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血清 Klotho蛋白、视锥蛋白样蛋白 -1、高迁移率族蛋白 1

与阿尔茨海默病患者认知功能和预后不良的关系 *
常 琳 高永红△ 赵 洲 连雪梅 李亚男

（北京航天总医院干部医疗科 北京 100076）

摘要目的：探讨阿尔兹海默病（AD）患者血清 Klotho蛋白、视锥蛋白样蛋白 -1（VILIP-1）、高迁移率族蛋白 1（HMGB1）与认知功

能及预后的关系。方法：选取 2019年 4月 -2021年 5月在我院接受治疗的 136例 AD患者作为 AD组，另选取 150例同时期在我

院进行体检的健康志愿者作为对照组，应用酶联免疫吸附法检测两组血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达水平，采用简易精

神状态检查量表（MMSE）评估两组认知功能，采用 Pearson相关性分析以上三指标与MMSE评分之间的关系；AD患者根据治疗

1年后的预后情况分为预后良好组（n=74）与预后不良组（n=62），应用单因素、多因素 Logistic 回归分析引发 AD患者预后不良的

危险因素；采用受试者工作特征（ROC）曲线评估血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1联合检测对 AD患者预后的预测效能。结果：

AD组的MMSE评分、血清 Klotho蛋白水平显著低于对照组，而血清 VILIP-1及 HMGB1水平显著高于对照组（均 P＜0.05）；

Pearson相关性结果显示血清 Klotho蛋白水平与 MMSE评分之间呈显著正相关（P＜0.05），而血清 VILIP-1、HMGB1水平与

MMSE评分之间呈显著负相关（均 P＜0.05）；多因素 Logistic回归分析显示血清 VILIP-1、HMGB1水平升高是引发 AD患者预后

不良的独立危险因素，而血清 Klotho蛋白水平升高是其保护因素（P＜0.05）；ROC曲线显示 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1联合

检测 AD患者曲线下面积为 0.839，敏感度为 80.65%，特异度为 83.78%。结论：血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达水平与

AD患者认知功能和预后均具有较强的关联性，临床可以通过联合检测以上三指标辅助评估 AD患者的预后。
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Relationship between Serum Klotho Protein, Visinin-Like Protein 1,
High Mobility Group Box 1 Protein and Cognitive Function
and Poor Prognosis in Patients with Alzheimer's Disease*

To investigate the relationship between serum Klotho protein, visinin-like protein 1 (VILIP-1), high

mobility group box 1 protein (HMGB1) and cognitive function and prognosis in patients with Alzheimer's disease (AD). 136

patients with AD who received treatment in our hospital from April 2019 to May 2021 were selected as the AD group, and another 150

healthy volunteers who underwent physical examination in our hospital during the same period were selected as the control group. The

expression levels of serum Klotho protein, VILIP-1 and HMGB1 in the two groups were detected by enzyme-linked immunosorbent

assay. The cognitive function in the two groups was assessed by the Mini-Mental State Examination Scale (MMSE), and the relationship

between the above three indicators and MMSE score was analyzed by Pearson correlation. The patients with AD were divided into good

prognosis group (n=74) and poor prognosis group (n=62) according to the prognosis at 1 year after treatment. Univariate and multivariate

Logistic regression were used to analyze the risk factors of poor prognosis in patients with AD. Receiver operating characteristic (ROC)
curve was used to evaluate the predictive efficacy of combined detection of serum Klotho protein, VILIP-1 and HMGB1 in patients with

AD. MMSE score and serum Klotho protein level in the AD group were significantly lower than those in the control group,

while serum VILIP-1 and HMGB1 levels were significantly higher than those in the control group (all P＜0.05). Pearson correlation

results showed that serum Klotho protein level was significantly positively correlated with MMSE score (P＜0.05), while serum VILIP-1

and HMGB1 levels were significantly negatively correlated with MMSE score (all P＜0.05). Multivariate Logistic regression analysis
showed that increased serum VILIP-1 and HMGB1 levels were independent risk factors for poor prognosis in patients with AD, while

increased serum Klotho protein level was a protective factor (P＜0.05). ROC curve showed that the area under the curve of Klotho

protein, VILIP-1 and HMGB1 in the combined detection of patients with AD was 0.839, the sensitivity was 80.65%, and the specificity
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Baseline data AD group(n=136) Control group(n=150) 掊2/t P

Age(years) 61.73依8.35 59.67依9.83 1.900 0.058

Male[n(%)] 56(41.18) 69(46.00) 0.675 0.411

BMI(kg/m2) 21.49依1.32 21.42依1.41 0.433 0.666

Education level[n(%)] 0.321 0.792

Primary School and below 89(65.44) 105(70.00)

Middle School to High School 39(28.68) 34(22.67)

University or above 8(5.88) 11(7.33)

High density lipoprotein(mmol/L) 1.00依0.58 1.07依0.48 -1.116 0.266

Low density lipoprotein(mmol/L) 2.06依0.67 2.01依0.65 0.640 0.523

Total cholesterol(mmol/L) 3.98依1.02 3.83依1.14 1.168 0.244

表 1 AD组与对照组基线资料对比

Table 1 Comparison of baseline data in the AD group and control group

前言

阿尔兹海默病（Alzheimer's disease，AD）作为常发于老年

群体的神经系统变性疾病，是引发老年痴呆的主要原因之一[1]。

该病早期症状多表现为运动、协调能力降低，并出现进行性的

认知功能障碍，但大多数症状无显著特异性，具有一定隐匿

性[2]。目前临床中对于 AD的发病机制尚不明确，但多数研究结

果显示其与遗传、年龄等多种影响因素均有密切联系，且目前

仍缺乏有效评估 AD病情进展及预后的相关机制 [3，4]。随着对

AD研究的不断深入，有研究表明 Klotho基因为一种与抗衰老

有密切联系的基因，在 Zhao Y [5] 等学者的动物实验中表示

Klotho基因过表达的 AD小鼠具有更加优秀的学习与记忆能

力，但作为 Klotho基因的产物 -Klotho蛋白表达水平与 AD患

者之间的关系还尚不清楚。另外据研究显示，视锥蛋白样蛋白

-1（Visinin-like protein-1，VILIP-1）作为主要表达于人脑内海马

区及内皮质的一种神经系统钙传感蛋白，能够在一定程度上反

应神经元损伤情况，并参与 AD发展过程[6，7]。近年来还有研究

显示 AD发生与炎症反应之间也有重要联系[8]，其中高迁移率

族蛋白 1（high mobility group box 1 protein，HMGB1）作为参与

机体固有性免疫应答的一类炎性介质 [9]，推测其可能也参与

AD炎性反应过程。因此本研究主要通过分析 AD患者血清

Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达水平与认知功能和预后的

关系，为评估 AD患者病情及预后提供有效的预测指标奠定理

论基础。

1 资料及方法

1.1 一般资料

选取 2019年 4月 -2021年 5月在我院接受治疗的 136例

AD患者作为 AD组，纳入标准：（1）符合《2018中国痴呆与认

知障碍诊治指南（二）：阿尔茨海默病诊治指南》中 AD的相关

诊断标准[10]；（2）患者表现出明显的运动、协调、认知能力下降

等症状；（3）患者或其家属知情并同意本研究；（4）具有完整的

临床及一般资料。排除标准：（1）合并重度脑血管疾病；（2）由药

物、代谢、外伤等因素导致的痴呆症状；（3）随访期间内失访；

（4）伴有其他严重脏器疾病；（5）精神疾病患者。另选取 150例

同时期在我院进行体检且认知功能均为正常水平的健康志愿

者作为对照组，两组基线资料比较差异无统计学意义（P＞
0.05），具有可比性，见表 1。本研究承诺对患者的一般信息及临

床资料采取保密措施，不做其他用途。研究方案经由我院伦理

委员会审核批准。

was 83.78%. The serum Klotho protein, VILIP-1 and HMGB1 expression levels are strongly correlated with the cognitive

function and prognosis of patients with AD, and the above three indicators can be used to assist the prognosis assessment of patients with

AD.

Alzheimer's disease; High mobility group box 1 protein; Visinin-like protein 1; Klotho protein; Cognitive function;

Prognosis

1.2方法

1.2.1 血清 Klotho 蛋白、VILIP-1、HMGB1 检测 收集 AD

组、对照组清晨空腹静脉血各 5 mL，加入抗凝管中处理后放入

离心机中，设置离心参数 3000 rpm（离心速率）、12.5 cm（离心

半径）、10 min（离心时间），离心完毕后留取上层清液放入冰箱

中待测，采用酶联免疫吸附法测定两组血清 Klotho 蛋白、

VILIP-1、HMGB1表达；用套有橡皮吸头的 0.2 mL吸管小心吸

取用包被液稀释好的抗原，沿孔壁准确滴加 0.1 mL至每个塑

料板孔中，防止气泡产生，置于 37℃恒温箱过夜；快速甩动塑

料板，倒出包被液。用另一根吸管吸取洗涤液，加入板孔中，洗

涤液量以加满但不溢出板孔为宜，室温放置 3 min，甩出洗涤

液，再加洗涤液，重复上述操作三次；用三根套有橡皮吸头的
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表 2 AD组与对照组血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1、MMSE评分对比

Table 2 Comparison of serum Klotho protein, VILIP-1, HMGB1 and MMSE score in the AD group and control group

Groups n MMSE(scores) Klotho protein(pg/mL) VILIP-1(ng/L) HMGB1(滋mol/L)

AD group 136 14.47依8.68 687.81依29.74 181.63依49.75 29.21依4.42

Control group 150 28.34依1.45 756.63依37.52 136.68依36.29 13.64依3.28

t -18.766 -17.073 8.785 34.031

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

0.2 mL吸管，小心吸取稀释好的血清（待检、阳性、阴性血清），

准确加 0.1 mL于对应板孔中，第 4孔中加 0.1 mL洗涤液，于

37℃恒温箱中放置 10 min，在水池边甩出血清，洗涤液洗三次；

用吸管沿孔壁上部小心准确加入 0.1 mL酶标抗体（不能让血

清沾污吸管），37℃恒温箱中放置 10 min，同上倒空，洗涤三次；

按比例加过氧化氢（H2O2）于配制的底物溶液中，立即用吸管吸

取此种溶液，分别加于板孔中，每孔 0.1 mL，置 37℃恒温箱中

显色 5～15 min；待阳性对照有明显颜色后，立即加一滴 2 mol/L

硫酸（H2SO4）终止反应，酶标仪（背景普朗新技术有限公司，

DNM-9602A型）波长 490nm处检测吸光度（OD值），Klotho蛋

白、VILIP-1、HMGB1试剂盒均由上海酶联生物科技有限公司

提供。所有操作严格按照试剂盒说明书进行。

1.2.2 AD患者的治疗及预后评估 所有 AD患者均参照相关

诊治指南[10]进行治疗，对伴有高血糖、高血压、高血脂的患者实

行个体化治疗方案，治疗期间给予患者相应的康复训练、营养

支持。所有 AD患者均接受为期 1年的治疗。

将由 AD患者长期卧床引发的深静脉血栓等原因导致的

死亡或者由于患者抵抗力下降引发的感染等原因导致的脑卒

中视为预后不良。根据治疗 1年后的预后情况，将 136例 AD

患者分为预后良好组（74例）与预后不良组（62例）。

1.2.3 认知功能障碍评估 本研究采用简易精神状态检查量

表（MMSE）对 AD患者的认知功能进行评估，该量表主要通过

7个维度、30个项目对受试者进行检测，按照回答正确、回答错

误或答不知道分别计 1、0分，分值范围在 0~30分，27分以下

为认知功能障碍；根据文化程度评价认知功能：文盲≤ 17分，

小学≤ 20分，初中及以上≤ 24分为痴呆[11]。

1.3 统计学处理

应用 SPSS 25.0统计软件进行数据分析。符合正态分布和

方差齐性的计量资料采用均数依标准差表示，组间采用独立样
本 t检验。计数资料以百分率做描述性统计分析，采用 掊2检验。

Pearson相关系数检测血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达

水平与MMSE评分的相关性；单因素、多因素 Logistic回归分

析引发 AD患者预后不良的危险因素；受试者工作特征（ROC）

曲线分析血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1联合检测对 AD

患者预后的预测效能。以上数据均以 P＜0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 AD 组与对照组血清 Klotho 蛋白、VILIP-1、HMGB1、

MMSE评分对比

AD组的MMSE评分、血清 Klotho蛋白表达水平显著低

于对照组，而血清 VILIP-1、HMGB1水平显著高于对照组（均

P＜0.05），详见表 2。

2.2 血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达与MMSE评分的

相关性分析

Pearson相关性分析显示血清 Klotho 蛋白与 MMSE 评分

之间呈显著正相关（r=0.787，P＜0.001），而血清 VILIP-1、

HMGB1 水平与 MMSE 评分之间呈显著负相关（r=-0.669、-0.

752，P＜0.001），详见图 1。

2.3 单因素分析引发 AD患者预后不良的危险因素

预后良好组与预后不良组在血清 Klotho 蛋白、VILIP-1、

HMGB1表达、高密度脂蛋白水平、MMSE评分、体育锻炼比例

方面表现出了显著差异（均 P＜0.05），详见表 3。

2.4 多因素分析引发 AD患者预后不良的危险因素

将 2.4中具有差异的因素进行多因素分析，以预后情况作

为因变量（预后良好 =0，预后不良 =1）。自变量赋值情况：体育

锻炼（有 =0；无 =1），血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1 表达

水平、高密度脂蛋白水平、MMSE评分均以原值录入。多因素

Logistic 回归分析显示血清 VILIP-1、HMGB1水平升高是引发

AD患者预后不良的独立危险因素，而血清 Klotho蛋白水平升

高是其保护因素（P＜0.05），详见表 4。

2.5 血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1 对 AD 患者预后的预

测效能

各指标预测效能评估见表 5，ROC曲线显示 Klotho蛋白、

VILIP-1、HMGB1联合检测对 AD患者预后具有较高的预测价

值，其曲线下面积为 0.839，敏感度为 80.65%，特异度为

83.78%，详见图 2。

3 讨论

AD作为发生于老年前期及老年的中枢神经退行性疾病，

该病主要特征为进行性的认知功能障碍及行为损害，因此在临

床中多表现为失语、人格及行为改变等症状[12，13]。目前对该病暂

无有效的治愈方式，只能通过长期的综合疗法缓解症状，从而

延缓病情发展，因此有效的预后预测指标对评估 AD患者病情

发展具有重要意义 [14]。虽目前对 AD的具体发病机制尚未探

明，但随着研究的不断深入，发现炎性介质[15]、神经系统蛋白[16]、

抗衰老基因[17]等与 AD发生、发展有着密切关联。因此本研究

通过观察 AD患者血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达情

况，并分析其与 AD患者认知功能及预后的关系，且对其可能
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表 3单因素分析引发 AD患者预后不良的危险因素

Table 3 Univariate analysis of risk factors for poor prognosis in patients with AD

Factors Good prognosis group(n=74) Poor prognosis group(n=62) 掊2/t P

Age(years) 61.52依9.12 61.98依9.45 0.287 0.774

Male[n(%)] 30(40.54) 26(41.94) 0.027 0.869

BMI(kg/m2) 21.51依1.41 21.47依1.39 0.166 0.869

Diabetes[n(%)] 34(45.95) 32(51.61) 0.434 0.510

Hypertension[n(%)] 37(50.00) 34(54.84) 0.317 0.574

Education level[n(%)] 0.474 0.519

Primary School and below 48(64.86) 41(66.13)

Middle School to High School 21(28.38) 18(29.03)

University or above 5(6.76) 3(4.84)

High density lipoprotein(mmol/L) 1.07依0.36 0.92依0.21 2.893 0.004

Low density lipoprotein(mmol/L) 2.12依0.61 1.99依0.62 1.229 0.221

Total cholesterol(mmol/L) 4.02依0.73 3.93依0.87 0.656 0.513

Klotho protein(pg/mL) 715.53依34.46 654.73依31.28 10.685 <0.001

VILIP-1(ng/L) 167.35依32.57 198.67依45.42 -4.671 <0.001

HMGB1(滋mol/L) 25.57依4.46 33.56依4.19 -10.695 <0.001

Physical exercise[n(%)] 6.522 0.011

Yes 58(78.38) 36(58.06)

No 16(21.62) 26(41.94)

Course of disease(years) 15.63依4.43 16.02依4.81 -0.491 0.624

MMSE(scores) 15.81依2.12 12.87依3.19 6.417 ＜0.001

图 1血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达与MMSE评分的相关性分析

Fig. 1 Correlation analysis between serum Klotho protein, VILIP-1, HMGB1 expression and MMSE score
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机制进行说明，为有效评估 AD患者预后及改善结局提供参考。

研究显示 Klotho蛋白主要分布于大脑、小肠、前列腺、脑

室脉络丛等组织，在前列腺、肾脏等位置所表达的 Klotho蛋白

能够进入血液循环，而分布于脑室脉络丛的 Klotho蛋白能够

直接进入脑脊液，其作为衰老抑制基因，能够通过保护内皮功

能及调节一氧化氮分泌从而抑制胰岛素信号及氧化应激反应，

起到减缓细胞凋亡速度、抗衰老的作用[18]。Zhou H等[19]在基础

研究中发现 Klotho蛋白能够改善 AD小鼠的认知功能，其主

要是通过抑制 IGF-1/Akt/mTOR信号通路中的相关蛋白及基因

从而改善记忆障碍。本研究中通过与对照组相比，AD组患者

的血清 Klotho蛋白显著下降，与MMSE评分呈正相关，血清

Klotho蛋白升高是影响 AD患者预后的保护因素（P＜0.05）。

Klotho蛋白能够对 insulin/IGF-1通路产生调节作用从而改善

氧化应激作用，进而充当神经保护因子，而 insulin/IGF-1通路

通过调控 Akt/Fox0转录因子从而诱导相关抗氧化酶因子的转

录水平，进而对体内过表达的活性氧清除[20]，因此说明高表达

的 Klotho蛋白参与了神经保护作用，能够降低 AD患者神经受

损程度。另由于 Klotho蛋白还是位于肾脏、前列腺、脑等组织

的一种钙磷调节蛋白，缺乏 Klotho蛋白会加速氧化应激反应

从而加快细胞衰亡，进而降低组织抵御损伤与自我恢复的能

力，因此 Klotho蛋白作为 AD患者不良预后的保护因素，其表

达水平变化对评估 AD患者预后具有重要意义[21]。

在 AD患者病理过程中，钙离子作为信使参与中枢神经系

统的信号传导，而 VILIP-1作为调控神经元内钙离子稳态的蛋

白之一，促使神经元发生损伤[22]。Dhiman K等[23]也在研究中表

示，VILIP-1能够促进神经元细胞的异常磷酸化及凋亡。本研究

中，AD组的血清 VILIP-1水平显著高于对照组，且与 MMSE

评分呈负相关，并且血清 VILIP-1水平升高作为影响 AD患者

预后的危险因素，在 AD的发展过程中具有重要作用。分析其

机制主要为当 AD 患者 VILIP-1 表达升高时，过表达的

VILIP-1通过影响神经元细胞中的钙离子稳态从而促使神经元

发生变形直至坏死，而受损、坏死的神经元细胞膜通透性上升

会使大量的 VILIP-1进而释放入脑脊液，形成负反馈调节闭

环，进一步加重认知功能障碍[24]。从上述结论中能够进一步证

实 AD患者MMSE评分随着 VILIP-1表达增高而降低，同时

VILIP-1高表达也预示着 AD患者神经元细胞受损较为严重，

因此整体预后较差。

通过对比两组血清 HMGB1 结果显示，AD 组血清

HMGB1表达水平显著高于对照组，且与 MMSE评分呈负相

关，且血清 HMGB1水平升高是影响 AD患者预后的独立危险

因素。首先，HMGB1作为分布于真核细胞核内的、具有高度保

守性的一种非组蛋白核蛋白，其可与多种转录因子或晚期糖基

化终末产物受体（receptor of advanced glycation endproducts，

RAGE）相结合从而参与基因转录、重组、修复等生物学过

程 [25，26]。从 HMGB1易与 RAGE结合的这一特性来看，当细胞

在外界刺激下发生凋亡时，大量的 HMGB1从细胞核内释放，

促进炎性因子的产生[27]。而在 AD患者中，由于 RAGE广泛分

Variable 茁 S.E. Wald掊2 P OR 95%CI

Klotho protein -1.332 0.721 3.411 0.001 0.239 0.080~0.592

VILIP-1 0.067 0.036 3.467 0.012 1.357 1.024~3.183

HMGB1 0.058 0.031 3.516 0.010 1.727 1.124~3.665

表 4多因素分析引发 AD患者预后不良的危险因素

Table 4 Multivariate analysis of risk factors for poor prognosis in patients with AD

Indicators
Area under the

curve
95%CI Sensitivity(%) Specificity(%) Truncation value Youden index

Klotho protein 0.632 0.545-0.713 53.23 77.03 ≤ 672.31pg/ml 0.3026

VILIP-1 0.530 0.442-0.616 70.97 40.54 ＞163.61ng/L 0.1151

HMGB1 0.631 0.544-0.712 45.16 77.03 ＞29.89umol/L 0.2219

Combined

detection
0.839 0.766-0.896 80.65 83.78 -- 0.6443

表 5血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1对 AD患者预后的预测效能

Table 5 Prognostic efficacy of serum Klotho protein, VILIP-1 and HMGB1 in patients with AD

图 2 ROC曲线评估血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1对 AD患者预

后的预测效能

Fig.2 ROC curve evaluated the predictive efficacy of serum Klotho protein,

VILIP-1 and HMGB1 in patients with AD
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布于神经系统的血脑屏障内皮表面、神经元细胞及胶质细胞

中，因此当 HMGB1过表达时，大量的 HMGB1与 RAGE相结

合，将 茁-淀粉样蛋白（amyloid茁-protein,A茁）由细胞外转移到细
胞内，促进炎性反应发生，从而造成 AD患者认知功能障碍[28，29]。

另外 HMGB1不仅能参与机体炎症反应并调节免疫反应，还能

够通过在坏死细胞中大量释放从而在感染、缺氧、再灌注等生

理过程中充当趋化细胞因子，因而血清 HMGB1水平升高提示

AD患者病情加重，为 AD患者预后不良的独立危险因素。

从上述研究结果能够看出 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1

在 AD发生、发展中均发挥着重要作用，并在 AD患者预后中

有着特异性表达，因此本研究通过绘制 ROC曲线进一步评估

以上三指标的联合预测效能。通过 ROC结果显示，Klotho蛋

白、VILIP-1、HMGB1单独检测的效能均较低，分析其主要原因

是单一指标在临床中与多种疾病均具有密切联系，如 HMGB1

高表达可参与急性缺血性脑卒中、类风湿等疾病发展，因此单

一指标检测对 AD患者预后的效能较低[30，31]。而联合检测能够

有效提升对 AD患者预后的预估效能，敏感度、特异度均在

80%以上，具有较高的评估价值。

综上所述，血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1与 AD患

者认知功能及预后均具有密切联系，在 AD患者治疗期间可通

过定期检测血清 Klotho蛋白、VILIP-1、HMGB1表达水平从而

有效评估 AD患者预后情况，并相应地采取及时、有效的应对

措施以改善 AD患者的预后。
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