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金属硫蛋白对糖尿病大鼠肾脏氧化应激的影响

张春阳，曲　卫，石勇铨，邹俊杰，刘志民

（第二军医大学长征医院内分泌科，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察抗氧化剂金属硫蛋白（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ，ＭＴ）对糖尿病大鼠肾脏氧化应激指标及 ＮＡＤＰＨ氧化酶的影响，

探讨 ＭＴ对糖尿病大鼠肾脏保护作用的可能机制。方法：雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（ＮＣ，ｎ＝８）、糖尿病模型组（ＤＭ，

ｎ＝７）以及糖尿病 ＭＴ治疗组（ＤＭ＋ＭＴ，ｎ＝８），糖尿病大鼠腹腔注射链脲佐菌素（６０ｍｇ／ｋｇ）制备糖尿病大鼠模型，ＤＭ＋ＭＴ
组大鼠给予１０ｇ／ｋｇ体质量 ＭＴ灌胃。４周后检测各组大鼠２４ｈ尿蛋白（２４ｈＵＰ）和肾质量／体质量（ＫＷ／ＢＷ）值，评价肾脏

功能，比色法检测肾脏丙二醛（ＭＤＡ）含量，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ２２ｐｈｏｘ，蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）β
和血管紧张素原（Ａｎｇ）ｍＲＮＡ表达。结果：与 ＮＣ组相比，ＤＭ 组２４ｈＵＰ、ＫＷ／ＢＷ 以及肾皮质 ＭＤＡ水平明显升高（Ｐ＜
０．０５）；肾皮质ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ２２ｐｈｏｘ、ＰＫＣβ和ＡｎｇｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与ＤＭ组相比，ＤＭ＋ＭＴ组２４

ｈＵＰ、ＫＷ／ＢＷ 以及肾皮质 ＭＤＡ 水平降低（Ｐ＜０．０５），ｐ４７ｐｈｏｘ、ＰＫＣβ和 ＡｎｇｍＲＮＡ 的表达水平降低（Ｐ＜０．０５），而

ｐ２２ｐｈｏｘ无明显改变。结论：ＭＴ可能通过降低糖尿病大鼠肾脏氧化应激水平，抑制肾皮质ＰＫＣβ、Ａｎｇ以及ＮＡＤＰＨ氧化酶

亚基的表达，从而发挥肾脏保护作用。
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　　以往研究［１２］表明长期高血糖会导致糖尿病肾

病（ＤＮ）的发生和发展，良好的血糖控制能减缓ＤＮ
的进展，但无法最终抑制其发展。因此，有必要寻找
防治ＤＮ的新措施。近年来，氧化应激在ＤＮ发病
机制中的作用逐渐受到重视。动物实验［３４］表明糖

尿病时氧化应激水平显著升高，抗氧化剂可以降低
氧化应激水平，抑制ＤＮ的进展。但相关氧化剂的
人体临床试验结果并不一致［５６］。因此，仍需进一步

研究以筛选疗效确切的抗氧化剂。

　　金属硫蛋白（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ，ＭＴ）是一种强抗
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氧化剂，可直接清除羟自由基（ＯＨ－
·）和 Ｏ２－，发挥

抗氧化作用［７］。有研究［８］表明 ＭＴ可能通过抑制

ＮＡＤＰＨ氧化酶ｐ４７ｐｈｏｘ亚基表达，来发挥抗氧化
作用，进而减轻糖尿病对心室肌收缩功能的损害。
但具体机制仍不很清楚，因此，本研究观察了 ＭＴ对
糖尿病大鼠肾脏氧化应激指标及 ＮＡＤＰＨ 氧化酶
的影响，进一步探讨 ＭＴ对糖尿病大鼠肾脏保护作
用的可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料　链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美国Ｓｉｇｍａ公
司，ＭＴ由哈尔滨春源生物科技开发有限公司提供，
丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒购自南京建成公司。血
糖测定采用罗氏公司血糖测定仪。

１．２　动物分组及处理　雄性 ＳＤ 大鼠，体质量

１５０～２００ｇ，由上海实验动物中心提供。大鼠适应
性饲养７ｄ后分组，设置正常对照组（ＮＣ）大鼠８只；
糖尿病组（ＤＭ）大鼠给予ＳＴＺ（６０ｍｇ／ｋｇ）一次性腹
腔注射，ＳＴＺ用前以０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液
（ｐＨ４．５）新鲜配制，１周后尾静脉采血测定血糖，以
血糖大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ确定为糖尿病模型，再随机
分为２组：糖尿病模型组（ＤＭ）７只和糖尿病 ＭＴ治
疗组（ＤＭ＋ＭＴ）８只。ＭＴ蛋粉和 ＭＴ奶粉按７３
比例，以最大浓度制备成混悬液，相当于１ｇＭＴ蛋
奶粉／２ｍｌ，ＤＭ＋ＭＴ组大鼠按每天１０ｇ／ｋｇ体质
量灌胃；ＮＣ和ＤＭ 组大鼠予等量的生理盐水溶液
灌胃。所有大鼠自由饮水，给予正常大鼠饲料，每周
测量体质量和血糖。

　　持续给药４周后用代谢笼留２４ｈ尿液，测尿蛋
白排泄量（２４ｈＵＰ）。实验动物空腹麻醉下迅速取
出肾脏，称右肾质量，计算肾质量／体质量（ＫＷ／

ＢＷ），分离肾皮质，－７０℃低温冰箱保存，用于检测
丙二醛（ＭＤＡ）、ＮＡＤＰＨ 氧化酶亚基ｐ２２ｐｈｏｘ和

ｐ４７ｐｈｏｘ、蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）β及血管紧张素原
（Ａｎｇ）ｍＲＮＡ。

１．３　肾皮质 ＭＤＡ含量的测定　按照 ＭＤＡ试剂
盒说明书操作，用比色法测定。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测肾组织ＰＫＣβ、Ａｎｇ及

ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ｐ２２ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘｍＲＮＡ的
表达　Ａｎｇ是 ＡｎｇⅡ的前体，故本研究检测 Ａｎｇ
ｍＲＮＡ的表达水平来间接了解肾脏组织内 ＡｎｇⅡ
的表达；为了更准确地反映待测指标ｍＲＮＡ表达水
平在各组间的相对差异，本研究采用１８Ｓ核糖体亚
基ｍＲＮＡ为参照，即取待测ｍＲＮＡ／１８ＳｍＲＮＡ比
值，消除标本量对结果的影响。

１．４．１　总ＲＮＡ提取　取出冰冻１００ｍｇ肾皮质，
用ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，电泳观察ＲＮＡ的浓度和完
整性。

１．４．２　引物　根据ＧｅｎＢａｎｋ提供的大鼠ｐ２２ｐｈｏｘ
（ＮＭ＿０２４１６０）、ｐ４７ｐｈｏｘ（ＮＭ＿０５３７３４）、Ａｎｇ（ＮＭ＿

１３４４３２）、ＰＫＣβ（ＮＭ＿０１２７１３）ｍＲＮＡ 序列，利用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０，自行设计引物。ｐ２２ｐｈｏｘ：上游
引物５′ＣＧＧＧＣＴＧＴＣＣＴＣＣＡＣＴＴＡＣＴＧＣ
３′，下游引物５′ＴＧＡＴＧＧＴＧＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴ
ＧＣＧ３′；ｐ４７ｐｈｏｘ：上游引物 ５′ＧＧＡ ＣＡＣ ＣＴＡ
ＴＣＧＣＣＧＣＡＡＣＡＧ３′，下游引物５′ＧＡＴＧＡＧ
ＧＴＣＣＧＡＧＣＴＧＧＧＴＣＴＣ３′；Ａｎｇ：上游引物５′
ＴＴＧＴＣＴＧＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＡＡＡＧＧ３′，下游
引物５′ＧＣＡＧＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴＧＴＡＧＴＡＧ
３′；ＰＫＣβ：上游引物５′ＧＧＧＣＴＴＣＧＧＧＡＡＡＣＡ
ＧＧＧ ＡＴＴ Ｃ３′，下游引物 ５′ＴＧＧ ＴＣＡ ＣＡＧ
ＡＡＧＧＴＡＧＧＧＣＴＧＧ３′。引物由上海欧易生物
科技有限公司合成。

１．４．３　ＲＮＡ样品逆转录　利用 ＲＮＡ 逆转录试剂
盒进行ＲＮＡ逆转录。试剂盒使用ＴａＫａＲａ公司的

ＲＮＡＰＣＲｋｉｔ，按照试剂盒提供的反应体系进行反
转录反应。

１．４．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　 利用 ＴａＫａＲａ公司的

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）ｋｉｔ进行

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。ＰＣＲ仪使用ＣｏｒｂｅｔＲｅｓｅａｒｃｈ
公司的 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００。实验结果利用软件 Ｒｏ
ｔｏｒＧｅｎｅ５．０以及Ｅｘｃｅｌ７．０进行数据分析处理。

１．４．５　标准曲线的绘制　将预试验的ＰＣＲ产物按
照 １０ 倍 浓 度 梯 度 进 行 稀 释，选 择 １／１０００，

１／１００００，１／１０００００，１／１００００００浓度的稀释产物
作为标准品模板，进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。通过这

４个标准品生成的反应数据，应用软件ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ
６．０根据反应的荧光实时监控数据和标准品的浓度
关系，生成标准曲线。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，实验
数据用珚ｘ±ｓ表示，各组间数据差异显著性均采用ｔ
检验处理。

２　结　果

２．１　糖尿病模型的制备情况　与 ＮＣ组相比，ＤＭ
组和ＤＭ＋ＭＴ大鼠血糖水平显著升高（Ｐ＜０．０１），
体质量明显减轻（Ｐ＜０．０５）；与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋
ＭＴ组大鼠血糖和体质量没有明显改变，差异无统
计学意义（表１）。

２．２　各组大鼠肾功能及 ＭＤＡ检测结果　如表１
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所示，与ＮＣ组相比，ＤＭ组ＫＷ／ＢＷ、２４ｈＵＰ和肾
皮质 ＭＤＡ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５或０．０１）。与

ＤＭ组相比较，ＤＭ＋ＭＴ组大鼠ＫＷ／ＢＷ、２４ｈＵＰ
和肾皮质 ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠血糖、体质量、肾质量／体质量、尿蛋白和 ＭＤＡ检测结果

Ｔａｂ１　Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ｗｅｉｇｈｔ，ＫＷ／ＢＷ，２４ｈＵＰａｎｄＭＤＡｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｗｅｉｇｈｔ（ｍＢ／ｇ） ＫＷ／ＢＷ

（ｍｇ／ｇ）
２４ｈＵＰ
（ｍＢ／ｍｇ）

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１·ｐｒｏｔｅｉｎ－１）

ＮＣ ８ ５．８±１．２ ３１０．１±２０．６ ４．０１±０．４１ ５．２０±１．１６ ２．０１±０．１２

ＤＭ ７ ２６．７±６．１ ２４３．３±４５．４ ５．８７±０．６８ １１．３４±１．５７ ２．９４±０．５３

ＤＭ＋ＭＴ ８ ２５．９±５．９ ２５３．４±４０．１ ４．２８±０．５６△ ７．８５±１．３９△ ２．３２±０．３６△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ；ＫＷ：Ｋｉｄｎｅｙｗｅｉｇｈｔ；ＢＷ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；ＵＰ：Ｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉ

ａｌｄｅｈｙｄｅ

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果

２．３．１　ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基的表达　与 ＮＣ组相
比，ＤＭ＋ＭＴ组和ＤＭ 组ｐ２２ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达显
著升高（Ｐ＜０．０５），ＤＭ＋ＭＴ组肾皮质ｐ２２ｐｈｏｘ
ｍＲＮＡ水平与ＤＭ 组相比无显著差异。ＤＭ＋ＭＴ
组和ＤＭ 组大鼠ｐ４７ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达水平较 ＮＣ
组大鼠均显著升高 （Ｐ＜０．０５），ＤＭ＋ ＭＴ 组

ｐ４７ｐｈｏｘｍＲＮＡ水平较ＤＭ组降低（Ｐ＜０．０５）。详
见图１Ａ。

２．３．２　ＰＫＣβ和Ａｎｇ水平　与ＮＣ组相比，ＤＭ＋
ＭＴ组和ＤＭ组ＰＫＣβ和ＡｎｇｍＲＮＡ表达水平显
著升高（Ｐ＜０．０１）；ＤＭ＋ＭＴ组大鼠ＰＫＣβ和Ａｎｇ
ｍＲＮＡ水平较ＤＭ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。详见图

１Ｂ、１Ｃ。

图１　各组大鼠肾组织ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（Ａ）、Ａｎｇ（Ｂ）以及ＰＫＣβ（Ｃ）ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２２ｐｈｏｘａｎｄｐ４７ｐｈｏｘ（Ａ），ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎ（Ｂ）

ａｎｄＰＫＣβ（Ｃ）ｍＲＮＡａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐ２２ｐｈｏｘａｎｄｐ４７ｐｈｏｘ，ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎａｎｄＰＫＣβｍＲＮＡｗｅｒｅｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ１８ｓｒＲＮＡ．ＲｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｒｅｌａｔｉｖｅｔｏＮＣ

ｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｒｂｉｔｒａｒｉｌｙａｓｓｉｇｎｅｄａｖａｌｕｅｏｆ１．０．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　糖尿病肾病的早期表现是肾脏肥大，质量增加，

尿蛋白水平升高。故 ＫＷ／ＢＷ 和２４ｈＵＰ可反映
糖尿病大鼠肾脏的早期病变情况，本研究表明，ＭＴ
可使糖尿病大鼠这两项指标明显下降，减轻高血糖
对肾脏的损伤，抑制糖尿病大鼠早期肾脏病变的进
展。糖尿病时氧化应激水平显著升高，ＮＡＤＰＨ氧
化酶是糖尿病时高水平活性氧族（ＲＯＳ）的重要来源

之一［３］。为了评价 ＭＴ对糖尿病大鼠肾脏氧化应激

水平的影响，本研究检测了肾皮质 ＭＤＡ水平，结果
表明，ＭＴ可部分抑制糖尿病大鼠肾脏 ＭＤＡ的水

平。降低糖尿病大鼠肾脏氧化应激水平，减少ＲＯＳ
的产生和对肾组织的损伤。

　　糖尿病时ＮＡＤＰＨ氧化酶处于活化状态，而抑
制其活性可以降低糖尿病大鼠肾脏氧化应激水平，
抑制肾小球基质沉积，减少尿蛋白，减缓 ＤＮ的进
展［９］。因此，ＮＡＤＰＨ 氧化酶是防治 ＤＮ的一个重
要靶点，包括多个亚基，其中ｐ２２ｐｈｏｘ位于细胞膜
上，ｐ４７ｐｈｏｘ在细胞质内。ｐ４７ｐｈｏｘ磷酸化后可转
位到细胞膜，与ｐ２２ｐｈｏｘ结合使该酶具有催化活
性［１０］。在肾脏系膜细胞中有ｐ２２ｐｈｏｘ和ｐ４７ｐｈｏｘ
表达。高血糖时肾脏ＰＫＣβ和ＡｎｇⅡ活性增强，是
引起ＤＮ的重要因素，也促进ｐ４７ｐｈｏｘ表达和转位，
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增强ＮＡＤＰＨ氧化酶活性的作用［１１１２］。

　　本研究结果表明，ＭＴ对ＰＫＣβ和ＡｎｇｍＲＮＡ
表达有明显的抑制作用。由于 Ａｎｇ是 ＡｎｇⅡ的前
体，故Ａｎｇ也能间接反映肾脏ＡｎｇⅡ的水平。ＭＴ
对ＰＫＣβ和Ａｎｇ（ＡｎｇⅡ）表达的抑制作用，可间接
降低ｐ４７ｐｈｏｘ亚基的表达和活性，抑制ＮＡＤＰＨ氧
化酶的活性，减少ＲＯＳ的产生，降低肾皮质内的氧
化应激水平。

　　ＭＴ对 ＮＡＤＰＨ 亚基ｐ２２ｐｈｏｘ和ｐ４７ｐｈｏｘ的
作用是不同的，对ｐ２２ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达没有影响，
对ｐ４７ｐｈｏｘｍＲＮＡ 的表达则有显著的抑制作用。

ｐ４７ｐｈｏｘ磷酸化后可活化 ＮＡＤＰＨ 氧化酶。因此，

ＭＴ对ｐ４７ｐｈｏｘ的抑制可直接降低ＮＡＤＰＨ氧化酶
的活化。

　　总之，本研究表明，ＭＴ可抑制ＰＫＣβ、Ａｎｇ和

ｐ４７ｐｈｏｘ的表达，降低ｐ４７ｐｈｏｘ亚基对 ＮＡＤＰＨ 氧
化酶的活化作用，减少肾脏ＲＯＳ的产生。ＭＴ可通
过抑制肾皮质内的氧化应激水平，对糖尿病大鼠的
早期肾脏病变具有保护作用。
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·书　讯·

《实用淋巴医学》已出版

　　本书由张涤生主编，人民军医出版社出版，ＩＳＢＮ号９７８７５０９１０６２０４，１６开，精装，２４１页，２９．２万字，定价５９．００元。

　　本书以淋巴循环系统的理论为基础，结合临床与科研实践，介绍了淋巴医学领域的最新进展。包括淋巴系统的解剖、生

理、病理，淋巴系统与免疫，淋巴系统疾病的诊断、治疗，淋巴丝虫病的流行病学及防治，淋巴水肿的影像学检查，肢体淋巴水肿

的治疗，乳糜反流性疾病的治疗以及淋巴水肿的实验研究。内容科学、实用性强，适于从事淋巴医学的临床及科研人员参考阅

读。

　　本书由人民军医出版社市场部发行。
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