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  摘 要:目的 探究血清组织激肽释放酶6(KLK6)和簇集素(CLU)在血管性痴呆(VD)患者中的表达及

临床意义。方法 选取2020年7月至2021年8月空军军医大学第二附属医院收治的95例VD患者作为VD
组,另选取同期来该院体检的健康者90例作为对照组。比较不同组别中血清 KLK6、CLU水平差异。通过

Pearson相关分析KLK6、CLU与简易精神状态量表(MMSE)评分、美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评

分的相关性。采用受试者工作特征(ROC)曲线评估KLK6、CLU对VD患者预后发生重度功能障碍的诊断价

值。结果 VD组患者血清KLK6、CLU水平较对照组升高,差异有统计学意义(P<0.05)。随着VD患者病

情严重程度的增加,血清KLK6和CLU水平逐渐升高,差异有统计学意义(P<0.05)。随着VD患者神经功

能缺损程度的增加,血清KLK6和CLU水平逐渐升高,差异有统计学意义(P<0.05)。血清KLK6、CLU水平

与 MMSE评分呈负相关,而与NIHSS评分呈正相关(P<0.05)。ROC曲线显示,KLK6和CLU检测的曲线

下面积(AUC)分别为0.832、0.761(Z=7.221,P<0.05;Z=3.392,P<0.05)。KLK6、CLU两项指标联合检

测的AUC为0.873(95%CI:0.838~0.945),其灵敏度和特异度分别为90.48%和79.73%(Z=7.219,P<
0.05)。结论 VD患者血清KLK6和CLU水平与病情程度及神经功能缺损程度关系密切,二者联合检测对

VD患者预后发生重度功能障碍具有良好的诊断效能,可为临床实施早期干预治疗提供科学依据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

serum
 

tissue
 

kallikrein
 

6
 

(KLK6)
 

and
 

clusterin
 

(CLU)
 

in
 

patients
 

with
 

vascular
 

dementia
 

(VD).Methods A
 

total
 

of
 

95
 

patients
 

with
 

VD
 

admitted
 

to
 

the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Air
 

Force
 

Military
 

Medical
 

University
 

from
 

July
 

2020
 

to
 

Au-
gust

 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

VD
 

group,and
 

90
 

healthy
 

patients
 

who
 

came
 

to
 

the
 

hospital
 

for
 

physical
 

exami-
nation

 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

in
 

differ-
ent

 

groups
 

were
 

compared.Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

and
 

the
 

score
 

of
 

the
 

simple
 

mental
 

state
 

scale
 

(MMSE)
 

and
 

the
 

score
 

of
 

the
 

national
 

institutes
 

of
 

health
 

stroke
 

scale
 

(NIHSS).Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

in
 

the
 

prognosis
 

of
 

severe
 

dysfunction
 

in
 

patients
 

with
 

VD.Results The
 

serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

in
 

VD
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).The
 

serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

increased
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

VD
 

patients,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

neurological
 

impairment
 

in
 

VD
 

patients,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

MMSE
 

score,but
 

positively
 

correlated
 

with
 

NIHSS
 

score
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

AUC
 

of
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

were
 

0.832
 

and
 

0.761,respectively
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(Z=7.221,P<0.05;Z=3.392,P<0.05).The
 

AUC
 

of
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

was
 

0.873
 

(95%CI:0.838-
0.945),and

 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

90.48%
 

and
 

79.73%
 

(Z=7.219,P<0.05),respectively.
Conclusion The

 

serum
 

KLK6
 

and
 

CLU
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

VD
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

degree
 

of
 

disease
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

neurological
 

impairment.The
 

combination
 

of
 

the
 

two
 

has
 

a
 

good
 

diagnostic
 

efficacy
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

severe
 

dysfunction
 

in
 

patients
 

with
 

VD,and
 

provides
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

clinical
 

implementa-
tion

 

of
 

early
 

intervention.
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words:vascular
 

dementia; tissue
 

kallikrein
 

6; clusterin

  血管性痴呆(VD)是一种由脑血管疾病所致脑供

血减少的进行性认知障碍性综合征[1-2]。由于脑血管

疾病发生率的增加,VD患者数量也呈不断上升趋

势[1]。高效准确评估 VD的严重程度及预后功能障

碍程度是目前亟待解决的热点问题。组织激肽释放

酶6(KLK6)属于KLK家族,其基因位点位于染色体

19q13.4,含有高度保守的内含子区域,在细胞分裂、
微血管形成及介导炎症因子等方面具有重要作用[3]。
有研究表明,KLK6能够调控少突胶质细胞增殖分

化,促进髓鞘碱性蛋白合成,在维持中枢神经系统髓

鞘完 整 性 方 面 发 挥 关 键 的 调 控 作 用[4]。簇 集 素

(CLU)属于异源二聚体硫酸化糖蛋白,具有抑制组织

修复、促进细胞聚集、转运脂类蛋白、调节生殖能力及

抑制补体反应等多种功能[5]。有研究表明,CLU能够

抑制高密度脂蛋白的合成,影响细胞内胆固醇的跨膜

转运,并诱导巨噬细胞吞噬胆固醇形成泡沫细胞,从
而增加动脉粥样硬化的发生风险[6]。目前,KLK6、

CLU在VD方面鲜有研究,且二者与VD病情严重程

度及对预后功能障碍的诊断能力尚不清楚。因此,本
研究旨在探讨血清KLK6、CLU在VD患者中的表达

及临床意义。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年7月至2021年8月空

军军医大学第二附属医院(以下简称“本院”)收治的

95例VD患者作为VD组。纳入标准:(1)VD诊断符

合文献[7]标准;(2)Hachinski
 

缺血量表评分≥7
分[8];(3)VD组患者既往均患过出血性或缺血性脑血

管疾病;(4)精神状态稳定且具有独立完成相关量表

评分的能力。排除标准:(1)由酒精、感染、药物、营养

障碍及外伤所致的非血管性的痴呆;(2)合并其他影

响认知功能的脑部疾病(如癫痫、帕金森病、脑肿瘤及

脑炎等);(3)伴有重度抑郁,存在自残倾向;(4)依从

性差或意识障碍;(5)伴有先天性神经系统发育异常;
(6)伴有重度视听障碍且无法完成相关量表评分。另

选取同期来本院体检的健康者90例作为对照组。本

院伦理委员会批准本研究,且研究对象或其家属均签

署知情同意书。

1.2 研究方法 研究对象均于空腹状态下采集

10
 

mL静脉血置于抗凝管中,通过离心机(生产厂家:

美国Labnet公司,型号SCI-12)离心,条件为6
 

000
 

r/min(4
 

℃)、离心半径10
 

cm
 

、离心时间5
 

min,收集

上层清液,将其置于-80
 

℃冰箱中保存。采用全自动

生化分析仪(购自瑞士罗氏公司,型号 COBAS
 

IN-
TEGRA

 

800)检测血清 KLK6和CLU 水平,KLK6
试 剂 盒 购 自 武 汉 Elabscience 公 司 (货 号:E-EL-
H0499c),CLU试剂盒购自武汉Elabscience公司(货
号:E-TSEL-H0014)。
1.3 量 表 评 分  (1)采 用 简 易 精 神 状 态 量 表

(MMSE)评分评估VD患者病情严重程度,其中轻度

为 MMSE
 

评分20~24分、中度为 MMSE
 

评分10~
19分、重度为 MMSE

 

评分<10分[9]。(2)采用美国

国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评分评估 VD患

者神经功能缺损程度,其中轻度为NIHSS
 

评分2~4
分、中度为NIHSS

 

评分5~20分、重度为NIHSS
 

评

分21~42分[10]。(3)采用日常生活活动量表(ADL)
评分评估VD患者的预后情况,其中轻度功能障碍为

ADL
 

评分61~99分、中度功能障碍为 ADL
 

评分

41~60分、重度功能障碍为ADL
 

评分≤40分,正常

为ADL
 

评分100分[11]。以上量表均在VD患者清醒

状态下完成。
1.4 统计学处理 采 用 SPSS22.0和 Graphpad

 

Prism
 

5.0软件处理分析,符合正态分布的计量资料

以x±s表示,行t检验。多组间比较应用单因素方

差分 析。利 用 Pearson 相 关 分 析 KLK6、CLU 与

MMSE评分和 NIHSS评分的相关性。利用受试者

工作特征(ROC)曲线分析KLK6、CLU对VD患者预

后发生重度功能障碍的诊断价值。P<0.05表示差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组血清 KLK6、CLU水平比较 VD组患者

血清KLK6、CLU水平较对照组升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表1。
表1  两组血清KLK6、CLU水平比较(x±s)

组别 n KLK6(ng/mL) CLU(μg/mL)

对照组 90 2.35±0.92 37.68±9.09

VD组 95 3.74±1.06 49.07±10.31

t 9.503 7.953

P <0.001 <0.001
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2.2 不同病情严重程度 VD患者血清 KLK6、CLU
水平比较 随着VD患者病情严重程度的增加,血清

KLK6和 CLU 水平逐渐升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表2。
表2  不同病情严重程度VD患者血清KLK6、CLU水平

   比较(x±s)

项目 n KLK6(ng/mL) CLU(μg/mL)

轻度 31 3.15±0.97 42.15±9.65

中度 45 3.92±1.21 51.36±12.06

重度 19 4.28±1.66 54.94±11.27

F 5.753 9.518

P 0.004 <0.001

2.3 不同神经功能缺损程度 VD患者血清 KLK6、

CLU水平比较 随着VD患者神经功能缺损程度的

增加,血清KLK6和CLU水平逐渐升高,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表3。
表3  不同神经功能缺损程度VD患者血清KLK6、CLU

   水平比较(x±s)

项目 n KLK6(ng/mL) CLU(μg/mL)

轻度 33 3.09±1.02 41.68±10.12

中度 49 4.01±1.34 52.02±13.63

重度 13 4.37±1.71 56.71±12.98

F 5.753 10.207

P 0.004 <0.001

2.4 血清KLK6、CLU水平与 MMSE评分和NIH-
SS评分的相关性 血清KLK6、CLU水平与 MMSE
评分呈负相关(P<0.05),而与 NIHSS评分呈正相

关(P<0.05)。见表4。
表4  血清KLK6、CLU水平与 MMSE评分和NIHSS

   评分的相关性

指标
MMSE评分

r P

NIHSS评分

r P

KLK6 -0.763 <0.001 0.739 <0.001

CLU -0.781 <0.001 0.752 <0.001

2.5 血清KLK6、CLU水平对 VD患者预后发生重

度功能障碍的诊断价值 ROC曲线显示,KLK6、

CLU的最佳截断值分别为4.09
 

ng/mL、52
 

μg/mL,

KLK6和 CLU 检测的 AUC分别为0.832、0.761
(Z=7.221,P<0.05;Z=3.392,P<0.05)。KLK6、
CLU两项指标联合检测的 AUC为0.873(95%CI:
0.838~0.945),其灵敏度和特异度分别为90.48和

79.73(Z=7.219,P<0.05)。见图1、表5。

图1  血清KLK6、CLU水平对VD患者预后发生重度功能

障碍的诊断价值

表5  血清各指标对VD患者预后发生重度功能障碍的诊断价值

项目 最佳截断值 AUC(95%CI) 约登指数 灵敏度(%) 特异度(%) 假阳性率(%) 假阴性率(%)

KLK6 4.09
 

ng
 

/mL 0.832(0.742~0.923) 0.70 85.71 83.78 16.22 14.29

CLU 52.00
 

μg
 

/mL 0.761(0.610~0.911) 0.57 71.43 85.14 14.86 28.57

KLK6+CLU - 0.873(0.838~0.945) 0.70 90.48 79.73 20.27 9.52

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  VD作为脑梗死的常见并发症,是一种与脑血管

疾病相关的智能减退及认知功能障碍综合征。VD临

床表现为定向力与记忆力下降、注意力不集中及认知

功能障碍等,具有病程长、致残率高的特点。有研究

表明,我国VD发病率为1.2%~3.1%,且发病率逐

年增加,炎性反应、胆碱能系统损伤、血管内皮细胞功

能障碍及神经元凋亡是 VD形成的关键机制[1,11]。

VD是目前唯一能够预防的痴呆类型,早期筛查出评

估VD的严重程度及预后的指标有重要意义。

KLK6是 一 种 胰 岛 素 样 丝 氨 酸 蛋 白 酶,长 约

265
 

kb,具有保守的三联体残基结构,主要通过无活

性的前体蛋白酶催化发挥作用[2]。虽然 KLK6广泛

表达于脑组织中,但多集中于在少突胶质细胞内,通
过作用于环核苷酸磷酸二酯酶激活G蛋白偶联受体,
调控细胞分裂周期、Ⅳ型胶原合成及纤黏蛋白转录等

过程[2]。有研究表明,KLK6能够与线粒体中的细胞

色素C结合,经胞吐作用释放,并在细胞外间隙被水

解为不溶性颗粒α-突触核蛋白,该物质聚集于大脑神

经核 团 中,加 速 帕 金 森 病 形 成[4]。SRIVASTAVA
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等[12]发现,大鼠癫痫发作时,海马体和大脑皮层区组

织内的KLK6水平明显增加,可能是导致脑部异常放

电的重要因素。王政等[13]发现,缺血性脑卒中患者血

清KLK6水平升高,且表达水平越高,患者神经损伤

越严重,预后越差。本研究中VD组血清KLK6水平

明显高于对照组,提示血清 KLK6与 VD的发生有

关。其原因可能是 VD患者脑内的少突胶质大量凋

亡,细胞裂解后其内的 KLK6释放入血,导致血清

KLK6水平升高[12]。本研究中随着 VD患者病情严

重程度、神经功能缺损程度的增加,血清中 KLK6水

平逐渐升高,提示KLK6在VD的进展中发挥一定作

用,并可能对神经元的生命活动具有一定的调控作

用。这与DUKIC等[11]研究结果具有一致性。KLK6
能够促进神经元内的淀粉样前体蛋白发生淀粉样变

性,使淀粉样蛋白β(Aβ)大量聚集于脑组织内,通过

细胞毒性作用使大量神经细胞凋亡,增加VD的患病

风险。PATRA等[4]发现,血清 KLK6水平升高后,
通过抑制蛋白酶激活受体-2表达,使自噬蛋白调控因

子Beclin1失活,阻止自噬过程启动,导致凋亡细胞无

法及时清除而聚集于脑组织中,进一步加剧脑组织

损伤。

CLU又称载脂蛋白J,其编码基因位于8q12,由
8个内含子和9个外显子构成,在神经退行性疾病、代
谢异常疾病及癌症等疾病中发挥重要作用[14]。LIU
等[15]发现,CLU能够激活蛋白激酶1/2信号通路,促
进肺动脉平滑肌细胞增殖,从而引起肺动脉高压。有

研究表明,CLU能够结合转化生长因子β受体1、活
化转化生长因子β信号通路,加速动脉中层退行性

变,诱导黏多糖和蛋白聚糖聚集于动脉内膜处,增加

血管损伤风险[16]。朱小泉等[17]研究发现,CLU基因

变异增加了晚发型阿尔茨海默和认知功能障碍发病

风险,与认知功能损伤有关。动物研究表明,急性缺

血损伤后,编码CLU的基因的多态性发生变化,从而

引起Aβ前体蛋白的表达和Aβ的产生增加[18]。LIU
等[19]在对72例脑卒中后认知受损患者的研究与随访

发现,Aβ沉积与脑卒中后3年内认知功能下降具有

显著相关性。本研究中VD组血清CLU水平高于对

照组,提示血清CLU水平可能与 VD发生有关。其

具体机制目前尚不清楚,可能是 VD发生后,编码

CLU的基因启动子位点AP-1被激活,从而转录翻译

合成CLU并释放入血,导致血清CLU水平升高[6]。
本研究中随着 VD患者病情严重程度和神经功能缺

损程度的增加,血清中 CLU 水平逐渐升高,提 示

CLU可能参与VD进展的调控,可能对神经功能具有

一定影响。这与 DUKIC等[11]研究结果一致。XU
等[6]发现,CLU能够使Aβ快速沉积于颅内供血血管

中,导致血管通透性增加,破坏血脑屏障,从而损伤大

脑的神经传导功能。同时,CLU能够与糖蛋白结合,
吸附可溶性的 Aβ,并在淀粉样蛋白斑中沉积,阻碍

Aβ被机体清除,并通过改变其结构域,增加 Aβ的毒

性,加重脑组织的损伤程度[16]。
本研 究 结 果 显 示,血 清 KLK6、CLU 水 平 与

MMSE评分呈负相关,而与 NIHSS评分呈正相关,
提示血清KLK6、CLU水平与痴呆严重程度和神经损

伤程度具有相关性,在定量评估严重程度和神经损伤

程度方面具有潜在价值。本研究结果显示,随着 VD
患者预后功能障碍的加重,血清中 KLK6和CLU水

平逐渐升高,提示血清KLK6和CLU水平可能与VD
患者预后发生功能障碍有关,且具有促进功能障碍加

重的作用。其原因可能是脑血管疾病发生时,炎症因

子大量释放,诱导氧化应激反应,刺激 KLK6合成释

放,而KLK6又通过正反馈作用,加剧氧化应激反应,
促进活性氧合成,损伤脑内神经细胞和轴突,使神经

损伤程度和痴呆严重程度提高,诱导VD患者预后发

生功能障碍,降低患者预后生活质量[20]。血清CLU
水平升高能够刺激星形胶质细胞,使其处于应激状

态,从而释放大量的促炎介质和细胞因子,导致神经

元和神经轴索发生退行性变,造成神经功能损伤,使
脑部功能受损,增加VD患者预后发生功能障碍的风

险[21]。ROC曲线显示,KLK6联合CLU能够提高诊

断VD患者预后重度功能障碍的效能,对减轻或阻止

重度功能障碍的发生具有一定帮助。

VD患者血清中 KLK6和 CLU 水平均明显升

高。同时,血清中 KLK6和CLU水平能够在一定程

度上反映VD患者的病情程度及神经功能缺损程度。

KLK6联合CLU检测对VD患者预后重度功能障碍

具有良好的诊断效能,且灵敏度较高,为临床实施早

期干预治疗提高有力帮助,但受试验设备的限制,血
清中KLK6和CLU变化的具体机制尚不清楚,需要

在后续研究中逐步证实。
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