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普罗布考对糖尿病大鼠肾组织氧化应激的影响
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【摘要】 目的 研究普罗布考( Probucol)对糖尿病大鼠肾组织氧化应激的影响。方法 采用腹腔注射链脲

佐菌素(STZ) 建立糖尿病大鼠模型。30 只 Wistar 大鼠分为正常对照组(NC) 、糖尿病组( DM) 、糖尿病普罗布考

治疗组(DP)。8 周末称取体重、肾重、计算肾肥大指数(肾重 /体重)，检测尿白蛋白排泄率(UAER);测定各组生

化指标包括血糖(BG) 、胆固醇(TC) 、三酰甘油( TG)、血清肌酐( SCr) 、血尿素氮(BUN);检测肾组织中丙二醛
(MDA) 的含量及超氧化物歧化酶(SOD) 、过氧化氢酶(CAT) 与谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px) 活性;肾组织切片

行 PAS 染色分析肾小球面积及肾小球体积。结果 DM 组大鼠肾重、肾重 /体重、UAER、TC、TG、SCr、BUN、肾小球

面积、肾小球体积较 NC 组均明显增加，DP 组上述改变较 DM 组均明显减轻(P ＜ 0. 05) 。DP 组肾组织中 MDA 含

量明显低于 DM 组，SOD、CAT、GSH- Px 活性明显高于 DM 组(P ＜ 0. 05) 。结论 普罗布考可能部分通过减轻肾

组织氧化应激反应实现对糖尿病大鼠肾脏的保护作用。
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Effect of probucol on the oxidative stress of kidney in diabetic rats

SU Xue-song1，DU Feng1，ZHOU Guang-yu1，HE Bing2，LI De- tian1

(1． Department of Nephrology，China Medical University，Shenyang，110004;2． Department of Endocrinology，

China Medical University，Shenyang，110004，China)

【Abstract】 Objective To study the effect of probucol on the oxidative stress of kidney in diabetic rats． Methods

Diabetes mellitus rat model was induced by streptozotocin(STZ) ． 30 Wistar rats were randomly divided into three groups:

normal control group ( NC)，diabetes mellitus group ( DM )，probucol-treated diabetes mellitus group ( DP) ． After 8

weeks，body weight and kidney weight ( calculate kidney weight / body weight) ，urine albumin excretion rate(UAER) and

biochemical indicators including blood glucose(BG)，total cholesterol (TC)，triglycerides(TG)，serum creatinine(SCr)，

blood urea nitrogen(BUN) were measured; The levels of maleic dialdehyde (MDA) as well as the activities of antioxidant

enzymes including superoxide dismutase ( SOD)，catalase (CAT)，glutathione peroxidase (GSH-Px) in the renal tissue

were determined; the renal tissue was observed by light microscopy: renal morphology parameter including glomerular area

and glomerular volume by PAS staining． Results Kidney weight，ratio of kidney weight to body weight，UAER，TC，TG，

SCr，BUN and glomerular area，glomerular volume on histological examination of the kidney were significantly increased in

DM group rats than those in NC group． The changes described above were attenuated by treatment with probucol (P ＜ 0．

05) ． Elevated MDA level as well as decreased activities of SOD，CAT and GSH-Px in diabetic renal tissue were also

remitted by probucol ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusions The renoprotective mechanism of probucol may be at least partly



correlated with relieving oxidative stress in the renal tissue of diabetic rats．
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糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN)是糖尿
病最常见且最严重的微血管并发症之一，严重影响

了糖尿病患者的生活质量。DN 的发病机制十分复
杂，包括了遗传易感性、糖脂代谢紊乱、肾脏血流动
力学异常及氧化应激等众多因素的参与，近年来，

越来越多的研究表明，在 DN 诸多发病机制中，氧化
应激是重要的共同机制

［1，2］。普罗布考( probucol)
又名丙丁酚，最初以降脂药应用于临床，主要降低

血清胆固醇，近几年对其药理作用的认识不断深

入，发现其有很强的抗氧化作用
［3，4］。本文通过建

立链脲佐菌素( STZ)诱导的糖尿病大鼠模型，观察
普罗布考对该模型大鼠肾组织氧化应激的影响，以

探讨其对糖尿病肾病的保护作用机制。

1 材料和方法

1. 1 药品、试剂及仪器
普罗布考(商品名之乐，齐鲁制药有限公司) ;

链脲佐菌素 STZ (美国 Sigma 公司) ; 尿白蛋白试
剂盒(法国 SPI 公司) ;丙二醛(MDA)、超氧化物歧
化酶(SOD) 、过氧化氢酶(CAT)与谷胱甘肽过氧化
物酶(GSH-Px)检测试剂盒(南京建成生物工程研究
所) ;日立 7170A 全自动生化分析仪;UV-754 紫外
分光光度计。
1. 2 糖尿病大鼠模型的建立及分组
雄性 Wistar 大鼠 30 只，8 周龄，体重为 200 ～ 250

g，由中国医科大学附属盛京医院动物实验中心提供
［SCXK(辽)2003-0019］;随机分为正常对照组(NC 组
10 只) 和糖尿病大鼠模型组(20 只)。糖尿病大鼠造
模按 60 mg /kg 剂量一次性腹腔内注射 STZ(溶解在
0. 1 mol /L 枸橼酸钠溶液中，pH4. 5) ，对照组给予腹
腔注射等量 0. 1 mol /L 枸橼酸钠溶液。72 h 后空腹
测定尾静脉血糖，以血糖 ＞ 16. 7 mmol /L 为标准，确
定造模成功。将成模大鼠随机分为糖尿病组(DM)
及糖尿病普罗布考治疗组(DP)，每组 9 只。DP 组自
造模成功次日起即按 500 mg /(kg·d) 剂量给予普罗
布考混悬液灌胃，另两组大鼠均给予等量生理盐水

灌胃。所有大鼠在整个试验期间均喂标准饮食，不
使用胰岛素或其它降糖药物。
1. 3 标本收集

8 周末用代谢笼准确收集 24 h 尿，离心保存于
－ 70℃冰箱中待测尿白蛋白; 称量体重后，心脏采

血，4℃离心后分装保存于 － 70℃ 冰箱待测血糖
(BG) 、胆固醇( TC) 、三酰甘油( TG) 、血清肌酐
(SCr)及血尿素氮(BUN)。4℃预冷的生理盐水反
复灌洗双肾至颜色变苍白，摘取双肾，分离肾周包

膜和筋膜，称重，求双肾重量均值，计算其与体重

的比值即肾重 / 体重( KW /BW) 值。部分肾组织
10%中性甲醛固定，石蜡包埋，制成厚度 3 μm 切
片，PAS 染色行肾脏病理检查。其余肾组织分别切
成小块，置于液氮中冻透，然后转入 － 70℃冰箱中
待测肾组织丙二醛(MDA) 的含量及超氧化物歧化
酶(SOD) 、过氧化氢酶(CAT) 与谷胱甘肽过氧化
物酶(GSH-Px) 活性。
1. 4 生化指标的检测
血糖(BG) 、胆固醇(TC) 、三酰甘油(TG) 、血

清肌酐(SCr)和血尿素氮(BUN)采用日立 7170A 自
动生化分析仪进行检测;尿白蛋白排泄率 ( urine
albumin excretion rate，UAER) 测定采用免疫比浊
法，操作按试剂盒说明书进行。
1. 5 肾组织 MDA 含量及 SOD、CAT、GSH-Px 活
性测定

取肾皮质 0. 5 g 在冰浴条件下用冷生理盐水制
成 10%组织匀浆，低温离心机离心，取上清液待
测。MDA 采用硫代巴比妥酸( TBA)法，SOD 活力
采用联苯三酚自氧化法，CAT 活力采用紫外速率测
定法， GSH-Px 采 用 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸
(NADPH) 偶联法，测定步骤严格按照试剂说明书
进行。
1. 6 肾脏病理
石蜡切片 PAS 染色 400 倍视野下随机选择 30

个肾小球，采用真彩色病理图像分析系统软件(北

京航空航天大学开发) 测定肾小球面积及肾小球系

膜区面积，计算肾小球体积。
1. 7 统计学处理
数据以均数 ± 标准差 ( 珋x ± s ) 表示，应用

SPSS13. 0 软件包进行统计分析，计量资料组间比
较采用单因素方差分析。采用双侧检验，P ＜ 0. 05
判定为差异有显著性。

2 结果

2. 1 一般情况
与 NC 组相比，8 周后 DM 组大鼠 BG、TC、TG、
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表 1 3 组大鼠血糖、血脂、尿微量白蛋白排泄率及肾功能变化
Tab． 1 Changes of blood glucose，blood lipid，urine albumin excretion rate and renal function of rats

组别

Group
例数

N
血糖 BG
(mmol / L)

胆固醇 TC
(mmol / L)

三酰甘油 TG
(mmol / L)

尿白蛋白排泄率

UAER(μg /min)
血尿素氮 BUN
(mmol / L)

血清肌酐 SCr
(μmol / L)

正常对照组 NC 10 5. 12 ± 0． 78 1. 52 ± 0． 18 0. 78 ± 0． 23 0. 51 ± 0． 12 7. 12 ± 1． 24 29. 56 ± 4． 51

糖尿病组 DM 9 21. 35 ± 1． 06 * 2. 78 ± 0． 52 * 1. 41 ± 0． 48 * 1. 26 ± 0． 31 * 19. 56 ± 2． 98 * 74. 36 ± 12． 36 *

糖尿病普罗布考治

疗组 DP
9 22. 08 ± 1． 23 * 2. 02 ± 0． 31 #* 1. 02 ± 0． 45 #* 0. 89 ± 0． 26 #* 12. 56 ± 2． 32 #* 51. 23 ± 9． 31 #*

注:* 与 NC 组相比 P ＜ 0. 05 ，#与 DM 组相比 P ＜ 0. 05
Note:* Compared with the NC group，P ＜ 0. 05，# Compared with the DM group，P ＜ 0. 05

UAER、BUN、SCr 均显著升高，出现早期糖尿病肾
病(DN) 改变。经普罗布考治疗后，BG 无明显变
化，而 TC、TG、UAER、BUN、SCr 显著下降，但仍高
于 NC 组，差异具有显著性(P ＜ 0. 05)。
2. 2 各组大鼠肾组织中 MDA 含量及 SOD、CAT、
GSH-Px 活性的比较

DM 组大鼠肾组织中 MDA 含量较 NC 组明显增
加，而肾组织 SOD、CAT、GSH-Px 活性则显著下降;
经普罗布考治疗后，DP 组大鼠肾组织中 MDA 含量
下降，肾组织 SOD、CAT、GSH-Px 活性增加，差异具
有显著性(P ＜ 0. 05) ，见表 2 及图 1。
2. 3 各组大鼠肾脏病理形态的改变
与 NC 组相比，DM 组大鼠肾重增加，体重下

降，肾重 /体重明显升高，肾小球面积及体积增大。
经普罗布考治疗 8 周后，DP 组大鼠体重未有明显
增长，但肾重及肾重 /体重明显下降，肾小球面积
及肾小球体积明显缩小，差异有显著性 ( P ＜
0. 05)，见表 3。

图 1 3 组大鼠肾组织中 MDA 含量及 SOD、CAT、

GSH-Px 活性变化
Fig． 1 The changes of contents of MDA and activities

of SOD，CAT，GSH-Px in renal tissue of rats

3 讨论

DN 是终末期肾病(ESRD)最主要的原因之一，
由于 DN 患者机体存在极其复杂的代谢紊乱，一旦
发展到 ESRD，往往比其它肾脏疾病治疗起来更加
棘手，因此进一步探索其发病机制，以便制定更加

表 2 3 组大鼠肾组织中 MDA 含量及 SOD、CAT、GSH- Px 活性变化
Tab． 2 The changes of contents of MDA and activities of SOD，CAT，GSH- Px in renal tissue of rats
组别

Group
例数

N
丙二醛 MDA
( nmol /mg Pro)

超氧化物歧化酶 SOD
( u /mg Pro)

过氧化氢酶 CAT
( u /mg Pro)

谷胱甘肽过氧化物酶

GSH-Px( u /mg Pro)

正常对照组 NC 10 2. 06 ± 0． 23 12. 16 ± 2． 72 6. 32 ± 0． 52 10. 05 ± 0． 89

糖尿病组 DM 9 5. 32 ± 0． 89 * 7. 98 ± 1． 16 * 3. 96 ± 0． 38 * 5. 46 ± 0． 36 *

糖尿病普罗布考治疗组 DP 9 3. 54 ± 0． 45 #* 10. 01 ± 1． 52 #* 5. 01 ± 0． 65 #* 8. 97 ± 0． 54 #*

注:* 与 NC 组相比 P ＜ 0. 05 ，#与 DM 组相比 P ＜ 0. 05
Note:* Compared with the NC group，P ＜ 0. 05 ，# Compared with the DM group，P ＜ 0. 05

表 3 3 组大鼠肾重、体重、肾重 / 体重、肾小球面积、肾小球体积的比较
Tab． 3 Kidney weight(KW)，body weight(BW) ，ratio of kidney weight to body weight(KW /BW)，glomerular area

and glomerular volume of rats in different groups

组别

Group
例数

N

肾重

Kidney weight
( g)

体重

Body weight
( g)

肾重 /体重
KW /BW
(‰)

肾小球面积

Glomerular area
( × 103 μm2 )

肾小球体积

Glomerular volume
( × 104 μm3 )

正常对照组 NC 10 1. 15 ± 0． 06 365. 56 ± 22． 23 3. 15 ± 0． 18 4. 15 ± 0． 23 34. 36 ± 5． 36

糖尿病组 DM 9 1. 32 ± 0． 08 * 210. 38 ± 15． 14 * 6. 27 ± 0． 24 * 8. 56 ± 0． 45 * 62. 15 ± 9． 87 *

糖尿病普罗布考治疗组 DP 9 1. 14 ± 0． 09 # 245. 69 ± 16． 87 * 4. 64 ± 0． 23 #* 6. 07 ± 0． 31 #* 50. 43 ± 7． 65 #*

注:* 与 NC 组相比 P ＜ 0. 05 ，#与 DM 组相比 P ＜ 0. 05
Note:* Compared with the NC group，P ＜ 0. 05 ，# Compared with the DM group，P ＜ 0. 05
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有效的防治措施，已成为当前糖尿病和肾脏病学界

十分热点的课题。氧化应激是指机体内高活性分
子如活性氧类自由基( reactive oxygen species，ROS)

和活性氮类自由基( reactive nitrogen species，RNS)
产生过多或消除减少，过多的自由基直接引起生物

膜脂质过氧化，细胞内蛋白质及酶变性，DNA 损伤，

从而导致细胞死亡或凋亡，组织受损。越来越多的
证据表明氧化应激和糖尿病及其并发症之间密切

相关
［1，2］，在正常生理条件下，氧化应激产生的 ROS

能迅速地被机体内抗氧化系统清除，但高血糖时产

生的过量 ROS 则大大超过了机体的清除能力，ROS

的蓄积导致了氧化应激的发生。丙二醛(MDA)是
ROS 对脂肪氧化损伤的产物，超氧化物歧化酶
(SOD)、过氧化氢酶( CAT) 与谷胱甘肽过氧化物
酶( GSH -Px)属于抗氧化的酶类，可以阻止新的自
由基的生成，或清除已生成但尚未发生反应的自由

基。本实验结果显示糖尿病大鼠肾组织中 MDA 含
量明显增加，肾组织抗氧化酶 SOD、CAT 和 GSH -Px
活性显著降低，证明 DN 时肾组织内抗氧化系统遭
到破坏，氧化应激增强，与文献报道一致

［5，6］。

普罗布考是目前可用于临床的抗氧化作用最

强的人工合成抗氧化剂
［7］。有实验［8］证实喂食雄

鼠高脂高胆固醇饮食 12 周后，血清丙二醛(MDA)

含量，ox-LDL 的含量，C 反应蛋白(CRP)活性，谷胱
甘肽 S 转移酶(GST)的活性增加，总抗氧化能力(T-
A0C)，总超氧化物歧化酶( T-SOD)活性，对氧磷脂
酶-1(PON-1)的活性降低，应用普罗布考可逆转这
些改变。以往研究多认为其抗氧化作用主要来自
于氧离子捕捉和断链抗氧化的特性。近年国内外
研究
［9，10］
发现，普罗布考可诱导抗氧化防御酶血红

素氧合酶 1 ( heme oxygenase-l)的表达，发挥其抑制
脂质过氧化的作用。一些临床研究表明普罗布考
通过抗氧化和降胆固醇作用延缓糖尿病肾病进展

并延迟开始血液透析治疗的时间，若普罗布考和

ACEI，ARB 或他汀类药物联合使用，预期可对预防
糖尿病肾病有加强或协同效应

［11 － 13］。本实验结果
发现普罗布考治疗组大鼠肾组织中 MDA 含量低于
糖尿病组，但仍高于正常组;普罗布考治疗组大鼠

肾组织中 SOD、CAT、GSH-Px 活性高于糖尿病组，但
仍低于正常组，本研究结果表明普罗布考能抑制糖

尿病大鼠的氧化应激反应，与文献报道一致
［14］，而

且在一些临床研究中也有相似的结果
［15］。对异丙

肾上腺素诱导的大鼠心力衰竭模型，普罗布考可以

通过减少脂质过氧化物的产生，增加抗氧化酶 GSH
– Px 和 SOD 的活性而减轻氧化应激反应［16］，与本
实验结果一致。
本实验还发现经普罗布考治疗后，糖尿病大鼠

的脂代谢有明显的改善，而且普罗布考治疗组大鼠

血尿素氮、血肌酐、尿白蛋白排泄率(UAER)、肾重
及肾肥大指数(肾重 /体重)、均较糖尿病组明显减
少，同时肾小球面积及肾小球体积亦明显缩小，这

表明了普罗布考对糖尿病大鼠的肾脏具有保护作

用，能减轻肾脏肥大，改善肾功能，延缓糖尿病肾病

的发生与发展，而其发挥肾脏保护作用的机制可能

与其抑制脂质过氧化及保护抗氧化酶活性密切相

关，值得进一步深入探讨。
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的迁移及变化，所得的数据更加真实可信。因其操
作简单、所得结果直观、灵敏度高等有点，得到迅速
发展，已广泛应用于生命科学、医学研究及药物开
发等方面

［3］。现行的骨髓移植技术通常检测供体
造血干细胞在受体骨髓中的数目，是一种终点检测

方法。应用转基因鼠，将荧光报告标记的造血干细
胞移植入脾及骨髓，可以通过荧光发光实时检测这

些干细胞的后代在动物体内的生长和活动。
荧光蛋白在体内，尤其是干细胞中的表达必须

在强启动子，如鸡 β 肌动蛋白( chicken β-actin) 或
CAG 启动子的驱动下才能高效的进行［4 － 5］，且转基

因载体插入位点和拷贝数对基因表达效率也具有

显著的影响。本研究将 DsRed 和 EGFP 插入 CAG
强启动子下游，构建了系统性表达红色和绿色荧光

转基因小鼠。其中 DsRed-Express 转基因小鼠红色
荧光蛋白 EGFP 转基因小鼠绿色荧光蛋白在全身多
个组织器官和骨髓细胞中表达。其中，C57BL /6J-
TgN ( CAG-DsRed-1 ) ZLFILAS 和 C57BL /6J-TgN
(CAG-EGFP-1)ZLFILAS 的造血干细胞全部为荧光

标记细胞，这两种红色和绿色荧光转基因小鼠模型

将为干细胞的分化与定位研究提供了有力的工具

动物和分子影像学技术手段。
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