
·论  著·

糖尿病视网膜病变患者血清Klotho、NEP、
Vaspin水平的改变及临床意义*

万 方1,孟新丹2,彭 镜2△

1.重庆大学附属三峡医院眼科,重庆
 

404000;2.重庆市万州区爱尔眼科医院眼科,重庆
 

404000

  摘 要:目的 探讨血清Klotho、脑啡肽酶(NEP)、脂肪特异性丝氨酸蛋白酶抑制剂(Vaspin)在糖尿病视

网膜病变(DR)患者中的表达及临床意义。方法 选取2017年1月至2019年12月在重庆大学附属三峡医院

接受治疗的180例2型糖尿病患者作为研究对象,根据患者有无视网膜病变分为DR组(n=106)与非糖尿病视

网膜病变(nDR)组(n=74)。根据DR分期将患者分为非增殖性视网膜病变组(nPDR组,n=66)和增殖性视网

膜病变组(PDR组,n=40)。同期,另选取该院体检健康志愿者60例作为对照组。采用酶联免疫吸附法检测血

清Klotho、NEP、Vaspin水平。出院后随访1年,根据患者是否发生视力残疾,分为预后不良组(n=23)与预后

良好组(n=83)。绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析血清Klotho、NEP、Vaspin水平对DR患者视力残疾的

评估价值。结果 DR组血清Klotho水平低于nDR组、对照组(P<0.05),DR组血清NEP、Vaspin水平分别

高于nDR组、对照组(P<0.05)。与nPDR组相比,PDR组血清Klotho明显降低(P<0.05),NEP和Vaspin
水平明显升高(P<0.05)。多因素分析结果显示,糖尿病病程、糖化血红蛋白(HbA1c)、胰岛素抵抗指数(HO-
MA-IR)及血清Klotho、NEP、Vaspin是DR发生的独立影响因素(P<0.05)。与无视力残疾者相比,视力残疾

者血清Klotho水平明显降低(P<0.05),NEP和 Vaspin水平明显增 高(P<0.05)。血 清 Klotho、NEP、
Vaspin预测DR患者视力残疾的曲线下面积(AUC)分别为0.760、0.798、0.817。结论 DR患者血清Klotho
水平降低,血清NEP、Vaspin水平升高,与患者病情进展及不良预后密切相关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

serum
 

Klotho,neprilysin
(NEP)

 

and
 

Fat
 

specific
 

serine
 

protease
 

inhibitor(Vaspin)
 

in
 

patients
 

with
 

diabetic
 

retinopathy(DR).Methods
 A

 

total
 

of
 

180
 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes
 

mellitus
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

Three
 

Gorges
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Chongqing
 

University
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.According
 

to
 

the
 

presence
 

or
 

absence
 

of
 

retinopathy,patients
 

were
 

divided
 

into
 

DR
 

group(n=106)
 

and
 

nDR
 

group(n=
74).According

 

to
 

DR
 

stage,patients
 

were
 

divided
 

into
 

non-proliferative
 

retinopathy
 

group(nPDR
 

group,n=
66)

 

and
 

proliferative
 

retinopathy
 

group(PDR
 

group,n=40).During
 

the
 

same
 

period,60
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

had
 

physical
 

examination
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

as
 

control
 

group.Enzyme-linked
 

im-
munosorbent

 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

Klotho,NEP,and
 

Vaspin
 

levels.The
 

patients
 

were
 

followed
 

up
 

for
 

1
 

year
 

after
 

discharge.According
 

to
 

whether
 

the
 

patients
 

had
 

visual
 

disability,they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group(n=23)
 

and
 

the
 

good
 

prognosis
 

group(n=83).Drew
 

receiver
 

operating
 

characteristic
(ROC)

 

curve
 

to
 

analyze
 

the
 

evaluation
 

value
 

of
 

serum
 

Klotho
 

protein,NEP
 

and
 

Vaspin
 

on
 

visual
 

disability
 

in
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DR
 

patients.Results The
 

serum
 

Klotho
 

level
 

of
 

the
 

DR
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

nDR
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group(P<0.05).The
 

serum
 

NEP
 

and
 

Vaspin
 

levels
 

of
 

the
 

DR
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

nDR
 

group
 

and
 

control
 

group(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

nPDR
 

group,the
 

serum
 

Klotho
 

in
 

the
 

PDR
 

group
 

was
 

significantly
 

lower,and
 

the
 

levels
 

of
 

NEP
 

and
 

Vaspin
 

were
 

significantly
 

higher(P<0.05).The
 

results
 

of
 

mul-
tivariate

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

course
 

of
 

diabetes,HbA1c,HOMA-IR
 

and
 

serum
 

Klotho,NEP,and
 

Vaspin
 

were
 

independent
 

factors
 

that
 

affected
 

the
 

occurrence
 

of
 

DR(P<0.05).Compared
 

with
 

those
 

without
 

visual
 

disabilities,the
 

serum
 

Klotho
 

of
 

visually
 

disabled
 

patients
 

was
 

significantly
 

lower,and
 

the
 

levels
 

of
 

NEP
 

and
 

Vaspin
 

were
 

significantly
 

higher(P<0.05).The
 

AUC
 

of
 

serum
 

Klotho,NEP
 

and
 

Vaspin
 

predicted
 

visual
 

dis-
ability

 

in
 

DR
 

patients
 

were
 

0.760,0.798
 

and
 

0.817,respectively.Conclusion Serum
 

Klotho
 

is
 

decreased
 

in
 

DR
 

patients
 

and
 

serum
 

NEP
 

and
 

Vaspin
 

are
 

increased.The
 

changes
 

in
 

the
 

levels
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

pa-
tients'

 

disease
 

progression
 

and
 

poor
 

prognosis.
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  糖尿病视网膜病变(DR)是糖尿病微血管病变的

常见类型,是以视网膜微循环障碍异常为主要病理特

征的致盲性眼病[1]。据报道,糖尿病患者失明风险是

非糖尿病人群的25倍,严重影响着患者的生活质

量[2]。Klotho为成纤维细胞生长因子23结合蛋白,
具有抗炎、抗氧化应激、保持血管扩张等作用。研究

发现,Klotho表达水平与糖尿病心肌病的发生、发展

有关,是糖尿病患者发生心肌病的保护因素[3]。脑啡

肽酶(NEP)是一种依赖锌的金属内肽酶,可通过降解

血管紧张素、内皮素、P物质等生物活性肽,从而影响

血管内皮功能,抑制
 

NEP可减缓糖尿病肾病病情的

发展[4-5]。脂肪特异性丝氨酸蛋白酶抑制剂(Vaspin)
是内脏脂肪组织分泌的新型脂肪因子,与胰岛素增

敏、抗炎及脂代谢紊乱等有关。目前,关于联合检测

血清Klotho、NEP、Vaspin在DR发生中的报道较少。
为提高预测DR发生的特异度,从而减缓DR患者病

情进展及防止不良预后的发生,本研究通过检测

Klotho、NEP、Vaspin在DR患者血清表达水平,探讨

其临床意义,为DR防治提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2019年12月在

重庆大学附属三峡医院(以下称“该院”)眼科接受治

疗的180例2型糖尿病患者作为研究对象,根据患者

有无视网膜病变分为DR组(n=106)与非糖尿病视

网膜病变(nDR)组(n=74)。DR组患者男57例,女
49例;平均年龄(56.82±10.13)岁;平均体质量指数

(BMI)为(24.91±2.06)kg/m2;有吸烟史51例,有饮

酒史40例。nDR组患者男40例,女34例;平均年龄

(56.34±9.20)岁;平均BMI为(24.75±1.83)kg/
m2;有吸烟史36例,有饮酒史31例。同期,另选取该

院体检健康志愿者60例作为对照组,其中男30例,
女30例;平 均 年 龄(55.91±8.76)岁;平 均 BMI
(24.25±1.71)kg/m2;有吸烟史28例,有饮酒史24
例。3组受试者的年龄、性别、BMI等一般资料相比,
差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。本研究

已通过该院医学伦理委员会审核批准。
1.2 纳入和排除标准 纳入标准:(1)所有患者均符

合糖尿病的诊断标准[6];(2)DR患者均符合中华医学

会眼科学会眼底病学组制定的DR诊断标准[7],并经

眼底镜检查和眼底荧光血管造影确诊;(3)年龄>18
岁;(4)临床资料完整;(5)患者及其家属均签署知情

同意书。排除标准:(1)1型糖尿病、妊娠期糖尿病等

其他类型糖尿病;(2)恶性肿瘤患者;(3)严重心、肝、
肾等功能不全者;(4)急慢性感染患者;(5)自身免疫

性疾病及造血系统疾病患者;(6)合并青光眼、白内障

等其他眼部疾病患者;(7)妊娠及哺乳期女性。
1.3 方法

1.3.1 血清 Klotho、NEP、Vaspin检测 采集入院

者24
 

h内空腹静脉血5
 

mL,常规离心、分离血清,置
于-70

 

℃冰箱待测。Klotho试剂盒、NEP试剂盒为

上海酶联免疫生物有限公司产品,Vaspin试剂盒为上

海酶研生物科技有限公司产品。用酶联免疫吸附法

测定,严格按试剂说明书操作进行,Thermo酶标仪

(Multiskan
 

Fc)为北京益奥柏科贸有限公司产品。
1.3.2 临床资料收集 收集糖尿病患者临床资料,
包括年龄、性别、BMI、吸烟史、饮酒史、糖尿病病程、
空腹血糖(FPG)、糖化血红蛋白(HbA1c)、胰岛素抵

抗指数(HOMA-IR)等。
1.3.3 DR分期及预后随访 根据2002年国际临床

DR分期标准[8]将所有DR患者分为非增殖性视网膜

病变组(nPDR 组,n=66)和增殖性视网膜病变组

(PDR组,n=40)。进行1年随访,评估患者的视力残

疾情况,分为视力残疾组(n=23)与无视力残疾组

(n=83)。视力残疾诊断标准:优眼最佳视力<0.3或

视野半径<10[1],用标准对数远视力表。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件对数据

进行分析。正态分布的计量资料以x±s表示,多组

间比较采用方差分析,两组间比较采用LSD-t检验;
计数资料以百分数表示,两组比较采用χ2 检验。用

COX回归模型进行多因素分析;绘制受试者工作特
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征(ROC)曲线,分析血清Klotho、NEP、Vaspin对DR
患者病情及预后状况的预测价值。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组研究对象血清Klotho、NEP、Vaspin的变化

 与对照组比较,DR组血清 Klotho水平明显降低

(P<0.05),NEP和 Vaspin水 平 明 显 升 高(P<
0.05);

 

进一步观察DR组和nDR组发现,与nDR组

比较,DR组血清 Klotho水平明显降低(P<0.05),
NEP和Vaspin水平明显升高(P<0.05)。见表1。

表1  3组间血清Klotho、NEP、Vaspin
   水平比较(x±s)

组别 n Klotho(pg/mL) NEP(U/L) Vaspin(ng/mL)

对照组 60 438.27±131.41 75.91±28.22 0.69±0.31

nDR组 74 324.51±120.86* 114.62±37.35* 1.42±0.76*

DR组 106 189.66±93.52*# 153.28±46.10*# 2.85±1.03*#

F 95.114 83.751 24.460

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组相比,*P<0.05;与nDR组相比,#P<0.05。

2.2 PDR 组、nPDR 组 患 者 血 清 Klotho、NEP、
Vaspin水平比较 与nPDR 组比较,PDR 组血清

Klotho水平明显降低(P<0.05),NEP和 Vaspin水

平明显升高(P<0.05)。见表2。
2.3 血清Klotho、NEP、Vaspin检测对糖尿病中DR
发生的预测价值 ROC曲线结果显示,血清Klotho、
NEP、Vaspin预测DR发生的曲线下面积(AUC)分
别为0.714、0.761、0.810,灵敏度为0.751、0.770、0.

786,特异度为0.771、0.689、0.724。见图1。
表2  两组DR患者血清Klotho、NEP、

   Vaspin水平比较(x±s)

组别 n
Klotho
(pg/mL)

NEP
(U/L)

Vaspin
(ng/mL)

nPDR组 66 217.59±103.84 142.13±36.57 2.12±1.13

PDR组 40 143.58±79.61 171.68±50.13 4.05±1.69

t 15.092 10.154 8.717

P <0.001 <0.001 <0.001

图1  血清Klotho、NEP、Vaspin预测糖尿病患者

DR发生的ROC曲线

2.4 DR发生的影响因素分析 COX多因素回归分

析显 示,糖 尿 病 病 程、HbA1c、HOMA-IR 及 血 清

Klotho、NEP、Vaspin是 DR 发生的独立影响因素

(P<0.05)。见表3。

表3  DR发生的影响因素分析

指标
单因素分析

OR(95%CI) P

多因素分析

OR(95%CI) P

年龄
 

0.891(0.679~1.050) 0.334 - -

性别
 

1.032(0.958~1.740) 0.216 - -

BMI
 

1.154(1.003~2.269) 0.087 - -

吸烟史
 

0.670(0.415~0.827) 0.152 - -

饮酒史
 

1.081(0.862~2.053) 0.101 - -

糖尿病病程 1.242(1.105~3.176) 0.009 1.107(1.011~2.830) 0.019

FPG 2.013(1.426~4.309) 0.105 - -

HbA1c
 

1.076(1.011~2.958) 0.010 1.025(1.008~2.117) 0.023

HOMA-IR
 

1.354(1.020~4.176) 0.001 1.101(1.019~3.053) 0.010

Klotho
 

0.518(0.377~0.925) 0.001 0.423(0.275~0.816) 0.005

NEP 1.611(1.225~5.081) <0.001 1.249(1.056~3.372) 0.001

Vaspin 2.130(1.572~6.349) <0.001 1.518(1.190~4.126) 0.001

  注:-表示未进行多因素分析;FPG为空腹血糖。

2.5 视力残疾组与无视力残疾组血清Klotho、NEP、
Vaspin水平的比较 与无视力残疾组比较,视力残疾

组血清 Klotho水平明显降低(P<0.05),NEP和

Vaspin水平明显升高(P<0.05)。见表4。
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2.6 血清Klotho、NEP、Vaspin预测DR患者视力残

疾发生的价值 ROC曲线结果显示,血清 Klotho、
NEP、Vaspin检测预测DR患者视力残疾的AUC分

别为0.760、0.798、0.817,见图2。
表4  无视力残疾组和视力残疾组患者血清Klotho、NEP、

   Vaspin水平的比较(x±s)

组别 n
Klotho
(pg/mL)

NEP
(U/L)

Vaspin
(ng/mL)

无视力残疾组 83 212.40±110.39 139.76±41.02 2.06±0.97

视力残疾组 23 107.61±52.08 202.07±80.95 5.70±2.43

t 19.582 14.131 10.156

P <0.001 <0.001 <0.001

图2  血清Klotho、NEP、Vaspin预测DR患者

视力残疾的ROC曲线

3 讨  论

  DR是糖尿病常见眼部并发症之一,表现为视力

减退、视物变形和闪光感等症状,若不能及时采取有

效的治疗,将导致患者的视力严重受损,其已成为人

类最主要的致盲因素之一[9]。据报道,有20%~40%
的糖尿病患者可并发DR,其中约8%的患者会丧失视

力[10]。而近年来,随着人们生活方式改变及饮食习惯

改变,糖尿病发病率呈逐年增加趋势,DR致盲人数也

逐渐增加,严重影响着患者的身体健康及生存预后。
因此,尽早预测及干预DR发生,及时采取合理治疗

措施,对改善患者预后状态有重要临床意义。
研究发现,高血糖、炎症反应、脂代谢紊乱、氧化

应激反应、新生血管生成、动脉粥样硬化等因素与DR
的发生、发展密切相关[11]。Klotho是一种单次跨膜

蛋白,具有抗炎、抗氧化、抗动脉粥样硬化、促进血管

新生、保护血管内皮及 Wnt信号转导等作用。Klotho
蛋白也可增加胰腺β细胞数量、胰岛素储存和分泌水

平,使血清胰岛素水平升高,维持机体糖代谢平衡,而
Klotho蛋 白 表 达 降 低 与 DM 发 生 密 切 相 关[12]。
Klotho蛋白可参与PI3K-Akt/内皮型一氧化氮合酶

信号转导通路来抵抗体内氧化应激,其通过激活

PI3K-Akt信号通路,抑制软脂酸诱导的细胞凋亡,来
延缓糖尿病微血管病变进展[13]。丁浩等[14]报道显

示,血清Klotho
 

蛋白水平与糖尿病患者大血管病变

发生密切相关,是大血管病变的独立预测因子。本研

究结果显示,DR组血清 Klotho水平低于nDR组及

对照组,nDR组血清 Klotho水平低于对照组,PDR
组血清Klotho水平低于nPDR组,说明Klotho降低

与DR的发生、发展密切相关。这可能与患者处于病

理状态下,可导致血管内皮细胞发生一定损伤,使体

内NO生成减少,从而使Klotho水平降低,进一步加

重患者病情,与报道[15]一致。
NEP是一种完整的膜结合金属肽酶,相对分子质

量为90×103,其在心血管调节、免疫反应、细胞增殖、
胎儿发育等方面发挥着重要作用。同时,NEP也与机

体胰岛素抵抗、血压和脂质代谢调节有关,并在肥胖

症和糖尿病的发展中起着重要作用。肾素-血管紧张

素系统的激活可导致炎症、血管重塑和氧化损伤,DR
发生与眼内局部

 

RAS
 

的激活密切相关[16]。而抑制

NEP表达可抑制肾素-血管紧张素系统激活,减轻其

对血管内皮细胞的氧化损伤,从而对微血管有保护作

用,延缓DR病情进展[17]。本研究发现,DR组血清

NEP水平高于nDR组、对照组,PDR组血清NEP水

平高于nPDR组,提示NEP表达升高可加速DR患者

病情发展。张校康等[18]报道,在 DR患者中,血清

NEP随着患者病情加重逐渐升高,说明NEP参与糖

尿病视网膜病变的发生、发展。
Vaspin是一种新型的脂肪因子,其可参与动脉粥

样硬化进程、糖代谢紊乱的发生,增加胰岛素敏感性

及免疫反应等,并在内皮功能障碍和炎症反应中起到

重要作用。Vaspin在血糖代谢过程中发挥重要作用,
其可能通过抑制肝糖原输出途径或增加肝细胞胰岛

素信号传导系统中的细胞因子来维持β细胞生长、增
殖与存活,从而调节胰岛素的合成与分泌,维持血糖

水平[19]。王然等[20]报道,与健康对照组相比,糖尿病

患者血清Vaspin水平明显升高,说明血清Vaspin变

化与糖尿病发生密切相关。Vaspin通过调节多种信

号通路参与炎症反应,使机体活性氧产生增多,加剧

内皮功能紊乱及障碍,导致糖尿病血管病变的发生、
发展。研究表明:血清 Vaspin水平与糖尿病肾病患

者病情严重程度密切相关,并随患者病情加重其血清

水平逐渐升高[21]。YANG等[22]研究发现,较高血清

Vaspin水平与糖尿病患者 DR发生密切相关,血清

Vaspin是DR的重要预测因子。本研究也发现,DR
组血清Vaspin水平明显高于nDR组、对照组,其血清

Vaspin水平随患者病情加重逐渐升高,与既往报

道[21-22]相似。
研究表明,血清 NEP水平升高可促进糖尿病患

者DR的发生、发展,并对DR病情进展有较高预测价

值[23]。本 研 究 发 现,血 清 Klotho水 平 降 低,血 清
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NEP、Vaspin水平升高是糖尿病患者DR发生的重要

危险因素,提示 Klotho水平降低,NEP、Vaspin水平

升高可促进DR发生、进展,与既往报道[15,22-23]一致,
说明入院时检测糖尿病患者血清 Klotho、NEP及

Vaspin水平变化,可尽早了解患者DR发生,及时采

取有效干预措施,以减缓患者病情发展。本研究还发

现:与无视力残疾者比较,视力残疾者血清Klotho水

平明显降低,NEP和 Vaspin水 平 明 显 增 高,血 清

Klotho、NEP、Vaspin预测DR患者视力残疾的AUC
均大于0.5,说明血清Klotho、NEP、Vaspin水平变化

对DR患者的视力残疾发生有一定预测价值。但是,
本研究是单中心研究,且选取的样本量较少,今后尚

需多中心、大样本量和前瞻性队列研究加以验证。
综上所述,DR患者血清 Klotho水平明显降低,

NEP和 Vaspin水平明显升高。血清 Klotho、NEP、
Vaspin水平是 DR发生的独立影响因素,检测血清

NEP、Vaspin、Klotho水平对预测DR患者视力残疾

发生有一定参考价值,也为糖尿病患者选择治疗方

案、减少或延缓DR发生、特别是减少或延缓视力残

疾的发生提供理论依据。
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