐ＜０．０１），Ｋｌｏｔｈｏ蛋白预孵育后能显著抑
制ＣＫＤ导致的半乳糖苷酶阳性ＶＳＭＣｓ细胞增加（Ｐ＜０．０１）和 ＲＯＳ水平增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＶＳＭＣｓ
细胞衰老是ＣＫＤ导致动脉粥样硬化斑块不稳定性发生的重要原因，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白在此过程中发挥保护
作用。
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　　心血管疾病是慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＣＫＤ）患者最常见的并发症，也是导致患者死亡
的主要原因［１］。动脉粥样硬化斑块破裂是 ＣＫＤ患者
心血管疾病恶性事件发生的重要病理基础［２］，动脉粥

样硬化斑块的纤维帽变薄是发生斑块不稳定性和斑块

破裂的重要原因［３］，而纤维帽中的血管平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）的活性和数量
是维持纤维帽厚度和动脉粥样硬化斑块稳定性的关键

因素［４］。新近研究表明，不稳定性斑块的纤维帽变

薄，纤维帽中的 ＶＳＭＣｓ呈现低增殖能力和衰老现象，
导致斑块易破裂进而导致心血管恶性事件的发生［５］。

ＣＫＤ是一种衰老相关性疾病［６］，ＣＫＤ患者具有多种衰
老特征的临床表现［７］，新近动物实验和体外细胞实验

也已经证实，ＣＫＤ可导致多种细胞衰老进而导致个体
衰老［８］。但是 ＣＫＤ与 ＶＳＭＣｓ衰老的关系及 ＶＳＭＣｓ
衰老在ＣＫＤ促进斑块不稳定性中的作用尚不清楚。
　　Ｋｌｏｔｈｏ基因是１９９７年由 ＫＵＲＯＯ等［９］在研究原

发性高血压病动物实验中发现的一种与衰老密切相关

的基因。Ｋｌｏｔｈｏ基因缺失的小鼠寿命显著缩短，并表
现出类似于人类衰老的各种表现，如动脉粥样硬化、皮

肤萎缩、运动失调、骨质疏松、不育症等［９］。而过表达

Ｋｌｏｔｈｏ的转基因小鼠则表现为寿命延长，说明它有抗
衰老的特性［１０］。因此，Ｋｌｏｔｈｏ基因也被称为抗衰老基
因。我们之前报道过 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白对 ＣＫＤ引起的内皮
损伤［１１］、左室肥厚［１２］和血栓形成［１３］具有明显的保护

作用。因此，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白是重要的心血管保护因子，并
且Ｋｌｏｔｈｏ蛋白的心血管保护作用与其强大的抗氧化
应激特性密切相关。本课题组曾报道 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白在
小鼠尿毒症动脉粥样硬化模型（Ａｐｏｅ－／－小鼠制备 ５／６
肾毁损ＣＫＤ动物模型）中的表达显著降低［１４］，但是

Ｋｌｏｔｈｏ蛋白是否对 ＣＫＤ引起的动脉粥样硬化斑块不
稳定性发挥作用还并不明确。因此，本研究以 Ａｐｏｅ－／－

小鼠制备５／６肾毁损ＣＫＤ动物模型和人 ＶＳＭＣｓ细胞
株为研究对象，探讨ＣＫＤ对动脉粥样硬化斑块稳定性
的影响和Ｋｌｏｔｈｏ蛋白在此病理过程中的作用，初步揭

示ＣＫＤ导致动脉粥样硬化斑块不稳定性的机制，并为
其防治提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验材料和试剂
　　８周龄雄性 Ａｐｏｅ－／－小鼠和高脂饲料购自北京华
阜康公司；ＶＳＭＣｓ细胞株购于美国 ＡＴＣＣ细胞库；
ＤＭＥＭ低糖培养基、胰酶、胎牛血清购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；ＰＢＳ、４％多聚甲醛、柠檬酸盐、免疫染色一抗稀
释液、ＦＩＴＣ标记山羊抗兔免疫荧光二抗、ＤＡＰＩ染色
液、抗荧光淬灭剂、ＤＣＦＨＤＡ探针购自上海碧云天公
司；αＳＭＡ抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；山羊血清购自
北京中杉金桥公司；半乳糖苷酶染色试剂盒购自美国

ＣＳＴ公司；Ｋｌｏｔｈｏ蛋白购自美国Ｒ＆Ｄ公司。
１．２　制备动物模型和分组
　　５／６肾毁损ＣＫＤ动物模型建模方法为：８周龄雄
性Ａｐｏｅ－／－小鼠麻醉消毒后，先电凝右侧肾皮质 ２／３，
２周后行左侧全肾切除。实验分３组（每组８只小鼠）：
①假手术组（ｓｈａｍ组）；②ＣＫＤ组；③Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组。
ｓｈａｍ组小鼠只进行麻醉、消毒、打开肾脏包膜，不做肾
脏电凝和切除。ＣＫＤ组小鼠按ＣＫＤ动物模型方法进行
建模。Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组小鼠则在 ＣＫＤ术后通过腹腔注
射Ｋｌｏｔｈｏ蛋白（０．０１ｍｇ／ｋｇ，每２天注射１次）建模。左
肾切除术后ＣＫＤ组、Ｓｈａｍ组和 Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组持续以
高脂饲料饲养１２周。１２周后收集小鼠血清和心脏，检
测血脂、肌酐和尿素氮水平以评估小鼠建模是否成功。

小鼠心脏进行固定、脱水、包埋、石蜡切片，完成 ＨＥ染
色和免疫荧光染色实验。实验按陆军军医大学动物伦

理委员会批准的动物保护指南实施。

１．３　ＨＥ染色
　　取各组小鼠心脏以 ４％多聚甲醛固定 ２４ｈ，脱水
后石蜡包埋切片，切片厚度为４μｍ。ＨＥ染色：将主动
脉根部石蜡切片置于６０℃孵箱中脱蜡３０ｍｉｎ，分别经
水化、苏木精染色２ｍｉｎ、伊红染色３０ｓ、梯度浓度乙醇
分化脱水、二甲苯透明、风干后中性树胶封片。染色后
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的ＨＥ切片使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜拍照。使用 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行斑块面积定量分析。
１．４　αＳＭＡ免疫荧光染色
　　脱蜡、水化方法同ＨＥ染色，水化后切片置于柠檬
酸盐溶液中，９５℃的水浴锅中进行抗原修复３０ｍｉｎ，自
然冷却后使用山羊血清室温封闭１５ｍｉｎ，按１∶１００稀释
αＳＭＡ抗体，滴加至切片上，４℃孵育过夜。第２天，ＰＢＳ
洗切片３次，滴加山羊抗兔免疫荧光抗体 ３７℃孵育
１ｈ，而后ＰＢＳ洗切片３次，ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ，抗荧光淬
灭剂滴加后盖玻片封片。免疫荧光切片使用蔡斯７８０
共聚焦显微镜拍照。使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进
行纤维帽厚度分析。

１．５　ＶＳＭＣｓ细胞培养和分组
　　ＶＳＭＣｓ细胞株，置于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养液中于３７℃，５％ＣＯ２的恒温培养箱进行培养，当细
胞贴壁融合至 ８０％以上用 ０．２５％胰酶进行消化并传
代。实验分４组：①对照组（Ｎｏｒｍａｌ组）：使用 １０％健
康人血清孵育 ７２ｈ；②Ｋｌｏｔｈｏ＋Ｎｏｒｍａｌ组：１０％健康人
血清 培 养 的 条 件 下 使 用 Ｋｌｏｔｈｏ蛋 白 预 孵 育
（２００ｐｍｏｌ／Ｌ，预孵育 ３０ｍｉｎ）；③ＣＫＤ组：使用 １０％
ＣＫＤ５期患者血清孵育 ７２ｈ；④Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组：１０％
ＣＫＤ５期患者血清培养的条件下使用Ｋｌｏｔｈｏ蛋白预孵
育（２００ｐｍｏｌ／Ｌ，预孵育３０ｍｉｎ）。本研究经本院伦理
委员会批准（２０１２０５０１）。
１．６　细胞半乳糖苷酶染色
　　按照细胞衰老测定试剂盒说明检测，按上述方法
分组处理细胞后，ＰＢＳ洗３次，１０％多聚甲醛室温固定

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，根据说明书配制染色工作液，在
３７℃无ＣＯ２的孵育箱中染色１６ｈ，第２天ＰＢＳ洗３次后，
使用Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜拍照，并分析记录阳性细胞比例。
１．７　细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测
　　按照１∶１０００用无血清培养液稀释 ＤＣＦＨＤＡ探
针，使终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。去除细胞培养液，加入稀
释好的 ＤＣＦＨＤＡ１ｍＬ。３７℃细胞培养箱内孵育
２０ｍｉｎ。用无血清细胞培养液洗涤细胞 ３次，０．２５％
胰酶消化为单细胞悬液后使用流式细胞仪 ＢＤｖｅｒｓｅ
上机检测，使用 ＦｌｏｗＪｏＶ１０．３进行结果分析和作图。
１．８　统计学分析
　　实验重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０
统计软件，实验中多组间比较用单因素方差分析，组间

比较采用ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　ＣＫＤ对动脉粥样硬化斑块面积的影响和 Ｋｌｏｔｈｏ
的作用

　　检测各组小鼠血清血脂、肌酐、尿素氮水平，结果
显示，与 ｓｈａｍ组比较，ＣＫＤ组小鼠肌酐、尿素氮显著
升高，Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组小鼠肌酐、尿素氮较 ＣＫＤ组显著
降低（Ｐ＜０．０１，表１）；血脂水平在各组中无明显变化
（Ｐ＞０．０５，表１），表明建模成功。
　　将各组小鼠的主动脉根部层面切片进行 ＨＥ染
色。结果显示，与ｓｈａｍ组比较，ＣＫＤ组小鼠主动脉根
部层面的斑块面积显著增大，腹腔注射 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白可
以显著抑制ＣＫＤ导致的动脉粥样硬化斑块面积增加
（Ｐ＜０．０１，图１）。

表１　各组小鼠血肌酐、尿素氮及血脂水平变化（ｍｇ／ｄＬ，ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
组别 ＴＣＨ ＬＤＬ ＨＤＬ ＢＵＮ ＳＣＲ
ｓｈａｍ组 ８０８．７５±４５．９９ ２９６．８８±３３．２９ ４０．５１±４．２８ ３９．８６±３．８４ ０．５６±０．０７
ＣＫＤ组 ８０９．１３±５４．５８ ２９７．５０±３２．７０ ４０．７０±３．８３ ８０．４０±８．２０ａ ０．８１±０．０７ａ

Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组 ８０５．１３±４７．９４ ２９５．２５±３２．３３ ３９．８９±４．４３ ５５．４８±５．７５ｂ ０．７２±０．０５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＫＤ组比较
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Ａ：主动脉根部ＨＥ染色；Ｂ：动脉粥样硬化斑块面积定量分析　１：ｓｈａｍ组；２：ＣＫＤ组；３：Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与
ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＫＤ组比较

图１　ＨＥ染色检测Ｋｌｏｔｈｏ蛋白对ＣＫＤ导致的动脉粥样硬化斑块面积的影响
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２．２　ＣＫＤ对纤维帽厚度的影响和Ｋｌｏｔｈｏ的作用
　　对ｓｈａｍ组、ＣＫＤ组和Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组的主动脉根
部层面行 αＳＭＡ免疫荧光染色，分析 ＣＫＤ对纤维帽
厚度的影响和Ｋｌｏｔｈｏ的作用。结果显示，ＣＫＤ组的纤
维帽厚度较ｓｈａｍ组显著变薄，腹腔注射Ｋｌｏｔｈｏ蛋白显
著抑制 ＣＫＤ引起的纤维帽变薄（Ｐ＜０．０１，图２）。以
上结果提示，ＣＫＤ导致动脉粥样硬化斑块不稳定性增
加，表现为斑块面积增加和纤维帽变薄，而 Ｋｌｏｔｈｏ蛋
白在此病理过程中发挥明显的保护作用。

２．３　ＣＫＤ血清对 ＶＳＭＣｓ细胞衰老表型的影响和
Ｋｌｏｔｈｏ的作用

　　半乳糖苷酶染色（衰老标志物）提示，ＣＫＤ血清孵
育７２ｈ后，与健康人血清孵育后相比，半乳糖苷酶阳
性ＶＳＭＣｓ比例显著增加。Ｋｌｏｔｈｏ蛋白预孵育可以显
著抑制ＣＫＤ引起的半乳糖苷酶阳性ＶＳＭＣｓ比例增加
（Ｐ＜０．０１，图３）。以上结果提示ＣＫＤ诱导ＶＳＭＣｓ衰
老是ＣＫＤ导致纤维帽变薄和斑块不稳定的重要机制，
而Ｋｌｏｔｈｏ蛋白可以抑制 ＣＫＤ诱导 ＶＳＭＣｓ细胞衰老，
进而对ＣＫＤ导致的斑块纤维帽变薄和斑块不稳定发
挥保护作用。
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图２　αＳＭＡ免疫荧光染色分析ＣＫＤ对纤维帽厚度的影响和Ｋｌｏｔｈｏ的作用

! " # $

组别

"% !& "% !&

"% !& "% !&

'()&*+

组
,+(-.(/'()&*+

组

0,1

组
,+(-.(/0,1

组

!2

!3

!$

!"

!%

2

3

$

"

%

半
乳
糖
苷
酶
阳
性
细
胞
比
例
（
4

）

*

5

6

7
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图３　半乳糖苷酶染色观察ＣＫＤ血清对ＶＳＭＣｓ细胞衰老表型的影响和Ｋｌｏｔｈｏ的作用

３６４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）



! " # $

组别

%

&

"'(

"((

!'(

!((

'(

(

细
胞

)
*
+

相
对
水
平
（
,

）

空白对照组

-./0%1

组

21.34.5-./0%1

组

627

组

21.34.5627

组

6
.
8
9
3

76:;!7<

< =

$((

#((

"((

!((

(

!(

$

!(

'

!(

>

!(

?

Ａ：流式细胞仪检测ＤＣＦＨＤＡ探针标记细胞 ＲＯＳ水平；Ｂ：细胞 ＲＯＳ相对水平　１：Ｎｏｒｍａｌ组；２：Ｋｌｏｔｈｏ＋Ｎｏｒｍａｌ
组；３：ＣＫＤ组；４：Ｋｌｏｔｈｏ＋ＣＫＤ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｎｏｒｍａｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＫＤ组比较

图４　ＤＣＦＨＤＡ探针分析ＣＫＤ血清对ＶＳＭＣｓ细胞ＲＯＳ生成的影响和Ｋｌｏｔｈｏ的作用

２．４　ＣＫＤ血清对 ＶＳＭＣｓ细胞 ＲＯＳ生成的影响和
Ｋｌｏｔｈｏ的作用

　　使用ＤＣＦＨＤＡ探针标记 ＶＳＭＣｓ，检测 ＣＫＤ血清
孵育后ＶＳＭＣｓ的 ＲＯＳ水平。结果提示，ＣＫＤ血清孵
育后，与健康人血清孵育后相比，ＶＳＭＣｓ细胞 ＲＯＳ水
平显著增加，而Ｋｌｏｔｈｏ蛋白预孵育可以显著抑制 ＣＫＤ
引起的ＶＳＭＣｓ细胞 ＲＯＳ水平增加（Ｐ＜０．０１，图 ４）。
以上结果说明 ＣＫＤ引起 ＶＳＭＣｓ的 ＲＯＳ大量生成是
ＣＫＤ导致ＶＳＭＣｓ衰老的重要机制，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白可以抑
制ＣＫＤ导致的ＶＳＭＣｓ细胞ＲＯＳ增加和衰老。

３　讨论

　　本研究通过动物实验发现 ＣＫＤ导致动脉粥样硬
化斑块不稳定性的显著增加，表现为斑块面积明显增

大和纤维帽显著变薄。初步研究其机制为 ＣＫＤ导致
ＶＳＭＣｓ细胞ＲＯＳ显著增加和衰老。并且，我们通过对
小鼠进行腹腔注射 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白和体外 Ｋｌｏｔｈｏ蛋白预
孵育发现，Ｋｌｏｔｈｏ蛋白在ＣＫＤ导致动脉粥样硬化斑块
不稳定性和ＶＳＭＣｓ细胞衰老中发挥保护作用。
　　既往ＢＲＯ等［１５］报道Ａｐｏｅ－／－ＣＫＤ模型，但其研究
关注于ＣＫＤ导致动脉粥样硬化斑块加速进展和血管
钙化，而本研究更关注动脉粥样硬化斑块的稳定性。

在ＣＫＤ患者中，急性心肌梗死的发生率是普通人群的
７．４倍，而斑块稳定性是心血管恶性血栓事件发生的
病理基础［１６］，与患者预后有着密不可分的关系，研究

斑块稳定性更有利于探究心血管恶性血栓事件的发生

机制和防治措施。但是 ＣＫＤ导致斑块不稳定性的机
制并不明确，本研究初步探讨了ＣＫＤ导致动脉粥样硬
化斑块不稳定性的机制。

　　纤维帽是由 ＶＳＭＣｓ和其分泌的纤维和细胞外基
质构成，ＶＳＭＣｓ在动脉粥样硬化斑块的发生发展中起
着重要作用，尤其是对晚期动脉粥样硬化斑块的稳定

性。既往已经报道 ＶＳＭＣｓ衰老能促进斑块不稳定性
的发生，但机制并未完全阐明。ＷＡＮＧ等［５］报道斑块

ＶＳＭＣｓ中 ＴＲＦ２蛋白表达明显减少，该研究通过
ＶＳＭＣｓ特异ＴＲＦ２点突变小鼠使ＶＳＭＣｓ中ＴＲＦ２功能
缺失，发现 ＴＲＦ２功能缺失导致 ＶＳＭＣｓ衰老增加，进
而增加了斑块和坏死核面积，导致动脉粥样硬化斑块

不稳定；相反，过表达 ＴＲＦ２后能减少 ＶＳＭＣｓ衰老，并
减少斑块和坏死核面积，增加斑块稳定性，提示延缓

ＶＳＭＣｓ衰老，对维持斑块稳定性起着十分重要的作
用。本研究中，此现象得到进一步佐证，即 ＶＳＭＣｓ衰
老增加斑块不稳定性，结果显示：Ｋｌｏｔｈｏ蛋白能够保护
ＣＫＤ诱导的ＶＳＭＣｓ衰老，进而保护 ＣＫＤ导致的纤维
帽变薄和斑块不稳定性，为ＣＫＤ相关的动脉粥样硬化
斑块不稳定性的防治提供新靶点。但是本研究的不足

之处在于仅在体外细胞实验中证实 ＣＫＤ导致 ＶＳＭＣｓ
衰老，ＣＫＤ是否可以加速小鼠斑块纤维帽中的 ＶＳＭＣｓ
衰老，甚至是人斑块纤维帽中的 ＶＳＭＣｓ衰老，将是后
期研究工作关注的重点。

　　既往研究发现，ＲＯＳ和细胞衰老关系密切，ＲＯＳ
通过导致ＤＮＡ损伤、线粒体损伤［１７］等，进而导致细胞

衰老，ＲＯＳ的大量产生是衰老的重要机制。而 ＶＳＭＣｓ
细胞中 ＲＯＳ主要来自线粒体和 ＮＡＤＰＨ家族［１８］。

ＮＡＤＰＨ家族主要包括：ＮＯＸ１、ＮＯＸ２、ＮＯＸ３、ＮＯＸ４、
ＮＯＸ５等［１９］。既往研究发现 ＮＯＸ４来源的 ＲＯＳ在年
龄相关性心血管疾病中发挥重要作用。线粒体功能异

常也可导致ＲＯＳ的大量产生，并促进动脉粥样硬化进

４６４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



展［２０］。ＣＫＤ是一种衰老相关疾病，其诱导细胞衰老的
机制与引起细胞生成大量 ＲＯＳ有密切的关系。而
ＣＫＤ内环境复杂，导致细胞 ＲＯＳ生成增多、细胞衰老
的因素有很多，相比较使用单因素如硫酸吲哚酚或是

硫酸对甲酚处理细胞，本研究采用尿毒症患者血清处

理细胞，更能模拟尿毒症患者体内复杂的内环境。本

研究发现，尿毒症患者血清孵育后，ＲＯＳ显著升高在
ＣＫＤ诱导ＶＳＭＣｓ细胞衰老中发挥重要作用，但是此
病理生理过程中ＲＯＳ的来源并未阐明清楚，这将是我
们今后研究工作的重要关注点。

　　综上所述，本研究发现 ＣＫＤ引起 ＶＳＭＣｓ细胞
ＲＯＳ显著增加和ＶＳＭＣｓ细胞衰老，导致动脉粥样硬化
斑块不稳定性的发生。进而推测在 ＣＫＤ状态下，
ＶＳＭＣｓ细胞衰老是ＣＫＤ患者高心血管恶性事件发生
率的重要机制。本研究还发现，通过外源性补充

Ｋｌｏｔｈｏ蛋白能显著抑制 ＣＫＤ诱导的 ＶＳＭＣｓ细胞 ＲＯＳ
增加和 ＶＳＭＣｓ细胞衰老，进而保护 ＣＫＤ引起的动脉
粥样硬化斑块不稳定性，为防治ＣＫＤ引起的动脉粥样
硬化斑块不稳定性提供了新的治疗思路和靶点。
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